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Linh vue k§ thuit duwgc dé cap

Séng ché d& cap dén khéng thé khang TIGIT, cling nhu viéc img dung céc khang
thé nay trong diéu tri bénh nhw bénh ung thu va bénh 1ay nhidm.
Tinh trang ky thuit cia sing ché

Yéu t chu yéu dé tao ra lidu phép mién dich khdi u xuét hién tr cc phat hién
rang thu thé diéu bién mi&n dich trc ché (IMR), thwong déng vai tro lam cac diém kidm
tra mién dich dé duy tri kha nang tu dung nap, 1a quyét dinh dbi v6i kha nang dé méi
treong vi mo trong khéi u tranh duge sy mién dich. Su phong bé cac IMR trc ché xuAt
hién hé 16 réng cac dap tmg mién dich ddc hiéu khéi u c6 hiéu lyc hiéu qua hon so véi
su kich thich truc tiép tinh mién dich cua khéi u véi cac xytokin hoat hoa hodc vacxin
ung thu, va huéng tiép can nay c6 hiéu qué dé lam bién ddi phuong phap diéu tri bénh
ung thu & ngudi. Mot ing dung quan trong va co hi xuét hién hién nay ¢6 hiéu qua dé
phét trién khang thé dbi khéng méi déi voi cdc IMR khac va dé lién két cac khang thé
d6i khang v6i nhidu hon mot IMR dé lam ting ty 1& ciia cac chét dap Ung trong céac thu
nghiém 1am sang ung thu hoc, cling nhu mé rong dua vao cac biéu hién ung thu hoc
trong d6 cac phuong phép diéu tri bang lidu phap mién dich khéi u 1a ¢6 hiéu qua.

Quan trong 13, cac IMR uc ché va phéi ttr diéu hoa tinh mién dich cua té bao
thuong dugc biéu hién qua mirc trén céc té bao khéi u va dai thue bao ¢6 lidn quan dén
khoi u (TAM). Pang chti y 1a, su biéu hién qua mirc ciia PD-L1 trong cac khdi u ¢ lién
quan dén tinh trang suy kiét t& bao T dic hiéu khéi u va tién luong kém. Sur phong bé
mbi ndi PD-1/PD-L1 trong cac thir nghiém l1am sang din dén cac déap tmg thodi trién
khéi u én dinh trong mot ty 1& ddng ké bénh nhan. B4o céo méi day chttng minh rang su
biéu hién dong thoi ctia PD-1 va IMR trc ché khac (TIM-3) trong cic té bao CD8+ T
dic hiéu khdi u thu duoc tir bénh nhan bi u hic sic t ¢o lién quan dén céac kiéu hinh suy
kiét té bao T bi rbi loan chttc nang nhiu hon so véi cac t& bao chi bidu hién mot minh
IMR. Hon nifa, cac bao cdo khac nhau str dung cic mé hinh khéi u tién 1am sang chung

minh sy phong bé nhiéu IMR, bao gom PD-1, TIM-3, LAG-3 va CTLA-4 kich thich
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hidu quéa cic dap ting chdng khéi u hon 14 gy déi khang mét minh PD-1. Céac két qua
nay nhin manh tdm quan trong ctia nghién ctru khac vé cac con dudng IMR.

TIGIT (thu thé mién dich té bao T vé6i cac mién Ig va ITIM) 14 thy thé didu bién
mién dich chu yéu dugc biéu hién trén té bao T va té bao NK duogc hoat héa. TIGIT
cling duogc biét dudi dang VSIGY; VSTM3; va WUCAM. Céu tric cta né thé hién mot
mién globulin mién dich ngoai bao, viing xuyén mang tuyp 1 va hai motip ITIM. TIGIT
tao thanh mot phin ctia mang ludi kich thich ddng thoi bao gdm cac thu thé didu bién
mién dich duong (CD226) va 4m (TIGIT) trén céc té bao T, va cac phéi tir duoc bidu
hién trén cac APC (CD155 va CD112).

Mot dic diém quan trong trong cAu trac cta TIGIT 14 su c6 mit cia motip e ché
trén co s tyrosin ctia thu thé mién dich (ITIM) trong mién dudi té bao chét ctia n6. Nhur
d6i voi PD-1 va CTLA-4, mién ITIM trong ving t& bao chit cia TIGIT dugc dy doan
1a d& phuc hdi tyrosin phosphataza, nhu SHP-1 va SHP-2, va su khtt phosphoryl héa sau
d6 ctia cac gbe tyrosin bing mdtip hoat hoa trén co sé tyrosin ciia thu thé mién dich
(ITAM) trén céc cdu tric dudi phan tir cia thu thé t& bao T (TCR). Do d6, viéc nbi
TIGIT bang cac phdi tir -thu thé CD155 va CD112 dugce biéu hién béi cac té bao khdi u
hodc TAMS c6 thé gbp phﬁn vao viée te ché su truyén tin hiéu TCR va sy hoat hoa té
bao T, can thiét dé lam tang tinh mién dich chdng khéi u hiéu qua. Do d6, khang thé dbi
khang dic hidu v6i TIGIT c6 thé tre ché sy rc ché dugce kich thich boi CD155 va CD112
clia cac dap Gmg té bao T va ting cudng tinh mién dich chéng khdi u. Muc dich ctia sang
ché 12 thu duoc khang thé khang TIGIT c6 thé dwoc st dung dé didu tri bénh ung thu,

mdt minh hodc két hop véi cac thudc thir khac.

Ban chét ki thuét cia sang ché

Sang ché d& xuét cac khang thé khang TIGIT va cac manh lién két khang nguyén
ctia ching bao gdm céc dic tinh ciu tric va chirc ning duoc xac dinh dudi day.

Theo mdt phuong 4n, sang ché dé xuét khang thé hoic manh lién két khang
nguyén cua né lién két v6i TIGIT & ngudi, bao gdbm: CDR3 cua ving bién dbi chudi
nang chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 3, 79, 80, 81, 82, 83, 59, 90, 140,
153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161, 162, 163, 164, 165, 166 hoac 167. Theo

mot phwong 4n, khang thé hoic manh lién két khang nguyén ctia né tly y ¢6 it nhat mot
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trong sd céc dic trung sau: (i) lién két véi TIGIT & ngudi véi tri s6 KD nidm trong
khoang tir khoang 1 x 10 M dén khoang 1 x 10"'> M nhu duge xac dinh boi cong hudng
plasmon bé mit (vi duy, BIACORE) hoic k§ thudt twong ty (vi du, KinExa hodc
OCTET); (ii) phan ung chéo véi TIGIT & khi cynomolgous va rhesus; (iii) phong bé
lién két ctia TIGIT & nguoi véi CD155 & ngudi va CD112 ¢ ngudi; (iv) 1am ting su hoat
hoa té bao T; (v) kich thich sy san sinh IL-2 va IFNy bai té bao T dic hiéu khang
nguyén; (vi) phong bé su kich thich tc ché t& bao T do sy hoat hoa duoc kich thich bz"mg
su gén TIGIT véi cac phdi tir cing ngudn CD155 va CD112.

Theo mét phuong 4n khéc, sang ché dé xuét khang thé hodc méanh lién két khang
nguyén cia né lién két véi TIGIT & ngudi, bao gdm: CDR3 ctia ving bién dbi chudi nhe
chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 6, 62, 74, 75, 76, 77, 78 hoac 93. Theo
mdt phuong 4n, khang thé tily ¥ ¢6 it nhdt mot trong sb cac dic trung sau: (i) lién két
v6i TIGIT & ngudi véi tri sé KD nam trong khoang tir khoang 1 x 10" M dén khoang 1
x 1012 M nhu dugc xé4c dinh bodi cong hudng plasmon bé mit (vi du, BIACORE) hoic
k¥ thuat tuong tu (vi du KinExa hodc OCTET); (ii) phan tng chéo véi TIGIT & khi
cynomolgous va rhesus; (iii) phong bé lién két ctia TIGIT & ngudi véi CD155 & ngudi
va CD112 & ngudi; (iv) 1am ting su hoat héa té bao T; (v) kich thich sy san sinh IL-2
va IFNy boéi té bao T dic hiéu khang nguyén; (vi) phong bé su kich thich trc ché té bao
T do su hoat héa dugc kich thich bang su gin TIGIT véi cac phéi tir ciing ngudn CD155
va CD112.

Theo mdt phuong 4n khac, sang ché dé xuét khang thé hozc manh lién két khang
nguyén ciia n6 lién két véi TIGIT & ngudi bao gdm: (i) CDRI cua ving bién dbi chudi
ning chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 1; (ii) CDR2 ctia ving bién dbi
chudi ning chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 2; va (iii) CDR3 clia ving
bién ddi chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 140. Theo mot
phuong 4n, khang thé hoic manh lién két khang nguyén bao gdm: (i) CDR1 ctia ving
bién d6i chudi ndng chura trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 1; (ii)) CDR2 cua
ving bién @i chudi ning chia trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 2; va (iii) CDR3
cla vung bién dbi chudi ning chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 3, 79, 80,
81, 82 hodc 83. Theo mdt phuong an, khéng thé hodc manh lién két khang nguyén cia

n6 bao gém: (i) CDRI ctia viing bién d6i chudi ning chira trinh tr axit amin néu trong
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SEQ ID NO: 1; (ii) CDR2 cua ving bién d6i chudi ning chia trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO: 2; va (iii) CDR3 ctia ving bién dbi chudi ning chira trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO: 3. Theo mét phuong 4n, khang thé hoic méanh lién két
khang nguyén ctia né tiy y c6 it nhat mét trong sb cac dic trung sau: (i) lién két véi
TIGIT & ngudi véi tri s6 KD ndm trong khoang tir khoang 1 x 10 M dén khoang 1 x
10-12 M nhu dugc x4c dinh béi cong hudng plasmon bé mat (vi du, BIACORE) hoic k¥
thuét tuong tu (vi du KinExa hodc OCTET); (ii) phdn tng chéo véi TIGIT & khi
cynomolgous va rhesus; (iii) phong bé lién két ciia TIGIT & ngudi v6i CD155 & ngudi
va CD112 & ngudi; (iv) 1am ting sw hoat héa té bao T; (v) kich thich su san sinh IL-2
va IFNy béi té bao T dic hidu khang nguyén; (vi) phong bé su kich thich tc ché té bao
T do su hoat hoa dugc kich thich bang su gin TIGIT vdi cac phbi tir cing ngudn CD155
va CD112.

Theo mot phwong 4n khac, sang ché dé xuét khang thé hoic manh lién két khang
nguyén lién két véi TIGIT & ngudi bao gdm: (i) CDRI ctia viing bién ddi chudi ning
chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 57; (i) CDR2 ctia vung bién ddi chubi
ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 58; va (iii) CDR3 cua vung bién
d6i chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 59. Theo mot phuong 4n,
khang thé hodc manh lién két khang nguyén cia né tity y 6 it nhét mot trong s cac dic
trung sau: (i) lién két voi TIGIT & ngudi véi tri s6 KD nam trong khoang tir khoang 1 x
10" M dén khoéang 1 x 10-'2 M nhu dugc xac dinh béi cong huéng plasmon bé mit (v
du, BIACORE) hoic k¥ thuat twong ty (vi du KinExa hodc OCTET); (ii) phan tng chéo
véi TIGIT & khi cynomolgous va rhesus; (iii) phong bé lién két ctia TIGIT & ngudi voi
CD155 ¢ ngudi va CD112 & ngudi; (iv) 1am tang su hoat hoa té bao T; (v) kich thich su
san sinh IL-2 va IFNy boi té bao T dic hidu khang nguyén; (vi) phong bé su kich thich
trc ché té bao T do su hoat héa dugce kich thich bing sy gén TIGIT véi cac phdi tir cling
ngudn CD155 va CD112.

Theo mdt phuong 4n khéc, sang ché dé xut khang thé hodc manh lién két khang
nguyén lién két véi TIGIT & ngudi bao gdm:-(i) CDRI ctia ving bién dbi chudi ning
chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 88; (ii) CDR2 ctia viing bién d6i chudi
ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 147; va (iii) CDR3 ctia ving bién
dbi chudi ning chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 153. Theo mét phuong
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an, khang thé hodc manh lién két khang nguyén cia né bao gdém: (i) CDR1 ctia ving
bién ddi chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 88; (ii) CDR2 cta
ving bién ddi chudi ndng chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 89, 96, 97, 98,
99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 134 hodc 135; va (iii)
CDR3 ctia viing bién d6i chudi ning chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 90,
154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161, 162, 163, 164, 165, 166 hodc 167. Theo mdt
phuong 4n, khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 bao gdm: (i) CDR1 cua
ving bién ddi chudi nang chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 88; (ii) CDR2
cia ving bién ddi chudi ndng chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 89, 134
hodc 135; va (iii) CDR3 cua ving bién dbi chudi ning chtra trinh tu axit amin néu trong
SEQ ID NO: 90. Theo mét phwong an, khang thé hodc manh lién két khang nguyén cia
n6 bao gém: (i) CDR1 ctia viing bién ddi chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO: 88; (ii) CDR2 cua ving bién ddi chudi ning chira trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO: 134; va (iii) CDR3 ciia viing bién dbi chudi ning chta trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO: 90. Theo mft phuong én, khéng thé hodc manh lién két
khang nguyén ctia né bao gdm: (i) CDRI cta ving bién dbi chudi ndng chia trinh ty
axit amin néu trong SEQ ID NO: 88; (ii) CDR2 ctia ving bién ddi chudi ning chira trinh
tur axit amin néu trong SEQ ID NO: 134; va (iii) CDR3 cua ving bién dbi chudi ning
chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 154. Theo mdt phuong an, khang thé
hozc manh lién két khang nguyén cia n6 bao gdm: (i) CDR1 ciia ving bién ddi chudi
ning chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 88; (i) CDR2 cua ving bién ddi
chudi ning chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 134; va (iii) CDR3 cua ving
bién dbi chudi ning chia trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 155. Theo mot
phuong 4n, khang thé hozc manh lién két khang nguyén ctia n6 bao gdm: (i) CDRI cua
ving bién ddi chudi ning chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 88; (ii) CDR2
ctia ving bién d6i chudi nang chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 134; va
(iii) CDR3 ctia viing bién d6i chudi ning chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:
156. Theo mdt phuong 4n, khang thé hozc manh lién két khang nguyén ctia né bao gbm:
(i) CDRI ctia ving bién ddi chudi ning chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:
88; (ii) CDR2 ciia ving bién dbi chudi niing chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID

NO: 134; va (iii) CDR3 ctia viing bién ddi chudi ning chtra trinh ty axit amin néu trong
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SEQ ID NO: 157. Theo mét phuong 4n, khang thé hosc manh lién két khang nguyén
ctia n6é bao gdm: (i) CDR1 cua ving bién d6i chudi ning chira trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO: 88; (i) CDR2 ctia ving bién d6i chudi ning chtra trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO: 134; va (iii) CDR3 cua ving bién dbi chudi ning chira trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO: 158. Theo mdt phuong an, khang thé hodc manh lién
két khang nguyén cta n6 bao gébm: (i) CDR1 ciia viing bién dbi chudi ning chira trinh
tur axit amin néu trong SEQ ID NO: 88; (ii) CDR2 ctia ving bién ddi chudi ning chua
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 134; va (iii) CDR3 ctia ving bién ddi chudi
nang chura trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 159. Theo mdt phuong an, khang
thé hoic manh lién két khéng nguyén ciia n6 bao gdm: (i) CDR1 clia ving bién déi chudi
ning chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 88; (ii) CDR2 ctia ving bién dbi
chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 134; va (iii) CDR3 ctia viing
bién d6i chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 160. Theo mét
phuong 4n, khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 bao gdm: (i) CDR1 ctia
ving bién ddi chudi ning chira trinh tw axit amin néu trong SEQ ID NO: 88; (ii) CDR2
cua vung bién ddi chudi ndng chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 134; va
(iii) CDR3 ctia viing bién ddi chudi niing chira trinh tw axit amin néu trong SEQ ID NO:
161. Theo mot phwong 4n, khang thé hodc manh lién két khang nguyén cia n6 bao gom:
(i) CDR1 ctia ving bién d6i chudi nang chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:
88; (ii) CDR2 ciia ving bién dbi chudi nang chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO: 134; va (iii) CDR3 cta ving bién dbi chudi ning chira trinh tw axit amin néu trong
SEQ ID NO: 162. Theo mdt phuong an, khang thé hodc manh lién két khang nguyén
ctia n6 bao gdm: (i) CDR1 cta ving bién dbi chudi ning chia trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO: 88; (ii) CDR2 ctia ving bién ddi chudi ning chta trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO: 134; va (iii) CDR3 cta vung bién ddi chudi ning chira trinh tu
- axit amin néu trong SEQ ID NO: 163. Theo mdt phuong 4n, khang thé hodc manh lién
két khang nguyén ctia n6 bao gém: (i) CDR1 cua ving bién ddi chudi ning chira trinh
ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 88; (ii) CDR2 ctia ving bién di chubi ning chua
trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 134; va (iii) CDR3 ciia viing bién d6i chudi
ndng chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 164. Theo mdt phuong an, khang

thé hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 bao gdbm: (i) CDR1 ctia ving bién déi chudi
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nang chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 88; (ii) CDR2 ctia ving bién dbi
chudi ning chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 134; va (iii) CDR3 ctia viing
bién ddi chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 165. Theo mdt
phuong 4n, khang thé hodc ménh lién két khang nguyén ctia n6 bao gdm: (i) CDRI cua
vung bién ddi chudi ning chira trinh tw axit amin néu trong SEQ ID NO: 88; (ii) CDR2
ctia ving bién dbi chudi ning chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 134; va
(iii) CDR3 ctia ving bién d6i chudi nang chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:
166. Theo mot phuong an, khang thé hoic méanh lién két khang nguyén ctia n6 bao gdm:
(i) CDRI ctia ving bién dbi chudi ning chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:
88; (ii) CDR2 cua vung bién ddi chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO: 134; va (iii) CDR3 ctia ving bién ddi chudi ning chira trinh tu axit amin néu trong
SEQ ID NO: 167. Theo mdt phuong 4n, khang thé hoic ménh lién két khang nguyén
clia né thy y ¢6 it nhdt mot trong sb cac dic trung sau: (i) lién két v6i TIGIT & ngudi
v6i tri s KD ndm trong khoang tir khoang 1 x 10 M dén khoang 1 x 1072 M nhu duoc.
xac dinh boi cong hudng plasmon bé mit (vi dy, BIACORE) hoic k¥ thuét trong tu (vi
du KinExa hodc OCTET); (ii) phan Umg chéo véi TIGIT & khi cynomolgous va rhesus;
(iii) phong bé lién két ctia TIGIT & ngudi véi CD155 & ngudi va CD112 & ngudi; (iv)
lam téng su hoat hda té bao T; (v) kich thich su san sinh IL-2 va IFNy béi té bao T dac
hiéu khang nguyén; (vi) phong bé sy kich thich trc ché t& bao T do sy hoat héa dugc
kich thich bing su gin TIGIT véi cac phdi tir ciing nguén CD155 va CD112.

Theo mot phwong an khéc, sang ché dé xuét khang thé hodc manh lién két khang
nguyén lién két voi TIGIT & ngudi bao gdm: (i) CDR1 ciia ving bién d6i chudi nhe
chtra trinh tir axit amin néu trong SEQ ID NO: 4; (ii) CDR2 ctia ving bién d6i chudi nhe
chtra trinh ti axit amin néu trong SEQ ID NO: 141; va (iii) CDR3 cua ving bién ddi
chudi nhe chia trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 142. Theo mdt phuong 4n,
khéng thé hodc manh lién két khang nguyén ctia né bao gém: (i) CDRI1 cua ving bién
dbi chudi nhe chtra trinh tur axit amin néu trong SEQ ID NO: 4; (ii) CDR2 cta ving bién
ddi chudi nhe chuta trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 35, 65, 66, 67, 68, 69, 70,
71, 72 hodc ; va (iii) CDR3 cua vung bién ddi chudi nhe chira trinh tur axit amin néu
trong SEQ ID NO: 6, 74, 75, 76, 77 hodc 78. Theo mdt phwong an, khang thé hodc manh

lién két khang nguyén ciia n6 bao gém: (i) CDR1 ctia viing bién dbi chudi nhe chtra trinh
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tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 4; (ii) CDR2 cua ving bién d6i chudi nhe chtra trinh
tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 5; va (iii) CDR3 cua vung bién dbi chudi nhe chira
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 6. Theo mdt phuong 4n, khang thé hoic manh
lién két khang nguyén ciia n6 tly y ¢6 it nhat mot trong s§ cac dic trung sau: (i) lién két
v6i TIGIT & ngudi voi tri sé KD ndm trong khoang tir khoang 1 x 10" M dén khoang 1
x 1012 M nhu duge xac dinh béi cong hudng plasmon bé mit (vi du, BIACORE) hoic
k¥ thudt twong ty (vi du KinExa hodc OCTET); (ii) phan ung chéo v6i TIGIT & khi
cynomolgous va rhesus; (iii) phong bé lién két cta TIGIT & nguoi véi CD155 & nguoi
va CD112 & ngudi; (iv) 1am tang sy hoat hoa té bao T; (v) kich thich su san sinh IL-2
va IFNy boi té bao T dic hiéu khang nguyén; (vi) phong bé su kich thich e ché té bao
T do su hoat hoa duoc kich thich bang su gin TIGIT véi cac phdi tir cing ngudn CD155
va CD112.

Theo mét phwong 4n khéc, sang ché dé xuit khang thé hosc manh lién két khang
nguyén lién két véi TIGIT & nguoi bao gdm: (i) CDR1 ciia ving bién d6i chudi nhe
chia trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 60; (ii) CDR2 cia ving bién dbi chudi
nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 61; va (iii) CDR3 cta ving bién dbi
chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 62. Theo mdt phuong én,
khang thé hodc manh lién két khang nguyén clia né tly y c6 it nhit mot trong sb cac dic
trung sau: (i) lién két v6i TIGIT & nguoi véi tri s6 KD nam trong khoang tir khoang 1 x
10 M dén khoang 1 x 10-12 M nhu dugc x4c dinh béi cong huéng plasmon bé mit (vi
du, BIACORE) hodc k¥ thuét tuwong tu (vi du KinExa hodc OCTET); (ii) phan tng chéo
v&i TIGIT & khi cynomolgous va rhesus; (iii) phong bé lién két ciia TIGIT & ngudi voi
CD155 & ngudi va CD112 ¢ nguoi; (iv) 1am tdng su hoat hoa té bao T; (v) kich thich su
san sinh IL-2 va IFNy boi té bao T dic hiéu khang nguyén; (vi) phong bé su kich thich
trc ché t& bao T do su hoat hoa duge kich thich bang su gén TIGIT véi cac phdi tir cling
ngudn CD155 va CDI112.

Theo mot phwong 4n khéc, sang ché dé xuit khang thé hodc manh lién két khang
nguyén lién két véi TIGIT & ngudi bao gbém: (i) CDR1 ctia ving bién d6i chudi nhe
chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 91; (ii) CDR2 ctia viing bién ddi chudi
nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 148; va (iii)) CDR3 cua vung bién
ddi chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 93. Theo mot phuong 4n,
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khang thé hodc méanh lién két khang nguyén ciia né bao gdm: (i) CDRI ctia viing bién
dbi chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 91; (ii) CDR2 ctia viing
bién d6i chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 92, 112, 113, 114,
115, 116, 117, 118, 119, 120, 121 hodc 122; va (iii) CDR3 cta ving bién dbi chudi nhe
chua trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 93. Theo mét phuong 4n, khang thé hoic
manh lién két khang nguyén cta né bao goém: (i) CDRI ctia ving bién ddi chudi nhe
chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 91; (ii) CDR2 ctia viing bién ddi chudi
nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 92; va (iii) CDR3 cta vung bién dbi
chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 93. Theo mdt phuong an,
khéng thé hodc manh lién két khang nguyén ctia né tlly y ¢6 it nhét mot trong sb cac dic
trung sau: (i) lién két voi TIGIT & ngudi véi tri sé KD nam trong khoang tir khoang 1 x
10 M dén khoang 1 x 102 M nhu dugc x4c dinh bdi cong hudng plasmon bé mit (vi
du, BIACORE) hoic k§ thuét twong tu (vi du KinExa hodc OCTET); (ii) phan tng chéo
v6i TIGIT & khi cynomolgous va rhesus; (iii) phong bé lién két ctia TIGIT & ngudi véi
CD155 ¢ nguoi va CD112 & nguoi; (iv) lam tang sy hoat hoa té bao T; (v) kich thich su
san sinh IL-2 va IFNy bai té bao T ddc hiéu khdng nguyén; (vi) phong bé sy kich thich
trc ché t& bao T do sy hoat hoa dugc kich thich bang su gén TIGIT vdi cac phbi tir cling
ngudén CD155 va CD112.

Theo mot phuong 4n khac, sang ché @8 xuét khang thé hodc manh lién két khang
nguyén lién két voi TIGIT & ngudi bao gdm: (i) CDRI ctia ving bién d6i chudi ning
chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 1; (ii) CDR2 cta ving bién dbi chudi
ndng chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 2; (i1i) CDR3 cua vung bién dbi
chudi ning chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 140; (iv) CDR1 cua ving
bién ddi chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 4; (v) CDR2 ctia viing
bién dbi chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 141; va (vi) CDR3
ctia ving bién ddi chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 142. Theo
mot phuong an, khang thé hoic manh lién két khang nguyén bao gdém: (i) CDRI cua
ving bién d6i chudi ning chia trinh tur axit amin néu trong SEQ ID NO: 1; (ii) CDR2
clia ving bién d6i chudi ning chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 2; (iii)
CDR3 cua ving bién ddi chudi nang chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 3,
79, 80, 81, 82 hodc 83; (iv) CDRI1 cua ving bién ddi chudi nhe chira trinh ty axit amin
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néu trong SEQ ID NO: 4; (v) CDR2 ctia viing bién dbi chudi nhe chira trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO: 5, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72 hodc 73; va (vi) CDR3 cua vung
bién ddi chudi nhe chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 6, 74, 75, 76, 77 hodc
78. Theo mdt phuong 4n, khang thé hodc manh lién két khang nguyén cia n6 bao gdm:
(i) CDRI ctia ving bién ddi chudi ning chira trinh tur axit amin néu trong SEQ ID NO:
1; (ii) CDR2 ctia viing bién dbi chudi ning chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO: 2; (iii) CDR3 ctia ving bién d6i chudi ning chira trinh tu axit amin néu trong SEQ
ID NO: 3; (iv) CDRI1 ctia vung bién ddi chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong
SEQ ID NO: 4; (v) CDR2 ctia ving bién di chudi nhe chta trinh tu axit amin néu trong
SEQ ID NO: 5; va (vi) CDR3 ctia viing bién dbi chudi nhe chira trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO: 6. Theo mdt phuong 4n, khang thé hodc manh lién két khang nguyén
clia né duge nhéan héa. Theo mot phuong an, khang thé hodc manh lién két khang nguyén
clia n6 bao gdm ving bién ddi chudi ning duoc chon tir nhém bao gdm céc trinh tu SEQ
ID NO: 9-24, 37-47, 143 va 144; va ving bién d6i chudi nhe duoc chon tir nhém bao
gdm céc trinh tw SEQ ID NO: 25-30, 48-52, 146 va 147. Theo mdt phuong 4n, khéng
thé hodc manh lién két khang nguyén ctia né tiy y ¢6 it nhit mét trong sb cac dic trung
sau: (i) lién két v6i TIGIT & ngudi véi tri s6 KD ndm trong khoang tir khoang 1 x 107
M dén khoang 1 x 10"'2 M nhu dugc x4c dinh béi cong hudong plasmon bé mit (vi du,
BIACORE) hodc k¥ thuat tuong tu (vi du KinExa hodc OCTET); (ii) phan rng chéo véi
TIGIT & khi cynomolgous va rhesus; (iii) phong bé lién két ctia TIGIT & ngudi véi
CD155 6 nguoi va CD112 ¢ nguoi; (iv) 1am tang su hoat hoa té bao T; (v) kich thich sy
san sinh IL-2 va IFNy boi té bao T dic hiéu khang nguyén; (vi) phong bé sy kich thich
trc ché té bao T do su hoat héa duge kich thich bang sw gan TIGIT véi cc phdi tir cing
ngudn CD155 va CD112.

Theo mot phuong 4n khac, sang ché dé xuét khang thé hoic manh lién két khang
nguyén lién két voi TIGIT & ngudi bao gdm: (i) CDRI clia ving bién ddi chudi ning
chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 1; (ii) CDR2 ciia ving bién dbi chudi
ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 2; (iii) CDR3 cua ving bién dbi
chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 3, 79, 80, 81, 82 hodc 83; (iv)
CDR1 ctia viing bién dbi chudi nhe chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 4;
(v) CDR2 ctia ving bién dbi chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:
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5,65, 66,67, 68, 69,70, 71, 72 hodc 73; va (vi) CDR3 cua ving bién ddi chudi nhe chia
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 6, 74, 75, 76, 77 hoac 78; trong d6 khéng thé
hodc manh lién két khang nguyén ciia n6 bao gdm ving bién ddi chudi nang c6 dd dong
nhét (gibng hét) trinh tu it nhét 13 90%, 95%, 96%, 97%, 98% hoic 99% so v&i ving
bién ddi chudi ning duoc chon tir nhém bao gdm céc trinh ty SEQ ID NO: 9-24 hoic
37-47 va ving bién dbi chudi nhe c6 do ddng nhét trinh tu it nhat 12 90%, 95%, 96%,
97%, 98% hoac 99% so véi viung bién d6i chudi nang dugc chon tir nhém bao gém cac
trinh tu SEQ ID NO: 25-30 hodc 48-52. Theo phuong &n dugc dé cap & trén, cac bién
thé trinh tu trong cac ving khung. Theo mdt phuong 4n, khang thé lién két véi TIGIT &
ngudi vai tri s6 KD ndm trong khoang tir khoang 1 x 10 M dén khoang 1 x 102 M
nhu dugce xac dinh boi cong hudng plasmon bé mit (vi du, BIACORE) hoic k¥ thuat
tuong ty (vi du KinExa hodc OCTET).

Theo mét phuong 4n khac, sang ché cling d& xuét khang thé hodc manh lién két
khang nguyén ctia n6 lién két véi TIGIT & ngudi bao gbdm: (i) CDR1 ctia viing bién dbi
chudi niing chita trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 1; (ii) CDR2 cua ving bién
d6i chudi ning chia trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 2; (iii) CDR3 cua ving
bién dbi chudi niing chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 3; (iv) CDR1 cta
ving bién dbi chudi nhe chta trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 4; (v) CDR2 cua
viing bién ddi chudi nhe chtra trinh tur axit amin néu trong SEQ ID NO: 5; va (vi) CDR3
clia vung bién ddi chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 6. Theo mot
phuong an, khang thé hoic manh lién két khéng nguyén cta né bao gém 1, 2 hoac 3 dot
bién thay thé axit amin trong CDR chudi ning (SEQ ID NO: 1-3) hogc trong CDR chubi
nhe (SEQ ID NO: 3-6). Theo mt phuong 4n, khang thé bao gdm mot dot bién thay thé
axit amin trong CDR chudi ning ¢c6 SEQ ID NO: 3, trong d6 viéc thay thé duoc tién
hanh tai vi tri 13W, va trong do géc 13W dugc thay thé béng: F, Y, I, V hodc L. Theo
mdt phuong 4n, khang thé bao gdbm hai d6t bién thay thé axit amin trong CDR chudi nhe
¢6 SEQ ID NO: 5, trong d6 cac dot bién thay thé dugc tao ra tai vi tri 3-4, va trong dé
cac gbc 3N va 48 dugc thay thé bang: SN, SS, ST, TT, SY, NQ, GS, SQ va DS. Theo
mdt phuong 4n, khang thé bao gdm mot dot bién thay thé axit amin trong CDR chudi
nhe ¢6 SEQ ID NO: 6, trong do viéc thay thé duoc tién hanh tai vi tri 7, va trong dé géc
7W duoc thay thé béng: F,Y, I, Vhoic L. Trinh tv VH c6 SEQ ID NO: 9-24 va 37-47
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c6 CDR ¢6 SEQ ID NO:1-3; va trinh tu VL ¢6 SEQ ID NO: 25-30 va 48-52 ¢6 CDR ¢6
SEQ ID NO: 4-6. Theo mét s6 phuong 4n, cac dot bién thay thé CDR dugc md ta & trén
¢6 thé dugce tao ra trong cdc CDR tuong Gng cta trinh ty VH ¢6 SEQ ID NO: 9-24 va
37-37, va trong cac CDR cua céc trinh tu VL ¢6 SEQ ID NO: 25-30 va 48-52. Theo mdt
phuong an, khang thé lién két voi TIGIT & ngudi véi tri sé KD nim trong khoang tir
khoang 1 x 10" M dén khoang 1 x 10"'2 M nhu dugc xé4c dinh béi cong hudng plasmon
bé mit (vi du, BIACORE) hoic k¥ thuat twong tu (vi du KinExa hoic OCTET).

Theo mdt phwong 4n khac, sang ché dé xuit khang thé hodc manh lién két khang
nguyén lién két voi TIGIT & ngudi bao gdm: (i) CDR1 cua ving bién ddi chudi ning
chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 57; (ii) CDR2 cua viing bién ddi chudi
ning chia trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 58; (iii) CDR3 ctia ving bién ddi
chudi nang chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 59; (iv) CDR1 ctia viing bién
d6i chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 60; (v) CDR2 cia ving
bién d6i chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 61; va (vi) CDR3 cia
ving bién dbi chudi nhe chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 62. Theo mot
phuong 4n, khang thé hoic manh lién két khang nguyén cta né dwoc nhan hoa. Theo
mcf)f phuong 4n, khang thé hodc méanh lién két khang nguyén cta né bao gdm 1, 2 hoic
3 dot bién thay thé axit amin trong CDR chudi ning (SEQ ID NO: 57-59) hoic trong
CDR chudi nhe (SEQ ID NO: 60-62), va giit lai mot hoic nhiéu dic tinh chic nang cua
n6. Theo mdt phuong an, khéang thé hoic manh lién két khang nguyén clia né tiy ¥ ¢o
it nhat mét trong sd cac dic tinh chirc ning sau day: (i) lién két voi TIGIT & ngudi voi
tri s6 KD nim trong khoang tir khoang 1 x 10° M dén khoang 1 x 10"'2 M nhu dugc xac
dinh boi cong hudng plasmon bé mit (vi du, BIACORE) hoic k¥ thuat twong tu (vi du
KinExa hodac OCTET), (ii) phan tng chéo v&i TIGIT & khi cynomolgous va rhesus; (iii)
phong bé lién két ctia TIGIT & nguoi v6i CD155 & ngudi va CD112 & ngudi; (iv) 1am
tang su hoat hoa té bao T; (v) kich thich su san sinh IL-2 va IFNy bdi té bao T dic hiéu
khang nguyén; (vi) phong bé sy kich thich tc ché té bao T do su hoat héa dwgc kich
thich bang sy gin TIGIT véi cac phéi ti cing ngudn CD155 va CD112.

Theo mdt phuong an khac, sang ché ciing dé xuit khang thé hodc manh lién két
khang nguyén ctia n6 lién két v6i TIGIT & ngudi bao gdm: (i) CDR1 cia ving bién dbi

chudi niing chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 88; (i) CDR2 cia ving bién
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d6i chudi ning chia trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 147; (iii) CDR3 ctia ving
bién ddi chudi ning chira trinh tw axit amin néu trong SEQ ID NO: 153; (iv) CDR1 cia
ving bién dbi chudi nhe chira trinh tw axit amin néu trong SEQ ID NO: 91; (v) CDR2
ctia viing bién ddi chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 148; va (vi)
CDR3 cua vung bién dbi chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 93.
Theo mdt phuong 4n, khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 bao gdm: (i)
CDR1 ctia ving bién dbi chudi ning chua trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 88;
(il) CDR2 ctia viing bién ddi chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:
89, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 134 hodc
135; (iii) CDR3 ctia ving bién dbi chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO: 90, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161, 162, 163, 164, 165, 166 hodc 167; (iv)
CDRI1 ctia ving bién ddi chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 91;
(v) CDR2 cua ving bién di chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:
92,112,113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121 hodc 122; va (vi) CDR3 ctia ving
bién dbi chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 93. Theo mdt phuong
an, khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 bao gém: (i) CDR1 cia ving
bién ddi chudi ning chira trinh tw axit amin néu trong SEQ ID NO: 88; (ii) CDR2 ctia
vung bién ddi chudi ning chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 89, 134 hoic
135; (iii) CDR3 ctia ving bién ddi chudi ning chira trinh tw axit amin néu trong SEQ ID
NO: 90; (iv) CDRI1 cua ving bién dbi chudi nhe chira trinh ti axit amin néu trong SEQ
ID NO: 91; (v) CDR2 ctia ving bién ddi chudi nhe chtra trinh tu axit amin néu trong
SEQ ID NO: 92; va (vi) CDR3 cuia ving bién d6i chudi nhe chira trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO: 93. Theo mdt phuong 4n, khang thé hodc manh lién két khang nguyén
ctia n6 bao gdm: (i) CDR1 cua ving bién d6i chudi ning chta trinh tw axit amin néu
trong SEQ ID NO: 88; (ii) CDR2 ctia ving bién ddi chudi niang chira trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO: 134; (iii) CDR3 cuia ving bién dbi chudi ning chira trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO: 90; (iv) CDRI cta ving bién dbi chudi nhe chtra trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO: 91; (v) CDR2 cua ving bién d6i chudi nhe chira trinh
tur axit amin néu trong SEQ ID NO: 92; va (vi) CDR3 ctia viing bién dbi chudi nhe chira
trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 93. Theo mdt phurong 4n, khang thé hodc manh

lién két khang nguyén cia né duge nhan héa. Theo mét phuong an, khang thé hoic
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manh lién két khang nguyén ctia né bao gdm: (i) CDR1 ctia ving bién dbi chudi ning
chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 88; (ii) CDR2 clia ving bién dbi chudi
nang chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 134; (iii) CDR3 ctia ving bién dbi
chudi ning chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 154; (iv) CDR1 cua ving
bién ddi chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 91; (v) CDR2 cta
viing bién d6i chudi nhe chia trinh tw axit amin néu trong SEQ ID NO: 92; va (vi) CDR3
ctia ving bién dbi chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 93. Theo
mdt phuong 4n, khang thé hodc manh lién két khang nguyén clia né6 dwoc nhén hoa.
Theo mot phwong 4n, khang thé hodc manh lién két khang nguyén ciia né bao gém: (i)
CDRI ctia viing bién dbi chudi ning chta trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 88;
(ii) CDR2 ctia ving bién ddi chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:
134; (iii) CDR3 ctia ving bién d6i chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO: 155; (iv) CDRI1 ctia ving bién dbi chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ
ID NO: 91; (v) CDR2 ctia ving bién d6i chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong
SEQ ID NO: 92; va (vi) CDR3 ctia ving bién ddi chudi nhe chia trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO: 93. Theo m¢t phuong 4n, khang thé hodc manh lién két khang nguyén
ctia n6 dugce nhan héa. Theo mot phwong 4n, khang thé hodc manh lién két khang nguyén
ctia n6 bao gdm: (i) CDRI1 clia viing bién ddi chudi ning chira trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO: 88; (ii) CDR2 cua vung bién dbi chudi nang chira trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO: 134; (iii) CDR3 cua viing bién ddi chudi ning chtra trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO: 156; (iv) CDR1 cta ving bién d6i chudi nhe chira trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO: 91; (v) CDR2 ctia ving bién d6i chudi nhe chira trinh
tur axit amin néu trong SEQ ID NO: 92; va (vi) CDR3 ctia viing bién ddi chudi nhe chira
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 93. Theo mdt phuong 4n, khang thé hoic manh
lién két khang nguyén cua n6é dugc nhan héa. Theo mét phuong 4n, khéng thé hoic
manh lién két khang nguyén ciia n6 bao gdm: (i) CDR1 ctia ving bién dbi chudi nang
chura trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 88; (ii) CDR2 ctia ving bién dbi chudi
nang chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 134; (iii) CDR3 cua viung bién dbi
chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 157; (iv) CDR1 cua ving
bién dbi chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 91; (v) CDR2 ctia
ving bién ddi chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 92; va (vi) CDR3
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ctia viing bién d6i chudi nhe chia trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 93. Theo
mdot phuong 4n, khang thé hodic manh lién két khang nguyén ctia n6 dugc nhan hoa.
Theo mot phuong an, khang thé hodc manh lién két khang nguyén cia n6 bao gém: (i)
CDRI1 cua vung bién dbi chudi ning chtra trinh tir axit amin néu trong SEQ ID NO: 88;
(i) CDR2 cuia viing bién d6i chudi ning chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:
134; (iii) CDR3 ctia ving bién ddi chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO: 158; (iv) CDR1 ciia viing bién d6i chudi nhe chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ
ID NO: 91; (v) CDR2 ctia ving bién ddi chudi nhe chtra trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO: 92; va (vi) CDR3 cta ving bién dbi chudi nhe chira trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO: 93. Theo mdt phwong an, khang thé hozc manh lién két khang nguyén
ctia n6 dugce nhan hoa. Theo mot phuong an, khang thé hodc manh lién két khang nguyén
ctia n6 bao gdm: (i) CDRI cta ving bién d6i chudi ndng chira trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO: 88; (ii) CDR2 clia ving bién dbi chudi ning chira trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO: 134; (iii) CDR3 cuia viing bién ddi chudi nang chira trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO: 159; (iv) CDRI1 ciia viing bién d6i chudi nhe chira trinh tyr
axit amin néu trong SEQ ID NO: 91; (v) CDR2 ctia ving bién d6i chudi nhe chia trinh
tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 92; va (vi) CDR3 cta viung bién d6i chudi nhe chira
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 93. Theo mdt phuong 4n, khang thé hodc manh
lién két khang nguyén cia n6 duge nhin hoa. Theo mot phuong an, khang thé hoic
manh lién két khang nguyén ctia n6 bao gdm: (i) CDR1 cua ving bién dbi chudi ning
chura trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 88; (ii) CDR2 cua viing bién ddi chudi
nang chura trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 134; (iii) CDR3 clia viung bién dbi
chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 160; (iv) CDR1 cta ving
bién dbi chudi nhe chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 91; (v) CDR2 ciia
ving bién ddi chudi nhe chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 92; va (vi) CDR3
ctia ving bién dbi chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 93. Theo
mot phuong 4n, khang thé hoic manh lién két khang nguyén cia né duge nhan hoa.
Theo mot phuong an, khang thé hodc méanh lién két khang nguyén ctia n6 bao gém: (i)
CDRI ciia viing bién d6i chudi ning chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 88;
(ii) CDR2 ciia ving bién ddi chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:
134; (iii) CDR3 ctia ving bién ddi chudi nang chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
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NO: 161; (iv) CDR1 ctia viing bién dbi chudi nhe chira trinh tw axit amin néu trong SEQ
ID NO: 91; (v) CDR2 cua ving bién d6i chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO: 92; va (vi) CDR3 ctia viing bién d6i chudi nhe chira trinh tw axit amin néu
trong SEQ ID NO: 93. Theo mét phwong 4n, khang thé hodc manh lién két khang nguyén
ctia n6 dugc nhan hoa. Theo mot phuong an, khéng thé hodc manh lién két khang nguyén
ctia n6 bao gdm: (i) CDRI1 cta ving bién ddi chudi ning chira trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO: 88; (ii) CDR2 ciia ving bién ddi chudi ning chira trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO: 134; (iii) CDR3 cua ving bién ddi chudi ning chira trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO: 162; (iv) CDRI1 cta vung bién ddi chudi nhe chira trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO: 91; (v) CDR2 ctia ving bién d6i chudi nhe chira trinh
tur axit amin néu trong SEQ ID NO: 92; va (vi) CDR3 ctia viing bién ddi chudi nhe chira
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 93. Theo mét phwong 4n, khang thé hoic manh
lién két khang nguyén cia né duoc nhan héa. Theo mot phuong 4n, khang thé hodc
manh lién két khang nguyén cia né bao gdm: (i) CDR1 cila viing bién ddi chudi ning
chura trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 88; (ii) CDR2 ciia viing bién ddi chudi
nang chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 134; (iii)) CDR3 cua vung bién dbi
chudi ning chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 163; (iv) CDRI ctia ving
bién dbi chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 91; (v) CDR2 cia
ving bién d6i chudi nhe chtra trinh tw axit amin néu trong SEQ ID NO: 92; va (vi) CDR3
ctia ving bién dbi chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 93. Theo
mot phuong 4n, khang thé hodc manh lién két khang nguyén clia né dugce nhan hoa.
Theo mdt phwong 4n, khang thé hodc manh lién két khang nguyén ciia n6 bao goém: (i)
CDR1 ctia ving bién ddi chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 88;
(ii) CDR2 ctia viing bién ddi chudi ning chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:
134; (iii) CDR3 ctia ving bién d6i chudi nang chira trinh tw axit amin néu trong SEQ ID
NO: 164; (iv) CDR1 ctia ving bién ddi chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ
ID NO: 91; (v) CDR2 cda vung bién dbi chudi nhe chua trinh tu axit amin néu trong
SEQ ID NO: 92; va (vi) CDR3 cua vung bién dbi chudi nhe chtra trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO: 93. Theo mdt phuong an, khang thé hoic manh lién két khang nguyén
ctia n6 dwgc nhan héa. Theo mdt phuong an, khang thé hodc manh lién két khang nguyén

cua n6 bao géom: (i) CDRI1 cua vung bién doi chudi néng chira trinh ty axit amin néu
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trong SEQ ID NO: 88; (i) CDR2 ctia ving bién dbi chudi ning chira trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO: 134; (iii) CDR3 cila ving bién dbi chudi ning chira trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO: 165; (iv) CDR1 ctia ving bién ddi chudi nhe chira trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO: 91; (v) CDR2 cua ving bién di chudi nhe chira trinh
tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 92; va (vi) CDR3 cua ving bién dbi chudi nhe chira
trinh tyr axit amin néu trong SEQ ID NO: 93. Theo mdt phuong an, khang thé hoic manh
lién két khang nguyén cia n6 dugc nhin héa. Theo mot phuwong 4n, khang thé hoic
manh lién két khang nguyén ciia né bao gdm: (i) CDR1 ciia ving bién d6i chudi ning
chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 88; (ii) CDR2 ctia ving bién ddi chudi
ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 134; (iii) CDR3 ctia ving bién d6i
chudi ning chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 166; (iv) CDRI cua ving
bién d6i chudi nhe chua trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 91; (v) CDR2 cua
vung bién ddi chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 92; va (vi) CDR3
cua vung bién ddi chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 93. Theo
mot phuong 4n, khang thé hosc manh lién két khang nguyén clia né dugce nhan héa.
Theo mdt phuong an, khang thé hodc méanh lién két khang nguyén ctia né bao gdm: (i)
CDRI ctia ving bién ddi chudi ning chtra trinh tur axit amin néu trong SEQ ID NO: 88;
(il) CDR2 cuia ving bién ddi chudi nang chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:
134; (iii) CDR3 ciia ving bién ddi chudi ning chira trinh tw axit amin néu trong SEQ ID
NO: 167; (iv) CDRI1 ciia ving bién ddi chudi nhe chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ
ID NO: 91; (v) CDR2 ciia viing bién dbi chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO: 92; va (vi) CDR3 ctia ving bién d6i chudi nhe chira trinh tir axit amin néu
trong SEQ ID NO: 93. Theo mdt phuong 4n, khang thé hozc manh lién két khang nguyén
ctia né dugc nhan hoa. Theo mot phwong an, khang thé hodc méanh lién két khang nguyén
clia n6 tiy ¥ ¢6 it nhat mot trong sb cac dic trung sau: (i) lién két véi TIGIT & ngudi
v6i tri s6 KD nadm trong khoang tir khoang 1 x 10" M dén khoang 1 x 1012 M nhu duogc
x4c dinh boi cong hudng plasmon bé mit (vi du, BIACORE) hoic k§ thuat twong ty (vi
du KinExa hodc OCTET), (ii) phan tng chéo véi TIGIT & khi cynomolgous va rhesus;
(iii) phong bé lién két ctia TIGIT & ngudi véi CD155 & ngudi va CD112 & ngudi; (iv)
lam tang su hoat hoa té bao T; (v) kich thich sy san sinh IL-2 va [FNy béi té bao T dic

-18-



32683

hidu khang nguyén; (vi) phong bé su kich thich e ché t& bao T do su hoat héa dugc
kich thich bang sw gin TIGIT véi cac phdi tir cing nguén CD155 va CD112.

Theo mot phuong 4n, khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 lién két
v6i TIGIT & ngudi va bao gdm: (i) CDRI cua ving bién ddi chudi ning chira trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO: 88; (ii) CDR2 ctia viing bién d6i chudi ning chira trinh
tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 89; (iii) CDR3 ciia ving bién ddi chudi ning chira
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 90; (iv) CDRI cta ving bién d6i chudi nhe
chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 91; (v) CDR2 ciia ving bién ddi chudi
nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 92; va (vi) CDR3 cia vung bién dbi
chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 93. Theo mdt phuong &n,
khang thé bao gdm mét dot bién thay thé axit amin trong CDR2 ctia chudi niing ¢6 SEQ
ID NO: 89, trong d6 viéc thay thé duoc tién hanh tai vi tri 7, va trong d6 gbec D duge
thay thé bang: R, L, K, F, S, Y hodc V. Theo mot phuong an khac, khang thé bao gdm
mot dot bién thay thé axit amin trong CDR2 ctia chudi ning ¢6 SEQ ID NO: 89, trong
d6 viée thay thé dugc tién hanh tai vi tri 8, va trong d6 gdc G dugc thay thé bang: R, N,
Q,E, LK, S, Y hodc V. Theo mdt phuong an khéc, khang thé bao gém mdt dot bién
thay thé axit amin trong CDR2 ctia chudi ning c6 SEQ ID NO: 89, trong do viéc thay
thé duoc tién hanh tai vi tri 12, trong d6 N duge thay thé bang: A hodc S. Theo mdt
phwong 4n khac, khang thé bao gdbm mot dot bién thay thé axit amin trong CDR2 ctia
chudi niang c6 SEQ ID NO: 89, trong d6 viéc thay thé duoc tién hanh tai vi tri 13, trong
d6 E duoc thay thé bang Q. Theo mét phuong an khéc, khéng thé bao gdbm mot dot bién
thay thé axit amin trong CDR2 ctia chudi ning c6 SEQ ID NO: 89, trong d6 viéc thay
thé dugc tién hanh tai vi tri 16, trong d6 K dugc thay thé bang Q. Theo mdt phuwong 4n
khac, khang thé bao gbm ba dot bién thay thé axit amin trong CDR2 ctia chudi ning c6
SEQ ID NO: 89, trong d6 gdc axit amin 12 duge thay thé bing: A hogc S, gbc axit amin
13 duogc thay thé bang Q va gdc axit amin 16 dugc thay thé bang Q. Theo mdt phuong
an, khang thé bao gdm mot dot bién thay thé axit amin trong CDR3 ciia chudi ning c6
SEQ ID NO:90, trong d6 gbc axit amin 6 dwgc thay thé bang: A, D, E, F, G, K, N, Q,
R, S, T V hodc Y. Theo mot phuong 4n khac, khang thé bao gdbm maot dot bién thay thé
axit amin trong CDR chudi nhe ¢6 SEQ ID NO: 92, trong d6 viéc thay thé duge tién
hanh tai vi tri 1, va trong d6 gbc N duoc thay thé bang A, Y, W, S, T, R, H, G, I hoic
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V. Theo mot phurong 4n khac, khang thé bao gdm mot dot bién thay thé axit amin trong
CDR chudi nhe ¢6 SEQ ID NO: 92, trong do viéc thay thé dugc tién hanh tai vi tri 2, va
trong d6 gbc A duge thay thé bing N, I, L, T, V. Theo mét phuong 4n, khang thé hosc
manh lién két khang nguyén cta né duoc nhin héa. Theo mot phwong 4n, khéng thé
hoic méanh lién két khang nguyén ctia n6 tiy ¥ ¢6 it nhat mét trong sb céc dic trung sau:
(i) lién két v6i TIGIT & ngudi véi tri s6 KD ndm trong khoang tir khoang 1 x 10 M dén
khoang 1 x 10> M nhu duoc xdc dinh boi cong hudng plasmon bé mat (vi du,
BIACORE) hodc k¥ thuét tuong tu (vi du KinExa hodc OCTET), (ii) phan Gng chéo véi
TIGIT & khi cynomolgous va rhesus; (iii) phong bé lién két cia TIGIT & ngudi véi
CD155 & ngudi va CD112 & ngudi; (iv) 1am ting sy hoat hoa té bao T; (v) kich thich su
san sinh IL-2 va IFNy boi té bao T diic hiéu khang nguyén; (vi) phong bé sy kich thich
trc ché t& bao T do su hoat hoa duge kich thich béng su gén TIGIT vi céc phéi t& cung
ngudn CD155 va CD112.

Theo mdt phuong 4n khac, sang ché cling dé xuét khang thé hodc manh lién két
khang nguyén ciia n6 lién két véi TIGIT & ngudi bao gdm: ving bién ddi chudi ning
bao gdm CDR1, CDR2 va CDR3 c6 trinh ty bit ky trong sé cac SEQ ID NO: 124-129
va/hodc ving bién dbi chudi nhe bao gdm CDR1, CDR2 va CDR3 ¢6 trinh tu bt ky
trong s6 cac SEQ ID NO:130-133. Theo mdt phuong 4n, sang ché ciing dé xuét khang
thé hoic manh lién két khang nguyén duwgc phan Iap cua chung lién két voi TIGIT &
ngudi bao gdm: ving bién dbi chudi nang dwoc chon tir nhém bao gdm: SEQ ID NO:
124-129 va/hodc vung bién ddi chudi nhe duoc chon tir nhém bao gém: SEQ ID NO:
130-133. Theo mdt phwong 4an, gbc D tai vi tri 56 ¢6 trinh tu bat ky trong sb cac SEQ
ID NO: 124-129 c6 thé dugc thé bang R, L, K, F, S, Y hodc V. Theo mét phuong 4n
khac, gbc G tai vi tri 57 ¢6 trinh tw bt ky trong sé cac SEQ ID NO: 124-129 ¢6 thé duge
thé bang R, N, Q, E, L K, S, Y hodc V. Theo mét phwong an, gbc W tai vi tri 104 ¢6
trinh tu bit ky trong s6 cac SEQ ID NO: 124-129 c6 thé duge thé bang: A, D, E, F, G,
LK,N,Q,R, S, T, Vhoic Y. Theo mdt phuong an khac, gbc N tai vi tri 50 ¢6 trinh tu
bét ky trong sb cac SEQ ID NO: 130-133 c6 thé dugc thé bﬁng A,Y,W,S, T,1hodc V.
Theo mot phuong 4n khac, gbc A tai vi trf 51 ¢6 trinh tu bit k¥ trong s§ cac SEQ ID
NO: 130-133 dugc thay thé bang N, I, L, T hodc V. Theo mdt phuong an, sang ché dé

xuit khang thé hoic manh lién két khang nguyén dugc phan 1ap ctia chung lién két véi
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TIGIT & ngudi bao gdm: ving bién dbi chudi niang bao gdm SEQ ID NO:128 hoic ving
bién dbi chudi nhe bao gdm SEQ ID NO:132. Theo mdt phwong 4n khéc, sang ché dé
xuét khang thé hodc manh lién két khang nguyén dugc phén lap ciia ching lién két véi
TIGIT & ngudi bao gdm: ving bién déi chudi ning bao gdm SEQ ID NO:128 hoiic ving
bién d6i chudi nhe bao gdbm SEQ ID NO:133. Theo mdt phwong 4n khéc, sang ché ciing
dé xuét khang thé hodc manh lién két khang nguyén dugc phan l4p cta ching lién két
v6i TIGIT & ngudi bao gdm: viing bién ddi chudi ning bao gdm SEQ ID NO:127 hoic
ving bién dbi chudi nhe bao gdm SEQ ID NO:130. Theo mét phwong 4n, séng ché d&
xuét khang thé hodc manh lién két khang nguyén dugc phan 1ap ctia chung lién két vai
TIGIT & ngudi bao gdbm: ving bién dbi chudi ning bao gdm SEQ ID NO:128 va viing
bién ddi chubi nhe bao gdm SEQ ID NO:132. Theo mdt phwong an khéc, sang ché ciing
dé xuét khang thé hodc manh lién két khang nguyén duge phan l4p ctia chung lién két
v6i TIGIT & ngudi bao gdbm: ving bién ddi chudi ning bao gdm SEQ ID NO:128 va
vung bién dbi chudi nhe bao gdm SEQ ID NO:133. Theo mdt phuong 4n khéc, sang ché
ciing dé xuit khang thé hoic manh lién két khdng nguyén duge phan lap ciia ching lién
két v&i TIGIT & ngudi bao gdm: ving bién dbi chudi ning bao gdm SEQ ID NO:127 va
ving bién ddi chudi nhe bao gdm SEQ ID NO:130. Theo mdt sd phuong 4n, khang thé
hodc manh lién két khang nguyén ctia né lién két véi TIGIT ¢ ngudi véi tri s6 KD niam
trong khoang tir khoang 1 x 10 M dén khoang 1 x 101> M nhu dugc x4c dinh bdi cong
huong plasmon bé mat (vi du, BIACORE) hoac k¥ thudt twong tu (vi du KinExa hodc
OCTET).

Theo mdt phuong 4n khéc, sang ché ciing dé xuit khang thé hoic méanh lién két
khang nguyén ctia n6 lién két voi TIGIT & ngudi bao gdm: (i) ving bién dbi chudi ning
bao gbm CDR1, CDR2 va CDR3 c6 trinh tu bét ky trong sé cac SEQ ID NO: 124-129,
trong d6 vung bién dbi chudi ndng c6 do dE‘)ng nhét trinh ty it nhét 13 90%, 95%, 96%,
97%, 98% hodic 99% so véi trinh tu bit ky trong s6 SEQ ID NO: 124-129 va/hoic (ii)
ving bién ddi chudi nhe bao gdm CDR1, CDR2 va CDR3 c6 trinh tu bat ky trong sb
cac SEQ ID NO: 130-133, trong d6 ving bién ddi chudi nhe c6 do ddng nhét trinh ty it
nhét 13 90%, 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99% so véi trinh tu bit ky c6 SEQ ID NO:
130-133. Theo mét phwong an khac, sang ché ciing dé xuét khang thé hoic manh lién

két khang nguyén cia né lién két véi TIGIT & ngudi bao gdm: (i) ving bién dbi chudi
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nang bao gdm CDR1, CDR2 va CDR3 ¢6 SEQ ID NO: 128, trong d6 ving bién ddi
chudi ning c6 do ddng nhét trinh tw 90%, 95%, 96%, 97%, 98% hoic 99% so v6i SEQ
ID NO: 128 va/hoic (ii) ving bién ddi chudi nhe bao gdbm CDR1, CDR2 va CDR3 ¢6
SEQ ID NO: 132, trong d6 ving bién dbi chudi nhe c6 d6 ddng nhét trinh ty it nhét 12
90%, 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99% so véi SEQ ID NO: 132. Theo mdt phuong an
khéc, sang ché ciing d& xuit khang thé hoic méanh lién két khang nguyén cta né lién két
v6i TIGIT & ngudi bao gdm: (i) ving bién d6i chudi ning bao gdbm CDR1, CDR2 va
CDR3 ¢6 SEQ ID NO: 128, trong d6 ving bién dbi chudi ning c6 do dong nhét trinh tu
it nhat 1a 90%, 95%, 96%, 97%, 98% hoic 99% so véi SEQ ID NO: 128 va/hoic (ii)
ving bién dbi chudi nhe bao gdm CDR1, CDR2 va CDR3 ¢6 SEQ ID NO: 133, trong
d6 ving bién ddi chudi nhe ¢6 d6 ddng nhat trinh tu it nhat 12 90%, 95%, 96%, 97%,
98% hodic 99% so voi SEQ ID NO: 133. Theo mdt phwong 4n khéc, sang ché cling dé
xuét khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 lién két voi TIGIT & ngudi bao
gbm: (i) ving bién ddi chudi nang bao gdm CDR1, CDR2 va CDR3 ¢6 SEQ ID NO:
127, trong d6 ving bién ddi chudi ning c6 do dong nhét trinh tu it nhat 1a 90%, 95%,
96%, 97%, 98% hoic 99% so véi SEQ ID NO: 127 va/hoic (ii) ving bién dbi chudi nhe
bao gbm CDR1, CDR2 va CDR3 ¢6 SEQ ID NO: 130, trong d6 ving bién ddi chudi nhe
c6 d6 ddng nhét trinh tu it nhét 12 90%, 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99% so v&i SEQ ID
NO: 130. Theo cac phuong 4n ndy, cic bién thé ctia trinh ty duoc cho phép xuat hién
trong céc ving khung ctia cac chudi bién doi. Theo mot sé phuong 4n, khang thé hoic
manh lién két khang nguyén cia n6 lién két véi TIGIT & ngudi véi tri sé KD nidm trong
khoang tir khoang 1 x 10" M dén khoang 1 x 10”2 M nhu dugc xé4c dinh boi cong hudng
plasmon bé mat (vi dy, BIACORE) hoac k¥ thuat twong tu (vi du KinExa hodc OCTET).

Theo mdt phuong 4n khéc, sang ché dé xuit khang thé hoic manh lién két khang
nguyén cua nd, bao gdm: ving bién ddi chudi ning chira trinh tu axit amin néu trong
SEQ ID NO: 7 va/hodc viung bién ddi chudi nhe duge chon chira trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO: 8, trong d6 khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 lién
két v6i TIGIT & ngudi. Theo mot phuong an, khang thé 1ién két véi TIGIT & ngudi véi
tri s6 KD nim trong khoang tir khoang 1 x 10 M dén khoang 1 x 102 M nhu duoc xé4c
dinh béi cdng hudng plasmon bé mat (vi du, BIACORE) hodc k¥ thuat tuong tu (vi du
KinExa hoac OCTET).
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Theo mdt phuong 4n khéc, sang ché d& xuit khang thé hoic méanh lién két khang
nguyén ctia né, bao gdm: ving bién dbi chudi ning chira trinh tw axit amin néu trong
SEQ ID NO: 143 va/hoic ving bién ddi chudi nhe dugc chon chira trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO: 145, trong d6 khang thé hodc manh lién két khang nguyén ciia
n6 lién két v6i TIGIT & ngudi. Theo mdt phuong an, khang thé lién két véi TIGIT &
ngudi voi tri s6 KD ndm trong khoang tir khoang 1 x 10° M dén khoang 1 x 102 M
nhu dugc xac dinh bdi cdng hudng plasmon bé mit (vi du, BIACORE) hodc k¥ thuat
tuong tu (vi du KinExa hodc OCTET).

Theo mdt phwong 4n khéc, sang ché dé xuit khang thé hosc manh lién két khang
nguyén ctia nd, bao gdm: ving bién dbi chudi ning chira trinh tr axit amin néu trong
SEQ ID NO: 144 va/hoac viung bién ddi chudi nhe dugc chon chta trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO: 146, trong d6 khéng thé hodc manh lién két khang nguyén cia
n6 lién két v6i TIGIT & ngudi. Theo mot phuwong 4n, khang thé lién két voi TIGIT &
ngudi v6i tri s6 KD ndm trong khoang tir khoang 1 x 10° M dén khoang 1 x 102 M
nhu dugce xac dinh bdi cdng hudng plasmon bé& mit (vi du, BIACORE) hoic k¥ thuat
tuong tu (vi du KinExa hodc OCTET).

Theo mot phuong 4n khéc, sang ché d& xuét khang thé hodc manh lién két khang
nguyén cia nd, bao gdm: ving bién dbi chudi ning chira trinh tw axit amin néu trong
SEQ ID NO: 63 va/hodc vung bién d6i chudi nhe dugc chon chia trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO: 64, trong d6 khéng thé hoic manh lién két khang nguyén cia né lién
két v6i TIGIT & nguoi. Theo mot phuong 4n, khéng thé lién két v6i TIGIT & ngudi véi
tri s6 KD nim trong khoang tir khoang 1 x 10 M dén khoang 1 x 10”12 M nhu dugc x4c
dinh boi cong hudng plasmon bé mit (vi du, BIACORE) hoic k¥ thuat twong tu (vi du
KinExa hodac OCTET).

Theo mdt phuong 4n khéc, sang ché dé xuit khang thé hodc manh lién két khang
nguyén ctia nd, bao gdm: viing bién ddi chudi ning chira trinh tu axit amin néu trong
SEQ ID NO: 94 va/hoac vung bién d6i chudi nhe duge chon chta trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO: 95, trong d6 khang thé hozc manh lién két khang nguyén ctia né lién
két v6i TIGIT & ngudi. Theo mdt phwong an, khang thé lién két véi TIGIT & ngudi véi
tri s6 KD ndm trong khoang tir khoang 1 x 10® M dén khoang 1 x 10”12 M nhur dugc x4c
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dinh bdi cong hudng plasmon bé mit (vi dy, BIACORE) hoic k¥ thuat twong tu (vi du
KinExa hodac OCTET).

Theo mdt phuong an, sang ché cling dé xuat khang thé hozc manh lién két khang
nguyén dugc phan 14p cua ching lién két véi TIGIT & ngudi bao gdm: ving bién dbi
chudi nang bao gdm SEQ ID NO:149 va/hoic ving bién dbi chudi nhe bao gdm SEQ
ID NO:151. Theo mét phuong an, khang thé lién két v6i TIGIT & nguoi voi tri s6 KD
nim trong khoang tir khoang 1 x 10" M dén khoang 1 x 10”2 M nhu dugc x4c dinh boi
cong hudng plasmon bé mit (vi du, BIACORE) hodc k¥ thuat tuong tu (vi du KinExa
hodc OCTET).

Theo mdt phuong 4an, sang ché ciling dé xuét khang thé hosic manh lién két khang
nguyén dugc phan 14p cia chung lién két véi TIGIT & ngudi bao gdbm: ving bién ddi
chudi ning bao gdm SEQ ID NO:150 va/hoic ving bién dbi chudi nhe bao gdbm SEQ
ID NO:152. Theo mét phuong an, khang thé lién két véi TIGIT & ngudi véi tri s6 KD
nim trong khoang tir khoang 1 x 10 M dén khoang 1 x 10”2 M nhu dugc x4c dinh boi
cong hudng plasmon bé mit (vi du, BIACORE) hodc k¥ thuét twong tw (vi du KinExa
hodac OCTET).

Theo mot phuong 4n khéc, sang ché dé xut khang thé hoic manh lién két khang
nguyén ctia n6 lién két véi ciing mot epitop ciia TIGIT & nguoi lam khang thé chira ving
bién ddi chudi ning c6 SEQ ID NO: 7 va ving bién d6i chudi nhe c¢6 SEQ ID NO: 8,
trong d6 khang thé hodc manh lién két khang nguyén cia n6 cé it nhét mot trong sb céc
ddc tinh sau day: (i) lién két voi TIGIT & ngudi véi tri sé KD ndm trong khoang tir
khoang 1 x 10 M dén khoang 1 x 10”12 M nhu duge x4c dinh béi cong hudng plasmon
bé& mit (vi du, BIACORE) hoic k¥ thuat twong tu (vi du KinExa hoic OCTET), (ii)
phong bé lién két ciia TIGIT & ngudi véi CD155 & ngudi va CD112 & ngudi; (iii) 1am
tang sy hoat hoa té bao T; (iv) kich thich sy san sinh IL-2 va IFNy boi té bao T dic hidu
khang nguyén; (v) phong bé sy kich thich trc ché té bao T do sw hoat héa dugc kich thich
bang su gin TIGIT véi cac phdi tir cing ngudn CD155 va CD112. Theo mot phuong
an, khang thé c6 d6 ddng nhét trinh ty it nhit 12 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%
hodc 99% so véi vung bién dbi chudi ndng va’/hodc vung bién ddi chudi nhe ¢6 trinh ty
bét ky trong sé cac SEQ ID NO: 7-30 hodc 37-52. Theo mot phwong an khéc, khang thé
hodc manh lién két khang nguyén cia né bao gbm 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13,
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14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 hoic 30 dot bién thay thé
axit amin trong chudi nhe ning bién dbi c6 trinh tu bét ky trong sb cac SEQ ID NO: 7,
9-24 va 37-47 va/hoic cac ving bién dbi chudi nhe ¢ trinh tu bat ky trong s6 cac SEQ
ID NO: 8, 25-30 va 48-52.

Theo mdt phwong 4n, sang ché d& xuit khang thé hoic manh lién két khang
nguyén ctia n6 lién két véi epitop ctia TIGIT & ngudi chira it nhit mét trong sd cac viing
sau: cac gde 54-57 ¢6 SEQ ID NO: 31, cac gbe 68-70 c6 SEQ ID NO:31 va cac goe 76-
81 ¢6 SEQ ID NO: 31. Theo mét phwong 4n, sang ché dé xuit khang thé hodc manh lién
két khang nguyén ctia n6 lién két v6i epitop ctia TIGIT & ngudi bao gdm cac gbe: 54-
57, 68-70 va 76-81 c¢6 SEQ ID NO:31.

Theo mdt phuong 4n khéc, sang ché dé xuit khang thé hodc méanh lién két khang
nguyén cua né lién két v6i ciing mot epitop ctia TIGIT & ngudi nhu khang thé chira ving
bién dbi chubi ning c6 SEQ ID NO: 63 va ving bién dbi chudi nhe c6 SEQ ID NO: 64,
trong d6 khang thé hoiac méanh lién két khang nguyén ctia né cé it nhat mét trong s céc
dic tinh sau day: (i) lién két v6i TIGIT & ngudi véi tri s6 KD nim trong khoang tir
khoang 1 x 10" M dén khoang 1 x 10"'> M nhu duge x4c dinh bsi cong hudng plasmon
bé mit (vi du, BIACORE) hoic k¥ thuat twong tw (vi du KinExa hoic OCTET); (ii) phin
ung chéo véi TIGIT & khi cynomolgous va rhesus; (iii) phong bé lién két ctia TIGIT &
ngudi voi CD155 ¢ nguoi va CD112 & nguoi; (iv) lam tdng sy hoat hoa t& bao T; (V)
kich thich sy san sinh IL-2 va IFNy bdi té bao T dic hiéu khang nguyén; (vi) phong bé
su kich thich @e ché t& bao T do sy hoat héa dugce kich thich bﬁng sur gén TIGIT vo1i cac
phéi tir ciing ngudn CD155 va CD112. Theo mét phuong 4n, khang thé hoic méanh lién
két khang nguyén cia n6 c6 do ddng nhét trinh tu it nhét 12 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98% hoic 99% so voi ving bién dbi chudi ning c6 SEQ ID NO:63 va/hodc ving
bién dbi chudi nhe c6 SEQ ID NO: 64. Theo mdt phuong an khéc, khang thé hodc manh
lién két khang nguyén ciia n6 bao gdm 1,2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17,18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 hoic 30 d6t bién thay thé axit amin trong
chudi nhe ning bién d6i ¢6 SEQ ID NO:63 va/hodc ving bién dbi chudi nhe c6 SEQ ID
NO: 64. Theo mdt phuong an khac, khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia n6
bao gbm 1, 2 hodc 3 dot bién thay thé axit amin trong CDR chudi nang (SEQ ID NO:
57-59) hoic trong CDR chudi nhe (SEQ ID NO: 60-62).
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Theo mdt phwong 4n khic, sang ché dé xuit khang thé hoic manh lién két khang
nguyén ctia n6 lién két v6i cling mot epitop ctia TIGIT & ngudi nhu khang thé chtra ving
bién ddi chubi néng c¢6 SEQ ID NO: 94 va ving bién dbi chudi nhe c6 SEQ ID NO:95,
trong d6 khang thé hodc manh lién két khang nguyén cia né cé it nhat mét trong s6 cac
dic tinh sau day: (i) lién két véi TIGIT & ngudi véi tri s6 KD nidm trong khoang tir
khoang 1 x 10 M dén khoang 1 x 1012 M nhu dwoc x4c dinh boi cdng hudng plasmon
b& mit (vi du, BIACORE) hoic k¥ thuét twong tu (vi du KinExa hoic OCTET); (ii) phén
tng chéo voi TIGIT & khi cynomolgous va rhesus; (iii) phong bé lién két ctia TIGIT &
nguoi véi CD155 ¢ ngudi va CD112 & nguoi; (iv) lam tdng su hoat hoa té bao T; (V)
kich thich sy san sinh IL-2 va IFNy bi té bao T dic hiéu khang nguyén; (vi) phong bé
su kich thich trc ché té bao T do su hoat hoéa dugc kich thich br?lng su gén TIGIT véi céc
phéi tir cing ngudén CD155 va CD112. Theo mdt phuong 4n, khéng thé hodc manh lién
két khéng nguyén cia n6 c6 do ddng nhét trinh ty it nhét 1a 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98% hodc 99% so v6i ving bién ddi chudi nang cé trinh tw bt ky trong sb céc
SEQ ID NO:94 hodc 124-129, va/hodc ving bién d6i chudi nhe c6 trinh tu bt ky trong
sb cac SEQ ID NO: 95 hodc 130-133. Theo mdt phuong 4n khéc, khang thé hodc manh
lién két khang nguyén cta n6 bao gdbm 1,2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 hodc 30 dot bién thay thé axit amin trong
chudi nhe ning bién dbi co trinh tu bat ky trong s6 cdc SEQ ID NO:94 hogc 124-129,
va/hodc ving bién dbi chudi nhe c6 trinh tu bat ky trong s& cac SEQ ID NO: 95 hoic
130-133. Theo mot phuong 4n khéc, khang thé hoic manh lién két khang nguyén cla
no bao gém 1, 2 hodc 3 dot bién thay thé axit amin trong CDR chudi ning (SEQ ID NO:
88-90) va/hoic trong CDR chudi nhe (SEQ ID NO: 91-93). Theo mdt phuong an khac,
khang thé hodc manh lién két khang nguyén ciia né bao gdm CDR chudi ning c¢6 SEQ
ID NO: 88, 134 va 90 va/hoic chudi nhe CDR c6 SEQ ID NO: 91, 92 va 93.

Theo mdt phwong 4n, sang ché dé xudt khang thé hozc manh lién két khang
nguyén cia né lién két véi epitop ctia TIGIT & ngudi chira it nhit mot trong sb cac ving
sau: cac gbe 53-57, cac gbe 60-65, cac goc 68-70, cac gbc 72-81, cac gbe 94-95, va cac
gbc 109-119 ctia SEQ ID NO:31. Theo mot phwong 4n, séng ché dé xuét khang thé hoic
manh lién két khang nguyén cua n6 lién két véi epitop cta TIGIT & ngudi bao gdm céc

gbc: 53-57, 60-65, 68-70, 72-81, 94-95, va 109-119 cia SEQ ID NO:31.,
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Theo mdt phwong 4n khac, sang ché dé xudt khang thé hozc manh lién két khang
nguyén ctia n6 phong bé chéo lién két ctia (hodc canh tranh vé6i) khang thé chua ving
bién dbi chudi ning c6 SEQ ID NO: 7 va ving bién dbi chudi nhe c6 SEQ ID NO: 8 v6i
TIGIT & ngudi, trong d6 khang thé hoic méanh lién két khang nguyén ciia n6 c6 it nhit
mot trong sd cc dic tinh sau day: (i) lién két v6i TIGIT & ngudi vé6i tri sé6 KD ndm trong
khoéang tir khoang 1 x 10 M dén khoang 1 x 102 M nhu duoc x4c dinh béi cong hudng
plasmon bé mit (vi du, BIACORE) hoic k§ thﬁat twong tu (vi du KinExa hodc OCTET);
(ii) phan mg chéo v6i TIGIT & khi cynomolgous va rhesus; (iii) phong bé lién két cua
TIGIT & nguoi véi CD155 & ngudi va CD112 & ngudi; (iv) 1am ting su hoat hoa té bao
T; (v) kich thich su san sinh IL-2 va IFNy béi t& bao T dic hiéu khang nguyén; (vi)
phong bé su kich thich @c ché t& bao T do sy hoat héa duge kich thich b@‘mg su gén
TIGIT vd&i cac phdi tir cing ngudn CD155 va CD112. Theo mdt phuong an, khang thé
hodc manh lién két khang nguyén cta né c6 do ddng nhét trinh ty it nhét 13 80%, 85%,
90%, 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99% so véi ving bién ddi chudi ning hodc cac ving
bién dbi chudi nhe c¢6 SEQ ID NO: 7-30 hozc 37-52. Theo mdt phuong 4n khac, khang
thé hodc manh lién két khang nguyén cuia né bao gém 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12,
13,14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 hodc 30 dot bién thay thé
axit amin trong chudi nhe ning bién dbi c6 SEQ ID NO:7, 9-24 va 37-47 hoic cic ving
bién ddi chudi nhe c6 SEQ ID NO: 8, 25-30 va 48-52. Theo mot phuong 4n khéc, khéng
thé hodic manh lién két khang nguyén ciia né bao gdm 1, 2 hodc 3 dot bién thay thé axit
amin trong CDR chudi ning (SEQ ID NO: 1-3) hoic trong CDR chudi nhe (SEQ ID
NO: 3-6).

Theo mét phuong 4n khac, sang ché dé xuit khang thé hoic manh lién két khang
nguyén cia né phong bé chéo lién két cua (hodic canh tranh véi) khang thé chua ving
bién @i chudi ning c6 SEQ ID NO: 63 va ving bién ddi chudi nhe c6 SEQ ID NO: 64
v6i TIGIT & ngudi, trong d6 khang thé hodic méanh lién két khang nguyén cua no ¢6 it
nhat mot trong sd céc dic tinh chirc ning sau déy: (i) lién két voi TIGIT & ngudi vé6i tri
s6 KD nidm trong khoang tir khoang 1 x 10 M dén khoang 1 x 1012 M nhu dugc x4c
dinh béi cong hudng plasmon bé mat (vi du, BIACORE) hoic k§ thuat twong tu (vi du
KinExa hodc OCTET); (ii) phan mg chéo v&i TIGIT & khi cynomolgous va rhesus; (iii)
phong bé lién két ctia TIGIT & nguoi véi CD155 & ngudi va CD112 & ngudi; (iv) lam
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tdng su hoat hoa té bao T; (v) kich thich su san sinh IL-2 va IFNy boi té bao T dic hidu
khang nguyén; (vi) phong bé sy kich thich trc ché t& bao T do su hoat hoa duge kich
thich bang su gin TIGIT véi cac phdi tir cing ngudn CD155 va CD112. Theo mot
phwong 4n, khang thé c6 do ddng nhét trinh tu it nhat 13 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98% hoidc 99% so v&i ving bién ddi chudi ning c6 SEQ ID NO:63 hoic cac vung
bién dbi chudi nhe c6 SEQ ID NO: 64. Theo mdt phuong 4n khac, khang thé hodc manh
lién két khang nguyén cia né bao gom 1, 2, 3,4, 5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 hoic 30 ddt bién thay thé axit amin trong
chudi nhe ning bién dbi c6 SEQ ID NO: 63 hoic vung bién ddi chudi nhe c6 SEQ ID
NO: 64. Theo mdt phwong 4n khac, khang thé hodc manh lién két khang nguyén cua n6
bao gbdm 1, 2 hodc 3 d6t bién thay thé axit amin trong CDR chudi ning (SEQ ID NO:
57-59) hoic trong CDR chudi nhe (SEQ ID NO: 60-62).

Theo mét phwong an khac, sang ché dé xuét khang thé hoic manh lién két khang
nguyén ciia n6 phong bé chéo lién két ciia (hoic canh tranh véi) khang thé chira vung
bién d6i chudi ning c6 SEQ ID NO: 94 va ving bién dbi chudi nhe c6 SEQ ID NO: 95
véi TIGIT & ngudi, trong d6 khang thé hodc manh lién két khang nguyén cia no c6 it
nhat mét trong sd cc dic tinh sau ddy: (i) lién két véi TIGIT & ngudi véi tri s6 KD ndm
trong khoang tlr khoang 1 x 10 M dén khoang 1 x 1072 M nhu dugc x4c dinh béi cong
hudng plasmon bé mat (vi du, BIACORE) hodc k¥ thuat twong tu (vi du KinExa hodc
OCTET); (ii) phan tmg chéo véi TIGIT & khi cynomolgous va rhesus; (iii) phong bé
lién két ctia TIGIT & nguoi voi CD155 & ngudi va CD112 & ngudi; (iv) 1am ting sy hoat
hoa té bao T; (v) kich thich sy san sinh IL-2 va IFNy béi té bao T dic hiéu khang nguyén;
(vi) phong bé su kich thich e ché té€ bao T do sw hoat hoa dugc kich thich bang sy gin
TIGIT véi céc phdi tir ciing ngudn CD155 va CD112. Theo mdt phuong 4n, khang thé
c6 d6 ddng nhét trinh tu it nhit 1a 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% hoic 99% so
v6i ving bién d6i chudi niang c6 SEQ ID NO: 94 hodc céc ving bién ddi chudi nhe c6
SEQ ID NO: 95. Theo mot phuong 4n khac, khang thé hoic manh lién két khang nguyén
ctiané bao gdm 1,2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23,24, 25,26, 27, 28, 29 hoic 30 dot bién thay thé axit amin trong chudi nhe ning bién
d6i c6 trinh tu bét ky trong s6 cac SEQ ID NO: 94 hoidc 124-129, hogc ving bién déi
chudi nhe cé trinh tu bét ky trong sé cac SEQ ID NO: 95 hodc 130-133. Theo mot

-28-



32683

phuong 4n khéc, khang thé hogc manh lién két khang nguyén ciia n6 bao gbm 1, 2 hoidc
3 d6t bién thay thé axit amin trong CDR chudi ning (SEQ ID NO: 88-90) hoic trong
CDR chudi nhe (SEQ ID NO: 91-93). Theo m6t phuong an, khang thé hodc manh lién
két khang nguyén ciia n6 bao gdbm: ving bién dbi chudi ning bao gdbm SEQ ID NO:128
va viing bién d6i chudi nhe bao gdm SEQ ID NO:132. Theo mét phuong an khéc, khéng
thé hodc méanh lién két khang nguyén cta né bao gdm: ving bién dbi chudi nidng bao
gébm SEQ ID NO:127 va ving bién ddi chudi nhe bao gdm SEQ ID NO:130. Theo mdt
phuong 4n khac, khang thé hosc manh lién két khang nguyén cia n6 bao gdm: vung
bién d6i chubi ning bao gdm SEQ ID NO:128 va ving bién dbi chudi nhe bao gém SEQ
ID NO:133.

Theo mdt phuong 4n khac, sang ché dé xuit khang thé hoic manh lién két khéang
nguyén ctia n6 lién két véi TIGIT & ngudi bao gdm ving bién dbi chudi niang dwoc chon
tir nhém bao gdm trinh tw bit ky trong s6 cac SEQ ID NO: 9-24 va 37-47, va/hogic vung
bién dbi chudi nhe duogc chon tir nhém bao gdm trinh tir bat ky trong sé cac SEQ ID
NO: 25-30 va 48-52. Theo mdt phuong an, khang thé bao gém dot bién thay thé axit
amin trong FR4 ciia chudi niing, trong d6 viéc thay thé duoc tién hanh tai vi tri 122 cta
SEQ ID NO: 9-24 va 37-47, trong d6 gdc duge thay thé tir M thanh: V, L, A, R, N, P,
QE G LHKF S, T, Whodc Y. Theo mdt phuong an, khang thé bao gém hai dot
bién thay thé axit amin trong FR4 ctia chudi ning, trong d6 céc dot bién thay thé duoc
tao ra tai cac vi tri 122 va 123 cta SEQ ID NO: 9-24 va 37-47, trong d6 céc géc duoc
thay thé tir M va V thanh T va L, twong Gng.

Theo mot phwong 4n khac, sang ché d& xuat khang thé hodc manh lién két khang
nguyén ctia n6 lién két véi TIGIT & ngudi bao gdm viing bién ddi chudi ning duge chon
tir nhom bao gdm trinh tu bt ky trong sb cac SEQ ID NO: 9-24 va 37-47, va/hoic ving
bién dbi chudi nhe duoc chon tir nhém bao gdm trinh tur bat ky trong s cac SEQ ID
NO: 25-30 va 48-52. Theo mdt phuong 4n, khang thé bao gém dot bién thay thé axit
amin trong FR4 ctia chudi ning, trong d6 viéc thay thé dugc tién hanh tai vi tri 122 cua
SEQ ID NO: 9-24 va 37-47, trong d6 gbc duge thay thé tir M thanh: V, L, A, R, N, P,
QE G LHK,F,S, T, Whodc Y. Theo mdt phuong én, khang thé bao gém hai dot

bién thay thé axit amin trong FR4 cua chudi ning, trong d6 cac dot bién thay thé duoc
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tao ra tai céc vi tri 122 va 123 cia SEQ ID NO: 9-24 va 37-47, trong d6 céc géc duoc
thay thé tir M va V thanh T va L, tvong tng.

Theo mot phuong 4n, sang ché d& cap dén khang thé hoic manh lién két khang
nguyén duoc phan lap lién két voi TIGIT & ngudi bao gdm: chudi ning chua trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO: 7 hoic bién thé ciia chung chira 1én dén 30 dot bién
thay thé axit amin, va/hodc chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 8
chira 1én dén 12 d6t bién thay thé axit amin. Theo mot phwong 4n, chudi ning bao gdm
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 7 bao gdm cac d6t bién thay thé axit amin tai
mot hodc nhiéu Vi tri dgqc chon tir nhém bao gém: 6,9, 12, 15, 16, 17, 23, 25, 37, 39,
40,43, 44, 45, 48, 67, 68, 70, 71, 79, 81, 83, 87, 88, 92, 94, 119, 122 va 123. Theo mdt
phuong 4n, chudi ning bao gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:7 bao gdm cic
dot bién thay thé axit amin tai mot hodic nhiéu vi tri duge chon tir nhém bao gém: 6,9,
12, 15, 16, 17, 23, 25, 37, 39, 40, 43, 44, 45, 48, 67, 68, 70, 71, 79, 81, 83, 87, 88, 92,
94, 110, 119, 122 va 123, trong d4: axit amin tai vi tri 6 cd thé 1a E hodc Q, axit amin
tai vi trf 9 c6 thé 12 P hodc A, axit amin tai vi tri 12 ¢6 thé 1a V hoic L, axit amin tai vi
trf 15 ¢6 thé 1a S hodc P, axit amin tai vi tri 16 ¢6 thé 1a Q hoidc E hoic G, axit amin tai
vi tri 17 c6 thé 1a S hodc T, axit amin tai vi trf 23 ¢6 thé 14 S hodc T, axit amin tai vi tri
25 ¢6 thé 1a T hodc S, axit amin tai vi tri 37 ¢6 thé 12 T hodc V, axit amin tai vi trf 39 ¢
thé 13 K hodic Q, axit amin tai vi tri 40 c¢6 thé 1a F hodc P, axit amin tai vi tri 43 c¢6 thé 1a
N hodc K, axit amin tai vi trf 44 c6 thé 13 K hoic G, axit amin tai vi tr 45 c6 thé 1a M
hodc L, axit amin tai vi trf 48 c6 thé 12 M hodc I, axit amin tai vi trf 67 ¢6 thé 1a T hodc
V, axit amin tai vi tri 68 ¢6 thé 1a S hodc T, axit amin tai vi tri 70 ¢6 thé 1a T hodc S, axit
amin tai vi trf 71 ¢6 thé 1a R hodc V, axit amin tai vi tri 79 ¢6 thé 13 F hodc S, axit amin
tai vi tri 81 ¢6 thé 1a Q hoidc K, axit amin tai vi tri 83 c6 thé 1a H hodc S, axit amin tai vi
tri 87 ¢ thé 12 T hodic A, axit amin tai vi tri 88 c6 thé 12 D hodic A, axit amin tai vitri 92
c6 thé 1a T hodic V, axit amin tai vi trf 94 ¢6 thé 1a S hodic Y, axit amin tai vi tri 110 ¢6
thé 1a W, F, Y, I, V hodc L, axit amin tai vi tri 119 c6 thé 1a P hodc Q, axit amin tai vi
tri 122 co6thé 1aM, V, L, A, R,N,P,Q E, G, ILH K, F,S, T, Whoic Y, va axit amin
tai vi tri 123 ¢6 thé 14 V, T hodc L. Theo mot phuong 4n, chudi nhe chua trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO: 8 bao gdm cac dot bién thay thé axit amin tai mot hoic

nhiéu vi fri duogc chon tir nhém bao gém: 10, 21, 22, 40, 42, 46, 52, 53, 58, 77, 83, 87,
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95 va 106. Theo mdt phuong 4n, chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO: 8 bao gbm cac dot bién thay thé axit amin tai mét hosc nhiéu vi tri duge chon tir
nhom bao gém: 10, 21, 22, 40, 42, 46, 52, 53, 58, 77, 83, 87, 95 va 106 trong d6: axit
amin tai vi trf 10 ¢6 thé 13 L hodc S, axit amin tai vi trf 21 ¢6 thé 1a L hoic L, axit amin
tai vi trf 22 ¢6 thé 1a N hodic T, axit amin tai vi tri 40 c¢6 thé 12 L hodc P, axit amin tai vi
tri 42 ¢6 thé 1a E hodc K, axit amin tai vi trf 46 c6 thé 14 F hodc L, axit amin tai vi tri 52
c6thé1aN, S, T, G hodc D, axit amin tai vi tri 53 ¢6 thé1a S, N, T, Y hoic Q, axit amin
tai vi tri 58 co thé 14 T hodc V, axit amin tai vi tri 77 ¢6 thé 12 G hoic S, axit amin tai vi
tri 83 ¢6 thé 12 V hogc F, axit amin tai vi trf 87 ¢6 thé 13 F hodic Y, axit amin tai vi tri 95
c6thé 1A W, F, Y, I, V hodc L, va axit amin tai vi tri 105 cé thé 1a L hodc L.

Theo mot phuong an khéac, séng ché dé cap dén khang thé hoic manh lién két
khéng nguyén lién két v6i TIGIT & ngudi bao gdm: chudi ning chia trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO: 9 va/hodc chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO: 25, trong d6 mdi chudi bién ddi c6 thé chua 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 hodc 8 dot bién thay
thé axit amin. Theo mot phuong 4n, khang thé c6 thé chira cac dot bién tai cac vi tri 27,
48,67, 71, 83, 110, 122 va 123 cua SEQ ID NO: 9. Vi du, d6i véi SEQ ID NO: 9: axit
amin tai vi trf 27 ¢6 thé 1a G hodc S; axit amin tai vi tri 48 c6 thé 1a T hodc M; axit amin
tai vi tri 67 ¢6 thé 1a V hodc I; axit amin tai vi tri 71 ¢6 thé 1a V hoic R; axit amin tai vi
tri 83 ¢6 thé 1a S hoidic H; axit amin tai vi tri 110 ¢6 th 1a W, F, Y, I, V hodc L; axit amin
tai vi tri 122 ¢6 thé 1a M V,LLA,R,N,P,Q,E G, ILH K, F, S, T, Whodc Y; va axit
amin tai vi tri 123 ¢6 thé 1a V, T hodc L. Theo mot phuong an khac, khang thé c6 thé
chira cac dot bién tai céc vi tri 46, 52, 53, 58 va 95 cta SEQ ID NO: 25. Vi dy, dbi véi
SEQ ID NO: 25, axit amin tai vi tri 46 c6 thé 1a L hodc F; axit amin tai vi tri 52 c6 thé
1aN, S, T, G hodc D, axit amin tai vi tri 53 c6 thé1a S, N, T, Y hoidc Q; axit amin tai vi
tri 58 ¢6 thé 1a I hodc V; axit amin tai vi tri 58 ¢6 thé 1a V hodc [; va axit amin tai vi tri
95 c6 thé 1A W, F, Y, 1, Vhoic L.

Theo mdt phwong 4n, séng ché d& cap dén khang thé hodc manh lién két khang
nguyén lién két v6i TIGIT & ngudi bao gébm: chudi ning chira trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO: 94 hodc bién thé cua ching chira 1én dén 30 dot bién thay thé axit
amin, va chudi nhe chira trinh tir axit amin néu trong SEQ ID NO: 95 hoic bién thé cua

chiing chira 1én dén 18 dot bién thay thé axit amin. Theo m6t phwong 4n, chudi ning bao
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g0m bién thé cua trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 94 bao gbm céac dot bién thay
thé axit amin tai mot hodic nhiéu vi tri dugc chon tir nhém bao gém: 5,9,11, 12, 16, 20,
38, 40, 44, 56, 57,61, 62, 65, 67, 68,72, 74,76, 79, 85, 87, 89,91, 92, 104 va 111. Theo
mot phwong 4n, chudi niing bao gdm bién thé cia trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO: 94 bao gém céc ddt bién thay thé axit amin tai mot hodc nhidu vi tri dugc chon tir
nhém bao gdm: 5,9, 11, 12, 16, 20, 38, 40, 44, 56, 57, 61, 62, 65, 67, 68, 72, 74, 76, 79,
85, 87, 89, 91, 92, 104 va 111, trong do: axit amin tai vi tri 5 ¢6 thé 1a Q hodc V, axit
amin tai vi trf 9 ¢6 thé 12 P hodc A, axit amin tai vi tri 11 ¢6 thé 13 V hoic L, axit amin
tai vitri 12 co thé 12 V hodc K, axit amin tai V1 tri 16 c6 thé 1a S hoic A, axit amin tai vi
tri 20 c6 thé 1a M hoic V, axit amin tai vi tri 38 ¢6 thé 1a K hoic R, axit amin tai vi tr
40 c6 thé 1a K hodc A, axit amin tai vi tri 44 ¢6 thé 1a G hodc R, axit amin tai vi tri 56
c6thé1aD, R, L, K, F, S, Y hodc V, axit amin tai vi tri 57 c6 thé 14 G, R, N, Q, E, L K,
S, Y hoic V, axit amin tai vi tri 61 c¢6 thé 1a N, A hoic S, axit amin tai vi tr 62 ¢6 thé 1a
E hodc Q, axit amin tai vi tri 65 cé thé 1a K hoic Q, axit amin tai vi tri 67 co thé 1aR
hodc K, axit amin tai vi tri 68 c6 thé 13 A hodic V, axit amin tai vi trf 72 c6 thé 13 S hodc
R, axit amin tai vi tri 74 c6 thé 12 K hodic T, axit amin tai vi trf 76 c6 thé 14 S, 1, A hodc
T, axit amin tai vi trf 79 c6 thé 1a A hodc V, axit amin tai vi tri 85 ¢6 thé 12 R hoic S,
axit amin tai vi tri 87 ¢ thé 12 T hodic R, axit amin tai vi tri 89 c¢6 thé 12 D hoic E, axit
amin tai vi trf 91 ¢6 thé 13 S hodc T, axit amin tai vi trf 92 c¢6 thé 13 A hodic V, axit amin
tai vitrf 104 c6thé 1A W, A,D,E,F,G, LK, N, Q, R, S, T, V hoidc Y, va axit amin tai
vitri 111 c6thé1a A hoic Q. Theo mdt phuong an, chudi nhe bao gﬁ“)m bién thé cua trinh
tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 95 bao gém cac dot bién thay thé axit amin tai mot
hodc nhiéu vi tri dugc chon tir nhém bao gom: 9, 17, 18, 40, 43, 45, 48, 50, 51, 70, 72,
74, 76, 83, 84, 100, 103 va 106. Theo mdt phuong 4n, chudi nhe bao gdm bién thé cua
trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 95 bao gdm céc dot bién thay thé axit amin tai
In@thﬂacrﬁﬂélviﬁiduqcchont&nhénlbaogénu9,17,18,40,43,45,48,50,51,7&
72,74, 76, 83, 84, 100, 103 va 106, trong d6 axit amin tai vi tri 9 cé thé 1a A hoidc S,
axit amin tai vi tri 17 co th A E hodc D, axit amin tai vi tri 18 c6 thé 14 T hoac R, axit
amin tai vi tri 40 c6 thé 13 Q hoic P, axit amin tai vi tri 43 c6 thé 14 S, A hodc V, axit
amin tai vi tri 45 ¢6 thé 1a Q hoic K, axit amin tai vi tri 48 co6 thé 1a V hoic L, axit amin

tai vi tri 50 c6 thé 1A N, A, Y, W, S, T, I hodic V, axit amin tai vi tri 51 c6 thé 1a A, N, I,
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L, T hodc V, axit amin tai vi tri 70 c¢6 thé 12 Q hodc D, axit amin tai vi tri 72 c6 thé 1a S
hodc T, axit amin tai vi tri 74 ¢6 thé 1a K hodc T, axit amin tai vi tri 76 c6 thé 13 N hogc
S, axit amin tai vi tri 83 ¢6 thé 1a F hodc V, axit amin tai vi tri 84 c6 thé 1a G hodc A,
axit amin tai vi tri 100 c6 thé 13 A hodic Q, axit amin tai vi tri 103 ¢6 thé 1a T hodc R va
axit amin tai vi trf tai vi trf 106 c6 thé 1a L hodc I.

Theo mdt phuong 4n, sang ché dé cip dén khang thé hoic manh lién két khang
nguyén lién két v6i TIGIT & ngudi bao gébm: chudi ning chira trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO: 124 hoic bién thé cia ching chira 1én dén 10 d6t bién thay thé axit
amin, va/hodc chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 130 hoic bién
thé cta chung chtra 1én dén 5 dot bién thay thé axit amin. Theo mot phuong 4n khac,
sang ché d& xuét khang thé hoic méanh lién két khang nguyén cta né lién két v6i TIGIT
& ngudi bao gdbm ving bién dbi chudi nang c6 SEQ ID NO: 124 hoic bién thé cia chung,
trong d6 bién thé bao gdm cac dot bién thay thé tai mot hodc nhiéu vi tri duge chon tir
nhénlbwagénnz16,44,56,57,61,72,74,76,79,85,89,92ﬁVé104.Theorn©tphuong
an khéc, sang ché d& xuit khang thé hoic manh lién két khang nguyén cta né lién két
v6i TIGIT & nguoi bao gdm ving bién ddi chudi ning c6 SEQ ID NO: 124 hoic bién
thé ctia chung, trong d6 bién thé bao gém cac dot bién thay thé tai mot hodc nhidu vi tri
duocchontﬁlﬂuﬁnbaogénu16,44,56,57,61,72,74,76,79,85,89,92V6104,U0ng
d6 axit amin tai vi tri 16 c6 thé 1a A hodc S, axit amin tai vi tri 44 ¢6 thé 12 R hoic G,
axit amin tai vi tri 56 ¢c6 thé AD,R,L,K,F, S, Y hodc V, axit amin tai vi tri 57 c6 thé
1aG,R,N,Q,E,LK,S, YhodcV, axit amin tai vi tri 61 c6 thé 1a S hodc A, axit amin
tai vi tri 72 c6 thé 1a R hodc S, axit amin tai vi tri 74 c6 thé 12 T hodc K, axit amin tai vi
tri 76 c6 thé 1a A hodic T hodc I, axit amin tai vi trf 79 ¢6 thé 1a A hodc V, axit amin tai
vi trf 85 ¢6 thé 1a S hodic R, axit amin tai vi tri 89 c6 thé 12 E hodc D, axit amin tai vi tri
92 ¢6 thé 1a A hodic V va axit amin tai vi trf 104 c6thé A W, A, D, E, F, G, I, K, N, Q,
R, S, T, V hodc Y. Theo mot phuong 4n khéc, séng ché dé xuit khang thé hodc manh
lién két khang nguyén ciia n6 lién két véi TIGIT & ngudi bao gdm ving bién dbi chudi
nhe ¢6 SEQ ID NO: 130 hoic bién thé cua ching bao gdm céc dot bién thay thé tai mot
hodc nhidu vi tri dugc chon tir nhém bao gdm: 43, 50, 51, 70 va 83. Theo mdt phuong
an khéc, sang ché d& xuit khang thé hodc manh lién két khang nguyén cia no lién két

v6i TIGIT & ngudi bao gdm ving bién dbi chudi nhe ¢6 SEQ ID NO: 130 hodc bién thé
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cua ching bao gém cac dot bién thay thé tai mot hodic nhidu vi tri duoc chon tir nhém
bao gém: 43, 50, 51, 70 va 83, trong d6 axit amin tai vi tri 43 ¢6 thé 13 S, A hoidc V, axit
amin tai vi tri 50 c6 thé 1AN, A, Y, W, S, T, T hodc V, axit amin tai vi tri 51 c6 thé 1a A,
N, L, L, T ho#ic V, axit amin tai vi tri 70 ¢6 thé 1a Q hodc D, va axit amin tai vi tri 83 ¢6
thé 12 F hodc V.

Theo mdt phwong 4n bét ky trong sb cac phuwong n néu trén, khang thé hodc
manh lién két khang nguyén ctia né duge phan lap.

Theo mot phuong 4n bat ky trong sb cac phuong an néu trén, khang thé hoic
manh lién két khang nguyén ctia n6 1a khang thé tai td hop.

Theo mot phuong 4n bit ky trong s6 cac phuong 4n néu trén, khang thé hoic
manh lién két khang nguyén ciia n6 1a khang thé c6 chiéu dai day du.

Theo mdt phuong 4n bét ky trong sé cac phuong an dwoc dé cép & trén, khang
thé hodc manh lién két khang nguyén cia né theo sang ché c6 thé chira ving bién dbi
chudi ning gbm c6: (a) ving bat ky trong sé cac ving bién dbi chudi ning duge mo ta
& trén va (b) peptit dan dau (vi dy, peptit din dau c¢6 SEQ ID NO: 53). Theo mot phuong
an bat ky trong sb cac phuong 4n dugc dé cip & trén, khang thé hoic manh lién két
khang nguyén ctia né theo sang ché c6 thé chira viing chudi ning nhe gbm c6: (a) chudi
ning bét ky trong s céc chudi ning nhe duge md ta & trén va (b) peptit din dau (vi du,
peptit dan dau c6 SEQ ID NO: 54).

Theo mot phuong 4n bt ky trong s6 cac phwong an dugce dé cap o trén, khang
thé hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 theo sang ché 1a khang thé bao gdm ving
bét ky trong s cac ving bién ddi chudi ning dwgc mé ta & trén va viing hing dinh chudi
ning bat k¥ & ngudi. Theo mdt phuong an, khang thé hoic manh lién két khang nguyén
ctia né theo sang ché 1a cua isotyp IgG, va bao gdbm ving hing dinh chudi ning ciia
IgG1, IgG2, IgG3 hoic IgG4 & ngudi. Theo mot phuong 4n, khang thé hodc manh lién
két khang nguyén ctia n6 theo sang ché bao gdm mién hing dinh chudi ning cta IgG1
& ngudi (SEQ ID NO: 86) hoic bién thé ciia chiing, trong d6 bién thé bao gdm 1én dén
20 d6t bién thay thé axit amin dugc cai bién. Theo mét phwong 4n, khang thé hoic manh
lién két khang nguyén ctia n6 theo sang ché 1a khang thé bao gdm mién hang dinh chudi
nang cua IgG1l & nguoi chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 86. Theo mot

phuong 4n, khang thé hoic manh lién két khang nguyén cia né theo sang ché bao gdm
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mién hang dinh chudi ning ctia [gG1 & ngudi trong d6 mién hing dinh cta IgG1 duge
b6 qua qua trinh fucosyl héa. Theo mdt phuong 4n, khang thé hoic manh lién két khang
nguyén ctia n6 theo sang ché bao gdbm mién hing dinh chudi ning ctia IgG4 hoic bién
thé cua ching, trong d6 bién thé bao gdm 1én dén 20 d6t bién thay thé axit amin duoc
cai bién. Theo mdt phuong 4n khéc, khang thé hozc manh lién két khang nguyén cta né
theo sang ché bao gdm mién hang dinh chudi ning ctia IgG4, trong d6 axit amin tai vi
tri 228 (st dung so dd danh sé EU) duoc thay thé tir Ser thanh Pro. Theo mét phuong
an, khang thé hodc manh lién két khang nguyén cia né theo sing ché bao gdm mién
hing dinh chudi ning ctia IgG4 chura trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 55.

Theo mot phuong an bét ky trong s§ cac phuong an dwgc dé cap & trén, khéng
thé hosic manh lién két khang nguyén cta né theo sang ché co thé chira ving bién dbi
bét ky trong s6 cac ving bién dbi chudi nhe dwge md ta & trén va mién hang dinh chudi
nhe & ngudi. Theo mdt phuong 4n, khang thé hoic manh lién két khang nguyén cia n6
theo sang ché bao gdm mién hing dinh chudi nhe kapa & ngudi hoic bién thé ctia chung,
trong d6 bién thé bao gbm 1én dén 20 dot bién thay thé axit amin dugc cai bién. Theo
mdt phuong an khéc, khang thé hodic manh lién két khang nguyén ciia né theo sang ché
bao gdm mién hing dinh chudi nhe lamda & ngudi hodc bién thé cia ching, trong d6
bién thé bao gém 1én dén 20 dot bién thay thé axit amin dwgc cai bién. Theo médt phuong
an, khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia né theo séng ché bao gébm mién
hing dinh chudi nhe kapa & ngudi chira trinh tir axit amin néu trong SEQ ID NO: 56.

Theo mot phuong 4n, khang thé khang TIGIT theo sang ché bao gdm cAu trtic
tetrame ddy du c¢6 hai chudi nhe va hai chudi ning, trong d6 mdi chudi nhe bao gbm:
ving bién ddi bao gdm SEQ ID NO:132 va chudi nhe kapa & ngudi (SEQ ID NO:56);
va mdi chudi ning bao gdbm: ving bién ddi bao gdm SEQ ID NO:128, ving hing dinh
cua IgG1 & nguoi (SEQ ID NO:86).

Theo mdt phuong 4n, khang thé khang TIGIT theo sang ché bao gdm céu tric
tetrame ddy di ¢6 hai chudi nhe va hai chudi ning, trong d6 mdi chudi nhe bao gdm:
ving bién dbi bao gdm SEQ ID NO:130 va chudi nhe kapa ¢ ngudi (SEQ ID NO:56);
va mdi chudi ning bao gdbm: ving bién dbi bao gdm SEQ ID NO:127, ving hing dinh
cia IgG1 & nguoi (SEQ ID NO:86).
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Theo mot phuong 4n, khang thé khang TIGIT theo sang ché bao gdém céu tric
tetrame day du c6 hai chudi nhe va hai chudi ning, trong d6 mdi chudi nhe bao gom:
ving bién d6i bao gdm SEQ ID NO:133 va chudi nhe kapa ¢ ngudi (SEQ ID NO:56);
va mbi chudi ning bao gdm: ving bién dbi bao gdm SEQ ID NO:128, viing hing dinh
cia IgG1 & ngudi (SEQ ID NO:86).

Theo mdt phuong 4n bat ky trong sé cac phuong an duge dé cap & trén, khang
thé khang TIGIT hodc manh lién két khang nguyén cta n6 theo sang ché co6 thé dugc
lién hop vai it nhat mot chét diéu tri bénh. Theo mdt phuong 4n, trong d6 chét didu tri
bénh bao gdm khang thé thtr hai hoic manh cta ching, chét diéu bién mién dich,
ho6emén, chét giy doc té bao, enzym, nuclit phong xa, khang thé thir hai duge lién hop
v&i it nhét mot chit diéu bién mién dich, enzym, nhdn phdéng xa, hodcmon,
oligonucleotit di nghia, hodc chit gdy doc té bao, hodc hdn hop ciia ching.

Sang ché ciing dé xut polypeptit duoc phan 1ap bao gbm trinh tu axit amin c6
trinh tu bat ky trong sé cac SEQ ID NO: 1-30, 37-52, 57-83 hoic 88-151, hodc manh c6
trinh tu bt ky néu trén.

Sang ché ciing d& xuét axit nucleic duoc phan 1ap ma héa khang thé bét ky trong
sb cac khang thé khang TIGIT hoic cac manh lién két khang nguyén theo sang ché.
Theo mot phwong 4n, sang ché dé xuét axit nucleic dugc phan 14p ma hoa polypeptit bat
ky trong s cac polypeptit c6 SEQ ID NO: 1-30, 37-52, 57-64 hoic 88-133, trong d6
polypeptit néu trén c6 thé tiry ¥ bao gdm trinh ty dén dau. Sang ché ciing dé xut vecto
biéu hién bao gdm axit nucleic ma hoa polypeptit bat ky trong sb cac polypeptit c6 SEQ
ID NO: 1-30, 37-52, 57-83 hoic 88-167 (trong d6 polypeptit néu trén c6 thé tiiy y bao
gdm trinh ty din dau). Axit nucleic dugc phéan lap ndy va céc vecto biéu hién chira chtng
¢6 thé dugc st dung dé biéu hién cac khang thé theo sang ché hodc cac manh lién két
khang nguyén cta ching trong té bao chi tai tb hop. Do d6, sang ché ciing dé xuat cac
t& bao cht bao gdm axit nucleic dugce phan 14p ma hoa polypeptit bt ky trong sd céc
polypeptit co6 SEQ ID NO: 1-30, 37-52, 57-83 hoac 88-151 (trong d6 polypeptit néu trén
c6 thé tiry ¥ bao gdm trinh ty dn ddu). Theo mdt phuong 4n, té bao chi 13 té bao budng
trimg cua chudt Hamster Trung Qubc. Theo mot phuong 4n, t& bao chu 13 t& bao nim

men, vi du t€ bao Pichia hodc té€ bao chu Pichia pastoris.
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Sang ché ciing d& xuét dugc phidm chira khang thé hoic manh lién két khang
nguyén theo sang ché va chit mang hodc chét pha loing dugc dung. Theo médt phuong
an, ché phém nay con chura chit diéu tri bénh. Theo médt phwong 4n, chét diéu tri bénh
khéc nita duge chon tir nthém bao gdm: khang thé khang PD1 hodc manh lién két khéng
nguyén ctia n6; khéng thé khang LAG3 hoic méanh lién két khang nguyén ctia né; khang
thé khang VISTA hozc manh lién két khang nguyén cua no; khang thé khang BTLA
hodc manh lién két khang nguyén cia né; khang thé khang TIM3 hogc manh lién két
khéng nguyén ctia n6; khang thé khang CTLA4 hoic ménh lién két khang nguyén cia
né;khéngthékhéngI{VEhdhoacrnaﬂlﬁénkétkhéngnguyéncﬁané;khéngthékhéng
CD27 hodc ménh lién két khang nguyén ctia né; khang thé khang CD137 hoic méanh
lién két khang nguyén cta nd; khang thé khang OX40 hodc manh lién két khang nguyén
ctia n6; khang thé khang CD28 hoic méanh lién két khang nguyén cia no; khang thé
khang PDL1 hodc manh lién két khang nguyén ciia né; khang thé khang PDL2 hoic
manh lién két khang nguyén cia n6; khang thé khang GITR hoic méanh lién két khang
nguyén ctia né; khang thé khang ICOS hoic manh lién két khang nguyén ctia n6; khing
thé khang SIRPo hodc manh lién két khang nguyén ciia né; khang thé khang ILT2 hoic
manh lién két khang nguyén cua né; khang thé khang ILT3 hodc méanh lién két khang
nguyén cta nd; khang thé khang ILT4 hodc manh lién két khdng nguyén cla né; va
khang thé khang ILT5 hodc manh lién két khang nguyén cia né; khang thé khang 4-
1BB hoidc manh lién két khang nguyén cia n6. Theo mdt phuong 4n, khang thé khang
PD1 hoic manh lién két khang nguyén cia né dwoc chon tir nhém bao gdm:
pembrolizumab hoic méanh lién két khang nguyén ctia n6 va nivolumab hogc méanh lién
két khang nguyén cia né. Theo mot phuong an, khang thé khang TIGIT hozc manh lién
két khang nguyén theo sang ché bao gdbm: (i) CDRI ctia viing bién d6i chudi nang chira
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 1; (ii) CDR2 cua ving bién ddi chudi ning
chta trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 2; (iii) CDR3 ctia ving bién ddi chudi
ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 3, 79, 80, 81, 82, 83 hodc 140; (iv)
CDRI cua ving bién ddi chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 4;
(v) CDR2 ciia ving bién d6i chudi nhe chia trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:
5,65, 66, 67, 68, 69,70,71, 72,73 hodc 141; va (vi) CDR3 ctia vung bién d6i chudi nhe
chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 6, 74, 75, 76, 77, 78 hodc 142. Theo mdt
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phuong 4n, khang thé khang TIGIT hoic manh lién két khang nguyén ciia né bao gdm:
(i) CDR1 cua ving bién dbi chudi niang chwra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:
88; (ii) CDR2 ctia ving bién d6i chudi ning chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO: 89, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 134,
135 hodc 147; (iii) CDR3 cta ving bién ddi chudi ning chira trinh tw axit amin néu
trong SEQ ID NO: 90; (iv) CDR1 ctia ving bién ddi chudi nhe chira trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO: 91; (v) CDR2 ciia ving bién d6i chudi nhe chira trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO: 92, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122
hodic 148; va (vi) CDR3 ciia ving bién d6i chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO: 93. Theo mét phuong 4n, khang thé khang TIGIT hosc manh lién két khang
nguyén theo sang ché bao gdm: (i) CDR1 cua ving bién ddi chudi ning chira trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO: 1; (i) CDR2 clia ving bién d6i chudi ning chira trinh
tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 2; (iii) CDR3 ctia ving bién dbi chudi ning chira
trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 3; (iv) CDR1 cta ving bién ddi chudi nhe
chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 4; (v) CDR2 cua ving bién dbi chudi nhe
chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 5; va (vi) CDR3 ctia viing bién ddi chudi
nhe chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 6. Theo mdt phuong an khac, khang
thé khang TIGIT hodc manh lién két khang nguyén theo sang ché bao gdm: (i) CDRI
ctia ving bién dbi chudi nang chia trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 57; (ii)
CDR2 cua ving bién ddi chudi ning chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 58;
(iii) CDR3 ctia ving bién ddi chudi ning chia trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:
59; (iv) CDR1 ctia ving bién d6i chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO: 60; (v) CDR2 cta ving bién dbi chudi nhe chia trinh tur axit amin néu trong SEQ
ID NO: 61; va (vi) CDR3 cua ving bién d6i chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO: 62. Theo mét phwong 4n, khang thé khang TIGIT hozc manh lién két khang
nguyén ctia né bao gém: (i) CDR1 ciia viing bién dbi chudi nang chira trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO: 88; (ii) CDR2 ctia viing bién ddi chudi ning chira trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO: 89, 134 hoic 135; (iii) CDR3 ciia viing bién dbi chudi ning
chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 90; (iv) CDR1 ciia viing bién dbi chudi
nhe chira trinh tur axit amin néu trong SEQ ID NO: 91; (v) CDR2 ctia ving bién dbi
chudi nhe chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 92; va (vi) CDR3 cua ving
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bién dbi chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 93. Theo mét phuong
an, khang thé khang TIGIT hodc manh lién két khang nguyén ciia né bao gdm: (i) CDR1
clia ving bién ddi chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 88; (ii)
CDR2 ctia viing bién ddi chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 134;
(iii) CDR3 ctia viing bién ddi chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:
90; (iv) CDR1 ctia ving bién ddi chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO: 91; (v) CDR2 ciia viing bién ddi chudi nhe chira trinh tw axit amin néu trong SEQ
ID NO: 92; va (vi) CDR3 ctia ving bién ddi chudi nhe chira trinh tir axit amin néu trong
SEQ ID NO: 93.

Theo mot phuong 4n, sang ché d& xuét ché phdm chira: (i) khang thé hoic manh
lién két khang nguyén khang TIGIT theo sang ché; va (ii) khang thé khang PD1 bao
gém trinh ty chudi niing c6 SEQ ID NO: 33 va trinh tu bién d6i chudi nhe c6 SEQ ID
NO: 34. Theo mdt phuong 4n khéc, sang ché d& xuét ché phim chira: (a) khang thé hoic
manh lién két khang nguyén khang TIGIT theo sang ché; va (b) khang thé khang PD1
bao gbém trinh tu chudi ning c6 SEQ ID NO: 35 va trinh tu bién dbi chudi nhe c6 SEQ
ID NO: 36. Theo m6t phuong an, khang thé khang PD1 dugc ding truéc khi dung khéng
thé khang TIGIT. Theo mdt phuong 4n, khang thé khang PD1 dugc ding tir 4 dén 10
ngay trude khi dung khéng thé khang TIGIT. Theo mdt phwong 4n, phuong phap diéu
tri truée bing khang thé khang PD1 ¢6 thé diéu bién céc té bao mién dich do chirc ning
qua trung gian Fc dugc tdng cudng cia cic khang thé khang TIGIT. Theo mot phuwong
an, khang thé khang TIGIT ho#c manh lién két khang nguyén theo sang ché bao gdm:
(i) CDR1 ctia ving bién d6i chudi ning chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:
1; (ii) CDR2 ctia ving bién dbi chudi ning chia trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO: 2; (iii) CDR3 ctia ving bién dbi chudi ning chira trinh tw axit amin néu trong SEQ
ID NO: 3, 79, 80, 81, 82, 83 hodc 140; (iv) CDR1 cta vung bién ddi chudi nhe chira
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 4; (v) CDR2 ctia vung bién ddi chudi nhe chira
trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 5, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73 hodc 141;
va (vi) CDR3 ctia ving bién d6i chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO: 6, 74, 75, 76, 77, 78 hodc 142. Theo mdt phuong an, khéang thé khang TIGIT hodc
manh lién két khang nguyén cta né bao gdbm: (i) CDR1 ciia ving bién dbi chudi ning

chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 88; (ii) CDR2 cta vung bién ddi chudi
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ndng chua trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 89, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102,
103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 134, 135 hodc 147; (iii) CDR3 cua vung
bién ddi chudi ning chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 90; (iv) CDR1 cua
ving bién d6i chudi nhe chwa trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 91; (v) CDR2
clia ving bién ddi chudi nhe chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 92, 112,
113, 114,115,116, 117, 118, 119, 120, 121, 122 hoic 148; va (vi) CDR3 cta ving bién
d6i chudi nhe chua trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 93. Theb mot phuong an,
khang thé khang TIGIT hodc manh lién két khang nguyén theo sang ché bao gbm: (i)
CDRI cta ving bién d6i chudi ning chira trinh tir axit amin néu trong SEQ ID NO: 1;
(ii) CDR2 ctia ving bién d6i chudi ning chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:
2; (iii) CDR3 ctia ving bién ddi chudi ning chira trinh tir axit amin néu trong SEQ ID
NO: 3; (iv) CDRI1 ctia ving bién ddi chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ
ID NO: 4; (v) CDR2 ciia ving bién d6i chudi nhe chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ
ID NO: 5; va (vi) CDR3 ctia ving bién ddi chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO: 6. Theo médt phwong an khac, khang thé khang TIGIT hoic manh lién két
khang nguyén theo sang ché bao gdm: (i) CDR1 ctia ving bién ddi chudi ning chira
trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 57; (ii) CDR2 ctia ving bién d6i chudi ning
chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 58; (iii) CDR3 cua ving bién ddi chudi
ning chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 59; (iv) CDRI1 ciia ving bién ddi
chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 60; (v) CDR2 ciia ving bién
dbi chudi nhe chua trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 61; va (vi) CDR3 ctia vung
bién ddi chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 62. Theo mdt phuong
an, khang thé khang TIGIT hoic manh lién két khang nguyén ctia né bao gdm: (i) CDR1
clia ving bién ddi chudi ning chua trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 88; (ii)
CDR2 cua ving bién d6i chudi ning chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 89,
134 hogc 135; (iii) CDR3 ctia viing bién dbi chudi ning chira trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO: 90; (iv) CDR1 cua ving bién dbi chudi nhe chira trinh tir axit amin
néu trong SEQ ID NO: 91; (v) CDR2 ciia ving bién d6i chudi nhe chira trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO: 92; va (vi) CDR3 ctia ving bién ddi chudi nhe chira trinh
ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 93. Theo mot phuong 4n, khang thé khang TIGIT

hozic manh lién két khdng nguyén ctia né bao gdm: (i) CDR1 cia ving bién ddi chudi
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ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 88; (ii) CDR2 cua viung bién dbi
chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 134; (iii) CDR3 cua ving
bién dbi chudi nang chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 90; (iv) CDRI1 cia
ving bién dbi chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 91; (v) CDR2
ctia ving bién dbi chudi nhe chia trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 92; va (vi)
CDR3 ctia ving bién d6i chudi nhe chira trinh tur axit amin néu trong SEQ ID NO: 93.
Sang ché ciing bao gdm hdn hop chira khang thé hoic manh lién két khang
nguyén khang TIGIT theo sang ché, két hop voi mot, hai hodc nhidu hon chét diéu tri
bénh; trong d6 chét didu tri bénh tht hai dugc chon tir nhém bao gdm: khang thé khang
PD1 hodc manh lién két khang nguyén cta n6; khang thé khang LAG3 hodc manh lién
két khang nguyén cta n6; khang thé khang VISTA hoic manh lién két khang nguyén
ctia n6; khang thé khang BTLA hoic manh lién két khang nguyén cia né; khang thé
khang TIM3 hoic manh lién két khang nguyén clia n6; khang thé khang CTLA4 hoic
manh lién két khang nguyén ctia n6; khang thé khang HVEM hozc manh lién két khang
nguyén cua n6; khang thé khang CD27 hosc manh lién két khang nguyén clia nd; khang
thé khang CD137 hodic méanh lién két khang nguyén ctia n6; khang thé khang OX40 hoic
manh lién két khang nguyén cua no; khang thé khang CD28 hozc ménh lién két khéng
nguyén cta n6; khang thé khang PDL1 hodc manh lién két khdng nguyén ctia n6; khéng
thé khang PDL2 hodc méanh lién két khang nguyén ctia n6; khang thé khang GITR hoic
manh lién két khang nguyén ciia né; khang thé khang ICOS hoic manh lién két khéng
nguyén ctia nd; khang thé khang SIRPo hoic manh lién két khang nguyén cia né; khang
thé khang ILT2 hodc manh lién két khang nguyén cia no; khang thé khang ILT3 hoic
manh lién két khang nguyén cia n6; khang thé khang ILT4 hodc manh lién két khang
nguyén cua né; khang thé khang ILTS5 hodc ménh lién két khang nguyén cia no; va
khang thé khang 4-1BB hoic manh lién két khang nguyén ciia né. Theo mdt phuong an,
khang thé khang TIGIT hodc manh lién két khang nguyén theo sang ché bao gdm: (i)
CDRI cta ving bién ddi chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 1;
(i) CDR2 ctia ving bién ddi chudi ning chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:
2; (iii) CDR3 cua ving bién d6i chudi ning chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO: 3, 79, 80, 81, 82, 83 hoic 140; (iv) CDRI ctia ving bién ddi chudi nhe chira trinh
tyr axit amin néu trong SEQ ID NO: 4; (v) CDR2 ciia viing bién ddi chudi nhe chtra trinh
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tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 5, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73 hodc 141; va
(vi) CDR3 ctia ving bién dbi chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:
6,74,75,76, 77,78 hodc 142. Theo mot phuong an, khang thé khang TIGIT hoac manh
lién két khang nguyén ciia n6 bao gdm: (i) CDRI ctia ving bién dbi chudi ning chta
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 88; (ii) CDR2 cua ving bién d6i chudi ning
chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 89, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103,
104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 134, 135 hogc 147; (iii) CDR3 cta ving bién
d6i chudi ning chira trinh tw axit amin néu trong SEQ ID NO: 90; (iv) CDR1 ctia ving
bién dbi chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 91; (v) CDR2 cua
vung bién d6i chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 92, 112, 113,
114, 115,116, 117, 118, 119, 120, 121, 122 hosc 148; va (vi) CDR3 ctia ving bién dbi
chudi nhe chita trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 93. Theo mdt phuong 4n,
khéng thé khang TIGIT hodc ménh lién két khang nguyén theo sang ché bao gdm: (i)
CDRI ctia viing bién dbi chudi niing chua trinh tir axit amin néu trong SEQ ID NO: 1;
(ii) CDR2 ctia viing bién d6i chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:
2; (iii) CDR3 ciia viing bién dbi chudi nang chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO: 3; (iv) CDRI cua Vl‘lﬁg bién d6i chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ
ID NO: 4; (v) CDR2 ctia ving bién d6i chudi nhe chira trinh tir axit amin néu trong SEQ
ID NO: 5; va (vi) CDR3 cua ving bién d6i chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO: 6. Theo mdt phuong 4n khéc, khang thé khang TIGIT hodc manh lién két
khang nguyén theo sang ché bao gdm: (i) CDR1 clia ving bién dbi chudi ning chira
trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 57; (ii) CDR2 cta vung bién ddi chudi ning
chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 58; (iii) CDR3 cua ving bién dbi chudi
ning chia trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 59; (iv) CDR1 ctia ving bién ddi
chudi nhe chita trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 60; (v) CDR2 cua ving bién
d6i chudi nhe chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 61; va (vi) CDR3 ciia vung
bién ddi chudi nhe chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 62. Theo mdt phuong
an, khang thé khang TIGIT hoic manh lién két khang nguyén ctia né bao gbm: (i) CDR1
ctia ving bién ddi chudi ning chua trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 88; (ii)
CDR2 ctia viing bién ddi chudi nang chua trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 89,

134 hodc 135; (iii) CDR3 ctia ving bién d6i chudi ning chira trinh ty axit amin néu
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trong SEQ ID NO: 90; (iv) CDR1 cuia ving bién dbi chudi nhe chtra trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO: 91; (v) CDR2 cua ving bién dbi chudi nhe chta trinh tw axit
amin néu trong SEQ ID NO: 92; va (vi) CDR3 ctia ving bién dbi chudi nhe chta trinh
tur axit amin néu trong SEQ ID NO: 93. Theo mot phuong 4n, khang thé khang TIGIT
hozc manh lién két khang nguyén ciia n6 bao gdm: (i) CDR1 cta viing bién dbi chudi
ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 88; (ii) CDR2 ctia ving bién dbi
chudi ning chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 134; (iii) CDR3 cia ving
bién dbi chudi ning chua trinh tw axit amin néu trong SEQ ID NO: 90; (iv) CDRI1 cua
ving bién d6i chudi nhe chua trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 91; (v) CDR2
clia ving bién dbi chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 92; va (vi)
CDR3 cuia ving bién dbi chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 93.
Sang ché cling dé xuat 6ng hodc dung cu tiém chira khang thé bit ky trong sb cac
khéng thé khang TIGIT hoic cac manh lién két khang nguyén theo sang ché. Theo mdt
phuong 4n, khang thé khang TIGIT hoic manh lién két khang nguyén theo sang ché bao
gdm: (i) CDR1 cua ving bién d6i chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO: 1; (ii) CDR2 ctia viing bién d6i chudi ning chira trinh tu axit amin néu trong SEQ
ID NO: 2; (iii) CDR3 ctia ving bién d6i chudi ning chira trinh tu axit amin néu trong
SEQ ID NO: 3, 79, 80, 81, 82, 83 hoic 140; (iv) CDRI cua ving bién d6i chudi nhe
chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 4; (v) CDR2 ctia ving bién ddi chudi nhe
chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 5, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73 hodc
141; va (vi) CDR3 ctia ving bién d6i chudi nhe chua trinh ty axit amin néu trong SEQ
ID NO: 6, 74, 75, 76, 77, 78 hodc 142. Theo mdt phwong 4n, khang thé khéng TIGIT
hozc manh lién két khang nguyén cia né bao gém: (i) CDR1 ciia ving bién dbi chudi
ning chia trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 88; (i) CDR2 ciia ving bién ddi
chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 89, 96, 97, 98, 99, 100, 101,
102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 134, 135 hodc 147; (iii) CDR3 cua
ving bién dbi chudi ning chia trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 90; (iv) CDR1
ctia ving bién ddi chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 91; (v)
CDR2 cua vung bién dbi chudi nhe chura trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 92,
112,113,114, 115,116, 117, 118, 119, 120, 121, 122 hodc 148; va (vi) CDR3 ctia ving
bién dbi chudi nhe chua trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 93. Theo mdt phuong
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an, khang thé khang TIGIT hoic manh lién két khang nguyén theo sang ché bao gbm:
(i) CDR1 cta ving bién ddi chudi ning chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:
1; (i1) CDR2 cia vung bién d6i chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO: 2; (iii) CDR3 ctia ving bién d6i chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ
ID NO: 3; (iv) CDRI1 cta vung bién ddi chudi nhe chua trinh tu axit amin néu trong
SEQ ID NO: 4; (v) CDR2 ctia ving bién d6i chudi nhe chira trinh tw axit amin néu trong
SEQ ID NO: 5; va (vi) CDR3 cua vung bién dbi chudi nhe chira trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO: 6. Theo mét phuong 4n khac, khang thé khang TIGIT ho#ic méanh
lién két khang nguyén theo sang ché bao gdm: (i) CDR1 ciia ving bién ddi chudi ning
chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 57; (ii) CDR2 cta ving bién dbi chudi
nang chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 58; (iii) CDR3 cua vung bién d6i
chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 59; (iv) CDRI1 cta ving bién
dd1 chudi nhe chita trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 60; (v) CDR2 cua ving
bién ddi chudi nhe chia trinh tir axit amin néu trong SEQ ID NO: 61; va (vi) CDR3 ctia
vung bién ddi chudi nhe chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 62. Theo mot
phuong an, khing thé khang TIGIT hoc méanh lién két khang nguyén ctia né bao gbm:
(i) CDR1 ciia ving bién di chudi niang chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:
88; (ii) CDR2 cua ving bién ddi chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO: 89, 134 hoac 135; (iii) CDR3 ctia vung bién dbi chudi ning chura trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO: 90; (iv) CDR1 cia ving bién d6i chudi nhe chua trinh tw axit
amin néu trong SEQ ID NO: 91; (v) CDR2 cta vung bién d6i chudi nhe chira trinh ty
axit amin néu trong SEQ ID NO: 92; va (vi) CDR3 ctia viing bién ddi chudi nhe chira
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 93. Theo mdt phuong 4n, khang thé khang
TIGIT hodc manh lién két khang nguyén cia n6 bao gdm: (i) CDR1 ctia ving bién ddi
chudi ning chira trinh tv axit amin néu trong SEQ ID NO: 88; (ii) CDR2 cuia ving bién
d6i chudi ning chura trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 134; (iii) CDR3 ctia viing
bién dbi chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 90; (iv) CDRI ctia
ving bién ddi chudi nhe chta trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 91; (v) CDR2
ctia ving bién d6i chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 92; va (vi)

CDR3 ctia ving bién dbi chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 93.
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Sang ché ciing d& xuét phuong phép san xuit hosc manh lién két khdng nguyén
khang TIGIT theo séng ché bao gdm cic budc: nudi ciy té bao chi bao gdm
polynucleotit ma héa chudi ning va/hoic chudi nhe ctia khang thé theo sang ché (hodc
manh lién két khang nguyén cta noé) trong cac didu kién co loi dé biéu hién
polynucleotit; va tuy y, thu hdi khang thé hodc méanh lién két khang nguyén tir té bao
cht va/hodc mdi trudng nudi cdy. Theo mot phuong 4n, polynucleotit ma hoa chudi
ning va polynucleotit ma héa chudi nhe trong vecto don. Theo mdt phuong 4n khéc,
polynucleotit ma héa chudi ning va polynucleotit ma héa chudi nhe trong cac vecto
khac nhau. Theo mdt phuong an, polynucleotit ma hoa chudi ning va polynucleotit ma
héa chudi nhe ma hoéa khang thé hoic manh lién két khang nguyén bao gém: (i) CDR1
ctia ving bién dbi chudi ning chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 1; (ii)
CDR2 cua vung bién d6i chudi ning chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 2;
(iii) CDR3 cua ving bién ddi chudi ning chira trinh tur axit amin néu trong SEQ ID NO:
3,79, 80, 81, 82, 83 hodc 140; (iv) CDRI cua vung bién d6i chudi nhe chira trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:4; (v) CDR2 cua vung bién d6i chudi nhe chira trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO:5, 65, 66, 67, 68,69, 70, 71, 72, 73 hodc 141; va (vi) CDR3
clia vung bién dbi chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:6, 74, 75, 76,
77, 78 hodc 142. Theo mdt phuong an khic, polynucleotit md héa chudi ning va
polynucleotit md héa chudi nhe ma héa khéng thé hodc manh lién két khang nguyén bao
gbm: (i) CDR1 cua ving bién d6i chudi ning chua trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO:88; (ii) CDR2 cua ving bién dbi chudi ning chira trinh tu axit amin néu trong SEQ
ID NO: 89, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 1(‘)3‘, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111,
134, 135 hodc 147; (iii) CDR3 ctia viing bién d6i chudi ning chira trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO: 90; (iv) CDRI1 cua vung bién ddi chudi nhe chira trinh tur axit amin
néu trong SEQ ID NO: 91; (v) CDR2 cua vung bién ddi chudi nhe chua trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO: 92, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122
hogc 148; va (vi) CDR3 cua ving bién ddi chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO: 93. Theo mot phwong 4n khéc, polynucleotit md héa chudi ning va
polynucleotit md héa chudi nhe ma héa khéng thé hodc manh lién két khang nguyén bao
gbm: (i) CDR1 ctia viing bién dbi chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID

"NO: 1; (ii) CDR2 ctia viing bién d6i chudi niing chira trinh trr axit amin néu trong SEQ
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ID NO: 2; (iii) CDR3 ctia ving bién d6i chudi ning chira trinh ti axit amin néu trong
SEQ ID NO: 3; (iv) CDR1 cua ving bién d6i chudi nhe chira trinh ti axit amin néu trong
SEQ ID NO: 4; (v) CDR2 ctia ving bién dbi chudi nhe chira trinh tyr axit amin néu trong
SEQ ID NO: 5; va (vi) CDR3 cua vung bién dbi chudi nhe chtra trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO: 6. Theo mét phuong 4n khéc, polynucleotit ma hoa chudi ning va
polynucleotit ma hoa chudi nhe ma hoa khang thé hoic manh lién két khang nguyén bao
gdm: (i) CDRI cua ving bién ddi chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO: 57; (ii) CDR2 cua ving bién ddi chudi ning chira trinh tur axit amin néu trong SEQ
ID NO: 58; (iii) CDR3 ctia ving bién d6i chudi ning chira trinh ti axit amin néu trong
SEQ ID NO: 59; (iv) CDRI cta ving bién d6i chudi nhe chira trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO: 60; (v) CDR2 cua ving bién d6i chudi nhe chira trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO: 61; va (vi) CDR3 cua vung bién d6i chudi nhe chira trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:62. Theo mdt phuong 4n khéc, polynucleotit ma hoa chudi
ning va polynucleotit mi héa chudi nhe ma hoa khang thé hoic manh lién két khang
nguyén bao gdm: (i) CDR1 ciia viing bién dbi chudi ning chia trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO: 88; (ii) CDR2 cua vung bién ddi chudi ning chta trinh tyr axit amin
néu trong SEQ ID NO: 89, 134 hodc 135; (iii)) CDR3 cua vung bién d6i chudi ning chia
trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 90; (iv) CDR1 ciia ving bién d6i chudi nhe
chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 91; (v) CDR2 cua vung bién dbi chudi
nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 92; va (vi) CDR3 cua vung bién dbi
chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 93. Theo mot phuong an khéc,
polynucleotit ma héa chudi ning va polynucleotit ma héa chudi nhe ma héa khang thé
hodc manh lién két khang nguyén bao gdm: (i) CDR1 clia ving bién @i chudi ning
chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 88; (ii) CDR2 ctia ving bién dbi chudi
ndng chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 134; (iii)) CDR3 cuta vung bién d6i
chudi ning chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 90; (iv) CDRI1 cua ving bién
dbi chudi nhe chwra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 91; (v) CDR2 cua ving
bién d6i chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 92; va (vi) CDR3 clia
ving bién ddi chudi nhe chira trinh ti axit amin néu trong SEQ ID NO: 93. Theo mdt
phuong an khac, polynucleotit ma héa chudi ning va polynucleotit ma hoa chudi nhe

m4 héa khang thé hoic manh lién két khang nguyén bao gdm: viing bién dbi chudi ning

-46-



32683

bao gdbm SEQ ID NO:128 va ving bién dbi chudi nhe bao gdm SEQ ID NO:132. Theo
mot phuwong 4n khéic, polynucleotit md héa chudi ning va polynucleotit ma héa chudi
nhe ma hoa khang thé hodc manh lién két khang nguyén bao gdm: ving bién d6i chubi
ning bao gdm SEQ ID NO: 127 va ving bién ddi chudi nhe bao gdm SEQ ID NO:130.
Theo mdt phwong an khac, polynucleotit ma hoa chudi ning va polynucleotit mi hoa
chudi nhe ma héa khang thé hodc manh lién két khang nguyén bao gdm: ving bién ddi
chudi ning bao gbm SEQ ID NO:128 va ving bién ddi chudi nhe bao gdm SEQ ID
NO:133.

Séang ché ciing dé xuit phwong phép didu tri bénh ung thu cho ddi twgng can diéu
tri, bao g61n bude cho ddi twong ding mot luong hitu hiéu cia khang thé hodc manh
lién két khang nguyén khang TIGIT theo sang ché, tuy y két hop vé6i chit diéu tri bénh
khac hodc quy trinh diéu tri bénh. Theo méot phwong an, ddi tugng duoc didu trj 1a ngudi.
Theo mdt phuong 4n, chit didu tri bénh khéac nita duge chon tir nhém bao gdm: khéng
thé khang PD1 hodc manh lién két khang nguyén ctia nd; khang thé khang LAG3 hoic
ménh lién két khang nguyén cua né; khang thé khang VISTA hoic manh lién két khang
nguyén cia n6; khang thé khang BTLA hodc manh lién két khang nguyén cia nd; khang
th8 khang TIM3 hodc manh lién két khang nguyén cia né; khang thé khdng CTLA4
hodc manh lién két khang nguyén cia né; khang thé khang HVEM ho#c manh lién két
khang nguyén cta no; khang thé khang CD27 hogic méanh lién két khang nguyén ctia no;
khang thé khang CD137 hodc manh lién két khang nguyén ctia n6; khang thé khang
OX40 hoic manh lién két khang nguyén ctia n6; khang thé khang CD28 hoic méanh lién
két khang nguyén ciia né; khang thé khang PDL1 hodc méanh lién két khang nguyén ctia
n6; khang thé khang PDL2 hodc manh lién két khang nguyén clia né; khang thé khang
GITR hodc manh lién két khang nguyén cta né; khang thé khang ICOS hodc manh lién
két khang nguyén clia n6; khang thé khang SIRPa hodc manh lién két khang nguyén clia
n6; khang thé khang ILT2 hodc manh lién két khang nguyén ciia n6; khang thé khang
ILT3 hodc manh lién két khang nguyén cta n6; khang thé khang ILT4 hoic manh lién
két khang nguyén cta no; khang thé khang ILTS hodc manh lién két khang nguyén clia
n6; va khang thé khang 4-1BB hodc manh lién két khang nguyén ciia n6. Theo mdt
phuong 4n, khang thé khang PD1 hoic manh lién két khang nguyén cia n6 duge chon

tr nhom bao gdm: pembrolizumab hodc manh lién két khéng nguyén cia nd va
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nivolumab hodc manh lién két khang nguyén cta né. Theo mdt phwong 4n, khang thé
khang TIGIT hodc ménh lién két khang nguyén theo sang ché bao gém: (i) CDR1 clia
ving bién ddi chudi ning chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 1; (ii) CDR2
ctia ving bién d6i chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 2; (iii)
CDR3 cua ving bién dbi chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 3,
79, 80, 81, 82, 83 hodc 140; (iv) CDRI clia ving bién ddi chudi nhe chira trinh tyr axit
amin néu trong SEQ ID NO:4; (v) CDR2 cua vung bién dbi chudi nhe chira trinh t axit
amin néu trong SEQ ID NO:5, 65, 66, 67, 68, 69, 70,71, 72, 73 hodc 141; va (vi) CDR3
cua vung bién d6i chudi nhe chira trinh tw axit amin néu trong SEQ ID NO:6, 74, 75, 76,
77,78 hogc 142. Theo mdt phuong 4n, khang thé khang TIGIT hoic manh lién két khang
nguyén cia nd bao gdm: (i) CDR1 ctia viing bién dbi chudi ning chira trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO:88; (ii) CDR2 ctia ving bién dbi chudi ning chira trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO: 89, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107,
108, 109, 110, 111, 134, 135 hodc 147; (iii) CDR3 ctia ving bién ddi chudi ning chira
trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 90; (iv) CDR1 ciia ving bién ddi chudi nhe
chita trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 91; (v) CDR2 clia viing bién d6i chudi
nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 92, 112, 113, 114, 115, 116, 117,
118,119, 120, 121, 122 hodc 148; va (vi) CDR3 cua vung bién dbi chudi nhe chira trinh
tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 93. Theo m{t phuong &n, khang thé khang TIGIT
hoic manh lién két khang nguyén theo sang ché bao gdm: (i) CDRI ciia ving bié_n doi
chudi ning chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 1; (ii) CDR2 cia vung bién
dbi chudi niing chia trinh tw axit amin néu trong SEQ ID NO: 2; (iii) CDR3 cta ving
bién d6i chudi ning chra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 3; (iv) CDRI cta
ving bién ddi chudi nhe chia trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 4; (v) CDR2 cua
ving bién d6i chudi nhe chia trinh tw axit amin néu trong SEQ ID NO: 5; va (vi) CDR3
ctia ving bién d6i chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 6. Theo mot
phuong 4n khéc, khang thé khang TIGIT hodc méanh lién két khang nguyén theo sang
ché bao gém: (i) CDRI1 cuia ving bién d6i chudi ning chia trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO: 57; (ii) CDR2 ctia ving bién ddi chudi ning chira trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO: 58; (iii) CDR3 ciia ving bién d6i chudi ning chtra trinh tw axit amin
néu trong SEQ ID NO: 59; (iv) CDRI cia ving bién d6i chudi nhe chia trinh tir axit
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amin néu trong SEQ ID NO: 60; (v) CDR2 ctia viing bién ddi chudi nhe chira trinh tyr
axit amin néu trong SEQ ID NO: 61; va (vi) CDR3 cuia ving bién ddi chudi nhe chtra
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 62. Theo mét phuong 4n, khang thé khang
TIGIT hodc manh lién két khang nguyén ctia né bao gdm: (i) CDR1 cia ving bién dbi
chudi niing chtra trinh tur axit amin néu trong SEQ ID NO: 88; (ii) CDR2 ctia ving bién
ddi chubi ndng chta trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 89, 134 hodc 135; (iii)
CDR3 ctia viing bién d6i chudi niing chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 90;
(iv) CDR1 ciia viing bién dbi chudi nhe chtra trinh tyr axit amin néu trong SEQ ID NO:
91; (v) CDR2 ciia viing bién ddi chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO: 92; va (vi) CDR3 ciia ving bién ddi chudi nhe chta trinh tu axit amin néu trong
SEQ ID NO: 93. Theo mdt phwong 4n, khang thé khang TIGIT hodc méanh lién két khang
nguyén ctia n6 bao gdm: (i) CDR1 ctia viing bién ddi chudi niing chura trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO: 88; (ii) CDR2 cuia ving bién d6i chudi ning chtra trinh tw axit
amin néu trong SEQ ID NO: 134; (iii) CDR3 ciia ving bién ddi chudi ning chira trinh
tur axit amin néu trong SEQ ID NO: 90; (iv) CDR1 ctia viing bién dbi chudi nhe chua
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 91; (v) CDR2 cua ving bién d6i chudi nhe
chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 92; va (vi) CDR3 ciia ving bién dbi chudi
nhe chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 93.

Sang ché cling d& xuit phwong phép diéu tri bénh ung thu cho déi twong cin didu
tri, bao gdm budc cho dbi twong ding mot lwong hitu hiéu ciia khang thé hodc manh
lién két khang nguyén khang TIGIT theo sang ché, va con ding khang thé khang PD1
hogc manh lién két khang nguyén cta né. Theo mot phuong 4n, khang thé khang PD1
hozc manh lién két khang nguyén ctia n6 dugc chon tir nhém bao gdm: pembrolizumab
ho#c méanh lién két khang nguyén ctia n6 va nivolumab hodc méanh lién két khéng nguyén
ctia n6. Theo mot phuwong 4n, khang thé khang TIGIT hoic manh lién két khang nguyén
theo sang ché bao gdm: (i) CDR1 ctia viing bién dbi chudi ning chtra trinh tw axit amin
néu trong SEQ ID NO: 1; (ii) CDR2 ciia ving bién dbi chudi ning chira trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO: 2; (iii) CDR3 cua viing bién ddi chudi ning chira trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO: 3, 79, 80, 81, 82, 83 hodc 140; (iv) CDRI cia vung
bién d6i chudi nhe chta trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:4; (v) CDR2 cua ving
bién dbi chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:5, 65, 66, 67, 68, 69,
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70, 71, 72, 73 hodc 141; va (vi) CDR3 cta vung bién ddi chudi nhe chtra trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO:6, 74, 75, 76, 77, 78 hodc 142. Theo mot phuwong an, khang
thé khang TIGIT hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 bao gdm: (i) CDRI cua ving
bién ddi chubi ning chta trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 88; (ii) CDR2 cua
vung bién dbi chudi nang chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 89, 96, 97, 98,
99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 134, 135 hodc 147; (iii)
CDR3 ctia viing bién ddi chudi niing chira trinh tw axit amin néu trong SEQ ID NO: 90;
(iv) CDRI cta ving bién d6i chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:
91; (v) CDR2 ciia viing bién d6i chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO: 92,112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122 hodc 148; va (vi) CDR3
ctia ving bién dbi chudi nhe chia trinh tw axit amin néu trong SEQ ID NO: 93. Theo
mdt phuong an, khang thé khang TIGIT hozic méanh lién két khang nguyén theo sang ché
bao gdm: (i) CDR1 ctia ving bién dbi chudi ning chita trinh ty axit amin néu trong SEQ
ID NO: 1; (ii) CDR2 ctia viing bién d6i chudi ning chtra trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO: 2; (iii) CDR3 cua vung bién dbi chubi ning chua trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO: 3; (iv) CDR1 cuta viung bién ddi chudi nhe chira trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO: 4; (v) CDR2 cua vung bién d6i chudi nhe chtra trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO: 5; va (vi) CDR3 cua vung bién dbi chudi nhe chua trinh tur axit
amin néu trong SEQ ID NO: 6. Theo mdt phuong an khéc, khang TIGIT khang thé hoac
manh lién két khang nguyén theo séng ché bao gdm: (i) CDRI cua viing bién ddi chudi
ning chia trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 57; (i) CDR2 ctia vung bién ddi
chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 58; (iii) CDR3 cta ving bién
dbi chudi ning chua trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 59; (iv) CDRI cua ving
bién dbi chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 60; (v) CDR2 cua
ving bién ddi chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 61; va (vi) CDR3
cua vung bién ddi chudi nhe chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 62. Theo
mdt phwong 4n, khang thé khang TIGIT hosc manh lién két khang nguyén ctia n6 bao
gbm: (i) CDR1 ctia viing bién dbi chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO: 88; (i) CDR2 cua ving bién ddi chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ
ID NO: 89, 134 hoac 135; (iii) CDR3 cua vung bién dbi chudi ndng chia trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO: 90; (iv) CDRI1 cua viung bién d6i chubi nhe chua trinh tur
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axit amin néu trong SEQ ID NO: 91; (v) CDR2 cia ving bién d6i chudi nhe chtra trinh
ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 92; va (vi) CDR3 ciia ving bién d6i chudi nhe chta
trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 93. Theo mot phuong 4n, khang thé khang
TIGIT hogc méanh lién két khang nguyén ctia né bao gdm: (i) CDR1 cta ving bién ddi
chudi ning chta trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 88; (ii) CDR2 ctia ving bién
dbi chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 134; (iii) CDR3 ciia ving
bién dbi chudi nang chua trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 90; (iv) CDRI cua
ving bién ddi chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 91; (v) CDR2
cua vung bién dbi chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 92; va (vi)
CDR3 cua vung bién dbi chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 93.
Sang ché ciing dé xuit phuong phép didu tri bénh nhidm tring hodc bénh lay
nhidm cho d6i twong, bao gdm bude cho dbi trong ding mot lwong hiru hiu cia khang
thé hogc manh lién két khang nguyén theo sang ché, tiy y két hop véi chit diéu tri bénh
khac hoic quy trinh diéu tri bénh. Theo mot phuong an, d6i trong dugc didu tri 1a nguoi.
Theo mot phuong an, chit diéu tri bénh khac nita dugc chon tir nhém bao gdm: khang
thé khang PD1 hoic manh lién két khang nguyén cta né; khang thé khang LAG3 hoic
manh lién két khang nguyén ctia nd; khang thé khang VISTA hodc manh lién két khang
nguyén ctia n6; khang thé khang BTLA hodc manh lién két khang nguyén ctia n6; khang
thé khang TIM3 hoic méanh lién két khang nguyén cta no; khang thé khang CTLA4
hozic méanh lién két khang nguyén ciia n6; khang thé khang HVEM hoic manh lién két
khang nguyén ctia né; khang thé khang CD27 hoic manh lién két khang nguyén ciia né;
khang thé khdng CD137 hodc méanh lién két khang nguyén cta n6; khang thé khang:
OX40 hoic manh lién két khang nguyén cta né; khang thé khang CD28 hoic manh lién
két khang nguyén ctia n6; khang thé khang PDL1 hodc manh lién két khang nguyén cta
n6; khang thé khang PDL2 hogc manh lién két khang nguyén ciia n6; khang thé khang
GITR hodc manh lién két khang nguyén ciia n6; khang thé khang ICOS hoic méanh lién
két khang nguyén cta n6; khang thé khang SIRPa hoic manh lién két khang nguyén cta
né; khang thé khang ILT2 hodc manh lién két khang nguyén ctia n6; khang thé khang
ILT3 hodc méanh lién két khang nguyén cia n6; khang thé khang ILT4 hodc manh lién
két khang nguyén ctia n6; khang thé khang ILT5 hoic manh lién két khang nguyén cia

n6; va khang thé khang 4-1BB hoic manh lién két khang nguyén cia né. Theo mot
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phuong 4n, khang thé khang PD1 hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 duge chon
tr nhom bao gdm: pembrolizumab hoic manh lién két khing nguyén cla nd va
nivolumab hodc manh lién két khang nguyén ctia né. Theo mdt phuong 4n, khang thé
khang TIGIT hodc manh lién két khang nguyén theo sang ché bao gdm: (i) CDRI cia
ving bién dbi chudi ning chira trinh tr axit amin néu trong SEQ ID NO: 1; (ii) CDR2
ctia ving bién dbi chudi ning ‘chl’ra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 2; (iii)
CDR3 cta vung bién dbi chudi ning chta trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 3,
79, 80, 81, 82, 83 hodc 140; (iv) CDR1 cua ving bién ddi chudi nhe chtra trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO:4; (v) CDR2 cua vung bién ddi chudi nhe chira trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:5, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73 hodc 141; va (vi) CDR3
clua vung bién ddi chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:6, 74, 75, 76,
77, 78 hodc 142. Theo mdt phuong 4n, khang thé khang TIGIT hodc manh lién két khang
nguyén ctia n6 bao gébm: (i) CDR1 cia viing bién ddi chudi ning chia trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO:88; (ii) CDR2 cua vung bién dbi chudi ning chra trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO: 89, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107,
108, 109, 110, 111, 134, 135 hodc 147; (iii) CDR3 cta ving bién ddi chudi ning chira
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 90; (iv) CDRI1 cta vung bién ddi chudi nhe
chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 91; (v) CDR2 cua vung bién ddi chubi
nhe chura trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 92, 112, 113, 114, 115, 116, 117,
118, 119, 120, 121, 122 hoac 148; va (vi) CDR3 cua vung bién d6i chudi nhe chira trinh
tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 93. Theo mdt phuong 4n, khang thé khang TIGIT
hodc manh lién két khang nguyén theo séng ché bao gdm: (i) CDRI cua ving bién dbi
chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 1; (ii) CDR2 ctia ving bién
dbi chudi ning chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 2; (iii) CDR3 cta ving
bién d6i chudi ning chua trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 3; (iv) CDRI cua
ving bién d6i chudi nhe chira trinh tw axit amin néu trong SEQ ID NO: 4; (v) CDR2 cta
ving bién d6i chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 5; va (vi) CDR3
cua vung bién dbi chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 6. Theo mot
phuong 4n khéc, khang thé khang TIGIT ho#c méanh lién két khang nguyén theo sang
ché bao gdm: (i) CDRI1 ciia viing bién ddi chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong

SEQ ID NO: 57; (ii) CDR2 cua ving bién d6i chudi ning chira trinh tur axit amin néu
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trong SEQ ID NO: 58; (iii) CDR3 cua vung bién ddi chudi ning chira trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO:59; (iv) CDRI1 cua vung bién dbi chudi nhe chira trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO: 60; (v) CDR2 cta ving bién dbi chudi nhe chta trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO: 61; va (vi) CDR3 cua vung bién dbi chudi nhe chira
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 62. Theo mdt phuong an, khang thé khang
TIGIT hodc manh lién két khang nguyén ciia né bao gbém: (i) CDRI ctia ving bién ddi
chudi ning chta trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:88; (ii) CDR2 cta ving bién
dbi chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 89, 134 hodc 135; (iii)
CDR3 ctia ving bién dbi chudi ning chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 90;
(iv) CDR1 ctia viing bién d6i chudi nhe chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:
91; (v) CDR2 ctia viing bién dbi chudi nhe chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO: 92; va (vi) CDR3 cua ving bién dbi chudi nhe chtra trinh tu axit amin néu trong
SEQ ID NO: 93. Theo mdt phwong 4n, khang thé khang TIGIT hodc manh lién két khéang
nguyén cia n6 bao gdbm: (i) CDR1 ctia viing bién ddi chudi ning chua trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO: 88; (ii)) CDR2 cua vung bién ddi chudi ning chua trinh tur axit
amin néu trong SEQ ID NO: 134; (iii) CDR3 cua vung bién ddi chudi ning chira trinh
tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 90; (iv) CDR1 cua vung bién ddi chudi nhe chira
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 91; (v) CDR2 cua vung bién dbi chudi nhe
chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 92; va (vi) CDR3 cua vung bién ddi chudi
nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 93.

Sang ché ciing dé xuét vacxin bao gdm khang thé hoic manh lién két khang
nguyén theo sang ché. Theo mot phwong 4n, khang thé khang TIGIT hoic manh lién két
khang nguyén theo séng ché bao gdm: (i) CDRI cua ving bién dbi chudi ning chia
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 1; (ii) CDR2 cua ving bién d6i chudi ning
chita trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 2; (iii) CDR3 ctia ving bién dbi chudi
ndng chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 3, 79, 80, 81, 82, 83 hodc 140; (iv)
CDRI1 cta ving bién d6i chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 4;
(v) CDR2 ctia viing bién dbi chudi nhe chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:
5,65, 66, 67, 68,69, 70,71, 72, 73 hodc 141; va (vi) CDR3 ctia ving bién ddi chudi nhe
chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:6, 74, 75, 76, 77, 78 hoac 142. Theo mot
phuong 4n, khang thé khang TIGIT hodc manh lién két khdng nguyén ctia n6 bao gdm:
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(i) CDR1 ctia ving bién dbi chudi ning chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:
88; (ii) CDR2 cua ving bién d6i chudi ning chira trinh tir axit amin néu trong SEQ ID
NO: 89, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 134,
135 hodc 147; (iii) CDR3 cta vung bién dbi chubi nang chira trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO: 90; (iv) CDR1 ciia viing bién d6i chudi nhe chtra trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO: 91; (v) CDR2 cuda vung bién dbi chudi nhe chira trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO: 92, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122
hoac 148; va (vi) CDR3 ctia ving bién dbi chudi nhe chira trinh tw axit amin néu trong
SEQ ID NO: 93. Theo mét phuong an, khang thé khang TIGIT hoic manh lién két khang
nguyén theo sang ché bao gdm: (i) CDRI ctia ving bién dbi chudi ning chua trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO: 1; (ii) CDR2 ctia viing bién ddi chudi ning chira trinh
tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 2; (iii) CDR3 ctia viing bién dbi chudi ning chira
trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 3; (iv) CDR1 cua vung bién d6i chudi nhe
chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 4; (v) CDR2 cuta vung bién dbi chudi nhe
chtra trinh tw axit amin néu trong SEQ ID NO: 5; va (vi) CDR3 ciia viing bién ddi chudi
nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 6. Theo mdt phwong 4n khac, khang
thé khang TIGIT hogc manh lién két khang nguyén theo séng ché bao gdém: (i) CDRI
ctia ving bién ddi chudi niing chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 57; (ii)
CDR2 cua vung bién ddi chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 58;
(iii) CDR3 ctia viing bién ddi chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:
59; (iv) CDRI ctia ving bién dbi chudi nhe chtta trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO: 60; (v) CDR2 ciia ving bién d6i chudi nhe chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ
ID NO: 61; va (vi) CDR3 ctia viing bién d6i chudi nhe chira trinh tw axit amin néu trong
SEQ ID NO: 62. Theo mdt phuong an, khang thé khang TIGIT hoic manh lién két khang
nguyén cia n6 bao gdm: (i) CDR1 ctia viing bién d6i chudi ning chira trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO: 88; (ii)) CDR2 cua vung bién ddi chudi ning chtra trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO: 89, 134 hodc 135; (iii) CDR3 cua vung bién dbi chudi nang
chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 90; (iv) CDR1 cua ving bién di chudi
nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 91; (v) CDR2 cua ving bién ddi
chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 92; va (vi) CDR3 ctia ving
bién dbi chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 93. Theo mdt phuwong
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an, khang thé khang TIGIT hodc manh lién két khang nguyén ctia né bao gdm: (i) CDR1
ctia viing bién ddi chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 88; (ii)
CDR2 ctia viing bién ddi chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 134;
(iii) CDR3 ctia ving bién ddi chudi ning chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:
90; (iv) CDRI ctia ving bién dbi chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO: 91; (v) CDR2 ctia viing bién d6i chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ
ID NO: 92; va (vi) CDR3 ctia ving bién d6i chudi nhe chia trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO: 93. Theo mdt phwong 4n, vacxin con bao gdm khéng nguyén.

Séang ché ciing d& xuét phuong phéap phat hién sy ¢6 mat ctia TIGIT peptit hoic
manh ctia né trong mau bao gdm cho mAu tiép xuc véi khang thé hoic manh lién két
khéng nguyén ctia n6 theo sang ché va phat hién su c¢6 mit ctia phirc hé gitta khang thé
hodc manh va peptit; trong d6 viéc phat hién phirc hé chi ra su c6 mét cua TIGIT peptit.
Theo mét phuong 4n, khang thé khang TIGIT hodc manh lién két khang nguyén theo
sang ché bao gdm: (i) CDRI cta ving bién dbi chudi ning chua trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO: 1; (ii) CDR2 cta vung bién ddi chudi ning chia trinh tw axit amin
néu trong SEQ ID NO: 2; (iii) CDR3 cua ving bién dbi chudi ning chtra trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO: 3, 79, 80, 81, 82, 83 hodc 140; (iv) CDRI ctia ving bién
d6i chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:4; (v) CDR2 ctia ving bién
ddi chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:5, 65, 66, 67, 68, 69, 70,
71,72, 73 hodc 141; va (vi) CDR3 cua vung bién ddi chudi nhe chtra trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO: 6, 74, 75, 76, 77, 78 hodc 142. Theo mot phuong 4n, khang thé
hodic manh lién két khang nguyén cia né bao gdbm: (i) CDR1 cia ving bién dbi chudi
ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 88; (ii) CDR2 ciia viing bién ddi
chudi ndng chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 89, 96, 97, 98, 99, 100, 101,
102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 134, 135 hodc 147, (iii) CDR3 cta
ving bién ddi chudi nang chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 153; (iv) CDR1
ctia ving bién ddi chudi nhe chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 91; (v)
CDR2 ctia vung bién ddi chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 92,
112,113,114, 115,116, 117,118, 119, 120, 121, 122 hoac 148; va (vi) CDR3 cta ving
bién dbi chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 93. Theo mot phuong

an, khang thé hodc manh lién két khang nguyén theo sang ché bao gdm: (i) CDRI cua
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ving bién ddi chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 1; (ii) CDR2
ctia ving bién d6i chudi ning chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 2; (iii)
CDR3 ctia vung bién ddi chudi nang chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 3;
(iv) CDRI1 ctia ving bién dbi chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:
4; (v) CDR2 ctia ving bién d6i chudi nhe chura trinh tir axit amin néu trong SEQ ID NO:
5; va (vi) CDR3 cua ving bién dbi chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO: 6. Theo mdt phuong 4n khéc, khang thé hoic méanh lién két khang nguyén theo
sang ché bao gdm: (i) CDRI ctia viing bién ddi chudi ning chira trinh tur axit amin néu
trong SEQ ID NO: 57; (ii) CDR2 ctia viing bién ddi chudi ning chira trinh tyr axit amin
néu trong SEQ ID NO: 58; (iii) CDR3 cua viing bién ddi chudi ning chira trinh tur axit
amin néu trong SEQ ID NO: 59; (iv) CDRI1 cua vung bién ddi chudi nhe chta trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO: 60; (v) CDR2 cua vung bién dbi chudi nhe chira trinh
tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 61; va (vi) CDR3 cta ving bién dbi chudi nhe chira
trinh tw axit amin néu trong SEQ ID NO: 62. Theo mdt phwong 4n, khang thé hosic manh
lién két khang nguyén cta né bao gdbm: (i) CDR1 cila ving bién dbi chudi ning chta
trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 88; (ii) CDR2 ciia ving bién ddi chudi ning
chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 89, 134 hodc 135; (iii) CDR3 cua vung
bién ddi chudi ning chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 90; (iv) CDR1 cua
viing bién dbi chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 91; (v) CDR2
ctia ving bién dbi chudi nhe chira trinh tw axit amin néu trong SEQ ID NO: 92; va (vi)
CDR3 cua viung bién d6i chudi nhe chira trinh tur axit amin néu trong SEQ ID NO: 93.
Theo mét phwong 4n, khang thé khang TIGIT hodc manh lién két khang nguyén ciia né
bao gdm: (i) CDR1 ctia viing bién dbi chudi ning chtra trinh tw axit amin néu trong SEQ
ID NO: 88; (ii) CDR2 cua ving bién ddi chudi nang chira trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO: 134; (iii) CDR3 cua ving bién ddi chudi ning chtra trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO: 90; (iv) CDRI1 cua vung bién dbi chudi nhe chira trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO: 91; (v) CDR2 ctia viing bién ddi chudi nhe chira trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO: 92; va (vi) CDR3 ctia viing bién d6i chudi nhe chira trinh
tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 93.

Séang ché ciing d& xuit phuong phap lam ting hoat tinh cta té bao mién dich, bao

gbm bude cho t& bao mién dich tiép xtic v6i khang thé bét ky trong sd cac khang thé
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ho#c méanh lién két khang nguyén theo sang ché. Theo mdt phuong 4n, sing ché d8 xuét
phuong phép 1am tang hoat tinh cta t€ bao mién dich, bao gdm budc cho dbi tugng can
diéu tri ding mot lugng hitu hiéu cla khang thé hodic cac manh lién két khang nguyén
theo sang ché. Theo mdt phuong 4n, phwong phép nay dugc st dung dé: diéu tri bénh
ung thu, diéu tri bénh nhiém trung hodc bénh lay nhiém, hodc 1am t4 dugc cua vacxin.
Thcornétphuongén,suténghoatﬁnhcﬁatébéonﬁéncﬁchcéthéduqcphmjﬁénbéng
cach do su tang sinh ctia té bao mién dich. Vi du, su ting hoat tinh cta té bao T c6 thé
duogc phét hién bf?mg cach do su ting sinh cla té bao T. Theo mdt phuong 4n, sy ting
hoat tinh cta té bao mién dich c6 thé dugc phat hién b%mg cach do sy hoat hoa té bao T
ex vivo trong mau thu dugc tir d6i tuong nay. Theo mot phuong 4n, sy ting hoat tinh
ctia té bao T dugc xac dinh bang cach: (i) do phan tng lympho bao hén hgp hodc su
kich thich mAb khang CD3 truc tiép cta thu thé t& bao T (TCR) truyén tin hi¢u dé cam
ng sy san xuét xytokin duge chon tir nhém bao gdm: IL-2, TNFa, IL-17, IFNy, IL-1B,
GM-CSF, RANTES, IL-6, IL-8, IL-5 va IL-13; (ii) do su san xuét dugc cam ung badi
SEB ctia mdt hoac nhiéu xytokin dugc chon tir nhém bao gém: IL-2, TNFa, IL-17, IFNy,
GM-CSF, RANTES, IL-6, IL-8, IL-5 va IL-13; hodc (iii) do su san xuit dugc cam ung
bdi TT clia xytokin dugc chon tir nhom bao gém: IL-2, TNFa, IL-17, IFNy, GM-CSF,
RANTES, IL-6, IL-8, IL-5 va IL-13. Theo m{t phuong an, khang thé khang TIGIT hoic
manh lién két khang nguyén theo sdng ché bao gdm: (i) CDRI ctia viing bién ddi chudi
ning chia trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 1; (ii) CDR2 cua vung bién dbi
chudi ning chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 2; (iii) CDR3 cua ving bién
d6i chudi ning chira trinh tw axit amin néu trong SEQ ID NO: 3, 79, 80, 81, 82, 83 hoic
140; (iv) CDR1 cua vung bién ddi chudi nhe chta trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO: 4; (v) CDR2 cua ving bién ddi chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ
ID NO: 5, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73 hodc 141; va (vi) CDR3 cua vung bién d6i
chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 6, 74, 75, 76, 77, 78 hodc 142.
Theorn@tphuongén,khéngthékhéngTTGTThoécrnaﬂlHénkétkhéngnguyéncﬁané
bao gdm: (i) CDR1 clia viing bién dbi chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ
ID NO: 88; (ii) CDR2 ctia viing bién ddi chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO: 89, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110,
111, 134, 135 hogic 147; (iii) CDR3 cta ving bién d6i chudi ning chtra trinh tu axit amin
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néu trong SEQ ID NO: 90; (iv) CDRI ciia ving bién dbi chudi nhe chira trinh tur axit
amin néu trong SEQ ID NO: 91; (v) CDR2 cia ving bién d6i chudi nhe chira trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO: 92, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121,
122 hodc 148; va (vi) CDR3 ciia ving bién d6i chudi nhe chira trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO: 93. Theo mot phuwong 4n, khang thé khang TIGIT hoic manh lién
két khang nguyén theo sang ché bao gdm: (i) CDR1 ctia viing bién ddi chudi nang chira
trinh tw axit amin néu trong SEQ ID NO: 1; (ii) CDR2 ctia ving bién dbi chudi ning
chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 2; (iii) CDR3 clia viing bién ddi chudi
ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 3; (iv) CDRI cua ving bién ddi
chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 4; (v) CDR2 cta ving bién dbi
chudi nhe chita trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 5; va (vi) CDR3 cta viing bién
dbi chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 6. Theo mdt phuong an
khac, khang thé khang TIGIT hodc manh lién két khang nguyén theo sang ché bao gdm:
(i) CDR1 cua viing bién dbi chudi nang chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:
57, (ii) CDR2 ctia ving bién d6i chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO: 58; (iii) CDR3 cuia ving bién d6i chudi ning chira trinh tu axit amin néu trong SEQ
ID NO: 59; (iv) CDR1 cta ving bién dbi chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO: 60; (v) CDR2 cua vung bién ddi chudi nhe chira trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO: 61; va (vi) CDR3 cua vung bién d6i chudi nhe chua trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO: 62. Theo mdt phuong 4n, khang thé khang TIGIT hoic
manh lién két khang nguyén ctia n6 bao gbm: (i) CDR1 cua ving bién ddi chudi ning
chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 88; (ii) CDR2 cua vung bién ddi chudi
ning chura trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 89, 134 hodc 135; (iii) CDR3 cua
ving bién ddi chudi nang chira trinh tw axit amin néu trong SEQ ID NO: 90; (iv) CDR1
ctia ving bién ddi chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 91; (v)
CDR2 cda vung bién ddi chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 92;
'va (vi) CDR3 cta ving bién dbi chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO: 93. Theo mét phwong 4n, khang thé khang TIGIT hodc méanh lién két khang nguyén
ctia n6 bao gdm: (i) CDRI cua ving bién dbi chudi ning chira trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO: 88; (ii) CDR2 cua vung bién ddi chudi ning chira trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO: 134; (iii) CDR3 ciia viing bién ddi chudi nang chira trinh tu axit
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amin néu trong SEQ ID NO: 90; (iv) CDRI1 ciia ving bién dbi chudi nhe chira trinh tur
axit amin néu trong SEQ ID NO: 91; (v) CDR2 cta ving bién d6i chudi nhe chira trinh
tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 92; va (vi) CDR3 cua ving bién ddi chudi nhe chira
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 93.

Sang ché ciing bao gdm phwong phap diéu tri bénh ung thu hodc bénh 14y nhiém
cho dbi tugng, bao gdm bude cho ddi twgng ding mot lwong hitu hiéu clia khang thé d6i
khéng khang TIGIT va khang thé dbi khang khang PD1, trong d6 khang thé khang
TIGIT c6 vai trod tang dap Gng lai kich thich khi dugc so sanh voi khang thé gbc. Nhu
dugce sir dung ¢ day (trong ban md ta nay), “khang thé gbc” ding dé chi khang thé c6
vung Fc kiéu dai va/hoic su glycosyl hoa kiéu dai (nghfa 13, md hinh glycosyl héa do
su bidu hién cia polypeptit trong té bao chii dong vat c6 vl khong duge thao tac di
truyén). Chic ning tic dong clia khang thé gdc c6 thé dugc 1am tang 1én bang cach gay
dot bién viung Fc ctia n6 hodc bang cach bién d6i su glycosyl hoa ctia n6 (nhu duge ban
luan chi tiét hon duéi day). Theo mdt phwong 4n, khéng thé khang PD1 duoc ding trude
khi dung khang thé gbc. Theo mot phuong an, khéng thé khang PD1 dugc ding tir 4 dén
10 ngay trudc khi dung khéng thé khang TIGIT. Theo mot phuong 4n, phwong phép
didu tri trude bang khang thé khang PD1 ¢6 thé didu bién c4c té bao mién dich do chirc
ning qua trung gian Fc dugc tang cudng cla cic khing thé khang TIGIT. Theo mdt
phuong 4n, khang thé khang TIGIT bao gém mién hing dinh cta IgG1 & ngudi. Theo
mot phuong &n, didu tri bang cac khang thé khang TIGIT va khang PD1 khéng dan dén
suy kiét Tregs. Theo mdt phuwong an, khang thé khang PD1 hodc manh lién két khang
nguyén cua n6 dugc chon tr nhém bao gdm: pembrolizumab va nivolumab. Theo mdt
phuong 4n, khang thé khang TIGIT hogc manh lién két khang nguyén theo sang ché bao
gdm: (i) CDRI ciia viing bién dbi chudi ning chira trinh tw axit amin néu trong SEQ ID
NO: 1; (ii) CDR2 cua ving bién ddi chudi niing chira trinh tw axit amin néu trong SEQ
ID NO: 2; (iii) CDR3 cua ving bién ddi chudi ning chtra trinh tu axit amin néu trong
SEQID NO: 3 (iv) CDRI1 cua vung bién d6i chudi nhe chtra trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO: 4; (v) CDR2 cua vung bién dbi chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO: 5; va (vi) CDR3 cta vung bién ddi chudi nhe chira trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO: 6. Theo mdt phuong an, khéng thé khang TIGIT hosc manh lién két

khang nguyén theo sang ché bao gdm: (i) CDR1 ctia ving bién dbi chudi ning chia
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trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 88; (ii) CDR2 cua viing bién dbi chudi ning
chta trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 89, 134 hoac 135; (iii) CDR3 cua vung
bién ddi chubi ning chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 90 (iv) CDRI cia
ving bién dbi chudi nhe chta trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 91; (v) CDR2
ctia ving bién d6i chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 92; va (vi)
CDR3 ctia ving bién d6i chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 93.
Theo mdt phwong an, khang thé khang TIGIT hodc manh lién két khang nguyén clia né
bao gém: (i) CDR1 ciia ving bién dbi chudi ning chira trinh tw axit amin néu trong SEQ
ID NO: 88; (ii) CDR2 ctia ving bién d6i chudi niing chtra trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO: 134; (iii) CDR3 cua ving bién ddi chudi niing chia trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO: 90; (iv) CDR1 ctia ving bién ddi chudi nhe chira trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO: 91; (v) CDR2 ctia vung bién d6i chudi nhe chira trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO: 92; va (vi) CDR3 cua vung bién ddi chudi nhe chira trinh
tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 93.

Séang ché ciing bao gdm phuong phap diéu tri bénh ung thu hozc bénh 1y nhidém
cho dbi twong, bao gdm budc cho ddi tuong dung mot luong hitu hi€u cta khang thé dbi
khang khang TIGIT va khang thé d6i khang khang PD1, trong d6 khang thé khang
TIGIT dugce bo qua qua trinh fucosyl héa. Theo mdt phuong én, khang thé khang TIGIT
ho#c manh lién két khang nguyén theo sang ché bao gdm: (i) CDR1 ciia viing bién ddi
chudi ning chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 1; (ii) CDR2 cta ving bién
dbi chudi niing chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 2; (iii) CDR3 cua ving
bién ddi chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 3 (iv) CDRI1 cta
vung bién d6i chudi nhe chia trinh tyr axit amin néu trong SEQ ID NO: 4; (v) CDR2 cua
viing bién dbi chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 5; va (vi) CDR3
clia vung bién ddi chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 6. Theo mdt
phuong an, khang thé khang TIGIT hodc manh lién két khang nguyén theo sang ché bao
gbm: (i) CDR1 ctia ving bién ddi chudi ning chira trinh tw axit amin néu trong SEQ ID
NO: 88; (ii) CDR2 ctia viing bién d6i chudi ning chira trinh tu axit amin néu trong SEQ
ID NO: 89, 134 hodc 135; (iii) CDR3 cta ving bién ddi chudi ning chtra trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO: 90 (iv) CDRI cta vung bién ddi chudi nhe chtra trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO: 91; (v) CDR2 ctia viing bién d6i chudi nhe chira trinh
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tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 92; va (vi) CDR3 cua vung bién dbi chudi nhe chira
trinh tw axit amin néu trong SEQ ID NO: 93. Theo mét phuong 4n, khang thé khang
TIGIT hodc manh lién két khang nguyén ciia n6 bao gdm: (i) CDR1 ciia ving bién dbi
chubi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 88; (ii) CDR2 ctia ving bién
dbi chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 134; (iii) CDR3 clia viing
bién ddi chudi niang chia trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 90; (iv) CDR1 cua
ving bién ddi chudi nhe chita trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 91; (v) CDR2
clia vung bién ddi chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 92; va (vi)
CDR3 ctia viing bién dbi chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 93.
Sang ché ciing dé xudt phuong phap lam ting hoat tinh chéng khéi u cta khang
thé khang TIGIT bao gdm: thu khang thé khang TIGIT gdc va lam ting chirc ning tac
dong cua khang thé khang TIGIT gbc; trong d6 hoat tinh ctia khang thé khang TIGIT
tao thanh ting 18n so véi khang thé khang TIGIT gdc. Nhu dugce st dung & ddy, “khéng
thé gbc” ding dé chi khang thé c6 ving Fc kiéu dai va/hoic su glycosyl hoa kidu dai
(nghia 13, md hinh glycosyl héa do su biéu hién cua polypeptit & t& bao chii dong vat co
va khong dugce thao tac di truyén). Chirc ning tic dong clia khang thé gbc c6 thé duoc
lam tang 1én bang cach gy ddt bién viing Fc clia né hoic bang cach bién d6i su glycosyl
héa cua nd, vi du bang cich tao ra khang thé dugc bé qua qua trinh fucosyl héa (nhu
dugce ban ludn chi tiét hon duéi day). Theo mot phwong 4an, chiic ning tic dong cia
khang thé khang TIGIT gbc dugc lam ting 1én bang céach tao ra cac dot bién trong ving
Fec ctia khang thé khang TIGIT gdc. Theo mdt phwong an khéc, chirc ning tdc dong cua
khang thé khang TIGIT gbc duoc 1am ting l1én bing cach loai bé cac gbe fucoza khoi
khang thé, hodc biéu hién khang thé trong té bao cha dugc thao tac di truyén dé loai bé

hoat tinh cia enzym ma bo sung fucoza vao céc glycoprotein.

MO ta viin tit cac hinh vé

Fig. 1 thé hién lién két cua khang thé 14A6 véi TIGIT & ngudi va & khi rhesus
(duoc biéu hién trong cac té bao CHO-K1).

Fig. 2 thé hién lién két ctia khang thé 28H5 véi TIGIT & ngudi va & khi rhesus
(dugc biéu hién trong cic té bao CHO-K1).
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Fig. 3 thé hién ring cac khang thé 14A6 va 28H5 phong bé sy twong tac cua
hCD155 véi hTIGIT nhu duoc x4c dinh béi thir nghiém phong bé ELISA trén co sé té
bao.

Fig. 4 thé hién lién két ctia khang thé 31C6 v6i TIGIT & ngudi va & khi rhesus
(dugc biéu hién trong cac té bao CHO-K1), v ciing thé hién rang khang thé 31C6 phong
bé su twong tac cia hCD155 v6i hTIGIT.

Fig. 5 thé hién hoat tinh ciia c4c khang thé 14A6 va 28H5 trong thir nghiém té
bao T in vitro.

Fig. 6 thé hién hoat tinh cta cic khang thé 14A6 va 31C6 trong thtr nghiém té
bao T in vitro.

Fig. 7 thé hién su biéu hién cua TIGIT, CD226, CD155 va CD96 trong dong té
bao T so cép & ngudi. Vao ngay thir 3, dong vo tinh BC4-49 thé hién su didu hoa ting
cao nhit cta sy diéu hoa giam tity ¥ ciia TIGIT (4m tinh) ciia CD226 (duong tinh)

Céc hinh v& Fig. 8A va Fig. 8B thé hién hoat tinh cta cdc khang thé khang TIGIT
khac nhau trong thir nghiém té bao T in vitro. Piéu nay thé hién ring cdc khang thé
khang TIGIT MBS43 va 14A6, 37D10 va 28HS giai ctru dap ting IFNy trong cic té bao
T so cip & nguoi.

Céc hinh vé& tir Fig. 9A dén Fig. 9D thé hién tac dung cua viéc ding ddng thoi
khang thé chudt cdng khang TIGIT chudt nhit (GIGD7) va khang thé khang PD-1 chudt
nhit so v6i phuong phap didu tri bang liéu phap don dbi voi su dép tmg chéng khéi u
ctia chudt nhét duoc cdy dudi da véi dong té bao CT26 (n=10/nhdm). Viée diéu tri dugc
khéi dau khi cac khéi u dat dén kich thude tir 75 mm3 dén 115 mm?.

Fig. 10 thé hién tac dung cua isotyp Fc dbi v6i hoat tinh chéng khéi u ctia khéng
thé khang TIGIT (18G10) két hop véi khang thé khang PD-1 trong mé hinh khéi u cta
dong vat.

Céc hinh v& tir Fig. 11A dén Fig. 11C thé hién tac dung cua isotyp Fc dbi véi
hoat tinh chdng khéi u ciia khang thé khang TIGIT (18G10) két hop v6i khang thé khang
PD-1 trong mb hinh khéi u ctia dong vét.

Fig. 12 thé hién tac dung cta isotyp Fc ddi v6i hoat tinh chéng khéi u cua khang
thé khang TIGIT (11A11) két hop v6i khang thé khang PD-1 trong mé hinh khdi u cta

dong viét.
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Céc hinh v& tir Fig. 13A dén Fig. 13C thé hién tac dung ctia isotyp Fc d6i véi
hoat tinh chéng khéi u ctia khang thé khang TIGIT (11A11) két hop v6i khang thé khang
PD-1 trong mo hinh khéi u cua dong vat.

Fig. 14 thé hién ban dd nhiét chi ra cac ving cta TIGIT & ngudi duge bao vé
manh hodc yéu khoi sy doteri hoa bang lién két ctia khang thé 14A6. Trinh ty axit amin
duoc thé hién trong ban dd nhiét tuong tng véi SEQ ID NO:87.

Fig. 15 thé hién ban dd nhiét chi ra cac viung cia TIGIT & nguoi duge bao vé
manh hoac yéu khoi sy doteri hoa bang lién két ctia khang thé 31C6. Trinh tu axit amin
duoc thé hién trong ban dd nhiét twong tmg véi SEQ ID NO:87.

Fig. 16 thé hién tac dung cta cac dong vd tinh duge nhan héa khéc nhau cua
31C6 so v6i cac khang thé gbe va thé kham trong thir nghiém chtrc ning té bao T duge
thao tac di truyén.

Fig. 17 thé hién tdc dung ctia cic dong vd tinh dugc nhan héa khéac nhau cua

31C6 so v6i cac khang thé thé kham trong thir nghiém chirc ndng té bao T so cip.

M0 ta chi tiet sang ché
Céc tur viet tat
Trong toan bd phan md ta va cic vi du theo sang ché cac tir viét tit sau ddy s&

duogc st dung:

ADCC Phén tng gdy doc té bao phu thudc khang thé

CDC Phén tmg gdy doc té bao phu thudc bd thé

CDR Ving x4c dinh tinh bd trg trong ving bién d6i globulin mién dich, dugc
x4c dinh bang cach sir dung hé théng danh s6 Kabat

CHO Budng tring cia chudt Hamster Trung Quéc

ELISA K¥ thuat mién dich gin enzym

FR Ving khung cia khang thé: ving bién dbi cua globulin mién dich loai trir
cac vung CDR.

HRP Peroxidaza & cdy cai ngua

IFN interferon

IC50 ndng d6 dan dén tc ché 50%

IgG Globulin mién dich G
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Kabat Su sép hang globulin mién dich va hé théng danh s dugc khai pha béi
Elvin A. Kabat ((1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest,

5th Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda,

Md.)
mAD hodc Mab hodc MAb Khang thé don dong
SEB Dboc t6 rudt nhém B cua tu cau
TT Giai doc t ubn van
Vung V Poan cua cac chudi IgG c6 thé bién ddi vé trinh tu giita cac khang thé

khac nhau. N6 kéo dai dén gbc Kabat 109 trong chudi nhe va 113 trong

chudi nang.

VH Ving bién d6i chudi niang cia globulin mién dich
VK Ving bién dbi chudi nhe kapa ctia globulin mién dich
Céc dinh nghia

Dé sang ché c6 thé duoc hiéu mot cach d& dang hon, céc thuat ngit k§ thuat va
khoa hoc da biét duoc dinh nghia cu thé dudi day. Trir khi c¢6 quy dinh khéc trong tai
liéu nay, tat ca cac thuét ngit khoa hoc va k§ thuét khac duoc st dung & day cé nghia
thuong duoc hiéu bai ngudi ¢6 hiéu biét trung binh vé linh vuc k§ thuat ma sang ché
thudc vé.

Nhu duoc st dung & ddy, bao gdbm cac diém yéu ciu bao ho kém theo, dang sb it
dugc dung twong Gng nhu dang sd nhiéu trir khi ¢6 quy dinh khéc.

"Viée ding" va "viée didu tri," khi n6 duoc 4p dung cho déi twong thir nghiém,
dong vat, nguoi, té bao, md, hoic gan, hodc dich sinh hoc, dung dé chi su tiép xuc cua
tac nhan chin doan, diéu tri bénh, tac nhan duoc ngoai sinh, hodc ché phém cho dong
vat, nguoi, dbi tugng, té bao, md, hodc gan, hodc dich sinh hoc. Viéc diéu tri té bao bao
gdm su tiép xtc cla chit thir vai té bao, ciing nhu sy tiép xtc ciia chét thir véi chét dich,
trong d6 chét dich tiép xtic véi té bao. "Viéc ding" va "viée diéu tri" ciing c6 nghia 1a
cac phuong phép didu tri in vitro va ex vivo, vi du, cho té bao, béng chét th, hop chét
chédn doén, hop chét lién két, hoic bang mot té bao khac.

"Piéu tri" hodc "dang diéu tri" c6 nghia 1a st dung chit didu tri bénh, nhu ché

phim chira khang thé bat ky trong sd cac khang thé hoic manh lién két khang nguyén
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theo sang ché, bén trong hodc bén ngoai cho d6i tugng hodac bénh nhén c6 mot hodc
nhiéu triéu ching bénh, hodc bi nghi ngd bi bénh, dbi vé6i tac nhan ¢6 hoat tinh diéu tri
bénh. Thong thuong, tdc nhan dugce sir dung véi luong hitu hidu dé lam giam bt mot
hozic nhiéu triéu chimg bénh & d6i tugng hodc dan s6 dugc diéu tri, béng cach gy ra sy
thodi trién hodic e ché su tién trién cta c4c tridu chimg nay bing mirc dang ké vé mit
1am sang bat ky. Luong chit diéu tri bénh c6 hidu qua dé 1am gidm bét triéu chimg bénh
cu thé bat ky c6 thé thay ddi theo cac yéu t nhu giai doan ciia bénh, do tudi, va can
ndng cua bénh nhan, va kha nang cia thubc dé gay ra dap ing mong mubn & déi tuong.
Triéu ching bénh cé dugce lam giam bét hay khong 1a cé thé dugc danh gia bang phép
do 1am sang bat ky thuong duge sir dung boi bac s§ hodc nha cung c4p dich vu chim
séc strc khoe chuyén nghiép khac dé dénh gid tinh nghiém trong hodc tinh trang tién

tri€n cua triéu chung do.

TIGIT

Thuat ng@t TIGIT gém TIGIT & ngudi, TIGIT & khi cynomolgous va TIGIT &
khi rhesus cling nhu cac manh cua ching nhu manh truedéng thanh cta chung thiéu peptit
tin hiéu. Theo mdt phuong &n cia sang ché, trinh tu axit amin ctia TIGIT & ngudi chira
trinh ty axit amin duge boc 16 trong cac gdc axit amin 25-244 ctia trinh tw ¢6 s6 hiéu luu
gilt ngin hang gen NP _776160.2 (SEQ ID NO: 31). (Céac gbc axit amin 1-24 cia SEQ
ID NO:31 tuong tng v6i peptit dn dau).

Theo mdt phuong 4n cia sang ché, trinh ty axit amin cta khi cynomolgous, vi
du, Macaca fascicularis TIGIT chira trinh ty axit amin dugc bdc 19 trong (SEQ ID NO:
32); xem cé sb hidu luu giit ngan hang gen XP_005548157. Trinh ty axit amin ctia TIGIT
& khi rhesus gidng hét véi trinh tu axit amin ctia TIGIT & khi cynomolgous. (Céc gbc

axit amin 1-24 ciia SEQ ID NO:32 twong tng véi peptit ddn dau).

Céc khang thé khang TIGIT va cac manh lién két khang nguyén cla chiing
Séang ché d& xuit cac khang thé hodc cic manh lién két khang nguyén cia ching
lién két voi TIGIT & ngudi va sir dung céc khang thé hodc cdc manh nay. Theo mdt sd

phuong 4n, cac khéng thé khang TIGIT dugc phan lép.
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Nhu duoc st dung & ddy, khang thé khang TIGIT hosc manh lién két khang
nguyén cta n6 ding dé chi khang thé hoic manh lién két khang nguyén ciia n6 lién két
dic hiéu véi TIGIT & ngudi. Khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia né "lién
két dic hidu voi TIGIT & ngudi" 12 khang thé hodc manh lién két khang nguyén cta né
lién két voi TIGIT & ngudi véi tri sé KD bing khoang 1 nM hoic i luc cao hon (vi duy,
1 nM-2 pM, 1 nM, 100 pM, 10 pM hoic 2 pM), nhung khéng lién két véi céc protein
khac thiéu trinh ty nay. Vi du, khang thé “lién két dic hidu” véi TIGIT & ngudi khong
lién két véi CD226 & ngudi, CD155 & ngudi va CD112 & ngudi. Theo mét vi du khac,
khang thé hoic méanh lién két khang nguyén lién két ddc hiéu véi TIGIT & ngudi c6 thé
lién két v6i dang duoc gén nhian FLAG® ctia TIGIT & ngudi nhung s& khong lién két
vé6i protein duoc gin nhin FLAG® khac ma thiéu epitop TIGIT & ngudi. Theo mot
phuong 4n, khang thé theo sang ché lién két dic hidu véi TIGIT & ngudi cling dwgc phan
tng chéo vai TIGIT & khi cynomolgus va khi rhesus. Nhu dugce sit dung & day “tinh
phan tmg chéo” ding dé chi kha nang khang thé phan ng v6i protein twong dong tir cac
loai khac. Liéu khang thé c¢6 lién két dic hiéu véi TIGIT & ngudi hay khong 14 c6 thé
duge xé4c dinh bing cach st dung thir nghiém bat ky da biét trong linh vuc k§ thuat nay.
Céc vi du vé cac thtr nghiém da biét trong linh vurc k¥ thuat nay dé x4c dinh 4i luc lién
két gdm cong hudng plasmon bé mit (vi du, BIACORE) hoic k¥ thuét twong ty (vi du
KinExa hodac OCTET).

Sang ché bao gdm cac khang thé khang TIGIT va phwong phép st dung ching.
Nhu dugce stt dung & ddy, thut ngir "khang thé" ding dé chi dang bat ky ctia khang thé
thé hién hoat tinh sinh hoc mong mudn cta né: Do d6, né duogc sir dung theo nghia rong
nhit va cu thé 13 bao ham, nhung khong gi6i han &, khang thé don dong (gdm khéng thé
don dong c6 chiu dai diy di bao gdm hai chudi nhe va hai chudi ning), cic khang thé
da dong, cac khang thé da dic hiéu (vi du, cac khang thé dic hidu kép), Cac khang thé
dwoc nhan hoa, khang thé ddy du & nguoi, khang thé thé kham va cac khang thé mién
don dugc lam gidng khang thé ctia cac loai trong ho lac da (dugc lac da hoa).

Sang ché bao gdm céc khang thé khang TIGIT gbc khong phai ngudi (vi du chudt
nhét va bd gdm nhim) va cic manh lién két khang nguyén cua ching va phwong phép
str dung chiing. Céc khang thé nay c6 thé duoc cai bién dé st dung theo du dinh, nhu

viéc nhan hoa cac khang thé dé sir dung khang thé hoic manh dé diéu tri bénh cho nguoi.
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Sang ché bao gdm cac manh lién két khang nguyén khang TIGIT va phuong phép
sir dung chiing. Nhu duoc st dung & day, trir khi c6 quy dinh khac, "manh khéng thé"
hodc "manh lién két khang nguyén" ding dé chi cdc manh lién két khang nguyén cia
céc khang thé, nghia ld méanh khang thé giit lai kha ning lién két dac hiéu véi khang
‘nguyén duoc lién két boi khang thé c6 chidu dai diy du, vi du manh giit lai mot hoic
nhidu ving CDR. Cac vi du v& méanh lién két khang nguyén gdm, nhung khong giéi han
¥, cac manh Fab, Fab', F(ab'),, va Fv; khang thé thé hai; cac khéang thé tuyén tinh; phan
t& khéng thé chudi don, vi du, sc-Fv; cac khéng thé mién don va céc khéng thé da dic
hiéu duoc tao ra tr caic manh khang thé.

Sang ché bao gdm cac manh Fab khang TIGIT va phuong phép st dung ching.
"Manh Fab" ¢6 ciu tao gﬁ“)m mdt chudi nhe va Cul va viing bién d6i ctia mot chudi ning.
Chudi ning cua phan tir Fab khong thé tao ra lién két disulfua v6i phan tir chudi ning
khac. "Manh Fab" c6 thé 1a san phim cta sy phan cét khang thé biang papain.

Sang ché bao gdm céc khang thé khang TIGIT va cic manh lién két khang nguyén
ctia chiing bao gdm ving Fc va phuwong phép st dung chiing. Ving "Fc" chtta hai manh
chudi ning bao gém cac mién Cyl va Cu2 cua khang thé. Hai manh chudi nang dugc
giit ciing nhau boi hai hogc nhiéu lién két disulfua va bing céc twong tac ky nudc cia
céc mién Cu3.

Sang ché bao gdm maénh Fab’ khang TIGIT va phuong phap sit dung ching.
"Manh Fab'"' chtra mot chudi nhe va mot phén hoic manh ctia mdt chudi ning chira mién
Vuva mién Cul va cd ving gitta c4c mién Cul va Cn2, dé cho lién két disulfua lién
chudi c6 thé duoc tao ra gitta hai chudi niing ciia hai manh Fab' dé tao ra phén t F(ab')
2.

Sang ché bao gdm manh F(ab’), khang TIGIT va phuong phap st dung ching.
"Manh F(ab')," chita hai chudi nhe va hai chudi nang chira mot phin cia ving hing dinh
gifta cac mién C1 va Crm, dé cho lién két disulfua lién chudi dugce tao ra gitta hai chudi
ning. Manh F(ab') 2 do d6 bao gdm hai manh Fab' dugc giit ciing nhau bang lién két
disulfua giita hai chudi nang. "Manh F(ab')," c6 thé 1a san pham ctia sy phén cit khang

thé bang pepsin.
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Sang ché bao gdbm méanh Fv khang TIGIT va phuong phép st dung ching. "Ving
Fv" bao gdm ving bién dbi tir ca hai chudi ning va chudi nhe, nhung thiéu cic ving
hang dinh.

Sang ché bao gdbm céc manh scFv khang TIGIT va phuong phép sir dung ching.
Thuat ngt khang thé "Fv chudi don" hozc "scFv" dﬁng'dé chi c4c méanh khang thé bao
gbm cac mién Vi va Vi ciia khéng thé, trong d6 cac mién ndy cé mit trong chudi
polypeptit don. Nhin chung, polypeptit Fv con bao gbm trinh ty lién két polypeptit gitta
c4c mién Vi va VL ma c6 kha ning 1am cho scFv tao ra cdu triic mong mudn d6i véi
lien két khang nguyén. Dé xem xét lai scFv, xem Pluckthun (1994) THE
PHARMACOLOGY OF MONOCLONAL ANTIBODIES, vol. 113, Rosenburg va Moore
eds. Springer-Verlag, New York, pp. 269-315. Xem ca, Cong b6 don Patent quic té s6
WO 88/01649 va Patent My s6 4,946, 778 va 5,260,203.

Sang ché bao gdm cac khang thé mién khang TIGIT va phuong phép st dung
chung. "Khéng thé mién" 12 manh globulin c6 chirc nang mién dich chi chira viing bién
déi ctia chudi ning hoic ving bién dbi ciia chudi nhe. Trong mot sb truong hop, hai
hoac nhiéu vung Vu dugc gén cdng hoa tri véi trinh ty li€n két peptit dé tao ra khang
thé mién hai gia. Hai ving Vu clia khang thé mién hai gia c6 thé huéng dich cc khang
nguyén gidng hoic khic nhau.

Sang ché bao gdm cac khang thé hai gia khang TIGIT va phuong phap su dung
chung. "Khang thé hai gid" bao gbm hai vi tri lién két khang nguyén. Trong mdt sb
truong hop, hai vi tri lién két c6 tinh dic hiéu khang nguyén giéng nhau. Tuy nhién, cac
khang thé hai gia c6 thé 13 dic hiéu kép (xem nhu dudi day).

Sang ché bao gdm céc khang thé mién don duoc lam gibng khang thé cta cac
loai trong ho lac da khang TIGIT va phuong phép st dung chung. Theo mot s6 phuong
an, cac khang thé trong ban md ta ndy cling gdm c4c khang thé mién don dugc lam gibng
khang thé cua céac loai trong ho lac da. Xem, vi du, Muyldermans et al. (2001) Trends
Biochem. Sci. 26:230; Reichmann et al. (1999) J. Immunol. Methods 231:25; WO
94/04678; WO 94/25591; Patent M§ sb 6,005,079). Theo mét phuong 4n, sang ché dé
xuét khang thé mién don bao gdm hai mién Vi v6i cac cai bién d& cho khang thé mién

don duogc tao ra.
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Sang ché bao gdm khéng thé thé hai (diabody) khang TIGIT va phwong phap sit
dung chung. Nhu dugce st dung & day, thuat ngir "khang thé thé hai" diung dé chi cac
manh khang thé nho véi hai vi tri lién két khang nguyén, ma cac méanh bao gdm mién
bién d6i chudi ning (Vi) duge ndi v6i mién bién ddi chudi nhe (Vi) trong cing mot
chudi polypeptit (Vu-Vi hodc Vi-Vr). Bing cach sir dung trinh ty lién két ma qué ngén
dé cho phép bét cip giita hai mién trén cing mot chudi, cic mién nay dugc ép budc bét
cdp v6i mién bé trg cia mot chudi khac va tao ra hai vi trf lién két khang nguyén. Khang
thé thé hai dugc mé ta day da hon trong, vi du, EP 404,097; WO 93/11161; va Holliger
et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444-6448. Dé xem xét cac bién thé khang
thé dugc thao tac di truyén, cac tac gia thuong xem tai liéu Holliger va Hudson (2005)
Nat. Biotechnol.23:1126-1136.

Théng thudng, khang thé hodc manh lién két khang nguyén theo sang ché duoc
cai bién theo cach nao d6 gitr lai it nhét 14 10% hoat tinh lién két cta nd (khi duoc so
sanh v6i khang thé gbc) khi hoat tinh dugc biéu hién trén co s& phan tir gam. Tét hon
néu khang thé hosic manh lién két khang nguyén theo sang ché giit lai it nhat 1a 20%,
50%, 70%, 80%, 90%, 95% hodc 100% hodc nhiéu hon 4i lyc lién két TIGIT so véi
khang thé gbc. Ciing dy tinh duge rang khang thé hoic manh lién két khang nguyén theo
sang ché c6 thé gdm cac dot bién thay thé axit amin bao toan hodc khong bao toan (duge
dé cap dén dudi dang "cac bién thé bao toan" hodc "cic bién thé dugc bao toan chirc
ning" cta khang thé) gdn nhu khong lam bién ddi hoat tinh sinh hoc ctia né.

Sang ché bao gdbm cac khang thé khang TIGIT dugc phéan lap va cic manh lién
két khang nguyén clia chung va phuong phap st dung chiing. Céc khang thé "dugc phan
1ap” hodc cac manh lién két khang nguyén ctia ching khéng chtra it nhit mét phéan cac
phan tir sinh hoc khac tir t€ bao hodc méi trudng nudi ciy té bao trong d6 ching duge
tao ra. Cac phén tir sinh hoc nay gém axit nucleic, protein, lipit, hydrat cacbon, hodc vat
lidu khéc nhu cin t& bao va mdi trudng sinh trudng. Khang thé duge phan 14p hoic manh
lién két khang nguyén c6 thé khong chira thém it nhat mét phan cac thanh phan cta hé
théng biéu hién nhu céc phan ti sinh hoc tir t& bao chii hodic mdi trudng sinh trudng cta
n6. Nhin chung, thuét ngit "duoc phan 1ap" duoc dung dé chi sy khong ¢6 mit hoan toan
clia cdc phan tir sinh hoc nay hodc sy khong c6 mit nuédc, dung dich dém, hodc mubi

hodc c4c thanh phan cia dugc pham ma gom cac khang theé hodc manh.
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Sang ché bao gdbm khang thé don dong khang TIGIT va cdc manh lién két khang
nguyén cta ching ciing nhu cac ché phidm don dong bao gdm nhiéu khang thé don dong
duoc phén 14p. Thuat ngit "khang thé don dong", nhu dugc sir dung & day, ding dé chi
chung loai ctia cic khang thé gan nhu ddng nhét, nghia la, phan tir khang thé bao gdm
ching loai giéng hét vé trinh ty axit amin ngoai trlr cac dot bién ¢6 trong tu nhién c6 thé
c6 ma c6 thé c6 miat véi cac lugng nhod. Nguoce lai, dang bao ché khang thé (da dong)
truyén théng thong thuong gdm v sd cac khang thé khac nhau ¢6 cac trinh ti axit amin
khac nhau trong mién bién d6i ctia chiing, cu thé la cac CDR cua chung thuong dac hi¢u
v6i cac epitop khac nhau. Tir bd nghia "don dong" ding @& chi dic tinh ctia khang thé
thu dugc tir ching loai gin nhu ddng nhit ctia cac khang thé, va khong dugc giai thich
1a cAn san xuét khang thé nay bing phuong phap cu thé bit ky. Vi du, khang thé don
dong duge stir dung theo sang ché co thé dugc tao ra bing phuong phap lai dong té bao
duoc mo ta d4u tién boi Kohler e al. (1975) Nature 256: 495, hodc co thé dugc tao ra
bang phuong phap ADN tai t6 hop (xem, vi du, Patent M¥ s6 4,816,567). "Khang thé
don dong" ciing c¢6 thé duge phan 14p tir c4c thu vién khang thé thé thyc khuén sir dung
cac k¥ thuat dugc md ta trong Clackson et al. (1991) Nature 352: 624-628 va Marks et
al. (1991) J. Mol. Biol. 222: 581-597ching han. Xem cd Presta (2005) J. Allergy Clin.
Immunol. 116:731. _

Sang ché bao gdm khang thé thé kham khang TIGIT (vi du, mién hing dinh &
ngudi/mién bién dbi & chuot nhdt) va phuong phép sir dung chiing. Nhu duge st dung
& day, "khang thé thé kham" 1a khang th8 ¢6 mién bién dbi tir khang thé thir nhét va
mién hing dinh tir khang thé thi hai, trong d6 cac khang thé tht nhit va th hai tir cac
loai khac nhau. (Patent M§ sb 4,816,567; va Morrison et al., (1984) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 81: 6851-6855). Thong thudng, mién bién dbi thu duoc tir khang thé tir dong
vat thi nghiém ("khang thé gbc"), nhur bd gim nhdm, va trinh ty mién hing dinh thu
duoce tir cac khang thé ngudi, dé cho khang thé thé kham tao thanh s& it c6 kha nang gay
ra d4p mg mién dich bt loi cho ddi twong ngudi hon so véi khéng thé gbc (vi du, chudt
nhit).

Sang ché bao gdm cac khang thé khang TIGIT dugc nhan hoa va cac manh lién
két khang nguyén cua chang (vi dy, cac khang thé chuot cdng hodc chudt nhit da duoc

nhan héa) va phuong phép sir dung chung. Sang ché gom kiéu dugc nhan héa bat ky clia
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khang thé 14A6 (bao gdm SEQ ID NO:7 va 8), khang thé 28H5 (bao gdm SEQ ID
NO:63 va 64) va khang thé 31C6 (bao gdm SEQ ID NO: 94-95). Nhu dugc sir dung &
day, thuét ngit "khang thé dugc nhan héa" ding dé chi cac dang ctia khang thé chia cac
trinh tu tir ¢4 cac khang thé ngudi va khong phai ngudi (vi dy, chudt nhit hodc chudt
cbng). Nhin chung, khang thé dugc nhan hoa s& gan nhu bao gdm tit ca trong sd it nhét
mot, va thong thudng 13 hai, mién bién dbi, trong d6 tat ca hodc gan nhu 13 tit ca cac
vong siéu bién twong tng véi cac vong siéu bién clia globulin mién dich khéng phai
ngudi, va tht c hodic gin nhu 1a tit ca cc ving khung (FR) 1a c4c viing khung ctia trinh
tu globulin mién dich & ngudi. Khang thé dugc nhan héa ¢ thé tly ¥ chira it nhit mot
phén cta ving hing dinh (Fc) globulin mién dich & ngudi.

Nhin chung, don vi cdu tric ciia khang thé co ban bao gém tetrame. Mdi tetrame
gbm hai ciip chudi polypeptit giéng hét nhau, mdi cip c6 mot chudi "nhe" (khoang 25
kDa) va mot chudi "ning" (khoang tir 50 dén 70 kDa). Phan dau cudi amino ctia mdi
chudi gdm ving bién ddi ndm trong khoang tir 100 dén 110 hoic nhiéu hon axit amin
chi yéu chju trach nhiém nhan dién khang nguyén. Phan dau cudi carboxy cua chudi
ning c6 thé x4c dinh ving hing dinh chii yéu chiu trach nhiém ddi véi chirc ning tac
ddng. Thong thudng, cac chudi nhe & ngudi dwgc phan loai thanh cac chudi nhe kapa
va lamda. Hon nita, cic chudi ning & ngudi thudng dugc phan loai thanh mu, delta,
gama, alpha, hodc epsilon, va x4c dinh isotyp ctia khang thé 1an luot 12 IgM, IgD, IgG,
IgA va IgE. Trong céc chudi nhe va chudi ning, ving hing dinh va bién ddi duge ndi
boi ving "J" ¢6 khoang 12 hodc nhidu hon axit amin, v6i chudi ning ciing gdm ving
"D" ¢6 khoang 10 hodc nhiéu hon axit amin. Xem, Fundamental Immunology Ch. 7
(Paul, W., ed., 2nd ed. Raven Press, N.Y. (1989).

Ving bién ddi ctia mdi cip chudi nhe/chudi nang tao ra vi tri lién két khéng thé.
Vi vay, nhin chung, khang thé nguyén ven c6 hai vi trf lién két. Ngoai trir trong céc
khéng thé diic hiéu kép hodc c6 hai chirc ndng, hai vi tri li€n két, nhin chung, 1a giéng
nhau.

Thong thudng, mién bién ddi cta ca chudi nhe va chudi ning déu bao gdm ba
vung siéu bién, cling duogc goi la ving xéc dinh tinh bd tro (CDR), dugc dinh vi trong
céc ving khung (FR) dugc bao toan twong ddi. Cac CDR thuong dwoc sép hang béi cac

vung khung, ¢6 kha ning lién két vdi epitop dic hiéu. Nhin chung, tir diu cubi N dén

-71-



32683

dau cudi C, ca hai mién bién d6i chudi nang va chudi nhe déu bao gém FR1, CDRI1,
FR2, CDR2, FR3, CDR3 va FR4. Vi¢c gén céc axit amin cho mdi mién, nhin chung,
phu hop véi cac dinh nghia trong tai li€u Sequences of Proteins of Immunological
Interest, Kabat, et al.; National Institutes of Health, Bethesda, Md.; 5* ed.; NIH Publ.
No. 91-3242 (1991); Kabat (1978) Adv. Prot. Chem. 32:1-75; Kabat, et al., (1977) J.
Biol. Chem. 252:6609-6616; Chothia, et al., (1987) J Mol. Biol. 196:901-917 hodc
Chothia, et al., (1989) Nature 342:878-883.

r
A

Nhu duoc st dung & ddy, thut ngit "ving siéu bién" ding dé chi cac gbc axit
amin cua khang thé hodc méanh lién két khang nguyén ctia n6 chiu trich nhi¢m d6i voi
lién két khang nguyén. Ving siéu bién nay bao gbm céc gdc axit amin tir "ving x4c dinh
tinh b trg" hoic "CDR" (nghia l& CDRL1, CDRL2 va CDRL3 trong mién bién ddi
chudi nhe va CDRH1, CDRH2 va CDRH3 trong mién bién ddi chudi ning). Xem Kabat
et al. (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, Sth Ed. Public Health
Service, National Institutes of Health, Bethesda, Md. (x4c dinh cac vung CDR cua khéng
thé bing trinh tw); xem ca tai liéu Chothia va Lesk (1987) J. Mol. Biol. 196: 901-917
(x4c dinh cac ving CDR ctia khang thé bang ciu trtic). Nhu duoc sit dung & day, thuat
ngit cac gde "khung" hoic "FR" ding dé chi cac gbc mién bién dbi khac véi cac gbe
ving siéu bién duge x4c dinh trong ban md ta nay 1a cac gbc CDR.

"Phan tir axit nucleic dugce phan 1ap" hodc “polynucleotit dugc phan 14p” c6 nghia
la ADN hodc ARN c6 ngudn gdc hé gen, mARN, cADN, hoic tbng hop hodc mot sb
hdn hop clia ching ma khong c6 lién quan dén tit ca hodc mot phan cia polynucleotit,
trong do polynucleotit dugc phan 1dp dugc tim thy trong tu nhién, hodc dugc lién két
véi polynucleotit ma khong dugc lién két trong ty nhién. Nhiam muc dich ctia sng ché,
nén hiéu ring "phéan tir axit nucleic bao gdbm" trinh tu nucleotit cu thé khong bao gbm
nhiém sic thé nguyén ven. Phén tir axit nucleic dugc phan 1ap "bao gbm" trinh ty axit
nucleic xac dinh c6 thé bao gém, ngoai trinh ty d& xac dinh, trinh tu ma hoéa lén dén
mudi hodc thAm chi 18n dén hai muoi hodc nhiéu hon protein khac hodc ph?m hodc manh
ctua chung, hodc ¢ thé bao gém trinh tu diéu hoa duoc lién két hoat dong ma kiém soat
su biéu hién ving m4i hoéa cla trinh tu axit nucleic dugc néu, va/hoic co thé gdm cac

trinh tu vecto.
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Cum tir "trinh tu kiém soat" ding dé chi trinh ty ADN cén thiét d6i véi sy bidu
hién cta trinh ty m3 hoa duoc lién két hoat dong trong sinh vat chi cu thé. Trinh ty kiém
soat thich hop ddi véi sinh vét chua c6 nhan dién hinh, vi dy, gdm trinh ty khoi ddu, tuy
y trinh tu diéu khién, va vi tri lién két ribosom. Té bao sinh v4t c6 nhan dién hinh dugc
biét 1a str dung céc trinh tu khéi du, cac tin hiéu polyadenyl héa, va ving ting cudng.

Axit nucleic hodc polynucleotit "duoc lién két hoat dong" khi né dwgc dit vao
mbi quan hé chirc ning véi mét trinh ty axit nucleic khac. Vi du, ADN d6i v6i trinh tu
tin hiéu (ndm & dau cudi amino cua tién protein) hoc trinh tw dan dau xuét tiét duoc
lién két hoat dong v6i ADN ddi véi polypeptit néu né duoc biéu hién dudi dang tién
protein ma tham gia vao qué trinh tiét polypeptit; trinh ty khéi d¢iu hodc ving ting cudng
duoc lién két hoat dong véi trinh ty ma hoa néu né anh hudng dén su phién ma cia trinh
tu nay; hodc vi tri lién két ribosom dugc lién két hoat dong v4i trinh ty ma héa néu né
dugc dinh vi dé tao thuan loi cho viéc dich ma. Thong thuong, nhung khong phai thuong
xuyén, "dugc lién két hoat dong" c6 nghia 1a cac trinh tw ADN dugc lién két 1a giap
nhau, . va, trong trudng hop doan din dau tiét, gip nhau va trong pha doc. Tuy nhién,
ving ting cudng khong phai gidp nhau. Viée lién két duoc hoan thanh bang sy gin tai
vi tri giéi han thuén tién. Néu céc vi tri nay khong tdn tai, thé thich ung hodc trinh tu
lién két oligonucleotit tong hop duge st dung phit hop véi thuc tién thong thudng.

Nhu duge st dung & ddy, cac cach dién dat "€ bao," "dong té bao," va "méi
trudng nudi cdy té bao" dugc st dung thay thé cho nhau va tit ca cac cach didn dat nay
gém ca cac thé hé con. Vi thé, cac tir "thé bién nap" va "cac té bao dugc bién nap" bao
gbm & bao dbi twong so cip va mai truong nudi cdy té bao thu duge tir 46 ma khong
lién quan dén s6 14n chuyén. Ciing nén hiéu rang khong phai tit ca cac thé hé con s& ¢o
ham luong ADN giéng hét nhau mét cach chinh xéac, do cac dot bién cb ¥ hodc khong
¢b y. Céc thé hé con dot bién c6 hoat tinh sinh hoc hodc chirc ning giéng nhau nhu dugc
sang loc d6i v6i t€ bao dwoc bién nap ban ddu duge bao gdm. Trong d6 cac chi dinh
riéng biét dugc du dinh, s€ rd rang tir nglt canh nay.

Nhu duge sir dung & day, "trinh ty dong gbc" dung dé chi trinh ty cta trinh tu
ADN ciia globulin mién dich khong dugc sip xép lai. Ngudn thich hop bit ky cia trinh
tu globulin mién dich khéng dugc sip xép lai c6 thé duge sir dung. Cac trinh ty dong

gdc & ngudi co thé thu duge, vi du, tir co s dit liéu dong gbc JOINSOLVER trén trang
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web ctia Vién Qubc Gia vé Cac Bénh Viém Khép, Co Xuong va Da, thude Vién Y Té
Quéc Gia Hoa Ky. Trinh ty dong géc ctia chudt nhit c6 thé thu duge, vi du, nhu duge
md ta trong Giudicelli et al. (2005) Nucleic Acids Res. 33:D256-D261.

Céc dic tinh vat Iy va chirc ning ctia cac khang thé khang TIGIT duoc liy 1am vi du

Sang ché dé xuét cac khang thé khang TIGIT va cdc manh lién két khang nguyén
ctua ching c6 déc tinh chic nang va cAu truc riéng, va phuong phép sir dung cac khing
thé hodic cac manh lién két khang nguyén cia ching trong diéu tri hoc ngin ngira bénh
(vi du, bénh ung thu hoic bénh 13y nhiém).

“Khang thé khang TIGIT hoic manh lién két khang nguyén ctia né theo sang
ché” gdm: khang thé bat ky hodc manh lién két khang nguyén ciia né dugc ban luan &
day (vi du, 14A6, 28H5, 31C6 hoic kiéu dugc nhan héa ctia céc khang thé nay dwgc boc
16 trong Bang 4) hoic bién thé ctia chiing (vi dy, bién thé trinh ty hodc bién thé chirc
ning); khang thé bit ky hodc manh lién két khang nguyén bao gdm mot hodc nhiéu CDR
bét ky duge néu trong Bang 4; khang thé bat ky hoic manh lién két khang nguyén lién
két voi cing mot epitop trong TIGIT & nguoi gibng nhu céc khang thé dugc ban luan &
day (vi du, 14A6, 28H5 hodc 31C6); va khang thé bat ky hodc manh lién két khang
nguyén phong bé chéo (mdt phan hodc toan bd) hodc dugc phong bé chéo (mot phan
hodc toan bd) bang khang thé dugc ban luan & day (vi dy, 14A6, 28HS5 hodc 31C6) abi
v6i lién két TIGIT.

Phong bé chéo céc khang thé va manh lién két khang nguyén ciia ching c¢6 thé
duoc nhan biét dua trén kha ning cta chiing dé canh tranh chéo véi khang thé theo sang
ché trong thtr nghiém lién két tidu chudn (vi du, BIACore, ELISA, do dém té bao theo
dong). Vi dy, cac thtr nghiém ELISA tiéu chuén c6 thé dugc sir dung trong dé protein
TIGIT (vi dy, TIGIT & nguoi) tai t6 hop duge giit cd dinh trén dia, mot trong sd cac
khang thé duoc danh dau huynh quang va kha ning clia cac khang thé khéng dugc danh
d4u d& canh tranh v&i lién két ctia khang thé duoc danh ddu duoc danh gia. Theo cach
khéc hoac ngoai ra, thir nghiém BIAcore c6 thé dugc st dung dé danh gia kha nang cua
cac khang thé dé canh tranh chéo. Kha ning cua khéng thé thir nghiém dé tc ché lién
két cua khang thé khac (vi du, khéng thé 14A6 hodc 28HS hodc 31C6) véi TIGIT (vi
du, TIGIT & ngudi) chimg minh ring khéng thé thir nghiém c6 thé canh tranh véi khang
thé khac (vi du, 14A6 hodc 28H5 hodc 31C6) dé lién két v6i TIGIT (vi du, TIGIT &
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nguoi) va vi thé, ¢ thé, trong mét s truong hop, lién két v6i cling mot epitop trén
TIGIT (vi du, TIGIT & ngudi) gidng nhu khang thé 14A6 hodc 28HS hodc 31C6 hoidc
vé6i epitop chong lap.

Nhu duge chi ra & trén, cac khang thé va manh lién két véi ciing mot epitop giéng
nhu khang thé bit ky trong s6 cac khang thé khang TIGIT hodc cdc méanh lién két khang
nguyén cua ching theo séng ché ciing tao ra mot phan ciia sang ché. Hon nita, c4c khang
thé lien két vé6i epitop ma chdng lap véi epitop dugc lién két bang khang thé bat ky trong
s6 céac khang thé khang TIGIT theo séng ché ciing tao ra mdt phan cia séng ché. C6
nhiéu phwong phép kha dung dé dinh vi (1ap ban dd) epitop khang thé trén céc khéng
nguyén dich, gdbm: phd khéi H/D-Ex, tinh thé hoc tia X, phan tich pepscan va phuong
phép gy dot bién dinh huéng diém. Vi du, HDX (Trao dbi hydro doteri) két hop véi
phuong phap phén gidi protein va phuong phéap phé khéi co thé duge sir dung dé xac
dinh epitop ctia khang thé trén khang nguyén dic hiéu Y. HDX-MS dua trén phép do va
so sanh chinh xéc v& mirc d6 két hop doteri bang khang nguyén khi dugc @ trong D20
chi mdt minh n6 va khi ¢6 mit khang thé cia n6 & cac khoang thoi gian khéc nhau.
Doteri duoc trao dbi véi hydro trén khung chinh amit ctia c4c protein trong cac ving
bdc 19 trong khi cac vung khang nguyén duoc lién két v6i khang thé s& dugc bao vé va
s& thé hién sy trao d6i it hon hoic khong trao dbi sau khi phan tich bing LC-MS/MS
cta cdc manh phan giai protein. Vi du 9 minh hoa viéc st dung HDX dé dinh vi epitop
dugc lién két boi khang thé 14A6.

Céc vi du vé céac chudi globulin mién dich ctia cac khang thé khang TIGIT theo
sang ché cling nhu cac CDR ctia chiung gdm, nhung khong gi6i han &, céc chudi dugc
boc 16 trong Bang 4 (SEQ ID NO: 1-30, 37-52, 57-83 hoic 88-167). Sang ché bao gdm
polypeptit bét ky bao gdbm hoic gbm c¢6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 1-30,
37-52, 57-83 hodc 88-167, va nucleotit ti t hop ma hoa polypeptit nay.

Pham vi cta sang ché bao gdm céc khang thé khang TIGIT dugc phén 14p va céc
manh lién két khang nguyén ctia ching (vi du, c4c khéng thé dwoc nhan hoa), bao gdm
bién thé cua chudi globulin mién dich duoc dua ra trong ban mo ta nay, vi du, bién thé
bat ky c6 SEQ ID NO: 7-30, 37-52, 63-64, 94-95 hogic 124-133; trong d6 bién thé thé
hién mdt hodic nhidu dic tinh sau day: (i) lién két TIGIT & ngudi; (ii) phan tng chéo véi

TIGIT & khi cynomolgous va rhesus; (iii) phong bé lién két cua TIGIT & nguoi voi
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CD155 & nguoi va CD112 ¢ ngudi; (iv) lam tang su hoat hoa té bao T; (v) kich thich su
san sinh IL-2 va IFNy béi té bao T dic hiéu khang nguyén; (vi) phong bé su kich thich
{tc ché té bao T do su hoat héa dugc kich thich br:ng su gén TIGIT véi cac phéi t cung
ngudn CD155 va CD112.

Theo céc phuong 4n khéc, sang ché dé xut cac khang thé hoic manh lién két
khang nguyén cta n6 ma lién két TIGIT & ngudi (vi du, céc khang thé dugc nhan hoa)
va ¢6 céc mién Vi va mién Vi c6 do ddng nhét trinh ty it nhit 1a 80%, 85%, 90%, 95%,
96%, 97%, 98% hodc 99% so véi trinh ty SEQ ID NO: 7-30, 37-52, 63-64, 94-95 hodc
124-133; trong d6 bién thé thé hién lien két va cac dic tinh mong mudn, vi du, (1) lién
két TIGIT & ngudi v6i tri s6 KD nam trong khoang tir khoang 1 x 10 M dén khoang 1
x 10712 M nhu dugc x4c dinh béi cong hudng plasmon bé mit (vi du, BIACORE) hoic
ky thuat tuong ty (vi du KinExa hodac OCTET); (ii) phan ung chéo véi TIGIT & khi
cynomolgous va rhesus; (iii) phong bé lién két ctia TIGIT & ngudi véi CD155 & ngudi
va CD112 & nguoi; (iv) lam ting sy hoat héa té bao T; (v) kich thich sy san sinh IL-2
va IFNy béi té bao T dic hidu khang nguyén; (vi) phong bé sy kich thich e ché té bao
T do sy hoat héa dugc kich thich bang sy gén TIGIT véi cac phdi tir ciing ngudn CD155
va CD112.

"Bién thé duoc cai bién theo cach bao toan" hoidc "dot bién thay thé bao toan"
dung dé chi cac dot bién thay thé ctia axit amin trong protein bang cac axit amin khac
cd cac dic tinh tuong ty (vi du dién tich, kich thuéc chudi bén, tinh ky nuéc/tinh ua
nudce, cdu dang khung chinh va tinh khong linh dong, v.v.), dé cho céc thay doi c6 thé
thuong xuyén dugc tao ra ma khong anh hudng dén hoat tinh sinh hoc cua protein.
Ngudi c6 hiéu biét trung binh vé linh vuc k§ thuat nay nhén ra rang, nhin chung, cac dot
bién thay thé axit amin don trong cac viing khong co ban clia polypeptit gén nhu khéng
lam bién dbi hoat tinh sinh hoc (xem, vi du, Watson et al. (1987) Molecular Biology of
the Gene, The Benjamin/Cummings Pub. Co., p. 224 (4th Ed.)). Ngoai ra, cac dot bién
thay thé cta cac axit amin twong tur v& mit cdu tric hodc chirc ning it c6 kha ning pha
v hoat tinh sinh hoc. Céc dot bién thay thé bao toan duoc 14y 1am vi du dugc néu trong

béang 1.
Bang 1. Cac dot bién thay thé axit amin bao toan duogc 14y lam vi du
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Gbc ban dau Dot bién thay thé bao toan
Ala (A) Gly; Ser
Arg (R) Lys; His
Asn (N) Gln; His
Asp (D) Glu; Asn
Cys (C) Ser; Ala

Gln (Q) Asn

Glu (E) Asp; Gln
Gly (G) Ala

His (H) )Asn; Gln

Ile (I) Leu; Val
Leu (L) Ile; Val

Lys (K) Arg; His
Met (M) Leu; Ile; Tyr
Phe (F) Tyr; Met; Leu
Pro (P) Ala

Ser (S) Thr

Thr (T) Ser

Trp (W) Tyr; Phe
Tyr (Y) Trp; Phe
Val (V) [le; Leu

Céc bién thé bao toan chirc ning cua céc khang thé theo sang ché ciing duoc du
tinh boi sang ché. "Cac bién thé bio toan chirc ning", nhu dugc st dung & déy, dung aé
chi cac khang thé hodc manh trong d6 mot hodc nhiréu gbc axit amin dugc thay ddi ma
khong 1am bién d6i dic tinh mong mudn, 4i luc va/hodc tinh dic hiéu véi khang nguyén
nay. Cac bién thé nay gdbm, nhung khong gi6i han &, sy thay thé axit amin bang mot axit
amin c06 cac dic tinh twong tu, nhu cac dot bién thay thé axit amin bao toan trong Bang
1. Sang ché ciing dé xuat polypeptit dugc phan 1ap bao gbm cac mién Vi clia cac khang
thé khang TIGIT theo sang ché (vi dy, SEQ ID NO: 8, 25-30 va 48-52), va polypeptit
dwgc phan 14p bao gdm céc mién Vu (vi du, SEQ ID NO: 7, 9-24 va 37-47) cla céc
khang thé khang TIGIT theo sang ché c6 1én dén 0, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 hoic nhiéu hon dot
bién thay thé axit amin. Sang ché ciing d& xut polypeptit duoc phan 1ap bao gdm céc
mién Vi cua cac khang thé khang TIGIT theo sang ché (vi du, SEQ ID NO:64) va
polypeptit dugc phan lap bao gdm cac mién Vi (vi du, SEQ ID NO:63) cua céc khang
thé khang TIGIT theo sang ché c6 1én dén 0, 1,2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14,
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15,16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 hosc nhiéu hon d6t bién thay
thé axit amin. Sang ché cling d& xuit polypeptit duoc phan 1ap bao gdm cic mién Vi
cta céc khang thé khang TIGIT theo sang ché (vi du, SEQ ID NO: 95 va 130-133) va
polypeptit dugc phan 14p bao gdm cac mién Vi (vi du, SEQ ID NO: 94 va 124-129) ctia
cac khang thé khang TIGIT theo sang ché c¢6 1én d&n 0, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 hodc nhiéu hon
dot bién thay thé axit amin.

Theo mot phuong 4n khac, sang ché dé xuét khang thé hoic manh lién két khang
nguyén cia no lién két v6i TIGIT va cé cac mién Vi, va mién Vi v6i do ddng nhit trinh
tir it nhét 12 99% 98%, 97%, 96%, 95%, 90%, 85%, 80% hoic 75% so v6i mot hodc
nhidu mién Vi hodc mién Vi dugc md ta & day, va thé hién lién két dic hidu véi TIGIT.
Theo mot phwong an khéc, khang thé lién két hodc manh lién két khang nguyén ctia né
theo sang ché bao gdm cac mién Vi, va Vi (c6 va khong c6 trinh tu tin hiéu) c6 1én dén
0,1,2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,
27, 28, 29, 30 hodc nhiéu hon dot bién thay thé axit amin, va thé hién lién két dic hiéu

vé1 TIGIT.

Polynucleotit va Polypeptit

Sang ché con bao gdm polynucleotit ma hoa chudi bit ky trong s cac chudi
polypeptit hodc globulin mién dich ciia cc khang thé khang TIGIT va cac manh lién két
khang nguyén ciia ching theo sang ché. Vi dy, sang ché bao gdbm polynucleotit ma hoa
c4c axit amin dugc mo ta trong SEQ ID NO: 1-30, 37-52, 57-83 va 88-167, cling nhu
polynucleotit lai v&i chiing va, ngoai ra, polypeptit bat ky duge ma hoa béi polynucleotit
lai nay. Theo mdt phwong 4n, sang ché bao gdm trinh tw axit nucleic bao gdm hoic vé
co ban gf?)m ¢6 SEQ ID NO:84 hoac SEQ ID NO:85.

Nhin chung, polynucleotit lai du6i cac didu kién nghiém ngit thp, vira phai hoic
cao, va ma héa cac khang thé hodc manh lién két khang nguyén ciia né ma duy tri kha
ning lién két voi TIGIT (ngudi, khi cynomolgous va/hodc rhesus, vi du, Macaca
fascicularis). Phan tir polynucleotit thir nhat "c6 thé lai" véi phan tir polynucleotit thir
hai khi dang chudi don ciia phan tir polynucleotit thi nhit c¢6 thé & véi phan tir

polynucleotit thit hai trong cac diéu kién thich hop vé nhiét d6 va cudng do ion ctia dung
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dich (xem Sambrook, et al., ¢ trén). Cac diéu kién nhiét do va cuong do ion xac dinh
"tinh nghiém ngit" cta su lai. Didu kién lai ¢6 tinh nghiém ngat thip thong thudng bao
gém 55°C, 5X SSC, 0,1% SDS va khong c¢6 formamit; hodc ¢6 30% formamit, SX SSC,
0,5% SDS & nhiét d6 42°C. Piéu kién lai nghiém ngit vira phai thong thuong 1a 40%
formamit, v&i 5X hodc 6X SSC va 0,1% SDS & nhiét d6 42°C. Piéu kién lai cé tinh
nghiém ngdt cao 1a 50% formamit, 5X hodc 6X SSC & nhiét d6 42°C hoac, tuy y, & nhiét
do cao hon (vi du, 57°C, 59°C, 60°C, 62°C, 63°C, 65°C hoac 68°C). Nhin chung, SSC
12 0,15M NaCl va 0,015M Na-xitrat. Viéc lai yéu cau hai polynucleotit chira trinh tu bd
trg, mic di, phu thudc vio tinh nghiém ngit cua su lai, s bét cap khong hop doi gitra
céc bazo 12 ¢6 thé c6. Tinh nghiém ngit thich hop dé lai cac polynucleotit phu thudc vao
chidu dai ctia cac polynucleotit va murc do bd trg, cac bién dbi da biét trong linh vuc k§
thuat. Mtrc d6 twong ty hodc trong dong gitta hai trinh tu nucleotit cang 16n, tinh nghiém
ngit trong d6 céc axit nucleic ¢ thé lai cang cao. Di vdi céac thé lai ¢ chidu dai 16n
hon 100 nucleotit, cdc phuwong trinh tinh todn nhiét do néng chay da dugc suy ra (xem
Sambrook, et al., supra, 9.50-9.51). Pé lai voi céac polynucleotit ngén hon, vi du,
oligonucleotit, vi trf ctia céc trinh tu bét cip khong hop doi trd nén quan trong hon, va
chiéu dai ctia oligonucleotit xac dinh tinh dic hiéu ctia né (xem Sambrook, et al., & trén,
11.7-11.8).

Theo mdt phuong an khéc, sang ché d& xuét polynucleotit dugc phén lap, vi du
ADN, ma héa cc chudi polypeptit ciia khang thé duoc phan 1ap hodc cdc manh lién két
khéng nguyén dugc dua ra trong badn md ta nay. Theo mot phuong an, polynucleotit
dwgc phéan l4p ma héa khang thé hodc manh Iién két khang nguyén cia né bao gbm it
nhit mét mién bién ddi chudi nhe (V1) clia globulin mién dich thudn thuc theo sang ché
va/hodc it nhdt mot mién bién ddi chudi ning (Vi) cta globulin mién dich thudn thuc
theo sang ché. Theo mdt s phwong 4n, polynucleotit dugc phan 1ap ma hoa ca chudi
nhe va chudi ning trén phan t& polynucleotit don, va theo cic phuong an khac chudi
ning va chudi nhe dugc mi héa trén cdc phéan tir polynucleotit riéng r&. Theo mdt
phuong 4n khéc, polynucleotit con ma héa mot trinh tu tin hiéu.

Theo mot phwong 4n, sang ché bao gébm polynucleotit dugc phan 1ap ma hoa

mién bién doi chudi ning (Vu) clia khang thé hoic manh lién két khang nguyén cia né
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bao gdbm CDR-H1 (SEQ ID NO:1), CDR-H2 (SEQ ID NO:2) va CDR-H3 (SEQ ID
NO:3 hodc 79 hodc 80 hodc 81 hodc 82, 83 hodc 140).

- Theo mdt phuong 4n, sang ché bao gdbm polynucleotit dugc phéan 1ap ma héa
mién bién d6i chudi nhe (VL) ctia khang thé hoic manh lién két khang nguyén ctia n6
bao gdm CDR-L1 (SEQ ID NO:4), CDR-L2 (SEQ ID NO:5 hoic 65 hoic 66 hoidc 67
hodc 68 hodc 69 hoac 70 hodc 71 hodc 72 hodc 73 hodc 141) va CDR-L3 (SEQ ID NO:6
hodc 74 hodc 75 hodc 76 hodc 77 hoac 78).

Theo mdt phwong 4n, sang ché bao gdm polynucleotit dwoc phan 1ap ma hoa
mién bién d6i chudi ning (Vi) cia globulin mién dich c¢6 SEQ ID NO: 7.

Theo mdt phwong 4n, sang ché bao gdm polynucleotit dwoc phan lap ma hoa
mién bién d6i chudi nhe (V1) ctia globulin mién dich ¢6 SEQ ID NO: 8.

Theo mdt phwong 4n, sang ché bao gdm polynucleotit dwoc phan 1dp ma hoa
mién bién d6i chudi ning (Vu) cia globulin mién dich ¢6 trinh tu bat ky trong s cac
SEQ ID NO: 9-24 hodc 37-47.

Theo mét phuong 4n, sang ché bao gém polynucleotit duge phan 1ap ma hoa
mién bién dbi chudi nhe (V1) ctia globulin mién dich c6 trinh tu bt ky trong sé cac SEQ
ID NO: 25-30 hodc 48-52

Theo mdt phwong 4n, sang ché bao gdm polynucleotit dugc phan 1ap ma hoa
mién bién dbi chudi ning (V) ciia khang thé hozc méanh lién két khang nguyén ciia nd
bao gdbm CDR-HI (SEQ ID NO:57), CDR-H2 (SEQ ID NO:58) va CDR-H3 (SEQ ID
NO:59).

Theo mét phuong an, sang ché bao gdbm polynucleotit dugc phan 1ap ma hoa
mién bién d6i chudi nhe (Vi) ctia khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia n6
bao gdbm CDR-L1 (SEQ ID NO:60), CDR-L2 (SEQ ID NO:61) va CDR-L3 (SEQ ID
NO:62).

Theo mét phuong 4n, sang ché bao gém polynucleotit dugc phan 1ap ma hoa
mién bién ddi chudi ning (Vu) cia globulin mién dich ¢6 SEQ ID NO: 63.

Theo mét phuong 4n, sang ché bao gdbm polynucleotit duoc phan 14p ma héa
mién bién d6i chudi nhe (Vi) cta globulin mién dich ¢6 SEQ ID NO: 64.

Theo mdt phwong 4n, sang ché bao gdbm polynucleotit dugc phan l14p ma hoa

mi€n bién doi chudi ning (Vu) cua khang theé hodc manh lién két khang nguyén cia n6
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bao gdm CDR-HI (SEQ ID NO: 88), CDR-H2 (SEQ ID NO: 89, 96, 97, 98, 99, 100,
101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110,111, 134 hodc 135) va CDR-H3 (SEQ
ID NO: 90).

Theo mét phuong 4n, sang ché bao gdm polynucleotit duge phan 1ap ma hoéa
mién bién dbi chudi nhe (V1) cia khang thé hoic manh lién két khang nguyén cia né
bao gdm CDR-L1 (SEQ ID NO: 91), CDR-L2 (SEQ ID NO: 92, 112, 113, 114, 115,
116,117,118, 119, 120, 121, 122 hoac 123) va CDR-L3 (SEQ ID NO: 93). |

Theo mét phwong 4n, sang ché bao gdm polynucleotit duge phan 1ap ma hoa
mién bién d6i chudi ning (Vu) cta globulin mién dich ¢6 SEQ ID NO: 94.

Theo mot phwong 4n, sang ché bao gdm polynucleotit dugc phan 1ap ma hoéa
mién bién d6i chudi nhe (V1) ctia globulin mién dich ¢6 SEQ ID NO: 95.

Theo mot phuong 4n, séng ché bao gdm polynucleotit dugc phan 14p ma héa
mién bién dbi chudi ning (Vu) cta globulin mién dich c6 trinh tu bét ky trong sd céc
SEQ ID NO: 124-129.

Theo mot phwong 4n, sang ché bao gdm polynucleotit duge phan 14p ma héa
mién bién dbi chudi nhe (V1) ciia globulin mién dich c6 trinh tu bat ky trong s6 cac SEQ
ID NO: 130-133.

Theo mot phuong an, séng ché bao gdm polynucleotit dwgc phan 1ap mi hoa
mién bién ddi chudi ning (Vi) cia globulin mién dich c6 SEQ ID NO: 127.

Theo mét phuong 4n, sang ché bao gdm polynucleotit dwgc phan 14p mi hoa
mién bién d6i chudi ning (V) cta globulin mién dich ¢c6 SEQ ID NO: 128.

Theo mét phwong 4n, sang ché bao gdm polynucleotit dugc phan 14p ma héa
mién bién ddi chudi nhe (Vi) ctia globulin mién dich c¢6 SEQ ID NO: 130.

Theo mét phwong 4n, sang ché bao gdm polynucleotit dugc phan 14p ma héa
mién bién ddi chudi nhe (VL) ctia globulin mién dich c6 SEQ ID NO: 132.

Theo mdt phuong 4n, sang ché bao gdm polynucleotit dwgc phan 14p ma hoa
mién bién d6i chudi nhe (Vi) cia globulin mién dich c¢6 SEQ ID NO: 133.

Sang ché ciing dé xuét vecto, vi du, vecto biéu hién, nhu plasmit, bao gdm
polynucleotit dwoc phan lap theo sang ché, trong d6 polynucleotit dugc lién két hoat
dong véi trinh tu kiém soat dugc nhan dién bai té bao chu khi té bao chu duoc chuyén

nhiém bang vecto. Sang ché ciing d¢ xuat cac té bao chi bao gom vecto theo sang ché
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va phuong phap san xuét khang thé hoic manh lién két khang nguyén cia né hoic
polypeptit dugc bdc 1§ trong ban mo ta nay bao gbm nudi cdy té bao chu chira vecto
biéu hién hodc axit nucleic ma héa cac chudi globulin mién dich cua khang thé hoiic
manh lién két khang nguyén cua né trong mdi truong nudi cdy, va phan lap khang
nguyén hodc manh lién két khang nguyén ciia né tir t€ bao chi hodc mdi trudng nudi
cy. |

Polypeptit ciing dugc bao gdm trong sang ché, vi du, polypeptit globulin mién
dich, bao gém trinh ty axit amin cé do déng nhét trinh ty it nhét 1a khoang 75%, 80%,
t5t hon nita néu it nht 12 khoang 90% va t6t nhét néu it nhat 1a khoang 95% (vi du, 95%,
96%, 97%, 98%, 99%, 100%) so v6i trinh tw axit amin cia c4c khang thé dugc dé xut
& day khi viéc so sanh dugc thuc hién bang thuét toan BLAST trong d6 cac thong s6
ctia thuat toan duoc chon loc dé tao ra mirc gibng nhau 16n nhét gitta cac trinh tu twong
{ng so v&i toan bod chiéu dai cta céc trinh tu tham chiéu tvong tng (vi du ngudng mong
doi: 10; c& tir: 3; mirc gidng tdi da trong khoang truy vén: 0; ma trin BLOSUM 62; chi
phi khoang tréng: tdn tai 11, mé rong 1; didu chinh ma tran diém t6 hop c6 diéu kién).

Do ddng nhat (gidng hét) trinh tu ding dé chi mic do ma cac axit amin clia hai
polypeptit 12 gidng nhau tai c4c vi tri twong duong khi hai trinh tu dugc sip hang tuy .

Céc tai liéu tham khao sau day dé cip dén cac thuat tosn BLAST thuong duge
st dung dé phan tich trinh tu: cac thuat todn BLAST: Altschul et al. (2005) FEBS J.
272(20): 5101-5109; Altschul, S.F., et al., (1990) J. Mol. Biol. 215:403-410; Gish, W.,
et al., (1993) Nature Genet. 3:266-272; Madden, T.L., et al., (1996) Meth. Enzymol.
266:131-141; Altschul, S.F., et al., (1997) Nucleic acids Res. 25:3389-3402; Zhang, J.,
et al., (1997) Genome Res. 7:649-656; Wootton, J.C., et al., (1993) Comput. Chem.
17:149-163; Hancock, JM. et al, (1994) Comput. Appl. Biosci. 10:67-70;
ALIGNMENT SCORING SYSTEMS: Dayhoff, M.O., et al., "A model of evolutionary
change in proteins." in Atlas of Protein Sequence va Structure, (1978) vol. 5, suppl. 3.
M.O. Dayhoff (ed.), pp. 345-352, Natl. Biomed. Res. Found., Washington, DC;
Schwartz, R.M., et al., "Matrices for detecting distant relationships." in Atlas of Protein
Sequence va Structure, (1978) vol. 5, suppl. 3." M.O. Dayhoff (ed.), pp. 353-358, Natl.
Biomed. Res. Found., Washington, DC; Altschul, S.F., (1991) J. Mol. Biol. 219:555-
565; States, D.J., et al., (1991) Methods 3:66-70; Henikoff, S., et al., (1992) Proc. Natl.
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Acad. Sci. USA 89:10915-10919; Altschul, S.F., ef al., (1993) J. Mol. Evol. 36:290-300;
ALIGNMENT STATISTICS: Karlin, S., et al, (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
87:2264-2268; Karlin, S., et al., (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-5877;
Dembo, A., et al., (1994) Ann. Prob. 22:2022-2039; va Altschul, S.F. "Evaluating the
statistical significance of multiple distinct local alignments." in Theoretical va
Computational Methods in Genome Research (S. Suhai, ed.), (1997) pp. 1-14, Plenum,
New York.

Ai lyc lign két

Bang cach vi dy, va khong gidi han, cac khang thé va manh lién két khang nguyén
dugc boc 16 trong ban md ta nay c6 thé lién két TIGIT & ngudi véi tri s6 Kp it nhit 1a
khoang 1 x 10 M (nghia 13, tri s6 Kp bang 1 x 10 M hoic thép hon) nhu durgce x4c dinh
boi cong hudng plasmon bé mit (vi du, BIACORE) hodc k¥ thuét tuong tu (vi du
KinExa hoic OCTET). Theo mét phuong 4n, cac khang thé va manh lién két khang
nguyén dugc boc 16 trong ban mo ta nay cb thé lién két TIGIT & ngudi véi tri sé Kp it
nhét 1 khoang 1 x 10 M dén khoang 1 x 102 M nhu duge xac dinh boi cong hudng
plasmon bé mit (vi du, BIACORE) hoic k¥ thuat twong tw (vi du KinExa hoic OCTET).
Theo mot phuong 4n, cac khang thé va manh lién két khang nguyén dugc boc 16 trong
ban md ta nay c6 thé lién két TIGIT & ngudi véi tri s6 Kp nam trong khoang tir khoang
1 x 10° M dén khoang 1 x 10"'2M nhu dugc xé4c dinh béi cong hudng plasmon bé mit
(vi du, BIACORE) hoac k¥ thuit tuong tu (vi du KinExa hodc OCTET). Theo mdt
phuong an, cac khang thé va manh lién két khang nguyén dugc boc 16 trong ban md ta
nay c6 thé lién két TIGIT & ngudi véi tri s Kp it nht 1 khoang 50 pM (nghia 13, tri s
Kp bang khoang 50 pM hoic thip hon) nhu dugc xac dinh bdi BIACORE hoic k§ thuat
tuong ty. Theo mdt phuong 4n, cac khang thé va manh lién két khang nguyén duoc boc
16 trong ban mo ta nay co thé lién két TIGIT & ngudi véi tri sé Kp it nhét 1a khoang 10
pM (nghia 13, tri s Kp bang khoang 10 pm hodc thip hon) nhu duoc x4c dinh béi
BIACORE hoic k¥ thuét twong tw. Theo mot phuwong an, cac khang thé va méanh lién
két khang nguyén theo sang ché c6 thé lién két véi TIGIT & nguoi véi tri s& Kp bang
khoang 50 pM dén khoang 1 pM nhu dugc xac dinh boi BIACORE hoic k¥ thuét twong

tu.
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Su hoat héa té bao mién dich

Theo mdt sé phuong 4n, cic khang thé hodc manh lién két khang nguyén theo
sang ché lam tang hoat tinh cta té bao mién dich. Su tang hoat tinh ctia té bao mién dich
c¢6 thé duoc phét hién biang cach st dung phuong phap bat ky da biét trong linh vuc k§
thuat. Theo mot phuong &n, su tdng hoat tinh cua t& bao mién dich c6 thé duoc phét hién
béng cach do su tang sinh cia t& bao mién dich. Vi du, sy ting hoat tinh cia t€ bao T ¢co
thé duoc phat hién bing cach do sy ting sinh ciia té bao T hodc cic sy kién din truyén
tin hiéu nhu sy phosphoryl héa tyrosin ctia cac thu thé mién dich hozc kinaza xu6i dong
ma truyén cac tin hiéu dén céc chét didu hoa phién ma. Theo cic phuong an khéc, su
tang hoat tinh cua té bao mién dich c6 thé dugc phat hién bing cach do chiic ning gy
doc té bao cua té bao CTL hodic NK trén cac té bao dich dic hiéu hodc céc dap ing cia
xytokin IFNy, ma c6 lién quan dén sy kich thich mién dich chéng khdi u. Theo céc
phwong an khéc nita, sy ting hoat tinh ctia t& bao mién dich c6 thé dugc phat hién bang
cach do su hoat hoa té bao T ex vivo trong mau thu duoc tir d6i teong nay. Theo mot
phuong 4n, su ting hoat tinh cta té bao T duge xac dinh bang cach: (i) do su san xuét
do SEB (Ddc t6 rudt nhém B cla Staphylococcus) gay ra clia mot hogc nhiéu xytokin
tién viém duogc chon tir nhém bao gdm: IL-2, TNFa, IL-17, IFNy, IL-1B, GM-CSF,
RANTES, IL-6, IL-8, IL-5 va IL-13; hodc (ii) do phan &g lympho bao hdn hop hodc
su kich thich mAb khang CD3 truc tiép cia thu thé té bao T (TCR) truyén tin hiéu dé
cdm Ung su san Xuét xytokin dugc chon tir nhém bao gém: IL-2, TNFa, IL-17, IFNy,
IL-1B, GM-CSF, RANTES, IL-6, IL-8, IL-5 va IL-13. Theo mdt s6 phuong 4n, khang
thé khang TIGIT hoic manh lién két khang nguyén ciia n6 theo séng ché s& kich thich
su san sinh IL-2 va/hogic IFNy boi té bao T dic hidu khang nguyén bang it nhét 1,5 1an.

Sang ché bao gdm cac khang thé ddi khang khang TIGIT va cic manh lién két
khang nguyén ciia chung va phuong phép st dung chung, vi du, dugc nhan hoa, céc
khang thé d6i khang khang TIGIT va cac manh. Khang thé dbi khang khang TIGIT hoic
ménh lién két khang nguyén ctia né di khang hoat tinh ctia TIGIT & ngudi nhu bang sur
tre ché lién két ciia TIGIT v6i CD155 va CD112, va tre ché sy truyén tin hiéu ITIM chire
ning bai TIGIT khi lién két voi CD155 va CD112. Phép do hoat tinh ctia chét d6i khang
khang TIGIT c6 thé dugc danh gia bing cach chimg minh viéc phong bé su trc ché té

bao T sau su hoat héa TCR duge cam tmg boi su gan TIGIT vé6i cac phdi tir ciing ngudn
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CD155 va CD112. Do d6, theo mdt phuong 4n vé cac dap ung ting, xt Iy bing céc
khang thé d6i khang khang TIGIT c6 thé giai ctru dap ung IL-2 dén c4c muc quan sat
dugc trong cac té bao T khong bi kim hdm bdi sy cam Gng CD155 hodc CD112 cta
TIGIT. Trong mirc hoat héa dugc wu tién hon, cac dap tng, sau khi didu tri bang khang
thé dbi khang khang TIGIT c6 thé 1am ting cac dap tmg v&i mirc cao hon céc dap tng

ctia t& bao T ma khong bi kim ham bdi CD155 hodc CD112.

Kha ning cua cac khang thé khang hTIGIT dé phong bé lién két véi hCD155 vahCD112

Theo mdt s6 phuong 4n, cic khang thé khang TIGIT hodic cdc ménh lién két
khéng nguyén theo sang ché c¢6 kha ning phong bé lién két ciia TIGIT & ngudi voi
CD155 & ngudi va CD112 & ngudi. Kha ning phong bé lién két ciia TIGIT & ngudi véi
CD155 & ngudi va CD112 & ngudi c6 thé duoc x4c dinh bang cach st dung phuwong
phép bat ky da biét trong linh vuc k¥ thuat. Theo mét phuong 4n, kha ning cua céc
khéng thé dé phong bé lién két cia TIGIT & ngudi véi CD155 & ngudi va CD112 &
ngudi duge xac dinh bang cach sir dung thir nghiém ELISA nhu dugc md ta trong Vi du

2.

Phuong phép tao ra céc khang thé va manh lién két khang nguyén cta chiing

Té bao lai tao ra khang thé don dong khang TIGIT gbc (vi du, chudt cdng hodc
chudt nhit) hodc cac méanh lién két khang nguyén ctia chung dugc ban ludn & ddy c6 thé
dugc san xuét bing cac phuong phéap thudng dugce biét trong linh vuc k§ thuét. Céc
dong té bao lai dugc phan 1ap ndy 12 mot phan cta sang ché. Cac phuong phap nay gdm,
nhung khong gi6i han &, k§ thuét lai té bao ban dau dwoc phat trién boi Kohler, ef al.,
(1975) (Nature 256:495-497), cling nhu k¥ thudt Trioma (Hering, et al., (1988) Biomed.
Biochim. Acta. 47:211-216 va Hagiwara, et al., (1993) Hum. Antibod. Hybridomas
4:15), ky thuat lai té bao véi dong té bao B & ngudi (Kozbor, ef al., (1983) Immunology
Today 4:72 va Cote, et al., (1983) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A 80:2026-2030), k¥ thuat
lai té bao v6i dong té bao duogc bién nap EBV (Cole, et al,, in Monoclonal Antibodies
va Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., pp. 77-96, 1985), va su dung hop bing dién dyua
trén dién truong st dung thiét bi bién nap dién dung hop té bao budng 16n Cyto Pulse

(Cyto Pulse Sciences, Inc., Glen Burnie, MD). T6t hon néu té bao lach cta chudt nhit
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dugc phan 18p va dugc dung hop véi PEG hodc bang su dung hop bang dién véi dong
té bao u tay & chudt nhét dya trén cic quy trinh chuin. C4c dong té bao lai tao thanh sau
d6 6 thé dugc sang loc dé san xuét khang thé dic hiéu khang nguyén. Vi dy, huyén phu
té bao don clia lympho bao 14 lach tir chudt duge gay mién dich c6 thé dugc dung hop
v6i mot phén sau s luong cuia céc té bao u tiy & chudt nhét khong tiét P3X63- Ag8.653
(ATCC, CRL 1580) v6i 50% PEG. Céc té bao c6 thé duge cdy lén dia & mat do khoang
2 x 10° té bao/mL trong dia chudn d6 vi lwong day phang, sau d6 0 hai tudn trong moi
trudong chon loc chtra 20% huyét thanh dong v tinh ctia bao thai, 18% méi trudng didu
hoa "653", 5% origen (IGEN), 4 mM L-glutamin, 1 mM L-glutamin, 1 mM natri
pyruvat, SmM HEPES, 0,055 mM 2-mercaptoetanol, 50 don vi/ml penixilin, 50 mg/ml
streptomyxin, 50 mg/ml gentamyxin va 1X HAT (Sigma; HAT dugc bd sung 24 gior sau
khi dung hgp). Sau thoi gian hai tudn, cac t& bao co thé duoc nudi cdy trong moi trudng
trong d6 HAT dugc thay thé bang HT. Cac 16 riéng 1é sau d6 c6 thé dugc sang loc bang
ELISA ddi vé6i cac khang thé don dong IgG khang TIGIT. Ngay khi sy phat trién dong
té bao lai tré nén manh m&, mdi trudng c6 thé dugc quan sat thuong 1a sau thoi gian tur
10 dén 14 ngay. Dong té bao lai tiét khang thé c6 thé duoc cdy lai 1én dia, duoc sang loc
lai, va néu né van duong tinh di véi IgG & ngudi, khang thé don dong khang TIGIT,
c6 th8 dugc tai tao dong it nhit hai 14n bang cich pha lodng gi6i han. Céc dong vo tinh
phu 6n dinh sau d6 c6 thé duoc nudi ciy in vitro dé tao ra cac lugng nho khang thé trong
mdi trudng nudi ciy mo dé mo ta.

Do d6, séng ché bao gdm phuong phap tao ra khang thé khang TIGIT hoic manh
lién két khang nguyén ctia né theo sang ché bao gbdm budc nudi cdy té bao lai gidng biéu
hién khang thé hoic manh trong diéu kién c6 lgi cho su biéu hién nay va, tuy y, phin
1ap khang thé hoic manh tir dong t€ bao lai va/hodc mdi trudng sinh trudng (vi du moi
truong nudi ciy té bio).

Céc khang thé khang TIGIT dugc boc 1 trong ban md ta ndy cling ¢6 thé dugc
tao ra bing phuong phap tai t& hop (vi du, trong hé biéu hién E. coli/T7, hé biéu hién té
bao dong vat c6 v hodc hé biéu hién sinh vat ¢6 nhan dién hinh bac thip hon). Theo
phuong 4n nay, axit nucleic ma héa phan tir khang thé globulin mién dich theo sang ché
(vi du, Vi hodic V1) c6 thé duoc xen vao plasmit dwa trén pET va dugc biéu hién trong

hé E. coli/T7. Vi du, sang ché bao gdm phuong phéap biéu hién khang thé hoic manh
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lién két khang nguyén ciia n6 hoic chudi globulin mién dich ctia chiing trong té bao chi
(vi du, té bao chu vi khuén nhu E.coli nhw BL21 hoic BL21DE3) bao gdm biéu hién T7
RNA polymeraza trong té bao ciing bao gdm polynucleotit ma héa chudi globulin mién
dich ma duoc lién két hoat dong vdi trinh tw khéi ddu T7. Vi du, Theo mdt phuong 4n
ctia sang ché, té bao chi ctia vi khudn, nhu E. coli, bao gdm polynucleotit ma hoa T7
RNA polymeraza duoc lién két hoat dong véi trinh tu khéi déu lac va sy biéu hién cia
polymeraza va chudi dugc cam tmg bang cach u té bao chu véi IPTG (isopropyl-beta-
D-thiogalactopyranosit).

Céc khang thé tai td hop da biét duge tao ra bing cac phuong phéap khic nhau da
biét trong linh vuc ky thuat. Mot vi du v& phuong phap dé san xuit tai té hop cac khang
thé duoc boc 10 trong Patent M¥ sb 4,816,567.

Su bién nap c6 thé 12 phwong phap da biét bat ky d& dwa polynucleotit vao té bao
chui. Cac phuong phéap dua polynucleotit khac loai vao cac t& bao dong vat c6 v da biét
trong linh vuc k¥ thuat nay va bao gébm phwong phép chuyén nhiém qua trung gian
dextran, phuong phéap két tia canxi phosphat, phuong phap chuyén nhidm qua trung
gian polybren, phuong phap dung hop thé nguyén sinh, phuong phép bién nap dién,
phuong phép bao vi nang ctia (cc) polynucleotit trong liposom, phwong phap dua ADN
vao té bao bang sting bin gen dic biét va phuong phép tiém té bao truc tiép chira ADN
vao nhan. Ngoai ra, cac phén tlr axit nucleic co thé duoc dua vao té bao dong vat co vi
bang vecto virut. Cac phwong phép bién nap té bao 1a da biét trong linh vuc k¥ thuat.
Xem, vi du, Patent M§ s6 4,399,216; 4,912,040; 4,740,461 va 4,959,455.

Vi thé, sang ché bao gébm cac phwong phap tai t6 hop dé tao ra khang thé khang
TIGIT hoic méanh lién két khang nguyén ctia n6 theo sang ché, hodc chubi globulin mién
dich ctia chung, bao gdm budc dua polynucleotit ma héa mot hodc nhiéu chudi globulin
mién dich ctia khang thé hodc manh (vi dy, chudi globulin mién dich ning va/hoic nhe);
nudi cdy té bao chu (vi du, CHO hoic Pichia hodc Pichia pastoris) trong diéu kién c6
loi cho sy bidu hién nay va, tiy ¥, phan 14p khang thé hoic manh hoic chudi tir t& bao
chi va/hoic mai trudng trong d6 té bao chu phat trién.

Céc khang thé khang TIGIT ciing ¢6 thé dugc tdng hop bing phuong phap bét
ky trong sb cac phuong phép dugc dua ra trong Patent My sb 6,331,415.
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Céac té bao chu sinh vAt c6 nhan dién hinh va sinh vat chua c6 nhan dién hinh,
bao gém cac té bao dong vat c6 vu 1a céc t& bao chu dé biéu hién cac khang thé hoic
manh hoic chudi globulin mién dich dugc bdc 16 trong ban md ta nay da biét trong linh
vue k§ thuat va bao gdm nhidu dong té bao bat tir c6 sin tir B suu tap chiing gibng Hoa
Ky (American Type Culture Collection - ATCC). Céc té bao nay bao gdm, khdng ké
nhitng cdi khde, céc té bao budng trimg cta chudt Hamster Trung Qudc (CHO), NSO,
cac t& bao SP2, céc té bao HeLa, té bao than chudt hamster nho (BHK), té bao than khi
(COS), t& bao caxinom té bao gan & ngudi (vi du, Hep G2), céc té bao A549, cac té bao
3T3, céc té bao HEK-293 va nhidu dong té bao khac. Céc té bao chu ctia dong vat c6 vi
bao gém céc té bao nguoi, chudt nhét, chudt céng, cho, khi, lon, dé, bo, ngua va chudt
hamster. Dong té bao dugc wu tién dic biét duge Iya chon théng qua viéce x4c dinh dong
té bao ¢6 cac muc biéu hién cao. Dong té bao khac c6 thé duge st dung 13 dong té bao
cdn trung, nhu té bao S, té bao ludng cu, té bao vi khuén, t& bao thuc vat va t& bao
ndm. Té bao ndm bao gém céc té bao ndm men va nidm soi bao gém, vi du, Pichia
pastoris, Pichia finlandica, Pichia trehalophila, Pichia koclamae, Pichia
membranaefaciens, Pichia minuta (Ogataea minuta, Pichia lindneri), Pichia opuntiae,
Pichia thermotolerans, Pichia salictaria, Pichia guercuum, Pichia pijperi, Pichia
stiptis, Pichia methanolica, Pichia sp., Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces sp.,
Hansenula polymorpha, Kluyveromyces sp., Kluyveromyces lactis, Candida albicans,
Aspergillus nidulans, Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Trichoderma reesei,
Chrysosporium lucknowense, Fusarium sp., Fusarium gramineum, Fusarium
venenatum, Physcomitrella patens va Neurospora crassa. Pichia sp., Saccharomyces
sp. bt ky, Hansenula polymorpha, Kluyveromyces sp. bat ky, Candida albicans,
Aspergillus sp. bt ky, Trichoderma reesei, Chrysosporium lucknowense, Fusarium sp.
bét ky, Yarrowia lipolytica, va Neurospora crassa. Khi vecto bidu hién tai t6 hgp ma
hoa chudi ning hodc phan lién két khang nguyén hoic méanh cia ching, chudi nhe
va/hodc manh lién két khang nguyén ciia n6 duge dwa vao cic té bao chu dong vat c6
vu, cac khang thé duoc tao ra bang cach nudi cdy cac té bao chii trong khoang thdi gian
du @& cho phép su bidu hién cta khang thé hoic manh hoic chudi trong céc t€ bao chu

hodc sy ti€t vao trong moi trudng nudi cay trong do céac té bao chu phat trién.
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Céc khéang thé va manh lién két khang nguyén cia ching va cac chudi globulin
mién dich c6 thé dugc thu hdi tir méi trudng nudi cdy sir dung cac phwong phép tinh ché
protein chuan. Hon nita, su biéu hién ctia cic khang thé va manh lién két khang nguyén
clia ching va chudi globulin mién dich theo sang ché (hoic cac gde khac tir d6) tir dong
té bao san sinh c6 thé duoc ting cudng bang cach st dung nhiéu k§ thuét da biét. Vi du,
hé thdng biéu hién gen glutamin synthetaza (hé thdng GS) 1a hudng tiép cin phd bién
dé ting cudng sy bidu hién trong céc didu kién nhét dinh. Hé théng GS dugc ban luin
trong toan bd hodc mot phﬁn lién quan dén Patent Chau Au s6 0 216 846, 0 256 055, va
0 323 997 va Pon xin cip Patent Chau Au s 89303964.4. Do do, theo mét phuong an
ctia sang ché, cac té bao chu dong vat ¢6 va (vi du, CHO) thiéu gen glutamin synthetaza
va dugc phat trién khi khéng c6 mat glutamin trong méi trudng trong dé, tuy nhién,
polynucleotit ma héa chudi globulin mién dich bao gdm gen glutamin synthetaza bi vao
su thiéu gen trong té bao chu.

Sang ché bao gdbm phuong phép tinh ché khang thé khang TIGIT hodc méanh lién
két khang nguyén ctia n6 theo sang ché bao gdm budc dira miu bao gdm khang thé hodc
manh vao mdi trudong tinh ché (vi du, mdi trudong trao dbi cation, moi trudng trao ddi
anion, moi trudng trao dbi ky nude, moi trudng tinh ché i lyc (vi dy, protein-A, protein-
G, protein-A/G, protein-L)) va thu khang thé hodc manh dugc tinh ché tir phan cit luu
chuyén ctia miu néu trén ma khéng lién két véi méi trudng; hodc, thai bd phén cét luu
chuyén va rira giai khang thé hoic manh dugc lién két tir mdi truong va thu nude giai
hép. Theo mét phuong 4n cia sang ché, méi trudong trong cot duoc st dung cho miu.
Theo mot phuong 4n ctia sang ché, phuong phap tinh ché duoc thyc hién sau khi biéu
hién t4i t6 hop khang thé hoic manh trong té bao chu, vi du, trong d6 té bao chu duge
lam tan du tién va, thy ¥, dich tan dwoc tinh ché trong vt liéu khong hoa tan trude khi
tinh ché trén méi truong.

Nhin chung, glycoprotein duge tao ra trong dong té bao hodc dong vat chuyén
gen cu thé s& c6 mo hinh glycosyl héa 1 dic trung déi vé6i glycoprotein dugc tao ra
trong dong té bao hoic dong vét chuyén gen. Do d6, md hinh glycosyl héa cu thé cua
khéang thé s& phu thudc vao dong té bao hoic déng vat chuyén gen cu thé duoc st dung
dé tao ra khang thé. Tuy nhién, tit ca cac khang thé dwoc mé hoa bing céc phan tir axit

nucleic dugc dé xuat & day, hodc bao gom cac trinh ty axit amin dugc dé xuat ¢ day,
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bao gbdm sang ché, c6 thé ¢ sy doc 14p ctia md hinh glycosyl héa cac khang thé. Twong
tir, theo cac phuong 4n cu thé, cac khang thé c6 mé hinh glycosyl héa bao gdm chi N-
glycan khéng dugc fucosyl hoa c6 thé c¢6 loi, do cac khang thé nay dwoc thé hién 1a
thuong biéu hién tinh hiéu qué c6 hiéu lyc hon so véi cac ban sao dugce fucosyl hda cia
chung ca in vitro va in vivo (xem vi du, Shinkawa et al., J. Biol. Chem. 278: 3466-3473
(2003); Patent M§ sb 6,946,292 va 7,214,775). Cac khéang thé nay c6 cac N-glycan
khong dugc fucosyl hoa khong c6 kha ning gay mién dich do cac ciu triic hydrat cacbon
cta ching 13 thanh phén binh thudng cta ching loai ma ton tai trong IgG huyét thanh
nguoi.

Sang ché bao gdm cac khang thé da dong khang TIGIT va cac manh lién két
khéng nguyén cta chung, vi du, ché phdm chira nhidu khang thé khang TIGIT va cac
méanh, ma bao gdbm mot hodc nhidu khang thé khang TIGIT hodc cac manh lién két
khang nguyén cua chung theo sang ché, va phuong phap st dung chiing. Khéng thé da
dong la khang thé dugc tao ra trong s6 hodc vdi sy ¢6 mit ciia mot hodc nhidu cac khang
thé khong giéng hét nhau, khac. Nhin chung, cac khang thé da dong dugc san sinh tir
cac bao tang chtra cac lympho bao B khac nhau, vi du, lympho bao B cua dong vat dugc
didu tri bang chit khang nguyén dang néi dén, ma tao ra ching loai ctia cac khang thé
khac nhau nhung tit ca déu dinh huéng vao chit khang nguyén. Théng thuong, cac
khang thé da dong dugc thu truc tiép tir dong vat duoc gdy mién dich, vi du, 14 lach,
huybét thanh hoic dich ¢d truéng.

Sang ché bao gdm dic hiéu kép va cac khang thé hai chirc ning va cdc manh lién
két khang nguyén c6 tinh dic hiéu lién két dbi v6i TIGIT va mot khang nguyén khac
nhu, vi du, PD-1 hodc PD-L1 hodc LAG-3, va phuong phdp st dung ching. Theo mot
phuong 4n ciia sang ché, chudi khang TIGIT bao gbm trinh tu bat ky trong sb cac trinh
tu VH/VL dugc md ta trong bang 4, va cac chudi PD1 bao gbm trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO: 33 va 34 hodc ¢c6 SEQ ID NO: 35 va 36 (hodc manh lién két khang
nguyén cua trinh tu bét ky trong sb cac trinh tu néu trén). Khang thé dac hiéu kép hodc
hai chirc niing 14 khang thé lai nhan tao c6 hai cip chudi ning/chudi nhe khac nhau va
hai vi trf lién két khac nhau. Cac khang thé dic hiéu kép co thé duoc tao ra béng cac
phuong phap khac nhau bao gdm phwong phap dung hop céc dong té bao lai hoic lién
két cac manh Fab'. Xem, vi du, Songsivilai, ef al., (1990) Clin. Exp. Immunol. 79: 315-
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321, Kostelny, et al., (1992) J Immunol. 148:1547- 1553. Ngoai ra, cac khang thé dic
hiéu kép c6 thé dugc tao ra dudi dang "khang thé thé hai" (diabody) (Holliger, ef al.,
(1993) PNAS USA 90:6444-6448) hodc dudi dang "Janusins" (Traunecker, ef al., (1991)
EMBO J. 10:3655-3659 va Traunecker, ef al., (1992) Int. J. Cancer Suppl. 7:51-52).

Sang ché con bao gdm cac manh lién két khang nguyén khang TIGIT cia cac
khang thé khang TIGIT duoc bdc 16 trong ban mé ta nay. Cac manh khang thé bao gdm
cac manh F(ab),, c¢6 thé dugc tao ra bang sy phan cét enzym ctia IgG bang, vi du, pepsin.
Céac mang Fab c6 thé dugc tao ra bang, vi du, su khir F(ab), bing dithiotreitol hozc
mercaptoetylamin.

Globulin mién dich c6 thé duge chi dinh vao céc 16p khac nhau phu thudc vao
céc trinh ty axit amin cta mién hing dinh cta cac chudi ning cta chiing. C6 it nhit nim
16p globulin mién dich chinh: IgA, IgD, IgE, IgG va IgM, va cac 16p khéac nhau nay c6
thé dugc tach thém thanh cac phan 16p (isotyp), vi du IgG1, IgG2, 1gG3 va IgG4; IgAl
va IgA2. Sang ché bao gdm cac khang thé va manh lién két khang nguyén thudc bit ky
trong s6 cac 16p hodc phan 16p ndy ctia cac khéng thé.

Theo mot phwong 4n, khang thé hoic manh lién két khang nguyén bao gdm ving
hing dinh cta chudi ning, vi du ving hing dinh ctia ngudi, nhu viing hang dinh chudi
ning & ngudi y1, y2, ¥3, hodc y4 hodc bién thé cia chiing. Theo mdt phuong an khéc,
khang thé hodc manh lién két khang nguyén bao gdm ving hang dinh chudi nhe, vi du
ving hing dinh chudi nhe & ngudi, nhur viing chudi nhe & ngudi lamda hogc kapa hodc
bién thé ctia chiing. Bing cach vi du, va khong gidi han & ving hing dinh chudi ning &
ngudi c6 thé 14 y4 va ving hing dinh chudi nhe & ngudi cb thé 1a kapa. Theo mdt phuong
an khéc, ving Fc cia khang thé 1a v4 v6i dot bién Ser228Pro (Schuurman, J et. al., Mol.
Immunol. 38: 1-8, 2001).

Theo mot phwong 4n, khang thé hoic manh lién két khang nguyén bao gdm ving
hing dinh chudi ning cta kiéu phu IgG1.

Theo mdt s6 phuong 4n, cic mién hing dinh khac nhau c6 thé duoc ndi vao cac
viing Vi va Va PUGC NHAN HOA thu dugc tir cac CDR dugce dé xuét & day. Vi du,
néu viéc str dung cu thé dugc du dinh cua khéng thé (hodc manh) theo sang ché dé yéu
cdu dbi véi cac chire ning tac dong duoc bién dbi, mién hing dinh chudi nang khac véi

IgG1 & ngudi c6 thé duoc sir dung, hodic IgG1/IgG4 lai ¢6 thé duoc sir dung.
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Miic di cac khang thé IgG1 & ngudi duoc tao ra trong thoi gian ban thai 1au dai
va c6 chirc ning tic dong, nhu su hoat hoa bd thé va phan tng gy doc té bao phu thude
khang thé, cac hoat tinh nay khong thé dugc tao ra trong tat ca cac lan sir dung khang
thé. Trong trudong hop nay, mién hing dinh IgG4 & ngudi, vi du, c6 thé duoc sir dung.
Sang ché bao gdm cac khang thé khang TIGIT va cdc manh lién két khang nguyén cia
ching bao g@)m mién hing dinh IgG4, vi du, chit d6i khang, cac khang thé khang TIGIT
dwoc nhan héa va manh, va phuong phép st dung ching. Theo mdt phwong 4n, mién
hing dinh IgG4 c6 thé khac véi mién hing dinh IgG4 tu nhién & nguoi (S6 hidu luu gitr
Swiss-Prot s6 P01861.1) & vi tri twong Gmg v6i vi tri 228 trong hé théng EU va vi tri 241
trong hé théng KABAT, trong d6 Ser108 tur nhién dugc thay thé bang Pro, dé ngan chin
lién két disulfua lién chudi hiéu qua giita Cys106 va Cys109 (twong (g véi cdc vi tri
Cys 226 va Cys 229 trong hé théng EU va céc vi tri Cys 239 va Cys 242 trong hé théng
KABAT) c6 thé can trd sy hinh thanh lién két disulfua lién chudi thich hgp. Xem Angal
et al. (1993) Mol. Imunol. 30:105. Trong céc trudng hop khéc, mién hing dinh cia IgG1
da cai bién duoc bién ddi dé 1am ting thoi gian ban thai hodc 1am gidm chiic ning tac

dong c6 thé duoc sir dung.

Thao tc di truyén khang thé

Sang ché bao gdm céc phuong 4n trong d6 céc khang thé khang TIGIT va cac
manh lién két khang nguyén cia ching 14 c4c khing thé dugc thao tac di truyén dé bao
gbm céc cai bién dbi véi cac gbc khung trong mién bién dbi cia khang thé don dong gdc
(vi dy, chudt nhit hodc chudt cbng), vi du dé cai thién céc dic tinh cia khang thé hoac
ménh. Thong thudng, cac cai bién khung nay dugc tao ra dé lam giam tinh khdng nguyén
cta khang thé hodc manh. Piéu nay thuong duge thuc hién bang cach thay thé céac gbc
khong phai CDR trong mién bién ddi (nghia la cac gbc khung) trong khang thé gdc hoic
manh (vi du bo gdm nhém) v&i cac géc twong tu tir tinh déc hi¢u mién dich cua cac loai
trong d6 khang thé duoc st dung, vi du cic gbc ngudi trong trudong hop didu tri bénh
“cho ngudi. Khang thé hodc manh nay dugc dé cap dén dudi dang khang thé hodc manh
“duge nhan héa”. Trong mot sb trudng hop mong mudn dé 1am ting i luc, hodc thay
ddi tinh ddc hidu cua khang thé duogc thao tac di truyén (vi du duwoc nhan hoéa). Mot

huéng tiép can khac 13 "gdy dot bién nguroc" mot hodc nhiéu gbc khung thanh trinh tu
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dong gbc tuong tmg. Cu thé hon, khang thé hoic manh trai qua dot bién sinh dudng co
thé chua cac gbc khung ma khac vé6i trinh tw dong gbe tir khang thé thu duoc. Cac gbe
ndy c6 thé duge nhén biét bang cach so sanh trinh tu ctia khang thé hodc manh khung
v6i trinh tu dong gbe tir khang thé hoic manh thu duoc. Mot hudng tiép can khéc 13 hoi
bién trd lai géc ban dau (vi dy, bd gédm nhém) tai mot hodc nhiu vi tri cua khéng thé
duoc thao tac di truyén (vi du dugc nhan hoa), vi du, dé khoi phuc 4i luc lién két bi mét
di trong qué trinh thay thé cac gbc khung. (xem, vi du, Patent My s 5,693,762, Patent
My sb 5,585,089 va Patent My sb 5,530,101.)

Theo mot sb phwong 4n nhit dinh, cac khang thé khang TIGIT va c4c manh lién
két khang nguyén cta ching duoc thao tac di truyén (vi du dugc nhan hoa) dé bao gdbm
céc cai bién trong khung va/hodc cac CDR dé cai thién cac dic tinh ciia chiing. Cac thay
d6i dugc thao tac di truyén nay c6 thé dua trén sy md hinh hoa phan tir. Md hinh phén
ttr di v6i ving bién ddi cta trinh ty khang thé (khong phai nguoi) gbe c6 thé duge cdu
tao dé hidu cac dic diém chu tric cia khang thé va duoc str dung dé nhan biét cac ving
tiém nang trén khang thé ma c6 thé twong tac véi khang nguyén. Cac CDR thong thudong
dua trén sy sdp hang céc trinh ty globulin mién dich va nhan biét vung bién ddi. Kabat
et al., (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, Kabat, et al.; National
Institutes of Health, Bethesda, Md. ; 5® ed.; NIH Publ. No. 91-3242; Kabat (1978) Adv.
Prot. Chem. 32:1-75; Kabat, et al., (1977) J. Biol. Chem. 252:6609-6616. Chothia va
cac dong nghiép da kiém tra mot cich cén than cu tao clia vong trong cac cdu tric tinh
thé cta céc khang thé va cac vong siéu bién duge d& xuét. Chothia, et al., (1987) J Mol.
Biol. 196:901-917 hogc Chothia, et al., (1989) Nature 342:878-883. C6 cac bién thé giita
cac vung dugc phan loai thanh “CDR” va “céc vong si€u bién”
(Raghunathan et al, (2012) J. Mol Recog. 25, 3, 103-113) phan tich cac phttc hé tinh thé

khang thé-khang nguyén va quan st thdy ring cac ving lién két khang nguyén trong

. Cac nghién clru sau d6

cac khang thé khong nhét thiét phai phii hop hoan toan véi cac gbc “CDR” hoic cac
vong “siéu bién”. M6 hinh phan tit ciia viing bién d6i ctia khéng thé khong phai ¢ nguoi
c6 thé dugce str dung dé huéng dan viée lya chon c4c ving ¢6 thé lién két mot cach hiéu
qué véi khang nguyén. Trong thuec té, cac viing lién két khang nguyén hiéu qué dya trén
md hinh khac v6i cac “CDR” thong thudng hodc céc viing “siéu bién”. Phin mém khoa

hoc thuong mai nhu MOE (Nhém tin hoe hoa hoc) ¢6 thé duoc st dung dé m6 hinh hoa
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phén tr. Cac khung & nguoi co thé duoc lua chon dua trén cac lan bt cip t6t nhét vai
trinh tu khong phai ngudi trong ca khung va trong cac CDR. Déi v6i FR4 (khung 4)
trong cac ving VH, VI d6i voi cac dong gdc & ngudi dugce so séanh véi ving khong phai
nguodi twong ung. Trong truong hop FR4 (khung 4) trong cdc vung VL, J-kapa va J-
Lamda cua trinh tir dong gbc & ngudi duge so sanh véi viing khong phai ngudi twong
ung. Ngay khi cac khung & ngudi thich hgp dugc nhén biét, cac CDR duge ghép vao
cac khung & nguoi dugce lya chon. Trong mot s6 truomg hop cac gbe nhat dinh trong mit
phan giéi VL-VH c6 thé dugc gir lai dudi dang trinh tu (g6¢) khong phai ngudi. Céc
mo hinh phén tir ciing ¢6 thé dudc sit dung @& nhan biét cac gdc c6 thé c6 hidu qua sau
su sip xép phan tir cia CDR va do d6 lién két v6i khang nguyén. Trong mot s6 trudng
hop, céc gbc nay duge gitt lai dudi dang trinh tu (gbc) khong phai ngudi. Cac md hinh
phén tir cling co thé duoc st dung dé nhan biét cac axit amin dugc tiép xic véi dung
moi ma c6 thé tao ra céc tac dung khong mong mudn nhu sy glycosyl héa, sy khit amit
hoa va sy oxy hoda. B loc theo kha nang phat trién c6 thé dugc dwa vao sém trong giai
doan thiét k& dé loai bo/giam thidu cac van dé c6 thé xay ra nay.

Mot loai cai bién khung khéc lién quan dén sy dot bién mot hoic nhiéu cac géc
trong viung khung, hodc thdm chi trong mdt hodc nhiu ving CDR, dé loai bo epitop té
bao T @ nho d6 lam giam tinh khang nguyén c6 hiéu lyc ctia khéng thé. Hudng tiép can
nay ciling dugc dé cap dén dudi dang "loai bé kha ning tao mién dich" va dugc mo ta

chi tiét hon trong Patent M¥ sb 7,125,689.

Theo cac phuong an cu thé, mong mudn thay ddi axit amin d4 biét chira cac chudi
bén dugc bdc 16 bing géc axit amin khac dé tao ra kha ning 6n dinh héa hoc 16n hon
cua khé’mg thé cubi cung, dé tranh sy khir amit héa hosic dong phan héa. Sy khir amit
hoa ciia asparagin co thé xuét hién trén cac trinh tu NG, DG, NG, NS, NA, NT, QG hoic
QS va dan dén su tao ra gdc axit isoaspartic ma dwa mot nit vao chudi polypeptit va lam
giam d6 6n dinh ctia n6 (hidu g axit isoaspartic). Su d6ng phén hoa c6 thé xuit hién
tai cac trinh tw DG, DS, DA hodc DT. Theo mdt s phuong 4n, cac khang thé theo sang
ché khong chtra cc vi tri khir amit héa hodc hién twong dong phéan asparagin.

Vi du, gbc asparagin (Asn) c6 thé dugc thay dbi thanh Gln hodc Ala dé khir hidu
qua dbi v6i sy tao thanh isoaspartat tai c4c trinh tw Asn-Gly bét ky, cu thé 1 trong CDR.
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Vén dé tvong tu c6 thé xuét hién & trinh tw Asp-Gly. Reissner va Aswad (2003) Cell.
Mol. Life Sci. 60:1281. Sy hinh thanh isoaspartat c6 thé lam suy yéu hodc hity bé hoan
toan lién két ctia khang thé véi khang nguyén dich ctia nd. Xem, Presta (2005) J. Allergy
Clin. Immunol. 116:731 at 734. Theo mdt phuong 4n, asparagin dugc bién dbi thanh
glutamin (Gln). Ciing c6 thé mong mudn bién déi axit amin lién k& gbc asparagin (Asn)
hoic glutamin (Gln) dé 1am giam kha ning x4y ra su khtt amit hoa, xay ra & tbc d6 16n
hon khi axit amin nhé xuét hién lién k& v6i asparagin hodc glutamin. Xem, Bischoff &
Kolbe (1994) J. Chromatog. 662:261. Ngoai ra, cac gbc methionin bt ky (thudng la
Met tiép xuc véi dung moi) trong cdc CDR c6 thé dugc bién ddi thanh Lys, Leu, Ala,
hoic Phe hodc axit amin khac dé 1am giam kha ning oxy héa luu huynh ctia methionin,
¢6 thé 1am giam 4i luc lién két khang nguyén va cling gép phén vao tinh khong dong
nhat phan tir trong dang bao ché khang thé cudi cung. Id. Ngoai ra, dé ngan chin hoic
giam thidu céc lién két peptit Asn-Pro c6 thé phén cit duoc, ¢6 thé mong mudn bién dbi
céc t& hop Asn-Pro bat ky dugc tim thiy trong CDR thanh Gln-Pro, Ala-Pro, hodc Asn-
Ala. Céc khéang thé c6 cac dot bién thay thé ny sau d6 duge sang loc dé dam béo ring
cac dot bién thay thé khong 1am giadm 4i luc hodc tinh dic hiéu cta khéng thé dbi voi
TIGIT, hoic hoat tinh sinh hoc mong mudn khac dén mirc khong thé duge chép nhan.

Béng 2. Céc bién thé CDR én dinh dugc ldy 1am vi du

Gbc CDR Trinh ty bién thé 6n dinh
Asn-Gly GIn-Gly, Ala-Gly, hodc Asn-Ala
(N-G) (Q-G), (A-G), hodc (N-A)
Asp-Gly Glu-Gly, Ala-Gly hodc Asp-Ala
(D-G) (E-G), (A-G), hodc (D-A)

Met (thudng tiép xiic v6i dung mdi) | Lys, Leu, Ala, hodc Phe

M) (K), (L), (A), hogc (F)

Asn Gln hoac Ala

N) (Q) hodc (A)

Asn-Pro GIn-Pro, Ala-Pro, hodc Asn-Ala
(N-P) (Q-P), (A-P), hodc (N-A)

Theo mét s6 phuong 4n theo sdng ché, CDR3 ¢6 SEQ ID NO:3 ¢6 thé dugc bién
dbi tai vi tri 110W dé 1am giam hodc loai bé sw oxy hoa c6 thé c6 (trong d6 cach danh
sé 1a theo Kabat). Vi vay, vi du SEQ ID NO:3 (MPSFITLASLSTWEGYFDF) c6 thé

duoc cai bién thanh trinh tu bét ky trong s cac trinh ty sau day:
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MPSFITLASLSTFEGYFDF (SEQ ID NO:79), MPSFITLASLSTYEGYFDF (SEQ ID
NO:80), MPSFITLASLSTIEGYFDF (SEQ ID NO:81), MPSFITLASLSTVEGYFDF
(SEQ ID NO:82) hoac MPSFITLASLSTLEGYFDF (SEQ ID NO:83). Do d6, theo mét
s6 phwong 4n clia sang ché, khang thé khang TIGIT theo sang ché bao gdm viing bién
ddi chudi ning bao gdm CDR1 ¢6 SEQ ID NO:1, CDR2 ¢6 SEQ ID NO:2 va CDR3 ¢
SEQ ID NO: 3, 79, 80, 81, 82 hodc 83.

Theo mdt sb phuong an cia sang ché, CDR2 c¢6 SEQ ID NO:5 ¢6 thé duogc cai
bién tai cac vi tri 52N va 53S dé khit hodc loai bd céc vi tri khir amit héa c6 thé ¢6
(trong d6 cach danh sb 12 theo Kabat). Vi thé, vi du SEQ ID NO:5 (YANSLQT) c6 thé
dugc cai bién thanh trinh tu bat ky trong sb cac trinh tu sau ddy: YASNLQT (SEQ ID
NO:65), YASSLQT(SEQ ID NO:66), YASTLQT(SEQ ID NO:67), YATTLQT (SEQ
ID NO:68), YASYLQT (SEQ ID NO:69), YANQLQT (SEQ ID NO:70),
YAGSLQT(SEQ ID NO:71), YASQLQT(SEQ ID NO:72), YADSLQT(SEQ ID
NO:73). Do d6, theo mét sb phuwong an ctia sang ché, khang thé khang TIGIT theo sang
ché bao gébm ving bién dbi chudi nhe bao gdbm CDR1 c¢6 SEQ ID NO:4, CDR2 ¢6 SEQ
ID NO:5, SEQ ID NO:66, SEQ ID NO:67, SEQ ID NO:68, SEQ ID NO:69, SEQ ID
NO:70, SEQ ID NO:72, SEQ ID NO:72 hoac SEQ ID NO:73, va CDR3 c6 SEQ ID
NO:6.

Theo mdt s6 phurong an theo sang ché, CDR3 c¢6 SEQ ID NO:6 ¢6 thé dwoc bién
dbi tai vi tri 95W dé 1am giam hoic loai bo su oxy hoa ¢6 thé ¢ (trong d6 cach danh
s6 1a theo Kabat). Vi thé, vi du SEQ ID NO:6 (QQYYSGWT) c6 thé duoc cai bién thanh
trinh tu bat ky trong sd cédc trinh tu sau ddy: QQYYSGFT (SEQ ID NO:74),
QQYYSGYT (SEQ ID NO:75), QQYYSGIT (SEQ ID NO: 76), QQYYSGVT (SEQ ID
NO:77), QQYYSGLT (SEQ ID NO:78). Do d6, theo mdt s6 phuong 4n cia sang ché,
khéang thé khang TIGIT theo sang ché bao gdm ving bién ddi chudi nhe bao gdm CDR1
c6 SEQ ID NO:4, CDR2 c¢6 SEQ ID NO:5 va CDR3 ¢6 SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:74,
SEQ ID NO:75, SEQ ID NO:76, SEQ ID NO:77 hodc SEQ ID NO:78.

Theo mdt s& phuong 4n theo sang ché, khang thé khang TIGIT theo sang ché bao
gdm ving bién dbi chudi nhe bao gdm CDR1 ¢6 SEQ ID NO:4, CDR2 ¢6 SEQ ID NO:5,
SEQ ID NO:66, SEQ ID NO:67, SEQ ID NO:68, SEQ ID NO:69, SEQ ID NO:70, SEQ
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ID NO:72, SEQ ID NO:72 hoac SEQ ID NO:73, va CDR3 c6 SEQ ID NO:6, SEQ ID
NO:74, SEQ ID NO:75, SEQ ID NO:76, SEQ ID NO:77 hoac SEQ ID NO:78.

Theo mdt phuong an khac theo sang ché, khang thé khang TIGIT theo sang ché
bao gdm ving FR4 chudi ning chira trinh ty axit amin c6 trinh tu bét ky trong s cac
SEQ ID NO: 7, 9-24 hoic 38-47, trong d6 M tai vi tri 122 dwoc thay thé bang V, L, A,
R,N,PQ,E, G, L, H,K,F, S, T, W, hoic L dé tranh su oxy hoa c6 thé cé.

Theo mot phuong an khac cia sang ché, khang thé khang TIGIT theo sang ché
bao gébm vung FR4 chudi ning chira trinh tur axit amin c6 trinh tu bét ky trong sd cac
SEQ ID NO: 7, 9-24 hoic 38-47, trong d6 M tai vi tri 122 va V tai vi tri 123 duogc thay
thé 1an luot bang T va L d& tranh su oxy héa c6 thé co.

Theo mét sb phuong 4n theo sang ché, CDR3 ¢6 SEQ ID NO:90 c6 thé dugc bién
ddi tai vi tri 6 dé lam gidm hodc loai bd su oxy hoa co thé c6. Do d6, vi du SEQ ID
NO:90 (GGPYGWYFDV) duoc cai bién thanh trinh tu bét ki trong s cac trinh ti sau
day: SEQ ID NO: 154-167.

Thao tac di truyén khang thé @i v6i ving Fe

Céc khang thé (vi du, cac khang thé dugc nhan héa) va cac manh lién két khang
nguyén cta chung dugc boc 16 trong ban mo ta nay (vi du, 14A6, 28HS, 31C6 va kiéu
duoc nhan hoa cua ching) cling c6 thé duge thao tac di truyén dé bao gdm cac cai bién
trong ving Fc, thong thuong dé bién dbi mot hoic nhidu dic tinh cua khang thé, nhu
thoi gian bén thai huyét thanh, su ¢ dinh bd thé, lién két thu thé Fe, va/hodc chirc ning
tac dong (vi du, phan tng gy ddc té bao phu thudc khang nguyén). Hon nita, cac khang
thé va manh lién két khang nguyén ctia ching dugc bdc 10 trong ban mo ta nay (vi du,
14A6, 28HS5, 31C6 va kiéu dugc nhan hoa cua chung) c6 thé duoc cai bién v& mit hoa
hoc (vi du, mdt hodc nhiéu céc gdc hoa hoc ¢ thé dugc gén vao khang thé) hoic duge
c4i bién dé thay dbi su glycosyl hoa ctia n6, mot 1an nira 1a dé bién ddi mot hodc nhidu
dic tinh ctia khang thé hoic manh. Mi phuong an trong sd céc phuong 4n nay duge mo
ta chi tiét hon du6i day. Viéc danh s cac gbe trong ving Fe 13 cach dénh s theo danh
muc EU cua Kabat.

Céc khéang thé va manh lién két khang nguyén ciia ching duoc bdc 19 trong ban
mo ta nay (vi du, 14A6, 28HS5, 31C6 va kiéu dugc nhan hoa cia ching) cling bao gém

cac khang th€ va manh véi cac ving Fe dugce cai bién (hodc dugc phong bé) dé tao ra
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chic ndng tic dong duogc bién ddi. Xem, vi du, Patent My sb 5,624,821;
W02003/086310; W02005/120571; W02006/0057702. Cac cai bién nay c6 thé duoc
str dung dé lam tang hodc e ché cic phan tng khac nhau ctia hé mién dich, vdi cac tac
dung c6 10i ¢6 thé c6 trong chan doan va didu tri bénh. Céc bién dbi ciia ving Fc bao
gdm céc thay dbi axit amin (dot bién thay thé, dot bién khuyét va dot bién xen), su
glycosyl héa hodic su khir glycosyl hoa, va bd sung nhiéu ving Fc. Céc thay d6i dbi véi
Fc ciing c6 thé bién dbi thoi gian ban thai ctia cac khang thé trong cac khang thé didu tri
bénh, c6 kha nang dinh lidu c6 tan suét it hon va do d6 1am ting su thudn tién va lam
giam vi€c st dung vat li¢u. Xem Presta (2005) J. Allergy Clin. Immunol. 116:731 & 734-
35.

Theo mdt phuong an, khang thé hodc manh lién két khang nguyén theo séang ché
(vi dy, 14A6, 28H5, 31C6 hoic kiéu dugc nhan hoa ctia chiing) 1a khang thé isotyp IgG4
hozic méanh bao gdm ddt bién Serin thanh Prolin tai vi trf twong ting véi vi tri 228 (S228P;
danh muc EU) trong ving béan 1& ctia ving hing dinh chudi ning. Dot bién nay dugc
thong béo 1a loai bod tinh khong ddng nhét ctia cac cau disulfua lién chudi ning trong
vung ban 18 (Angal et al. néu o trém; vi tri 241.dya trén hé théng déanh sb Kabat).

Theo mdt phuong 4n ca sang ché, ving ban 18 cia CH1 dugc cai bién dé cho sb
lwong cac gbe xystein trong ving ban 18 ting 1én hodc giam di. Hudng tiép can nay con
duge mo ta trong Patent M sb 5,677,425. Sb lugng cac gdc xystein trong ving ban 18
ctia CH1 duogc bién d6i, vi du, dé hd trg su 1ap rép ciia chudi nhe va chudi ning hoic dé
lam tang hodc lam giam do én dinh ctia khang thé.

Theo mdt phuong 4n khic, ving ban 18 Fc ctia khang thé hoic manh lién két
khang nguyén theo séng ché (vi duy, 14A6, 28HS5 hodc 31C6 hodc kiéu dugc nhan hoa
ctia chung) dugce dot bién dé lam gidm thoi gian ban thai sinh hoc cua khang thé hodc
manh. Cu thé hon, médt hoic nhidu dot bién axit amin duge dwa vao ving mit phan gisi
mién CH2-CH3 ctia manh ban 18 Fc dé cho khang thé hodc manh c6 lién két véi protein
A tu cdu ((SpA) suy giam so v6i lién két SpA - mién ban 1& Fe tu nhién. Hudng tiép cén
nay duoc mo ta chi tiét hon trong Patent My sb 6,165,745.

Theo mdt phuong an khéc, khang thé hoic manh lién két khang nguyén theo sang
ché (vi du, 14A6 hozc 28H5 hoic kiéu duge nhan héa ciia né) duoc cai bién dé 1am ting

thoi gian ban thai sinh hoc ctia nd. Cac hudng tiép can khéac nhau 1 thich hop. Vi du,
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mot hodc nhiéu dot bién sau day co thé dugc dua vao: T252L, T254S, T256F, nhu dugce
md ta trong Patent M§ s6 6,277,375. Theo cach khac, dé 1am ting thoi gian ban thai sinh
hoc, khang thé c¢6 thé duge bién dbi trong ving CHI hozic CL dé chira hd trg epitop lién
két thu thé duoc 14y ra tir hai vong ctia mién CH2 ctia ving Fe ctia IgG, nhu duge mo ta
trong Patent My sb 5,869,046 va 6,121,022.

vTheo céc phuong 4n khac nita, ving Fe duoc bién ddi bang cach thay thé it nhat
mot gbc axit amin bang mét gbe axit amin khéc dé bién ddi (cac) chic ning tac dong
ctia khang thé hoic méanh lién két khang nguyén. Vi du, mot hoic nhidu axit amin dugc
chon tir c4c gbc axit amin 234, 235, 236, 237, 297, 318, 320 va 322 ¢6 thé dugc thay thé
bang mdt gbc axit amin khac dé cho khang thé c6 4i luc bién dbi dbi voi phdi tir hidu
ng va giit lai kha nang lién két khang nguyén cua khang thé gdc. Phéi tir hiéu tng vé6i
ai luc duge bién dbi c6 thé 1, vi du, thu thé Fc hodc thanh phﬁn C1 cta bd thé. Hudng
tiép c4n ndy dwgc mo ta chi tiét hon trong Patent My s6 5,624,821 va 5,648,260.

Trong mot vi du khéc, mdt hodc nhiéu axit amin duoc chon tir cac géc axit amin
329, 331 va 322 ¢6 thé duoc thay thé bang mot gbe axit amin khac dé cho khang thé co
lién két C1q duoc bién ddi va/hodic 1am giam hodc hily bd phan tmg gy doc té bao phu
thudc bd thé (CDC). Hudng tiép cin nay duoc md ta chi tiét hon trong Patent M s6
6,194,551.

Trong mot vi du khéc, mot hodc nhiéﬁ gbc axit amin trong cac vi tri axit amin
231 va 239 duogc bién ddi dé nho d6 bién dbi kha ning ctia khang thé dé ¢b dinh b thé.
Huéng tiép can nay con duge md ta trong Cong bd don PCT sé WO 94/29351.

Theo mot vi du khac nita, vung Fc duoc bién ddi dé 1am giam kha ndng ctia khang
thé hodc manh lién két khang nguyén theo sang ché (vi du, 14A6 hodc 28H5 hoic kiéu
dugce nhan héa cia nd) dé didu tiét phan ing gay doc té bao phu thudc khang thé (ADCC)
va/hodic dé 1am giam 4i lyc ciia khang thé hodc manh thy thé Fey bing céch cai bién mot
hoidc nhiéu axit amin tai cac vi tri sau day: 238, 239, 243, 248, 249, 252, 254, 255, 256,
258, 264, 265, 267, 268, 269, 270, 272, 276, 278, 280, 283, 285, 286, 289, 290, 292,
293, 294, 295, 296, 298, 301, 303, 305, 307, 309, 312, 315, 320, 322, 324, 326, 327,
329, 330, 331, 333, 334, 335, 337, 338, 340, 360, 373, 376, 378, 382, 388, 389, 398,
414, 416, 419, 430, 434, 435, 437, 438 hodc 439. Hudéng tiép cén nay con dugc mo ta
trong Cong bd don PCT s6 WO 00/42072. Hon nita, vi tri lién két trén IgG1 & ngudi ddi
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v6i FeyR1, FeyRII, FeyRIII va FcRn d3 duge dinh vi va cac bién thé véi lién két duoc
cai thién dugc mo ta (xem Shields et al. (2001) J. Biol. Chem. 276:6591-6604).

Theo mot phuong 4n clia sang ché, ving Fe duoc bién ddi dé 1am giam kha niang
cua khang thé theo sang ché (vi du, 14A6, 28H5, 31C6 va kiéu duoc nhin héa cta
chung) dé lam trung gian cho chirc ning tic dong va/hodc dé lam tang dic tinh khang
viém bang cach cai bién cac gdc 243 va 264. Theo mot phuong 4n, ving Fc ciia khéng
thé hodc méanh duge cai bién béng cach thay dbi cac géc tai cac vi tri 243 va 264 thanh
alanin. Theo mdt phuong an, ving Fc dugc bién ddi dé 1am giam kha ning cta khang
thé hoic manh dé 1am trung gian cho chirc ning tac dong va/hodc dé 1am ting dic tinh
khang viém bang cach cai bién cac gbc 243, 264, 267 va 328.

Tang cuong chirc nang tic dong

Theo mdt sé phuong an, ving Fe ctia khang thé khang TIGIT dugc cai bién dé
lam tang kha ning cta khang thé hodc manh lién két khang nguyén dé 1am trung gian
cho chirc ning tac dong va/hoic dé 1am ting lién két cia chiing véi thu thé Fc gama
(FcyRs).

Thuat ngit "Chtre ning tic dong" nhu duge stir dung & ddy dugc hiéu 1a ding dé
chi mot hodc nhidu hoat tinh gy ddc qua trung gian té bao phu thudc khang thé (ADCC),
c4c dap ng qua trung gian hoat tinh gy doc té bao phu thude bd thé (CDC), sy thuc
bao qua trung gian Fc hodc sy thuc bio cua té bao phu thudc khang thé (ADCP) va su
tudn hoan khang thé thong qua thu thé FcRn.

Tuong tac gitra ving hing dinh cia protein lién két khang nguyén va céc thu thé
Fc (FcR) khac nhau bao gdm FcgamaRI (CD64), FegamaRII (CD32) va FegamaRIII
(CD16) duoc tin ring dé& 1am trung gian cho céc chirc ning tac dong, nhu ADCC va
CDC, cua protein lién két khang nguyén. Thu thé Fc ciing 14 quan trong ddi v6i khang
thé lién két chéo, c6 thé 1a quan trong dbi véi sy mién dich chéng khéi u.

Chtre ning tac dong c6 thé duoc do theo nhiéu cach bao gdm vi du thong qua lién
két ciia FegamaRIII v6i cac té bao giét tw nhién hodc théng qua FegamaRI vai bach cdu
don nhan/dai thyc bao dé do chirc ning tac dong ADCC. Vi du, protein lién két khang
nguyén theo sang ché ¢ thé duoc danh gid vé chirc ning tac dong ADCC trong thir

nghiém té bao giét tu nhién. Cac vi du v& cac thir nghiém c6 thé dugc tim thdy trong
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Shields et al, 2001 J. Biol. Chem., Vol. 276, p 6591-6604; Chappel et al, 1993 J. Biol.
Chem., Vol 268, p 25124-25131; Lazar et al, 2006 PNAS, 103; 4005-4010.

Céc dac tinh ADCC hodc CDC cua cac khang thé theo sang ché, hodc dic tinh
lién két chéo cia chiing, ¢6 thé duogc ting cudng theo nhiéu cach.

Ving hing dinh cta IgG1 & ngudi chira cac ddt bién dic hiéu hoic su glycosyl
hoa duge bién dbi trén gbc Asn297 dugc thé hién 1 ting cudng lién két vai thu thé Fe.
Trong mdt sb trudng hop, cac dot bién nay ciing dugc thé hién 13 lam ting cuong ADCC
va CDC (Lazar et al. PNAS 2006, 103; 4005-4010; Shields et al. J Biol Chem 2001,
276; 6591-6604; Nechansky et al. Mol Immunol, 2007, 44; 1815-1817).

Theo mot phuong 4n cua sang ché, cac dot bién nay trong mot hodc nhiéu vi tri
duoc chon tir 239, 332 va 330 (IgG1), hodc céc vi tri tuong duong trong céc isotyp IgG
khéc. Céc vi du vé cac dot bién thich hop 12 S239D va I332E va A330L. Theo mot
phuong 4n, protein lién két khang nguyén theo séng ché & day dwoc mb ta duoc dot bién
tai cac vi tri 239 va 332, vi du S239D va I332E hodc theo mdt phuong an khac dugce dot
bién tai ba hodc nhiéu vi tri duge chon tir 239 va 332 va 330, vi du S239D va I332E va
A330L. (danh s6 theo danh muc EU).

Theo mét phuong an khac cia sang ché, sang ché d& xuit khang thé bao gdm
ving hing dinh chudi ning véi profin glycosyl héa dugc bién dbi dé cho protein lién
két khang nguyén c6 chirc ning tac dong dugc ting cudng. Vi dy, trong d6 khang thé
c6 ADCC duoc tang cuong hodc CDC dugce tang cuong hodc trong d6 nd c6 ca chirc
nang tac dong ADCC va CDC duoc ting cudng. Cac vi du vé cac phuong phép luan
thich hop dé tao ra protein lién két khang nguyén véi profin glycosyl hoa dugc bién dbi
dugc md ta trong WO2003011878, WO2006014679 va EP1229125.

Theo mét khia canh khac, sang ché dé xudt cac khang thé “khong duoc fucosyl
héa” hoidc “duge bd qua qua trinh fucosyl hoa”. Céc khang thé khong duoc fucosyl hoa
che gidu cdu truc 16i tri-manosyl gdbm céc N-glycan kiéu phirc hé ctia Fc ma khong ¢6
gbc fucoza. Céc khang thé dugc thao tac di truyén glyco nay thiéu gdc fucoza 15i tir Fe
N-glycan c6 thé thé hién ADCC manh hon so v&i céc dang tuong duong dugce fucosyl
héa do sy ting cudng kha ning lién két FcgamaRIIIa.

Sang ché ciing d& xuét phuong phap san xuét khang thé theo sang ché bao gdbm

cac budc: a) nudi cay té bao chu tai to hop bao gom vecto bicu hién bao géom axit nucleic
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dugc phan 14p nhu duge mo ta & day, trong do té bao chu tai td hop khong chira alpha-
1,6-fucosyltransferaza; va b) thu hdi protein lién két khang nguyén. Té bao chi tai td
~hop c6 thé thuong khong chita gen ma héa alpha-1,6-fucosyltransferaza (vi du cac té
bao chit nAm men nhu Pichia sp.) hodc ¢6 thé duoc cai bién di truyén dé bét hoat alpha-
1,6-fucosyltransferaza. Té bao chu tai t& hop dugc cai bién di truyén dé bat hoat gen
FUT8 ma hoa alpha-1,6-fucosyltransferaza 1a sn c6. Xem, vi dy, hé théng k¥ thuat
POTELLIGENT™ c6 sin tir BioWa, Inc. (Princeton, N.J.) trong d6 cac t& bao
CHOKI1SV thiéu chirc nang sao chép cua gen FUTS tao ra khang thé don dong c6 hoat
tinh clia phan tng giy doc té bao qua trung gian té bao phu thudc khang thé (ADCC)
duoc ting cudng ma tang 1én so véi khang thé don dong gibng hét dugc tao ra trong té
bao ¢6 gen FUT8 chirc nang. Cac khia canh v& hé théng k§ thuat POTELLIGENT™
duoc md ta trong US7214775, US6946292, WO0061739 va W0O0231240. Nguoi ¢
hiéu biét trung binh vé linh vuc k¥ thuat nay s€ nhén ra cdc hé théng thich hop khéc.
S& r3 rang dbi v6i ngudi co hiéu biét trung binh v& linh vuc k¥ thuét nay rang cac
cai bién nay khong nhiing c6 thé dugc sit dung mot minh ma con c6 thé dugc st dung

két hop vé6i nhau dé ting cudng thém chirc ning tac dong.

San xuit cac khang thé vé6i su glycosyl héa duge cai bién

Theo mot phuong an khéc nita, cadc khang thé hodc cac méanh lién két khang
nguyén theo sdng ché (vidu, 14A6, 28HS5,31C6 va kiéu dugc nhan héa ciia chiing) bao
gdm mo hinh glycosyl héa cu thé. Vi duy, khang thé duoc bd qua qua trinh fucosyl héa
hoac khong dugc glycosyl hda hodc manh ctia né ¢6 thé duoc tao ra (nghia 13, khang thé
thiéu fucoza hodc su glycosyl hda, tuong tng). M6 hinh glycosyl hoa cua khang thé
hodc manh co6 thé dugc bién dbi dé, vi dy, lam tiang ai lyc hodc 4i tinh cua khéng thé
hodc méanh d6i v6i khang nguyén TIGIT. Céc cai bién nay c6 thé dwoc hoan thién bang
cach, vi du, bién ddi mot hodc nhidu vi tri glycosyl héa trong trinh ty khang thé hoic
manh. Vi du, mdt hodc nhidu dot bién thay thé axit amin c6 thé dugc tao ra ma su loai
b6 két qua ctia mdt hodc nhidu vi tri glycosyl héa khung ving bién dbi dé nho d6 loai
bd su glycosyl hoa tai vi tri d6. Sy aglycosyl hoa nay c6 thé 1am ting 4i luc hoic 4i tinh
ctia khang thé hoic manh khing nguyén. Xem, vi du, Patent MY s6 5,714,350 va
6,350,861.
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Céc khang thé va manh lién két khang nguyén dugc boc 10 trong ban mo ta nay
(vi du, 14A6, 28HS5, 31C6 va kidu duge nhan héa clia ching) c6 thé con bao gém cac
khang thé dugc tao ra trong céc té bao chii ciia sinh vat c6 nhan dién hinh bac thap, cu
thé 13 cac t& bao cha ndm nhu ndm men va ndm soi duogc thao tic di truyén dé tao ra
glycoprotein ¢6 md hinh glycosyl hoa gidng ngudi hoic dong vat ¢6 vi (xem vi dy, Choi
etal, (2003) Proc. Natl. Acad. Sci. 100: 5022-5027; Hamilton et al., (2003) Science 301:
1244-1246; Hamilton et al., (2006) Science 313: 1441-1443; Nett et al., Yeast 28(3):237-
52 (2011); Hamilton et al., Curr Opin Biotechnol. Oct;18(5):387-92 (2007)). Mot uu
didm cu thé v& cac té bao chu duoc cai bién di truyén ddi véi dong té bao dong vat co
v duoc sir dung hién tai 1a kha nang dé kiém soét profin glycosyl hoa cia glycoprotein
duoc san sinh trong céc t& bao d& cho ché phim chira glycoprotein c6 thé dugc tao ra
trong dé cAu tric N-glycan cu thé chiém wu thé (xem, vi du, Patent M¥ s6 7,029,872 va
Patent My s 7,449,308). Céc té bao chu dugc cai bién di truyén nay dugc st dung dé
tao ra cac khang thé c6 ciu truc N-glycan cu thé chiém wu thé (xem vi du, Li ef al.,
(2006) Nat. Biotechnol. 24: 210-215).

Theo c4c phuong 4n cu thé, cic khang thé va manh lién két khang nguyén clia
chung dugc bdc 10 trong ban mo ta nay (vi du, 14A6, 28HS5, 31C6 va kiéu dugc nhan
hoéa cta ching) con bao gdm céc khang thé dugc san xuét trong cac té bao chu cia sinh
vat c6 nhan dién hinh bac thip va bao gdbm N-glycan lai va phirc hé duge fucosyl hoa va
khong dugc fucosyl héa, bao gdm cac dang duge chia ddi va c6 nhiéu nhanh, gdm nhung
khong giéi han & N-glycan nhu GleNAca-gMansGIlcNAcy;  Galg-4)GleNAc(-
syMan3GlcNAcy; NANA (1-4)Gal1-4)GleNAca-9Man3GleNAc,.

Theo céc phuong 4n cu thé, cac khang thé va manh lién két khang nguyén cia
ching duogc dé xuét & day (vi dy, 14A6, 28H5, 31C6 va kiéu duoc nhan hoa cua ching)
¢6 thé bao gdm cac khang thé hodc manh ¢ it nhét mot N-glycan lai duge chon tir nhém
bao g61n GIcNAcMansGleNAc,; GalGlcNAcMansGlcNAca; va
NANAGalGleNAcMansGIcNAc. Theo céc khia canh cu thé, N-glycan lai 1a céc loai
N-glycan chiém wu thé trong ché pham.

Theo cac phwong 4n cu thé, cic khang thé va manh lién két khang nguyén ctia
chung duoc dé xuét & day (vi du, 14A6, 28H5; 31C6 va kiéu dugc nhan héa ciia

ching) bao gém céc khang thé va manh c6 it nhdt mot N-glycan phirc hé dugc chon tir
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nhom bao gdm GlcNAcMan;GlcNAcy; GalGleNAcMan3GleNAc;
NANAGalGlcNAcMan3GleNAcy; GleNAc:Man3GlcNAcs;
GalGIlcNAc:ManzGIecNAc,; Gal,GIcNAcMan3GIcNAcy;
NANAGal,GlcNAcaMansGlecNAcs; va NANA2GalaGleNAcaMansGIcNAcs. Theo cac
khia canh cu thé, N-glycan phirc hé 13 c4c loai N-glycan chiém wu thé trong ché phim.
Theo cac khia canh khéc, N-glycan phirc hé 1a cac loai N-glycan cu thé bao gdm
khoang 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 97%, 98%, 99%, hodc 100% N-
glycan phirc hé trong ché phdm. Theo mdt phwong an, khéng thé va cac manh lién két
khang nguyén ctia chiing duoc dé xuit ¢ diy bao gdm N-glycan phtic hé, trong d6 it
nhét 13 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 97%, 98%, 99%, hoic 100% N-glycan phirc
hé bao gdm chu tric NANA,Gal,GlcNAc,;MansGleNAc,, trong d6 cAu tric nay dugc
b6 qua qua trinh fucosyl héa. Cu tric ndy cd thé dugc tao ra, vi dy, trong céc té bao
cht Pichia pastoris dugce thao tac di truyén.

Theo cac phwong an cu thé, N-glycan duoc fucosyl hoa. Nhin chung, fucoza la
mot lién két 01,3 voi GleNAc tai dau khir ciia N-glycan, li€n két 01,6 v6i GIcNAc tai
dau khir ciia N-glycan, lién két 1,2 v6i Gal tai dau khong khir ctia N-glycan, lién két
al,3 v6i GleNac tai diu khong khir cia N-glycan, hodc lién két al,4 v6i GIcNAc tai diu
khong khir cia N-glycan.

Do d6, theo cac khia canh cu thé ctia ché phdm glycoprotein néu trén,
glycoform 1a mdt lién két al,3 hodc fucoza lién két 01,6 dé tao ra glycoform duoc
chon tir nhém bao gdm MansGlcNAca(Fuc), GleNAcMansGleNAca(Fuc),
Man3GlcNAcy(Fuc), GIeNAcMansGleNAcy(Fuc), GIeNAcMans;GleNAca(Fuc),
GalGlecNAcoManzGleNAc,(Fuc), Gal,GleNAcaMansGleNAcz(Fuc),
NANAGal,GlcNAc,Man3GleNAc(Fuc), va
NANA,Gal,GlcNAc,Man;GleNAca(Fuc); trong lién két al,3 hodc fucoza lién két al,4
dé tao ra glycoform dugc chon tir nhom bao g@)m GlcNAc(Fuc)MansGIcNAc,
GlcNAc(Fuc)MansGleNAc,, GleNAca(Fuci2)MansGleNAc,, GalGleNAca(Fuci-
2)Man3GlcNAc,, Gal,GlcNAcy(Fucl-2)Man3GlecNAc2, NANAGal2GleNAc2(Fuce:-
2)ManzGlcNAc,, va NANA»Gal,GlcNAcz(Fuci2)Man3GleNAc; hodc trong fucoza
lién két 01,2 dé tao ra glycoform dugc chon tir nhém bao gdbm

Gal(Fuc)GIlcNAcaMan3GlcNAc,, Galy(Fuci2) GIeNAc:Man3GIlcNAc:,
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NANAGaly(Fuci-2)GleNAcaMan3GleNAc,, va NANA>Galx(Fuci.-
2)GlcNAc,Man3GlecNAca.

Theo cac khia canh khac, cac khang thé (vi du, cic khang thé dugc nhan hoa)
hodc cac manh lién két khang nguyén cia chung bao gdm N-glycan manoza cao, gom
nhung khong gi¢i han ¢, MangGlcNAcz, Man7GlcNAcz, MansGlcNAcz, MansGlcNAca,
ManyGlcNAc,, hodic N-glycan gdm c6 ciu trac Man3GlcNAc) N-glycan.

Theo céac khia canh khac, N-glycan phirc hé con bao gdm cc dang duoc chia doi
va ¢6 nhiéu nhanh dugc fucosyl hoa va khong duge fucosyl hoa.

Nhu dugce st dung ¢ day, thuét ngit "N-glycan" va "glycoform" dugc st dung
thay thé cho nhau va ding dé chi oligosacarit dugc lién két NV, vi du, oligosacarit dugc
gin voi gbe asparagin cta polypeptit bang lién két asparagin-N-axetylglucosamin,
Glycoprotein duoc lién két N chira gde N-axetylglucosamin dugc lién két v6i amit nito
clia gbc asparagin trong protein. Céc dudng chiém wu thé dugc tim thdy trén
glycoprotein 1a glucoza, galactoza, manoza, fucoza, N-axetylgalactosamin (GalNAc),
N-axetylglucosamin (GIcNAc) va axit sialic (vi du, axit N-axetyl-neuraminic (NANA)).
Viée xi Iy cac nhom dudng xay ra dong thoi véi sy dich ma trong khoang cia ER va
tiép tuc sau dich ma trong thé Golgi d6i v6i glycoprotein dugc lién két .

N-glycan c¢6 mot 161 pentasacarit chung chira ManzGlcNAc, ("Man" dung dé chi
manoza; "Glc" dung d& chi glucoza; va "NAc" ding dé chi N-axetyl; GlcNAc ding daé
chi N-axetylglucosamin). Thong thudng, cc cu trac N-glycan dugc thé hién béi dau
khong khtr bén trdi va ddu khir bén phai. Dau khir ciia N-glycan 13 ddu dugc gn vao
gbc Asn bao gdm vi tri glycosyl hoa trén protein. N-glycan khac vé s6 lugng cac nhanh
(anten) bao gdm dudng ngoai vi (vi du, GlcNAc, galactoza, fucoza va axit sialic) dugc
bd sung vao ciu tric 1561 Man3GlcNAc, ("Man3") ciing duoc dé cap dén dudi dang "15i
trimanoza ", "18i pentasacarit" hodc "l8i paucimanoza". N-glycan dugc phan loai theo
c4c thanh phan duoc phan nhanh (vi du, manoza cao, phitc hé hoic lai). N-glycan loai
"manoza cao" c¢6 nim hodc nhidu hon gdc manoza. N-glycan loai "phirc hg" thong
thudng c6 it nhit mot GleNAc dugc gén v6i nhanh 1,3 manoza va it nhat mot GIcNAc
dwoc gin vao nhanh 1,6 manoza ctia 15i "trimanoza". N-glycan phitc hé ciing c6 thé c6
cac gbe galactoza ("Gal") hodc N-axetylgalactosamin ("GalNAc") tiy ¥ dwoc cai bién

béng axit sialic hodc cac dan xuét (vi du, "NANA" hodc "NeuAc", trong d6 "Neu" dung
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dé chi axit neuraminic va "Ac" ding d& chi axetyl). N-glycan phirc hé ciing c6 thé c6
céc phan thay thé trong chudi bao gdm GIcNAc “chia d6i” va 16i fucoza ("Fuc"). N-
glycan phirc hé ciing c6 thé c6 nhidu anten trén "151 trimanoza," thuong duge dé cip dén
duéi dang "glycan nhiéu anten." N-glycan "lai" ¢6 it nhit mot GIcNAc trén déu cudi ctia
nhénh 1,3 manoza cta 18i trimanoza va khong hodc nhiéu manoza trén nhanh 1,6 manoza
trén 101 trimanoza. N-glycan khac nhau cling dugc dé cap dén duéi dang "glycoform."

Péi voi N-glycan phire hé, thuat ngit "G-2", "G-1", "G0", "G1", "G2", "Al1", va
"A2" ¢6 nghia nhu sau. "G-2" dung dé chi cAu triic N-glycan c6 thé dugc mé ta duési
dang Man3GlcNAcy; thuat ngit "G-1" dung dé chi chu trac N-glycan c6 thé duge mo ta
dudi dang GleNAcMan3GleNAcy; thudt nglt "G0" dung & chi cdu triic N-glycan c6 thé
dugc mo ta dudi dang GlcNAcyMan3GleNAcy; thudt ngit "G1" dung dé chi cAu triic N-
glycan c6 thé duge mo ta dusi dang GalGleNAcoyMan3GleNAcy; thuét ngit "G2" dung
dé chi céu trac N-glycan c6 thé dugc mb ta dusi dang GalpGlcNAcoMan3GlcNAc);
thuat ngt "Al" diung dé chi cu trac N-glycan c6 thé dwoc mé ta dusi dang
NANAGalyGlcNAcyMan3zGleNAcy; va, thudt ngit "A2" dung dé chi c4u trac N-glycan
c6 thé duge mo ta dudi dang ANA»GalyGleNAcoMan3GleNAc). Trir khi ¢6 quy dinh
khéc, thuat ngir G-2", "G-1", "GO", "G1", "G2", "A1", va "A2" diung dé chi cac dang N-
glycan thiéu fucoza dugc gin vao gdc GlcNAc tai dau khtr cia N-glycan. Khi thuat ngit
bao gébm "F", thi "F" dung dé chi cac dang N-glycan chira gbc fucoza trén gbc GleNAc
tai d4u khr cua N-glycan. Vi du, tit ca GOF, G1F, G2F, A1F, va A2F chi ra réng N-
glycan con bao gdm gbc fucoza duoc gén vao gbc GleNAc tai dau khir ciia N-glycan.
Sinh V4t c6 nhan dién hinh bac thdp nhu ndm men va ndm s¢i thudng khong tao ra N-
glycan ma tao ra fucoza.

EDéiVéiALgbwanrﬁﬁéunhénh,ﬂu@tngﬁ"Aﬁgbwanrﬂﬁéunhénh”dﬁngdéchiAﬁ
glycan con bao gdbm gbc GIcNAc trén gbc manoza bao gdm dau khong khir ctia nhénh
1,6 hodc nhanh 1,3 cta N-glycan hoic gbc GIeNAc trén mdi gbc manoza bao gdbm dau
khong khtr ciia nhanh 1,6 va nhanh 1,3 cia N-glycan. Do d6, N-glycan nhiéu nhénh c6
thé duoc dic trung béi cic cong thirc GleNAc(2-4)Man3GleNAc), Gal(1-4)GleNAc(2-
4)Man3GleNAcy, hodc NANA(1-4)Gal(1-4)GleNAc(2-4)Man3GleNAc). Thudt ngit
"1-4" dung dé chi 1, 2, 3, hoic 4 géc.
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Dbi v6i N-glycan duge chia dbi, thuit ngir "N-glycan dugc chia d6i" dung dé chi
N-glycan trong d6 gbc GlcNAc dugc lién két véi gbc manoza tai dau khtr ctia N-glycan.
N-glycan duoc chia d6i c6 thé duoc dic trung béi cong thirc GleNAc3ManzGleNAc)
trong d6 mdi gbc manoza dugc lién két tai diu khong khir ctia né véi gde GleNAc.
Nguoc lai, khi N-glycan nhiéu nhanh dugc md ta dusi dang GleNAc3Man3GleNAc),
cong thirc nay chi ra ring hai gbc GleNAc dugc lién két v6i gdc manoza tai ddu khong
khtr cia mot trong hai nhanh cia N-glycan va mot gbc GleNAc duoc lién két vai gbe

manoza tai diu khong khir ctia nhanh N-glycan khéc.

Céc dic tinh tu nhién cta khang thé

Céc khang thé va manh lién két khang nguyén ctia ching duge boc 16 trong ban
md ta nay (vi du, 14A6, 28HS5,31C6 va kiéu dugc nhan héa cta chung) con co thé chua
mdt hodc nhiéu vi tri glycosyl héa trong ving bién ddi globulin mién dich chudi ning
hodic chudi nhe. Vi tri glycosyl héa nay c6 thé tao ra tinh khang nguyén ting ctia khang
thé hodc manh hodc su bién ddi cua pK cua khang thé do lién két khang nguyén duoc
bién ddi (Marshall et al. (1972) Annu Rev Biochem 41:673-702; Gala va Morrison
(2004) J Immunol 172:5489-94; Wallick et a/ (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). Su glycosyl héa di duge biét xuét hién tai métip chira
trinh tuy N-X-S/T.

Mbi khéng thé hodc manh lién két khang nguyén (vi du, 14A6, 28HS, 31C6 hodc
kidu duogc nhén héa cua ching) s& c6 diém ding dién (pI) duy nhét, nhin chung nim
trong khoang pH tir 6 ¢én 9,5. pI d6i véi khang thé IgG1 thong thuong nim trong khoang
pH bing tir 7 &én 9,5 va pI d6i v6i khang thé IgG4 thong thudng nam trong khoang pH
tr 6 dén 8.

Mbi khang thé hodc manh lién két khang nguyén (vi dy, 14A6, 28HS5, 31C6 hodc
kiéu dugc nhan héa ciia chiing) s& ¢6 nhiét @6 néng chay dic trung, véi nhiét do nong
chay cao hon thé hién d6 én dinh néi chung 16n hon in vivo (Krishnamurthy R va
Manning MC (2002) Curr Pharm Biotechnol 3:361-71). Nhin chung, Twv (nhiét do
khong gip nép ban diu) c6 thé 16n hon 60°C, 16n hon 65°C, hodc 16n hon 70°C. Nhiét
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d6 nong chay cia khang thé hodc manh c6 thé duge do bang cach st dung phuong phap
phan tich nhiét quét vi sai (Chen et al (2003) Pharm Res 20:1952-60; Ghirlando et al
(1999) Immunol Lett 68:47-52) hodc may quang phd ludng sic tron (Murray et al. (2002)
J. Chromatogr Sci 40:343-9).

Theo mét phuong 4n khéc, cic khang thé va manh lién két khang nguyén cia
ching (vi du, 14A6, 28HS5, 31C6 va kiéu duoc nhan hoéa cia ching) dugc lya chon dé
khong 1am phan hiy nhanh chéng. Su phan hiy ctia khang thé hoic manh 06 thé duoc
do bing cach sir dung k¥ thuat dién di mao quan (CE) va MALDI-MS (Alexander AJ
va Hughes DE (1995) Anal Chem 67:3626-32).

Theo mot phuong an khéc, cac khéng thé (viduy, 14A6, 28H5,31C6va kiéu duoc
nhan héa cia ching) va cic manh lién két khang nguyén ciia ching dugc lya chon ¢6
céc tac dung két tu tdi thiéu, c6 thé din dén su kich hoat dép tng mién dich khéng mong
mudn va/hodc dic tinh dugc dong hoc duge bién ddi hodc khong c6 lgi. Nhin chung,
cac khang thé vA manh c6 thé chép nhan duge véi su két tu béng 25% hodc nho hon,
20% hodc nhd hon, 15% hodc nho hon, 10% hozc nhé hon, hodc 5% hodc nho hon. Sy
két tu co6 thé duoc do béng cac k¥ thudt khac nhau, bao gém cOt loai trir kich thudc
(SEC), phuong phép sic ky 1ong hiéu ning cao (HPLC), va phuong phép tén xa 4nh

sang.

Thé lién hop khang thé |

Céc khang thé khang TIGIT va cac manh lién két khang nguyén ciia chiing dugc
bdc 16 trong ban md ta nay (vi du, 14A6, 28H5, 31C6 va kiéu duoc nhan hoa cia ching)
cling ¢6 thé duoc lién hop voi mot gde hoa hoc. Gbe hoa hoc 6 thé 13, khdng ké nhiing
cdi khde, polyme, nuclit phong xa hodc yéu t6 gay doc té bao. Theo cac phuong 4n cu
thé, gbc héa hoc 14 polyme 1am ting thoi gian ban thai cia khang thé hodc manh trong
co thé cuia d6i twong. Polyme thich hop gdm, nhung khong gidi han &, polyme wa nuéc
gbm, nhung khong gii han &, polyetylen glycol (PEG) (vi du, PEG vé6i trong luong
phén tir béng 2kDa, 5 kDa, 10 kDa, 12kDa, 20 kDa, 30kDa hodc 40kDa), dextran va
monometoxypolyetylen glycol (mPEG). Lee, et al., (1999) (Bioconj. Chem. 10:973-
981) boc 19 khang thé chudi don dugc lién hop v6i PEG. Wen, ef al., (2001) (Bioconj.
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Chem. 12:545-553) bdc 1 céc khang thé lién hop véi PEG duoc gén véi chét tao chelat
kim loai phdng xa (axit dietylentriaminpentaaxetic (DTPA)).

Céc khang thé va manh lién két khang nguyén cua chung duoc boc 16 trong ban
mo td nay (vi du, 14A6, 28HS, 31C6 va kiéu dugc nhin hoa cia chuing) cling c¢6 thé
dugec lién hop véi cac nhan nhu *Tc,0Y, n, 2P, 14C, 1231, 3H, BI], I, 1O, BN, BF,
358, S1Cr, 57To, 226Ra, °Co, Fe, 57Se, 152Eu, 7CU, 217Ci, 211At, 212Pb, 47Sc, 199Pd, 234Th,
va YK, 157Gd, 3Mn, 3*Tr, va *Fe.

Céc khang thé va manh lién két khang nguyén duoc boc 10 trong ban mé ta nay
(vi du, 14A6, 28HS, 31C6 va kiéu duoc nhan héa cia chung) cling c6 thé duoc PEGyl
hoa, vi du dé 1am tang thoi gian ban thai (vi du, huyét thanh) sinh hoc ctia n6. Dé PEGyl
héa khang thé hodc manh, khang thé hoic manh thong thudng duge phan tng véi dang
phén tng ciia polyetylen glycol (PEG), nhu este phan (mg hoic dan xuét aldehyt cta
PEG, trong cac diéu kién trong d6 mdt hoic nhiéu nhém PEG tré nén duogc gin vai
khéng thé hodc khang thé manh. Theo cic phuong 4n cu thé, sy PEGyl hoa dugc tién
hanh thong qua phéan Gng axyl héa hodc phan tng alkyl héa véi phan t& PEG phan Gng
(hodc polyme hoa tan trong nudc ¢6 phan tng tuong tu). Nhu dugc st dung & day, thuat
ngit "polyetylen glycol" dugc ding dé bao gdm dang bét ky trong sb cac dang cia PEG
dugc sir dung dé tao din xuét cho cic protein khac, nhu mono (C1-C10) alkoxy hodc
aryloxy-polyetylen glycol hodc polyetylen glycol-maleimit. Theo mdt s phuong én,
khéng thé hodc manh duoc PEGyl hoa 1a khang thé khong duoc glycosyl hoa hodc manh.
Céc phuong phap d& PEGyl hoa cac protein di biét trong linh vuc k¥ thuat nay va c6
thé duoc ing dung vdi cac khang thé theo sang ché. Xem, vi du, EP 0 154 316 vaEP 0
401 384.

Céc khang thé va manh lién két khang nguyén dugc bdc 1 trong ban mé ta nay
(vidu, 14A6, 28HS5, 31C6 va kiéu duogc nhan hoa cua chung) cling c6 thé dugc lién hop
v6i céc nhan (chit danh ddu) huynh quang hodc phat quang hoa hoc, gdm céc chét huynh
quang nhu chelat d4t hiém, floresxein va d4n xut cia né, rhodamin va dén xudt cua no,
isothioxyanat, phycoerythrin, phycoxyanin, alophycoxyanin, o-phtaladehyt,
florescamin, '3?Eu, dansyl, umbeliferon, luxiferin, nhan luminal, nhin isoluminal, nhin
acridini este thom, nhan imidazol, nhdn mudi acridimi, nhan oxalat este, nhan aequorin,

2,3-dihydrophtalazindion, biotin/avidin, nhin quay va cac gdc tw do dn dinh.
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Céc khang thé va manh lién két khang nguyén ctia ching theo sang ché (vi du,
14A6, 28H5, 31C6 va kiéu duge nhin hoa ctia chung) ciing c¢6 thé duogc lién hop véi
yéu td gay doc té bao nhu doc t6 bénh bach hau, chudi A ngoai djc td Pseudomonas
aeruginosa, chudi A rixin, chudi A abrin, chudi A modecxin, alpha-sarxin, protein
Aleurites fordii va cic hop chat (vi du, axit béo), protein dianthin, protein Phytoiacca
americana PAPL, PAPIL, va PAP-S, chét tc ché momordica charantia, curxin, crotin,
chét tc ché saponaria officinalis, mitogelin, restrictoxin, phenomyxin, va enomyxin.

Phuong phap bét ky da biét trong linh vuc k¥ thuat dé lién hop céc khang thé va
manh lién két khang nguyén cua chung theo sang ché (vi du, 14A6, 28H5, 31C6 va kiéu
dugc nhan hoa cia ching) véi cac gbe khac nhau c6 thé duge sir dung, bao gdm céc
phuong phap dugc md ta bai Hunter, ef al., (1962) Nature 144:945; David, et al., (1974)
Biochemistry 13:1014; Pain, et al., (1981) J. Immunol. Meth. 40:219; va Nygren, J.,
(1982) Histochem. va Cytochem. 30:407. Phuong phép lién hop céc khang thé va manh

thong thudng va da biét rit o trong linh vuc ky thuat.

Ung dung trong diéu tri bénh ctia khéng thé khang TIGIT

Sang ché con dé xuét phuong phap didu tri cho dbi trong, bao gdm dbi tuong
ngudi, cin didu tri bing cac khang thé hoic manh lién két khéng nguyén dugc phan lap
ctia ching dugc bdc 10 trong ban mo ta nay (vi du, 14A6, 28HS, 31C6 va kiéu dugc
nhan hoéa cua chung). Theo mdt phuong 4n cla sang ché, dbi trong nay bi bénh nhiém
tring hodc bénh 1ay nhiém. Theo mot phuong 4n khac theo séng ché, ddi tugng nay bi
bénh ung thu. Theo mot phwong 4n, bénh ung thu 13 khéi u rén bi thAm nhiém béi céc
lympho bao thdm nhiém vao khdi u ma biéu hién TIGIT. Theo mot phuong 4n, bénh
ung thu 1a, vi du, sacom xuwong, ung thu mo lién két co van, u nguyén bao than kinh,
bénh ung thu thén, bénh bach cAu, bénh ung thu té bao chuyén tiép trong thén, bénh ung
thu bang quang, bénh ung thu Wilm, bénh ung thu budng tring, bénh ung thu tuyén tuy,
bénh ung thu vii, bénh ung thu tuyén tién liét, bénh ung thu xuong, bénh ung thu phdi
(vi dy, bénh ung thu phoi t€ bao khong nho), bénh ung thu da day, bénh ung thu rudt
két—truc trang, bénh ung thu cb tir cung, sacom mang hoat dich, bénh ung thu dau va cd,
caxinom té bao hinh vay, da u tiy, bénh ung thu té bao than, u nguyén bao véng mac, u

nguyén bao gan, caxinom té bao gan, u hac ac to, khoi u dang que cua than, sacom
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Ewing, ung thur xwong sun, bénh ung thu bdo, u nguyén bao than kinh dém, u mang nio
tly, u tuyén yén, u ddy than kinh thinh giac, u than kinh ngoai bi nguyén thily, u nguyén
bao tiy, u néo té bao hinh sao, u sao bao bat san, u than kinh dém it nhanh, u mang nio
thit, u nhti d4m rdi mang mach, bénh da hong ciu nguyén phat, ching ting tiéu ciu
nguyén phat, bénh xo tiy v6 cin, sacém md mém, bénh ung thu tuyén gidp, bénh ung
thu mang trong da con, bénh ung thu hach hodc bénh ung thu gan, bénh ung thu v hodc
bénh ung thu da day. Theo mot phuong 4n cila sang ché, bénh ung thu 13 bénh ung thu
di can, vi du, ciia cac dang bénh khac nhau dugc mo ta & trén.

Theo mét phuong 4n, sang ché dé xuét phuong phép diéu tri cho di twong sir
dung khéng thé khang TIGIT ho#c manh lién két khang nguyén ciia né theo sang ché
(vi du, 14A6, 28H5, 31C6 va kiéu dugce nhan héa cia ching), trong d6 dbi twong bi
bénh nhiém virut. Theo mdt phuong 4n, bénh nhiém virut 12 bénh nhiém tring do virut
dugc chon tir nhém bao gém virut gdy suy giam mién dich & ngudi (HIV), virut viém
gan (A, B, hodc C), virut herpes (vi du, VZV, HSV-I, HAV-6, HSV-II, va CMV, virut
Epstein Barr), adenovirut, virut ciim, flavivirut, echovirut, rhinovirut, coxsackie virut,
coronavirut, virut hop bao hd hép, virut bénh quai bi, rotavirut, virut sdi, virut rubela,
parvovirut, virut bénh ddu mua & stc vat, virut HTLV, virut bénh sbt xudt huyét,
papilomavirut, virut bénh da ndi dém, poliovirut, virut bénh dai, virut JC hodc virut bénh
viém nao.

Theo mdt phuong 4n, sang ché dé xuat phuong phép diéu tri cho dbi twong sir
dung khéang thé khang TIGIT hodc manh lién két khang nguyén ciia né theo sang ché,
trong do dbi twong bi bénh nhiém khuin. Theo mot phuong 4n, bénh nhiém khuén 1a
bénh nhiém tring do vi khudn duoc chon tir nhém bao gdm Chlamydia, vi khuin
rickettsia, truc khudn, tu cAu khuén, khuén lién cau, phé ciu khudn, cAu khudn mang ndo
va 1au cu, vi khudn gram 4m hinh que, vi khuén proteus, vi khuén serratia, vi khuin
hinh que pseudomonas, Legionella, Corynebacterium diphtheriae, Salmonella, khuin
hinh que, Vibrio cholerae, Clostridium tetan, Clostridium botulinum, Bacillus anthricis,
Yersinia pestis, Mycobacterium leprae, Mycobacterium lepromatosis, va Borriella.

Theo mot phuong 4n, sang ché dé xuét phuong phap didu tri cho d6i tugng st
dung khang thé khang TIGIT hoc manh lién két khang nguyén cta né theo sang ché,

trong d6 dbi tugng nay bi bénh nhiém nim. Theo mdt phuong 4n, bénh nhiém nim la
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bénh nhiém tring do ndm dugc chon tir nhém bao gém Candida (albicans, krusei,
glabrata, tropicalis, v.v.), Cryptococcus neoformans, Aspergillus (fumigatus, niger,
v.v.), gibng Mucorales (mucor, absidia, rhizopus), Sporothrix schenkii, Blastomyces
dermatitidis, Paracoccidioides brasiliensis, Coccidioides immitis va Histoplasma
capsulatum.

Theo mdt phuong 4n, sang ché dé xuét phuong phap didu tri cho ddi tuong st
dung khang thé khang TIGIT hoic manh lién két khang nguyén cta né theo sang ché,
trong d6 d6i tuong bi bénh nhidm ky sinh trﬁ}lg. Theo mot phuong 4n, bénh nhiém ky
sinh triing 14 bénh nhiém triing do ky sinh tring dugc chon tir nhém bao gdm Entamoeba
histolytica, Balantidium coli, Naegleria fowleri, Acanthamoeba, Giardia lambia,
Cryptosporidium, Pneumocystis carinii, Plasmodium vivax, Babesia microti,
Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi, Leishmania donovani, Toxoplasma gondii va
Nippostrongylus brasiliensis.

Ngoai ra, sing ché d& xuét phuong phép ngin ngira hodc trc ché lién két cua
TIGIT véi MHC 16p 11, ting cudng su hoat hoa té bao T ddc hiéu khang nguyén hoic
kich thich sy san sinh interleukin-2 béi té bao T & dbi twong (vi du, ngudi), vi du, trong
do dbi tuong bi bénh ung thu hodc bénh lay nhiém (vi du, nhu duge ban luan trong ban
md ta nay) bao gdm viéc ding mot lwong hitu higu cia khang thé khang TIGIT hoic
manh lién két khang nguyén cia né (vi du, 14A6, 28A5, 31C6 va kiéu duoc nhan héa
cta chung), tuy ¥ két hop vai chat héa tri lidu khéc.

“Dbi tuong” ¢6 thé 13 dong vat c6 vii nhu ngudi, ché, meéo, ngua, clru, chudt
nhit, chudt céng, khi (vi du, khi cynomolgous, vi du, Macaca fascicularis) hodc tho.
Theo cac phuong an dugce vu tién cia sang ché, dbi twong nay 1a ngudi.

Theo cac phuong 4n cu thé, cac khang thé hodc cac manh lién két khang nguyén
ctia ching dugc boc 16 trong ban mo t4 nay (vi du, 14A6, 28HS, 31C6 va kiéu duge
nhan hoa cta chiing) ¢6 thé dugc st dung mot minh, hozc két hop véi céc chét diéu tri
bénh khéc va/hodc quy trinh diéu tri bénh, dé didu tri hoic ngan chan bénh bat ky nhu
bénh ung thu, vi du, nhu dugc ban ludn trong ban md ta nay, ¢ dbi tuong can diéu tri
hodc ngan chan. Ché phim, v du, duoc pham chira chét mang dugc dung, bao gdm cac

khang thé va manh nay két hop véi chit diéu tri bénh khac 12 mot phén clia sang ché.
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Theo cac phuong 4n cu thé, cac khang thé hodc cdc manh lién két khang nguyén
cua chung dugc bdc 1§ trong ban md ta nay (vi du, 14A6, 28HS, 31C6 va kiéu duogc
nhan héa cia chung) c6 thé dugc st dung mdt minh, hodc két hop v6i vacxin ung thu.

Theo céc phuong 4n cu thé, cac khang thé hoic cdc méanh lién két khang nguyén
cia chung dugc bdc 10 trong ban md ta nay (vi du, 14A6, 28HS, 31C6 va kiéu duoc
nhan héa cia ching) ¢6 thé dugc st dung mot minh, hodc két hop v6i chét hoéa tri.

Theo céc phwong 4n cu thé, cac khang thé hogc cac méanh lién két khang nguyén
cua ching dugc bdc 19 trong ban mo ta nay (vi du, 14A6, 28H5, 31C6 va kiéu duoc
nhén héa cia ching) c6 thé dugc str dung mdt minh, hodc két hop v6i lidu phép biic xa.

Theo c4c phuong 4n cu thé, cic khing thé hodic cac manh lién két khang nguyén
cua chung dugc bdc 10 trong ban mod ta nay (vi du, 14A6, 28H5, 31C6 va kiéu dugc
nhan hoa cta chung) ¢ thé dugc sit dung mdt minh, hodc két hop voi céc liéu phép
duoc hudng dich. Cac vi du vé cac liéu phap duogc huéng dich gdm: lidu phap hodcmon,
chét &rc ché dan truyén tin hiéu (vi du, chét uc ché EGFR, nhu cetuximab (Erbitux) va
erlotinib (Tarceva)); chit e ché HER2 (vi du, trastuzumab (Herceptin) va pertuzumab
(Perjeta)); chét (rc ché BCR-ABL (nhu imatinib (Gleevec) va dasatinib (Sprycel)); chét
trc ché ALK (nhu crizotinib (Xalkori) va ceritinib (Zykadia)); chét trc ché BRAF (nhu
vemurafenib (Zelboraf) va dabrafenib (Tafinlar)), chét didu bién su biéu hién gen, chit
kich thich qué trinh chét theo chuong trinh (vi du, bortezomib (Velcade) va carfilzomib
(Kyprolis)), chit tc ché sy hinh thanh mach (vi du, bevacizumab (Avastin) va
ramucirumab (Cyramza), khang thé don dong dugc gin v6i cac doc t& (vi du,
brentuximab vedotin (Adcetris) va ado-trastuzumab emtansin (Kadcyla)).

Theo c4c phuong an cu thé, cac khang thé khang TIGIT hodc cdc manh lién két
khang nguyén cta ching theo séng ché (vi du, 14A6, 28H5, 31C6 va kiéu dugc nhan
héa ctia chiing) c6 thé duoc st dung két hop voi chét diéu tri bénh chéng bénh ung thu
hodc thudc mién dich diéu bién nhu thu thé didu bién mién dich chit e ché, vi du, khang
thé hoic manh lién két khang nguyén cuia né lién két dac hiéu vai thu thé.

Do d6, sang ché bao gdm ché pham bao gdm khéng thé khang TIGIT hodc manh
lien két khang nguyén cta né theo sang ché (vi du, 14A6, 28HS5, 31C6 va kiéu dugc
nhan héa cta chung) két hop v6i pembrolizumab; cling nhu phuong phép diéu tri hoic

ngan ngira bénh ung thu & dbi twgng bao gdm budc st dung mot lugng hitu higu cta
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khang thé khang TIGIT hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 va pembrolizumab
cho dbi twong. Tuy y, ddi tuong ciing duge st dung chét diéu tri bénh khéc.

Theo mot phuong an cia sang ché, khang thé khang TIGIT hodc manh lién két
khéang nguyén ctia n6 theo sang ché (vi du, 14A6, 28H5, 31C6 va kiéu dugc nhén héa
ctia ching) duoc két hop véi khang thé duge phan 14p bao gdm globulin mién dich chudi
ning chua trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:33 va globulin mién dich chudi nhe
chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:34. SEQ ID NO: 33 va 34 m4 hoa chudi
ning va chudi nhe clia pembrolizumab.

Theo mdt phuong 4n cia sang ché, khang thé khang TIGIT ) hodc manh lién két
khéang nguyén cta né theo sang ché (vi du, 14A6, 28H5, 31C6 va kidu dugc nhén héa
ctia chung) duoc két hop véi khang thé duge phan 1ap bao gdbm globulin mién dich chudi
ning chua trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:35 va globulin mién dich chudi nhe
chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:36. SEQ ID NO: 35 va 36 mi hoa chudi
ning va chudi nhe ctia nivolumab.

Theo mot phuong 4n ciia sang ché, khang thé khang TIGIT hozc manh lién két
khéang nguyén ctia né theo sang ché (vi du, 14A6, 28H5, 31C6 va kiéu duge nhan hoa
cia chung) duoc két hop v6i mot hodc nhiu: khang thé khang PD1 (vi du,
pembrolizumab, nivolumab, pidilizumab (CT-011)), khang thé khang PDL1, khang thé
khang CTLA4, khang thé khang CS1 (vi du, elotuzumab), khang thé khang
KIR2DL1/2/3 (vi du, lirilumab), khang thé khang CD137 (vi dy, urelumab), khang thé
khang GITR (vi dy, TRX518), khang thé khang PD-L1 (vi dy, BMS-936559,
MSB0010718C hodc MPDL3280A), khang thé khang PD-L2, khang thé khang ILT1,
khang thé khang ILT2, khang thé khang ILT3, khang thé khang ILT4, khang thé khang
ILTS5, khang thé khang ILT6, khang thé khang ILT7, khang thé khang ILTS, khang thé
khang CD40, khang thé khang OX40, khang thé khang ICOS, khang thé khang SIRPa,
khéang thé khang KIR2DL 1, khang thé khang KIR2DL2/3, khang thé khang KIR2DLA4,
khéng thé khang KIR2DLS5A, khang thé khang KIR2DL5B, khang thé khang KIR3DL1,
khéang thé khang KIR3DL2, khang thé khang KIR3DL3, khang thé khang NKG2A,
khéng thé khang NKG2C, khang thé khang NKG2E, khang thé khang 4-1BB (vi du, PF-
05082566), khang thé khang TSLP, khang thé khang IL-10, IL-10 hozc IL-10 PEGyl

hoa, hodc chat rc ché phan tit hitu co nhé bat ky ctia cac dich nay.
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Theo mot phuong 4n clia sang ché, khang thé khang TIGIT hodc manh lién két
khang nguyén cda no theo sang ché (vidu, 14A6, 28HS5, 31C6 hodc kiéu dugce nhan hoa
cta chiing) duoc két hop véi khang thé khang PD1.

Theo mdt phuong an ciia sang ché, khang thé khang TIGIT hodc manh lién két
khang nguyén clia n6 theo sang ché (vi du, 14A6, 28H5, 31C6 hoic kiéu duoc nhan hoa
cia chung) duoc két hop voi khang thé khang PDL1 (vi du, BMS-936559,
MSB0010718C hodc MPDL3280A).

Theo mot phwong 4n cia sang ché, khang thé khang TIGIT hoic méanh lién két
khang nguyén cta n6 theo sang ché (vi du, 14A6, 28H5, 31C6 hoic kiéu duoc nhan hoa
ctia chung) duoc két hop véi khang thé khang CTLA4.

Theo mot phuong an cla sang ché, khang thé khang TIGIT hodc méanh lién két
khéng nguyén cua né theo sang ché (vi du, 14A6, 28HS5, 31C6 hodc kiéu dugc nhan hoa
cua ching) duoc két hop véi khang thé khang CS1.

Theo mot phuong an cia sang ché, khang thé khang TIGIT hoic méanh lién két
khéng nguyén cua n6 theo sang ché (vi du, 14A6, 28H5, 31C6 hodc kiéu duogc nhan hoa
cta chung) dugc két hop vé6i khang thé khang KIR2DL1/2/3.

Theo mot phuong 4n cla sing ché, khing thé khang TIGIT hodc manh lién két
khang nguyén ctia né theo sang ché (vi du, 14A6, 28HS5, 31C6 hodc kiéu dugc nhan hoa
cta chung) dugc két hop vé6i khang thé khang CD137 (vi dy, urelumab).

Theo mdt phwong 4n cua sang ché, khang thé khang TIGIT hodc manh lién két
khang nguyén ctia n6 theo sang ché (vi du, 14A6, 28H5, 31C6 hodc kiéu dwoc nhan hoa
cta chung) duoc két hop v6i khang thé khang GITR (vi du, TRX518).

Theo mdt phuong an cua sang ché, khang thé khang TIGIT hodc méanh lién két
khéng nguyén cua n6 theo sdng ché (vi du, 14A6, 28H5, 31C6 hodc kiéu dugc nhan hoa
ctia chiing) duoc két hop véi khang thé khang PD-L2.

Theo mot phuong an cia sang ché, khang thé khang TIGIT hogc manh lién két
khang nguyén ciia né theo sang ché (vi du, 14A6, 28H35, 31C6 hoic kibu duge nhan héa
ctia chiing) duoc két hop véi khang thé khang ITLI.

Theo mdt phwong 4n cua sang ché, khang thé khang TIGIT hoic manh lién két
khang nguyén ctia n6 theo sang ché (vi du, 14A6, 28HS5, 31C6 hoic kiéu duoc nhan hoa
cta ching) duoc két hop v6i khang thé khang ITL2.
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Theo mot phuong 4n cua sang ché, khang thé khang TIGIT hoic manh lién két
khang nguyén cua no theo séng ché (vidu, 14A6, 28HS5, 31C6 hodc kiéu dugc nhan héa
ctia chiing) duge két hop voi khang thé khang ITL3.

Theo mét phuong 4n cua sang ché, khang thé khang TIGIT hodc manh lién két
khang nguyén cia né theo sang ché (vi du, 14A6, 28H5, 31C6 hoic kiéu duwoc nhan hoa
cta chiing) duge két hop véi khang thé khang ITLA4.

Theo mot phuong 4n cua sang ché, khang thé khang TIGIT hodc manh lién két
khang nguyén cua n6 theo sang ché (vidu, 14A6, 28HS5, 31C6 hodc kiéu dugc nhan hoa
ctia chiing) duge két hop véi khang thé khang ITLS.

Theo mdt phuong 4n cia sang ché, khang thé khang TIGIT hoic manh lién két
khang nguyén cta né theo sang ché (vi du, 14A6, 28H5, 31C6 hoic kiéu dugc nhan hoa
ctia chung) duoc két hop voi khang thé khang ITL6.

Theo mdt phuwong 4n ciia sang ché, khang thé khang TIGIT hodc méanh lién két
khang nguyén ciia n6 theo séng ché (vi du, 14A6, 28HS5, 31C6 hodc kiéu dugc nhan hoa
ctia ching) dugc két hop véi khang thé khang ITL7.

Theo mdt phuong 4n cia sang ché, khang thé khang TIGIT hoic manh lién két
khang nguyén clia n6 theo sang ché (vidu, 14A6, 28HS5, 31C6 hodc kiéu duoc nhan hoa
cta chung) dugc két hop voi khang thé khang ITLS.

Theo mdt phwong 4n cta sang ché, khang thé khang TIGIT hodc manh lién két
khéng nguyén ctia nd theo sang ché (vi du, 14A6, 28H5, 31C6 hodc kiéu dugc nhan hoa
cua chung) duge két hop véi khang thé khang CDA40.

Theo mdt phwong 4n cua sang ché, khang thé khang TIGIT hodc manh lién két
khang nguyén ctia n6 theo sang ché (vidu, 14A6, 28H5, 31C6 hodc kiéu dugc nhan hoa
ctia chiing) duge két hop véi khang thé khang 0X40.

Theo mot phuong 4n cua sang ché, khang thé khang TIGIT hodc manh lién két
khang nguyén ctia n6 theo sang ché (vi du, 14A6, 28HS5, 31C6 hodc kiéu dugc nhan hoa
ctia chiing) duge két hop véi khang thé khang KIR2DL1.

Theo mdt phuong 4n cia sang ché, khang thé khang TIGIT hodc manh lién két
khang nguyén cta no theo sang ché (vi du, 14A6, 28H5, 31C6 hoic kiéu dugc nhan hoa
ctia chiing) dugc két hop voi khang thé khang KIR2DL2/3.
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Theo mot phwong 4n cua sang ché, khang thé khang TIGIT hodc manh lién két
khang nguyén cia n6 theo sang ché (vi du, 14A6, 28H5, 31C6 hoic kiéu duoc nhan hoa
ctia chiing) dugc két hop voi khang thé khang KIR2DL4.

Theo mot phwong 4n cia sang ché, khang thé khang TIGIT hogc manh lién két
khang nguyén ctia né theo sang ché (vi du, 14A6, 28H5 , 31C6 hodc kiéu dugc nhan héa
ctia chung) duoc két hop véi khang thé khang KIR2DLSA.

Theo mdt phuong 4n cua sang ché, khang thé khang TIGIT hoic manh lién két
khang nguyén ctia n6 theo sang ché (vi du, 14A6, 28H5, 31C6 hoic kiéu dugc nhan hoa
ctia chting) dugc két hop véi khang thé khang KIR2DLSB.

Theo mot phuong 4n cua séng ché, khang thé khang TIGIT hodc manh lién két
khang nguyén cta n6 theo sang ché (vi du, 14A6, 28H5, 31C6 hoic kiéu dugc nhan hoa
ctia ching) dugc két hop voi khang thé khang KIR3DLI.

Theo mdt phwong 4n cia sang ché, khang thé khang TIGIT hoic manh lién két
khéang nguyén ctia né theo sang ché (vidu, 14A6, 28H5, 31C6 hodc kiéu dugc nhin hoa
ctia chung) duoc két hop v6i khang thé khang KIR3DL2.

Theo mot phuong 4n cia séng ché, khang thé khang TIGIT hodc manh lién két
khang nguyén ctia n6 theo sang ché (vi du, 14A6, 28H5, 31C6 hoic kiéu duge nhan hoa
cta chung) duoc két hop v6i khang thé khang KIR3DL3.

Theo mdt phuong 4n ciia sang ché, khang thé khang TIGIT hozc manh lién két
khang nguyén ctia n6 theo sang ché (vi du, 14A6, 28H5, 31C6 hoic kiéu duoc nhan hoa
ctia chung) duoc két hop véi khang thé khang NKG2A.

Theo mot phuong 4n cua sang ché, khéng thé khang TIGIT hoic manh lién két
khang nguyén ctia n6 theo sang ché (vi du, 14A6, 28H5, 31C6 hoic kiéu duge nhan héa
ctia ching) dugc két hop voi khang thé khang NKG2C.

Theo mdt phwong 4n ciia sang ché, khang thé khang TIGIT hodc manh lién két
khang nguyén ctia n6 theo sang ché (vidu, 14A6, 28HS5, 31C6 hoic kiéu dugc nhan hoa
ctia chiing) duoc két hop vai khang thé khang ICOS.

Theo mdt phwong 4n cua sang ché, khang thé khang TIGIT hoic manh lién két
khéng nguyén ctia n6 theo sang ché (vi du, 14A6, 28H5, 31C6 hoic kiéu dugc nhan héa
ctia chiing) dugc két hop vai khang thé khang SIRPa.
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Theo mét phuwong 4n cia sang ché, khang thé khang TIGIT hodc manh lién két
khang nguyén cia né theo sang ché (vi du, 14A6, 28H5, 31C6 hodc kiéu duoc nhan hoa
ctia chung) duoc két hop véi khang thé khang 4-1BB.

Theo mdt phuwong 4n clia sang ché, khang thé khang TIGIT hodc manh lién két
khang nguyén cta no theo sang ché (vi du, 14A6, 28H5, 31C6 hoic kiéu dwoc nhan héa
ctia chiing) dugc két hop véi khang thé khang IL-10.

Theo mét phuwong 4n cla sang ché, khang thé khang TIGIT hodc manh lién két
khang nguyén cua n6 theo sang ché (vi du, 14A6, 28H5, 31C6 hoac kiéu dugce nhan héa
ctia chung) dugc két hop véi khang thé khang TSLP.

Theo mdt phwong 4n cta sang ché, khang thé khang TIGIT hodc manh lién két
khéng nguyén ctia né theo sang ché (vi du, 14A6, 28H5, 31C6 hodc kiéu dugc nhan héa
ctia chung) dugc két hop voi IL-10 hodc IL-10 PEGyl héa.

Theo mét phwong 4n cia sang ché, khang thé khang TIGIT hodc manh lién két
khang nguyén cia n6 theo sang ché (vi du, 14A6, 28H5, 31C6 hoic kiéu dugc nhan hoa
cta ching) duoc két hop voi mot hodc nhiu chat (e ché (vi dy, phan tir hiru co nho
hozc khang thé hodc manh lién két-khéng nguyén ctia n6) nhu: chit e ché MTOR (dich
dong vét ¢ via ciia rapamyxin), chit gay doc té bao, chat platin, chat (rc ché EGFR, chit
trc ché VEGF, chét bn dinh vi 6ng, taxan, chat (rc ché CD20, chét trc ché CD52, chét trc
ché CD30, chét (rc ché RANK (chét hoat hoa thu thé cia kapa-B yéu td nhan), RANKL
(chét hoat hoa thu thé cua phéi tir kapa-B yéu td nhan), chét trc ché ERK, chit wc ché
MAP Kinaza, chit tc ché AKT, chit trc ché MEK, chit trc ché PI3K, chét rc ché HERI,
chét e chd HER2, chét trc ché HER3, chét trc ché HER4, chét (e ché Bel2, chét we ché
CD22, chét ttc ché CD79b, chét rc ché ErbB2, hodc chét (e ché farnesyl protein
transferaza.

Theo mot phuwong 4n cia sang ché, khang thé khang TIGIT hodc manh lién két
khéng nguyén ctuia n6 theo sang ché (vi dy, 14A6, 28H5, 31C6 hoic kiéu duoc nhan héa
ctia chung) dugc két hop véi mot hodc nhiéu hop chat bat ky trong sé cac hop chét sau:
axit  13-cis-retinoic,  3-[5-(metylsulfonylpiperadinmetyl)-indolyl]-quinolon,  4-
hydroxytamoxifen, 5-deooxyuridin, 5'-deoxy-5-flouridin, 5-flouraxil, 6-mecaptopurin,
7-hydroxystaurosporin, A-443654, abirateronaxetat, abraxa, ABT-578, acolbifen, ADS-

100380, ALT-110, altretamin, amifostin, aminoglutethimit, amrubixin, Amsacrin,
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anagrelit, anastrozol, angiostatin, AP-23573, ARQ-197, arzoxifen, AS-252424, AS-
605240, asparaginaza, AT-9263, atrasentan, axitinib, AZD1152, Bacillus Calmette-
Guerin (BCG) vacxin, batabulin, BC-210, besodutox, bevacizumab, bicalutamit,
Biolll, BIO140, bleomyxin, BMS-214662, BMS-247550, BMS-275291, BMS-
310705, bortezimib, buserelin, busulfan, calcitriol, camptothexin, canertinib,
capecitabin, carboplatin, carmustin, CC8490, Cediranib, CG-1521, CG-781,
clamydoxin, cloambuxil, clotoxin, xilengitit, ximitidin, xisplaﬁn, cladribin, clodronat,
COL-3, CP-724714, xyclophosphamit, Xyproteron, Xyproteronaxetat, xytarabin,
xytosinearabinosit, dacarbazin, dacinostat, dactinomyxin, dalotuzumab, danusertib,
dasatanib, daunorubixin, decatanib, deguelin, denileukin, deoxycoformyxin,
depsipeptit, diarylpropionitril, dietylstilbestrol, diftitox, docetaxel, dovitinib,
doxorubixin, droloxifen, edotecarin, edotreotit dugc danh diu y-tri-90, edotreotit, EKB-
569, EMD121974, endostatin, enzalutamit, enzastaurin, epirubixin, epithilon B, ERA-
923, Erbitux, erlotinib, estradiol, estramustin, etoposit, everolimus, exemestan,
ficlatuzumab, finasterit, flavopiridol, floxuridin, fludarabin, fludrocortison,
fluoxymesteron, flutamit, FOLFOX regimen, Fulvestrant, galeteron, gefitinib,
gemxitabin, gimatecan, goserelin, goserelin axetat, gosypol, GSK461364, GSK690693,
HMR-3339, hydroxyprogesteroncaproat, hydroxyure, IC87114, idarubixin, idoxyfen,
ifosfamit, IM862, imatinib, IMC-1C11, INCB24360, INO1001, interferon, interleukin-
12, ipilimumab, irinotecan, JNJ-16241199, ketoconazol, KRX-0402, lapatinib,
lasofoxifen, letrozol, leucovorin, leuprolit, leuprolit axetat, levamisol, paclitaxel dugc
gilt & liposom, lomustin, lonafarnib, lucanthon, 1.Y292223, 1.Y292696, 1.Y293646,
1.Y293684, LY294002, LY317615, marimastat, mecloethamin,
medroxyprogesteroneaxetat, megestrolaxetat, melphalan, mercaptopurin, mesna,
metotrexat, mithramyxin, mitomyxin, mitotan, mitoxantron, tozasertib, MLN8054,
neovastat, Neratinib , neuradiab, nilotinib, nilutimit, nolatrexed, NVP-BEZ235,
oblimersen, octreotit, ofatumumab, hodc egovomab, ho#c teronel, oxaliplatin,
paclitaxel, palbociclib, pamidronat, panitumumab, pazopanib, PD0325901, PD184352,
PEG-interferon, pemetrexed, pentostatin, perifosin, phenylalaninmustard, PI-103,
pictilisib, PIK-75, pipendoxifen, PKI-166, plicamyxin, porfime, prednison, procarbazin,

progestin, PX-866, R-763, raloxifen, raltitrexed, razoxin, ridaforolimus, rituximab,
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romidepsin, RTA744, rubitecan, scriptaid, Sdx102, seliciclib, selumetinib, semaxanib,
SF1126, sirolimus, SN36093, sorafenib, spironolacton, squalamin, SR13668,
streptozoxin, SU6668, axit suberoylanalit hydroxamic, sunitinib, estrogen tong hop,
talampanel, talimogen laherparepvec, tamoxifen, temozolomit, temsirolimus, teniposit,
tesmilifen, testosteron, tetrandrin, TGX-221, thalidomit, thioguanin, thiotepa,
ticilimumab, tipifarnib, tivozanib, TKI-258, TLK286, topotecan, toremifen xitrat,
trabectedin, trastuzumab, tretinoin, trichostatin A, triciribinephosphat monohydrat,
triptorelin pamoat, TSE-424, uracil mustard, axit valproic, valrubixin, vandetanib,
vatalanib, VEGF trap, vinblastin, vincristin, vindesin, vinorelbin, vitaxin, vitespan,
vorinostat, VX-745, wortmannin, Xr311, zanolimumab, ZK186619, ZK-304709,
ZM336372, ZSTK474.

Theo mot phwong 4n cua sang ché, khang thé khang TIGIT hodc méanh lién két
khéng nguyén clia n6 theo sang ché (vi du, 14A6, 28HS5, 31C6 hoic kiéu dugc nhin hoa
cta chung) duoc két hop v6i mot hodc nhidu thude chéng nén mira gdm, nhung khong
gid¢i han ¢: casopitant (GlaxoSmithKline), Netupitant (MGI-Helsinn) va thu thé chét
khéi khang NK-1 khac, palonosetron (dwgc ban duéi tén Aloxi béi MGI Pharma),
aprepitant (dugc ban dudi tén Emend bdi Merck va Co.; Rahway, NJ), diphenhydramin
(duoc ban dudi tén Benadryl® bédi Pfizer; New York, NY), hydroxyzin (dugc ban duédi
tén Atarax® bdi Pfizer; New York, NY), metoclopramit (dugce ban dudi tén Reglan®
bdéi AH Robins Co,; Richmond, VA), lorazepam (dugc ban dudi tén Ativan® boi
Wyeth; Madison, NJ), alprazolam (dugc ban dudi tén Xanax® bdi Pfizer; New York,
NY), haloperidol (dugc ban dudi tén Haldol® bdi Ortho-McNeil; Raritan, NJ),
droperidol (Inapsine®), dronabinol (dugc ban dudi tén Marinol® bodi Solvay
Pharmaceuticals, Inc.; Marietta, GA), dexametason (dugc ban dudi tén Decadron® boi
Merck va Co.; Rahway, NJ), metylprednisolon (dugc ban dudi tén Medrol® bdi Pfizer;
New York, NY), procloperazin (dugc ban dudi tén Compazine® bdi Glaxosmithkline;
Research Triangle Park, NC), granisetron (dugc ban duéi tén Kytril® bdi Hoffmann-La
Roche Inc.; Nutley, NJ), ondansetron ( dugc ban dudi tén Zofran® bdi Glaxosmithkline;
Research Triangle Park, NC), dolasetron (dugc ban dudi tén Anzemet® bdi Sanofi-
Aventis; New York, NY), tropisetron (dugc ban dudi t€n Navoban® badi Novartis; East
Hanover, NJ).
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Céc tac dung phu khéc ciia viéc didu tri bénh ung thu bao gdm sy thiéu hut té bao
mau tring va mau dé. Do d6, theo mot phuong an ciia sang ché, khang thé khang TIGIT
hodc manh lién két khang nguyén cia né (vi dy, 14A6, 28HS, 31C6 hodc kiéu dugc nhan
hoa cua ching) dugce két hop véi tdc nhan diéu tri hodc ngdn nglra su thiéu hut nay, nhu,
vi du, filgrastim, PEG-filgrastim, erythropoietin, epoetin alfa hodc darbepoetin alfa.

Theo mét phwong 4n cia sang ché, khang thé khang TIGIT hodc manh lién két
khéang nguyén ctia né theo sang ché (vi du, 14A6, 28H5, 31C6 hoic kiéu dugc nhan héa
ctia chiing) duoc sir dung két hop vai liéu phap b xa chéng bénh ung thu. Vi du, theo
mot phuong 4n clia sang ché, lidu phéap birc xa 1a lidu phap xa tri ngoai (EBT): phuong
phép phan phéi tia birc xa ctia céc tia X ning lwong cao vao vi tri ctia khdi u. Tia birc xa
nay duoc sinh ra ngoai co thé bénh nhan (vi du, bai may gia tdc tuyén tinh) va dugc
hudng dich tai vi tri ctia khdi u. Cac tia X nay c6 thé pha hily céc té bao ung thu va ké
hoach didu tri cdn than cho phép cdc mo binh thuong bao quanh khéng bi anh hudng.
Khong c6 ngudn phéng xa dugc dit bén trong co thé ngudi. Theo mot phuong 4n clia
sang ché, liéu phéap buic xa 1a lidu phap tia birc xa proton: loai tri liéu bao giac tin cong
md bi bénh bing cac proton thay vi tia X. Theo mdt phwong an ctia sang ché, lidu phap
btrc xa 1a liéu phép birc xa tia ngoai bao giac: quy trinh st dung k§ thuat cai tién dé bién
d6i liéu phéap birc xa theo cdu tao co thé cia mdi ngudi. Theo mot phuong 4n cia séng
ché, lidu phap birc xa 14 lidu phép tia phong xa dé gin: sy sip xép tam thoi clia vét lidu
c6 hoat tinh phong xa trong co thé, thuong dugc st dung dé tao ra lidu lugng thém-hoac
tang thém-cuia sy birc xa vao mdt vung.

Theo mdt phuong 4n cia sang ché, quy trinh phiu thuat duoc sit dung két hop
v6i khang thé khang TIGIT hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 (vi dy, 14A6,
28H35, 31C6 hoic kiéu dugce nhan héa cia chting) 1a phiu thut loai bd khdi u.

Thuat ngt “két hop v6i” chi ra rang cac thanh phan duge st dung trong phuong
phép theo sang ché (vi dy, khang thé khang TIGIT (vi duy, khang thé dugc nhan hoa)
hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 (vi du, 14A6, 28H5, 31C6 hoic kidu dugc nhan
hoéa ciia chung) ciing véi pembrolizumab) ¢6 thé dugc bao ché thanh ché phdm don dé
phén phdi déng thoi hoic dugc bao ché riéng ré thanh hai hodc nhidu ché phim (vi du,
kit). M&i thanh phan c6 thé dugc ding cho d6i tuong & thoi diém khéc nhau khi céc

thanh phan khac dugc ding; vi du, mbi 1an ding c6 thé dugc tién hanh khong ddng thoi
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(vi du, riéng r& hodc tudn tu) & cac khoang thoi gian khac nhau so véi khoang thoi gian
da cho. Hon nita, c4c thanh phén riéng r& c6 thé duge ding cho dbi tuong bang dudng

ding gidéng hoic khic nhau.

Céch sir dung theo thir nghiém va chin doan

Céc khang thé khang TIGIT va cic manh lién két khang nguyén cua ching duge
boc 16 trong ban md t& nay (vi dy, 14A6, 28HS, 31C6 va kiéu duoc nhén héa cua chung)
c6 thé duge str dung 1am chét tinh ché i lyc. Trong quy trinh nay, cac khang thé khang
TIGIT va cdc manh lién két khang nguyén ctia chiing dugc giit ¢6 dinh trén pha ran nhu
Sephadex, thuy tinh hodic nhya agaroza hodc gidy loc, sir dung cac phurong phap da biét
trong linh vuc k¥ thudt nay. Khang thé hodc manh da c¢d dinh dugc cho tiép x0ic v6i mau
chira protein TIGIT (hodc manh cia nd) dwgc tinh ché, va sau d6 nén duogc rira bing
dung moi thich hop ma sé& loai bo v& co ban tit ca cac vt liéu trong miu ngoai trir
protein TIGIT, duoc lién két véi khang thé hodc manh da cb dinh. Cudi cliing, nén (gia
thé) dugc rira bang dung méi rira giai TIGIT duoc lién két (vi dy, protein A). Cac khang
thé va manh dugc ¢b dinh ndy tao ra mot phin ctia sang ché.

Sang ché con dé xuét cac khang nguyén dé tao ra cac khang thé thi cp 1a hitu
ich, vi du, dé tién hanh phuong phap Western blot va céc thir nghiém mién dich khac
duoc ban luan & day. Cu thé, polypeptit dugce boc 16 bao gdm ving bién dbi va/hodic
trinh ty CDR ctia khang thé diu tri bénh duoc boc 16 trong ban md ta nay (vi du, 14A6,
28H5 hodic 31C6) va ¢6 thé duge sir dung dé tao ra cac khang thé khang idiotyp dé sir
dung dé phat hién déc hiéu su c6 mat ctia khang thé, vi du, trong linh vuc diéu tri bénh.

Céc khang thé khang TIGIT (vi du, cac khang thé duoc nhan hda) va cac manh
lién két khang nguyén ctia ching ciing c6 thé hitu ich trong cac thir nghiém chén doan
dbi voi protein TIGIT, vi du, phét hién su biéu hién cta nod trong céac té bao, md, hoic
huyét thanh dic hibu, vi dy, cac té bao khéi u nhu té bao u hic sic td. Cac phuong phap
chdn doan nay c6 thé hitu ich trong cac phwong phép chin doan bénh khac nhau.

Sang ché bao gdm thir nghiém ELISA (thir nghiém hip thu mién dich gén enzym)
két hop viéc str dung khang thé khang TIGIT hoic manh lién két khang nguyén cia n6
dugc boc 16 trong ban mo ta nay (vi du, 14A6 hodc kiéu dugc nhén hoa cta no).

Vi du, phwong phéap nay bao gdm cac budc sau dy:
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(a) phti co chét (vi du, bé mit 18 ctia dia chudn do vi lwong, vf du, dia nhua) véi khéng
thé khang TIGIT hodc manh lién két khéng nguyén ctia nd;
(b) boi mau duoc thir nghiém vé sy ¢6 mit cua TIGIT 1én co chét;
(c) rira dia, dé cho vt liéu khong lién két trong mau duoc loai bo;
(d) bdi cac khang thé dugc danh déu c6 thé phat hién duoc (vi du, cac khang thé dugc
lién két enzym) ciing dic hiéu v6i khang nguyén TIGIT;
(e) rtra co chét, dé cho céc khéng thé dugc danh dau, khong duoc lién két duoc loai bo;
(f) néu cac khang thé duoc danh du 1a duoc lién két enzym, thi bdi chit hoa hoc duge
bién ddi boi enzym nay thanh tin hiéu huynh quang; va
(g) phét hién véi sy ¢6 mit ciia khang thé dugc danh dau.

Phat hién chit danh d4u lién két v6i co chit chi ra su ¢6 mdt cda protein TIGIT.

Theo mdt phuong 4n khac, khing thé dugc danh ddu hosic manh lién két khang
nguyén clia n6 dugc danh diu bang peroxidaza phan tng véi ABTS (vi du, axit 2,2'-
azino-bis(3-etylbenzthiazolin-6-sulphonic)) hoic 3,3’,5,5’-tetrametylbenzidin dé tao ra
su thay dbi mau sic c6 thé phat hién duge. Theo cach khac, khang thé dugc danh diu
hodc manh dugc danh ddu biang dong vi phéng xa c6 thé phat hién dugc (vi du, *H) c6
thé dugc phat hién bing may dém nhép nhay véi su c6 mit ctia chét nhip nhay.

‘Khang thé khang TIGIT hodc méanh lién két khang nguyén ctia n6 theo sang ché
(vi dy, 14A6, 28H5, 31C6 hoic kiéu duge nhan hoéa clia chung) ¢ thé duoc sit dung
trong quy trinh thdm protein mién dich hodc Western blot. Cac dang quy trinh nay tao
ra mdt phan cta sang ché va bao gom, vi du,:
(1) tity ¥ chuyén céc protein tir mau dugc thi nghiém véi sy ¢6 mit caa TIGIT (vi duy,
tlr sy tich dién di PAGE hodc SDS-PAGE ctia céc protein trong méu) 1én trén mang
hoic co chét réin khéc str dung phuong phap da biét trong linh vuc k§ thuét ndy (vi dy,
thdm tach ntra kho hodc thidm tach thung); cho mang hoac co chét khac dugc thi nghiém
véi su ¢6 mit ctia TIGIT duge lién két hodc méanh cia né tiép xuc voi khéng thé khéng
TIGIT hozc manh lién két khang nguyén cta né theo sang ché.

Mang ndy c6 thé & dang mang nitroxenluloza hodc mang trén co s& vinyl (vi du,
polyvinyliden florua (PVDF)) ma protein dugc thir nghiém vé sy ¢6 mat cia TIGIT
trong gel PAGE (dién di trén gel polyacrylamit) khong bién tinh hodc gel SDS-PAGE

(dién di trén gel polyacrylamit natri dodexyl sulfat) da dugc chuyén sang (vi du, sau khi
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tach dién di trong gel). Trudc khi cho mang tiép xuc véi khang thé khang TIGIT hoic
manh, mang nay tiy ¥ dugc phong bé, vi du, véi sita khd khong béo hoidc dang twong tu
dé lien két vi tri lién két protein khong dic hiéu trén mang.

(2) rira mang mdt hodc nhidu 14n dé loai bé khang thé khang TIGIT hodc méanh khong
lién két va cac chat khong lién két khac; va

(3) phat hién khang thé khang TIGIT dugc lién két hoic manh.

Viéc phat hién khang thé duogc lién két hodc manh chi ra ring protein TIGIT ¢
mit trén mang hodc co chét va trong mAu. Viéc phat hién khang thé duogc lién két hodc
manh c6 thé bang cach lién két khang thé hodc méanh véi khang thé thir cdp (khang thé
khang globulin mién dich) duge danh d4u c6 thé phat hién va, sau d6, phat hién véi su
¢6 mit ctia khang thé th hai nay.

Céc khang thé khang TIGIT va cac manh lién két khdng nguyén cia ching duge
bdc 16 trong ban md ta nay (vi du, 14A6, 28HS5, 31C6 va kiéu dugc nhan héa cua ching)
cling ¢6 thé duoc sir dung dbi voi hoa md mién dich. Phwong phap ndy tao ra mot phan
clia séng ché va bao gém, vi du,

(1) cho té bao (vi du, té bao khéi u nhu té bao u héc sic t6) duge thir nghiém vé sy ¢6
mit cua protein TIGIT tiép xic v6i khang thé khang TIGIT hoic ménh lién két khang
nguyén ctia n6 theo sang ché; va

(2) phat hién khang thé hodc manh trén hoic trong té bao.

Néu ban than khang thé hoic manh dugc danh ddu c6 thé phat hién, n6 c6 thé
duoc phat hién truc tiép. Theo cach khac, khang thé hodc manh c6 thé dugc lién két
bang khang thé tht cAp ma duge phat hién duge danh dau c6 thé phat hién.

- Céc khang thé khang TIGIT da biét va cac manh lién két khang nguyén ctia chiing
dugc bdc 10 trong ban mo ta nay (vi du, 14A6, 28HS, 31C6 va kiéu duogc nhan héa cia
chiing) ciing c6 thé dugc sir dung ddi véi su tao anh khéi u in vivo. Phuong phéap nay c6
thé bao gdbm budc tiém khang thé dugc danh d4u phong xa khang TIGIT hodc manh lién
Kkét khang nguyén ctia né vao co thé bénh nhan dugc thir nghiém véi sy c6 mit cia khdi
u ¢6 lién quan dén su biéu hién TIGIT (vi du, biéu hién TIGIT, vi du, trén bé mit té bao
khéi u) tiép theo 1a tao anh hat nhan cia co thé bénh nhan dé phat hién sy c6 mit cia

khang thé dugc danh déu hodic méanh, vi dy, tai locut bao gdm ndng d6 cao ctia khang
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thé hogic manh duoc lién két v6i khdi u. Su phat hién locut chi ra su ¢6 mit ctia khdi u
TIGIT" va céc té bao khdi u.

Céc ky thuét tao anh bao gém sy tao anh SPECT (chup X quang bing may tinh
phat xa photon don) hodc tao anh PET (chup X quang phét xa positron). Cac nhan (chét
danh déu) bao gdm, vf du, i6t-123 (*23I) va techneti-99m (**™Tc), vi du, két hop véi sy
tao anh SPECT hotc ''C, ®N, 10 hoic 8F, vi dy, két hop véi su tao anh PET hodc Indi-
111 (xem, vi du, Gordon et al., (2005) International Rev. Neurobiol. 67:385-440).

Duoc phdm va céch dung

Dé diéu ché duoc phim hoic ché phim vé tring chura cac khéng thé khang TIGIT
va cdc manh lién két khang nguyén theo sang ché (vi du, 14A6, 28H5, 31C6 va kidu
duge nhan héa cua ching), khang thé hodc méanh lién két khang nguyén cua né dugce
tron 14n v6i chét mang duoc dung hodc td dugc. Xem, vi du, Remington's
Pharmaceutical Sciences and  U.S. Pharmacopeia: National Formulary, Mack
Publishing Company, Easton, PA (1984).

Céc ché phém chtra cac chét chin doan va diéu tri bénh c6 thé dugc bao ché béng
cach tron véi chét mang ch?ip nhan dugc, ta duge, hodc chit dn dinh dudi dang, vi du,
bot déng khd, huyén phu dic, dung dich hodc huyén phu trong nudc (xem, vi du,
Hardman, et al. (2001) Goodman and Gilman’s The Pharmacological Basis of
Therapeutics, McGraw-Hill, New York, NY; Gennaro (2000) Remington: The Science
and Practice of Pharmacy, Lippincott, Williams, va Wilkins, New York, NY; Avis, et
al. (eds.) (1993) Pharmaceutical Dosage Forms: Parenteral Medications, Marcel
Dekker, NY; Lieberman, et al. (eds.) (1990) Pharmaceutical Dosage Forms: Tablets,
Marcel Dekker, NY; Lieberman, et al. (eds.) (1990) Pharmaceutical Dosage Forms:
Disperse Systems, Marcel Dekker, NY; Weiner va Kotkoskie (2000) Excipient Toxicity
va Safety, Marcel Dekker, Inc., New York, NY).

Doc tinh va hiéu qué diéu tri bénh ctia cac khang thé theo sang ché, duoc st dung
mdt minh hodc két hop vdi chét didu tri bénh khac, ¢6 thé dugc xac dinh bang cac quy
trinh y hoc tiéu chuén trong cac méi trudng nudi cy té bao hoic dong vat thi nghiém,
vi dy, dé xéc dinh LDso (lidu gay chét d6i voi 50% quéan thé) va EDso (lidu cho hiéu qua

diéu tri bénh trong 50% quén thé). Ty 16 lidu lugng gitta tdc dung gdy doc va tac dung
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didu tri bénh 1a chi sb tri lidu (LDso/ EDso). Dit lidu thu dwgce tir cac thir nghiém nubi cdy
té bao nay va cac nghién ciru trén dong vt c6 thé dugc st dung trong bao ché khoang
lidu diing dé sir dung cho ngudi. Liéu ding ciia cac hop chit nay t&t hon néu ndm trong
khoang néng do tudn hoan bao gém EDso v6i doc tinh it hodc khong cé doc tinh. Liéu
dung c6 thé thay ddi trong khoang nay phu thudc vao dang lidu ding dugce s dung va
dudng dung.

Theo modt phuong &n khéc, chét diéu tri bénh khac dugc dung cho d6i tugng két
hop véi khang thé khang TIGIT hoic manh lién két khang nguyén ctia né theo sang ché
(vi du, 14A6, 28HS5, 31C6) phu hop véi Duge thu tham khado cho bac sy - Physicians'
Desk Reference 2003 (Thomson Healthcare; 57th edition (November 1, 2002)).

Ché d6 ding c6 thé thay dbi. Puong ding bao gdm qua duong mi¢ng, qua truc
trang, qua niém mac, trong rudt, ngoai dudng ti€u hda; trong co, dudi da, trong da, trong
ty xwong, ndi tily mac, truc tiép vao trong thét, trong tinh mach, trong mang bung,
trong miii, trong nhan cau, dudng x0ng, dudng bom, khu tru, tai da, qua da, hodc trong
dong mach.

Theo cac phuong 4n cu thé, cac khang thé khang TIGIT hodc c4c manh lién két
khéng nguyén cuia ching theo sang ché (vi du, 14A6, 28HS5, 31C6 va kiéu dugc nhan
hoéa ctia ching) c6 thé dugc ding bang duong xam 14n nhu bang cach tiém. Theo cac
phuong 4n khac cia sang ché, khang thé khang TIGIT hodc méanh lién két khang nguyén
cua no, hodc duogc phém chira ching, dugc dung trong tinh mach, duéi da, trong co,
trong dong mach, trong khéi u, hoic bang duong xdng, phin phdi bang binh xit. Viéc
ding bang cac duong khong xam l4n (vi du, duong miéng; vi du, trong vién tron, vién
nang hoic vién nén) ciing ndm trong pham vi ctia sang ché.

Sang ché dé xuét binh (vi du, lo nhwa hoic lo thiy tinh, v/ du, c6 ndp hodc cot
sic ky, kim c6 15 rdng hogc xy lanh tiém) bao gdm khang thé bat ky trong s6 cac khang
thé hodc cac manh lién két khang nguyén theo sang ché (vi du, 14A6, 28H5, 31C6 va
kidu dugce nhan héa ciia chung) hodc duge phdm chira ching. Sang ché cling dé xudt
dung cu tiém bao gém khéng thé bat ky trong sb cac khang thé hodic cdc manh lién két
khang nguyén theo sang ché (vi du, 14A6, 28H5, 31C6 va kiéu dugc nhin hda cia
chiing) hozc dugc pham chira chiing. Dung cu tiém 13 dung cu ma dua chét vao co thé

cua bénh nhan thong qua duong ngoai duong ti€u hoéa, vi du, trong co, dudi da hodc
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trong tinh mach. Vi dy, dung cu tiém c6 thé 1a 6ng tiém (vi du, duoc nap sdn duoc phim,
nhu dyung cuy tu tiém), vi dy, bao gdm xi-lanh hoic ng dé giir chat 16ng duogc tiém (vi
du, khang thé hoic manh hodc dugc phém chira ching), kim dé ludn vao da va/hodc cac
mach mau dé tiém chét 16ng; va pit-tong dé& ddy chét 16ng ra khoi xi-lanh va di qua 18
clia kim tiém. Theo mot phuong 4n ciia sang ché, dung cu tiém chua khang thé hodc
manh lién két khang nguyén cua no theo sang ché hoic dugc phdm chira chung 13 dung
cu tiém trong tinh mach (IV). Dung cu nay bao gdm khang thé hodc manh hogc dugc
pham chira ching trong 6ng théng do hoic gilii choc/kim tiém c6 thé duge gin vao dng
ma c6 thé dugc gin vao tai hodc vat chira chat 16ng lwu gitt (vi du, nuée mubi; hodc
dung dich ringer duoc lactat héa bao gdm NaCl, natri lactat, KCI, CaCl, va tuy y bao
gbém glucoza) duge dua vio co thé bénh nhan thong qua éng thong do hodc givi
choc/kim tiém. Khéng thé hodc manh hoic duge phidm chta chung c6 thé, theo mot
phuong 4n ciia séng ché, dugc dua vao dung cu ndy ngay khi gitii choc va dng thong do
dugc ludn qua tinh mach ciia ddi trong va giti choc nay duoc loai bé khoi éng thong
do duge ludn vao. Dung cu IV ¢6 thé, vi du, duoc ludn vao tinh mach ngoai vi (vi du,
trong ban tay hodc cénh tay); tinh mach chu trén hodc tinh mach chududi, hodc trong
tdm nhi phai cta tim (vi dy, IV trung tdm); hodc vao dudi xwong don, tinh mach canh
trong, hodc tinh mach dui va, vi dy, tién ra theo huéng tim cho dén khi tién dén tinh
mach chu trén hodc tdm nhi phai (vi du, dudng tinh mach trung tdm). Theo mdt phuong
an cua sang ché, dung cu tiém 12 dung cu tu tiém; voi phun tia hodc bom truyén ngoai.
Voi phun tia st dung voi phun hep 4p luc cao chira chit 16ng thim qua bidu bi dé dua
khang thé hoic manh hoic duge phdm chira ching vao co thé bénh nhan. Bom truyén
ngoai 1a dung cu y hoc phan phdi khang thé hoic méanh hodc dugc phim chira ching
vao co thé bénh nhan véi luong duogc kiém soat. Bom truyén ngoai ¢6 thé dugc chay
béng dién hodc co hoc. Cac bom khac nhau hoat dong theo céc cach khac nhau, vi du,
bom tiém gift chat 1dng trong ving chtra ciia dng tiém, va pit-tong c6 thé di chuyén kiém
soat su phan phéi chit 16ng, bom polyme dan hdi git chit 16ng trong ving chira hinh
cau kéo dan dugc, va ap luc tir thanh dan hdi cua binh ciu didu khién su phan phdi chit
l6ng. Trong bom nhu dong, mot bd con lan ép 1én chidu dai ciia 6ng d& ubn, ddy chit
16ng vé phia truée. Trong bom nhidu kénh, chit 16ng c6 thé dugc phan phéi tir nhidu

vung chtra & nhi€u toc do.
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Duoc phém dugc bdc 10 trong ban mo ta nay cling co6 thé dugc dﬁngvéi dung cu
tiém dudi da khong cin kim tiém; nhu cic dung cu dugc bdc 16 trong Patent M§ s6
6,620,135; 6,096,002; 5,399,163; 5,383,851; 5,312,335; 5,064,413; 4,941,880;
4,790,824 hoic 4,596,556. Thiét bi khong c6 kim tiém nay bao gdm dwoc phim ciing 1a
mot phan cia sang ché. Dugce phdm dugc boc 16 trong ban md ta nay ciing c6 thé duge
st dung bang cach truyén. Cac vi du vé thé ciy va md-dun dé dung duoc phidm bao gdm
cac dung cu dugc bde 19 trong: Patent My s6 4,487,603, boc 16 bom vi truyén c6 thé cly
dudi da dé phan phéi duoc phém & tbe do dugce kiém soét; Patent MY s6 4,447,233, bdc
16 bom truyén dugc phim dé phan phdi dwoc phdm & téc do truyén chinh x4c; Patent
MY sb 4,447,224, bdc 16 dung cu truyén co thé cdy dudi da dé phan phéi lién tuc thude;
Patent M¥ sb 4,439,196, boc 1§ hé théng phan phdi thudc thdm théu c6 c4c ngin nhidu
khoang. Nhiéu thé cdy, hé théng phan phdi va moé-dun nhu vay khac 13 da biét rd boi
ngudi c6 hiéu biét trung binh v& linh vuc k¥ thut ndy va cac dung cu bao gdm duoc
phém theo sang ché ndm trong pham vi cta sang ché.

Theo cach khac, mdt ngudi c6 thé ding khang thé khang TIGIT hodc manh lién
két khéng nguyén theo sang ché (vidu, 14A6, 28H5, 31C6 hodc kiéu dugce nhan hoa cua
chiing) trong mot viing hon 12 toan than, vi du, thdng qua viéc tiém khang thé hosic manh
truc tiép vao khéi u, vi du, khéi u TIGIT*. Hon thé nita, mot ngudi c6 thé ding khang
thé hoic manh trong hé thdng phan phdi thubc duge huéng dich, vi du, trong liposom
dugc pht khéng thé ddc hiéu mo, huéng dich, vi dy, khdi u, vidu, khdiu TIGITY, vi du,
dugc dic trung bdi bénh 1y mién dich. Céc liposom s& dugc hudng dich vao va duge
hép thu chon loc bdi md bi dau. Phuong phap nay va cac liposom 12 mét phin cta sang
ché.

Ché d6 dung phu thudc vao cac yéu td khac nhau, bao gdm téc do luan chuyén
trong mo hozc huyét thanh ciia khang thé dung dé diéu tri bénh hodic manh lién két khang
nguyén, muic do cua cac triéu chimng, tinh khang nguyén (tinh sinh mién dich) ctia khang
thé dung dé diéu tri bénh, va kha nang tGi dugce cac té bao dich trong chit nén sinh hoc.
Tét hon néu ché do dung phan phdi khang thé hodc manh ding dé didu tri bénh du dé
céi thién tinh trang bénh dich, trong khi giam thiéu dong thoi céc tac dung phu khong
mong mudn. Do do, lugng dugc phén phéi sinh hoc phu thudc mét phén vao khéng thé

diéu tri bénh cu thé va tinh nghiém trong cia tinh trang bénh 1y dugc didu tri. Phén
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hudng din lua chon lidu lwong thich hop ctia cac khang thé hodc manh diéu tri bénh 1a
san c6 (xem, vi du, Wawrzynczak (1996) Antibody Therapy, Bios Scientific Pub. Ltd,
Oxfordshire, UK; Kresina (ed.) (1991) Monoclonal Antibodies, Cytokines and Arthritis,
Marcel Dekker, New York, NY; Bach (ed.) (1993) Monoclonal Antibodies and Peptide
Therapy in Autoimmune Diseases, Marcel Dekker, New York, NY; Baert, et al. (2003)
New Engl. J. Med. 348:601-608; Milgrom et al. (1999) New Engl. J. Med. 341:1966-
1973; Slamon et al. (2001) New Engl. J. Med. 344:783-792; Beniaminovitz et al. (2000)
New Engl. J. Med. 342:613-619; Ghosh et al. (2003) New Engl. J. Med. 348:24-32;
Lipsky et al. (2000) New Engl. J. Med. 343:1594-1602).

Viéc x4c dinh liéu ding thich hop dugc thuc hién bdi chuyén vién 1am sang, vi
dy, str dung céc thong sb hoic yéu t& da biét hoic nghi ngd trong linh vuc nay dé tac
dong dén viéc diéu tri. Nhin chung, liéu lugng bit diu voi lugng nhé hon mot chut so
vé6i lidu lugng t6i wu va duoc 1am ting 1én bing cic d6 16n nhd sau d6 cho dén khi téc.
dung mong mudn hoc tdi wu dat duoc so véi céc tac dung phu am tinh bt ky. Cac sb
do chén doan quan trong bao gdm céc sb do triéu chimg cua, vi du, chirng viém hodc
mire xytokin viém dugc tao ra. Nhin chung, mong mudn ring chit sinh hoc s& duoc sir
dung 1a thu duogc tr cac loai giéng nhu dong vat dugc hudng dich dé diéu tri bénh, nho
d6 giam thiéu dap tmg mién dich bt ky cho chét thir. Trong trudong hop dbi tuong 1a
ngudi, vi dy, khing thé ddy du & ngudi va duge nhan hoa c6 thé mong mubn.

Céckhéngthéhoéccécrnmﬂ1hénkétkhéngnguyéncﬁachﬁngduqcbécl@h@ng
bénrnéténay(vidu,14A6,28H5,31C6\®idéuduqcnhénhéacﬁachﬁng)céthéduqc
diing bang cach truyén lién tuc, hodc bang cac lidu lwong dugeding, vi du, hing ngay,
U)],dénf7l§nrn5itu5n,héngtuén,haituﬁnrn@tlén,héngthéng,haithéngrn@tlén,héng
quy, nira ndm mat lan, héng nam v.v.. Liéu ¢6 thé dugcdung, vi du, trong tinh mach,
dud6i da, khu tra, qua miéng, qua mili, qua truc tring, trong co, trong néo, trong cot séng,
hoic bing duong x6ng. Liéu hing tuin tdng sb nhin chung it nhat 13 0,05 pg/kg can
ning, nhin chung it nhét 14 0,2 pg/kg, 0,5 pg/ke, 1 pg/ke, 10 pg/ke, 100 pg/kg, 0,25
mg/kg, 1,0 mg/kg, 2,0 mg/kg, 5,0 mg/ml, 10 mg/kg, 25 mg/kg, 50 mg/kg hodc 1én hon
(xem, vi du, Yang, et al. (2003) New Engl. J. Med. 349:427-434; Herold, et al. (2002)
New Engl. J Med. 346:1692-1698; Liu, et al. (1999) J. Neurol. Neurosurg. Psych.
67:451-456; Portielji, et al. (20003) Cancer Immunol. Immunother. 52:151-144). Liéu
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ciing c6 thé dugc dung dé dat dugc ndng d6 dich dinh trude cua khang thé khang TIGIT
trong huyét thanh cua déi tuong, nhu 0,1, 0,3, 1, 3, 10, 30, 100, 300 pg/ml hodc 1én hon.
Theo cac phuong 4n khac, khang thé khang TIGIT theo sang ché duocdung, vi dy, dudi
da hodc trong tinh mach, trén co s& h%mg tudn, hai tudn mot 1an, "4 tudn mot 1an," héng
thang, hai thdng mot 1n, hoac héng quy ¢ 10, 20, 50, 80, 100, 200, 500, 1000 hodc 2500
mg/dbi tuong.

Ay

Nhu dugc st dung & ddy, thudt ngit "lugng hiru hidu" ding dé chi luong khang
TIGIT hoidc ménh lién két khang nguyén ciia n6 theo sang ché (vi du, 14A6 dugc nhan
héa hodc 28H5 dugc nhan hoa), khi duogc st dung mdt minh hoic két hop vé6i chét diéu
tri bénh bd sung cho té bao, md, hoic dbi tuong, cé hiéu qua dé tao ra su cai thién c6
thé do dugc trong mot hodc nhidu triéu chimg bénh, vi du bénh ung thu hoic sy tién
trién ctia bénh ung thu. Lidu hitu hiéu con dung dé chi luong khang thé hodc méanh du
dé tao ra it nhat mot phe‘in su cai thién céc triéu ching, vi du, su co hodc sy bai tiét khéi
u, thiéu hut su phat trién ctia khéi u, ting thoi gian sdng. Khi duoc 4p dung cho mdi hoat
chét riéng 1¢ dugc dung mot minh, 1idu hiru hiéu ding dé chi mot thanh phan. Khi duoc
ap dung cho hdn hop, lidu hitu hidu dung dé chi cac lugng két hop ctia cac hoat chét tao
ra tdc dung didu tri bénh, bt ké duoc dung két hop, theo thoi ky hodc ddng thoi. Luong
hitu hiéu ctia chit diéu tri bénh s& tao ra sy cai thién sb do hoic thong sb chin doan bing
it nhét 10%; thuong 1a it nhit 20%; t6t hon néu it nhét 1a khoang 30%,; tot hon nita néu
it nhat 12 40%, va t&t hon nhét néu it nhét 1a 50%. Luong hitu hiéu nay ciing ¢6 thé dan
dén sy cai thién sé do chii quan trong céc trudong hop trong d6 cac s6 do chii quan dugc

st dung dé danh gia tinh nghiém trong cia bénh.

Kit

Sang ché con d& xuét kit bao gdm mot hodc nhidu thanh phan gém, nhung khong
gidi han &, khang thé khang TIGIT hoic manh lién két khang nguyén, nhu dugc ban
ludn trong ban mo ta nay (vi du, 14A6 duge nhan hoa hodc 28HS5 dugc nhan hoa hodc
31C6 dugc nhan héa) két hop véi mot hodc nhiu thanh phan bd sung gdm, nhung khong
gidi han &, chit mang duoc dung va/hodc chit didu tri bénh, nhu duge ban luan trong
ban md ta nay. Khang thé hoic manh va/hodc chét diéu tri bénh c¢6 thé dugc bao ché

dué6i dang ché pham tinh khiét hodc két hop voi chit mang duge dung, trong dugce phim.
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Theo mét phuong an, kit bao gdbm khang thé khang TIGIT hoc manh lién két
khang nguyén ciia n6 theo sang ché (vi du, 14A6 duoc nhan hoéa hodc 28H5 duge nhan
hoa hoac 31C6 dugc nhan héa) hodc dugce phém chtra ching trong mot vét chira (vi du,
lo thity tinh hodc nhya v tring) va duoc phim chta chiing va/hodc chét diéu tri bénh
trong mot vat chira khac (vi dy, trong lo thiy tinh hodc nhya vo trung).

Theo mét phwong an khac, kit chira hdn hop theo sang ché, bao gdm khang thé
khang TIGIT hosc manh lién két khang nguyén ciia n6 theo sang ché (vi du, 14A6 dugc
nhén hoéa hoic 28H5 duoc nhan hoéa hodc 31C6 dugc nhan héa) cing véi chit mang
dugc dung, tuy y két hop véi mot hodc nhiéu chét diéu tri bénh dugc bao ché cung nhau,
tly v, trong dugc pham, trong vat chta riéng, chung.

Néu bit bao gdm dugc phdm dé ding ngoai dudng tiéu héa cho ddi twong, thi kit
nay c6 thé gdm dung cu dé thuc hién viéc dung nay. Vi du, kit c6 thé gdm mét hoic
nhiéu kim tiém duéi da hoidc cac dung cu tiém khac duogc ban ludn & trén.

Kit c6 thé gdm to hudng dan st dung trong bao bi bao gdm théng tin lién quan
dén duoc phdm va lidu dung trong kit. Nhin chung, thong tin ndy h trg bénh nhén va
béc s§ khi st dung dugc phim kém theo va dang liéu ding hiéu qua va an toan. Vi dy,
thong tin sau day lién quan dén hdn hop theo sang ché c6 thé dugc cung cip trong toy
huéng dan: duge luc hoc, duge dong hoc, nghién ciru 14m sang, thong sb hiéu luc, cac
chi dinh va cach st dung, chéng chi dinh, canh bio, dé phong, phan ing bét loi, st dung
qué lidu lugng, liéu dung thich hop va duong ding, dugc cung cép thé nao, diéu kién
bao quan thich hop, thong tin tham khao, théng tin ctia nha san xuit/nha phan phdi va

thong tin v& bang sang ché.

Kit phét hién va kit diéu tri bénh

Nhu mét van d& vé su tién loi, khang thé khang TIGIT hodc manh lién két khang
nguyén cda no theo sang ché (vi du, 14A6, 28HS5, 31C6 hodc kiéu dugc nhan héa cia
ching) c6 thé duoc cung cip trong kit, nghia 13, hdn hop dugc dong goi chira chét thir
(thubc thir) véi luong dinh trude voi cac hudng din dé thuc hién thir nghiém phat hién
hodc chdn doan. Khi khang thé hoic manh duge danh diu bang enzym, kit s& bao gém
co chit va ddng yéu t6 cin dén enzym (vi du, tién co chat tao ra sic thé hoic cht huynh

quang c6 thé phat hién). Ngoai ra, cac chit bd trg khac c6 thé duoc bao gdm nhu chét
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n dinh, dung dich dém (vi du, dung dich dém phong bé hoic dung dich d€m phan giai)
va céc dung dich tuong tr. Céc lugng twong ddi cua cac chit thir khac nhau ¢6 thé dugc
thay ddi nhiéu dé tao ra céc ndng do trong dung dich chira chét thir vé co ban t&i uu hoa
dd nhay cua thr nghiém. Cu thé, chit thir c6 thé dugc cung cép duéi dang bot kho,
thuong dugc dong kho, bao gdm t4 duoc dua trén sy hoa tan sé tao ra dung dich chét
thir ¢6 ndng d6 thich hop.

Séang ché ciing d& xuét cac chit thir chan doan hozc phat hién va kit bao gdm mot
hodc nhiéu chit thir nay dé st dung trong c4c thir nghiém phat hién khac nhau, bao gdm,
vi dy, céc thir nghiém mién dich nhu ELISA (loai kep ho#c dang canh tranh). Cac thanh
phﬁn ctia kit c6 thé duogc gén truGe véi chit nén rén, hodc c6 thé duoc phu 1én bé mat
ctia chit nén rin khi kit duoc st dung. Theo mét sé phuwong an cia sang ché, sw phét tin
hiéu c6 thé duoc két hop trude véi khang thé hodic manh theo séng ché hoic c6 thé can
dén su két hop v6i mot hodc nhiéu thanh phan, vi dy, dung dich dém, thé lién hop khang
thé-enzym, co chét enzym, hodc dang twong tu, truée khi st dung. Kit ciing c6 thé bao
gdm cac chét thir bd sung, vi du, chét thir phong bé dé khir lién két khong dic hidu véi
b& mit pha rin, chét thir rira, co chit enzym, va céc chat twong tu. Bé mit pha rén nay
6 thé ¢ dang éng, hat, dia chudn d6 vi lugng, vi ciu, hodc céac vat liéu khac thich hop
dé cb dinh cac protein, peptit, hodc polypeptit. Theo cic khia canh cu thé, enzym xuc
tac su tao thanh san phdm phat quang héa hoc hodc sinh mau hodc sy khir co chéat phat
quang hoéa hoc hodc sinh mau 1 thanh phan cia cic phuong tién tao ra tin hiéu. Cac
enzym ndy da biét trong linh vuc k¥ thuat. Kit c6 thé bao gdm chit bit ky trong sd cac
chit thu gift va chét thir phat hién duoc mé ta & dy. Tuy ¥, kit cling c6 thé bao gdm cac
huéng din dé thuc hién cac phuong phap theo sang ché.

Sang ché ciing d& xuét kit bao gdm khang thé khang TIGIT (vi du, khang thé
dugc nhan hoa) hodc manh lién két khang nguyén cia n6 duoc déng goi trong vat chira,
nhu 1o nhé hodc binh, va con bao gém nhan dugc gén vao hoac dugc bao goi bdi vat
chira, nhan bao gdm cac ndi dung ctia vét chira va cung cip céc chi din vé céc chi dinh
va/hoic céc chi dan lién quan dén viée st dung thé tich cta vat chira dé diéu tri mot hodc
nhiéu tinh trang bénh nhu dugc mod ta ¢ day.

Theo mot khia canh, kit ding dé didu tri bénh ung thu va bao gbm khang thé
khang TIGIT (vi du, khang thé dugc nhan héa) hoic manh lién két khang nguyén cta
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n6 va chét didu tri bénh khac hodc vacxin. Kit tuy y c6 thé bao gém thém 6ng tiém dé
dung ngoai duong ti€u hoa, vi du, dung trong tinh mach. Theo mot khia canh khac, kit
bao gdm khang thé khang TIGIT (vi dy, khang thé dugc nhin héa) hogc manh lién két
khang nguyén ctia né va nhin duge gan vao hodc duge bao gbi ciing v6i vét chira dé mo
ta viée stir dung khang thé hodc manh véi vacxin hodc chét diéu tri bénh khac. Theo mot
khia canh khac nita, kit bao gém vacxin hodc chit didu tri bénh khéac va nhan dugc gén
vao hodc dugc bao gbi cung vai vat chira dé mo ta viée sir dung vacxin hodc chét didu
tri bénh khac véi khang thé khang TIGIT hoic manh. Theo mdt sé phuong 4n, khang
thé khang TIGIT va vacxin hodc chat diéu tri bénh khac trong cac lo nho riéng ré hoéc
duogc két hop ciing nhau trong cling mot loai dugc pham.

Nhu duge ban luan & trén trong phdn tri liéu két hop, viéc dung ddng thoi hai
chét didu tri bénh khong cin dén céc tic nhan duge st dung ddng thoi hoic cung mot
dudng dung, mién 1 ¢ su trung lip trong khodng thoi gian trong khi cac tac nhan nay
tao ra dugc tac dung didu tri bénh cia chung. Viéc ding ddng thoi hodc tun tu duge du
tinh, nhu 13 viéc ding vao céc ngay hoic cac tudn khac nhau.

Kit phat hién va diéu tri bénh dugc boc 16 trong ban md ta ndy ciing ¢6 thé duoc
bao ché ma chira it nhat mét trong sd cac khang thé, peptit, manh lién két khang nguyén,
hodc polynucleotit dugc boc 16 trong ban md ta ndy va huéng dan sir dung ché phim
lam chét thir phat hién hodc chit diéu tri bénh. Céc vat chua dé st dung trong kit nay
thong thuong c6 thé bao gdm it nhat mot lo nho, dng thi nghiém, binh tam giac, binh,
6ng tiém hodc cac vat chira thich hop khéc, c6 thé dugce dwa vao méot hodc nhiéu (c4c)
ché phdm phat hién va/hodc didu tri bénh, va t6t hon néu dugc tao phan miu thich hop.
Trong d6 chét diéu tri bénh thi hai cling dugc dé xuét, kit cling c6 thé chira mot vat chira
riéng biét thir hai c6 thé duoc dua vao ché phém phat hi¢n va/hodc diéu tri bénh tht hai.
Theo cach khac, nhidu hop chét c6 thé duoc didu ché trong dugc phim don, va c6 thé
duge dong gobi trong vat chita don, nhu 19 nhé, binh tam giac, 6ng tiém, binh, hodc vat
chtra don thich hgp khac. Kit dugc boc 1§ trong ban mo ta nay thong thuong cling s&
bao gbm cac phuong tién dé chira (cac) lo nhé duge boc kin dé ban ra thi trudng, nhu,
vi dy, vat chita bang nhua duoc duc thdi hodic phun dugc giit lai trong (cac) lo nho dugce
dung. Trong d6 loai nhan phét hién danh diu bang ddng vi phéng xa, sinh mau, sinh

huynh quang, hodc loai nhan phat hién khac hodc cac phuong tién phat hién duoc bao
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gbm trong kit, tic nhan danh déu c6 thé dugc cung cép trong vat chira gibng nhau ban
than no 1 ché pham phat hién hodc didu trj bénh, hodc theo cach khéc ¢6 thé duoc dua
vao trong phuong tién chta riéng biét thir hai d& chira ché phim tht hai va duge tao
ph?ln mau thich hop. Theo céach khac, chét thir phat hién va nhén c6 thé dugc didu ché
trong cdc phuong tién chira don, va trong hau hét cac truong hop, kit thong thuong cling
s& bao gdm c4c phuong tién chua (c4c) lo nho duge dong kin dé ban ra thi truong va/hodc
déng gbi va phan phdi tién 1oi.

Dung cu hoic thiét bi d& tién hanh cac phuong phép do hodc kiém tra dugc md
td & day ciing dugc d& xut trong sang ché. Thiét bi nay c6 thé bao gdm khoang hodc
6ng dé mau co thé dugc dua vao, hé thdng xir Iy chét 16ng tly ¥ bao gdm céc van hoic
bom dé dua truc tiép dong miu qua dung cu ndy, bd loc tiry ¥ d tach huyét twong hodc
huyét thanh khéi mau, tron cac khoang dé bd sung c4c tac nhan thu giit hodic chét thur
phat hién, va ty ¥ dung cu phét hién dé phat hién lwong nhan c6 thé phat hién duoc lién
két v6i phire hé mién dich tdc nhan thu gitt. Dong mAu c6 thé thu dong (vi du, bang mao
dan, thuy tinh, hodc cac luc khac ma khong can vin hanh thém dung cu khi miu dugc
nap vao) hodc chit dong (vi du, bing cach tac dung luc dugc tao ra théng qua cic bom
co hoc, bom dién thdm, luc ly tdm, hodc ap luc khong khi ting), hodc béng cach két hop
cac luc thu dong va chu dong.

Theo céc phuong dn khic, sang ché ciing dé xuét bo xtt 1y, bd nhé doc dugce bang
may tinh, va tién ich dugc luu trit trén bd nhé doc duge béng may tinh va dugc lam thich
ting dé duoc thyc hién trén b xt Iy dé tién hanh phuong phép bt ky trong sb cac
phuong phap dugc md ta & ddy. Céc vi du vé cac hé théng may tinh thich hgp, moi
trudng, va/hodc cc cdu hinh thich hop bao gdm may tinh c4 nhén, may chu, lap-tdp
hodc mdy tinh x4ch tay, hé théng da xt 1y, hé thdng dua trén mach vi xit ly, hop dat trén
néc, thiét bi dién ti tiéu thu c6 thé 18p trinh, PC mang luéi, mdy vi tinh loai nho, may
tinh 16n ¢6 bd nhé khdng 16, méi trudng mdy tinh duogc phan b c6 thé bao gdm hé thdng
bat ky trong sb cac hé thdng hoic thiét bi néu trén, hoc cac hé thong bit ky khac da biét
trong linh vuc k¥ thuét.

PHUONG PHAP CHUNG
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Phuong phap chuin trong sinh hoc phén tir dwoc mé ta trong Sambrook, Fritsch
va Maniatis (1982 & 1989 2" Edition, 2001 3™ Edition) Molecular Cloning, A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY;
Sambrook va Russell (2001) Molecular Cloning, 3™ ed., Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, NY; Wu (1993) Recombinant DNA, Vol. 217, Academic
Press, San Diego, CA). C4c phuong phép chuén ciing c6 trong tai liéu Ausbel, et al.
(2001) Current Protocols in Molecular Biology, Vols.1-4, John Wiley va Sons, Inc. New
York, NY, md ta viéc tach dong trong t& bao vi khuan va viéc gay dot bién ADN (Vol.
1), tach dong trong té bao dong vat c6 vii va nAm men (Vol. 2), glycoconjugat va su biéu
hién protein (Vol. 3), va tin sinh (Vol. 4).

Céc phuong phap dé tinh ché protein bao gdm phwong phap két tia mién dich,
sdc ky, dién di, ly tAm, va két tinh dugc mé ta (Coligan, et al. (2000) Current Protocols
in Protein Science, Vol. 1, John Wiley va Sons, Inc., New York). Phuong phap phan
tich héa hoc, bién dbi hoa hoc, bién ddi sau dich ma, san xuit protein dung hop, su
glycosyl héa protein duge mo ta (xem, vi du, Coligan, et al. (2000) Current Protocols
in Protein Science, Vol. 2, John Wiley va Sons, Inc., New York; Ausubel, et al. (2001)
Current Protocols in Molecular Biology, Vol. 3, John Wiley va Sons, Inc., NY, NY, pp.
16.0.5-16.22.17; Sigma-Aldrich, Co. (2001) Products for Life Science Research, St.
Louis, MO; pp. 45-89; Amersham Pharmacia Biotech (2001) BioDirectory, Piscataway,
N.I., pp. 384-391). Qua trinh san xuét, tinh ché, va phan manh khang thé da dong va
don dong dugc mo td (Coligan, et al. (2001) Current Protcols in Immunology, Vol. 1,
John Wiley va Sons, Inc., New York; Harlow and Lane (1999) Using Antibodies, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY; Harlow va Lane, supra). Cac
k¥ thuat chuin dé x4c dinh twong tac phéi tir/thy thé 13 kha dung (xem, v/ dyu, Coligan,
et al. (2001) Current Protocols in Immunology, Vol. 4, John Wiley, Inc., New York).

Céc khang thé don dong, da dong va khang thé duoc nhan hoa c6 thé duge tao ra
(xem, vi du, Sheperd and Dean (eds.) (2000) Monoclonal Antibodies, Oxford Univ.
Press, New York, NY; Kontermann and Dubel (eds.) (2001) Antibodies Engineering,
Springer-Verlag, New York; Harlow and Lane (1988) Antibodies A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, pp. 139-243; Carpenter,
et al. (2000) J. Immunol. 165:6205; He, et al. (1998) J. Immunol. 160:1029; Tang et al.
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(1999) J. Biol. Chem. 274:27371-27378; Baca et al. (1997) J. Biol. Chem. 272:10678-
10684; Chothia et al. (1989) Nature 342:877-883; Foote va Winter (1992) J. Mol. Biol.
224:487-499; Patent M§ s6 6,329,511).

Céch khic dé nhan héa 14 sir dung cac thu vién khang thé ctia ngudi dugce biéu
hién trén thu vién khang thé thé thuc khuin hodc cla ngudi & chudt chuyén gen
(Vaughan ef al. (1996) Nature Biotechnol. 14:309-314; Barbas (1995) Nature Medicine
1:837-839; Mendez et al. (1997) Nature Genetics 15:146-156; Hoogenboom va Chames
(2000) Immunol. Today 21:371-377; Barbas et al. (2001) Phage Display: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York; Kay et
al. (1996) Phage Display of Peptides va Proteins: A Laboratory Manual, Academic
Press, San Diego, CA; de Bruin ef al. (1999) Nature Biotechnol. 17:397-399).

Céc khang thé chubi don va khéng thé thé hai duoc moé ta (xem, vi du, Malecki
etal. (2002) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99:213-218; Conrath et al. (2001) J. Biol. Chem.
276:7346-7350; Desmyter et al. (2001) J. Biol. Chem. 276:26285-26290; Hudson va
Kortt (1999) J. Immunol. Methods 231:177-189; va Patent My s6 4,946,778). Cac khéng
thé hai chirc ning dwoc dé xuét (xem, vi du, Mack, et al. (1995) Proc. Natl. Acad. Sci,
US4 92:7021-7025; Carter (2001) J. Immunol. Methods 248:7-15; Volkel, et al. (2001)
Protein Engineering 14:815-823; Segal, et al. (2001) J. Immunol. Phwong phdps 248:1-
6, Brennan, et al. (1985) Science 229:81-83; Raso, et al. (1997) J. Biol. Chem.
272:27623; Morrison (1985) Science 229:1202-1207; Traunecker, et al. (1991) EMBO
J. 10:3655-3659; va Patent My s 5,932,448, 5,532,210, va 6,129,914).

Céc khang thé dic hiéu kép cling dugc dé xuét (xem, vi du, Azzoni et al. (1998)
J. Immunol. 161:3493; Kita et al. (1999) J. Immunol. 162:6901; Merchant et al. (2000)
J. Biol. Chem. 74:9115; Pandey et al. (2000‘) J. Biol. Chem. 275:38633; Zheng et al.
(2001) J. Biol Chem. 276:12999; Propst et al. (2000) J. Immunol. 165:2214; Long
(1999) Ann. Rev. Immunol. 17:875).

Viéc tinh ché khang nguyén 1a khong cén thiét dé tao ra cac khang thé. Céc con
vat c6 thé dugc gay mién dich bing céc cac té bao mang khéng nguyén quan tdm. Sau
d6, té bao 14 lach c6 thé duoc phén 14p tir cac con vat di duge gy mién dich, va cac té

bao 14 lach c6 thé dugc dung hop voi dong té bao u tiry dé tao ra dong té bao lai (xem,
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vi du, Meyaard et al. (1997) Immunity 7:283-290; Wright et al. (2000) Immunity 13:233-
2472; Preston et al., supra; Kaithamana et al. (1999) J. Immunol. 163:5157-5164).

Céckhéngthécéthéduqcﬁén}mqnvia@,Véicécphﬁnt&thuécnhé,cécenzyng
liposom, polyetylen glycol (PEG). Cac khang thé c6 thé sir dung cho cac muc dich tri
liéu, chin doan, kit hodc cac muc dich khac, va bao gém cac khang thé dugc ghép cap,
vi du, v6i thude nhudm, chét déng vi phéng xa, enzym, hodc kim loai, vi du, vang dang
keo (xem, vi du, Le Doussal et al. (1991) J. Immunol. 146:169-175; Gibellini et al.
(1998) J. Immunol. 160:3891-3898; Hsing va Bishop (1999) J. Immunol. 162:2804-
2811; Everts et al. (2002) J. Immunol. 168:883-889).

Phuong phap phan tich té bao theo dong, bao gdm viéc phan loai t& bao duoc
hoat héa bdi su phat huynh quang (fluorescence activated cell sorting-FACS), 13 sn ¢6
(xem, vi du, Owens, et al. (1994) Flow Cytometry Principles for Clinical Laboratory
Practice, John Wiley and Sons, Hoboken, NJ; Givan (2001) Flow Cytometry, 2" ed.;
Wiley-Liss, Hoboken, NJ; Shapiro (2003) Practical Flow Cytometry, John Wiley and
Sons, Hoboken, NT). Chit phat huynh quang thich hop dé bién déi axit nucleic, bao gdm
doan mdi va doan do axit nucleic, polypeptit, va cac khang thé, dé st dung, vi dy, lam
chit chin doan, 13 sin c6 (Molecular Probes (2003) Catalogue, Molecular Probes, Inc.,
Eugene, OR; Sigma-Aldrich (2003) Catalogue, St. Louis, MO).

Céac phuong phap nghién cttu mé chuén ddi véi hé nﬁén dich dugc mo ta (xem,
vi du, Muller-Harmelink (ed.) (1986) Human Thymus: Histopathology and Pathology,
Springer Verlag, New York, NY; Hiatt, et al. (2000) Color Atlas of Histology,
Lippincott, Williams, and Wilkins, Phila, PA; Louis, ef al. (2002) Basic Histology: Text
and Atlas, McGraw-Hill, New York, NY).

Céc goi phén mém va co s dir liéu dé xé4c dinh, vi du, manh khang nguyén, trinh
tw dan ddus, su gép protein, mién chirc nang, vi tri glycosyl héa, va su sép hang trinh tu,
12 sin c6 (xem, vi du, GenBank, Vector NTI® Suite (Informax, Inc, Bethesda, MD);
GCG Wisconsin Package (Accelrys, Inc., San Diego, CA); DeCypher® (TimeLogic
Corp., Crystal Bay, Nevada); Menne, et al. (2000) Bioinformatics 16: 741-742; Menne,
et al. (2000) Bioinformatics Applications Note 16:741-742; Wren, et al. (2002) Comput.
Phuwong phdps Programs Biomed. 68:177-181; von Heijne (1983) Eur. J. Biochem.
133:17-21; von Heijne (1986) Nucleic Acid Res. 14:4683-4690).
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Vi du thwe hién sang ché
Vidu 1

Tao khang thé khang hTIGIT & chudt cdng va chudt nhit

Pé tao ra cac khang thé dbi véi TIGIT & ngudi, chudt cdng Lewis dugc gdy mién
dich bing protein tai t6 hop TIGIT & ngudi duge gin nhan his tr Sino Biologicals
Cat#10917-HO8H) sir dung ta duwgc RIBI va tiém vao gan ban chan hai tudn mét lan.
Theo céch khéc, chudt nhét Balb/C dwoc giy mién dich bing protein tai tb hop TIGIT
& ngudi duge gén nhan Fe st dung té4 duge RIBI va tiém vao gan ban chan hai tudn mot
lan. Cac con chudt dugc gay mién dich duoc 14y mau va hidu gia huyét thanh duoc xac
dinh vé& viéc lién két vdi cac té bao CHOK 1 dugc chuyén nhiém TIGIT & ngudi st dung
ELISA dua trén té bao (dugc mo ta dudi ddy). Céc con chudt cd hiéu gia cao nhét duogc
ting cuong lan cudi bing protein tai to hop va céac hach bach huyét ving kheo dan luu
dugc phan 1ap bdn ngay sau d6. Dong té bao lai duge tao ra bang phuwong phap dung
hop bing dién cac lympho bao da phan 14p véi déi tac (thanh phén) dung hop u tay
P3X63-AG8.653 st dung hé théng dung hop bing dién Cytopulse Hybrimmune. Céc té
bao sau khi dung hop duge cdy vao cac dia 96 giéng (15) chita DMEM/F12, 15% BCS,
HAT, IL-6, chét bd sung OPI, va gentamyxin.

Phén dich ndi dong té bao lai dugc phan tich vé kha nzng lién két véi cac té bao
CHOK 1 biéu hién TIGIT & ngudi va tinh phan tng chéo véi céc té bao CHO bidu hién
TIGIT & khi rhesus st dung thtt nghiém ELISA dua trén té bao. Cac t& bao CHO-K 1
biéu hién TIGIT & ngudi va TIGIT & khi rhesus dugc cdy vao céc dia nudi cdy md 96
giéng chira 50 ul DMEM/F12, 10% BCS va gentamyxin (mdi truong CHO-K1). Céc té
bao dugc cdy vao dia & mét do 2x10* té bao/ giéng hai ngay trude khi phén tich hogc
4x10* té bao/giéng mot ngay trude khi phan tich. Méi truomg dugc 1ay ra khoi cac giéng
trude khi phén tich va thém 50ul phan dich ndi dong té bao lai. Phan dich ndi dong té
bao lai dugc @ trong 30-60 phut & nhiét do trong phong va duge rira 3 lan bing
PBS/0,05% Tween 20 st dung quy trinh rira ELISA t& bao trén mdy rta dia Biotek
EL405x Select CW. 50 microlit khang thé do (khang thé dé khang IgG chudt cbng dugc
lién hop v6i HRP (Southern Biotech cat# 3030-05) hoic khang thé dé khang IgG chudt
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nhit dugc lién hop véi HRP (Southern Biotech cat# 1043-05)), dugc bd sung & ty 1€ pha
lodng 1:2000 trong moi truomg CHO-K1 va dugc 0 ¢ nhiét do trong phong trong 30-60
phut. Céc dia phan tich dugc rira nhu trén va duge phat trién bang TMB va dung bang
dung dich dimng TMB (KPL cat# 50-85-06) hoic axit phosphoric 0,1N. Ty 1& hap thu &
budc séng 450nm-620nm duge xic dinh. Dong dwong tinh ¢ tinh phan tng véi ca té
bao CHO-K1 dugc chuyén nhiém TIGIT & ngudi va TIGIT & khi rhesus, va khong lién
két v6i cac té bao CHO-K1 bd me. Trong céc thir nghiém nay, néu khang thé cho thiy
c6 lién két véi cac té bao CHO-K1 bd me (khong dugc chuyén nhidm); c6 thé loai bo
viée khang thé sang loc khong dic hiéu véi TIGIT.

Dong té bao lai duwong tinh dugce tai tao dong bang cach pha lodng gii han hoic
duoc tai tao dong bang cach cdy dong té bao lai trong méi trudng ban rén va cac dong
dugc chon loc trén ClonePix® (Genetix). Thuc hién hai vong téi tao dong trén dong té
bao lai bd me. Cac dong tai tao cudi ciing dugc phat trién trong méi tredng nudi chy té
bao quy md nhé trong mdi trudng san xudt dong té bao lai khong chira huyét thanh va
duogc tinh ché dé tao ra khang thé duoc tinh ché d& mo ta dic diém thém.

Khoéang 819 dong té bao lai durgc tao ra khi sit dung cac phuong phép nay.
Vidu2

Mo ta dic diém cac khang thé khang hTIGIT

Phan dich ndi tr dong duong tinh dugc kiém tra kha ndng chan protein
CD155-huFc tai td hop & ngudi lién két véi cac té bao CHOK 1 hTIGIT trong thir nghiém
ELISA dwa trén té bao. Cac té bao TIGIT-CHO-K1 & ngudi duge cdy vao dia 96 giéng
nhu duge mo ta & trén. Mbi truong duge 14y ra khéi cac dia va 50 ul phan dich ndi dong
té bao lai duoc 1 bing cic té bao CHO-K1 TIGIT & ngudi & 4°C trong 30 phit. Thém
50 microlit CD155-huFc & ngudi vao dia dé thu duge ndng d6 cudi 12 0,5pg/ml CD155-
huFc & ngudi va duge U trong 30 phit & 4°C. Céc dia phéan tich dugc rira 3 14n bing
PBS/0,05% Tween-20 nhu trén. Su lién két ctia CD155-huFc & ngudi véi céc té bao
hTIGIT-CHOK1 dugc phét hién str dung khang thé thtr cAp F(ab)’2 cta dé khang IgG
nguoi lién hop véi HRP (Jackson 109-036-098) & ty 1€ pha lodng 1:2000 trong méi
truong CHO-K 1. C4c dia duoc phat trién bang cach str dung TMB va dugc dirng bing
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cach st dung dung dich dimg TMB nhu dugc mo ta & trén va A450-620nm duogc xéac
dinh.

Khang thé cia chudt céng duogc tao ra theo phuong phap da néu & trén duge dé
cap dén duéi dang 14A6, va thu duge tir dong vo tinh LB155.14A6.G2.A8. Khéang thé
ctia chudt cdng nay (14A6) c6 isotyp IgG2/kapa va bao gdm ving bién dbi chudi nang
¢6 SEQ ID NO:7 va ving bién d6i chudi nhe c¢6 SEQ ID NO:8. Khang thé 14A6 dugce
tinh ché lién két v6i TIGIT cla ngudi va TIGIT & khi rhesus nhu dugc x4c dinh bang
ELISA dua trén té bao lién két vdi céc té bao TIGIT & ngudi-CHOK 1 va TIGIT & khi
rhesus-CHOK 1 (Fig. 1) st dung phuong phéap duge md ta & trén. (Khang thé dbi chung
isotyp khong thé hién bt ky lién két nao (dit liéu khong dugc thé hién). Khang thé 14A6
duoc tinh ché cling c6 thé chin tuong tac gitta hTIGIT va hCD155 bang cach st dung
thir nghiém phong b& ELISA trén co s té bao (Fig. 3) st dung phuong phap duoc md
ta & trén.

Khang thé chudt nhét duoc tao ra theo phuong phap di néu & trén duoc dé cap
dén dudi dang 28HS5, va thu duge tir dong vo tinh TC167.28H5.H5. Khang thé chudt
nhét nay (28H5) c6 isotyp IgG1/kapa va bao gdm viing bién dbi chudi niang c6 SEQ ID
NO:63 va ving bién ddi chudi nhe c6 SEQ ID NO:64. Khang thé 28H5 duoc tinh ché
cling lién két voi TIGIT cta nguoi va TIGIT & khi rhesus nhu duogc xac dinh béng
ELISA dya trén té bao lién két v6i cdc té bao TIGIT & ngudi-CHOK1 va TIGIT & khi
rhesus-CHOK 1 (Fig. 2) st dung phuong phép duge mé ta & trén. Khang thé 28H5 duoc
tinh ché cling chan tuong tac gitta hTIGIT va hCD155 st dung thir nghiém phong bé
ELISA trén co so té bao (Fig. 3) sit dung phuong phép duge mb ta & trén.

Khang thé chudt nhét khac duoc tao ra theo phuong phap da néu & trén dugce dé
cap dén dudi dang 31C6, va thu dugc tir dong vo tinh MEB125.31C6.A1.205. Khang
thé chudt nhit nay (31C6) c6 isotyp IgG1/kapa va bao gdm ving bién dbi chudi ning
¢6 SEQ ID NO:94 va viing bién d6i chudi nhe ¢6 SEQ ID NO:95. Khang thé 31C6 dugc
tinh ché cling lién két v6i TIGIT va TIGIT & khi rhesus nhu dugc x4c dinh bang ELISA
dua trén té bao lién két voi cac té bao TIGIT & ngudi-CHOK 1 va TIGIT & khi rhesus-
CHOKI1 (Fig. 4) stt dung phuong phip duge md ta & trén. Khang thé 31C6 duoc tinh
ché ciing chin twong tac gitta hTIGIT va hCD155 st dung thr nghiém phong bé ELISA

trén co sé té bao (Fig. 4) sir dung phuong phap dugc mo ta & trén.
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Xéc dinh 4i luc lién két ciia cac khang thé khang TIGIT bd me (khong phai ngudi)
v6i protein tai té hop TIGIT & ngudi: hoat tinh lién két dong hoc cua céc khang thé
khang TIGIT & nguoi 14A6 va 31C6 (dugc thuc hién nhu duge mo ta trong Vidu 1) va
ctia khang thé thuong mai MBSA43 dugc x4c dinh bing phép cong huéng plasmon bé
mdt st dung hé Biacore T200 (Biacore, GE Healthcare, Piscataway, NJ). Khoang 5000
RU cua khang IgG chudt nhét, GE Healthcare Catalog Number BR-1008-38, hodc
khoang 13.000 RU khéang thé dé khang Fc gama ctia IgG chudtcéng, dic hidu manh,
Jackson ImmunoResearch Catalog Number 112-006-071, dugc ¢ dinh thong qua su
ghép cp amin trén chip cdm bién Series S CMS5, s catalog BR-1005-30. Cac dong vo
tinh khang TIGIT & ngudi clia chudt nhit, 31C6 va MBSA43, mbi loai dugc tiém 18n bé
mit khang chudt nhit da ¢ dinh & 1 ug/mL d6i véi mirc bt git 40 RU. Dong vo tinh
khang TIGIT & ngudi ctia chudt cdng 14A6 dugc tiém 1én bé mit khang chudt cdng da
c¢b dinh & 1 ug/mL d6i v6i mirc bét giit 40 RU. Pém HBS-EP+ (BR-1006-69) duoc st
dung l1am dém chay véi luu lwong 12 30puL/phiat. Cac ndng do thay ddi cua protein
TIGIT-His & ngudi hoic protein TIGIT-Fe, ndm trong khoang tir 0,29nM dén 40nM, &
Iwu Iwong bang 45uL/phat duge tiém 1én bé miat khang thé. Sau mdi chu trinh tiém
khang TIGIT & ngudi ciia chudt nhit d6i voi cac dong vo tinh 31C6 va MBSA43, bé
mit chip Series S CM5 duoc tai tao sir dung mot 1an tiém ba phut Glyxin 10mM, pH =
1,7 & lwu lwong bang 10puL/phtt. Sau mdi chu trinh tiém khang TIGIT & ngudi cia chudt
cbng, bé mit chip Series S CM5 dugc tai tao sit dung mot 1an tiém 20 gidy Glyxin
10mM, pH = 1,5 sau d6 1a hai 1dn tiém 10 gidy NaOH 12,5mM & luu luong bing
60uL/phut.

D6 thi cam bién lién két trir nén duogc st dung dé phén tich héng sb toe do két
hop (ka) va phan ly (kd), va hing s6 phén ly can bang Kp. Tap hop sb lidu thu duge duge
lam khép bang md hinh lién két Langmuir 1:1 st dung phin mém danh gia Biacore
T200 (version 2.0). Bang 3 tdng két 4i Iuc cta cac khang thé khang TIGIT & nguoi voi
protein TIGIT-His & nguoi va protein TIGIT-Fc.
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Bang 3: Do i luc ctia cac khang thé khang TIGIT & nguoi véi protein TIGIT-His &
nguoi va protein TIGIT-Fc st dung BIAcore

BlAcore BIAcore

Dong v6 tinh KD (TIGIT ¢ nguoi- | KD (TIGIT & nguoi-
His) Fc)
(PM) (M)

14A6 (rlgG2a/K) 3,09 3,12

31C6 (mIgG1/K) 34,4 10,9

Mau so sanh MBSA43 (mIgG1) | 36,3 16,5

Vidu3
Thir nghiém hoat tinh té bao T in vitro déi véi cdc khdng thé déi khdng khdng hTIGIT

Trong s6 cac khang thé dugc thir nghiém, khoang 352 khang thé don dong thé
hién tac dung chin lién két cia CD155-Fc vdi cac té bao CHO biéu hién hTIGIT duoc
sang loc kha ning ting cudng hoat tinh t& bao T in vitro cta ching st dung cac thir
nghiém chirc niang dua trén té bao.

Mot thir nghiém dugc phat trién dé mo ta diac diém hé qué chirc ndng cua viéc
phong téa thu thé TIGIT & nguoi sir dung céc té bao Jurkat, dong lympho bao T cua
nguoi da ¢ dinh (dong vo tinh, E6-1; ATCC TIB-152), dugc thao tac di truyén dé biéu
hién qua muc TIGIT & ngudi (hTIGIT-Jurkat) ma dwoc dong nudi cdy véi cac té bao
THP-1, dong té bao don bao cua nguoi trong didu kién c6 mit hoiic khong c6 mit mot
trong s& cac phdi tir TIGIT, CD155 va CD112. Céac té bao hTIGIT-Jurkat dugc dong
nudi ciy vai cac té bao THP-1 va duge kich thich bing mAb khang CD3 lién két vai dia
tao ra IL-2, nhung khi bd sung phdi tir TIGIT (CD155 hogc CD112) vao méi truong
ddng nubi cdy, mirc IL-2 bi giam theo cach phu thudc phdi tir. Viée xir Iy bang cac khang
thé chin twong tdc CD155- hoiic CD112-TIGIT, nhuw Ab khang hTIGIT c6 trén thi
truong, dong vo tinh MBSA43 (eBioscience Cat# 12-9500-42), s& hd tro (giai i) viée
san xuét IL-2 trong thir nghiém nay theo cach phu thudc liéu (Fig. 5).

Céc dia day phing 96 giéng duoc phu khang thé chudt nhit khang CD3 nguoi
(lug/ml trong PBS; Dong v6 tinh HIT3a; BD Pharmingen Cat# 555336) qua dém & 4°C.
Ngay tiép theo, cac t& bao hTIGIT-Jurkat (50,000) dugc dan trén cac dia dugc phi trudc

va dugc U trudce trong thoi gian 30-60 phit véi mAb & cac ndng do khac nhau. Céc té
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bao THP-1 (50.000) dugc bd sung vao mdi trudng nudi ciy sau d6 thém CD155-Fc
(ECD ctia CD155 & nguoi duge dung hop véi Fe clia nguoi; 1,0 pg/ml) hodc CD112-Fc
(ECD cua CD112 cua ngudi duge dung hop véi Fe cia nguoi; 0,5 pg/ml). Sau khi 0
trong 18-24 gity & 37°C va 5,0% CO,, mirc IL-2 dugc danh gia trong phan dich ndi cua
mdi trudng nudi cdy béi Meso Scale (Human IL-2 Tissue Culture MESO Kit:
Cat#K151AHB-2). Viéc xit Iy v6i MBSA43 (10 pg/ml) s& gitp IL-2 dén duge muc bing
v6i khi céc té bao hTIGIT Jurkat d4 hoat héa duge nudi ciy véi THP-1 khi ving mit
CD155 hodc CD112.

Nhu dugc thé hién trén Fig. 5, hiéu gia cta dong vo tinh khéng hTIGIT 14A6 tu
30 pg/ml xudng con 0,04 pg/ml cho gia tri EC50 bing 0,190 pg/ml so véi MBSA43 &
0,24 pg/ml khi str dung thtr nghiém nay. Dong vo tinh 14A6 (30 pg/ml) gitp mc IL-2
1én dén 82% ctia MBSA43 (10 pg/ml).

Ciing dugc thé hién trén Fig. 5, hiéu gi4 ciia dong vo tinh khang hTIGIT 28H5
tir 30 pg/ml xudng con 0,04 pg/ml cho gia tri EC50 bing 0,24 pg/ml so véi MBSA43 &
0,24 pg/ml khi str dung thir nghiém nay.

Ciing duoc thé hién trén Fig. 6, hidu gia ctia dong vo tinh khang hTIGIT 31C6 tir
30 pg/ml xubng con 0,04 pg/ml cho gia tri EC50 bang 0,14 pg/ml so v6i MBSA43 &
0,24 pg/ml khi st dung thr nghiém nay. Dong v tinh 31C6 (30 pg/ml) gitp mirc IL-2
1én dén 118% ciaMBSA43 (10 pg/ml).
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Trong s 352 khang thé don dong dugc thir nghiém, khoang 113 c6 thé ting cuong hoat
tinh té bao T in vitro str dung thir nghiém chtrc ning dua trén té bao.
Vidu4
Thik nghiém hoat tinh € bao T in vitro d6i v6i cac khang thé déi khang khang hTIGIT
Céc tac gia sang ché da phan tich thém sy d6i khang v& chirc ning twong dbi cia
TIGIT va hd trg su hoat hoa té bao T va chirc ning tac dong khi st dung dong t& bao T
so cép clia ngudi biéu hién TIGIT ndi sinh duva trén sy hoat hoa thu thé té bao T (TCR).
Dong té bao T ciia ngudi 49 dong vo tinh BC4 12 dong v6 tinh té bao T CD4+ cuia ngudi
dic hiéu khang nguyén ddng loai bidu hién TCR dic hiéu phan tt MHC HLA-16p 11
duogc biéu hién trén dong t€ bao bién nap EBV, JY (HLA-DR1,4). Dong té bao T cta
ngudi 49 dong vo tinh BC4 doi héi viéce tai kich thich bang khang nguyén ddng loai hai
tudn mét 14n, str dung céc té bao kich thich JY duoc chiéu xa (5000 Rad), PBMC dugc
chiéu xa (4000 Rad) dugc phén lap tir hai 16p bach-tiéu cdu va PHA-P (2,5 pg/ml,
Sigma), cling nhu 10 ng/ml chét bd sung IL-2 ctia ngudi (R&D) mdi 3-4 ngay sau khi
tai kich thich va mo rong. Nhiéu dong vé tinh té bao T (BC1-6, BC4-27, BC4-49) dugc
phan tich bing PCR va sau d6 bang may phan tich té bao theo dong dbi vé6i su biéu hién
twong ddi ctia TIGIT sau khi tai kich thich va dong v6 tinh BC4 49 dugc chon vi nd ¢
mirc bidu hién TIGIT cao nhét so v&i cac dong v tinh khac. Sy biéu hién twong dbi va
cac thong ) dong hoc cta TIGIT, CD226, CD96 va CD155 dugc giam sat theo su tai
kich thich bang cac té bao kich thich JY dugc chiéu xa (5000 Rads), PBMC va PHA-P
dugc chiéu xa dé danh gia thoi gian tot nhit d& thir nghiém cac mAb dbi khang dbi véi
hoat tinh d6i khang TIGIT twong d6i. Mirc bidu hién dinh cua TIGIT dugc quan sat &
thoi diém 3-4 ngay sau khi tai kich thich, trong khi muc biéu hién cia CD226 va CD96
gidm trong cting khoang thdi gian d6. Sau d6, mirc bidu hién ctia TIGIT giam, trong khi
murc biéu hién ctia CD226 va CD96 ting 14n nita & ngdy 6 sau khi tai kich thich (Fig. 7).
Do d6, mAb dbi khang TIGIT tng cir duge danh gia & thoi didm 3-4 ngdy sau khi tai
kich thich. Té bao chuyén nhidm JY biéu hién qua mic CD155 & nguoi dugc tao ra st
dung vecto retrovirut pMX->huTIGIT lam phwong tién dé (rc ché cac dap tmg té bao T
dong vo tinh BC4 47 trong thir nghiém sinh hoc té bao T so cép va dé danh gia kha nang
tuong dbi cia mAb khéng TIGIT trong viéc chéng lai sy hoat hoa CD155 cua TIGIT va
hd trg su tang sinh té bao T va IFNy ba ngy sau.
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Thir nghiém té bao T so cip d6i v6i cac mAb dbi khang khang hTIGIT trong ddi
dugc thiét 1ap nhu sau. Dong v6 tinh BC4 49 dong t& bao T CD4* cua ngudi duge ddng
nudi cdy véi CD155-Fc phong téa mAb dic hiéu hTIGIT & nhiéu ndng do khac nhau
(33,11, 3,7, 1,2, 0,4 va 0,1 pug/ml) trong 30 phiit va sau d6 dugc cdy vao dia 96 giéng
day tron (2x10* ¢/té bao). Tac nhan chuyén nhiém JY-hCD155, biéu hién khang nguyén
déng loai va cdc mitc hCD155 cao, dugc chiu xa (5000 Rads), dugc rira va sau d6 dugc
thém vao céc giéng chira cc té bao T dong vo tinh BC4 49 dugc xur ly mAb khang
TIGIT cho ndéng d6 cudi 1a 1x10* (ty 18 té bao T:té bao dich 2:1) hodc 5x10° (ty 18 té bao
T:té bao dich 1:4) trong tdng thé tich 1a 200 ul/giéng. Cac dbi ching bao gdm mau khong
xir Iy mAB, dong nudi cdy véi cac té bao T dwogc xir ly isotyp mADb, chi ¢6 té bao T va
chi c6 té bao JY-CD155. Sau ba hoiic bdn ngdy ddng nudi cdy, phan dich ndi duoc thu
hoach dé dinh luong xytokin interferon-gama (IFNy), va céc té& bao T dugc rung trong
6 gid v6i thymidin duge triti hoa dé danh gia sy ting sinh twong dbi.

Nhu duge thé hién trén Fig. 8A va 8B, viéc xtt Iy mAb khang hTIGIT 14A6,
28HS5 va 31C6 clia cac té bao T dong vo tinh BC4 49 s& trg gitp IFNy va céc dap tng
tdng sinh nhu duge danh gid bsi céc dap tng ting so v&i isotyp va cac té bao T khong
dugc xir Iy. Khang thé MBSA43 thuong mai va cac khang thé 37D10 va 25G10 (cac
khéng thé khéng TIGIT duoc tao ra nhu duge md ta trong Vi du 1) ciing thé hién hoat
tinh trong thir nghiém nay. Viéc ting san xuét IFNy sau khi xir Iy v6i 14A6, 28H5 va
31C6 1 khoang gip hai 14n so véi trung binh.

Vidu$5

Hoat tinh khang khéi u ctia céc khang thé khang TIGIT va khang PD1 trong mau khéi
u dong vat

Chu¢t nhdt: Chudt nhit BALB/cAnN céi khoang bay dén tAm tuln tudi véi can
ning trung binh 14 20 g dugc 14y tir Taconic Laboratory (Germantown, NY). Thic an
va nuéc cho chudt thong thuong duge cung cép tuy .

Chdt thir khdng thé: khang thé don dong cta isotyp IgG1 cia chudt khang lai PD-
1 ctia chudt va cac ddi chimg isotyp thu dugc tir cc ngudn bén trong lam ngudn cung
ddng lanh (-80°C). Khang thé khang TIGIT chudt nhit (GIGD7) cta chudt céng thu

dugc tlr eBioscience 1am ngudn cung 4°C. Di chung isotyp IgG1 1a khéng thé don dong
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ctia chudt nhit dic hidu v6i hexon 25 ctia adenovirut. Pbi chung isotyp IgG2a la khang
thé don dong cia chudt cong dic hiéu beta-galactosidaza. Isotyp IgG1 cua chudt 1a
isotyp cta chudt twong ing v6i isotyp [gG4 cia nguoi.

Diéu ché theo cong thirc chdt thir khdng thé: Dém didu ché cong thire danh riéng
cho timg khang thé dé 1am 4n dinh cac protein va ngin sy két tua. Cong thirc diu ché
la nhu sau: mIgG1l: NaCl 75mM, natri phosphat 10mM, sucroza 3%, pH=7,3; khang
PD-1: natri axetat 20mM, 7% sucroza, pH=5,5; IgG2a cia chudt céng: 20mM natri
axetat, sucroza 9% pH=5,5; va khang TIGIT (GIGD7): PBS pH=7,0.

Tao dong té bao khoi u va cdy: cic té bao caxinom rudt két CT26 duge nudi chy
trong mdi truong RPMI ¢6 bd sung 10% huyét thanh thai bo da vo hoat bang nhiét. 3 x
10° té bao CT26 pha log va té bao CT26 dudi mirc hop dong duoc tiém duéi da (SC)
trong 100 uL thé tich RPMI khong chira huyét thanh vao sudn lung duéi bén phai ctia
mdi con chudt nhét. Céc con chudt trude tién duge cao 16ng bang tong do dién & vung
duoc sit dung dé cdy.

CT-26 1 dong té bao ung thu biéu mé tuyén & rudt két-tric trang cta chudt dong
gen v6i chiing chudt nhit BALB/c. CT-26 12 hé mau tuvong dwong dé danh gia co ché
tac dong ctia khang thé khang PD-1 do profin phén tir ¢6 thé dich dugc cta khéi u nay
sau liéu phap khang PD-1.

Cdc thong s6 do ciia khdi u va cdn ndng: Khbi u duoc do vao ngdy trude ngly
dung lidu ddu tién va hai 1dn mot tuln sau d6. Chiéu dai va chidu rong ctia khdi u dugc
do bang céach st dung thudc cip dién tir va thé tich khdi u duge xé4c dinh bing cach sir
dung cong thirc Thé tich (mm?) = 0,5 x Chiéu dai x Chiéu rong? trong d6 chidu dai la
kich thuéc 16n hon. Chudt duge can dinh ky dé kiém tra tinh trang strc khée chung ma
cling dé danh gia sy phan phdi lidu lugng mg/kg thuc té dbi voi mdi con chudt nhit khi
can. Trudce khi didu tri, chudt dugc can va khdi u tir mdi con chudt duoc do. Pé ngin do
sai 1&ch, cac khoang léch bAt ky vé trong luong hoic thé tich khéi u dugc loai bo va cac
con chudt con lai duge chia ngdu nhién thanh cac nhém diéu tri khac nhau véi kich c&
khéi u trung binh twong dwong. Khi thé tich khdi u trung binh trong con chudt mang
khdi u CT26 dat dén ~100 mm?, khoadng 7 ngay sau khi céy dudi da, cac con vat dugc
chia ngiu nhién thanh c4c nhém diéu trj gdm 10 con chudt mdi nhém va viée dinh lidu

bat ddu. C4c con vat dugc st dung & ndng d6 lidu ding dugc dinh 3 dudi day.
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Chudn bi dung dich liéu, sit dung va phdn tich: Kho du trit dong lanh cia céc
khéang thé dugc thir nghiém trong mé hinh dong vat dugc lam tan va dugc chuyén vao
d4 w6t. Dé tranh viée ra dong nhiéu 14n, mdi lo dit try dugc 1am rd mot 1an va ph?m mau
dugc tao ra trong thé tich nhé du cho mét 14n sir dung. Cac ng polypropylen c6 do dinh
thip duge sir dung cho muc dich nay. Phin miu duoc lam dong lanh dot ngdt trong da
khd va dugc bao quan & nhiét d6 -80°C. Trudc mdi l4n dinh liéu, mot phén mau duoc
lam rd va duoc pha lodng dén ndng d6 danh nghia trong chét pha lodng thich hop va
dugc dinh lidu ngay lap tac. Phan mAu cua cic dung dich dinh liéu dugc 1am dong lanh
dot ngdt trong d4 khod va duogc bao quan & nhiét do -80°C cho dén khi phan tich. Dung
dich dinh lidu dugc danh gia bang cach st dung nén tang Meso Scale Discovery (MSD®,
Rockville, MD) dya trén k¥ thuét da mang; két hop phuong phéap do dién hoa phat quang
va cac mang dugc tao kiéu.

Két qué diéu tri dimg liéu khang TIGIT/ khdng PDI: cic con chudt nhét
BALB/cAnN mang khéi u CT26 dugc st dung khang TIGIT chudt nhit cia chudt céng
(GIGD?7) ¢ liéu 20mg/kg, IP, 4 ngay mdt 1an trong mdi 5 chu ky. Khang thé khang PD-
1 chudt nhit (dugc mo td & trén) dugc st dung & lidu lugng 10 mg/kg, IP, 4 ngay mot
lan trong mdi 5 chu ky. Sau khi dinh lidu, c4c con vét tiép tuc duoc theo dai va thé tich
khéi u dugc do ngoai 36 ngay. Viée xit Iy duoc bat dau khi kich thude khéi u dat trung
binh 100 mm? (75 mm? — 115 mm®). Céc khéi u dugc do hai 1dn mét tudn. Nhu duge
chimg minh bing cac két qua, duoc thé hién trén Fig. 9, dap ing khang khéi u trung
binh ctia lidu phép két hop véi chit ddi khang PD-1 va chét ddi khang TIGIT 1én hon
dap tmg khang khéi u quan sat dugc vé6i diéu tri bang tac nhan don khang PD1 (p<0,05)
hodc tac nhan don khang TIGIT (p<0,005). Bdi véi viée didu tri bang tac nhin don
khang TIGIT, ty 18 rc ché sy sinh trudng ctia khdi u (TGI) bang 21% duoc quan sat vao
ngay 14. Dbi véi viée didu tri tac nhan don khang PD1, 52% TGI dugc quan sat vao
ngay 14. Viéc diéu trji két hop din dén 85% TGI vao ngay 14 va chimg minh ring 40%
su thoai trién hoan toan (CR) dé cho khong khéi u do dugc nao con lai & 4 trong s6 10
con chudt nhit dén ngay 36. Hidu qua khang khéi u véi khang thé duoc phén phéi 1am
liéu phap don 14 0-10% CR.

Vidu 6
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Nhén héa khang thé

Khéng thé cta chudt cbng 14A6 va chudt nhét 31C6 duoc nhan héa st dung
phwong phép duoc néu trong ban mé ta nay. Tir khang thé cia chudt cng 14A6, viing
bién ddi chudi ning dwgc nhan hoa sau ddy duge tao ciu tric: SEQ ID NO: 9-24 va
SEQ ID NO: 37-47; va céc ving bién ddi chudi nhe dugc nhan héa sau day duoc tao
chu trac: SEQ ID NO: 25-30 va SEQ ID NO: 48-52. Tir khang thé chudt nhét 31C6,
vung bién ddi chudi nang dugc nhan hoéa sau day duogc tao cAu trac: SEQ ID NO: 124-
129; va céc vung bién ddi chudi nhe dugc nhan hoa sau day duoc tao chu tric: SEQ ID
NO: 130-133.

Vidu7

Tac dung cua Isotyp Fc dbi véi hoat tinh chdng khéi u ctia cac khang thé khang TIGIT
trong md hinh khéi u ctia déng vat

Chuét nhdt: Chudt nhit BALB/cAnN cai khoang bay dén tdm tun tudi c6 can
ning trung binh bing 20 gam duogc thu tir phong thi nghiém Taconic Laboratory
(Germantown, NY). Thirc an théng thudng ding cho dong vat va nude duoc cung cip
tuy y.

Chét thir khang thé:

e Khang thé chudt khang PD1 chudt nhit - Kiéu phu IgG1

e Khang thé chudt céng khang TIGIT chudt nhit(18G10) - Kiéu phu IgG1
& chudt cdng. Khang thé ndy dugc mo ta trén cac hinh v& 1a 18G10 gbe.
Khang thé 18G10 c6 trinh tw VH ¢6 SEQ ID NO:136 va trinh tu VL ¢6
SEQ ID NO:137.

e Khang thé chudt cdng khang TIGIT chudt nhat thé kham (18G10) - bao
gbdm ving Fc & chudt nhét cta kidu phu mIgG1. Khang thé nay dugc mo
ta trén cac hinh v& 1a 18G10-G2a. (isotyp IgG1 ctia chudt la isotyp & chudt
tuong Ung vai isotyp IgG4 & nguodi.)

e Khang thé chudt cdng khang TIGIT chudt nhit 18G10 thé kham - bao gdbm

ving Fc & chudt nhit cta kiéu phu mIgG2a. Khang thé nay duoc mo ta
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trén cac hinh v& 12 18G10-G2a. (Isotyp 1gG2a cia chudt 1a isotyp & chudt
twong ing voi isotyp IgG1 & ngudi.)

e Khiéng thé IgG1 cta chudt ddi chung isotyp (khang thé don dong dbi
chirng twong ting v&i isotyp IgG1 & chudt nhit dic hiéu v6i hexon 25 cia
adenovirut))

e Khéng thé IgG1 & chudt céng dbi chimg isotyp (khang thé don dong dbi
chimg twong tng v&i isotyp IgG1 & chudt cng dic hidu véi IL-4 & ngudi)

e Khiéng thé IgG2a chudt ddi ching isotyp (khang thé don dong dbi ching
tuong tng véi isotyp IgG2a & chudt nhit dic hiéu véi hexon 25 cua
adenovirut).

Ché phdam chira chat thir khdng thé: Céc ché phidm chira céc chit sau day:

e mlIgG1:75mM NaCl, 10mM natri phosphat, 3% sucroza, pH=7,4;

e khiang PD-1: 20mM natri axetat, 9% sucroza, pH=5,5; mlgG2a: 75mM
NaCl, 10mM natri phosphat, 3% sucroza, pH=7,3;

e IgGl & chudt cdng: 20mM natri axetat, 7% sucroza pH=5,5; 18G10:
20mM NaAc, 100mM NaCl, 3% sucroza; 18G10-G1: 20mM NaAc, 9%
sucroza, pH=5,5; 18G10-G2a: 20mM NaAc, 9% sucroza, pH=5,5.

Chudn bi va cdy dwdi da dong té bao khéi u: cac t& bao caxinom rudt két CT26
dugc nudi cdy trong méi truong RPMI dugc bd sung 10% huyét thanh bao thai bd duoc
bat hoat nhiét. 3 x 10° pha log va céc t& bao CT26 dudi mirc hop dong duoc tiém dudi
da (SC) véi thé tich 100 pL cia RPMI khéng chira huyét thanh vao sudn lung phia dudi
bén phai ctia mdi con chudt nhét. Chudt dau tién dugc cao 16ng bé‘mg tong do dién &
ving s& duoc sir dung dé cdy dudi da.

CT-26 1a dong té bao ung thu biéu mé tuyén rudt két-truc trang & chudt cung gen
v6i ching chudt nhit BALB/c. CT-26 14 hé théng mé hinh c6 lién quan dé danh gia co
ché tac dung d6i v6i khang thé khang PD-1 do profin phan tir ¢6 thé dich ma cta khéi u
nay sau liéu phap khéang PD-1.

Cdc phép do khoi u va cdn ndng: Khbi u dwoc do vao ngay trude lidu dung th
nhét va hai 1dn mot tudn sau d6. Chilu dai va chiéu rdng cla khéi u duge do béng cach
str dung thudc ciip dién tir va thé tich khbi u dugc x4c dinh bing cach st dung cong thirc

Thé tich (mm?) = 0,5 x Chiéu dai x Chiéu rong? trong d6 chidu dai 1a kich thuéc 16n
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hon. Chudt duge can dinh ky dé kiém tra tinh trang sitc khoe chung ma ciing d& danh
gia sy phéan phéi lidu luwong mg/kg thuc té dbi v6i mdi con chudt nhét khi cin. Trude
khi diéu tri, chudt dugc can va khéi u tir mdi con chudt duge do. Dé ngan do sai 1éch,
cac khoang 1&ch bét ky vé trong lwong hoic thé tich khdi u dugc loai bé va céc con chudt
con lai dwogc chia ngiu nhién thanh c4c nhém diéu tri khac nhau véi kich ¢& khéi u trung
binh tuong duong.

Ché phdm dung dich dinh liéu, stk dung, va cdc phép phan tich: Kho dy trit dong
lanh chira cac khang thé dugc thi nghiém trong mo hinh dong vat dugc lam tan va dugc
chuyén vao da uét. Dé tranh viée rd dong nhiéu 1an, mdi lo dit try duge lam ra dong mot
lan va phan méu duoc tao ra trong thé tich nhé di cho mét lin st dung. Cac éng
polypropylen c6 d6 dinh thap dugc str dung cho muc dich nay. Phin mau dugc lam dong
lanh dot ngot trong d4 kho va duge bao quan & nhiét d6 -80°C. Trude mdi lan dinh lidu,
mdt phan méu dugc lam r3 dong va duge pha lodng dén ndng do danh nghia trong chét
pha lodng thich hgp va dwgc dinh lidu ngay 14p tirc. Phan miu cta cac dung dich dinh
lidu duge 1am dong lanh dot ngdt trong da kho va duge bao quén & nhiét 6 -80°C cho
dén khi phén tich. Dung dich dinh liéu dugc dénh gia bing cach st dung nén tang Meso
Scale Discovery (MSD®, Rockville, MD) dua trén k¥ thuat da mang; két hop phuong
phép do dién hoéa phat quang va cic mang duoc tao kiéu.

Cdc két quad diéu tri bang khdng thé Khdng TIGIT/Khdng PDI theo liéu luong:
chudt nhit BALB/cAnN mang khéi u CT26 duogc chia ngau nhién thanh 10 nhém diéu
tri khi thé tich khéi u trung binh cta nhitng con chudt nay dat dén kich thudc khéi u
trung binh bang 100 mm?® (80 mm?® — 119 mm?): (1) dbi chung isotyp mulgG1 + dbi
chimg isotyp IgGl & chudt cdng; (2) dbi chung isotyp mulgGl + dbi chimg isotyp
mulgG2a; (3) muDX400 + dbi chimg isotyp IgG1 & chudt cdng; (4) muDX400 + dbi
ching isotyp mulgG2a; (5) ddi ching isotyp mulgGl + 18G10; (6) dbi ching isotyp
mulgG1 + 18G10-G1; (7) d6i chimg isotyp mulgGl + 18G10-G2a; (8) muDX400 +
18G10; (9) muDX400 + 18G10_G1; (10) muDX400 + 18G10_G2a. Cac con vat dugc
st dung khang thé chudt cdng khang TIGIT chudt nhit (18G10) hodc khéng thé khang
TIGIT thé kham 18G10-G1 hoic 18G10-G2a (duge md ta & trén) & lidu luong 18mg/ke,
IP, mdi 4 ngay di v6i mdi trong 6 chu ky. Khang PD-1 chudt nhit (dugc mé ta & trén)

dugc ding & liéu lugng 10 mg/kg, IP, mbi 4 ngay dbi voi mdi trong 6 chu ky. Sau khi
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dinh liéu, c4c con vat tiép tuc dugc theo doi va thé tich khéi u duoc do ngoai 76 ngay
dbi voi mot sé nhom didu tri. Cac khédi u dugc do hai 14n mot tudn. Céac két qué duogc
thé hién trén céc hinh v& Fig. 10 va Fig. 11. Viéc diéu tri bing khang thé khang TIGIT
tac nhan don st dung 18G10-G2a thé hién 44% (e ché sy sinh trudng cta khdi u (TGI)
vao ngay 13; trong khi khang thé gdc 18G10 thé hién 38% va khang thé 18G10-G1 thé
hién 36%. Ddi véi viée diéu tri bing khang PD1 tic nhan don két hop véi ddi ching
isotyp rIgG1, 51% TGI dugc quan sat vao ngay 13. Khi khang thé khang PD-1 duoc két
hop véi dbi ching isotyp mulgG2a, 50% TGI va 10% thodi trién hoan toan (CR) dugc
quan st vao ngay 18, dé cho 1 con vat dap tng hoan toan trong s6 10 con vat dugc quan
sat. Hon hop chtra khang thé khang PD1 va khang thé 18G10 gdc thé hién 80% TGI vao
ngay 13 va chimg minh 300% CR vao ngay 39. Hon hop chira khéng thé khang PD1 va
18G10-G1 thé hién 59%TGI vao ngay 13 va chting minh ring 10% CR vao ngay 13.
H&n hop chira khang thé khang PD1 va 18G10-G2a thé hién 88% TGI vao ngay 13 va
chtitng minh 60% CR vao ngay 63. H6n hop chira khang thé khang PD1 va 18G10-G2a
thé hién hoat tinh chéng khéi u 16n hon va sy thoai trién hoan toan hon so véi cac hén
hop chira khang thé khang PD1 vé6i 18G10 gbc hodic 18G10-G1. Khdng ¢ su sut giam
cin nang dang ké lién quan dén viéc ding cac tac nhan don hoic liéu phap két hop cho

thdy ring céc 1dn didu tri dugc dung nap tdt.

Vidu8

Téc dung cua Isotyp Fe dbi véi hoat tinh chdng khdi u ctia cac khang thé khang TIGIT
& méu khéi u dong vt

Lip lai thir nghiém dugc md ta trong vi du 7, ngoai trir viée khang thé 18G10 cua
chudt cdng duoc thay bang khang thé 11A11 ctia chudt cdng.

Chuét nhdt: chudt nhit BALB/cAnN cai, khoang bay dén tdm tuln tudi c6 can
ning trung binh 14 20 g 14y tir Taconic Laboratory (Germantown, NY). Thirc &n va nuéc
cho chu6t thong thudng duoc cung cip tiy ¥.

Chét thir khang thé:

e Khang thé chudt khang PD1 chudt nhét- Kiéu phu IgG1
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e Khang thé chudt cdng khang TIGIT chudt nhit(11A11) - Kiéu phy IgG1
& chudt cong. Khang thé ndy duge mé ta trén cac hinh v& 1a 11A11 gbe.
Khéang thé 11A11 ¢6 trinh ty VH ¢6 SEQ ID NO:138 va trinh tu VL ¢6
SEQ ID NO:139.

e Khang thé chudt cbng khang TIGIT chudt nhit thé kham (11A11) - bao
gdm ving Fc & chudt nhét ctia kiu phu mIgG1. Khang thé nay duge mo
ta trén céc hinh vé& 1a 11A11-G2a. (isotyp IgG1 & chudt 1a isotyp ¢ chudt
tuong ing vai isotyp IgG4 & nguoi.)

e Khang thé TIGIT 11A11 khang chudt & chudt thé kham - bao gdm ving
Fc & chudt nhit ¢6 kidu phu mIgG2a. Khang thé ndy duwoc md ta trén cac
hinh v& 1a 11A11-G2a. (Isotyp IgG2a & chudt la isotyp & chudt twong rng
voi isotyp IgG1 & nguoi.)

e Khang thé IgG1 chudt dbi chimg isotyp (khang thé don dong dbi ching
tuong tmg véi isotyp IgGl & chudt nhit dic hidu véi hexon 25 cua
adenovirut))

e Khang thé IgG1 & chudt cdng dbi chimg isotyp (khang thé don dong ddi
chimg twong ting v&i isotyp IgG1 & chudt cdng dic hiéu véi IL-4 & ngudi)

e Khang thé IgG2a chudt ddi chimg isotyp (khang thé don dong dbi ching
tuong Ung véi isotyp IgG2a & chudt nhét dic hiéu v6i hexon 25 cia
adenovirut).

Ché phédm chika chdt thir khdng thé: Ché phdm nay chira cac chit sau day:

e mlgGl:75mM NaCl, 10mM natri phosphat, 3% sucroza, pH=7,4;

e khing PD-1: 20mM natri axetat, 9% sucroza, pH=5,5; mIgG2a: 75mM
NaCl, 10mM natri phosphat, 3% sucroza, pH=7,3;

e IgGl & chudt: 20mM natri axetat, 7% sucroza pH=5,5; 11A11: 20mM
NaAc, 100mM NacCl, 3% sucroza pHS.5; 11A11-G1: 20mM NaAc, 9%
sucroza, pH 5,5; 11A11-G2a: 20mM NaAc, 9% sucroza, pH=5,5.

Chudn bi va cdy duéi da dong té bao khdi u: céc t& bao caxinom rudt két CT26
dugc nubdi cdy trong moi truong RPMI ¢6 bd sung huyét thanh bao thai bo dwoc bat hoat

nhiét 10%. 3 x 10° pha log va c4c té bao CT26 dudi mirc hop dong duogc tiém dudi da
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(SC) trong 100 pL thé tich cia RPMI khéng chira huyét thanh vao suon lung phia dudi
bén phai cia mbi con chudt nhét. Chudt trude hét duoc cao 16ng bing tong do dién &
ving ma sé& dugc cdy dudi da. |

CT-26 12 dong té bao caxinom tuyén rudt két-truc trang & chudt cung gen vdi
ching BALB/c & chudt nhit. CT-26 1a hé théng mé hinh ¢6 lién quan dé danh gia co
ché tac dong dbi v6i khang thé khang PD-1 do profin phan tir c6 thé dich ma cua cia
khéi u nay sau liéu phap khang PD-1.

Cdc 56 do khdi u va cdn ndng: Khéi u dugc do vao ngay trude lidu tht nhét va
hai 14n mét tudn sau d6. Chiéu dai va chidu rong cia khéi u duge do bang cach st dung
thudc cip dién tir va thé tich khéi u dugc xac dinh bang cach st dung cong thirc Thé
tich (mm?) = 0,5 x Chiéu dai x Chiéu rong? trong d6 chidu dai 13 kich thudc 16n hon.
Chudt dugc can dinh ky dé kiém tra tinh trang stc khoe chung ma ciing dé danh gia sy
phan phdi lidu lrong mg/kg thuc té ddi véi mbi con chudt nhat khi cdn. Trudce khi didu
tri, chudt dugc can va khdi u tir mdi con chudt dugce do. Dé ngdn do sai léch, cac khoang
léch bt ky vé trong luong hodc thé tich khéi u dugc loai bo va cac con chudt con lai
duoc chia ngu nhién thanh cac nhém diéu tri khac nhau véi kich ¢& khdi u trung binh
tuong duong. Khi thé tich khéi u trung binh trong trong con chudt mang khéi u CT26
dat #én ~100 mm?, khoang 7 ngay sau khi cdy dui da, cac con vét dwgc chia ngiu nhién
thanh c4c nhém diéu tri gém 10 con chudt mdi nhém va viée dinh lidu bat dau. Céc con
vét duogc ding ¢ ndng d6 dinh lidu duge dinh o dudi day.

Piéu ché dung dich dinh liéu, dimg, va phan tich: Kho du trit ddng lanh céc khang
thé dugc thtr nghiém trong md hinh dong vat dugc 1am rd dong va dugc chuyén vao da
w6t. Bé tranh viée rd déng nhidu 1an, mdi lo dit trit dwgce 1am 13 mot 1an va phén méu
dugc tao ra trong thé tich nhé da cho mét 14n st dung. Céc éng polypropylen c6 do dinh
thip duoc st dung cho muc dich nay. Phin miu duge lam dong lanh dot ngdt trong dé
kho va dugc bao quan & nhiét do -80°C. Trudc mdi lan dinh liéu, mot phin miu dugc
lam r& déng va duoc pha loang dén ndng d6 danh nghia trong chét pha lodng thich hop
va duoc dinh liéu ngay 14p tirc. Phan mau ciia cac dung dich dinh lidu duoc 1am dong
lanh d6t ngdt trong d4 khd va dugce bao quan & nhiét d6 -80°C cho dén khi phan tich.

Dung dich dinh liéu dugc dénh gi4 bing cach sir dung nén tang Meso Scale Discovery
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(MSD®, Rockville, MD) dua trén k¥ thuat da mang; két hop phuong phap do dién hoa
phét quang va cac mang dugc tao kiéu.

Dinh liéu Khdng TIGIT/Két qud diéu tri khdng PDI: Chudt nhit BALB/cAnN
mang khdi u CT26 dugc chia ngiu nhién thanh 10 nhém diéu trj khi thé tich khéi u trung
binh ctia nhitng con chudt nay dat dén kich thudc khdi u trung binh bing 100 mm? (tur
75 mm?® dén 115 mm?®): (1) d6i ching isotyp mulgG1 + ddi chimg isotyp IgG1 & chudt;
(2) dbi ching isotyp mulgG1 + dbi chimg isotyp mulgG2a; (3) muDX400 + dbi ching
isotyp IgG1 & chudt; (4) muDX400 + dbi ching isotyp mulgG2a; (5) dbi ching isotyp
mulgG1 + 11A11; (6) d6i ching isotyp mulgGl + 11A11-G1; (7) ddi ching isotyp
mulgGl + 11A11-G2a; (8) muDX400 + 11A11; (9) muDX400 + 11A11_G1; (10)
muDX400 + 11A11_G2a. Cé4c con vat dugc ding khang thé chudt cdng khang TIGIT
chudt nhit (11A11) hoic khang thé thé kham khang TIGIT 11A11-G1 hodc 11A11-G2a
(duge md ta & trén) & liéu lugng 20 mg/kg, IP, mdi 4 ngay dbi véi mdi trong 6 chu ky.
Khéng PD-1 chudt nhit (dwgc mé ta & trén) dugc st dung & lidu lugng 10 mg/kg, IP,
mdi 4 ngay dbi v6i mdi trong 6 chu ky. Sau khi dinh lidu, cac con vat tiép tuc dugc theo
doi va thé tich khdi u duge do ngoai 54 ngay déi v6i mot vai nhom didu tri. Cac khdi u
duoc do hai 1dn mot tudn. Céc két qua duoc thé hién trén Fig. 12 va Fig. 13. Viéc diéu
tri khang TIGIT tac nhan don st dung 11A11-G2a thé hién 52% su tc ché sy sinh trudng
ctia khéi u (TGI) vao ngay 14; trong khi hoat tinh it &n khong c6 hoat tinh duogc quan
sat bang cach sir dung khang thé gbc 11A11 hozic khang thé 11A11-G1 . Déi véi viée
diéu tri khang PD1 tac nhan don, 40-50% TGI dugc quan st vao ngay 14. Khi duoc két
hop véi IgG1 dbi ching isotyp & chudt cbng, khang PD-1 thé hién 10% su thodi trién
hoan toan (CR) vao ngay 28, d cho 1 con vét d4p tng hoan toan trong s6 10 con vt
dugc quan sat. Sw két hop ciia khang PD1 va 11A11 gbc thé hién 60% TGI vao ngay 14
va chiing minh duge 30% CR vao ngay 54. Su két hop cta khang PD1 va 11A11-G1
thé hién 56% TGI vao ngay 14 va ching minh dugc 30% CR vao ngay 25. Su két hop
ctia khang PD1 va 11A11-G2a thé hién 94% TGI vao ngay 14 va ching minh ring 70%
CR vao ngay 42. Su két hop ctia khang PD1 va 11A11-G2a thé hién hoat tinh chéng
khéi u 16n hon va sy thoi trién hoan toan hon so véi cac hdn hop ctia khang PD1 véi

11A11 gbc hoic 11A11-G1. Khong 6 su sut giam can nang dédng k& lién quan dén viéc
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dung cac tdc nhan don hodc li¢u phap két hop cho théy cac 1an diéu tri duoc dung nap

tdt.

Vidu9

Pinh vi Epitop ctia Khang thé 14A6 hTIGIT bang Phuong phap phd khbi Trao
dbi hydro doteri

Dién tich tiép xtic gitta khang thé khang TIGIT 14A6 va TIGIT & ngudi dugc xac
dinh bang cach st dung phép phan tich phuong phap phd khéi trao dbi hydro doteri
(HDX-MS). HDX-MS do sy trao ddi ciia doteri v6i hydro trong khung amit ctia protein.
Tbc dd trao d6i bi anh hudng béi sy tiép xtc cta hydro v6i dung méi. So sanh muc do
trao d6i trong khang nguyén khi khang thé dugc lién két c6 thé nhan biét cac ving cia
protein tai d6 khang thé dang lién két.

Vit li¢u
e TIGIT-His & ngudi — Bao gdm mién ngoai bao ctia hTIGIT (céc gbe 25-150 cia

SEQ ID NO:31) va thé histidin (SEQ ID NO:87).

e Khéng thé 14A6 khang hTIGIT & chudt cdng (bao gdm trinh ty VH/VL ¢6 SEQ

ID NO:7/8 (lot#78AGU) va ving Fc IgG2a & chudt cbng) (Chudt cdng x

[TIGIT H] mAb (LB155.14A6.G2.A8) IgG2a/ Kapa (HY)).

Phuong phap sic ky long-Phuong phap phd khdi

Khéi phd ké 1a Thermo Scientific Orbitrap-Velos. Pbi véi phép do cac mau dugce
danh diu doteri, khdi phd ké duoc thiét 1ap dé thu mot dit lidu MS quét ddy da trong
orbitrap & do phan giai 60000, sé dém ion dich 1E6, thoi gian tiém ion tdi da bang 500
mili gidy va hai lan vi quét. Dé thu dit liu MS/MS dbi vé6i cac 1an nhén biét peptit, khbi
phd ké duoc thiét dat dé thu mot phd quét ddy du tai d6 phan giai 60000 sau d6 bing
mudi phd MS/MS phu thude dit liéu trong bay ion.

Hé théng séc ky 16ng 12 Waters® nanoACQUITY dbi véi gradien cot phan tich
va bom déng dong Waters® 515 dé cit va nap miu. Dé cét va nap miu, dung dich dém
duge st dung 14 2% axetonitril va 0,05% axit trifloaxetic & luu luong bing 80 ul/phut.
bbi véi gradien phan tich, cidc dung dich dém la Dung dich dém A) 0,1% axit formic

trong nudc va Dung dich dém B) 0,1% axit formic trong axetonitril.
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Gradien & 40ul/pht tir 2% B dén 36% B trong thoi gian 10 phut, sau d6 rira bing
80% B trong thoi gian 2 phut va lam cin bang lai tai 2% B trong thoi gian 3 phit. Cot
duoc rira bang cach tuan hoan gradien gitra 2% va 80% B, ba 1dn v&i 1 phiit & mdi budc,
sau d6 1am can bing lan cudi & 2% B trong thdi gian 5 phut. Cot bly 1a cot Guard
Waters® Vanguard C18 BEH 1,7um va cdt phan tich 1a ¢6t Waters® C18 BEH300,
1,7um 1x50mm.

Viéc xu ly mAu dé danh d4u doteri dugc thuc hié€n bdi hé théng Leaptec H/D-X
PAL. Ngin mau danh diu duoc thiét dit dén nhiét do béng 25°C, ngén dap tat duoc thiét
dt dén nhiét d6 1,5°C va bay va khoang trong ¢t phén tich dugc thiét dat dén nhiét do
1,5°C. Cot pepsin dugc cd dinh (Porosyme Immobilized Pepsin 2,1x30mmm, Life
Technologies) duogc gilt phia ngoai khoang cua cdt & nhiét do trong phong.

Pénh dau doteri

hTIGIT-His (30 pmol/pl) dugc trén véi mot thé tich twong dwong cta khang thé
(14 pmol/ul) hodc, trong ddi ching khéng dwoc gin két, PBS pH=7,6. C4c miu dugc
lién két khang thé va dbi chtng khong duoc lién két duge 0 & nhiét do trong phong trong
thoi gian 1 gio trude khi bit ddu thir nghiém danh dAu.

Dé danh d4u doteri cdc mAu, 2l mAu duoc tron véi 25ul PBS trong doteri oxit
pD 7,6. Céc thoi diém danh ddu 1a 30, 300, 1500, 4500 hodc 9000 gidy. Sau thoi gian
thiét dit, 25ul hdn hgp danh dau duge bd sung vao 35ul dung dich dém dap tét lanh (8M
Ure, 100mM TCEP). MAu d4 dap tit dugc i & nhiét d6 1,5°C trong thoi gian mot phit.
55ul sau d6 duoc tiém vao khoang lam mét ctia cdt tai d6 mau nay duogc chuyén qua cdt
pepsin va peptit tao thanh dugc nap 1én trén cdt biy. Sau thoi gian ba phut, bd ngit van
dua cOt pepsin ra khéi dong va biy dugce rira thém mdt phiit nita. Sau khi biy dugc bat
dong thoi v6i cot phan tich va gradien phan tich va khéi phd ké dugc khoi dong.

Mau doteri héa hoan toan duoc tao ra bang cach u 2ul hTIGIT v&i 108ul dung
dich dém bién tinh duoc doteri héa (4M Ure, 100mM TCEP, 0,01% DDM trong 99,5%
doteri oxit). Miu dugc 0 & nhiét do trong phong qua dém. 55ul sau d6 duge tiém truc
tiép vao khoang ctia ¢ot va dit liéu duoc thu nhu trude dé.

Phan tich dir liéu
Dit liéu LC-MS/MS dugc thu ctia mau khong dugc danh diu va duoc tim kiém

trude khi danh du doteri dé kiém tra sy ct thanh cdng céc protein va dé tao ra danh
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sach cac peptit tir sy cit bing pepsin. Dit liéu 1a co s& dit lidu duge tim kiém bing cach
sir dung Proteome Discoverer 1.4 va thuét toan tim kiém SEQUEST HT (ThermoFisher
Scientific). Co s& dit liéu protein dugce st dung 1a TIGIT-His & ngudi va trinh tu khéng
thé khang hTIGIT duoc lién két véi co so dit liéu Uniprot ctia nAm men Saccharomycese
cerevisiae (5/20/13).

Dit liéu MS tir thir nghiém danh d4u doteri duoc xir Iy bang HDExaminer (phién
ban 1.3, Sierra Analytics). Thoi gian tap hop va lwu giit duoc lwa chon bang phan mém
ding cho mdi peptit dugc kiém tra mot cach thi cong.

Két qua

Peptit TIGIT & ngudi duoc bao vé boi khang thé 14A6 dugc lién két duge minh
hc_)a trong ban dd nhiét cua Fig. 14 va tuong tmg vé6i cac gde axit amin 54-57, 68-70 va
76-81 ctia SEQ ID NO:31. (Céc axit amin twong ty nay dugc thé hién dudi dang cac gbc
30-33, 44-46 va 52-57 cua SEQ ID NO:87.)

Vidu 10

Pinh vi epitop ciia Khang thé 31C6 hTIGIT bang Phuong phap phd khéi Trao

ddi hydro doteri
Dién tich tiép xtc giita khang thé khang TIGIT 31C6 va TIGIT & nguoi dugc xac

dinh bang cach st dung phép phén tich phuong phép phd khéi trao d6i hydro doteri
(HDX-MS). HDX-MS do su trao d6i ctia doteri v6i hydro trong khung amit ctia protein.
Mot yéu t6 anh hudng dén téc do trao dbi 1a su tiép xic ctia hydro v6i dung mdi. So
sanh muc do trao ddi trong khang nguyén khi khang thé dugc lién két ¢6 thé nhan biét
c4c ving protein trong d6 khang thé dang lién két.
Vit liéu

e TIGIT-His & ngudi — Bao gdm mién ngoai bao ctia hTIGIT (céc gbc 25-145 cia

SEQ ID NO:31) va thé histidin (SEQ ID NO:87).

e Khéng thé 31C6 khang hTIGIT & chudt nhit (lot# 41AHK) (Chudt nhit x

[TIGIT H] mAb (MEB125.31C6.A1.205) IgG1 / Kapa (HY))

Phuong phép séc ky 1ong-Phuong phap phd khdi

Khéi phd ké 12 Thermo Scientific Orbitrap-Elite. i véi phép do cac miu duge
danh diu doteri, khdi phd ké duoc thiét 1ap dé thu mot dir lisu MS quét ddy du trong
orbitrap & d6 phan giai 120.000, sé dém ion dich 1E6, thoi gian tiém ion t6i da 1a 500
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mili gidy va hai 14n vi quét. Dé thu dir liéu MS/MS ddi véi cc 14n nhan biét peptit, khéi
phd ké duge thiét 1ap dé thu mot phd quét ddy du & do phan giai 120.000 tiép theo mudi
ph6 MS/MS phu thudc dit liéu trong biy ion.

Hé théng sic ky 16ng 13 Waters nanoAcquity dbi véi gradien cot phan tich va bom
déng dong Waters 515 dé cit va nap mau. Dé cit va nap mau, dung dich dém duogc st
dung 13 2% axetonitril va 0,05% axit trifloaxetic & luu lugng bing 80 ul/phut. Déi véi
gradien phan tich, cadc dung dich dém 1a Dung dich dém A) 0,1% axit formic trong nuéc
va Dung dich dém B) 0,1% axit formic trong axetonitril.

Gradien 14 & 40 ul/phut tir 2% B dén 36% B trong thoi gian 10 phut, sau d6 rira
bang 80% B trong thoi gian 2 phut va 1am cin bang lai & 2% B trong thoi gian 3 phit.
Cot sau d6 duoc rira bing cach tuan hoan gradien gitta 2% va 80% B, ba l1dn vé6i 1 phut
mdi bude, sau do6 1a budce 1am can bang cubi cliing & 2% B trong thoi gian 5 phit. Cot
by 1a Cot Guard Waters Vanguard CSH C18 1,7um va cdt phan tich 1a cot Waters CSH
Cl18, 1,7um 1x50mm.

Viée xtr Iy mau dé danh déu doteri dugc tién hanh bang hé théng Leaptec H/D-X
PAL. Ngin mau danh ddu dugc thiét 1ap dén nhiét d6 biang 25°C, ngin dap tat duoc thiét
1ap dén nhiét d6 1,5°C va khoang cdt bay va cot phan tich duoc thiét dit dén nhiét do
1,5°C. Cét pepsin duge gitt ¢d dinh (Enzymate BEH Pepsin, Waters corporation) dugc
gilt bén ngoai khoang cdt & nhiét dd trong phong.

Panh diu doteri

hTIGIT-His (63 pmol/ul) dugc tron véi mot thé tich twong duong ciia khang thé
(32 pmol/ul) hoic, trong d6i ching khong dugc gin két, PBS pH=7,6. C4c mau dugc
lién két khang thé va ddi chimg khong duoc lién két duge i & nhiét do trong phong trong
thoi gian 1 gior trude khi bit ddu thir nghiém danh diu.

Pé danh ddu cac méu doteri, 2 pl miu duoc tron voi 25ul PBS trong doteri oxit &
d6 pH=7,6. Cac thoi diém danh déu 1a 30, 300, 1500, 4500, 9000 va 13500 gidy. Sau
thoi gian thiét 1ap nay, 25 pl hdn hop danh ddu dugc bd sung vao 35 pl dung dich dém
dap tat lanh (8M Ure, 100mM TCEP). Mau da dap tt duoc G & nhiét do 1,5°C trong
thoi gian mot phut. 55 pl sau d6 duge tiém vao budng lam lanh c¢ot trong d6 miu nay
dugc chuyén qua cot pepsin va peptit tao thanh dugc nap 1én trén cot biy. Sau thoi gian

ba phtt, bd ngét van dua cot pepsin ra khoi dong va biy dugc rira thém mot phut nita.
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By sau d6 dugc bat dong thoi véi cot phén tich va gradien phén tich va bit dau thu dix
lidu phd khéi. Mdi thoi diém duge thu ba 1an theo thir tw ngu nhién.

M3u duge doteri hda hoan toan duoc tao ra bang cach G 2 pl hTIGIT (63 pmol/ul)
v6i 108 ul dung dich dém bién tinh duoc doteri héa (4M Ure, 100mM TCEP, 0,01%
DDM trong 99,5% doteri oxit). Mau nay duoc U & nhiét d6 trong phong qua dém. 55 pl
sau d6 dugc tiém truc tiép vao khoang cua cdt va dit liéu dugc thu nhu trudedo.

Phan tich dit liéu ‘

Dit lidu LC-MS/MS duoc thu ctia mau khong duoc déanh déu va dit liéu duoc tim
kiém dé kiém tra sy cét thanh c6ng cac protein va tao ra mot loat (danh sach) céc peptit
tr sy cét béng pepsin. Viéc nghién ctru dit li€u dugc thuc hién bs‘“mg cach st dung
Proteome Discoverer 1.4 va thuat toan tim kiém SEQUEST HT (ThermoFisher
Scientific). Dit lidu protein duge sir dung 13 céc trinh tw khang thé TIGIT-His & nguoi
va khang thé khang hTIGIT duoc két hop véi dit liéu Uniprot ciia ndm men
Saccharomyces cerevisiae (5/20/13).

Dit liéu MS tir thir nghiém dénh déu doteri dwoc xir Iy bang HDExaminer (phién
ban 1.3, Sierra Analytics). Thoi gian tdp hop va luu giit duge lva chon bang phan mém
cho mdi peptit dugc kiém tra mot cach thu cong.

Cdc két qua

Peptit TIGIT & nguoi duoc bao vé bang khang thé 31C6 duoc lién két dugc minh
hoa trong ban dd nhiét ciia Fig. 15 va tuong tmg véi cac gbe axit amin 53-57, 60-65, 68-
70, 72-81, 94-95, 109-119 ctia SEQ ID NO:31. (Céc axit amin giéng nhau nay dugc thé
hién dudi dang cac géc 29-33, 36-41, 44-46, 48-57, 70-71, 85-95 cia SEQ ID NO:87.)
Vidy 11
Thtr nghiém hoat tinh cta t& bao T in vitro dbi véi cac khéang thé khang hTIGIT dugc
nhan héa

Chung t6i da phan tich thém hoat tinh ctia c4c bién thé dwgc nhan hoa khac nhau
ctia mot khang thé trong s cac khang thé theo sang ché (31C6). Trong mot thir nghiém,
chung tdi md ta két qua chirc ning cia su phong bé thy thé TIGIT & ngudi st dung céc
té bao hTIGIT-Jurkat. Trong thir nghiém nay hTIGIT-Jurkat duoc nudi cdy ddng thoi
v6i cac té bao JY dugc thao tac di truyén dé biéu hién CD155 & ngudi (hCD155-JY).

Dong té bao JY duoc st dung 1a dong nguyén bao lympho B duoc lam bt tir bang virut
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Epstein-Barr (EBV). Nhu trong thtr nghiém dugc mé ta & trén trong Vi du 3, khi céc té
bao hTIGIT Jurkat dugc kich thich bang dia duoc lién két a-CD3 va duge nudi cdy dong
thoi bang céc t& bao JY gdc (khéng bidu hién CD155 & ngudi), chiing tao ra IL-2. Tuy
nhién, khi hTIGIT-Jurkat dugc nudi cdy dong thoi bang hCD155-JY, cac muc IL-2 bi
giam theo cach thirc phu thudc phdi tir. Viéc diéu tri bing céc khang thé khang hTIGIT
giai ctru sy san sinh IL-2 trong thir nghiém nay theo kiéu phu thudc lidu.

Trong thir nghiém nay, cic dia day phang 96-16 dugc pht khang thé chudt nhit
khang CD3 & nguoi (1pg/ml trong PBS; Dong vo tinh HIT3a; BD Pharmingen Cat#
555336) qua dém & nhiét d§ 4°C. Ngay tiép theo, cac té bao Jurkat biéu hién hTIGIT
(50000) duoc dan trén cac dia duge phu trude va duge G trude trong thoi gian tir 30 dén
60 phut bing mAb & ndng do thay ddi. Cac té bao JY biéu hién CD155 & ngudi (50000)
duoc bd sung vao mdi trudng nudi cdy. Sau khi u trong thoi gian tir 18 dén 24 gid &
nhiét 46 37°C va 5,0% CO», cac mirc IL-2 duoc danh gia trong phan dich nbi cia méi
truong nudi ciy bang mesoscale (Kit MESO nudi cdy mo IL-2 & ngudi: Cat#K 151 AHB-
2). Céc két qua duoc thé hién trén Fig. 16. Hiéu gi4 cia dong vo tinh 31C6 khang hTIGIT
gbc & chudt nhit (MEB125.31C6.A1.205 mIgG1) tir 30 pg/ml xubng dén 0,04 pg/ml
tao ra ECso bang 0,730 pg/ml, va hidu gia twong tu ctia thé kham 31C6 & ngudi va chudt
nhét (MEB125.31C6.A1.205 IgG1 thé kham & ngudi va chudt nhat) tao ra EC50 bing
0,910 pg/ml. (Thé kham 31C6 & ngudi va chudt nhit nay bao gdm ving bién ddi cia
dong vo tinh 31C6 gbe (SEQ ID NO: 94 va 95) va viing IgG1 & ngudi). Tuong tw, hiéu
gi4 ctia bién thé dugc nhan hoa 31C6 tir 30 pg/ml xubéng dén 0,04 pg/ml tao ra cac ECso

sau day:
BIEN THE PUQC NHAN HOA ECso
MEB125.31C6.A1.205 VH4/VLI1 0,620
(Khang thé bao gdm VH c¢6 SEQ ID NO: 127 va VL ¢6 SEQ ID png/ml

NO:130, va ving Fc IgG1 & ngudi)
MEB125.31C6.A1.205 VH5/VL4 1,2 pg/ml
(Khéng thé bao gbm VH c6 SEQ ID NO: 128 va VL ¢6 SEQ ID

NO:133, va vung Fc IgG1 & nguoi)
MEB125.31C6.A1.205 VHS5/VL3 1,2 pg/ml
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(Khang thé bao gdm VH ¢6 SEQ ID NO: 128 va VL ¢6 SEQ ID
NO:132, va viung Fc IgG1 & nguoi)

Chung t6i cling st dung thir nghiém dwa trén té bao so cip dé ching minh ring
céc khang thé khang hTIGIT dugc nhan héa c¢6 hoat tinh trong cac té bao so cip. Cac 16
té bao don nhan mau ngoai vi & ngudi (PBMC) khac nhau duoc sang loc dbi véi su bidu
hién TIGIT sau khi kich thich (su kich thich phan ttng lympho bao hdn hop va su kich
thich a-CD3). Cac PBMC sau d6 dugc lya chon cho cac thit nghiém dua trén té bao so
cép trén co s& su biéu hién TIGIT cta chiing sau khi kich thich. HuCD155-Fc¢ duge phu
1én trén cac dia nudi cdy md va PBMC duoc kich thich bang khang thé khang CD3.

Trong thir nghiém nay, cac dia két dinh cao 96 186 (Corning 3361) dugc phu
CD155 & ngudi-Fe (duge tao ra ndi bg, lug/ml trong PBS) qua dém & nhiét d6 4°C.
Ngay tiép theo, 50000 PBMC ctia ngudi (Precision Bioservice Cat#83000C-1.0,
lot#12920 trong RPMI+10% huyét thanh ngudi Bio-world cat#30611043-1,
10t#V15022401, RBC dugc loai bé bang BD Pharmlyse BD cat#555899) dugc dan trén
cac dia duge phu trude va duge U trude trong thoi gian tir 30 dén 60 phat bing mAb
khang TIGIT & cac ndng do khac nhau. Khang thé khang CD3 (eBioscience 16-0037-
85) & ndng dd cudi lug/ml sau d6 duoc bd sung vao. Sau khi t trong thoi gian 48 gio &
nhiét do 37°C va 5,0% CO2, cac xytokin tién viém (IFNy, IL1p, IL6 va TNFa) duoc
danh gia trong cac phan dich ndi nudi cy té bao bang thir nghiém mesoscale (Kit MESO
nudi ciy md tién viém-4 I & nguoi: Cat#K15009B-4). Nhu dugc thé hién trén Fig. 17,
bién thé dugc nhan héa ctia 31C6 ¢ kha ning kich thich IL-6, TNFa va IENy theo cach
phu thudc liéu twong tu v6i khang thé thé kham 31C6 & ngudi va chudt nht.
Céc phan danh d4u trén Fig. 17 twong Gng v&i cac khang thé sau day:

e MEBI125.31C6.A1.205 IgG1 thé kham chudt nhit-ngudi twong tng véi khang
thé bao gdm ving bién ddi ctia dong vo tinh 31C6 gbe (SEQ ID NO: 94 va 95)
va vung IgG1 & nguoi.)

e MEBI125.31C6.A1.205 VH4/VL1 tuong tng v6i khang thé bao gdbm VH c6 SEQ
ID NO: 127 va VL ¢6 SEQ ID NO:130, va vung Fc IgG1 ¢ ngudi)

e MEB125.31C6.A1.205 VHS/VL4 tuong tmg véi khang thé bao gdm VH ¢6 SEQ
ID NO: 128 va VL ¢6 SEQ ID NO:133, va vung Fc IgG1 & ngudi)

-161-



32683

e MEBI125.31C6.A1.205 VH5/VL3 twong tng véi khang thé bao gdm VH ¢6 SEQ
ID NO: 128 va VL ¢6 SEQ ID NO:133, va vung Fc [gG1 & nguoi)

T4t ca cac tai liéu tham khao dugc trich dan ¢ ddy dugc néu bang cach vién din
& mirc dd nhit dinh khong chi 13 mi cong bé riéng 1é, dit lidu nhap vao (vi du trinh tu
ngan hang gen hodc nhip sb hiéu gen), don sang ché, hodc Patent, dugc chi ra mot cach
cu thé va riéng r& dugc dua vao ddy bang cach vién din. Cach dién dat dugc dua vao
day bang cach vién din dugc ding bdi cac chu don, theo 37 C.F.R. §1.57(b)(1), d& cap
dén mdi va timg cong bb riéng 1¢, dit liéu nhap vao (vi du trinh tu ngén hang gen hoic
su nhap sd hiéu gen), don sang ché, hodc Patent, mdi tai liéu dugc nhan biét mot cach
rd rang phu hop véi 37 C.F.R. §1.57(b)(2), dui 1a mdi tai liéu trich dAn khong dugc di
kém theo c4u dién dat riéng vé viéc dua vio ddy bang cach vién din. Viéc bao gdm céc
ciu dién dat riéng vé viéc dua vao ddy bang cach vién din, néu co, trong ban mo ta nay
s& khong 1am anh huéng dén cau dién dat chung vé viéc dua vao ddy bang cach vién
dan. Viéc trich din c4c tai liéu tham khao & day khong duoc thira nhan ring tai liéu tham
khao nay 14 tinh trang k¥ thuat thich hop, n6 ciing khong cdu thanh sy thira nhan v& céc
ndi dung hoic ngay ciia cac cong bd hoic tai lidu nay.

Sang ché khong bi gidi han & pham vi ctia cac phuong 4n cu thé duoc moé ta &
day. Thuc vay, céc cai bién khac nhau theo sang ché ngoai cac cai bién duge md ta &
day s& trd nén rd rang ddi véi ngudi c6 hiéu biét trung binh v& linh vuc k§ thuat nay tir
ph:?m’ md ta néu trén va cac hinh v& kém theo. Céc cai bién ndy dugc du dinh 12 nam
trong pham vi clia cac diém yéu cau bao ho keém theo.

Phin mé ta bing vian ban néu trén dugc xem 1a da dé 1am cho ngudi c6 hidu biét
trung binh v& linh vuc k¥ thuét nay thuc hanh duoc sang ché. Cac cai bién khéc nhau
clia séng ché ngodi cic cai bién dugc thé hién va duge md ta & ddy s& tré nén o rang
d6i v6i nguoi c6 hidu biét trung binh vé linh vuc k¥ thuét nay tir phan mé ta néu trén va

ndm trong pham vi ciia yéu cau bao ho kém theo.
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Bang 4: Thong tin trinh tu

MO ta SEQ | TRINH TU
ID
NO:
14A6 H-CDR1 |1 SDYWG
14A6 H-CDR2 |2 FITYSGSTSYNPSLKS
14A6 H-CDR3 |3 MPSFITLASLSTWEGYFDF
14A6 L -CDR1 |4 KASQSIHKNLA
14A61,-CDR2 |5 YANSLQT
14A6 L -CDR3 |6 QQYYSGWT
VH gbc 14A6 7 EVQLQESGPGLVKPSQSLSLTCSVTGSSIASDYWGW
IRKFPGNKMEWMGFITYSGSTSYNPSLKSRISITRDT
SKNQFFLQLHSVTTDDTATYSCARMPSFITLASLST
WEGYFDFWGPGTMVTVSS
VL gbc 14A6 8 DIQMTQSPSLLSASVGDRVTLNCKASQSIHKNLAWY

QQKLGEAPKFLIYYANSLOQTGIPSRFSGSGSGTDFTL
TISGLQPEDVATYFCQQYYSGWTFGGGTKVELK

Hul4A6VH.1

EVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSDYWGW
IRQPPGKGLEWIGFITYSGSTSYNPSLKSRVTISVDTS
KNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARMPSFITLASLSTW
EGYFDFWGQGTMVTVSS

Hul4A6VH.la

10

EVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSDYWGW
IRQPPGKGLEWIGFITYSGSTSYNPSLKSRVTISRDTS
KNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARMPSFITLASLSTW
EGYFDFWGQGTMVTVSS

Hul4A6VH.1b

11

EVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSDYWGW
IRQPPGKGLEWIGFITYSGSTSYNPSLKSRITISRDTSK
NQFSLKLSSVTAADTAVYYCARMPSFITLASLSTWE
GYFDFWGQGTMVTVSS

Hul4A6VH.1c

12

EVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGSSISSDYWGWI
RQPPGKGLEWMGFITYSGSTSYNPSLKSRITISRDTS
KNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARMPSFITLASLSTW
EGYFDFWGQGTMVTVSS

Hul4A6VH.1d

13

EVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSDYWGW
IRQPPGKGLEWIGFITYSGSTSYNPSLKSRVTISRDTS
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KNQFSLKLHSVTAADTAVYYCARMPSFITLASLSTW
EGYFDFWGQGTMVTVSS

Hul4A6VH.le

14

EVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSDYWGW
IRQPPGKGLEWIGFITYSGSTSYNPSLKSRITISRDTSK
NQFSLKLHSVTAADTAVYYCARMPSFITLASLSTWE
GYFDFWGQGTMVTVSS

Hul4A6VH.1f

15

EVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGSSISSDYWGWI
RQPPGKGLEWIGFITYSGSTSYNPSLKSRITISRDTSK
NQFSLKLHSVTAADTAVYYCARMPSFITLASLSTWE
GYFDEWGQGTMVTVSS

Hul4A6VH.1g

16

EVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGSSISSDYWGWI
RQPPGKGLEWMGEFITYSGSTSYNPSLKSRITISVDTS
KNQFSLKLHSVTAADTAVYYCARMPSFITLASLSTW
EGYFDEWGQGTMVTVSS

Hul4A6VH.2

17

EVQLQESGPGLVKPSETLSLTCAVSGYSISSDYWGW
IRQPPGKGLEWIGFITYSGSTSYNPSLKSRVTISVDTS
KNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARMPSFITLASLSTW
EGYFDFWGQGTMVTVSS

Hul4A6VH.2a

18

EVQLQESGPGLVKPSETLSLTCAVSGYSISSDYWGW
IRQPPGKGLEWIGFITYSGSTSYNPSLKSRVTISRDTS
KNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARMPSFITLASLSTW
EGYFDEFWGQGTMVTVSS

Hul4A6VH.2b

19

EVQLQESGPGLVKPSETLSLTCAVSGYSISSDYWGW
IRQPPGKGLEWIGFITYSGSTSYNPSLKSRITISRDTSK
NQFSLKLSSVTAADTAVYYCARMPSFITLASLSTWE
GYFDFWGQGTMVTVSS

Hul4A6VH.2c

20

EVQLQESGPGLVKPSETLSLTCAVSGSSISSDYWGWI
RQPPGKGLEWMGEFITYSGSTSYNPSLKSRITISRDTS
KNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARMPSFITLASLSTW
EGYFDFWGQGTMVTVSS

Hul4A6VH.2d

21

EVQLQESGPGLVKPSETLSLTCAVSGYSISSDYWGW
IRQPPGKGLEWIGFITYSGSTSYNPSLKSRVTISRDTS
KNQFSLKLHSVTAADTAVYYCARMP SFITLASLSTW
EGYFDFWGQGTMVTVSS

Hul4A6VH.2e

22

EVQLQESGPGLVKPSETLSLTCAVSGYSISSDYWGW
IRQPPGKGLEWIGFITYSGSTSYNPSLKSRITISRDTSK
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NQFSLKLHSVTAADTAVYYCARMPSFITLASLSTWE
GYFDFWGQGTMVTVSS

Hul4A6VH.2f

23

EVQLQESGPGLVKPSETLSLTCAVSGSSISSDYWGWI
RQPPGKGLEWIGFITYSGSTSYNPSLKSRITISRDTSK

NQFSLKLHSVTAADTAVYYCARMPSFITLASLSTWE
GYFDFWGQGTMVTVSS

Hul4A6VH.2e

24

EVQLQESGPGLVKPSETLSLTCAVSGSSISSDYWGWI
RQPPGKGLEWMGFITYSGSTSYNPSLKSRITISRDTS
KNQFSLKLHSVTAADTAVYYCARMPSFITLASLSTW
EGYFDEFWGQGTMVTVSS

Hul4A6Vk.1

25

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSIHKNLAWY
QQKPGKAPKLLIYYANSLQTGVPSRFSGSGSGTDFT
LTISSLQPEDFATYYCQQYYSGWTFGGGTKVEIK

Hul4A6Vk.1a

26

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSIHKNLAWY
QQKPGKAPKFLIYYANSLQTGVPSRFSGSGSGTDFT
LTISSLQPEDFATYYCQQYYSGWTFGGGTKVEIK

Hul4A6Vk.1b

27

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSIHKNLAWY
QQKPGKAPKFLIYYANSLQTGIPSRFSGSGSGTDFTL
TISSLQPEDFATYYCQQYYSGWTFGGGTKVEIK

Hul4A6Vk.2

28

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSIHKNLAWY
QQKPGKVPKLLIYYANSLQTGVPSRFSGSGSGTDFT
LTISSLQPEDVATYYCQQYYSGWTFGGGTKVEIK

Hul4A6Vk.2a

29

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSIHKNLAWY
QQKPGKVPKFLIYYANSLQTGVPSRFSGSGSGTDFT
LTISSLQPEDVATYYCQQYYSGWTFGGGTKVEIK

Hul4A6Vk.2b

30

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSIHKNLAWY
QQKPGKVPKFLIYYANSLOQTGIPSRFSGSGSGTDFTL
TISSLQPEDVATYYCQQYYSGWTFGGGTKVEIK

TIGIT & nguodi

31

mrwecllliwa qglrqaplas gmmtgtiett gnisaekggs iilqchlsst
taqvtqvnwe qqdqllaicn adlgwhisps fkdrvapgpg Igltlgslty
ndtgeyfciy htypdgtytg riflevless vachgarfqi pligamaatl
vvictavivv valtrkkkal rihsvegdlr rksagqeews psapsppgsc
vqaeaapagl cgeqrgedca elhdyfnvls yrslgncsff tetg

TIGIT & khi
rhesus/Cyno

32

mrwclfliwa qglrqaplas gmmtgtiett gnisakkggs vilgchlsst
maqvtqvnwe ghdhsllair naelgwhiyp afkdrvapgp glgltlgslt

mndtgeyfct yhtypdgtyr griflevles svaehsarfq ipllgamamm
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lvviciaviv vvvlarkkks Irihsvesgl qrkstgqeeq ipsapsppgs
cvqaeaapag lcgeqqgddc aelhdyfnvl syrsigscsf ftetg

Pembrolizumab
chudi nang

33

QVQLVQSGVEVKKPGASVKVSCKASGYTFITNYYM
YWVRQAPGQGLEWMGGINPSNGGTNFNEKFKNRV
TLTTDSSTTTAYMELKSLQFDDTAVYYCARRDYRF
DMGFDYWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTS
ESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPA
VLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSN
TKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGK
EYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPS
QEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPEN
NYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSC
SVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

Perribrolizumab
chuoi nhe

34

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASKGVSTSGYSYL
HWYQQKPGQAPRLLIYLASYLESGVPARFSGSGSGT
DFTLTISSLEPEDFAVYYCQHSRDLPLTFGGGTKVEI
KRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPRE
AKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSST
LTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGE
C

Nivolumab chudi
nang

35

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLDCKASGITFSNSGMH
WVRQAPGKGLEWVAVIWYDGSKRYYADSVKGRFT
ISRDNSKNTLFLQMNSLRAEDTAVYYCATNDDYWG
QGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCL
VKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYS
LSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVES
KYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPE
VTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPR
EEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK
GLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQV
SLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLD
SDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHN
HYTQKSLSLSLGK

Nivolumab Chudi
nhe

36

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLAWYQ
QKPGQAPRLLIYDASNRATGIPARFSGSGSGTDFTLT
ISSLEPEDFAVYYCQQSSNWPRTFGQGTKVEIKRTV
AAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKV
QWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLS
KADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

16AHA tigit 14
a6 PUGC
NHAN

HOA VHI1

37

EVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGSSIASDYWGW
IRQPPGKGLEWIGFITYSGSTSYNPSLKSRVTISVDTS
KNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARMPSFITLASLSTW
EGYFDFWGQGTMVTVSSAS
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LB155.14A6.G2.
A8 VHI

18AHA _tigit 14
a6 DUQC
NHAN

HOA VH2

LB155.14A6.G2.
A8 VH2

38

EVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGSSIASDYWGW
IRQPPGKGLEWIGFITYSGSTSYNPSLKSRVTISRDTS
KNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARMPSFITLASL.STW
EGYFDFWGQGTMVTVSS

20AHA tigit 14
a6_PUCC
NHAN
HOA_VH3

LB155.14A6.G2.
A8 VH3

39

EVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGSSIASDYWGW
IRKPPGKGLEWIGFITYSGSTSYNPSLKSRVTISRDTS
KNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARMPSFITLASLSTW
EGYFDFWGQGTMVTVSS

21AHA tigit 14
a6 DUQC
NHAN

HOA VH4

LB155.14A6.G2.
A8 VH4

40

EVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGSSIASDYWGW
IRQPPGKKLEWIGFITYSGSTSYNPSLKSRVTISRDTS
KNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARMPSFITLASLSTW
EGYFDFWGQGTMVTVSS

19AHA _tigit 14
a6 bUQC
NHAN

HOA_ VHS5

LB155.14A6.G2.
A8 VHS

41

EVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGSSIASDYWGW
IRQPPGKGMEWIGFITYSGSTSYNPSLKSRVTISRDTS
KNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARMPSFITLASLSTW
EGYFDFWGQGTMVTVSS

22AHA tigit 14
a6 bUQC
NHAN
HOA_VHG6

LB155.14A6.G2.
A8 VH6

42

EVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGSSIASDYWGW
IRKPPGKKMEWIGFITYSGSTSYNPSLKSRVTISRDTS
KNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARMPSFITLASLSTW
EGYFDFWGQGTMVTVSS

23AHA tigit 14
a6 DUOC

43

EVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGSSIASDYWGW
IRQFPGKGLEWIGFITYSGSTSYNPSLKSRVTISRDTS
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NHAN KNQFSLKLSSVTADDTAVYYCARMPSFITLASLSTW
HOA_VH7 EGYFDFWGQGTMVTVSS

LB155.14A6.G2.

A8_VH7

24AHA tigit 14 |44 |EVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGSSIASDYWGW
a6_DUQC IRKPPGKKMEWIGFITYSGSTSYNPSLKSRVTISVDTS
NHAN KNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARMPSFITLASLSTW
HOA_VHS EGYFDFWGQGTMVTVSS

LB155.14A6.G2.

A8 VHS

25AHA tigit 14 |45 |EVQLQESGPGLVKPSETLSLTCSVTGSSIASDYWGW
a6_DUQC IRQPPGKGLEWIGFITYSGSTSYNPSLKSRVTISRDTS
NHAN KNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARMPSFITLASLSTW
HOA_VH9 EGYFDFWGQGTMVTVSS

LB155.14A6.G2.

A8 VH9

26AHA tigit 14 |46 |EVQLQQSGAGLLKPSETLSLTCSVTGSSIASDYWGW
a6_DUGC IRQPPGKGLEWIGFITYSGSTSYNPSLKSRVTISVDTS
NHAN KNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARMPSFITLASLSTW
HOA_VHIO0 EGYFDFWGQGTMVTVSS

LB155.14A6.G2.

A8 _VHI0

27AHA tigit 14 |47 |EVQLQESGPGLVKPPGTLSLTCSVTGSSIASDYWGW
a6_DUQC VRQPPGKGLEWIGFITYSGSTSYNPSLKSRVTISVDT
NHAN SKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARMPSFITLASLST
HOA_VHI1 WEGYFDFWGQGTMVTVSS

LB155.14A6.G2.

A8 VHI1

09AHA_tigit 14 |48 | DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSIHKNLAWY
a6_DUGC QQKPGKAPKLLIYYANSLQTGVPSRFSGSGSGTDFT
NHAN LTISSLQPEDFATYYCQQYYSGWTFGGGTKVEIK
HOA VLI |

LB155.14A6.G2.
A8 VLI
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11AHA tigit 14 |49 |DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSIHKNLAWY
a6_PUQC QQKPGKAPKFLIYYANSLQTGVPSRFSGSGSGTDFT
NHAN LTISSLQPEDFATYYCQQYYSGWTFGGGTKVEIK
HOA VL2

LB155.14A6.G2.

A8 VL2

12AHA tigit 14 |50 |DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSIHKNLAWY
a6_DUQC QQKPGKAPKLLIYYANSLOTGVPSRFSGSGSGTDFT
NHAN LTISSLQPEDFATYFCQQYYSGWTFGGGTKVEIK
HOA_VL3

LB155.14A6.G2.

A8 VL3

13AHA _tigit 14 |51 | DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSIHKNLAWY
a6 DUQC QQKPGKAPKFLIYYANSLQTGVPSRFSGSGSGTDFT
NHAN LTISSLQPEDFATYFCQQYYSGWIFGGGTKVEIK
HOA VL4

LB155.14A6.G2.

A8 VL4

15AHA tigit 14 |52 | DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSIHKNLAWY
a6_PUGQC QQKPGKAPKLLIYYANSLQTGIPSRFSGSGSGTDFTL
NHAN TISSLQPEDFATYYCQQYYSGWTFGGGTKVEIK
HOA VL5

LB155.14A6.G2.

A8 VL5

Trinh ty d3n ddu |53 | MEWSWVFLFFLSVTITGVHS

chudi ning

Trinh ty din ddu |54 | MSVPTQVLGLLLLWLTDARC

chudi nhe

Mién hing dinh |55 | TKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTV
chudi ning— SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSS
IgG4 LGTKTYTCNVDHKPSNTK VDKRVESKYGPPCPPCP
S228P APEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS

QEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGF
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
RLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSL
SLGK
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Miép hing dinh
chuoi nhe kapa

56

VAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAK
VQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT
LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

28H5H-CDRI1 |57 |GYSITSDYAWN

28H5H-CDR2 |58 | YISNSGSASYNPSLKS

28H5H-CDR3 |59 |LIYYDYGGAMNF

28H5L-CDRI |60 |KASQGVSTTVA

28H5L-CDR2 |61 |SASYRYT

28H5L-CDR3 |62 |QHYYSTPWT

28H5 VHGOC |63 |DVQLQESGPGLVKPSQSLSLTCTVTGYSITSDYAWN
WIRQFPGNKLEWMGYISNSGSASYNPSLKSRISITRD
TSKNQFFLQLNSVTTEDTATYYCATLIYYDYGGAM
NEFWGQGTSVTVSS

28H5 VL GOC |64 | DIVMTQSHKFMSTSVGDRVSITCKASQGVSTTVAW
YQQKPGQSPKLLIYSASYRYTGVPDRFTGSGSGTDF
TFTISSVQSEDLAVYYCQHYYSTPWTFGGGTKLEIK

14H6 L —CDR2 |65 |YASNLQT

BIEN THE

14H6 L —CDR2 |65 |YASSLQT

BIEN THE

14H6 L —CDR2 |67 |YASTLQT

BIEN THE

14H6 L —CDR2 |68 | YATTLQT

BIEN THE

14H6L—CDR2 |69 |YASYLQT

BIEN THE

14H6L - CDR2 |70 |YANQLQT

BIEN THE

14H6L—-CDR2 |71 |YAGSLQT

BIEN THE

14H6 L —CDR2 |72 | YASQLQT

BIEN THE

14H6L—CDR2 |73 |YADSLQT

BIEN THE

14H6L —CDR3 |74 |QQYYSGFT

BIEN THE

14H6 L—CDR3 |75 |QQYYSGYT

BIEN THE

14H6L—CDR3 |76 |QQYYSGIT

BIEN THE

14H6L—-CDR3 |77 |QQYYSGVT

BIEN THE
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14H6 L —CDR3 |78 |QQYYSGLT

BIEN THE

14H6 H—CDR3 |79 | MPSFITLASLSTFEGYFDF

BIEN THE

14H6 H—CDR3 |80 |MPSFITLASLSTYEGYFDF

BIEN THE .

14H6 H— CDR3 |81 | MPSFITLASLSTIEGYFDF

BIEN THE

14H6 H—CDR3 |82 | MPSFITLASLSTVEGYFDF

BIEN THE

14H6 H—CDR3 |83 | MPSFITLASLSTLEGYFDF

BIEN THE

Axitnucleicmd |84 | GATGTGCAGCTTCAGGAGTCGGGACCTGGCCTGG
héa 28H5 VH TGAAACCTTCTCAGTCTCTGTCCCTCACCTGCACT
GOC GTCACTGGCTACTCAATCACCAGTGATTATGCCTG

GAACTGGATCCGACAGTTTCCAGGAAACAAACTG
GAGTGGATGGGCTACATAAGCAACAGTGGTAGCG
CTAGCTACAACCCATCTCTCAAAAGTCGCATCTCT
ATCACTCGAGACACATCCAAGAACCAGTTCTTCC
TGCAGTTGAATTCTGTGACTACTGAGGACACAGC
CACATATTACTGTGCAACCCTGATCTACTATGATT
ACGGGGGGGCTATGAACTTCTGGGGTCAAGGAAC
CTCAGTCACCGTCTCCTCA

Axit nucleic ma
h(’)g 28H5 VL
GOC

&5

GACATTGTGATGACCCAGTCTCACAAATTCATGTC
CACATCAGTAGGAGACAGGGTCAGCATCACCTGC
AAGGCCAGTCAGGGTGTGAGTACTACTGTGGCCT
GGTATCAACAGAAACCAGGACAATCTCCTAAACT
ACTGATTTACTCGGCATCCTACCGGTACACTGGA
GTCCCTGATCGCTTCACTGGCAGTGGATCTGGGA
CGGATTTCACTTTCACCATCAGCAGTGTGCAGTCT
GAAGACCTGGCAGTTTATTACTGTCAGCATTATTA
TAGTACTCCGTGGACGTTCGGTGGAGGCACCAAG
CTGGAAATCAAA

Mién hing dinh
chudi ning—
IgGl1

86

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEP
VTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVP
SSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHT
CPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCV
VVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPA
PIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTC
LVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGS
FFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY T
QKSLSLSPGK

hTIGIT-HIS

87

gtiett gnisaekggs iilqchlsst taqgvtqvnwe qqdqllaicn
adlgwhisps tkdrvapgpg lgltlgsltv ndtgeyfciy htypdgtytg
riflevless vaehgarfqi pllga hhhhhhhhhggq
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31C6 H-CDR1 |88 |SYVMH

31C6H-CDR2 |89 | YIDPYNDGAKYNEKFKG

31C6H-CDR3 |90 | GGPYGWYFDV

31C6L-CDRI |91 |RASEHIYSYLS

31C6L—CDR2 |92 |NAKTLAE

31C6L—CDR3 |93 | QHHFGSPLT

31C6 VH gbc 94 | EVQLQQSGPELVKPGSSVKMSCKASGYTFSSYVMH
(v6i cac CDR WVKQKPGQGLEWIGYIDPYNDGAKYNEKFKGKAT

duoc gach dudi)

LTSDKSSSTAYMELSSLTSEDSAVYYCARGGPYGW
YFDVWGAGTTVTVSS

31C6
PARENTAL VL
(véi cac CDR
dugc gach duéi)

95

DIQMTQSPASLSASVGETVTITCRASEHIYSYLSWYQ
QKQGKSPQLLVYNAKTLAEGVPSRFSGSGSGTQFSL
KINSLQPEDFGTYYCQHHFGSPLTFGAGTTLELK

31C6 H— CDR2
BIEN THE
(D56R)

96

YIDPYNrGAKYNEKFG

31C6 H— CDR2
BIEN THE
(D56L)

97

YIDPYNIGAKYNEKG
F

31C6 H— CDR2
BIEN THE
(D36K)

98

YIDPYNKGAKYNEKFG

31C6 H— CDR2
BIEN THE
(D56F)

99

YIDPYNfGAKYNEKFG

31C6 H— CDR2
BIEN THE
(D56S)

100

YIDPYNsGAKYNEKFG

31C6 H - CDR2
BIEN THE
(D56Y)

101

YIDPYNyGAKYNEKFG

31C6 H— CDR2
BIEN THE
(D56V)

102

YIDPYNVGAKYNEKFG

31C6 H - CDR2
BIEN THE
(G57R)

103

YIDPYNDrAKYNEKFKG
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31C6 H— CDR2
BIEN THE
(GSTN)

104

YIDPYNDnAKYNEKFKG

31C6 H- CDR2
BIEN THE

(G57Q)

105

YIDPYNDqAKYNEKFKG

31C6 H— CDR2
BIEN THE
(G57E)

106

YIDPYNDeAKYNEKFKG

31C6 H - CDR2
BIEN THE
(G57L)

107

YIDPYNDIAKYNEKFKG

31C6 H— CDR2
BIEN THE
(G57K)

108

YIDPYNDKAKYNEKFKG

31C6 H - CDR2
BIEN THE
(G57S)

109

YIDPYNDsAKYNEKFKG

31C6 H - CDR2
BIEN THE
(G57Y)

110

YIDPYNDyAKYNEKFKG

31C6 H— CDR2
BIEN THE
(G57V)

111

YIDPYNDVAKYNEKFKG

31C6 L — CDR2
BIEN THE

(N50A)

112

AAKTLAE

31C6 L - CDR2
BIEN THE

(N50Y)

113

YAKTLAE

31C6 L~ CDR2
BIEN THE
(N50W)

114

WAKTLAE

31C6 L — CDR2
BIEN THE

(N508)

115

SAKTLAE

31C6 L — CDR2
BIEN THE

(N50T)

116

TAKTLAE

31C6 L - CDR2
BIEN THE

(N50T)

117

IAKTLAE

31C6 L — CDR2
BIEN THE

(N50V)

118

VAKTLAE
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31C6 L — CDR2
BIEN THE
(A51IN)

119

NNKTLAE

31C6 L - CDR2
BIEN THE
(AS1D)

120

NIKTLAE

31C6 L~ CDR2
BIEN THE
(AS1L)

121

NLLTLAE

31C6 L — CDR2
BIEN THE
(ASIT)

122

NTKTLAE

31C6 L — CDR2
BIEN THE
(AS1V)

123

NVKTLAE

31C6_ HUMZ V
H1

(véi cac CDR
duoc gach duéi)

124

EVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFSSYVMH
WVRQAPGQRLEWIGYIDPYNDGAKYSQKFOQGRVTL
TRDTSASTAYMELSSLRSEDTAVYYCARGGPYGWY
FDVWGQGTTVTVSS

EVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFSSYVMH

31C6 HUMZ V | 125

H2 WVRQAPGQRLEWIGYIDPYNDGAKYSQKFQGRVTL
(véi cac CDR TSDKSASTAYMELSSLRSEDTAVYYCARGGPYGWY
dugc gach dudi) FDVWGQGTTVTVSS

31C6 HUMZ V | 126 | EVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFSSYVMH
H3 WVRQAPGQGLEWIGYIDPYNDGAKYAQKFQGRVT

(véi cac CDR LTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARGGPYGW

dugc gach dudi) YEDVWGQGTTVTVSS

31C6 HUMZ V | 127 | EVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFSSYVMH
H4 WVRQAPGQGLEWIGYIDPYNDGAKYAQKFQGRVT

(véi cac CDR LTSDKSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARGGPYGW

duoc gach duéi) YEDVWGQGTTVTVSS

31C6 HUMZ V | 128 | EVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTFSSYVMH
H5 WVRQAPGQGLEWIGYIDPYNDGAKYAQKFQGRVT

(véi cac CDR LTSDKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARGGPYGW

duoc gach dudi)

YFDVWGQGTTVTVSS

31C6_ HUMZ V
H6

(véi cac CDR
dugc gach dudi)

129

EVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFSSYVMH
WVRQAPGQGLEWIGYIDPYNDGAKYAQKFQGRVT
LTSDKSISTAYMELSRLRSDDTVVYYCARGGPYGW
YFDVWGQGTTVTVSS
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31C6 Humz L1
(véi cac CDR
dugc gach dudi)

130

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASEHIYSYLSWYQ
QKPGKAPKLLIYNAKTLAEGVPSRFSGSGSGTDFTL
TISSLQPEDFATYYCQHHFGSPLTFGQGTRLEIK

31C6_ Humz 1.2
(véi cac CDR
dugc gach dudi)

131

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASEHIYSYLSWYQ
QKPGKAPKLLIYNAKTLAEGVPSRFSGSGSGTQFTL
TISSLQPEDFATYYCQHHFGSPLTFGQGTRLEIK

31C6 Humz L3
(véi cac CDR
dugc gach dudi)

132

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASEHIYSYLSWYQ
QKPGKVPKLLIYNAKTLAEGVPSRFSGSGSGTDFTL
TISSLQPEDVATYYCQHHFGSPLTFGQGTRLEIK

31C6 Humz 14
(véi cac CDR
dugc gach dudi)

133

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASEHIYSYLSWYQ
QKPGKVPKLLIYNAKTLAEGVPSRFSGSGSGTQFTL
TISSLQPEDVATYYCQHHFGSPLTFGQGTRLEIK

31C6 H- CDR2 | 134 | YIDPYNDGAKYAQKFQG

BIEN THE

31C6 H— CDR2 | 135 | YIDPYNDGAKYSQKFQG

BIEN THE

18G10 — VH 136 | QVQLMESGPGLVQPSQTLSLTCTVSGFPLTSYTVHW

trinh tu VRQPPGKGLEWIGAIWSSGSTDYNSALKSRLNINRD
SSKSQVFLKMNSLQTEDTAIYFCTKSGWAFFDYWG
QGVMVTVSS

18G10 - VL 137 | DIQMTQSPSLLSASVGDRVTLNCIASQNIYKSLAWY

trinh tu QLKLGEAPKLLIYNANSLQAGIPSRFSGSGSGTDFAL
TISGLQPEDVATYFCQQYSGGYTFGAGTKLELK

11A11 - VH 138 | EVQLVESGGDLVQPGRSLKISCVASGFTFSDYYMA

trinh tu WVRLAPQKGLEWVASISYEGSRTHYGDSVRGRFIIS
RDNPKNILYLQMNSLGSEDTATYFCARHTGTLDWL
VYWGQGTLVIVSS

11A11-VL 139 | NIVMAQSPKSMSISAGDRVTMNCKASQNVDNNIAW

trinh ty YQQKPGQSPKLLIFYASNRYSGVPDRFTGGGYGTDF
TLTIKSVQAEDAAFYYCQRIYNFPTFGSGTKLEIK

14A6 H- CDR3 | 140 | MPSFITLASLSTXEGYFDF

TRINH TU LIEN X=W,F,Y,LLV,L

UNG

14A6 L -CDR2 | 141 | YAXiXoLQT

TRINH TU LIEN X;=N,S,T,G,D

UNG X=S,N,S, T,Y,Q

14A6L - CDR3 | 142 | QQYYSGXT

TRINH TU LIEN X=W,F,Y,LV,L

UNG

14A6 VH 143 | EVQLQX:1SGX2GLX3KPX4Xs5XsLSLTCX7VXsGX30SIX;

TRINH TU LIEN 1ISDYWGWXoRX10X11PGX12X13X14EWX15GFITYSGSTS

UNG GOC YNPSLKSRX6X171X15X19DTSKNQF X2 X21LX22SVTX

23X24DTAX>5Y
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X26CARMPSFITLASLSTX27EGYFDEFWGX3,GTX28X29T
VSS

X1=E hodc Q
X>=Phoac A

X3=V hodac L

X4=S hodc P

Xs5=Q hodc E hodac G
Xe=S hoac T

X7=S hodc T hodc A
Xs=T hoac S
Xo=1hoac V

X10= K hodc Q

X11=F hodc P

X12=N hodc K
X13=K hodac G
X14=Mhoidc L
Xi15=Mhodc I
X16=1hoacV
X17=S hodac T
X18=T hoac S
X19=R hoac V
X20=F hoac S
X21=Q hoiac K
X22=H hoac S
X23=Thoiac A
X24=D hoac A
X25=ThoiacV
X26=S hodc Y,
X27=W,F,Y,], VhoicL
X28=M,V,L,A,RN,P,QE,G, L HLK,F,S, T, W
hodcY

X29=V, ThoidcL
X30=S hoac Ghoidc Y
X31= A hodc S

X31=P hoac Q

14A6 VH
TRINH TU LIEN
UNG DUGC
NHAN HOA

144

EVQLQX;1SGX,GLX3KPXy XsTLSLTCXeVX7GXsSIXoS
DYWGWX10RX11X12PGK X 13X 14EWX15sGFITYSGSTSY
NPSLKSRX6TISX17DTSKNQFSLKLX18SVTAX1sDTA
VYYCARMPSFITLASLSTX0EGYFDFWGQGTX21X22
TVSS

X1=Ehoidc Q

X>=P hodc A

X3=V hoiacL

X4 =S hoac P

Xs5=E hodac G
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X¢ =T hodc A hoac S
X7=ShoacT
Xs=Ghodac ShoacY
X9 =S hodc A
Xip=IhoacV

X11=Q hodc K

X12=P hoac F
X13=G hodac K
X1s=L hodicM

Xi15 =1 hoac M
Xi16=V hodc I

X17=V hoiacR

X138 =S hoac H
X19=AhodacD
X0=W,F,Y,ILV,L
Xu=M,V,L,A,R_N,P,Q,E,G,LH K,F,S, T, W
hoiacY

X2 =V, Thoac L

4A6 VL
TRINH TU' LIEN
UNG GOC

145

DIQMTQSPSX1LSASVGDRVTX,X3CKASQSITHKNLA
WYQQKXsGX5X15sPKXsLIYYAX XL QTGX9PSRFSGS
GSGTDFTLTISX10LQPEDX11ATY X12CQQYYSGX15TF
GGGTKVEXuK

X1 =L hodc S

Xa=Lhoacl

X3=Nhodc T

X4=L hodcP

X5 =E hodac K

X6 =F hodac L

X7=N, S, T, Ghoac D

Xg=S,N, T, Y hodc Q

X9=ThoacV

X10=G hodc S

X11=V hodc F

Xp=FhoacY

Xi3=W,F,Y, ], VhoiacL

X114 =L hodcl

Xi5=AhoacV

14A6 VL

TRINH TU LIEN
UNG PUGC
NHAN HOA

146

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSIHKNLAWY
QQKPGKX¢PKXILIYYAXo X3LQTGX4PSRFSGSGSGT
DFTLTISSLQPEDX/ATYYCQQYYSGXsTFGGGTKVE
IK

Xi=LhodcF

X2=N, S, T, GhoacD

X3=S,N, T, Y hoac Q

X4=V hoacI
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Xs=W,F,Y,I, VhoicL
Xe¢=A hoac 'V
X7=F hoacV

31C6 H -CDR2
TRINH TU LIEN
UNG

147

YIDPYNX 1 X,AKYX3X4KFX5G
Xi=D,R,L,K,F, S, Y hoac V
X=G,R,N,Q,E,LK,S, Y hoiacV
X3=N, A hodc S

X4=E hodc Q

Xs=K hodc Q

31C6 L — CDR2
TRINH TU LIEN
UNG

148

X1XoKTLAE
Xi=N,A,V,W,S, T,R, HG, I hoic V
Xo=A,N,I,L, ThoiacV

31C6 VH X
TRINH :FU LIEN
UNG GOC

149

EVQLX1QSGX2EX3X4KPGXsSVKXsSCKASGYTFSSY
VMHWVX;QXsPGQXoLEWIGYIDPYN
X10X11AKY X 12 X13KFX14GX15X16 TLTX17DX18S X19STX20
YMELSX21LX2:SX23DX24X25VYYCARGGPYGX26YFD
VWGX2;GTTVTVSS

X1=QhodcV

X>=P hoac A

X3=V hoiac L

X4=V hodc K

Xs=S hodac A

X6=M hoac V

X7=K hoac R

Xs=K hoac A

Xo= G hoac R

X10=D,R,L,K,F, S, YhoicV

Xn=G,R,N,Q,E, LK, S, YhoiacV

X12=N, A hoic

X13=E hoac Q

X14=K hodc Q

X15=R hodc K

X16= A hoacV

X17=S hoac R

Xi1s=Khoac T

X19=S,1,AhodacT

X20=AhodcV

X21=Rhoic S

X22=T hoac R

X23=D hodc E

X24 =S hoacT

X25=A hodcV

Xw=W,A,D,E,F,G,, K, N,Q,R,S, T, Vhoac Y
X27=A hodc Q

31C6 VH

150

EVQLVQSGAEVKKPGX;SVKVSCKASGYTFSSYVM
HWVRQAPGQX,LEWIG
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TRINH TU LIEN
UNG PUGC
NHAN HOA

YIDPYNX3X4sAKY X5 XsKFX7GRVTLTXsDXoSX10STX)
1YMELSX12LRSX13DT
X1uVYYCARGGPYGX1s5YFDVWGQGTTVTVSS
X1=A hoiac S

X>=R hoac G

X3=D,R,L,K,F, S, YhoicV

X=G,R,N,Q ELK,S, YhoicV

Xs5=N, A hoac S

Xe6=E hodc Q

X7=Khodc Q

Xs=R hoidc S

Xo=T hodac K

Xi10=A, T hoac I

X11=A hodcV

X12=S hodac R

Xi13=E hodc D

X14= A hodac V

Xis=W,A,D,E,F,G, LK, N,Q,R,S, T, VhoicY

31C6 VL X
TRINH :[‘U LIEN
UNG GOC

151

DIQMTQSPX;SLSASVGXoX3VTITCRASEHIYSYLSW
YQOQKXsGKXsPX6LLX7YXsXoKTLAEGVPSRFSGSGS
GTX10FX11LX12IX13SLQPEDX 14X 1sTYYCQHHFGSPLT
FGXi16GTX17LEX 13K

X1= A hoac S

X>=E hodc D

X3=Thoac R

X4=Q hoac P

Xs=S, AhoacV

X6=Q hodac K

X7=V hoac I

Xs=N,A,Y,W,S, T, hoicV

Xo=A,N,I,L, T hoac V

X10=Q hodc D

X11=S hodac T

X12=Khoac T

X13=Nhoidc S

X14=F hoacV

Xi15= G hodc A

X16= A hoidc Q

X17=T hodac R

Xis=L hodcI

31C6 L — VL
TRINH TU LIEN
UNG PUGC
NHAN HOA

152

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASEHIYSYLSWYQ
QKPGKXPKLLIY
XoX3KTLAEGVPSRFSGSGSGTX4FTLTISSLQPEDXA
TYYCQHHFGSPLTFGQGTRLEIK

Xi=AhoicV

Xo=N,A, W, W, S, T,ThoicV
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X3=A,N,LLL, ThodcV

X4=D hodc Q
Xs5=F hoac V
31C6 H-CDR3 | 153 | GGPYGXYFDV
TRINH TU LIEN Xis=W,A,D,E,F,G, LK, N,Q,R, S, T, Vhoic Y
UNG
31C6 H-CDR3 | 154 | GGPYGAYFDV
BIEN THE
31C6 H-CDR3 | 155 | GGPYGDYFDV
BIEN THE
31C6 H-CDR3 | 156 | GGPYGEYFDV
BIEN THE
31C6 H-CDR3 | 157 | GGPYGFYFDV
BIEN THE
31C6 H-CDR3 | 158 | GGPYGGYFDV
BIEN THE
31C6 H-CDR3 | 159 | GGPYGIYFDV
BIEN THE
31C6 H-CDR3 | 160 | GGPYGKYFDV
BIEN THE
31C6 H-CDR3 | 161 | GGPYGNYFDV
BIEN THE
31C6 H-CDR3 | 162 | GGPYGQYFDV
BIEN THE 163 | GGPYGRYFDV
31C6 H-CDR3 | 164 | GGPYGSYFDV
BIEN THE 165 | GGPYGTYFDV
31C6 H-CDR3 | 166 | GGPYGVYFDV
BIEN THE 167 | GGPYGYYFDV
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YEU CAUBAO HOQ
1. Khang thé don dong hodc manh lién két khang nguyén cua né lién két véi TIGIT
thudn thuc & ngudi, trong d6 khang thé va manh lién két khéng nguyén nay bao gdm
viing bién d6i chudi nang va ving bién ddi chudi nhe, trong d6 viing bién dbi chudi nang
bao gbm CDR1 ctia viing bién d6i chudi ndng chura trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO:88, CDR2 clia viing bién d6i chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO:89, va CDR3 ctia viing bién ddi chudi ning chtra trinh tw axit amin néu trong SEQ
ID NO:90, va trong d6 ving bién ddi chudi nhe bao gdm CDRI1 ciia ving bién dbi chudi
nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:91, CDR2 cua ving bién ddi chudi
nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:92, va CDR3 ctia ving bién ddi chudi
nhe chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:93.
2. Khéng thé don dong hodc manh lién két khéang nguyén cuia n6 lién két voi TIGIT
thudn thuc & ngudi, trong do khang thé va manh lién két khéang hguyén bao gdm ving
bién dbi chudi ning va ving bién d6i chudi nhe, trong d6 viing bién dbi chudi ndng bao
gdbm CDRI1 ctia ving bién ddi chudi ndng chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO:88, CDR2 ciia ving bién dbi chudi ndng chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO: 134, va CDR3 clia viing bién ddi chudi ning chta trinh tu axit amin néu trong SEQ
ID NO:90, va trong d6 viing bién ddi chudi nhe bao gdm CDRI ciia ving bién d6i chudi
nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:91, CDR2 ciia ving bién d6i chudi
nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:92, va CDR3 cta ving bién dbi chudi
nhe chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:93.
3. Khang thé don dong hodc méanh lién két khang nguyén cta n6 theo diém 2, trong
d6 khang thé don dong va manh lién két khéng nguyén ctia né bao gbm:
a. ving bién dbi chudi ning chta trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO:128 va viing bién ddi chudi nhe chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:132;
b. viing bién ddi chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO:127 va ving bién dbi chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:130;
c. viing bién ddi chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO:128 va vung bién dbi chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:133;
d.  vung bién ddi chudi nang c6 do déng nhét trinh ty it nhat 12 97% so véi

trinh ty SEQ ID NO:128 va ving bién di chudi nhe c6 d6 ddng nhét trinh ty it nhit 13
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97% so v6i trinh ty SEQ ID NO: 132, trong d6 cac bién thé trinh tu bit ky xuét hién
trong ving khung ctia khang thé;

e. viing bién ddi chudi ning c6 d6 ddng nhét trinh ty it nhit 1a 97% so vdi
trinh ty SEQ ID NO:127 va vung bién dbi chudi nhe c6 dd dé)ng nhét trinh tu it nhat 1a
97% so v6i trinh ty SEQ ID NO: 130, trong d6 céc bién thé trinh ty bét ky xuit hién
trong ving khung ctia khéng thé; hoic

f. vung bién dbi chudi ndng c6 do déng nhét trinh tu it nhat 13 97% so v&i
trinh tw SEQ ID NO:128 va ving bién d6i chudi nhe c6 d6 ddng nhét trinh ty it nhét 1a
97% so véi trinh tu SEQ ID NO: 133, trong d6 cac bién thé trinh tu bat ky xuét hién
trong ving khung ctia khang thé.

4, Khang thé don dong hodc manh lién két khang nguyén ciia n6 theo diém 1, trong
d6 khang thé don dong nay hodc manh lién két khang nguyén ctia né lién két véi TIGIT
thudn thuc & ngudi véi tri sé KD nam trong khoang tir 1 x 10° M dn 1 x 102 M nhu
duqcxécdhﬂlbéic@nghuéng;ﬂamnonbérnét

5. Khéng thé don dong hodc méanh lién két khang nguyén cia né theo diém 1, 1a
khang thé don dong bao gdm hai chudi ning va hai chudi nhe.

6. Khang thé don dong hodc manh lién két khang nguyén cta n6 theo diém 1, 1a
khang thé don dong, trong d6 khang thé don dong nay bao gébm mién hing dinh cia
IgG1 & ngudi va mién hing dinh kapa & nguoi.

7. Ché pham bao gdm khang thé don dong hodc manh lién két khang nguyén cua
n6 theo diém 1 va chit mang hosc chit pha lodng dugc dung.

8. Ché pham theo diém 7, trong d6 ché phdm nay con bao gdm khéng thé don dong
khang PD1 hoic manh lién két khang nguyén cta né.

9. Ché pham theo diém 7, trong d6 ché phdm nay con bao gdm khang thé don dong
khang PD1 hogc manh lién két khang nguyén ctia né, trong d6 khang thé don dong khang
PD1 1a nivolumab.

10.  Ché phim theo diém 7, trong d6 ché phdm nay con bao gdm khang thé don dong
khang PD1 hozc manh lién két khang nguyén ciia né, trong d6 khang thé don dong khang
PD1 1a pembrolizumab.
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11.  Khéng thé don dong lién két véi TIGIT thuén thuc & ngudi bao gdbm ving bién
d6i chudi niing chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:128 va ving bién déi chudi
nhe chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:132.

12.  Khang thé don dong hoic manh lién két khang nguyén cua né theo didm 3, la
khang thé don dong bao gdm ving bién dbi chudi ning c6 do ddng nhét trinh tu it nhét
12 97% so véi trinh tw SEQ ID NO:128 va viing bién ddi chudi nhe c6 d6 ddng nhét trinh
tu it nhat 12 97% so v&i trinh ty SEQ ID NO: 132, trong d6 cac bién thé trinh tu bt ky
xut hién trong viing khung ctia khang thé.

13.  Khang thé don dong hodc manh lién két khang nguyén cta né theo diém 2, trong
d6 khang thé hoic manh lién két khang nguyén cia né lién két véi TIGIT thudn thuc &
ngudi véi tri s6 KD nim trong khoang tir 1 x 10 M dén 1 x 10”2 M nhu duge xéc dinh
béi cong huong plasmon bé mit.

14.  Khang thé don dong hoic manh lién két khang nguyén cua né theo diém 2, 1a
khang thé don dong bao gdm hai chudi ning va hai chudi nhe.

15. Khang thé don dong hodc méanh lién két khang nguyén cua né theo diém 2, 1a
khang thé don dong, trong d6 khang thé don dong ndy bao gdm mién hang dinh cua
IgG1 & ngudi va mién hing dinh kapa & ngudi.

16.  Khang thé don dong theo diém 15, trong d6 mién hing dinh cta IgG1 & nguoi
chira trinh ty SEQ ID NO: 86 va mién hing dinh kapa & ngudi chtra trinh tw SEQ ID
NO: 56.

17.  Khang thé don dong theo diém 6, trong d6 mién hing dinh cua IgG1 & nguoi
chira trinh ty SEQ ID NO: 86 va mién hing dinh kapa & ngudi chira trinh tw SEQ ID
NO: 56.

18.  Khéng thé don dong hodc méanh lién két khang nguyén cta né theo diém 1, 1a
khang thé don dong, trong d6 khang thé don dong chira mién hing dinh IgG4 & ngudi
va mién hang dinh kapa & ngudi.

19.  Khang thé don dong hosic manh lién két khang nguyén cia né theo diém 2, 1a
khang thé don dong, trong d6 khang thé don dong chira mién hang dinh cta IgG4 &

ngudi va mién hang dinh kapa & nguoi.
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20. Khang thé don dong theo diém 18, trong d6 mién hing dinh cta IgG4 & ngudi
chira trinh tw SEQ ID NO: 55 va mién hing dinh kapa & nguoi chira trinh tu SEQ ID
NO: 56.

21.  Khang thé don dong theo diém 19, trong d6 mién hing dinh cta IgG4 & ngudi
chtra trinh ty SEQ ID NO: 55 va mién héng dinh kapa & nguoi chira trinh tyw SEQ ID
NO: 56.

22.  Ché phim bao gbém khang thé don dong hoic manh lién két khang nguyén cua
n6 theo diém 2 va chit mang hoic chit pha loang dugc dung.

23.  Ché phim theo diém 22, trong d6 ché phdm nay con bao gdm khang thé don dong
khang PD1 hoic manh lién két khang nguyén ciia no.

24.  Ché pham theo diém 22, trong &6 ché phdm nay con bao gdm khang thé don dong
khang PD1 hozc méanh lién két khang nguyén ctia n6, trong d6 khang thé don dong khang
PD1 1a nivolumab.

25.  Ché phim theo diém 22, trong d6 ché phdm nay con bao gdm khang thé don dong
khang PD1 hozc méanh lién két khang nguyén ctia né, trong d6 khang thé don dong khang
PD1 14 pembrolizumab.

26.  Khang thé don dong bao gdm hai chudi ning va hai chudi nhe, trong d6 chudi
ning bao gdm (i) viing bién d6i chudi niing chtra trinh ty SEQ ID NO: 128 va (ii) mién
héng dinh ctia IgG1 chuta trinh tw SEQ ID NO: 86, va trong d6 chudi nhe bao gdm (i)
ving bién d6i chudi nhe chira trinh ty SEQ ID NO: 132 va (ii) mién hing dinh kapa &
ngudi chira trinh ty SEQ ID NO: 56.

27.  Khéng thé don dong bao gém hai chudi ning va hai chudi nhe, trong d6 chudi
ning bao gém (i) ving bién d6i chudi niing chtra trinh ty SEQ ID NO: 128 va (ii) mién
hing dinh ctia IgG4 chira trinh ty SEQ ID NO: 55, va trong d6 chudi nhe bao gdm (i)
ving bién dbi chudi nhe chtra trinh ty SEQ ID NO: 132 va (ii) mién hing dinh kapa &
nguoi chira trinh ty SEQ ID NO: 56.

28.  Ché phim bao gdm (a) khang thé don dong bao gdm hai chudi ning va hai chudi
nhe, trong d6 chudi ning bao gdm (i) ving bién ddi chudi ning chira trinh tw SEQ ID
NO: 128 va (ii) mién hing dinh cta IgG1 chta trinh ty SEQ ID NO: 86, va trong do
chudi nhe bao gdm (i) ving bién dbi chudi nhe chira trinh ty SEQ ID NO: 132 va (i)
mién hing dinh kapa & ngudi chtra trinh tr SEQ ID NO: 56 va (b) pembrolizumab.
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29.  Ché phim bao gdm (a) khang thé don dong bao gdm hai chudi ning va hai chudi
nhe, trong d6 chudi ning bao gdm (i) ving bién ddi chudi ning chira trinh tw SEQ ID
NO: 128 va (ii) mién hing dinh ciia IgG4 chta trinh ty SEQ ID NO: 55, va trong d6
chudi nhe bao gém (i) ving bién dbi chudi nhe chira trinh tw SEQ ID NO: 132 va (ii)
mién hing dinh kapa & ngudi chira trinh ty SEQ ID NO: 56 va (b) pembrolizumab.

30. Ché phdm theo diém 7, trong d6 ché phdm nay con chtra khang thé don dong
khéng PDL-1.

31.  Ché phidm theo diém 30, trong d6 khang thé don dong khang PDL-1 1a
MPDL3280A.

32.  Khaéng thé don dong hoic manh lién két khang nguyén cia né theo diém 1, trong
d6 khang thé don dong va manh lién két khang nguyén ciia n6 bao gdbm ving bién dbi
chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 94 va ving bién ddi chudi

nhe chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 95.
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Lién két vai cac té bao TIGIT-CHO-K1 & nguoi
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Lién két véi cac té bao TIGIT-CHO K1 & ngudi
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Phong bé lién két cia hCD155-hFe¢ véi TIGIT-CHO-K1 ¢ ngudi
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Phong bé lién két cia hCD155-hFc v6i TIGIT-CHO-K1 & ngudi
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D6 chudn cua khang thé khang TIGIT & ngudi trong thir nghiém
chirc nang dua trén t€ bao
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DANH MUC TRINH TU

<110> WILLIAMS, SYBIL M. G.
LAFACE, DRAKE
FAYADAT-DILMAN, LAURENCE
RAGHUNATHAN, GOPALAN
LIANG, LINDA
SEGHEZZI, WOLFGANG

<120> Khang thé don doéng hoidc manh lién két khang nguyén cua nd lién két
véi TIGIT thuadn thuc & nguoi va ché phdm bao gdém khang thé don déng hoic
manh 1ién két khang nguyén nay

<130> 23808-US-PCT

<140>
<141>

<150> 62/126,733
<151> 2015-03-02

<150> 62/038,912
<151> 2014-08-19

<160> 167
<170> PatentIn version 3.5

<210> 1

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> MO ta trinh ty nhan tao: tdng hop
Peptit CDR

<400> 1
Ser Asp Tyr Trp Gly
1 5

<210> 2

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> MO ta trinh tu nhén tao: tdng hop
Peptit CDR
<400> 2
Phe Ile Thr Tyr Ser Gly Ser Thr Ser Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser
1 5 10 15
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<210> 3

<211> 19

<212> PRT

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>
<223> M6 tad trinh ty nhan tao: tdng hop
Peptit CDR
<400> 3
Met Pro Ser Phe Ile Thr Leu Ala Ser Leu Ser Thr Trp Glu Gly Tyr
1 5 10 15

Phe Asp Phe

<210> 4

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhdn tao: tdng hop
Peptit CDR

<400> 4
Lys Ala Ser Gln Ser Ile His Lys Asn Leu Ala
1 5 10

<210> 5

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<223> M6 ta trinh ty nhan tao: tdng hop
Peptit CDR

<400> 5
Tyr Ala Asn Ser Leu Gln Thr
1 5

<210> 6

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
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<223> M6 td trinh ty nhan tao: tdng hop
Peptit CDR

<400> 6
Gln GIn Tyr Tyr Ser Gly Trp Thr
1 5

<210> 7

<211> 127

<212> PRT

<213> Chuét Rattus norvegicus

<400> 7
Glu Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gln
1 5 10 15

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

Tyr Trp Gly Trp Ile Arg Lys Phe Pro Gly Asn Lys Met Glu Trp Met
35 40 45

Gly Phe Ile Thr Tyr Ser Gly Ser Thr Ser Tyr Asn Pro Ser Leu Lys
50 55 60

Ser Arg Ile Ser Ile Thr Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Phe Leu
65 70 75 80

Gln Leu His Ser Val Thr Thr Asp Asp Thr Ala Thr Tyr Ser Cys Ala
85 90 95

Arg Met Pro Ser Phe Ile Thr Leu Ala Ser Leu Ser Thr Trp Glu Gly
100 105 110

Tyr Phe Asp Phe Trp Gly Pro Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

<210> 8

<211> 106

<212> PRT

<213> Chudét Rattus norvegicus

<400> 8
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Leu Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
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Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Phe

Arg

Ala

Tyr

50

Gly

Asp

Gly

<210> S

<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

Val

Trp

35

Ala

Ser

Val

Gly

127
PRT
Trinh

Thr

20

Tyr

Asn

Gly

Ala

Gly
100

Leu

Gln

Ser

Thr

Thr

tu nhan

Asn

Gln

Leu

Asp

Tyr

Lys

tao

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Phe

Val

Lys

Leu

40

Thr

Thr

Cys

Glu

32683

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Leu
105

Ser

Glu

Ile

Thr

Gln

90

Lys

M& ta& trinh ty nhan tao: téng hop

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Polypeptit chudi khang th& dugc lam gidng

<400> 9

Glu

1

Thr

Tyr

Gly

Ser
65

vVal

Leu

Trp

Phe

50

Arg

Gln

Ser

Gly

35

Ile

Val

Leu

Leu

20

Trp

Thr

Thr

Gln

5

Thr

Ile

Tyr

Ile

Glu

Cys

Arg

Ser

Ser
70

Ser

Thr

Gln

Gly

55

Val

Gly

Val

Pro

40

Ser

Asp

Pro

Ser

25

Pro

Thr

Thr

Gly

10

Gly

Gly

Ser

Ser

-211-

Leu

Gly

Lys

Tyr

Lys
75

Val

Ser

Gly

Asn

60

Asn

Ile

Lys

45

Arg

Gly

Ser

nhu

Lys

Ile

Leu

45

Pro

Gln

His

30

Phe

Phe

Leu

Gly

clua

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Phe

Lys

Leu

Ser

Gln

Trp

Asn

Ile

Gly

Pro

80

Thr

ngudi

Ser

15

Ser

Trp

Leu

Ser

Glu

Asp

Ile

Lys

Leu
80
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Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val
85 90

Arg Met Pro Ser Phe Ile Thr Leu Ala Ser Leu Ser
100 105

Tyr Phe Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr
115 120

<210> 10

<211> 127

<212> PRT

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<223> M6 tad trinh tu nhan tao: téng hop
Polypeptit chudi khang thé& dugc lam gidng

<400> 10
Glu vVal Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val
1 5 10

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

Tyr Trp Gly Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly
35 40

Gly Phe Ile Thr Tyr Ser Gly Ser Thr Ser Tyr Asn
50 55 60

Ser Arg Val Thr Ile Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn
65 70 75

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val
85 90

Arg Met Pro Ser Phe Ile Thr Leu Ala Ser Leu Ser
100 105

Tyr Phe Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr
115 120

-212-

Tyr

Thr

Val
125

nhu

Lys

Ile

Leu

45

Pro

Gln

Tyr

Thr

Val
125

Tyr

Trp

110

Ser

cua

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Phe

Tyr

Trp

110

Ser

Cys
95

Glu

Ser

Ala

Gly

ngudi

Ser

15

Ser

Trp

Leu

Ser

Cys

95

Glu

Ser

Glu

Asp

Ile

Lys

Leu

80

Ala

Gly



<210>

<211> 12

<212>
<213>

<220>

<223>

11

7

PRT
Trinh tu nhan tao

32683

M6 ta trinh tu nhan tao: tdng hop

Polypeptit chudi khang thé dugc lam gibng

<400> 11
Glu Val Gln

1

Thr

Tyr

Gly

Ser

65

Lys

Arg

Tyr

Leu

Trp

Phe

50

Arg

Leu

Met

Phe

<210> 12
<211> 12

<212>
<213>

<220>

<223>

Ser

Gly

35

Ile

Ile

Ser

Pro

Asp
115

7

PRT
Trinh

Leu

Leu

20

Trp

Thr

Thr

Ser

Ser

100

Phe

Gln

5

Thr

Ile

Tyr

Ile

Val

85

Phe

Trp

ty nhén

Glu

Cys

Arg

‘Ser

Ser

70

Thr

Ile

Gly

tao

Ser

Thr

Gln

Gly

55

Arg

Ala

Thr

Gln

Gly Pro Gly

Val

Pro

40

Ser

Asp

Ala

Leu

Gly
120

Ser
25

Pro

Thr

Thr

Asp

Ala

105

Thr

10

Gly

Gly

Ser

Ser

Thr

90

Ser

Met

M& ta trinh ty nhan tao: tdng hop

Leu

Gly

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Leu

Val

Val

Ser

Gly

Asn

60

Asn

Val

Ser

Thr

nhu

Lys

Ile

Leu

45

Pro

Gln

Tyr

Thr

Val
125

cua

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Phe

Tyr

Trp

110

Ser

nguoi

Ser

15

Ser

Trp

Leu

Ser

Cys

Glu

Ser

Glu

Asp

Ile

Lys

Leu

80

Ala

Gly

Polypeptit chudi khang thé duoc lam gidng nhu clia ngudi

<400> 12
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Glu

Thr

Tyr

Gly

Ser

65

Lys

Arg

Tyr

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

Val

Leu

Trp

Phe

50

Arg

Leu

Met

Phe

<220>

<223>

<400> 13

13
127
PRT
Trinh

Gln

Ser

Gly

35

Ile

Ile

Ser

Pro

Asp
115

Leu

Leu

20

Trp

Thr

Thr

Ser

Ser

100

Phe

Gln

Thr

Ile

Tyr

Ile

Val

85

Phe

Trp

ti nhén

Glu

Cys

Arg

Ser

Ser

70

Thr

Ile

Gly

tao

Ser

Thr

Gln

Gly

55

Arg

Ala

Thr

Gln

Gly

Val

Pro

40

Ser

Asp

Ala

Leu

Gly
120

32683

Pro

Ser

25

Pro

Thr

Thr

Asp

Ala

105

Thr

Gly

10

Gly

Gly

Ser

Ser

Thr

90

Ser

Met

M6 ta trinh tu nhan tao: tdng hop

Leu

Ser

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Leu

Val

Val

Ser

Gly

Asn

60

Asn

Val

Ser

Thr

Polypeptit chudi khang thé duoc lam gibng

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

1

5

10

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly Ser

20

25

Tyr Trp Gly Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly

35

40

-214-

Lys

Ile

Leu

45

Pro

Gln

Tyr

Thr

Val
125

nhu

Lys

Ile

Leu
45

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Phe

Tyr

Trp

110

Ser

cua

Pro

Ser
30

Glu

Ser

15

Ser

Trp

Leu

Ser

Cys

Glu

Ser

Glu

Asp

Met

Lys

Leu

80

Ala

Gly

nguoi

Ser
15

Ser

Trp

Glu

Asp

Ile



32683

Gly Phe Ile Thr Tyr Ser Gly Ser Thr Ser Tyr Asn
50 55 60

Ser Arg Val Thr Ile Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn
65 70 75

Lys Leu His Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val
85 : 90

Arg Met Pro Ser Phe Ile Thr Leu Ala Ser Leu Ser
100 105

Tyr Phe Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr
115 120

<210> 14

<211> 127

<212> PRT

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<223> M6 ta trinh tyu nhan tao: tdng hop
Polypeptit chudi khang thé dugc lam gibng

<400> 14
Glu Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val
1 5 10

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

Tyr Trp Gly Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly
35 40

Gly Phe Ile Thr Tyr Ser Gly Ser Thr Ser Tyr Asn
50 55 60

Ser Arg Ile Thr Ile Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn
65 70 75

Lys Leu His Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val
85 90

-215-

Pro

Gln

Tyr

Thr

Val
125

nhu

Lys

Ile

Leu

45

Pro

Gln

Tyr

Ser

Phe

Tyr

Trp

110

Ser

cua

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Phe

Tyr

Leu

Ser

Cys

95

Glu

Ser

Lys

Leu

80

Ala

Gly

ngudi

Ser

15

Ser

Trp

Leu

Ser

Cys
95

Glu

Asp

Ile

Lys

Leu

80

Ala



Arg Met Pro

Tyr Phe Asp

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

<220>

<223>

<400> 15

15
127
PRT
Trinh

115

32683

Ser Phe Ile Thr Leu Ala Ser Leu Ser Thr Trp Glu Gly

100

105

110

Phe Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser

tu nhédn tao

120

M& ta trinh tu nhan tao: tdng hop

Polypeptit chudi khang thé& dugc lam gidng

Glu Val Gln

1

Thr

Tyr

Gly

Ser

65

Lys

Arg

Tyr

<210> 16

Leu

Trp

Phe

50

Arg

Leu

Met

Phe

Ser

Gly

Ile

Ile

His

Pro

Asp
115

<211> 127
<212> PRT
<213> Trinh

Leu

Leu

20

Trp

Thr

Thr

Ser

Ser

100

Phe

Gln

5

Thr

Ile

Tyr

Ile

Val

85

Phe

Trp

tu nhén

Glu

Cys

Arg

Ser

Ser

70

Thr

Ile

Gly

tao

Ser

Thr

Gln

Gly

Arg

Ala

Thr

Gln

Gly

Val

Pro

40

Ser

Asp

Ala

Leu

Gly
120

Pro

Ser

25

Pro

Thr

Thr

Asp

Ala

105

Thr

Gly

10

Gly

Gly

Ser

Ser

Thr

90

Ser

Met

-216-

Leu

Ser

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Leu

Val

Val

Ser

Gly

Asn

60

Asn

Val

Ser

Thr

125

nhu

Lys

Ile

Leu

45

Pro

Gln

Tyr

Thr

Val
125

cua

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Phe

Tyr

Trp

110

Ser

nguoi

Ser

15

Ser

Trp

Leu

Ser

Cys

95

Glu

Ser

Glu

Asp

Ile

Lys

Leu

80

Ala

Gly



32683

<220>
<223> M& td trinh tu nhan tao: tdng hop
Polypeptit chudi khang thé& dugc lam gidng

<400> 16
Glu Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val
1 5 10

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

Tyr Trp Gly Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly
35 40

Gly Phe Ile Thr Tyr Ser Gly Ser Thr Ser Tyr Asn
50 55 60

Ser Arg Ile Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn
65 70 75

Lys Leu His Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val
85 90

Arg Met Pro Ser Phe Ile Thr Leu Ala Ser Leu Ser
100 105

Tyr Phe Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr
115 120

<210> 17

<211> 127

<212> PRT

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<223> M6 ta trinh ty nhan tao: téng hop

Polypeptit chudi khang thé& duoc lam gibng nhu

<400> 17
Glu Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val
1 5 10

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val Ser Gly Tyr Ser
20 25

-217-

nhu

Lys

Ile

Leu

45

Pro

Gln

Tyr

Thr

Val
125

Lys

Tle

cla

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Phe

Tyr

Trp

110

Ser

cua

Pro

Ser
30

ngudi

Ser

15

Ser

Trp

Leu

Ser

Cys

95

Glu

Ser

Glu

Asp

Met

Lys

Leu

80

Ala

Gly

nguoi

Ser
15

Ser

Glu

Asp



32683

Tyr Trp Gly Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly
35 40

Gly Phe Ile Thr Tyr Ser Gly Ser Thr Ser Tyr Asn
50 55 60

Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn
65 70 75

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val
85 90

Arg Met Pro Ser Phe Ile Thr Leu Ala Ser Leu Ser
100 105

Tyr Phe Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr
115 120

<210> 18

<211> 127

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> M& ta& trinh tu nhan tao: tdng hop

Polypeptit chudi khang thé duoc lam gidng
<400> 18
Glu Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val
1 5 10

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val Ser Gly Tyr Ser
20 25

Tyr Trp Gly Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly

Gly Phe Ile Thr Tyr Ser Gly Ser Thr Ser Tyr Asn
50 55 60

Ser Arg Val Thr Ile Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn
65 70 75

-218-

Leu
45

Pro

Gln

Tyr

Thr

Val
125

nhu

Lys

Ile

Leu

45

Pro

Gln

Glu

Ser

Phe

Tyr

Trp

110

Ser

cua

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Phe

Trp

Leu

Ser

Cys

95

Glu

Ser

Ile

Lys

Leu

80

Ala

Gly

ngudi

Ser

15

Ser

Trp

Leu

Ser

Glu

Asp

Ile

Lys

Leu
80



Lys Leu Ser

Arg Met Pro

Tyr Phe Asp
115

<210> 19
<211> 127
<212> PRT
<213> Trinh

<220>

Ser

Ser
100

Phe

Val
85

Phe

Trp

ti nhén

Thr

Ile

Gly

tao

32683

Ala Ala Asp Thr Ala Val

90

Thr Leu Ala Ser Leu Ser

105

Gln Gly Thr Met Val Thr

120

<223> M& ta trinh ty nhan tao: tdng hop
Polypeptit chudi khang thé& duoc lam gibng

<400> 19
Glu Val Gln
1

Thr Leu Ser

Tyr Trp Gly
35

Gly Phe Ile
50

Ser Arg Ile
65

Lys Leu Ser

Arg Met Pro

Tyr Phe Asp
115

Leu

Leu

20

Trp

Thr

Thr

Ser

Ser

100

Phe

Gln

5

Thr

Ile

Tyr

Ile

Val

85

Phe

Trp

Glu

Cys

Arg

Ser

Ser

70

Thr

Ile

Gly

Ser

Ala

Gln

Gly

Arg

Ala

Thr

Gln

Gly

Val

Pro

40

Ser

Asp

Ala

Leu

Gly
120

Pro

Ser

25

Pro

Thr

Thr

Asp

Ala

105

Thr

Gly

10

Gly

Gly

Ser

Ser

Thr

90

Ser

Met

-219-

i

Leu

Tyr

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Leu

Val

Val

Ser

Gly

Asn

60

Asn

Val

Ser

Thr

Tyr

Thr

Val
125

nhu

Lys

Ile

Leu

45

Pro

Gln

Tyr

Thr

Val
125

Tyr

Trp

110

Ser

cua

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Phe

Tyr

Trp

110

Ser

Cys Ala
95

Glu Gly

Ser

nguoi

Ser Glu

15

Ser Asp

Trp Ile

Leu Lys

Ser Leu

80

Cys Ala

Glu Gly

Ser



<210> 20
<211> 12

<212>
<213>

<220>

<223>

7

PRT
Trinh tu nhdn tao

32683

M& ta trinh tu nhan tao: tdng hop

Polypeptit chudi khang thé& dugc lam gibng

<400> 20
Glu Val Gln

1

Thr

Tyr

Gly

Ser

65

Lys

Arg

Tyr

Leu

Trp

Phe

50

Arg

Leu

Met

Phe

<210> 21
<211> 12

<212>
<213>

<220>

<223>

Ser

Gly

35

Ile

Ile

Ser

Pro

Asp
115

7

PRT
Trinh

Leu

Leu

20

Trp

Thr

Thr

Ser

Ser

100

Phe

Gln

5

Thr

Ile

Tyr

Ile

Val

85

Phe

Trp

ty nhén

Glu

Cys

Arg

Ser

Ser
70

Thr

Ile

Gly

tao

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Arg

Ala

Thr

Gln

Gly

Val

Pro

40

Ser

Asp

Ala

Leu

Gly
120

Pro

Ser

25

Pro

Thr

Thr

Asp

Ala

105

Thr

Gly

10

Gly

Gly

Ser

Ser

Thr

90

Ser

Met

M& ta trinh tu nhan tao: tdng hop

Leu

Ser

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Leu

Val

Val

Ser

Gly

Asn

60

Asn

Val

Ser

Thr

nhu

Lys

Ile

Leu

45

Pro

Gln

Tyr

Thr

Val
125

cua

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Phe

Tyr

Trp

110

Ser

ngudi

Ser

15

Ser

Trp

Leu

Ser

Cys

95

Glu

Ser

Glu

Asp

Met

Lys

Leu

80

Ala

Gly

Polypeptit chudi khang th& dugc lam gibng nhu cua nguodi

<400> 21

-220-



Glu

Thr

Tyr

Gly

Ser

65

Lys

Arg

Tyr

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

Val

Leu

Trp

Phe

50

Arg

Leu

Met

Phe

<220>

<223>

<400> 22

22
127
PRT
Trinh

Gln

Ser

Gly

35

Ile

Val

His

Pro

Asp
115

Leu

Leu

20

Trp

Thr

Thr

Ser

Ser

100

Phe

Gln

Thr

Ile

Tyr

Ile

Val

85

Phe

Trp

ty nhén

Glu

Cys

Arg

Ser

Ser

70

Thr

Ile

Gly

tao

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Arg

Ala

Thr

Gln

Gly

Val

Pro

40

Ser

Asp

Ala

Leu

Gly
120

32683

Pro

Ser

25

Pro

Thr

Thr

Asp

Ala

105

Thr

Gly

10

Gly

Gly

Ser

Ser

Thr

90

Ser

Met

M& td trinh tu nhan tao: tdng hop

Leu

Tyr

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Leu

Val

Val

Ser

Gly

Asn

60

Asn

Val

Ser

Thr

Polypeptit chudi khang thé duoc lam gidng

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

1

5

10

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val Ser Gly Tyr Ser

20

25

Tyr Trp Gly Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly

35

40

-221-

Lys

Ile

Leu

45

Pro

Gln

Tyr

Thr

Val
125

nhu

Lys

Ile

Leu
45

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Phe

Tyr

Trp

110

Ser

cua

Pro

Ser
30

Glu

Ser

15

Ser

Trp

Leu

Ser

Cys

95

Glu

Ser

Glu

Asp

Ile

Lys

Leu

80

Ala

Gly

nguoi

Ser Glu

15

Ser Asp

Trp Ile



32683

Gly Phe Ile Thr Tyr Ser Gly Ser Thr Ser Tyr Asn
50 55 60

Ser Arg Ile Thr Ile Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn
65 70 75

Lys Leu His Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val
85 90

Arg Met Pro Ser Phe Ile Thr Leu Ala Ser Leu Ser
100 105

Tyr Phe Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr
115 120

<210> 23

<211> 127

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhan tao: tdng hop
Polypeptit chudi khang thé& dugc lam gidng

<400> 23
Glu Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val
1 5 10

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val Ser Gly Ser Ser
20 25

Tyr Trp Gly Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly
35 40

Gly Phe Ile Thr Tyr Ser Gly Ser Thr Ser Tyr Asn
50 55 60

Ser Arg Ile Thr Ile Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn
65 70 75

Lys Leu His Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val
85 90

-222-

Pro

Gln

Tyr

Thr

Val
125

nhu

Lys

Ile

Leu

45

Pro

Gln

Tyr

Ser

Phe

Tyr

Trp

110

Ser

cla

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Phe

Tyr

Leu

Ser

Cys

95

Glu

Ser

Lys

Leu

80

Ala

Gly

ngudi

Ser

15

Ser

Trp

Leu

Ser

Cys
95

Glu

Asp

Ile

Lys

Leu

80

Ala



32683

Arg Met Pro Ser Phe Ile Thr Leu Ala Ser Leu Ser Thr Trp Glu Gly

100 105

110

Tyr Phe Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser

115 120

<210> 24

<211> 127

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> M6 td trinh tu nhan tao: tdng hop
Polypeptit chudi khang thé duoc lam gidng

<400> 24
Glu Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val
1 5 10

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val Ser Gly Ser Ser
20 25

Tyr Trp Gly Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly
35 40

Gly Phe Ile Thr Tyr Ser Gly Ser Thr Ser Tyr Asn
50 55 60

Ser Arg Ile Thr Ile Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn
65 70 75

Lys Leu His Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val
85 90

Arg Met Pro Ser Phe Ile Thr Leu Ala Ser Leu Ser
100 105

Tyr Phe Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr
115 120

<210> 25

<211> 106

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

-223-

125

nhu

Lys

Ile

Leu

45

Pro

Gln

Tyr

Thr

Val
125

cua

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Phe

Tyr

Trp

110

Ser

ngudi

Ser

15

Ser

Trp

Leu

Ser

Cys

95

Glu

Ser

Glu

Asp

Met

Lys

Leu

80

Ala

Gly



32683

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhén tao: tdng hop
Polypeptit chudi khang thé& duoc lam gidng nhu cta ngudi

<400> 25
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Ser Ile His Lys Asn
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile

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

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Tyr Ser Gly Trp Thr
85 90 95

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 26
<211> 106
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhan tao: tdng hop
Polypeptit chudi khang thé dugc lam gidng nhu clia ngudi

<400> 206
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Ser Ile His Lys Asn
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Phe Leu Tle
35 40 45

-224-



32683

Tyr Tyr Ala Asn Ser Leu Gln Thr Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly

50 55 60

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

65 70 75

80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Tyr Ser Gly Trp Thr

85 90

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 27

<211> 106

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhadn tao: tdng hop
' Polypeptit chudi khéng thé& duoc lam gidng

<400> 27
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser
1 5 10

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Ser
20 25

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro
35 40

Tyr Tyr Ala Asn Ser Leu Gln Thr Gly Ile Pro Ser
50 55 60

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

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Tyr
85 90

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

-225-

nhu

Ala

Ile

Lys

Arg

Ser

Ser

cua

Ser

His

30

Phe

Phe

Leu

Gly

95

nguoi

Val

15

Lys

Leu

Ser

Gln

Trp
95

Gly

Asn

Ile

Gly

Pro

80

Thr



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

<220>

<223>

<400> 28

28

106
PRT
Trinh tyg nhan tao

32683

M& td trinh tu nhan tao: tdng hop

Polypeptit chudi khang thé& dugc lam gidbng

Asp Ile Gln Met

1

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Phe

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

Arg

Ala

Tyr
50

‘Gly

Asp

Gly

<220>

<223>

<400> 29

29
106
PRT
Trinh

Val

Trp

35

Ala

Ser

Val

Gly

Thr

20

Tyr

Asn

Gly

Ala

Gly
100

Thr

5

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Thr

ty nhén

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Lys

tao

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Val

Pro

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Glu

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Ile
105

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Lys

M6 td trinh tu nhan tao: tdng hop

Leu

Gln

Val

Pro

Ile

75

Tyr

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

nhu

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

cua

Ser

His

30

Leu

Phe

Leu

Gly

nguoi

Val

15

Lys

Leu

Ser

Gln

Trp
95

Gly

Asn

Ile

Gly

Pro

80

Thr

Polypeptit chudi khang thé& duoc lam gibéng nhu clia ngudi

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1

5

10

-226-

15



Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Phe

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

Arg

Ala

Tyr

50

Gly

Asp

Gly

<220>

<223>

<400> 30

30
106
PRT
Trinh

Val

Trp

35

Ala

Ser

Val

Gly

Thr

20

Tyr

Asn

Gly

Ala

Gly
100

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Thr

tu nhén

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Lys

tao

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Val

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Glu

32683

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Ile
105

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Lys

M& ta trinh ty nhan tao: tdng hop

Gln

Val

Pro

Ile

75

Tyr

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Polypeptit chudi khang thé dugc lam gibng

Asp Ile Gln

1

Asp

Arg

Leu Ala

Tyr

Ser
65

Tyr
50

Gly

Val

Trp

35

Ala

Ser

Met

Thr

20

Tyr

Asn

Gly

Thr

5

Ile

Gln

Ser

Thr

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp
70

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Pro

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Ser

10

Ser

Lys

Ile

Thr

-227-

Leu

Gln

Val

Pro

Ile
75

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

nhu

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

His

30

Phe

Phe

Leu

Gly

cua

Ser

His

30

Phe

Phe

Leu

Lys

Leu

Ser

Gln

Trp
95

Asn

Ile

Gly

Pro

80

Thr

ngudi

Val

15

Lys

Leu

Ser

Gln

Gly

Asn

Ile

Gly

Pro
80



Glu Asp Val

Ala Thr Tyr Tyr Cys

85

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu

<210> 31
<211> 244
<212> PRT
<213> Nguoi

<400> 31

Met

1

Pro

Ile

Ser

Leu

65

Phe

Ser

Tyr

Ser

Ala
145

Arg Trp

Leu Ala

Ser Ala
35

Thr Thr
50

Leu Ala

Lys Asp

Leu Thr

Pro Asp
115

Ser Val
130

Met Ala

100

hién dai

Cys

Ser

20

Glu

Ala

Ile

Arg

Val

100

Gly

Ala

Ala

Leu

Gly

Lys

Gln

Cys

Val

85

Asn

Thr

Glu

Thr

Leu

Met

Gly

Val

Asn

70

Ala

Asp

Tyr

His

Leu
150

Leu

Met

Gly

Thr

55

Ala

Pro

Thr

Thr

Gly

135

Val

Ile

Thr

Ser

40

Gln

Asp

Gly

Gly

Gly

120

Ala

Val

32683

Gln Gln Tyr Tyr Ser Gly Trp Thr

Ile
105

Trp

Gly

25

Ile

Val

Leu

Pro

Glu

105

Arg

Arg

Ile

90

Lys

Ala

10

Thr

Ile

Asn

Gly

Gly

90

Tyr

Ile

Phe

Cys

-228-

Gln

Ile

Leu

Trp

Trp

75

Leu

Phe

Phe

Gln

Thr
155

Gly

Glu

Gln

Glu

60

His

Gly

Cys

Leu

Ile

140

Ala

Leu

Thr

Cys

45

Gln

Ile

Leu

Ile

Glu

125

Pro

Val

Arg

Thr

30

His

Gln

Ser

Thr

Tyr

110

Val

Leu

Ile

95

Gln

15

Gly

Leu

Asp

Pro

Leu

95

His

Leu

Leu

Val

Ala

Asn

Ser

Gln

Ser

80

Gln

Thr

Glu

Val
160



Val

Gly

Ala

Gly

Tyr

225

Thr

Ala Leu Thr Arg Lys Lys Lys
165

Asp Leu Arg Arg Lys Ser Ala
180

Pro Ser Pro Pro Gly Ser Cys
195 200

Leu Cys Gly Glu Gln Arg Gly
210 215

Phe Asn Val Leu Ser Tyr Arg
230

Glu Thr Gly

<210> 32

<211> 245

<212> PRT

<213> Khi Macaca fascicularis

<400> 32
Met Arg Trp Cys Leu Phe Leu Ile

1

Pro

Ile

Ser

Ser

65

Ala

Leu Ala Ser Gly Met Met Thr
20

Ser Ala Lys Lys Gly Gly Ser
35 40

Thr Met Ala Gln Val Thr Gln
50 55

Leu Leu Ala Ile Arg Asn Ala

Phe Lys Asp Arg Val Ala Pro
85

32683

Ala Leu
170

Gly Gln
185
Val Gln

Glu Asp

Ser Leu

Trp Ala
10

Gly Thr
25

Val Ile
Val Asn

Glu Leu

Gly Pro
90

-229-

Arg

Glu

Ala

Cys

Gly
235

Gln

Tle

Leu

Trp

Gly

Gly

Ile

Glu

Glu

Ala

220

Asn

Gly

Glu

Gln

Glu

60

Trp

Leu

His

Trp

Ala

205

Glu

Cys

Leu

Thr

Cys

45

Gln

His

Gly

Ser

Ser

190

Ala

Leu

Ser

Arg

Thr

30

His

His

Ile

Leu

Val

175

Pro

Pro

His

Phe

Gln

15

Gly

Leu

Asp

Tyr

Thr
95

Glu

Ser

Ala

Asp

Phe
240

Ala

Asn

Ser

His

Pro

80

Leu



32683

Gln Ser Leu Thr Met Asn Asp Thr Gly Glu Tyr Phe Cys Thr Tyr His
100 105 110

Thr Tyr Pro Asp Gly Thr Tyr Arg Gly Arg Ile Phe Leu Glu Val Leu
115 120 125

Glu Ser Ser Val Ala Glu His Ser Ala Arg Phe Gln Ile Pro Leu Leu
130 135 140

Gly Ala Met Ala Met Met Leu Val Val Ile Cys Ile Ala Val Ile Val
145 150 155 160

Val Val Val Leu Ala Arg Lys Lys Lys Ser Leu Arg Ile His Ser Val
165 170 175

Glu Ser Gly Leu Gln Arg Lys Ser Thr Gly Gln Glu Glu Gln Ile Pro
180 185 190

Ser Ala Pro Ser Pro Pro Gly Ser Cys Val Gln Ala Glu Ala Ala Pro
195 200 205

Ala Gly Leu Cys Gly Glu Gln Gln Gly Asp Asp Cys Ala Glu Leu His
210 215 220

Asp Tyr Phe Asn Val Leu Ser Tyr Arg Ser Leu Gly Ser Cys Ser Phe
225 230 235 240

Phe Thr Glu Thr Gly
245

<210> 33

<211> 447

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> M6 td trinh tu nhan tao: Téng hop
Polypeptit chudi khang thé

<400> 33
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Val Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

-230-



Ser

Tyr

Gly

Lys

65

Met

Ala

Gly

Phe

Leu

145

Trp

Leu

Ser

Pro

Pro
225

Val

Met

Gly

50

Asn

Glu

Arg

Thr

Pro

130

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

210

Cys

Lys

Tyr

35

Ile

Arg

Leu

Arg

Thr

115

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

195

Asn

Pro

Val

20

Trp

Asn

Val

Lys

Asp

100

Val

Ala

Leu

Gly

Ser

180

Leu

Thr

Pro

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Thr

Pro

Val

Ala

165

Gly

Gly

Lys

Cys

Cys

Arg

Ser

Leu

70

Leu

Arg

Val

Cys

Lys

150

Leu

Leu

Thr

Val

Pro
230

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Gln

Phe

Ser

Ser

135

Asp

Thr

Tyr

Lys

Asp

215

Ala

Ala

Ala

40

Gly

Thr

Phe

Asp

Ser

120

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

200

Lys

Pro

32683

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Asp

Met

105

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

185

Tyr

Arg

Glu

Gly

Gly

Thr

Ser

Asp

Gly

Ser

Thr

Pro

Val

170

Ser

Thr

Val

Phe

-231-

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Phe

Thr

Ser

Glu

155

His

Ser

Cys

Glu

Leu
235

Thr

Gly

Phe

60

Thr

Ala

Asp

Lys

Glu

140

Pro

Thr

Val

Asn

Ser

220

Gly

Phe

Leu

45

Asn

Thr

Val

Tyr

Gly

125

Ser

Val

Phe

Val

Val

205

Lys

Gly

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Trp

110

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

190

Asp

Tyr

Pro

Asn

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

175

Val

His

Gly

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gln

Val

Ala

Ser

160

Val

Pro

Lys

Pro

Val
240



Phe

Pro

Val

Thr

Val

305

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

385

Asp

Trp

His

Leu

Glu

Gln

Lys

290

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

370

Gln

Gly

Gln

Asn

Phe

Val

Phe

275

Pro

Thr

Val

Ala

Gln

355

Gly

Pro

Ser

Glu

His
435

Pro

Thr

260

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

340

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

420

Tyr

Pro

245

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

325

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

405

Asn

Thr

Lys

Val

Tyr

Glu

His

310

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

390

Leu

Val

Gln

Pro

Val

Val

Gln

295

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

375

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Lys

Val

Asp

280

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys

360

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
440

32683

Asp

Asp

265

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

345

Asn

Ile

Thr

Arg

Cys

425

Leu

Thr

250

Val

Val

Ser

Leu

Ser

330

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

410

Ser

Ser

-232-

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

315

Ser

Gln

Val

Val

Pro

395

Thr

Val

Leu

Met

Gln

Val

Tyr

300

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

380

Pro

Val

Met

Ser

Ile

Glu

His

285

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

365

Trp

Val

Asp

His

Leu
445

Ser

Asp

270

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

350

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

430

Gly

Arg

255

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

335

Leu

Cys

Ser

‘Asp

Ser
415

Ala

Lys

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

320

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

400

Arg

Leu



32683

<210> 34

<211> 218

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhan tao: Tdng
Polypeptit chudi khang thé

<400> 34
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala
1 5

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala
20 25

Gly Tyr Ser Tyr Leu His Trp Tyr Gln
35 40

Arg Leu Leu Ile Tyr Leu Ala Ser Tyr
50 55

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr
65 70

Ser Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val
85

Asp Leu Pro Leu Thr Phe Gly Gly Gly
100 105

Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile
115 120

Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val
130 135

Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys
145 150

Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu
165

hop

Thr

10

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

90

Thr

Phe

Cys

Val

Gln
170

-233-

Leu

Lys

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp

155

Asp

Ser

Gly

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Val

Pro

Leu

140

Asn

Ser

Leu

Val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

125

Asn

Ala

Lys

Ser

Ser

30

Gln

Val

Thr

His

Ile

110

Asp

Asn

Leu

Asp

Pro

15

Thr

Ala

Pro

Ile

Ser

95

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser
175

Gly

Ser

Pro

Ala

Ser

80

Arg

Arg

Gln

Tyr

Ser

160

Thr



Tyr Ser Leu

His Lys Val

195

Val Thr Lys
210

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

<220>
<223>

<400>

35
440
PRT
Trinh

Ser
180

Tyr

Ser

Ser

Ala

Phe

tu nhén

Thr

Cys

Asn

tao

32683

Leu Thr Leu

185

Glu Val Thr

200

Arg Gly Glu

215

M6 ta trinh tu nhan tao: Tdng

Polypeptit chudi khang thé

35

Gln Val Gln

1

Ser Leu Arg

Gly Met His

35

Ala Val Ile

50

Lys Gly Arg

Leu Gln Met

Ala Thr Asn

Ser Ala Ser

115

Leu

Leu

20

Trp

Trp

Phe

Asn

Asp

100

Thr

Val

5

Asp

Val

Tyr

Thr

Ser

85

Asp

Lys

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Tyr

Gly

Ser

Lys

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Trp

Pro

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Gly

Ser
120

Gly

Ser

25

Pro

Lys

Asp

Glu

Gln

105

Val

Ser

His

Cys

hop

Gly

10

Gly

Gly

Arg

Asn

Asp

90

Gly

Phe

-234-

Lys Ala Asp Tyr Glu Lys

190

Gln Gly Leu Ser Ser Pro

Val

Ile

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Thr

Pro

Val

Thr

Gly

Tyr

Lys

Ala

Leu

Leu

205

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Val

Ala
125

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Thr

110

Pro

Gly

15

Asn

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Val

Cys

Arg

Ser

Val

vVal

Phe

80

Cys

Ser

Ser



Arg

Tyr

145

Ser

Ser

Thr

Lys

Pro

225

Lys

Val

Asp

Phe

Asp

305

Leu

Arg

Ser

130

Phe

Gly

Leu

Tyr

Arg

210

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

290

Trp

Pro

Glu

Thr

Pro

Val

Ser

Thr

195

Val

Phe

Thr

Val

Val

275

Ser

Leu

Ser

Pro

Ser

Glu

His

Ser

180

Cys

Glu

Leu

Leu

Ser

260

Glu

Thr

Asn

Ser

Gln
340

Glu

Pro

Thr

165

Val

Asn

Ser

Met

245

Gln

Val

Tyr

Gly

Ile

325

Val

Ser

Val

150

Phe

Val

Val

Lys

Gly

230

Ile

Glu

His

Arg

Lys

310

Glu

Tyr

Thr

135

Thr

Pro

Thr

Asp

Tyr

215

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

295

Glu

Lys

Thr

Ala

Val

Ala

Val

His

200

Gly

Ser

Arg

Pro

Ala

280

Val

Tyr

Thr

Leu

32683

Ala

Ser

Val

Pro

185

Lys

Pro

Val

Thr

Glu

265

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro
345

Leu

Trp

Leu

170

Ser

Pro

Pro

Phe

Pro

250

Val

Thr

Val

Cys

Ser

330

Pro

-235-

Gly

Asn

155

Gln

Ser

Ser

Cys

Leu

235

Glu

Gln

Lys

Leu

Lys

315

Lys

Ser

Cys

140

Ser

Ser

Ser

Asn

Pro

220

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

300

Val

Ala

Gln

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

205

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

285

Val

Ser

Lys

Glu

Val

Ala

Gly

Gly

190

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

270

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu
350

Lys

Leu

Leu

175

Thr

Val

Pro

Lys

Val

255

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

335

Met

Asp

Thr

160

Tyr

Lys

Asp

Ala

Pro

240

Val

Val

Gln

Gln

Gly

320

Pro

Thr



32683

Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu
355 360

Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn
370 375

Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser
385 390

Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg
405

Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu
420 425

Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys
435 440

<210> 36

<211> 214

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> M& ta trinh tyu nhan tao: Tdng
Polypeptit chudi khang thé

<400> 36

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala
1 5

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala
20 25

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly

Tyr Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr Gly
50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu
65 70

Val

Gly

Asp

Trp

410

His

hop

Thr

10

Ser

Gln

Ile

Thr

-236-

Lys

Gln

Gly

395

Gln

Asn

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile
75

Gly

Pro

380

Ser

Glu

His

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Phe

365

Glu

Phe

Gly

Tyr

Leu

Val

Arg

45

Arg

Ser

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
430

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Pro

Asn

Leu

Val

415

Gln

Pro

15

Ser

Leu

Ser

Glu

Ser

Tyr

Tyr

400

Phe

Lys

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro
80



32683

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Ser Asn Trp Pro Arg
85 90 95

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala
100 105 110

Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly
115 120 125

Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala
130 135 140

Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln
145 150 155 160

Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
165 170 175

Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr
180 185 190

Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser
195 200 205

Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210

<210> 37

<211> 129

<212> PRT

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<223> M6 tad trinh tu nhan tao: Tdng hop
Polypeptit chudi khang thé dugc lam gibéng nhu cta ngudi

<400> 37
Glu Val 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 Ser Ser Ile Ala Ser Asp
20 25 30

-237-



Tyr

Gly

Ser

65

Lys

Arg

Tyr

Ser

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

Trp

Phe

50

Arg

Leu

Met

Phe

<220>

<223>

<400> 38

38

127
PRT
Trinh ty nhan tao

Gly

35

Ile

Val

Ser

Pro

Asp
115

Trp

Thr

Thr

Ser

Ser

100

Phe

Ile

Tyr

Ile

Val

85

Phe

Trp

Arg

Ser

Ser

70

Thr

Ile

Gly

Gln

Gly

vVal

Ala

Thr

Gln

32683

Pro Pro
40

Ser Thr

Asp Thr

Ala Asp

Leu Ala

105

Gly Thr
120

Gly

Ser

Ser

Thr

90

Ser

Met

M6 td trinh tu nhan tao: Tdng hop

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Leu

Val

Gly

Asn

60

Asn

Val

Ser

Thr

Polypeptit chudi khang th& duoc lam gibng

Glu Val Gln

1

Thr Leu Ser

Tyr Trp Gly

35

Gly Phe Ile

50

Leu Gln Glu Ser Gly Pro

Leu
20

Trp

Thr

5

Thr

Ile

Tyr

Cys

Arg

Ser

Thr

Gln

Gly
55

Val Ser
25

Pro Pro
40

Ser Thr

Gly Leu Val

10

Gly

Gly

Ser

-238-

Ser

Lys

Tyr

Ser

Gly

Asn
60

Leu
45

Pro

Gln

Tyr

Thr

Val
125

nhu

Lys

Ile

Leu

45

Pro

Glu

Ser

Phe

Tyr

Trp

110

Ser

cuaa

Pro

Ala

30

Glu

Ser

Trp

Leu

Ser

Cys

Glu

Ser

Ile

Lys

Leu

80

Ala

Ala

nguoi

Ser

15

Ser

Trp

Leu

Glu

Asp

Ile

Lys



32683

Ser Arg Val Thr Ile Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn
65 70 75

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val
85 90

Arg Met Pro Ser Phe Ile Thr Leu Ala Ser Leu Ser
100 105

Tyr Phe Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr
115 120

<210> 39

<211> 127

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> M® ta trinh tu nhan tao: Téng hop
Polypeptit chudi khang thé& dugc lam gibng

<400> 39

Glu Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val
1 5 10

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

Tyr Trp Gly Trp Ile Arg Lys Pro Pro Gly Lys Gly
35 40

Gly Phe Ile Thr Tyr Ser Gly Ser Thr Ser Tyr Asn
50 55 60

Ser Arg Val Thr Ile Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn
65 70 75

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val
85 90

Arg Met Pro Ser Phe Ile Thr Leu Ala Ser Leu Ser
100 105

-239-

Gln

Tyr

Thr

Val
125

nhu

Lys

Ile

Leu

45

Pro

Gln

Tyr

Thr

Phe

Tyr

Trp

110

Ser

cua

Pro

Ala

30

Glu

Ser

Phe

Tyr

Trp
110

Ser

Cys

95

Glu

Ser

Leu
80

Ala

Gly

ngudi

Ser

15

Ser

Trp

Leu

Ser

Cys

95

Glu

Glu

Asp

Ile

Lys

Leu

80

Ala

Gly



32683

Tyr Phe Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser

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

<220>

<223>

<400> 40

40

127
PRT
Trinh ty nhén tao

115

120

M& ta trinh tyu nhan tao: Tdéng hop

Polypeptit chudi khang thé& dugc lam gidbng

Glu Val Gln

1

Thr

Tyr

Gly

Ser

65

Lys

Arg

Tyr

<210> 41

Leu

Trp

Phe

50

Arg

Leu

Met

Phe

Ser

Gly

35

Ile

Val

Ser

Pro

Asp
115

<211> 127
<212> PRT
<213> Trinh

<220>

Leu

Leu

20

Trp

Thr

Thr

Ser

Ser

100

Phe

Gln

5

Thr

Ile

Tyr

Ile

Val

85

Phe

Trp

tu nhéan

Glu

Cys

Arg

Ser

Ser

70

Thr

Ile

Gly

tao

Ser

Thr

Gln

Gly

55

Arg

Ala

Thr

Gln

Gly

Val

Pro

40

Ser

Asp

Ala

Leu

Gly
120

Pro

Ser

25

Pro

Thr

Thr

Asp

Ala

105

Thr

Gly

10

Gly

Gly

Ser

Ser

Thr

90

Ser

Met

-240-

Leu

Ser

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Leu

Val

Val

Ser

Lys

Asn

60

Asn

Val

Ser

Thr

125

nhu

Lys

Ile

Leu

45

Pro

Gln

Tyr

Thr

Val
125

cua

Pro

Ala

30

Glu

Ser

Phe

Tyr

Trp

110

Ser

ngudi

Ser

15

Ser

Trp

Leu

Ser

Cys

95

Glu

Ser

Glu

Asp

Ile

Lys

Leu

80

Ala

Gly



32683

<223> M& ta trinh tu nhan tao: Téng hop

Polypeptit chudi khang thé& duoc lam gidng
<400> 41
Glu Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val
1 5 10

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

Tyr Trp Gly Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly
35 40

Gly Phe Ile Thr Tyr Ser Gly Ser Thr Ser Tyr Asn
50 55 60

Ser Arg Val Thr Ile Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn
65 70 75

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val
85 90

Arg Met Pro Ser Phe Ile Thr Leu Ala Ser Leu Ser
100 105

Tyr Phe Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr
115 120

<210> 42

<211> 127

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> M& ta trinh tu nhadn tao: Tdéng hop

Polypeptit chudi khang thé duoc lam gibng nhu

<400> 42
Glu Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val
1 5 10

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

-241-

nhu

Lys

Ile

Met

45

Pro

Gln

Tyr

Thr

Val
125

Lys

Ile

cua

Pro

Ala

30

Glu

Ser

Phe

Tyr

Trp

110

Ser

cua

Pro

nguoi

Ser

15

Ser

Trp

Leu

Ser

Cys

95

Glu

Ser

Glu

Asp

Ile

Lys

Leu

80

Ala

Gly

ngudi

Ser
15

Glu

Ala Ser Asp

30



Tyr

Gly

Ser

65

Lys

Arg

Tyr

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

Trp

Phe

50

Arg

Leu

Met

Phe

<220>

<223>

<400> 43

43
127
PRT
Trinh

Gly

Ile

Val

Ser

Pro

Asp
115

Trp

Thr T

Thr

Ser

Ser

100

Phe

Ile

Ile

Val

85

Phe

Trp

tu nhén

Arg

Ser

Ser

70

Thr

Ile

Gly

tao

Lys

Gly

55

Arg

Ala

Thr

Gln

Pro

40

Ser

Asp

Ala

Leu

Gly
120

32683

Pro

Thr

Thr

Asp

Ala

105

Thr

Gly

Ser

Ser

Thr

90

Ser

Met

M6 td trinh tu nhan tao: Tdng hop

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Leu

Val

Lys

Asn

60

Asn

Val

Ser

Thr

Polypeptit chudi khéng thé dugc lam gidbng

Glu Val Gln

1

Thr Leu Ser

Tyr Trp Gly

35

Gly Phe Ile

50

Ser Arg Val

65

Leu

Leu

20

Trp

Thr

Thr

Gln

5

Thr

Ile

Tyr

Ile

Glu ser Gly

Cys

Thr

Val

Arg Gln Phe

Ser

Ser
70

Gly
55

Arg

40

Ser

Asp

Pro

Ser

25

Pro

Thr

Thr

Gly

10

Gly

Gly

Ser

Ser

-242-

Leu

Ser

Lys

Tyr

Lys
75

Val

Ser

Gly

Asn

60

Asn

Met
45

Pro

Gln

Tyr

Thr

Val
125

nhu

Lys

Ile

Leu

45

Pro

Gln

Glu

Ser

Phe

Tyr

Trp

110

Ser

cua

Pro

Ala

30

Glu

Ser

Phe

Trp

Leu

Ser

Cys

Glu

Ser

Ile

Lys

Leu

80

Ala

Gly

nguoi

Ser

15

Ser

Trp

Leu

Ser

Glu

Asp

Ile

Lys

Leu
80



32683

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Asp Asp Thr Ala Val
85 90

Arg Met Pro Ser Phe Ile Thr Leu Ala Ser Leu Ser
100 105

Tyr Phe Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr
115 120

<210> 44

<211> 127

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> M6 tad trinh tu nhédn tao: Tdng hop
Polypeptit chudi khang thé& duoc lam gibng

<400> 44
Glu Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val
1 5 10

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

Tyr Trp Gly Trp Ile Arg Lys Pro Pro Gly Lys Lys
35 40

Gly Phe Ile Thr Tyr Ser Gly Ser Thr Ser Tyr Asn
50 55 60

Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn
65 70 75

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val
85 90

Arg Met Pro Ser Phe Ile Thr Leu Ala Ser Leu Ser
100 105

Tyr Phe Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr
115 120

-243-

Tyr

Thr

Val
125

nhu

Lys

Ile

Met

45

Pro

Gln

Tyr

Thr

Val
125

Tyr

Trp

110

Ser

cua

Pro

Ala

30

Glu

Ser

Phe

Tyr

Trp

110

Ser

Cys
95

Glu

Ser

Ala

Gly

nguoi

Ser

15

Ser

Trp

Leu

Ser

Cys

95

Glu

Ser

Glu

Asp

Ile

Lys

Leu

80

Ala

Gly



32683

<210> 45

<211> 127

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> M6 td trinh tu nhan tao: Tdng hop
Polypeptit chudi khang thé dugc lam gidng nhu cua ngudi

<400> 45
Glu Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu
1 5 . 10 15

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

Tyr Trp Gly Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Phe Ile Thr Tyr Ser Gly Ser Thr Ser Tyr Asn Pro Ser Leu Lys
50 55 60

Ser Arg Val Thr Ile Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu
65 70 75 80

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95

Arg Met Pro Ser Phe Ile Thr Leu Ala Ser Leu Ser Thr Trp Glu Gly
100 105 110

Tyr Phe Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

<210> 46
<211> 127
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> M& ta trinh ty nhan tao: Téng hop _
Polypeptit chudi khang thé& dugc lam gibéng nhu cua ngudi

<400> 46
Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala Gly Leu Leu Lys Pro Ser Glu
1 5 10 15

_244-



Thr

Tyr

Gly

Ser

65

Lys

Arg

Tyr

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

Leu

Trp

Phe

50

Arg

Leu

Met

Phe

<220>

<223>

<400> 47

47
127
PRT
Trinh

Ser

Gly

35

Ile

Val

Ser

Pro

Asp
115

Leu

20

Trp

Thr

Thr

Ser

Ser

100

Phe

Thr

Ile

Tyr

Ile

Val

85

Phe

Trp

ty nhan

Cys

Arg

Ser

Ser

70

Thr

Ile

Gly

tao

Ser

Gln

Gly

Val

Ala

Thr

Gln

Val

Pro

40

Ser

Asp

Ala

Leu

Gly
120

32683

Thr

25

Pro

Thr

Thr

Asp

Ala

105

Thr

Gly

Gly

Ser

Ser

Thr

90

Ser

Met

M& ta trinh tu nhan tao: Téng hop

Ser

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Leu

Val

Ser

Gly

Asn

60

Asn

Val

Ser

Thr

Polypeptit chudi khang thé& dugce lam gidng

Glu Val Gln

1

Thr Leu Ser

Tyr Trp Gly

35

Gly Phe Ile

50

Leu

Leu

20

Trp

Thr

Gln

5

Thr

Val

Tyr

Glu

Cys

Arg

Ser

Ser

Ser

Gln

Gly
55

Gly

Val

Pro

40

Ser

Pro

Thr

25

Pro

Thr

Gly

10

Gly

Gly

Ser

-245-

Leu

Ser

Lys

Tyr

vVal

Ser

Gly

Asn
60

Ile

Leu

45

Pro

Gln

Tyr

Thr

Val
125

nhu

Lys

Ile

Leu

45

Pro

Ala
30

Glu

Ser

Phe

Tyr

Trp

110

Ser

clua

Pro

Ala

30

Glu

Ser

Ser

Trp

Leu

Ser

Cys

95

Glu

Ser

Asp

Ile

Lys

Leu

80

Ala

Gly

ngudoi

Pro
15

Ser

Trp

Gly

Asp

Ile

Leu Lys



32683

Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn
65 70 75

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val
85 90

Arg Met Pro Ser Phe Ile Thr Leu Ala Ser Leu Ser
100 105

Tyr Phe Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr
115 120

<210> 48

<211> 106

<212> PRT

<213> Trinh tyg nhédn tao

<220>
<223> M& ta trinh tu nhan tao: Tdng hop
Polypeptit chudi khang thé& dugc lam gidhg

<400> 48
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser
1 5 10

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Ser
20 25

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro
35 40

Tyr Tyr Ala Asn Ser Leu Gln Thr Gly Val Pro Ser

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

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Tyr
85 90

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

-246-

Gln

Tyr

Thr

Val
125

nhu

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Phe

Tyr

Trp

110

Ser

cua

Ser

His

30

Leu

Phe

Leu

Gly

Ser

Cys

Glu

Ser

Leu
80

Ala

Gly

nguoi

Val

15

Lys

Leu

Ser

Gln

Trp
95

Gly

Asn

Ile

Gly

Pro

80

Thr



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

<220>

<223>

<400> 49

49
106
PRT
Trinh ty nhdn tao

32683

M6 ta& trinh ty nhan tao: Tdng hop

Polypeptit chudi khang thé& duoc lam gibng

Asp Ile Gln Met

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Phe

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

Arg

Ala

Tyr

50

Gly

Asp

Gly

<220>

<223>

<400> 50

50
106
PRT
Trinh

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Thr

20

Tyr

Asn

Gly

Ala

Gly
100

Thr

5

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Thr

tu nhéan

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

Tyr

Lys

tao

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Val

Pro

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Glu

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Ile
105

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Lys

M& ta trinh tu nhan tao: Tdng hop

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

nhu

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

cua

Ser

His

30

Phe

Phe

Leu

Gly

ngudi

Val

15

Lys

Leu

Ser

Gln

Trp
95

Gly

Asn

Ile

Gly

Pro

80

Thr

Polypeptit chudi khang thé duoc lam gidng nhu cua ngudi

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1

5

10

-247-

15



32683

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Ser
20 25

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro
35 40

Tyr Tyr Ala Asn Ser Leu Gln Thr Gly Val Pro Ser
50 55 60

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

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Phe Cys Gln Gln Tyr Tyr
85 90

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 51

<211> 106

<212> PRT

<213> Trinh tyg nhédn tao

<220>
<223> M& ta trinh tu nhan tao: Téng hop
Polypeptit chudi khang thé duoc lam gibng

<400> 51
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser
1 5 10

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Ser
20 25

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro
35 40

Tyr Tyr Ala Asn Ser Leu Gln Thr Gly Val Pro Ser
50 55 60

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

-248-

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

nhu

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

His

30

Leu

Phe

Leu

Gly

cla

Ser

His

30

Phe

Phe

Leu

Lys

Leu

Ser

Gln

Trp
95

Asn

Ile

Gly

Pro

80

Thr

ngudi

Val

15

Lys

Leu

Ser

Gln

Gly

Asn

Ile

Gly

Pro
80



32683

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Phe Cys Gln Gln Tyr Tyr Ser Gly Trp Thr

85

90

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

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

<220>

<223>

<400> 52

52

106
PRT
Trinh tu nhédn tao

100

105

M& ta trinh tu nhan tao: Tdéng hop

Polypeptit chudi khang thé dugc lam gidng nhu

Asp Ile Gln

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Phe

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

Arg

Ala

Tyr

50

Gly

Asp

Gly

<220>

<223>

53

19
PRT
Trinh

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Met

Thr

20

Tyr

Asn

Gly

Ala

Gly
100

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Thr

ti nhan

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Lys

tao

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Val

Pro

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Glu

M6 td trinh ty nhdn tao:

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Ile
105

Téng

Ser

10

Ser

Lys

Ile

Thr

Gln

90

Lys

hop

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Peptit chudi ndng trinh tu dan diu

-240-

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

cua

Ser

His

30

Leu

Phe

Leu

Gly

95

ngudi

Val

15

Lys

Leu

Ser

Gln

Trp
95

Gly

Asn

Ile

Gly

Pro

80

Thr



32683

<400> 53
Met Glu Trp Ser Trp Val Phe Leu Phe Phe Leu Ser Val Thr Thr Gly
1 5 10 15

Val His Ser

<210> 54

<211> 20

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhan tao: Tdéng hop
Peptit chudi nhe trinh tu din dau

<400> 54
Met Ser Val Pro Thr Gln Val Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp Leu Thr
1 5 10 15

Asp Ala Arg Cys
20

<210> 55

<211> 325

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> M6 tad trinh tu nhé&n tao: Tdng hop
Polypeptit IgG4 S$228P mién hdng dinh chudi n&ng

<400> 55
Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr
1 5 10 15

Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro
20 25 30

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

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

-250-



Ser

65

Cys

Glu

Leu

Leu

Ser

145

Glu

Thr

Asn

Ser

Gln

225

Val

vVal

Pro

Val

Asn

Ser

Gly

Met

130

Gln

Val

Tyr

Gly

Ile

210

Val

Ser

Glu

Pro

Val

Val

Lys

Gly

115

Ile

Glu

His

Arg

Lys

195

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val
275

Thr

Asp

Tyr

100

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

180

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

260

Leu

Val

His

85

Gly

Ser

Arg

Pro

Ala

165

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

245

Ser

Asp

Pro

70

Lys

Pro

Val

Thr

Glu

150

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

230

Leu

Asn

Ser

Ser

Pro

Pro

Phe

Pro

135

val

Thr

Val

Cys

Ser

215

Pro

Val

Gly

Asp

Ser

Ser

Cys

Leu

120

Glu

Gln

Lys

Leu

Lys

200

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly
280

32683

Ser

Asn

Pro

105

Phe

vVal

Phe

Pro

Thr

185

Val

Ala

Gln

Gly

Pro

265

Ser

Leu

Thr

90

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

170

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

250

Glu

Phe

-251-

Gly

75

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

155

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

235

Tyr

Asn

Phe

Thr

Val

Pro

Lys

Val

140

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

220

Met

Pro

Asn

Leu

Lys

Asp

Ala

Pro

125

Val

Val

Gln

Gln

Gly

205

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr
285

Thr

Lys

Pro

110

Lys

Val

Asp

Phe

Asp

190

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

270

Ser

Tyr

Arg

Glu

Asp

AsSp

Gly

Asn

175

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

255

Thr

Arg

Thr

80

vVal

Phe

Thr

Val

Val

160

Ser

Leu

Ser

Pro

Gln

240

Ala

Thr

Leu



Thr

Val
305

Leu

Val Asp
290

Met His

Ser Leu

<210> 56
<211> 105
<212> PRT
<213> Trinh

<220>

<223>

Lys

Glu

Gly

Ser

Ala

Lys
325

tu nhén

32683

Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser

295

300

Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser

310

tao

M& ta trinh ty nhan tao: Tdng hop

315

Polypeptit mi&n hdng dinh chudi nhe kapa

<400> 56

Val

1

Lys

Arg

Asn

Ser

65

Lys

Thr

Ala Ala

Ser Gly

Glu Ala

35

Ser Gln

50

Leu Ser

Val Tyr

Lys Ser

<210> 57
<211> 11

Pro

Thr

20

Lys

Glu

Ser

Ala

Phe
100

Ser

Ala

Val

Ser

Thr

Cys

85

Asn

vVal

Ser

Gln

Val

Leu

70

Glu

Arg

Phe

Val

Trp

Thr

55

Thr

Val

Gly

Ile

Val

Lys

40

Glu

Leu

Thr

Glu

Phe

Cys

25

Val

Gln

Ser

His

Cys
105

Pro

10

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln
90

-252-

Pro

Leu

Asn

Ser

Ala

75

Gly

Ser

Asn

Ala

Lys

60

Asp

Leu

Asp

Asn

Leu

45

Asp

Tyr

Ser

Glu

Phe

30

Gln

Ser

Glu

Ser

Gln

15

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro
95

320

Leu

Pro

Gly

Tyr

His

80

Val



32683

<212> PRT
<213> Trinh tu nhédn tao

<220>
<223> M6 td trinh tu nhédn tao: Tdng hop
Peptit CDR

<400> 57
Gly Tyr Ser Ile Thr Ser Asp Tyr Ala Trp Asn
1 5 10

<210> 58

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> M& tad trinh tu nhan tao: Téng hop
Peptit CDR

<400> 58
Tyr Ile Ser Asn Ser Gly Ser Ala Ser Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser
1 5 10 15

<210> 59

<211> 12

<212> PRT

<213> Trinh tuyu nhé&n tao

<220>
<223> M& ta trinh ty nhan tao: Tdng hop
Peptit CDR

<400> 59
Leu Ile Tyr Tyr Asp Tyr Gly Gly Ala Met Asn Phe
1 5 10

<210> 60
<211> 11
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> M& ta trinh tu nhan tao: Tdng hop
Peptit CDR

<400> 60

Lys Ala Ser Gln Gly Val Ser Thr Thr Val Ala

1 5 10
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<210> 6l
<211> 7
<212> PRT

<213>

<220>

<223>

Peptit CDR

<400> ol
Ser Ala Ser Tyr Arg Tyr Thr

1

<210> 62
<211> 9
<212> PRT

<213>

<220>

<223>

5

Peptit CDR

<400> 62
Gln His Tyr

1

<210> 63
<211> 121
<212> PRT
<213> Chubt

<400> 63

Asp

1

Ser

Tyr

Met

Lys
65

Val Gln

Leu Ser

Tyr

Mus

Leu

Leu

20

Asn

Ile

Ile

Trinh tyu nhan tao

Trinh ty nhé&n tao

32683

M& tad trinh ty nhdn tao: Tdng hop

M& ta trinh ty nhdn tao: Téng hop

Ser Thr Pro Trp Thr

5

musculus

Gln

Thr

Trp

Ser

Ser

Glu

Cys

Ile

Asn

Ile
70

Ser

Thr

Arg

Ser

55

Thr

Gly

Val

Gln

40

Gly

Arg

Pro Gly
10

Thr Gly

25

Phe Pro

Ser Ala

Asp Thr
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Leu

Tyr

Gly

Ser

Ser
75

Val

Ser

Asn

Tyr

60

Lys

Lys

Ile

Lys

45

Asn

Asn

Pro

Thr

30

Leu

Pro

Gln

Ser

15

Ser

Glu

Ser

Phe

Gln

Asp

Trp

Leu

Phe
80



Leu Gln Leu

Ala Thr Leu

Gln Gly Thr

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

<400>

64
107
PRT
Chudt

64

115

Asp Ile Val

1

Asp

Val

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

<210>

Arg

Ala

Ser

50

Gly

Asp

Phe

<211> 7

<212>
<213>

<220>

<223>

65

Val

Trp

Ala

Ser

Leu

Gly

PRT
Trinh

Asn

Ile

100

Ser

Mus

Met

Ser

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

Ser Val Thr Thr

85

Tyr Tyr Asp Tyr

Val Thr Val Ser

musculus

Thr

Ile

Gln

Tyr

Thr

Val

85

Gly

ty nhén

Peptit CDR

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

tao

Ser

Cys

Lys

Tyr

Phe

Tyr

Lys

120

His

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Leu

M6 td trinh tu nhén tao:

32683

Glu
Gly

105

Ser

Lys

Ala

25

Gly

Gly

Phe

Gln

Glu
105

Téng

Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys

90

95

Gly Ala Met Asn Phe Trp Gly

Phe

10

Ser

Gln

Val

Thr

His

90

Ile

hop

-255-

Met

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Ser

Gly

Pro

Asp

60

Ser

Tyr

Thr

Val

Lys

45

Arg

Ser

Ser

110

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Val

Thr

Val

15

Thr

Leu

Thr

Gln

Pro
95

Gly

Thr

Ile

Gly

Ser

80

Trp



32683

<400> 65
Tyr Ala Ser Asn Leu Gln Thr
1 5

<210> 66

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> M& ta trinh tu nhadn tao: Tdng hop
Peptit CDR

<400> 66
Tyr Ala Ser Ser Leu Gln Thr
1 5

<210> 67

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> M6 ta trinh ty nhan tao: Tdng hop
Peptit CDR

<400> 67
Tyr Ala Ser Thr Leu Gln Thr
1 5

<210> 68

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> M& t& trinh tu nhan tao: Tdng hop
Peptit CDR

<400> 68
Tyr Ala Thr Thr Leu Gln Thr
1 5

<210> 69

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
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<223> M6 t& trinh tu nhan tao: Tdng hop
Peptit CDR

<400> 69
Tyr Ala Ser Tyr Leu Gln Thr
1 5

<210> 70

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> M& ta trinh tu nhan tao: Téng hop
Peptit CDR

<400> 70
Tyr Ala Asn Gln Leu Gln Thr
1 5

<210> 71

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>"
<223> M& ta& trinh tu nhan tao: Tdng hop
Peptit CDR

<400> 71
Tyr Ala Gly Ser Leu Gln Thr
1 5

<210> 72

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>
<223> M& ta trinh ty nhan tao: Tdéng hop
Peptit CDR

<400> 72
Tyr Ala Ser Gln Leu Gln Thr
1 5

<210> 73

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao
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<220>
<223> M ta trinh ty nhan tao: Tdng hop
Peptit CDR

<400> 73
Tyr Ala Asp Ser Leu Gln Thr
1 5

<210> 74

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>
<223> Md ta trinh tu nhan tao: Téng hop
Peptit CDR

<400> 74
Gln Gln Tyr Tyr Ser Gly Phe Thr
1 5

<210> 75

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<223> M ta trinh tu nhdn tao: Tdéng hop
Peptit CDR

<400> 75
Gln Gln Tyr Tyr Ser Gly Tyr Thr
1 5

<210> 76

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> M& ta trinh tu nhan tao: Tdng hop
Peptit CDR

<400> 76

Gln Gln Tyr Tyr Ser Gly Ile Thr
1 5

<210> 77
<211> 8
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<212> PRT
<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<223> M6 ta trinh tw nhan tao: Tdng hop
Peptit CDR

<400> 77
Gln Gln Tyr Tyr Ser Gly Val Thr
1 5

<210> 78

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> M& ta trinh tu nhan tao: Tdng hop
Peptit CDR

<400> 78
Gln Gln Tyr Tyr Ser Gly Leu Thr
1 5

<210> 79

<211> 19

<212> PRT

<213> Trinh ty nhadn tao

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhan tao: Téng hop
Peptit CDR
<400> 79
Met Pro Ser Phe Ile Thr Leu Ala Ser Leu Ser Thr Phe Glu Gly Tyr

1 5 10 15

Phe Asp Phe

<210> 80

<211> 19

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> M6 ta trinh tu nhan tao: Téng hop
Peptit CDR

<400> 80
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Met Pro Ser Phe Ile Thr Leu Ala Ser Leu Ser Thr Tyr Glu Gly Tyr
1 5 10 15

Phe Asp Phe

<210> 81

<211> 19

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> M6 td trinh tu nhdn tao: Tdng hop
Peptit CDR
<400> 81
Met Pro Ser Phe Ile Thr Leu Ala Ser Leu Ser Thr Ile Glu Gly Tyr
1 5 10 15

Phe Asp Phe

<210> 82

<211> 19

<212> PRT

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<223> M6 tad trinh tu nhan tao: Tdng hop
Peptit CDR
<400> 82
Met Pro Ser Phe Ile Thr Leu Ala Ser Leu Ser Thr Val Glu Gly Tyr
1 5 10 15

Phe Asp Phe

<210> 83

<211> 19

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> M6 ta trinh tu nhan tao: Tdng hop
Peptit CDR

<400> 83
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Met Pro Ser Phe Ile Thr Leu Ala Ser Leu Ser Thr Leu Glu Gly Tyr

1

Phe Asp Phe

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

84
363
ADN

<400> 84

5

Chudét Mus musculus

gatgtgcagc ttcaggagtc gggacctggc

60

acctgcactg
120

tttccaggaa
180

aacccatctc
240

ctgcagttga
300

tactatgatt
360

tca
363

<210> 85

<211> 321
<212> ADN
<213>

<400> 85

tcactggcta

acaaactgga

tcaaaagtcg

attctgtgac

acgggggggc

ctcaatcacc

gtggatgggc

catctctatc

tactgaggac

tatgaacttc

Chudt Mus musculus

gacattgtga tgacccagtc tcacaaattc

60

atcacctgca
120

ggacaatctc
180

cgcttcactg
240

aggccagtca

ctaaactact

gcagtggatc

gggtgtgagt

gatttactcg

tgggacggat

10

ctggtgaaac

agtgattatg

tacataagca

actcgagaca

acagccacat

tggggtcaag

atgtccacat

actactgtgg

gcatcctacc

ttcactttca
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cttctcagtc

cctggaactg

acagtggtag

catccaagaa

attactgtgc

gaacctcagt

cagtaggaga

cctggtatca

ggtacactgg

ccatcagcag

15

tctgtcecte
gat;cgacag
cgctagctac
ccagttcttc
aaccctgatc

caccgtctcc

cagggtcagc
acagaaacca
agtccctgat

tgtgcagtct



32683

gaagacctgg cagtttatta ctgtcagcat tattatagta ctccgtggac gttcggtgga
300

ggcaccaagc tggaaatcaa a
321

<210> 86

<211> 330

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 86
Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys
1 5 10 15

Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr
20 25 30

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

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

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

Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys
85 90 95

Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr Eis Thr Cys Pro Pro Cys
100 105 110

Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro
115 120 125

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

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

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

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

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

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

Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu
225 230 235 240

Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr
245 250 255

Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn
260 265 270

Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe
275 280 285

Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn
290 295 300

Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr
305 310 315 320

Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
325 330

<210> 87

<211> 133

<212> PRT

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhan tao: Tdng hop
Polypeptit protein dung hop

<400> 87
Gly Thr Ile Glu Thr Thr Gly Asn Ile Ser Ala Glu Lys Gly Gly Ser

-263-



Ile

Val

Leu

Pro

65

Glu

Arg

Arg

His

<210>

Ile

Asn

Gly

50

Gly

Tyr

Ile

Phe

His
130

<211> 5

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 88

88

Leu

Trp

35

Trp

Leu

Phe

Phe

Gln

115

Gly

PRT
Trinh

Gln

20

Glu

His

Gly

Cys

Leu

100

Ile

Gly

Cys

Gln

Ile

Leu

Ile

85

Glu

Pro

Gln

tu nhén

Ser Tyr Val Met His

1

<210> 89
<211> 17

<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao

5

His

Gln

Ser

Thr

70

Tyr

vVal

Leu

tao

Leu

Asp

Pro

55

Leu

His

Leu

Leu

Ser

Gln

40

Ser

Gln

Thr

Glu

Gly
120

32683

10

Ser Thr
25

Leu Leu

Phe Lys

Ser Leu

Tyr Pro
90

Ser Ser
105

Ala His

M& ta trinh tu nhan tao: Téng hop
Peptit CDR

-264-

Thr

Ala

Asp

Thr

75

Asp

vVal

His

Ala

Ile

Arg

60

Val

Gly

Ala

His

Gln

Cys

45

Val

Asn

Thr

Glu

His
125

Val

30

Asn

Ala

Asp

Tyr

His

110

His

15

Thr

Ala

Pro

Thr

Thr

95

Gly

His

Gln

Asp

Gly

Gly

80

Gly

Ala

His



32683

<220>
<223> M6 tad trinh tyu nh&n tao: Tdng hop
Peptit CDR

<400> 89
Tyr Ile Asp Pro Tyr Asn Asp Gly Ala Lys Tyr Asn Glu Lys Phe Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 90

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tuyu nhdn tao

<220>
<223> M& ta trinh ty nhan tao: Tdng hop
Peptit CDR

<400> 90
Gly Gly Pro Tyr Gly Trp Tyr Phe Asp Val
1 5 10

<210> 91

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhdn tao

<220>
<223> M6 ta trinh ty nhdn tao: Tdéng hop
Peptit CDR

<400> 91
Arg Ala Ser Glu His Ile Tyr Ser Tyr Leu Ser
1 5 10

<210> 92

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhdn tao

<220>

<223> M6 ta trinh tyu nhan tao: Téng hop
Peptit CDR

<400> 92

Asn Ala Lys Thr Leu Ala Glu

1 5
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<210> 93
<211> 9

<212>
<213>

<220>

<223>

PRT
Trinh ty nhén tao

Peptit CDR

<400> 93
Gln His His

1

<210> 94
<211> 11

<212>
<213>

<400> 94
Glu Val Gln

1

Ser

Val

Gly

Lys

65

Met

Ala

Thr

Val

Met

Tyr

50

Gly

Glu

Arg

Thr

<210> 95

9

PRT
Chudt

Lys

His

35

Ile

Lys

Leu

Gly

Val
115

Phe

Mus

Leu

Met

20

Trp

Asp

Ala

Ser

Gly

100

Thr

32683

M& ta& trinh tu nhan tao: Téng hop

Gly Ser Pro Leu Thr

5

musculus

Gln

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Pro

Val

Gln

Cys

Lys

Tyr

Leu

70

Leu

Tyr

Ser

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Gly

Ser

Gly

Ala

Lys

40

Asp

Ser

Ser

Trp

Pro Glu
10

Ser Gly
25

Pro Gly

Gly Ala

Asp Lys

Glu Asp

90

Tyr Phe
105

-266-

Leu

Tyr

Gln

Lys

Ser

75

Ser

Asp

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Val

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Trp

Pro

Ser

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Ala

Ser

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Gly



<211> 107
<212> PRT
<213> Chudt

<400> 95

Asp Ile Gln

1

Glu

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

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

Thr

Ser

Asn

50

Gly

Asp

Phe

<220>

<223>

<400> 96

96

16
PRT
Trinh

Val

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

Mus

Met

Thr

20

Tyr

Lys

Gly

Gly

Ala
100

musculus

Thr

Ile

Gln

Thr

Thr

Thr

85

Gly

ty nhén

Gln

Thr

Gln

Leu

Gln

70

Tyr

Thr

tao

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Thr

Pro

Arg

Gln

40

Glu

Ser

Cys

Leu

32683

Ala Ser
10

Ala Ser
25

Gly Lys
Gly Val
Leu Lys
Gln His

90

Glu Leu
105

M& ta& trinh tw nhan tao: Téng hop
Peptit CDR

Tyr Ile Asp Pro Tyr Asn Arg Gly Ala Lys

1

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

<220>

<223>

97
16
PRT
Trinh ty nhén tao

5

M6 td trinh ty nhén tao:

10

Téng hop
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Leu

Glu

Ser

Pro

Ile

75

His

Lys

Ser

His

Pro

Ser

60

Asn

Phe

Ala

Ile

Gln

45

Arg

Ser

Gly

Ser

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

Ser

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Tyr

Val

Gly

Pro

80

Leu

Tyr Asn Glu Lys Phe Gly

15



32683

Peptit CDR

<400> 97
Tyr Ile Asp Pro Tyr Asn Leu Gly Ala Lys Tyr Asn Glu Lys Gly Phe
1 5 10 15

<210> 98

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhan tao: Tdng hop
Peptit CDR

<400> 98
Tyr Ile Asp Pro Tyr Asn Lys Gly Ala Lys Tyr Asn Glu Lys Phe Gly
1 5 10 15

<210> 99

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh tuyu nhén tao

<220>
<223> M6 ta trinh ty nhan tao: Tdéng hop
Peptit CDR

<400> 99
Tyr Ile Asp Pro Tyr Asn Phe Gly Ala Lys Tyr Asn Glu Lys Phe Gly
1 5 10 15

<210> 100
<211> 16
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhan tao: Tdng hop
Peptit CDR

<400> 100
Tyr Ile Asp Pro Tyr Asn Ser Gly Ala Lys Tyr Asn Glu Lys Phe Gly
1 5 10 15

<210> 101
<211> 16
<212> PRT
<213> Trinh tuyu nhéan tao
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<220>
<223> M6 ta trinh tu nhan tao: Tdng hop
Peptit CDR

<400> 101
Tyr Ile Asp Pro Tyr Asn Tyr Gly Ala Lys Tyr Asn Glu Lys Phe Gly
1 5 10 15

<210> 102
<211> 16
<212> PRT
<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> M& ta trinh tu nhadn tao: Téng hop
Peptit CDR

<400> 102
Tyr Ile Asp Pro Tyr Asn Val Gly Ala Lys Tyr Asn Glu Lys Phe Gly
1 5 10 15

<210> 103

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> M& ta trinh tu nhan tao: Tdng hop
Peptit CDR

<400> 103
Tyr Ile Asp Pro Tyr Asn Asp Arg Ala Lys Tyr Asn Glu Lys Phe Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 104

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> M& ta trinh tu nhan tao: Tdng hop
Peptit CDR
<400> 104
Tyr Ile Asp Pro Tyr Asn Asp Asn Ala Lys Tyr Asn Glu Lys Phe Lys
1 5 10 15
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Gly

<210> 105

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> M& t& trinh tu nhan tao: Tdng hop
Peptit CDR

<400> 105
Tyr Ile Asp Pro Tyr Asn Asp Gln Ala Lys Tyr Asn Glu Lys Phe Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 106

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> M& ta trinh tu nhé&n tao: Tdng hop
Peptit CDR

<400> 106
Tyr Ile Asp Pro Tyr Asn Asp Glu Ala Lys Tyr Asn Glu Lys Phe Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 107

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tw nhédn tao

<220>
<223> M& ta trinh tu nhan tao: Téng hop
Peptit CDR
<400> 107
Tyr Ile Asp Pro Tyr Asn Asp Leu Ala Lys Tyr Asn Glu Lys Phe Lys
1 5 10 15
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Gly

<210> 108

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> M6 tad trinh tu nhédn tao: Téng hop
Peptit CDR

<400> 108
Tyr Ile Asp Pro Tyr Asn Asp Lys Ala Lys Tyr Asn Glu Lys Phe Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 109

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> M6 ta trinh ty nhan tao: Tdng hop
Peptit CDR

<400> 109
Tyr Ile Asp Pro Tyr Asn Asp Ser Ala Lys Tyr Asn Glu Lys Phe Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 110

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhan tao: Tdng hop
Peptit CDR
<400> 110
Tyr Ile Asp Pro Tyr Asn Asp Tyr Ala Lys Tyr Asn Glu Lys Phe Lys
1 5 10 15
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Gly

<210> 111

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhan tao: Tdng hop
Peptit CDR

<400> 111
Tyr Ile Asp Pro Tyr Asn Asp Val Ala Lys Tyr Asn Glu Lys Phe Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 112

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> M& ta trinh tu nhan tao: Tdng hop
Peptit CDR

<400> 112
Ala Ala Lys Thr Leu Ala Glu
1 5

<210> 113

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> M& tad trinh ty nhan tao: Tdng hop
Peptit CDR

<400> 113
Tyr Ala Lys Thr Leu Ala Glu
1 5

<210> 114
<211> 7
<212> PRT

-2172-



32683

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> M& ta trinh tuy nhan tao: Tdng hop
Peptit CDR

<400> 114
Trp Ala Lys Thr Leu Ala Glu
1 5

<210> 115

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> M6 ta trinh ty nhan tao: Téng hop
Peptit CDR

<400> 115
Ser Ala Lys Thr Leu Ala Glu
1 5

<210> 116

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tuyu nhén tao

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhan tao: Tdng hop
Peptit CDR

<400> 116
Thr Ala Lys Thr Leu Ala Glu
1 5

<210> 117

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> M& ta& trinh tu nhan tao: Téng hop
Peptit CDR

<400> 117

Ile Ala Lys Thr Leu Ala Glu

1 5

<210> 118
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<211> 7
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> M6 ta trinh ty nhan tao: Téng hop
Peptit CDR

<400> 118
Val Ala Lys Thr Leu Ala Glu
1 5

<210> 119

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhédn tao

<220>
<223> M6 ta& trinh tu nhan tao: Tdng hop
Peptit CDR

<400> 119
Asn Asn Lys Thr Leu Ala Glu
1 5

<210> 120

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> M& t& trinh tu nhan tao: Tdng hop
Peptit CDR

<400> 120
Asn Ile Lys Thr Leu Ala Glu
1 ' 5

<210> 121

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> M& ta trinh tu nhan tao: Tdng hop
Peptit CDR

<400> 121

Asn Leu Leu Thr Leu Ala Glu

1 5

-274-
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<210> 122

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>
<223> M6 ta trinh tw nhan tao: Tdng hop
Peptit CDR

<400> 122
Asn Thr Lys Thr Leu Ala Glu
1 5

<210> 123

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>
<223> M6 ta& trinh tu nhan tao: Téng hop
Peptit CDR

<400> 123
Asn Val Lys Thr Leu Ala Glu
1 5

<210> 124
<211> 119
<212> PRT
<213> Trinh tuyu nhédn tao

<220>
<223> Md ta trinh ty nhan tao: Téng hop
Polypeptit chudi khang thé& duoc lam gidng nhu cia ngudi

<400> 124
Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Val Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Arg Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Tyr Ile Asp Pro Tyr Asn Asp Gly Ala Lys Tyr Ser Gln Lys Phe
50 55 60
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Gln Gly Arg Val Thr Leu Thr Arg Asp Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Gly Gly Pro Tyr Gly Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 125
<211> 119
<212> PRT
<213> Trinh tyg nhédn tao

<220>
<223> M& ta trinh tu nhdn tao: Tdng hop
Polypeptit chudi khang thé& dugc lam gibéng nhu cua ngudi

<400> 125
Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 ' 30

Val Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Arg Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Tyr Ile Asp Pro Tyr Asn Asp Gly Ala Lys Tyr Ser Gln Lys Phe

Gln Gly Arg Val Thr Leu Thr Ser Asp Lys Ser Ala Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Gly Gly Pro Tyr Gly Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly Gln Gly
100 105 110
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Thr Thr Val Thr Val Ser Ser

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

<220>

<223>

115

126
119
PRT
Trinh ty nhan tao

32683

M& ta trinh tu nhan tao: Tdng hop

Polypeptit chudi khang thé dugc lam gidng

<400> 126
Glu Val Gln

1

Ser

Val

Gly

Gln

65

Met

Ala

Thr

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

Val

Met

Tyr

50

Gly

Glu

Arg

Thr

<220>

<223>

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

Gly

Val
115

127
119
PRT
Trinh

M& ta

Leu

Val

20

Trp

Asp

Val

Ser

Gly
100

Thr

Val

5

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Pro

Val

ty nhén

Gln

Cys

Arg

Tyr

Leu

70

Leu

Tyr

Ser

tao

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Gly

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Asp

Arg

Ser

Trp

trinh ty nhén tao:

Ala

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Glu

Tyr
105

Téng

Glu

10

Gly

Gly

Ala

Thr

Asp

90

Phe

hop

-277-

Val

Tyr

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Asp

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Val

nhu

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Trp

cua

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

nguoi

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Val

Tyr

95

Gln

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Gly
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Polypeptit chudi khang thé dugc lam gibng

<400> 127
Glu Vval Gln

1

Ser

Val

Gly

Gln

65

Met

Ala

Thr

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

Val

Met

Tyr

50

Gly

Glu

Arg

Thr

<220>

<223>

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

Gly

Val
115

128
119
PRT
Trinh

Leu

Val

20

Trp

Asp

Val

Ser

Gly
100

Thr

Val
5

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Pro

Val

tu nhén

Gln

Cys

Arg

Tyr

Leu

70

Leu

Tyr

Ser

tao

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Gly

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Asp

Ser

Ser

Trp

Ala

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Glu

Tyr
105

Glu

10

Gly

Gly

Ala

Lys

Asp

90

Phe

M& ta trinh tu nhan tao: Téng hop

Val

Tyr

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Asp

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Val

Polypeptit chudi khang thé dugc lam gibdng

<400> 128
Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys

1

5

10

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr

20

25

Val Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly
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nhu

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Trp

nhu

Lys

Phe

Leu

ctaa

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

ctaa

Pro

Ser
30

Glu

nguoi

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Val

Tyr

95

Gln

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Cys

Gly

ngudi

Gly Ser

15

Ser

Tyr

Trp Ile



Gly

Gln

65

Met

Ala

Thr

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

Tyr

50

Gly

Glu

Arg

Thr

<220>

<223>

35

Ile

Arg

Leu

Gly

Val
115

129
119
PRT
Trinh

Asp

Val

Ser

Gly

100

Thr

Pro

Thr

Ser

85

Pro

Val

ti nhén

Tyr

Leu

70

Leu

Tyr

Ser

tao

40

32683

Asn Asp Gly Ala

55

Thr

Arg

Gly

Ser

Ser

Asp

Lys

Ser Glu Asp

Trp

Tyr
105

90

Phe

M6 td trinh tu nh&n tao: Tdng hop

Lys

Ser

75

Thr

Asp

Tyr

Thr

Ala

Val

Polypeptit chudi khang thé& duogc lam gibng

<400> 129
Glu Val Gln

1

Ser

Val

Gly

Gln

65

Met

Val

Met

Tyr

50

Gly

Glu

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

Leu

Val

20

Trp

Asp

Val

Ser

Val

5

Ser

Val

Pro

Thr

Arg

Gln

Cys

Arg

Tyr

Leu

70

Leu

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Gly

Ala

Ala

40

Asp

Ser

Ser

Ala

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Asp

Glu

10

Gly

Gly

Ala

Lys

Asp

-279-

Val

Tyr

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Lys

Thr

Gly

Tyr

Ile

Val

45

Ala

Ser

Val

Trp

nhu

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

cua

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Lys

Ala

Tyr

Gln

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

ngudi

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys



85

32683

90

95

Ala Arg Gly Gly Pro Tyr Gly Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly Gln Gly

100

Thr Thr Val Thr Val Ser Ser

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

<220>

<223>

115

130
107
PRT
Trinh tw nhdn tao

105

M6 ta& trinh tu nhan tao: Téng hop

Polypeptit chudi khang thé duoc lam gidng

<400> 130
Asp Ile Gln

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

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

Arg

Ser

Asn

50

Gly

Asp

Phe

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

131
107
PRT
Trinh

Met

Thr

20

Tyr

Lys

Gly

Ala

Gln
100

Thr
5

Ile

"Gln

Thr

Thr

Thr

85

Gly

ty nhan

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

tao

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Arg

Pro

Arg

Pro

40

Glu

Thr

Cys

Leu

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser
10

Ser

Lys

Val

Thr

His

90

Ile

-280-

Leu

Glu

Ala

Pro

Ile

75

His

Lys

Ser

His

Pro

Ser

60

Ser

Phe

nhu

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Gly

110

cuaa

Ser

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

Ser

ngudi

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Leu
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<220>
<223> Md ta trinh tu nhan tao: Téng hop

Polypeptit chudi khang thé& duoc lam gibng
<400> 131
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser
1 5 10

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Glu His
20 25

Leu Ser Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro
35 40

Tyr Asn Ala Lys Thr Leu Ala Glu Gly Val Pro Ser
50 55 60

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

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln His His Phe
85 90

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Arg Leu Glu Ile Lys
100 105

<210> 132
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> M& ta trinh tu nhan tao: Tdng hop

Polypeptit chudi khang thé& dugc lam gibng
<400> 132
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser
1 5 10

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Glu His
20 25

Leu Ser Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Val Pro
35 40

-281-

nhu

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Gly

nhu

Ala

Ile

Lys
45

cua

Ser

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

Ser

Ser

Tyr
30

Leu

ngudi

Val Gly
15

Ser Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro
80

Pro Leu
95

nguoi

Val Gly
15

Ser Tyr

Leu Ile



32683

Tyr Asn Ala Lys Thr Leu Ala Glu Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

Glu Asp Val Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln His His Phe Gly Ser Pro Leu
85 90 95

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Arg Leu Glu Ile Lys
100 105

<210> 133
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> M& ta trinh tu nhan tao: Tdng hop
Polypeptit chudi khing thé& dugc lam gidng nhu cua ngudi

<400> 133
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Glu His Ile Tyr Ser Tyr
20 25 30

Leu Ser Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Val Pro Lys Leu Leu Ile

Tyr Asn Ala Lys Thr Leu Ala Glu Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Gln Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

Glu Asp Val Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln His His Phe Gly Ser Pro Leu
85 90 95

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Arg Leu Glu Ile Lys
100 105
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<210> 134
<211> 17
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhan tao: Tdng hop
Peptit CDR

<400> 134
Tyr Ile Asp Pro Tyr Asn Asp Gly Ala Lys Tyr Ala Gln Lys Phe Gln
1 5 10 15

Gly

<210> 135

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhan tao

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhan tao: Tdng hop
Peptit CDR

<400> 135
Tyr Ile Asp Pro Tyr Asn Asp Gly Ala Lys Tyr Ser Gln Lys Phe Gln
1 5 10 15

Gly

<210> 136
<211> 116
<212> PRT
<213> Trinh tuyu nhdn tao

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhan tao: Tdng hop
Polypeptit trinh ty VH

<400> 136
Gln Val Gln Leu Met Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Gln Pro Ser Gln
1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Pro Leu Thr Ser Tyr
20 25 30
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Thr

Gly

Ser

65

Lys

Lys

Thr

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

Val

Ala

50

Arg

Met

Ser

Val

<220>

<223>

His

35

Ile

Leu

Asn

Gly

Ser
115

137
106
PRT
Trinh

Trp

Trp

Asn

Ser

Trp

100

Ser

Val

Ser

Ile

Leu

85

Ala

Arg

Ser

Asn

70

Gln

Phe

tuy nhdn tao

Gln

Gly

Arg

Thr

Phe

Pro

40

Ser

Asp

Glu

Asp

Polypeptit trinh tu VL

<400> 137
Asp Ile Gln

1

Asp Arg Val

Leu Ala Trp

35

Tyr Asn Ala

50

Ser Gly Ser

65

Met

Thr

20

Tyr

Asn

Gly

Thr

5

Leu

Gln

Ser

Thr

Gln

Asn

Leu

Leu

Asp
70

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Pro

Ile

Leu

40

Ala

Ala

32683

Pro

Thr

Ser

Asp

Tyr
105

M& ta trinh tu nh&n tao: Tdng

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gly

Asp

Ser

Thr

90

Trp

hop

Leu

10

Ser

Glu

Ile

Thr

-284-

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Gly

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile
75

Gly

Asn

60

Ser

Ile

Gln

Ser

Asn

Pro

Ser

60

Ser

Leu

45

Ser

Gln

Tyr

Gly

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Gly

Glu

Ala

Val

Phe

Val
110

Ser

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

Trp

Leu

Phe

Cys

95

Met

Val

15

Lys

Leu

Ser

Gln

Ile

Lys

Leu

80

Thr

Val

Gly

Ser

Ile

Gly

Pro
80



32683

Glu Asp Val Ala Thr Tyr Phe Cys Gln Gln

85

90

Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys

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

<220>

<223>

138
119
PRT
Trinh ty nhé&n tao

100

Polypeptit trinh ty VH

<400> 138
Glu Val Gln

1

Ser

Tyr

Ala

Arg

Leu

Ala

Thr

Leu

Met

Ser

50

Gly

Gln

Arg

Leu

Lys

Ala

35

Ile

Arg

Met

His

Val
115

<210> 139
<211> 106
<212> PRT

Leu

Ile
20

Trp

Ser

Phe

Asn

Thr

100

Ile

Val

5

Ser

Val

Tyr

Ile

Ser

85

Gly

Val

Glu

Cys

Arg

Glu

Ile

70

Leu

Thr

Ser

Ser

Val

Leu

Gly

55

Ser

Gly

Leu

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ser

Asp

105

M6 ta trinh tu nhdn tao: Téng hop

Gly Asp
10

Ser Gly

25

Pro Gln

Arg Thr

Asp Asn

Glu Asp

Trp Leu
105

-285-

Tyr Ser Gly Gly Tyr Thr

Leu

Phe

Lys

His

Pro

75

Thr

Val

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Gln

Phe

Leu

45

Gly

Asn

Thr

Trp

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Ile

Tyr

Gly
110

95

Gly

15

Asp

Trp

Ser

Leu

Phe

95

Gln

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gly
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<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<223> M6 ta& trinh tu nhan tao: Téng hop
Polypeptit trinh ty VL

<400> 139
Asn Ile Val Met Ala Gln Ser Pro Lys Ser Met Ser Ile Ser Ala Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Met Asn Cys Lys Ala Ser Gln Asn Val Asp Asn Asn
20 25 30

Ile Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro Lys Leu Leu Ile

Phe Tyr Ala Ser Asn Arg Tyr Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Thr Gly

Gly Gly Tyr Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Lys Ser Val Gln Ala
65 70 75 80

Glu Asp Ala Ala Phe Tyr Tyr Cys Gln Arg Ile Tyr Asn Phe Pro Thr
85 90 95

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

<210> 140
<211> 19
<212> PRT
<213> Trinh tuyu nhén tao

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhan tao: Tdng hop
Peptit CDR

<220>

<221> MOD_RES

222> (13)..(13)

<223> Trp, Phe, Tyr, Ile, Val hodc Leu

<400> 140
Met Pro Ser Phe Ile Thr Leu Ala Ser Leu Ser Thr Xaa Glu Gly Tyr
1 5 10 15
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Phe Asp Phe

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

<220>
<223>

141

7

PRT

Trinh tu nhén tao

M&6 tad trinh tu nhan tao: Tdng hop
Peptit CDR

<220>

<221> MOD_RES

<222> (3)..(3)

<223> Asn, Ser, Thr, Gly or Asp

<220>

<221> MOD_RES

<222> (4)..(4)

<223> Ser, Asn, Ser, Thr, Tyr or Gln

<400> 141

Tyr Ala Xaa Xaa Leu Gln Thr

1 5

<210> 142

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> M6 ta trinh tu nhan tao: Tdng hop
Peptit CDR

<220>

<221> MOD_RES

<222> (7)..(7)

<223> Trp, Phe, Tyr, Ile, Val hodc Leu

<400> 142

Gln Gln Tyr Tyr Ser Gly Xaa Thr

1 5

<210> 143

<211> 127

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao
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<220>
<223>

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

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

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

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

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

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

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

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

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

<220>
<221>
<222>

32683

M& ta trinh ty nhan tao: Tdéng hop

polypeptit 1lién Ung

MOD_RES
(6)..(6)
Glu hodc Gln

MOD_RES
(9)..(9)
Pro hodc Ala

MOD RES
(12)..(12)
Val hoac Leu

MOD_RES
(15)..(15)
Ser hoac Pro

MOD RES
(16)..(16)
Gln, Glu hodc Gly

MOD RES
(17)..(17)
Ser hodc Thr

MOD_RES
(23)..(23)
Ser, Thr hodc Ala

MOD_RES
(25)..(25)
Thr hoac Ser

MOD_RES
(27) ..(27)
Ile hodc Val

MOD_RES
(30)..(30)

-288-



<223>

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

<220>
<221>
222>
<223>

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

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

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

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

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

<220>
<221>
222>
<223>

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

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

<220>
<221>

Lys hodc Gln

MOD RES
(37)..(37)
Pro hodac Phe

MOD_RES
(39)..(39)
Asn hodc Lys

MOD RES
(40) .. (40)
Lys hodc Gly

MOD_RES
(43)..(43)
Met hodc Leu

MOD_RES
(44) .. (44)
Met hoac Ile

MOD_RES
(45) .. (45)
Ile hoac Val

MOD_RES
(48) .. (48)
Ser hodc Thr

MOD RES
(67)..(67)
Thr hodc Ser

MOD RES

(68)..(68)
Arg hoac Val

MOD_RES
(70)..(70)
Phe hodc Ser

MOD RES

32683
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<222>
<223>

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

32683

(71)..(71)
Gln hodc Lys

MOD_RES
(79)..(79)
His hodc Ser

MOD RES
(81)..(81)
Thr hoac Ala

MOD RES
(83)..(83)
Asp hodc Ala

MOD_RES
(87)..(87)
Thr hoac Val

MOD_RES
(88)..(88)
Ser hodc Tyr

MOD_RES
(92)..(92)
Trp, Phe, Tyr, Ile hodc Val

MOD RES

(94)..(94)

Met, Val, Leu, Ala, Arg, Asn, Pro, Gln, Glu,
His, Lys, Phe, Ser, Thr, Trp hodc Tyr

MOD_ RES
(110)..(110)
Val, Thr hodc Leu

MOD RES
(119)..(119)
Ser, Gly hodc Tyr

MOD RES
(122)..(122)
Ala hoac Ser

-290-

Gly,

Ile



<220>

<221>
<222>
<223>

<400>

143

Glu Val Gln

1

Xaa

Tyr

Gly

Ser

65

Xaa

Arg

Tyr

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

Leu

Trp

Phe

50

Arg

Leu

Met

Phe

<220>

<223>

Ser

Gly

35

Ile

Xaa

Xaa

Pro

Asp
115

144
127
PRT
Trinh

MOD RES
(123)..(123)
Pro hodc Gln

Leu

Leu

20

Trp

Thr

Xaa

Ser

Ser

100

Phe

Gln

5

Thr

Xaa

Tyr

Ile

Val

85

Phe

Trp

ty nhén

Xaa

Cys

Arg

Ser

Xaa

70

Thr

Ile

Gly

tao

Ser

Xaa

Xaa

Gly

55

Xaa

Xaa

Thr

Xaa

polypeptit 1lién tng

<220>

<221>
<222>
<223>

<220>

MOD_RES
(6)..
Glu hoac Gln

(6)

Gly

Val

Xaa

40

Ser

Asp

Xaa

Leu

Gly
120

32683

Xaa Gly
10

Xaa Gly
25

Pro Gly

Thr Ser

Thr Ser

Asp Thr
90

Ala Ser
105

Thr Xaa

M& ta trinh ty nhan tao: Tdng hop
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Leu

Xaa

Xaa

Tyr

Lys

75

Ala

Leu

Xaa

Xaa

Ser

Xaa

Asn

60

Asn

Xaa

Ser

Thr

Lys

Ile

Xaa

45

Pro

Gln

Tyr

Thr

Val
125

Pro

Xaa

30

Glu

Ser

Phe

Xaa

Xaa

110

Ser

Xaa

15

Ser

Trp

Leu

Xaa

Cys

95

Glu

Ser

Xaa

Asp

Xaa

Lys

Leu

80

Ala

Gly



<221>
<222>
<223>

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

MOD_RES
(9)..(9)

Pro hodc Ala

MOD_RES

(12)..(12)
Val hodc Leu

MOD_RES
(15)..(15)
Ser hodc Pro

MOD_RES

(16)..(1l6)
Glu hodc Gly

MOD_RES
(23)..(23)
Thr, Ala hodc Ser

MOD_RES
(25)..(25)
Ser hodac Thr

MOD_RES

(27) ..(27)
Gly, Ser hodc Tyr

MOD_RES
(30)..(30)
Ser hodc Ala

MOD_RES
(37) ..(37)
Ile hodc Val

MOD_RES
(39)..(39)
Gln hodc Lys

MOD_RES
(40)..(40)
Pro hodc Phe

32683
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<220>
<221>
<222>
<223>

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

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

<220>
<221>
222>
<223>

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

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

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

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

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

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

<400>

32683

MOD_RES

(44) .. (44)
Gly hoadc Lys

MOD_RES

(45) .. (45)
Leu hoac Met

MOD_RES
(48)..(48)
Ile hodc Met

MOD_RES

(67)..(67)
Val hodc Ile

MOD RES
(71) .. (71)
Val hodc Arg

MOD_RES
(83)..(83)
Ser hodc His

MOD_RES
(88)..(88)
Ala hodc Asp

MOD RES
(110)..(110)
Trp, Phe, Tyr, Ile, Val hodc Leu

MOD_RES
(122)..(122)

Met, Val, Leu, Ala, Arg, Asn, Pro, Gln, Glu, Gly, Ile, His,
Lys, Phe, Ser, Thr, Trp hodc Tyr

MOD_RES
(123)..(123)
Val, Thr hodc Leu

144

Glu Val Gln Leu Gln Xaa Ser Gly Xaa Gly Leu Xaa Lys Pro Xaa Xaa

1

5 10 15
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Thr

Tyr

Gly

Ser

65

Lys

Arg

Tyr

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

Leu

Trp

Phe

50

Arg

Leu

Met

Phe

<220>

<223>

Ser

Gly

35

Ile

Xaa

Xaa

Pro

Asp
115

145
106
PRT
Trinh

Leu

20

Trp

Thr

Thr

Ser

Ser

100

Phe

Thr

Xaa

Tyr

Ile

Val

85

Phe

Trp

tyu nhén

Cys

Arg

Ser

Ser

70

Thr

Ile

Gly

tao

Xaa

Xaa

Gly

Xaa

Ala

Thr

Gln

polypeptit 1lién ung

<220>

<221>
<222>
<223>

<220>

<221>
<222>
<223>

<220>

<221>
<222>
<223>

MOD_RES
(10)..(10)
Leu hodc Ser

MOD RES
(21)..(21)
Leu hoac Ile

MOD_RES
(22)..(22)
Asn hodc Thr

Val

Xaa

40

Ser

Asp

Xaa

Leu

Gly
120

32683

Xaa Gly
25

Pro Gly

Thr Ser

Thr Ser

Asp Thr
90

Ala Ser
105

Thr Xaa

M& ta trinh tu nhan tao: Téng hop
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Xaa

Lys

Tyr

Lys

Ala

Leu

Xaa

Ser

Xaa

Asn

60

Asn

Val

Ser

Thr

Ile

Xaa

45

Pro

Gln

Tyr

Thr

Val
125

Xaa

30

Glu

Ser

Phe

Tyr

Xaa

110

Ser

Ser

Trp

Leu

Ser

Cys

95

Glu

Ser

Asp

Xaa

Lys

Leu

80

Ala

Gly



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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

<220>
<221>
<222>

MOD RES
(40)..(40)
Leu hodc Pro

MOD_RES
(42)..(42)
Glu hoac Lys

MOD_RES
(43)..(43)
Phe hodc Leu

MOD_RES
(46) .. (46)

Asn, Ser, Thr,

MOD_RES
(52)..(52)

Ser, Asn, Thr,

MOD RES
(53)..(53)
Ile hodc Val

MOD_RES
(58)..(58)
Gly hoac Ser

MOD_RES

(77) ..(77)
Val hodc Phe

MOD_RES
(83)..(83)
Phe hodc Tyr

MOD_RES
(87)..(87)

Trp, Phe, Tyr,

MOD_RES
(95)..(95)

32683

Gly hodc Asp

Tyr hodc Gln

Val hodc Leu
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<223> Leu hodc Ile

<220>
<221> MOD RES

<222>

(105)..(105)

<223> Ala hodc Val

<400> 145
Asp Ile Gln

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Phe

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

Arg

Ala

Tyr

50

Gly

Asp

Gly

<220>

<223>

Val

Trp

35

Ala

Ser

Xaa

Gly

146
106
PRT
Trinh

Met

Thr

20

Tyr

Xaa

Gly

Ala

Gly
100

Thr

5

Xaa

Gln

Xaa

Thr

Thr

85

Thr

tu nhén

Gln

Xaa

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Lys

tao

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Xaa

Val

polypeptit 1lién ung

<220>

<221>
<222>
<223>

<220>

<221>
<222>

MOD_RES
(43)..(43)
Leu hodc Phe

MOD_RES
(46)..(46)

Pro

Lys

Xaa

40

Thr

Thr

Cys

Glu

32683

Ser Xaa
10

Ala Ser
25

Gly Xaa
Gly Xaa
Leu Thr
Gln Gln

90

Xaa Lys
105

M& ta trinh tu nhan tao: Tdng hop
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Leu

Gln

Xaa

Pro

Ile

75

Tyr

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Ala

Ile

Lys

Arg

Xaa

Ser

Ser

His

30

Xaa

Phe

Leu

Gly

Val

15

Lys

Leu

Ser

Gln

Xaa
95

Gly

Asn

Ile

Gly

Pro

80

Thr



32683

<223> Asn, Ser, Thr, Gly hodc Asp

<220>
<221> MOD_RES
<222> (52)..(52)

<223> Ser, Asn, Thr, Tyr hodc Gln

<220>

<221> MOD_RES
<222> (53)..(53)
<223> Val hoac Ile

<220>
<221> MOD_RES
<222> (58)..(58)

<223> Trp, Phe, Tyr, Ile, Val hodc Leu

<220>

<221> MOD RES
<222> (83)..(83)
<223> Ala hoac Val

<220>
<221> MOD_RES
<222> (95)..(95)

<223> Phe hodc Vval

<400> 146
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Ser Ile His Lys Asn
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Xaa Pro Lys Xaa Leu Ile
35 40 45

Tyr Tyr Ala Xaa Xaa Leu Gln Thr Gly Xaa Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

Glu Asp Xaa Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Tyr Ser Gly Xaa Thr
85 90 95

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105
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32683

<210> 147

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhan tao: Téng hop
peptit lién Ung

<220>
<221> MOD_RES
<222> (7)..(7)

<223> Asp, Arg, Leu, Lys, Phe, Ser, Tyr hodc Val

<220>

<221> MOD RES

<222> (8)..(8)

<223> Gly, Arg, Asn, Gln, Glu, Leu, Lys, Ser, Tyr hodc Val

<220>

<221> MOD RES

<222> (12)..(12)

<223> Asn, Ala hodc Ser

<220>

<221> MOD_RES
<222> (13)..(13)
<223> Glu hoac Gln

<220>
<221> MOD_RES

<222> (16)..(16)
<223> Lys hodc Gln

<400> 147
Tyr Ile Asp Pro Tyr Asn Xaa Xaa Ala Lys Tyr Xaa Xaa Lys Phe Xaa
1 5 10 15

Gly

<210> 148

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> M6 ta trinh tu nhdn tao: Tdéng hop
peptit lién ung
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<220>
<221>
<222>
<223>

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

<400>

MOD RES
(1)..(1)
Asn, Ala,
Ile hodc Val

MOD RES
(2)..(2)

Ala, Asn, Ile,
148

Val,

Trp,

Leu,

32683

Ser, Thr,

Thr hoac Val

Xaa Xaa Lys Thr Leu Ala Glu

1

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

<220>
<223>

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

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

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

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

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

<220>

5

149
119
PRT

Trinh ty nhdn tao

M& ta trinh tu nhdn tao: Téng hop

polypeptit 1lién Ung

MOD_RES
(5)..(5)
Gln hoac val

MOD_RES
(9)..(9)
Pro hodc Ala

MOD RES
(11)..(11)
Val hodc Leu

MOD_RES
(12)..(12)
Val hodc Lys

MOD RES
(16) .. (16)
Ser hodc Ala
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Arg,

His,

Gly,



32683

<221> MOD RES
<222> (20)..(20)
<223> Met hodc Val

<220>

<221> MOD_RES
<222> (38)..(38)
<223> Lys hoac Arg

<220>
<221> MOD RES
<222> (40)..(40)

<223> Lys hodc Ala

<220>
<221> MOD RES
<222> (44)..(44)

<223> Gly hodc Arg

<220>

<221> MOD_RES

<222> (56)..(506)

<223> Asp, Arg, Leu, Lys, Phe, Ser, Tyr hodc Val

<220>
<221> MOD RES
<222> (57)..(57)

<223> Gly, Arg, Asn, Gln, Glu, Leu, Lys, Ser, Tyr hodc Val

<220>

<221> MOD_RES

<222> (61)..(61)

<223> Asn, Ala hodc Ser

<220>

<221> MOD_RES
<222> (62)..(62)
<223> Glu hoadc Gln

<220>

<221> MOD_RES
<222> (65)..(65)
<223> Lys hodc Gln

<220>
<221> MOD_RES

<222> (67)..(67)
<223> Arg hodc Lys

<220>

<221> MOD RES
<222> (68)..(68)
<223> Ala hoac Val
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32683

<220>

<221> MOD_RES
<222> (72)..(72)
<223> Ser hodc Arg

<220>
<221> MOD_RES
<222> (74)..(74)

<223> Lys hodc Thr

<220>

<221> MOD_RES

<222> (76)..(76)

<223> Ser, Ile, Ala hodc Thr

<220>
<221> MOD_RES

<222> (79)..(79)
<223> Ala hoac Val

<220>

<221> MOD_RES
<222> (85)..(85)
<223> Arg hodc Ser

<220>
<221> MOD_RES
<222> (87)..(87)

<223> Thr hoac Arg

<220>

<221> MOD_RES
<222> (89)..(89)
<223> Asp hodc Glu

<220>
<221> MOD_RES
<222> (91)..(91)

<223> Ser hoac Thr

<220>
<221> MOD_RES
<222> (92)..(92)

<223> Ala hoac Val

<220>

<221> MOD_RES

<222> (104)..(104)

<223> Trp, Ala, Asp, Gly, Phe, Gly, Ile, Lys, Asn, Gln, Arg, Ser, Thr
Val hodc Tyr

<220>
<221> MOD_RES
<222> (111)..(111)
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<223> Ala hoac Gln

<400> 149
Glu Val Gln

1

Ser

Val

Gly

Xaa

65

Met

Ala

Thr

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

Val

Met

Tyr

50

Gly

Glu

Arg

Thr

<220>

<223>

Lys

His

35

Ile

Xaa

Leu

Gly

Val
115

150
119
PRT
Trinh

Leu

Xaa

20

Trp

Asp

Xaa

Ser

Gly

100

Thr

Xaa

Ser

Val

Pro

Thr

Xaa

85

Pro

vVal

ty nhén

Gln

Cys

Xaa

Tyr

Leu

70

Leu

Tyr

Ser

tao

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Xaa

Gly

Ser

polypeptit 1lién UGng

<220>

<221>
<222>
<223>

<220>

<221>
<222>
<223>

(16)

MOD RES
.. (16)
Ala hoac Ser

MOD_RES
(44) .. (44)
Arg hodc Gly

Gly

Ala

Xaa

40

Xaa

Xaa

Ser

Xaa

32683

Xaa Glu
10

Ser Gly
25

Pro Gly
Xaa Ala
Asp Xaa
Xaa Asp

90

Tyr Phe
105

M& ta trinh tu nhan tao: Tdng hop
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Xaa

Tyr

Gln

Lys

Ser

75

Xaa

Asp

Xaa

Thr

Xaa

Tyr

60

Xaa

Xaa

Val

Lys

Phe

Leu

45

Xaa

Ser

Val

Trp

Pro

Ser

30

Glu

Xaa

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Xaa

Tyr

Xaa

Xaa

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Gly



32683

<220>

<221> MOD_RES

<222> (56)..(56)

<223> Asp, Arg, Leu, Lys, Phe, Ser, Tyr hoac Val

<220>
<221> MOD_RES
<222> (57)..(57)

<223> Gly, Arg, Asn, Gln, Glu, Leu, Lys, Ser, Tyr hodc Val

<220>
<221> MOD_RES
<222> (61)..(61)

<223> Asn, Ala hodc Ser

<220>
<221> MOD_RES

<222> (62)..(62)
<223> Glu hodc Gln

<220>
<221> MOD_RES
<222> (65)..(65)

<223> Lys hodc Gln

<220>
<221> MOD_RES
<222> (72)..(72)

<223> Arg hodc Ser

<220>
<221> MOD_RES
<222> (74)..(74)

<223> Thr hodc Lys

<220>

<221> MOD_RES

<222> (76)..(76)

<223> Ala, Thr hodc Ile

<220>

<221> MOD_RES
<222> (79)..(79)
<223> Arg hodc Val

<220>
<221> MOD_RES

<222> (85)..(85)
<223> Ser hodc Arg

<220>
<221> MOD RES
<222> (89)..(89)

-303-



<223>

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

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

<400>

Glu hodc Asp

MOD RES
(92)..(92)
Ala hoac Vval

MOD RES
(104)..(104)
Trp, Ala, Asp,
Thr, Val hoac

150

Glu Val Gln Leu Val

1

5

Ser Val Lys Val Ser

20

Val Met His Trp Val

35

Gly Tyr Ile Asp Pro

50

Xaa Gly Arg Val Thr

65

Met Glu Leu Ser Xaa

85

Ala Arg Gly Gly Pro

100

Thr Thr VvVal Thr Val

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

<220>
<223>

115

151
107
PRT
Trinh ty nhén

Gly,

Tyr

Gln

Cys

Arg

Tyr

Leu

70

Leu

Tyr

Ser

tao

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Gly

Ser

Phe,

Gly

Ala

Ala

40

Xaa

Xaa

Ser

Xaa

M& td trinh ty nhdn tao:
polypeptit 1ién ung

32683

Gly, Ile,

Ala Glu
10

Ser Gly

25

Pro Gly

Xaa Ala

Asp Xaa

Xaa Asp

90

Tyr Phe
105

Téng hop

-304-

Lys,

Val

Tyr

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Asp

Lys

Thr

Xaa

Tyr

60

Xaa

Xaa

Val

Asn,

Lys

Phe

Leu

45

Xaa

Ser

Val

Trp

Ser,

Pro

Ser

30

Glu

Xaa

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Xaa

Tyr

95

Gln

Xaa

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Gly



32683

<220>
<221> MOD_RES
<222> (9)..(9)

<223> Ala hoac Ser

<220>

<221> MOD_RES
<222> (17)..(17)
<223> Glu hoac Asp

<220>

<221> MOD RES
<222> (18)..(18)
<223> Thr hodc Arg

<220>

<221> MOD RES
<222> (40)..(40)
<223> Gln hodc Pro

<220>

<221> MOD_RES

<222> (43)..(43)

<223> Ser, Ala hoac Val

<220>
<221> MOD_RES
<222> (45)..(45)

<223> Gln hodc Lys

<220>
<221> MOD_RES
<222> (48)..(48)

<223> Val hodc Ile

<220>

<221> MOD_RES

<222> (50)..(50)

<223> Asn, Ala, Tyr, Trp, Ser, Thr, Ile hodc Val

<220>

<221> MOD_RES

<222> (51)..(51)

<223> Ala, Asn, Ile, Leu, Thr hoadc Val

<220>

<221> MOD_RES
<222> (70)..(70)
<223> Gln hodc Asp

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

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

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

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

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

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

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

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

<400>

Asp Ile Gln

1

Xaa Xaa Val

(72)..(72)
Ser hodc Thr

MOD RES
(74)..(74)
Lys hodc Thr

MOD_RES
(76) ..(76)
Asn hodc Ser

MOD_RES
(83)..(83)
Phe hodc Val

MOD_ RES
(84)..(84)
Gly hodc Ala

MOD_RES
(100)..(100)
Ala hodac Gln

MOD RES
(103)..(103)
Thr hodc Arg

MOD RES
(106)..(106)
Leu hodc Ile

Leu Ser Trp

151
Met Thr
5
Thr Ile
20
Tyr Gln
35
Lys Thr

Tyr Xaa Xaa
50

Gln

Thr

Gln

Leu

Ser

Cys

Lys

Ala
55

32683

Ser
10

Pro Xaa

Arg Ala Ser

25

Xaa Gly
40

Lys

Glu Gly val
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Leu

Glu

Xaa

Pro

Ser

His

Pro

Ser
60

Ala

Ile

Xaa

45

Arg

Ser

Tyr

30

Leu

Phe

vVal

15

Ser

Leu

Ser

Gly

Tyr

Xaa

Gly



32683

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

65

70 75

80

Glu Asp Xaa Xaa Thr Tyr Tyr Cys Gln His His Phe Gly Ser Pro Leu

85 90

Thr Phe Gly Xaa Gly Thr Xaa Leu Glu Xaa Lys

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

<220>
<223>

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

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

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

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

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

<400>

100 105

152
107
PRT
Trinh tu nhdn tao

M& ta trinh tu nhan tao: Tdng hop
polypeptit lién Ung

MOD_RES
(43)..(43)
Ala hoac Val

MOD_RES
(50)..(50)
Asn, Ala, Tyr, Trp, Ser, Thr, Ile hoac Val

MOD_RES
(51)..(51)
Ala, Asn, Ile, Leu, Thr hodc Val

MOD_RES
(70)..(70)
Asp hodc Gln

MOD_RES
(83)..(83)
Phe hoac Val

152

95

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1

5 10

15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Glu His Ile Tyr Ser Tyr
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Gln

Leu

Xaa

70

Tyr

Thr

tao

Glu,

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Arg

Pro

40

Glu

Thr

Cys

Leu

Phe,

32683

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

M& ta trinh ty nhan tao: Tdng

Gly,

Val hodc Tyr

Gly Gly Pro Tyr Gly Xaa Tyr Phe Asp

20
Leu Ser Trp Tyr Gln
35
Tyr Xaa Xaa Lys Thr
50
Ser Gly Ser Gly Thr
65
Glu Asp Xaa Ala Thr
85
Thr Phe Gly Gln Gly
100
<210> 153
<211> 10
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén
<220>
<223>
Peptit CDR
<220>
<221> MOD RES
<222> (6)..(6)
<223> Trp, Ala, Asp,
Arg, Ser, Thr,
<400> 153
1 5
<210> 154
<211> 10
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223>
Peptit CDR
<400> 154

Lys Xaa

Val Pro

Thr Ile
75

His His
90

Ile Lys

hop

Ile, Lys,

val
10

M& ta trinh tu nhan tao: Tdng hop
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Pro

Ser

60

Ser

Phe

Lys

45

Arg

Ser

Gly

Asn,

30

Leu

Phe

Leu

Ser

Gln,

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Ile

Gly

Pro

80

Leu



32683

Gly Gly Pro Tyr Gly Ala Tyr Phe Asp Val
1 5 10

<210> 155
<211> 10
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> M6 t& trinh tu nhan tao: Tdng hop
Peptit CDR

<400> 155
Gly Gly Pro Tyr Gly Asp Tyr Phe Asp Val
1 5 10

<210> 156

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhan tao: Tdéng hop
Peptit CDR

<400> 156
Gly Gly Pro Tyr Gly Glu Tyr Phe Asp Val
1 5 10

<210> 157

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> M& ta trinh ty nhan tao: Téng hop
Peptit CDR

<400> 157
Gly Gly Pro Tyr Gly Phe Tyr Phe Asp Val
1 5 10

<210> 158
<211> 10
<212> PRT
<213> Trinh ty nhdn tao

<220>

<223> M&é td trinh tu nhadn tao: Tdng hop
Peptit CDR

-309-



32683

<400> 158
Gly Gly Pro Tyr Gly Gly Tyr Phe Asp Val
1 5 10

<210> 159

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhan tao: Téng hop
Peptit CDR

<400> 159
Gly Gly Pro Tyr Gly Ile Tyr Phe Asp Val
1 5 10

<210> 160

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhan tao: Téng hop
Peptit CDR

<400> 160
Gly Gly Pro Tyr Gly Lys Tyr Phe Asp Val
1 5 10

<210> 161
<211> 10
<212> PRT
<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhdn tao: Tdng hop
Peptit CDR

<400> 161
Gly Gly Pro Tyr Gly Asn Tyr Phe Asp Val
1 5 10

<210> 162

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
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32683

<223> Md ta trinh tu nhan tao: Tdng hop
Peptit CDR

<400> 162
Gly Gly Pro Tyr Gly Gln Tyr Phe Asp Val
1 5 10

<210> 163

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Md ta trinh ty nhan tao: Téng hop
Peptit CDR

<400> 163
Gly Gly Pro Tyr Gly Arg Tyr Phe Asp Val
1 5 10

<210> 164

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhan tao: Tdng hop
Peptit CDR

<400> 164
Gly Gly Pro Tyr Gly Ser Tyr Phe Asp Val
1 5 10

<210> 165

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> M6 ta trinh tyu nhan tao: Tdng hop
Peptit CDR

<400> 165
Gly Gly Pro Tyr Gly Thr Tyr Phe Asp Val
1 5 10

<210> 166

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao
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<220>
<223>

<400>

32683

M& ta trinh tu nhadn tao: Téng hop
Peptit CDR

166

Gly Gly Pro Tyr Gly Val Tyr Phe Asp Val

1

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

<220>
<223>

<400>

5 10

167

10

PRT

Trinh ty nhdn tao

M& ta trinh tu nhan tao: Tdng hop
Peptit CDR

167

Gly Gly Pro Tyr Gly Tyr Tyr Phe Asp Val

1

5 10
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