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(57) Séang ché dé cap dén khang thé ma gan két voi protein cia ~gen 3 hoat hoa té bao
lympho (LAG3) ddng tic ché té bao T va duoc pham chira khang thé nay. Theo cac phuong
an khac nhau cua sang ché, khang thé nay 1a khang thé diy du cia nguoi ma gan két dic
hiéu v&i LAG3. Theo mot sé phuong an, khang thé theo sang ché 1 hiru ich dé {rc ché
hodc lam trung hoa hoat tinh LAG3, do d6 tao ra phuong tién diéu tri bénh hodc rdi loan
nhu bénh ung thu hodc bénh nhiém virut.
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Linh vue ky thuat dugc dé cap

Séng ché dé cap dén khang thé va manh gén két khang nguyén cuia khang thé
ma gin két ddc hidu voi gen-3 hoat hoa té bao lympho (lymphocyte activation gene-3-
LAG3) cta thu thé diéu bién mién dich, va phuong phap diéu tri va chin doan bang
céch str dung khang thé nay.
Tinh trang ky thuit cia sang ché

Céc phan tir ddng kich thich va ddng uc ché té bao T (dwoc goi chung la cac
phén t&r ddng truyén tin hiéu) dong vai tro quyét dinh trong viéc didu hoa su hoat ho4,
sy bidt hoa nhém phu, chic ning phan tmg lai kich thich va su séng cta té bao T
(Chen va cong su 2013, Nature Rev. Immunol. 13: 227-242). Theo su nhéin biét clia
phtic hop peptit-MHC c6 ciing ngudn gdc dbi véi té bao trinh dién khang nguyén boi
thu thé té bao T, céc thy thé ddng truyén tin hiéu nay dong khu biét véi cac thy thé té
bao T & kh6p thin kinh mién dich, ma ¢ d6 ching hiép ddng véi viéc truyén tin hiéu
TCR dé thuc ddy hosc rc ché su hoat hoa va chirc ning cua t& bao T (Flies va cong su
2011, Yale J. Biol. Med. 84: 409-421). Pap tng mién dich sau cing duoc didu hoa boi
mc can bing gifta céc tin hiéu dong kich thich va dong @c ché (“diém kiém tra mién
dich™) (Pardoll 2012, Nature Reviews Cancer 12: 252-264). Gen-3 hoat hod té bao
lympho (LAG3) ¢6 chitc ning lam mét ‘diém kiém tra mién dich’ nhu vdy trong viéc
lam trung gian dung nap té bao T ngoai vi.

LAG3 (con duge goi la CD223) 1a thu thé protein xuyén mang ctia axit amin
503 duoc biéu hién trén t& bao T CD4 va CD8 duoc hoat hoa, té bao T y§, té bao T
giét ty nhién, & bao B, t& bao giét ty nhién, t bao co tua dang twong bao va té bao T
diéu hoa. LAG3 la thanh vién ctia lién ho globulin mién dich (immunoglobulin-Ig).
Chtrc ning co ban ctia LAG3 1a lam giam dap ing mién dich. LAG3 gin két véi cac
phan tr MHC nhém I dén dén sy phan phéi tin hiéu 4m tinh cho t bao biéu hién
LAG3 va diéu hoa gidm cac dap ung t& bao T CD4 va CD8 phu thudc khang nguyén.
LAG3 diéu hoa 4m tinh kha ning té bao T ting sinh, tao ra cac xytokin va ly gii cac

té bao dich, dugc goi 1a ‘lam kiétlam kiét’ té bao T. LAG3 ciing dugc thong bao dong
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vai tro trong viéc lam ting cuong chic nang té bao T diéu hoa (T regulatory-Treg)

(Pardoll 2012, Nature Reviews Cancer 12: 252-264).

Do LAG3 dong vai trd quan trong trong tinh sinh mién dich khdi u va tinh sinh
miZn dich lay nhiém, né 1a dich ly twong cho liéu phap mién dich. Viéc phong bé
LAG3 bing céc chit dbi khang, bao gdm céc khang thé don dong, da dugc nghién ciru
trong cic phuong phap diéu tri bénh ung thu va cac lay nhiém virut man tinh (Turnis

va cong su 2015, Eur. J. Immunol. 45: 1892-1905).

D3 biét cac khang thé don dong khang LAG3 trong linh vuc nay va da dugc md
ta, vi dy, trong cac patent My/cong b6 don yéu cAu cAp patent My s6 5976877,
6143273, 6197524, 8551481, 201 10070238, 20110150892, 20130095114,
20140093511, 20140127226, 20140286935, va trong cac cong bd don qubc té sb
W095/30750, W097/03695, WO098/58059, W02004/078928, W02008/132601,
W02010/019570, W02014/008218, cac patent chau Au s6 EP0510079Bl1,
EP0758383B1, EP0843557B1, EP0977856Bl, EP1897548B2, EP2142210A1, va
EP2320940B1.

Khi phét trién liéu phap mién dich ding dé diéu tri cho sy séng cua con nguoi,
van c6 nhu cu vé cac khang thé biéu 16 cac dic tinh nhu tinh sinh mién dich thap, cac
tham s6 dong hoc gén két thich hop, kha nang phéan g chéo voi dich khi, hoat tinh in
vitro thich hop va/hodc hoat tinh iz vivo thich hop.

Ban chit ky thuit cia sang ché

Séng ché dé xuit cac khang thé va manh gén két khang nguyén cua ching ma
ofn két LAG3. Céc khang thé theo sang ché 1a hitu ich, khong ké céc tac dung khac, dé
nhém trang dich € bao mién dich biéu hién LAG3, va dé diéu bién hoat tinh LAG3.
Theo céc phuong an nhét dinh, cac khing thd theo sang ché 1a hitu ich dé Grc ché hodc
Jam trung hoa hoat tinh LAG3 va/hodc dé kich thich su hoat hoa té bao T, vi du, trong
c4c truong hop ma trong d6 c6 loi hodc mong mubn viéc diét qua trung gian t& bao T.
Theo cac phuong n nhét dinh, cac khang thé nay 1a hitu ich dung dé \rc ché chirc nang
& bao T didu hoa va/hodc dung dé lam dao nguoc trang thai vo cam cua té bao T bi
lam kiét. Cac khang thé khang LAG3 theo sang ché hoic cac phin gin két khang
nguyén cua chung, co thé ¢6 dudi dang mot phan cua phén tir gén két khang nguyén da

dac hiéu, vi du, dé diéu bién dap g mién dich va/hodc dé nham trang dich cac khang
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thé voi kiéu té bao dic hiéu, nhu té bao khdi u hoic té bao nhiém virut. Cac khang thé

nay la hitu ich trong didu tri bénh hodc rdi loan nhu bénh ung thu va 1y nhiém virut.

Chc khéng thé theo sang ché ¢ thé c6 chiéu dai ddy du (v dy, khang thé IgG1
hodc IgG4) hodc co thé chi c6 phin gén két khang nguyén (vi du, manh Fab, F(ab’)2
hodc scFv), va cd thé dugc cai bién 8 tac dong dén chuc ning, vi du, dé loai trir chire
nang phan tmg lai kich thich con lai (Reddy va cong su., 2000, J. Immunol. 164:1925-
1933). Theo cac phuong an nhat dinh, cac khang thé ndy c6 thé 1a dac hidu kép.

Theo khia canh thi nhét, sang ché d8 xuét cac khang thé don dong tai t6 hop
dugc phan lap hodc manh gén két khang nguyén ctia chung ma gin két ddc hiu voi

LAG3. Theo cac phuong an nhét dinh, cac khang thé 1a khang thé diy du cua ngudi.

Cac khéng thé khang LAG3 lam vi du theo sang ché dugc liét ké trong cac
Bang 1 dén 3 trong ban mo ta nay. Bang 1 dua ra b dinh danh trinh tu axit amin ctua
ving bién ddi chudi ning (heavy chain variable region-HCVR), vung bién dbi chudi
nhe (light chain variable region-LCVR), vung xac dinh bd sung chudi nang (HCDRI,
HCDR2 va HCDR3), va vung xac dinh bd sung chudi nhe (LCDRI, LCDR2 va
LCDR3) cua cac khang thé khang LAG3 lam vi du. Bang 2 dua ra cac bd dinh danh
trinh tu axit nucleic cua cac HCVR, LCVR, HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDRI,
LCDR2 va LCDR3 cua cac khang thé khang LAG3 lam vi dy. Bang 3 dua ra bo dinh
danh trinh tw axit amin cta cac trinh tw chudi ndng va chudi nhe clia céc khang thé
khang LAG3 lam vi du.

Séng ché dé xuét cac khang thé hoic méanh gén két khing nguyén cua chung,
trong do6 cac khang thé nay chira HCVR c0 trinh ty axit amin dugc chon tu trinh tu bét
ky trong sb céc trinh ty axit amin HCVR dugc liét ké trong Bang 1, hodc trinh tu gin
nhw tuong ddng ciia n6 6 do twong ddng it nhat 90%, it nhit 95%, it nhat 98% hodc it
nhat 99% v6i no.

Séng ché cling dé xuét cac khang thé hoic manh gin két khang nguyén cua
chiing, trong do khang thé nay chira LCVR c¢0 trinh tur axit amin duoc chon tu trinh ty
bat ky trong sb cac trinh ty axit amin LCVR duoc liét ké trong Bang 1, hodc trinh tu
gAn nhu tuong dong cua né ¢ do tuong ddng it nhat 90%, it nhat 95%, it nhat 98%
hoic it nhat 99%.V(’7i no.

Séng ché cling dé xuat cac khang thé, hodc méanh gin két khang nguyén cua
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ching, trong do khang thé nay chia cdp trinh ty axit amin HCVR va LCVR
(HCVR/LCVR) c6 trinh ty bAt ky trong sb cac trinh fy axit amin HCVR duge liét ké
trong Bang 1 dugc ghep cap véi trinh tu bét ky trong sb cac trinh ty axit amin LCVR
duoc liét ké trong Bang 1. Theo cac phuong an nhit dinh, sang ché dé xut cac khang
thé, hodc manh gin két khang nguyén cua ching, trong d6 cac khang thé ndy chira cap
trinh tu axit amin HCVR/LCVR ¢0 trong khang thé bat ky trong sb cac khang thé
khang LAG3 lam vi du duoc li€t ké trong Bang 1. Theo cac phuong an nhét dinh, cp
trinh ty axit amin HCVR/LCVR dugc chon tr nhom gbm co cac trinh ty néu trong
SEQ ID NO: 2/10, 18/26, 34/42, 50/58, 66/74, 82/90, 08/106, 114/122, 130/138,
146/154, 162/170, 178/186, 194/202, 210/218, 226/234, 242/250, 258/266, 274/282,
290/298, 306/314, 322/330, 338/346, 354/362, 370/378, 386/394, 402/410, 418/426,
434/442, 450/522, 458/522, 466/522, 474/522, 482/522, 490/522, 498/530, 506/530,
514/530, 538/546, va 554/562. Theo cac phuong an nhét dinh, cip trinh ty axit amin
HCVR/LCVR duoc chon tu trinh tu trong 36 cac trinh tu néu trong SEQ ID NO:
386/394 (vi du, HAsH15479P), 418/426 (vi du, H4sH15482P) hodc 538/546 (vi du,
H4sH14813N). Theo céc phuong an nhét dinh, sang ché @ xuht khang thé khang
LAG3 hodc manh gén két khang nguyén cta ching chita HCVR va LCVR, HCVR nay
¢c6 trinh tu axit amin duoc liét ké trong Bang 1 c6 khong nhiéu hon nim su thay thé
axit amin, va LCVR nay c6 trinh ty axit amin dugc liét ké trong Bang 1 c6 khong
nhiéu hon nim su thay thé axit amin. Vi dy, sang ché dé xuét khang thé khang LAG3
hoic manh gin két khang nguyén cua ching chita HCVR va LCVR, HCVR nay ¢0
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 418 c6 khong nhidu hon nim su thay thé axit
amin, va LCVR nay c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 426 c6 khong nhiéu
hon nim su thay thé axit amin. Theo phuong an lam vi du khac, séng ché dé xuét
khang thé khang LAG3 hogc manh ghn két khing nguyén cua ching chita HCVR va
LCVR, HCVR nay c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 418 co it nhit mét sy
thay thé axit amin, va LCVR nay co trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 426 ¢0
mot su thay thé axit amin.

Sang ché ciing dé xuat cac khang thé, hoic manh gin két khang nguyén cua
chiing, trong do cac khang thé nay chira CDR1 chudi ndng (HCDR1) ¢6 trinh tu axit
amin duoc chon tir trinh tu bt ky trong s6 céc trinh ty axit amin HCDRI1 duoc liét ké

trong Bang 1 hodc trinh tu gin nhu tuong ddng clia nd c6 do tuwong ddng trinh tu it
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nhAt 90%, it nhit 95%, it nhit 98% hodc it nhat 99%.

Séng ché ciing dé xult cac khang thg, hodc manh gin két khang nguyén cua
chung, trong do khang thé nay chira CDR2 chudi ning (HCDR2) c6 trinh ty axit amin
duoc chon tu trinh tu bét ky trong s6 cac trinh ty axit amin HCDR2 dugc liét ké trong
Bang 1 hodc trinh ty gan nhu twong ddng cta nd ¢ do twong dong trinh tur it nhit
90%, it nhAt 95%, it nhit 98% hodc it nhit 99%.

Sang ché ciing d2 xuét cac khang thé, hodc manh gén két khang nguyén cua
ching, trong do khang thé nay chira CDR3 chudi ning (HCDR3) c6 trinh ty axit amin
duoc chon tu trinh tu bét ky trong s6 céc trinh tu axit amin HCDR3 duoc liét ké trong
Bang 1 hodc trinh ty gin nhu twong déng cua nd co6 do tuong ddng trinh tu it nhét
90%, it nhat 95%, it nhat 98% hodc it nhét 99%.

Sang ché cling d8 xuét cac khang thé, hoic manh gén két khang nguyén cua
chiing, trong d6 khang thé nay chira CDR1 chudi nhe (LCDR1) c6 trinh ti axit amin
duoc chon tu trinh tu bat ky trong s6 cac trinh tu axit amin LCDR1 duoc liét k& trong
Bang 1 hodc trinh tu gin nhu tuong ddng clia nd co do tuong ddng trinh tu it nhit
90%, it nhit 95%, it nhit 98% hodc it nhat 99%.

Sang ché cling d8 xuét cac khang thé, hoic manh gén két khang nguyén cua
chiing, trong d6 khang thé nay chira CDR2 chudi nhe (LCDR2) c6 trinh ty axit amin
dugc chon tu trinh tu bét ky trong s6 cac trinh tu axit amin LCDR2 dugc li€t ké trong
Bang 1 hodc trinh tu gén nhu tuong ddng ctia nd co do twong dong trinh t it nhét
90%, it nhét 95%, it nhit 98% hoc it nhit 99%.

Sang ché cling dé xufit cac khang thé, hodc manh gin két khang nguyén cua
chiing, trong d6 khang thé ndy chira CDR3 chudi nhe (LCDR3) ¢6 trinh tu axit amin
duoc chon tu trinh tu bét ky trong 36 céc trinh tu axit amin LCDR3 duoc ligt ké trong
Bang 1 hodc trinh tu gin nhu tuong dong cta nd co6 do tuong dong trinh tu it nhét
90%, it nhét 95%, it nhit 98% hodc it nhét 99%.

Séng ché ciing dé xufit cac khang thé, hogc manh gén két khang nguyén cua
ching, trong d6 khang thé nay c6 cap trinh ty axit amin HCDR3 va LCDR3
(HCDR3/LCDR3) ¢6 trinh tu bét ky trong s6 cac trinh ty axit amin HCDR3 dugc ligt
ké trong Bang 1 dugc ghép cap voi trinh tu bat ky trong s& céc trinh ty axit amin
LCDR3 duoc lidt ké trong Bang 1. Theo cac phuong an nhét dinh, sang ché d& xuét
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cac khang thé, hodc manh gén két khang nguyén cua chung, trong d6 khang thé nay cd
cip trinh ty axit amin HCDR3/LCDR3 dugc chita trong khang thé bat ky trong sb cac
khang thé khang LAG3 lam vi du dugc liét ké trong Bang 1. Theo cac phuong 4n nhit
dinh, cdp trinh tu axit amin HCDR3/LCDR3 dugc chon tur nhom gom o trinh ty néu
trong SEQ ID NO: 392/400 (vi du, H4sH15479P), 424/432 (vi du, H4sH15482P) va
544/552 (vi du, H4sH14813N).

Sang ché cling d2 xult cac khang thé, hodc manh ghn két khang nguyén cua
ching, trong d6 khéng thé nay chira HCVR va LCVR, HCVR nay chira HCDRI ¢6
trinh tu axit amin khac véi trinh ty axit amin dugc liet ké trong Bang 1 boi 1 axit amin,
HCDR?2 ¢6 trinh tu axit amin khac voi trinh tu axit amin duoc liét ké trong Bang 1 boi
1 axit amin, va HCDR3 c0 trinh ty axit amin khac voi trinh tu axit amin duogc liét ké
trong Bang 1 boi 1 axit amin. Theo cac phuong an nhét dinh, sang ché @& xuit cac
khang thé, hoic manh gén két khang nguyén cta chung, trong d6 khang thé nay chua
HCVR va LCVR, LCVR nay chira LCDRI c6 trinh tu axit amin khac vdi trinh ty axit
amin duoc liét ké trong Bang 1 boi 1 axit amin, LCDR2 c6 trinh ty axit amin khac voi
trinh tu axit amin duoc liét ké trong Bang 1 boi 1 axit amin, va LCDR3 cé trinh tu axit
amin khac voi trinh tu axit amin duoc liét ké trong Bang 1 boi 1 axit amin. Vi duy, sang
ché @& xuit khang thé khang LAG3, hogc manh gén két khang nguyén cua chung,
trong do khang thé nay chira HCVR va LCVR, HCVR chira HCDRI1 ¢0 trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO: 420 hodc trinh ty axit amin khac voi trinh tu néu trong
SEQ ID NO: 420 bdi 1 axit amin, HCDR2 ¢6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:
422 hodc trinh ty axit amin khac voi trinh tu néu trong SEQ ID NO: 422 boi 1 axit
amin, va HCDR3 ¢0 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 424 hodc trinh ty axit
amin khac v6i trinh tu néu trong SEQ ID NO: 424 boi 1 axit amin. Theo phuong an
lam vi du khéc, sang ché d& xuft cac khang thé, hodc manh gén két khang nguyén ctia
ching, trong d6 khang thé nay chira HCVR va LCVR, LCVR chia LCDRI ¢ trinh ty
axit amin néu trong SEQ ID NO: 428 hodc trinh tu axit amin khac voi trinh ty néu
trong SEQ ID NO: 428 bdi 1 axit amin, LCDR2 c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ
ID NO: 430 hoic trinh tu axit amin khac voi trinh tu néu trong SEQ ID NO: 430 boi 1
axit amin, va LCDR3 ¢4 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 432 hodc trinh tu
axit amin khac véi trinh tu néu trong SEQ ID NO: 432 boi 1 axit amin.

Sang ché dé xudt cac khang thé, hodc manh gén két khang nguyén cua ching,
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trong do khang thé nay chira chudi ndng c6 trinh tu axit amin duoc chon tir trinh tu bat
ky trong s6 céc trinh tu axit amin HC dugc liét ke trong Bang 3, hodc trinh tu gﬁn nhu
fwong ddng ctia nd c6 do tuong dong trinh tw it nhat 90%, it nhat 95%, it nhat 98%
hodc it nhat 99% voi nd.

Séng ché ciing dé xuéit cac khang thé, hoic manh gén két khang nguyén cua
chiing, trong do khang thé nay chita chudi nhe co trinh tw axit amin dugc chon tu trinh
tu bat ky trong s6 cac trinh tu axit amin LC duoc ligt ké trong Bang 3, hodc trinh ty
gAn nhu tuong dong cua n6 ¢6 d tuong ddng it nhit 90%, it nhat 95%, it nhit 98%
hodc it nhit 99% vdi no. '

Séng ché ciing dé xut cac khang thé, hogc manh gén két khang nguyén cua
chiing, trong do khang thé nay chira cap trinh ty axit amin HC va LC (HC/LC) co trinh
tu bét ky trong s cac trinh ty axit amin HC duoc liet ké trong Bang 3 ghép cdp voi
trinh tu bit ky trong 36 cac trinh tu axit amin LC duoc li€t ké trong Bang 3. Theo cac
phuong an nhit dinh, sang ché & xudt cic khang thé, hodc manh gin két khang
nguyén cua ching, trong d6 khang thé nay chita cdp trinh ty axit amin HC/LC duoc
chia trong khang thé bat ky trong s cac khang thé khang LAG3 lam vi du duoc liét
ké trong Bang 3. Theo cac phuong an nhét dinh, cdp trinh tu axit amin HC/LC dugc
chon ttr nhom gbm c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 577/578, 579/578, va 580/581.

Sang ché ciing dé xudt cic khang thé, hoic manh gén két khang nguyén cua
ching, trong d6 khang thé nay chia tap hop gdm sau CDR (nghia la, HCDRI-
HCDR2-HCDR3-LCDR1-LCDR2-LCDR3) dugc chura trong khéng thé bét ky trong
s cac khang thé khang LAG3 lam vi dy dugc li¢t ké trong Bang 1. Theo cac phuong
4n nhit dinh, tp hop trinh ty axit amin HCDR1-HCDR2-HCDR3-LCDR1-LCDR2-
LCDR3 duoc chon tr nhom gbm cd trinh tu néu trong SEQ ID NO: 388-390-392-396-
398-400 (vi du, HAsH15479P), 420-422-424-428-430-432 (vi du, H4sH15482P) va
540-542-544-548-550-552 (vi du, H4sH14813N).

Theo phuong 4n c6 lién quan, sang ché de xult céc khang thé, hodc manh gén
két khang nguyén cla ching, trong d6 khang thé nay chira tdp hop gdém sau CDR
(nghia la, HCDR 1-HCDR2-HCDR3-LCDR1-LCDR2-LCDR3) duoc chira trong cédp
trinh tu axit amin HCVR/LCVR nhu dugc xac dinh boi khang thé bat ky trong s6 cac
khang thé khang LAG3 lam vi du dugc li€t ké trong Bang 1. Vi du, sang ché d& xuét
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cac khang thé hodc manh gén két khang nguyén cua ching, trong d6 khang thé nay
chtra tip hop trinh ty axit amin HCDRl-HCDR2—HCDR3-LCDRl-LCDR2-LCDR3
duoc chira trong cdp trinh ty axit amin HCVR/LCVR duoc chon tir nhom gbm c6 cac
trinh ty néu trong SEQ ID NO: 386/394 (vi du, H4sH15479P), 418/426 (vi du,
H4sH15482P) va 538/546 (vi du, H4sH14813N). DA biét cac phuong phap va céc kY
thut nhan biét caic CDR trong cac trinh ty axit amin HCVR va LCVR trong linh vuc
nay va co thé duge st dung dé nhan biét cac CDR trong cac trinh ty axit amin HCVR
va/hoic LCVR duoc xac dinh duge bdce 10 trong ban mo ta ndy. Cac quy tac lam vi du
ma c6 thé duoc su dung d2 nhan biét cac duong bién cua cac CDR bao gom, v du, xac
dinh theo Kabat, xac dinh theo Chothia, va xac dinh theo AbM. Trong cac thuat nglr
thong thuong, viéc xac dinh theo Kabat dugc dua vao do bién ddi trinh tu, viéc xac
dinh theo Chothia dugc dua vao vi tri cua cac vung vong lap cAu tric, va viéc xac dinh
theo AbM la su dan xép gitta phuong phap Kabat va Chothia. Xem, vi du, tai li€u
Kabat, "Sequences of Proteins of Immunological Interest," National Institutes of
Health, Bethesda, Md. (1991); Al-Lazikani va céng suw, J. Mol. Biol. 273:927-948
(1997); va Martin va cong su, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:9268-9272 (1989). Cac
co 6 dit liéu phd bién cling sn c6 d8 nhan biét cac trinh ty CDR trong khang thé.

Sang ché dé cap dén khang thé khang LAG3 c6 mau glycosyl hoa duoc bién
d6i. Theo mot s6 phuong an, su bién dbi dbi dé loai bo cac vi tri glycosyl hoa khong
mong mudn c6 thé 1d hiru ich, hodc khang thé thiéu gbc fucoza c6 mat trén chudi
oligosacarit, vi du, dé lam ting chirc nang giy doc té bao phu thudc khang thé
(antibody dependent cellular cytotoxicity-ADCC) (xem tai liéu Shield va cOng su
(2002) JBC 277:26733). Trong cac ung dung khac, su bién dbi qué trinh galactosyl
hod ¢6 thé duoc thuc hién dé bién dbi tinh gdy doc té bao phy thudc b6 thé
(complement dependent cytotoxicity-CDC).

Sang ché dé cap dén khang thé khang LAG3 chita mién Fc, trong d6 mién Fc
chira 16p khang thé IgG1 hodc IgG4 nhu dugc mo ta trong ban mo ta nay. Theo cac
phuong an nhit dinh, mién Fc chia trinh ty axit amin duoc chon tir nhom gém cd cac
trinh tu néu trong SEQ ID NO: 569, 570, 571, 572 va 573.

Sang ché ciing dé& xuét cic khang thé va manh gén két khang nguyén cla ching
ma canh tranh dé gén két dic hiéu voi LAG3 voi khang thé hodc manh gin két khang
nguyén cia né chia cac CDR cua HCVR va cac CDR ctia LCVR, trong d6 moi
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HCVR va LCVR c¢6 trinh ty axit amin dugc chon tr cac trinh ty HCVR va LCVR
duoc liét ké trong Bang 1.

Séng ché cling dé xudt cac khang thé phan lap va manh gén két khang nguyén
cua ching ma phong bé su gin két cia LAG3 voi MHC nhom I Theo mét s6 phuong
4n, khang thé hodc manh gén két khang nguyén cua n6 ma phong bé su gén két cua
LAG3 cb thé gén két vi cling mot quyét dinh khang nguyén trén LAG3 dudi dang
MEHC nhém 1T hogc c6 thé gén két voi quyét dinh khang nguyén khac trén LAG3 dudi
dang MHC nhom II.

Sang ché cling dé xuét cac khang thé va manh gén két khang nguyén cua ching
ma gén két dic hiéu voi LAG3 tir nguoi hoge cac loai khac. Theo cac phuong an nhit

dinh, cac khang thé ¢6 thé gén két véi LAG3 ctia nguoi va/hodc voi LAG3 cua khi.

Séng ché cling dé xuit cac khang thé va manh gén két khang nguyén cua ching
ma canh tranh chéo d8 gén két v6i LAG3 v6i khang thé tham chiéu hodc manh gin két
khéng nguyén ctia n6 chira cac CDR cua HCVR va cic CDR cila LCVR, trong d6 moi
HCVR va LCVR c¢6 trinh tu axit amin duoc chon tu cac trinh tv HCVR va LCVR
duoc liét ké trong Bang 1.

Sang ché ciing dé xuat cac khang thé va manh gin két khdng nguyén cua chung
ma gén két véi ciing mot quyét dinh khang nguyén dudi dang khang thé tham chiéu
hojc manh gin két khang nguyén cla nd chua ciac CDR ctia HCVR va cac CDR cua
LCVR, trong d6 mdi HCVR va LCVR ¢6 trinh tu axit amin dugc chon tir cac trinh tu
HCVR va LCVR duoc liét ké trong Bang 1. Theo cac phuong an nhit dinh, sang ché
& xuht céc khang thé va manh gén két khang nguyén cta chiing ma gén két voi cung
mot quyét dinh khang nguyén dudi dang khang thé tham chiéu hodc manh gin két
khang nguyén cua no chira cac CDR cua HCVR va cac CDR cia LCVR, trong d6 cdp
trinh tu axit amin HCVR/LCVR c6 cac trinh tu néu trong SEQ ID NO: 418/426.

Sang ché ciing dé xuét khang thé khang LAG3 ma tuong tac v&i mot hodc nhiéu
axit amin duoc chtra trong mién ngoai bao cua LAG3 ctia nguoi (SEQ ID NO: 588).
Theo cc phuong &n nhét dinh, sang ché dé xuét khang thé khang LAG3 va manh gin
két khang nguyén cla ching ma tuong tac voi trinh tu axit amin duge chon tr nhém
gdm c6 (a) axit amin tur 28 dén 69 néu trong SEQ ID NO: 588; (b) axit amin tr 28 dén
71 néu trong SEQ ID NO: 588; (c) axit amin tir 31 dén 52 néu trong SEQ ID NO: 588;
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va (d) axit amin tir 32 dén 69 néu trong SEQ ID NO: 588. Theo cac phuong an nhét
dinh, sang ché dé xuit khang thé khing LAG3 va manh gén két khang nguyén cla
ching ma tuwong tac voi mot hodc nhiéu axit amin néu trong SEQ ID NO: 589, vi dy,
sang ché dé xuat khang thé khang LAG3 va manh gén két khang nguyén cua ching ma
twong tac voi it nhit 5 axit amin, it nhat 10 axit amin, hodc it nhét 20 axit amin néu
trong SEQ ID NO: 589. Theo cac phuong 4n nhét dinh, sang ché dé xuét khang thé
khang LAG3 va manh gén két khang nguyén cua chung ma twong tac voi trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO: 589 (tuong tmg v6i axit amin tur 28 dén 71 néu trong
SEQ ID NO: 588).

Theo mot phuong 4n, sang ché dé xudt khang thé don dong tai to hop cua ngudi
hoic manh gén két khang nguyén ma c6 mot hodc nhiéu dic diém sau: () gin két dic
hiéu véi LAG3 ctia ngudi va/hodc LAG3 ctia khi cynomolgus; (b) phong bé sy gén két
ciia LAG3 v6i MEC nhom II; (c) phong bé su diéu hoa giam t€ bao T do LAG3 gay ra
va phdng thich su truyén sy truyén tin hiéu té bao T; va (d) ngin chan sy phat trién ctia

khéi u va lam tang su séng & déi tuong méc bénh ung thu.

Theo mot s6 phuong an, khang thé hodic manh gn két khing nguyén cta no co
thé gan két dic hiéu voi LAG3 theo céch chu véan, nghia la nd co thé lam ting cudng
hoic kich thich su gin két va/hoic hoat tinh ciia LAG3; theo cac phuong an khac,
khang thé c6 thé gén két ddc hiéu voi LAG3 theo cach dbi khang, nghia 13, n6 c6 thé
phong bé LAG3 khong cho gén két voi phéi tir cua no.

Theo cac phuong an nhét dinh, cac khang thé hoic manh gin két khang nguyén
theo sang ché 1a dac hiéu kép c do dac hiéu gin két thir nhat voi LAG3 va do dic
hiéu gén két thit hai d6i v6i quyét dinh khang nguyén dich thu hai. Quyét dinh khéng
nguyén dich thir hai nay 0 thé 12 quyét dinh khang nguyén khac trén LAG3 hodc trén
protein khac. Theo cac phuong an nhét dinh, quyét dinh khang nguyén dich tht hai co
{hé trén t bao khac bao gdm té bao T khac, € bao B, té bao khdi u hodc té bao nhiém
virut.

Theo khia canh thir hai, sing ché d2 xuét phan tir axit nucleic ma hoa khang thé
khang LAG3 hoic cac phan cua né. Vi dy, sang ché dé xuit cac phan tr axit nucleic
m3 hod trinh tu bét ky trong 6 céc trinh tu axit amin HCVR duoc liét ké trong Bang

1; theo cac phuong an nhét dinh, phin tu axit nucleic ¢6 trinh tu polynucleotit dugc
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chon tu trinh tu bét ky trong s6 cac trinh ty axit nucleic HCVR dugce liét ké trong Bang
2, hodc trinh ty gin nhu tuong ddng cua nd co do tuong déng trinh tur it nhat 90%, it
nhét 95%, it nhat 98% hodc it nhat 99% véi no.

Sang ché cling @& xuAt phan tir axit nucleic ma héa trinh tw bat ky trong sb cac
trinh tu axit amin LCVR dugc liét ké trong Bang 1; theo cac phuong an nhét dinh,
phén tir axit nucleic co trinh tu polynucleotit duoc chon tur trinh tur bat ky trong sb cac
trinh tu axit nucleic LCVR duoc liét ké trong Bang 2, hodc trinh tu g?m nhu tuong
ddng ctia n6 c6 do twong dong trinh t it nhat 90%, it nhat 95%, it nhat 98% hodc it
nhét 99% voi noé.

Sang ché cling dé xuét phén tir axit nucleic ma hoa trinh tu bét ky trong sb cac
trinh tu axit amin HCDR1 dugc liét ké trong Bang 1; theo cac phuong 4n nhét dinh,
phan tlr axit nucleic co trinh tur polynucleotit duoc chon tur trinh tur bt ky trong s6 cac
trinh tu axit nucleic HCDRI1 duoc liét ké trong Bang 2, hodc trinh tu gén nhu tuong
ddng clia n6 co do twong dong trinh tur it nhét 90%, it nhat 95%, it nhit 98% hodc it
nhét 99% véi nod.

Sang ché cling @2 xuét phén tir axit nucleic ma hoa trinh tu bét ky trong sb cac
trinh tu axit amin HCDR2 dugc li€t ké trong Bang 1; theo cac phuong an nhét dinh,
phan tr axit nucleic co trinh tu polynucleotit duoc chon tu trinh tur bAt ky trong s cac
trinh tu axit nucleic HCDR2 duoc li€t ké trong Bang 2, hogc trinh ty gﬁn nhu tuong
ddng clia n6 co do twong dong trinh tu it nhét 90%, it nhit 95%, it nhat 98% hodc it
nhét 99% vai nd.

Sang ché cling d2 xut phén tir axit nucleic ma hoa trinh tu bAt ky trong sb cac
trinh ty axit amin HCDR3 dugc li€t k€ trong Bang 1; theo cac phuong an nhét dinh,
phan t axit nucleic co trinh tu polynucleotit duoc chon tur trinh tu bat ky trong s6 cac
trinh tu axit nucleic HCDR3 dugc liét ké trong Bang 2, hodc trinh tu gﬁn nhu tuong
ddng clia né c6 do tuong dong trinh ty it nhat 90%, it nhét 95%, it nhit 98% hodc it
nhat 99% vi no.

Sang ché ciing dé xuét phan tlr axit nucleic ma hoa trinh tu bAt ky trong s cac
trinh tu axit amin LCDR1 duoc liét k& trong Bang 1; theo cac phuong an nhét dinh,
phén tir axit nucleic ¢6 trinh ty polynucleotit duoc chon tUr trinh tu bit ky trong sb cac

trinh tu axit nucleic LCDRI duoc liét k& trong Bang 2, hodc trinh tu gin nhu tuong
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ddng ctia n6 ¢6 do tuong dong trinh tur it nhat 90%, it nhat 95%, it nht 98% hodc it
nhat 99% voi no.

Sang ché cling dé xut phan tir axit nucleic ma hoé trinh tu bét ky trong sb cac
trinh tu axit amin LCDR2 dugc liét ké trong Bang 1; theo cac phuong an nhét dinh
phén tr axit nucleic co trinh tw polynucleotit duoc chon tu trinh tuy bAt ky trong sb cac
trinh tu axit nucleic LCDR2 dugc liét ké trong Bang 2, hodc trinh tu gan nhu tuong
ddng ctia n6 ¢6 do tuong dong trinh tu it nhat 90%, it nhat 95%, it nhat 98% hodc it
nhét 99% véi no.

Sang ché cling @2 xuét phan tir axit nucleic ma hod trinh tu bat ky trong sb cac
trinh tu axit amin LCDR3 duoc liét ké trong Bang 1; theo cac phuong 4n nhét dinh,
phén tlr axit nucleic co trinh tw polynucleotit duoc chon tur trinh tu bat ky trong sb cac
trinh tu axit nucleic LCDR3 duoc liét ké trong Bang 2, hodc trinh tu g?m nhu tuong
ddng clia n6 ¢ do twong dong trinh tur it nhat 90%, it nhat 95%, it nhit 98% hodc it
nhit 99% véi no.

Séng ché cling dé xuét phan tir axit nucleic ma hoa HCVR, trong d6 HCVR co
tap hop gém ba CDR (nghia la, HCDR1-HCDR2-HCDR3), trong d6 tép hop trinh tur
axit amin HCDR1-HCDR2-HCDR3 nhu dugc xac dinh boi khéang thé bt ky trong s6
cac khang thé khang LAG3 lam vi du duoc ligt ké trong Bang 1.

Sang ché cling dé xuét phan tir axit nucleic ma hoa LCVR, trong do LCVR ¢o
tap hop goém ba CDR (nghia la, LLCDR1-LCDR2-L.CDR3), trong d6 tép hop trinh tu
axit amin LCDR1-LCDR2-LCDR3 nhu dugc x4c dinh boi khang thé bt ky trong sb
cac khang thé khang LAG3 lam vi du duoc liét ke trong Bang 1.

Séng ché cling dé xuAt phan tir axit nucleic ma hoa ca HCVR va LCVR, trong
d6 HCVR ¢6 trinh tu axit amin cua trinh tu bat ky trong s& cac trinh ty axit amin
HCVR dugc liét ké trong Bang 1, va trong d6 LCVR ¢6 trinh tu axit amin cua trinh tu
bit ky trong sb cac trinh tu axit amin LCVR duoc liét ké trong Bang 1. Theo cac
phuong an nhét dinh, phan t axit nucleic co trinh tu polynucleotit duge chon tu trinh
tur bét ky trong s céc trinh ty axit nucleic HCVR dugc lict ké trong Bang 2, hodc trinh
tu gAn nhu twong dong ctia nd c6 do tuong ddng trinh tu it nhat 90%, it nhét 95%, it
nhét 98% hodc it nhit 99% vdi né, va trinh tu polynucleotit dugc chon tir trinh tu bét
ky trong s6 céc trinh ty axit nucleic LCVR duoc liét ké trong Bang 2, hodc trinh ty gn
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nhu tuong ddng cua nd c6 do tuong ddng trinh tu it nhat 90%, it nhét 95%, it nhat 98%
hoc it nhit 99% véi nd. Theo cac phuong 4n nhat dinh theo khia canh nay cla sang
ché, phan tor axit nucleic ma hoa HCVR va LCVR, trong d6 ca HCVR va LCVR déu
¢6 ngudn gde tr cing mot khang thé khang LAG3 duoc liét ké trong Bang 1.

Sang ché dé xuét phan tur axit nucleic mi hoa trinh tu bat ky trong s6 cac trinh
tu axit amin chudi ndng dugc liét ké trong Bang 3. Sang ché cling dé xuét phan tu axit
nucleic ma hoa trinh ty bét ky trong sd cac trinh ty axit amin chudi nhe duoc liét ké
trong Bang 3.

Séng ché cling d& xuét phan tir axit nucleic m3 hoé ca chudi niang (HC) va chudi
nhe (LC), trong d6 HC c6 trinh tu axit amin cua trinh ty bét ky trong s6 céc trinh tu
axit amin HC duorc liét ké trong Bang 3, va trong do LC c6 trinh tu axit amin cua trinh

tu bt ky trong sb cac trinh ty axit amin LC duoc liét ké trong Bang 3.

Theo khia canh lién quan, sang ché d xuét vecto bidu hién tai t6 hop ¢ kha
nang biéu hién polypeptit co vung bién dbi chudi ning hodc chudi nhe cua khang thé
khang LAG3. Vi dy, sang ché bao gdm céc vecto bidu hién ti t6 hop chira phan tir bt
ky trong s& cac phén tur axit nucleic néu trén, nghia 13, phan tlr axit nucleic ma hoa
trinh tu bat ky trong s6 céc trinh ty HCVR, LCVR va/hodc CDR nhu dugc néu trong
Bang 1. Sang ché cling d& xuAt cac vecto biéu hién tai to hop c6 kha nang biéu hién
polypeptit chira chudi nang hodc chudi nhe cua khang thé khang LAG3. Vi dy, sang
ché bao gdm vecto biéu hién tai to hop chita phan tur bAt ky trong s6 cac phan tir axit
nucleic néu trén, nghia 1a, phan tr axit nucleic ma hoa trinh tu bét ky trong s6 cac trinh
ty chudi ning hodc chudi nhe nhu dugc néu trong Bang 3. Ciling duoc chira trong
pham vi cla sang ché 14 céc t& bao chi ma trong d6 cac vecto ndy di dwoc dua vao,
ciing nhu céc phuong phap tao ra cac khang thé hodc cac phan clia nd bang cach nudi
cdy cac té bao chu trong cac didu kién cho phép tao ra cac khang thé hoic manh khang

thé, va thu gom cac khang thé va manh khéng thé dugc tao ra theo cach nhu véy.

Theo khia canh thir ba, sang ché & xuét duoc phdm chira khang thé tai td hop
clia nguoi hodc manh cua n6 ma gin két ddc hiéu voi LAG3 va chit mang duge dung.
Theo khia canh lién quan, sang ché @& cap dén ché phdm ma 1a td hop cla khang thé
khang LAG3 va chét tri liéu thir hai. Theo mot phuong an, chét tri liéu tht hai 1a chat
bat ky ma duoc két hop co loi voi khang thé khang LAG3. Cac chat lam vi du ma c6
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thé duoc két hop c6 loi voi khang thé khang LAG3 bao gdm, nhung khong gi6i han,
cic chét khac ma gén két va/hodc didu bién su truyén tin hiéu LAG3 (bao gbm cac
khang thé khac hodc manh gin két khang nguyén cua ching, v.v.) va/hodc cac chit ma
khong gin két truc tiép v6i LAG3 nhung tuy nhién diéu bién sy hoat hoa té bao mién
dich. Céc liéu phap két hop bd sung va cac ddng dugc phém chira khang thé khang
LAG3 theo sang ché duge bdc 10 trong ban md ta nay.

Theo khia canh th tu, sang ché dé xuét phuong phap didu bién dap ng mién
dich ¢ dbi tugng, trong do phuong phap nay bao gdém bude cho dbi tuong can diéu
bién nay dung lugng c6 hig¢u qua tri liéu cua khang thé khang LAG3 hodc manh gén
két khang nguyén cua no cua sang ché. Theo cac phuong an nhit dinh, sang ché dé
xuét phuong phap lam téng cuong dap ung mién dich & dbi tuong, trong d6 phuong
phap nay bao gdm bude cho dbi twong nay dung lugng c6 hi¢u qua cua khang thé hosc
manh cua né theo sang ché ma gin két voi LAG3. Theo mét phuong an, sang ché dé
xuét phuong phap kich thich hodc lam ting cuong sy hoat hoa t& bao T & dbi tuong.
Theo céc phuong an nhét dinh, sang ché dé xuht phuong phap phong thich hoat tinh té
bao T, trong d6 phuong phap nay bao gbm bude cho té bao T tiép xtc voi luong b
hiéu qua cua khang thé theo sang ché sao cho hoat tinh té bao T duoc phong thich.
Theo mot phuong an, sang ché dé xuét phuong phap tc ché t& bao T diéu hoa (Treg) O
déi twong, trong d6 phuong phap nay bao gom bude cho dbi tuong cin diéu tri nay
ding luong c6 hiéu qua tri liéu cua khang thé hodc manh gén két khang nguyén cua né
theo sang ché. Theo cac phuong an nhit dinh, déi tuong can diéu tri nay co thé mic
bénh hoic rbi loan nhu bénh ung thu hodc nhidm virut. Theo cac phuong an nhat dinh,
sang ché dé xudt phuong phap phéng thich sy e ché qua trung gian LAG3 hoat tinh
ctia té bao T, trong d6 phuong phap nay bao gdm bude cho t€ bao T tiép xuc voi luong

¢6 hiéu qua cua khang thé theo sang ché.

Theo khia canh thit nam, sang ché dé xuAt phuong phap tri liéu dé diéu tri bénh
hodc rdi loan nhu bénh ung thu hodc nhidm virut & déi teong bang cach st dung khang
thé khang LAG3 hodc phan gén két khang nguyén clia khang thé theo sang ché, trong
d6 phuong phap tri li¢u nay bao gdm budc cho dbi tuong can phuong phép tri lidu nay
cung luong c6 hiéu qua tri lidu ctia duoc phdm chira khang thé hodc manh khang thé
theo sang ché. Réi loan duoc diéu tri 1a bénh hodc tinh trang bt ky ma dugc cai thién,

dwoc thuyén giam, dugc e che hodc dugc ngin ngra boi sy kich thich hodc su uc ché
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hoat tinh hodc truyén tin hiéu LAG3. Theo cic phuong an nhat dinh, khang thé hoic
manh gén két khang nguyén cua né theo sang ché duoc dung két hop voi chét tri liéu
tht hai cho d6i tuong can didu tri nay. Chét tri liéu tht hai co thé duoc chon tir nhom
gbm c6 khang thé voi chit ddng G ché té bao T khac, khang thé voi khang nguyén té
bao khéi u, khang thé voi thy thé té bao T, khang thé véi quyét dinh khang nguyén trén
& bao nhidm virut, chat gdy doc t& bao, duoc chit khang bénh ung thu, dugc chét
khang virut, duoc chét chéng viém (v du, corticosteroit), chét hoa tri liéu, liéu phap
birc xa, chit ngan chin mién dich va dugc chét hodc lidu phap khac bat ky da biét
trong linh vuc nay. Theo cac phuong an nhit dinh, cht tri liu thtr hai co thé 1a chét
ma trg giip lam mat tac dung hogc lam giam (cac) tac dung phu co thé co bat ky lién
quan dén khang thé hoic manh gin két khang nguyén cua no theo sang ché, néu (cac)
tac dung phu nay co thé xay ra.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, sang ché de xut phuong phap ngin chin sy
phat trién ctia khéi u. Vi dy, sang ché @2 xudt phuong phap ngan chan su phat trién cua
Kkhéi u do khéi u nguyén phét hosic khéi u di can ¢ doi twong. Theo cac phuong an nhit
dinh, sang ché dé xudt phuong phap lam tang cuong sy séng (vi du, su sbng khong tién
trién hodc su séng tdng thé) cia doi tuong méc bénh ung thu. Cac vi du vé bénh ung
thu bao gdm, nhung khong chi gioi han &, bénh ung thu so cip va/hodc bénh ung thu
tai phat, bao gdm bénh ung thu mau (vi du, khdi u 4c tinh t& bao mau nhu u lympho, u
tuy hodc bénh bach ciu), bénh ung thu nao (vi du, u nguyén bao than kinh dém da
dang), bénh ung thu phdi (v/ dy, bénh ung thu phéi khong phai t& bao nho), bénh ung
thu bidu mé € bao vy diu va b, bénh ung thu biéu m6 t€ bao gan, bénh ung thu biéu
mb & bao than, khéi u hic t6, u trung biéu mo, bénh ung thu budng trimg, bénh ung
thu bang quang, bénh ung thu v, bénh ung thu xuong, bénh ung thu dai tryc trang,
bénh ung thu tuyén tién liét, va bénh ung thu rudt két. Theo cac phuong an nhét dinh,
séng ché dé xuit phuong phap tc ché hodc ngin chin sy phat trién cua cac khdi u da
dwoc xéc dinh. Phuong phap ndy bao gdm budc cho dbi twong can diéu tri nay dung
duoc phém chira lugng ¢6 hiéu qua tri liéu cua khang thé khang LAG3 theo sang ché.
Theo céc phuong 4n nhit dinh, khang thé duoc dung két hop voi chit tri lidu thir hai
duoc chon tir nhém gdm c6 chét tic ché gay chét té bao theo chuong trinh 1 (PD-1) (vi
du, khang thé khang PD-1 nhu nivolumab hogc REGN2810), chit wrc ché phdi tir gay
chét t& bao theo chuong trinh 1 (PD-L1) (vi du, khang thé khang PD-L1), chat dbi
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khang yéu t6 phat trién no6i mdé mach (VEGF) (vi dy, aflibercept, bevacizumab), chat
{ic ché angiopoietin-2 (Ang2) (vi du, khang thé khang Ang2 nhu nesvacumab), chat trc
ché khang nguyén té bao lympho T gdy doc t& bao 4 (CTLA-4) (vi du, ipilimumab),
khang thé dac hiéu kép CD20xCD3, chét giy doc té bio, cht hoa tri lidu, va liéu phap
buc xa. Cac vi du bd sung vé cac liéu phap /chét tri lidu bd sung ma co thé duoc su
dung két hop vdi khang thé khang LAG3 cua sang ché dé stir dung trong diéu tri bénh
ung thur duge mo ta trong ban mo ta nay.

Khéng thé hogc manh clia né co thé duoc ding theo dudng dudi da, trong tinh
mach, trong da, trong mang bung, qua duong miéng, trong co, hodc trong so. Khang
thé hodc manh cua no co thé duoc ding véi lidu ndm trong tu khoang 0,1mg/kg thé
trong dén khoang 100mg/kg thé trong clia d6i tugng.

Séng ché cling dé xuht viéc sir dung khang thé khang LAG3 hodc ménh gin két
khéng nguyén cta no6 theo sang ché trong san xuét thude @8 didu tri bénh hoic rdi loan
ma sé c¢o loi tir viéc phong bé su gin két va/hodc truyén tin hiéu LAG3 nhu bénh ung
thu.

Céc phuong an khac sé trd nén rd rang khi xem xét phan mo ta chi tict sau.

M t4 vén tit cac hinh vé

Fig.1 1a so dd cua thr nghiém sinh hoc LAG3 trén co s& luxiferaza duoc md ta
trong Vi du 8 trong ban m6 ta nay. TAm (A): ché d “Pdc hiéu kép”: cac té bao T co
ngué)n gbc tir Jurkat bat hoat dugc hoat hoa bang cach tao cum thu thé té bao T (T-cell
receptor-TCR) qua khang thé dic hiéu kép CD3xCD20. TAm (B): ché @ “Peptit™ &
ché do nay, cac té bao T c6 ngudn gbe tr Jurkat bét hoat duoc hoat hoa boi phirc hop
MHC/peptit dic hiéu (heterodime Ob2F3 TCR voéi Protein MHCII, HLA-DR2AB,
trong phitc hop voi peptit MBP85-99). LAG3 gén két v6i DR2 lam giam dap ung
trong céc té bao T c6 ngudn gbe tir Jurkat duge hoat hod. Vice phong bé khang thé

LAG?3 phoéng thich dap tmg trong cac t& bao T c6 ngudn gdc tir Jurkat dugc hoat hoa.

Céc hinh vé Fig.2A-Fig.2B tdng két cac két qua vé hiéu qua in vivo cua khang thé
khang LAG3 cua chudt nhét don 1¢ hodc két hop véi khang thé khang PD-1 cua chudt
khang cac khdi u rudt Kkét da duoc xac dinh 26 (dugc md ta trong Vi du 10). Fig.2A.
thé tich khdi u trung binh (mm3*+SEM) trong m&i nhém diéu trji duoc do ¢ nhiéu thoi
didm sau khi chy ghép khéi u. Viéc didu tri duoc bit dau vao ngay 14 khi thé tich khéi
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u trung binh dat dén 50mm’. Cac ngay didu tri duoc thé hién boi cac mui tén. Tét ca
cac khang thé duoc dung theo duong trong mang bung (i.p.) 0 10mg/kg. Fig.2B. Cac
thé tich khdi u don 1é trong mdi nhém diéu tri duge do ¢ ngay 35 sau ciy ghép. Y
nghia théng ké dugc xac dinh bdi ANOVA mot chidu voi két qua sau thu nghiém
nhidu so sanh ctia Dunnett (*p < 0,05). Cac hinh vé& Fig.2A-Fig.2B. Cac nhém diéu tri:

16p khang thé d6i chimg khang thé dbi chung IgG2a cua chudt cbng + IgG1 cua chudt
nhét: (e); khang thé khang PD-1 cua chudt nhit + ddi ching IgG1 cua chudt nhit (A);

khang thé khang LAG3 cua chudt nhit + dbi ching IgG2a cua chudt cbng (m); khang
thd khéng PD-1 clia chudt nhét + khang thé khang LAG3 clia chudt nhat (V).

Céac hinh vé Fig.3A-Fig.3B téng két cac két qua vé hiéu qua in vivo cla khang
thé khang LAG3 cua chuét nhét don 1& hoic két hop vdi khang thé khang PD-1 cta
chudt nhit khang cac Khéi u MC38 di duoc xac dinh (duge md ta trong Vi du 11).
Fig.3A. Thé tich khéi u trung binh (mm*+SEM) trong mdi nhém diéu tri duge do O
nhidu thoi diém sau khi cdy ghép khdi u. Viéc diéu tri dugc bat dau vao ngay 8, khi thé
tich khdi u trung binh dat dén 45mm?>. Cac ngay diéu tri duoc thé hién boi cac mii tén.
Fig.3B. Cac th& tich khéi u riéng ré trong mdi nhom diéu tri duoc do vao ngay 23 sau
chy ghép. ¥ nghfa théng ké duge xac dinh boi ANOVA mot chidu voi thir nghiém
nhidu so sanh cua Dunnett (¥***p < 0,0001). Cac hinh vé Fig.3A-Fig.3B. Cac nhom
didu tri: 16p khang thé ddi chimg IgG2a ctia chudt cdng + IgG1 cua chudt nhit (e),
khang thé khang PD-1 ctia chudt nhit + d6i chimg mIgG1 (A), khang thé khang
LAG3 ctia chudt nhét + déi ching IgG2a cua chudt cbng (m), va khang thé khang PD-
| ctia chudt nhét + khang LAG3 ctia chudt nhit (V).

Céc hinh vé Fig.4A-Fig.4B thé hién cac muc do biéu hién cua cic gen IFNy va
CD8b cua chudt (dugc chudn hoa véi su biéu hién xyclophilin B cua chudt), nhu duoc
thir nhiém boi phan tich Tagman, trong hach bach huyét kho (DLN) (A) va la lach (B)
duoc gom khi két thic thi nghiém (duge md ta trong Vi du 11) tir chudt nhit mang
khéi u. ¥P < 0,05, ¥*P < 0,01, ***P <0,001.

Cac hinh v& Fig.5A-Fig.5B tong két hiéu qua in vivo cua khang thé khang
LAG3 cua ngudi (“mAbl”) va khang thé khang PD-1 cta nguoi (REGN2810) khang
khéi u MC38 (dugc md ta trong Vi du 12). Fig.5A. Thé tich khéi u trung binh
(mm’+SEM) trong m&i nhom didu tri & nhiéu thoi diém sau cdy ghép khéi u. Cac ngay

didu tri duoc thé hién boi cac mili tén. Fig.5B. Cac thé tich khdi u don 1é trong mdi
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nhém duoc theo doi trong 24 ngay. S6 luong chudt nhét khong c6 khdi u trong mdi
nhom o ngay 24 dugc thé hién. Céc hinh vé Fig.5A-Fig.5B. Cac nhém diéu tri: mAbl
(khang hLAG3) ¢ 25mg/kg (m); REGN2810 (khang hPD-1) & 10mg/kg (A), va khang
thé dbi ching 16p khang thé nguoi ¢ 25mg/kg (e).

Céc hinh v& Fig.6A dén Fig.6C tong két hidu qua in vivo cua khang thé khang
LAG3 cla ngudi (“mAbl1”) don 1¢ hodc két hop voi khang thé khang PD-1 cua nguoi
(REGN2810) khang khdi u MC38 (duoc md ta trong Vi du 13). Fig.6A. Thé tich khéi
u trung binh (mm*+SEM) trong mbi nhom didu tri & nhiéu thi didm sau cdy ghép khoi
u. Cac ngay diéu tri duoc thé hién boi cac mi tén. Fig.6B. Céc thé tich khdi u don 1é
trong mdi nhom diéu tri dugc do vao ngay 22 sau ciy ghép. ¥ nghia théng ké dugc
xac dinh boi ANOVA mot chiéu voi két qua sau thir nghiém nhiéu so sanh cua Tukey
(*p < 0,05; **p < 0,01). Céc hinh vé Fig.6A-Fig.6B. Cac nhom diéu tri: mAb1 (khang
hLAG3) & 25mg/kg (¢); REGN2810 (khang hPD-1) ¢ 10mg/kg (m); td hop clia mAbl
(khang hLAG3) ¢ 25mg/kg va REGN2810 (khang hPD-1) ¢ 10mg/kg (A); d6i chimg
16p khang thé nguoi & 25mg/kg (e). Fig.6C. Phén trim séng khong co khéi u & chudt
nhit duoc diéu tri. Y nghia thong ké dugc xac dinh boi thir nghiém xép hang nhét ky
(Mantel-Cox) (****p < 0,0001). Céc nhém didu tri: mAbl (khang hLAG3) ¢ 25mg/kg
(¢); REGN2810 (khang hPD-1) ¢ 10mg/kg (V); tb hop cia mAbl (khang hLAG3) 0
25mg/kg va REGN2810 (khang hPD-1) ¢ 10mg/kg (A); dbi ching 16p khang thé
nguoi 6 25mg/kg ().

Cac hinh vé Fig.7A dén Fig.7C téng két hidu qua in vivo cua khang thé khang
LAG3 cla nguoi (“mAbl~) don 1¢ va két hop v6i khang thé khang PD-1 cua nguoi
(REGN2810) khéng khdi u MC38 trong thu nghiém th nhét (dugc md ta trong Vi du
14). Fig.7A. Thé tich khéi u trung binh (mm*+SEM) trong mdi nhém diéu tri & nhiéu
thoi diém sau cdy ghép khdi u. Cic ngay diéu tri duoc thé hién boi cac mii tén.
Fig.7B. Cac thé tich khdi u don 1¢ trong mdi nhom diéu tri dugc do vao ngay 22 sau
chy ghép. ¥ nghia thong ké dugc xac dinh boi ANOVA mot chidu véi két qua sau thu
nghiém nhiéu so sanh ctia Tukey (*p < 0,05). Fig.7C. Phan tram séng khong ¢6 khéi u
& chudt nhét duge didu tri. Y nghia théng ké duogc xac dinh boi thr nghiém xép hang
nhat ky (Mantel-Cox) (*p < 0,0197). Cac nhém didu tri: mAbl (khing hLAG3) o
25mg/kg (¢); REGN2810 (khang hPD-1) & 10mg/kg (®); REGN2810 (khang hPD-1)
& Img/kg (A); t6 hop cia mAbl1 (khang hLAG3) ¢ 25mg/kg va REGN2810 (khang
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hPD-1) ¢ 10mg/kg (m); t6 hop cua mAbl1 (khang hLAG3) & 25mg/kg va REGN2810
(khang hPD-1) ¢ Img/kg (V); va dbi chimg 16p khang thé nguoi ¢ 25mg/kg ().

Céc hinh vé& Fig.8A dén Fig.8C tdng két hidu qua in vivo cua khéng thé khang
LAG3 cua nguoi (“mAbl”) don 1€ va két hop voi khang thé khang PD-1 cua nguoi
(REGN2810) khang khdi u MC38 trong thir nghiém thir hai (duoc md ta trong Vi du
14). Fig.8A. Thé tich khdi u trung binh (mm*+SEM) trong mdi nhom didu tri & nhiéu
thoi diém sau ciy ghép khdi u. Cac ngay diéu tri dugc thé hién boi cac mui tén. Y
nghia théng ké dugc xac dinh boi ANOVA hai chiéu voi thir nghi¢m nhiéu so sanh cua
Dunnett (*p < 0,05). Fig.8B. Céc thé tich khéi u don 1¢ trong mdi nhém diéu tri nhu do
duoc vao ngay 23 sau chy ghép. Y nghia théng ké duge xac dinh boi ANOVA mot
chidu véi thtt nghiém nhiéu so sanh Dunnett (**p < 0,01). Fig.8C. Phén trim sdng
khong chira t& bao & chudt nhat duge diéu tri ¥ nghia thong ké dugc xac dinh boi thu
nghiém xép hang nhat ky (Mantel-Cox), v6i sy diéu chinh Bonferroni dbi véi nhiéu so
sanh (***p < 0,001, **p <0,01). Cac nhém diéu tri: mAb1 (khang hLAG3) ¢ 25mg/kg
(¢); mAbl (khang hLAG3) ¢ Smg/kg (®); REGN2810 (khang hPD-1) 0 10mg/kg
(A); t6 hop cia mAbl (khang hLAG3) & 25mg/kg va REGN2810 (khang hPD-1) o
10mg/kg (m); t6 hop cia mAbl1 (khang hLAG3) & 5Smg/kg va REGN2810 (khang hPD-
1) 6 10mg/kg (V); va dbi chimg 16p khang thé ngudi & 25mg/kg (e).

Fig.9 thé hién thé tich khdi u trung binh (mm*+SEM) trong mdi nhom diéu tri ¢
nhidu thoi diém sau cdy ghép khdi u trong thir nghiém dé danh gia hiéu qua cta khang
thé khang LAG3 ctia ngudi (“mAbl”) don 1é va két hop véi khing thé khang PD-1 cua
ngudi (REGN2810) khang lai khdi u MC38 da duge xac dinh (duge mo ta trong Vi du
15 trong ban md ta nay). Cac ngay diéu tri duoc biéu thi boi mii tén.

Fig.10 thé hién thé tich khdi u don 1¢ trong mdi nhom diéu tri nhu do duoc vao
ngdy 22 sau ciy ghép trong thir nghiém duoc mo ta trong Vi du 15. Y nghia théng ké
dugc xac dinh bdi ANOVA mot chiéu voi thu nghiém nhiéu so sanh Dunnett.

Fig.11 thé hién phan trim séng khong co khédi u & chudt nhét duge diéu tri trong
thir nghiém dugc md ta trong Vi du 15 trong ban md ta ndy. Y nghia thong ké duoc
xéc dinh béi thir nghiém xép hang nhat ky (Mantel-Cox), voi su diéu chinh Bonferroni
d6i v4i nhiéu so sanh (**p < 0,01).

Fig.12 thé hién so do vé ndng d6 mAbl chuc trung binh (+SD) trong huyét
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thanh so véi thoi gian sau mot lan truyén trong tinh mach mAbl duy nhit & khi cai
cynomolgus (dugc md ta trong Vi du 16).
M5 ta chi tiét sang ché

Trude khi cac phuong phap theo sang ché duoc md ta, can phai hiéu ring séng
ché khong chi gi6i han ¢ cac phuong phap cu thé va cac diéu kién thir nghiém dugc
mé ta, do d6 cac phuong phap va cac didu kién ndy co thé thay dbi. Cling can phai
hiéu ring thuat nglt dugc su dung trong ban mo ta ndy chi nhdm muyc dich md ta cac
phuong an cu thé, va khong c6 muc dichnhim lam giéi han pham vi bao hd cua sang
ché, do pham vi bao hd cua sang ché sé chi duoc gidi han boi cac diém yéu cau bao hd
kem theo.

Tru khi ¢6 quy dinh khac, tht ca cac thut ngit k§ thuat va khoa hoc dugc su
dung trong ban md ta nay c6 nghia nhu duoc hiéu thong thuong boi ngudi ¢d hiéu biét
trung binh trong linh vuc k¥ thuat ma sang ché thudc linh vuc nay. Méc du cac phuong
phap va nguyén li€u bét ky tuong tuy hodc tuong duong voi cac phuong phap va
nguyén liéu dugc mo ta trong ban md ta nay co thé dugc st dung trong viée thuc hién
sang ché hoic thir nghiém sang ché, cac phuong phéap va nguyén liéu dugc uu tién bay
gity dugc md ta trong ban md ta nay. Tét ca céc tai liéu cong bd duge dé cép trong ban

mo ta nay dugc dua vao ban mo ta nay bang cach vién dan.

Thuat ngtt “LAG3” dung dé chi protein gen-3 hoat hoa té bao lympho, thu thé
diém kiém tra mién dich hodc chit dong e ché t& bao T, con duoc goi la CD223.
Trinh ty axit amin cia LAG3 ¢6 chiéu dai day du duoc luu trit trong GenBank dudi sb
truy cdp NP_002277.4 va trong ban md ta nay cing dugc dung dé chi SEQ ID NO:
582. Thuat nglt “LAG3” cling bao gdm céc bién thé protein ciia LAG3 c6 trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO: 574, 575 hodac 576. Thuat nglt “LAG3” bao gém LAG3
t4i t6 hop hodc manh cta nd. Thuat ngir nay cling bao ham LAG3 hodc manh cua no
dugc ghép ndi véi, vi du, thé histidin, Fc ctia chudt nhit hodc cua nguoi, hodc trinh tu
tin hiéu nhu ROR1. Vi du, thuat nglr nay bao gdm céc trinh tu duge 14y vi du 12 SEQ
ID NO: 575, bao gébm Fc ctia chudt nhét (mlgG2a) & dau C, dugc ghép néi voi cac goc
axit amin tir 29 dén 450 cia LAG3 c6 chiéu dai day di. Céc bién thé protein nhu dugc
14y vi du 1a SEQ ID NO: 574 bao gbm the histidin o dhu C, duoc ghép ndi vdi cac gbe
axit amin £ 29 dén 450 ciia LAG3 c6 chiéu dai ddy du. Trir khi dugc xac dinh thude
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céc loai khong phai ngudi, thudt nglr “LAG3” c6 nghia 1a LAG3 clia nguoi.

LAG3 la thanh vién cta lién ho globulin mién dich (Ig). LAG3 la protein xuyén
mang typ-1 cla axit amin 503 v6i bén mién dang Ig ngoai bao tu D1 dén D4 va dugc
biéu hién trén cac té bao T duoc hoat hoa, té bao giét tu nhién, té bao B, t& bao co tua
dang tuong bao, va céc & bao T didu hoa. Thu thé LAG3 ghn két voi cic phéan tu

MHC nhém II ¢6 mat trén té bao trinh dién khang nguyén (APC).

Nhu duoc str dung trong ban mo ta nay, thudt ngir “chét ddng Grc ché té bao T~
dung dé chi phdi tr va/hodc thy thé ma diéu bién dap ing mién dich qua sy hoat hoa
hozc ngdn chan € bao T. Thudt nglr “chét ddng tc ché té bao T”, con dugc goi la phéan
ti cung truyén tin hiéu t€ bao T, bao ¢dm, nhung khong chi gi6i han o, chét té bao
theo chuong trinh 1 (PD-1), khang nguyén 4 té bao lympho T gay doc t€ bao (CTLA-
4), chat 1am giam t& bao lympho B va T (BTLA), CD-28, 2B4, LY108, globulin mién
dich té bao T va muxin 3 (TIM3), thy thé mién dich t& bao T vdi globulin mién dich va
ITIM (TIGIT; con duoc goi la VSIGY), thu thé 1 dang globulin mién dich lién quan
dén bach cAu (LAIRI; con dugc goi la CD305), chit ddng kich t€ bao T cam Ung
(ICOS; con duoc goi la CD278), chit ngan chan Ig mién V cta qua trinh hoat hoa té
bao T (VISTA) va CD160.

Thuat ngt "khang thé", nhu duoc st dung trong ban mé ta nay, c6 muc dich
ding dé chi cac phan tu globulin mién dich gdm c6 bdn chudi polypeptit, hai chudi
ning (H) va hai chudi nhe (L) duoc lién két boi cac lién két disulfua (nghia la, "phén
tir khang thé ddy du"), ciing nhu cac multime ctia chung (vi du, IgM) hodc manh gin
két khang nguyén cua ching. M3i chudi ning gdm cé ving bién dbi chudi ning
(“HCVR” hodc “Vu”) va ving hing dinh chudi ning (gbm c6 cac mién Cul, Cu2 va
Cy3). Mdi chudi nhe gbm ¢ vung bién dbi chudi nhe (“LCVR hodc “VL”) va vung
hing dinh chudi nhe (Cr). Céc ving Vi va Vi con cé thé duge chia nho thanh cac
vung siéu bién, duoc goi la cac vung xac dinh bd sung (CDR), dugc dit rai rac voi cac
vung ma dugc bao tdn nhiéu hon, goi 14 cdc vung khung (framework region-(FR). Mbi
Vi va Vi goém c6 ba CDR va bén FR, duge bd tri tir du amino dén dau carboxy theo
thir tu sau: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. Theo cac phuong 4n nhét dinh
cla sang ché, cac FR cua khang thé (hodc manh gan két khang nguyén cua nd) co thé
gibng véi cac trinh ty dong mam cua nguoi, hodc co thé duoc bién d6i tw nhién hodc

nhan tao. Trinh ty lién Ung axit amin c6 thé duoc xac dinh dua vao viéc phan tich canh
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nhau cua hai hodc nhiéu CDR.

Sy thay thé ciia mot hodc nhiéu géc CDR hoic sy bo qua mot hodc nhiéu CDR
cling ¢ thé xdy ra. Cac khang thé da duoc md ta trong tai liéu khoa hoc ma trong do
mot hodc hai CDR c6 thé dugc phan tan dé gén két. Padlan va cgng su. (1995 FASEB
J. 9:133-139) phan tich cac vung tiép xuc gilta cac khang thé va cac khang nguyén cua
chiing, dua vao céc cAu tric tinh thé duge cong b6 va két luan ring chi co khoang mot
phan nim dén mot phan ba gbc CDR tiép xtc thyc voi khang nguyén. Padlan cling da
phat hién ra nhiéu khéng thé ma trong d6 mot hodc hai CDR khong ¢6 axit amin tiép
xtc voi khang nguyén (xem tai lidu, Vajdos va cong si 2002 J Mol Biol 320:415-428).

Céc géc CDR khong tiép xtic voi khang nguyén co thé duoc nhan biét duya vao
cac nghién ctu trude do (vi dy, thuong khong cAn phai ¢ cac gdc H60-H65 trong
CDRH?2), tr cac vung Kabat CDR ndm ngoai Chothia CDR, béng cach tao m6 hinh
phan t va/hodc theo kinh nghiém. Néu CDR hoic (cac) gbc cua nd dugc bo qua, nd
thuong duoc thay thé bang axit amin chiém gitt vi tri tvong Umg trong trinh tu khang
thé khac cta ngudi hodc sy lién tmg cla cac trinh tu nay. Céc vi tri dé thay thé trong
chc CDR va céc axit amin dé thay thé cling c6 thé duoc chon theo kinh nghiém. Cac

thay thé theo kinh nghiém c6 thé Ia su thay thé bao tdn hoic khong bao ton.

Cac khang thé don dong khang LAG3 diy du clia nguoi duoc boc 10 trong ban
md ta nay cd thé bao gdm mdt hodc nhiéu su thay thé, chén vao va/hodc khuyét doan
axit amin trong cac vung khung va/hogc ving CDR clia mién bién ddi chudi nang va
chudi nhe so vdi cac trinh ty dong mAm tuong ung. Cac dot bién nay c6 thé d& duoc
xéc dinh bang cach so sanh cac trinh ty axit amin dugc boc 16 trong ban mo ta nay voi
céc trinh ty dong mam sin c6, vi du, tir cac co so dit ligu trinh tu khang thé cong cong.
Sang ché dé cap dén cac khang thé va manh gén két khang nguyén cua ching, ma c6
ngudn gdc tur trinh ty bat ky trong s6 céc trinh ty axit amin bat ky duoc boc 19 trong
ban mé ta nay, trong d6 mot hodc nhiéu axit amin trong mot hodc nhiéu ving khung
va/hodc ving CDR duoc tao dot bién thanh (cac) gbc tuong ung cua trinh tu dong
mim ma tir d6 khang thé c6 ngudn gdc tir trinh tu nay, hodc véi (cac) gbe tuong g
cla trinh tu dong mam khac cua nguoi, hodc voi sy thay thé axit amin bao ton cua
(cac) gbc dong mam tuong Ung (cac thay dbi trinh tw nay trong ban md ta nay dugc
goi chung 1a "cac dot bién dong mam"). Nguoi c¢6 hiéu biét trong linh vyc nay, bat dau

voi cac trinh ty cua vung bién dbi chudi ning va chudi nhe dugc bdc 19 trong ban mo
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ta ndy, co thé d& tao ra cac khang thé khac nhau va cac manh gén két khang nguyén ma
bao gdm mot hodc nhidu dot bién dong mam don 1& hodc cac td hop cta nd. Theo cac
phuong an nhét dinh, tit ca cc gde cua ving khung va/hodc CDR trong cac mién Vi
va/hodc Vi duge tao dot bién nguoc thanh cac gbe duge tim thay trong trinh tu dong
mAm ban ddu ma khang thé c6 ngudn gbc tir d6. Theo cac phuong an khac, chi c6 mot
s6 gbc duoc tao dot bién nguoc thanh trinh tu dong mam ban dau, v du, chi co cac gbe
dot bién duge tim thdy trong 8 axit amin dAu tién cua FR1 hodc trong 8 axit amin sau
cting clia FR4, hodc chi c6 cac gbc dot bién duge tim thiy trong CDR1, CDR2 hodc
CDR3. Theo cac phuong an khac, mdt hodc nhidu clia (cac) gde cua vung khung
va/hosic CDR dugc tao dot bién thanh (cac) gbc twong Ung cua trinh tu dong mam
khac nhau (nghia la, trinh ty dong mAm ma khac véi trinh ty dong mam ma khang thé
c6 ngudn gbc ban dau tir d6). Hon nita, cac khang thé theo séng ché co thé chira t6 hop
bt ky cua hai hodc nhidu dot bién dong mam trong cac vung khung va/hodc vung
CDR, vf du, trong d6 mot 36 gbe don 1& duge tao dot bién thanh gbc tuong Umg cua
rinh tu dong mim cy thé trong khi mot s6 gbe khac ma khac voi trinh tu dong mam
ban dau duoc duy tri hodc duge tao dot bién thanh gdc tuong Ung cua trinh tu dong
mAam khac. Mot khi thu duoc, cac khang thé va manh gin két khing nguyén ma chira
mot hodc nhidu dot bién dong mam co thé d& duoc thir nghiém dbi voi mot hodc nhiéu
dic tinh mong mudn nhu, do dac hiéu gin két duoc cai thién, ai luc gén két duoc gia
tang, cac dic tinh sinh hoc dbi khang hodc chu van dugc cai thién hodc duoc ting
cuong (nhu trudng hop co thé c6), tinh gay mién dich gidm, v.v.. Céc khang thé va
ménh gén két khang nguyén thu dugc theo cach thong thuong nay nam trong pham vi
bao ho clia sang ché.

Séng ché ciing dé cap dén cAc khang thé don dong khang LAG3 day du cua
ngudi bao gdm cac bién thé cla trinh tu bat ky trong s cac trinh ty axit amin HCVR,
LCVR, vi/hoic CDR dugc bdc 16 trong ban md ta nay co mot hoac nhidu thay thé bao
n. Vi du, sing ché dé cap dén khang thé khang LAG3 c6 trinh tu axit amin HCVR,
LCVR, va/hoic CDR voi, vi du, 10 hodc it hon, 8 hoic it hon, 6 hodc it hon, 4 hodc it
hon, v.v. su thay thé axit amin bao tdn tuong dbi voi trinh tu bat ky trong s6 cac trinh

ty axit amin cua HCVR, LCVR, va/hoic CDR dugc boc 16 trong ban mo ta nay.

Thuét nglr "khéng thé ngudi", nhu duoc su dung trong ban md ta nay, cé muc

dich bao gdm céc khang thé ¢ cac vung bién b1 va ving hang dinh ¢6 ngudn goc tu
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c4e trinh tu globulin mién dich dong mim cla ngudi. Cac mAb cua nguoi theo sang
ché c6 thé bao gdm cac gbe axit amin khong duge ma hoa bdi cac trinh tu globulin
mién dich dong mim cua ngudi (vi du, cac dot bién duoc dua vio bing cach gay dot
bién ng?m nhién hodc dic hiéu vi tri in vitro hodc boi sy dot bién x6ma in vivo), vi du
trong cac CDR va cu thé 14 CDR3. Tuy nhién, thuat nglr "khang thé nguoi”, nhu duoc
sir dung trong ban mo ta nay, khong nhim bao gdm cac mAb trong do cac trinh tu
CDR ¢6 nguén géc tur dong mAm cua cac loai dong vat co vu khac (vi du, chuot nhit),
da duoc ghép trén cac trinh tu FR cua nguoi. Thudt ngit nay bao gbm céc khang thé
duoc tao ra theo kiéu tai td hop & dong vat co v khdng phai nguoi, hodc trong té bao
cta dong vat c6 vii khong phai nguoi. Thuat nglr nay khong nhim bao gom céc khang

thé duoc phan 1ap hodc duoc tao ra & dbi tuong la nguoi.

Thuat ngit “tai t6 hop”, nhu duge sur dung trong ban mo ta ndy, dung dé chi cac
khang thé hoic manh gén két khing nguyén cua ching theo sang ché dugc tao ra, duoc
bidu hién, dugc phan 1ap hodc thu dugc boi cac k¥ thuét hodc phuong phap da biét
trong linh vyc nay nhu k¥ thuit ADN tai tb hgp ma bao gdm, v/ du, phén cét va biéu
hién chuyén gen ADN. Thuét nglt nay dung dé chi cac khang thé duoc biéu hién 0
dong vét c6 vi khong phai nguoi (bao gdm cic dong vat co v chuyén gen khong phai
ngudi, vi dy, chudt nhét chuyén gen) hodc hé biéu hién t& bao (vi du, t& bao CHO)

hodc duoc phan 14p tir thu vién khang thé & hop tai t6 hop ctia nguoi.

Thuat ngit “phén ti gn két khang nguyén da ddc hiéu”, nhu dugc su dung
trong ban md ta nay dung @ chi phan tir gin két khang nguyén ddc higu kép, ba dic
hiéu hodc da dic hiéu, va manh gin két khang nguyén cla chung. Céc phén tir gén két
khang nguyén da dic hiéu co thé 14 dic hiéu dbi véi cac quyét dinh khang nguyén khac
nhau ctia mdt polypeptit dich hodc co thé chira cac mién gin két khang nguyén dédc
hiéu d8i voi cac quyét dinh khing nguyén clia nhiéu hon mot polypeptit dich. Phan tr
gén két khang nguyén da déc hiéu ¢6 thé 1a mot polypeptit da chirc hodc ¢o thé 1a phtic
hop multime cua hai hodc nhiéu polypeptit ma duge két hop dong hoa tri hodc khong
cong hoé tri v6i nhau. Thuat ngt “phan tu gén két khang nguyén da ddc hiéu” bao gdm
cac khang thé theo sang ché ma c6 thé dugc lién két v6i hodc ddng biéu hién voi phén
tir chire nang khdc, vi dy, peptit hodc protein khac. Vi dy, khang thé hoic manh cta no
6 thé duogc lién két vé mat chuc nang (vi dy, bang cach ghép ndi hoa hoc, dung hop

gen, lién két khong cong hoa tri hodc theo cach khac) voi mot hodc nhiéu thuc thé
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phan ti khac, nhw protein hoge manh cua no d tao ra phan tir gén két khang nguyén
dac hiéu kép hodc da dic hiéu voi do dac hieu gin két thr hai. Theo sang ché, thuat
ngit “phén tir gén két khang nguyén da dac higu” cling bao gdm cac khang thé dic hiéu
kép, ba ddc hiéu hodc da ddc hidu hodc manh gin két khang nguyén cua chung. Theo
cic phuong an nhat dinh, khang thé theo sang ché duoc lién két hoat dong v&i khang
thé khac hoic manh gin két khang nguyén cua no 8 tao ra khang thé ddc hiéu kép voi
6 dic hiéu gén két thir hai. Cac khang thé dic hiéu kép hogc da dic hiéu theo sang
ché ciing duoc md ta trong ban md ta nay.

Thuét ngtr "gén két dac hiéu" hoac “gin két dac hidu voi”, hodc thuét nglr tuong
tw, c6 nghia la khang thé hoic manh gén két khing nguyén cua né tao ra phtic hop voi
khang nguyén ma tuong dbi 6n dinh trong cac diéu kién sinh ly. Su ghn két ddc hiéu
c6 thé duoc dic trung boi hing s6 phan ly can bing it nhit khoang 1x10°*M hodc nho
hon (v du, Kp nho hon c6 nghia la sy gin két chat ché hon). Da biét cac phuong phap
xéc dinh xem liéu hai phén tu c6 gén két dic hiéu hay khong trong linh vyc nay va bao
¢dm, vi du, sy thim tach cin bing, cong hudng plasmon bé mat, va cdc dang tuong .
Nhu duge mé ta trong ban mo ta nay, cac khang thé d3 duoc nhan biét boi cong huong
plasmon bé mat, vi du, BIACORE™, ma gin két dic hiéu voi LAG3. Hon nita, cdc
khéang thé da dic hiéu ma ghn két v&i mot mién trong LAG3 va mot hodc nhiéu khang
nguyén bd sung hodc dic higu kép ma gin két voi hai ving khac nhau cua LAGS3 cling

duoc xem la céc khang thé “gdn két ddc hiéu”, nhu dugc str dung trong ban md ta nay.

Thuat nglr khang thé ¢6 “4i luc cao” ding dé chi cac khang thé mAb co ai luc
ghn két voi LAG3, dugc biéu hién la Ko, it nhét 10-M; tét hon 1a 10°M; tét hon nita
4 1070M, tham chi tt hon nita 1a 10""M, thdm chi t6t hon nifa 1a 10"*M, nhu do dugc
boi cdng huong plasmon bé mat, vi du, BIACORE™ hodc ELISA ai luc dung dich.

Thuét ngit “tbc d6 cham”, “Koff” hoac “kd” c6 nghia la khang thé ma phan ly
ra khoi LAG3, voi hing sb toe 6 1 x 10? s hodc nho hon, t5t hon 1a 1 x 10* s hodc
nho hon, nhu xac dinh duge boi cong huong plasmon bé mit, vi du, BIACORE™,

Céc thuat ngit "phin gin két khang nguyén" cua khang thé, "manh gén két
khang nguyén" cua khang thé va thuat ngit tuong tw, nhu dugc su dung trong ban md
ta nay, bao gbm polypeptit hodc glycoprotein co trong tw nhién, thu duoc bang enzym,

tdng hop hodc duoc thao tac di truyén ma gén két dac hiéu voi khang nguyén dé tao ra
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phirc hop. Cac thuat ngtr "manh gén két khang nguyén" ctia khang thé hodc "manh
khang thé”, nhu dugc su dung trong ban md ta nay, dl‘mg‘dé chi mdt hodc nhiéu manh
cta khang thé ma van ¢6 kha néng gén két v6i LAG3.

Theo cac phuong an cu thé, khang thé hodc manh khang thé theo sang ché co
thé duoc lién hgp voi gbc nhu phdi tir hodc gbe diéu tri (“thé lién hop mién dich”),
nhw chét gdy doc t bao, khang thé khang LAG3 thir hai, khéng thé vi khang nguyén
dac hiéu khdi u, dugc chét khang bénh ung thu, hode gbc tri liéu khac bat ky hitu ich
d& didu tri bénh hodc tinh trang bénh bao gdm bénh ung thu hoge nhidm virut bao gém
nhiém virut man tinh.

"Khang thé phan 1ap", nhu duoc su dung trong ban md ta ndy, nhim dung daé
chi khang thé ma gin nhu khong chira cac khang thé khac (Abs) c6 cac do dac hiéu
khang nguyén khac nhau (vi dy, khéng thé phan l4p ma gén két dac hiéu voi LAGS3,
hodc manh cua no, gan nhu khong chira Abs ma gin két ddc hiu voi khang nguyén
khong phai LAG3.

“Phong bé khang thé” hodc "lam trung hoa khang thé", nhu duoc su dung trong
ban md ta nay (hodc "khang thé ma trung hoa hoat tinh LAG3" hodc “khang thé ddi
khéng”), nhim ding dé chi khang thé ma co o#n két voi LAG3 dan dén e ché it nhat
mdt hoat tinh sinh hoc cua LAG3. Vi du, khang thé theo sang ché co thé ngin nglra
hojc phong bé su gén Kkét ctia LAG3 v6i MHC nhom 11

“Hoat ho4 khang thé” hodc “lam ting cudng khéng thé”, nhu dugc str dung
trong ban md ta nay (hodc “khang thé chu van”), nhim ding dé chi khéng thé ma c6
gén Két voi LAG3 dan dén su lam ting hodc kich thich it nhit mot hoat tinh sinh hoc
ctia LAG3. Vi du, khéng thé theo sang ché ¢6 thé 1am lam tang su gin két cua LAG3
voi MHC nhom 11

Thut ngit "cOng huong plasmon bd mit", nhu dugc st dung trong ban md ta
ndy, dung dé chi hién twong quang hoc ma cho phép phan tich cac tuong tac phin ta
sinh hoc theo thoi gian thuc nho su phat hién cc thay dbi vé nong do protein trong co
chit cam bién sinh hoc, vi du bang cach su dung hé BIACORE™ (Pharmacia
Biosensor AB, Uppsala, Sweden and Piscataway, NJ).

Thuat ngit "Kp ", nhu dugc su dung trong ban md ta ndy, nhim dung dé chi

hing sb phén ly can bing cua sy twong tac khang thé-khang nguyén cu thé.
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Thuét ngit “quyét dinh khang nguyén” ding dé chi thé quyét dinh khang
nguyén ma tuong tac voi vi trf gn két khang nguyén ddc higu trong ving bién d6i ctia
phan it khang thé da biét 1 paratop. Mot khang nguyén c6 thé cé nhiéu hon mot quyét
dinh khang nguyén. Do do, cc khang thé khac nhau c6 thé gén két véi cac vung khac
nhau trén khang nguyén va co thé ¢ cac tac dung sinh hoc khac nhau. Thuat nglt
“quyét dinh khang nguyén” cling ding dé chi vi tri trén khang nguyén ma té bao B
va/hoic té& bao T dap tmg. No cling dung dé chi ving khang nguyén ma dugc gin két
b&i khang thé. Cac quyét dinh khang nguyén co th duoc xac dinh theo cu triic hodc
chiic ning. Cac quyét dinh khing nguyén chirc nang thuong la tdp hop con cua cac
quyét dinh khang nguyén chu triic va cb cac gbec ma gop phan tryc tiép vao ai luc
tuong tac. Cac quyét dinh khang nguyén ctng 6 thé 1a céu dang, tic 13, gdm cb cac
axit amin khong tuyén tinh. Theo cac phuong 4n nhét dinh, quyét dinh khing nguyén
c6 thé bao gdm céc thé quyét dinh ma 1a cac nhém phén tur bé mit ¢ hoat tinh vé mit
hoa hoc nhu axit amin, chudi bén duong, nhom phosphoryl, hodc nhom sulfonyl, va
theo cic phuong an nhét dinh, co thé c6 cac dic diém cAu tric ba chiéu dic hiéu

va/hodic cac diac diém mang dién tich dédc hiéu.

Thuat ngit “canh tranh chéo”, nhu dugc str dung trong ban moé ta nay, co nghia
la khang thé hoic manh ghn két khang nguyén cua no gén két voi khang nguyén va uc
ché hodc phong bé su gén két ctia khang thé khac hodc manh gin két khang nguyén
cua no6. Thuit nglt nay cling bao gdm sy canh tranh gitra hai khang thé theo ca hai
hudng, nghia la, khang thé thir nhat ma gin két va phong bé su gén két clia khang thé
thi hai va nguoc lai. Theo cdc phuong 4n nhét dinh, khang thé thir nhat va khang thé
thir hai c6 thé gin két v6i cing mot quyét dinh khang nguyén. Theo cach khac, khang
thé thir nhat va thir hai ¢6 thé gin két voi cac quyét dinh khéng nguyén khac nhau
nhung khong xép chdng sao cho su gén két clia mot khang thé trc ché hodc phong bé
su gn két cta khang thé thir hai, v/ du, qua sy can trd khong gian. Su canh tranh chéo
gitra cac khang thé c6 thé do dugc bdi cac phuong phap da biét trong linh vyc nay, vi
du, boi thir nghiém giao thoa hai 16p khong danh diu theo thoi gian thyc. Sy canh
tranh chéo giita hai khang thé ¢6 thé dugc biéu hién dudi dang gén két cua khang thé
th hai ma it hon tin hiéu co ban do tu gén két (trong do khang thé thtr nhét va tht hai
a cting mot khang thé). Sy canh tranh chéo giira 2 khang thé c6 thé duoc bidu hién, vi

dy, dudi dang % murc gin két cua khang thé thit hai ma nho hon mrc tu gén két co ban
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(trong do6 khang thé thir nhat va thr hai 13 cing mot khang thé).

Thuat ngit "gan nhu twong d6ng" hodc "gan nhu ddng nhit", khi dung dé chi
axit nucleic hodc manh cua no, biéu thi rang, khi dugc Sap thang hang toi wu vai sy
chén vao hoidc khuyét doan nucleotit thich hop v6i axit nucleic khac (hodc soi bd sung
clia n6), cb do tuong dong trinh tu nucleotit it nhét khoang 90%, va tét hon nita it nhét
khoang 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99% bazo nucleotit, nhu do dugc bai thuat toan do
fwrong ddng trinh ty di biét bat ky, nhu dugc trinh bay dubi day. Phan tlr axit nucleic
gin nhu tuong ddng voi phan tu axit nucleic tham chiéu c6 thé, trong mdt s6 trudng
hop, ma hoé polypeptit c6 cung mot trinh tu axit amin hogc ¢ trinh ty axit amin gin

nhu turong dong voi polypeptit duge ma hoa boi phén tur axit nucleic tham chiéu.

Do tuong ddng trinh tu co thé dugc tinh toan bing cach st dung thuat toan, vi
duy, thuat toan Needleman Wunsch (Needleman and Wunsch 1970, J. Mol. Biol. 48:
443-453) dé sip thing hang tbng thé, hozc thuat toan Smith Waterman (Smith and
Waterman 1981, J. Mol. Biol. 147: 195-197) dé sép théng hang cuc by. Thuat toan
duoc uu tién khac dugc moéd t4 boi Dufresne va cOng su trong tai li€u Nature
Biotechnology in 2002 (tap 20, pp. 1269-71) va dugc s dung trong phin mém
GenePAST (GQ Life Sciences, Inc. Boston, MA).

Nhu duge ap dung cho polypeptit, thuét ngit "gin nhu tuong d6ng" hodc “gin
tuong ddng” c6 nghia 14 hai trinh ty peptit, khi duge sép thing hang t6i wu, nhu boi
cac chuong trinh GAP hodc BESTFIT bang cach str dung trong s6 khoang trong mic
dinh, c6 chung d6 tuong ddng trinh ty it nhit 90% dd tuong ddng trinh tu, tham chi tot
hon nita 13 it nhat 95%, 98% hodc 99%. T6t hon 13, cac vi tri gbc, ma khong gidng
nhau, khac bai céc su thay thé axit amin bao ton. "Su thay thé axit amin bao ton" 1a su
thay thé ma trong do gbc axit amin dugc thay thé bang gbc axit amin khac co chudi
bén (nhém R) voi cac dic tinh hoa hoc twong tu (vi du, dién tich hodc tinh ky nudc).
No6i chung, sy thay thé axit amin bao ton s& gin nhu khong lam thay dbi cac dic tinh
chirc niing cua protein. Trong trudng hop ma trong d6 hai hodc nhiéu trinh ty axit amin
khéc nhau bdi céc su thay thé bao ton, thi phan tram hodc muc do tuong ty c6 thé
duoc didu chinh tang dé hiéu chinh ban chét bao tdn cua su thay thé. Nguoi ¢6 hiéu
biét trung binh trong linh vue nay da biét phuong ti¢n @8 thuc hién viéc diéu chinh
nay. Xem, vi dy, tai li¢u Pearson (1994) Methods Mol. Biol. 24: 307-331, ma dugc

dua vao ban md ta ndy bing cach vién dan. Cac vi du vé nhom axit amin ma co cac
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chudi bén véi cac dic tinh hoa hoc tuong tu bao ¢dm 1) chudi bén béo: glyxin, alanin,
valin, leuixn va isoleuxin; 2) chudi bén béo-hydroxyl: serin va threonin; 3) chudi bén
chia amit: asparagin va glutamin; 4) chudi bén thom: phenylalanin, tyrosin, va
tryptophan; 5) chudi bén bazo: lysin, arginin, va histidin; 6) chudi bén axit: aspartat va
glutamat, va 7) chudi bén chira luu huynh: xystein va methionin. Cac nhém thay thé
axit amin bao ton dugc vu tién la: valin-leuxin-isoleuxin, phenylalanin-tyrosin, lysin-
arginin, alanin-valin, glutamat-aspartat, va asparagin-glutamin. Theo cach khac, sy
thay thé bao ton 1a sy thay dbi bat ky c6 tri sé duong trong ma trén kha ndng xay ra
nhat ky PAM250 dugc boc 10 trong tai liéu Gonnet va cong sw (1992) Science 256:
1443 45, duoc dua vao ban md ta nay bing cach vién dan. Su thay thé "bao tén ¢ mirc
dd vua phai" 1a sy thay dbi bat ky co tri sé khong 4m trong ma trdn kha nang xay ra
nhat ky PAM250.

Do twong dong trinh tu dbi v&i cac polypeptit thuong do duoc bang cach su
dung phin mém phén tich trinh tu. Phin mém phén tich protein so khép cac trinh tu
twong tu bing cach s dung céc bién phap vé do tuong dong dugc gan cho cac thay
thé, khuyét doan va cac cai bién khac nhau khéc, bao gom sy thay thé axit amin bao
0. Vi du, phin mém GCG chira céc chuong trinh nhu GAP va BESTFIT ma c6 thé
duoc st dung voi cac tham s6 mic dinh dé xac dinh tinh tuong ddng trinh ty hodc do
tuong dong trinh ty gifta cac polypeptit ¢6 lién quan chit ché, nhu cac polypeptit
tuong ddng tir cac loai sinh vat khac nhau hodc gitra protein kiéu dai va mutein cua no.
Xem, vi du, GCG Version 6.1. Cac trinh tu polypeptit cling co thé duge so sanh bing
cich st dung FASTA voi cac tham sb mic dinh hodc tham sé duoc khuyén nghi;
chuong trinh trong GCG Version 6.1. FASTA (vi du, FASTA2 va FASTA3) tao ra su
sép thing hang va phan trim do tuong ddng trinh tw clia chc ving xép chng nhiéu
nhét gifta cac trinh ty truy vAn va trinh tu tim kiém (tai liéu Pearson (2000) trén day).
Thuét toan duoc uu tién khac khi so sanh trinh tu theo sang ché v6i co so dit liéu chira
s6 luong 16n trinh ty tir cac sinh vat khac nhau 1a chuong trinh may tinh BLAST, déc
biét 1a BLASTP hodc TBLASTN, bang cach su dung cac tham s6 mic dinh. Xem, vi
dy, tai liéu Altschul va cdng sw (1990) J. Mol. Biol. 215: 403-410 va (1997) Nucleic
Acids Res. 25:3389-3402, ndi dung ctia mdi tai liéu dugc dua vao trong ban mo ta nay
bing cach vién dan.

A

Cum tu “lugng c6 hiéu qua tri liéu” ¢ nghia la lugng ma tao ra tac dung mong
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mudn ma né duoc ding. Lugng chinh xac s& tuy thude vao muc dich diéu tri, va co thé
xac dinh duogc boi ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuc nay bang cach su dung
cac ky thuat da biét (xem, vi duy, tai lidu Lloyd (1999) The Art, Science and
Technology of Pharmaceutical Compounding).

Nhu duoc st dung trong ban md ta nay, thuat ngit “d6i tugng” dung dé chi
dong vat, t5t hon 1a dong vat co vi, cin lam thuyén giam, ngan ngua va/hodc diéu tri
bénh hoac réi loan nhu nhiém virut hodc bénh ung thu. Thuit nglt nay bao gdm céc
d6i tuong 1a con ngudi ma c6 hodc co nguy co méc bénh ung thu, bénh ung thu di can
hodc nhiém virut.

Nhu duoc st dung trong ban mo ta nay, “dugc chit khang bénh ung thu” co
nghifa 1 chit bét ky hitu ich dé diéu tri hodc lam giam hoge {rc ché bénh ung thu bao
gbm, nhung khong chi gioi han &, chét gay doc té bao va cac chit nhu cac chit chong
chuyén hoa, chat alkyl hod, anthraxyclin, thudc khang sinh, cac chét chdng nguyén
phan, procarbazin, hydroxyure, asparaginaza, corticosteroit, xyclophosphamit, mytotan
(O,P'-(DDD)), cac chét sinh hoc (vi du, cac khang thé va interferon) va cac chit phong
xa. Nhu duoc str dyng trong ban mo ta nay, “gdy doc té bao hodc chit gay doc té bao”,
ciing dung dé chi cht hoa trj liéu va c nghia la chét bit ky ma gay hai cho t€ bao. Cac
vi du bao gém Taxol® (paclitaxel), temozolamit, xytochalasin B, gramixidin D, ethidi
bromua, emetin, cisplatin, mitomyxin, etoposit, tenoposit, vincristin, vinbiastin,
coichixin, doxorubixin, daunorubixin, dihydroxy anthraxin dion, mitoxantron,
mithramyxin, actinomyxin D, 1-dehydrotestosteron, glucocorticoit, procain, tetracain,

lidocain, propranolol, va puromyxin va cac chét tuong ty hodc chét twong dong clia no.

Nhur duoc st dung trong ban md ta nay, thudt ngtr “dugc chit khang virut” dung
dé chi duoc chat bat ky hodc lidu phap dugc st dung dé diéu tri, ngén ngira, hogc lam
giam sy nhiém virut ¢ vt chi. Thuét ng&r “duoc chét khang virut” bao gdm, nhung
khong chi gii han ¢ zidovudin, lamivudin, abacavir, ribavirin, lopinavir, efavirenz,
cobicistat, tenofovir, rilpivirin, chét 1am giam dau va corticosteroit. Theo sang ché, su
nhidm virut bao gdm sy nhidm kéo dai hogc man tinh do virut gay ra bao gbm, nhung
khong chi gidi han o, virut gy suy giam mién dich & nguoi (HIV), virut viém gan B
(HBV), virut viém gan C (HCV), virut gay u nha ¢ nguoi (HPV), virut gay bénh viém
mang ndo-mang nhén tang té bao lympho (LCMV), va virut gdy suy giam mién dich &

khi (SIV).
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Nhu duoc st dung trong ban mo ta nay, thuat ngir “lam ting cuong dap uUng
mién dich”, dung dé chi su lam tang vé hoat tinh cua té bao mién dich nhu té bao T
hodc té bao NK khang t4 bao khéi u hoic t& bao nhiém virut. Theo sang ché, thuat nglr
nay bao gdm viéc phong bé su e ché hoat tinh cua té bao T qua trung gian LAG3
hodc phong thich hodc dao ngugc trang thai 1am kiét ctia cac té€ bao T. Thudt nglr nay
ciing bao gdm sy Gc ché hoat tinh cua t& bao T didu hoa. Pap mg mién dich ting
cuong, nhu dugc sir dung theo sang ché, din dén viec gibt t bao khédi u ting lén
va/hodc e ché sy phat trién cua khéi u.

Cac khéang thé va manh gén két khang nguyén theo sang ché gin két dic hiéu
v&i LAG3 va lam ting cuong sy hoat hoa t& bao T. Khang thé khang LAG3 c6 thé gan
Kkét véi LAG3 véi ai luc cao hodc voi ai luc thap. Theo cac phuong 4n nhit dinh, cac
khang thé theo sang ché c6 thé 1a cac khang thé phong bé trong d6 cac khang thé nay
c6 thé gin két v6i LAG3 va lc ché su truyén tin hiéu LAG3. Theo mdt s6 phuong an,
cac khang thé theo sang ché phong bé su gén két cia LAG3 v6i MHC nhom II va/hodc
kich thich hodc lam ting cudng su hoat hoa té bao T. Theo mot sd phuong an, cac
khang thé gin két voi LAG3 va dao nguoc trang thai suy nhugc cla té bao T bi lam
kiét. Theo cac phuong an nhét dinh, cac khang thé gin két voi LAG3 va e ché hoat
i € bao T didu hoa. Theo mot sb phuong an, cic khang thé c6 thé 13 hitu ich dé kich
thich hodc lam ting cuong dap Umg mién dich va/hoic dé diéu tri dbi tuong méc bénh
ung thu hodc nhiém virut. Cac khang thé khi duoc ding cho d6i tugng cin didu trj nay
¢6 thé lam giam sy nhidm virut man tinh nhe HIV, LCMV hodc HBV & d6i tugng.
Chtng cfing c6 thé duge st dung d8 (i ché su phat trién clia t€ bao khdi u & déi tuong.
Ching c6 thé duge st dung don lé hodc dudi dang liéu phap phu voi cac gde tri liéu
hodc phuong thirc tri liéu khéc da biét trong linh vuc didu tri bénh ung thu, hogc nhiém
virut.

Theo céc phuong an nhat dinh, khang thé khang LAG3 co thé 1a cac phan tir
ohn két khang nguyén da dic hiéu, trong d6 chung bao ¢dm do dic hidu gén két tha
nhét véi LAG3 va do ddc hiéu gén két thtr hai voi khang nguyén dugc chon t nhom
gdm c6 chat ddng e ché 1€ bao T khac va quyét dinh khang nguyén khac cua LAGS3.

Chét sinh midn dich bao gdm chét bit ky trong s6 cac chit sau c6 thé dugc su
dung dé tao ra cac khang thé khang LAG3. Theo cac phuong an nhét dinh, cac khang

thé theo sang ché thu duoc tir chudt dugc gay mién dich voi LAG3 nguyén thé voi
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chidu dai diy di (xem NCBI s6 truy cdp NP_002277.4) (SEQ ID NO:582), hodc voi
LAG3 peptit tai t6 hop. Theo cach khac, LAG3 hodc manh cta né c¢6 thé duge tao ra
bang cach st dung cac ky thudt hod sinh tidu chudn va dugc cai bién (SEQ ID NO:574
dén 576) va dugc su dung lam chit gay mién dich.

Theo céc phuong 4n nhét dinh, chit sinh mi2n dich 12 mdt hodc nhiéu mién
ngoai bao cuia LAG3. Theo mot phwong an cua sang ché, chét gdy mién dich 1a manh
clia LAG3 ma ndm trong khoang cac gbe axit amin tur 29 dén 450 néu trong SEQ ID
NO:582.

Theo mot sb phuong an, chét sinh mi2n dich c6 thé 1a peptit LAG3 tai td hop
duoc biéu hién trong E. coli hodc trong t6 bio nhan chun hodc té bao dong vat cd v
khéc nhu t& bao budng trimg ctia chudt ddng Trung Quée (CHO).

Theo c4c phuong n nhét dinh, cac khang thé ma gén két dic hiéu voi LAG3 co
thé duoc tao ra bang cach st dung cac manh cla cic ving néu trén hodc cac peptit keo
dai ra qué ving dugc xac dinh khoang tr 5 dén 20 gbc axit amin tir mot hodc ca hai
dhu N hodc C clia céc ving duge md ta trong ban md ta nay. Theo cac phuong an nhat
dinh, t& hop bt ky cua cac ving néu trén hodc ménh cta né co thé duge st dung trong
viéc tao ra cac khang thé ddc hiéu LAG3.

Céc peptit co thé duoc bién dbi dé bao gdm viée bd sung hodc thay thé cac gbc
nhét dinh dé tao thé hoic nhim muyc dich lién hop voi cac phan ttr mang, nhu KLH. Vi
dy, xystein co thé duoc bd sung vao & diu N hozic ddu C cua peptit, hodc trinh ty lién
Két 6 thé duoc bb sung vao dé tao ra peptit dé lién hop voi, vi du, KLH dé gay mién
dich.

Mot s6 khang thé khang LAG3 theo sang ché ¢6 kha ning gén két voi va lam
trung hoa hoat tinh ciia LAG3, nhu xac dinh dugc bdi cac thir nghiém in vitro hodc in
vivo. Kha ning cua cac khang thé theo sang ché gin két v&i va lam trung hoa hoat tinh
cta LAG3 c6 thé duoc do bing cach st dung phuong phap tiéu chuin bét ky da biét
d6i v6i ngudi c6 hiu biét trung binh trong linh vuc nay, bao gbm cac thir nghiém gén
két hodic thir nghiém hoat tinh, nhw duge md ta trong ban md ta nay.

Céc thtr nghiém in vitro lam vi du khong gi6i hangiéi han @ do hoat tinh gén
két duoc minh hoa trong phan Vi du thyc hién séng ché trong ban md ta nay. Trong Vi

du 3, cac ai lyc gén két va cac hing s6 dong hoc cua khang thé khang LAG3 cua nguoi
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461 véi LAG3 cta ngudi dugc xac dinh boi cong hudng plasmon bé mit va cac lan do
duoc thyc hién trén thiét bi Biacore 4000 hodc T200. Trong Vi du 4, cac thu nghiém
phong bé dugc st dung dé x4c dinh sy canh tranh chéo gilra khéng thé khang LAG3.
Céc Vidu 5 va 6 md ta sy ghn két cua khang thé v6i té bao biéu hién qua muc LAG3.
Trong Vi du 7, cac tht nghiém gén két dugc st dung dé x4c dinh kha nang cua khang
thé khang LAG3 phong bé kha nang gén két MHC nhom I cua LAG3 in vitro. Trong
Vi du 8, tho nghiém luxiferaza duoc su dung dé xac dinh kha ning cua khang thé
khang LAG3 tao dbi khang su truyén tin hiéu LAG3 trong cac té bao T. Trong Vi du
9, thir nghiém huynh quang dugc su dung dé xac dinh kha ning cua khang thé khang
LAG3 gén két v6i té bio T CD4+ va CD8+ clia khi duoc hoat hoa.

Theo cdc phuong an nhét dinh, cac khang thé theo sang ché c6 kha nang lam
tang cuong hogc kich thich hoat tinh t& bao T in vitro, & dbi tuong méc bénh ung thu
hodc & déi twong bi nhiém virut nhu LCMV. Theo cac phuong an nhét dinh, cac khang
thé theo sang ché duge st dung két hop voi chat tri liéu thir hai, nhu khang thé khang
chét ddng trc ché t€ bao T thir hai, dé 1am tang cuong dap ung mién dich va tic ché su
phét trién ctia khdi u & ddi tuong.

Cac khang thé dic hiéu d6i voi LAG3 c6 thé khong chira cac chit danh dau
hoic cac gdc bd sung hodc chung c6 thé chita chit danh du hodc gdc dau N hodc dau
C. Theo mot phuong 4n, chét danh déu hogc phan nay la biotin. Trong thir nghiém gén
két, vi trf clia chét danh dau (néu cb) co thé xac dinh hudng cua peptit tuong dbi voi bé
mit ma trén do peptit duge gén Kkét. Vi du, néu bé mat dugc phu bang avidin, peptit
chira biotin ddu N s& dugc dinh hudng sao cho phin diu C cua peptit s€ cach xa bé
mit nay. Theo mgt phuong an, chét danh du c6 thé 1a nuclit phong xa, thudc nhuom
huynh quang hodic chit danh déu phat hién dwoc boi MRL Theo cac phuong an nhat
dinh, khang thé dwoc danh diu ndy co thé duoc st dung trong cac thir nghiém chén
do4n bao gdm céc thir nghiém tao anh.

Cac phuong an vi du cua sang ché

Theo céc phuong 4n nhit dinh, sang ché dé xuét khang thé phan 1ap hodc manh
gén két khang nguyén cua no ma gén két ddc hiéu voi protein cua gen 3 hoat hoa té
bao lympho (LAG3) cla nguoi, trong do khang thé hoic manh gén két khang nguyén

ctia né ¢6 dac tinh duge chon tr nhom gdm c6: (a) gén két LAG3 monome cua nguoi
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véi hing sb can bing phan ly gén két (Kp) nho hon khoang 10nM nhu do duogc trong
thtr nghiém cong huong plasmon bé mit ¢ 25°C; (b) gin két LAG3 monome cua nguoi
v6i Kp nhé hon khoang 8nM nhu do dugc trong thtr nghiém cong huong plasmon bé
mit 6 37°C; (c) gin Két LAG3 dime ctia nguoi voi Kp nho hon khoang 1,1nM nhu do
duoc trong thir nghiém cdng huéhg plasmon bé mat & 25°C; (d) gin két LAG3 dime
ctia ngudi voi Kp nho hon khoang 1nM nhu do duge trong thir nghiém cong huong
plasmon bé mit & 37°C; (e) gén két voi t4 bao bidu hién hLAG3 v&i ECso nho hon
khoang 8nM nhu do dugc trong thi nghiém dém té bao theo dong chay; (f) gin két voi
t4 bao bidu hién mfLAG3 véi ECso nho hon khoang 2,3nM nhu do duoc trong thu
nghiém dém t€ bao theo dong chay; (g) phong bé su gén két cia hLAG3 voi MHC
nhom 1T cta nguoi voi ICso nho hon khoang 32nM nhu xac dinh duoc boi thu nghiém
K&t dinh 6 bao: (h) phong bé su gin két cia hLAG3 véi MHC nhom II ctia chudt véi
ICso nhé hon khoang 30nM nhu xéc dinh dugc boi thir nghieém Kkét dinh té bao; (i)
phong bé s gén két cia hLAG3 voi MHC nhom 1T nhidu hon 90% nhu xac dinh duge
boi thi nghidm két dinh & bao; (j) phong thich sy te ché hoat tinh t€ bao T qua trung
gian LAG3 v6i ECso nho hon khoang 9nM nhu xac dinh duoc trong thir nghiém thong
bao luxiferaza; va (k) gan Kkt v6i té bao T CD4+ va CD8+ dugce hoat hod voi ECso nho

hon khoang 1,2nM, nhu xac dinh dugc trong thir nghiém huynh quang.

Theo cic phuong 4n nhit dinh, khang thé phan 14p hodc manh gin két khang
nguyén cua no theo sang ché bao gdm ba vung xac dinh bd sung chudi nang (CDR)
(HCDR1, HCDR2 va HCDR3) c6 trong trinh tw bit ky trong s céc trinh ty cua vung
bién dbi chudi ning (HCVR) duoc ligt ké trong Bang 1; va ba CDR chudi nhe
(LCDRI1, LCDR2 va LCDR3) ¢6 trong trinh tu bat ky trong s6 céc trinh tu cua vung
bién ddi chudi nhe (LCVR) duoc liét ké trong Bang 1. Theo cac phuong an nhét dinh,
khéang thé phan 13p hodc manh gén két khang nguyén cua n6 chira HCVR co trinh ty
axit amin duoc chon tir nhom gdm c6 céc trinh ty HCVR duoc liét ké trong Bang 1.
Theo céc phuong an nhat dinh, khang thé phan 1ap hodc manh gin két khang nguyén
ctia né chira LCVR ¢6 trinh ty axit amin dugce chon tir nhom gdm c6 céac trinh tu
LCVR duoc liét ké trong Bang 1.

Theo cic phuong an nhat dinh, khang thé phan 1ap hoic manh gén két khang
nguyén cua no6 chia: (a) mién HCDR1 ¢6 trinh ty axit amin dugc chon tir nhom gbm

¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 4, 20, 36, 52, 68, 84, 100, 116, 132, 148, 164, 180,
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196, 212, 228, 244, 260, 276, 292, 308, 324, 340, 356, 372, 388, 404, 420, 436, 452,
460, 468, 476, 484, 492, 500, 508, 516, 540, va 556; (b) mién HCDR2 ¢ trinh tu axit
amin duoc chon tr nhom gdm c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 6, 22, 38, 54, 70, 86,
102, 118, 134, 150, 166, 182, 198, 214, 230, 246, 262, 278, 294, 310, 326, 342, 358,
374, 390, 406, 422, 438, 454, 462, 470, 478, 486, 494, 502, 510, 518, 542, va 558; (c)
midn HCDR3 ¢6 trinh ty axit amin dugc chon tir nhom gdm c6 trinh ty néu trong SEQ
ID NO: 8, 24, 40, 56, 72, 88, 104, 120, 136, 152, 168, 184, 200, 216, 232, 248, 264,
280, 296, 312, 328, 344, 360, 376, 392, 408, 424, 440, 456, 464, 472, 480, 488, 496,
504, 512, 520, 544, va 560; (d) midn LCDRI1 ¢6 trinh ty axit amin dugc chon tor nhom
gém ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 12, 28, 44, 60, 76, 92, 108, 124, 140, 156, 172,
188, 204, 220, 236, 252, 268, 284, 300, 316, 332, 348, 364, 380, 396, 412, 428, 444,
524, 532, 548, va 564; (e) midn LCDR2 ¢6 trinh ty axit amin dugc chon tr nhém gdm
¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 14, 30, 46, 62, 78, 94, 110, 126, 142, 158, 174, 190,
206, 222, 238, 254, 270, 286, 302, 318, 334, 350, 366, 382, 398, 414, 430, 446, 526,
534, 550, va 566; va (f) mién LCDR3 c6 trinh ty axit amin dugc chon tu nhém gdm cd
trinh tu néu trong SEQ ID NO: 16, 32, 48, 64, 80, 96, 112, 128, 144, 160, 176, 192,
208, 224, 240, 256, 272, 288, 304, 320, 336, 352, 368, 384, 400, 416, 432, 448, 528,
536, 552, va 568.

Theo cac phuong an nhét dinh, khang thé phan 1ap hodc manh gén két khang
nguyén cua no theo sang ché chira cip trinh ty axit amin HCVR/LCVR duoc chon tu
nhom gém ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 2/10, 18/26, 34/42, 50/58, 66/74, 82/90,
98/106, 114/122, 130/138, 146/154, 162/170, 178/186, 194/202, 210/218, 226/234,
242/250, 258/266, 274/282, 290/298, 306/314, 322/330, 338/346, 354/362, 370/378,
386/394, 402/410, 418/426, 434/442, 450/522, 458/522, 466/522, 474/522, 482/522,

490/522, 498/530, 506/530, 514/530, 538/546, va 554/562.

Theo cac phuong an nhét dinh, khang thé phan 1ap hodc manh ghn két khang
nguyén theo diém 7 yéu clu bao ho, trong d6 khang thé hoic manh gin két khang
nguyén clia né chira c3p trinh ty axit amin HCVR/LCVR duoc chon tir nhom gbm ¢
trinh tu néu trong SEQ ID NO: 386/394, 418/426, va 538/546.

Theo cac phuong an nhat dinh, sang ché dé xuét khang thé phan 13p hodc manh
gén két khang nguyén cua nd ma phong bé su gén két LAG3 v6i MHC nhom II chia
ba CDR ctia HCVR, trong d6 HCVR ¢0 trinh tu axit amin dugc chon tir nhom gdm c6
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trinh tw néu trong SEQ ID NO: 2, 18, 34, 50, 66, 82, 98, 114, 130, 146, 162, 178, 194,
210, 226, 242, 258, 274, 290, 306, 322, 338, 354, 370, 386, 402, 418, 434, 450, 458,
466, 474, 482, 490, 498, 506, 514, 538, va 554; va ba CDR cua LCVR, trong do
LLCVR ¢6 trinh ty axit amin dugc chon tr nhom gdm co trinh tu néu trong SEQ ID
NO: 10, 26, 42, 58, 74, 90, 106, 122, 138, 154, 170, 186, 202, 218, 234,250, 266, 282,
298, 314, 330, 346, 362, 378, 394, 410, 426, 442, 522, 530, 546, va 562.

Theo cac phuong an nhét dinh, khang thé phan 13p hodc manh gén két khang
nguyén co6 cdp trinh tu axit amin HCVR/LCVR dugc chon tir nhom gbm c0 trinh tu
néu trong SEQ ID NO: 386/394, 418/426, va 538/546.

Theo cac phuong an nhét dinh, sang ché dé xuét khang thé hoic manh ghn két
khéng nguyén ciia n6 ma canh tranh ghn két voi khang thé hoic manh gin két khang
nguyén cua nd chira cap trinh ty axit amin HCVR/LCVR dugc chon tir nhom gdm co
trinh tu néu trong SEQ ID NO: 2/10, 18/26, 34/42, 50/58, 66/74, 82/90, 98/106,
114/122, 130/138, 146/154, 162/170, 178/186, 194/202, 210/218, 226/234, 242/250,
258/266, 274/282, 290/298, 306/314, 322/330, 338/346, 354/362, 370/378, 386/394,
402/410, 418/426, 434/442, 450/522, 458/522, 466/522, 474/522, 482/522, 490/522,
498/530, 506/530, 514/530, 538/546, va 554/562.

Theo cac phuong an nhét dinh, sang ché dé xuit khéng thé hodc manh gén két
khang nguyén cua nd ma gén két voi cing mot quyét dinh khang nguyén nhu khang
thé hoiic manh gén két khang nguyén cua no chia cap trinh tu axit amin HCVR/LCVR
duoc chon tir nhom gém ¢6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 2/10, 18/26, 34/42, 50/58,
66/74, 82/90, 98/106, 114/122, 130/138, 146/154, 162/170, 178/186, 194/202,
210/218, 226/234, 242/250, 258/266, 274/282, 290/298, 306/314, 322/330, 338/346,
354/362, 370/378, 386/394, 402/410, 418/426, 434/442, 450/522, 458/522, 466/522,
474/522, 482/522, 490/522, 498/530, 506/530, 514/530, 538/546, va 554/562.

Theo cac phuong an nhit dinh, sang ché dé xuét khang thé hoic manh ghn két
khang nguyén cua né ma la khang thé nguoi, khang thé duoc lam gidng ngudi hodc
khéng thé kham. Vi duy, khang thé nay hodc manh gén két khang nguyén ctia nd co thé
la khang thé IgG1 hodc IgG4, nhu vi du, khang thé IgG1 hodc IgG4 cua nguoi. Cac
ving hang dinh cua cac khang thé nay c6 thé tuong g voi cac ving hing dinh kiéu

dai hodc véi cac ving hang dinh ma cac dot bién da duge dua vao do.

-37-



40226

Theo cac phuong an nhét dinh, sang ché dé xuét khang thé phan 14p chira chudi
niang va chudi nhe, trong do chudi ndng c6 trinh ty axit amin dugc chon tir nhom gbém
¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 577, 579, va 580. Theo cac phuong 4n nhét dinh,
sang ché dé xuét khang thé phan 1ap chua chudi ning va chudi nhe, trong do chudi nhe
¢6 trinh tu axit amin dugc chon tu nhom gém ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 578,
va 581. Theo cdc phuong an nhit dinh, sang ché dé xuét khéng thé phan l4p hodc
manh gén két khing nguyén cua no chtra cip trinh ty axit amin chudi ning/chudi nhe
dugc chon tor nhom gbém c¢ trinh tu néu trong SEQ ID NO: 577/578, 579/578, va
580/581.

Theo mot khia canh, sang ché d& xuAt phan tr gén két khang nguyén da dic
hidu ¢6 d6 ddc hiéu gin két khang nguyén th nhét ma gén két ddc hiéu véi LAG3 va
do dac hiéu gan két khang nguyén thtr hai ma gin két dic hiéu voi quyét dinh khéng
nguyén dich thtr hai.

Theo mdt khia canh, sang ché dé xuit duoc phém chura khang thé khang LAG3
hoic manh gin két khang nguyén cua no theo phuong an bat ky trong s6 cac phuong

4n néu trén va chit mang hodc chét pha loang dugc dung.

Theo mot khia canh, sing ché dé xudt phan tir polynucleotit phan 1ap va vecto
¢6 trinh tu polynucleotit cua khang thé hodc manh gin két khang nguyén cia nd dugc
boc 16 trong ban md ta nay. Theo cac phuong 4n nhit dinh, sang ché dé xuét phén tu
polynucleotit phan lap va/hodc vecto ¢6 trinh ty polynucleotit ma ma hoa HCVR cua
khéang thé nhu dugc néu trong ban md ta nay. Theo cac phuong an nhét dinh, sang ché
dé xuét phan tr polynucleotit phén lap va/hodc vecto c6 trinh tu polynucleotit ma ma

hoa LCVR ctia khang thé nhu duoc néu trong ban mé ta nay.

Theo mdt khia canh, sang ché & xuét phuong phap lam ting cuong dap ung
midn dich & déi tuong, trong d6 phuong phap nay bao gdm bude dung duoc pham
chita khéng thé khang LAG3 phan 1ap hoac manh gin két khang nguyén cua n6 nhu
duoc boc 16 trong ban md td ndy. Theo cac phuong an nhét dinh, sang ché dé xult
phuong phap e ché t& bao T diu hoa (Treg) & d6i tuong, trong d6 phuong phap nay
bao gom budc dung duoc phém chtra khang thé khang LAG3 phan lap hodc manh gin
két khang nguyén cuia né nhu dugc boc 16 trong ban mo ta nay. Theo cac phuong an

nhét dinh, sang ché dé xuét phuong phap lam tang cuong sy hoat hoé t& bao T & ddi
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twong, trong do phuong phap nay bao gém budc dung duoc phdm chia khang thé
khang LAG3 phan lap hodc manh gén két khang nguyén cua n6 nhu dugce boc 16 trong
ban md ta nay. Theo cac phuong 4n nhét dinh, d6i tugng méc bénh hodc 161 loan dugc
chon tir nhém gdém c6 bénh ung thu mau, bénh ung thu ndo, ung thu biéu mo té bao
than (vf dy, ung thu biéu md than té bao than nudc trong), bénh ung thu budng trimg,
bénh ung thu bang quang, bénh ung thu tuyén tién liét, bénh ung thu va (vi du, bénh
ung thu va dm tinh bd ba), bénh ung thu biéu md té bao gan, bénh ung thu xuong,
bénh ung thu rudt két, bénh ung thu phdi khong phai té bao nho, bénh ung thu biéu md
té bao vay diu va cd, bénh ung thu dai tryc trang, u trung biéu mo, u lympho (v du,
bénh ung thu md bach huyét t& bao B, bénh ung thu mé bach huyét té bao B 16n
khuéch tan) va khdi u hic 6. Theo cac phuong an nhét dinh, déi tuong bi nhiém virut
man tinh do virut dugc chon tr nhom gdm c6 virut gdy suy giam mién dich & nguoi
(HIV), virut viém gan C (HCV), virut viém gan B (HBV), virut gdy u nhu ¢ nguoi
(HPV), virut gdy bénh viém mang ndo-mang nhén ting t& bao lympho (LCMV) va
virut gay suy giam mién dich ¢ khi (SIV) gy ra. Theo cac phuong 4n nhat dinh, khang
thé khéng LAG3 duoc ding cho d6i tugng két hop véi chit tri lidu thtr hai dugc chon
tir nhém gdm c6 chit (e ché PD-1, chat ¢ ché CTLA, khang thé khang khang nguyén
dic hiéu khéi u, khang thé khang khang nguyén t& bao nhidm virut, chit c ché PD-
L1, chét tc ché CD20, khang thé dic hiéu kép khang CD20 va CD3, chit bd sung
khau phan an nhu chét chéng oxy hod, chét doi khang VEGF, chét hod tri liéu, chat
gay doc té bao, buc xa, NSAID, corticosteroit, va liéu phap khac bat ky hitu ich dé lam

thuyén giam it nhit mét triéu ching co lién quan dén bénh hoic réi loan.

Theo mot khia canh, sang ché dé xuét phuong phap uc ché sy phét trién cua
khéi u hodc t& bao khéi u & ddi tugng, trong do phuong phap nay bao gdm budc cho
dbi tuong can didu tri ndy cung lugng c6 higu qua tri liéu cua khang thé khang LAG3
hodc méanh gén két khang nguyén cua n6 nhu dugc boe 16 trong ban md ta nay. Theo
céc phuong 4n nhét dinh, khdi u la khdi u nguyén phat hodc khéi u tai phat. Theo cac
phuong 4n nhét dinh, khéi u 1a khdi u da duoc xac dinh. Theo cac phuong an nhét
dinh, déi tuong mic bénh di can va/hodc da duoc diéu tri bang liéu phap trudc. Theo
cic phuong an nhét dinh, khéi u cb mit ¢ dbi twong méc bénh hodc rbi loan dugc chon
{lr nhom gdm 6 bénh ung thu méu, bénh ung thu néo, bénh ung thu té bao than, bénh
ung thu budng trimg, bénh ung thu bang quang, bénh ung thu tuyén tién liét, bénh ung
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thu v, bénh ung thu biéu md té bao gan, bénh ung thu xuong, bénh ung thu rudt két,
bénh ung thu phdi khong phai té bao nho, b¢nh ung thu bidu mo té bao vay diu va cd,
bénh ung thu dai tryc trang, u trung biéu mo, u lympho va khdi u hic td. Theo cac
phuong an nhat dinh, khang thé khang LAG3 hodc manh gin két khang nguyén cua nd
duoc dung dudi dang mot hodc nhidu liéu trong d6 mdi lidu duoc dung tur 1 dén 4 tudn
sau ngay liéu truge. Theo cac phuong 4n nhét dinh, khang thé khang LAG3 hodc manh
gén két khang nguyén ctia n6 duoc ding véi lidu khoang 0,1mg/kg thé trong dén
100mg/kg thé trong clia ddi tuong. Theo cac phuong 4n nhat dinh, khang thé khang
LAG3 duoc dung cho d6i tuong két hop voi chét tri liéu tht hai dugc chon to nhom
gdm co chét e ché PD-1, chét tc ché CTLA, khang thé khang khang nguyén ddc hiéu
khéi u, chét e ché PD-L1, chét (rc ché CD20, khang thé dic hiéu kép khang CD20 va
CD3, chit b6 sung khiu phan dn nhu chét chéng oxy hoa, chit dbi khang VEGF, chat
hoé tri liéu, chét gdy doc t& bao, birc xa, NSAID, corticosteroit, va liéu phap khac bét
ky httu ich dé lam thuyén giam it nhat mét triéu ching co6 lién quan dén bénh hoc rdi
loan. Theo mot phuong an, chét tri lidu thi hai la chét e ché PD-1 trong do chét trc
ché PD-1 nay la khang thé hodc manh gin két khang nguyén cuia né ma gin két dic
hiéu véi PD-1. Theo mot phuong an, chit e ché PD-1 1a REGN2810. Theo cac
phuong an nhit dinh, khang thé khang LAG3 hodgc manh gén két khang nguyén cta nd
duoc dung theo duong dudi da, trong tinh mach, trong da, trong mang bung, qua

duong miéng, trong co hodc trong so.

Theo mot khia canh, sang ché d& xuét phuong phap phong thich su e ché hoat
tinh & bao T qua trung gian LAGS3, trong d6 phuong phap nay bao gdm budc cho t€
bao T tiép xtic voi khang thé khang LAG3 hodc manh gén két khang nguyén cua no
nhu duoc boc 16 trong ban mé ta nay. Theo mot phuong an, té bao T dugc cho tiép xic
bdi khang thé khing LAG3 cua sang ché két hop véi khang thé khang PD-1 (vi du,
REGN2810).

Manh gén két khang nguyén cua khang thé

Trir khi c6 quy dinh khéc, cAn phai hiu rang thuat ngit "khang thé", nhu dugc
st dung trong ban mo ta nay, bao gdm cac phan tor khang thé chira hai chudi ndng
globulin mién dich va hai chudi nhe globulin mién dich (nghia la, "cac phan tir khang
thé ddy du") cling nhu manh gén két khang nguyén cua ching. Cac thuat nglr "phan
gin két khang nguyén" cua khang thé, "manh gan két khang nguyén" cua khang thé va
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c4c dang tuong tu, nhu duoc str dung trong ban mo ta nay, bao gbm polypeptit hodc
glycoprotein c6 trong tu nhién, thu dugc vé mit enzym, téng hop, hodc dugc tao ra vé
mit di truyén ma gén két dc hiéu voi khang nguyén dé tao ra phtc hop. Cac thuat ngtr
"manh gin két khang nguyén" cua khang thé hodc "manh khang thé”, nhu dugc st
dung trong ban md ta nay, dung d& chi mot hodc nhidu manh khang thé ma van c6 kha
ning gin két dac hiéu voi LAG3. Manh khang thé ¢6 thé bao gdm manh Fab, manh
F(ab")2, manh Fv, manh dAb, manh chira CDR, hoic CDR phéan 1ap. Theo cac phuong
4n nhat dinh, thuat nglt “manh gin két khang nguyén” dung dé chi manh polypeptit
cua phan tur gin két khang nguyén da ddc hi¢u. Theo cac phuong an nhu vdy, thuat
ngit “manh gan két khang nguyén” bao gdm, v du, phan tr MHC nhém I ma gén két
dac hiéu voi LAG3. Manh gén két khang nguyén cua khang thé c6 thé dugc tao ra, vi
dy, tr cac phan tr khang thé ddy di bang cach st dung cac ky thuat tiéu chudn thich
hop nhu tiéu hoa phén giai protein hodc k¥ thuat thao tac di truyén tai td hop bao gbm
thao tac va biéu hién ADN ma hoa cac mién bién ddi cta khang thé va (tuy y) mién
hing dinh cua khang thé. D3 biét ADN nay va/hodc s&n 6 tir, vi du, cac ngudn thuong
mai, thu vién ADN (bao gbm, vi dy, thu vién thé thuc khudn-khang thé) hoic c6 thé
duoc tong hop. ADN c¢6 thé dugc lap trinh ty va dugc thao tac vé mit hoa hoc hodc
bang cach st dung k¥ thuét sinh hoc phén tu, vi du, dé bb tri mot hodc nhiéu mién bién
d6i va/hodc mién hing dinh thanh cAu dangtric thich hop hogc dua cac mé b ba, tao

ra cac gbe xystein, bién doi, bo sung hodc khuyét doan axit amin, v.v..

Céc vi du khong gi6i han vé manh gén két khang nguyén bao gdm: (i) manh
Fab; (ii) manh F(ab')2; (iii) manh Fd; (iv) manh Fv; (v) cac phén to Fv chudi don
(scFv); (vi) manh dAb; va (vii) cac don vi nhan biét t6i thiéu gom c6 cac gbc axit amin
ma md phong vung si€u bién clia khang thé (v du, vung xac dinh bd sung phén lap
(CDR) nhu peptit CDR3), hodc peptit FR3 -CDR3-FR4 cudng birc. Cac phén tir duge
thao tac khac, nhu cac khang thé dic hiéu mién, cac khang thé mot mién, cac khang
thé xo4 mién, cic khang thé kham, cac khang thé ghép CDR, diabody, triabody,
tetrabody, minibody, nanobody (vi du céc nanobody hoa tri mét, nanobody hoa tri hai,
v.v.), chc dwgc phdm mién dich médun nho (SMIP), va cac mién IgNAR bién dbi
manh, cing dugc bao ham trong cum tr "manh gan két khang nguyén", nhu dugc su

dung trong ban mo ta nay.

No6i chung, manh gén két khang nguyén cua khang thé sé bao gdm it nhit mot
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mién bién dbi. Mién bién @di c6 thé co kich c& bat ky hodc ché phim axit amin va
thuong sé bao gdm it nhit mot CDR, ma lidn k& voi hodc trong khung voi mot hodc
nhidu trinh ty khung. Trong manh gin két khang nguyén co mién Vg lién quan dén
mién Vi, cac mién Vi va Vi co thé duoc dinh vi tuong @i v6i nhau theo cach bd tri
thich hop bat ky. Vi du, vung bién dbi c6 thé 1a dime va chira dime Vi - Vi, VH - VL
hoic V1 - VL. Theo cach khéc, manh gin két khang nguyén cta khang thé c6 thé chira

mién Vu hodc Vi monome.

Theo cac phuong an nhit dinh, manh gin két khang nguyén cua khang thé c6
thé chira it nhét mot mién bién d6i duoc lién két cong hoa trj voi it nhAt mot mién hing
dinh. Céc cAu tric lam vi du khong gi6i han cua cac mién bién ddi va mién hang dinh
ma c6 thé duoe tim thdy trong manh gn két khang nguyén ctia khang thé theo sang
ché bao gém: (i) Vu -Cul; (ii) Vi -Cu2; (iii) Vu -Cu3; (iv) Vu -Cul-Cu2; (v) Vu -Cul-
Cu2-Cu3; (vi) Vi -Cu2-Cn3; (vil) Vi -Ci; (viii) Vi -Cul; (ix) Vi -Cu2; () VL -Cu3;
(xi) Vi -Cul-Cn2; (xii) VL -Cyl-Cu2-Ch3; (xiii) Vi -Cn2-Cu3; va (xiv) VL -Cv. Theo
chu truc bat ky cua cac mién bién ddi va mién hing dinh, bao gdm chu tric bét ky
trong s6 cac chu tric duoc liét ké trén ddy, cac mién bién dbi va hing dinh c6 thé dugc
lién két tryc tiép v6i nhau hodc co thé duoc lién két béi ving ban 1& ho#c vung lién két
dﬁy du hodc mot phén. Vung ban 18 ¢6 thé gom ¢4 it nhat 2 axit amin (v du, 5, 10, 15,
20, 40, 60 hodc nhiéu hon), ma dan dén su lién két linh hoat hoc ban linh hoat gilta
chc mién bién dbi va/hodc mién hing dinh lién ké trong mot phan tur polypeptit. Hon
nita, manh gin két khang nguyén cta khang thé theo sang ché c6 thé bao gébm homo-
dime hoic hetero-dime (hodc multime khac) 6 cAu tric mién bat ky trong sé cac ciu
triic mién bién dbi va hing dinh dugc liét ké trén day lién két khong cong hoa tri voi
nhau va/hodc voi mot hodc nhidu mién Vi hodc Vi monome (vi dy, boi (cac) lién Kkét
disulfua).

Nhu véi cac phén tir khang thé ddy du, manh gén két khang nguyén c6 thé 1a
don dic hiéu hodc da dac hi¢u (v/ du, dic hiéu kép). Noi chung, manh gin két khang
nguyén da dic hiéu cta khang thé s& thudng bao gdm it nhét hai mién bién doi khac
nhau, trong d6 mdi mién bién déi c6 kha ning gén két ddc hiéu véi khang nguyén
riéng ré hodc voi quyét dinh khang nguyén khac trén cung mdt khang nguyén. Dang
khéng thé da didc hiéu bat ky, bao gom cdc dang khang thé dic hiéu kép lam vi du

duoc boc 16 trong ban mo ta nay, ¢6 thé duoc lam thich tng dé sir dung trong ngit canh
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ctia manh gén két khang nguyén cta khang thé theo sang ché bing cach sir dung cac
k§ thuat thong thuong s&n co trong linh vuc nay.
Tao ra khang thé nguoi

D3 biét cac phuong phap tao ra khang thé ngudi ¢ chudt nhit chuyén gen trong
linh vuc nay. Cac phuong phap da bidt bét ky nay c6 thé dugc sir dung theo sang ché
dé tao ra cac khang thé ngudi ma gan két dic hiéu voi LAG3.

Bang cach str dung ky thuat VELOCIMMUNE® (xem, vi du, patent My sb US
6,596,541, Regeneron Pharmaceuticals, VELOCIMMUNE®) hodc phuong phap da
biét khac bit ky dé tao ra cac khang thé don dong, cac khang thé kham ai luc cao
khang LAG3 dugc phén 1ap ban dAu c6 ving bién dbi ctia nguoi va ving hing dinh
ctia chuot nhat. Ky thuét VELOCIMMUNE® bao gém viéc tao ra chudt chuyén gen
c6 hé gen chia cac vung bién ddi chudi ning va chudi nhe cta nguoi dugc lién két
hoat ddng vai cac locut vung hing dinh ndi sinh cua chudt nhit sao cho chudt nhat nay
tao ra khang thé chira ving bién ddi clia nguoi va ving hing dinh cua chudt nhat dap
ting su kich thich khang nguyén. ADN mi hoa cac ving bién ddi cla chudi ning va
chudi nhe cua khang thé dugc phan 1ap va dugc lién két hoat dong voi ADN ma hoa
c4c vung hang dinh chudi ning va chudi nhe cla nguoi. Tiép theo, ADN duoc biéu

hién trong té bao c6 kha ning biéu hién khang thé day du clia nguoi.

Thong thudng, chudt nhit VELOCIMMUNE® dugc cho thach thic voi khang
nguyén duoc dé cap va té bao bach huyét (nhu té bao B) duoc thu gom ttr chudt nhét
ma biéu hién khang thé. Té bao bach huyét ¢6 thé duge dung hop voi dong té bao u
tuy dé tao ra dong té bao lai bt tir va dong t& bao lai nay dugc sang loc va dugce chon
dé nhan biét cac dong té bao lai ma tao ra cac khéang thé dic hiéu voi khang nguyén
duoc d& cap. ADN ma hoa cac vung bién déi cta chudi ning va chudi nhe ¢6 thé duge
phén 1ap va duoc lién két véi cac ving hing dinh 16p khang thé mong mudn cta chudi
ning va chudi nhe. Protein cua khang thé nay c6 thé duoc tao ra trong t& bao, nhu té
bao CHO. Theo cach khac, ADN ma hoa cac khang thé kham dic hiéu khang nguyén
hodic cac mién bién dbi cua chudi nhe va chudi ning co thé dugc phan 1ap truc tiép tur
c4c t& bao lympho dic hiéu khang nguyén.

Ban dau, cac khang thé kham ai luc cao duge phan lap co vung bién doi cua

nguoi va ving hing dinh cua chudt nhét. Nhu trong phan thir nghiém dudi day, cac
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khang thé duoc dic trung va dugc chon dbi v6i cac dic diém mong mudn, bao gom ai
lyc, tinh lya chon, quyét dinh khang nguyén, v.v.. Cac vung hing dinh cta chudt nhit
duoc thay thé bing ving hing dinh cua nguoi mong mubn dé tao ra khang thé day du
ctia ngudi theo sang ché, vi du IgG1 hodc IgG4 kiéu dai hodc dugc bién dbi. Trong khi
ving hang dinh duoc chon c6 thé thay ddi theo muc dich st dung cu thé, cac dic diém

gin két khang nguyén ai lyc cao va do dic hiéu dich van con lai trong vung bién dbi.

Céc dang tuong duong sinh hoc

Khéang thé khang LAG3 va manh khang thé theo sang ché bao gdém protein co cac
trinh ty axit amin ma thay dbi so v6i cac trinh ty cua khang thé dugc mo ta, nhung van
c6 kha ndng gin két LAG3. Cac khang thé bién thé nay va cac manh khang thé bao
gom mdt hodc nhidu su bd sung, khuyét doan, hodc thay thé axit amin khi so voi trinh
tu ban dau, nhung biéu hién hoat tinh sinh hoc ma gan nhu tuong duong v6i hoat tinh
sinh hoc cua cac khang thé mong mudn. Tuong tu, trinh tu ADN ma hoa khang thé
theo sang ché bao gom cac trinh ty ma c¢6 mdt hodc nhiéu su bd sung, khuyet doan
hodc thay thé nucleotit khi so voi trinh tu theo sang ché, nhung ma hoa khang thé hodc
manh khang thé ma gan nhu tuong duong sinh hoc v6i khang thé hodc manh khang thé
theo sang ché.

Hai protein ghn két khang nguyén hodc khang thé, duoc cho la dang tuong
duong sinh hoc néu, vi du, ching 1a dang twong duong duoc phém hoic dang thay thé
duoc phrflm ma tdc dd va mirc do hép thu cua ching khong thé hién su khac nhau dang
k& khi duoc dimg & cling mét lidu mol trong cac dieu kién thir nghiém tuong ty, don
liu hodc nhidu lidu. Mot s6 khang thé s& duoc cho la dang tuong duong hodc dang
thay thé dugc pham néu ching tuong duong vé muc do hdp thu cua chiung nhung
khong tuong duong vé tbe do hip thu va van co thé duoc cho la dang tuong duong
sinh hoc vi sy khac nhau nay vé téc do hdp thu 1a c6 chu ¥ va duoc phan chiéu khi
danh diu, khong nhit thiét dat duoc cac néng dd dugc chét hitu hiéu trong co thé, vi
du, khi st dung man tinh, va dugc cho 1a ¢6 nghia vé mit y khoa dbi v6i san pham

duoc chat cu thé dugc nghién clru.

Theo mét phuong an, hai protein gén két khang nguyén la dang tuong duong
sinh hoc néu khong c6 su khac nhau dang ké v& mit 1am sang vé tinh an toan, do tinh

khiét, hodc hiéu lyc cia chung.
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Theo mot phuong an, hai protein gén két khang nguyén la dang tuong duong
sinh hoc néu ngudi bénh co thé dugc chuyén dbi mot hodc nhiéu 1an gitra san phim
tham chiéu va san pham sinh hoc ma khong lam ting nguy co tac dung bét 1o, bao
gdm sy thay doi dang ké vé mat lam sang v& tinh sinh mién dich hodc tac dung giam,
khi so voi lidu phap lién tuc ma khong co su chuyén dbi nay.

Theo mdt phuong an, hai protein gén két khang nguyén la dang tuong duong
sinh hoc néu chung cung hoat dong boi co ché hodc cac co ché hoat dong chung dbi

v6i diéu kién hodc cic diéu kién su dung, dén pham vi ma cac co che nhu vy da biet.

Dang tuong duong sinh hoc c6 thé duoc chimg minh bing cac phuong phap in
vivo va/hodc in vitro. Bién phéap tuong duong sinh hoc bao gdm, vi du, (a) thu nghiém
in vivo & nguoi hodc dong vat co vu khéc, trong do ndng do cua khang thé hodc cac
chét chuyén hoa clia né dugc do trong mau, huyét tuong, huyét thanh, hogc dich sinh
hoc khac dudi dang chic ning theo thoi gian; (b) thu nghiém in vitro ma da duoc
tuong quan voi va du doan theo cach dang tin cdy vé dit lidu sinh kha dung in vivo cua
nguoi; (c) th nghiém in vivo 6 nguoi hodc dong vét co va khac ma trong do tac dung
duge 1y cép tinh thich hop ctia khang thé (hodc dich cta nd) dugc do dudi dang chtic
ning theo thoi gian; va (d) trong thu nghiém lam sang c6 kiém soat ma thiét 1ap tinh

an toan, hidu qua, hodc tinh sinh kha dung hodc twong duong sinh hoc cua sang ché.

Céc bién thé twong duong sinh hoc cua cac khang thé theo sang ché c6 thé duoc
tao cdu tric boi, vi du, béng cach tao ra cac thay thé gbc hodc trinh ty khac nhau hodc
tao khuyét doan cac gbe dAu cubi hodc bén trong hodc cac trinh ty khong can cho hoat
tinh sinh hoc. Vi du, cic gbc xystein khong nhat thiét cho hoat tinh sinh hoc c6 thé
duoc 1am khuyét doan hodc thay thé bang axit amin khac dé ngan ngura su tao ra cac
cAu disulfua lién phan tr khong can thiét hoic khong chinh xac khi khoi phyc déc tinh
45 mAt. N6i cach khag, céc khang thé tuong duong sinh hoc ¢6 thé bao gdm cac bién
thé khang thé c6 cac thay dbi axit amin, ma cai bién cac dic diém glycosyl hoa cua

khang thé, vi du, cac dot bién ma loai trir hodc loai bo qua trinh glycosyl hoa.
Khéng thé khang LAG3 chira bién thé Fe

Theo chc phuong 4n nhét dinh cla sang ché, khang thé khang LAG3 dugc dé
xuét chita mién Fc c6 mot hodc nhidu dot bién ma lam tang cuong hodc lam giam sy

gén két cua khang thé voi thu thé FeRn, vi du, & do pH axit so voi d6 pH trung hoa. Vi
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du, sang ché dé xuét khang thé khang LAG3 c6 dot bién trong ving Cu2 hodc Cu3 cua
mién Fc, trong do (cac) dot bién nay lam ting i luc cua mién Fc v6i FcRn trong moi
truong c6 tinh axit (v dy, trong nodi thé ma trong do do pH nam trong khoang tu 5,5
dén 6,0). Cac dot bién nay ¢ thé dan dén sy lam ting nua chu ky phén ra trong huyét
thanh cua khang thé khi duoc dung cho dong vat. Cac vi du khong giéi han vé cac bién
dbi Fc nay bao gom, vi duy, su bién ddi & vi tri 250 (vi du, E hodc Q); 250 va 428 (vi
du, L hoidc F); 252 (vi du, L/Y/F/W hoac T), 254 (vi du, S hodc T), va 256 (vi du,
S/R/Q/E/D hodc T); hodc su bién dbi o vi tri 428 va/hodc 433 (vi du, H/L/R/S/P/Q
hoic K) va/hoic 434 (vi du, A, W, H, F hodc Y [N434A, N434W, N434H, N434F
ho#c N434Y1]); hodc su bién ddi & vi tri 250 va/hodc 428; hodc su bién ddi & vi tri 307
hoic 308 (vi du, 308F, V308F), va 434. Theo mdt phuong an, sy bién dbi bao gdm su
bién dbi 4281 (v du, M428L) va 434S (vi du, N434S); su bién dbi 428L, 2591 (vi du,
V2591), va 308F (vi du, V308F); su bién dbi 433K (vi du, HA33K) va 434 (vi dy,
434Y); su bién ddi 252, 254, va 256 (vi du, 252Y, 254T, va 256E); su bién d6i 250Q
va 4281 (vi du, T250Q va M428L); va sy bién dbi 307 va/hodc 308 (vi du, 308F hoidc
308P). Theo phuong an khac nira, su bién dbi bao gdm su bién ddi 265A (vi du,
D265A) va/hoic 297A (vi du, N297A).

Vi du, sang ché dé cap dén khang thé khang LAG3 chira mién Fc c6 mot hodc
nhiéu cip hodc nhom dot bién duoc chon tir nhom gbm co: 250Q va 248L (vi du,
T250Q va M248L); 252Y, 254T va 256E (vi du, M252Y, S254T va T256E); 428L va
434S (vi dy, M428L va N434S); 2571 va 3111 (vi du, P2571 va Q311D); 2571 va 434H
(v du, P2571 va N434H); 376V va 434H (vi du, D376V va N434H); 307A, 380A va
434A (vi du, T307A, E380A va N434A); va 433K va 434F (vi du, H433K va N434F).
Theo mdt phuong 4n, sing ché dé cap dén khang thé khang LAG3 chira mién Fc ¢6
dot bién S108P trong ving ban 18 clia IgG4 dé thic dAy qua trinh 6n dinh hoa dime.
Tét ca cac t6 hop co thé xay ra cua cac dot bién mién Fc ngoai va cac dot bién khac
ndm trong mién bién déi khang thé duoc boc 16 trong ban md ta nay, c6 myc dich nidm
trong pham vi bao hd cua sang ché.

Séang ché ciing d& cap dén khang thé khang LAG3 chira ving hing dinh chudi
ning (Cu) kham, trong d6 ving Cn kham nay bao gdm cac doan c6 ngudn gbe tir ving
Cy cta nhiéu hon mot 16p khang thé globulin mién dich. Vi dy, cac khang thé theo

sang ché c6 thé bao gom vung Cu kham bao gdm mot phan hodc tat ca mién Cu2 co
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ngudn gde tir phan tr [gG1 ctia ngudi, IgG2 cua nguoi hode IgG4 cua ngudi, duge két
hop véi mot phan hodc ¢4t ca mién Cn3 duoc tao ra tir phan ti IgG1 cua nguoi, 1gG2
cta ngudi hodc IgG4 clia ngudi. Theo cac phuong an nhét dinh, cac khang thé theo
sang ché bao gdm vung Cn kham ¢6 viing ban 1& kham. Vi dy, ban 1& kham c6 thé bao
gdm trinh ty axit amin "ban 18 trén" (cac gbe axit amin tir cac vi tri 216 dén 227 theo
cach danh sé EU) ¢6 ngudn gbc tr ving ban 18 IgG1 cla ngudi, IgG2 cla nguoi hodc
IgG4 cua nguoi, dugc két hop véi trinh ty "ban 18 dudi” (cac gbce axit amin tir cac vi tri
208 dén 236 theo cach danh sb EU) c6 ngudn goc tr ving ban 1¢ IgG1 cua nguoi,
IgG2 cha ngudi hodc IgG4 cua nguoi. Theo cac phuong an nhét dinh, ving ban 18
kham bao gom cac gbc axit amin c6 ngudn gbc tlr ban 12 trén IgG1 cua nguoi hodc
IgG4 clia nguoi va cac gbe axit amin c6 ngudn gbe tir ban 18 dudi IgG2 cua nguoi.
Khang thé bao gdm vung Cy kham nhu dugc mb ta trong ban md ta nay, theo cac
phuong an nhit dinh, biéu 16 cac chirc nang phan Gng lai kich thich Fc dugc bién dbi
ma khong gay anh hudng bt loi dén cac ddc tinh tri liu hodc duoc dong hoc cua
khéng thé. (Xem, vi du, patent My 36 20140243504, ndi dung cua patent My ne‘iy dugc
dua vao ban mé ta ndy bing cach vién dn toan by ndi dung cua n6). Theo cac phuong
4n nhat dinh, vung Fc bao gdm trinh ty dugc chon tu nhém gdém ¢4 trinh ty néu trong
SEQ ID NO: 569, 570, 571, 572 va 573.

Céc dic diém sinh hoc cua khang thé

No6i chung, chiic ning cua cac khang thd theo sang ché bing cach gin két voi
LAG3. Sang ché d cép dén khang thé khang LAG3 va manh gén két khang nguyén
cta chiing ma gén két cac phan tr monome hodc dime LAG3 ¢6 thé hoa tan véi ai luc
cao. Vi du, sang ché dé cap dén cic khang thé va manh gén két khang nguyén cua
khang thé ma gin két LAG3 monome (v/ du, ¢ 25°C hodc ¢ 37°C) voi Kp nho hon
khoang 10nM nhu do dugc boi cong huong plasmon bé mit, vi du, bang cach st dung
dang thtr nghiém nhu xac dinh duoc trong Vi du 3 trong ban mo ta nay. Theo céc
phuong an nhét dinh, cac khang thé hoic manh gin két khang nguyén cua chung gin
k&t LAG3 monome v6i Kp nho hon khoang 5nM, nho hon khoang 2nM, nho hon
khoang 1nM, nho hon khoang 0,5nM, nho hon khoang 0,1nM, nho hon khoang
0,05nM hodc nho hon khoang 0,04nM, nhu do dugc boi cong huong plasmon bé mit,
vi du, bang cach si dung dang thtr nghiém nhu xac dinh dugc trong Vi du 3 trong ban

md ta nay hodc thir nghiém gin nhu tuong tu.
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Sang ché cling dé cap dén cac khang thé va manh gin két khing nguyén cua
ching ma gin két LAG3 dime (vi du, & 25°C hodc & 37°C) v6i Kp nho hon khoang
{,1nM nhu do duge bdi cong huong plasmon b mit, v/ du, bang cach sir dung dang
thr nghiém nhu xac dinh duoc trong Vi du 3 trong ban mo ta nay. Theo cic phuong an
nhét dinh, cac khang thé hoic méanh gin két khang nguyén cua ching gén két LAG3
dime v6i Kp nho hon khoang 0,5nM, nho hon khoang 0,25nM, nho hon khoang
0,1nM, nhé hon khoang 0,05nM, hoic nhd hon khoang 0,01M, nhu xac dinh duogc boi
cong huong plasmon bé mit, v/ du, bang cach s dung dang thtr nghiém nhu xac dinh

duoc trong Vi du 3 trong ban mo ta nay, hodc thir nghiém gan nhu tuong tu.

Séng ché ciing d& cap dén cac khang thé va manh gén két khang nguyén cua
ching ma gén két LAG3 véi chu ky nira phén ra phan ly (tV2) 1on hon khoang 1,6 phut
nhu do duoc bdi cong hudng plasmon bé mit & 25°C hodc 37°C, v du, bang cach su
dung dang thtr nghiém nhu xac dinh dugc trong Vi du 3 trong ban m6 ta ndy, hodc thur
nghiém gan nhu tuong tu. Theo cac phuong an nhét dinh, cac khang thé hodc manh
gén két khang nguyén theo sang ché gin két LAG3 voi tV2 1on hon khoang 5 phut, lon
hon khoang 10 phut, 1én hon khoang 30 phat, 16n hon khoang 50 phut, 16n hon
khoang 60 phiit, 16n hon khoang 70 phut, 16n hon khoang 80 phiit, 16n hon khoang 90
pht, 16n hon khoang 100 phut, 16n hon khoang 200 phut, 1én hon khoang 300 phut,
16n hon khoang 400 phiit, 16n hon khoang 500 pht, 16n hon khoang 600 phut, 16n hon
khoang 700 pht, 16n hon khoang 800 phut, 16n hon khoang 900 phtit, 16n hon khoang
1.000 phut, hodc 16n hon khoang 1.100 phut, nhu do dugc boi cong hudng plasmon bé
mit & 25°C hodc 37°C, vi du, bing cach st dung dang thu nghiém nhu xac dinh duoc
trong Vi dl,i 3 trong ban mo ta nay (vi du, dang thu hut mADb hodc dang thu hut khang
nguyén), hodc thir nghiém gan nhu tuong tu.

Séng ché cling dé cap dén cac khang thé hoic manh gén két khang nguyén cua
ching ma gn két voi & bao biéu hién LAG3 cia nguoi voi ECso nhé hon khoang 8nM
nhu do duoc béi thit nghiém dém & bao theo dong chdy nhu xdc dinh dugc trong Vi
du 5 trong ban m6 ta ndy, hogc thur nghi¢m gén nhu tuong tu. Theo cac phuong an
nhét dinh, cac khang thé hoic manh gén két khang nguyén cta ching gin két voi té
bao biéu hién hLAG3 véi ECso nho hon khoang 5nM, nho hon khoang 2nM, nho hon
khoang 1nM, hodc nho hon khoang 0,5nM, nhu do duoc boi thr nghiém dém té bao

theo dong chay, vi du, bang cach st dung dang thu nghiém trong Vi du 5 trong ban md
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t4 ndy, hoc thir nghiém gan nhu tuong tu.

Séng ché ciing dé cap dén cac khang thé hodc manh gén két khang nguyén cua
ching ma gin két véi t& bao bidu hién LAG3 cua khi cynomolgus voi ECso nho hon
khoang 2,5nM nhu do duoc boi thir nghiém dém t€ bao theo dong chay nhu xac dinh
duoc trong Vi du 5 trong ban md ta nay, hodc thir nghiém gin nhu tuong tw. Theo cac
phuong an nhit dinh, cdc khang thé hodc manh gén két khang nguyén cta ching gin
k&t v4i té bao biéu hidn mfLAG3 voi ECso nho hon khoang 2nM, hodc nho hon
khoang 1nM, nhu do dugc boi th nghiém dém té bao theo dong chay, vi du, bang
cach str dung dang thtr nghiém nhu xac dinh dugc trong Vi du 5 trong ban md ta nay,
hodc thir nghiém gan nhu tuong ty.

Sang ché ciing dé cap dén cac khang thé hoic manh ghn két khang nguyén cua
chung ma phong bé su gin két cia LAG3 v6i MHC nhom 1I (HLA-DR2 ctia nguoi)
v6i 1Cs0 nhé hon khoang 32nM nhu xac dinh dugc bang cach sw dung thir nghiém két
dinh té bao, v du, nhu dugc thé hién trong Vi du 7 hodc thtr nghiém gén nhu tuong ty.
Theo cac phuong an nhat dinh, cac khang thé hodc manh gin két khang nguyén cla
ching phong bé sy gén két cia LAG3 v6i MHC nhom IT cua nguoi voéi ICso nho hon
khoang 25nM, nho hon khoang 20nM, nho hon khoang 10nM, hodc nho hon khoang
5aM. nhu do duoc bdi thir nghiém két dinh t& bao, vi du, bang cach st dung dang thir
nghiém nhu xac dinh dugc trong Vi du 7 trong ban md ta nay, hodc thur nghiém gan
nhu tuong tu.

Séng ché ciing dé cap dén cac khang thé hodc manh gin két khang nguyén cua
ching ma phong bé sy gin két cia LAG3 voi MHC nhom IT (HLA-DR2 ctia chudt)
v6i ICso nho hon khoang 30nM nhu xac dinh dugc béng cach st dung thir nghiém két
dinh té bao, vi du, nhu dugc thé hién trong Vi du 7, hodc thur nghiém gén nhu tuong tu.
Theo céc phuong an nhat dinh, cac khing thé hoic manh gin két khang nguyén cua
chiing phong bé su gén Kkét LAG3 cua chudt nhit véi MHC nhom II cua nguoi voi ICso
nhé hon khoang 25nM, nho hon khoang 20nM, nho hon khoang 10nM, hodc nho hon
khodng 5nM, nhu do dugc boi thir nghiém két dinh té bao, vi du, bang cach su dung
dang thtr nghiém nhu xac dinh duoc trong Vi du 7 trong ban md ta nay, hodc thu
nghiém gan nhu tuong tu.

Sang ché cling dé cap dén cac khang thé hosic manh gén két khang nguyén cua
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n6 ma phong bé su gan két cua LAG3 voi MHC nhém II clia ngudi hodc cua chudt
ahét nhidu hon 90% nhu do duge boi thir nghiém Kkét dinh t& bao nhu xac dinh dugc

trong Vi du 7 trong ban md ta nay, hodc thir nghiém gin nhu tuong tu.

Sang ché cling dé cap dén cac khang thé hoic manh gén két khang nguyén cua
ching ma phong bé su didu hoa giam t€ bao T cam ung LAG v&i ECso nho hon 9nM
nhu do duge boi thir nghiém thong bao t& bao T/APC luxiferaza nhu xac dinh dugc
trong Vi du 8 trong ban md ta nay, hodc thir nghiém gén nhu tuong tu. Theo cac
phuong an nhéat dinh, cac khang thé hoic manh gin két khang nguyén cua ching
phong bé su diéu hoa giam t€ bao T do LAG3 gdy ra v&i ECso nho hon khoang 5nM,
nh6 hon khoang 1nM, nho hon khoang 0,5nM, hodc nho hon khoang 0,1nM, nhu do
dwoc boi thir nghiém thong bao té bao T/APC luxiferaZa, vi du, bang cach st dung
dang thir nghiém nhu xac dinh dwoc trong Vi du 8 trong ban md ta ndy, hodc thu
nghiém gan nhu tuong tu.

Séng ché cling dé cap dén cAc khang thé hoic manh ghn két khang nguyén cua
chiing ma gén két voi t4 bao T CD4+ va CD8+ duoc hoat hod cua khi cynomolgus voi
ECso nho hon khoang 1,2nM nhu do dugc boi thir nghiém huynh quang nhu xac dinh
duoc 'trong Vi du 9 trong ban md ta nay, hodc thir nghiém gin nhu twong tu. Theo cac
phuong an nhat dinh, cac khang thé hodc manh gin két khang nguyén cua ching gin
K&t voi t& bao T CD4+ va CD8+ dugc hoat hod cua khi cynomolgus voi ECso nho hon
khoang 1,1nM, nh6 hon khoang 1nM, nhé hon khoang 0,5nM, nho hon khoang
0,2nM, hodc nhd hon khoang 0,1nM, nhu do duoc bdi thir nghiém huynh quang, vi du,
bang cach st dung dang thur nghiém nhu xéac dinh dugc trong Vi du 9 trong ban md ta

nay, hodc thur nghiém gan nhu tuong tu.

Theo cac phuong an nhit dinh, cac khang thé theo sang ché ¢6 thé thuc hién
chirc ning bang cach phong bé hodc (rc ché hoat tinh ghn két cia MHC nhom 11 két
hop voi LAG3 bing cach gin két voi vung hodc manh khac bat ky cua protein co
chidu dai ddy du, trinh ty axit amin cua n6 dugc thé hién trong SEQ ID NO: 582.

Theo cac phuong an nhit dinh, cac khang thé theo sang ché 1a hiru ich trong
viéc tic ché sy phat trién cta khoi u hode lam tré sy tién trién cta bénh ung thu khi
duoc dung theo cach phong bénh cho dbi tugng cin diéu tri nay va cd thé lam lam téng

su sdng clia dbi tuong. Vi du, viéc dung khang thé theo sang che co thé din dén su co
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rat khéi u nguyén phat va co thé ngan khong cho di can hodc phat trién khéi u thir cAp.
Theo cac phuong an nhat dinh, cac khang thé theo sang ché 1 hiru ich dé tc ché su
phat trién cua khdi u khi duoc dung theo cach tri liéu cho dbi tuong can diéu tri nay va
c6 thé 1am ting sy s6ng cua déi tuong nay. Vi du, viéc dung luong ¢6 hiéu qua tri lidu
clia khang thé theo sang ché cho dbi tugng c6 thé dan dén co rat va bién mét khéi u da
duoc xac dinh & dbi tuong.

Theo mdt phuong an, sang ché d& xuét khang thé don dong tai td hop phan 1ap
hoic manh gin két khang nguyén cua n6 ma gin két véi LAG3, trong do khang thé
hodc manh cta nod biéu hién mdt hodc nhiéu dic diém sau: (i) chira HCVR cO trinh tu
axit amin duoc chon tr nhom g6m ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 2, 18, 34, 50, 66,
82,98, 114, 130, 146, 162, 178, 194, 210, 226, 242, 258,274, 290, 306, 322, 338, 354,
370, 386, 402, 418, 434, 450, 458, 466, 474, 482, 490, 498, 506, 514, 538, va 554,
hodc trinh tu gan nhu tuong dong ddng clia n6 c6 do tuong d6ng trinh ty it nhét 90%,
it nhét 95%, it nhat 98% hodc it nhit 99%; (i) chira LCVR c6 trinh t axit amin duoc
chon ttr nhom gém ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 10, 26, 42, 58, 74, 90, 106, 122,
138, 154, 170, 186, 202, 218, 234, 250, 266, 282, 298, 314, 330, 346, 362, 378, 394,
410, 426, 442, 522, 530, 546, va 562, hodc trinh tu gAn nhu tuong ddng dong clia nd
¢6 do twong ddng trinh tu it nhat 90%, it nhat 95%, it nhét 98% hodc it nhit 99%; (iii)
chita mién HCDR3 ¢ trinh ty axit amin dugc chon tr nhém gdm c6 trinh ty néu trong
SEQ ID NO: 8, 24, 40, 56, 72, 88, 104, 120, 136, 152, 168, 184, 200, 216, 232, 248,
264, 280, 296, 312, 328, 344, 360, 376, 392, 408, 424, 440, 456, 464, 472, 480, 488,
496, 504, 512, 520, 544, va 560, hodc trinh ty gan nhu tuong ddng ddng cua nd cb do
twong ddng trinh ty it nhat 90%, it nhat 95%, it nhat 98% hodc it nhat 99%; va mién
LCDR3 ¢6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhom gdm c6 trinh ty néu trong SEQ 1D
NO: 16, 32, 48, 64, 80, 96, 112, 128, 144, 160, 176, 192, 208, 224,240, 256, 272, 288,
304, 320, 336, 352, 368, 384, 400, 416, 432, 448, 528, 536, 552, va 568, hodc trinh ty
gn nhu trong dong dong ctia nd c6 do tuong ddng trinh t it nhit 90%, it nhit 95%, it
nhét 98% hodc it nhit 99%; (iv) chira mién HCDRI ¢6 trinh tu axit amin duoc chon tu
nhom gém ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 4, 20, 36, 52, 68, 84, 100, 116, 132, 148,
164, 180, 196, 212, 228, 244, 260, 276, 292, 308, 324, 340, 356, 372, 388, 404, 420,
436, 452, 460, 468, 476, 484, 492, 500, 508, 516, 540, va 556, hodc trinh ty gin nhu
twong ddng ctia n6 c6 do tuong dong trinh tyr it nhét 90%, it nhat 95%, it nhit 98%
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hodic it nhAt 99%; mién HCDR2 ¢6 trinh tyr axit amin duoc chon tir nhém gdm c¢6 trinh
tw néu trong SEQ ID NO: 6, 22, 38, 54, 70, 86, 102, 118, 134, 150, 166, 182, 198, 214,
230, 246, 262, 278, 294, 310, 326, 342, 358, 374, 390, 406, 422, 438, 454, 462, 470,
478, 486, 494, 502, 510, 518, 542, va 558, hodc trinh ty gin nhu tuong ddng cua nd co
dé tuong ddng trinh tu it nhat 90%, it nhat 95%, it nhét 98% hodc it nhat 99%; mién
LCDRI ¢6 trinh tu axit amin dugc chon tor nhom gom ¢ trinh tu néu trong SEQ ID
NO: 12, 28, 44, 60, 76, 92, 108, 124, 140, 156, 172, 188, 204, 220, 236, 252, 268, 284,
300, 316, 332, 348, 364, 380, 396, 412, 428, 444, 524, 532, 548, va 564, hogc trinh tu
gan nhu tuong ddng ctia n6 co do twong dong trinh tu it nhét 90%, it nhat 95%, it nhét
98% hodc it nhit 99%; va mién LCDR2 ¢6 trinh tyr axit amin dugc chon tr nhom gdm
¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 14, 30, 46, 62, 78, 94, 110, 126, 142, 158, 174, 190,
206, 222, 238, 254, 270, 286, 302, 318, 334, 350, 366, 382, 398, 414, 430, 446, 526,
534, 550, va 566, hodc trinh tu gan nhu twong d6ng cua nd co do tuong ddng trinh tu it
nhat 90%, it nhat 95%, it nhét 98% hodc it nhdt 99%; (V) gén két LAG3 monome cua
nguoi voi hing sé can bang phén ly gén két (Kp) nho hon khoang 10nM nhu do dugc
trong thir nghiém cong huong plasmon bé mit & 25°C; (vi) gin két LAG3 monome cua
ngudi v6i Kp nho hon khoang 8nM nhu do duoc trong thir nghiém cong huong
plasmon bé mat o 37°C; (vii) gin két LAG3 dime cua nguoi voi Kp nho hon khoang
1,1nM nhu do dugc trong thu nghiém cong huong plasmon bé mit ¢ 25°C; (viii) gin
két LAG3 dime cta ngudi voi Kp nho hon khoang 1nM nhu do dugc trong thir nghiém
cong huong plasmon bé mit & 37°C; (ix) gén két voi té bao biéu hién hLAG3 vdi ECso
nho hon khoang 8nM nhu do dugc trong thur nghiém dém té bao theo dong chay; (x)
gén két véi t€ bao biéu hién mfLAG3 v6i ECso nho hon khoang 2,3nM nhu do dugc
trong thtr nghiém dém té bao theo dong chay; (xi) phong bé su gin két clia hLAG3 voi
MEHC nhém II cta ngudi voi ICso nhd hon khoang 32nM nhu xac dinh dugc boi thur
nghiém két dinh té bao; (xii) phong bé su gén két cia hLAG3 voi MHC nhom II cua
chu6t nhét v6i ICso nho hon khoang 30nM nhu x4c dinh duge bai thir nghiém két dinh
t bao; (xiii) phong bé su gén két cia hLAG3 véi MHC nhom II nhiéu hon 90% nhu
x4c dinh duoc bdi thir nghiém két dinh t€ bao; (xiv) phong thich sy {ic ché hoat tinh té
bao T qua trung gian LAG3 voi ECso nho hon khoang 9nM nhu xac dinh dugc trong
tht nghiém thong bao luxiferaza; (xv) gin k&t véi té bao T CD4+ va CD8+ duoc hoat
hoa v&i ECso nhd hon khoang 1,2nM, nhu xac dinh dugc trong thir nghiém huynh
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quang; (xvi) ngdn chan su phat trién khoi u va lam tang su séng O d6i twong mic bénh
ung thur va (xvii) 1a cua nguoi day du.

Cac khang thé theo sang ché co thé c6 mot hodc nhidu dic diém sinh hoc néu
trén hoic céc to hop bét ky cua no. Cac déc diém sinh hoc khac cua cac khang thé theo

sang ché s& hién nhién ddi voi ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc nay dua
vao ndi dung dugc bdc 10 cua sang ché bao gdm phan Vi du thyc hién sang ché trong
ban mo ta nay.
Tinh lua chon loai va phan tng chéo gitra cac loai

Theo cic phuong an nhét dinh clia sing ché, khang thé khang LAG3 gén két voi
LAG3 cta nguoi nhung khong gén két voi LAG3 tir cac loai khéac. Theo cach khac,
khéng thé khang LAG3 cua sang ché, theo cac phuong an nhét dinh, gin két voi LAG3
clia nguoi va voi LAG3 tir mot hodc nhidu loai khong phai nguoi. Vi du, khang thé
khang LAG3 cua sang ché c6 thé ghn két véi LAG3 cta nguoi va c6 thé gin két hodc
khong gin két, nhu truong hop ¢6 thé ton tai, véi mdt hodc nhiéu LAG3 cua chudt
cbng, chudt nhét, chudt lang, chudt ddng, chudt nhay, lon, meo, cho, tho, dé, cuu, bo,
ngua, lac da, khi cynomolgus, Kkhi duoi séc, khi nau hodc tinh tinh. Theo cac phuong
4n nhat dinh, khang thé khang LAG3 theo sang ché co thé gin két voi LAG3 cla
ngudi va cua khi cynomolgus voi clng cac 4i lyc hodc véi cac ai luc khac nhau, nhung

khong gén két voi LAG3 cua chudt cbng va chudt nhit.
K§ thuat 1ap ban dd quyét dinh khéng nguyén va cac ky thuét c6 lién quan

Sang ché dé cap dén khang thé khang LAG3 ma tuong tic voi mot hodc nhiéu
axit amin duoc tim thiy trong mét hodc nhiéu mién cta phan t& LAG3 bao gbm, vi du,
c4c mién ngoai bao D1 dén D4, mién xuyén mang, va midn ndi bao. Quyét dinh khang
nguyén ma cac khang thé gén két co thé gdbm c6 mot trinh tu ké tiép chira 3 axit amin
hozc nhiéu hon (v du, 3,4, 5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 hoac
nhidu hon) duoc ndm trong mién bat ky trong s cac mién néu trén cua phan to LAG3
(vi du quyét dinh khang nguyén thing trong mién). Theo cach khac, quyét dinh khang
nguyén co thé gém co nhidu axit amin khong ké tiép (hodc cac trinh tu axit amin) nim

trong mot hodc ca hai mién néu trén cua phan td LAG3 (v du quyét dinh khang
nguyén ciu dang).

Cac k¥ thuat khac nhau da biét d6i v6i nguoi co hidu biét trung binh trong linh
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vuc nay co thé dugc stir dung dé x4c dinh xem liéu khang thé "tuwong tac voi mot hodc
nhiéu axit amin” trong polypeptit hodc protein hay khong. Cac k¥ thuat lam vi du bao
gdm, vi dy, cac thir nghiém phong bé chéo thong thuong, nhu thir nghiém dugc mo ta
trong tai liéu Antibodies, Harlow and Lane (Cold Spring Harbor Press, Cold Spring
Harbor, NY). Cac phuong phap khac bao g6m phan tich dot bién sang loc alanin, phan
tich thdm tach peptit (Reineke (2004) Methods Mol. Biol. 248: 443-63), nghién cuu
tinh thé hoc phan tich phan cét peptit va phan tich NMR. Ngoai ra, cac phuong phap
nhur cét xén quyét dinh khéng nguyén, trich xuét quyét dinh khang nguyén va bién dbi
hoa hoc cua cac khang nguyén co thé dugc dung (Tomer (2000) Prot. Sci. 9: 487-496).
Phuong phap khac ma co thé duoc st dung dé nhan biét cac axit amin trong polypeptit
ma khang thé tuong tac la sy trao d6i hydro/doteri duoc phat hién bai phép do phd
khéi. Trong cac thuat ngft noi chung, phuong phap trao d6i hydro/doteri bao goém danh
dAu doteri protein dugc dé cap, tiép theo 1a gén két khang thé voi protein dugc danh
d4u doteri. Tiép theo, phitc hop protein/khang thé duoc chuyén vao nudc va proton co
thé trao ddi trong cac axit amin ma dugc bao vé boi phuc hgp khang thé trai qua su
trao ddi nguoc doteri-hydro ¢ tdc d6 cham hon so voi proton trao dbi duoc trong cac
axit amin ma khong phai la mot phén ctia bé mit chung. Két qua 13, cac axit amin ma
tao ra mot phan cua bé mat chung protein/khang thé o thé giit lai doteri va do do thé
hién khdi lugng twong d6i cao hon so voi axit amin khéng c6 trong bé mit chung. Sau
khi phan ly khang thé, protein dich dugc dwa vao phan cit proteaza va phan tich phd
khoi, nho @6 biét dugc cac gde danh d4u doteri ma tuong tmg voi axit amin ddc hiéu
ma khang thé tuong tac. Xem, v/ du, tai liéu Ehring (1999) Analytical Biochemistry
267: 252-259; Engen and Smith (2001) Anal. Chem. 73: 256A-265A.

Thuét ngtt "quyét dinh khang nguyén" dung dé chi vi tri trén khang nguyén ma
 bio B va/hodc T dap tg. Céc quyét dinh khang nguyén té bao B c6 thé duoc tao ra
ca tir axit amin ké tiép hodc axit amin khong ké tiép dugc dit ké nhau bing cach gip
bac ba protein. N6i chung, cac quyét dinh khang nguyén dugc tao ra tr axit amin ké
tiép duoc cho tiép xic voi cac dung moi bién tinh, trong khi cac quyét dinh khang
nguyén duoc tao ra bang cach gap béc ba ndi chung bi mét khi xtr 1y v6i cac dung moi
bién tinh. No6i chung, quyét dinh khing nguyén bao gdm it nhat 3, va thong thuong

hon, it nhét 5 hodc tir 8 dén 10 axit amin trong chu dang khong gian doc nhat.

Tao hd so tro gitp cai bién (Modification-Assisted Profiling-MAP), con dugc
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goi la tao hd so khang thé trén co s& cAu tric khang nguyén (Antigen Structure-based
Antibody Profiling-ASAP) la phuong phap ma phan loai s6 luong 16n khang thé don
dong (mAb) dugc dinh hudng khang cung mot khang nguyén theo cac tinh tuong tu
ctia hd so gén két cua moi khang thé v6i bé mat khang nguyén duoc cai bién vé mat
hoa hoc hodc vé mit enzym (xem US 2004/0101920, ndi dung cua tai liéu nay dugc
dua vao ban mo ta nay bang cach vién dan toan bd ndi dung ctia no). M&i loai ¢ thé
phan anh mot quyét dinh khang nguyén doc nhét khac biét véi hoic xép chéng mot
phan voi quyét dinh khang nguyén dugc thé hién boi loai khac. K¥ thuat nay cho phép
loc nhanh chong cac khang thé gidng nhau vé mat di truyén, sao cho viéc md ta dac
diém c6 thé dugc tap trung vao cac khang thé khéac biét v& mat di truyén. Khi dugce ap
dung cho viéc sang loc thé lai, MAP co thé tao diéu kién thuén loi cho viéc nhan biét
cac dong thé 1ai hiém ma tao ra cac mAb co6 cac déc diém mong mudn. MAP c6 thé
duge su dung dé phan loai cac khang thé theo sang ché thanh cac nhom khang thé gan
két cac quyét dinh khang nguyén khac nhau.

Theo cac phuong an nhit dinh, khang thé khang LAG3 hodc méanh gin két
khang nguyén cua ching gén két quyét dinh khang nguyén trong vung bét ky hodc
nhiéu ving dugc 14y lam vi du trong LAG3, & dang tu nhién, nhu dugc liy 1am vi du
trong SEQ ID NO: 582, hodc duoc tao ra vé mat tai tb hop, nhu dugc léy vi du trong
SEQ ID NO: 574 dén 576, hodc voi manh cua nd. Theo mot s6 phuong an, cac khang
thé theo sang ché gin két v&i ving ngoai bao c6 mot hodc nhiéu axit amin dugc chon
tir nhém gdm c6 cac gde axit amin 29 dén 450 ciia LAG3. Theo mot s6 phuong an, cac
khang thé theo sang ché gén két voi ving ngoai bao ¢6 mot hodc nhiéu axit amin dugc
chon tr nhém gdm cd cac gbc axit amin 1 dén 533 cua LAG3 cua khi cynomolgus,

nhu duoc minh hoa boi SEQ ID NO: 576.

Theo cac phuong an nhét dinh, sang ché dé cap dén khang thé khang LAG3 va
manh gén két khing nguyén cla chung ma tuong tac voi mot hodc nhiéu quyét dinh
khang nguyén dugc tim thdy trong ving ngoai bao cua LAG3 (SEQ ID NO: 588).
(Cac) quyét dinh khang nguyén ¢6 thé gdm c6 mot hodc nhiéu trinh tu ké tiép c6 3 axit
amin hodc nhiéu hon (v du, 3,4, 5, 6,7, 8, 9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20
hodc nhiéu hon) nim trong ving ngoai bao cua LAG3. Theo cach khac, quyét dinh
khéng nguyén c6 thé gdm co cac axit amin khong ké tiép (hodc trinh tu axit amin) ndm

trong ving ngoai bao ciia LAG3. Nhu duge thé hién trong Vi du 18 trong ban md ta
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ndy, quyét dinh khdng nguyén cia LAG3 ma khang thé 1am vi du theo sang ché
H4sH15482P tuong tic duoc  xac dinh boi trinh ty  axit amin
LRRAGVTWQHQPDSGPPAAAPGHPLAPGPHPAAPSSWGPRPRRY (SEQ 1D
NO: 589), ma tuong mg voi axit amin 28 dén 71 néu trong SEQ ID NO: 588. Do do,
sang ché dé cap dén khang thé khang LAG3 ma tuong tac véi mot hodc nhidu axit
amin c6 trong ving gom c6 axit amin 28 dn 71 néu trong SEQ ID NO: 588 (nghia la,
trinh  tu LRRAGVTWQHQPDSGPPAAAPGHPLAPGPHPAAPSSWGPRPRRY
[SEQ ID NO: 589)).

Sang ché dé cap dén khang thé khang LAG3 ma gén két voi cung mét quyét
dinh khang nguyén, hodc mot phan cla quyét dinh khang nguyén, nhu khang thé bét
ky trong s cac khang thé dic hiéu lam vi du dugc mé ta trong ban mo ta nay trong
Bang 1 hodc khang thé c6 cac trinh tw CDR cua khang thé bit ky trong s cac khang
thé lam vi du duoc mo ta trong Bang 1. Tuong tu, sang ché cling dé cap dén khang thé
khang LAG3 ma canh tranh gén két v6i LAG3 hodc manh LAGS3 voi khang thé bat ky
trong s6 cac khang thé dzc hidu 1am vi du dugc mo ta trong ban md ta ndy trong Bang
| hoic khang thé c6 cac trinh ty CDR cua khang thé bét ky trong sb cac khang thé lam
vi du duoce mo ta trong Bang 1. Vidu, sang ché dé cap dén khang thé khang LAG3 ma
canh tranh chéo dé ghn két voi LAG3 v6i mot hodc nhidu cac khang thé nhu xac dinh
duwoc trong Vi du 4 trong ban md ta nay (vi du, H4sHI15482P, H4sH15479P,
H4sH14813N, H4H14813N, H4H15479P, H4H15482P, H4H15483P, H4sH15498P,
H4H15498P, HAH17828P2, H4H17819P, va H4H17823P).

Ngudi ta ¢6 thé dé€ xac dinh xem li¢u khang thé c6 gan két voi cling mot quyét
dinh khang nguyén hodc c6 canh tranh dé gén két voi, khang thé khang LAG3 tham
chiéu hay khong bang cach su dung cac phuong phép thong thuong da biét trong linh
vuc nay. Vi du, dé xac dinh néu khang thé thir nghiém gin két voi cung mot quyét
dinh khang nguyén nhu khang thé khang LAG3 tham chiéu clia sang ché, khang thé
tham chiéu duoc cho phép gén két voi Protein LAG3 hodc peptit LAG3 trong cac diéu
kién bdo hoa. Tiép theo, kha nang khang thé thir nghiém gén két v6i phan tr LAG3
duoc danh gia. Néu khang thé thtr nghiém c6 kha néng ghn két voi LAG3 sau khi gén
két bio hoa véi khang thé khing LAG3 tham chiéu, c6 thé két luan duoc ring khang
thé thir nghiém gén két voi quyét dinh khang nguyén khéc voi khang thé khang LAG3

tham chidu. Mit khac, néu khang thé thir nghiém khong c6 kha ning gin két voi
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Protein LAG3 sau khi gin két bdo hoa voi khang thd khing LAG3 tham chiéu, thi sau
d6 khang thé thtr nghiém co thé gfin két voi cung mot quyét dinh khang nguyén nhu
quyét dinh khang nguyén duoc gén két boi khang thé khang LAG3 tham chiéu theo
sang ché.

Pé x4c dinh néu khang thé canh tranh gén ket véi khang thé khang LAG3 tham
chiéu, hé phuong phap gén két duoc md ta trén ddy duge thuc hién theo hai hudng:
Theo hudng thir nhat, khang thé tham chiéu duoc cho phép gén két voi Protein LAG3
trong cac diéu kién trung hoa tié theo danh gia su gin két cta khang thé thi nghiém
véi phan tir LAG3. Theo huong thit hai, khang thé thir nghiém dugc cho phép gén két
voi phan tr LAG3 trong cac diéu kién trung hoa tiép theo danh gia su gén két cua
khang thé tht nghiém voi phan tir LAGS3. Néu, theo ca hai huéng, chi co khang thé thir
nhét (trung hoa) c6 kha nang gin két voi phan tr LAG3, thi két luan rang khang thé
thtr nghiém va khang thé tham chiéu canh tranh gin két vai LAG3. Nguoi ¢6 hiéu biét
trung binh trong linh vuc nay cAn phai hiéu rang, khang thé ma canh tranh gin két vai
khéng thé tham chiéu c6 thé khong nhat thiét phai ghn két v6i quyét dinh khing
nguyén gidng nhu khang thé tham chiéu, nhung c6 thé phong bé vé mat khong gian sy
gén két cua khang thé tham chiéu bing cach gén két quyét dinh khang nguyén xép
chdng hodc lién ké.

Hai khéng thé gén két voi cing mot quyét dinh khang nguyén hodc quyét dinh
khang nguyén xép chdng néu mdi khang thé rc ché (phong bé) canh tranh sy gin két
cta khang thé kia voi khang nguyén. Tuc 13, luong du gip 1, 5, 10, 20 hodc 100 lan
mot khang thé tc ché su gén két cua khang thé kia it nhat 50% nhung tot hon la 75%,
90% hodc tham chi 99% nhu do duoc trong thr nghiém gén két canh tranh (xem, vi
du, 4n phdm: Junghans va cdng su., Cancer Res. 1990 50:1495-1502). Theo cach khac,
hai khéng thé c6 cing mot quyét dinh khang nguyén néu gin nhu tat ca cac dot bién
axit amin trong khéng nguyén ma lam giam hodc loai trir su gin két chia mot khang thé
lam giam hodc loai tru sy gén két cua khang thé kia. Hai khang thé ¢6 cac quyét dinh
khéng nguyén xép chong néu mot s dot bién axit amin ma lam giam hogc loai trur sy

gén két clia mot khang thé lam giam hodc loai tru su gén két ctia khang thé kia.

Tiép theo, thir nghiém thong thuong bd sung (vi du, dot bién peptit va phan tich
gan két) co thé dugc thyc hién dé xac nhan xem liéu vigc thiéu sy gin két duoc quan

sat cua khang thé thir nghiém trong thuc té c6 phai do gin két v6i cung mot quyét dinh
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khang nguyén nhu khang thé tham chiéu hay khong hodc néu sy phong bé trong khong
gian (hodc hién tuong khac) co dap ung vige thidu su gin két dugc quan sat hay
khong. Céc thir nghiém phan loai ndy ¢6 thé duoc thuc hién bang cach st dung
ELISA, RIA, cong huong plasmon b& mit, phép do sb luong té bao theo dong chay
hodc thu nghiém ghn két khang th& theo dinh luong hodc dinh tinh khac bét ky da biét
trong linh vyc nay.
Céc lién hop mién dich

Sang ché dé cap dén khang thé don dong khang LAG3 cua nguoi duge lién hop
vé6i gbe tri liéu (¢ ‘thé lién hop mién dich”), nhu chét gy doc té bao hodc chit hod tri
liu dé diéu tri bénh ung thu. Nhu duoc st dung trong ban mo ta nay, thudt nglr “thé
lién hop mién dich” dung dé chi khang thé ma duoc lién két vé mit hoa hoc hodc vé
mit sinh hoc véi chét gy doc té bao, chit phong xa, xytokin, interferon, gbc dich hodc
gbc thong bao, enzym, doc t6, peptit hodc protein hodc chét tri liéu. Khang thé c6 thé
duoc lién két voi chét gy doc té bao, chit phong xa, xytokin, interferon, gbc dich
hoac goc thong bdo, enzym, doc t6, peptit hodc chét tri liéu O vi tri bat ky doc theo
phén tir mién la n6 c6 kha nang gén két véi dich ctia nd. Cac vi du vé céc thé lién hop
mién dich bao gdm cac thé lién hop dugc chat khang thé va cac protein dung hop
khéng thé-doc to. Theo mot phuong an, chat nay ¢6 thé 13 khéng thé khang LAG3 thi
hai khac. Theo céc phuong 4n nhit dinh, khang thé c6 thé duoc lidn hop voi chat dic
hiéu véi t& bao khéi u hodc t4 bao nhidm virut. Kiéu phan diéu tri ma co thé duoc lién
hop vai khang thé khang LAG3 va s& dugc xet dén trong tinh trang bénh cAn diéu tri
va tac dung tri liéu mong mudn sé dat dugc. ba biét cac vi du vé cac chét thich hop aé

tao ra cac thé lién hop mién dich trong linh vuc nay; xem vi du, cong bb quoc té sb
WO 05/103081.
Khéng thé da dic hiéu

Céc khang thé theo sang ché c6 thé 1a don ddc hiéu, dgc hiéu kép, hoge da dic
hiéu. Cac khang thé da dic hiéu co thé dic hidu ddi vdi cac quyét dinh khang nguyén
khéc nhau clia mot polypeptit dich hodc 6 thé chira cac mién gin két khang nguyén
dédc hiéu dbi voi nhiéu hon mot polypeptit dich. Xem, vi dy, tai liéu Tutt va coOng su.,
1991, J. Immunol. 147:60-69; Kufer va cong su., 2004, Trends Biotechnol. 22:238-
244,
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Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén cac phén tu gén két khang nguyén da
dic hidu hodc manh gén két khang nguyén cua ching trong d6 mot do dic hiéu cua
globulin mién dich dic hiéu 61 véi mién ngoai bao ctia LAG3, hogc manh cua no, va
d6 dac hiéu kia cua globulin mién dich dic hiéu voi su gén két bén ngoai mién ngoai

bao ctia LAG3, hodc dich tri liéu thi hai, hodc dugc lién hop voi géc tri ligu.

Phan t&r bit ky trong s cac phén tir gén két khang nguyén da ddc hi¢u theo sang
ché hoic céc bién thé clia nd, c6 thé dugc tao cAu tric bang cach st dung cac ky thuat
sinh hoc phén tr tiéu chuén (vi du, ky thuat ADN tai td hop va biéu hién protein), nhu
nguoi cd hiéu biét trung binh trong linh vuc nay da biét.

Theo mdt sb phuong an, cac khang thé dac hiéu LAG3 duoc tao ra o dang dac
hiéu kép ("dac hiéu kép") trong do cac ving bién d6i ghn két voi cac mién khic nhau
ctia LAG3 duoc lién két v6i nhau dé tao ra do déc hiéu mién kép trong mot phan tir
gén két. Cac d¢ dac hiéu kép duoc thiét k& thich hop c6 thé lam tang cuong hiéu qua
trc ché tong thé LAG3 thong qua viéc lam ting ca do dic hiéu va ai lyc gan két. Cac
vung bién doi vai do dic hiéu d6i voi cac mién riéng ré, (vi du, cac doan clia mién dau
N) hodc ma co6 thé gén két voi cac vung khac nhau trong mot mién, duoc ghép cdp trén
khung cAu tric ma cho phép mdi ving gin két dong thoi voi cac quyét dinh khang
nguyén riéng biét hodc voi cac vung khac nhau trong mot mién. Trong mot vi du vé
dac hiéu kép, vung bién ddi chudi ning (Vi) tu phan gin két voi do dic hiéu trong mot
mién duoc tai to hop véi cac ving bién dbi chudi nhe (V1) tir cac phan gin két véi do
dic hiéu di voi mién th hai dé nhan biét cac di tac Vi khong cung ngudn gbc ma c6
thé duoc ghép cdp v6i Vi ma khong gly gian doan do dac hiu ban dau ddi véi Vu do.
Theo cach ndy, mot doan Vi (vi dy, Vil) co thé duoc két hop voi hai mién Vy khac
nhau (vi du, Vul va Vi2) dé tao ra dac hiéu kép gdm cd hai "nhanh" gén két (Vul-
Vi1 va Vi2- VL1). Viée st dung mot doan Vi 1am giam tinh phtc tap ctia hé thong va
nho dé don gian hoa va lam tang hiéu qua trong cac quy trinh tao dong, biéu hién, va
tinh ché dugc st dung dé tao ra dic hiéu kép (xem, vi du, USSN13/022759 va
US2010/0331527).

Theo céch khac, cac khang thé ma gin két nhidu hon mot mién va dich thi hai,
nhu, nhung khong chi giéi han o, vi du, khéang thé khing LAG3 th hai khac, co thé
duoc tao ra & dang dac hiéu kép bang cach st dung cac ky thuat duoc mo ta trong ban

mb t& ndy, hodc cac ky thudt khac da biét dbi voi nguoi 6 hiéu biét trung binh trong
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[inh vue ndy. Cc ving bién doi cua khing thé gén két v6i cac ving khac nhau co thé
duoc lién két v6i nhau voi cac vung bién d6i ma gén két voi cac vi tri lién quan trén, vi
du, mién ngoai bao cua LAG3, dé tao ra do dic hiéu khang nguyén kép trong mdt phén
t&r gén két. Cac dac higu kép dugce thiét k& thich hop c6 ban chit nay dung lam chuc
ning kép. Cac vung bién dbi véi @ dac hidu doi voi mién ngoai bao duoc két hop véi
ving bién doi voi do dac higu d6i voi mién ngoai bao bén ngoai va dugc ghép cap trén
khung cAu tric ma cho phép mdi ving bién doi gén két véi cac khang nguyén riéng
biét.

Dang khang thé dic hiéu kép lam vi du ma co thé duoc str dung theo sang ché
bao gdm st dung mién globulin mién dich (Ig) Cn3 thir nhat va mién Ig Cu3 thu hai,
trong d6 cac mién Ig Cn3 thir nhét va thi hai khac nhau boi it nht mot axit amin va
trong do it nhit mot sy khac nhau vé axit amin lam giam sy ghn két clia khang thé dac
hiéu kép véi Protein A khi so voi khang thé dic hiéu kép thiéu su khac nhau vé axit
amin. Theo mot phuong an, mién Ig Cu3 thir nhat gfn két Protein A va mién Ig Cu3
tht hai chira dot bién ma lam giam hodc huy bo su gén két Protein A nhu bién déi
H95R (bdi cach danh s6 IMGT exon; H435R bdi cach danh s6 EU). Cn3 thlt hai con
¢6 thé bao gdm dot bién YI6F (bdi IMGT; Y436F boi EU). Cac c4i bién khac ma ¢
thé dugc tim thiy trong Ci3 th hai bao gom: D16E, L18M, N44S, K52N, V57M, va
V821 (bdi IMGT; D356E, L358M, N384S, K392N, V397M, va V4221 boi EU) trong
trudng hop cdc khang thé TgG1; N44S, K52N, va V821 (IMGT; N384S, K392N, va
V4221 béi EU) trong truong hop céc khang thé IgG2; va Q15R, N44S, KS2N, VS7M,
R69K, E79Q, va V82I (bdi IMGT; Q355R, N384S, K392N, V397M, R409K, E419Q,
va V4221 béi EU) trong trudng hop cac khang thé IgG4. Céc bién thé trén dang khang
thé dic hiéu kép duge md ta trén day duoc du dinh nim trong pham vi bao ho cua sang
ché.

Céac dang dic hiéu kép lam vi du khac ma c6 thé duoc sit dung theo sang ché
bao gbm, nhung khong gi6i han, v/ du, cac dang ddc hidu kép trén co so scFv hodc
diabody, thé dung hop IgG-scFv, mién bién i kép (DVD)-Ig, Quadroma, nit bdm
vao trong 16, chudi nhe thong thuong (vi du, chudi nhe thong thuong v6i nut bdm vao
trong 16, v.v), CrossMab, CrossFab, (SEED)body, khoa keo leuxin, Duobody,
IgG1/IgG2, Fab (DAF)-IgG tac dung kép va cac dang dic hiéu keép Mab? (xem, vi
du,tai lieu Klein va cong su. 2012, mAbs 4:6, 1-11, va tai liéu tham chiéu duoc trich
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dn trong ban moé ta nay, nhim muc dich xem xét cac dang néu trén). C4c khang thé
dc hiéu kép cling co thé duoc tao chu tric bang cach str dung thé lién hop peptit/axit
nucleic, vi du, trong do6 axit amin khong tu nhién v6i kha ning phan tmg hoa hoc tryc
giao dugc su dung dé tao ra cac thé lién hop khang thé-oligonucleotit dc hiéu vi tri
ma tiép theo tu 1p rap thanh cac phirc hop multime voi ché phdm, hoa tri va dang hinh
hoc duoc xac dinh. (xem, vi du,tai liéu Kazane va cong su, J. Am. Chem. Soc. [xuc?'t
ban dién tir ngay 4 thang Mwoi Hai nam 2012]).
Céach dung tri liéu va duge phidm

Séng ché d& xuit dugc phim tri liéu chira khang thé khang LAG3 hodc manh
gén két khang nguyén cta chung theo sang ché. Dugc phém tri liéu theo sang ché sé
duogc dung voi cac chit mang, ta duoc, va cac chét khac thich hop ma dugc dua vao
trong duoc phim dé tao ra su van chuyén, phan phdi, sy dung nap, va cac dang tuong
tur duoc cai thién. Nhiéu duge pham thich hop ¢6 thé duoc tim thiy & dang da biét ddi
voi tAt ca nganh hoa dugc phim: Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack
Publishing Company, Easton, PA. Cac duoc phém nay bao g@)m, vi du, bdt, bot nhao,
thubc md, keo dong, sap, diu, lipit, tGi chua lipit (cation hodc anion) (nhu
LIPOFECTIN™), thé lién hop ADN, bét nhdo hap thu dang khan, nhl tuong dau
trong nudc va nudc trong dau, nhil tuong cacbovac (polyetylen glycol co cac trong
luong phan tir khac nhau), gel ban rén, va hdn hop ban ran chia cacbovac. Clng xem
tai lieu Powell va cong sw "Compendium of excipients for parenteral formulations”

PDA (1998) J Pharm Sci Technol 52:238-311.

Liéu khang thé c¢6 thé thay d6i phu thudc vao tudi va kich c& cua ddi tugng can
duoc dung, bénh dich, tinh trang bénh, duong dung, va cdc dang tuong tu. Khi khang
thé theo sang ché duoc su dung dé didu tri bénh hoic r6i loan ¢ ngudi bénh truong
thanh, hodc dé ngin nglra bénh nay, c6 uu didm 1a ding khéng thé theo sang ché
thuong ¢ liéu don ndm trong khoang tir 0,1 dén 60mg/kg thé trong, t4t hon nita 1a nam
trong khoang tir 5 dén 60, khoang tur 20 dén 50, khoang tir 10 dén 50, khoang tur 1 dén
10, ho#c khoang tur 0,8 dén 11mg/kg thé trong. Tuy thude vao muc trim trong cua tinh
trang bénh, tin suit va khoang thoi gian diéu tri ¢ thé duoc diéu chinh. Theo cac
phuong 4n nhét dinh, khang thé hojc manh gén két khang nguyén cla no theo sang
ché c6 thé duge dung dudi dang liéu ban dau it nhét ndm trong khoang tur 0,1mg dén

800mg, khoang tir 1 dén 500 mg, khoang tir 5 dén 300mg, hoic khoang tir 10 dén
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200mg, dén khoang 100mg, hodc dén khoang 50mg. Theo cac phuong 4n nhit dinh,
lidu ban diu ¢6 thé duge tiép theo dung lidu th hai hodc cac lidu tiép theo cua khang
thé hoic manh gén két khang nguyén cua n6 voi luong ma c6 thé gin nhu gidng hodc
nhé hon lugng lidu ban déu, trong d6 cac lidu tiép theo duoc phan cach bdi it nhat 1
ngay dén 3 ngay; it nhét mot tun, it nhét 2 tudn; it nhat 3 tudn; it nht 4 tudn; it nhat 5
tudn; it nhat 6 tudn; it nhat 7 tudn; it nhét 8 tudn; it nhét 9 tuln; it nhat 10 tudn; it nhét

12 tudn; hodc it nhét 14 tudn.

Di biét cac hé phan phdi khac nhau va co thé dugc st dung dé dung duogc phim
theo sang ché, v/ du, bao nang trong liposom, vi hat, vi nang, té bao tai t6 hop c6 kha
ning biéu hién cac virut dot bién, nhap lai té bao qua trung gian thy thé (xem, vi du, tai
lieu Wu va cong su (1987) J. Biol. Chem. 262:4429-4432). Cac phuong phap dua vao
bao gdm, nhung khong chi gioi han &, duong trong da, qua da, trong co, trong mang
bung, trong tinh mach, dudi da, trong mii, qua mang cing va qua duong miéng. Dugc
phim c6 thé duoc dung theo dudng thong thuong bét ky, vi du bang qua trinh truyén
hodc ti€m lidu cao, bang su hap thu qua 16p bidu mo6 hodc miém mac da (v du, niém
mac miéng, niém mac tryc trang va niém mac rudt, v.v.) va c6 thé duoc dung cung voi
céc chét ¢6 hoat tinh sinh hoc khac. Viéc dung 6 thé 1a dung hé thdng hodc dung tai
chd. Duoc phém cling ¢o thé dugc phan phéi trong tui, cu thé 1a liposom (xem, vi du,

tai liéu Langer (1990) Science 249:1527-1533).

Viéc st dung hat nano dé phan phdi cac khang thé theo sang ché cling dugc du
dinh trong ban mo ta nay. Cac hat nano dugc lién hop khang thé c6 thé duoc st dung
ca cho tmg dung tri liéu va chdn doan. Cac hat nano dugc lién hop khang thé va
phuong phép bao ché va st dung duge md ta chi tiét trong tai liéu Arruebo, M., va
cong sy 2009 (“Antibody-conjugated nanoparticles for biomedical applications” in J.
Nanomat. Volume 2009, Article ID 439389, 24 trang, doi: 10.1155/2009/439389), ndi
dung cua tai liéu nay dugc dua vao ban md ta ndy bing cach vién dan. Hat nano ¢6 thé
dugc phat trién va duoc lién hop voi cac khang thé c6 trong dugc phém dé nhdm trang
dich t& bao khéi u hodc té bio md ty mién dich hodc t& bao nhiém virut. Cac hat nano
dung dé phan phéi dugc chit cling da dugc md ta, vi du, trong patent My sb US
8257740, hoic US 8246995, mdi tai lidu nay dugc dua vao ban mo ta nay bang cach
vién dén toan bd ndi dung ctia no.

Trong cac truong hop nhit dinh, duoc pham co thé duoc phan phdi trong hé
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giai phong co kiém soat. Theo mot phuong an, bom c0 thé dugc st dung. Theo
phuong an khac, cac nguyén liéu polyme ¢6 thé duoc su dung. Theo phuong an khac
nita, hé giai phong co kiém soét ¢6 thé dugc dat gén dich dugc pharn do d6 chi can
dung mot phan liéu toan than.

Duoc phdm tiém dugc c6 thé bao gdm cac dang lidu dé dung theo duong trong
tinh mach, dudi da, trong da, trong so, trong mang bung va tiém trong co, truyén nho
giot, v.v.. Cac dugc pham tiém duge nay co thé dugc didu ché bdi cac phuong phap da
biét phd bién. Vi du, dugce phim tiém dugc cd thé duoc didu ché, vi du, bing cach hoa
tan, tao huyen phu hodc tao nhu tuong khang thé hodc mudi cua nd duge md ta ¢ trén
trong mdi trudng chira nude vo trung hodc moi truong dang dau thuong dugc dung dé
tiém. La mdi truong chira nudc dung @ tiém, vi du, ¢6 nudc mudi sinh ly, dung dich
déng truong chira glucoza va cac chét bd tro khac, v.v., ma co thé duoc st dung két
hop voi chit hoa tan thich hop nhu rugu (vi du, etanol), rugu da chuc (v du, propylen
glycol, polyetylen glycol), chét hoat dong bé mit khong ion [vi du, polysorbat 80, san
phim cong HCO-50 (polyoxyetylen (50mol) cua dau thiu dau duoc hydro hod)], v.v..
La mbi truong dang dau, vi dy, di dung diu ving, diu dau nanh, v.v, ma co thé duoc
str dung két hop voi chét hoa tan nhu benzyl benzoat, ruou benzylic, v.v.. Do d6, tét

hon 1a dung dich tiém dugc tao ra dugc nap vao dng thudc tiém thich hop.

Dugc phim theo sang ché c6 thé dugc phan phdi theo dudong dudi da hodc
trong tinh mach voi kim va bng tiém tiéu chuén. Ngoai ra, tuong d6i voi hé phéan phdi
dudi da, sin c6 thiét bi phan phdi dang but ¢6 ing dung phan phdi duge phdm theo
sang ché. Thiét bi phan phéi dang but nay co thé st dung lai duoc hodc dung mot lan.
N6i chung, thiét bi phan phéi dang but str dung lai duoc sir dung hop thay thé dugc ma
chtta dugc pham. Mot khi tht ca duoc phim trong hop da duoc dung va hop nay tro
nén tréng rong, hop tréng rong ndy c6 thé dé duge thai va duge thay thé bang hop moi
ma chita duoc pham. Tiép theo, thiét bj phan phoi dang bit cd thé duoc su dung lai.
Trong thiét bi phan phdi dang but dung mot 14n, khong c6 hop nao thay thé duoc. Tét
hon 13, thiét bi phan phéi dang but dung mot 1an duge nap trude véi duge pham dugce
gift trong khoang chua trong thiét bi. Mot khi khoang nay trd nén hét duoc phim, thi
toan b thiét bi dugc xa thai.

Nhidu thiét bi phan phéi dang bit dung lai dugc va ty tiém ¢ cac ung dung
trong phan phéi dudi da duge phim theo sang ché. Cac vi du bao gdbm, nhung khong
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chi gi¢i han © AUTOPEN™ (Owen Mumford, Inc., Woodstock, UK), but
DISETRONIC™ (Disetronic Medical ~Systems, Burghdorf, Switzerland), but
HUMALOG MIX 75/25™, but HUMALOG™, but HUMALIN 70/30™ (Eli Lilly va
Co., Indianapolis, IN), NOVOPENT™ I, II va I (Novo Nordisk, Copenhagen,
Denmark), NOVOPEN JUNIOR™ (Novo Nordisk, Copenhagen, Denmark), but BD™
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ), OPDAUENTM, OPDAUEN PRO™,
OPDAUEN STARLET™, va OPTICLIK™ (Sanofi-Aventis, Frankfurt, Germany),
danh muc nay chi ké dén mot 54 thiét bi. Cac vi du vé thiét bi phan phdi dang but dung
mot 1an c6 cac ung dung phén phdi dudi da dugce phém theo sang ché bao gém, nhung
khong chi giéi han ¢ but SOLOSTAR™ (Sanofi-Aventis), FLEXPEN™ (Novo
Nordisk), va KWIKPEN™ (Eli Lilly), thiét bi tiém ty dong SURECLICK™ (Amgen,
Thousand Oaks, CA), PENLET™ (Haselmeier, Stuttgart, Germany), EPIPEN (Dey,
L.P.) va but HUMIRA™ (Abbott Labs, Abbott Park, IL), danh muc nay chi ké dén
mot s6 thiét bi.

C6 loi 14, dugc pham dé dung qua dudng miéng hodc ngoai duong tiéu hoa
duoc mo ta trén day dugc bao ché & cac dang lidu trong liéu don vi thich hop dé lam
pht hop liéu c6 céc thanh phan hoat tinh. Cac dang liéu nay trong liéu don vi bao gbm,
vi du, vién nén, vién tron, vién nang, dung dich tiém (6ng thudc tiém), thudc dan, v.v..
Luong khang thé ¢6 trong d6 thudng nim trong khoang tir 5 dén 500mg trén mdi dang
lidu trong liéu don vi; dic biét la & dang tiém, duoc uu tién la khang thé ¢6 vai luong
ndm trong khoang tir 5 dén 100mg va khoang tur 10 dén 250mg ddi védi cac dang lidu
khac.

Str dung céc khang thé trong tri liéu

Céc khang thé theo sang ché 14 hitu ich, khong ké cdc tdc dung khac, dé diéu tri,
ngin ngua va/hodc lam thuyén giam bénh hodc rbi loan bat ky két hop voi hodc qua
trung gian boi su biéu hién LAG3, truyén tin hiéu hodc hoat tinh, hodc ¢ thé diéu tri
duoc bang cach phong bé su tuong tac gilta LAG3 va phéi tr LAG3 MHC nhom 11
hodc mat khac uc ché hoat tinh va/hodc truyén tin hiéuLAG3. Vi du, sang ché dé xuét
phuong phap diéu tri bénh ung thu (e ché su phat trién cua khéi u) va/hodc nhiém
virut bang cach cho ngudi bénh cin diéu tri nay dung khang thé khang LAG3 (hodc
duoc phim chia khang thé khang LAG3) nhu dugc md ta trong ban mo ta nay, va
khéng thé khang LAG3 (hodc duoc pham chia khang thé khang LAG3) dé st dung
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trong diéu tri bénh ung thu (i ché su phat trién cua khéi u) va/hodc nhiém virut. Cac
khang thé theo sang ché 14 hitu ich dé diéu tri, ngan ngwra, va/hodc lam thuyén giam
bénh hodc 16i loan hodc tinh trang bénh nhu bénh ung thu hodc nhiém virut va/hodc
lam thuyén giam it nhat mot triéu ching li€n quan dén bénh, r6i loan hodc tinh trang
bénh. Trong phuong phap didu tri dugc mo ta trong ban md ta nay, khang thé khang
LAG3 ¢6 thé dwoc ding dudi dang liéu phap don (nghia 13, dudi dang chi co chét diéu
tri) hoac két hop voi mot hodc nhidu chét diéu tri bd sung (cac vi du cua no cting duogc
mo ta trong ban md ta nay).

Theo mot s6 phuong an cua sang ché, cac khang thé dugc md ta trong ban md
ta nay la hitru ich @& didu tri cac dbi tugng méc bénh ung thu nguyén phat hodc tai phat,
bao gdm, nhung khong chi gi6i han 6, bénh ung thu méu, bénh ung thu ndo (v du, u
nguyén bao than kinh dém da dang), ung thu bidu mo té bao than (v du, bénh ung thu
biéu mo té bao sang), bénh ung thu budng trimg, bénh ung thu bang quang, bénh ung
thu tuyén tidn liét, bénh ung thu va (v du, bénh ung thu va Am tinh bd ba), bénh ung
thu biéu mo té bao gan, bénh ung thu xuong, bénh ung thu rudt két, bénh ung thu phéi
khong phai té bao nho, bénh ung thu biéu md t& bao vay ddu va cd, bénh ung thu dai

truc trang, u trung biéu md, va bénh ung thu da.

Nhu dugc st dung trong ban mé ta nay, thuat ngir “bénh ung thu mau” bao gdm
bénh méu 4c tinh ma anh huong dén méu, tuy xuong, bach huyét hodc hé bach huyét.
Do do, thuat ngit nay bao gdm bénh ac tinh té bao tir cac dong té bao lympho va dang
tuy. Dong té bao tuy thuong tao ra bach cAu hat, hong cAu, tiéu ciu, dai thuc bao, va
dudng bao; dong té bao lympho tao ra B, T, NK va t& bao huyét twong. Do do, thuat
ngtt nay bao gdm céc bénh ac tinh t& bao néu trén, tc 1 u lympho, u tuy, ung thu bach
céu lympho va ung thu bach cAu tuy. Cac vi du bao gdm, nhung khong chi gi6i han 0,
bénh bach cdu nguyén bao lympho cap tinh, bénh bach chu tuy cAp tinh, bénh bach ciu
lympho man tinh, bénh bach cdu tuy man tinh, bénh bach ciu don nhan cép tinh, u
lympho Hodgkin, u lympho khong Hodgkin (vi du, u lympho té bao B, u lympho té
bio B 16n khuéch tan), va u tuy (bao gdm da u tuy).

Cac khang thé ¢6 thé duoc st dung dé diéu tri cac tridu chimg giai doan som
hodc giai doan mudn cua bénh ung thw. Theo mot phuong an, khang thé hodc manh
clia 06 theo sang ché c6 thé duoc s dung d didu tri bénh ung thu giai doan tién trién

hoidc bénh ung thu di can. Cac khang thé 13 hitu ich trong viéc lam giam hodc {rc ché
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hodc co rut sy phat trién cta khéi u ca khdi u rén va bénh ung thu mau. Theo cac
phuong an nhét dinh, viéc diéu tri bing khang thé hodc manh gan két khang nguyén
clia n6 theo sang ché dan dén sy hdi quy nhieu hon 40%, su hdi quy nhiéu hon 50%,
su hdi quy nhidu hon 60%, sy hoi quy nhidu hon 70%, sy hdi quy nhiéu hon 80% hodc
su hdi quy nhiéu hon 90% khéi u & ddi tuong. Theo cac phuong an nhét dinh, cac
khéang thé c6 thé duoc str dung dé ngin nglra sy tai phat khéi u. Theo cac phuong an
nhét dinh, cac khang thé 13 hitu ich trong viéc kéo dai sy séng khong tién trién hodc su
séng tong thé & ddi tuong méc bénh ung thur. Theo mot s6 phuong én, céc khang thé 1a
hitu ich trong viéc lam giam ddc t6 do hoa tri liéu hodc liéu phdp phéng xa trong khi
van duy tri su séng kéo dai & nguoi bénh méc bénh ung thu.
Theo cac phuong an nhét dinh, di tuong la nguoi bénh méic bénh ung thu, va
la nguoi:
o da khong nhén ligu phap tri liéu trude bang khang thé khang PD-
1/PD-L1 nhung la ing vién thich hop dé nhén liéu phap trén co s
khang thé khang PD-1; va/hodc
o di nhén lidu phap trén co s& khang thé khang PD-1/PD-L1 trude
va ¢6 dép tmg dbi tugng duge xéc nhan (CR hodc PR) hodc SD
trong it nhét 3 thang dbi voi lidu phap khang PD-1/PD-L1 nhung
sau do tién trién d6i v4i liéu phap d6 hodc c6 SD hodc PR duoi
dang dap ting ot nhat véi dap Gmg 6n dinh tiép theo trong 6 thang;
va/hodc
o khong phai la ing vién cho liéu phap tiéu chuan, hodc ddi voi
nguoi ma khong co liéu phap s&n ¢6 ndo duoc mong doi dé tao ra
loi ich 14m sang va thich hop dbi voi liéu phap don mAbl; va/hodc
o mic giai doan nguyén thé khang PD-1/PD-L1 IIIB hodc IV
NSCLC ma khéng c6 liéu phap trude dbi v6i bénh di can hodc voi
su tién trién/tai phat bénh sau mot ché @6 chua platin; va/hodc
o mic giai doan bi khang PD-1/PD-L1 IIB hodc IV NSCLC khéng co

nhiéu hon hai lidu phap truéc dbi voi bénh di cén; va/hodc
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o mic ccRCC tién trién hogc di can nguyén thé khang PD-1/PD-L1
v6i thanh phén t& bao sang ma da nhén 1 dén 2 ché 6 trude cua
liéu phap khang tao mach; va/hoac

o mic ccRCC tién trién hodc di can ¢ giai doan bi khang PD-1/PD-
L1 voi thanh phin té bao sing ma da nhan 1 dén 2 ché do trude
cta liéu phép khéng tao mach; va/hodc

o méic TNBC di cin nguyén thé khang PD-1/PD-L1 (estrogen,
progesteron va thy thé yéu t6 phat trién biéu bi cua nguoi am tinh
2) ma da nhan 5 dong lieu phap trudc hodc it hon; va/hodc

o méc khéi u hic t6 tién trién hodc di can bi khang PD-1/PD-L1 ma
di nhan khong nhidu hon 2 ché do trude doi véi bénh di can;
va/hoac

o mic khéi u hic t6 tién trién hodc di can bi khang PD-1/PD-L1 ma
di nhan khong nhidu hon 2 ché do trude doi véi bénh di can;
va/hodc

o méic DLBCL tai phat/kho chita nguyén thé khang PD-1/PD-L1 ma
di tién trién sau hodc khong phai 1a tmg vién dé cdy ghép € bao
gde tu rung; va/hodc

o mic DLBCL tai phat/khé chita bi khang PD-1/PD-L1 ma da tién
trién sau hoic khong phai la ing vién dé chy ghép té bao goe tu
rung.

Theo céc phuong an nhét dinh, céc khang thé theo sang ché 13 hitu ich dé didu
tri dbi twong bi nhiém virut man tinh. Theo mot s6 phuong an, cac khang thé theo sang
ché 13 hitu ich dé 1am giam cac do chuén virut & vét chi va/hodc phong thich té bao T
bi lam kiét. Theo cac phuong an nhét dinh, khang thé hodc manh cta né theo sang ché
c6 thé duoc sir dung dé diéu tri sy nhiém virut man tinh bdi virut gdy bénh viém mang
ndio-mang nhén ting t& bao lympho (LCMYV). Theo mdt s& phuong an, khang thé hodc
manh gén két khing nguyén cua nd theo séng ché ¢6 thé dugc dung voi lidu trj liéu
cho nguoi bénh bi nhiém virut gay suy giam mién dich & nguoi (HIV) hodc virut gay u

nht & ngudi (HPV) hodc virut viém gan B/C (HBV/HCV). Theo phuong an c6 lién
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quan, khang thé hosc manh gin két khang nguyén cta n6 theo sang ché co thé duoc su
dung dé diéu tri sy nhiém boi virut gy suy giam mién dich ¢ khi (SIV) o dbi tuong
khi nhu khi cynomolgus.

Theo cac phuong an nhét dinh, khang thé phong bé cua sang ché ¢6 thé dugc

dung voi lugng c6 hiéu qua tri liéu cho dbi tuong méc bénh ung thu hodc nhiém virut.

Mot hoidc nhiéu cac khang thé theo sang ché c6 thé duoc dung dé lam diu hoic
ngin ngtra hodc lam giam murc trAm trong cua mot hodc nhiéu triéu chimg hodc tinh
trang bénh hodc r6i loan.

Ciling dugc du dinh trong ban mo ta nay la dé st dung modt hoac nhiéu khang
thé theo sang ché theo cach phong ngua cho ngudi bénh cé nguy co phat trién bénh
hodc rdi loan nhu bénh ung thu va nhiém virut.

Theo phuong an khac cua sang ché, cac khang thé theo sang ché duoc st dung
dé didu ché duoc phim dé didu tri nguoi bénh méc bénh ung thu, hodc nhiém virut.
Theo phuong an khac cua sang ché, cac khang thé theo sang ché duoc st dung lam
liéu phap bd sung véi chat khac bét ky hodc liéu phap khac bat ky di biét ddi voi
ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc nay hitu ich dé diéu tri bénh ung thu hodc
nhiém virut.

Liéu phap két hop va duge phdm

Céc lidu phap két hop ¢6 thé bao gdbm khang thé khang LAG3 theo sang ché va

chét tri liéu bb sung bét ky ma c6 thé c6 loi dugc két hop v6i khing thé theo sang ché

hoic v4i manh khang thé ¢6 hoat tinh sinh hoc theo sang ché.

Cac khang thé theo sang ché c6 thé dugc két hop hiép ddng véi mot hodc nhiéu
duoc chét chéng ung thu hodc ligu phap dugc su dung dé diéu tri hodc uc ché bénh
ung thu bao gdm, vi dy, bénh ung thu mau, bénh ung thu ndo (v du, u nguyén bao
thin kinh dém da dang), ung thu biéu mo té bao than, bénh ung thu budng trimg, bénh
ung thu bang quang, bénh ung thu tuyén tién liét, bénh ung thu vu, bénh ung thu biéu
mb té bao gan, bénh ung thu xuong, bénh ung thu rugt két, bénh ung thu phdi khong
phai t& bao nho, bénh ung thu biéu md t& bao vay dau va cd, bénh ung thu dai tryc
trang, u trung biéu mo, va bénh ung thu da. C6 muc dich trong ban md ta nay la dé su

dung khang thé khang LAG3 theo sang ché két hop véi cac liéu phap kich thich mién
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dich va/hodc trg gitp midn dich dé e ché sy phat trién cua khdi u, va/hodc lam ting
su séng cua nguoi bénh méc bénh ung thu. Céc liéu phap kich thich mién dich bao
gdm cac liéu phap kich thich mién dich tryc tiép dé lam tang hoat tinh cua té bao mién
dich boi “sy nha phanh” trén té bao mién dich dugc ngén chan hodc “budc trén khi” dé
hoat hoa dap Ung mién dich. Cac vi dy bao gbm viéc nhém tring dich cac thu thé diém
kiém tra khac, dung vacxin va chit bd tro. Cac phuong thic trg gitp mién dich c6 thé
lam tang tinh khang nguyén ctia khéi u bang cach thuc day su chét t& bao mién dich,
gdy viém hodc cac tac dung gian tiép khac ma thuc diy dap ung mién dich khang khdi

u. Cac vi dy bao gom birc xa, hoa tri liéu, chét chdng tao thanh mach, va phau thuat.

Theo cac phuong an khac nhau, mot hozc nhiéu khang thé theo sang ché ¢ thé
duoc su dung két hop voi chit tc ché PD-1 (vi du, khang thé khang PD-1 nhu
nivolumab, pembrolizumab, pidilizumab, BGB-A317 hoic REGN2810), chét (rc ché
PD-L1 (vi du, khang thé khang PD-L1 nhu avelumab, atezolizumab, durvalumab,
MDX-1105, hoic REGN3504), chit rc ché CTLA-4 (v dy, ipilimumab), chit trc ché
TIMB3, chét trc ché BTLA, chéit tc ché TIGIT, chét tc ché CDA47, chét tic ché GITR,
chét dbi khang cta chét dong e ché té bao T khdc hodc phéi tir (vi du, khang thé
khang CD-28, 2B4, LY108, LAIRI, ICOS, CD160 hodc VISTA), chit tc ché
indoleamin-2,3-dioxygenaza (IDO), chét déi khang yéu t& phat trién no6i md mach
(VEGF) [vi du, “VEGF-Trap” nhu aflibercept hodc protein dung hop rc ché VEGF
khac nhu duoc néu trong patent My s US 7,087,411, hodc khang thé khang VEGF
hodc manh gén két khang nguyén cua né (vi du, bevacizumab, hodc ranibizumab) hodc
chét trc ché kinaza phan tir nho ctia thy thé VEGF (vi dy, sunitinib, sorafenib, hodc
pazopanib)], chét (rc ché Ang2 (vi du, nesvacumab), chét e ché yéu td beta phat trién
bién nap (TGFP), chét tc ché thy thé yéu to phat trién biéu bi (EGFR) (vi du, erlotinib,
cetuximab), chit tc ché CD20 (vi dy, khang thé khang CD20 nhu rituximab), khang
thé khang khang nguyén dic hiéu khéi u [vi du, CA9, CA125, khang nguyén lién quan
dén khéi u hc t6 3 (MAGE3), khang nguyén ung thu biéu md phdi (CEA), vimentin,
khéi u-M2-PK, khang nguyén dic hiéu tuyén tién liét (PSA), muxin-1, MART-1, va
CA19-9], vacxin (vi du, Bacillus Calmette-Guerin, vacxin phong ung thu), ta dugc lam
tang sy biéu hién khang nguyén (v du, yéu td kich thich khuan lac bach ciu hat-dai
thuc bao), khang thé dac hiéu kép (v du, khang thé dac hiéu kép CD3xCD20 hodc
khang thé dic hiéu kép PSMAxCD3), chit gdy doc té bao, chat hod tri lieu (vf di,
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dacarbazin, temozolomit, xyclophosphamit, docetaxel, doxorubixin, daunorubixin,
cisplatin, carboplatin, gemcitabin, methotrexat, mitoxantron, oxaliplatin, paclitaxel, va
vincristin), xyclophosphamit, liéu phap phong xa, chat Gc ché IL-6R (vi du,
sarilumab), chat trc ché IL-4R (v du, dupilumab), chét tc ché TL-10, xytokin nhu IL-2,
IL-7, IL-21, va IL-15, thé lién hop khang thé-duoc chat (ADC) (vi du, khang thé
khang CD19-DM4 ADC va khang thé khang DS6-DM4 ADC), duoc chét chéng viém
(vi dy, corticosteroit va dugc chét chbéng viém khong steroit), chit bd sung khiu phan
4n nhu chit chdng oxy hoa hodc liéu phap khac bat ky dé diéu tri bénh ung thu. Theo
cac phuong an nhét dinh, khang thé khang LAG3 theo sang ché c6 thé dugc st dung
két hop voi cac vacxin phong ung thu bao gdm vacxin t& bao co tua, virut diét khéi u,
vacxin té& bao khéi u, v.v. dé lam ting dap ung khang khéi u. Cac vi du vé vacxin
phong ung thu ma co thé duoc st dung két hop voi khang thé khang LAG3 theo sang
ché bao gdbm vacxin MAGE3 dung cho khéi u hic td va bénh ung thu bang quang,
vacxin MUC1 dung cho bénh ung thu vii, EGFRv3 (vi dy, Rindopepimut) dung cho
bénh ung thu nao (bao gbm u nguyén bao than kinh dém da dang nhiéu dang), hodc
ALVAC-CEA (dung cho bénh ung thu CEA+).

Theo céc phuong 4n nhét dinh, khang thé khang LAG3 theo sang ché co thé
duoc ding két hop véi liéu phap phong xa trong cac phuong phap tao ra cac dap ung
khang khdi u trong khoang thoi gian keo dai va/hodc lam ting su sdng ciia nguoi bénh
méc bénh ung thu. Theo mot s6 phuong an, khang thé khang LAG3 theo sang ché c6
thé dugc dung trudc, dong thoi hodc sau khi dung ligu phap phong xa cho nguoi bénh
méc bénh ung thu. Vi duy, liéu phap phong xa co thé duoc dung theo mot hodc nhiéu
lidu dé lam thuong ton khdi u sau khi dung mot hodc nhidu lidu khang thé khéang
LAG3 theo sang ché. Theo mot s& phuong an, lidu phap phong xa co thé duoc dung tai
¢hd @& lam thuong tén khéi u dé lam tang cudng tinh sinh mién dich cuc bd ctia khéi u
nguoi bénh (phong xa bd trg) va/hodc giét té bao khéi u (phong xa cét bo) tiép theo
dung toan thén khang thé khang LAG3 theo sang ché. Vi du, phéng xa trong so co thé
duoc dung cho nguoi bénh mic bénh ung thu ndo (vi dy, u nguyén bao than kinh dém
da dang) két hop voi viée dung toan than khang thé khang LAG3 theo sang ché. Theo
céc phuong 4n nhit dinh, khang thé khing LAG3 theo sang ché ¢ thé duoc dung két
hop voi liéu phap phong xa va chét hod tri liéu (vi du, temozolomit) hodc chét d6i

khang VEGF (v/ du, aflibercept).
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Theo cac phuong an nhit dinh, khang thé khang LAG3 theo sang ché c6 thé
dugc dung két hop v4i mot hodc nhidu duoc chit khang virut dé didu tri nhiém virut
man tinh do LCMV, HIV, HPV, HBV hodc HCV gay ra. Céac vi du vé duoc chét
khang virut bao gdm, nhung khong chi gioi han &, zidovudin, lamivudin, abacavir,

ribavirin, lopinavir, efavirenz, cobicistat, tenofovir, rilpivirin va corticosteroit.

(Cac) chét/(cac) thanh phan c6 hoat tinh tri liéu bb sung co thé duoc dung
trude, dong thoi, hodc sau khi dung khéng thé khang LAG3 theo sang ché. Dbi véi cac
muc dich cua sang ché, cac ché d6 dang nay dugc xem la dung khéng thé khang LAG3
“két hop v6i” thanh phén ¢6 hoat tinh tri liéu thir hai.

(Céc) thanh phan c6 hoat tinh tri liéu bd sung co thé duge dung cho doi tuong
trude khi ding khang thé khang LAG3 theo séng ché. Vi dy, thanh phin thir nhat c6
thé duoc cho ding "truéc" thanh phan thir hai néu thanh phén thir nhat duoc dung 1
tudn trude, 72 gio trude, 60 gio trudc, 48 gio trude, 36 gio trude, 24 gio trude, 12 gio
trude, 6 gio trude, 5 gio trude, 4 gior trude, 3 gio trude, 2 gid trude, 1 gio trude, 30
phit trude, 15 phut truge, 10 phut truée, 5 phit trude hoge it hon 1 phut trudc khi
ding thanh phan tht hai. Theo cac phuong an khac, (cac) thanh phan c6 hoat tinh tri
liéu bd sung c¢6 thé duoc dung cho dbi twong sau khi dung khang thé khang LAG3 theo
sang ché. Vi du, thanh phén tht nhat c6 thé duoc cho dung "sau" thanh phan thtr hai
néu thanh phén thir nhit duge dung 1 phut sau, 5 phit sau, 10 phut sau, 15 phut sau, 30
phut sau, 1 gio sau, 2 gid sau, 3 gio sau, 4 gio sau, 5 gio sau, 6 gio sau, 12 gio sau, 24
gio sau, 36 gio sau, 48 gio sau, 60 gid sau, 72 gio sau khi dung thanh phan tht hai.
Theo phuong 4n khéc nita, (cac) thanh phan ¢6 hoat tinh tri liéu bd sung co thé dugc
dung cho ddi tuong ddng thoi voi viée dung khang thé khang LAG3 theo sang ché.
Viée dung "dong thoi", d6i voi muc dich cua sang ché, bao gdm, vf du, ding khang thé
khang LAG3 va thanh phan ¢6 hoat tinh tri liéu bd sung cho déi tuong & dang lidu don
(vi du, cung duoc bao ché), hoidc o cac dang liéu riéng biét dugc dung cho d6i tuong
trong khoang 30 phut hogc it hon voi nhau. Néu duge ding & cac dang liéu riéng biét,
mdi dang liéu c6 thé duge dung qua cung mot duong (vi du, ca khang thé khang LAG3
va thanh phén ¢6 hoat tinh tri liéu bd sung co thé duoc dung trong tinh mach, dudi da,
v.v.); theo cach khac, mdi dang lidu c6 thé duoc dung qua duong khac nhau (vi du,
khang thé khang LAG3 c6 thé duoc dung theo dudng trong tinh mach, va thanh phan

¢6 hoat tinh tri liéu bd sung co thé dugc dung dudi da). Theo phuong an khac, viéc

-71-



40226

dung cac thanh phin & dang lidu don, & dang lidu riéng biét boi cung mot duong hodc
chc dang lidu riéng biét boi cac dudng khac nhau tt ca duoc cho la "dung dong thoi",
d6i voi muyc dich cia sang ché. Dbi voi muc dich cla sang ché, viéc dung khang thé
khang LAG3 "truoc", "ddng thoi v6i", hodc "sau" (nhu cc thuat ngit duge xac dinh
trén déy trong ban mo ta nay) khi dung thanh phén c6 hoat tinh tri liu bd sung duge
cho 1a dung khang thé khang LAG3 "két hop voi" thanh phan c6 hoat tinh tri liéu bd
sung).

Sang ché dé cap dén duoc phim trong d6 khang thd khang LAG3 theo sang ché
duoc ddng bao ché voi mot hodc nhidu thanh phan c6 hoat tinh tri liu bd sung nhu
dwoc mo ta trong ban mo ta nay béng cach st dung cac t6 hop liéu.

Theo cac phuong an lam vi du trong do khang thé khang LAG3 theo sang ché
dwoc dung két hop voi chét e ché PD-1 (v du, khang thé khang PD-1 nhu duoc boc
16 trong don yéu cAu chp patent My s6 US 2015/0203579, duoc két vao bao md ta nay
bang céach vién dan toan bo nodi dung cia no), bao gbm viéc dung déng duoc pham
chira khang thé khang LAG3 va chét Gc ché PD-1, cac thanh phan don 1& co thé duoc
dung cho db6i tugng va/hodc dong bao ché bang cach su dung nhiéu t6 hop liéu. Do do,
sang ché dé cap dén t6 hop cua (i) khang thé khang LAG3 theo sang ché, va (ii) chét
e ché PD-1 (v du, khang thé khang PD-1 nhu dugc boc 16 trong don yéu cau chp
patent My 6 US 2015/0203579, duoc dua vao ban md ta nay bang cach vién dAn toan
b0 ndi dung clia nod), dé ding ddng thoi, riéng bi¢t va/hodc theo trinh tu trong viéc diéu
tri bénh ung thu hodc nhidm virut. Vi du, mdi khang thé khang LAG3 va chét (e ché
PD-1 (v du, khang thé khang PD-1) ¢6 thé duoc dung cho dbi tugng va/hodc co trong
ddng dugc phém v6i luong duoc chon tir nhom gdém c6 0,01mg, 0,02mg, 0,03mg,
0,04mg, 0,05mg, 0,1mg, 0,2mg, 0,3mg, 0,4mg, 0,5mg, 0,6mg, 0,7mg, 0,8mg, 0,9mg,
1,0mg, 1,5mg, 2,0mg, 2,5mg, 3,0mg, 3,5mg, 4,0mg, 4,5mg, 5,0mg, 6,0mg, 7,0mg,
8,0mg, 9,0mg, va 10,0mg. Té hqp/déng duoc phém c6 thé duoc dung cho dbi tuong
theo ché do bit ky trong sb6 cac ché do dung dugc boc 10 trong ban md ta nay, bao
gdm, vi du, hai lan mot tuAn, mot 1an mdi tudn, mot 1an mdi 2 tudn, mot 1an mdi 3 tun,
mot 1an mdi thang, mot 1An mdi 2 thang, mot 1An mdi 3 thang, mot 1An mdi 4 thang,
mdt 1an mdi 5 thang, mot 14n mdi 6 thang, v.v.. Khang thé khang LAG3 theo sang ché,
vi du, ¢6 thé duoc dung voi liéu nim trong khoang tu 0,8 dén khoang 11, khoang tur 1

dén khoang 10, khoang tir 3 dén khoang 10, khoang 1, khoang 3 hodc khoang
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10mg/kg, dong thoi voi chét tic ché PD-1 (v du khang thé khang PD-1 nhu dugc bdc
16 trong don y€u clu cap patent My s6 US 2015/0203579) & liéu ndm trong khoang tu

3 dn 5 hoic khoang 3,0mg/kg. Vi du, viéc dung ddng thoi co thé thuc hién mdi 14
ngay, 21 ngdy hodc 28 ngay.

Theo phuong an lam vi du, trong 6 khang thé khang LAG3 theo sang ché duoc
dung két hop voi chét d6i khang VEGF (vi du, VEGF ftrap nhu aflibercept), bao gbm
viéc dung dong duoc phim chira khang thé khang LAG3 va chét d6i khang VEGF, cac
thanh phan don 1& co thé dugc dung cho d6i tugng va/hodc ddng bao ché bang cach su
dung nhiéu t6 hop lidu. Vi dy, khang thé khang LAG3 c6 thé dugc dung cho d6i tuong
va/hodc co trong dong dugc pham v6i luong duge chon tur nhom gom co 0,01mg,
0,02mg, 0,03mg, 0,04mg, 0,05mg, 0,1mg, 0,2mg, 0,3mg, 0,4mg, 0,5mg, 0,6mg,
0,7mg, 0,8mg, 0,9mg, 1,0mg, 1,5mg, 2,0mg, 2,5mg, 3,0mg, 3,5mg, 4,0mg, 4,5mg,
5,0mg, 6,0mg, 7,0mg, 8,0mg, 9,0mg, va 10,0mg; va chit d6i khang VEGF (v du,
VEGF trap nhu aflibercept) c6 thé duge dung cho d6i tuong va/hodc cé trong dong
duoc phém v6i luong duge chon tur nhom gSm c6 0,1lmg, 0,2mg, 0,3mg, 0,4mg,
0,5mg, 0,6mg, 0,7mg, 0,8mg, 0,9mg, 1,0mg, 1,1lmg, 1,2mg, 1,3mg, 1,4mg, 1,5mg,
1,6mg, 1,7mg, 1,8mg, 1,9mg, 2,0mg, 2,lmg, 2,2mg, 2,3mg, 2,4mg, 2,5mg, 2,6mg,
2,7mg, 2,8mg, 2,9mg va 3,0mg. Cac t6 hop/dong dugce phim c6 thé dugc dung cho ddi
twgng theo ché do bét ky trong s céc ché do dung duoc bdc 1§ trong ban mod ta nay,
bao gém, vi du, hai lan mot tudn, mot lan mot tudn, mot 14n mai 2 tudn, mot 14n mbi 3
tudn, mot lan mdi thang, mot lan mdi 2 thang, mot 1an mdi 3 thang, mot lan mdi 4
thang, mot 14n mdi 5 thang, mot 14n mdi 6 thang, v.v..

Ché do dung

Theo cac phuong an nhit dinh cua sang ché, nhidu lidu chira khéng thé khang
LAG3 (hodc dugc phim chura t6 hop clia khang thé khang LAG3 va chat bét ky trong
sé cac thanh phan c6 hoat tinh tri liu bd sung duge boc 19 trong ban md ta nay) c6 thé
duoc dung cho déi tugng trong khoang thoi gian xac dinh. Cac phuong phap theo khia
canh ny cua sang ché bao gbm budc cho d6i tuong dung theo trinh tu nhiéu liéu chira
khang thé khing LAG3 theo sang ché. Nhu duoc st dung trong ban md ta nay, "dung
theo trinh tu" c¢6 nghia 1a mdi lidu khang thé khang LAG3 dugc dung cho dbi tugng &
thoi didm khac nhau, vf du, vao cic ngay khac nhau phan cach khoang thoi gian dinh

trude (vi du, cac gio, cac ngay, tudn hodc thing). Sang ché dé cap dén phuong phap
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ma bao gdm budc cho ngudi bénh dung theo trinh tir mot lidu ban dAu chita khang thé
khang LAGS3, tiép theo mot hodc nhidu lidu tht hai chia khang thé khang LAG3, va
tuy y tiép theo mot hodc nhiéu lidu thi ba chita khang thé khang LAG3. Khang thé
khang LAG3 c6 thé duoc dung voi lidu ndm trong khoang tir 0,1mg/kg dén 100mg/kg
thé trong cua dbi tuong.

Cac thuét nglr "lidu ban dau", "liéu thir hai", va "jéu thi ba", dung dé chi trinh
ty dung tam thoi khang thé khang LAG3 theo sang ché. Do do, "liéu ban dau" 1a liéu
ma duoc dung khi bat dAu ché do diéu tri (cling dugc dung dé chi "lidu co s6"); "liu
thir hai" 14 liéu ma duoc ding sau liéu ban dAu; va "lidu tha ba" 1a liéu ma dugc dung
sau lidu thtt hai. Liéu ban dau, liéu thir hai, va lidu thir ba tit ca co thé chira cung mot
luong khang thé khang LAG3, nhung thuong co thé khac nhau vé tin suit dung. Tuy
nhién, theo cac phuong an nhét dinh, lugng khang thé khang LAG3 c0 trong cac liéu
ban dau, liéu thir hai va/hodc liéu thr ba thay ddi v&i nhau (v du, dugc diéu chinh ting
hodc giam, néu phu hop) trong tién trinh diéu tri. Theo cac phuong an nhit dinh, hai
hodic nhiéu lidu (vi du, 2, 3, 4, hodc 5) dugc dung khi bt dAu ché do diéu tri dudi dang
"idu nap " tiép theo cac lidu tiép theo ma duge dung trén co s& tAn suat it hon (vi du,
"cac lidu duy tri").

Theo céc phuong an nhét dinh, luong khang thé khang LAG3 c6 trong liéu ban
dAu, lidu thtr hai va/hogc liéu thir ba ¢6 thé 13 gan mirc t6i wu hodc gan muc  tri liéu.
Nhu duge st dung trong ban md ta ndy, thudt ngu “gin muc tri liéu” hodc “gdn mirc
t6i wu” ding dé chi liéu khang thé duoc dung véi lidu qua thap, mirc dé tao ra tac dung
trj liéu hodc nhé hon nong do can dé diéu tri bénh nhu bénh ung thu.

Theo céc phuong an lam vi du cua sang ché, mdi liéu thir hai va/hodc thir ba
duoe ding tir 1 dén 26 tudn (vf du, 1, 1%, 2, 2%, 3, 3%, 4, 4%, 5, 5%, 6, 61, 7, 7%, 8,
8%, 9, 9%, 10, 10%, 11, 11%, 12, 12%, 13, 13%, 14, 14, 15, 15%, 16, 16'%, 17, 17",
18, 18%, 19, 19%, 20, 20%, 21, 21%, 22, 22'%, 23, 23%, 24, 245, 25, 25%, 26, 264,
hodc lon hon) sau liéu ngay trude. Cum tur " sau lidu ngay truéc", nhu dugc sur dung
frong ban mo ta ndy, c6 nghia 1a theo trinh tu nhidu 1an dang, lidu khang thé khang
LAG3 ma duoc ding cho ngudi bénh trude khi dung liéu tiép theo theo trinh tw ma
khong c6 liéu xen gilra.

Phuong phép theo khia canh nay cua sang ché c6 thé bao gém budc cho nguoi
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bénh dung sé luong liéu bat ky trong <6 lidu thir hai va/hoic thir ba chira khang thé
khang LAG3. Vi dy, theo cac phuong 4n nhét dinh, chi ¢6 mot liéu thir hai duge dung
cho ngudi bénh. Theo cac phuong an khac, hai hodc nhidu lidu tht hai (v du, 2, 3, 4,
5, 6,7, 8, hodc nhiéu hon) dugc dung cho nguoi bénh. Tuong tu, theo cdc phuong an
nhéat dinh, chi c6 mdt lidu tht ba duoc dung cho nguoi bénh. Theo cac phuong an
khac, hai hodc nhidu lidu tht ba (v du, 2, 3, 4,5, 6,7, 8, hodc nhiéu hon) dugc dung
cho nguai bénh.

Theo cac phuong an bao gdm nhiéu lidu thit hai, mdi liéu thtr hai co thé duoc
ding & cing mét tAn sudt nhw céc liéu thir hai khac. Vi du, mdi lidu thr hai ¢6 thé
duoc ding cho nguoi bénh 1 dén 2 tuan hogc 1 dén 2 théng sau liéu ngay trude. Tuong
tu, theo cac phuong an bao gbm nhidu lidu thi ba, mdi liéu thir ba co thé dugc dung o
cung mot tAn sudt nhu cac liéu thir ba khac. Vi du, mai lidu thir ba c6 thé duoc dung
cho nguoi bénh 2 dén 12 tudn sau lidu ngay trude. Theo cac phuong an nhét dinh cta
séng ché, tan sudt ma & do cac lidu tht hai va/hodc thir ba duge dung cho nguoi bénh
¢6 thé thay ddi theo thoi gian ctia ché d6 diéu tri. Tan suit dung cling ¢6 thé duoc diéu
chinh trong qua trinh diéu tri boi thay thubc phy thudc vao nhu cdu clia nguoi bénh

don 1& sau khi thir nghiém 1am sang.
Str dung khang thé trong chan doan

Khéng thé khang LAG3 theo sang ché 6 thé dugc st dung dé phat hién
va/hodc do LAG3 trong mau, vi dy, nham muc dich chén doan. Mot sb phuong an dé
cap dén st dung mot hodc nhiéu khang thé theo sang ché trong cac thu nghiém dé phat
hién bénh hodc rdi loan nhu bénh ung thu, bénh tu mién dich hodc nhiém virut. Cac
ther nghiém chdn doan 1am vi du d6i véi LAG3 co thé bao gém, vi du, cho mau, thu
duoc tur ddi tuong (v du, nguoi bénh), tiép xuc voi khang thé khang LAG3 theo sang
ché, trong d6 khang thé khang LAG3 dugc danh d4u bing phan tir danh du phat hién
duoc hoic phan tir théng bao hodc duge s dung lam phdi tir bt gilt d€ phan 14p c6
chon loc LAG3 tur cac mau cua dbi tuong. Theo cach khac, khang thé khang LAG3
khong dugc danh d4u ¢o6 thé duoc st dung trong cac ung dung chin doan két hop véi
khéng thé thir hai ma tu dugc danh déu theo cch phdt hién. Phan tr danh dau phat
hién duogc hodc phan tir thong bao co thé 13 ddng vi phong xa, nhu °H, l4c, 32p, 38,
hodc '2T; gbc huynh quang hogc hoa huynh quang nhu floresxein isothioxyanat hodc

rhodamin; hodc enzym nhu phosphataza kidm, P-galactosidaza, horseradish
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peroxidaza, hodc luxiferaza. Céac thir nghiém 1am vi du cu thé ma c6 thé dugc st dung
dé phat hién hodc do LAG3 trong mAu bao gdm thtr nghiém hép thu mién dich lién két
enzym (ELISA), thur nghiém phong xa mién dich (RIA), va phan loai té bao hoat hoa
huynh quang (FACS).

Cac miu co thé duge st dung trong cac thu nghiém chin doan LAG3 theo sang
ché bao gdm mAu mo hodc mau chét 10ng bat ky thu dugc tu dbi tuong, ma chura luong
phat hién dugc cua protein LAG3, hodc manh cta nd, trong cac diéu kién thong
thuong hoic tinh trang bénh ly. Thong thuong, cac muc cia LAG3 trong mau cu thé
thu duoc tr nguoi khoé manh (v/ du, nguoi bénh khong bi dau boi bénh ung thu hodc
bénh tw mién dich) s& dugc do dé thiét 14p ban dAu mtrc LAG3 co s& hoic tiéu chuén.
Tiép theo, mtc co s¢ nay cua LAG3 ¢6 thé duoc so v6i mic LAG3 dugc do trong cac
mAu thu duge tir cac ca nhan bi nghi co tinh trang bénh co lién quan dén bénh ung thu,

hodc triéu ching co lién quan dén tinh trang bénh nay.

Céc khang thé dac hiéu déi voi LAG3 co thé khong chira cac chit danh du
hoiic céc gbe bb sung, hodc ching cé thé chira chat dénh dAu hodc gbe dau N hodc dau
C. Theo mot phuong 4n, chit danh déu hogc gbe nay 1a biotin. Trong thir nghiém gén
két, vi tri cla chit danh ddu (néu c6) c6 thé xac dinh huong cua peptit s0 v6i bé mit
khi peptit dugc gfm két. Vi du, néu bé mit dugc phu bang avidin, peptit chira biotin

dau N s& duoc dinh hudng sao cho phan d4u C cua peptit s cach xa bé mit nay.

Céc khia canh theo sang ché dé cap dén viéc st dung cac khang thé theo sang
ché 1am chat danh diu dé dy doan tién luong bénh ung thu hoac nhiém virut & nguoi
bénh. Céc khang thé theo sang ché c6 thé duoc su dung trong cac thir nghiém chén

doén dé danh gia tién lugng bénh ung thu ¢ ngudi bénh va du doan su sdng.

Vi du thue hién sing ché

Ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc nay cAn phai biét cach tao ra va sut
dung phuong phap va dugc phim theo sang ché, va khong nhim lam gi6i han pham vi
bao hd clia sang ché. Cac nd luc da duoc thyc hign @ dam bao do chinh xac tuong doi
véi chit sb6 duoc st dung (vi du, lugng, nhiét d9, v.v.) nhung mot s6 181 va sai s6 thir
nghiém nén dugc xet dén. Tru khi c¢6 quy dinh khac, cac phan la cac phén theo trong
lugng, trong luong phan tir 1a trong luong phén t trung binh, nhiét do tinh theo °C,
nhiét do trong phong la khoang 25°C, va ap suat tinh theo ap suAt khi quyén hodc gén
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nhu ap suit khi quyén.
Viduy 1: Tao ra khang thé nguoi khang LAG3

Cac khang thé ngudi khang LAG3 dugc tao ra bing cach st dung manh LAG3
ma nim trong khoang tir axit amin 29 dén 450 ¢6 sb truy cap GenBank NP_002277.4
(SEQ ID NO:582) dugc ghép voi vung Fe cta chudt nhit. Chét sinh mién dich duoc
dung truc tiép, voi chét bd trg dé kich thich dap ung mién dich, cho chudt nhét
VELOCIMMUNE? (nghia la, chudt nhét duoc thao tac di truyén cha ADN ma hoa
cac vung bién ddi chudi ning globulin midn dich va chudi nhe kappa cua nguoi), nhu
duoc md ta trong patent My s6 US 8502018 B2, hodc cho chudt nhit VelocImmune®
¢6 chudi nhe toan cau (ULC) dugc lam gibng nguoi, nhu duge mo ta trong cong bb
don quéc té s6 WO 2013022782. Dap (g mién dich khang thé duoc kiém tra bing
thir nghiém mién dich dac hiéu LAG3. Khi dat dugc dap ung mian dich mong mudn,
thu gom té bao 14 lach va duogc dung hop voi té bao u tuy cua chudt nhét dé bao ton
kha niang sdng clia ching va tao ra dong té bao lai. Cac dong té bao lai nay duoc sang
loc va lya chon dé nhan biét cac dong t& bao ma tao ra cac khang thé dac hiéu LAG3.
Bang cach su dung ky thuét nay va chat gay mién dich dugc md ta & trén, thu duoc vai
khang thé kham khang LAG3 (nghia la, cac khang thé c6 mién bién doi clia nguoi va
mién hing dinh cta chudt nhit); cac khang thé 1am vi du duoc tao ra theo cach nay tu
chuot nhit VELOCIMMUNE® duogc ky hiéu la HIMI14985N, HIM14987N,
H2M14811N, H2M14885N, H2M14926N, H2M14927N, H2M14931N, H2M18336N,
H2M18337N va H4H14813N.

Khang thé khang LAG3 cling dugc phan lap truc tiép tir t€ bao B duong tinh
v6i khang nguyén (tr mot trong hai chudt nhit dugc giy mién dich) ma khong dung
hop véi té bao u tuy, nhu duge mo ta trong patent M sb 7,582,298, dugc dua vao ban
md ta nay bang cach vién din toan bd ndi dung cua no. Bﬁng cach st dung phuong
phap nay, thu duoc vai khang thé khang LAG3 dAy @i clia nguoi (nghia la, cac khang
thé ¢6 cac mién bién dbi clia nguoi va mién hing dinh cta nguoi); cac khang thé lam
vi du duge tao ra theo cach nay dugc ky hiéu nhu sau: H4H15477P, H4H15483P,
H4H15484P, H4H15491P, H4H17823P, HAH17826P2, H4H17828P2, H4sH15460P,
H4sH15462P,  H4sH15463P,  H4sH15464P, H4sH15466P,  H4sH15467P,
H4sH15470P,  H4sH15475P,  H4sH15479P, H4sH15480P,  H4sH15482P,
HasH15488P, H4sH15496P2, H4sH15498P2, H4sH15505P2, H4sH15518P2,
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H4sH15523P2, H4sH15530P2, H4sH15555P2, H4sH15558P2, H4sH15567P2, va

H4H17819P.

Cac khang thé 1am vi du H4sH15496P2, H4sH15498P2, H4sH15505P2,
H4sH15518P2, H4sH15523P2, H4sH15530P2, H4sH15555P2, H4sH15558P2, va
FH4sH15567P2 duge tao ra tir t& bao B clia chudt nhit ULC Velocimmune®.

Cac dic tinh sinh hoc cua cac khang thé 1am vi du duoc tao ra theo cac phuong
phap cua Vi du nay dugc mo ta mot cach chi tiét trong cac Vi du néu dudi day.

Vi du 2: Trinh ty axit amin va nucleotit clia ving bién ddi chudi ning va chudi nhe

Bang 1 dua ra ky hig¢u nhan biét trinh tu axit amin cla cac vung bién ddi chudi
ning va chudi nhe va CDR cua khang thé khang LAG3 duoc lya chon clia sang ché.
Céc ky hiéu nhan biét trinh tu axit nucleic tuong tmg dugc dua ra trong Bang 2.

Bang 1: Ky hiéu nhén biét trinh tu axit amin

SEQ ID NO:

Ky hiéu khang HCDR LCD

s HCVR | HCDR2 | HCDR3 | LCVR | LCDR1 | LCDR2 o
HIM14985N 2 4 6 8 10 12 14 16
HIM14987N 18 20 22 24 26 28 30 32
H2M14811N 34 36 38 40 42 44 46 48
H2M14885N 50 52 54 56 58 60 62 64
H2M14926N 66 68 70 72 74 76 78 80
H2M14927N 82 84 86 88 90 92 94 96

H2M14931N 98 100 102 104 106 108 110 112
H2M18336N 114 116 118 120 122 124 126 128
H2M18337N 130 132 134 136 138 140 142 144
H4H15477P 146 148 150 152 154 156 158 160
H4H15483P 162 164 166 168 170 172 174 176
H4H15484P 178 180 182 184 186 188 190 192
H4H15491P 194 196 198 200 202 204 206 208
H4H17823P 210 212 214 216 218 220 222 224
H4H17826P2 | 226 228 230 232 234 236 238 240
H4H17828P2 | 242 244 246 2438 250 252 254 256
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H4sH15460P | 258 | 260 | 262 264 | 266 | 268 270 | 272
H4sH15462P | 274 | 276 | 278 280 | 282 | 284 286 | 288
H4sH15463P | 290 | 292 | 294 296 | 298 | 300 302 | 304
H4sH15464P | 306 | 308 | 310 312 | 314 | 316 318 | 320
H4sH15466P | 322 | 324 | 326 328 | 330 | 332 334 | 336
H4sH15467P | 338 | 340 | 342 344 | 346 | 348 350 | 352
H4sH15470P | 354 | 356 | 358 360 | 362 | 364 366 | 368
H4asH15475P | 370 | 372 | 374 376 | 378 | 380 382 | 384
H4sH15479P | 386 | 388 | 390 392 | 394 | 396 398 | 400
HasH15480P | 402 | 404 | 406 408 | 410 | 412 414 | 416
H4sH15482P | 418 | 420 | 422 424 | 426 | 428 430 | 432
HasHI5488P | 434 | 436 | 438 440 | 442 | 444 446 | 448
H4sH15496P2 | 450 | 452 | 454 456 | 522 | 524 526 | 528
H4asH15498P2 | 458 | 460 | 462 464 | 522 | 524 526 | 528
H4sH15505P2 | 466 | 468 | 470 472 | 522 | 524 526 | 528
H4sHI5518P2 | 474 | 476 | 478 480 | 522 | 524 526 | 528
H4sH15523P2 | 482 | 484 | 486 488 | 522 | 524 526 | 528
H4sH15530P2 | 490 | 492 | 494 496 | 522 | 524 526 | 528
H4sH15555P2 | 498 | 500 | 502 504 | 530 | 532 534 | 536
H4sH15558P2 | 506 | 508 | 510 512 | 530 | 532 534 | 536
H4sH15567P2 | 514 | 516 | 518 520 | 530 | 532 534 | 536
HAHI4813N | 538 | 540 | 542 544 | 546 | 548 550 | 552
H4H17819P 554 | 556 | 558 560 | 562 | 564 566 | 568
Bang 2: Ky hidu nhan biét trinh tw axit nucleic
SEQ ID NO:
Ky hiéu khang HCDR LCDR | LCD
thé HCVR | HCDR1 5 HCDR3 | LCVR | LCDRI 5 R3
HIM14985N 1 3 5 7 9 11 13 | 15
HIM14987N 17 19 21 23 25 27 29 | 31
H2M14811N 33 35 37 39 41 43 45 | 47
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H2M14885N 49 51 53 55 57 59 61 63

H2M14926N 65 67 69 71 73 75 77 79

H2M14927N 81 83 85 87 89 91 93 95

H2M14931N 97 99 101 103 105 107 109 | 111
H2M18336N 113 115 117 119 121 123 125 | 127
H2M18337N 129 131 133 135 137 139 141 | 143
H4H15477P 145 147 149 151 153 155 157 | 159
H4H15483P 161 163 165 167 169 171 173 | 175
H4H15484P 177 179 181 183 185 187 189 | 191
H4H15491P 193 195 197 199 201 203 205 | 207
H4H17823P 209 211 213 215 217 219 221 | 223
H4H17826P2 225 227 229 231 233 235 237 | 239
H4H17828P2 241 243 245 247 249 251 253 | 255
H4sH15460P 257 259 261 263 265 267 269 | 271
H4sH15462P 273 275 2717 279 281 283 285 | 287
H4sH15463P 289 291 293 295 297 299 301 | 303
H4sH15464P 305 307 309 311 313 315 317 | 319
H4sH15466P 321 323 325 327 329 331 333 | 335
H4sH15467P 337 339 341 343 345 347 349 | 351
H4sH15470P 353 355 357 359 361 363 365 | 367
H4sH15475P 369 371 373 375 377 379 381 | 383
H4sH15479P 385 387 389 391 393 395 397 | 399
H4sH15480P 401 403 405 407 409 411 413 | 415
H4sH15482P 417 419 421 423 425 427 429 | 431
H4sH15488P 433 435 437 439 441 443 445 | 447
H4sH15496P2 | 449 451 453 455 521 523 525 | 527
H4sH15498P2 | 457 459 461 463 521 523 525 | 527
H4sH15505P2 | 465 467 469 471 521 523 525 | 527
H4sH15518P2 | 473 475 477 479 521 523 525 | 527
H4sH15523P2 | 481 483 485 487 521 523 525 | 527
H4sH15530P2 | 489 491 493 495 521 523 525 | 527
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H4sH15555P2 | 497 499 501 503 529 531 533 | 535
H4sH15558P2 | 505 507 509 511 529 531 533 | 535
H4sH15567P2 | 513 515 517 519 529 531 533 | 535
H4H14813N 537 539 541 543 545 547 549 | 551
H4H17819P 553 555 557 559 561 563 565 | 567

Thong thuong, cac khang thé duoc dé cap trong ban md ta nay theo danh phap
sau: tién t6 Fc (vi dy "HIM", "H4sH", "H4H" v.v.), tiép theo ky hiéu nhéan biét bﬁng sb
(vi du "14813", "17828", v.v, nhu duoc thé hién trong Bang 1), tiép theo boi hau td
wpr "P2" hodc "N". Do do, theo danh phap nay, khang thé ¢6 thé dugc ky hiéu trong
ban mé ta nay dudi dang, vi du, "H4sH14813N", "H4H17819P", "H4H17828P2", v.v..
Céc tién t6 H4sH va H4H trén ky hiéu khang thé dwoc st dung trong ban mo ta nay
biéu thi 16p khang thé vung Fc cu thé ctia khang thé. Vi du, khang thé "H4sH" c6 Fc
IgG4 cua nguoi voi 2 hodc nhiéu thay ddi axit amin nhu dugc boc 16 trong patent My
56 US20140243504 (dugc dua vao ban mo ta nay bang cach vién dan toan b ndi dung
cta nd), khang thé "H4H" c6 Fc IgG4 cua nguoi voi dot bién serin thanh prolin trong
vimg ban 1& (S108P), khang thé "HIM" c6 Fe IgG1 cua chudt nhit, va khang thé
"H2M" ¢6 Fc IgG2 cua chudt nhit (tit ca cac ving bién dbi 14 cta nguoi day du nhu
duoc ky hiéu boi 'H' thir nhat trong ky hiéu khang thé). Ngudi c6 hiéu biét trung binh
trong linh vuc nay cAn phai biét rang, khang thé c6 16p khang thé Fc cu thé c6 thé
duoc bién dbi thanh khang thé voi 16p khang thé Fe khac nhau (v/ du, khang thé voi Fe
IgG1 cua chudt nhét co thé duge bién ddi thanh khang thé voi IgG4 cua nguoi, v.v.),
nhung trong trudng hop bt ky, cdc mién bien dbi (bao gdm cac CDR) —ma dugc biéu
thi boi ky hiéu nhan biét theo s duge thé hién trong Bang 1 — van s& gibng nhau va
cac dic tinh gin két voi khang nguyén dugc du doén la giéng nhau hodc gin nhu

twong ddng bit chip ban chit cta mién Fe.

Theo cac phuong an nhét dinh, cac khang thé dugc lya chon véi Fe IgGl cua
chuét nhét duoc bién dbi thanh cic khang thé voi Fe IgG4 cua nguoi. Theo chc
phuong an nhat dinh, khang thé chira Fc IgG4 cta nguoi voi 2 hoac nhiéu thay dbi axit
amin nhu dugc boc 10 trong tai li€u US20100331527 (duge dua vao trong ban mo ta
nay bang cach vién dAn toan bo ndi dung ctia né). Theo mét phuong an, mién Fc IgG4

c6 dot bién serin thanh prolin trong vung ban 1& (S108P) dé thuc déy qua trinh 4n dinh
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ho4 dime. Theo cac phuong an nhéit dinh, ving Fc cta cac khang thé theo sang ché co
trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 569, 570, 571, 572 hoac 573. Bang 3 duara
ky hiéu nhan biét trinh tu axit amin cta trinh tu chudi ning va chudi nhe cua khang thé
khang LAG3 dugc lya chon voi Fe IgG4 cua nguoi.

Bang 3: Ky hiéu nhén biét trinh tu axit amin chudi ning va chudi nhe

Ky hiéu khang SEQ ID NO:
thé Chudindng | Chudinhe
H4sH15482P 577 578
H4H15482P 579 578
H4sH14813N 580 581

MB3i trinh tu chudi ning trong Bang 3 bao gdm ving bién dbi (Vi hoic HCVR;
bao gbm HCDR1, HCDR2 va HCDR3) va ving hing dinh (bao gdbm mién Cul, Cu2
va Cu3). Mdi trinh tu chudi nhe trong Bang 3 bao gbm vung bién d6i (Vi hodc LCVR;
bao gom LCDR1, LCDR2 va LCDR3) va ving hing dinh (CL). SEQ ID NO: 577 chura
HCVR c6 axit amin 1 dén 123 va ving hing dinh c6 axit amin 124 dén 449. SEQ ID
NO: 578 bao gdm LCVR c¢6 axit amin 1 dén 107 va ving hang dinh c6 axit amin 108
dén 214. SEQ ID NO: 579 bao gdm HCVR c¢6 axit amin 1 dén 123 va ving hing dinh
o6 axit amin 124 dén 450. SEQ ID NO: 580 bao gdm HCVR ¢ axit amin 1 dén 119 va
ving hang dinh 6 axit amin 120 dén 445. SEQ ID NO: 581 bao gdm LCVR co axit

amin 1 dén 107 va vung hang dinh c6 axit amin 108 dén 214.
Chu trac dbi ching dugc st dung trong cac vi du sau

Hai cAu tric dbi ching (khang thé khang LAG3) c6 trong cac thir nghiém sau
nhim muc dich so sanh: "CAu tric so sanh 1", khang thé don dong khang LAG3 cla

nguoi co céc trinh ty Vi/VL cua khang thé “25F7” theo cong bd don qudc t& sb

W02010/019570; va "Céu tric so sanh 2", khang thé don dong khang LAG3 cua

ngudi co cac trinh tw Va/Vi clia khang thé “v3.5” theo patent My s6 US2014/0093511.
Vi du 3: Khang thé gén két voi LAG3 nhu xéc dinh duoc boi cong hudng plasmon bé
mat

Hing s6 toc do két hop va phan ly gén két (1an luot 1a ka va ka), cac hang sb
phan ly can bang va chu ky ban ra phén ly (lan lugt 1a Kp va ty) dbi voi khang nguyén
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ghn két voi khang thé khing LAG3 duoc tinh ché duoc xac dinh bang cach str dung
thtr nghiém cam bién sinh hoc cong huong plasmon bé mit theo thoi gian thyc trén
thiét bi BiaCore 4000 hodc BiaCore T200. B& mit cam bién BiaCore dugc tao dan
xuét véi khang thé da dong khang chudt cua tho (GE, # BR-1008-38) hodc voi khang
thé don dong khang Fc ngudi cua chudt nhét (GE, # BR-1008-39) dé giit khoang 50
dén 85 RU khéng thé don dong khang LAG3, 14n luwot duoc biéu hién voi Fe cua chudt
nhét hoac Fe cta nguoi. Cac thudc thor LAG3 dugc thir nghiém dé gén két voi khang
thé khang LAG3 bao gém LAG3 tai td hop cua nguoi duoc biéu hién voi thé myc-
myc-hexahistidin dau C (hLAG3-mmh; SEQ ID: 574) va LAG3 tai t6 hop cla nguoi
duoc biéu hién voi thé IgG2a mFc cua chudt nhét diu C (hLAG3-mFc; SEQ ID: 575).
Cac ndng do6 khéc nhau (50, 25, 12,5 va 6 25nM) cua cac thude thor LAG3 duoc tiém
qua bé mat bit khang thé don dong khang LAG3 & tdc dd dong 50pL/phut trén
BiaCore T200. Sy gén Kkét clia cac thube thir LAG3 voi khang thé don dong duoc bét
gitt dugc kiém tra trong 4 phit trong khi sy phén ly cua chung ra khoi khang thé dugc
kiém tra trong 8 phut trong dung dich dém chay HBST (HEPES HEPES 0,01Mdo
pH=7,4, NaCl NaCl 0,15M, EDTA 3mM, Surfactant P20 0,05% thé tich/thé tich). Cac
thir nghiém duoc thue hién ¢ 25°C va 37°C. Cac hing s6 téc do két hop (k) va phan ly
(kd) dong hoc duoc xac dinh bang cach xu ly va so khop dur ligu v&i mé hinh gén két
1:1 bang cach st dung phin mém so khop duong cong Scrubber 2.0c. Tiép theo, hing
s6 can bing phan ly gén két (Kp) va chu ky ban rd phén ly (ti2) duoc tinh toan dya vao
hiing s6 toe d6 dong hoc nhw: Kp (M) = ka/ka va t (phut) = [1n2/(60%kd)].

Céc tham sb dong hoc gin két d6i voi cac khang thé don dong khang LAG3
khéc nhau gin két voi cac thudc thit LAG3 monome (tao thé voi mmH) hodc dime (tao
thé véi mFc) ¢ 25°C va 37°C duoc néu trong cac bang tu Bang 4 dén Bang 7.

Bang 4: Cac tham sb dong hoc gin két cua khang thé don dong khang LAG3 ghn két
v6i LAG3-mmh cua nguoi 6 25°C

25°C
Ka ka Kb tin
AbID (I/mol*s) (1/s) [M] (phut)
H4H15479P 1,09E+06 | 5,35E-05 | 4,93E-11 | 2159
H4sH15479P 1,23E+06 | 5,98E-05 | 4,87E-11 193,1
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H4sH14813N 4.45E+05 | 7,89E-05 | 1,77E-10 | 146,4
H4H14813N 4. 11E+05 | 8,80E-05 |2,14E-10 | 1312
H4H15498P2 3,01E+05 | 7,81E-05 |2,60E-10 | 147.9
H4H17819P 1,13E+06 | 4,43E-04 |3,91E-10 |26

H4H17823P 1,04E+06 | 4,47E-04 |4,29E-10 | 25,8
H4sH15498P2 1,57E+05 | 1,01E-04 | 6,45E-10 | 114
H4H15482P 1.99E+05 | 1,94E-04 |9,72E-10 | 59,7
H4sH15482P 2.12E+05 | 2,60E-04 | 1,23E-09 | 44,5
H4H15483P 1.88E+05 | 3,70E-04 |1,97E-09 |31.2
H4H17828P2 6,12E+05 | 1,41E-03 |2,31E-09 |8.2

HA4H15462P 9.39E+05 | 5,40E-03 | 5,75E-09 | 2,1

H4sH15462P 1,07E+06 | 6,97E-03 | 6,51E-09 | 1.7

H4H17826P2 4.50E+05 | 4,57E-03 |1,02E-08 |2,5

L6p khang thé d6i ching 1 | NB NB NB NB
L6p khang thé dbi chimg2 | NB NB NB NB
Khéng thé so sanh 1 1.09E+06 | 8,70E-04 | 8,02E-10 | 13,3
Khéng thé so sanh 2 1.01E+06 | 5,82E-04 |5,77E-10 | 19,9

*NB biéu thi ring trong cac diéu kién thir nghiém, thubc thir LAG3 khong gin két voi
khéng thé don dong khang LAG3 duoc bit gift

Bang 4 thé hién rang ¢ 25°C, tAt ca khang thé khang LAG3 theo sang ché duoc
gén két véi hLAG3-mmh véi cac tri s6 Kp nam trong khoang tir 49pM dén 10nM,
trong khi cac khang thé so sanh duoc gin két véi cac tri sb Kp 12 0,58nM va 0,8nM.
Bang 5: Tham sb dong hoc gén két clia khang thé don dong khang LAG3 gén Kkét voi
hLAG3-mmh ¢ 37°C

37°C
ka ka Kp* tin
AbID (I/mol*s) (1/s) M] (phut)
H4H15479P 1,27E+06 | 4,08E-05 3,21E-11 283
H4sH15479P 1,24E+06 | 4,24E-05 3,41E-11 272,5
H4H15498P2 3,81E+05 | 2,96E-05 7,83E-11 390,2
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H4sH15498P2 3,78E+05 | 7,08E-05 | 1,85E-10 | 163.1
H4sH14813N 5.78E+05 | 1,54B-04 | 2,66E-10 | 75,1
H4H14813N 5356405 | 1,52E-04 | 2,84E-10 76
H4H17823P 176E+06 | 9,24E-04 | 5,24E-10 12,5
H4H17819P 1,59E+06 | 8,76E-04 | 5,52E-10 13,2
H4H15483P 774E+05 | 1,11E-03 | 1,43E-09 10,4
H4sH15482P 2.81E+05 | 5,12E-04 | 182E-09 | 22,6
H4H17828P2 1,10E+06 | 2,07E-03 | 1,89E-09 5,6
H4H15482P 2.92E+05 | 5,70E-04 | 1,96E-09 | 202
H4H17826P2 1.07E+06 | 2,14E-03 | 1,99E-09 5.4
H4H15462P 1.08E+06 | 6,26E-03 | 5,80E-09 1,8
H4sH15462P 1,01B+06 | 7,72B-03 | 7,66E-09 1,5
Lop khang thé doi chimg 1 NB NB NB NB
L6p khang thé doi chimg 2 NB NB NB NB
Khang thé so sanh 1 1.23E+06 | 3,74E-03 | 3,03E-09 3,1
Khéang thé so sanh 2 1.10E+06 | 2,31E-03 | 2,10E-09 5

*NB biéu thi ring trong cac diéu kién thir nghiém, thubc thir LAG3 khong gin két voi
khéng thé don dong khang LAG3 dugc bat gi.

Bang 5 thé hién rdng ¢ 37°C, tAt ca khang thé khang LAG3 theo sang ché duoc
gin két voi hLAG3-mmh voi cac tri s6 Kp nam trong khoang tur 32pM dén 7,66nM,

trong khi cac khang thé so sanh duge gin két véi cac tri s6 Kp nim trong khoang tur

2,1nM dén 3,0nM.

Céc dit liéu trong Bang 4 va 5 biéu thi ring tit ca khang thé khang LAG3 gén

Kkét v&i hLAG3-mmh monome voi cac ai luc rit tuong tu & ca 25°C va 37°C.

Bang 6: Tham sb dong hoc gén két clia khang thé don dong khang LAG3 gén két voi

hLAG3 dime (hLAG3-mFc) & 25°C

25°C
ka kq Kp ti2
AbID (I/mol*s) (1/s) M] (phut)
H4H15479P 2,30E+06 1,00E-05 | 4,35E-12 | >1155,0
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H4sH15479P 3,05E+06 1,00E-05 | 3,28E-12 |>1155,0
H4H15483P 1,34E+06 1.00E-05 | 7,45BE-12 |>1155,0
H4H14813N 9,58E+05 1,00B-05 | 1,04E-11 |>1155,0
H4sH14813N 1,80E+06 1,900E-05 | 1,06E-11 | 606,6
H4H15482P 7,58E+05 1,00E-05 | 1,32E-11 [>1155,0
H4sH15482P 7,09E+05 1.00E-05 | 1,41E-11 |>1155,0
H4H15498P2 3,63E+05 1.00E-05 |2,76E-11 |[>1155,0
H4sH15498P2 2,84E+05 1,00E-05 | 3,52E-11 |>1155,0
H4H17819P 1,45E+06 1.80E-04 | 1,24E-10 | 64,2
H4H17823P 1,26E+06 2.18E-04 | 1,74E-10 | 52,9
H4H17828P2 1,88E+06 4.60E-04 |2,45E-10 |25,1
H4sH15462P 2,34E+06 1,90E-03 | 8,14E-10 | 6,1
H4H17826P2 6,91E+05 564E-04 |8,17E-10 |20,5
H4H15462P 2,02E+06 2.03E-03 | 1,01E-09 |57
Lép khang thé ddi chimg 1 | NB* NB NB NB
Lop khang thé ddi chimg 2 | NB NB NB NB
Khang thé so sanh 1 2,69E+06 450E-04 | 1,67E-10 | 25,7
Khéng thé so sanh 2 3,09E+06 3,00E-04 |9,68E-11 |38,6

#¥NB bidu thi riing trong cc didu kién thir nghiém, thubc thir LAG3 khong gén két voi
khéng thé don dong khang LAG3 dugc bt giit.

Bang 6 thé hién ring ¢ 25°C, tht ca khang thé khang LAG3 cua sang ché duoc
gén két v6i protein dime hLAG3 voi cac tri s& Kp nam trong khoang tu 4,3pM dén
1,0nM, trong khi cac khang thé so sanh dugc gin két voi cac tri s6 Kp 1a 97pM va

0,16nM.

Bang 7: Tham s6 dong hoc gén két ctia khang thé don dong khang LAG3 gén két voi

dime hLAG3 (hLAG3-mFc) & 37°C

L

37°C
Ka ka Kp tin
AbID (/mol*s) (1/s) [M] (phut)
H4H15479P 2.50E+06 | 1,00E-05 | 3,99E-12 | >1155,0
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H4sH15479P 2,92E+06 | 1,00E-05 | 3,42E-12 | 21155,0
H4sH15498P2 5.15B+05 | 1,00E-05 | 1,94E-11 | =1155,0
H4H15498P2 4.60E+05 | 1,00E-05 | 2,17E-11 | >1155,0
H4H14813N 427E+06 | 1,17E-04 | 2,74E-11 | 98,8
H4sH14813N 3,42E+06 | 1,01E-04 | 2,95E-11 | 114,4
H4sH15482P 5,19E+06 | 1,64E-04 | 3,16E-11 | 70,3
H4H15482P 1,01E+06 | 9,01E-05 | 8,91E-11 | 128,1
HA4H15483P 1 38E+06 | 2,98E-04 | 2,15E-10 | 38,8
HA4H17826P2 1.08E+06 | 5,47E-04 |2,77E-10 | 21,1
H4H17819P 1 66E+06 | 5,27B-04 |3,17E-10 | 21,9
HA4H17828P2 1,73E+06 | 7,18B-04 | 4,15E-10 | 16,1
H4H15462P 2.16E+06 | 8,95E-04 | 4,15E-10 | 12,9
H4H17823P 1 34E+06 | 5,85E-04 | 4,37E-10 | 19,7
H4sH15462P 1.80E+06 | 1,57E-03 | 8,76E-10 | 7,3
Lop khang thé dbi chimg 1~ | NB NB NB NB
L6p khang thé d6i chimg2 | NB NB NB NB
Khang thé so sanh 1 3 44E+06 | 1,56E-03 | 4,54E-10 | 7,4
Khang thé so sanh 2 436E+06 | 1,13E-03 |2,58E-10 | 10,3

*NB biéu thi ring trong cic diéu kién thir nghiém, thubc thir LAG3 khong gén két voi
khang thé don dong khang LAG3 dugc bt gi.

Béang 7 thé hién ring ¢ 37°C, tit ca khang thé khéang LAG3 theo sang ché dugc
gén két voi protein dime hLAG3 vdi cac tri s& Kb ndm trong khoang tir 4,0pM dén
0,9nM, trong khi cac khang thé so sanh dugc gén két voi cac tri s6 Kp 1a 0,26nM va
0,45nM.

D liéu trong cac Bang 6 va 7 biéu thi rdng tat ca khang thé khang LAG3 gén
1ét v6i cac thude thir dime hLAG3 voi cac 4i luc tuong tu & ca 25°C va 37°C.

Vi dy 4: Sy canh tranh chéo Octet gifta khang thé khang LAG3

Dé danh gia xem liéu hai khang thé c6 canh tranh véi nhau dé gén két voi
LAG3 cua ngudi dang monome hay khong, su canh tranh gén két (hLAG3.mmbh) giita
khang thé don dong khang LAG3 dugc xac dinh bing cach su dung thu nghiém giao
thoa 16p sinh hoc khong danh d4u theo thoi gian thyc trén bd cam bién sinh hoc Octet
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RED384 (Pall ForteBio Corp.). Thir nghiém canh tranh chéo duoc thuc hién ¢ 25°C
trong HEPES 0,01M d6 pH=7, 4, NaCl 0,15M, Surfactant Tween-20 0,05% thé tich/thé
tich, 0,1mg/mL BSA (dung dich dém Octet HBS-P) voi thm lic & téc do 1.000
vong/phut. Tét ca dung dich khang thé khang LAG3 va hLAG3 dugc thtr nghiém duoc
bao ché trong dung dich dém Octet HBS- P. Dé danh gia xem liéu 2 khang thé ¢6 kha
ning canh tranh voi nhau dé ghn két voi hLAG3 hay khong, khoang tir 0,6 dén 0,85nm
hLAG3.mmh trudc tién duge bét gitt trén dAu cam bién sinh hoc Octet dugc phu
khéng thé khang His tir cac giéng chira Spg/mL hLAG3 trong 75 giay. Cac dau cam
bién sinh hoc Octet duoc bt gitt hLAG3 dugc bdo hoa béng cach lam chim trong 5
phut vao trong cac giéng chira 50ug/ml khang thé don dong khang LAG3 thtr nhét (do
d6 duoc goi la mAb-1), tiép theo lam chim trong cac giéng chira khang thé don dong
khang LAG3 tht hai (do d6 dugc goi la mAb-2). Gitra mdi bude, cac ddu cam bién
sinh hoc Octet dugc rua trong dung dich dém HBS-P trong 30 gidy.

Pap tmg gén két theo thdi gian thuc dugc theo ddi trong qua trinh th nghiém
va ghi lai dap Ung gén két khi két thic mdi bude. Pap Umg cua gin két hLAG3 voi
mADb-1 va tiép theo v6i mAb phong bé duge hiéu chinh dé gfn két co ban, so sanh va
hanh vi canh tranh/khong canh tranh cua cac khang thé don dong khang Lag khac nhau
dugc xac dinh.

Bang 8 xac dinh rd rang cac mdi quan hé cua cac khang thé canh tranh theo ca
hai hudng, ddc 1ap theo thir tu gin két.

Bang 8: Su canh tranh chéo cua khang thé khang LAG3 dé gin két voi hLAG3

monome

mAb tht nhit
(mAb-1) duoc bit
gitt bang cach sur| | : : :
) | Cac khang thé mADb-2 duoc thé hién dé canh tranh voi mADb-1*
dung cac bd cam

bien sinh  hoc

AHC Octet

H4sH15479P, H4sH14813N, H4H14813N, H4H15479P,
H4sH15482P

H4H15482P, H4H15483P
H4sH15479P H4sH15482P, H4sH14813N, H4HI14313N, H4H15479P,
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H4H15482P, H4H15483P
H4sH15482P, H4sH15479P, H4H14813N, H4H15479P,

H4sH14813N

H4H15482P, H4H15483P

H4sH15482P, H4sH15479P, H4sH14813N, H4H15479P,
H4H14813N

H4H15482P, H4H15483P

H4sH15482P, H4sH15479P, H4sH14813N, H4H14813N,
H4H15479P

H4H15482P, H4H15483P

H4sH15482P, H4sH15479P, H4sH14813N, H4H14813N,
H4H15482P

H4H15479P, H4H15483P

H4sH15482P, H4sH15479P, H4sH14813N, H4H14813N,
H4H15483P

H4H15479P, H4H15482P

H4sH15498P2 HAH15498P2, H4H17828P2, H4H17819P, H4H17823P
H4H15498P2 H4sH15498P2, H4H17828P2, H4H17819P, HAH17823P
H4H17828P2 H4sH15498P2, HAH15498P2, H4H17819P, H4H17823P

H4H17819P H4sH15498P2, H4H15498P2, H4H17828P2, HAH17823P
H4H17823P H4sH15498P2, HAH15498P2, H4H17828P2, HAH17819P
H4sH15462P khong
H4H15462P khong
H4H17826P2 khong

(*mAb2 ty canh tranh khong duoc liét k€)
Vi du 5: Khéng thé gén két voi t& bao biéu hién qua mirc LAG3 nhu dugc xac dinh boi
phép dém dong té bao theo dong chay

Té bao HEK293 (HEK293; ATCC, #CRL-1573) dong té bao 6n dinh ma biéu

hién hLAG3 tai t6 hop (s6 truy cap NCBI NP_002277.4) hodac LAG3 cua khi
(mfLAG3) [s6 truy cap NCBI trinh tu ctia khi cynomolgus XP_005570011.1 con dugc
bién bién dbi dé thay thé X & vi tri axit amin 74 voi prolin dua vao s truy cap NCBI
trinh tu cua Rhesus macaque (Macaca mulata) XP_001108923.1] (SEQ ID NO: 576)
& bé mit té bao duge phat trién va dugc st dung dé xéc dinh do dic hiéu gin két cua
khang thé don dong khang LAG3 theo sang ché bang phan tich dém té bao theo dong
chay.

Pénh gia su gin két cia khang thé khang LAG3 nhu sau: t& bao HEK293 6n
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dinh biéu hién hLAG3 hodc mfLAG3 duoc ria 1 lan bang D-PBS (Irvine Scientific
Cat# 9240), duoc trypsin hoa (Specialty Media Cat# SM- 2004-C) va dugc phong bé
bing moi truong nudi chy té bao HEK293 (DME + FBS 10% + P/S/G + axit amin
khong thiét yéu). Sau khi tao huyén phu té bao ly tam ¢ 2,0x106 té bao/mL trong dung
dich dém nhuom (D-PBS + FBS 2%). Khang thé khang LAG3 va 16p khang thé ddi
ching dugce pha loang theo loat trong dung dich dém nhudm v6i lidu nam trong
khoang tu SpM dén 100nM khong chira dung dich dém khang thé ma chi chira dbi
chtimg. Thém cac khang thé dugc pha loang theo loattheo loat nay vao huyén phu té
bao va u trong 15 dén 30 phut trén nudce da. Ly tam té bao va rira vién bing dung dich
dém nhudm dé loai bo cac khang thé khong duoc gin két. Tiép theo, U té bao trong 15
dén 30 phit trén nudc da voi F(ab)2 thi hai duoc 1ién hop allophycoxyanin nhén biét
Fc ctia ngudi (Jackson ImmunoResearch, # 109-136-170). Ly tam té bao va rira vién
bang dung dich dém nhudm dé loai bo F(ab’)2 thu chp khong dugc gin két va cb dinh
qua dém v6i dung dich pha loang 1:1 cua Cytofix (BD Biosciences, # 554655) va dung
dich dém nhuom. Ngay tiép theo, ly tam t& bao dugc ¢b dinh va rira vién bing dung
dich dém nhudm, tao huyén phu lai va loc. Thu duoc cac phép do huynh quang trén té
bao ké HyperCyt® va phan tich trong ForeCyt™ (IntelliCyt; Albuquerque, NM) dé
xéc dinh cuong do huynh quang trung binh (MFI). Céc tri s6 ECso dugc tinh toan dya
vao phuong trinh logitic bén tham sb qua duong cong dap ung 11 diém bang cach st
dung GraphPad Prism. ECso dugc xéc dinh 1a ndng do cua khang thé ma & d6 50% tin
hiéu gén két t6i da duoc phat hién. Ty 1& MFI d6i voi mdi khang thé dugc tinh toan
bing cach chia MFI & 100nM cho MFI & 0nM nong do khang thé.

Bang 9: Su ghn két cta khang thé khang LAG3 voi té bao kiéu dai HEK293 (wt) nhu
duoc xac dinh boi FACS

FACS trén HEK293 wt

Ab PID# EC50 [M] Ty 1& cua MFI

(100nM/0nM)
Lép khang thé dbi chimg higG4 - 1,5
H4sH15462P - 0,9
H4H15462P - 8,2
H4sH15479P - 1,1
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H4H15479P i 7|
HAsH15482 - 1,2
HAH15482P - 4,9
HA4sH15498P2 - 1
HAH15498P2 - 1
H4sH14813N - 1,5
HATI14813N - 1,3
HAH17828P2 - 1,1
HATT17826P2 - 2,5
HATI17823P - 2,5
HATI15483P - 2,6
HATI17819P - 1,1
Khéng thé so sanh 1 - 1
Khéng thé so sanh 2 - 1,6

Nhu duoc thé hién trong Bang 9, cac khang thé so sanh va 16p khang thé dbi
chimg khong chung minh sy gén két do duoc bAt ky v6i t& bao HEK293 kiéu dai ban
d4u boi phan tich FACS. Ty 16 MFI dugc tinh toan nam trong khoang tur 1,0 dén 1,6x.
Vai khang thé khang LAG3 thé hién ty 1 cao hon trén té bao kiéu dai, biéu thi su gin
két khong dic hiéu, voi ty 1¢ MFI dugc tinh toan ndm trong khoang tir 0,9 dén 8,2x.
Trong cac diéu kién nhudém nay, khong co tri sb ECso nao duoc xac dinh dbi voi khang
thé khang LAG3 ciing nhu khang thé so sanh,

Bang 10: Sy gén két cua khang thé khang LAG3 véi té bao HEK293/hLag3 nhu dugc
xac dinh bai FACS

FACS trén HEK293/hLAG3
Ab PID# EC50 [M] | Ty Ié cua MFI (100nM/0nM)
Lop khang thé ddi ching - 1.8
hlgG4
H4sH15462P 6,65E-10 181,6
H4H15462P 3E-10 62,6
H4sH15479P 9,03E-10 198,7

-01-



40226

H4H15479P 7,52E-10 203,2
H4sH15482 1,11E-09 140,8
H4H15482P 1,91E-09 103,7
H4sH15498P2 7,92E-09 400,6
H4H15498P2 5,76E-09 305

H4sH14813N 1,18E-09 197,2
H4H14813N 1,44E-09 208,5
H4H17828P2 2,65E-09 355,2
H4H17826P2 3,86E-09 414,2
H4H17823P 1,25E-09 304,9
H4H15483P 2,31E-09 206,3
H4H17819P 2,79E-09 435,8
Khang thé so sanh 1 7,52E-10 188,2
Khang thé so sanh 2 6,5E-10 150,9

Nhu duoc thé hién trong Bang 10, 16p khang thé doi ching khong chimng minh
su gin két do dugc bat ky voi té bao HEK293/hLag3. Tét ca 15 khang thé khang
LAG3 theo sang ché thé hién sy ghn két dang ké v4i té bao HEK293/hLag3 voi cac tri
s6 ECso nam trong khoang ttr 300pM dén 7,9nM. Ty 1é MFI dugc tinh toan nim trong
khodng tir 62 dén 414x. Cac tri s& ECso dbi voi cac khang thé so sanh la 0,65nM va
0,75nM trong thir nghiém gén két va ty 1€ MFI nho hon 200x dbi voi ca hai khang thé.

Bang 11: Sy gén két clia khang thé khang LAG3 voi té bao HEK293/mfLag3 nhu
duoc xéac dinh duge boi FACS

FACS trén HEK293/mfLAG3

Ab PID# EC50 [M] Ty 1& cia MFI

| (100nM/0nM)
Lop khang thé doi chimg hlgG4 - 1,3

H4sH15462P - 1

H4H15462P - 2,9
H4sH15479P 9,02E-10 20,7
H4H15479P 1,35E-09 21,5
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H4sH15482 1,15E-09 10
H4H15482P 2,2E-09 11,9
H4sH15498P2 >10nM 12,1
HA4H15498P2 >10nM 12,8
H4sH14813N 1,57E-09 16,7
H4H14813N 1,42E-09 17,1
H4H17826P2 >10nM 14,3
H4H17823P >10nM 12,4
H4H15483P >10nM 8,8
H4H17819P >10nM 12,1
Khang thé so sanh 1 >10nM 6,7
Khang thé so sanh 2 >10nM 8,6

Nhu duge thé hién trong Bang 11, 16p khang thé d6i chimg khong ching minh
su gén két do dugc bt ky voi & bao HEK293/mfLag3. Téng sb 13 trong s6 15 khang
thé khang LAG3 theo sang ché thé hién sy gin két dang ké voi té bao
HEK293/mfLAG3 véi tri s6 ECso nam trong khoang tir 900pM dén 16n hon 10nM. Ty
16 MFI dugc tinh toan nam trong khoang tur 8,8x dén 21,5x. Cac tri s6 ECso dbi voi cac

khang thé so sanh 16n hon 10nM va ty 18 MFI duoc tinh toan la 6,7x va 8,6x.

Vi du 6: Su gén két ctia khang thé véi t& bao biéu hién qua mic LAG3 nhu duoc xac
dinh bdi thu nghiém mién dich dién hoa phat quang

Pé nghién clru kha nang cla tAm khang thé don dong khang LAG3 gin két
LAG3 duoc biéu hién trén bé mit té bao, thu nghiém gin két in vitro st dung cac dong
té bao bidu hién LAG3 cua nguoi va khi trong nén tang phat hién trén co s¢ dién hoa
phat quang [Meso Scale Diagnostics, Rockville, MD — (MSD)] duoc phat trién.

Cac dong t& bao dn dinh HEK293 (ATCC, #CRL-1573) dugc tao ra bang cach
chuyén nap lentivirut dé biéu hign hLAG3 tai t& hop (sb truy cap NCBI NP_002277.4)
hodc LAG3 cua khi (mfLAG3) [trinh tu ctia khi cynomolgus Macaca fascicularis 56
truy cap XP_005570011.1, dugce bién ddi dé thay thé “X” & vi tri axit amin 74 voi
prolin trén co s¢ trinh tu cua Rhesus macaque (Macaca mulata) s6 truy cap NCBI
XP_001108923.1) (SEQ ID NO: 576). Dong té bao HEK293 ban dau, ma khong co su

biéu hién phat hién duoc nao cua LAG3 boi sy phan loai té bao duoc hoat hoa huynh
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quang (FACS), co trong thir nghiém nhu dbi chimg gén két co so. Cac IgG4 va hlgG4
cta ngudi khong lién quan c6 duoi dang 16p khang thé dbi chung.

Céc thtr nghiém dugc thyc hién theo quy trinh sau. Trang mot lan té bao tur ba
dong té bao dugc mo ta & trén trong dung dich dém 1xPBS ma khong co Ca*'Mg*
tiép theo 1 10 phut ¢ 37°C voi dung dich phan ly t& bao khong chira enzym. Rira mot
14n t& bao tach ra bing 1xPBS véi Ca*'Mg®* va dm bing thiét bi dém t& bao
Cellometer™ Auto T4 (Nexcelom Bioscience). Khoang 10.000 t& bao trén mdi giéng
trong dung dich dém rua t& bao duoc gieo vao trong cac dia dién cuc cacbon 96 giéng
(dfa gén két cao MULTI-ARRAY, MSD) va u trong 1 gioy & 37°C dé cho phép té bao
két dinh. Céc vi tri gn két khong dic hiéu dugc phong bé boi BSA 2% (trong
luong/thé tich) trong PBS trong 1 gid & nhiét do trong phong. Thém ba lan dung dich
chira khang thé khing LAG3 trong cdc dung dich pha lodng theo loattheo loat nam
trong khoang tur 1,7pM dén 100nM, va dung dich khong c6 mat khang thé vao té bao
duoc gén két trén dia, va U dia trong 1 gio & nhiét do trong phong. Tiép theo, rta dia
dé loai bo céc khang thé khong duoc gén két bing cach s dung may rira dia
AquaMax2000 (MDS Analytical Technologies). Cac khang thé duge gin két trén dia
duoc phat hién bang khang thé khang IgG cla nguoi duoc lién hop SULFO-TAG™
(MSD) trong 1 gid ¢ nhiét do trong phong. Sau khi rira, hién dia bang Read Buffer
(MSD) theo quy trinh khuyén nghi cua nha san xuit va ghi lai tin hiéu phat quang
bing thiét bi SECTOR Imager 6000 (MSD). Phan tich tin hi¢u gén két truc tiép (theo
don vi anh sang tuong d6i — RLU) dudi dang chirc ning cua nong do khang thé va so
khép dit liéu voi md hinh dap ing lidu sigma (logitic bén tham 36) bang cach str dung
phan mém GraphPad Prism™. Hiéu luc cua mdi khing thé duoc xac dinh bing cach
tinh todn ECso. ECso d& gén két t& bio HEK293-hLAG3 va HEK293-mfLLAG3 dugc
xéc dinh 12 ndng dé ciia khang thé ma ¢ d6 50% tin hiéu gén két t6i da duoc phat hién.
Ty 1¢ tin hiéu dugc phat hién bang 100nM khang thé gén két voi t& bao HEK293-
hLAG3 hoic HEK293-mfLAG3 so v6i té bao ban diu HEK293 dugc ghi lai dudi dang
chi thi v& d6 dic hidu gin két LAG3. Doi véi cac ty 18 thip hon 2 14n & ndng do khang
thé cao nhat (100nM), khang thé duoc két luan 1a khong ddc hiéu (NS).

Két qua gén két duoc téng két trong Bang 12.
Bang 12: Sy gn két cia khang thé véi & bao bidu hién qua mic hLAG3 hodc

mfLAG3
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AbID Hicu luc ghn | Hidu luc gén | Ty 1& 100nM | Ty 1& 100nM
Két t& bao voi | két té bao voi | khang thé gan | khang thé
té bao | té bao | két HEK293- | gén két
HEK293- HEK293- hLAG3 véi té | HEK293-
hLAG3 mfLAG3 bao HEK293 | mfLAG3 voi
EC50(M) EC50(M) té bao

HEK293

H4sH15462P 8,53E-10 NS 6,8 NS

H4sH15482P 1,13E-08 NS 4,5 NS

H4sH15479P 1,34E-08 NS 17,8 NS

H4sH15498P2 2,87E-09 2,00E-08 99,8 32,7

H4sH14813N 2,03E-08 NS 19,8 NS

H4H14813N 1,99E-08 NS 8,9 NS

HA4H15462P 6,85E-09 NS 2,3 NS

H4H15482P 2,47E-08 NS 7.4 NS

H4H15479P 5,20E-08 7,39E-08 20,1 2,1

H4H15498P2 2,95E-09 9,68E-09 38,8 13,8

H4H17828P2 1,2E-09 1,31E-08 8,7 6

H4H17826P2 3,48E-09 7,85E-09 7 4,7

H4H17823P 1,5E-09 2,78E-08 53 2,8

H4H15483P 1,72E-08 NS 6,6 NS

H4H17819P 6,9E-10 4,02E-08 22,7 8,3

Lop khang thé doi | NS NS NS NS

chimg H4H

Lop khang thé ddi | NS NS NS NS

chimg H4sH

Khang thé doi | 4,03E-09 NS 7,7 NS

chung 1

Khang thé ddi | 6,77E-09 NS 8,1 NS

ching 2

NS=khong dic hiéu —ty 1€ & 100nM ab <2
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Nhu duge thé hién trong Bang 12, hiéu luc cla cac khang thé tinh theo tri s6
ECso ndm trong khoang tir 690pM dén 52nM dé gin két voi té bao HEK293-hLLAG3,
véi tht ca cac khang thé ¢ sy gin két dac hidu > 2 l4n gan két voi té bao biéu hién
LAG3 cua ngudi so voi té bao HEK293 ban dau voi su gin két 100nM khang thé. Chi
co bay trong s cac khang thé gin két dic hiéu voi té bao HEK293-mfLAG3 voi tri s6
ECso nim trong khoang tir 7,9nM dén 74nM. Hiéu lyc gin két ctia khang thé so sanh
trén té bao HEK293-hLag3 la khoang 4,0nM va 7,0nM. Cac khang thé so sanh khong
thé hién su gén két dac hiéu véi t& bao HEK293-mfLag3. Cac khéng thé ddi chimg
khong tuong quan gin két voi t€ bao HEK293-hLAG3 va HEK293-mfLAG3 khong
dic hiéu nhu mong doi, voi 16p khang thé déi chimg H4H va 16p khang thé dbi ching
H4sH gén két voi ty 18 nam trong khoang tr 0,7 dén 1,1 14n gin két cao hon té bao ban
dau HEK293.
Vi du 7: Phong bé su gin két clia LAG3 véi MHC nhom I trong thu nghi¢m két dinh
té bao
Thir nghiém két dinh t€ bao duge thuc hién dé do kha ndng cua khang thé don
dong khang LAG3 phong bé t& bao biéu hién MHCII cta ngudi hoic MHCII cua
chudt nhit (1An luot 14 t& bao RAJT va A20) khong cho két dinh véi té bao HEK293
biéu hién hLAG3 gin trén dia vi chuéin (trén co so thir nghiém duge mé ta trong tai

liéu Eur J Immunol. 1995, 25: 2718-21 bdi Huard, va cong su).

Céc dong té bao én dinh HEK293 (ATCC, #CRL-1573) dugc tao ra bang cach
chuyén nap lentivirut dé biéu hién hLAG3 tai t6 hop (s truy cap NCBI NP_002277.4)
hosc LAG3 cta chudt nhit (mLAG3) (s6 truy cdp GenBank NP _032505.1). Dong té
bao HEK293 ban ddu khong cd su bidu hién phat hién dugc cia LAG3 cua nguoi boi
ky thudt phan loai t& bao dwoc hoat hoa huynh quang (FACS) va dugc stt dung dé
chimg minh yéu cdu LAG3 dé két dinh té bao RAJI va A20 bidu hién MHCIL

Cac thi nghiém duoc thuc hién theo quy trinh sau: rita mot 14n té bao biéu hién
HEK293-hLAG3 hop dong phu bing 1X PBS, trypsin hod, va ly tim o tbc do 1.200
vong/phut trong 5 phut. Tao huyén phu lai vién t bao trong 1X PBS va tiép theo dém
dé xac dinh sb lugng té bao. S& luong té bao thich hop duoc phan lap va duoc tao
huyén phu lai trong moi tfruong ddy di (DME + FBS 10% +
penixilin/streptomyxin/glutamin), sao cho mdi giéng s& chira 100pL 1,274 té bao. Phu
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&4 bao vio trong dia ddy quang mau den VO tring Nunclon™ Delta 96-Well
MicroWell™ (Thermo Scientific). Cac giéng & phan chu vi cua dia khong co trong
thiét k& thir nghiém dé tranh tac dung mép. Thay vi té bao, thém 100uL 1xPBS vao
cac giéng theo chu vi. U té bao HEK293-hLAG3 dugc phu qua dém o 37°C, 6 5%
CO,. Sau khi u, xu ly té bao nay bang khang thé khang LAG3 va 16p khang thé do6i
ching.

Vao ngay xu ly, tht ca cac khang thé dugc pha loang theo loat (1:3) trong moi
truong RPMI (khong chira FBS hodc thanh phan bd sung). Dung dich pha loang 9
diém nam trong khoang tir 45pM dén 300nM, véi diém pha lodng sau cung khong
chita mADb. Dé thir nghiém cac khang thé H4sH trong thur nghiém két dinh bang cach
stt dung t& bao RAJI dung dich pha loang 9 diém nam trong khoang tir 23pM dén
150nM, voi diém pha lodng sau cung khong chita mAb. Thé tich cubi cung 50pL
khéng thé khang LAG3 hodc lop khang thé déi chimg duogc b6 sung vao té bao
HEK293-hLAG3 va u trong 1 gio ¢ 37°C, ¢ 5% COa. Trong khi té bao HEK293-
LAG3 duoc phu dang u voi cac khang thé thir nghiém hodc ddi chimg, té bao B khong
két dinh (RAJI hogc A20) duge danh déu bang Calcein AM bang cach st dung quy
trinh sau. Thu gom t€ bao huyén phu RAJI va A20 va ly tam & tbe d6 1.200 vong/phut
trong 5 phut. Tao huyén phu lai vién té bao trong 1X PBS va dém. Rua té bao bing
RPMI, va tao huyén phu lai trong RPMI ¢ ndng do 10° t€ bao/lml. Panh diu té bao
bing cach thém SuL Calcein AM trén mdi 1ml huyén phu té bao va u trong 30 phut 0
37°C. & 5% COs. Rira té bao danh ddu 1 lan bing RPMLI, ly tim, rua bing 1X PBS va
tao huyén phu lai trong PBS © ndng do 5x10° t& bao/lml. Tiép theo, thém 10uL BD
Pharmingen Fe Block (0,5mg/mL) vao mai 1ml t& bao danh déu Calcein AM, ma duoc
0 & nhiét do trong phong trong 10 phut. Tao huyén phu lai té bao, RAJI hodc A20
phong bé Fc nhudm Calcein AM trong RPMI dén ndng do cudi cing 3x10° té bao trén

mdi Iml va tiép theo dugc st dung trong thu nghiém két dinh.

Khi két thic viée xtr Iy khang thé LAG3 mot gio cua € bao HEK293-LAGS3,
thém 501 té bao RAJI hodc A20 dugc danh déu vao mdi giéng & mat do 1,5x10° té
bao/giéng. U t& bao huyén phu danh dAu bing mot 16p HEK293 trong 1 gi¢ ¢ 37°C, 0
59, CO». Rura loai bo t& bao khong két dinh bing cach ria nhe cac giéng 4 1dn bing
RPMI, céc dia thdm tach bing thap gidy sau mdi Jn rira, tiép theo rira 2 1an bing PBS.
Thém thé tich cudi ctng 200p1 PBS vio mdi giéng va doc huynh quang Calcein AM &
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budc song kich thich/phat ra 485nm/535nm trén bo doc dia da danh déu VICTOR™
X5. Céc tri s6 ICso duoc tinh toan bing cach st dung phuong trinh logitic bon tham s6
qua duong cong dap ung 9 diém bing cach st dung GraphPad Prism. ICso dugc xac
dinh 13 ndng do khing thé ma ¢ d6 sy phong bé 50% két dinh té bao HEK véi t€ bao
RAJI hodc A20 dugc quan sat.

Pénh gia kha ning khang thé khang LAG3 phong bé su gin két cia LAG3 voi
¢4 MHCII ctia nguoi va cua chudt bing cach sir dung thtr nghi€ém két dinh trén co so té
bao. Thir nghiém sur dung dang & bao bidu hién noi sinh MHCII danh dau huynh
quang [MHCII (RAJI cua nguoi) hodc MHCII (A20) cua chudt nhét] gén két voi té
bao duge thao tac dé biéu hién LAG3 ctia nguoi. Kha nang khang thé LAG3 phong bé

su tuong tac ndy duoc danh gia va két qua duoc thé hién trong Bang 13.
Béng 13: Tri s6 ICso cua khang thé khang LAG3 dé phong bé su két dinh té bao RAJI
va A20 véi té bao HEK293-hLAG3

Tht nghiém két dinh
Ab ID# RAIJI A20

IC50 [M] | IC50 [M]
H4sH15462P 2,50E-09 | 3,60E-09
H4H15462P 3,20E-09 | 7,10E-09
H4sH15479P 9,60E-09 | 6,30E-09
H4H15479P 3,10E-08 | 1,10E-08
H4sH15482 3,30E-09 | 3,80E-09
H4H15482P 1,50E-08 | 1,10E-08
H4sH15498P2 1,60E-08 | 2,10E-08
H4H15498P2 1,50E-08 | 3,00E-08
H4sH14813N 6,00E-09 | 1,00E-08
H4H14813N 1,70E-08 | 1,00E-08
H4H17828P2 1,10E-08 | 1,60E-08
H4H17826P2 2,70E-08 | 1,00E-08
H4H17823P 8,60E-09 | 9,40E-09
H4H15483P 1,90E-08 | 1,60E-08
H4H17819P 1,70E-08 | 1,60E-08
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Lop khang thé ddi chimg - -
Khang thé so sanh 1 3,40E-09 | 5,10E-09
Khang thé so sanh 2 7,20E-09 | 9,60E-09

Nhu duoc thé hién trong Bang 13, 16p khang thé dbi ching khong ching minh
su phong bé do duoc bét ky su gin Kkét cta té bao RAJI hodc A20 voi té bao HEK293-
RLAG3. Tt ca céc khang thé LAG3 theo sang ché phong bé 92 dén 98% su két dinh
clia t& bao RAJI hoic A20 véi té bao HEK293-hLAG3 ¢ ndng d6 khang thé cao nhit,
véi tri s6 1C50 ndm trong khoang tix 2,50M dén 31nM dbi voi su két dinh té bao RAJI
va tr 3.6nM dén 30nM dbi véi su két dinh ctia t& bio A20 voi ¢ bio HEK293-
hLAG3. Céc tri s6 IC50 dbi v6i khang thé so sanh 1a 3,4nM va 7,2nM dbi voi su két
dinh & bio RAJI va 5,1nM va 9,6nM dbi véi su két dinh cua t€ bao A20 VO t€ bao
HEK?293-Lag3.

Vi du 8: Phong bé su diéu hoa giam té bao T do LAG3 gy ra trong thur nghiém thong
bao té bao T/APC luxiferaza

Su hoat hoa t& bao T dat duoc bang cach kich thich cac thu thé t& bao T (TCR)
ma nhan biét cac peptit dac hiéu duoc trinh dién boi protein phtc hop twong thich mo
chinh nhém I hodc II (MHCI hodc MHCII) trén té bao trinh dién khang nguyén (APC)
(Goldrath va cong su 1999, Nature 402, 255-262). Cac TCR duoc hoat hoa 1an luot
khoi mao tang su kién truyén tin hiéu ma c6 thé dugc theo ddi boi cac gen thong bao
duoe diu khién boi cac yéu t6 phién ma nhu chit hoat hoa-protein 1 (AP-1), Yéu tb
nhan cta  bao T hoat hod (NFAT) hoic yéu t6 ting cudng chudi nhe kappa cua yéu
t6 nhan cua té bao B hoat hoa (NFxB). Dap ung té bao T duoc nhan biét qua su an
khop ctia cac dong thu thé duoc biéu hién lién tiép hodc cam ung trén té bao T. Mot
thy thé nay 13 LAG3, chét diéu hoa 4m hoat tinh t€ bao T. LAG3 tuong tac voi phoi tr
cua nd, MHCII, ma dugc bidu hién trén té bao dich bao gdm APC hodc té bao ung thu,
va e ché su hoat hoa té bao T bing cach tat tin hiéu duong tinh giam dugc tao ra boi
TCR signalosome (Workman va cong su 2002, J Immunol 169:5392-5395).

Pé mb ta dic diém kha ning khang thé khang LAG3 tao d6i khang truyén tin
hiéu do LAG3 gay ra trong té bao T, tha nghiém thong bao té bao T LAG3/APC dugc
thue hién dé do viée truyén tin hiéu té bao T do sy tuong tic gitra APC va té bao T gly

ra bing cach dung méi truong nudi ciy hdn hop dugc tao ra tir hai dong te bao cua
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ddng vat co vu: t& bao T ¢6 ngudn gbe tir Jurkat (don dong JRT3.T3.5, nhu duge md ta
dudi day) va cac APC dugc thao tac trong nén HEK293 (nhu dugc md ta dudi day)

(Fig.1).

P6i voi thanh phan thu nhét, dong té bao T dung cho thtr nghiém sinh hoc
thong bao & bao T LAG3/APC duoc thyc hién nhu sau: don dong té bao T c6 ngudn
gbe tir Jurkat, JRT3.T3.5 (ATCC, # TIB-153) ban dAu duge chuyén nap voi chit thong
bao Cignal Lenti AP-1 Luc (Qiagen — Sabiosciences, #CLS-011L) theo cac hudng dan
| clia nha san xuét. Lentivirut ma hoa gen luxiferaza dom dom dudi su diéu khién ctia
rinh tw khoi diu phién ma CMV tdi thiéu, cac doan 1dp do clia phén tir dap (mg phién
mi cam (ng TPA (TRE) va gen khang puromyxin. Sau khi lya chon khang sinh, nhom
khang puromyxin chiia t& bao thong bao con duoc thao tac boi qua trinh truyén voi
CD28 cua ngudi (NP_006130.1), tiéu don vi Ob2F3 TCR alpha va beta (Alpha
AGA92550.1 Beta AAA61026.1), thé kham LAG3 cua nguoi (bao gdbm mién ngoai
bao ctia LAG3 cha nguoi (NP_002277.4) va mién xuyén mang/mién té bao chét cua
CD300a cua nguoi (cac axit amin tu 181 dén 299; s truy cap NP 009192.2) va PD-1
clia nguoi (sb truy cép NP_005009.2). Su biéu hién cla céc protein duge xac nhan boi
phan tich FACS sau mdi vong chuyén nap. Tiép theo, mot dong thé kham
JRT3.T3/AP1-Luc/CD28/hLLAG3-CD300a/dong hPD-1 2D2 duogc tao ra va dugc su
dung trong thut nghiém sinh hoc thong bao t& bio T/APC. Dong té bao dugc duy tri
trong RPMI + FBS 10% + penixilin/streptomyxin/glutamin (P/S/G) dugc b6 sung
100ug/mL hygromyxin + 500ug/mL G418 + lug/mL puromyxin, do dé dugc goi la
moi truong lua chon. Cac té bao trong ban md ta nay dugc goi 14 té bao T thong bao.

D6i v6i thanh phan tht hai, dong t6 bao APC dung cho thir nghiém sinh hoc
thong bao té bao T LAG3/APC dugc tao ra nhu sau: dong té bao HEK293 6n dinh
(ATCC, # CRL-1573) biéu hién CD20 cta nguoi (s6 NP_068769.2) dugc chuyén nap
voi nguoi voi cac tidu don vi MHCIL, HLA-DR2A (NP_061984.2) va HLA-DR2B
(NP_002115). T bio duong tinh v6i HLA-DR2 dugc phan 1ap bing FACS va dong té
bao thu duoe, HEK293/CD20/HLA-DR2 dugc duy tri trong DME + 10% + P/S/G +
axit amin khong thiét yéu duoc bd sung 100ug/mL hygromyxin + 500ug/mL G418, do
dé duoc goi 1a moi truong lya chon. Céc té bao trong ban md ta nay dugc gol 1a t& bao
APC.

Pé an khop té bao T va APC dé bét dau truyén tin hiéu TCR, hai phuong phap
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duoc sur dung: (1) ché d6 dac hiéu kép; va (2) ché d6 xung peptit. Trong thr nghiém
sinh hoc nay, khang thé khang LAG3 da phong bé su tuong tac LAG3/MHCII va
phong thich hoat tinh t& bao T bing cach khong cho phép truyén tin hiéu trc ché duoc
phan phdi boi dudi t& bao chét cua phan tr CD300a voi sy tang 1én tiép theo vé qua
trinh truyén tin hiéu AP1-Luc. Su hoat hoa t& bao T dugc theo ddi bdi dau doc ra
luxiferaza.

Ché d6 dic hiéu kép: theo ché d6 nay, khang thé dac hiéu kép gém co mot
nhanh Fab ma gén két voi CD3 trén té bao T va Fab thir hai gén két voi CD20 trén té
bao HEK293 (khang thé dic hiéu kép CD3xCD20; vi dy, nhu dugc boc 10 trong tai
litu US20140088295) dugc st dung. Su c6 mét cua phan tir dic hidu kép dan dén su
tao ra synapza mién dich va hoat hoa phirc hop TCR do tao nhém phén tu CD3 trén té
bao T duoc thao tac.

Mot ngdy trude sang loc, nudi cdy té bao T thong bao dugc thao tac dén 5x10°
t& bao/mL trong mdi truong lua chon va thu nghiém trong thtr nghiém sinh hoc ngay
tiép theo. Tri s6 ECso cua khang thé khang LAG3 duoc xac dinh voi su ¢d mat cua
néng do cb dinh clia khang thé dic higu kép CD3xCD20 (100pM). Thém céc thude thir
vao theo thir tu sau. Pha lodng theo loat khang thé khang Lag 3 va 16p khang thé ddi
ching trong RPMI1640 dugc bd sung FBS 10% va penixilin/streptomyxin/glutamin
(moi truong thir nghiém). Dung dich pha lodng 10 diém nam trong khoang tr 15pM
dén 100nM v6i diém pha lodng cudi cing khong chira mAb, dung dich dém d6i
ching). Thém khang thé duge pha lodng theo loattheo loat nay vao cac giéng tuong
mg trong dia day phing mau tring 96 giéng chira ndng do ¢d dinh (100pM) cua khang
thé dic hidu kép. Tao huyén phu lai té bao T thong bao dugc nudi cdy qua dém O
2x10%/mL trong mdi trudng thir nghiém, thém vao khéng thé khang LAG3 cong voi
dia chira khang thé dac hiéu kép va u trong 30 phut ¢ 37°C/5% CO2. Nong do cudi
ciing cua té bao T thong bao la 5x1074/ giéng.

Tiép theo, ria té bao APC 1 lan bang D-PBS (Irvine Scientific Cat# 9240), tao
trypsin hoa (Specialty Media Cat# SM- 2004-C) va phong bé bang mdi truong thu
nghiém. Sau khi ly tam, tao huyén phu lai t& bao dén 4x10%/mL trong moi truong thu
nghiém va thém vao dia chua té bao thong bao té bao T duoc u voi khang thé khang
LAG3 cong voi khang thé dac hiéu kép. Nong do cudi cung cua t€ bao APC la
1x10%/giéng. U dia trong 4 dén 6 gio & 37°C, 5% CO2. Phat hién hoat tinh AP1-Luc
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sau khi thém thubc thir ONE-Glo™ (Promega, # E6051) va don vi anh sang tuong d6i
(RLU) duoc bt gitt trén may do d¢ sdng Victor. TAt ca cac mau duoc thir nghiém hai
lan.

Ché do xung peptit sir dung MBP85-99: cac TCR nhén biét phtrc hop MHC déc
hiéu/peptit va dan dén hoat hoé té bao T. Heterodime Ob2F3 TCR duoc su dung trong
thtr nghiém nay da duoc thong bao tuong tac voi protein MHCII, HLA-DR2AB, trong
phtrc hop véi peptit MBP85-99 (Myelin Basic Protein NP_001020272; SEQ ID NO:
583).

Mot ngay trudce sang loc, té bao T thong bao dugc thao tac dugc tao ra nhu
duoc md ta trén day d6i v6i ché do dic hiéu kép. Té bao APC duoc tao xung qua dém
v6i 0,2uM peptit MBP85-99 (Celtek HLA-DR2 MBP85-99 trong DMSO, ER-15,
Lot# 140411, MW 1797,1g/mol) trong mdi trudng nudi cdy té bao chira khang sinh
tuong g & 37°C/5% CO2. Céc tri sb ECso cia khang thé khang LAG3 duoc xac dinh
voi su ¢6 mit cia 1x10* APC xung. Thém thudc thir vao theo thir tu sau: khang thé
khang LAG3 va khang thé dbi chimg duoc pha lodng theo loat trong moi truong thu
nghiém. Dung dich pha loang theo loat 10 didm chira khang thé khdng LAG3 nam
trong khoang tu 15pM dén 100nM véi diém pha loang sau cung khong chira mAb.
Thém céc khang thé vao cac giéng tuong mg trong dia day phing mau tréng 96 giéng.
Tao huyén pht lai t& bao T thong bdo dugc nuodi cdy qua dém dén 2x10%/mL trong moi
truong thir nghiém, thém vao dia va u trong 30 phut ¢ 37°C ¢ 5% COx. Ndng do6 cubdi
cung cla té bao T thong bio la 5x10* té bao T trén mdi giéng. Tiép theo, rra té bao
APC xung peptit MBP85-99 1 lan bing D-PBS (Irvine Scientific Cat# 9240), tao
trypsin hoa (Specialty Media Cat# SM-2004-C) va phong bé béng mdi truong thu
nghiém. Sau khi ly tam, tao huyén phu lai t& bao dén 4x105/mL trong moi truong thur
nghiém va thém vao khang thé khang LAG3 cong voi dia té bao T thong bao xung
peptit. Nong do cudi cung cua té bao APC la 1x10%/giéng. U dia thit nghiém trong 4
dén 6 gio & 37°C/5% CO2. Hoat tinh cua AP1-Luc dugc phat hién sau khi thém thude
thtt ONE-Glo™ (Promega, # E6051) va don vi anh sang tuong dbi (RLU) dugc bt

gift trén méy do do sdng Victor. Tét ca c4c mAu duge thir nghiém hai 1an.

Céc tri s6 ECso duoc xac dinh dua vao phuong trinh logitic bbn tham s6 qua
duong cong dap tmg 10 diém bang cach st dung GraphPad Prism. Céc tri s6 RLU dbi

véi mdi khang thé duge sang loc duge chuan héa bing cach thiét 1ap dung dich pha
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lodng theo loat sau cung khong chita mADb, dbi ching voi 100%, ma theo ly thuyét thé

hién dap ung AP1-Luc t6i da tao ra phan tu dic higu kép (trong ché do dic hiéu kép)
hodc bdi cac APC xung voi peptit MBP85-99. Két qua duoc tdng két trong Bang 14.
Bang 14: Hoat hoa phu thudc khang thé khing LAG3 cula su truyén tin hiéu AP1-Luc

trong thit nghiém sinh hoc té bao T LAG3/APC

ECso [M]
AbID # Ché do peptit Ché do dic hidu kép

Lép khang thé hIgG4 - -

H4sH15462P 4,86E-10 1,48E-10
H4H15462P 3 44E-10 2,24E-10
H4sH15479P 1,35E-10 8,72E-11
HA4H15479P 2,84E-10 1,45E-10
H4sH15482P 8,06E-10 5,18E-10
H4H15482P 2,48E-09 >100nM
H4sH15498P2 4,61E-09 >100nM
H4H15498P2 5,89E-09 6,62E-09
H4sH14813N 8,16E-10 6,88E-10
H4H14813N 1,01E-09 1,07E-09
H4H15483P 2,54E-09 3,69E-09
H4H17819P 2,12E-09 >100nM
H4H17823P 6,88E-10 >100nM
H4H17826P2 8,83E-09 2,66E-07
H4H17828P2 4,91E-09 >100nM
Khéng thé so sanh 1 2,79E-10 1,57E-10
Khéng thé so sanh 2 3,49E-10 2,38E-10

Nhu duoc thé hién trong Bang 14, tit ca mAb khang Lag3 theo sang ché ma
duoc thir nghiém trong thir nghiém sinh hoc t bao T/APC, phéng thich su e ché
LAG3/HLA-DR2 véi cic tri s6 ECso nam trong khoang tr 135pM dén 8,83nM theo
ché do peptit ctia thur nghiém va voi tri s6 ECso nam trong khoang tu 87pM dén 16n
hon 100nM theo ché do dic hiéu kép cua thir nghiém, trong khi cac khang thé so sanh
thé hién céc tri s6 ECso 1a 280pM va 350pM. Lop khang thé dbi chimg duoc thu
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nghiém khong thé hién hoat tinh phong thich dang ké trong thur nghiém sinh hoc.
Trong thtr nghiém khac, viéc thém khang thé khang PD-1 (REGN 2810; duoc md ta
trong Vi du 12 trong ban md ta nay) khong lam ting cuong su phong thich hoat tinh té

bao T.

Trong thit nghiém th hai, dong té bao HEK293/CD20/HLA-DR2 dugc chuyén
nap v6i gen PD-L1 clia nguoi (cac axit amin 1 dén 290 c6 sb truy cap NP_054862.1)
ma da duoc tach dong vao trong he vecto lentivirut (pLVX). Nhu duge mo ta trén day,
t& bao T c6 ngudn gdc tur Jurkat biéu hién yéu t6 thong bao luxiferaza dugc diéu khién
bdi hLAG-3 va AP-1 duoc G voi té bao trinh dién khang nguyén duong tinh v6i PD-L1
biéu hién phtc hop MHC II ctia ngudi/peptit. Trong thtr nghiém nay, khang thé khang
LAG-3 chi phéng thich hoat tinh té bao T voi su c6 mit cua khang thé khang PD-1
(REGN2810; dugc mé ta trong Vi du 12 trong ban mo ta nady), khong phai trong
truong hop vang mit khang thé khang PD-1. Tém lai, khang thé khang LAG-3 phong
thich su hoat hod té bao T bang cach phong bé su truyén tin hiéu Gc ché LAG-3/MHC
11 va duoc hiép dong voi khang thé khang PD-1 trong thur nghiém té bao T nay.

Vi du 9: Khéng thé khang LAG3 thé hién su gén két voi t€ bao T khi cynomolgus
duoc kich thich CD4+ va CD8+

Trong vi du ndy, kha nang khang thé khang LAG3 da chon gén két v6i t€ bao T
khi cynomolgus CD4+ va/hodc CD8+ biéu hién LAG3 qua FACS dugc danh gia.

Trudc tién, phan 1ap t& bao T tu dong mau chung cua khi cynomolgus
(Bioreclamation, Westbury, NY). Tém lai, dong mau chung tur hai khi cho
cynomolgus dugc pha loéng theo ty 1& 1:1 trong PBS va tao 16p qua dung dich 85%
Ficoll-Paque. Theo cac quy trinh tiéu chudn, t bao hong ciu duoc phan tach voi té
bao don nhan va té bao T dugc phén lap bang cach su dung kit phén lap té bao panT
(Miltenyi Biotech).

Té bao T phan lap dugc hoat hoa bang cach st dung kit hoat hoa/mo réng té
bao T dbi v6i dong vat linh truong khong phai nguoi (Miltenyi Biotech). Tao huyén
phtt lai hdn hop vién té bao & nong do 1x10° té bao/mL trong moi truong day du. Sau
72 gid u, loai bo vién té bao va té bao T hoat hoa dugc mé rong trong moi truong day

du trong 96 gio.
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Tiép theo, té bao T khi cynomolgus duoc kich thich tir mdi khi cho, nhu dugc
md ta o trén, dugc nhudém bing thuéc nhudm LIVE/DEAD (Molecular Probes) dé
phan biét gilta t& bao song va té bao chét qua FACS. Tiép theo, ddng U t& bao voi
khang thé khang CD$ lién hop PE va khang thé khang CD4 lién hogp FITC trong 15
phut trén nude da dé cho phép phat hién quén thé té bao duong tinh va am tinh CD4 va
CD8.

pé danh gid su gin Kkét cua khéng thé khang LAG3 voi té bao T khi
cynomolgus CD4+ va CD8+ dugc phan 1ap trudc, khang thé khang LAG3 va 1op
khang thé d6i ching dugc pha loang theo loat trong dung dich dém phong bé va phu
trong dia day chit V 96 giéng voi cac lidu cubi cung nim trong khoang tu 100nM dén
50pM. Tiép theo, cac khang thé duoc pha loang theo loat dugc d4nh dAu truc tiép bang
cach st dung Zenon Alexa-Fluor 647 (Molecular Probes) va u voi huyén phu t€ bao T
CD4+/CD8+ cta khi cynomolgus trong 15 dén 30 phut trén nude da. Ly tam té bao va
rira vién bing chit dém nhudm dé loai bo cac khang thé khong gin két va c6 dinh
trong 12 gio voi dung dich pha loang voi ty 18 1:1 chira Cytofix (BD Biosciences) va
dung dich dém nhudm. Sau khoang thoi gian U, loai bo dung dich dém cb dinh va tao
huyén phu lai vién trong dung dich nhugm, loc, va dugc sur dung dé do huynh quang.

Viéc do huynh quang dat duoc trén Fortessa (Becton Dickinson) va du liéu
duoc phan tich trong FlowJo dé xac dinh cudng do huynh quang trung binh (MFI).
Céac tri s& ECso dugc tinh toan tu phuong trinh logitic bon tham s6 qua duong cong
dap ung 11 diém bang cach st dung GraphPad Prism. Ty 1&é MFI d6i voi mdi khang
thé duoc tinh todn bang cach chia MFI & 11,1nM cho MFI ¢ OnM ndng do khang thé
(d6i chiing 4m tinh).
Bang 15: Ty 1& ECso va MFI cua khang thé khang LAG3 da chon gén két voi t€ bao T
khi cynomolgus CD4+ va CD8+ tur nhiéu khi cho

Khi cho cynomolgus 1 Khi cho cynomolgus 2
CD4+ CD8+ CD4+ CD8+
FACS gén Ty lé Ty lé Ty lé ,
‘ ) , : , Tyl¢
két trén quan cua cua cua ,
[N ECso ECso ECso ECso cua MFI
thété bao T MFI MFI MFI
o (M] [M] [M] (M] | (11nM/
kich thich (11nM (11nM (11nM/ onM)
/OnM) /0nM) OnM)
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1,20E- 4,60E- 3,80E- 4,10E-
H4sH15482P 1,3 3 1,3 4,7
09 10 10 10
4,20E- 8,50E- 2,20E- 1,10E-
H4sH14813N 1,3 3,5 1,5 6,3
10 11 10 10
Khéng thé so 9,20E- 7,80E-
NB 1,1 2,4 NB 1,2 42
sanh 1 10 10
Lop  khang
thé dbi ching | NB 1 NB 1 NB 1 NB 1
higG4

NB: khong gin két

Nhu duge thé hién trén diy, khang thé khing LAG3 HA4sH15482P va
[4sH14813N thé hién sy gin két voi dong té bao LAG3-HEK293 cua khi cynomolgus
duoc thao tac di truyén. Trong vi du nay, H4sH15482P va H4sH14813N chimg minh
su gin két dic hiéu voi t& bao T cua khi cynomolgus biéu hién CD4+ va CD8+ LAG3
v6i ECso nam trong khoang tir 1,1nM dén 85pM (Bang 15). Tom lai, khang thé khang
LAG3 da chon duoc md ta trong vi du ndy gén két thé hién kha ning phan ung chéo
v&i LAG3 duoc biéu hién trén té bao T CD4+ va CD8+ hoat hoa cua khi cynomolgus.
Tréi lai, khang thé so sanh 1 ching minh sy ghn két chi voi té bao T khi cynomolgus
CD8+.
Vi du 10: Hidu qué in vivo ciia khang thé khang LAG3 khang khéi u Colon26

Hiéu qua in vivo cta khang thé khang LAG3 clia chudt don 1¢ va két hop véi
khéang thé khang PD-1 cua chudt dugc nghién ctru trong mo hinh khdi u hiép dong can
1am sang Colon 26.

Mua chu6t nhit BALB/c tir Taconic Biosciences. Colon 26, dong té bao ung thu
bidu mo tuyén ctia chudt nhét c6 ngudn gde tir ching chudt BALB/c, dugc mua tur Bo
luu trit giéng chuin Hoa Ky (American Type Culture Collection-ATCC). Nam muoi
chu6t nhit BALB/c dugc ghép dudi da v6i 1x106 té bao Colon 26 (dong ung thu biéu
md tuyén cua chudt nhét ¢6 ngudn gde tr chung BALB/c) vao Ngay 0. Vao Ngay 8,
bén muoi chudt nhit ¢o thé tich khdi u trung binh 50mm3 duogc chon va dugc chia

ngAu nhién thanh 4 nhom diéu tri (N=10/nhém). Vao cac ngay 14, 17, 21, 24 va 28,
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chudt nhat duge cho dung liéu khang thé nhu sau: Nhém 1, 16p khang thé ddi chimg
IgG2a cua chudt cbng (dong 2A3, BioXCell, Catalog # BE0089) va lop khang thé dbi
ching mlgG1 (dong MOPC- 21, BioXCell, Catalog # BE0083); Nhém 2, khang thé
khang PD-1 cua chudt nhét (khang thé IgG2a cua chudt dong khang PD-1 cua chudt
nhit, dong RPMI-14, BioXCell, catalog # BE0089) va 10p khang thé dbi chimg
mlIgG1; Nhom 3, khang thé khang LAG3 cua chu6t nhét (khang thé IgG1 cua chudt
cdng khang LAG3 cua chuot nhit, dong CIB7W, BioXCell, Catalog # BE0174) va
khang thé dbi chimg IgG2a cua chudt nhat; Nhom 4, khang thé khang PD-1 cua chudt
nhit va khang LAG3 cua chudt cbng. Tét ca cac khang thé dwoc dung bing viéc tiém
trong bung & 10mg/kg. Theo d5i thé tich khéi u bang viée do bang compa hai 1an mdi
tudn trong khoang thoi gian thir nghiém (42 ngay).

Quan sat viéc giam dang ké su phat trién khdi u & chudt nhét duge didu tri bang
khéng thé khang PD-1 cta chudt nhét (cac hinh vé Fig.2A-Fig.B), v6i 5 trong s& 10
chudt nhét tr& thanh khong c6 khéi u vao ngay 45 khi két thic thir nghiém. Su giam
phat trién khdi u cling duoc quan sat trong nhom phy cta chudt nhét duge diéu tri bang
khéang thé khang LAG3 cua chudt nht, véi 3 trong s6 10 chudt nhét trd thanh khong
c6 khdi u vao ngay 45. Trai lai, vi€c didu tri két hop voi khang thé khang LAG3 va
khang PD-1 tét hon so véi liéu liéu phap don, voi 8 trong s6 10 chudt nhét tr& thanh
khong c6 khéi u khi két thuc thir nghiém, cho biét thc dung cong hop tiém niang cla
viéc diéu tri bang khang thé khang LAG3 va khang PD-1. Khong ¢6 chudt nhit khong
cokh01ukh1kd¢hucﬂnxnghwnluongnhon1d01chung Vao ngay 35, cosugunnthe
tich khéi u dang ké vé& mit thong ké & chudt nhét duoc diéu tri voi liéu phap két hop
(p< 0,05, Fig.2B) nhung khong giam dang ké voi liéu phap didu tri don. Bét chp su
thanh thai khéi u hiéu qua, khong cd bing chimg ndo vé viéc giam thé trong dugc quan
sat thdy (khong duoc thé hién). Do do, trong mo hinh khdi u Colon 26 dugc xac dinh,
ché do két hop cua khang thé khang PD-1 va khang thé khang LAG3 c6 hiéu qua hon
déng ké so voi cac liéu phap don tuong ung.

Hoat tinh in vivo cua khang thé khang PD-1 cta chudt nhét va khang LAG3 cua
chudt nhit ciing duge nghién ctru trong céc md hinh khdi u hiép dong can 1am sang
4T1, RENCA va A20. Viéc diéu trj két hop véi ca hai khang thé din dén it nhit tac
dung khang khéi u cdng hop so voi viéc diéu tri mot khang thé (dit lidu khong dugc
thé hién).

-107-



40226

Vi du 11: Hiéu qua in vivo cua khang thé khang LAG3 cua chu6t nhét khang khéi u
MC38

Téc dung phong bé kép ctia PD-1 va LAG3 duoc thir nghiém khang khéi u
MC38 d duoc xac dinh & chudt nhit C57BL/6 bing céch sir dung khang thé phong bé
khéng PD-1 clia chudt nhét va khang LAG3 cua chudt nhit.

Mua chu6t nhit C57BL/6 tir Taconic Biosciences, dong té bao ung thu biéu mo
tuyén cuia chudt nhit, MC38, thu dugc tu chung chudt nhit C57BL/6, thu dugc tir kho
luu trit cua Vien y té quoc gia. Khang thé khang LAG3 va khang PD-1 cling nhu cac
khang thé déi ching thu duge nhu duge mo ta trong Vi du 10.

Nim muoi chudt nhit C57BL/6 duge ghép dudi da voi 3x10° té bao MC38 vao
trong sudn vao Ngdy 0. Vao Ngay 8, ndm muoi chu6t véi thé tich khéi u trung binh
45mm?3 dugc chon va dugc chia ngau nhién thanh 4 nhom didu tri (N=10/nhém). Vao
ngay 8, 12, 15, 19 va 23, chudt nhét duoc cho ding liéu voi cac khang thé nhu sau:
Nhém 1, 16p khang thé dbi chung IgG2a va mIgGl cua chudt cbng; Nhom 2, khing
thé khang PD-1 ctia chudt nhét va mIgG1; Nhom 3, khang thé khang LAG3 cua chu6t
nhéit va IgG2a cua chudt cbng; Nhom 4, khang thé khang PD-1 cua chuft nhat va
khang LAG3 cua chuft nhét. TAt ca cac khang thé duoc cho dung ¢ 10mg/kg bang
viéc tiém trong bung. Kiém tra thé tich khéi u bang viéc do bing compa hai 14n mdi
tudn trong khoang thoi gian thir nghiém (28 ngay).

Liéu phap khang thé khang PD-1 lam giam dang ké su phat trién khdi u trong
nhém chudt nhét (p<0,0001; ngay 23) (cac hinh vé Fig.3A-Fig.B), véi 2 trong s6 10
chuét nhét tror thanh khong 6 khéi u khi két thic thir nghiém. Licu phép don khang
thé khang LAG3 khong thé hién tac dung khang khdi u dang ké bat ky (0/10 chudt
nhét khong c6 khdi u khi két thuc thir nghiém), trong khi t6 hop cta khang thé khang
LAG3 va khang PD-1 t6t hon so voi mot minh liéu phép khang PD-1 chi biéu thi tac
dung hiép dong.

Pé thir nghiém céc dic tinh diéu bién mién dich cua khang thé khang PD-1 va
khéang thé khang LAG3 trong t6 hop, cac chat danh d4u té bao T trong la lach va hach
bach huyét dugc 1am kiét (DLN) cua chudt nhét diéu tri duoc kiém tra (Fig.4). La lach
va hach bach huyét dugc lam kiét cua chudt nhét mang khéi u dugc loai bo bang cach

cét va dit vao trong 15mL moi truong RPMI1640 Glutamax I (Invitrogen). Téng ARN
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duoc phan 1ap va thyc hién viéc phan tich RT-PCR Taqman bang cach stir dung hén
hop doan mdi/ddu do dic hidu dbi voi CD8p cua chudt nhit [dau do:
AGCAGCTCTGCCCTCAT (SEQ ID  NO: 584), doan mdi  thudn:
GCTCTGGCTGGTCTTCAGTATG (SEQ ID NO: 585), doan moi nghich:
TTGCCGTATGGTTGGTTTGAAC (SEQ ID NO: 586)] va IFNy cua chudt
(Mm01168134_m1, Applied Biosystems). Cac mau dugc chuin hoa dén muc biéu
hién phién ma xyclophilin B ctia chuot nhit. Viéc phén tich TagMan da chiing minh su
mé& rong té bao T CD8+ trong ca DLN va 14 lach cua chudt nhét trong nhom diéu tri
két hop, cling nhu sy san xuét phan tir phan tng lai kich thich té bao T lam tang IFNy
trong ca dong vat duoc diéu tri khang PD-1 két hop va don 1¢, biéu thi ring sy phong
bé PD-1 va LAG3 lam ting sy tdng sinh té bao va chirc ning phan Umg lai kich thich
ctia té bao T.
Vi du 12: Hiéu qua in vivo cua khang thé khang LAG3 cla nguoi khang lai khéi u
MC38

Trong thir nghiém nay, hiéu qua cua khang thé khang LAG3 ctia nguoi lam vi
du cua sang ché khang lai khéi u MC38 duoc nghién ctru. Cac mAb khang LAG3 cua
nguoi khong gin két voi LAG3 cua chudt nhit. Do do, dé nghién ctu cac déc tinh
khang khéi u cua cac khang thé nay in vivo & chudt nhét, chudt nhit dugc lam gidng
nguoi dé biéu hién protein LAG3 cua nguoi dugc st dung. Déi voi cac thtr nghiém
trong ban md ta nay, chudt dugc lam gibng nguoi kép ma bidu hién phan ngoai bao
ctia PD-1 cta nguoi va. LAG3 cuia nguoi va cac phén xuyén mang va phan ndi bao cua
chudt c6 cac protein nay dugce tao ra bing cach st dung ky thuat VelociGene®

(Valenzuela va cong sw 2003; Nat. Biotechnol. 21: 652-659).

Chu6t nhit LAG3/PD-1 kép duge lam giong ngudi dugc thao tac di truyén bang
cach st dung ky thudt VelociGene® dé thay thé cac mién ngoai bao cua cac gen
Pded] va Lag3 cua chu6t nhit véi cac ving tuong ung cua cac gen PD-1 cua nguoi va
LAG3 cta ngudi (don yéu cdu cép patent My s6 62/258,181, ndp ngay 20 thang 11
nam 2015). Su biéu hién cta PD-1 dugc lam giéng nguoi va LAG3 duoc danh gia
bing cach thtr nghiém sy bidu hién ctia PD-1 va protein LAG3 trén té bao T cua chudt
duoc lam gidng ngudi sau khi kich thich khéang thé khang CD3/khang CD28. Su tuong
thc PD-1 va protein LAG3 cua ngudi voi cac phdi tir twong tmg cua chudt nhit duoc

x4c nhan bing cach thir nghiém sy gin két ciia LAG3 cua nguoi véi MHC 11 cua chudt
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nhét trong tht nghiém K&t dinh & bao va su gin két cua PD-1 cua nguoi voi PD-L1
ctia chudt nhat trong thir nghiém gin két SPR-Biacore.

Khang thé khang LAG3 lam vi du dugc st dung trong nghién cliru nay la khang
thé ddy du cua ngudi ma gén két dic hiéu voi LAG3 cua ngudi va bao gdm HCDRI-
HCDR2-HCDR3-LCDR1-LCDR2-LCDR3 néu trong SEQ ID NO: 420-422-424-428-
430-432 va HCVR/LCVR néu trong SEQ ID NO: 418/426 (con dugc goi la
HasH15482P va dudi day duoc goi la “mADbl1”).

Khang thé khang PD-1 ctia nguoi duoc boc 16 trong cOng b6 don yéu ciu cép
patent My s6 US20150203579, dugc dwa vao ban mo ta nay bang cach vién dan toan
bo ndi dung cta no. Khang thé khang PD-1 dugc sir dung trong Vi du nay la
H4H7798N (nhu duge bdc 10 trong tai liéu US20150203579; dugc goi la REGN2810.
Cu thé hon 13, H4H7798N bao gdm chudi ning néu trong SEQ ID NO: 330 va chudi
nhe néu trong SEQ ID NO:331 nhu duge bdc 10 trong tai li€u US20150203579).
REGN2810 (khang thé khing hPD-1) gin két v6i 4i luc cao voi PD-1 cua nguoi va
phong bé sy trong tac cua PD-1 voi PD-L1 va PD-L2.

Té bao ung thu biéu md tuyén rudt két clia chudt nhét (MC38.0va) dugc thao
thc di truyén dé biéu hién anbumin budng trimg ga dé 1am ting tinh sinh mién dich
khéi u.

Chudt nhit LAG3mmAmpD_hmiun duge ciy ghép dudi da vi 1,5x10° € bao
MC38.0va vao ngay 0 va duoc chia ngiu nhién thanh ba nhom diéu tri (N=7/nhom).
Vao cac ngay 3, 6, 10, 14 va 17 chudt nhit duoc cho ding mAbl (khang thé khang
hLAG3) (25mg/kg), REGN2810 (khang thé khang hPD-1) (10mg/kg) hodc 16p khang
thé dbi chimg (25mg/kg) bang viéc tiém trong mang bung. Thé tich khéi u dugc theo
d5i bing viéc do bing compa hai lan mdi tudn trong khoang thoi gian thir nghiém (24
ngay).

Chugt nhéit dugc lim giéng ngudi hai lin LAG3™""PD-1"""" duge tiém
truyén voi t& bao MC38.0va vao ngay 0 va dugc dung lidu v6i mAb1 (khang thé
khéang hLAG3) (25mg/kg), REGN2810 (khang thé khang hPD-1) (10mg/kg) hoac 16p
khang thé (25mg/kg) qua duong trong mang bung vao cac ngay 3, 6, 10, 14 va 17.
REGN2810 (khang thé khang hPD-1) thé hién su tc ché phat trién khéi u riéng phan
(Fig.5), voi su hdi quy khéi u quan sat dugc ¢ 2 trong s6 7 chudt nhét, trong khi khong
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¢6 chuot nhit nao la khong cd khéi u trong nhom 16p khang thé dbi chung. Liéu phap
don mAb1 (khang hLAG3) ¢ 25mg/kg khong thé hién tac dung dang ké bat ky dbi véi
su phat trién khoi u, chi voi 1 trong s6 7 chudt nhit trd thanh khong c6 khdi u khi két
thiic thu nghiém. Thé trong cua chudt nhét khong bi anh hudng boi viée diéu tri mAbl
(khang thé khang LAG3), REGN2810 (khang thé khang hPD-1) hodc 16p khang thé
d6i chung.

Vi du 13: Hiéu qua in vivo cua td hop chia khang thé khang LAG3 cua nguoi va
khéng PD-1 cua nguoi khang lai khéi u MC38

Trong thir nghiém nay, hiéu qua cta mAbl1 (khang thé khang hLAG3) két hop
v6i REGN2810 (khang thé khang hPD-1) duoc thur nghiém khéng lai khdi u
MC38.0va & chudt nhit LAG3mpD-1rmhm duge lam gibng nguoi kép. Chudt
duoc lam giéng ngudi kép duge md ta trong Vi du 12 trong ban md ta nay.

Khéng thé khang LAG3 lam vi du dugc st dung trong thu nghiém nay la khang
thé ddy du cta ngudi ma gin két dac hiéu voi LAG3 clia ngudi va chira HCDRI1-
HCDR2-HCDR3-LCDR1-LCDR2-LCDR3 néu trong SEQ ID NO: 420-422-424-428-
430-432 va HCVR/LCVR néu trong SEQ ID NO: 418/426 (con dugc goi la
HasH15482P va dudi diy duoc goi la “mAbl1”).

Khang thé khang PD-1 dugc st dung trong Vi du nay 1a H4H7798N (nhu dugc
boc 16 trong tai liu US20150203579; con duoc goi 1a REGN2810). REGN2810
(khang thé khang hPD-1) ghn két voi i lyc cao voi PD-1 cua nguoi va phong bé su
twong tac ctia PD-1 v6i PD-L1 va PD-L2.

Chuot duge ghép dudi da voi 1x106 t& bao MC38.0va vao ngay 0 va dugc chia
ngAu nhién thanh bén nhom diéu tri (N=7 trong nhom d6i chimg va mdi nhom N=12
trong cac nhom didu tri két hop mAb1 (khang thé khang hLAG3), REGN2810 (khang
thé khang hPD-1) va mAbl (khang thé khang hLAG3) +REGN2810 (khang thé khang
hPD-1)). Vao cac ngay 3, 7, 10, 14 va 17, chu6t nhit dugc cho dung mAbl (khang thé
khang hLAG3) (25mg/kg), REGN2810 (khang thé khang hPD-1) (10mg/kg), t6 hop
cua mAbl (khang thé khang hLAG3) (25mg/kg) va REGN2810 (khang thé khang
hPD-1) (10mg/kg), hodc 16p khang thé dbi chiung (25mg/kg) bang viéc tiém trong
mang bung. Kiém tra thé tich khdi u bang viéc do bang compa hai 1An mdi tudn trong

khoang thdi gian thir nghiém (32 ngay) va kiém tra dong vat khong ¢ khdi u ddi voi
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su khong tai phat khdi u dén 80 ngay.

Liéu phap don REGN2810 (khang thé khang hPD-1) dan dén sy tc ché phat
trién khéi u (cac hinh vé Fig.6A-Fig. 6B), voi su hoéi quy khdi u & 2 trong s6 12 (17%)
dong vat, trong khi mAbl (khang thé khang hLAG3) khong co hi€u qua dang ké, xac
nhan sy phat hién thtr nghiém trudce. Sy hdi quy khdi u chi quan sat dugc ¢ 1 trong s6
12 chudt nhét duogc didu tri bang mAbl (khang thé khang hLAG3). Trong nhom khang
thé d6i ching, khong c6 chudt nao 1a khong co khéi u vao ngay 32. Trai lai, t6 hop clia
mAbl (khang thé khang hLAG3) va REGN2810 (khang thé khang hPD-1) chimg
minh sy (¢ ché manh sy phat trién khéi u MC38.0va, din dén 5 trong s6 12 (42%)
chudt khong c6 khdi u khi két thic thir nghiém. Khong co chudt nhét nao la khong co6
khéi u thé hién su tai phat khéi u trong 80 ngay sau chy ghép, biéu thi tac dung kéo dai
cua liéu phap mién dich t6 hop. ANOVA mot chidu véi két qua sau thir nghi€ém nhiéu
so sanh cua Tukey biéu thi sy khac nhau dang ké vé thé tich khoi u gitra cac nhom diéu
tri két hop mAbl (khang thé khang hLAG3) va REGN2810 (khang thé khang hPD-1)
s0 v6i liéu phap don mAb1 (khang thé khang hLAG3) (p<0,05) hodc 16p khang thé dbi
chitng (p<0,01) vao ngay 22 (Fig.6B). Liéu phap don REGN2810 (khang thé khang
hPD-1) ciing thé hién su giam phét trién khoi u déng ké twong dbi véi (p<0,05). Viée
didu tri két hop mAbl (khang thé khing hLAG3) va REGN2810 (khang thé khang
hPD-1) cling dan dén sy cai thi¢én dang ké vé ty 1é sbng clia dong vat (p<0,0001), nhu
dugc phan tich boi thir nghiém xép hang nhét ky (Mantel-Cox) (Fig. 6C). Thay vi hi¢u
qua duoc cai thién cua liéu phép két hop, khdng quan sat dugc bang chung nao vé viée
giam thé trong (di liéu khong dugce thé hién). Tom lai, t6 hop cua mAbI (khang thé
khang hLAG3) va REGN2810 (khang thé khang hPD-1) din dén hiéu qua dugc cai
thién bao gdbm sy phat trién cua khdi u giam, hé sé sach khéi u duge cai thién va su
séng dugc cai thién so voi cac liéu phap don REGN2810 (khang thé khang hPD-1)
hoic mAb] (khang thé khang hLAG3).
Vi du 14: Cac nghién ctru theo khoang lidu cta td hop chira khang thé khang LAG3 va
khang PD-1 khang lai khoi u MC38

Vi du ndy mo ta nhom thu nghiém theo khoang liéu do hiéu qua in vivo cua tb
hop chua khang thé khang PD-1 cua ngudi va khang thé khang LAG3 cla nguoi
khang lai khdi u MC38.0va o chudt nhét LAG3mmAmmpD.hunhum dugc lam gidng

ngudi kép. Chudt dugc lam g1ong ngudi kép duge mo ta trong Vi du 12 trong ban md
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ta nay.

Khéng thé khang LAG3 lam vi du dugc st dung cho nghién ctru nay la khang
thé day du cia nguoi ma gén két dic hiéu voi LAG3 cua nguoi va chira HCDR1-
HCDR2-HCDR3-LCDR1-LCDR2-LCDR3 néu trong SEQ ID NO:420-422-424-428-
430-432 va HCVR/LCVR néu trong SEQ ID NO: 418/426 (con duoc goi la
H4sH15482P va dudi diy duoc goi la “mAbl”).

Khang thé khang PD-1 dugc su dung trong Vi du nay la H4H7798N (nhu dugc
bdc 16 trong tai li€u US20150203579; con dugc goi la REGN2810). REGN2810
(khang thé khang hPD-1) gan két voi 4i luc cao voi PD-1 cua ngudi va phong bé su
tuong tac cua PD-1 v6i PD-L1 va PD-L2.

Trong thr nghiém thtr nhat, REGN2810 (khang thé khang hPD-1) duoc chuin
d6 va dugc thr nghiém ¢ muc lidu 10mg/kg va Img/kg, ca hai nhom liéu dudi dang
chit don va két hop v6i mADbI (khang thé khang hLAG3) (25mg/kg). Két qua cua ca
hai nhom didu tri két hop dugc so voi liéu phap don REGN2810 (Img/kg hodc
10mg/kg) hodc mAbl (25mg/kg) d8 xac dinh néu hiéu qua khang khéi u cong
hop/hi€p ddng duoc quan sat. Viéc didu tri bang 16p khang thé d6i chimg (25mg/kg)
cling dugc thi nghiém. Chudt nhét LAG-3hum/humPD-1hum/hum dugc tiém truyén
v6i t& bao MC38.0va vao ngay 0 va duoc chia ngau nhién thanh sau nhém diéu tri
(N=6 trong 16p khang thé ddi chimg va N=12 trong nhom diu tri mAbl, REGN2810,
hodc REGN2810 + mAb1). Chudt nhit duoc cho dung: mAbl (25mg/kg); REGN2810
(10mg/kg); REGN2810 (1mg/kg); mAbl (25mg/kg) + REGN2810 (10mg/kg); mAbl
(25mg/kg) + REGN2810 (1mg/kg); hoic 16p khang thé dbi chung (25mg/kg), qua viéc
tiém trong mang bung vao cac ngay 3, 7, 10, 14 va 17. Kiém tra thé tich khéi u trong

36 ngay va kiém tra dong vat khong c6 khdi u dén 80 ngay.

Bang 16 thé hién thé tich khdi u trung binh ¢ cac thoi diém khac nhau trong
nghién clru va s6 lugng chudt khong co6 khéi u & Ngay 36 duoc thé hién trong Bang
17.

Bang 16: Thé tich khéi u trung binh ¢ cac thoi diém khac nhau

Nhém diéu tri Thé tich khéi u, trung binh mm?* (SEM)

Ngay 7 | Ngay 10 | Ngay 14 Ngay 17 | Ngay 22
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Lép khang thé ddi | 24 (x6) | 54 (=11) | 104 (+25) | 269 (£70) | 749 (£180)
chung
mADbI (khéng thé khang | 27 (4) | 53 (220) | 83 @38) | 155 (£73) | 451 @&211)
LAG3) (25mg/kg)
R2810 (10mg/kg) 27 (x4) |29 (x8) |34 @11) | 86@26) | 313(9%)
R2810 (Img/kg) 36 (£8) | 92 (223) | 150 (#47) | 264 (£73) | 669 (¥183)
R2810 25(*3) | 10(@#3) | 4@E=4) 8 (£5) 38 (x19)
(10mg/kg)+mAbl
R2810 (Img/kg)yrmAbl | 31 (&7) | 38 &13) | 55 &35) | 106 (38) 378 (£137)
Bang 17: S6 luong chudt khong ¢6 khdi u vao Ngay 36
, Chutt khong c6 khoi u
Nhom .
(Ngay 36) n/N* (%)
Lop khang thé doi chimg 0/6 (0%)
REGN2810 (Img/kg) 2/12 (16%)
REGN2810 (10mg/kg) 4/12 (33%)
mAbl (25mg/kg) 1/12 (8%)
REGN2810 (Img/kg) + mAbl (25mg/kg) 3/12 (25%)
REGN2810 (10mg/kg) + mAbl (25mg/kg) 6/12 (50%)

a/N: # chudt khong co khdi w/tdng s6 chudt mdi nhom

Liéu phap diéu trj don REGN2810 ¢ 1mg/kg chi thé hién sy hdi quy khdi u toi
thidu trong 36 ngdy, twong tu véi két qua dbi voi nhom didu tri bing 16p khang thé dbi
chung (Fig.7A-Fig.7B). 2/12 (khoang 16%) va 0/6 (0%) chudt khong 6 khéi u & Ngay
36 1an luot trong nhém REGN2810 (1mg/kg) va nhom khang thé dbi chung. Trai lai,
chc nhém didu tri mAbl (25mg/kg), REGN2810 (10mg/kg) va REGN2810 (1mg/kg) +
mAbl (25mg/kg) chung minh sy giam tuong tu vé su phat trién khdi u trong 22 ngay
(Fig.7A). Vao Ngay 36, viéc didu tri mAbl (25mg/kg) din dén 1/12 (khoang 8%)
chuot nhét khong c6 khdi u, trong khi 4/12 (khoang 33%) va 3/12 (25%) chudt nhét
khong c¢6 khdi u 14n luot trong nhém REGN2810 (10mg/kg) va nhom REGN2810
(Img/kg) + mAbl (25mg/kg). Tom lai, mAbl (25mg/kg) + REGN2810 (10mg/kg)
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chimg minh sy giam manh nhét v& sy phat trién khdi u MC38.0va, voi 6 trong s6 12
(50%) chudt tr¢ thanh khong co Kkhéi u vao Ngay 36. Khong co chudt nao khong co
khéi u thé hién su hdi quy khdi u trong 80 ngay sau chy ghép, thay vi dung diéu tri,
biéu thi tac dung kéo dai cla li€u phap mién dich két hop. Viéc diéu tri mAbl
(25mg/kg) + REGN2810 (10mg/kg) cung dan dén su cai thién dang ké vé ty 1& sbng
ctia dong vat (p=0,0197), nhu dugc phan tich boi thu nghiém xép hang nhét ky
(Mantel-Cox) (Fig.7C). Ngoai ra, khong quan sat dugc bang ching vé viéc giam thé
trong.

Trong thir nghiém thir hai, mADbl (khang thé khang hLAG3) duoc chudn do6 va
duoc thi nghiém ¢ muc lidu 25mg/kg va Smg/kg, ca hai nhém liéu dudi dang mot chét
va két hop v6i REGN2810 (khang thé khang hPD-1) (10mg/kg). Két qua cta ca hai
nhom diéu tri két hop dugc so véi li€u phap didu tri don mAbl (Smg/kg hodc
25mg/kg) hodc REGN2810 (10mg/kg) dé x4c dinh néu quan sat dugc tac dung khang
khdi u cong hop/hiép ddng. Viée diéu tri bang 16p khang thé dbi ching (25mg/kg)
cling duge thr nghiém. Chudt nhit LAG-3hum/humPD-1hum/hum dugc tiém truyén
v6i t& bao MC38.0va vao ngay 0 va dugc chia ngiu nhién thanh sau nhém diéu tri
(N=6 trong nhom khang thé dbi chimg va N=12 trong nhom diéu tri mAblI,
REGN2810, hodc REGN2810 + mAbl). Chuot nhat dugc cho dung: mAbl (5mg/kg);
mAbl (25mg/kg); REGN2810 (10mg/ke); mAb1 (5mg/kg) + REGN2810 (10mg/ke);
mAb1 (25mg/kg) + REGN2810 (10mg/kg); hodc lop khéng thé ddi ching (25mg/kg),
qua viéc tiém trong mang bung vao cac ngay 3, 7, 10, 14 va 17. Thé tich khéi u duge
theo doi trong 31 ngay.

Liéu phap don mAbl ¢ Smg/kg thé hién su hdi quy khdi u t6i thiéu tuong ty voi
nhém didu tri bing 16p khing thé déi chimg. TO hop cia mAbl (25mg/kg) +
REGN2810 (10mg/kg) thé hién su giam khoi u manh nhét (Fig.8A). Tac dung tiém an
clia td hop cling dugc ching minh boi nhom diéu tri mAbl (Smg/kg) + REGN2810
(10mg/kg). Thé tich khdi u duge do vao Ngay 23 dugc thé hién trén Fig.8B. T hop
cua khang thé khang LAG-3 va REGN2810 cling thé hién su cai thién dang ké vé su
séng cua dong vat (p<0,001, nhu duoc phan tich boi thir nghiém log rank Mantel-Cox)
(Fig.8C). Cac két qua thé hién rang hiéu qua tidm 4n cua td hop quan sat dugc thdm
chi & lidu khang thé khang LAG3 thip. Dya vao cac két qua duoc thé hién trong ban
mé ta ndy, co thé khong nhét thiét phai st dung lidu cao cua khang thé khang LAG3
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két hop vai khang thé khang PD-1 trong cac ché do diéu tri khang khéi u.

Tém lai, t& hop ciia REGN2810 (khang thé khang hPD-1) va mAbl (khang thé
khang hLAG3) trong md hinh khéi u MC38.0va ¢ chudt nhit LAG3/PD-1 dugc lam
gibng nguoi kép, ma cho phép viéc thir nghiém cac khang thé 1am sang ma khong
phan tng chéo voi c4c thu thé clia chudt nhét, chimg minh hiéu qua phu thudc lidu
duoc cai thién, bao gOm sy phat trién khéi u giam va su séng dugc cai thién, so voi cac
lieu phip don REGN2810 (khang thé khang hPD-1) va mAbl (khang thé khang
hLAG3). Hiéu qua khang khbi u manh nhit cua td hop chira REGN2810 (khang thé
khang hPD-1) va mAbl (khang thé khang hLAG3) trong viéc thiét 1ap can lam sang
tro gitip cho sy phat trién 1am sang dudi dang liéu phap mién dich ung thu két hop.

Vi du 15: Hiéu qua in vivo cua td hop khang thé khang LAG3 clia ngudi va khang PD-
| chia nguoi khang lai khdi u MC38 dugc xac dinh

Trong thtr nghiém nay, hiéu qua cta mAbl1 (khang thé khang hLAG3) két hop
véi REGN2810 (khang thé khang hPD-1) duoc thur nghiém khéng lai khdi u
MC38.0va da duoc xac dinh O chuot nhét LAG3mmhumpD_1Hummm groc lam gibng
nguoi kép. Chudt nhit duoc 1am gidéng ngudi kép duge mo ta trong Vi du 12 trong ban
md ta nay.

Khéng thé khang LAG3 lam vi du dugc st dung cho nghién ctru nay la khang
thé ddy du cia ngudi ma gn két dac higu voi LAG3 clia nguoi va chira HCDRI1-
HCDR2-HCDR3-LCDR1-LCDR2-LCDR3 néu trong SEQ ID NO: 420-422-424-428-
430-432 va HCVR/LCVR néu trong SEQ ID NO: 418/426 (con dugc goi la
HasH15482P va dudi day dugce goi la “mAb1”).

Khang thé khang PD-1 dugc sir dung trong Vi du nay la H4H7798N (nhu dugc
boc 10 trong tai liéu s6 US20150203579; con duoc goi la REGN2810). REGN2810
(khang thé khang hPD-1) ghn két voi ai lyc cao voi PD-1 cua nguoi va phong bé su
tuong tac ctia PD-1 voi PD-L1 va PD-L2.

Chu6t nhit LAG-3 humhum pD-1 hmhem dyge tiém truyén véi t& bao MC38.0va
dudi da vao ngay 0. Vao ngay 10 chudt nhit v6i thé tich khdi u trung binh 100mm’
duoe chon va duge chia ngiu nhién thanh bon nhém diéu tri. Chudt nhat duge cho
dung t6 hop mAbl (25mg/kg; N=9), REGN2810 (10mg/kg; N=10), mAbl (25mg/kg)
+ REGN2810 (10mg/kg) (N=11) hodc 16p khéang thé ddi chung (25mg/kg; N=7) bing
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cach tiem IP vao cac ngay 10, 14, 17, 92 Thé tich khdi u dugc theo ddi trong 28 ngay
sau cdy ghép khoi u.

Viée diéu tri chudt nhét duoc lam giéng nguoi mang khéi u MC38.0va bang td
hop cua khang thé khang hPD-1 va khang thé khang hLAG-3 kich hoat su hoat hoa té
bao T trong khdi u va ngoai vi. Liéu phip don REGN2810 din dén su tc ché phat
trién khéi u riéng phan, trong khi liéu phap don mAbl khong thé hién sy giam thé tich
khéi u trung binh so voi chudt dugc didu tri bang 16p khang thé dbi ching (Fig.9). Trai
lai, t& hop clia mAbl (25mg/kg) va REGN2810 (10mg/kg) ching minh sy rc ché
manh sy phat trién khdi u MC38.0va. Viéc phan tich mot duodng bién thé (ANOVA)
v6i két qua sau thu nghiém nhiéu so sanh Bonferroni bidu thi su khac nhau dang ké vé
thé tich khéi u trung binh giffa nhém td hop mAb1 va REGN2810 so v6i liéu phap don
mADb1 (p<0,01) hodc 16p khang thé dbi chimg (p<0,05) (Fig.10). Khi liéu phap két hop
dwoc so voi liéu phap don REGN2810, thé tich khéi u trung binh tong thé trong qua
trinh thtr nghiém thip hon dbi voi liéu phap két hop nhung su khac nhau nay khong
dat dén y nghia théng ké. T6 hop clia khang thé khang LAG-3 va REGN2810 clng
dan dén sy lam tang dang ké v& su sbng cta dong vat, cling nhu trong toan bd thoi
gian song (p<0,01, nhu dugc phan tich boi thir nghiém log rank Mantel-Cox). O ngay
25, 50% chudt dugc didu tri bang liéu phap két hop séng nhu so voi dbi chimg va liéu
phép don (Fig.11). Dya vao cac két qua nay, viée didu tri két hop thé hién tac dung
khang khéi u phu thudc lidu cong hop so vdi cac liéu phap don tuong ung.

Vi du 16: Duoc dong hoc cua khang thé khang LAG-3 & khi cynomolgus

Duoc dong hoc (PK) cta khang thé khang LAG3 mAbl dugc dac trung sau khi
ding mét liéu trong tinh mach (IV) 1,0, 5,0, hodc 15,0mg/kg cho khi cai cynomolgus
(5 dong vat mdi nhém 1iéu). Thu gom cac miu mau dé xac dinh nong d6 mAb1 theo
chirc ning & cac thoi didm khac nhau tur tit ca cac dong vat. Nong d6 cua mAbl theo
chirc nang trong huyét thanh dugc xac dinh bing cach su dyng thtr nghiém hép thu
mi&n dich lién két enzym (ELISA). Khang thé khang mAbl trong huyét thanh duge
phén tich bang cach st dung thir nghiém mién dich tao cdu dya trén hoa phong xa dién
cuc. Cac tham s6 PK dugc udc tinh béng cach st dung phan tich khong chia 6 (NCA).
Hb so nong do-thoi gian trung binh dugc dic trung boi pha phén phdi ngan ban dau,
tiép theo pha loai trur beta tuyén tinh (Fig.12). Khong quan sat dugc pha thanh thai qua
trung gian dich trong khoang thoi gian nguyén phong thich 8 tudn. AUCinf trung binh
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lam ting theo cach ty 1& voi liéu nhu chimg minh dugc boi cac tri s6 AUCig/liéu tuong
tu chéo qua murc lidu thtr nghiém. Phu hop voi phat hién ndy, tri s6 do thanh thai tong
co thé trung binh (CL) tuong tu d6i v4i 3 nhom liéu. Ngoai ra, nura chu ky phén ra pha
beta (t1/2) dbi v6i 3 nhom lidu co thé so sanh duoc, ndm trong khoang tr 10,8 dén 11,5
ngay. Dua vao cac két qua nay, cdc muc tac dung bét lgi khong quan sat dugc
(NOAEL) c6 thé dé dugc xac dinh dén 50mg/kg. Céc két qua ny biu thi rang mAbl
da chiimg minh dong hoc tuyén tinh trong cac didu kién cua nghién ctu nay.
Vidy 17: Pénh gia doc tinh ctia khang thé khang LAG3 & khi cynomolgus

Hb so doc té bao va dong ddc in vivo cua mAb1 duoc udc tinh trong nghién
ctru doc té bao phu hgp GLP lidu 1ap lai 4 tudn ¢ khi cynomolgus gibng duc va gidng
ci. Cac khi (5 con vat/giéi tinh/nhém) dugc cho dung 0, 2, 10, hodc 50mg/kg/tuin
mADb1 bang viéc tiém trong tinh mach. Viéc danh gia doc tinh dua vao ty 1é t vong, ty
1é gin chét, cac quan sat 1am sang, thé trong, su tiéu thy thuc an, cac danh gia bang
mét thudng, cac danh gid ECG, téc do ho hép, oxy xung, nhiét 49 co thé, va cac danh
gia huyét ap, va cac danh gia than kinh. Cac tham s& bénh 1am sang (huyét hoc, su két
déng, hod hoc 1am sang, va phin tich nudc tiéu) va hién tuong mién dich cling duoc
dénh gid. Kham nghiém tir thi, viéc do trong luong clia co quan va cac danh gia mo
hoc duogc thyc hién. Viéc kham nghiém ttr thi ddy du duge thyc hién khi két thic thoi
gian dung liéu hogc khi két thic thoi gian phuc hdi 8 tudn. Cén trong luong cua cac co

quan dugc chon va md duoc thtr nghiém vi m6 va vi mo.

mAbl dugc dung nap tot O tAt ca cac muc lidu duoc danh gia khi duge dung
qua viéc truyén trong tinh mach hang tudn cho khi cynomolgus. Vi mAbl dugc dung
nap t6t va khong co su d6i nao c6 lién quan dén mAD1 trong tham 36 bét ky trong 56
chc tham sd an toan duoc danh gia, cdc muc tac dung bat loi khong quan sat dugc
(NOAEL) dbi vi nghién ctru nay dugc cho la 50mg/kg/lidu, liéu cao nhét duge dung
trong nghién ctru nay.
Vi du 18: Lap ban do quyét dinh khang nguyén dua vao su trao doi hydro/doteri (H/D)
ctia khang thé khang LAG3 H4sH15482P ghn két voi mién ngoai bao cua hLAG3

Céc thir nghiém duoc thyc hién dé xac dinh cac gbc axit amin cua mién ngoai
bio LAG3 clia ngudi (cac axit amin Leu23-Leu450 cta LAG3 cta ngudi, sb truy cap

UniProt P18627, duoc tao ra véi thé IgGl cua nguoi & ddu C (“hLag3.Fc”) (R&D
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Systems, Minneapolis, MN) (SEQ ID NO: 587) ma khang thé khang LAGS3
H4sH15482P tuong tac. Vi muc dich nay, viéc 1ap ban dd quyét dinh khang nguyén
trao ddi hydro/doteri (H/D) voi phep do phd khéi (HDX-MS) duogc su dung. Phan mo
ta khai quat vé phuong phap HDX dugc néu trong tai liéu Ehring (1999) Analytical
Biochemistry 267(2):252-259; va Engen va Smith (2001) Anal. Chem. 73:256A-265A.

Quy trinh thu nghiém

Céc tht nghiém HDX-MS dugc thuc hién trén nén Waters HDX/MS hop nhat
(Waters Corporation, Milford, MA), gdm c6 hé théng Leaptec HDX PAL dé danh dau
doteri, Waters Acquity M-Class (Auxiliary solvent manager) dé tiéu hoa mau va nap,
Waters Acquity M-Class (uBinary solvent manager) dbi voi gradien cot phan tich va
phd ké khéi Synapt G2-Si dé do khdi luong peptit peptic.

Dung dich danh dAu duoc tao ra trong 10mM dung dich dém PBS trong D20 &
pD 7,0. Bé dnh ddu doteri, 3,8yl hLAG3.Fc (Spmol/uL) hoge hLAG3.Fc duoc tron
trudc voi khang thé khang LAG3 H4sH15482P theo ty 18 mol 1:1 dugc u voi 56,2pL
dung dich danh diu D20 trong nhidu thdi diém khac nhau (vi du, d6i ching khong
dugc doteri hoa = 0 gidy, danh dAu doteri: 1 phuat va 20 phat). Dép tht doteri hoa bang
cach chuyén 50uL mau vao 50pL dung dich dém dap tit dugc lam mat truge (TCEP
0,2M, guanidin clorua 6M trong dung dich dém phosphat 100mM, d pH=2,5) va u
hén hop nay ¢ 1,0°C trong 4 phut. Tiép theo, miu dimg dugc tiém vao trong Waters
HDX Manager dé tiéu hoa truc tuyén pepsin/proteaza XIIL By peptit tiéu hoa trén cot
so bd VanGuard ACQUITY UPLC BEH C18 1,7um, 2,1 x 5Smm (Waters Corporation)
& 0°C va ria giai vao ¢4t phan tich ACQUITY UPLC BEH C18 1,7um, 1,0 x 50mm
dé phan tach gradien 9 phut tir 5% dén 40% B (pha dong A: 0,1% axit formic trong
nude, pha dong B: 0,1% axit formic trong axetonitril). Quang phd ké khéi di duoc
thiét 1ap & dién 4p hinh né 37V, thoi gian quét 0,5 gidy, va khoang khéi luong/dién
tich tr 50 dén 1.700 don vi Thomson (Th).

Dé nhan biét gbc peptit cua Lag3 ctia nguoi ma H4sH15482P tuong tac, du li€u
LC- MSE tir miu khong dugc doteri hoa duge xu ly va duoc tim kiém ddi lai co so dir
liéu ma c6 trinh ty dbi voi LAG3 cla nguoi, pepsin, va trinh tw ngAu nhién hoa bing
cach st dung phin mém Waters ProteinLynx Global Server (PLGS). Cac peptit duoc

nhén biét duge nhap vao phin mém DynamX va loc theo hai tiéu chuén: 1) cac san
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phim t6i thiéu trén mdi axit amin = 0,2, va 2) ngudng t€p sao chép = 3. Tiép theo,
phan mém DynamX la sy hép thu doteri dugc xac dinh t dong ctia mdi peptit dua vao
thoi gian duy tri va do chinh xac khéi luong cao (<10ppm) qua nhidu thoi diém véi 3
ban sao mdi 1an.
Két qua

Béng cach st dung ct pepsin/proteaza XIII truc tuyén duge ghép nbi véi yéu
ciu dit lieu MSE, tdng s6 123 peptit tr LAG3 cta nguoi dugce nhin biét vé mit ning
sut voi su véng miat hodc co mat khang thé, biéu thi 78,3% trinh tw 13p. Bén Lag-3
peptit ¢ su hép thu doteri hoa giam dang ké (céc tri s6 delta trong tam > 0,8 dalton
v6i tri s6 p < 0,05) khi gén két voi H4sH15482P. Khéi luong peptit ghi duge tuong
{mg v6i tri sb trung binh ctia khoi luong MH” trong tam tlr ba ban sao. Cac peptit nay,
tuong tmg voi axit amin 34 dén 77 cua hLAG3.Fc, (SEQ ID NO: 587), c6 tbc do
doteri hoa cham hon khi gén két voi H4sH15482P. Céc gbe dugce nhan biét ndy cling
twong Ung voi cac gbc 28 dén 71 cua LAG3 cua ngudi nhu duge xac dinh boi muc
nhap Uniprot P18627 (LAG3_HUMAN, SEQ ID NO: 588), va nhu duge minh hoa
trong Bang 18.

Bang 18: Peptit LAG3 cua nguoi véi téc @6 doteri hoa dugc thay dbi khi gin két

H4sH15482P

Goc axit Poteri hoa T=1 phut Doteri hoa T=20 phut
amin néu

hLAG3.Fc + hLAG3.Fc +

trong hLAG3.Fc; hLAG3 .Fc;

H4sH15482P A H4sH15482P A

SEQ ID MH* MH*
; MH* ; MH*

NO: 588
28 —69 | 4352,30+0,03 | 4350,14+0,06 | -2,15 4352,33+0,20 | 4351,43+0,12 | -0,90
28 —71 | 4672,54+0,03 | 4670,42+0,01 | -2,12 4672,69+0,21 | 4671,57+0,18 | -1,13
31-52 |2198,11+0,10 | 2196,49+0,01 | -1,61 2198,97+0,18 | 2197,18+0,10 | -1,79
32 -69 | 3853,07+0,12 | 3851,37+0,07 | -1,69 3853,234+0,07 | 3852,35+0,14 | -0,88

Vi du 19: Thir nghiém lam sang cua khang thé khang LAG3 & nguoi bénh mic cac

khdi u 4c tinh som

Vi dy ndy mo ta thr nghiém lém sang dé danh gia do an toan, tinh dung nap va
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hoat tinh khang khéi u ciia khang thé khang LAG3 dudi dang liéu phap don va két hop
v6i khang thé khang PD-1 ¢ nguoi bénh méc khdi u 4c tinh som.

Khang thé khang LAG3 lam vi du duoc str dung cho nghién ciru nay la khang
thé ddy du ctia ngudi ma gén ket dac hiu voi LAG3 clia nguoi va chira HCDRI-
HCDR2-HCDR3-LCDR1-LCDR2-LCDR3 néu trong SEQ ID NO: 420-422-424-428-
430-432 va HCVR/LCVR néu trong SEQ ID NO: 418/426 (con dugc goi la
H4sH15482P va dudi day duoc goi 1a “mAb1”).

Khéng thé khang PD-1 dugc st dung cho nghién ctru nay la H4H7798N (nhu
duoc bdc 19 trong tai liéu US20150203579; con duge goi la REGN2810). REGN2810
(khang thé khang hPD-1) ghn két voi ai luc cao voi PD-1 cua nguoi va phong bé su
twong tac cua PD-1 voi PD-L1 va PD-L2.

Muc dich nghién ctiu

Muc dich chinh ctia nghién ctru nay la:

Trong giai doan lam tang lidu: dé danh gi4 do an toan va dugc dong hoc (PK)
dé x4c dinh lidu pha 2 ciia mAbl du6i dang liéu phap don va két hop véi REGN2810
& ngudi bénh mic khdi u ac tinh sém, bao ¢dm u lympho. Cac diém cudi bao gbm toe
6 lidu gi6i han doc t6 (DLT), cac su kién bét loi (AE) (bao gbm lién quan dén mién
dich), cac su kién bét loi nghiém trong (SAE), su tlr vong va cac bt thuong phong thi
nghiém (muc do 3 hodc cao hon déi voi mdi Common Terminology Criteria for
Adverse Events [CTCAE]), va dugc dong hoc.

Trong pha mo rdng lidu: dé danh gia hoat tinh khang khdi u so bd cua mot minh
mAb1 va két hop véi REGN2810 (phan cach theo nhém) nhu do dugc boi ORR. Cac
diém cudi bao gdm téc do dap ung tdng thé (ORR) dua vao tiéu chuén danh gia dap
ung trong khéi u rén (RECIST) 1.1 (Eisenhauer va cong sw 2009, Eur. J. Cancer 45:
228-247) (khdi u rin) va tiéu chuén Lugano (Cheson va cong su 2014, J. Clin. Oncol.
32:3059-3068) (u lympho).

Muc dich tht hai la: (a) dé danh gia hoat tinh khang khdi u so bd cua mAbl don
16 va két hop voi REGN2810 (phan cach theo nhém) nhu do duge boi ORR dya vao
tiéu chudn danh gia dap Ung lién quan dén mién dich trong khdi u ran (irRECIST)
(Wolchok va cong su 2009, Clin. Cancer Res. 15: 7412-7420; Nishino va cong su
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2013, Clin. Cancer Res. 19: 3936-3943), dap (g tdng thé t6t nhat (BOR), khoang thoi
gian dap Umg (DOR), téc do kiém soat bénh, va PFS dua vao RECIST, irRECIST, va
tiéu chudn Lugano (Cheson va cong su 2014, J. Clin. Oncol. 32: 3059-3068); (b) dé
mé 4 dic didm hd so an toan trong mbi nhém mo rong nhu x4c dinh duge trong pha
tang lidu; (c) d& m6 ta dic diém PK cia mAbl dudi dang liéu phap don va mAbl va
REGN?2810 khi duoc dung két hop; va (d) dé danh gia tinh sinh mién dich nhu do
duoc boi céc khang thé khang dugc cht (ADA) d6i véi mAbl va REGN2810.

Céc muc dich khai thac ctia nghién ctu la: (a) dé danh gia thé tich khdi u; (b) dé
khai thac hiéu qua duge dong hoc clia REGN2810 trong huyét thanh, huyét twong, té
bao don nhan ctia mau ngoai vi (PBMC), va trong chc miu md cta khdi u (bao gdm
m6 khéi u luu tri) thu duge & duong co so, trong qué trinh diéu tri va tai thoi gian tién
{rién tir nguoi bénh dugc diéu tri bing mAbl dudi dang licu phap don hodc két hop
véi REGN2810; va (c) dé danh gia kha nang tién luong va sy tuong quan voi dap ing
IAm sang dbi v6i chit danh dau sinh hoc dugc {8 cap ma c6 thé bao gdm, nhung khong
chi giéi han ¢: (i) luu thong axit nucleic cua khdi u; (i) su phan phdi tap hop con
PBMC va biéu hién cua cdc phén tu diém kiém tra mién dich va cac chét danh dau
sinh hoc duoc dé cap khac; (iii) su biéu hién cia ARN khéi u; (iv) s6 luong va sy phan
phdi té bao lympho thim thau khéi u (t€ bao T CD8, té bao T CD4+, té bao diéu hoa
T, va su cho phép khéi u, cac 16p phu khac nhu t& bao B, t& bao c6 ngudn gdc tir tuy,
té bao NK, v.v.); (v) muc do bidu hién (ARN va/hodc protein thong tin) cua PD-1, PD-
L1, LAG3, va cac chit didu bién diém kidm tra khac; (vi) cac dot bién trong khoi u
ung thu da biét va cac khang nguyén moi cua khéi u tiém 4n; va (vii) luong du dot
bién khoi u.

Thiét ké nghién ciu

Pay la nghién ctru tang liéu pha 1, trude tién ¢ nguoi (FIH), danh diu ma, da
tAm vé tinh tan toan, kha ning dung nap, hoat tinh va PK ctia mAbl dugc dung dudi
dang liéu phap don va két hop voi REGN2810 ¢ nguoi benh méc khéi u 4c tinh som.
Ba muc do liéu cia mAbl (1,0, 3,0 va 10mg/kg) dugc nghién ctru dudi dang liéu phap
don va két hop voi REGN2810 o liéu 3,0mg/kg.

Sau khoang thoi gian sang loc dén 28 ngay, nguoi bénh nhan dén muoi bay chu

ky diéu tri 21 ngay (trong tdng sb dén 51 tudn didu tri), tiép theo khoang thoi gian 24
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tuAn. M&i ngudi bénh nhan mAbl (+/- REGN2810) mdi 21 ngay.

Viéc diéu tri tiép tuc cho dén khi thoi gian didu tri 51 tudn hoan thanh hodc cho
dén khi tién trién bénh, doc té bao khong chép nhan, rit b6 su chip thuin hodc tiéu
chudn rit khdi nghién ciru duoc dap img. Viée danh gia dap ung la mdi 6 tuan trong 24
tuAn ddu tién, tiép theo mdi 9 tudn trong 27 tuln tiép theo, bit chap thoi tré dung liéu
duoc chét nghién ciu. Sau khoang thoi gian t4i thibu 24 tudn didu tri (t6i thiéu 8 chu
ky diéu tri), nguoi bénh giam hoan toan dugc xac nhan (CR) co thé Iya chon gian doan
diéu tri va tiép tuc voi tAt ca cac dénh gia nghién ctu lién quan. Tuong ty, sau khi hoi
v kién béc si, nguoi bénh ma da dugc diéu tri trong khoang thoi gian t6i thidu 24 tuan
v6i bénh 6n dinh (SD) hodc dap ung riéng phan (PR) ma da dugc duy tri trong 3 lan
danh gia khéi u lién tiép co thé chon gian doan diéu tri nhung van tiép tuc voi tat ca
c4c danh gia nghién ctru phu hop. D4i voi nguoi bénh ma trai qua dap tmg va tién trién
tiép theo, cAn phai lam sinh thiét khdi u tai thoi diém tién trién. Nguoi bénh ma dung
nap 4 liéu ctia liéu phap don mAbl va nguoi ma c6 danh gia khéi u ban déu it nhét 1a
SD, nhung ngudi ma sau do ching minh bénh tién trién (PD), c6 su lua chon bd sung
REGN2810 3,0mg/kg vao lidu cao nhét clia mAbl duoc dung an toan dén diém do6
(néu da biét) @& nd lyc “phong thich” sy dap ing boi gen 2 hoat hoa té bao lympho két
hop (LAG-3) va phong bé su chét t€ bao theo chuong trinh 1 (PD-1). Viéc danh gia
tinh an toan duoc thuc hién ¢ mdi 14n tham kham dung dugc chit nghién cuiru.

Tang liéu

Ba nhom liéu phap don ting lidu va diéu tri két hop dugc lap ké hoach dé dugc
tham gia (1,0, 3,0 va 10mg/kg mAbl c6 hoic khong c6 3mg/kg REGN2810). Nhom
thit nhat cin dugc tham gia tiép nhan liéu phap don mAbl ¢ 1,0mg/kg. Su tham gia
tiép theo clia mdi nhom bd sung c6 thé duge gidi han boi s6 luong liéu gi6i han doc té
bao (DLT) quan sat dugc trong cac nhém trude. Cac nhém khir ting liéu (0,3mg/kg
mAb1 ¢ hodc khong c6 3mg/kg REGN2810) dugc tham gia, néu can.

Quy tic ting liéu

Su bién dbi md hinh 3+3 truyén thong (“4+3”) duge su dung dé danh gid tat ca
chc muc lidu d6i v6i ca hai nhém liéu phap don mAbl va mAbl + REGN2810. Mic
dil cAn phai ¢6 5 thiéu 3 ngudi bénh & mdi mirc lidu ¢6 thé danh gia ddi véi DLT, dé

i da hoa hiéu qua cta viéc ting liéu pha 1 trong khi duy tri sy an toan cho ngudi
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bénh, 4 ngudi bénh dugc tham gia O mdi muc liéu trong truong hop nguoi bénh gian
doan trudc khi danh gia duogc dbi voi DLT. Thoi gian danh gia DLT la 28 ngay. Kha
ning dung nap cua muc lidu chi dat dugc néu tht ca nguoi bénh danh gia duoc DLT
tién An hoan thanh thoi gian DLT 28 ngay ma khong c6 DLT (0/3 hodc 0/4). Néu 3
nguoi bénh hoan thanh khoang thoi gian DLT ma khong trai qua DLT, nhung co

nguoi bénh thir tu trong thoi gian danh gia DLT, kha ning dung nap clia muc lidu chi
dat duoc khi nguoi bénh thi tu hoan thanh thoi gian danh gia DLT hoac gian doan
didu tri trude khi danh gia dugce d6i voi DLT. Néu c6 1 DLT trong s6 3 hodc 4 nguoi
bénh danh gia DLT, thi 4 hodc 3 nguoi bénh (lan luot) dugc tham gia dbi voi tong s6 7
ngudi bénh. Tuong tu, 1/6 hozc 1/7 DLT dugc cho la dung nap dugce. Hai DLT trong
s6 2 dén 7 nguoi bénh danh gia dugc s& vuot qua liéu dung nap tdi da (MTD). O mtc
lidu cao nhét dugc dung nap, dé danh gia tinh an toan hon nita, 3 dén 4 nguoi bénh
khéc sé duge tham gia vao trong tdng sb 6 dén 10 nguoi bénh danh gia dugc DLT. Tu
0 dén 1 trong s6 6 dén 8, hodc 2 trong s6 9 dén 10 DLT duong nhu la chép nhan duogc.
Pé déanh gia tinh an toan hon ntra, 3 nguoi bénh khac co thé duoc tham gia O mirc lidu

bAt ky khi tuy y bao trg (theo y kién cua ngudi diéu tra).

Néu 1,0mg/kg mAbl (mtc lidu 1; DL1) duoc cho la an toan (sau 3 dén 7 nguoi
bénh), su tham gia s& bt dau & 3,0mg/kg mAbL (DL2). Sy tham gia tiép theo cua 4
ngudi bénh trong DL2, sy tham gia trong nhém két hop thir nhét (1,0mg/kg mAbl +
3.0mg/ke REGN2810; DL3) c6 thé bat dau. Sy lam ting lidu dén 10mg/kg mAbl
(DL4) c6 thé bt dau mot lan 3,0mg/kg mAbl (DL2) duong nhu 13 an toan. Nhom két
hop tht hai (3,0mg/kg mAbl + 3,0mg/kg REGN2810; DL5) chi tham gia sau khi ca
DL2 va DL3 duong nhu an toan. Nhom két hop thtr ba (10mg/kg mAbl + 3,0mg/kg
REGN2810: DL6) chi tham gia sau khi ca DL4 va DL5 duong nhu an toan. Néu nhiéu
nhém bét ddu ddng thoi, quyén uu tién dugc dua ra dbi voi nhom sb lugng thip (nghia
la, DL2 so v6i DL3 hodc DL3 so voi DL4).

Lidu gi6i han doc tinh t€ bao

Khoang thoi gian quan sat DLT dé xac dinh tinh an toan dbi voi sy tang lieu
hodc bat dau liéu phap két hop méi duge xac dinh la 28 ngay bt ddu voi chu ky 1,
ngay 1, voi muc dich kiém tra tinh ban ddu va kha nang dung nap cua 2 lidu dwoc chat

nghién cuu thir nhit (mAbl c6 hodc khong co REGN2810, néu phu hop). Pé danh gia
duoc ddi voi DLT, nguoi bénh phai tlep nhén it nhét 2 liéu duoc chét nghién ctru thir
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nhét (nghia 14, ngdy 1 va ngay 22) va dugc kiém tra trong it nhat 28 ngdy sau lan ding
thtt nhat va it nhat 7 ngay tir ln ding thr hai hodc trai qua DLT (dugc xac dinh dudi
day) trudc khi két thic thoi gian DLT. Thoi gian tré trong khi dung liéu thir hai cua
(cac) dugce chét nghién ctru qua ngay 35 va/hodc gian doan dugc chit nghién ctu dugc
cho 1a DLT néu dugc chét nghién ctru c6 lién quan. Do d6, khoang thdi gian quan sat
DLT dai hon dbi voi ngusi bénh ma viée ding liéu thir hai cia ho bi tré va dbi voi
ngudi bénh trai qua AE ma khoang thoi gian ndy phai dugc danh gia dé xac dinh néu
su kién la DLT.

Ngoai khong c¢6 kha nang dung lidu (do déc tinh t€ bao cua duge chét nghién
ctru) #2 trong giai doan cta 56, DLT noi chung dugc xéac dinh la doc tinh bét ky trong
56 cac doc tinh t& bao lién quan dén dugc chét nghién clu sau:

Khong c¢6 doc tinh mau:
e Loai > 2 viém mang mach nho
o Loai bt ky > 3 khong c6 doc tinh mau (ngoai trr cac bat thuong khong co ¥y
nghia vé mit 1am sang nhu sy lam tang amylaza hodc lipaza khong co triéu
ching)
DPoc tinh mau:
o Loai 4 giam bach cu trung tinh kéo dai > 7 ngay
o Loai 4 giam tiéu ciu
e Loai 3 giam tiéu cau kém chdy mau
e Loai > 3 gidm bach cAu trung tinh gy sot hodc loai > 3 giam bach cAu trung tinh
kém nhiém trung

Ca irAE va khong irAE ma dap ung viéc xac dinh DLT duoc cho la cac DLT.
Liéu dung nap t6i da

MTD duoc xac dinh la mirc lidu thip hon ndng do ma viéc dung liéu dugc dung
do 2 hoic nhidu DLT trong s6 6 dén 7 ngudi bénh danh gia duge va sé& duoc xac dinh
theo céch riéng biét ddi voi liéu phap don va liéu phap két hop. Tuy nhién, do sy kién
AE da biét do liéu phép don véi REGN2810 va khang thé PD-1/PD-L1 khéc, ddi voi

cac nhom két hop cuong do, tin suAt va tinh méi cta doc tinh t€ bao két hop co thé
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duoc dung dé xac dinh MTD va quyét dinh b6 sung ngudi bénh khac ¢ mirc lidu. Néu
su tang liéu khong dung d6i voi DLT, tin rdng MTD da khong dugc xac dinh. 3 nguoi
bénh khéc sé tham gia vao m3i nhém liéu phap don va liéu phap két hop duong nhu
e lidu cao nhit duge dung nap (nghia 13, 6 dén 10 nguoi bénh trong mdi nhom
trong s6 cic nhom nay). Néu su tang lidu d6i voi liéu phap don hodc ligu phap két hop
mAbl véi REGN2810 dung ¢ 1,0mg/kg do DLT, nhom dugc tham gia & liéu
0,3mg/kg. Néu sy ting liéu dbi vé6i liéu phap don hodc li€u phap két hop mAb1 duoc
dung do DLT ¢ muc lidu 3,0 hodc 10mg/kg, lidu mAbl dugc giam dén muc lidu thtr
nghiém trudc d6i voi nguoi bénh tham gia méi (lan lugt trong nhom licu phap don
hodc liéu phap két hop). Khong co nguoi bénh nao duoc cho phép b4t dau liéu phap
két hop vai lidu mADb1 ma khong dung nap dugc dudi dang liéu phap don.
Lidu khuyén cao pha 2

RP2D déi voi cac nhém mé rong sé khong cao hon so voi MTD hodc liéu cao
nhét dugc thir nghiém va co thé khac nhau d6i véi cac nhém liéu phap don va liéu
phép két hop. Qua trinh doteri hoa ctia RP2D sé& duoc dua vao tinh an toan va dir li€u
PK.

Ngudi bénh trong nhom liéu phap don ma dung nap 4 liéu mAbl va ma co su
danh gia khdi u ban dAu it nhit SD, nhung nguoi ma tip theo chimg minh PD, c0 lya
chon bé sung REGN2810 3,0mg/kg vao lidu cao nhit cia mAbl dugc dung an toan
dén diém d6 (nbu da biét) dé nd luc “phéng thich” dap tmg do sw phong bé LAG-3 va
PD-1 két hop.

Cac nhom mo rong

Mot khi kha ning dung nap ciia mAbl da dugc thiét 1ap riéng hodc két hop voi
REGN2810, nhidu nhém mé rong bing cch st dung liéu phap don hodc li¢u phap t6
hop dé chon cac chi dinh [bénh ung thu phdi khong phai té bao nho (NSCLC), bénh
ung thu than té bao sang (ccRCC), bénh ung thu v 4m tinh bd ba (TNBC), bénh ung
thu da, va bénh ung thu md bach huyét t bao B lon khuéch tan (DLBCL)] duoc tham
gia dé danh gia tiép tinh an toan va tim kiém bang chiing so bd v& hoat tinh khang khdi
u trong cac khdi u ma & d6 LAG3 da biét cin duoc biéu hién hodc dugce biéu hién qua

muc; hoat tinh khang khoi u cua mADb1 riéng hodc két hop voi REGN2810 co thé xay

ra. Viéc tham gia vao nhom m& rong bit dAu sau khi viéc tang liu hoan thanh. 10
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nhém mé rong bd sung (Bang 19) su dung md hinh Simon 2 giai doan (Simon 1989,
Controlled Clinical Trials 10: 1-10) duoc tham gia sau khi xac nhan RP2D. Nguoi
bénh duoc gan cho nhém diéu tri dic hiéu dua vao kiéu khdi u nguoi bénh, sy c6 mat
hodc véng mit liéu phap phdi tr 1 khang PD- 1/khang gay chét té bao theo chuong
trinh (PD-L1) uu tién, sy danh gi4 cua nguoi diéu tra vé& sy phu hop cua ché do lieu
phap dbi voi nguoi bénh d6 va muc kha dung cua nguoi bénh trong nhém diéu tri
duoc gan. Néu murc do an toan phat trién trong nhom mo rong riéng ré trong giai doan
1 ctia md hinh Simon 2 giai doan, sy tham gia ¢6 thé dugc mic dinh. Sau khi thao ludn
gifta nhitng nguoi didu tra va Regeneron, sy tham gia ¢6 thé duoc bét dau lai & cung
mdt liéu hodc lidu mAb1 thdp hon. Muc do an toan kh&i dong mic dinh co thé bao
gdm céc sy kién an toan som hodc tré. Nguoi bénh duoc didu tri bang liéu phap don
mAb1 (liéu dugc xac dinh boi cac phat hién tang liéu) hodc td hop cua mAbl va
REGN2810 3mg/kg Q3W trong dén 51 tuln. Su tham gia giai doan 2 d6i voi méi

nhém mo rdng chi xay ra néu s6 luong t6i thiéu dap ung khéi u duoc quan sat O giai

doan 1.
Bang 19: Bang cac nhom mo rong
Khang
thé Khang thé
khan khang PD-
Nhom , , © ¢ .
o Kiéu khoiu PD- 1/PD-L1 biéu tri
mo rong N
1/PD-L1 trai
nguyén nghiém
thé
Bénh ung thu , i
. . T6 hop cua mAbl va
1 phoi khong phai | X
, REGN2810
té bao nho
Bénh ung thu , ,
. ' T6 hop cua mAbl va
2 phoi khong phai X
, REGN2810
té bao nho
; Bénh ung thu| TS hop cua mAbl va
than té bao séng REGN2810
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Bénh ung thu 5 TS hop cia mAbl va |
4 .
than té bao sang REGN2810
5 Bénh ung thu vl < T6 hop cia mAbl va
am tinh bo ba REGN2810
Té hop cia mAbl va
6 Bénh ung thu da | X
REGN2810
Té hop cua mAbl va
7 Bénh ung thu da X
REGN2810
Bénh ung thu
mé bach huyét _ )
8 ) X Liéu phap don mAbl
tt bao B lon
khuéch tan
Bénh ung thu
o mo6 bach huyét < Té hop cia mAbl va
té bao B té bao REGN2810
16n khuéch tan
Bénh ung thu
0 mo bach huyét < Té hop clia mAbl va
t¢ bao B lon REGN2810
khuéch tan

Quén thé nghién ciru

Trong pha ting liéu: nguoi bénh méc khéi u ac tinh som ma khong nhén liéu phap
trude voi duoe chat khang LAG3 va/hodc chét tic ché PD-1/PD-L1 va ma khong phai
la tmg vién cho liéu phap tiéu chuén hodc dbi voi nguoi ma khong co lidu phép sén ¢o
duoc du doan tao ra loi ich 1am sang va nguoi bénh méc cac khdi u ac tinh ma khong
chita khoi va khong dap ung voi hodc thé hién su tién trién khdi u thay vi liéu phap
tiéu chuan.

Trong cac nhom mo rong liu: nguoi bénh méc cac khéi u ac tinh lya chon ma khong

nhén liéu phap trudc voi duge chit khang LAG-3 va la ngudi ma:

o khong nhén liéu phap trude trude voi khang thé khang PD-1/PD-L1 nhung la

-128-




40226

cac Umg vién phu hop dé nhan lidu phap dua vao khang thé khang PD-1 (cac
nhém 1, 3, 5, 6, va 9)
hoac
e d3 nhan trudc liéu phap dya vao khang thé khang PD-1/PD-L1 va ¢ dap ung
muyc dich dugc xac nhan (CR hodc PR) hoic SD trong it nhit 3 thang d6i voi
liéu phap khang thé khang PD-1/PD-L1 nhung tiép theo dugc tién trién ddi voi
liéu phap d6 hodc SD hodc PR 13 déap tmg t6t nhét véi dap ung on dinh tiép
theo trong 6 thang (cac nhom 2, 4, 7, va 10)
hoac
e khong phai 13 cac mg vién cho ligu phap tiéu chuin hodc ddi v6i nguoi ma
khéng co liéu phap sin ¢6 nao duge du doan tao ra loi ich 1am sang va phu hop
dbi voi lidu phap don mAbl (nhém 8)
Tiéu chuén két luan: nguoi bénh phai dap Gmg cac tiéu chuin sau d& co thé thich hop
tham gia vao nghién cuu:
1. Nam gi6i va nir gidi > 18 tudi.
2. Céc nhém tang lidu: ngudi bénh co chan doan ac tinh dugc xac nhan vé mat
t& bao hoc hodc md hoc (bao gém u lympho) voi su tién trién dugc chimg minh
vé khéi u dbi v6i ngudi ma khong cé ti€u chuén thay thé v& sy lua chon diu tri
cham séc, hoic khong co tieu chudn thay thé vé su cham séc v6i kha nang chira
bénh (nghfa 1, khong dép tng véi hogc su tién trién khéi u duoc phat trién thay
vi liéu phap tiéu chuin), ADN khong duge diéu tri trude bing chét tc ché PD-
1/PD-L1. Nhiing nguoi bénh nay khong cn phi mac bénh do duogc trong mbi
tidu chudn RECIST 1.1 hodc Lugano.
3. Céac nhom mo rong liéu: nguoi bénh co chan doan dugc xac nhan vé mit
mb hoc hodc té bao hoc voi 1 trong s cac khdi u sau véi bénh do dugc trong
m3i tieu chudn RECIST 1.1 hoic Lugano dap tmg cac tiéu chuén sau:
i. Khang thé khang PD-1/PD-L1 nguyén thé giai doan IIIB hodc
IV NSCLC ma khéng c¢6 liéu phap trude dbi véi bénh di can
hodc vai sy tién trién/tai phét bénh sau mot ché dd chira platin

(nhém 1)
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Khéng thé khang PD-1/PD-L1 trai qua giai doan ITIB hodc IV
NSCLC véi khong nhiéu hon 2 liéu phap trudc dbi voi bénh di
cin (nhom 2)

Khéng thé khang PD-1/PD-L1 nguyén thé ccRCC som hodc di
cin voi thanh phin t& bao sing ma da nhan 1 dén 2 ché do
trude lieu phap chéng tao thanh mach (nhom 3)

Khang thé khang PD-1/PD-L1 bj ccRCC sém hogc di can voi
thanh phan té bao sang ma da nhén 1 dén 2 ché d6 trudc cla
lieu phap chéng tao thanh mach (nhom 4)

Khang thé khang PD-1/PD-L1 nguyén thé TNBC di can
(estrogen, progesteron, va thy thé yéu tb phat trién biéu bi clia
nguoi 2 Am tinh) ma da nhan 5 duong lidu phap trudc hodc it
hon (nhom 5)

Khang thé khang PD-1/PD-L1 nguyén thé bénh ung thu da
sém hodic di cin ma di nhan khong nhiéu hon 2 ché do trute
dbi v6i bénh di cin (nhom 6)

Khéng thé khang PD-1/PD-L1 tri qua bénh ung thu da som
hodc di can di nhan khong nhiéu hon 2 ché db trude déi véoi
bénh di can (nhém 7)

Khang thé khang PD-1/PD-L1 nguyén thé DLBCL ti
phat/khé chira ma da tién trién sau hozc khong phai la Ung
vién cho ciy ghép té bao gbc ty rung (nhom 8 va 9)

Khéng thé khang PD-1/PD-L1 trai qua DLBCL tai phat/kho
chita ma da tién trién sau hodc khong phai la ing vién cho cay

ghép té bao gbc tu rung (nhom 10)

Luu §: *Khang thé khang PD-1/PD-L1 trai nghiém duoc xac dinh

do da dung nap hodc dang dung lap liéu phéap khang PD-1/PD-L1

(nghia 13, khong gian doan do doc t& bao) va di co ddi chimg bénh

vOi:

a. CR/PR duogc xac nhan bang cach tao anh 1dp lai hoac SD trong it
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nhit 12 tuln tir lidu thi nhét, trudc khi tién trién bénh. Su tién trién
bénh phai dya vao lidu phap voi khang thé khang PD-1/PD-L1 hodc
trong 12 tudn dung liéu sau cung.
b. SD hoic PR la dép tng t5t nhat voi dap Umg 4n dinh tiép theo
(khong giam 16n hon 70% tu dudng co s6) trong 6 thang trong khi
d6i voi lidu phap khang thé khang PD-1/PD-L1.
4. Trang thai thyc hién nhom ung thu hop tac dong 0 hodc 1
5. Trién vong sdng it nhat 3 thang
6. Chic ning cua co quan thich hop va tuy xuong nhu sau: (a) Hemoglobin >
9,0g/dL; (b) S luong bach ciu trung tinh tuyét @i > 1,5 x 10%L; (c) S6 luong
tidu ciu > 75 x 10°/L; (d) Creatinin huyét thanh < 1,5 x gi6i han trén tiéu chuén
(ULN) hodic téc d6 tham nhép tiéu cau duoc ude tinh > 50 mL/phit/1,73m?; (e)
Téng bilirubin < 1,5x ULN; (f) Aspartat aminotranseferaza va alanin
aminotransferaza (ALT) < 3x ULN hodc < 5x ULN, néu di cin gan; va/hodc (g)
Phosphataza kiém < 2,5x ULN (hodc < 5,0x ULN, néu di cin gan hodc xuong)

7. Y mubdn va kha ning phu hop véi cac ]an tham kham ldm sang va cac quy

trinh ¢6 lién quan dén nghién clru
8. C6 su chép thuan bang van ban.

Céc tiéu chuan loai trir: nguoi bénh ma dap ung tiéu chuén bt ky trong sb cac
titu chuén sau sé duoc loai trir ra khoi nghién ctru: 1. Hién tai nhan diéu tri trong
nghién ctru khac hodc da tham gia vao nghién ciru chét diéu tra va nhan diéu tri hodc
sir dung thiét bj diéu tra trong 4 tudn dung lidu thy nhét ctia liéu phap nghién cru hodc
nhan diéu tri voi liéu phap hé thong dugc cai thién trong 3 tudn ding liéu thir nhat cla
liéu phap nghién ctru hodc da nhén liéu phap hé thong trudc bét ky trong 5 nura chu ky
phan rd cta lidu thit nhét cua lidu phdp nghién ciu (bt ¢ thoi gian nio 1au hon). DO
v6i céc nhom mo rdng chi ¢6 2, 4, 7, 10 (khang thé khang PD-1/PD-L1 thir nghiém),
liéu phap khang thé khang PD-1/PD-L1 uu tién khong thé duoc ding trong 3 tuan
dung liéu thir nhit cua liéu phap nghién ctru, bét chip ntra chu ky phén ra hodc trang
thai chap thuin cua dugc chit. 2. Didu trj trudc bing phan tu sinh hoc hodc phan tu

nho6 nhim trung dich LAG-3 bat ky 3. Liéu phap phong xa trong 2 tudn trude khi nghu
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hhién hod va khong phuc hdi tr duong co s& tir AE bt ky do buc xa 4. Cac nhom mo
rong chi: Khéi u ac tinh khac ma dang tién trién hodc cAn phai ¢6 diéu tri tich cuc voi
ngoai trir bénh ung thu da datous khong ung thu ma trai qua liéu phap diéu tri tiém 4n
hozc bénh ung thu bidu mo cb tir cung tai chd hodc khéi u khac bat ky ma duong nhu
duoc diéu tri mot cach co hiéu qua bang dbi chimg cuc bd cudi cung trong it nhét 2
nam trude khi tham gia. 5. Cac Kkhéi u di can cta hé thin kinh trung uong khong diéu
tri hodc hoat dong. Nguoi bénh méc cac khdi u di cin cua hé than kinh trung uwong
dugc diéu tri trude co thé tham gia voi diéu kién chung 6n dinh (nghia la, khdng co
bang chimg vé su tién trién bing cach tao anh trong it nhét 6 tudn trude lidu thir nhat
ctia vide didu tri nghién cru va cac triéu ching than kinh bt ky da tr& vé dudng co s0)
va khong co bang chimng vé cac khdi u di cdn cua hé than kinh trung wong mai hodc
phéng to va nguoi bénh khong cAn phai dung corticosteroit hé thdng bét ky dé quan ly
chc khdi u di can cua hé thdn kinh trung wong trong 4 tudn trude lidu thir nhat
REGN2810. 6. Viém ndo, viém mang nao hodc cac tai bién khong kiém soat trong
nam truée chdp thuan bing vin ban 7. Bing chimg dang xay ra hodc gin day (trong 5
nam) vé bénh tu mién dich dang ké ma can phai co didu tri bang viéc diéu tri ngin
chin mién dich hé théng, ma c6 thé cho biét nguy co dbi v&i cac irAE. Noi dung sau
khong loai trir: bénh bach tang, bénh hen & tré nho ma da duge diéu tri, su giam hoat
dong cua tuyén giap ma chi cAn thay thé ho6cmén, bénh dai thao duong typ 1 hodc
bénh vay nén ma khong cAn phai diéu tri hé théng. 8. Liéu phap corticosteroit (> 10mg
prednison/ngay hodc tuong duong) trong 1 tudn trude lidu thir nhit cua dugc chit
nghién ctru. Nguoi bénh ma cén thoi gian steroit ngén khong dugc loai trir. 9. Lich sur
43 biét vé hodc bing chimg bét ky clia bénh k& phoi hodc viém thanh phé nang hoat
dong, khong lay nhiém (5 ndm qua) 10. Sy lay nhidm khong kiém soat voi virut gy
suy giam mién dich & nguoi, nhiém viém gan B hodc viém gan C; hodc chén doan suy
giam mién dich 11. Sy lay nhidm tich cuc cin phai c6 liéu phap hé théng 12. Tiép
nhan vacxin sdng trong 30 ngay bit dAu dung thudc nghién ctru 13. Quy trinh phau
thuat chinh, sinh thiét mo hodc thuong tén do chin thuong dang ké trong 4 tudn trudc
sang loc 14. Nhdi mau co tim trong 9 thang trude lidu thir nhét cua liéu phap nghién
ctu 15. Cly ghép té bao gbc di sinh trude 16. Tinh trang bénh bét ky ma theo y kién
cua nguoi didu tra sé tham gia vao nghién ctru khong c6 su duge dé cap t5t nhat cia

nguoi bénh 17. Phan Gng qua mtre di Ung hodc cip tinh gop phin vao diéu tri khang
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thé 18. Di Ung da biét d6i v&i doxyxyclin hodc cac thubc khang sinh tetraxyclin khac
19. Réi loan lam dung do tam thin hodc chat da biét ma s& can trd voi sy tham gia voi
céc yéu cau nghién clru 20. Nam gi6i hogc nit gidi ndng dong vé gi6i tinh c6 kha nang
sinh san khong muén thuc hién viée tranh thu thai trong thoi gian nghién ctiru. Nt gioi
ma dang mang thai, dang nuoi con bang stta me hodc mudn nhan thirc hodc nam gioi
c6 ké hoach 1am cha trong khoang thoi gian nghién ctru theo du an (sang loc tham
kham trong 180 ngay sau Jidu cudi cung cua dugc chit nghién ctru). 21. Nam gioi hodc
nit gidi hoat dong gioi tinh ¢ kha ning sinh san ma khong mudn thyc hién su tranh
thu thai phu hop trude khi bét diu diéu diu tién, trong thoi gian nghién ctru va trong it

nhit 6 thang sau liéu cudi cing clia duge chit nghién ctru dugc dung.
Diéu tri nghién ctru
Liéu phap don: mAb1 dugc ding cho ngudi bénh ngoai tri bing viéc truyén trong tinh

mach (IV) trong 30 phut mdi 21 ngay dén 51 tudn O cac liéu liéu phap don sau:

DL1: truyén IV 1,0mg/kg mAbl trong 30 phut mdi 21 ngay trong 51 tuan

DL2: truyén IV 3,0mg/kg mAbl trong 30 phit mdi 21 ngay trong 51 tuin

DL4: truyén IV 10mg/kg mAb1 trong 30 phiit mdi 21 ngay trong 51 tudn

DL-1m: truyén IV 0,3mg/kg mAbl trong 30 phiit mdi 21 ngay trong 51 tudn
(néu can)
Liéu phap két hop: Péi véi lidu phap két hop, trinh ty dung dugc chit nghién ctu la
mADb] thi nhét tiép theo REGN2810 vao cting mdt ngay. Cac duge chét nghién clu
duoc cho ding & ngudi bénh ngoai tri bing viéc truyén trong tinh mach trong 30 phut
mdi 21 ngay dén 51 tudn. Cac ché do két hop theo ké hoach can duoc gén bao gdm:
e DL3: truyén trong tinh mach 1,0mg/kg mADbl1 va 3,0mg/kg REGN2810 trong
30 phiit m&i 21 ngay trong 51 tuan
e DL5: truyén trong tinh mach 3,0mg/kg mAbl va 3,0mg/kg REGN2810 trong
30 phit m&i 21 ngay trong 51 tuan
e DL6: truyén trong tinh mach 10,0mg/kg mADbl va 3,0mg/kg REGN2810 trong
30 phut mdi 21 ngay trong 51 tun

e DL-1c: truyén trong tinh mach 0,3mg/kg mADbl1 va 3,0mg/kg REGN2810 trong
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30 phat mdi 21 ngay trong 51 tudn (néu can)
Céc diém dau nghién cliru
Céc diém dau chinh
Trong pha ting lidu: Ty 1& cua DLT, cac sy kién bat loi (AE; bao gdm céc sy
kién ¢0 lién quan dén mién dich), cac su kién bét loi trim trong (SAE), tl vong va cac
khac thuong phong thi nghiém (loai 3 hodc cao hon trong mdi Common Terminology

Criteria for Adverse Events [CTCAE]), va PK

Trong pha mo rong lidu: Tc do dap ung dbi twong (ORR) dua vao RECIST 1.1
(khdi u rin) va cac tiéu chuén Lugano (u lympho)
Cac diém déu thir cip

ORR dua vao cac ti€u chuén danh gia dap tng co lién quan dén mién dich trong
cac khéi u rén (irRECIST); dap ung tdng thé t6t nhét (BOR), khoang thoi gian dap img
(DOR), tbc do kiém sodt bénh va su séng khong tién trién (PFS) dua vao RECIST,
irRECIST, va tiéu chuin Lugano); AE; bao gém cac su kién cé lién quan dén mién
dich, SAE, sy ti vong va cac khac thuong phong thi nghiém (loai 3 hodc cao hon
trong mdi CTCAE); PK va ADA
Quy trinh va danh gia

Tinh an toan va kha ning dung nap cia mét minh mAbl hodc két hop voi
REGN2810 duoc kiém tra bing viéc danh gia 1am sang AE va béng cac lan do lap lai
dé danh gi4 1am sang bao gbm cdc tin hiéu séng (nhiét do, huyét &p, xung va hod hép),
chc thi nghiém vat 1y (ddy du va giéi han), dién tam dd 12 dau (ECG), va danh gia

phong thi nghiém bao gdm huyét hoc tiéu chuén, hoa hoc va phan tich nude tiéu.

Céc mAu méau dé xac dinh mAbl chirc ning va REGN2810 chirc ndng trong
huyét thanh va cac miu ADA (khang thé khang mAbl hodc khang thé khang
REGN2810) dugc thu gom. Cac mAu huyét thanh va huyét twong dugc thu gom aé
phan tich chét danh dau sinh hoc bd sung. Céc chit danh ddu sinh hoc dugc dong hoc
suy xét, tién luong va chén doan c6 lién quan dén phoi nhiém diéu tri mAbl va
REGN2810, hoat tinh 1dm sang hodc bénh co so dugc didu tra trong huyét thanh, huyét
tuong, té bao don nhan ctia mau ngoai vi (PBMC) va mo khéi u. Hoat tinh khang khéi
u duoc danh gia boi CT va MRL MAu ADN hé gen dugc thu gom tir ngudi bénh ma da
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chp thuan nghién ctru phu hé gen duoc ly tuy y.

Két qua

Nguoi ta mong doi ring viéc ding mAbl la an toan va duoc dung nap tot boi
nguoi bénh méc cac khéi u ac tinh sém trong nghién ciu. T6 hop véi 3mg/kg
REGN2810 duoc mong doi din dén sy hdi quy khdi u nhu duoc danh gia boi ORR ¢
nguoi bénh méc khéi u rin nhu bénh ung thu phdi khong phai t& bao nho, bénh ung
thu da, bénh ung thu than té bao sang, u lympho t& bao B hodc bénh ung thu vi.

Sang ché khong chi gioi han ¢ cac phuong an cu thé dugc md ta trong ban md
ta nay. Thuc vay, dua vao phin m6 ta néu trén va cac hinh vé kém theo, nguoi co hiéu
biét trung binh trong linh vuc nay co thé tao ra cac cai bién khac nhau cua sang ché
ngodi céc cai bién dugc md ta trong ban mo ta ndy. Cac cai bién nhu vdy c6 muc dich
nim trong pham vi bao hd cta cac diém yéu cau bao ho kém theo.

Danh muc trinh ty

Bén sao chinh thirc cua danh muc trinh ty nay dugc ndp ddng thoi voi ban mo
ta dang dién tir qua EFS-Web dudi dang danh muc trinh tu duoc dinh dang ASCII voi
én tep 2016_10_07_10176WO01_SEQ_LIST_ST25.txt ngay 07 thing 10 nim 2016,
va dung lugng khoang 240kilobyte. Danh muc trinh nay nam trong tai liéu duge dinh
dang ASCII la mdt phén ctia ban mo ta nay va dugc dua vao ban md ta nay bang cach

vién dan.
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YEU CAU BAO HO
1. Khang thé phan 1ap hodc manh gin két khang nguyén cia nd ma gén két dac hiéu
v4i protein cua gen 3 hoat hoa té bao lympho (LAG3) cua nguoi, trong do khang thé
hodc manh gin két khang nguyén cta no co ba vung xac dinh bd sung chudi ning
(CDR) (HCDR1, HCDR2 va HCDR3) c6 trong trinh tu axit amin cla vung bién dbi
chudi ning (HCVR) néu trong SEQ ID NO: 418 va ba CDR chudi nhe (LCDRI,
LLCDR2 va LCDR3) c¢6 trong trinh tu axit amin cla vung bién ddi chudi nhe (LCVR)
néu trong SEQ ID NO: 426.
2. Khang thé phan 18p hodc manh gén két khang nguyén cta no theo diém 1, trong do
khéang thé hodc manh gén két khang nguyén cua no tuong tac voi mot hode nhiéu axit
amin c6 trong mién ngoai bao cua LAG3 (cdc axit amin tir 28 dén 71 néu trong SEQ
D NO: 588), nhu xac dinh dugc bdi sy trao dbi hydro/doteri.
3. Khang thé phan 1ap hodc manh gén két khang nguyén theo diém 2, trong do khang
thé hodc manh gén két khang nguyén cua no tuong tac voi mot hodc nhiéu axit amin

¢6 trong SEQ ID NO: 589, nhu xac dinh duge boi sy trao d6i hydro/doteri.

4. Khang thé phan 18p hodc manh ghn két khang nguyén theo diém 2, trong do khang
thé hodc manh gin két khang nguyén cua no tuong tac voi trinh ty axit amin dugc
chon t&r nhém gdm cd (a) axit amin 28 dén 69 néu trong SEQ ID NO: 588; (b) axit
amin 28 dén 71 néu trong SEQ ID NO: 588; (c) axit amin 31 dén 52 néu trong SEQ ID
NO: 588; va (d) axit amin 32 dén 69 néu trong SEQ ID NO: 588.

5. Khang thé phan 1ap hodc manh gén két khang nguyén cta no theo diém 3, trong do
khéang thé hodc manh gén két khang nguyén cua n6 tuong tac v6i it nhat it nhat muoi
axit amin néu trong SEQ ID NO: 589.
6. Khang thé phan 1ap hodc manh gén két khang nguyén cua no theo diém 3, trong do
‘khang thé hoic manh gén két khang nguyén cua no tuong tac v6i it nhit hai muoi axit
amin néu trong SEQ ID NO: 589.
7. Khéng thé phan 1p hodc manh gén két khang nguyén ctia no theo diém 2, trong do
khéng thé hodc manh gén két khing nguyén cla no tuong tac v6i trinh ty axit amin

néu trong SEQ ID NO: 589.
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8. Khang thé phan 1ap hodc manh gén két khang nguyén cua n6 theo diém 1, trong do
khang thé hoic manh gén két khang nguyén cua no ¢6 mdt hodc nhidu dic tinh dugc
chon tr nhém gdm co:

(a) gin két LAG3 monome cua ngudi voi hing s6 can bang phan ly ghn két
(Kp) nho hon khoang 1,5nM nhu do duogc trong thu nghiém cong hudng plasmon bé
mit o 25°C;

(b) gén két LAG3 monome ctia ngudi voi Kp nho hon khoang 2nM nhu do
duoc trong thir nghiém cong huong plasmon bé mit 6 37°C;

(c) gin két LAG3 dime cua ngudi voi Kp nho hon khoang 20pM nhu do dugc
trong thi nghiém cong huong plasmon bé mit ¢ 25°C;

(d) gén két LAG3 dime ctia ngudi v6i Kp nho hon khoang 90pM nhu do duoc
trong thr nghiém cOng huong plasmon bé mit & 37°C;

(e) gén két véi té bio biéu hién hLAG3 v6i ECso nho hon khoang 2nM nhu do
dugc trong thu nghiém dém té bao theo dong chay;

(f) gén két voi té bao biéu hién mfLAG3 voi ECso nhé hon khoang 2,3nM nhu
doduacﬁnngth&ngh@n1déntébéothaadéngchéy;

(2) phong bé su gén két ctia hLAG3 voi MHC nhom II ctia nguoi voi ICso nho
hon khoang 20nM nhu x4c dinh dugc boi tht nghiém két dinh té bao;

(h) phong bé su gén két cua hLAG3 voi MHC nhém II clia chudt nhit véi ICso
nhé hon khoang 15nM nhu x4c dinh dugc boi thu nghiém két dinh té bao;

(i) phong bé sy gin két cia hLAG3 véi MHC nhém II 16n hon 90% nhu xac
dinh duge béi thir nghiém két dinh t€ bao;

(j) phong thich sy uc ché hoat tinh té bao T qua trung gian LAG3 v6i ECso nho
hon khoang 2,5nM nhu xac dinh duoc trong tht nghiém thong bao luxiferaza; va

(k) gén két voi té bao T CD4+ va CD8+ dugc hoat hoa voi ECso nho hon
khoang 1,2nM, nhu x4c dinh duoc trong thtr nghiém huynh quang.
9. Khang thé phan 1p hodc manh gén két khang nguyén cua no theo diém 1, trong do6
khéng thé hodc manh gén két khang nguyén ctia n6 chua HCVR c6 trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO: 418.
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10. Khang thé phan 1ap hoac manh gén két khang nguyén cuia n6 theo diém 1, trong do
khang thé hoic manh gén két khang nguyén cua n6 chira LCVR c6 trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO: 426.

11. Khang thé phan 18p hodc manh gén két khang nguyén theo diém 1, trong do khang
thé hoc manh gin két khing nguyén nay chua HCDR1-HCDR2-HCDR3-LCDR1-
LLCDR2-LCDR3 ¢ trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 420-422-424-428-430-
432.

12. Khang thé phan 1ap hojc manh gin két khang nguyén theo diém 11, trong dé
khéng thé hogc manh ghn két khang nguyén cua né chita cip trinh tu axit amin
HCVR/LCVR néu trong SEQ ID NO: 418/426.

13. Khéng thé phan l1ap theo diém 12, khang thé nay chira chudi nang va chudi nhe,
trong d6 chudi ndng co trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 577.

14. Khang thé phan lap theo diém 12, khang thé nay chtra chudi ning va chudi nhe,
trong d6 chudi nhe cd trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 578.

15. Khéang thé phan 1p hodc manh gén két khang nguyén theo diém 12, khang thé nay
chtra cip trinh tu axit amin chudi néng/chugi nhe néu trong cac SEQ ID NO: 577/578.
16. Dugc pham chita khang thé phan 1ap hodc manh gén két khang nguyén ctia n6 theo
diém 1 va chit mang hodc chét pha loang dugc dung.

17. Khéng thé phan 18p hodc manh gén két khang nguyén cua n6 ma gén két ddc hiéu
v6i protein LAG3 clia ngudi, trong d6 khang thé phan 13p hodc manh gén két khang
nguyén clia né c¢6 cdp trinh ty axit amin chudi ning/chudi nhe néu trong cac SEQ ID
NO: 577/578.

18. Duoc pham chita khang thé phan 1ap hodc manh gén két khang nguyén cua no6 theo

diém 17 va chat mang hodc chét pha loang dugc dung.
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<110>
<120>
GEN 3
KHANG

<130>

<150>
<151>

<150>
<151>

<150>
<151>

<150>
<151>

<150>
<151>

<160>
<170>
<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

gaggtgcagc

60

tcctgtgtgg

120

ccagggatgg

180

gcagactccg

240

cttcaaatga

300

gtaactggaa

360

40226

DANH MUC TRINH TU

Regeneron Pharmaceuticals, Inc.

KHANG THE PHAN LAP PUQOC GAN KE
HOAT HOA TE BAO LYMPHO (LAG3)

THE NAY

10176W001

62/239,524
2015-10-09

62/257,791
2015-11-20

62/315,119
2016-03-30

62/359,921
2016-07-08

62/365,006
2016-07-21

589

FastSEQ ddi véi phién ban Windows 4.0

1
372
ADN

Trinh ty nhan tao

tdéng hop

1

accgtctect cg

372

<210>

2

tgttggagtc
cctctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgag

cttcgtccta

tgggggaggc

cacctttagc
ggtctcaagt
gttcaccatc
agccgaggac

ctactacggt

-161-

ttggtacagc
acctatgcca
attagtggta
tccagagaca
acggccgttt

gtggacgtct

ctggggggte
tgagttgggt
gtggtcgtaa
attccaagaa

attactgtgc

ggggccaagg

© pAC HIEU VOI PROTEIN CUA
COA NGUOI VA DUQC PHAM CHUA

cctgagactc
ccgccagget
cacatactat
cacgctgttt
gaaagagtcc

gaccacggtc



tao

Glu
Cys
Arg
Ser
Ile
70

Leu

Thr

Thr

tao

40226

Ser
Val
Gln
Gly
55

Ser
Arg

Gly

Thr

Gly
Ala
Ala
40

Arg
Arg
Ala

Thr

Val
120

<211> 124
<212> PRT
<213> Trinh tu nhéan
<220>
<223> tdng hop
<400> 2
Glu Val Gln Leu Leu
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser
20
Ala Met Ser Trp Val
35
Ser Ser Ile Ser Gly
50
Lys Gly Arg Phe Thr
65
Leu Gln Met Asn Ser
85
Ala Lys Glu Ser Val
100
Val Trp Gly Gln Gly
115
<210> 3
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén
<220>
<223> tdng hop
<400> 3
ggattcacct ttagcaccta tgcc
24
<210> 4
<211> 8
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> tbng hop
<400> 4
Gly Phe Thr Phe Ser Thr Tyr Ala
1 5
<210> 5
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao

-162-

Gly
Ser
25

Pro
Asn
Asp
Glu
Ser

105
Thr

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp
90

Ser

Val

Leu
Phe
Met
Tyr
Ser
75

Thr
Tyr

Ser

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys
Ala

Tyr

Ser

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn

Val

Tyr

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr

Tyr

Gly
110

Gly
15

Thr
Trp
Ser
Leu
Tyr

95
Val

Gly
Tyr
val
Val
Phe
80

Cys

Asp
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<220>
<223> tbng hop

<400> 5
attagtggta gtggtcgtaa caca
24

<210> 6

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 6
Ile Ser Gly Ser Gly Arg Asn Thr
1 5

<210> 7

<211> 51

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 7
gcgaaagagt ccgtaactgg aacttcgtcc tactactacg gtgtggacgt c

51

<210> 8

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 8
Ala Lys Glu Ser Val Thr Gly Thr Ser Ser Tyr Tyr Tyr Gly Val Asp
1 5 10 15

Val

<210> 9

<211> 321

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> tdéng hop
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<400> 9
gacatccaga
60
atcacttgcc
120
gggaaagccc
180
aggttcagtg
240
gaagattttg
300
gggaccaagg
321

10
107
PRT
Trinh

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

<220>
<223> tdéng
<400> 10
Asp Ile
1
Asp

Gln

Arg Val

Asn Trp
35
Ala

Leu

Ala
50
Gly

Tyr
Ser Ser
65

Glu

Asp Phe

Thr Phe Gly

11

18
ADN
Trinh

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

<220>
<223> téng
<400> 11
cagagcatta
18

<210> 12
<211> 6
<212> PRT

tgacccagtc
gggcaagtca
caaagctcct
gcagtggatc
catcttacta

tggagatcaa

tu nhén

hop

Met Thr

Thr Ile
20
Tyr His

Ser Ser

Gly Thr

Ala Ser
85
Gly Gly

100

tu nhén

hop

gcagttat

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp
70

Tyr

Thr

40226

tccatcctcc
gagcattagc
gatctatgct
tgggacagat
ctgtcaacag

a

tao

Ser Pro

Cys Arg

Pro
40
Asn

Lys

Gln
55
Phe Thr

Tyr Cys

Lys Val

tao

-164-

ctgtctgcat
agttatttaa
gcatccagtt
ttcactctca

agttacagaa

Ser Leu
10

Ser

Ser
Ala Gln
25
Gly

Lys Ala

Gly Val Pro
Ile
75

Ser

Leu Thr
Gln
90

Ile

Gln

Glu
105

Lys

ctgtaggaga
attggtatca
tgcaaaatgg
ccatcagcag

ccccgcetcac

Ser Ala Ser

Ile Ser
30

Leu

Ser

Pro Lys

45

Ser Arg Phe

60

Ser Ser Leu

Tyr Arg Thr

cagagtcacc
tcagaaacca
ggtcccatca
tctgcaacct

tttcggcgga

Val
15
Ser

Gly
Tyr
Leu Ile
Ser Gly

Pro
80
Leu

Gln

Pro
95



<213>

<220>
<223>

<400>

40226

Trinh tuy nhédn tao

tdng hop

12

Gln Ser Ile Ser Ser Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

5

13

9

ADN

Trinh ty nhén tao

tdng hop

13

gctgcatcc

9

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

<220>
<223>

<400>

14

3

PRT

Trinh tu nhén tao

tdng hop

14

Ala Ala Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

15

27

ADN

Trinh ty nhén tao

téng hop

15

caacagagtt acagaacccc gctcact

27

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

<220>
<223>

16

9

PRT

Trinh tyu nhén tao

tdng hop

-165-



40226

<400> 16
¢ln Gln Ser Tyr Arg Thr Pro Leu Thr
1 5
<210> 17
<211> 387
<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> tbng hop
<400> 17
caggtgcagc tggaggagtc tgggggaggce gtggtccage
60
tcctgtgecag cgtctggatt caccttcagt tggtatggca
120
ccaggcaagg ggctggagtg ggtggcactt atatggtatg
180
ggagactccg tgaagggccg attcaccatt tccagagaca
240
ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac acggctgtgt
300
ggacatagtg gcaacgatcg ggggacttac tattactact
360
caagggacca cggtcaccgt ctcctca
387
<210> 18
<211> 129
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> tbéng hogp
<400> 18
Gln Val Gln Leu Glu Glu Ser Gly Gly Gly Val
1 5 10
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe
20 25
Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys
35 40
Ala Leu Ile Trp Tyr Asp Gly Thr Asn Lys LyS
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser
65 70 75
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr
85 90
Ala Arg Asp Cys Gly His Ser Gly Asn Asp Arg
100 105
Tyr Tyr Gly Met Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr
115 120
Ser

-166-

ctgggaggtc
tgcactgggt
atggaactaa
attccaagaa
attactgtgc

acggtatgga

Val Gln Pro

Phe Ser
30
Glu

Thr

Leu
45
Gly

Gly

Tyr Asp

60
Lys

Asn Thr

Ala Val Tyr

Gly Thr Tyr
110

Val Thr

125

Thr

cctgagactc
ccgccaggcet
taaaaagtat
cacggtgtat
gagagattgt

cgtctggggce

Gly
15
Trp

Arg
Tyr

Trp Val

Ser Val

Val Tyr
80
Tyr Cys
95
Tyr Tyr

Val Ser



40226

<210> 19

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 19
ggattcacct tcagttggta tggc
24

<210> 20

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 20
Gly Phe Thr Phe Ser Trp Tyr Gly
1 5

<210> 21

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 21
atatggtatg atggaactaa taaa
24

<210> 22

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 22

Ile Trp Tyr Asp Gly Thr Asn Lys
1 5

<210> 23

<211> 66

-167-



<212> ADN

40226

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> tbéng

<400> 23
gcgagagatt
60

gacgtc

66

<210> 24
<211> 22
<212> PRT

hop

gtggacatag tggcaacgat cgggggactt actattacta ctacggtatg

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> tbng hop

<400> 24

Ala Arg Asp Cys Gly His Ser Gly Asn As

1

5

Tyr Tyr Gly Met Asp Val

<210> 25
<211> 324
<212> ADN

20

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> tdéng hop

<400> 25
gacatccaga
60
atcacttgcc
120
gggaaagccc
180
aggttcagtg
240
gaagattttg
300
caagggacac
324

<210> 26
<211> 108
<212> PRT

tgacccagtc
gggcaagtca
ctaagctcct
gcagtggatc
caacttacta

gactggagat

tccatcctcec
gagcattagc
gatctatgct
tgggacagat
ctgtcaacag

taaa

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

-168-

ctgtctgcat
agctatttaa
gcatccagtt
ttcactctca

agttacagta

ctgtaggaga
attggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag

cccctcecgat

p Arg Gly Thr Tyr Tyr Tyr

15

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
tctgcaacct

caccttcggc



<223>

<400>

tdng hop

26

Asp Ile Gln Met Thr

1

Asp Arg Val Thr Ile

20

Leu Asn Trp Tyr Gln

35

Tyr Ala Ala Ser Ser
50
Ser Gly Ser Gly Thr

65

Glu Asp Phe Ala Thr

85

Ile Thr Phe Gly Gln

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

<220>
<223>

<400>

100

27

18

ADN

Trinh ty nhén

tdng hop

27

cagagcatta gcagctat

18

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

<220>
<223>

<400>

28

6

PRT

Trinh tuyu nhén

tdéng hop

28

Gln Ser Ile Ser Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

5

29

9

ADN

Trinh ty nhén

tdng hop

29

gctgcatcc

9

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp
70

Tyr

Gly

tao

tao

Tyr

tao

40226

Ser
Cys
Lys
Gln
55

Phe

Tyr

Thr

Pro
Arg
Pro
40

Ser
Thr

Cys

Arg

-169-

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Leu

Gln

Leu
105

Ser
10

Ser
Lys
Val
Thr
Gln

90
Glu

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Ser

Ile

Ser
Ser
Pro
Ser
60

Ser

Tyr

Lys

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Ser

Ser
Ser
30

Leu
Phe

Leu

Thr

Val
15

Ser
Leu
Ser

Gln

Pro
95

Gly
Tyr
Ile
Gly
Pro

80
Pro



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

<220>
<223>

<400>

40226

30

3

PRT

Trinh tu nhén tao

tdng hop

30

Ala Ala Ser

1

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

31
30
ADN
Trinh ty nhan tao

téng hop

31

caacagagtt acagtacccc tccgatcacc

30

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

<220>
<223>

<400>

32
10
PRT
Trinh tuyu nhan tao

tdng hop

32

Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro Pro Ile Thr

1

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

<220>
<223>

<400>

caggtgcagc tacagcagtg gggcgcagga ctgttgaagc cttcggagac cctgt

60

acctgcgctg tctatggtgg gtccttcagt ggttactact ggaactggat

120

ccagggaagg ggctggagtg ggttggggaa atcagtcata gagga

180

5 10

33

357

ADN

Trinh ty nhén tao

tdéng hop

33

-170-

ccgccagcecc

accac caactacaac



40226

ccgtccctea agagtcgagt caccatatca ctggacacgt ccaagaacca gttctccctg

240
aaactgacct ctgtgaccgc cgcggacacg gctgtgtatt actgttcgag agacgaggaa

300
ctggaattcc gtttctttga ctactggggce cagggaaccc tggtc

357

accgt ctcctca

<210> 34

<211> 119

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 34
Gln Val Gln Leu Gln Gln Trp Gly Ala Gly Leu Leu Lys Pro Ser Glu
1 5 10 15
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val Tyr Gly Gly Ser Phe Ser Gly Tyr
20 25 30
Tyr Trp Asn Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp val
35 40 45
Gly Glu Ile Ser His Arg Gly Thr Thr Asn Tyr Asn Pro Ser Leu Lys
50 55 60
Ser Arg Val Thr Ile Ser Leu Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu
65 70 75 80
Lys Leu Thr Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ser
85 90 95
Arg Asp Glu Glu Leu Glu Phe Arg Phe Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 35

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 35
ggtgggtcct tcagtggtta ctac
24

<210> 36

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 36

-171-



40226

Gly Gly Ser Phe Ser Gly Tyr Tyr
1 5

<210> 37

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 37
atcagtcata gaggaaccac C
21

<210> 38

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 38
Ile Ser His Arg Gly Thr Thr
1 5

<210> 39

<211> 39

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 39
tcgagagacg aggaactgga attccgtttce tttgactac

39

<210> 40

<211> 13

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 40

Ser Arg Asp Glu Glu Leu Glu Phe Arg Phe Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 41

-172-



321
ADN

<211>
<212>
<213>

<220>
<223> tdng
<400> 41
gaaattgtgt
60
ctctcctgca
120
ggccaggcte
180
aggttcagtg
240
gaagattttg
300

gggaccaagyg
321

42
107
PRT
Trinh

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

<220>
<223> téng
<400> 42
Glu Ile
1
Glu

vVal

Arg Ala

Ala Trp
35
Ala

Leu

Gly
50
Gly

Tyr
Ser Ser
65

Glu

Asp Phe

Thr Phe Gly

43

18
ADN
Trinh

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

<220>
<223> téng

<400> 43

hop

tgacacagtc
gggccagtca
ccaggctcct
gcagtgggtc
cattttatta

tggagatcaa

ty nhén

hop

Leu Thr

Thr Leu
20
Tyr Gln

Ser Asn

Gly Thr
Phe
85

Gly

Ala

Gly
100

ty nhén

hop

Gln
Ser
Gln
Arg
Asp
70

Tyr

Thr

40226

Trinh tuy nhdn tao

tccagccacc
gagtgttagc
cgtctatggt
tgggacagac
ctgtcagcag

a

tao

Ser Pro

Cys Arg
Pro
40
Thr

Lys

Ala
55
Phe Thr

Tyr Cys

Lys Val

tao

-173-

ctgtctttgt
agctatttag
gcatccaaca
ttcactctca

cgtagcaact

Thr Leu
10

Ser

Ala
Ala Gln
25

Gly

Gln Ala

Gly Ile Pro
Ile
75

Arg

Leu Thr
Gln
90

Ile

Gln

Glu
105

Lys

ctccagggga
cctggtacca
gggccactgg
ccatcagcag

ggccgctcecac

Ser Leu Ser
Ser
30

Leu

Ser Val

Pro Arg

45

Ala Arg Phe

60

Ser Leu

Ser

Ser Asn Trp

aagagccacc
acaaaaacct
catcccagcc
cctagagcct

tttcggcgga

Pro
15
Ser

Gly
Tyr

Leu Val

Ser Gly

Glu Pro
80
Pro Leu

95



40226

cagagtgtta gcagctat

18

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

<220>
<223>

<400>

44

6

PRT

Trinh tu nhdn tao

téng hop

44

Gln Ser Val Ser Ser Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

5

45

9

ADN

Trinh ty nhén tao

tdng hop

45

ggtgcatcc

9

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

<220>
<223>

<400>

46

3

PRT

Trinh tuy nhén tao

tdéng hop

46

Gly Ala Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

47

27

ADN

Trinh ty nhén tao

téng hop

47

cagcagcgta gcaactggcc gctcact

27

<210>
<211>

48
9

-174-



40226

<212> PRT
<213> Trinh tuy nhén tao
<220>
<223> tdng hop
<400> 48
Gln Gln Arg Ser Asn Trp Pro Leu Thr
1 5
<210> 49
<211> 357
<212> ADN
<213> Trinh tuy nhén tao
<220>
<223> tdng hop
<400> 49
cagctgcagc tgcaggagtc gggcccagga ctggtgaagc
60
acctgcactg tctctggtga ctccatcatc agtaatagtt
120
cagcccccag ggaaggggct ggagtggatt ggcaatttct
180
tacaacccgt ccctcaagag tcgagtcacc atatccgctg
240
tccctgaage tgagctctgt gaccgcecgcea gacacggctc
300
aataggaatt accggttcga cccctgggge cagggaaccce
357
<210> 50
<211> 119
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhén tao
<220>
<223> tbng hop
<400> 50
Gln Leu Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu
1 5 10
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Asp
20 25
Ser Tyr Tyr Trp Gly Trp Ile Arg Gln Pro Pro
35 40
Trp Ile Gly Asn Phe Phe Tyr Thr Gly Ala Thr
50 55
Leu Lys Ser Arg Val Thr Ile Ser Ala Asp Thr
65 70 75
Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp
85 90
Cys Ala Ser Tyr Asn Arg Asn Tyr Arg Phe Asp

-175-

cttcggagac
attactgggg
tttatactgg
acacgtccaa
tgtattattg

tggtcaccgt

Val Lys Pro
Ile
30

Gly

Ser Ile

Gly Lys

45

Tyr Tyr Asn

60

Ser Lys Asn

Thr Ala Leu

Pro Trp Gly

cctgtccecctce
ctggatccgce
ggccacctac
gaatcagttc
tgcgagttat

ctcctca

Ser Glu
15
Ser Asn

Leu Glu

Pro Ser

Phe
80
Tyr

Gln

Tyr
95

Gln Gly



40226

100 105

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

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

<220>
<223>

<400>

115

51
30
ADN
Trinh tu nhén tao

téng hop

51

ggtgactcca tcatcagtaa tagttattac

30

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

<220>
<223>

<400>

Gly Asp Ser Ile Ile Ser Asn Ser Tyr Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

52

10

PRT

Trinh ty nhén tao

tdng hop

52

5

53

21

ADN

Trinh tuy nhén tao

tdng hop

53

ttcttttata ctggggccac C

21

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

<220>
<223>

<400>

54

7

PRT

Trinh ty nhan tao

tdéng hop

54

Phe Phe Tyr Thr Gly Ala Thr

1

5

-176-

110



40226

55

33

ADN

Trinh ty nhan tao

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

<220>
<223> tbng hop

<400> 55

gcgagttata ataggaatta ccggttcgac ccc

33

56
11
PRT
Trinh tu nhédn tao

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

<220>

<223> tbng hop

<400> 56

Ala Ser Tyr Asn Arg Asn Tyr Arg Phe Asp Pro
1 5 10

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

57

324

ADN

Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbng hop
<400> 57
gacatccaga
60
atcacttgcc
120
gggaaagccc
180
aggttcagtg
240
gaagattttg
300
caagggacac
324

tgacccagtc tccatcctcce ctgtctgcat

gggcaagtca gagcattagc agctatttaa

ctaagctcct gatctatgcet gcatccagtt

gcagtggatc tgggacagat ttcactctca

caacttactt ctgtcaacag agttacagta

gactggagat taaa

58

108

PRT

Trinh tyu nhén tao

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

<220>

<223> tbéng hop

-177-

ctgtaggaga
attggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag

ccccteecgat

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
tctgcaacct

caccttcggc



<400> 58
Asp Ile Gln Met Thr
1 5
Asp Arg Val Thr Ile
20
Leu Asn Trp Tyr Gln
35
Tyr Ala Ala Ser Ser
50
Ser Gly Ser Gly Thr
65
Glu Asp Phe Ala Thr
85
Tle Thr Phe Gly Gln
100
<210> 59
<211> 18
<212> ADN
<213> Trinh tu nhén
<220>
<223> tbéng hop
<400> 59
cagagcatta gcagctat
18
<210> 60
<211> 6
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan
<220>
<223> tbéng hop
<400> 60
Gln Ser Ile Ser Ser
1 5
<210> 61
<211> 9
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén
<220>
<223> téng hop
<400> 61
gctgcatcc
9
<210> 62

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp
70

Tyr

Gly

tao

tao

Tyr

tao

40226

Ser
Cys
Lys
Gln
55

Phe

Phe

Thr

Pro
Arg
Pro
40

Ser
Thr

Cys

Arg

-178-

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Leu

Gln

Leu
105

Ser
10

Ser
Lys
Val
Thr
Gln

90
Glu

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Ser

Ile

Ser
Ser
Pro
Ser
60

Ser

Tyr

Lys

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Ser

Ser
Ser
30

Leu
Phe

Leu

Thr

Val
15

Ser
Leu
Ser

Gln

Pro
95

Gly
Tyr
Ile
Gly
Pro

80
Pro



<211> 3
<212> PRT
<213> Trinh

<220>

<223> tbng

<400> 62

Ala Ala Ser
1

63
30
ADN

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

<220>
<223> tbng
<400> 63
caacagagtt
30

64
10
PRT

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

<220>
<223> tdng

<400> 64

40226

tuy nhan tao

hop

Trinh ty nhan tao

hop

acagtacccc tccgatcacc

Trinh tu nhé&n tao

hop

Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro Pro Ile Thr

1

65
381
ADN
Trinh

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

<220>
<223> tbéng
<400> 65
caggtgcagc
60
acctgcgctg
120
ccagggaagg
180
ccgtccctea
240

5

tu nhan tao

hop

tacagcagtg gggcgcagga
tctatggtgg gtccttcagt
ggctggagtg gattggagag

agagtcgagt ctccatatca

-179-

10

ctgttgaagc
acttactact
atcaatcata

gtggacacgt

cttcggagac
ggagctggat
gtggaaacgc

ccaagaacca

cctgtcceccte
ccgccagccce
cgactacaac

gttctccctg



40226

aggctgagct ctgtgaccgc cgcggacacg gctatttatt actgtgcgag agcgggctat

300
tgtagtagtc ccacctgcta ttcctactac tacttcggta tggacgtctg gggccaaggg

360
accacggtca ccgtctceccte a

381

<210> 66

<211> 127

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 66
Gln Val Gln Leu Gln Gln Trp Gly Ala Gly Leu Leu Lys Pro Ser Glu

1 5 10 15
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val Tyr Gly Gly Ser Phe Ser Thr Tyr
20 25 30
Tyr Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45
Gly Glu Ile Asn His Ser Gly Asn Ala Asp Tyr Asn Pro Ser Leu Lys
50 55 60
Ser Arg Val Ser Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu
65 70 75 80
Arg Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Ile Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95
Arg Ala Gly Tyr Cys Ser Ser Pro Thr Cys Tyr Ser Tyr Tyr Tyr Phe
100 105 110
Gly Met Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

<210> 67

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 67
ggtgggtcct tcagtactta ctac
24

<210> 68

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 68

-180-
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Gly Gly Ser Phe Ser Thr Tyr Tyr
1 5

<210> 69

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 69
atcaatcata gtggaaacgc C
21

<210> 70

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 70
Ile Asn His Ser Gly Asn Ala
1 5

<210> 71

<211> 63

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 71

gcgagagcgg gctattgtag tagtcccacc tgctattcct actactactt cggtatggac
60

gtc

63

<210> 72

<211> 21

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 72
Ala Arg Ala Gly Tyr Cys Ser Ser Pro Thr Cys Tyr Ser Tyr Tyr Tyr
1 5 10 15

Phe Gly Met Asp Val
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73
324
ADN

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

<220>
<223> tdéng
<400> 73
gaaattgtgt
60
ctctcctgca
120
cctggccagg
180
gacaggttca
240
cctgaagatt
300
caagggacca
324

74
108
PRT
Trinh

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

<220>
<223> téng
<400> 74
Glu Ile Val
1
Glu Arg Ala
Ala
35
Gly

Phe Leu

Ile Tyr
50
Gly Ser
65

Pro

Gly

Glu Asp

Trp Thr Phe

<210> 75
<211> 21
<212> ADN
<213> Trinh

20

hop

tgacgcagtc
gggccagtca
ctcccaggcet
gtggcagtgg
ttgcagtgta

aggtggagat

tu nhén

hop

Leu Thr

Thr Leu
20
Trp Tyr

Ala Ser

Ser Gly
Ala
85

Gln

Phe

Gly
100

ty nhén

Gln
Ser
Gln
Ser
Thr
70

Val

Gly

40226

Trinh tu nhdn tao

tccaggcacc
gagtgttatc
cctcatctat
gtctgggaca
ttactgtcag

caaa

tao

Ser Pro

Cys Arg

Gln Lys
40
Arg Ala
55
Asp Phe

Tyr Tyr

Thr Lys

tao
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ctgtctttgt
agcagcttct
ggtgcatcca
gacttcactc

cagtatggta

Thr Leu
10

Ser

Gly
Ala Gln
25

Pro Gln

Gly

Thr Gly Phe
Thr
75

Gln

Thr Leu
Gln
90

Glu

Cys

Val Ile

105

ctctagggga
tagcctggta
gcagggccac
tcaccatccg

actcaccttg

Ser Leu Ser

Ile
30
Arg

Ser Val

Ala Pro

45

Pro Asp Arg

60
Ile

Arg Arg

Tyr Gly Asn

Lys

aagagccacc
ccagcagaaa
tggcttccca
cagactggag

gacgttcggce

Leu Gly
15
Ser Ser

Leu Leu

Phe Ser

Glu
80
Pro

Leu

Ser
95
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<220>
<223> tdéng hop

<400> 75
cagagtgtta tcagcagectt ¢
21

<210> 76

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 76
Gln Ser Val Ile Ser Ser Phe
1 5

<210> 77

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tu nhéan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 77
ggtgcatcc
9

<210> 78

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> téng hop

<400> 78
Gly Ala Ser
1

<210> 79

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 79
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cagcagtatg gtaactcacc ttggacg

27

<210> 80
<211> 9
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 80

tbéng hop

Trinh tu nhan tao

Gln Gln Tyr Gly Asn Ser Pro Trp Thr

1

81
387
ADN

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

<220>
<223> tbéng
<400> 81
caggtcacct
60
acctgcaccg
120
cagccccctyg
180
tacagcacat
240
gtccttaccg
300
ccagagttta
360
caagggacca
387

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

82
129
PRT

<220>

<223>

<400> 82

Gln Val Thr Leu Lys

1

Thr Leu Thr Leu Thr

Gly Met Gly Val Ser

35

Trinh ty nhén

5

hop

tgaaggagtc
tctctgggtt
ggaaggccct
ctctgaggac
tgaccaactt
ccagctcgte

cggtcaccgt

tbéng hop

5

20

Glu
Cys

Trp

Trinh tu nhén tao

tggtcctgtyg
ctcactcagc
ggagtggctt
cagactcacc
ggaccctgtg
gtgggctctc

ctcctca

tao

40
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ctggtgaaac
aatgctggga
gcacacattt
atctccaagg
gacacagcca

tactacttct

10

25

ccacagagac
tgggtgtgag
tttcgaatga
acacctccaa
catatttctg

acggtatgga

30

45

cctcacgctg
ctgggtccgt
cgagaagtcc
aagccaggtg
tgcacggata

cgtctgggge

Ser Gly Pro Val Leu Val Lys Pro Thr Glu

15

Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Ser Asn Ala

vVal Arg Gln Pro Pro Gly Lys Ala Leu Glu
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Trp Leu Ala His Ile Phe Ser Asn
50 55
Leu Arg Thr Arg Leu Thr Ile Ser

65

70

val Leu Thr Val Thr Asn Leu ASD

85

Cys Ala Arg Ile Pro Glu Phe Thr

100

Phe Tyr Gly Met Asp val Trp Gly

Ser

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

<220>
<223>

<400>

115 120

83

30

ADN

Trinh tu nhén tao

tdng hop

83

gggttctcac tcagcaatgc tgggatgggt

30

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

<220>
<223>

<400>

84
10
PRT
Trinh tu nhdn tao

tdng hop

84

Asp
Lys
Pro
Ser

105
Gln

Glu
Asp
Val
90

Ser

Gly

Gly Phe Ser Leu Ser Asn Ala Gly Met Gly

1

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

<220>
<223>

<400>

5

85
21
ADN
Trinh ty nhén tao

tdéng hop

85

attttttcga atgacgagaa ¢

21

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

86

7

PRT

Trinh ty nhén tao
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10

Lys
Thr
75

Asp

Ser

Thr

Ser
60

Ser
Thr
Trp

Thr

Tyr
Lys
Ala
Ala

Val
125

Ser

Ser

Thr

Leu

110
Thr

Thr
Gln
Tyr
95

Tyr

Val

Ser
Val
80

Phe
Tyr

Ser



<220>
<223> tbng

<400> 86

hop

40226

Tle Phe Ser Asn Asp Glu Lys

1

87
63
ADN

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

<220>
<223>

<400> 87
gcacggata
60

gtc

63

88
21
PRT

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

<220>
<223> téng

<400> 88

Ala Arg Ile Pro Glu

1

Trinh tuyu nhén

5

tdng hop

hop

5

Tyr Gly Met Asp Val

89
324
ADN

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

<220>
<223> tdng
<400> 89
gaaattgtgt
60
ctctcctgceca
120
cctggccagg
180
gacaggttca
240

Trinh ty nhén

20

hop

tgacgcagtc
gggccagtca
ctcccaggcet

gtggcagtgyg

Trinh tu nhédn tao

tao

tao

tccaggcacc
gagtattacc

cctcatctat

gtctgggacg
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10

ctgtctttgt
agcacctact
gctacatcca

gacttcactc

ctccagggga
tcgcctggta
gcagggccac

tcaccatcag

¢ cagagtttac cagctcgtcg tgggctctct actacttcta cggtatggac

Phe Thr Ser Ser Ser Trp Ala Leu Tyr Tyr Phe

15

aagcgccacc
ccagcagaaa
tggcgtccca

cagactggag
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cctgatgatt ttgcagtgta ttactgtcag caatatggta ggtcaccttg gacgttcggce

300
caagggacca aggtggaagt caaa
324

<210> 90

<211> 108

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 90
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

1 5 10 15
Glu Ser Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Thr Ser Thr
20 25 30
Tyr Phe Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu
35 40 45
Ile Tyr Ala Thr Ser Ser Arg Ala Thr Gly Val 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 Asp Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Gly Arg Ser Pro
85 90 95
Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Val Lys
100 105

<210> 91

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 91
cagagtatta ccagcaccta c
21

<210> 92

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 92
Gln Ser Ile Thr Ser Thr Tyr
1 5

-187-
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<210> 93

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 93
gctacatcc
9

<210> 94

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 94
Ala Thr Ser
1

<210> 95

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 95
cagcaatatg gtaggtcacc ttggacg
27

<210> 96

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 96
Gln Gln Tyr Gly Arg Ser Pro Trp Thr
1 5

<210> 97

<211> 363

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
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<220>

<223> tdng hop

<400> 97

caggttcagc tggtgcagtc tggagctgag

60

tcctgcaagg cttctggtta cacctttacc

120

cctggacaag ggcttgagtg gatgggatgg

180

gcacagaagc tccagggcag agtcaccatg

240

atggagctaa ggagcctgag atctgacgac

300

tggggttccg tctactggta cttcgatctc

360

tca

363

<210> 98

<211> 121

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> téng hop

<400> 98

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly

1 5

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala
20

Gly Ile Ser Trp Val Arg Gln Ala

35 40
Gly Trp Ile Ser Ala Tyr Asn Asp
50 55

Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Ala

65 70

Met Glu Leu Arg Ser Leu Arg Ser

85

val Arg Trp Asn Trp Gly Ser vVal
100

Arg Gly Thr Leu Val Thr Val Ser

115 120

<210> 99

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> tbng hop

<400> 99
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gtgaagaagc
agttatggta
atcagcgctt
accgcagaca

acggccattt

tggggccgtyg

Glu Val
10

Gly

Ala

Ser
25
Pro

Tyr

Gly Gln

Asn Thr Asn

Thr Ser
75
Thr

Asp
Asp Asp
90
Tyr Trp Tyr
105

Ser

ctggggceccte
tcagctgggt
acaatgataa
catccacgaa
attactgtgt

gcaccctggt

Lys Lys

Thr Phe
30
Leu
45
Ala

Gly

Tyr
60
Thr Asn

Ala Ile

Phe Asp

Pro
Thr
Glu
Gln
Thr
Tyr

Leu
110

agtgaaggtc
gcgacaggcce
cacaaactat
tacagcctac
gcgatggaat

cactgtctcc

Gly Ala
15
Ser Tyr

Trp Met

Lys Leu

Ala Tyr
80
Tyr Cys
95

Trp Gly
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ggttacacct ttaccagtta tggt
24

<210> 100

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 100
Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Gly
1 5

<210> 101

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 101
atcagcgctt acaatgataa caca
24

<210> 102

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 102
Ile Ser Ala Tyr Asn Asp Asn Thr
1 5

<210> 103

<211> 42

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén taofrr

<220>
<223> tdng hop

<400> 103
gtgcgatgga attggggttc cgtctactgg tacttcgatc tc
42

<210> 104
<211> 14
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ctccagggga
ttgcctggta
gcagggccac
tcaccatcag

actcaccttg

Ser Leu Ser

Ile Ser
30

Arg

Ile

Pro
45
Asp

Ala

Pro Arg

60

Ile Ser Arg

Tyr Gly Asn

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> tbng hop

<400> 104

Val Arg Trp Asn Trp Gly Ser Val Tyr Trp Tyr Phe Asp Leu
1 5 10
<210> 105

<211> 324

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> tbng hop

<400> 105

gaaattgtgt tgacgcagtc tccaggcacc ctgtctttgt
60

ctctcctgca gggccagtca gattattagc agcagctact
120

cctggccagg ctcccaggcet cctcatctat ggtgcgtcca
180

gacaggttca gtggcagtgt gtctgggaca gacttcactc
240

cctgaagatt ttgcaatgta tttctgtcag cagtatggta
300

caagggacca aggtggaaat caaa

324

<210> 106

<211> 108

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> tbéng hop

<400> 106

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu
1 5 10

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln

20 25
Tyr Phe Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40
Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr Gly Ile
50 55

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

Pro Glu Asp Phe Ala Met Tyr Phe Cys Gln Gln

85 90
Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile

-191-

Lys

aagagccacc
ccagcagaaa
tggcatccca
cagactggag

gacgttcggce

Pro
15
Ser

Gly
Ser

Leu Leu

Phe Ser

Glu
80
Pro

Leu

Ser
95
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100

<210> 107

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhdn tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 107
cagattatta gcagcagcta ¢
21

<210> 108

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 108
Gln Ile Ile Ser Ser Ser Tyr
1 5

<210> 109

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 109

ggtgcgtcc
9

<210> 110

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tuyw nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 110
Gly Ala Ser
1

<210> 111
<211> 27

-192-

105



<212> ADN

<213>

<220>
<223>

<400> 111

tdng hop

40226

Trinh tu nhdn tao

cagcagtatg gtaactcacc ttggacg

27

<210> 112
<211> 9

<212> PRT
<213>

<220>
<223> tdng

<400> 112

hop

Trinh tu nhén tao

Gln Gln Tyr Gly Asn Ser Pro Trp Thr

1

113
351
ADN

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

<220>
<223> tbéng
<400> 113
cagatcacct
60
acttgcacct
120
cagcccccag
180
tacagcccat
240
gtccttacaa
300
acgggggaag
351

114
117
PRT

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

<220>

<223> téng

<400> 114

Gln Ile Thr Leu Lys Glu Ser Gly Pro Thr Leu Val Ly

5

hop

tgaaggagtc
tctctgggtt
gaaaggccct
ctctggagac
tgaccaacat

gaatgtactg

hop

Trinh tu nhan tao

tggtcctacg
ctcactcaac
ggagtggctt
caggctcacc
ggaccctgtg

gggccaggga

Trinh tu nhan tao
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ctggtgaaac
actcatagag
gcactcattt
atcgccaagg
gacacagcca

accctggtca

ccacacagac
tgggtgtagg
atgggaatga
acacctccaa
catatttctg

ccgtctectce

cctcacgcetg
ctggatccgg
tgttaagaac
aaaccaggtg
ttcgtacata

a

s Pro Thr Gln
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Thr Leu Thr Leu Thr Cys Thr Phe Ser Gly
20 25
Arg Val Gly Val Gly Trp Ile Arg Gln Pro
35 40
Trp Leu Ala Leu Ile Tyr Gly Asn Asp Val
50 55
Leu Glu Thr Arg Leu Thr Ile Ala Lys Asp
65 70
val Leu Thr Met Thr Asn Met Asp Pro Val
85 90
Cys Ser Tyr Ile Thr Gly Glu Gly Met Tyr
100 105
val Thr Val Ser Ser
115

<210> 115

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 115
gggttctcac tcaacactca tagagtgggt
30

<210> 116

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 116
Gly Phe Ser Leu Asn Thr His Arg Val Gly
1 5 10

<210> 117

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 117
atttatggga atgatgttaa g
21

<210> 118
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Phe
Pro
Lys
Thr
75

Asp

Trp

Ser
Gly
Asn
60

Ser

Thr

Gly

Leu
Lys
45

Tyr
Lys

Ala

Gln

Asn
30

Ala
Ser
Asn

Thr

Gly
110

15
Thr

Leu
Pro
Gln
Tyr

95
Thr

His
Glu
Ser
Val
80

Phe

Leu



<211> 7
<212> PRT
<213>

<220>
<223> tdéng

<400> 118

hop

40226

Trinh ty nhén tao

Ile Tyr Gly Asn Asp Val Lys

1

119
27
ADN

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

<220>
<223>

<400> 119

5

tdng hop

Trinh tu nhén tao

tcgtacataa cgggggaagg aatgtac

27

<210> 120
<211> 9

<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 120

tdéng hop

Trinh tu nhdn tao

Ser Tyr Ile Thr Gly Glu Gly Met Tyr

1

121
333
ADN

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

<220>
<223> téng
<400> 121
gatgttgtga
60
atttcctgta
120
tttcaccaga
180
tctggggtcc
240

5

hop

tgactcagtc
ggtctagtca
ggccaggcca

cagacagatt

Trinh tu nhan tao

tccactctcc
aaacctcatg
atctccaagg

cagcggcagt
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ctgtccgtca
tacagtgatg
cgtctaattt

gggtcaggca

cccttggaca
gaaacaccta
ataaggtttc

ctgatttcac

gccggcecctcece
cttgaattgg
taaccgggac

actgaaaatc



40226

agcagggtgg aggctgagga tgttggggtt tattactgca tgcaaggtac acactggtac
300

acatttggcc aggggaccaa gctggagatc aaa

333

<210> 122
<211> 111
<212> PRT
<213> Trinh tu nhéan tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 122
Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Ser Val Thr Leu Gly

1 5 10 15
Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Asn Leu Met Tyr Ser
20 25 30
Asp Gly Asn Thr Tyr Leu Asn Trp Phe His Gln Arg Pro Gly Gln Ser
35 40 45
Pro Arg Arg Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Asp Ser Gly Val Pro
50 55 60
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80
Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Met Gln Gly
85 90 95
Thr His Trp Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 123

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 123
caaaacctca tgtacagtga tggaaacacc tac

33

<210> 124

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 124
Cln Asn Leu Met Tyr Ser Asp Gly Asn Thr Tyr
1 5 10

-196-



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

<220>
<223>

<400>

40226

125

9

ADN

Trinh tu nhdn tao

tdéng hop

125

aaggtttct

9

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

<220>
<223>

<400>

126

3

PRT

Trinh ty nhén tao

tdéng hop

126

Lys Val Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

127

24

ADN

Trinh ty nhén tao

tdng hop

127

atgcaaggta cacactggta caca

24

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

<220>
<223>

<400>

128

8

PRT

Trinh ty nhan tao

tdng hop

128

Met Gln Gly Thr His Trp Tyr Thr

1

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

5

129
357
ADN
Trinh tu nhén tao
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<220>
<223> tdng hop
<400> 129
caggtgcagc tgcagcagtg gggcgcagga
60
acctgcgctg tctatggtgg gtctttcagt
120
ccagggaagg gtctggaatg gattggggaa
180
ccgtccctcea agagtcgagt caccatatca
240
aacctgagtt ctgtgaccgc cgcggacacg
300
caggaactac gtttccttga ctactggggc
357
<210> 130
<211> 119
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhén tao
<220>
<223> téng hop
<400> 130
Gln Val Gln Leu Gln Gln Trp Gly
1 5
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val
20
Tyr Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro
35 40
Gly Glu Ile Asn His Arg Gly Asn
50 55
Ser Arg Val Thr Ile Ser Leu Asp
65 70
Asn Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala
85
Arg Asp Glu Glu Gln Glu Leu Arg
100
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 131
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> tdéng hop

<400> 131

ggtgggtctt tcagtggtta ttac

24
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ctattgaagc
ggttattact
atcaatcata
ctcgacacgt
gctatgtatt

cagggaaccc

Ala Gly Leu

10
Tyr Gly Gly
25
Pro

Gly Lys

Thr Asn Tyr

Thr Ser Lys
75
Thr Ala
90

Leu

Asp

Phe
105

Asp

cttcggagac
ggagctggat
gaggaaacac
ccaagaaaca
actgtacgag

tggtcaccgt

Leu Lys

Ser Phe
30

Leu

45

Pro

Gly

Asn
60
Lys Gln

Met Tyr

Tyr Trp

Pro
Ser
Glu
Ser
Phe
Tyr

Gly
110

cctgtcceccte
ccgccagccce
caactacaac
gttctccctg
agacgaagaa

ctcctca

Ser Glu
15
Gly Tyr

Trp Ile

Leu Lys
Leu
80

Thr

Ser

Cys
95

Gln Gly



40226

<210> 132

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tuyw nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 132
Gly Gly Ser Phe Ser Gly Tyr Tyr
1 5

<210> 133

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 133
atcaatcata gaggaaacac cC
21

<210> 134

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 134
Ile Asn His Arg Gly Asn Thr
1 5

<210> 135

<211> 39

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 135
acgagagacg aagaacagga actacgtttc cttgactac

39

<210> 136

<211> 13

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

-199-



40226

ctccagggga

cctggtacca

gggccactgg
ccatcagcag

ggccgctcac

Ser Leu Ser

Ile Ser
30

Leu

Asp

Pro Arg

45

Ala Arg Phe

60

Ser Ser Leu

Ser Asn Trp

<220>

<223> téng hop

<400> 136

Thr Arg Asp Glu Glu Gln Glu Leu Arg Phe Leu Asp Tyr
1 5 10
<210> 137

<211> 321

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>

<223> tbng hop

<400> 137

gagattgtgt tgacacagtc tccagccacc ctgtctttgt
60

ctctcctgca gggccagtca ggatattagc acctacttag
120

ggccaggctce ccaggctcct catctatggt gcttccaaca
180

aggttcagtg gcagtgggtc tgggacagac ttcactctca
240

gaagattttg cattttatta ctgtcaacag cgcagcaact
300

gggaccgagg tggagatcaa a

321

<210> 138

<211> 107

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> téng hogp

<400> 138

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu
1 5 10

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln

20 25
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Arg Ala Gly Gln Ala
35 40
Tyr Gly Ala Ser Asn Arg Ala Thr Gly Ile Pro
50 55

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

Glu Asp Phe Ala Phe Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg

85 90
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Glu Val Glu Ile Lys
100 105

-200-

aagagccacc
acagagagct
catcccagcc
cctagagcct

tttcggcgga

Pro
15
Thr

Gly
Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Glu Pro
80
Pro Leu

95



<210> 139

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh tu nhadn tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 139
caggatatta gcacctac
18

<210> 140

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 140
Gln Asp Ile Ser Thr Tyr
1 5

<210> 141

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 141
ggtgcttcc
9

<210> 142

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 142
Gly Ala Ser
1

<210> 143

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

40226

-201-



<220>

<223> téng hogp

<400> 143

40226

caacagcgca gcaactggcec gctcact

27

<210> 144
<211> 9

<212> PRT
<213>

<220>
<223> tbéng

<400> 144

hop

Trinh tu nhan tao

Gln Gln Arg Ser Asn Trp Pro Leu Thr

1

145
366
ADN

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

<220>
<223> tbéng
<400> 145
caggtgcagc
60
acctgcgttg
120
ccagggaagg
180
ccgtccctea
240
aagctgagct
300
tacgattttt
360

tcectca

366

146
122
PRT

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

<220>
<223> tbéng

<400> 146

5

hop

tacagcagtg
tccatggtgg
ggctggagtyg
agagtcgagt
ctttgaccgc

ggagtgatta

hop

Trinh tu nhan tao

gggcgcagga
gtccttcagt
gattggggaa
caccgtatca
cgcggacacg

ttataatgac

Trinh tu nhén tao

ctgttgaagc
ggttactact
atcaatcata
gaagacacgt
gctgtgtatt

tactggggcc

cttcggagac
ggaactggat
gaggaaacac
ccaagaacca
actgtgtgag

agggaaccct

cctgteccecctce
ccgccagcecce
caactacaac
gttctccctg
aggagaggat

ggtcaccgtce

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

-202-



Cys
Arg
Arg
Ser
70

Thr

Asp

Val

tao

40226

Val Val

Gln Pro
40

Gly Asn

55

Glu Asp

Ala Ala
Phe Trp

Thr Val
120

1 5
Thr Leu Ser Leu Thr
20
Tyr Trp Asn Trp Ile
35
Gly Glu Ile Asn His
50
Ser Arg Val Thr Val
65
Lys Leu Ser Ser Leu
85
Arg Gly Glu Asp Tyr
100
Gly Gln Gly Thr Leu
115
<210> 147
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh tu nhén
<220>
<223> tdng hop
<400> 147
ggtgggtcct tcagtggtta ctac
24
<210> 148
<211> 8
<212> PRT
<213> Trinh tyu nhédn tao
<220>
<223> tbng hop
<400> 148
Gly Gly Ser Phe Ser Gly Tyr Tyr
1 5
<210> 149
<211> 21
<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> téng hop
<400> 149
atcaatcata gaggaaacac C
21
<210> 150

-203-

His
25

Pro
Thr
Thr
Asp
Ser

105
Ser

10
Gly

Gly
Asn
Ser
Thr
90

Asp

Ser

Gly
Lys
Tyr
Lys
75

Ala

Tyr

Ser
Gly
Asn
60

Asn

val

Tyr

Phe
Leu
45

Pro
Gln

Tyr

Asn

Ser
30

Glu
Ser
Phe

Tyr

Asp
110

15
Gly Tyr

Trp Ile
Leu Lys

Ser Leu
80

Cys Val

95

Tyr Trp



<211> 7
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 150

tdng hop

40226

Trinh ty nhén tao

Ile Asn His Arg Gly Asn Thr

1

151
48
ADN

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

<220>
<223>

<400> 151

5

tbéng hop

Trinh ty nhén tao

gtgagaggag aggattacga tttttggagt gattattata atgactac

48

152
16
PRT

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

<220>
<223>

<400> 152

Val Arg Gly Glu Asp Tyr Asp Phe Trp Ser Asp Tyr Tyr Asn

1

153
321
ADN

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

<220>
<223> tbéng
<400> 153
gaaattgtgt
60
ctctcctgcea
120
ggccaggcte
180
aggttcagtg
240

tdng hop

5

hop

tgacacagtc
gggccagtca

ccaggctcct

gcagtgggtc

Trinh tu nhdn tao

Trinh tu nhdn tao

tccagccacc
gactattagc
catctatgat

tgggacagac

-204-

10

ctgtctttgt
agctacttag
gcatccaaaa

ttcactctca

ctccagggga
cctggcacca

gggccacggdg

ccatcaccag

Asp Tyr
15

aagagccacc
acagaaacct
catcccagcc

cctagagcct



40226

gaagattttg cagtttatta ctgtcagcag cgtagcaact ggcctctcac tttcggcgga

300
gggaccaagg tggagatcaa a
321

<210> 154
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 154
¢lu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

1 5 10 15
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Thr Ile Ser Ser Tyr
20 25 30
Leu Ala Trp His Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Asp Ala Ser Lys Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Thr Ser Leu Glu Pro
65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg Ser Asn Trp Pro Leu
85 90 95
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 155

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 155
cagactatta gcagctac
18

<210> 156

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 156
Gln Thr Ile Ser Ser Tyr
1 5

-205-



40226

<210> 157

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 157
gatgcatcc
9

<210> 158

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 158
Asp Ala Ser
1

<210> 159

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 159
cagcagcgta gcaactggcec tctcact
27

<210> 160

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 160
Gln Gln Arg Ser Asn Trp Pro Leu Thr
1 5

<210> 161
<211> 372
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

-206-



40226

<220>

<223> téng hop

<400> 16l

caggtgcagc tacagcagtg gggcgcagga

60

atctgcgctg tctatggtgg gtccttcagt

120

ccagggaagg ggctggagtg gattggggaa

180

ccgtccctca agagtcgage caccatatca

240

aagctgagct ctgtgaccgce cgcggacacg

300

tactatgata gtagtggtta ctcgtactac

360

accgtctcct ca

372

<210> 162

<211> 124

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> tbéng hop

<400> 162

Gln Val Gln Leu Gln Gln Trp Gly

1 5

Thr Leu Ser Leu Ile Cys Ala Val
20

Tyr Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro

35 40
Gly Glu Ile Asn His Arg Gly Ser
50 55

Ser Arg Ala Thr Ile Ser Val Asp

65 70

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala

85

Arg Gly Glu Asp Tyr Tyr Asp Ser
100

Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val

115 120

<210> 163

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> téng hop

<400> 163

-207-

ctgttgccgce
ggttactact
atcaatcata
gttgacacgt
gctgtgtatt

tttgactact

Ala Gly Leu

10
Tyr Gly Gly
25
Pro

Gly Lys

Thr Asn Tyr

Thr Ser Lys
75
Thr Ala
90

Gly

Asp
Ser Tyr
105
Thr

Val Ser

cttcggagac
ggagctggat
gaggaagcac
ccaagaacca
actgttcgag

ggggccaggg

Leu Pro Pro

Phe Ser
30
Glu

Ser

Leu
45
Pro

Gly

Asn Ser

60

Asn Gln Phe

Val Tyr Tyr

Ser Tyr Tyr

110
Ser

cctgtccctce
ccgccagcecce
caactacaac
gttctccecctg
aggcgaggat

aaccctggtc

Ser Glu
15
Gly Tyr

Trp Ile

Leu Lys
Leu
80

Ser

Ser

Cys
95

Phe Asp



40226

ggtgggtcct tcagtggtta ctac
24

<210> 164

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 164
Gly Gly Ser Phe Ser Gly Tyr Tyr

1 5

<210> 165

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 165
atcaatcata gaggaagcac cC
21

<210> 166

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 166
Ile Asn His Arg Gly Ser Thr
1 5

<210> 167

<211> 54

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 167
tcgagaggcg aggattacta tgatagtagt ggttactcgt actactttga ctac
54

<210> 168
<211> 18

-208-



40226

<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> tdéng hop
<400> 168
Ser Arg Gly Glu Asp Tyr Tyr Asp Ser Ser Gly Tyr Ser Tyr Tyr Phe
1 5 10 15
Asp Tyr
<210> 169
<211> 321
<212> ADN
<213> Trinh tuy nhén tao
<220>
<223> tbéng hop
<400> 169
gaaattgtgt tgacacagtc tccagccacc ctgtctttgt ctccagggga aagagccacc
60
ctctcctgca gggccagtca gagtgttagc agctacttag cctggtacca acagaaacct
120
ggccaggcte ccaggctect catctatgat gcatccaaca gggccactgg catcccagcec
180
aggttcagtg gcagtgggtc tgggacagac ttcactctca ccatcagcag cctagagcct
240
gaagattttg cagtttatta ctgtcagcag cgtagcaact ggccgctcac tttcggcgga
300
gggaccaagg tggagatcaa a
321
<210> 170
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> tbéng hop
<400> 170
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Tyr
20 25 30
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro
65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg Ser Asn Trp Pro Leu

-209-



40226

85 90
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 171

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 171
cagagtgtta gcagctac
18

<210> 172

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 172
Gln Ser Val Ser Ser Tyr
1 5

<210> 173

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 173
gatgcatcc
9

<210> 174

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 174

Asp Ala Ser
1

-210-



175
27
ADN

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

<220>
<223> tbéng

<400> 175

hop

40226

Trinh tu nhén tao

cagcagcgta gcaactggcc gctcact

27

<210> 176
<211> 9

<212> PRT
<213>

<220>
<223> tbéng

<400> 176

hop

Trinh tu nhdn tao

Gln Gln Arg Ser Asn Trp Pro Leu Thr

1

177
366
ADN

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

<220>
<223> tbéng
<400> 177
caggtgcagc
60
acctgcgctg
120
ccagggacgg
180
ccgtccctcea
240
aggctgaact
300
tacgatattt
360

tcctca

366

<210> 178
<211> 122
<212> PRT

5

hop

tacagcagtg
tctatggtgg
ggctggagtg
agagtcgagt
ctgtgaccgc

ggagtggtta

Trinh tu nhén tao

gggcgcagga
gtccttcagt
gattggggaa
caccatatca
cgcggacacg

ttatagggag

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

-211-

ctgttgaggc
ggttactact
atcaatcata
gaggacacgt
gctgtgtatt

tactggggcc

cttcggagac
ggaattggat
gagggaacat
ccaaaaacca
actgtgcgag

agggaaccct

cctgtccecctc
ccgccagtcece
caacttcaac
attctccctg
aggagaggat

ggtcaccgtc



<223> tdng hop

Gln
Cys
Arg
Arg
Ser
70

Thr

Asp

vVal

tao

40226

Trp
Ala
Gln
Gly
55

Glu
Ala

Ile

Thr

Gly
Val
Ser
40

Asn
Asp
Ala

Trp

Val
120

<400> 178
Gln Val Gln Leu Gln
1 5
Thr Leu Ser Leu Thr
20
Tyr Trp Asn Trp Ile
35
Gly Glu Ile Asn His
50
Ser Arg Val Thr Ile
65
Arg Leu Asn Ser Val
85
Arg Gly Glu Asp Tyr
100
Gly Gln Gly Thr Leu
115
<210> 179
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh tu nhéan
<220>
<223> tdng hop
<400> 179
ggtgggtcct tcagtggtta ctac
24
<210> 180
<211> 8
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> téng hop
<400> 180
Gly Gly Ser Phe Ser Gly Tyr Tyr
1 5
<210> 181
<211> 21
<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> tdéng hop
<400> 181

-212-

Ala
Tyr
25

Pro
Ile
Thr
Asp
Ser

105
Ser

Gly
10

Gly
Gly
Asn
Ser
Thr
90

Gly

Ser

Leu
Gly
Thr
Phe
Lys
75

Ala

Tyr

Leu
Ser
Gly
Asn
60

Asn

Val

Tyr

Arg
Phe
Leu
45

Pro
Gln

Tyr

Arg

Pro
Ser
30

Glu
Ser
Phe

Tyr

Glu
110

Ser
15

Gly
Trp
Leu
Ser
Cys

95
Tyr

Glu
Tyr
Ile
Lys
Leu
80

Ala

Trp



40226

atcaatcata gagggaacat c
21

<210> 182

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 182
Ile Asn His Arg Gly Asn Ile
1 5

<210> 183

<211> 48

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 183
gcgagaggag aggattacga tatttggagt ggttattata gggagtac

48

<210> 184
<211> 16
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 184
Ala Arg Gly Glu Asp Tyr Asp Ile Trp Ser Gly Tyr Tyr Arg Glu Tyr
1 5 10 15

<210> 185
<211> 321
<212> ADN
<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 185
gaaattgtgt tgacacagtc tccagccacc ctgtctttgt ctccagggga aagagccact

60
ctctcctgca gggccagtcea gagtgttagc agctacttag cctggtacca gcagaaacct

120

-213-



40226

ggccaggcte ccaggctcct catctatgat gcatccaaga gggccactgg catcccagcc
180
aggttcagtg gcagtgggtc tgggacagac ttcactctca ccatcagcag cctagagcct
240
gaagattttg ctgtttatta ctgtcagcag cgtagcaact ggcctctcge tttcggcgga
300
gggaccaagg tggagatcaa a
321
<210> 186
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> tbéng hop
<400> 186
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Tyr
20 25 30
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Asp Ala Ser Lys Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro
65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg Ser Asn Trp Pro Leu
85 90 95
Ala Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105
<210> 187
<211> 18
<212> ADN
<213> Trinh tyu nhén tao
<220>
<223> tdéng hop
<400> 187
cagagtgtta gcagctac
18
<210> 188
<211> 6
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhén tao
<220>
<223> tbéng hop
<400> 188

-214-
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Gln Ser Val Ser Ser Tyr
1 5

<210> 189

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 189
gatgcatcc
9

<210> 190

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 190
Asp Ala Ser
1

<210> 191

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 191
cagcagcgta gcaactggcc tctcgcet
27

<210> 192

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 192
Gln Gln Arg Ser Asn Trp Pro Leu Ala
1 5

<210> 193

-215-
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<211> 357
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> tdéng hop
<400> 193
caggtgcagce tacagcagtg gggcgcagga
60
acctgcgctg tctatggtgg gtccttcagt
120
ccagagaagg gcctggagtg gattggggaa
180
ccgtccctea agagtcgagt caccatatca
240
cagctgaact ctgtgaccgt cgcggacacg
300
tttcggagtt cttatgagga cgtctggggc
357
<210> 194
<211> 119
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> téng hop
<400> 194
Gln Val Gln Leu Gln Gln Trp Gly
1 5
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val
20
Tyr Trp Asn Trp Ile Arg Gln Pro
35 40
Gly Glu Ile Asn His Arg Gly Asn
50 55
Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp
65 70
Gln Leu Asn Ser Val Thr Val Ala
85
Phe Gly Tyr Asp Phe Arg Ser Ser
100
Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 195
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> tbéng hop

ctgttgaagc
gagttctact
atcaatcatc
gtagacatgt
gctctgtatt

caagggacca

Ala Gly Leu

10
Tyr Gly Gly
25
Pro

Glu Lys

Thr Asn Tyr

Met Ser Lys
75
Thr Ala
90

Glu

Asp

Tyr Asp

105

-216-

cttcggagac
ggaactggat
gtggaaacac
ccaagaacca
actgtgcgtt

cggtcaccgt

Leu Lys Pro
Ser

30

Ser Phe

Leu
45
Pro

Gly

Asn Ser

60

Asn Phe

Gln

Leu Tyr Tyr

vVal Trp

110

Glu

Gly

cctgtcceccte
ccgccagcecce
caactacaac
gttctccctyg
tggctacgat

ctcctca

Ser Glu
15
Glu Phe

Trp Ile

Leu Lys
Leu
80

Ala

Ser

Cys
95

Gln Gly



40226

<400> 195
ggtgggtcct tcagtgagtt ctac
24

<210> 196

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 196
Gly Gly Ser Phe Ser Glu Phe Tyr
1 5

<210> 197

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 197
atcaatcatc gtggaaacac cC
21

<210> 198

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 198
Ile Asn His Arg Gly Asn Thr
1 5

<210> 199

<211> 39

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 199

gcgtttggcet acgattttcg gagttcttat gaggacgtc
39

-217-



40226

ctccagggga
cctggcacca
gggccactgg
ccatcagcag

ggcctctcac

Ser Leu Ser
Ser
30

Leu

Asp Ile

Pro Arg
45
Arg

Ala Phe

60
Ser

Ser Leu

<210> 200
<211> 13
<212> PRT
<213> Trinh tu nhdn tao
<220>
<223> tbng hop
<400> 200
Ala Phe Gly Tyr Asp Phe Arg Ser Ser Tyr Glu Asp Val
1 5 10
<210> 201
<211> 321
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> tbéng hop
<400> 201
gaaattgtgt tgacacagtc tccagccacc ctgtctttgt
60
ctctcctgca gggccagtcea ggatattagc acctacttag
120
ggccagccte ccaggctcct catctatggt tcatccaaca
180
aggttcagtg gcagtgggtc tgggacagac ttcactctca
240
gaagattttg cagtttatta ctgtcagcag cgtagcaact
300
gggaccaagg tggagatcaa a
321
<210> 202
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> tbng hop
<400> 202
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu
1 5 10
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln
20 25
Leu Ala Trp His Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro
35 40
Tyr Gly Ser Ser Asn Arg Ala Thr Gly Ile Pro
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile
65 70 75
Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg

-218-

Ser Asn Trp

aagagccacc
acagaaacct
catcccagcc
cctagagcct

tttcggcgga

Pro Gly
15
Thr Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Pro
380
Leu

Glu

Pro



40226

85 90
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 203

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 203
caggatatta gcacctac
18

<210> 204

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 204
Gln Asp Ile Ser Thr Tyr
1 5

<210> 205

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 205
ggttcatcc
9

<210> 206

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 206

Gly Ser Ser
1

-219-

95



207
27
ADN

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

<220>
<223> tbng

<400> 207

hop

40226

Trinh tu nhén tao

cagcagcgta gcaactggcec tctcact

27

<210> 208
<211> 9

<212> PRT
<213>

<220>
<223> tbng

<400> 208

hop

Trinh ty nhén tao

Gln Gln Arg Ser Asn Trp Pro Leu Thr

1

209
372
ADN

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

<220>
<223> tbéng

<400> 209
gaggtgcagc
60
tcctgtgcag
120
ccagggaagg
180
acagactccg
240
ctgcaaatga
300
gtaactggaa
360
accgtctcct
372

210
124
PRT

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

<220>

5

hop

tgttggagtc
cctctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgag
tagaccacta

ca

Trinh tu nhdn tao

tgggggaggc

caccttcaga
ggtctcagtt
gttcaccatc
agccgaggac

ctactacggt

Trinh ty nhén tao

-220-

ttggtacagc
agctatgcca
attagtggtg
tccagagaca
acggccattt

gtggacgtct

cgggggggte
tgagttgggt
gtggtggtag
attccaagag

attactgtgc

ggggccaagg

cctgagactc
ccgccaggct
gacatactac
catgctgtat
gaaagagagdgd

gaccacggtc



<223> tbéng hop

Glu
Cys
Arg
Gly
Ile
70

Leu

Thr

Thr

tao

40226

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser
Arg

Gly

Thr

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg
Ala

Ile

Val
120

<400> 210
Glu Val Gln Leu Leu
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser
20
Ala Met Ser Trp Val
35
Ser Val Ile Ser Gly
50
Lys Gly Arg Phe Thr
65
Leu Gln Met Asn Ser
85
Ala Lys Glu Arg Val
100
val Trp Gly Gln Gly
115
<210> 211
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan
<220>
<223> tdéng hop
<400> 211
ggattcacct tcagaagcta tgcc
24
<210> 212
<211> 8
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> téng hop
<400> 212
Gly Phe Thr Phe Arg Ser Tyr Ala
1 5
<210> 213
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh tuy nhan tao
<220>
<223> tdéng hop
<400> 213

-221-

Gly
Ser
25

Pro
Arg
Asp
Glu
Asp

105
Thr

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp
90

His

Val

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Tyr

Ser

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys
Ala

Tyr

Ser

Gln
Phe
Leu
45

Thr
Ser

Ile

Tyr

Pro
Arg
30

Glu
Asp
Met

Tyr

Gly
110

Gly
15

Ser
Trp
Ser
Leu
Tyr

95
Val

Val
Val
Tyr

80

Asp



40226

attagtggtg gtggtggtag gaca
24

<210> 214

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 214
Ile Ser Gly Gly Gly Gly Arg Thr
1 5

<210> 215

<211> 51

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 215
gcgaaagaga gggtaactgg aatagaccac tactactacg gtgtggacgt c

51

<210> 216

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 216
Ala Lys Glu Arg Val Thr Gly Ile Asp His Tyr Tyr Tyr Gly Val Asp
1 5 10 15

Val

<210> 217
<211> 321
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 217

gacatccaga tgacccagtc tccatcctce ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc
60

-222-
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atcacttgcc gggcaagtca gagcattagt
120
gggaaagccc ctaagctcct gatctatgct
180
cggttcagtg gcagtgcatc tggaacagat
240
gaagattttg caacttacta ctgtcaacag
300
gggaccaagg tggagatcaa a
321
<210> 218
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhén tao
<220>
<223> tbéng hop
<400> 218
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro
1 5
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg
20
Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro
35 40
Tyr Ala Thr Ser Ser Leu Gln Ser
50 55
Ser Ala Ser Gly Thr Asp Phe Thr
65 70
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys
85
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val
100
<210> 219
<211> 18
<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> téng hop
<400> 219
cagagcatta gtagctat
18
<210> 220
<211> 6
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> tdng hop

-223-

agctatttaa
acatccagtt
ttcactctcg

agttacacta

Ser Leu
10

Ser

Ser
Ala Gln
25

Gly

Lys Ala

Gly Val Pro
Ile
75

Ser

Leu Ala
Gln
90

Ile

Gln

Glu
105

Lys

attggtatca gcagaaacca
tgcaaagtgg ggtcccatca
ccatcagcag tctgcaacct

cccccctcac tttcggcgga

Val
15
Ser

Ser Ala Ser Gly

Ser Tyr
30

Leu

Ser Ile

Pro Lys Leu Ile

45
Arg Phe Gly

Ser Ser

60

Ser Pro

80
Leu

Ser Leu Gln

Thr Pro

95

Tyr Thr



40226

<400> 220
Gln Ser Ile Ser Ser Tyr
1 5

<210> 221

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 221
gctacatcc
9

<210> 222

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 222
Ala Thr Ser
1

<210> 223

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 223
caacagagtt acactacccc cctcact

27

<210> 224

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 224

Gln Gln Ser Tyr Thr Thr Pro Leu Thr
1 5

-224-



225
390
ADN

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

<220>
<223> tbng

<400> 225
gaggtgcagc
60
tcctgtgcag
120
ccagggaagg
180
gcaggctctg
240
ctgcaaatga
300
gggcattacg
360
ggccaaggga
390

226
130
PRT
Trinh

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

<220>
<223> tbng
<400> 226
Glu Val Gln
1
Ser

Leu Arg

Met Asn
35
Ile

Glu

Ser Tyr

50
Lys Gly Arg
65
Leu

Gln Met

Ala Arg Asp

Tyr Tyr
115
Ser
130

Tyr

Ser

<210> 227

hop

tggtggagtc
cctctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgag
atattttgac

ccacggtcac

ty nhén

hop

Leu Val

Leu Ser
20
Trp Val

Ser Ser

Glu
Cys
Arg

Ser

40226

Trinh tu nhén tao

tgggggaggc

tacattcagc
ggtttcatat
agtcaccatc
agccgaggac
tggttccatg

cgtctcctea

tao

Ser Gly

Ala Ala

Ala
40
Asn

Gln

Gly
55

Gly
Ser
25

Pro

Thr

ttggtacaac
agttatgaaa
atcagtagta
tccagagaca
acggctgttt

tcctactact

Gly Leu
10
Gly Phe

Gly Lys

Lys Asp

Val
Asn
Gly

100
Ala

Thr
Ser
85

Gly

Leu

Ile
70
Leu

His

Asp

Ser
Arg
Tyr

Val

Arg
Ala
Asp

Trp
120

-225-

Asp
Glu
Ile

105
Gly

Asn
Asp
90

Leu

Gln

Ala
75

Thr
Thr

Gly

ctggagggtc
tgaactgggt
gtggtaatac
acgccaagaa
atcactgtgc

actacgcttt

Val Gln Pro

Phe Ser
30
Glu

Thr

Leu
45
Ala

Gly
Tyr Gly
60
Lys

Asn Leu

Ala Val Tyr
Met
110

Val

Gly Ser

Thr
125

Thr

cctgagactt
ccgccaggcet
caaagactac
cttactgtat
gagagatgga

ggacgtctgg

Gly Gly
15
Ser Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80
His Cys
95
Ser Tyr

Thr val



40226

<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 227
ggatttacat tcagcagtta tgaa
24

<210> 228

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 228
Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Glu
1 5

<210> 229

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 229
atcagtagta gtggtaatac caaa
24

<210> 230

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 230
Ile Ser Ser Ser Gly Asn Thr Lys
1 5

<210> 231

<211> 69

<212> RADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

-226-



<223> tbng hop

<400> 231

gcgagagatg gagggcatta cgata

60
ttggacgtc
69

232
23
PRT

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

<220>
<223> tbng

<400> 232

Ala Arg Asp Gly Gly His

1

Tyr Tyr Tyr Ala Leu Asp

233
324
ADN

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

<220>
<223> tdng
<400> 233
gacatccaga
60
atcacttgcc
120
gggaaagccce
180
aggttcagtg
240
gaagattttg
300
caagggacac
324

234
108
PRT

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

<220>

<223> tbng

<400> 234

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Al

hop

5

20

hop

tgacccagtc
gggcaagtca
ctaagctcct
gcagtggatc
caacttacta

gactggagat

hop

40226

Trinh tu nhén tao

Val

Trinh ty nhén tao

tccatcctcec
gagcattagc
gatctatgct
tgggacagat
ctgtcaacag

taaa

Trinh tu nhén tao

-227-

10

ctgtctgcat
agctatttaa
gcatccagtt
ttcactctca

agttacagta

ctgtaggaga
attggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag

ccecctccecgat

ttttg actggttcca tgtcctacta ctactacgct

Tyr Asp Ile Leu Thr Gly Ser Met Ser Tyr

15

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccgtca
tctgcaacct

caccttcggce

a Ser Val Gly



1 5
Asp Arg Val Thr Ile
20
Leu Asn Trp Tyr Gln
35
Tyr Ala Ala Ser Ser
50
Ser Gly Ser Gly Thr
65
Glu Asp Phe Ala Thr
85
Ile Thr Phe Gly Gln
100
<210> 235
<211> 18
<212> ADN
<213> Trinh tuyu nhén
<220>
<223> téng hop
<400> 235
cagagcatta gcagctat
18
<210> 236
<211> 6
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén
<220>
<223> tdéng hop
<400> 236
Gln Ser Ile Ser Ser
1 5
<210> 237
<211> 9
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan

<220>
<223> tbéng hop

<400> 237
gctgcatcce

9

<210> 238
<211> 3
<212> PRT

Thr
Gln
Leu
Asp
70

Tyr

Gly

tao

tao

Tyr

tao

40226

Cys
Lys
Gln
55

Phe

Tyr

Thr

-228-

Arg
Pro
40

Ser
Thr

Cys

Arg

Ala
25

Gly
Gly
Leu

Gln

Leu
105

10
Ser

Lys
Val
Thr
Gln

90
Glu

Gln
Ala
Pro
Ile
75

Ser

Ile

Ser
Pro
Ser
60

Ser

Tyr

Lys

Ile
Lys
45

Arg

Ser

Ser

Ser
30

Leu
Phe

Leu

Thr

15
Ser Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro
80

Pro Pro
95



<213>

<220>

<223> tbéng

<400> 238

Ala Ala Ser
1

239
30
ADN

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

<220>
<223> tbéng

<400> 239

hop

hop

40226

Trinh tu nhan tao

Trinh tu nhan tao

caacagagtt acagtacccc tccgatcacc

30

240
10
PRT

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

<220>
<223> tbng

<400> 240

hop

Trinh tu nhan tao

Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro Pro Ile Thr

1

241
363
ADN

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

<220>
<223>

<400> 241
gaggtgcagc
60
tcctgtgcag
120
ccagggaggg
180
gcagactccg
240
ctgcaaatga
300

5

tbéng hop

tggtggagte
cctctggatt
ggctggagtg
tgaagggccyg

acagtctgag

Trinh tu nhan tao

tgggggaggc

cacctttaaa
ggtctcaggt
gttcaccatc

agccgaggac

-229-

10

ttggtacagc
acctatgcca
attagtggta
tccagagaca

acggccgttt

ctggggggte
tgagctgggt
gtggtagtac
attacaagaa

attactgtgc

cctgagactc
ccgccaggcet
ctcatactac
gacgctgtct

gctggatata



40226

atggcaacgg taggaggtct ctttaacaac tggggccagg gaaccctggt caccgtctcc

360
tca
363

<210> 242
<211> 121
<212> PRT
<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 242
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Lys Thr Tyr
20 25 30
Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Arg Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ser Gly Ile Ser Gly Ser Gly Ser Thr Ser Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Tyr Lys Lys Thr Leu Ser
65 70 75 80
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Leu Asp Ile Met Ala Thr Val Gly Gly Leu Phe Asn Asn Trp Gly
100 105 110
Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 243

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 243
ggattcacct ttaaaaccta tgcc
24

<210> 244

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 244
Gly Phe Thr Phe Lys Thr Tyr Ala
1 5

-230-



40226

<210> 245

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 245
attagtggta gtggtagtac ctca
24

<210> 246

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 246
Ile Ser Gly Ser Gly Ser Thr Ser
1 5

<210> 247

<211> 42

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 247
gcgctggata taatggcaac ggtaggaggt ctctttaaca ac
42

<210> 248

<211> 14

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 248
Ala Leu Asp Ile Met Ala Thr Val Gly Gly Leu Phe Asn Asn

1 5 10

<210> 249
<211> 324
<212> ADN

-231-



40226

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> tbng hop

<400> 249

gaaattgtgt tgacgcagtc tccaggcacc

60

ctctcctgca gggccagtca gagtgttagce

120

cctggccagg ctcccagget cctcatctat

180

gacaggttca gtggcagtgg gtctgggaca

240

cctgaagatt ttgcagtgta ttactgtcag

300

caagggacca aggtggaaat caaa

324

<210> 250

<211> 108

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> téng hop

<400> 250

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro

1 5

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg
20

Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys

35 40
Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala
50 55

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe

65 70

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr

85

Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys
100

<210> 251

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> tbng hop

<400> 251

cagagtgtta gcagcagcta C

21

-232-

ctgtctttgt
agcagctact
ggtgcatcca
gacttcactc

cagtatggta

Thr Leu
10

Ser

Gly
Ala Gln
25

Pro Gln

Gly

Thr Gly Ile
Thr
75

Gln

Thr Leu
Gln
90

Glu

Cys

Val Ile

105

ctccagggga
tagcctggta
gcagggccac
tcaccatcag

gctcaccttg

Ser Leu Ser

Val Ser
30

Arg

Ser

Pro
45
Asp

Ala
Pro Arg
60

Ile

Ser Arg

Tyr Gly Ser

Lys

aagagccacc
ccagcagaaa
tggcatccca
cagactggag

gacgttcggce

Pro
15
Ser

Gly
Ser
Leu Leu
Phe Ser
Glu

80
Pro

Leu

Ser
95



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

<220>
<223>

<400>

40226

252

7

PRT

Trinh tu nhén tao

tdng hop

252

Gln Ser Val Ser Ser Ser Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

5

253

9

ADN

Trinh tu nhén tao

téng hop

253

ggtgcatcc

9

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

<220>
<223>

<400>

254

3

PRT

Trinh tuy nhén tao

tdéng hop

254

Gly Ala Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

255

27

ADN

Trinh tuyu nhén tao

téng hop

255

cagcagtatg gtagctcacc ttggacg

27

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

256

9

PRT

Trinh tuy nhan tao

-233-
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<220>
<223> téng hop
<400> 256
Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro Trp Thr
1 5
<210> 257
<211> 360
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> téng hop
<400> 257
caggtgcagc tggtgcagtc tggggctgag gtgaagaagc
60
tcctgcaagg cttctggagg caccttcagc agacatacta
120
cctggacaag ggcttgagtg gatgggaggg atcatcccta
180
gcacacaagt tccagggcag agtcacgatt accacggacg
240
atggagctga gcagcctgag atctgaggac acggccgtat
300
tatacccgac aggggtactt cgatctctgg ggccgtggcea
360
<210> 258
<211> 120
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> tbng hop
<400> 258
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val
1 5 10
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Gly
20 ‘ 25
Thr Ile Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln
35 40
Gly Gly Ile Ile Pro Ile Phe Gly Thr Ala Asn
50 55
Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Thr Asp Glu Ser
65 70 75
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr
85 90
Ala Arg Ala Pro Tyr Thr Arg Gln Gly Tyr Phe
100 105
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ctgggtcctc
tcagctgggt
tctttggtac
aatccacgag
attattgtgce

ccctggtcac

Lys Lys Pro

Phe Ser
30
Glu

Thr

Leu
45
Ala

Gly

Tyr His

60

Thr Ser Thr

Ala Val Tyr

Asp Leu Trp

110

ggtgaaggtc
gcgacaggcce
agcaaactac
cacagcctac
gagagcccct

cgtctcctca

Gly Ser
15
Arg His

Trp Met

Lys Phe

Ala Tyr
80
Tyr Cys
95

Gly Arg
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Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 259

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 259
ggaggcacct tcagcagaca tact

24

<210> 260

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 260
Gly Gly Thr Phe Ser Arg His Thr
1 5

<210> 261

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 261
atcatcccta tctttggtac agca
24

<210> 262

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 262

Ile Ile Pro Ile Phe Gly Thr Ala
1 5

<210> 263

-235-



39
ADN

<211>
<212>
<213>

<220>
<223> téng

<400> 263

hop

40226

Trinh tu nhén tao

gcgagagccce cttatacccg acaggggtac ttcgatctc

39

264
13
PRT

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

<220>
<223>

<400> 264

tdng hop

Trinh tu nhan tao

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

1

265
339
ADN

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

<220>
<223> tdng
<400> 265
gacatcgtga
60
atcaactgca
120
tggtaccagc
180
gaatccgggyg
240
atcagcagcc
300
ccgtggacgt
339

266
113
PRT

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

<220>
<223> tbéng

<400> 266

5

hop

tgacccagtc
agtccagcca
agaaaccagg
tccctgaccg
tgcaggctga

tcggccaagg

hop

Trinh ty nhan tao

tccagactcc
gagtgtttta
acagcctcct
attcagtggc
agatgtggca

gaccaaggtg

Trinh tu nhén tao
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10

ctggctgtgt
tacagctcca
aagctactca
agcgggtctg
gtttattact

gaaatcaaa

ctctgggcga
acaataagaa
tttactgggc
ggacagattt

gtcagcaaga

gagggccacc
ctacttagct
atctacccgg
cactctcacc

ttatagtact



Asp
Glu
Ser
Pro
Pro
65

Ile

Asp

Lys

Ile
Arg
Asn
Pro
50

Asp

Ser

Tyr

<210> 26
<211> 36

<212>

<213> Tr

<220>

<223>

<400> 26
cagagtgttt tatacagctc caacaataag aactac

36

<210> 26
<211> 12

<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

Val
Ala
Asn
35

Lys
Arg

Ser

Ser

7

ADN

inh

7

8

PRT
Trinh tu nhén tao

268

Met
Thr
20

Lys
Leu
Phe

Leu

Thr
100

Thr

Ile

Asn

Leu

Ser

Gln

85
Pro

Gln
Asn
Tyr
Ile
Gly
70

Ala

Trp

tuy nhén tao

tdng hop

tdng hop

40226

Ser
Cys
Leu
Tyr
55

Ser

Glu

Thr

Pro
Lys
Ala
40

Trp
Gly

Asp

Phe

Asp
Ser
25

Trp
Dla
Ser

Val

Gly
105

Ser
10

Ser
Tyr
Ser
Gly
Ala

90
Gln

Leu
Gln
Gln
Thr
Thr
75

Val

Gly

Ala
Ser
Gln
Arg
60

Asp

Tyr

Thr

Gln Ser Val Leu Tyr Ser Ser Asn Asn Lys Asn Tyr

1

<210>

<211> 9

<212>
<213>

<220>

<223>

269

ADN
Trinh tu nhén tao

<400> 269
tgggcatct

9

téng hop

5

-237-

10

Val
Val
Lys
Glu
Phe
Tyr

Lys

Ser
Leu
30

Pro
Ser
Thr

Cys

Val
110

Leu
15
Tyr

Gly
Gly
Leu
Gln

95
Glu

Gly
Ser
Gln
Val
Thr
80

Gln

Ile



<210> 270
<211> 3

<212> PRT
<213>

<220>

<223> tbdng

<400> 270

Trp Ala Ser
1

271
27
ADN

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

<220>
<223> tbéng

<400> 271

hop

hop

40226

Trinh tu nhan tao

Trinh tu nhédn tao

cagcaagatt atagtactcc gtggacg

27

<210> 272
<211> 9

<212> PRT
<213>

<220>
<223> tbng

<400> 272

hop

Trinh tu nhén tao

Gln Gln Asp Tyr Ser Thr Pro Trp Thr

1

273
354
ADN

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

<220>
<223> tbéng
<400> 273
caggtgcagc
60
tcctgcaagg
120
cctggacaag
180
gcacagaagt
240

5

hop

tggtgcagtc
catctggata
ggcttgactg

tcctgggcag

Trinh tu nhén tao

tggggctgag
caccttcacc
gatgggaatt

agtcaccatg

-238-

gtgaagaagc
aactactata
atcaaccctg

accagggaca

ctggggcctc
tacactgggt
gtggtggtaa

cgtccacgac

agtgaaggtt
gcgacaggcc
cacaaactac

cacagtctac
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atggagctga gcagcctgag atctgaggac acggccatat attactgtgc gagagaaaac

300
tggaactctt actttgacaa ctggggccag ggaaccctgg tcaccgtctc ctca

354

<210> 274
<211> 118
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 274
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asn Tyr
20 25 30
Tyr Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Asp Trp Met
35 40 45
Gly Ile Ile Asn Pro Gly Gly Gly Asn Thr Asn Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60
Leu Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser Thr Thr Thr Val Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Ile Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Glu Asn Trp Asn Ser Tyr Phe Asp Asn Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110
Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 275

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 275
ggatacacct tcaccaacta ctat
24

<210> 276

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 276
Gly Tyr Thr Phe Thr Asn Tyr Tyr
1 5

-239-
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<210> 277

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 277
atcaaccctg gtggtggtaa caca
24

<210> 278

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 278
Ile Asn Pro Gly Gly Gly Asn Thr
1 5

<210> 279

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 279
gcgagagaaa actggaactc ttactttgac aac

33

<210> 280

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 280
Ala Arg Glu Asn Trp Asn Ser Tyr Phe Asp Asn
1 5 10

<210> 281
<211> 339
<212> ADN

-240-
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<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> téng hop

<400> 281

gacatcgtga tgacccagtec tccagactcc

60

atcaactgca agtccagcca gagtgtttta

120

tggtaccagc agaaaccagg acagcctcct

180

gaatccgggg tccctgaccg attcagtggce

240

atcagcagcc tgcaggctga agatgtggca

300

ccgtggacgt tcggccaagg gaccaaggtg

339

<210> 282

<211> 113

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>

<223> tbéng hop

<400> 282

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro

1 5

Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys
20

Ser Asn Asn Lys Asn Phe Leu Ala

35 40
Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp
50 55

Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly

65 70

Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp

85

Tyr Tyr Gly Ala Pro Trp Thr Phe
100

Lys

<210> 283

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> téng hop

<400> 283

-241-

ctggctgtgt
tacagctcca
aagctgctca
agcgggtcetg
ctttattact

gaaatcaaa

Ser Leu
10

Ser

Asp
Ser Gln
25
Trp

Tyr Gln

Ala Ser Thr
Thr
75

Leu

Ser Gly
Ala
90

Gln

Val

Gly
105

Gly

ctctgggcga
acaataagaa
tttactgggc
ggacagattt

gtcagcaata

Ala Val Ser
Leu
30

Pro

Ser Val

Gln Lys

45
Arg Glu Ser
60
Asp

Phe Thr

Tyr Tyr Cys
val

110

Thr Lys

gagggccacc
cttcttagct
atctacccgg
cactctcacc

ttatggtgct

Leu
15
Tyr

Gly
Ser
Gly Gln
Gly Val
Thr

80
Gln

Leu

Gln
95

Glu Ile
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cagagtgttt tatacagctc caacaataag aacttc
36

<210> 284

<211> 12

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 284
Gln Ser Val Leu Tyr Ser Ser Asn Asn Lys Asn Phe

1 5 10

<210> 285

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 285
tgggcatct
9

<210> 286

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 286
Trp Ala Ser
1

<210> 287

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 287
cagcaatatt atggtgctcc gtggacg
27

<210> 288
<211> 9

-242-
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<212> PRT
<213> Trinh tu nhdn tao
<220>
<223> tbng hop
<400> 288
Gln Gln Tyr Tyr Gly Ala Pro Trp Thr
1 5
<210> 289
<211> 357
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> tdéng hop
<400> 289
caggtccagc tggtgcagtc tggggctgag gtgaagaagc
60
tcctgcaagg cttctggagg caccttcagc agctatacta
120
cctggacaag ggcttgagtg gatgggaggg atcatcccta
180
gcacagaagt tccagggcag agtcacgatt accacggacg
240
atggagctga gcagcctgag atctgaggac acggccattt
300
tatggttcgg ggagttatga ctactggggc cagggaaccce
357
<210> 290
<211> 119
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> tdng hop
<400> 290
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val
1 5 10
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Gly
20 25
Thr Ile Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln
35 40
Gly Gly Ile Ile Pro Ile Phe Gly Ile Ala Asn
50 55
Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Thr Asp Glu Ser
65 70 75
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr
85 90
Ala Arg Ala Arg Tyr Gly Ser Gly Ser Tyr Asp
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ctgggtcctc
tcaactgggt
tctttggtat
aatccacgaa
attactgtgc

tggtcaccgt

Lys Lys Pro

Phe Ser
30
Glu

Thr

Leu
45
Ala

Gly

Tyr Gln

60

Thr Asn Thr

Ala Ile Tyr

Tyr Trp Gly

ggtgaaggtc
gcgacaggcce
agcaaactac

cacagcctac
gagagcgaga

ctcctca

Gly Ser
15
Ser Tyr

Trp Met

Lys Phe

Ala Tyr
80
Tyr Cys
95

Gln Gly
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100 105
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 291

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 291
ggaggcacct tcagcagcta tact
24

<210> 292

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 292
Gly Gly Thr Phe Ser Ser Tyr Thr
1 5

<210> 293

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 293
atcatcccta tctttggtat agca
24

<210> 294

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 294
Ile Ile Pro Ile Phe Gly Ile Ala
1 5

_244-

110



295
36
ADN

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

<220>
<223> tbng

<400> 295

hop

40226

Trinh tu nhéan tao

gcgagagcga gatatggttc ggggagttat gactac

36

296
12
PRT

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

<220>
<223>

<400> 296

tdéng hop

Trinh ty nhan tao

Ala Arg Ala Arg Tyr Gly Ser Gly Ser Tyr Asp Tyr

1

297
339
ADN

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

<220>
<223>

<400> 297
gacatcgtga
60
atcaactgca
120
tggtaccagc
180
gaatccgggyg
240
atcagcagcc
300
ccatggacgt
339

298
113
PRT

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

<220>
<223>

5

tdng hop

tgacccagtc
agtccagcca
agaaaccagg
tccctgaccg
tgcaggctga

tcggccaagg

tbdng hop

Trinh ty nhan tao

tccagactcc
gagtgtttta
acagcctcct
attcagtggc
agatgtggca

gaccaaggtg

Trinh ty nhén tao
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10

ctggctgtgt
tacacctcca
aagctgctca
agcgggtctg
gtttattact

gaaatcaaa

ctctgggcga
acaataagaa
tttactgggc
ggacagattt

gtcagcaata

gagggccacc
ctacttagcect
atctacccgg
cactctcacc

ttataatact



<400> 298

Asp
1
Glu
Ser
Pro
Pro
65
Ile
Tyr

Lys

Ile
Arg
Asn
Pro
50

Asp

Ser

Tyr

<210> 29
<211> 36

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 29
cagagtgttt tatacacctc caacaataag aactac

36

<210> 30
<211> 12

<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

Val
Ala
Asn
35

Lys
Arg

Ser

Asn

9

ADN
Trinh tuyu nhan tao

9

0

PRT
Trinh tu nhdn tao

300

Met
Thr
20

Lys
Leu
Phe

Leu

Thr
100

tdng hop

tdng hop

Thr

Ile

Asn

Leu

Ser

Gln

85
Pro

Gln
Asn
Tyr
Ile
Gly
70

Ala

Trp

40226

Ser
Cys
Leu
Tyr
55

Ser

Glu

Thr

Pro
Lys
Ala
40

Trp
Gly

Asp

Phe

Asp
Ser
25

Trp
Ala
Ser

Val

Gly
105

Ser
10

Ser
Tyr
Ser
Gly
Ala

90
Gln

Leu
Gln
Gln
Thr
Thr
75

Val

Gly

Ala
Ser
Gln
Arg
60

Asp

Tyr

Thr

Gln Ser Val Leu Tyr Thr Ser Asn Asn Lys Asn Tyr

1

<210>

<211> 9

<212>
<213>

<220>

<223>

301

ADN
Trinh ty nhé&n tao

<400> 301
tgggcatct

9

tdng hop

5
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10

Val
Val
Lys
45

Glu
Phe

Tyr

Lys

Ser
Leu
30

Pro
Ser
Thr

Cys

Val
110

Leu
15

Tyr
Gly
Gly
Leu
Gln

95
Glu

Gly
Thr
Gln
val
Thr
80

Gln

Ile
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<210> 302

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tuyu nhén tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 302
Trp Ala Ser
1

<210> 303

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 303
cagcaatatt ataatactcc atggacg
27

<210> 304

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhéan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 304
Gln Gln Tyr Tyr Asn Thr Pro Trp Thr
1 5

<210> 305
<211> 360
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 305
cagatcacct tgaaggagtc tggtcctacg ctggtgaaac ccacacagac cctcacgctg

60
acctgcacct tctctgggtt ctcactcagc actaatggag tgggtgtggg ctggatccgt

120
cagccccecag gaaaggccct ggagtggctt ggaatcattt attggaatga tgataagcgc

180

-247-
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tacagcccat ctctgaggag cagactcacc atcaccaagg acacctccaa aaaccaggtg

240

gtccttaca
300 ,
ggcctcttcg gaggttggtt cgacccctgg ggccagggaa ccctggtcac cgt

360

a tgaccaacat ggaccctgtg gacacagcca catattactg tgcacacaga

ctcctca

<210> 306
<211> 120
<212> PRT
<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 306
Gln Ile Thr Leu Lys Glu Ser Gly Pro Thr Leu Val Lys Pro Thr Gln

1 5 10 15
Thr Leu Thr Leu Thr Cys Thr Phe Ser Gly Phe Ser Leu Ser Thr Asn
20 25 30
Gly Val Gly Val Gly Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Ala Leu Glu
35 40 45
Trp Leu Gly Ile Ile Tyr Trp Asn Asp Asp Lys Arg Tyr Ser Pro Ser
50 55 60
Leu Arg Ser Arg Leu Thr Ile Thr Lys Asp Thr Ser Lys Asn Gln Val
65 70 75 80
vVal Leu Thr Met Thr Asn Met Asp Pro vVal Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr
85 90 95
Cys Ala His Arg Gly Leu Phe Gly Gly Trp Phe Asp Pro Trp Gly Gln
100 105 110
Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 307

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 307
gggttctcac tcagcactaa tggagtgggt
30

<210> 308
<211> 10
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tdéng hop

-248-
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<400> 308
Gly Phe Ser Leu Ser Thr Asn Gly Val Gly

1 5 10

<210> 309

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh ty nhadn tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 309
atttattgga atgatgataa g
21

<210> 310

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 310
Tle Tyr Trp Asn Asp Asp Lys
1 5

<210> 311
<211> 36
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 311
gcacacagag gcctcttcgg aggttggttc gacccc
36

<210> 312

<211> 12

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 312
Ala His Arg Gly Leu Phe Gly Gly Trp Phe Asp Pro
1 5 10

-249-



313
321
ADN

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

<220>
<223> tbéng
<400> 313
gacatccagda
60
atcacttgcc
120
gggaaagccce
180
aggttcagtg
240
gaagattttg
300
gggaccaaggd
321

314
107
PRT
Trinh

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

<220>
<223> tbéng
314

Gln

<400>

Asp Ile
1

Asp

Arg Val

Asn Trp
35
Ala

Leu

Ala
50
Gly

Phe
Ser Ser
65

Glu Phe

Asp

Thr Phe Gly

315
18
ADN
Trinh

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

<220>

<223> téng

hop

tgacccagtc
gggcaagtca
ctaacctcct
gcagtggatc
caacttactt

tggagatcaa

ty nhan

hop

Met Thr

Thr Ile
20
Tyr Gln

Ser Ser

Gly Thr
Thr
85
Gly

Ala

Gly
100

tu nhéan

hop

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp
70

Tyr

Thr

40226

Trinh ty nhén tao

tccatcctcece
gagcattagc
gatctttgct
tgggacagat
ctgtcaacag

a

tao

Ser Pro

Cys Arg
Pro
40

Ser

Lys

Gln
55
Phe Thr

Phe Cys

Lys Val

tao

-250-

ctgtctgcat
aggtatttaa
gcatccagtt
ttcactctca

agttacaata

Ser Leu
10

Ser

Ser
Ala Gln
25

Gly

Lys Ala

Gly Val Pro
Ile
75

Ser

Leu Thr

Gln Gln
90
Glu Ile

105

Lys

ctgtaggaga
attggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag

ccccgctceac

Ser Ala Ser

Ile Ser
30

Leu

Ser

Asn
45
Arg

Pro

Ser Phe

60

Ser Leu

Ser

Tyr Asn Thr

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
tctgcaacct

tttcggcgga

Val
15
Arg

Gly
Tyr
Leu Ile
Ser Gly
Pro

80
Leu

Gln

Pro
95
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<400> 315
cagagcatta gcaggtat
18

<210> 316

<211> ©

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 316
Gln Ser Ile Ser Arg Tyr
1 5

<210> 317

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 317
gctgcatcc
9

<210> 318

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 318
Ala Ala Ser
1

<210> 319

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tuyu nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 319
caacagagtt acaatacccc gctcact

27

<210> 320

-251-



9
PRT

<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 320

tdng hop

40226

Trinh tu nhén tao

Gln Gln Ser Tyr Asn Thr Pro Leu Thr

1

321
366
ADN

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

<220>
<223> tbéng

<400> 321
gaggtgcagc
60
tcctgtgcaa
120
ccagggaagg
180
gcagactccg
240
ctgcaaatga
300
gcagctaata
360

tcctca

366

322
122
PRT
Trinh

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

<220>
<223>

322
Gln

<400>
Glu Val
1
Ser Leu Arg
Thr
35

Ile

Ala Met

val
50
Gly

Ser

Lys Arg

65

5

hop

tggtggagtc
tctctggatt
cgctggagtg
tgaagggceg
acagcctgag

attactatta

tu nhan

tdng hop

Leu Val

Leu Ser
20
Trp Val

Ser Gly

Phe Thr

Glu
Cys
Arg
Ser

Val
70

Trinh tu nhén tao

tgggggaggc

cacctttagg
ggtctcagtt
gttcaccgtc
agccgaggac

cgctttggac

tao

Ser Gly

Ala Ile
Ala
40

Gly

Gln

Gly
55

Ser Arg

-252-

ttggtacagc
agttatgcca
attagtggta
tccagagaca

acggccgtat

gtctggggcc

Gly Gly Leu

10
Gly

Ser Phe

25
Pro

Gly Lys

Asn Thr Tyr
Ser

75

Asp Asn

cgggggggte

tgacctgggt
gcggtggtaa
attccaggaa
atttctgttc

aagggaccac

vVal Gln Pro

Thr Phe Arg
30
Leu Glu
45

Ala

Ala

Tyr Asp

60
Arg

Asn Thr

cctgagactc
ccgccagget
cacatactac
cacgctgtat
gaaagttgca

ggtcaccgtce

Gly
15
Ser

Gly
Tyr
Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

80
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Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu
85 90

Ser Lys Val Ala Ala Ala Asn Asn Tyr Tyr Tyr Ala
100 105

Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 323

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 323
ggattcacct ttaggagtta tgcc
24

<210> 324

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 324
Gly Phe Thr Phe Arg Ser Tyr Ala
1 5

<210> 325

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 325
attagtggta gcggtggtaa caca
24

<210> 326

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 326
Ile Ser Gly Ser Gly Gly Asn Thr

-253-

Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys

95
Leu Asp Val Trp
110



327
45
ADN

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

<220>
<223> tbdng

<400> 327

hop

40226

Trinh tu nhan tao

tcgaaagttg cagcagctaa taattactat tacgctttgg acgtc

45

328
15
PRT

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

<220>
<223>

<400> 328

Ser Lys Val Ala Ala Ala Asn Asn Tyr Tyr Tyr A

1

329
336
ADN

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

<220>
<223> tbéng
<400> 329
gatattgtga
60
atctcctgceca
120
tacctgcaga
180
tccggggtcce
240
agcagagtgg
300
tacacttttg
336

<210> 330
<211> 112
<212> PRT

tdéng hop

5

hop

tgactcagtc
ggtctagtca
agccagggca
ctgacaggtt
aggctgagga

gccaggggac

Trinh tu nhan tao

Trinh ty nhdn tao

tccactctcecce
gagcctcctg
gtctccacaa
cagtggcagt
tgttggggtt

caagctggag

<213> Trinh ty nhén tao

-254-

10

ctgccegtea
catagtaatg
ctcctgatct
ggatcaggca
tattattgca

atcaaa

cccctggaga
gatacaagta
atttggtttc
cagattttac

tgcaagctct

la Leu Asp Val

15

gccggcectcece
tttggattgg
taatcgggcc
actgaaaatc

acaaactccg



<220>
<223> tbéng hop

<400> 330

Asp
1
Glu
Asn
Pro
Asp

65

Ser

Leu

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

Ile
Pro
Gly
Gln
50

Arg

Arg

Gln

<220>

<223>

<400>
cagagcctce tgcatagtaa tggatacaag tat

33

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

<220>

<223>

<400>

Val
Ala
Tyr
35

Leu
Phe

Val

Thr

331
33
ADN
Trinh

331

332
11
PRT
Trinh tu nhan tao

332

Met
Ser
20

Lys
Leu
Ser

Glu

Pro
100

Thr
Ile
Tyr
Ile
Gly
Ala

85
Tyr

tu nhén

tdéng hop

téng hop

Gln
Ser
Leu
Tyr
Ser
70

Glu

Thr

tao

40226

Ser
Cys
Asp
Leu
55

Gly

Asp

Phe

Pro
Arg
Trp
40

Val
Ser

Val

Gly

Leu
Ser
25

Tyr
Ser
Gly

Gly

Gln
105

Ser
10

Ser
Leu
Asn
Thr
Val

90
Gly

Leu
Gln
Gln
Arg
Asp
75

Tyr

Thr

Gln Ser Leu Leu His Ser Asn Gly Tyr Lys Tyr

1

<210> 333
<211> 9
<212> ADN
<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 333

5

-255-

10

Pro
Ser
Lys
Ala
60

Phe

Tyr

Lys

Val
Leu
Pro
45

Ser
Thr

Cys

Leu

Thr
Leu
30

Gly
Gly
Leu

Met

Glu
110

Pro
15

His
Gln
Val

Lys

Gln
95
Ile

Gly
Ser
Ser
Pro
Ile
80

Ala

Lys
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ttggtttet

9

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

<220>
<223>

<400>

334

3

PRT

Trinh tuy nhan tao

tdng hop

334

Leu Val Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

335

27

ADN

Trinh ty nhén tao

tdng hop

335

atgcaagctc tacaaactcc gtacact

27

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

<220>
<223>

<400>

336

9

PRT

Trinh tu nhdn tao

tdng hop

336

Met Gln Ala Leu Gln Thr Pro Tyr Thr

1

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

<220>
<223>

<400>

caggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc gtggt

60

tcctgtgtag cgtctggatt caccttca

120

5

337
381
ADN
Trinh tu nhé&n tao

tdng hop

337

-256-

ccagc ctgggaggtc cctgagactc

gt aactatggca tgcactgggt ccgccaggct



40226

ccaggcaagg ggctggagty ggtggcagtt

180

gcagactccg tgaagggccyg attcaccatc

240

ctccaagtga gcagcctgag agccgatgac

300

gaggtcgaat atagcagctc gaattacaac

360

accacggtca ccgtctccte a

381

<210> 338

<211> 127

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> tbéng hop

<400> 338

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly

1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Val Ala
20

Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala

35 40
Ala Val Ile Trp Asn Asp Gly Ser
50 55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg

65 70

Leu Gln Val Ser Ser Leu Arg Ala

85

Ala Arg Asp Gly Glu Val Glu Tyr
100

Gly Leu Asp Val Trp Gly Gln Gly

115 120

<210> 339

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> téng hop

<400> 339

ggattcacct tcagtaacta tggc

24

<210> 340

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

-257-

atatggaatg
tccagagaca
acggctgtat

tactacggtc

Gly Gly Val

10
Ser Gly Phe
25
Pro

Gly Lys

Asn Lys Tyr
Ser
75

Thr

Asp Asn

Asp Asp

90
Ser

Ser Ser

105
Thr

Thr Val

atggaagtaa taaatactat
attccaagaa cacgctgtat
attactgtgc gagggacgga

tggatgtctyg gggccaaggg

Gly Arg
15
Asn Tyr

val Gln Pro
Ser
30

Glu

Thr Phe

Leu Trp Val
45

Ala

Gly

Tyr Asp Ser Val

60
Lys Thr Leu Tyr
80

Cys

Asn

Ala Val Tyr
95

Tyr

Tyr

Asn Tyr
110

Ser

Asn Tyr

Val Ser

125

Thr
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<220>
<223> tbng hop

<400> 340
Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr Gly
1 5

<210> 341

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 341
atatggaatg atggaagtaa taaa
24

<210> 342

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 342
Ile Trp Asn Asp Gly Ser Asn Lys
1 5

<210> 343

<211> 60

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhdn tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 343
gcgagggacg gagaggtcga atatagcagce tcgaattaca actactacgg tctggatgtc

60

<210> 344

<211> 20

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 344

-258-



Ala Arg Asp
1
Gly Leu Asp

345
321
ADN

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

<220>
<223> tdéng
<400> 345
gacatccagdga
60
atcacttgcc
120
gggaaagcce
180
aggttcagtg
240
gaagatattg
300
gggacacgac
321

<210> 346
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> tdng

<400> 346
Asp Ile Gln
1
Asp

Arg Val

Asn Trp
35
Ala

Leu
Tyr Asp
50
Ser Gly Ser
65
Glu

Asp Ile

Thr Phe Gly

<210> 347
<211> 18

40226

Gly Glu Val Glu Tyr Ser Ser Ser Asn Tyr Asn Tyr Tyr

5
Val
20

hop

tgacccagtc
aggcgagtca
ctaaactcct
gaagtggatc
taacatatta

tggagattaa

tu nhén

hop

Met Thr

Thr Ile
20
Tyr Gln

Ser Asn

Gly Thr
Thr
85

Gly

Val

Gln
100

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp
70

Tyr

Thr

Trinh tu nhén tao

tccatcctcee
ggacattagc
gatctacgat
tgggacagat
ctgtcaacag

a

tao

Ser Pro

Cys Gln
Pro
40

Thr

Lys

Glu
55
Phe Thr

Tyr Cys

Arg Leu

-259-

Ala

10

ctgtctgcat
aactatttaa
gcatccaatt
tttactttca

tatgatgatc

Ser Leu
10

Ser

Ser

Gln
25
Gly

Lys Ala

Gly Val Pro
Ile
75

Tyr

Phe Thr
Gln
90

Ile

Gln

Glu
105

Lys

ctgtaggaga
attggtatca
tggaaacagg
ccatcagcag

tcccgatcac

Ser Ala Ser
Ser
30

Leu

Asp Ile

Pro Lys

45

Ser Arg Phe

60

Ser Ser Leu

Asp Asp Leu

15

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
cctgcagcect

cttcggccaa

Val
15
Asn

Gly
Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro
80
Pro Ile

95



<212> ADN

<213>

<220>
<223>

<400>

Trinh ty nhén tao

tdng hop

347

caggacatta gcaactat

18

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

<220>
<223>

<400>

348

6

PRT

Trinh ty nhdn tao

tdng hop

348

Gln Asp Ile Ser Asn Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

5

349

9

ADN

Trinh ty nhan tao

tdng hop

349

gatgcatcc

9

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

<220>
<223>

<400>

350

3

PRT

Trinh tu nhén tao

tdéng hop

350

Asp Ala Ser

1

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

<220>
<223>

351
27
ADN
Trinh tu nhdn tao

tdng hop

40226

-260-



<400> 351

40226

caacagtatg atgatctccc gatcacc

21

<210> 352
<211> 9

<212> PRT
<213>

<220>
<223> tbng

<400> 352

hop

Trinh tu nhéan tao

Gln Gln Tyr Asp Asp Leu Pro Ile Thr

1

353
375
ADN

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

<220>
<223> tbng

<400> 353
gaggtgcagc
60
tcctgtgcag
120
ccagggaagg
180
gcagactccg
240
ctgcaaatga
300
ggctatgatt
360
gtcaccgtct
375

354
125
PRT

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

<220>
<223> tbéng

<400> 354

5

hop

tggtggagte
cctctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
atagcctgag
atagtggttc

cctca

hop

Trinh tu nhéan tao

tgggggaggc

ctcctttcecat
ggtctcagtt
gttcaccatc
agccgaggac

ttactacaac

Trinh ty nhén tao

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly

1

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala

5

20

-261-

ttggtacagc
aattttgcca
attactggta
tccagagaca
acggccgtat

tggttcgacc

ctggggggtc
tgaactgggt
gtggtactag
attccaagaa
attactgtgc

cctggggcca

cctgagactc
ccgccagget
cacacactac
aacgctatat
gaaagatcgg

gggaaccctg

Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

10

25

30

15

Ala Ser Gly Phe Ser Phe His Asn Phe



Arg
Ser
Ile
70

Leu

Tyr

Gly

tao

40226

Gln Ala
40

Gly Thr

55

Ser Arg

Arg Ala
Asp Tyr

Thr Leu
120

Ala Met Asn Trp Val
35
Ser Val Ile Thr Gly
50
Lys Gly Arg Phe Thr
65
Leu Gln Met Asn Ser
85
Ala Lys Asp Arg Gly
100
Asp Pro Trp Gly Gln
115
<210> 355
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh tyu nhan
<220>
<223> téng hop
<400> 355
ggattctcct ttcataattt tgcc
24
<210> 356
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 356
Gly Phe Ser Phe His Asn Phe Ala

1

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

<220>

<223>

357
24
ADN
Trinh ty nhdn tao

<400> 357
attactggta gtggtactag caca

24

<210> 358
<211> 8
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

tdng hop

5

-262-

Pro
Ser
Asp
Glu
Ser

105
vVal

Gly
Thr
Asn
Asp
90

Gly

Thr

Lys
His
Ser
75

Thr

Ser

Val

Gly
Tyr
60

Lys
Ala

Tyr

Ser

Leu
45

Ala
Lys
Val

Tyr

Ser
125

Glu
Asp
Thr
Tyr

Asn
110

Trp
Ser
Leu
Tyr

95
Trp

vVal
Val
Tyr
80

Cys

Phe



<220>
<223> tbng

<400> 358

hop

40226

Ile Thr Gly Ser Gly Thr Ser Thr

1

359
54
ADN

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

<220>
<223>

<400> 359

gcgaaagatc ggggctatga ttata

54

360
18
PRT

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

<220>
<223>

<400> 360

Ala Lys Asp Arg Gly Tyr Asp Tyr Ser Gly Ser Tyr Tyr Asn

1
Asp Pro

361
327
ADN

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

<220>
<223> tbéng
<400> 361
gacatccaga
60
atcacttgcc
120
gggaaagccc
180
aggttcagtg
240
gaagattttg
300

5

tdng hop

tdng hop

5

hop

tgacccagtc
gggcaagtca
ctaaactcct
gcagtggatc

caacttacta

Trinh tuy nhan tao

Trinh tu nhdn tao

Trinh tu nhén tao

tccatcctcce
gagtattagc
gatctttgct
tgggacagat

ctgtcaacag

-263-

10

ctgtctgcat
agctatttaa
gcatcaaatt
ttcactctca

agttacagta

ctgtaggaga
attggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagtag

ccccatcctt

gtggt tcttactaca actggttcga cccc

Trp Phe
15

cagaatcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
tctgcaacct

attcactttc



40226

ggccctggga ccaaagtgga tatcaaa

327

<210> 362
<211> 109
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén

<220>
<223> tbng hop

<400> 362
Asp Ile Gln Met Thr
1 5
Asp Arg Ile Thr Ile
20
Leu Asn Trp Tyr Gln
35
Phe Ala Ala Ser Asn
50
Ser Gly Ser Gly Thr
65
Glu Asp Phe Ala Thr
85
Leu Phe Thr Phe Gly
100

<210> 363

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén

<220>
<223> tdng hop

<400> 363
cagagtatta gcagctat
18

<210> 364

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén

<220>
<223> tbéng hop

<400> 364

Gln Ser Ile Ser Ser
1 5

<210> 365

<211> 9

tao

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp
70

Tyr

Pro

tao

tao

Tyr

Ser
Cys
Lys
Gln
55

Phe

Tyr

Gly

-264-

Pro
Arg
Pro
40

Ser
Thr

Cys

Thr

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Leu

Gln

Lys
105

Ser
10

Ser
Lys
Val
Thr
Gln

90
val

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Ser

Asp

Ser
Ser
Pro
Ser
60

Ser

Tyr

Ile

Ala
Ile
Lys
45

Arg
Ser

Ser

Lys

Ser
Ser
30

Leu
Phe

Leu

Thr

Val
15

Ser
Leu
Ser

Gln

Pro
95

Gly
Tyr
Ile
Gly
Pro

80
Ser



40226

<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 365
gctgcatca
9

<210> 366

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 366
Ala Ala Ser
1

<210> 367

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 367
caacagagtt acagtacccc atccttattc act

33

<210> 368
<211> 11
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 368
Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro Ser Leu Phe Thr

1 5 10

<210> 369
<211> 384
<212> ADN
<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> tdéng hop

-265-
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<400> 369

gaggtgcagce tggtggagtc tgggggaggc

60

tcctgtgcag tctctggatt caccttcagt

120

ccagggaagd ggctggaatg ggtttcacac

180

gcagactctg tgaagggccy attcaccatg

240

ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac

300

aatatctgga gtggttatta tgccgectac

360

gggaccacgg tcaccgtctc ctca

384

<210> 370

<211> 128

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>

<223> tdéng hop

<400> 370

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly

1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Val
20

Glu Met Asn Trp Val Arg Gln Ala

35 40
Ser His Ile Ser Ser Ser Gly Ser
50 55

Lys Gly Arg Phe Thr Met Ser Arg

65 70

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala

85

Ala Arg Asp Gly Asn Ile Trp Ser
100

Tyr Gly Met Asp Val Trp Gly Gln

115 120

<210> 371

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> téng hop

<400> 371

ggattcacct tcagtagtta cgag

24

-266-

ttggtacagc
agttacgaga
attagtagta
tccagagaca
acggctgttt

tacttctacg

Gly Gly Leu
10
Gly

Ser Phe

25
Pro

Gly Lys

Thr Ile Tyr
Ala
75

Thr

Asp Asn

Glu Asp
90
Gly Tyr
105

Gly

Tyr

Thr Thr

ctggagggtc
tgaactgggt
gtggaagtac
acgccaagaa
attactgtgc

gtatggacgt

vVal Gln

Thr Phe
Leu
45

Ala

Gly

Tyr
60
Lys Asn

Ala Val

Ala Ala

Thr
125

Val

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Ser
Tyr
Tyr

110
vVal

cctgagactc
ccgeccaggct
catatactac
ctcactgtat
gagagatggg

ctggggccaa

Gly
15
Ser

Gly
Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95
Tyr Phe

Ser Ser



40226

<210> 372

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 372
Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Glu
1 5

<210> 373

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 373
attagtagta gtggaagtac cata
24

<210> 374

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 374
Tle Ser Ser Ser Gly Ser Thr Ile
1 5

<210> 375

<211> 63

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 375
gcgagagatg ggaatatctg gagtggttat tatgccgcect actacttcta cggtatggac

60
gtc
63

<210> 376
<211> 21
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<212> PRT
<213> Trinh tuy nhan tao
<220>
<223> tbng hop
<400> 376
Ala Arg Asp Gly Asn Ile Trp Ser Gly Tyr Tyr Ala Ala Tyr Tyr Phe
1 5 10 15
Tyr Gly Met Asp Val
20
<210> 377
<211> 336
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> tbng hop
<400> 377
gatattgtga tgacccagac tccactctec tcacctgtca cccttggaca gccggcectcece
60
atctcctgca ggtctagtca aagcctcgta cacagtgatg gaaaaaccta cttgagttgg
120
cttcagcaga ggccaggcca gcctccaaga ctcctaattt ataagatttc taaccggttc
180
tctggggtcce cagacagaat cagtggcagt ggggcaggga cagatttcac actgaaaatc
240
agcagggtgg aagctgagga tgtcggggtt tattactgca tgcaagctgt acaatttcct
300
cggacgttcg gccaagggac caaggtggaa atcaaa
336
<210> 378
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> tdng hop
<400> 378
Asp Ile Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Ser Pro Val Thr Leu Gly
1 5 10 15
Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser
20 25 30
Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Ser Trp Leu Gln Gln Arg Pro Gly Gln Pro
35 40 45
Pro Arg Leu Leu Ile Tyr Lys Tle Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60
Asp Arg Ile Ser Gly Ser Gly Ala Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80
Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp val Gly Val Tyr Tyr Cys Met Gln Ala
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40226

85 90 95
val Gln Phe Pro Arg Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys vVal Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 379

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 379
caaagcctcg tacacagtga tggaaaaacc tac

33

<210> 380
<211> 11
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 380
Gln Ser Leu Val His Ser Asp Gly Lys Thr Tyr
1 5 10

<210> 381

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 381
aagatttct
9

<210> 382

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 382

Lys Ile Ser
1

-269-



383
27
ADN

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

<220>
<223> tdng

<400> 383

hop

40226

Trinh tu nhan tao

atgcaagctg tacaatttcc tcggacg

27

<210> 384
<211> 9

<212> PRT
<213>

<220>
<223> tbéng

<400> 384

hop

Trinh tu nhan tao

Met Gln Ala Val Gln Phe Pro Arg Thr

1

385
366
ADN

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

<220>
<223> tbng
<400> 385
caggtgcagc
60
acctgcgctg
120
ccagggaagg
180
ccgtccctcea
240
aggatgagct
300
tacgatattt
360

tcctca

366

<210> 386
<211> 122
<212> PRT

5

hop

tacagcagtg
tctatggtygg
ggctggagtyg
agagtcgtgt
ctgtgaccgc

ggaatggtta

Trinh tuyu nhén tao

gggcgcagga
ggccttcagt
gattggggaa
caccatttca
cgcggacgcg

ttatcaggaa

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
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ctgttgaacc
gattactact
atcaatcatc
gttgacacgt
gctgtgtatt

aaatggggcc

cttcggagac
ggaattggat
gcggaagcac
ccaagaacca
actgtgcgag

agggaaccct

cctgtcectce
ccgccagcecc
caactacaac
gttctccctyg
aggagaggat

ggtcaccgtc



<223> tdng hop

Gln
Cys
Arg
Arg
Ser
70

Thr

Asp

vVal

tao

40226

Trp
Ala
Gln
Gly
55

Val
Ala

Ile

Thr

Gly
Val
Pro
40

Ser
Asp
Ala

Trp

Val
120

<400> 386
Gln Val Gln Leu Gln
1 5
Thr Leu Ser Leu Thr
20
Tyr Trp Asn Trp Ile
35
Gly Glu Ile Asn His
50
Ser Arg Val Thr Ile
65
Arg Met Ser Ser Val
85
Arg Gly Glu Asp Tyr
100
Gly Gln Gly Thr Leu
115
<210> 387
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh tu nhén
<220>
<223> téng hop
<400> 387
ggtggggcct tcagtgatta ctac
24
<210> 388
<211> 8
<212> PRT
<213> Trinh tyu nhdn tao
<220>
<223> tbéng hop
<400> 388
Gly Gly Ala Phe Ser Asp Tyr Tyr
1 5
<210> 389
<211> 21
<212> ADN
<213> Trinh tyu nhdn tao
<220>
<223> tbéng hop
<400> 389
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Ala
Tyr
25

Pro
Thr
Thr
Asp
Asn

105
Ser

Gly
10

Gly
Gly
Asn
Ser
Ala
90

Gly

Ser

Leu
Gly
Lys
Tyr
Lys
75

Ala

Tyr

Leu
Ala
Gly
Asn
60

Asn

vVal

Tyr

Asn
Phe
Leu
45

Pro
Gln

Tyr

Gln

Pro
Ser
30

Glu
Ser
Phe

Tyr

Glu
110

Ser
15

Asp
Trp
Leu
Ser
Cys

95
Lys

Glu
Tyr
Ile
Lys
Leu
80

Ala

Trp



40226

atcaatcatc gcggaagcac C
21

<210> 390

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 390
Tle Asn His Arg Gly Ser Thr
1 5

<210> 391

<211> 48

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 391
gcgagaggag aggattacga tatttggaat ggttattatc aggaaaaa

48

<210> 392
<211> 16
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 392
Ala Arg Gly Glu Asp Tyr Asp Ile Trp Asn Gly Tyr Tyr Gln Glu Lys
1 5 10 15

<210> 393
<211> 321
<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 393
gaaattgtgt tgacacagtc tccagccacc ctgtctttgt ctccagggga aagagccacc

60
ctctcctgca gggccagtca gagtattagc acctacttag cctggtacca acagaagcct

120
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ggccaggctc ccaggctcct
180
aggttcagtg gcagtgggtc
240
gaagattttg tagtttatta
300
gggaccaagg tggagatcaa a
321
<210> 394
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> tbng hop
<400> 394
Glu Ile Val Leu Thr Gln
1 5
Glu Arg Ala Thr Leu Ser
20
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln
35
Tyr Asp Ala Ser Lys Arg
50
Ser Gly Ser Gly Thr Asp
65 70
Glu Asp Phe Val Val Tyr
85
Thr Phe Gly Gly Gly Thr
100
<210> 395
<211> 18
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> tdng hop
<400> 395
cagagtatta gcacctac
18
<210> 396
<211> 6
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> téng hop
<400> 396

40226

tgggaca

Ser
Cys
Lys
Ala
55

Phe

Tyr

Lys

Pro
Arg
Pro
40

Thr
Thr

Cys

Val
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Ala
Ala
25

Gly
Gly
Leu
His

Glu
105

Thr
10

Ser
Gln
Ile
Thr
Gln

90
Ile

Leu Ser
Gln Ser
Ala Pro
Pro Ala
60

Ile Ser
75

Arg Ser

Lys

Leu
Ile
Arg
45

Arg

Ser

Asn

Ser
Ser
30

Leu
Phe

Leu

Trp

Pro
15

Thr
Leu
Ser

Glu

Pro
95

catctatgat gcatccaaga gggccactgg catcccagcc
gac ttcactctca ccatcagcag cctagagcct

ctgtcaccag cgtagcaact ggcctctcac tttcggcegga

Gly
Tyr
Ile
Gly
Pro

80
Leu



40226

Gln Ser Ile Ser Thr Tyr
1 5

<210> 397

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 397
gatgcatcc
9

<210> 398

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 398
Asp Ala Ser
1

<210> 399

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 399
caccagcgta gcaactggcce tctcact
27

<210> 400

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 400
His Gln Arg Ser Asn Trp Pro Leu Thr

1 5

<210> 401

-274-



40226

<211> 351
<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> tbéng hop
<400> 401
caggtgcagc tgcaggagtc ggggccagga
60
acctgcactg tctctggtygg ttccttcagt
120
ccaggaaagg ggctggagtyg gattggatat
180
cccteccctca agagtcgagt caccatttca
240
aagctgacct ctgtgaccgce tgcggacacg
300
acgtggtggt tcgcccectg gggccaggga
351
<210> 402
<211> 117
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> tdéng hop
<400> 402
Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly
1 5
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val
20
Tyr Trp Ser Trp Leu Arg Gln Pro
35 40
Gly Tyr Ile Phe Tyr Ser Gly Ser
50 55
Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp
65 70
Lys Leu Thr Ser Val Thr Ala Ala
85
Arg Thr Ile Ser Thr Trp Trp Phe
100
vVal Thr Val Ser Ser
115
<210> 403
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh tyu nhén tao
<220>
<223> tbéng hop
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ctggtgaagc
agttactact
atcttttaca
gtagacacgt
gccgtectatt

accctggtca

Gly Leu
10

Gly

Pro
Ser Gly
25
Pro

Gly Lys

Thr Asp Tyr

Thr Ser Lys
75
Thr Ala
90

Pro

Asp

Ala
105

Trp

cttcggagac
ggagttggct
gtgggagtac
ccaagaagca
actgtgcgcg

ccgtctecte

Val Lys Pro
Ser
30

Glu

Ser Phe

Leu
45
Pro

Gly

Asn Ser

60

Lys Gln Phe

Val Tyr Tyr

Gly Gln Gly

110

cctgtcccte
ccggcagcecce
cgactacaac
gttctccctyg
aacaataagt

a

Ser Glu
15
Ser Tyr

Trp Ile

Leu Lys
Leu
80

Ala

Ser

Cys
95

Thr Leu



40226

<400> 403
ggtggttcct tcagtagtta ctac
24

<210> 404

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 404
Gly Gly Ser Phe Ser Ser Tyr Tyr
1 5

<210> 405

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 405
atcttttaca gtgggagtac c
21

<210> 406

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tuyu nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 406
Ile Phe Tyr Ser Gly Ser Thr
1 5

<210> 407

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 407

gcgcgaacaa taagtacgtg gtggttcgcc ccc
33
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<210> 408
<211> 11
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> tbng hop
<400> 408
Ala Arg Thr Ile Ser Thr Trp Trp Phe Ala Pro
1 5 10
<210> 409
<211> 318
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> téng hop
<400> 409
gaaatagtga tgacacagtc tccagccacc ctgtctgtgt
60
ctctcctgca gggccagtca gagtgttagce aacaacgtag
120
ggccaggcte ccaggctcct catctatggt gcatccacca
180
aggttcagtg gcagtgggtce tggaacagag ttcactctca
240
gaagattttg cagtttattc ctgtcagcag tataataact
300 ‘
accaaggtgg agatcaaa
318
<210> 410
<211> 106
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhan tao
<220>
<223> tbng hop
<400> 410
Glu Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu
1 5 10
Gly Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln
20 25
val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala
35 40
Tyr Gly Ala Ser Thr Arg Ala Thr Gly Ile Pro
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile
65 70 75
Glu Asp Phe Ala Val Tyr Ser Cys Gln Gln Tyr

-277-

ctccaggggyg
cctggtacca
gggccactgg
ccatcagcag

ggctcacttt

Ser Val Ser
Ser
30

Leu

Ser Val

Pro Arg

45

Gly Arg Phe

60

Ser Ser Leu

Asn Asn Trp

aagagccacc
gcagaaacct
tatcccaggc

cctgcagtcet

cggcggaggyg

Pro
15
Asn

Gly
Asn
Leu Ile
Ser Gly
Ser

80
Thr

Gln

Leu



85

Phe Gly Gly Gly Thr

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

<220>
<223>

<400>

100

411

18

ADN

Trinh ty nhén

tdng hop

411

cagagtgtta gcaacaac

18

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

<220>
<223>

<400>

412

6

PRT

Trinh ty nhén

tdng hop

412

Gln Ser Val Ser Asn

1

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

<220>
<223>

<400>

5

413

9

ADN

Trinh tu nhén

tdng hop

413

ggtgcatcc

9

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

<220>
<223>

<400>

414

3

PRT

Trinh tyu nhén

tdng hop

414

Gly Ala Ser

1

40226

90

Lys Val Glu Ile Lys
105

tao

tao

Asn

tao

tao

-278-

95



415
24
ADN

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

<220>
<223> tbéng

<400> 415

hop

40226

Trinh tu nhén tao

cagcagtata ataactggct cact

24

<210> 416
<211> 8

<212> PRT
<213>

<220>
<223> téng

<400> 416

hop

Trinh ty nhén tao

Gln Gln Tyr Asn Asn Trp Leu Thr

1

417
369
ADN

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

<220>
<223> téng
<400> 417
caggtgcagc
60
tcctgtgtag
120
ccaggcaagg
180
gcagactccg
240
ctgcaaatga
300
acgtctgggy
360
gtctcctca
369

<210> 418
<211> 123
<212> PRT

5

hop

tggtggagtc
cgtctggatt
ggctggagtyg
tgaagggccyg
acagcctgag

acttcgacta

Trinh tu nhédn tao

tgggggaggc

cactttcagt
ggtggcaatt
attcaccata
agccgaggac

ctacggtatg

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

-279-

gtggtccagc
agttatggca
atatggtatg
tccagagaca
acggctgtgt

gacgtctggg

ctgggaggtc
tgcactgggt
atggaagtaa
attccaagaa
attactgtgc

gccaagggac

cctgagactc
ccgccagget
taaatactat
cacacagtat
gtcagtagct

cacggtcacc



40226

<223> téng hop

<400> 418
Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys val Ala
20
Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala
35 40
Ala Ile Ile Trp Tyr Asp Gly Ser
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg
65 70
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala
85
Ala Ser Val Ala Thr Ser Gly Asp
100
Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr
115 120

<210> 419

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tuyu nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 419
ggattcactt tcagtagtta tggc
24

<210> 420

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhadn tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 420
Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Gly
1 5

<210> 421

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 421
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Gly
Ser
25

Pro
Asn
Asp
Glu
Phe

105
Val

Gly
10

Gly
Gly
Lys
Asn
Asp
90

Asp

Ser

vVal
Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Tyr

Ser

vVal
Thr
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Tyr

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn

Val

Gly

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr

Tyr

Met
110

Gly Arg
15
Ser Tyr

Trp Val
Ser Val

Gln Tyr
80

Tyr Cys

95

Asp Val



40226

atatggtatg atggaagtaa taaa
24

<210> 422

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 422
Ile Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Lys
1 5

<210> 423

<211> 48

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 423
gcgtcagtag ctacgtctgg ggacttcgac tactacggta tggacgtc

48

<210> 424
<211> 16
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 424
Ala Ser Val Ala Thr Ser Gly Asp Phe Asp Tyr Tyr Gly Met Asp val
1 5 10 15

<210> 425
<211> 321
<212> ADN
<213> Trinh ty nhéan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 425
gaaattgtgt tgacacagtc tccagccacc ctgtctttgt ctccagggga aagaaccacc

60
ctctcctgca gggccagtca gagaattagc acctacttag cctggtatca acagaaacct

120
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catctatgat gcatccaaaa gggccactgg catcccagcc

gtagtgggtc tgggacaggc ttcactctca ccatcagcag cctagagcct

ggccaggctc ccaggctcct
180
aggttcagtg
240
gaagattttg cagtttatta
300
gggaccaadgdg tggagatcaa a
321
<210> 426
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh tu nhdn tao
<220>
<223> tbng hop
<400> 426
clu Ile Val Leu Thr Gln Ser
1 5
Glu Arg Thr Thr Leu Ser Cys
20
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys
35
Tyr Asp Ala Ser Lys Arg Ala
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Gly Phe
65 70
Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr
85
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys
100
<210> 427
<211> 18
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> tbng hop
<400> 427
cagagaatta gcacctac
18
<210> 428
<211> 6
<212> PRT
<213> Trinh tyu nhén tao
<220>
<223> tdng hop
<400> 428

Pro
Arg
Pro
40

Thr
Thr

Cys

vVal
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Ala
Ala
25

Gly
Gly
Leu

Gln

Glu
105

Thr
10

Ser
Gln
Ile
Thr
Gln

90
Ile

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Arg

Lys

Ser
Arg
Pro
Ala
60

Ser

Ser

Leu
Ile
Arg
45

Arg

Ser

Asn

Ser
Ser
30

Leu
Phe

Leu

Trp

Pro
15

Thr
Leu
Ser

Glu

Pro
95

ctgtcagcag cgtagtaact ggcctctcac tttcggcgga

Gly
Tyr
Ile
Gly
Pro

80
Leu



40226

Gln Arg Ile Ser Thr Tyr
1 5

<210> 429

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 429
gatgcatcc
9

<210> 430

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 430
Asp Ala Ser
1

<210> 431

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tuyu nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 431
cagcagcgta gtaactggcec tctcact
27

<210> 432

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> téng hop

<400> 432
Gln Gln Arg Ser Asn Trp Pro Leu Thr
1 5

<210> 433
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357
ADN

<211>
<212>
<213>

<220>
<223> tdng

<400> 433
gaggtgcagc
60
tcctgtaagg
120
cccgggaaag
180
agcccgtect
240
ctgcagtgga
300
acgattttcc
357

434
119
PRT
Trinh

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

<220>
<223> téng
434

Gln

<400>
Glu Val
1
Ser Leu Lys
Val
35

Ile

Trp Ile
Ile
50

Gly

Gly
Gln Gln
65

Leu

Gln Trp

Ala Arg Arg
Val

115

Thr Leu

435
24
ADN
Trinh

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

<220>

<223> tbng

hop

tggtgcagtc
gttctggata
gcctggagtyg
tccaaggcca
gcagcctgaa

cttcctatcc

tu nhén

hop

Leu Val

Ile Ser
20
Trp Val

Tyr Pro

vVal Thr
Ser
85

Thr

Ser
Asp

100

Thr Val

tu nhén

hop

Gln
Cys
Arg
Gly
Ile
70

Leu

Ile

Ser

40226

Trinh tu nhén tao

tggagcagag
cagctttact
gatggggatc
ggtcaccatc
ggcctcggac

cctctggggce

tao

Ser Gly

Lys Gly
Met
40

Ser

Gln

Asp
55

Ser Ala

Lys Ala
Phe Pro

Ser

tao
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gtgagaaagc
aactactgga
atctatcctg
tcagccgaca
accgccatgt

cagggaaccc

Glu Val
10

Gly

Ala
Ser Tyr
25
Pro

Gly Lys

Asp Thr Arg
Ser
75

Thr

Asp Lys

Ser Asp
90
Tyr

Ser Pro

105

ccggggagte
tcgtctgggt
gtgactctga
agtccatcag
attactgtgc

tggtcaccgt

Arg Lys Pro
Thr
30

Glu

Ser Phe

Leu
45
Ser

Gly
Tyr Pro
60
Ile

Ser Thr

Ala Met Tyr
Gly

110

Leu Trp

tctgaagatc
gcgccagatg
taccagatac

caccgcctac

gagacgggat

ctcctca

Gly Glu
15
Asn Tyr

Trp Met

Ser Phe

Ala Tyr
80
Tyr Cys
95

Gln Gly



40226

<400> 435
ggatacagct ttactaacta ctgg

24

<210> 436

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tuyu nhadn tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 436
Gly Tyr Ser Phe Thr Asn Tyr Trp
1 5

<210> 437

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 437
atctatcctg gtgactctga tacc
24

<210> 438

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 438
Ile Tyr Pro Gly Asp Ser Asp Thr
1 5

<210> 439
<211> 36
<212> ADN
<213> Trinh tuyu nhén tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 439

gcgagacggyg atacgatttt cccttcctat ccccete
36

-285-
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10

ctgcccgtea
aatagtaatg
ctcctgatct
ggatcaggca
tattactgca

attaaa

Ser Leu
10

Ser

Leu

Ser Gln

25

Tyr Leu Gln

Ser Asn Arg

Gly Thr Asp

75

cccctggaga
gatacaactt
atttggtttc
cagattttac

tgcaagctct

Pro Val Thr
Leu
30

Gly

Ser Leu

Pro
45
Ser

Lys

Ala
60
Phe

Gly
Thr Leu

Met

<210> 440

<211> 12

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhan tao

<220>

<223> tdéng hop

<400> 440

Ala Arg Arg Asp Thr Ile Phe Pro Ser Tyr Pro Leu

1 5

<210> 441

<211> 336

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>

<223> téng hop

<400> 441

gatattgtga tgactcagtc tcctectcetcece

60

atctcctgca ggtctagtca gagcctcctg

120

tacctgcaga agccagggca gtctccacaa

180

tccggggtece ctgacaggtt cagtggcagt

240

agcagagtgg aggctgagga tattggggtt

300

atcaccttcg gccaagggac acgactggag

336

<210> 442

<211> 112

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> tbng hop

<400> 442

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro

1 5

Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg
20

Asn Gly Tyr Asn Phe Leu Asp Trp

35 40
Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Leu Val
50 55

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser

65 70

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Ile

-286-

Gly Val Tyr

Tyr Cys

gccggcectcece
tttggattgg
taatcgggcc
actgaaaatc

ccaaactccg

Pro Gly
15
Asn Ser

Gln Ser

Val Pro
Ile
80

Ala

Lys

Gln



40226

85 90 95
Leu Gln Thr Pro Ile Thr Phe Gly Gln Gly Thr Arg Leu Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 443

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh tuyu nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 443
cagagcctcc tgaatagtaa tggatacaac ttt

33

<210> 444

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 444
Gln Ser Leu Leu Asn Ser Asn Gly Tyr Asn Phe

1 5 10

<210> 445

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 445
ttggtttct
9

<210> 446

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 446

Leu Val Ser
1

-287-



447
27
ADN

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

<220>
<223> tbéng

<400> 447

hop

40226

Trinh tu nhén tao

atgcaagctc tccaaactcc gatcacc

27

<210> 448
<211> 9

<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 448

téng hop

Trinh ty nhan tao

Met Gln Ala Leu Gln Thr Pro Ile Thr

1

<210> 449
<211> 360
<212> ADN

5

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tdng

<400> 449
cagatcacct
60
acctgcacct
120
cagcccccag
180
tacagcccat
240
gtccttacaa
300
ggatggttgg
360

450
120
PRT

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

<220>
<223>

hop

tgaaggagtc
tctctgggtt
gaaaggccct
ctctgaaaaa
tgaccaactt

gagcaatctt

tdéng hop

tggtcctacg
ctcactcagc
ggagtggctt
caggatcacc
ggaccctgtg

tgcctactgg

Trinh tyu nhan tao
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ctggtgaaac
actaatggag
acactcattt
atcaccaagg
gacacagcca

ggccagggaa

ccacacagac
tgggtgtggyg
attggaatga
acacctccaa
cttattactg

ccctggtcac

cctcacgcetg
ctggatccgt
aaataagcac
aaaccaggtg
tgtacacagg

cgtctcctca



gggttctcac tcagcactaa tggagtgggt

Glu
Cys
Trp
Tyr
Thr
70

Asn

Trp

Val

tao

40226

Ser
Thr
Ile
Trp
55

Ile
Leu

Leu

Ser

Gly
Phe
Arg
40

Asn
Thr
Asp

Gly

Ser
120

Pro
Ser
25

Gln
Glu
Lys

Pro

Ala
105

Thr
10

Gly
Pro
Asn
Asp
val

90
Ile

Gly Phe Ser Leu Ser Thr Asn Gly Val Gly

<400> 450
Gln Ile Thr Leu Lys
1 5

Thr Leu Thr Leu Thr
20

Gly Val Gly Val Gly

35
Trp Leu Thr Leu Ile
50

Leu Lys Asn Arg Ile

65

Val Leu Thr Met Thr

85

Cys Val His Arg Gly
100

Gly Thr Leu Val Thr

115

<210> 451

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén

<220>

<223> tbéng hop

<400> 451

30

<210> 452

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhdn tao

<220>

<223> téng hop

<400> 452

1 5

<210> 453

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> tbng hop

<400> 453

-289-

10

Leu
Phe
Pro
Lys
Thr
75

Asp

Phe

Val
Ser
Gly
His
60

Ser

Thr

Ala

Lys
Leu
Lys
45

Tyr
Lys

Ala

Tyr

Pro
Ser
30

Ala
Ser
Asn

Thr

Trp
110

Thr
15

Thr
Leu
Pro
Gln
Tyr

95
Gly

Gln
Asn
Glu
Ser
Val
80

Tyr

Gln



40226

atttattgga atgaaaataa g

21

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

<220>
<223>

<400>

454

7

PRT

Trinh tu nhén tao

tdng hop

454

Ile Tyr Trp Asn Glu Asn Lys

1

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

<220>
<223>

<400>

5

455
36
ADN
Trinh tu nhén tao

tdng hop

455

gtacacaggg gatggttggg agcaatcttt gcctac

36

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

<220>
<223>

<400>

456

12

PRT

Trinh ty nhan tao

tdng hop

456

Val His Arg Gly Trp Leu Gly Ala Ile Phe Ala Tyr

1

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

<220>
223>

<400>

gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ttggtacagc ctggggg

60

tcctgtgcag cctctggatt cacctttact agttatgcc

120

5 10

457
378
ADN
Trinh tu nhén tao

tdng hop

457

-290-

gtc cctgagactc

a tgacctgggt ccgccaggcet



40226

ccagggaagg ggctggagtyg ggtctcagat
180
gcagactccg tgaagggcecy gttcaccatc
240
ctgcaaatga acatcctgag agccgaagac
300
ggccagcagg tggaccttta caactactac
360
acggtcaccg tctcctca
378
<210> 458
<211> 126
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> téng hop
<400> 458
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20
Ala Met Thr Trp Val Arg Gln Ala
35 40
Ser Asp Ile Ser Gly Ser Gly Gly
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg
65 70
Leu Gln Met Asn Ile Leu Arg Ala
85
Ala Lys Gly Thr Gly Gln Gln Val
100
Leu Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr
115 120
<210> 459
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh tuyw nhan tao
<220>
<223> tbng hop
<400> 459
ggattcacct ttactagtta tgcc
24
<210> 460
<211> 8
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhan tao
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attagtggta
tccagagaca
acggccgtat

tatgctttgg

Gly Leu
10

Gly

Gly
Ser Phe
25
Pro

Gly Lys

Arg Thr Tyr
Ser
75

Thr

Asp Asn

Glu Asp

90
Leu

Asp Tyr

105
Thr

Val Thr

gtggtggtag
attccaagaa

atcattgtgc

acgtctgggg

Val Gln

Thr Phe
Leu
45

Ala

Gly

Tyr
60
Lys Asn

Ala Val

Asn Tyr

Pro
Thr
30

Glu
Asp
Met

Tyr

Tyr

aacatattac
tatgctgtat
gaagggaaca

ccaagggacc

Gly
15
Ser

Gly
Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80
His Cys
95

Tyr Ala

110

Ser
125

Val

Ser



<220>
<223>

<400>

téng hop

460

40226

Gly Phe Thr Phe Thr Ser Tyr Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

attagtggta gtggtggtag aaca

24

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

<220>
<223>

<400>

5

461

24

ADN

Trinh tu nhén tao

téng hop

461

462

8

PRT

Trinh ty nhén tao

tdng hop

462

Ile Ser Gly Ser Gly Gly Arg Thr

1

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

<220>
<223>

<400>

gcgaagggaa caggccagca ggtg

57

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

<220>
<223>

<400>

Ala Lys Gly Thr Gly Gln Gln Val As

5

463

57

ADN

Trinh tu nhén tao

tdng hop

463

464
19
PRT
Trinh tuy nhén tao

tdng hop

464

gacctt tacaactact actatgcttt ggacgtc

-292-

p Leu Tyr Asn Tyr Tyr Tyr Ala



40226

1 5 10
Leu Asp Val
<210> 465
<211> 387
<212> ADN
<213> Trinh tu nhdn tao
<220>
<223> tbéng hop
<400> 465
caggtgcagc tggtggagtc tgggggagygc gtggtccagce
60
tcctgtgcag cgtctggatt caccttcagt tactatggca
120
ccaggcaagg ggctggagtg ggtggcagtt atatggtatg
180
gcagactccg tgaagggcceg attcaccatc tccagagaca
240
ctgcaaatga acagcctgag agccgacgac acggctgtct
300
ggtataagtg gaattaaggg gggttcttac tactactact
360
caagggacca cggtcaccgt ctcctca
387
<210> 466
<211> 129
<212> PRT
<213> Trinh tyu nhén tao
<220>
<223> tdng hop
<400> 466
Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val
1 5 10
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe
20 25
Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys
35 40
Ala Val Tle Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Lys His
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser
65 70 75
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Asp Asp Thr
85 90
Ala Arg Asp Lys Gly Ile Ser Gly Ile Lys Gly
100 105
Tyr Tyr Ala Met Asp val Trp Gly Gln Gly Thr
115 120
Ser
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ctgggaggtce
tgcactgggt
atggaagtaa
attccaagaa
attactgtgc

atgccatgga

val Gln Pro
Ser
30

Glu

Thr Phe
Leu
45

Ala

Gly

Tyr Asp

60
Lys

Asn Thr

Ala Val Tyr

Gly Ser Tyr

110
Val Thr

125

Thr

15

cctgagactc
ccgccaggcet
taaacactat
cacgctgtat
gagagataag

cgtctggggc

Gly Arg
15
Tyr Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95
Tyr Tyr

Val Ser



40226

<210> 467

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 467
ggattcacct tcagttacta tggc
24

<210> 468

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 468
Gly Phe Thr Phe Ser Tyr Tyr Gly
1 5

<210> 469

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 469
atatggtatg atggaagtaa taaa
24

<210> 470

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 470

Ile Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Lys
1 5

<210> 471

<211> 66
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<212> ADN

<213>

<220>
<223> tbéng

<400> 471

gcgagagata agggtataag tggaattaag 9999

60
gacgtc
66

472
22
PRT

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

<220>
<223> tbéng

<400> 472

Ala Arg Asp Lys Gly Ile

1

hop

hop

5

40226

Trinh tu nhan tao

Trinh tu nhan tao

Tyr Tyr Ala Met Asp vVal

473
360
ADN

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

<220>
<223> tdng

<400> 473
gaggtgcagc
60
tcctgtgecag
120
ccagggaagyg
180
gactacgctg
240
gtttatctgc
300
gtggactaca
360

474
120
PRT

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

20

hop

tggtggagtc
cctctggatt
ggctggagtyg
cacccgtgaa
aaatgaacag

attggtactt

Trinh tu nhén tao

tgggggaggc
cactttcagt
ggttggccgt
aggcagattc
cctgaaaacc

cgatttctgg

Trinh ty nhén tao
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10

ttggtaaagc
aacgcctgga
attaaaaaca
accatctcaa
gaggacacag

ggccgtggcea

ctggggggte
tgacctgggt
aaattgatgg
gagatgattc
ccgtttatta

ccctggtcac

gttctt actactacta ctatgccatg

Ser Gly Ile Lys Gly Gly Ser Tyr Tyr Tyr

15

ccttagactc
ccgccaggcet
tgggacaaca
aaaaaacacg
ctgttccacg

tgtctcctea



<220>
<223> tbng hop

<400> 474
Glu Val Gln

1
Ser

Trp
Gly
Pro
65

Val

Tyr

Gly

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

Leu
Met
Arg
50

Val
Tyr

Cys

Thr

<220>

<223>

Arg
Thr
35

Ile
Lys
Leu

Ser

Leu
115

475
24

ADN
Trinh tu nhén

<400> 475
ggattcactt tcagtaacgc ctgg

24

<210> 476
<211> 8
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 476
Gly Phe Thr Phe Ser Asn Ala Trp

1

<210>

<211> 30

<212>
<213>

<220>

<223>

477

ADN
Trinh tuyu nhén tao

Leu
Leu
20

Trp
Lys
Gly
Gln
Thr

100
Val

tdng hop

tdng hop

Val
Ser
Val
Asn
Arg
Met
85

Val

Thr

5

Glu
Cys
Arg
Lys
Phe
70

Asn

Asp

Val

tao

40226

Ser Gly
Ala Ala
Gln Ala
40

Ile Asp
55

Thr Ile
Ser Leu

Tyr Asn

Ser Ser
120

-296-

Gly
Ser
25

Pro
Gly
Ser

Lys

Trp
105

Gly
10

Gly
Gly
Gly
Arg
Thr

90
Tyr

Leu
Phe
Lys
Thr
Asp
75

Glu

Phe

val
Thr
Gly
Thr
60

Asp

Asp

Asp

Lys
Phe
Leu
45

Asp
Ser

Thr

Phe

Pro
Ser
30

Glu
Tyr
Lys

Ala

Trp
110

Gly
15

Asn
Trp
Ala
Asn
Val

95
Gly

Gly
Ala
Val
Ala
Thr
80

Tyr

Arg



40226

<400> 477
attaaaaaca aaattgatgg tgggacaaca

30

<210> 478

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 478
Ile Lys Asn Lys Ile Asp Gly Gly Thr Thr
1 5 10

<210> 479

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 479
tccacggtgg actacaattg gtacttcgat ttc

33

<210> 480

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 480
Ser Thr Val Asp Tyr Asn Trp Tyr Phe Asp Phe
1 5 10

<210> 481
<211> 387
<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 481
caggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc gtggtccagc ctgggaggtc cctgagactc

60
tcctgtgecag cgtctggatt caccttcagt ttctttggca tgcactgggt ccgeccaggcet

120

-297-



40226

ccaggcaagg ggctggagtyg ggtggcactt

180

gcagactccg tgaagggccg attcaccatc

240

ctgcaaatga acagtctgag agccgaggac

300

ggagtggcga catttacgag ggggaattac

360

caagggacca cggtcaccgt ctcctca

387

<210> 482

<211> 129

<212> PRT

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>

<223> téng hop

<400> 482

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly

1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20

Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala

35 40
Ala Leu Ile Trp Tyr Asp Gly Thr
50 55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg

65 70

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala

85

Ala Arg Asp Arg Gly Val Ala Thr
100

Asn Tyr Gly Met Asp Val Trp Gly

115 120

Ser

<210> 483

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>

<223> téng hop

<400> 483

ggattcacct tcagtttctt tggc

24

<210> 484

<211> 8

<212> PRT
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atatggtatg
tccagagaca
acggctgttt

tactacaact

Gly Gly Val

10
Ser Gly Phe
25
Pro

Gly Lys

Asn Glu Asn
Ser
75

Thr

Asp Asn

Glu Asp
90
Phe Thr
105

Gln

Arg

Gly Thr

atggaactaa
attccaagtc
actactgtgce

acggtatgga

vVal Gln

Thr Phe
Leu
45

Ala

Gly

Tyr
60
Lys Ser

Ala Val

Gly Asn

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr

Tyr

Tyr

tgaaaactat
cacgctgtat
gagagatagg

cgtctggggce

Gly
15
Phe

Arg
Phe

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95

Tyr Tyr

110

Val
125

Thr

Thr

Val Ser



40226

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 484
Gly Phe Thr Phe Ser Phe Phe Gly
1 5

<210> 485

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 485
atatggtatg atggaactaa tgaa
24

<210> 486

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 486
Ile Trp Tyr Asp Gly Thr Asn Glu
1 5

<210> 487
<211> 66
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 487

gcgagagata ggggagtggc gacatttacg agggggaatt actactacaa ctacggtatg
60

gacgtc

66

<210> 488

<211> 22

<212> PRT

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>

-299-
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ctgggaggte
tgcactgggt
atggaagtaa
attccaagaa
attactgtgc

acggtatgga

Val Gln Pro

Phe Ser
30
Glu

Thr

Leu
45
Ala

Gly

Tyr Asp

60

Lys Asn Met

Ala Val Tyr

<223> tdng hop
<400> 488
Ala Arg Asp Arg Gly val Ala Thr Phe Thr Arg Gly Asn Tyr
1 5 10
Asn Tyr Gly Met Asp Val
20
<210> 489
<211> 387
<212> ADN
<213> Trinh tyu nhén tao
<220>
<223> tbéng hop
<400> 489
caggtgcagc tggtggagtc tgggggaggce gtggtccagce
60
tcctgtgcag cgtctggatt caccttcagt ttctatggca
120
ccaggcaagg ggctggaggy ggtggcagtt atatggtatg
180
gcagactccg tgaagggccg attcaccata tccagagaca
240
ctacaaatga ccagcctgag agccgaggac acggctgtgt
300
ggtaaaactg gaactgggat aactgggtac tcctactact
360
caagggacca cggtcaccgt ctcctca
387
<210> 490
<211> 129
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> tbng hop
<400> 490
Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val
1 5 10
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe
20 25
Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys
35 40
Ala Val Ile Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Lys Tyr
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser
65 70 75
Leu Gln Met Thr Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr
85 90
Ala Arg Asp Ser Gly Lys Thr Gly Thr Gly Ile

-300-

Thr Gly Tyr

Tyr Tyr
15

cctgagactc
ccgccaggcet
taaatactat
catgctgtat
gagagattcg

cgtctggggc

Gly
15
Phe

Arg
Tyr

Gly Val

Ser Val

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95

Ser Tyr



40226

100 105
Tyr Tyr Gly Met Asp val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val
115 120 125
Ser
<210> 491
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbdng hop

<400> 491
ggattcacct tcagtttcta tggc
24

<210> 492

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 492
Gly Phe Thr Phe Ser Phe Tyr Gly
1 5

<210> 493

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 493
atatggtatg atggaagtaa taaa
24

<210> 494

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 494
Ile Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Lys
1 5

-301-

110
Thr Val Ser



495
66
ADN

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

<220>
<223>

<400> 495

gcgagagatt cgggtaaaac tggaactgg

60
gacgtc
66

<210> 496
<211> 22
<212> PRT

tdng hop

40226

Trinh tu nhén tao

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> tdng hop

<400> 496

Ala Arg Asp Ser Gly Lys Thr Gly Thr Gly Ile Thr

1

5

Tyr Tyr Gly Met Asp val

497
354
ADN

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

<220>
<223> téng
<400> 497
cagctgcagce
60
acctgcactg
120
cagcccceccag
180
tacaacccgt
240
tccctgaagt
300
ggggatccgt
354

<210> 498
<211> 118

20

hop

tgcaggagtc
tctctggtgg
ggaagggtct
ccctcgagag
tgacctctgt

cgctcgaccc

Trinh tu nhén tao

gggcccagga
ctccatcatc
ggagtggatt
tcgagtcacc
gaccgccgcea

ctggggccag

-302-

10

ctggtgaagc
actaatagtt
ggtagtatct
atatccgtgg
gacacggcta

ggaaccctgg

cttcggagac
attactgggg
attatagtgg
acacgtccaa
tatattactg

tcaccgtctc

g ataactgggt actcctacta ctacggtatg

Gly Tyr Ser Tyr

15

cctgtccctce
ctggatccgce
gaggacctac
gaaccagttc
tgcgagggaa

ctca



<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

Gln
1
Thr
Ser
Trp
Leu
65
Ser

Cys

Leu

Leu
Leu
Tyr
Ile
50

Glu
Leu

Ala

Val

PRT
Trinh tu nhén

498

Gln
Ser
Tyr
35

Gly
Ser
Lys

Arg

Thr
115

<210> 499

<211> 30

<212> ADN
<213> Trinh

<220>
<223> tbng hop

<400> 499

ggtggctcca tcatcactaa tagttattac

30

<210> 50
<211> 10

<212>
<213>

<220>

<223>

0

PRT
Trinh tu nhén tao

<400> 500
Gly Gly Ser Ile Ile Thr Asn Ser Tyr Tyr

1

<210> 50
<211> 21

<212>
<213>

1

ADN
Trinh tuyu nhan tao

tdng hop

Leu
Leu
20

Trp
Ser
Arg
Leu
Glu

100
Val

Gln
Thr
Gly
Ile
Val
Thr
85

Gly

Ser

ty nhén

tdng hop

5

tao

Glu
Cys
Trp
Tyr
Thr
70

Ser

Asp

Ser

tao

40226

Ser
Thr
Ile
Tyr
55

Ile

Val

Pro

-303-

Gly
val
Arg
40

Ser
Ser

Thr

Ser

Pro
Ser
25

Gln
Gly
Val

Ala

Leu
105

Gly
10

Gly
Pro
Arg
Asp
Ala

90
Asp

10

Leu
Gly
Pro
Thr
Thr
75

Asp

Pro

Val
Ser
Gly
Tyr
60

Ser

Thr

Trp

Lys
Ile
Lys
45

Tyr
Lys

Ala

Gly

Pro
Ile
30

Gly
Asn
Asn

Ile

Gln
110

Ser
15

Thr
Leu
Pro

Gln

Tyr
95
Gly

Glu
Asn
Glu
Ser
Phe
80

Tyr

Thr



40226

<220>
<223> tbéng hop

<400> 501
atctattata gtgggaggac cC
21

<210> 502

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 502
Ile Tyr Tyr Ser Gly Arg Thr
1 5

<210> 503

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 503
gcgagggaag gggatccgtc gctcgacccce
30

<210> 504

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tuyu nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 504
Ala Arg Glu Gly Asp Pro Ser Leu Asp Pro
1 5 10

<210> 505
<211> 363
<212> ADN
<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 505

-304-



40226

gaggtgcagce tggtggagtc tgggggagac

60

tcctgtgcag cctctggatt cacctttage

120

ccagggaagyg ggctggagtyg ggtctcacat

180

gcagactccg tgaagggccyg gttcaccatc

240

ctgcaaatga acagcctgcg agccgaggac

300

atggctacag taggcggtct ctttgcctac

360

tca

363

<210> 506

<211> 121

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>

<223> tbéng hop

<400> 506

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly

1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20

Ala Met Asn Trp Val Arg Gln Ala

35 40
Ser His Ile Ser Gly Ser Gly Gly
50 55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg

65 70

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala

85

Ser Leu Asp Ile Met Ala Thr Val
100

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser

115 120

<210> 507

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> tbéng hop

<400> 507

ggattcacct ttagcaccta tgcc

24

<210> 508

-305-

ttggtacagc
acctatgcca
attagtggta
tccagagaca

acggccatat

tggggccagyg

Gly Asp Leu

10
Gly

Ser Phe

25
Pro

Gly Lys

Asn Ser Tyr
Ser
75

Thr

Asp Asn

Glu Asp
90
Gly Gly Leu
105

Ser

ctggggggtce
tgaactgggt
gtggtggtaa
attccaagaa
attactgttc

gaaccctggt

vVal Gln

Thr Phe
Leu
45

Ala

Gly

Ser
60
Lys Asn

Ala Ile

Phe Ala

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr

Tyr

Tyr
110

cctgagactc
ccgccagget
ttcatactcc
cacgctatat
gctggatata

caccgtctcc

Gly
15
Thr

Gly
Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95

Trp Gly



40226

<211> 8
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 508
Gly Phe Thr Phe Ser Thr Tyr Ala
1 5

<210> 509

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 509
attagtggta gtggtggtaa ttca
24

<210> 510

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhdn tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 510
Ile Ser Gly Ser Gly Gly Asn Ser
1 5

<210> 511

<211> 42

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 511
tcgctggata taatggctac agtaggcggt ctctttgcct ac

42

<210> 512

<211> 14

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>

-306-



<223> tdéng hop

40226

<400> 512

Ser Leu Asp Ile Met Ala Thr Val Gly Gly Leu
1 5 10
<210> 513

<211> 393

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>

<223> tdéng hop

<400> 513

caggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc gtggtccagce
60

tcctgtgtag cgtctggatt catcttcagt ttctatggca
120

ccagacaagg ggctggagtyg ggtggcagtt atatggtatg
180

gcagactccg tgaagggcecg attcaccatc tccagagaca
240

ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac acggctgtgt
300

ggtatttcgt attacgatat tttgactggt aattataact
360

tggggccaag ggaccacggt caccgtctcc tca

393

<210> 514

<211> 131

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> tdéng hop

<400> 514

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val
1 5 10

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Val Ala Ser Gly Phe

20 25
Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Asp Lys
35 40
Ala Val Ile Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Glu Tyr
50 55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser

65 70 75

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr

85 90
Gly Arg Asp Gln Gly Ile Ser Tyr Tyr Asp Ile
100 105
Asn Tyr Tyr Tyr Gly Val Asp Val Trp Gly Gln

-307-

Phe Ala Tyr

ctgggaggtc
tgcactgggt
atggaagtaa
attccaagaa
attactgtgg

attactacgg

Val Gln Pro

Phe Ser
30

Glu

Ile

Leu
45
Ala

Gly
Tyr Asp
60
Lys

Asn Thr

Ala Val Tyr

Thr Gly
110
Thr

Leu

Gly Thr

cctgagacte
ccgeccaggcet
tgaatactat
cacgctgtat
gagagatcaa

tgtggacgtc

Gly
15
Phe

Arg
Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95
Asn Tyr

Val Thr



115

Val Ser Ser
130

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

<220>
<223>

<400>

515
24
ADN
Trinh ty nhén tao

téng hop

515

ggattcatct tcagtttcta tggc

24

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

<220>
<223>

<400>

516

8

PRT

Trinh tu nhan tao

tdéng hop

516

40226

120

Gly Phe Ile Phe Ser Phe Tyr Gly

1

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

<220>
<223>

<400>

5

517
24
ADN
Trinh ty nhén tao

tdng hop

517

atatggtatg atggaagtaa tgaa

24

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

<220>
<223>

<400>

518

8

PRT

Trinh tu nhé&n tao

tdng hop

518

Ile Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Glu

1

5

-308-

125



519
72
ADN

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

<220>
<223>

<400> 519

gggagagatc aaggtatttc gtattacgat a

60

tdng hop

ggtgtggacg tc

72

<210> 520
<211> 24
<212> PRT

40226

Trinh tu nhan tao

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> tdng hop

<400> 520

Gly Arg Asp Gln Gly Ile Ser Tyr Tyr Asp Ile Leu Thr

1

5

Asn Tyr Tyr Tyr Gly Val Asp Val

521
324
ADN

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223> tbéng
<400> 521
gacatccaga
60
atcacttgcc
120
gggaaagcce
180
aggttcagtg
240
gaagattttg
300
caagggacac
324

522
108
PRT

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

20

hop

tgacccagtc
gggcaagtca
ctaagctcct
gcagtggatc
caacttacta

gactggagat

Trinh tu nhan tao

tccatcctcece
gagcattagc
gatctatgct
tgggacagat
ctgtcaacag

taaa

Trinh tu nhén tao

-309-

10

ctgtctgcat
agctatttaa
gcatccagtt
ttcactctca

agttacagta

ctgtaggaga
attggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag

cccctcegat

ttttgactg gtaattataa ctattactac

Gly Asn Tyr

15

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccgtca
tctgcaacct

caccttcggc



<220>
<223> téng hop

<400> 522
Asp Ile Gln Met Thr
1 5
Asp Arg Val Thr Ile
20
Leu Asn Trp Tyr Gln
35
Tyr Ala Ala Ser Ser
50
Ser Gly Ser Gly Thr
65
Glu Asp Phe Ala Thr
85
Ile Thr Phe Gly Gln
100

<210> 523

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhén

<220>
<223> tbéng hop

<400> 523
cagagcatta gcagctat
18

<210> 524

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén

<220>
<223> tdng hop

<400> 524
Gln Ser Ile Ser Ser
1 5

<210> 525

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén

<220>
<223> tbéng hop

<400> 525

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp
70

Tyr

Gly

tao

tao

Tyr

tao

40226

Ser Pro
Cys Arg
Lys Pro
40

Gln Ser
55

Phe Thr
Tyr Cys

Thr Arg

-310-

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Leu

Gln

Leu
105

Ser
10

Ser
Lys
Val
Thr
Gln

90
Glu

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Ser

Ile

Ser
Ser
Pro
Ser
60

Ser

Tyr

Lys

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Ser

Ser
Ser
30

Leu
Phe

Leu

Thr

val
15

Ser
Leu
Ser

Gln

Pro
95

Gly
Tyr
Ile
Gly
Pro

80
Pro



40226

gctgcatcc
9

<210> 526

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 526
Ala Ala Ser
1

<210> 527

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 527
caacagagtt acagtacccc tccgatcacc

30

<210> 528

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 528
Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro Pro Ile Thr
1 5 10

<210> 529
<211> 324
<212> ADN
<213> Trinh tuyu nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 529
gaaattgtgt tgacgcagtc tccaggcacc ctgtctttgt ctccagggga aagagccacec

60
ctctecctgeca gggccagtca gagtgttagc agcagctact tagcctggta ccagcagaaa

120

-311-



cctggccagg

180

gacaggttca

240

cctgaagatt

300

caagggacca

324

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

<220>

<223>

530
108
PRT
Trinh tu nhén

<400> 530

Glu
1
Glu
Tyr
Ile
Gly

65

Pro

Trp

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

Ile
Arg
Leu
Tyr
50

Ser

Glu

Thr

<220>

<223>

Val
Ala
Ala
35

Gly
Gly

Asp

Phe

531
21
ADN
Trinh

<400> 531
cagagtgtta gcagcagcta c

21

<210>

<211> 7

<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

532

PRT
Trinh ty nhé&n tao

532

40226

ctcccaggcet cctcatctat ggtgcatcca gcagggccac tggcatccca

gtggcagtgg gtctgggaca gacttcactc tcaccatcag cagactggag

ttgcagtgta ttactgtcag cagtatggta gctcaccttg gacgttcggce

aggtggaaat caaa

téng hop

Leu
Thr
20

Trp
Ala
Ser

Phe

Gly
100

Thr
Leu
Tyr
Ser
Gly
Ala

85
Gln

tu nhan

tdéng hop

tdng hop

tao

Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
10 : 15

Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Ser
25 30

Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu
40 45

Ser Arg Ala Thr Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser
55 60
Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu
70 75 80
vVal Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro
90 95
Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
105

tao

-312-



40226

Gln Ser Val Ser Ser Ser Tyr
1 5

<210> 533

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 533
ggtgcatcc
9

<210> 534

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 534
Gly Ala Ser
1

<210> 535

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 535
cagcagtatg gtagctcacc ttggacg
27

<210> 536

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 536
Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro Trp Thr
1 5

<210> 537

-313-



40226

<211> 357
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> tbng hop
<400> 537
caggtgcagc tacagcagtg gggcgcagga
60
acctgcgcetyg tctatggtgg gtccttcagt
120
ccagggaagg ggctggagty ggttggggaa
180
ccgtccctcea agagtcgagt caccatatca
240
aagctgacct ctgtgaccgc cgcggacacg
300
ctggaattcc gtttctttga ctactggggc
357
<210> 538
<211> 119
<212> PRT
<213> Trinh tuyu nhén tao
<220>
<223> tdéng hop
<400> 538
Gln Val Gln Leu Gln Gln Trp Gly
1 5
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val
20
Tyr Trp Asn Trp Ile Arg Gln Pro
’ 35 40
Gly Glu Ile Ser His Arg Gly Ser
50 : 55
Ser Arg Val Thr Ile Ser Leu Asp
65 70
Lys Leu Thr Ser Val Thr Ala Ala
85
Arg Asp Glu Glu Leu Glu Phe Arg
100
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 539
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> téng hop

-314-

Ala
Tyr
25

Thr
Thr
Asp

Phe

ctgttgaagc
ggttactact
atcagtcata
ctggacacgt
gctgtgtatt

cagggaaccc

Gly Leu
10
Gly Gly

Pro Gly Lys

Asn Tyr

Ser Lys
75
Thr Ala
90
Phe Asp

105

cttcggagac
ggaactggat
gaggaagcac
ccaagaacca
actgttcgag

tggtcaccgt

Leu Lys Pro
Ser
30

Glu

Ser Phe

Gly Leu

45
Asn Pro Ser
60

Asn Phe

Gln

vVal Tyr Tyr
Gly

110

Tyr Trp

cctgtcccte
ccgccagcecce
caactacaac
gttctccctg
agacgaggaa

ctcctca

Ser Glu
15
Gly Tyr

Trp Val

Leu Lys
Leu
80

Ser

Ser

Cys
95

Gln Gly



<400> 539

40226

ggtgggtcct tcagtggtta ctac

24

<210> 540

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 540
Gly Gly Ser Phe Ser Gly
1 5

<210> 541

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 541
atcagtcata gaggaagcac ¢
21

<210> 542

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 542
Ile Ser His Arg Gly Ser
1 5

<210> 543

<211> 39

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 543

tcgagagacg aggaactgga attccgtttc tttgactac

39

Tyr Tyr

Thr

-315-



40226

ctccagggga

cctggtacca

gggccactgg
ccatcagcag

ggccgctcac

Ser Leu Ser

Val Ser
30

Leu

Ser

Pro Arg

45
Arg

Ala Phe

60
Ser

Ser Leu

<210> 544
<211> 13
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> tbng hop
<400> 544
Ser Arg Asp Glu Glu Leu Glu Phe Arg Phe Phe Asp Tyr
1 5 10
<210> 545
<211> 321
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> téng hop
<400> 545
gaaattgtgt tgacacagtc tccagccacc ctgtctttgt
60
ctctcctgca gggccagtca gagtgttagc agctatttag
120
ggccaggcte ccaggctcct cgtctatggt gcatccaaca
180
aggttcagtg gcagtgggtc tgggacagac ttcactctca
240
gaagattttg cattttatta ctgtcagcag cgtagcaact
300
gggaccaagg tggagatcaa a
321
<210> 546
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> tbng hop
<400> 546
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu
1 5 10
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln
20 25
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala
35 40
Tyr Gly Ala Ser Asn Arg Ala Thr Gly Ile Pro
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile
65 70 75
Glu Asp Phe Ala Phe Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg

-316-

Ser Asn Trp

aagagccacc
acaaaaacct
catcccagcc
cctagagcct

tttcggcgga

Pro
15
Ser

Gly
Tyr

Leu Val

Ser Gly

Glu Pro
80

Pro Leu



85

Thr Phe Gly Gly Gly

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

<220>
<223>

<400>

100

547

18

ADN

Trinh ty nhéan

tdéng hop

547

cagagtgtta gcagctat

18

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

<220>
<223>

<400>

548

6

PRT

Trinh tu nhén

tdng hop

548

Gln Ser Val Ser Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

5

549

9

ADN

Trinh tu nhan

tdng hop

549

ggtgcatcc

9

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

<220>
<223>

<400>

550

3

PRT

Trinh tuyu nhan

tdéng hop

550

Gly Ala Ser

1

40226

90
Thr Lys Val Glu Ile Lys
105

tao

tao

Tyr

tao

tao

-317-

95



551
27
ADN

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

<220>
<223> tdng

<400> 551

hop

40226

Trinh tu nhén tao

cagcagcgta gcaactggcc gctcact

27

<210> 552
<211> 9

<212> PRT
<213>

<220>
<223> tbng

<400> 552

hop

Trinh tu nhén tao

Gln Gln Arg Ser Asn Trp Pro Leu Thr

1

553
372
ADN

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

<220>
<223> tbéng

<400> 553
gaggtgcagc
60
tcctgtgtag
120
ccagggaagg
180
acagactccg
240
ctgcaaatga
300
acaactggaa
360
accgtctcct
372

554
124
PRT

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

<220>

5

hop

tggtggagtc
cctctggatt
ggctggaatg
ttaagggccg
acagcctgag
cttactccta

ca

Trinh tu nhan tao

tgggggaggc

cacctttagc
ggtctcaact
gttcaccatc
agccgacgac

cttctacggt

Trinh tu nhé&n tao

-318-

ttggtacagc
ctctatgcca
attagtggta
tccagagaca
acggccgttt

atggacgtct

ctggggggte
tgacctgggt
gtggtggtgg
attccaagaa

tttactgtac

ggggccaagg

cctgagactce
ccgccaggtt
cacatactac
cacactgtat
gaaagagagt

gaccacggtc



<223> tbéng hop

Glu
Cys
Arg
Ser
Ile
70

Leu

Thr

Thr

tao

40226

Ser Gly
val Ala
Gln Val
40

Gly Gly
55

Ser Arg
Arg Ala
Gly Thr

Thr Val
120

<400> 554
Glu Val Gln Leu Val
1 5

Ser Leu Arg Leu Ser
20

Ala Met Thr Trp Val

35
Ser Thr Ile Ser Gly
50

Lys Gly Arg Phe Thr

65

Leu Gln Met Asn Ser

85

Thr Lys Glu Ser Thr
100

val Trp Gly Gln Gly

115

<210> 555

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhéan

<220>

<223> tbéng hop

<400> 555

ggattcacct ttagcctcta tgcc

24

<210> 556

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 556
Gly Phe Thr Phe Ser Leu Tyr Ala

1

<210>

<211> 24

<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

557

ADN
Trinh tu nhan tao

557

tdng hop

5

-319-

Gly
Ser
25

Pro
Gly
Asp
Asp
Tyr

105
Thr

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp
90

Ser

Val

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Tyr

Ser

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys
Ala

Phe

Ser

Gln
Phe
Leu
45

Thr
Asn

Val

Tyr

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr

Phe

Gly
110

Gly
15

Leu
Trp
Ser
Leu
Tyr

95
Met

Gly
Tyr
vVal
Val
Tyr
80

Cys

Asp



40226

attagtggta gtggtggtgg caca
24

<210> 558

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 558
Ile Ser Gly Ser Gly Gly Gly Thr
1 5

<210> 559

<211> 51

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 559
acgaaagaga gtacaactgg aacttactcc tacttctacg gtatggacgt c

51

<210> 560

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 560
Thr Lys Glu Ser Thr Thr Gly Thr Tyr Ser Tyr Phe Tyr Gly Met Asp
1 5 10 15

Val

<210> 561
<211> 321
<212> ADN
<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<223> téng hop

<400> 561

gacatccaga tgacccagtc tccatcctece ctgtctgecat ctgtaggaga cagagtcacc
60

-320-



40226

atcacttgcc gggcaagtca gaccattagc
120
gggaaagccc ctaagctcct gatctatgct
180
aggttcagtg gcagtggatc tgggacagat
240
gaagattttg caacttacta ctgtcaacag
300
gggaccaagg tggagatcaa a
321
<210> 562
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> tbng hop
<400> 562
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro
1 5
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg
20
Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro
35 40
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
65 70
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys
85
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val
100
<210> 563
<211> 18
<212> ADN
<213> Trinh tuyu nhén tao
<220>
<223> tbng hop
<400> 563
cagaccatta gcagctat
18
<210> 564
<211> 6
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> tdéng hop

-321-

agctatttaa
gcatccagtt
ttcactctca

agttacagta

Ser Leu
10

Ser

Ser
Ala Gln
25
Gly

Lys Ala

Gly Val Pro

Thr Leu
75

Ser

Leu

Gln
90
Ile

Gln

Glu
105

Lys

attggtatca gcagaaacca
tgcaaagtgg ggtcccatca
ccctcagcgg tctccaacct

ccccgctecac tttcggcgga

Val
15
Ser

Ser Ala Ser Gly

Ser Tyr
30

Leu

Thr Ile

Leu Ile

Pro Lys

45
Arg Phe Ser

Ser Gly

60
Ser Gln Pro
80

Leu

Gly Leu

Pro
95

Tyr Ser Thr



40226

<400> 564
Gln Thr Ile Ser Ser Tyr
1 5

<210> 565

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 565
gctgcatcc
9

<210> 566

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 566
Ala Ala Ser
1

<210> 567

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 567
caacagagtt acagtacccc gctcact
27

<210> 568

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 568

Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro Leu Thr
1 5

-322-



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

<220>

<223>

<400>

569
327
PRT
Trinh ty nhan

569

Ala Ser Thr

1
Ser

Phe
Gly
Leu
65

Tyr
Arg
Glu
Asp
Asp
145
Gly
Asn
Trp
Pro
Glu
225
Asn
Ile
Thr
Arg
Cys

305
Leu

Thr
Pro
Val
50

Ser
Thr
Val
Phe
Thr
130
Val
Val
Ser
Leu
Ser
210
Pro
Gln
Ala
Thr
Leu
290

Ser

Ser

Ser
Glu
35

His
Ser
Cys
Glu
Leu
115
Leu
Ser
Glu
Thr
Asn
195
Ser
Gln
Val
Val
Pro
275
Thr

Val

Leu

<210> 570

téng hop

Lys
Glu
20

Pro
Thr
vVal
Asn
Ser
100
Gly
Met
Gln
Val
Tyr
180
Gly
Ile
Val
Ser
Glu
260
Pro
Val

Met

Ser

Gly
Ser
Val
Phe
vVal
vVal
85

Lys
Gly
Ile
Glu
His
165
Arg
Lys
Glu
Tyr
Leu
245
Trp
Val
Asp
His

Leu
325

tao

Pro
Thr
Thr
Pro
Thr
70

Asp
Tyr
Pro
Ser
Asp
150
Asn
Val
Glu
Lys
Thr
230
Thr
Glu
Leu
Lys
Glu

310
Gly

40226

Ser
Ala
Val
Ala
55

Val
His
Gly
Ser
Arg
135
Pro
Ala
Val
Tyr
Thr
215
Leu
Cys
Ser
Asp
Ser
295

Ala

Lys

-323-

Val
Ala
Ser
40

Val
Pro
Lys
Pro
Val
120
Thr
Glu
Lys
Ser
Lys
200
Ile
Pro
Leu
Asn
Ser
280

Arg

Leu

Phe
Leu
25

Trp
Leu
Ser
Pro
Pro
105
Phe
Pro
vVal
Thr
Val
185
Cys
Ser
Pro
Val
Gly
265
Asp

Trp

His

Pro
10

Gly
Asn
Gln
Ser
Ser
90

Cys
Leu
Glu
Gln
Lys
170
Leu
Lys
Lys
Ser
Lys
250
Gln
Gly

Gln

Asn

Leu
Cys
Ser
Ser
Ser
75

Asn
Pro
Phe
Val
Phe
155
Pro
Thr
Val
Ala
Gln
235
Gly
Pro
Ser

Glu

His
315

Ala
Leu
Gly
Ser
60

Leu
Thr
Pro
Pro
Thr
140
Asn
Arg
Val
Ser
Lys
220
Glu
Phe
Glu
Phe
Gly

300
Tyr

Pro
Val
Ala
45

Gly
Gly
Lys
Cys
Pro
125
Cys
Trp
Glu
Leu
Asn
205
Gly
Glu
Tyr
Asn
Phe
285

Asn

Thr

Cys
Lys
30

Leu
Leu
Thr
Val
Pro
110
Lys
Val
Tyr
Glu
His
190
Lys
Gln
Met
Pro
Asn
270
Leu

Val

Gln

Ser
15

Asp
Thr
Tyr
Lys
Asp
95

Ala
Pro
vVal
Val
Gln
175
Gln
Gly
Pro
Thr
Ser
255
Tyr
Tyr

Phe

Lys

Arg
Tyr
Ser
Ser
Thr
80

Lys
Pro
Lys
Val
Asp
160
Phe
Asp
Leu
Arg
Lys
240
Asp
Lys
Ser

Ser

Ser
320



<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

Ala
1

Ser
Phe
Gly
Leu
65

Tyr
Arg
Pro
Thr
Val
145
val
Ser
Leu
Ser
Pro
225
Gln
Ala
Thr
Leu
Ser

305
Ser

Ser
Thr
Pro
vVal
50

Ser
Thr
val
Val
Leu
130
Ser
Glu
Thr
Asn
Ser
210
Gln
Val
Val
Pro
Thr
290

Val

Leu

326
PRT
Trinh tu nhan

570

Thr
Ser
Glu
35

His
Ser
Cys
Glu
Ala
115
Met
Gln
Val
Tyr
Gly
195
Ile
Val
Ser
Glu
Pro
275
Val

Met

Ser

<210> 571
<211> 326
<212> PRT

téng hop

Lys
Glu
20

Pro
Thr
Val
Asn
Ser
100
Gly
Ile
Glu
His
Arg
180
Lys
Glu
Tyr
Leu
Trp
260
Val
Asp
His

Leu

Gly
Ser
vVal
Phe
Val
Val
85

Lys
Pro
Ser
Asp
Asn
165
Val
Glu
Lys
Thr
Thr
245
Glu
Leu
Lys

Glu

Gly
325

tao

Pro
Thr
Thr
Pro
Thr
70

Asp
Tyr
Ser
Arg
Pro
150
Ala
Val
Tyr
Thr
Leu
230
Cys
Ser
Asp
Ser
Ala

310
Lys

40226

Ser Val
Ala Ala

Val Ser
40

Ala Val

55

Val Pro

His Lys
Gly Pro

Val Phe
120

Thr Pro

135

Glu Val

Lys Thr
Ser Val

Lys Cys
200

Ile Ser

215

Pro Pro

Leu Val
Asn Gly
Ser Asp

280
Arg Trp

295
Leu His

-324-

Phe
Leu
25

Trp
Leu
Ser
Pro
Pro
105
Leu
Glu
Gln
Lys
Leu
185
Lys
Lys
Ser
Lys
Gln
265
Gly

Gln

Asn

Pro
10

Gly
Asn
Gln
Ser
Ser
90

Cys
Phe
vVal
Phe
Pro
170
Thr
Val
Ala
Gln
Gly
250
Pro
Ser

Glu

His

Leu
Cys
Ser
Ser
Ser
75

Asn
Pro
Pro
Thr
Asn
155
Arg
Val
Ser
Lys
Glu
235
Phe
Glu
Phe

Gly

Tyr
315

Ala
Leu
Gly
Ser
60

Leu
Thr
Pro
Pro
Cys
140
Trp
Glu
Leu
Asn
Gly
220
Glu
Tyr
Asn
Phe
Asn

300
Thr

Pro
Val
Ala
45

Gly
Gly
Lys
Cys
Lys
125
Val
Tyr
Glu
His
Lys
205
Gln
Met
Pro
Asn
Leu
285

Val

Gln

Cys
Lys
30

Leu
Leu
Thr
Val
Pro
110
Pro
Val
Val
Gln
Gln
190
Gly
Pro
Thr
Ser
Tyr
270
Tyr

Phe

Lys

Ser
15

Asp
Thr
Tyr
Lys
Asp
95

Ala
Lys
Val
Asp
Phe
175
Asp
Leu
Arg
Lys
Asp
255
Lys
Ser

Ser

Ser

Arg
Tyr
Ser
Ser
Thr
80

Lys
Pro
Asp
Asp
Gly
160
Asn
Trp
Pro
Glu
Asn
240
Ile
Thr
Arg
Cys

Leu
320



<213>

<220>

<223>

<400>

571

Ala Ser Thr

1
Ser

Phe
Gly
Leu
65

Tyr
Arg
Pro
Thr
Val
145
Val
Ser
Leu
Ser
Pro
225
Gln
Ala
Thr
Leu
Ser

305
Ser

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

Thr
Pro
Val
50

Ser
Thr
vVal
vVal
Leu
130
Ser
Glu
Thr
Asn
Ser
210
Gln
Val
Val
Pro
Thr
290

Val

Leu

Ser
Glu
35

His
Ser
Cys
Glu
Dla
115
Met
Gln
Val
Tyr
Gly
195
Ile
Val
Ser
Glu
Pro
275
Val

Met

Ser

572
326
PRT
Trinh

tdng hop

Lys
Glu
20

Pro
Thr
Val
Asn
Ser
100
Gly
Ile
Glu
His
Arg
180
Lys
Glu
Tyr
Leu
Trp
260
Val
Asp
His

Pro

Trinh ty nhén

Gly
Ser
Val
Phe
vVal
Val
85

Lys
Pro
Ser
Asp
Asn
165
Val
Glu
Lys
Thr
Thr
245
Glu
Leu
Lys

Glu

Gly
325

tuy nhan

tao

Pro
Thr
Thr
Pro
Thr
70

Asp
Tyr
Ser
Arg
Pro
150
Ala
Val
Tyr
Thr
Leu
230
Cys
Ser
Asp
Ser
Ala

310
Lys

tao

40226

Ser
Ala
Val
Ala
55

Val
His
Gly
Val
Thr
135
Glu
Lys
Ser
Lys
Ile
215
Pro
Leu
Asn
Ser
Arg

295
Leu

-325-

Val
Ala
Ser
40

Val
Pro
Lys
Pro
Phe
120
Pro
Val
Thr
Val
Cys
200
Ser
Pro
Val
Gly
Asp
280
Trp

His

Phe
Leu
25

Trp
Leu
Ser
Pro
Pro
105
Leu
Glu
Gln
Lys
Leu
185
Lys
Lys
Ser
Lys
Gln
265
Gly
Gln

Asn

Pro
10

Gly
Asn
Gln
Ser
Ser
90

Cys
Phe
val
Phe
Pro
170
Thr
Val
Ala
Gln
Gly
250
Pro
Ser

Glu

Arg

Leu
Cys
Ser
Ser
Ser
75

Asn
Pro
Pro
Thr
Asn
155
Arg
Val
Ser
Lys
Glu
235
Phe
Glu
Phe

Gly

Phe
315

Ala
Leu
Gly
Ser
60

Leu
Thr
Pro
Pro
Cys
140
Trp
Glu
Leu
Asn
Gly
220
Glu
Tyr
Asn
Phe
Asn

300
Thr

Pro
Val
Ala
45

Gly
Gly
Lys
Cys
Lys
125
Val
Tyr
Glu
His
Lys
205
Gln
Met
Pro
Asn
Leu
285

Val

Gln

Cys
Lys
30

Leu
Leu
Thr
Val
Pro
110
Pro
Val
Val
Gln
Gln
190
Gly
Pro
Thr
Ser
Tyr
270
Tyr

Phe

Lys

Ser
15

Asp
Thr
Tyr
Lys
Asp
95

Ala
Lys
Val
Asp
Phe
175
Asp
Leu
Arg
Lys
Asp
255
Lys
Ser

Ser

Ser

Arg
Tyr
Ser
Ser
Thr
80

Lys
Pro
Asp
Asp
Gly
160
Asn
Trp
Pro
Glu
Asn
240
Ile
Thr
Arg
Cys

Leu
320



<220>
<223> tbéng hop

<400> 572
Ala Ser Thr

1
Ser

Phe
Gly
Leu
65

Tyr
Arg
Gly
Thr
Val
145
Val
Ser
Leu
Ser
Pro
225
Gln
RAla
Thr
Leu
Ser

305
Ser

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

Thr
Pro
vVal
50

Ser
Thr
vVal
Gly
Leu
130
Ser
Glu
Thr
Asn
Ser
210
Gln
vVal
Val
Pro
Thr
290

Val

Leu

<220>

<223>

Ser
Glu
35

His
Ser
Cys
Glu
Gly
115
Met
Gln
Val
Tyr
Gly
195
Ile
Val
Ser
Glu
Pro
275
Val

Met

Ser

573
326
PRT
Trinh

Lys
Glu
20

Pro
Thr
Val
Asn
Ser
100
Gly
Ile
Glu
His
Arg
180
Lys
Glu
Tyr
Leu
Trp
260
Val
Asp
His

Leu

Gly
Ser
Val
Phe
Val
Val
85

Lys
Pro
Ser
Asp
Asn
165
Val
Glu
Lys
Thr
Thr
245
Glu
Leu
Lys

Glu

Gly
325

tu nhan

tdng hop

Pro
Thr
Thr
Pro
Thr
70

Asp
Tyr
Ser
Arg
Pro
150
Ala
val
Tyr
Thr
Leu
230
Cys
Ser
Asp
Ser
Ala

310
Lys

tao

40226

Ser Val
Ala Ala

Val Ser
40

Ala Val

55

Val Pro

His Lys
Gly Pro

Val Phe
120

Thr Pro

135

Glu Val

Lys Thr
Ser Val

Lys Cys
200

Ile Ser

215

Pro Pro

Leu Val
Asn Gly
Ser Asp

280
Arg Trp

295
Leu His

-326-

Phe
Leu
25

Trp
Leu
Ser
Pro
Pro
105
Leu
Glu
Gln
Lys
Leu
185
Lys
Lys
Ser
Lys
Gln
265
Gly
Gln

Asn

Pro
10

Gly
Asn
Gln
Ser
Ser
90

Cys
Phe
Val
Phe
Pro
170
Thr
Val
Ala
Gln
Gly
250
Pro
Ser

Glu

His

Leu
Cys
Ser
Ser
Ser
75

Asn
Pro
Pro
Thr
Asn
155
Arg
Val
Ser
Lys
Glu
235
Phe
Glu
Phe

Gly

Tyr
315

Ala
Leu
Gly
Ser
60

Leu
Thr
Pro
Pro
Cys
140
Trp
Glu
Leu
Asn
Gly
220
Glu
Tyr
Asn
Phe
Asn

300
Thr

Pro
Val
Ala
45

Gly
Gly
Lys
Cys
Lys
125
Val
Tyr
Glu
His
Lys
205
Gln
Met
Pro
Asn
Leu
285

Val

Gln

Cys
Lys
30

Leu
Leu
Thr
Val
Pro
110
Pro
Val
Val
Gln
Gln
190
Gly
Pro
Thr
Ser
Tyr
270
Tyr

Phe

Lys

Ser
15

Asp
Thr
Tyr
Lys
Asp
95

Ala
Lys
Val
Asp
Phe
175
Asp
Leu
Arg
Lys
Asp
255
Lys

Ser

Ser

Arg
Tyr
Ser
Ser
Thr
80

Lys
Pro
Asp
Asp
Gly
160
Asn
Trp
Pro
Glu
Asn
240
Ile
Thr
Arg

Cys

Leu
320



<400> 573

Ala
1

Ser
Phe
Gly
Leu
65

Tyr
Arg
Gly
Thr
Val
145
Val
Ser
Leu
Ser
Pro
225
Gln
Ala
Thr
Leu
Ser

305
Ser

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

Ser
Thr
Pro
Val
50

Ser
Thr
Val
Gly
Leu
130
Ser
Glu
Thr
Asn
Ser
210
Gln
vVal
Val
Pro
Thr
290

Val

Leu

<220>

<223>

Thr
Ser
Glu
35

His
Ser
Cys
Glu
Gly
115
Met
Gln
Val
Tyr
Gly
195
Ile
Val
Ser
Glu
Pro
275
Val

Met

Ser

574
450
PRT
Trinh

Lys
Glu
20

Pro
Thr
vVal
Asn
Ser
100
Gly
Ile
Glu
His
Arg
180
Lys
Glu
Tyr
Leu
Trp
260
Val
Asp
His

Pro

Gly
Ser
vVal
Phe
Val
Val
85

Lys
Pro
Ser
Asp
Asn
165
Val
Glu
Lys
Thr
Thr
245
Glu
Leu
Lys

Glu

Gly
325

ty nhéan

NP _002277.4)
aa 451-478: danh dau myc—myc—hexahistidin

Pro
Thr
Thr
Pro
Thr
70

Asp
Tyr
Ser
Arg
Pro
150
Ala
Val
Tyr
Thr
Leu
230
Cys
Ser
Asp
Ser
Ala

310
Lys

tao

40226

Ser
Ala
Val
Ala
55

Val
His
Gly
Val
Thr
135
Glu
Lys
Ser
Lys
Ile
215
Pro
Leu
Asn
Ser
Arg

295
Leu

-327-

Val
Ala
Ser
40

Val
Pro
Lys
Pro
Phe
120
Pro
Val
Thr
Val
Cys
200
Ser
Pro
Val
Gly
Asp
280
Trp

His

Phe
Leu
25

Trp
Leu
Ser
Pro
Pro
105
Leu
Glu
Gln
Lys
Leu
185
Lys
Lys
Ser
Lys
Gln
265
Gly
Gln

Asn

Pro
10

Gly
Asn
Gln
Ser
Ser
90

Cys
Phe
Val
Phe
Pro
170
Thr
val
Ala
Gln
Gly
250
Pro
Ser

Glu

Arg

Leu
Cys
Ser
Ser
Ser
75

Asn
Pro
Pro
Thr
Asn
155
Arg
Val
Ser
Lys
Glu
235
Phe
Glu
Phe

Gly

Phe
315

Ala
Leu
Gly
Ser
60

Leu
Thr
Pro
Pro
Cys
140
Trp
Glu
Leu
Asn
Gly
220
Glu
Tyr
Asn
Phe
Asn

300
Thr

Pro
Val
Ala
45

Gly
Gly
Lys
Cys
Lys
125
Val
Tyr
Glu
His
Lys
205
Gln
Met
Pro
Asn
Leu
285

Val

Gln

aa 1-478: Lag3 nguoi (aa 29 théng qua 450 cua

Cys
Lys
30

Leu
Leu
Thr
val
Pro
110
Pro
Val
Val
Gln
Gln
190
Gly
Pro
Thr
Ser
Tyr
270
Tyr

Phe

Lys

Ser
15

Asp
Thr
Tyr
Lys
Asp
95

Ala
Lys
Val
Asp
Phe
175
Asp
Leu
Arg
Lys
Asp
255
Lys
Ser

Ser

Ser

Arg
Tyr
Ser
Ser
Thr
80

Lys
Pro
Asp
Asp
Gly
160
Asn
Trp
Pro
Glu
Asn
240
Ile
Thr
Arg

Cys

Leu
320



<400> 574

Val
1
Ser
Val
Gly
Gly

65
Leu
Arg
Arg
Ala
Ala
145
Cys
Asn
Leu
Gly
Ile
225
Thr
Pro
Pro
Thr
Cys
305
Ala
Gly
Val
Trp
Gln
385
Glu

Leu

Pro
Pro
Thr
His
50

Pro
Arg
Gly
Ala
Leu
130
Ser
Ser
Arg
Ala
Pro
210
Met
Val
Ala
Gly
Leu
290
His
Ile
Lys
Trp
Leu
370
Leu

Leu

Pro

vVal
Thr
Trp
35

Pro
Arg
Ser
Arg
Asp
115
Ser
Pro
Phe
Gly
Glu
195
Trp
Tyr
Tyr
Gly
Gly
275
Arg
Ile
Ile
Leu
Ser
355
Glu
Tyr

Ser

Ala

val
Ile
20

Gln
Leu
Pro
Gly
Gln
100
Ala
Cys
Pro
Ser
Gln
180
Ser
Gly
Asn
Ala
Val
260
Gly
Leu
His
Thr
Leu
340
Ser
Ala
Gln

Ser

Gly

Trp
Pro
His
Ala
Arg
Arg
85

Arg
Gly
Arg
Gly
Arg
165
Gly
Phe
Cys
Leu
Gly
245
Gly
Pro
Glu
Leu
Val
325
Cys
Leu
Gln
Gly
Pro

405
His

Ala
Leu
Gln
Pro
Arg
70

Leu
Gly
Glu
Leu
Ser
150
Pro
Arg
Leu
Ile
Thr
230
Ala
Thr
Asp
Asp
Gln
310
Thr
Glu
Asp
Glu
Glu
390

Gly

Leu

40226

Gln
Gln
Pro
Gly
55

Tyr
Pro
Asp
Tyr
Arg
135
Leu
Asp
Val
Phe
Leu
215
Val
Gly
Arg
Leu
Val
295
Glu
Pro
Val
Thr
Ala
375
Arg

Ala

Glu

-328-

Glu
Asp
Asp
40

Pro
Thr
Leu
Phe
Arg
120
Leu
Arg
Arg
Pro
Leu
200
Thr
Leu
Ser
Ser
Leu
280
Ser
Gln
Lys
Thr
Pro
360
Gln
Leu

Gln

Gln

Gly
Leu
25

Ser
His
Val
Gln
Ser
105
Ala
Arg
Ala
Pro
Val
185
Pro
Tyr
Gly
Arg
Phe
265
vVal
Gln
Gln
Ser
Pro
345
Ser
Leu
Leu

Arg

Lys

DAla
10

Ser
Gly
Pro
Leu
Pro
90

Leu
Ala
Leu
Ser
Ala
170
Arg
Gln
Arg
Leu
Val
250
Leu
Thr
Ala
Leu
Phe
330
Val
Gln
Leu
Gly
Ser

410
Leu

Pro
Leu
Pro
Ala
Ser
75

Arg
Trp
Val
Gly
Asp
155
Ser
Glu
Val
Asp
Glu
235
Gly
Thr
Gly
Gln
Asn
315
Gly
Ser
Arg
Ser
Ala
395
Gly

Ile

Ala
Leu
Pro
Ala
60

Val
vVal
Leu
His
Gln
140
Trp
Val
Ser
Ser
Gly
220
Pro
Leu
Ala
Asp
Ala
300
Ala
Ser
Gly
Ser
Gln
380
Ala

Arg

Ser

Gln
Arg
Ala
45

Pro
Gly
Gln
Arg
Leu
125
Ala
Val
His
Pro
Pro
205
Phe
Pro
Pro
Lys
Asn
285
Gly
Thr
Pro
Gln
Phe
365
Pro
Val

Ala

Glu

Leu
Arg
30

Ala
Ser
Pro
Leu
Pro
110
Arg
Ser
Ile
Trp
His
190
Met
Asn
Thr
Cys
Trp
270
Gly
Thr
Val
Gly
Glu
350
Ser
Trp
Tyr

Pro

Glu

Pro
15

Ala
Ala
Ser
Gly
Asp
95

Ala
Asp
Met
Leu
Phe
175
His
Asp
val
Pro
Arg
255
Thr
Asp
Tyr
Thr
Ser
335
Arg
Gly
Gln
Phe
Gly

415
Asp

Cys
Gly
Pro
Trp
Gly
80

Glu
Arg
Arg
Thr
Asn
160
Arg
His
Ser
Ser
Leu
240
Leu
Pro
Phe
Thr
Leu
320
Leu
Phe
Pro
Cys
Thr
400

Ala

Leu



Gly Gly Gl

His

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

His
450

<220>

<223>

<400>

Val
1

Ser
Val
Gly
Gly
65

Leu
Arg
Arg
Ala
Ala
145
Cys
Asn
Leu
Gly
Ile
225
Thr
Pro

Pro

Thr

435

575
655
PRT
Trinh ty nhan tao

420

NP _002277.4)
aa 451-683: mIgG2aFkc

Pro
Pro
Thr
His
50
Pro
Arg
Gly
Ala
Leu
130
Ser
Ser
Arg
Ala
Pro
210
Met
Val
Ala

Gly

Leu

575

Val
Thr
Trp
35

Pro
Arg
Ser
Arg
Asp
115
Ser
Pro
Phe
Gly
Glu
195
Trp
Tyr
Tyr
Gly
Gly

275
Arg

vVal
Ile
20

Gln
Leu
Pro
Gly
Gln
100
Ala
Cys
Pro
Ser
Gln
180
Ser
Gly
Asn
Ala
Val
260
Gly

Leu

Trp
5

Pro
His
Ala
Arg
Arg
85

Arg
Gly
Arg
Gly
Arg
165
Gly
Phe
Cys
Leu
Gly
245
Gly

Pro

Glu

Ala
Leu
Gln
Pro
Arg
70

Leu
Gly
Glu
Leu
Ser
150
Pro
Arg
Leu
Ile
Thr
230
Ala
Thr

Asp

Asp

40226

Gln
Gln
Pro
Gly
55

Tyr
Pro
Asp
Tyr
Arg
135
Leu
Asp
Val
Phe
Leu
215
Val
Gly
Arg

Leu

Val

-329-

440

Glu
Asp
Asp
40

Pro
Thr
Leu
Phe
Arg
120
Leu
Arg
Arg
Pro
Leu
200
Thr
Leu
Ser
Ser
Leu

280
Ser

425

Gly
Leu
25

Ser
His
Val
Gln
Ser
105
Ala
Arg
Ala
Pro
Val
185
Pro
Tyr
Gly
Arg
Phe
265

Val

Gln

aa 1-683: Lag3 nguoi (aa 29 théng

Ala
10

Ser
Gly
Pro
Leu
Pro
90

Leu
Ala
Leu
Ser
Ala
170
Arg
Gln
Arg
Leu
Val
250
Leu

Thr

Ala

qua

Pro
Leu
Pro
Ala
Ser
75

Arg
Trp
Val
Gly
Asp
155
Ser
Glu
Val
Asp
Glu
235
Gly
Thr

Gly

Gln

u Gln Lys Leu Ile Ser Glu Glu Asp Leu

450

Ala
Leu
Pro
Ala
60

Val
vVal
Leu
His
Gln
140
Trp
Val
Ser
Ser
Gly
220
Pro
Leu
Ala

Asp

Ala

445

cua

Gln
Arg
Ala
45

Pro
Gly
Gln
Arg
Leu
125
Ala
Val
His
Pro
Pro
205
Phe
Pro
Pro
Lys
Asn

285
Gly

430

Leu
Arg
30

Ala
Ser
Pro
Leu
Pro
110
Arg
Ser
Ile
Trp
His
190
Met
Asn
Thr
Cys
Trp
270
Gly

Thr

Pro
15

Ala
Ala
Ser
Gly
Asp
95

Ala
Asp
Met
Leu
Phe
175
His
Asp
Val
Pro
Arg
255
Thr

Asp

Tyr

His His His His

Cys
Gly
Pro
Trp
Gly
80

Glu
Arg
Arg
Thr
Asn
160
Arg
His
Ser
Ser
Leu
240
Leu
Pro

Phe

Thr



Cys
305
Ala
Gly
Val
Trp
Gln
385
Glu
Leu
Pro
Phe
Pro
465
Val
Thr
Ala
Cys
Ser
545
Pro
Val
Gly
Asp
Trp

625
His

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

290
His

Ile
Lys
Trp
Leu
370
Leu
Leu
Pro
Pro
Ile
450
Ile
Gln
Gln
Leu
Lys
530
Lys
Pro
Thr
Lys
Gly
610

Val

Asn

<220>

<223>

Ile
Ile
Leu
Ser
355
Glu
Tyr
Ser
Ala
Cys
435
Phe
Val
Ile
Thr
Pro
515
Val
Pro
Glu
Asp
Thr
595
Ser

Glu

His

576
516
PRT
Trinh

His
Thr
Leu
340
Ser
Ala
Gln
Ser
Gly
420
Lys
Pro
Thr
Ser
His
500
Ile
Asn
Lys
Glu
Phe
580
Glu
Tyr

Arg

His

Leu
Val
325
Cys
Leu
Gln
Gly
Pro
405
His
Cys
Pro
Cys
Trp
485
Arg
Gln
Asn
Gly
Glu
565
Met
Leu
Phe

Asn

Thr
645

tu nhén

Gln
310
Thr
Glu
Asp
Glu
Glu
390
Gly
Leu
Pro
Lys
Val
470
Phe
Glu
His
Lys
Ser
550
Met
Pro
Asn
Met
Ser

630
Thr

tao

40226

295
Glu

Pro
vVal
Thr
Ala
375
Arg
Ala
Glu
Ala
Ile
455
Val
Val
Asp
Gln
Asp
535
Val
Thr
Glu
Tyr
Tyr
615

Tyr

Lys

Gln
Lys
Thr
Pro
360
Gln
Leu
Gln
Pro
Pro
440
Lys
Val
Asn
Tyr
Asp
520
Leu
Arg
Lys
Asp
Lys
600
Ser

Ser

Ser

Gln
Ser
Pro
345
Ser
Leu
Leu
Arg
Arg
425
Asn
Asp
Asp
Asn
Asn
505
Trp
Pro
Ala
Lys
Ile
585
Asn
Lys

Cys

Phe

Leu
Phe
330
Val
Gln
Leu
Gly
Ser
410
Gly
Leu
Val
Val
Val
490
Ser
Met
Ala
Pro
Gln
570
Tyr
Thr
Leu

Ser

Ser
650

Asn
315
Gly
Ser
Arg
Ser
Ala
395
Gly
Pro
Leu
Leu
Ser
475
Glu
Thr
Ser
Pro
Gln
555
Val
Val
Glu
Arg
Val

635
Arg

300
Ala

Ser
Gly
Ser
Gln
380
Ala
Arg
Thr
Gly
Met
460
Glu
Val
Leu
Gly
Ile
540
vVal
Thr
Glu
Pro
Val
620

Val

Thr

Thr
Pro
Gln
Phe
365
Pro
Val
Ala
Ile
Gly
445
Ile
Asp
His
Arg
Lys
525
Glu
Tyr
Leu
Trp
vVal
605
Glu
His

Pro

val
Gly
Glu
350
Ser
Trp
Tyr
Pro
Lys
430
Pro
Ser
Asp
Thr
Val
510
Glu
Arg
Val
Thr
Thr
590
Leu
Lys

Glu

Gly

aa 1-533 (aa 18 thdéng qua 533 cua khi cynomolgus

Thr
Ser
335
Arg
Gly
Gln
Phe
Gly
415
Pro
Ser
Leu
Pro
Ala
495
Val
Phe
Thr
Leu
Cys
575
Asn
Asp
Lys

Gly

Lys
655

xP_005570011.1 bi bién @bi thay thé amino axit tai

-330-

Leu
320
Leu
Phe
Pro
Cys
Thr
400
Ala
Cys
Val
Ser
Asp
480
Gln
Ser
Lys
Ile
Pro
560
Met
Asn
Ser

Asn

Leu
640



40226

vi tri 74 bdng P dya trén
XP_001108923.1

<400> 576
Ala Pro Val Lys Pro Pro Gln Pro
1 5
Ala Gln Glu Gly Ala Pro Ala Gln
20
Leu Gln Asp Leu Ser Leu Leu Arg
35 40
Gln Pro Asp Ser Gly Pro Pro Ala
50 55
pro Gly His Arg Pro Ala Ala Pro
65 70
Arg Tyr Thr Val Leu Ser val Gly
85
Leu Pro Leu Gln Pro Arg Val Gln
100
Gly Asp Phe Ser Leu Trp Leu Arg
115 120
Glu Tyr Arg Ala Thr Val His Leu
130 135
Leu Arg Leu Arg Val Gly Gln Ala
145 150
Ser Leu Arg Thr Ser Asp Trp Val
165
Pro Asp Arg Pro Ala Ser Val His
180
Arg Val Pro Val Gln Gly Ser Pro
195 200
Leu Phe Leu Pro His Val Gly Pro
210 215
Ile Leu Thr Tyr Arg Asp Gly Phe
225 230
Thr Val Leu Gly Leu Glu Pro Ala
245
Ala Gly Ser Arg Val Glu Leu Pro
260
Thr Gln Ser Phe Leu Thr Ala Lys
275 280
Asp Leu Leu Val Ala Gly Asp Asn
290 295
Asp Val Ser Gln Ala Gln Ala Gly
305 310
Gln Gly Gln Gln Leu Asn Ala Thr
325
Thr Pro Lys Ser Phe Gly Ser Pro
340
Glu Val Thr Pro Ala Ser Gly Gln
355 360
Asn Thr Pro Ser Gln Arg Ser Phe
370 375
Glu Ala Gln Leu Leu Ser Gln Pro
385 390
Glu Arg Leu Leu Gly Ala Ala Val

-331-

khi

Gly
Leu
25

Arg
Pro
Tyr
Pro
Leu
105
Pro
Arg
Ser
Ile
Trp
185
His
Met
Asn
Thr
Cys
265
Trp
Gly
Thr
Val
Gly
345
Glu
Ser

Trp

Tyr

Ala
10

Pro
Ala
Ala
Ser
Gly
90

Asp
Ala
Asp
Met
Leu
170
Phe
His
Asp
Val
Pro
250
Arg
Ala
Asp
Tyr
Thr
330
Ser
His
Gly

Gln

Phe

do

Glu
Cys
Gly
Pro
Trp
75

Gly
Glu
Arg
Arg
Thr
155
Asn
Arg
His
Ser
Ser
235
Leu
Leu
Pro
Phe
Ile
315
Leu
Leu
Phe
Pro
Cys

395
Thr

Ile
Ser
vVal
Gly
60

Gly
Leu
Arg
Arg
Ala
140
Ala
Cys
Ser
Leu
Gly
220
Ile
Thr
Pro
Pro
Thr
300
Cys
Ala
Gly
vVal
Trp
380

Gln

Glu

Ser
Pro
Thr
45

His
Pro
Arg
Gly
Ala
125
Leu
Ser
Ser
Arg
Ala
205
Leu
Met
Val
Pro
Gly
285
Leu
His
Ile
Lys
Trp
365
Leu

Leu

Leu

vVal
Thr
30

Trp
Pro
Arg
Ser
Arg
110
Asp
Ser
Pro
Phe
Gly
190
Glu
Trp
Tyr
Tyr
Ala
270
Gly
Arg
Ile
Ile
Leu
350
Ser
Glu
His

Ser

Val
15

Ile
Gln
Pro
Pro
Gly
95

Gln
Ala
Cys
Pro
Ser
175
Gln
Ser
Gly
Asn
Ala
255
Val
Gly
Leu
Arg
Thr
335
Leu
Pro
Ala

Gln

Ser

Trp
Pro
His
Val
Arg
80

Arg
Arg
Gly
Arg
Gly
160
Arg
Gly
Phe
Cys
Leu
240
Gly
Gly
Pro
Glu
Leu
320
Val
Cys
Leu
Gln
Gly

400
Pro



Gly
Leu
Thr
Arg
465
Lys

Leu

Pro

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

Ala
Pro
Gly
450
Phe
Ile

Glu

Glu

<220>

<223>

Gln
Leu
435
Ala
Ser
Glu

Arg

Gln
515

577
449
PRT
Trinh

<400> 577
Gln Val Gln

1
Ser

Gly
Ala
Lys
65

Leu
Ala
Trp
Pro
Thr
145
Thr
Pro
Thr

Asp

Tyr

Leu
Met
Ile
50

Gly
Gln
Ser
Gly
Ser
130
Ala
Val
Ala
Val
His

210
Gly

Arg
His
35

Ile
Arg
Met
Val
Gln
115
Val
Ala
Ser
Val
Pro
195

Lys

Pro

Arg
420
Phe
Phe
Ala
Glu
Glu

500
Leu

405
Ser

Leu
Gly
Leu
Leu

485
Leu

tu nhén

tdng hop

Leu
Leu
20

Trp
Trp
Phe
Asn
Ala
100
Gly
Phe
Leu
Trp
Leu
180
Ser

Pro

Pro

Val
Ser
vVal
Tyr
Thr
Ser
85

Thr
Thr
Pro
Gly
Asn
165
Gln
Ser

Ser

Cys

Gly
Ile
Phe
Glu
470
Glu

Gly

tao

Glu
Cys
Arg
Asp
Ile
70

Leu
Ser
Thr
Leu
Cys
150
Ser
Ser
Ser

Asn

Pro

40226

Arg
Leu
His
455
Gln

Gln

Pro

Ser
Val
Gln
Gly
55

Ser
Arg
Gly
Val
Ala
135
Leu
Gly
Ser
Leu
Thr

215
Pro

-332-

Ala
Gly
440
Leu
Gly
Glu

Glu

Gly
Ala
Ala
40

Ser
Arg
Ala
Asp
Thr
120
Pro
Val
Ala
Gly
Gly
200
Lys

Cys

Pro
425
Val
Trp
Ile

Pro

Pro
505

Gly
Ser
25

Pro
Asn
Asp
Glu
Phe
105
vVal
Cys
Lys
Leu
Leu
185
Thr

Val

Pro

410
Gly

Leu
Arg
His
Glu

490
Glu

Gly
10

Gly
Gly
Lys
Asn
Asp
90

Asp
Ser
Ser
Asp
Thr
170
Tyr
Lys

Asp

Ala

Ala
Phe
Arg
Pro
475

Leu

Pro

Val
Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr
Tyr
Ser
Arg
Tyr
155
Ser
Ser
Thr
Lys

Pro

Leu
Leu
Gln
460
Pro

Glu

Gly

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys
Ala
Tyr
Ala
Ser
140
Phe
Gly
Leu
Tyr
Arg

220
Pro

Arg
Leu
445
Trp
Gln

Pro

Pro

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn
Val
Gly
Ser
125
Thr
Pro
Val
Ser
Thr
205

Val

Val

Ala
430
Leu
Arg
Ala

Glu

Glu
510

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr
Tyr
Met
110
Thr
Ser
Glu
His
Ser
190
Cys

Glu

Ala

415
Gly

Leu
Pro
Gln
Pro

495
Pro

Gly
15

Ser
Trp
Ser
Gln
Tyr
95

Asp
Lys
Glu
Pro
Thr
175
vVal
Asn

Ser

Gly

His
val
Arg
Ser
480

Glu

Glu

Arg
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys
Val
Gly
Ser
vVal
160
Phe
val
Val
Lys

Pro



225
Ser

Arg
Pro
Ala
Val
305
Tyr
Thr
Leu
Cys
Ser
385
Asp
Ser

Ala

Lys

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

val
Thr
Glu
Lys
290
Ser
Lys
Ile
Pro
Leu
370
Asn
Ser

Arg

Leu

<220>

<223>

Phe
Pro
Val
275
Thr
Val
Cys
Ser
Pro
355
Val
Gly
Asp

Trp

His
435

578
214
PRT
Trinh

<400> 578
Glu Ile Val

1
Glu

Leu
Tyr
Ser
65

Glu

Thr

Pro

Arg
Ala
Asp
50

Gly
Asp

Phe

Ser

Thr
Trp
35

Dla
Ser
Phe

Gly

Val

Leu
Glu
260
Gln
Lys
Leu
Lys
Lys
340
Ser
Lys
Gln
Gly
Gln

420
Asn

Phe
245
Val
Phe
Pro
Thr
val
325
Ala
Gln
Gly
Pro
Ser
405
Glu

His

tu nhén

tdng hop

Leu
Thr
20

Tyr
Ser
Gly
Ala
Gly

100
Phe

Thr
Leu
Gln
Lys
Thr
Val
85

Gly

Ile

230
Pro

Thr
Asn
Arg
vVal
310
Ser
Lys
Glu
Phe
Glu
390
Phe

Gly

Tyr

tao

Gln
Ser
Gln
Arg
Gly
70

Tyr
Thr

Phe

40226

Pro
Cys
Trp
Glu
295
Leu
Asn
Gly
Glu
Tyr
375
Asn
Phe

Asn

Thr

Ser
Cys
Lys
Ala
55

Phe
Tyr
Lys

Pro

Lys
vVal
Tyr
280
Glu
His
Lys
Gln
Met
360
Pro
Asn
Leu

Val

Gln
440

Pro
Arg
Pro
40

Thr
Thr
Cys

Val

Pro

-333-

Pro
vVal
265
Val
Gln
Gln
Gly
Pro
345
Thr
Ser
Tyr
Tyr
Phe

425
Lys

Ala
Ala
25

Gly
Gly
Leu
Gln
Glu

105
Ser

Lys
250
Val
Asp
Phe
Asp
Leu
330
Arg
Lys
Asp
Lys
Ser
410

Ser

Ser

Thr
10

Ser
Gln
Ile
Thr
Gln
90

Ile

Asp

235
Asp

Asp
Gly
Asn
Trp
315
Pro
Glu
Asn
Ile
Thr
395
Arg

Cys

Leu

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Arg

Lys

Glu

Thr
vVal
val
Ser
300
Leu
Ser
Pro
Gln
Ala
380
Thr
Leu

Ser

Ser

Ser
Arg
Pro
Ala
60

Ser
Ser

Arg

Gln

Leu
Ser
Glu
285
Thr
Asn
Ser
Gln
val
365
Val
Pro
Thr

Val

Leu
445

Leu
Ile
Arg
45

Arg
Ser
Asn

Thr

Leu

Met
Gln
270
Val
Tyr
Gly
Ile
Val
350
Ser
Glu
Pro
Val
Met

430
Ser

Ser
Ser
30

Leu
Phe
Leu
Trp
Val

110
Lys

Ile
255
Glu
His
Arg
Lys
Glu
335
Tyr
Leu
Trp
Val
Asp
415
His

Leu

Pro
15

Thr
Leu
Ser
Glu
Pro
95

Ala

Ser

240
Ser

Asp
Asn
Val
Glu
320
Lys
Thr
Thr
Glu
Leu
400
Lys

Glu

Gly

Gly
Tyr
Ile
Gly
Pro
80

Leu

Ala

Gly



Thr
Lys
145
Glu
Ser

Ala

Phe

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

Ala
130
vVal
Ser
Thr

Cys

Asn
210

<220>

<223>

<400>

115
Ser

Gln
Val
Leu
Glu

195
Arg

579
450
PRT
Trinh

579

Gln Val Gln

1
Ser

Gly
Ala
Lys
65

Leu
Ala
Trp
Pro
Thr
145
Thr
Pro
Thr
Asp
Tyr

225
Pro

Leu
Met
Ile
50

Gly
Gln
Ser
Gly
Ser
130
Ala
Val
Ala
val
His
210
Gly

Ser

Arg
His
35

Ile
Arg
Met
Val
Gln
115
Val
Ala
Ser
Val
Pro
195
Lys

Pro

Val

Val
Trp
Thr
Thr
180

vVal

Gly

vVal
Lys
Glu
165
Leu

Thr

Glu

tu nhéan

tdng hop

Leu
Leu
20

Trp
Trp
Phe
Asn
Ala
100
Gly
Phe
Leu
Trp
Leu
180
Ser
Pro

Pro

Phe

Val
Ser
Val
Tyr
Thr
Ser
85

Thr
Thr
Pro
Gly
Asn
165
Gln
Ser
Ser
Cys

Leu

Cys
Val
150
Gln
Ser
His

Cys

tao

Glu
Cys
Arg
Asp
Ile
70

Leu
Ser
Thr
Leu
Cys
150
Ser
Ser
Ser
Asn
Pro

230
Phe

40226

Leu
135
Asp
Asp
Lys

Gln

Ser
Val
Gln
Gly
55

Ser
Arg
Gly
Val
Ala
135
Leu
Gly
Ser
Leu
Thr
215

Pro

Pro

-334-

120
Leu

Asn
Ser
Ala

Gly
200

Gly
Ala
Ala
40

Ser
Arg
Ala
Asp
Thr
120
Pro
Val
Ala
Gly
Gly
200
Lys

Cys

Pro

Asn
Ala
Lys
Asp

185
Leu

Gly
Ser
25

Pro
Asn
Asp
Glu
Phe
105
Val
Cys
Lys
Leu
Leu
185
Thr
Val

Pro

Lys

Asn
Leu
Asp
170
Tyr

Ser

Gly
10

Gly
Gly
Lys
Asn
Asp
90

Asp
Ser
Ser
Asp
Thr
170
Tyr
Lys
Asp

Ala

Pro

Phe
Gln
155
Ser

Glu

Ser

Val
Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr
Tyr
Ser
Arg
Tyr
155
Ser
Ser
Thr
Lys
Pro

235
Lys

Tyr
140
Ser
Thr
Lys

Pro

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys
Ala
Tyr
Ala
Ser
140
Phe
Gly
Leu
Tyr
Arg
220

Glu

Asp

125
Pro

Gly
Tyr
His

val
205

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn
Val
Gly
Ser
125
Thr
Pro
Val
Ser
Thr
205
Val

Phe

Thr

Arg
Asn
Ser
Lys

190
Thr

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr
Tyr
Met
110
Thr
Ser
Glu
His
Ser
190
Cys
Glu

Leu

Leu

Glu
Ser
Leu
175
Val

Lys

Gly
15

Ser
Trp
Ser
Gln
Tyr
95

Asp
Lys
Glu
Pro
Thr
175
Val
Asn
Ser

Gly

Met

Ala
Gln
160
Ser

Tyr

Ser

Arg
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys
Val
Gly
Ser
Val
160
Phe
vVal
Val
Lys
Gly

240
Ile



Ser
Asp
Asn
Val
305
Glu
Lys
Thr
Thr
Glu
385
Leu
Lys

Glu

Gly

Arg
Pro
Ala
290
Val
Tyr
Thr
Leu
Cys
370
Ser
Asp
Ser

Ala

Lys
450

Thr
Glu
275
Lys
Ser
Lys
Ile
Pro
355
Leu
Asn
Ser

Arg

Leu
435

<210> 580
<211> 445
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> tdng hop

<400> 580

Gln
1
Thr
Tyr
Gly
Ser
65
Lys
Arg
Thr

Pro

vVal
Leu
Trp
Glu
50

Arg
Leu
Asp

Leu

Leu

Gln
Ser
Asn
35

Ile
Val
Thr
Glu
Val

115
Ala

Pro
260
Val
Thr
val
Cys
Ser
340
Pro
Val
Gly
Asp
Trp

420
His

245
Glu

Gln
Lys
Leu
Lys
325
Lys
Ser
Lys
Gln
Gly
405

Gln

Asn

tu nhén

Leu
Leu
20

Trp
Ser
Thr
Ser
Glu
100

Thr

Pro

Gln
Thr
Ile
His
Ile
Val
85

Leu

Val

Cys

Val
Phe
Pro
Thr
310
Val
Ala
Gln
Gly
Pro
390
Ser

Glu

His

tao

Gln
Cys
Arg
Arg
Ser
70

Thr
Glu

Ser

Ser

40226

Thr
Asn
Arg
295
Val
Ser
Lys
Glu
Phe
375
Glu
Phe

Gly

Tyr

Trp
Ala
Gln
Gly
55

Leu
Ala
Phe

Ser

Arg

Cys
Trp
280
Glu
Leu
Asn
Gly
Glu
360
Tyr
Asn
Phe

Asn

Thr
440

Gly
val
Pro
40

Ser
Asp
Ala
Arg
Ala

120
Ser

-335-

Val
265
Tyr
Glu
His
Lys
Gln
345
Met
Pro
Asn
Leu
Val

425
Gln

Ala
Tyr
25

Pro
Thr
Thr
Asp
Phe
105

Ser

Thr

250
Val

vVal
Gln
Gln
Gly
330
Pro
Thr
Ser
Tyr
Tyr
410

Phe

Lys

Gly
10

Gly
Gly
Asn
Ser
Thr
90

Phe
Thr

Ser

Val
Asp
Phe
Asp
315
Leu
Arg
Lys
Asp
Lys
395
Ser

Ser

Ser

Leu
Gly
Lys
Tyr
Lys
75

Ala
Asp
Lys

Glu

Asp
Gly
Asn
300
Trp
Pro
Glu
Asn
Ile
380
Thr
Arg

Cys

Leu

Leu
Ser
Gly
Asn
60

Asn
Val
Tyr
Gly

Ser

Val
vVal
285
Ser
Leu
Ser
Pro
Gln
365
Ala
Thr
Leu

Ser

Ser
445

Lys
Phe
Leu
45

Pro
Gln
Tyr
Trp
Pro

125
Thr

Ser
270
Glu
Thr
Asn
Ser
Gln
350
Val
Val
Pro
Thr
Val

430
Leu

Pro
Ser
30

Glu
Ser
Phe
Tyr
Gly
110

Ser

Ala

255
Gln

vVal
Tyr
Gly
Ile
335
Val
Ser
Glu
Pro
Val
415

Met

Ser

Ser
15

Gly
Trp
Leu
Ser
Cys
95

Gln

Val

Ala

Glu
His
Arg
Lys
320
Glu
Tyr
Leu
Trp
Val
400
Asp
His

Leu

Glu
Tyr
Val
Lys
Leu
80

Ser
Gly

Phe

Leu



Gly
145
Asn
Gln
Ser
Ser
Cys
225
Phe
vVal
Phe
Pro
Thr
305
Val
Ala
Gln
Gly
Pro
385
Ser

Glu

His

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

130
Cys

Ser
Ser
Ser
Asn
210
Pro
Pro
Thr
Asn
Arg
290
Val
Ser
Lys
Glu
Phe
370
Glu
Phe

Gly

Tyr

<220>

<223>

Leu
Gly
Ser
Leu
195
Thr
Pro
Pro
Cys
Trp
275
Glu
Leu
Asn
Gly
Glu
355
Tyr
Asn
Phe

Asn

Thr
435

581
214
PRT
Trinh

<400> 581
Glu Ile Val Leu Thr

1

val
Ala
Gly
180
Gly
Lys
Cys
Lys
Val
260
Tyr
Glu
His
Lys
Gln
340
Met
Pro
Asn
Leu
Val

420
Gln

Lys
Leu
165
Leu
Thr
vVal
Pro
Pro
245
Val
Val
Gln
Gln
Gly
325
Pro
Thr
Ser
Tyr
Tyr
405

Phe

Lys

tu nhan

tdng hop

5

Glu Arg Ala Thr Leu

20

Leu Ala Trp Tyr Gln

Asp
150
Thr
Tyr
Lys
Asp
Ala
230
Lys
Val
Asp
Phe
Asp
310
Leu
Arg
Lys
Asp
Lys
390
Ser

Ser

Ser

tao

40226

135
Tyr

Ser
Ser
Thr
Lys
215
Pro
Asp
Asp
Gly
Asn
295
Trp
Pro
Glu
Asn
Ile
375
Thr
Arg

Cys

Leu

Phe
Gly
Leu
Tyr
200
Arg
Pro
Thr
Val
vVal
280
Ser
Leu
Ser
Pro
Gln
360
Ala
Thr
Leu

Ser

Ser
440

Pro
vVal
Ser
185
Thr
Val
Val
Leu
Ser
265
Glu
Thr
Asn
Ser
Gln
345
Val
vVal
Pro
Thr
Val

425
Leu

Gln Ser Pro Ala

Ser Cys Arg Ala

25

Gln Lys Pro Gly

-336-

Glu
His
170
Ser
Cys
Glu
Ala
Met
250
Gln
vVal
Tyr
Gly
Ile
330
Val
Ser
Glu
Pro
Val
410

Met

Ser

Pro
155
Thr
Val
Asn
Ser
Gly
235
Ile
Glu
His
Arg
Lys
315
Glu
Tyr
Leu
Trp
Val
395
Asp
His

Leu

140
val

Phe
vVal
vVal
Lys
220
Pro
Ser
Asp
Asn
vVal
300
Glu
Lys
Thr
Thr
Glu
380
Leu
Lys

Glu

Gly

Thr
Pro
Thr
Asp
205
Tyr
Ser
Arg
Pro
Ala
285
Val
Tyr
Thr
Leu
Cys
365
Ser
Asp
Ser

Ala

Lys
445

Thr Leu Ser Leu

10

Ser Gln Ser Val

Gln Ala Pro Arg

Val
Ala
val
190
His
Gly
Val
Thr
Glu
270
Lys
Ser
Lys
Ile
Pro
350
Leu
Asn
Ser

Arg

Leu
430

Ser

Ser
30
Leu

Ser
vVal
175
Pro
Lys
Pro
Phe
Pro
255
Val
Thr
Val
Cys
Ser
335
Pro
Val
Gly
Asp
Trp

415
His

Pro
15
Ser

Leu

Trp
160
Leu
Ser
Pro
Pro
Leu
240
Glu
Gln
Lys
Leu
Lys
320
Lys
Ser
Lys
Gln
Gly
400
Gln

Asn

Gly
Tyr

Val



Tyr
Ser
65

Glu
Thr
Pro
Thr
Lys
145
Glu
Ser

Ala

Phe

Gly
50

Gly
Asp
Phe
Ser
Ala
130
val
Ser
Thr

Cys

Asn
210

35
Ala

Ser
Phe
Gly
Val
115
Ser
Gln
val
Leu
Glu

195
Arg

<210> 582
<211> 525
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> tdng hop

<400> 582

Met
1
Val
Trp
Pro
His
65
Ala
Arg
Arg
Arg
Gly

145
Arg

Trp
Ala
Ala
Leu
50

Gln
Pro
Arg
Leu
Gly
130

Glu

Leu

Glu
Pro
Gln
35

Gln
Pro
Gly
Tyr
Pro
115
Asp

Tyr

Arg

Ser
Gly
Ala
Gly
100
Phe
vVal
Trp
Thr
Thr
180

Val

Gly

Asn
Thr
Phe
85

Gly
Ile
Val
Lys
Glu
165
Leu

Thr

Glu

tu nhan

Ala
Val
20

Glu
Asp
Asp
Pro
Thr
100
Leu
Phe

Arg

Leu

Gln
Lys
Gly
Leu
Ser
His
85

Val
Gln
Ser

Ala

Arg

Arg
Asp
70

Tyr
Thr
Phe
Cys
Val
150
Gln
Ser
His

Cys

tao

Phe
Pro
Ala
Ser
Gly
70

Pro
Leu
Pro
Leu
Ala

150
Leu

40226

40
Ala Thr
55
Phe Thr

Tyr Cys
Lys Val
Pro Pro
120
Leu Leu
135
Asp Asn
Asp Ser

Lys Ala

Gln Gly
200

Leu Gly
Leu Gln

Pro Ala
40

Leu Leu

55

Pro Pro

Ala Ala

Ser Val

Arg Val
120

Trp Leu

135

Val His

Gly Gln

-337-

Gly
Leu
Gln
Glu
105
Ser
Asn
Ala
Lys
AsSp

185
Leu

Leu
Pro
25

Gln
Arg
Ala
Pro
Gly
105
Gln
Arg

Leu

Ala

Ile
Thr
Gln
90

Ile
Asp
Asn
Leu
Asp
170

Tyr

Ser

Leu
10

Gly
Leu
Arg
Ala
Ser
90

Pro
Leu
Pro

Arg

Ser

Pro
Ile
75

Arg
Lys
Glu
Phe
Gln
155
Ser

Glu

Ser

Phe
Ala
Pro
Ala
Ala
75

Ser
Gly
Asp
Ala
Asp

155
Met

Ala
60

Ser
Ser
Arg
Gln
Tyr
140
Ser
Thr

Lys

Pro

Leu
Glu
Cys
Gly
60

Pro
Trp
Gly
Glu
Arg
140

Arg

Thr

45
Arg

Ser
Asn
Thr
Leu
125
Pro
Gly
Tyr
His

Val
205

Gln
Val
Ser
45

Val
Gly
Gly
Leu
Arg
125
Arg

Ala

Ala

Phe
Leu
Trp
Val
110
Lys
Arg
Asn
Ser
Lys

190
Thr

Pro
Pro
30

Pro
Thr
His
Pro
Arg
110
Gly
Ala

Leu

Ser

Ser
Glu
Pro
95

Ala
Ser
Glu
Ser
Leu
175

vVal

Lys

Leu
15

Val
Thr
Trp
Pro
Arg
95

Ser
Arg
Asp

Ser

Pro

Gly
Pro
80

Leu
Ala
Gly
Ala
Gln
160
Ser

Tyr

Ser

Trp
Val
Ile
Gln
Leu
80

Pro
Gly
Gln
Ala
Cys

160
Pro



Gly
Arg
Gly
Phe
225
Cys
Leu
Gly
Gly
Pro
305
Glu
Leu
Val
Cys
Leu
385
Gln
Gly
Pro
His
Val
465
Arg

Ser

Glu

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

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

Lys

Pro

<220>

<223>

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

Ile

Glu
515

583
15
PRT
Trinh

Arg
180
Arg
Pro
Leu
Thr
Leu
260
Ser
Ser
Leu
Ser
Gln
340
Lys
Thr
Pro
Gln
Leu
420
Gln
Leu
Ala
Ser
Glu

500
Pro

165
Ala

Pro
vVal
Pro
Tyr
245
Gly
Arg
Phe
Val
Gln
325
Gln
Ser
Pro
Ser
Leu
405
Leu
Arg
Phe
Phe
Ala
485
Glu

Glu

tu nhan

tdng hop

Ser
Ala
Arg
Gln
230
Arg
Leu
Val
Leu
Thr
310
Ala
Leu
Phe
Val
Gln
390
Leu
Gly
Ser
Leu
Gly
470
Leu

Leu

Pro

tao

40226

Asp Trp

Ser Val
200

Glu Ser

215

Val Ser

Asp Gly
Glu Pro
Gly Leu
280
Thr Ala
295
Gly Asp
Gln Ala
Asn Ala
Gly Ser
360
Ser Gly
375
Arg Ser
Ser Gln
Ala Ala
Gly Arg
440
Ile Leu
455
Phe His
Glu Gln
Glu Gln

Glu Pro
520

-338-

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

505
Glu

170
Ile

Trp
His
Met
Asn
250
Thr
Cys
Trp
Gly
Thr
330
Val
Gly
Glu
Ser
Trp
410
Tyr
Pro
val
Trp
Ile
490

Pro

Pro

Leu
Phe
His
Asp
235
Val
Pro
Arg
Thr
Asp
315
Tyr
Thr
Ser
Arg
Gly
395
Gln
Phe
Gly
Leu
Arg
475
His
Glu

Glu

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

Pro

Gln

Cys
Asn
205
Leu
Gly
Ile
Thr
Pro
285
Pro
Thr
Cys
DAla
Gly
365
Val
Trp
Gln
Glu
Leu
445
Leu
Gln
Pro

Glu

Leu
525

Ser
190
Arg
Ala
Pro
Met
val
270
Ala
Gly
Leu
His
Ile
350
Lys
Trp
Leu
Leu
Leu
430
Pro
Leu
Trp

Gln

Pro
510

175
Phe

Gly
Glu
Trp
Tyr
255
Tyr
Gly
Gly
Arg
Ile
335
Ile
Leu
Ser
Glu
Tyr
415
Ser
Ala
Leu
Arg
Ala

495
Glu

Ser
Gln
Ser
Gly
240
Asn
Ala
Val
Gly
Leu
320
His
Thr
Leu
Ser
Ala
400
Gln
Ser
Gly
Leu
Pro
4380

Gln

Pro



<400> 583
Glu Asn Pro
1

<210> 584
<211> 17
<212> ADN
<213> Trinh

<220>

40226

val Val His Phe Phe Lys Asn Ile Val Thr Pro Arg
5 10 15

tu nhén tao

<223> tbng hop

<400> 584

agcagctctg ccctcat

17

<210> 585
<211> 22
<212> ADN
<213> Trinh

<220>

ty nhén tao

<223> téng hop

<400> 585

gctctggcetyg gtcttcagta tg

22

<210> 586
<211> 22
<212> ADN
<213> Trinh

<220>

tu nhén tao

<223> tbng hop

<400> 586

ttgccgtatg gttggtttga ac

22

<210> 587
<211> 665
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> hLAG3.

<400> 587

Leu Gln Pro
1

Pro Ala Gln

Leu Leu Arg

tu nhén tao

Gly Ala Glu Val Pro Val Val Trp Ala Gln Glu Gly Ala
5 10 15

Leu Pro Cys Ser Pro Thr Ile Pro Leu Gln Asp Leu Ser

20 25 30

Arg Ala Gly Val Thr Trp Gln His Gln Pro Asp Ser Gly

-339-



Pro
Ala
65
Ser
Arg
Trp
Val
Gly
145
Asp
Ser
Glu
Val
Asp
225
Glu
Gly
Thr
Gly
Gln
305
Asn
Gly
Ser
Arg
Ser
385
Ala
Gly
Met

Ala

Pro
465

Pro
50
Ala
Val
Val
Leu
His
130
Gln
Trp
Val
Ser
Ser
210
Gly
Pro
Leu
Ala
Asp
290
Ala
Ala
Ser
Gly
Ser
370
Gln
Ala
Arg
Asp
Pro

450
Lys

35
Ala

Pro
Gly
Gln
Arg
115
Leu
Ala
Val
His
Pro
195
Pro
Phe
Pro
Pro
Lys
275
Asn
Gly
Thr
Pro
Gln
355
Phe
Pro
vVal
Ala
Pro
435

Glu

Asp

Ala
Ser
Pro
Leu
100
Pro
Arg
Ser
Ile
Trp
180
His
Met
Asn
Thr
Cys
260
Trp
Gly
Thr
Val
Gly
340
Glu
Ser
Trp
Tyr
Pro
420
Lys

Leu

Thr

Ala
Ser
Gly
85

Asp
Ala
Asp
Met
Leu
165
Phe
His
Asp
Val
Pro
245
Arg
Thr
Asp
Tyr
Thr
325
Ser
Arg
Gly
Gln
Phe
405
Gly
Ser

Leu

Leu

Pro
Trp
70

Gly
Glu
Arg
Arg
Thr
150
Asn
Arg
His
Ser
Ser
230
Leu
Leu
Pro
Phe
Thr
310
Leu
Leu
Phe
Pro
Cys
390
Thr
Ala
Cys

Gly

Met
470

40226

Gly
55

Gly
Leu
Arg
Arg
DAla
135
Ala
Cys
Asn
Leu
Gly
215
Ile
Thr
Pro
Pro
Thr
295
Cys
Ala
Gly
Val
Trp
375
Gln
Glu
Leu
Asp
Gly

455
Ile

-340-

Pro
Arg
Gly
Ala
120
Leu
Ser
Ser
Arg
Ala
200
Pro
Met
Val
Dla
Gly
280
Leu
His
Ile
Lys
Trp
360
Leu
Leu
Leu
Pro
Lys
440

Pro

Ser

Pro
Arg
Ser
Arg
105
Asp
Ser
Pro
Phe
Gly
185
Glu
Trp
Tyr
Tyr
Gly
265
Gly
Arg
Ile
Ile
Leu
345
Ser
Glu
Tyr
Ser
Ala
425
Thr

Ser

Arg

Leu
Pro
Gly
90

Gln
Ala
Cys
Pro
Ser
170
Gln
Ser
Gly
Asn
Ala
250
Val
Gly
Leu
His
Thr
330
Leu
Ser
Ala
Gln
Ser
410
Gly
His
Val

Thr

Ala
Arg
75

Arg
Arg
Gly
Arg
Gly
155
Arg
Gly
Phe
Cys
Leu
235
Gly
Gly
Pro
Glu
Leu
315
Val
Cys
Leu
Gln
Gly
395
Pro
His
Thr

Phe

Pro
475

Pro
60

Arg
Leu
Gly
Glu
Leu
140
Ser
Pro
Arg
Leu
Ile
220
Thr
Ala
Thr
Asp
Asp
300
Gln
Thr
Glu
Asp
Glu
380
Glu
Gly
Leu
Cys
Leu

460
Glu

Pro
Asp
Tyr
125
Arg
Leu
Asp
Val
Phe
205
Leu
Val
Gly
Arg
Leu
285
vVal
Glu
Pro
Val
Thr
365
Ala
Arg
Ala
Ile
Pro
445

Phe

Val

Pro
Thr
Leu
Phe
110
Arg
Leu
Arg
Arg
Pro
190
Leu
Thr
Leu
Ser
Ser
270
Leu
Ser
Gln
Lys
Thr
350
Pro
Gln
Leu
Gln
Glu
430
Pro

Pro

Thr

His
val
Gln
95

Ser
Ala
Arg
Ala
Pro
175
Val
Pro
Tyr
Gly
Arg
255
Phe
Val
Gln
Gln
Ser
335
Pro
Ser
Leu
Leu
Arg
415
Gly
Cys

Pro

Cys

Pro
Leu
80

Pro
Leu
Ala
Leu
Ser
160
Ala
Arg
Gln
Arg
Leu
240
Val
Leu
Thr
Ala
Leu
320
Phe
Val
Gln
Leu
Gly
400
Ser
Arg
Pro

Lys

Val
480



Val
val
Gln
Gln
Ala
545
Pro
Thr
Ser
Tyr
Tyr
625

Phe

Lys

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

Val
Asp
Tyr
Asp
530
Leu
Arg
Lys
Asp
Lys
610
Ser

Ser

Ser

<220>

<223>

Asp
Gly
Asn
515
Trp
Pro
Glu
Asn
Ile
595
Thr
Lys

Cys

Leu

588
422
PRT
Trinh

<400> 588
Val Pro Val

1
Ser

val
Gly
Gly
65

Leu
Arg
Arg

Ala

Ala
145

Pro
Thr
His
50

Pro
Arg
Gly
Ala
Leu

130
Ser

Thr
Trp
35

Pro
Arg
Ser
Arg
Asp
115

Ser

Pro

vVal
Val
500
Ser
Leu
Ala
Pro
Gln
580
Ala
Thr
Leu

Ser

Ser
660

Ser
485
Glu
Thr
Asn
Pro
Gln
565
Val
Val
Pro
Thr
Val

645
Leu

ty nhén

Val
Ile
20

Gln
Leu
Pro
Gly
Gln
100
Ala

Cys

Pro

Trp
5
Pro
His
Ala
Arg
Arg
85
Arg
Gly

Arg

Gly

His
vVal
Tyr
Gly
Ile
550
Val
Ser
Glu
Pro
Val
630

Met

Ser

tao

Ala
Leu
Gln
Pro
Arg
70

Leu
Gly
Glu

Leu

Ser
150

40226

Glu
His
Arg
Lys
535
Glu
Tyr
Leu
Trp
Val
615
Asp
His

Pro

viing ngoai bao P18627

Gln
Gln
Pro
Gly
55

Tyr
Pro
Asp
Tyr
Arg

135
Leu

-341-

Asp
Asn
Val
520
Glu
Lys
Thr
Thr
Glu
600
Leu
Lys

Glu

Gly

cua

Glu
Asp
Asp
40

Pro
Thr
Leu
Phe
Arg
120

Leu

Arg

Pro
Ala
505
val
Tyr
Thr
Leu
Cys
585
Ser
Asp
Ser

Ala

Lys
665

Glu
490
Lys
Ser
Lys
Ile
Pro
570
Leu
Asn
Ser

Arg

Leu
650

hLAG3

Gly
Leu
25

Ser
His
Val
Gln
Ser
105
Ala

Arg

Ala

Ala
10

Ser
Gly
Pro
Leu
Pro
90

Leu
Ala

Leu

Ser

Val
Thr
Val
Cys
Ser
555
Pro
Val
Gly
Asp
Trp

635
His

Pro
Leu
Pro
Ala
Ser
75

Arg
Trp
vVal

Gly

Asp
155

Lys
Lys
Leu
Lys
540
Lys
Ser
Lys
Gln
Gly
620
Gln

Asn

Ala
Leu
Pro
Ala
60

Val
Val
Leu
His
Gln

140
Trp

Phe
Pro
Thr
525
Val
Ala
Arg
Gly
Pro
605
Ser

Gln

His

Gln
Arg
Ala
45

Pro
Gly
Gln
Arg
Leu
125

Ala

Val

Asn
Arg
510
Val
Ser
Lys
Asp
Phe
590
Glu
Phe
Gly

Tyr

Leu
Arg
30

Ala
Ser
Pro
Leu
Pro
110
Arg

Ser

Ile

Trp
495
Glu
Leu
Asn
Gly
Glu
575
Tyr
Asn
Phe

Asn

Thr
655

Pro
15

Ala
Ala
Ser
Gly
Asp
95

Ala
Asp

Met

Leu

Tyr
Glu
His
Lys
Gln
560
Leu
Pro
Asn
Leu
Val

640
Gln

Cys
Gly
Pro
Trp
Gly
80

Glu
Arg
Arg

Thr

Asn
160



Cys
Asn
Leu
Gly
Ile
225
Thr
Pro
Pro
Thr
Cys
305
Ala
Gly
Val
Trp
Gln
385

Glu

Leu

Ser
Arg
Ala
Pro
210
Met
vVal
Ala
Gly
Leu
290
His
Ile
Lys
Trp
Leu
370
Leu

Leu

Pro

Phe
Gly
Glu
195
Trp
Tyr
Tyr
Gly
Gly
275
Arg
Ile
Ile
Leu
Ser
355
Glu
Tyr

Ser

Ala

<210> 589

<211> 44

<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> quyét

<400> 589
Leu Arg Arg

1

Pro Ala Ala

Ala Pro Ser

35

Ser
Gln
180
Ser
Gly
Asn
Ala
Val
260
Gly
Leu
His
Thr
Leu
340
Ser
Ala
Gln

Ser

Gly
420

Arg
165
Gly
Phe
Cys
Leu
Gly
245
Gly
Pro
Glu
Leu
Val
325
Cys
Leu
Gln
Gly
Pro

405
His

tu nhén

Pro
Arg
Leu
Ile
Thr
230
Ala
Thr
Asp
Asp
Gln
310
Thr
Glu
Asp
Glu
Glu
390

Gly

Leu

tao

40226

Asp
Val
Phe
Leu
215
Val
Gly
Arg
Leu
Val
295
Glu
Pro
Val
Thr
Ala
375

Arg

Ala

Arg
Pro
Leu
200
Thr
Leu
Ser
Ser
Leu
280
Ser
Gln
Lys
Thr
Pro
360
Gln

Leu

Gln

Pro
vVal
185
Pro
Tyr
Gly
Arg
Phe
265
Val
Gln
Gln
Ser
Pro
345
Ser
Leu

Leu

Arg

dinh khang nguyén hLAG3

Ala Gly Val Thr Trp Gln

5

Ala Pro Gly His Pro Leu

20

25

Ser Trp Gly Pro Arg Pro

-342-

40

Ala Ser Val
170
Arg Glu Ser

Gln Val Ser

Arg Asp Gly
220
Leu Glu Pro
235
Val Gly Leu
250
Leu Thr Ala

Thr Gly Asp

Ala Gln Ala
300
Leu Asn Ala
315
Phe Gly Ser
330
Val Ser Gly

Gln Arg Ser

Leu Ser Gln
380
Gly Ala Ala
395
Ser Gly Arg
410

His
Pro
Pro
205
Phe
Pro
Pro
Lys
Asn
285
Gly
Thr
Pro
Gln
Phe
365
Pro

Val

Ala

Trp
His
190
Met
Asn
Thr
Cys
Trp
270
Gly
Thr
Val
Gly
Glu
350
Ser
Trp

Tyr

Pro

Phe
175
His
Asp
Val
Pro
Arg
255
Thr
Asp
Tyr
Thr
Ser
335
Arg
Gly
Gln

Phe

Gly
415

Arg
His
Ser
Ser
Leu
240
Leu
Pro
Phe
Thr
Leu
320
Leu
Phe
Pro
Cys
Thr

400
Ala

His Gln Pro Asp Ser Gly Pro

10

Ala Pro Gly Pro His

Arg Arg Tyr

30

15

Pro Ala





