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Linh vwe k¥ thuit dwec dé cip

Sang ché dé cap dén khang thé don dong phan 1ap, hodc phan gin két khang
nguyén cia no, gan két véi gen hoat héa té bao lympho-3 ciia ngudi (LAG-3-lymphocyte
activation gene-3), trong d6 ving xic dinh bd sung 1 (CDRI1-complementarity
determining region 1), ving CDR2, va viing CDR3 chudi ning chira cic trinh tur axit
amin twong Umg nhu néu trong SEQ ID NO.15, SEQ ID NO.16, va SEQ ID NO.17, va
ving CDR1, ving CDR2, va ving CDR3 chudi nhe chira cic trinh tir axit amin tuong
ung nhu néu trong SEQ ID NO.18, SEQ ID NO.19, va SEQ ID NO.20; phan t& dic hiéu
kép; thé tiép hop mién dich; dugc phdm chira khang thé nay; axit nucleic phan 1ap m3 héa
khang thé nay; vecto biéu hién chira axit nucleic nay; t& bao vat chi chira vecto biéu hién

nay; va phuong phap san xuét khang thé nay.
Tinh trang ki thuat ciia sang che

Cac duoc chat khang thé 14 mot trong sb cdc phan khic phét trién nhanh nhét cia
nganh céng nghiép dugc phim. Pé duy tri hidu luc (tirc 12 hoat tinh) va giam thiéu kha
ning sinh mién dich, céac khéng thé va cac dugc chét protein khac phai dugc bao vé khoi
bi phan hiy vat Iy va hoa hoc trong khi san xuét va bao quan. Thuc vdy, mot trong nhiing
kho khin chi yéu trong viée phat trién cac phép diéu tri bang khang thé 1a dap ung sinh
mién dich tiém tang khi ding c6 thé dan dén thanh thai nhanh hodc thdm chi gdy ra cac
tac dung phu de doa dén tinh mang nhu sbc phan vé. Cac yéu té khac nhau anh huéng
dén kha nang sinh mién dich ctia khang thé nhu cac dic tinh sinh hoéa cia nd (vi dy, d0
tinh khiét, 36 6n dinh, hodc do tan), cac yéu t6 1am sang (vi du, liéu, dudng dua thudc,
tinh phic tap ctia bénh, hogc dic thii ctia ddi trgng bi bénh), va viée diéu tri ddng thoi
bang cac chit khac (Swann et al. (2008) Curr Opinion Immuol 20:493-499).

Kha ning sinh mién dich cta khéang thé va/hodc 1am mét hoat tinh cla khang thé
thudng c6 lién quan dén phan Gng khir amit. Khir amit 13 qua trinh phan huy héa hoc xay
ra tu phat trong céc protein (vi du, khang thé). Phan tmg khir amit loai b nhém chirc
amit khoi gdc axit amin, nhu asparagin va glutamin, do d6 1am mét chudi bén chira amit
ctia né. Piéu nady, sau d6, gy ra cic bién dbi cAu tric va sinh hoc trong toan b protein,
do d6, tao ra cac dang khong ddng nhét ctia khang thé. Khir amit 13 mét trong sd cac bién

_2-



36680

dbi sau dich ma phd bién nhét xay ra trong cac dugc chat khang thé dugc tao ra bing

cach tai td hop.

Vi dy, tinh khong ddng nhit trong chudi ning cua khang thé don dong h1B4
(khang thé khang CD18 nhén tao) do phan mg khitr amit trong khi nudi cdy té bao d3
dugce bdo cdo boi Tsai et al. (Pharm Res 10(11):1580 (1993)). Ngoai ra, viéc giam/mét
hoat tinh sinh hoc do phan tmg khir amit 13 vAn d dd dugc thira nhan. Vi du, Kroon et al.
d3 mo t& mot sb vi tri khir amit trong dugc chat khéang thé OK T3, va da béo céo réng cac
mau ctia 16 san phdm OKT3 (c6 tudi tir 14 thang dén 3 ndm) d3 bi giam hoat tinh xudng
dudi 75% (Pharm Res 9(11):1386 (1992), trang 1389, cdt thir hai). Ngoai ra, cac mau
OKT3 chira lugng 16n peptit oxy héa trong ban db cia ching di giam dang ké hoat tinh
trong thir nghiém hiéu luc gin két khang nguyén (trang 1390, cot thi nhat). Céc tic gia
d3 két luan rﬁng cac vi tri dac hiéu cua bién ddi hoa hoc x4y ra khi bao quan OKT3 duoc
nhan dién bang cach 1ap ban dd peptit va lién quan dén céc thay d6i quan sat duoc trong
phén tich héa hoc va thir nghiém sinh hoc ctia khang thé (trang 1392, c6t thir nhét). Viéc
mat hoat tinh sinh hoc cling dugc thdy & nhidu protein diéu trj bi khir amit khac, bao gbém
deoxyribonucleaza tai tb hop ciia ngudi (Cacia et al. (1993) J. Chromatogr. 634:229-239)
va CD4 hoa tan tai t6 hop (Teshima et al. (1991) Biochemistry 30:3916-3922).

Nhin chung, phan tng khtr amit giy ra vin dé dang ké va khong thé doan trude
dugce ddi v6i nganh céng nghiép duoc pham. Céc bién phap gidm sét tinh bién déi gdy ra
béi phan tmg khir amit trong phép diéu tri bang khang thé, ciing nhu nhimg quan tdm cda
FDA lién quan dén tinh bién d6i nay, lam tang chi phi va lam chdm qué trinh thir nghiém
1am sang. Ngoai ra, cdc bién d6i nham vin dé nay, bao gdm thay dbi cac didu kién (vi du,
nhiét do, do pH, va loai t& bao) lién quan dén viéc san xuét tai td hop va/hodc bién dbi
cAc axit amin d& bi khir amit (vi du, gdy dot bién dinh huéng vi tri) ¢6 thé anh hudng ti€u
cuc dén d6 6n dinh va hoat tinh, déc biét 1a khi cac thay dbi nay duogc tao ra trong vung
xac dinh bd sung (complementarity determining region-CDR) ctia khang thé. Do d6, van

can ¢6 cac bién phéap 1am én dinh hon céc duge chét khang thé.
Ban chit k§ thuit ciia sing ché

Muc dich ctia sang ché 1a d& cap dén khang thé don dong phan 14p (vi du, khéang
thé don dong ctia ngudi) gin két véi LAG-3 (vi du, LAG-3 cua ngudi) va c6 do én dinh
vat Iy dugc t6i uru hoa so véi cac khang thé khang LAG-3 da biét. Cu thé, sang ché d& cép
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dén khang thé 25F7 dang cai bién (US 2011/0150892 A1) c¢6 d6 én dinh nhiét va héa hoc
dugc cai thién mot cach dang ké so vé6i khéang thé chua dugc cai bién. Pic biét, bé“mg
cach bién d6i ving gin két c6 tinh quyét dinh ctia ving CDR2 chudi nang ciia khang thé
25F7, da théy ré‘mg khéang thé duoc cai bién c6 dd 6n dinh vat ly va nhiét cao hon dang
ké, mitrc d6 khir amit giam, tinh thusn nghich nhiét cao hon, va mirc d6 két tap thép hon.
Péng thoi, d3 bat ngd quan sat thdy rang khang thé dugc cai bién van c6 4i luc gin két
v6i LAG-3 ctia ngudi va hoat tinh chirc ning cao twong duong khang thé chua duoc cai
bién, bao gdm kha ning trc ché gin két cia LAG-3 v6i phén tir trong thich md chinh
nhém I va kich thich cac dap tg té bao T dic hiéu khang nguyén. Viéc ting dang ké do
6n dinh va duy tri hoat tinh gin két/sinh hoc ctia khang thé duoc cai bién 12 bt ngo, dic

biét 14 xét vé tinh x4c dinh ctia cic ving CDR vdéi chire nang khang thé.

Céc khang thé theo sang ché c¢6 thé duoc st dung trong nhiéu Gng dung, bao gbém
phat hién protein LAG-3 va kich thich dap tng té bao T dic hiéu khang nguyén & ddi

tugng mang khdi u hodc mang virut.

Ving CDR1, ving CDR2, va ving CDR3 chudi ning cia khang thé don dong
phan 1ap theo sang ché, hodc phan gin két khang nguyén cia né chira céc trinh tu axit
amin tuong tng nhu néu trong SEQ ID NO.15, SEQ ID NO.16, va SEQ ID NO.17. Vung
CDR1, ving CDR2, va ving CDR3 chudi nhe ctia khang thé don dong phan 1ap theo
sang ché, hoic phan gin két khang nguyén ciia n6 chtra c4c trinh tyr axit amin trong Ung
nhu néu trong SEQ ID NO.18, SEQ ID NO.19, va SEQ ID NO.20. Theo mt phuong an,
khang thé don dong phan 1ap (vi du, khang thé ctia ngudi) theo sang ché, hodc phin gin
két khang nguyén clia n6 c6 ving bién ddi chudi nang chta trinh ty axit amin nhu néu

trong SEQ ID NO.12. Theo mét phurong 4n khac, khang thé nay con bao gdm ving bién
| d6i chudi nhe chira trinh tr axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.14.

Theo mot phuong 4n uu tién, khérig thé nay co cac dic tinh vat Iy ting (tc 12 do
6n dinh nhiét va héa hoc) so véi khang thé 25F7, trong khi vin van c6 4i luc gin két véi
LAG-3 cia ngudi it nhat 13 gibng nhu 25F7. Vi du, khang thé niy c6 mic d6 bién ddi
trinh tr giam trong ving CDR2 chudi nang do sy khir amit, so v6i khang thé 25F7, vi du
murc d6 bién ddi trinh tu axit amin khoang 2,5% hoic nhé hon sau 12 tudn & nhiét 46 4°C
(tirc 12 thong qua cac nghién ciru vé d6 6n dinh theo “thdi gian thuc” nhu dugc md ta

trong sang ché) va/hoac mirc d6 bién dbi trinh tir axit amin khoang 12,0% hodc nhé hon
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sau 12 tudn & nhiét do 40°C (tic 1a trong cac diéu kién 130 hoa cép tdc, nhu duge mo ta
trong sang ché), trong khi vn duy tri dugc 4i luc gén két véi LAG-3 ciia ngudi véi hing
sb Kp it nhét bang 1x 107 M hodc nhé hon (t6t hon néu hing s6 Kp bang 1x 10° M
hosc nhé hon, hing sé Kp bing 5 x 10° M hogc nhé hon, hodc hing s6 Kp, bang 1 x 10
M hodc nhé hon). Theo mdt phuong 4n khéac, khang thé nay cé mic do thuan nghich béi
nhiét it nhat 13 khoang 40% trong PBS & d6 pH bang 8.0.

Theo mot phuong &n khéc, khang thé nay c6 nhiét d6 néng chay cao hon (thé hién
@ én dinh in vivo cao hon), so véi khang thé chua dugc cai bién (Krishnamurthy R and
Manning MC (2002) Curr Pharm Biotechnol 3:361-71). Theo mét phuong 4n, khang thé
nay c6 Ty (nhiét do dudi mach ban d4u) 16n hon 60°C, vi du 16n hon 65°C, hoic 16n hon
70°C. Nhiét d6 néng chay cia khang thé c6 thé dugc do bing phuong phap do nhiét
luong quét vi sai (Chen et al (2003) Pharm Res 20:1952-60; Ghirlando et al (1999)
Immunol Lett 68:47-52) hodc phwong phép quang phd ludng sdc tron (Murray et al.
(2002) J. Chromatogr Sci 40:343-9).

Theo mdt phuong 4n khac, khang thé ndy dugc dic trung béi kha ning chéng
phin hiy nhanh cia né. Muc d6 phén huy ctua khang thé c6 thé duoc do bang phuong
phép dién di mao quan (capillary electrophoresis - CE) va MALDI-MS (Alexander AJ
and Hughes DE (1995) 4nal Chem 67:3626-32).

Theo mdt phuong 4n khac, khang thé nay c6 mtc do két tap t6i thiéu, vi du mirc
@5 két tp bing 25% hodc nho hon, nhu bing 20% hodc nhé hon, bang 15% hodc nhod
hon, bing 10% hodc nhé hon, bing 5% hoic nhd hon, hoic bang 4% hodc nhé hon. Hién
turong két tap c6 thé din dén hoat héa dép ttng mién dich khong mong mudn va/hoidc cac
dac tinh dugce dong hoc thay ddi hodc bét loi. Muc dd két tap co thé duge do béng mot s6
phuong phap, bao gdm phuong phép sic ky cot loai ¢ (size-exclusion column - SEC),
phuong phép sic ky léng hiéu ning cao (high performance liquid chromatography -
HPLC), va phuong phép tan xa anh sang.

Theo mdt phuong an khac, khang thé nay con c6 it nhit mét trong cac dic tinh
sau: (a) gan két v6i LAG-3 cua khi; (b) khong gan két voi LAG-3 cia chudt; (c) G ché
gin két cia LAG-3 véi phan tir twong thich mé chinh (major histocompatibility - MHC)
nhém IT; va (d) kich thich dap tng mién dich, dic biét 1 dap ung té bao T dic hiéu khang
nguyén. Tét hon néu khang thé nay c6 it nhat hai trong sé cac dic tinh (a), (b), (c) va (d).
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Tét hon nita néu khang thé nay cé it nhét ba trong sb cac dic tinh (a), (b), (c) va (d).
Tham chi t6t hon nita néu khang thé nay c6 toan bd bdn dic tinh (a), (b), (c) va (d).

Theo mét phwong an khéac, khang thé nay kich thich dap tng té€ bao T dac hiéu
khang nguyén, nhu san sinh interleukin-2 trong ddp ung té bao T dic hiéu khang nguyén.
Theo cac phuong an khac, khang thé nay kich thich dép tmg mién dich, nhu dép tng
khang khdi u (vi du, tc ché sinh truéng khdi u trong mé hinh ghép khéi u in vivo) hoic
dap tmg tuy mién (vi dy, phat trién bénh dai thdo dudng & chudt NOD).

Theo mét phwong 4n khac, khang thé nay gin két v6i epitop ciia LAG-3 ctia nguoi
chira trinh tu axit amin PGHPLAPG (SEQ ID NO.21). Theo mdt phuong 4n khac, khang
thé nay gin két v6i epitop ciia LAG-3 clia ngudi chira trinh tu axit amin HPAAPSSW
(SEQ ID NO.22) hoic PAAPSSWG (SEQ ID NO.23).

Theo cac phuong 4n khac, khang thé nay nhuém mau mo tuyén yén bing phuong
phap héa mo6 mién dich, hodc khong nhuém mau md tuyén yén bang phuong phap héa
md mién dich.

Céc khang thé theo sang ché c6 thé 13 cac khang thé c6 chidu dai ddy du, vi du
isotyp IgGl, isotyp IgG2 hodc isotyp IgG4, tuy y c6 dot bién serin thanh prolin trong
ving ban 1& ciia ving hing dinh chudi ning (& vi tri tvong tng véi vi tri 241 nhu duge
mo ta trong Angal et al. (1993) Mol. Immunol. 30:105-108), sao cho tinh khong ddng
nhét cta _céu lién két disulfua lién chudi nang dugc gidm hodc loai bd. Theo mot khia
canh, isotyp viung hﬁng dinh 12 IgG4 c6 dot bién & géc axit amin 228, vi du S228P. Theo
cach khéc, cac khang thé ndy c6 thé 13 manh khang thé, nhu manh Fab, manh Fab’ hozc
manh Fab’,, hoic khang thé chubi don.

Theo mét khia canh khéc, khang thé nay (hodc phan gin két khang nguyén ctia né)
1a mot ph?m cta thé tiép hop mién dich chtra dugc chét, vi du doc td gdy doc té bao hodc
df‘mg vi phong xa, dugc gén két véi khéng thé nay. Theo mot khia canh khéc, khiang thé
ndy 13 mot phan cta phan tr dic hiéu kép chia gbc chire thir hai (vi du, khang thé tht
hai) c¢6 d6 didc hiéu gin két khac véi khang thé nay, hogc phin gan két khang nguyén cia
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Sang ché ciing dé cap dén ché phdm chira khang thé theo séng ché, hoic phén gin
két khang nguyén cia nd, thé tiép hop mién dich hodc phén tir ddc hiéu kép theo sang

ché, tiy ¥ duoc bao ché cing v6i chit mang dugc dung.

Sang ché ciing @& cap dén axit nucleic ma héa khang thé theo sang ché, hoic manh
gan két khang nguyén cua né (vi dy, vang bién d6i va/hodc CDR), ciing nhu vecto biéu
hién chura axit nucleic nay va té bao vit chi chia vecto biéu hién ndy. Sang ché ciing dé
cip dén phuong phép san xuit khang thé khang LAG-3 bang cach sir dung té bao vat chi
chira vecto bidu hién nay, va ¢ thé bao gém céc budc (i) biéu hién khang thé nay trong

t& bao vat chii va (ii) phan 14p khang thé nay tir t€ bao vat chi.

Céc dau hiéu va uvu diém khac cia sdng ché s& dugc md ta chi tiét hon trong phan
mo ta chi tiét va cac vi du thuc hién sang ché dudi diy, phan md ta va cac vi du nay

kh6ng nham muc dich gi¢i han pham vi cua sang ché.
MGo ta van tit hinh vé

Fig.1A 1a hinh vé thé hién trinh tu nucleotit (SEQ ID NO.1) va trinh tu axit amin
(SEQ ID NO.2) ctia viing bién d6i chudi ning clia khang thé don dong ctia nguoi 25F7.
Vung CDR1 (SEQ ID NO.5), vuing CDR2 (SEQ ID NO.6) va vung CDR3 (SEQ ID
NO.7) dugc phan dinh va cac doan dong mam V, D va J dugc thé hién. Cac ving CDR
duoc phan dinh bing cach sit dung hé théng Kabat (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).

Fig.1B 13 hinh v& thé hién trinh tu nucleotit (SEQ ID NO.3) va trinh ty axit amin
(SEQ ID NO.4) cta vung bién déi chudi nhe kappa cia khang thé don dong ctia nguoi
25F7. Ving CDRI1 (SEQ ID NO.8), ving CDR2 (SEQ ID NO.9) va vung CDR3 (SEQ
ID NO.10) dugc phéan dinh va cac doan dong mam V va J duge thé hién. Céc trinh tyr axit
amin cia chudi ning va chudi nhe cé chidu dai ddy da caa khang thé 25F7 tuong tmg nhu
néu trong SEQ ID NO.32 va SEQ ID NO.34.

Fig.2A 12 hinh vé& thé hién trinh tu axit amin (SEQ ID NO.12) cia ving bién dbi
chudi nang ciia khang thé don dong LAG3.5. Ving CDR1 (SEQ ID NO.15), ving CDR2
(SEQ ID NO.16) va ving CDR3 (SEQ ID NO.17) dugc phan dinh. C4c trinh tu axit amin
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ctia chudi ning va chudi nhe ¢ chiu dai day du cua khang thé LAG3.5 tuong tng nhu
néu trong SEQ ID NO.35 va SEQ ID NO.37.

Fig.2B 1a hinh v& thé hién trinh tu nucleotit (SEQ ID NO.13) va trinh tur axit amin
(SEQ ID NO.14) cta ving bién dbi chudi nhe kappa ciia khang thé don dong LAG3.5.
Vung CDR1 (SEQ ID NO.18), ving CDR2 (SEQ ID NO.19) va ving CDR3 (SEQ ID
NO.20) duge phén dinh.

Fig.3 12 hinh v& thé hién c4c trinh tyr axit amin cta trinh tr ving bién d6i chudi
ning CDR2 ctia cac bién thé LAG-3, tic 14 LAG3.5 (SEQ ID NO.42), LAG3.6 (SEQ ID
NO.43), LAG3.7 (SEQ ID NO.44), va LAG3.8 (SEQ ID NO.45), so v¢éi trinh tu axit
amin cua trinh ty ving bién ddi chudi nang CDR2 cila khang thé 25F7 (LAG3.1) (SEQ
ID NO.41) va trinh tr dong mam cta ngudi twong tmg (SEQ ID NO.27). Ving bién dbi
chudi ning CDR2 ctia LAG3.5 khéc véi viing bién ddi chudi ning CDR2 cta khang thé
25F7 & arginin (R) & vi tri 54 (so vd&i asparagin (N)) va serin (S) ¢ vi tri 56 (so véi
asparagin (N)). Cac CDR con lai cia LAG3.5 va khang thé 25F7 13 gibng nhau. Fig.3
ciing thé hién SEQ ID NO.40.

Fig.4A va Fig.4B 1a db thi thé hién hoat tinh gan két (twong tng 14 ECs, va 4i luc)
cta khang thé LAG3.1 (25F7), khang thé LAG3.2, khang thé LAG3.5, khéng thé
LAG3.6, khang thé LAG3.7, va khang thé LAG3.8 vdi té bao T biéu hién CD4 cia ngudi
dugc hoat hoa. Fig.4B twong tmg thé hién cac SEQ ID NO.41, SEQ ID NO.42, SEQ ID
NO.45, SEQ ID NO.44, va SEQ ID NO.43, theo thi tyr xuét hién.

Fig.5A, Fig.5B, Fig.5C, Fig.5D, va Fig.5E 1a dd thi thé hién cdc dudng cong néng
chay nhiét (trc 12 do dn dinh nhiét) twong tmg ctia khang thé LAG3.1 (25F7), khang thé
LAG3.5, khang th8 LAG3.6, khang thé LAG3.7, va khang thé LAG3.8.

Fig.6A, Fig.6B, Fig.6C, Fig.6D, va Fig.6E 14 d thi thé hién cac dudng cong thusn
nghich nhiét (ttrc 12 46 én dinh nhiét) twong tmg ctia khang thé LAG3.1 (25F7), khang
th8 LAG3.5, khang thé LAG3.6, khang thé LAG3.7, va khang thé LAG3.8.

Fig.7 1a dd thi thé hién hoat tinh gin két ciia khang thé LAG3.1 (25F7) va khang
th8 LAG3.5 v6i té bao T bidu hién CD4 cua ngudi duoc hoat héa va gin két khang
nguyén (Biacore).
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Fig.8 13 hinh v& thé hién céc két qua 1ap ban dd peptit bang phuong phap khéi phd
(46 bién ddi héa hoc/dd én dinh phan tir) d6i v6i khang thé LAG3.1 (25F7) va khang thé
LAG3.5 thé hién qua trinh khir amit va déng phan héa sau khi @ trong 5 ngdy trong cac
didu kién 130 héa cép tc nhu dugc mo ta trong sang ché. Fig.8 twong tmg thé hién SEQ
ID NO.46- SEQ ID NO.52 theo thir tir xuét hién.

Fig.9 12 dd thi so sanh dac tinh than nudc cia khang thé LAG3.1 (25F7) va khang
thé LAG3.5.

Fig.10A, Fig.10B, Fig.10C, va Fig.10D 13 db thi so sanh 4i luc va d 6n dinh vat
1y (tirc 12 d6 8n dinh nhiét va héa hoc) cia khang thé LAG3.1 va khang thé LAG3.5 &
nhiét dd 4°C va nhiét do 40°C, tirc 12 nghién ctru d6 6n dinh & ca diéu kién 130 héa cip
tc va “thoi gian thuc”, nhu duoc mé ta trong sang ché.

Fig.11A va Fig.11B 1a dd thi so sanh ty 18 c4i bién trinh tir axit amin ctia khang thé
LAG3.1 va khang thé LAG3.5 & nhiét d 4°C va nhiét do 40°C.

M6 ta chi tiét sang ché

bé sang ché co6 thé duoc hiéu dé& dang hon, trudc tién mot sb thuit ngt dugc dinh

nghia. Céc dinh nghia bd sung duoc dua ra trong toan bo phén mo ta chi tiét.

Thuat ngit “25F7”, “khéang thé 25F7”, “khéng hé LAG3.1”, va “LAG3.1” dugc sir
dung trong ban mé ta dé& chi khang thé khang LAG-3 cla ngudi dugc md ta trong
US2011/0150892 Al. Trinh tu nucleotit (SEQ ID NO.1) mi héa ving bién ddi chudi
ning cta khang thé 25F7 (LAG3.1) va trinh tu axit amin twong tng (SEQ ID NO.2) dugc
thé hién trén Fig.1A (v6i cac trinh tw CDR dugc goi tén tuong tmg 14 cac SEQ ID NO 4,
5, va 7). Trinh tu nucleotit (SEQ ID NO.3) mi héa ving bién d6i chudi nhe cua khang
th& 25F7 (LAG3.1) va trinh tr axit amin twong tmg (SEQ ID NO.4) dugc thé hién trén
Fig.1B (v6i cac trinh tu CDR dugc goi tén tuong tng 1a SEQ ID NO.8, SEQ ID NO.9, va
SEQ ID NO.10).

~

Thuét ngit “LAG-3" dugc sit dung trong ban mé ta dé chi gen hoat héa té bao
lympho-3. Thuét ngit “LAG-3" bao gbm cac gen bién thé, cac gen ddng chirc ning, cac
gen twong ddng, cac gen dong dang va cac gen ban sao. Vi du, cac khang thé dic hiéu véi
protein LAG-3 clia ngudi c6 thé, trong mot sd truong hop, phan tng chéo véi protein

LAG-3 tir loai khong phai ngudi. Theo cac phuong 4n khéc, cac khang thé dic hiéu véi
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protein LAG-3 cua nguoi ¢ thé 1a dic hiéu hoan toan véi protein LAG-3 ciia ngudi va
c6 thé khong biéu hién kha ning phan tng chéo loai hodc cac loai khac, hoic c6 thé phan
g chéo v6i LAG-3 tir mot s§ loai khac nhit dinh nhung khong phéi toan bd céac loai
khac (vi du, phan mg chéo véi LAG-3 cua khi nhung khong phan tmg chéo voi LAG-3
cia chudt). Thuét ngir “LAG-3 cia nguoi” dugc st dung trong ban mo ta dé chi trinh tu
LAG-3 cua ngudi, nhu trinh tu axit amin ddy du cia LAG-3 clia ngudi c6 sb truy cap
ngin hang gen NP_002277 (SEQ ID NO.29). Thuat ngit “LAG-3 cua chudt” dugc st
dung trong ban mo ta dé chi trinh tw LAG-3 ciia chudt, nhu trinh.‘u,r axit amin déy da cua
LAG-3 ctia chudt c6 sb truy cap ngan hang gen NP_032505. Trong linh vuc nay, LAG-3
cling dugc goi 1a, vi du CD223. Trinh tu LAG-3 cua nguoi co thé khac véi LAG-3 cia
ngudi trong ngan hang gen cd sb truy cap NP_002277 & viéc ¢6, vi du cac dot bién bao
thi hodic cac dot bién trong ving khong dugc bao thu va LAG-3 ndy c6 chirc ning sinh
hoc gin gidng nhu LAG-3 ctia ngudi trong ngén hang gen c6 s truy céip NP 002277. Vi
du, chic ning sinh hoc cia LAG-3 cla nguodi 1a cd epitop trong mién ngoai bao cia
LAG-3, epitop nay dugc gin két dac hidu bsi khang thé theo sang ché hoic chic ning
sinh hoc cia LAG-3 ciia ngui 13 gén két véi cac phan tir MHC nhém IL

Thuat ngit “LAG-3 cta khi” dugc st dung trong ban mo ta dé chi protein LAG-3
duoc bidu hién béi khi Cuu Thé gisi va khi Tan Thé gidi, bao gdm, nhung khong giéi
han &, LAG-3 cua khi dudi dai va LAG-3 cua khi ndu. Trinh ty axit amin dién hinh cua
LAG-3 ciia khi 13 trinh ty axit amin cia LAG-3 cua khi nau con duoc luu giir v6i sb truy
cip ngan hang gen XM 001108923. Trinh ty axit amin dién hinh khac cia LAG-3 cla
khi 13 trinh tu khac cia khi niu thudc dong vo tinh pa23-5 nhu dugc md td trong US
2011/0150892 Al. Trinh tu khac cta khi ndu nay c6 khac biét mot axit amin, & vi tri 419,

so v6i trinh tir dugc luu gitt trong ngan hang gen.

Trinh tv LAG-3 cua nguodi cu thé thuong s& c6 do déng nhét trinh tu axit amin it
nhét 12 90% so véi LAG-3 cua ngudi trong ngan hang gen c6 s truy cap NP_002277 va
chira cac gbc axit amin xac dinh trinh trr axit amin 1 cua ngudi khi so véi céac trinh tur
axit amin LAG-3 cua céc loai khac (vi du, chudt). Trong mot sb truong hop, LAG-3 cua
ngudi c6 thé c6 do ddng nhét trinh tw axit amin it nhit 1a 95%, hodc tham chi it nhét 13
96%, 97%, 98%, hoic 99% vdi LAG-3 trong ngan hang gen c6 ) truy cap NP_002277.
Theo mét sb phuong 4n, trinh tr LAG-3 clia ngudi s& c6 khac biét khong qua 10 axit
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amin so v6i trinh ty LAG-3 trong ngén hang gen c6 sd truy cap NP_002277. Theo mot sb
phuong an, LAG-3 cta ngudi ¢ thé c6 khac biét khong qué 5, hodc tham chi khong qué
4,3, 2 hoic 1 axit amin so véi trinh ty LAG-3 trong ngén hang gen c6 sb truy cap
NP_002277. Phan trim ddng nhét ¢6 thé duge xac dinh nhu dugc md ta trong sang ché.

Thuét ngir “d4p tng mién dich” dugc sir dung trong ban mo ta dé chi tac dong cua,
vi du t& bao lympho, t€ bao trinh dién khang nguyén, té bao thuc bio, bach ciu hat, va
cac dai phéan tir hoa tan dugc tao ra boi cac t€ bao trén hodc gan (bao gém cac khang thé,
xytokin, v bb thé) din dén tn thuong chon loc, phé hity, hodc thi trir khoi co thé ngudi
cic mim bénh x4m nhép, céac té bao hoic mé bi nhiém mam bénh, cic té bao ung thu,
hoic, trong cac truong hop viém tu mién hodc bénh ly, cac té bao hodc mé bvinh thuong
cta nguoi.

Thuét ngir “dap tmg té bao T dic hiéu khang nguyén” duge sit dung trong ban md
t4 dé chi dap tmg ctia té bao T gay ra do su kich thich té bao T boi khang nguyén dic hiéu
v6i té bao T nay. Céc vi du khong nhim muc dich giéi han vé cac dap ung cta té bao T
khi kich thich dic hiéu boi khang nguyén bao gdm su ting sinh va san sinh xytokin (vi
du, san sinh IL-2).

Thuét ngit “khang thé” dugc d& cap dén trong ban mo ta nay bao gbm céc khang
thé nguyén ven va manh gin két khang nguyén bat ky (¢ la “manh gin két khang
nguyén”) hoic cac chudi don ctia né. Cac khang thé nguyén ven 13 c4c glycoprotein bao
gbm it nhét hai chudi ning (H) va hai chudi nhe (L) dugc nbi voi nhau bang lien két
disulfua. M&i chudi ning bao gdm viing bién dbi chudi niang (trong ban md ta nay dugc
viét tit 14 Vi) va ving hang dinh chudi ning. Ving hing dinh chudi ning bao gbm ba
mién, Cgl, C2 va Cy3. Mdi chudi nhe bao gdbm ving bién dbi chudi nhe (trong ban mé
ta nay duogc viét tit 1a Vi) va ving hing dinh cta chudi nhe. Ving hing dinh ciia chudi
nhe bao gém mot mién, Cy. Céc viung Vg va Vp co thé con dugc chia nhd thanh cac ving
c6 kha ning siéu bién, dugc goi 1a ving xac dinh bd sung (complementarity determining
region - CDR), rai rac 1a cac ving dugc bao thi hon, duoc goi 1a ving khung (framework
region - FR). Mdi Vy va V. bao gbm ba CDR va bén FR, dugc sip xép tir dau tan cung
amino dén dau tan cung carboxy theo thir tw sau: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3,
FR4. Céac ving bién dbi cta cac chudi ning va chudi nhe chira mién gén két twong tac vai

khang nguyén. Ving hing dinh ciia cac khéng thé c6 thé 1a trung gian gin két globulin
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mién dich v6i mo ctia vat chi hodc cac yéu to, bao gdm céc té bao khac nhau cia hé mién

dich (vi du, té bao hidu img) vA thanh phén thtr nhit (Clq) ciia hé théng b thé cb dién.

Thuét ngit “méanh gin két khang nguyén ciia khéng th&” hodc “phan khang thé”
duoc st dung trong ban mo ta dé chi mot hodc nhidu manh cia khang thé vin c6 kha
ning gan két dic hidu véi khang nguyén (vi dy, protein LAG-3). b3 thdy rang chirc ning
gin két khang nguyén cta khang thé ¢ thé dugc thuc hién béi cdc manh cla khang thé
c6 chidu dai ddy du. Vi du vé cac manh gan két bao ham trong thuit ngi “manh gin két
khang nguyén” ctua khang thé bao gébm (i) manh Fab, manh héa tri mot chira cac mién
Vy, Vi, Cp. va Cyl; (ii) manh F(ab’),, manh hoa tri hai bao gdm hai manh Fab dugc gin
két bang cAu lién két disulfua & viing ban 1&; (iii) manh Fd chtra cac mién Vi va Cyl; (iv)
ménh Fv chtta cac mién Vg va Cyl; (v) manh Fv chita c4c mién Vi va Vg ctia mét nhanh
cia khéng thé, (vi) manh dAb (Ward ef al., (1989) Nature 341:544-546), chira mién Vg;
(vii) ving xé4c dinh bd sung (CDR) dugc phin 18p; va (viii) khang thé ¢6 kich ¢& nano,
ving bién @i chudi ning chira mot mién bién dbi va hai mién hang dinh. Ngoai ra, mic
40 hai mién ctia manh Fv, Vi v Vg, duoc mé héa boi cic gen riéng r&, ching c6 thé
duoc ndi, bing cach sir dung cac phuong phép téi t6 hop, bing cau lién két tdng hop cho
phép chiing dugc tao ra dudi dang chudi protein don trong d6 céc ving Vi va Vy cap doi
dé tao ra phan tir ¢6 hoa tri mot (da biét 1a Fv chubi don (single chain Fv - scFv); vi du,
xem Bird et al. (1988) Science 242:423-426; va Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 85:5879-5883). Cac khang thé chudi don ndy ciing duge bao gbm trong thut
ngit “manh gin két khang nguyén” ctia khang thé. C4c manh khang thé nay duoc tao ra
bang cac k¥ thuét thong thuong da biét ddi v6i chuyén gia trong linh vuc ndy, va cac

manh nay dugc sang loc tinh hitu ich theo cach gidng nhu cac khang thé nguyén ven.

Thuét ngit “khang thé phén 1ap” dugc sit dung trong ban md ta dé chi khang thé
gan nhu duoc phan tach khéi cac khang thé khac c6 tinh dic hiéu khang nguyén khac (vi
du, khang thé phan l4p gin két ddc hidu véi protein LAG-3 12 gin nhu dugc phan tach
khoi cac khang thé gin két dic biét véi cac khang nguyén khong phai 1a protein LAG-3).
Tuy nhién, khang thé phan 1ap gin két dic hiéu véi protein LAG-3 cta ngudi ¢6 thé ¢6
kha ning phan mg chéo véi cac khang nguyén khac, nhu protein LAG-3 tir loai khac.
Ngoai ra, khang thé phén 1ap c6 thé gan nhu duge phan tach khoi cac nguyén lidu va/hodc

cac chat héa hoc khac cia t€ bao .
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Thuat ngir “khang thé don dong” hoic “ché phdm khang thé don dong” duoc sir
dung trong ban mo ta dé chi thanh phdm ciia cic phén tir khang thé ctia ché pham don
phéan tr. Ché phim khang thé don dong biéu thi tinh dic hiéu va i lyc gin két don dbi

v6i epitop cu thé.

Thuat ngit “khang thé ciia ngudi” dugce st dung trong ban mo ta dé chi khang thé
¢ ving bién dbi trong d6 ca ving khung va ving CDR c6 ngudn g tir trinh tr globulin
mién dich dong mim cta ngudi. Ngoai ra, néu khang thé nay chira ving hing dinh, thi
ving hing dinh ndy ciing ¢6 ngudn gdc tir trinh tr globulin mién dich dong mam cla
ngudi. Khang thé ctia nguoi theo sang ché c6 thé chira cac gdc axit amin khong duge ma
héa béi trinh ty giobulin mién dich dong mam cla ngudi (vi du, cac 4ot bién duogc dua
vao bang cach giy dot bién ngiu nhién hodc dic hiéu vi tri in vitro hodc bing dot bién
sinh dudng in vivo). Tuy nhién, thuat nglt “khang thé ctia nguoi”, duge st dung trong ban
md ta, khong dugce st dung trong ban mo ta dé chi cac khang thé trong dé cic trinh tur
CDR co nguén géc tr dong mam cia mot loai dong vat c6 vi khéc, nhu chudt, da duoc

ghép trén cac trinh ty khung cuia nguoi.

Thuit ngir “khang thé don dong ctia ngudi” duge st dung trong ban mo ta dé chi
khang thé bidu thi d6 dac hiéu gin két don, c6 ving bién ddi trong d6 ca ving khung va
ving CDR c6 ngudn gbc tir trinh tur globulin mién dich dong mam ctia ngudi. Theo mot
phuong an, khang thé don dong ctia ngudi dugc tao ra bang té bao lai chira té bao B thu
duogce tir dong vat chuyén gen khong phai ngudi, vi du chudt chuyén gen, c6 hé gen chira
gen chuyén cia chudi ning clia ngudi va gen chuyén cta chudi nhe dugc dung hop véi té

bao dugc bt tir héa.

Thuét ngit “khang thé tai td hop ciia ngudi” dugc st dung trong ban mo ta dé chi
toan bd cac khang thé cua nguodi dugc diéu ché, duoc biéu hién, dugc tao ra hoic duge
phéan 14p bing cach tai t§ hop, nhu (a) khang thé phan lap tir dong vat (vi dy, chudt) 1a
chuyén gen hoic chuyén nhidm sic thé d6i véi cac gen globulin mién dich clia ngudi
hoiic t& bao lai duge tao ra tir d6 (duge md ta thém dudi day), (b) khang thé phan 18p tir té
bao vét chu duge bién nap d biéu hién khang thé ctia ngudi, vi du tir té bao chuyén nap,
(c) khang thé phan lap tir thur vién khang thé cua ngudi két hop tai tb hop, va (d) khang
thé duoc diéu ché, duge biéu hién, duge tao ra hodc duge phan lap béng cach khac bt ky

lién quan dén viéc ghép ndi cac trinh tur gen globulin mién dich cia ngudi véi céc trinh tu
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ADN khac. Khang thé tai tb hop ciia ngudi ndy c6 ving bién déi trong d6 ving khung va
ving CDR ¢6 ngudn gdc tir trinh tir globulin mién dich dong mam cta ngudi. Tuy nhién,
theo mot s6 phuong 4n, khang thé tai tb hop clia ngudi nay cé thé dugc dem gy dot bién
in vitro (hodc, khi trinh tu Ig dong vat chuyén gen sang ngudi dugc sir dung, gdy dot bién
sinh dudng in vivo) va do d6, cac trinh tu axit amin ciia ving Vy va Vi cta khing thé tai
t hop 13 c4c trinh ty ma, trong khi c6 ngudn gdc tir va lién quan dén cac trinh tr Vg va
V;. dong mdm cua ngudi, c6 thé khong ton tai tir nhién trong danh sach dong mam cia
khang thé ctia ngudi in vivo.

Thuit nglr “isotyp” dugc sir dung trong ban mo ta dé chi nhém khang thé (vi du,

IgM hodc IgGl) dugc ma hoda boi cac gen cia vung hing dinh chudi ning.

Thuét nglt “khang thé nhan dién khing nguyén” va “khang thé dic hidu ddi vai
khang nguyén”, va “khang thé gén két dic biét véi khang nguyén” dugc sir dung thay thé

cho nhau trong ban mo ta.

Thuét ngir “cé ngudn gdc khang thé ctia ngudi” duge sir dung trong ban mb ta dé
chi dang dugc cai bién bit ky ciia khang thé cta ngudi, vi du thé tiép hop ciia khang thé

nay va mot chit hodc khang thé khac.

Thuét ngit “khéng thé nhn tao” duge sir dung trong ban mé ta dé chi khang thé
trong d6 cac trinh tr CDR ¢6 ngudn gde tir dong mam ctia mot lodi dong vét c6 via khéc,
nhu chudt, dugc ghép vao trinh tu khung cua nguoi. Céc cai bién bd sung & ving khung

c6 thé duoc thuc hién trong céc trinh tu khung cia nguoi.

Thuat ngit “khéng thé kham” dugc st dung trong ban mé ta dé chi khéng thé trong
d6 cac trinh tu ving bién dbi c6 ngudn gbe tir mot lodi va cac trinh tw ving hing dinh c6
ngudn gbc tir mot loai khac, nhu khang thé trong d6 cac trinh tir ving bién ddi c6 ngudn
gbc tir khang thé ciia chubt va cac trinh tr ving hing dinh c6 ngudn gbe tir khang thé cia
nguoi.

Thuét ngir “khang thé gin két dic hiéu v6i LAG-3 ciia nguoi” duge sit dung trong
ban md ta dé chi khang thé gin két véi protein LAG-3 ciia ngudi (va c6 thé véi protein
LAG-3 tir mdt hodc nhiéu loai khong phai ngudi) nhung gn nhu khéng gin két véi cac
protein khéng phai LAG-3. Tét hon néu, khang thé gén két véi protein LAG-3 ciia ngui

véi “ai luc cao”, cu thé 1a véi hang s6 Kp bang 1 x 10”7 M hodc nhé hon, tét hon nita néu
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béng 1x10°M hodc nho hon, tdt hon nita néu béng 5x10°M hodc nho hon, tot hon

nita néu bang 1 x 10° M hodc nhé hon.

Thuét ngt “gin nhu khong gin két véi protein hodc té bao” dugc st dung trong
ban mo ta, c6 nghia 13 khéng gén két hoic khong gin két v6i 4i luc cao véi protein hoic
té bao, nrc la gén két véi protein hoac té bao véi Kp béng 1 x 10°° M hoic 16n hon, tbt
hon nita néu bing 1 x 10° M hoc 16n hon, 6t hon nira néu bang 1 x 10* M hodc 16n
hon, t6t hon nita néu bang 1 x 10° M hodc 16n hon, tét hon nita néu biang 1 x 10% M hoiic

16n hon.

Thuit ngit “Kaesoe” hodc “K,” duge str dung trong ban mo ta dé chi hing sb tbc do
lién két cua tuong tac khang thé-khéng nguyén cu thé, con thuat nglt “Kg;s” hodc “Ky”
duoc st dung trong ban mé ta dé chi hing sé tbc d6 phan ly cta tuong tic khang thé-
khang nguyén cy thé. Thuat ngit “Kp” duoc st dung trong ban md ta dé chi hing s phan
ly, tinh bang ty 16 cua Kqva K, (#kc la KyK,) va dugce thé hién dusi dang ndng do mol
(M). Céc gia tri Kp ctia khang thé ¢6 thé dugc xac dinh bang cic phuong phdp da biét
trong linh vuc nay. Phuong phép dugce vu tién dé x4c dinh hing s6 Kp ciia khang thé 13
phuong phap cong hudng plasmon bé mit, t6t hon néu hé thdng cam bién sinh hoc, nhu

hé théng Biacore®.

Thuét ngit “4i luc cao” d6i v6i khang thé IgG chi khang thé ¢6 Kp bang 1 x 107 M
hodc nhé hon, tbt hon néu béng 5 x 10 M ho#c nho hon, tét hon nita néu béng 1x10% M
hoic nhé hon, t8t hon nita néu bing 5 x 10° M hoic nhé hon va tét hon nita néu bang 1 x
10"° M hoic nho hon dbi véi khang nguyén dich. Tuy nhién, viéc gin két “4i luc cao” c6
thé thay d6i dbi véi cac isotyp khang thé khac. Vi du, gin két “4i luc cao” ddi véi isotyp
IgM chi khang thé c6 Kp bang 10" M hogc nthé hon, t6t hon néu bang 10”7 M hozc nhé

hon, t6t hon nita néu bang 10 M hozdc nhé hon.

Thuat ngt “kh amit” dugce st dung trong ban mo ta dé chi qua trinh phén hiy hoa
hoc xay ra tu phat trong cac protein (vi du, khang thé). Viéc khtr amit loai bo nhéom chirc
amit khoi gbc axit amin, nhu asparagin va glutamin, do d6, &nh hudng dén chudi bén
chira amit cta no. Cu thé, chudi bén cila asparagin tAn cong nhém peptit lién k&, tao ra
san phdm trung gian sucxinimit d6i xémg. Tinh d6i ximg cla san phdm trung gian ndy
dan dén hai san phdm thily phén, aspartat hodc isoaspartat. Phan ung twong tu cing c6 thé

x4y ra trong chudi bén aspartat, lam chuyén héa mét phin thanh isoaspartat. Trong
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trudng hop glutamin, mirc d¢ khir amit nhin chung nhé hon muoi 14n so véi asparagin,

tuy nhién, co ché vé co ban 1a gidong nhau, chi can phan tir nudc d€ xuc tién.

Thuét ngir “d6i tuong” dugc sir dung trong ban mo ta dé chi nguoi hodc dong vat
khong phai ngudi bit ky. Thuat ngit “dong vat khong phai ngudi” duge st dung trong
ban md ta dé chi toan bd cac dong vat co xuong séng, vi du dong vat c6 vu va dong vat
khong phai dong vat ¢6 vi, nhu dong vat linh trudng khong phai ngudi, clru, chd, meo,
bo, ngua, ga, dong vat ludng cu, va bo sat, midc du dong vat c6 va l1a dugc uvu ti€n, nhu

dong vat linh trudng khong phai ngudi, ciru, chd, meo, bo va ngua.
Céc khia canh khac nhau cua sang ché duoc mé ta chi tiét hon trong céc phén sau.
Khang thé khang LAG-3 ¢6 d6 6n dinh tang va cac dic tinh chirc ning c6 loi

Céc khang thé theo sang ché gin két dic hiéu véi LAG-3 clia ngudi va c6 do 6n
dinh duoc t8i vu hoa so véi cac khang thé khang LAG-3 duge mb ta trude dy, cu thé 1a
so v6i khang thé 25F7 (LAG3.1). Viéc téi wu héa ndy bao gbm viéc khir amit giam (vi
du, do dn dinh héa hoc tang) va tai gip cudn nhiét ting (vi du, d6 6n dinh v4t Iy ting),

trong khi van duy tri dugc viéc gin ket 4i luc cao voi LAG-3 cia ngudi.

Céac phuong phap nhan dién vi tri khir amit la da biét trong linh vurc nay (vi du,
xem sic ky trao d6i ion, pha dao, va tuong tac ky nuéc, va 1ap ban dd peptit clia cac phan
ct phan gii protein (LC-MS)). Céc thir nghiém thich hop dé do do én dinh vat 1y bao
gdm, vi du phén tich nhiét d6 néng chay va/hodc viéc tai gAp cudn cua ciu tric khang thé
sau khi 1am bién tinh (vi du, ty 1 phan trdm thuan nghich nhu dugc mo ta, vi du trong vi
du 3, phan 3).

Viée gan két voi LAG-3 ciia ngudi c6 thé dugc danh gia bing mot hodc nhidu ky
thuét ciing da biét trong linh vuc ndy. Vi du, khéng thé ¢6 thé duoc thir nghiém bang thir
nghiém mién dich dong té bao trong d6 khang thé nay duoc cho phan tng véi dong té
bao biéu hién LAG-3 ciia ngudi, nhu cac té bao CHO da duge chuyén nap dé biéu hién
LAG-3 (vi du, LAG-3 cua ngudi, hodc LAG-3 cua khi (vi dy, khi n&u hodc khi dudi dai)
hoic LAG-3 ctia chudt) trén bé mat té bio ciia ching. Cac té bao thich hgp khéc dé sir
dung trong thir nghiém mién dich dong t€ bao bao gém té bao T biéu hién CD4 duoc hoat
héa dugc kich thich béi khang CD3 biéu hién LAG-3 nguyén thé. Ngoai ra, gin két cia
khang thé nay, bao gf’)m dong hoc gén Két (vi du, gia tri Kp), cd thé dugc tha nghiém
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trong thir nghiém BIAcore. Cac thir nghi€ém gin két thich hop khac nita bao gbm thir
nghiém ELISA, vi du bing cach sir dung protein LAG-3 tai t6 hop.

Tét hon néu céc khang thé theo sang ché gin két v6i protein LAG-3 clia nguoi véi
hing s6 Kp bing 1 x 10”7 M hosc nhé hon, va tét hon nita néu bing 1 x 10® M hozc nhé
“hon, 5x 10" M hoiic nho hon, hodc 1 x 10 M hodc nho hon.

Thoéng thuong, khang thé nay gin két véi LAG-3 trong cac md bach huyét, nhu
amidan, 14 14ch hodc tuyén trc, c6 thé duge phat hién bing phuong phap héa méd mién
dich. Theo mét phuong 4n, khang thé nay nhuém mau mé tuyén yén (vi du, duge gifr
trong tuyén yén) nhu duge do bang phuong phap héa m6 mién dich. Theo mt phuong an
khac, khang thé nay khong nhudm mau md tuyén yén (ttc 13 khong dugc git trong tuyén

yén) nhu duoc do bang phuong phap héa mod mién dich.

' Céc dic tinh chirc nang bd sung bao gb6m kha ning phan tmg chéo v6i LAG-3 tir
loai khac. Vi du, khang thé nay c6 thé gin két véi LAG-3 cta khi (vi du, khi dudi dai, khi
néu), nhung gan nhu khong gan két véi LAG-3 tir LAG-3 cua chudt. Tét hon néu, khang

thé theo sang ché gan két véi LAG-3 cua nguoi voi 4i luc cao.

Céc dic tinh chuc ning khac bao gdbm kha ning ctia khang thé kich thich dap tmg
mién dich, nhu dap tmg t& bao T dic hiéu khang nguyén. Pic tinh nay c6 thé duoc thir
nghiém, vi du bing cich danh gia kha ning cua khang thé kich thich san sinh interleukin-
2 trong dap Ung té bao T dic hiéu khéang nguyén. Theo mot s6 phuong 4n, khang thé nay
gin két voi LAG-3 cia ngudi va kich thich dap ng té bao T dic hiéu khang nguyén.
Theo cac phuong an khac, khéng thé nay gin két v6i LAG-3 ciia ngudi nhung khong
kich thich d4p umg té bao T dic hiéu khang nguyén. Céc cach khac dé danh gia kha ning
cta khang thé kich thich dap tng mién dich bao gom kiém tra kha ning ctia n6 tc ché su
sinh trudéng khdi u, nhu trong mo hinh ghép khdi u in vivo (vi du, xem vi du 6) hodc kha
ning kich thich dap tmg ty mién, nhu kha nang thuc dAy su phat trién ctia bénh tr mién
trong mo6 hinh bénh tr mién, vi du kha ning thuc dAy su phat trién ciia bénh dai théo
duong trong mo hinh NOD cua chu6t.

Céc khang thé dugc uru tién theo séng ché 12 khang thé don dong ciia ngudi. Ngoai

ra, cac khang thé nay c6 thé 13, vi du khang thé don dong thé kham hozc nhén tao.
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Khang thé don dong LAG3.5

Khéng thé dugc wu tién theo sang ché 1a khang thé don dong cta ngudi, LAG3.5,
duoc dac trung vé& mit cdu trac va héa hoc nhu duge md ta duéi day va trong ph?ln vi du
thuc hién sau. Trinh tur axit amin ciia Vg cia LAG3.5 dugc thé hién trong SEQ ID NO.12
(Fig.2A). Trinh tir axit amin cta Vi cia LAG3.5 dugc thé hién trong SEQ ID NO.14
(Fig.2B).

Céc trinh tur Vg va Vi (hodc céc trinh tu CDR) cta cac khang thé khiang LAG-3
khac ge"ln két voi LAG-3 cua nguoi co thé “dugc tron va 1am twong thich” véi cac trinh tur
Vi va Vi (hodc cée trinh tw CDR) ciia khang thé LAG3.5. Tét hon néu, khi céc chudi Vi
va Vi, (hodc cdc CDR trong cac chudi nay) duoc tron va dugce lam tuong thich, thi trinh
tur Vg tir tao cdp Vy/VyL cu thé duoc thay thé béng trinh ty Vg tuong tu vé mit ciu tric.
Tuong tu nhu vay, t5t hon néu trinh tr Vy tir tao cip Vu/Vy cu thé duoc thay thé br?mg
trinh ty Vi tuong tu vé& mat céu trac.

Do do, theo mot phuong an, cac khang thé theo sang ché, hodc cac manh gén két

khang nguyén cua chung, bao gom:

(a) ving bién ddi chudi nang chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO.12 (ttrc
1a Vi cua LAG3.5); va

(b) ving bién d6i chudi nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO.14 (ttrc
1a Vi ctia LAG3.5) hodc Vi cua mot khang thé khang LAG3 khéc (tic 13 khang thé
khong phai 1a LAG3.5);

trong d6 khang thé nay gan két ddc hidu véi LAG-3 clia nguoi.

Theo mdt phuong an khéc, cac khing thé theo sang ché, hodc cic manh gin két
khang nguyén cua ching, bao gom:

(a) ving CDRI, ving CDR2, va ving CDR3 cta ving bién ddi chudi nang chia
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO.12 (tGc 1a céc trinh ty CDR ctua LAG3.5, lan
lugt céc trinh ty SEQ ID NO.15, SEQ ID NO.16, va SEQ ID NO.17); va

(b) ving CDR1, ving CDR2, v ving CDR3 ciia ving bién dbi chudi nhe chira
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO.14 (trc 1a céc trinh ty CDR cia LAG3.5, lan
luot céc trinh ty SEQ ID NO.18, SEQ ID NO.19, va SEQ ID NO.20) hodc cac CDR cua
mdt khang thé khang LAG3 khac (tirc 12 khang thé khong phai 1a LAG3.5);
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trong d6 khang thé nay gin két dac hiéu v6i LAG-3 ciia nguoi.

Theo mot phuong 4n khac, khang thé nay, hoic phin gin két khang nguyén ctia
n6, bao gdm ving bién dbi chudi ning CDR2 ciia LAG3.5 duge két hop véi cac CDR cia
c4c khang thé khac gin két véi LAG-3 clia ngudi, vi du CDR1 va/hodc CDR3 tir ving
bién ddi chudi ning, va/hoic CDR1, CDR2, va/hosc CDR3 tir ving bién doi chudi nhe
ctia khang thé khang LAG-3 khAc.

Ngoai ra, trong linh vyc nay da biét rang ving CDR3, ddc 1ap véi (cac) ving
CDRI1 va/hoic CDR2, riéng 1& c6 thé xac dinh d6 dac hiéu gin két cia khang thé dbi véi
khang nguyén cung ho va nhiéu khang thé c6 thé dugc tao ra theo suy doan c6 cing do
ddc hiéu gén két dua trén trinh tr CDR3 thong thudng. Vi du, xem Klimka et al., British
J. of Cancer 83(2):252-260 (2000); Beiboer et al., J. Mol. Biol. 296:833-849 (2000);
Rader et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 95:8910-8915 (1998); Barbas et al., J. Am.
Chem. Soc. 116:2161-2162 (1994); Barbas et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 92:2529-
2533 (1995); Ditzel et al., J. Immunol. 157:739-749 (1996); Berezov et al., BlAjournal
8:Scientific Review 8 (2001); Igarashi et al, J. Biochem (Tokyo) 117:452-7 (1995);
Bourgeois et al., J. Virol 72:807-10 (1998); Levi et al, Proc. Natl. Acad. Sci. U.SA.
90:4374-8 (1993); Polymenis and Stoller, J. Immunol. 152:5218-5329 (1994) va Xu and
Davis, Immunity 13:37-45 (2000). Ciing xem, patent My sb 6,951,646; 6,914,128;
6,090,382; 6,818,216; 6,156,313; 6,827,925; 5,833,943; 5,762,905 va 5,760,185. Mdi tai

liéu nay dugc hop nhat vao ban mo ta ndy bang cach vién dn toan bo.

Do d6, theo mét phuong an khéc, cac khang thé theo sang ché bao gdbm CDR2 cua
ving bién d6i chudi némg ctia LAG3.5 va it nhit CDR3 cua ving bién d6i chudi ning
va/hoic chudi nhe cia LAG3.5 (cic SEQ ID NO.17 va/hodc 20), hodc CDR3 cia vung
bién d6i chudi ning va/hodc chudi nhe ciia mot khang thé LAG-3 khéc, trong d6 khéng
thé nay c6 kha ning gin két dic hidu v6i LAG-3 cua ngudi. Cac khang thé nay tt hon
néu (a) canh tranh gén két véi; (b) van c6 cac dic diém chire nang; (¢) gin két véi cing
epitop; va/hodc (d) cé éi luc gin két trong ty nhu LAG3.5. Theo mdt phuong én khac,
cac khang thé nay con c6 thé bao gdm CDR2 cua ving bién dbi chudi nhe ciia LAG3.5
(cac SEQ ID NO.17 va/hodc 20), hodc CDR2 cua vung bién dbi chudi nhe ctia mot khang
th8 LAG-3 khéc, trong d6 khang thé niy c6 kha ning gin két dac hiéu véi LAG-3 cia
ngudi. Theo mét phuong an khéc, cac khang thé theo sang ché con c6 thé bao gdbm CDR1
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cia ving bién dbi chudi nang vi/hoic chudi nhe ciia LAG3.5 (cac SEQ ID NO.17
va/hodc 20), hoac CDRI1 cua vung bién ddi chudi nang va/hodc chudi nhe ciia mot khang
thé LAG-3 khac, trong d6 khang thé nay c6 kha ning gin két dic hiéu véi LAG-3 cla
nguoi.

Céc gbe cai bién bao tha

Theo mot phuong an khéc, cac khang thé theo sang ché chira cac trinh tir ciia viing
bién dbi chudi ning vi/hodc chudi nhe cla cac trinh tw CDR1, CDR2 va CDR3 khong
phai 13 cac trinh tu cia LAG3.5 bing mot hogic nhiu gdc cai bién bao thi. Tuy nhién,
theo mot phuong an uu tién, cac gbc 54 va 56 ciia Vi CDR2 van tuong tng 12 arginin va
serin (trc 1a khong duge gdy dot bién). Trong linh vuc nay biét rang mot sd bién ddi trinh
tu bao tha nhét dinh c6 thé dugc thuc hién ma khong loai bd viéc gén Két khang nguyén.
Vi dy, xem Brummell ez al. (1993) Biochem 32:1180-8; de Wildt et al. (1997) Prot. Eng.
10:835-41; Komissarov et al. (1997) J. Biol. Chem. 272:26864-26870; Hall et al. (1992)
J. Immunol. 149:1605-12; Kelley and O’Connell (1993) Biochem. 32:6862-35; Adib-
Conquy et al. (1998) Int. Immunol. 10:341-6 va Beers et al. (2000) Clin. Can. Res.
6:2835-43. Do do, theo mot phuong an, khéng thé nay bao gdbm ving bién dbi chudi nang
chtra céc trinh tu CDR1, CDR2, va CDR3 va/hodc vung bién ddi chudi nhe chira cac
trinh tv CDR1, CDR2, va CDR3, trong d6: ’

(a) trinh tr CDR1 ctia ving bién dbi chudi ning chira SEQ ID NO.15, va/hodc céc
gbc cai bién bao thu cia nd, ngoai trlr & cac vi tri 54 va 56; va/hodc

(b) trinh tw CDR3 ciia ving bién dbi chudi nang chira SEQ ID NO.17, va cac gbe
cai bién bao tha ciia né; va/hodc

(¢) céc trinh ty CDR1, va/hodc CDR2, va/hodc CDR3 cua Vi‘mg bién dbi chudi nhe
chira SEQ ID NO.18, va/hodc, SEQ ID NO.19, va/hodc SEQ ID NO.20, va/hodc cac géc
c4i bién bao thi cia ching; va

(d) khang thé gin két dic hiu véi LAG-3 cla ngudi.

Ngoai ra, khang thé nay c6 thé ¢6 mot hodc nhiéu dic tinh chitc ning sau dugc mod
ta trén ddy, nhu gén két 4i luc cao v6i LAG-3 cla ngudi, gin két véi LAG-3 cua khi,
khong gan két véi LAG-3 cla chudt, kha nang {rc ché gin két ctia LAG-3 v6i cac phén tir
MHC nhém II va/hodc kha néang kich thich dap ung té bao T dic hiéu khang nguyén.
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Theo cac phuong an khac nhau, khing thé nay c6 thé 13, vi du khang thé cta

ngudi, nhan tao hodc kham.

Thuét ngit “bién dbi trinh tr bao thu” dugc st dung trong ban md ta dé chi cai
bién axit amin khong anh huéng hoic 1am thay dbi dang ké cac dic tinh gin két cua
khang thé chira trinh tu axit amin ndy. Céc gbc cai bién bao thu nhu vay bao gdm thay
thé, thém doan va mét doan axit amin. Céc géc cai bién co6 thé duge dua vao khéng thé
theo sang ché bang céac k¥ thust chudn d3 biét trong linh vuc nay, nhu gy dot bién dinh
huéng vi tri va gdy dot bién qua trung gian PCR. Cac thay thé axit amin bao thi 13 cac
thay thé trong d6 gbc axit amin dugc thay thé bang gbc axit amin c6 chudi bén twong tu.
Ho cac géc axit amin ¢6 chudi bén tuong tu di dugc xé4c dinh trong linh vuc nay. Cac ho
nay bao g@)m céc axit amin c¢6 chudi bén bazo (vi du, lysin, arginin, histidin), chudi bén
axit (vi du, axit aspartic, axit glutamic), chudi bén phén cuc khong tich dién (vi du,
glyxin, asparagin, glutamin, serin, threonin, tyrosin, xystein, tryptophan), chudi bén
khéng phan cuc (vi dy, alanin, valin, leuxin, isoleuxin, prolin, phenylalanin, metionin),
chudi bén phan nhanh beta (vi dy, threonin, valin, isoleuxin) va chudi bén thom (vi du,
tyrosin, phenylalanin, tryptophan, histidin). Do d6, mét hodc nhiéu géc axit amin trong
c4c ving CDR cuia khang thé theo sang ché c6 thé duoc thay thé bang céc gbc axit amin
khéc tir cing ho chudi bén va khang thé dugc thay dbi co thé duge thir nghiém chirc ning
duoc gifr (t1kc la cac chiic nang da néu trén) bang cach sir dung céc thir nghiém chirc ning
dugc mo ta trong ban md ta nay.

Céc khang thé duoc thiét ké va cai bién

Céc khang thé theo sang ché co thé duoc san xuét bing cach sir dung khang thé c6
mot hodc nhiéu trinh tur Vy va/hoic Vi ctia LAG3.5 1am nguyén liéu ban dau dé xu ly k§
thut khang thé dugc cai bién. Khang thd c6 thé duge thibt ké bang cach cai bién mot
hodc nhiéu géc trong mot hodc ca hai ving bién dbi (tiec la Vy va/hodc Vi), vi du trong
mot hodc nhiéu ving CDR va/hodc trong mot hodc nhiéu ving khung. Ngoai ra, khang
thé c6 thé duoc thiét ké bang cach cai bién cac gbc trong (cac) viing hing dinh, vi du dé

thay dbi (cac) chirc ning phan tng lai kich thich ctia khdng thé nay.

Theo mot sb phuong 4n, viée ghép CDR c6 thé duge st dung dé xir Iy k§ thuat cac
ving bién d6i ciia khang th. Cac khang thé tuong tic véi cac khang nguyén dich chu yéu

la qua cic goc axit amin nidm trong sdu vung xdc dinh bd sung (complementarity
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determining region - CDR) ctia chudi ning va chudi nhe. Vi li do nay, cac trinh tr axit
amin trong CDR da dang hon céc trinh tir bén ngoai CDR trong tirng khéang thé. Do céac
trinh tw CDR chiu trach nhiém vé hau hét cac trong tac khang thé-khang nguyén, nén cé
thé bidu hién cac khang thé tai td hop bét chude cac dic tinh clia cac khang thé dic hiéu
c6 trong tu nhién bang cich xdy dung céc vecto biéu hién chia trinh tu CDR tir khang
thé dac hiéu c6 trong tr nhién duge ghép vao trinh ty khung tir khang thé khéc c6 cac dic
tinh khac (vi du, xem Riechmann ez al. (1998) Nature 332:323-327; Jones et al. (1986)
Nature 321:522-525; Queen et al. (1989) Proc. Natl. Acad. See. U.S.A. 86:10029-10033;
patent M§ sb 5,225,539; 5,530,101; 5,585,089; 5,693,762 va 6,180,370).

Do d6, theo mét phuong én thuc hién khac, sang ché gé cap dén khang thé don
dong phan 14p, hodc phan gin két khang nguyén ctia no, bao gbm ving bién dbi chudi
ning chira cac trinh ty CDR1, CDR2, va CDR3 14n luot chira cac trinh ty SEQ ID NO.15,
16, 17, va/hodc vung bién dbi chudi nhe chira céc trinh tr CDR1, CDR2, va CDR3 1an
lugt chira cé4c trinh tu SEQ ID NO.18, 19, 20 (tirc 1a cac CDR ctia LAG3.5). Trong khi
cac khang thé nay chira cic trinh tw CDR cua Vi va Vi cia khang thé don dong LAG3.5,
ching c6 thé chira cac trinh ty khung khac nhau.

Céc trinh tur khung nay c6 thé thu dugce tir céc co s& dir liu ADN cong cong hodc
cac tai lidu dugc cong bd bao gdm cac trinh tu gen clia khang thé dong mam. Vi dy, trinh
tu ADN dong mam ciia cac gen clia viing bién d6i chudi ning va chudi nhe clia ngudi c6
thé dugc tim thiy tiém bap s¢ dit lidu trinh tu dong mam cla ngudi “VBase” (c6 sin trén
mang Internet & www.mrc-cpe.cam.ac.uk/vbase), cling nhu trong Kabat et al. (1991),
dugc trich dan néu trén; Tomlinson et al. (1992) “The Repertoire of Human Germline Vy
Sequences Reveals about Fifty Groups of Vy Segments with Different Hypervariable
Loops” J. Mol. Biol. 227:776-798; va Cox et al. (1994) “A Directory of Human Germ-
line Vy Segments Reveals a Strong Bias in their Usage” Eur. J. Immunol. 24:827-836;
ndi dung ctia mdi tai liéu nay dugc hop nhét vao ban mo ta nay béng cach vién dan. Mot
vi du khéc, trinh tu ADN dong mam ciia cic gen ciia ving bién dbi chudi ning va chudi
nhe clia ngudi c6 thé duge tim thdy tiém bip s& dir liéu ciia Ngan hang gen. Vi du, cac
trinh ty dong mam cta chudi ning sau dugc tim thdy trong chudt HCo7 HUMAD 13 c6 sin
trong ngin hang gen véi céc sd truy cép kém theo: 1-69 (NG_0010109, NT 024637 &
BC070333), 3-33 (NG_0010109 & NT 024637) va 3-7 (NG_0010109 & NT_024637).
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Mot vi du khac, cac trinh ty dong mam cta chudi nang sau duge tim théy trong chudt
HCol12 HuMAD 1a c6 sin trong ngan hang gen véi cac sd truy cip kém theo: 1-69
(NG_0010109, NT_024637 & BC070333), 5-51 (NG_0010109 & NT_024637), 4-34
(NG_0010109 & NT_024637), 3-30.3 (CAJ556644) & 3-23 (AJ406678).

Céc trinh ty protein ctiia khéng thé dugc so sanh véi co sd dir liéu trinh tir protein
duoc bién soan bang cach st dung mot trong sd cac phuong phép tim kiém murc d6 tuong
ddng trinh tr dugc goi 1a Gapped BLAST (Altschul et al. (1997), néu trén), da biét dbi

véi cac chuyén gia trong linh vuc ki thuét nay.

Céc trinh tr khung dwgc uu tién dé sir dung trong céc khang thé theo sang ché 13
cac trinh tu tuong tu vé mit cu tric voi céc trinh tu khu,ng duge sir dung bdi khéng thé
duoc chon theo sang ché, vi du tuong tu véi cac trinh tu khung Vg 4-34 va/hodc céc trinh
tu khung Vx L6 duoc st dung boi khang thé don dong dugc uu tién theo sang ché. Cac
trinh tw CDR1, CDR2, va CDR3 ctia Vg, va cac trinh tu CDR1, CDR2, va CDR3 cua Vk,
c6 thé dugc ghép trén ving khung c6 trinh tyr gibng nhu trinh tr duge tim thdy trong gen
globulin mién dich dong mdm ma trinh ty khung c6 ngudn gdc tir d6, hodc cac trinh tu
CDR c6 thé duge ghép trén ving khung chira mot hodc nhiéu dot bién so véi céc trinh tur
dong mim. Vi du, da phat hién ra ring trong mot s trudng hop s& c6 loi néu gay dot bién
cac gbe trong ving khung dé duy tri hoic ting cudng kha ning gin két khang nguyén cia
khéang thé (vi du, xem Patent My s6 5,530,101; 5,585,089; 5,693,762 va 6,180,370).

Mot loai cai bién ving bién dbi khac 13 gy dot bién cac gdc axit amin trong cac
vung CDR1, CDR2 va/hoic CDR3 cia Vy va/hodc Vi, tir d6 cai thién mot hodc nhiéu
ddc tinh gn két (vi du, 4i Iuc) clia khéng thé can quan tAm. Viéc gdy dot bién dinh huéng
vi tri hodc gy dot bién qua trung gian PCR ¢6 thé dugc thuc hién dé dua (cac) dot bién
vao va tac dung 1én viée gin két cia khang thé, hodc dic tinh chirc ning cin quan tim
khac, c6 thé duge danh gia trong cac thir nghiém in vitro hodc in vivo nhu duge md ta
trong sang ché va duogc dua ra trong phan Vi du thuc hién sang ché. Tét hon néu cac gbc
cai bién bao thu (nhu di mo ta trén diy) dugc dua vao. Cac dot bién nay c6 thé 13 thay
thé, thém doan hoic mét doan axit amin, nhung t6t hon néu thay thé. Ngoai ra, thong

thuong khong qué mot, hai, ba, bbn hodc nam gbc trong ving CDR dugc thay doi.

Do do, theo mdt phuong &n khéc, sang ché @ cap dén khang thé don dong khang

LAG-3 dugc phan 14p, hodc phan gin két khdng nguyén ciia n6, bao gbm ving bién ddi
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chudi ning chira: (a) ving Vg CDRI1 chita SEQ ID NO.15, hodc trinh tu axit amin c6
mét, hai, ba, bén hodc nim thay thé, mét doan hoic thém doan axit amin so véi SEQ ID
NO.15; (b) ving Vi CDR2 chta SEQ ID NO.16, hodc trinh tir axit amin ¢6 mdt, hai, ba,
bdn hodc nam thay thé, mat doan hodc thém doan axit amin so véi SEQ ID NO.16 (té)t
hon néu trong d6 céac vi tri 54 va 56 1a gidng nhu trong SEQ ID NO:16); (c) ving Vg
CDR3 chira SEQ ID NO.17, hodc trinh tu axit amin c6 mdt, hai, ba, bdn hodc nim thay
thé, mét doan hodc thém doan axit amin so véi SEQ ID NO.17; (d) ving Vi CDRI1 chita
SEQ ID NO.18, hoic trinh tir axit amin c¢6 mét, hai, ba, bén hodc nim thay thé, mat doan
hodc thém doan axit amin so v6i SEQ ID NO.18; (e) ving VL CDR2 chaa SEQ ID
NO.19, hodc trinh trr axit amin ¢ mdt, hai, ba, bdn hoic nim thay thé, mét doan hoic
thém doan axit amin so véi SEQ ID NO.19; va (f) ving Vp CDR3 chra SEQ ID NO.20,
hodc trinh tyr axit amin ¢ mot, hai, ba, bdn hodc nam thay thé, mét doan hoic thém doan

axit amin so véi SEQ ID NO.20.

Céc khang thé dugc thiét ké theo sang ché bao gbm cac khang thé trong d6 cic cai
bién duoc thuc hién dbi véi cac géc khung trong Vy va/hodc Vi, vi du dé cai thién cac
dic tinh cta khang thé. Thong thudng, céc cai bién & khung nay dugc thuc hién dé lam
giam kha ning sinh mién dich cta khang thé. Vi du, mdt phuong phap 1a gay “dot bién
nguoc” mot hodc nhiéu gbc khung thanh trinh ty dong mam tuwong tng. Cu thé hon,
khang thé da trai qua sy dot bién sinh dudng c6 thé chira gbc khung khac véi trinh tu
dong mim ma khang thé c6 ngudn gde tir d6. Cac gbc nay co thé dugc nhan dién bang
cach so sanh trinh tu khung ctia khang thé véi trinh tur dong mam ma khang thé ¢6 ngudn
gbc tir do.

Mot loai cai bién khung khac bao gdm giy dot bién mot hodc nhiéu gbc trong
vung khung, hodc thdm chi trong mot hodc nhiéu ving CDR, d loai bo epitop ctia té bao
T tir d6 1am giam kha ning sinh mién dich tiém tang ciia khang thé. Phuong phap nay con
duogc goi 13 “khir mién dich” (deimmunization) va dugc mé ta chi tiét hon trong don yéu
cdu cAp patent M§ sb cong b6 20030153043.

Ngoai cac cai bién hoic cac cai bién thay thé dugc thuc hién trong ving khung
hodc CDR, cac khang thé theo sang ché c6 thé dugc thiét ké @& chira cac cai bién trong
vung Fc, thong thuong d8 thay dbi mot hoac nhiéu dic tinh chiic nang clia khang thé, nhu
thoi gian ban thai trong huyét thanh, ¢b dinh bd thé, gén két v6i thu thé Fe, va/hodc tinh
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doc té bao phu thudc khang nguyén. Ngoai ra, khéng thé theo sang ché c6 thé dugc bién
dbi hoa hoc (vi du, mot hoac nhiéu gbc héa hoc cb thé duoc gin két v6i khang thé nay)
hodc duge cai bién dé thay dbi qua trinh glycosyl hda cia né, cling dé thay ddi mét hoac
nhiéu dic tinh chic ning cta khang thé. Mai trong sb cac phuong an nay duge mo ta chi
tiét hon dudi ddy. Viéc danh s cac gdc trong ving Fc 13 dénh s6 theo chi sd EU cia
Kabat.

Theo mo6t phuong an wu tién, khang thé nay 13 khang thé isotyp IgG4 chira dot
bién serin thanh prolin & vi tri tuong Ung véi vi tri 228 (S228P; chi s EU) trong ving
ban 18 clia ving hing dinh chudi niang. Dot bién nay di dugc béo cdo 12 1am mét tinh
khong ddng nhat ctia cau lién két disulfua lién chudi nang trong ving ban 1& (Angal et al.,

néu trén; vi tri 241 14 tinh theo hé dénh sé Kabat).

Theo mdt phuong 4n, vung ban 12 ctia CHI duge cai bién sao cho sb luong goc
xystein trong ving ban 1& ndy dugc thay di, vi du ting hodc giam. Phuong phap nay
duoc mo ta thém trong patent M§ s6 5,677,425. Sé luong gbe xystein trong ving ban 18
cua CH1 duogc thay dbi dé, vi du tao thuan lgi cho viéc lép rép céc chudi nhe va chudi

ning hodc dé lam ting hodc gidm d6 on dinh cuia khing the.

Theo mot phuong an khéc, ving ban 18 Fc cua khang thé dugc giy dot bién dé 1am
giam thoi gian ban thai sinh hoc ctia khang thé. Cu thé hon, mot hodc nhiéu dot bién axit
amin duogc dua vao vung lién bé mit cia mién CH2-CH3 ciia manh ban 18 Fc sao cho
khang thé nay c6 gin két véi Staphylococeyl protein A (SpA) gidm so véi gin két voi
SpA c6 mién ban 1& Fc nguyén thé. Phuong phéap nay duoc mo ta chi tiét hon trong patent
M5 sb 6,165,745.

Theo mot phuong an khac, khang thé nay duogc cai bién dé lam ting thoi gian ban
thai sinh hoc ctia nd. Cac phuong phép khac cling c6 thé ap dung. Vi du, mot hoic nhiéu
ddt bién sau c6 thé duogc dua vao: T252L, T254S, T256F, nhu dugc md ta trong patent
My sb 6,277,375. Theo céch khac, dé 1am ting thoi gian ban thai sinh hoc, khang thé nay
c6 thé dugc thay dbi trong ving CH1 hoic CL dé chira thu thé ctru gin két epitop duogc
14y tir hai vong ldp ciia mién CH2 ctia vimg Fc cuia IgG, nhu duge md ta trong patent My
s6 5,869,046 va 6,121,022.

Theo cac phuong an khéc, vung Fc dugc thay ddi bang cach thay thé it nhat mot

gbc axit amin bang gbc axit amin khéac dé thay ddi (cac) chitc ning phan tng lai kich
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thich cta khang thé. Vi dy, mét hoic nhiéu axit amin dugc chon tir cac géc axit amin
234,235, 236, 237, 297, 318, 320 va 322 c6 thé dugc thay thé bang gdc axit amin khac
sao cho khang thé nay c6 4i luc dbi véi phdi tir phan tng lai kich thich thay d6i nhung
vAn van c6 kha ning gin két khang nguyén ciia khdng thé géc}. Phéi tir phan ng lai kich
thich ma &i luc duge thay ddi c6 thé 13, vi du thy thé Fc hogc thanh phin C1 ciia bd thé.
Phurong phéap nay duge mo ta chi tiét hon trong patent M¥ s6 5,624,821 va 5,648,260.

Theo mét vi du khac, mdt hodc nhidu axit amin dugc chon tir cac gbc axit amin
329, 331 va 322 ¢6 thé duogc thay thé bang gdc axit amin khac sao cho khéang thé nay co
gin két v6i Clq thay d6i vd/hoic tinh doc té bao phu thudc bd thé (complement
dependent cytotoxicity - CDC) gidm hodc mét. Phuong phap nay duoc md ta chi tiét hon
trong patent M}”f 56 6,194,551.

Theo mot vi du khac, mot hodc nhiéu géc axit amin trong céc vi tri axit amin 231
va 239 dugc thay ddi dé tir do thay dbi kha ning cb dinh bd thé cta khang thé. Phuong
phéap nay dugc md ta thém trong WO 94/29351.

Theo mét phuong an khac, ving Fc dugce cai bién dé 1am tang kha nang 13m trung
gian tinh doc té bao phu thudc khéng thé (antibody dependent cellular cytotoxicity -
ADCC) cia khang thé va/hodc 1am ting 4i luc cla khang thé d6i v6i thy thé Fey bang
cach cai bién mot hodc nhibu axit amin & cac vi tri sau: 238, 239, 248, 249, 252, 254,
255,256, 258, 265, 267, 268, 269, 270, 272, 276, 278, 280, 283, 285, 286, 289, 290, 292,
293,294, 295, 296, 298, 301, 303, 305, 307, 309, 312, 315, 320, 322, 324, 326, 327, 329,
330, 331, 333, 334, 335, 337, 338, 340, 360, 373, 376, 378, 382, 388, 389, 398, 414, 416,
419, 430, 434, 435, 437, 438 hoic 439. Phuong phép nay dugc mé td thém trong
WO00/42072. Ngoai ra, cic vi tri gin két trén IgG1 cia ngudi dbi v6i FeyR1, FeyRII,
FcyRIII va FcRn da duge 14p ban dd va cac bién thé c6 gén két dugc cai thién d3 dugc
mo ta (xem Shields et al. (2001) J. Biol. Chem. 276:6591-6604). Cac dot bién cu thé &
che vi tri 256, 290, 298, 333, 334 va 339 di thé hién 14 cai thién gin két véi FoyRIIL
Ngoai ra, cac thé dot bién két hop sau dd thé hién 13 cai thién gan két véi FeyRIII:
T256A/S298A, S298A/E333A, S298 A/K224A va S298A/E333A/K334A.

Theo mo6t phuong an khéc, viéc glycosyl hoa khéng thé duoc cai bién. Vi du,
khang thé khong glycosyl héa co thé dugc tao ra (tizc la khang thé nay khong c6 qua trinh
glycosyl héa). Viéc glycosyl hoa co thé duogc thay d6i dé, vi du 1am ting 4i luc cla khang
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thé véi khang nguyén. Cac cai bién hydrat cacbon nhu vay co thé dugc thuc hién béng
cach, vi du thay d6i mot hodc nhiéu vi tri glycosyl héa trong trinh tu cia khing thé. Vi
du, mot hodc nhidu thay thé axit amin c6 thé duogc thuc hién din dén loai bd mot hoic
nhiéu vi tri glycosyl héa ctia khung viing bién dbi tir @6 1am mAt qua trinh glycosyl héa &
vi tri d6. Viéc khong glycosyl héa nhu vay co thé 1am tang 4i lyc cta khang thé véi

khang nguyén. Vi du, xem patent My s6 5,714,350 va 6,350,861.

Ngoai ra, khang thé c6 thé dugc tao ra sao cho cé kidu glycosyl héa thay ddi, nhu
khang thé giam fucosyl héa co sé lugng cac gbe fucosyl dugc gidm hodc khéng thé ¢
chu trac GleNac tach dbi ting. Céc kiéu glycosyl hoa thay dbi nhu vay di dugc ching
minh 1 1am ting hoat tinh gy doc té bao qua trung gian té bao phu thudc khang thé cua
khang thé. Cac cai bién hydrat cacbon nhu vy c6 thé dugce thuc hién béng cach, vi du
bidu hién khang thé trong t& bao vat chii ¢cé co ché glycosyl héa thay ddi. Céc té bao c6
co ché glycosyl héa thay d6i da dugc mo ta trong tinh trang k¥ thuét va c6 thé dugc sir
dung 13m té bao vat chu trong d6 d8 bidu hién khang thé tai t6 hop theo sang ché, tir d6
dé san xuét khang thé c6 su glycosyl héa thay dbi. Vi du, cac dong té bao Ms704, Ms705,
va Ms709 thiéu gen fucosyltransferaza, FUT8 (a (1,6)-fucosyltransferaza), vi vy céc
khang thé duoc biéu dién trong cac dong té bao Ms704, Ms705, va Ms709 thiéu fucoza
trén céac hydrat cacbon cua ching. Cac dong té bao FUT8” Ms704, Ms705, va Ms709
dugc tao ra bang cach pha v& dich gen FUTS trong té bao CHO/DG44 bang cach sir dung
hai vecto thay thé (xem cong bb don yéu cdu cip patent My s6 20040110704 va Yamane-
Ohnuki et al. (2004) Biotechnol Bioeng 87:614-22). Mot vi du khéc, EP 1,176,195 md ta
d(‘)ng'té bao c¢6 gen FUT8 dugc phéa vd v& mit chirc ning, ma héa fucosyl transferaza, vi
véy céc khang thé dugc bidu hién trong dong té bao niy cé su giam fucosyl hoa bang
cach 1am giam hodc 13m mét enzym lién quan dén lién két 0-1,6. EP 1,176,195 ciing md
t4 cac dong té bao co hoat tinh enzym thip dé bd sung fucoza vao N-axetylglucosamin
gin két v6i ving Fe ctia khang thé hoic khong c6 hoat tinh enzym, vi du dong t€ bao u
tiy cta chudt céng YB2/0 (ATCC CRL 1662). WO03/035835 md ta dong té bao CHO
bién thé, cac té bao Lecl3, c6 kha ning gin fucoza vao cac hydrat cacbon dugc lién két
Asn(297) giam, ciing din dén giam fucosyl héa khang thé dugc biéu hién trong té bao vat
chu d6 (ciing xem Shields et al. (2002) J. Biol. Chem. 277:26733-26740). Cac khang thé
c6 profin glycosyl héa duge cai bién ciing c6 thé duoc san xuét trong trimg ga, nhu dugc

moé ta trong WO06/089231. Theo cach khac, cac khang thé c6 profin glycosyl héa duge
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c4i bién c6 thé duoc san xuét trong cac té bao thuc vat, nhu Lemna. Cac phuong phap san
xut khang thé trong hé théng thuc vat dugc bdc 16 trong don yéu ciu cap patent My cia
dai dién Alston & Bird LLP sb ho so 040989/314911, dugc ndp ngay 11 thang 8 nim
2006. WO 99/54342 mé ta cac dong t& biao dugc thiét ké dé biéu hién glycosyl
transferaza cai bién glycoprotein (vi du, P(1,4)-N-axetylglucosaminyltransferaza III
(GnTIII)) vi vy céc khang thé dugc biéu hién trong cac dong té bao duoc thiét ké nay c6
cAu trac GlcNac tach d6i tang dan dén ting hoat tinh ADCC ctia khing thé (ciing xem
Umana et al. (1999) Nat. Biotech. 17:176-180). Theo cach khac, cac gbc fucoza cla
khang thé c6 thé dugc phén cét bang cach st dung enzym fucosidaza; vi dy, fucosidaza a-
L-fucosidaza loai bé cac gdc fucosyl khoi khang thé (Tarentino et al. (1975) Biochem.
14:5516-23).

_ Sang ché d& cap dén mot cai bién khac cia khang thé trong bin mé ta nay 1a su
PEG hoa. Khang thé c6 thé dugc PEG hoa dé, vi du 1am ting thdi gian ban thai sinh hoc
(vi du, huyét thanh) ctia khang thé. P& PEG héa khang thé, khang thé nay, hodc manh cia
n6, thudng dugc cho phan ung véi polyetylen glycol (PEG), nhu este phan tng hodc dan
xuét aldehyt cia PEG, trong cac diéu kién trong d6 mdt hodc nhiéu nhém PEG dugce gén
- Két véi khang thé hodc manh khang thé nay. Tbt hon néu, sy PEG hoa duge thuc hién
théng qua phan Gng axyl héa hodc phan g alkyl héa véi phan tir PEG phan Umg (hodc
polyme tan trong nudc phan ing tuong tu). Thuét ngit “polyetylen glycol” duoc st dung
trong ban md ta dé chi dang bat ky trong s6 cac dang cua PEG di duoc st dung dé tao
dan xuét cac protein khac, nhu mono (C1-C10) alkoxy- hodc aryloxy-polyetylen glycol
hodc polyetylen glycol-maleimit. Theo mot s6 phuong 4n, khang thé dugc PEG héa nay
13 khang thé khong glycosyl hoa. Cac phuong phap PEG héa protein 12 da biét trong linh
vuc nay va c6 thé duge ap dung cho cac khang thé theo sang ché. Vi du, xem EP 0 154
316 va EP 0 401 384.

Céc dic tinh vét Iy ciia khang thé

Céc khang thé theo sang ché co thé duoc dic trung béi cac dic tinh vat 1y khéc
nhau cta chung, d& phat hién va/hodc phan biét v6i cac nhém khéc cia chung.

Vi du, cac khang thé c6 thé chira mot hodc nhiéu vi tri glycosyl héa trong ving
bién dbi chudi nhe hodc chudi ning. Céc vi tri glycosyl héa nay co thé din dén 1am ting

kha ning sinh mién dich cta khang thé hodc thay déi pK ciia khang thé do thay ddi viéc
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gin két khang nguyén (Marshall ez al (1972) Annu Rev Biochem 41:673-702; Gala and
Morrison (2004) J Immunol 172:5489-94; Wallick et al (1988) J Exp Med 168:1099-109;
Spiro (2002) Glycobiology 12:43R-56R; Parekh et al (1985) Nature 316:452-7; Mimura
et al. (2000) Mol Immunol 37:697-706). Viéc glycosyl hoa da biét 13 xay ra & céc céu tric
chira trinh ty N-X-S/T. Trong mot sb truong hop, wu tién c6 khang thé khang LAG-3
khong cé su glycosyl hoa ving bién dbi. Didu nay c6 thé dat duge bang cach lwa chon
cac khang thé khong chira cAu triic glycosyl héa trong ving bién d6i hodc bing cach giy

dot bién cac gbc trong ving glycosyl hoa.

Theo mét phuong 4n wu tién, cic khang thé nay khong chira vi tri ddng phan
asparagin. Viéc khir amit cta asparagin c6 thé xay ra trén trinh tw N-G hoic D-G va din
dén tao ra gdc axit isoaspartic dwa nut xodn vio chudi polypeptit va 1am giam do 6n dinh

ctia n6 (tac dung axit isoaspartic).

M&i khéng thé s& c6 duy nhit mét diém dang dién (pI), diém nay thuong nim &
khoang do pH tir 6 dén 9,5. PI cia khang thé IgG1 thuong nim trong khoang d6 pH tir 7-
9,5 va pl ciia khang thé IgG4 thuong nim trong khoang d pH tir 6-8. C6 suy doan rang
cac khang thé ¢6 pl ndm ngoai khoang binh thudng c6 thé cé mot sé khong gip cudn va
khong 8n dinh trong cac didu kién in vivo. Do d6, wu tién c6 khang thé khang LAG-3 c6
gia tri pI nam trong khoang binh thuong. Diéu nay c6 thé dat dugc bang cach lya chon
cac khang thé c6 pl trong khoang binh thudng hozc bing cach gy dot bién cac gbec bé

mat duoc tich dién.
Axit nucleic m3 héa khang thé theo sang ché

Theo mot khia canh khéc, sang ché dé cép dén axit nucleic m3 héa ving bién ddi
chudi ning va/hoic chudi nhe, hoic cac CDR, cta khang thé theo séng ché. Cac axit
nucleic ndy c6 thé c6 mat trong t€ bao nguyén ven, trong dich tan té bao, hoic trong dang
dugc tinh ché mot ph?m hoidc gﬁn nhu tinh khiét. Axit nucleic 13 “dugc phan 14p” hoic
“dugc lam gﬁn nhu tinh khiét” khi dugc tinh ché khoi cac thanh phﬁn t€ bao khac hoic
cac tap chét khac, vi du cac axit nucleic hodc protein khéc cia té bao, bang cac k¥ thuat
chuin, bao gdm xir 1y kiém/SDS, tao dai CsCl, sic ky cot, dién di trén gel agaroza va cac
k§ thuat khac d biét trong linh vuc ndy. Xem, Ausubel, et al, ed. (1987) Current
Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing and Wiley Interscience, New York.
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Axit nucleic theo sang ché c6 thé 13, vi du ADN hodc ARN va c6 ho#ic khong chira céc
trinh ty intron. Theo mdt phuong an wu tién, axit nucleic ndy 1a phan tr ADN bb trg.

Céc axit nucleic theo sang ché c6 thé thu dugc bang cac ky thuat sinh hoc phén tir
chuén. Déi v6i cac khang thé duge biu hién béi cac té bio lai (vi du, cac té bao lai dugce
tao ra tir chudt chuyén gen mang gen globulin mién dich ciia ngudi nhu duoc mo ta thém
dudi day), thi cac ADN bd trg ma héa chudi nhe va chudi ning ctia khang thé dugc tao ra
boi té bao lai nay c6 thé thu duge bing k§ thust khuéch dai PCR hoic tich dong ADN bd
trg chudn. D6i véi cac khang thé thu dugc tir thu vién gen globulin mién dich (vi dy,
bang cach sir dung cic k¥ thuét biéu hién thuc khudn thé), thi axit nucleic m3 hoéa cac

khang thé ndy c6 thé dugc khdi phuc tir thu vién gen nay.

Céc axit nucleic duge wu tién theo sang ché bao gdm cac phan tir ma héa cac trinh
tu Vi va Vy cua khang thé don dong LAG3.5 (Ian lugt SEQ ID NO.12 va SEQ ID
NO.14) hoic cac CDR. Khi cac doan ADN ma héa cac doan Vy va Vi thu duge, thi cac
doan ADN nay c6 thé duoc thao tac tiép bang cac ky thuat ADN tai t6 hop chuén, vi du
dé chuyén cac gen ving bién dbi sang cac gen clia chudi khéng thé c6 chiéu dai diy du,
sang cac gen clia manh Fab hodc gen scFv. Trong céc thao téc ndy, manh ADN ma hoa
Vi hodc Vg duge lién két hoat dong véi moét manh ADN khac m3 héa mdt protein khac,
nhu vimg hing dinh ciia khang thé hodc ciu lién két linh hoat. Thuat ngit “duoc lién két
hoat dong”, dugc st dung trong trudng hop nay, duoc du dinh c6 nghia 1a hai doan ADN
duoc nbi sao cho céc trinh tu axit amin dugc ma héa béi hai doan ADN nay van & trong

khung.

ADN dugc phan lap mﬁ hoéa ving Vg c6 thé duogc chuyén sang gen ciia chudi ning
c6 chiu dai ddy du bang céch lién két hoat dong ADN m3 héa VH véi mét phéan tr ADN
khac m3 héa ving hing dinh chudi ning (CH1, CH2 va CH3). C4c trinh ty gen ciia ving
hing dinh chudi ning cla nguoi 1a da biét trong linh vuc nay (vi du, xem Kabat et al.
(1991), néu trén) va cac doan ADN bao gbm céc ving ndy c6 thé thu dugc bang cach
khuéch dai PCR chuén. Ving hing dinh chudi ning c6 thé 13 ving hang dinh cua IgGl1,
1gG2, IgG3, IgG4, IgA, IgE, IgM hoic IgD, nhung tot nhit néu ving hing dinh cua IgG1
hoic IgG4. Pbi véi gen ctia chudi ndng ciia méanh Fab, ADN ma hoa Vi ¢6 thé duogc lién
két hoat déng v6i mot phan tir ADN khac chi mi héa ving hang dinh CH1 ciia chudi

nang.
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ADN dugc phan 1ap ma hoéa ving Vi ¢ thé duoc chuyén sang gen cia chudi nhe
c6 chidu dai ddy da (cling nhu gen ctia chudi nhe Fab) bang cach lién két hoat dong ADN
ma héa Vi véi mot phan tr ADN khic ma héa ving hing dinh cia chudi nhe, CL. Cac
trinh tu gen clia vung héng dinh chudi nhe cta nguoi l1a 43 biét trong linh vuc nay (vi du,
xem Kabat et al., néu trén) va cac doan ADN bao gbm céc ving ndy c6 thé thu duge bing
cach khuéch dai PCR chuan. Theo chc phuong 4n uu tién, vung hing dinh cia chudi nhe

c6 thé 13 ving hing dinh kappa hoic lamda.

Pé tao ra gen scFv, cac doan ADN ma héa Vy va Vi duoc lién két hoat dong véi
mot manh khac ma hoa cAu lién két linh hoat, vi du m4 hoa trinh tir axit amin (Gly, -Ser)s
(SEQ ID NO.28), sao cho cac trinh tu Vg va Vi co thé dugc biéu hién dudi dang protein
chudi don lién k&, véi cac vung Vi va Vy duoc ndi b?lng cAu lién két linh hoat (vi duy,
xem., 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).

San xuét khang thé don dong theo sang ché

Khéang thé don dong theo sang ché c6 thé dugc san xudt bing cach st dung
phuong phép san xut thé lai té bao sinh dudng (té bao lai) da biét ctia Kohler and
Milstein (1975) Nature 256: 495. Cac phuong phép khac dé san xuét khang thé don dong
bao gdm cac phuong phap bién nap virut hodc gen sinh ung thu cua té bao lympho B va
biéu hién thuc khuén thé. Khang thé thé kham hodc nhan tao cling da biét trong linh vuc
nay. Vi du, xem Patent My sb 4,816,567;5,225,539; 5,530,101; 5,585,089; 5,693,762 va
6,180,370, dugc két hop vao sang ché bang cach vién dan.

Theo mot phuong an uu tién, cac khang thé theo sang ché 13 khang thé don dong
ctia ngudi. Cac khang thé don dong ctia ngudi nay nhim chéng lai LAG-3 clia ngudi c6
thé duoc san xuit bang chudt chuyén gen hozc chuyén nhiém sic thé mang cac phan cia
hé mién dich cta nguoi chir khéng mang hé mién dich cta chudt. Chudt chuyén gen va
chuyén nhim sic thé nay bao gdm chudt duge goi trong ban md ta ndy twong Ung la
HuMAb Mouse® va KM Mouse®, va dugc goi chung trong ban md ta nay 1a “chudt Ig
clia nguoi”.

HuMAb Mouse® (Medarex®, Inc.) chira cum nhé gen globulin mién dich cia
ngudi ma héa trinh tu globulin mién dich cta chudi nhe « va chudi ning (n va y) cua

nguoi khong duge sap x€p lai, cung v6i cac dot bién dich lam bat hoat cac cum chudi p
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va « ndi sinh (vi du, xem Lonberg et al. (1994) Nature 368(6474): 856-859). Do do,
chudt c6 biéu hién IgM hodc k cua chudt, va dap tmg véi viec gy mién dich giam, cac
gen chuyén ctia chudi ning va chudi nhe ciia ngudi dugc dua vao trdi qua qua trinh
chuyén nhom va dot bién sinh dudng dé tao ra khang thé don dong IgGxk cia ngudi c6 ai
luc cao (Lonberg et al. (1994), néu trén; dugc xem xét trong Lonberg (1994) Handbook
of Experimental Pharmacology 113:49-101; Lonberg, N. and Huszar, D. (1995) Intern.
Rev. Immunol. 13: 65-93, va Harding and Lonberg (1995) Ann. N.Y. Acad. Sci. 764:536-
546). Viéc tao va st dung HuMAb Mouse®, va cac cai bién hé gen dugce mang boi chudt
ndy, duoc md ta thém trong Taylor et al. (1992) Nucleic Acids Research 20:6287-6295;
Chen et al. (1993) International Immunology 5: 647-656; Tuaillon et al. (1993) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 90:3720-3724; Choi et al. (1993) Nature Genetics 4:117-123; Chen
et al. (1993) EMBO J. 12: 821-830; Tuaillon et al. (1994) J. Immunol. 152:2912-2920;
Taylor et al. (1994) International Immunology 6: 579-591; va Fishwild et al. (1996)
Nature Biotechnology 14: 845-851, ndi dung cuia toan bd trong sb céc tai liéu nay duoc
két hop vao sang ché bang cach vién din toan bd. Xem thém, patent My sd 5,545,806;
5,569,825; 5,625,126; 5,633,425; 5,789,650; 5,877,397, 5,661,016; 5,814,318; 5,874,299,
5,770,429; va 5,545,807; W092/03918; WO 93/12227; WO 94/25585; WO 97/13852;
WO 98/24884; WO 99/45962 and WO01/14424, duge két hop vao sang ché bang cach

vién dan toan bo.

Theo mot phuong an khéc, khang thé cua ngudi theo sang ché c6 thé dugc ting 1én
bang cach st dung chudt mang trinh tr globulin mién dich cta ngudi trén gen chuyén va
nhiém sic thé chuyén, nhu chudt mang gen chuyén cia chudi ning ctia nguoi va nhidm
sic thé chuyén ctia chudi nhe ctia ngudi. Chudt ndy dugc goi trong ban mo ta ndy 1a “KM
mouse®”, va dugc mo6 ta chi tiét trong WO002/43478. Dang dugc cai bién cta chuot nay,
con bao gdm su pha v& ddng hop tir ciia gen thu thé FcORIIB ndi sinh, cling dugc mo ta
trong W002/43478 va dugc goi trong ban mo ta nay la “KM/FCGR2D mouse®”. Ngoai
ra, chudt c6 mdi mot trong sb céc gen chuyén ctia chudi ning HCo7 hodc HCo12 hodc ca

hai cé thé dugc su dung.

Céc phuong an vé dong vat chuyén gen bd sung bao gém Xenomouse (Abgenix,
Inc., patent My sd 5939,598; 6,075,181; 6,114,598; 6,150,584 va 6,162,963). Cac
phuong an thuc hién khac bao gbm “chudt TC” (Tomizuka et al. (2000) Proc. Natl.
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Acad. Sci. USA 97:722-727) va bd mang nhiém sic thé chuyén ctia chudi ning va chudi
nhe ctia ngudi (Kuroiwa ef al. (2002) Nature Biotechnology 20:889-894; W002/092812).
Noi dung cuia cic patent va cOng bd don nay dugc hop nhit cu thé vao tai liéu nay bang

cach vién dan toan bo.

Theo mét phuong an, cac khang thé don dong clia ngudi theo sang ché dugc tao ra
bang cach sir dung phuong phap biéu hién thuc khudn thé dé sang loc thu vién clia cac
gen globulin mién dich cia ngudi. Vi du, xem. patent My sb 5,223,409; 5,403,484;
5,571,698; 5,427,908; 5,580,717; 5,969,108;6,172,197; 5,885,793; 6,521,404; 6,544,731;
6,555,313; 6,582,915; vA 6,593,081, dugc két hop vao sang ché bang cach vién din toan
v e

Céc khang thé don dong ciia ngudi theo sang ché ciing c6 thé dugc san xut bing
cach stir dung chudt SCID trong d6 céc té€ bao mién dich ciia ngudi dugc hoan nguyén sao
cho déap tng khang thé ciia ngudi c6 thé dugc tao ra khi gy mién dich. Vi du, xem patent

My s6 5,476,996 va 5,698,767, dugc két hop vio sing ché bang cach vién dan toan bd.

Theo moét phuong an khéc, cac khang thé khang LAG-3 ciia nguoi dugc tao ra
bang cach biéu hién thuc khuin thé trong d6 céc thuc khudn thé chira cac axit nucleic ma
héa khang thé duoc tao ra trong dong vat chuyén gen d3 duoc gdy mién dich trudc bing
LAG-3. Theo m6t phuong &n uu tién, dfng vat chuyén gen nay 13 chuét HuMab, KM,
hoac Kirin. Vi du, xem patent M¥ b 6,794,132, duoc két hop vao sang ché béng cach

vién din toan bo.
Gay mién dich chudt Ig cia nguoi

Theo mot phuong an thuc hién cua sing ché, chuot Ig cila ngudi duge gdy mién
dich bang ché phdm khang nguyén LAG-3 dugc tinh ché hodc duoc 1am gidu, protein
LAG-3 tai tb hop, hodc cac té bao biéu hién protein LAG-3. Vi du, xem Lonberg et al.
(1994), néu trén; Fishwild et al. (1996), néu trén; WO 98/24884 hodc WO01/14424, dugc
két hop vao sang ché bang cach vién din toan by. Theo mot phuong 4n wu tién, chudt 6-
16 tudn tudi duge gay midn dich bing 5-50pg protein LAG-3. Theo cach khac, mot phan
cta LAG-3 dugc dung hop véi polypeptit khong phai LAG-3 dugc sir dung.

Theo mot phuong 4n, chudt chuyén gen nay duoc giy mién dich tiém mang bung

(intraperitoneally - IP) hodc tiém tinh mach (dudng tiém tinh machly - IV) bang khang
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nguyén LAG-3 trong t4 chét Freund hoan chinh, tiép theo gdy mién dich IP hoic IV tiép
bing khang nguyén trong ta chét Freund khong hoan chinh. Theo cac phuong 4n khac,
c4c tA chét khong phai 13 ta chat Freund hodc t& bao nguyén ven khong c6 ta chat dugc sir
dung. Huyét tuong c6 thé dugc sang loc bing ELISA va céc té bao tir chudt c6 du hiéu
gia globulin mién dich ctia ngudi khang LAG-3 ¢6 thé duogc sir dung dé dung hop.

San xuét té bao lai san sinh khang thé don dong ciia ngudi theo sang ché

Dé san xudt t& bao lai san sinh khang thé don dong ciia ngudi theo sang ché, céc té
bao lach va/hodc té bao hach bach huyét tr chudt duogc gay mién dich c6 thé dugc phéan
18p va dugc dung hgp véi dong té bao dugc lam bét tir thich hop, nhu dong té bao u tiy
ctia chudt. Té bao lai thu duoc ¢ thé dugc sang loc vé viéc san sinh khang thé dac hiéu
khang nguyén. Viéc san xuht t& bao lai 12 da duoc bibt trong linh vuc nay. Xem, 0,
Harlow and Lane (1988) Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor.
Publications, New York.

Séan xuét té bao chuyén nap san sinh khang thé don dong theo sang ché

Céc khang thé theo sang ché ciing co thé duogc tao ra trong t& bao chuyén nap cia
t& bao vat chi bing cach sir dung, vi du két hop k§ thuat ADN tai t6 hop va phuong phép
chuyén nap gen nhu di biét trong linh vuc nay (vi du, Morrison, S. (1985) Science
229:1202). Theo mot phuong an, ADN ma hda cac chudi nhe va ning c6 chiéu dai mot
phén hodc dﬁy du thu duoc bang k¥ thuat sinh hoc phén tir chuin dugc cai xen vio mot
hodc nhiéu vecto biéu hién sao cho céc gen dugc lién két hoat doéng véi céc trinh tu diéu
hoa phién mi va dich mi. Trong truong hop nay, thuét nglt “dugc lién két hoat dong”
dugc du dinh c¢6 nghia 1a gen cia khéng thé duoc cai vao vecto sao cho trinh tir kiém soat
phién m3 va dich m3 trong vecto nay phat huy chic ning du dinh cua ching la diéu hoa

su phién ma va dich mé cta gen cta khéng the.

Thuat ngir “trinh tu diéu hoa” dugc st dung trong ban mo ta dé chi trinh ty khoi
dong, trinh tw ting cudng va cac yéu t6 kiém soat su biéu hién khac (vi du, tin hi¢u
polyadenyl héa) kiém soat sy phién mai hoic dich mi cta céc gen cla chudi khang thé.
Céc trinh tu diéu hoa nhu vay dugc mo ta trong, vi du Goeddel (Gene Expression
Technology. Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990)). Cac
trinh ty diéu hoa dugc wu tién dbi vé6i su biéu hién & té bao vat chi dong vat c6 vi bao
gbm céc yéu tb thude virut nhim truc tiép mirc d6 biéu hién protein cao & té bao dong vat
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c¢6 va, nhu trinh tu khoi ddng va/hodc trinh ty ting cudng co ngudn gbc tir
cytomegalovirut (CMV),' virut & khi 40 (Simian Virus 40 - SV40), adenovirut, (vi du,
trinh tu kh&i ddng mudn chinh & adenovirut (adenovirus major late promoter - AMLP)
va virut polioma. Theo cach khéc, cac trinh tu diéu hoa khong thudc virut cb thé duoc st
dung, nhu trinh ty khéi d6ng ubiquitin hodc trinh tur khéi dong B-globin. Ngoai ra, cac
yéu t6 didu hoa bao gdm céc trinh tir tir cac ngudn khac nhau, nhu hé thong trinh tir khéi
dong SRo, chira cac trinh tu tir trinh tu khéi dong sém SV40 va trinh tur lap dau tan cung
dai cta virut gdy bénh bach cau té bao T cia ngudi loai 1 (Takebe et al. (1988) Mol. Cell.
Biol. 8:466-472). Vecto biéu hién va trinh tu kiém soat su biéu hién dugc chon dé tuong

thich véi té bao vat chi bi€u hién dugc st dung.

Gen ctia chudi nhe cia .khéng thé va gen ctia chudi ning cua khang thé c6 thé duoc
cai xen vao cling hoic riéng vecto biéu hién. Theo cac phuong 4n wu tién, viing bién ddi
duoc st dung dé tao ra gen ciia khang thé c6 chiéu dai day du thudc isotyp khang thé bat
ky bang cach cai xen ching vao céc vecto biéu hién ma héa ving hiang dinh chudi ning
va ving hing dinh cia chudi nhe ctia isotyp mong mubn sao cho doan Vi duoc lién két
hoat déng véi (cac) doan Cytrong vecto ndy va doan Vi dugce lién két hoat dong voi doan
C;, trong vecto ndy. Ngoai ra, vecto biéu hién tai t6 hop c6 thé ma héa peptit tin hiéu tao
thuén loi cho viéc bai tiét chudi khang thé khoi té bao vét chi. Gen ctia chudi khang thé
nay c6 thé dugc phan tach dong vao vecto sao cho peptit tin hiéu duge lién két trong
khung v6i ddu tin cing amino ctia gen ctia chudi khang thé. Peptit tin hidu nay c6 thé 1a
peptit tin hiéu globulin mién dich ho#c peptit tin hiéu khac loai (zfc la peptit tin hiéu tir
protein khong phai globulin mién dich).

Ngoai gen ctia chudi khang thé va céc trinh tw diéu hoa, cac vecto biéu hién tai td
hop theo sang ché c6 thé mang cac trinh tu b sung, nhu cac trinh tu didu hoa su sao chép
clia vecto trong té bao vat chii (vi du, trinh tu khéi dau sao chép) va cac gen danh ddu dé
chon loc. Gen danh diu d& chon loc tao thuan lgi cho viéc chon loc t€ bao vat chi ma
vecto dugce dua vao (vi du, xem patent My s6 4,399,216; 4,634,665 va 5,179,017). Vi dy,
thong thuong gen danh diu d& chon loc truyén tinh khang cac thudc, nhu G418,
hygromycin hodc metotrexat, trén t€ bao vat chii ma vecto di dugc dua vao. Céc gen

danh diu d& chon loc dugc wu tién bao gdbm gen dihydrofolat reductaza (dihydrofolate
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reductase - DHFR) (d& sir dung trong té bao vat chi dhfr d6i voi viée chon loc/khuéch dai

metotrexat) va gen neo (d6i véi viéc chon loc G418).

Pé biéu hién cac chudi nhe va ning, (cc) vecto biéu hién m3 héa cac chudi nang
va chudi nhe duoc chuyén nap vao té bao vat chi bing cic k¥ thuit chuin. Cac dang
khac nhau cua thuit ngit “chuyén nap” dugc st dung trong ban mo ta dé chi nhiéu k¥
thuét thudng duoc sir dung dé dwa ADN ngoai sinh vao té bao vét chi ctia sinh vat chua
¢6 nhan dién hinh hodc sinh vat ¢6 nhan dién hinh, vi du dién di, két tia canxi-phosphat,
chuyén nap DEAE-dextran va céc k¥ thuét tuong tu. Mac du, v& mit ly thuyét c6 thé biéu
hién céc khang thé theo sang ché trong té bao vat chu cua sinh vat chua ¢6 nhan dién hinh
hodc sinh vat ¢6 nhan dién hinh, nhung su biéu hién cta khang thé trong céc té bao cua
sinh vét ¢4 nhan dién hinh, va t6t nhit néu t& bao vat chi cia dong vat c6 vi, 1a duge wu
tién nhét do cac té bao cia sinh vat ¢6 nhan dién hinh, va dic biét 13 cac té bao ciia dong
vat ¢6 vi, 12 thich hop hon so v6i cac té bao cia sinh vat chua ¢6 nhan dién hinh dé lip

rap va tiét khang thé duoc gép cudn chinh x4c va ¢ hoat tinh mién dich.

Té bao vat chu cta dong vat c6 va duge uu tién dé biéu hién cc khang thé tai to
hop theo sang ché bao gém té bao budng trimg chudt hamster Trung Québc (Chinese
Hamster Ovary - CHO) (bao gbém té bao dhfr' CHO, dugc md ta trong Urlaub and
Chasin, (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216-4220, dugc st dung v6i gen danh dau
d& chon loc DHFR, vi du nhu dugc mo ta trong R. J. Kaufman and P. A. Sharp (1982) J.
Mol. Biol. 159:601-621), té bao u tiy NSO, té bao COS va té bao SP2. Dic biét 13, dé sir
dung v6i té bao u tity NSO, mot hé biéu hién dugc wu tién khac 1a hé biéu hién gen GS
duoc boc 10 trong WO 87/04462, WO 89/01036 va EP 338,841. Khi céc vecto biéu hién
t4i to hop ma hoa cac gen cua khéng thé dugc dua vao té bao vat chu cua dong vat cé vu,
c4c khang thé duoc tao ra bang cach nudi ciy té bao vét chi trong mdt khoang thdi gian
da dé cho phép biéu hién khang thé trong té bao vat chu nay hoic, tot hon néu, bai tiét
khang thé vao méi truong nudi cdy ma té bao vat chi duge phat trién. Céc khang thé c6
thé dugc thu lai tir mdi trudng nudi cdy bang cach sir dung cac phuong phép tinh ché

protein chuan.
Thé tiép hop mién dich
Céc khang thé theo sang ché co thé dugc tiép hop v6i dugc chét dé tao ra thé tiép

hop mién dich nhu thé tiép hop khang thé-dugc chit (antibody-drug conjugate - ADC).
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Céc dugc chét thich hop bao gdm chit chéng chuyén héa, tac nhan alkyl héa, chét gin
két rainh ADN nhé, chét xen gitta ADN, chét lién két chéo ADN, chit c ché histon
deaxetylaza, chét trc ché bai xuét nhan, chét tic ché proteasom, chit irc ché topoisomeraza
I hodc II, chét tc ché protein sbc nhiét, chat tc ché tyrosin kinaza, khang sinh, va chét
chéng nguyén phan. Trong ADC, khang thé va dugc chét ot hon néu dugc tiép hop
thong qua cAu lién két d& phan cat nhu ciu lién két peptidyl, disulfua, hoic hydrazon. Tét
hon nita néu, ciu lién két nay 13 ciu lién két peptidyl nhu Val-Cit, Ala-Val, Val-Ala-Val,
Lys-Lys, Pro-Val-Gly-Val-Val (SEQ ID NO.39), Ala-Asn-Val, Val-Leu-Lys, Ala-Ala-
Asn, Cit-Cit, Val-Lys, Lys, Cit, Ser, hodc Glu. Cac ADC c6 thé dugc tao ra nhu duge md
ta trong Patent MF sé 7,087,600; 6,989,452; va 7,129,261; WO02/096910;
WO007/038658; WO07/051081; WO07/059404; WO08/083312; va WO08/103693; cong
bd don yéu clu cip patent My sd 20060024317; 20060004081; va 20060247295; dugc
két hop vao sang ché bang cach vién dan. |

Phan tr dac hiéu kép

Theo mot khia canh khéc, sang ché dé cép dén phéan tir ddc hiéu kép chtra mot
hodc nhiéu khang thé theo sang ché duoc lién két v6i it nhat mot phan tir chirc nang khac,
vi du mdt peptit hodc protein khac (vi du, mot khing thé khac hoic phéi tr cua thu thé)
d8 tao ra phan tir diic hiéu kép gin két véi it nhat hai vi trf gin két hodc phén tir dich khac
nhau. Do d6, khi dugc st dung trong ban mo ta, “phan tir dic hiéu kép” bao gdm cic
phén‘ tr ¢4 ba hodc nhiéu tinh dic hiéu. Theo mét phuong an uu tién, phan t& ddc hiéu
kép bao gdm do dic hidu gén két thir nhét dbi voi LAG-3 va d dic hiéu gin két thi hai
d6i v6i phan tir kich hoat tuyén chon cac té bao hiéu tmg gay doc té bao c6 thé lam chét
té bao dich bidu hién LAG-3. Vi du vé cac phan tir kich hoat thich hgp 1a CD64, CD89,
CD16, va CD3. Vi du, xem Kufer et al., TRENDS in Biotechnology, 22 (5), 238-244
(2004).

Theo mét phuong an, phan tir dac hiéu kép cd, ngoai 4o dac hiu gén két khang Fc
va @) dac hiéu gén két khang LAG-3, tinh dic hiéu thir ba. Tinh dic hiéu thi ba c6 thé 12
d6i v6i yéu té khang ting cuong (enhancement factor - EF), vi du phan t gin két vai
protein bé mit lién quan dén hoat tinh gy doc té bao va tir ¢6 1am ting dap ng mién

dich chéng té bao dich. Vi du, yéu td khang ting cuong c6 thé gin két véi té bao T doc té
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bao (vi du, théng qua CD2, CD3, CDS§, CD28§, CD4, CD40, hodc ICAM-1) hodc té bao

mién dich khéc, din dén 1am ting dap tmg mién dich chéng té bao dich.

Céc phan tir dic hidu kép c6 thé c6 nhidu dang va kich thuéc khéc nhau. O mot
dau cta phé kich thudc, phan tir déc hié¢u kép van ¢ dang cua khéng thé truyén théng,
ngoai trir, thay vi c6 hai nhanh gén két co tinh dic hiéu giéng nhau, n6 c¢6 hai nhanh gén
két, mdi nhanh c6 tinh dac hiéu khac nhau. O dau kia 13 cac phan tir dic hiéu kép bao
gbm hai manh khang thé chudi don (scFv’s) duoc lién két boi chudi peptit, duge goi 13
chu trac Bs(scFv),. Phén tir dic hiéu kép c6 kich thudc trung gian bao gdbm hai méanh
F(ab) khac nhau duoc lién két boi cau lién két peptidyl. Cac phan tir dic hiéu kép c6 dang
nay va cac dang khéc c6 thé dugc san xudt bang cach k¥ thuat di truyén, tao thé lai sinh
dudng, hoac cac phuong phap héa hoc. Vi du, xem Kufer et al., dugc trich dan mrén day;
Cao and Suresh, Bioconjugate Chemistry, 9 (6), 635-644 (1998); va van Spriel et al,
Immunology Today, 21 (8), 391-397 (2000), v céc tai liéu duoc trich dan trong do.

Dugc phdm

Theo mot khia canh khéc, sang ché dé cap dén duoc phém chira mot hodc nhiéu
khang thé theo sang ché dugc bao ché cing v6i chit mang duoc dung. Dugc phdm nay cé
thé tuy .y chira mot hodc nhiéu duge chit bd sung, nhu mdt khang thé hodc duogc chét
khac. Duge phim theo sang ché ciing c6 thé duge st dung trong phuwong phap diéu tri két
hop véi, vi du mot chét kich thich sinh mién dich khéac, duoc chit chéng ung thu, chét
chéng virut, hodc vacxin, sao cho khang thé khang LAG-3 ting cuong dap tng mién dich

chong vacxin.

Dugc phim nay c6 thé chira mot s cac ta duogce bat ky. Cac ta dugce 6 thé duoc st
dung bao gém chét mang, chét hoat dong bé mit, cht 1am dic hoic chét nhil héa, t4 duoc
dinh rin, chét gay thAm 6n dinh, chét 1am tdng d¢ tan, chit mau, chét tao huong, ta dugc
bao, ta duogc ra, ta dugc tron, chit 1am ngot, chét bao quan, chét déng truong, va hon hop
ctia chung. Viéc chon loc va st dung céc td dugc thich hop duge huéng din trong
Gennaro, ed., Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 20th Ed. (Lippincott
Williams & Wilkins 2003), duoc két hop vao sang ché bang cach vién dan.

Tét hon néu, duge phdm nay 13 thich hop d& st dung qua dudng tiém tinh mach,
tiém bip, tiém dudi da, ngoai dudng tiéu hoa, tiém vio cot sbng hodc qua biéu bi (vi duy,

béng cach tiém hoéc tiém truyén). Tuy thudc vao dudng dua thude, hoat chét co thé dugc
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bao trong ta dugc dé bao vé no khéi tac dong ctia céc axit va céac diéu kién tir nhién khac
c6 thé 1am n6 bi mét hoat tinh. Thuét ngit “ngoai dudng tiéu héa” duge sir dung trong ban
mb ta dé chi cac dudong dua thubc khong phai 13 qua dudng tiéu héa va tai chd, thuong
bang cach tiém, va bao gdm, nhung khéng giéi han &, tiém va tiém truyén tinh mach,
tiém bz‘ip, tiém d6ng mach, ndi tiy mac, trong bao, tiém vao hbc mit, trong tim, tiém
trong da, tiém mang bung, qua khi quan, tiém duéi da, qua biéu bi, tiém vao khép, duéi
bao, dudi mang nhén, tiém vao cot séng, gy t& ngoai mang cliing va tiém vao xuong tec.
Theo cach khac, khang thé theo sang ché c6 thé duogc st dung thong qua dudng khong
phai ngoai dudng ti€u hda, nhu duong dua thuc tai chd, qua biéu bi hodc niém mac, vi

du dung trong mili, qua duong miéng, qua am dao, true trang, dudi ludi hodc tai chd.

Dugc phim theo sang ché c6 thé chira cac mubi dugc dung. Thuat ngir “mudi
dugc dung” dugc st dung trong ban mo ta dé chi mubi van c6 hoat tinh sinh hoc mong
mudn cta hop chét gbc va khong mang lai tic dung gdy doc khdong mong mudn bat ky.
Vi du v& c4c mubi nhu viy bao gdbm mudi cong axit va mudi cong bazo. Céac mudi cong
axit bao gdm cac mubi c6 ngudn gde tir cac axit vd co khong doc, nhu clo hydric, nitric,
phosphoric, sulfuric, hydrobromic, hydroiodic, phospho va céc axit tuong tu, cling nhu tir
cac axit hitu co khong doc nhu axit mono- va dicarboxylic béo, axit alkanoic dugc thé
h4i phenyl, axit hydroxy alkanoic, cac axit thom, cic axit sulfonic béo va thom va céac
axit twong tu. Cac mudi cong bazo bao gdm cac mudi ¢6 ngudn gbc tir kim loai kiém thd,
nhu natri, kali, magie, canxi va céac chét trong tu, cling nhu tr cdc amin hitu co khong
doc, nhu N,N’-dibenzyletylendiamin, N-metylglucamin, chloroprocaine, cholin,

dietanolamin, etylendiamin, procain va cac chét twrong tu.

Duoc phdm c6 thé & dang dung dich ho#c phén tan trong nuéc vo tring. Ching
ciing c6 thé dugc bao ché thanh vi nhii twong, liposom, hodc chu tric duge sip xép khac

thich hop v6i ndng d6 dugc chét cao.

Lugng hoat chét c6 thé dugc két hop vé6i nguyén liéu chét maﬁg dé tao ra dang
lidu don s& thay dbi tuy thudc vao dbi tuong can diéu tri va dang dung cu thé va thudong
s& 1a luong ché phdm tao ra tac dung didu tri. Thong thudng, trong s6 mot tram phin
tram, luong nay s& nam trong khoang tir 0,01% dén 99% hoat chit, t6t hon néu ndm trong
khoang tir 0,1% dén 70%, t6t nhat néu nim trong khoang tr 1% dén 30% hoat chét két

hop v6i chat mang dugc dung.
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Ché d6 liéu dugc diéu chinh dé tao ra dap tng mong mubn t6i wu (vi du, dap tng
diéu tri). Vi dyu, mot vién thudc to c6 thé duge sit dung, mot sb lidu chia c6 thé duge st
dung theo thoi gian hoic lidu nay c6 thé dugc giam hoic ting ty 1& nhu duoc chi dinh boi
tinh trang khan cip clia truong hop diéu tri. Dic biét c6 loi khi bao ché ché phdm ding
ngoai duong ti€u hoéa thanh dang don vi lidu dé d& dung va ddng déu lidu. Dang don vi
lidu dugc sir dung trong ban mo ta dé chi don vi riéng ré vé mat vat 1y phi hop 1am lidu
don nhét cho dbi tuong can diéu tri; mdi don vi chira mét lugng hoat chat dinh trude
dugc tinh dé tao ra tic dung diéu tri mong mudn cing véi chit mang dugc dung cén thiét.
Theo cach khac, khang thé c6 thé duoc sir dung dudi dang ché phim giai phéng kéo dai,

trong truong hop nay chi can ding it thudng xuyén hon.

Déi voi viee sir dung khang thé, lidu nim trong khoang tir 0,0001mg/kg dén
100mg/kg, va thuong la nim trong khoang tir 0,01mg/kg dén Smg/kg, thé trong cla vit
chit. Vi du, céc lidu c6 thé 1a 0,3mg/kg thé trong, Img/kg thé trong, 3mg/kg thé trong,
5mg/kg thé trong hoic 10mg/kg thé trong hoic nim trong khoang 1-10mg/kg. Ché do
diéu tri dugc néu 1am vi du doi héi ding mdi tudn mét 14n, mdi hai tudn mot 1an, mbi ba
tudn mot 1an, mdi bdn tudn mot 1an, mdi thang mot 1an, mdi 3 thang mot 1an hodc mdi ba
dén 6 thang mot 14n. Ché o lidu dwoc wu tién ddi voi khang thé khing LAG-3 theo sang
ché bao gdbm 1mg/kg thé trong hoic 3mg/kg thé trong théng qua viéc sit dung tiém tinh
mach, v6i khang thé dugc cho bang cach sir dung mdt trong sd cac phac do dung liéu sau:
(i) mdi bbn tudn cho séu lidu, sau d6 mdi ba thang; (ii) mdi ba tuan; (iii) 3mg/kg thé trong
mdt 14n tiép theo 1mg/kg thé trong mdi ba tudn. Trong mot s& phuong phap, lidu duogc
diéu chinh dé dat dugc néng d6 khang thé trong huyét twong nim trong khoang 1-
1000pg/mL va trong mdt s phuong phép, ndng d6 nay nim trong khoang tir 25 dén
300pg/mL. '

Tét hon néu “lidu hitu hiéu didu tri” cia khang thé khang LAG-3 theo sang ché
din dén 1am giam muc dd nghiém trong cua céc triéu chimg bénh, lam ting tAn sult va
thoi gian ctia cac giai doan khong c6 triéu chung bénh, hodc phong ngira sy suy yéu hoic
khuyét tat do dau bénh. Vi du, dé diéu tri céc d6i tuong mang khéi u, tdt hon néu “lidu
hitu hiéu diéu tri” &c ché su sinh truéng khbi u xudng it nhit khoang 20%, tét hon nira
néu it nhit khoang 40%, t6t hon nita néu it nht khoang 60%, va tét hon nita néu it nhat

khoang 80% so v&i cac dbi tugng khong dugc diéu tri. Luogng hitu hiéu diéu tri cta hop
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dugc chat c6 thé 1am giam kich thuéc khoi u, hodc néu khong, cai thién cac tri€u chung &

dbi tugng, thong thuong 1a ngudi hoac ¢o thé 1a mot dong vét c6 va khac.

Dugc phdm nay c6 thé duge bao ché dué6i dang ché pham giai phong c6 kiém soét,
bao gdm ché phim ciy, miéng dan qua da, va hé phén phdi duoc két vi nang. Polyme
tuong thich sinh hoc, co6 thé phén huy sinh hoc ¢6 thé dugc st dung, nhu etylen vinyl
axetat, polyanhydrit, axit polyglycolic, colagen, polyorthoeste, va axit polylactic. Vi du,
xem Sustained and Controlled Release Drug Delivery Systems, J.R. Robinson, ed.,
Marcel Dekkef, Inc., New York, 1978.

Ché phém diéu tri c6 thé dugc st dung thong qua cac dung cu 'y té nhu (1) dung cu
tiém dudi da khong can kim (vi du, US 5,399,163; 5,383,851; 5,312,335; 5,064,413;
4,941,880; 4,790,824; va 4,596,556); (2) cac bom vi truyén (US 4,487,603); (3) dung cu
dung qua da (US 4,486,194); (4) dung cu tiém truyén (US 4,447,233 va 4,447,224); va
(5) dung cu thdm thiu (US 4,439,196 va 4,475,196); dugc két hop vao sang ché bing

cach vién dan.

Theo mot sb phuong 4n, cic khang thé don dong cua ngudi theo sang ché c6 thé
duge bao ché d& bao dam phan bd in vivo chinh x4c. Vi du, dé bio dam ring cac hop
dugc chit theo sang ché di qua hang rao mau-nio, ching cé thé dugc bao ché thanh
liposom, c6 thé chira thém cac nhém huéng dich dé 1am tang sw vAn chuyén chon loc dén
cac t& bao hodc co quan cu thé. Vi du, xem US 4,522,811; 5,374,548; 5,416,016; va
5,399,331; V.V. Ranade (1989) J. Clin. Pharmacol. 29:685; Umezawa et al., (1988)
Biochem. Biophys. Res. Commun. 153:1038; Bloeman et al. (1995) FEBS Lett. 357:140;
M. Owais et al. (1995) Antimicrob. Agents Chemother. 39:180; Briscoe et al. (1995) Am.
J. Physiol. 1233:134; Schreier et al. (1994) J. Biol. Chem. 269:9090; Keinanen and
Laukkanen (1994) FEBS Lett. 346:123; va Killion and Fidler (1994) Immunomethods
4:273.

Str dung va phuong phép theo sang ché

Céc khang thé (ché phim, dic hiéu kép, va thé tiép hop mién dich) theo sang ché
¢6 nhiéu ich 1gi in vitro va in vivo bao gém, vi du phat hién LAG-3 hodc tdng cudong dap
tng mién dich bang cach phong bé LAG-3. Theo mot phuong 4n wu tién, cac khang thé
nay 13 khang thé ciia ngudi. Cac khang thé nay c6 thé duoc sir dung cho cac té bao trong

moi trudng nudi cay, in vitro hodc ex vivo, hodac cho nguoi, vi du in vivo, dé tang cudng
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tinh mién dich trong nhiéu trudng hop. Do d6, theo mot khia canh, séng ché mo ta
phwong phap bién dbi dap ing mién dich & d6i tuong bao gdm budc cho ddi tuong nay
dung khang thé, hoic phan gin két khang nguyén ctia n6, theo sang ché sao cho dap tmg
mién dich & dbi tuong nay duoc bién d6i. Tt hon néu, dap tng nay dugc ting cudng,

duge kich thich hodc diéu chinh 1én.

Céc d6i tugng dugc wu tién bao gdm ddi tuong bi bénh can tang cuong dap Ung
mién dich. Céc phuong phap ndy dic biét thich hop dé didu tri ddi tuong bi bénh c6 rdi
loan ma c6 thé duoc diéu tri béng cach gia tang dap ting mién dich (vi du, d4p ing mién
dich qua trung gian té bao T). Theo mot phuong 4n cu thé, cac phuong phép nay dic biét
thich hop dé diéu tri bénh ung.thu in vivo. D& dat duoc sy ting cuomg mién dich dic hiéu
khang nguyén, cac khang thé khang LAG-3 ¢6 thé dugc sir dung cung v6i khang nguyén
can quan tdm hoic khang nguyén nay co thé da c6 mit trong ddi twong can diéu tri (vi du,
d6i trong mang khdi u hodc mang virut). Khi céc khang thé dbi v6i LAG-3 duoc st dung

cung v&i mot chét khac, hai chét nay co thé duoc st dung theo thir tu hodc déng thoi.

Sang ché ciing md ta phuong phap phat hién sy c6 mit khang nguyén LAG-3 cia
ngudi trong maiu, hodc do lugng khang nguyén LAG-3 cla ngudi, bao gbm bude cho
mAu nay, va miu dbi chung, tiép xtic v6i khang thé don dong cia ngudi, hodc phin gin
két khang nguyén ciia n6, gin két dafté hiéu v6i LAG-3 cta ngudi, trong cac diéu kién cho
phép tao ra phuc hop gifta khing thé hodc phan cla né va LAG-3 cla ngudi. Sau do,
phitc hgp tao ra dugc phat hién, trong d6 su khac biét cia phirc hop tao ra gilta mau so
v6i mAu dbi ching biéu thi sy c6 mit cia khang nguyén LAG-3 cla ngudi trong mau.
Ngoai ra, cac kha’uig thé khang LAG-3 theo sang ché ¢ thé dugc st dung dé tinh ché

LAG-3 cia ngudi thong qua viéc tinh ché bang 4i luc mién dich.

Dua vao kha ning cia khang thé khang LAG-3 theo séng ché wc ché gin két cua
LAG-3 v6i phan tt MHC nhém II va kich thich dap Umg té bao T dic hiéli khéng nguyén,
sang ché ciing m6 ta phwong phap st dung céc khéng thé in vitro va in vivo @ kich thich,
ting cuong hodc diéu chinh ting dap tmg té bao T dic hiéu khang nguyén. Vi du, sdng
ché mé ta phuong phép kich thich dap ung té bao T ddc hiéu khang nguyén bao gdm
bude cho té bao T nay tiép xic véi khang thé theo sang ché, sao cho dép tmg té bao T dic
hiéu khang nguyén dugc kich thich. Chi thi thich hop bat ky ciia dép tng t€ bao T dic
hiéu khang nguyén c6 thé dugc st dung @8 danh gia dap tng té bao T dic hiéu khang
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nguyén. Cac vi du khong nham muc dich giéi han vé céc chi thi thich hgp nay bao gobm
ting murc ting sinh t€ bao T véi su c¢6 mét cia khang thé va/hodc ting san sinh xytokin
v6i su ¢6 mat cia khang thé. Theo mot phuong 4n vu tién, viéc san sinh interleukin-2 béi

té bao T dic hiéu khang nguyén duoc kich thich.

Sang ché ciing mo ta phuong phép kich thich dap tmg mién dich (vi du, dap ung té
bao T dic hiéu khang nguyén) & dbi tuong bao gdm budc cho d6i twong nay ding khang
thé theo sang ché sao cho d4p tmg mién dich (vi dy, ddp Umng té bao T dic hiéu khang
nguyén) & dbi trgng ndy dugce kich thich. Theo mét phuong 4n vu tién, d6i tuong nay 13
d6i twong mang khéi u va dap tmg mién dich khang khéi u duge kich thich. Theo mot
phuong 4n uu tién khac, dbi tuong nay 1a dbi twong mang virut va dap vng mién dich

chéng virut duoc kich thich.

Sang ché ciing md ta phuong phép e ché sinh trudng té bao khéi u & ddi tuong
bao gdm budc cho ddi tuong ndy dung khang thé theo sang ché sao cho su sinh truéng
ctia khdi u duge e ché & dbi twong nay. Tiép nita, séng ché mod ta phuong phap diéu tri
nhiém virut & déi tuong bao gém bude cho ddi trong nay ding khang thé theo sang ché

sao cho tinh trang nhidm virut dugc didu tri & ddi tuong nay.

Céac phuong phap nay va céc phuong phap khéic theo sang ché dugc ban luan chi

tiét hon duéi day.
Bénh ung thu

Viéc phong bé LAG-3 boi khang thé c6 thé ting cudng dap tmg mién dich déi véi
cac t& bao ung thu & dbi twong bi bénh. Tiép nita, séng ché mo ta viéc didu tri dbi tuong
in vivo bang céach sir dung khang thé khang LAG-3 sao cho sy sinh truéng clia khéi u ung
thu dugc e ché. Khang thé khang LAG-3 c6 thé dugc st dung don 1é dé @ ché sinh
truéng khéi u ung thu. Theo cach khéc, khang thé khang LAG-3 c6 thé duogc sir dung két
hop v&i cac chit sinh mién dich khac, cic bién phéap diéu tri bénh ung thu chuén, hoic
cac khang thé khac, nhu duoc md ta dudi day.

Tiép nita, sang ché md ta phuong phép trc ché sinh truong té bao khéi u & ddi
twrong, bao gdbm budc cho dbi tuong ndy ding khang thé khang LAG-3, hoic phin gin
két khang nguyén cia né, v6i luong hitu hiéu didu tri. T6t hon néu, khang thé nay la

khang thé khang LAG-3 clia nguoi (nhu khang thé bat ky trong s cac khang thé cia
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ngudi khang LAG-3 ciia nguoi duge md ta trong ban moé ta nay). Ngoai ra, khang thé nay
c6 thé 12 khang thé khang LAG-3 thé kham hodc nhén tao.

Bénh ung thu dugc wu tién ma sinh truéng cua nod cd thé dugc e ché bang khang
thé theo sang ché bao gdm bénh ung thu thudng dép tng véi diéu tri mién dich. Cac vi du
khong nhdm muc dich giéi han vé cic bénh ung thu dugc uu tién diéu tri bao gdm u
melanin (vi du, u melanin &c tinh di cn), bénh ung thu than (vi du, bénh ung thu biéu mé
t& bao sang), bénh ung thu tuyén tién liét (vi dy, bénh ung thu biéu md tuyén tién liét
khang hormon), bénh ung thur vi, bénh ung thu rudt két va bénh ung thu phdi (vi du,
bénh ung thu phéi khong phai t€ bao nho). Ngoai ra, sang ché bao gdm khdi u 4c tinh khé
chita hoic tai dién ma su sinh trudng ciia n6 c6 thé duge e ché bang khang thé theo sang

ché.

Vi du v& cac bénh ung thu khéc c6 thé duoc didu tri bing cic phuong phap theo
s&ng ché bao gém bénh ung thu xuong, bénh ung thu tuy, bénh ung thu da, bénh ung thu
du hodc ¢d, u melanin 4c tinh & da hodc trong mét, bénh ung thur tir cung, bénh ung thur
budng trimg, bénh ung thu tryc tring, bénh ung thu ving hiu mén, bénh ung thu da day,
bénh ung thu tinh hoan, bénh ung thu biéu md éng dan trimg, bénh ung thu bi€u mo noi
mac tir cung, bénh ung thu biéu mo cb tir cung, bénh ung thu biéu md 4m dao, bénh ung
thu biéu md 4m ho, bénh Hodgkin, u lympho khéng Hodgkin, béﬁh ung thu thuc quan,
bénh ung thu rudt non, bénh ung thu hé noi tiét, bénh ung thu tuyén giap, bénh ung thu
tuyén can gidp, bénh ung thu tuyén thuong than, sacom mo mém, bénh ung thu niéu dao,
bénh ung thu duong vét, bénh bach cdu man tinh hodc cép tinh bao gf?)m bénh bach ce‘iu‘
thé tay cép tinh, bénh bach ciu thé tiy man tinh, bénh bach cau nguyén bao lympho cép,
bénh bach ciu lympho man tinh, khdi u rén tir thoi tho du, u lympho té bao lympho, bénh
ung thu bang quang, bénh ung thu thén hodc niéu quén, bénh ung thu biéu mod bé fhan,
khéi u cua hé thin kinh trung uong (central nervous system - CNS), u lympho CNS
nguyén phat, st tao mach khéi u, khdi u cot sdng, u than kinh dém ciia than ndo, u tuyén
ctia tuyén yén, sacom Kaposi, bénh ung thu dang qua biéu bi, bénh ung thu t& bao hinh
vay, u lympho té bao T, bénh ung thu gy ra do mdi trudng sdng bao gdm bénh ung thu
ody ra do amisng, va két hop cac bénh ung thu nay. Sang ché ciing hiru ich dé diéu tri
bénh ung thu di cén, dac biét 12 bénh ung thu di cin biéu hién PD-L1 (Iwai et al. (2005)
Int. Immunol. 17:133-144).
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Tuy ¥, cac khang thé d6i voi LAG-3 c6 thé dugc két hop véi chit sinh mién dich,
nhu céc t bao ung thu, khang nguyén ctia khdi u duge tinh ché (bao gbm cac protein tai
t hop, peptit, va phan tir hydrat cacbon), té bao, va té bao dugc chuyén nap bang gen mi
héa xytokin kich thich mién dich (He et al (2004) J. Immunol. 173:4919-28). Cac vi du
khéng nham muc dich gi6i han vé& cé4c vacxin tir khéi u c6 thé dugc sir dung bao gém cac
peptit ciia khang nguyén ctia u melanin, nhu céc peptit ciia gp100, khéng ngliyén MAGE,
Trp-2, MART1 va/hodc tyrosinaza, hoac té bao khéi u duoc chuyén nap dé biéu hién
xytokin GM-CSF (dugc ban luén thém dudi day).

0] ngudi, mot s6 khéi u da duoc thé hién 13 sinh mién dich nhu u melanin. Bﬁng
céch ting ngudng hoat hoa té bao T biang cach phong bé LAG-3, cac dap ting v&i khéi u

& vat chi ¢6 thé dugc hoat héa.

Viéc phong bé LAG-3 ¢6 vé hiéu qua hon khi dwgc két hop v6i quy trinh ching
ngira. Nhidu phuong phép thir nghiém dé ching ngira khang khéi u da duge bdc 16 (xem
Rosenberg, S., 2000, Development of Cancer Vaccines, ASCO Educational Book Spring:
60-62; Logothetis, C., 2000, ASCO Educational Book Spring: 300-302; Khayat, D. 2000,
ASCO Educational Book Spring: 414-428; Foon, K. 2000, ASCO Educational Book
Spring: 730-738; ciing xem Restifo, N. and Sznol, M., Cancer Vaccines, Ch. 61, pp.
3023-3043 in DeVita et al. (eds.), 1997, Cancer: Principles and Practice of Onbology,
Fifth Edition). Theo mdt trong s6 cac phuong phap nay, vacxin dugc bao ché bang cach
str dung céc té bao khéi u ty than hodc di sinh. C4c vacxin chira té bao nay di duogc thé
hién 12 rat hiéu qua khi c4c t& bao khdi u nay duoc tai nap dé biéu hién GM-CSF. GM-
CSF da dugc thé hién 1 chit hoat héa su trinh dién khang nguyén c6 hiéu luc ddi véi

viée chung ngira khéi u (Dranoff et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci U.S.A. 90: 3539-43).

Nghién ctru biéu hién gen va cic md hinh biéu hién gen quy md 16n trong cic khéi
u khac nhau d3 dua dén khai niém dugc goi 1a khang nguyén dic hidu khéi u (Rosenberg,
SA (1999) Immunity 10: 281-7). Trong nhiéu truong hop, cic khang nguyén dic hiéu
khéi u nay 13 cac khang nguyén biét hoa duge biéu hién trong khdi u va trong té bio ma
tir 6 khdi u xuét hién, vi du khang nguyén té bao hic t6 gp100, khang nguyén MAGE,
va Trp-2. Quan trong hon, nhiéu trong sé cac khang nguyén nay c thé dugc thé hién 1a
dich ctia t& bao T dic hiéu khéi u duoc tim thiy trong vét chi. Viéc phong bé LAG-3 c6

thé dugc sir dung két hop vai viée thu céc protein tai t6 hop va/hodic cac peptit dugc biéu
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hién trong khdi u dé tao ra dap tmg mién dich véi céc protein ndy. Céc protein nay
thuong duge hé mién dich cho 1 cac tir khiang nguyén va do do, hé mién dich dung nap
duogc ching. Khang nguyén cua khdi u ¢6 thé bao gdm protein telomeraza, can dé tong
hop diém cudi cua nhiém sic thé va dugc bidu dién trong nhidu hon 85% bénh ung thu
clia ngudi va chi trong mét sb luong giéi han mo sinh dudng (Kim et al. (1994) Science
266: 2011-2013). (Cac md sinh dudng nay c6 thé dugc bao vé khéi su tAn cong mién dich
bang nhiéu cach khac nhau). Khang nguyén clia khéi u ciing c6 thé 13 “cac khang nguyén
tan tao” dugc biéu hién trong té bao ung thu do cac dot bién sinh dudng lam thay dbi
trinh tu protein hodc tao ra protein dung hgp gitra hai trinh tir khong lién quan (zzc la ber-
abl trong nhidm sic thé Philadelphia), hoic kiéu gen ca thé tir khéi u cia té bao B.

Céc vacxin khang khéi u khac c6 thé bao gbm cac protein tir virut lién quan dén
bénh ung thu cta ngudi nhu virut gdy u nhu ¢ ngudi (Human Papilloma Virus- HPV),
virut gdy bénh viém gan (HBV va HCV) va virut Herpes li€n quan dén bénh sacom
Kaposi (Kaposi’s Herpes Sarcoma Virus - KHSV). Mot dang khac ctia khang nguyén dac
hiéu khdi u c6 fhé duogc st dung két hop véi viéc phong bé LAG-3 1 protein sb¢c nhiét
(heat shock protein - HSP) tinh ché dugc phan 14p tir chinh mo khéi u. Céac protein sbc
nhiét ndy chira cdc méanh protein tir cac té bao khdi u va cac HSP ndy c6 hiéu qua phan
phéi cao dén cac té bao trinh dién khang nguyén dé gay ra su mién dich khéi u (Suot &

Srivastava (1995) Science 269:1585-1588; Tamura et al. (1997) Science 278:117-120).

Céc té bao dudi gai (dendritic cell - DC) 1a té bao trinh dién khang nguyén c6 hiéu
luc ¢6 thé dugc sit dung dé mdi cac dap Gmg dic hiéu khang nguyén. Cac DC c6 thé duoc
san sinh ex vivo va dugc nap boi cac khang nguyén protein va peptit khac nhau cling nhu
dich chiét t& bao khéi u (Nestle et al. (1998) Nature Medicine 4: 328-332). Cac DC ciing
c6 thé duoc tai nap bang cach di truyén dé biéu hién cac khang nguyén cua khéi u. Cac
DC ciing dugc dung hop truc tiép véi cac té bao khdi u nham muc dich gay mién dich
(Kugler et al. (2000) Nature Medicine 6:332-336). L phuong phép chung ngira, viéc gy
mién dich bang DC c6 thé dugc két hop hidu qui véi viéc phong bé LAG-3 dé hoat héa

céc dap tmg khang khdi u c6 hiéu luc hon.

Viéc phong bé LAG-3 ciing c6 thé dugc két hop véi cac bién phap diéu tri bénh
ung thu chudn. Viéc phong bé LAG-3 ¢6 thé dugc két hop hiéu qua vé6i ché d6 héa didu

tri. Trong c4c truong hop nay, c6 thé giam lidu cta duoc chit hoa tri liéu duoc sir dung
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(Mokyr et al. (1998) Cancer Research 58: 5301-5304). Vi du vé két hop nhu vy la
khang thé khang LAG-3 két hop v6i decarbazine dé didu tri u melanin. M6t vi du khac vé .
két hop nhu vy 13 khang thé khang LAG-3 két hop v6i interleukin-2 & diéu tri u
melanin. Co s& khoa hoc hop 1y dang sau viéc sir dung két hop viéc phong bé LAG-3 va
héa diéu tri 12 su chét té bao, 1a Két qua cua tac dong gay doc té bao ctia hau hét cac dugc
chét hoéa tri liéu, s& din dén ting mirc khidng nguyén cla khéi u trong qua trinh trinh dién
khang nguyén. Cac phuong phap didu tri két hop khac c6 thé din dén tac dung hiép dong
v6i viée phong bé LAG-3 théng qua sy chét té bao 12 viée chibu xa, phiu thuét, va trc ché
hormon. Mdi trong sé cac qua trinh ndy tao ra ngudn khang nguyén ciia khéi u trong vat
chit. Cac chét trc ché su tao mach ciing c6 thé duge két hop véi viéc phong bé LAG-3.
Viéc e ché su tao mach dan dén chét té bao khdi u, didu nay co thé cung cép khéang

nguyén cua khdi u cho qua trinh trinh dién khang nguyén cta vat chu.

Céc khang thé phong bé LAG-3 ciing c6 thé dugc sir dung két hop vé6i cac khang
thé dic hiéu kép hudéng dich cac té bao hiéu tmg biéu hién thu thé Fca hoac Fey dén cac
t& bao khédi u (vi du, xem patent My sb 5,922,845 va 5,837,243). Cac khang thé dic hidu
kép c6 thé duoc st dung huéng dich hai khang nguyén riéng r&. Vi du, cac khang thé dac
hiéu kép ctia khang nguyén khang thu thé Fc/khang khéi u (vi du, Her-2/neu) da dugc st
dung dé hudng dich dai thuc bao dén vi tri cta khéi u. Viée huéng dich nay c6 thé hoat
hoa céc dap tmg dic hiéu khéi u hiéu qua hon. Nhanh té bao T cta céc dap ung ndy s&
dugc ting nhd viée st dung phong bé LAG-3. Theo cich khéc, khang nguyén c6 thé
duoc phan phéi truc tiép dén cac DC bang cach st dung céc khéang thé dic hidu kép gin
két v&i khang nguyén ciia khbi u va chat danh d4u bé mit té bao dic hiéu vai té bao dudi
gai.

Khéi u tranh sy gidm sat mién dich cta vat chu béng nhiéu co ché. Nhiéu trong sb
cac co ché nay c6 thé chién thing bang cach lam bét hoat céc protein dugce biéu hién boi
khéi u va c6 tac dung rc ché mién dich. Cac protein nay bao gbm, trong s cac chat khac,
TGF-B (Kehrl et al. (1986) J. Exp. Med. 163: 1037-1050), IL-10 (Howard & O’Garra
(1992) Immunology Today 13: 198-200), va phéi tir Fas (Hahne et al. (1996) Science 274:
1363-1365). Céc khang thé dbi voi mdi trong sb cac chét nay c6 thé duge st dung két
hop v6i khang LAG-3 @ chéng lai tic dung cla chét trc ché mién dich va lam thuan loi

cho déap tmg mién dich khéi u béi vat chu.
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Céc khang thé khac hoat hoa d4p tng mién dich cta vét cha ¢6 thé dugc sir dung
“két hop v6i khang LAG-3. Céc khang thé nay bao gbm céc phan tir trén bé mit cia té bao
dudi gai hoat héa chirc nang DC va viéc trinh dién khang nguyén. Cac khang thé khang
CDA40 c¢6 thé thay thé hiéu qua cho hoat tinh té bao T hd trg (Ridge et al. (1998) Nature
393: 474-478) va c6 thé duoc st dung két hop véi cac khang thé LAG-3 (Ito et al. (2000)
Immunobiology 201 (5) 527-40). Céc khang thé hoat héa d6i v6i cac phan tir déng kich
thich t& bao T nhu CTLA-4 (vi du, patent M§ s 5,811,097), OX-40 (Weinberg et al.
(2000) Immunol 164: 2160-2169), 4-1BB (Melero et al. (1997) Nature Medicine 3: 682-
685 (1997), va ICOS (Hutloff et al. (1999) Nature 397: 262-266) cling ¢6 thé ting muc
hoat hoa té bao T.

Viéc ghép tiy xuong hién dang dugc s dung d& diéu tri nhidu khéi u c6 ngudn
géc tao mau. Trong khi viéc ghép v6i bénh vat chu la Két qua cuia viéc diéu tri nay, lgi ich
didu tri ¢6 thé thu duge tr viée ghép v6i dap tng khéi u. Viée phong bé LAG-3 c6 thé

duoc str dung dé 1am tang hiéu qua cia té bao T dic hidu khéi u duge ghép vao thé cho.

Ciing c6 mét s6 quy trinh diéu trj thir nghiém bao gém hoat hoa va khuéch dai ex
vivo céc té bao T ddc hiéu khang nguyén va chuyén nhan cic té bao niy vao trong thé
nhan dé kich thich cac té bao T dic hiéu khang nguyén khéng khéi u (Greenberg &
Riddell (1999) Science 285: 546-51). Cac phuong phép nay cling co thé duoc sir dung dé
hoat héa cac dap tng té bao T véi cac tac nhan gdy nhiém nhu viéc hoat héa CMV. Ex
vivo v6i su ¢6 mat cua cac khang thé khang LAG-3 ¢6 thé 1am tang tin suit va hoat tinh
cta cac té bao T dugc chuyén nhén.

Bénh lay nhiém

Céc phuong phép theo sang ché khac dugc st dung dé didu tri cac dbi tuong bi
bénh da duogc tiép xtc véi cac doc td hodc mam bénh cu thé. Tiép nita, sang ché m6 ta
phuong phép diéu tri bénh 13y nhiém & ddi twong bao gdm budc cho dbi tugng nay ding
khang thé khang LAG-3, hoic phan gin két khang nguyén cia né, sao cho db6i tuong nay
didu tri dugc bénh lay nhidm. Tét hon néu, khing thé nay 13 khang thé ciia nguoi khang
LAG-3 cia ngudi (nhu khang thé bét ky trong sd céc khang thé khang LAG-3 clia ngudi
dugc mo ta trong ban mo ta nay). Ngoai ra, khang thé nay c6 thé 12 khang thé kham hoic

nhan tao.
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Twong tu nhu viée st dung khang thé nay cho khéi u nhu duoc mod ta trén day,
viéc phong bé LAG-3 qua trung gian khang thé ¢6 thé dugc st dung don 18, hodc dudi
dang ta chét, két hop véi cac vacxin, dé kich thich dap tng mién dich véi mam bénh, doc
t6, va tu khang nguyén. Cac vi du vé mam bénh ma phuong phép diéu tri ndy c6 thé dic
biét hiru ich, bao gém cidc mam bénh ma hién chua c6 vacxin hiéu qua, hoic céc mam
bénh ma cac vacxin thong thuong it c6 hi€u qua ddy di. Cac mam bénh nay bao gdm,
nhung khong gidi han &, HIV, Hepatitis (A, B, & C), Influenza, Herpes, Giardia, Malaria,
Leishmania, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa. Viéc phong bé LAG-3 13
dic biét hiru ich chdng bénh 1ay nhiém dugce gy ra béi cac tic nhan nhu HIV c6 khang
nguyén thay ddi trong qua trinh nhiém bénh. Céc epitop méi ndy dugc nhan dién 12 ngoai
lai & thoi didm dung khang LAG-3 ciia ngudi, do d6, gdy ra dap tng té bao T manh
khong giam bai tin hiéu 4m tinh thong qua LAG-3.

Mot sb6 vi du v& céc virut gdy bénh giy ra bénh lay nhiém c6 thé diéu tri dugc
bang cac phuong phép theo séng ché bao gdm HIV, virut gdy bénh viém gan (A, B, hoic
C), virut gy bénh herpes (vi du, VZV, HSV-1, HAV-6, HSV-II, va CMV, virut Epstein
Barr), adenovirut, virut gdy bénh cum, flavivirut, echovirut, rhinovirut, virut coxsackie,
coronavirut, virut hgp bao hé hép, virut gdy bénh quai bi, rotavirut, virut gy bénh sdi,
virut gy bénh sdi Duc, parvovirut, virut gdy bénh diu mua, virut HTLV (Human T-cell
Lymphotropic Virus - virut gy u lympho T & ngudi), virut gdy bénh s6t xudt huyét,
papillomavirut, virut gay bénh u mém, poliovirut, virut gy bénh dai, virut JC va virut

gdy bénh viém nao do arbovirut.

Mdt s6 vi du v& vi khudn gy bénh gy ra bénh lay nhiém co thé diéu tri duoc
bing cac phuong phap theo sing ché bao gdbm chlamydia, vi khudn rickettsia,
mycobacteria, staphylococci, streptococci, pneumonococci, meningococci va gonococci,
klebsiella, proteus, serratia, pseudomonas, legionella, diphtheria, salmonella, bacilli,

cholera, tetanus, botulism, anthrax, plague, leptospirosis, va vi khudn gdy bénh Lymes.

Mot sb vi du vé ndm gy bénh gy ra bénh 1iy nhiém c6 thé didu tri duoc bang cac
phuong phap theo séng ché bao gdbm Candida (albicans, krusei, glabrata, tropicalis,
v.v.), Cryptococcus neoformans, Aspergillus (fumigatus, niger, v.v.), chi Mucorales
(mucor, absidia, rhizopus), Sporothrix schenkii, Blastomyces dermatitidis,

Paracoccidioides brasiliensis, Coccidioides immitis va Histoplasma capsulatum.
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Mot sb vi du v& ky sinh triung gy bénh gy ra bénh lay nhiém c6 thé diéu tri duoc
bing cac phuong phap theo sang ché bao gdm Entamoeba histolytica, Balantidium coli,
Naegleriafowleri, Acanthamoeba sp., Giardia lambia, Cryptosporidium sp.,
Pneumocystis carinii, Plasmodium vivax, Babesia microti, ITrypanosoma brucei,
Trypanosoma cruzi, Leishmania donovani, Toxoplasma gondii, Nippostrongylus

brasiliensis.

Trong toan bd cac phuong phép trén, viéc phong bé LAG-3 c6 thé dugc két hop
v6i dang diéu tri mién dich khac nhu diéu tri béng xytokin (vi du, interferon, GM-CSF,
G-CSF, IL-2), hoac didu tri bing khang thé dic hiéu kép, lam ting trinh dién khang
nguyén ciia khdi u (vi du, xem Holliger (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-
6448; Poljak (1994) Structure 2:1121-1123).

Céac phéan Ung tw mién

Céc khang thé khang LAG-3 c6 thé giy ra va khuéch dai cac dép tmg tu mién.
Thuc vay, viéc cam tng cac dap Gng khang khéi u bing cach sir dung té bao khdi u va
vacxin chtra peptit kham pha ra ring nhidu dap tng khang khéi u lién quan dén kha nang
phan ung tu khang (van Elsas et al. (2001) J. Exp. Med. 194:481-489; Overwijk, et al.
(1999) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 96: 2982-2987; Hurwitz, (2000) néu trén, Rosenberg
& White (1996) J. Immunother Emphasis Tumor Immunol 19 (1): 81-4). Do do, co6 thé
xem xét viéc st dung phong bé khang LAG-3 két hop véi céc protein tu than khéc nhau
dé dwa ra quy trinh chiing ngira d tao ra cac dap ing mién dich chéng céc protein tu than
nay mot cach hiéu qua dé diéu tri bénh. Vi du, bénh Alzheimer lién quan dén sy tich tu
khong thich hop cia peptit A0 trong cac mang ling dong dang tinh bot trong ndo; dap
g ctia khang thé chéng dang tinh bot c6 thé 1am sach cac mang ling dong dang tinh bot
nay (Schenk et al., (1999) Nature 400: 173-177).

Cac protein ty than khac ciing c6 thé dugc st dung lam dich nhu IgE d diéu tr
bénh hen v di img, vd TNFO dé diéu tri bénh viém khép dang thip. Cudi cing, dap ting
ctia khang thé véi cac hormon khac nhau c6 thé dugc gdy ra nho viée sir dung khang thé
khang LAG-3. Pap tng trung hoa khang thé v6i cac hormon sinh san c6 thé duge st
dung dé tranh thu thai. Pap tmg trung hoa khang thé v6i hormon va cac yéu t6 hoa tan
khac 13 cin thiét cho sy sinh truéng cia khéi u cu thé ciing c6 thé duoc coi 12 dich ching

ngira ¢ the.
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Céac phuong phéap tuong tu nhu 43 mé ta trén diy dé st dung khang thé khang
LAG-3 c6 thé dugc sir dung dé gay ra dap tng ty mién didu tri dé diéu tri cho cac dbi
tugng bi bénh cé su tich tu khéng thich hgp cia cac trr khang nguyén khéac, nhu cdc mang
ling dong dang tinh bét, bao gdbm A0 trong bénh Alzheimer, xytokin nhu TNFa, va IgE.

Vacxin

Céc khéang thé khang LAG-3 c6 thé dugc st dung dé kich thich d4p img mién dich
dic hiéu khang nguyén bing cach dung phébi hop khang thé khang LAG-3 v6i khang
nguyén cin quan tAm (vi du, vacxin). Do d6, theo mdt khia canh khéc, sang ché mo ta
phuong phép ting cudng dép tmg mién dich v6i khang nguyén & d6i trong, bao gdm
budce cho dbi tuong nay dung: (i) khang nguyén; va (ii) khang thé khang LAG-3, hoic
phan gin két khang nguyén ciia no, sao cho dap tng mién dich v6i khang nguyén & d6i
tugng dugc ting cudng. Tt hon néu, khang thé nay 14 khang thé ctia nguoi khang LAG-
3 clia ngudi (nhu khang thé bét ky trong sd cac khang thé khang LAG-3 clia ngudi dugc
md ta trong ban mo ta nay). Ngoai ra, khing thé nay c6 thé 1 khang thé kham hoic nhan
tao. Khang nguyén nay c6 thé 13, vi du khang nguyén cua khéi u, khang nguyén cua virut,
khang nguyén cua vi khuén hoidc khang nguyén tir mam bénh. Céc vi du khong nhim
muc dich giéi han vé cac khang nguyén nay bao gbm cac khang nguyén dugc ban luan
tfon_g cac phén néu trén, nhu khang nguyén cla khdi u (hodc vacxin tir khéi u) néu trén,

hodc khang nguyén tir virut, vi khuan hodc mam bénh khac dugc md ta trén day.

Céac duong dua thube thich hop cta ché phdm chtra khéang thé (vi dy, khang thé
don dong clia nguoi, phan tr da dic hi¢u va dic hiéu kép va thé tiép hop mién dich) theo
sang ché in vivo va in vitro 13 di biét trong linh vuc nay va cd thé duoc lya chon béi
chuyén gia c6 trinh d9 trung binh. Vi duy, ché phadm chira khang thé c6 thé dugc st dung
bang cach tiém (vi dy, tiém tinh mach hodc tiém dudi da). Cac lidu thich hop cia cac
phin to dugc st dung s& phu thudc vao tudi va can ning cia dbi tuong va néng do

va/hoic dang bao ché ciia duge phim chira khang thé nay.

Nhu d3 m6 ta trén ddy, khang thé khang LAG-3 cia ngudi theo sang ché c6 thé
duoc st dung Kkét hop v&i mot hodc nhiéu duge chit khac, vi du chit gdy doc té bao, chit
gdy doc phong xa hoac chit (tc ché mién dich. Khang thé c¢6 thé dugc lién két véi chét
nay (duéi dang phirc hgp mién dich) hodc c6 thd duoc sir dung riéng 18 vai chéit nay.

Trong truong hop sau (viée sit dung riéng r€), khing thé nay c6 thé dugc st dung trudc,
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sau hodc ddng thoi véi chét nay hodc c6 thé duge st dung két hop vé6i cac phuong phép
didu tri da biét khac, vi du phuong phap diéu tri chng ung thu, vi du xa tri. Cac duge
chét nay bao gbm, trong sd cac chét khac, dugce chit chéng ung thu nhu doxorubicin
(adriamycin), cisplatin bleomycin sulfat, carmustine, chlorambucil, dacarbazine va
xyclophosphamit hydroxyure ma, ban than ching, chi c¢é hi€u qua & mtrc gy doc hodc
dudi mirc gy doc cho déi trong bi bénh. Cisplatin dugc st dung tiém tinh mach véi liéu
100mg/mL mbi bbn tudn mot 1in va adriamycin duge sir dung tiém tinh mach véi lidu
60-75mg/mL mbi 21 ngdy mot 1in. Viéc sir dung phéi hop cac khang thé khang LAG-3
clia ngudi, hodc phan gin két khang nguyén ctia né, theo sang ché véi cac duge duoc
chét héa tri liéu tao ra hai duoc chit chéng ung thu hoat dong thong qua cic co ché khac
nhau thu duge tac dung gy doc t& bao cho cac té bao khéi u cia ngudi. Viée str dung
phdi hop nay c6 thé giai quyét cac van dé do sur phat trién tinh khéng thudc hoic thay dbi
tinh khang nguyén cia té bao khdi u 1am cho chiing khong phan tmg v6i khang thé.

Sang ché ciling dé cap dén kit chira ché phAm chira khang thé theo sang ché (vi du,
khéang thé cla ngudi, phin tir ddc hiéu kép hodc da dic hiéu, hodc thé tiép hop mién dich)
va huéng din dé st dung. Kit nay ¢ thé con chira it nhit mot chét phan @ng bd sung,
hodc mot hodc nhidu khang thé ctia ngudi bd sung theo sang ché (vi du, khang thé cua
ngudi c6 hoat tinh bd sung gin két véi epitop trong khéng nguyén LAG-3 phén biét v6i
khang thé ctia ngudi thir nhat). Cac kit thudng bao gbm nhan chi ra muc dich sir dung da
dinh ctia cac thanh phan cta kit. Thuat ngt nhin bao gbm vit lidu viét tay hodc dugc ghi

bét ky duge cung cp trén hoic véi kit, hodc néu khong, kém theo kit.
Phuong phap diéu tri két hop

Theo mot khia canh khéc, sang ché mé ta phuong phap diéu tri két hop trong d6
khang thé khang LAG-3 (hoic phan gan két khang nguyén clia nd) theo sang ché duoc sir
dung két hop véi mot hoic nhidu khang thé bd sung c6 hidu qua trong viéc kich thich dap
tmg mién dich dé tir d6 lam ting cudng, kich thich hodc didu chinh ting dap tmg mién
dich & dbi tuong. Theo mot phuong 4n, sing ché mo ta phuong phép kich thich dap tmg
mién dich & d6i trong bao gdm bude cho d6i trong nay dung khang thé khang LAG-3 va
mot hodc nhiéu khang thé kich thich sinh mi&n dich bd sung, nhu khéng thé khang PD-1,
khéng thé khang PD-L1 va/hoic khéng thé khang CTLA-4, sao cho dap tng mién dich

duogc kich thich & dbi tuong nay, vi du dé tc ché su sinh truéng khdi u hodc dé kich thich
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d4p umg chdng virut. Theo mdt phuong 4n khac, d6i twong nay duge sir dung khang thé
khang LAG-3 va khang thé khang PD-1. Theo mdt phuong an khac, dbi trong nay duogc
st dung khang thé khang LAG-3 va khang thé khang PD-L1. Theo mdt phuong 4n khéc,
dbi twong ndy duoc st dung khang thé khang LAG-3 va khang thé khang CTLA-4. Theo
mot phuwong 4n, khang thé khang LAG-3 13 khang thé ctia nguoi, nhu khang thé theo sang
ché nay. Theo cach khéc, 'khéng thé khang LAG-3 c6 thé 13, vi du khang thé kham hosc
nhén tao (vi du, dugc tao ra tir mAb khang LAG-3 cta chuét). Theo mot phuong 4n khac,
it nhit mot khang thé kich thich sinh mién dich bd sung (vi du, khang thé khang PD-1,
khang PD-L1 va/hodc khang CTLA-4) 1a khang thé ctia nguoi. Theo cach khac, it nhét
mdt khéng thé kich thich sinh mién dich bd sung c6 thé 13, vi du khang thé kham hoic
nhan tao (vi du, dugc tao ra tir khang thé khang PD-1, khang PD-L1 va/hodc khang
CTLA-4 cta chudt).

Theo mét phuong an khéc, sang ché md ta phuong phap didu tri bénh ting sinh (vi
du, bénh ung thu), bao gém buéc cho d6i tuong st dung khang thé LAG-3 va khang thé
CTLA-4. Theo cac phuong 4an khac, khang thé khang LAG-3 dugc st dung & lidu thap
hon liéu didu tri, khang thé khang CTLA-4 dugc st dung & lidu thap hon lidu diéu tri,
hodc ca hai khang thé dugc stt dung & lidu thip hon liéu diéu tri. Theo mot phuong 4n
khac, sang ché mé ta phuong phép thay d6i bién cb bat loi lién quan dén viéc diéu tri
bénh ting sinh bang chét kich thich sinh mién dich, bao gbm buée cho ddi twong st dung
khéng thé khang LAG-3 va khang thé khang CTLA-4 véi lidu thap hon liéu diéu tri. Theo
mot sb phuong 4n, dbi tugng nay 1a ngudi. Theo cdc phuong an khac, khang thé khang
CTLA-4 13 khang thé don dong trinh tw cia ngudi 10D1 (duwgc md td trong
WO01/14424) va khang thé khang LAG-3 13 khang thé don dong trinh ty ctia ngudi, nhu
LAG3.5 dugc md ta trong ban mo ta nay. Cac khang thé khang CTLA-4 khac gbm trong
cac phuong phép theo sing ché bao gbm, vi du cac khang thé dugc boc 10 trong:
W098/42752; WO00/37504; patent M§ sb 6,207,156; Hurwitz ez al. (1998) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 95(17):10067-10071; Camacho et al. (2004) J. Clin. Oncology 22(145):
Abstract No. 2505 (antibody CP-675206); va Mokyr et al. (1998) Cancer Res. 58:5301-
5304. Theo mdt s6 phuong 4n, khang thé khang CTLA-4 gin két v6i CTLA-4 clia ngudi
v6i hing s6 Kp bang 5 x 10 M hodc nho hon, gin két véi CTLA-4 cia ngudi véi hing
s6 Kp bang 1 x 10® M hoic nhé hon, gin két véi CTLA-4 ciia ngudi véi hing s6 Kp
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bing 5 x 10° M hodc nhé hon, hodc gin két v6i CTLA-4 clia ngudi véi hang s6 Kp ndm

trong khoang tir 1 x 10°M dén 1 x 107"° M hogc nhé hon.

Theo mdt phuong 4n khac, sang ché mo ta phuong phép diéu tri bénh tang sinh (vi
du, bénh ung thu), bao gdm budc cho dbi trgng sir dung khang thé LAG-3 va khang thé
PD-1. Theo c4c phuong an khéc, khang thé khang LAG-3 dugc sir dung & lidu thap hon
lidu diéu tri, khang thé khang PD-1 dugc st dung & lidu thép hon liéu diéu tri, hodc ca hai
khang thé duoc sir dung & liéu thap hon lidu diéu tri. Theo mot phuong an khéc, sang ché
mb ti phuong phéap thay doi bién cb bét loi lién quan dén viéc diéu tri bénh ting sinh
bang chét kich thich sinh mién dich, bao gdm budc cho déi tugng st dung khang thé
khéang LAG-3 va khang thé khang PD-1 véi liéu thdp hon liéu diéu tri. Theo mot sd
phuong 4n, d6i trong nay 12 ngudi. Theo mot sd phuong 4n nhét dinh, khang thé khang
PD-1 12 khang thé don dong trinh twr clia ngudi va khéng thé khang LAG-3 1a khang thé
don dong trinh tu cia nguoi, nhue LAG3.5 duge mo ta trong ban mo ta nay. Vi du vé céc
khéng thé khang PD-1 trinh tu clia ngudi bao gdm 17D8, 2D3, 4H1, 5C4 va 4A11, dugc
md ta trong WOO06/121168. Cac khang thé khang PD-1 khic bao gom, vi du
lambrolizumab (W02008/156712), va AMP514 (W(02010/027423, W02010/027827,
W02010/027828, W02010/098788). Theo mot sé phuong an, khang thé khang PD-1 gén
két v6i PD-1 cua ngudi véi hing sé Kp bang 5 x 10® M hozc nhé hon, gin két véi PD-1
ctia ngudi voi hing s6 Kp bang 1 x 10® M hoic nhé hon, gin két véi PD-1 ciia ngudi véi
hing s6 Kp bing 5 x 10° M hodc nhé hon, hoic gin két véi PD-1 cia ngudi véi hang sb

Kp nim trong khoang tir 1 x 10° M dén 1 x 107" M hodc nhé hon.

Theo nic}t phuong 4n khac, sang ché mé ta phuong phép diéu tri bénh tang sinh (vi
du, bénh ung thu), bao gdm budc cho dbi tugng sir dung khang thé LAG-3 va khang thé
PD-L1. Theo cic phuong 4n khac, khang thé khang LAG-3 dugc sir dung & lidu thip hon
lidu diéu tri, khang thé khang PD-L1 dugc st dung & lidu thfip hon liéu diéu tri, hodic ca
hai khéng thé duoc sir dung & liéu thap hon liéu diéu tri. Theo mot phuong 4n khéc, sang
ché mo ta phwong phap thay dbi bién cb bat loi lién quan dén viéc diéu tri bénh tang sinh
bang chét kich thich sinh mién dich, bao gdm buéc cho d6i trong st dung khang thé
khéang LAG-3 va khang thé khang PD-L1 véi liéu thip hon lidu diéu tri. Theo mot sd
phuong 4n, d6i tuong nay 13 ngudi. Theo cic phuong 4n khéc, khang thé khang PD-L1 13
khéng thé don dong trinh ty ciia ngudi va khang thé khang LAG-3 12 khang thé don dong
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trinh tu cia nguoi, nhue LAG3.5 duge mo ta trong ban md t4 nay. Vi du vé cac khang thé
khéng PD-L1 trinh tr ctia ngudi bao gom 3G10, 12A4, 10A5, 5F8, 10H10, 1B12, 7H1,
11E6, 12B7 va 13G4, dugc mé ta trong WO07/005874. Cac khang thé khang PD-L1
khic bao gdm, vi du MPDL3280A (RG7446) (WO02010/077634), MEDI4736
(W02011/066389), va MDX1105 (W02007/005874). Theo mot sd phuong 4n, khang thé
khang PD-L1 gén két v6i PD-L1 cta ngudi v6i hing sé Kp bang 5 x 10° M hoic nhé
hon, gén két véi PD-L1 cua nguoi voi hﬁng sb Kp b?mg 1x10%M hodc nhé hon, gén két
véi PD-L1 cia ngudi véi hing sb Kp bang 5 x 10° M hoic nhé hon, hoic gin két v6i
PD-L1 cta ngudi voi hing sé Kp nim trong khoang tlr 1 x 10°M dén 1 x 10"° M hoic
nho hon. "

Viéc phong bé LAG-3 va mot hodc nhiéu khang hguyén dich thtt hai nhu CTLA-4
va/hogc PD-1 va/hodc PD-L1 bai khang thé c6 thé ting cuong dap tmg mién dich véi céac
t€ bao ung thu & ddi twong bi bénh. Bénh ung thu ma sinh trudng cua né c6 thé dugc tc
ché bang khang thé theo sang ché bao gdm bénh ung thu thuong dap tng véi diéu tri
mi&n dich. Vi du dién hinh v& bénh ung thu dugc diéu tri bing phurong phép diéu tri két
hop theo sang ché bao gdm cac bénh ung thu néu trén trong phan ban luén vé phuong

phap diéu tri don tri bing khang thé khéang LAG-3.

Theo mét sb phuong én, viéc Két hop cac dugc chét khéng thé duoc boc 16 trong
ban mo ta nay c6 thé duoc sir dung dong thoi dudi dang ché phim don trong chét mang
duoc dung, hodc ddng thoi dudi dang cac ché phim riéng 1& véi mdi khang thé trong chét
mang dugc dung. Theo mdt phuong an khac, viéc két hop cac dugce chét khéng thé c6 thé
duoc st dung 1an luot. Vi du, khang thé khdng CTLA-4 va khéng thé khang LAG-3 ¢6
thé dugc sir dung 14n luot, nhu khang thé khang CTLA-4 dugc sir dung thtr nhét va khang
thé khang LAG-3 dugc st dung thir hai, hodc khang thé khang LAG-3 dugc St dung thir
nhét va khang thé khang CTLA-4 dugc st dung thir hai. Ngoai ra, khang thé khang PD-1
va khang thé khang LAG-3 cé thé duge st dung 1an luot, nhu khang thé khang PD-1
dugc sir dung thir nhét va khéang thé khang LAG-3 dugc st dung thir hai, hodc khéng thé
khang LAG-3 dugc st dung thir nhét va khang thé khang PD-1 dugc st dung tht hai.
Ngoai ra, khang thé khang PD-L1 va khang thé khang LAG-3 c6 thé dugc sir dung l4n
luot, nhu khang thé khang PD-L1 duoc sir dung thir nhit va khang thé khang LAG-3
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duge st dung tht hai, hoic khang thé khang LAG-3 dugc sir dung thtr nhit va khang thé
khang PD-L1 dugc st dung thir hai.

Ngoai ra, néu nhiéu hon mét lidu cta phuong phap diéu tri két hop duge sir dung
14n luot, thi thir tu cta viée st dung 1an lugt co thé dugc dao chidu hodc duge git theo
th tu giéng nhau & mdi thoi diém dung, viéc s dung 1an luot co thé}durqc két hop véi
viéc st dung ddng thoi, hodic két hop bat ki ciia ching. Vi dy, 14n diing thtr nhét cia viée
két hop, khang thé khang CTLA-4 va khang thé khang LAG-3 ¢6 thé dugc st dung dong
thori, 1An ding thtr hai c6 thé 12 14n lugt véi khang CTLA-4 thir nhit va khang LAG-3 thi
hai, vA 14n dimg th ba 6 thé 12 I3n luot v6i khang LAG-3 thir nhat va khang CTLA-4
thtr hai, v.v.. Ngoai ra, 14n dung thtr nhit cta viée két hop, khéng thé khang PD-1 va
khang thé khing LAG-3 c6 thé dugc sit dung ddng thoi, 1An dimg th hai c6 thé 12 1an
lugt v6i khang PD-1 thir nhét va khang LAG-3 tht hai, va 1an ding tht ba c6 thé 1a lan
lugt véi khang LAG-3 thtr nhét va khang PD-1 thir hai, v.v.. Ngoai ra, 1in ding thir nhét
cia viéc két hop, khang thé khang PD-L1 va khang thé khang LAG-3 c6 thé dugc st
dung ddng thoi, 14n dung thir hai ¢6 thé 13 1An lugt véi khang PD-L1 thtr nhat va khéng
LAG-3 thtt hai, va 14n dimg thtr ba ¢6 thé 12 14n luot véi khang LAG-3 thtr nhat va khang
PD-L1 thtt hai, v.v.. Mot phéc d dung lidu dién hinh khéc ¢6 thé bao gdm lan ding thu
nhit 12 1dn lugt v6i khang LAG-3 thi nhdt va khang CTLA-4 (vd/hodc khéng PD-1
va/hogc khang PD-L1) th hai, va c4c 1in ding tiép theo c6 thé 1a dong thoi.

Tuy ¥, két hop gitra khang LAG-3 va mot hoic nhidu khang thé b sung (vi du,
céc khang thé khang CTLA-4 va/hodc khang PD-1 va/hodc khang PD-L1) c6 thé dugc
két hop thém v6i chat sinh mién dich, nhu té bao ung thu, khing nguyén ctia khéi u duge
tinh ché (bao gém cac protein tai td hop, peptit, va phan tr hydrat cacbon), cac té bao, va
cac t& bao duoc chuyén nap biang cic gen ma héa xytokin kich thich mién dich (He et al.
(2004) J. Immunol. 173:4919-28). Céc vi du khong nhim muc dich gi6i han vé céc
vacxin tir khéi u c6 thé duoc st dung bao gbm céc peptit cia khdng nguyén cla u
melanin, nhu céac peptit cia gpl00, khang nguyén MAGE, Trp-2, MARTI va/hodc
tyrosinaza, hodc té bao khdi u duge chuyén nap dé biéu hién xytokin GM-CSF (duoc ban
luan thém dusi ddy). Viéc phong bé LAG-3 va CTLA-4 va/hoic PD-1 va/hogc PD-L1 két
hop ¢6 thé duge két hop thém véi quy trinh ching nglra, nhu quy trinh bét ky trong sb
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cac quy trinh ching ngtra dugc ban luin chi tiét trén day dbi v6i phuong phap diéu tri
don tri bang cac khang thé khang LAG-3.

Viéc phong bé LAG-3 va CTLA-4 va/hoic PD-1 va/hoic PD-L1 két hop cling c6
thé duge két hop thém vdi cac bién phap didu tri bénh ung thu chuén. Vi du, viéc phong
bé LAG-3 va CTLA-4 va/hoic PD-1 va/hosic PD-L1 két hop c6 thé duge két hop hiéu
qua v6i ché d6 hoéa diéu tri. Trong céc trudng hop nay, c6 thé giam lidu cta duoc chit
héa tri liéu khéc duge st dung véi két hop theo sang ché (Mokyr et al. (1998) Cancer
Research 58: 5301-5304). Vi du v& két hop nhu vay 13 két hop gitta khang LAG-3 va
khang thé khang CTLA-4 va/hodc khang thé khang PD-1 va/hoic khang thé khang PD-
L1 con két hop vdi decarbazine dé didu tri u melanin. Mot vi du khéc 13 két hop bgiﬁa
khéng LAG-3 va khang thé khang CTLA-4 va/hoic khang thé khéang PD-1 va/hoic khang
thé khang PD-L1 con két hop véi interleukin-2 dé diéu tri u melanin. Co sé khoa hoc hop
ly ding sau viéc st dung két hop viéc phong bé LAG-3 va CTLA-4 va/hoic PD-1
va/hodc PD-L1 véi héa didu tri 12 su chét té bao, 1a két qua cia tic dong gy doc té bao
ctia hiu hét cac duge chit hoa tri lidu, s& din dén ting mic khang nguyén cta khéi u
trong qua trinh trinh dién khang nguyén. Cac phuong phap didu tri két hop khéc co thé
dan dén tac dung hiép ddng véi viéc phong bé LAG-3 va CTLA-4 va/hoic PD-1 va/hogc
PD-L1 két hop thong qua su chét té bao bao gém viéc chiéu xa, phau thuat, hodc tc ché
hormon. M&i trong s cac qué trinh ndy tao ra ngudn khang nguyén ciia khéi u trong vt
cht. Céc chét e ché sy tao mach cling cé thé duoc két hop véi viéc phong bé LAG-3 va
CTLA-4 va/hoic PD-1 va/hodc PD-L1 két hop. Viée wc ché su tao mach din dén chét té
bao khédi u, didu nay c6 thé 13 ngudn cung cép khang nguyén ctia khdi u cho qua trinh

trinh dién khang nguyén cta vét chu.

Viée két hop céc khang thé phong bé LAG-3 va CTLA-4 va/hodc PD-1 va/hodc
PD-L1 ciing c6 thé duoc sir dung két hop véi cac khang thé dic hiéu kép hudng dich cac
té bao hiéu tng biéu hién thu thé Fca hodc Fey dén cac té bao khéi u (vi du, xem patent
My sb 5,922,845 va 5,837,243). Céac khang thé dic hidu kép c6 thé dugce st dung huéng
dich hai khang nguyén riéng r&. Nhanh té bao T cua cac dap ung nay s& dugc ting nhd

viée str dung phong bé LAG-3 va CTLA-4 va/hoic PD-1 va/hodc PD-L1 két hop.

Theo mét vi du khéc, két hop giita khang LAG-3 va cac khang thé khang CTLA-4
va/hodc khang PD-1 vd/hodc khang thé khang PD-L1 ¢6 thé dwgc st dung két hop véi
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cc khang thé chéng ung thu, nhu Rituxan® (rituximab), Herceptin® (trastuzumab),
Bexxar®  (tositumomab), Zevalin®  (ibritumomab), Campath® (alemtuzumab),
Lymphocide® (eprtuzumab), Avastin® (bevacizumab), va Tarceva® (erlotinib), va cic
chat twong tur. Bing cach dua vi du va khéng bi rang budc vé& mat Iy thuyét, viéc diéu tri
bing khang thé chéng ung thu hodc khang thé chéng ung thu dugc ﬁé'p hop véi doc td ¢6
thé din dén su chét t& bao ung thu (vi du, cc té bio khéi u), didu ndy c6 kha ning gy ra
dap tng mién dich qua trung gian CTLA-4, PD-1, PD-L1 hodc LAG-3. Trong mdt
phuong 4n duge néu 1am vi dy, viéc diéu tri bénh ting sinh (vi du, khdi u ung thu) ¢ thé
bao gdm khang thé chéng ung thu két hop véi khang thé khang LAG-3 va khang thé
khang CTLA-4 va/hoic khang thé khang PD-1 vd/hodc khang thé khang PD-L1, dong
thoi hodc 1an lwot hodc két hop bat ky cta ching, diéu ndy cé kha ning giy ra dap tng
mién dich khang khéi u boi vat chil.

Khéi u tranh sy gidm sat mién dich ctia vt chu bang nhiéu co ché. Nhiéu trong sb
céc co ché nay c6 thé chién thing bing cach 1am bt hoat cic protein dugc biéu hién béi
khéi u va 6 tac dung Gre ché mién dich. Céc protein ndy bao gdm, trong sd cic protein
khac, TGF-B (Kehrl et al. (1986) J. Exp. Med. 163: 1037-1050), IL-10 (Howard &
O’Garra (1992) Immunology Today 13: 198-200), va phdi tir Fas (Hahne et al. (1996)
Science 274: 1363-1365). Theo mot vi du khéac, cac khéng thé ddi véi mdi trong sb cac
chét nay c6 thé duoc két hop tiép vé6i t6 hop khang thé khang LAG-3 va khang CTLA-4
va/hodc khang PD-1 vi/hodc khang PD-L1 dé chéng lai tic dung cuia chét tic ché mién

dich va 1am thuan loi cho dép tng mién dich khang khéi u béi vat chu.

Céc khang thé khéc c6 thé dugc sir dung dé hoat héa dap tmg mién dich ctia vat
cha ¢6 thé duoc st dung két hop tiép vdi té hop khang thé khang LAG-3 va khang
CTLA-4 vd/hodc khang PD-1 va/hodc khang PD-L1. Cac khang thé nay bao gdm céac
phan tr trén bé mit cia té bio dudi gai hoat héa chirc ning DC va viéce trinh dién khéng
nguyén. C4c khang thé khang CD40 (Ridge et al., néu trén) c6 thé duge st dung két hop
v6i td hop khang LAG-3 va khang CTLA-4 va/hoic khdng PD-1 vi/hodc khang PD-L1
(Ito et al., néu trén). Céac khang thé hoat héa khac dbi véi cac phan tir dong kich thich té
bao T (Weinberg et al., néu trén, Melero et al., néu trén, Hutloff et al., néu trén) cling cé

thé 1am ting mirc hoat hoa té bao T.
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Nhu duge ban ludn trén day, viéc ghép tiy xuong hién dang dugc st dung dé diéu
tri nhiéu khdi u c¢6 ngudn gbc tao mau. Viéc phong bé LAG-3 va CTLA-4 vd/hoic PD-1
va/hodc PD-L1 két hop co6 thé dugc sir dung dé 1am ting hiéu qua cta té bao T dic hidu
khéi u dugc ghép vao thé cho.

Mot sb quy trinh diéu trj thir nghiém bao gé)m hoat héa va khuéch dai ex vivo céc
té bao T dic hiéu khang nguyén va chuyén nhén cac té bao nay vao trong thé nhan dé
kich thich cac té bao T dic hiéu khang nguyén khang khdi u (Greenberg & Riddell, néu
trén). Cac phuong phap nay cling co thé dugc st dung dé hoat hoa cac dap tng té bao T
voi cac tac nhan giy nhiém nhw viée hoat héa CMV. Ex vivo vé6i su ¢6 mit ctia khang thé
khéng LAG-3 va khang thé khang CTLA-4 vi/hoic khang thé khing PD-1 va/hoic
khang thé khang PD-L1 c6 thé dugc mong doi 14 1am ting t4n suét va hoat tinh cua cac té

bao T dugc chuyén nhan.

Theo mét sb phwrong 4n, sang ché mé ta phuong phap thay d6i bién cb bt 1oi lién
quan dén viéc diéu tri bénh ting sinh (vi du, bénh ung thu) bang chit kich thich sinh mién
dich, bao gdm budc cho dbi twong st dung khang thé khang LAG-3 va khang thé khang
CTLA-4 va/hogc khang PD-1 va/hodc khang PD-L1 véi lidu thip hon liéu diéu tri. Vi du,
cac phuong phép theo sang ché phuc vu cho phuong phap lam giam ty 1€ méic bénh viém
rudt két hodc bénh tiéu chay gy ra do dugc chit khang thé kich thich sinh mién dich
bang cach cho dbi twong bi bénh dung steroit khong hép thu dugc. Do dbi tugng bi bénh
bét k¥ s& nhan dugc chét khang thé kich thich sinh mién dich c6 nguy co phat trién bénh
viém rudt két hodc bénh tiéu chay gay ra do khang thé nay, nén toan bd tap hop dbi tuong
bi bénh 12 thich hop d diéu tri theo cic phuong phép theo sang ché. Mic du, cac steroit
da dugc st dung dé diéu tri bénh rudt viém (inflammatory bowel disease - IBD) va phong
ngira sy lam trAm trong cta IBD, ching chua dugc st dung dé phong ngira (1am giam ty
1é méc) IBD & cac ddi tugng bi bénh chua dugce chan doan bi IBD. Céc tac dung phu
quan trong lién quan dén céc steroit, ké ca céc steroit khong hép thu duge, 1dm chan nin
viéc st dung phong bénh.

Theo cac phuong 4n khac, viéc két hop phong bé LAG-3 va CTLA-4 va/hodc PD-
1 va/hodc PD-L1 (#iFc la, cac duge chit khang thé kich thich sinh mién dich khang LAG-
3 va khéang CTLA-4 vi/hodc khang thé khang PD-1 va/hodc khang thé khang PD-L1) c6
thé dugc két hop thém véi viée st dung steroit khong hép thu dugc bét ky. Khi dugce st
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dung trong ban mo ta, “steroit khong hip thu dugc” 12 glucocorticoit cé chuyén héa lan
dau qua gan réng vi vdy, sau khi chuyén hoa trong gan, sinh kha dung cla steroit nay
thap, #¢c Ia, nhoé hon 20%. Theo mdt phuong 4n thuc hién séng ché, steroit khéng hap thu
duoc 12 budesonide. Budesonide 12 glucocorticosteroit tac dong tai chd, dugc chuyén héa
rong, chi yéu béi gan, sau khi ding qua duong miéng. ENTOCORT EC® (Astra-Zeneca)
13 ché phim budesonide diing qua dudng miéng phu thudc do pH va thoi gian duoc phat
trién dé 81 vu hoa s phan phéi duoc chit dén hdi trang va subt két traing. ENTOCORT
EC® dugc phé chun & M§ dé diéu tri bénh Crohn mtic d6 nhe dén trung binh lién quan
dén hdi trang va/hoac két trang 1én. Lidu ding qua dudng miéng thong thudng cua
ENTOCORT EC® dé didu tri bénh Crohn nim trong khoang tir 6mg/ngay dén 9mg/ngay.
ENTOCORT EC® duoc giai phong trong rudt truée khi dugce hép thu va giit trong niém
mac rudt. Ngay khi né di qua niém mac rudt huéng dich moé, ENTOCORT EC® duoc
chuyén héa rong béi hé cytocrom P450 trong gan thanh cac chét chuyén hoa c6 hoat tinh
glucocorticoit khong dang k&. Do d6, sinh kha dung 1 thap (khoang 10%). Sinh kha dung
cia budesonide thép din dén cai thién ty 1€ diéu tri so véi cac glucocorticoit khac co
chuyén héa 1an dau qua gan it rong hon. Budesonide din dén it tac dung bét lgi hon, bao
gbm it trc ché Vﬁng dudi ddi-tuyén yén hon, so véi céc corticosteroit tdc dong toan than.
Tuy nhién, viéc st dung ENTOCORT EC® 1au dai c6 thé gy ra tac dung glucocorticoit
toan than nhu ching tang nang vé thuong than va tc ché tuyén thugng than. Xem PDR
58" ed. 2004; 608-610.

Theo cac phuong an khéc, viéc két hop phong bé LAG-3 va CTLA-4 vd/hozc PD-
1 va/hodc PD-L1 (ke 14, cac duoc chit khang thé kich thich sinh mién dich khang LAG-
3 va khang thé khang CTLA-4 va/hoic khang PD-1 va/hoic khang PD-L1) két hop véi
steroit khong hép thu dugc co thé dugce két hop thém véi salixylat. CAc salixylat bao gdm
cac chit 5-ASA, vi du: sulfasalazine (AZULFIDINE®, Pharmacia & UpJohn); olsalazine
(DIPENTUM®, Pharmacia & UpJohn); balsalazide (COLAZAL®, Salix Pharmaceuticals,
Inc.); va mesalamine (ASACOL®, Procter & Gamble Pharmaceuticals; PENTASA®,
Shire US; CANASA®, Axcan Scandipharm, Inc.; ROWASA®, Solvay).

Theo cac phuong phap theo sang ché, salixylat dugc sit dung két hop vé6i khang
thé khang LAG-3 va khang thé khang CTLA-4 va/hodc khang thé khang PD-1 va/hoic
khang thé khang PD-L1 va steroit khong hép thu duogc c6 thé bao gdém viéc sit dung
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salixylat va steroit khong hép thu dugc chdng chéo hoic 14n luot bat ky nhim muc dich
lam giam ty 16 mic bénh viém rudt két gdy ra boi cac khang thé kich thich sinh mién
dich. Do @9, vi du phuong phap lam giam ty 1€ méc bénh viém rudt két gay ra béi khang
thé kich thich sinh mién dich theo sang ché bao gdm budc ding salixylat va steroit khong
hép thu duogc déng thoi hodc 14n luot (vi du, salixylat dugc sir dung 6 gid sau steroit
khong hip thu duogc), hoic két hop bat ky clia chiing. Ngoai ra, theo sang ché, salixylat
va steroit khong hép thu duge c6 thé duge sir dung qua cing mot dudng (vi du, ca hai
duoc sir dung qua dudng miéng) hodc qua cac dudng khac nhau (vi dy, salixylat dugc su
dung qua duong miéng va steroit khong hép thu duge duge st dung qua truc trang), cac
dudng ndy c6 thé khac véi (cac) dudng dua thube khang thé khang LAG-3 vi khang thé
khang CTLA-4 va/hoic khang thé khang PD-1 vd/hoic khang thé khang PD-L1.

Sang ché con duge minh hoa béng cac vi du sau, cac vi du nay khong dugce hiéu 12
gidi han sang ché. Noi dung cia toan bd cac hinh v& va toan bd cac tai liéu tham khdo,
cac trinh tu Ngan hang gen, cac patent va cac don yéu ciu cip patent da cong bd duge
trich din subt ban mé ta nay dugc két hop vao sang ché bang cach vién dan. Dic biét 13,
boc 16 caa W009/045957, WO09/073533, W009/073546, va W009/054863 dugc két
hop vao sang ché bang cach vién dan.

Vi du thirc hién sang ché

Vi du 1: Thiét ké cac bién thé cia LAG3.1 (khang thé 25F7)

Céc bién thé khang thé cia khang thé khang LAG-3, 25F7, dugc md ta trén day,
dugc goi trong ban mo ta nay 1a LAG3.1, duoc tao ra bang cach thir nhat phan tich trinh
tu axit amin cia khéng thé d6i véi céc vi tri phan huy tiém tang. Viéc biéu hién gay dot
bién dinh huéng vi tri cia ving Vi cia LAG3.1 dugc thuc hién bing cach sir dung kit
gdy dot bién dinh hudng vi tri QuikChange II XL® (Agilent Technologies). Sau do, cac
ving Vg thay d6i dugce phan tach dong phu vao vects UCOE® (EMD Millipore) chira
ving hing dinh IgG4-S228P cta ngudi. Mdi vecto khac nhau ctia chudi ning dugc dong
chuyén nap bang vecto biéu hién chudi kappa LAG3.1 vao cic té bao CHO-S, va cac khu
vuc dn dinh dugc chon dé biéu hién

Nim cAu trac khir amit tiém ning dugc nhan dién trong ving bién dbi chudi ning

CDR2. Céc vi tri ndy nim & céc vi tri 52, 54, 56, 58, va 60 ciia ving bién dbi chudi ning
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cia LAG3.1 (SEQ ID NO.2) (xem Fig.1A). Dac biét 13, viéc khir amit cua trinh ty “NG”
trong VH CDR2 (SEQ ID NO.6) dugc quan sat dudi toan bd cac diéu kién, cling nhu viéc
ddng phan hoa tiép trinh tr. Mitc @ khir amit ciia nguyén liéu ban dAu 13 khoang 10%.
Ngoai ra, da phat hién thiy rang trinh tr “NG” nay khong tuong Ung véi trinh tu dong
mam (xem Fig.3). Tuy nhién, trinh tu dong mAm lién Gng 12 vi tri glycosyl hoa tiém ning

va, do d6, khong dugce bao gé)m trong cac khang thé bién thé.

Bbn bién thé (duoc goi trong ban mé ta nay 1a LAG3.5, LAG3.6, LAG3.7, va
LAG3.8) dugc thiét ké nhim hai trong s cac cAu tric khir amit tiém ning (cac vi tri 54
va 56), nhu dugce thé hién trén Fig.3. Cac bién thé nay dugc dua vao mot ma trin cic didu
kién nhu duoc tom tit trong Bang 1 duéi day va cac dic diém sau dugc phan tich: (a) do
bn dinh hoa hoc va nhiét (d6 dn dinh vat 1y); (b) sic ky loai c& (hién tugng két tép); (c)
gel dién di tap trung dang dién (Isoelectric Focusing - IEF) (khong dong nhit vé dién
tich); (d) hoat tinh bang phan tich Biacore (hoat tinh gan két va hoat tinh chitc ning); va
(e) 1ap ban db peptit bang phuong phap khdi phd (cac bién dbi hoa hoc/dd 6n dinh phan
t).

Bang 1
D dich Axetat (100nM NaCl, 3%% khoi Xitrat (100nM NaCl, 3%% khoi
‘“‘% i lugng/thé tich manitol, 0,03% lugng/thé tich manitol, 0,03% Tween-
dém
: Tween-20) 20)
b6 pH 5,5,6,0,6,5,7,0 5,5,6,0,6,5, 7,0
Nhiét do 4°C va 37°C 4°C va 37°C
Thoi gian 0,4,8,12tuan 0, 4,8, 12 tudn

Vi du 2: M6 ta dic diém cua cac bién thé LAG-3
1. Gén két té bao T biéu hién CD4 ctia ngudi duge hoat hoa

D4 thir nghiém kha nang ciia cac khang thé bién thé gan két véi LAG-3 clia ngudi
nguyén thé trén bé mit cia té bao T cla ngudi duge hoat héa, cac té bao don nhén mau
ngoai vi ctia ngudi cho khde manh binh thuong dugce kich thich trong céc dia nudi ciy
mb kich thuée 15cm & mat do bang 2x10° té bao/mL, bing hdn hop cac khang thé khang
CD3 (eBioscience, Cat #16-0037-85) va khang CD28 (BD Bioscience, Cat # 555725) 14n
lugt ¢6 mat trong dung dich & 5 pg/mL va 3 pg/mL. Sau ba ngdy kich thich, té bao dugc
thu nhén, rira bing dung dich d&m PFAE 1x (1x PBS + 2% FBS, 0,02% natri azit, 2mM
Na EDTA), v t4i tao huyén phi trong dung dich dém PFAE 1x d nhu¢m.
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Déi v6i phan tng gin két, pha lodng lién tiép cac bién thé LAG3.1 bang dung dich
dém PFAE lanh 1x, sau d6, tron 50pL dung dich khang thé d4 pha lodng vé6i S0uL khang
CD4 ciia ngudi duge danh diu bang Fitc (BD Bioscience, Cat # 555346) dugc pha lodng
theo ty 18 1:16 trong dung dich dém PFAE 1x. Péi véi phan ting gin két, bd sung 100uL
hdn hop khéang thé da pha lodng nay vao 2 x 10° t& bao va 1 hdn hop ndy & nhiét 4o 4°C
trong 30 phut. Sau do, rira cac té bio hai 1an bing dung dich dém PFAE 1x. Bb sung dich
pha lodng & ty 1€ 1:200 cua khang thé dic hiéu cta dé khang Fcy clia ngudi duge ddnh
dAu bang PE (Jackson ImmunoResearch, Cat. # 109-116-170) vao va t hdn hop nay trong
30 phut & nhiét do 4°C, tiép theo rira hai 1in biang dung dich dém PFAE lanh 1x. Sau lin
rira cudi cling, bd sung 150pL 1x PFAE lanh vio mdi dung dich va tién hanh phan tich
viée gin két khang thé bing mién dich dong té bao bang céch sir dung may do dong té
bao FACSCanto (BD Bioscience).

Céc két qua cua phan tich mifn dich dong té bao dugc tom tit trén Fig 4A 13 do thi
thé hién ECs, cta khang thé gin két v6i t& bao T biéu hién CD4 ciia ngudi hoat héa.
Fig.4B 1a dd thi thé hién kbang thé gin két véi khang nguyén LAG-3/Fc hoa tan cua
ngudi bing BIACORE. Nhu dugc thé hién, cac 4i luc gin két ctia LAG3.5 va LAG3.8
thip hon rric}t chat so v6i LAG3.1, trong khi cc hing sé téc dd phan ly cia ching cao
hon mét chut so voi LAG3.1.

2. Do 6n dinh vat 1y

D6 bn dinh nhiét va viéc 1am bién tinh bing nhiét cia cic bién thé duoc thir
nghiém bing cach st dung Microcal VP-DSC. Cu thé, mdi bién thé duoc pha lodng vio
PBS (Mediatech cat # 21-040-CV lot # 21040139). Nong dd cudi cia miu bang
250pg/mL sau khi pha lodng vao PBS. Mau dugc quét dén nhiét d6 74°C, 1am ngudi dén
nhiét d6 25°C, va gia nhiét lai dén nhiét 6 74°C. Dung dich dém PBS dugc st dung 1am
d6i chimg trang. Dit liéu duoc 13m khép véi md hinh phi hai trang thai va viéc 1am khép
dudng cong dugc thuce hién bang phan mém Origin.

Nhu duge tém tit trong Bang 2 va dugc thé hién trén Fig.5, LAG3.5 c6 nhiét d
n6ng chay TM2 cao hon so v6i LAG3.1, chiing té d6 6n dinh toan bg 16n hon.

Béang 2
| Khéng thé don dong Twml CC) Tm2 (C)
Twong Wng véi cic mien Twong Wng véi cic mién
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CH2 va/hodic Fab CH3 va/hoic Fab
LAG3.1 70,7 75,7
LAG3.5 70,5 76,3
LAG3.6 67,8 70,8
LAG3.7 69,4 73,5
LAG3.8 70,3 75,4

Viée tai gip cudn khang thé sau khi lam bién tinh 14 thuéc do ngugc ctia kha ning
két tap trong thoi gian dai. Do d6, cac bién thé LAG-3 ciing dugc thir nghiém va so sanh
vé kha nang thudn nghich nhiét. Cu thé, cac khang thé dugc gia nhiét dén nhiét d6 74°C
va dé nguoi xudng nhiét d6 phong trude khi duge gia nhiét tro lai dén nhiét do 74°C. Ty
1é dién tich dudi dudng cong ciia biéu dd nhiét thir hai so véi biéu db nhiét thr nhit dua
ra danh gia tinh thuan nghich nhiét, 1a thuéc do truc tiép tinh thudn nghich ciu hinh
riéng.

Nhu dugce tom tat trong Bang 3 va dugc thé hién trén Fig.6, LAG3.5 c6 muc do
thuan nghich nhiét cao hon dang k& so v6i toan bd cac bién thé khac. Pang hru ¥, ty 16
phdn trim thuan nghich ciia LAG3.5 (47%) 13 nhiéu hon hai lan so véi cia LAG3.1
(20%). Tinh thuan nghich nhiét lién quan mat thiét dén kha ning két tap trong thoi gian
dai. Tinh thuan nghich thip hon twong tmg v6i kha ning két tip cao hon. Dua trén quan
sat ndy, LAG3.1 c¢6 kha nang biéu hién mitrc do két tap cao hon dang ké theo thoi gian so
v6i LAG3.5. Tuong tu, toan bd cac bién thé khac c6 kha ning biéu hién mic dd két tap

cao hon dang ké theo thoi gian so véi LAG3.5.

Béang 3
, 2 | Mikc d6 thuin
Khang thé don dong nghich n.hié ¢ ('% )
LAG3.1 20
LAG3.5 47
LAG3.6 : 0
LAG3.7 11
LAG3.8 26

3. Hién tuong két tap

Céc bién thé nay con dugc thir nghiém vé d6 6n dinh nhu 14 thude do hién tuong
két tap protein bang cach st dung HPLC loai c& chuin (SEC-HPLC) theo quy trinh sau:
cac miu khang thé thir nghiém dugc pha lodng dén 1,0mg/mL bing dung dich mubi dém

phosphat (phosphate buffered saline- PBS) va 10pL dugc dua vao HPLC (Waters, md
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hinh 2795). Budc phén tach dugc thuc hién trén cdt loc gel (TOSOH Bioscience, TSKgel
G3000 SWxl, 7,8 mm x 300 mm, san phim #08541) bing cach st dung pha dong l1a
0,1IM natri phosphat, 0,15M natri clorua, 0,1M natri sulfat, d6 pH bﬁng 7.2. Chét phéan
tich dugc phat hién bang cach theo dbi d6 hip thu UV & budc séng 280nm, va ty 1 phan
trdm dién tich pic cta khang thé trong ché phdm dugc x4c dinh biang cach sir dung phan
mém Empower. Nhu dugc thé hién trong Bang 4, LAG3.5 ¢6 mirc d6 két tap giam dang
ké so v6i LAG3.1.

Bang 4
. 2 | IgG monome IgG ket ta
Khing thé don dong | o &0 im0 | o) Sian tich pi)
TAG3.1 90 10
LAG35 9% 4
LAG3.6 % 4
LAG3.7 05 5
LAG3.8 95 5

Vi du 3: Chon loc bién thé

Dua trén cic nghién ctru dugc mo ta trén day, khang thé bién thé LAG3.5 dugc
chon dé phan tich tiép, xét vé mit do 6n dinh vat ly va héa hoc ctiia n6 dugc cai thién
dang ké so v6i dang khong dugc cai bién ciia né (LAG3.1), dic biét 1a kha ning tai gép
cudn ciu hinh riéng cao cia n6 (tinh thuan nghich nhiét). Phan tich nay bao gdm phuong
phép gdm hai buéc 13 (a) didu kién 130 hoa cép tbc, (b) tiép theo 1a danh gia do 6n dinh
theo thoi gian thuc trong 12 tudn. Cu thé, LAG3.5 dugc U & néng do 1,0mg/mL, d6 pH
bing 8,0, 50mM amoni bicacbonat, trong 5 ngay & nhiét o 40°C. Mtrc do bién dbi sau 5
ngay, cling nhu hiéu qua hoat tinh va dg én dinh, dugc phén tich. Sau do, bién thé
LAG3.5 dugc dem thir nghiém do én dinh theo thoi gian thuc trong PBS trong thoi gian

12 tuén va dugc phan tich tiép. Két qua clia cic nghién ciri ndy dwgc mo ta dudi day.
1. Gan két khang nguyén

Nhu duge thé hién trén Fig.7 (va Bang 5), khong quan sat thiy su thay ddi trong
viéc gan két khang nguyén sau 5 ngdy. Ciing nhu duge thé hién trén Fig.10 A va B,
LAG3.5 bidu hién khong c6 su thay doi trong viéc gin két khang nguyén hay do 6n dinh
vat ly sau 12 tudn. Dac biét 13, LAG3.5 duy tri duoc 4i luc cao hon so véi LAG3.8 trong
toan bd khodng thoi gian 12 tuln & ca hai nhiét d6 4°C va 40°C.

Bang 5
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N . . | Kpx10” | kpx10* | Kygx10™
ID dong vo6 tinh | Khang nguyén o) (1/Migidy) (1/gidy)

Lag3.1 PBS 0,21 166 3,44

) pHS8 0,20 184 3,61
Lag3.5 PBS 0,25 130 3,22

) pHS 0,20 148 2,98
Lag3.8 PBS 0,25 147 3,68

' pHS 0,25 162 4,02

2. Bién dbi hoa hoc/dd én dinh phan tir

Viéc 1ap ban dd peptit bang phuong phap khéi phd dugce st dung dé phan tich do
én dinh héa hoc/phan tir ciia LAG3.5 so v&i LAG3.1. Cu thé, khang thé tinh ché duogc
khir, alkyl hoa, thdm tach, va phan cét bang trypsin (Promega Cat. V5111) va GluC
(Roche Cat. 11047817001). C4c manh phan cét duge phan tich bang phuong phap khéi
phd nano-LC MSMS (Thermo Fisher LTQ Orbitrap).

Nhu duge thé hién trén Fig.8, LAG3.1 c6 muc do khéng déng nhit & Vi ting so
v6i LAG3.5 khi dua vao thir nghiém d6 on dinh gia téc & do pH cao hon, khir amit cac
gbc asparagin (budc 1). Su thay doi v& khéi luong do sy dong phan hoa khong phét hién
duoc dudi cac didu kién thir nghiém hién tai. Ty 16 phan tram thay d6i dugc biéu thi duéi
dang ty 18 ciia toan bd cac thay doi duge gop Jai $0 V6i pic gbe.

Ngoai ra, nhu duoc thé hién trén Fig.11, LAG3.1 c6 mirc d§ khong ddng nhit &
Vy tang so véi LAG3.5 khi duge dua vao tha nghiém do bn dinh theo thoi gian thuc kéo
dai trong 12 tun, & ca hai nhiét d6 4°C va 40°C (buéc 2).

3. Do 6n dinh vat Iy

Mtrc @6 thuin nghich nhiét dugce do trong PBS va & do pH baing 8,0. Duéi ca hai
diéu kién, LAG3.5 cling thé hién murc do tai gip cudn gip khoang hai 1an so v6i LAG3.1.
~ Cu thé, nhu duge thé hién trong cac bang 6-8, LAG3.5 ¢6 ty ¢ tai glp cudn 12 43% so véi
LAG3.1 12 18% trong PBS. LAG3.5 ciing c6 ty 16 tai gip cudn 13 48% so véi ty 1¢ tai gip
cudn ciia LAG3.1 12 29% & d6 pH bang 8,0.

Bang 6 - DSC: néng chay

Khéng thé don dong | Piéukién | Tml | Tm2
Lag3.1 PBS 70,7 | 75,7
Lag3.1 pH8 70,4 75,6
Lag3.5 PBS 708 | 76,4
Lag3.5 pHS 70,5 | 76,3

Bang 7 - Fluorolog-2: dudi mach
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Khéng thé don dong /thé d6t bién | Trung diém (M) | Két tap (M)
Lag3.1 PBS 1,99 -
Lag3.1 pHS 2,08 -
Lag3.5 PBS 1,86 -
Lag3.5 pHS 2,00 -

Bang 8: DSC: tai gip cudn

Khéing thé don dong | % thuin nghich PBS | % thuin nghich pH8
Lag3.1 18 29
Lag3.5 43 48

4. D6 khong ddng déu dién tich

D& danh gia do khong ddng déu dién tich, cac bién thé dugc phan tich bang céch
st dung dién di t4p trung déng dién (isoelectrofocusing - IEF) vé6i cac chit ddnh déu
chuén ¢6 pI 5,5 va pI 10,0 so véi LAG3.1. Né6i ngin gon, dung dich khang thé dugc dwa
Jén trén gel IEF pl 3-7 duoc ché tao truéc c¢6 d0 diy 1 mm (Invitrogen, Cat#
EC6648BOX) clng vdi cac chit danh ddu pI 3-10 (SERVA, Cat¥# 39212). Viéc dién di
duoc thuc hién béng cach st dung dung dich dém catét IEF 3-7 (Invitrogen, Cat#
LC5370) va dung dich dém anét IEF (Invitrogen, Cat# LC5300) va dua dong dién vao &
mirc khong dbi 13 100 V trong 1 gid, mirc khong dbi 200 V trong 1 gid, va mirc khong
dbi 500 V trong 30 phut. Cac gel IEF dugc nhudm bang xanh Coomassie dé phét hién cac
dai protein va 1am mat mau bang dung dich metanol-axit axetic. Sau d6, cac gel IEF dugc
phan tich bang phin mém ImageQuant TL. Dya trén phén tich nay (s liéu khéng dugc

chi ra), LAG3.5 ¢6 mirc d6 khong dong nhét it hon déng ké so véi LAG3.1.
5. HIC-HPLC

Dé danh gia do tan, cac bién thé nay dugc phan tich bing sic ky tuong tac ky nuéc
(Hydrophobic Interaction Chromatography - HIC) (HIC-HPLC) chuén theo quy trinh sau:
B6 sung 50uL amoni sulfat 2M vao 50uL mau khang thé thir nghiém & ndng d6 1mg/mL.
Sau d6, 80pL mAiu thir nghiém nay dugc dwa vao HPLC (Waters, md hinh 2795) dugc
néi ndi tiép vé6i cot HIC (TOSOH Bioscience, Ether-5PW TSK-gel, 7,5 mm x 75 mm, san
phdm #07573). MAu nay dugc rira giai & tbc do dong bang 1,0 ml/phit v6i gradient 12
100% dung dich dm A (amoni sulfat 2M, natri phosphat 0,1M, d6 pH bing 7,0) dén
100% dung dich dém B (natri phosphat 0,1M, 46 pH bang 7,0) trong 50 phut. Khang thé
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nay duoc phét hién bang cach theo d&i d6 hap thu UV & 280nm va dit liéu dugc phan tich
bing phdn mém Empower. Nhu duogc thé hién trén Fig.9, tinh than nudc ctia LAG3.5 thé

hién do tan & néng d6 amoni sulfat cao.
Vi du 4: P4o nguoc viée trc ché dap g mién dich qua trung gian tébao T

Hoat tinh cia LAG3.5 dugc xac dinh bang thir nghiém chirc ning ding té bao T
lai ctia chudt dic hiéu khang nguyén (3A9). Té bao lai 3A9 c6 thy thé té bao T dic hiéu
v6i peptit tir lysozym trimg ga (HEL48-62) va tiét IL-2 khi dugc ddng nudi ciy vai té
bao trinh dién khang nguyén dugc tao xung bang peptit, dugc 1am tuong thich bing MHC
(LK35.2). Do huLAG-3-Fc c6 kha nang gin két v6i dong té bao B cita chudt duong tinh
v6i MHC nhém I, nén viée bidu hién huLAG-3 trong dong 3A9 c6 thé gay ra tac dung
trc ché qua viée gin két v6i nhém II trén dong biéu hién ctia chudt. So sanh kiéu dap tng
peptit cia 3A9 bb me vdi ciia té bao 3A9 dugc tai nap bing LAG-3 ciia ngudi duge dong
nudi cly véi cac té bao trinh dién khang nguyén duoc 1am twong thich MHC cho thay
ring viéc biéu hién LAG-3 ctia ngudi tic ché dép tg peptit so v6i té bao 3A9 d6i chimng.
Viéc tre ché nay dugce dao nguoc bang cach phong bé LAG-3 bang LAG3.5. Do d6, viéc
phong bé su tic ché qua trung gian LAG-3 dugc thé hién ddi véi LAG3.5.

Vi du 5: Hoat hoa té bao T bang LAG3.5

Hoat tinh chirc ning ciia LAG3.5 trén cac té bao T so cép dugc danh gia bang

cach str dung nguoi

MBdi treong nudi cdy PBMC (Peripheral blood mononuclear cell - té bao don nhén
mau ngoai vi) dugc kich thich bang siéu khang nguyén SEB. Toan by PBMC dugc phan
14p tr mau cia mudi tdm nguoi cho va duge kich thich trong 72 gid theo mot trong hai
dang thir nghiém: (i) mét luong c¢b dinh khang thé (20pug/mL) va cac dich SEB dugc pha
lodng theo chudi, hodc ( ii) mét lugng c¢b dinh SEB (85 ng/mL) va cac dich khang thé
dugc pha lodng theo chudi.

IL-2 tiét ra, 12 thudc do hoat tinh cia té bao T, dugc theo ddi bing ELISA. Khang
thé khang PD-1 va Ipilimumab duoc sir dung 1am céc d6i ching dwong tinh va hoat tinh
ctia LAG3.5 két hop véi khang PD-1 hoic khang CTLA-4 ciing duge danh gia déi véi

mdt nhém nguodi cho.
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Quan sat thdy viéc ting tiét IL-2 trong mot khoang ndéng d6 SEB tir mudi lim
trong sb mudi tam ngudi cho duoc diéu tri bang LAG3.5 don 18, so véi viée diéu tri bang

khang thé d6i ching isotyp.

Trong hiu hét cac truong hop, mic dd kich thich 13 nhé hon so véi mirc d§ quan
sat dugc dbi véi viee didu tri béng khang PD-1 hoéc Ipilimumab. Dbi v6i LAG3.5, cac
két qua cia hai dang thir nghiém (dugc mo ta trén day) 1a phi hop v6i nhau. Ngoaira, & 5
trong sb 6 ngudi cho duoc thir nghiém, viéc két hop LAG3.5 vé6i khang PD-1 hoic
Ipilimumab gy ra mirc d6 kich thich cao hon so véi mire d§ quan sat duoc dbi voi khang
thé d6i chung isotyp duoc két hop véi khang PD-1 hodc Ipilimumab. Dit liéu ndy phat
hién ra ring LAG3.5 c6 thé c6 chic ning trong thir nghiém té bao T cia ngudi binh
thudng va c6 thé con hoat héa cac dép tmg qua trung gian nho (e ché chtc ning PD-1 va

CTLA-4.

Tém tit danh muc trinh tu
SEQ ID NO. Mo ta Trinh tw
1 Vyn.a. 25F7 (LAG3.1)

>1408 LAG-3_403_25F7.1 VH1_NT

CAGGTGCAGCTACAGCAGTGGGGCGCAGGACTGTTGAAGCCTTCGGAG
ACCCTGTCCCTCACCTGCGCTGTCTATGGTGGGTCCTTCAGTGATTACTACTG
GAACTGGATCCGCCAGCCCCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGATTGGGGAAAT
CAATCATAATGGAAACACCAACTCCAACCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTCACC
CTATCACTAGACACGTCCAAGAACCAGTTCTCCCTGAAGCTGAGGTCTGTGA
CCGCCGCGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGTTTGGATATAGTGACTACGA
GTACAACTGGTTCGACCCCTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCA

| 2 | Vyaa. 25F7 | |
>1408 LAG-3 403 25F7.1 VHI_AA

QVQLQQWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSFSDYYWNWIRQPPGKGLEWIG
EINHNGNTNSNPSLKSRVTLSLDTSKNQFSLKLRSVTAADTAVYYCAFGYSDYE
YNWFDPWGQGTLVTVSS

| 3 | Vgna. 25F7 |
>1408 LAG-3 403 25F7.1 VK1 _NT
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GAAATTGTGTTGACACAGTCTCCAGCCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGG
AAAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTATTAGCAGCTACTTAGC
CTGGTACCAACAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGATGCA
TCCAACAGGGCCACTGGCATCCCAGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGA
CAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTAGAGCCTGAAGATTTTGCAGTTTAT
TACTGTCAGCAGCGTAGCAACTGGCCTCTCACTTTTGGCCAGGGGACCAACC
TGGAGATCAAA

[ 4 | Vgaa. 25F7 |
>1408 LAG-3_403 25F7.1 VK1 _AA

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSISSYLAWYQQKPGQAPRLLIYDAS
NRATGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQRSNWPLTFGQGTNLEIK

5 Vi CDRI1 a.a. 25F7 DYYWN
6 Vg CDR2 a.a. 25F7 | EINHNGNTNSNPSLKS
7 Vy CDR3 a.a. 25F7 GYSDYEYNWFDP
8 Vg CDRI1 a.a. 25F7 RASQSISSYLA
9 Vk CDR2 a.a. 25F7 DASNRAT
10 | Vx CDR3 a.a. 25F7 QQRSNWPLT
11 Vg n.a. LAG3.5
Vgn.a. LAG3.5

caggtgcagctacagcag“cggggcgcaggactgttgaagccttcggagaccctgtccctcacctgcgctgtctafggt
gggtecttcagtgattactactggaactggatcegecagececcagggaaggggctggagtggattggggaaatcaateategt
ggaagcaccaactccaacccgtcectcaagagtcgagteacccetatcactagacacgtccaagaaccagttctecctgaagetg
aggtctgtgaccgecgeggacacggcetgtgtattactgtgegtttggatatagtgactacgagtacaactggttcgaceectggg

gcecagggaaccctggtcaccgtctectca

[12 | Vgaa LAG3.5 | |
Vg a.a. LAG3.5

QVQLQQWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSFSDYYWNWIRQPPGKGLEWIG

INHRGSTNSNPSLKSRVTLSLDTSKNQFSLKLRSVTAADTAVYYCAFGYS

DYEYNWFDPWGQGTLVTVSS

[[13 | Vgn.a. LAG3.5 |
Vg n.a. LAG3.5
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gaaattgtgttgacacagtctccagecacccetgtctttgtctccaggggaaagagccaccctctectgecagggecagte
agagtattagcagctacttagcctggtaccaacagaaacctggecaggcteccaggctcctcatctatgatgecatccaacaggge
cactggcatcccagccaggttcagtggcagtgggtctgggacagacttcactctcaccatcageagectagagectgaagatttt
gcagtttattactgtcagcagcgtagcaactggcectcteacttttggecaggggaccaacctggagatcaaa

[ 14 | Vxaa. LAG3.S5 | |
Vg a.a. LAG3.5

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSISSYLAWYQQKPGQAPRLLIYD

ASNRATGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQRSNWPLTFGQ

GTNLEIK
15 Vy CDRI a.a. LAG3.5 DYYWN
16 Vi CDR2 a.a. LAG3.5 EINHRGSTNSNPSLKS
17 Vi CDR3 a.a. LAG3.5 GYSDYEYNWFDP
18 V¢ CDR1 a.a. LAG3.5 RASQSISSYLA
19 Vg CDR2 a.a. LAG3.5 DASNRAT
20 Vi CDR3 a.a. LAG3.5 QQRSNWPLT
21 LAG-3 epitop PGHPLAPG
22 LAG-3 epitop HPAAPSSW
23 LAG-3 epitop PAAPSSWG
24 Vg CDR2 a.a. LAG3.6 EITHSGSTNSNPSLKS
25 Vi CDR2 a.a. LAG3.7 EINHGGGTNSNPSLKS
26 Vg CDR2 a.a. LAG3.8 EINHIGNTNSNPSLKS
27 | V4 CDR2 a.a.ngudi dong mam GEINHSGSTNY
28 (Gly, -Ser),
29 LAG-3 cla ngudi a.a.

Trinh tg LAG-3 cua nguoi a.a.

MWEAQFLGLLFLQPLWVAPVKPLQPGAEVPVVWAQEGAPAQLPCSPTIPL
QDLSLLRRAGVTWQHQPDSGPPAAAPGHPLAPGPHPAAPSSWGPRPRRYTVLSV
GPGGLRSGRLPLQPRVQLDERGRQRGDFSLWLRPARRADAGEYRAAVHLRDRA
LSCRLRLRLGQASMTASPPGSLRASDWVILNCSFSRPDRPASVHWFRNRGQGRV
PVRESPHHHLAESFLFLPQVSPMDSGPWGCILTYRDGFNVSIMYNLTVLGLEPPTP
LTVYAGAGSRVGLPCRLPAGVGTRSFLTAKWTPPGGGPDLLVTGDNGDFTLRLE
DVSQAQAGTYTCHIHLQEQQLNATVTLAIITVTPKSFGSPGSLGKLLCEVTPVSGQ
ERFVWSSLDTPSQRSFSGPWLEAQEAQLLSQPWQCQLYQGERLLGAAVYFTELS
SPGAQRSGRAPGALPAGHLLLFLTLGVLSLLLLVTGAFGFHLWRRQWRPRRFSA
L EQGIHPPQAQSKIEELEQEPEPEPEPEPEPEPEPEPEQL*

30 | VgCDR2a.a. LAG3.2 | VIWYDGSNKYYADSVKG
31 Vg LAG3.1 n.a.
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LAG3.1HC

CAGGTGCAGCTACAGCAGTGGGGCGCAGGACTGTTGAAGCCTTCGGAG
ACCCTGTCCCTCACCTGCGCTGTCTATGGTGGGTCCTTCAGTGATTACTACTG
GAACTGGATCCGCCAGCCCCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGATTGGGGAAAT
CAATCATAATGGAAACACCAACTCCAACCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTCACC
CTATCACTAGACACGTCCAAGAACCAGTTCTCCCTGAAGCTGAGGTCTGTGA
CCGCCGCGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGTTTGGATATAGTGACTACGA
GTACAACTGGTTCGACCCCTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCA
GCTAGCACCAAGGGCCCATCCGTCTTCCCCCTGGCGCCCTGCTCCAGGAGCA
CCTCCGAGAGCACAGCCGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGA
ACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACC
TTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGAC
CGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACGAAGACCTACACCTGCAACGTAGATCAC
AAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTTGAGTCCAAATATGGTCCC
CCATGCCCACCATGCCCAGCACCTGAGTTCCTGGGGGGACCATCAGTCTTCCT.
GTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACTCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTC
ACGTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCAGGAAGACCCCGAGGTCCAGTTCAACT
GGTACGTGGATGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGG
AGCAGTTCAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCA
GGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGGCCT
CCCGTCCTCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAG
CCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCAGGAGGAGATGACCAAGAACCAGG
TCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGA
GTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGT
GCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAGGCTAACCGTGGACAAG
'AGCAGGTGGCAGGAGGGGAATGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTC
TGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCTGGGTAAATGA

[ 32 | V4LAG3.1aa. | |
Dich ma cia LAG3.1HC

QVQLQQWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSFSDYYWNWIRQPPGKGLEWIG
EINHNGNTNSNPSLKSRVTLSLDTSKNQFSLKLRSVTAADTAVYYCAFGYSDYE
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YNWFDPWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVT
VSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTK
VDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQE
DPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKC
KVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDI
AVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHE
ALHNHYTQKSLSLSLGK*

| 33 | V.LAG3.1na. | |
LAG3.1LC

GAAATTGTGTTGACACAGTCTCCAGCCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGG
AAAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTATTAGCAGCTACTTAGC
CTGGTACCAACAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGATGCA
TCCAACAGGGCCACTGGCATCCCAGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGA
CAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTAGAGCCTGAAGATTTTGCAGTTTAT
TACTGTCAGCAGCGTAGCAACTGGCCTCTCACTTTTGGCCAGGGGACCAACC

TGGAGATCAAACGTACGGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCT
GATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTT
CTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCG
GGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTAC
AGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAA
GTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGA
GCTTCAACAGGGGAGAGTGTTAG

| [ 34 | V.LAG3.1 aa. | |
Dich ma cia LAG3.1LC

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSISSYLAWYQQKPGQAPRLLIYDAS
NRATGIPARF SGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQRSNWPLTFGQGTNLEIKR
TVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQES
VTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC*

| 35 | VuLAG3.5aa. | |
Trinh tu chudi ning cia LAG3.5 - day di
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QVQLQQWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSFSDYYWNWIRQPPGKGLEWIG
EINHRGSTNSNPSLKSRVTLSLDTSKNQFSLKLRSVTAADTAVYYCAFGYSDYEY
NWFDPWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKV
DKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQED
PEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK

VSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIA

VEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEAL
HNHYTQKSLSLSLGK*

[ 36 | VgLAG3.5na. |
Trinh tir chudi ning cta LAG3.5 - ddy du

caggigcagctacagcagtggggcgcaggactgttgaagecttcggagaccctgicectcacctgegetgtetatggt
gggiccttcagtgattactactggaactggatccgecageccccagggaaggggctggagtggattggggaaatcaatcategt .
ggaagcaccaactccaaccegtecctcaagagicgagtcaccctatcactagacacgtccaagaaccagttctececctgaagetg
aggtctgtgaccgecgeggacacggcetgigtattactgtgegttiggatatagtgactacgagtacaactggticgacceetggg
gccagggaaccctggtcaccgtceicctcagetageaccaagggeccatcegtetteceectggegecctgetccaggageace
tccgagagcacagccgccctgggctgcctggtcaaggactacttccccgaaccggtgacggtgtcgtggaactcaggcgccct
gaccagcggcgtgcacaccttcccggctgtcctacagtcctcaggactctactccctcagcagcgtggtgaccgtgccctecag
cagcttgggcacgaagacctacacctgcaacgtagatcacaageccageaacaccaaggtggacaagagagtigagtccaaa
tatggtcccecatgeccaccatgeccageaccigagttectggggggaccatcagtettcctgticcceccaaaacccaaggac
actctcatgatctcceggaccectgaggtcacgtgegtggtggtggacgtgagecaggaagaceccgaggiccagttcaactg
gtacgtggatggcgtggaggtgcataatgccaagacaaagecgegggaggagceagticaacageacgtaccgtgtggtcage
gtcetcacegtectgecaccaggactggetgaacggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaaggecteccgtectecat
cgagaaaaccatctccaaagcCaaagggcagccccgagagccacaggtgtacaccctgcccccatcccaggaggagatgac
caagaaccaggtcagcctgacctgectggtcaaaggcetictaccccagegacatcgecgtggagtgggagagceaatgggeag
ccggagaacaactacaagaccacgcecteecgtgetggactcegacggcetecttcticctctacagecaggcetaaccgtggacaa
gagcaggtggcaggaggggaatgtcttctcatgctccgtgatgecatgaggetctgcacaaccactacacacagaagagectcte
cctgtctctgggtaaatga

| 37 | VLLAG3.5a.a. | |
Trinh ti chudi kappa ctia LAG3.5 - day du
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EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSISSYLAWYQQKPGQAPRLLIYDAS
NRATGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQRSNWPLTFGQGTNLEIKR
TVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQES
VTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC*

| 38 | VLLAG3.5na. | |
Trinh tir chudi kappa - LAG3.5 - day di

gaaattgtgttgacacagtctccagecaccctgtetttgtctccaggggaaagagecaccctctectgecagggecagtc
agagtattagcagctacttagcctggtaccaacagaaacctggccaggctcccaggetcectcatctatgatgcatccaacaggge
cactggcatcccagecaggttcagtggeagtgggtetgggacagacttcactctcaccatcageagectagagectgaagatttt
gcagtttattactgtcagcagcgtagcaactggcctctcacttttggccaggggaccaacctggagatcaaa.cgtacggtggctg
caccatctgtcttcatcttcccgccatctgatgagcagttgaaatctggaactgcctctgttgtgtgcctgctgaataacttctatccc
agagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgecctccaatcgggtaactcccaggagagtgtcacagagecaggacage
aaggacagcacctacagcectcagecagcaccectgacgetgagcaaagcagactacgagaaacacaaagictacgeetgegaa

gtcacccatcagggectgagetegecegtcacaaagagcttcaacaggggagagtgttag
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YEU CAUBAO HQ

1. Khang thé don dong phan l4p, hodc phin gin két khang nguyén cta no, gin két véi
gen hoat héa té bao lympho-3 ctia ngudi (LAG-3-lymphocyte activation gene-3), trong
d6 ving xac dinh bd sung 1 (CDR1-complementarity determining region 1), ving CDR2,
va ving CDR3 chudi ning chira c4c trinh ty axit amin twong tng nhu néu trong SEQ ID
NO.15, SEQ ID NO.16, va SEQ ID NO.17, va ving CDR1, vuing CDR2, va ving CDR3
chudi nhe chira c4c trinh tu axit amin twong mg nhu néu trong SEQ ID NO.18, SEQ ID
NO.19, va SEQ ID NO.20.

2. Khéng thé don dong phén 14p, hodc phin gin két khang nguyén ctia no, theo diém 1
hoic 3, trong d6 ving bién d6i chudi ning chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID

NO.12, va viing bién d6i chudi nhe chira trinh tir axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.14.

3. Khang thé don dong phan 14p, hodc phan gin két khang nguyén cia né, theo diém bt
ky trong sb cac diém néu trén, trong d6 khang thé nay c6 mot hoic két hop cac dic tinh
sau: (a) gin két voi LAG-3 cia khi; (b) khong gan két véi LAG-3 cia chudt; (c) e ché
g'fm két cia LAG-3 v6i phan t tuong thich md chinh nhém II; hodc (d) kich thich dap
tng mién dich.

4. Khang thé don dong phén l8p, hodc phan gin két khang nguyén cta né, theo diém bat
ky trong sb cac diém néu trén, trong d6 khang thé nay kich thich san sinh interleukin-2
trong dap tng té bao T dic hidu khang nguyén va/hodc kich thich dap tng mién dich
khang khéi u.

5. Khang thé don dong phan 1ap, hodc phan gin két khang nguyén ciia n6, theo diém bt
k¥ trong sb cac diém néu trén, trong d6 khang thé nay gin két véi LAG-3 clia ngudi véi
hing sb Kp bang 0,27 x 10° M hodc nhé hon nhu dugc x4c dinh bang phuong phap cong

huéng plasmon bé mit.

6. Khang thé don dong phan 1ap, hodc phin gin két khang nguyén ciia n6, theo diém bt
ky trong sb cac diém néu trén, trong d6 khang thé nay 13 khang thé ctia nguoi.

7. Khang thé don dong phan 14p, hodc phan gin két khang nguyén cta né, theo diém bét
ky trong sb cac diém néu trén, trong d6 khing thé nay 1 isotyp IgGl, isotyp IgG2 hoic
isotyp IgG4.
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8. Khang thé don dong phan 14p, hoic phén gin két khang nguyén ciia né, theo diém bt
k¥ trong s6 cac diém néu trén, trong d6 khang thé nay 14 isotyp IgG4.

9. Khéng thé don dong phén 14p, hoic phin gin két khang nguyén ciia nd, theo diém bt
ky trong sb cac diém néu trén, trong d6 khang thé niy 12 manh khang thé hodc khang thé

chudi don.

10. Khang thé don dong phan 14p, hoic phan gin két khang nguyén ciia né, theo diém bt
k¥ trong sb cac diém tir 1 dén 8, trong d6 khang thé nay 13 khang thé c6 chiéu dai day du.

11. Khang thé don dong phan l4p, hoic phan gin két khang nguyén cia né, theo diém bt
ki trong sb cac diém tir 1 dén 8 hoac 10, trong d6 khang thé nay 14 khang thé don dong
phan 1ap IgG4 cta ngudi ¢ chiéu dai ddy du gin két véi LAG-3 clia ngudi v6i hing sb
Kp bing 0,27 x 10° M hozc nhé hoh nhu dugc x4c dirih bing phuong phap céng hudng

plasmon bé mit.

12. Phan tr dic hiéu kép chira khang thé don dong phén 1ap, hodc phan gin két khang
nguyén cia né, theo diém bat ky trong sb céc diém néu trén, va khang thé thir hai hoic
phan gin két khang nguyén cia no.

13. Thé tiép hop mi®n dich chira khang thé don dong phan 1ap, hosc phin gin két khang
nguyén cia no, theo diém bit ky trong s6 cac diém tir 1 dén 11, dugc lién két véi dugc
chét.

14. Thé tiép hop mién dich theo diém 13, trong do6 dugc chét nay la doc tb gay doc té bao
hodc ddng vi phong xa.

15. Dugc phim chira khang thé don dong phan 1ap, hoic phan gin két khang nguyén ciia
no, theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 11, phan tir dac hiéu kép theo diém 12,
hodc thé tiép hop mién dich theo diém 13 hoic 14, va chét mang dugc dung.

16. Dugc phim theo diém 15, trong d6 duoc phdm nay con chira dugce chét chéng ung

thu.

17. Dugc phim theo diém 16, trong d6 dugc chét chéng ung thu nay 13 khang thé hoic

duoc duge chét héa tr lidu.
18. Dugc phim theo diém 17, trong d6 khang thé nay 1a khang thé ¢ chiéu dai déy du.

19. Dugc phdm theo diém 17 hodc 18, trong d6 khang thé nay 13 isotyp IgG4.
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20. Axit nucleic phén 14p m3 héa ving bién ddi chudi ning va ving bién dbi chudi nhe
ctia khang thé don dong phén 1ap, hoic phan gin két khang nguyén ctia no, theo diém 1
hoic 2.

21. Vecto biéu hién chtra axit nucleic theo diém 20.
22. Té bao vat chi chira vecto biéu hién theo diém 21.

23. Phuong phép san xuét khang thé khang LAG-3 bao gdm budc biéu hién khang thé
nay trong té bao vat chu theo diém 22 va phén 1ap khang thé nay tir t& bao vt chu.
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DANH MUC TRINH TU

<110> BRISTOL-MYERS SQUIBB COMPANY

<120> KHANG THE DPON DONG PHAN LAP, DUQC PHAM CHUA KHANG THE NAY VA PHUONG PHAP SAN XUAT KHANG THE
NAY

<130> 11911-WO-PCT

<140> PCT/US2013/048999

<141> 2013-07-02

<150> 61/667,058

<151> 2012-07-02

<1l60> 52

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1

<211> 360

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> Ngudn gbc
<223> /Luu y="md td trinh ty nhdn tao: polynucleotit téng hop”
<220> ’
<221> CDS
<222> (1)..(360)
<400> 1
cag gtg cag cta cag cag tgg ggc gca gga ctg ttg aag cct tcg gag 48
Gln Val Gln Leu Gln Gln Trp Gly Ala Gly Leu Leu Lys Pro Ser Glu
1 5 10 15
acc ctg tec ctc acce tge gect gtc tat ggt ggg tcc ttc agt gat tac 96
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val Tyr Gly Gly Ser Phe Ser Asp Tyr
) 20 25 30

tac tgg aac tgg atc cgc cag ccc cca ggg aag ggg ctg gag tgg att 144
Tyr Trp Asn Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile

35 40 45
ggyg gaa atc aat cat aat gga aac acc aac Tcc aac ccg tcc cte aag 192
Gly Glu Ile Asn His Asn Gly Asn Thr Asn Ser Asn Pro Ser Leu Lys

50 55 60
agt cga gtc acc cta tca cta gac acg tcc aag aac cag ttc tcc ctg 240
Ser Arg Val Thr Leu Ser Leu Asp Thr S2r Lys Asn Gin Phe Ser Leu
33 70 ~ 75 80
aag ctg agg tct gtg acc gecc gcg gac acg gct gtg tat tac tgt gecg 288
Lyvs Leu Arg Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
85 90- 95
ttt gga tat agt gac tac gag tac aac tgg ttc gac ccc tgg ggc cag 336
Phe Gly Tyr Ser Asp Tyr Glu Tyr Asn Trp Phe Asp Pro Trp Gly Gln
100 105 110

gga acc ctg gtc acc gtc tcc tca 360
Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115 120
<210> 2
<211> 120
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<221> Ngudn gbc
<223> /Luu y=“"md t& trinh tu nhan tac: polypeptit tdng hop"

<400> 2
Gln Val Gln Leu Gln Gln Trp Gly Ala Gly Leu Leu Lys Pro Ser Glu
1 5 10 15
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val Tyr Gly Gly Ser Phe Ser Asp Tyr
20 25 30
Tyr Trp Asn Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45
Gly Glu Ile Asn His Asn Gly Asn Thr Asn Ser Asn Pro Ser Leu Lys
50 55 60
Ser Arg Val Thr Leu Ser Leu Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu
65 70 75 80
Lys Leu Arg Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95
Phe Gly Tyr Ser Asp Tyr Glu Tyr Asn Trp Phe Asp Pro Trp Gly Gln
100 105 110
Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 3
<211> 321
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao
<220>

-94-



<221> Ngudn gbc
<223> /Luu y="md ta
<220>
<221> CDS
<222> (1)..(321)
<400> 3
gaa att gtg ttg aca
Glu Ile Val Leu Thr
1 5
gaa aga gcc acc ctc
Glu Arg Ala Thr Leu
20
tta gcc tgg tac caa
Leu Ala Trp Tyr Gln
35
tat gat gca tcc aac
Tyr Asp Ala Ser Asn
50
agt ggg tct ggg aca
Ser Gly Ser Gly Thr
65
gaa gat ttt gca gtt
Glu Asp Phe Ala Val
85
act ttt ggc cag ggg

Thr Phe Gly Gln Gly
100

<210> 4

<211> 107

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén

<220>

<221> Ngudn gbc

«223> /Luu y="md ta

<400> 4

Glu Ile Val Leu Thr

1 5

Glu Arg Ala Thr Leu

20
Leu Ala Trp Tyr Gln
35

Tyr Asp Ala Ser Asn
50

Ser Gly Ser Gly Thr

65

Glu Asp Phe Ala Val

85
Thr Phe Gly Gln Gly
100
<210> 5
<211> 5
<212> PRT

<213> Trinh ti nhan
<220>

<221> Ngudn gbc
<223> /Luu y="md ta
<400> 5

Asp Tyr Tyr Trp Asn
1 5
<210> 6

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén
<220>

<221> Ngudn gbc
<223> /Luu y="md ta
<400> 6

Glu Ile Asn His Asn
1 5
<210> 7

<211> 12

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén
<220>

<221> Ngudn gbc
<223> /Luu y="md ta
<400> 7

Gly Tyr Ser Asp Tyr
1 5

36680

trinh tu nhan tao: polynucleotit tdng hop”

cag
Gln

tcc
Ser

cag
Gln

agg
Arg

gac
Asp
70

tat
Tyr

acc
Thr

tao

tct
Ser

tgc
Cys

aaa
Lys

gcc
Ala
55

ttc
Phe

tac
Tyr

aac
Asn

cca
Pro

agg
Arg

cct
Pro
40

act
Thr

act
Thr
tgt
Cys

ctg
Leu

gcc
Ala

gcc
Ala
25

ggc
Gly

ggec
Gly

ctc
Leu

cag
Gln

gag
Glu
105

acc
Thr
10

agt
Ser

cag
Gln

atc
Ile

acc
Thr

cag
Gln
90

atc
Ile

ctg
Leu

cag
Gln

gct
Ala

cca
Pro

atc
Ile
75

cgt
Arg

aaa
Lys

tct
Ser

agt
Ser

ccc
Pro

gcc
Ala
60

agc
Ser

agc

Ser-

ttg
Leu

att
Ile

agg
Arg
45

agg
Arg

agc
Ser

aac
Asn

tct
Ser

agc
Ser
30

ctc
Leu

ttc
Phe

cta
Leu

tgg
Trp

cca
Pro
15

agc
Ser

ctc
Leu

agt
Ser

gag
Glu

cct
Pro
95

trinh ty nhan tao: polypeptit tdng hop"

Gln
Ser
Gln
Arg
Asp
70

Tyr

Thr

tao

Ser
Cys
Lys
Ala
55

Phe
Tyr

Asn

Pro
Arg
Pro
40

Thr
Thr

Cys

Leu

Ala
Ala
25

Gly
Gly

Leu

Glu
105

Thr
1c

Ser
Gln
Ile
Thr
Gln

90
Ile

Leu
Gln

Ala

Ile
75
Arg

Ser

Pro

Ala
60
Ser

Leu
Ile
Arg

45
Arg

Ser
Ser
30

Leu
Phe

Leu

Trp

trinh ty nhan tao: peptit tdng hop"

tao

trinh tu nhan tao: peptit tdng hop"

Pro
15
Ser

999
Gly

tac
Tyr

atc
Ile

ggc
Gly

cct
Pro
80

ctc
Leu

Gly

Ile
Gly
Pro

80
Leu

Gly Asn Thr Asn Ser Asn Pro Ser Leu Lys Ser

tao

10

trinh ty nhin tao: peptit tdng hop"

Glu Tyr Asn Trp Phe Asp Pro

10

-05-
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48

96

144

240

288

321
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<210> 8
<211> 11
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<221> Ngudn gbc
<223> /Luu $="md ta trinh ty nhan tao: peptit tdng hop"
<400> 8
Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Tyr Leu Ala
1 5 10
<210> 9
<211> 7
<212> PRT
<213> Trinh tuyu nhén tao
<220>
<221> Ngudn gbc
<223> /Luu §="md ta trinh tu nhan tao: peptit tdng hop"
<400> 9
Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr
1 5
<210> 10
<211i> 9
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<221> Ngudn gbc
<223> /Luu §="md ta trinh ty nhan tao: peptit tdng hop"
<400> 10
Gln Gln Arg Ser Asn Trp Pro Leu Thr
1 5
<210> 11
<211> 360
<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<221> Ngudn gbc
<223> /Luu y="md tad trinh tu nhén tao: polynucleotit tb
<400> 11
caggtgcagc tacagcagtg gggcgcagga ctgttgaagce cttcecggagac
acctgegetg tctatggtgg gtccttcagt gattactact ggaactggat
ccagggaagg ggctggagtg gattggggaa atcaatcatc gtggaagcac
ccgtccctca agagtcgagt caccctatca ctagacacgt ccaagaacca
aagctgaggt ctgtgaccgc cgcggacacg gctgtgtatt actgtgegtt
gactacgagt acaactggtt cgacccctgg ggccagggaa ccctggtcac
<210> 12
<211> 120
<212> PRT
<213> Trinh tu nhé&n tao
<220>
<221> Ngudn gbc
<223> /Luu y="md ta trinh ty nhén tao: polypeptit tdng
<400> 12
Gln Val Gln Leu Gln Gln Trp Gly Ala Gly Leu Leu Lys Pro
1 5 10
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val Tyr Gly Gly Ser Phe Ser
20 25 30
Tyr Trp Asn Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu
35 40 45
Gly Glu Ile Asn His Arg Gly Ser Thr Asn Ser Asn Pro Ser
50 55 60
Ser Arg Val Thr Leu Ser Leu Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe
65 70 75
Lys Leu Arg Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr
85 90
Phe Gly Tyr Ser Asp Tyr Glu Tyr Asn Trp Phe Asp Pro Trp
100 105 110
Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 13
<211> 321
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<221> Ngudn gbc
<223> /Luu $="md td trinh ty nhan tao: polynucleotit tb
<220>
<221> CDS
<222> (1)..(321)
<400> 13

-06-

ng hop”

cctgtcectce
ccgccagcecece
caactccaac
gttctccctg
tggatatagt
cgtctcctca

hgp"
Ser Glu
15
Asp Tyr

Trp Ile

Leu Lys

Ser Leu
80

Cys Ala

95

Gly Gln

ng hop”

60
120
180
240

300

360
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gaa att gtg ttg aca cag tct cca gcc acc ctg tct ttg tct cca ggg 48
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15
gaa aga gcc acc ctc tcc tge agg gcc agt cag agt att agc agc tac 96
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Tyr
20 25 30
tta gcc tgg tac caa cag aaa cct ggc cag gct ccc agg ctc ctc atc 144
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile
35 40 45
tat gat gca tcc aac agg gcc act ggc atc cca gcc agg ttc agt ggc 192
Tyr Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly
50 55 60

agt ggg tct ggg aca gac ttc act ctc acc atc agc agc cta gag cct 240
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro
65 70 75 80
gaa gat ttt gca gtt tat tac tgt cag cag cgt agc aac tgg cct ctc 288
Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg Ser Asn Trp Pro Leu

85 90 95
act ttt ggc cag ggg acc aac ctg gag atc aaa 321
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Asn Leu Glu Ile Lys

100 105

<210> 14
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh ty nhdn tao
<220>
<221> Ngudn gbéc
<223> /Luu y="md td trinh tu nhadn tao: polypeptit tdng hop"
<400> 14
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

1 5 10 15

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

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

35 40 45
Tyr Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly
50 55 60

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

65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg Ser Asn Trp Pro Leu

85 90 95

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Asn Leu Glu Ile Lys
100 105

<210> 15

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<221> Ngudn gbc

<223> /Luu §="md tad trinh tu nhan tao: peptit tdng hop"
<400> 15

Asp Tyr Tyr Trp Asn

1 5

<210> 16

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<221> Ngudn gbc

<223> /Luu ¢="md td trinh ty nhan tao: peptit téng hop"
<400> 16

Glu Ile Asn His Arg Gly Ser Thr Asn Ser Asn Pro Ser Leu Lys Ser
1 5 10 15
<210> 17

<211> 12

<212> PRT

<213> Trinh tu nhadn tao

<220>

<221> Ngudn gbc

<223> /Luu $="md td trinh tu nhan tao: peptit téng hop"
<400> 17

Gly Tyr Ser Asp Tyr Glu Tyr Asn Trp Phe Asp Pro

1 5 10

<210> 18

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhan tao

<220>

<221> Ngudn gbc

-97-



<223> /Luu y="md ta
<400> 18

Arg Ala Ser Gln Ser
1 5
<210> 19

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén
<220>

<221> Ngudn gbc
<223> /Luu y="md ta
<400> 19

Asp Ala Ser Asn Arg
1 5
<210> 20

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén
<220>

<221> Ngudn gbc
<223> /Luu y="md ta
<400> 20

Gln Gln Arg Ser Asn
1 5
<210> 21

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 21

Pro Gly His Pro Leu
5

[y

> 22
> 8

> PRT
> Homo sapiens
0> 22

His Pro Ala Ala Pro
1 5
<210> 23

<211> 8

<212> PRT

<Z13> Homo sapiens
<400> 23

Pro Ala Ala Pro Ser
1 5
<210> 24

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén
<220>

<221> Nguén gbc
<223> /Luu y="md ta
<400> 24

Glu Ile Ile His Ser
1 5
<210> 25

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén
<220>

<221> Ngudn gbc
<223> /Luu y="md ta
<400> 25

Glu Ile Asn His Gly
1 5
<210> 26

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén
<220>

<221> Ngudn gbc
<223> /Luu y="md ta
<400> 26

Glu Ile Asn His Ile
1 5
<210> 27

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

A A A
B NN

AN

36680

trinh tu nhan tao: peptit tdng hop"

Ile Ser Ser Tyr Leu Ala
10

tao

trinh tu nhan tao: peptit tdng hop"

Ala Thr

tao

trinh tu nhén tao: peptit tdéng hop"

Trp Pro Leu Thr

Ala Pro Gly

Ser Ser Trp

Ser Trp Gly

tao
trinh ty nhan tao: peptit tdng hop"

Gly Ser Thr Asn Ser Asn Pro Ser Leu
10

tao
trinh tu nhin tao: peptit tdéng hop"

Gly Gly Thr Asn Ser Asn Pro Ser Leu
10

tao
trinh ty nhan tao: peptit tdng hop"

Gly Asn Thr Asn Ser Asn Pro Ser Leu
10

-08-

Lys Ser
15

Lys Ser
15

Lys Ser
15



<400> 27

Gly Glu Ile Asn His

1

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

<220>

<221>
<223>
<400>

28
15
PRT
Trinh ty nhén

Ngudn gbc
/Luu y="md ta
28

5

Gly Gly Gly Gly Ser

1

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

Met
1
Val

Trp
Pro
His
65

Ala
Arg
Arg
Arg
Gly
145
Arg
Gly
Arg
Gly
Phe
225
Cys
Leu
Gly
Gly
Pro
305
Glu
Leu
Val
Cys
Leu
385
Gln
Gly
Pro
His
Val

465
Arg

Trp
Ala
Ala
Leu
50

Gln

Pro

Arg

Leu 1

Gly
130
Glu
Leu
Ser
Pro
Arg
210
Leu
Ile
Thr
Ala
Thr
290
Asp
Asp
Gln
Thr
Glu
370
Asp
Glu
Glu
Gly
Leu
450

Thr

Arg

29

525
PRT
Homo sapiens
29

Glu
Pro
Gln
35

Gln

Pro

Gly

Leu
Asp
195
Val
Phe
Leu
Val
Gly
275
Arg
Leu
Val
Glu
Pro
355
Val
Thr
Ala
Arg
Ala
435
Leu

Gly

Phe

Ala
Val
20

Glu

Asp

Pro
Thr
100
Leu
Phe
Arg
Leu
Arg
180
Arg
Pro
Leu
Thr
Leu
260
Ser
Ser
Leu
Ser
Gln
340
Lys
Thr
Pro
Gln
Leu
420
Gln
Leu

Ala

Ser

5

Gln
5
Lys
Gly
Leu
Ser
His
85
Val
Gln
Ser
Ala
Arg
165
Ala
Pro
Val
Pro
Tyr
245
Gly
Arg
Phe
Val
Gln
325
Gln
Ser
Pro
Ser
Leu
405
Leu
Arg
Phe

Phe

Ala

Ser Gly Ser Thr Asn Tyr

tao

10

36680

trinh tu nhan tao: peptit tdéng hop"

Gly Gly Gly Gly

Phe
Pro
Ala
Ser
Gly
70

Pro
Leu
Pro
Leu
Ala
150
Leu
Ser
Ala
Arg
Gln
230
Arg
Leu
Val
Leu
Thr
310
Ala
Leu
Phe
Val
Gln
390
Leu
Gly
Ser
Leu
Gly

470
Leu

Leu

Leu

Leu
55

Pro
Ala
Ser
Arg
Trp
135
Val
Gly
Asp
Ser
Glu
215
Val
Asp
Glu
Gly
Thr
295
Gly
Gln
Asn
Gly
Ser
375
Arg
Ser
Ala
Gly
Thr
455

Phe

Glu

Gly
Gln
Ala
40

Leu
Pro
Ala
Val
Val
120
Leu
His
Gln
Trp
Val
200
Ser
Ser
Gly
Pro
Leu
280
Ala
Asp
Ala
Ala
Ser
360
Gly
Ser
Gln
Ala
Arg
440
Leu
His

Gln

Leu
Pro
25

Gln
Arg
Ala
Pro
Gly
105
Gln
Arg
Leu
Ala
Val
185
His
Pro
Pro
Phe
Pro
265
Pro
Lys
Asn
Gly
Thr
345
Pro
Gln
Phe
Pro
Val
425
Ala
Gly

Leu

Gly

Ser Gly Gly Gly Gly

10

Leu
10

Gly
Leu
Arg
Ala
Ser
90

Pro
Leu
Pro
Arg
Ser

170
Ile

Trp

His

Asn
250
Thr
Cys
Trp
Gly
Thr
330
Val
Gly
Glu

Ser

Trp
410
Tyr
Pro
Val
Trp

Ile

Phe
Ala
Pro
Ala
Ala
75

Ser
Gly
Asp
Ala
Asp

155
Met

Asp
235
Val
Pro
Arg
Thr
Asp
315
Tyr
Thr
Ser
Arg
Gly
395
Gln
Phe
Gly
Leu
Arg

475
His

Leu

Glu

Gly

Pro

Arqg
His
220
Ser
Ser
Leu
Leu
Pro
300
Phe
Thr
Leu
Leu
Phe
380
Pro
Cys
Thr
Ala
Ser
460

Arg

Pro

Gln
Val
Ser
45

Val
Gly
Gly
Leu
Arg
125
Arg
Ala
Ala
Cys
Asn

205
Leu

Ile
Thr
Pro
285
Pro
Thr
Cys
Ala
Gly

365
Val

Trp
Gln
Glu
Leu
445
Leu

Gln

Pro

-90-

Pro
Pro
30

Pro
Thr
His
Pro
Arg
110
Gly
Ala
Leu
Ser
Ser
190
Arg
Ala
Pro
Met
Val
270
Ala
Gly
Leu
His
Ile
350
Lys
Trp
Leu
Leu
Leu
430
Pro
Leu
Trp

Gln

Ser
15

Leu
15
Val

Thr

Arg
95

Ser
Axrg
Asp
Ser
Pro
175
Phe
Gly
Glu
Trp
Tyr
255
Tyr
Gly
Gly
Arg
Ile
335
Ile
Leu
Ser
Glu
Tyr
415
Ser
Ala
Leu

Arg

Ala

Trp
Val

Ile

Leu
80

Pro
Gly
Gln
Ala
Cys
160
Pro
Ser
Gln
Ser
Gly
240
Asn
Ala
Val
Gly
Leu
320
His
Thr
Leu
Ser
Ala
400
Gln
Ser
Gly
Leu
Pro

480
Gln



36680

495

Leu Glu Gln Glu Pro Glu Pro Glu Pro Glu Pro

510

525

cttcggagac
ggaactggat
atggaaacac
ccaagaacca
actgtgecgtt
ccctggtcac
gctccaggag
ccgaaccggt
cggctgtect
gcagcttggg
tggacaagag
tcetgggggg
cccggacccece
agttcaactg
agcagttcaa
tgaacggcaa
aaaccatctc
cccaggagga
ccagcgacat
cgcctceecgt
agagcaggtg
accactacac

Leu Lys Pro

Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys

15

cctgtcecte
ccgccagcecce
caactccaac
gttctccctg
tggatatagt
cgtctecctca
cacctccgag
gacggtgtcg
acagtcctca
cacgaagacc
agttgagtcc
accatcagtc
tgaggtcacg
gtacgtggat
cagcacgtac
ggagtacaag
caaagccaaa
gatgaccaag
cgcegtggag
gctggactcc
gcaggagggg
acagaagagc

trinh ty nhan tao: polypeptit téng hop"

Ser Glu

15

Ser
Gly
Asn
60

Asn
Val
Asp
Lys
Glu
140
Pro

Thr

Val

Phe
Leu
45

Pro
Gln
Tyr
Pro
Gly
125
Ser
Val
Phe

Val

Ser
30

Glu
Ser
Phe
Tyr
Trp
110
Pro
Thr
Thr

Pro

Thr

Asp

Trp

Cys
Gly
Ser
Ala
Val
Ala

175
Val

Tyx

Ile

Ala
Gln
Val
Ala
Ser
160

Val

Pro

485 490
Ser Lys Ile Glu Glu
500 505
Glu Pro Glu Pro Glu Pro Glu Pro Glu Pro Glu Gln Leu
515 520
<210> 30
<211> 17
<212> PRT
<213> Trinh tu nhé&n tao
<220>
<221> Ngudn gbc
<223> /Luu y="md ta trinh tu nhan tao: peptit tdng hop"
<400> 30
Val Ile Trp Tyr Asp
1 5 10
Gly
<210> 31
<211> 1344
<212> ADN
<213> Trinh tu nhin tao
<220>
<221> Ngudn gbc
<223> /Luu §="md ta trinh tu nhan tao: polynucleotit tdng hop”
<400> 31
caggtgcagc tacagcagtg gggcgcagga ctgttgaagce
acctgecgctg tctatggtgg gtccttcagt gattactact
ccagggaagg ggctggagtg gattggggaa atcaatcata
ccgtcecteca agagtcgagt caccctatca ctagacacgt
aagctgaggt ctgtgaccgc cgcggacacg gctgtgtatt
gactacgagt acaactggtt cgacccctgg ggccagggaa
gctagcacca agggcccatc cgtcttccce ctggecgeccct
agcacagccg ccctgggctg cctggtcaag gactacttcce
tggaactcag gcgccctgac cagcggcgtg cacaccttcce
ggactctact ccctcagcag cgtggtgacc gtgccctcca
tacacctgca acgtagatca caagcccagc aacaccaagg
aaatatggtc ccccatgcecce accatgccca gcacctgagt
ttcctgttcc ccccaaaacc caaggacact ctcatgatct
tgcgtggtgg tggacgtgag ccaggaagac cccgaggtcc
ggcgtggagg tgcataatgc caagacaaag ccgcgggagg
cgtgtggtca gcgtcctcac cgtcctgcac caggactgge
tgcaaggtct ccaacaaagg cctcccgtce tccatcgaga
gggcagcccc gagagccaca ggtgtacacc ctgcccccat
aaccaggtca gcctgacctg cctggtcaaa ggcttctacc
tgggagagca atgggcagcc ggagaacaac tacaagacca
gacggctcct tcttcctcta cagcaggcta accgtggaca
aatgtcttct catgctccgt gatgcatgag gctctgcaca
ctctccetgt ctctgggtaa atga
<210> 32
<211> 447
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<221> Ngudn gbéc
<223> /Luu y="md ta
<400> 32
Gln Val Gln Leu Gln Gln Trp Gly Ala Gly Leu
1 5 10
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val Tyr Gly Gly
20 25
Tyr Trp Asn Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys
35 40
Gly Glu Ile Asn His Asn Gly Asn Thr Asn Ser
50 55
Ser Arg Val Thr Leu Ser Leu Asp Thr Ser Lys
65 70 75
Lys Leu Arg Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala
85 90
Phe Gly Tyr Ser Asp Tyr Glu Tyr Asn Trp Phe
100 105
Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr
115 120
Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser
130 135
Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu
145 150 155
Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His
165 170
Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser
180 185

-100-

190

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1344



Ser Ser Ser
195

Leu Gly Thr Lys Thr

200

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys

210
Pro Cys Pro
225
Phe Leu Phe

Pro Glu Val

Val Gln Phe
275
Thr Lys Pro
290
Val Leu Thr
305
Cys Lys Val

Ser Lys Ala

Pro Ser Glmn

355

Val Lys Gly
370

Gly Gln Pro

Asp Gly Ser
Trp Gln Glu

His Asn His
435
<210> 33
<211> 645
<212> ADN
<213> Trinh
<220>
<221> Ngudn
«223> /Luu
<400> 33
gaaattgtgt
ctctcctgea
ggccaggcte
aggttcagtg
gaagattttg
gggaccaacc
tctgatgage
cccagagagg
gagagtgtca
ctgagcaaag
ctgagctcge
<210> 34
<211> 214
<212> PRT
<213> Trinh
<220>
<221> Ngudn

<223> /Luu y="md ta

<400> 34
Glu Ile Val
1

Glu Arg Ala

Leu Ala Trp
35
Tyr Asp Ala
50
Ser Gly Ser
65
Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

Pro Ser Val
115
Thr Ala Ser
130
Lys Val Gln
145

215

Pro Cys Pro Ala Pro
230
Pro Pro Lys Pro Lys

245

Thr Cys Val Val Val

260

Asn Trp Tyr Val Asp

280

Arg Glu Glu Gln Phe

295

Val Leu His Gln Asp
310
Ser Asn Lys Gly Leu

325

Lys Gly Gln Pro Arg

340

Glu Glu Met Thr Lys

360

DPhe Tyr Pro Ser Asp

375

3lu Asn Asn Tyr Lys
390
Phe Phe Leu Tyr Ser

405

Gly Asn Val Pke Ser

420

Tyr Thr Gln Lys Ser

440

tu nhéan tao

gbc
y="md ta

tgacacagtc
gggccagtca
ccaggctcct
gcagtgggtc
cagtttatta
tggagatcaa
agttgaaatc
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga
ccgtcacaaa

t.ccagccacc
gagtattagc
catctatgat
tgggacagac
ctgtcagcag
acgtacggtg
tggaactgcc
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaaacacaaa
gagcttcaac

tu nhé&n tao

gbc

Tyr Thr Cys
Arg Val Glu

Glu Phe Leu
235
Asp Thr Leu
250
Asp Val Ser
265
Gly Val Glu

Asn Ser Thr

Trp Leu Asn
315
Pro Ser Ser
330
Glu Pro Gln
345
Asn Gln Val

Ile Ala Val

Thr Thr Pro
395
Arg Leu Thr
410
Cys Ser Val
425
Leu Ser Leu

ctgtectttgt
agctacttag
gcatccaaca
ttcactctca
cgtagcaact
gctgcaccat
tctgttgtgt
gataacgccc
agcacctaca
gtctacgcecct
aggggagagt

Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu

5

10

Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln

20

Tyr Gln Gln Lys Pro

40

Ser Asn Arg Ala Thr

55

Gly Thr Asp Phe Thr

70

Ala Val Tyr Tyr Cys

85

Gln Gly Thr Asn Leu

100

Phe Ile Phe Pro Pro

120

25
Gly Gln Ala

Gly Ile Pro

Leu Thr Ile
75
Gln Gln Arg
90
Glu Ile Lys
105
Ser Asp Glu

Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe

135

Trp Lys Val Asp Asn
150

Ala Leu Gln
155

36680

Asn Val Asp
205

Ser Lys Tyr

220

Gly Gly Pro

Met Ile Ser

Gln Glu Asp
270
Val His Asn
285
Tyr Arg Val
300
Gly Lys Glu

Ile Glu Lys

Val Tyr Thr
350
Ser Leu Thr
365
Glu Trp Glu
380
Pro Val Leu

Val Asp Lys

M2t His Glu

430

Ser Leu Gly
445

ctccagggga
cctggtacca
gggccactgg
ccatcagcag
ggcctctcac
ctgtcttcat
gcctgctgaa
tccaatcggg
gcctcagcag
gcgaagtcac
gttag

Ser Leu Ser

Ser Ile Ser
30
Pro Arg Leu
45
Ala Arg Phe
60
Ser Ser Leu

Ser Asn Trp

Arg Thr Val
110
Gln Leu Lys
125
Tyr Pro Arg
140
Ser Gly Asn

-101-

His Lys
Gly Pro
Ser Val
240
Arg Thr
255
Pro Glu
Ala Lys
Val Ser
Tyr Lys
320
Thr Ile
335
Leu Pro
Cys Leu
Ser Asn
Asp Ser
Ser Arg
415
Ala Leu

Lys

trinh ty nhan tao: polynucleotit tdng hop”

aagagccacc
acagaaacct
catcccagcec
cctagagcct
ttttggccag
cttccegcececa
taacttctat
taactcccag
caccctgacg
ccatcagggc

trinh tu nhén tao: polypeptit tdng hop"

Pro Gly
15
Ser Tyr

Leu Ile
Ser Gly
Glu Pro
80

Pro Leu
95

Ala Ala
Ser Gly
Glu Ala

Ser Gln
160

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
645



Glu

Ser

Ala

Phe

Ser
Thr
Cys

Asn
210

<210> 35
<211> 44

<212>
<213>

<220>

<221>
<223>

<400> 35

Gln
1
Thr

Phe

Leu
145

Thr
Val
305
Cys

Ser

Val
Gly
385
Asp
Trp

His

Val
Leu
Trp
Glu
50

Arg
Leu
Gly

Thr

Ser
210
Cys
Leu
Glu
Gln
Lys-
290
Leu
Lys
Lys
Ser
Lys
370
Gln
Gly
Gln

Asn

<210> 36
<211> 13

<212>
<213>

<220>

<221>
<223>

Val
Leu
Glu

195
Arg

7

PRT
Trinh ty nhén

Gln
Ser
Asn
35

Ile

Val

Leu
115
Leu
Cys
Ser
Ser
Ser
195
Asn
Pro
Phe

Val

Phe

275
Pro

Thr
Val
Ala
Gln
355
Gly
Pro
Ser

Glu

His
435

44

ADN
Trinh

Ngudn
/Luu §="md ta

Thr
Thr
180
Val

Gly

Ngudn gbc
/Luu y=*md ta

Leu

Ser
100
Val

Ala

Ser
180
Leu

Thr

Pro

Lys
340
Glu
Phe
Glu
Phe
Gly

420
Tyr

Glu
165
Leu

Thr

Glu

Gln
5

. Thr

Ile
His

Leu

Pro
245
Cys
Trp
Glu
Leu
Asn
325
Gly
Glu
Tyr
Asn
Phe
405

Asn

Thr

tu nhén

gbc

Gln
Ser
His

Cys

tao

36680

Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr

170

Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His

185

Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val

200

205

Ser

Lys
190
Thr

Leu
175
Val

Lys

trinh tu nhan tao: polypeptit tdng hop"

Gln
Cys
Arg
Arg
Ser
70

Thr
Tyr
Val
Cys
Lys
150

Leu

Leu

Thr I

Val
Pro
230
Lys
Val
Tyr
Glu
His
310
Lys
Gln
Met
Pro
Asn
390
Leu

Val

Gln

tao

Trp
Ala
Gln
Gly
55

Leu

Ala

Glu

Ser
135
Asp
Thr

Tyr

Asp
215
Ala
Pro
Val
Val
Gln
295
Gln
GJ.Y
Pro
Thr
Ser
375
Tyr
Tyr

Phe

Lys

Gly
Val
Pro
40

Ser
Asp
Ala
Tyr
Ser

120
Arg

Ser
Ser
Thr
200
Lys
Pro
Lys
Val
Asp
280
Phe
Asp
Leu
Arg
Lys
360
Asp
Lys
Ser

Ser

Ser
440

Ala
Tyr
25

Pro

Thr

Thr

Asn
105
Ala
Ser

Phe

Asp
Asp
265
Gly
Asn
Trp
Pro
Glu
345
Asn
Ile
Thr
Arg
Cys

425
Leu

Gly
10

Gly
Cly
Asn

Ser

Thr
90

Trp
Ser
Thr
Pro
Val
170
Ser
Thr
val
Phe
Thr
250
Val
Val
Ser
Leu
Ser
330
Pro
Gln
Ala
Thr
Leu
410

Ser

Ser

Leu
Gly
Lys
Ser
Lys
75

Ala
Phe
Thr
Ser
Glu
155
His
Ser
Cys
Glu
Leu
235
Leu
Ser
Glu
Thr
Asn
315
Ser
Giln
Val
Val
Pro
395
Thr

Val

Leu

Leu Lys Pro

Ser
Gly
Asn
60

Asn
Val
Asp
Lys
Glu
140
Pro
Thr

Val

Asn

Phe

Leu
45
Pro

Sexr Lys

220
Gly

Tyr
300
Gly
Ile
Val
Ser
Glu
380
Pro
Val

Met

Ser

Glu
Tyr
Leu
365
Trp
Val
Asp
His

Leu
445

Ser
30

Glu
Ser
Phe
Tyr
Trp
110

Pro

Thr

. Thr

Pro
Ser
Asp
270
Asn
Val
Glu
Lys
Thr
350
Thr
Glu
Leu
Lys
Glu

430
Gly

Ser
15

Asp
Trp
Leu
Ser
Cys
95

Gly
Ser
Ala
Val
Ala
175
Val
His
Gly
Ser
Arg
255
Pro
Ala
Val
Tyr
Thr
335
Leu
Cys
Ser
Asp
Ser
415

Ala

Lys

Ser
Tyr

Ser

Glu
Tyr
Ile
Lys
Leu

80
Ala

Val
Pro
Lys
Pro
Val
240

Thr

Glu

Lys
320
Ile
Pro
Leu

Asn

Ser
400

rg

Leu

trinh tu nhan tao: polynucleotit tdéng hop”

-102-



<400> 36
caggtgcagc
acctgcgctg
ccagggaagg
ccgtecectea
aagctgaggt
gactacgagt
gctagcacca
agcacagccg
tggaactcag
ggactctact
tacacctgca
aaatatggtc
ttecctgttece
tgcgtggtgg
ggcgtggagg
cgtgtggtca
tgcaaggtct
gggcagcccc
aaccaggtca
tgggagagca
gacggctecct
aatgtcttct
ctctcectgt
<210> 37
<211> 214
<212> PRT
<213>
<220>
<221>
<223> /Luu
<400> 37
Glu Ile Val
1

Glu Arg Ala

Ngudn

Leu Ala

Trp
35
Tyr Asp Ala
50
"Ser Gly Ser
€5
- Glu

Asp Phe

Thr Phe
Val
115
Ser

Pro Ser

Thr Ala
130
Lys Val
145
Glu Ser Val

Ser Thr

Ala Glu
195
Arg

Cys
Phe Asn
210
<210> 38
<211> 645
<212> ADN
<213>
<220>
<221>
<223> /Luu
<400> 38
gaaattgtgt
ctctcctgceca
ggccaggctc
aggttcagtg
gaagattttg
gggaccaacc
tctgatgagce
cccagagagg
gagagtgtca
ctgagcaaag
ctgagctcgce

Ngudn

Trinh ty nhéan

Gly

Gln

Leu

Trinh

tacagcagtg
tctatggtgg
ggctggagtg
agagtcgagt
ctgtgaccgc
acaactggtt
agggcccatc
ccctgggcetg
gcgccctgac
ccctcagcag
acgtagatca
ccccatgcece
ccccaaaacc
tggacgtgag
tgcataatgc
gcgtcctcac
ccaacaaagg
gagagccaca
gcctgacctg
atgggcagcc
tcttectcta
catgctcecgt
ctctgggtaa

gbc
y="md ta

Leu Thr
5
Thr Leu
20
Tyr Gln

Ser Asn

Gly Thr

Ala Val
85

Gln Gly
100
Phe Ile

Val val

Trp Lys

tri
Gln
Ser
Gln
Arg
Asp
70

Tyr
Thr
Phe
Cys

Val

gggcgcagga
gtccttcagt
gattggggaa
caccctatca
cgcggacacg
cgacccctgg
cgtcttccce
cctggtcaag
cagcggegtg
cgtggtgacc
caagcccagce
accatgccca
caaggacact
ccaggaagac
caagacaaag
cgtcctgcac
cctcececgtece
ggtgtacacc
cctggtcaaa
ggagaacaac
cagcaggcta
gatgcatgag
atga

tao

Ser Pro

Cys Arg
Pro
40

Thr

Lys

Ala
55
Phe Thr
Tyr
Asn

Pro
120
Leu

Pro

Leu
135

Asp Asn

150

Thr Glu
165
Thr Leu
180
Val Thr

Gly Glu

ty nhén

gbc
g="md ta

tgacacagtc
gggccagtca
ccaggctcct
gcagtgggtc
cagtttatta
tggagatcaa
agttgaaatc
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga
ccgtcacaaa

Gln

Ser

His

-Asp Ser

Lys Ala

Gln Gly

200

Cys

tao

tccagccacc
gagtattagc
catctatgat
tgggacagac
ctgtcagcag
acgtacggtg
tggaactgcc
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaaacacaaa
gagcttcaac

Ala
Ala
25

Gly
Gly
Leu
Gln
Glu
105
Ser
Asn
Ala
Lys
Asp

185
Leu

ctgttgaagc
gattactact
atcaatcatc
ctagacacgt
gctgtgtatt
ggccagggaa
ctggcgccect
gactacttcc
cacaccttcc
gtgccctcca
aacaccaagg
gcacctgagt
ctcatgatct
cccgaggtcece
ccgcgggagyg
caggactggc
tccatcgaga
ctgccccecat
ggcttctacc
tacaagacca
accgtggaca
gctctgcaca

Thr
10
Sexr

Leu
Gln

Gln Ala

Ile Pro

Thr Ile
75

Gln Arg
90

Ile Lys
Glu
Phe

Gln
155
Ser

Leu

Asp
170
Tyr Glu

Ser Ser

ctgtctttgt
agctacttag
gcatccaaca
ttcactctca
cgtagcaact
gctgcaccat
tctgttgtgt
gataacgccce
agcacctaca
gtctacgcct

aggggagagt

36680

cttcggagac
ggaactggat
gtggaagcac
ccaagaacca
actgtgcgtt
ccctggtcac
gctccaggag
ccgaaccggt
cggctgtect
gcagcttggg
tggacaagag
tcetgggggg
cccggacccece
agttcaactg
agcagttcaa
tgaacggcaa
aaaccatctc
cccaggagga
ccagcgacat
cgcctecegt
agagcaggtg
accactacac

Ser Leu Ser

Ile Ser
30

Leu

Ser
Pro
Ala

60
Ser

Phe
Leu

Ser Trp

Thr Val
110

Lys

Arg
Gln Leu
125
Tyr Pro
140
Ser

Arg

Gly Asn

Thr Tyr Ser

Lys His Lys
190
Val Thr

205

Pro

ctccagggga
cctggtacca
gggccactgg
ccatcagcag
ggcctctcac
ctgtcttcat
gcctgctgaa
tccaatcggg
gcctcagcag
gcgaagtcac
gttag
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cctgtcectce
ccgccagcecce
caactccaac
gttctccctg
tggatatagt
cgtctcctceca
cacctccgag
gacggtgtcg
acagtcctca
cacgaagacc
agttgagtcc
accatcagtc
tgaggtcacg
gtacgtggat
cagcacgtac
ggagtacaag
caaagccaaa
gatgaccaag
cgccgtggag
gctggactcc
gcaggagggg
acagaagagc

nh ty nhdn tao: polypeptit tdng hop"

Pro
15
Ser

Gly
Tyr

Leu Ile

Ser
Glu Pro
80
Pro Leu
95
Ala Ala

Ser Gly

Glu Ala
Gln
160
Ser

Ser

Leu
175
Val Tyr

Ser

trinh ty nhan tao: polynucleotit tdng hop”

aagagccacc
acagaaacct
catcccagcece
cctagagcct
ttttggccag
cttccegeca
taacttctat
taactcccag
caccctgacg
ccatcagggc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1344

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
645



<210> 39

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén
<220>
<221> Ngudn gbc
<223> /Luu y="md ta
<400> 39

Pro Val Gly Val Val
1 5
<210> 40

<211> 13

<212> PRT

<213> Trinh tu nhéan
<220>
<221> Ngudn gbc
<223> /Luu y="md ta
<400> 40

Gly Glu Ile Asn His
1 5
<210> 41

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén
<220>
<221> Ngudn gbc
<223> /Luu y="md ta
<400> 41

Gly Glu Ile Asn His
1 5.
<210> 42

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén
<220>
<221> Ngudn gbéc
<223> /Luu y="md ta
<400> 42

Gly Glu Ile Asn His
1 5
<210> 43 ’
<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan
<220>
<221> Ngudn gbc
<223> /Luu y="md ta
<400> 43

Gly Glu Ile Ile His
1 5
<210> 44

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan
<220>
<221> Ngudn gbc
<223> /Luu §="md ta
<400> 44

Gly Glu Ile Asn His
1 5
<210> 45

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén
<220>
<221> Ngudn gbc
<223> /Luu y="md ta
<400> 45

Gly Glu Ile Asn His
1 5
<210> 46

<211> 14

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén
<220>

<221> Ngudn gbc
<223> /Luu y="md ta
<220>

<221> MOD_RES

36680

tao

trinh tu nhan tao: peptit téng hop"

tao
trinh tu nhan tao: peptit tdng hop"

Arg Gly Ser Thr Asn Ser Asn Pro
10

tao
trinh tu nhén tao: peptit tdng hop"

Asn Gly Asn Thr Asn Ser
10

trinh ty nhan tao: peptit tdng hop"

Arg Gly Ser Thr Asn Ser
10

trinh tu nhan tao: peptit tdéng hop”

Ser Gly Ser Thr Asn Ser
10

tao
trinh tu nhan tao: peptit téng hop"

Gly Gly Gly Thr Asn Ser
10

tao
trinh ty nhan tao: peptit tdng hogp"

Ile Gly Asn Thr Asn Ser
10

tao

trinh ty nhé&n tao: peptit tdng hop"
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<222> (4)..(4)
<223> Gbéc duoc dbéng
<400> 46

Ile Asn His Asp Gly
1 5
<210> 47

<211> 14

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén
<220>
<221> Ngudn gbc
<223> /Luu y="md ta
<400> 47

Ile Asn His Asp Gly
1 5
<210> 48

<211> 14

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén
<220>
<221> Ngudn géc
<223> /Luu y="md ta
<400> 43

Ile Asn His Asn Gly
1 5
<210> 49

<211> 14

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén
<220>
<221> Ngudn gbc
<223> /Luu §="md ta
<400> 49

Ile Asp His Asn Gly
1 5
<210> 50

<211> 14

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan
<220>
<221>
<223>
<220>
<221>
<222>

Ngudn gbc
/Luu y="md ta

MOD_RES
(8)..(8)
<223> Gbc dugc déng
<400> 50

Ile Asn His Arg Gly
1 5
<210> 51

<211> 14

<2i2> PRT

<213> Trinh ty nhén
<220>
<221> Ngudn gbc
<223> /Luu y="md ta
<400> 51

Ile Asn His Arg Gly
1 5
<210> 52

<211> 14

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén
<220>
<221>
<223>
<220>
<221>
<222>

Ngudn gbc
/Luu y="md ta

MOD_RES
(2)..(2)
<223> Goc duoc dong
<400> 52

Ile Asp His Arg Gly
1 5

36680

phéan héa

Asn Thr Asn Ser Asn Pro Ser Leu Lys
10

tao
trinh tu nhan tao: peptit tdéng hop"

Asn Thr Asn Ser Asn Pro Ser Leu Lys
10

tao
trinh tu nhan tao: peptit tdéng hop"

Asn Thr Asp Ser Asn Pro Ser Leu Lys
10

tao
trinh tu nhan tao: peptit tdng hop"

Asn Thr Asn Ser Asn Prc Ser Leu Lys
10

tao
trinh tu nhan tao: peptit tdng hop"

phén hoéa

Ser Thr Asp Ser Asn Pro Ser Leu Lys

10

tao

trinh ty nhan tao: peptit téng hop"

Ser Thr Asn Ser Asn Pro Ser Leu. Lys

10

tao

trinh tu nhé&n tao: peptit téng hop"

phan héa

Ser Thr Asp Ser Asn Pro Ser Leu Lys
10
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