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(54) KHANG THE KHANG CD40, DUGC PHAM CHUA KHANG THE NAY, VA

AXIT NUCLEIC CHUA TRINH TU NUCLEOTIT MA HOA KHANG THE NAY
(57) Sang ché dé xuét khang thé khang CD40, dugc pham chira khang thé nay, axit nucleic
ma hoa khang thé, va phuong phap tao ra ching.

Thy thé CD40 (SEQ ID NO:40) (tir EMBO J, 8(5), 1403-1410 (1989))

10 20 ap 40 50
MVRLPLOCVL WGCLLTAVHP EPPTACRERQ YLINSQCCSL COQPGORLVSD
a0 0 BO 90 100
CTEFTETECL PCGESEFLDT WNRETHCHQOH EYCOPNLGLR VOQOKGTSETD
110 120 130 140 150
TICTCEEGWH CTSEACESCV LHRSCSPGFG VEQLATGVSD TICEPCPVGE
160 L70 180 120 200
FSNVSSBAFEK CHPWTSCETE DLVVOQAGTH ETDVVCGFOD RLRALVVIPI
210 220 230 240 250
IFGILFATLL VIVFIEEVAE EPTHEAPHPE QEPQEINFPD DLPGSHTAAP
260 270
VOETLHGCOP VTOEDGEESR ISVOQERD

Phiii tr CD40 (SEQ ID NO:41) (nir FEBS Lotters, 315 (3), 259-266 (1993))

10 20 30 40 50
MIETYNQTSP RSAATGLPIS MEIFMYLLIV FLITQMIGSA LFAVYLHREL
a0 70 EC S0 LOO
DEIEDERNLH EDFVIFMETIQ RCHNTGERSLS LLNCEEIESQ FEGFVEDIML
110 120 130 140 150
NEEETKKENS FEMOEGDONP QIAAHVISEA SEXTTEVLOW AEEKGYYTMSN
160 170 18D 190 200
NIVTLENGEQ LTVERQCLYY IYAQVTFCSH REASSQAPFI ASLCLESPGR
210 220 230 240 230
FERILLRAAN THSSAKPCGQ OSIHLGGVFE LOPGASVFVH VTDPSQVSHG
260
TGFTSFGLLK L
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Linh vuc k§ thuat dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén, trong sb nhimng cai khac, khang thé khang CD40 méi, hop
phén bao gém khang thé méi nay, axit nucleic ma héa khang thé nay, va phuwong phép

tao ra va st dung chung.
Tinh trang k§ thuét ciia sang ché

Céc tri lidu ung thu c6 chtra nhiéu loai phwong phap tri liéu, bao gdm phau thuat,
xa tri, va hoéa tri liéu. Méc du cac phuong phép khac nhau cho phép chon lva rong rai
cac didu tri sin c6 dbi voi nguoi hanh nghé y té dé diéu tri ung thu, céc liéu phép hién
tai chiu mot s6 nhuge diém, chéng han nhu thiéu tinh chon loc té bao ung thu dich so
vé6i cac té bao binh thuong, khoe manh, va su phat trién tinh khang boi ung thu déi véi
viée diéu tri.

Céc phuong phap gan ddy dua trén céc tri liéu hudng dich, ma giy tré'ngai cho
cac quy trinh té bao cua té bao ung thu wu tién hon so v6i té bao binh thuong, da din
dén cac phac dd hoa tri liéu co it tac dung phu hon khi so véi céc tri liéu khong huéng

dich chﬁng han nhu diéu tri xa tri.

Tri liéu mién dich ung thu, cu thé 1a sy phat trién ctia chat hoat héa té bao T cua
hé mién dich cta vat chi dé ngin ngira sy ting sinh cua té bao ung thu hodc dé tidu diét
té bao ung thw, nbi bat 1a phwong phap tri liéu hira hen dé bd sung cac tiéu chuén cham
soc hién tai. Xem tai liéu, vi du, Miller, et al. Cancer Cell, 27, 439-449 (2015). Phuong
phap tri liéu mién dich nay bao gém su phat trién ciia cac khing thé duoc st dung dé
didu bién hé mién dich dé tiéu diét té bao ung thu. Vi dy, cac khang thé phong bé khang
PD-1 pembrolizumab (Keytruda®) va nivolumab (Opdivo®) da duoc phé chuén & My
va Lién Minh Chau Au dé didu tri bénh ching han nhu u melanin khong thé cat bé hoic
di cin va ung thu phdi té bao khong nhé di can. Céc nd luc dé irc ché protein kim ham
mién dich ching han nhu CTLA-4 di din dén sy phat trién va danh gi4 1am sang cta

khang thé khang CTLA-4, ching han nhu tremelimumab va ipilimumab (Yervoy®).
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Van c¢én c¢6 cac phuong phap thay thé va didu tri ung thu khéac dé bo sung cac tiéu

chuan tri liéu cham séc hién tai.
Ban chat ky thuit cia sang ché

CD40 & ngudi (SEQ ID NO:40) 1a thanh vién siéu ho thu thé yéu t6 hoai tir khéi
u (tumor necrosis factor - TNF) (thanh vién siéu ho TNF 5) dugc biéu hién trén té bao
trinh dién khang nguyén ching han nhu té bao B, té bao dang tua (dendritic cell - DC),
va bach ciu don nhan, va té bao khong mién dich, bao gém cac loai nhét dinh cia té bao
khéi u. Khi dugc hoat hoa boi phdi tir CD40 & nguoi (SEQ ID NO:41), CD40 ¢ ngudi
hoat hoa té bao trinh dién khang nguyén va giy ra déap (mg tir ca hé mién dich bim sinh
va hé mién dich thich tmg. Cht CD40 chi van c¢6 thé duge sit dung dé gay cam tng hé
mién dich dé ngan ngira sy ting sinh cia té bao khdi u va/hodc dé tiéu diét té bao khoi

u, va do do tao ra su dié€u tri tri liéu hiru hiéu cta khoi u ran.

Sang ché dé xuét khang thé khang CD40 va manh lién két clia chiing ma lién két
ddc hiéu v6i CD40 & nguoi (SEQ ID NO:40). Trinh tu axit amin ctia cdc CDR vi du,
cling nhu 1a trinh ty axit amin cua cdc vung Vu va Vi cia cac chudi ning va chudi nhe
ctia khang thé khang CD40 vi du dugc dé xuét trong phan Mb T4 Chi Tiét Sang Ché
dudi day.

Chudi Vi va Vi cia khang thé khang CD40 duge md ta trong ban md ta nay du
kha ning dép Gng thu thé chu van di lap thé ma c6 thé hoat héa CD40 & nguoi khi ¢6
mat hodc khong c6 mat phdi tir CD40 (CD40L), ma khong canh tranh véi twong téc lién
két CD40L-CD40. Hon nita, cac khang thé khang CD40 nay, bang cich tuong téc voi
CDA40, ¢6 thé tang cuong lién két CD40L véi CD40.

Khang thé khang CD40 c6 thé bao gdm cai bién va/hodc dot bién ma 1am thay
dbi tinh chat cia khang thé, chang han nhu lam tang thoi gian ban thai, 1am tang hodc
lam giam ADCC, hodc lam ting hoat tinh chi véan, nhu da biét trong linh vuec.

Axit nucleic c6 chtra trinh tr nucleotit ma hoa khang thé khang CD40 theo sang
ché dugc @& xuét trong ban mo ta nay, nhu 1a vat truyén c6 chira axit nucleic. Ngoai ra,
té€ bao chi nhan so va nhan chudn duoc bién nap bing vat truyén c6 chia trinh tu
nucleotit ma hoa khang thé khang CD40 dugc boc 10 duge dé xuét trong ban mo ta nay,

cling nhu 14 té bao cht nhan chuén (ching han nhu dong vat c6 vir) duoc thiét ké dé biéu
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hién cac trinh tu nucleotit. Phuong phap san xuét khang thé, bang cach nudi cly té bao
chu va thu hoi khang thé cling duogc dé xuét, va duogc thao luan thém trong phﬁn Mo Ta
Chi Tiét Sang Ché dudi day.

Theo khia canh khac, sang ché dé xuat hop phén bao gbm khang thé khang CD40
dugc mo ta trong ban mo ta nay. Hop phén thuong c6 chira mot hodc nhiéu khang thé
khang CD40 nhu dugc md ta trong ban mo ta nay, va/hodc mubi cia ching, va mgt hoac

nhiéu ta duoc, chit mang hodc chat pha loang.

Sang ché dé xuit phuong phap diéu tri dbi twong, ching han nhu dbi tuong 1a
ngudi, duge chdn doan c6 khébi u ran bang khang thé khang CD40. Phuong phép nay
thudong bao gdm viéc ding cho dbi tuong ham lugng khéang thé khang CD40 duoc md
t4 trong ban md ta nay hitu hiéu d& mang lai loi ich trj liéu. Ddi twong c6 thé dugce chan
doan c6 khéi u rin bt ky trong mot s6 cac khéi u rén ma c6 thé méi duoc chin doan,
tai phat, hodc tai phat va kho chita. Khang thé khang CD40 thuong dugc dung dudi dang
truyén trong tinh mach hodc tiém trong khdi u & céc lidu luong nam trong khoang tir
khoang 0,001 mg/kg dén khoang 4 mg/kg. Khang thé khang CD40 thuong duge ding
dudi dang truyén trong tinh mach hogc tiém trong khéi u hai 14n mét tudn, mot 1An mot
tuan, hai tudn mot lan, ba tuin mét 14an, bbén tudn mot 14n, nim tudn mot 14n, sdu tuln

mot 1an, bay tuan mot lan, hodc tdm tuan mot lan.

Khéng thé khang CD40 c6 thé duoc ding dudi dang chét trj liéu don 1¢ (don tri
liéu) hodc thuong bd tro cho hodc véi cac chét tri liéu khac, nhung khong nhét thiét, cac
chét d6 duoc sir dung dé diéu tri khdiu ran. Chét tri liéu thuong s€ dugce su dung & lidu
luong, duong dung, va tan suét dung da dugc phé chuin coa chung, nhung c6 thé duge

stt dung & liéu luong thap hon.

Khang thé khang CD40 c6 thé dugc ding thong qua nhiéu dang dudng diing hodc
phuong thire ding, bao gdm nhung khong chi giéi han &, truyén va/hoic tiém trong tinh
mach, tiém dudi da, va tiém trong khdi u. Luong dugc dung sé phu thudc vao duong
dung, phac db dung lidu lugng, loai ung thu dang dugc diéu tri, giai doan ung thur dang
duoc diéu tri, va cac tham s6 khac chéng han nhu do tudi va khdi lurong cua bénh nhén,
nhu dugc biét 16 trong linh virc. Phac d6 dung liéu lugng vi du cu thé dugc mong choy

mang lai 1o ich tri liéu dugc d& xudt trong phdn M6 Ta Chi Tiét Sang Ché.
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Dua trén dir liéu duoc thé hién trong ban mo ta nay, diéu mong dgi 1a khang thé
khang CD40 dugc mo ta trong ban md ta nay s& mang lai loi ich tri liu cho ddi twong

duoc chan doéan c6 khoi u ran.
Mo ta van tat cac hinh vé

HINH 1 thé hién trinh tu axit amin cta thu thé CD40 & ngudi (SEQ ID NO:40)
va phdi tir CD40 ¢ ngudi (SEQ ID NO:41).

Céac HINH 2A-2G cung cép cac trinh tu axit amin d6i v6i Vi va Vi clia cac khéng
thé khang CD40 & chudt hodc duoc 1am cho gidng ngudi vi du. HINH 2A thé hién trinh
tw axit amin Vi va Vi d6i voi muAbl dén muAb3; HINH 2B thé hién trinh tu axit amin
Vi va Vi dbi véi muAb4 dén muAb7; HINH 2C thé hién trinh ty axit amin Vi va Vi
d6i v6i muAb8 dén muAb10; HINH 2D thé hién trinh tw axit amin Vi va Vi doi voi
khang thé duoc lam cho gidng ngudi ctia muAb6 va muAbs; HINH 2E thé hién trinh tur
axit amin Vi va Vi d6i v6i khang thé duoc 1am cho giéng ngudi cia muAb8 va muAb9;
HINH 2F thé hién trinh tu axit amin Vi va Vi dbi v6i khéng thé duoc 1am cho gidng
nguoi khac cia muAb9; va HINH 2G thé hién trinh tur axit amin Vi va Vi dbi véi khang

thé duoc 1am cho giéng nguoi bd sung clia muAb9.

HINH 3 cung cip cac két qua clia cac thi nghiém canh tranh trén CD40 ¢ nguoi
gitta CD40L va khang thé khang CD40 vi du. Bén trai phia trén thé hién céc khang thé
khang CD40 vi du canh tranh v6i CD40L; bén phai phia trén thé hién cac khang thé
canh tranh khong dang ké véi CD40L; bén trai phia dudi thé hién cc khéng thé ting
cuong su tuong tic CD40-CD40L; bén phai phia dudi thé hién cac tac dung ctia khang
thé khang CD40 huAb9 A2l va CP-870,893. Truc y biéu dién mat do quang (optical

~
A

density - OD) & budc song 650 nm; truc x bidu dién liéu lwong khang thé ("Mau") theo
ug/ml.

HINH 4 thé hién su lién két cia CD40 & ngudi lién hop chét phat huynh quang
& ndng do da didu chinh bang 1 pg/ml trén té bao Jurkat biéu hién CD40L & nguoi khi
¢6 mit cua ham lugng ting ciia khang thé huAb9 A21, CP-870,893, phan 16p IgG1 &
nguoi ("hulgG1") hodc phén 16p IgG2 & nguoi ("hulgG2"). Trucy biéu dién cuong dod
phat huynh quang trung binh ("mean fluorescence intensity - MFI") thé hién sy lién két;
truc x biéu dién lidu lwong khang thé ("MAu") theo ug/ml.
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Céac HINH 5A-5B thé hién céc tac dung cua liéu luong khang thé ("Mau") & 3
ug/ml hodc chi c6 mdi truong 1én tin hiéu NF«B tu té bao bao cao HEK293 blue CD40
NF«xB duoc tron véi té bao Jurkat D1.1 (ti 18 1:1). Khang thé huAb9 A2I, CP-870,893,
phéan 16p IgG1 & ngudi ("hulgG1") hoac phan 16p IgG2 ¢ nguoi ("hulgG2"), hodc chi c6
moi truong, duoc thém vao mau riéng 1é. HINH 5A biéu dién tin hiéu NFkB & moéi
trudmg nudi cdy chira té bao Jurkat D1.1 CD40L dm ("CD40L-"). HINH 5B bi¢u dién
tin hiéu NFkB & moi truong nudi cdy chua té bao Jurkat D1.1 CD40L duong
("CD40L+"). Trucy biéu dién OD & budc song 625 nm; truc X biéu dién viéc diéu trj co
khang thé hodc chi c6 méi truong ("Mau").

Céac HINH 6A-6B thé hién su lién két cua lidu lugng khang thé ("Mau") theo
ug/ml cta huAb9-5 v6i hulgGr kidu dai, hodc véi bién thé V273Y hodc V273E, hodc
CP-870,893, & té bao CHO biéu hién CD16F, CD16V, CD32a, CD32b, hodc CD64.
HINH 6A thé hién su lién két cua khang thé khang CD40 1én té bao CHO biéu hién
CDI16F (bén trai phia trén), CD16V (bén phai phia trén), CD32a (bén trai phia dudi),
hodc CD32b (bén phai phia du6i). HINH 6B thé hién sy lién két cia khang thé khang
CD40 1én té bao CHO biéu hién CD64. Truc y biéu dién cuong dd phéat huynh quang
trung binh (MFI) thé hién su lién két; truc x biéu dién lidu luong khang thé ("Mau") theo
ug/ml.

HINH 7 thé hién tinh gay doc té bao qua trung gian té bao phu thudc khéng thé
(antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity - ADCC) ciia bién thé ving khong doi
V273E hoic V273Y dbi véi khang thé huAb9-5 khi so v6i huAb9-5 véi IgG1 & nguoi
kiéu dai & t& bao RL. Truc y biéu dién ti 1¢ phan trim tinh gy gdc té bao & té bao RL;
truc x biéu dién lidu lwong khang thé ("MAu") theo pg/ml.

HINH 8 thé hién tac dung cua khang thé huAb6-1 (bén trai phia trén), huAb9-5
(bén trai phia duéi), huAb8-1 (bén phai phia trén) véi IgG & ngudi; kiéu dai, hodc bién
thé viing khong dbi V273E hodc V273Y, 1én su tang sinh té bao B. D6 thi bén phai phia
duéi thé hién tac dung s tang sinh té bao B ciia huAb9 A21 véi bién thé V273E IgGi &
nguoi hodc CP-870,893. Truc y biéu dién su tang sinh té bao B theo s6 dém trén phut
(counts per minute - CPM); truc x bidu dién lidu luong khang thé ("MAu") theo pg/ml.
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HINH 9 thé hién tac dung cia khang thé huAb6-1 (bén tréi phia trén), huAb9-5
(bén trai phia dudi) va huAb8-1 (bén phai phia trén) voi IgG1 & ngudi kiéu dai, hodc
bién thé ving khong d6i V273E hodc V273Y, 1én sy hoat hoa té bao dang tua (DC) nhu
duge do béi san phim IL-12p70 theo pg/ml. DS thi bén phai phia dui thé hién su hoat
hoa DC ctia huAb9 A21 véi bién thé V273E IgG: & ngudi hoac CP-870,893. Truc y biéu

~
o )

dién IL-12p70 theo pg/ml; truc x biéu dién lidu luong khang thé ("Mau") theo pg/ml.

HINH 10 thé hién tac dung ciia bién thé V273Y clia huAb6-1, huAb8-1, hodc
huAb9-5 1én ddng méi trudmg nudi cdy té bao DC va té bao T nhu duge do boi san pham

interferon-gamma (IFN-y) theo pg/ml.

HINH 11 thé hién tac dung cia khang thé huAb6-1 (phia trén), huAb9-5 (& giita)
hodc huAb9 A2I (phia dudi) trén thé tich khdi u (mm?®) & mau chuot PC3 phong ngira.

HINH 12 thé hién tac dung in vivo sau khi phan phéi trong khéi u (intratumoral
- IT) hodc trong mang bung (intraperitoneal - IP) khang thé khang CD40 1C10, hoac
phén 16p mIgG1, & mau chudt mang khéi u cing gen CT26 duoc thiét 1ap song phuong.
Liéu lugng IT dugc ding cho mot khdi u & mot bén suon, ma khong tiém vao khoiu &

suon kia.

HINH 13 thé hién tac dung trén thé tich khéi u (mm?) sau khi ding liéu hai lan
mot tudn cia khang thé khang CD40 1C10 & 0,6 mg/kg, khang thé khang PD-1 & 10
mg/kg, hodc tri liéu két hop ctia ca hai 1C10 va khang thé khang PD-1 & mu cung gen
o chuot CT26.

HINH 14 thé hién mtic 46 ALT (bén tréi phia trén), TNFo. ("TNFa", bén trai phia
duéi), hodc IL-6 (bén phai phia dudi) 24 gio sau khi dung liéu khang thé khang CD40
1C10 ("khéng CD40"), khang thé khang PD-1 ("khang PD-1") hodc tri liéu két hop
("khang CD40 + khang PD-1") & miu cung gen & chudt CT26. Db thi bén phai phia trén
thé hién khéi luong 14 lach 4 ngay sau dung liéu lwong.

MO ta chi tiét sang ché

Sang ché dé cap dén dén khang thé va manh ma lién két dac hiéu CD40 & ngudi
(SEQ ID NO:40), hgp phin c6 chira khang thé, polynucleotit ma héa khang thé khéang
CDA40, té bao chi ¢6 kha ning tao ra khang thé, phuong phép va hop phan hiru dung dé
tao khang thé va manh lién két, va cac phuong phap khac nhau dé str dung chung.

_7-
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Neudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc hiéu rd rang, khang thé 1a "khoi két
cu" trong ty nhién. Trong toan bo sang ché, cac phuong 4an cu thé khac nhau vé cac
"két cAu" khac nhau gdm c6 khang thé duge mo ta. Theo cac vi du khong lam gi6i han
cu thé, cac phuong an cu thé khac nhau vé& cac CDR Vg, chudi Vi, CDR Vi va chudi
Vi duge mé ta. Du dinh rang tat ca cac phuong 4n cu thé ¢6 thé dugc két hop v6i nhau
nhu thé mdi dang két hop cu thé duge mo ta rd rang mot cach riéng 1é.

Cic chir viét tit

Khéng thé, méanh lién két, ADC va polynucleotit dugc md ta trong ban md ta nay,
theo nhiéu phuong an, duge md ta theo trinh tu polypeptit hodc trinh tu polynucleotit
twong ung. Trir khi c6 cac chi dan khéc, trinh tu polypeptit duge tao ra theo chiéu tur
N—C ; trinh ty polynucleotit theo chiéu tir 5'—3'. Déi v6i trinh tu polypeptit, chir viét
tit ba hodc mot chit cai théng thudong ddi véi cac axit amin duge ma hoa di truyén co

thé duoc st dung, nhu néu trong BANG 1, duéi day.

BANG 1
Chit Viét Tat Axit Amin Puoc Ma Hoa

Axit Amin Viét Tat Ba Chir Céi Viét Tat Mot Chir Céi
Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Axit aspartic Asp D
Xystein Cys C
Axit glutamic Glu E
Glutamin Gln Q
Glyxin Gly G
Histidin His H
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BANG 1
Chit Viét Tit Axit Amin Dugc Ma Hoa

Axit Amin Viét Tat Ba Chir Céi Viét Tat Mot Chir Céi
Isoloxin Ile I
Loxin Leu L
Lysin Lys K
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser S
Threonin Thr T
Tryptophan Trp w
Tyrosin Tyr Y
Valin Val v

Céc trinh tu nhét dinh dugc xac dinh theo cong thirc cAu trac dic hiéu cho cic
géc axit amin thudc vao cac loai nhét dinh (v du, béo, ky nudc, v.v.). Cac loai khac nhau
ma axit amin dugc ma hoa di truyén thudc vao nhu duge st dung trong ban md ta nay
duogc luu y trong BANG 2, duéi day. Mot sb axit amin c6 thé thudc vao nhiéu hon mét
loai. Xystein, chira nhom sulfhydryl, va prolin, bi rang budc vé hinh dang, khong dugc

xEp vao céc loai nay.

BANG 2

Céc Loai Axit Amin Pugc Ma Hoa

Loai Axit Amin

Béo A LLLV
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Cac Loai Axit Amin Pugc Ma Hoa

BANG 2

Loai Axit Amin
Thom F. Y. W
Khoéng Phan Cuc M, A, LLL,V
Phan Cuc N, Q. S, T
Bazo H, K, R
Axit D, E

Nho A G

Céc chit viét tit dugc stir dung cho cac khang thé vi du khac nhau duoc boc 10

trong ban md ta nay dugc cung cép trong BANG 3, duéi day:

BANG 3
Chir Viét Tat Khang Thé
Trinh Tu Vi (cac HINH|Trinh tu Vi (cac HINH 2A-
Dong/Tén Chit viét tit [2A-2G) 2G)
AD163,9.3 muAbl  |muAbl Vi |SEQ ID|muAbl Vi [SEQ D
NO:101 NO:151
AD166,4.4 muAb2  |muAb2 Vg [SEQ  ID|muAb2 VL |SEQ ID
NO:102 NO:152
AD175,14,11 muAb3 muAb3 Vi [SEQ IDmuAb3 VL [SEQ ID
NO:103 NO:153
AD163,10,7 muAb4  |muAb4 Vi |[SEQ  ID|muAb4 Vi |SEQ ID
NO:104 NO:154

-10-
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BANG 3
Chir Viét Tit Khang Thé
Trinh Tu Vi (cdc HINH|Trinh tu Vi (cac HINH 2A-
Dong/Tén Chir viét tit [2A-2G) 2G)
AD165,1.2 muAb5  |muAb5 Vi [SEQ ID|muAb5 Vi |SEQ D
NO:105 NO:155
AD163,162,1 muAb6  |muAb6 Vi [SEQ ID|muAb6 Vi [SEQ D
NO:106 NO:156
AD163,27,12 muAb7  |muAb6 Vi [SEQ ID|muAb7 Vi |SEQ D
NO:106 NO:157
AD163,7.2 muAb8  |muAb8 Vi |SEQ ID/muAb8 Vi |SEQ D
NO:107 NO:158
AD164,14.,6 muAb9  |muAb9 Vi [SEQ ID|muAb9 Vi [SEQ D
NO:108 NO:159
AD164,76,3 muAbl0  |muAbl0 ViSEQ ID|muAb10 Vi |SEQ D
NO:109 NO:160
muAb6 #1 duoc lam/huAb6-1  |huAb6-1 Vi|SEQ ID/huAb6-1 Vi |SEQ D
cho gidng ngudi NO:110 NO:161
muAb6 #2 duoc lam/huAb6-2  [huAb6-2 VuSEQ IDhuAb6-1 Vi |SEQ D
cho gidng ngudi NO:111 NO:161
muAb6 #3 duoc lam/huAb6-3  [huAb6-3 Vi SEQ ID/huAb6-1 Vi |SEQ D
cho gidng ngudi NO:112 NO:161
muAb® #1 dugc lam/huAb8-1  |huAbg-1 Vyu|SEQ IDhuAb8-1 VL|SEQ ID
cho gidng ngudi NO:113 NO:162
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BANG 3
Chit Viét T4t Khang Thé

Trinh Tu Vi (cac HINH|Trinh tu Vi (cac HINH 2A-
Dong/Tén Chit viét tit [2A-2G) 2G)
muAb8 #2 dugc 1amhuAb8-2  |huAb8-2 Vy|SEQ ID|huAbg-1 VL|SEQ ID
cho gidng ngudi NO:114 NO:162
muAb8 #3 dugc lam/huAb8-3  [huAb8-3 Vu/SEQ ID|huAb8-1 VL|SEQ ID
cho gidng ngudi NO:115 NO:162
muAb9 #1 dugc lam/huAb9-1  (huAb9-1 Vy|SEQ ID/huAb9-1 VL|SEQ ID
cho gidng ngudi NO:116 NO:163
muAb9 #2 duoc lamhuAb9-2  [huAb9-2 Vu|SEQ ID|huAb9-1 VL[SEQ ID
cho gidng ngudi NO:117 NO:163
muAb9 #3 dugc lamhuAb9-3  [huAb9-3 Vu[SEQ ID|huAb9-1 VL|SEQ ID
cho gidng ngudi NO:118 NO:163
muAb9 #4 dugce 1am/huAb9-4  [huAb9-1 Vu|SEQ ID|huAb9-4 VL[SEQ ID
cho gidng nguoi NO:116 NO:164
muAb9 #5 dugc lamhuAb9-5  [huAb9-2 Vu|SEQ ID|huAb9-4 VL|SEQ ID
cho giéng nguoi NO:117 NO:164
muAb9 #6 duoc 1amhuAb9-6  [huAb9-3 Vu[SEQ ID/huAb9-4 Vi|SEQ ID
cho gidng ngudi NO:118 NO:164
muAb9 #7 duoc 1amhuAb9-7  [huAb9-7 Vu[SEQ ID/huAb9-7 VL|SEQ ID
cho giéng ngudi NO:119 NO:165
muAb9 #8 dugc lamhuAb9-8  [huAb9-8 Vi|SEQ ID|huAb9-7 VL|SEQ ID
cho gidng ngudi NO:120 NO:165
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BANG 3
Chir Viét Tat Khang Thé

Trinh Tu Vi (cac HINH|Trinh tu Vi (cac HINH 2A-
Dong/Tén Chir viét tit [2A-2G) 2G)
muAb9 #9 duge 1amhuAb9-9  |huAb9-9 Vu|SEQ ID|huAb9-9 Vi |SEQ ID
cho gidng ngudi NO:121 NO:166
muAb9 phién banhuAb9 huAb9 SEQ ID|huAb9 VK1|SEQ ID
#1 dugc lam laijrehu#l rehuVH4 [NO:122 VL NO:167
gidng ngudi Vu
muAb9 phién ban(huAb9 huAb9 SEQ ID|huAb9 SEQ ID
#2 duoc lam laijrehu#2 rehuVH4 [NO:122 rehuVK2 [NO:168
gidng ngudi Vu VL
muAb9 phién banhuAb9 huAb9 SEQ ID|huAb9 SEQ ID
#3 duoc lam laijrehu#3 rehuVH3 |NO:123 rehuVK1 [NO:169
gidng ngudi Vu VL
muAb9 A2l dugclhuAb9 A2I |huAb9-2Vy [SEQ ID|huAb9A2] |SEQ ID
lam cho gidng NO:117 Vi NO:170
nguoi
muAb9 A2V dugc/huAb9 A2V huAb9-2Vy |SEQ ID|huAb9A2V [SEQ ID
lam cho gidng NO:117 Vi NO:171
nguoi

Pinh nghia

Trir khi duge quy dinh khac & ddy, cac thuét ngir khoa hoc va k¥ thuét dugc sir

dung trong sang ché c6 ¥ nghia nhu thudng dugce hidu béi ngudi c6 hiéu biét trung binh

trong linh vuc nay.

Khéng Thé Khang Cd40 Va Manh Lién Két
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Theo mot khia canh, sang ché @ cap dén khéang thé va/hodc manh lién két cua
chung ma lién két dic hidu thu thé CD40 & ngudi (con dugc goi 1a thanh vién siéu ho

thu thé yéu t6 hoai tir khdi u 5, TNFRSF5, Bp50, va thu thé CD40L).

Nhu duoc st dung trong ban mo ta nay, thuat ngit "khang thé" (Ab) dung dé chi
phan tir globulin mién dich ma lién két dac hiéu v6i khang nguyén cu thé- ¢ day 1a,
CD40. Theo mot s phuong an, khang thé khang CD40 theo sang ché lién két véi CD40
& ngudi va bang cach do didu bién, vi du, hoat héa, hé mién dich. Pap img hé mién dich
thu duogc uc ché su tang sinh cua té bao chéng han nhu té bao khéi u, va trong mot )
truong hop 12 gay doc té bao dbi voi té bao khéi u. Khang thé khang CD40 theo sang
ché c6 chira viing quyét dinh bd sung (complementarity determining region - CDR), con
duge goi 1a ving siéu bién, & ca hai mién bién déi chudi nhe va chudi nang. Phan duogc
bao toan cao hon ctia mién bién dbi duoc goi 1a khung (FR). Nhu da biét trong linh vuc,
vi tri axit amin/dudng bién vach ra ving siéu bién cta khang thé c6 thé thay dbi, phu
thudc vao ngit canh va cac dinh nghia khac nhau da biét trong linh vurc. Mot s6 vi tri
trong mién bién ddi co thé duoc coi nhu 1 vi tri siéu bién lai trong d6 cac vi tri nay c6
thé duoc cho la nam trong vung si€u bién theo mot bo tiéu chuin trong khi dugce cho 1a
nim ngoai viing siéu bién theo b tiéu chuin khac. Mot hodc nhiéu vi tri trong s6 cac vi
tr nay ciing c6 thé dugc tim thiy & viing siéu bién kéo dai. Sang ché dé xuit khang thé
¢6 chita sy cai bién & cac vi tri siéu bién lai nay. Mdi mién bién ddi cua chudi ning va
chudi nhe nguyén ban c6 chira bén ving FR, phén 16n chap nhan céu hinh tdm B, dugc
két nbi boi ba CDR, tao thanh két ndi vong, va trong mot s6 truong hop tao thanh mot
phin cia, ciu triic tdm B. CDR & mdi chudi dugc gift lai v6i nhau trong khoang céch
gin bang cach ving FR va, cung v6i CDR tir chudi khac, gop phan tao thanh vi tri lién
két dich coa khang thé. Xem tai liéu Kabat et al, Sequences of Proteins of
Immunological Interest (National Institute of Health, Bethesda, Md. 1987). Nhu duoc
st dung trong ban mo ta nay, thuc hién danh s6 céac gbe axit amin globulin mién dich
theo hé thong danh sb gbc axit amin globulin mién dich ctia Kabat va cong sw trir khi c6

chi dan khéc.

Khéng thé theo sang ché c6 thé 1a da dong, don dong, dugc thiét ké di truyén,
va/hoic theo cach khac dwogc cai bién trong tu nhién, bao g6m nhung khong chi gi¢i han

& khang thé kham, khang thé dugc lam cho giéng ngudi, khang thé & nguoi, khang thé
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duoc lam gibng dong vat linh truéng, khang thé chudi don, v.v.. Theo cc phuong an
khac nhau, khang thé c6 chtra tat c4 hoac mot phan ving khong d6i ctia khang thé. Theo
mot sb phuong an, vung khong ddi 1a phan 16p dugc chon tir: IgA (vi du, IgA1 hodc
IgA»), IgD, IgE, IgG (vi du, 1gG1, IgGa, 1gGs hoac IgGa), va IgM. Theo cac phuwong an
cu thé, khang thé khang CD40 dugc md ta trong ban md ta nay c6 chira IgGi1. Theo cac
phuong an khéc, khang thé khang CD40 c6 chira IgGa. Theo cac phuong an khac nita,
khang thé khang CD40 c6 chita IgGs. Nhu dugc st dung trong bian m6 ta nay, "ving
khong dbi" ctia khéng thé bao gdbm viing khong d6i tu nhién, dang dong chirc nang hogc
bién thé tu nhién, ching han nhu D356E va L358M, hodc A431G & IgG1 & nguoi. Xem
tai lidu, vi du, Jefferis and Lefranc, MAbs, 1(4): 332-338 (Jul-Aug 2009).

Ving khong ddi nhe cuia khang thé khang CD40 c6 thé 1a viing nhe kappa (k)
hodic ving lambda (1). Ving nhe & ¢ thé 1a kiéu phu bt ky trong s6 cac ki€u phu da
biét, vi du, A1, A 2, A3, hodc As. Theo mot s6 phuong an, khang thé khang CD40 c6 chtra
vung nhe kappa (x).

Thuét ngir "khang thé don dong" dugc st dung & déy khong chi gidi han & cac
khang thé dugc tao ra thong qua cong nghé lai. Khang thé don dong c6 ngudn gbc tir
dong don 1&, bao gdm dong thudc sinh vét nhan chuén, dong thudc sinh vét nhén so,
hodc dong phago bét ky, theo cach bt ky ¢6 san hoic da biét trong linh vuc. Khang thé
don dong hitu dung voi sang ché c6 thé dugc diéu ché bang cach sir dung nhiéu loai k§
thuat da biét trong linh vuc bao gbm viéc str dung cong nghé thé lai, tai td hop, va hién
thi phago, hodc dang két hop cta ching. Trong nhiéu cach sir dung theo sang ché, bao
gbm viéce sir dung in vivo clia khang thé khang CD40 & ngudi, khang thé kham, khang
thé dugc 1am giébng dong vat linh trudng, khang thé dwoc lam cho giéng nguoi, hodc

khang thé ngudi co thé duoc str dung mot cach phu hop.

Thuét ngit khang thé "khdm" nhu dugc st dung trong ban md ta nay dung dé chi
khang thé c6 céc trinh tu bién ddi c6 ngudn gbc tir globulin mién dich khong phai &
ngudi, chang han nhu khang thé & chudt nhit hodc & chudt, va ving khong d6i globulin
mién dich & nguoi, thuong duge chon tir khuon globulin mién dich & nguoi. Cac phuong
phép san xuét khang thé kham 12 d3 biét trong linh vuc. Xem tai liéu, vi du, Morrison,

1985, Science 229(4719):1202-7; Oi et al., 1986, BioTechniques 4:214-221; Gillies et
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al, 1985, J. Immunol. Methods 125:191-202; Biang Sang Ché My S6 5,807,715;
4,816,567; va 4,816,397.

Dang "dugc 1am cho giéng ngudi" clia khéng thé khong phai & ngudi (v du, &
chu6t) 14 globulin mién dich kham ma chua céc trinh tu t6i thidu c6 ngudn gbc tir
globulin mién dich khong phai & ngudi. Nhin chung, khang thé dwoc 1am cho giéng
nguoi c6 chira vé co ban toan bd cua it nhét 12 mét, va thuong 12 hai, mién bién dbi,
trong d6 tat ca hodc vé co béan tht ca cac ving CDR tuong (mg véi cac ving CDR cta
globulin mién dich khong phéi ¢ ngudi va tAt ca hodc vé co ban tat ca cac ving FR 1a
cac vang FR cia trinh tu globulin mién dich & nguoi. Khang thé duoc lam cho gidng
nguoi cling co thé c6 chira it nhat 1 mot phan cua ving khong dbi (Fc) globulin mién
dich, thuong 12 phan cia trinh tu lién ing globulin mién dich & nguoi. Cac phuong phap
lam khang thé gidng ngudi da biét trong linh vure. Xem tai liéu, v{ du, Riechmann et al.,
1988, Nature 332:323-7; Bang Sang Ché My Sé: 5,530,101; 5,585,089; 5,693,761;
5,693,762; va 6,180,370 va Queen et al.; EP239400; cong bd PCT WO 91/09967; Bang
Sang Ché My S6 5,225,539; EP592106; EP519596; Padlan, 1991, Mol. Immunol.,
28:489-498: Studnicka et al., 1994, Prot. Eng. 7:805-814; Roguska et al., 1994, Proc.
Natl. Acad. Sci. 91:969-973; va Bing Sang Ché My S6 5,565.332.

"Khéng thé ngudi " gdm cac khang thé ¢6 trinh tu axit amin cua globulin mién
dich ctia ngudi va gdbm céc khang thé dugc phan 1ap tir cac thu vién globulin mién dich
cta nguoi hodc tur cac dong vat chuyén gen ddi v6i mdt hodc nhiéu globulin mién dich
cua nguoi va khong biéu hién cac globulin mién dich ndi sinh. C6 thé tao ra khang thé
& ngudi bang nhiéu phuong phép da biét trong linh vuc bao gém phwong phap hién thi
phago bang cach st dung thu vién khang thé c6 ngudn gde tir c4c trinh ty globulin mién
dich & ngudi. Xem tai liéu Bang Sang Ché My S6 4,444,887 va 4,716,111; va céc cong
bd PCT WO 98/46645; WO 98/50433; WO 98/24893; WO 98/16654; WO 96/34096;
WO 96/33735; va WO 91/10741. Ciing c6 thé tao ra khang thé & ngudi bang cach st
dung chudt chuyén gen ma khong c6 kha nang biéu hién globulin mién dich ndi sinh
chirc nang nhung ma c6 thé biéu hién gen globulin mién dich & nguoi. Xem tai liéu, vi
du, céc cong bd PCT WO 98/24893; WO 92/01047; WO 96/34096; WO 96/33735; Bang
Sang Ché My S6 5,413,923; 5,625,126; 5,633,425; 5,569,825; 5,661,016; 5,545,806;
5,814,318; 5,885,793; 5,916,771; va 5,939,598. Ngoai ra, cic cong ty chéng han nhu
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LakePharma, Inc. (Belmont, CA) hodc Creative BioLabs (Shirley, NY) ¢6 thé cam két
cung cip khang thé nguoi dugc dinh huéng chéng lai khdng nguyén dugc chon bing
cach stir dung cong nghé tuong tw véi cong nghé duge md ta ¢ trén. Céc khang thé nguoi
hoan toan ma nhan biét epitop dugc chon loc ¢o thé duoc tao ra béng cach st dung k¥
thuat dugce goi 1a "su chon loc theo hudng dan." Trong phuong phap nay, khang thé don
dong khong phai & nguoi duge chon, vi du, khang thé & chudt, dugc st dung dé dan
hudng su chon loc ctia khang thé ctia ngudi hoan toan nhan biét cling epitop (xem tai

liéu, Jespers et al., 1988, Biotechnology 12:899-903).

"Khéng thé duoc lam gidng dong vat linh truéng" c¢6 chira ving bién ddi & khi
va ving khong d6i & nguoi. Cac phuong phap dé san xuit cac khang thé dugc lam cho
gidng & linh truéng da biét trong linh vuc nay. Xem tai liéu, vi du, Bing Sang Ché My
S6 5,658,570; 5,681,722; va 5,693,780.

Khang thé khang CD40 theo sang ché bao gdm phan tir khang thé chidu dai day
du (nguyén ven) ma c6 kha ning lién két dac hiéu CD40, vi du, CD40 & nguoi (SEQ ID
NO:40).

Sang ché ciing boc 16 manh lién két khang CD40 c¢6 kha nang lién két ddc higu
CD40 & ngudi. Vi du vé manh lién két khang thé bao gbm bang cach lay lam vi du va
khong lam gidi han sang ché, cac manh Fab, Fab', F(ab'),, Fv, manh Fv chudi don va
méanh mién don.

Manh Fab chira mién khong bién dbi va mién bién dbi ctia chudi nhe va mién
khong bién ddi thu nhét (CH1) va mién bién ddi ciia chudi ndng. Méanh Fab' khac voi
manh Fab boi su bd sung mot it gbc & déau tan cung carboxyl cla mién CH1 chudi ning
bao gdbm mot hoic nhiéu xystein tir viing ban 18 khang thé. Manh F(ab') dugc tao ra bang
cach phan cit lién két disulfua tai cac xystein ban 18 ctia san phim phan giai pepsin
F(ab'). Su ghép néi héa hoc khéc ctia cac manh khang thé 1a da biét doi v6i ngudi co
hiéu biét trung binh trong linh vire. Cac manh Fab va F(ab"), thiéu méanh Fc cua khang
thé nguyén ven, thanh thai nhanh chéng hon tir hé tudn hoan ctia dong vat, va c6 thé c6
it su lién két md khong dic hiéu hon khang thé nguyén ven (xem tai liéu, vi dy, Wahl et

al., 1983, J. Nucl. Med. 24:316).
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Manh "Fv" 1a méanh t6i thidu cua khang thé chira vi tri lién két va trinh dién dich
hoan chinh. Ving nay gdm cé dime ctia mjt mién bién ddi chudi nang va mot mién bién
d6i chudi nhe trong su két hop chit, khong cong hoa trj (dime Vu-Vi). Trong cAu hinh
ny 12 ba CDR ciia mdi mién bién dbi twong tac dé xac dinh vi tri lién két dich trén be
mit ctia dime Vg-Vi. Thuong 13, sau CDR mang lai tinh déc hiéu lién két dich véi khang
thé. Tuy nhién, trong mot sb truong hop ngay ca mién bién ddi don (hoic mdt nira clia
Fv chi ¢6 chira ba CDR dic hiéu déi véi dich) c6 thé c6 kha ning nhan dién va lién két
dich, mic di & 4i luc thip hon so v6i toan bg vi tri lién két.

Manh lién két khang thé "Fv chudi don" hoc "scFv" ¢6 chira cdc mién Vi va Vi
ctia khang thé, trong d6 cac mién nay c6 mit & chudi polypeptit don. Thong thuong,
polypeptit Fv c¢6 chira thém cau ndi polypeptit giita cac mién Vu va VL ma cho phép

scFv tao cau tric mong mudn deé lién ket dich.

"Manh mién don" bao gém cac mién Vi hodc Vi don thé hién du 4i luc véi CD40
& nguoi. Theo phuong an cu thé, manh mién don 1a manh dugc 1am gidng lac da (Xem

tai liéu, vi du, Riechmann, 1999, Journal of Immunological Methods 231:25-3 8).

Khang thé khang CD40 theo sang ché bao gdm khang thé dugc tao dan xuét. Vi
du, nhung khong lam gié1 han sang ché, khang thé dugc tao dan xuét thuong la dugc cai
bién bang cach glycosyl hoa, axetyl hoa, pegyl héa, phosphoryl hoa, amit hoa, tao dan
xuét bang cac nhém bao vé/phong bé da biét, phan cit bang cach phan giai protein, lién
két v6i phéi tir t& bao hodc protein khéc. Su cai bién bt ky trong s nhiéu sw cai bién
hoéa hoc c6 thé dugc tién hanh bang cac k¥ thuat da biét, bao gdbm, nhung khong chi gidi
han &, phan cit héa hoc cu thé, axetyl héa, formyl hoa, tong hop chuyén hoéa
tunicamyxin, v.v. Ngoai ra, chit din xuét c6 thé chira mot hoic nhiéu axit amin khong
tu nhién, vi du, bang cach st dung cong nghé Ambryx (Xem tai liéu, vi du, Wolfson,
2006, Chem. Biol. 13(10):1011-2).

Khéng thé khang CD40 hodc méanh lién két c6 thé 1a khang thé hogic méanh trinh
tur cia chung da dugce cai bién dé lam thay ddi chirc ning tac dong sinh hoc qua trung
gian it nhit 1a mot ving khong déi. Vi du, theo mot s6 phuong 4n, khang thé khang
CD40 ¢6 thé dugc cai bién dé lam giam chirc ning tac dong sinh hoc qua trung gian it

nhit 1a mot ving khong ddi tuong quan vé6i khang thé khong duogc cai bién, vi dy, lién
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két véi mot hodc nhiéu thu thé Fe trong s cac thu thé Fc (FcyR) chang han nhu FeyRI,
FcyRIIA, FcyRIIB, FeyRIIIA va/hodc FeyRIIIB duge lam giam. Co thé lam giam lién
két FeyR bing cach dot bién phan doan ving khong d6i globulin mién dich cta khang
thé & ving cu thé can thiét cho cac tuwong tac FcyR (Xem tai liéu, vi du, Canfield and
Morrison, 1991, J. Exp. Med. 173:1483-1491; va Lund et al, 1991, J. Immunol.
147:2657-2662). Lam giam kha ning lién két FeyR ciia khéng thé ciing c6 thé 1am giam
céac chirc nang tac dong khac ma phu thudc vao tuwong tac FcyR, chang han nhu opsonin

héa, thue bao va tinh giy doc té bao phu thudc khéang nguyén ("ADCC").

Khéng thé khang CD40 hodc méanh lién két duoc mo ta trong ban md ta nay bao
g6m khang thé da duoc cai bién dé thu dugc hodc ci thién chic nang tac dong sinh hoc
qua trung gian it nhat 12 mot ving khong ddi twong quan véi khéng thé khong duoc cai
bién, vi du, dé tang cudng tuong tac FeyR (Xem tai liéu, vi du, Don Sang Ché My S6
2006/0134709). Vi du, khang thé khang CD40 theo sang ché c6 thé c6 ving khong doi
lién két FcyRI, FeyRIIA, FeyRIIB, FeyRIITA va/hodc FeyRIIIB véi 4i luc 16n hon so v6i

ving khong dbi kiéu dai twong tmg.

Do d6, khang thé theo sang ché c6 thé c6 cac thay dbi vé hoat tinh sinh hoc dan
dén opsonin héa, thuc bao, hodc ADCC tang 1én hodc gidm di. Cac thay do6i nay 1a da
biét trong linh vue. Vi du, su cai bién & khang thé lam giam hoat tinh ADCC dugc mo
ta trong Bing Sang Ché My S6 5,834,597. Bién thé lam yéu ADCC vi du tuong tmg v6i
"thé d6t bién 3" (con duge goi 1a "M3," duoc thé hién trong HINH 4 theo Bing Séng
Ché My S6 5,834,597) trong d6 céc gbc 234 va 237 (st dung dénh s6 EU) duge thé
bing alanin. Sy bién ddi thé dot bién 3 (con duoc goi 1a "M3") ¢6 thé duogc st dung

trong mot $6 phén 16p khang thé, vi du, IgGo.

Theo mdt s6 phuong 4n, khidng thé khang CD40 theo sdng ché c6 muac d6 fucoza
thip, hoic thiéu, fucoza. Khéng thé thiéu fucoza c6 lién quan véi hoat tinh ADCC ting
cudng, dic biét 1a ¢ lidu lwong thip cta khang thé. Xem tai liéu Shields et al., 2002, J.
Biol. Chem. 277:26733-26740; Shinkawa et al., 2003, J. Biol. Chem. 278:3466-73.
Phuong phéap diéu ché khang thé it fucoza bao gdm su phat trién & té bao YB2/0 u tiy
& chudt nhit (ATCC CRL 1662). Té bao YB2/0 biéu hién mirc d6 thap cia mARN
FUTS8, mi hoa a-1,6-fucosyltransferaza, enzym can thiét cho sy fucosyl hoa ctla

polypeptit.
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Khéng thé khang CD40 theo séng ché ¢6 thé c6 chira mién CH2 dugc cai bién
(hodc bién thé) hodc toan by mién Fc bao gém su thé axit amin ma 1am ting lién két vai
FcyRIIB va/hodc lam gidm lién két v6i FeyRITIA khi so véi su lién két cia ving Fc hoic
CH2 kiéu dai trong tng. Mién CH2 bién thé hoic Fe bién thé da dugc md ta trong Don
Sang Ché My Sé 2014/0377253. Mién CH2 bién thé hoge Fe bién thé thuong 1a bao
gdm mot hodc nhiéu sw thé ¢ vi tri 263, vi trf 266, vi tri 273, va vi tri 305, trong do6 viéc
danh s6 cac gbc & mién Fc 1a danh sé ciia chi s EU nhu theo Kabat. Theo mot s6 phuong
an, khang thé khang CD40 c6 chira mot hodc nhiéu su thé dugc chon tir V263L, V266L,
V273C, V273E, V273F, V273L, V273M, V2738, V273Y, V305K, va V305W, tuong
quan v6i mién CH2 kiéu dai. Theo cic phuong 4n cu thé, mot hoic nhiéu su thé cia
mién CH2 duoc chon tir V263L, V273E, V273F, V273M, V2738, va V273Y, tuong
quan v6i mién CH2 cua IgG1 6 nguoi. Vi du, mot hoac nhiéu su thé ctia mién CH2 IgGy
¢6 thé 1 V273E. Theo phuong 4n cu thé khéc, khang thé khang CD40 theo sang ché c6
chtta ving CH2 IgG1 bién thé c6 chira su thé axit amin V263L.

Céc vi du khdc v& mién CH2 bién thé hodic Fc bién thé co thé tao ra lién két voi
FeyRIIB tang 1én vahodc lién két véi FeyRIIIA giam di khi so véi su lién két ctia ving
Fc hodc CH2 kiéu dai twong tng bao gbm cac vi du duge tim thiy trong tai liéu
Vonderheide, et al. Clin. Cancer Res., 19(5), 1035-1043 (2013), chéng han nhu S267E
hoac S267E/L328F & IgG1 & nguoi.

Theo mot sé phuong 4n, khang thé khang CD40 hoic manh lién két bao gom sur
cai bién 1am tang hodc lam giam &i lyc lién két cia chung v6i thu thé Fc & thai nhi,
FcRn, vi dy, bang cach dot bién phan doan ving khong dbi globulin mién dich & ving
cu thé tham gia vao su twong tdc FcRn (xem tai liéu, vi du, WO 2005/ 123780). Theo
phuong an cu thé, khang thé khang CD40 cua 16p IgG dugc dot bién sao cho it nhit 1a
mot trong cac géc axit amin 250, 314, va 428 cua vung khong dbi chudi nang duoc thé
mot minh, hodc ¢ dang Kkét hop bat ky cua chung, chéng han nhu & vi tri 250 va 428,
hodc & vi tri 250 va 314, hodc & vi trf 314 va 428, hodc & vi tri 250, 314, va 428, véi vi
tri 250 va 428 dang két hop cu thé. D8i voi vi tri 250, gbe axit amin thé c6 thé 1a gbe
axit amin bat ky khong phai 1a threonin, bao gém, nhung khong chi giéi han ¢, alanin,
xystein, axit aspartic, axit glutamic, phenylalanin, glyxin, histidin, isoloxin, lysin, loxin,

methionin, asparagin, prolin, glutamin, arginin, serin, valin, tryptophan, hodc tyrosin.
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Dbi vai vi tri 314, gbe axit amin thé c6 thé 1a gbe axit amin bat ky khong phai 1a loxin,
bao gdm, nhung khong chi giéi han &, alanin, Xystein, axit aspartic, axit glutamic,
phenylalanin, glyxin, histidin, isoloxin, lysin, methionin, asparagin, prolin, glutamin,
arginin, serin, threonin, valin, tryptophan, hodc tyrosin. D6i véi vi tri 428, cac géc axit
amin thé c6 thé 1a gdc axit amin bét ky khong phai 1a methionin, bao gb6m, nhung khong
chi giéi han &, alanin, xystein, axit aspartic, axit glutamic, phenylalanin, glyxin, histidin,
isoloxin, lysin, loxin, asparagin, prolin, glutamin, arginin, serin, threonin, valin,
tryptophan, hodc tyrosin. Su thé vi du da biét dé cai bién chirc ning tac dong Fe 1a su
thé Fc M428L, ¢6 thé xay ra khi két hop v6i su thé Fc T250Q. Céc dang két hop cu thé
khéc cua su thé axit amin phu hop da duge xac dinh trong Bang 1 theo Bing Sang Ché
My $67,217,797. Su dot bién nay 1am ting lién két v6i FcRn, bao vé khang thé khoi su
thoai hoa va lam tang thoi gian ban thai cia no.

Khéng thé khang CD40 ¢6 thé c6 mot hodc nhiéu axit amin dwgc cai xen vao mot
hoac nhiéu CDR cta n6, vi du nhu dugc mo ta trong tai liéu Jung and Pliickthun, 1997,
Protein Engineering 10:9, 959-966; Yazaki et al., 2004, Protein Eng. Des Sel. 17(5):481-
9. Epub 2004 Aug 17; va Pon Sang Ché My S6 2007/0280931.

Khéng thé khang CD40 c6 4i lyc dbi véi CD40 & ngudi c6 thé la diéu mong muébn
dé su dung tri liéu va chan doan. Theo d6, sang ché du tinh cac khang thé c6 ai luc lién
két dbi v6i CD40 & ngudi. Theo cac phuong 4n cu thé, khang thé khang CD40 lién két
CD40 & ngudi véi 4i luc bing it nhat 1a khoang 1000 nM, nhung c6 thé thé hién 4i luc
cao hon, vi duy, it nhat 12 khoang 900 nM, 800 nM, 700 nM, 600 nM, 500 nM, 400 nM,
300 nM, 250 nM, 200 nM, 150 nM, 100 nM, 90 nM, 80 nM, 70 nM, 60 nM, 50 nM, 40
nM, 30 nM, 25 nM, 20 nM, 15 nM, 10 nM, 7 nM, 6 nM, 5 nM, 4 nM, 3 nM, 2 nM, 1
nM, 0,1 nM, 0,01 nM, hodc tham chi 1a cao hon. Theo mét s6 phuong 4n, khang thé lién
két CD40 & ngudi v6i 4i luc ndm trong khoang tir khoang 1 pM dén khoang 1000 nM,
hodc khoang gié tri a1 luc nam trong khoang gia tri bét ky trong sb cac gié tri néu trén.

Ai luc ctia khang thé khang CD40 déi v6i CD40 & ngudi ¢6 thé dugce xac dinh
béng cach str dung cac k¥ thuat duoc biét rd trong linh vuc hodac dugc mo ta trong ban
mo ta nay, chéng han nhu vi du, nhung khong chi lam gidi han ¢, ELISA, do nhiét luvgng
chuin do déng nhiét (ITC), cong huong plasmon bé mit, hodc thir nghiém phan cuc

huynh quang.
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Khéng thé khang CD40 thudng c6 chua chudi ning cé chira vang bién ddi (Vi)
¢6 ba ving quyét dinh bd sung ("CDR") dugc dé cap trong ban mo ta nay (theo chiéu
tr N—C) duéi dang Vi CDR#1, Vu CDR#2, va Vi CDR#3, va chudi nhe c6 chira viing
bién di (VL) c6 ba ving quyét dinh bd sung duoc dé cap trong ban mo t& nay (theo
chiéu tt N—C) dudi dang Vi CDR#1, VL CDR#2, va VL CDR#3. C4c trinh tu axit amin
ctia CDR vi dy, ciing nhu 12 trinh ty axit amin cta cac ving Vu va Vi cua cac chudi
ning va chudi nhe cia khang CD40 vi du dugc d& xuét trong ban md ta nay. Cc phuong
4n cu thé v& khang thé khang CD40 bao gbdm cac CDR vi du nay va/hodc cac trinh tu
Vi va‘hodc Vi, cling nhu 1a khang thé canh tranh dé lién két CD40 & ngudi voi khang
thé nay.

Theo mot sb phuong 4n, trinh tu axit amin cua CDR cla khéang thé khang CD40

duogc chon tir céc trinh tu sau day:

CDR Trinh tw (N—C) Nhin dang

Vu CDR#1: |GYTFTSYWIT (SEQ ID NO:1)
GYTFTGYWIQ (SEQ ID NO:2)
GYTFIDYYMN (SEQ ID NO:3)
GFTFSDYYMS (SEQ ID NO:4)
GYSITTNYNWN (SEQ ID NO:5)
GYTFTSYWMH (SEQ ID NO:6)
GYTFIDYYIN (SEQ ID NO:7)
GYSITSNYYWN (SEQ ID NO:R)
GYSISSNYYWN (SEQ ID NO:9)
GYDITSNYYWN (SEQ ID NO:10)

Vu CDR#2: |[EINPGSGSTNYNEKFKS (SEQ ID NO:11)
EILPGGDHTKYNEKFRG (SEQ ID NO:12)
DINPNNGGTSYNQKFKG (SEQ ID NO:13)
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CDR Trinh ty (N—C) Nhan dang

FIRNKANGYTTEFSASVKG  |(SEQ ID NO:14)
YIRHDGTNNYNPSLKN (SEQ ID NO:15)
NIDPSNGETHYNQKFKD (SEQ ID NO:16)
WIFPGSGSVYCNEQFKG (SEQ ID NO:17)
YIRYDGSNNYNPSLKN (SEQ ID NO:18)

NIDPSNGETHYAQKFQG (SEQ ID NO:19)

WIFPGSGSVYSNEQFKG (SEQ ID NO:20)
YIRYDGSNNYNPSLKS (SEQ ID NO:21)
YIRYDGSNNYNPSLKG (SEQ ID NO:22)

Vi CDR#3: [NRGTGDY (SEQ ID NO:31)
VGGDY (SEQ ID NO:32)
RGGLGRGTYALDY (SEQ ID NO:33)
YGGLRQGWYFDV (SEQ ID NO:34)
LDY (SEQ ID NO:35)
ERIYYSGSTYDGYFDV (SEQ ID NO:36)
SLGKFAY (SEQ ID NO:37)
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CDR Trinh tw (N—C) Nhan dang

Vi CDR#1: [RSSQSLVHSYGNTYLH (SEQ ID NO:51)
RSSQSLVNSNENTYLH (SEQ ID NO:52)
RASQDISNYLN (SEQ ID NO:53)
RASQDIRNYLN (SEQ ID NO:54)
RSSQSLENSYGNTFLN (SEQ ID NO:55)
SASSSLSYMH (SEQ ID NO:56)
KASQSVVTAVA (SEQ ID NO:57)
RSSQSLENTNGNTFLN (SEQ ID NO:58)
RSSQSLENSNGNTFLN (SEQ ID NO:59)

Vi CDR#2: [ KVSNRIS (SEQ ID NO:61)
KVFNRYS (SEQ ID NO:62)
YTSRLHL (SEQ ID NO:63)
YTSRLHS (SEQ ID NO:64)
RVSNRFC (SEQ ID NO:65)
DTSKLAS (SEQ ID NO:66)
SASNRYT (SEQ ID NO:67)
RVSNRFS (SEQ ID NO:68)
RISNREFS (SEQ ID NO:69)
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CDR Trinh tw (N—C) Nhin dang

Vi CDR#3: [SQSTHVPYT (SEQ ID NO:81)
FQSTHVPWT (SEQ ID NO:82)
QQGNTLPLT (SEQ ID NO:83)
QQGKTLPWT (SEQ ID NO:84)
LQVTHVPYT (SEQ ID NO:85)
QQWSSNPWT (SEQ ID NO:86)
QQYSSYPYT (SEQ ID NO:87)
LQVTHVPFT (SEQ ID NO:88)

Theo mét s6 phuong 4n, mdi CDR cua khang thé khang CD40, doc 1ap véi céac
CDR khéc, duoc chon loc dé tuong Ung vé trinh ty v4i CDR tuong tng cua khang thé
duoc cung cip trong BANG 3. Theo mét sd phuong 4n, khang thé khang CD40 1a IgG,
va ¢6 Vi va Vi twong tmg vé trinh tw v6i Vi va Vi cta khang thé dugc cung cap trong

BANG 3.

Theo mdt s6 phuong an, khang thé khang CD40 c6 chtra chudi Vi tuong tng vé
trinh tu vé6i trinh tu bat ky trong s6 cac SEQ ID NO:101, 102, 103, 104, 105, 106, 107,
108, hoac 109; va chudi Vi twong tng vé trinh tu véi trinh tu bét ky trong 6 cac SEQ
ID NO:151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, hodc 160. Theo mot s6 phuong 4n,
khang thé khang CD40 c6 chira chudi Vi tuong tmg vé trinh tw véi SEQ ID NO:101 va
chudi V1 twong émg v trinh ty v6i SEQ ID NO:151. Theo mot s6 phuong én, khéng thé
khang CD40 ¢6 chira chudi Vi twong tmg vé trinh tu véi SEQ ID NO:102 va chudi Vi
tuong tng vé trinh tu v6i SEQ ID NO:152. Theo mot sd phuong 4n, khang thé khang
CD40 ¢6 chira chudi Vi tuong tng vé trinh tu véi SEQ ID NO:103 va chudi VL tuong
{mg vé trinh tr v6i SEQ ID NO:153. Theo mot s6 phuong 4n, khéng thé khang CD40
¢6 chira chudi Vi trong tmg vé trinh tw véi SEQ ID NO:104 va chudi Vi twong ung vé
trinh tu v6i SEQ ID NO:154. Theo mot sd phuong 4n, khéng thé khang CD40 c6 chira
chudi Vi turong tmg v@ trinh tw véi SEQ ID NO:105 va chudi Vi twong tmg vé trinh tu
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v&i SEQ ID NO:155. Theo mét sé phuong 4n, khang thé khang CD40 c6 chira chudi Vi
twong mg v& trinh ty v6i SEQ ID NO:106 va chudi VL twong tmg v& trinh tu vi SEQ
ID NO:156. Theo médt sé phurong an, khéng thé khang CD40 va c6 chira chudi Vu trong
{mg v& trinh tr véi SEQ ID NO:106 va chudi Vi twrong tng v& trinh ty véi SEQ ID
NO:157. Theo mét sé phuong 4n, khang thé khang CD40 va ¢6 chira chudi Vu twong
{mg v& trinh tr véi SEQ ID NO:107 va chudi Vi twong tmg v& trinh ty v6i SEQ ID
NO:158. Theo mdt sé phwong 4n, khang thé khang CD40 va c6 chua chudi Vu tuong
{mg v& trinh tr véi SEQ ID NO:108 va chudi Vi twong tmg v& trinh ty v6i SEQ ID
NO:159. Theo mot s6 phuong 4n, khang thé khang CD40 c¢6 chira chudi Vu tuong g
vé trinh ty véi SEQ ID NO:109 va chudi Vi twong (g vé trinh ty v6i SEQ ID NO:160.

Cac phuong 4n vi du cu thé vé khang thé khang CD40 ¢6 CDR & trén dugc mo
ta trong ban mo ta nay. Theo mot s6 phwong 4n, khang thé khang CD40 c¢6 CDR theo
c4c SEQ ID NO: 1, 11, 31, 51, 61, va 81. Theo mot sé phuong 4n, khang thé khang
CD40 ¢6 CDR theo cac SEQ ID NO: 2, 12, 32, 52, 62, va 82. Theo mdt ) phuong an,
khang thé khang CD40 c¢6 CDR theo cac SEQ ID NO: 3, 13, 33, 53, 63, va 83. Theo
mot s& phwong an, khang thé khang CD40 c6 CDR theo cac SEQ ID NO: 4, 14, 34, 54,
64, va 84. Theo mot sb phuwong an, khang thé khang CD40 ¢6 CDR theo cac SEQ ID
NO: 5, 15, 35, 55, 65, va 85. Theo mot sb phuong an, khang thé khang CD40 c6 CDR
theo cac SEQ ID NO: 6, 16, 36, 56, 66, va 86. Theo mot s phuong 4n, khang thé khang
CD40 ¢6 CDR theo cac SEQ ID NO: 6, 19, 36, 56, 66, va 86. Theo mot ) phuong an,
khang thé khang CD40 c6 CDR theo cac SEQ ID NO: 7, 17, 37, 57, 67, va 87. Theo
mot sé phuong 4n, khang thé khang CD40 c¢6 CDR theo cac SEQ ID NO: 7, 20, 37, 57,
67, va 87. Theo mét s6 phuong 4n, khang thé khang CD40 c6 CDR theo cac SEQ ID
NO: 8, 18, 35, 58, 68, va 88. Theo mdt s6 phwong an, khang thé khang CD40 c6 CDR
theo cac SEQ ID NO: 9, 21, 35, 58, 68, va 88. Theo mot s6 phuong 4n, khang thé khang
CD40 c6 CDR theo cac SEQ ID NO: 10, 22, 35, 58, 68, va 88.

Theo mdt sé phuong 4n, khang thé khang CD40 phu hop dé dung cho nguoi.
Theo phuong 4n cu thé, khang thé khang CD40 dugc 1am cho gidng ngudi. Theo phuong
4n cu thé khac, trinh tir axit amin cua CDR cta khang thé khang CD40 duoc chon tir:
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CDR Trinh tw (N—C) Nhén dang
Vi CDR#1: |GYTFTSYWMH (SEQ ID NO:6)
GYTFTDYYIN (SEQ ID NO:7)
GYSITSNYYWN (SEQ ID NO:8)
GYSISSNYYWN (SEQ ID NO:9)
GYDITSNYYWN (SEQ ID NO:10)
Vi CDR#2: |WIFPGSGSVYCNEQFKG (SEQ ID NO:17)
YIRYDGSNNYNPSLKN (SEQ ID NO:18)
NIDPSNGETHYAQKFQG (SEQ ID NO:19)
WIFPGSGSVYSNEQFKG (SEQ ID NO:20)
YIRYDGSNNYNPSLKS (SEQ ID NO:21)
YIRYDGSNNYNPSLKG (SEQ ID NO:22)
Vi CDR#3: [LDY (SEQ ID NO:35)
ERIYYSGSTYDGYFDV (SEQ ID NO:36)
SLGKFAY (SEQ ID NO:37)
VL CDR#1: [SASSSLSYMH (SEQ ID NO:56)
KASQSVVTAVA (SEQ ID NO:57)
RSSQSLENTNGNTFLN (SEQ ID NO:58)
VL CDR#2: |DTSKLAS (SEQ ID NO:66)
SASNRYT (SEQ ID NO:67)
RVSNRFS (SEQ ID NO:68)
VL CDR#3: |QQWSSNPWT (SEQ ID NO:86)
QQYSSYPYT (SEQ ID NO:87)
LQVTHVPFT (SEQ ID NO:88)
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Thcoxnétséphuongén,khéngthékhéng(ﬂ)40céchﬁachuS{VHtuongﬁng\@
trinh tu v6i trinh tu bt ky trong sé cac SEQ ID NO:110, 111, 112, 113, 114, 115, 116,
117, 118, 119, 120, 121, 122, hodc 123; va chudi VL twong ung vé trinh tu véi trinh tu
bat ky trong s6 cac SEQ ID NO:161, 162, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, hoac
171. Theo mét sb phuong an, khang thé khang CD40 ¢6 chita chudi Vi twong tmg vé
trinh ty v6i SEQ ID NO:110 va chudi Vi tuong ung vé trinh tu vé6i SEQ ID NO:161.
Theo mot s6 phwong 4n, khang thé khang CD40 c6 chira chudi Vi twong tmg vé trinh
tu v6i SEQ ID NO:111 va chudi Vi twong tng vé trinh tr v6i SEQ ID NO:161. Theo
mot s& phuong 4n, khang thé khang CD40 c6 chira chudi Vi tuong ing vé trinh ty véi
SEQ ID NO:112 va chudi Vi twong ung vé trinh tu v6i SEQ ID NO:161. Theo mét sd
phuong an, khang thé khang CD40 c6 chira chudi Vi twong ung vé trinh tr v6i SEQ ID
NO:113 va chudi Vi tuong Gmg vé trinh tu véi SEQ ID NO:162. Theo mot s phuong
an, khang thé khang CD40 ¢6 chira chudi Vu tuong tmg vé trinh tw v6i SEQ ID NO:114
va chudi VL twong tmg vé trinh ty v6i SEQ ID NO:162. Theo mdt s phwong an, khang
thé khang CD40 ¢6 chira chudi Vi twong tmg vé trinh tw v6i SEQ ID NO:115 va chubi
V1 twong tng vé trinh tur véi SEQ ID NO:162. Theo mdt s6 phuong 4n, khang thé khang
CD40 c6 chira chudi Vi twong tng vé trinh tw véi SEQ ID NO:116 va chudi Vi twrong
{mg v& trinh tu véi SEQ ID NO:163. Theo mét s6 phuong 4n, khéng thé khang CD40
¢6 chira chudi Vi tuong émg v& trinh ty v6i SEQ ID NO:117 va chudi Vi twong g v&
trinh tu véi SEQ ID NO:163. Theo mot sd phuong 4an, khéng thé khang CD40 c6 chira
chudi Vi twong tmg v& trinh tw v6i SEQ ID NO:118 va chudi Vi tuong tmg vé trinh ty
v6i SEQ ID NO:163. Theo mét sb phurong an, khang thé khang CD40 c6 chira chudi Vi
fwong tmg v& trinh ty v6i SEQ ID NO:116 va chudi Vi twong tmg vé trinh tu v6i SEQ
ID NO:164. Theo mot sd phuong an, khang thé khang CD40 c6 chtra chudi Vi tuong
tmg v& trinh tr véi SEQ ID NO:117 va chudi Vi twong tmg vé trinh tw véi SEQ ID
NO:164. Theo mét sé phuong an, khang thé khang CD40 c6 chira chudi Vi tuong tmg
v& trinh tu véi SEQ ID NO:119 va chudi Vi, tuong tmg vé trinh tu v6i SEQ ID NO:165.
Theo mot s6 phuong 4n, khang thé khang CD40 c6 chira chudi Vi tuong ng vé trinh
tw voi SEQ ID NO:120 va chudi Vi tuwong tng vé trinh tu v6i SEQ ID NO:165. Theo
mot sé phuong 4n, khang thé khang CD40 c6 chira chudi Vi tuong Gmg vé trinh tu v6i

-28-



36115

SEQ ID NO:121 va chudi Vi twong tmg v& trinh tu véi SEQ ID NO:166. Theo mét s
phuong an, khang thé khang CD40 c6 chita chudi Vi twong Gng vé trinh tu véi SEQ ID
NO:117 va chudi Vi twong tng v& trinh ty véi SEQ ID NO:167. Theo mot sé phuong
an, khang thé khang CD40 c6 chta chudi Vi tuong tmg vé trinh ty véi SEQ ID NO:117
va chudi V1 trong tmg vé trinh tw véi SEQ ID NO:168. Theo mét s6 phuong 4n, khang
thé khang CD40 c6 chira chudi Vi twong tng vé trinh tw véi SEQ ID NO:117 va chudi
V1 tuong tmg vé trinh ty véi SEQ ID NO:169. Theo mét s phwong 4n, khéng thé khang
CD40 ¢6 chira chudi Vi tuong tmg vé trinh ty voi SEQ ID NO:117 va chudi Vi twong
{mg v& trinh tr véi SEQ ID NO:170. Theo mét s6 phuong 4n, khang thé khang CD40
¢6 chita chudi Vi twong émg vé trinh ty v6i SEQ ID NO:117 va chudi Vi tuong g vé
trinh tu v6i SEQ ID NO:171. Theo mot s§ phwong én, khang thé khang CD40 c6 chira
chudi Vi tuong tng vé trinh tu véi SEQ ID NO:118 va chudi Vi twong tmg vé trinh tur
v&i SEQ ID NO:164. Theo mét s6 phuong 4n, khéng thé khang CD40 ¢6 chira chudi Vi
tuwong tmg v& trinh tw v6i SEQ ID NO:122 va chudi Vi tuong tng vé trinh tw v6i SEQ
ID NO:167. Theo mdt sé phurong 4n, khang thé khang CD40 c6 chita chudi Vi twong
tmg v& trinh tw v6i SEQ ID NO:122 va chudi Vi twong tmg v& trinh ty v6i SEQ ID
NO:168. Theo mdt sé phuong 4n, khang thé khang CD40 c6 chira chudi Vu tuong Gmg
v& trinh tu v&i SEQ ID NO:123 va chudi Vi tuong tmg vé trinh tu voi SEQ ID NO:169.

Theo mot sd phuong 4n, khang thé khang CD40 canh tranh dé lién két CD40 &
nguoi trong thir nghiém in vitro véi khang thé tham chiéu. Theo mot s6 phuong an,
khang thé khang CD40 canh tranh dé lién két CD40 & ngudi trén té bao biéu hi¢n CD40
& ngudi. Khang thé tham chiéu ¢ thé 1a khang thé bt ky trong s6 céc khang thé khang
CD40 dugc mo ta trong ban mod ta nay. Theo mot s6 phuong 4n, khdng thé tham chiéu
1a khang thé duoc cung chp trong BANG 3. Theo c4c phuong 4n cu thé, khang thé tham
chiéu duoc chon tir khang thé AD163.9.3 ("muAb1"); khang thé AD166.4.4 ("muAb2");
khang thé AD175.14.11 ("muAb3"); khang thé AD163.10.7 ("muAb4"); khang the
AD165.1.2 ("muAb5"); khang thé AD163.162.1 ("muAb6"); khang thé AD163.27.12
("muAb7"); khang thé AD163.7.2 ("muAbg8"); khang thé AD164.14.6 ("muAb9"); va
khéng thé AD164.76.2 ("muAb10"). Theo mét s6 phuong an, khéng thé tham chiéu 1a
phién ban dugc lam cho gidng ngudi clia khéng thé dugc cung cip trong BANG 3. Theo

mot s6 phuong an, khang thé tham chiéu 12 phién ban dugc lam cho gidng ngudi cua
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muAb6, muAb8, hoic muAb9. Theo phuong an cu thé, khang thé tham chiéu 12 huAb9-
2. Theo phuong an khéc, khang thé tham chiéu 12 huAb9-5. Theo phuong an cu thé khac,
khang thé tham chiéu 12 huAb9 A2L

Sur cai bién sau dich ma déi véi cac trinh tw ciia khang thé khang CD40 c6 thé
x4y ra, chrfmg han nhu phan cét mot hodc nhiéu (vidu, 1,2, 3, hoac nhiéu hon) géc axit

amin & dau tan cung C cta chuoi nang khang the.

Theo mét sd phuong an, khang thé khang CD40 c6 chira chudi nang theo trinh tyr
bét ky trong s6 cac SEQ ID NO: 130-135, va chudi nhe theo cac SEQ ID NO: 140-142.
Theo cac phuong an nhét dinh, khang thé khang CD40 c6 chira chudi ning theo cac
SEQ ID NO: 130 hoac 131, va chudi nhe c¢6 SEQ ID NO: 140. Theo cac phuong an nhét
dinh, khéng thé khang CD40 c6 chua chudi ning theo cac SEQ ID NO: 132 hodc 133,
va chudi nhe ¢6 SEQ ID NO: 140. Theo céc phuong 4n nhit dinh, khang thé khang
CD40 c6 chtra chudi nang theo cac SEQ ID NO: 134 hodc 135, va chudi nhe c6 SEQ ID
NO: 140. Theo céc phuong 4n nhét dinh, khang thé khang CD40 c¢6 chira chudi nang
theo cac SEQ ID NO: 132 hodc 133, va chudi nhe c6 SEQ ID NO: 141. Theo cac phuong
4n nhét dinh, khang thé khang CD40 c6 chua chudi ning theo cac SEQ ID NO: 132 hoac
133, va chudi nhe c¢6 SEQ ID NO: 142.

Khéng thé khang CD40 dugc mo ta trong ban mo ta nay thuong lién két ddc hiéu
v6i CD40 & ngudi. Phan img chéo ctia khang thé dé lién két véi CD40 tir cac loai khac,
vi du, tir khi, vi du, khi cynomolgus, ¢o thé mang lai cac uu diém, chéng han nhu kha
nang thir nghiém ¢ mau dong vat khi vé hoat tinh sinh hoc. Thit nghiém mau dong vat
nay c6 thé dugc sir dung dé sang loc khang thé khang CD40 @& chon loc céc tinh chét,
vi du, dugc dong hoc thich hop. Theo mot s6 phuong an, khang thé khang CD40 lién
két voi CD40 & khi cynomolgus.

Céc thtt nghiém vé canh tranh bao gém, nhung khong chi giéi han &, thir nghi€ém
mién dich c6 gin nhin nguyén liéu phong xa (radioactive material labeled immunoassay
- RIA), thir nghiém hAp thu mién dich lién két enzym (ELISA), ELISA dang kep, thur
nghiém phén loai té bao hoat héa huynh quang (FACS), va thir nghiém cong huong

plasmon bé mit.
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Khi thuc hién thir ngiém canh tranh khang thé gitta khang thé tham chiéu va
khang thé thir nghiém (bét ké cac loai hodc phan 16p nao), trudce hét nguoi ta c6 thé gin
nhin khang thé tham chiéu bang nhin c6 thé phét hién duoc, chang han nhw nhan huynh
quang, nhan biotin hodc nhan enzym (hodc tham chi 1a ¢6 hoat tinh phong xa) dé cho
phép nhén dién sau do. Trong trudng hop nay, té bao biéu hién CD40 & nguoi duge 4
v6i khang thé thir nghiém chua gén nhan, khang thé tham chiéu da gin nhin dugc thém
vao, va cuong dd nhan da lién két dugce do. Néu khang thé thir nghiém canh tranh v6i
khang thé tham chiéu da gin nhan bang lién két véi epitop gbi, cudong do sé giam twong

quan v6i phan Umg d6i chung duoc tién hanh ma khong c6 khang thé thir nghiém.

Theo phuong an cu thé v& thir nghiém nay, nong d khéng thé tham chiéu da gin
nhan c6 hiéu suét lién két t5i da bang 80% ("concsos") trong cac diéu kién thir nghiém
(vi du, mat do cu thé cua té bao) duge x4c dinh dau tién, va thir nghiém canh tranh duoc
tién hanh v6i 10X concses ciia khang thé thir nghiém chua gdn nhin va concgoy cua

khéng thé tham chiéu di gan nhan.

C6 thé biéu hién su tc ché duéi dang hé‘mg s6 uc ché, hay K, dugc tinh toan theo

cong thire sau day:
Ki=1Cso/ (1 + [ndng d6 Ab tham chiéu]/Kq),

trong d6 ICso 1a ndng do khing thé thr nghiém ma mang lai sy giam di
50% cta sur lién két clia khang thé tham chiéu va Kq 12 hing s6 phan ly cta khang thé
tham chiéu, phép do 4i lyc ctia n6 dbi véi CD40 & ngudi. Khang thé canh tranh véi
khang thé khang CD40 duge boc 10 trong ban mo ta nay c6 thé ¢6 K; nam trong khoang
tr 10 pM dén 1000 nM trong céc diéu kién thir nghiém dugc mo ta trong ban mo ta nay.

Theo cac phuong an khac nhau, khang thé thir nghiém dugc coi 1a canh tranh voi
khang thé tham chiéu néu né 1am giam sy lién két cua khang thé tham chiéu bang it nhat
14 khoang 20% hodc nhiéu hon, vi du, bang it nhét 1a khoang 20%, 30%, 40%, 50%,
60%, 70%, 80%, 90%, 95% hozc tham chi 1a nhiéu hon, hodc bing ty 1¢ phan tram ndm
trong khoang gia tri bat ky trong sb cac gia tri néu trén, & ndng do khang thé tham chiéu
12 80% ve lién két t6i da trong cac diéu kién thtr nghiém cu thé dugc st dung, va ndng

d6 khang thé thir nghiém cao hon glp 10 1an so véi ndng do khang thé tham chiéu.
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Khang thé khang CD40 dugc mo té trong ban mo ta nay c6 kha nang chu van véi
CD40 6 nguoi (SEQ ID NO:40) bang cach hoat héa CD40 & nguoi thong qua it nhat 1a
hai co ché phan tmg. Theo mot s& phuong 4n, khang thé khang CD40 lién két CD40 &
nguoi khi khong ¢6 mat CD40L (SEQ ID NO:41), va tang cuong su truyén tin hiéu cia
CD40 & ngudi. Theo mdt sé phuong 4n, khang thé khang CD40 lién két phic hop da
lién két CD40L-CD40 & ngudi, va ting cuong su truyén tin hiéu ciia CD40 & ngudi.
Theo mot s6 phuong 4n, khang thé khang CD40 canh tranh dé lién két CD40 & nguoi
(SEQ ID NO:40) v6i khang thé déi chimg dugc chon tir cac khéng thé duge 1am cho
gidng ngudi duoc liét ké trong BANG 3, va hoat héa CD40 & nguoi doc 1ap voi phéi tur
CD40 & ngudi (SEQ ID NO:41), fitc I, khi khong c6 mat hodc c6 mit CD40L.

Téc dung ctia khéng thé khang CD40 1én trong tic CD40-CD40L ¢ ngudi c6 thé
duogc xac dinh béng cac thir nghiém da biét trong linh vuec, chéng han nhu thr nghiém
canh tranh CD40L duoc md ta trong Vi du 2. Ti 1€ cia ODaso dugc do ¢ cac mau chira
khang thé khang CD40 v6i ODaso dugc 14y tir mau khang thé dbi ching phan 16p ("ti 1¢
ODuso") ¢6 thé duoc st dung dé xéc dinh tac dung ctia khang thé khang CD40 1én CD40L
& ngudi lién két véi CD40 & ngudi. Ti 1€ OD4so bang 1 biéu thi khong ¢6 tac dung; nho
hon 1 biéu thi su canh tranh véi CD40L; 16n hon 1 biéu thi sw ting cuong cua lién két
CD40L v6i CD40. Theo mot sd phuong 4n, khang thé khang CD40 lam tang (#irc la,
tang cudong) su lién két cia CD40L & nguoi (SEQ ID NO:41) déi véi CD40 & ngudi
(SEQ ID NO:40) nhu dugc x4c dinh theo ti 16 ODaso. Su ting cudng lién két CD40L v&i
CD40 theo cac ti 1€ ODaso it nhét 1a khoang 1,2, chéng han nhu khoang 1,3, 1,4, 1,5, 1,6,
1,7, 1,8, 1,9, 2,0,2,2, 2,4, 2,5, 2,6, 2,8, 3,0 hodc 16n hon.

Thit nghiém dac hiéu va cac didu kién thir nghiém hiru dung dé dénh gid liéu
khang thé c6 canh tranh dé lién két CD40 & nguoi vé6i khang thé tham chiéu nhu duoc
mo ta trong ban mo ta nay hay khong duoc cung cép trong Vi du 2. C6 thé xac dinh su
canh tranh khang thé béng thr nghiém cdng hudng plasmon bé mat nhu duge mo ta
trong Vi du 2, hoac theo quy trinh lién két canh tranh dugc mo ta trong Phén 8.4.3.

Mic du khang thé khang CD40 chii van hoat hoa hé mién dich dé gay ra tic dung
khang khdi u, sy hoat hoa mién dich toan than chung mé rong & tAt c& cac loai té bao co
thé dan dén tac dung phu khong mong mudn. Theo d6, theo mdt sb phuong 4n, khang

thé khang CD40 hoat héa dép tmg mién dich qua trung gian té bao dang tua c6 chon loc
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vuot trén dap ung mién dich té bao B khi so v6i khang thé khang CD40 tham chiéu.
Theo mot sé phuong 4n, khang thé khang CD40 tham chiéu 1a CP-870,893. Theo mot
s6 phuong 4n, khéng thé khang CD40 c6 hoat tinh twong tu, vi du, su san xuét IL-12p70
& lidu luong duge néu, trong khoang 200%, chang han nhu trong khoéng 180%, 150%,
130%, 110%, 100%, 90%, 80%, 70%, 60%, 50%, 40%, 30%, 25%, 20%, 15%, 10%,
hoac khoang 5%, trong viéc hoat hoa té bao dang tua khi so véi sy san xuét IL-12p70 &
cing liéu luong cla khang thé khang CD40 tham chiéu trong thir nghiém dugc mo ta
trong Phan 8.1.3. Theo mot s6 phuong 4n, khang thé khang CD40 c6 hiéu lyc thap hon
v& sur hoat hoa té bao B khi so véi khang thé khang CD40 tham chiéu. Ti 1& ECso té bao
B ciia khang thé khang CD40 déi v6i khéng thé khang CD40 tham chiéu c6 thé 16n hon
khoang 1.5, chéng han nhu khoang 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 15, 20, 30, 40, 50 hodc 16n hon,
trong thtr nghiém dugc mo ta trong Phan 8.5.3. Theo mdt s6 phuong 4n, khang thé khang
CD40 c6 hoat tinh twong tu vé viéc hoat hoa té bao dang tua va hiéu luc thép hon vé

viéc hoat hoa té bao B khi so v6i khang thé khang CD40 tham chiéu.

Polynucleotit M Héa Khing Thé Khang CD40, H¢ Thong Biéu Hién Va Phuong
Phap Tao Ra Khang Thé

Sang ché bao ham phan t axit nucleic ma hoa gen chudi nhe va chudi ning
olobulin mién dich dbi véi khang thé khang CD40, vat truyén c6 chira céc axit nucleic

nay, va té bao chii c6 kha ning tao ra khang thé khang CD40 theo séng ché.

Khéng thé khang CD40 theo sang ché c6 thé duge didu ché bang cach biéu hién
t4i t& hop gen chudi nhe va chudi ning globulin mién dich & t& bao chu. DE bicu hién
khang thé tai to hop, té bao chu duoc chuyén nap v6i mot hodc nhiéu vat truyén biéu
hién tai t hop mang manh ADN ma héa cac chudi nhe va chudi ning globulin mién
dich cua khéang thé sao cho cac chudi nhe va chudi ning dugc biéu hién & té bao chi va,
thy ¥, dugc tiét vao moi trudong trong do té bao chu dugc nudi cdy, tir moi truong do
khang thé c6 thé duge thu hdi. Sir dung cac phuong phap ADN tai t hop tiéu chudn dé
thu 14y cac gen chudi ning va chudi nhe khang thé, két hop céc gen ndy vao vét truyén
biéu hién tai t6 hop va dua vat truyén vao té bao chi, chang han nhu cdc phuong phép
duogc mo ta trong tai liéu Molecular Cloning; A Laboratory Manual, Second Edition

(Sambrook, Fritsch and Maniatis (eds), Cold Spring Harbor, N. Y., 1989), Current
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Protocols in Molecular Biology (Ausubel, F.M. et al, eds., Greene Publishing
Associates, 1989) va trong Bing Sang Ché My S6 4,816,397.

Pé tao ra axit nucleic ma hoa khang thé khang CD40 nay, dau tién manh ADN
ma hoa ving bién dbi chudi nhe va chudi nang duge thu liy. C6 thé thu 14y cac ADN
nay bang cach khuéch dai va cai bién ADN dong mam hodc cADN ma héa cac trinh tu
bién ddi chudi nhe va chudi nang, vi du bing cich sit dung phéan tng chudi polymeraza
(PCR). Cac trinh ty ADN dong mam ddi véi gen viing bién d6i chudi nang va chudi nhe
& ngudi da biét trong linh vie (Xem tai liéw, vi du, co s& dit liu trinh tw dong mam &
ngudi "VBASE"; cling xem tai liéu Kabat, E. A. et al,, 1991, Sequences of Proteins of
Immunological Interest, Fifth Edition, U.S. Department of Health and Human Services,
NIH Publication No. 91-3242; Tomlinson et al., 1992, J. Mol. Biol. 22T:116-198; va
Cox et al., 1994, Eur. J. Immunol. 24:827-836; ndi dung cua mdi tai liéu duge két hop

trong ban mo ta nay nhim muc dich tham khao).

Ngay khi manh ADN ma héa phan doan Vu va Vi ¢6 li€n quan dén khang thé
khang CD40 duogc thu 14y, cac manh ADN nay con c6 thé duoc thao tic bang cac k§
thust ADN t&i t6 hop tiéu chuén, vi du dé chuyén dbi gen ving bién déi thanh gen chubi
khang thé chiéu dai diy di, thanh gen manh Fab hodc thanh gen scFv. Trong céc thao
thc ndy, manh ADN ma héa Vi hodc Vi duge lién két c6 diéu khién v6i manh ADN
khéc mi hoa protein khac, chéng han nhu vung khéng dbi khéng thé hodc cau ndi linh
hoat. Thuét ngir "lién két c6 diéu khién," nhu duge st dung trong ngit canh nay, dugc
du dinh c6 nghia 1a hai manh ADN dugc lién két sao cho céc trinh tu axit amin dugc ma

héa béi hai manh ADN t6n tai trong khung.

ADN dugc phan 1ap ma héa ving Vi c6 thé duge chuyén doi thanh gen chudi
ning chidu dai diy du bing cach lién két c6 diéu khién ADN ma héa Vi v6i phén tit
ADN khéc ma hoa ving khong ddi chudi nang (CH1, CH2, CH3 va, tily y, CH4). Céc
trinh tu cia gen vung khong d6i chudi nang & nguoi da biét trong linh vuc (Xem tai liéy,
vi du, Kabat, E.A., et al., 1991, Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fifth
Edition, U.S. Department of Health va Human Services, NIH Publication No. 91-3242)
va manh ADN bao ham céc ving nay co thé dugc thu 14y bang cach khuéch dai PCR
tiéu chuén. Vung khong doi chudi ning c6 thé 1a ving khong d6i IgGi, 1gG2, 1gGs, IgGa,
IgA, IgE, IgM hoac IgD, nhung theo cidc phuong an nhét dinh 12 IgG; hodc IgGa. Pbi
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v6i gen chudi ngng manh Fab, ADN ma héa Vu c6 the duoc lién két co diéu khién voi

phén tir ADN khac chi ma héa ving khong d6i chudi nang CHI.

ADN duge phan 14p ma hoa ving Vi ¢6 thé duge chuyén doi thanh gen chudi
nhe chidu dai diy da (ciing nhu 1a gen chudi nhe Fab) bing cach lién két c6 diéu khién
ADN ma hoa Vi d6i véi phan tir ADN khac ma hoa ving khong d6i chudi nhe, CL. C4c
trinh tu clia gen ving khong ddi chudi nhe & ngudi da biét trong linh vie (Xem tai liéu,
vi du, Kabat, et al, 1991, Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fifth
Edition, U.S. Department of Health and Human Services, NIH Publication No. 91-3242)
va manh ADN bao ham céc ving nay c6 thé dugc thu 14y bang cach khuéch dai PCR
tiéu chuin. Ving khong ddi chudi nhe c6 thé 1a ving khong dbi kappa hodc lambda,
nhung theo cac phuong an nhét dinh 1a ving khong d6i kappa. Dé tao gen scFv, manh
ADN ma héa Vi va Vi dugc lién két c6 diéu khién v6i manh khdc ma héa cau ndi linh
hoat, vi du, ma héa trinh tu axit amin (Glys~Ser)s (SEQ ID NO:200), sao cho cac trinh
tir Viy va VL ¢6 thé dugc biéu hién dudi dang protein chudi don lién k&, véi cac ving Vi
va Vi duoc lién két bang ciu ndi linh hoat (Xem tdi liéu, vi du, Bird et al., 1988, Science
242:423-426; Huston et al, 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883;
McCafferty et al., 1990, Nature 348:552-554).

D& bibu hién khang thé khang CD40 theo séng ché, ADN mi héa cac chudi nhe
va chudi ning mot phﬁn hodc chiéu dai dﬁy du, duogc thu léy nhu dugc mod ta ¢ trén,
duoc cai xen vao vat truyén biéu hién sao cho gen duoc lién két c¢6 diéu khién véi cac
trinh tu kiém soat su phién ma va dich ma. Trong ngir canh nay, thuat ngit "lién két c6
diéu khién" duoc du dinh c6 nghia la gen khang thé duoc ndi vao vat truyén sao cho céc
trinh tu kiém soét su phién ma va dich ma trong vat truyén gitp cho chic nang da du
dinh cua chung vé diéu hoa su dich ma va phién ma cia gen khang thé. Vat truyén biéu
hién va céc trinh tu kiém soat biéu hién dugc chon loc dé c6 thé twong thich véi té bao
chi bidu hién dugc sir dung. Gen chudi nhe khang thé va gen chudi ning khang thé ¢6
thé dugc cai xen vao céac vat truyén riéng r& hodc, théng thuong hon 1a, ca hai gen dugc

cai xen vao cung vat truyén bicu hién.

Gen khang thé dugc cai xen vao vt truyén bicu hién bang cac phuong phap tiéu
chuén (vi du, n6i vi tri gi6i han bo sung trén cac manh gen khang the va vét truyén, hodc

ndi dau cut néu khong c6 cac vi tri giGi han). Trudce khi cai xen trinh ty chu6i nhe hoac
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chudi ning c6 lién quan khang thé khang CD40, vat truyén biéu hién c6 thé mang céc
trinh tu ving khong dbi khang thé. Vi du, mot phuong phap dé chuyén doi cac trinh tur
Vi va V1 c6 lién quan khang thé don dong khang CD40 véi gen khang thé chiéu dai day
du 1a cai xen ching vao vét truyén biéu hién 1in luot ma hoa ving bién d6i chudi ning
va ving khong dbi chudi nhe, sao cho phan doan Vi duge lién két ¢6 diéu khién voi
(cac) phan doan CH trong vat truyén va phan doan Vi dugc lién két c6 diéu khién véi
phan doan CL trong vat truyén. Ngoai ra hodc theo cach khac, vat truyén biéu hién tai
t8 hop ¢6 thé ma héa peptit tin hidu tao thuan loi dé tiét ra chudi khang thé tir t€ bao chu.
Gen chudi khang thé c6 thé duoc tao dong thanh vat truyén sao cho peptit tin hiéu duoc
lién két & khung v6i cac dau tan cling amin cua gen chudi khang thé. Peptit tin hiéu c6
thé 1a peptit tin hiéu globulin mién dich hodc peptit tin hiéu khac loai (#¢c la, peptit tin

hiéu tir protein khong phai globulin mién dich).

Ngoai cac gen chudi khang thé, vat truyén biéu hién tai t6 hop theo sang ché
mang cac trinh ty didu hoa ma kiém soat sy biéu hién ctia gen chudi khang thé & té bao
chii. Thuét ngit "trinh tw didu hoa" dugc du dinh bao gom ving khoi dong, ving tang
cudng va cac yéu t5 kiém soat su biéu hién khac (vi du, tin hiéu polyadenyl hoa) kiém
soat su phién ma hodc dich mi cta gen chudi khang thé. Cac trinh tu diéu hoa nay duoc
mo t4, vi du, trong tai litu Goeddel, Gene Expression Technology: Methods in
Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA, 1990. Nguoi c6 hiéu biét trung binh
trong linh vuc hiéu 1o réng viéc thiét ké vat truyén biéu hién, bao gém viéc chon loc
trinh tu didu hoa c6 thé phu thude vao céc yéu t6 nhu su lva chon té bao chu dugc bién
nap, muc do biéu hién cua protein mong mudn, v.v. Trinh ty diéu hoa phu hop dé biéu
hién té bao chi & dong vat c6 va bao gbm cac yéu t6 thudc virut ma dinh huong cac mire
dd cao cua viéc biéu hién protein & té bao dong vat co vu, ching han nhu vung khoi
dong va/hoac vung tang cuong ¢ ngudn gdc tir cytomegalovirut (CMV) (chang han nhu
ving diéu hoa/ving ting cuong CMV), Virut Khi 40 (SV40) (chang han nhu ving diéu
hoa/ving ting cudng SV40), adenovirut, (vi du, ving khéi dong mudn chinh adenovirut
(AdMLP)) va polyoma. Mo ta thém vé cac yéu t6 diéu hoa thudc virut, va cac trinh tu
ctia chang, xem tai liéu, vi du, Bing Sang Ché M¥ S6 5,168,062 ctia Stinski, Bang Sang
Ché My S6 4,510,245 ctia Bell va céng su, va Bing Sang Ché My S0 4,968,615 ctia

Schaffner va cong su
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Ngoai cac gen chudi khéng thé va trinh tu didu hoa, vét truyén biéu hién tai to
hop theo sang ché co thé mang cac trinh ty khac, chéng han nhu cac trinh tu ma diéu
hoa su sao chép cia vat truyén & té bao chu (vi du, diém mo dau sao chép) va cac gen
chi thi ¢6 tinh chon loc. Gen chi thi ¢6 tinh chon loc tao thuan lgi cho viéc chon loc té
bao chii ma vat truyén da duoc dua vao d6 (Xem tai liéu, vi du, cac Bang Sang Ché My
S6 4,399,216, 4,634,665 va 5,179,017, tit ca clia Axel va cong sw). Vi du, thuong 1a gen
chi thi c6 tinh chon loc mang tinh khéang dbi voi thudc, ch‘fmg han nhu G418,
hygromyxin hodc methotrexat, trén té bao chii ma vt truyén da dugc dua vao. Céc gen
chi thi ¢6 tinh chon loc phu hop bao gbdm gen dihydrofolat reductaza (DHFR) (dé sur
dung trong té bao chi DHFR" v6i viée chon loc/khuéch dai methotrexat) va gen neo (dé
chon loc G418). D& biu hién cac chudi nhe va chudi ning, (cac) vat truyén biéu hién
mi hoa cac chudi ning va chudi nhe dugce bién nap vao té bao chi bang cac k¥ thuat
tiéu chudn. Cac dang khac nhau cua thuét ngix "chuyén nap" dugc du dinh la bao ham
nhidu k§ thuat thuong duge st dung dé dua ADN ngoai sinh vao té bao chii nhén so
hoac nhan chuan, vi du, duc 16 dién, chuyén nhiém liposom, két taa canxi-phosphat,

chuyén nap DEAE-dextran va dang tuong tu.

C6 thé bidu hién khang thé theo séng ché & té bao chii nhan so hogc té bao chi
nhén chuén. Theo cac phrong dn nhét dinh, viéc biéu hién khang thé dugc tién hanh &
cac té bao nhan chudn, vi du, té bao chu & dong vat c6 vu, co su tiét ra tdi wu cua khang
thé duoc cudn gap thich hgp va c6 hoat tinh mién dich. Té bao chu & dong vat c6 va vi
du dé biéu hién khang thé tai t6 hop theo sang ché bao gdbm Té Bao Tring Chudt Dong
Trung Quéc (té bao CHO) (bao gbdm té bao CHO DHFR", dugc md ta trong tai li¢u
Utrlaub and Chasin, 1980, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216-4220, duoc sir dung v6i
chét chi thi c¢6 tinh chon loc DHFR, vi du, nhu dugc md ta trong tai liéu Kaufman and
Sharp, 1982, Mol. Biol. 159:601-621), t& bao u tity NSO, té bao COS va té bao SP2. Khi
vat truyén biéu hién tai t6 hop ma hoéa gen khang thé duoc dua vao té bao chi & dong
vat ¢6 v, khang thé duoc tao ra bang cach nudi cdy té bao chu trong khoang thoi gian
da @ cho phép biéu hién khéng thé & té bao chu hodc su tiét khang thé vao moi truong
nudi ciy trong doé té bao chu phat trién. Khang thé c6 thé dugc thu hoi tir moi truong
nudi cdy bang cach str dung cac phuong phap tinh ché protein chuin. Té bao chu ciing

¢6 thé duge str dung dé san xuat cac méanh khang thé chirc nang, chang han nhu cac
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manh Fab hoac cac phan tir scEFv. Cén hiéu ring c4c bién d6i ciia quy trinh néu trén cling
thugc pham vi cua sang ché. Vi du, ¢6 thé diéu mong mubn 12 chuyén nap té bao chu
véi ADN ma hoa chudi nhe hodc chudi ning (nhung khong phai ca hai) ctia khang thé
khang CD40 theo sédng ché.

Cong nghé ADN tai td hop cling c6 thé dugc st dung dé loai bo mot sb hoac tat
ca cac ADN ma hoa cho mot trong hai hodc cd hai chudi nhe va chudi ning ma khong
cn thiét dé lién két véi CD40 & nguoi. Cac phan tir duge biéu hién tir cac phan tir ADN

duoc cit cut nay cling c6 thé dugc bao ham bai khang thé theo sang ché.

Dé bidu hién tai t6 hop khang thé khang CD40 theo sang ché, té bao chu ¢6 thé
duge dong bién nap v6i hai vat truyén biéu hién theo sdng ché, vat truyén thtr nhat ma
hoéa polypeptit co ngudn gde tir chudi ning va vat truyén thir hai ma héa polypeptit c6
ngudn gbc tir chudi nhe. Hai vat truyén c6 thé chira chét chi thi c6 tinh chon loc twong
déng, hoic mdi vat truyén ¢6 thé chira chét chi thi ¢ tinh chon loc riéng r&. Theo cach
khéc, vat truyén don c6 thé dugc st dung ma hoa ca hai polypeptit chudi ning va chudi

nhe.

Ngay khi axit nucleic ma héa mot hodc nhiéu phan ctia khang thé khang CD40,
su l1am thay dbi hoac dot bién khac c6 thé dugc dua vao trinh tw ma hoéa, vi du dé tao ra
axit nucleic ma hoa khang thé véi cac trinh tw CDR khéc nhau, khang thé ¢6 ai luc giam

d6i vé6i thu thé Fe, hoac khang thé ctia cac 16p phu khac nhau.

Khéng thé khang CD40 theo sang ché ciing c6 thé duoc tao ra bing cach tong
hop hoéa hoc (vi du, bang phuwong phap dugc md ta trong tai liéu Solid Phase Peptide
Synthesis, 21d ed., 1984 The Pierce Chemical Co., Rockford, Ill.). Cac khang thé bién
thé ciing ¢6 thé duoc tao ra bang cach st dung nén tang khong co té bao (Xem tai liéu,
vi du, Chu et al., Biochemia No. 2, 2001 (Roche Molecular Biologicals) va Murray e?
al., 2013, Current Opinion in Chemical Biology, 17:420-426).

Ngay khi khang thé khang CD40 theo séng ché da duoc tao ra bang cach biéu
hién t4i t& hop, c6 thé tinh ché né bing phwong phap bt ky da biét trong linh vuc dé
tinh ché phan tir globulin mién dich, vi du, bing cach séc ky (vi du, sic ky trao doi ion,
séc ky 4i lue, va séc ky cot kich thudce), ly tam, do hoa tan khac biét, hogc bang k§ thudt
tiéu chudn bét ky khac dé tinh ché protein. Ngoai ra, khang thé khang CD40 theo sédng
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ché ¢6 thé duogc dung hop véi trinh tu polypeptit khac loai duge mo ta trong ban mo6 ta

nay hoic theo céch khac da biét trong linh vuc dé tao thuan loi cho viéc tinh ché.

Ngay khi dugc phan 14p, khang thé khang CD40 c6 thé, néu can, duoc tinh ché
thém, vi du, bang sac ky 1ong cao ap (xem tai liéu, vi du, Fisher, Laboratory Techniques
In Biochemistry and Molecular Biology, Work and Burdon, eds., Elsevier, 1980), hodc
bang sic ky loc gel trén cot Superdex™ 75 (Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Thuy
Dién).

Duwgc Phim

Khang thé khang CD40 dugc mo ta trong ban md ta nay c6 thé & dang hop phan
c¢6 chira khang thé va mot hodc nhiéu chét mang, ta dugc va/hodc chét pha loang. Hop
phan c6 thé duoc tao ché phdm dé sir dung cu thé, ching han nhu dé st dung trong thu
y hodc st dung trong dugc phim & nguoi. Dang hop phan (vi du, bot kho, ché pham
dang long, v.v.) va ta dugc, chét pha loang va/hodc chét mang dugc st dung sé phu thudc

vao viéc st dung khang thé da dy dinh va, dé st dung tri liéu, phuong thirc sir dung.

Dé str dung tri liéu, hop phan c6 thé dwgc cung cip dudi dang mot phan cia dugc
pham vb tring bao gdm chit mang dugce dung. Hop phén nay c6 thé & dang thich hop
bét ky (phu thudc vao phwong phap mong mudn dé sir dung né cho d6i tuong, vi du, d6i
twong 1a nguoi, tirc la, bénh nhéan). Dugc phém 6 thé duge dung cho dbi tuong theo
nhiéu duong chéng han nhu dudng miéng, qua da, dudi da, dudng mili, trong tinh mach,
trong co, trong khéi u, ndi tiy mac, tai chd hogc cuc bd. Puong dung phu hop nhét trong
truong hop da néu bét ky phu thudc vao khéng thé cu thé, dbi tugng, va tu nhién va tinh
nghiém trong cuia bénh va tinh trang thé chét cua d6i tugng. Thuong 13, duge pham s&

duoc dung trong tinh mach hodc dudi da.

Dugc phim c6 thé c6 mit thich hop & dang liéu lugng don vi chita luong da xac
dinh trude cua khang thé khang CD40 dugc md ta trong ban mo ta nay trén mdi lidu
lrong. Ham luong khang thé khang CD40 dugc bao gbm & lidu lugng don vi s& phu
thudc vao bénh dang dugc diéu tri, cling nhu 12 cac yéu t6 khac nhu da biét r5 trong linh
vue. Cac liéu luong don vi ny c6 thé & dang bot kho duge lam dong khé chira ham
luvong khang thé phit hop dé ding don 1¢, hodc & dang long. Céc dang liéu lugng don vi

bot kho co thé dugc dong goi trong bo kit ¢o 6ng tiém, ham Iwong thich hgp cua chét
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pha lodng va/hodc cac hop phan khéc hiru dung dé dung. Céc liéu lugng don vi & dang
16ng c6 thé duge cung cap thich hop & dang dng tiém da duoc nhdi trude véi ham lugng

khang thé khang CD40 phu hop dé dung don 1&.

Dugc pham ciing c6 thé dugc cung cip & dang khéi 16n chira cdc ham lugng

khang thé khang CD40 phi hop dé ding nhiéu lan.

Duoc pham c6 thé duoc didu ché dé luu trit dudi dang ché pham déng kho hodc
dung dich trong nudc bang céach tron khang thé c6 mic do tinh khiét mong mudn véi
chit mang, ta duoc hodc chit 1am 6n dinh dugc dung tuy y thuong dung trong linh vuc
(tt ca chat dugc dé cap trong ban mo ta nay 1a "chét mang"), titc la, chét dém, chat lam
n dinh, chit bao quan, chat ting cuong, chét ty khong ion, chét chéng oxy hoa, va cac
chit phu gia hdn tap khac. Xem fai liéu, Remington's Pharmaceutical Sciences, 16th
edition (Osol, ed. 1980). Cac phu gia nay khong gy doc déi voi thé nhan & céc licu

lwong va nong do duge dung.

Chét dém gitip duy tri do pH trong khoang x4p xi v6i diéu kién sinh Iy. Chung
¢6 thé c6 mat & nhiéu nong do, nhung thuong c6 mit & cac ndng do nam trong khoang
tir khodng 2 mM dén khoang 50 mM. Chét dém phu hop dé stir dung theo séng ché bao
gém ¢4 axit hitu co va axit vo co va mudi cia chiing chrflng han nhu dém xitrat (vi du,
hdn hop mononatri xitrat-dinatri xitrat, hdn hop axit xitric-trinatri Xitrat, hdn hop axit
xitric-mononatri xitrat, v.v.), dém sucxinat (vi du, hdn hop axit sucxinic-mononatri
sucxinat, hdn hop axit sucxinic-natri hydroxit, hdn hop axit sucxinic-dinatri sucxinat,
v.v.), dém tartrat (vi du, hdn hop axit tartaric-natri tartrat, hén hop axit tartaric-kali
tartrat, hdn hop axit tartaric-natri hydroxit, v.v.), dém phosphat (vi du, hdn hop axit
phosphoric-mononatri phosphat, hén hop axit phosphoric-dinatri phosphat, hdn hop
mononatri phosphat -dinatri phosphat, v.v.), dém gluconat (v du, hdn hop axit gluconic-
natri gluconat, hdn hop axit gluconic-natri hydroxit, hdn hop axit gluconic-kali gluconat,
v.v.), dém oxalat (vi du, hdn hop axit oxalic-natri oxalat, hdn hop axit oxalic-natri
hydroxit, hdn hop axit oxalic-kali oxalat, v.v.), dém lactat (vi du, hdn hop axit lactic-
natri lactat, hdn hop axit lactic-natri hydroxit, hdn hop axit lactic-kali lactat, v.v.) va dém
axetat (vi du, hon hop axit axetic-natri axetat, hdn hop axit axetic-natri hydroxit, v.v.).

Ngoai ra, dém fumarat, dém histidin va mudi trimetylamin ching han nhu 2-amino-2-
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hydroxymetyl-propan-1,3-diol (ture la, Tris, THAM, hoac

tris(hydroxymetyl)aminometan) c6 thé dugc st dung.

Chét 1am ding troong d6i khi duge goi 1a "chét 1am 6n dinh" c6 thé dugc thém
vao dé dam bao tinh dang truong ctia hop phén dang 1éng theo sang ché va bao gdm
rugu dudng polyhydric, vi du rugu duong trihydric hodc bac cao hon, ching han nhur
glyxerin, erythritol, arabitol, xylitol, sorbitol va mannitol. Céc chét 6n dinh ding dé chi
hang loat cac ta dugc ma co thé thay ddi vé chirc ning tir chét don dén chét b6 sung ma
hoa tan duoc chéit hoic giup ngan ngura sy bién tinh hodc dinh vao thanh vat chura. Chét
1am dn dinh thudng co thé la rugu dudng polyhydric (liét ké & trén); axit amin ching
han nhu arginin, lysin, glyxin, glutamin, asparagin, histidin, alanin, ornithin, loxin, 2-
phenylalanin, axit glutamic, threonin, v.v., duong hitu co hoac ruou dudng, chéng han
nhu lactoza, trehaloza, stachyose, mannitol, sorbitol, xylitol, ribitol, myoinositol,
galactitol, glyxerol va tuong tu, bao gbm cac cyclitol chang han nhu inositol; polyetylen
glycol; polyme axit amin; luu huynh chira cac chét khtr, chang han nhu ure, glutathion,
axit thioctic, natri thioglycolat, thioglyxerol, a-monothioglyxerol va natri thiosulfat;
polypeptit khéi lwong phan tir thap (vf du, cac peptit c6 10 gdc hodc it hon); polyme ua
nuée, ching han nhu polyvinylpyrrolidon monosaccarit, ching han nhu xyloza,
mannoza, fructoza, glucoza; disaccarit chéng han nhu lactoza, maltoza, sucroza va
trehaloza; va cac trisaccarit chang han nhu raffinoza; va cac polysaccarit ching han nhu
dextran. Chét 1am 6n dinh c6 thé c6 mit & lugng nam trong khoang tr khoang 0,5 dén

10% theo khéi lugng trén khéi lwgng ctia khang thé khang CDA40.

Chét hoat dong bé mat hoic chét tiy khong ion (con duge goi la "chit tao 4m")
¢6 thé dugc thém vao dé gitp hoa tan glycoprotein cling nhu 1a dé bao vé glycoprotein
chéng lai su két tu xay ra do khudy tron, ciing cho phép ché phdm duoc 10 ra ra véi bé
mat truot chiu Uing suét ma khong gdy ra su thoai hoa protein. Chét hoat dong bé mit
khong ion phu hgp bao gbm polysorbat (20, 80, v.v.), poloxamer (184, 188 v.v.), va rugu
da chuc pluronic. Chét hoat dong bé mit khong ion c6 thé c6 mat v6i luong nam trong

khoang tir khoang 0,05 mg/ml dén khoang 1,0 mg/ml.

Phuong éan vi du cu thé vé& hop phén trong nudc phu hgp dé dung thong qua truyén
trong tinh mach c6 chtra 10 mg/ml khang thé khang CD40, 15 mM dém histidin, do pH
6.0, sucroza 8,0% (khéi lwgng/thé tich), va polysorbat 80 0,05% (khdi lugng/thé tich).
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Theo cic phuong an nhét dinh, khéng thé khang CD40 1a khéng thé bat ky trong s6 cac
khang thé dugc lam gibng nguoi dugc mo ta trong BANG 3. Hop phén ¢6 thé ¢ dang
bot dong khd, ngay khi hoan nguyén vé6i 2,0 ml nude vo trung hodc dung dich khac phu
hop dé tiém hoic truyén (vi du, nuéc mubi 0,9%, dung dich Ringer, dung dich Ringer
Jactat, v.v.) tao ra hop phdn trong nu6c & trén. Hop phén, hodc cac phuong an khéc vé
hop phan, ciing c6 thé & dang 6ng tiém hodc dung cu khac phu hop dé tiém va/hoic
truyén da duoc d6 day trude véi ham lugng hop phan phit hop dé ding don 1é cua khang
thé khang CD40.
Phwong Phap Sit Dung
Loi ich tri liéu

Dit liéu dugc cung cap trong ban md ta nay ching to rang khang thé khang CD40
dugc mo ta trong ban mo ta nay chu van voi CD40 khi ¢6 mat té bao khdi u gay ra hoat
tinh khang khéi u tiém ning chdng lai khéi u rén in vivo. Theo d6, khang thé khang
CD40, manh lién két, va/hodc dugc pham c6 chira khéng thé khang CD40 c6 thé duoc

str dung tri liéu dé dicu tri khoi u ran.

Thong thuong, phuong phéap bao g6m viéc ding cho bénh nhén 1a ngudi c6 khéi
u dang rén lugng hitu hidu ctia khang thé khang CD40 chi van v6i CD40, va tiéu digt
va/hodc lam giam sy tang sinh t& bao khdi u dé mang lai 1¢i ich tri lidu. Khéi u dang rin
ma c6 thé duge didu tri bing khang thé khang CD40 bao gdm, nhung khong chi giéi han
&, ung thu tuyén thuong than, ung thu xwong, ung thu v, ung thu dai tryc trang, ung
thu thuc quan, ung thu mit, ung thu da day, ung thu dau va cd, ung thu than, ung thu
gan, ung thu phéi (vi du, ung thu phéi té bao khong nhé, u trung biéu mo), ung thu dau
va ¢d (v du, ung thu biéu mo té bao vay & dau va ¢b), u lympho (vi du, u lympho té bao
B), u melanin (vi du, u melanin éac tinh tién trién, u melanin da), ung thu miéng, ung thu
budng trimg, ung thu duong vat, ung thu tuyén tién liét, ung thu tuyén tuy, ung thu da,
ung thu tinh hoan, ung thu tuyén giap, ung thu c¢b tir cung, va ung thu &m dao. Theo mot
s6 phuong 4n, khéi u dang ran 1a ung thu dAu va cd, ung thu phdi, u melanin hodc ung

thu tuyén tuy.

Ung thu ¢6 thé méi duge chan doan va nguyén ban dé diéu tri, hodc co the tai

phat, kho chita, hodc tai phat va kho chira, hodc dang di can cua khéi urén. That vay, dit
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lidu in vivo & cdc mau phong ngira PC3 & chuot (HINH 12) thé hién khang thé khang
CD40 hitu hiéu trong viéc 1am giam kich thudc khéi u khi so véi viéc ding lidu lwong
v6i khang thé phan 16p.

Khong bi gi6i han béi Iy thuyét, tin ring khang thé khang CD40 hoat héa hé mién
dich bang cach chii van véi CD40. Sau do dap ung mién dich gay ra tic dung khang
khéi u 1én té bao khéi u 1an can, ma khong lién quan dén mirc d biéu hién CD40. Theo
d6, khang thé khang CD40 theo sang ché duoc mong cho 1a hitu hiéu chéng lai khéi u
dang ran CD40 duong hoic CD40 4m.

Khéng thé khang CD40 theo sang ché ¢6 thé duoc dung mdt minh (don tri ligu)
hodc bd trg cho, hodc clng véi, céc tri liéu khang ung thu va/hodc céac chét khang ung
thu hudng dich hoac khong huéng dich. Néu dugc ding dudi dang don tri liéu hodc bd
tro cho, hodc cung vdi, cac tri liéu hoac chit khac, ham lugng khéng thé khang CD40

dugc dung sao cho phéc dd tri liéu tong mang lai loi ich tri liéu.

Vi loi ich tri liéu c6 nghia 12 viéc sit dung khang thé khang CD40 dé diéu trj ung
thu & bénh nhan din dén loi ich 14m sang da dugc ching minh bét ky so v6i khong c6
trj liéu (khi thich hop) hodc ddi v6i tiéu chudn cham séc da biét. C6 thé danh gia loi ich
1am sang bang phuong phap bét ky da biét dbi v6i nguoi co hiéu biét trung binh trong
linh vuc. Theo mot phuong 4n, ddnh gia loi ich 1am sang dya trén ti 1¢ dap img muc tiéu
(objective response rate - ORR) (duoc xac dinh bang cach sit dung RECIST phién ban
1.1), khoang thoi gian dap ung (duration of response - DOR), su séng so6t khong tién
trién (progression-free survival - PFS), va/hodc su song so6t chung (overall survival -
0S). Theo mét sd phuong 4n, dap ing hoan toan bidu thi loi ich tri liéu. Theo mot sd
phuong an, dap ing mot phén biéu thi 1¢i ich trj liéu. Theo mot s6 phuong 4n, dap ung
dn dinh biéu thi loi ich tri liéu. Theo mot $6 phuong é4n, sy tang vé do séng sot chung
biéu thi loi ich tri liéu. Theo mdt sb phwong 4n, loi ich tri liéu ¢6 thé cau thanh sy phat
trién theo thoi gian dbi voi sy tién trién bénh va/hodc su phat trién & céac triéu chimg
hodc chét lugng cudc séng. Theo cac phuong an khac, loi ich tri li€u ¢ thé khong thé
hién ra khoang thoi gian kiém soat bénh ting, nhung ganh ning tri¢u ching giam r0 rét
din dén chat luong cudc sdng duoc cai thién. Nhu dugc hidu ro dbi voi ngudi ¢6 hiéu

biét trong linh vuec, lgi ich tri liéu c6 thé dugc quan sat thdy bang céach sir dung khéang
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thé khang CD40 mdt minh (don tri liéu) hodc bd tro cho, hodc cung véi, cac tri liéu

khang ung thu va/hodc cac chét khang ung thu huéng dich hoac khéng hudéng dich.

Thuong 13, danh gié loi ich tri liu b:?mg cach st dung cac thir nghiém lam sang
tieu chuan duoc thiét ké dé do dap tng véi tri liéu méi di voi ung thu. DE danh gia cac
loi ich tri lidu ctia khang thé khang CD40 dugc mé ta trong ban mo ta ndy c6 thé st
dung mot thtr nghiém hodc két hop cac thir nghiém sau day: (1) Tiéu Chuén Panh Gia
bap Ung O Khéi U Dang Réan (Response Evaluation Criteria In Solid Tumors -
RECIST) phién ban 1.1, (2) Tinh Trang Hoat Pong Nhém Ung Thu Hop Tac Phuong
bong (ECOG), (3) tiéu chuén dép ung c6 lién quan dén mién dich (irRC), (4) kha ning
danh gia bénh bang viéc danh gia khang nguyén ung thu, (5) bénh nhén dugc cong nhan
boi thang két qua bao cdo, va/hodc (6) Kaplan-Meier wée tinh cho sy séng s6t chung va

su song sot khong tien trién.

Panh gia su thay dbi vé ganh nang khdi u 1a dac diém quan trong cta viéc danh
gid 1am sang cac tri liéu ung thu. Ca do co khéi u (d4p tmg muc tiéu) va thoi gian dé
phat trién tién trién bénh 1a cac diém cubi quan trong trong cac thir nghiém 1am sang
ung thu. Tiéu chuin dp tmg dugc tiéu chuén hoéa, dugc goi 1a RECIST (Response
Evaluation Criteria in Solid Tumors - Tiéu Chuén Péanh Gia Pap Ung O Khéi U Dang
Rén), duge cong bd vao nam 2000. (RECIST 1.1) cép nhét dugc phat hanh vao nam
2009. Tiéu chuin RECIST thuong duge st dung trong céc thir nghiém lam sang trong
do6 dap ing muc tiéu la diém cudi nghién ctru co ban, ciing nhu 1a trong cac thir nghém
ma dénh gi4 dap tmg én dinh, tién trién khéi u hodc thoi gian dé phan tich sy tién trién
duogc tién hanh béi vi cac phép do két qua ndy dua trén dénh gid ganh ning khéi u giai
phau va su thay dbi ctia n6 qua céac khoa thir nghiém. BANG 4 cung cép cac dinh nghia
ctia tiéu chudn dap tmg dugc st dung dé xac dinh dap g khbi u muc tiéu véi thude

nghién ciru, chang han nhu khéng thé khang CD40 dugc mo ta trong ban md ta nay.

BANG 4

Dép g Tiéu chuan

bap ung hoan | Su bién mAt cia tAt ca cac thwong tén dich. Hach lympho bénh ly

toan (CR) bét ky (dich hay khong dich) phai c6 sy giam di 6 truc ngén xudng
<10 mm.
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BANG 4

Dap ung Tiéu chuin

Pap Ung Mot | Giam di it nhdt 12 30% & tong ciia cac dudng kinh ctia thurong ton

Phan dich, 14y lam tham chiéu téng dudng co s& cla cac dudong kinh.
(PR)

Bénh Tién trién | Tang lén it nhét 1a 20% & tong cla cac dudng kinh cia thuong
(PD) tdn dich, 14y lam tham chiéu tbng nhé nhat trong nghién ctru (n6
bao gdm tong dudng co s néu n6 12 nho nhét trong nghién ctru).
Ngoai su tdng twrong d6i bang 20%, tong cling phai ching t6 su
tang tuyét doi bang it nhit 1a 5 mm. (Lwu ¥: sy xuat hién ctia mot

ho#c nhiéu ton thwong méi ciing dugce coi la tien trién).

Pap Ung On | Khi khong c6 do co da dé xéc dinh dinh tinh d6i v6i PR hodc

Pinh khong tang du dé x4c dinh dinh tinh d6i véi PD, liy lam tham
(SD) chiéu tdng nho nhét cia cac duong kinh khi nghién ciru.

S6 do két qua thir cAp ma c6 thé duge st dung dé xac dinh loi ich tri liéu cua
khang thé khang CD40 dugc md ta trong ban md ta nay bao gbm, Ti L& Dép Ung Muc
Tiéu (ORR), Su Séng S6t Khong Tién Trién (PFS), Su Song S6t Chung (OS), Thoi Gian
Déap Ung Chung (DOR), va Do Sau Dap Ung (DpR). ORR dugc x4c dinh dudi dang ti
1€ cuia nhitng nguoi tham gia ma dat dén dap tmg hoan toan (CR) hodc dap ing mot phan
(PR). PFS dugc xac dinh dudi dang thoi gian tir ngay dung lidu lugng thir nhit cua
khang thé khang CD40 dén khi bénh tién trién hodc chét, tiry theo cai nao xay ra trude.
OS dugc xac dinh dudi dang khoang thoi gian tir ngay chin do&n hodc bit dau diéu tri
dbi v&i bénh, ma bénh nhan dugc chin doan méic bénh van con séng. DOR duoc xac
dinh duéi dang thoi gian tir CR hodc PR ban dau cta nguoi tham gia dén thoi gian tién
trién bénh. DpR duoc xé4c dinh dudi dang ti 1¢ ph?m tram cua do co khéiu quan sat duoc
& diém dap ung 16n nhit so véi tai luong khéi u dudng co sé. Diém két thic 1am sang
d6i véi ca ORR va PFS c6 thé dugc xac dinh dya trén tiéu chudn RECIST 1.1 duge md

ta & trén.
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Thang ECOG cua Tinh Trang Thuc Hién thé hién trén BANG 5 duoc st dung dé

mo ta muc dd hoat dong cia bénh nhan vé kha nang tu cham soc, hoat dong hang ngay,

va kha ning strc khoe cia ho. Thang nay dugc phat trién bdi Nhom Ung Thu Hop Tac

Phuong Dong (Eastern Cooperative Oncology Group - ECOG), hién nay la mot phan
cia Nhom Nghién Ctru Ung Thu ECOG-ACRIN, va cong bd vao nam 1982.

BANG 5
Loai Tinh Trang Thuc Hién ECOG

0 Hoat tinh ddy du, c6 thé tién hanh tit ca cac thuc hién trude khi bi bénh
ma khong bi han ché

1 Bi han ché & hoat dong tich cuc than thé nhung c6 thé di lai va c6 thé
the hién céc cong viée ¢6 ban chat nhe nhang hodc ngdi nhiéu, vi du,
viéc nha nhe nhang, cong viéc van phong

2 Su di lai va su c6 kha ning tu phuc vu hoan toan nhung khong thé thuc
hién hoat dong lam viéc bit ky ; 1én dén va khoang 16n hon 50% gio di
bd

3 Chi ¢6 kha nang tu phuc vu han ché; gi6i han & giuong hodc ghé hon
50% gio di b

4 Hoan toan khéng c¢6 kha nang; khong thé thuc hién viéc tu chim soc¢
bat kycannot; hoan toan bi han ché & girong hodc ghé

5 Chét

B6 tiéu chuan khac ma c6 thé dugc st dung dé xac dinh dic diém day dua va de

xac dinh dap ung voi chét tri liéu mién dich, ching han nhur liéu phép ung thu dua trén

khang thé, 1a tiéu chuan dap ung lién quan dén mién dich (immune-related response

criteria - irRC), ma duoc phét trién d€ do khoi u ran vao nam 2009, va cép nhat vao nam

2013 (Wolchok, et al. Clin. Cancer Res. 2009; 15(23): 7412-7420 va Nishino, et al. Clin.

Cancer Res. 2013: 19(14): 3936-3943, mdi tai liéu dugc két hop trong ban mé ta nay dé

tham khéo dén toan bo ndi dung ctia nd). Tiéu chuén irRC cip nhat thuong dugce dung

dé danh gia tac dung cua tac nhén tri li€u mién dich, chéng han nhu khang thé khéng
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CD40 duoc mo ta trong ban mo ta nay, 1én ganh nang khéi u, va xac dinh dép tng theo

BANG 6.

BANG 6

Dap ung Tiéu chuan

Pap ung hoan Bién mét tAt ca cac thuong ton dich trong hai 14n quan st lién

toan (CR) tiép cach nhau khong it hon 4 tudn

Pap Ung Mot | Gidm di it nhét 1a 30% & tdng cta cac duong kinh dai nhét cia
Phan (PR) thwong tén dich, 1iy lam tham chiéu tong dudng co s cua cac

duong kinh.

Bénh Tién trién | Tang 1én it nhat 12 20% & tong cla cac dudng kinh cua thuong
(PD) tén dich, l1ay 1am tham chiéu tng nho nhit trong nghién ctru (nd
bao gbm tong dudng co s& néu n6 12 nhoé nhét trong nghién ctru).
(Luu y: su xuét hién ctia mot hodc nhiéu ton thuong méi khong
duoc coi 1a tién trién. Phép do ton thuong méi dugc bao gdm

trong tong ciia cac phép do).

Pap Ung On |Khi khong c6 do co da dé xac dinh dinh tinh d6i v6i PR hogc

Pinh khong tang du dé x4c dinh dinh tinh d6i v6i PD, ldy lam tham
chiéu tdng nhé nhit cua cac duong kinh khi nghién ciru.

(SD)

Mot 1oi ich tri liéu vi du bét ngudn tir viéc st dung khang thé khang CD40 dugc
mo ta trong ban mo ta nay 1a diéu tri khdi u ran, du duge ding dudi dang don tri li¢u
hodc thém vao, hodc cing véi, céc tri liéu hodc tac nhan khéc, 1a su dap ing hoan toan.
Loi ich tri liéu khac vi du bt nguén tir viéc st dung khang thé khang CD40 dugc mo ta
trong ban mod ta nay la didu tri khdi u rén, du dugc ding duéi dang don tri liéu hodc
thém vao, hodic cung vdi, cac tri liéu hodc tac nhan khdc, 1a sy dap tmg hoan toan mot

phan.

Thang két qua bdo cdo bénh nhan hop 1é ciing ¢6 thé duoc sir dung dé bicu thi
dap g dugc tao ra bdi mdi bénh nhan qua hé thdng bao cao cu thé. Ngoai bénh duge

tap trung vao, thang két qua nay c6 lién quan dén chirc nang duoc giit lai trong khi quan
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ly tinh trang bénh man tinh. Mot vi du khong 1am gidi han sang ché vé thang két qua
b4o céo bénh nhan hop 1¢ 1a PROMIS® (Hé Théng Théong Tin Do Két Qua Béo Cao
Bénh Nhan - Patient Reported Outcomes Measurement Information System) tir Vién
Strc Khée Qudc Gia Hoa Ky (United States National Institutes of Health). Vi du, Thiét
Bi Chirc Ning Strc Khoe PROMIS® ddi v6i bénh nhan ung thu trudng thanh c6 thé
dang gia kha nang tu bdo cao ddi véi hoat dong & cuc trén (vi du, su khéo 1€o), cuc dudi
(vi du, di bd hodc di chuyén), va cac ving trung tam (vi du, di chuyén cd, lung), va bao

gbm hoat dong hang ngay thong thuong, ching han nhu chay viéc vit.

DPuong cong Kaplan-Meier (Kaplan and Meier, J. Am. Stat. Assoc. 1958;
53(282): 457-481) cling co thé dugc str dung dé udc tinh sy séng sot chung va su song
s6t khong tién trién dbi v6i bénh nhan ung thu trai qua liéu phap khéng thé khang CD40

so voi tiéu chuan cham soéc.
Liéu Phap Phu Thém

Khang thé khang CD40 c6 thé duoc st dung phu thém vao, hodc ciing voi, cac
tac nhan hodc su dilu tri khac c6 tinh chét chéng ung thu. Khi dugc dung phu thém,
khang thé khang CD40 va (c4c) tc nhan khéc c6 thé duogc tao ché phdm cing nhau trong
duoc phém Kkét hop, don 1€, hodc co thé duoc tao ché phém va dugc dung riéng ré, theo
phac d6 lidu lwgng phdi hop don 1é hodc theo cac phac db liéu lwong khac nhau. Cac tc
nhan dugc ding b tro cho hodc cung v6i khang thé khang CD40 thuong c6 hoat tinh
bd tro di v6i khang thd khang CD40 sao cho khang thé va cac tac nhan khac khong anh
huéng bat loi dén nhau.

CAc tac nhan co thé duoc dung hd trg cho hodc cung v6i khang thé khang CD40
bao gdm, nhung khéng chi gi6i han &, chét alkyl hoa, chét &c ché hinh thanh mach,
khang thé, chét chdng chuyén hoéa, chit chéng phan bao, chét chéng tang sinh, chét khéac
virut, chét e ché aurora kinaza, ving khéi dong chét theo chuong trinh (vi du, chét e
ché ho Bcl-2), chat hoat hoa cua con dudng thu thé gay chét, chét trc ché Ber-Abl kinaza,
khang thé BiTE (Chat An Khép Té Bao T Pic Hiéu Kép - Bi-Specific T cell Engager),
thé lién hop thuéc khang thé, chét cai bién dap ung sinh hoc, chit e ché kinaza phu
thudc xyclin, chét trc ché chu trinh té bao, chit wrc ché xyclooxygenaza-2, DVD, chét tre

ché thu thé chat twong dong gen gy ung thu virut gdy bénh bach cau (ErbB2), chét trc
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ché yéu té sinh truéng, chit e ché protein sdc nhiét (HSP)-90, chét e ché histon
deaxetylaza (HDAC), li¢éu phap hormon, chit mién dich, chét trc ché cua chét e ché
cua protein giy chét t bao theo chuong trinh (IAP), chét khang sinh xen k&, chét trc ché
kinaza, chat uc ché kinesin, dich dong vat c6 vu cua chét trc ché rapamyxin (mTor),
microARN, chét trc ché kinaza duogc diéu hoa b%mg tin hiéu ngoai bao dugc hoat hoa boi
chét gdy nguyén phan, thubc khang viém khong steroit (NSAID), chét trc ché poly ADP
(adenosin diphosphat)-riboza polymeraza (PARP), hda tri liéu platin, chét &rc ché tyrosin
kinaza Bruton (BTK) (vi dy, ibrutinib, acalabrutinib), cht rc ché kinaza giéng polo
(PIk), chat trc ché phosphoinositit-3 kinaza (PI3K), chét &rc ché proteasom, chét twong
tu purin, chét twong ty pyrimidin, chét trc ché thu thé tyrosin kinaza, alkaloit thuc véat
etinoit/deltoit, axit ribonucleic trc ché nho (siARN), chét trc ché topoisomeraza, chét wrc
ché ubiquitin ligaza, va chét tuong tu, cling nhu 1a dang két hop cia mot hodc nhiéu chét
nay.

Vi du vé chat mién dich bao g@)m, nhung khong chi giéi han &, interferon, chét
trc ché diém kiém tra mién dich, va cac tic nhén ting cuong mién dich khéc. Interferon
bao gém interferon alpha, interferon alpha-2a, interferon alpha-2b, interferon beta,
interferon gamma-1a, ACTIMMUNE® (interferon gamma-1b) hodc interferon gamma-
nl, dang két hop ciia chiing va chét twong tw. Chat trc ché diém kiém tra mién dich bao
odm khéng thé ma nhim dich PD-1 (v dy, pembrolizumab va nivolumab), PD-L1 (vi
du, durvalumab, atezolizumab, avelumab, MEDI4736, MSB0010718C va
MPDI3280A), va CTLA4 (khang nguyén té biao lympho gdy doc t& bao 4; vi du,
ipilimumab, tremelimumab). Céc tdc nhan tang cuong mién dich bao gdm khang thé chu
van khang-OX40 ma hoat hoa té bao T. Theo cac phuong 4n nhét dinh, khang thé khang
CD40 dugc 1am cho gibng nguoi thé hién trén BANG 3 dugc ding bd trg cho
pembrolizumab. Theo cic phuong an nhit dinh khéc, khang thé khang CD40 dugc 1am

cho gidng nguoi thé hién trén BANG 3 dugc ding bd trg cho nivolumab.

Khang thé khang CD40 ciing ¢6 thé duoc st dung dé ting cudong hiéu qua cua
liéu phap xa tri. Vi du v& lidu phap xa tri bao gdm liéu phép xa tri chum tia ngoai, liéu

phép xa tri trong (#¢c la, xa tri &p sat) va liéu phép xa tri toan than.

Liéu Lwong Va Phac D6 Sir Dung
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Luogng cia khang thé khang CD40 dugc dung s& phu thudc vao nhiéu yéu t6, bao
gém nhung khong chi giéi han ¢, loai cu thé cta khoi u rin duoc diéu tri, giai doan cua
khdi u rin dang duoc diéu tri, phuong thire sut dung, tan sut dung, lgi ich tri liéu mong
mudn, va cac tham sb khac chéng han nhu tudi, khoi lugng va cac dac diém khac coa
bénh nhén, v.v. Viéc x4c dinh lidu lugng hitu hiéu dé mang lai loi ich tri liéu déi voi cac
phuong thirc va tAn suét ding cu thé nim trong kha ning cua ngudi ¢6 hiéu biét trung

binh trong linh vuc.

Lidu luong hitu hidu dé mang lai loi ich tri liéu c6 thé duge ude tinh ban dau tir
mé hinh dong vt in vivo hodc 1dm sang. Mo hinh dong vat thich hop cho nhiéu loai
bénh 1a da biét trong linh vuc.

Khang thé khang CD40 dugc boc 19 trong ban mo ta nay c6 thé dugc ding bang
duong dung bat ky thich hgp véi tinh trang bénh can diéu tri. Theo mot sd phuong 4n,
khéng thé khang CD40 1a khang thé dugc 1am cho gidng ngudi bat ky duoc ligt ké trong
BANG 3. Khang thé khang CD40 thuong dugc dung ngoai duong tiéu hoa, sic la,
truyén, dudi da, trong co, trong tinh mach (IV), trong da, ndi tiy mac, tiém bolus, tiém
trong khdi u (IT) hoic qua mang cung ((Shire et al, 2004, J. Pharm. Sciences
93(6):1390-1402)). Theo mot phuong 4n, khang thé khang CD40 dugc cung cap dudi
dang bt dong kho trong lo. Lo ¢6 thé chira 21 mg ctia khang thé khang CD40. Trudc
khi st dung, bot dong kho dugc hoan nguyén véi nudc tiét trung dé tiém (SWFI) hodc
mdi trudng thich hop khéc dé tao ra dung dich chira 10 mg/ml khéng thé khang CD40.
Theo mét sé phuong an, dung dich hoan nguyén thu dugc duge pha loang thém bing
nudc mudi hodc méi trudmg thich hgp khac va duge dung thong qua truyén IV hai lan
trong mdi 7 ngdy, mot l4n trong mdi 7 ngdy, mot l4n trong mdi 14 ngay, mot lan trong
mdi 21 ngdy, mot 1an trong mdi 28 ngay, mot 14n trong mdi 35 ngay, mot 14n trong mdi
42 ngay, mot lan trong mdi 49 ngay, hodc mot l4n trong mdi 56 ngdy. Theo mot sd
phuong an, ddi voi chu ky tha nhét, viéc truyén dién ra trong 90 phut. Theo mot s6
phuong an, cac lan truyén tiép theo la trong 60 phut. Theo cac phuong 4n khac, dung
dich hoan nguyén thu dugc dugc pha loang thém bang nudc mudi hodc moi truong thich
hop khéc va dugc dung thong qua tiém IT hai l4n trong mdi 7 ngay, mot l4n trong moi

7 ngay, mdt lan trong mdi 14 ngay, mot lan trong mdi 21 ngay, mot ]an trong mdi 28
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ngay, mot 1an trong mdi 35 ngay, mot 1an trong mdi 42 ngay, mot lan trong moi 49 ngay.

hodc mot 1an trong mdi 56 ngay.

Theo mot phuong an vi du, khang thé khang CD40 1a khang thé dugc 1am cho
gibng ngudi bt ky dugc ligt ké trong BANG 3. Khang thé khang CD40 duge ding dudi
dang truyén IV mot l4n trong mdi 7 ngay & 0,005 mg/kg, 0,01 mg/kg, 0,02 mg/kg, 0,03
mg/kg, 0,04 mg/kg, 0,05 mg/kg, 0,06 mg/kg, 0,08 mg/kg, 0,1 mg/kg, 0,2 mg/kg, 0,3
mg/kg, 0,4 mg/kg, 0,5 mg/kg, 0,6 mg/kg, 0,8 mg/ke, 1,0 mg/kg, 1.1 mg/kg, 1,2 mg/kg,
1,3 mg/kg, 1,4 mg/kg, 1,5 mgkg, 1,6 mg/ke, 1,7 mg/kg, 1,8 mg/kg, 1.9 mg/kg, 2,0
mg/kg, 2,2 mg/kg, 2.4 mg/kg, 2,6 mg/kg, 2,8 mg/kg, 3,0 mg/kg, 3,2 mg/ke, 3.4 mg/kg,
3,6 mg/kg, 3,8 mg/kg, hodc 4,0 mg/kg.

Theo phuong 4n vi du khac, khang thé khang CD40 la khang thé dugc lam cho
gidng nguoi bt ky duoc liét ké trong BANG 3. Khang thé khang CD40 duge dung dudi
dang truyén IV mot lan trong m&i 14 ngay & 0,005 mg/kg, 0,01 mg/kg, 0,02 mg/kg, 0,03
mg/kg, 0,04 mg/kg, 0,05 mg/kg, 0,06 mg/kg, 0,08 mg/kg, 0,1 mg/kg, 0,2 mg/kg, 0,3
mg/kg, 0,4 mg/kg, 0,5 mg/kg, 0,6 mg/kg, 0,8 mg/kg, 1,0 mg/kg, 1,1 mg/kg, 1,2 mg/kg,
1,3 mg/kg, 1,4 mg/kg, 1,5 mgkg, 1,6 mg/kg, 1,7 mg/kg, 1,8 mg/kg, 1,9 mg/kg, 2,0
mg/kg, 2,2 mg/kg, 2,4 mg/kg, 2,6 mg/kg, 2,8 mg/kg, 3,0 mg/kg, 3,2 mg/kg, 3,4 mg/kg,
3,6 mg/kg, 3,8 mg/kg, hodc 4,0 mg/kg.

Theo phuong an vi du khac, khang thé khang CD40 1a khang thé dugc 1am cho
gibng nguoi bat ky dugce liét ké trong BANG 3. Khang thé khang CD40 dugc dung dudi
dang truyén IV mot 1an trong mdi 28 ngay ¢ 0,005 mg/kg, 0,01 mg/kg, 0,02 mg/kg, 0,03
mg/kg, 0,04 mg/kg, 0,05 mg/kg, 0,06 mg/kg, 0,08 mg/kg, 0,1 mg/kg, 0,2 mg/kg, 0,3
mg/kg, 0,4 mg/kg, 0,5 mg/kg, 0,6 mg/kg, 0,8 mg/kg, 1,0 mg/kg, 1.1 mg/kg, 1,2 mg/kg,
1,3 mg/kg, 1,4 mg/kg, 1,5 mg/kg, 1,6 mg/kg, 1,7 mg/ke, 1,8 mg/kg, 1,9 mg/kg, 2,0
mg/kg, 2,2 mg/kg, 2.4 mg/kg, 2,6 mg/kg, 2.8 mg/kg, 3,0 mg/kg, 3,2 mg/kg, 3,4 mg/kg,
3,6 mg/kg, 3,8 mg/kg, hodc 4,0 mg/kg.

Theo phuong an vi du khac, khang thé khang CD40 1a khang thé dugc 1am cho
gibng ngudi bt ky duoc liét ké trong BANG 3. Khang thé khang CD40 dugc dung dudi
dang tiém I'T mot 1an trong mbi 7 ngay & 0,001 mg/kg, 0,002 mg/kg, 0,003 mg/kg, 0,004
mg/kg, 0,005 mg/kg, 0,006 mg/kg, 0,007 mg/kg, 0,008 mg/kg, 0,009 mg/kg, 0,01
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mg/kg, 0,015 mg/kg, 0,02 mg/kg, 0,03 mg/kg, 0,04 mg/kg, 0,05 mg/kg, 0,06 mg/ke,
0,08 mg/kg, 0,1 mg/kg, 0,2 mg/kg, 0,3 mg/kg, 0,4 mg/kg, 0,5 mg/kg, 0,6 mg/kg, 0,8
mg/kg, 1,0 mg/kg, 1,1 mg/kg, 1,2 mg/kg, 1,3 mg/kg, 1,4 mg/kg, 1,5 mg/kg, 1,6 mg/kg,
1,7 mg/kg, 1,8 mg/kg, 1,9 mg/kg, hodc 2,0 mg/kg.

Theo phuong an vi dl_i khac, khang thé khang CD40 1a khang thé dugc lam cho
oibng ngudi bat ky dugc liét ké trong BANG 3. Khang thé khang CD40 dugce dung dudi
dang tiém IT mot 1an trong mdi 14 ngay & 0,001 mg/kg, 0,002 mg/kg, 0,003 mg/ke,
0,004 mg/kg, 0,005 mg/kg, 0,006 mg/kg, 0,007 mg/kg, 0,008 mg/kg, 0,009 mg/kg, 0,01
mg/kg, 0,015 mg/kg, 0,02 mg/kg, 0,03 mg/kg, 0,04 mg/kg, 0,05 mg/kg, 0,06 mg/kg,
0,08 mg/kg, 0,1 mg/kg, 0,2 mg/kg, 0,3 mg/kg, 0,4 mg/kg, 0,5 mg/kg, 0,6 mg/kg, 0,8
mg/kg, 1,0 mg/kg, 1,1 mg/kg, 1,2 mg/kg, 1,3 mg/kg, 1,4 mg/kg, 1,5 mg/kg, 1,6 mg/kg,
1,7 mg/kg, 1,8 mg/kg, 1,9 mg/kg, hodc 2,0 mg/kg.

Theo phuong an vi du khac, khang thé khang CD40 1a khang thé dugc lam cho
gibng nguoi bat ky duge liét ké trong BANG 3. Khang thé khang CD40 dugc dung duéi
dang tiém IT mot 14n trong mdi 28 ngay & 0,001 mg/kg, 0,002 mg/kg, 0,003 mg/kg,
0,004 mg/kg, 0,005 mg/kg, 0,006 mg/kg, 0,007 mg/kg, 0,008 mg/kg, 0,009 mg/kg, 0,01
mg/kg, 0,015 mg/kg, 0,02 mg/kg, 0,03 mg/kg, 0,04 mg/kg, 0,05 mg/kg, 0,06 mg/kg,
0,08 mg/kg, 0,1 mg/kg, 0,2 mg/kg, 0,3 mg/kg, 0,4 mg/kg, 0,5 mg/kg, 0,6 mg/kg, 0,8
mg/kg, 1,0 mg/kg, 1,1 mg/kg, 1,2 mg/kg, 1,3 mg/kg, 1,4 mg/kg, 1,5 mg/kg, 1,6 mg/kg,
1,7 mg/kg, 1,8 mg/kg, 1,9 mg/kg, hodc 2,0 mg/kg.

Khi dugce dung hd trg cho hodc cung véi céc tac nhan khac, chéng han nhu chét
hoéa tri liéu khéc, khang thé khang CD40 ¢6 thé dugc dung theo ciing phac d nhu (céc)
tac nhan khac, hodc theo phac dd khac. Khi dugc dung theo cung phac 0, khang thé
khang CDA40 c6 thé dugc dung trudce, sau, hodc déng thoi voi tac nhin khac. Theo mot
s6 phuong 4n khi khdng thé khang CD40 dugc dung phu thém vao, hodc cling vdi, tiéu
chuin chim séc, khang thé khang CD40 c6 thé dugc bat dau trude khi khéi dau lidu
phap tiéu chuan, vi du mot ngdy, vao ngay, mot tudn, vai tudn, mot thang, hodc tham chi
vai thang trudc khi khéi dau tri liéu tiéu chuin chim soc.

Theo mot phuong an vi du, khang thé khang CD40 dugc dung bd trg cho
nivolumab (OPDIVO®) dé diéu trj ung thu phéi té bao khong nho. Theo mot s6 phuong
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an, khang thé khang CD40 1a khang thé dugc lam cho gidéng nguoi bat ky dugc liét ke
trong BANG 3. Khing thé khang CD40 dugc dung thong qua truyén IV mot 14n trong
mdi 7 ngay & 0,005 mg/kg, 0,01 mg/kg, 0,02 mg/kg, 0,03 mg/kg, 0,04 mg/kg, 0,05
mg/kg, 0,06 mg/kg, 0,08 mg/kg, 0,1 mg/kg, 0,2 mg/kg, 0,3 mg/kg, 0,4 mg/kg, 0,5 mg/kg,
0,6 mg/kg, 0,8 mg/kg, 1,0 mg/ke, 1,1 mg/kg, 1.2 mg/kg, 1,3 mg/kg, 1,4 mg/ke, 1.5
mg/kg, 1,6 mg/kg, 1,7 mg/kg, 1,8 mg/kg, 1,9 mg/kg, 2,0 mg/kg, 2,2 mg/ke, 2,4 mg/kg,
2,6 mg/kg, 2,8 mg/ke, 3,0 mg/kg, 3,2 mg/kg, 3.4 mg/kg, 3,6 mg/kg, 3,8 mg/kg, hoac 4,0
mg/kg. Nivolumab dugc dung bang cach truyén trong tinh mach & lidu lwong bing 3
mg/kg trong 60 phut hai tudn mot 1an. Liéu phap khang thé khang CD40 hd tro/
nivolumab dugc tiép tuc dén khi tién trién bénh hoic khong con dung chiu dugc boi

bénh nhén.

Theo phuong an vi du khéc, khang thé khang CD40 dugc dung b6 tro cho
nivolumab (OPDIVO®) dé didu tri ung thu phoi té bao khong nhé. Theo mot s6 phuong
an, khang thé khang CD40 1a khéng thé dugc lam cho gidng nguoi bat ky duogc liét ké
trong BANG 3. Khéng thé khang CD40 dugc dung thong qua truyén IV mot 14n trong
mdi 14 ngay ¢ 0,005 mg/kg, 0,01 mg/kg, 0,02 mg/kg, 0,03 mg/kg, 0,04 mg/kg, 0,05
mg/kg, 0,06 mg/kg, 0,08 mg/kg, 0,1 mg/kg, 0,2 mg/kg, 0,3 mg/kg, 0,4 mg/kg, 0,5 mg/kg,
0,6 mg/kg, 0,8 mg/kg, 1,0 mgkg, 1,1 mg/kg, 1,2 mg/kg, 1.3 mg/kg, 1,4 mg/kg, 1,5
mg/kg, 1,6 mg/kg, 1,7 mg/kg, 1,8 mg/kg, 1,9 mg/kg, 2,0 mg/kg, 2,2 mg/kg, 2,4 mg/kg,
2,6 mg/kg, 2,8 mg/kg, 3,0 mg/kg, 3,2 mg/kg, 3,4 mg/kg, 3,6 mg/kg, 3,8 mg/kg, hodc 4,0
mg/kg. Nivolumab dugc dung bing cach truyén trong tinh mach & lidu lwong bang 3
mg/kg trong 60 phut hai tudn mot 1an. Liéu phap khang thé khang CD40 hd tro/
nivolumab dugc tiép tuc dén khi tién trién bénh hodc khong con dung chiu dugc boi

bénh nhan.

Theo phuwong an vi du khac, khang thé khang CD40 duoc dung bd trg cho
nivolumab (OPDIVO®) dé diéu tri ung thu phbi té bao khong nho. Theo mot s6 phuong
an, khang thé khang CD40 1a khang thé duge lam cho giéng ngudi bat ky duoc liét ké
trong BANG 3. Khéng thé khang CD40 dugc dung thong qua truyén IV mot 1an trong
mdi 28 ngay ¢ 0,005 mg/kg, 0,01 mg/kg, 0,02 mg/kg, 0,03 mg/kg, 0,04 mg/kg, 0,05
mg/kg, 0,06 mg/kg, 0,08 mg/kg, 0,1 mg/kg, 0,2 mg/kg, 0,3 mg/kg, 0,4 mg/kg, 0,5 mg/kg,
0,6 mg/kg, 0,8 mg/kg, 1,0 mg/kg, 1,1 mg/kg, 1.2 mg/kg, 1,3 mg/kg, 1.4 mg/kg, 1,5
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mg/kg, 1,6 mg/kg, 1,7 mg/kg, 1,8 mg/kg, 1,9 mg/kg, 2,0 mg/ke, 2.2 mg/kg, 2,4 mg/kg,
2,6 mg/kg, 2,8 mg/kg, 3,0 mg/kg, 3,2 mg/kg, 3,4 mg/kg, 3,6 mg/kg, 3,8 mg/kg, hodc 4,0
mg/kg. Nivolumab duoc diung bing cach truyén trong tinh mach & lidu lwvong bang 3
mg/kg trong 60 phut hai tudn mot 1an. Liéu phap khang thé khang CD40 hd tro/
nivolumab duoc tiép tuc dén khi tién trién bénh hoic khong con dung chiu dugc bai

bénh nhén.

Theo phuong an vi du khac, khang thé khang CD40 duoc dung bd trg cho
nivolumab (OPDIVO®) dé diéu tri ung thu phoi t€ bao khong nhé. Theo mot s6 phuong
an, khang thé khang CD40 1a khang thé dugc 1am cho giéng nguoi bét ky duoc liét ké
trong BANG 3. Khang thé khang CD40 duoc dung dudi dang tiém IT mot 14n trong méi
7 ngay & 0,001 mg/kg, 0,002 mg/kg, 0,003 mg/kg, 0,004 mg/kg, 0,005 mg/kg, 0,006
mg/kg, 0,007 mg/kg, 0,008 mg/kg, 0,009 mg/kg, 0,01 mg/kg, 0,015 mg/kg, 0,02 mg/kg,
0,03 mg/kg, 0,04 mg/kg, 0,05 mg/kg, 0,06 mg/kg, 0,08 mg/kg, 0,1 mg/kg, 0,2 mg/kg,
0,3 mg/kg, 0,4 mg/kg, 0,5 mg/kg, 0,6 mg/kg, 0,8 mg/kg, 1,0 mg/kg, 1,1 mg/kg, 1,2
mg/kg, 1,3 mg/kg, 1,4 mg/kg, 1,5 mg/kg, 1,6 mg/kg, 1,7 mg/kg, 1,8 mg/kg, 1,9 mg/kg,
hodc 2,0 mg/kg. Nivolumab dugc dung béng céach truyén trong tinh mach & lidu lugng
bang 3 mg/kg trong 60 phut hai tudn mét 1an. Liéu phap khang thé khang CD40 hd tro/
nivolumab duoc tiép tuc dén khi tién trién bénh hodc khong con dung chiu dugc bai

bénh nhén.

Theo phuong an vi du khac, khang thé khang CD40 dugc dung bd trg cho
nivolumab (OPDIVO®) dé diéu tri ung thu phdi té bao khong nho. Theo mot s6 phuong
4n, khang thé khang CD40 1a khang thé dugc lam cho gidng ngudi bat ky dugc liét ke
trong BANG 3. Khang thé khang CD40 duoc dung dudi dang tiém IT mot lan trong mdi
14 ngay & 0,001 mg/kg, 0,002 mg/kg, 0,003 mg/kg, 0,004 mg/kg, 0,005 mg/kg, 0,006
mg/kg, 0,007 mg/kg, 0,008 mg/kg, 0,009 mg/kg, 0,01 mg/kg, 0,015 mg/kg, 0,02 mg/kg,
0,03 mg/kg, 0,04 mg/kg, 0,05 mg/kg, 0,06 mg/kg, 0,08 mg/kg, 0,1 mg/kg, 0,2 mg/kg,
0,3 mg/kg, 0,4 mg/kg, 0,5 mg/kg, 0,6 mg/kg, 0,8 mg/kg, 1,0 mg/kg, 1,1 mg/kg, 1,2
mg/kg, 1,3 mg/kg, 1,4 mg/kg, 1,5 mg/kg, 1,6 mg/kg, 1,7 mg/kg, 1,8 mg/kg, 1,9 mg/keg,
hodc 2,0 mg/kg. Nivolumab dugc dung bing cach truyén trong tinh mach & liéu lugng

bang 3 mg/kg trong 60 phut hai tudn mét lan. Liéu phap khang thé khang CD40 hd tro/
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nivolumab dugc tiép tuc dén khi tién trién bénh hoic khong con dung chiu dugc boi

bénh nhén.

Theo phuong an vi du khéc, khang thé khang CD40 duogc dung bd trg cho
nivolumab (OPDIVO®) dé didu tri ung thu phoi té bao khong nhé. Theo mot s6 phurong
an, khang thé khang CD40 1a khéang thé duoc 1am cho giéng nguoi bét ky duoc liét ké
trong BANG 3. Khang thé khang CD40 duogc dung dudi dang tiém IT mot 1an trong mdi
28 ngay & 0,001 mg/kg, 0,002 mg/kg, 0,003 mg/kg, 0,004 mg/kg, 0,005 mg/kg, 0,006
mg/kg, 0,007 mg/kg, 0,008 mg/kg, 0,009 mg/kg, 0,01 mg/kg, 0,015 mg/kg, 0,02 mg/kg,
0,03 mg/kg, 0,04 mg/kg, 0,05 mg/kg, 0,06 mg/kg, 0,08 mg/kg, 0,1 mg/kg, 0.2 mg/kg,
0,3 mg/kg, 0,4 mg/kg, 0,5 mg/kg, 0,6 mg/kg, 0,8 mg/kg, 1,0 mg/ke, 1,1 mg/kg, 1,2
mg/kg, 1,3 mg/kg, 1,4 mg/kg, 1,5 mg/kg, 1,6 mg/kg, 1,7 mg/kg, 1,8 mg/kg, 1,9 mg/kg,
hodc 2,0 mg/kg. Nivolumab dugc dung bang cach truyén trong tinh mach & liéu luong
bang 3 mg/kg trong 60 phut hai tudn mot 1an. Liéu phap khang thé khang CD40 hd tro/
nivolumab dugc tiép tuc dén khi tién trién bénh hodc khong con dung chiu dugc boi

bénh nhén.

Theo phuong an vi du khic, khang thé khang CD40 duoc dung bd trg cho
pembrolizumab (Keytruda®) dé diéu tri ung thu phéi té bao khong nho. Theo mot sd
phuong an, khang thé khang CD40 1a khang thé dwoc lam cho giéng nguoi bat ky duoc
liét ké trong BANG 3. Khang thé khang CD40 dugc dung thong qua truyén IV mot lan
trong mdi 7 ngay & 0,005 mg/kg, 0,01 mg/kg, 0,02 mg/kg, 0,03 mg/kg, 0,04 mg/kg, 0,05
mg/kg, 0,06 mg/kg, 0,08 mg/kg, 0,1 mg/kg, 0,2 mg/kg, 0,3 mg/kg, 0,4 mg/kg, 0,5 mg/kg,
0,6 mg/kg, 0,8 mg/kg, 1,0 mg/kg, 1,1 mg/kg, 1,2 mg/kg, 1,3 mg/kg, 1,4 mg/kg, 1,5
mg/kg, 1,6 mg/kg, 1,7 mg/kg, 1,8 mg/kg, 1,9 mg/kg, 2,0 mg/kg, 2,2 mg/kg, 2.4 mg/kg,
2,6 mg/kg, 2,8 mg/kg, 3,0 mg/kg, 3,2 mg/kg, 3.4 mg/kg, 3,6 mg/kg, 3,8 mg/kg, hoac 4,0
mg/kg. Pembrolizumab duoc dung bang cach truyén trong tinh mach & lidu lwong bang
2 mg/kg trong 30 phut ba tudn mot lan. Liéu phap khang thé khang CD40 hd tro/
pembrolizumab duoc tiép tuc dén khi tién trién bénh hodc khong con dung chiu dugc
bdi bénh nhan.

Theo phuong an vi du khic, khang thé khang CD40 duogc dung bd trg cho
pembrolizumab (Keytruda®) dé diéu tri ung thu phbi té bao khong nhé. Theo mot 5O
phuong an, khang thé khang CD40 1a khéng thé duoc 1am cho giéng nguoi bat ky duge

-55-



36115

liét ké trong BANG 3. Khang thé khéang CD40 dugc ding théng qua truyén IV mt lan
trong mdi 14 ngay & 0,005 mg/kg, 0,01 mg/kg, 0,02 mg/kg, 0,03 mg/kg, 0,04 mg/kg,
0,05 mg/kg, 0,06 mg/kg, 0,08 mg/kg, 0,1 mg/kg, 0,2 mg/kg, 0,3 mg/kg, 0.4 mg/kg, 0,5
mg/kg, 0,6 mg/kg, 0,8 mg/kg, 1,0 mg/kg, 1,1 mg/kg, 1,2 mg/kg, 1.3 mg/kg, 1,4 mg/kg,
1,5 mg/kg, 1,6 mg/kg, 1,7 mg/kg, 1,8 mg/kg, 1,9 mg/ke, 2,0 mg/kg, 2,2 mg/kg, 2.4
mg/kg, 2,6 mg/kg, 2,8 mg/kg, 3,0 mg/kg, 3,2 mg/kg, 3,4 mg/kg, 3,6 mg/kg, 3.8 mg/kg,
ho#c 4,0 mg/kg. Pembrolizumab dugc dung bang cach truyén trong tinh mach & lidu
lwong bang 2 mg/kg trong 30 phut ba tudn mot 1an. Liéu phap khang thé khang CD40
hd trg/ pembrolizumab duoc tiép tuc dén khi tién trién bénh hoic khdng con dung chiu

duoc boi bénh nhan.

Theo phuong an vi du khac, khang thé khang CD40 dugc dung bd trg cho
pembrolizumab (Keytruda®) dé diéu tri ung thu phéi té bao khong nho. Theo mot sd
phuong an, khang thé khang CD40 1a khéng thé dugc 1am cho giéng ngudi bét ky dugc
liét ké trong BANG 3. Khéng thé khang CD40 dugc dung thong qua truyén IV mot lan
trong mdi 28 ngay & 0,005 mg/kg, 0,01 mg/kg, 0,02 mg/kg, 0,03 mg/ke, 0,04 mg/kg,
0,05 mg/kg, 0,06 mg/kg, 0,08 mg/kg, 0,1 mg/kg, 0,2 mg/kg, 0,3 mg/kg, 0.4 mg/kg, 0,5
mg/kg, 0,6 mg/kg, 0,8 mg/kg, 1,0 mg/kg, 1,1 mg/kg, 1,2 mg/kg, 1.3 mg/kg, 1,4 mg/kg,
1,5 mg/kg, 1,6 mg/kg, 1,7 mg/kg, 1.8 mg/kg, 1,9 mgke, 2,0 mg/ke, 2,2 mg/kg, 2,4
mg/kg, 2,6 mg/kg, 2,8 mg/kg, 3,0 mg/kg, 3,2 mg/kg, 3,4 mg/kg, 3,6 mg/kg, 3.8 mg/kg,
hoic 4,0 mg/kg. Pembrolizumab duoc diung bang cach truyén trong tinh mach & lidu
lwong bang 2 mg/kg trong 30 phut ba tuAn mot 14n. Liéu phap khéang thé khang CD40
hd trg/ pembrolizumab duoc tiép tuc dén khi tién trién bénh hozc khong con dung chiu

duoc boi bénh nhan.

Theo phuong an vi du khac, khang thé khang CD40 duogc dung bd trg cho
pembrolizumab (Keytruda®) dé diéu tri ung thu phdi té bao khong nhé. Theo mot s6
phuong an, khang thé khang CD40 1a khéng thé duoc 1am cho giéng ngudi bét ky duge
liét ké trong BANG 3. Khéng thé khang CD40 dugc dung dudi dang tiém IT mot lan
trong mdi 7 ngay & 0,001 mg/kg, 0,002 mg/kg, 0,003 mg/kg, 0,004 mg/kg, 0,005 mg/kg,
0,006 mg/kg, 0,007 mg/kg, 0,008 mg/kg, 0,009 mg/kg, 0,01 mg/kg, 0,015 mg/kg, 0,02
mg/kg, 0,03 mg/kg, 0,04 mg/kg, 0,05 mg/kg, 0,06 mg/kg, 0,08 mg/kg, 0,1 mg/kg, 0,2
mg/kg, 0,3 mg/kg, 0,4 mg/kg, 0,5 mg/kg, 0,6 mg/kg, 0,8 mg/kg, 1,0 mg/kg, 1,1 mg/kg,
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1,2 mg/kg, 1,3 mg/kg, 1,4 mg/kg, 1,5 mg/kg, 1,6 mg/kg, 1,7 mg/kg, 1,8 mg/kg, 1,9
mg/kg, hodc 2,0 mg/kg. Pembrolizumab dugc dung bang cach truyén trong tinh mach &
lidu luong bang 2 mg/kg trong 30 phit ba tudn mot 1an. Liéu phap khéng thé khang
CD40 hd tro/ pembrolizumab dugc tiép tuc dén khi tién trién bénh hoic khong con dung

chiu duogc boi bénh nhan.

Theo phuong an vi du khac, khang thé khang CD40 dugc dung bb trg cho
| pembrolizumab (Keytruda®) dé diéu tri ung thu phéi t& bao khong nhé. Theo mot s6
phuong an, khang thé khang CD40 1a khang thé duoc 1am cho giéng nguoi bat ky duoc
liét ké trong BANG 3. Khéng thé khang CD40 duoc dﬁng dudi dang tiém I'T mot lan
trong mdi 14 ngay & 0,001 mg/kg, 0,002 mg/kg, 0,003 mg/kg, 0,004 mg/kg, 0,005
mg/kg, 0,006 mg/kg, 0,007 mg/kg, 0,008 mg/kg, 0,009 mgkg, 0,01 mg/kg, 0,015
mg/kg, 0,02 mg/kg, 0,03 mg/kg, 0,04 mg/kg, 0,05 mg/ke, 0,06 mg/kg, 0,08 mg/kg, 0,1
mg/kg, 0,2 mg/kg, 0,3 mg/kg, 0,4 mg/kg, 0,5 mg/kg, 0,6 mg/kg, 0,8 mg/kg, 1,0 mg/kg,
1,1 mg/kg, 1,2 mg/kg, 1,3 mg/ke, 1,4 mgkg, 1,5 mg/ke, 1,6 mg/kg, 1,7 mg/kg, 1,8
mg/kg, 1,9 mg/kg, hodc 2,0 mg/kg. Pembrolizumab dugc dung bang cach truyén trong
tinh mach & liéu lugng bang 2 mg/kg trong 30 phut ba tudn mot 1an. Liéu phap khéng
thé khang CD40 hd trg/ pembrolizumab dugc tiép tuc dén khi tién trién bénh hodc khong

con dung chiu dugc boi bénh nhén.

Theo phuong an vi du khac, khang thé khang CD40 dugc dung bd tro cho
pembrolizumab (Keytruda®) dé diéu tri ung thu phbi té bao khong nhd. Theo mot s6
phuong &n, khang thé khang CD40 1a khéang thé dugc lam cho giéng ngudi bat ky duoc
liét ké trong BANG 3. Khang thé khang CD40 dugc ding dudi dang tiém IT mot lan
trong mdi 28 ngay & 0,001 mg/kg, 0,002 mg/kg, 0,003 mg/kg, 0,004 mg/kg, 0,005
mg/kg, 0,006 mg/kg, 0,007 mg/kg, 0,008 mg/kg, 0,009 mg/kg, 0,01 mg/ke, 0,015
mg/kg, 0,02 mg/kg, 0,03 mg/kg, 0,04 mg/kg, 0,05 mg/kg, 0,06 mg/kg, 0,08 mg/kg, 0,1
mg/kg, 0,2 mg/kg, 0,3 mg/kg, 0.4 mg/kg, 0,5 mg/kg, 0,6 mg/kg, 0,8 mg/kg, 1,0 mg/kg,
1,1 mg/kg, 1,2 mg/kg, 1,3 mgkg, 1.4 mgkg, 1,5 mg/kg, 1,6 mg/kg, 1,7 mg/kg, 1,8
mg/kg, 1,9 mg/kg, hoac 2,0 mg/kg. Pembrolizumab dugc dung bang cach truyén trong
tinh mach & liéu luong bang 2 mg/kg trong 30 phut ba tudn mot 1an. Liéu phap khéng
thé khang CD40 hd tro/ pembrolizumab dugc tiép tuc dén khi tién trién bénh hoic khong

con dung chiu dugc bdi bénh nhén.
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Ngudi c¢6 hiéu biét trung binh trong linh vure hicu rd rang, cac liéu lrong khuyén
nghi d6i véi cac tac nhan khac nhau duge mod ta & trén c6 thé can phai dugc dieu chinh
dé t6i wu hoa dap tmg & bénh nhén va t6i da hoa lgi ich tri lidu.

Vi du thwe hién sang ché

Céc Vi du sau day, ma lam ndi bat cac d4u hiéu va tinh chét nhét dinh cta cac
phuong an vi du cua khang thé khang CD40 dugc mo ta trong ban md ta nay dugc néu

nham muc dich minh hoa, va khong 1am gidi han sang ché.
Vi du 1: Tao Ra Khang Thé Khang CD40 Ngudi O Chudt

Khang thé don dong dugc tao ra bang cach gdy mién dich chudt Balb/C hodc
chudt SIL trong mang bung bang té bao 3T12 chudt biéu hién qua mirc CD40 & ngudi.
Lach duoc thu 14y, va t& bao lach dugc dung hop voi dong té bao da u tily N'SO. Céc thé
lai dugc chon loc bing cach sir dung aminopterin. Cac thé lai duge chon biéu hién khang
thé khang CD40 véi hoat tinh chi van duoc chon loc va dugc tach dong phu dé phéan
1ap cac dong riéng 1¢€.

Dé sang loc db6i véi khéﬁg thé ¢6 hoat tinh chu van, bang thir nghiém chirc ning
dugc phat trién, bao gém su kich thich con duong NF«B, su hoat hoa bach cau don
nhan, su hoat héa té bao dang tua (DC) va su canh tranh phdi tir CD40 (CD40L). Trong
cac thir nghiém nay, G28-5 khang CD40 nguoi (IgG1 chuét) (Biolegend) dugc bao gém
lam d6i chimg dwong va khang thé chudt pht hgp phan 16p (mIgG1) lam d6i chimg am.

Thir nghiém bao cio HEK293 blue CD40 NF«B

Dong té bao HEK293 blue CD40 (InVivogen) biéu hién 6n dinh CD40 & ngudi
va gen bao cdo NFxB dugc duy tri trong DMEM, 10% huyét thanh thai bo duoc bét
hoat bing nhiét (FBS), c6 bd sung véi 30 pg/ml Blasticidin va 100 pg/ml Zeocin. Su
hoat hoa cia CD40 trén bé mat cta té bao HEK293 blue CD40 kich hoat dong tin hiu
dan dén su hoat hoa ctia NFxB va su tiét tiép theo clia phosphataza kiém phdi (SEAP).
U dich ndi bé mit thé lai chira khang CD40 cht vén véi 2,5x10%/ml t€ bao HEK293 blue
CDA40 kich thich sy san xuit SEAP ma dugc do boi thir nghiém enzym do mau. So d6
ham lugng cia SEAP twong ung v6i hoat tinh ctia khang CD40 trong dich ndi bé mit
the lai.
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Thit nghiém hoat héa bach ciu don nhin

Thir nghiém hoat tinh bach ciu don nhan duoc thuc hién bﬁng cach str dung té
bao THP1-XBlue thudc dong té bao bach cdu don nhan (InVivogen). Dong té bao nay
biéu hién 6n dinh NFxB va gen béo cdo SEAP cam tmg AP-1 va dugc duy tri trong
RPMI 1640 v6i 10% FBS da duoc bét hoat bang nhiét va 200 pg/ml Zeocin. Trong thir
nghiém nay, 5x10°/ml té bao THP1-XBlue truéc hét duge mdi bing 40 ng/ml IFNy trong
thoi gian 24 gio, va sau d6 dugce U voi mau thir nghiém trong 24 gio nita. Hoat tinh

SEAP gay ra boi khang CD40 chu véan dugc theo doi bang thir nghiém enzym.
Thir nghiém sin xudt IL-12p70 té bao dang tua so cip

Céc dong khang CD40 ciing duoc sang loc vé kha nang ctia chung dé hoat hoa té
bao dang tua co nguén géc tir bach cau don nhan (moDC). Sy hoat héa duogc theo ddi
bing su san xuat IL-12p70. Té bao don nhan mau ngoai vi ngudi (PBMC) trude hét
duoc phén 14p trén gradien Ficoll. Mot cach vén tat, mau toan phan tir ngudi cho khoe
manh, duoc pha loang v6i thé tich ngang bang ctia PBS, duoc thém vao 6ng Leucosep
(Greiner Bio One), chira Ficoll-Paque Plus duéi thiy tinh frit (15 ml). Sau d6 méau dugce
ly tan & tdc do 1.000g trong thoi gian 15 phat ma khong ham. PBMC duoc thu gom va
duoc rira mot 1an bang PBS, dugc ly tm & tdc d6 1.300 vong/phut trong thoi gian 5
phut & nhiét do trong phong, va dugc rira mot lan béng RPMI 1640. Té bao duoc tii tao
huyén phu trong mdi trudng nudi cdy (RPMI1640+10% FBS da duoc bét hoat bang
nhiét). Bach ciu don nhan sau d6 duoc phan 1ap tr PBMC béi bo kit lam giau tur
StemCell va duge nudi cdy trong moi trudng khong chira huyét thanh StemSep ¢ bd
sung v6i 10 ng/ml GM-CSF va 20 ng/ml IL-4 ¢ nhiét do 37 °C, CO2 5% trong thoi gian
6 ngdy. GM-CSF méi va IL-4 dugc bd sung vao mi trudng nudi ciy vao ngay 3 dé gitp
duy tri sy biét héa DC. Sau 6 ngay trong mdi truong nudi ciy, DC chua truéng thanh co
ngudn gbc tir bach ciu don nhan dugc dwa di phan tich FACS dé xac minh kiéu hinh
DC chua trudong thanh: Lin-, CD80/CD86+, HLA-DR+, hodc CDl11c+. moDC chua
treéng thanh duoc mdi bang IFNy va dugce kich thich bang cic mau chia khang thé
khang CD40 trong thoi gian 48 gid trong moi treong khong chua huyét thanh StemSep
¢6 bd sung v6i GM-CSF va IL-4. Dich nbi bé mat moi truong nudi cdy duogc thu hoach
va duoc thir nghiém vé su san xuét IL-12p70 bang bo kit ELISA ¢6 trén thi truong. Két
qua sang loc va hoat tinh dai dién duoc téng két trong BANG 1-1.
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Béng 1-1 thé hién khoang gi4 trj clia hoat tinh khang CD40 chi vén & céc thé lai
dugc phan lap. T4t ca cac dong méi ching t6 su hoat héa bach cau don nhan c6 thé so
sanh v6i khang thé CD40 trong tai liéu G28-5 (xem tai liéu, vi du, Bishop, G. A.J ournal
of Immunology 188, 4127-4129 (2012)). Cac dong AD166.4.4 va AD175.14.11 ching
td su hoat hoa bach ciu don nhan nhung khong thé hién su hoat hoa té bao dang tua.
Phan con lai cta cic dong thé hién su hoat hoa bach cAu don nhan c¢6 thé so sanh véi

G28-5, cling nhu 1a sy hoat hoa té bao dang tua dugc tang cuong khi so véi G28-5.

Bang 1-1
Téng két su sang loc dong khang CD40 chi van
Su hoat hoa bach cau
Dong don nhan' (THP1-Xblue, Sy hogt héa moDC
(IL-12p70, pg/ml)
ODgss)
AD163,7.2 0,13 905,3
AD163,9.3 0,19 2216,3
AD163,10,7 0,16 1318,8
AD163,27,12 0,12 1514.5
AD163,162,1 0,11 2155.,5
AD164,14,6 0,15 878
AD164,76,3 0,16 769,8
AD165,1.2 0,14 719,8
AD166,4.4 0,24 0
AD175,14,11 0,2 0
G28-5 0,12 138.,8
mulgGl1 0,06 0

ISu hoat hoa bach cau don nhan 13 hoat tinh SEAP duoc giai phong tir té bao
THP1-XBlue duoc ghi nhan ¢ ODess '

Céc trinh tv cADN ma hoa vung bién déi chudi ning va chudi nhe clia mudi
khang thé don dong duoc tich dong tir céc thé lai AD163.9.3, AD166.4.4, AD175.14.11,
AD163.10.7, AD165.1.2, AD163.162.1, AD163.27.12, AD163.7.2, AD164.14.6, va
AD164.76.3, 1an luot, bang cach sir dung k¥ thuat PCR tiéu chuén va duogc xac dinh
trinh tu bang cach sir dung k§ thuat xac dinh trinh tw ADN ti€u chuén. Trinh ty axit amin
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khang thé twong tmg day di dugc ma hoa bang ADN dugc thé hién trén cac HINH 2A-
2C.

Vi du 2: Phén Loai Epitop Ciia Khang Thé Khang CD40 Ngudi O Chudt

Phan tich BIAcore va phuong phap ELISA duoc s dung dé phan loai khang thé
cht van khang CD40 nguoi & chudt dua trén kha ndng cua ching dé canh tranh véi nhau
hogc phdi tr CD40 (CD40L) dé lién két vi CD40.

Phan tich BIAcore dugc thuc hién br?lng cach st dung thiét bi BIAcore T100 &
nhiét do 12 °C. Khang thé Fc khang chudt & dé (Pierce, cat# 31170) trude hét duge co
dinh trén chip cam bién CMS5 sau d6 1a bét giit khang thé thir nghiém thir nhét trén bé
mat. Sau khi phong bé bang 50 pg/ml hon hgp khang thé phan 16p chudt, té bao dong
chay dugc phun bang dang hoa tan cua mién ngoai bao ctia CD40 & ngudi (Creative
BioMart, cat# CD402221H). Tiép theo, khéng thé thir nghiém thtr hai hoac CD40L
(PeproTech, cat# 0308145) dugc phun dé do lién két cua ching voi phttc hop ctia CD40
va khang thé thir nghiém thtr nhat. Nhu thé hién trén BANG 2-1, khéng thé khang CD40
theo sang ché dugc phan loai thanh ba nhom epitop. Nhém epitop 1 dugc lay vi du béi
AD163.7.2 ("muAb8") va AD175.14.11 ("muAb3"), ma phong bé lién két CD40L v6i
CD40. Nhém epitop 2 dugc xac dinh tr cac dong AD163.162.1 ("muAb6") va
AD163.27.12 ("muAb7"), ma khong canh tranh v6i CD40L hodc véi khang thé trong
nhom epitop 1. Nhom epitop thir ba dugc 14y vi du béi cac dong AD163.9.3 ("muAbl"),
AD166.4.4 ("muAb2"), va AD165.1.2 ("muAb5"), ma khong canh tranh véi li€n két
CD40L vé6i CD40, nhung canh tranh véi khang thé trong nhém epitop 1 va 2.

BANG 2-1
Phén loai epitop bang phan tich BIAcore
Khing thé khang thé thi hai
tha nhat | muAb | muAb | muAb | muAb | muAb | muAb | muAb | CD40
6 1 2 7 5 8 3 L
muAb6 — X X X X Y Y Y
muAbl X — X X X X X Y
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BANG 2-1
Phan loai epitop bang phan tich BIAcore
Khéng thé khéng thé thir hai

thi nhat | muAb | muAb | muAb | muAb | muAb | muAb | muAb | CD40

6 1 2 7 5 8 3 L
muAb2 X X — X X X X Y
muAb7 X X X — X Y Y Y
muAb5 X X X X — X X Y
muAb8 Y X X Y X — X X
muAb3 Y X X Y X X — X

X: khang thé tht hai khong thé lién két; Y: lién két dong thoi

Thir nghiém ELISA dugc phat trién dé do cac tac dung cua khang thé khang
CD40 1én twong tic CD40-CD40L & ngudi. Mot cach van tit, protein dung hop CD40-
Fc nguoi (huFc) (Creative BioMart) duoc tron voi khang thé khang CD40 hozc khang
thé d6i chimg phan 16p va duoc bd sung vao dia 96 giéng dugc phu bang CD40L gin
dudi HA (R&D Systems). Su lién két ciia phirc hgp CD40-huFe véi CD40L lién két trén
dia dugc phéat hién bangkhang thé khing Fc ngudi lién hop HRP (Jackson
ImmunoResearch). Sau khi phat trién véi co chat TMB (3, 3', 5, 5'-tetrametylbenzidin),

cac dia dugc doc 6 ODaso.

Tac dung cua khang thé khang CD40 1én tuong tac CD40-CD40L dugc xic dinh
bing céch tinh ti 1& cia ODaso trong cic mau chita khang thé khang CD40 v6i ODaso
frong mAu chira khang thé déi chimg phan 16p ("ti 18 ODaso"). Ti 1& ODaso <0,1 cho théy
su trc ché cua lién két CD40L & ngudi véi CD40 ¢ ngudi. Ti 1€ ODaso nim trong khoang
tir 0,1 dén 1 cho thiy su &rc ché mot phan cua lién két CD40L v6i CD40. Ti 1¢ ODaso >
1 cho théy su lién két duogc ting cuong ciia CD40L & nguoi véi CD40 & nguoi, bing

cach do tang cudong viéc truyén tin hiéu CD40.

Dit lidu dugc tong két trong BANG 2-2. Cac khang thé muAb8 va muAb3 phong
bé lién két CD40 véi CD40L thé hién tf 1€ nho hon 0,1. Céc khang thé muAb6 va muAb7
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thé hién ti 16 xung quanh 0,5, goi ¥ tac dung phai ching nhét 1én twong tic CD40-CD40L.
Céc khang thd muAbl, muAb2, muAb4, muAb5, muAbY, va muAbl0 thé hién ti 1¢
OD4s0 bing khoang 1 hodc 16n hon 1, chi ra sy khong c6 tac dung hodc c6 tac dung ma

thuc day lién két CD40 voi CD40L.

BANG 2-2
Su canh tranh v6i CD40 dé lién két CD40L
ODaso v6i khang thé
Khang thé khang CD40 Ti 16 ODaso
muAb8 0,066 0,08
muAb3 0,068 0,09
muAb7 0,328 0,41
muAb6 0,455 0,57
muAbl 1,779 2,22
muAb4 1,343 1,68
muAb9 1,883 2,35
muAb10 2,107 2,63
muAbS 0,989 1,24
muAb2 1,025 1,28

Vi du 3: Sw Lam Cho Giéng Nguoi Ciia Khang Thé Khang CD40 Nguoi O Chujt

Su lam cho giéng nguoi ctia khang thé V ving duoc tién hanh nhu phéac hoa béi
Queen, C. et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1989; 86:10029-10033). Céhu trac chinh
tic cia CDR duoc xac dinh theo Huang et al. (Methods, 2005; 36:35-42). Cac trinh tu
dong mam bién dbi & ngudi voi cung trinh tu chinh tdc CDR hodc trinh tu chinh tic
CDR tuong tu nhét duogc xac dinh, va céc trinh ty phan doan Vu, Vi, vaJ ¢ nguoi thich
hop dugc chon loc dé tao ra khung cho ving bién d6i khang CD40. O céc vi tri khung
trong d6 mo hinh may tinh goi y su tiép xuc dang ké vé6i CDR, céc axit amin tir ving V
khang CD40 & chudt dugc thé bang cac axit amin khung nguoi ban dau (dot bién tro
lai). Cac ving khong dbi ciia IgG & ngudii v6i céc bién the tw nhién D356E va L358M

trong chudi ning, va chudi nhe kappa dugc s dung trir khi c6 chi dan khac. Trinh tu
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axit amin ddy du cta cac ving Vi va Vi cia khang thé duge lam cho giong ngudi duoc

thé hién trén cac HINH 2D-2G.

Dong khang CD40 AD163.162.1 ("muAb6") duge 1am cho gidng nguoi theo
phuong phap dugc mé ta & trén. Cac phién ban duge lam cho gidng nguoi clia muAb6
1a huAb6-1, huAb6-2 va huAb6-3. Khang thé huAb6-1 mang dot bién trd lai khung Vi
(SEQ ID NO: 110): M481, V67A, 169L, va A71V. Khang thé huAb6-2 mang dot bién
trd lai khung Vi (SEQ ID NO: 111) M48I va A71V. Khang thé huAb6-3 mang dot bién
tré lai khung Vi (SEQ ID NO: 112) M48I va A71V, cling nhu la céc thay d6i dong mam
CDR Vi N60A, K64Q v D65G d& 1am tang su nhan dién di véi trinh tw dong mam
ngudi. Khang thé huAb6-1, huAb6-2 va huAb6-3 mang dot bién tr lai khung Vi (SEQ
ID NO: 161): A43S,L46R, L47W vaF71Y.

Cac phién ban dugc lam cho gidng ngudi cua dong khang CD40 AD163.7.2
("muAb8") 12 huAb8-1, huAb8-2 va huAb8-3 (cac HINH 2D-2E). Khéng thé huAbs-1
mang dot bién tro lai khung Vi (SEQ ID NO: 113): M48I, V67A, 169L, A71V, K73R,
Y91F, va R94S. Khang thé huAb8-2 mang dot bién trd lai khung Vi (SEQ ID NO: 114):
M48L, V67A, 1691, A71V, K73R, Y91F, va R94S; ciing nhu 1a dt bién VH CDR C59S.
Khang thé huAb8-3 mang dot bién tr& lai khung Vi (SEQ ID NO: 115): M48L, A71V
va R94S. Khang thd huAb8-1, huAb8-2 va huAb8-3 déu mang dot bién tro lai khung Vi
(SEQ ID NO: 162): A43S, va Y8TF.

Dong khang CD40 AD164.14.6 ("muAb9") duge lam cho giéng ngudi dé tao ra
huAb9-1, huAb9-2, huAb9-3, huAb9-4, huAb9-5 va huAb9-6. Cac khang thé huAb9-1
va huAb9-4 thé hién dot bién trd lai khung Vi (SEQ ID NO: 116): 148M, V671 va V71R.
Céc khang thé huAb9-2 va huAb9-5 mang dot bién trd lai khung Vi (SEQ ID NO: 117):
148M va V71R. Cac khang thé huAb9-3 va huAb9-6 mang dot bién tro lai khung Vu
(SEQ ID NO: 118): 48M va V71R, ciing nhu 12 hai thay d6i dong mam CDR khéc T30S
va N65S dé cai thién sw nhan dién dbi voi trinh ty dong mdm ngudi. Cc khang thé
huAb9-1, huAb9-2 va huAb9-3 mang dot bién tré lai khung Vi (SEQ ID NO: 163): I2A,
Y36F va Y87F. Cac khang thé huAb9-4, huAb9-5 va huAb9-6 mang dot bién trd lai
khung Vi (SEQ ID NO: 164) I2A. Dong AD164.14.6 dugc cai bién thém dé loai bo vi
tri phan cét peptit tin hiéu tim thdy & vi tri thir hai cta chudi nhe, bing cach dao nguoc

dot bién tréd lai khung I2A ciia Vi. Cac khang thé huAb9 A2I va huAb9 A2V mang Vi
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(SEQ ID NO:117) va Vi chtra sy dot bién dao ngugc khung A21 (SEQ ID NO:170) va
A2V (SEQ ID NO:171), 1an luot, ngan chin sy tao thanh cla san phém phéan cét khong

mong muon.

Khang thé duge 1am cho gidng nguoi trong Vi du nay duoc tao ra véi viung khong
ddi chudi nang va ving khong dbi chudi nhe kappa IgG1 & nguoi. Lysin & dAu tan cling
C ¢6 thé duoc phéan cat mot phén bdi sy xir 1y sau dich ma sau khi biéu hién protein cua
chudi ning IgG1 & nguoi. Theo do, huAb9-5 ¢o6 chudi ning theo cac SEQ ID NO:130
hodc 131 va chudi nhe theo SEQ ID NO:140. Khéng thé huAb9-5 ciing dugc san xuat
v6i su dot bién axit amin V273E va V273Y trong vung khong dbi chudi nang, twong
{mg v6i chudi ning theo cac SEQ ID NO:132 hogc 133 va cac SEQ ID NO:134 hodc
135, 14n luot, va chudi nhe theo SEQ ID NO:140. Khéng thé huAb9 A2I va huAb9 A2V
dugc tao ra véi vung khong dbi chudi nang V273E IgG1 6 nguoi. Theo d6, huAb9 A2l
c6 chudi ning theo cdc SEQ ID NO:132 hodc 133 va chudi nhe theo SEQ ID NO:141.
Theo d6, huAb9 A2V c6 chudi ning theo cac SEQ ID NO:132 hodc 133 va chudi nhe
theo SEQ ID NO:142.

Vi du 4: Xic dinh dic diém ciia khang thé khang CD40 & ngudi dwgc lam cho gidng
nguwoi

Pé dam bio khang thé khang CD40 duoc lam cho giéng nguoi git lai tinh chit
vén va céac tinh chat mong mudn khac cua khang thé chudt ban d4u, bang thir nghiém
xédc dinh dic didm dugc thuc hién dé xdc dinh sy hoat hoa NFxB, dong hoc lién két
CD40, phan g chéo giita cac loai va cac 16p epitop cia khang thé dwoc lam cho gidng

nguoi theo sang ché.
Sw hoat héa NFxB

Su hoat hoa NFkB boi khang thé khang CD40 dugc 1am cho gidng ngudi theo
séng ché dugc danh gia & té bao béo cdo HEK293 blue CD40 NF«B. Sy hoat hoa dugce
thé hién dudi dang hoat tinh gen bao cao SEAP (phosphataza kiém phoi dugc tiét ra) do
dugc & ODgss. ODsss 16n nhét do duoc va néng do dé tc ché nira tdi da (ECso) duge téng

két trong BANG 4-1.
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Bang 4-1
Su hoat hoa NFkB & té bao bao cao HEK293 blue
CD40 NF«B

Khéng thé

duoc lam

cho gidng ECso

ngudi (ng/ml) | Su hoat hoa téi da (ODsss)

huAb6-1 1,09 0,26
huAb6-2 1,21 0,20
huAb6-3 4,31 0,32
huAbS8-1 0,14 0,45
huAbg-3 0,07 0,46
huAb9-1 0,19 0,26
huAb9-2 0,29 0,27
huAb9-3 0,18 0,27
huAb9-4 5,55 0,61
huAb9-5 1,13 0,67
huAb9-6 5,95 0,54

Pong hoc lién két CD40 va phan rng chéo giita cac loai

Ai luc lién két cua khang thé khang CD40 dugc lam cho gidng ngudi duge bdc
106 dugc phan tich bang ci phan tich BIAcore va phan tich dém té bao theo dong.

Pong hoc lién két CD40 dugc phan tich bing thir nghiém BIAcore voi thiét b
BlAcore T200. Mot cach vén tit, khang thé Fc khang chudt & dé (Pierce, cat# 31170)
hoic khang Fc ngudi ¢ dé (Pierce, cat#31125) duoc ¢b dinh trén chip cam bién CMS,
sau d6 1a sy bit giit ctia khédng thé khang CD40 trén bé mit thir nghiém. Tiép theo, dang
hoa tan ciia mién ngoai bao cia CD40 & ngudi (Creative BioMart, cat# CD402221H)
hodc CD40 & khi cynomolgus (cyno) (Creative BioMart, cat# CD40-8824C) dugc phun,

va su lién két va su phan ly dugc do.

-66-



36115

Dit liéu cong huong plasmon bé mat chi ra ring khang thé huAb8-1, huAb9-53,
huAb9 A2I, va huAb9 A2V dugc lam cho gidng nguoi giit lai i luc lién két twong tu
(Kp) nhu 4i lyc lién két clia cac dong ban dau cta chung AD163.7.2 ("muAb8") hodc
dong AD164.14.6 ("muAb9"), va thé hién lién két twong tyr v6i CD40 & ngudi hodc &
cynomolgus (Bang 4-2).

BANG 4-2
Ai luc do dugc bang BIAcore*
CD40 ¢ nguoi CD40 ¢ khi Cynomolgus
Khéng th | % (I/Ms) | ka(1l/s) | Kp (M) ka (1/Ms) | ka(1/s) | Kp (M)
muAbb6 7,6E+04 | 4,8E-03 | 6,3E-08 Khong xéac dinh
muAb7 7,5E+04 | 4,8E-03 | 6,4E-08 Khong xéac dinh
muAb8 1,0E+06 | 4,2E-03 | 4,1E-09 Khong xéac dinh
muAb3 6,9E+04 1,2E-02 | 1,7E-07 Khong xac dinh
muAbl 4,7E+05 1,6E-02 | 3,5E-08 Khong xéac dinh
muAb2 2,8E+06 9,6E-03 | 3,5E-09 Khong xac dinh
muAb4 2,3E+06 | 1,7E-01 | 7,6E-08 Khong xéac dinh
muAbS 2,3E+06 | 2,0E-03 | 8,8E-10 Khong xé4c dinh
muAbl10 2,6E+06 | 3,4E-02 | 1,3E-08 Khong xéac dinh
muAb9 2,8E+06 5,2E-02 | 1,9E-08 Khong xéac dinh
7,1E-
huAb8-1 TTE0S 2,3E-03 | 3,0E-09 LOE06 7,1E-03 09
1,3E-
huAb9-5 L7E£06 2,6E-02 | 1,5E-08 1L8E06 2,4E-02 08
1,3E+06 | 2,2E-01 | 1,7E-07 | 1,7E+06 | 2,5E-01 | L,5E-
huAb9 A21 07
1,5E+06 | 2,6E-01 | 1,7E-07 | 1,9E+06 | 2,7E-01 | 1,4E-
huAb9 A2V 07

*Céc sb dung dé chi ky hiéu khoa hoc, vi du, 3,0E-09 = 3,0 x 107

Khang thé khang CD40 dugc lam cho gidng ngudi ciing dugce danh gia vé sy lién
két voi CD40 bé mat té bao trén t& bao HEK293 dugc chuyén nap on dinh v6i CD40 &
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nguoi hode & cynomolgus, cling nhu la té bao B ¢6 ngudn gbc tir PBMC cynomolgus
hodc nguodi. Khang thé khang CD40 dugc lam cho gidng nguoi dugc U véi thé chuyén
nap HEK293 trong thoi gian 15 phut trén nudc da, va su lién két duge phét hién béng
khang thé thir cAp khang nguoi lién hgp huynh quang (Jackson ImmunoResearch). Phan
tich FACS cua té bao x4c nhén ring khéng thé dugc 1am cho gidng ngudi lién két voi
cac dong té bao 6n dinh CD40 & ngudi va & cynomolgus. Ngugce lai, khong quan sat
thiy su lién két trong cac thi nghiém tuwong tu thuc hién véi CD40 chudt nhét, chudt

cong hodc cho.

Khéng thé khang CD40 ciing dugc danh gia vé kha nang cla chung dé lién két
v6i dong té bao biéu hién CD40 & nguoi va & cynomolgus so cip. PBMC dugc phan lap
tr mau nguoi hodc khi cynomolgus dugce u véi khang thé khang CD40 dugc lién hop
vé6i thube nhuém huynh quang CF640R. Sau khi phan tich FACS, dit liéu dugc phan
tich bang phan mém FlowJo (FlowJo, LLC). Két qua chimg to rang khang thé dugc lam
cho gidng nguoi lién két v6i t& bao CD40-dwong so cap c6 ngudn gbc tir ca PBMC

nguoi va khi cynomolgus.
Phan loai epitop

Phan tich dém té bao theo dong va phuong phap ELISA duoc sir dung dé phan
loai khang thé khang CD40 cht van dugc lam cho gidng nguoi dua trén kha nang cia

chiing dé canh tranh v6i nhau hodic phdi tit CD40 (CD40L) dé lién két vai CD40.

Phén tich dém té bao theo dong dugc phat trién dé danh gia liéu khang thé c6
canh tranh dé lién két CD40 & nguoi voi khang thé khac hay khong. Trong thir nghiém
niy, CP-870,893, dugc didu ché tir dong khang thé khang CD40 ¢ ngudi IgG2 & nguoi
déy du 21.4.1 (xem tai liéu, Gladue, RP. et al., Cancer Immunol. Immunother. 2011;
60:1009-17 va Bing Sang Ché My S5 7,618,633), dugc ding 1am khang thé tham chiéu.
Céc chubi ndng va chudi nhe, lan luot, cia CP-870,893 1a:

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTGYYMHWVRQAPGQGLE
WMGWINPDSGGTNYAQKFQGRVTMTRDTSISTAYMELNRLRSDDTAVYYCA
RDQPLGYCTNGVCSYFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAA
LGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSNFG
TQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTL
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MISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVV
SVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSRE
EMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYS

KLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 181),

va

DIQMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQGIYSWLAWYQQKPGKAPNLLIY
TASTLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQANIFPLTFGGGTKV
EIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSG
NSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFN
RGEC (SEQ ID NO: 182).

Tht ca cac khang thé nguoi hoic dugc lam cho gidng nguoi khang CD40, bao
gdm huAb6-1, huAb8-1, huAb9 A2I, va CP-870,893, dugc gin nhan bang Alexa Fluor
(AF)-488. M3i khang thé dugc gin nhan huynh quang v6i ndng do c6 dinh & 1 pg/ml
duoc tron riéng r& voi luong tang 1én cua khang thé khang CD40 khong dugc gin nhin
khéc nam trong khoang tir 0,5 ng/ml dén 50 pg/ml, va dugc G v6i té bao HEK293 biéu
hién 6n dinh CD40 & ngudi. Sy lién két ctia khang thé duoc gin nhin huynh quang sau

d6 duogc theo ddi bang cach dém té bao theo dong.

Khang thé canh tranh duoc nhén dién béi sy giam phu thude liéu lwong cuia cuong
do phat huynh quang trung binh (MFI) va khang thé khong canh tranh dugc nhan dién
béi MFI khong dbi dugc tdng két trong BANG 4-3. Méc du huAb6-1 khong canh tranh
lién két CD40 & ngudi voi huAb8-1, ca huAb9 A2l va CP-870,893 déu canh tranh véi
huAb6-1 va huAb8-1. Ngoai ra, huAb9 A2] va CP-870,893 canh tranh véi nhau.

BANG 4-3

Phan loai epitop bang phén tich dém té bao theo dong

7 ) khang thé thir hai
khang thé thir nhat
huAb6- | huAb8- | huAb9
1 1 A21 CP-870,893
huAb6-1 — Y X X
huAb8-1 Y — X X
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BANG 4-3

Phan loai epitop bang phan tich dém té bao theo dong

7 ) khéng thé thtr hai
khang thé thir nhat
huAb6- | huAb8- | huAb9
1 1 A2I CP-870,893
huAb9 A21 X X — X
CP-870,893 X X X —

X: canh tranh 1an nhau; Y: khong canh tranh 14n nhau

Phan loai epitop cua khang thé duogc lam cho giéﬁg nguoi theo sang ché ciing
dugce xac nhan bang thir nghiém ELISA do su lién két ctia phtic hop khang thé khang
CD40 va CD40 v6i CD40L lién két trén dia nhu duge mo ta trong Vi du 2. Trong thir
nghiém nay, CP-870,893 nhu diéu ché & trén duge ding lam khang thé khing CD40
tham chiéu. Ham luong ting ctia khang thé khang CD40 hogc khang thé d6i chimg IgG1
& ngudi (hulgGh) dugce G voi 1 pg/ml protein dung hop CD40-huFc, va dugc bb sung
vao dia dugc phi bing CD40L. Nhur dugc thé hién trén HINH 3, khang thé dugc lam
cho giéng ngudi huAbs-1 va huAb8-3 phong bé su twong tac ciia CD40 va CD40L (bén
trai phia trén); huAb6-1 va huAb6-2 cho thiy téc dung tdi thiéu lén tuong tac CD40-
CD40L (bén phai phia trén); va huAb9-5 va huAb9-6 thic day lién két CD40 v6i CD40L
(bén trai phia dudi). Khang thé dugc 1am cho giéng ngudi huAb9 A2 ciing thic day
lién két CD40 véi CD40L khi so v6i CP-870,893, ma cho thdy tic dung tdi thicu 1én
twong tac CD40-CD40L (bén phai phia du6i).

Két qua nay théng nhat véi két qua thu dugc trong thir nghiém dua trén sy dém
t& bao theo dong véi cac té bao biéu hién CD4OL (HINH 4). Té bao CD40L+ Jurkat
duogc 1 vé6i protein CD40 & nguoi hoa tan lién hop voi chét phat huynh quang Alexa
Fluor 488 & ndng do khong déi bing 1 ng/ml. Su lién két ciia CD40 lién hop chat phat
huynh quang v6i CD40L bé mit t& bao Jurkat dugc do bang phan tich dém té bao theo
dong khi c¢6 mat ctua khang thé duge lam cho gidng ngudi huAb9 A2l va khang thé
khang CD40 tham chiéu CP-870,893. Cudng d0 phat huynh quang duoc tang cudng
duogc phat hién véi lugng ting cua huAb9 A2I trong mau, nhung khong phat hién véi
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khang thé tham chiéu CP-870,893. Két qua nay goi ¥ ring huAb9 A2I thic day lién két
CD40 véi t& bao Jurkat CD40L+ trong khi CP-870,893 tham chiéu thi khong.

Su anh huéng chic ning cia huAb9 A2l Ién vi€e truyén tin hiéu CD40 dinh
huéng béi CD40L ciing duge xac dinh trong thir nghiém c6 chira ca té bao biéu hién
CD40 va CD40L. Té bao biéu hién CD40 (té bao bao cao HEK293 blue CD40 NFxB
duoc mb ta trong Phin 8.1.1) dugc trdn véi t€ bao Jurkat CD40L- hodc CD40L+ 6 ti 1€
1:1, va dugc @ véi huAb9 A2I, CP-870,893 hodc khang thé doi chimg & 3 pg/ml. Viée
truyén tin hi¢u CD40 dugc do boi hoat tinh chét bao cao SEAP thong qua thir nghiém
do mau nhu dugc mo ta trong Phan 8.4.1. Khi té bao bao cao CD40 dugc ddng nudi cly
v6i té bao Jurkat CD40L- (HINH 5A), viée truyén tin hiéu CD40 duoc ting cuong dang
ké chi sau khi bd sung huAb9 A2I hoic CP-870,893, chir khong phai véi viée xit Iy bang
khang thé ddi chimg hodc khi khong bd sung. Mic du cé hai khang thé hoat hoa CD40,
huAb9 A2l khong c6 hiéu luc 16n hon dang ké so v6i CP-870,893 trong viéc kich thich
CD40 & cac diéu kién nay. Khi té bao bao cdo CD40 duge dong nudi chy véi té bao
Jurkat CD40L+ (HINH 5B), CD40L bé mit té bao hoat héa CD40 nhu dugc chi ra bang
hoat tinh chit bdo cao SEAP. Viéc xit Iy bang CP-870,893 khong lam tang cwong thém
su trién tin hiéu hoat tinh CD40 v6i hoat tinh chét béo cao SEAP twong tw v6i phan 16p
hulgG1 hoac hulgG2 dbi chitng, hodc khong c6 viée xtr ly bang khang thé (chi c6 moi
truong). Nguoc lai, viée xur ly bang huAb9 A2I lam tang thém vige truyén tin hiéu CD40
véi hoat tinh chét béo c4o 1on hon dang ké so véi CP-870,893 va viéc xir ly d6i chimg
(p<0,001).

Dit liéu nay chi ra rang khi CD40 bé mit té bao duge hoat hoa bang luong bio
hoa ctia CD40L bé miit té bao, huAb9 A2I tang cudng hon nita sy hoat hoa CD40 bing
cach anh hudng viéc truyén tin hiéu NF«xB xubi dong 16n hon khi so vo1 lugng tuong
duong ciia khang thé khang CD40 da biét CP-870,893.

Vi du 5: Bién thé ving Fc ciia khang thé khang CD40

Hoat tinh chi van 16n hon ctaCD40 ¢6 thé dat dugc thong qua su cai bién viing

Fc dé tang cudng sy lién két FcyRIIB (Li and Ravetch, Science, 2011; 333:1030-1034;

va White, et al., J. Immunol, 2011; 187:1754-1763). Hai dot bién, V273E va V273Y, ¢
vi tri 273 trong vung khong d6i 1gG1 & nguoi duge dua vao khang thé khang CD40
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duogc lam cho giéng ngudi huAb6-1, huAb8-1, huAb9-5, va huAb9 A21. Anh hudng cua
su dot bién Fe 1én su lién két voi thu thé Fey duge theo doi bang phan tich FACS va
bing tinh gay doc té bao qua trung gian té€ bao phu thudc khang thé (ADCC). Hoat tinh
cht van cua khang CD40 dugc lam cho gidng nguoi c6 su cai bién Fc dugc theo doi
théng qua sy hoat hoa cua chét bao cao NF-kB, té bao B, DC c6 ngudn gbc tir bach cau

don nhan va té bao T.
Sw lién két thu thé Fey va chire ning ADCC

Ham lugng ting cta khang thé IgG1 & nguoi khang CD40 va bién thé Fc clia
ching dugc u véi té bao CHO biéu hién én dinh céac thu thé Fey & nguoi khac nhau, bao
gdm FeyRI (CD64), FeyRIIA (CD32a), FeyRIIB (CD32b), va FeyRIIIA (CD16) v6i hién
tugng da hinh F hodc V. Su lién két dugc phat hién bang khang thé thu cép dac hiéu
khang F(ab'), & nguoi lién hop huynh quang (Jackson ImmunoResearch). Su dot bién
V273E hodc V273Y lam giam sy lién két v6i FeyRIIIA (CD16F hodc V) trong khi duy
tri s lién két FcyRI (CD64), va tang cuong su lién két FcyRIIA (CD32a) hodc FeyRIIB
(CD32b) (cac HINH 6A-6B).

ADCC ciia bién thé Fc cua khang thé khang CD40 duoc lam cho gibng ngudi
duge do bang cach st dung quy trinh tiéu chuén (Law et al., 2005, Cancer Res. 65:8331-
8). Trong vi du minh hoa, ADCC dugc lam giam voi cac bién thé ving khong dbi V273E
hodic V273Y khi so véi IgGi kiéu dai déi v6i khang thé huAb9-5 & té bao RL (HINH 7).
Hoat tinh chi vAn dwgc ting cwong khi lién két FeyR

Pé danh gia anh hudng cia su lién két thu thé Fey 1én hoat tinh chu van ciia khang
CD40, huAb9 A21 v6i dot bién hulgG: V273E duge sit dung dé xir 1y € bao bao cdo
HEK?293 blue CD40 NFxB duoc ddng nuéi cy véi té bao CHO biéu hién 6n dinh cac
thy thé Fey & nguoi khdc nhau, va hoat tinh NFxB duge theo doi. Nhu the hién trén
BANG 5-1, hoat tinh chu vén ctia CP-870,893 trong viéc kich thich su hoat héa NFkB
doc 1ap voi su lién két thu thé Fcy, trong khi hoat tinh cht vén ctia huAb9 A2I dugc phat
hién 1a phu thudc vao su lién két thu thé FoyD. Hiéu luc cia huAb9 A2I cao hon muwoif

lan trong viéc kich thich hoat tinh NF«xB khi té bao béo cdo duoc dong nudi chy véi té
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bao CHO bidu hién CD32a, CD32b hodc CD64 so v6i khi dugc déng nudi cdy voi té
bao CHO ma khong bidu hién thu thé Fcy, hogc biéu hién CD16V hodc CD16F.

Bang 5-1
Hoat tinh NFxB (ECso, nM)
CHO (FeyR) huAb A1 (hulgG CP-870.893 (hulgG)
V273E)
FeyR 4m 0,72 0,03
CDI6F 0,39 0,03
CD16V 0,30 0,02
CD32a 0,08 0,02
CD32b 0,07 0,02
CD64 0,01 0,02

Bién thé Fc trén sy ting sinh té bao B

Anh huéng cia dot bién Fe V273E hodc V273Y 1én hoat tinh chii van cta khang
CDA40 ciing dugc danh gia v6i tho nghiém tang sinh té bao B. Trong thit nghiém nay, té
bao B nguoi duge lam giau bang bo kit lam giau té bao B (StemCell Technologies)
théng qua su chon loc 4m. Té bio B di tinh ché duoc cip vao dia 96 giéng 6 5 x 105/ml,
200 wl mdi giéng trong moi trudng khong chita huyét thanh AIM-V (GIBCO). Khing
thé khang CD40 dugc pha loang theo day duoc bd sung va duoc nudi cdy v6i té bao B
trong thoi gian 6 ngay. Trong 16 gio nuoi cdy cudi cung, 1 nCi H’TdR duoc bd sung
vao mdi giéng ctia moi trudng nudi cAy va su tang sinh té bao B dugc xac dinh boi su
két hop H’TdR. Hoat tinh phéng xa két hop vdi su két hop H3TdR dugc ghi nhan bang
méay dém nhép nhay dudi dang s6 dém trong mdi phat (CPM). So v6i khang thé kiéu
dai TgG1 & ngudi twong img, cac bién thé Fe IgG1 & nguoi khing CD40 (huAb6-1,
huAb8-1 va huAb9-5) V273E va V273Y cho thay su hoat héa té bao B dugc ting cudng
(HINH 8). Tuy nhién, khi so véi CP-870,893, huAb9 A2l (V273E IgG1 ¢ nguoi) cho
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théy hiéu luc thip hon khoang mudi 14n trong viéc kich thich sy tang sinh té bao B (do
thi bén phai phia duéi).
Bién thé Fc 1én sw san xuat DC IL-12p70

Anh huéng cta dot bién Fc V273E hogc V273Y 1én hoat tinh chii van cta khang
CD40 duoc dénh gi thém bang thir nghiém hoat héa DC bang céach sir dung IL-12p70
lam d6i trong dém. Trong thir nghiém nay, DC chua trudng thanh trude hét duoc tao ra
tir bach cau don nhan dugc tinh ché tr PBMC ngudi va duge xtr ly bang IL4 va GM-
CSF. Su truong thanh DC va sy san xuét IL-12p70 dugc gy ra boi khang CD40 sau khi
mdi bang IFNy. Céc dang dot bién V273E hogc V273Y Fc lam tang cudng hi¢u lyc 1én
su hoat héa DC bang cach ting cudng su san xuét IL-12p70. Nhu dugce minh hoa trén
HINH 9, huAb6-1 (bén trai phia trén), huAb8-1 (bén phai phia trén), va huAb9-5 (bén
rai phia dudi) véi cac bién thé Fc hulgGy V273E hoge V273Y cho thdy su san xuét IL-
12p70 tang 1én khi so véi khang thé twong ing cla ching c6 hulgG: kiéu dai. D6i véi
huAb6-1 va huAb8-1, bién thé c6 dot bién hulgGy V273Y hiru hiéu hon trong viéc ting
cuong su san xuit IL-12p70 in vitro so v6i bién thé c6 dot bién V273E. D6i v6i huAb9-
5, bién thé vai hulgG: V273E hoac V273Y cho théy hiéu luc twong ty. Trong trudong
hop ctia huAb9 A2I (dd thi bén phai phia duéi), bién thé v6i dot bién hulgGi V273E
ching t6 hiéu lyc twong tr nhu CP-870,893 trong viéc kich thich DC san xué ra IL-
12p70.

Bién thé Fec trén su hoat hoa té bao T trong méi truong ddng nudi cay DC va té bao

T di sinh

Pé chimg minh khang CD40 ¢6 thé gy ra su hoat hoa té bao T thong qua su kich
thich té bao trinh dién khéng nguyén ching han nhu DC, céc bién thé Fc khang CD40
duoc thr nghiém trong sy dong nudi ciy DC va té bao T di sinh. Trong thir nghiém nay,
té bao dang tua (5 x 10%) trude hét dugc tao ra tir bach cau don nhan béng cach st dung
phuong phép dugc md ta 6 trén, sau d6 duge tron voi 1 x 10° t& bao T duoc tinh ché tir
ngudi cho khéac. Ce lugng khic nhau ctia khang thé khang CD40 huAb6-1, huAbg-1,
hodc huAb9-5 véi vung khong d6i IgG1 & ngudi kiéu dai hodc bién thé Fc cua ching
V273Y dugc b sung vao moi trudng dong nudi cdy DC va té bao T. Sau khi 1 4 ngay,

thu 14y dich néi bé mat va IFN-y dugc do bang ELISA.
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HINH 10 minh hoa céc khang thé vi du ma cho thdy su san xuét IFN-y dugc ting
cuong trong moi truong ddng nudi cdy véi cac té bao tir hai cap nguoi cho khac nhau.
Trong mdi trueong hop, bién thé V273Ys cia huAb6-1, huAbg8-1, va huAb9-5 chimg t6
su hoat héa té bao T nhu dugc chimg t6 boi sy tang 1én dang ké cua IFN-y khi so voi

khang thé hulgG: dbi chimg phén 16p.
Vi du 6: Hoat Tinh Khang U In vivo Ciia Khang Thé Khang CD40

Khang thé khang CD40 dugc lam cho giéng ngudi huAb6-1, huAb9-5, va huAb9
A2l voi IgGr ¢ nguoi kiéu dai hodc bién thé Fc duge danh gia vé kha ning cua ching
dé trc ché su phat trién khdi u & chudt NSG mang khéi u PC3 tuyén tién liét khi c6 mat
té bao mién dich clia nguoi.

Chuét NSG duoc cdy dudi da bing hdn hop cia té bao PC3 (1 x 10°), t bao T
da tinh ché (5 x 10%), va DC ty than (1 x 10%). Lidu don 1& cta khang thé khang CD40
hodc khang thé d6i chiing & 1 mg/kg dugc tiém trong mang bung ngay sau khi cdy. Thé
tich khéi u dugce do duoc cach ngay mot lan bang thudc kep. Khing thé khang CD40
bao gdm huAb6-1, huAb9-5, huAb9 A2I va bién thé Fe ciia ching V273E hodc V273Y
lam gidm su phat tridn khdi u khi so v6i khang thé d6i chimg phan 16p trong mé hinh
PC3 nhu thé hién trén HINH 11.

Vi du 7: Nghién citu chirng minh tinh kha thi & mé hinh Kkhéi u ciing gen & chudt

Do thiéu su lién két CD40 chudt ciia khang thé khang CD40 vi du theo sang ché,
viéc danh gia tac dung duge ¢ chudt dugc thuc hién bang cach st dung khang thé chu
van CD40 & chudt 1C10 mulgGi. Theo phuong phap tuwong tw voi dot bién hulgG: Fc
V273E théo luan ¢ trén, 1C10 v6i Fe IgGr & chudt (mulgGi) ching to sy lién két manh
véi muFcyRIIB va lién két t6i thiéu v6i muFcyRI va muFcyRIV, sy tuong duong chic
nang v6i FeyRIII nguoi. Tuong tu voi khang thé khang CD40 theo sing ché, 1C10
mulgGi ching té hiéu lyc trong viéc kich thich sy hoat hoa té bao B lach chudt in vitro
va in vivo. Do d6, khang thé khang-CD40 & chudt 1C10 véi ving khong dbi 1gGy &
chudt duoc ding lam phén tir chirmg minh tinh kha thi dé kham pha céac con duong phat
trién 1am sang c6 thé c6, ma dugc bao gbm bang cach st dung su phén phéi trong khéi

u hodc tri liéu két hop véi viée ddng sir dung cua khang thé khang PD-1.

Dung trong Kkhéi u
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M0 hinh cung gen CT26 trong d6 chudt c¢6 khéi u dudi da hai bén dugc ding dé
nghién ctru viéc dung trong khéi u. Cac té bao sbng (1 x 10°) cho mdi con chudt duge
cdy dudi da vao suon sau trai va phai clia chuft cai Balb/C vao Ngay 0. Cac con vat
duge chia ngAu nhién vao cdc nhém vao Ngay 12 véi mudi con moi nhom. Thé tich khéi
u trung binh cta suon phai khi bét dau ding liéu lwgng 1 khoédng 85 mm®. Ba con chudt
tir mBi nhom bi giét chét 24 givs sau lidu thir nhét dé danh gia ALT huyét thanh. Cac con
chudt con lai dugc theo do1 vé su phat trién ctia ca hai khdi u. Thé tich khéi u duge xéac
dinh hai 14n mi tudn. Phép do chidu dai (L), chiéu rong (W) va chiéu cao (H) cla khéi
u duoc thuc hién bang thude kep dién tir va thé tich duoc tinh theo cong thirc sau: L x

W x H/2. Viéc dung lidu lugng khang thé bat dau ngay sau khi phdn nhém ngau nhién.

Khi khang thé khang CD40 1C10 dugc tiém truc tiép vao mot khéi u (3 mg/kg,
tir 2 dén 3 14n mot tuan), sy phat trién khdi u & ca hai vi tri tiém ("dung lidu luong IT")
cling nhu 12 ¢ vi tri xa ("Khong dung liéu luong IT") dugce gidm di, goi y su hinh thanh
ctia sy midn dich khang khéi u toan than (HINH 12). Su gy doc gan dugc theo doi bang
enzym gan ALT do duoc bing VetScan (Abaxis Inc., Union City, CA). Viéc dung lidu
lugng trong khdi u (IT) ctia khang thé khang CD40 1C10 gy ra su tang ALT giam di

so v6i viéc dung liéu lwong trong mang bung (IP) toan than.
Tri liéu két hep véi viée dung dong thoi ciia khang thé khang PD-1

Khbi u CT26 duoc hinh thanh bing cach cdy 1 x 10° té bao sbéng cho mdi con
chudt dudi da vao swon phai clia chudt cai Balb/C vao Ngay 0. Céac con chudt duoc chia
ngau nhién vao cdc nhom vao Ngay 15. Khang thé khang CD40 1C10 (0,6 mg/kg) &
dang két hop v6i khang thé khang PD1 mulgGaa doc quyén (10 mg/kg) dugc dung lidu
lurong IP hai 14n mot tudn trong mo hinh chudt CT26 cung gen. Phac d6 dung két hop
thé hién hoat tinh khang khéi u déang ké (7 trong s& 10 con chudt cho thay su thoai trién
khdi u so v6i 0 & dbi chimg va 1 trong s6 10 trong mdi nhém diéu tri bang khang PD1

hoic khang CD40), ting hd cho su phat trién dang két hop nay (HINH 13).

Viéc didu trj bing khang thé khang CD40 1C10 dugc thuc hién ¢ 0,6 mg/kg, ma
12 liéu luong dudi tri lidu dé don tri liéu trong mo hinh nay. Trong mot sd truomg hop,
viéc duy tri mrc do hiéu qua khang khéi u & cac lidu luong nay ctia mdi khang thé don

dong c6 thé trg gitip cho su gdy doc giam, nhu duge ching minh, vi du, bdi ham luong
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enzym gan. Trong thi nghiém nay, tri li¢u két hop khong 1am ting ham lwgng enzym
gan, khéi luong 14 1ach, hoic ham lugng xytokin, chang han nhu TNFo hoge IL-6 (HINH
14). Ham lugng enzym gan duoc do bang VetScan, va ham lugng xytokin dugc do bing

bo kit MILLIPLEX Map Mouse Cytokine (EMD Millipore).

T4t ca cac tai liéu cong bd, béng sang ché, don séng ché va cac tai liéu khac vién
dan trong don nay dugc két hop & day dé tham khao dén toan bo nodi dung cua ching
cho tht ci cac muc dich dén muc do nhu thé mdi tai liéu cong bd, bing sang ché, don
sang ché cu thé hodc tai liéu khac duoc chi ra riéng r& dé dugc két ho nham muc dich

tham khao.

Maic du cac phuong 4n cu thé khac nhau dac duwoc minh hoa va md ta, can hicu
rd rang cac thay doi khac nhau c6 thé dugc tao ra ma khong ndm ngoai tinh than va

pham vi cua (c&c) sang ché.
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YEU CAU BAO HQ

Khéng thé khang CD40 chira (i) chudi Vi ¢6 chira ba CDR; va (ii) chudi Vi co
chtra ba CDR, trong do:
Vi CDR#1 1a GYSITSNYYWN (SEQ ID NO:8):
Vi CDR#2 12 YIRYDGSNNYNPSLKN (SEQ ID NO:18);
Vi CDR#3 1a LDY (SEQ ID NO:35):

Vi CDR#1 1a RSSQSLENTNGNTFLN (SEQ ID NO:58);

Vi CDR#2 1a RVSNREFES (SEQ ID NO:68): va

Vi CDR#3 1a LQVTHVPFT (SEQ ID NO:88).
Khang thé khang CD40 theo diém 1 1a ctia nguoi hodc duge 1am cho gidng cua
nguoi.
Khang thé khang CD40 theo diém 1 hodic 2 ma c6 chira chudi Vi twong tng véi
trinh tu cia SEQ ID NO:117 va chudi Vi twong (g vdi trinh tur cua SEQ 1D
NO:170.
Khang thé khang CD40 theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 3, trong d6
khang thé nay la khang thé 1gG.
Khang thé khang CD40 theo diém 4, trong d6 khang thé nay 12 IgGy va chira viing
CH2 bién thé c6 chira sy thé axit amin V273E hoac V273Y.
Khéng thé khang CD40 theo diém 4, trong d6 khang thé nay 1a IgGi va chira viing
Fe bién thé ¢6 chira su thé axit amin D356F va L358M.
Khang thé khang CD40 theo diém bat ky trong s6 cac diém tir | dén 6 chira vang
khong doi chudi nhe kappa.
Khang thé khang CD40 theo diém 1 ¢6 trinh tu chudi nang theo SEQ ID NO:130
hodc 131, va trinh tu chudi nhe theo SEQ 1D NO:140

Khang thé khang CD40 c6 trinh tu chudi nang theo SEQ ID NO:132 hodc 133, va
trinh tu chudi nhe theo SEQ ID NO: 141.
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Khéng thé khang CD40 theo diém 1 c6 trinh tu chudi nang theo SEQ ID NO:132
hodc 133, va trinh tu chudi nhe theo SEQ ID NO:142.

Dugc phdm chira khéng thé khang CD40 theo diém bat ky trong sb cac diém tir

1 dén 10, va chat mang duogc dung.

Axit nucleic chtra trinh tu nucleotit ma hoa khang thé khang CD40 hodc manh
lién két, trong d6 khang thé hoac méanh lién két nay chira (i) chudi Vu c6 chira ba

CDR; va (ii) chudi Vi c6 chira ba CDR, trong do:
Vi CDR#1 1a GYSITSNYYWN (SEQ ID NO:8);
Vi CDR#2 1a YIRYDGSNNYNPSLKN (SEQ ID NO:18);
Vu CDR#3 1a LDY (SEQ ID NO:35);
Vi CDR#1 1a RSSQSLENTNGNTFLN (SEQ ID NO:58);
V1L CDR#2 1a RVSNRFS (SEQ ID NO:68); and
VL CDR#3 1a LQVTHVPFT (SEQ ID NO:88).

Phan tir axit nucleic theo diém 12, trong d6 phan tir axit nucleic nay thu dugc tir

thé lai.

Phan i axit nucleic theo didm 13, trong d6 thé lai 1a AD164.14.6.

Vit truyén chira axit nucleic theo diém 13.

Vit truyén theo diém 15, trong d6 vat truyén nay 1a vat truyén biéu hién.

Té bao chu duoc phan 1ap duge bién nap bang vat truyén theo diém 16, trong d6

té bao chu nay 1a té bao nhan chuan.
Té bao chi theo diém 17, trong d6 té bao nay 1a té bao dong vat c6 vi.

Té bao dong vat c6 vu theo diém 18, trong do té bao nay duoc chon tur té bao

CHO, té bao NSO, t& bao COS, hoic té bao SP2.
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DANH MUC TRINH TU

<110> ABBVIE BIOTHERAPEUTICS INC.

<120> Khéng thé khang CD40, duoc phdm chia khang thé nay, va axit nucleic chta
trinh tu nucleotit mi hoa khang thé nay

<130> 381493-285WO

<140>
<141>

<150> 62/342,417
<151> 2016-05-27

<160> 200
<170> PatentIn phién ban 3.5

<210> 1

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tyu Nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="M4 ta trinh tu nhan tao: Peptit tdéng hop"

<400> 1
Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Trp Ile Thr
1 5 10

<210> 2

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="M&é ta trinh tu nhdn tao: Peptit tdng hop"

<400> 2

Gly Tyr Thr Phe Thr Gly Tyr Trp Ile Gln
1 5 10
<210> 3

<211> 10
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<212> PRT
<213> Trinh ty Nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="Md& ta trinh tu nhan tao: Peptit téng hop"

<400> 3
Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr Tyr Met Asn
1 5 10

<210> 4

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhé&n tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="M& ta trinh tu nhan tao: Peptit tdéng hop"

<400> 4
Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr Tyr Met Ser
1 5 10

<210> 5

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhé&n tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="M& ta trinh tu nh&n tao: Peptit tdéng hop"

<400> 5
Gly Tyr Ser Ile Thr Thr Asn Tyr Asn Trp Asn
1 5 10

<210> 6

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhén tao

<220>

<221> ngudn
<223> /note="M& ta trinh ty nhan tao: Peptit tdng hop"
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<400> 6
Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Trp Met His
1 5 10

<210> 7

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhéan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="M& ta& trinh tu nhan tao: Peptit téng hop"

<400> 7
Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr Tyr Ile Asn
1 5 10

<210> 8

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="M6 ta trinh tuy nhan tao: Peptit téng hop"

<400> 8
Gly Tyr Ser Ile Thr Ser Asn Tyr Tyr Trp Asn
1 5 10

<210> 9

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="M& ta trinh tuy nhan tao: Peptit tdng hop"

<400> 9
Gly Tyr Ser Ile Ser Ser Asn Tyr Tyr Trp Asn
1 5 10

-82-



36115

<210> 10

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhéan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="Md6 ta trinh ty nh&n tao: Peptit tdng hop"

<400> 10
Gly Tyr Asp Ile Thr Ser Asn Tyr Tyr Trp Asn
1 5 10

<210> 11

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhé&n tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="M6 ta trinh ty nhan tao: Peptit tdng hop"

<400> 11
Glu Ile Asn Pro Gly Ser Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Glu Lys Phe Lys
1 5 10 15

Ser

<210> 12

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tu Nhé&n tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="M6 ta trinh tu nha&n tao: Peptit tdng hop"

<400> 12

Glu Ile Leu Pro Gly Gly Asp His Thr Lys Tyr Asn Glu Lys Phe Arg
1 5 10 15

Gly

-83-
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<210> 13

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="Mé ta trinh ty nhan tao: Peptit tdng hop"

<400> 13
Asp Ile Asn Pro Asn Asn Gly Gly Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 14

<211> 19

<212> PRT

<213> Trinh tu Nhan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="M6 ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop"

<400> 14
Phe Ile Arg Asn Lys Ala Asn Gly Tyr Thr Thr Glu Phe Ser Ala Ser
1 5 10 15

Val Lys Gly

<210> 15

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /note="M& ta trinh tu nhan tao: Peptit tdéng hop"

<400> 15



36115

Tyr Ile Arg His Asp Gly Thr Asn Asn Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Asn
1 5 10 15

<210> 16

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhéan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="M& ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop"

<400> 16
Asn Ile Asp Pro Ser Asn Gly Glu Thr His Tyr Asn Gln Lys Phe Lys
1 5 10 15

Asp

<210> 17

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhéan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="M& ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop"

<400> 17
Trp Ile Phe Pro Gly Ser Gly Ser Val Tyr Cys Asn Glu Gln Phe Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 18

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhan tao

<220>

<221> ngudn
<223> /note="M& ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop"

-85-
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<400> 18
Tyr Ile Arg Tyr Asp Gly Ser Asn Asn Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Asn
1 5 10 15

<210> 19

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="M& ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop"

<400> 19
Asn Ile Asp Pro Ser Asn Gly Glu Thr His Tyr Ala Gln Lys Phe Gln
1 5 10 15

Gly

<210> 20

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="Mdé ta trinh tu nhan tao: Peptit téng hop"

<400> 20

Trp Ile Phe Pro Gly Ser Gly Ser Val Tyr Ser Asn Glu Gln Phe Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 21

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhan tao

<220>

-86-
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<221> ngudn
<223> /note="M& ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop"

<400> 21

Tyr Ile Arg Tyr Asp Gly Ser Asn Asn Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser
1 5 10 15

<210> 22

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhé&n tao

<220>

<221> ngudn

<223> /note="M& ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop"
<400> 22

Tyr Ile Arg Tyr Asp Gly Ser Asn Asn Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Gly
1 5 10 15
<210> 23

<400> 23

000

<210> 24

<400> 24

000

<210> 25

<400> 25

000

<210> 26

<400> 26

000

<210> 27

-87-



<400>

000

<210>

<400>

000

<210>

<400>

000

<210>

<400>

000

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

<220>
<221>
<223>

<400>

Asn Arg Gly Thr Gly Asp Tyr

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

27

28

28

29

29

30

30

31

-

PRT

Trinh ty Nhé&n tao

ngudn

/note="Mé ta trinh ty nhén tao:

31

5
32
5

PRT
Trinh ty Nhan tao

ngudn

/note="Mé ta trinh ty nhén tao:

32

Val Gly Gly Asp Tyr

1

5

36115

-88-

Peptit tdéng hop"

Peptit tdéng hop"



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

<220>
<221>
<223>

<400>

36115

33

13

PRT

Trinh ty Nhan tao

ngudn
/note="M& ta trinh tu nhan tao: Peptit téng hop"

33

Arg Gly Gly Leu Gly Arg Gly Thr Tyr Ala Leu Asp Tyr

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

5 10

34

12

PRT

Trinh ty Nhan tao

ngudn
/note="Mé ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop"

34

Tyr Gly Gly Leu Arg Gln Gly Trp Tyr Phe Asp Val

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

5 10

35

3

PRT

Trinh ty Nhén tao

ngudn
/note="M& ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop"

35

Leu Asp Tyr

1

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

36
16
PRT
Trinh ty Nhén tao

-890-



<220>
<221>
<223>

<400>

36115

ngudn
/note="M& ta trinh tu nhén tao: Peptit tdng hop"

36

Glu Arg Ile Tyr Tyr Ser Gly Ser Thr Tyr Asp Gly Tyr Phe Asp Val

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

5 10 15

37

.

PRT

Trinh tu Nhé&n tao

ngudn
/note="M& ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop"

37

Ser Leu Gly Lys Phe Ala Tyr

1

<210>

<400>

000

<210>

<400>

000

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

<400>

5

38

38

39

39

40

277

PRT

Homo sapiens

40

Met Val Arg Leu Pro Leu Gln Cys Val Leu Trp Gly Cys Leu Leu Thr

1

5 10 15

Ala Val His Pro Glu Pro Pro Thr Ala Cys Arg Glu Lys Gln Tyr Leu

20 25 30

-90-



Ile

Ser

Ser

65

Lys

Ser

Ser

Phe

Pro

145

Cys

Ala

Arg

Leu

Asn

Asp

50

Glu

Tyr

Glu

Glu

Gly

130

Cys

His

Gly

Ala

Leu
210

Ser

35

Cys

Phe

Cys

Thr

Ala

115

Val

Pro

Pro

Thr

Leu

195

Val

Gln

Thr

Leu

Asp

Asp

100

Cys

Lys

Val

Trp

Asn

180

Val

Leu

Cys

Glu

Asp

Pro

85

Thr

Glu

Gln

Gly

Thr

165

Lys

Val

Val

Cys

Phe

Thr

70

Asn

Ile

Ser

Ile

Phe

150

Ser

Thr

Ile

Phe

Ser

Thr

55

Trp

Leu

Cys

Cys

Ala

135

Phe

Cys

Asp

Pro

Ile
215

Leu

40

Glu

Asn

Gly

Thr

Val

120

Thr

Ser

Glu

Val

Ile

200

Lys

36115

Cys Gln

Thr Glu

Arg Glu

Leu Arg

90

Cys Glu
105

Leu His

Gly Val

Asn Val

Thr Lys

170

Val Cys
185

Ile Phe

Lys Val

-01-

Pro

Cys

Thr

75

Val

Glu

Arg

Ser

Ser

155

Asp

Gly

Gly

Ala

Gly

Leu

60

His

Gln

Gly

Ser

Asp

140

Ser

Leu

Pro

Ile

Lys
220

Gln

45

Pro

Cys

Gln

Trp

Cys

125

Thr

Ala

Val

Gln

Leu

205

Lys

Lys

Cys

His

Lys

His

110

Ser

Ile

Phe

Val

Asp

190

Phe

Pro

Leu

Gly

Gln

Gly

95

Cys

Pro

Cys

Glu

Gln

175

Arg

Ala

Thr

Val

Glu

His

80

Thr

Thr

Gly

Glu

Lys

160

Gln

Leu

Ile

Asn



36115

Lys Ala Pro His Pro Lys Gln Glu Pro Gln Glu Ile Asn Phe Pro Asp
225 230 235 240

Asp Leu Pro Gly Ser Asn Thr Ala Ala Pro Val Gln Glu Thr Leu His
245 250 255

Gly Cys Gln Pro Val Thr Gln Glu Asp Gly Lys Glu Ser Arg Ile Ser
260 265 270

Val Gln Glu Arg Gln
275

<210> 41

<211> 261

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 41
Met Ile Glu Thr Tyr Asn Gln Thr Ser Pro Arg Ser Ala Ala Thr Gly
1 5 10 15

Leu Pro Ile Ser Met Lys Ile Phe Met Tyr Leu Leu Thr Val Phe Leu
20 25 30

Ile Thr Gln Met Ile Gly Ser Rla Leu Phe Ala Val Tyr Leu His Arg
35 40 45

Arg Leu Asp Lys Ile Glu Asp Glu Arg Asn Leu His Glu Asp Phe Val
50 55 60

Phe Met Lys Thr Ile Gln Arg Cys Asn Thr Gly Glu Arg Ser Leu Ser
65 70 75 80

Leu Leu Asn Cys Glu Glu Ile Lys Ser Gln Phe Glu Gly Phe Val Lys
85 90 95

-02-



Asp Ile

Met Gln

Glu Ala
130

Tyr Tyr
145

Leu Thr

Phe Cys

Leu Cys

Ala Asn
210

Leu Gly
225

Val Thr

Gly Leu

<210> 42

<400> 42
000

Met

Lys

115

Ser

Thr

Val

Ser

Leu

195

Thr

Gly

Asp

Leu

Leu

100

Gly

Ser

Met

Lys

Asn

180

Lys

His

Val

Pro

Lys
260

Asn

Asp

Lys

Ser

Arg

165

Arg

Ser

Ser

Phe

Ser

245

Leu

Lys

Gln

Thr

Asn

150

Gln

Glu

Pro

Ser

Glu

230

Gln

Glu

Asn

Thr

135

Asn

Gly

Ala

Gly

Ala

215

Leu

Val

Glu

Pro

120

Ser

Leu

Leu

Ser

Arg

200

Lys

Gln

Ser

36115

Thr Lys
105
Gln Ile
Val Leu
Val Thr
Tyr Tyr
170
Ser Gln
185
Phe Glu
Pro Cys

Pro Gly

His Gly
250

-03-

Lys

Ala

Gln

Leu

155

Ile

Ala

Arg

Gly

Ala

235

Thr

Glu

Ala

Trp

140

Glu

Tyr

Pro

Ile

Gln

220

Ser

Gly

Asn

His

125

Ala

Asn

Ala

Phe

Leu

205

Gln

Val

Phe

Ser

110

Val

Glu

Gly

Gln

Ile

190

Leu

Ser

Phe

Thr

Phe

Ile

Lys

Lys

Val

175

Ala

Arg

Ile

Val

Ser
255

Glu

Ser

Gly

Gln

160

Thr

Ser

Ala

His

Asn

240

Phe



<210>

<400>

000

<210>

<400>

000

<210>

<400>

000

<210>

<400>

000

<210>

<400>

000

<210>

<400>

000

<210>

<400>

000

<210>

<400>
000

43

43

44

44

45

45

46

46

47

47

48

48

49

49

50

50

36115

-94-



36115

<210> 51

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="M& ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop"

<400> 51
Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser Tyr Gly Asn Thr Tyr Leu His
1 5 10 15

<210> 52

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="M& ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop"

<400> 52
Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val Asn Ser Asn Glu Asn Thr Tyr Leu His
1 5 10 15

<210> 53

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="M& ta trinh tuy nhan tao: Peptit tdng hop"

<400> 53
Arg Ala Ser Gln Asp Ile Ser Asn Tyr Leu Asn
1 5 10

<210> 54

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhan tao

-05-



36115

<220>
<221> ngudn
<223> /note="M6 ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop"

<400> 54
Arg Ala Ser Gln Asp Ile Arg Asn Tyr Leu Asn
1 5 10

<210> 55

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="M& ta trinh tuy nhan tao: Peptit tdng hop"

<400> 55
Arg Ser Ser Gln Ser Leu Glu Asn Ser Tyr Gly Asn Thr Phe Leu Asn
1 5 10 15

<210> 56

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="Mé ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop"

<400> 56
Ser Ala Ser Ser Ser Leu Ser Tyr Met His
1 5 10

<210> 57

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhéan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /note="M& ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop"

<400> 57

-06-



36115

Lys Ala Ser Gln Ser Val Val Thr Ala Val Ala
1 5 10

<210> 58

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhé&n tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="M& ta trinh ty nhan tao: Peptit tdng hop"

<400> 58
Arg Ser Ser Gln Ser Leu Glu Asn Thr Asn Gly Asn Thr Phe Leu Asn
1 5 10 15

<210> 59

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhéan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="M& ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop"

<400> 59
Arg Ser Ser Gln Ser Leu Glu Asn Ser Asn Gly Asn Thr Phe Leu Asn
1 5 10 15

<210> 60
<400> 60

000

<210> 61

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu Nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /note="Md ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop"

<400> 61

-97-



36115

Lys Val Ser Asn Arg Ile Ser
1 5

<210> 62

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhé&n tao

<220>
<221> ngudn

<223> /note="M6 ta trinh ty nhan tao:

<400> 62
Lys Val Phe Asn Arg Tyr Ser
1 5

<210> 63

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhé&n tao

<220>
<221> ngudn

<223> /note="Md ta trinh tu nhén tao:

<400> 63
Tyr Thr Ser Arg Leu His Leu
1 5

<210> 64

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /note="M6é ta trinh tu nhén tao:

<400> 64

Tyr Thr Ser Arg Leu His Ser
1 5

<210> 65

<211> 7

-08-
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<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

36115

PRT
Trinh ty Nhan tao

ngudn

/note="Mé tad trinh tuy nhan tao:

65

Arg Val Ser Asn Arg Phe Cys

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

5

66

7

PRT

Trinh ty Nhan tao

ngudn

/note="Md ta trinh tuyu nhén tao:

66

Asp Thr Ser Lys Leu Ala Ser

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

5

67

7

PRT

Trinh tyu Nhé&n tao

nguén

/note="Mé ta trinh ty nhén tao:

67

Ser RAla Ser Asn Arg Tyr Thr

1

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

<220>
<221>
<223>

5

68

7

PRT

Trinh ty Nhan tao

ngudn

/note="M&é ta trinh ty nhén tao:

-90-
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36115

<400> 68
Arg Val Ser Asn Arg Phe Ser
1 5

<210> 69

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhén tao
<220>

<221> ngudn

<223> /note="M& ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop"
<400> 69

Arg Ile Ser Asn Arg Phe Ser
1 5

<210> 70

<400> 70

000

<210> 71

<400> 71

000

<210> 72

<400> 72

000

<210> 73

<400> 73

000

<210> 74

<400> 74
000

-100-



36115

<210> 75
<400> 75
000

<210> 76
<400> 706
000

<210> 77
<400> 77
000

<210> 78
<400> 78
000

<210> 79
<400> 79
000

<210> 80
<400> 80

000

<210> 81

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /note="M6 ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop"

<400> 81

-101-



36115

Ser Gln Ser Thr His Val Pro Tyr Thr
1 5

<210> 82

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu Nhé&n tao

<220>
<221> ngudn

<223> /note="Mé ta& trinh ty nhén tao:

<400> 82
Phe Gln Ser Thr His Val Pro Trp Thr
1 5

<210> 83

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tuyu Nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /note="M& ta trinh ty nhin tao:

<400> 83
Gln Gln Gly Asn Thr Leu Pro Leu Thr
1 5

<210> 84

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /note="M&é ta trinh ty nhan tao:

<400> 84
Gln Gln Gly Lys Thr Leu Pro Trp Thr
1 5

<210> 85
<211> 9

-102-
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<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

36115

PRT
Trinh ty Nhéan tao

ngudn

/note="Mé ta trinh tyu nhén tao:

85

Leu Gln Val Thr His Val Pro Tyr Thr

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

5

86

9

PRT

Trinh ty Nhén tao

ngudn

/note="M& ta trinh tu nhén tao:

86

Gln Gln Trp Ser Ser Asn Pro Trp Thr

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

5

87

9

PRT

Trinh ty Nhan tao

ngudn

/note="Mé ta trinh ty nhdn tao:

87

Gln Gln Tyr Ser Ser Tyr Pro Tyr Thr

1

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

<220>
<221>
<223>

5

88

9

PRT

Trinh ty Nhan tao

ngudén

/note="M&é ta trinh ty nhan tao:

-103-
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<400>

88

36115

Leu Gln Val Thr His Val Pro Phe Thr

1

<210>

<400>

000

<210>

<400>

000

<210>

<400>

000

<210>

<400>

000

<210>

<400>

000

<210>

<400>

000

<210>

<400>
000

89

89

90

90

91

91

92

92

93

93

94

94

95

95

-104-



<210>

<400>

000

<210>

<400>

000

<210>

<400>

000

<210>

<400>

000

<210>

<400>

000

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

<220>
<221>
<223>

<400>

36115

96

96

97

97

98

98

99

99

100

100

101
116
PRT
Trinh ty Nhé&n tao

ngudn
/note="Md ta& trinh tu nhén tao: Polypeptit tdng hop"

101

Gln Val Gln Leu Gln Gln Pro Gly Ala Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala

1

5 10 15

Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr

20 25 30

-105-



36115

Trp Ile Thr Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

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

Lys Ser Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Thr Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Ala Arg Asn Arg Gly Thr Gly Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu
100 105 110

Thr Val Ser Ser
115

<210> 102
<211> 114
<212> PRT
<213> Trinh ty Nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="M& ta trinh tu nhan tao: Polypeptit tdng hop"

<400> 102
Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Met Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Ala Lys Leu Ser Cys Lys Ala Thr Gly Tyr Thr Phe Thr Gly Tyr
20 25 30

Trp Ile Gln Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly His Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Glu Ile Leu Pro Gly Gly Asp His Thr Lys Tyr Asn Glu Lys Phe
50 55 60

-106-



36115

Arg Gly Lys Ala Thr Phe Thr Ser Asp Thr Ser Ser Asn Thr Val Tyr
65 70 75 80

Met Gln Leu Ser Ser Leu Thr Thr Glu Asp Ser Ala Ile Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Val Gly Gly Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr Val
100 105 110

Ser Ser

<210> 103
<211> 122
<212> PRT
<213> Trinh tyu Nhé&n tao

<220>
<221> ngudn

<223> /note="Md ta trinh ty nhan tao: Polypeptit téng hop"

<400> 103

Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr
20 25 30

Tyr Met Asn Trp Val Lys Gln Ser His Gly Lys Ser Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Asp Ile Asn Pro Asn Asn Gly Gly Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

-107-



Met Glu Leu Arg Ser Leu

85

Ala Arg Arg Gly Gly Leu

100

Gly Gln Gly Thr Ser Val

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

<220>
<221>
<223>

<400>

Leu Val Gln Pro

1

115

104
113
PRT
Trinh ty Nhan tao

ngudn

Thr

Gly

Thr

/note="M& ta trinh tu

104

5

Phe Thr Phe Ser Asp Tyr

20

Lys Ala Leu Glu Trp Leu

35

Thr Thr Glu Phe Ser Ala

50

Asp Asn Ser Gln Ser Ile

65

70

Glu Asp Ser Ala Thr Tyr

85

Gly Trp Tyr Phe Asp Val

100

Gly Gly Ser

Tyr

Gly

Ser

55

Leu

Tyr

Trp

36115

Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys

90

95

Arg Gly Thr Tyr Ala Leu Asp Tyr Trp

Val
120

105

Ser Ser

110

nhan tao: Polypeptit tdng hop"

Leu

Met

Phe

40

Val

Tyr

Cys

Gly

Ser Leu Ser Cys Ala Ala

10

Ser Trp
25

Ile Arg

Lys Gly

Leu Gln

Ala Arg

90

Thr Gly
105

-108-

Val

Asn

Arg

Met

75

Tyr

Thr

Arg

Lys

Phe

60

Asn

Gly

Thr

Gln

Ala

45

Thr

Ala

Gly

Val

Pro

30

Asn

Ile

Leu

Leu

Thr
110

Ser

15

Pro

Gly

Ser

Arg

Arg

95

Val

Gly

Gly

Tyr

Arg

Ala

80

Gln

Ser



Ser

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

<220>
<221>
<223>

<400>

105
112
PRT
Trinh ty Nhén

ngudn

/note="Mé ta trinh tu

105

Asp Val Gln Leu Gln

1

5

Ser Leu Phe Leu Thr

Tyr As

Met Gl
50

Lys As
65

20

n Trp Asn Trp
35

y Tyr Ile Arg

n Arg Ile Ser

Leu Lys Leu Asn Ser

85

Thr Arg Leu Asp Tyr

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

100

106
125
PRT
Trinh tuy Nhén

tao

Glu Ser Gly

Cys Ser Val

Ile Arg Gln
40

His Asp Gly
55

Ile Ile Arg
70

Val Thr Thr

Trp Gly Gln

tao

36115

Pro Gly Leu Val Glu Pro

10

Thr Gly

25

Phe Pro

Thr Asn

Asp Thr

Glu Asp

90

Gly Thr

105

-109-

Thr

30

Leu

Pro

Gln

Tyr

Val
110

nhan tao: Polypeptit tdng hop"

Ser

15

Thr

Glu

Ser

Phe

Phe

95

Ser

Gln

Asn

Trp

Leu

Phe

80

Cys

Ser



36115

<220>
<221> ngudn
<223> /note="M6 ta trinh tu nhan tao: Polypeptit téng hop"

<400> 106
Gln Val Gln Leu Gln Gln Pro Gly Ala Glu Leu Val Arg Pro Gly Ser
1 5 10 15

Ser Val Lys Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr
20 25 30

Trp Met His Trp Val Lys Gln Arg Pro Ile Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Asn Ile Asp Pro Ser Asn Gly Glu Thr His Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 60

Lys Asp Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Ala Arg Glu Arg Ile Tyr Tyr Ser Gly Ser Thr Tyr Asp Gly Tyr Phe
100 105 110

Asp Val Trp Gly Thr Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

<210> 107
<211> 116
<212> PRT
<213> Trinh ty Nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /note="M& ta trinh tu nhan tao: Polypeptit tdéng hop"

<400> 107

-110-



36115

Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Ser Gly Ala

Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr
20 25 30

Tyr Ile Asn Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Trp Ile Phe Pro Gly Ser Gly Ser Val Tyr Cys Asn Glu Gln Phe
50 55 60

Lys Gly Gln Ala Thr Leu Thr Val Asp Arg Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Leu Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Phe Cys
85 90 95

Ala Ser Ser Leu Gly Lys Phe Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val
100 105 110

Thr Val Ser Ala
115

<210> 108
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh ty Nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="Md ta trinh tu nhan tao: Polypeptit tdng hop"

<400> 108
Asp 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 Tyr Ser Ile Thr Ser Asn
20 25 30

-111-



Tyr Tyr Trp Asn
35

Met Gly Tyr Ile
50

Lys Asn Arg Ile
65

Leu Lys Leu Asn

Ala Arg Leu Asp
100

<210> 109
<211> 112
<212> PRT

Trp Ile Arg

Arg Tyr Asp
55

Ser Ile Thr
70

Ser Val Thr
85

Tyr Trp Gly

<213> Trinh ty Nhé&n tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="Md

<400> 109
Asp Val Gln Leu
1

Ser Leu Ser Leu
20

Tyr Tyr Trp Asn
35

Met Gly Tyr Ile
50

td trinh tu

Gln Glu Ser
5

Thr Cys Ser

Trp Ile Arg

Arg Tyr Asp
55

Gln

40

Gly

Arg

Thr

Gln

36115

Phe Pro

Ser Asn

Asp Thr

Glu Asp

90

Gly Thr
105

Gly

Asn

Ser

75

Thr

Thr

Asn

Tyr

60

Lys

Ala

Leu

Lys

45

Asn

Asn

Thr

Thr

Leu

Pro

Gln

Tyr

Val
110

Glu

Ser

Phe

Tyr

95

Ser

nhan tao: Polypeptit tdéng hop"

Gly

Val

Gln

40

Gly

Pro Gly Leu Val Lys Pro

10

Thr Gly Tyr Ser Ile Thr

25

Phe Pro Gly Asn Lys Leu

45

30

Ser Asn Asn Tyr Asn Pro

-112-

60

Ser

15

Ser

Glu

Ser

Trp

Leu

Phe

80

Cys

Ser

Gln

Asn

Trp

Leu



Lys Asn Arg Ile
65

Leu Arg Leu Asn

Thr Arg Leu Asp
100

<210> 110
<211> 125
<212> PRT

36115

Ser Ile Thr Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Phe

70

75

Ser Val Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr

85

90

95

Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr Val Ser

<213> Trinh ty Nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="Mo

<400> 110

Glu Val Gln Leu
1

Ser Val Lys Val
20

Trp Met His Trp
35

Gly Asn Ile Asp
50

Lys Asp Arg Ala
65

Met Glu Leu Ser

Ala Arg Glu Arg
100

tad trinh ty

Val Gln
5

Ser Cys

Val Arg

Pro Ser

Thr Leu
70

Ser Leu
85

Ile Tyr

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Tyr

105

110

nhan tao: Polypeptit tdng hop"

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Val

Ser

Ser

Ala Glu Val Lys
10

Ser Gly Tyr Thr
25

Pro Gly Gln Gly

Glu Thr His Tyr
60

Asp Lys Ser Thr
75

Glu Asp Thr Ala
90

Gly Ser Thr Tyr
105

-113-

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Asp

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Tyr

80

Cys

Ser

Ser

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Phe



36115

Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

<210> 111
<211> 125
<212> PRT
<213> Trinh tu Nhé&n tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="M& ta trinh ty nhan tao: Polypeptit téng hop"

<400> 111
Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr
20 25 30

Trp Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Asn Ile Asp Pro Ser Asn Gly Glu Thr His Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 60

Lys Asp Arg Val Thr Ile Thr Val Asp Lys Ser Thr 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 Glu Arg Ile Tyr Tyr Ser Gly Ser Thr Tyr Asp Gly Tyr Phe
100 105 110

Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

-114-



36115

<210> 112
<211> 125
<212> PRT
<213> Trinh ty Nhé&n tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="M& ta trinh tu nhan tao: Polypeptit tdng hop"

<400> 112
Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr
20 25 30

Trp Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Asn Ile Asp Pro Ser Asn Gly Glu Thr His Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Val Asp Lys Ser Thr 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 Glu Arg Ile Tyr Tyr Ser Gly Ser Thr Tyr Asp Gly Tyr Phe
100 105 110

Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

<210> 113
<211> 116
<212> PRT
<213> Trinh ty Nhén tao

<220>

-115-



<221>
<223>

<400>

Glu Va
1

Ser Va

Tyr Il

Gly Tr
50

Lys Gl
65

Met G1

Ala Se

Thr Va

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

<220>
<221>
<223>

<400>

ngudn

/note="M&é ta trinh tu
113

1 Gln Leu Val Gln

5

1 Lys Val Ser Cys
20

e Asn Trp Val Arg
35

p Ile Phe Pro Gly

y Arg Ala Thr Leu
70

u Leu Ser Ser Leu
85

r Ser Leu Gly Lys
100

1 Ser Ser
115

114
116
PRT
Trinh ty Nhé&n tao

ngudn

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Arg

Phe

36115

nhan tao: Polypeptit tdng hop"

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Val

Ser

Ala

Ala Glu Val Lys Lys Pro

10

Ser Gly
25

Pro Gly

Ser Val

Asp Arg

Glu Asp

90

Tyr Trp
105

Tyr

Gln

Tyr

Ser

75

Thr

Gly

Thr

Gly

Cys

60

Thr

Ala

Gln

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Gly

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Thr
110

Gly

15

Asp

Trp

Gln

Ala

Phe

95

Leu

/note="M& ta trinh ty nhan tao: Polypeptit tdéng hop"

114

Ser

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Val

Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser

1

5

10

-116-

15



Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala
20

Tyr Ile Asn Trp Val Arg Gln Ala
35 40

Gly Trp Ile Phe Pro Gly Ser Gly
50 55

Lys Gly Arg Ala Thr Leu Thr Val
65 70

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser
85

Ala Ser Ser Leu Gly Lys Phe Ala
100

Thr Val Ser Ser
115

<210> 115
<211> 116
<212> PRT
<213> Trinh tu Nhén tao

<220>
<221> ngudn

36115

Ser Gly
25

Pro Gly

Ser Val

Asp Arg

Glu Asp

90

Tyr Trp
105

Tyr

Gln

Tyr

Ser

75

Thr

Gly

Thr

Gly

Ser

60

Thr

Ala

Gln

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Gly

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Thr
110

Asp

Trp

Gln

Ala

Phe

95

Leu

<223> /note="M& ta trinh tu nhan tao: Polypeptit tdng hop"

<400> 115

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Val

Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser

1 5

10

15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr

20

25

-117-

30



Tyr Ile Asn Trp
35

Gly Trp Ile Phe
50

Lys Gly Arg Val
65

Met Glu Leu Ser

Ala Ser Ser Leu
100

Thr Val Ser Ser
115

<210> 116
<211> 112
<212> PRT

Val Arg Gln

Pro Gly Ser
55

Thr Ile Thr
70

Ser Leu Arg
85

Gly Lys Phe

<213> Trinh ty Nhé&n tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="Md

<400> 116
Glu Val Gln Leu
1

Thr Leu Ser Leu
20

Tyr Tyr Trp Asn
35

Met Gly Tyr Ile
50

td trinh tu

Gln Glu Ser

Thr Cys Thr

Trp Ile Arg

Arg Tyr Asp
55

Ala

40

Gly

Val

Ser

Ala

36115

Pro

Ser

Asp

Glu

Tyr
105

Gly

Val

Lys

Asp

90

Trp

Gln

Tyr

Ser

75

Thr

Gly

Gly

Cys

60

Thr

Ala

Gln

Leu Glu

45

Asn Glu

Ser Thr

Val Tyr

Gly Thr
110

Trp Ile

Gln Phe

Ala Tyr
80

Tyr Cys
95

Leu Val

nhan tao: Polypeptit tdéng hop"

Gly

Val

Gln

40

Gly

Pro

Ser

25

Pro

Ser

Gly Leu Val Lys Pro

10

Gly Tyr Ser

Pro Gly Lys

Asn Asn Tyr

-118-

60

Ile Thr
30

Gly Leu
45

Asn Pro

Ser Glu

15

Ser Asn

Glu Trp

Ser Leu



Lys Asn Arg Ile Thr

65

Leu Lys Leu Ser Ser

85

Ala Arg Leu Asp Tyr

100

<210> 117
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh tu Nhén

<220>

<221> ngudn
<223> /note="Md

<400> 117

Glu Val
1

Thr Leu

Tyr Tyr

Met Gly
50

Lys Asn
65

Leu Lys

Gln Leu

Ser Leu
20

Trp Asn

35

Tyr Ile

Arg Val

Leu Ser

36115

Ile Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser

70

75

Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr

90

95

Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser

tao

td trinh tu

Gln

Thr

Trp

Arg

Thr

Ser
85

Glu

Cys

Ile

Tyr

Ile

70

Val

Ser

Thr

Arg

Asp

55

Ser

Thr

105

110

nhan tao: Polypeptit tdng hop"

Gly

Val

Gln

40

Gly

Arg

Ala

Pro

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Ala

Gly Leu Val Lys Pro

10

Gly

Pro

Asn

Thr

Asp
90

-119-

Tyr

Gly

Asn

Ser

75

Thr

Ser

Lys

Tyr

60

Lys

Ala

Ile

Gly

45

Asn

Asn

Val

Thr

30

Leu

Pro

Gln

Tyr

Ser

15

Ser

Glu

Ser

Phe

Tyr
95

80

Cys

Ser

Glu

Asn

Trp

Leu

Ser

80

Cys



36115

Ala Arg Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser

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

<220>
<221>
<223>

<400>

100 105

118
112
PRT
Trinh ty Nhan tao

ngudén

110

/note="M& ta trinh tu nhan tao: Polypeptit tdng hop"

118

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

1

Thr Le

5 10

u Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Tyr Ser Ile
20 25

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

Met GL
50

Lys Se
65

35 40 45

y Tyr Ile Arg Tyr Asp Gly Ser Asn Asn Tyr Asn
55 60

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

Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val

85 90

Ala Arg Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr

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

<220>

100 105

119
112
PRT
Trinh ty Nhé&n tao

-120-

Pro

Ser

30

Leu

Pro

Gln

Tyr

Val
110

Ser

15

Ser

Glu

Ser

Phe

Tyr
95

Ser

Glu

Asn

Trp

Leu

Ser

80

Cys

Ser



36115

<221> ngudn
<223> /note="M& ta trinh tuy nhan tao: Polypeptit tdéng hop"

<400> 119
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Glu
1 5 10 15

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

Tyr Tyr Trp Asn Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp
35 40 45

Met Gly Tyr Ile Arg Tyr Asp Gly Ser Asn Asn Tyr Asn Pro Ser Leu
50 55 60

Lys Gly Arg Val Thr Ile Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Tyr
65 70 75 80

Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
100 105 110

<210> 120
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh ty Nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="M& ta trinh ty nhan tao: Polypeptit tdng hop"

<400> 120
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Tyr Ser Ile Thr Ser Asn
20 25 30

-121-



Tyr Tyr Trp Asn
35

Met Gly Tyr Ile
50

Lys Gly Arg Val
65

Leu Lys Leu Ser

Ala Arg Leu Asp
100

<210> 121
<211> 112
<212> PRT

Trp Ile Arg

Arg Tyr Asp
55

Thr Ile Ser
70

Ser Val Thr
85

Tyr Trp Gly

<213> Trinh ty Nhé&n tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="Mb

<400> 121
Glu Val Gln Leu
1

Thr Leu Ile Leu
20

Tyr Tyr Trp Asn
35

Met Gly Tyr Ile
50

tad trinh tu

Val Glu Ser
5

Thr Cys Thr

Trp Ile Arg

Arg Tyr Asp
55

Gln

40

Gly

Arg

Ala

Gln

36115

Pro Pro

Ser Asn

Asp Thr

Ala Asp

90

Gly Thr
105

Gly

Asn

Ser

75

Thr

Leu

Lys

Tyr

60

Lys

Ala

Val

Gly

45

Asn

Asn

Val

Thr

Leu

Pro

Gln

Tyr

Val
110

Glu

Ser

Leu

Tyr

95

Ser

nhan tao: Polypeptit téng hop"

Gly

Val

Gln

40

Gly

Gly Gly Leu Val Lys Pro

10

Ser Gly Tyr Asp Ile Thr

25

30

Pro Pro Gly Lys Gly Leu

45

Ser Asn Asn Tyr Asn Pro

-122-

60

Gly

15

Ser

Glu

Ser

Trp

Leu

Tyr

80

Cys

Ser

Glu

Asn

Trp

Leu



Lys Gl
65

Leu Lys Leu Ser Ser

Ala Arg Leu Asp Tyr

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

<220>
<221>
<223>

<400>

36115

y Arg Val Thr Ile Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Tyr

70

85

100

122
112
PRT
Trinh ty Nhan tao

ngudn
/note="Mé ta trinh tu

122

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser

1

5

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr

20

Tyr Tyr Trp Asn Trp Ile Arg

Met Gl
50

Lys As
65

35

y Tyr Ile Arg Tyr Asp
55

n Arg Ile Thr Ile Ser
70

Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr

Ala BArg Leu Asp Tyr Trp Gly

85

100

90

105

110

Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr

95

Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser

nhan tao: Polypeptit tdng hop"

Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro

10

Val Ser Gly

25

Gln Pro Pro

40

Gly Ser Asn

Arg Asp Thr

Ala Ala Asp

90

Gln Gly Thr

105

-123-

Thr

30

Leu

Pro

Gln

Tyr

Val
110

Ser

15

Ser

Glu

Ser

Phe

Tyr
95

Ser

80

Cys

Ser

Glu

Asn

Trp

Leu

Ser

80

Cys

Ser



36115

<210> 123
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh ty Nhéan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="M& ta trinh tuy nhan tao: Polypeptit tdng hop"

<400> 123
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Tyr Ser Ile Thr Ser Asn
20 25 30

Tyr Tyr Trp Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp
35 40 45

Met Gly Tyr Ile Arg Tyr Asp Gly Ser Asn Asn Tyr Asn Pro Ser Leu
50 55 60

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

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
100 105 110

<210> 124
<400> 124

000

<210> 125

-124-



<400>

000

<210>

<400>

000

<210>

<400>

000

<210>

<400>

000

<210>

<400>

000

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

<220>
<221>
<223>

<400>

125

126

126

127

127

128

128

129

129

130
442
PRT

Trinh ty Nhan tao

ngudn
/note="Mo

130

Glu Val Gln Leu

1

Thr Leu Ser Leu

20

Tyr Tyr Trp Asn

35

td trinh tu

Gln Glu Ser
5

Thr Cys Thr

Trp Ile Arg

36115

nhan tao: Polypeptit tdng hop"

Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu
10 15

Val Ser Gly Tyr’Ser Ile Thr Ser Asn
25 30

Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp
40 45

-125-



Met

Lys

65

Leu

Ala

Ala

Ser

Phe

145

Gly

Leu

Tyr

Lys

Pro
225

Gly

50

Asn

Lys

Arg

Ser

Thr

130

Pro

Val

Ser

Ile

Val

210

Ala

Tyr

Arg

Leu

Leu

Thr

115

Ser

Glu

His

Ser

Cys

195

Glu

Pro

Ile

Val

Ser

Asp

100

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

180

Asn

Pro

Glu

Arg

Thr

Ser

85

Tyr

Gly

Gly

Val

Phe

165

Val

Val

Lys

Leu

Tyr

Ile

70

Val

Trp

Pro

Thr

Thr

150

Pro

Thr

Asn

Ser

Leu
230

Asp

55

Ser

Thr

Gly

Ser

Ala

135

Val

Ala

Val

His

Cys

215

Gly

Gly

Arg

Ala

Gln

Val

120

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

200

Asp

Gly

36115

Ser Asn

Asp Thr

Ala Asp
90

Gly Thr

105

Phe Pro

Leu Gly

Trp Asn

Leu Gln
170

Ser Ser

185

Pro Ser

Lys Thr

Pro Ser

-126-

Asn

Ser

75

Thr

Thr

Leu

Cys

Ser

155

Ser

Ser

Asn

His

Val
235

Tyr

60

Lys

Ala

Val

Ala

Leu

140

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

220

Phe

Asn

Asn

Val

Thr

Pro

125

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

205

Cys

Leu

Pro

Gln

Tyr

Val

110

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

190

Val

Pro

Phe

Ser

Phe

Tyr

95

Ser

Ser

ASp

Thr

Tyr

175

Gln

Asp

Pro

Pro

Leu

Ser

80

Cys

Ser

Lys

Tyr

Ser

160

Ser

Thr

Lys

Cys

Pro
240



Lys

Val

Tyr

Glu

His

305

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

385

Leu

Val

Pro

Val

Val

Gln

290

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

370

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Val

Asp

275

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

355

Asp

Lys

Ser

Ser

Asp

Asp

260

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

340

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys
420

Thr

245

Val

Val

Ser

Leu

Ala

325

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

405

Ser

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

310

Pro

Gln

Val

Val

Pro

390

Thr

Val

Met

His

Val

Tyr

295

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

375

Pro

Val

Met

Ile

Glu

His

280

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

360

Trp

Val

Asp

His

36115

Ser

Asp

265

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

345

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu
425

Arg

250

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

330

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

410

Ala

-127-

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

315

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

395

Arg

Leu

Pro

Val

Thr

Val

300

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

380

Asp

Trp

His

Glu

Lys

Lys

285

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

365

Gln

Gly

Gln

Asn

Val

Phe

270

Pro

Thr

Val

Ala

Arg

350

Gly

Pro

Ser

Gln

His
430

Thr

255

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

335

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

415

Tyr

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

320

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

400

Asn

Thr



36115

Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

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

<220>
<221>
<223>

<400>

435

131
441
PRT
Trinh ty Nhan tao

ngudn
/note="M&é ta trinh tu

131

Glu Val Gln Leu Gln Glu Ser

1

Thr Le

5

u Ser Leu Thr Cys Thr
20

Tyr Tyr Trp Asn Trp Ile Arg

Met Gl
50

Lys As
65

35

y Tyr Ile Arg Tyr Asp
55

n Arg Val Thr Ile Ser
70

Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr

85

Ala Arg Leu Asp Tyr Trp Gly

Ala Se

100

r Thr Lys Gly Pro Ser
115

440

nhan tao: Polypeptit tdng hop"

Gly

Val

Gln

40

Gly

Arg

Ala

Gln

Val
120

Pro Gly Leu Val Lys Pro

10

Ser Gly
25

Pro Pro

Ser Asn

Asp Thr

Ala Asp

90

Gly Thr
105

Phe Pro

-128-

Tyr

Gly

Asn

Ser

75

Thr

Thr

Leu

Ser

Lys

Tyr

60

Lys

Ala

Val

Ala

Ile

Gly

45

Asn

Asn

Val

Thr

Pro
125

Thr
30

Leu

Pro

Gln

Tyr

Val

110

Ser

Ser

15

Ser

Glu

Ser

Phe

Tyr

95

Ser

Ser

Glu

Asn

Trp

Leu

Ser

80

Cys

Ser

Lys



Ser

Phe

145

Gly

Leu

Tyr

Lys

Pro

225

Lys

Val

Tyr

Glu

His
305

Thr

130

Pro

Val

Ser

Ile

Val

210

Ala

Pro

Val

Val

Gln

290

Gln

Ser

Glu

His

Ser

Cys

195

Glu

Pro

Lys

Val

Asp

275

Tyr

Asp

Gly

Pro

Thr

Val

180

Asn

Pro

Glu

Asp

Asp

260

Gly

Asn

Trp

Gly

Val

Phe

165

Val

Val

Lys

Leu

Thr

245

Val

Val

Ser

Leu

Thr

Thr

150

Pro

Thr

Asn

Ser

Leu

230

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn
310

Ala

135

Val

Ala

Val

His

Cys

215

Gly

Met

His

Val

Tyr

295

Gly

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

200

Asp

Gly

Ile

Glu

His

280

Arg

Lys

36115

Leu Gly
Trp Asn
Leu Gln

170

Ser Ser
185

Pro Ser
Lys Thr
Pro Ser
Ser Arg

250

Asp Pro
265
Asn Ala

Val Val

Glu Tyr

-129-

Cys

Ser

155

Ser

Ser

Asn

His

Val

235

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys
315

Leu

140

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

220

Phe

Pro

Val

Thr

Val

300

Cys

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

205

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

285

Leu

Lys

Lys

Leu

Leu

Thr

190

Val

Pro

Phe

Val

Phe

270

Pro

Thr

Val

Asp

Thr

Tyr

175

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

255

Asn

Arg

Val

Ser

Tyr

Ser

160

Ser

Thr

Lys

Cys

Pro

240

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn
320



Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile

325

Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val

340

Met Thr Lys Asn Gln Val Ser

355

Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu
370 375

Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro

385

390

Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val

405

Val Phe Ser Cys Ser Val Met

420

Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser

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

<220>
<221>
<223>

<400>

435

132
442
PRT
Trinh ty Nhan tao

ngudn

Glu

Tyr

Leu

360

Trp

Val

Asp

His

Pro
440

36115

Lys Thr
330

Thr Leu
345

Thr Cys

Glu Ser

Leu Asp

Lys Ser
410

Glu Ala
425

Gly

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

395

Arg

Leu

Ser

Pro

Val

Gly

380

Asp

Trp

His

Lys

Ser

Lys

365

Gln

Gly

Gln

Asn

Ala

Arg

350

Gly

Pro

Ser

Gln

His
430

Lys

335

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

415

Tyr

/note="Mé ta trinh tu nhan tao: Polypeptit téng hop"

132

Glu Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly

1

5

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val

20

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

400

Asn

Thr

Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu

10

15

Ser Gly Tyr Ser Ile Thr Ser Asn

25

-130-

30



Tyr

Met

Lys

65

Leu

Ala

Ala

Ser

Phe

145

Gly

Leu

Tyr

Lys

Tyr

Gly

50

Asn

Lys

Arg

Ser

Thr

130

Pro

Val

Ser

Ile

Val
210

Trp

35

Tyr

Arg

Leu

Leu

Thr

115

Ser

Glu

His

Ser

Cys

195

Glu

Asn

Ile

Val

Ser

Asp

100

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

180

Asn

Pro

Trp

Arg

Thr

Ser

85

Tyr

Gly

Gly

Val

Phe

165

Val

Val

Lys

Ile

Tyr

Ile

70

Val

Trp

Pro

Thr

Thr

150

Pro

Thr

Asn

Ser

Arg

Asp

55

Ser

Thr

Gly

Ser

Ala

135

Val

Ala

Val

His

Cys
215

Gln

40

Gly

Arg

Ala

Gln

Val

120

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

200

Asp

36115

Pro Pro

Ser Asn

Asp Thr

Ala Asp

90

Gly Thr
105

Phe Pro

Leu Gly

Trp Asn

Leu Gln

170

Ser Ser
185

Pro Ser

Lys Thr

-131-

Gly

Asn

Ser

75

Thr

Thr

Leu

Cys

Ser

155

Ser

Ser

Asn

His

Lys

Tyr

60

Lys

Ala

Val

Ala

Leu

140

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr
220

Gly

45

Asn

Asn

Val

Thr

Pro

125

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

205

Cys

Leu

Pro

Gln

Tyr

Val

110

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

190

Val

Pro

Glu

Ser

Phe

Tyr

95

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

175

Gln

Asp

Pro

Trp

Leu

Ser

80

Cys

Ser

Lys

Tyr

Ser

160

Ser

Thr

Lys

Cys



Pro

225

Lys

Val

Tyr

Glu

His

305

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

385

Leu

Ala

Pro

Val

Val

Gln

290

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

370

Tyr

Tyr

Pro

Lys

Val

Asp

275

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

355

Asp

Lys

Ser

Glu

Asp

Asp

260

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

340

Asn

Ile

Thr

Lys

Leu

Thr

245

Val

Val

Ser

Leu

Ala

325

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu
405

Leu

230

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

310

Pro

Gln

Val

Val

Pro

390

Thr

Gly

Met

His

Val

Tyr

295

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

375

Pro

Val

Gly

Ile

Glu

His

280

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

360

Trp

Val

Asp

36115

Pro Ser

Ser Arg
250

Asp Pro
265

Asn Ala
Val Val
Glu Tyr
Lys Thr

330
Thr Leu
345
Thr Cys
Glu Ser

Leu Asp

Lys Ser
410

-132-

Val

235

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

315

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

395

Arg

Phe

Pro

Glu

Thr

Val

300

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

380

Asp

Trp

Leu

Glu

Lys

Lys

285

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

365

Gln

Gly

Gln

Phe

Val

Phe

270

Pro

Thr

Val

Ala

Arg

350

Gly

Pro

Ser

Gln

Pro

Thr

255

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

335

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly
415

Pro

240

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

320

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

400

Asn



36115

Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr

Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

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

<220>
<221>
<223>

<400>

Glu Va
1

Thr Le

Tyr Tyr Trp Asn Trp Ile Arg Gln

Met G1
50

Lys As
65

Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala

Ala Ar

420

435 440

133
441
PRT
Trinh ty Nhan tao

ngudn

/note="Mé ta trinh tu nhan tao: Polypeptit tdng hop"

133

1 Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro

5

u Ser Leu Thr Cys Thr Val

20

35 40

y Tyr Ile Arg Tyr Asp Gly

55

n Arg Val Thr Ile Ser Arg

70

85

g Leu Asp Tyr Trp Gly Gln

100

425

10

Ser Gly

25

Pro Pro

Ser Asn

Asp Thr

Ala Asp

90

Gly Thr

105

-133-

Glu

Asn

Trp

Leu

Ser

80

Cys

Ser



Ala

Ser

Phe

145

Gly

Leu

Tyr

Lys

Pro

225

Lys

Val

Tyr

Glu

Ser

Thr

130

Pro

Val

Ser

Ile

Val

210

Ala

Pro

Val

Val

Gln
290

Thr

115

Ser

Glu

His

Ser

Cys

195

Glu

Pro

Lys

Val

Asp

275

Tyr

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

180

Asn

Pro

Glu

Asp

Asp

260

Gly

Asn

Gly
Gly
Val
Phe
165
Val
Val
Lys
Leu
Thr
245
Val
Val

Ser

Pro

Thr

Thr

150

Pro

Thr

Asn

Ser

Leu

230

Leu

Ser

Glu

Thr

Ser

Ala

135

Val

Ala

Val

His

Cys

215

Gly

Met

His

Val

Tyr
295

Val

120

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

200

Asp

Gly

Ile

Glu

His

280

Arg

36115

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

185

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

265

Asn

Val

Pro

Gly

Asn

Gln

170

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg

250

Pro

Ala

Val

-134-

Leu

Cys

Ser

155

Ser

Ser

Asn

His

Val

235

Thr

Glu

Lys

Ser

Ala

Leu

140

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

220

Phe

Pro

Glu

Thr

Val
300

Pro

125

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

205

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

285

Leu

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

190

Val

Pro

Phe

Val

Phe

270

Pro

Thr

Ser

Asp

Thr

Tyr

175

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

255

Asn

Arg

Val

Lys

Tyr

Ser

160

Ser

Thr

Lys

Cys

Pro

240

Cys

Trp

Glu

Leu



His Gln Asp Trp Leu
305

Lys Ala Leu Pro Ala
325

Gln Pro Arg Glu Pro
340

Met Thr Lys Asn Gln
355

Pro Ser Asp Ile Ala
370

Asn Tyr Lys Thr Thr
385

Leu Tyr Ser Lys Leu
405

Val Phe Ser Cys Ser
420

Gln Lys Ser Leu Ser
435

<210> 134
<211> 442
<212> PRT
<213> Trinh ty Nhén

<220>
<221> ngudn

Asn

310

Pro

Gln

Val

Val

Pro

390

Thr

Val

Leu

tao

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

375

Pro

Val

Met

Ser

Lys

Glu

Tyr

Leu

360

Trp

Val

Asp

His

Pro
440

36115

Glu Tyr

Lys Thr
330

Thr Leu
345

Thr Cys

Glu Ser

Leu Asp

Lys Ser
410

Glu Ala
425

Gly

Lys

315

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

395

Arg

Leu

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

380

Asp

Trp

His

Lys

Lys

Ser

Lys

365

Gln

Gly

Gln

Asn

Val

Ala

Arg

350

Gly

Pro

Ser

Gln

His
430

Ser

Lys

335

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

415

Tyr

<223> /note="M& ta trinh tu nhan tao: Polypeptit tdéng hop"

<400> 134

Asn

320

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

400

Asn

Thr

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

1 5

10

-135-

15



Thr

Tyr

Met

Lys

65

Leu

Ala

Ala

Ser

Phe

145

Gly

Leu

Tyr

Leu

Tyr

Gly

50

Asn

Lys

Arg

Ser

Thr

130

Pro

Val

Ser

Ile

Ser

Trp

35

Tyr

Arg

Leu

Leu

Thr

115

Ser

Glu

His

Ser

Cys
195

Leu

20

Asn

Ile

Val

Ser

Asp

100

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

180

Asn

Thr

Trp

Arg

Thr

Ser

85

Tyr

Gly

Gly

Val

Phe

165

Val

Val

Cys

Ile

Tyr

Ile

70

Val

Trp

Pro

Thr

Thr

150

Pro

Thr

Asn

Thr

Arg

Asp

55

Ser

Thr

Gly

Ser

Ala

135

Val

Ala

Val

His

Val

Gln

40

Gly

Arg

Ala

Gln

Val

120

Ala

Ser

Val

Pro

Lys
200

36115

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Ala

Gly

105

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

185

Pro

Gly

Pro

Asn

Thr

Asp

90

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

170

Ser

Ser

-136-

Tyr

Gly

Asn

Ser

75

Thr

Thr

Leu

Cys

Ser

155

Ser

Ser

Asn

Ser

Lys

Tyr

60

Lys

Ala

Val

Ala

Leu

140

Gly

Ser

Leu

Thr

Ile

Gly

45

Asn

Asn

Val

Thr

Pro

125

Val

Ala

Gly

Gly

Lys
205

Thr

30

Leu

Pro

Gln

Tyr

Val

110

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

190

Val

Ser

Glu

Ser

Phe

Tyr

95

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

175

Gln

Asp

Asn

Trp

Leu

Ser

80

Cys

Ser

Lys

Tyr

Ser

160

Ser

Thr

Lys



Lys

Pro

225

Lys

Val

Tyr

Glu

His

305

Lys

Gln

Met

Pro

Asn
385

Val

210

Ala

Pro

Val

Val

Gln

290

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

370

Tyr

Glu

Pro

Lys

Val

Asp

275

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

355

Asp

Lys

Pro

Glu

Asp

Asp

260

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

340

Asn

Ile

Thr

Lys

Leu

Thr

245

Val

Val

Ser

Leu

Ala

325

Pro

Gln

Ala

Thr

Ser

Leu

230

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

310

Pro

Gln

Val

Val

Pro
390

Cys

215

Gly

Met

His

Val

Tyr

295

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

375

Pro

Asp

Gly

Ile

Glu

His

280

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

360

Trp

Val

36115

Lys Thr
Pro Ser
Ser Arg

250

Asp Pro
265

Asn Ala
Val val
Glu Tyr
Lys Thr

330

Thr Leu
345
Thr Cys

Glu Ser

Leu Asp

-137-

His

Val

235

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

315

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser
395

Thr

220

Phe

Pro

Tyr

Thr

Val

300

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

380

Asp

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

285

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

365

Gln

Gly

Pro

Phe

Val

Phe

270

Pro

Thr

Val

Ala

Arg

350

Gly

Pro

Ser

Pro

Pro

Thr

255

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

335

Glu

Phe

Glu

Phe

Cys

Pro

240

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

320

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe
400



Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val

405

Val Phe Ser Cys Ser Val Met

420

Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser

435
<210> 135
<211> 441
<212> PRT
<213>
<220>
<221> ngudn
<223> /note="Mb
<400> 135
Glu Val Gln Leu
1
Thr Leu Ser Leu
20
Tyr Tyr Trp Asn
35

Met Gly Tyr Ile

50
Lys Asn Arg Val
65
Leu Lys Leu Ser

Trinh ty Nhan tao

td trinh tu

Gln

5

Thr

Trp

Arg

Thr

Ser
85

Glu

Cys

Ile

Tyr

Ile

70

Val

Ser

Thr

Arg

Asp

55

Ser

Thr

36115

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn

410

415

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr

425

Pro Gly Lys

440

430

nhan tao: Polypeptit téng hop"

Gly

Val

Gln

40

Gly

Arg

Ala

Pro

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Ala

Gly Leu Val Lys

10

Gly

Pro

Asn

Thr

Asp
90

-138-

Tyr

Gly

Asn

Ser

75

Thr

Ser

Lys

Tyr

60

Lys

Ala

Ile

Gly

45

Asn

Asn

Val

Pro

Thr

30

Leu

Pro

Gln

Tyr

Ser

15

Ser

Glu

Ser

Phe

Tyr
95

Glu

Asn

Trp

Leu

Ser

80

Cys



Ala

Ala

Ser

Phe

145

Gly

Leu

Tyr

Lys

Pro

225

Lys

Val

Tyr

Arg

Ser

Thr

130

Pro

Val

Ser

Ile

Val

210

Ala

Pro

Val

Val

Leu

Thr

115

Ser

Glu

His

Ser

Cys

195

Glu

Pro

Lys

Val

Asp
275

Asp

100

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

180

Asn

Pro

Glu

Asp

Asp

260

Gly

Tyr

Gly

Gly

Val

Phe

165

Val

Val

Lys

Leu

Thr

245

Val

Val

Trp

Pro

Thr

Thr

150

Pro

Thr

Asn

Ser

Leu

230

Leu

Ser

Glu

Gly

Ser

Ala

135

Val

Ala

Val

His

Cys

215

Gly

Met

His

Val

Gln

Val

120

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

200

Asp

Gly

Ile

Glu

His
280

36115

Gly Thr
105

Phe Pro

Leu Gly

Trp Asn

Leu Gln
170

Ser Ser
185

Pro Ser

Lys Thr

Pro Ser

Ser Arg

250

Asp Pro
265

Asn Ala

-139-

Thr

Leu

Cys

Ser

155

Ser

Ser

Asn

His

Val

235

Thr

Glu

Lys

Val

Ala

Leu

140

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

220

Phe

Pro

Tyr

Thr

Thr

Pro

125

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

205

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys
285

Val

110

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

190

Val

Pro

Phe

Val

Phe

270

Pro

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

175

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

255

Asn

Arg

Ser

Lys

Tyr

Ser

160

Ser

Thr

Lys

Cys

Pro

240

Cys

Trp

Glu



36115

Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu
290 295 300

His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn
305 310 315 320

Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly
325 330 335

Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu
340 345 350

Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr
355 360 365

Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn
370 375 380

Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe
385 390 395 400

Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn
405 410 415

Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr
420 425 430

Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly
435 440

<210> 136
<400> 136

000

<210> 137

-140-



<400>
000

<210>

<400>
000

<210>

<400>
000

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

<220>
<221>
<223>

<400>
Asp Al
1

137

138

138

139

139

140
219
PRT
Trinh tu Nhéan tao

ngudn
/note="Mé ta trinh tu

140
a Val Met Thr Gln Thr
5

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys

Asn G1

Pro G1
50

Asp Ar
65

Ser Ar

20

y Asn Thr Phe Leu Asn
35

n Leu Leu Ile Tyr Arg
55

g Phe Ser Gly Ser Gly
70

g Val Glu Ala Glu Asp
85

36115

Pro Leu Ser

10

Ser Ser

25

Tyr Leu

Ser Asn

Gly Thr

Gly Val
90

-141-

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Ser Val Thr

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Tyr

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Glu

30

Gly

Gly

Leu

Leu

nhan tao: Polypeptit tdéng hop"

Pro

15

Asn

Gln

Val

Lys

Gln
95

Gly

Thr

Ser

Pro

Ile

80

Val



Thr His Val Pro Phe
100

Arg Thr Val Ala Ala
115

Gln Leu Lys Ser Gly
130

Tyr Pro Arg Glu Ala
145

Ser Gly Asn Ser Gln
: 165

Thr Tyr Ser Leu Ser
180

Lys His Lys Val Tyr
195

Pro Val Thr Lys Ser
210

<210> 141
<211> 219
<212> PRT
<213> Trinh tyu Nhén

<220>
<221> ngudn

Thr Phe

Pro Ser

Thr Ala

135

Lys Val

150

Glu Ser

Ser Thr

Ala Cys

Phe Asn
215

tao

Gly

Val

120

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

200

Arg

36115

Gln Gly
105

Phe Ile

Val Val

Trp Lys

Thr Glu

170

Thr Leu
185

Val Thr

Gly Glu

Thr

Phe

Cys

Val

155

Gln

Ser

His

Cys

Lys

Pro

Leu

140

Asp

Asp

Lys

Gln

Leu

Pro

125

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
205

Glu

110

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

190

Leu

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

175

Tyr

Ser

<223> /note="M& ta trinh ty nhé&n tao: Polypeptit tdng hop"

<400> 141

Lys

Glu

Phe

Gln

160

Ser

Glu

Ser

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

1 5

10

-142-

15



Gln

Asn

Pro

Asp

65

Ser

Thr

Arg

Gln

Tyr

145

Ser

Thr

Lys

Pro

Gly

Gln

50

Arg

Arg

His

Thr

Leu

130

Pro

Gly

Tyr

His

Ala

Asn

35

Leu

Phe

Val

Val

Val

115

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys
195

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

100

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

180

Val

Ile

Phe

Ile

Gly

Ala

85

Phe

Ala

Gly

Ala

Gln

165

Ser

Tyr

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

150

Glu

Ser

Ala

Cys

Asn

Arg

55

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

135

Val

Ser

Thr

Cys

Arg

Trp

40

Val

Ser

Val

Gly

Val

120

Ser

Gln

Val

Leu

Glu
200

36115

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gln

105

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

185

Val

Ser

Leu

Asn

Thr

Val

90

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

170

Leu

Thr

-143-

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

155

Gln

Ser

His

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

140

Asp

Asp

Lys

Gln

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

125

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
205

Glu

30

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu

110

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

190

Leu

Asn

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

175

Tyr

Ser

Thr

Ser

Pro

Ile

80

Val

Lys

Glu

Phe

Gln

160

Ser

Glu

Ser



36115

Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

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

210

<220>

<221>
<223>

<400>

142
219
PRT
Trinh ty Nhan tao

ngudn
/note="Mo

142

Asp Val Val Met

1

Gln

Asn

Pro

Asp

65

Ser

Thr

Arg

Gln

Pro

Gly

Gln

50

Arg

Arg

His

Thr

Leu
130

Ala Ser
20

Asn Thr
35

Leu Leu

Phe Ser

Val Glu

Val Pro
100

Val Ala
115

Lys Ser

215

tad trinh tu

Thr

Ile

Phe

Ile

Gly

Ala

85

Phe

Ala

Gly

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Pro

Thr

Thr

Cys

Asn

Arg

55

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala
135

nhan tao: Polypeptit téng hop"

Pro

Arg

Trp

40

Val

Ser

Val

Gly

Val

120

Ser

Leu Ser
10

Ser Ser
25

Tyr Leu

Ser Asn

Gly Thr

Gly Val

90

Gln Gly
105

Phe Ile

Val Val

-144-

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Phe

Cys

Ser

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu
140

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

125

Leu

Thr

Glu

30

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu

110

Ser

Asn

Pro

15

Asn

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Asp

Asn

Gly

Thr

Ser

Pro

Ile

80

Val

Lys

Glu

Phe



36115

Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln
145 150 155 160

Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser
165 170 175

Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu
180 185 190

Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser
195 200 205

Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215

<210> 143

<400> 143

000

<210> 144

<400> 144

000

<210> 145

<400> 145

000

<210> 146

<400> 146

000

<210> 147

-145-



<400>

000

<210>

<400>

000

<210>

<400>

000

<210>

<400>

000

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

<220>
<221>
<223>

<400>

147

148

148

149

149

150

150

151
112
PRT
Trinh ty Nhén tao

ngudn
/note="Mé ta trinh tu

151

Asp Val Val Met Thr Gln Thr

1

Asp Gl

Tyr Gl

5

n Ala Ser Ile Ser Cys
20

y Asn Thr Tyr Leu His
35

Pro Lys Phe Leu Ile Tyr Lys

50

55

36115

nhan tao: Polypeptit tdng hop"

Pro Leu Ser Leu Pro
10

Arg Ser Ser Gln Ser
25

Trp Tyr Leu Gln Lys
40

Val Ser Asn Arg Ile
60

-146-

Val Ser Leu Gly
15

Leu Val His Ser
30

Pro Gly Gln Ser
45

Ser Gly Val Pro



Asp Arg Leu Ser Gly

65

Ser Arg Val Glu Pro

Thr Hi

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

<220>
<221>
<223>

<400>

70

85

36115

90

75

Glu Asp Leu Gly Val Tyr Phe Cys Ser Gln

95

s Val Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile

100

152
112
PRT
Trinh tyw Nhan tao

ngudn
/note="Mé ta trinh tu

152

Asp Val Val Met Thr Gln Thr

1

Asp Gl

Asn Gl

5

n Ala Ser Ile Ser Cys
20

u Asn Thr Tyr Leu His
35

Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Lys

50

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly

65

55

70

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp

Thr Hi

85

s Val Pro Trp Thr Phe
100

105

110

nhan tao: Polypeptit tdng hop"

Pro Leu Ser
10

Arg Ser Ser

25

Trp Tyr Leu
40

Val Phe Asn

Ser Gly Thr

Leu Gly Val

90

Gly Gly Gly
105

-147-

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Pro Val Ser

Ser

Lys

Tyr

60

Phe

Phe

Lys

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Val

30

Gly

Gly

Leu

Phe

Glu
110

Leu

15

Asn

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile

80

Ser

Lys

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Ser

Lys



<210> 153
<211> 107
<212> PRT

<213> Trinh ty Nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /note="Mdo

<400> 153

Asp Ile Gln Met

1

Asp Arg Val

Thr
20

Leu Asn Trp Tyr

35

Tyr Tyr Thr
50

Ser Gly Ser Gly

65

Ser

Glu Asp Ile Ala

Thr Phe Gly Ala

<210> 154
<211> 107
<212> PRT

100

td trinh tu

Thr Gln
5

Ile Ser

Gln Gln

Arg Leu

Thr Asp
70

Thr Tyr
85

Gly Thr

<213> Trinh ty Nhan tao

<220>
<221> ngudn

Thr

Cys

Lys

His

55

Tyr

Phe

Lys

36115

nhan tao: Polypeptit tdng hop"

Thr Ser Ser Leu Ser Ala Ser Leu

Arg

Pro

40

Leu

Ser

Cys

Leu

10

15

Ala Ser Gln Asp Ile Ser Asn

25

30

Asp Gly Thr Val Lys Pro Leu

45

Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser

60

Leu Thr Ile Ser Asn Leu Glu

75

Gln Gln Gly Asn Thr Leu Pro

90

95

Glu Leu Lys

105

<223> /note="M6é ta trinh tu nhéan tao:

-148-

Polypeptit tdéng hop"

Gly

Tyr

Ile

Gly

Gln

80

Leu



36115

<400> 154
Asp Ile Gln Met Thr Gln Thr Thr Ser Ser Leu Ser Ala Ser Leu Gly
1 5 10 15

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

Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Asp Gly Thr Val Lys Leu Leu Ile
35 40 45

Tyr Tyr Thr Ser Arg Leu His Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Asn Leu Glu Gln
65 70 75 80

Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Phe Cys Gln Gln Gly Lys Thr Leu Pro Trp
85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Ser Lys Leu Glu Met Lys
100 105

<210> 155
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh tu Nhé&n tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="M& ta trinh tuy nhan tao: Polypeptit tdng hop"

<400> 155
Asp Ala Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val Ser Leu Gly
1 5 10 15

Asp Gln Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Glu Asn Ser
20 25 30

-149-



Tyr Gly Asn Thr
35

Pro Gln Leu Leu
50

Asp Arg Phe Ser
65

Ser Arg Val Glu

Thr His Val Pro
100

<210> 156
<211> 106
<212> PRT

Phe Leu

Ile Tyr

Gly Ser
70

Ala Glu
85

Tyr Thr

<213> Trinh ty Nhan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="Mb

<400> 156
Gln Ile Val Leu
1

Glu Lys Val Thr
20

His Trp Tyr Gln
35

Asp Thr Ser Lys
50

Gly Ser Gly Thr
65

Asn

Arg

55

Gly

Asp

Phe

ta trinh tu

Thr Gln

Met Thr

Gln Lys

Leu Ala

Ser Tyr
70

Ser

Cys

Ser

Ser

55

Ser

36115

Trp Phe

40

Val Ser

Ser Gly

Leu Gly

Gly Gly
105

Leu

Asn

Thr

Ile

90

Gly

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Arg

Phe

60

Phe

Phe

Lys

Pro

45

Cys

Thr

Cys

Leu

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu
110

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

nhan tao: Polypeptit tdng hop"

Pro Ala

Ser Ala
25

Gly Thr
40

Gly Val

Leu Thr

Ile Met Ser Ala Ser

10

Ser

Ser

Pro

Ile

-150-

Ser

Pro

Ala

Ser
75

Ser

Lys

Arg

60

Ser

Leu

Arg

45

Phe

Met

Ser

30

Trp

Ser

Glu

Pro

15

Tyr

Ile

Gly

Ala

Ser

Pro

Ile

80

Val

Lys

Gly

Met

Tyr

Ser

Glu
80



36115

Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Ser Ser Asn Pro Trp Thr

85

90

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

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

<220>
<221>
<223>

<400>
Gln I1
1

100

157
106
PRT
Trinh ty Nhan tao

ngudn

/note="M&é ta trinh tu

157
e Val Leu Thr Gln
5

Glu Lys Val Thr Met Thr

20

His Trp Tyr Gln Gln Lys

Asp Th
50

Gly Se
65

Asp Gl

Phe Gl

35

r Ser Lys Leu Ala

r Gly Thr Ser Tyr
70

y Ala Thr Tyr Tyr
85

y Gly Gly Thr Lys
100

Ser

Cys

Ser

Ser

55

Ser

Cys

Leu

105

95

nhan tao: Polypeptit téng hop"

Pro Ala

Ser Ala
25

Gly Thr

40

Gly Val

Leu Thr

Gln Gln

Glu Ile
105

Ile Met Ser Ala
10

Ser Ser Ser Leu

Ser Pro Lys Arg
45

Pro Ala Arg Phe
60

Ile Ser Ser Met
75

Trp Ser Ser Asn
90

Lys

-151-

Ser

Ser

30

Trp

Ser

Glu

Pro

Pro

15

Tyr

Ile

Gly

Gly

Trp
95

Gly

Met

Tyr

Ser

Glu

80

Thr



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

<220>
<221>
<223>

<400>
Asp Il
1

158
107
PRT
Trinh ty Nhé&n tao

ngudn

/note="M&é ta trinh tu

158
e Val Met Thr Gln

Asp Arg Val Ser Ile Thr

Val Al

20

a Trp Tyr Gln Gln
35

Tyr Ser Ala Ser Asn Arg

50

Ser G1
65

Glu As

y Ser Gly Thr Asp
70

p Leu Ala Asp Tyr
85

Thr Phe Gly Gly Gly Thr

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

<220>
<221>
<223>

<400>

100

159
112
PRT
Trinh ty Nhé&n tao

ngudn

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Phe

Lys

36115

nhan tao: Polypeptit tdéng hop"

Gln

Lys

Pro

40

Thr

Ala

Cys

Leu

Lys Phe Met Ser Thr Thr Val

10

Ala Se
25

15

r Gln Ser Val Val Thr
30

Gly Gln Ser Pro Lys Leu Leu

45

Gly Val Pro Asp Arg Phe Thr

60

Leu Thr Ile Arg Thr Met Gln

75

Gln Gln Tyr Ser Ser Tyr Pro

90

95

Glu Ile Lys

105

/note="Mé ta trinh tuy nhan tao:

159

-152-

Polypeptit tdng hop"

Gly

Ala

Ile

Gly

Ser

80

Tyr



Asp

Asp

Asn

Pro

Asp

65

Ser

Thr

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

Ala

Gln

Gly

Gln

50

Arg

Arg

His

<220>

<221>
<223>

Val Met

Ala Ser
20

Asn Thr

35

Leu Leu

Phe Ser

Val Glu

Val Pro
100

160
112
PRT
Trinh tyu Nhan

ngudn
/note="Moé

<400> 160
Asp Ala Val Met

1

Asp Gln Ala Ser

20

Asn Gly Asn Thr

35

Thr

Ile

Phe

Ile

Gly

Ala

85

Phe

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

tao

Thr

Cys

Asn

Arg

55

Gly

Asp

Phe

td trinh tu

Thr Gln Thr

5

Ile Ser Cys

Phe Leu Asn

Pro

Arg

Trp

40

Val

Ser

Leu

Gly

36115

Leu Ser
10

Ser Ser
25

Phe Leu

Ser Asn

Gly Thr

Gly Val

90

Ser Gly
105

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Pro

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Phe

Lys

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Ser

Glu

30

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu
110

Leu

15

Asn

Gln

Val

Lys

Gln
95

Ile

nhan tao: Polypeptit tdng hop"

Gly

Thr

Ser

Pro

Ile

80

Val

Lys

Pro Leu Ser Leu Pro Val Ser Leu Gly

10

15

Arg Ser Ser Gln Ser Leu Glu Asn Ser

25

30

Trp Phe Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser

40

-153-

45



Pro Gln Leu Leu
50

Asp Arg Phe Ser
65

Ser Arg Val Glu

Thr His Val Pro
100

<210> 161
<211> 106
<212> PRT

Ile

Ala

85

Phe

<213> Trinh ty Nhén

<220>
<221> ngudn
<223> /note="Mb

<400> 161
Asp Ile GIn Leu
1

Asp Arg Val Thr
20

His Trp Tyr Gln
35

Asp Thr Ser Lys
50

Gly Ser Gly Thr
65

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

tao

Arg

55

Asp

Phe

td trinh tuy

Thr Gln Ser

5

Ile

Gln

Leu

Glu

Thr

Lys

Ala

Tyr
70

Cys

Pro

Ser

55

Thr

36115

Ile Ser Asn Arg

Ser Gly Thr Asp
75

Leu Gly Val Tyr
90

Gly Ser Gly Thr
105

Phe

60

Phe

Phe

Lys

Ser

Thr

Cys

Leu

Gly

Leu

Leu

Glu
110

Val

Lys

Gln

95

Ile

nhan tao: Polypeptit tdéng hop"

Pro Ser Phe Leu
10

Ser Ala Ser Ser
25

Gly Lys Ser Pro
40

Gly Val Pro Ser

Leu Thr Ile Ser
75

-154-

Ser

Ser

Lys

Arg

60

Ser

Ala

Leu

Arg

45

Phe

Leu

Ser

Ser

30

Trp

Ser

Gln

Val

15

Tyr

Ile

Gly

Pro

Pro

Ile

80

Val

Lys

Gly

Met

Tyr

Ser

Glu
80



36115

Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Ser Ser Asn Pro Trp Thr

85

90

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

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

<220>

<221>
<223>

<400>

100

162
107
PRT
Trinh ty Nhan tao

ngudn
/note="Mb

162

Asp Ile Gln Met

1

Asp

Val

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Arg

Ala

Ser

50

Gly

Asp

Phe

Val Thr
20

Trp Tyr

35

Ala Ser

Ser Gly

Phe Ala

Gly Gly
100

<210> 163
<211> 112

td trinh tu

Thr Gln
5

Ile Thr

Gln Gln

Asn Arg

Thr Asp
70

Thr Tyr
85

Gly Thr

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Phe

Lys

105

95

nhan tao: Polypeptit tdng hop"

Pro

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Val

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

-155-

Leu

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Ser

Ala

Val

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ser

Val
30

Leu

Phe S

Leu

Tyr

Val

15

Thr

Leu

Gln

Pro
95

Gly

Ala

Ile

Gly

Pro

80

Tyr



36115

<212> PRT
<213> Trinh ty Nhéan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="M& ta trinh tu nhan tao: Polypeptit téng hop"

<400> 163
Asp Ala Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Ser Val Thr Pro Gly
1 5 10 15

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Glu Asn Thr
20 25 30

Asn Gly Asn Thr Phe Leu Asn Trp Phe Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45

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

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

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Phe Cys Leu Gln Val
85 90 95

Thr His Val Pro Phe Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 164
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh ty Nhé&n tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="Mé td& trinh tu nhén tao: Polypeptit tdng hop"

<400> 164
Asp Ala Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Ser Val Thr Pro Gly
1 5 10 15

-156-



36115

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Glu Asn Thr
20 25 30

Asn Gly Asn Thr Phe Leu Asn Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45

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

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

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Leu Gln Val
85 90 95

Thr His Val Pro Phe Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 165
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh ty Nhé&n tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="M6 ta trinh tu nhan tao: Polypeptit tdéng hgp"

<400> 165
Asp Ala Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Ser Val Thr Glu Gly
1 5 10 15

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Glu Asn Thr
20 25 30

Asn Gly Asn Thr Phe Leu Asn Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45

-157-



Pro

Asp

65

Ser

Thr

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

Gln

50

Arg

Arg

His

<220>

<221>
<223>

<400>

Leu Leu

Phe Ser

Val Glu

Val Pro
100

166
112
PRT
Trinh ty Nhéan

ngudn
/note="Mb

166

Asp Ala Val Met

1

Gln

Asn

Pro

Asp

65

Ser

Pro

Gly

Gln

50

Arg

Arg

Ala Ser
20

Asn Thr

35

Leu Leu

Phe Ser

Val Glu

Ile

Gly

Ala

85

Phe

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

tao

Arg

55

Gly

Asp

Phe

ta trinh tu

Thr

Ile

Phe

Ile

Gly

Ala
85

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Cys

Asn

Arg

55

Gly

Asp

Val

Sef

Val

Gly

36115

Ser

Gly

Gly

Gln
105

Asn

Thr

Val

90

Gly

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Phe

60

Phe

Tyr

Lys

Ser

Thr

Cys

Leu

Gly

Leu

Leu

Glu
110

Val

Lys

Gln

95

Ile

nhan tao: Polypeptit téng hop"

Pro

Arg

Trp

40

Val

Ser

Val

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Ser Leu Ala

10

Ser

Leu

Asn

Thr

Val
90

-158-

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Tyr

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Glu

30

Gly

Gly

Leu

Leu

Pro

15

Asn

Gln

Val

Lys

Gln
95

Pro

Ile

80

Val

Lys

Gly

Thr

Ser

Pro

Ile

80

Val



36115

Thr His Val Pro Phe Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

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

<220>
<221>
<223>
<400>

Asp Il
1

Asp Ar

Asn Gl

100

Trinh ty Nhan tao

167

112

PRT

ngudn
/note="Mbd
167

e Gln Met
g Val Thr

20

y Asn Thr

35

Pro Lys Leu Leu

50

Ser Arg Phe Ser

65

Ser Se

Thr Hi

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

r Leu Gln

s Val Pro
100

168
112
PRT

ta trinh tu

Thr

Ile

Phe

Ile

Gly

Pro

85

Phe

Trinh ty Nhéan

Gln

Thr

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

tao

Ser

Cys

Asn

Arg

55

Gly

Asp

Phe

105

110

nhan tao: Polypeptit tdng hop"

Pro Ser

Arg Ser
25

Trp Tyr

40

Val Ser

Ser Gly

Phe Ala

Gly Gln
105

Ser
10

Ser

Gln

Asn

Thr

Thr

90

Gly

-159-

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Ser

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Tyr

Lys

Ala

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Val

Ser

Glu

30

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu
110

Val

15

Asn

Lys

Val

Thr

Gln

95

Ile

Gly

Thr

Ala

Pro

Ile

80

Val

Lys



<220>
<221>
<223>

<400>
Asp Al
1

ngudn

/note="M& ta trinh tu nhé&n tao: Polypeptit tdng hgp"

168

a Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Leu

5

Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg

Asn Gl

20

y Asn Thr Phe Leu Asn Trp
35 40

Pro Arg Leu Leu Ile Tyr Arg Val

50

55

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser

65

Ser Ar

Thr Hi

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

<220>
<221>
<223>

<400>

70

g Val Glu Ala Glu Asp Val
85

s Val Pro Phe Thr Phe Gly
100 ‘

169
112
PRT
Trinh ty Nhé&n tao

ngudn

/note="M& tad trinh tuy nhan tao: Polypeptit tdng hop"

169

36115

10

Ser Ser

25

Phe Gln

Ser Asn

Gly Thr

Gly Val

90

Gln Gly

105

Gly

Thr

Ser

Pro

Ile

80

Val

Lys

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

1

5

10

-160-



Asp

Asn

Pro

Ser

65

Ser

Thr

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

Arg

Gly

Lys

50

Arg

Ser

His

<220>

<221>
<223>

Val Thr
20

Asn Thr

35

Leu Leu

Phe Ser

Leu Gln

Val Pro
100

170
112
PRT
Trinh ty Nhéan

ngudn
/note="Md&

<400> 170
Asp Ile Val Met

1

Gln Pro Ala Ser

20

Asn Gly Asn Thr

35

Pro Gln Leu Leu

50

Ile

Phe

Ile

Gly

Pro

85

Phe

Thr

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

tao

Cys

Asn

Arg

55

Gly

Asp

Phe

t4d trinh ty

Thr

Ile

Phe

Ile

Gln

Ser

Leu

Tyr

Thr

Cys

Asn

Arg
55

36115

Arg Ser Ser
25

Trp Phe Gln
40

Val Ser Asn

Ser Gly Thr

Phe Ala Thr
90

Gly Gln Gly
105

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Tyr

Lys

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Glu

30

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu
110

Asn

Lys

Val

Thr

Gln

95

Ile

nhan tao: Polypeptit tdéng hop"

Pro Leu Ser
' 10

Arg Ser Ser
25

Trp Tyr Leu
40

Val Ser Asn

-161-

Leu

Gln

Gln

Arg

Ser

Ser

Lys

Phe
60

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Glu

30

Gly

Gly

Pro

15

Asn

Gln

Val

Thr

Ala

Pro

Ile

80

Val

Lys

Gly

Thr

Ser

Pro



Asp Arg Phe Ser
65

Ser Arg Val Glu

Thr His Val Pro
100

<210> 171
<211> 112
<212> PRT

36115

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile

70

75

80

Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Leu Gln Val

85

90

95

Phe Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile

<213> Trinh ty Nhé&n tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="Mo

<400> 171

Asp Val Val Met
1

Gln Pro Ala Ser
20

Asn Gly Asn Thr
35

Pro Gln Leu Leu
50

Asp Arg Phe Ser
65

Ser Arg Val Glu

tad trinh tu

Thr Gln

Ile Ser

Phe Leu

Ile Tyr

Gly Ser

70

Ala Glu
85

Thr

Cys

Asn

Arg

55

Gly

Asp

105

110

nhan tao: Polypeptit tdéng hop"

Pro

Arg

Trp

40

Val

Ser

Val

Leu Ser Leu
10

Ser Ser Gln
25

Tyr Leu Gln

Ser Asn Arg

Gly Thr Asp

75

Gly Val Tyr
90

-162-

Ser Val Thr

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Tyr

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Glu

30

Gly

Gly

Leu

Leu

Pro

15

Asn

Gln

Val

Lys

Gln
95

Lys

Gly

Thr

Ser

Pro

Ile

80

Val



36115

Thr His Val Pro Phe Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 172
<400> 172
000

<210> 173
<400> 173
000

<210> 174
<400> 174
000

<210> 175
<400> 175
000

<210> 176
<400> 176
000

<210> 177
<400> 177
000

<210> 178
<400> 178

000

<210> 179

-163-



<400>
000

<210>

<400>
000

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

<220>
<221>
<223>

<400>

179

180

180

181
452
PRT
Trinh ty Nhan tao

ngudn
/note="M&é ta trinh tu

181

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser

1

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys

Tyr Me

20

t His Trp Val Arg Gln
35

Gly Trp Ile Asn Pro Asp Ser

50

Gln G1
65

Met G1

55

y Arg Val Thr Met Thr
70

u Leu Asn Arg Leu Arg
85

Ala Arg Asp Gln Pro Leu Gly

100

36115

Ala Glu
10

Ser Gly
25

Pro Gly

Gly Thr

Asp Thr

Asp Asp

90

Cys Thr
105

-164-

Val

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Asn

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Val

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Cys
110

nhan tao: Polypeptit tdng hop"

Gly

15

Gly

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Ser

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Tyr



Phe

Thr

Ser

145

Glu

His

Ser

Cys

Glu

225

Ala

Met

His

Val

Asp

Lys

130

Glu

Pro

Thr

Val

Asn

210

Arg

Gly

Ile

Glu

His
290

Tyr

115

Gly

Ser

Val

Phe

Val

195

Val

Lys

Pro

Ser

Asp

275

Asn

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

180

Thr

Asp

Cys

Ser

Arg

260

Pro

Ala

Gly

Ser

Ala

Val

165

Ala

Val

His

Cys

Val

245

Thr

Glu

Lys

Gln

Val

Ala

150

Ser

Val

Pro

Lys

Val

230

Phe

Pro

Val

Thr

Gly

Phe

135

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

215

Glu

Leu

Glu

Gln

Lys
295

Thr

120

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

200

Ser

Cys

Phe

Val

Phe

280

Pro

36115

Leu Val

Leu Ala

Cys Leu

Ser Gly

170

Ser Ser
185

Asn Phe

Asn Thr

Pro Pro

Pro Pro

250

Thr Cys
265

Asn Trp

Arg Glu

-165-

Thr

Pro

Val

155

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

235

Lys

Val

Tyr

Glu

Val

Cys

140

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

220

Pro

Pro

Val

Val

Gln
300

Ser
125

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

205

Asp

Ala

Lys

Val

Asp

285

Phe

Ser

Arg

Tyr

Ser

Ser

190

Thr

Lys

Pro

Asp

Asp

270

Gly

Asn

Ala

Ser

Phe

Gly

175

Leu

Tyr

Thr

Pro

Thr

255

Val

Val

Ser

Ser

Thr

Pro

160

Val

Ser

Thr

Val

Val

240

Leu

Ser

Glu

Thr



Phe Arg Val Val Ser Val Leu Thr

305

310

Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val

325

Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Thr

340

Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg

355 360

Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly
370 375

Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro

385

390

Pro Met Leu Asp Ser Asp Gly Ser

405

Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln

420

Met His Glu Ala Leu His Asn His

435 440

Ser Pro Gly Lys
450

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

<220>
<221>
<223>

182
214
PRT
Trinh ty Nhé&n tao

ngudn

36115

Val Val

Ser Asn
330

Lys Gly

345

Glu Glu

Phe Tyr

Glu Asn

Phe Phe

410

Gly Asn

425

Tyr Thr

His

315

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

395

Leu

Val

Gln

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

380

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Asp

Leu

Arg

Lys

365

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
445

Trp

Pro

Glu

350

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

430

Leu

Leu

Ala

335

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

415

Ser

Ser

/note="M& t& trinh tu nhan tao: Polypeptit tdng hop"

-166-

Asn

320

Pro

Gln

Val

Val

Pro

400

Thr

Val

Leu



<400> 182
Asp Ile Gln

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Arg

Ala

Thr

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

130

Val

Ser

Thr

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Val

115

Ser

Gln

Val

Leu

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr
180

Thr

Ile

Gln

Thr

Thr

Thr

85

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

165

Leu

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

150

Gln

Ser

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

36115

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp
185

Ser Val
10

Ser Gln

Lys Ala

Val Pro

Thr Ile
75

Gln Ala
90

Ile Lys

Asp Glu

Asn Phe

Leu Gln
155

Asp Ser
170

Tyr Glu

-167-

Ser

Gly

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Ala

Ile

Asn

45

Arg

Ser

Ile

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

Ser

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

Phe

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys
190

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

Gly

Trp

Ile

Gly

Pro

80

Leu

Ala

Ala

Gln

160

Ser

Tyr



36115

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> 183
<400> 183
000

<210> 184
<400> 184
000

<210> 185
<400> 185
000

<210> 186
<400> 186
000

<210> 187
<400> 187
000

<210> 188
<400> 188

000

<210> 189

-168-



<400>

000

<210>

<400>

000

<210>

<400>

000

<210>

<400>

000

<210>

<400>

000

<210>

<400>

000

<210>

<400>

000

<210>

<400>

000

<210>

189

190

1380

191

191

192

192

193

193

194

194

195

195

196

196

197

36115

-169-



36115

<400> 197
000

<210> 198

<400> 198
000

<210> 199

<400> 199
000

<210> 200

<211> 15

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhé&n tao

<220>
<221> ngudn
<223> /note="M& ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop"

<400> 200
Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10 15
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Thu thé CD40 (SEQ ID NO:40) (tir EMBO J, 8(5), 1403-1410 (1989))

1¢
MVRLPLOCVL
&80
CTEFTETECL
116
TICTCEEGWH
180
FENVSEBAFEXK
218
IFGILFAILL
266
VOETLHGCOP

20
WECLLTAVEP
74
PCGESEFLIT
120
CESEACESCV
174
CHPWISUETE
220
VLVFIERVAK
276

VIQEDGRKESE

a0
EPPTACREED
80
WNRETHCHOH
130
LERBCEPGEG
180
DLVVOOAGTN
230

KPTNRAPHPE

ISVQERD

40

50

YLINSQCCSL COPEGELVSD
50 14
RYCDPNLGLR VOQRGTSETD
148 159
VXQEATGVED TICERCPYEE
180 200
KIDVVOGPQD RLRALVVIPE
240 250

QEPQEINFPDR DLPGSNTRAAPR

Phéi tir CD40 (SEQ 1D NO:41) (tir FEBS Letters, 315 (3), 259-268 (1893))

10
MIETYNQISP
66
DEIEDERNLH
116
NETETKKENS
1s¢
RLVTLENGRD
210
FERILLRAAN
260
PTGFTSPGLLK

28
RSAATGLPIS
76
BEDFVFMETIQ
126
FEMORGDONP
176
LEVRRQGLYY
220
THSSARPCGO

L

30
METFMYLLTV
&0
RCNTGERSLS
130
QIARBVISEA
180
LYAQVTFCSN
230

QSIELGGYFE

50
LPAVYLHRRL
100
FEGFVKDIML
150
ABKGYYTMSN
290
ASLCLESPGR
250
VITDPSQVEHGE

46
FLITOMIGSA
96
LLNCEEIREQ
148
SBKTTEVLOW
130
SQAPHT
240
LOPGABVEVN

REAS

HINH 1
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