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Tham khio chéo dén cac don lién quan

Pon nay yéu cau hudng quyén uu tién tir Pon Tam Thoi My 62/448,800 va Pon Chau
Au S6 17305061.8, c4 hai déu duoc ndp ngay 20 thang 1 nam 2017. Ban md ta cua hai don
vu tién nay duoc két hop ¢ day dé tham khao dén toan bd nodi dung ciia chiing.
Danh muc trinh tw

Pon sang ché nay c6 chira Danh Myc Trinh Ty ma duge ndp theo hinh thire dién tir
du6i dinh dang ASCII va duoc két hop toan bo trong ban mo ta nay chi dé tham khao. Ban
sao ASCII nay, duoc tao ra vao ngay 11 thang 1 ndm 2018, c6 tén 1a 022548 WOO11 SL.txt
va nang 30.458 byte.
Linh vire k§ thuit dwoe dé cap

Sang ché dé xuét khang thé don dong duogc cai thién ma lién két dic hidu véi TGF-1,
TGF-B2, va TGF-B3 ngudi, ché phim bao gdm khang thé nay, phuong phép, va viéc str dung
khang thé nay két hop véi chét didu bién mién dich khac ching han nhu khang thé khang-
PD-1.

Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Yéu t sinh truéng chuyén dang beta (TGF-B) 1a xytokin ma kiém soat nhidu chirc
nang té bao then chét bao gdm sy tang sinh, sy biét hoa, su séng, su di chuyén, va su chuyén
tiép bidu m6 trung md. N6 diéu hoa cac quy trinh sinh hoc da dang, chang han nhu su tao
thanh nén ngoai bao, su lam lanh vét thuong, sy phat trién phoi, su phat trién xuong, sy tao
mau, dap tmg mién dich va viém, va sy bién ddi 4c tinh. Sw mét diéu hoa TGF-p dan dén tinh
trang bénh ly, vi du nhu, khuyét tat bAm sinh, ung thu, viém mén tinh, va bénh tu mién va
bénh xo hoa.

TGF-B ¢6 ba ddng phéan da biét — TGF-1, 2, va 3. Ca ba déng phan nay ban dau dugc
dich ma dudi dang tién peptit. Sau khi phan cét, dau tan ciing C truéng thanh van két hop véi
dAu tan cung N (goi 12 peptit két hop tiém ting hay LAP), tao thanh phirc hop tiém tang nhé
(SLC), ma duoc tiét ra tir t& bao. Su mat kha ning ctia SLC dé lién két v6i thu thé TGF-B II
(TGFBRII) ngan chin su an khép thu thé. Su hoat hoa bang cach phan ly cac dau tan cing N
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va C dién ra theo mot trong s6 mot vai co ché, bao gbm su phan cit phén giai protein, 4o pH
axit, hodc su bién d6i cdu truc integrin (Connolly et al., Int J Biol Sci (2012) 8(7):964-78).

TGE-B1, 2, va 3 ¢6 nhiéu huéng trong chirc nang clia ching va dugc biéu hién theo
cac kiéu khéc nhau & céc loai té bao va mo. Chung c6 hoat tinh in vitro tuong ty, nhung cosy
bét hoat riéng 1¢ & cac loai t& bao cu thé goi ¥ vai trd in vivo khong giéng nhau mic du ching
¢6 chung kha ning dé lién két vi ciing thu thé (Akhurst et al., Nat Rev Drug Discov (2012)
11(10):790-811). Khi TGF-p lién két véi TGFBRIL, hoat tinh kinaza cAu tric cia thu thé lam
phosphoryl hoa va hoat héa TGFBRI, ma lam phosphoryl héa SMAD?2/3, cho phép két hop
véi SMAD4, dinh vi vao nhan, va phién ma gen ddp ung TGF-f. Id. Ngoai ludng tin hiéu
chinh tic nay, con dudng khong chinh tic truyén tin hiéu théng qua cac yéu t6 khac bao gdbm
p38 MAPK, PI3K, AKT, JUN, JNK, va NF-«B. Viéc truyén tin hiéu TGF-B ciing dugc diéu
bién bang cac con dudmng khéc, bao gébm WNT, Hedgehog, Notch, INF, TNF, va RAS. Do d6
két qua cudi cling ctia viéc truyén tin hiéu TGF-B 1a sy giao tiép chéo cuia tat ca cac con duong
tin hiéu nay ma hop thanh tinh trang va maoi truong cua té bao. Id.

Can cir vao cac chirc nang da dang cia TGF-f, can c6 khang thé tri liéu dic hiéu véi
pan-TGF-p an toan d6i v6i ngudi bénh (Bedinger et al., mAbs. (2016) 8(2):389-404). Tuy
nhién, TGF-f dugc bao toan cao giira cac loai. Két qua 13, viéc san xuét khang thé déi voi

TGF-f nguoi & dong vat chéng han nhu chuot nhét 12 nhiém vu c6 nhiéu thach thuc.

Ciing ¢6 nhu cdu y t& di v6i bénh nhan hién khong duge diéu tri hiéu qua. Vi du nhu,
hon 50% bénh nhan u melanin tién trién trong nghién ctru Checkmate-067 Pha III dugc diéu
tri bang don tri liéu khdng thé khang-PD1 nivolumab khéng c6 dép tmg hoan toan hodc mot
phan v&i liéu phép nay (Larkin et al., N Engl J Med (2015) 373:23-34; Redman et al., BMC
Med (2016) 14:20-30).

Ban chét ky thuét ciia sang ché

Sang ché dé xuit khang thé don dong dugc cai thién ma lién két dic hidu véi TGF-BI,
TGF-B2, va TGF-B3 nguoi (tuc 1a, ddc hi¢u pan-TGF-B). Cac khang thé nay it c6 xu huéng
tao thanh khang thé nira (tirc 13, phttc hgp dang dime c6 mét chudi niang va mot chudi nhe)
trong qua trinh san xuét. Chiing ciing ¢ bién dang dugc dong hoc tdt hon chang han nhu thoi
gian ban thai tdng va do do co thé mang lai loi ich 1dm sang dwgc cai thién cho bénh nhén.
Céc tac gia sang ché ciing phat hién ra rang su e ché TGF-P, chang han nhu su rc ché gy

ra boi khang thé va manh lién két khang nguyén theo sang ché, 1am giam bét vi mdi trudong
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kim ham mién dich trong khdi u va lam cho liéu phap mién dich ¢6 hiéu qua ching han nhu
lidu phap nham dich protein gay chét té bao theo chwong trinh 1 (PD-1), phdi tir PD-1 1 (PD-
L1)va2 (PD-L2).

Theo mét khia canh, sang ché dé xuét khang thé don dong duoc phan 1ap ma lién két
dic hiéu voi TGF-B1, TGF-B2, va TGF-B3 ngudi, c6 chira cac ving x4c dinh tinh bd sung
chudi ning (CDR) 1-3 trong SEQ ID NO:1 va CDR1-3 chudi nhe trong SEQ ID NO:2, trong
d6 khang thé nay c¢6 chira viing khong ddi IgGs ngudi c6 dot bién & vi tri 228 (danh sb EU).
Theo mot sb phuong an, dot bién 1a dot bién serin-thanh-prolin (S228P). Theo mdt sb phuong
an, khang thé c¢6 chira trinh tu axit amin mién bién d6i chudi ning (V) twong ung véi cac
gbe 1-120 ctia SEQ ID NO:1 va trinh ty axit amin mién bién d6i chudi nhe (V1) twong tng
v6i cac gbe 1-108 cia SEQ ID NO:2. Theo cac phuong an khac, khang thé c¢6 chira trinh ty
axit amin chudi ning néu trong SEQ ID NO:1 (c¢6 hoic khong ¢6 lysin & dau tan cung C) va
trinh ty axit amin chudi nhe néu trong SEQ ID NO:2. Sang ché con dé cap dén manh lién két
khang nguyén F(ab"), ctia khang thé néu trén.

Theo céc phuong 4n duge uu tién, khang thé hosc manh theo sang ché c¢6 thoi gian
bén thai tang, su bdc 10 tang, hodc ca hai, khi so v6i fresolimumab. Vi dy nhu, sy tang 1én la
tang 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, hogc 100% hogc nhiéu hon. Su boc
16 cia thude chang han nhu khang thé hodc méanh theo sang ché 1a ham cia ndng do cua thube
trong co thé theo thoi gian. Nong do ciia thude trong co thé thuong dugce chi ra boi ham lugng
ctia thude trong mau, huyét tuong, hodc huyét thanh. Thoi gian ban thai va sy boc 16 (su boc
16 sinh hoc) cua thube ¢6 thé duge do bang phuong phap da biét r5, nhu minh hoa trong Vi
du 7 dudi day.

Sang ché con dé xuét hop phéan c6 chira khang thé theo sang ché, trong d6 hop phén
ndy c6 chira nho hon 1% khang thé nira. Sy tao thanh khang thé nira c6 thé dugc xdc dinh
thong qua phén tich do tinh sach ctia ché phdm khang thé don dong bang cach sir dung, vi du
nhu, dién di mao quan SDS trong diéu kién khong khir hodc phan tich SDS-PAGE khong
khit, sau do la do ti trong, hodc RP-HPLC (Angal et al., Mol Immunol (1993) 30(1):105-8;
Bloom et al., Protein Science (1997) 6:407-415; Schuurman et al., (2001) 38(1):1-8; va
Solanos et al., Anal Chem (2006) 78:6583-94). Theo mét s6 phwong an, hop phan nay 14 duogc

phém con chira ta dugce duge dung.
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Theo khia canh khac, sang ché dé xuat phuong phép trc ché sy truyén tin hiéu TGF-p
& bénh nhan (nguoi) cin chiing, ¢6 chira bude cho bénh nhan dung lrong c6 tac dung didu tri
ctia khang thé hoic manh theo sang ché. Theo mot sé phuong 4n, bénh nhan mic bénh qua
trung gian mién dich (vi dy, xo ctrng bi), tinh trang bénh xo héa (vi du, tinh trang bénh xo
hoa than chéng han nhu xo chai cdu than khu tra tirng vung (FSGS), hodc tinh trang bénh xo
hoa phéi chéng han nhu xo phé)i tu phat), hodc khuyét tat bam sinh hodc xuong (vi dy, bénh
xuong thiy tinh). Theo mot sé phuong an, bénh nhan méc bénh ung thu. Theo mot s6 phuong
an, khang thé hoic manh dung trong phwong phép tic ché su biét héa ciia té bao T CD4* thanh
té bao T didu hoa cam tng (iTreg). Khang thé hosc manh ¢ thé 1am giam bt vi mai truong
khéi u kim ham mién dich. Téac dong nay cua khang thé hoic manh gitip hoat héa hé mién
dich va lam cho liéu phap mién dich c6 hiéu qua. Hiéu qua cua phuong phép diéu tri dugc
mo ta trong ban mo ta nay cod thé duoc chi ra b%\ng, vi du nhu, mdt hodc nhiéu déu hiéu sau
ddy ¢ bénh nhén (vi du, trong mé khdi u ctia bénh nhan): (1) sy ting 1én ctia ham hrong MIP2
va/hoic KC/GRO, (2) su hoat héa hodc sy tham nhiém vao mé khéi u cta té bao T CD8*
ché‘ing han nhu té bao T CD8" INF-y-duong, va (3) su tdng 1én ctia sy két cum cua té bao giét
tu nhién (NK).

Sang ché con d& xudt phuong phéap diéu tri ung thur & bénh nhan (nguoi), c6 chira bude
cho bénh nhan dung (1) lwong hiru hiéu dé diéu tri ciia khang thé hoic manh theo sang ché,
va (2) luong hiru hiéu dé diéu tri cua chét e ché cua protein diém kiém tra mién dich. Hai
tac nhan nay c6 thé duge dung theo mdt trong hai cach dong thoi (vi du, trong hop phin don
1€ hodc trong cac hgp ph?\n riéng r€), hodc tudn tu. Hai tc nhan nay co thé, vi du nhu, duge
dung vao cung ngay. Theo mdt sé phuong 4n, tic nhan tri liéu (1) duge ding cho bénh nhan
trude (vi du, mot hodc nhidu ngay trude) tac nhan tri liu (2).

Theo mot sb phuong an, protein diém kiém tra mién dich 1a PD-1, PD-L1, hodc PD-
L2. Theo cac phuong an khéc, chét e ché cua protein diém kiém tra mién dich 1a khang thé
khang-PD-1. Theo cdc phuong &n khac, khang thé khang-PD-1 ¢6 chta (1) CDR1-3 chudi
ning trong SEQ ID NO:5 va CDR1-3 chudi nhe trong SEQ ID NO:6, (2) trinh tu axit amin
Vi twong tng voi cac goe 1-117 caa SEQ ID NO:5 va trinh ty axit amin Vi tuong Gng véi
cac gbe 1-107 ciia SEQ ID NO:6, hoic (3) trinh ty axit amin chudi ning néu trong SEQ ID
NO:5 (c¢6 hodc khong ¢6 lysin & dau tén cing C) va trinh tu axit amin chudi nhe néu trong

SEQ ID NO:6. Theo mdt phwong an cu thé, phuong phép c6 chira bude dung cho bénh nhan
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ung thu khang thé khang-TGF-p ¢6 chwra trinh tu axit amin chudi ning néu trong SEQ ID
NO:1 (c6 hodc khong c6 lysin & dau tan cung C) va trinh tu axit amin chubi nhe néu trong
SEQ ID NO:2, va khang thé khang-PD-1 c6 chira trinh ty axit amin chudi ning néu trong
SEQ ID NO:5 (c6 hoic khéng ¢6 lysin & dau tan cung C) va trinh ty axit amin chudi nhe néu
trong SEQ ID NO:6. Theo mét s6 phuong an, bénh nhan kho chita bang don tri liéu khang
thé khang-PD-1. Bénh nhan ¢6 thé mic u melanin tién trién hodc di cin, hoic ung thu biéu
mo té bao vay da.

Trong mot s6 ché do diéu tri, khang thé khang-TGF-B va khang thé khang-PD-1 dugc
dung 2 tuAn mot 1an hodc 3 tudn mot 14n cho bénh nhan. Trong mot s6 ché d6 diéu tri, hai
chét nay duge ding lan luot & lidu luong bang 0,01-40 (vi du, 0,02-20, 0,05-15, hoic 0,05-
20) mg/kg khdi luong co thé.

Sang ché con dé xuit phuong phap lam ting dap tmg mién dich & bénh nhan cin ching,
c6 chira bude cho bénh nhan dung chét e ché diém kiém tra mién dich va khang thé hoic
manh theo sang ché. Theo mét sé phwong an, cht trc ché diém kiém tra mién dich 1a khang
thé khang-PD-1, ching han nhu khang thé ¢6 chira (1) HCDR1-3 trong SEQ ID NO:5 va
LCDR1-3 trong SEQ ID NO:6; (2) VH va VL lan luot twong tng véi cac gbe 1-117 trong
SEQ ID NO:5 va cac gbc 1-107 trong SEQ ID NO:6; hodc (3) chudi ning c6 trinh ty axit
amin cta SEQ ID NO:5 (c¢6 hodc khong ¢6 lysin ¢ dau tan cing C) va chudi nhe ¢6 trinh tu
axit amin cua SEQ ID NO:6.

Phuong phap theo sang ché c6 thé dugc st dung dé diéu tri nhidu bénh ung thu, bao
g6m, nhung khong giéi han &, u melanin (vi dy, di cin hodc tién trién), ung thu phdi (vi duy,
ung thu phoi té bao khong nho), ung thu biéu mb té bao vay da, ung thu két truc trang, ung
thu vi, ung thu budng trimg, ung thu dng dén trimg, ung thu tir cung, ung thu dau va cd (vi
du, ung thu biéu mé té bao vay dau va cd), ung thur gan (vi dy, ung thur biéu mé gan), ung thu
duong tiét niéu, va ung thu thén (vi dy, ung thu biéu md té bao than). Theo mdot ) phuong
4n, bénh nhan c6 khdi u trung mé hoac kiéu phu trung mé ciia khdi u ran. Cac vi du vé khéi
u rén nay bao gdm cac khdi u rin trong rudt két (vi du, ung thu két truc trang), budng tring,
du va ¢d (vi dy, ung thu biéu mé té bao vay dau va cd), gan (vi du, ung thu biéu mé té bao
gan), va hé tiét niéu.

Theo mot sb phuwong an, ung thu, bao gdm khéi u trung mé, c6 thé 1a dic trung boi sy

bidu hién qua mirc cia mdt hodc nhiéu chit trong s6 ACTA2 (a2 actin co tron), VIM
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(vimentin),‘ MGP (Protein Gla Nén), ZWINT (Protein Tam Pong Twong Tac ZW10), va
ZEB2 (Homeobox lién két hdp E ngon tay kém 2). Murc do biéu hién cta chi thi sinh hoc nay
¢6 thé duge xac dinh, vi du nhu, & ham luong mARN hoic ham lugng protein trong mau sinh
hoc tir bénh nhén; chéng han nhu mau sinh thiét khdi u hoic té bao khdi u tudn hoan.

Sang ché con dé xuit khang thé, manh, hodc hgp phan néu trén dé st dung trong viée

diéu tri tinh trang bénh dugc md ta trong ban md ta nay, cling nhu 1a viéc st dung khang thé,
| manh, hodc hop phén néu trén trong vi€c san xuét thube dé diéu trj tinh trang bénh dugc mo
ta trong ban mo ta nay.-

Sang ché con bao gém vt truyén biéu hién axit nucleic ma hoa cho chudi nédng hodc
chudi nhe, hodc ca hai, ctia khang thé theo sang ché; té bao chi ¢6 chira cac trinh tu ma hoa
cho chudi ning va chudi nhe cua khang thé; va phuong phap tao ra khang thé bang céach sir
dung té bao chu c¢6 chira cac bude nudi ciy té bao chii trong mdi truomg nudi ciy thich hop

dé cho phép biéu hién gen khang thé va sau d6 thu hoach khang thé.
M® ta vin tit cac hinh vé

Céc HINH 1A-E 1a cac biéu do thé hién tac dung ctia Abl, fresolimumab, va 1D11 1én
su tang sinh ctia té bao phoi chon vizon (Mv 1 Lu) duge xir Iy bang 1 ng/ml TGF-B1 ngudi
(A), TGF-B2 ngudi (B), TGF-B3 ngudi (C), TGF-B1 chudt nhét (D), hodc TGF-B2 chudt nhit
(E). Nong do khang thé 14 theo pg/ml.

HINH 2 1a biéu dd cot thé hién tac dung cta 50 pg/ml Abl 1én su biét hoa té bao T
diéu hoa cam ung (iTreg) nguoi. Su kich thich dugc cung cép cho té bao T 14 cac khang thé
khang-CD3 va khang-CD28 cOng voi IL-2.

HINH 3 1a biéu dd cot thé hién tic dung ctia Abl 1én sy biét hoa té bao T diéu hoa cam
tng (iTreg) nguoi trong moi trudng nudi cdy té bao T CD4+ nguoi duoc xir Iy bing 2 ng/ml
TGF-B1 nguoi. Su kich thich dugc cung cép cho té bao T 1a cac khang thé khang-CD3 va
khéang-CD28 cong vai IL-2.

HINH 4 1a biéu d6 cot thé hién tac dung cia Abl (30 pg/ml) va TGF-B1 nguoi (18
ng/ml) 1én sy biéu hién luxiferaza gy ra béi NFATc trén té bao T Jurkat sau khi kich thich
té bao T va xur ly khang-PD-1.

HINH 5 12 biéu dd thé hién thé tich khdi u trung vi v6i d6 léch chuén trung vi (MAD)

trong nhom didu tri duoc chi ra bang cach st dung mo hinh chudt nhét rudt két MC38
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C57BL/6. T4 dugc 1ong: PBS. "Khang-PD-1": Mab x-khang-mPD-1 (xem phan M6 Ta Chi
Tiét Sang Ché duai day). "Dbi chung isotyp ctia Ab1": hIgG4 khang-HEL.

HINH 6 1a biéu dd diém phan tan thé hién sy thay ddi thé tich khéi u tir dudmg co so
vao ngay 27 cua viéc diéu tri dugc chi ra bang cach sir dung mé hinh chudt nhit rudt két
MC38 C57BL/6. Déi ching: PBS. "mIgG1 RPM114 khang-PD-1": Mab x-khang-mPD-1.

Céac HINH 7A-F 1a cac biéu dd thé hién thé tich khdi u theo thoi gian dbi véi mbi nhom
didu tri duoc chi ra bang cach sir dung mé hinh chudt nhit rudt két MC38 C57BL/6. Mdi
dudng trong cac biéu dd thé hién mot con vat. "mpk": mg/kg. "Pbi chimg isotyp Ab1": hIgG4
khang-HEL. oPD1: Mab x-khdng-mPD-1.

HINH 8 1a biéu d thé hién tac dung ctia Abl 1én ndng d6 TGF-P1 hoat tinh trong dich
dung giai khdi u LoVo.

HINH 9A 1a biéu dd thé hién ndng do trong huyét thanh ciia Abl va fresolimumab
theo thoi gian trong nam nhém chudt cdng dugce cap liéu don 1é cta khang thé & 5 mg/kg. Cac
nhom (Gr.) 1-3 dugc cip ba mé khac nhau (B1, B2, va B3) ciia fresolimumab. Cac nhém 4
va 5 dugc cap hai mé khac nhau (B1 va B2) ctia Abl.

HINH 9B 1a biéu d6 thé hién ndng do trong huyét thanh ctia Abl va fresolimumab theo
thoi gian ¢ khi duoc cap lidu don 1 clia khéng thé & 1 mg/kg.

HINH 9C 12 biéu dd thé hién ndng do trong huyét thanh ctia Abl va fresolimumab theo
thoi gian & khi duge cdp nam lidu mdi tudn ctia Abl & 1 mg/kg cho mdi lidu hodc hai tudn
mdt liéu cua fresolimumab & 1 mg/kg cho mdi lidu trong khoang thoi gian dugc chi ra cla
cac nghién cuu.

HINH 9D 12 bidu dd thé hién ndng do trong huyét thanh cia Abl va fresolimumab
theo thoi gian & khi duge cip liéu don 1é cta khang thé & 10 mg/kg.

HINH 9E la biéu db thé hién ndng d6 trong huyét thanh ctia Ab1 va fresolimumab theo
thoi gian & khi duge cAp ndm liéu mbi tudn cia Abl & 10 mg/kg cho mdi liéu hodc hai tuan
mdt lidu cua fresolimumab & 10 mg/kg cho mdi liéu trong khoang thoi gian duoc chi ra cla
cac nghién ctru.

HINH 10A 12 biéu db thé hién su thay ddi cia ham lugng TGF-p1 & khbi u MC38 sau
khi diéu tri bang Abl (+/- khang-PD1).

HINH 10B 1a biéu db thé hién su thay ddi ciia ham luong MIP-2 & khéi u MC38 sau
khi diéu tri bang Abl (+/- khdng-PD1).
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HINH 10C 14 biéu dd thé hién sy thay ddi ctia ham luong KC/GRO & khbi u MC38
sau khi diéu tri bang Abl (+/- khang-PD1).

HINH 11A 1a c4c biéu dd dinh lugng sy bt mau CellTrace Violet va sy bat mau IFN-
y ctia té bao CDgdvone,

HINH 11B 12 biéu db thé hién ring Ab1 khoi phuc cé sy ting sinh va sy san xut IFN-
vy & té bao T CD8" dugc xir Iy bang TGF.

HINH 12A 12 bidu d6 thé hién do nhiéu trong dbi cua té bao T CD8* (dugc bién ddi
log2) trong tap hop ctia md hinh khdi u chudt nhit dong sinh d6i véi ung thu rudt két, bénh
bach cdu, ung thu phdi, u lympho, ung thu v, u melanin, ung thu trung biéu mé va ung thu
than.

HINH 12B 1a biéu dd thé hién su hoat héa con dudng TGF trong tap hop cac mé hinh
khéi u chuot nhét déng sinh d6i véi ung thu rudt két, bénh bach cau, ung thu phéi, u lympho,
ung thu va, u melanin, ung thu trung biéu mé va ung thu than.

MO té chi tiét sing ché

Sang ché dé cap dén khang thé don dong dic higu pan-TGF-B dugc cai thién ma it ¢6
xu huong tao thanh khéng thé nira trong khi cling c6 bién dang dugc dong hoc t6t hon chéng
han nhu su boc 10 cao hon trong co thé so v6i cac khang thé da biét trude ddy. Khang thé nay
duogc goi chung 14 "Abl va khang thé lién quan" va c6 céc dic diém ciu trac chung 1a chung
¢6 CDR chudi ning (HCDR) 1-3 trong SEQ ID NO:1 va CDR chudi nhe (LCDR) 1-3 trong
SEQ ID NO:2, va c¢6 vang khong dbi IgGa ngudi trong d6 gbe 228 (danh sé EU) trong viing
ban 1& da duoc dot bién tir serin thanh prolin. P228 duge doéng khung va boi dam trong trinh
tu ctia SEQ ID NO: 1 duoc thé hién dudi day.

Khang thé Abl c6 khdi lugng phan tir uée tinh 1a 144 KD khi chua glycosyl héa. Trinh
ty axit amin chudi ning va chudi nhe cia nod lan luot 1a cac SEQ ID NO:1 va 2. Hai trinh tu
nay duogc thé hién duéi ddy. Cac mién bién ddi duoc in nghiéng. CDR dugc thé hién trong

khung. Vi tri glycosyl hoéa trong mién khong dobi ciia chudi nang duge in ddm (N297).
OVOLVOQSGAE VKKPGSSVKV SCKASGYTFS SNVISWVROA PGQGLEWMGG

VIPIVDIAN

{ORFKGRVTI TADESTSTTY MELSSLRSED TAVYYCASTL GLVLDAMDYW
GOGTLVTVSS
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ASTKGPSVFP LAPCSRSTSE STAALGCLVK DYFPEPVTVS WNSGALTSGV
HTFPAVLQSS
GLYSLSSVVT VPSSSLGTKT YTCNVDHKPS NTKVDKRVES KYGPPCP[P/CP
APEFLGGPSV
FLFPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSQED PEVQFNWYVD GVEVHNAKTK
PREEQFNSTY
RVVSVLTVLH QDWLNGKEYK CKVSNKGLPS SIEKTISKAK GQPREPQVYT
LPPSQEEMTK
NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE WESNGQPENN YKTTPPVLDS DGSFFLYSRL
TVDKSRWQEG

NVFSCSVMHE ALHNHYTQKS LSLSLGK (SEQ ID NO:1)
ETVLTQSPGT ~LSLSPGERAT LSCRASOSLG _SSYLAWYQQK ~PGQAPRLLIY

GASSRAPIGIP

DRFSGSGSGT DFTLTISRLE PEDFAVYY(Q QYADSPITFG QGTRLEIKRT
VAAPSVFIFP

PSDEQLKSGT ASVVCLLNNF YPREAKVQWK VDNALQSGNS QESVTEQDSK
DSTYSLSSTL

TLSKADYEKH KVYACEVTHQ GLSSPVTKSF NRGEC (SEQ ID NO:2)

Theo mdt sé phuwong 4n, khang thé theo sang ché, chiang han nhu khang thé khang-
TGF-fB, khong ¢6 lysin & dau tan cung C trong chudi ning. Lysin & dau tan cung C c6 thé
duoc loai bo trong qua trinh san xuét hodc bang cong nghé tai td hop (#kc la, trinh ty mi héa
cta chudi ning khong bao gbm bd ba ma héa cho lysin & diu tan cing C). Do d6 sang ché
ciing duy tinh ring khéné thé c6 chua trinh ty axit amin chudi ning cia SEQ ID NO: 1 khong

c6 lysin ¢ dau tan cung C.

Abl va khang thé lién quan lién két dic hiéu v6i TGF-B1, -B2, va -B3 ngudi. "Dic
hiéu" ¢6 nghia 1a su lién két ¢6 Kp nho hon 107 M, ching han nhu nhd hon 10 M (vi dy, 1-
5 nM), nhu xac dinh béng, vi du nhu, cdng hudng plasmon bé mat (xem, vi du nhu, Vidu 1
duéi day), hodac Bio-Layer Interferometry. Abl va khang thé lién quan ciing ¢ thé ¢6 hiéu
lyc trung hoa TGF-f3 manh khi thir nghiém trong thir nghi€ém té bao biéu mé phdi chdn vizon

(xem, vi du nhu, Vi du 2 duéi day), hoac EC50 nim trong khoang tir khoang 0,05 dén 1 pg/ml
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nhu x4c dinh trong thir nghiém cam Ung IL-11 té bao A549 (xem, vi du nhu, Vi du 6 trong
Cong B6 PCT WO 2006/086469, ban boc 19 ctia n6 duoe két hop dé tham khao trong ban mé
tad nay vdi toan bd ndi dung cua no).

_ Céc tinh chét lién két khang nguyén va trung hoa cia Abl va khang thé lién quan c6
thé so sanh duoc véi khang thé khang-TGF-B fresolimumab trugec diy (khang thé
PET1073G12 IgGs dong mam duoc md ta trong tai lisu WO 2006/086469). Cac trinh tu chudi
ning va chudi nhe cua fresolimumab, bao gbm céc trinh tw din dau, 1an lugt dugc thé hién
trong cac SEQ ID NO:3 va 4. Nhu théy dugce trong SEQ ID NO:3, fresolimumab khong c6
prolin & vi tri 228 (danh s6 EU, ma twong tng véi vi tri thuc sw 247 trong SEQ ID NO:3).
Abl va khang thé lién quan c¢6 mot vai dac diém duoc cai thién so véi fresolimumab.

Trong qué trinh san xuét, fresolimumab c6 thé tao thanh nhiéu bang 6-18% khang thé
ntra (tire 1a, dime c¢6 chudi ning va chudi nhe, chir khong phai 1a tetrame c6 hai chudi ning
dugc tao phirc véi hai chudi nhe) trong diéu kién bién tinh khong khir. Nguge lai, hiéu suit
Abl1 vé co ban nhé hon khang thé nira (<1%). Do d6, Abl va khang thé lién quan mang lai
su tang 1én déi v6i san phdm thude tinh khiét hon trong qué trinh sén xuét.

Ngoai ra, Abl va khang thé lién quan c6 thé ¢ bién dang dugc dong hoc (PK) duoc
céi thién so v6i fresolimumab. Chiing c6 thé ¢6 dong thai PK tuyén tinh véi thoi gian ban thai
Jau hon nhiéu va toc do loai trix théip hon so v6i fresolimumab, ddn dén sy boc 10 in vivo cao
hon khoang 1,7 14n so v6i fresolimumab. Vi du nhu, & chuot céng, Abl da dugc thé hién 1a
¢6 thoi gian ban thai trung binh 1a 7,1 ngay, so voi cua fresolimumab 1a 4,3 ngay, va tdc do
loai trir (CL) 12 0,30 rril/gid/kg, so vai cua fresolimumab 1a 0,51 ml/gio/kg (Vi du 7, duoi
ddy). O khi cynomolgus, Abl dd dugc chimg minh 1a c6 thoi gian bén thai trung binh 1a 13
ngay, so voi cua fresolimumab la 4,5 ngay, va tbc do loai trur (CL) 1a 0,40 ml/gio/kg, so véi
ctia fresolimumab 14 0,66 ml/gid/kg. Id. Céc tinh chat PK dugc céi thién nay goi y ring Abl
va khang thé lién quan c6 thé dugc cép cho bénh nhan & lidu luong thép hon va/hodc tan sudt
nhé hon so véi fresolimumab dé dat duoc cung hiéu qua 1am sang hodc hi¢u qua 1am sang tdt
hon trong khi gy ra it tic dung phu c6 hai hon va it phin tng khang thé khang-thudc hon,
do d6 cho phép khoang thoi gian diéu tri 1au hon khi can thiét.

Ngoai ra, trong cac nghién ctru ddc hoc cua fresolimumab & dong vat linh truéng khong
phai 1a nguoi, sy twong quan gitta su boc 1 thudce va cac su kién c6 hai chang han nhu thiéu

méu duoc quan sat thiy. Tuy nhién, khong c6 su kién nao nhu vdy duge quan sét thiy trong
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cac nghién curu tuong ty dugce thuc hién véi Abl & sy bdce 10 twong dwong hodc thadm chi cao

hon.

Khéng bi rang budc béi Iy thuyét, chung toi gia thiét rang dot bién gbe 228 trong chudi
ning cua Abl va khang thé lién quan din dén do on dinh ting lén ciing nhu 14 cac bién dang
PK va d§ doc duoc cai thién.

Mién khéong ddi cia Ab1 va khang thé lién quan c6 thé duoc cai bién thém khi cin, vi
du nhu, & gbc Kabat L248 (vi du, bing cach dua vao dot bién L248E), dé 1am giam churc ning
tac dong khong mong mudn bat ky ctia phan tir.

Nhu ding trong ban md ta nay, thuét ngit "khang thé" (Ab) hodc "globulin mién dich"
(Ig) dung dé chi protein dang tetrame c6 chita hai chudi niang (H) (khoang 50-70 kDa) v hai
chudi nhe (L) (khoang 25 kDa) nbi véi nhau bang lién két disulfua. Mbi chudi ning gdém c6
mién bién dbi chudi nang (Vi) va vung khong doi chudi ning (Cn). Mdi chudi nhe gdm c6
mién bién dbi chudi nhe (VL) va ving khong ddi chudi nhe (Cr). Cac mién Vi va Vi ¢6 thé
duoc chia nho thém thanh ving siéu bién, dugc goi 12 "ving xac dinh tinh bd sung" (CDR),
xen k& v6i cac ving ma duge bao toan hon, goi 1a "ving khung" (FR). Mdi Vi hodc Vi gdbm
¢6 ba CDR va bén FR, sép xép tir dau tan cing amino dén dau tan cung carboxyl theo thu tu
sau day: FR1, CDRI1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, va FR4. Sy chi dinh céc axit amin vao mdi
vung c6 thé 1a theo dinh nghia IMGT® (Lefranc et al., Dev Comp Immunol 27(1):55-77
(2003); hodc dinh nghia ctia Kabat, Sequences of Proteins of Immunological Interest
(National Institutes of Health, Bethesda, MD (1987 and 1991)); Chothia & Lesk, J. Mol. Biol.
196:901-917 (1987); hodc Chothia et al., Nature 342:878-883 (1989).

Thuét ngit "khéng thé ngudi" ding dé chi khang thé trong d6 cac trinh tw mién bién
d6i va ving khong ddi 6 ngudn gdc tir trinh tw & ngudi. Thuét ngit nay bao ham khéng thé
v6i cac trinh tu ¢6 ngudn gde tir gen ngudi, nhung cac trinh ty nay da dugc cai bién, vi du
nhu, dé 1am giam kha ning giy mién dich, 1am tang 4i lwc, va lam ting do 6n dinh. Thuét ngit
nay bao ham khang thé dugc san xuét theo cach téi t6 hop & té bao khong phai 1a té bao nguoi,
ma c6 thé truyén su glycosyl hoa khong dién hinh cua t€ bao ngudi.

Thuét ngit "khéng thé kham" dung dé chi khang thé ma c6 chira cac trinh tu tir hai loai
dong vat khac nhau. Vi du nhu, khang thé kham c6 thé chira Vi va Vi clia khéng thé chudt
nhit (tirc 13, khang thé duoc ma héa bdi gen khang thé chudt nhét ching han nhu khang thé

-12-



38201

thu duoc tir chudt nhit da dwoc gdy mién dich bang cach sir dung cong nghé té bao lai) lién
két voi vang khong dbi cua khang thé tir loai khac (vi du, ngudi, thé, hodc chudt cong).

Thuét ngit "manh lién két khang nguyén" ctia khang thé ding dé chi méanh cia khéng
thé ma giit lai kha ning dé lién két dac hidu v6i khang nguyén. Theo mot s6 phuong 4n, manh
lién két khang nguyén theo sang ché 1a méanh F(ab'),, ma 1a manh héa tri hai ¢6 chtra hai manh
Fab duoc lién két bang cau disulfua & ving ban 1& (Fab 1a manh khang thé hoa tri mét gdm
¢6 cac mién Vi, Vi, CL va Cui). Theo mot sé phuong 4n, manh lién két khang nguyén theo
sang ché ciing ¢6 thé ¢6 chira mién Cip hodc Chs.

Khang thé va manh lién két khang nguyén dugc mo ta trong ban mé ta nay c6 thé duge
phéan 1ap. Thuét ngit "protein dugc phan lap", "polypeptit dugc phan 14p" hodc "khéng thé
duogc phéan 1ap" ding dé chi protein, polypeptit hodc khang thé ma tuy theo ngudn gdc hoic
ngudn tao dan xuét cia né (1) khong lién quan dén céac thanh phéan di kém theo n6 trong trang
thai ty nhién cta nd, (2) vé co ban khong c6 cac protein khac tir ciing loai, (3) duoc biéu hién
boi té bao tir loai khac, hodic (4) khong ¢6 trong tw nhién. Do d6, polypeptit ma duge tong hop
héa hoc hoac dugc térfg hop trong hé théng té bao khac véi té bao ma né bat ngudn tir d6
Uongtulﬂﬁénséduqc"phﬁnlap"khéicécthwﬂlphéndikénlﬁongturﬂﬂéncﬁané.Pnndn
ciing ¢6 thé duoc hoan tra vé co ban khong chira cc thanh phan di kém véi n6 trong ty nhién
béngcéchphénlép,béngcédlﬁldungcéckythu@tﬁnhchépnﬁehldﬁlﬂétnonglﬁﬂlvuo

| I. Sit Dung Abl Va Khing Thé Lién Quan

Thu thé TGF-B duge bidu hién rong rdi trén té bao min dich, din dén tac dung rong
ctia TGF-P & c4 hé mién dich bim sinh va hé mién dich tap nhiém. TGF-B lién két v&i nhiéu
tinh trang bénh, vi du nhu, khuyét t4t bam sinh, ung thu, viém mén tinh, bénh tw mién, va
bénh xo héa. Lugng c6 tac dung diéu tri ciia Abl hodc khang thé lién quan c6 thé dugc sir
dung dé diéu trj c4c tinh trang bénh nay. Lugng "hitu hiéu dé diéu tri" dung dé chi luong cia
Abl, khang thé lién quan, hodc tdc nhan tri liéu khac dugc dé cap dén trong ban mo ta nay,
méﬁmgﬁmbénmﬁhanm&uﬂ&ummgcmumhumgb&mdmxd@uuLLumgn%mﬁ
thé thay dbi dya trén tinh trang bénh hodc bénh nhan dugc diéu tri, va c6 thé duoc x4c dinh
bdi chuyén gia cham sdc strc khoe bang cach st dung nguyén tic da duoc thiét 1ap rd.

Theo mot ) phuong an, Abl hodc khang thé lién quan cé thé duoc dung & 40, 20,
hoac151ngﬂqghoécrﬂuﬁhon(chénglmulnhUT14,13,12,11,10,9,8,7,6,5,4,3,2,h05c1
mg/kg). Theo mot sb phuong an khac, lidu lugng c6 thé 1a 0,01, 0,02, 0,03, 0,04, 0,05, 0,1,
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0,2, 0,3, 0,4, hodc 0,5 mg/kg. Tan suét dung lidu lugng cé thé 1a, vi du nhu, hang ngay, hai,
ba, bdn, hodc nam ngay mot lan, hang tudn, hai tudn mot 1an, hodic ba tuin mét 14n, hang
thang, hodc hai thang mot 1an. Khang thé c¢6 thé duoc dung trong tinh mach (vi du, truyén
trong tinh mach trong thoi gian 0,5-8 gid), dudi da, tai chd, hodc duong ding khac bit ky ma
thich hop ddi véi tinh trang bénh va ché phdm thudc.

Abl va khang thé lién quan c6 ngudn gdc tir gen khang thé nguoi va do d6 ¢6 kha ning
gdy mién dich thip & ngudi. Nghién ctru doc hoc ciia Abl dwoc néu chi tiét trong Vi du 8
dudi day. Céc tac dung phu nhit dinh & tim va phdi dugc quan st thiy & chudt cdng. Do do,
bénh nhan c6 thé dugc theo ddi vé cac su kién c6 hai khi didu tri bénh nhén bang Abl hodic
khang thé lién quan.

Theo mét sb phuwong 4n, hiéu qua ciia khang thé theo sang ché c6 thé duoc chi ra bang
mot hoidc nhidu tic dung sau ddy & bénh nhéan (vi du, & md bi anh huéng ching han nhu mé
khéi u & bénh nhan): (1) su giam di cia ham lugng hodc hoat tinh ctia TGF-B, (2) su ting lén
cta ham lugng MIP2 va/hoac KC/GRO, (3) su hoat héa hodc sy tham nhiém vao mé khdi u
ctia té bao T CD8* ching han nhu té bao T CD8" INF-y-duong, va (4) su ting lén cta sy két
cum cua té bao giét tu nhién (NK).

A. Tinh Trang Bénh Khong Phai La Ung Thu

Tinh trang bénh ma c¢6 thé dugc diéu tri bang Abl va khang thé lién quan c6 thé bao
gbm, nhung khong gidi han &, khuyét tat xwong (vi du, bénh xuong thily tinh), viém cudn
tiéu cau than, seo than kinh hodc da, xo héa phéi (vi duy, xo phéi tu phat), xo héa do phdng
xa gy ra, xo hoa gan, xo héa tily xuong, xo cimg bi, bénh qua trung gian mién dich (bao gdm
viém khéop dang thép, da xo cing, luput ban d6 hé théng, hdi ching Sjogren, bénh Berger, va
su thai bé manh ghép), va bénh co thit Dupuytren.

Chung ciing ¢6 thé hitu dung dé diéu tri, ngan ngira va lam gidm nguy co xay ra clia
chirc nang than khong du, bao gdm nhung khong gidi han &, xo chai cau than khu tra timg
ving (FSGS), bénh than do tiéu duong (typ I va typ II), bénh than do phéng xa, bénh than tic
nghén, xo cing bi hé théng lan téa, bénh than di truyén (vi du, bénh than da nang, bénh xép
than, than méng ngua), viém cudn tiéu cdu than, xo cung than, bénh léng dong canxi ¢ than,
cao huyét ap toan thén hoac cAu than, bénh 6ng than-mo k&, chting nhiém axit 6ng than, lao
than, va nhdi méau than. Cu thé 13, ching hiru dung khi dugc két hop véi chat dbi khang cua

hé théng renin-angiotensin- aldosteron bao gdm nhung khong gi6i han &: chat @rc ché renin,

-14-



38201

chit irc ché enzym chuyén hoa angiotensin (ACE), chat d6i khang thu thé Ang II (con goi la
"chit phong bé thu thé Ang II"), va chit dbi khang aldosteron. Xem, vi du nhu, WO
2004/098637, ban boc 16 cua n6 dugce két hop trong ban mo ta nay dé tham khao dén toan bo
ndi dung cua no.

Abl va khang thé lién quan hitu dung dé diéu tri bénh va tinh trang bénh két hop véi
su léng dong cia ECM, chéng han nhu xo ctirng bi h¢ théng, dinh sau md, seo 15i va phi dai,
bénh ly dich kinh-vong mac ting sinh, phiu thuat dt van din luu trong glocom, t6n thwong
gidc mac, bénh duc thuy tinh thé, bénh Peyronie, hoi chimg suy liét ho hdp & ngudi trudng
thanh, bénh xo gan, seo sau nhdi mau co tim, tai phat hep sau khi nong mach, seo sau khi
xut huyét duéi mang nhén, xo héa sau khi phau thuat mé dng séng, xo hoa sau khi sira chira
gan va céc sta chita khéc, xo gan mét (bao gdm viém xo chai dudng mat), viém mang ngoai
tim, viém mang phoi, phau thuit mé thong khi quan, chin thwong CNS xuyén thing, hoi
chung dau co tdng bach cAu ua axit, bénh tai phat hep mach, bénh tc tinh mach, viém tuy va
bénh khép vay nén.

Abl va khang thé lién quan con hiru dung trong tinh trang bénh trong d6 su thic day
clia sy ti tao biéu mo 1 ¢6 loi. Tinh trang bénh nay bao gdm nhung khong gi¢i han & bénh
cua da, chéng han nhu loét tinh mach, loét do thiéu mau cuc bd (loét diém ty), loét do tiéu
dudng, vi tri ghép, vi tri cho ghép, chd bi trdy da va bong, bénh ctia biéu md phé quan, chang
han nhu bénh hen, ARDS, bénh cua biéu md rudt, chéng han nhu viém niém mac két hop véi
su diéu tri gdy doc té bao, loét thuc quan (bénh trao nguoc), bénh trao nguoc da day-thuc
quén, loét da day, thuong ton rudt non va rudt gia (bénh viém rudt).

Viéc sir dung khac nira ciia Abl va khang thé lién quan 1a & tinh trang bénh trong d6
su tang sinh té bao ndi mo 1a didu mong mubn, vi du nhu, trong viéc lam 4n dinh mang Xo
vita dong mach, thuc déy viéc lam lanh vong ndi mach, hodc & tinh trang bénh trong doé su rc
ché cia su tang sinh té bao co tron 1a diéu mong mudn, ching han nhu trong bénh déng mach,
tai phat hep va bénh hen.

Ab]1 va khang thé lién quan ciing hitu dung dé tang cuong dap ing mién dich ddi véi
su lay nhiém qua trung gian dai thuc bao chang han nhu su lay nhiém béi Leishmania spp.,
Trypanosorna cruzi, Mycobacterium tuberculosis va Mycobacterium leprae, cing nhu la

dong vét nguyén sinh Toxoplasma gondii, nam Histoplasma capsulatum, Candida albicans,
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Candida parapsilosis, va Cryptococcus neoformans. Ching cting hitu dung dé lam giam su

kim ham mién dich gay ra boi, vi du nhu, khoi u, AIDS hoic bénh tao u hat.

Abl va khang thé lién quan ciing hitu dung dé ngin ngira va/hozic diéu tri tinh trang

bénh vé mat chang han nhu glocom va seo sau khi cit bé cing mac.
B. Tinh Trang Bénh Ung Thuw

TGE-B diéu hoa mot vai quy trinh sinh hoc, bao gdm sy tang sinh té bao, su chuyén
tiép biéu mo-trung md (EMT), tai md hinh chit nén, hinh thanh mach, va chtrc nang mién
dich. M&i quy trinh nay gép phéan vao su tién trién khdi u. Vai trd gay hai phd bién ctia TGE-
B & bénh nhan ung thu qua cic d4u hiéu ciing dugc goi ¥ boi sy tang 1én cua né & trong vi
moi trudong khdiu cling nhu 1a toan than. Xem, vi du nhu, Kadam et al., Mol. Biomark. Diagn.
(2013) 4(3). Cac nghién ciru da chirmg minh ring & tinh trang ac tinh, TGF- ¢6 thé gay cam
tng EMT va kiéu hinh trung mé thu dugc din dén su di chuyén va su xam 14n té bao ting

1én.

Ab1 va khang thé lién quan hitu dung trong diéu trj bénh tang sinh, chang han nhu ung
thu bao gdm nhung khong gidi han & ung thu da (vi dy, u melanin, bao g6m u melanin khong
thé cit bo duge hodc di cin, ung thu biéu mé té bao vay da, va u gai simg), ung thu phéi (vi
du, ung thu phdi té bao khong nhé), ung thu thuc quan, ung thu da day, ung thu két truc trang,
ung thu tuy, ung thu gan (vi dy, ung thu biéu md té bao gan), ung thu phiic mac nguyén phat,
ung thu bang quang, ung thu than (vi duy, ung thu biéu mé té bao than), ung thu biéu mo
duong tiét niéu, ung thu v, ung thu budng trimg, ung thur 6ng dan trimg, ung thu ¢6 tir cung,
ung thu tr cung, ung thu tuyén tién liét, ung thu tinh hoan, ung thu dau va ¢ (vi dy, ung thu
biéu mo té bao vay dau va cé), ung thu ndo, u nguyén bao dém, u than kinh dém, ung thu
trung biéu mo, bénh bach cdu, va u lympho.

Theo mot sb phuong an, Abl va khang thé lién quan hitu dung trong viéc diéu tri ung
thu & bénh nhan ma tri liéu trude d6 cho ho dya trén tac nhan tri liéu khang-PD-1, khang-PD-
L1 hogc khang-PD-L2 d3 thit bai hodc doan trudc 1a tht bai, tirc 13, bénh nhan ma khong d4p
tmg hodc doan trude la khong dap g dbi vé6i tri lidu khang-PD-1, khang-PD-L1, hoic
khang-PD-L2. Theo mot sé phuong 4n, Abl va khang thé lién quan hitu dung trong diéu tri
ung thu & bénh nhin ma da tai phat tir tri liéu khang-PD-1, khang-PD-L1, hodc khang-PD-L2

trude d6. Nhu dung trong ban mo ta nay, thuat ngtt "doan trude" c6 nghia la nguoi ¢6 hicu
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biét trung binh trong linh vuc y t& c6 thé tién liéu, ma khong dung liéu phép, rang bénh nhan
s& dap ung hay khong dap tng va rang viéc tri lidu s& that bai hodc khong hiéu qua, dva trén
hiéu biét y hoc chung ciia ho va tinh trang bénh cu thé ctia bénh nhan.

Theo mdt s& phuong 4n, ung thu 1a cac kidu phu trung mé ctia khéi u rin, bao gdm,
nhung khong gi6i han &, ung thu két tryc trang trung md, ung thu budng tring trung mo, ung
thu phdi trung mo, ung thu déu trung md va ung thu ¢ trung md. Sy chuyén tiép biéu mo
trung mo (EMT) thac ddy cac tinh chét di chuyén va xam l4n cua té bao bang cach diéu hoa
giam gen té bao biéu md va ting cudng su biéu hién gen trung mo. EMT 1a d4u xac nhn tiéu
chuén cta sy tién trién va su xam 14n khéi u. Lén dén mot ph?m tu ung thu dai tryc trang va
budng trang 1a trung mo. Do d6, biang cach tic ché TGF-B va su cam tng cia né ciia EMT,
Ab1 hoic khang thé lién quan c6 thé dugc sir dung dé diéu tri khéi u ran trung md. Cac kiéu
phu trung mé cia khéi u rin c6 thé duoc x4c dinh bang mot sé lugng céc chi thi di truyén va
thir nghiém bénh ly. Cac chi thi bao gdm ACTA2, VIM, MGP, ZEB2, va ZWINT, ma c6 thé
duoc phat hién béng qRT-PCR hodc héa md mién dich. Cac chi thj ndy ¢6 thé duoc st dung
dé chon loc bénh nhén cho don tri liéu khang-TGF-p hoic liéu phap két hop theo sang ché.

Theo mot sb phuong 4n, Abl va khing thé lién quan hiru dung trong viéc didu tri bénh
nhan c6 khéi u rén tién trién.

Abl va khang thé lién quan ciing c6 thé dugc ding trong viée diéu tri rdi loan hodc
bénh 4c tinh tao méu ching han nhu da u tiy xuong, hdi chimg rdi loan sinh tiy (MDS), u
lympho Hodgkin, u lympho khong Hodgkin, va bénh bach cau, cling nhu 14 céc ung thu md

lién két khac nhau chang han nhu Ung thu mo lién két Kaposi.

Abl1 va khang thé lién quan ciing c6 thé hiru dung dé \rc ché sy tién trién bénh 4c tinh

hodc ung thu qua trung gian xyclosporin (vi dy, sy di cdn).

T4t nhién 12 hidu rd ring trong ngft canh cua viéc tri liéu ung thu, "diéu tri" bao gdm
su can thiép y hoc bit ky dan dén viéc 1am cham sy phat trién ung thu, 1am tré sy tién trién
hodc tai phat ung thu, hodc lam giam sy di cdn ung thu, cling nhu 14 1am thuyén gidm mot
phan ciia ung thu dé kéo dai tudi tho trung binh ctia bénh nhén.

C. Li¢u Phdp Két Hop Trong Ung Thu

ba quan sat thdy rang mirc dd cua sy tham nhiém té bao T gy doc té bao trong ung
thu trong quan v6i két qua 1am sang mong mudn (Fridman et al., Nat Rev Cancer (2012)

12(4):298-306; va Galon et al., Immunity (2013) 39(1):11-26). Ngoai ra, té bao T tro gitp
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ma gitp d& té bao T gdy doc té bao (CD4* Ti) va xytokin ching san xuét (vi du, IFN- y)
thuong cling tuong quan voi két qua tich cyc ¢ bénh nhan. Nguoc lai, sy ¢6 mat cua té bao
Treg da dugce chirng minh 1a twong quan voéi tién luong bénh nhin kém (Fridman, néu trén).

TGF- kim ham gn nhu tt ca cac khia canh ctia dap tng mién dich khang-khdi u.
Xytokin nay thuc dy su biét héa iTreg va lam gidm sy tdng sinh va sy thim nhiém té bao
gdy doc té bao (CD8"). Su tic ché ctia TGF-B bang Abl hoic khang thé lién quan s& 1am giam
baét vi moi truong khdi u kim hdm mién dich, nhu duge md ta & trén, dé mang lai két qua tich
cuc cho bénh nhan ung thu.

Ngoai ra, cac tdc gia sang ché da phat hién ra riang bang cich lam giam b6t vi moi
truong khdi u kim ham mién dich, Ab1 va khang thé lién quan c6 thé cho phép cac chét didu
bién diém kiém tra, chdng han nhu khang thé khang-PD-1, dé gdy cam img t6t hon d6i voi
dap tmg mién dich. Két qua 1, nhidu bénh nhan hon ¢6 thé huéng loi tir liéu phap mién dich
ching han nhu viéc diéu tri khang-PD-1, khang-PD-L1, hogc khang-PD-L2.

V6i hodc khong vé6i tac nhén tri liéu nhim dich phén tir diém kiém tra mién dich, Ab1
va khang thé lién quan ciing c6 thé duoc dung két hop véi céc tri liéu ung thu khéc ching han
nhu hoa tri liéu (vi dy, tri liéu dua trén platin hodc taxoid), xa tri, va cdc tri liéu ma nham dich
vao khang nguyén ung thu hodc cac phan tir c6 kha nang gy ung thu.

Ung thu ma c6 thé duge diéu tri bang dang két hop gébm c6 Abl hodc khing thé lién
quan va cht trc ché diém kiém tra min dich ching han nhu khang thé khdng-PD-1 bao gdm
cac bénh ung thu duogc liét ké trong tiéu phéan & trén.

Theo mdt sé phuong an, ung thu kho chita bang tri liéu khang-PD-1, khang-PD-L1,
hodc khang-PD-L2 trudc day, chang han nhu u melanin tién trién hodc di can, ung thu phdi
té bao khong nhd, ung thu biéu md té bao than, ung thu biéu mo té bao vay dau va cd, vau
lympho Hodgkin. Bénh nhén kho chita la bénh nhan ma bénh cta ho tién trién nhu duge xic
nhan, vi du nhu, bing phéng xa trong vong 12 tudn tr khi bat ddu diéu tri ma khong c6 bt
ky bang chirg nao ctia sy dap ung.

Theo mot s phuong 4n, Abl hogc khang thé lién quan c6 thé duge sir dung két hop
v6i trj liéu ung thu khac chang han nhu tri liéu khang-PD-1 dé diéu tri ung thu trung mo
ching han nhu ung thu két truc trang, ung thu phdi té bao khong nhé, ung thur budng tring,
ung thu bang quang, ung thu biéu md té bao vay dau va cb, ung thu biéu mo té bao than, ung

thu biéu mo té bao gan, va ung thu biéu mo t€ bao vay da. Cling xem cic ban boc 16 néu trén.
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Céac vi du vé khang thé khang-PD-1 1a nivolumab, pembrolizumab, pidilizumab,
MEDI0608 (trude day goi 1a AMP-514; xem, vi du nhu, WO 2012/145493 va Bang Sang Ché
My 9,205,148), PDR0O01 (xem, vi du nhu, WO 2015/112900), PF-06801591 (xem, vi du nhu,
WO 2016/092419) va BGB-A317 (xem, vi du nhu, WO 2015/035606). Theo mét s6 phuong
an, khang thé khang-PD-1 bao gém cac khang thé khiang-PD-1 dugc boc 16 trong WO
2015/112800 (ching han nhu céc khang thé khang-PD-1 dugc goi 1a HIM7789N,
HIM7799N, HIM7800N, H2M7780N, H2M7788N, H2M7790N, H2M7791N, H2M7794N,
H2M7795N, H2M7796N, H2M7798N, H4H9019P, H4xH9034P2, H4xH9035P2,
H4xH9037P2, H4xH9045P2, H4xH9048P2, H4H9057P2, H4H9068P2, H4xH9119P2,
H4xH9120P2, H4xH9128P2, H4xH9135P2, H4xH9145P2, H4xH8992P, H4xH8999P va
H4xI9008P trong Bang 1 ciia cong bd PCT, va céc khang thé khang-PD-1 dugc goi la
H4H7798N, H4H7795N2, HAH9008P va H4H9048P2 trong Bang 3 cia cong b PCT). Ban
boc 16 ctia WO 2015/112800 duoc két hop trong ban mo ta nay dé tham khao dén toan bd noi
dung cua né.

Vi du nhu, khang thé dugc boc 16 trong WO 2015/112800 va khang thé lién quan, bao
gdm khang thé va manh lién két khang nguyén c6 cic trinh tw CDR, Vy va Vi, hodc céc trinh
tu chudi ning va chudi nhe dugc boc 1§ trong cong b PCT d6, ciing nhu 14 khang thé va
ménh lién két khang nguyén lién két véi cing epitop PD-1 nhu khang thé duogc boc 16 trong
cong bd PCT do, ¢6 thé dugc sir dung két hop véi Abl hogc khang thé lién quan theo sang
ché dé diéu tri ung thu. Theo cac phuong 4n lién quan, khédng thé khang-PD-1 hitu dung c6
thé ¢6 chira trinh tu axit amin chudi ning va chudi nhe dugc thé hién dudi day 1an lugt dudi
dang cac SEQ ID NO:5 va 6; céc trinh ty Vi va Vi trong cac SEQ ID NO:5 va 6 (duoc thé
hién béng chit in nghiéng); hoac mot hoac nhiéu (vi du, tht ca sdu) CDR trong cac SEQ ID
NO:5 va 6 (dugc thé hién bang cach déng khung).

EVOLLESGGV LVQPGGSLRL SCAASGFTFS NFGMTWVRQA PGKGLEWVSG
ISGGGRDI)YF ~ ADSVKGRFTI ~ SRDNSKNTLY ~LOMNSLKGED  TAVYY:
INIYFDYWGQG  TLVTVSSAST ~KGPSVFPLAP ~ CSRSTSESTA ~ ALGCLVKDYF
PEPVTVSWNS GALTSGVHTF PAVLQSSGLY SLSSVVTVPS SSLGTKTYTC
NVDHKPSNTK ~VDKRVESKYG PPCPPCPAPE FLGGPSVFLF PPKPKDTLMI
SRTPEVTCVV VDVSQEDPEV QFNWYVDGVE VHNAKTKPRE EQFNSTYRVV
SVLTVLHQDW LNGKEYKCKV SNKGLPSSIE KTISKAKGQP REPQVYTLPP
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SQEEMTKNQV SLTCLVKGFY PSDIAVEWES NGQPENNYKT TPPVLDSDGS
FFLYSRLTVD KSRWQEGNVF SCSVMHEALH NHYTQKSLSL SLGK (SEQ ID NO:5)

DIOMTOSPSS ~ LSASVGDSIT ~ITCRASLSIN THLNWYQQKP GKAPNLLIY/|
USSLHGGVPS ~ RFSGSGSGTD ~ FTLTIRTLQP  EDFATYYCQQ — SSNTPFTFGP
GTVVDFRRTV ~AAPSVFIFPP SDEQLKSGTA SVVCLLNNFY PREAKVQWKYV
DNALQSGNSQ ESVTEQDSKD STYSLSSTLT LSKADYEKHK VYACEVTHQG
LSSPVTKSFN RGEC (SEQ ID NO:6)

Theo mot s6 phwong 4an, khang thé theo sang ché, chang han nhu khang thé khang-PD-
1, khong c6 lysin & dau tan cing C trong chudi ning. Lysin & dau tan cing C ¢6 thé dugce loai
bo trong qué trinh san xuat hodc bang cong nghé tai t6 hop (tizc Ia, trinh ty ma héa cta chudi
ning khong bao gdbm bo ba ma hoa cho lysin & dau tan cing C). Do d6 sang ché ciing du tinh
rang khang thé cé chira trinh tu axit amin chudi ndng cua SEQ ID NO: 5 khéng c6 lysin & dau

tan cung C.

Theo mét sé phuong an, khang thé khang-TGF-B hoic manh theo sdng ché ciing c6
thé dugc dung két hop v6i khang thé chéng lai khang nguyén diéu bién mién dich, ching han
nhu PD-L1 va CTLA-4. Cac khang thé khang-PD-L1 vi du 13 atezolizumab, avelumab,
durvalumab, LY33OOQ54 va BMS-936559. Céac khang thé khang-CTLA-4 vi du la

ipilimumab hodc tremelimumab.

D. Cic Chi Thi Sinh Hoc Ciia Hiéu Qudi Diéu Tri

Hiéu qua cia Abl va khang thé lién quan c6 thé dugc xé4c dinh bang cac chi thi sinh
hoc hodc su chiém giit dich. Vi du nhu, trong mo khéi u, sy chiém gitr dich ¢6 thé duge thir
nghiém bang cach danh gid ham lugng ctia TGF-B hoat tinh trong mAu sinh thiét bang cach
str dung thir nghiém Meso Scale Discovery (MSD). Trong méu, su an khép dich ¢6 thé duoc
thir nghiém bang cach déanh gia tic dung cua TGF-B tudn hoan giam di trén t& bao don nhan
mau ngoai vi chang han nhu té bao lympho (té bao T, té bao B, té bao NK) va bach ciu don
nhan. Vi du nhu, su ting sinh tdng 1én cua té bao T CD8" tudn hoan c6 thé duoc danh gia
bing cach st dung CD45*RO*CCR7*CD28* Ki67* lam céc chi thi trong dém té bao theo
dong. Su hoat hoa cua té bao NK tudn hoan c6 thé dugc danh gia béng cach st dung CD3"
CD56Mehdim CD16" hogc CD137* lam cac chi thi trong dém té bao theo dong. Ngoai ra, Ki-
67, PD-1, va ICOS c6 thé dugc sir dung 1am céc chi thi PD két hop véi sy hoat hoa té bao T.
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Su didu bién mién dich khi diéu tri bing Abl hoic khang thé lién quan c6 thé duoc
thir nghiém bing cach danh gia su thay doi ctia té bao mién dich thdm nhiém va céc chi thi
mién dich bang céc thtr nghiém héa mé mién dich (IHC) da thanh phan bing cach st dung,
vi du nhu, nén ting NeoGenomics. Cu thé 13, nhuém mau MultiOmyx TIL Panel ctia
NeoGenomic dbi véi bang cta céc chi thi mién dich, cho phép xac dinh dinh lugng mat do
va su dinh vi cia céc té bao mién dich khac nhau. Cac chi thi mién dich c6 thé chi ra su biét
hoa cua iTreg; sy tham nhiém va sy ting sinh cua té bao T CD8"; va su tao ra IFN v béng té
bao T CD8". Abl da duoc chirng minh 1a trc ché su biét hoa cua té bao T CD4* thanh iTreg
(xem, vi du nhu, Vi du 3, dudi day), va lam tang sy tang sinh cua té bao T CD8* va su tao ra
IFN vy cta ching (nhu duogc thé hién trong thir nghiém phan ting té bao lympho hdn hop; dit
liéu khong dugc thé hién). Do d6, hidu qua ciia viéc diéu tri bing Ab1 hodc khang thé lién
quan c6 thé duoc chi ra bing sur trc ché cua iTreg, su cam {mg ctia su ting sinh t& bao T CD8*
va su thAm nhiém vao khdi u hodic md bénh khac, su san xuét IFN y tang lén, va/hodc ti 1€
tang lén cua té bao T CD8* véi té bao Treg. Su diéu bién mién dich khi diéu tri bing Abl
hoic khang thé lién quan ciing c6 thé duge thir nghiém trong mau ngoai vi bang cach dém té
bao mién dich dinh luéng dua trén PCR metyl héa cua té bao T CD8", té bao Treg, té bao
NK, va cac t& bao mién dich khac. Hiéu qua diéu tri ¢6 thé biéu thi vé mit 1am sang duéi dang
su tré hodc su dao nguoc trong su tién trién bénh chéng han nhu su tién trién khi u.

II. Phuwong Phdp Tao Ra Khdng Thé

Ab1 va khang thé lién quan, cling nhu 14 khéng thé nham dich cac ddng muc tiéu khac
chang han nhu PD-1, PD-L1 hodc PD-L2, ¢6 thé duoc tao ra bang phuong phéap da dugce thiét
14p rd trong linh vye. Céc trinh ty ADN ma hoa cho chudi ning va chudi nhe cia khang thé
¢6 thé duoc cai xen vao vt truyén biéu hién sao cho cac gen dugce lién két ¢6 didu khién véi
cac trinh tu diéu khién biéu hién can thiét chéng han nhu c4c trinh tu diéu khién phién mi va
dich ma. Vat truyén biéu hién bao gbm plasmit, retrovirut, adenovirut, virut két hop adeno
(AAYV), virut thuc vat chéng han nhu virut kham sap lo, virut kham thudc 14, cosmit, YAC,
episom c6 ngudn gbc tir EBV, va dang tuwong ty. Trinh ty mé héa cho chudi nhe khang thé va
trinh ty ma héa cho chudi niang khang thé co thé dwoc cai xen vao cic vt truyén riéng ré, va
c6 thé duge lién két c6 didu khién vé6i cac trinh tu didu khién biéu hién (vi du, ving khéi
dong) gidng nhau hodc khéc nhau. Theo mét phuong an, ca hai trinh ty ma héa duge cai xen

vao cung vt truyén bi€u hién va c6 thé duoc lién két ¢6 di€u khién véi cung trinh ty di€u
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khién biéu hién (vi du, vung khéi dong thong dung), véi cac trinh tu diéu khién biéu hién (vi
du, viung khéi dong) gidng nhau riéng &, hodc véi cac trinh ty didu khién biéu hién (vi du,
vung khéi dong) khac nhau. Céc trinh ty ma hoa cho khang thé c6 thé dugc cai xen vao vat
truyén biéu hién bing phwong phap tiéu chudn (vi du, ndi cac vi tri gidi han bd sung trén
manh gen khang thé va vat truyén, hodc ndi diu cut néu khéng ¢6 céc vi tri gioi han).

Ngoai cac gen chudi khang thé, vat truyén biéu hién tai té hop c6 thé mang cac trinh
tu diéu hoa ma diéu khién su biéu hién cia cac gen chudi khang thé trong té bao chu. Céc vi
du vé cac trinh tu diéu hoa dé biéu hién & té bao chu dong vat c6 vl bao gém cac yéu t6 virut
ma dan dén muc do biéu hién protein cao trong té bao dong vat c6 v, chang han nhu ving
khoi dong va/hodc vang tang cudng c6 ngudn goc tir LTRretrovirut, cytomegalovirut (CMV)
(ching han nhu ving khéi déng/ving ting cudong CMV), Virut Khi 40 (SV40) (ching han
nhu ving khai dong/ving tang cuong SV40), adrenovirut, (vi du, ving khéi dong mudn chinh
adrenovirut (AdMLP)); ving khoi dong polyoma va dong vét ¢6 v manh chang han nhu
globulin mién dich 4m tinh va ving khéi dong actin.

Ngoai cac gen chudi khang thé va trinh tu diéu hoa, vt truyén biéu hién tai td hop theo
sang ché c6 thé mang céc trinh tu khéc, chéng han nhu cac trinh ty ma diéu hoa sy sao chép
cua vat truyén & té bao chu (vi du, diém md dau sao chép) va cac gen danh du c6 tinh chon
loc. Vi du,gen.dénh.déu c6 tinh chon loc mang tinh khang déivéithuéc,chémg han nhu
G418, hygromyxin hodc methotrexat, trén té bao chii ma vét truyén da duwoc dua vao. Gen
danh dAu co tinh chon loc ¢6 thé bao gdm gen dihydrofolat reductaza (DHFR) (dé sir dung
trong té bao chu dhfr v6i sy chon loc/su khuéch dai methotrexat), gen neo (dé chon loc G418),
va gen glutamat synthetaza.

Vit truyén biéu hién ma héa cho khang thé theo sang ché duogc dua vao té bao chu dé
bidu hién. Té bao chu duge nudi cdy trong didu kién thich hop dé biéu hién khang thé, ma sau
d6 dugc thu hoach va dugc phén 1ap. Té& bao chi bao gdm té bao cha dong vét c6 v, thuc
vat, vi khuan hodc nAm men. Dong té bao dong vat c6 va co san dé 1am vat chu dé biéu hién
da duoc biét rd trong linh vuc va bao gdm nhiéu dong té bao bt tir cia Bao Tang Gidng
Chuén Hoa Ky (American Type Culture Collection - ATCC). Chiing bao gdém, khong ké
nhitng cdi khdc, t bao tring chudt ddng Trung Qubc (CHO), té bao NSO, té bao SP2, té bao
HEK-293T, t& bao 293 Freestyle (Invitrogen), t& bao NIH-3T3, té bao HeLa, té bao than chudt
ddng con (BHK), té bao than khi xanh Chau Phi (COS), té bao ung thu biéu mé té bao gan
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ngudi (vi du, Hep G2), té bao A549, va nhidu dong té bao khac. Cac dong té bao c6 thé dugce
chon dua trén muc do bidu hién cia ching. Cac dong té bao khac ma c6 thé duoc str dung 1a
dong té bao con trung, ching han nhu té bao Sf9 hozc Sf21.

‘Ngoaingsulﬂéulﬁéncﬁakhéngthécéthéduqcténgcuéngbéngcédnm&dungrﬂﬁéu
ky thuat da biét. Vi du nhu, hé théng biéu hién gen glutamin synthetaza (hé théng GS) 1a
phuong phap phd bién dé tang cudng su biéu hién trong diéu kién nhét dinh.

Mbi truong nudi ciy md dbi véi té bao chu ¢o thé bao gdm, hodc khong chira, thanh
phén c¢6 ngudn gdc dong vat (ADC), chang han nhu albumin huyét thanh bo. Theo mot sb
phuong an, méi trudng nudi cay khong chira ADC duge wu tién vi sy an toan ddi véi nguoi.
Nubi cdy mé ¢6 thé duge thyuce hién bang cach st dung phuong phép nudi cdy theo mé c6 bd
sung dinh dudng, phuong phap truyén lién tuc, hodc phuong phap khac bét ky thich hop dbi
véi té bao chi va ¢6 hiéu sudt mong mudn.

III. Dwgc Phim

Khang thé theo sang ché co thé dugce tao ché phdm dé co6 d6 6n dinh luu trit thich hop.
Vidunhu,khéngthécéthéduoclénldéngkhéhoacduqcluutﬂihoécduqchomlnguy&l
dé sir dung bang cach str dung t4 duge dugc dung. Dbi v6i liéu phéap két hop, hai hoic hon
hai tac nhan tri li€u chfmg han nhu khang thé c6 thé duoc déng tao ché phém, vi du nhu, duoc
tron va dugc cung cip trong hop phan don 1é.

Thuatng&'%éduqc"hoac"ch&nnang"duchﬁngUﬁngbénInéténéydérnétﬁthanh
phén bit ky khong phai 1a (cac) hop chat theo sang ché. Viéc la chon (céc) td duge phu thude
érnﬁcdélénv@océcyéutéchénghanrﬁurphuongth&cdﬁngcuthé,@ﬂlhuéngcﬁatéduqc
l&ldéhéatmnvédé6ncﬁnh,Vabénchétcﬁadanghéuluqng.WTéduchuchung"baogénl
bét ky va tat ca cac dung moi, moi truong phan tan, chét phu, chét khang khuén va khang
nAm, chat déng trrong va chét 1am cham hép thu, va cac chat tuong ty tuong thich vé mat
sinh ly. Mot sb vi du vé ta dugc duoc dung 1a nudce, nuée mubi, nudc mubi dém photphat,
dextroza, glyxerol, etanol va cac chét twong tu, cling nhu dang két hop cua ching. Trong mot
s6 truérrig hop, chét ding trvong, vi du nhu duong, rugu da chirc nhu manitol, sorbitol, hodc
natri clorua dugc bao gdm trong dugc pham. Cac vi du khac vé chat duge dung 1a chit le‘uh
udt hoac lugng nho cua cac chét phu tro nhu chét 1am w6t hodc chét nhii hod, chit bao quan

hodic cht dém, ma lam tang thoi han sir dung hodc hiéu qua ctia khéng thé.
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Dugc phdm theo sang ché c6 thé duoc didu ché, dugce dong goi, hoac duoc ban theo
khéi, du6i dang liéu don vi don 1¢, hodc duéi dang nhiéu liéu don vi don 1&. Nhu dung trong
ban md ta nay, "lidu don vi" 1a lugng roi rac cua dugce phém c6 chtra lugng dinh trudce ctua
thanh phén hoat tinh. Lugng cta thanh phan hoat tinh thudng bang lidu lugng ctia thanh phan
hoat tinh ma s& dugc dung cho dbi tuong hodc ti 1€ thudn tién cua lidu lugng nay chéng han
nhu, vi du nhu, mot nira hodac mdt phén ba cta liéu lugng nay.

Dugc pham theo sang ché thuong thich hop dé ding ngoai dudng tiéu héa. Nhu dung
trong ban mo ta nay, viéc "dung ngoai duong ti€u hoa" cua dugc pham bao gdm dudng ding
bét ky dic trung béi sy dén duge md vé mat vat ly cia dbi twong va viée ding duge phim
thong qua sy dén dugc mo, do d6 thuong dan dén viée dung truc tiép vao dong mau, vao co,
hodc vao co quan bén trong. Do d6 viéc ding ngoai dudng tiéu hoéa bao gdom, nhung khong
gi6i han &, viée dung duge phim bang cach tiém hop phan, bang cach dung hop phin thong
qua vét rach phau thuét, bang cich ding hop phan thong qua vét thwong khong phai bing
phau thuét xuyén vao mo, va dang tuong tu. Cu thé 13, viéc dung ngoai duong tiéu héa duoc
di,r tinh 14 bao gém, nhung khong gi6i han &, tiém hodc truyén dudi da, trong mang bung,
trong co, trong xuong Uc, trong tinh mach, trong dong mach, ndi tdy mac, trong tam thét,
trong ni¢u dao, trong sg, trong khéi u, va trong bao hoat dich; va cac k¥ thuat truyén thadm
tach than. Viéc truyén khu vuc cling duge du tinh. Cac phuong an dugce uvu tién co thé bao
gbm cac dudng trong tinh mach va duéi da.

Ché phim cta dugc pham thich hop dé ding ngoai duong tiéu hoa thudng c6 chira
thanh phan hoat tinh dugc két hop véi chat mang duogc dung, chang han nhu nudc tiét tring
hodc nudc mudi déng truong tiét tring. Ché pham nay c6 thé dugc didu ché, dugc dong goi,
hodc duoc ban & dang thich hop dé ding dang bolus hozic dé dung lién tuc. Ché pham tiém
¢6 thé duge diéu ché, dugc déng gdi, hodc dugce ban ¢ dang liédu don vi, chéng han nhu trong
ampun hoic trong vt chira da lidu chtra chit bao quan. Ché pham dé dung ngoai duodng tidu
hoa bao gdm, nhung khong gi6i han 6, huyén phu, dung dich, nhii twong trong ta duoc 1ong
trong dau hodc trong nuée, bot nhio, va dang tuwong tu. Ché phdm nay c6 thé con chira mét
hodc nhiéu thanh phan khac bao gébm, nhung khong gi6i han &, chét tao huyén phu, chit lam
6n dinh, hodc chat 1am phén tan. Theo mot phuong an cia ché phdm dé dung ngoai dudng
tiéu hoa, thanh phén hoat tinh dugc cung cép & dang kho (ttrc 1a, bot hodc hat) dé hoan nguyén

béng ta dugc 1ong thich hop (vi du, nude khong chira chit gay sdt tiét tring) trude khi dung

-24-



38201

ngoai duong tiéu hoa hgp phan dugc hoan nguyén. Ché phdm dé dung ngoai dudong tiéu héa
ciing bao gdm dung dich trong nudc ma c6 thé chira ta dugce ching han nhu mubi, carbohydrat
va chét dém (vi du, ¢6 do pH nam trong khoang tir 3 dén 9), nhung, d6i véi mot s6 tg dung,
ching co thé thich hop hon khi dugc tao ché phém duéi dang dung dich khong trong nudc
tiét trang hodc duédi dang dugc lam kho dé dugc sur dung két hop véi ta duge 1ong thich hop
chang han nhu nuée khong chira chét gay sbt, tiét tring. Cac dang dé dung ngoai duong tiéu
héa vi du bao gdm dung dich hoic huyén phu trong dung dich trong nuéc tiét trung, vi du
nhu, dung dich propylen glycol hoac dextroza trong nudc. Cac dang lidu luong nay c6 thé
dugce dém thich hop, néu mubn. Ché pham cé thé dung ngoai dudong tiéu hoa khac ma hiru
dung bao gém cac ché phim ma c6 chira thanh phén hoat tinh & dang vi tinh thé, hodc trong
ché pham liposom. Ché pham dé dung ngoai dudng tiéu héa co thé dwoc tao ché phim dé giai
phéng tire thi va/hodc thay ddi. Ché phadm giai phong thay ddi bao gom sy gidi phong tré, duy
tri, theo xung, co kiém soat, nham dich, va theo chuong trinh.

1V. Cic Phwong An Vi Du

Céc phuong 4n cy thé hon clia sang ché dugc mo ta dudi day.

1. Khang thé don dong dugc phan 1ap ma lién két dac hiéu v6i TGF-B1, TGF-p2,
va TGF-B3 nguoi, c6 chira cac vung xac dinh tinh bd sung chudi nang (CDR) 1-3 trong SEQ
ID NO:1 va CDR1-3 chudi nhe trong SEQ ID NO:2, trong d6 khang thé nay c¢6 chira viing
khong ddi IgGa ngudi c6 prolin & vi tri 228 (dénh s EU).

2. Khang thé theo phwong 4n 1, trong d6 khang thé nay c6 chira trinh tu axit amin
mién bién ddi chudi nang (Vu) twong tng véi cac gbe 1-120 ctia SEQ ID NO:1 va trinh tu
axit amin mién bién déi chudi nhe (V1) twong tng véi cac gdc 1-108 ctia SEQ ID NO:2.

3. Khang thé theo phwong 4n 2, trong d6 khang thé nay c6 chira trinh ty axit amin
chudi ning néu trong SEQ ID NO:1 (c6 hodc khong c6 lysin ¢ d4u tan cung C) va trinh tu
axit amin chudi nhe néu trong SEQ ID NO:2.

4. Manh lién két khang nguyén ciia khang thé theo phuong 4n 3, trong d6 manh
nay la F(ab').

5. Khéng thé hoic manh theo phuong 4n bét ky trong sé cac phuong 4n tir 1 dén
4, trong d6 khang thé hodc manh nay c6 thoi gian ban thai tang hodc sy boc 1§ tdng khi so voi

fresolimumab.
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6. Khang thé hoic manh theo phuong 4n bét ky trong s cac phuong 4n tir 1 dén
5, trong d6 khang thé hodc manh c6 mot hodc nhiéu tinh chét sau day:

a) (rc ché sy biét hoa cua té bao T CD4* thanh té bao T diéu hoa cam ung (iTreg);

b) 1am tang su tang sinh té bao T CDS8";

¢) lam tang su két cum cua té bao giét tu nhién (NK);

d) lam tdng ham lugng cua MIP-2; va

¢) lam tang ham lugng cia KC/GRO.

7. Hop phén c6 chtra khang thé hodc manh theo phuong 4n bét ky trong s cac
phuong an tir 1 dén 6, trong d6 hop phan nay c6 chira nhé hon 1% khéng thé nura.

8. Khang thé hodic méanh theo phuong 4n bat ky trong s6 cac phwong 4n tir 1 dén
6 dé lam thude.

9. Phuong phép tc ché su truyén tin hiéu TGF-B & bénh nhan can ching, ¢6 chia
bude cho bénh nhan ding lugng c6 tac dung didu tri ctia khang thé hodc manh theo phuwong
an bat ky trong sé cac phuwong an tir 1 dén 6.

10.  Phuong phép theo phuong 4n 9, trong d6 bénh nhan mic bénh ung thu.

11. Phuong phép theo phuong an 10, trong d6 bénh ung thu dugce chon tir nhdm
gdm ¢6 u melanin, ung thu phéi, ung thu biéu mo té bao vay da, ung thu két truc trang, ung
thu va, ung thu budng trimg, ung thu dau va cd, ung thu biéu mo té bao gan, ung thu dudng
tiét niéu, va ung thu biéu mé té bao than.

12.  Phuong phap theo phuong an 10 hodc 11, trong d6 bénh ung thu ddc trung bdi
su biéu hién qua muc ciia mot hodc nhidu chét trong s6 ACTA2, VIM, MGP, va ZWINT.

13. Phuong phap theo phuong an bét ky trong sb cac phuong an tir 10 dén 12, trong
d6 bénh ung thu 12 khéi u trung mo.

14. Phuong phap theo phuong éan bét ky trong sb cac phuong an tir 10 dén 13, trong
d6 khang thé hodc manh 1am gidm bét vi méi truong khéi u kim ham mién dich.

15. Phuong phap diéu tri ung thu & bénh nhan, c6 chira buéc cho bénh nhan ding
(1) khang thé hodc manh theo phuong 4n bét ky trong s6 céc phuong 4n tir 1 dén 6, va (2)
chét e ché cua protein diém kiém tra mién dich.

16. Phuong phap theo phuong an 15, trong d6 protein diém kiém tra mién dich 1a

PD-1, PD-L1, hoac PD-L2.
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17. Phuong phép theo phuong an 16, trong do chét trc ché cua protein diém kiém
tra mién dich 1a khang thé khang-PD-1.

18. Phuong phéap theo phuong an 17, trong dé khang thé khang-PD-1 c6 chira
CDR1-3 chudi ning trong SEQ ID NO:5 va CDR1-3 chudi nhe trong SEQ ID NO:6.

19. Phuong phéap theo phuong an 17, trong do khang thé khang-PD-1 c6 chira trinh
tu axit amin Vy tuong ung véi cac géc 1-117 ctia SEQ ID NO:5 va trinh ty axit amin Vi
tuong mg vdi cac gbe 1-107 ctia SEQ ID NO:6.

20. Phuong phap theo phuong én 17, trong d6 khang thé khang-PD-1 ¢6 chua trinh
tu axit amin chudi nang néu trong SEQ ID NO:5 (c6 hodc khdng c6 lysin & dau tin cing C)
va trinh tu axit amin chuéi nhe néu trong SEQ ID NO:6.

21. Phuong phéap .theo phwong 4n bit ky trong s6 cac phuong 4n tir 15 dén 20, trong
d6 khang thé khang-TGF-p c6 chita trinh ty axit amin chudi ning néu trohg SEQ ID NO:1
(c6 hodc khong c6 lysin & dau tin cing C) va trinh tu axit amin chudi nhe néu trong SEQ ID
NO:2.

22. Phuong phép theo phuong an bét ky trong sb cac phuong an tir 15 dén 21, trong
d6 bénh ung thu kho chita bing cach diéu tri bang khang thé khang-PD-1.

23. Phuong phép theo phuong an bét ky trong s6 cac phurong an tir 15 dén 22, trong
d6 bénh ung thu 1 u melanin tién trién hodc di cin, hodc ung thu biéu mo té bao vay da.

24. Phuong phép theo phuong 4n bét ky trong sb cac phwong 4n tir 15 dén 23, trong
d6 bénh ung thu 1a kiéu phu trung mo cia khéi u rén.

25. Phuong phép theo phuong an bat ky trong s6 cac phuong an tir 15 dén 24, trong
do6 bénh ung thu dac trung boi su biéu hién qua muc cua mot hodc nhiéu chét trong s6 ACTA2,
VIM, MGP, va ZWINT.

26. Phuong phép theo phuong dn bét ky trong sb cac phurong an tir 15 dén 25, trong
do6 bénh ung thu dugc chon tir nhém gbm c6 u melanin, ung thu phéi, ung thu biéu mo té bao
vay da, ung thu két truc trang, ung thu vi, ung thu budng tring, ung thu diu va cd, ung thu
bidu mé té bao gan, ung thu duong tiét niéu, va ung thu biéu md té bao than.

27.  Phuong phap theo phuong an bét ky trong sd cac phuong an tir 15 dén 26, trong

d6 khang thé hodc manh lam gidm b6t vi moi truong khéi u kim ham mién dich.
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28. Phuong phap theo phuong an bat ky trong s6 cac phuong an tir 15 dén 27, trong
d6 khang thé khang-TGF-B va khang thé khang-PD-1 dugc ding vio cung ngdy cho bénh
nhan.

29. Phuong phép theo phuong an bat ky trong s6 cac phuong an tir 15 dén 28, trong
d6 khang thé khang-TGF-p va khang thé khang-PD-1 dugc dung hai tudn mot 1an cho bénh
nhén.

30. Phuong phap theo phwong 4n bat ky trong s6 cac phuong 4n tir 15 dén 29, trong
d6 khang thé khang-TGF-p va khang thé khang-PD-1 dugc dung lan lugt & liéu lugng bing
0,05-20 mg/kg khdi lugng co thé.

31. Phuong phép lam ting dap tmg mién dich & bénh nhan cin chung, ¢ chta
budc cho bénh nhan dung chét trc ché diém kiém tra mién dich va khang thé hodc manh theo
phuong an bit ky trong sd cic phuong 4n tir 1 dén 6. |

32. Phuong phap theo phuong én 31, trong do chét e ché diém kiém tra 1 khéng
thé khang-PD-1.

33. Phuong phap theo phuong an 32, trong d6 khang thé khang-PD-1 c6 chira:

a) HCDR1-3 trong SEQ ID NO:5 va LCDR1-3 trong SEQ ID NO:6;

b) Vi1 va Vi 1an luot twong Gng véi cac gbe 1-117 trong SEQ ID NO:5 va cac gbe 1-
107 trong SEQ ID NO:6; hoiic

¢) chudi ning c6.trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:5 (c6 hoac khong c6 lysin &
dau tan cung C) va chudi nhe ¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:6.

34.  Phuong phap theo phuong 4n bét ky trong s cac phuong an tir 31 dén 33, trong
d6 khang thé khang-TGF-B ¢6 chira trinh ty axit amin chudi ning néu trong SEQ ID NO:1
(c6 hoac khong cd lysin & dAu tan cung C) va trinh tu axit amin chudi nhe néu trong SEQ ID
NO:2.

35. Phuong phap theo phuong an bat ky trong s6 cac phurong an tir 31 dén 34, trong
do6 bénh nhan méc bénh ung thu.

36. Phuong phap theo phuong én 35, trong d6 bénh nhan khoé chira bang cach diéu
tri trude day béng chit trc ché diém kiém tra mién dich, va/hoidc co6 kiéu phu trung mo cua
khéi u ran.

37. Phuong phép theo phuong an 35 hodc 36, trong d6 bénh ung thu duoc chon tur

nhoém gdém c6 u melanin, ung thu phoi, ung thur biéu mo té bao vay da, ung thu két truc trang,
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ung thu v, ung thu budng trimg, ung thu dau va co, ung thu biéu mé té bao gan, ung thu
dudng tiét niéu, va ung thu biéu mé té bao than.

38. Phuong phap theo phuong 4n bat ky trong sd cac phuong 4n tir 35 dén 37, trong
d6 bénh ung thu dic trung béi sy bidu hién qua mirc cia mot hodc nhiéu chit trong s6 ACTA2,
VIM, MGP, va ZWINT.

39.  Phuong phap theo phuong an bét ky trong sé cac phuong an tir 35 dén 38, trong
d6 khang thé hodc manh lam giam b6t vi méi trudng khdi u kim ham mién dich.

40. Khang thé hoic manh theo phuong an bat ky trong sb cic phwong 4n tir 1 dén
6 dé str dung trong viéc didu tri bénh nhan trong phuong phép bat ky trong sé cac phuong
phéap néu trén.

41. Str dung khéng thé hodc méanh theo phwong 4n bat ky trong sé cac phuong an
tir 1 dén 6 dé san xuét thudc dé didu tri cho bénh nhan trong phuong phap bit ky trong sé céac
phuong phéap néu trén.

42. Phan tir axit nucleic duge phén 1ap, c6 chira trinh tu nucleotit ma héa cho chudi
nang, chudi nhe, hodc ca hai, ciia khang thé hoic manh theo phuong 4n bat ky trong s cac
phuong an tir 1 dén 6.

43.  Vét truyén biéu hién c6 chira phén tir axit nucleic dugc phan lap theo phuong
an 42.

44. Té bao chii ¢6 chira vat truyén biéu hién theo phuong 4n 43.

45. Phuong phap san xuit khang thé hoic manh lién két khang nguyén theo phuong
an bat ky trong sd cac phuong an tir 1 dén 6, phuong phap nay c6 chira bude:

cung cép té bao chu c6 chira cac trinh ty nucleotit thir nhét va thi hai 1an lugt ma hoa
cho chudi ning va chudi nhe, ctia khéng thé hoac manh lién két khang nguyén,

nuéi cy té bao chu trong didu kién cho phép san xuét khang thé hodc manh lién két
khang nguyén, va

thu hdi khang thé hodc méanh lién két khang nguyén.

46. Phuong phép san xuit duoc phém, c6 chira budc:

cung cp khang thé hoic méanh lién két khang nguyén theo phuong an bét ky trong s
cac phuong an tir 1 dén 6, va

tron 1an khang thé hodc manh lién két khang nguyén véi ta duoc duge dung.
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47. Vat phém san xuit hodc bd kit ¢6 chira khang thé hodc manh lién két khéng
nguyén theo phuong an bét ky trong s6 cac phuong an tir 1 dén 6 va tac nhan tri lidéu khéc.

48.  Vat phdm san xudt hodc b kit theo phuong 4n 47, trong d6 tac nhén tri liéu
khac 1a chit e ché diém kiém tra mién dich duge mo ta trong ban mo ta nay.

Sang ché s& duoc md ta thém trong céc vi du sau ddy, ma khong 1am gii han pham vi
ctia sang ché ma dugc mo ta trong yéu cau bao ho.

Vi du thwe hién sang ché

D& hiéu 15 hon vé sang ché, cac vi du sau day dugc dua ra. Cac vi du nay chi dé minh
hoa va khong dugc hiéu 14 1am giéi han pham vi ctia sang ché theo bét ky cach no.

Vidul: Tinh Chit Lién Két TGF-p ciia Abl

Ailuc ctia Ab1 ddi vé6i tht ca cac ddng phan TGF-P nguoi va chudt nhit duge xac dinh
bing cong hudng plasmon bé mit trén thiét bi Biacore T200 Biosensor (GE Healthcare) bing
cach st dung chip loat S dugc carboxy-metyl hoa (CMS) dugce phu dextran. Abl ¢ day ndng
do (1,11, 3,33, 10, va 30 nM) duge phun 1én TGF-p tai t& hop da duge cb dinh dé do su twong
tac lién két trong thoi gian thue. Homodime TGF-p dugc ¢b dinh & mat d¢ thap dé lam giam
hiéu qua 4i lyc. Thuc hién viée phun trong ba ban sao va ldp lai thir nghiém lién két ba lan.
Xir ly dir liéu tir cac thi nghiém dong hoc bing cach sir dung phin mém Biacore T200
Biaevaluation v2.0. Céc biéu dd cam bién thu dugc duoc dua vé diém khong, dugc sép xép
thang hang, dugc tham chiu kép, va dugc cit cho phan tich lam khép dudong cong bang cach
st dung mo hinh lién két 1:1 d& xac dinh hing s6 tdc do két hop (ka), hang sé téc do phan ly
(kq), va hang s6 phan ly can bang (Kp).

Protein tai td hop duoc san xuit noi bo (TGF-B1, 2 va 3 ngudi) hodc thu duge tir R&D
Systems (TGF-B1 va 2 & chudt nhit). Bang 1 du6i ddy thé hién do twong dong trinh tw axit
amin ctia ba ddong phan TGF-p hoat tinh giita khi rhesus, chudt nhit, hoc chudt céng va ngudi
(46 tuwong dong dugc bao cdo dudi dang phén trim ciia cac axit amin dugc bao toan trong
téng s6 axit amin).

Béang 1 D6 Twong Pdng Ciia Cac Dong Phan Hoat Tinh TGF-B Véi Nguoi
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Phéan Trim Do Twong Pong

TGF-p1 TGF-p2 TGF-B3

Khi Rh. 100% (112/112)  100% (112/112)  100% (112/112)

Chudt nhit 99,1% (111/112)*  97% (109/112)*  100% (112/112)

Chudt cbng 99,1% (111/112)*  97% (109/112)*  99,1% (111/112)

*TGFB1 chudt cdng va chudt nhit twong déng 100% véi nhau, va TGFR2 chudt

cbng va chudt nhét twong dong 100% vé6i nhau

Vi TGF-B3 nguéi va TGF-B3 chudt nhat giéng nhau & trinh ty axit amin, cac sé do
ai lyc riéng r& khong duoc tinh dbi véi hai protein nay. Tuong tu, TGF-B1 va 2 chudt nhit va
chudt cong gidng nhau & trinh ty axit amin va céc s6 do 4i luc riéng ré& ciing khong duoc tinh.

Cac gia tri ka, kg, va Kp cua Abl nhu xéc dinh bang phuong phap néu trén duge thé
hién trong Bang 2 duéi day. Cac gia tri Kp ciia Abl ddi vai TGF-B1, 2, va 3 ngudi dugc xac
dinh 1an luot 1a 1,48, 3,00, va 1,65 nM. Céac gié tri Kp ctia Abl dbi véi TGF-B1 va 2 chuot
nhét/chudt cbng duoc x4c dinh 1an luot 1a 2,80 va 1,88 nM. Céc tinh chit lién két nay twong
tu vo1 cac tinh chét lién két cua fresolimumab.

Béng 2 Hing $6 Can Bing Va Ai Luc Caa Abl Dbi V6i TGF-p

Nguoi Chudt nhit va Chudt cdng  Ngudi va
Chudt nhit
TGF-B1 TGE-B2 TGF-p1 TGE-B2 TGE-B3

ke (10M sy 11#03 28603 2,98+007  348+024  223+0.6

ke(xl0fshy  343E29 82350 835038 6454144 372423

Kp (nM) 148+1,1  3,00+2,0 280+0,08 188+0,56 1,65+1,1

Dit liéu néu trén chimg té ring Abl 1a chét e ché pan-TGF-B hiéu nghiém va chon
loc. Cac phép do st dung cong hudng plasmon bé mit chimg té rang Ab1 c6 4i lyc nam trong

khoang tr 1 dén 5 nM dbi vdi tat ca cac dong phan TGF-B ngudi va chudt nhit. Mirc 4 dic
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hiéu cao duoc xac nhdn bang nghién ctru kha ning phan tng chéo mé héa mé mién dich
(IHC) GLP bang cach st dung mé chudt cbng, khi cynomolgus va ngudi binh thuong.

Vidu2: Hiéu Luc Trung Hoa TGF-p-Ciia Abl

Hi€u lyc in vitro cia Abl trong vi¢c trung hoa TGF-B hoat tinh dugc do trong thir
nghiém dua trén té bao. Thir nghiém nay do dwgc kha ning cia TGF-p dé {rc ché sy ting sinh
ctia & bao biéu méd phdi chon vizon (té bao Mv 1 Lu) khéng duoc bién nap. Xem, vi du nhu,
WO 2006/086469 va Mazzieri, et al., Eds, "Methods in Molecular Biology," Vol. 142,
"Transforming Growth Factor-p Protocols." Kha ndng cua Abl, fresolimumab, va 1D11
(khang thé khang-TGF-B chudt nhit, ma cac trinh ty chudi ning va chudi nhe ctia né dugc
boc 16 trong ban mé ta nay dudi dang cac SEQ ID NO:9 va 10) dé 1am trung hoa TGF-p1, 2,
3 & ngudi va TGF-P1 va 2 chudt nhit dugc danh gia. Protein TGF-p téi t6 hop dugc san xuét
ndi bo (TGF-B1, 2 va 3 nguoi) hodc thu duge tir R&D Systems (TGF-B1 va 2 chudt nhét).

TAt ca cac dong phan TGF-B nguoi va chudt nhit irc ché sy tang sinh cua t& bao phdi
chdn vizon theo phuong thire phu thude liéu lwgng trong khoang tir 0,02 pg/ml dén 10 ng/ml.
D‘é dinh lugng hiéu lyc ctia Abl, fresolimumab, va 1D11, 1 ng/ml ciia TGF-f dwoc chi ra va
khang thé da duoc pha lodng theo day dugc 0 véi té bao phdi chdn vizon. Sau ba ngay v, sy
tang sinh cua té bao dugc dinh luong bang thudc nhuém CyQUANT ma phat huynh quang
khi lién két voi ADN (cac HINH 1A-E). Dit liéu cho thay ring Abl, fresolimumab, va 1D11
thay thé & chudt nhit cua chung trc ché tt ca cac dong phan TGF-B ngudi va chudt nhit dén
muc do tuong tu.

Vi du 3: Sw Uc Ché Ciia Sw Biét Héoa Té Bao Piéu Hoa T Cim Ung Bing Abl

Té bao T diéu hoa (Treg) kim ham mién dich va twvong quan véi két qua am tinh &
bénh nhan ung thu. Trong nghién ciru dugc mo ta dudi diy, ching to6i nghién ctru liéu Abl
¢6 tc ché sy biét hoa duge cam tng béi TGF-B cta té bao T CD4* ngudi thanh té bao T didu
hoa cam ung (iTreg) hay khong. Té bao T CD4" ngudi so cép dugc phan 14p tir ngudi cho
binh thuong khoe manh. TGF-B1 nguoi duge mua tir R&D Systems.

Dé nghién ctru hoat tinh dbi khang ctia Abl ddi véi TGF- dugc tao ra ndi sinh béi té
bao duge nudi cdy, tong sé t& bao T CD4" ma khong c6 TGF-B ngoai sinh b6 sung duoc xir
Iy bang 50 pg/ml déi chimg isotyp (IgG4 & ngudi, khang thé khang-lysozym trimg ga (HEL)
kappa, Crown Biosience), Ab1 hodc fresolimumab trong sy ¢6 mit hodc khong cé mit cua sy

kich thich (khang-CD3, khang-CD28, va IL-2) trong thoi gian 6 ngay sau d6 1a phan tich dém
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té bao theo dong. Phan tram trung binh va do léch chuén ctia quin thé CD25'FOXP3* dugc
tinh tir quin thé ban dau (t& bao lympho/sdng/té bao don 1¢/CD4*CD127) trong ba ban sao.
Su kich thich cta toan bd té bao T CD4* ngudi bang khang-CD3, khang-CD28, va IL-2 1am
tang ti 16 phdn trdm ciia FOXP3*CD25" (iTreg) trong mdi trudng nudi ciy tir 0% 1én 15%.
Viéc xir ly bang 50 pg/ml Abl hodc 50 pg/ml fresolimumab lam giam ti 1§ phan trim cia
iTreg dén muc do tuong tu (14n luot 1a 8% va 7%; HINH 2). Nguoc lai, viéc xir 1y bang déi
chirng isotyp IgGs ngudi (hIgGs) cé tac dung nho nhit 1én sy biét hoa iTreg (20% iTreg)
(HINH 2). Té bao T CD4" duoc phan lap tir tinh nguyén vién binh thuong khoe manh thi hai
cho két qua tuong ty.

Dé nghién ciru hoat tinh déi khang ctia Abl dbi véi TGF-B ngoai sinh, toan bo té bao
T CD4" & véi 2 ng/ml TGF-B1 ngudi duge xir ly bang dbi chimg isotyp, Abl, hoic
fresolimumab & cac ndng d6 khang thé khic nhau trong sy ¢6 mit hodc khong c6 mit cua sy
kich thich (khang-CD3, khang-CD28, va IL-2) trong thoi gian 6 ngay sau d6 1a phan tich dém
t& bao theo dong. Phan trim trung binh va do léch chuan cta quan thé CD25'FOXP3" dugc
tinh tir quan thé ban déau (€ bao lympho/séng/té bao don 1&/CD4*CD127") trong ba ban sao
trir khi duoc luu ¥. Viée bd sung TGF-B1 ngoai sinh (2 ng/ml) vao toan bd té bao T CD4*
nguoi da dugce kich thich 1am tang ti 1€ phan trim cua iTreg trong moi trudng nudi chy tir
15% 1én 55%. Viéc xit ly bang ndng do ting 1én ciia Abl 1am giam ti 1¢ phan trim cia iTreg
theo phuong thire ddng thoi tir 55% xudng 15% & 200 pg/ml va 43% & 6,25 pg/ml. Viée xt
Iy bing fresolimumab lam giam ti 1& phan trim cta iTreg dén mirc do twong ty nhu Abl (tir
55% xubng 16% & 200 pg/ml va 32% & 6,25 pg/ml). Viéc xtt Iy bang ndng do thay dbi ciia
khang thé déi chung isotyp khong anh huéng dén ti 16 phan tram cta iTreg v6i 60% & 200
ng/ml va 6,25 pg/ml. Xem HINH 3. Té bao T CD4* dugc phén lap tir tinh nguyén vién binh
thuong khoe manh thir hai cho két qua tuong tu.

Nghién ciru nay chimg té rang Abl tic ché su biét héa iTreg duge cam tng béi TGF-
B va do d6 c6 thé mang lai lgi ich 1am sang bing cach 1am giam bét vi méi trudng khdi u kim
ham mién dich.

Vi du 4: Tdc Dung Ciia Dang Két Hop Abl Va Khdng Thé Khdang-PD-1 In Vitro

Trong nghién ctru nay, ching toi nghién ciru liéu TGF-B c6 ngan ngira su kich thich
t6i da ctia té bao T in vitro sau khi xtr Iy khang-PD-1 hay khong, va néu vy, liéu Abl ¢

chong lai sy ngdn ngtra nay hay khong. Su bi€u hién luxiferaza tir cau trac bi€u hién dudi su
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kiém soat phién ma cua cac trinh ty diéu hoa NFATc (yéu td nhén cia té bao T da dugc hoat
hoéa, té bao chit 1) dugc st dung dé do murc do hoat hoa té bao T.

Chung t6i str dung hé thdng thir nghiém té bao mua ciia hing Promega cho nghién ciru
nay. Hé théng nay c6 chira hai loai té bao: 1) té bao T Jurkat biéu hién PD-1 & ngudi va té
bao béo cédo luxiferaza duge diéu khién bang yéu té dap tng NFAT, va 2) té bao CHO-K 1
bidu hién PD-L1 & ngudi va protein bé mit té bao da duoc thiét ké duoc thiét ké dé hoat hoa
thu thé té bao T cing ngudn theo phuong thirc khéng phu thude khang nguyén. Khi dong nubi
cdy té bao T Jurkat twong tac vai té bao CHO-K1, gy ra su kich thich thu thé té bao T va su
chuyén vi NFATc vao trong nhan trong d6 nd gay ra su biéu hién luxiferaza. Tuy nhién, su
an khop ciia PD-1/PD-L1 tuyén m¢ khong phai thu thé tyrosin-protein phosphataza 11 (SHP2)
cho phtrc hop thu thé té bao T, wc ché su chuyén vi nhan NFATc¢ va su biéu hién luxiferaza
sau d6. Sy phong bé ciia sy truyén tin hiéu PD-1 1am gidm b6t sy kim ham phu thudc SHP2
va do d6 cho phép su biéu hién luxiferaza t6i da. Do d6 hé thdng nay cung cip phuong phap
chire ning dé xac dinh tac dung ctia TGF-p 1én su truyén tin hidu t& bao T va anh hudéng cla
Abl 1én viée xir Iy khang-PD-1 cua té bao T.

Do dong hoc cham két hop vo6i tac dung phu thude TGF-p, té bao T Jurkat dugc xur ly
so bo bing TGE-P trude khi kich thich thy thé t& bao T. TGF-B1 ngudi duge mua tir R&D
Systems. Khang thé ddi chimg isotyp ddi véi Abl (hIgGs khang-HEL) dugc mua tir Crown
Bioscience (Cat#C0004-5). IgG khang-hPD-1 chudt nhét va khang thé dbi ching isotyp cia
n6 dugc mua cua hing BioLegend (Cat#329912). Mudi bbn ban sao duge phén tich ddi vai
mdi mau. ‘

Két qua cho thiy ring viéc bd sung cta khang thé khang-hPD-1 vao té bao T Jurkat
dugc ddng nudi cdy voi té bao CHO-KI trong thoi gian 24 gio gdy cam tng hoat tinh
luxiferaza (865794 don vi phat quang tuong dbi [RLU]) dén murc d 16n hon so véi viéc bd
sung dbi chung isotyp (234963 RLU, sé lan thay d6i = 3,685, gié tri p<0,0001) hodc chi khi
khong c6 mat khang thé (206043 RLU, s6 lan thay ddi = 4,202, gid tri p<0,0001). Viéc xir Iy
0 bo cua té bao T Jurkat bang 18 ng/ml TGF-B1 trong thoi gian 12 ngay gy cam (mg hoat
tinh luxiferaza nho hon (638866 RLU) trong té bao CHO-K 1 dong nudi ciy trong su c6 mit
cta khang thé khang-hPD-1, khi so v&i té bao T Jurkat khong dugc xir 1y bing TGF-1
(865794 RLU, sb 1an thay dbi = -1,355, gi4 tri p<0,0001) (HINH 4).
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Pé danh gia hiéu luc déi khang ctia Abl, té bao T Jurkat dugc xit ly so bd bang 18
ng/ml TGF-B1 trong sy c6 méat ciia Abl, d6i chtng isotyp Ab, hodc khong c6 Ab trong thoi
gian 12 ngay va sau d6 dugc dong nudi cdy v6i té bao CHO-K1 trong su c6 mit ciia khang-
PD-1 trong thoi gian 24 gio. Sy ¢ mit cua Abl (924186 RLU) lam giam b6t sy kim ham
phu thudoc TGF-p cua hoat tinh luxiferaza khi so véi Ab dbi chung isotyp (639440 RLU, sb
1an thay ddi=1,445, gia tri p<0,0001) va ddi chimg khong c6 Ab (638866 RLU, sb lan thay
ddi=1,447, gia tri p<0,0001). Nhém déi ching v&i Ab1 (975654 RLU) hogc dbi chimg isotyp
(955717 RLU) dugc bd sung vao té bao T Jurkat khong duge xir Iy so bd bang TGF-B1 va
duge ddng nudi cdy véi té bao CHO-K 1 ddng nudi cdy trong su c6 mit cia Ab khang-PD-1
da 1am tang c6 ¥y nghia thong ké hoat tinh luxiferaza so véi d6i chimg khong ¢6 Ab, nhung c6
s6 1an thay ddi nho nhét (865794 RLU, lan luot sb 1an thay d6i=1,127 va 1,104, gia tri
p=0,0023 va 0,001284) (HINH 4). Gi4 tri RLU ciing dugc thé hién trong Bang 3 duéi day.

Béng 3 Pon Vi Phat Quang Tuong Péi Trong Thir Nghiém Hoat Hoéa Té Bao T

Ab Khang-PD-1 Dbi Chimg Isotyp | T4 dugc léng
Khong xur 1y soiXir ly so bg| Ab Khang-PD-1 (PBS)
bd TGF-B1 TGF-B1
Khong Abl 865794 638866 234963 206043
Abl 975654 924186 - -
2G4 khing-HEL 955717 639440 - -

Dé loai trir kha ning ma viéc xit Iy so by TGF-B1 cia té bao T Jurkat c6 thé dan dén
su tdng sinh hodc kha ndng séng s6t giam di va do vay dan dén hoat tinh luxiferaza giam di
trong thoi gian 24 gid ddng nudi cly véi té bao CHO-K1, chiing t6i ¢ té bao T Jurkat v6i 18
ng/ml TGF-B1 hodc PBS trong su ¢c6 mit cua Abl, hIgGs khang-HEL, hodc khong ¢6 khang
thé (t4 duoc 16ng) trong thoi gian 7 ngay. Ci tir 2 dén 3 ngay thé tich bang nhau ciia mdi
nhom duoc st dung dé cy binh thot ¢ méi vao lic do ca TGF-B1 va khang thé déu dwoc
lam méi (tdng cong hai sy kién cdy lai dién ra). Viéc danh gid moi trudng nudi cay cudi ciing
chirng minh ring kha ning sdng s6t cla tit ca cac nhom diéu tri déu khong ddi (nam trong
khoang tir 94% dén 96%). Ngoai ra, tong sb & bao T Jurkat trong méi trudng nudi cay cubi

cung cia mdi nhém didu tri rat trong ty nhau (ndm trong khoang tir 25 dén 29 triéu).
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Nghién ctru trén chimg to ring su tang lén trong viée truyén tin hiéu xudi chiéu cia
thu thé t& bao T sau khi xir Iy khang-PD-1 bi kim ham boi TGF-p, dan dén su kich thich té
bao T dudi mirc t6i wu. Di liéu ctia chung t6i goi y rang su e ché ciia TGF-B 1am giam bat
vi méi trudong khéi u kim ham mién dich va cho phép cac chat diéu bién diém kiém tra, ching
han nhu tac nhan khang-PD-1, gdy cam ung t6t hon ddi véi dap img mién dich va do d6 1am
tang ti 1€ cia bénh nhan hudng loi tur viée diéu tri ung thu mién dich.

Vidu 5: Tdc Dung Ciia Dang Két Hop Abl Va Khdng Thé Khing-PDI In Vivo

Tiép theo chung toi nghién ctru tac dung cta viéc diéu tri khang-TGF-p va khang-PD-
1 két hop trong mé hinh ung thu chudt nhit C57BL/6

Kha Nang Dung Chiw/Dé An Toan So B

Nguyén Liéu Va Phwong Phdp

Kha ning dung chiu ctia Abl va khang thé don dong (mAb) khang-PD-1 chudt nhét
(mPD-1) dudi dang cac tac nhan don 18 va ¢ dang két hop duoc danh gia & chudt nhit cai
C57BL/6. Abl (10, 20, va 50 mg/kg) hodc Ab dbi chimg isotyp (hIgGs khang-HEL mua cia
hang Crown Bioscience; dugc sir dung & 10 va 20 mg/kg) duoc dung IV ba ngay mdt lan
(Q3D) dudi dang cac tac nhan don 1¢ hoic két hop véi Mab khang-PD1 ¢ 5 mg/kg I'V hai lan
mdi tudn. Ab khang-PD1 dung trong nghién ctu nay 1a, dugc ky hiéu Ia
"antimPD1 hyb RMP114 mlIgG1LCfullrat" (hosic Mab x-khang-mPD-1). N6 1a khang thé
khang-mPD-1 chudt cng kham duoc tao ra bing cach thay thé viing Fc chudt cdng ciia dong
1gGaa chudt céng RMP1-14 (BioXcell, Cat. #BE0146) bang ving Fc IgG chudt nhit. Céc
trinh tu amin chudi ning va chudi nhe cua khang thé kham nay dugc thé hién trong cac SEQ
ID NO:7 va 8. Kha nang dung chiu dugc danh gia bang cach do khdi luong co thé con vit va
quan sat 1am sang. Khi két thuc ba tuan diéu tri, bon gi0 sau lan diéu tri cudi cung, thuc hién
lan léy mau cudi cung va ¢ dinh mo (tim, than, gan, phéi, va lach) trong formaldehyt va gui
di phan tich md bénh hoc.

Liéu luong duoc coi la qua doc néu no6 giy ra sy giam 15% khéi luong co thé trong ba
ngay lién tiép & con chudt nhat cu thé, sy giam 20% khdi lugng co thé trong mot ngay, hodc
10% hodc 16n hon cta ca chét lién quan dén thudc, trir khi chimg suy mon do khéi u gdy ra
dan dén su giam khdi luong co thé dwoc quan sat thdy trong nhém dwoc diéu tri biang ta duge
16ng dbi chung. Khéi lugng co thé con vat bao gdm khéi lwong khdi u.

Két Qui Pj Poc/Dp An Toan
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Nghién ciru kha nang dung chiu & cdc con chudt nhit C57BL/6 cho thdy rang tt ca
cac muc liéu luong dugc thtr nghiém cua cac chét don 1¢ va dang két hop cua Abl va Mab x-
khang-mPD-1 déu dugc dung chiu tét. Khong co su thay doi 16n cta khdi lwong co thé duge
quan sat thiy & nhom diéu tri bat ky & tat ca cac lidu dugc thir nghiém. Khong c¢6 quan sat
lam sang nghiém trong hodc co ban nao dugc quan sat thdy trong qua trinh nghién ctru. Phan
tich mé bénh hoc xac dinh duoc sb luong tang lén cua té bao lympho & lach (tuy tréng) cua
tat ca cic nhom duge diéu tri bao gdbm nhém duge didu tri bang khang thé déi chung isotyp,
bat ké dang két hop nao va khong c6 mbi quan hé lidu lugng bit ky. Khong c6 phét hién bing
kinh hién vi dang ké khac duoc quan sat thdy. Hai con chudt nhat tir nhém két hop, Ab dbi
ching isotyp (10 mg/kg) va Mab khang-PD-1 (5 mg/kg), dugc phat hién chét sau 1dn ding
cubi ciing vao ngay cudi cing cta nghién ctru. Phan tich md bénh hoc khong phat hién ra
nguyén nhan chét lién quan dén thude bat ky.

Nghién Ciru Tinh Hiéu Qud

Tac dung cia viée két hop diéu tri khang-TGF-B va khang-PD-1 & cac con chudt nhét
C57BL/6 mang khéi u rudt két dong sinh MC38 dudi da dugce danh gia. Cac con chudt duge
cAp Abl & 25 mg/kg, Mab x-khang-mPD-1 & 5 mg/kg, hodc c4 hai, Q3D trong thoi gian ba
tudn. Nghién ctu nay chimg té ring dang két hop Abl va Mab khang-mPD-1 c6 hoat tinh
khang khéi u 16n hon dang ké so véi cac chat don 1é mot minh. Nguyén lidu va phurong phap
va dir liéu cta nghién ctru nay dugc mo ta chi tiét dudi day.

Nguyén Liéu Va Phwong Phap

Dong vit

Céc con chudt nhit C57BL/6 cai dugc thu 1y tir Charles River Labs (Wilmington,
MA, M§). Céc con vit duge dé cho thich nghi trong it nhét 12 ba ngay trude tham gia vao
nghién ctru. Céc con chudt 11 tudn tudi va c6 khdi lugng tir 17,0 dén 20,9 g lac bt diu nghién
ctru. Ching tiép can tu do dén thuc an (khéu phﬁn an cho dong vat gam nhdm Harlan 2916,
Massachusetts, M§) va nudc tiét tring, va dugc nhdt véi chu ky 12 gior sang/téi.

Té Bao Khéi U

MC38 14 dong té bao ung thu tuyén rudt két. Té bao dugc thu ldy tir Vién Ung thu
Québc gia (Bethesda, MD, M§) va dugc nudi cay trong CO, 5% & nhiét @6 37°C trong méi
truong hoan chinh (CM), ma bao gém moi trudng Roswell Park Memorial Institute (RPMI)-
1640 v6i L-glutamin (Gibco, Cat#11875), c6 bd sung huyét thanh thai bo da duoc bét hoat
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bang nhiét (HI FBS) 10% (Gibco, Cat# 10438026). Té bao duge thu hoach va ti tao huyén
phi trong nudc mudi dém photphat Dulbecco (DPBS) (Gibco, Cat#14190), va 1 x 10° té
b20/200 pl cho mdi con chudt nhit duoc cdy dudi da (SC) vao sudn phai clia con chudt nhit
C57BL/6 cai.

Hop Chiit

Ab1 dugc dung cho cac con vt trong dung dich trong nudc. N6 dugce loc 0,22 um qua
PES va dugc luu trit trong cdc phan phan udc tiét tring & nhiét do tir 2 dén 10°C. Khang thé
duogc cip cho cic con vat & 10 ml/kg trong mang bung (IP), 25 mg/kg.

hlgGy khang-HEL (Crown Bioscience) dugc str dung lam d6i chung isotyp dbi véi
Abl. Khang thé nay duogc cép cho cac con vit d6i chung bang IP & 10 ml/kg bing IP, 25
mg/kg.

Mab x-khang-mPD-1 (¢ trén) dugce cung cAp trong DPBS (Gibco, Cat#14190-094) va
duoc cép cho cac con vat bang IP & 10 ml/kg, 5 mg/kg.

Thiét Ké Nghién Ciru

Vao ngay 0, 60 con vat dugc cdy bang t& bao khéi u MC38. Vao ngay 8 sau khi céy,
cac con chudt nhit, ma co kich thudce khéi u trung binh b%mg 50-75 mm?, dugc gom lai va
duge phan ngiu nhién vao nhom déi chimg va nhém diéu tri (mudi con chudt nhit cho mdi
nhém). Viéc diéu tri bang ta duoc long (PBS, do pH 7,2), hIgGs khang-HEL, Ab1, va Mab
khang-mPD-1 & lidu duge mo ta & trén dugc bit dau vao ngay 9 va dugc nhic lai vao ngay
12,15,18,21,va27.CécconvétduqccﬁéunjbéngtéduqcléngvélﬂgG4khéngJ{EIJduqc
sir dung lam d6i chimg. Céc con chudt nhit dugc kiém tra hang ngay va phan tng 14m sang
¢6 hai dugc ghi lai. Cac con chudt nhit riéng 1é dugc cén tir ba dén bdn 14n mot tudn dén khi
két thuc thi nghiém.

Céc con chudt nhit bi giét chét ém 4i khi trang thai bénh hodc su giam khéi lugng
>20% dugc quan sat théy. Khéi u dugc do bang thude kep hai 14n mdi tudn cho dén khi bi
giét chét cudi cung. Khi kich thuéce khéi u dat xdp xi 2000 mm? hoic ¢6 céc van d& veé sirc
khoe ctia con vat (20% dién tich khdi u bi loét), cac con vat bi giét chét ém i va ngay chét
duoc ghi lai. Thé tich khéi u rin dugc wée tinh tir hai s6 do kich thude khéi u va dugce tinh
theo phuong trinh sau day:

Thé tich khéi u (mm?) = [chiéu dai (mm) x chiéu rong? (mm?)] / 2
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Sau d6 thu duge phin tram thoai bién khéi u trung vi dbi véi nhom vao ngay nhit dinh
bang cach l4y trung vi cta phan tram thoai bién khéi u cu thé duogc tinh ddi véi mbi con vat
ctia nhom vao ngay nay. Ngay tinh dugc xéac dinh vao ngay khi AT/AC (tuc 1a, ti 1€ cua cac
trung vi cta su thay déi thé tich khéi u tir duong co sé gitta nhém duge diéu tri va nhém dbi
chung) duoc tinh, ngoai trir khi phan tram thoai bién khdi u trung vi khong dai dién cho hoat
tinh ctua nhém. Trong trudng hop d6, ngay duoc xéc dinh 1a ngay dau tién khi phan tram thoai
bién khéi u trung vi 14 16n nhét. Tho4i bién khéi u duge xac dinh 13 mot phan (PR) néu thé
tich khdi u giam xudng 50% thé tich khéi u khi bat diu diéu tri. Thoai bién khdi u hoan toan
(CR) dugc coi la dat dugce khi thé tich khdi u dudi 14 mm? hodc khong dugc ghi nhan.

Hiéu Qua

Diém két thuc h@éu qué so bo 1a sy thay ddi thé tich khéi u tir duomg co sé nhu duge
chi ra bang AT/AC, phan tram thoai bién khéi u trung vi, thoai bién khéi u mét phan, va thoai
bién khdi u hoan toan. Su thay ddi trong thé tich khéi u ddi véi mbi nhém duge didu tri (T)
va nhém dbi ching (C) duoc tinh dbi véi mdi con vat mbi ngay bang cach lay thé tich khdi u
vao ngdy quan sat nhit dinh trir di thé tich khéi u vao ngay diéu tri ddu tién (ngay bat dau).
ATngvummnmhd&V&nmmnmwcm&udVaACUmgvimwcmmd&vénmmnd&
chiang. Ti 1€ AT/AC dugc tinh va dugce biéu dién dudi dang ti I¢ ph?m tram:

AT / AC = (deltaT trung vi / deltaC trung vi) x 100

Tilé AT/AC <40% duoc coi la ¢6 hoat tinh tri li¢u. Ti 1€ AT/AC 0% duogc coi la ngung
tré khéi u. Ti 16 AT/AC < 0% dugc coi 14 thoai bién khdi u.

Phn trdm thoai bién khéi u duoc xac dinh dudi dang ti 1€ phén tram cua thé tich khéi
u giam di trong nhom duogc didu tri vao ngdy quan sat nhét dinh so véi thé tich khdi u luc bt
dAu nghién ctru (to). Vao thoi diém cu thé (t) va dbi véi mdi con vat, phan trim thoai bién
khéi u duoc tinh bang cach sir dung cong thiic sau day:

% thodi bién khéi u (& t) = [(thé tichy — thé tich) / thé tichw] x 100

Sau d6 phan tram thoai bién khdi u trung vi ddi v6i nhom vao ngay nhét dinh duoc
tinh béng cach léy trung vi cuia céc gia tri % thoai bién khéi u cu thé dugc tinh ddi véi mdi
con véat trong nhom. Ngay tinh dugc x4c dinh 1a ngay khi AT/AC duogc tinh, ngoai trir khi
phén tram thoai bién khdi u trung vi khong dai dién cho hoat tinh cua nhém. Trong truong
hop do, ngay dugc xac dinh 1a ngay dau tién khi phan tram thoai bién khéi u trung vi 1a 16n

nhét.

-30-



38201

Phin Tich Thong Ké

Kiéu ANOVA hai chidu v6i cac yéu t didu tri va ngay (1ap lai) dugc thuc hién trén su
thay doi thé tich khdi u tir dudng co sé. Trong trudng hgp ma sy twong tac diéu tri*ngay hodc
hiéu quéa diéu tri dang ké, thi sau d6 thuc hién phan tich twong phan véi sy hiéu chinh
Bonferroni-Holm déi véi bdi s6 dé so sanh tAt ca nhom duoc diéu tri voi nhém dbi ching vao
mdi ngay tir ngay 8 dén 27. Su thay ddi thé tich khdi u tir dudng co s& dugc tinh dbi véi mdi
con vat va mdi ngay bang cach iy thé tich khéi u vao ngay quan sat nhét dinh trir di thé tich
khéi u vao ngay diéu tri dau tién (ngay 8).

Vi tinh khong déng nhét cta cac bién ddi dugce quan sat thiy giira cac nhom, cdu trac
hiép bién ddi xtung hop chét (CS) v6i nhém = lya chon dugce chon cho mé hinh kiéu ANOVA
(SAS Institute Inc. (2008) SAS/STAT 9.2 Huéng Dan St Dung béi Cary NC). Trén céc hinh
vé HINH 5 va HINH 6, céc trung vi va Do Léch Chudn Trung Vi (MAD) ciia mdi nhém dugc
thé hién ddi véi mdi ngay do. Trong Bang 4-6 dudi déy, cac trung vi va MAD Puge Chuan
Hoéa (nMAD = 1,4826*MAD) ctia mdi nhém dugce bao cao ddi véi mdi ngay do. Tét ca cac
phan tich théng ké dugc thuc hién bing cach s dung phin mém SAS phién ban v9.2. Xac
suit nhoé hon 5% (p<0,05) dugc coi 1a c6 y nghia.

Két Qua Vé Hiéu Qui

Viéc diéu tri cdc con chudt nhit C57BL/6 mang khéi u bang Abl, Mab khang-PD-1,
hodc dang két hop cua hai chat nay ciing duge dung chiu t6t va khong doc nhu duoc chi ra
bang tinh trang sirc khoe chung va hoat dong cta cic con vat va khong c6 sy thay d6i dang
ké ctia khdi lwong co thé. Dudi dang cac chat don 1é, Abl & 25 mg/kg Q3D va Mab khang-
PD-1 ¢ 5 mg/kg Q3D gay ra gia tri giam khéi lwong co thé & diém déy 1an lugt chi bang 3,4%
(ngay 9) va 2,1% (ngay 9). Dang két hop ctia Abl (25mg/kg Q3D) va Mab khéng-PD-1 (5
mg/kg Q3D) ciing dugc dung chiu tt, cho thdy gié tri giam khéi lugng co thé & diém day
bang 1,3% (ngdy 9) (Bang 4). |

Duéi dang cac chit don 1¢, Ab1 (25 mg/kg Q3D) va Mab khang-PD-1 (5 mg/kg Q3D)
cho thay khong c6 su nhiu loan & sy phat trién khi so véi con vét duge diéu tri béng d6i
chung isotyp Abl (hIgGs khang-HEL). Ti 1€ AT/AC vao ngay 27 cua viéc diéu tri 14n luot 1a
93% va 109% (Bang 4). Dang két hop ctia Mab khang-PD-1 va hlgGy khéng-HEL chimg t6
hoat tinh khang-khdi u nhé nhét véi AT/AC bang 31% vao ngay 27 cua viéc diéu tri (khong

khac biét ¢6 y nghia thong k& so véi nhom doi chirng) va thoéi bién khoi u hoan toan quan
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sat duge chi & 2 trong s6 10 con chudt nhat. Tuy nhién, dang két hop ctia Mab khang-PD-1
va Ab1 chimg t6 hoat tinh khang-khéi u t&t hon tir ngay 15 dén ngay 27, véi -1 AT/AC vao
ngay 27 cua viée didu tri (khac biét c6 y nghia thdng ké so véi nhom dbi chiing) va thodi bién

khéi u hoan toan quan sat duoc &6 trong s6 10 con chudt nhat (Bang 4).
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Bang 4 Hoat Tinh Ctia Abl va Mab x-khang-mPD-1 G M6 Hinh Ung Thu MC38 C57BL/6

Trung vi Thoai bién khdi
AW* %  thoai u
, AT/AC% | , |gia tri p**
Chat (ngay cua bién khoi (Ngay 27)
. (Ngay 27) (Ngay 27)
diém day) u (Ngay
PR |CR
27)

hIgGu hing-tEL | 104 ; 0,7914 |1/10  [1/10
(25 mg/kg) :
Abl -3,4 (D9) |93 - 0,9953  [0/10  [0/10
(25 mg/kg)
x-khing-mPD-1) ) | gy 1109 ; 0,5435  [2/10  |1/10
(5 mg/kg)
Abl

_|_
@5mgkg) 1 3 Doy |-1 24,5 <0,0001 |6/10  |6/10
x-khang-mPD-
1 (5 mg/kg)
hIgGa knang-HEL

+ x-
(25 mgike) * x| 5 Doy |31 ; 0,4020  [2/10  [2/10
khang-mPD-1
(5 mg/kg)

* AW chi su thay dbi khéi lugng co thé trung binh theo % cho mdi nhém ¢ diém day.

** Gia tri p thu dugc bing phén tich twong phan dé so sanh mdi nhom duoc didu tri
v6i dbi ching bing cach sir dung sy diéu chinh Bonferroni-Holm déi véi boi s6 sau Kiéu
ANOVA hai chidu v6i cic phép do lap lai vé sy thay ddi thé tich khéi u tir duong co sé. Xac
suit nho hon 5% (p<0,05) duge coi 1a c6 y nghia.

Béng 5 va Bang 6 va cac hinh v& HINH 5-7 thé hién dit liéu b sung cho thiy hoat tinh
cua céac khang thé mot minh hodc & dang két hop trén thé tich khéi u trong m6 hinh chuot

nhit.
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Su thay déi thé tich khéi u tir dwong co sé mm?® : Trung vi (nMAD), n, va gia tri p*

Nhém Piéu Tri |Toan bé| Ngay 12 | Ngay 15 | Ngay 19 | Ngay23 | Ngay 27
T4 dugc long - 26,0 71,5 220,5 528.0 1610,0
(20,02) (53,37) (117,87) | (157,16) | (413,65)
n=10 n=10 n=10 n=10 n=9
hlgGa khang-HEL - 17,0 65,5 182,5 491,5 1675,0
(25mg/kg) 0,9629 | (17,79) (51,89) (113,42) | (358,05) | (621,21)
n=10 n=10 n=10 n=10 n=9
0,5197 1,0000 0,8858 1,0000 0,7914
Abl - 17,0 79,0 218,0 567,0 1496,5
(25 mg/kg) 0,9629 | (15,57) (43,74) (83,03) (344,70) | (472,21)
n=10 n=10 n=10 n=10 n=8
0,4754 1,0000 0,8858 1,0000 0,9953
Mab x-khang- - -2,0 38,5 147,5 458,0 1748,0
mPDI1 0,2439 | (21,50) (68,20) | (149,74) | (280,21) | (851,01)
(5 mg/kg) n=10 n=10 n=10 n=10 n=9
0,0224 0,1235 0,2259 0,2228 0,5435
Abl -
-3,5 20,0 -0,5 -17,0 -9,0
(25 mg/kg) + 0,0007
(10,38) (20,02) (69,68) (51,15) (86,73)
Mab x-khang-
n=10 n=10 n=10 n=10 n=10
mPD-1
0,0743 0,0121 <.0001 <.0001 <.0001
(5 mg/kg)
hIgG4 knang-HEL - 19,0 61,5 145,0 266,0 503,0
(25mg/kg) + 0,2531 | (37.81) (65,98) (160,12) | (398,82) | (841,38)
x-khang-m-PD-1 n=10 n=10 n=10 n=10 n=8
(5 mg/kg) 0,5197 0,2848 0,2259 0,1979 0,4020

*Gia tri p thu duoc bang phan tich twong phén so véi d6i chirmg vao mdi ngay voéi sy

didu chinh Bonferroni-Holm ddi véi boi s6 sau Kiéu ANOVA hai chiéu vé su thay ddi thé

tich khdi u tir dudng co so.
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Béng 6 Abl va Mab x-khang-mPD-1 duéi dang cac tac nhan don 1é so v6i dang két hop

Su thay d6i thé tich khéi u tir dwong co s6 mm® : Trung vi (nMAD), n va gia trj p*

Nhém diéu tri TZZH Ngay 12 | Ngay 15 | Ngay 19 Ngay 23 Ngay 27
Abl
(25 mg/kg) + -3,5 -0,5 -9,0
20,0 (20,02) -17,0 (51,15)
Mab x-khang-| - (10,38) 10 (69,68) 10 (86,73)
mPD-1 n=10 n=10 n=10
(5 mg/kg)
X-khang-mPD-1 -2,0 38,5 147,5 458,0 1748.,0
(5 mg/kg) - (21,50) (68,20) (149,74) (280,21) (851,01)
0,0405| n=10 n=10 n=1 n=10 n=9
1,0000 0,7631 0,0276 0,0004 0,0024
Abl 17,0 79,0 2180 567,0 1496,5
(25 mg/kg) - (15,57) (43,74) (83,03) (344,70) (472,21)
0,0017 | n=10 n=10 n=10 n=10 n=8
1,0000 0,0694 0,0007 <.0001 <.0001
hIgGa khang-HEL
(25mg/kg) + 19,0 61,5 145,0 266,0 503,0
Mab x-khang-| - (37,81) (65,98) (160,12) (398,82) (841,38)
mPD-1 n=10 n=10 n=10 n=10 n=8
(5 mg/kg)
Mab x-khéng- -2,0 38,5 147,5 458,0 17480
mPD-1 - (21,50) (68,20) (149,74) (280,21) | (851,01)
(5 mg/kg) 0,8680| n=10 n=10 n=10 n=10 n=9
0,2024 0,7631 0,9476 0,8576 0,8491
hlgGs khang-HEL 17,0 65,5 182,5 491,5 1675,0
(25mg/kg) - (17,79) (51,89) (113,42) (358,05) (621,21)
0,5691| n=10 n=10 n=10 n=10 n=9
- 1,0000 0,5743 0,4761 0,2357 0,8491
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*Gia tri p thu dugc bang phan tich twong phan dé so sanh dang két hop ctia Ab1, higGs
khang-HEL va x-khang-mPD-1 so v&i mdi chit don 1¢ & liéu lwong & trong dang két hop vao
mdi ngay v6i su didu chinh Bonferroni-Holm di véi boi sé sau Kiéu ANOVA hai chidu vé

su thay doi thé tich khdi u tir duong co sé.

Dir lidu trong cac bang va cac hinh v& cho thdy rang dang két hop ctia Abl ¢ 25 mg/kg
Q3D va Mab x-khang-mPD-1 & 5 mg/kg Q3D c6 hiéu qua khang khdi u 16n hon so v6i mot
trong hai khang thé & cac liéu lugng nay. Su khéc biét nay 1a déng ké vé mat thdng ké, véi
cac gia tri p vao ngay 19, 23, va 27 lan luot 12 0,0007, <0,0001, va <0,0001, khi so sanh dang
két hop voi Abl dué6i dang chit don 1é. Sy khac biét nay ciing dang ké vé mit thdng ké, vé6i
cac gia tri p vao ngay 19, 23, va 27 1a 0,0276, 0,0004, va 0,0024 khi so sanh dang két hop vai
Mab x-khéang-mPD-1 du6i dang chét don 1é (Bang 6). P6i v6i nhom két hop ciia hIgGs khang-
HEL & 25 mg/kg Q3D va Mab x-khang-mPD-1 & 5 mg/kg Q3D, hiéu qua diéu tri trén su thay
dbi thé tich khéi u tir duong co sé khong khéc biét dang ké so vai hidu qua cia mét trong hai
chit mot minh vao ngay do bat ky.

Tém lai, dang két hop ctia Abl & 25 mg/kg Q3D va Mab khéang-mPD-1 & 5 mg/kg
Q3D ¢6 hiéu qua khang khdi u 16n hon déng ké so véi mot trong hai chét duge sit dung mot
minh tir ngay 15 dén ngay 27.

Trong nghién ctru khac, chiing toi danh gia hoat tinh khéng khéi u cua dang két hop
ctia Abl & lidu lugng béng 1, 10, hodc 25 mg/kg va khang thé PD-1 chudt nhét & lidu lugng
bing 5 mg/kg chéng lai mé hinh ung thu rudt két chuot nhit MC38 duéi da & cac con chudt
nhét C57BL/6J. Té bao ung thu tuyén rudt két MC38 phit trién theo ham mii (NCI, Frederick,
MD) duoc nudi cdy trong RPMI-1640 c¢6 bd sung FBS 10% trong thiét bi u CO, 5% da duoc
lam 4m va sau d6 dugc céy duéi da (1X10° té bao) vao sudn clia cac con chudt nhét C57/B16J
cai (Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME). Ngay khi khéi u dat kich thuéc trung binh bang
50-75 mm?, cac con chudt nhét dugc gom lai va dugc phéan ngau nhién vao nhém ddi ching
va nhom diéu tri (10 con chuot nhét cho mdi nhém). Sau d6 cac con chudt nhét mang khéiu
dugc diéu tri trong mang bung bing PBS, khang thé dbi chimg isotyp IgG4 (25 mg/kg) hoidc
Abl (1, 10, va 25mg/kg) ba l4n cho mdi tuan dén khi mdi con vat nhan tdng s tir 6 dén 7 licu
lugng. Khéi u duge do bang thude kep $6 2 14n cho mdi tudn va thé tich khdi u dugc tinh

(mm’=L x W x H) va dugc vé& biéu d6 bang cach str dung GraphPad Prism. Céc con chudt
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nhit bi giét chét ém ai bang CO; khi két thuc nghién ciru, néu khdi u phat trién dén >2000mm?,

hodc néu khéi u thé hién su loét > 20% bé mit khdi u.

Du6i dang céc chit don 1¢, Abl & lidu lugng bang 25 mg/kg Q3D va khang thé a-PD-

1 chudt nhit & lidu lwong bang 5 mg/kg ching té hoat tinh mot phan 1an luot véi 2/8 va 4/8

thoai bién khéi u hoan toan, & cac con chudt nhit mang khdi u MC38. Dang két hop cuia Abl
& 1, 10, hodc 25 mg/kg Q3D va khang thé a-PD-1 chuét nhit & 5 mg/kg Q3D c6 hoat tinh tri

lidu. Vao ngay 24 sau khi cdy, khi so sanh sy thay doi thé tich khéi u tir duong co s, hiéu

qué cta dang két hop ciia Abl & tit ca cac lidu lwong dugc thir nghiém va khang thé a-PD-1

chudt nhét & 5 mg/kg Q3D 16n hon so véi tac dung cia mdi chat don 1é véi 5/8, 6/8 va 7/8

thodi bién khéi u hoan toan 1an luot di véi 1, 10, va 25 mg/kg ctia Abl. Bang 6A trinh bay

tom tat két qua.

Bang 6A  Hiéu Qua Khang Khéi U Ctia Dang Két Hop Abl+ Mab Khéng-mPD-1

Nhém Piéu Tri Téng S6 Luong S6 Luong Cia Pap
Chudt Nhit | Ung/Thoai Bién Khéi U
Hoan Toan (Ty Lé Pap
Ung/
Tho4i Bién Khéi U Hoan
Toan)
1. PBS 8 0 (0%)
2. 25 mg/kg khang thé ddi chiing 8 0 (0%)
isotyp dbi véi Abl
_|_
5 mg/kg khang thé ddi ching
isotyp dbi voi Mab khang-mPD-1
3. 25 mg/kg Abl 8 2 (25%)
+
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Nhom Diéu Tri Téng S6 Lugng S6 Luong Cua Pap
Chudt Nhit | Ung/Thoai Bién Khéi U
Hoan Toan (Ty Lé Pép
Ung/
Tho4i Bién Khéi U Hoan
Toan)
5 mg/kg khang thé d6i chung
isotyp dbi vi Mab khang-mPD-1
4. 25 mg/kg khang thé d6i ching 8 4 (50%)
isotyp dbi véi Abl
_|_
5 mg/kg Mab x-khang-mPD-1
5. 1 mg/kg Abl 8 5 (62,5%)
+
5 mg/kg Mab x-khang-mPD-1
6. 10 mg/kg Abl 8 6 (75%)
+
5 mg/kg Mab x-khéang-mPD-1
7. 25 mg/kg Abl 8 7 (87,5%)
+

5 mg/kg Mab x-khang-mPD-1
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Tém lai, dit lidu tién 14m sang nay ching t6 ring dang két hop ctia sy e ché PD-1 véi
su e ché TGE-P ¢6 thé e ché sy phét trién dén mirc do 16n hon so v6i chi c6 mdt minh su
phong bé chét trc ché diém kiém tra.

Vidu 6: Ham Lwong TGF-p1 Trong Khoi U

Ham luong TGF-B1 trong khdi u duge nghién ciru trong md hinh chudt nhit BALB/c
duoc ghép manh ghép khac loai dudi da ung thu két tryc trang LoVo. Céc con chudt nhat
duogc tiém béng Ab]1 hodc dbi chimg isotyp Mab & 10, 25, hodc 50 mg/kg trong tinh mach 3
ngay mot 1an ddi véi tong s6 tam lan ding IV, bt dau khi thé tich khoi u nhé hon 100 mm?.

Céc mau khdi u, ma dwoc luu trit & nhiét do -80°C trong éng 2 ml lam bang chit déo
v6i cac vién bi gdm 2,8 mm (MoBio 13114-50), dugc rd dong & nhiét do trong phong. Mot
mili 1it (ml) cta chit dém Meso Scale Diagnostic (MSD) Tris Lysis lanh (R60TX-2) c6 bd
sung 1x Hon Hop Chat Uc Ché Proteaza Va Phosphataza Halt™ (Thermo 78440) dugc bd
sung vao md, ma sau dé duoc ddng nhat hoa bing cach sir dung may dong nhét héa Precellys®
24 Dual (Bertin Instruments) trong hai chu ky & 6500 vong/phit, mdi chu ky 20 gidly, & nhiét
d6 4°C. Dich dung gidi dugc lam trong bang ly tdm trong thoi gian 10 phut & tbc do 20.000
x g trong may ly tim Eppendorf 5417C & nhiét d 4°C. Dich nbi bé mat duoc chuyén vao cac
6ng Eppendorf da dugc 1am lanh sach va dugce lam trong thém bang ly tAm trong 20 phut nita
nhu dugc md ta & trén. Sau do, dich ndi bé mat dugc chuyén vao khéi luu trir 96 giéng lam
bang chit déo, két dong nhanh trong nito 16ng, va luu trit & nhiét do -80°C.

Ngay hom sau cac mau duge ra dong & nhiét do trong phong va dit trén nudc da. Nong
do protein trong dich dung giai dugc do béng cach st dung bo kit Thir Nghiém Protein Axit
Bicinchoninic (BCA) (Thermo 23225) theo huéng dan cua nha san xuét. Dich dung giai duoc
chudn hoa dén ndng do protein bang xAp xi 8 mg/ml bang cach st dung chéat dém MSD Tris
Lysis v6i cac chat e ché proteaza va phosphataza (xem & trén), va chia phan phan uéc trong
cac vi dng lam bang chét déo.

Néng do TGF-B1 trong dich dung giai khdi u duge chuén héa dugc do theo huéng dan
ctia nha san xuét bang cach sir dung bd kit TGF-B1 ngudi (MSD, K1511UC-2) st dung thir
nghiém phat quang di¢n hoa. TGF-B1 chudt nhit tai t6 hgp (R&D Systems, Cat. #7666-MB-
005) dugc pha loang theo ddy trong chit dém MSD Lysis dugc sir dung 1am miu chuén. Céc

mau duoc tai 1én dia trong hai ban sao. Tin hi¢u phat quang dién héa dugc do bang cach sir
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dung may doc dia MESO SECTOR S 600 (MSD), va ndng do TGF-B1 trong cdc mau dugc
dinh luong bang cach str dung phan mém MSD Discovery Workbench v4.0 dya trén dudng
cong chuan.

Nong do trung binh ddi véi hai ban sao mau dugc tinh bang phin mém. Céc gia tri
ndng do xac dinh bang phin mém dudi dang "Dudi Khoang Pudong Cong Khép" hodic "Dudi
Khoéang Phat Hién" dugc thay thé bang gia tri khong. Dé tinh ndng do TGF-B1 cho mdi mg
clia tong s protein, néﬂg d6 do dugce trong thir nghiém (pg/ml) dugc chia cho ndng do protein
(mg/ml) trong cc mau.

Két qua cho thdy rang ham luong TGF-1 trong khdi u trong céc con chudt nhét duge
tiém bang ddi chimg isotyp c6 trung vi bang 21,4 pg/mg tong s6 protein, ham luong twong
ang trong cic con chudt nhit duoc tiém biang Abl khong phat hién duoc (HINH 8).

Pé chimg minh su lién quan cia cic phat hién trén & ngudi, ching toi thir nghiém
muoi mau khdi u két trye trang ngudi va mudi mau khéi u u melanin ngudi vé ham lugng
TGE-B1 trong khéi u ciia ho nhu duoc md ta ¢ trén bang cach st dung phuong phap da moé ta
& trén. Ddi v6i cac mau CRC ngudi, ham luong TGF-B1 nam trong khoang tir khoang 7 dén
25 pg/mg. Déi v6i cac miu u melanin ngudi, ham lwong TGF-B1 ndm trong khoang tir khoang
1 pg/mg dén cao bang 43 pg/mg. Dit liéu niy ung hd thém viéc sir dung tri liéu khang-TGF-
Bl ching han nhu Abl trong didu tri khdi u, mot minh hodc két hop véi chét e ché diém
kiém tra mién dich khac ching han nhu khang thé khang-PD-1.

Vidu 7: Nghién Ciru Dugc Dpng Hoc Cua Abl

Vi du nay mo td cac nghién clru ma xac dinh dic diém bién dang dugc dong hoc (PK)
cua Abl va so sanh no6 véi bién dang dugc dong hoc cua fresolimumab. Trong mot nghién
clru, ndm nhom chudt cdng Sprague-Dawley da duoc dat dng thong duoc cap lidu don 16 cua
Ab1 hoic fresolimumab & 5 mg/kg trong tinh mach. Mdi nhém ¢6 nim con c4i va nim con
duc. Méu tir cac con chudt céng dugce thu gom vao 0,25, 6, 24, 48, 72, 144,192, va 240 gid
sau khi dung liéu luong. Nong do trong huyét thanh ciia Ab1 va fresolimumab dugc xac dinh
bing ELISA. Tinh so sanh dugc duoc xac dinh néu khoang tin cay 90% dbi véi ti 16 AUC
(cta nguyén li¢u thu nghiém véi tham chiéu) nam trong khoang tir 80% dén 125%.

Nong do khang thé trong huyét thanh theo thoi gian tir nim nhém chudt cng dugc thé
hién trén HINH 9A. Cac tham s PK tir nhém 2, 4, va 5 (xem chi thich cia HINH 9A) dugc
thé hién trong Bang 7 duéi ddy. Nghién ciru nay cho thdy rang Abl c6 dong thai PK tuyén
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tinh, v6i thoi gian ban thai 1au hon nhiéu (T1 trung binh bing 7,1 ngay so véi 4,3 ngay) va
tdc do loai trir thdp hon (CL bang 0,30 ml/gidv/kg so v6i 0,51 ml/gid/kg) so v6i fresolimumab.

Dt liéu cho théy réng ADb1 ¢6 su bdc 10 cao hon 1,7 lan & chudt céng so voi fresolimumab.

Béng 7 So Sanh PK Gitra Fresolimumab Va Abl
) Fresolimumab Abl Abl
Tham 50 PK (mé 2) (mé 1) (mé 2)
t12 (gio) 103,21 +£1298 | 181,83 +80,92* | 158,38 + 66,73

C 16n nhat (ug/ml)

114,56 + 16,42

116,60 + 16,78

109,72 + 18,49

Vz (ml/kg) 752241521 | 78,35+26,33 63,47 + 10,65
CL (ml/gidvkg) 0,51+ 0,10 0,31 + 0,04* 0,30 + 0,05*
AUC i cimg (gi0*pg/ml) | 8046 + 1210 10007 + 1180* | 11223 + 1035*

AUCo.inr (gid*pg/ml) 10107 £ 1613 | 16322+2523*% | 17553 + 4130*

*Trung binh nhém £ SD khéc biét ¢ y nghia théng ké véi nhém "fresolimumab (B2)"
(Nhom 2 trén HINH 9A).

Nghién ciru PK bo sung trén Abl (Nghién ctru 2) dugc thyc hién trong nhém khi
cynomolgus. Mdi nhém c6 nam con céi va nam con duc, va dugc cap bang cach truyén trong
tinh mach lidu don 1& cia Abl & 1 mg/kg (HINH 9B) hodc 10 mg/kg (HINH 9D), hodc nim
lidu mdi tudn ctia Abl & 1 mg/kg (HINH 9C) hoic 10 mg/kg (HINH 9E) cho mbi liéu. Nong
d6 trong huyét thanh theo thoi gian cia Abl & céc con khi dugce thé hién trong céc hinh v&
HINH 9B-E. Nong do trong huyét thanh theo thoi gian cia fresoliumamb dugc cip cho céc
con khi & lidu don 1€ hodc liéu Q2W (hai tudn mdt 1an) lap lai trong cac nghién ciru trudce
ciing dugc thé hién trong cic hinh vé dé so sanh. Dit liéu nay cho thdy rang Abl ciing c6 dong
~ thai PK tuyén tinh & khi va thé hién sy boc 19 cao hon ca sau khi dung liéu don 1& va dung
lidu l3p lai so v6i fresolimumab & ca 1 mg/kg va 10 mg/kg cho mdi lidu. Khi ding liéu don
1¢ bang 10 mg/kg, Abl c6 thoi gian ban thai & 13 ngay, trong khi d6 fresolimumab c6 thoi
gian ban thai la 4,5 nga}‘/; Abl ¢6 CL bang khoang 0,40 ml/gid/kg, trong khi d6 fresolimumab
¢6 CL bang 0,66 ml/gio/kg. Gidng nhu nghién ctru & chudt cbng, nghién ciru & khi ciing cho

théy Abl ¢6 su boc 10 cao hon khoadng 1,7 14n so véi fresolimumab.

-50-



38201

Céc nghién cttu dugc mo ta & trén ching to rang Abl c6 thoi gian ban thai 1au hon
dang ké vé& mit théng ké, thoi gian thanh thai 1au hon, va su boc 16 sinh hoc cao hon in vivo
so vai fresolimumab.

Ngoai ra, nghién ctru ¢ cac con chudt nhit Balb/C mang khdi u Ab12 cho thiy ring
Ab1 ¢6 bién dang PK tuong ty du né dugce dung trong tinh mach hay trong mang bung.

Bang cach sir dung thang ti 1é twong quan sinh truéng trén md hinh hai ngén, ching

161 du doan cac tham sd PK sau ddy & nguoi ning 70 kg dua trén dit liéu & khi (Bang 8):

Béang 8 Lap M6 Hinh Tuong Quan Sinh Truéng Cua Cac Tham S6 PK
Tham S6 PK Abl O Khi Abl O Nguoi
s (ngly) 13,1 20,9
CL (ml/gid/ke) 0,392 7
V1 (ngén trung tam) (1) 0,104 2,43
Q (ml/gid) 3,18 6
0,0693 1,62

V2 (ngén ngoai vi) (1)

Céac tham s6 PK duoc du doan ciia Ab1 cling phu hop hon so véi cac tham s6 PK dugc
du doan cua fresolimumab & ngudi. Vi du nhu, fresolimumab, véi CL bang 12,3 ml/gid/kg &
ngudi, ¢6 tbe do thanh thai nhanh hon so véi Abl.

Vidu 8: Nghién Ciru Doc Hoc Cria Abl

Nghién ctru doc hoc cua Abl duge thyc hién & chuot céng va khi cynomolgus. Céac
diém ddu mat duoc tinh an toan dwoc danh gia trong GLP liéu lap lai (thuc hanh tét phong
thi nghiém) hang tuin trong thoi gian 5 tuin. O liéu lén dén 10 mg/kg/lidu (ndng do bang 2
mg/ml) & khi va 1én dén 30 mg/kg/lidu (ndng dd bang 6 mg/ml) & chudt cong, khong c6 phat
hién md bénh hoc lién quan dén Abl dugc tim thdy & vi tri tiém. Khong c6 tac dung lién quan
dén Ab1 duoc ghi nhan trong nghién ctru nay ¢ mirc lidu lugng bét ky dugc thtr nghiém & cac
xét nghiém than kinh, vé cac tham sé nhiét do co thé, toc do ho hip, huyét ap va ECG.

NOAEL (ngudng khong quan sat thdy tac dung phu) dbi v6i chudt cong dugce phat
hién 1a 3 mg/kg/liéu trong viéc dung lidu lugng 1ap lai hang tudn trong thoi gian 5 tudn, va
STD10 (liéu luong gy doc nghiém trong ma giy chét hoic sy giy doc nghiém trong khong

thé dao nguge & 10% cac con vat) dugc phat hién 1a nam trong khoang tir 3 dén 10 mg/kg/liéu
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d6i voi chudt cong. Su gdy doc bao gdm sy ting sinh van tim dic trung boi nhiéu hach déy
1én; va tinh trang phdi bat thuong chang han nhu dich tiét phé nang té bao hdn hop, su 1o ri
quanh mach té bao hdn hop, phi dai dong mach co, xuat huyét, va/hozc khdi lugng phdi ting.

Céc lidu lugng NOAEL va HNSTD (tirc 13, lidu lugng gdy doc khong nghiém trong
cao nhit ma trén mérc d6 thi xay ra su gy chét, su gdy doc de doa tinh mang, hodc su gy
doc khong dao nguoc duoc) dbi vé6i khi trong viée dung lidu lwong l3p lai hang tuin trong
thoi gian 5 tudn duge phat hién 1a 10 mg/kg/liéu (so vdi fresolimumab, ma NOAEL & khi
duoc thé hién 1a 1 mg/kg khi dugc ding hai tudn mot lan trong 7 hodc 13 lidu luong, hodc
Q3D trong 4 tuan). Ciing xem dit liéu dugc thé hién trong Bang 9 dudi day.

Bang 9 Tém Tét Nghién Ctru Poc Hoe O Chudt Cong Va Khi

Tham S6 Doc Hoc Chudt Céng Khi

LD (Liéu Gay Chét) 50 mg/kg/licu' > 10 mg/kg/lidu
HN’LD (Licu Khong Gay Chet Ca030 mg/kg/lidu 10 mg/kg/lidu

Nhit)

STD10 3-10 mg/kg/lidu KHONG AP DUNG
HNSTD KHONG AP DUNG |10 mg/kg/liéu .
NOAEL < 3 mg/kg/lidu 10 mg/kg/lidu

Khong co quan nao dugc xac

Co quan dich chinh (md bénh hoc) [Tim, phoi, xuong, ring inh

I duya trén nghién ctru tham do

NA: Khong ap dung

Dua trén dir liéu doc hoc néu trén, mong dgi réng Ab1 ¢6 thé dugc dung cho nguoi
bénh mét cach an toan & muc lidu luong ndm trong khoang tir khoang 0,05 mg/kg dén 0,5
mg/kg hang tuan hoic it thudng xuyén hon, vi du nhu, hai tudn mat 1an.

Vidu9: Hiéu Qud In Vivo Cia Don Tri Liéu Khing-TGF-§

Trong nghién ctu nay, ching to6i nghién ctru hiéu qua cua 1D11, khéng thé khang-
TGF-p bod IgG1 & chudt nhit ma phan Gmg chéo v6i TGF-B1, 2, va 3 ngudi va chudt nhét, trén

mo hinh khéi u dong sinh di can. Trong mo hinh nay, té bao u melanin chudt nhit B16-F10

-52-



38201

duoc dua vao vao gan ban chin cta cac con chudt nhit C57BL/6 bang IV va tao nén sy di
cin trong hach bach huyét dan luu cua chudt nhit. Mic du viée diéu tri bang khang thé dbi
chimg, 13C4, khéng c6 hiéu qua, viéc diéu tri bang 50 mg/kg 1D11 ba 1an mét tudn bét dau
mot ngdy sau khi gdy nhiém khéi u triét tiéu hoan toan su di can.

Dé nghién ctru vai trd cta dap (mg mién dich, cic con chudt nhit thiéu hut gen p2-
microglobulin va do d6 thiéu dap ung té bao T gay doc té bao CD8" dugc ciy bang B16-F10
trong gan ban chan va duoc diéu tri nhu trén. Trdi ngugc véi két qua thdy duoc & chudt nhit,
1D11 khéng c6 hiéu qua trén s6 lugng cia di can trong hach bach huyét dan luu & cac con
chudt nhit nay. Cac két qua nay goi y ring co ché tac d{)ng ctia su tc ché TGF-B dya vao
mién dich té bao tap nhim.

Vidu 10: Chit Ky TGF-p Trong Ung Thuw

Céc nghién ctru trude ddy da cho thiy ring bénh nhan u melanin ma khong dap tng
véi tri liéu khang-PD-1 ¢6 chit ky phién ma IPRES (Hugo et al., Cell (2016) 165:35-44). Dé
nghién ctru co ché cua tinh khang bim sinh d6i v6i don tri ligu khang-PD-1, ching ti nghién
" ctru chit ky phién ma ctia d6i tugng khong dép Gng so voi dbi tugng dap ung. Ching t6i phat
hién ra ring viéc so sanh cac bién dang nay bang cach sir dung Phan Tich Sy Lam Giau Tap
Hop Gen véi co s& dir liéu ¢6 hon 1M bién dang phét hién ra sy twong quan manh mé gitta
dap tng khang-PD-1 va sy hoat hoa cta viéc truyén tin hiéu TGF-B trong khi u. Dit liéu nay
goi y ring ¢ dudng co $6 trong u melanin, TGF-B dugc két hop véi tinh khang bdm sinh ddi
v6i don tri liéu khang-PD-1.

Ngoai ra, ching t6i phét hién khong chi cé su tuong quan gifta dap ing khang-PD-1
va su hoat hoa ciia viéc truyén tin hiéu TGF-B, ma su twong quan nay con 1a manh mé (R=0,59,
gia tri p theo kiém dinh t <9E-4). Do d6, chung t6i dat t&i chi dan céng 1: Su kim hdm mién
dich qua trung gian TGF- trong u melanin (vi dy, u melanin di cin) c6 thé gop phan vao tinh
khang bam sinh. Ngoai ra, chiing t6i phat hién ra rang su thay doi biéu hién gen cam ung béi
TGF-B ¢6 thé dép tit dugc bang viée didu tri 1D11, xac nhan sy ddc hidu ctia chit ky hoat héa
TGF-B. Két qua nay ching minh cho lgi ich cta viée st dung céc tri liéu khang-TGF-f va
khéng-PD-1 & dang két hop dé diéu trj cho bénh nhan ung thu ma khong dap tng véi don tri
liéu khang-PD-1.

Phan tich mdi trong quan nay & céac kiéu khdi u khac khong phai 14 u melanin phat

hién ra rang khoi u trung md (vi dy, CRC, HCC, ung thu bi€u mo6 t€ bao vay dau va co, va
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ung thu budng trimg) ciing duoc lam giau déi vi ca su hoat héa TGF-B va tinh khang khang-
PD-1 da duoc du doan. Phat hién nay théng nhét véi vai trd ca viée truyén tin hiéu TGF-B
trong EMT. Do d6, ching t6i dat t6i chi ddn cong 2: Khéi u trung mo, dic biét 1a khéi u c6
su thAm nhim mién dich, c¢6 thé huéng loi tir liéu phap két hop khang-TGF-B va khang-PD-
1. Phuong phép hoc méy duoc sir dung dé xac dinh tir hon 30 gen danh diu EMT sé luong
gen nho hon, vi du nhu, ACTA2, VIM, MGP, ZEB2, va ZWINT, ma co thé duogc stir dung dé
chon loc khéi u trung mé. ACTA2 va VIM, vi du nhu, duge phat hién 13 c6 thé van chuyén
duoc qua cac loai khéi u. Theo d6, chit ky phién ma hoat héa TGF-B va cac gen & trong chit
ky nay co thé dong vai tro lam cac chi thi sinh hoc hitu dung dé chon loc bénh nhéan ung thu
& dudng co s dbi v6i liéu phéap két hop khang thé khang-TGF-p va khang-PD-1.

Dé nghién ctru céc chi thi sinh hoc trong vi méi trudong khdi u, két cAu mién dich cua
khéi u bénh nhan dugc danh gia bang cach st dung MultiOmyx, thir nghiém IHC da thanh
phén, trén CRC va u melanin. Viéc ghép da thanh phén duogc thuc hié€n véi 12 chi thi sinh hoc
(cung nhau md ta 22 loai t& bao mién dich) trén phan cit FFPE don 1 tir m&i mAu khéi u. Céc
nghién ctru ndy bao gdm khoang gia tri ciia viém dé danh gia cac phan tich danh gia méi loai
khéi u va twong quan véi hiéu qua diéu tri ¢6 thé ¢6 tot nhu thé nao. Phuong phap théng ké
duoc phat trién dé danh gia sy khac biét & cip do quan thé té bio, bao gdm su phil hop ban
sa0, dd thi phan tan dang nii lra dé phan tich su bién ddi, va ma tran twong quan. Thir nghiém
MultiOmyx ching té kha nang tai lap va do chinh xac k¥ thuat t6t, khoang dong luc phi hop,
su khac biét tinh trang viém & té bao mién dich chon loc va ving dugc quan tAm, va bao gém
c4 su trong quan duong va am gifta cac quan thé té bao.

Vi du 11: Sw Thay Péi O TGF-p1, MIP-2 va KC/GRO O Khéi U MC38 Sau Khi
Diéu Tri Bing Abl C6 Hojic Khong C6 Khing-PD1

| Dé ching minh sy trung hoa ctia TGF-B, kha ning cua Ab1 (c6 hodc khong c6 khéang-
PD-1) dé anh hudng dén sy biéu hién ctia xytokin trong khéi u duge danh gia.

Céc con chudt nhit mang khdi u MC38 duoc diéu tri bang liéu don 1é cua PBS hoic
khéng-PD-1 mot minh (5 mg/kg), hodc cic lidu lugng ting din ctia Abl (10, 25 hoic 50
mg/kg, trong mang bung) két hop vé6i khang-PD-1 (5 mg/kg) khi thé tich cta khéi u nim
trong khoang tir 61 dén 110 mm®. Khdi u dugce thu gom 1 gio, 6 gid, 10 gio, 24 gio, 72 gio,
va 168 gio sau khi diéu tri, két dong nhanh trong 6ng 2 ml 1am bang chit déo c¢6 cac vién bi

gbm 2,8 mm (Precyllys KT3961-1007.2), va luu trit & nhiét d6 -80°C. Dé diéu ché dich dung
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giai, khdi u dugc ra dong & nhiét do trong phong. Mot ml chét dém Meso Scale Diagnostics
(MSD) Tris Lysis lanh (R60TX-2) ¢6 bd sung 1x hdn hop chit {rc ché proteaza va phosphataza
Halt™ (Thermo 78440) duoc bd sung vao md, ma sau d6 dugc ddng nhét héa bang cach st
dung may dong nhét hoa Precellys®24 Dual (Bertin Instruments) trong 2 chu ky & tbc do
6.500 vong/pht, mdi chu ky 20 gidy, & nhi¢t d¢ 4°C. Dich dung giai dugc lam trong béng ly
tAm trong thoi gian 10 phit & tée do 20.000 x g trong may ly tim Eppendorf 5417C & nhiét
d6 4°C. Dich ndi bé mat duoc chuyén vao cac 6ng Eppendorf di dugc 1am lanh sach va dugc
lam trong thém bang ly tdm trong 30 phut nita nhu dugc mé ta & trén. Dich ndi bé mat duoc
chuyén vao khéi luu trit 96 giéng lam bing chét déo va dat trén nude da. Nong do protein
trong dich dung giai dugc do bﬁmg cach sir dung bg kit thir nghiém protein Axit Bicinchoninic
(BCA) (Thermo 23225) theo huéng dan ctia nha san xuét. Dich dung giai dugc chuén hoa
dén ndng do protein xp xi 5 mg/ml bing cach st dung chit dém MSD Tris Lysis véi cac
chét rc ché proteaza va phosphataza (xem & trén), chia phan phan uéc trong cac vi dng lam
bang chit déo, két dong nhanh trong nito 16ng, va luu trit ¢ nhiét do -80°C.

Nong d6 cia TGFp-1 hoat tinh trong dich dung giai khéi u duge do bang cach st dung
bo Kit TGFB-1 Ngudi (MSD, K1511UC-2) str dung thtr nghiém phat quang dién hoa. TGFp-
1 chudt nhét tai to hop (R&D Systems 7666-MB-005) dugc pha lodng theo ddy trong chét
d¢m MSD Lysis dugc s dung lam mAu chudn. Dich dung giai khdi u da dugc chuin hoa
duoc didu ché nhu duge md ta & trén duoc rd dong, va thir nghiém dugc thye hién theo hudng
din cta nha san xuét. Viéc xir 1y axit ctia cic mau khong duoc thuc hién dé chi dinh lugng
dang hoat tinh ctia TGFfB-1 c6 mat trong khéi u chir khong phai 1 toan bo TGFB-1, ma bao
g6m TGFp-1 trong phirc hgp véi Peptit Két Hop Tiém Tang. Cac mau dugc tai trén dia trong
hai ban sao. Tin hiéu phat quang dién hda duoc do béng cach st dung may doc dia MESO
SECTOR S 600 (MSD), va ndng d6 TGFp-1 trong cic mau dugc dinh lwgng bang céach six
dung phan mém MSD Discovery Workbench v. 4.0 dya trén dudng cong chuén.

So v6i cac con vat dugce diéu tri béng mot minh PBS hodc khang-PD-1, con vét dugc
diéu tri bang Abl & tit ca cac muc liéu lugng (10, 25, hodc 50 mg/kg) cung v6i khang-PD-1
(5 mg/kg) duoc thé hién 1a ¢6 ham lugng gidm cua TGF-B1 hoat tinh trong khéi u, ching to
su an khép cua Abl véi dich cia né in vivo (HINH 10A). Ham luong giam ciia TGF-B1 hoat

tinh dugc quan sat thiy trong mot gio va van con trong it nhit 13 168 gio.
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MIP-2 (CXCL2) va KC/GRO (CXCL1) la cac chemokin héa huéng dong dbi v6i bach
ciu hat bao gdm bach cau trung tinh. Him lugng MIP-2 va KC/GRO ciing dugc danh gia
trong cling cac mau nay. Sau khi diéu tri bing Abl cing v6i khang-PD-1, ham lwong MIP-2
trong khdi u dugc thé hién 1a tang 1én it nht 1a 4 1dn & cac con vat duge diéu tri bang Abl
cung v6i khang-PD-1, so véi ham lugng & céc con vat dugc diéu tri béng mot minh PBS hoac
khang-PD-1; va sy ting 1én ctia ham luong MIP-2 duoc thé hién 1 van con trong it nhit 1a
168 gio (HINH 10B). Twong tu, ham lugng KC/GRO dugc thé hién 1 tang 1én, du & cac thoi
diém muon hon 1a 72 va 168 gio khi so v&i ham lugng ciia MIP-2 (HINH 10C). Do d6, dang
két hgp Abl va Mab khang-PD-1 gay ra su giam di ctia ham lugng TGF-B1 hoat tinh sém
hon so v6i sy tang 1én ciia ham lugng MIP-2 va KC/GRO. Két qua nay ching t6 rang Abl ¢é
thé lam giam ham luong, va wc ché, TGF- & trong vi moi trudng khdi u. Ngoai ra, sy ting
1én dugc quan sat thdy ctia ham luong MIP-2 va KC/GRO chi ra ring ching 14 xytokin bi anh
hudng badi sy trung hoa ctia TGF- va do dé cé thé déng vai tro lam céc chi thi sinh hoc tiém
ndng ¢ bénh nhan dugc diéu tri b'?mg Abl.

Vi du 12: Sw Khéi Phuc Ciia Sw Két Cum Té Bao NK Bang Cich Diéu Tri Bing
Abl

TGF-B duogc biét 1a anh hudng dén hé mién dich bang cach tic ché hoat tinh ciia cac
loai t& bao mién dich khac nhau. TGF-B da duoc béo céo 1a rc ché hoat tinh t& bao giét tu
nhién (NK) va ADCC qua trung gian té bao NK (Trotta et al., Journal of immunology (2008)
181:3784-3792). Té bao NK gén day dugc bao céo 14 tao thanh cac cum day dic 1a co ché dé
tang cuong hoat tinh va sy hoat hda ctia ching thong qua su dinh vi ctuia IL-2 & trong cdc cum
xép day dac nay (Kim ef al., Scientific Reports (2017) 7:40623). Té bao NK ngudi di tinh
ché dugc nubi céy in vitro trong sy c¢6 mat cia IL2 dugc thé hién 14 tao thanh cac cum Xép
day dac nay.

Trong nghién ciru nay, ching t6i danh gié hiéu qua cia TGF-f khi khong ¢6 mit hoac
c6 mit Abl trén "cum" té bao NK. Té bao NK m&i duoc phan lap tir mau clia ngudi cho khoe
manh bang cach chon loc 4m tinh véi chét phan ung RosetteSep té bao NK theo quy trinh ciia
nha san xuét (Stem Cell Technologies). Té bao NK duogc nudi cdy & 1,2x10° té bao/giéng
trong IL-2 (100 IU/ml) c6 bd sung Myelocult (Stem Cell Technologies) trong dia thir nghiém
day tron (Costar). TGF-B1 dugc b6 sung dén ndng do cudi cung bang 0,1, 1 hodc 10 ng/ml

trong su c¢6 mat ctia [gG4 khong lién quan hodc Abl & 100 pg/ml, nhu dugc chi ra. Té bao
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duoc nudi cdy trong thoi gian 72 gid va su két cum té bao NK duge truc quan héa bang cach
chup anh trén kinh hién vi Nikon.

Viéc bd sung céc liéu luong tang dan ciia TGF-B1 dugc thé hién 1a e ché su két cum
té bao NK. Khi Abl, ch khong phai 1a khang thé dbi chung IgG4, dugc bd sung vao moi
trudmg nudi cdy té bao NK, cac cum té bao NK dugce thé hién 12 phét trién. Két qua nay ching
t6 rang su trung hoa TGF-B anh hudng dén su hoat hoa té bao NK, din dén hoat tinh va su
tang sinh tang 1€n cua té bao NK ching té dap ung khang-khdi u ctia hé mién dich.

Vi du 13: Sw Ddo Ngwoc Ciia Sw Kim Him Qua Trung Gian TGF-f Ciia Sw Sdn
Xudt IFN-y Trong Té Bio T CD8" Ting Sinh Bing Cdch Diéu Tri Bing Abl

Ngoai hé mién dich bim sinh, TGF-p d4 dugc bao c4o 14 irc ché hoat tinh ciia té bao T
CD8" (Flavell ef al., Nature Reviews Immunology (2010) 10:554-567). Dé kham pha vai trd
ctia TGF-B va Ab] trén hoat tinh té bao T CD8*, hé thir nghiém MLR (phan tmg té bao lympho
hén hop) dugc thiét 1ap trong d6 té bao CD3* nguoi da duoc tinh ché duoc tron véi té bao
BLCL. Su tang sinh té bao CD8* va su san xuit IFN-y dugc dénh gia truée tién trong sy c6
mit ctia TGF-B. Cu thé 13, t& bao CD3" dugc phén 1ap bang cach st dung bd kit lam giau Té
Bao T EasySep (StemCell Technologies) ttt PBMC dugc tach phén doan tir ngudi cho khoe
manh binh thuong sau khi phéan 1ap gradien Ficoll. Sau dé té bao CD3* dugc gin nhdn bang
CellTrace Violet theo quy trinh ciia nha san xuét (ThermoFisher). Thir nghiém MLR dugc
thyc hién bing cach tron té bao CD3" da duge gin nhin (2X10° té bao) véi té bao BLCL da
duoc chidu xa (Astarte Bio) (2X10* té bao; 2 phut) trong RPMI ¢6 bd sung FBS 10%. TGF-
B1, khang thé dbi chig IgG4 va/hodc Abl dugce bd sung vao mdi trrdng nudi céy, nhu dugc
chi ra, va méi trudng nudi cdy duge & nhiét o 37°C véi CO, 5% trong thoi gian 4 ngay.
Tiép theo té bao duge kich thich trong thoi gian 4 gid trong sy ¢6 mit cta hdn hop kich thich
té bao PMA (eBioscience) va hdn hop chét tic ché vén chuyén protein (eBioscience). Té bao
sdng duoc phéan biét bang cach nhuom mau bing thudc nhudm kha niang séng sét Zombie
NIR (BioLegend) trén nu¢c da va rira bang chét dém FACS. Té bao duoc cb dinh bang chat
dém True-Nuclear (BioLegend), rira, tao vién va ti tao huyén phu trong chat dém FACS. Té
bao dugc diéu ché d& dém té bao theo dong bing cach nhudm mau bang BV650 khang-
huCD4, PERCP/Cy5.5 khang-huCD8, FITC khang-huCD3, va PE khéang-hulFNy
(BioLegend). Bém Té Bao Theo Dong duge chay trén BD Canto va két qua dugc phan tich

trong phan mém FlowJo va tao cdng trén té bao sdng, mirc don, va té bao CD3*. Ti 1¢ phén
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tram ctia t& bao T IFNy*'CD8" dugc dinh luong bang cach tao cong trén té bao CD8" ma da
tang sinh dya trén sy bat mau CellTrace Violet dd giam bét va duong tinh d6i v6i su bit mau
[FN-y. FMO dugc chay lam d6i chung ddi voi tit ca cac nhudm mau khang thé.

Su bao gdm ctia TGF-P trong thir nghiém MLR dugc thé hién 13 1am gidm ti 1¢ phan
rim cita té bao T CD$* ma duong tinh d6i voi IFN-y di x4p xi 4 1an (HINH 11A). Sy bao
gdm cua Abl hoic Ab d6i chimg khong c6 hiéu qua trén sy phat trién cta cac té bao CD8+
tang sinh IFNy" khi khong ¢6 mit TGF-p (HINH 11B). Tuy nhién, sy bao gdm ctia Abl, chir
khong phai 1a khang thé ddi chimg, c6 thé khoi phuc sy ting sinh ciia té bao IFNy*CD8* theo
phuongthﬁcphuthu@cHéuluqng.Kétquénéych&ngtéréngsu%runghba?XSF-Bcéthéénh
huéng dén hé mién dich tip nhiém bang cach phong bé tac dung kim ham mién dich cla
TGF-f 1én su tang sinh cta té bao CD8" tac dong ma biéu hién IFN-y. Té bao T IFNy*CD8*
dugc goiy 1a dong val trd quan trong trong sy mién dich khang-khdi u (Ikeda et al., Cytokine
Growth Factor Rev (2002) 13:95-109).

Vi du 14: Pdp Ung Ciia M6 Hinh Chugt Nhit Dong Sinh Véi Li¢u Phdp Khdng-
TGF-p

Trong nghién ciru nay, ching t6i nghién ctru mo hinh chut nhit dong sinh nio cé thé
dugce st dung dé du doén déap img ddi vai viéc diéu tri bang khang thé khang-TGF-B Abl va
khang-PD-1. Dé phan ting cac md hinh chudt nhét, ching t6i danh gi su tham nhiém té bao
T CD8" vao trong khdi u trong cac con chudt nhit va su hoat héa con duong TGF-B. Su thAm
nhiém té bao T CD8" dugc thir nghiém duya trén chit ky té bao T CD8* tir dit liéu thu dugce tir
RNASeq. Muoi béy mo hinh déng sinh chudt nht riéng biét co t& bao khdi u sinh ra tir mot
vai chi thi (nhu dwoc thé hién dudi truc x trén HINH 12A va HINH 12B) dugc 1ap bién dang
phién ma bang cach st dung hé phién ma hoan chinh RNAseq. "Tap hop" ndy clia cic mo
hinh dong sinh duoc xay dung trén chung nén tang phd bién C57/BL6, véi tir 5 dén 7 ban sao
sinh hoc dugc st dung cho mdi mo hinh. Sau khi xac dinh trinh tu Illumina 2000, bién dang
biéu hién gen dugc bidu dién trong cac ban phién ma cho mai triéu (TPM) dugc tao ra bang
cach xir ly tidu chudn két qua doc trinh tu thd, bing cach sir dung bd sip xép thing hang
STAR va bo uéc tinh d nhidu ban phién ma Cufflinks. Ma tran dit liéu nhiéu mau thu dugc
cudi cung duge chuin hoa diém phan vi.

HINH 12A thé hién do nhidu tvong ddi cua té bao T CD8* (dugc bién ddi log2) trong
tap hop. Do nhiéu té bao T CD8" twong dbi duoc udc tinh bang cach st dung gen dénh déu
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doc nhat CD8B, ma da dugc chtirng minh 1a chi thi dac hi€u cao cta sy c6 mat cua té bao T
CD8 (Becht et al., Curr Opin Immunol (2016) 39:7-13; va Becht ef al., Genome Biol (2016)
17:218). Mbi biéu d6 hop tom tit khoang cua céc gia tri trong céc ban sao sinh hoc. M hinh
MC38 cho thay sy tham nhiém té bao T CD8" 16n hon khoang 2 14n so v6i mé hinh EMT6
(lan luot 1a hop bén trai va hop bén phai). Cac mé hinh u lympho A20 va EL4 lan luot thé
hién ham lugng cao nhét va thap nhit n6i chung ctia sy tham nhiém té bao T CD8", véi té bao
T CD8" khong dang ké trong EL4.

Cac dong té bao chudt nhit MC38, MC38.0ova, CT26, va L1210 thé hién ham luong
cao nhét cua chit ky gen CD8. Ngoai ra, dong té bao ung thu vit EMT-6 dugc thé hién 14 ¢6
su tham nhiém té bao T gin véi dudng co sé, ma théng nhét véi cac bio cdo gin day ring
khéi u EMT6 ¢6 kiéu hinh mién trir mién dich (S. Mariathasan et al. 2017, ESMO Immuno-
Oncology Congress, Geneva, Geneva Switzerland).

HINH 12B thé hién sy hoat hoa con duong TGF-p trong tap hop. Chit ky phién ma
170 gen ctia su hoat hoa con dudng TGEP, ¢6 ngudn gbc tir su kich thich in vitro cia té bao
MCF7 bang TGF-p va dugc xac nhan bang cach so sanh v6i mét vai chit ky TGF-B khac,
dugc str dung dé 4n dinh diém hoat héa con dudng cho mdi bién dang trong tap hop. Diém
duge tinh bang cach st dung "phan tich lam giau tip hop gen dugc diéu chinh" (rGSEA,
Theilhaber et al. 2014), va dugc biéu dién dudi dang sy lam giau log2 cua cac gen chir ky so
v6i nén gen. Mic di md hinh MC38 thé hién su hoat héa trung binh, mé hinh EMT6 thé hién
su hoat hoa con dudng TGF-p rat cao (1an lugt 12 hop bén trai va hop bén phai).

Vi du 15: Tic Dung Ciia Dang Két Hop AbI va Khing Thé Khdng-PDI Lén Mé
Hinh Ung Thu Vi Chugt Nhiit

Trong nghién clru ndy, chiing t6i nghién ctru tdc dung tri liu ciia Abl c6 hodc khong
c¢6 khang-PD-1. Té bao v EMT-6 phat trién theo ham mii (CRL-2755, ATCC) dugc nudi ciy
trong RPMI-1640 ¢6 bo sung FBS 10% trong thiét bi & CO2 5% da dugc lam 4m va sau d6
duoc céy dudi da (0,5X10° té bao/con chudt nhét) vao sudn cua cac con chudt nhit BALB/c
c4i (Shanghai Lingchang Bio-Technology Co. Ltd, Shanghai, Trung Qudc). Ngay khi khéi u
dat kich thuéc trung binh béng 68-116 mm3, cac con chudt nhit dugc gom lai va dugc phan
ngiu nhién vao nhém déi chimg va nhom diéu tri (10 con chudt nhit cho mdi nhém). Sau d6
cac con chudt nhit mang khéi u duoc diéu tri trong mang bung bang PBS, Abl (10 va

25mg/kg) ba lan cho mdi tuan d6i véi mdi con vat doi véi tong s6 6 licu lugng. Khéi u duge
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do bang thudce kep sb 2 1an cho m&i tudn va thé tich khdi u dwgc tinh (mm?=L x W x H) va
duoc vE biéu dd béng cach st dung GraphPad Prism. Céac con chudt nhit bi giét chét ém ai
bang CO; khi két thic nghién ctru, néu khéi u phaét trién dén >3000mm? hozc néu khdi u thé
hién sy loét > 20% bé mat khdi u.

Du6i dang céc chét don 1, Abl & liéu lugng bang 10 hodc 25 mg/kg Q3D va khang
thé a-PD-1 chudt nhit & liéu lugng bang 5 mg/kg chimg t6 hoat tinh mot phan lin luot véi
1/10, 2/10 va 2/10 thoai bién khdi u hoan toan, & cac con chudt nhit mang khdi u EMT-6.
Dang két hop clia Abl & liéu luong bing 10 hodc 25 mg/kg Q3D va khang thé 0-PD-1 chudt
nhit & 5 mg/kg Q3D c¢6 hoat tinh tri li¢u. Vao ngay 31 sau khi céy, khi so sanh su thay dbi
thé tich khéi u tir dudng co so, hidu qua cua dang két hop ctia Abl & tit ca cac lidu luong
duge thir nghiém vé6i khang thé a-PD-1 chudt nhit & 5 mg/kg Q3D 16n hon so véi tac dung
ciia mdi chét don 1& v6i 7/10 va 4/10 thodi bién khéi u hoan toan 1an luot dbi véi 10, va 25
mg/kg cia Abl. Bang 10 la ban tém tit két qua.

Bang 10 T4c Dung Cua Dang Két Hop Abl/ Khang-mPD-1 Lén M6 Hinh Chudt Nhit
EMT-6

Nhom Diéu Tri Téng S6 Lugng Chudt S6 Lugng Cta Pap Ung
Nhit Hoan Toan (Ty Lé Pap Ung
Hoan Toan)
L PBS 10 0 (0%)
2. 5 mg/kg Mab x- 10 2 (20%)
khéang-mPD-1
3. 10 mg/kg Abl 10 1 (10%)
4. 25 mg/kg Abl 10 2 (20%)
5. 10 mg/kg Abl 10 7 (70%)
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Nhém Piéu Tri Téng S6 Luong Chudt S6 Lugng Ctia Pap Ung
Nhit Hoan Toan (Ty Lé Pap Ung
Hoan Toan)
+

5 mg/kg Mab x-
khang-mPD-1

6. 25 mg/kg Abl 10 4 (40%)

+

5 mg/kg Mab x-
khang-mPD-1

Trur khi duoc xac dinh theo cach khac trong ban md ta nady, cac thuét ngit khoa hoc va
k¥ thudt duoc stir dung trong sang ché ¢6 nghia nhu thuong dugc hiéu boi ngudi c¢6 hiéu biét
trung binh trong linh vuc. Phuong phap va nguyén liéu vi du dugc mo ta ¢ diy, mac du
phuong phap va nguyén liéu tuong tu hodc twong duong v6i phuong phip va nguyén li€u
duoc mo ta trong ban mo ta nay ciing cd thé dugc str dung trong thuc hanh hoic thir nghiém
ctia sang ché. Tat ca cac tai lidu cong bd va céc tai liéu tham khao khac dugc vién dan trong
ban mo ta nay dugc két hop dé tham khao dén toan by ndi dung clia chiing. Trong trudng hop
¢6 mau thuan, ban md ta nay, bao gém cac dinh nghia, s€ dugc 4p dung. Méc du mot sb lugng
céc tai liéu duge vién dan trong ban mo ta nay, viéc vién din nay khong tao thanh sy cong
nhan réng bat ky tai liéu nao trong sb céc tai liéu nay tao thanh mot phén ctia hiéu biét chung
thong thudng trong linh vuc. Ngoai ra, trir khi ngit canh doi hdi ¢ nghia khac, cac thult ngi
s it bao gdbm nghia 6 nhiéu va céc thudt ngit sé nhidu bao gdbm nghia s it. Nhin chung, danh
phép dugc st dung lién quan dén va cac k§ thuat nudi cdy mo va té bao, sinh hoc phan tu,
mién dich hoc, vi sinh hoc, di truyén hoc, héa hoc phan tich, héa hitu co téng hop, y hoc va
hoa duoc phém, va hda hoc protein va axit nucleic va su lai hoa dugc md ta trong ban mo ta

nay la cac danh phép da dugc biét rd va thudong dung trong linh vuc. Céc phén (mg enzym va
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k§ thuat tinh ché duge thuc hién theo cac thong s6 k¥ thuit cda nha san xuét, nhu thuong
dugc thuc hién trong linh vuc hodc nhu duge mo ta & day. Trong toan by ban mo ta nay va
céc phuong an, céc tir "c6" va "c6 chira," hodc cac bién thé chang han nhu "gdm," hodc "gdm
¢6," duge hidu 1a dé chi sy bao gdm cua s6 nguyén hodc nhém ciia cac s nguyén duoc chi ra
nhung khong loai trir s6 nguyén hodc nhom cia cic s6 nguyén khac bét ky.

Céc trinh ty dugce mo ta trong ban mo ta nay dugec liét ké dudi day.
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DANH MUC TRINH TU
SEQ ID NO:1 (chudi ning Abl)

QVQLVQSGAE VKKPGSSVKV SCKASGYTFS SNVISWVRQA
PGQGLEWMGG VIPIVDIANY

AQRFKGRVTI TADESTSTTY MELSSLRSED TAVYYCASTL GLVLDAMDYW
GQGTLVTVSS

ASTKGPSVFP LAPCSRSTSE STAALGCLVK DYFPEPVTVS WNSGALTSGV
HTFPAVLQSS

GLYSLSSVVT VPSSSLGTKT YTCNVDHKPS NTKVDKRVES KYGPPCPPCP
APEFLGGPSV

FLFPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSQED PEVQFNWYVD GVEVHNAKTK
PREEQFNSTY

RVVSVLTVLH QDWLNGKEYK CKVSNKGLPS SIEKTISKAK GQPREPQVYT
LPPSQEEMTK

NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE WESNGQPENN YKTTPPVLDS DGSFFLYSRL
TVDKSRWQEG

NVFSCSVMHE ALHNHYTQKS LSLSLGK
SEQ ID NO:2 (chudi nhe Abl)

ETVLTQSPGT LSLSPGERAT LSCRASQSLG SSYLAWYQQK PGQAPRLLIY
GASSRAPGIP

DRFSGSGSGT DFTLTISRLE PEDFAVYYCQ QYADSPITFG QGTRLEIKRT
VAAPSVFIFP

PSDEQLKSGT ASVVCLLNNF YPREAKVQWK VDNALQSGNS QESVTEQDSK
DSTYSLSSTL

TLSKADYEKH KVYACEVTHQ GLSSPVTKSF NRGEC

SEQ ID NO:3 (chudi ning fresolimumab, bao gdm trinh ty din dau — cac gbe 1-19)
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MGWSCIILFL VATATGVHSQ VQLVQSGAEV KKPGSSVKVS CKASGYTFSS
NVISWVRQAP GQGLEWMGGV [IPIVDIANYA QRFKGRVTIT ADESTSTTYM
ELSSLRSEDT AVYYCASTLG

LVLDAMDYWG QGTLVTVSSA STKGPSVFPL APCSRSTSES TAALGCLVKD
YFPEPVTVSW NSGALTSGVH TFPAVLQSSG LYSLSSVVTV PSSSLGTKTY
TCNVDHKPSN TKVDKRVESK

YGPPCPSCPA PEFLGGPSVF LFPPKPKDTL MISRTPEVTC VVVDVSQEDP
EVQFNWYVDG VEVHNAKTKP REEQFNSTYR VVSVLTVLHQ DWLNGKEYKC
KVSNKGLPSS IEKTISKAKG

QPREPQVYTL PPSQEEMTKN QVSLTCLVKG FYPSDIAVEW ESNGQPENNY
KTTPPVLDSD GSFFLYSRLT VDKSRWQEGN VFSCSVMHEA LHNHYTQKSL
SLSLGK

SEQ ID NO:4 (chudi nhe fresolimumab, bao gdm trinh ty din ddu — cac gdc 1-19)

MGWSCIILFI, VATATGVHSE TVLTQSPGTL SLSPGERATL SCRASQSLGS
SYLAWYQQKP GQAPRLLIYG ASSRAPGIPD RFSGSGSGTD FTLTISRLEP
EDFAVYYCQQ YADSPITFGQ

GTRLEIKRTV AAPSVFIFPP SDEQLKSGTA SVVCLLNNFY PREAKVQWKYV
DNALQSGNSQ ESVTEQDSKD STYSLSSTLT LSKADYEKHK VYACEVTHQG
LSSPVTKSFN RGEC

SEQ ID NO:5 (chudi ning Mab khang-PD-1)

EVQLLESGGV LVQPGGSLRL SCAASGFTFS NFGMTWVRQA PGKGLEWVSG
ISGGGRDTYF ADSVKGRETI SRDNSKNTLY LQMNSLKGED TAVYYCVKWG
NIYFDYWGQG TLVTVSSAST KGPSVFPLAP CSRSTSESTA ALGCLVKDYF
PEPVTVSWNS GALTSGVHTF PAVLQSSGLY SLSSVVTVPS SSLGTKTYTC
NVDHKPSNTK VDKRVESKYG PPCPPCPAPE FLGGPSVFLF PPKPKDTLMI
SRTPEVTCVV VDVSQEDPEV QFNWYVDGVE VHNAKTKPRE EQFNSTYRVV
SVLTVLHQDW LNGKEYKCKV SNKGLPSSIE KTISKAKGQP REPQVYTLPP
SQEEMTKNQV SLTCLVKGFY PSDIAVEWES NGQPENNYKT TPPVLDSDGS
FFLYSRLTVD KSRWQEGNVF SCSVMHEALH NHYTQKSLSL SLGK



38201
SEQ ID NO:6 (chudi nhe Mab khang-PD-1)

DIQMTQSPSS LSASVGDSIT ITCRASLSIN TFLNWYQQKP GKAPNLLIYA
ASSLHGGVPS RFSGSGSGTD FTLTIRTLQP EDFATYYCQQ  SSNTPFTFGP
GTVVDFRRTV AAPSVFIFPP SDEQLKSGTA SVVCLLNNFY PREAKVQWKYV
DNALQSGNSQ ESVTEQDSKD STYSLSSTLT LSKADYEKHK VYACEVTHQG
LSSPVTKSFN RGEC

SEQ ID NO:7 (chudi nang Mab x-khéang-mPD-1)

EVQLQESGPG LVKPSQSLSL TCSVTGYSIT SSYRWNWIRK FPGNRLEWMG
YINSAGISNY NPSLKRRISI TRDTSKNQFF LQVNSVTTED AATYYCARSD
NMGTTPFTYW GQGTLVTVSS AKTTPPSVYP LAPGSAAQTN SMVTLGCLVK
GYFPEPVTVT WNSGSLSSGV HTFPAVLQSD LYTLSSSVTV PSSTWPSETV
TCNVAHPASS TKVDKKIVPR DCGCKPCICT VPEVSSVFIF PPKPKDVLTI
TLTPKVTCVV VDISKDDPEV QFSWFVDDVE VHTAQTQPRE EQFNSTFRSV
SELPIMHQDW LNGKEFKCRV NSAAFPAPIE KTISKTKGRP KAPQVYTIPP
PKEQMAKDKYV SLTCMITDFF PEDITVEWQW NGQPAENYKN TQPIMDTDGS
YFVYSKLNVQ KSNWEAGNTF TCSVLHEGLH NHHTEKSLSH SPG

SEQ ID NO:8 (chudi nhe Mab x-khang-mPD-1)

DIVMTQGTLP NPVPSGESVS ITCRSSKSLL YSDGKTYLNW YLQRPGQSPQ
LLIYWMSTRA SGVSDRFSGS GSGTDFTLKI SGVEAEDVGI YYCQQGLEFP
TFGGGTKLEL KRADAAPTVS [IFPPSTEQLA TGGASVVCLM NNFYPRDISV
KWKIDGTERR DGVLDSVTDQ DSKDSTYSMS STLSLTKADY ESHNLYTCEV
VHKTSSSPVV KSFNRNEC |

SEQ ID NO:9 (chudi ning 1D11)

HVQLQQSGPE LVRPGASVKL SCKASGYIFI TY WMNWVKQR PGQGLEWIGQ
IFPASGSTNY NEMFEGKATL TVDTSSSTAY MQLSSLTSED SAVYYCARGD
GNYALDAMDY WGQGTSVTVS

SAKTTPPSVY PLAPGSAAQT NSMVTLGCLV KGYFPEPVTV TWNSGSLSSG
VHTFPAVLQS

DLYTLSSSVT VPSSTWPSQT VTCNVAHPAS STKVDKKIVP RDCGCKPCIC
TVPEVSSVFI
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FPPKPKDVLT ITLTPKVTCV VVDISKDDPE VQFSWFVDDV EVHTAQTKPR
EEQFNSTFRS

VSELPIMHQD WLNGKEFKCR VNSAAFPAPI EKTISKTKGR PKAPQVYTIP
PPKEQMAKDK

VSLTCMITDF FPEDITVEWQ WNGQPAENYK NTQPIMDTDG SYFVYSKLNV
- QKSNWEAGNT

FTCSVLHEGL HNHHTEKSLS HSPGK

SEQ ID NO:10 (chudi nhe 1D11)

NIVLTQSPAS LAVSLGQRAT ISCRASESVD SYGNSFMHWY QQKSGQPPKL
LIYLASNLES

GVPARFSGSG SRTDFTLTID PVEADDAATY YCQQNNEDPL TFGAGTKLEL
KRADAAPTVS

IFPPSSEQLT SGGASVVCFL NNFYPKDINV KWKIDGSERQ NGVLNSWTDQ
DSKDSTYSMS

STLTLTKDEY ERHNSYTCEA THKTSTSPIV KSFNRNEC
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YEU CAU BAO HQ
1. Khang thé don dong duoc phan 1ap ma lién két dic hiu véi TGF-B1, TGF-B2, va TGF-3
nguoi, cd chua cac vung xéac dinh tinh bd sung chudi nang (CDR) 1-3 trong SEQ ID NO:1 va
CDR1-3 chudi nhe trong SEQ ID NO:2, trong d6 khéng thé nay c¢6 chira ving khong ddi IgGa
ngudi ¢6 prolin & vi tri 228 (danh sé EU).
2. Khéng thé theo diém 1, trong d6 khang thé nay c6 chura trinh tu axit amin mién bién do6i
chudi nang (Vi) twong mg véi cac gbc 1-120 cta SEQ ID NO:1 va trinh ty axit amin mién

bién ddi chudi nhe (VL) twong tng véi cac gbe 1-108 ciia SEQ ID NO:2.

3. Ché phdm bao gdm khang thé theo diém 1, trong d6 ché pham bao gdm nho hon 1% khang

thé nira.
4. Duoc pham bao gom khang thé theo diém 1 va chit mang duoc dung.

5. Khéng thé don dong dugc phan 1ap, trong d6 cac trinh ty axit amin ctia chudi ning va chudi

nhe 1an luot bao gdm cic SEQ ID NO:1 va 2.
6. Dugc pham bao gdm khang thé theo diém 5 va chit mang dugc dung.

7. Khéang thé don dong dugc phén lap, trong d6 céc trinh ty axit amin cua chudi ning va chudi

nhe 14n luot 1a cac SEQ ID NO:1 va 2.
8. Duoc phim bao gdbm khang thé theo diém 7 va chat mang dugc dung.
9. San phdm bao gdm khang thé theo diém 7 va tac nhan trj liéu khéc.

10. San phém theo diém 9, trong d6 tic nhan tri liéu khac 14 khang thé khang-PD-1 hoc
khang-PD-L1.
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11. San phdm theo diém 9, trong d6 tic nhan tri liéu khéc 1a khang thé khang PD-1 bao gdm
CDRI1-3 chudi ning trong SEQ ID NO:5 va CDR1-3 chudi nhe trong SEQ ID NO:6.

12. San pham theo diém 11, trong d6 khéng thé khang PD-1 bao gom trinh ty axit amin VH
tuong Gmg vai cac gbe 1-117 ctia SEQ ID NO:5 va trinh tu axit amin VL tuong tmg vdi cac

gbc 1-107 cua SEQ ID NO:6.

13. San phém theo diém 12, trong d6 trinh tu axit amin cua chubi nang va chudi nhe cua

khang thé khang PD-1 lan lugt bao gom cac SEQ ID NO:5 va 6.
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38201

<110> SANOFI

<120> KHANG THE BUQC PHAN LAP GOM MIEN FC CUA IGG1 G NGUOT VA CHE PHAM CHUA KHANG
THE NAY

<130> 022548.W0011

<140>
<141>

<150> EP 17305061.8
<151> 2017-01-20

<150> 62/448,800
<151> 2017-01-20

<160> 10
<170> PatentIn phién ban 3.5

<210> 1

<211> 447

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhan tao

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

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

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

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

Gly Gly val Ile Pro Ile Val Asp Ile Ala Asn Tyr Ala Gln Arg Phe
50 55 60

Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Glu Ser Thr Ser Thr Thr Tyr
65 70 75 80

Met Giu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

-69-



38201

85 90 95

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

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val
115 120 125

Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala
130 135 140

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser
145 150 155 160

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val
165 170 175

Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro
180 185 190

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Lys Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys
195 200 205

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Ser Lys Tyr Gly Pro
210 215 220

Pro Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Phe Leu Gly Gly Pro Ser Val
225 230 235 240

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr
245 250 255

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser Gln Glu Asp Pro Glu
260 265 270

Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys
275 280 285

Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser
290 295 300

-70-



Val

305

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

385

Asp

Trp

His

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

370

Gln

Gly

Gln

Asn

<210> 2

<211>
<212>
<213>

<220>

<221>
<223>

<400> 2
Glu Thr val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

1

Thr Val

Val Ser

Ala Lys
340

Gln Glu
355

Gly Phe

Pro Glu

Ser Phe

Glu Gly

420

His Tyr
435

215
PRT
Trinh ty Nhan

nguoén
/note="Md ta trinh tu nhan tao: Polypeptit téng hogp"

Leu

Asn
325

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

405

Asn

Thr

5

His

310

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

390

Leu

Val

Gln

tao

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

375

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Asp

Leu

Arg

Lys

360

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
440

Trp

Pro

Glu

345

Asn

Ile

Thr

Arg

Cys

425

Leu

38201

Leu

Ser

330

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

410

Ser

Ser

10

Asn

315

Ser

Gln

Val

Val

Pro

395

Thr

Val

Leu

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

380

Pro

Val

Met

Ser

Lys

Glu

Tyr

Leu

365

Trp

Val

Asp

His

Leu
445

Glu

Lys

Thr

350

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

430

Gly

Tyr

Thr

335

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

415

Ala

Lys

15

Lys

320

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

400

Arg

Leu

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Leu Gly Ser Ser

-71-



38201

20 25 30

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

Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala Pro Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser
50 55 60

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

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Ala Asp Ser Pro
85 90 95

‘Ile Thr Phe Gly Gln Gly Thr Arg Leu Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala
100 105 110

Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser
115 120 125

Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu
130 135 140

Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser
145 150 155 160

Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu
165 170 175

Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val
180 : 185 190

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

Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215

<210> 3
<211> 466

-72-



<212>
<213>

<220>

<221>
<223>

<400> 3

Met
1
Val
Pro
Ser
Glu
65
Gln
Thr
Tyr
Trp
Pro
145
Thr

Thr

Gly

His

Gly

Ser

50

Trp

Arg

Thr

Tyr

Gly

130

Ser

Ala

Val

PRT
Trinh ty Nhan tao

nguon
/note="Mb

Trp

Ser

Ser

35

Asn

Met

Phe

Tyr

Cys

115

Gln

Val

Ala

Ser

Ser

Gln

20

Ser

Val

Gly

Lys

Met

ta trinh tu

Cys Ile Ile

5

Val

Val

Ile

Gly

Gly

85

Glu

100

Ala

Gly

Phe

Leu

Trp

Ser

Thr

Pro

Gly

165

Asn

Gln

Lys

Ser

Val

70

Arg

Leu

Thr

Leu

Leu

150

Cys

Ser

Leu

Val

Trp

55

Ile

Val

Ser

Leu

Val

135

Ala

Leu

Gly

38201

nhan tao: Polypeptit téng hop"

Leu Phe Leu

Val

Ser

40

Val

Pro

Thr

Ser

Gly

120

Thr

Pro

Val

Ala

Gln

25

Cys

Arg

Ile

Ile

Leu

105

Leu

Val

Cys

Lys

Leu

10

Ser

Lys

Gln

Val

Thr

90

Arg

Val

Ser

Ser

Asp

170

Thr

Val

Gly

Ala

Ala

Asp

75

Ala

Ser

Leu

Ser

Arg

155

Tyr

Ser

-73-

Ala

Ala

Ser

Pro

60

Ile

Asp

Glu

Asp

Ala

140

Ser

Phe

Gly

Thr Ala Thr

Glu

Gly

45

Gly

Ala

Glu

Asp

Ala

125

Ser

Thr

Pro

Val

Val

30

Tyr

Gln

Asn

Ser

Thr

110

Met

Thr

Ser

Glu

His

15

Lys

Thr

Gly

Tyr

Thr
95

Ala

Asp

Lys

Glu

Pro

175

Thr

Gly

Lys

Phe

Leu

Ala

80

Ser

val

Tyr

Gly

Ser

160

Val

Phe



Pro

Thr

Asp

225

Tyr

Pro

Ser

Asp

Asn

305

Val

Glu

Lys

Thr

Thr
385

Ala

Val

210

His

Gly

Ser

Arg

Pro

290

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

370

Cys

Val

195

Pro

Lys

Pro

Val

Thr

275

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

355

Pro

Leu

180

Leu

Ser

Pro

Pro

Phe

260

Pro

Val

Thr

Val

Cys

340

Ser

Pro

Val

Gln

Ser

Ser

Cys

245

Leu

Glu

Gln

Lys

Leu

325

Lys

Lys

Ser

Lys

Ser

Ser

Asn

230

Pro

Phe

Val

Phe

Pro

310

Thr

Val

Ala

Gln

Gly

390

Ser

Leu

215

Thr

Ser

Pro

Thr

Asn

295

Arg

Val

Ser

Lys

Glu

375

Phe

Gly

200

Gly

Lys

Cys

Pro

Cys

280

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

360

Glu

Tyr

185

Leu

Thr

Val

Pro

Lys

265

Val

Tyr

Glu

His

Lys

345

Gln

Met

Pro

38201

Tyr

Lys

Asp

Ala

250

Pro

Val

Val

Gln

Gln

330

Gly

Pro

Thr

Ser

Ser

Thr

Lys

235

Pro

Lys

Val

Asp

Phe

Leu
Tyr
220
Arg
Glu
Asp
Asp
Gly
300

Asn

315

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp
395

-74-

Trp

Pro

Glu

Asn

380

Ile

Ser

205

Thr

Val

Phe

Thr

Val

285

Val

Ser

Leu

Ser

Pro

365

Gln

Ala

190

Ser

Cys

Glu

Leu

Leu

270

Ser

Glu

Thr

Asn

Ser

350

Gln

Val

Val

Val Vval

Asn Val

Ser Lys
240

Gly Gly
255

Met Ile

Gln Glu

Val His

Tyr Arg

7320

Gly Lys

335

Ile Glu

Val Tyr

Ser Leu

Glu Trp
400



Glu Ser

Leu Asp

Lys Ser

Glu Ala
450

Gly Lys
465

<210> 4

Asn Gly

Ser Asp
420

Arg Trp
435

Leu His

<211> 234
<212> PRT
<213> Trinh tu Nhan tao

<220>

<221> ngubdn
<223> /note="Mbd

<400> 4
Met Gly
1

Val His

Ser Pro

Gly Ser
50

Arg Leu
65

Arg Phe

Trp Ser

Ser Glu
20

Gly Glu

35

Ser Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Gln
405
Gly

Gln

Asn

Pro Glu

Ser Phe

Glu Gly

His Tyr
455

ta trinh tu

Cys
5

Thr
Arg
Leu

Tyr

Ser

Ile Ile

Val Leu

Ala Thr

Ala Trp
55

Gly Ala
70

Gly Ser

Asn Asn

Phe Leu
425

Asn Val
440

Thr Gln

38201

Tyr Lys Thr Thr

410

Tyr Ser Arg Leu

Phe Ser Cys Ser

445

Lys Ser Leu Ser

460

Pro Pro Val

415

Thr Val Asp

430

Val Met His

Leu Ser Leu

nhan tao: Polypeptit téng hgp"

Leu Phe

Thr Gln
25

Leu Ser

40

Tyr Gln

Ser Ser

Gly Thr

Leu Val Ala Thr Ala Thr

10

Ser Pro

Cys Arg

Gln Lys

Arg Ala

75

Asp Phe

-75-

Gly

Ala

Pro

60

Pro

Thr

Thr

Ser

45

Gly

Gly

Leu

Leu
30

Gln

Gln

Ile

Thr

15

Ser

Ser

Ala

Pro

Ile

Gly

Leu

Leu

Pro

Asp

80

Ser



Arg
Asp
Thr
Leu
145
Pro
Gly
Tyr
His

Val
225

Leu

Ser

Val

130

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

210

Thr

<210> 5

<211>
212>
<213>

220>

<221>
<223>

<400> 5
Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Val Leu Val Gln Pro Gly Gly

1

Glu

Pro

115

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

195

Val

Lys

444
PRT
Trinh

nguoén
/note="Md ta trinh tu nhan tao: Polypeptit téng hgp"

Pro

100

Ile

Ala

Gly

Ala

Gln

180

Ser

Tyr

Ser

85

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

165

Glu

Ser

Ala

Phe

tu Nhan

5

Asp

Phe

Ser

Ala

150

val

Ser

Thr

Cys

Asn
230

tao

Phe

Gly

Val

135

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

215

Arg

Ala

Gln

120

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

200

Val

Gly

Val

105

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

185

Leu

Thr

Glu

38201

90

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

170

Gln

Ser

His

Cys

10

Tyr

Arg

Pro

Leu

155

Asp

Asp

Lys

Gln

-76-

Cys

Leu

Pro

140

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
220

Gln

Glu

125

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

205

Leu

Gln

110

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

190

Tyr

Ser

95

Tyr Ala

Lys Arg

Glu Gln

Phe Tyr

160

Gln Ser
175
Ser Thr

Glu Lys

Ser Pro

15



Ser
Gly
Ser
Lys
65

Leu
Val
Val
Ala
Leu
145
Gly
Ser
Leu

Thr

Pro

Leu

Met

Gly

50

Gly

Gln

Lys

Thr

Pro

130

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

210

Cys

Arg

Thr

35

Ile

Arg

Met

Trp

Val

115

Cys

Lys

Leu

Leu

Thr

195

Val

Pro

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Gly
100

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

180

Lys

Asp

Ala

Ser

Val

Gly

Thr

Ser

85

Asn

Ser

Arg

Tyr

Ser

165

Ser

Thr

Lys

Pro

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Ile

Ala

Ser

Phe

150

Gly

Leu

Tyr

Arg

Glu

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Lys

Tyr

Ser

Thr

135

Pro

Val

Ser

Thr

Val

215

Phe

Ala

Ala

40

Arg

Arg

Gly

Phe

Thr

120

Ser

Glu

His

Ser

Cys

200

Glu

Leu

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Asp

105

Lys

Glu

Pro

Thr

Val

185

Asn

Ser

Gly

38201

Gly Phe Thr

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Tyr

Gly

Ser

Val

Phe

170

Val

Val

Lys

Gly

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Trp

Pro

Thr

Thr

155

Pro

Thr

Asp

Tyr

Pro

-77-

Phe

60

Lys

Ala

Gly

Ser

Ala

140

Val

Ala

Val

His

Gly

220

Ser

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gln

Val

125

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

205

Pro

Val

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly

110

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

190

Pro

Pro

Phe

Asn Phe
Trp Val
Ser Val
Leu Tyr

80
Tyr Cys
95
Thr Leu
Pro Leu
Gly Cys
Asn Ser

160
Gln Ser
175
Ser Ser
Ser Asn

Cys Pro

Leu Phe



225

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

305

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

385

Phe

Gly

Tyr

Pro

Cys

Trp

Glu

290

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

370

Asn

Phe

Asn

Thr

Lys
Val
Tyr
275
Glu
His
Lys

Gln

Met

Pro

Val

260

Val

Gln

Gln

Gly

Pro

340

Thr

355

Pro

Asn

Leu

Val

Gln
435

Ser

Tyr

Tyr

Phe

420

Lys

230

Lys

245

Val

Asp

Phe

Asp

Leu

325

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

405

Ser

Ser

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

310

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

390

Arg

Cys

Leu

Thr

Val

Val

Ser

295

Leu

Ser

Pro

Gln

Ala

375

Thr

Leu

Ser

Ser

Leu

Ser

Glu

280

Thr

Asn

Ser

Gln

Val

360

Val

Pro

Thr

Val

Leu
440

Met

Gln

265

Val

Tyr

Gly

Ile

Val

345

Ser

Glu

Pro

Val

Met

425

Ser

38201

Ile

250

Glu

His

Arg

Lys

Glu

330

Tyr

Leu

Trp

Val

Asp

410

His

Leu

235

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

315

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

395

Lys

Glu

Gly

-78-

Arg

Pro

Ala

Val

300

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

380

Asp

Ser

Ala

Lys

Thr

Glu

Lys

285

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

365

Asn

Ser

Arg

Leu

Pro

Val

270

Thr

Val

Cys

Ser

Pro

350

Val

Gly

Asp

Trp

His
430

Glu

255

Gln

Lys

Leu

Lys

Lys

335

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

415

Asn

240

Val

Phe

Pro

Thr

Val

320

Ala

Gln

Pro

Ser

400

Glu

His



<210> 6

<211>
<212>
<213>

<220>

<221>
<223>

<400> 6

Asp

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ile

Ser

Asn

Ala

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

130

Val

Ser

214
PRT
Trinh tu Nhan tao

nguon
/note="Mo

Gln

Ile

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Val

115

Ser

Gln

Val

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Pro

100

Phe

Val

Trp

Thr

ta trinh ty

Thr

5

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Ile

Val

Lys

Glu

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

150

Gln

Ser

Cys

Lys

His

55

Phe

Tyr

Val

Pro

Leu

135

Asp

Asp

38201

nhan tao: Polypeptit téng hogp"

Pro Ser Ser

Arg

Pro

40

Gly

Thr

Cys

Val

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Asp

105

Ser

Asn

Ala

Lys

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Phe

Asp

Asn

Leu

Asp

Leu

Leu

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Arg

Glu

Phe

Gln

155

Ser

-79-

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Arg

Ser

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Ala Ser Val

Ile
Asn
45

Arg
Thr
Asn
Thr
Leu
125
Pro

Gly

Tyr

Asn

30

Leu

Phe

Leu

Thr

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

Gly

Phe

Ile

Gly

Pro
80

Phe

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser



38201

165 170 175

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

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

Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210

<210> 7

<211> 443

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhan tao

<220>
<221> ngubn
<223> /note="M6 tad trinh tu nhan tao: Polypeptit tdng hop"

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

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

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

Met Gly Tyr Ile Asn Ser Ala Gly Ile Ser Asn Tyr Asn Pro Ser Leu
50 55 60

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

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

Ala Arg Ser Asp Asn Met Gly Thr Thr Pro Phe Thr Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

-80-



38201

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Lys Thr Thr Pro Pro Ser Val
115 120 125

Tyr Pro Leu Ala Pro Gly Ser Ala Ala Gln Thr Asn Ser Met Val Thr
130 135 140

Leu Gly Cys Leu Val Lys Gly Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Thr
145 150 155 160

Trp Asn Ser Gly Ser Leu Ser Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val
165 170 175

Leu Gln Ser Asp Leu Tyr Thr Leu Ser Ser Ser Val Thr Val Pro Ser
180 185 190

Ser Thr Trp Pro Ser Glu Thr Val Thr Cys Asn Val Ala His Pro Ala
195 200 205

Ser Ser Thr Lys Val Asp Lys Lys Ile Val Pro Arg Asp Cys Gly Cys
- 210 215 220

Lys Pro Cys Ile Cys Thr val Pro Glu Val Ser Ser Val Phe Ile Phe
225 230 235 240

Pro Pro Lys Pro Lys Asp Val Leu Thr Ile Thr Leu Thr Pro Lys Val
245 250 255

Thr Cys Val Vval Val Asp Ile Ser Lys Asp Asp Pro Glu Val Gln Phe
- 260 265 270

Ser Trp Phe Val Asp Asp Val Glu Val His Thr Ala Gln Thr Gln Pro
275 280 285

Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Phe Arg Ser Val Ser Glu Leu Pro
290 295 300

Ile Met His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Phe Lys Cys Arg Val
305 310 315 320

Asn Ser Ala Ala Phe Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Thr

-81-



38201

325 ' 330 335

Lys Gly Arg Pro Lys Ala Pro Gln Val Tyr Thr Ile Pro Pro Pro Lys
340 345 350

Glu Gln Met Ala Lys Asp Lys Val Ser Leu Thr Cys Met Ile Thr Asp
355 360 365

Phe Phe Pro Glu Asp Ile Thr Val Glu Trp Gln Trp Asn Gly Gln Pro
370 375 380

Ala Glu Asn Tyr Lys Asn Thr Gln Pro Ile Met Asp Thr Asp Gly Ser
385 390 395 400

Tyr Phe Val Tyr Ser Lys Leu Asn Val Gln Lys Ser Asn Trp Glu Ala
405 410 415

Gly Asn Thr Phe Thr Cys Ser Val Leu His Glu Gly Leu His Asn His
420 425 430

His Thr Glu Lys Ser Leu Ser His Ser Pro Gly
435 440

<210> 8

<211> 218

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhan tao

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

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

Glu Ser Val Ser Ile Thr Cys Arg Ser Ser Lys Ser Leu Leu Tyr Ser
20 25 30

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

-82-



38201

Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Trp Met Ser Thr Arg Ala Ser Gly Val Ser
50 .55 60

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

Ser Gly Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Ile Tyr Tyr Cys Gln Gln Gly
‘ 85 90 95

Leu Glu Phe Pro Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys Arg
100 105 110

Ala Asp Ala Ala Pro Thr Val Ser Ile Phe Pro Pro Ser Thr Glu Gln
115 120 125

Leu Ala Thr Gly Gly Ala Ser Val Val Cys Leu Met Asn Asn Phe Tyr
130 135 140

Pro Arg Asp Ile Ser Val Lys Trp Lys Ile Asp Gly Thr Glu Arg Arg
145 150 155 160

Asp Gly val Leu Asp Ser Val Thr Asp Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr
165 170 175

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

His Asn Leu Tyr Thr Cys Glu Val Val His Lys Thr Ser Ser Ser Pro
195 200 205

val val Lys Ser Phe Asn Arg Asn Glu Cys
210 215

<210> 9

<211> 445

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhan tao

<220>

<221> ngubn
<223> /note="M6 ta& trinh tu nhan tao: Polypeptit téng hgp"
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<400> 9

His

1

Ser

Trp

Gly

Glu

65

Met

Ala

Gln

Val

Thr‘A

145

Thr

Val

Ser

Val
Val
Met
Gln
50

Gly
Gln
Arg
Gly
Tyr
130
Leu
Trp

Leu

Ser

Gln

Lys

Asn

35

Ile

Lys

Leu

Gly

Thr

115

Pro

Gly

Asn

Gln

Thr
195

Leu

Leu

20

Trp

Phe

Ala

Ser

Asp

100

Ser

Leu

Cys

Ser

Ser

180

Trp

Gln

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Gly

Val

Ala

Leu

Gly

165

Asp

Pro

Gln

Cys

Lys

Ala

Leu

70

Leu

Asn

Thr

Pro

Val

150

Ser

Leu

Ser

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Thr

Tyr

Val

Gly

135

Lys

Leu

Tyr

Gln

Gly

Ala

Arg

40

Gly

Val

Ser

Ala

Ser

120

Ser

Gly

Ser

Thr

Thr
200

Pro

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Leu

105

Ser

Ala

Tyr

Ser

Leu

185

Val

38201

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

99

Asp

Ala

Ala

Phe

Gly

170

Ser

Thr

Leu

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Ser

Ala

Lys

Gln

Pro

155

Val

Ser

Cys

Val

Ile

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Met

Thr

Thr

140

Glu

His

Ser

Asn

Arg

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Asp

Thr

125

Asn

Pro

Thr

Val

Val
205

Pro

Ile

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Tyr

110

Pro

Ser

Val

Phe

Thr

190

Ala

Gly

15

Thr

Trp

Met

Ala

Tyr

95

Trp

Pro

Met

Thr

Pro

175

Val

His

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Ser

Val

Val

160

Ala

Pro

Pro



Ala

Cys

225

Phe

Val

Phe

Pro

Pro

305

‘Val
Thr
Lys
Asp
Pro
385

Ser

Ala

Ser

210

Lys

Pro

Thr

Ser

Arg
290

Ile

Asn

Lys

Glu

Phe

370

Ala

Tyr

Gly

Ser

Pro

Prd

Cys

Trp

275

Glu

Met

Ser

Gly

Gln

355

Phe

Glu

Phe

Asn

Thr

Cys

Lys

Val

260

Phe

Glu

His

Ala

Arg

340

Met

Pro

Asn

Val

Thr

Lys

Ile

Pro

245

Val

Val

Gln

Gln

Ala

325

Pro

Ala

Glu

Tyr

Tyr

405

Phe

Val

Cys

230

Lys

Val

Asp

Phe

Asp

310

Phe

Lys

Lys

Asp

Lys

390

Ser

Thr

Asp

215

Thr

Asp

Asp

Asp

Asn

295

Trp

Pro

Ala

Asp

Ile

375

Asn

Lys

Cys

Lys

Val

Val

Ile

Val

280

Ser

Leu

Ala

Pro

Lys

360

Thr

Thr

Leu

Ser

Lys

Pro

Leu

Ser

265

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

345

Val

Val

Gln

Asn

Val

38201

Ile VvVal Pro

Glu

Thr

250

Lys

Val

Phe

Gly

Ile

330

Val

Ser

Glu

Pro

Val

410

Leu

Val

235

Ile

Asp

His

Arg

Lys

315

Glu

Tyr

Leu

Trp

Ile

395

Gln

His

-85-

220

Ser

Thr

Asp

Thr

Ser

300

Glu

Lys

Thr

Thr

Gln

380

Met

Lys

Glu

Arg

Ser

Leu

Pro

Ala

285

Val

Phe

Thr

Ile

Cys

365

Trp

Asp

Ser

Gly

Asp

Val

Thr

Glu

270

Gln

Ser

Lys

Ile

Pro

350

Met

Asn

Thr

Asn

Leu

Cys

Phe

Pro

255

Val

Thr

Glu

Cys

Ser

335

Pro

Ile

Gly

Asp

Trp

415 .

His

Gly

Ile

240

Lys

Gln

Lys

Leu

Arg

320

Lys

Pro

Thr

Gln

Gly

400

Glu

Asn



420

425

38201

His His Thr Glu Lys Ser Leu Ser His Ser Pro Gly Lys

<210> 10
©<211> 21
<212> PR

<213>

<220>
<221> ngudn

<223>

<400> 10
" Asn Ile Val Leu

1

Gln

Gly

Lys

Arg

65

Pro

Glu

Ala

Leu

Arg

Asn

Leu

50

Phe

Val

Asp

Asp

Thr
130

435

8
T

Ala

Ser

35

Leu

Ser

Glu

Pro

Ala

115

Ser

/note="Mo

Thr

20

Phe

Ile

Gly

Ala

Leu

100

Ala

Gly

ta trinh ty

Trinh tyu Nhan tao

Thr Gln Ser

5

Ile

Met

Tyr

Ser

Asp

85

Thr

Pro

Gly

Ser

His

Leu

Gly

70

Asp

Phe

Thr

Ala

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Ala

Gly

Val

Ser
135

440

445

430

nhan tao: Polypeptit téng hgp"

Pro Ala Ser

Arg

Tyr

40

Ser

Arg

Ala

Ala

Ser

120

Val

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly

105

Ile

Val

10

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

90

Thr

Phe

Cys

Leu Ala

Glu

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Pro

Phe

-86-

Ser

Ser

Ser

60

Thr

Cys

Leu

Pro

Leu
140

Val Ser Leu

Val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

125

Asn

Asp

30

Gln

Val

Thr

Gln

Leu

110

Ser

Asn

15

Ser

Pro

Pro

Ile

Asn

95

Lys

Glu

Phe

Gly

Tyr

Pro

Ala

Asp

80

Asn

Arg

Gln

Tyr



Pro

145

Asn

Tyr

His

Ile

Lys

Gly

Ser

Asn

Val
210

Asp

Val

Met

Ser

195

Lys

Ile

Leu

Ser

180

Tyr

Ser

Asn

Asn

165

Ser

Thr

Phe

Val

150

Ser

Thr

Cys

Asn

Lys

Trp

Leu

Glu

Arg
215

Trp

Thr

Thr

Ala

200

Asn

Lys

Asp

Leu

185

Thr

Glu

38201

Ile Asp Gly Ser

155

Gln Asp Ser Lys

170

Thr Lys Asp Glu

His Lys Thr Ser

Cys

-87-

205

Glu

Asp

Tyr

190

Thr

Arg Gln
160

Ser Thr
175

Glu Arg

Ser Pro
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