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Sang ché dé cap dén cac khang thé ma gin két vdi CD137 nguoi va thé hién hoat tinh cha

van, va c6 thé hitu dung dé diéu tri cac khéi u ran va u huyét hoc mét minh va két hop voi

liéu phap hoa tri va liéu phap xa tri ion hoa. Ngoai ra, sang ché con dé cap dén té bao dong

vét c6 v ¢6 kha niang biéu hién cac khang thé nay, quy trinh san xuat cac khang thé nay va

dugc pham chira cac khang thé nay.
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Linh vire k§ thuat dwoc dé cap

Séang ché thudc linh vuc y té. Cu thé 13, sang ché dé cap dén cic khang thé chu
van huéng dén CD137 ngudi, ché phidm chira cac khang thé chu van khang CD137
ngudi nay, va phuong phap st dung cic khang thé chii van khang CD137 nguoi nay dé
diéu tri cac khéi u rin va cac khdi u huyét mot minh hoic két hop véi liéu phap héa
hoc va cac lidu phép diéu tri ung thu khéc.

Tinh trang k¥ thuét cia sang ché

Pi biét ring viée ting cudng dap vmg mién dich chéng khdi u c6 thé 1 bién
phép diéu tri ung thu hitu hidu. V& vin @& nay, CD137, con duoc biét 1a 4-1BB, thudc
ho thu thé TNF va déng vai trd trong viéc hoat héa cac dap tmg mién dich té bao T
nhu bing cach dan dét sy tang sinh t& bao T va chirc ning tic dong, thiic diy kha ning
ghi nhé mién dich, va tc ché su chét t& bao cam ting boi sy hoat héa. Cac khang thé
chi van huéng dich CD137 da thé hién trién vong lam lidu phép don trén mo hinh
khdi u chudt (Melero. 1. et al., Nat. Med. 3(6):682-685 (1997)), tuy nhién, cac khang
thé chii van hudng dich CD137 ngudi da khong chimg minh cac dap tmg du dé lam
liéu phap don hodc liéu phéap két hop cho ngudi bénh. V& van d& nay, ca utomilumab
(mADb IgG2 cht véan khang CD137 hoan toan cua nguoi) (Fisher, T.M. et al, Cancer
Immunol. Immunother. (2012) 61:1721-1733) va urelumab (mAb IgG4 chu van khang
CD137 dugc 1am gibng nhu cua ngudi) (Segal, N.-H. Clin. Cancer Res. (2017)
23(8):1929-1936) déu khong nhan dugc su phé chuan dé st dung 1am liéu phap don
hodc tham chi 1a liéu phdp diu tri két hop. Thuc vy, chua c6 khang thé chu van

hudng dich CD137 ngudi ndo duge phé chuin dé sir dung cho viéc chita bénh & nguoi.

Do d6, can c¢6 céc khang thé khac hoan toan ciia ngudi ma chu véan thu thé
CD137 ngudi va thic ddy dap tmg mién dich chdng ung thu manh, nhung véi bién
dang doc tinh chdp nhdn duoc. Ciing ¢ nhu cau vé cac khang thé khang CD137 chu
van ctia ngudi khac ma c6 thé két hop véi céc lidu phap diéu tri khac dé diéu tri bénh
ung thu. Cu thé 13, vin cén ¢6 cac khang thé khang CD137 ngudi ma thé hién hiéu luc

du dé 1am lidu phép don didu trj ung thu va/hodc lidu phép két hop diéu tri ung thu.
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Khong giéi han & gia thuyét bit ky, viéc sir dung cac khang thé chu van hién tai
huéng dich CD137 lam tac nhén didu tri don va/hodc didu tri két hop dbi véi bénh ung
thu dugc tin 13 bi can tré boi cac yéu t6 nhu sttc manh chu vén cua cac khang thé nay
va céc sy kién bat loi lién quan dén mién dich ma do viéc st dung ching & mirc lidu
cao, tiém 4n hiéu lyc. Cu thé 13, cac khang thé hién tai hodc 1a c6 hiéu luc qua muec,

dan dén céc su kién bat loi, hodc 1a thé hién hiéu huc duéi toi uu.

Céc khang thé chu van khang CD137 nguoi duge mé ta & day 1a cic khing thé
khong c6 tic dong qua trung gian thu thé Fcy hoan toan ctia ngudi ma gan két CD137
ngudi va CD137 khi cynomolgus, kich thich sy hoat hoa té bao T in vitro, thic déy su
biéu hién CD137 ngudi trén bé mait té bao, tang cuong hoat tinh NF-kappa B, trc ché
su phat trién khéi u trén cac md hinh khdi u & chudt bi bénh ung thu phdi té bao khéng
nhé duéi dang liéu phéap don, trc ché sy ngdn chin qua trung gian té bao diéu hoa T in
vitro, hoat héa cac ky hiéu gen mién dich, gia ting tan sut cua cac té bao T CD3*
trong khéi u, canh tranh véi Phdi tr-CD137 ngudi trong viée gin két véi CD137

ngudi, va gin két voi cac gbc axit amin duy nhit trén CD137 ngudi.
Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Sang ché d& cap dén khang thé khang CD137 ngudi (SEQ ID NO:1) bao gom
HCDRI1 ¢6 trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID: 2, HCDR2 c¢6 trinh tu axit amin
dugc néu trong SEQ ID NO: 3, HCDR3 c6 trinh tr axit amin dugc néu trong SEQ ID
NO: 4, LCDRI1 ¢6 trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 5, LCDR2 ¢¢ trinh
tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO:6, va LCDR3 c¢6 trinh ty axit amin dugc néu
trong SEQ ID NO: 7.

Sang ché d& xuét khang thé bao gdm ving bién ddi ctia chudi ning c6 trinh tu
axit amin duoc néu trong SEQ ID NO: 8 va ving bién dbi ctia chudi nhe c¢6 trinh tu
axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 9. Sang ché dé xuit khang thé bao gdm ving
bién ddi ciia chudi ning c6 trinh ty axit amin duge néu trong SEQ ID NO: 8 va ving

bién ddi ctia chudi nhe c¢6 trinh tiy axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 12.

Sang ché dé xuat khang thé bao gbm chudi ning cé trinh tu axit amin dugce néu
trong SEQ ID NO: 10 va chudi nhe c6 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO:
11. Sang ché dé xuit khang thé bao gdm chudi ning c6 trinh tw axit amin SEQ ID NO:
10 va chudi nhe co trinh ty axit amin duoc néu trong SEQ ID NO: 13.
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Sang ché dé xudt té bao dong vat co vii c¢6 kha ning biéu hién khang thé bao
gém HCDRI1 c6 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID: 2, HCDR2 ¢6 trinh tur axit
amin dugc néu trong SEQ ID NO: 3, HCDR3 c¢¢ trinh ty axit amin dugc néu trong
SEQ ID NO: 4, LCDRI c¢6 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 5, LCDR2
co trinh ty axit amin duogc néu trong SEQ ID NO: 6, va LCDR3 c¢6 trinh ty axit amin
duoc néu trong SEQ ID NO:7.

Sang ché d& xudt té bao dong vt c6 vi co kha nang biéu hién khing thé bao
gém chudi ning c6 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 10 va chudi nhe c6
trinh tu axit amin duoc néu trong SEQ ID NO: 11 hodc trinh tu axit amin dugc néu

trong SEQ ID NO: 13.

Sang ché dé xuét quy trinh san xuét khéng thé bao gbm viéc nudi cly té bao
dong vét co6 vu c6 kha nang biéu hién khang thé va thu hdi khang thé; trong d6 khang
thé bao gdbm HCDR1 c¢6 trinh ty axit amin dwgc néu trong SEQ ID: 2, HCDR2 ¢ trinh
tu axit amin duoc néu trong SEQ ID NO: 3, HCDR3 ¢6 trinh tur axit amin dugc néu
trong SEQ ID NO: 4, LCDRI ¢4 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 5,
LCDR2 c6 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 6, va LCDR3 ¢6 trinh ty
axit amin duoc néu trong SEQ ID NO: 7.

Sang ché dé xuit quy trinh sin xut khang thé bao gdm viéc nuodi cay té bao
dong vét c6 vii c6 kha ning biéu hién khang thé va thu hdi khang thé; trong d6 khang
thé bao gdbm chudi ning c6 trinh tir axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 10 va chudi
nhe ¢6 trinh ti axit amin duogc néu trong SEQ ID NO: 11 hodc trinh ty axit amin duoc
néu trong SEQ ID NO: 13.

Sang ché @& xuét khang thé dugc san xuit bai quy trinh bao gdm budc nudi ciy
t& bao dong vat c6 vi c6 kha nang biéu hién khang thé va thu héi khang thé; trong d6
khang thé bao gdm HCDR1 c6 trinh ty axit amin duge néu trong SEQ ID: 2, HCDR2
¢6 trinh ty axit amin duoc néu trong SEQ ID NO: 3, HCDR3 c¢6 trinh ty axit amin
duoc néu trong SEQ ID NO: 4, LCDR1 c06 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID
NO: 5, LCDR2 c¢6 trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 6, va LCDR3 co
trinh tir axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 7. Sang ché d& xuit khang thé duoc san
xuét bang quy trinh bao gébm budc nudi ciy té bao dong vat c6 vi c6 kha ning biéu

hién khang thé va thu hdi khang thé; trong d6 khang thé bao gdm chudi ning c6 trinh
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tu axit amin dwoc néu trong SEQ ID NO: 10 va chudi nhe c6 trinh ty axit amin dugc

néu trong SEQ ID NO: 11 hodc trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 13.

Sang ché dé xuét phan tr ADN bao gém polynucleotit c¢6 trinh ty dwoc néu
trong SEQ ID NO:14 va mot trong s6 SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, hoic SEQ ID
NO:17. Sang ché d& xuit phan tir ADN bao gdm polynucleotit co trinh tir dugc néu
trong SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, hoic SEQ ID NO:17. Sang ché
dé xuét t& bao dong vét c6 via bao gdbm phan tirt ADN chira polynucleotit ¢6 trinh tir
dugc néu trong SEQ ID NO:14 va mdt trong s6 SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, hoac
SEQ ID NO:17. Sang ché d& xuat t& bao dong vt c6 va chira phan tir ADN chira
polynucleotit c6 trinh tu dugc néu trong SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID
NO:16, hodc SEQ ID NO:17.

Sang ché d& xuit duoc phém chira khang thé duoc boc 16 & day va chat mang,
chat pha lodng, hodc ta duoc duge dung. Sang ché dé xuét duoc phdm chira khang thé
véa chét mang, chét pha loang, hodc ta4 dugc dugc dung; trong do khang thé bao gém
HCDRI1 ¢4 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID: 2, HCDR?2 c¢6 trinh ty axit amin
duoc néu trong SEQ ID NO: 3, HCDR3 ¢06 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID
NO: 4, LCDRI c6 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 5, LCDR2 c6 trinh
tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO:6, va LCDR3 ¢6 trinh tu axit amin dugc néu
trong SEQ ID NO: 7. Sang ché d& xuét duoc phidm chira khang thé va chat mang, chat
pha lodng, hoic t4 duoc duge dung; trong d6 khang thé bao gdm ving bién ddi cia
chudi ning c6 trinh tr axit amin duoc néu trong SEQ ID NO: 8 va ving bién ddi cua
chudi nhe c6 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 9. Sang ché dé xuét dugc
phiam chira khéng thé va chit mang, chit pha lodng, hoic ta dugc dugc dung; trong d6
khang thé bao gdbm ving bién d6i cta chubi ning c6 trinh ty axit amin duoc néu trong
SEQ ID NO: 8 va ving bién ddi cua chudi nhe c6 trinh ty axit amin dugc néu trong
SEQ ID NO: 12. Sang ché dé xuét duoc phdm chira khang thé va chit mang, chit pha
lodng, hodc ta duoc dwgc dung; trong d6 khang thé bao gdbm chudi ning c6 trinh ty
axit amin duoc néu trong SEQ ID NO: 10 va chudi nhe c6 trinh tu axit amin dugc néu
trong SEQ ID NO: 11. Séng ché d& xuét duoc phim chita khang thé va cht mang,

chét pha loang, hodc ta dugc dugc dung; trong d6 khang thé bao g(“)m chudi ning cé
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trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 10 va chudi nhe c6 trinh tyr axit amin
dugc néu trong SEQ ID NO: 13.

Sang ché d& xuit phwong phap didu tri bénh ung thu, bao gdm viée cho bénh
nhan cin diéu tri ding mot lwong hitu hiéu cua khang thé khang CD137 ngudi (SEQ
ID NO:1) bao gbm HCDRI ¢6 trinh ty axit amin dwgc néu trong SEQ ID: 2, HCDR2
cé trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 3, HCDR3 c6 trinh tu axit amin
dugc néu trong SEQ ID NO: 4, LCDRI1 c¢6 trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID
NO: 5, LCDR2 ¢6 trinh ty axit amin duoc néu trong SEQ ID NO:6, va LCDR3 c6
trinh tw axit amin dwoc néu trong SEQ ID NO: 7. Sang ché d& xuit phuong phap didu
tri bénh ung thu, bao gém viéc cho bénh nhén can diéu tri dung Iuong hiru hi¢u cua
khang thé bao gdm ving bién ddi ctia chudi ning co trinh ty axit amin dwogc néu trong
SEQ ID NO: 8 va vung bién ddi caa chudi nhe c6 trinh tu axit amin dugc néu trong
SEQ ID NO: 9. Sang ché d& xuét phuong phap diéu tri bénh ung thu, bao gbm viéc
cho bénh nhén cén didu tri dung lwong hitu hidu cta khang thé bao gdm ving bién ddi
cia chudi ning cé trinh ty axit amin duge néu trong SEQ ID NO: 8 va ving bién d6i
cua chudi nhe c6 trinh ty axit amin duoc néu trong SEQ ID NO: 12. Séng ché dé xuat
phwong phép diéu tri bénh ung thu, bao gbm viéc cho bénh nhan can diéu tri dung
lugng hiru hiéu cua khang thé bao gém chudi ning c6 trinh ty axit amin dugc néu
trong SEQ ID NO: 10 va chudi nhe c6 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO:
11. Sang ché @& xuit phuong phéap didu tri bénh ung thu, bao gdm viéc cho bénh nhan
can diéu tri dung lwong hiru hiéu ciia khang thé bao gdm chudi ning c6 trinh ty axit
amin duoc néu trong SEQ ID NO: 10 va chudi nhe cé trinh ty axit amin dugc néu
trong SEQ ID NO: 13.

MO ta chi tiét sang ché

Sang ché dé xuét phuong phép diéu tri bénh ung thu, bao gém viéc cho bénh
nhén cin didu tri ding mot lwong hitu hiéu ciia khang thé khang CD137 ngudi (SEQ
ID NO:1) bao gbm HCDRI c¢6 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID: 2, HCDR2
¢6 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 3, HCDR3 ¢6 trinh ty axit amin
dugc néu trong SEQ ID NO: 4, LCDRI1 c¢6 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID
NO: 5, LCDR2 c¢6 trinh ty axit amin duoc néu trong SEQ ID NO:6, va LCDR3 ¢o
trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 7; trong d6 bénh ung thu 1a ung thu
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bang quang, ung thu va, ung thu dng mat, ung thu rudt két, ung thu ndi mac tir cung,
ung thu thyc quan, ung thu da day, ung thu dau va cd, ung thu phéi té bao khong nho,
ung thu tuyén tién liét, ung thu tryc trang, hodc ung thu tuyén gidp. Sang ché d& xuat
phuong phéap diéu tri bénh ung thu, bao gém viéc cho bénh nhan can diéu tri dung
luong hiru hi€u cua khang thé bao gdm ving bién d6i cta chudi ning c6 trinh tur axit
amin dugc néu trong SEQ ID NO: 8 va vung bién d6i cua chudi nhe co trinh tu axit
amin dugc néu trong SEQ ID NO: 9; trong d6 bénh ung thu 1a ung thu bang quang,
ung thu v, ung thu 5ng mat, ung thu rudt Két, ung thu ndi mac tir cung, ung thu thuc
quan, ung thu da day, ung thu déu va cd, ung thu phéi té bao khong nho, ung thu tuyén
tién liét, ung thu truc trang, hodc ung thu tuyén giap. Sang ché d& xuit phuong phap
diéu tri bénh ung thu, bao gém viéc cho bénh nhan can diéu tri dung Iugng hitu hi¢u
cua khang thé bao gém ving bién d6i ctia chudi ning co trinh ty axit amin dugc néu
trong SEQ ID NO: 8 va vung bién d6i cta chudi nhe c6 trinh tu axit amin dugc néu
trong SEQ ID NO: 12; trong d6 bénh ung thu 1a ung thu bang quang, ung thu v, ung
thu dng mat, ung thu rudt két, ung thu ndi mac tir cung, ung thu thyc quan, ung thu da
day, ung thu d4u va cd, ung thu phdi té bao khong nho, ung thu tuyén tién liét, ung thu
truc trang, hodc ung thu tuyén gidp. Sang ché d& xuit phuong phap didu tri bénh ung
thu, bao gém viéc cho bénh nhan can diéu tri dung luong hitu hiéu ctia khang thé bao
gdm chudi ning c¢6 trinh tyr axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 10 va chudi nhe c6
trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 11; trong d6 bénh ung thu 1a ung thu
bang quang, ung thu v, ung thu 6ng mat, ung thu rudt két, ung thu ndi mac tir cung,
ung thu thuc quan, ung thu da day, ung thu du va cb, ung thu phéi t& bao khong nhé,
ung thu tuyén tién liét, ung thu truc trang, hodc ung thu tuyén giap. Sang ché dé xuat
phuong phép didu tri bénh ung thu, bao gdm viéc cho bénh nhén cin didu tri ding
lwong hitu hi¢u cua khang thé bao gém chudi ning c6 trinh ty axit amin dugc néu
trong SEQ ID NO: 10 va chudi nhe c¢é trinh ti axit amin dugc néu trong SEQ ID NO:
13; trong d6 bénh ung thu 1a ung thu bang quang, ung thu vi, ung thu 6ng mat, ung
thu rudt két, ung thu ndi mac tir cung, ung thu thyc quan, ung thu da day, ung thu dau
va cb, ung thu phéi té bao khong nho, ung thu tuyén tién liét, ung thu truc trang, hoic

ung thu tuyén giap.

Sang ché d& xuét phuong phéap diéu tri bénh ung thu, bao gdm viéc cho bénh
nhan can diéu tri dung mot luong hiru hiéu cia khang thé khang CD137 ngudi (SEQ
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ID NO:1) bao gbm HCDRI ¢6 trinh ty axit amin dwgc néu trong SEQ ID: 2, HCDR2
c6 trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 3, HCDR3 c¢6 trinh tu axit amin
dugc néu trong SEQ ID NO: 4, LCDRI1 ¢6 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID
NO: 5, LCDR2 ¢ trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO:6, va LCDR3 ¢6
trinh tu axit amin dwgc néu trong SEQ ID NO: 7; trong d6 bénh ung thu 1a caxinom
duong mat, caxinom té bao vay dau va cd, caxinom tuyén phdi, caxinom té bao vay

phoi, caxinom thén t€ bao sang, hodc caxinom te bao vay dau va co.

Sang ché d& xuat phuong phap didu tri bénh ung thu, bao gdm viéc cho bénh
nhén cn diéu tri ding lwong hitu hiu cua khang thé bao gdm ving bién doi ctia chudi
nang co trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 8 va vung bién ddi cua chudi
nhe cé trinh tir axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 9; trong d6 bénh ung thu 1a
caxinom duong mat, caxinom té bao vay dau va cd, caxinom tuyén phéi, caxinom té
bao vay phdi, caxinom théan té bao sang, hoic caxinom té bao vay déu va cd. Sang ché
dé xuét phuong phap diéu tri bénh ung thu, bao gém viéc cho bénh nhan can diéu tri
dung lugng hitu hiéu ctua khang thé bao gdm ving bién dbi cua chudi nang co trinh tu
axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 8 va vung bién d6i ctia chudi nhe co trinh tu
axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 12; trong d6 bénh ung thu 13 caxinom duong
mat, caxinom té bao vay du va cd, caxinom tuyén phdi, caxinom té bao vay phdi,
caxinom than té bao sang, hoac caxinom té bao vay dau va cd. Sang ché dé& xuét
phuong phap diéu tri bénh ung thu, bao gdm viéc cho bénh nhén can diéu tri ding
lrong hiru hi¢u cia khang thé bao gém chudi ning c6 trinh ty axit amin dugc néu
trong SEQ ID NO: 10 va chudi nhe ¢o trinh ti axit amin dugc néu trong SEQ ID NO:
11; trong d6 bénh ung thu 1a caxinom dudng mat, caxinom té bao vay dau va cb,
caxinom tuyén phéi, caxinom té bao vay phdi, caxinom than té bao sang, hoic
caxinom té bao vay dau va cb. Sang ché @& xuit phuong phap diéu tri bénh ung thu,
bao gdm viéc cho bénh nhan can diéu tri ding lugng hitu hiéu cua khang thé bao gém
chudi ning c6 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 10 va chudi nhe ¢o trinh
tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 13; trong d6 bénh ung thur 1a caxinom duong
mét, caxinom té bao vay diu va ¢, caxinom tuyén phoi, caxinom té bao vay phdi,

caxinom than t€ bao sang, hodc caxinom té bao vay dau va co.
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~ Séang ché dé xuat phuong phép didu tri bénh ung thu, bao gdm viéc cho bénh
nhan cin diéu tri ding mot lwong hitu hidu cta khang thé khang CD137 ngudi (SEQ
ID NO:1) bao gom HCDRI ¢6 trinh ty axit amin dwgc néu trong SEQ ID: 2, HCDR2
cé trinh tu axit amin duge néu trong SEQ ID NO: 3, HCDR3 c6 trinh ty axit amin
duoc néu trong SEQ ID NO: 4, LCDRI1 c¢6 trinh tg axit amin dugc néu trong SEQ ID
NO: 5, LCDR2 ¢6 trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO:6, va LCDR3 ¢6
trinh tu axit amin duoc néu trong SEQ ID NO: 7; trong d6 khang thé duoc dung df‘)ng
thoi, riéng r€, hodc lan luot két hop véi viéc chiéu xa ion héa. Sang ché dé xuét
phuong phéap diéu tri bénh ung thu, bao gém viéc cho bénh nhén can diéu tri dung
luong hitu hiéu cua khang thé bao gom ving bién ddi ctia chudi nang cé trinh tu axit
amin dugc néu trong SEQ ID NO: 8 va vung bién d6i cta chudi nhe co trinh tu axit
amin dugc néu trong SEQ ID NO: 9; trong do khang thé dugc dung dong thoi, riéng
1&, hodc 1an Iuot két hop véi viée chiéu xa ion hoa. Sang ché dé xuét phuong phap didu
tri bénh ung thu, bao gém viéc cho bénh nhén can diéu tri dung luong hiru hidu cua
khang thé bao gdm vung bién ddi ctia chudi ning c6 trinh ty axit amin dugc néu trong
SEQ ID NO: 8 va vung bién dbi cua chudi nhe co trinh tu axit amin dugc néu trong
SEQ ID NO: 12; trong d6 khang thé duoc dung déng thoi, riéng 1€, hodc lan luot két
hop v6i viée chiéu xa ion hoa. Sang ché @& xuit phuong phép diéu tri bénh ung thu,
bao gdm viéc cho bénh nhan can didu tri ding lwgng hitu hiéu cta khang thé bao gom
chudi ning cé trinh ty axit amin duge néu trong SEQ ID NO: 10 va chudi nhe ¢6 trinh
tu axit amin duogc néu trong SEQ ID NO: 11; trong d6 khang thé duogc dung déng thoi,
riéng r&, hodc lan luot két hop véi viée chiéu xa ion héa. Sang ché d& xuit phuong
phap diéu tri bénh ung thu, bao gém viéc cho bénh nhén can diéu tri dung luong hitu
hiéu cta khang thé bao gdbm chudi ning c6 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID
NO: 10 va chudi nhe c¢6 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 13; trong d6
khang thé duoc dung dé)ng thoi, riéng 1€, hoac lan luot két hop véi viée chiéu xa ion

hoa.

Sang ché dé xuit phuong phap diéu tri bénh ung thw, bao gdm viéc cho bénh
nhan can diéu tri dung mot lwong hitu hiéu ctia khang thé khang CD137 ngudi (SEQ
ID NO:1) bao gdm HCDRI ¢6 trinh ty axit amin duge néu trong SEQ ID: 2, HCDR2
co trinh ty axit amin duoc néu trong SEQ ID NO: 3, HCDR3 c¢ trinh ty axit amin
duogc néu trong SEQ ID NO: 4, LCDRI1 ¢6 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID
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NO: 5, LCDR2 ¢6 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO:6, va LCDR3 c6
trinh ty axit amin duoc néu trong SEQ ID NO: 7; trong d6 khang thé dugc ding ddng
thoi, riéng r€, hodc 1an luot két hop véi mot hodc nhidu tac nhan hoa tri liéu. Sang ché
d2 xudt phuong phép didu tri bénh ung thu, bao gdm viéc cho bénh nhan can diéu tri
ding luong hitu hidu ciia khang thé bao gdm ving bién d6i ctia chudi ning c6 trinh tw
axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 8 va vung bién d6i cua chudi nhe co trinh tu
axit amin duoc néu trong SEQ ID NO: 9; trong d6 khang thé duoc diung dong thdi,
riéng 1€, hodc 1an luot két hop véi mdt hoac nhiéu tic nhan hoéa tri liéu. Sang ché dé
xudt phuong phap diéu tri bénh ung thu, bao gdm viéc cho bénh nhan can didu tri dung
luong hiru hiéu cia khang thé bao gdm ving bién ddi ctia chudi ning c6 trinh tu axit
amin duoc néu trong SEQ ID NO: 8 va ving bién ddi ciia chudi nhe c6 trinh tu axit
amin dugc néu trong SEQ ID NO: 12; trong d6 khang thé duoc dung ddng thoi, riéng
r&, hodc 1an luot két hop v6i mot hodc nhidu tic nhan hoa tri liéu. Sang ché dé xuit
phuong phép diéu tri bénh ung thu, bao gdm viéc cho bénh nhan cin didu tri dung
lugng hiru hi¢u cta khang thé bao gébm chudi ning cé trinh ty axit amin dwgc néu
trong SEQ ID NO: 10 va chudi nhe co trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO:
11; trong d6 khang thé dwoc ding ddng thoi, riéng &, hodc lan luot két hop véi mot
hodc nhiéu tdc nhan hoa tri liéu. Sang ché dé xuit phuong phap diéu tri bénh ung thu,
bao gém viéc cho bénh nhéan cin diéu tri dung luong hitu hiéu cua khang thé bao gém
chudi ning co trinh ty axit amin duoc néu trong SEQ ID NO: 10 va chudi nhe c6 trinh
tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 13; trong d6 khang thé dugc ding ddng thoi,

riéng ré&, hodc lan luot két hgp voi mot hodc nhiu tac nhén hoa tri li¢u.

Sang ché d& xuat khang thé dugc boc 16 & diy dé st dung trong diéu tri bénh
ung thu; trong d6 bénh ung thu 12 ung thu bang quang. Sang ché dé xuét khang thé
dugc bdc 10 o day dé s dung trong diéu tri bénh ung thu; trong d6 bénh ung thu 1a
ung thu vi. Sang ché d& xudt khang thé dugc boc 16 & day dé st dung trong diéu tri
bénh ung thu; trong d6 bénh ung thu 13 ung thu dng mat. Séng ché dé xuit khang thé
dugc boc 10 & day dé su dung trong diéu tri bénh ung thu; trong d6 bénh ung thu la
ung thu rudt két. Sang ché dé xuat khang thé dugc boc 16 & ddy dé sir dung trong didu
tri bénh ung thu; trong d6 bénh ung thu 1a ung thu ndi mac tir cung. Sang ché dé xuit
khéng thé dugc boc 16 & diy dé sir dung trong diéu tri bénh ung thu; trong d6 bénh ung

thu 13 ung thu thuc quan. Sang ché d& xuit khang thé duoc boc 16 ¢ day dé st dung
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trong diéu tri bénh ung thu; trong d6 bénh ung thu 1 ung thu da day. Sang ché dé xuat
khéng thé duoc bdc 16 & day dé sir dung trong diéu tri bénh ung thu; trong d6 bénh ung
thu 13 ung thu ddu va cd. Sang ché dé xuit khang thé dugc boe 16 ¢ day dé st dung
trong didu tri bénh ung thu; trong d6 bénh ung thu 13 ung thu phdi t€ bao khong nho.
Sang ché d& xuét khang thé dugc boc 10 ¢ day dé s dung trong diéu tri bénh ung thu;
trong d6 bénh ung thw 1a ung thu tuyén tién liét. Sang ché dé xuét khang thé dugc bdc
16 & day dé str dung trong didu tri bénh ung thu; trong d6 bénh ung thu 13 ung thu truc
trang. Sang ché d& xuit khang thé dugc boc 16 & day dé sir dung trong diéu tri bénh
ung thu; trong d6 bénh ung thu 1a ung thu tuyén gidp. Sang ché dé xuét khang thé
duoc boc 10 & day dé sir dung trong diéu tri bénh ung thu; trong do bénh ung thu 1a
caxinom té bao vay diu va c¢b. Sang ché dé xuAt khang thé dugc boc 16 & day dé st
dung trong diéu tri bénh ung thu; trong d6 bénh ung thu 1 caxinom té bao than. Sang
ché dé xuit khéang thé duoc boc 10 ¢ day dé st dung trong diéu tri bénh ung thu; trong
d6 bénh ung thu 1a caxinom dudng mat. Sang ché dé xuét khang thé dugc boc 10 & day
dé sir dung trong diéu tri bénh ung thu; trong d6 bénh ung thu 1a caxinom tuyén phdi.
Sang ché dé xuét khang thé dugc boc 10 & day dé s dung trong diéu tri bénh ung thu;
trong d6 bénh ung thu la caxinom té bao vay phdi. Sang ché dé xuit khang thé duogc
boc 16 ¢ day dé s dung trong diéu tri bénh ung thu; trong d6 bénh ung thu 1a caxinom

than té bao sang.

Sang ché d& xuét viéc sir dung khang thé dugc boc 16 & day dé san xuét thude
dé diéu tri bénh ung thu; trong d6 bénh ung thu 1a ung thu bang quang. Sang ché dé
xuét viéc sir dung khang thé duoc boc 16 & day dé san xuét thubc dé didu tri bénh ung
thu; trong d6 bénh ung thu 1a ung thu vi. Sang ché d& xuét viéc sir dung khang thé
duoc boc 16 & day dé san xudt thudc dé didu tri bénh ung thu; trong d6 bénh ung thur 1a
ung thu 6ng mat. Sang ché dé xuat viéc st dung khang thé dugc boc 10 o day dé san
xuét thudc dé diéu tri bénh ung thu; trong d6 bénh ung thu 13 ung thu rudt két. Sang
ché @& xuit viéc s dung khang thé dugc boc 16 & day dé san xudt thubc dé diéu tri
bénh ung thu; trong d6 bénh ung thw la ung thu ndi mac tir cung. Sang ché dé xuét viéc
stt dung khang thé duge boc 10 & diy dé san xuat thudc dé diéu tri bénh ung thu; trong
do6 bénh ung thu la ung thu thuc quan. Sang ché @& xuét viée sir dung khang thé dugc
boc 10 & day dé san xuét thube dé didu tri bénh ung thu; trong d6 bénh ung thu 13 ung

thu da day. Sang ché dé xuét viéc st dung khang thé duoc boc 10 & day dé san xuét
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thudc dé diéu tri bénh ung thu; trong d6 bénh ung thu 13 ung thu du va cd. Sang ché
@& xuét vide stt dung khang thé dugc boc 16 & day dé san xudt thube dé diéu tri bénh
ung thu; trong d6 bénh ung thu 1a ung thu phoi té bao khong nhd. Sang ché d& xuét
viéc st dung khang thé dugc boc 16 & day dé san xuat thude dé diéu tri bénh ung thu;
trong d6 bénh ung thu 1a ung thu tuyén tién liét. Sang ché @& xuét viéc sir dung khang
thé duoc boc 16 & day dé san xuét thudc dé diéu tri bénh ung thu; trong d6 bénh ung
thu 1a ung thu truc trang. Sang ché dé xut viée st dung khang thé duoc boc 16 & day
dé san xudt thuéc dé diéu tri bénh ung thu; trong d6 bénh ung thu 12 ung thu tuyén
gidp. Sang ché dé xuit viéc str dung khang thé duge boc 16 ¢ day dé san xuit thubc dé
diéu tri bénh ung thu; trong d6 bénh ung thu 1 caxinom té bao vay dau va cd. Sang
ché @& xuft vide sir dung khang thé dugc boc 16 & day dé san xuét thube dé didu tri
bénh ung thu; trong d6 bénh ung thu 1a caxinom té bao than. Sang ché dé xuét viée sir
dung khéang thé dugc boc 16 ¢ day dé san xut thudc dé diéu tri bénh ung thu; trong dé
bénh ung thu 1a caxinom dudng mat. Sang ché d& xuit viéc st dung khang thé dugc
boc 10 & day dé san xuét thubc dé diéu tri bénh ung thu; trong d6 bénh ung thu 1a
caxinom tuyén phdi. Sang ché dé xuét viéc sir dung khang thé dugc boc 16 ¢ day dé
san xuét thudc dé diéu tri bénh ung thu; trong d6 bénh ung thu 1a caxinom té bao vay
phéi. Sang ché @& xuét viéc st dung khéang thé dugc boc 10 & day dé san xuat thudc dé

diéu tri bénh ung thu; trong d6 bénh ung thu 1a caxinom thén té bao sang.

Sang ché d& xuét khang thé khang CD137 ngudi (SEQ ID NO:1) duge boc 16 &
day dé sir dung trong tri liéu. Sang ché dé xuit khang thé khang CD137 ngudi (SEQ
ID NO:1) duge boc 16 & day dé sir dung trong tri lidu; trong d6 khang thé bao gdm
HCDRI1 ¢ trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID: 2, HCDR2 c6 trinh ty axit amin
dugc néu trong SEQ ID NO: 3, HCDR3 c¢6 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID
NO: 4, LCDR1 c¢6 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 5, LCDR2 ¢¢ trinh
tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO:6, va LCDR3 ¢6 trinh ty axit amin dugc néu
trong SEQ ID NO: 7. Sang ché dé xuét khang thé khang CD137 ngudi (SEQ ID NO:1)
duogc boc 10 & day dé sir dung trong tri liéu; trong d6 khang thé bao gdm chudi nang co
trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 10 va chudi nhe c6 trinh tu axit amin
dugc néu trong SEQ ID NO: 11. Sang ché @ xuit khang thé khang CD137 ngudi
(SEQ ID NO:1) duoc boc 1o & day dé sir dung trong tri liéu; trong d6 khéng thé bao
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gdm chudi ning c6 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 10 va chudi nhe c6

trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 13.

Séang ché d& xuit khang thé khang CD137 ngudi (SEQ ID NO:1) dé st dung
trong diéu tri bénh ung thw, trong d6 khang thé bao gdom HCDRI c6 trinh tw axit amin
dugc néu trong SEQ ID: 2, HCDR2 ¢6 trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO:
3, HCDR3 c¢6 trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 4, LCDRI1 ¢6 trinh tu
axit amin dugce néu trong SEQ ID NO: 5, LCDR2 ¢6 trinh tu axit amin dugc néu trong
SEQ ID NO:6, va LCDR3 c¢6 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 7. Sang
ché d& xuit khang thé dé sir dung trong diéu tri bénh ung thu, trong d6 khang thé bao
gOm ving bién dbi ctia chudi ning c6 trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 8
va ving bién d6i cta chudi nhe c6 trinh tu axit amin duoc néu trong SEQ ID NO: 9.
Séang ché d& xuit khang thé dé sir dung trong diéu trj bénh ung thu, trong d6 khang thé
bao gém ving bién ddi cta chudi nang c6 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID
NO: 8 va ving bién d6i cia chudi nhe c6 trinh ty axit amin duge néu trong SEQ 1D
NO: 12. Sang ché d& xuét khang thé dé sir dung trong diéu tri bénh ung thu, trong d6
khang thé bao gdm chudi ning co trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 10 va
chubi nhe c¢6 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 11. Sing ché dé& xuat
khang thé dé sir dung trong diéu tri bénh ung thu, trong d6 khéng thé bao gdm chudi
nang co6 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 10 va chudi nhe c¢6 trinh tu axit
amin dugc néu trong SEQ ID NO: 13.

Sang ché dé xuét khang thé khang CD137 ngudi (SEQ ID NO:1) d su dung
trong diu tri bénh ung thu, trong d6 khang thé bao gdm HCDR1 c6 trinh tir axit amin
duogc néu trong SEQ ID: 2, HCDR2 c¢6 trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO:
3, HCDR3 c¢6 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 4, LCDRI1 c6 trinh tu
axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 5, LCDR2 c¢6 trinh tu axit amin dugc néu trong
SEQ ID NO:6, va LCDR3 ¢6 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 7; trong
d6 bénh ung thu 13 ung thu bang quang, ung thu v, ung thu dng mat, ung thu rudt két,
ung thu ndi mac tir cung, ung thu thuc quan, ung thu da day, ung thu dau va cb, ung
thu phdi té bao khéng nho, ung thu tuyén tién liét, ung thu tryc trang, hodc ung thu
tuyén giap. Sang ché d& xuét khang thé dé st dung trong diéu tri bénh ung thu, trong

d6 khang thé bao gdm ving bién doi ctia chudi ning c6 trinh tu axit amin dugc néu
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trong SEQ ID NO: 8 va vung bién d6i cta chudi nhe cé trinh ty axit amin dugc néu
trong SEQ ID NO: 9; trong d6 bénh ung thu 1a ung thu bang quang, ung thu vi, ung
thu 6ng mat, ung thu rudt két, ung thu ndi mac tir cung, ung thu thuc quan, ung thu da
day, ung thu dau va cb, ung thu phdi té bao khong nho, ung thur tuyén tién liét, ung thu
truc trang, hodc ung thu tuyén giap. Sang ché @& xuét khang thé dé s dung trong diéu
tri bénh ung thu, trong d6 khang thé bao gém ving bién d6i cua chubi ning co trinh tu
axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 8 va viung bién ddi ctia chudi nhe c6 trinh tu
axit amin duoc néu trong SEQ ID NO: 12; trong d6 bénh ung thu la ung thu bang
quang, ung thu va, ung thu dng mat, ung thu rudt két, ung thu ndi mac tir cung, ung
thu thuc quan, ung thu da day, ung thu dau va cd, ung thu phdi té bao khong nhd, ung
thr tuyén tién liét, ung thu tryc trang, hoic ung thu tuyén gidp. Sang ché d& xuat
khang thé dé sir dung trong didu tri bénh ung thu, trong d6 khang thé bao gém chudi
ning ¢6 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 10 va chudi nhe co trinh ti axit
amin duogc néu trong SEQ ID NO: 11; trong d6 bénh ung thu la ung thu bang quang,
ung thu v, ung thu dng mat, ung thu rudt két, ung thu ndi mac tir cung, ung thu thuc
quan, ung thu da day, ung thu dAu va cd, ung thu phdi té bao khong nho, ung thu tuyén
tién liét, ung thu truc trang, hodc ung thu tuyén giap. Séang ché @& xuét khang thé dé st
dung trong diéu tri bénh ung thu, trong d6 khang thé bao gdm chudi ning c6 trinh tu
axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 10 va chudi nhe c6 trinh ty axit amin dugc néu
trong SEQ ID NO: 13; trong d6 bénh ung thu 13 ung thu bang quang, ung thu v, ung
thu éng mat, ung thu rudt két, ung thu ndi mac tir cung, ung thu thuc quan, ung thu da
day, ung thu dau va cb, ung thu phéi té bao khong nhé, ung thu tuyén tién liét, ung thu

truc trang, hodc ung thu tuyén gidp.

Sang ché d& xuét khang thé khang CD137 ngudi (SEQ ID NO:1) dé sit dung
trong diéu tri bénh ung thu, trong d6 khang thé bao gdbm HCDR1 c6 trinh ty axit amin
duogc néu trong SEQ ID: 2, HCDR2 ¢ trinh ty axit amin duoc néu trong SEQ ID NO:
3, HCDR3 c¢6 trinh tu axit amin duoc néu trong SEQ ID NO: 4, LCDR1 ¢¢ trinh ty
axit amin duoc néu trong SEQ ID NO: 5, LCDR2 ¢6 trinh ty axit amin dugc néu trong
SEQ ID NO:6, va LCDR3 ¢0 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 7; trong
d6 bénh ung thu 1a caxinom dwong mat, caxinom t& bao vay diu va cd, caxinom tuyén
phéi, caxinom té bao vay phé)i, caxinom than té bao sang, hodc caxinom té bao vay

dAu va cd. Sang ché dé xuét khang thé dé str dung trong diéu tri bénh ung thu, trong d6
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khang thé bao gobm viing bién doi cua chudi ning cé trinh ty axit amin dugc néu trong
SEQ ID NO: 8 va vung bién dbi cua chudi nhe co trinh ti axit amin dugc néu trong
SEQ ID NO: 9; trong d6 bénh ung thu 1a caxinom duong mat, caxinom té bao vay dau
va cd, caxinom tuyén phdi, caxinom té bao vay phdi, caxinom than té bao sang, hoic
caxinom té bao vay dau va cd. Sang ché dé xuét khang thé dé sir dung trong diéu tri
bénh ung thu, trong d6 khang thé bao gdm ving bién ddi ctia chudi ning c6 trinh tu
axit amin duogc néu trong SEQ ID NO: 8 va vung bién d6i ciia chudi nhe co trinh tu
axit amin duoc néu trong SEQ ID NO: 12; trong d6 bénh ung thu 1a caxinom dudng
mat, caxinom t& bao vay ddu va cb, caxinom tuyén phdi, caxinom té bao vay phéi,
caxinom than té bao sang, hoic caxinom té bao vay dAu va cd. Sang ché d& xuat khang
thé dé st dung trong diéu tri bénh ung thu, trong d6 khéng thé bao gdm chudi ning c6
trinh ty axit amin duoc néu trong SEQ ID NO: 10 va chudi nhe c¢6 trinh ty axit amin
dugc néu trong SEQ ID NO: 11; trong d6 bénh ung thu la caxinom dudng mat,
caxinom t& bao vay dau va ¢d, caxinom tuyén phoi, caxinom té bao vay phéi, caxinom
than t& bao sang, hodc caxinom té bao vay du va cb. Sang ché dé xuit khang thé dé sir
dung trong diéu tri bénh ung thu, trong d6 khang thé bao gbébm chudi ning c6 trinh tu
axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 10 va chudi nhe c6 trinh ty axit amin duoc néu
trong SEQ ID NO: 13; trong d6 bénh ung thu 1a caxinom dwdng méat, caxinom té bao

vay dau va co, caxinom tuyén phoi, caxinom té bao vay phdi, caxinom thén t€ bao

9
A

sang, hodc caxinom t€ bao vay dau va co.

Sang ché d& xut khang thé khang CD137 nguoi (SEQ ID NO:1) dé su dung
trong diéu tri bénh ung thu, trong d6 khang thé bao gdbm HCDR1 ¢ trinh ty axit amin
duoc néu trong SEQ ID: 2, HCDR2 ¢6 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO:
3, HCDR3 c¢ trinh tir axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 4, LCDR1 ¢6 trinh ty
axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 5, LCDR2 ¢ trinh tyr axit amin dugc néu trong
SEQ ID NO:6, va LCDR3 ¢06 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 7; trong
do khang thé duoc dung déng thoi, riéng 1€, hodc lan lugt két hop véi viee chiéu xa
ion hoa. Sang ché dé xuit khang thé dé s dung trong diéu tri bénh ung thu, trong do
khang thé bao gdm ving bién ddi cta chudi ndng 6 trinh tw axit amin dugc néu trong
SEQ ID NO: 8 va vung bién ddi cua chudi nhe cé trinh ty axit amin dugc néu trong
SEQ ID NO: 9; trong d6 khang thé duge dung déng thoi, riéng 1€, hodc lan luot két

hop vdi viée chiéu xa ion hoa. Sang ché dé xuat khang thé dé sir dung trong dicu tri
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bénh ung thu, trong d6 khang thé bao gém vung bién ddi cua chubi ning co trinh tur
axit amin duoc néu trong SEQ ID NO: 8 va vung bién dbi cta chudi nhe cé trinh tuy
axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 12; trong d6 khang thé dugc ding dong thoi,
riéng 18, hodc 1an luot két hop véi viéc chiéu xa ion héa. Sang ché d& xuét khang thé
dé sir dung trong didu tri bénh ung thu, trong d6 khéng thé bao gdm chudi ning c6
trinh ty axit amin duoc néu trong SEQ ID NO: 10 va chudi nhe cé trinh tu axit amin
dugc néu trong SEQ ID NO: 11; trong do khang thé dugc dung dong thoi, riéng 18,
hodc lan luot két hop véi viée chiéu xa ion héa. Sang ché dé xuit khang thé dé su dung
trong diéu tri bénh ung thu, trong d6 khang thé bao gdm chudi ning c6 trinh tu axit
amin duoc néu trong SEQ ID NO: 10 va chudi nhe co trinh tu axit amin dugc néu
trong SEQ ID NO: 13; trong d6 khang thé dugc dung ddng thoi, riéng r&, hodc 1an luot

két hop voi viée chicu xa ion hoa.

Sang ché d& xuét khang thé khang CD137 ngudi (SEQ ID NO:1) dé st dung
trong diéu tri bénh ung thu, trong d6 khang thé bao gdbm HCDR1 ¢ trinh ty axit amin
duogc néu trong SEQ ID: 2, HCDR2 ¢ trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO:
3, HCDR3 c¢6 trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 4, LCDRI1 ¢6 trinh ty
axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 5, LCDR2 c¢6 trinh ty axit amin dugc néu trong
SEQ ID NO:6, va LCDR3 ¢0 trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 7; trong
d6 khang thé duoc dimg ddng thoi, riéng r&, hodc 1an luot két hop véi mot hodc nhiu
the nhan hoa tri lidu. Sang ché dé xuét khang thé dé sir dung trong diéu tri bénh ung
thu, trong d6 khang thé bao gom ving bién dbi ctia chudi ning c6 trinh ty axit amin
dugce néu trong SEQ ID NO: 8 va vung bién d6i cua chudi nhe co trinh ty axit amin
duoc néu trong SEQ ID NO: 9; trong d6 khang thé dugc dung ddng thoi, riéng 1€, hodc
14n luot két hop véi mot hodc nhidu tic nhan hoéa tri liéu. Sang ché dé xuét khang thé
dé st dung trong diéu tri bénh ung thu, trong d6 khang thé bao gdm ving bién ddi cta
chudi ning co trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 8 va ving bién ddi cua
chudi nhe ¢6 trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 12; trong d6 khang thé
dugc ding ddng thoi, riéng 18, hodc 1an lwot két hop véi mdt hodc nhiéu tac nhan hoa
tri liéu. Sang ché dé& xuat khang thé dé sir dung trong diéu tri bénh ung thu, trong do
khang thé bao gom chudi ning c6 trinh ty axit amin duoc néu trong SEQ ID NO: 10 va
chudi nhe ¢é trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 11; trong d6 khang thé

duoc dung déng thoi, riéng r€, hodc l4n luot két hop véi mot hodc nhiéu tac nhan hoa
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tri liéu. Sang ché d& xuit khang thé dé s dung trong diéu tri bénh ung thu, trong do6
khang thé bao gdm chudi ning cé trinh ty axit amin duge néu trong SEQ ID NO: 10 va
chudi nhe c¢6 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 13; trong d6 khang thé
duoc dung ddng thoi, riéng ré, hodc 1an luot két hop voéi mot hodc nhiéu tac nhan hoa
tri licu.

Sang ché d& xuét viéc sir dung khang thé khang CD137 ngudi (SEQ ID NO:1)
dé san xuit thudc dé didu tri bénh ung thu, trong d6 khang thé bao gdbm HCDRI1 c6
trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID: 2, HCDR2 c6 trinh tu axit amin dugc néu
trong SEQ ID NO: 3, HCDR3 ¢ trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 4,
LCDRI ¢0 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 5, LCDR2 ¢ trinh tur axit
amin dugc néu trong SEQ ID NO:6, va LCDR3 ¢¢ trinh tir axit amin dugc néu trong
SEQ ID NO: 7. Sang ché d& xudt viéc sir dung khang thé dé san xut thudc dé diéu tri
bénh ung thu, trong d6 khang thé bao gébm ving bién d6i ctia chudi ning c6 trinh ty
axit amin duogc néu trong SEQ ID NO: 8 va vung bién ddi ctia chudi nhe c6 trinh tir
axit amin duoc néu trong SEQ ID NO: 9. Sang ché d& xuét viéc st dung khang thé dé
san xuit thudc dé diéu tri bénh ung thu, trong d6 khéng thé bao gém ving bién dbi cua
chudi ning c6 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 8 va vung bién ddi caa
chudi nhe c6 trinh tir axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 12. Sang ché dé xuét viéc
str dung khang thé dé san xuat thudc dé didu tri bénh ung thu, trong d6 khang thé bao
gdm chudi ning c6 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 10 va chudi nhe co6
trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 11. Sang ché d& xuit viéc st dung
khang thé dé san xuét thudc dé diéu tri bénh ung thu, trong d6 khang thé bao gdm
chudi ning c6 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 10 va chudi nhe ¢6 trinh
tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 13.

Sang ché & xuit viéc st dung khang thé khang CD137 ngudi (SEQ ID NO:1)
@8 san xuét thudc dé didu tri bénh ung thu, trong d6 khéng thé bao gdm HCDRI ¢
trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID: 2, HCDR2 ¢6 trinh ty axit amin dugc néu
trong SEQ ID NO: 3, HCDR3 c6 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 4,
LCDRI ¢6 trinh ty axit amin duoc néu trong SEQ ID NO: 5, LCDR2 c6 trinh tu axit
amin dugc néu trong SEQ ID NO:6, va LCDR3 ¢6 trinh ti axit amin duoc néu trong
SEQ ID NO: 7; trong d6 bénh ung thu 12 ung thu bang quang, ung thu v, ung thu bng
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maét, ung thu rudt két, ung thu ndi mac t&r cung, ung thu thuc quan, ung thu da day,
ung thu dau va cd, ung thu phdi té bao khong nhé, ung thu tuyén tién liét, ung thu truc
trang, hoac ung thu tuyén giap. Sang ché dé xut viéc sir dung khang thé dé san xuat
thudc dé didu tri bénh ung thu, trong d6 khéng thé bao gdm vung bién ddi caa chudi
ning c6 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 8 va vung bién d6i ctia chudi
nhe c6 trinh tr axit amin duoc néu trong SEQ ID NO: 9; trong d6 bénh ung thu 1a ung
thu bang quang, ung thu vi, ung thu dng mat, ung thu rudt két, ung thu ndi mac tir
cung, ung thu thuc quan, ung thu da day, ung thu dau va cd, ung thu phéi té bao khong
nho, ung thu tuyén tién liét, ung thu tryc trang, hodc ung thu tuyén gidp. Sang ché dé
xuét viéc sir dung khang thé dé san xuét thudc dé diéu tri bénh ung thu, trong d6 khang
thé bao gdbm ving bién dbi cua chudi niang co trinh tir axit amin dugc néu trong SEQ
ID NO: 8 va ving bién ddi ctia chudi nhe c6 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID
NO: 12; trong d6 bénh ung thu 1a ung thu bang quang, ung thu vi, ung thu 6ng mat,
ung thu rudt két, ung thu ndi mac tr cung, ung thu thyc quan, ung thu da day, ung thu
du va cb, ung thu phéi té bao khdng nhé, ung thu tuyén tién liét, ung thu truc trang,
hodc ung thu tuyén giap. Sang ché dé xuét viéc str dung khang thé dé san xuét thubc dé
diéu tri bénh ung thu, trong d6 khang thé bao gém chudi ning cé trinh ty axit amin
duoc néu trong SEQ ID NO: 10 va chudi nhe cé trinh tu axit amin dugc néu trong
SEQ ID NO: 11; trong d6 bénh ung thu 1a ung thu bang quang, ung thu v, ung thu
bng mat, ung thur rudt két, ung thu ndi mac tir cung, ung thu thuc quan, ung thu da
day, ung thu dau va cd, ung thu phdi té bao khong nhd, ung thu tuyén tién liét, ung thu
tryc trang, hodc ung thu tuyén gidp. Sang ché d& xuét viéc str dung khéang thé dé san
xut thudc dé diéu tri bénh ung thu, trong d6 khang thé bao gém chudi ning c6 trinh tu
axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 10 va chudi nhe c6 trinh ty axit amin dugc néu
trong SEQ ID NO: 13; trong d6 bénh ung thu 13 ung thu bang quang, ung thu va, ung
thu éng mat, ung thu rudt Két, ung thr ndi mac tir cung, ung thu thyc quén, ung thu da
day, ung thu dau va cb, ung thu phdi té bao khong nho, ung thu tuyén tién liét, ung thu
truc trang, hodc ung thu tuyén giap.

Sang ché d& xuét viéc sir dung khang thé khang CD137 nguoi (SEQ ID NO:1)
d8 san xult thubc dé didu tri bénh ung thu, trong d6 khang thé bao gom HCDRI1 c6
trinh tw axit amin dwoc néu trong SEQ ID: 2, HCDR2 ¢6 trinh ty axit amin dugc néu
trong SEQ ID NO: 3, HCDR3 c¢6 trinh tu axit amin duoc néu trong SEQ ID NO: 4,
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LCDRI1 ¢6 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 5, LCDR2 c¢6 trinh tur axit
amin dugc néu trong SEQ ID NO:6, va LCDR3 c¢6 trinh tir axit amin dwgc néu trong
SEQ ID NO: 7; trong d6 bénh ung thu la caxinom duong mat, caxinom té bao vay dau
va ¢d, caxinom tuyén phdi, caxinom té bio vay phdi, caxinom than té bao sing, hodc
caxinom té bao vay dau va cd. Sang ché dé xuit viéc str dung khing thé dé san xuit
thubc dé diéu tri bénh ung thu, trong d6 khang thé bao gdm ving bién d6i caa chudi
ning c6 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 8 va vung bién ddi cua chudi
nhe c6 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 9; trong d6 bénh ung thu Ia
caxinom dudng mét, caxinom té bio vay dAu va cb, caxinom tuyén phdi, caxinom té
bao vay phdi, caxinom than té bao sang, hodc caxinom té bao vay dAu va cb. Sang ché
dé xuét viéc st dung khang thé dé san xuat thudc dé diéu tri bénh ung thu, trong d6
khang thé bao gdm vung bién ddi ciia chudi nang co trinh ty axit amin dugc néu trong
SEQ ID NO: 8 va vung bién dbi cua chudi nhe co trinh tu axit amin dwgc néu trong
SEQ ID NO: 12; trong d6 bénh ung thu la caxinom dudng mat, caxinom té bao vay
dau va ¢d, caxinom tuyén phéi, caxinom té bao vay phéi, caxinom than té bao sang,
hodc caxinom té bao vay diu va co. Sang ché d& xuét viéc sir dung khang thé dé san
xuét thudc @& diéu tri bénh ung thu, trong d6 khang thé bao gdbm chudi nang c6 trinh tu
axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 10 va chudi nhe ¢6 trinh tu axit amin dugc néu
trong SEQ ID NO: 11; trong d6 bénh ung thu 1a caxinom dudng mat, caxinom t€ bao
vay ddu va cd, caxinom tuyén phdi, caxinom té bao vay phdi, caxinom than té bao
sang, hodc caxinom té bao vay dau va cd. Sang ché dé xuét viée sir dung khang thé dé
san xuét thudc d@é didu tri bénh ung thu, trong d6 khang thé bao gom chudi ning c6
trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 10 va chudi nhe cé trinh ty axit amin
duoc néu trong SEQ ID NO: 13; trong d6 bénh ung thu 1a caxinom dudéng mat,
caxinom té bao vay diu va cd, caxinom tuyén phdi, caxinom té bao vay phéi, caxinom

than t€ bao sang, hodc caxinom t& bao vay dau va co.

Sang ché d& xuét viéc st dung khang thé khang CD137 nguoi (SEQ ID NO:1)
dé san xuét thudc dé diéu tri bénh ung thu, trong d6 khang thé bao gom HCDRI1 c¢6
trinh tu axit amin duoc néu trong SEQ ID: 2, HCDR2 c¢6 trinh tu axit amin dugc néu
trong SEQ ID NO: 3, HCDR3 ¢6 trinh tu axit amin dwoc néu trong SEQ ID NO: 4,
LCDRI1 ¢ trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 5, LCDR2 ¢¢ trinh tu axit
amin duoc néu trong SEQ ID NO:6, va LCDR3 ¢6 trinh ty axit amin dugc néu trong
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SEQ ID NO: 7; trong d6 khéang thé duoc dung déng thoi, riéng ré, hodc lan luot két
hop véi viée chiéu xa ion héa. Sang ché @ xuét viéc st dung khang thé dé san xuét
thubc dé diéu tri bénh ung thu, trong d6 khang thé bao gdm ving bién dbi cua chudi
nang co trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 8 va vung bién d6i cua chudi
‘nhe ¢o trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 9; trong d6 khang thé duoc
dung déng thoi, riéng ré, hodc lan luot két hop vai viée chiéu xa ion hoa. Sang ché dé
xuét viéc str dung khang thé dé san xuat thudc dé diéu trj bénh ung thu, trong d6 khang
thé bao gém ving bién ddi cta chudi ning c6 trinh tu axit amin duoc néu trong SEQ
ID NO: 8 va vung bién ddi ctia chudi nhe c6 trinh tu axit amin duwoc néu trong SEQ ID
NO: 12; trong d6 khang thé duoc dung déng thoi, riéng r€, hoac lan luot két hop vai
viéc chiéu xa ion hoa. Sang ché dé xuit viéc sir dung khang thé dé san xut thudc dé
diéu tri bénh ung thu, trong d6 khang thé bao gdm chudi ning cé trinh ty axit amin
dugc néu trong SEQ ID NO: 10 va chudi nhe ¢6 trinh ty axit amin dugc néu trong
SEQ ID NO: 11; trong d6 khang thé dugc ding dong thoi, riéng &, hodc lan luot két
hop v&i viée chidu xa ion hoa. Sang ché dé xuét viéc str dung khang thé dé san xuit
thubc dé didu tri bénh ung thu, trong d6 khang thé bao gdm chudi ning co trinh tyr axit
amin duoc néu trong SEQ ID NO: 10 va chudi nhe co trinh tu axit amin dugc néu
trong SEQ ID NO: 13; trong d6 khang thé duogc dung déng thoi, riéng r€, hodc l4n luot

két hop vai viéc chieu xa ion hoa.

Sang ché d& xuit viéc sir dung khang thé khang CD137 ngudi (SEQ ID NO:1)
dé san xuét thubc dé diéu tri bénh ung thu, trong d6 khang thé bao gom HCDRI1 ¢
trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID: 2, HCDR2 c¢6 trinh tu axit amin dugc néu
trong SEQ ID NO: 3, HCDR3 c¢6 trinh ty axit amin duoc néu trong SEQ ID NO: 4,
LCDRI1 c¢6 trinh ty axit amin duoc néu trong SEQ ID NO: 5, LCDR2 ¢6 trinh tu axit
amin dugc néu trong SEQ ID NO:6, va LCDR3 c6 trinh tyr axit amin dugc néu trong
SEQ ID NO: 7; trong d6 khang thé duoc dung ddng thoi, riéng 18, hodc 14n luot két
hop v6i mot hodc nhidu tac nhan hoa tri lidu. Sang ché d& xuét viéc st dung khang thé
dé san xudt thudc dé didu tri bénh ung thu, trong d6 khang thé bao gdom ving bién d6i
ctia chudi nang co trinh ty axit amin dugce néu trong SEQ ID NO: 8 va vung bién dbi
ctia chudi nhe c6 trinh ty axit amin duoc néu trong SEQ ID NO: 9; trong d6 khang thé
dugc dung ddng thoi, riéng r&, hodc 1An lwot két hop véi mdt hodc nhidu tac nhan hoa

tri liéu. Sang ché dé xuit viéc sur dung khang thé dé san xuét thudc dé diéu tri bénh
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ung thu, trong d6 khang thé bao gém ving bién ddi cua chudi ning c6 trinh tu axit
amin dugc néu trong SEQ ID NO: 8 va vung bién ddi cua chudi nhe cé trinh tir axit
amin duoc néu trong SEQ ID NO: 12; trong d6 khang thé duoc dung dong thoi, riéng
18, hodc 1an luot két hop véi mot hodc nhidu tac nhan héa tri ligu. Sang ché dé xuét
viéc stt dung khang thé dé san xuét thudc dé diéu tri bénh ung thu, trong d6 khang thé
bao gém chudi ning c6 trinh ty axit amin duogc néu trong SEQ ID NO: 10 va chudi nhe
co trinh tur axit amin duge néu trong SEQ ID NO: 11; trong do khing thé duoc ding
df)ng thoi, riéng ré, hodc 1an luot két hop v6i mét hodc nhiéu tc nhan hoéa tri lidu.
Sang ché d& xuét viéc sir dung khang thd dé san xuét thudc dé diéu tri bénh ung thu,
trong d6 khang thé bao gdm chudi ning cé trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID
NO: 10 va chudi nhe c6 trinh tir axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 13; trong do6
khéng thé duoc dung ddng thoi, riéng ré, hodc 14n luot két hop v&i mot hodc nhiéu tac
nhan hoa tri liéu.

Sang ché d& xudt khang thé ma chu van CD137 nguoi (SEQ ID NO: 1) hodc
duoc phim chira khang thé nay, trong d6 khang thé nay tiép xtic véi CD137 ngudi trén
it nhit mot trong s cac gbe axit amin sau: 55, 59, 63, 66, 72, 93-103 (gdm ca); tiy ¥,
trong d6 khang thé tiép xuic véi it nhét hai gbc trong s6 cac gdc nay, t6t hon 1a it nhat
ba gbc trong sb cac gbc nay, t&t hon nita 1a it nhét bén gbe trong sb cac gbe niy; t6t
hon nita 14 it nh4t nam gbc trong s6 cac gdc ndy; t6t hon nita 13 it nhat sau gdc trong sd
cac gbe nay; t5t hon nita 12 it nhit bay gdc trong s6 cac gde nay; t6t hon nira 13 it nhat
tam géc trong s céc géc nay; t6t hon nira 1a it nhit chin gbc trong s6 cac gdc nay; tbt
hon nita 12 it nhAt mudi gbe trong s6 cac gbc nay; t6t hon nita 1a it nhat mudi mot gbe
trong s cac gbc niy; t6t hon nita 12 it nhit mudi hai gbc trong sb cac gbc nay; t6t hon
nita 12 it nhat mudi ba gbe trong s cac gbe nay; t4t hon nira 12 it nhit mudi bdn gbe
trong sd céc g nay; t6t hon nita 12 it nhit muoi 1am gdc trong sd céc gbc nay; hoic
t&t hon nita 12 tht ca cc gbc nay. Sang ché dé xudt khang thé ma chi van CD137
ngudi (SEQ ID NO: 1) hoac duoc pham chira khang thé nay, trong d6 khang thé nay
tiép xuc véi CD137 nguoi trén it nhat mot trong sé cac gde axit amin sau: 55, 59, 63,
66, 72, 93-103 (gdm ca); tiiy y, trong d6 khang thé tiép xtic v6i it nhat hai gdc trong 56
cac gdc nay, t6t hon 1 it nhat ba gbc trong sb cac gbc nay, t6t hon nita 13 it nhit bon
gbc trong sb cac gdc nay; t4t hon nita 14 it nhit nam gbc trong sb céc gbc nay; t6t hon

nita 13 it nhat sdu goc trong so cac goc ndy; tot hon nira 1a it nhat bay goc trong s cac
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gbc nay; t6t hon nita 1a it nhét tam gbc trong sb cac gdc nay; tot hon nita la it nhat chin
gdc trong sb cac gbe nay; t6t hon nira 12 it nhat muoi gbe trong sé cac gbc nay; tot hon
nita 14 it nhit mudi mot gbe trong s6 cac gbe nay; tot hon nita 1a it nhét mudi hai gbe
trong sd céc gbc nay; t6t hon nita 13 it nhdt mudi ba gdc trong s6 cac gbe nay; tot hon
nita 13 it nhit muoi bdn gde trong sb cac gbe nay; tdt hon nita 14 it nhat muoi lim gdc
trong sb cac gbc nay; hodc t6t hon nira 13 tat ca cac gbc nay; trong d6 viéc tiép xtc
dugc x4c dinh bing phép khao st tinh thé bing tia X va trong do cac gbe tiép xtic

khang thé 1a trong pham vi sdu (6) angstrom hodc nho hon.

Sang ché dé xuét viéc st dung khang thé ma chu van CD137 ngudi (SEQ ID
NO: 1) dé diéu tri bénh ung thu hoic dé san xuét thudc dé diéu tri bénh ung thu, trong
d6 khang thé tiép xtc véi CD137 ngudi trén it nhit mot trong sd cac gbc axit amin
sau: 55, 59, 63, 66, 72, 93-103 (gdm cé); tuy ¥, trong d6 khang thé tiép xtic véi it nhat
hai gbc trong sb cac gbc ndy, tét hon 12 it nhit ba gdc trong s6 cac gbc nay, t6t hon nita
12 it nhat bén gbc trong s6 céac gdc nay; t6t hon nira 12 it nhat nim gdc trong sd cac goc
nay; tot hon nira 1a it nhit sau gdc trong s6 cac gbc nay; t6t hon nita 13 it nhit bay gbc
trong sd cac gbe nay; tot hon nita 1a it nhét tam gdc trong sd cac gbc nay; tot hon nita
1a it nhét chin gbc trong s6 cac gbc nay; t6t hon nira 1a it nhit muoi gdc trong sb cac
gbc nay; t6t hon nira 1a it nht mudi moét gde trong s6 cac gbc nay; tot hon nira 13 it
nhat mudi hai gde trong s6 cac gdc nay; tét hon nira 13 it nhat muoi ba gbe trong sb
cac gdc nay; tdt hon nita 13 it nh4t mudi bbn gdc trong sb cac gde nay; t6t hon nita 13
it nhit mudi 1dm gbc trong s6 cac gbe nay; hodc t6t hon nita 14 tit ca cac gdc nay. Sang
ché @& xuét viéc sit dung khing thé ma cht van CD137 ngudi (SEQ ID NO: 1) dé diéu
tri bénh ung thu hodc dé san xuat thuc dé diéu tri bénh ung thu, trong d6 khang thé
tiép xac véi CD137 ngudi trén it nhit mot trong s cac gbc axit amin sau: 55, 59, 63,
66, 72, 93-103 (gdm ca); tiry ¥, trong d6 khang thé tiép xtc véi it nhat hai gbc trong s6
cac gbc nay, tot hon 1a it nhét ba gbc trong sb cac gbc nay, t6t hon nita 1a it nhat bén
gbc trong sb cac gdc nay; t4t hon nira 1 it nhét nam gdc trong s cac gbc nay; tot hon
nita 13 it nhét sau gbc trong s6 cac goc nay; t6t hon nira 1a it nhit bay gdc trong s cac
gbc nay; tot hon nita 12 it nhét tdm gdc trong sb cac gbe nay; t6t hon nita 13 it nhét chin
gdc trong sb cac gbe nay; t4t hon nita 14 it nhat mudi gbe trong s6 cac gbc nay; t6t hon
nita 14 it nhit mudi mot gbe trong s6 cac goe niy; t6t hon nita 1a it nhAt mudi hai goc

trong sd cac goc ndy; tot hon nira 12 it nhat mudi ba goc trong so cac goc ndy; tot hon
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nira 13 it nhat muoi bén gbc trong s6 cac gbc nay; tbt hon nira la it nhit muoi 1im goc
trong sb cac gdc nay; hoic t6t hon nira 13 tit ca cac gdc nay; trong d6 viéc tiép xtic
dugc xac dinh bang phép khao sat tinh thé bang tia X va trong d6 cic gbc tiép xuc
khang thé 13 trong pham vi sdu (6) angstrom hodc nho hon.

Sang ché d& xuét khang thé ma chi van CD137 ngudi (SEQ ID NO: 1) hodc
duoc phim chira khang thé, trong d6 khéng thé tiép xtc véi CD137 ngudi & cac gbc
axit amin sau: 55, 59, 63, 66, 72, 93-103 (gdm cd), va 112-116 (gdm ca). Sang ché dé
xuét khang thé ma cht vin CD137 nguoi (SEQ ID NO: 1) hodc dugc phdm chira
khéng thé, trong d6 khang thé tiép xuc véi CD137 ngudi & cic gbc axit amin sau: 55,
59, 63, 66, 72, 93-103 (gdm c4), va 112-116 (gdm ca); trong d6 viéc tiép xtic dugc xac
dinh bang phép khao sat tinh thé bang tia X va trong d6 cac gbe tiép xuc voi khang thé

la trong pham vi sau (6) angstrom hodc nho hon.

Sang ché d& xuit khang thé ma chu van CD137 ngusi (SEQ ID NO: 1) hodc
duoc phdm chira khang thé, trong d6 khang thé tiép xtac véi CD137 nguoi & cac gbc
axit amin sau: 55, 59, 63, 66, 72, 93-103 (gdm ca), va 112-116 (gbdm ca); trong d6
bénh ung thu 13 ung thu bang quang, ung thu vi, ung thu 6ng mat, ung thur rudt két,
ung thu ndi mac tir cung, ung thu thuc quan, ung thu da day, ung thu dau va co, ung
thu phéi té bao khong nho, ung thu tuyén tién liét, ung thu trgc trang, hodc ung thu
tuyén giap . Sang ché dé xuat khang thé ma chi van CD137 ngudi (SEQ ID NO: 1)
hogic duoc phim chira khang thé, trong d6 khang thé tiép xtic véi CD137 ngudi & cac
gbc axit amin sau: 55, 59, 63, 66, 72, 93-103 (gdm ca), va 112-116 (gdm ca); trong d6
viée tiép xtc dwoc x4c dinh bang phép khao sat tinh thé bang tia X va trong d6 cac gbc
tiép xtic v6i khang thé 1a trong pham vi sdu (6) angstrom hoac nho hon; trong d6 bénh
ung thu 1 ung thu bang quang, ung thu vu, ung thu 5ng méat, ung thu rudt két, ung thu
ndi mac tir cung, ung thu thyc quén, ung thu da day, ung thu dau va cb, ung thu phéi
té bao khong nho, ung thu tuyén tién liét, ung thu truc trang, hodc ung thu tuyén giap .

Sang ché d& xuét khéng thd ma chi van CD137 ngudi (SEQ ID NO: 1) dé su
dung trong diéu tri bénh ung thu hogc dé san xuat thudc dé diéu tri bénh ung thu, trong
d6 khang thé tiép xuc voi CD137 ngudi & cac gde axit amin sau: 55, 59, 63, 66, 72,
93-103 (gdm cd), va 112-116 (gdm ca). Sang ché dé xudt khang thé ma chu vén
CD137 nguoi (SEQ ID NO: 1) dé sir dung trong diéu tri bénh ung thu hodc dé san xuét
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thudc dé diéu tri bénh ung thu, trong d6 khang thé tiép xtc vi CD137 ngudi & cac gbc
axit amin sau: 55, 59, 63, 66, 72, 93-103 (gém ca), va 112-116 (gém ca); trong do6 viéc
tip xtic dugc xac dinh bang phép khao sat tinh thé bang tia X va trong do cac gdc tiép

xuc v6i khang thé 13 trong pham vi sau (6) angstrom hodc nhé hon.

Sang ché d& xudt khang thé ma chi van CD137 ngudi (SEQ ID NO: 1) d st
dung trong diéu tri bénh ung thu hodc viéc st dung khang thé ma chu van CD137
ngudi (SEQ ID NO: 1) dé san xuét thube dé diéu tri bénh ung thu, trong d6 khang thé
tiép xuc véi CD137 ngudi & cac gbe axit amin sau: 55, 59, 63, 66, 72, 93-103 (gém
c4), va 112-116 (gbém ca); trong d6 bénh ung thu 12 ung thu bang quang, ung thu va,
ung thu dng mat, ung thu rudt két, ung thu ndi mac tir cung, ung thu thuc quan, ung
thu da day, ung thu dAu va cd, ung thu phdi t& bao khong nho, ung thur tuyén tién liét,
ung thu tryc trang, hoac ung thu tuyén gidp. Sang ché d& xuat khang thé ma chu van
CD137 ngudi (SEQ ID NO: 1) dé sir dung trong didu tri bénh ung thu hodc viée su
dung khang thé ma chi van CD137 ngudi (SEQ ID NO: 1) d san xuét thube dé dicu
tri bénh ung thu, trong d6 khang thé tiép xac véi CD137 nguoi & cac gbe axit amin
sau: 55, 59, 63, 66, 72, 93-103 (gdm ca), va 112-116 (gom cd); trong d6 viéc tiép xiic
dwoc xac dinh bang phép khao sat tinh thé bing tia X va trong d6 cac gbc tiép xic véi
khang thé 13 trong pham vi sau (6) angstrom ho#c nhé hon; trong d6 bénh ung thu 1a
ung thu bang quang, ung thu vi, ung thu dng mat, ung thu rudt két, ung thu ndi mac tir
cung, ung thu thue quan, ung thu da day, ung thur dau va cd, ung thu phdi té bao khong

nhé, ung thu tuyén tién liét, ung thu truc trang, hodc ung thu tuyén giap .

Sang ché dé xuat khang thé ma cha van CD137 ngudi (SEQ ID NO: 1) hoic
dugc phdm chua khang thé, trong d6 khang thé khong gan két véi FcyRI ngudi,
FcyRIla nguoi, FeyRIIb nguoi, FeyRIMa(F) nguoi, FeyRIMMa(V) nguoi, hodc Clq
ngudi. Sang ché d& xuét khang thé ma cha van CD137 nguoi (SEQ ID NO: 1) dé su
dung trong didu tri bénh ung thu hodc dé san xuét thudc dé diéu tri bénh ung thu, trong
d6 khang thé khong gin két voi FeyRI nguoi, FcyRIla ngudi, FcyRIIb ngudi,
FcyRIMa(F) nguoi, FeyRIITa(V) nguoi, hoac Clq nguoi.

Sang ché dé xuét khang thé ma chi van CD137 ngudi (SEQ ID NO: 1) hoic
duoc phim chira khang thé, trong d6 khang thé khong gin két voi FeyRI nguoi,
FcyRIla nguoi, FeyRIIb nguoi, FcyRIMa(F) nguoi, FeyRIMa(V) nguoi, hodc Clg
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ngudi; trong d6 bénh ung thu 13 ung thu bang quang, ung thu v, ung thu 6ng mat, ung
thu rudt két, ung thu ndi mac tir cung, ung thu thyc quén, ung thu da day, ung thu dau
va ¢0, ung thu phoi té bao khong nhd, ung thu tuyén tién liét, ung thu tryc trang, hodc
ung thu tuyén giap. Sang ché dé xuit khang thé ma chi van CD137 nguoi (SEQ ID
NO: 1) @ sir dung trong diéu trj bénh ung thu hoic dé sin xuét thudc dé diéu tri bénh
ung thu, trong d6 khang thé khong gin két véi FeyRI ngudi, FeyRIla nguoi, FeyRIIb
ngudi, FeyRIMa(F) ngudi, FeyRITIa(V) nguoi, hoac Clq nguoi; trong d6 bénh ung thu
1a ung thu bang quang, ung thu v, ung thu 5ng mat, ung thu rudt két, ung thu ndi mac
tir cung, ung thu thyc quan, ung thu da day, ung thu du va cb, ung thu phdi té bao

khong nho, ung thu tuyén tién liét, ung thu trye trang, hodc ung thu tuyén giap.

Sang ché @& xuit khang thé ma 1a chat chi van ctia CD137 nguoi (SEQ ID
NO:1), trong do khéng thé bao gdm chudi ning va chudi nhe; trong do chudi nang tiép
xtc voi it nhdt mot gde axit amin trong s cac gbe sau diy trén CD137 ngudi: 55, 59,
63, 66, 72, 93-103 (gdm ca), va 112-116 (gdm c4); trong d6 chudi nhe tiép xtc véi it
nhit mot gbc axit amin trong s6 cac gbe sau day trén CD137 nguoi: 96-98 (g0m ca),
100, va 114-116 (gbm ca).

Sang ché dé xuit khang thé ma 1a chat cha van ciia CD137 nguoi (SEQ ID
NO:1), trong d6 khang thé bao gdm chudi niing va chudi nhe; trong d6 chudi ndng tiép
xtc voi it nht mét gde axit amin trong so cac gbc sau ddy trén CD137 ngudi: 55, 59,
63, 66, 72, 93-103 (gdm ca), va 112-116 (gdm ca); trong d6 chudi nhe tiép xtic véi it
nhat mét gdc axit amin trong sb cic gbc sau day trén CD137 nguoi: 96-98 (gom ca),
100, va 114-116 (gdm ca); trong d6 cac gdc tiép xtic khang thé 13 trong pham vi séu

(6) angstrom hoac nhd hon, nhu dugc xac dinh bang phép khao sét tinh thé bang tia X.

Sang ché @& xuit khang thé ma 1a chit chu van cia CD137 ngudi (SEQ ID
NO:1), trong d6 khang thé bao gdm chudi ning va chudi nhe; trong d6 chudi ning tiép
xtic véi cac gbe axit amin sau day trén CD137 ngudi: 55, 59, 63, 66, 72, 93-103 (gdm
cd), va 112-116 (gdm ca); trong d6 chudi nhe tiép xtic voi cac gdc axit amin sau day

trén CD137 ngudi: 96-98 (gdm ca), 100, va 114-116 (gd6m ca).

Sang ché d& xuit khang thé ma 1 chit chii van cua CD137 nguoi (SEQ ID
NO:1), trong d6 khéng thé bao gdm chudi ning va chudi nhe; trong d6 chudi ning tiép

xac voi cac gde axit amin sau ddy trén CD137 nguai: 55, 59, 63, 66, 72, 93-103 (gém
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ca), va 112-116 (gdm ca); trong d6 chudi nhe tiép xtic véi cac goc axit amin sau ddy
trén CD137 ngudi: 96-98 (gdm ca), 100, va 114-116 (gdm ca); trong d6 cdc gbe tiép
xuc khang thé 1a trong pham vi sau (6) angstrom hodc nh6 hon, nhu dugce xac dinh

bang phép khao sat tinh thé bang tia X.

Sang ché @& xuit khang thé ma 1a chat chii van ciia CD137 nguoi (SEQ ID
NO:1), trong d6 khang thé bao gdm chudi ning va chudi nhe; trong d6 chudi ning tiép
xtic Vi chc gbe axit amin sau day trén CD137 ngudi: 55, 59, 63, 66, 72, 93-103 (gdm
cd), va 112-116 (gdm ca); tlty ¥, trong @6 chudi nhe tiép xuc voi cac gde axit amin sau

day trén CD137 ngudi: 96-98 (gdm ca), 100, va 114-116 (gdm ca).

Sang ché dé xuit khang thé ma 13 chét chii van cua CD137 nguoi (SEQ ID
NO:1), trong d6 khang thé bao gdm chudi ning va chudi nhe; trong d6 chudi ning tiép
xtic véi cac gbe axit amin sau ddy trén CD137 ngudi: 55, 59, 63, 66, 72, 93-103 (gdm
ca),va 112-116 (gdém ca); tuy ¥, trong d6 chudi nhe tiép xuc voi cac gbc axit amin sau
day trén CD137 ngudi: 96-98 (gdm c), 100, va 114-116 (gdm ca); trong d6 cac goc
tiép xuc khang thé 1a trong pham vi sdu (6) angstrom hodc nhé hon, nhu dugc xac dinh

bing phép khao sat tinh thé bang tia X.

Sang ché @& xuit khang thé ma 1a chat chi van cua CD137 ngudi (SEQ ID
NO:1) d8 sir dung trong diu tri bénh ung thu, trong d6 khang thé bao gdm chudi ning
va chudi nhe; trong d6 chudi ning tiép xiic vdi cc gbe axit amin sau ddy trén CD137
nguoi: 55, 59, 63, 66, 72, 93-103 (gdm ca), va 112-116 (gdm ca); tity ¥, trong d6 chudi
nhe tiép xtic voi cac gbc axit amin sau day trén CD137 ngudi: 96-98 (gbm ca), 100, va
114-116 (gdm ca); trong d6 cac gbc tiép xic khang thé 1a trong pham vi sau (6)
angstrom hodc nho hon, nhu dugc xac dinh bang phép khao sat tinh thé bang tia X.

Sang ché d8 xuét viéc sir dung khang thé ma 1a chét cha van ciia CD137 ngudi
(SEQ ID NO:1) d san xuét thudc dé diéu tri bénh ung thu, trong d6 khang thé bao
gdm chudi ning va chudi nhe; trong d6 chudi ning tiép xtic v6i cac gc axit amin sau
day trén CD137 ngudi: 55, 59, 63, 66, 72, 93-103 (gdm ca), va 112-116 (gdm ca); tiy
¥, trong d6 chudi nhe tiép xtic véi cac gbc axit amin sau day trén CD137 nguoi: 96-98
(gdm ca), 100, va 114-116 (gdm ca); trong d6 cac gbe tiép xuc khéng thé 1a trong
pham vi sdu (6) angstrom hodc nho hon, nhu duoc xac dinh bang phép khao sat tinh
thé bang tia X.
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Sang ché d& xudt khang thé ma 1a chat chii van cua CD137 ngudi (SEQ ID
NO:1) dé sir dung trong diéu tri bénh ung thu, trong d6 khang thé bao gdm chudi ning
va chudi nhe; trong d6 chudi ning tiép xuc véi cac gde axit amin sau ddy trén CD137
ngudi: 55, 59, 63, 66, 72, 93-103 (gdm ca), va 112-116 (gdm ca); tly ¥, trong d6 chudi
nhe tiép xtic v6i cac gbe axit amin sau ddy trén CD137 ngudi: 96-98 (gdm ca), 100, va
114-116 (gdm ca); trong d6 cac gdc tiép xtic véi khing thé 13 trong pham vi sau (6)
angstrom hodc nho hon, nhu duoc x4c dinh bing phép khao sat tinh thé bang tia X;
trong d6 bénh ung thu 1a ung thu bang quang, ung thu v, ung thu dng mét, ung thu
rudt két, ung thu ndi mac t cung, ung thu thuc quan, ung thu da day, ung thu dau va
¢b, ung thu phdi té bao khong nho, ung thu tuyén tién liét, ung thu truc tring, hodc ung

thu tuyén giap.

Sang ché dé xuat viéc sir dung khang thé ma 1 chét chi van cia CD137 ngudi
(SEQ ID NO:1) d& san xuét thubc dé diéu tri bénh ung thu, trong d6 khang thé bao
gdm chudi ning va chudi nhe; trong d6 chudi nang tiép xtc voi cac gbc axit amin sau
day trén CD137 nguoi: 55, 59, 63, 66, 72, 93-103 (gdm ca), va 112-116 (gdm ca); tiy
¥, trong d6 chudi nhe tiép xtic voi cac gbc axit amin sau day trén CD137 nguoi: 96-98
(gbém ca), 100, va 114-116 (gém ca); trong d6 cac gbc tiép xuc khang thé 13 trong
pham vi sdu (6) angstrom hodc nhé hon, nhu dugc xac dinh béng phép khao sat tinh
thé bang tia X; trong d6 bénh ung thu 1a ung thu bang quang, ung thu vi, ung thu bng
mat, ung thu rudt két, ung thu ndi mac tir cung, ung thu thuc quén, ung thu da day,
ung thu du va ¢d, ung thu phéi té bao khong nhé, ung thu tuyén tién liét, ung thur tryc
trang, hoac ung thu tuyén giap .

Sang ché dé xuit khang thé ma 1a chét chu van ciia CD137 nguoi (SEQ ID
NO:1), trong d6 khang thé nay gan két it nhat mot trong 36 cac gbe axit amin sau day
trén CD137 nguoi: 97 va 115.

Sang ché dé xudt khang thé ma la chit chu van ciia CD137 nguoi (SEQ ID
NO:1), trong d6 khang thé nay gan két vai it nhét hai trong sé céc gbc axit amin sau
day trén CD137 nguoi: 97, 114, and 115.

Sang ché d& xuit khang thé ma 1 chdt chii van cia CD137 nguoi (SEQ ID
NO:1), trong d6 khang thé nay gin két véi cac gbc axit amin sau day trén CD137
nguoi: 97, 114, va 115.
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Sang ché dé xudt khang thé ma 14 chét chu van cua CD137 nguoi (SEQ ID
NO:1), trong d6 khang thé nay gin két it nhit mot trong sb cac gdc axit amin sau day
trén CDI137 nguoi: 97 va 115; trong 46 sy gén két duoc xac dinh bang cach sir dung
protein CD137 4ot bién cia nguoi cé sy dot bién & mdt hodc nhiéu trong sd céc géc

axit amin sau day: 97, 114, va 115.

Sang ché @& xuit khang thé ma Ia chat chi van ctia CD137 nguoi (SEQ ID
NO:1), trong d6 khang thé nay gin két véi it nhét hai trong s6 cic gbc axit amin sau
day trén CD137 nguoi: 97, 114 va 115; trong do su gén két dugc xac dinh bang cach
str dung protein CD137 dot bién cta ngudi co su dot bién & mot hodc nhiéu trong sb

cac gbc axit amin sau day: 97, 114, va 115.

Sang ché d& xuit khang thé ma 1a chét chi van cua CD137 ngudi (SEQ ID
NO:1) dé sir dung trong diéu tri bénh ung thu, trong d6 khang thé gin két v6i cac gbc
axit amin sau day trén CD137 nguoi: 97, 114 va 115; trong d6 su gin két dugc xac
dinh bang cach sir dung protein CD137 dot bién ctia nguoi co su dot bién & mdt hodc

nhiéu trong s cac gbc axit amin sau day: 97, 114, va 115.

Sang ché @& xuét viéc sir dung khang thé ma 1a chét chii van ciia CD137 ngudi
(SEQ ID NO:1) dé san xuét thudc dé diéu tri bénh ung thu, trong d6 khang thé nay gan
két v6i cac gbe axit amin sau day trén CD137 nguoi: 97, 114 va 115; trong do6 su gin
két duoc xac dinh béng cach stir dung protein CD137 dot bién ctia nguoi c6 sy dot bién

0 mot hodc nhiéu trong sb cac géc axit amin sau day: 97, 114, va 115.

Sang ché dé xuét khang thé ma 1a chét chi van cua CD137 nguoi (SEQ ID
NO:1) dé str dung trong diéu tri bénh ung thu, trong d6 khéng thé gin két véi cac gbc
axit amin sau day trén CD137 ngudi: 97, 114 va 115; trong d6 su gén két dugc xac
dinh bé“mg cach sir dung protein CD137 dot bién cua nguoi cé sy dot bién & mot hodc
nhiéu trong s cac gbc axit amin sau day: 97, 114, va 115; trong d6 b¢nh ung thu la
ung thu bang quang, ung thu v, ung thu dng mat, ung thu rut két, ung thu ndi mac tir
cung, ung thu thyc quan, ung thu da day, ung thu dAu va cd, ung thu phdi té bao khong

nhé, ung thu tuyén tién liét, ung thu truc trang, hodc ung thu tuyén giap .

Sang ché dé xuét viéc st dung khang thé ma 1a chét cha van cia CD137 ngudi
(SEQ ID NO:1) dé san xuat thudc dé diéu tri bénh ung thu, trong d6 khang thé nay gan

két v6i cac gbe axit amin sau day trén CD137 ngudi: 97, 114 va 115; trong d6 su gan
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két duoc xac dinh bang cach sir dung protein CD137 dot bién cua ngudi cd su dot bién
6 mot hoac nhiéu trong s6 cac géc axit amin sau day: 97, 114, va 115; trong d6 bénh
ung thu 1 ung thu bang quang, ung thu vi, ung thu dng mat, ung thu rudt két, ung thu
ndi mac tir cung, ung thu thuc quan, ung thu da day, ung thu dau va co, ung thu phéi

té bao khong nho, ung thur tuyén tién 1iét, ung thu tryc trang, hodc ung thu tuyén giap.

Séang ché d& xuét khang thé chi van CD137 hoan toan cua ngudi bao gom hai
hoic nhidu déu hidu duéi day: (a) khang thé canh tranh voi Phdi t-CD137 ngudi
trong vidc gén két v6i CD137 ngudi; (b) khéng thé khong gan két v6i FeyRI nguoi,
FcyRITa nguoi, FeyRIIb nguoi, FeyRIMa(F) nguoi, FeyRIIla(V) ngudi, hodc Clq
nguoi; (c) khang thé gin két voi CD137 khi cynomolgus; (d) khang thé e ché su phat
trién khéi u phdi té bao khong nhé & nguoi dudi dang lidu phap don; va (e) khang thé

gia tang tn sudt cia cac té bao T CD3" trong khéi u.

Cac vi du khong gidi han vé cac tac nhan héa tri liéu hiru dung bao gé)m 5-
fluorouracil, hydroxyure, gemcitabin, methotrexat, doxorubicin, etoposid, carboplatin,
cisplatin, cyclophosphamid, melphalan, dacarbazin, taxol, camptothecin, FOLFIRI,

FOLFOX, docetaxel, daunorubicin, paclitaxel, oxaliplatin, va cac két hop cua ching.

Thuét ngir “khang thé” nhu duoc st dung & day d& cap dén phirc chat polypeptit
c6 hai chudi ning (HC) va hai chudi nhe (LC) sao cho cac chudi ning va cac chudi nhe
duoc lign két véi nhau bing céc lién két disulfua; trong d6 khang thé khéng thé phan
nhom IgG.

Khang thé theo sang ché 1a phic hop polypeptit dugc xt 1y, khong c6 trong tu
nhién. Phan t& ADN theo sang ché 1a phan tir ADN ma chta trinh ty polynucleotit
khong c6 trong tu nhién ma hoa polypeptit co trinh tu axit amin cua it nhit mot trong
s6 cac polypeptit trong khang thé theo sang ché.

Khang thé theo sang ché 1a khang thé loai IgG va c6 c4c chudi “nang” va cac
chudi “nhe” ma lién két ngang thong qua céc lién két disulfua ndi chudi va lién chudi.
M3i chudi ning gdm moét HCVR tan cung bang N va mot ving hang dinh cta chudi
ning (“HCCR”). Mbi chudi nhe gobm mét LCVR va mot ving hang dinh ctia chudi nhe
(“LCCR™). Khi dugc biéu hién trong céc hé sinh hoc nhét dinh, cc khang thé co trinh
tu Fc ngudi ty nhién duge glycosyl hoa ¢ vung Fc. Thong thudng, su glycosyl hoa xay

ra trong vung Fc ctia khang thé & vi tri N-glycosyl hoa dugc bao tdn cao. Cac N-
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glycan thuong gin vao asparagin. Cac khang thé ciing c6 thé duoc glycosyl hoa & cac
vi tri khéc.

Tay ¥, khang thé khiang CD137 ngudi dugec md ta ¢ day chira phan Fc ma co
ngudn géc tir IgG1 nguoi. IgG1 da duoc biét 1 12 lién két véi cac protein thude ho thy
thé Fc-gama (FcyR) cling nhw Clq. Viée tuong tic véi cdc thu thé nay c6 thé cam tmg
hoat tinh gy doc té bao phu thudc khang thé (antibody-dependent cell cytotoxicity -
ADCC) va hoat tinh gdy doc t¢ bao phu thudc bd thé (complement-dependent
cytotoxicity - CDC). Do d6, tiy y, khang thé khang CD137 ngudi dugc md ta & day 1a
khang thé don dong hoan toan cua ngudi thiéu chirc ning tac dong Fc (IgG1, vo hiéu
Fc). Dé thu duge khang thé IgG1 vo hiéu Fe, cin c6 cac dot bién gbe chon loc trong
ving CH2 cua vung Fc IgGl ctua nd. Cac phép thé axit amin L234A, L235E, va
G237A duge dua vao Fc IgG1 @8 1am giam lién két véi FeyRI, FeyRIla, va FeyRIIL, va
cac phép thé A330S va P331S duogc dua vao d& lam giam sw cb dinh bo thé qua trung
gian Clq. Dé giam kha ning kich thich dap Gmg mién dich khi dugc sir dung theo lidu
& nguoi, cic axit amin nhét dinh ¢6 thé can dot bién ngugc aé khop voi céc trinh tu

dong mim khéng thé.

Cac vung HCVR va LCVR ¢é thé dugc chia tiép thanh cic ving siéu bién,
duoc goi 1a viung xac dinh tinh bd trg (CDR), dit rai rdc v6i cac ving ma duoc bao
toan hon, dugc goi 1a cac vung khung (FR). Mbi mdt HCVR va LCVR duogce tao thanh
tir ba CDR va bén FR, duoc sép xép tr d4u tan cling amino dén déu tan cacboxy theo
thir tw sau: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. O ddy, ba CDR ctia chudi
ning duoc goi 1a “HCDR1, HCDR2, va HCDR3” va ba CDR cua chubi nhe duoc goi
14 “LCDR1, LCDR2, vA LCDR3”. C4c CDR chira hiu hét c4c gdc tao thanh tuong tac
dac hiéu véi khang nguyén. Dbbi v6i cac muc dich cua sang ché, dinh nghia vé CDR
cta North duwgc st dung. Pinh nghia vé CDR cia North (North et al., “A New
Clustering of Antibody CDR Loop Conformations”, Journal of Molecular Biology,
406, 228-256 (2011)) dua trén thuat todn phan cum lan truyén do twong ty véi s

luong 16n cac clu tric tinh thé.

ADN phan 13p ma hoa ving HCVR ¢6 thé dugc chuyén thanh gen chudi ning
c6 dd dai diy du bing cach lién két hoat dong ADN ma héa HCVR voi mét phan tir

ADN khac m3 héa cac ving hang dinh cua chudi ning. Trong cic trinh tw cta ngudi
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cling nhu dong vét c6 vua khac, cac gen vung hing dinh cta chudi ning la da biét trong
linh vyc nay. Cac manh ADN bao gbm cac ving nay cé thé thu duoc, vi du, bing

phuong phép khuéch dai PCR chuan.

ADN phén 1ap ma hoa ving LCVR ¢6 thé duoc chuyén thanh gen chudi nhe ¢
do dai diy da bing cach lién két hoat dong ADN ma hoéa LCVR véi mot phén tir ADN
khac m3 hoa ving hing dinh cia chudi nhe. Trong céc trinh tu cua nguoi cling nhu
dong vat co vu khéac, cic gen vung hing dinh ctia chudi nhe 1a da biét trong linh vuc
nay. Cac manh ADN bao gdm céc ving nay co thé thu dugc bang phuong phap
khuéch dai PCR chuin. Ving hing dinh ciia chudi nhe c6 thé 14 ving hiang dinh kappa
hodc lambda. Tét hon néu trong cac khang thé theo sang ché, ving hang dinh cta

chudi nhe 13 ving hang dinh kappa.

Céc polynucleotit theo sang ché s& dugc biéu hién trong t& bao chu sau khi cac
trinh tw d3 dwoc lién két hoat dong v6i trinh tir didu khién viéc biéu hign. Céc vecto
biéu hién thuong sao chép duge trong sinh vat chi dudi dang episom hodc dudi dang
phin khong thé thiéu trong ADN nhiém sic thé chu. Thong thudng, cic vecto biéu
hién sé€ chira céc dAu chuén chon loc, vi dy, tetraxyclin, neomyxin, va dihydrofolat
reductaza, dé cho phép phat hién céac té bao duogc bién nap béng trinh tu ADN mong

muon.

Khang thé theo sang ché c6 thé dé dang san xut duoc trong cac té bao dong vat
cO vi, cac vi du khong gidi han cua té bao nay bao g@)m cac t& bao CHO, NSO,
HEK293 hodc COS. Céac té bao chu duwoc nudi cay bﬁng cac k¥ thuat da biét rd trong

linh vuc nay.

Céac vecto chira trinh ty polynucleotit quan tdm (vi dy, cac polynucleotit ma hoa
polypeptit ctia khéng thé va céc trinh tu didu khién viée biéu hién) c6 thé dugc chuyén
vao t& bao chu bang phwong phap da biét 15, ma co thé thay ddi tiy thudc vao loai té
bao chu.

Nhiéu phuong phép tinh ché protein khac nhau c6 thé duoc st dung va céc
phuong phép nhu vy di biét trong linh vuc nay va dugc mo ta, chang han trong bai
bao cua Deutscher, Methods in Enzymology 182: 83-89 (1990) va Scopes, Protein
Purification: Principles and Practice, 3rd Edition, Springer, NY (1994).
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Theo cac phuong &n khac cua sang ché, khang thé, hodc cac axit nucleic ma hoa
khang thé, dugc tao ra & dang phén 1ap. Nhu dugce sir dung ¢ déy, thut ngit “phan 13p”
dé chi protein, peptit hodc axit nucleic khong chira hoac vé co ban la khong chua cic
dai phan tir bat ky khac duoc phét hién trong moi trudng té bao. “V& co ban 1 khong
chira” nhu duoc st dung ¢ ddy c6 nghia 1a protein, peptit, hodc axit nucleic quan tim
chtra cac dai phan tir c6 mat voi luong nhiéu hon 80% (trén co s& mol), tot hon 13

nhidu hon 90%, va tdt hon nita 1a nhidu hon 95%.

Khang thé theo sang ché, hoic duogc phém chtta khang thé nay, co thé duoc
dung ngoai duong tiéu hda, vi du khong gidi han vé dudng ding nay 13 dung trong tinh
mach. Khang thé theo sang ché ¢ thé duoc st dung don doc cho bénh nhén véi cac
chét mang, chit pha lodng hoic ta dugc dugc dung theo lidu don hodc nhiéu liéu. Céc
duoc phim theo sang ché theo sang ché c6 thé dugc bao ché bang cac phwong phap da
biét rd trong linh vyuc nay (vi du, Remington: The Science and Practice of Pharmacy,
22" ed. (2012), A. Loyd et al., Pharmaceutical Press) va chua khang thé, nhu dugc

bdc 10 ¢ day, va mdt hodc nhiéu chat mang, chét pha loang hodc ta duoc dugc dung.

Céc ché do lidu dung co6 thé dugc didu chinh @ mang lai dap (mg mong mudn
t6i wu (vi du, hiéu qua diéu tri). Lidu luong diéu tri c6 thé duoc chuin do dé tbi uu hoa
d6 an toan va tinh hiéu qua. Cic phic do lidu dung, dé dung trong tinh mach
(intravenous - i.v.) hodc khong trong tinh mach, dung cuc bg hodc toan than, hoac Kkét
hop cdc duong dung, thuong sé thay d6i tir mot 1idu bolus don hodc truyén lién tuc dén
dung nhidu 14n trong ngay (vi du, ¢t mdi 4-6 gié mot 1an), hodc nhu dugc chi dinh boi
béc si diéu tri va tinh trang ctia bénh nhan. Liéu luong va tAn suét c6 thé dugc xac dinh
bdi bac sT diéu tri bénh nhan.

Thuat ngit "viée diéu tri" (hodc "diéu tri" hogc "phép didu tri") dé chi viéc lam
cham, lam gian doan, 1am nging, lam thuyén giam, dirng, giam, hodc day lui sy tién

trién hosic mic d6 nghiém trong cua triéu ching, roi loan, tinh trang, hodc bénh da co.

“Lugng httu hi¢u" 1a luong khang thé theo sang ché hoic dugc phim chira
khang thé theo sang ché ma s& gy ra dap ung sinh hoc hodc dap tmg y hoc hodc tac
dung diéu tri mong mudn trén mé, toan than, dong vit, dong vat c6 vi hodc ngudi ma
nha nghién ciru, bac si, hodc bac si 1lam sang nhiam dén. Luong hiru hiéu cua khang thé

c6 thé thay dbi theo céc yéu t6 nhu tinh trang bénh, do tudi, gidi tinh, va thé trong cua
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c4 thé, va kha nang tao ra dap tng mong mudn & c4 thé cua khang thé. Luong hitu hiéu
cling 1a lwgng ma trong d6 tac dung doc hodc bét loi bat ky cia khang thé nho hon rit

nhiéu so véi cac tac dung cd 1oi trong dicu tr1.
Dic trung hoa, tao ra, biéu hién, va tinh ché khang thé

Viéc san xuét khang thé s dung trinh tu polynucleotit chudi ning dugc thé
hién trong SEQ ID NO: 14, va trinh tu polynucleotit chudi nhe dugc thé hién trong
SEQ ID NO: 17 trong céc t& bao dong vat ¢6 vii din dén viéc san xut hai nhém lién
quan dén san phim khéang thé: (a) khang thé c6 chiéu dai day du (¢ day duoc goi 1a
“Khéang thé A17) ¢6 trinh ty axit amin chudi ning dugc thé hién trong SEQ ID NO: 10
va trinh tu axit amin chudi nhe duoc néu trong SEQ ID NO: 11; va (b) dang cat bot
axit amin don cua khang thé (¢ day dugc goi 1a “Khang thé A2”) thu duoc tir sy phan
cit alanin dau tan cung N cua chudi nhe, Khang thé A2 c6 trinh ty axit amin chudi
nang dugc thé hién trong SEQ ID NO: 10 va trinh tu axit amin chudi nhe duoc thé
hién trong SEQ ID NO: 13. Nhu dugc st dung & ddy, “Khang thé A1/2” dé cap dén
san phém khang thé ma thu dugc tir viée sir dung trinh ty polynucleotit chubi nhe duoc
thé hién trong SEQ ID NO: 17 va bao gdm su két hop ciia Khang thé Al (~6%) va
Khang thé A2 (~94%). Khang thé Al c6 thé duoc tong hop ma khong cé cic luong
dang ké cua Khang thé A2 st dung trinh tu polynucleotit chudi ning duogc thé hién
trong SEQ ID NO: 14 va trinh tu polynucleotit chudi nhe dwoc thé hién trong SEQ ID
NO: 15. Khang thé A2 c6 thé dugc tong hop ma khong c6 cac luong dang ké cua
Khang thé Al s dung trinh tu polynucleotit chudi ning duoc thé hién trong SEQ ID
NO: 14 va trinh ty polynucleotit chudi nhe dugc thé hién trong SEQ ID NO: 16.

Khang thé theo sang ché c6 thé dugc tao ra bang cac phuong phap da biét bao
gém, nhung khong bi gidi han &, biéu hién & thé thuc Khuén. Ngoai ra, khang thé thu
duoc nhu dugc md ta trén day cod thé duoc sang loc thém bang cach sir dung cac thir
nghiém dugc mo ta ¢ day.

Céc polypeptit cua cac ving bién doi clia chudi ning va chudi nhe va cic trinh
fir axit amin chudi ning va chudi nhe hoan chinh ciia cac Khang thé Al va A2, va céc
trinh tu nucleotit ma héa ching, dugc liét ké trong phﬁn 6 tua dé “Trinh tu axit amin

va nucleotit”. Ngoai ra, cac SEQ ID NO ctia chudi nhe, chudi ning, ving bien ddi cua
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chudi nhe, va ving bién doi ctia chuoi nidng cua cac Khang thé Al, A2, va A1/2 duoc

thé hién trén cac bang 1 & 2.

Bang 1
SEQ ID tuong | Khangthé | Khang thé
tng (Axitamin) | Al A2
HCDRI 2 2
HCDR2 3 3
HCDR3 4 4
LCDR1 5 5
LCDR2 6 6
LCDR3 7 7
HCVR 8 8
LCVR 9 12
Chudi ning 10 10
Chudi nhe 11 13
Bang 2
SEQ ID twong | Khang thé | Khang thd | Khang thé
img (ADN) | Al A2 Al/2
HC 14 14 14
LC 15 16 17

Céc khang thé theo sang ché, bao gdm, nhung khong chi gi6i han ¢, cac Khang
thé A1, A2 va A1/2, ¢c6 thé dugc tao ra va duoc tinh ché co ban nhu sau. Té bao chi
thich hop, nhu té bao HEK 293 hodc CHO, cé thé duoc chuyén nhiém tam thoi hodc
&n dinh vai hé biéu hién dé tiét khang thé bang cach st dung ty 1€ vecto HC:LC t6i uu
dinh trude hodc hé vecto duy nhit ma héa ca HC va LC. Mdi truong da lam trong, ma

khang thé da duoc tiét vao do, co thé dugc tinh ché bang cach sir dung k¥ thuat bét ky
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trong so nhidu k¥ thuit thuong dung. Vi dy, méi trudng co thé duoc dua mot cach
thuan tién 1én cot MabSelect (GE Healthcare), hodc cot KappaSelect (GE Healthcare),
ma d3 dugc can bang bang dung dich dém tuong thich, nhu nudc mubi dém bang
phosphat (46 pH=7,4). Co0t c6 thé duoc rira dé loai bo cac thanh phin gan két khong
dic hicu. Khéng thé gin két co thé duoc rira giai, vi du, bing gradien do pH (nhu dung
dich dém Tris 20 mM d¢ pH=7 dén dung dich dém natri xitrat 10 mM d6 pH = 3,0,
hoic nudc mudi dwoc dém bang phosphat do pH=7,4 dén dung dich dém glyxin 100
mM d6 pH=3,0). Céac phan doan khang thé duoc phat hién, nhu bfmg cach hép thu UV
hoic SDS-PAGE, va sau d6 c6 thé duoc gom lai. Vige tinh ché tiép 1a tuy y, tiy thude
vao muc dich st dyng. Khang thé ¢6 thé duoc cd dic va/hoic loc vo trung bﬁng cach
str dung cac k¥ thuat thong thuong. Thé két tu va cac multime hoa tan c6 thé duoc loai
bo mot cach hiéu qua béng cac k¥ thuit thong thuong, bao gém séc ky loai trir theo
kich thuée, sic ky tuong tac ky nudc, sic ky trao dbi ion, sic ky da phuong thirc, hodc
sic ky hydroxyapatit. San pham c6 thé duge 1am lanh déng ngay & -70 °C hodc co thé
dugc dong kho.

Nhu duoc st dung & ddy, BMS20H4.9 dé cap dén khang thé c6 chudi ning
duoc thé hién trong SEQ ID NO: 18 va chudi nhe dugc thé hién trong SEQ ID NO: 19,
va di duoc mod ta trong US7288638. Nhu duoc sir dung ¢ day, PF83 dé cap dén khang
thé c6 chudi ning duoc thé hién trong SEQ ID NO: 20 va chudi nhe duoc thé hién
trong SEQ ID NO: 21, va da dugc mo ta trong US8337850.

Vi du thwe hién siang ché
Khang thé A1/2 gan két v6i CD137 nguoi

Kha ning cua cac khang thé dugc boc 10 & day trong viéc gan két voi CD137
ngudi c6 thé duoc do bing ELISA. Pé do sy gin két véi CD137 nguoi, dia 96 16
(Nunc) duge pha bang Fc-CD137 ngudi (R&D Systems) qua dém ¢ 4°C. Cac 16 duoc
phong bé trong 2 gid bang chit dém phong bé (PBS chita 0,2% albumin huyét thanh
bo va 0,05% Tween-20). Cac 16 dugc rira ba lan béng PBS chtra 0,05% Tween-20. Sau
d6 khang thé A1/2 hoic IgG d6i chimg (100 microlit) duoc bb sung vao & cic ndng do
khac nhau va dwoc 0 ¢ nhiét do trong phong trong 1 gio. Sau khi rira, dia dugc bing
100 microlit thé lién hop HRP-F(ab’)2 cta dé khang IgG nguoi (Jackson Immuno

Research Laboratories) & nhiét dd trong phong trong 45 phut. Cac dia dugc rira va sau
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do6 dugc u bﬁng 100 microlit 3,3’, 5,5 -tetra-metylbenzidin. Do hép thu 6 650 nm dugc
doc trén may doc vi dia SpectraMax®. Nong do hiru hiéu ban t61 da (ECso) dugc tinh

toan bang cach sir dung phén mém GraphPad Prism 7.

Trong cac thir nghiém dugc thuc hién vé co ban nhu duoc mo ta trén day,
Khéang thé A1/2 gin két véi CD137 ngudi véi ECso 1a 0,027 nM.

Khang thé A1/2 gan két v6i CD137 khi cynomolgus

Kha ning cia cac khang thé duge boc 16 & dy trong viée gin két voi CD137
khi cynomolgus & bé mit t& bao c6 thé dugc do bang cach st dung thir nghiém phén
tich t& bao theo dong. Té bao én dinh biéu hién CD137 khi cynomolgus dugc tao ra
bang cach chuyén nhiém ADN plasmid thy thé Cyno-CD137 vao céc t€ bao 293 cia
ngudi (ATCC) st dung chit phan umg Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen™) theo
huéng din cua nha san xuAt. Cac té bao 6n dinh dugc chon bang cach st dung 0,5
microgram/mL puromycin trong mdi truong Eagle duoc cai bién Dulbecoo chira 10%
huyét thanh thai bo va 1% GlutaMAX™, Dé phan tich t& bao theo dong, cac t€ bao
bam dinh hop dong dugc tach riéng bang cach st dung dung dich dém phén ly té bao
Gibco® (Life Technologies), phong bé trong dung dich dém FACS (nudc mubi dém
phosphat chira 3% huyét thanh thai bo) trong 1 gid ¢ 4°C, va sau d6 dugc dua vao dia
day tron 96 15 & mat do 1 x 105 té bao/15. Khang thé A1/2, BMS20H4.9, PF83, hoic
TeG1 ngudi dbi chimg (dugc pha lodng trong dung dich dém FACS 1:4 bat dau & mic
0,5 microgram/mL) dugc bd sung (100 microlit) va cac té bao duoc nhudm trong 1 gio
¢ 4°C.

Sau khi rira trong dung dich dém FACS, khang thé d3c hiéu cta dé khang manh
F(ab’) ctia IgG ngudi dugc lién hop voi khang thé thir cip R-phycoerythrin (Jackson
ImmunoResearch Laboratories) dugc bd sung & mirc pha lodng 1:200 va cac té bao
dugc u & 4°C trong 30 phut. Cac té bao duoc rira va viéc nhudm té bao séng/chét duoc
thuc hién bing cach st dung kit nhudm té bao chét d6 xa cb dinh dugc LIVE/DEAD®
(Life Technologies) theo huéng dan cta nha san xuét. Cac té bao duoc rira trong dung
dich dém FACS va dugc xir 1y trén hé sang loc IntelliCyt HTFC®. Dit li€u phén tich té
bao theo dong dugc phan tich bang cach sit dung phan mém FlowJo®. Ty s6 cuong do
huynh quang trung binh (Mean fluorescence intensity - MFI) dugc tinh 1a (MFI cua
khéang thé thir nghiém)/(MFI cua IgG ddi ching).
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Trong cac thir nghiém dugc thyc hién vé co ban 1a nhu mo ta trén day, Khang
thé A1/2 & néng d6 0,5 microgram/mL thé hién ty $b MFI cao hon ¢ mirc 153 so véi
BMS20H4.9 (ty s MFI 14 0,94) va PF83 (ty s6 MFI 1a 37).

Khéng thé A1/2 gin két trén céc té bao ngudi 1am gia ting sy biéu hién CD137

Kha nang cta cac khang thé duoc boc 160 & day trong viéc didu bién cac mirc
CD137 trén bé mat té bao c6 thé duge xac dinh nhu sau. Té bao on dinh biéu hign
CD137 ngudi dwoc tao ra bang cich chuyén nhiém ADN plasmid CD137 ngudi vao
cac té bao 293 cua ngudi (ATCC) st dung chat phan tng Lipofectamine™ 2000
(Invitrogen™) theo huéng din cta nha sin xuét. Céc té bao 6n dinh dugc chon bang
cach st dung 0,5 microgram/mL puromycin trong mdi truong Eagle dugc cai bién
Dulbecoo chita 10% huyét thanh thai bd va 1% GlutaMAX™. Céc khang thé CD137
bat ddu & muc 300 nanomol trong moi trudng duge G véi cac té bao & 37°C trong 24
gid. Céc té bao dugc rira bang PBS, tach riéng bang cach st dung dung dich dém phan
ly té bao Gibco®, va dugc nhudm véi cic khing thé CD137 giéng nhu vy trong dung
dich dém lanh (1x PBS, 1% BSA, 0,09% natri azit) trong 2 gi¢. Sau khi rira, cac té bao
duoc nhudm vé6i khang thé phat hién ctia dé khang IgG cua nguoi duoc lién hop voi
Alexa Fluor 647 (Jackson ImmunoResearch Laboratories) trong 30 phut. Cac té bao
dwoc rira va duge danh diu phan biét bang Zombie Green Live/Dead (BioLegend)
theo huéng din cua nha san xuét. T4t ca cac té bao dugc xir 1y trén Fortessa X-20.
Phan tich dwoc thuc hién v6i phan mém FlowJo® dé tao ra cuong do huynh quang
trung binh (Median Fluorescence Intensity - MFI) cua Alexa Fluor 647 va dugc hi¢u
chuén dbi véi cac phan tir Alexa Fluor 647 cta duong cong chuan fluorochrom hoa
tan twong dwong (MESF) (Bangs Laboratories). Céac gia tri MESF duoc chuén héa véi
cac d6i chimg dugc nhuém khong dugce xur Iy (100%) va cac dbi chung duoc nhudém

isotyp khong dugc xu 1y (0%).

Trong cac thir nghiém dugc thuc hién vé co ban nhu dugc mo ta trén day,
Khéang thé A1/2 & ndng d 300 nanomol cam (g su tang (21%) & cac mic CD137 so
voi PF83 (12%) trong khi d6 BMS20H4.9 giam CDI137 trén bé mat té bao khoang
56%.

Hoat tinh ciia Khang thé A1/2 trong thir nghiém gen thong bao Luciferaza NF-kappaB
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Kha nang cta cac khang thé duoc boc 16 & day trong viéc hoat hda NF-kappaB
¢6 thé duoc do nhu sau. Cac té bao 293-CD137 ngudi/gen thong bao luciferaza NF-
kappaB 6n dinh kép duogc tao ra bing cach chuyén nhiém ADN plasmid
pGL4.32[luc2P/NF-kappaB-RE/Hygro] (Promega) vao cac té bao 293 biéu hién
CD137 ngudi bing cich sir dung chit phan {mg Lipofectamine™ 2000 (Life
Technologies) theo huéng dan ctia nha sin xult. Céc té bao én dinh duoc chon bang
cach sir dung 100 microgram/mL hygromycin va 0,5 microgram/mL puromycin trong
méi truong Eagle duoc cai bién Dulbecoo chira 10% huyét thanh thai bo va 1%
GlutaMAXT™. Cac té bao dugc gieo cdy trong dia 384 15 & mét d6 5 x 10° t& bao/1d str
dung thiét bi phan phdi chit phan tng Thermo MultiDrop Combi (Thermo Fisher
Scientific) va dugc nudi céy qua dém & 37°C. Khang thé A1/2, BMS20H4.9, PF83,
hodc IgG1 ngudi ddi chimg dugc pha lodng trong nudce mubi dém phosphat (PBS) st
dung Hamilton STAR™ (Hamilton Company) & cac thé pha loang 2 lan 10 diém trong
dia bt diu & 9 micromol hodc 1,33 micromol va dugc chuyén vao cac té bao. Sau do,
cac t& bao dugc U voi khang thé trong 5,5 gior & 37°C trong 5% CO2 va sau d6 duge xu
Iy bang cach st dung hé thir nghiém Luciferaza ONE-Glo™ (Promega™) va thiét bi
phan phdi chat phan tng Combi Thermo™ Scientifi MultiDrop™. Mirc d6 phat quang
duoc do bé'mg cach str dung may doc vi dia SpectraMax® (Thiét bi phan tir) va viéc
phan tich dir liéu duoc thyc hién bang cach st dung Genedata Screener® (Genedata).
Dit liéu duoc chudn héa nhu sau: % Hoat tinh = [(Gi4 trj 15-Trung binh ctia d6i chimg
téi thidu)/(Trung binh cua dbi ching téi da-Trung binh cia d6i ching t&i thiu)] x
100%.

Trong céac thr nghiém dugc thyc hién vé ¢co ban nhu dugc md ta trén day,
Khéng thd A1/2 thé hién hoat tinh t&i da 1a 78% 14 cao hon PF83 (hoat tinh i da 1a
12%) v thip hon BMS20H4.9 (hoat tinh t5i da 1a 115%)).

Khéang thé A1/2 thic diy su san sinh Interferon-Gamma thu dugc tir té bao T

Kha ning cua cc khang thé dugc boc 16 ¢ day trong viée thiic day sy sén sinh
interferon-gamma (IFN-gamma) thu duoc tur t& bao T ¢o thé duge do nhur sau. Cac té
bao don nhidn méau ngoai bién cua ngudi (peripheral blood mononuclear cells -
PBMCs) duoc phan 1ap tir mau nguyén chét hogc bach cau bang cach ly tim gradien
mat do Ficoll (Ficoll® Paque PLUS; GE Healthcare) va dugc phat trién trong moi
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truong Roswell Park Memorial Institute (RPMI) (Life Technologies) véi 10% huyét
thanh thai bo (HyClone). Khang thé khang CD3 ngudi dong HIT3a (BD Biosciences)
trong PBS dugc phu 1én dia 96 16 (khoang dién hinh 13: 2 d&én 15 nanogram/16) va
duoc u qua dém & 4°C. Sau khi hit, cac 16 dugce rira bang PBS va PBMCs nguoi dugc
dua vao dia 96 15 & mat dd 1,5 x 103 té bao/1d. Khang thé A1/2, BMS20H4.9, PF83,
hodc IgG1 ngudi dbi chimg duoc chudn bi bang cach pha lodng theo ty 1& 1:4 trong
RPMI chira 10% huyét thanh thai bo & ndng d6 bat dau 1a 80 microgram/mL. Khang
thé khang CD28 ngudi dong CD28.2 (BioLegend) dugc bd sung vao dia (khoang dién
hinh 12 0,2 dén 2 microgram/mL) sau d6 1a khang thé thir nghiém va dwoc U trong 96
gi® & 37°C trong ta 4p 5% CO; duoc lam 4m. Céc dich ndi duoc thu gom va cdc murc
IFN-gama ngudi dugc do bang cach sir dung bd kit ELISA IFN-gama nguoi DuoSet
R&D Systems®. Ngin gon la, khang thé bat giit IFN-gama dugc phu 1én dia (4
microgram/mL) qua dém & nhiét d6 trong phong. Sau khi hiit va rira, dia duoc phong
bé trong 1 gid & nhiét do trong phong. Céc dich ndi chira miu va IFN-gama chuin
dugc bo sung va 1 trong 2 gid & nhiét d§ trong phong. Sau khi rira, 100 microlit khang
thé phat hién IFN-gama dugc bd sung, @ trong 2 gid ¢ nhiét do trong phong, va rira.
Streptavidin-HRP (100 microlit cua thé pha loang 1:40) dugc bd sung trong 20 phut &
nhiét d6 trong phong. Sau khi rira, cdc dia dwoc phat trién bang cach bd sung 100
microlit dung dich co chat trong 20 phit sau d6 bd sung 50 microlit dung dich chim
dat phan tng, va tin hiéu dugc do & budc song 450 nm bang may doc vi dia
SpectraMax®. Viéc phan tich dit liéu duoc thyc hién bang cach st dung phan mém
SoftMax Pro va GraphPad Prism (GraphPad Software). S6 1an cam tmg duogc tinh 1a
IFN-gama trung binh cta miu (pg/mL)/IFN-gama trung binh ctia higG1 d6i chung
(pg/mL).

Trong céac thir nghi€m dugc thyc hién vé co ban nhu néu trén, Khang thé A1/2
lam tdng cuong sy hoat hoda cén t8i wu d6i voi PBMCs nguoi béi su dc‘Bng kich thich
CD3/CD28 nhu dugc do bang sy san sinh xytokin IFN-gama. Vé van dé nay, viéc xiur
Iy v6i Khang thé A1/2 & mic 5 microgram/ml dan dén sy gia ting san sinh [FN-gama
3,8 14n 13 cao hon so v6i PF83 (sy gia tang chi 1,6 1an) va thap hon BMS20H4.9 (su
gia ting 12 9,4 1an).

Thir nghiém gén két pha rin Khéng thé A1/2
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Sy gin két cia Khang thé A1/2 voi Clq ngudi cé thé dugc do bang cach st
dung thir nghiém ELISA. Khang thé A1/2 va céc khang thé dbi chimg (IgG1 doi
chimg am) dugc pha loang theo chudi trong PBS va dugc phu 1én dia ELISA qua dém
& 4°C. Clg nguoi trong dung dich dém casein duoc bd sung & noéng do 10
milligram/mL va duoc U trong 2 gio. Clq ngudi duge phat hién bang cach u cac dia
v6i HRP-khang Clq nguoi (AbD Serotec Inc., thé pha lodng 1:200) trong 1 gio va dia
duoc phat trién béng cach stir dung TMB (KPL, Inc.). D6 hép thu duoc do 6 450 nm
bang may doc lai da phuong thirc Synergy Neo2 (BioTek®).

Su gin két cua Khang thé A1/2 v6i FeyRI, FeyRITa(H), FeyRIIb, FeyRIIa(F),
va FcyRIITa(V) dugc xac dinh bing cach st dung thir nghiém MSD (Meso Scale
Diagnostics). Ngan gon 13, cic thu thé Fey dugc phu 1én dia Meso Scale qua dém va
cac khang thé thir nghiém da pha lodng theo chudi dugce bb sung vao dia va duogc U
trong 2 gio. Khang thé A1/2 dugc phat hién bing c4ch s dung khang thé thi cap
khang nguoi (Meso Scale Diagnostics, D20TF-6) va dia duoc phat trién bang dung
dich dém doc T (Read Buffer T) (Meso Scale Diagnostics, R92TC-1). Muc d6 phat
quang duoc do trén thiét bi SECTOR Imager 2400 (Meso Scale Diagnostics) va dit

liéu duoc phan tich bing cach sir dung phin mém GraphPad Prism 7.0.

Bang 3

) FeyRI FcyRIIb
Khang thé (ECso (ECso

nM) nM)

FcyRIla(H)
(ECso nM)

FeyRIIla(F) | FeyRIMa(V) | Clq ngudi
(ECsonM) | (ECsonM) | (ECso nM)

Khéang thé

* * * * * *
AL/ >5 >134 >134 >134 >134 >330

IgG1 dbi
chung
duong
(chirc nang
tac dong
thu thé Fc
nguyén
ven)

0,8 93,7 >134%* 19 6,2 8,9

* Biéu thi néng d6 tdi da cta khang thé dugc thir nghiém

Trong cac thir nghiém dugc thyc hién chu yéu nhu dugc md ta trén day, Khang
thé A1/2 khong gin két voi FcyRI, FeyRIla, FeyRIIb, FeyRllla, FeyRIlla, hodc Clq
(nhu duge thé hién trong Bang 3 néu trén). Trong cic thir nghiém khac, Khang thé
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A1/2 thé hién 13 khong co chirc ning tac dong phat hién duoc trong thir nghiém doc
tinh gy hai té€ bao phy thudc khang thé trén co s& té bao va trong thir nghiém ddc tinh

gdy hai té bao phu thudc b6 thé.
Hiéu luc chéng khéi u ctia Khéng thé A1/2 trén m6 hinh khéi u dugc thiét 1ap

Dong t& bao khdi u ung thu phdi t& bao khong nho (ATCC) HCC827 nguoi
duoc duy tri trong mdi trudng twong ung ctia n6 va duoc thu hoach dé cly. Cac té bao
khéi u (1 x 107 t& bio trén mot con chudt) duge tiém dudi da vao suon phai cia céc
con chudt nhit cai NOD/SCID Gama (NSG) ¢ 7 tuan tudi (Jackson Laboratories). Khi
cac khéi u dat @n kich ¢& khoang 350 mm?® dén 450 mm?, cic con chudt dugc chia
ngau nhién vao cac nhém gdm 5 dén 8 con. Cac té bao T md rong cia ngudi duge tao
ra bang cach kich thich PBMCs ty nhién ciia ngudi bang cac giot CD3/CD28 mé rong
T ngudi Dynabeads® (Thermo Fisher Scientific) trong 9 dén 10 ngay va thu gom.
PBMCs ngudi (NY Blood Center) dugc didu ché bang cach ly tAm trén Ficoll® Paque
PLUS trong céc bng SepMate (STEMCELL Technologies) va dugc thu gom. Céc té
bao T md rong duge lam rd dong va 1 x 106 té bao duoc tiém vao cac con chudt nhit.
Pé lam dbi chung, chi cac t& bao khéi u duoc cdy ma khong co cic t& bao T hoic
PBMCs & mot s6 con chudt. Viéc didu tri bit dau & Ngay 0 hodc Ngay 1. Cac nhom
didu tri bao gdm IgG dbi chimg, BMS20H4.9, PF83, va Khang thé Al1/2. Céc con
chudt duge ding lidu bang cich tiém trong mang bung & liéu luong khang thé 1a 10
mg/kg hang tuin trong 4 tuan. Trong luong co thé (Body weight - BW) dugc ghi lai
hai 14n mot tudn va phan trim thay d6i BW duogc tinh bang cach st dung cong thic:
(BW & ngiy quan st - BW & ngay dAu tién) / BW ngdy dau tién x 100%. Thé tich khéi
u duge do hai 1an mdi tun bing céch sit dung thude do dién tir. Thé tich khdi u duoc
tinh bang cach st dung cong thirc: Thé tich khéi u (mm?) = /6 * chiéu dai * chidu
rong?. %T/C dugc tinh bang cich sir dung cdng thirc 100 x AT / AC néu AT > 0 cuia
gia tri trung binh nhan. AT = thé tich khdi u trung binh ciia nhém duge didu tri bang
thudc vao ngay quan sat trong nghién ctru trir di thé tich khéi u trung binh cia nhom
duoc didu tri bang thudc vao ngiy bat dau str dung lidu; AC = thé tich khéi u trung
binh cua nhom ddi chimg vao ngay quan sat trong nghién ciru trir di thé tich khéi u
trung binh cua nhom dbi chimg vao ngay bét diu st dung liéu. Phan tich thong ké dit
liéu thé tich khdi u duge thuc hién bang phuong phap phén tich s6 do 1ap hai chidu d6i

-41-



38186

v6i cac phuong sai theo thoi gian va viée diéu tri nhd st dung phuong thire MIXED

trong phén mém SAS (Version 9.2).

Trong cac thir nghi€ém dugc thuc hién vé co ban nhu néu trén, cac con chuot
duoc didu tri bing Khang thé A1/2 chimg minh sy {rc ché phat trién khéi u dang ké
(T/C% = 30,6; P < 0,001) nguoc lai véi cic con chudt dwoc didu tri bang PF83 (T/C%
= 81,2) va BMS20H4.9 (T/C% = 96,9) ma thé hién 14 khéng c6 su tc ché.

Két qua dong luc/ai luc dbi véi Khang thé A1, Khang thé A2, va Khang thé A1/2

Thiét bi Biacore T200 c6 thé duogc st dung dé do dong luc cua Fc-CD137
ngudi d3 duge ¢b dinh trong viée lién két voi Khang thd A1, Khang thé A2, va Khang
thé A1/2. Protein Fc-CD137 ngoai bao tai t6 hop cua ngudi (R&D Systems) duoc cb
dinh bing céch lién két cong hoéa tri vao chip cam bién CMS5 thong qua viée két hop
amin (GE Healthcare). Thir nghiém khéng thé CD137 duoc thuc hién ¢ luu lwong 30
microlit/phut trong dung dich dém HBS-EP+. Cic miu dugc tiém & ndéng d khac
nhau va cic sb do thu dwoc & 25°C. Bé mit duge hdi phuc sau mbi 1an tiém miu bang
10 millimol Glyxin-HCI pH=2,0 & luu lugng 30 microlit/phat trong 24 gi¢ va sau do
duoc 1am én dinh bang dung dich dém trong 10 gidy. D6 thi d4p tng theo thoi gian
(Sensorgram) cua ndng do nam trong khoang tir 0,123 nanomol dén 30 nanomol duoc
danh gia bang cach sir dung phin mém Biacore T200. Viéc tinh hing s6 két hop (Ka)
va hang sb phan ly (Kd) duoc dwa trén su khép md hinh gan két Langmuir 1:1. Hing
s6 phan ly can bang (KD) hoic hang sb 4i luc gén két duoc tinh toan tir ty 1é gitt cac
hﬁng sb tbe do dong hoc Kd/Ka.

Trong cac thir nghi€ém dugc thuc hién vé co ban 1a nhu mé ta trén ddy, Khang
thé A1, Khang thé A2, va Khang thé A1/2 gin két véi CD137 ngudi véi dong luc va

hﬁng s6 4i luc duoc minh hoa trong bang 4.

Bang 4
Khang thé Kon (1/Ms) | Koge (1/8) | Kp (M) Romax Chi?
Khang thé A2 | 1,33E+06 | 7,13E-03 | 5,36E-09 23,10 0,247
Khang thé A1 | 1,61E+06 | 5,36E-03 | 3,33E-09 22,76 0,355
Khéang thé A1/2 | 1,52E+06 | 7,11E-03 | 4,67E-09 20,86 0,303
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Thir nghiém gen thong bao Luciferaza NF-kappaB so sanh Khang thé A1, Khang thé
A2, va Khang thé A1/2

Kha nang cua cac khang thé dugc boc 10 ¢ day trong viéc hoat hda NF-kappaB
¢6 thé duge do nhu d néu trén diy véi su cai bién & chd céc thé pha loing khang thé
duoc chudn bi trong PBS va céc thé pha lodng 2 1in 10 diém duoc tao ra trong dia bat

dau & muic 9 micromol.

Trong céc thir nghiém dugc thyc hién vé co ban 1a nhu mo ta trén day, Khéng
thé A1/2 (hoat tinh t5i da 1a 70,5%) thé hién hoat tinh t5i da twong tw khi so véi Khang
thé A1 (hoat tinh t5i da 13 63,4%) va Khang thé A2 (hoat tinh t6i da 1 72,3%).

Khéang thé Al va Khang thé A2 thic d4y su san sinh Interferon-Gama thu dugc tir té
bao T

Kha ning cia cic khang thé dugc boc 160 & day trong viéc thiic déy su san sinh
interferon-gama (IFN-gama) thu duoc tur té bao T c6 thé duogc do nhu d3 duge mo ta
trén ddy. Trong cac thir nghiém dugc thyc hién vé co ban 13 nhu dugc md ta & day,
Khang thé A1, Khang thé A2, va Khang thé A1/2 lam tang cudng sy hoat hoa can tbi
wu ciia PBMCs nguoi bang viéc dong kich thich CD3/CD28 nhu duoc do bang sy san
xut xytokin IFN-gama. Vé van d& nay, viéc xtr Iy v6i Khang thé A1/2 & mirc 5
microgram/mL din dén su gia ting san sinh IFN-gama 3,1 1An 14 c6 thé so sanh v6i

Khang thé Al (su gia ting 12 3,5 13n) va Khang thé A2 (su gia ting la 3,5 1an).
Hiéu luc chéng khdi u cia Khang thé Al va Khang thd A2 trén mé hinh khéi u dugc
thiét 1ap

Kha ndng cta cac khang théd duoc boc 10 & day trong viée trc ché sy phat trién

khéi u & chudt c6 thé duge do nhu da duge mo ta & day.

Trong céac thu nghiém dugc thuc hién vé co ban 13 nhu duoc mo ta trén day,
Khang thé A1, Khang thé A2, va Khang thé A1/2 {ic ché sy phét trién khéi u trong mo
hinh khéi u dugc thiét 1ap HCC827. Viée didu tri bing Khang thé A1/2 (T/C% =
47,1%; P < 0,001) thé hién kha ning giam sy phat trién khéi u trong tw nhu Khéng thé
Al (T/C% = 56,0%; P < 0,001) va Khéng thé A2 (T/C% = 48,7%; P < 0,001).

Epitop ctia Khang thé A1 nhu duoc xac dinh bang phép khao sat tinh thé bang tia X
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Khang thé A1-Fab dugc tinh ché tr dich ndi té bao 293HEK bang cach st dung
12 mL chét nén 4 luc CH1-IgG bit gifr chon loc (CaptureSelect 1gG-CH1 Affinity
Matrix). SDS-PAGE va sic ky loai trr theo kich thudc phan tich (size exclusion
chromatography -SEC) dugc st dung dé nhim dén do tinh khiét va chit luong cia
Khang thé A1-Fab duoc tinh ché. Vat liéu rtra giai cua chét nén nay la dung dich dém
dugc trao d6i voi nuée mudi dém Tris 1X (TBS). hCD137* (*(cac axit amin 22-161
cua CD137 nguoi, AC121S)-AAA-6His) dugc tinh ché tir dich néi 293HEK trong ba
buéc st dung cac cot Ni Sepharose® Excel, cdt Ni-NTA, va cot SEC. Ngén gon la, hai
lit dich ndi dugc nap truc tiép ma khoéng co sy trao dbi chit dém bat ky vao cot Ni
Sepharose Excel. Chét rira gidi cia budc ndy 1a dung dich dém dugc trao d6i voi PBS
va duogc tinh ché tiép bang cach sir dung cdt chdy theo trong luc Ni-NTA. Chét rira
giai cia budc nay dugce tinh ché tiép va dung dich dém duoc trao dbi véi 1X TBS bﬁng
cach st dung cot SEC diéu ché. Dong chay tir bude Ni Sepharose Excel thir nhit chira
lugng hCD137* dang ké. Sau d6 n6 duoc nap lai vao cot Ni Sepharose Excel sau do 1a
cot Ni-NTA va ¢ot SEC didu ché. SDS-PAGE dugc st dung dé thu gom cac phan
doan hCDI137* dya trén d6 tinh khiét cua ching. Nong d6 cia hCD137* 1a 14,5
milligram/mL va néng d6 ciia Khang thé A1-Fab 1a 7,5 milligram/mL.

Cac phitc hop Khang thé A1-Fab:CD137* dugc két hop & ty 1€ mol 1:1 va sau
d6 duoc dua vao cot loc gel, lam céan bﬁng trude trong 20 milimol Tris pH=8,0, 100
milimol natri clorua. Phirc hop thu dugc duge ¢ dén 12,5 miligram/mL. Sau khi loc,
phitc hop Khéng thé A1-Fab:CD137 duogc didu chinh dén ty 18 1:1 véi dicu kién sang
loc tinh thé chét nén rai rac khi dua vao cac dia nho giot bing cach st dung thiét bi xir
ly chét 16ng Phoenix, ¢ nhiét ¢ 21°C va 8°C. Céc tinh thé hinh lang tru 16n phat trién
trong diéu kién duy nhét trong 4 ngay trong 1 mol Tri Natri xitrat pH=6,5 ¢ 21°C. Céc
tinh thé duoc thu hoach va duge bao quan lanh trong 20% glyxerol va diéu kién bé
chira, dugc dit 1én gia va 1am lanh dong nhanh trong nito 16ng, sau dé st dung nguén
sang cao (Advanced Photo Source), Argonne National Laboratory, cac mau dugc sang
loc bing tia X va dit liéu dugc thu gom. Dit liéu Khang thé A1-Fab/hCD137* dugc xu
1y dén 2,4 A bang cach sir dung b cac chuong trinh CCP4 (Winn, M.D. et al. Acta.
Cryst. 2011: D67, 235-242). Tinh thé thuoc Nhom khong gian P3121, v6i cac thong sO
t8 bao a=b=124,9 A, b=112,7 A, 0=p=90° va y=120°. Céu tric dugc xac dinh bang Su
thay thé phan tir (Molecular Replacement) voi chuong trinh Phaser (McCoy, AJ. et al.
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J. Appl. Cryst. 2007 40: 658-674) su dung céu tric Fab bén trong lam mo6 hinh tra ctru.
Dung dich thay thé phan tir d6i voi Fab duoc tinh chinh bang cach st dung Refmac
(Winn, M.D. et al. Acta. Cryst. 2011: D67, 235-242; Murshudov, G.N. Act. Cryst.
2011: D67, 355-367) va Buster (Bricogne, G. et al. 2016; Buster Version 2.11.6.
Cambridge, United Kingdom: Global Phasing Let.). Cac ban dd tir qué trinh tinh chinh
duoc st dung dé xdy dung thu cdng mo hinh ddi véi CD137 béng cach st dung
chuong trinh COOT (Emsley, P. Acta Cryst. 2010: D66, 486-501). Hé s6 R tinh chinh
1a R=17,8%, Rfree=20,5%.

Trong céac tht nghiém dugc thyc hién vé co ban nhu dugc mé ta trong thu
nghiém nay, phitc hop khang thé A1-Fab:hCD137* dugc phan giai va epitop/paratop
dugc minh hoa trong bang 5 dudi ddy. Bang 5 liét ké cac gbc trén Khang thé A-Fab
ma trong pham vi 6A cta céc gbc da liét ké trén hCD137*. Chubdi ning cua khang thé
A1-Fab ¢6 57 tiép xuc (ngudng 6 A) v6i hCD137* trong khi chudi nhe c6 18 tiép xuc

(ngudng 6 A).
Béang 5
CD137 Khéang thé A1 Khang thé Al
ngudi Chudi ning Chudi nhe
(Epitop) (Paratop) (Paratop)
S55 Q62 -
Q59 Q62 --
D63 Q62 --
R66 F55 -
F72 F55 --
H93 T103 --
C94 T102, T103, | --
A104,P105
L95 M101, T102, | --
T103, P105,
G106, T107
G96 L.100, M101, | G92, N93
T102, T103,
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P105, G106,
T107

A97 M101, T102, | G92, N93, S94,
P105, G106, | F95, L97
T107

G98 P105 G92, NO93, 594,

F95

C99 P105 --

S100 152, F55, NS59,|F95
M101, P105,
T107

MI101 S31, 152, 1I54,|--
F55, M101

C102 F55 --

E103 T103 -

L112 T103 -

T113 T103 --

K114 M101, T102, | D51, D54
T103, A104

K115 L100, M101, | F50, ES6, T57
T102, T103,
D110

Gl1e6 M101, T102, | F50
T103

Khang thé A1/2 hoan toan phong bé céc twong tic D137/CD137-phi tix

Kha ning ctia cac khang thé dugc boc 16 & day trong viéc phong bé cac tuong
tic CD137 ngudi va CD137-phdi tir (duéi day dugc goi 1a CD137L) ¢ thé duge do
bang thir nghiém ELISA. DAu tién, thtt nghiém ELISA dugc st dung dé dinh luong
ECso gén két cia hCD137** (c4c axit amin 22-164 cua CD137 nguoi, AC121S)-AAA-
FLAG dbi véi hCD137L* va Khang thé A1/2, BMS20H4.9 va PF83. Cac 16 ctia dia
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ELISA 96 15 Immulon® 4HBX duoc phii qua dém bang 50 nanogram hCD137**
trong 100 microlit PBS, pH=7,2 vé1 sy khudy nhe & 4°C. Sau khi phong bé bang 5%
BSA trong PBST va rira, chudi pha lodng 5 lan (392 nanomol- 0,005 nanomol)
CD137L ngudi tai to hop duoc gin His (6 day dwoc goi la hCDI137L*) (R&D
Systems), (53-0,00068 nanomol) BMS20H4.9, (107-0,0014 nanomol) PF83, hodc (53-
0,00068 nanomol) Khang thé A1/2 duoc bd sung voi mdi thé pha loang dugc thuc hién
hai 1in va duoc 1 véi su khudy nhe trong 1 gi& & nhiét d6 trong phong. Céc 16 dugc xu
1y bang cac khang thé khang CD137 sau d6 dugc ria va thé pha lodng 1:10000 cua
khang thé dé khang Fab lién hop v6i HRP (Jackson ImmunoResearch Laboratories)
dugc bd sung va u & nhiét do trong phong theo phwong thirc chuin. Sau d6 cac 16 dugc
xir 1y bang hCD137L* dugc rira va thé pha loang 1:5000 cua khang thé chudt khang
His lién hop v6i HRP (Sigma-Aldrich®) dugc bd sung va cac dia dugc u & nhiét do
trong phong theo phuong thirc chuén duéi day. Co chét sinh mau TMB peroxidaza va
dung dich chdm dut phan tmg duge st dung theo hudng din cua nha san xuat & hinh
dung va phat hién céc tin hi¢u. Cac 36 lidu doc @6 hép thu duoc dung dd thi trong phﬁn
mém GraphPad Prism Version 6. Cac gia tri ECso dugc tinh bang cach phan tich khép
dudng cong hdi quy khong tuyén tinh ctia chirc ning gén két dic hidu mot diém cuia
phﬁn mém. Trong cic thir nghiém dugc thyc hién nhu dwge mo ta, céc ai luc gén két
(ECso) v&i hCD137** dugc xac dinh 1a 0,6 nanomol ddi v6i hCD137L, 1,4 nanomol
61 voi Khang thé 1/2, 0,43 nanomol déi v6i BMS20H4.9, va 16n hon 10 nanomol doi
véi PF83.

Kha ning cia hCD137L* trong viéc canh tranh véi BMS20H4.9, PF&3, va
Khang thé A1/2 dé gén két véi hCD137** co thé duoc xé4c dinh nhu sau. Dia ELISA
Immulon 4HBX 96 15 dugc phii qua dém bang 50 nanogram hCD137** trong 100
microlit PBS, pH= 7.2 v&i sy khudy nhe & 4°C. Sau khi phong bé (v6i 5% BSA trong
PBST) va rira, thé pha lodng nim lan (196 dén 0,0025 nanomol) ctia hCD137L* duoc
tron voi lugng bao hoa cua khang thé dugc chi dinh: Khang thé A1/2 (200
nanogram/13), BMS20H4.9 (3 nanogram/18), hodc PF83 (1000 nanogram/16). Sau d6
cac hdn hop duoc bd sung vao cic 16 voi hai ban sao va dugc u véi sy khudy nhe &
nhiét do trong phong trong 1 gi¢. Sau khi rira, dia dwgc U v6i khang thé dé khang Fab
lién hop v6i HRP (thé pha lodng 1:1000, Jackson ImmunoResearch Laboratories) &

nhiét d trong phong theo phuong thirc chuén. Co chit sinh mau TMB peroxidaza va
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dung dich chim dut phan ing dugc st dung theo hudng dan cua nha san xuit d& hinh

dung va phat hién céc tin higu.

Phén trim mAb ma van gén két véi CD137 duge dung d thi va cac gia tri ICso
dugc tinh bing cach phan tich khép duong cong hdi quy khong tuyén tinh s dung

phan mém GraphPad Prism.

Trong cac thir nghiém duoc thuc hién vé co ban nhu mo ta trén day, hCD137L* phong
bé hoan toan sy gin két ciia Khang thé A1/2 v6i hCD137** v6i ICso 12 0,401 nanomol.
hCD137L* ciing phong bé suw gin két cia PF83 véi hCD137** véi ICso 1a 1,037
nanomol (30% tinh hiéu gén két con lai trén bé mit). Khong théy ¢6 tac dung do duoc

ctia hCD137L* dbi v6i su gén két cia BMS20H4.9 voi hCD137%*.

Khéang thd A1/2 gin két véi CD137 ngudi & cac gbc axit amin dic hiéu ma khéac biét
v6i BMS20H4.9 va PF&3

Céac d6t bién diém CD137 ngudi duge dua vao dé x4c dinh cac géc axit amin tai
d6 Khang thé A1/2, BMS20H4.9, va PF83 gfn két v6i CD137 ngudi. Céc thé dot bién
Fc-CD137 duoc tao ra béng cach str dung phuong thirc chuén cua b kit sinh dot bién
huéng diém c6 ban trén thi truong (Quickchange II kit, Qiagen). Céc protein Fe-
CD137 dot bién va kidu dai dugc biéu hién va tinh ché. Tat ca cc thé dot bién dugc
bao cdo & day déu co bién dang loai trr theo kich ¢& twong tu nhu bién dang cua Fe-
CD137 kiéu dai (ttc 13 cac dot bién dugc dua vao khong 1am hai dén tinh nguyén ven
vé cAu tric cla protein). Pé x4c dinh tac dong cla sy dot bién dén su gin két cua cac
khang thé, thir nghiém ELISA diém ddi véi Fc-CD137 kidu dai va cac thé dot bién
duoc st dung. Cac 15 ctia dia ELISA 96 16 Immulon 4HBX dugc phu qua dém béng
50 nanogram CD137 nguoi-ECD-C121S-Fc hoac cac thé dot bién cua nd trong 100
microlit PBS, pH=7,2 vé1 sy khuiy nhe ¢ 4°C. Sau khi lam phong bé (bang 5% BSA
trong PBST) va rira, chudi tam diém pha lodng nim 14n (100 — 0,00128 nanomol) cta
khéang thé dugc chi dinh dugc bd sung va a véi su khqu nhe & nhiét d6 trong phong
trong 1 gio. Cac 18 duge rira va khang thé thu cdp lién hop voi HRP (thé pha loang
1:10000 cua khang thé dé khang Fab lién hgp voi HRP (Jackson ImmunoResearch
Laboratories) duoc bd sung va i & nhiét do trong phong theo phuong thirc chuén. Co
chét sinh mau TMB peroxidaza va dung dich chdm dat phan tmg duoc st dung theo

huéng din ciia nha san xuAt dé hinh dung va phét hién cac tin higu. Sé lidu doc d6 hp
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thu déi v&i mdi diém ndng do duoc chuin hoa bing d6 hdp thu ciia tuong tic kieu dai.
Pbi voi mdi thé dot bién, gia tri trung binh cia ty 16 chudn hoa déi véi tim ndng do
duogc xac dinh.

Céc dot bién dugc dua riéng ré vao CD137 ngudi (SEQ ID NO: 1) ¢ cic vi tri:
P27, N42, D63, Q67, A97, G98, S100, M101, Q104, K114, K115, R130, 1132, R134.
Bang 6 chimg minh cac bién dang gén két cia BMS20H4.9 va Khang thé A1/2 ddi voi
cac thé dot bién duoc thé hién cia CD137 nguoi. Bang 7 ching minh cic bién dang
gén két ctia PF83 va Khang thé A1/2 dbi véi cac thé dot bién dugc thé hién ciia CD137
nguoi. Tém lai, cac bang 6 va 7 chirmg minh rang Khang thé A1/2 gin két véi cac g
axit amin trén CD137 nguoi khéac biét so voi BMS20H4.9 va PF-83.

Béang 6
BMS20H4.9 Khéang thé A1/2
(% gan két so véi hCD137 kiéu dai) | (% gan két so véi hCD137 ki€u dai)
P27L* 85 100
N42S* 0 100
D63N 100 100
Q67R 100 100
Q67V 100 100
A97P 100 15
G98K 100 85
G98Q 100 100
S100T 100 100
MI101R 100 100
Q104K 100 100
K114E 100 20
K115Q 100 25

*Bidu thj c4c vi tri ma bén ngodi epitop cua Khang thé A1/2 nhu dwgc xac dinh bang
phép khdo sat tinh thé bing tia X & 6A

Béang 7
Khang thé A1/2 PF83
(% gén két so v6i hCD137 kiéu dai) |(% gin két so voi hCD137 kieu dai)
K115Q 25 100
RI130A* 100 100
R130H* 100 100

-49-



38186

1132V* 100 100
R134Q* 100 25

*Biéu thi cac vi tri ma bén ngoai epitop ciia Khang thé A1/2 nhu duoc x4c dinh bang

phép khao sat tinh thé bang tia X & 6A
Biéu hién gen CD137 trén cac khéi u & nguoi

Bién dang biéu hién gen CD137 & cac dang thdm nhiém mién dich khéi u &
ngudi ¢ thé duge phan tich bang cach s dung co s¢ dit liéu bd gen ung thu Atlas
(The Cancer Genome Atlas - TCGA) va cac phwong phap dién toan. Ngén gon 13, ty 18
bidu hién ciia CD137/CD3e duge tinh tir cac két qua TCGA RNASeq dugc xi Iy bang
Omicsoft. D& so sanh ty 1& bidu hién CD137/CD3e trong cac mau khdi u va cac md
tuong ty binh thuong lién k& d6, kiém dinh t dugc thuc hién va gia tri d Cohen dugc
tinh déi véi mi loai khéi u. Céc loai khdi u ma cb gia tri P < 0,05 trong kiém dinh t
d6i v6i ty 18 bidu hién cia khdi u so véi md binh thudng va hé so tac dung 16n d
Cohen > 0,8 13 ¢6 ¥ nghia thng ké. Sy khac biét vé ty 1 biéu hién CD137/CD3e trong
khdi u so véi md binh thuong dugc tinh dudi dang logarit cla su thay dbi s6 1an (log

fold change- logFC).

Trong céac thir nghiém duoc thyuc hién nhr duge md ta, ty 1¢ CD137/CD3 trong
khéi u gia ting duogc thiy trén cac kiéu ung thu khac nhau, bao gdm, nhung khong gidi
han G, ung thu v, ung thu rudt két, ung thur ndi mac t cung, ung thu bang quang, va
ung thu dau va c6 (Bang 8). Cac khéi u giau céc lympho bao CD137* 1a cac img vién
cho liéu phép khang thé CD137 sit dung Khang thd A1, Khang thé A2 hoic Khing thé
Al/2.

Béang 8
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Bénh ung thu Ty 18 biéu hién CD137/CD3 (logFC) | Gia tri P
Bang quang 1,92 3,85E-03
Va 2,46 3,56E-39
Caxinom dudng mat 1,78 4,81E-06
Ruot két 2,36 1,23E-19
No6i mac tu cung 2,14 4,01E-15
Thuc quin 1,07 1,71E-04
Da day 1,68 9,27E-10
Pau & cb 1,90 8,06E-15
Caxinom tuyén phoi 1,37 2,63E-13
Caxinom té bao vay phoi | 1,63 2,37E-13
Tuyén tién liét 1,04 2,73E-04
Truc trang 1,62 1,40E-05
Tuyén gidp 1,24 2,29E-06

Khang thé A1/2 gia ting sy tham nhidm khdi u té bao T CD3" In Vivo

Kha ning cua cac khang thé dugc boc 10 & ddy trong viéc thay d6i su tham
nhidm khéi u té bao T & cac mé hinh chudt duoc 1am gidng nhu ctia ngudi ¢ thé duge
xac dinh bing phuong phap héa md mién dich (immunohistochemistry - THC). Ngéin
gon 13, cac té bao ung thu phdi t& bao khong nhé L55 nguoi (L55-CBG-2A-GFP,
University of Pennsylvania) dugc ciy vao cac con chudt NSG. Khi cac khéi u dat dén
kich thude 250-300 mm?, PBMCs ngudi (8 x 10° té bao) dugc tiém va cac khang thé
duge dung ¢ mirc lidu 10 milligram/kg mot 1An mdi tudn trong 4 tudn. Tai cudi qua
trinh thir nghiém, cac khéi u duoc thu thap trong formalin, x 1y trong parafin, cit, va
nhudm vé6i khang thé khang CD3 (Cell Signaling Technology). Hinh anh dugc thu &
d6 phong dai 200X bang cach sir dung Aperio XT ScanScope® va duoc phén tich ban
dinh lugng. Phdn trim cla cdc 1€ bao dwong tinh véi CD3 trén tong s t& bao khéi u
duoc tinh bing cach s dung phan mém Aperio ImageScope. Két qua dugc so sanh
bang phuwong phip ANOVA mét chiéu, sau d6 bang phuong phap Holm-Sidak dé da
so sanh (phin mém Systat, Sigma Plot 12.5).
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Trong céc thir nghiém duoc thyc hién nhu duge mo ta trén day, Khang thé A1/2
cam ung sy thim nhiém khdi u té bao T CD3" trong céic khéi u duoc thiét 1ap boi L55.
Phin trim sb té bao T CD3* dép tmg véi Khang thé A1/2 (60%) 1 cao hon so voi viée
diéu tri bang BMS20H4.9 (18%) hoic IgG ngudi (27%).

-52-



38186

Trinh tir axit amin va trinh tu nucleotit

SEQ ID NO: 1 (CD137 ngudi)

MGNSCYNIVATLLLVLNFERTRSLQDPCSNCPAGTFCDNNRNQICSPCPPNSFS
SAGGQRTCDICRQCKGVFRTRKECSSTSNAECDCTPGFHCLGAGCSMCEQDC
KQGQELTKKGCKDCCFGTFNDQKRGICRPWTNCSLDGKSVLVNGTKERDVV
CGPSPADLSPGASSVTPPAPAREPGHSPQIISFFLALTSTALLFLLFFLTLRFSVV
KRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCEL

SEQ ID NO: 2 (HCDR1)
KASGGTFSSYAIS

SEQ ID NO: 3 (HCDR2)
GIIPIFGTANYAQKFQG

SEQ ID NO: 4 (HCDR3)
ARDLMTTAPGTYFDL

SEQ ID NO: 5 (LCDR1)
QASQDIGNSLG

SEQ ID NO: 6 (LCDR2)
FDASDLET

SEQ ID NO: 7 (LCDR3)
QQGNSFPLT

SEQ ID NO: 8 (HCVR)

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYAISWVRQAPGQGLEWMGGII
PIFGTANYAQKFQGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARDLMTTAP
GTYFDLWGRGTLVTV

SEQ ID NO: 9 (LCVR ciia Khang thé A1)

AIRMTQSPPSLSASVGDRVTITCQASQDIGNSLGWYQQKPGKAPKLVIFDASDL
ETGVPSRFSGSGSGTDFSLTISSLQPEDFATYYCQQGNSFPLTFGQGTRLEIK

SEQIDNO: 10  (HC)
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QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYAISWVRQAPGQGLEWMGGII

PIFGTANYAQKFQGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARDLMTTAP

GTYFDLWGRGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEP

VTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPS
NTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAEGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTC
VVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPSSIEK TISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSL
TCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQ
QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

SEQIDNO: 11  (LC ciia Khang thé Al)

AIRMTQSPPSLSASVGDRVTITCQASQDIGNSLGWYQQKPGKAPKLVIFDASDL
ETGVPSRFSGSGSGTDFSLTISSLQPEDFATYYCQQGNSFPLTFGQGTRLEIKRT

VAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQES
VTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

SEQIDNO: 12 (LCVR ctia Khang thé A2)

[RMTQSPPSLSASVGDRVTITCQASQDIGNSLGWYQQKPGKAPKLVIFDASDLE
TGVPSRFSGSGSGTDFSLTISSLQPEDFATYYCQQGNSFPLTFGQGTRLEIK

SEQIDNO: 13 (LC cua Khang thé A2)

IRMTQSPPSLSASVGDRVTITCQASQDIGNSLGWYQQKPGKAPKLVIFDASDLE
TGVPSRFSGSGSGTDFSLTISSLQPEDFATYYCQQGNSFPLTFGQGTRLEIKRTV
AAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESV
TEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

SEQIDNO: 14  (ADN cua HC)

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGTCCTC
GGTGAAGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGGAGGCACCTTCAGCAGCTATGCTAT
CAGCTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGAGGGA
TCATCCCTATCTTTGGTACAGCAAACTACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGAG
TCACGATTACCGCGGACGAATCCACGAGCACAGCCTACATGGAGCTGAGC
AGCCTGAGATCTGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGATCTGAT
GACTACGGCCCCTGGGACGTACTTCGATCTCTGGGGCCGTGGCACCCTGGT
CACTGTCTCCTCAGCTAGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACC
CTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAA
GGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCACTGA
CCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACT
CCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCT
ACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGA
GTTGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCA
CCTGAAGCCGAGGGGGCACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAG
GACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGAC
GTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTATGTGGACGGCGT
GGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGC
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ACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAAGACTGGCTGAAT
GGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCATCCTCCAT
CGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGT
ACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAAGTCAGCCTG
ACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAG
AGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGA
CTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTATTCCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAG
GTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCA
CAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGCAAATGA

SEQIDNO: 15  (ADN ciia LC ciia Khang thé A1)

ATGAGGCTGCTGCCTCTGCTGGCCCTCCTGGCCCTGTGGGGCCCAGACCCA
GCCAGAGCCGCCATCCGGATGACCCAGTCTCCACCCTCCCTGTCTGCATCT
GTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGCCAGGCGAGTCAGGACATTGGCAA
CTCTTTAGGTTGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAAGCCCCTAAACTCGTGAT
CTTCGATGCATCAGATCTGGAAACAGGGGTCCCATCAAGGTTCAGTGGCA
GTGGATCTGGCACAGATTTCAGTCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAGG
ATTTTGCAACTTACTATTGTCAACAGGGTAACAGTTTCCCGCTCACCTTCGG
CCAAGGGACACGACTGGAGATTAAACGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCT
GAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACG
CCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAG
GACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTA
CGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCT
CGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTTAG

SEQIDNO: 16  (ADN cia LC cia Khéng thé A2)

ATGGAGACAGACACACTCCTGCTATGGGTACTGCTGCTCTGGGTTCCAGGC
TCCACCGGCATCCGGATGACCCAGTCTCCACCCTCCCTGTCTGCATCTGTA
GGAGACAGAGTCACCATCACTTGCCAGGCGAGTCAGGACATTGGCAACTC
TTTAGGTTGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAAGCCCCTAAACTCGTGATCTT
CGATGCATCAGATCTGGAAACAGGGGTCCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTG
GATCTGGCACAGATTTCAGTCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAGGATT
TTGCAACTTACTATTGTCAACAGGGTAACAGTTTCCCGCTCACCTTCGGCC
AAGGGACACGACTGGAGATTAAACGAACTGTGGCCGCACCATCTGTCTTC
ATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTG
TGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGT
GGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGG
ACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAA
GCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGG
CCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTTAG

SEQIDNO: 17  (ADN cuia LC ciia Khang thé A1/2)

ATGGAGACAGACACACTCCTGCTATGGGTACTGCTGCTCTGGGTTCCAGGC
TCCACCGGCGCCATCCGGATGACCCAGTCTCCACCCTCCCTGTCTGCATCT
GTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGCCAGGCGAGTCAGGACATTGGCAA
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CTCTTTAGGTTGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAAGCCCCTAAACTCGTGAT
CTTCGATGCATCAGATCTGGAAACAGGGGTCCCATCAAGGTTCAGTGGCA
GTGGATCTGGCACAGATTTCAGTCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAGG
ATTTTGCAACTTACTATTGTCAACAGGGTAACAGTTTCCCGCTCACCTTCGG
CCAAGGGACACGACTGGAGATTAAACGAACTGTGGCTGCACCATCTGTCTT
CATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGT
GTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGG
TGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAG
GACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAA
AGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGG
GCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTTAG

SEQIDNO: 18  (HC ciia BMS20H4.9)

QVQLQQWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSFSGYYWSWIRQSPEKGLEWIGEIN
HGGYVTYNPSLESRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARDYGPGNY
DWYFDLWGRGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEP
VIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKP
SNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVV
VDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWL
NGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTC
LVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEG
NVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

SEQIDNO: 19  (LC ciia BMS20H4.9)

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYDASNR
ATGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQRSNWPPALTFGGGTK VEI
KRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNS
QESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRG
EC

SEQ ID NO: 20 (HC cua PF83)

EVQLVQSGAEVKKPGESLRISCKGSGYSFSTYWISWVRQMPGKGLEWMGKIY
PGDSYTNYSPSFQGQVTISADKSISTAYLQWSSLKASDTAMYYCARGYGIFDY
WGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWN
SGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVD
KTVERKCCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKC
KVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPS
DIAVEWESNGQPE
METDTLLLWVLLLWVPGSTGAIRMTQSPPSLSASVGDRVTITCQASQDIGNSL
GWYQQKPGKAPKLVIFDASDLETGVPSRFSGSGSGTDFSLTIS SLQPEDFATYY
CQQGNSFPLTFGQGTRLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYP
REAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYA
CEVTHQGLSSPVTKSFNRGECNNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQ
GNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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SEQ ID NO: 21 (LC cua PF83)

SYELTQPPSVSVSPGQTASITCSGDNIGDQYAHWYQQKPGQSPVLVIYQDKNR
PSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTQAMDEADYYCATYTGFGSLAVFGGGTKLT
VLGQPKAAPSVTLFPPSSEELQANKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKA
GVETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAPTE
CS
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YEU CAU BAO HQ

1. Khang thé khang CD137 ngudi bao gdbm HCDR1 c¢6 trinh tw axit amin SEQ ID NO:
2, HCDR2 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO: 3, HCDR3 c¢6 trinh ty axit amin SEQ ID
NO: 4, LCDRI1 c¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO: 5, LCDR2 c0 trinh ty axit amin
SEQ ID NO:6, va LCDR3 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:7, trong d6 CD137 nguoi
d4 néu duoc xac dinh bang SEQ ID NO:1.

2. Khéang thé theo diém 1, trong d6 khang thé nay khong gin két v6i FeyRI nguoi,
FcyRIla ngudi, FeyRIIb ngudi, FeyRIMa(F) nguoi, FeyRIMa(V) nguoi, hoac Clq
nguoi.

3. Khéng thé theo diém 1 hodc 2, bao gém:

(2) ving bién dbi ciia chudi ning c6 trinh ty axit amin SEQ ID NO: 8 va ving bién d6i
ctia chudi nhe ¢6 trinh tir axit amin SEQ ID NO: 9; hoac

(b) ving bién ddi ctia chudi nang c6 trinh ty axit amin SEQ ID NO: 8 va ving bién d6i
cuia chudi nhe ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO: 12.

4. Khang thé theo diém 1 hodc 2, bao gbm:

(a) chudi ning c6 trinh ty axit amin SEQ ID NO: 10 va chudi nhe c6 trinh ty axit amin
SEQ ID NO: 11; hodc

(b) chudi ning c6 trinh tu axit amin SEQ ID NO: 10 va chudi nhe c6 trinh ty axit amin

SEQ ID NO: 13.

5. Té bao dong vat c6 vi duge phan 1ap biéu hién:

(a) khang thé bao gbm HCDRI ¢6 trinh tw axit amin SEQ ID: 2, HCDR2 ¢¢ trinh tur
axit amin SEQ ID NO: 3, HCDR3 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO: 4, LCDRI1 co
trinh tu axit amin SEQ ID NO: 5, LCDR2 ¢¢ trinh tu axit amin SEQ ID NO: 6, va
LCDR3 c6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:7; hodc

(b) khang thé bao gdm chudi ning c6 trinh ty axit amin SEQ ID NO: 10 va chudi nhe
¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO: 11 hodc trinh tu axit amin SEQ ID NO: 13.
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LDT248
Textbox

LDT248
Textbox
tự axit amin SEQ ID NO:

LDT248
Textbox
trình tự axit amin SEQ ID

LDT248
Textbox
LCDR2 có trình tự axit amin

LDT248
Textbox
7, trong đó CD137 người


38186

6. Quy trinh san xuét khang thé bao gdm budc nudi ciy té bao dong vat c¢6 vi ¢ kha
nang biéu hién khang thé va thu hoi khang thé nay; trong d6 khang thé nay bao gdm:
(a) HCDRI1 c6 trinh ty axit amin SEQ ID: 2, HCDR2 c6 trinh ty axit amin SEQ ID
NO: 3, HCDR3 c¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO: 4, LCDRI c6 trinh ty axit amin
SEQ ID NO: 5, LCDR2 ¢ trinh ty axit amin SEQ ID NO: 6, va LCDR3 ¢6 trinh tu
axit amin SEQ ID NO: 7; hodc

(b) chudi ning ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO: 10 va chudi nhe c6 trinh tu axit amin

SEQ ID NO: 11 hodc trinh ty axit amin SEQ ID NO: 13.

7. Phan tr ADN bao goém polynucleotit ¢6 trinh tw SEQ ID NO:14 va mét trong sb cac
trinh tu SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, hoac SEQ ID NO:17.

8. Té bao dong vat ¢6 vi bao gdm:
(a) phan tir ADN theo diém 7; hodc
(b) polynucleotit ¢ trinh tw SEQ ID NO:14 va polynucleotit ¢6 trinh tu 1a mdt trong

s6 SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, hoic SEQ ID NO:17.

9. Duoc pham chira khang thé theo diém bat ky trong sé cac didm tir 1 dén 4, va chit

mang, chit pha lodng hodc ta dugc c6 thé duge chip nhan.
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38186

DANH MUC TRINH TU
<110> Eli Lilly and Company
<120> KHANG THE KHANG CD137, QUY TRINH SAN XUAT VA DUJC PHAM CHUA KHANG THE NAY
<130> X21288 W
<160> 21

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1
<211> 232
<212> PRT

<213> Ngudi hién dai
<400> 1
.Leu Gln Asp Pro Cys Ser Asn Cys Pro Ala Gly Thr Phe Cys Asp Asn

1 5 10 . 15

Asn Arg Asn Gln Ile Cys Ser Pro Cys Pro Pro Asn Ser Phe Ser Ser
20 25 30

Ala Gly Gly Gln Arg Thr Cys Asp Ile Cys Arg Gln Cys Lys Gly Vval

Phe Arg Thr Arg Lys Glu Cys Ser Ser Thr Ser Asn Ala Glu Cys Asp

Cys Thr Pro Gly Phe His Cys Leu Gly Ala Gly Cys Ser Met Cys Glu
65 70 75 80

Gln Asp Cys Lys Gln Gly Gln Glu Leu Thr Lys Lys Gly Cys Lys Asp
85 90 95

Cys Cys Phe Gly Thr Phe Asn Asp Gln Lys Arg Gly Ile Cys Arg Pro
100 105 110

Trp Thr Asn Cys Ser Leu Asp Gly Lys Ser Val Leu Val Asn Gly Thr
115 120 125

Lys Glu Arg Asp Val Val Cys Gly Pro Ser Pro Ala Asp Leu Ser Pro
130 135 140

Gly Ala Ser Ser Val Thr Pro Pro Ala Pro Ala Arg Glu Pro Gly His
145 150 155 160
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Ser Pro

Leu Phe

Gly Arg

Val Gln
210

Glu Glu
225

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

<220>
<223>

<400>

Gln

Leu

Lys

195

Thr

Glu

2
13
PRT

Ile

Leu

180

Lys

Thr

Gly

Trinh tu

Ciu trtc

2

Lys Ala Ser Gly

1

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

<220>
<223>

<400>

3
17
PRT

Trinh tu

C4u truc

Gly Ile Ile Pro

1

Gly

<210>
<211>
<212>

4
15
PRT

Ile

165

Phe

Leu

Gln

Gly

nhédn tao

tdng hop

Gly Thr Phe Ser Ser Tyr Ala Ile Ser

5

nhdn tao

tdng hop

Ser

Phe

Leu

Glu

Cys
230

Phe

Leu

Tyr

Glu

215

Glu

Phe

Thr

Ile

200

Asp

Leu

38186

Leu Ala Leu
170

Leu Arg Phe
185

Phe Lys Gln

Gly Cys Ser

10

Thr

Ser

Pro

Cys
220

Ser

val

Phe

205

Arg

Thr

val

190

Met

Phe

Ala

175

Lys

Arg

Pro

Leu

Arg

Pro

Glu

Ile Phe Gly Thr Ala Asn Tyr Ala Gln Lys Phe Gln

5

10

-61-
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38186

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> C&u trtc téng hop

<400> 4

Ala Arg Asp Leu Met Thr Thr Ala Pro Gly Thr Tyr Phe Asp Leu

1 5 10 15
<210> 5

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Chu trac tdng hop

<400> 5

Gln Ala Ser Gln Asp Ile Gly Asn Ser Leu Gly

1 5 10
<210> 6

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Ciu truc téng hop

<400> 6

Phe Asp Ala Ser Asp Leu Glu Thr

1 5
<210> 7

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nh8n tao

<220>
<223> CAu trtc tdéng hop

<400> 7

Gln Gln Gly Asn Ser Phe Pro Leu Thr

1 5
<210> 8

<211> 120

<212> PRT

<213> Trinh ty nhédn tao
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<220>
<223>

<400>
Gln Val

1

Ser Val

Ala Ile

Gly Gly

Gln Gly
65

Met Glu

Ala Arg

Gly Arg

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

<220>
<223>

<400>

Ala Ile
1

Asp Arg

Leu Gly

Ciu trtc
8

Gln Leu

Lys Val
20

Ser Trp
35

Ile Ile

Arg Val

Leu Ser

Asp Leu
100

Gly Thr
115

9

107

PRT
Trinh tu

Cau tric

Arg Met

Val Thr

20

Trp Tyr

38186

tdng hop

Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly

Ser Cys Lys Ala Ser Gly Gly Thr Phe Ser Ser
25 30

Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp
40 45

Pro Ile Phe Gly Thr Ala Asn Tyr Ala Gln Lys
55 60

Thr Ile Thr Ala Asp Glu Ser Thr Ser Thr Ala
70 75

Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr
85 90 95

Met Thr Thr Ala Pro Gly Thr Tyr Phe Asp Leu
105 110

Leu Val Thr Val
120

nhdn tao

tdng hop

Thr Gln Ser Pro Pro Ser Leu Ser Ala Ser Val
5 10 15

Ile Thr Cys Gln Ala Ser Gln Asp Ile Gly Asn
25 30

Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Val

-63-

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Trp

Gly

Ser

Ile



Phe Asp
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

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

<220>
<223>

<400>
Gln Val

1

Ser Val

Ala Ile

Gly Gly
50

Gln Gly
65

Met Glu

Ala Arg

35

Ala Ser

Ser Gly

Phe Ala

Gly Gln
100

10
452
PRT
Trinh tu

Ccu trtc
10

Gln Leu

Lys Val
20

Ser Trp

35

Tle Ile

Arg Val

Leu Ser

Asp Leu
100

Asp Leu Glu
55

Thr Asp Phe
70

Thr Tyr Tyr
85

Gly Thr Arg

nhédn tao

téng hop

Val Gln Ser

Ser Cys Lys

val Arg Gln

Pro Ile Phe
55

Thr Ile Thr
70

Ser Leu Arg
85

Met Thr Thr

40

Thr

Ser

Cys

Leu

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Ala

38186

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ala

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Pro
105

Val

Thr

Gln

90

Ile

Glu

10

Gly

Gly

Ala

Glu

Asp

90

Gly

Pro

Ile

75

Gly

Lys

Val

Gly

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Thr

45

Ser Arg Phe Ser Gly

60

Ser Ser Leu Gln Pro

Asn Ser Phe

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Tyr

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Phe

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Asp
110

Pro
95

Gly

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Leu

80

Leu

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Trp



Gly

Ser

Ala

145

Val

Ala

Val

His

Cys

225

Gly

Met

His

Val

Tyr

305

Gly

Ile

Arg

Val

130

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

210

Asp

Ala

Ile

Glu

His

290

Arg

Lys

Glu

Gly

115

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

195

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

275

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

180

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg

260

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

Leu

Leu

Cys

Ser

165

Ser

Ser

Asn

His

Val

245

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

325

Ile

Val

Ala

Leu

150

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

230

Phe

Pro

Val

Thr

Val

310

Cys

Ser

Thr

Pro

135

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

215

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

295

Leu

Lys

Lys

Val

120

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

200

Val

Pro

Phe

Val

Phe

280

Pro

Thr

Val

Ala

38186

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

185

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

265

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

Ser

Lys

Tyr

Ser

170

Ser

Thr

Lys

Cys

Pro

250

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

330

Gly

-65-

Ala

Ser

Phe

155

Gly

Leu

Tyr

Arg

Pro

235

Lys

Val

Tyr

Glu

His

315

Lys

Gln

Ser

Thr

140

Pro

vVal

Ser

Ile

Val

220

Ala

Pro

vVal

Val

Gln

300

Gln

Ala

Pro

Thr

125

Ser

Glu

His

Ser

Cys

205

Glu

Pro

Lys

Val

Asp

285

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

190

Asn

Pro

Glu

Asp

Asp

270

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

Gly

Gly

Val

Phe

175

val

Val

Lys

Ala

Thr

255

Val

vVal

Ser

Leu

Ser

335

Pro

Pro

Thr

Thr

160

Pro

Thr

Asn

Ser

Glu

240

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

320

Ser

Gln



Val Tyr

Ser Leu
370

Glu Trp
385

Pro Val

Val Asp

Met His

Ser Pro
450

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

<220>
<223>

<400>

Ala Ile
1

Asp Arg

Leu Gly

Phe Asp
50

340

Thr Leu
355

Thr Cys

Glu Ser

Leu Asp

Lys Ser
420

Glu Ala
435

Gly Lys

11

214

PRT
Trinh tu
cdu truc

11

Arg Met

Val Thr
20

Trp Tyr
35

Ala Ser

Pro Pro

Leu Val

Asn Gly

390

Ser Asp
405

Arg Trp

Leu His

nhdn tao

tdng hop

Thr Gln

Ile Thr

Gln Gln

Asp Leu

Ser

Lys

375

Gln

Gly

Gln

Asn

Ser

Cys

Lys

Glu
55

Arg

360

Gly

Pro

Ser

Gln

His
440

Pro

Gln

Pro

40

Thr

38186

345

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

425

Tyr

Pro

Ala

25

Gly

Gly

Glu

Tyr-

Asn

Phe

410

Asn

Thr

Ser

10

Ser

Lys

Val

-66-

Met

Pro

Asn

395

Leu

Val

Gln

Leu

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

380

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Ser

Asp

Pro

Ser
60

Lys

365

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
445

Ala

Ile

Lys

45

Arg

350

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

430

Leu

Ser

Gly
30

Leu

Phe

Gln

Ala

Thr

Leu

415

Ser

Ser

Val

15

Asn

Val

Ser

val

Val

Pro

400

Thr

Val

Leu

Gly

Ser

Ile

Gly



Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

130

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
210

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

<220>
<223>

<400>

Ser

Phe

Gly

Val

115

Ser

Gln

vVal

Leu

Glu

195

Arg

12
106
PRT

Gly

Ala

Gln

100

Phe

vVal

Trp

Thr

Thr

180

Val

Gly

Trinh tu

Ciu truac

12

Ile Arg Met Thr

1

Arg Val Thr Ile

20

Thr

Thr

85

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

150

Gln

Ser

His

Cys

Phe

Tyr

Arg

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

nhdn tao

téng hop

Ser

Cys

Leu

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

38186

Leu Thr

Gln Gln
90

Glu Ile
105

Ser Asp

Asn Asn

Ala Leu

Lys Asp
170

Asp Tyr
185

Leu Ser

Ile

75

Gly

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Ser

Asn

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Ser

Ser

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

Val
205

Leu

Phe

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

vVal

Lys

Pro

80

Leu

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser

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

5

10

15

Thr Cys Gln Ala Ser Gln Asp Ile Gly Asn Ser Leu

25

-67-
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Gly Trp

Asp Ala
50

Gly Ser
65

Asp Phe

Phe Gly

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

<220>
<223>

<400>
Ile Arg

1

Arg Val

Gly Trp

Asp Ala
50

Gly Ser
65

Asp Phe

Phe Gly

Tyr Gln
35

Ser Asp

Gly Thr

Ala Thr

Gln Gly
100

13
213
PRT
Trinh tu

ciu trtc
13

Met Thr

Thr Ile
20

Tyr Gln

35

Ser Asp

Gly Thr

Ala Thr

Gln Gly
100

Gln Lys Pro

Leu Glu Thr
55

Asp Phe Ser
70

Tyr Tyr Cys
85

Thr Arg Leu

nhé&n tao

tdng hop

Gln Ser Pro

Thr Cys Gln

Gln Lys Pro

Leu Glu Thr
55

Asp Phe Ser
70

Tyr Tyr Cys
85

Thr Arg Leu

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Glu

Pro

Ala

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Glu

38186

Lys

Val

Thr

Gln

Ile
105

Ser

Ser

25

Lys

Val

Thr

Gln

Ile
105

Ala

Pro

Ile

Gly

90

Lys

Leu

10

Gln

Ala

Pro

Ile

Gly

90

Lys

-68-

Pro

Ser

Ser

75

Asn

Ser

Asp

Pro

Ser

Ser

75

Asn

Arg

Lys

Arg

60

Ser

Ser

Ala

Ile

Lys

Arg

60

Ser

Ser

Thr

Leu

45

Phe

Leu

Phe

Ser

Gly

Leu

45

Phe

Leu

Phe

Val

Val

Ser

Gln

Pro

Val

Asn

30

Val

Ser

Gln

Pro

Ala
110

Ile

Gly

Pro

Leu
95

Gly

15

Ser

Ile

Gly

Pro

Leu

95

Ala

Phe

Ser

Glu

80

Thr

Asp

Leu

Phe

Ser

Glu

80

Thr

Pro



Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser
115 120

Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn

130 135

Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala

145 150

Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys

165
Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp
180

Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu
195 200

Asn Arg Gly Glu Cys

210

<210> 14

<211> 1359

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Chu truc tdng hop

<400> 14

caggtgcagc tggtgcagtc tggggctgag

tcctgcaagg cttctggagg caccttcage

cctggacaag ggcttgagtg gatgggaggg

gcacagaagt tccagggcag agtcacgatt

atggagctga gcagcctgag atctgaggac

atgactacgg cccctgggac gtacttcgat

tcctcagecta gcaccaaggg cccatcggte

tctgggggca cagcggecct gggctgectg

gtgtcgtgga actcaggcgc actgaccagc

Asp

Asn

Asp

38186

Glu Gln

Phe Tyr

Gln Ser

155

Leu

Ser Thr

170

Tyr Glu

185

Lys

Ser Ser Pro

gtgaagaagc
agctatgcta
atcatcccta
accgcggacg
acggccgtgt
ctctggggcce
ttcccectgg
gtcaaggact

ggcgtgcaca

-69-

Leu Lys

125

Pro Glu

140

Arg

Gly Asn Ser

Tyr Ser Leu

His Lys

190

Val Thr

205

Lys

ctgggtccte
tcagctgggt
tctttggtac
aatccacgag
attactgtgce
gtggcaccct
caccctccte
acttccccga

ccttceccgge

Ser

Val

Gly Thr

Ala Lys

Gln Glu

160

Ser Ser

175

Tyr Ala

Ser Phe

ggtgaaggtc
gcgacaggcc
agcaaactac
cacagcctac
gagagatctg
ggtcactgtc
caagagcacc
accggtgacg

tgtcctacag

60

120

180

240

300

360

420

480

540



tcctcaggac
cagacctaca
gagcccaaat
ggggcaccgt
acccctgagg
aactggtatg
tacaacagca
ggcaaggagt
atctccaaag
gaggagatga
gacatcgccg
cccgtgetgg
aggtggcagc
tacacgcaga
<210>
<211>

<212>
<213>

15
645
ADN

<220>

<223> Céu

<400> 15
atgaggctgce

gccatccgga
atcacttgcce
gggaaagccc
aggttcagtg
gaggattttg
gggacacgac
cccagagagg
gagagtgtca

ctgagcaaag

tctactcceccect
tctgcaacgt
cttgtgacaa
cagtcttcct
tcacatgcgt
tggacggcgt
cgtaccgtgt
acaagtgcaa
ccaaagggca
ccaagaacca
tggagtggga
actccgacgg

aggggaacgt

agagcctctc

cagcagcgtg
gaatcacaag
aactcacaca
cttccceccecca
ggtggtggac
ggaggtgcat
ggtcagcgtc
ggtctccaac
gccccgagaa
agtcagcctg
gagcaatggg
ctccttectte
cttctcatge

cctgtctcecceg

Trinh ty nhdn tao

tric tdng hop

tgcctectget
tgacccagtc
aggcgagtca
ctaaactcgt
gcagtggatc
caacttacta
tggagattaa
ccaaagtaca
cagagcagga

cagactacga

ggccctectg
tccaccctce
ggacattggc
gatcttcgat
tggcacagat
ttgtcaacag
acgaactgcc
gtggaaggtg
cagcaaggac

gaaacacaaa

38186

gtgaccgtgc
cccagcaaca
tgcccaccgt
aaacccaagg
gtgagccacg
aatgccaaga
ctcaccgtcc
aaagccctcc
ccacaggtgt
acctgcctgg
cagccggaga
ctctattcca
tccgtgatge

ggcaaatga

gccctgtggg
ctgtctgcat
aactctttag
gcatcagatc
ttcagtctca
ggtaacagtt
tctgttgtgt
gataacgccc
agcacctaca

gtctacgcect

-70-

cctccagcag
ccaaggtgga
gcccagcacce
acaccctcat
aagaccctga
caaagccgcg
tgcaccaaga
catcctccat
acaccctgcc
tcaaaggctt
acaactacaa
agctcaccgt

atgaggctct

gcccagaccce
ctgtaggaga
gttggtatca
tggaaacagg
ccatcagcag
tccegetceac
gcctgctgaa
tccaatcggg
gcctcagcag

gcgaagtcac

cttgggcacc
caagagagtt
tgaagccgag
gatctcccgg
ggtcaagttc
ggaggagcag
ctggctgaat
cgagaaaacc
cccatcccgg
ctatcccagc
gaccacgcct
ggacaagagc

gcacaaccac

agccagagcc
cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
cctgcagcect
cttcggccaa
taacttctat
taactcccag
caccctgacg

ccatcagggc

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1359

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



ctgagctcgc ccgtcacaaa gagcttcaac

<210> 16
<211> 702
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 16
atggagacag

atccggatga
acttgccagg
aaagccccta
ttcagtggca
gattttgcaa
acacgactgg
gatgagcagt
agagaggcca
agtgtcacag
agcaaagcag
agctcgcccg
<210> 17

<211> 705
<212> ADN

<213>

<220>

<223> Céu

<400> 17
atggagacag

gccatccgga
atcacttgcce

gggaaagccc

aggttcagtg

acacactcct
cccagtcectce
cgagtcagga
aactcgtgat
gtggatctgg
cttactattg
agattaaacg
tgaaatctgg
aagtacagtg
agcaggacag
actacgagaa

tcacaaagag

Trinh ty nhén tao

Cdu trac tdng hop

gctatgggta
accctcectg
cattggcaac
cttcgatgca
cacagatttc
tcaacagggt
aactgtggcc
aactgcctct
gaaggtggat
caaggacagc
acacaaagtc

cttcaacagg

Trinh tu nhédn tao

tric tdng hop

acacactcct
tgacccagtc
aggcgagtca
ctaaactcgt

gcagtggatc

gctatgggta
tccaccctcece
ggacattggc
gatcttcgat

tggcacagat

38186

aggggagagt

ctgctgctct
tctgcatctg
tctttaggtt
tcagatctgg
agtctcacca
aacagtttcc
gcaccatctg
gttgtgtgcc
aacgccctcc
acctacagcc
tacgcctgceg

ggagagtgtt

ctgctgctct
ctgtctgcat
aactctttag
gcatcagatc

ttcagtctca

-71-

gttag

gggttccagg
taggagacag
ggtatcagca
aaacaggggt
tcagcagcect
cgctcacctt
tcttcatctt
tgctgaataa
aatcgggtaa
tcagcagcac

aagtcaccca

ag

gggttccagg
ctgtaggaga
gttggtatca
tggaaacagg

ccatcagcag

ctccaccggce
agtcaccatc
gaaaccaggg
cccatcaagg
gcagcctgag
cggccaaggg
cccgccatcect
cttctatcce
ctcccaggag
cctgacgctg

tcagggcctg

ctccaccggce
cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca

cctgcagcect

645

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

702

60

120

180

240

300



gaggattttg
gggacacgac
tctgatgagc
cccagagagyg
gagagtgtca
ctgagcaaag
ctgagctcgce
<210>
<211>

<212>
<213>

18
448
PRT
Trin

<220>
<223> Tdng

<400> 18
Gln Val Gln
1

Thr Leu Ser

Ser
35

Tyr Trp

Gly Glu Ile

50

Ser Val

65

Arg

Lys Leu Ser

Arg Asp Tyr

Thr
115

Arg Gly

caacttacta
tggagattaa
agttgaaatc
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga

ccgtcacaaa

h tu

hop

Leu Gln Gl

Leu Thr

20

Trp Ile

Asn His Gl

Thr Ile

70

Val
85

Ser

Gly Pro Gl

100

Leu Val

Cys

Arg

Ser

Thr

Thr

ttgtcaacag
acgaactgtg
tggaactgcc
gtggaaggtyg
cagcaaggac
gaaacacaaa

gagcttcaac

nhdn tao

n Trp Gly

Ala Val

Gln Ser

40

y Gly Tyr

55

Val Asp

Ala Ala

y Asn Tyr

Val Ser

120

Ala

Tyr

vVal

Asp

Asp

38186

ggtaacagtt
gctgcaccat
tctgttgtgt
gataacgccc
agcacctaca

gtctacgcct

aggggagagt

Gly Leu

10

Gly Gly

25

Pro Glu Lys

Thr Tyr

Thr Ser Lys

75

Thr
90

Ala

Trp Tyr

105

Ser Ala Ser

-72-

Asn

tccegetcac
ctgtcttcat
gcctgctgaa
tccaatcggg
gcctcagcag
gcgaagtcac

gttag

Leu Lys Pro

Phe Ser

30

Ser

Leu Glu

45

Gly

Pro Ser

60

Asn Gln Phe

Val Tyr Tyr

Phe Leu

110

Asp

Thr Lys

125

Gly

cttcggccaa
cttccecgceca
taacttctat
taactcccag
caccctgacg

ccatcagggc

Ser Glu

15

Gly Tyr

Trp Ile
Glu

Leu

Leu
80

Ser

Cys Ala

95

Trp Gly

Pro Ser

360

420

480

540

600

660

705



Val

Ala

145

Ser

Val

Pro

Lys

Pro

225

val

Thr

Glu

Lys

Ser

305

Lys

Ile

Pro

Phe

130

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

210

Pro

Phe

Pro

Val

Thr

290

Val

Cys

Ser

Pro

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

195

Ser

Cys

Leu

Glu

Gln

275

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

Leu

Cys

Ser

Ser

180

Ser

Asn

Pro

Phe

Val

260

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

340

Gln

Ala

Leu

Gly

165

Ser

Leu

Thr

Pro

Pro

245

Thr

Asn

Arg

val

Ser

325

Lys

Glu

Pro

Val

150

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

230

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

310

Asn

Gly

Glu

Cys

135

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

215

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

295

His

Lys

Gln

Met

Ser

Asp

Thr

Tyr

Lys

200

Asp

Ala

Pro

Val

Val

280

Gln

Gln

Gly

Pro

Thr

38186

Arg

Tyr

Ser

Ser

185

Thr

Lys

Pro

Lys

vVal

265

Asp

Phe

Asp

Leu

Arg

345

Lys

Ser

Phe

Gly

170

Leu

Tyr

Arg

Glu

Asp

250

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

330

Glu

Asn

-73-

Thr

Pro

155

Val

Ser

Thr

Val

Phe

235

Thr

val

Val

Ser

Leu

315

Ser

Pro

Gln

Ser

140

Glu

His

Ser

Cys

Glu

220

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

300

Asn

Ser

Gln

Val

Glu

Pro

Thr

vVal

Asn

205

Ser

Gly

Met

Gln

Val

285

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

Ser

Val

Phe

Val

190

Val

Lys

Gly

Ile

Glu

270

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

350

Leu

Thr

Thr

Pro

175

Thr

Asp

Tyr

Pro

Ser

255

ASp

Asn

Val

Glu

Lys

335

Thr

Thr

Ala

Val

160

Ala

Val

His

Gly

Ser

240

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

320

Thr

Leu

Cys



Leu Val
370

Asn Gly
385

Ser Asp

Arg Trp

Leu His

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

<220>
<223>

<400>
Glu Ile

1

Glu Arg

Leu Ala

Tyr Asp
50

Ser Gly
65

Glu Asp

355

Lys Gly

Gln Pro

Gly Ser

Gln Glu
420

Asn His
435

19
216
PRT
Trinh tu

tbng hop
19

Val Leu

Ala Thr
20

Trp Tyr

35

Ala Ser

Ser Gly

Phe Ala

Phe Tyr Pro
375

Glu Asn Asn
390

Phe Phe Leu
405

Gly Asn Val

Tyr Thr Gln

nhdn tao

Thr Gln Ser

Leu Ser Cys

Gln Gln Lys

Asn Arg Ala
55

Thr Asp Phe
70

Val Tyr Tyr
85

360

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
440

Pro

Arg

Pro

40

Thr

Thr

Cys

38186

Asp

Lys

Ser

Ser

425

Ser

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Ile

Thr

Arg

410

Cys

Leu

Thr

10

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln
90

-74-

Ala

Thr

395

Leu

Ser

Ser

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Arg

Val

380

Pro

Thr

Val

Leu

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Ser

365

Glu

Pro

val

Met

Ser
445

Leu

Val

Arg

45

Arg

Ser

Asn

Trp

Val

Asp

His

430

Leu

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Trp

Glu

Leu

Lys

415

Glu

Gly

Pro

15

Ser

Leu

Ser

Glu

Pro
95

Ser

Asp

400

Ser

Ala

Lys

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Pro



Ala

Ala

Ser

Glu

145

Ser

Leu

val

Lys

Leu

Ala

Gly

130

Ala

Gln

Ser

Tyr

Ser
210

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

<220>
<223>

<400>

Thr

Pro

115

Thr

Lys

Glu

Ser

Ala

195

Phe

20
442
PRT

Phe

100

Ser

Ala

val

Ser

Thr
180

Cys

Asn

Trinh tu

tdng

20

Glu Val Gln

1

Ser Leu Arg

Trp Ile Ser

35

Gly Lys Ile

50

hop

Leu

Ile

20

Trp

Tyr

Gly

Val

Ser

Gln

Val

165

Leu

Glu

Arg

Gly

Phe

Val

Trp

150

Thr

Thr

val

Gly

Gly

Ile

vVal

135

Lys

Glu

Leu

Thr

Glu
215

nhén tao

val

Ser

Gln

Cys

Val Arg

Pro

Gly

Ser

Lys

Gln

Asp

Thr

Phe

120

Cys

vVal

Gln

Ser

His

200

Cys

Gly

Gly

Met

40

Ser

38186

Lys

105

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys

185

Gln

Ala

Ser

25

Pro

Tyr

Val

Pro

Leu

Asn

Ser

170

Ala

Gly

Glu

10

Gly

Gly

Thr

-75-

Glu

Ser

Asn

Ala

155

Lys

Asp

Leu

val

Tyr

Lys

Asn

Ile

Asp

Asn

140

Leu

Asp

Tyr

Ser

Lys

Ser

Gly

Tyr
60

Lys

Glu

125

Phe

Gln

Ser

Glu

Ser
205

Lys

Phe

Leu

45

Ser

Arg

110

Gln

Tyr

Ser

Thr

Lys

190

Pro

Pro

Ser

30

Glu

Pro

Thr

Leu

Pro

Gly

Tyr

175

His

val

Gly

Thr

Trp

Ser

Val

Lys

Arg

Asn

160

Ser

Lys

Thr

Glu

Tyr

Met

Phe



Gln

65

Leu

Ala

Thr

Pro

Val

145

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

225

Lys

Val

Tyxr

Gly

Gln

Arg

val

Cys

130

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

210

Pro

Pro

Val

Val

Gln

Trp

Gly

Ser

115

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

195

Asp

Ala

Lys

Val

Asp
275

Val

Ser

Tyr

100

Ser

Arg

Tyr

Ser

Ser

180

Thr

Lys

Pro

Asp

Asp

260

Gly

Thr

Ser

85

Gly

Ala

Ser

Phe

Gly

165

Leu

Tyr

Thr

Pro

Thr

245

Val

val

Ile

70

Leu

Ile

Ser

Thr

Pro

150

Val

Ser

Thr

Val

Val

230

Leu

Ser

Glu

Ser

Lys

Phe

Thr

Ser

135

Glu

His

Ser

Cys

Glu

215

Ala

Met

His

Val

Ala

Ala

Asp

Lys

120

Glu

Pro

Thr

vVal

Asn

200

Arg

Gly

Ile

Glu

His
280

38186

Asp

Ser

Tyr

105

Gly

Ser

Val

Phe

Val

185

val

Lys

Pro

Ser

Asp

265

Asn

Lys

Asp

90

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

170

Thr

Asp

Cys

Ser

Arg

250

Pro

Ala

-76-

Ser

75

Thr

Gly

Ser

Ala

val

155

Ala

vVal

His

Cys

vVal

235

Thr

Glu

Lys

Ile

Ala

Gln

val

Ala

140

Ser

Val

Pro

Lys

Val

220

Phe

Pro

val

Thr

Ser

Met

Gly

Phe

125

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

205

Glu

Leu

Glu

Gln

Lys
285

Thr

Tyr

Thr

110

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

190

Ser

Cys

Phe

Val

Phe

270

Pro

Ala

Tyr

95

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

175

Asn

Asn

Pro

Pro

Thr

255

Asn

Arg

Tyr

Cys

val

Ala

Leu

Gly

160

Ser

Phe

Thr

Pro

Pro

240

Cys

Trp

Glu



Glu

His

305

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

385

Leu

Val

Gln

Gln

290

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

370

Tyr

Tyr

Phe

Lys

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

<220>
<223>

<400>

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys

355

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser

435

21
214
PRT

Asn

Trp

Pro

Glu

340

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

420

Leu

Trinh tu

téng

21

hop

Ser Tyr Glu Leu

1

Thr Ala Ser Ile

20

Ser

Leu

Ala

325

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

405

Ser

Ser

nhédn tao

Thr

Asn

310

Pro

Gln

Val

Val

Pro

390

Thr

Val

Leu

Phe

295

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

375

Pro

val

Met

Ser

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

360

Trp

Met

Asp

His

Pro
440

38186

vVal

Glu

Lys

Thr

345

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

425

Gly

Val Ser

Tyr Lys
315

Thr Ile
330

Leu Pro

Cys Leu

Ser Asn

Asp Ser

395

Ser Arg
410

Ala Leu

Lys

Val

300

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

380

Asp

Trp

His

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

365

Gln

Gly

Gln

Asn

Thr

Val

Thr

Arg

350

Gly

Pro

Ser

Gln

His
430

Val

Ser

Lys

335

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

415

Tyr

Val

Asn

320

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

400

Asn

Thr

Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Val Ser Pro Gly Gln

5

10

15

Thr Cys Ser Gly Asp Asn Ile Gly Asp Gln Tyr Ala

25

-77-

30



His

Gln

Asn

65

Asp

Ala

Ala

Ala

Ala

145

Val

Ser

Tyr

Ala

Trp

Asp

Ser

Glu

vVal

Ala

Asn

130

val

Glu

Ser

Ser

Pro
210

Tyr

35

Lys

Gly

Ala

Phe

Pro

115

Lys

Thr

Thr

Tyr

Cys

195

Thr

Gln

Asn

Asn

Asp

Gly

100

Ser

Ala

val

Thr

Leu

180

Gln

Glu

Gln

Arg

Thr

Tyr

85

Gly

val

Thr

Ala

Thr

165

Ser

Val

Cys

Lys

Pro

Ala

70

Tyr

Gly

Thr

Leu

Trp

150

Pro

Leu

Thr

Ser

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Thr

Leu

Val

135

Lys

Ser

Thr

His

Gly

40

Gly

Leu

Ala

Lys

Phe

120

Cys

Ala

Lys

Pro

Glu
200

38186

Gln

Ile

Thr

Thr

Leu

105

Pro

Leu

Asp

Gln

Glu

185

Gly

Ser

Pro

Ile

Tyr

90

Thr

Pro

Ile

Ser

Ser

170

Gln

Ser

-78-

Pro

Glu

Ser

75

Thr

Val

Ser

Ser

Ser

155

Asn

Trp

Thr

vVal

Arg

60

Gly

Gly

Leu

Ser

Asp

140

Pro

Asn

Lys

Val

Leu

45

Phe

Thr

Phe

Gly

Glu

125

Phe

Val

Lys

Ser

Glu
205

Val

Ser

Gln

Gly

Gln

110

Glu

Tyr

Lys

Tyr

His

190

Lys

Ile

Gly

Ala

Ser

95

Pro

Leu

Pro

Ala

Ala

175

Arg

Thr

Tyr

Ser

Met

80

Leu

Lys

Gln

Gly

Gly

160

Ala

Ser

Val





