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Linh vuwe k§ thuit dwoc dé cip

Sang ché dé cap dén khang thé khang PD-L1 dugc danh ddu bang phong xa va
st dung chiing dé chup cit 16p phét xa positron (positron emission tomography-PET)

mién dich.
Tinh trang k§ thuét ciia sang ché

Phéi tir 1 chét theo chuong trinh (programmed death-ligand 1 - PD-L1) (ciing
dugce goi 1a B7-H1 hodc CD274) 1a phdi tr cta thu thé protein chira 290 axit amin
duoc biéu hién rong rai trén ca mo bach huyét va khong phai md bach huyét nhu té
bao T CD4 va CD8, té bao dong dai thuc bao, mo6 ngoai vi cling nhu trén té bao khéi u
va té bao nhiém virut (Dong et al 1999, Nature Med.). PD-L1 gin két v6i cac thu thé
PD-1 va B7-1 thudc ho CD28/CTLA-4 (khang nguyén té bao lympho T giy doc té
bao)/ ICOS (dong tac nhan kich thich cam tng) cia cic thu thé dong @c ché té bao T
(Chen et al 2013, Nature Rev. Immunol. 13: 227-242) va 1am giam dap tng mién dich
bang cach trc ché sy hoat hoa té bao T. PD-L1 gin két v6i PD-1 hodc B7-1 din dén
lam giam sy ting sinh té€ bao T va su tiét xytokin, can thiép vao cac dap ung mién dich
thé dich va té bao & cac bénh nhu bénh ung thu va nhidm virut. Su biéu hién cua PD-
L1 trén té bao khdi u va té bao nhiém virut duoc khai trién bai khdi u va nhiém virut
man tinh dé tranh dap tmg mién dich. PD-L1 dugc biéu hién trén rat nhiéu loai khdi u
va céc nghién ciru vé mo hinh dong vat da thé hién rang PD-L1 trén khdi u tGc ché su
hoat hoa té bao T va lam tiéu té bao khdi u va c6 thé dan dén gia ting su chét té bao T
dac hiéu khéi u. Trong lay nhiém virut man tinh, PD-L1 duoc biéu hién trén té bao
nhiém virut gin két v6i PD-1 trén té bao T didc hiéu virut va té bao T nay tré thanh “bi
kiét stic” vi mat chiic nang tac quan va kha ning ting sinh (Freeman 2008, PNAS 105:
10275-10276). Hé PD-1: PD-L1 ciling dong vai trd quan trong trong su phat trién té
bao T diéu hoa (Treg) cam ung va duy tri chirc nang Treg (Francisco et al 2010,
Immunol. Rev. 236: 219-242). Su phong bé PD-L1 bang cac chét dbi khang, bao gdm
cac khang thé don dong, da dugc nghién ciu trong qua trinh diéu tri bénh ung thu va
nhiém virut man tinh (Ribas 2012, NEJM 366: 2517-2519; Freeman 2008, PNAS 105:
10275-10276; Sheridan 2012, Nature Biotechnblogy 30: 729-730).
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K§ thuat chup cit 16p phat xa positron (positron emission tomography-PET)
mién dich 1a céng cu chup anh chan doan ma st dung céc khang thé don dong dugc
danh d4u bang tac nhan phat xa positron, két hop cac dic tinh dich cua khéng thé vai
dd nhay cua camera chup cit 16p phat xa positron. Xem vi du 4n pham: The
Oncologist, 12: 1379 (2007); Journal of Nuclear Medicine, 52(8): 1171 (2011). K¥
thuat PET mién dich cho phép hién thi hoa va dinh lugng mirc két ling khang nguyén
va khang thé in vivo va do do, c6 thé dung lam cdng cu quan trong cho liéu phap didu
tri chin doan va bd tro. Vi du, k¥ thuat PET mién dich ¢ thé tro gitup cho viéc lua
chon céc Gng vién nguoi bénh tiém niang cho liéu phap diéu tri cu thé, ciing nhu theo
ddi qua trinh diéu tri.

Do ca PDI1 va PD-L1 duoc xuét hién nhu 1a dich dbi véi liéu phap mién dich,
nén c6 nhu cdu vé cong cu chin doan d6i véi liéu phap khang PD1 va/hodc khédng PD-
L1, bao gdm, khong ké cac cong cu khéc, cong cu chan doan cho phép phat hién céc

ung vién ngudi bénh phu hop cho li€u phap diéu tri nay.
Ban chét k§ thuit ciia sang ché

Muc dich cta sang ché 1a dé xuét thé tiép hop khang thé khang PD-L1 duoc
danh d4u bing phéng xa dé st dung trong k¥ thuét chup anh PET mién dich.

Theo mot khia canh, thé tiép hop bao gdm khéng thé khang PD-L1 hodc manh

gin két khang nguyén ctia no, gbc chelat hod, va tic nhan phét xa positron.

Sang ché con d& xuit quy trinh tong hop thé tiép hop da néu va cac chat trung

gian tong hop hitu ich cho quy trinh nay.

Sang ché con dé xuat phuong phap chup anh md ma biéu hién PD-L1, trong
d6 phuong phap nay bao gdm bude ding thé tiép hop khang thé khang PD-L1 duoc
danh ddu bang phéng xa duoc md ta trong ban mo ta ndy cho mo; va hién thi ho4 su

biéu hién ctia PD-L1 bang cach chup cit 16p phat xa positron (PET).

Sang ché con dé& xudt phuong phap phat hién PD-L1 trong md, trong d6
phuong phap nay bao gbm bude dung thé tiép hop khang thé khang PD-L1 dugc dénh
dau bang phéng xa duge mo ta trong ban mo ta nay cho mo; va hién thi hoa su biéu
hién ctia PD-L1 bing cach chup anh PET. Theo mdt phuong an, md c6 & ddi tugng 1a

ngudi. Theo cac phuong 4n nhit dinh, d6i tugng 12 dong vat ¢ via khong phai ngudi.
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Theo cac phuong an nhét dinh, dbi tuong méc bénh hodc r6i loan nhu bénh ung thu,

bénh viém hodc nhiém trung.

Theo mot sb khia canh, d6i tugng dugc cho dung lidu 5mg, hodc 10mg, hodc

20mg thé tiép hop khang thé khang PD-L1 dugc ddnh diu bang phong xa.

Sang ché con dé xuit phuong phap xac dinh ngudi bénh phit hop véi ligu phap
diéu tri khang khdi u bao gdbm chét e ché truc truyén tin hiéu PD-1/PD-L1, phuong
phap nay bao gdm budc lya chon nguoi bénh méc khéi u thé rén, cho ding thé tiép
hop khang thé dugc danh ddu bang phong xa dugc md ta trong ban md ta nay, va hién
thi hoa thé tiép hop khang thé dugc danh ddu bang phong xa duge dung trong khéi u
bang cach chup anh PET trong d6 sy c6 mat cla thé tiép hop khang thé dugc danh déu
bing phéng xa trong khéi u nhan biét ngudi bénh s& phi hop cho liéu phap khéang khéi
u bao gdm chét e ché truc truyén tin hiéu PD-1/PD-L1.

Sang ché con dé xuat phwong phap diéu tri khdi u, phuong phéap nay bao gdm
bude lya chon dbi tuong méc khdi u thé rén; x4c dinh ré‘mg khéi u thé rin duong tinh
v6i PD-L1; va cho dbi tugng cin diéu tri nay dung liéu phap khang khdi u. Theo céac
phuong an nhat dinh, liéu phap khang khdi u bao gbm chét wc ché truc truyén tin hiéu
PD-1/PD-L1 (vi dy, khang thé khang PD-1 hodc khang thé khang PD-L1). Theo céac
phuong 4n nhét dinh, d6i tuong dugc cho dung thé tiép hop khang thé duoc danh dau
bang phong xa dugc md ta trong ban md ta nay, va sy dinh vi cla thé tiép hop khéng
thé dugc danh diu bang phong xa duge chup anh thong qua k§ thuét chup cit 16p phat
xa positron (PET) dé xac dinh néu khéi u duong tinh véi PD-L1.

Sang ché con dé xuat phuwong phap theo ddi hiéu qua cta liép phap khang khdi
u & dbi tuong, trong d6 phuong phéap nay bao gbém budc Iva chon d6i twong mic khdi
u thé ran trong d6 ddi tugng s& duoc didu tri bang liéu phap khang khdi u; cho ddi
trong dung thé tiép hop dugc danh ddu bang phéng xa dugc md ta trong ban mo ta
nay; chup anh su dinh vi cia thé tich hop dugce ddnh ddu bang phong xa da dung trong
khdi u béng cach chup anh PET; va x4c dinh sy phat trién cua khéi u, trong d6 su giam
tir dudng co s& trong hip thu thé tiép hogp hoic tin hiéu dugc dénh dau bang phong xa
cho biét su hdi quy khéi u va hiéu qua cta liéu phap khang khéi u. Theo cic phuong
an nhat dinh, liéu phap khang khdi u bao gdbm chat e ché truc truyén tin hiéu PD-

1/PD-L1 (vi du, khang thé khang PD-1).
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Sang ché con dé xudt phuong phap du dodn dap Gng cua ngudi bénh véi liéu
phép khang khdi u bao gdm chit te ché truc truyén tin hidu PD-1/PD-L1, phuong
phap nay bao gdm buéc lva chon ngudi bénh mic khéi u thé rin; va xac dinh néu khbi
u duong tinh véi PD-L1, trong do néu khdi u duong tinh véi PD-L1, thicho biét s dap
Ung tich cyc cua nguodi bénh véi liéu phap khang khéi u bao gdm chat tic ché truc
truyén tin hiéu PD-1/PD-L1. Theo cic phuong an nhét dinh, khdi u duogc xac dinh
dwong tinh bang cach cho ding thé tiép hop khang thé dugc danh du bang phong xa
theo sang ché va dinh vi thé tiép hop khang thé duoc danh ddu bang phéng xa trong
khéi u bang cach chup anh PET trong d6 sy c6 mit cla thé tiép hop khang thé dugc
d4nh dAu bang phong xa trong khdi u cho biét ring khbi u duong tinh véi PD-L1.

M ta vin tit cac hinh vé

Fig.1 md ta SDS-PAGE va SEC cua khang thé khang PD-L1 khong cai bién
va khang thé cai bién DFO khang PD-L1.

Fig.2A va Fig.2B md ta SEC-HPLC phong xa sau khi d4nh déu biang phong xa
8971 dbi v6i nghién ctru 1.

Fig.3 md ta SEC-HPLC phéng xa cua thé tiép hop DFO (khang PD-L1) sau
khi danh d4u bang phong xa **Zr ddi v6i nghién ctu 2.

Fig.4 mo ta SEC-HPLC SEC phong xa sau khi ddnh ddu bing phéng xa $Zr
d6i v6i nghién ctru 3.

Fig.5 mo ta biéu db sic ky UV280-SEC-HPLC va vét iTLC phong xa sau khi
danh diu bing phong xa %°Zr dbi véi nghién ctu 1.

Fig.6A, Fig.6B, Fig.6C va Fig.6D thé hién su biéu hién hPD-L1 bdi dong té
bao khdi u MC38-cOVA/eGFP-mPD-L1-/-hPD-L1"¢ (Fig.6A), LOX-IMVI (Fig.6B),
MDA-MB-231 (Fig.6C), va SK-Br-3 (Fig.6D) in vitro, nhu dugc md ta trong vi du 5
trong ban mo ta nay.

Fig.7 thé hién sy biéu hién hPD-L1 bdi MC38-cOVA/eGFP-mPD-L1-/-hPD-
L1Te va té bao khdi u LOX-IMVI ¢6 hoic khong c6 phép diéu tri interferon-gama in
vitro trong thr nghiém tht hai, nhu dugc mo ta trong vi du 5 trong ban mo ta nay.

Fig.8 mé ta biéu db sic ky dugc tao ra boi phép phan tich SEC-HPLC bing

cach st dung cac mau tir ché pham tiép hop mién dich phéng xa chia thé tiép hop
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khang thé khang PD-L1 ¥Zr-DFO dbi véi cac nghién ctru dugc thé hién trén Fig.8A,
Fig.8B, Fig.8D, va Fig.RE, va cua thé tiép hop mién dich phéng xa d8i chimg 16p
khéng thé $Zr-DFO-IgG4? dbi voi cac nghién ctu duge thé hién trén Fig.8C va
Fig.8F. Biéu dd sic ky ddi voi mirc hdp thu & 280nm duoc thé hién trén Fig.8A dén
Fig.8C va bidu dd sic ky phong xa ddi v6i cudong do phét ra y dugc thé hién trén
Fig.8D dén Fig.8F. Trén céc hinh v& Fig.8A dén Fig.8C, dung dich pha lodng chira cac
thanh phﬁn dém cling dugc phat hién. Cac dinh cua mubi trong dung dich dém mau
(thoi gian duy tri >25 phut, d4u hoa thi “¥”) duoc loai ra khoi su tich hgp dién tich
dinh. Céc dinh dugc danh déu dé thé hién thé tiép hop mién dich trong luong phan tit
cao (HMW) (“1”), thé tiép hop mién dich monome (“2), ¥Zr khong hop nhit (“37),
va cac mudi trong dung dich mau (“*”). Chit viét tit: mAU = don vi hép thu tinh theo

mili; cps = s0 lugng dém trén moi gidy.

Fig.9 mo ta dir liéu phan phdi sinh hoc ex vivo dbi véi thé tiép hop khang thé
khang PD-L1 ¥Zr-DFO-L1 & chudt PD-I1huw/hu-PD-L1hw/hu. Muoi sau chudt (2
nhém, mdi nhém gdm 8 chudt) duoc cho ding lidu don trong tinh mach 50uCi
(Img/kg) thé tiép hop khang thé khang PD-L1 %Zr-DFO vao ngay 0 va giét vao ngay
6 (cOt mau den) hoac ngay 10 (cot mau xam) sau dung liéu. Thu gom mau béng cach
choc tim va xac dinh trong lugng moé da thu gom va xéc dinh hoat tinh phong xa. Ty 1€
phén trim lidu da tiém trén mdi gié tri tinh theo gam (%ID/g) d6i v6i cac miu riéng ré
duoc thu gom vao ngay 6 hodc 10 dugc tinh todn so véi hoat tinh phong xa cua lidu
tiéu chuén tir vat lidu da tiém (thé tiép hop khang thé khang PD-L1 $°Zr-DFO) va trong
lugng cua céac mau riéng ré. D@t liu duoc lap biu dd dudi dang gié tri trung binh

+SD.
MO té chi tiét sang ché
. Pinh nghia

Trir khi ¢6 quy dinh khac trong ban mé ta nay, tit ca cac thuét ngtt k¥ thuat va
khoa hoc duge st dung trong ban mé ta nay c¢é cing mot nghia nhu duoc hiéu thong
thuong boi ngudi c¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ma ddi twong theo sang ché

thudc vé.

Thuét ng@t “PD-L1” ding dé chi phdi ti 1 chét theo chwong trinh, ciing d biét
la CD274 va B7H1. Trinh ty axit amin cia PD-L1 nguyén ven dugc cung cip trong

-6-



40734

GenBank v6i sb truy cap NP_054862.1. Thuat ngit “PD-L1” ciing bao gdm cac bién
thé protein ctia PD-L1. Thuét ngt “PD-L1” bao gbm PD-L1 ti td hop hodc manh cia
n6. Thuft ngi ndy ciing bao gdbm PD-L1 hodc manh cta né dugc két hop véi, vi du,
histidin tag, Fc cua chudt hodc nguoi hodc trinh tu tin hiéu nhu RORI1. Vi duy, thuat
nglt nay bao gdm céc trinh trr bao gdm Fc ciia chudt (mlIgG2a) hodc Fc ciia ngudi
(hIgG1) ¢ dau C, dugc két hop véi cac gbc axit amin 19 dén 239 ctia PD-L1 nguyén
ven (NP_054862.1). Céc bién thé protein bao gdm histidin tag & dau C, dugc két hop
v6i1 cac géc axit amin 19 dén 239 cla NP 054862.1. Tru khi dugc xac dinh dua vao
céac loai khong phai nguoi, thuat nglt “PD-L1” ¢ nghia 1a PD-L1 cua nguoi. PD-L1 1a
protein ¢ 290 axit amin voi1 céac mién twong tu IgV va twong tu IgC ngoai bao (axit
amin 19 dén 239 ctia PD-L1 nguyén ven), mién xuyén mang va mién ndi bao chua
khoang 30 axit amin. PD-L1 dugc biéu hién lién tuc trén nhiéu té bao nhu té bao trinh
dién khang nguyeén (vi du, té bao c6 tua, dai thuc bao va té bao B) va trén té bao tao
mau va khong tao mau (vi du, té bao ndéi md mach, té bao dao tuy va vi tri uu tién
mién dich). PD-L1 ciing duoc biéu hién trén nhiéu loai khéi u va t& bao nhiém virut va
1a thanh phin cta nhiéu mdi truong ngin chin mién dich (Ribas 2012, NEJM 366:
2517-2519). PD-L1 gén két voi mot trong sé hai chat déng wc ché té bao T PD-1 va
B7-1.

Thuét ngit “PD-1” dung dé chi protein chét theo chuong trinh 1, chét ddng tc
ché té bao T, cling da biét 1a CD279. Trinh tu axit amin cia PD-1 nguyén ven dugc
cung cp trong GenBank véi s truy cap NP_005009.2. Thudt ngit ndy cling bao 20m
PD-1 hoac manh ctua né dugc két hop vdi, vi dy, histidin tag, Fc ctia chudt hodc nguoi
hodc trinh tu tin hiéu nhu ROR1. Vi du, thuat nglt nay bao gém trinh tu bao gém Fc
cua chudt (mIgG2a) hoic Fe cta nguoi (hIgG1) & dau C, duge két hop véi cac gbe axit
amin 25 dén 170 ctia NP_005009.2 véi sy thay ddi C93S. PD-1 1a thanh vién cua ho
CD28/CTLA-4/ICOS cua chit ddng trc ché t& bao T. PD-1 1a protein chira 288 axit
amin v6i mién ngoai bao ddu N ma 1a mién twong ty IgV, mién xuyén mang va mién
ndi bao chta motif Gc ché dua trén tyrosin thu thé mién dich (immunoreceptor
tyrosine-based inhibitory-ITIM) va motif chuyén ddi dwa trén tyrosin thu thé mién
dich (immunoreceptor tyrosine-based switch-ITSM) (Chattopadhyay et al 2009,
Immunol. Rev.). Thu thé PD-1 ¢6 hai phdi tir, PD-L1 va PD-L2.

Thuét ngit “B7-1” ding dé chi khang nguyén hoat hoa té bao lympho T, cling
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da biét 1a yéu td ddng kich thich CD80. B7-1 14 thu thé mang chira 288 axit amin véi
mién ngoai bao diu N ma bao gém céc ving twong tu IgV (aa 37 dén 138) va twong tu
IgC (aa 154 dén 232), mién xuyén mang (aa 243 dén 263) va ving ndi bao dau C (aa
263 dén 288). Trinh tu axit amin cia B7-1 nguyén ven dugc cung cip trong GenBank

v6i s6 truy cap NP_005182.1.

Nhu duoc st dung trong ban mo ta nay, thuét ngir “chit ddng e ché té bao T
ding dé chi phdi tir va/hodc thy thé ma diéu bién dap img mién dich thong qua sy hoat
hoéa hodc ngan chan té bao T. Thuat ngit “chét déng Grc ché té bao T, cling da biét 1a
phan tr dong truyén tin hiéu té bao T, bao gbm, nhung khong chi gii han &, PD-1,
protein cta gen 3 hoat hoa té bao lympho (LAG-3, cling da biét 1a CD223), khéang
nguyén 4 té bao lympho T gy doc té bao (CTLA-4), tac nhan giam ddc luc t& bao
lympho B va T (BTLA), CD-28, 2B4, LY 108, globulin mién dich t€ bao T va mucin-3
(TIM3), thu thé mién dich t€ bao T v6i globulin mién dich va ITIM (TIGIT; ciing da
biét 1a VSIGY), thu thé 1 twong tu globulin mién dich két hop bach cAu (LAIRT; ciing
da biét 1a CD305), chit ddng kich thich t& bao T cam tmg (ICOS; ciing da biét 1a
CD278), B7-1 (CD80), va CD160.

Thuét ngit “khang thé”, nhu duoc st dung trong ban mb ta nay, dugc ding dé
chi cac phan tir globulin mién dich gdm c6 bdn chudi polypeptit, hai chudi ning (H) va
hai chudi nhe (L) dugc lién két v6i nhau bang lién két disulfua (tic 13, “phan tir khang
thé nguyén ven”), cling nhu cac multime ctia né (vi du IgM) hodc manh gén két khang
nguyén cia n6. Mdi chudi ning gdm c¢6 ving bién ddi chudi ning (“HCVR” hoic
“Vi) va ving hang dinh chudi ning (gdm c6 cac mién Cul, Cu2 va Cu3). Mdi chudi
nhe gém c6 ving bién dbi chudi nhe (“LCVR” hodc “Vi) va ving hang dinh chudi
nhe (Cr). Cac ving Vi va Vi, con c6 thé dugc chia thanh cac viing siéu bién, dugc goi
1a cac viing quyét dinh bd sung (complementarity determining region-CDR), duogc dat
rdi rac voi cac vung bao thu hon, dugce goi la cac vung khung (framework region-FR).
M&i Vi va Vi gdm c¢6 ba CDR va bén FR, duoc bd tri tir ddu amino dén du cacboxy
theo thtr ty sau: FR1, CDRI, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. Theo c4ac phuong an nhét
dinh, cac FR cta khang thé (hodc manh gin két khang nguyén ctia né) co thé gidng vé6i
trinh ty dong mam cua nguoi hodc cod thé duoc cai bién theo cach tu nhién hodc theo
cach nhan tao. Trinh ty twong déng axit amin c6 thé dugc x4c dinh dya vao phép phan

tich canh bén nhau cta hai hodc nhiéu CDR.
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Su thé mot hodc nhiéu géec CDR hoidc bé qua mdt hodc nhidu gbc CDR ciing
c¢6 thé xay ra. Cac khang thé d3 dugc md ta trong tai liéu khoa hoc ma trong d6 mot
hoic hai CDR c6 thé dugc phan phdi dé gin két. Padlan va cong su (1995 FASEB J.
9:133-139) d4 phan tich cdc ving hing dinh gita cic khang thé va cac khang nguyén
cua chuiing, dua vao cac cAu trac tinh thé da cong bb va da két luan rﬁng chi c6 khoang
mot phan nam dén mot phin ba gbc CDR tiép xuc thuc véi khang nguyén. Padlan
cing phat hién ra ring nhiéu khang thé ma trong d6 mot hodc hai CDR khong c6 axit
amin tiép xdc v6i khang nguyén (ciing xem 4n pham: Vajdos et al. 2002 J Mol Biol

320:415-428).

Céc gbc CDR khong tiép xtc v6i khdng nguyén c6 thé dugc nhén biét dua vao
cac nghién cuu trude day (vi du cac gbc H60-H65 trong CDRH2 thuong khong yéu
cau), tir cac ving Kabat CDR ndm bén ngoai Chothia CDR, bang cach tao mo hinh
phan t& va/hodc theo kinh nghiém. Néu CDR hoic (cac) géc cua né bi bdé qua, nd
thuong duoc thé bang axit amin chiém giit vi trf twong Umg trong trinh tu khéng thé
khac ctia ngudi hodc thé twong ddng cta céc trinh tu nay. Céc vi tri dé thay thé trong
CDR va axit amin dé thé cling co thé duoc lua chon theo kinh nghiém. Sy thay thé

theo kinh nghiém cling co thé 1a su thay thé bao thu hodc khong bao thu.

Céac khang thé don dong khang PD-L1 nguyén ven cia nguoi duge boc 19
trong ban md ta nay c6 thé bao gdm mot hodc nhiéu sy thay thé, chén vao va/hoic loai
b6t axit amin trong vung khung va/hodc CDR cua cac mién bién ddi chudi ning va
chudi nhe khi so v&i céc trinh tu dong mam twong ting. Cac dot bién nhu vay c6 thé
duogc xac dinh mot cach dé dang béng cach so sanh trinh tu axit amin dugc bdc 10
trong ban mod ta nay vdi trinh tu dong mam sén ¢6, vi du tir co s& dit lidu trinh tu
khéng thé cong khai. Sang ché bao gdm cac khang thé va manh gin két khang nguyén
cua nd, ma duogc tao ra tur trinh tu bét ky trong sb cac trinh tu axit amin duoc boc 10
trong ban md ta nay, trong dé6 mot hodc nhiéu axit amin trong mot hodc nhiéu ving
khung va/hodc CDR duoc tao dot bién thanh (cac) gbc tuong Gng cla trinh tu dong
mam ma tir d6 khang thé duoc tao ra hodc thanh (céc) gbc tuong tng ciia trinh tu dong
mam khac cia ngudi hodc thanh su thay thé axit amin bao thu cta (cic) gdc dong
mam tuong ung (trong ban md ta ndy, su thay d6i trinh ty nhu vay duoc goi chung la
“dot bién dong mam”). Nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay, bat dau véi

cac trinh ty vung bién do6i chudi ndng va chudi nhe dugc boc 16 trong ban mo ta nay,

-0



40734

c6 thé tao ra mot cach d& dang nhidu khang thé va cac méanh gin két khang nguyén ma
bao gdbm mot hodc nhidu dot bién dong mam riéng r& hodc su két hop ctia chiing. Theo
céc phuong an nhét dinh, tAt ca cac gbe cua ving khung va/hosic CDR trong cac mién
Vu va/hodc Vi, dugce tao dot bién nguoc thanh céac géc duoc tim théy trong trinh tu
dong mam ban dau ma tir d6 khang thé duoc tao ra. Theo cac phuong an khéc, chi c6
cac géc nhét dinh duoc tao dot bién nguoc thanh trinh ty dong mam ban dau, vi du chi
c6 cac gbe dot bién duogc tim thiy trong 8 axit amin dau tién cia FR1 hodc trong 8 axit
amin sau cung cua FR4, hodc chi c6 cac géc dot bién duoc tim théiy trong CDRI,
CDR2 hodc CDR3. Theo cic phuong an khac, mot hodc nhiéu gbc ciia ving khung
va/hodc CDR duoc tao dot bién thanh (cac) géc tuong g cua céc trinh tu dong mAam
khac nhau (nghia 13, trinh tw dong mam ma khic véi trinh tu dong mim ma tr do
khang thé dugc tao ra ban du). Hon nita, cac khéng thé theo sang ché c6 thé chua t6
hop bt ky cua hai hodc nhiéu dot bién dong mam trong cac ving khung va/hoic CDR,
vi du, trong d6 cac gbc riéng ré nhét dinh dugc tao dot bién thanh gbc twong Gmg cua
trinh tu dong mam cu thé trong khi cac gbc cu thé khdc ma khac véi trinh ty dong
mam ban dau duoc duy tri hodc dugc tao dot bién thanh géc tuong Gng cua trinh tu
dong mam khéc. Khi thu duoc, cac khéng thé va manh gin két khang nguyén ma chira
mot hodc nhiéu dot bién dong mam c6 thé duoc thir nghiém mot cich dé dang dbi véi
mot hodc nhiéu dic tinh mong mubn nhu, tinh dic hiéu gén két dugc cai thién, ai luc
gin két dugc gia ting, cac dic tinh sinh hoc d6i khang hodc chii van duoc cai thién
hodc dugc tang cuong (nhu trudong hop co thé 1), tinh gy mién dich giam, v.v. Céc
khang thé va manh gin két khang nguyén thu dugc theo cach chung nay dugc bao gébm

trong sang ché.

Sang ché ciling bao gdm céc khang thé don dong khang PD-L1 nguyén ven clia
ngudi bao gdbm cac bién thé cia trinh tu bét ky trong sd cac trinh tw axit amin ctia
HCVR, LCVR, vi/hoic CDR dugc bdc 16 trong ban mé ta nay c6 mot hodc nhiéu thay
thé bao thu. Vi du, sang ché bao gdm cac khang thé khang PD-L1 c6 céc trinh ty axit
amin cua HCVR, LCVR, va/hodac CDR vdi, vi du, 10 hodc it hon, 8 hodc it hon, 6
hodc it hon, 4 hodc it hon, v.v. thay thé axit amin bao thu so véi trinh tu bt ky trong
sb céc trinh tu axit amin cia HCVR, LCVR, va/hodc CDR dugc boc 10 trong ban mo
ta nay.

Thuat ngit “khang thé ngudi”, nhu duge sir dung trong ban mé ta nay, duoc du
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dinh bao gdm cac khang thé c6 cac ving bién ddi va ving hang dinh dugc tao ra tir cac
trinh tu globulin mién dich dong mam cia ngudi. Cic mAb cua ngudi theo sang ché
c6 thé bao gdm céc gbc axit amin khong duoc ma hoa boi cac trinh tu globulin mién
dich dong mam cua nguoi (vi dy, cac dot bién dugc dua vao nho qué trinh dot bién
ngau nhién hodc dic hiéu vi tri in vitro hodc béng dot bién soma in vivo), vi du trong
cac CDR va cu thé 1a CDR3. Tuy nhién, thudt nglt “khéang thé nguoi”, nhu dugce st
dung trong ban mo6 ta nay, khong duoc dy dinh bao gdm cac mAb trong do céc trinh tu
CDR duogc tao ra tr dong mam cua cac loai dong vat c¢6 va khac (vi dy, chudt), da

dugc ghép vao céc trinh tu RF cia nguoi.

Thuat ngtt “phén tu gin két khang nguyén da dic hiéu”, nhu duoc st dung
trong ban mo ta nay dung dé chi cac phan tir gan két khang nguyén dic hiéu kép, ddc
hiéu ba hodc da dic hiéu va cdc manh gin két khang nguyén cua n6. Céc phan tir gin
két khang nguyén da dic hiéu co thé dac hiéu ddi véi cac epitop khac nhau cuia mot
polypeptit dich hodc co6 thé chira cac mién gan két khang nguyén dic hiéu ddi voi cac
epitop cua nhiéu hon mdt polypeptit dich. Phan tu gén két khang nguyén da dic hiéu
6 thé 1a mét polypeptit da chtrc, hodc ¢o thé 1a phtrc hé multime cua hai hodc nhiéu
polypeptit ma dugc lién két cong hoa tri hodc khong cong hoa tri v6i nhau. Thuat ngit
“phan tir gan két khang nguyén da dic hiéu” bao gdm cac khing thé theo sang ché ma
¢6 thé duoc lién két v6i hodc duge ddng biéu hién véi phan tir chie khéc, vi du, peptit
hodc protein khéac. Vi du, khing thé hodc manh cta nod c6 thé duogc lién két vé mat
chirc nang (vi du, bing cch két ndi hoa hoc, dung hop gen, lién két khong cong hoa tri
hodc theo cach khac) véi mdt hoac nhiéu phén t khac, nhu protein hodc manh cua nd
d8 tao ra phan tir gin két khang nguyén dic hiéu kép hoac da dic hiéu véi tinh dac
hiéu gén két thi hai. Theo sang ché, thuét ngir “phén tir gin két khang nguyén da dic
hi¢u” cling bao gém cac khang thé dac hiéu kép, diac hi€u ba hodc da dic hiéu hoac cac
manh gin két khang nguyén ctia chiing. Theo cac phuong an nhat dinh, khang thé theo
sang ché duogc lién két vé& mit chirc ning véi khang thé khac hoic manh gan két khang
nguyén cua no dé tao ra khang thé dac hiéu kép vdi tinh dédc hiéu gén két thr hai. Cac
khang thé dic hiéu kép va da dic hiéu theo séng ché cling dugc md ta trong ban mo ta
nay.

Thuat ngtt “gén két dic hiéu” hodc “gén két dic hiéu v&i” hoic tuong tu, co

nghia 13 khang thé hoic manh gén két khang nguyén ctia n6 tao ra phirc hé véi khang
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nguyén ma tuong d6i 6n dinh trong cac diéu kién sinh ly. Su gan két dic hiéu co thé
duoc dic trung boi hing sb phan ly can bang it nhét khoang 1x10-*M hodc nhé hon (vi
du, Kp cang nhé c6 nghia la gin két cang chit ché). Cac phuong phap xac dinh xem
liéu hai phan tt c6 gfn két dic hidu hay khéng ciing da biét dén trong linh vuc nay va
bao gém, vi du, su thAm tach can b:?mg, cOng hudng plasmon bé mit va tuong tu. Nhu
duoc md ta trong ban mo ta nay, cac khang thé da dugc nhan biét boi cong hudng
plasmon bé mit, vi du, BIACORE™, ma gin két dac hiéu véi PD-L1. Hon nira, céc
khang thé da dic hiéu ma gin két voi mot mién trong PD-L1 va mot hodc nhiéu khang
nguyén bd sung hodc dic hiéu kép ma gan két voi hai viing khc nhau ciia PD-L1 tuy
nhién khdng duoc cho 1a céc khang thé ma “gdn két dac hidu”, nhu duoc sir dung trong
ban mo ta nay.

Thuét ngir “phan gin két khang nguyén” cla khéng thé, “méanh gin két khang
nguyén” cua khang thé va thuét ngit twong tw, nhu duoc st dung trong ban mo ta nay,
bao gdm polypeptit hoic glycoprotein cé trong tw nhién, thu dugc bdi enzym, tong
hop, hodc dugc thao tac di truyén ma gin két dic hiéu véi khang nguyén dé tao ra
phtrc hé. Thuat ngit “manh gin két khang nguyén” ciia khang thé hoic “méanh khang
thé”, nhu dugc st dung trong ban md ta nay, dung dé chi mdt hoadc nhiéu manh cua
khang thé ma van c6 kha nang gin két voi PD-L1.

AL

Thuét ng@t ‘khang thé duoc phan 1ap”, nhu duge st dung trong ban mo ta nay,
duoc dung dé chi khang thé ma vé co ban khong c6 cac khang thé khac (Ab) cé cac
tinh déc hiéu khang nguyén khac nhau (vi du, khang thé dugc phéan 1ap ma gin két dic
hiéu véi PD-L1 hoac manh cuia no, vé co ban khong c6 cac Ab ma gén két dac hiéu
véi khang nguyén khong phai PD-L1.

Thuat ngt “cong hudng plasmon bé mat”, nhu dugc su dung trong ban mo ta
ndy, dung dé chi hién tugng quang hoc ma cho phép phan tich sy twong tac phan tir
sinh hoc theo thoi gian thuc nho qua trinh phat hién su thay d6i vé ndng dd protein
trong 16p nén cam bién sinh hoc, vi du bang cach sir dung hé BIACORE™ (Pharmacia
Biosensor AB, Uppsala, Sweden and Piscataway, N.J.).

Thuat ngtt ‘Kp”, nhu dugc st dung trong ban mo ta nay, dugc dung dé chi

hing sb phan ly can bing ciia qua trinh tuong tac khang thé-khang nguyén cu thé.

Thuét ngir “epitop” ding dé chi nhan t6 quyét dinh khang nguyén ma twong
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tac voi vi tri gan két khang nguyén dic hidu trong viing bién ddi ctia phan ti khang thé
da biét 1a paratop. Mot khang nguyén c6 nhiéu hon mét epitop. Do d6, cac khang thé
khac nhau c6 thé gin két véi cac ving khic nhau trén khang nguyén va co thé ¢6 cac
tac dung sinh hoc khac nhau. Thuat ngit “epitop” cling dung dé chi vi tri trén khang
nguyén ma té bao B va/hoic T dép tng v6i. Thuat ngit ndy cling dung dé chi ving cta
khéng nguyén ma duoc gin két boi khang thé. Cac epitop c6 thé duge xdc dinh dudi
dang céu tric hodc chtrc ning. Cac epitop chirc ning thudng la tdp hop con cua céc
epitop ciu tric va co cac gde ma truc tiép gop phan vao ai luc twong tac. Cac epitop
ciing ¢6 thé 1a ¢6 hinh dang, tirc 13, gdm c6 cac axit amin khong phai mach thang.
Theo céc phuong an nhét dinh, cac epitop c6 thé bao gdm céc nhén t6 quyét dinh ma 1a
cac nhom phan tir c6 hoat tinh bé mit hoa hoc nhu céc axit amin, chudi bén cua
duong, cdc nhom phosphoryl, hodc cac nhom sulfonyl, va theo cidc phuong 4n nhét
dinh, c6 thé c6 cac ddc tinh ciu tric ba chiéu dic hiéu, va/hoic cac dic tinh dién tich

ddc hiéu.

Thuit ngit “gin nhu gidng nhau” hodc “vé co ban giéng nhau”, khi ding dé
chi axit nucleic hodc méanh cta nd, thé hién ring, khi dugc can chinh téi wu véi su
thém hodc b6t nucleotit thich hop bang axit nucleic khac (hodc soi bd sung clia no), ¢b
sy giébng nhau vé trinh ty nucleotit it nhit khoang 90%, va t6t hon nita 12 it nhét
khoang 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99% bazo nucleotit, nhu do dugc br:ing thuat toan
da biét bit ky vé su giéng nhau vé trinh tw, nhu FASTA, BLAST hoic GAP.

Khi dugc 4p dung cho polypeptit, thuat ngir “gan nhu tuong ty” hodc “vé co
ban twong tu” c6 nghia 14 hai trinh tu peptit, khi duoc can chinh tdi wu, nhu biang
chuong trinh GAP hodc BESTFIT bang cach st dung trong sd khe mic dinh, chia sé it
nhat 90% trinh tir giéng nhau, con t&t hon nita néu it nhat 95%, 98% hodc 99% trinh tu
gidng nhau. Tt hon néu, cac vi tri gbc, ma khong gidng nhau, khac nhau vé sy thay
thé axit amin bao thu. Thuét ngit “thay thé axit amin bao thu" 13 thay thé ma trong d6
gdc axit amin duoc thé bang gdc axit amin khac ¢6 chudi bén (nhém R) véi cac dic
tinh hod hoc tuwong tu (vi dy, dién tich hodc tinh ky nuéc). N6i chung, su thay thé axit
amin bao thii v& co ban s& khong lam thay ddi cac dic tinh chirc ning cua protein.
Trong cac trudng hop ma trong d6 hai hodc nhiéu trinh ty axit amin khac nhau béi su
thay thé bao thu, ty 1& phan trdm hodc muc do tuong tu c6 thé duoc didu chinh theo

huéng hiéu chinh ddi v6i ban chat bao thi cta sy thay thé. Nguoi ¢ hiéu biét trung
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binh trong linh vuyc nay da biét phuong tién dé tién hanh viéc diéu chinh ndy. Xem vi
du 4n phém: Pearson (1994) Methods Mol. Biol. 24: 307-331, ndi dung cua an phém
nay dugc dua vao ban md ta nay bang cach vién dan. Cac vi du vé nhom axit amin ma
¢6 cac chudi bén véi cc dic tinh hoa hoc tuong tu bao gdm 1) céc chudi bén béo:
glyxin, alanin, valin, leuxin va isoleuxin; 2) chudi bén hydroxyl béo: serin va threonin;
3) chudi bén chira amit: asparagin va glutamin; 4) chudi bén thom: phenylalanin,
tyrosin va tryptophan; 5) chudi bén c6 tinh bazo: lysin, arginin va histidin; 6) chudi
bén ¢6 tinh axit: aspartat va glutamat va 7) chudi bén chta luu huynh: xystein va
methionin. Cac nhém thay thé axit amin bao thi dugc uwu tién la: valin-leuxin-
isoleuxin, phenylalanin-tyrosin, lysin-arginin, alanin-valin, glutamat-aspartat va
asparagin-glutamin. Theo cach khéc, su thay thé bao thi 1a sy thay ddi bat ky c6 gia tri
duong trong ma tran dang log PAM250 dugc boc 10 trong 4n phdm: Gonnet et al.
(1992) Science 256: 1443 45, ni dung cua 4n phdm nay dugc dwa vao ban md ta ndy
bing cach vién din. Su thay thé “bao thu & mirc d6 vira phai” 12 sy thay ddi bat ky c6
gia tri khong 4m trong ma trén dang log PAM250. Tinh tuong tu vé trinh tu d6i véi
cac polypeptit thuong duge do bing cach st dung phan mém phan tich trinh tur. Phén
mém phén tich protein so khép cac trinh ty twong tu bing céach st dung phép do vé
tinh tuong tu dugc gan cho céc thay thé, loai b6t va cac cai bién khac nhau khac, bao
gdm cac thay thé axit amin bao thi. Vi du, phin mém GCG chira chuong trinh nhu
GAP va BESTFIT ma c6 thé duge st dung véi cac tham sé mic dinh dé xac dinh tinh
trong ddng vé trinh tw hodc su gidng nhau vé trinh tu giita cac polypeptit c6 lién quan
gin nhét, nhu céc polypeptit twong ddng tir cac loai sinh vat khac nhau hodc gitta céc
protein kiéu dai va mutein cta ching. Xem vi du GCG phién ban 6.1. Céc trinh ty
polypeptit ciing c¢6 thé duge so sanh bang cach st dung FASTA véi cac tham s6 mic
dinh hodc dugc khuyén cao; chuong trinh trong GCG phién ban 6.1. FASTA (vi du,
FASTA2 va FASTA3) d& xut thuat toan sy can chinh va ty 1& phan tram giéng nhau
vé trinh tu cta cdc ving xép chdng tét nhét gitra cac trinh tu truy vAn va trinh tu tim
kiém (Pearson (2000) trén ddy). Thuat toan duoc uu tién khéc khi so sanh trinh ty cua
da bibt voi co sé dit liéu chua sb luong 16n trinh ty tr cdc sinh vat khac nhau la
chuong trinh may tinh BLAST, dac biét 1a BLASTP hodc TBLASTN, bﬁng cach su
dung cac tham sd mic dinh. Xem vi du 4n pham: Altschul ef al. (1990) J. Mol. Biol.
215: 403-410 va (1997) Nucleic Acids Res. 25:3389-3402, ndi dung ctia mdi 4n phén
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nay dugc dua vao ban mo ta nay bang cach vién dan.

Cum tur “lugng hitu hiéu vé mat diéu tri” ¢ nghia la lugng ma tao ra tac dung
mong muén ddi véi dbi twong ma né duge dung. Luong chinh x4c s& phu thude vao
muc dich didu tri va s& xac dinh dugc béi ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuc
nay bang cach sir dung cac k§ thuat da biét (xem vi du 4n phdm: Lloyd (1999) The

Art, Science and Technology of Pharmaceutical Compounding).

Nhu duge st dung trong ban mo ta nay, thult ngit “dbi teong” ding dé chi
dong vt, tot hon 1a dong vét c6 v, cin lam giam, ngin nglra vi/hodc diéu tri bénh
hodc rdi loan nhw nhiém virut man tinh, bénh ung thu hogc bénh tu mién dich.

IT. Thé tiép hop mién dich dugc dénh ddu bang phong xa ctia cac khang thé PD-L1 dé
chup anh PET mién dich

Sang ché dé xudt protein gan két khang nguyén duoc danh ddu bang phéng xa
ma gin két voi phdi tir 1 chét theo chuong trinh (PD-L1). Theo mot sd phuong an,
protein gin két khang nguyén dugc danh ddu bang phoéng xa bao gdm protein gin két
khang nguyén duoc lién két cong hod tri véi mot hodc nhiéu gbc chelat hod, ma 13 cac
gbc hoa hoc ma c6 kha ning chelat héa tdc nhan phat xa positron.

Theo mot s6 phuong 4n, sang ché d& xuét protein gin két khang nguyén ma gin
két v6i PD-L1, vi du khéng thé, trong d6 protein gin két khang nguyén ma gin két voi
PD-L1 duoc lién két cong hoa tri vdi mot hodc nhiéu géc c6 cong thuc sau:

-L-Mz

trong d6 L 14 gdc chelat hoa; M 1a tac nhan phét xa positron; va z trong mdi truong
hop doc lap véi nhau 1a 0 hodc 1; va trong do it nhat mot trong sbzlal.

Theo mdt s& phwong 4n, protein gin két khang nguyén duge danh déu bing
phong xa 1a hop chit c6 cong thire (I):

M-L-A-[L-Mz]«
@D

A 1a protein ma gin két v6i PD-L1; L 1a gbc chelat hoa; M la tic nhan phat xa

positron; z 1a 0 hodc 1; va k 1a sé nguyén nam trong khoang tir 0 dén 30. Theo mot sb

phuong an, k 1a 1.
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Theo cac phwong an nhat dinh, protein gin két khang nguyén dugc danh du

bing phong xa 1 hop chét ¢ cong thire (1D):
A-[L-M]xk
(I1)

trong d6 A 1 protein ma gin két voi PD-L1; L 1a gbc chelat hoa; M 1a tic nhan phat xa
positron; va k 14 s6 nguyén nim trong khoang tir 1 dén 30.

Theo mot sé phuong an, sang ché dé xuét ché pham chira thé tiép hop ¢6 cong
thtrc sau:

A-Lk

trong d6 A la protein ma gin két voi PD-L1; L 1a gbc chelat hoa; va k 12 sb nguyén
nam trong khoang tir 1 dén 30; trong d6 thé tiép hop dugc chelat hod véi tac nhan phat
xa positron v6i lugng du dé tao ra hoat tinh dic hiéu phu hop dé chup anh PET 1am
sang.

Protein gin két phi hop, gdc chelat hoa va tac nhan phat xa positron dugce dé
xuét dué6i day.
A.Protein gin két PD-L1

Protein gin két PD-L1 thich hop 1a cdc protein ma gin két dic hiéu véi PD-
L1, bao gdm cac protein dugc mo ta trong cong bb patent My sd US 2015-0203580
Al, ndi dung cta patent My nay dugc dua vao ban mo ta nay bang cach vién dan. Cac
khéng thé khang PD-L1 lam vi du cta sang ché duoc liét ké trong bang 1 ctia cong bd

patent My s& US 2015-0203580 AL, ciing dugc thé hién duéi day.

Bang 1: Thong tin nhan biét trinh tu axit amin

Trinh ty SEQ ID NO:

Ky hiéu khang

o HCVR | HCDR1 |HCDR2 | HCDR3 |LCVR |LCDR1 | LCDR2 | LCDR3
the

H2M8306N 2 4 6 8 10 12 14 16
H2M8307N 18 20 22 24 26 28 30 32
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H2M8309N 34 36 38 40 42 44 46 48

H2M8310N 50 52 54 56 58 60 62 64

H2M8312N 66 68 70 72 74 76 78 80

H2M8314N 82 84 86 88 90 92 94 96

H2M8316N 98 100 102 104 106 108 110 112
H2M8317N 114 116 118 120 122 124 126 128
H2M8321N 130 132 134 136 138 140 142 144
H2M38323N 146 148 150 152 154 156 158 160
H2M8718N 162 164 166 168 170 172 174 176
H2MS8718N2 | 178 180 182 184 170 172 174 176
H2M8719N 186 188 190 192 194 196 198 200
H1H9323P 202 204 206 208 210 212 214 216
H1H9327P 218 220 222 224 226 228 230 232
H1H9329P 234 236 238 240 242 244 246 248
H1H9336P 250 252 254 256 258 260 262 264
H1H9344P2 266 268 270 272 274 276 278 280
H1H9345P2 282 284 286 288 274 276 278 280
H1H9351P2 290 292 294 296 274 276 278 280
H1H9354P2 298 300 302 304 274 276 278 280
H1H9364P2 306 308 310 312 274 276 278 280
H1H9373P2 314 316 318 320 274 276 278 280
H1H9382P2 322 324 326 328 274 276 278 280
H1H9387P2 330 332 334 336 274 276 278 280
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H1H9396P2 338 340 342 344 274 276 278 280

Bang 1 thé hién thong tin nhan biét trinh ty axit amin cta cdc ving bién ddi
chudi ning (HCVR), cac ving bién déi chudi nhe (LCVR), cdc ving quyét dinh bd
sung chudi ning (HCDR1, HCDR2 va HCDR3), va cac viing quyét dinh bd sung chudi
nhe (LCDR1, LCDR2 va LCDR3) cua céc khang thé khang PD-L1 lam vi du.

Theo mot s6 phuong 4n, protein gan két 1a khéng thé hoac manh gan két khang
nguyén bao gdbm HCVR chira trinh tu axit amin dugc chon tir trinh ty bét ky trong sb
céc trinh tu axit amin HCVR dugc liét ké trong bang 1, hodc trinh tu gan nhu twong tu
clia n6 c6 it nhat 12 90%, it nhit 1a 95%, it nht 13 98% hodc it nhat 1a 99% trinh tw

gidng nhau.

Theo mot sb phwong 4n, protein gin két 1a khang thé hodc méanh gin két khang
nguyén bao gdm LCVR chira trinh ty axit amin dugce chon tir trinh ty bat ky trong sb
cac trinh ty axit amin LCVR duoc liét ké trong bang 1, hodc trinh tu gén nhu tuong tu
clia n6 ¢6 it nhét 1a 90%, it nhét 1a 95%, it nhit 1a 98% hozc it nhét 1a 99% trinh tu

gidng nhau.

Theo mot sb phuwong an, protein gin két 1a khang thé hoic manh gin két khang
nguyén bao gdm cip trinh tu axit amin HCVR va LCVR (HCVR/LCVR) ¢ trinh ty
bét ky trong sd cac trinh tu axit amin HCVR dugc liét ké trong bang 1 ghép cip voi
trinh tu bat ky trong s6 cac trinh tu axit amin LCVR duge liét ké trong bang 1. Theo
cac phuong 4n nhét dinh, sang ché d& xuit khang thé, hoic manh gin két khang
nguyén ctia n6, bao gdm cap trinh tw axit amin HCVR/LCVR chra trong khéng thé bat
ky trong sb cac khang thé khang PD-L1 lam vi du dugc liét ké trong bang 1. Theo céc
phuong an nhét dinh, cap trinh ty axit amin HCVR/LCVR dugc chon tir nhom gém co
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, 178/170, 186/194, 202/210, 218/226, 234/242, 250/258, 266/274,
282/274, 290/274, 298/274, 306/274, 314/274, 322/274, 330/274, va 338/274. Theo
cac phuong 4n nhét dinh, cap trinh ty axit amin HCVR/LCVR dugc chon tir mdt trong
s6 SEQ ID NO: 82/90 (vi du, H2M8314N), 162/170 (vi du, H2M8718N), 306/274 (vi
dy, HIH9364P2), va 314/274 (vi du, HIH9373P2). Theo cic phuong dn khac nhat
dinh, cdp trinh ty axit amin HCVR/LCVR dugc chon tir mot trong sb SEQ ID NO:
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98/106 (vi du, H2MB8316N), 146/154 (vi du, H2M8323N), 290/274 (vi du,
H1H9351P2), va 330/274 (vi du, HIH9387P2).

Theo mdt sb phuong 4n, protein gin két 1a khang thé hoac manh gén két khang
nguyén bao gébm CDRI1 chudi ning (HCDRI1) chta trinh ty axit amin dugc chon tur
trinh tu bat k¥ trong s6 cac trinh ty axit amin HCDR1 duoc liét ké trong bang 1 hodc
trinh tu gin nhu twong ty ciia n6 ¢6 it nhét 1a 90%, it nhat 1a 95%, it nhat 1a 98% hodc

it nhat 14 99% trinh tu gidng nhau.

Theo mét s6 phuong an, protein gin két 1a khang thé hodc manh gan két khang
nguyén bao gébm CDR2 chudi ning (HCDR2) chtra trinh ty axit amin dugc chon tur
trinh tu bat ky trong sb cac trinh ty axit amin HCDR2 dugc liét ké trong bang 1 hodc
trinh tw gAn nhu twong ty ctia nd c6 it nhat 1a 90%, it nhit 12 95%, it nhét 1a 98% hodc

it nhat 1a 99% trinh tu gidng nhau.

Theo mét s phuong an, protein gén két 1a khang thé hodc manh gan két khang
nguyén bao gdbm CDR3 chudi ning (HCDR3) chira trinh tu axit amin dwgc chon tir
trinh tu bit ky trong sd céc trinh tu axit amin HCDR3 duogc liét ké trong bang 1 hodc
trinh tu gin nhu twong tu cia né co it nhét 1a 90%, it nhit 1a 95%, it nhat la 98% hodc

it nhat 1a 99% trinh tu gidng nhau.

Theo mot sé phuong an, protein gén két 1 khang thé hoic manh gin két khang
nguyén bao gém CDR1 chudi nhe (LCDR1) chtra trinh tu axit amin dugc chon tir trinh
tu bat ky trong sb céc trinh tu axit amin LCDR1 duoc liét ké trong bang 1 hodc trinh ty
gAn nhu tuong tw ca n6 c6 it nhét 1a 90%, it nhit 1a 95%, it nhat 1a 98% hodc it nhat 1a
99% trinh ty gidng nhau.

Theo mdt sé phuong an, protein gan két 1a khang thé hoic manh gin két khang
nguyén bao gdm CDR2 chudi nhe (LCDR2) chira trinh ty axit amin dugc chon tir trinh
tu bat ky trong sb cac trinh tu axit amin LCDR2 dugc liét ké trong bang 1 hodc trinh tu
gAn nhu trong tw ca n6 ¢6 it nhét 1a 90%, it nhit 1a 95%, it nht 1a 98% hodc it nhét 1a

99% trinh tu giéng nhau.

Theo mdt s& phuwong an, protein gan két 1a khéng thé hodic méanh gin két khang
nguyén bao gdm CDR3 chudi nhe (LCDR3) chira trinh tu axit amin dugc chon tir trinh
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tu bat ky trong s cac trinh tu axit amin LCDR3 dugc liét ké trong bang 1 hodc trinh tu
gin nhur tuong ty ciia né c6 it nhét 1a 90%, it nhat 1a 95%, it nhét 1a 98% hodc it nhat la

99% trinh ty gidng nhau.

Theo mét sd phuong 4n, protein ghn két 1a khang thé hogc manh gén két khang
nguyén bao gém cdp trinh tu axit amin HCDR3 va LCDR3 (HCDR3/LCDR3) chira
trinh tw bit k¥ trong sb céc trinh tu axit amin HCDR3 dugc liét ké trong bang 1 ghép
vap voi trinh tu bét ky trong sb cac trinh tu axit amin LCDR3 dugc liét ké trong bang
1. Theo cic phuong an nhét dinh, sang ché d& xuét khang thé hodc manh gin két
khang nguyén cia no, bao gdm cdp trinh tu axit amin HCDR3/LCDR3 chira trong
khang thé bat ky trong s6 cac khang thé khang PD-L1 lam vi du dugc ligt ké trong
bang 1. Theo cac phuong an nhét dinh, cip trinh tu axit amin HCDR3/LCDR3 dugc
chon tir nhém gdm c6 SEQ ID NO: 88/96 (vi du, H2M8314N), 168/176 (vi du,
H2M8718N), 312/280 (vi du, H1IH9364P2), va 320/280 (vi du, H1IH9373P2). Theo cac
phuong an nhét dinh khéc, cip trinh tu axit amin HCDR3/LCDR3 dugc chon tir nhém
gém c6 SEQ ID NOs: 104/112 (vi du, H2M8316N), 152/160 (vi du, H2ZM8323N),
296/280 (vi du, HIH9351P2), va 336/280 (vi du, HIH9387P2).

Theo mét s6 phuong 4n, protein gin két 1a khang thé hodc manh gin két khang
nguyén bao gdm tap hop gbm sau CDR (nghia 1a, HCDR1-HCDR2-HCDR3-LCDR1-
LCDR2-LCDR3) chua trong khang thé bat ky trong s6 cac khang thé khang PD-L1
lam vi du duoc liét ké trong bang 1. Theo cac phuong an nhét dinh, tap hop trinh tu
axit amin HCDR1-HCDR2-HCDR3-LCDR1-LCDR2-LCDR3 dugc chon tr nhom
gém c6 SEQ ID NO: 84-86-88-92-94-96 (vi du, H2M8314N); 164-166-168-172-174-
176 (vi du, H2M8718N); 308-310-312-276-278-280 (vi du, H1H9364P2); va 316-318-
320-276-278-280 (vi du, H1IH9373P2). Theo cac phuong an nhét dinh khac, tap hop
trinh tu axit amin HCDRI1-HCDR2-HCDR3-LCDR1-LCDR2-LCDR3 dugc chon tu
nhém gdm ¢6 SEQ ID NO: 100-102-104-108-110-112 (vi du, H2M8316N); 148-150-
152-156-158-160 (vi du, H2M8323N); 292-294-296-276-278-280 (vi du,
H1H9351P2); va 332-334-336-276-278-280 (vi du, HIH9387P2).

Theo mét s6 phuong an, protein gdn két 1a khang thé hodc manh gin két khang
nguyén bao gdm tip hop gdbm c6 sau CDR (nghia 1a, HCDR1-HCDR2-HCDR3-
LCDRI1-LCDR2-LCDR3) chira trong cdp trinh ty axit amin HCVR/LCVR nhu dugc
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x4c dinh béi khang thé bat ky trong sb cac khang thé khang PD-L1 lam vi du dugc liét
ké trong bang 1. Vi du, theo mot s6 phuong 4n, protein ghn két 12 khang thé hoic
manh gin két khdng nguyén bao gdm tap hop trinh tu axit amin HCDR1-HCDR2-
HCDR3-LCDR1-LCDR2-LCDR3 chtta trong cdp trinh ty axit amin HCVR/LCVR
duoc chon tr nhém gébm c¢6 SEQ ID NO: 82/90 (vi du, H2M8314N), 98/106 (vi du,
H2M8316N), 146/154 (vi du, H2M8323N), 162/170 (vi du, H2M8718N), 290/274 (vi
du, HIH9351P2), 306/274 (vi du, HIH9364P2), 314/274 (vi du, HIH9373P2) va
330/274 (vi du, HIH9387P2). Da biét cac phuong phéap va ky thuat dé nhan biét cac
CDR trong c4c trinh ty axit amin HCVR va LCVR trong linh vuc nay va c thé dugc
st dung dé nhan biét cac CDR trong céc trinh ty axit amin HCVR va/hoac LCVR da
xéc dinh duoc bdc 16 trong ban md ta nay. Cac quy udc dién hinh ma c6 thé duge st
dung dé nhan biét cac duong bién cua CDR bao gém, vi du, dinh nghia Kabat, dinh
nghia Chothia va dinh nghia AbM. Trong céc thuat ngit chung, dinh nghia Kabat dugc
dua vao tinh bién ddi cua trinh tu, dinh nghia Chothia dugc dua vao vi tri ciia ving cAu
tric dang vong va dinh nghia AbM la thoa hiép gitta phuong phap Kabat va Chothia.
Xem vi du 4n pham: Kabat, "Sequences of Proteins of Immunological Interest,"
National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1991); Al-Lazikani et al., J. Mol. Biol.
273:927-948 (1997); va Martin et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:9268-9272
(1989). Co s& dit liéu cong khai ciing kha dung dé nhan biét trinh ty CDR trong khéng
the.

Theo mot s6 phwong 4n, cic protein gin két 13 cac khang thé va manh gin két
khang nguyén ciia né ma canh tranh dé gan két dic hidu véi PD-L1 véi khang thé hoic
manh gin két khang nguyén ctia n6 bao gdm cac CDR ctia HCVR va cac CDR cula
LCVR, trong do mdi HCVR va LCVR cé trinh tu axit amin dugc chon tir cac trinh tu
HCVR va LCVR duoc liét ké trong bang 1.

Theo mdt s6 phuong 4n, protein gian két 1a cac khang thé phan 1ap va manh
gin két khang nguyén ctia né6 ma phong bé su gin két cia PD-L1 vé6i PD-1 hodc véi
B7-1. Theo mot s& phuong an, khang thé hoic manh gin két khang nguyén ciia n6 ma
phong bé su gin két cua PD-L1 v&i PD-1 hodc véi B7-1 ¢6 thé gin két v6i cing mot
epitop trén PD-L1 nhu PD-1/B7-1 hodc ¢6 thé gin két vdi cac epitop khac nhau trén
PD-L1 nhu PD-1/B7-1. Theo cic phuong an nhit dinh, cac khang thé theo sang ché
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ma phong bé su gin két ctia PD-L1 véi PD-1 hodc v6i B7-1 bao gdm céc CDR ctia
HCVR c6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhém g&n cO cac trinh ty HCVR duoc liét
ké trong bang 1; va cdc CDR ctia LCVR ¢6 trinh ty axit amin duoc chon tir nhém gbém

¢6 céc trinh ty LCVR dugc liét ké trong bang 1.

Theo cac phuong an khéc, sang ché d& xuét khang thé va manh gin két khang
nguyén cua né ma khong phong bé sy gin két ctia PD-L1 v6i PD-1 hodc véi B7-1.
Theo cac phuong 4n nhét dinh, sdng ché dé xuét khang thé hodc manh gin két khang
nguyén cia n6 dugc phin 14p ma gan két v6i PD-L1, trong d6 khéang thé hodc manh
gin két khdng nguyén ctia né lam ting cudng sy gin két ctia PD-L1 véi PD-1 hoic véi
B7-1. Theo mot sb phuwong an, khang thé hoic manh gin két khang nguyén ctia n6
dugc phan 1dp ma lam tdng cuong su gin két cia PD-L1 véi PD-1/B7-1 bao gbm cac
CDR cua HCVR, trong d6 HCVR c6 trinh ty axit amin dugc chon tir nhém gé)m co
SEQ ID NO: 18, 66, 114, 130, 202, 218, 266, 282, 298, 322 va 338; va cac CDR cua
LCVR, trong d6 LCVR c¢6 trinh ty axit amin dugc chon tir nhém gdm c¢6 SEQ ID NO:
26, 74, 122, 138, 210, 226, va 274. Theo mot sb phuong an, khang thé hoic manh gin
két khang nguyén cia n6 duoc phan 1ap bao gdm cdp trinh tw axit amin HCVR/LCVR
duoc chon tir nhom gé)m ¢ SEQ ID NO: 18/26 (vi du, H2M8307N), 66/74 (vi du,
H2M8312N), 114/122 (vi du, H2M8317N), 130/138 (vi du, H2M8321N), 202/210 (vi
du, HIH9323P), 218/226 (vi du, HIH9327P), 266/274 (vi du, HIH9344P2), 282/274
(vi du, HIH9345P2), 298/274 (vi du, HIH9354P2), 322/274 (vi du, HIH9382P2), va
338/274 (vi du, HIH9396P2).

Theo mdt sé phuong an, protein gin két 1a cac khang thé va manh gin két
khéng nguyén cua ndé ma gin két dic hidu v6i PD-L1 tir ngudi hodc céc loai khac.
Theo cac phuong 4n nhét dinh, khang thé c6 thé gin két véi PD-L1 clia ngudi va/hodc

v6i PD-L1 cua khi cynomolgus.

Theo mot sd phuong 4n, protein gin két 1a cac khang thé va manh gin két
khang nguyén cua né ma canh tranh chéo dé gén két véi PD-L1 véi khang thé tham
chiéu hoic manh gin két khang nguyén ctia né bao gdm ciac CDR cia HCVR va cic
CDR cua LCVR, trong do mdi HCVR va LCVR c¢6 trinh tu axit amin dugc chon tir
cac trinh tu HCVR va LCVR dugc liét ke trong bang 1.
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Theo mét phuong an, protein gan két 1a khang thé hogic manh gin két khang
nguyén dugc phéan lap ma c6é mot hodc nhiéu dic diém sau: (a) phong bé su gén két
ctia PD-L1 vé6i PD-1 hodc v6i B7-1; (b) gén két ddc hidu véi PD-L1 clia ngudi va/hoac
PD-L1 cua khi cynomolgus; (c) e ché su tang sinh t& bao T trong thir nghiém phan
g té bao lympho hdn hgp (MLR); va (d) 1am gia tang sy tiét IL-2 va/hoic interferon-
gama trong thtr nghiém MLR.

Theo mot sb phuong an, protein gan két 1a khéng thé hoic manh gin két khang
nguyén ctia n6 c6 thé gin két dac hiéu véi PD-L1 theo cach chi véan, nghia 14 né lam
ting cudng hodc kich thich sy gan két va/hodc hoat tinh ctia PD-L1; theo cic phuong
an khac, khang thé co thé gén két dac hiéu véi PD-L1 theo cach chu van, tirc 1a no

phong bé PD-L1 khong gin két v6i thu thé cia no.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, khang thé hoic manh gin két khang nguyén c6
tinh dic hiéu kép bao gdm tinh dac hidu gin két thir nhat v6i PD-L1 va tinh dic hiéu
gén két thir hai ddi véi epitop dich thir hai. Epitop dich thir hai c6 thé 14 epitop khac
trén PD-L1 hoic trén protein khac ching han nhu chit ddng twrc ché té bao T. Theo cac
phwong 4n nhét dinh, epitop dich c6 thé trén té bao khic bao gdm vi du, té bao T, té

bao B, té bao khéi u, té bao md tu mién dich hodc té bao nhiém virut khéc.

Theo mdt sb phuong 4n, khang thé va manh gin két khang nguyén cia khang
thé gin két voi PD-L1 monome (vi du, & 25°C hodc & 37°C) véi Kp nho hon khoang
318pM nhu do dugc bang cong hudng plasmon bé mat, vi du, bang cach sir dung dang
thr nghiém nhu dugc x4c dinh trong vi du 3 cta cong bd patent My sb US 2015-
0203580 Al, hoic thtr nghiém gin nhu twong tu. Theo cac phuong an nhit dinh,
khang thé hodc manh gin két khang nguyén cia né gan két véi PD-L1 monome véi
Kp nhé hon khodng 300pM, nho hon khoang 250pM, nhé hon khoang 150pM, nho
hon khoang 100pM, hodc nhé hon khoang 50pM, nhu do dwgc bing cong hudng
plasmon bé mat, vi du, béng cach str dung dang thir nghiém nhu dugc xac dinh trong vi
du 3 cia cong bd patent My s& US 2015-0203580 A1, hodc thir nghiém gin nhu twong

tu.

Theo mot sd phuong 4n, khang thé va manh gén két khang nguyén ctia né gin

két v6i PD-L1 dime (vi du, & 25°C hodc ¢ 37°C) v6i Kp nho hon khoang 15pM nhu do
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dugc bang cong hudng plasmon bé mat, vi du, bing cach st dung dang thr nghiém
nhu dugc xac dinh trong vi du 3 cta cong b patent My s6 US 2015-0203580 A1 hodc
thir nghiém gan nhu tuong tu. Theo cdc phuong an nhit dinh, khang thé hodc manh
gén két khang nguyén ctia n6 gin két véi PD-L1 dime v6i Kp nho hon khoang 12pM,
nhé hon khoang 10pM, nhé hon khoang 8pM, hodc nhé hon khoang 5pM, nhu do
duoc béng cong huong plasmon bé mat, vi du, bé‘mg cach st dung dang thu nghiém
nhu dugc xac dinh trong vi du 3 cua cong b patent My s6 US 2015-0203580 A1, hodc

thir nghiém gan nhu twong tu.

Theo mét sé phuwong 4n, khéng th8 hodc méanh gin két khdng nguyén ctia né
gan két v6i PD-L1 ctia khi cynomolgus (Macaca fascicularis) (vi dy, & 25°C hoic &
37°C) vé6i Kp nho hon khodng 28nM nhu do duoc bang cong hudng plasmon bé mit,
vi du, bing cach st dung dang thir nghiém nhu dugc xéac dinh trong vi du 3 cta cong
bb patent My sé US 2015-0203580 A1. Theo cac phuong 4n nhat dinh, khang thé hodc
ménh gin két khang nguyén cla né gin két v6i PD-L1 ctia khi cynomolgus véi Kp
nho hon khoang 25nM, nh6 hon khoang 20nM, nhé hon khodng 15nM, nhé hon
khoang 10nM, hodc nhé hon khoang 5 nM, nhu do duogc bé‘mg cong hudng plasmon bé
mat, vi du, b.’?mg cach st dung dang thtt nghiém nhu dugc xé4c dinh trong vi du 3 cia

cong bd patent My sb US 2015-0203580 A1, hogc thir nghiém gan nhu tuong tu.

Theo mdot sé phuong an, khéng thé va manh gin két khang nguyén ctia no gin
két voi PD-L1 véi chu ky béan rd phan ly (t%2) 16n hon khoang 1 phat nhu do duoc
bing cong hudng plasmon bé mit & 25°C hodc 37°C, v du, bang cach sir dung dang
thit nghiém nhu duoc x4c dinh trong vi du 3 clia cong bd patent My sé US 2015-
0203580 Al, hodc thir nghiém gin nhu twong tu. Theo cdc phuong 4n nhit dinh,
khang thé hodc manh gin két khang nguyén gin két v6i PD-L1 véi t¥2 16n hon khoang
5 phut, 16n hon khoang 10 phut, 16n hon khoang 30 phut, 16n hon khoang 50 phut, 16n
hon khoang 60 phut, 16n hon khoang 70 phut, 16n hon khoang 80 phut, 16n hon
khoang 90 phut, 16n hon khoang 100 phl’lt, 16n hon khoang 200 phut, 16n hon khoéhg
300 phut, 16n hon khoang 400 phut, 16n hon khoang 500 phut, 16n hon khoang 600
phut, 16n hon khoang 700 phut, hodc 16n hon khoang 800 phut, nhu do dugc bang
cong hudng plasmon bé& mit & 25°C hodc 37°C, vi du, bang cach st dung dang thir

nghiém nhu dugc x4c dinh trong vi du 3 cla cong b patent My s6 US 2015-0203580
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Al (vi du, dang thu nap mAb hodc dang thu nap khang nguyén) hodc thir nghiém gan

nhu tuong tu.

Theo mot s6 phuong 4n, khang thé hoic manh gin két khang nguyén cia n6
phong bé su gin két cia PD-L1 véi PD-1 véi ICso nho hon khoang 770 pM nhu dugc
xac dinh béng cach st dung thu nghiém mién dich dua trén ELISA, vi du, nhu duoc
thé hién trong vi du 4 cua céng bd patent My sé US 2015-0203580 Al, hodc thir
nghiém gan nhu tuong tw. Theo mot s phuong 4n, khing thé hodc manh gin két
khang nguyén cia n6d phong bé su gin két ciia PD-L1 v6i B7-1 vé6i ICso nhd hon
khoang 10nM nhu dugc xac dinh béng cach sir dung thtr nghi€ém mién dich dua vao
ELISA, vi du, nhu duge thé hién trong vi du 4 cla cong bb patent My s6 US 2015-
0203580 A1, hodc thit nghiém gan nhu twong tw. Theo mét s6 phuong 4n, khéng thé
va manh gin két khang nguyén ciia n6 gin két véi PD-L1 va lam ting cuong su gin

két cia PD-L1 véi PD-1 hodc v6i B7-1.

Theo mot s& phuong 4n, khang thé gén két v6i mién ngoai bao ctia PD-L1
hoic v6i méanh cua mién nay. Theo mdt sé phuong 4n, khang thé gin két voi nhiéu
hon mot mién (khang thé phan ting chéo). Theo cdc phuong 4n nhét dinh, khang thé
gin két véi epitop nim trong mién ngoai bao bao gdm cac gbe axit amin 19 dén 239

ctia NP_054862.1.

Theo cac phwong 4n nhat dinh, cac khang thé thuc hién chtc ning bang cach
phong bé hoic trc ché hoat tinh gin két voi PD-1 hodc gin két véi B7-1 lién quan dén
PD-L1 bing cach gin két v6i ving hodc manh khac bét ky cua protein nguyén ven.
Theo céc phuong 4n nhét dinh, khang thé lam giam hoic didu bién sy tuong tac giita

PD-L1 va PD-1/B7-1.

Theo céc phuong 4n nhét dinh, khang thé 1a khang thé dic hi¢u kép. Khéng
thé dic hiéu kép co thé gin két mot epitop trong mot mién va cling c6 thé gin két
epitop thir hai trong mién khac ctia PD-L1. Theo céc phuong én nhat dinh, khang thé
dac hiéu kép gin két hai epitop khac nhau trong cung mot mién. Theo mdt phwong 4n,
phan tr gan két khang nguyén dic hiéu kép bao gbm tinh dic hiéu gin két khang
nguyén thir nhét trong d6 tinh dic hiéu gin két thir nhit bao gdm mién ngoai bao hoic

manh cua né ciia PD-1; va tinh dic hiéu gin két khang nguyén tht hai vé6i epitop khéc
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cua PD-L1. Theo phuong an khac, phén tir gin két khang nguyén da dic hiéu bao gbm
tinh dic hiéu gin két khang nguyén thi nhét trong d6 tinh dic hiéu gin két khang
nguyén tht nhit bao gdbm mién ngoai bao hoic manh cta né ciia B7-1; va tinh dic

hiéu gin két khang nguyén thi hai véi epitop khéac cua PD-L1.

Theo mdt phuong 4n, khéng thé hodic méanh cua no 1a khang thé don dong
nguyén ven cta nguodi hodc manh gin két khang nguyén cia né ma gin két v6i PD-L1,
trong d6 khang thé hodc manh cua no thé hién mot hoic nhiéu dic diém sau: (i) bao
gém HCVR c6 trinh tu axit amin dugc chon tr nhom gém c6 SEQ ID NO: 2, 18, 34,
50, 66, 82, 98, 114, 130, 146, 162, 178, 186, 202, 218, 234, 250, 258, 266, 274, 282,
290, 298, 306, 314, 322, 330 va 338, hodc trinh tu gé’m nhu tuong ty cia nd c¢o it nhét
14 90%, it nhat 12 95%, it nhit 12 98% hodc it nhét 12 99% trinh tu gidng nhau; (ii) bao
gdm LCVR ¢6 trinh tw axit amin dugc chon tir nhém gdm c6 SEQ ID NO: 10, 26, 42,
58,74, 90, 106, 122, 138, 154, 170, 194, 210, 226, 242, 258, va 274, hodc trinh ty gin
nhu twong tw cla né cb it nhat 1a 90%, it nhét 1a 95%, it nhat 1a 98% hogc it nhit 1a
99% trinh tu gibng nhau; (iii) bao gdm mién HCDR3 c¢6 trinh tu axit amin dugc chon
tir nhém gdm ¢6 SEQ ID NO: 8, 24, 40, 56, 72, 88, 104, 120, 136, 152, 168, 184, 192,
208, 224, 240, 256, 272, 280, 288, 296, 304, 312, 320, 328, 336 va 344, hoic trinh tu
gAn nhu tuong tu ctia n6 ¢6 it nhit 1a 90%, it nhat 1a 95%, it nhét 1a 98% hodc {t nhét la
99% trinh tu giéng nhau; va mién LCDR3 c6 trinh tu axit amin dwgc chon tir nhém
gdm ¢6 SEQ ID NO: 16, 32, 48, 64, 80, 96, 112, 128, 144, 160, 176, 200, 216, 232,
248, 264, va 280, hodc trinh tu gin nhu twong tu ctia né co it nhit 1a 90%, it nhat 1a
95%, it nhat 12 98% hogc it nhit 1a 99% trinh tu giéng nhau; (iv) bao gdbm mién
HCDRI1 ¢6 trinh tu axit amin dugc chon tr nhom gém c6 SEQ ID NO: 4, 20, 36, 52,
68, 84, 100, 116, 132, 148, 164, 180, 188, 204, 220, 236, 252, 268, 284, 292, 300, 308,
316, 324, 332, va 340, hodc trinh tw gin nhu twong tw clia nd c6 it nhat 1a 90%, it nhat
14 95%, it nhat 12 98% hodc it nhit 12 99% trinh ty gidng nhau; mién HCDR2 c¢6 trinh
tu axit amin duoc chon tr nhom g6m ¢6 SEQ ID NO: 6, 22, 38, 54, 70, 86, 102, 118,
134, 150, 166, 182, 190, 206, 222, 238, 254, 270, 286, 294, 302, 310, 318, 326, 334,
va 342, hodc trinh ty gin nhu tuong ty ctia nd ¢6 it nhat 1a 90%, it nhét 12 95%, it nhat
12 98% hodc it nhit 1a 99% trinh tu gibng nhau; mién LCDR1 ¢6 trinh tu axit amin
duoc chon tir nhém gdém c6 SEQ ID NO: 12, 28, 44, 60, 76, 92, 108, 124, 140, 156,
172, 196, 212, 228, 244, 260, va 276, hodc trinh tu gin nhu twong tu ciia né ¢o it nhit
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12 90%, it nhit 12 95%, it nhat 1a 98% hodc it nhét 1a 99% trinh tu giéng nhau; va mién
LCDR2 c6 trinh tu axit amin dugc chon tr nhom g@)m c¢6 SEQ ID NO: 14, 30, 46, 62,
78,94, 110, 126, 142, 158, 174, 198, 214, 230, 246, 262, va 278, hogc trinh tw gan nhu
twong tu clia né ¢6 it nhat 1a 90%, it nhét 1a 95%, it nhit 1a 98% hodc it nhat 1a 99%
trinh tu gibng nhau; (v) 1a phan t& gin két khang nguyén da dic hiéu bao gbm tinh dic
hidu gén két thir nhat véi PD-L1 va tinh ddc hiéu gin két thir hai v6i khang nguyén
duoc chon tir nhém gdm c6 PD-L1, khdng nguyén ddc hiéu khéi u, khang nguyén té
bao nhidm virut va chit ddng trc ché té bao T; (vi) gén két voi PD-L1 clia ngudoi véi
Kp nim trong khoang tir 4pM dén 645nM; (vii) gin két v6i PD-L1 cua khi
cynomolgus v6i Kp nam trong khoang tir 70pM dén 400nM; (viii) phong bé hoic lam
ting cudng su gin két ctia PD-L1 v6i PD-1 véi IC50 < 770pM; (ix) phong bé hodc
lam ting cudng sw gan két ciia PD-L1 v6i B7-1 véi IC50 < 10nM; (x) phong bé su
didu chinh giam cta té bao T cam bién PD-1 va/hodc giai thoat béo hiéu té bao T trong
thir nghiém thong béo t& bao T/APC luxiferaza; (xi) kich thich ting sinh va hoat tinh té
bao T trong tht nghiém phan Ung té bao lympho hdn hop (MLR); (xii) cdm ng viéc
tao ra IL-2 va/hodc IFNy trong thir nghiém MLR; va (xiii) ngin chin sy phat trién khoi

u va lam gia ting sy song ¢ doi tugng mic bénh ung thu.

Theo mot phuong an, khang thé hodc manh cua no6 13 khang thé don dong
nguyén ven cia nguoi hodc manh gin két khang nguyén cia n6 ma phong bé su gin
két ctia PD-L1 v6i PD-1 hodc véi B7-1, trong d6 khang thé hodc méanh ctia né thé hién
mot hoac nhiéu diac diém sau: (1) bao gém HCVR c¢6 trinh tu axit amin dugc chon tu
nhém gdm c6 SEQ ID NO: 82, 98, 146, 162, 290, 306, 314, va 330, hofc trinh tw gén
nhu twong tu ctia né ¢6 it nhat 1a 90%, it nhét 1a 95%, it nhat 1a 98% hodc it nhét la
99% trinh tu giéng nhau; (ii) bao gdm LCVR ¢ trinh tu axit amin dugc chon tir nhém
gé)ln c6 SEQ ID NO: 90, 106, 154, 170, va 274, hodc trinh tu ga‘in nhu tuong tu ciia nd
c6 it nhét 1a 90%, it nhat 1a 95%, it nhét 1a 98% hodc it nhét 12 99% trinh tu gidng
nhau; (iii) bao gbm mién HCDR3 ¢6 trinh ty axit amin dugce chon tir nhém goém cé
SEQ ID NO: 88, 104, 152, 168, 296, 312, 320, va 336, hodc trinh tu gin nhu twong tu
clia n6 ¢ it nhat 1a 90%, it nhit 1a 95%, it nhat 1a 98% hodc it nhat 1a 99% trinh ty
giéng nhau; va mién LCDR3 ¢6 trinh tu axit amin duoc chon tir nhém gém c6 SEQ ID
NO: 96, 112, 160, 176, va 280, hoic trinh ty gin nhu tuong tw cta né c6 it nhat 1a
90%, it nhat 1a 95%, it nhit 12 98% hodc it nhét 1a 99% trinh tu giéng nhau; (iv) bao

-27-



40734

gém mién HCDR1 c¢6 trinh tu axit amin duoc chon tir nhém g6m c6 SEQ ID NO: 84,
100, 148, 164, 292, 308, 316, va 332, hodc trinh tu gén nhu tuong ty cua nd co it nhét
13 90%, it nhit 1a 95%, it nhat 1a 98% hodc it nhit 12 99% trinh tu gidng nhau; mién
HCDR2 ¢6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhém gém ¢6 SEQ ID NO: 86, 102, 150,
166, 294, 310, 318, va 334, hodc trinh tu gﬁn nhu tuong tu ciia nd co it nhét 12 90%, it
nhét 13 95%, it nhét 1a 98% hodc it nhat 1a 99% trinh tw giéng nhau; mién LCDRI ¢6
trinh tu axit amin dugc chon tir nhom gf”)m ¢6 SEQ ID NO: 92, 108, 156, 172, va 276,
hodc trinh tu gin nhu twong ty cta né ¢6 it nhit 1a 90%, it nhat 1a 95%, it nhat 12 98%
hoic it nhit 12 99% trinh tu gidng nhau; va mién LCDR2 c¢6 trinh ty axit amin dugc
chon tir nhom gém c¢d SEQ ID NO: 94, 110, 158, 174, va 278, hoic trinh tu gén nhu
twong tw cta n6 c6 it nhat 1a 90%, it nhit 1a 95%, it nhét 12 98% hodc it nhat 1a 99%
trinh tu giéng nhau; (v) 1a phan tir gan két khdng nguyén da dic hiéu bao gdm tinh dac
hiéu gin két thr nhit v6i PD-L1 va tinh ddc hiéu gin két thi hai v6i khang nguyén
duoc chon tir nhom gdm c6 epitop khac ctia PD-L1, khéng nguyén dic hiéu khéi u,
khéng nguyén té bao nhidm virut va chat dong trc ché té bao T; (vi) gan két v6i PD-L1
ctia ngudi v6i Kp < 1071°M; (vii) gin két véi PD-L1 caa khi cynomolgus véi Kp < 107
"M; (viii) phong bé su gin két ciia PD-L1 véi PD-1 hodc véi B7-1; (ix) phong bé su
diéu chinh giam cua té bao T cam bién PD-1 va/hodc giai thodt truyén tin hiéu té bao T
trong thir nghiém thong béo té bao T/APC luxiferaza; (xi) kich thich su ting sinh va
hoat héa té bao T trong thtr nghiém phan tmg té bao lympho hdn hop (MLR); (xii) cam
g su tao ra IL-2 va/hoac IFNy trong thir nghiém MLR; va (xiii) ngin chén sy phat

trién khoi u va lam gia tang su song ¢ doi tugng mac bénh ung thu.

Theo cac phuong 4n nhit dinh, khang thé khang PD-L1 hoic manh gin két
khang nguyén cta n6 gin két epitop trong viing bat ky hodc nhidu ving dugc ldy 1am
vi du trong PD-L1, ¢ dang tu nhién hodc dugc tao ra béng cach tai tb hop, hodc véi
manh ciia né. Theo mot sé phuong an, khang thé theo sang ché gin két véi viing ngoai
bao bao gdm mdt hodc nhiéu axit amin dugc chon tir nhém gdm c6 cac gdc axit amin
tir 19 dén 239 ciia PD-L1. Theo mot s6 phuong 4n, khang thé theo sang ché gin két
v6i ving bao gdbm mdt hodc nhiéu axit amin dugc chon tir nhém gdm ¢6 cac gde axit

amin tir 1 dén 221 ctia PD-L1 ctia khi cynomolgus.

Theo cic phuong an nhét dinh, khang thé theo sang ché, nhu dugc thé hién
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trong bang 1, tuong tdc voi it nhit mét trinh ty axit amin duoc chon tir nhém gém cod
cac gbe axit amin nam trong khoang tir vi tri 19 dén vi tri 130 cia PD-L1; hoic cic
géc axit amin nam trong khoang tur vi tri 130 dén vi tri 153 ciia PD-L1; hodc cac géc
axit amin nim trong khoang tir vi tri 153 dén vi tri 210 cta PD-L1; hodc cac gbc axit

amin nam trong khoang tir vi tri 210 dén vi tri 239 ctia PD-L1.

Theo mdt sb phuong an, khing thé khang PD-L1 gin két v6i cling mot epitop
hodc mot phan cua epitop, nhu khing thé bat ky trong sd cac khang thé 1am vi du dic
hiéu dugc mo ta trong ban mo ta nay trong bang 1, hodc khang thé ¢6 cac trinh ty CDR
cua khang thé bat ky trong s6 cac khang thé 1am vi du dwgc mo ta trong bang 1. Tuong
tu, cac khang thé thich hop ciing bao gbm khang thé khang PD-L1 ma canh tranh dé
gén két véi PD-L1 hodic manh PD-L1 véi khang thé bit ky trong sb cac khéng thé lam
vi du dic hiéu duoc mo ta trong ban mo ta nay trong bang 1 hodc khang thé ¢co cac
trinh tu CDR cua khang thé bat ky trong sb cac khang thé 1am vi du dugc mb ta trong
bang 1. Vi du, c4c khang thé phii hop bao gdm khéng thé khang PD-L1 ma canh tranh
chéo dé gin két véi PD-L1 v6i mot hoic nhidu khang thé nhu duoc xic dinh trong vi
du 6 cua ban md ta nay (vi du, H2aM8309N, H1H9329P, H1H9336P, H2aM&3 14N,
H2aM8316N, H2AM8718N, HIH9387P2, HIH9351P2, H1H9364P2, HIH9373P2, va
H2aM8306N). Séng ché ciing bao gdm khang thé khang PD-L1 ma canh tranh chéo dé
gin két v6i PD-L1 véi mot hodc nhidu khang thé nhu dugc x4c dinh trong vi du 6 clia
cong bd patent My sé US 2015-0203580 Al (vi du, HIH9396P2, H2aM8317N,
H2aM8321N, H1H9323P, H1IH9382P2, H1H9344P2, HIH9345P2 va H1IH9354P2).

Céc khang thé va manh gin két khang nguyén dugc md ta trong ban md ta nay
gén két dac hidu voi PD-L1 va didu bién sy twong tac ctia PD-L1 véi PD-1 hodc véi
B7-1. Khang thé khang PD-L1 ¢6 thé gin két véi PD-L1 véi di luc cao hodc véi ai luc
thip. Theo cic phuong 4n nhit dinh, khang thé 1a cac khang thé phong bé trong do6
khéng thé gin két voi PD-L1 va phong bé su tuong tic ctia PD-L1 véi PD-1 hoic véi
B7-1. Theo mot sé phuong an, cac khang thé phong bé theo sang ché phong bé sy gin
két cua PD-L1 véi PD-1 hoic véi B7-1 va/hodc kich thich hodc 1am ting cudng su
hoat hod té bao T. Theo mot s& phuong 4n, cac khang thé phong bé 13 hitu ich dé kich
thich hodc 1am ting cudng dap tng mién dich va/hodc dé didu tri dbi twong mac bénh

ung thu hodc nhidm virut man tinh. Céc khang thé khi dugc dung cho dbi tuong can
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dung nay c6 thé 1am gidm su nhiém tring man tinh do virut nhu HIV, LCMV hoc
HBV & dbi tuong. Chung co thé dugc st dung dé trc ché su phat trién ca t& bao khoi
u & dbi tuong. Ching ¢ thé duge st dung riéng hoic dudi dang liéu phap bd tro véi
cac gbe didu tri khac hodc cac phuong thirc da biét trong linh vuc di€u tri bénh ung thu
hodc nhiém virut. Theo cic phuong 4n nhét dinh, khéng thé khang PD-L1 ma gin két
v6i PD-L1 véi ai luc thdp duge st dung dudi dang phéan ti gin két khang nguyén da
dic hiéu trong d6 tinh dic hiéu gin két thir nhit gin két véi PD-L1 véi 4i lyc thap va
tinh dic hiéu gin két thi hai gin két v6i khang nguyén dugc chon tir nhém gbm cb
epitop khéac nhau cia PD-L1, chét ddng tc ché té bao T nhu PD-1, khang nguyén dic

hiéu khdi u va khang nguyén dic hién té bao lay nhiém.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, cic khang thé theo sang ché 1a cac khang thé
chu van, trong d6 khang thé gin két v6i PD-L1 va lam ting cudng su twong tic cla
PD-L1 va PD-1/B7-1. Theo mdt s6 phuong 4an, khang thé hoat ho4 lam ting cudng sy
gin két ctia PD-L1 v6i PD-1 hodc vé6i B7-1 va/hodc tc ché hoic ngin chan su hoat
ho4 t& bao T. Céc khéng thé hoat hod theo sang ché ¢6 thé 1a hiru ich dé @c ché dap

tmg mién dich & d6i twong va/hodc dé diéu tri bénh ty mién dich.

Theo cac phuong an nhét dinh, khéng thé khang PD-L1 13 cac phan tir gin két
khang nguyén da dac hi€u, trong d6 chiing bao gbm tinh ddc hiéu gin két thir nhat véi
PD-L1 va tinh dac hiéu gan két thir hai v6i khang nguyén duoc chon tir nhém gbm ¢6
epitop khac nhau ctia PD-L1, chat ddng we ché té bao T nhu PD-1, khdng nguyén dic
hiéu khdi u va khéng nguyén dic hiéu t& bao 14y nhiém. Theo cic phuong 4n nhit
dinh, tinh ddc hiéu gén két thr nhét gin két v6i PD-L1 véi 4i luc thp, vi du, véi Kp 1a
10 M, 10”7 M hoic 16n hon.

Céc khang thé khang PD-L1 nhét dinh theo sang ché c6 thé gan két véi va lam
trung hoa hoat tinh ctia PD-L1, nhu dugc xac dinh boi cac thir nghiém in vitro hodc in
vivo. Kha ning ctia khang thé theo sang ché gin két véi va lam trung hoa hoat tinh cua
PD-L1 c6 thé do duoc bang cach sir dung phuong phép tiéu chudn bat ky da biét ddi
v6i nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay, bao gdm céc thir nghiém gan két

hodc thtr nghi€ém hoat tinh, duwgc mo ta trong ban mo ta nay.

Céc tht nghiém in vitro lam vi du khong han ché dé do hoat tinh gén két duoc
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minh hoa trong vi du 3 cua cong bd patent My s6 US 2015-0203580 Al. Trong vi du
3, cac 4l luc gin két va hing s6 dong hoc cua khing thé khang PD-L1 ctia ngudi dbi
v6i PD-L1 cta nguoi va PD-L1 cta khi cynomolgus dugc xac dinh bang cong hudng
plasmon bé mait va cac phép do duogc thuc hién trén thiét bi T200 Biacore. Trong céac
vidu 4 va 5 cua cong bd patent My s6 US 2015-0203580 A1, cac thir nghiém phong
bé duge str dung dé x4c dinh kha niang ciia khang thé khang PD-L1 phong bé kha ndng
gin két PD-L1 ctia PD-1 hodc v6i B7-1 in vitro. Trong vi du 6 ciia cong b patent My
s6 US 2015-0203580 A1, c4c thir nghiém phong bé duoc sir dung @ xac dinh sy canh
tranh chéo gifta cac khang thé khang PD-L1 khac nhau. Vi du 7 cta cong bd patent My
s6 US 2015-0203580 A1 md ta su gén két ciia khang thé véi té bao biéu hién qua muc
PD-L1. Trong vi du 8 cua cong bd patent My s US 2015-0203580 Al, thtr nghiém
luxiferaza dugc sir dung dé x4c dinh kha nang cua khang thé khang PD-L1 ddi khang
bao hiéu PD-1/PD-L1 trong té bao T.

Trir khi ¢6 quy dinh rd rang khac, thuat ngit “khang thé” nhu duoc st dung
trong ban mo ta nay, nén duoc hiéu 13 bao gdbm cac phan tir khang thé bao gém hai
chudi ning globulin mién dich va hai chudi nhe globulin mién dich (nghia 13, “phan tir
khang thé nguyén ven™) cling nhu manh gin két khang nguyén ciia n6. Céc thuét ngit
“phan gin két khang nguyén” ctia khang thé, “manh gin két khang nguyén” ctia khang
thé va twong tu, nhu dugc st dung trong ban md ta nay, bao gdm polypeptit hozc
glycoprotein cé trong tu nhién, thu dugc bdi enzym, tdng hop hodc duge thao tac di
truyén ma gin két dic hidu véi khang nguyén dé tao ra phtc hé. Thuat ngt “manh gan
két khang nguyén” ctia khang thé hodc “méanh khang thé”, nhu dugc sir dung trong ban
md ta nay, dung dé chi mot hodc nhiéu méanh khang thé ma van co6 kha nang gan két
dic hiéu voi PD-L1. Manh khang thé c6 thé bao gdm manh Fab, manh F(ab');, manh
Fv, manh dAb, méanh chta CDR, hodc CDR duogc phén l1ap. Theo cdc phuong an nhét
dinh, thuat ngit “méanh gin két khang nguyén” ding dé chi polypeptit hoic manh cia
n6 cta phan tir gin két khang nguyén da dic hiéu. Theo cdc phuong an nhu vay, thuat
ngit “manh gan két khang nguyén” bao gdm, vi du, mién ngoai bao ctia PD-1 ma gin
két dic hiéu v6i PD-L1. Cac manh gin két khang nguyén cta khang thé c6 thé dugc
tao ra, vi du, tir cac phan tir khang thé nguyén ven bang cach st dung céc k¥ thuat tiéu
chudn thich hop bit ky nhu k¥ thuat tiéu hoa phan giai protein hodc k¥ thuat thao tac

di truyén tai td hgp bao gom thao tac va bieu hién ADN ma hod mién bién doi va mién
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hing dinh (tuy y) ctia khédng thé. ADN nay da biét va/hodc san c6 tir, v du, cac ngudn
thuong mai, thu vién ADN (bao gdm, vi dy, thu vién thé thuc khuin-khéng thé), hodc
6 thé duge téng hgp. ADN c¢6 thé duoc tao trinh tu va duogc thao tac v& mit hod hoc
hodc bing cach st dung cac k§ thuat sinh hoc phan t, vi du, dé sip xép mot hoic
nhiéu mién bién ddi va/hoic héng dinh thanh cdu hinh phu hop hodc dua vao cac

codon, dé tao ra cic goc xystein, cai bién, b6 sung hodc loai b6t axit amin, v.v..

Céc vi du khéng han ché vé cic manh gin két khang nguyén bao gom: (i) cac
manh Fab; (ii) cdc manh F(ab")2; (iii) cAc manh Fd; (iv) cac manh Fv; (v) cdc phén tir
chudi don Fv (scFv); (vi) cdc manh dAb; va (vii) cac don vi nhan biét t&i thiéu gdm co
cac gbc axit amin ma mo phéng ving siéu bién cta khang thé (vi du, ving quyét dinh
bd sung duogc phan l1ap (CDR) nhu peptit CDR3), hodc peptit FR3-CDR3-FR4 rang
budc. Céac phan tur da thao tac khac, nhu khang thé dic hiéu mién, khang thé mién don,
khang thé loai bo mién, khang thé kham, khang thé ghép CDR, diabody, triabody,
tetrabody, minibody, nanobody (vi du cic nanobody hoa tri mdt; nanobody hod tri hai,
v.v.), cac duoc phAdm mién dich khbi nhé (SMIP), va cic mién IgNAR bién ddi shark,
ciing duoc bao gdm trong cum tir “manh gin két khang nguyén”, nhu duge st dung

trong ban mo ta nay.

Manh gin két khang nguyén ciia khang thé s& thuong bao gdm it nhat mot
mién bién déi. Mién bién dbi c6 thé c6 kich c& bat ky hodc thanh phan axit amin va sé
thuong bao g61n it nhdt mot CDR, ma lién ké voi hodc trong khung v6i mot hodc
nhiéu trinh ty khung. Trong cc manh gin két khang nguyén c6 mién Vg duoc két hop
v6i mién Vi, cdc mién Vi va Vi ¢6 thé phu hop lién quan dén mién khéc trong cach
b6 tri phu hop bat ky. Vi du, ving bién ddi c6 thé 1a dime va chtta Vi - Vi, Vi - Vi
hodc Vi - VL dime. Theo cach khéc, manh gin két khang nguyén cua khang thé c6 thé

chtra mién Vy hodac Vi, monome.

Theo céc phuong 4n nhét dinh, manh gin két khang nguyén ctia khéng thé c6
thé chua it nhAt mot mién bién d6i duoc lién két cong hoa tri voi it nhit mot mién héng
dinh. C4u tao lam vi du khéng han ché cua cac mién bién ddi va héng dinh ma c6 thé
duoc tim thdy trong méanh gén két khang nguyén ciia khang thé theo sang ché bao
gom: (i) Vu -Cul; (ii) Vu -Cu2; (iii) Vi -Cu3; (iv) Vi -Cul-Cu2; (v) Vi -Cul-Cu2-
Cu3; (vi) Vu -Cu2-Cu3; (vii) Vi -Cy; (viii) Vi -Cul; (ix) VL -Cu2; (x) VL -CH3; (xi)
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Vi -Cul-Cu2; (xii) Vi -Cul-Cu2-CHx3; (xiii) Vi -Cu2-Ch3; va (xiv) VL -Cr. Theo ciu
tao bat ky ctia cac mién bién ddi va hing dinh, bao gdm chu tao bat ky trong s6 céc cdu
tao lam vi du duoc liét ké trén day, céc mién bién dbi va hf?mg dinh c6 thé dugc lién két
truc tiép v6i nhau hodc ¢6 thé dugce lién két voi vung ban 18 hoac vung lién két déy dua
hodc mét phin. Ving ban 1& ¢6 thé gdm c6 it nhat 2 (vi dy, 5, 10, 15, 20, 40, 60 hodc
nhiéu) axit amin, ma dan dén lién két linh hoat hodc béan linh hoat giita cAc mién bién
ddi va/hodc hing dinh lién ké trong mot phéan tir polypeptit. Hon nita, méanh gin két
khang nguyén cta khang thé theo sang ché ¢6 thé bao gdm homo-dime hoic hetero-
dime (hodc multime khac) c6 cdu tao bit ky trong sd céc ciu tao ctia mién bién dbi va
héng dinh duogc liét ké trén day theo sy két hop khong cong hod tri v4i nhau va/hoac

vGi mOt hodc nhiéu mién Vi hodc Vi monome (vi du, (cac) lién két disulfua).

Nhu véi cac phén tir khang thé nguyén ven, cic manh gin két khang nguyén
¢6 thé 1a don dic hiéu hodc da dic hidu (vi dy, dac hiéu kép). Manh gin két khang
nguyén da dic hiéu cua khang thé thuong s& bao gdm it nhit hai mién bién dbi khac
nhau, trong d6 mdi mién bién d6i c6 kha nang gin két dic hidu véi khang nguyén
riéng biét hodc véi epitop khac nhau trén cung mot khang nguyén. Dang khang thé da
dac hiéu bat ky, bao gdm cac dang khang thé dic hiéu kép lam vi du duoc boc 16 trong
ban mé ta nay, ¢ thé dugc 1am thich ing dé st dung trong bdi canh ctia manh gén két
khang nguyén cta khang thé theo sang ché bang cach st dung cic k§ thuat thong

thudng san cé trong linh vuc nay.

Khang thé khang PD-L1 va manh khang thé theo sang ché bao gdém céc
protein c¢6 cac trinh ty axit amin khac véi trinh ty cia céc khang thé dugc mo ta,
nhung van ¢ kha ning gan két PD-L1. Cac khang thé bién thé va manh khang thé nhu
vay bao gém mdt hodc nhiéu bd sung, loai b4t hodc thay thé axit amin khi so v&i trinh
tu géc, nhung thé hién hoat tinh sinh hoc ma gén nhu tuong duong véi hoat tinh sinh
hoc cua céc khang thé theo sang ché. Tuong tu, cac trinh ty ADN ma hoé khéang thé
theo sang ché bao gém cac trinh tuy ma c6 mot hodc nhiéu bd sung, loai bot hodc thay
thé nucleotit khi so v4i trinh tu theo sang ché, nhung ma hoé khang thé hodc méanh
khang thé ma gan nhu tvong dwong sinh hoc véi khang thé hodc manh khang thé theo

sang ché.
Hai protein gén két khang nguyén, hoic khang thé, duoc cho 1a twrong duong
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sinh hoc néu, vi du, ching la cac dang tuong duong vé mat dugc phém hodc dang thay
thé vé mat duoc phém ma toc dd va mirc do hép thu cia né khong thé hién su khac
nhau dang ké khi dugc ding & cing mdt lidu mol trong céac diéu kién thir nghiém
twong tu, lifu don hodc da lidu. Mot s6 khang thé s& dugc cho 1a twong duong hodc
thay thé v& mat duoc pham néu chung twong dwong vé mirc dd hép thu cta ching
nhung khong tuong dwong vé tdc do hip thu cia ching va van c6 thé duoc cho 1a
twong duong sinh hoc vi sy khac nhau nhu vay vé toc do hép thu theo chu y va dugc
phan anh trong viéc danh ddu, khong nhét thiét phai dat duoc ndng do dugc chét hitu
hiéu cua co thé khi, vi dy, st dung man tinh va duge cho 14 khong c¢6 v nghia vé mat y

khoa ddi v6i san pham dugce cu thé duge nghién ctu.

Theo mét phuong 4n, hai protein gin két khang nguyén 1a twong duong sinh
hoc néu chung khong khéac nhau dang ké vé mat 14m sang vé do an toan, do tinh khiét

hodc hiéu luc cta ching.

Theo mdt phuong an, hai protein gin két khang nguyén twong duong sinh hoc
néu ngudi bénh c6 thé duoc chuyén dbi mot hodc nhiéu lan gitta san pham tham chiéu
va san pham sinh hoc ma khéng gia ting nguy co tic dung phu nhu mong doi, bao
gdm su thay ddi ddng ké v& mit 1am sang ddi véi tinh sinh mién dich hoic hiéu qua

giam, khi so vdi lieu phép di€u tri lién tuc ma khdng c6 sy chuyén doi nhu vay.

Theo mot phuong an, hai protein gin két khang nguyén tuwong duong sinh hoc
néu chung hoat dong theo co ché chung hodc céac co ché tac dung dbi tinh trang bénh

hodc céc tinh trang bénh st dung, dén muic dd ma céc co ché nhu vay da biét.

Tuong dwong sinh hoc ¢6 thé dwgc chimg minh bang cac phuong phap in vivo
va/hodc in vitro. Céc bién phap twong duong sinh hoc bao gém, vi dy, (a) thir nghiém
in vivo ¢ ngudi hodc dong vat cé va khac, ma trong do néng do khéng thé hodc chét
chuyén hod cta né dugc do trong mau, huyét twong, huyét thanh hodc dich sinh hoc
khac theo thoi gian; (b) thit nghiém in vitro ma c6 twong quan va du doan phi hop vé
dit liéu sinh kha dung in vivo clia nguoi; (c) thtr nghiém in vivo & nguoi hodc dong vat
¢6 v khac ma trong d6 tac dung dugc 1y cap tinh phi hop cta khang thé (hogc dich
ctia n6) dugc do theo thoi gian; va (d) thir nghiém 1am sang c6 kiém soat ma thiét lap

dd an toan, hiéu qud hodc muc sinh kha dung hodc twong duong sinh hoc ctia khang
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Céc bién thé twong duong sinh hoc ctia khang thé cia sang ché ¢6 thé duogc tao
cAu trac, vi du, béng céch tao ra céac thay thé khac nhau cua cac géc hodc céc trinh tu
hodc loai b6t cac gbe dau cubdi hodc cac gbe ¢ giita hodc céac trinh tu khong can thiét
cho hoat tinh sinh hoc. Vi du, cic gbc xystein khong thiét yéu ddi vé6i hoat tinh sinh
hoc ¢6 thé duoc loai bé hodc duge thay thé béng cac axit amin khac dé ngan khong
cho tao ra cic ciu disulfua ndi phan tir khéng can thiét hoic khong chinh xac. Theo
cach khéc, cac khang thé tuong dwong sinh hoc ¢6 thé bao gdm céc bién thé khang thé
bao gdm cac thay dbi axit amin, ma cai bién cac dic diém glycosyl hod ctia khang thé,

vi du, céc dot bién ma loai bét hodc loai bo qua trinh glycosyl hoa.

Theo cac phuong 4n nhit dinh ciia sang ché, khang thé khang PD-L1 bao gdm
mién Fc chira mdt hodc nhiéu dot bién ma lam tding cuong hodc lam giam su gén két
ctia khang thé vé6i thu thé FeRn, vi du, & d6 pH axit khi so v6i 6 pH trung tinh. Vi dy,
sang ché bao gdbm khang thé khang PD-L1 chira dot bién trong ving Cr2 hodc Ch3 cia
mién Fe, trong d6 (cac) dot bién lam gia ting 4i luc ciia mién Fc v6i FcRn trong moi
trudng axit (vi du, trong co quan ndi bao ma trong d6 pH nam trong khoang tir 5,5 dén
6,0). Cac dot bién nhu vay c6 thé din dén lam gia tang chu ky béan ra trong huyét thanh
cua khang thé khi duoc dung cho dong vat. Cac vi du khong han ché vé cac cai bién Fc
nhu vay bao gém, vi du, cai bién & vi tri 250 (vi du, E hodc Q); 250 va 428 (vi du, L
hodc F); 252 (vi dy, L/Y/F/W hoac T), 254 (vi du, S hoac T), va 256 (vi du, S/R/Q/E/D
hoac T); hodc cai bién & vi tri 428 va/hodc 433 (vi du, H/L/R/S/P/Q hoac K) va/hoac
434 (vi du, A, W, H, F hodc Y [N434A, N434W, N434H, N434F hodc N434Y]); hoac
cai bién ¢ vi trf 250 va/hodc 428; hogc cai bién & vi tri 307 hogc 308 (vi du, 308F,
V308F), va 434. Theo mdt phuong 4n, cai bién bao gdm cai bién 428L (vf du, M428L)
va 434S (vi du, N434S); cai bién 428L, 2591 (vi du, V259I), va 308F (vi du, V308F);
cai bién 433K (vi du, H433K) va 434 (vi dy, 434Y); cai bién 252, 254, va 256 (vi du,
252Y, 254T, va 256E); cai bién 250Q va 428L (vi du, T250Q va M428L); va cai bién
307 va/hodc 308 (vi dy, 308F hoic 308P). Theo phwong an khac nita, cai bién bao gdm
cai bién 265A (vi du, D265A) va/hodc 297A (vi du, N297A).

Vi du, sang ché bao gém khang thé khang PD-L1 bao gdm mién Fc chira mot

hodc nhiéu cdp hodc nhom dot bién dugc chon tir nhom g?)m c0: 250Q va 248L (vi du,
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T250Q va M248L); 252Y, 254T va 256E (vi du, M252Y, S254T va T256E); 428L va
434S (vi du, M428L va N434S); 2571 va 3111 (vi du, P2571 va Q3111); 2571 va 434H
(Vi 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 mot phuong 4n, sang ché bao gdbm khang thé khang PD-L1 bao gdm mién Fc
chira d6t bién S108P trong vung ban 18 cia IgG4 dé thuc ddy qua trinh 6n dinh hoa
dime. T4t ca cac td hop c6 thé co cla cac dot bién mién Fc néu trén va cac dot bién
khac trong mién bién ddi khang thé duoc boc 16 trong ban mo ta nay, dugc du dinh

nam trong pham vi bao hd cua sang ché.

Sang ché ciing bao gdm khang thé khang PD-L1 chir ving hing dinh chudi
nang kham (Cy), trong d6 ving Cu kham bao gém céc doan dugc tao ra tlr cac ving
Cy cua nhiéu hon mot 16p khang thé globulin mién dich. Vi du, khang thé theo sang
ché ¢6 thé bao gdm vung Cu kham bao gdm mdot phan hodc tit ca mién Cu2 duogc tao
ra tr phan tir IgG1 cla ngudi, [gG2 cia ngudi hodc IgG4 cua ngudi, duge két hop véi
mdt phan hodc tit ca mién Cu3 dwoc tao ra tir phan tir IgG1 cta nguoi, IgG2 chia nguoi
hodc IgG4 cla nguoi. Theo cac phuong 4n nhit dinh, khang thé theo sang ché bao
gdm viing Cy kham ¢6 viing ban 18 kham. Vi dy, ban 18 kham c6 thé bao gdm trinh tu
axit amin “béan 18 trén’ (cac gdc axit amin tir vi tri 216 dén 227 theo cach danh sb EU)
duoc tao ra tir ving ban 18 IgG1 cta nguoi, 1gG2 ciia ngudi hodc IgG4 cla ngudi,
duogc két hop v6i trinh ty ‘ban 18 dudi’ (cac géc axit amin tr vi tri 228 dén 236 theo
cach danh s6 EU) duogc tao ra tir vang ban 18 IgG1 cia ngudi, IgG2 cla ngudi hodc
IgG4 ctia ngudi. Theo cac phuong 4n nhét dinh, ving ban 1&n kham bao gém céc gbc
axit amin dugc tao ra tlr ban 1én trén IgG1 ciia ngudi hodc IgG4 ciia ngudi va cac gbe
axit amin dugc tao ra tir ban 1& dudi IgG2 ciia nguoi. Khang thé bao gdm ving Ci
kham nhu duge mo ta trong ban md ta nay, theo cac phuong 4n nhat dinh, ¢ thé c6
céc chtrc ning tac quan Fc cai bién ma khéng 1am anh huéng bat loi dén céc dic tinh
diéu tri hodc dugce dong hoc cia khang thé. (Xem, vi du 4n phdm: USSN. 14/170,166,
nop ngay 31 thang 1 nim 2014, ndi dung cia 4n phidm nay dugc dua vao ban md ta

ndy bang cach vién dan).
B. T4c nhan phat xa positron va gbc chelat hoa

Téc nhan phat xa positron bao gdm, nhung khéng chi gi6i han &, cac tac nhan
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ma tao ra phtic hé 6n dinh véi gbc chelat hoa va c6 chu ky béan rd vat 1y phu hop cho
muc dich chyp anh PET mién dich. Céc tic nhan phat xa positron minh hoa bao g61n,
nhung khong chi gi6i han &, ¥Zr, %Ga, %*Cu, *Sc, va ¥Y. T4c nhéan phét xa positron
phu hgp cling bao gdm céc tac nhan ma gin két truc tiép véi protein gin két PD-L1,
bao gdm nhung khong chi giéi han &, Br va '], va céc tac nhdn ma dugc dua vao

théng qua nhom gia, v du, °F.

Céc gbc chelat hoa duge md ta trong ban mo ta nay la cac gbc hoa hoc ma
duoc lien két cong hod tri véi protein gin két PD-L1, vi du, khang thé khang PD-L1 va
bao gdbm phan co kha ning chelat hoa téc nhan phat xa positron, nghia 1a c¢6 kha ning
phan g véi tdc nhan phat xa positron dé tao ra phtrc hé chelat phdi hop. Cac gbc phi
hop bao gdm céac gbc ma cho phép lugng hitu hiéu cua kim loai cu thé va tao ra phirc
hé kim loai-tdc nhan chelat hod ma 4n dinh dang ké in vivo dé st dung chén doan, vi
dy, chup anh PET mién dich. C4c gdc chelat hoa minh hoa bao gdm céac gbc ma lam
giam thiéu su phan ly ciia tic nhan phat xa positron va tich tu trong xuong khoéng,
protein huyét trong va/hodc tuy xuong két ling dén muc d6 phu hop dé sir dung chén

doan.

Céc vi du vé& cac gdc chelat hoa bao gdbm, nhung khdng chi giéi han &, céc gbe
ma tao ra phirc hé 6n dinh véi tic nhan phét xa positron ¥Zr, %Ga, #*Cu, *Sc, va/hodc
86y, Cac gdc chelat hod minh hoa bao gdm, nhung khéng chi gi¢i han &, céc gbe duoc
mo ta trong 4n phdm: Nature Protocols, 5(4): 739, 2010; Bioconjugate Chem., 26(12):
2579 (2015); Chem Commun (Camb), 51(12): 2301 (2015); Mol. Pharmaceutics, 12:
2142 (2015); Mol. Imaging Biol., 18: 344 (2015); Eur. J. Nucl. Med. Mol. Imaging,
37:250 (2010); Eur. J. Nucl. Med. Mol. Imaging (2016). doi:10.1007/s00259-016-
3499-x; Bioconjugate Chem., 26(12): 2579 (2015); céng bd don quic t& s&6 WO
2015/140212A1; va patent My s US 5,639,879.

Céc gbe chelat hoa minh hoa ciing bao gbm, nhung khong chi gi6i han &, cac
géc ma bao g6m desferioxamin (DFO), axit 1,4,7,10-tetraaxetic (DOTA), axit
dietylentriaminpentaaxetic (DTPA), axit etylendiamintetraaxetic (EDTA), axit
(1,4,7,10-Tetraazaxyclododecan-1,4,7,10-tetra(metylen phosphonic) (DOTP), axit IR,
4R, 7R, 10R)-0'0"0"-Tetrametyl-1,4,7,10-tetraazaxyclododecan-1,4,7,10-tetraaxetic
(DOTMA), axit 1,4,8,11-Tetraazaxyclotetradecan-1,4,8, 11-tetraaxetic (TETA),
Hasoctapa, Hgphospa, Hxdedpa, Hsdecapa, Hjazapa, HOPO, DO2A, 1,4,7,10-
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Tetrakis(carbamoylmetyl)-1,4,7,10-tetraazaxyclododecan (DOTAM), axit 1,4,7-
triazaxyclononan-N,N',N"-triaxetic =~ (NOTA), 1,4,7,10-Tetrakis(carbamoylmetyl)-
1,4,7,10-tetraazaxyclododecan (DOTAM), axit 1,4,8,11-
tetraazabixyclo[6.6.2 Jhexadecan-4,11-dixetic (CB-TE2A), 1,4,7,10-
Tetraazaxyclododecan (Cyclen), 1,4,8,11-Tetraazaxyclotetradecan (Cyclam), tdc nhan
chelat hoa octadentat, tic nhan chelat hoa hexadentat, tic nhan chelat hoa duwa vao
phosphonat, tdc nhan chelat ho4d vong 16n, cac tdc nhan chelat hod bao gbém phdi tir
terephtalamit vong 16n, tdc nhan chelat ho4 hai chure, tdc nhan chelat hod c6 din xuit
fusarinin C va fusarinin C, triaxetylfusarinin C (TAFC), ferioxamin E (FOXE),
ferioxamin B (FOXB), ferichrom A (FCHA), va tuong tu.

Theo mot s6 phuong 4n, gbc chelat hoa duoc lién két cong hoa tri véi protein
gin két PD-L1, vi dy, khang thé hoic manh gin két khang nguyén ctia no, théng qua
gbc lién két, ma gin két cong hoa tri v6i phan chelat hoa cua gbe chelat hod véi
protein gin két. Theo mét sé phwong 4n, cac goc lién két dwgc tao ra tir phan tng gitta
gbc phan Gng cta protein gan két PD-L1, vi dy, xystein hodc lysin cta khang thé va
gbc phan tmg ma dugc gin vao tac nhdn chelat hod, bao gdm, vi du, nhém p-
isothioxyanatobenyl va céc gbc phan img dugce d& xuét theo cac phuong phap két hop
dudi ddy. Ngoai ra, cac gbe lién két tuy ¥ bao gdm cac gdc hod hoc duge st dung
nhim muc dich diéu chinh tinh phan cuc, tinh tan, sy tuong tac trong khong gian, do

cting viing va/hodic chiéu dai gitta phan chelat hod va protein gan két PD-L1.
C. Tao ra thé tiép hop khang PD-L1 duoc danh d4u bang phéng xa

Thé tiép hop protein khang PD-L1 dugc danh déu bang phéng xa c6 thé duoc
tao ra bang cach (1) cho protein gin két PD-L1, vi du, khang thé, phén Ung véi phan tr
bao gém tac nhan chelat hoa phat xa positron va gc phan tng & vi tri két hop mong

mubn cua protein gan két PD-L1 va (2) nap tic nhan phét xa positron mong mudn.

Céc vi tri két hop thich hop bao gdm, nhung khong chi gidi han &, lysin va
Xystein, ca hai trong s6 chung c6 thé, vi du, 1a dang nguyén thé hodc dugc thao tac va
¢6 thé, vi du, c6 mat trén chudi ning hodc chudi nhe ctia khang thé. Cac vi tri két hop
xystein bao gém, nhung khong chi gidi han &, céc vi tri thu duge tir su dot bién, cheén
vao hodc khir lién két disulfua cia khang thé. Cac phuong phép tao ra khang thé duogc

thao tic Xystein bao gdm, nhung khong chi giéi han &, cac phuong phép duge boc 10
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trong cong bb don qudc té s6 W02011/056983. Cac phuong phap két hop dic hidu vi
trf cing ¢6 thé dugc st dung dé chi dan phéan tng két hop dén vi tri dic hidu ctia khang
thé, dat duoc hé sb ty lugng mong mubn va/hodc dat duoc ty 1€ duoc chét vai khéng
thd (DAR) mong mudn. Ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc nay da biét cac
phuong phap két hop nhu vdy va bao gdm, nhung khong chi gi6i han & phuong phap
thao tic xystein va enzym va hoa hoc-enzym, bao gdm, nhung khong chi gi¢i han o,
két hop glutamin, két hop Q295 va két hop qua trung gian transglutaminaza, cling nhu
cac phuong phap dugec mo ta trong an pham: J.Clin.Immunol., 36: 100 (2016), ndi
dung ctia 4n pham nay duoc dua vao bao md ta nay bang cach vién din. Céc gdc thich
hop phan tng & vi tri két hop mong mudn thudng cho phép su két hop hitu hidu va d&
dang cua protein gin két PD-L1, vi du, khang thé va tic nhan chelat hod phat xa
positron. Cac gdc phan tng & vi tri lysin va xystein bao gdm cac nhom 4i luc véi dién
t&r, ma da biét dbi voi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay. Theo cac khia
canh nhét dinh, khi vi trf két hop mong muén 1a lysin, gbc phan img 14 isothioxyanat,
vi du, nhém p-isothioxyanatobenyl hodc este phan Gmg. Theo cac khia canh nhét dinh,

khi vi tri két hop mong mudn 1a xystein, gbc phan ting 12 maleimit.

Khi tac nhan chelat hoa 13 desferioxamin (DFO), cac gdc phan tng phi hop
bao gdm, nhung khong chi giéi han &, nhom isothioxyantatobenzyl, n-
hydroxysuxinimit este, 2,3,5,6 tetraflophenol este, n-suxinimidyl-S-axetylthioaxetat,
va cac géc dugc mo td trong 4n phém: BioMed Research International, Vol 2014,
Article ID 203601, ndi dung cta 4n phdm nay duoc dua vao ban mo ta nay bang cach
vién din. Theo cac phuong an nhat dinh, protein gin két PD-L1 13 khang thé va phan
t(r bao gdm tac nhan chelat hoa phat xa positron va gbc phan tmg & vi tri két hop 14 p-

isothioxyantatobenzyl-desferioxamin (p-SCN-Bn-DFO):
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Luong tic nhin phat xa positron dat dwgc bing cich U tic nhan chelat hod
protein gin két PD-L1 két hop v6i tac nhan phét xa positron trong thoi gian du dé cho
phép su hop tac clia tdc nhan phét xa positron v6i tdc nhan chelat hod, vi du, bang cach
thuc hién cac phuong phap dugc mo ta trong cac vi du dugc dé xuit trong ban mo ta

nay hodc phuong phap tuong tu.
D. Céc phuong 4n minh hoa thé tiép hop

Sang ché dé xuét thé tiép hop khang thé dugc ddnh déu bang phéng xa bao gdm
khang thé hoic manh gin két khang nguyén cia nd, ma gin két v6i phdi tir 1 chét theo

chuong trinh ctia nguoi (PD-L1), gbc chelat hod, va tac nhan phat xa positron.

Theo mot sé phuong 4n, gbc chelat hoa bao gém tac nhan chelat hod c6 kha
ning tao ra phirc hé véi 8Zr. Theo céc phuong 4n nhét dinh, gbc chelat hod bao gdm
desferioxamin. Theo cic phuong 4n nhét dinh, gbc chelat hoa 1a p-

isothioxyanatobenzyl-desferioxamin.
Theo mdt s6 phwong an, tac nhan phét xa positron 1a $Zr.

Theo mot s6 phuong an, ty 18 gbe chelat hod voi khang thé ctia thé tiép hop nam

trong khoang tir 1 dén 2.

Theo phuong 4n cu thé, gbc chelat hoa 1a p-isothioxyanatobenzyl-
desferioxamin va tac nhan phét xa positron 12 #Zr. Theo phuong 4n cu thé khac, gbc
chelat hoa 1a p-isothioxyanatobenzyl-desferioxamin va tidc nhan phéat xa positron la
897r, vaty 18 gbc chelat hoa véi khang thé cua thé tiép hop nim trong khoang tir 1 dén

2.

Theo mét s phuong 4n, sing ché dé xuit protein gan két khang nguyén ma gin
két voi PD-L1, trong d6 protein gin két khang nguyén ma gin két PD-L1 dugc lién két
cong hod tri véi mot hodc nhidu gde ¢6 cong thirc sau:

-L-Mz
trong d6 L 12 gbc chelat hoa; M 1a tac nhén phat xa positron; va z trong mdi truong
hop doc 1ap 1a 0 hoac 1; va trong dé it nhat mot trong sb z 1a 1. Theo céc phuong an
nhét dinh, protein gin két khang nguyén dugc danh ddu bing phong xa la hop chit ¢o

cong thue (I):

M-L-A-[L-Mz]x
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ey
A la protein ma gan két PD-L1; L 1a gbc chelat hoa; M 1a tdc nhan phat xa positron; z
1a 0 hoac 1; va k 1a sb nguyén nam trong khoang tir 0 dén 30. Theo mot sé phuong an,

klal.

Theo mot sO phuong an, L ¢6 cdu truc:

O H
N
N“~0
u HO.
o]
HN O CH,

Theo mdt s6 phwong an, M 13 $Zr.

Theo mét sb phuong an, k 13 s6 nguyén nim trong khoang tir 1 dén 2. Theo

mot sb phuong an, k 1a 1.

Theo mdt s6 phwong an, -L-M 1a

O H
g N
'}l \Q ///OHZ 5
O i/ >
\Zr(O:’\U\
HN ol \ CHs
—_AL 0 OH
o T X X
WN N@—N N—
H H H H

Sang ché cling dé& xudt phuong phap tong hop thé tiép hop khang thé dugc
danh d4u bang phong xa bao gdm bude cho hgp chét ¢6 cong thire (I11):
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O H
7
Vo Rg
OH HO\N

o<,

0 CH,

1-2

(1ID)
tiép xtc vai ¥Zr, trong d6 A 1 khang thé hoic manh gan két khang nguyén ctia né ma
ghn két PD-L1. Theo c4c phuong 4n nhit dinh, hop chit c6 cong thire (III) dugc tong
hop bang cach cho khang thé hodc manh gin két khang nguyén ctia nd, ma gin két

PD-L1, tiép xtic v6i p-SCN-Bn-DFO.

Sang ché ciing dé xuat san phdm cla phan Ung giita hop chit c6 cong thiic

(I11) v&i 7.

Sang ché con dé xuat hop chét c6 cong thie (I11):

7
G H |
Tﬁm P \,i“
3 T '}’ . ) “=«| .,‘l%,.
{ ; ,s" illi
| Fom, !.»‘f:;;;.\ . ., i
| J— (‘;3 G Y %i
P OH HO. |
Lo o=l
! ;>\' o .. - Q H ]
—y e M 5 bt {
(] !
[ - J r'f_\ i 1"
e !

trong d6 A 1a khang thé hodc manh gin két khang nguyén clia n6é ma gan két PD-L1 va

k 1a s6 nguyén ndm trong khoang tir 1 dén 30. Theo mot sé phuong an, k 14 1 hogc 2.

Theo mét s6 phuong an, sang ché dé xuét ché phdm bao gdm thé tiép hop o6

cong thure sau:
A-Lk
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trong d6 A 13 protein ma gin két PD-L1; L 1a gdc chelat hoa; va k 12 s6 nguyén nim
trong khoang tir 1 dén 30; trong d6 thé tiép hop dugc chelat hod vé6i tac nhan phat xa
positron v6i lugng du dé tao ra hoat tinh dic hiéu thich hop dé chup anh PET lam
sang. Theo mot s6 phuong an, lwong tac nhan phéat xa positron dugc chelat hod 1a

lugng du dé tao ra hoat tinh dic hiéu 1-3mCi/1-50mg protein gén két PD-L1.

Theo mot sb phwong 4n, khang thé hodc manh gén két khang nguyén cia nd gin két
phdi tr 1 monome chét theo chwong trinh ctia ngudi (PD-L1) véi hiang sé phén ly can
bang gin két (Kp) nhé hon khoang 310pM khi do dwoc trong thir nghiém cong hudng

plasmon bé mit & 37°C.

Theo mét s phuong 4n, khang thé hoic manh gin két khang nguyén cua no
gin két PD-L1 monome ctia ngudi véi Kp nho hon khoang 180pM trong thir nghiém

cdng hudng plasmon bé mat & 25°C.

Theo mét s6 phuong 4n, khang thé hoic manh gin két khang nguyén cua né
gin két PD-L1 dime cta ngudi v6i Kp nhé hon khoang 15pM nhu do dugc trong thir

nghiém cong hudng plasmon bé mit & 37°C.

Theo mét s6 phuong 4n, khang thé hodc manh gin két khang nguyén ctia no
gin két PD-L1 dime ctia ngudi v6i Kp nho hon khoang &pM trong thtr nghiém cdong

hudng plasmon bé mit & 25°C.

Theo mét s6 phuong 4n, khang thé hodc manh gan két khang nguyén cua no
canh tranh gin két véi PD-L1 cta ngudi voi khang thé tham chiéu bao gdm cac ving
quyét dinh bd sung (CDR) ctia HCVR, trong d6 HCVR c6 trinh ty axit amin dugc
chon tir nhom gém c6 trinh ty HCVR duogc liét ké trong bang 1; va cdc CDR cua
LCVR, trong d6 LCVR c¢6 trinh tu axit amin dugc chon tr nhom g@)m cO trinh tu
LCVR duogc liét ké trong bang 1. Theo mot sé phuong 4n, khang thé tham chiéu hoic
ménh gan két khang nguyén cia n6 bao gdm cap trinh tu axit amin HCVR/LCVR nhu
duoc néu trong bang 1. Theo mot sé phuong an, khang thé tham chiéu bao gdm cip
trinh ty axit amin HCVR/LCVR duogc chon tir nhom gém c6 SEQ ID NO: 82/90,
98/106, 146/154, 162/170, 290/274, 306/274, 314/274 va 330/274.

Theo mdt s6 phuong an, khang thé hoic manh gin két khang nguyén cia né
lam ting cudng sy gan két ctia PD-L1 véi mot trong s6 PD-1 hodc B7-1. Theo mot sb

phuong an, khang thé hoic manh gin két khang nguyén ctia né6 phong bé su gin két
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cua PD-L1 v6i PD-1 va/hodac B7-1. Theo mét s6 phuong an, khang thé hodc méanh gén
két khang nguyén cuia n6 khong lam ting hodc 1am giam su két ctia PD-L1 véi phdi tir
cta no.

Theo mét sé phuong an, khang thé hoic manh gin két khang nguyén cia né
bao gdm ving quyét dinh bd sung (CDR) ctia HCVR, trong d6 HCVR ¢6 trinh ty axit
amin duogc chon tr nhom gém c6 SEQ ID NO: 18, 66, 114, 130, 202, 218, 266, 282,
298, 322, va 338; va CDR ctia LCVR, trong d6 LCVR c¢6 trinh tu axit amin dugc chon
tir nhom gém ¢4 SEQ ID NO: 26, 74, 122, 138, 210, 226, va 274. Theo cic phuong an
nhét dinh, khang thé phan l4p bao gdm cip trinh tu axit amin HCVR/LCVR dugc chon
tr nhém gdm c6 SEQ ID NO: 18/26, 66/74, 114/122, 130/138, 202/210, 218/226,
266/274, 282/274, 298/274, 322/274, va 338/274.

Theo mot s& phuong 4n, khang thé 1 khang thé don dong clia ngudi hodic manh
gin két khang nguyén clia n6 ma gin két dac hiéu véi PD-L1 cia nguoi, trong d6
khéng thé hodc manh gin két khang nguyén ctia n6 bao gbm ving bién dbi chudi ning
(HCVR) ¢6 trinh ty axit amin dugc chon tir nhém gém ¢6 cac trinh tu HCVR dugc liét

ké trong bang 1.

Theo mot s& phuong 4n, khang thé 14 khéng thé don dong ctia ngudi hodc manh
ghn két khang nguyén ciia n6 ma gin két dic hidu véi PD-L1 cia ngudi, trong d6
khang thé hodc manh gan két khang nguyén ctia n6 bao gdm ving bién d6i chudi nhe
(LCVR) ¢6 trinh tu axit amin dugc chon ti nhém g?)m ¢6 trinh tu LCVR duoc liét ké

trong bang 1.

Theo mot s& phuong an, khang thé 1a khang thé don dong ciia ngudi hodc manh
gin két khang nguyén clia n6 ma gan két dic hiéu véi PD-L1 cla nguoi, trong d6
khang thé hoic manh gin két khang nguyén ctia né bao gdm (a) HCVR ¢ trinh tu axit
amin duoc chon tr nhém g61n ¢6 cac trinh ty HCVR duoc liét ké trong bang 1; va (b)
LCVR c¢6 trinh ty axit amin dugc chon tr nhém gém c6 cac trinh tu LCVR duoc liét

ké trong bang 1.

Theo mét s6 phuong 4n, khang thé hodc manh gin két khang nguyén cta né
bao gdm ba ving quyét dinh bd sung chudi ning (CDR) (HCDRI1, HCDR2 va
HCDR3) ¢6 trong trinh tu bt ky trong sb céc trinh ty cta vung bién dbi chudi niang

(HCVR) duoc liét ké trong bang 1; va ba CDR chudi nhe (LCDRI1, LCDR2 va
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LCDR3) ¢6 trong trinh tu bat ky trong sb c4c trinh tu cua ving bién dbi chudi nhe

(LCVR) duoc li¢t ké trong bang 1.

Theo mdt sé phuong 4n, khang thé hodc manh gin két khang nguyén ciia n6

bao gom:

(a) mién HCDRI c6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhém gbdm ¢6 SEQ ID
NO: 4, 20, 36, 52, 68, 84, 100, 116, 132, 148, 164, 180, 188, 204, 220, 236, 252, 268,
284,292, 300, 308, 316, 324, 332, va 340;

(b) mién HCDR2 ¢6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhom gém c6 SEQ
ID NO: 6, 22, 38, 54, 70, 86, 102, 118, 134, 150, 166, 182, 190, 206, 222, 238, 254,
270, 286, 294, 302, 310, 318, 326, 334, va 342;

(c) mién HCDR3 ¢ trinh ty axit amin dugc chon tir nhém g61n c6 SEQ ID
NO: 8, 24, 40, 56, 72, 88, 104, 120, 136, 152, 168, 184, 192, 208, 224, 240, 256, 272,
288,296, 304, 312, 320, 328, 336, va 344,

(d) mién LCDR1 ¢6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhom gdém c¢6 SEQ ID

NO: 12,28, 44, 60, 76, 92, 108, 124, 140, 156, 172, 196, 212, 228, 244, 260, va 276;

(¢) mién LCDR2 ¢ trinh tu axit amin dugc chon tir nhom gdm ¢6 SEQ ID
NO: 14, 30, 46, 62, 78, 94, 110, 126, 142, 158, 174, 198, 214, 230, 246, 262, va 278,;

va

(f) mién LCDR3 ¢6 trinh tu axit amin dugce chon tr nhém gdm ¢6 SEQ ID
NOs: 16, 32, 48, 64, 80, 96, 112, 128, 144, 160, 176, 200, 216, 232, 248, 264, va 280.

Theo mot sb phuong 4n, khang thé hoic manh gin két khang nguyén bao gom
cdp trinh ty axit amin HCVR/LCVR dugc chon tr nhém gém c¢6 SEQ ID NO: 82/90,
98/106, 146/154, 162/170, 290/274, 306/274, 314/274 va 330/274

Theo mot sé phuong an, khang thé hodc manh gin két khang nguyén cia né
bao gém CDR cua HCVR, trong d6 HCVR c¢6 trinh ty axit amin dugc chon tir nhém
gdm ¢6 SEQ ID NO: 2, 34, 50, 82, 98, 146, 162, 178, 186, 234, 250, 290, 306, 314, va
330; va CDR ctia LCVR, trong d6 LCVR c¢6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhém
gbém c¢6 SEQ ID NO: 10, 42, 58, 90, 106, 154, 170, 194, 242, 258, va 274.

E. Quy trinh san xuét quy md 16n thé tiép hop khang thé khang PD-L1-tac nhan chelat

hoa
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Sang ché dé xuit quy trinh san xudt trén quy md 16n dé tao ra khang thé khang
PD-L1 duoc tiép hop vdi tac nhan chelat hoa. Thé tiép hop khang thé khang PD-L1-
tac nhan chelat hoa ¢ dang thich hgp dé danh déu bang phéng xa.

Quy trinh san xudt hitu ich dugc dé xuét theo tAt ca cac khia canh vé san xuét,
bao gbém viéc duy tri mdi trudng vo tring, quy trinh tiét tring, duy tri sy ghi chép cia
tAt ca céc quy trinh va ghi nhan chét luong san phém, d6 tinh khiét, do bén va su giéng

nhau ctia sdn pham va céc sai léch bat ky cua no.

Theo mdt sé phuong an, quy trinh san xuét trén quy md 16n nhanh hon nhiéu
s0 v6i quy trinh san xudt nhim muc dich nghién ctru va phét trién. Theo mot sb
phuong an, quy trinh san xuét trén quy mé 16n c¢6 thé dién ra it hon 12 gio hodc it hon
10 gio hodc it hon 8 gid hoac it hon 6 gio hodc it hon 4 gio hodc it hon hoac khoang 2
gio.

Theo mét sb phuong an, bude thir nhat bao gdm viée siéu loc va loc qua mang
(UFDF), bing cach str dung mang 30-50kDa, khang thé khang PD-L1 dé loai bo cac ta
duogc, cac loai can tré su tiép hop va céac mudi ma tc ché qué trinh tiép hop. Céc
polyme mang dién hinh bao gdém polyetesulfon (PES), xenluloza axetat (CA), va
xenluloza tai ché (RC). O budc nay, khang thé & dang dung dich dém dugc trao doi
trong dung dich dém c6 ndng do ion thip va khong can trd. DO pH c6 thé nim trong
khoang tir 4,5 dén 6 hodic khoang tir 5 dén 6 hoac khoang tir 5,3 dén 5,7, hoic khoang
5,5. Cac hé dém hiru ich dugc dé xuit trong ban mo ta nay bao gdm hé dém bat ky
thiéu amin bac mot. Cac dung dich dém dién hinh bao gém dung dich dém axetat,
phosphat hodc xitrat. Dung dich dém tao ra do on dinh protein trong qué trinh trudc
tiép hop. Thé tich cta qua trinh nay con c¢6 thé duoc giam dé c¢o dic khang thé, sau d6

duogc loc vo trung.

Theo UFDF trudc tiép hop, khang thé da c6 dic va loc ¢6 thé duge chuyén
vao hé dém cacbonat khong chira amin. H¢ dém cacbonat c6 thé c6 do pH nam trong
khoang tir 8,5 dén 9.6, hodc tir 9,0 dén 9,6, hodc tir 9,2 dén 9,4, hodc tir 9,4 dén 9,6,
hodc do pH khoang 9.4.

Tac nhan chelat hoa, vi du, DFO, trong dung mdi dugc bd sung dén néng do
dich vao trong hé dém chtra khang thé va dung moi khéac c6 thé duoc bd sung vao

dung dich dén ty 1& phan traim mong mubn. T4c nhan chelat hod ¢6 thé duge bd sung
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vao voi lugng mol du khang thé, vi du tac nhan chelat hoa v6i khang thé & ty 1€ 3,5-

5:1. Tdng thé tich phan tng c6 thé lén dén 5L.

Nhiét d6 phan g va thoi gian phan tng c6 lién quan theoty 1€ nghich. Vi du,
néu nhiét do phan ng cang cao, thi thoi gian phan g cang lau. Néu nhiét do phan
ung cang thép, thoi gian phan tmg cang cao. Theo cach minh hoa, ¢ nhiét do cao hon
18°C, phan tmg ¢6 thé dién ra it hon khoang 2 gio; & nhiét do thdp hon 18°C, phan

ting c6 thé dién ra trong nhiéu hon 2 gio.

Phan tng tiép hop c6 thé duoc két thic bang cach dap tit, vi du bang cach bd

sung axit axetic.

Theo mot sb phuong an, su tiép hop ctia khang thé voi deferoxamin duge thuc
hién dé tao ra thé tiép hop DFO-mAb. Theo mot sb phuong an, su tiép hop cua khang
thé voi p-SCN-Bn-deferoxamin dugc thuc hién dé tao ra thé tiép hgp DFO-mAb.

Céc dung mdi dién hinh d6i v6i tac nhan chelat ho bao gdm DMSO va DMA.
Céc bue UFDF tiép theo str dung mang, va mang dugc chon dua vao hé¢ dung mdi
dugc st dung trong budc tiép hop. Vi du, DMA hoa tan mang PES, do d¢ hai dung

mdi nay co thé khong duge st dung trong cting mot hé dung moi.

Céc dung dich dém cacbonat khong dugc uu ti€n dbi véi su 6n dinh cua thé
tiép hop trong thdi gian luu trit 1au dai. Do do, mot khi thé tiép hop khang thé-tac nhan
chelat hod da dugc tao ra, ching co thé 1a dung dich dém dugc trao dbi thanh dung
dich dém duoc chon theo céch riéng dé luu trit 1au dai va 6n dinh. Cac dung dich dém
dién hinh bao gébm dung dich dém xitrat, axetat, phosphat, arginin va histidin. Buéc
UFDF khéc ¢6 thé duge thuc hién dé 1oai bo cac mudn du va tao ra néng do thich hop,
ndng do ta duge va do pH cta khéng thé don dong da tiép hop thich hop. Cac thé tiép
hop khang thé-tac nhan chelat hoa thu dugc ¢ thé duoc loc vo tring va dugc luu trix

dung cho ché pham tiép theo.
II1. Phuong phéap st dung thé tiép hop dugc danh d4u bang phéng xa

Theo céc khia canh nhat dinh, sing ché dé xuét phuong phép chan doan va
diéu tri bing cach st dung thé tiép hop khang thé dugc danh diu bang phong xa theo

séng ché.

Theo mot khia canh, sang ché dé xuit phuong phap phat hién PD-L1 trong
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mo, phuong phap nay bao gdm bude dung thé tiép hop khéng thé duoc dénh du bang
phéng xa theo sang ché cho md; va hién thi hoa su biéu hién cua PD-L1 béng cach
chup cét 16p phat xa positron (PET). Theo cdc phuong 4n nhit dinh, md bao gdm té
bao hodc dong té bao. Theo céc phuong an nhét dinh, mo c6 mit & dbi tuong, trong do
d6i twong 1a dong vat ¢6 vii. Theo cac phuong an nhit dinh, ddi tuong 12 ngudi. Theo
cac phuong an nhét dinh, dbi tuong méc bénh hoic roi loan duge chon tir nhém gém
¢6 bénh ung thu, bénh nhiém tring va bénh viém. Theo mét phuong 4n, d6i twong mic
bénh ung thu. Theo céc phuong 4n nhét dinh, bénh nhiém trung 1a bénh nhiém vi
khuin hodc virut do, vi du do virut viém gan B (HBV), virut viém gan C (HCV), virut
gdy suy giam mién dich mic phai & nguoi (HIV), va Mycobacterium tuberculosis gy

ra.

Theo mot khia canh, sing ché d& xuét phuong phap chup anh md ma biéu hién
PD-L1 bao gdm budc ding thé tiép hop khing thé dugce danh diu bang phéng xa theo
séng ché cho mo; va hién thi hoé su biu hién ciia PD-L1 bing cach chup cit 16p phat
xa positron (PET). Theo mot phuong 4n, md co trong khéi u. Theo mot phuong an, mod
¢6 trong moi trudng nudi cy té bao khéi u hodc dong té bao khéi u. Theo mot phuwong

an, md c6 trong thuong ton khoi u ¢ doi tuong.

Theo mot khia canh, sang ché dé xuat phuong phap do sy dap ung véi liéu
phap diéu tri, trong d6 sw ddp Gng véi liéu phap didu tri duoc do bing cach do ching
viém. Cac phuong phap theo khia canh nay, bao gbm viéc cho ddi twong can diéu tri
nay ding thé tiép hop khang thé dugc danh ddu bang phéng xa theo sang ché va hién
thi hoa su bidu hién ctia PD-L1 bing cach chup cit 16p phét xa positron (PET). Theo
cac phuong an nhét dinh, ching viém c6 mit trong khéi u & dbi tugng. Theo cac
phuong 4n nhit dinh, su gia ting su biéu hién ctia PD-L1 c¢6 tuong quan véi su gia

tang v€ chiing viém trong khoi u.

Theo mét khia canh, sang ché dé xuat phwong phéap x4c dinh néu ngudi bénh
thich hop ddi véi liéu phap khang khdi u bao gdm chét trc ché truc truyén tin hi¢u PD-
1/PD-L1, phuong phap nay bao gébm budc lwa chon ngudi bénh mic khdi u thé ran,
cho dung thé tiép hop khang thé dugc danh ddu bing phong xa theo sang ché va dinh
vi thé tiép hop khang thé dugc danh du bing phéng xa da dung trong khdi u bang
cach chup anh PET trong d6 su c¢6 mit cua thé tiép hop khang thé dugc danh dau bang
phong xa trong khdi u nhan biét ngudi bénh phi hop cho liéu phap khang khdi u bao
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gdm chat trc ché truc truyén tin hiéu PD-1/PD-L1.

Theo mdt khia canh, sang ché @& xudt phuong phap nhan biét tng vién cho
liéu phap khang khéi u bao gdm chét tic ché truc truyén tin hiéu PD-1/PD-L1, phuong
phép bao gébm budc lya chon ngudi bénh mic khdi u thé rin, cho ding thé tiép hop
khang thé dugc danh diu bang phéng xa theo sdng ché, va dinh vi thé tiép hop khang
thé duge danh du bang phéng xa da ding trong khéi u bang cach chup anh PET trong
do su c6 mit cua thé tiép hop khang thé dugc danh diu bang phong xa trong khéi u
nhan biét nguoi bénh phu hop cho lidu phéap khang khdi u bao gdm chét wc ché truc
truyén tin hiéu PD-1/PD-L1.

Theo mdt khia canh, sang ché dé xuit phuong phap du doan sy dép ung cua
ngudi bénh dbi véi liéu phap khang khdi u bao gdm chit e ché truc truyén tin higu
PD-1/PD-L1, phuong phap bao gbém budc lya chon ngudi bénh mic khéi u thé rin,
xé4c dinh néu khéi u dwong tinh v&i PD-L1, trong d6 sy dap tng duong tinh cua ngudi
bénh duoc du doan néu khbi u duong tinh véi PD-L1. Theo cac phuong an nhét dinh,
khdi u duge xac dinh dwong tinh biang cach cho ding thé tiép hop khang thé duoc
danh d4u bing phong xa theo sang ché va dinh vi thé tiép hop khang thé dugc danh
d4u bang phéng xa da dung trong khdi u bing cich chup anh PET trong d6 sy c6 mit
cta thé tiép hop khang thé dugc dénh diu bang phong xa trong khéi u cho biét ring
khéi u duong tinh véi PD-L1.

Theo mdt khia canh, sang ché d& xudt phuong phap phat hién khéi u duong
tinh véi PD-L1 ¢ d6i tuong. Theo khia canh nay, phuong phap bao gbm budc lwa chon
ddi twong mic khéi u thé rin; cho dbi tugng nay ding thé tiép hop khéang thé dugc
danh d4u bang phong xa theo sang ché; va xac dinh su dinh vi ctia thé tiép hop khang
thé dugc danh ddu bang phéng xa bang cach chup anh PET, trong d6 su ¢6 mit ctia thé
tiép hop khang thé dugc danh ddu bang phong xa trong khéi u cho biét khdi u duong
tinh véi PD-L1.

Nhu duoc st dung trong ban mé ta nay, cum tir “ddi twong can diéu tri” c6
nghia 1a nguoi hodc dong vat cé va khong phai nguoi ma thé hién mét hodc nhiéu triéu
chtirng hodc chi dinh bénh ung thu va/hodc da duoc chén doan méc bénh ung thu, bao
gdm khdi u thé rin va cin didu tri nay. Theo nhiéu phwong 4n, thuat ngt “ddi tugng”

6 thé duoc st dung thay thé cho nhau v&i thuét ngtt “ngudi bénh”. Vi duy, dbi tuong
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ngudi c6 thé duoc chin doan méc khdi u nguyén phat hodc di cin va/hodc véi mot
hoic nhidu triéu chimg hodc chi dinh bao gdm, nhung khong chi giéi han &, giam can
khong giai thich dugc, tinh trang yéu tdng thé, mét moi kéo dai, chan an, sét, @6 md
hoi v& dém, dau xuong, khé thd, bung sung, dau nguc/tirc nguc, 14 lach to va ting
ndng do chi thi sinh hoc ¢6 lién quan dén bénh ung thu (vi du, CA125). Cum tr ndy
bao gdm dbi twong méc khdi u nguyén phét hodc thiét 14p. Theo cac phuong an cu thé,
cum tr ndy bao gdm ddi tuong 1a ngudi ma c6 va/hodc can diéu tri ddi véi khdi u thé
rén, vi du, ung thu rudt Kkét, ung thu v, ung thu phéi, ung thu tuyén tién liét, ung thu
da, ung thu gan, ung thu xuong, ung thu budng trimg, ung thu ¢d tir cung, ung thu
tuyén tuy, ung thu dau va ¢ va ung thu ndo. Thuit ngit ndy bao gdm ddi twong méc
khéi u nguyén phat hodc di cin (4c tinh tién trién). Theo cac phuong an nhét dinh, cum
tir “dbi twong can diéu tri” bao gdm ngudi bénh méc khéi u thé rin ma khang hoic khé
hodc duoc kidm soat khong phu hop boi liéu phap theo giai phap ky thuat da biét (vi
du, didu tri béng tac nhan khang ung thu). Vi dy, cum tir nay bao gém dbi tuong ma da
duoc didu tri bing mot hodc nhidu loai lidu phap theo giai phap k¥ thuat da biét nhu
diéu tri béng liéu phap hoa tri liéu (vi du, carboplatin hodc docetaxel). Theo cac
phuong an nhét dinh, cum tir “di tuong can diéu tri” bao gém ngudi bénh méc khébi u
thé rén ma da duoc diéu tri béng mot hodc nhiéu loai liéu phap nhung sau d6 da bi tai
phat hodc bi di can. Theo cac phuong 4n nhat dinh, thut ngit nay bao gom dbi tuong
méc bénh viém hoic rbi loan bao gém, nhung khong chi giéi han &, bénh ung thu,
viém khép dang thép, x0 vita dong mach, viém nha chu, s&t mua hé, bénh tim, bénh
dong mach vanh, bénh nhiém tring, viém phé quan, viém da, viém mang nio, bénh
hen, bénh lao, viém loét rudt két, bénh Crohn, bénh viém rudt, viém gan, viém xoang,
bénh vay nén, chiing xo hod, bénh luput, bénh viém mach, viém cot séng dinh khop,

bénh Graves, bénh Celiac, dau co xuong va thai loai phén ghép.

Theo céc phuong an nhét dinh, phuong phép theo sang ché duoc sir dung & dbi
tugng méc khéi u thé ran. Thuét ngit “khdi u”, “bénh ung thu” va “khéi u 4c tinh”
dugc st sung thay thé cho nhau trong ban mo ta nay. Nhu dugc st dung trong ban mo
ta nay, thuat ngit “khdi u thé rin ding dé chi khéi lugng mo bat thudng ma thudng
khong chtta khu vuc u nang hodc dich long. Khéi u thé rin c6 thé 1a lanh tinh (khong
ung thu) hodc 4c tinh (ung thu). D6i véi muc dich cua séng ché, thuat ngit “khdi u thé

ran” ¢6 nghia la khoi u thé ran 4c tinh. Thudt ngt nay bao gom cac loai khoi u the ran
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- khac nhau duogc dat tén theo loai té bao ma tao ra chung, vi du ung thu md lién két,
ung thu biéu md va u lympho. Theo céc phuong én nhit dinh, thuat ngit “khdi u thé
rin” bao gdm bénh ung thu bao gdbm, nhung khong chi giéi han &, ung thu rudt két-
tryc trang, ung thu budng tring, ung thu tuyén tién liét, ungthu vi, ung thu ndo, ung
thu ¢d tir cung, ung thu bang quang, ung thu hau mon, ung thu tir cung, ung thu rudt
két, ung thu gan, ung thu tuyén tuy, ung thu phdi, ung thu noi mac t&r cung, ung thu
xuong, ung thu tinh hoan, ung thu da, ung thu thdn, ung thu da day, ung thu thuc

quan, ung thu dAu va cb, ung thu tuyén nuée bot va ung thu tuy.

Theo mdt khia canh, sdng ché d& xuit phuong phap diéu tri khdi u & ddi
tuong. Theo khia canh nay, phuong phap bao gbm budc Iya chon ddi tugng mic khoi
u thé rn; x4c dinh rﬁng khéi u duong tinh véi PD-L1; va cho dung mot hoac nhiéu
lidu chét trc ché truc truyén tin hiéu PD-1/PD-L1. Theo cic phuong 4n nhét dinh, khéi
u duge xac dinh duong tinh véi PD-L1 bang cich cho d6i twong dung thé tiép hop
khang thé duoc danh d4u bing phong xa theo sang ché; va hién thi hoa thé tiép hop
khang thé duoc ddnh ddu bang phéng xa trong khéi u bang cac chup anh PET, trong
dé su c6 mit cua thé tiép hop khang thé dugc danh diu bing phong xa trong khéi u

cho biét ring khdi u duwong tinh véi PD-L1.

Nhu dugc st dung trong ban md ta nay, thuat ngt “didu tri”, “su diéu tri” hodc
thut nglr twong tu, c6 nghia la lam giam tri¢u chung, loai trir nguyén nhan géy ra triéu
chtrng trén co s¢ tam thoi hodc lau dai, lam tré hodc tc ché su phat trién khoi u, 1am
giam luong té bao khéi u hodc khéi lugng khéi u, dé thic ddy su hoi quy khdi u, khién
cho co rat khdi u, gdy chét hoai va/hodc bién mét khéi u, ngdn ngira su tai phat khi u,
ngan ngira hodc e ché di cin, e ché sy phat trién khdi u di can va/hogc lam ting thoi

gian song cda doi tugng.

Theo mot khia canh, sang ché dé xuit phuong phap gidm sat hidu qua cia liéu
phap khang khéi u & dbi tuong, trong d6 phuong phap nay bao gdm budc lya chon déi
trong mic khdi u thé rén trong d6 dbi tugng can dugc diéu tri bang lidu phap khang
khdi u; cho ddi twong ding thé tiép hop khang thé duge danh ddu bang phéng xa theo
sang ché; chup anh vi tri cta thé tiép hop duge danh ddu bang phéng xa da dung trong
khéi u br?mg cach chup anh PET; va xac dinh su phat trién cta khdi u, trong do viéc
giam tir dudng co s trong tin hiéu duge danh diu bang phong xa cho biét sy hdi quy

khdi u va hiéu quéa cua liéu phap khang khdi u. Theo cic phuong 4n nhét dinh, liéu
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phap khang khdi u bao gdm chét i ché tryc truyén tin hiéu PD-1/PD-L1 (vi du, khéng
thé khang PD-1).

Theo céc phwong an nhét dinh, sang ché d& xuét phuong phap danh gia su
thay dbi vé trang thai viém cta khéi u, phuong phap niy bao gbm budc lya chon ddi
trong mic khdi u thé ran trong d6 d6i twong cén duoc diéu tri bang liéu phap khang
khdi u; cho dbi twong dung thé tiép hop khéng thé duoc danh diu bang phong xa theo
sang ché; va chup anh vi tri clia thé tiép hop dugc dédnh ddu bang phong xa da dung
trong khdi u bang cach chup anh PET, trong d6 su gia tang tir dudong co sé trong tin
hiéu duge danh ddu bang phéng xa cho biét su gia ting vé chtmg viém va higu qua cua
lidu phap khéng khdi u. Theo céc phwong 4n nhét dinh, liéu phap khang khéi u bao
gdm cht e ché truc truyén tin hiéu PD-1/PD-L1 (vi du, khéng thé khang PD-1).

Nhu duoc sir dung trong ban mo ta nady, thuat ngit “dudng co s6”, d6i véi su
biéu hién PD-L1 trong khdi u, c6 nghia 12 gid tri theo s6 hip thuy thé tiép hop dugc
d4nh d4u bing phong xa dbi véi ddi tuong trude hodc tai thoi diém dung lidu liéu phap
khang khdi u. Su hip thu thé tiép hop duoc danh ddu bang phong xa duogc xac dinh
bang cach st dung phuong phép da biét trong linh vuc nay (xem, vi du 4n pham:
Oosting et al 2015, J. Nucl. Med. 56: 63-69). Theo cac phuong an nhit dinh, liéu phap
khang khéi u bao gdm chét trc ché truc truyén tin hiéu PD-1/PD-L1.

Pé x4c dinh xem lidu ¢6 su hdi quy khdi u hay khong, su hip thu thé tiép hop
dugc danh diu bing phong xa duoc xac dinh & dudng co s& va & mot hogc nhiéu thoi
diém sau khi ding chét Gc ché truc truyén tin hiéu PD-1/PD-L1 (v/ du, khang thé
khang PD-1). Vi du, su hap thu thé tiép hop khang thé dugce danh diu bang phong xa
da dung (v du, thé tiép hop khang thé khang PD-L1 dugc danh ddu bang phéng xa) co
thé duoc do & ngay 2, ngay 3, ngay 4, ngay 5, ngay 6, ngdy 7, ngay 8, ngdy 9, ngay 10,
ngay 11, ngay 12, ngay 14, ngay 15, ngay 22, ngay 25, ngay 29, ngay 36, ngay 43,
ngdy 50, ngdy 57, ngdy 64, ngay 71, ngay 85; hodc cudi tuan 1, tudn 2, tudn 3, tuin 4,
tudn 5, tuan 6, tudn 7, tudn 8, tudn 9, tudn 10, tudn 11, tudn 12, tudn 13, tudn 14, tudn
15, tudn 16, tudn 17, tudn 18, tudn 19, tudn 20, tudn 21, tudn 22, tudn 23, tudn 24, hodc
1au hon, sau khi diéu tri ban ddu bang chét c ché tryc truyén tin hiéu PD-1/PD-L1 (v
du, khang thé khang PD-1). Sy khac nhau giita gia tri hp thu tai thoi diém cu thé sau
khi bét diu didu tri va gia tri hp thu & duong co sd duoc sir dung dé thiét 1ap xem lidu

¢6 su khac nhau vé lugng md khéi u (su hdi quy hodc tién trién khéi u) hay khéng. Vi
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du, su giam tir duong co so v& su hip thu khi diéu trj bang it nhit mot lidu chit e ché
truc truyén tin hiéu PD-1/PD-L1 ¢6 nghia 1a hdi quy khdi u va cho thiy hiéu qua cua
liéu phap khang khéi u.

Theo cac phuong 4n nhit dinh, thé tiép hop khang thé dugc danh du bing
phong xa dugc dung trong tinh mach hodc duéi da cho d6i twong. Theo céc phuong an
nhét dinh, thé tiép hop khang thé dugc danh diu bang phong xa dugce dung trong khéi
u. Khi ding, thé tiép hop khang thé dugc dénh diu bang phong xa duoc dinh vi trong
khéi u. Chup anh thé tiép hop khang thé dugc danh ddu bang phong xa dugc dinh vi
bang cach chup anh PET va do su hép thu thé tiép hop khang thé dugc danh dau bang
phoéng xa bdi khdi u bang phuong phap da biét trong linh vuc ndy. Theo cic phuong
4n nhét dinh, viéc chup anh dugc thyc hién 1, 2, 3, 4, 5, 6 hodc 7 ngay sau khi dung
thé tiép hop dugc danh ddu bang phong xa. Theo cac phuong 4n nhat dinh, viéc chup
anh duogc thuc hién vao cing mdt ngay khi ding thé tiép hop khang thé dugc dénh diu
bang phong xa.

Theo cac phuong an nhét dinh, khang thé hodc manh gin két khang nguyén
ctia n6 ma gin két dic hiéu v6i PD-L1. Theo cic phuong 4n nhét dinh, khéng thé
khang PD-L1 bao gdm cdc CDR cia HCVR, trong d6 HCVR ¢6 trinh ty axit amin
duoc chon tr nhém gdém c6 SEQ ID NO: 2, 34, 50, 82, 98, 146, 162, 178, 186, 234,
250, 290, 306, 314, va 330; va cac CDR cua LCVR, trong d6 LCVR c¢6 trinh tu axit
amin duoc chon tir nhém gdm c¢6 SEQ ID NO: 10, 42, 58, 90, 106, 154, 170, 194, 242,
258, va 274.

Theo cac phuong 4n nhit dinh, chit trc ché truc truyén tin hiéu PD-1/PD-L1
bao gdm khang thé hoic méanh gin két khang nguyén ciia né ma gin két dac hiéu véi
PD-1. Theo céc phuwong an nhit dinh, khang thé khang PD-1 duoc chon tir nhém gbm
¢6 nivolumab, pembrolizumab va REGN2810. Theo cic phuong an nhét dinh khAc,
chit @re ché truc truyén tin hidéu PD-1/PD-L1 bao gb6m khang thé hoic manh gan két
khang nguyén ctia né ma gan két dic hiéu véi PD-L1. Theo mot phuong én, khéng thé
khang PD-L1 la atezolizumab. Theo mdt phuong an, khang thé khang PD-L1 bao gdm
HCVR ctia SEQ ID NO: 82 va LCVR cua SEQ ID NO: 90.

Vi du thue hién sang ché

Céc phuong 4n cu thé cua sang ché duge minh hoa béi cic vi du khong han
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ché sau.
Vi du 1: Tao ra khang thé ngudi khang PD-L 1

Cac khéang thé khang PD-L1 cta nguoi, bao gém cac khéang thé dugc liét ké
trong bang 1, dugc tao ra va dugc mo ta dic diém nhu doc md ta trong cong b6 patent
My s6 US 2015-0203580 A1, ndi dung cua patent My nay dugc dua vao ban md ta nay
bing cach vién din. Tém lai, cac khang thé ngudi khang PD-L1 dugc tao ra bing cach
st dung manh PD-L1 ma ndm trong khoang tir cdc axit amin 19 dén 239 cta PD-L1
(s6 truy cap Genbank NP_054862.1). Tac nhan gay mién dich dugc dung truc tiép, véi
ta duoc dé kich thich dap tng mién dich, cho chudét VELOCIMMUNE® bao gém
ADN mi hoa viing bién ddi chudi ning globulin mién dich ctia ngudi va ving bién doi
chudi nhe kappa. Su dép tmg mién dich khang thé dugc gidm sit bang thir nghiém
mién dich dic hiéu PD-L1. Khi dat dugc dap tng mién dich mong muén, thu gom té
bao 14 lach va duoc dung hop voi té bao u tuy chudt dé duy tri kha nang sdng cta
chiing va tao ra dong té bao lai. Sang loc dong té bao lai va lya chon dé nhéan biét cac
dong t& bao ma tao ra khang thé dic hiéu PD-L1. Bang c4ch st dung k§ thuat nay va
tac nhan gdy mién dich dugc md ta trén day, thu dugc vai khang thé kham khang PD-
L1 (nghia 13, khang thé c6 mién bién dbi ctia ngudi va mién hang dinh cda chudt); cac
khang thé lam vi du dugc tao ra theo cach nay dugc ky hiéu la H2MS8306N,
H2M8307N, H2MS8309N, H2M8310N, H2MS8312N, H2MS8314N, H2MSE316N,
H2M8317N, H2M8321N, H2M8323N, H2M8718N, H2M8718N2, va H2ZM8719N.

Khang thé khang PD-L1I ciing dugc phan 13p tryc tiép tir té bao B dwong tinh
khang nguyén ma khong dung hop voi té bao u tuy, nhu duoc md ta trong cong bb don
yéu cdu cap patent My s6 U.S. 2007/0280945A1, ndi dung ctia don yéu cau cip patent
M§ nay dugc dua vao ban mo ta nay béng cach vién dan. Bang cach st dung phuong
phéap nay, thu dugc vai khang thé khang PD-L1 nguyén ven ctia ngudi (nghia 13, khang
thé ¢6 mién bién dbi cia ngudi va mién hang dinh cua ngudi); cac khang thé 1am vi du
duoc tao ra theo cach nay duoc ky hiéu nhu sau: HIH9323P, HIH9327P, HIH9329P,
H1H9336P, H1H9344P2, H1H9345P2, H1H9351P2, H1HO9354P2, HI1H9364P2,
H1H9373P2, H1H9382P2, HIH9387P2, va HIH9396P2.

Vi du 2: Su tiép hop ctia khang thé khang PD-L1 H4H83 14N véi p-SCN-Bn-DFO

Dé cai bién khang thé khang PD-L1 ban diu, H4H8314N, va khang thé ddi
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chting 16p khang thé phi hop dbi v6i cac nghién ctru ImmunoPET véi viée danh déu
bing phéng xa, tic nhan chelat hod, p-SCN-bn-Deferoxamin (DFO; Macrocylics, Cat
#: B-705), dugc gn vao khang thé.

Dé cai bién, H4H83 14N trudc tién 1a dung dich dém duoc trao dbi vao trong
PBS, d0 pH=7,2 tir dung dich dém histidin nho thdm tach & 4°C qua dém (Slide-A-
Lyzer Dialysis Cassette G2 10k MWCO; ThermoScientific) tiép theo dung dich dém
duoc tao ddi lai mot 14n nita béng cach st dung c¢dt PD-10 (GE Healthcare, Cat. #: 17-
0851-01) vao trong dung dich dém gbdm ¢6 50mM dung dich dém cacbonat, 150mM
NaCl, d6 pH=9,0 (dung dich dém tiép hop). Dé xac dinh ndng do sau khi trao ddi dung
dich dém, cac mau duoc do trén quang phé) ké Nanodrop 2000 UV/VIS (Thermo
Scientific) bang cach sir dung trinh ty MacVector dya vao hé s6 suy giam 1,46g/L
(xem bang 2). Trong 6ng 15mL polypropylen, thém 773,9 uL H4H8314N (12,5mg)
vao 1676,1 uLL dung dich dém tiép hop. Trong lo riéng biét, thém 29,3uL DMSO vao
20,7ul. DFO. Trong gia sb mot phin tu, thém dung dich DFO vao dung dich
H1H8314N, mdi 1dn duge trdn nhe nhang bang pipet 1én va xudng. Dung dich cubi
cung 1a Smg/mL H4H8314N trong dung dich dém tiép hop, 2% DMSO vé6i luong du
mol gip 6 1an DFO. Cho phép 0 dung dich nay trong bé nude 37°C ma khong khuay

thém.

Sau 30 phit & 37°C, chuyén nhanh dung dich qua cot khir mudi PD-10 (GE
Healthcare, Cat. #: 17-0851-01), dugc lam can bé’mg truge béng dung dich dém chua
250mM NaAcO ¢ d6 pH=5,4 (dung dich dém bao ché). Loc vo trung dung dich cudi
cung thong qua bd loc 6ng tiém (b0 loc 6ng tiém Acrodisc 13mm, Pall Corporation,
Cat #: 4602). Tiép theo, do ndng dd va ty 1& ciia DFO véi khang thé (DAR) béng
quang phd UV/VIS. Pé do su hép thy, khang thé tiép hop DFO dugc do dua vao dung
dich dém bao ché & 252nm (A252), 280nm (A280) va 600nm (A600). Dé tinh toan,

hiéu chinh nén & mdi gié tri hap thu bing cich st dung phuong trinh:
/
A A)\ - AGOO
Thé tiép hop khéang thé duogc thir nghiém ddi véi su két tu bang cach st dung
phép sic ky SEC, véi 25ug mau duogc bom 1én cdt Superdex 200 (GE Healthcare, Cat.

No. 17-5175-01) duoc kiém tra & 280nm v&i pha dong PBS (0,75mL/phtt). Pénh gia
tinh nguyén ven khang thé bang SDS-PAGE 4-20% Tris/Gly pre-cast gel (Novex) véi
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2ug mau duoc tai. Gel dugc thé hién trén Fig.1. Néng do khang thé, néng d6 thé tiép
hop va DAR dugc tinh toan bang cach st dung phuong trinh dudi déy:

Tinh to4n ndng do khang thé

) / ['i/’) Q
Néng @o mAb (mg/ml) = =2
€280
Tinh toan nong do thé tiép hop

Ndng do thé tiép hop (mg/mL) = -
€250 — 1.53€a80

Tinh toan DAR
DAR — €252 4580 — €2804559
Al ¢ /
Bang 2: HE s6 tat theo mol va trong lwgng phan tur
| MW €280 €252
Khang thé
(g mol™) (L g'em™) (L g'em™)
H4H8314N | 144984 1,46 0,553

Bang 3: UV DAR, ty 1€ phén trim két tu va ndng do sau khi gin DFO
Khéng thé UV DAR Nong do | % két tu
(mg/mL)
H4H8314N 1,2 3,34 <1%

Vi du 3: Chelat hod 3°Zr ctia khang thé don dong tiép hop DFO

Dé str dung trong nghién cttu ImmunoPET in vivo, khdng thé khang PD-L1
tiép hop DFO, H4H8314N, va khang thé ddi ching 16p khang thé tiép hop DFO dugc

danh dau bang phéng xa véi $Zr.

Tru6e tién, cho khang thé tiép hgp DFO (250 hodc 750ug) vao 1,25mg/mL
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trong 1M HEPES, d6 pH=7,2. Cong thic cua dung dich tiép hop DFO-Ab ddi véi mdi
nghién ciru duoc liét ké trong bang 4. Theo cach riéng biét, dung dich *Zr dugc tao ra
bang cach str dung cong thirc dbi voi mdi nghién ciru twong tmg duge thé hién trong
bang 5. Dung dich gbc $Zr-axit oxalic thu dugc tir PerkinElmer hodc anh chup 3D.
Néu ndng do hoat tinh phong xa ctia dung dich gbc thip (xem bang 5), budc lam trung
hoa duoc thuc hién véi 1M borat, do pH=9,0. Hoat tinh phéng xa cudi cung trudce tién
duoc xac nhin bang cach st dung bo dinh c& lidu Capintec CRC-25R (Capintec #520),
tiép theo két hop ngay véi dung dich tiép hop DFO-ADb, tron nhe nhang (bang pipet 1én

va xudng) va tiép theo 1 trong 45 phit & nhiét do trong phong.

Sau khi 1, 14y miu nho ctia mdi hdn hop phan ng duoc d6i voi iTLC (sic ky
16ng 16p mong tirc thoi) dé xac dinh hidu sudt phan tng déanh diu bing phong xa va
chuyén hdn hop phan tng con lai vao cot da cin bang truéc PD-10 (Vendor) véi
250mM natri axetat & do pH=5,4 dé khtr mudi theo trong luc. Mbi cot PD-10 khong
chtra nhiéu hon 1,2mL hdn hop phan ung (theo cach khac, nhiéu cdt duogc s dung).
Sau khi hdn hop phéan tmg duoc nap 1én cdt, thém 1,6mL natri axetat 250mM ¢ do
pH=5.4 (dung dich dém bao ché) vao; loai b6 dong chay. Thém tiép 1,8mL dung dich
dém bao ché vao cot va thu gom dung dich giai hip tir mdi cot. Tiép theo, phan tich
khoang 500ulL mdi dung dich bang cach st dung quang phdé ké Nanodrop
(ThermoScientific). Nong d6 Ab cubi ciing dugc tinh toan bang cach sir dung hé sd tit

gin dung va hip thu & 280nm bang cach sir dung phuong trinh:
Nong d6 theo mg/mL = Hép thu & 280nm + Hé s tit & 280nm (xem bang 6)

Khéi luong cubi cing duoc do theo sé gam duge ghi chép trong bang 4. Tiép
theo, do hoat tinh phong xa béng cach st dung bd dinh c& li€u va duogc ghi chép trong
bang 5. Tiép theo, phan tich vét liéu cudi cuing cing véi vat lidu trude khi xir Iy cot
PD-10 bang iTLC. Déi véi thir nghiém nay, thém 1uL mdi dung dich vao gidy sic ky
vi soi thuy tinh iTLC-SG duoc tam silica gel (Agilent Technologies, Cat # SG10001),
nhudm trong khoang TLC véi 20mM dung dich dém axit xitric. Vat liéu cudi cung
ciing dugc phan tich bang cach sir dung SEC-HPLC véi UV 280 va may do dong vi
phéng xa dugc ndi nbi tiép (Agilent 1260 véi Lablogic Radio-TLC/HPLC Detector,
SCAN-RAM) bing cach st dung ¢t Superdex 200 v6i pha dong PBS & téc do dong
0,75mL/phut. Stt dung chit danh déu phong xa dé xac dinh dd tinh khiét ctia hop chit

hod hoc phong xa bing cach so sanh sy tich hop cua dinh protein (khoang tir 10 dén 16
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phut) va dinh %Zr tu do (khoang 25 phit). Xac dinh d6 tinh khiét monome bang cach
so sanh su tich hop cta dinh oligome (tur 10 dén 15 phat) véi monome (khoang 16

phut).

Hoat tinh riéng va lugng thu hdi protein (%) ctia mdi thé tiép hop dwgc danh

diu bang phong xa duge xac dinh bang cach str dung phuong trinh sau:

a. Khoi luong thé tiép hop tinh theo mg = ndng do tinh theo mg/mL x khdi luong
dung dich tinh theo gam

b. Hoat tinh riéng tinh theo mCi/mg = hoat tinh cta lo nho tinh theo mCi + khoi lugng

thé tiép hop tinh theo mg

c. Luong thu hdi protein = khéi lwong thé tiép hop ban diu (mg) + Khéi lwong ciia thé

tiép hop tinh theo mg

Cubi ciing, vé bén ngoai dugc lwu y va duge ghi chép trong bang 7. Ca chét

danh diu UV280 va iTLC dwoc thuc hién trén san pham tinh khiét.

Céc két Qué dugc hop nhit trong bang 7. Biéu dd sic ky phong xa-SEC-HPLC
duoc thé hién trén cac hinh v& Fig.2 dén Fig.4. Mot vi du vé biéu do sic ky UV280
HPLC SEC va phéng xa-iTLC duoc thé hién trén Fig.5 dé danh d4u bang phong xa
$97r, nghién ctru 1. Biéu d sic ky UV280-HPLC SEC xéc nhan san pham monome &
mirc cao (99%). Xu ly chit danh diu phong xa-iTLC bang ham tuyén tinh nhi thirc 7
diém. Ngudn gbc va bé mat dung méi lan luot 1a khoang 16 va 100mm. Quan sat $Zr
khong phat hién dugc ngoai 22mm va xac nhan do tinh khiét cta chat hoa hoc phéng

xa dugc xéac dinh boi phong xa-SEC-HPLC SEC trén Fig.2B.

Bang 4. Ché phim thé tiép hop DFO-khang thé dé danh dau bang phéng xa

banh . . .
s . A . Khoi lugng | Tong Nong do
dau bang | Nghién | L6 dénh dau bang | Nong dd | DA , i , .
thé tiép | theé tich [ cudi cung
phéng xa | cuu # phong xa (mg/mL) | R*
2 hop (mg) | (ul) (mg/mL)
1 Lép khang thé-
1 r 3,7 1,6 |250 200 125
DFO-*Zr
2 H4H8314N-DFO-
1 3,34 1,2 |250 200 125
89Zr
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3 H4H8314N-DFO-
2 3,34 12 |750 600 195
89ZI’
4 L6p khang thé -
3 3,7 1,6 |250 200 1,25
DFO-%Zr
5 H4H8314N-DFO-
3 3,34 1,2 |250 200 125
89Zr

* DAR dugc xéc dinh theo ty 1& cia DFO véi khang thé

Bang 5. Dung dich phan tng **Zr dé d4nh diu bang phong xa

M M )
Déanh Thé
; axit borat, 1M Hoat | Hoat
dau Lo danh | %Zr- tich .
. Nghién | |, | oxalic | do HEPES, . tinh cuoi | tinh
bang dau bang | oxalat cudi
cuu # bd pH=9,0 | d6 pH= cung riéng
phong phong xa | (uL) . cung :
sung bd sung | 7,2 (ulL) (uCi) (uCi/uL)
Xa (uL)
(uL) (ul)
Léop
khang
1 1 thé  -|50 50 400 500 1000 | 1009 1,01
DFO-
89Zr
H4HS831
4N-
2 1 50 50 400 500 1000 | 1000 1
DFO-
89Zr
H4H831
4N-
3 2 150 150 1200 1500 3000 | 3070 1,02
DFO-
89Zr
Lép
khang
4 3 thé -1 ~1 0 0 1000 1000 | 1680 1,68
DFO-
89Zr
5 3 H4H831 | ~1 0 0 1000 1000 | 1640 1,64
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AN-
DFO-
89Zr

Bang 6: Hé sb tit dbi vai 16 thé tiép hop

Lo danh dau bing | e250 (AU ml mg! cm™)

ddng vi phong xa

Lé6p khang thé-DFO- | 1,71
89Zr

H4H8314N-DFO- 1,61
89ZI‘

Bang 7. Bang tong két ctia céc thé tiép hop DFO-Ab duge danh dau bang *Zr dé chyp

anh in vivo va nghién ctru sy phéan bo sinh hoc

banh dau b tinh
. . b
bang khiét
tinh Luong
phong xa ‘ ., | Ve cua y N Hoat tinh
Nghién | Lo thé tiép , khiét |thu hoi | Nong do
bén chat riéng
ciu # hop _ mono | protein | (mg/mL)
ngoai | hoa hoc (mCi/mg)
me* (%)
phong
(%)
xa* (%)
1 Lép khang
, Trong
1 the-DFO- >99% | >95% | 60% 0,106 3,35
sach
89Zr
2 H4H8341
Trong
1 N-DFO- >99% | >95% | 63% 0,121 2,75
sach
89Zr
3 H4HS8341
Trong
2 N-DFO- >99% | >95% | 62% 0,134 3,58
sach
89Zr
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4 Lop khang
, Trong
3 thé -DFO- >99% | >95% | 66% 0,074 5,38
sach
89Zr
5 H4H8341
Trong
3 N-DFO- >99% | >95% | 74% 0,084 5,13
sach
89Zr

* bdi phong xa-SEC-HPLC
Vi du 4: Hoat tinh mién dich

Hoat tinh mién dich (IR) cta khéng thé khang PD-L1 dugc dénh diu bang
phong xa va khang thé cua 16p khang thé ddi chimg duogc do nhu sau. Déi voi nghién
ciru ban ddu, t& bio MC38-cOVA/eGFP-mPD-L17hPD-L1™¢ dugc st dung va tiép
theo té& bao LOX-IMVI (xem phin md ta chi tiét ctia cic dong té bao trong vi du 5)
cling dugc st dung sau do. Trong cac thir nghiém nay, thém 20ng khéng thé duoc danh
du %Zr twong tng vao 15 x 109 té bio MC38-cOVA/eGFP-mPD-L17hPD-L1"¢ hozc
30 x 10° té bao LOX-IMVI v6i thé tich cudi cing ImL. U cdc mAu trong 45 phat ma
khong can phai tron lién tuc trude khi trai qua 3 14n rira bing mdi truong dé loai bo
khang thé khong gén két bit ky. Tiép theo, dém hoat tinh phéng xa cla phan can té
bao thir nghiém trong thiét bi dém gama tu dong (Wizard 2470, Perkin Elmer) dua trén
2 tiéu chudn tham chiéu chira cing 20ng khang thé dugc danh diu %Zr. Ty 1¢ phan
trim phan tmg mién dich duoc xé4c dinh dbi v6i cac mau bang cach st dung gid tri
trung binh tidu chudn khi do tong hoat tinh.

Nhu nhin thdy duoc trong bang 8, khang thé khang PD-L1 dugc dénh dau ¥Zr
van ¢6 kha niang phan tng mién dich sau khi tiép hop va danh diu bang phéng xa, véi
%IR nim trong khoang tir 88 dén 98% qua toan bd cac phan tmg. Tinh dic hiéu gin

két c6 mat trong cac khang thé ddi chimg c6 %IR co ban nhé hon 1%.

Bang 8: Kha ning phan tmg mién dich cta thé tiép hgp DFO dugc chelat hod #Zr

Nghién '

) Nghién ctru 1 Nghién ctru 2 Nghién ctru 3
cuu

| MC38- MC38- MC38-

Dong té
o cOVA/eGFP- cOVA/eGFP- cOVA/eGFP- LOX-IMVI

ao

mPD-L17hPD- mPD-L17"hPD- mPD-L17hPD-
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L1Te L1Te L1Te
Khang Khang $97r-dbi Khing 897r-dbi Khing $97r-dbi Khang $97r-dbi
., PD-L1 PD-L1 PD-L1 PD-L1
the o chung 97 ching 97 ching 97 ching
Hoat
tinh
phan 40484 |29,6 8311,9 |na 6262,4 | 68 5587,54 | 65,4
can té
bao
Hoat
tinh tiéu
chudn | 4536,5 |6432,4 |8567,2 |na 6386,6 | 9544,8 |6386,6 | 95448
trung
binh
Ty &
phan 89,2 0,5 97,0 na 98,1 0,7 87,5 0,7
tram IR

Vidu 5: Pac diém In vitro va ex vivo cia PD-L1 nguoi biéu hién trén dong té bao khbi
u

Vai dong té bao khéi u dugc nghién ciru dé danh gia mic do biéu hién cua
PD-L1 cia nguoi, nham muc dich phat hién PD-L1 cua nguoi dugce biéu hién ndi sinh
béi khdi u in vivo & chudt duc trui 16ng NCr (Taconic, Hudson NY) hodc ¢ chudt ma
duge thao tac di truyén thanh ddng hop tir dé biéu hién mién ngoai bao cua PD-L1 cla
nguoi thay cho mién ngaoi bao cia PD-L1 cta chudt (PD-L1 HumlIn mice) trén ching
129 75% C57/Bl6 / 25% bang cach sir dung k¥ thuat VelociGene® (Valenzuela et al
2003, Nat. Biotechnol. 21: 652-659; coéng bd don yéu cdu cip patent My sb
US2016/0157469).

Céc dong té bao dugc sir dung trong cac nghién ctu ndy bao gbém: 1) dong té
bao ung thu biéu md rudt két ctia chuot MC38 (thu duge tir NCI & Frederick, MD,
Laboratory of Tumor Immunology and Biology), ma dd duoc thao tac di truyén theo

nhom dé tach PD-L1 ra khoi chudt, nhung biéu hién qua mac PD-L1 nguyén ven cua

-62-




40734

ngudi va ovalbumin triing ga nguyén ven dugc dung hop véi eGFP, do do trong ban
mo ta nay duoc goi 1a MC38-cOVA/eGFP-mPD-L17hPD-L1"¢; 2) vai dong té bao
khdi u ciia nguoi: dong té bao khdi u ac tinh cia ngudi LOX-IMVI (dong dwong tinh
véi PD-L1 ndi sinh, thu dugc tir NCI ¢ Frederick, MD, Division of Cancer Treatment
and Diagnosis, Tumor Repository), dong té bao ung thu vi ngudi MDA-MB-231
(dong duong tinh véi PD-L1 ndi sinh) va SK-Br-3 (dong té bao am tinh véi PD-L1)
(c& hai dong té bao thu dwoc tir ATCC). Trong mét s6 trudng hop, PD-L1 ngudi dugce
danh gié truc tiép ma khong c6 sw cam tng bét ky in vitro; trong mot sd trudng hop,
su bidu hién PD-L1 nguoi duoc danh gia voi phép didu tri IFNy chudt hodc nguoi qua
dém (100ng/ml) (thu dugc tir Peprotech); trong mot sb truong hop, PD-L1 nguoi duge
danh gia ex vivo dbi vai té bao khdi u dugc phan ly v& mit enzym dugc chiét sudt tir
chudt trui 16ng mang khdi u hodc chudt duge lam gibng nguoi. Tét ca viéc nhudm bé
mit PD-L1 cua nguoi dugc thuc hién theo thu tuc tiéu chuin. Tém lai, té bao khéi u
duoc ria béng PBS mot lan, ria béng dung dich dém nhudm trong d4 lanh mot lan,
nhudm bang flocrom cé ban sin trén thi truong dugc tiép hop truc tiép khang thé
khang PD-L1 ciia nguoi (eBioscience, thé don dong MIHI) trong dung dich dém
nhudm trong 30 phut trén nude da trong bong t6i va tiép theo ria bang 2mL PBS mot
1in nita. Thudc nhudm cb dinh eFluor506 ciing duge sir dung theo huéng dan cia nha
san xudt (eBioscience, Cat #17-5983). Thu dugc cdc mau trén BD FACSCanto II™
IVD10 dugc trang bi DIVA v8. Phan tich dit liéu hon nita béng FlowJo v10.0.6 hoac
thiét bi néu trén.

Su biéu hién PD-L1 boi té bao MC38-cOVA/eGFP-mPD-L17hPD-L 178 truéc
khi cdy ghép va vai ngay sau cdy ghép & chudt trui 1ong dugc thé hién trong bang 9.

Bang 9: Ty 18 phan tram cta té bao MC38-cOVA/eGFP-mPD-L17hPD-L1"® duong

tinh v6i PD-L1 cta ngudi trude khi cdy ghép va 7 ngay sau cAy ghép & chudt trui 16ng

Nhudém 16p
, Nhudm hPD-L1
khéng the
Trudc ciy ghép 0,6% 94,7%
Sau cdy ghép 1,09% 74,0%
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Truéc khi cdy ghép, phan 16n té bao MC38-cOVA/eGFP-mPD-L17hPD-L1"
duong tinh v6i PD-L1 clia nguoi, so v6i nhudm 16p khang thé ddi chimg. Vai ngay sau
ciy ghép & chuot trui 16ng va khi xir 1y bing enzym va co hoc d6i voi sy phan ly khoi
u, khoang 70% té bao MC38-cOVA/eGFP-mPD-L17"hPD-L17¢ van duong tinh véi
PD-L1 cua nguoi.

Sy biéu hién PD-L1 béi té bao MC38-cOVA/eGFP-mPD-L17hPD-L1"¢ truge
ciy ghép va muoi bbn ngay sau cdy ghép & chudt dugc lam gidng ngudi PD-L1 duoc
thé hién trong bang 10.

Bang 10: Ty I¢ phén tram cia té bao MC38-cOVA/eGFP-mPD-L17hPD-L1"¢ duong
tinh v6i PD-L1 cta ngudi trude cdy ghép va 14 ngay sau cdy ghép & chudt duogc 1am

gibng nguoi PD-L1

Nhudm 16p | Nhuo¢m hPD-L1
khang thé

Trudc ciy ghép 0,2% 92,5%

Sau cdy ghép 3,6 46,2%

Trude khi cdy ghép, phan 16n té bao MC38-cOVA/eGFP-mPD-L17hPD-L 18
duong tinh v6i PD-L1 ciia ngudi, so v&i nhudm 16p khang thé dbi chimg. Mudi bén
ngay sau cdy ghép & chudt dugc lam gidng ngudi déi PD-1/PD-L1 va khi xir Iy bang
enzym va co hoc dbi v6i su phan ly khéi u; khoang 50% té bao MC38-cOVA/eGFP-
mPD-L17"hPD-L1"¢ van dwong tinh véi PD-L1 cta ngudi.

Su bidu hién PD-L1 béi nhidu dong t& bao khdi u in vitro dugc thé hién trén
Fig.6. D& danh gia cach c6 thé so sanh mirc do biéu hién ctia PD-L1 boi dong té bao
duge thao tac (MC38-cOVA/eGFP-mPD-L17hPD-L1'¢) va dong té bao khéi u khac
clia ngudi (t& bao khéi u ac tinh LOX-IMVI, té bao ung thu vi MDA-MB-231 va té
bao ung thu vi SK-Br-3), do chuén liéu nhudm khang thé khang PD-L1 duoc thuc
hién. Fig.6 minh hoa ring MC38-cOVA/eGFP-mPD-L17"hPD-L1"8 c6 mirc biéu hién
PD-L1 ctia ngudi cao nhit (Fig.6A) va SK-Br-3 ¢6 mirc biéu hién thdp nhat ma khong
phéat hién PD-L1 (Fig.6D), trong khi sy biéu hién PD-L1 boi LOX-IMVI va MDA-
MB-231 & mitc do vira phai (thip hon khoang 5 1dn so v6i MC38-cOVA/eGFP-mPD-
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L1""hPD-L1"®) (Fig.6B va Fig.6C).

Trong thir nghiém tht hai, phép so sanh khic gitta LOX-IMVI va MC38-
cOVA/eGFP-mPD-L17hPD-L17¢ 1dn luot duoc thuc hién c6 hodc khong c6 diéu tri in
vitro bdi 100ng/mL hIFNy / mIFNy qua dém. Fig.7 minh hoa rang cudng do huynh
quang trung binh cia PD-L1 dat dén trang thai on dinh & khoang 150nM khang thé
khang PD-L1 dugc sir dung dé nhudm. O duong co so, su biéu hién PD-L1 boi LOX-
IMVI & mitc do vira phai (thdp hon khoang 6 dén 7 1an so véi MC38-cOVA/eGFP-
mPD-L17hPD-L17%). Khi diéu tri bing mIFNy, khong c¢6 su thay d6i dbi véi viéc
nhuém PD-L1 trén MC38-cOVA/eGFP-mPD-L17-hPD-L1¢, trong khi quan séat duoc
tang gép 3 14n nhuém PD-L1 ciia ngudi trong LOX-IMVI sau khi diéu tri bang hIFNy.

Su biéu hién ex vivo PD-L1 bdi té bao LOX-IMVI va MC38-cOVA/eGFP-
mPD-L17*hPD-L1T¢ khoang ba tudn sau cdy ghép & chudt trui 16ng dwoc thé hién trong
cac bang 11 va 12.

Bang 11: Ty 1& phan tram cua té bao LOX-IMVI va MC38-cOVA/eGFP-mPD-L17-
hPD-L1"8 duong tinh v6i PD-L1 khoang 3 tudn sau cdy ghép o chudt trui 1ong

Nhuém 16p | Nhudém hPD-
khang thé L1

LOX-IMVI 0,2% 56,6%
MC38-cOVA/eGFP-mPD-L17hPD- | 0,2% 96,2%
L1'e

Bang 12: Cuong dd huynh quang trung binh cua PD-L1 boi té bao LOX-IMVI va
MC38-cOVA/eGFP-mPD-L17-hPD-L 1" khoang 3 tudn sau cdy ghép & chudt trui 1ong

Khéiul |Khbiu2

LOX-IMVI 8479,1 12121,5

MC38-cOVA/eGFP-mPD-L17hPD- | 49589,1 | 51445,0
Li'e
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Khi xtt 1y bang enzym va co hoc dé cho phép phéan ly khdi u, nhudom té€ bao
bing khang thé khang PD-L1 (20ug/mL). Mirc biéu hién PD-L1 trén LOX-IMVI thip
hon khoang 5 1an so v&i mirc biéu hién trén té bao khdi u MC38-cOVA/eGFP-mPD-
L17hPD-L1"e,

Vi du 6: Su dinh vi lua chon khéng thé khang PD-L1 dwogc danh ddu bang phéng xa

dbi v6i khdi u duong tinh véi hPD-L1 & chudt trui 1ong

Pé xac dinh sy dinh vi in vivo cta khang thé khang PD-L1, cho chudt trui
16ng mang khéi u duong tinh véi PD-L1 dung trong tinh mach thé tiép hop khang thé
DFO duoc danh ddu bang Ziriconi-89.

Dong khéi u duge st dung cho nghién ctu 12 dong té bao ung thu biéu md
rudt két cua chudt dugc goi la MC3 8-cOVA/eGFP-mPD-L17hPD-L1'8, ma da duoc
thao tac di truyén dé tach PD-L1 ra khoi chudt khong c6 MC38 kiéu dai, nhung biéu
hiene qua mtrc PD-L1 nguyén ven cia ngudi va ovalbumin trirg ga nguyén ven duoc
dung hop v6i eGFP. Ddi v6i nghién ctru thir hai ctia khdi u v6i sy biéu hién ndi sinh
ctia PD-L1 ctia ngudi, dong té bao khdi 4c tinh ctia ngudi LOX-IMVI duge sir dung dé
thiét 1ap khéi u in vivo déi véi nghién ctru dinh vi khéang thé khang PD-L1 tiép theo.

Khang thé khang PD-L1 dugc danh diu bang phéng xa lam vi du dugc st
dung cho nghién ctu nay la HIH8314N, bao gdbm HCVR/LCVR ctia SEQ ID NO:
82/90.

Péi v6i nghién ciru thi nhit, 1 x 10° t& bao MC38-cOVA/eGFP-mPD-L1-/-
hPD-L1"¢ duge cdy ghép dudi da vao trong hong bén trdi cua chudt duc trui 16ng 8 dén
10 tudn tudi NCr (Taconic, Hudson NY). Déi v6i khdi u LOX-IMVI, 1 x 10° té bao
duoc céy ghép dudi da vao hong bén trai ctia chudt duc tryi 1ong tir 8 dén 10 tuén tudi
NCr. Mot khi khéi u dat dén thé tich trung binh 50 d&én 150mm? (khoang ngay 7 dén
10), phan chia ngiu nhién cac chudt thanh cac nhém va dugc cho dung lidu véi thé
tiép hop khang thé khang PD-L1 DFO duoc danh déu bing ¥Zr (H1H8314N) hoic thé
tiép hop khang thé DFO cua 16p khang thé d6i ching khéng gin két duge danh dau
bang 8Zr. Chudt trui 16ng mang khéi u MC38-cOVA/eGFP-mPD-L1-/-hPD-L1"¢ tiép
nhan 50 + 1 uCi khang thé duoc danh diu bang ¥Zr voi lidu protein khoang 0,6mg/kg.
Trong nghién ctru st dung chudt mang khéi u LOX- IMVI, chudt tiép nhan 35 + 1 uCi
khéng thé dugc danh ddu bang °Zr vai lidu khang thé cudi ciing 1 0,3 hodc Img/kg.
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Anh chup PET cta su dinh vi khang thé dugc danh gia 6 ngay sau khi dung
khang thé. Sofie Biosciences G8 PET/CT (Sofie Biosciences and Perkin Elmer) dugc
stt dung dé chup anh). Thiét bi nay dugc hiéu chuan trude dé phat hién ¥Zr trude khi
chup anh. Ctra s6 nang luong nim trong khoang tir 150 dén 650 keV vé6i do phan giai
d3 tao céu truc lai 1,4mm & gitta trudng nhin. Chudt trai qua su gdy mé cam ng bang
cach stir dung isofluran va dugc gitr trong dong lién tuc isofluran trong qua trinh chup
anh. Thu dugc cac anh tinh 10 phut bing cach sir dung phin mém chup anh G8 va tiép
theo duogc tao cAu trac lai bé‘mg cach sur dung cac phép cai ddt da tao cAu hinh trude.
Dit liéu v& hinh anh dugc hiéu chinh déi v6i su phén ré va cac tham sb khic. Anh chyp
CT thu dugc theo phuong phép chup anh PET va sau d6 dugc ddng ghi lai v6i anh
PET. Chuén bi hinh anh bang cach sir dung phan mém xau xir Iy VivoQuant (inviCRO

Imaging Services).

Déi v6i su phan bd sinh hoc, gay chét chudt & thoi diém cudi cung (5 dén 6
ngdy sau dung liéu) va thu gom mau thong qua viéc choc tim. Tiép theo, ldy m6 khdi u
va md thuong va dat vao 6ng dém s6 luong. Po va ghi chép trong luong d6i v6i moi
mAu. Tiép theo, thu gom di liéu dém dugc déi voi ¥Zr trong CPM bang céch do céc
mAu trén thiét bi dém gama ty dong (Wizard 2470, Perkin Elmer). Ty 1& phin tram lidu
tiém trén mdi gam (%ID/g) duoc tinh toan ddi v6i mdi mau bang cach st dung cac tidu

chuén dugc chun bi tr vat liéu tiém.
%ID/g trung binh d6i v6i mdi khang thé dugc thé hién trong bang 13.

Bang 13: %ID/g trung binh trong md phan tich

87r-16p khang thé d6i

i 897r-HIH8314N chimg

%ID/g STDEV | %ID/g STDEV

trung binh | %ID/g | trung binh | %ID/g
Gan 3,1 0,4 0,9 0,9
L4 lach 4.4 1,1 1,5 1,3
Than 4,0 0,7 1,4 1,6
Xuong 5,1 2,6 1,7 1,6
Phoi 5,1 1,1 2,5 3,0
Tim 2,4 0,2 1,3 1,4
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Mau 7,6 1,6 3,8 4,6
Tuyén trc 5,3 3,0 2,8 2,2
MC38-cOVA/eGFP-

55,3 12,2 3,0 3,3
mPD-L17hPD-L1"¢
S.BOWEL 1,5 0,3 0,6 0,6

Dua vao bang ndy, sy hdp thu & mic cao rd rang trong khéi u MC38-
cOVA/eGFP-mPD-L1-/-hPD-L.17¢ xut hién trén md binh thuong khac, voi su hép thu
cia khéi u 1a 55,3%ID/g cao hon dang ké so véi su hép thu cao nhét tiép theo 5,3
%ID/g dugc quan sat ¢ tuyén trc. Su hip thu ctia khdi u 1an luot cao hon gip 7,3 14n va
17,8 14n so vé6i hoat tinh trong mau va gan. Tinh dic hiéu cua sy hép thu khéng thé
khang PD-L1 vao trong khdi u (55,3% ID/g) 1a 1o rét khi so v6i su hip thy ciia khdi u
giam dang ké 3% duoc quan sat d6i v6i khang thé cua 16p khang thé dbi chimg khong
gén két. Viéc chup anh PET theo chi dan duoc thuc hién trong ban mo ta nay da ching
minh su dinh vi ro rang cta thé tiép hop khang thé khang PD-L1 DFO dugc dénh diu
bing %Zr voi khdi u MC38-cOVA/eGFP-mPD-L1-/-hPD-L1"¢, ft tin hiéu nén duoc
quan sat ¢ chudt ¢ thoi diém sau dung liéu vao ngay 6. Trai v6i su dinh vi khéi u 13
rang ma quan sat duogc bang cach sir dung khang thé khang PD-L1, chi c6 hoat tinh co
ban khong rd rang xuit hién trong hinh anh cta khang thé dbi chung trong mo hinh
nay. Hinh anh nay thé hién rd rang su hip thu riéng & muc cao ctia khéng thé khang
PD-L1 trong khdi u duong tinh v&i PD-L1 clia nguoi, thé hién su dinh vi ctia khang
thé khang PD-L1 dugc danh ddu bang *Zr d6i voi khdi u MC38-cOVA/eGFP-mPD-
L1-/-hPD-L1"8 & chuot trui 16ng NCr.

Trong nghién ctru thtr hai, kha ndng ctua khang thé khang PD-L1 huéng dich
lva chon khéi u biéu hién mirc ndi sinh cta khang nguyén PD-L1 cua ngudi dugc ddnh
gid. Trong ban md ta nay, chudt mang khdi u 4c tinh LOX-IMVI ctia ngudi duoc tiép
nhan khang thé dugc danh ddu bang ¥Zr & cac liéu 0,3 va 1mg/kg. Mdt lan nita, ldy
khéi u va méd & ngdy 6 sau tiém va tinh toan %ID/g d6i vi cac mau. %ID/g trung binh

d6i v6i mdi khang thé duge thé hién trong bang 14.

Béang 14: %ID/G trung binh trong md phan tich tir nghién ctru thir hai (khdi u LOX-
IMVI)
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897r-DFO- 897r-DFO-

H1H8314N H1H8314N 97r-16p khang thé

0,3mg/kg 1 mg/kg d6i chimg Img/kg

%ID/g %ID/g %ID/g

STDEV STDEV STDEV
trung trung trung
N %ID/g %ID/g %ID/g

Mau binh binh binh
Gan 2,9 0,3 3,3 0,2 3,9 0,3
L4 lach 4,2 0,2 4,3 0,9 4,2 0,7
Thén 4,3 0,4 4,3 0,8 3,4 0,4
Xuong 3,2 0,6 2,7 0,5 3,6 0,4
Phéi 5,7 1,0 6,6 1,6 59 1,2
Tim 32 0,8 3,2 0,4 2,9 0,6
Mau 8,1 1,4 9,5 1,0 11,1 6,2
Tuyén wc 53 2,3 5,6 0,7 4,9 1,4
Khéi u LOX-

20,6 2,7 10,6 2,6 12,0 1,8
IMVI
S.BOWEL 1,5 0,2 1,8 0,4 2,0 0,3

O liéu thép hon 0,3mg/kg, sw huéng dich ddi v6i khdi u qua md binh thuong
duoc quan sét, véi 20,6%ID/g quan sat duge trong khéi u LOX-IMVI. Khi chudt tiép
nhan lidu cao hon 1mg/kg, su hip thu ctia khdi giam 10,6%ID/g quan sat dugc so voi
mirc 0,3mg/kg. Didu nay goi ¥ rang liéu protein & mirc cao hon va ¢ thé 1a phan doan
cao hon cta khang thé khong duoc danh diu tiép theo dan dén phong bé su hép thu
khéi u boi khang thé khang PD-L1 dugc danh dau bang ¥Zr. Theo ndi dung nay, viée
chup anh PET dugc thuc hién ngay trude khi nghién cru phan b sinh hoc ciing thé
hién rang su hip thu ca khang thé khang PD-L1 & lidu Img/kg gan tuong duong véi
su hip thu ctia khang thé dbi ching. O lidu thdp hon 0,3mg/kg, muc gia ting vé su
dinh vi trong khdi u cua khang thé khang PD-L1 thé hién rd rang so v6i khang thé dbi
chtrng. Néi chung, hinh anh PET va dit li€u phan phéi sinh hoc ching minh sy huéng
dich dic hiéu cta khdi u LOX-IMVI & lidu 0,3mg/kg khang thé khang PD-L1.

Vi du 7: Su dinh vi lua chon cta khang thé khang PD-L1 dugc danh diu bang phong

xa ddi v6i khédi u duong tinh v6i hPD-L1 & chudt

-69-



40734

Vi du ndy md ta su dinh vi in vivo ciia thé tiép hop khang thé khang PD-L1
DFO dugc danh ddu bang Ziriconi-89 & chudt dugc lam gibng nguoi ddi véi PD-L1.
Khang thé lam vi du duoc st dung trong vi du nay la H1H8314N, bao gom
HCVR/LCVR cua SEQ ID NO: 82/90.

Chudt duge lam gidng ngudi déi véi PD-L1 dugce thao tac di truyén bang cach
st dung k§ thudt VelociGene® (Valenzuela et al 2003, Nat. Biotechnol. 21: 652-659;
cong bb don yéu ciu cAp patent M§ s6 US2016/0157469).

Dong té bao khdi u duoc sir dung 1a dong té bao ung thu biéu mo rudt két cta
chudt dugc goi 12 MC38-cOVA/eGFP-mPD-L17hPD-L1"¢, dugc thao tac di truyén
theo nhom dé biéu hién ovalbumin tring ga nguyén ven dugc dung hop voi eGFP va
tach PD-L1 ra khoi chudt khong c6 MC38 kiéu dai, nhung biéu hién qua muc PD-L1

nguyén ven cia nguoi.

1 x 108 t& bao MC38-cOVA/eGFP-mPD-L17hPD-L1"¢ dugc ciy ghép duéi da
vao trong hong bén trai ctia chudt duc PD-L1 dugc lam gibng nguoi. Khi khéi u dat
dén thé tich trung binh 50 dén 150mm® (khoang ngdy 7), phan chia ngu nhién chudt
thanh cac nhém va dugc dung lidu véi thé tiép hop khang thé khang PD-L1 DFO dugc
dénh déu bing %Zr hodc thé tiép hop khang thd DFO ciia 16p khang thé dbi chimgk
hong gén két duge dénh diu bang %Zr. Chudt duge tiép nhan 50 + 1 uCi khang thé

dugc danh ddu bang *Zr véi lidu protein cubi cuing 1a 1 hodc 3mg/kg.

Anh chup PET cua vj tri khang thé dugc danh gia 6 ngdy sau khi dung khéng
thé. Sofie Biosciences G8 PET/CT (Sofie Biosciences and Perkin Elmer) dugc st
dung @& chup anh). Thiét bi dugc hiéu chudn truéc dé phat hién *°Zr trude khi chup
anh. Cira sd ning luong nim trong khoang tir 150 dén 650 keV véi do phan giai da ciu
trac lai 1,4mm & gifta tAm nhin. Chudt trai qua su gdy mé cam Gng bang cach st dung
isofluran va dugc gilt trong dong lién tuc isofluran trong qué trinh chup anh. Chup anh
tinh 10 phut bang cach str dung phan mém chup anh G8 va tiép theo cau tric lai bing
cach stt dung cac thiét 1ap cdu hinh trude. Dit lidu vé hinh anh duge higu chinh déi véi
su phan giai va cdc tham s6 khac. Anh chup CT thu dugc sau khi chup anh PET va sau
d6 dugc ddng ghi vé6i anh chup PET. Anh chup dugce tao ra bing cach sir dung phan

mém sau xt Iy VivoQuant (inviCRO Imaging Services).

Déi v6i su phan bd sinh hoc, chudt duge gy chét & thoi diém cudi cung (5
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dén 6 ngay sau ding liéu) va thu gom méau thong qua viéc choc tim. Tiép theo, 1y mb
khdi u va binh thuong va dit vao trong 6ng dém. Do va ghi chép trong luong dbi voi
mdi mau. Tiép theo, dit lidu theo sb dém dbi voi ¥Zr trong CPM dugce thu gom br?mg
cach do miu trén thiét bi do gama tu dong (Wizard 2470, Perkin Elmer). Tinh toén ty
1& phan trim lidu tiém trén mdi gam (%ID/g) d6i voi mdi miu bang cach st dung cac
tiéu chudn duoc chuén bi tir vat lidu da tiém.
Két qua

Chuodt PD-L1 duoc lam gidng ngudi mang khéi u MC38-cOVA/eGFP-mPD-
L17-hPD-L1"¢ duoc tiép nhan thé tiép hop khang thé khang PD-L1 DFO dugc dénh
d4u bing ¥Zr & lidu khang thé cudi cung 1 hodic 3mg/kg. Thu gom mau, khéi u va md
va can trong lugng & ngay 6 sau khi tiém va tinh toan %ID/g dbi v6i cac mau dya vao
s6 lvong dém tir mdi miu. %ID/g trung binh dbi v6i lidu ¢ 1 va 3mg/kg 14n lugt dugc

thé hién trong bang 15 va bang 16.

Bang 15: %ID/g trung binh trong md phan tich cua khang thé khang PD-L1 & 1mg/kg

N %ID/g trung | STDEV

Mau

binh %ID/g
Gan 8,6 1,5
Lalach 14,1 1,1
Théan 7,8 1,0
Xuong 4.5 1,4
Phoi 7,9 3,0
Tim 43 1,1
Mau 9,1 4,6
Tuyén tc 9,7 3,5
MC38-cOVA/eGFP-

34,1 18,0
mPD-L17hPD-L1T®
S.BOWEL 2,4 0,9

O ndng do lidu Img/kg, su hudng dich khdi u ctia khdi u MC38-cOVA/eGFP-
mPD-L17-hPD-L17¢ xuét hién véi %ID/g 1a 34,1% mac du su biéu hién ciua PD-L1I

trong mo binh thuong & chudt dugce lam gidng ngudi nay. O liéu nay, sy dinh vi nhét
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dinh ctia khang thé khang PD-L1 dugc danh ddu $°Zr xuét hién rd rang trong 14 lach,
trong dé quan sat dugc su hép thu khang thé 14,1 %ID/g. Su hép thu nhu vy duoc
mong doi vi su biéu hién binh thuong cua PD-L1 cua nguoi thay cho su biéu hién PD-
L1 ctia chudt ctia PD-L1 ctia nguoi trong 14 lach. O liéu khang thé 3mg/kg, su dinh vi
ctia thé tiép hop khang thé khang PD-L1 ¥Zr-DFO dbi véi 14 lach duoc giam, do sy
hép thu trung binh 9,7 %ID/g & chudi ma duoc tiép nhan lidu khang thé nay (bang 16).

Bang 16: %ID/g trung binh trong md phén tich cua khang thé khang PD-L1 & 3mg/kg

%ID/g  trung

Mau - STDEV %ID/g
Gan 6,7 1,4
L4 lach 9,7 1,3
Than 7,0 1,1
Xuong 3,6 0,6
Phdi 11,0 1,0
Tim 4.7 0,7
Mau 12,4 2,1
Tuyén e 7,6 0,5
MC38-cOVA/eGFP-

mPD-L17-hPD-L1Te 287 1
S.BOWEL 0,4 0,2

Su huéng dich khdi u 16 rang van quan sét duge & liéu 3mg/kg, v6i trung binh
28,7%ID/g duoc hip thu béi khéi u MC38-cOVA/eGFP-mPD-L17hPD-L1"¢. Do d6,
mic du su dinh vi mé binh thuong giam xudt hién 13 rang trong anh chup lidu 3mg/kg,
sy dinh vi 16 rang cta khang thé dugc danh déu khang PD-L1 d6i vé6i khdi u MC38-
cOVA/eGFP-mPD-L1"-hPD-L1¢ vn rd rang & lidu nay. Noi chung, cic két qua nay
thé hién ring sy hudng dich rd rang cta khéi u MC38-cOVA/eGFP-mPD-L17hPD-
L17¢ ¢6 thé xdy ra & chudt bidu hién PD-L1 & vi tri thong thuong cta qua trinh biéu

hién md thong thuong.

Céc két qua tir cac nghién ciru dugc thuc hién trong ban md ta nay ching minh

rd rang rang khang thé khang PD-L1 duoc danh ddu bang *Zr c6 thé dinh vi dang ké
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va riéng dbi voi khdi u. Mot nghién ctru ¢6 thé du dodn kich ban ma trong d6 khang
thé khang PD-L1 dugc st dung trong viéc lya chon ngudi bénh cé khéi u duong tinh
v6i PD-L1 cho phép diéu tri tiép theo bing chét trc ché truc truyén tin hiéu PD-1/PD-
L1.

Vi du 8: Quy trinh san xuét trén quy mo 16n d8 tao ra thé tiép hop khang thé khang
PD-L1 DFO

Vi du nay mo t4 mdt cach chi tiét quy trinh san Xudt trén quy mo 16n dé tao ra
khang thé khang PD-L1 thich hop dé d4nh d4u bang phéng xa bang céch gin p-SCN-
bn-Deferoxamin (DFO) vao khéang thé khang PD-L1 (mAb, H4H8314N) dugc mo ta
trong ban mo ta nay: (1) qua trinh siéu loc va loc qua mang (UFDF) trudc khi tiép hop
mAb loai bé cac t& dugc ma e ché quy trinh tiép hop; (2) sau khi tiép hop trude
UFDF, su tiép hop cia mAb v6i p-SCN-Bn-deferoxamin dugce thuc hién dé tao ra thé
tiép hop DFO-mAb; va (3) sau tiép hop UFDF dé loai b6 cdc mudi du tao ra ndng do
thich hop, ndng do ta duoc va do pH ciia khang thé don dong dugc tiép hop thich hop.
Tiép theo, thé tiép hop DFO-mAbD thu dugc dugc tao ra & trang thai dém véi do 6n
dinh duoc cai thién cho ché pham tiép theo.

(1) Siéu loc va loc qua mang trudc tiép hop (UFDF)

100g khang thé khang PD-L1 14 dung dich dém duoc trao dbi vao trong 5SmM
dung dich dém axetat c6 do pH = 5,50 bang cach sir dung mang Sius Prostream
(TangenX Technology Corporation) (thé tich mang < 500g/m?) dé loai bo cac mubi du
trude khi tiép hop. Thé tich cta qué trinh nay duge giam dé co dic hon nita khéng thé,
tiép theo loc v6 tring khang thé bing cich st dung mang Sartopore 2 (Sartorius) c6
0,45/0,2um (16p kép PES khéc loai) hodc kich ¢& 16 twong duong. Nhiét do dung dich
dém axetat dugc duy tri & nhi¢t dd dich 20+5°C. Tron k§ dung dich.

(2) Tiép hop

Chuyén khang thé da c6 dic va loc (20g) vao binh tiép hop chira hé dém
cacbonat khong chira amin (56mM Cacbonat, 167mM natri clorua, do pH=9,40) dan
dén ndng do axetat du khong dang ké. Ha tan DFO (25mM p-SCN-Bn-Deferoxamin)
trong DMSO va thém vao binh tiép hop, cing véi DMSO du sao cho DMSO c¢6 mit
voi lugng cudi ciing 5%. Thém DFO véi lugng mol du & ty 18 4,5:1 DFO vao mAb.
Téng thé tich phan ung bang 2,0L. Tron k¥ hé dém bang viéc thém thanh phin phan
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(rng va toan b thoi gian phan Ung.

Didu khién nhiéu do phan tng trong thoi gian riéng biét bang cach su dung
phuong trinh ma c6 lién quan dén nhiét dd vé6i thoi gian phan tmg. Trong trudng hop
nay, nhiét do phan ng dugc duy tri ¢ 18°C trong 120 phut. Dung phan Ung bang cach
thém 2M axit axetic (23mL/L), dan dén dung dich c6 d¢ pH = 6.

(3) UFDF sau tiép hop

Sau budc tiép hop, dung dich tiép hgp DFO-mAb da t6i 1a dung dich dém
duoc trao ddi vao trong dung dich dém histidin (10mM Histidin, d0 pH=5,50 v&i
0,0005% (trong lugng/thé tich) polysorbat 80 siéu tinh loc dugc bd sung vao duéi
dang chét chdng truot) dé loai bé mudi du ciia quy trinh, DMSO, va DFO khong phén
tmg. Khi dugc loc qua mang, dung dich duoc cd dac tiép va dugc bao ché tiép. Dung
dich dém histidin duoc Iya chon dé luu trit 1au dai protein ¢ -80°C. Cing mdt mang
Sius Prostream néu ¢ budc (1) duge st dung & buéec UFDF cudi cing. Dung dich tiép
hop DFO-mAb da c¢6 dac thu dugc duoc loc voO trung béng cach st dung bd loc

Sartopore 2 néu trén.

UV-DAR (dich 1.5) va viéc xac dinh né)ng d6 protein dugc thuc hién nhu

dugc mo ta trong vi du 2.

Bang 17. Hé s tat tinh theo mol va trong lugng phén tir

| Mw £280 £252
Khang thé

(g mol ) (L g'lem™) (L g'lem™)
H4H8314N | 144984 211480 80172

Vi du 9: Thé nguyén ven va md du doan tiép xtc v6i hoat tinh phong xa & d6i tuong 1a
ngudi duoc dung lidu trong tinh mach ciia thé tiép hop khang thé khang PD-L1 DFO
duoc danh déu bang Zr

Muc dich cta thir nghiém sau 1a d& uéc tinh thé nguyén ven va md dy doan
tiép xuc véi hoat tinh phong xa & d6i tuong 1a nguoi do dung liu trong tinh mach (IV)
cta thé tiép hop khang thé khang PD-L1 DFO dugc danh déu bing %Zr. Khang thé
khang PD-L1 lam vi du duoc sir dung trong thé tiép hop dugc danh ddu bang phong xa
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la H4H8314N.
Dic diém cua thé tiép hop mién dich phéng xa

Thé tiép hop mién dich phong xa khang PD-L1 (DFO-Ab) va thé tiép hop
mién dich 16p khang thé déi chimg (DFO-IgG4” dbi ching) dwoc dénh dau béing
phéng xa va dugc tinh ché dé st dung cho nghién ctru chup anh va phén b6 sinh hoc in
vivo. Phép phan tich SEC-HPLC va té bao dua trén MC38/mPD-L17/hPD-L1 (té bao
ung thu bidu mb tuyén rudt két MC38 ctia chudt duge thao tac di truyén dé tich PD-L1
ra khoi chudt va biéu hién 6n dinh PD-L1 cta ngudi) trong thir nghiém in vitro dugc

thuc hién dé mo ta dic diém cta cac thé tiép hop mién dich phong xa thu duoc.
D¢ tinh khiét monome va hod hoc mién dich

SEC-HPLC st dung bo do phat xa tia UV- va y dugc thuc hién dé danh gia do
tinh khiét monome va hoa hoc phéng xa. Cac két qua dbi v6i ché phim chira thé tiép
hop mién dich phéng xa cla thé tiép hop khang thé khang PD-L1 DFO dugc danh déu
bing $Zr va thé tiép hop mién dich phéng xa cia 16p khang thé ddi chimg *Zr-DFO-
IgG4? duoc thé hién trén Fig.8.

Phép phan tich bidu db séc ky dbi véi sy hdp thu & 280nm duge thuc hién dé
danh gia luong twong ddi ciia protein trong lugng phén tr cao (HMW) va monome
trong ché pham chira thé tiép hop mién dich phong xa. Nhu dugce tdng két trong bang
18, cac dinh monome (thé hién d6 tinh khiét monome) 1an luot cAu thanh 99,6, 99,2 va
98,6% tong dién tich dinh protein déi v6i ché phdm chira thé tiép hop khang thé khéng
PD-L1 DFO dugc danh d4u bing ¥Zr va 16p khang thé ddi ching *Zr-DFO-1gG4”;
ndng d6 thip cua cac loai HMW (lan luot 1a 0,4, 0,8 va 1,4%) cling dugc phat hién.
Cac protein c6 trong luong phan ti thip (LMW) khong quan sat dugc d6i voi mau bat

ky trong s6 cidc mau thtr nghiém.

Phép phan tich bidu do séc ky phong xa dbi véi sw phat ra y dugc thuc hién dé
dénh gid luong tvong ddi ciia ¥Zr dugc hop nhit vao trong thé tiép hop mién dich
phéng xa so v6i Zr khong dugc hop nhét (nhu #Zr tw do hodc ¥Zr dugc chelat hoa
v6i din xudt DFO tu do). Nhu duoc tdng két trong bang 18, cac dinh déi véi ¥Zr
khong hop nhat cAu thanh <1,1% tdng dién tich dinh phat ra y, trong khi cac dinh két
hop dbi vdi cac loai monome dugc danh dau bing phéng xa va HMW (thé hién d6 tinh
khiét hoa hoc phong xa) 14n luot cdu thanh 98,9, 99,5 va 99,5% tong dién tich dinh
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phat ra y dbi v6i ché phim chira thé tiép hop khang thé khang PD-L1 DFO duoc danh
dAu bang ¥Zr va 16p khang thé mién dich ¥Zr-DFO-IgG4".

Béang 18: Bang tong két dit liéu SEC-HPLC

S6 dinh Cac loai Thoi gian duy tri Dién tich dinh (%)
(hiit) Bicu do sac ky | Bi€u 4o sac ky

897r-DFO-H4H83 14N nghién ciru 1

1 HMW 13 0,4 1,1

2 Monome 16 99.6 97.8

3 897r khong hop nhat 26 n/a 1,1
897r-DFO-H4H83 14N nghién ciru 2

1 HMW 14 0,8 1,3

2 Monome 16 99,2 98,2

3 897r khong hop nhat 26 n/a 0,5

897r-DFO-IgG4® dbi ching

1 HMW 13 1,4 1,5

2 Monome 16 98,6 98,0

3 897r khong hop nhat 26 n/a 0,5

Céc gid tri theo sb dbi voi phép phan tich SEC-HPLC dugc biéu dién theo d6
hoa trén Fig.8. Biéu dd sic ky UV thé hién biéu dd sic ky ddi véi su hip thu & 280nm
va biéu dd séc ky phong xa thé hién biéu dd sic ky ddi v6i cudng do phat ray. HMW:

trong luong phén tir cao; n/a: khong thé 4p dung.
Hoat tinh mién dich

Hoat tinh mién dich, phép do ty 1& phdn trim cia khang thé dugc tiép hop
duoc danh diu bang phéng xa ma c6 kha ning gin két khang nguyén ctia né, duge xic
dinh bang céach G thé tiép hop khang thé khang PD-L1 DFO dugc dédnh dau bang *Zr
v6i € bao MC38/mPD-L17/hPD-L1. 2 16 thir nghiém cia thé tiép hop khang thé
khéang PD-L1 DFO dugc danh dau bang *°Zr thé hién 84,5 va 88,8% hoat tinh mién
dich déi v6i té bao MC38/mPD-L17/hPD-L1 (bang 19). Hoat tinh mién dich gdc
khong dic hiéu 8,8% quan sat dugc ddi véi thé tiép hop mién dich phong xa cla 16p

khang thé ddi chung.
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Bang 19: Hoat tinh mién dich cia thé tiép hop khang thé khang PD-L1 DFO dugc
d4nh dAu bang %Zr va 16p khang thé dbi ching *Zr-DFO-1gG4"

Thé tiép hop mién dich phong xa Hoat tinh mién dich

Thé tiép hop khang thé khang PD-L1 | 84,5%
DFO duoc danh ddu bang ¥Zr (16 1)

Thé tiép hop khang thé khang PD-L1 | 88,8%
DFO duoc danh ddu bang Zr (16 2)

L6p khang thé @i ching $°Zr-DFO- | 8,8%
IgG4P

Két luan, hai 16 riéng biét thé tiép hop khang thé khang PD-L1 DFO dugc
danh dAu bing **Zr thé hién hoat tinh mién dich cao, ty 1 phan trim ctia do tinh khiét

monome va hoa hoc mién dich & mirc cao.

Su phan b sinh hoc ctia thé tiép hop khang thé khang PD-L1 DFO dugc dénh déu

bang ¥Zr & chudt

Thtr nghiém nay danh gid su phin bd sinh hoc cua thé tiép hop mién dich
phong xa khang PD-L1 cta nguoi, thé tiép hop khang thé khang PD-L1 DFO dugc
danh déu bing %Zr, theo thoi gian sau khi dung mét liéu trong tinh mach (IV) 50pCi
(1 mg/kg) cho chudt dugc lam gidng ngudi PD-L1/PD-1 (PD-1hu/huPD-L1hu/hu). Do
H4T183 14N khong gén két véi PD-L1 cta chudt, phan gen PD-LI cia chudt ma hoa
mién ngoai bao PD-L1 dugc thay thé bang trinh tu twong tng ctia ngudi & chudt PD-
1hu/hu-PD-L1hu/hu. Trong chung nay, mién ngoai bao PD-1 cta chudt duge lam
gibng nguoi theo cach tuong ty. Cac chudt nay khong duge cho vao thir thach mién
dich/viém va do d6 dugc du dodn c6 muc biéu hién PD-L1 khong kich thich dbi véi té
bao mién dich. Hai nhém, mdi nhém gdm 8 chudt bi ghiét 6 ngay (144 gi®) hoic 10
ngay (240 gid) sau dung lidu, thu gom mau va tiép theo thu gom mo: tim, phéi, gan, 14
lach, than, da day, rudt non, manh trang, rudt gia, xuong (Xwong dui), tuyén uc, co,
bang quang va ndo. Ty 1& phén tram vé hoat tinh phong xa cua tdng 1idu da tiém (%ID)

dugc dinh vi trong md hodc mau riéng dugc xac dinh va duogc thdong béo theo gia tri
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%ID trung binh trén mdi gam (%ID/g) md. Trudce khi bi ghiét, anh chup PET mién
dich/cit 16p bé‘lng vi tinh (CT) dugc chup 1, 24, 48, 72, 144, 192 (chi ¢6 nhom 10

ngay) va 240 (chi c6 nhém 10 ngay) gio sau khi dung lidu tir cing mdt dong vat.

So v6i ndng do $Zr trong mau, sy hip thu thé tiép hop khang thé khéng PD-
L1 DFO dugc dénh diu bing ¥Zr vao trong md riéng khong dang ké trong toan bd
thoi gian nghién ctu 10 ngay, nhu dugc danh gia bang phép phan tich md ex vivo
(bang 20 va Fig.9) va chup anh in vivo. So véi mau (9,4+2,2%ID/g), tt ca mo da thu
gom, v6i su loai trir 1a lach, thé hién ndng d6 **Zr thap hon (<6,7%ID/g) vao ngay 6
sau dung lidu. Mac d6 hap thu thé tiép hop khang thé khéang PD-L1 DFO dwoc danh
ddu bang ¥Zr qua trung gian dich nhé (10,2+1,9%ID/g) quan sat dugc & 14 1ach, phu
hop v6i su bidu hién ciia PD-L1 trén té bao 14 lach, nhu dugc thé hién bdi phép do
dong t& bao. O ngay 10 sau ding lidu, ndng do %Zr trong méu da giam 7.8 1an so véi
ngdy 6 sau dung liéu, cho biét su dap tng khang thé chudt chudt khang nguoi
(MAHA) tac dong dén ndng do cua thé tiép hop khang thé khang PD-L1 DFO dugc
danh du bang %Zr. Sy dap tng MAHA quan sat dugc nay ciling 1a do thyc té ring
dich, PD-L1, dugc biéu hién trén té bao trinh dién khang nguyén (Francisco, 2010),
din dén sy trinh dién cta khang thé nguoi ddi voi hé mién dich cua chudt va tao ra
MAHA tiép theo. Theo cach song song, ndng do ¥Zr trong gan ting gép 4,1 1an vao
ngay 10 so voi ngay 6 sau dung lidu, c6 thé 1a do su tao ra phirc hé mién dich (IC)
MAHA//thé tiép hop khang thé khang PD-L1 DFO dugc danh diu bing**Zr va h¢ sb
sach IC qua trung gian gan tiép theo (Rojko, 2014). Anh chup PET téng thé dong vat
in vivo khong phét hién ra su hép thu dac hiéu mo dugc danh diu cua thé tiép hop
khang thé khang PD-L1 DFO duoc dénh ddu bang ¥Zr nim ngoai tin hiéu thip déi véi

14 1ach va su tich tu qua trung gian MAHA trong gan dugc mo ta trén day.

Tém lai, su hdp thu qua trung gian dich da danh dau cta thé tiép hop khang
thé khang PD-L1 DFO dugc dénh ddu biang #Zr vao mé riéng cao hon nong do *Zr
trong mau khéng quan sat dugc trong toan bd thoi gian 6 ngay & chudt dugc lam gibng
ngudi PD-L1/PD-1 duoc dung mét lidu IV Img/kg (50 uCi) thé tiép hop khang thé
khéang PD-L1 DFO dugc danh déu bang %Zr v6i sy loai trir 14 lach, trong d6 mirc do
hép thu qua trung gian dich nhé dugc quan sat phu hop véi su biéu hién dd chung

minh ctia PD-L1 trén té bao 14 lach. Dit liéu duoc thu gom vuot qui ngay 6 cho dén
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khi két thuc nghién ctru vao ngdy 10 sau ding liéu chiu anh huéng boi dép ung

MAHA.

Bang 20: Dt liéu phén bd sinh hoc ex vivo trung binh

Mo ' Nong d6 Zr vao ngay 6 Nong d6 ¥Zr vao ngay 10
Trung binh SD Trung binh SD

Mau 9,4 2,2 1,2 1,4
Tim 3,1 0,6 1,2 0,4
Phoi 5,9 0,7 2,6 0,7
Gan 4.9 1,9 20,2 7,8
L4 lach 10,2 1,9 12,1 3,0
Than 5.3 1,1 3,9 1,3
Da day 0,9 0,3 0,4 0,1
Rudt non 1,5 0,3 0,9 0,1
Manh trang 1,0 0,2 0,6 0,2
Rudt gia 1,4 0,3 0,7 0,2
Xuong (xwong 6,3 2,1 6,9 1,4
Tuyén tc 6,7 1,6 5,3 1,1
Co 0,9 0,1 0,5 0,1
Bang quang 4,3 2,1 1,7 0,9
Nao 0,4 0,1 0,2 0,1

Chit viét tht: %ID/g = Ty 1& phan trdm lidu da tiém trén mdi gam (md)
U'c tinh thé nguyén ven va mb tiép xic véi hoat tinh phong xa & ngudi

Thir nghiém nay st dung dit liéu anh chup PET/CT ddi véi bon chudt duc
duoc lam giéng ngudi PD-1/PD-L1 va bén chudt cai duge 1am gibng ngudi PD-1/PD-
L1 duoc chup anh & 1, 24, 48, 72, 144, 192, va 240 gid sau khi dung liéu don IV 50
uCi (Img/kg) thé tiép hop khang thé khang PD-L1 DFO dugc ddnh diu bang *Zr. Dit
liéu duogc tao ra béng viéc dung liéu co lién quan vé& mit 1am sang nay duoc st dung dé
ude tinh su tiép xac cuia nguoi vai hoat tinh phong xa. Dit lidu vé néng dd mo duoc

xé4c dinh bang cach sir dung phép phan tich thé tich quan tam (VOI).

Pé udc tinh lidu phong xa, thoi gian duy tri trung binh dugc xac dinh dbi véi

-79-



40734

c4c vung sau: ndo, da day, tim, thén, gan, phéi, co, tuy do, 1a lach, bang quang va phén
con lai coa co thé. Cac gi tri theo thoi gian duy tri trung binh nay dugc st dung lam
dir liéu dAu vao nhap vao chuong trinh phdn mém OLINDA/EXM 1.1 dé wéc tinh liéu

mo dugc hip thu trung binh va lieu hitu hiéu & nguoi.

Lidu hitu hiéu cta ngudi ddi voi thé tiép hop khang thé khang PD-L1 DFO
dugc danh diu bing ¥Zr dwgc uwét tinh la 0,513 mSv/MBq
(millisievert/megabecquerel) & gidng duc trudng thanh va 0,622 mSv/MBq & giong cai
truong thanh. Cac co quan du doan ¢6 lidu hép thu cao nhét & ngudi 13 14 lach va gan.
Liéu hép thu udc tinh & 14 lach 1a 0,856mSv/MBq & giéng duc trudng thanh va 1,12
mSv/MBq & giéng cai truéng thanh. Lidu hép thy uéc tinh & gan 1a 0,764 mSv/MBq &
gidng duc truong thanh va 0,974 mSv/MBq & giong cai truong thanh.

Ty 16 phan tram phan ra trung binh duge hiéu chinh cia liéu tiém trén mdi mL
(DC %ID/mL) ddi véi chudt duc va chudt cai (n = 4 chudt duc, n = 4 chudt cai) ddi

v6i mdi VOI duoc tong két trong bang 21.

Béng 21: Dt lidu phan b6 sinh hoc

Ty 1& phén trim lidu tiém phan ra trung binh dugc hiéu chinh trén mdi mL (DC

%ID/mL) £ SD
Thoi gian 1 24 48 72 144
(gi0)
Gi6i tinh Gibng | Gibng | Giéng | Gidng Gibng | Gibng | Gidng Gibng | Gibng | Gidng
cai duc cai duc cai duc cai duc cai duc
Nio 1,365+ | 1,190+ | 0,903 +| 0,538 + | 0,640 = | 0,548 + | 0,685+ | 0,623 +| 0,465+ | 0,398 +

0,115 | 0,050 | 0,115 | 0,071 | 0,079 | 0,218 | 0,096 | 0,224 | 0,231 | 0,073

Phbi 12,503 | 12,498 | 8,293 £| 7,155+ 6,715+ | 5,888 £| 6,060 +|5,558 +|4,863 & | 4,585 +
+1,146 | +£0,414| 0,635 | 1,175 | 0,370 | 0,990 | 0,708 | 0,385 | 0,316 | 0,339

12,298 | 12,078 9,058 £| 7,200+ | 8,113 {6,125+ | 7,838 +£6,203 £|9,423 £| 6,208 +

Gan
+0,664|£0,372| 0,793 0,499 0,969 0,858 0,932 0,483 1,885 1,428
Tim 27,688 | 25,695 | 15,685 | 13,323 | 12,088 | 10,25+ 11,740 | 9,915+ | 8,140 + | 7,463 =
+1,942(£0,934 | +1,223 |+ 1,133 |+0,883| 1,335 |£1,553| 0,171 0,598 0,768
Than 11,430 | 12,100 | 7,345+(6,783 +| 6,418 £|5,565+| 6,475+ 5,568 £ 5,643 £|4,815+

+0,387[+£0,872| 0,322 | 0,811 | 0,761 | 0,680 | 0,493 | 0,550 | 0,222 | 0,450
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L4 lach 15,263 | 15,860 | 14,135 | 11,265 | 13,675 | 9,388 = | 13,655 | 9,920+ | 15,105 | 10,303
alac
+£2,166 | £0,974 | £2,010 | £1,706 | £2,195| 1,389 |£3,606| 1,414 |£2959 |+ 1,102
Bang [6,045+|9,688+|1,653+|1,820+|1,443+|1,403+|1318= 1,710 £ 1,115 £ 1,293
quang 3,910 | 4,991 | 0,107 | 0,283 | 0,205 | 0,160 | 0,108 | 0,346 | 0,224 | 0,430
Co 1,608+ 1,435+ 2,608+ | 1,780+ (2,368 +| 1,955+ (2,408 2,148 +|2,095+| 1,918+
0,182 | 0,198 | 0,196 | 0,137 | 0,259 | 0,339 | 0,181 | 0,176 | 0,168 | 0,144
Da day 3,238 +(3,978+ 2,875+ 3,073+ (2,478 + {2,238 +|2,260+|2,233 +2,380+| 1,665+
. 1,063 0,632 | 0,921 0,566 | 0,296 | 0,487 | 0,306 | 0,491 0,405 0,148
X 3,683 + (3,023 +£(3,310+|2,738+ 4,600+ |3,493 +|4,850+|4,658+|8,993 £ 7,635+
uong
1,418 | 0,244 | 0,330 | 0,171 0,511 0,716 1,292 1,399 1,057 | 0,872

Thoi gian duy tri trung binh uéc tinh ¢ nguoi (MRT) dugce néu trong bang 22

dbi v6i mdi co quan ngudn. MRT trong phan con lai ctia co thé thu duoc bang cach lay

s& nghich ddo cia hing so phén rd ¥Zr trir di tong cua tat ca thoi gian duy tri cia co

quan ngudn (Huang et al., Biodistribution, toxicity and radiation dosimetry studies of

the serotonin transporter radioligand 4-[18F]-ADAM in rats and monkeys. Eur J Nucl
Med Mol Imaging, 2010; 37: 545-555). Gi4 tri nay biéu dién phép udc tinh bao ton

cta hoat tinh phong xa md luy tich.

Bang 22: Thoi gian duy tri trung binh ciia nguoi (gi0)

Phén ra vt Iy Tich hop sb mii kép?
Co quan/mo Gidng cai Gidng duc Gidng cai Gidng duc
Nao 0,398 0,364 0,372 0,344
Da day 0,511 0,476 0,492 0,480
Tim 2,433 2,279 2,290 2,154
Thén 0,868 0,818 0,832 0,794
Gan 5,902 5,919 8,240 5,938
Phdi 2,508 2,772 2,411 2,642
Co 17,635 23,677 13,348 17,182
Tuy do 2,777 2,024 2,613 1,913
L4 lach 0,996 0,871 1,053 0,910
Bang quang 0,299 0,491 0,315 0,405
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Phan con lai clia co thé  [78,794 73,430 81,157 80,361

'Thoi gian duy tri trung binh dugc tinh toan gia dinh chi c6 sy phén rd vat ly sau thoi

diém ngay 6
2Thoi gian duy tri trung binh dugc tinh todn dwa vao tich hgp s6 mii kép cua dit liéu

Cac liéu mé hip thu udc tinh ddi voi tAt ca cac co quan dich dbi véi gidng duc
va giéng cai OLINDA/EXM 1.1 dugc dua ra trong bang 23. Liéu hitu hiéu, dugc xac
dinh b6i Uy ban qudc té vé bao vé phéng xa (International Commission on
Radiological Protection-ICRP. 1990 Recommendations of the International
Commission on Radiological Protection. ICRP Publication 60, Pergamon Press, New
York, 1991) la lvong ma dugc tinh toan bang cach nhan 1iéu hip thu dbi vé6i co quan
dd néu v6i hé sb gia trong nguy co rli ro ngdu nhién va cdng cac lidu gia trong v&i
nhau. Céc lidu hitu hiéu udc tinh duge néu & cudi bang 23. Céc gia tri nay biéu dién

phép ude tinh bao thu cua cac lidu hap thu hoat tinh phéng xa.

Bang 23: Cac liéu hap thu md udc tinh cla nguoi va lieu hitu hiéu

Co quan/md Phén ra vat Iy’ Tich hop sb mii kép?
Gibng duc trudng | Gidng cai truong | Gibng duc truéng | Gidng céi trudng

Thuong than 0,561 0,702 0,567 0,726
Nao 0,179 0,237 0,182 0,234
Va 0,366 0,459 0,379 0,466
Thanh tai mat 0,601 0,692 0,610 0,751
Thanh LLI 0,519 0,652 0,530 0,651
Rudt non 0,563 0,600 0,582 0,605
Thanh da day 0,575 0,714 0,584 0,718
Thanh ULI 0,553 0,685 0,571 0,700
Thanh tim 0,789 0,973 0,781 0,964
Than 0,650 0,773 0,641 0,774
Gan 0,764 0,974 0,764 1,220
Phoi 0,575 0,705 0,561 0,700
Co 0,396 0,481 0,381 0,464
Budng trimg 0,533 0,645 0,542 0,642
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Tuyén tuy 0,597 0,743 0,606 0,765
Tuy do 0,480 0,591 0,483 0,587
Té bao tao xuong 0,604 0,777 0,625 0,779
Da 0,291 0,373 0,297 0,374
L4 lach 0,856 1,120 0,876 1,160
Tinh hoan 0,399 NA 0,407 NA
Tuyén trc 0,481 0,605 0,484 0,601
Tuyén giap 0,417 0,484 0,423 0,480
Thanh bang quang 0,580 0,496 0,559 0,494
T cung 0,545 0,638 0,554 0,636
Co thé 0,440 0,550 0,440 0,554
Liéu hitu hidu 0,513 0,622 0,516 0,625

'Lidu hip thu duoc tinh todn dwa vao MRT gia dinh chi phan ra vt 1y sau thoi diém

ngay 6
2Liéu hép thu duoc tinh toan dua vao MRT véi tich hop s6 mi kép cua dir li€u
Chit viét tit: LLI = rudt gia dudi, ULI = rudt gia trén, NA = khong ap dung duoc

Céc liéu hdp thu md u6ce tinh ctia ngudi va liéu hitu hiéu cua nguoi (bang 23)
dua vao phuong phap phén rd vat ly va phuong phép tich hop s6 mil kép 1a twong tu.
Phuong phap phén rad vat ly duoc lua chon dé tao ra bd lidu hép thu moé udc tinh cudi
cing ctia ngudi va lidu hitu hiéu do sy dap tng MAHA 13 rét trong md hinh chudt nay.
Do d6, lidu hitu hidu ctia nguoi dbi véi thé tiép hop khang thé khang PD-L1 DFO
dugc dénh diu bang ¥Zr dugc ude tinh 1a 0,513mSv/MBq & giéng duc truéng thanh
va 0,622 mSv/MBq & giéng cai truong thanh. Cac co quan duge du doan c6 liéu hap
thu cao nhdt & ngudi 1 14 lach va gan. Lidu hap thu uéc tinh & 14 lach 1a 0,856
mSv/MBq & gidng duc truéng thanh va 1,12 mSv/MBq & gidng céi trudng thanh. Lidu
hép thu uéc tinh & gan 1a 0,764 mSv/MBq & gidng dyc truong thanh va 0,974
mSv/MBq & giéng cai truéng thanh.

Vi du 10: Chup 4nh PET mién dich cta PD-L1 trong khdi u bing cach st dung thé tiép
hop khang thé khang PD-L1 DFO dugc danh déu bing ¥Zr & ngudi bénh méc khéi u

ac tinh & nguc tién trién
Muc dich chinh cua nghién cru nay la dé¢ xac dinh do an toan va kha ning
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dung nap cta thé tiép hop khang thé khang PD-L1 DFO dugc dénh déu bang Zr,
trong d6 khang thé khang PD-L1 dugc st dung trong thé tiép hop duoc danh diu bang
phong xa 1a H4H8314N. Muc dich thit hai ciia nghién ctru 1a:

e Chi mot phan nghién ciru A: Dé thiét 1ap lidu lwong phu hop cla thé tiép hop
khang thé khang PD-L1 DFO dugc danh ddu bang **Zr va thoi gian chup anh
sau truyén t6i wu, nhu dugc danh gia bang cach chup anh va rat méau sau khi

truyén chét danh dau.

o Chi mot phin nghién ctru B: Dé thiét 1ap do tin cdy thir nghiém/tht nghiém lai
ciia phép do PET nhu dugc dénh gia dbi v6i hai lan truyén chat dénh dau riéng

biét & lidu lugng t81 wu va thoi diém chup anh nhu dugc x4c dinh trong phﬁn A.

o D& mo ta dic diém profin dugc dong hoc (PK) cua thé tiép hop khang thé
khang PD-L1 DFO dugc danh déu bing **Zr dwa vao ndng do hoat tinh trong

huyét tuong cua chit danh diu.

bay l1a nghién ctru hai phin danh diu m& duge thiét ké dé udc tinh d6 an toan
va kha ning dung nap ctia PD-L1 DFO dugc danh déu bang *Zr. Phan nghién ctru A
s thiét 1ap lidu Iwong phit hop va lidu hoat tinh cia PD-L1 DFO dugc danh dau bing
8975 va thoi gian chup anh sau truyén t5i wu. DO bién dbi cia thir nghiém/thir nghiém
lai cta thé tiép hop khang thé khang PD-L1 DFO dugc dénh ddu bang Zr s& dugc

uGc tinh trong phan B.

Tét ca ngudi bénh sé& trdi qua céc quy trinh sang loc. Ngudi bénh ma dap Gmg
d0 tiéu chuén s& trai qua qua trinh chup anh '*F-flodeoxyglucoza (**F-FDG) PET/chup
cit 16p bang vi tinh (CT) va quét CT chin doan dé danh gia kha ndng ton tai do thwong
tdn, su dinh vi va kich thugc. S& khong can thiét phai thuc hién phuong phap quét nay
néu sin c6 hinh anh c6 chat luong thich hop ma thu duge trong 28 ngay dung lidu thir

nhit mong doi ctia thé tiép hop khang thé khang PD-L1 dugc danh déu bang *Zr.
Phén A

Ba nhom liéu theo trinh tw duge duoc 14p ké hoach dé duge didu tri danh dau
m& véi thé tiép hop khang thé khang PD-L1 DFO dwoc danh déu bang *Zr ¢ Smg,
10mg hodc 20mg.

Sau khi truyén véi thé tiép hop khang thé khang PD-L1 DFO dugc danh diu
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bang %Zr, ngudi bénh s& trai qua viéc chup PET/CT thé tiép hop khang thé khang PD-
L1 DFO duoc danh diu bang %°Zr vao ngay 1, ngay 4 £ 1 va ngay 7+ 1. Viéc chup
anh bd sung c6 thé dugc thuc hién dén ngay 10. Nguoi bénh s€ trai qua phép danh gia
dd an toan va cung cAp miu cho phép phan tich huyét hoc, hod hoc, tht nghiém do an
toan mién dich, dugc dong hoc, khang thé khang dugc chit va phén tich chi thi sinh

hoc.

Nguoi bénh sé& tiép tuc trai qua qua trinh danh gia dd an toan, bao gdm thiy
danh gia thé chét, tin hiéu séng va ghi chép céc sy kién bét loi (AE), dén ngay 21 sau
khi truyén téc nhan danh déu khang PD-L1 DFO dugc dénh dau bang *Zr.

Céc quyét dinh theo thang lidu d& nhan biét lidu thich hop s& dugc thong bio
theo dit liéu v& do an toan va kha ning dung nap va theo danh gid v& tinh duong cia
anh chup ct 16p phét xa positron mién dich (iPET) va ndng d¢ hoat tinh ciia chét danh

d4u trong huyét twong, nhu dugc md ta dudi day.
Nhoém lidu trong phan A

Téi da dén 3 nhom lidu gia ting duoc 1ap ké hoach. P6i v6i mdi nhém licu, 2
ngudi bénh ban ddu s& duge cho dung lidu, v6i khoang thoi gian tdi thicu 48 giv gifra
mdi 1an ding lidu cta mdi ngudi beneh. Khi két thac chup cat 16p PET/CT ngay 7 £ 1
d6i v6i ngudi bénh thir hai ¢ lidu da néu, tét ca anh chup kha dung, ndng do cua chét
dénh dau trong huyét tuwong, dinh luong 1am sang va dit liu vé d6 an toan s& duoc

danh gia. Dya vao két qua danh gia nay, quyét dinh s& dugc dua ra:

* MG rong nhom 6 ngudi bénh, néu c6 tinh duong hip thu cua khéi u/dinh vi
khdi u trong it nhét 1 ngudi bénh, nhu duge xac dinh theo ty 1€ khéi u v6i mau

>1

* Tang dén nhom liéu tiép theo néu cé su hép thu va ndng do hoat tinh cta chét
danh du trong huyét tuong khong phi hop, véi sy phu hop duoc xac dinh boit
gid tri hap thu tiéu chuin hoé ctia mau (SUV) ndm trong khoang tur 1 dén 5 & thoi

diém chup anh t6i uu

* Dién ra v6i nhom liéu tiép theo & lidu thép hon, dua vao su hép thu cua khdi u
khong phu hgp va ndéng do hoat tinh cia chat danh diu trong huyét twong phu
hop.
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Néu su dinh vi trong khéi u khong phit hop & it nhit 2 ngudi bénh & tat ca ba
ba néng do lidu dugc dé Xuét va viéc nay duge xac dinh 1a do ty 1€ tin hi€u so véi do
nhidu cta anh thép, lidu hoat tinh s& dugc gia ting dén t6i da 185MBq dé mé rong hon

ntta nhom liéu da thr nghiém trude.
Phan B

Nghién ctru phan B sé& bat ddu khi lidu cua thé tiép hop khang thé khang PD-
L1 DFO dugc danh diu bing #Zr phu hop va thoi gian chup anh tdi vu da dugc xac
dinh trong phan A. Vao ngdy 1 cta phan B, ngudi bénh s& tiép nhan liéu tac nhan danh
d4u. Sau khi tiép nhan chét danh du, nguoi bénh s& trai qua viée chup cat 16p & thoi
gian t&i wu nhu duge x4c dinh trong phan A. Ngudi bénh trong phin B s& tiép nhan
lidu thir hai ctia tac nhan dénh diu va chup cét 16p sau khoang thoi gitta céc lidu tir 14
dén 28 ngay. Thoi gian thuc cla lidu tac nhan danh ddu tht hai sau khoang thoi gian

nay s& dugc xac dinh dya vao két qua ctia nhoém A.

Ngudi bénh sé trai qua cc dénh gia vé d an toan, bao gdm dénh gia thé chét,
tin hiéu sdng va ghi chép céc su kién bét loi (AE) trong qué trinh va sau cac 14n tham
khém ma trong d6 téc nhan dénh ddu khang PD-L1 DFO dugc danh dau bing %Zr
dugc dung. Trong thoi gian tham kham nay, nguoi bénh s€ cung cAp mau dé danh gia

PK, huyét hoc, hoa hoc va do an toan mién dich.

Déi v6i ca phan A va phan B, nguoi bénh s& tiép tuc trai qua cdc danh gia vé
do an toan, bao gdbm dénh gia thé chét, tin hiéu sdng va ghi chép AE, dén toi da 21
ngdy sau lan truyén cudi cling tac nhan khang PD-L1 DFO dugc danh déu bang ¥Zr.
Thoi gian nghién ctru

Débi voi phan A, ngudi bénh sé c6 khoang thoi gian sang loc dén 28 ngay (4
tuan) va khoang thoi gian tiép theo dén ti da 21 ngay (khoéng 3 tudn) sau khi truyén
lidu tac nhan danh d4u. Thoi gian ctia nghién ctru phan A 1a khoang 7 tudn, bao gom
thoi gian sang loc.

Dbi voi phan B, ngudi bénh s& c6 khoang thoi gian sang loc dén t6i da 28
ngdy (4 tuin), khoang thoi gian giita cac lan truyén dén t6i da 28 ngay (4 tudn) va
khoang thoi gian an toan tiép theo ngay 21 (tudn 3) ma bao gdm khoéang thoi gian sang

loc thir hai. Téng thoi gian cua nghién ctru doi véi mdi ngudi bénh s& dén t6i da 11
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tuan, bao gdm khoang thoi gian sang loc.

Thoi gian két thic nghién ctru doi v6i nghién cu nay duge xac dinh 1a lan

thim kham cudi cung ctia ngudi bénh cudi cung.

Péi voi nghién clru phin A, 3 ndng do lidu theo trinh ty cua t&i da 6 ngudi
bénh duge 1ap ké hoach dbi véi mdi nhém, v6i 3 nhom duge lap ké hoach, dbi véi
tdng cong téi da 18 nguoi bénh. Péi v6i nghién ctru phan B, t6i da 10 nguoi bénh s8
dugc tham gia. Su tham gia t61 da 28 ngudi bénh trong mot vi tri nghién ctru dugc 1ap
ké hoach dbi vé6i toan b nghién ciu.

Quan thé dich nguoi bénh

Quan thé dich s& gdm c6 ngudi bénh 18 tudi hodc gia hon méc khdi u 4c tinh
16ng nguec tién trién va diém 6 THC PD-L 1 dé chdn doan hodc sinh thiét tiép theo
>1% (diém sb IHC duwong tinh v6i PD-L1 theo thit nghiém 22C3 PharmDx, Dako
North America Inc.).

e Dbi voi phin A, khéi u 4c tinh 10ng nguc s& dugce giéi han & NSCLC, ung thu
biéu md tuyén nga ba day day-thuc quan va ung thu da day, voi diém s6 PD-L1
>1% theo IHC.

o Dbi véi phan B, tAt c ngudi bénh méc khéi u 4c tinh 16ng nguc tién trién va
diém s6 PD-L1 >1% theo IHC sé& du tiéu chuén. Ngudi bénh ciing phai mic
bénh én dinh nhu ddi véi RECIST 1.1 gitta hai nghién ctu chup anh gan nhit.

Tét ca nguoi bénh yéu cau liéu phap diéu tri s& dua vao tiéu chuin cua liéu
phap diéu tri cham soc.
Diéu tri

Thé tiép hop khéng thé khang PD-L1 DFO dugc dénh ddu bang Zr, thé tiép
hop mién dich phong xa bang cach cho tac nhan chelat hod hai chirc (p-SCN-Bn-DFO)
tiép hop cong hoé tri voi H4H8314N (khang thé don dong khéang PD-L1) va dénh déu
bing phong xa hop chét nay v6i #Zr. Khang thé khang PD-L1 DFO dugc danh déu
bang ¥Zr dugc cung cip trong t4 dugce dang 1ong duoc dém trong nude.

D4i v6i phan A, khang thé khang PD-L1 DFO dugc danh ddu bang *Zr sé
dugc dung IV vao ngay 1 (dudng co s&). PSi v6i phan B, khang thé khang PD-L1
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DFO dugc danh diu biang ¥Zr s& dugc ding IV vao ngdy 1 va ngay 7 + 3. Thoi gian

thuc cta lidu thir hai trong phan B s& duge xac dinh dya vao két qua ctia phan A.

Téc nhan danh ddu khang PD-L1 DFO duoc ddnh diu bing Zr s& dugc dung
& ndng do liu thap hon murc tiép xtc tich tu d ude tinh & ngudi dwa vao cic md hinh
PK va thép hon méc ma & do tac nhan khang PD-L1 kha dung hién tai dugc sit dung
dé diéu tri khang ung thu. Nghién ctru nay sé& loai trir ngudi bénh ma hién tai duoc
didu tri bang tac nhan khang PD-L1 dé tranh su canh tranh dbi véi dich.
Diém cubdi

Piém cubi chinh trong nghién ctru nay 1a ty 1¢ mic va mirc trAm trong ciia cic
su kién bt loi cua phép didu tri khan cip (TEAE) dén ngay 21 cta liéu truyén tac nhan
danh dAu cudi ciing & ngudi bénh mic khdi u ac tinh 16ng nguc véi tic nhan dédnh diu
khéng PD-L1 DFO duoc dénh dau bang *Zr.

Chi dbi v6i phan A, nghién ctru s& thiét 1ap lidu phi hop va lidu hoat tinh clia
tac nhan danh ddu khang PD-L1 DFO dugc danh déu bang ¥Zr va thoi gian chup anh
sau truyén tdi wu va tiép theo s& dugc x4c dinh thong qua viéc rat mau va chyup anh ¢
ngay 1, 4, va 7 sau khi truyén tac nhan danh dau:

e Gia trj hap thu tiéu chudn ho4 cta tac nhan danh ddu khéng PD-L1 DFO dugc
déanh déu bing %Zr trong mau, v6i sy tinh toan tiép theo vé tj 18 khdi u v6i méu
tai thoi diém chup anh

e Liéu lam sang dua vao lidu hép thu va mrc phéng xa mo hitu hiéu, nhu dugc
tinh toan dua vao di li€u thu dugc vé anh chup PET va néng dd hoat tinh cda
tdc nhan danh diu trong méau

e Gid tri hdp thu tiéu chudn (SUV) qua toan bo ving khéi u quan tam (ROI)

e SUV ti da (SUVmax) trong khéi u ROI

e Nong do hoat tinh trong huyét twong cua tac nhan danh du, dugc biéu dién

theo SUV, v6i su tinh toan dién tich dudi dudong cong dén ngay 7 (AUCo-7)

Chi déi v6i phin B, nghién ciru s& thiét 1ap do tin cdy thtr nghiém/thtr nghiém
lai cua phép do PET thé tiép hop khang PD-L1 DFO duoc danh diu bang %Zr va tiép

theo dugc xé4c dinh dua vao cac phép do cia 2 14n truyén tic nhan danh d4u riéng biét
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& lidu phu hop va thoi diém chup anh tdi wu, nhu dugc xac dinh dua vao ph?m A:
e SUV ctia mau theo su tinh toan tiép theo cta ty 1€ khdi u v6i méau
e SUV quan toan by ROI khdi u
e SUVmax trong ROI khéi u

e Sy phan bb sinh hoc cta thé tiép hop khang PD-L1 DFO dugc déanh diu bang

89ZI‘

Dit liéu thu duoc s& cho biét dd an toan va kha ning dung nap cua thé tiép hop

khéng PD-L1 DFO duoc danh déu bang *Zr.

Céc phuong an va vi du dugc mo ta trén diy chi don thuan nham muc dich
minh hoa va khéng lam giéi han pham vi bao hd cua sang ché. Nguoi c6 hidu biét
trung binh trong linh vuc nay s€ nhén biét hodc s& c6 kha ning xac dinh bing cach sir
dung khong nhiéu hon thir nghiém thong thuong, nhiéu dang tuong dwong ctia cac hop
cht, vat liéu va cac quy trinh cu thé. TAt ca cac dang twong duong nhu vy déu nim
trong pham vi bao h cla sang ché va duoc xac dinh bdi cac diém yéu ciu bao hod kém

theo.
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YEU CAUBAO HO
1. Thé tiép hop khang thé duoc danh ddu bang phong xa bao gém khang thé hoic
ménh gin két khang nguyén ctia n6 ma gin két véi phdi tir 1 chét theo chuong trinh

(PD-L1) monome ctia ngudi, gbe chelat hod, va tac nhan phét xa positron, trong d6:

(i) khang thé hodc manh gin két khang nguyén cua n6 bao gdbm ba ving quyét dinh
b6 sung (CDR) trong viing bién ddi chudi nang (HCVR) ¢6 trinh tu SEQ ID NO: 82;
va ba CDR trong ving bién ddi chudi nhe (LCVR) ¢6 trinh tu SEQ ID NO: 90;

(ii) gbc chelat hoa bao g0m desferioxamin; va
(iii) tdc nhan phat xa positron 1a $Zr.
2. Thé tiép hop theo diém 1, trong d6 khang thé hoic manh gan két khang nguyén cua
né da néu dugc lién két cong hod tri véi mot hodc nhidu gde 6 cong thire (A):
-L-Mz
(A)

trong d6 L 14 gbc chelat hoa; M 14 tic nhan phét xa positron; va z, trong mdi truong

hop doc 1ap, 1a 0 hodc 1 trong do it nhét mot trong sbzl1a 1; va trong d6 -L-M 1a

3. Thé tiép hop theo diém 1, trong d6 khang thé hodc manh gan két khang nguyén cua
né dugc lién két cong hoa tri v6i mot, hai hodc ba gbe co cong thuc (A).

4. Thé tiép hop theo diém 1, trong d6 khéng thé bao gdm ba ving quyét dinh b sung
chudi nang, HCDR1, HCDR?2, va HCDR3, va ba viing quyét dinh bd sung chudi nhe,
LCDRI, LCDR2, va LCDR3, trong d6 HCDR1 chitra trinh tu axit amin néu trong SEQ
ID NO: 84; HCDR2 chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 86; HCDR3 chtra
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trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 88; LCDRI1 chta trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO: 92; LCDR2 chua trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 94; va
LCDR3 chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 96.

5. Phuong phap chup anh mé biéu hién PD-L1, trong d6 phuong phép nay bao 26m
bude ding thé tiép hop khang thé duge danh d4u bing phong xa theo diém 1 cho md;
va hién thi hod su biéu hién PD-L1 bang cach chup cét 16p phat xa positron (PET).

6. Thé tiép hop khang thé dugc dénh ddu bing phong xa bao gém khang thé hoic
ménh gin két khang nguyén ctia n6 ma gin két véi phéi tir 1 chét theo chuong trinh
(PD-L1) ctia ngudi, gbe chelat hoa, va tac nhan phat xa positron, trong do:

(i) khang thé hodc manh gin két khang nguyén clia né bao gbém ba CDR chudi ning
(HCDR1, HCDR2, va HCDR3) va ba CDR chudi nhe (LCDR1, LCDR2, va LCDR3),
trong d6 HCDRI chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 84; HCDR2 chira
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 86; HCDR3 chtra trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO: 88; LCDRI chua trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 92;
LCDR2 chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 94; va LCDR3 chtra trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO: 96;

(ii) gbc chelat héa bao gdbm

H  ;va

(iii) Zr 1a tdc nhan phét xa positron 3°Zr.
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<110>
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<120>
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DANH MUC TRINH TU

Regeneron Pharmaceuticals,

PHAP CHUP ANH MO BIEU HIEN PD-L1

<130> 10305wW001

<140> TBD

<141> 2017-12-01

<160> 344

<170> PatentIn version 3.5
<210> 1

<211> 363

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> tbng hop

<400> 1

gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggce
60

tcctgtgcag cctctggatt cacctttagt
120

ccagggaagg ggctggagtg ggtggccaac
180

gtggactctg tgaagggccg attcaccatc
240

ctgcaaatga acagcctgag agccggggac
300

tacgattttt ggagtggtca ctttgactac
360

tca

363

<210> 2

<211> 121

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> téng hop

<400> 2

Inc.

ttggtccagce

aggttttgga

ataaaccaag

tccagagaca

acggctgtgt

tggggccagg

-02-

ctggggggtc

tgagctgggt

atggaactga

acgccaagaa

attactgtgc

gaaccctggt

THE TIEP HOP KHANG THE DUQC DPANH DAU BANG PHONG XA VA PHUONG

cctgagactc

ccgccaggcet

gaaatactat

ctcactgtat

gaatacgtat

caccgtctcc



vVal

Ser

Val

Gln

Thr

Ser

85

Tyr

Val

nhdn tao

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Asp

Thr

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Phe

Val

ggattcacct ttagtaggtt ttgg

Glu Val Gln Leu
1
Ser Leu Arg Leu
20
Trp Met Ser Trp
35
Ala Asn Ile Asn
50
Lys Gly Arg Phe
65
Leu Gln Met Asn
Ala Asn Thr Tyr
100
Gln Gly Thr Leu
115
<210>
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh tu
<220>
<223> tbéng hop
<400> 3
24
<210>
<211>
<212> PRT
<213>
<220>
<223> tbéng hop
<400> 4

Trinh ty nhén tao

40734

Gly

Ala

Ala

40

Thr

Arg

Ala

Trp

Ser
120

Gly Phe Thr Phe Ser Arg Phe Trp

1

<210>

<211>

5
24

5

Gly

Ser

25

Pro

Glu

Asp

Gly

Ser

105

Ser

-03-

Gly

10

Gly

Gly

Lys

Asn

Asp

90

Gly

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

His

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Phe

Gln

Phe

Leu

45

Val

Asn

Val

Asp

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Tyr
110

Gly

15

Arg

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Trp

Gly

Phe

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gly



<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ataaaccaag atggaactga gaaa

24

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

<220>
<223>

<400>

ADN

Trinh ty nhédn tao

tdng hop

5

6

8

PRT
Trinh tu

tdéng hop

6

Ile Asn Gln Asp

1

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

<220>
<223>

<400>

gcgaatacgt attacgattt ttggagtggt cactttgact ac

42

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

<220>
<223>

<400>

7
42
ADN
Trinh tu

téng hop

7

8

14

PRT
Trinh tu

téng hop

8

Ala Asn Thr Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

9

321

ADN
Trinh tu

tbéng hop

9

nhédn tao

40734

Gly Thr Glu Lys

5

nhén tao

nhdn tao

Tyr Asp Phe Trp Ser Gly His Phe Asp Tyr

5

nhan tao

10
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ctgtctgcat

aattggttgg

gcgtctagtt

ttcactctca

tatcatagtt

Thr
10

Ser Leu

Ala
25

Ser Gln

Gly Lys Ala

Gly Val Pro

gacatccaga tgacccagtc tccttccacc

60

atcacttgtc gggccagtca gagtattagt

120

gggaaagccc ctaagctcct gatctataag

180

aggttcagcg gcagtggatc tgggacagaa

240

gatgattttg caacttatta ctgccaacag

300

gggaccaagc tggagatcaa a

321

<210> 10

<211> 107

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> tbéng hop

<400> 10

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro

1 5

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg

20

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro
35 40

Tyr Lys Ala Ser Ser Leu Glu Ser

50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr

65 70

Asp Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys

85
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu
100

<210> 11

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh ty nhdn tao

Leu

Gln

Glu
105

-05-

Thr

Gln
90

Ile

Ile
75

Tyr

Lys

ctgtaggaga

cctggtatca

tagaaagtgg

ccatcagcag

attcgtacac

Ser Ala

Ser Ile

30

Pro Lys

45

Ser
60

Arg
Ser

Ser

His Ser

Ser

Ser

Leu

Phe

Leu

Tyr

cagagtcacc

gcagaaacca

ggtcccatca

cctgcagcect

ttttggccag

val
15

Gly

Asn Trp

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

80

Ser
95

Tyr
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<220>
<223> tbéng hop

<400> 11
cagagtatta gtaattgg
18

<210> 12

<211> ©

<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 12

Gln Ser Ile Ser Asn Trp

1 5
<210> 13

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 13
aaggcgtcect
9

<210> 14
<211> 3
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 14

Lys Ala Ser

1

<210> 15
<211> 27
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 15

caacagtatc atagttattc gtacact
27
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<210> 16

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> tdéng hop

<400> 16

Gln Gln Tyr His

1 5

<210> 17

<211> 363

<212> ADN

<213> Trinh tuyu nhan tao

<220>

<223> tdbng hop

<400> 17

caggagcacc tggtggagtc tgggggaggc
60

tcctgtgaag cgtctggatt caccttcagt
120

ccaggcaagyg ggctggagtg ggtggcagcet
180

gcagactccg tgaagggtcg agtcaccatc
240

ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac
300

ggagccceceg gtattccgat ttttgggtac
360

tca

363

<210> 18

<211> 121

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> tbéng hop

<400> 18

Ser Tyr Ser Tyr Thr

gtggtccagc

aactttggca

ttatggtctg

tccagagaca

acggctgtct

tggggccagg

ctgggaggtc

tgcactgggt

atggaagtaa

attccaagaa

attactgtgc

gaaccctggt

cctgagactc

ccgccaggcet

taaatactat

cacactgtat

gagagggaga

caccgtctcc

Gln Glu His Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg

1

5

10

-97-
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Ser Leu Arg

Gly Met His

Ala Ala Leu

50

Lys Gly Arg

65

Leu Gln Met

Ala Arg Gly

Gln Gly Thr

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

<220>
<223>

<400>

Leu
20
Trp
35
Trp
vVal
Asn
Arg
100
Leu
115
19
24
ADN
Trinh tu
téng hop
19

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

85

Gly

val

nhén tao

Cys
Arg
Asp
Ile
70

Leu

Ala

Thr

Glu

Gln

Gly

Ser

Arg

Pro

Val

ggattcacct tcagtaactt tggc

24

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

<220>
<223>

<400>

20
8
PRT

Trinh tu

téng

20

hop

Gly Phe Thr Phe

1

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

<220>

21
24
ADN

Trinh tu

nhédn tao

40734

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Gly

Ser
120

Ser Asn Phe Gly

5

nhé&n tao

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Ile

105

Ser

-08-

Gly

Gly

Lys

Asn

Asp

Pro

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Ile

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Phe

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gly

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Tyr
110

Asn

Trp

Ser

Leu

Tyr

Trp

Phe

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gly



40734

<223> tdng hop

<400> 21

ttatggtctg atggaagtaa taaa
24

<210> 22

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 22

Leu Trp Ser Asp Gly Ser Asn Lys

1 5
<210> 23

<211> 42

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 23

gcgagaggga gaggagcccce cggtattccg atttttgggt ac
42

<210> 24

<211> 14

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 24

Ala Arg Gly Arg Gly Ala Pro Gly Ile Pro Ile Phe Gly Tyr

1 5 10
<210> 25
<211> 321

<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 25

gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc ctgtctgcat ctgttggaga cagagtcacc
60

-90-



40734

atcacttgcc gggcaagtca gggcattaga aatgatttag
120
gggaaagccc ctaagcgcct gatctatact gecatccagtt
180
agattcagcg gcagtggatc tgggacagaa ttcactctca
240
gaagattttg caacttatta ctgtctacaa cataatagtt
300
gggaccaagg tggcgatcaa a
321
<210> 26
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh tyu nhén tao
<220>
<223> tdng hop
<400> 26
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu
1 5 10
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln
20 25
Leu Gly Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala
35 40
Tyr Thr Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile
65 70 75
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln His
85 90
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Ala Ile Lys
100 105
<210> 27
<211> 18
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> tbng hop

-100-

gctggtatca

tgcaaagtgg

caatcagcag

accctctcac

Ser Ala

Gly Ile

30

Pro Lys

45

Ser
60

Arg
Ser

Ser

Asn Ser

Ser

Arg

Arg

Phe

Leu

Tyr

gcagaaacca

ggtcccatca

cctacagcct

attcggcgga

Val
15

Gly

Asn Asp

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

80

Pro Leu

95



<400> 27
cagggcatta gaaatgat
18

<210> 28

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 28

Gln Gly Ile Arg Asn Asp

1 5
<210> 29
<211> 9

<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 29
actgcatcc
9

<210> 30
<211> 3
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 30

Thr Ala Ser

1

<210> 31
<211> 27
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 31

ctacaacata atagttaccc tctcaca
27

<210> 32

40734

-101-



40734

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> tdbng hop

<400> 32

Leu Gln His Asn

1 5

<210> 33

<211> 390

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> tbéng hop

<400> 33

gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggce
60

tcctgtgcag cctctggatt cactttcagt
120

ccagggaagg ggctggagtg ggttggcecegt
180

gactacgctg cacccgtgaa aggcagattc
240

ctgcatctgc aaatgaacag cctgaaaacc
300

gatgatattg tagttgtacc agctgttatg
360

ggccaaggga ccacggtcac cgtctcctca
390

<210> 34

<211> 130

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> téng hop

<400> 34

Glu Val Gln Leu

1

Ser Leu Arg Leu

5

20

Ser Tyr Pro Leu Thr

ttggtaaagc

aacgcctgga

attaaaagga

accatctcaa

gaggacacag

agggaatact

10

-102-

ctggggggtce

tgagctgggt

aaactgatgg

gagatgattc

ccgtgtatta

acttcggtat

30

ccttagactc

ccgccaggcet

tgggacaaca

aaaaaatacg

ctgtaccaca

ggacgtctgg

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

15

Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Ala
25



Trinh ty nhan tao

Val

Arg

Arg

Met

85

Asp

Met

Arg

Lys

Phe

70

Asn

Asp

Asp

Gln

Thr

55

Thr

Ser

Ile

Val

ggattcactt tcagtaacgc ctgg

Trp Met Ser Trp
35
Gly Arg Ile Lys
50
Pro Val Lys Gly
65
Leu His Leu Gln
Tyr Cys Thr Thr
100
Tyr Tyr Phe Gly
115
Ser Ser
130
<210> 35
<211> 24
<212> ADN
<213>
<220>
<223> téng hop
<400> 35
24
<210> 36
<211> 8
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<223> tbéng hop
<400> 36

Gly Phe Thr Phe

1

<210> 37

<211> 30

<212> ADN
<213> Trinh tu

nhan tao

40734

Ala

40

Asp

Ile

Leu

Val

Trp
120

Ser Asn Ala Trp

5

nhédn tao

Pro

Gly

Ser

Lys

Val

105

Gly

-103-

Gly

Gly

Arg

Thr

90

Val

Gln

Lys

Thr

Asp

75

Glu

Pro

Gly

Gly

Thr

60

Asp

Asp

Ala

Thr

Leu

45

Asp

Ser

Thr

Val

Thr
125

Glu

Tyr

Lys

Ala

Met

110

val

Trp

Ala

Asn

Val

95

Arg

Thr

vVal

Ala

Thr

80

Tyr

Glu

Val



<220>
<223>

<400>

tdng hop

37

40734

attaaaagga aaactgatgg tgggacaaca

30

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

<220>
<223>

<400>

38
10
PRT
Trinh tu

téng hop

38

Ile Lys Arg Lys

1

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

<220>
<223>

<400>

39
63
ADN
Trinh tu

tdng hop

39

nhén tao

Thr Asp Gly Gly Thr Thr

5

nhéan tao

10

accacagatg atattgtagt tgtaccagct gttatgaggg aatactactt cggtatggac

60

gtc
63

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

<220>
<223>

<400>

40
21
PRT
Trinh tu

tdéng hop

40

Thr Thr Asp Asp

1

Phe Gly Met Asp

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

20
41
321
ADN
Trinh tu

nhan tao

Ile Val Val Val Pro Ala Val Met Arg Glu Tyr Tyr

5

vVal

nhan tao

10 15

-104-



40734

ctgtctgcat

aatgatttag

gcatccagtt

ttcactctca

cataataatt

Ser
10

Ser

Thr
25

Ser
Gly

Lys

Gly Val

Leu

Gln

Ala

Pro

<220>

<223> tdéng hop

<400> 41

gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc

60

atcacttgcc ggacaagtca gggcattaga

120

gggaaagccc ctaagcgcecct gatctatgcet

180

aggttcagcg gcagtggatc tgggacagaa

240

gaagattttg caacttatta ctgtctacag

300

gggaccaagc tggagatcaa a

321

<210> 42

<211> 107

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> tbéng hop

<400> 42

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro

1 5

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg
20

Leu Gly Trp Tyr Gln Gln Lys Pro

35 40
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser
50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr

65 70

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys

85

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu

100

Leu

Leu

Glu
105

-105-

Thr

Gln
90

Ile

Ile
75

His

Lys

ctgtaggaga

gctggtatca

tgcaaagtgg

caatcagcag

acccgtacac

Ser Ala

Gly Ile

30

Pro Lys

45

Ser
60

Arg
Ser

Ser

Asn Asn

Ser

Arg

Arg

Phe

Leu

Tyr

cagagtcacc

gcagaaacca

ggtcccatca

cctgcagcect

ttttggccag

Val
15

Gly

Asn Asp

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

80

Pro
95

Tyr



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

<220>
<223>

<400>

43

18

ADN

Trinh tu nhdn tao

tdng hop

43

cagggcatta gaaatgat

18

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

<220>
<223>

<400>

44

6

PRT

Trinh tu nhan tao

tdéng hop

44

Gln Gly Ile Arg Asn Asp

1 5

<210> 45

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> téng hop

<400> 45

gctgcatcc

9

<210> 46

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> téng hop

<400> 46

Ala Ala Ser

1

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

<220>
<223>

47

27

ADN

Trinh tu nhan tao

téng hop

40734

-106-



40734

<400> 47

ctacagcata ataattaccc gtacact
27

<210> 48

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> tdéng hop

<400> 48

Leu Gln His Asn

1 5

<210> 49

<211> 363

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> tbéng hop

<400> 49

caggtgcaat tggtgcagtc tggggcggag
60

tcctgcaagg cttctggata ctccttcacc
120

cctggacaag gacttgagtg gatgggatgg
180

gcacacaagt ttcagggcag ggtcaccatg
240

atgattttga gcagtctgat atccgacgac
300

gactggaact ttgggagctg gttcgactcc
360

tca

363

<210> 50

<211> 121

<212> PRT

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>

<223> tbéng hop

<400> 50

Asn Tyr Pro Tyr Thr

gtgaagaagc

ggctactata

atcaacccta

accagggaca

acggccgtgt

tggggccagg

-107-

ctggggcctc

tacactgggt

acagtggcac

cgtccatcga

attactgtgc

gaaccctggt

agtgcaggtc

gcgacaggcc

caaaaagtat

cacagcctac

gagagatgag

caccgtctcc



Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Asp

Val

nhan tao

Gln

Cys

Arg

Asn

Met

70

Leu

Trp

Thr

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Ile

Asn

Val

ggatactcct tcaccggcta ctat

Gln Val Gln Leu

1

Ser Val Gln Val

20

Tyr Ile His Trp
35

Gly Trp Ile Asn

50

Gln Gly Arg Val

65

Met Ile Leu Ser

Ala Arg Asp Glu

100

Gln Gly Thr Leu
115

<210> 51

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu

<220>

<223> tbéng hop

<400> 51

24

<210> 52

<211> 8

<212> PRT

<213>

<220>

<223> tbng hop

<400> 52

Trinh tu nhén tao

40734

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Phe

Ser
120

Gly Tyr Ser Phe Thr Gly Tyr Tyr

1
<210> 53
<211> 24

5

Ala

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Asp

Gly

105

Ser

-108-

Glu

10

Gly

Gly

Lys

Thr

Asp

90

Ser

Val

Tyr

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Trp

Lys

Ser

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Phe

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Asp

Val

Asp

Pro

Thr

30

Glu

His

Thr

Tyr

Ser
110

Gly

15

Gly

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Trp

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

Cys

Gly



<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

atcaacccta acagtggcac caaa

24

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

<220>
<223>

<400>

ADN
Trinh tu
tdng hop
53

54

8

PRT
Trinh tu

tdéng hop

54

Ile Asn Pro Asn

1

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

<220>
<223>

<400>

gcgagagatg aggactggaa ctttgggagc tggttcgact cc

42

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

<220>
<223>

<400>

55

42

ADN
Trinh tu

téng hop

55

56
14
PRT
Trinh tu

téng hop

56

Ala Arg Asp Glu

1

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

<220>
<223>

<400>

57

336

ADN
Trinh tu

tdéng hop

57

nhdn tao

nhédn tao

40734

Ser Gly Thr Lys

5

nhé&n tao

nhén tao

Asp Trp Asn Phe Gly Ser Trp Phe Asp Ser

5

nhé&n tao

10

-109-



40734

gatattgtga tgacccagac tccactctcc
60
atctcctgca ggtctagtca aaccctcgta
120
attcagcaga ggccaggcca gcctccgaga
180
tctggggtce cagacagatt cagtggcagt
240
agcagggtgg aagctgagga tgtcgggcett
300
atcaccttcg gccaagggac acgactggag
336
<210> 58
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> +tdng hop
<400> 58
Asp Ile Val Met Thr Gln Thr Pro
1 5
Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg
20
Asp Gly Asn Thr Tyr Leu Ser Trp
35 40
Pro Arg Leu Leu Ile Tyr Lys Val
50 55
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ala
65 70
Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val
85
Thr His Phe Pro Ile Thr Phe Gly
100
<210> 59
<211> 33
<212> ADN
<213> Trinh tuy nhan tao

Leu

Ser

25

Ile

Ser

Gly

Gly

Gln
105

tcacctgtca

cacggtgatg

ctcctcattt

ggggcaggga

tatttctgca

attaaa

Ser Ser

10

Ser Gln

Gln Gln

Asn Gln

Thr Asp

75

Leu
90

Tyr

Gly Thr

-110-

cccttggaca

gaaacacgta

ataaggtttc

cagatttcac

tgcaagctac

Pro Val

Thr Leu

30

Pro
45

Arg

Phe
60

Ser
Phe Thr
Phe

Cys

Arg Leu

Thr

Val

Gly

Gly

Leu

Met

Glu
110

gccggcectcece

cttgagttgg

taatcagttc

actgaaaatc

acattttccg

Leu
15

Gly
His Gly
Gln Pro
Val

Pro

Ile
80

Lys

Gln
95

Ala

Ile Lys



40734

<220>
<223> téng hop

<400> 59
caaaccctcg tacacggtga tggaaacacg tac
33

<210> 60
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 60

Gln Thr Leu Val His Gly Asp Gly Asn Thr Tyr

1 5 10
<210> o6l

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tdbng hop

<400> 61
aaggtttct
9

<210> 62
<211> 3
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 62

Lys Val Ser

1

<210> 63
<211> 27
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 63
atgcaagcta cacattttcc gatcacc
277

-111-



40734

<210> 64

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> tbéng hop

<400> 64

Met Gln Ala Thr

1 5

<210> 65

<211> 363

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> tbéng hop

<400> 65

caggtacacc tggtgcagtc tggggctgag
60

tcctgcaagg cttctggata caccttcacc
120

cctggacacg ggcttgagtg gatgggatgg
180

atacagaact ttcagggcag ggtcaccatg
240

atggagctga ccaggctgag atctgacgac
300

gactggaatt atgggagctg gttcgacacc
360

tca

363

<210> 66

<211> 121

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> tbéng hop

<400> 66

His Phe Pro Ile Thr

gtgaagaagc

ggctactata

ctcaacccta

accagggaca

acggccgtgt

tggggccagg

ctggggcecctc

tacattgggt

atactggtac

cgtccagcag

attactgtgc

gaaccctggt

agtgaaggtc

gcgacaggcc

cacaaagtat

cacagcctac

gagagatgag

cacagtctcc

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

1

5

10

-112-

15



Ser Val Lys

Tyr Ile His

Gly Trp Leu

50

Gln Gly Arg

65

Met Glu Leu

Ala Arg Asp

Gln Gly Thr

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

<220>
<223>

<400>

vVal
20
Trp
35
Asn
Val
Thr
Glu
100
Leu
115
67
24
ADN
Trinh tu
tdng hop
67

Ser

Val

Pro

Thr

Arg

Asp

Val

nhan tao

Cys

Arg

Asn

Met

70

Leu

Trp

Thr

Lys

Gln

Thr

55

Thr

Arg

Asn

Val

ggatacacct tcaccggcta ctat

24

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

<220>
<223>

<400>

68
8
PRT

Trinh tu

tdng

68

hop

Gly Tyr Thr Phe

1

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

<220>

69
24
ADN

Trinh tu

nhadn tao

40734

Ala Ser
25

Ala Pro
40

Gly Thr

Arg Asp

Ser Asp

Tyr Gly

105

Ser Ser
120

Thr Gly Tyr Tyr

5

nhan tao

-113-

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Ser

Tyr

His

Lys

Ser

75

Thr

Trp

Thr

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Phe

Phe

Leu

45

Ile

Ser

Val

Asp

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Thr
110

Gly

Trp

Asn

Ala

Tyr

95

Trp

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly



40734

<223> tdéng hop

<400> 69

ctcaacccta atactggtac caca
24

<210> 70

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tuyu nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 70

Leu Asn Pro Asn Thr Gly Thr Thr

1 5
<210> 71
<211> 42

<212> ADN
<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 71

gcgagagatg aggactggaa ttatgggagc tggttcgaca cc
42

<210> 72

<211> 14

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 72

Ala Arg Asp Glu Asp Trp Asn Tyr Gly Ser Trp Phe Asp Thr

1 5 10
<210> 73

<211> 336

<212> ADN

<213> Trinh ty nhéan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 73

gatattgtaa tgacccagac tccactctcc tcacctgtca cccttggaca gccggcectcece
60

-114-



40734

gaaacaccta

ataagatttc

cagatttcac

tgcaagctac

cttgagttgg

taaccgattc

gctgaaaatc

acattttccg

atctcctgca ggtctagtcc aagcctcgta cacagtgatg

120

cttcagcaga ggccaggcca gcctccaaga ctcctaattt

180

tctggggtcc cagacagatt cagtggcagt ggggcaggga

240

agcagggtgg aagctgagga tgtcggggtt tattactgca

300

atcaccttcg gccaagggac acgactggag attaga

336

<210> 74

<211> 112

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> tdéng hop

<400> 74

Asp Ile Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Ser

1 5 10

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Pro

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

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ala Gly Thr Asp

65 70 75

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr
85 90

Thr His Phe Pro Ile Thr Phe Gly Gln Gly Thr

100 105

<210> 75

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> tbng hop

-115-

Pro

Ser

Arg

Phe

60

Phe

Tyr

Arg

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Thr

Val

30

Gly

Gly

Leu

Met

Glu
110

Leu
15

His

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Gly

Ser

Pro

Pro

Ile

80

Ala

Arg



40734

<400> 75
ccaagcctcg tacacagtga tggaaacacc tac
33

<210> 76
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 76

Pro Ser Leu Val His Ser Asp Gly Asn Thr Tyr

1 5 10
<210> 77

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 77
aagatttct
9

<210> 78
<211> 3
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 78

Lys Ile Ser

1

<210> 79
<211> 27
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 79

atgcaagcta cacattttcc gatcacc
27

<210> 80

-116-



40734

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> tbéng hop

<400> 80

Met Gln Ala Thr

His Phe Pro Ile Thr

1 5

<210> 81

<211> 360

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> tdéng hop

<400> 81

gaggtgcagc tggtggaatc tgggggaggt gtggtgcgge
60

tcctgtgcag cctctggatt cacttttgat gattatggca
120

ccagggaggg gcctggaatg ggtctctggt attcattgge
180

gcagactctg tgaagggccg attcaccata tccagagaca
240

ctgcaaatga acagtctgaa aggcgaggac acggccttgt
300

atgagtacag gggactggtt cgacccctgg ggccagggaa
360

<210> 82

<211> 120

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> tbng hop

<400> 82

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly

1

Ser Leu Arg

Gly Met Thr

35

5

Leu
20

Trp

Ser Cys Ala Ala Ser

Val Arg Gln Ala Pro

40

10

25

-117-

ctggggggte

tgacctgggt

atggtaaacg

acgccaagaa

atcattgtgt

ccctggtcat

30

45

cctgagactc

ccgccaagct

cacaggttat

atccctgtat

gaggggggga

cgtctcctca

Gly Val Val Arg Pro Gly Gly

15

Gly Phe Thr Phe Asp Asp Tyr

Gly Arg Gly Leu Glu Trp Val



Trp

Thr

Ser

85

Met

Ile

nhan tao

His

Ile

70

Leu

Ser

Val

Gly

55

Ser

Lys

Thr

Ser

ggattcactt ttgatgatta tggc

Ser Gly Ile His
50
Lys Gly Arg Phe
65
Leu Gln Met Asn
Val Arg Gly Gly
100
Gly Thr Leu Val
115
<210> 83
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh tu
<220>
<223> téng hop
<400> 83
24
<210> 84
<211> 8
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<223> tdng hop
<400> 84

Gly Phe Thr Phe

1

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

<220>
<223>

<400>

85
24
ADN

Trinh tu

tdng hop

85

nhdn tao

40734

Lys

Arg

Gly

Gly

Ser
120

Asp Asp Tyr Gly

5

nhan tao

attcattggc atggtaaacg caca

24

Arg Thr

Asp Asn

Glu Asp
90

Asp Trp
105

-118-

Gly

Ala

75

Thr

Phe

Tyr Ala

60

Lys Lys

Ala Leu

Asp Pro

Asp

Ser

Tyr

Trp
110

Ser

Leu

His

95

Gly

Val

Tyr

80

Cys

Gln



40734

<210> 86
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 86

Ile His Trp His Gly Lys Arg Thr

1 5
<210> 87

<211> 39

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 87

gtgagggggg gaatgagtac aggggactgg ttcgacccc
39

<210> 88

<211> 13

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 88

Val Arg Gly Gly Met Ser Thr Gly Asp Trp Phe Asp Pro

1 5 10
<210> 89

<211> 324

<212> ADN

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<223> téng hop

<400> 89
gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc ctgtctgcat ctctaggaga cagagtcacc
60

atcacttgcc gggcaagtca gagcattaac agttatttaa attggtatca gcagaaacca
120

gggaaagccc ctaaactcct gatctatgtt gcatccagtt tgcaaagtgg ggtcccatca
180

-119-



40734

aggttcagtg gcagtggatc tgggacagaa ttcactctca ccatcagcaa tctgcaacct
240

gaagattttg caacttacta ctgtcaacag agttacagta cccctccgat caccttcggce
300

caagggacac gactggagat taaa

324

<210> 90

<211> 108
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 90

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

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

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

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

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Asn Leu Gln Pro
65 70 75 80

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

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

<210> 91
<211> 18
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 91
cagagcatta acagttat
18

-120-



40734

<210> 92
<211> 6
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tdbng hop

<400> 92

Gln Ser Ile Asn Ser Tyr

1 5
<210> 93

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 93
gttgcatcc
9

<210> 94
<211> 3
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tdbng hop

<400> 94

Val Ala Ser

1

<210> 95
<211> 30
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 95
caacagagtt acagtacccc tccgatcacc
30

<210> 96
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> téng hop

-121-



<400> 96

40734

Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro Pro Ile Thr

1

<210> 97
<211> 360
<212> ADN
<213>

<220>

<223> tbéng
<400> 97
gaggtgcagc
60
tcctgtgcecag
120
ccagggaagg
180
gcagactctg
240
ctgcaaatga
300
atgagtacgg
360

<210> 98
<211> 120
<212> PRT
<213> Trin
<220>

<223> tbéng
<400> 98

Glu Val Gln
1

Ser Leu Arg

Gly Met Thr
35

Ser Gly Ile
50

5

hop

tggtggagtc

cctctggatt

ggctggagtg

tgaagggccy

acagtctgag

gggactggtt

h tu

hop

Leu
5

Leu
20

Trp

His

Val Glu

Ser Cys

Val Arg

Trp Ser

Trinh ty nhén tao

tgggggaggt

cacctttgat

ggtctctggt

attcaccatc

agccgaggac

cgacccctgg

nhédn tao

Ser Gly

Ala Ala

Gln Val

40

Gly
55

Arg

10

gtggtacggc

gattatggca

attcattgga

tccagagaca

acggccttgt

ggccagggaa

Gly Gly Val

Ser
25

Gly Phe
Pro

Gly Lys

Ser Thr Gly

-122-

cgggggggte

tgacctgggt

gtggtagaag

acgccaagaa

attactgtgc

ccctggtcac

Val

Thr
30

Gly
45

Tyr
60

Arg Pro Gly

Phe Asp Asp

Leu Glu Trp

Ala Asp Ser

cctgagactc

ccgccaagtt

cacaggttat

ctccctgtat

gaggggggga

cgtctcctca

Gly

15

Tyr

Val

Val



Lys Gly Arg Phe

65

Leu Gln Met Asn

Ala Arg Gly Gly

100

Gly Thr Leu Val

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

<220>
<223>

<400>

115

99
24
ADN
Trinh tu

tdng hop

99

40734

Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
70 75 80

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

Met Ser Thr Gly Asp Trp Phe Asp Pro Trp Gly Gln
105 110

Thr Val Ser Ser
120

nhan tao

ggattcacct ttgatgatta tggc

24

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

<220>
<223>

<400>

100

8

PRT
Trinh tu

téng hop

100

Gly Phe Thr Phe

1

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

<220>
<223>

<400>

101

24

ADN
Trinh tu

téng hop

101

nhdn tao

Asp Asp Tyr Gly
5

nhan tao

attcattgga gtggtagaag caca

24

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

102

8

PRT
Trinh tu

nhén tao

-123-



<220>
<223> tdéng hop
<400> 102

40734

Ile His Trp Ser Gly Arg Ser Thr

gcgagggggg gaatgagtac gggggactgg ttcgacccc

1 5

<210> 103

<211> 39

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> tbdng hop

<400> 103

39

<210> 104

<211> 13

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> tbéng hop

<400> 104

Ala Arg Gly Gly

1 5

<210> 105

<211> 324

<212> ADN

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>

<223> tbéng hop

<400> 105

gacatccaga tgacccagtc tccatcctcce
60

atcacttgcc gggcaagtca gagcattagc
120

gggaaagccc ctaagctcct gatctatgtt
180

aggttcagtg gcagtggatc tgggacagat
240

gaagattttg caacttacta ctgtcaacag
300

10

ctgtctgcat

agctatttaa

gcatccagtt

ttcactctca

agttacagta

-124-

Met Ser Thr Gly Asp Trp Phe Asp Pro

ctgtaggaga

attggtatca

tgcaaagtgg

ccatcagcag

ccccteecgat

cagagtcacc

gcagaaacca

ggtcccatca

tctgcaacct

caccttcggce



caagggacac gactggagat taaa

324

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

<220>
<223>

<400>

106
108
PRT
Trinh tu

tdng hop

106

Asp Ile Gln Met

1

Asp Arg Val Thr

20

Leu Asn Trp Tyr

Tyr Val
50

35

Ala Ser

Ser Gly Ser Gly

65

Glu Asp Phe Ala

Ile Thr Phe Gly

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

<220>
<223>

<400>

100
107
18
ADN
Trinh tu
tdng hop
107

nhan tao

Thr Gln

Ile Thr

Gln Gln

Ser Leu

Thr Asp

Thr Tyr

85

Gln Gly

nhédn tao

cagagcatta gcagctat

18

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

<220>

108

o

PRT
Trinh tu

nhdn tao

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Thr

40734

Pro Ser

Arg Ala

25

Pro Gly

40

Ser Gly

Thr Leu

Cys Gln

Arg Leu
105

-125-

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

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



40734

<223> tdéng hop
<400> 108

Gln Ser Ile Ser Ser Tyr

1 5
<210> 109
<211> 9

<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 109
gttgcatcc
9

<210> 110
<211> 3
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 110

Val Ala Ser

1

<210> 111
<211> 30
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 111
caacagagtt acagtacccc tccgatcacc
30

<210> 112
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 112

Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro Pro Ile Thr
1 5 10

-126-



40734

ttggtccagce

agtaactaca

atttatagtg

agactcactt

gccgtgtatt

gtcaccgtct

ctggggggte

tgaactgggt

gtggtagtac

CCaagaacac

attgtgcgag

cttca

cctaagactc

ccgtcaggcet

atactacgca

actgtatctt

agggattagg

<210> 113
<211> 345
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> tdéng hop
<400> 113
gaggtgcagt tggtggagtc tggaggaggc
60
tcctgtgcag cctctgggtt caccgtcggt
120
ccagggaagg gactggagtg ggtctcagtt
180
gattccgtga agggccgatt caccatctcc
240
caaatgagca gcctgagacc tgaggacacg
300
ggtctggacg tctggggcca agggaccacg
345
<210> 114
<211> 115
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> tbéng hop
<400> 114
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20
Tyr Met Asn Trp Val Arg Gln Ala
35 40
Ser Val Ile Tyr Ser Gly Gly Ser
50 55
Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Leu
65 70
Gln Met Ser Ser Leu Arg Pro Glu
85

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Thr

Asp

-127-

Gly

10

Gly

Gly

Tyr

Ser

Thr
90

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

val

Thr

Gly

Ala

60

Asn

Val

Gln

val

Leu

45

Asp

Thr

Tyr

Pro

Gly

Glu

Ser

Leu

Tyr

Gly

15

Ser

Trp

Val

Tyr

Cys

Gly

Asn

Val

Lys

Leu

80

Ala



40734

Arg Gly Ile Arg Gly Leu Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr
100 105 110

Val Ser Ser

115
<210> 115
<211> 24

<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 115

gggttcaccg tcggtagtaa ctac
24

<210> 116

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tuyu nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 116

Gly Phe Thr Val Gly Ser Asn Tyr

1 5
<210> 117
<211> 21

<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 117

atttatagtg gtggtagtac a
21

<210> 118

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 118

Ile Tyr Ser Gly Gly Ser Thr

-128-



40734

1 5

<210> 119

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> tbéng hop

<400> 119

gcgagaggga ttaggggtct ggacgtc
27

<210> 120

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> tbng hop

<400> 120

Ala Arg Gly Ile

1 5

<210> 121

<211> 324

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> tbng hop

<400> 121

gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc
60

atcacttgcc gggcaagtca gaccattaac
120

gggagagccc ctaggctcct gatctatgcet
180

aggttcagtg gcagtggatc tgggacagat
240

gaagattttg caacttacta ctgtcaccag
300

caagggacac gactggagat taaa

324

<210> 122

<211> 108

<212> PRT

Arg Gly Leu Asp Val

ctgtctgcat

atctatttaa

gcatccagtt

ttcactctca

agttacagta

-129-

ctgtaggaga

attggtatca

tgcaaagtgg

ccatcagcag

cccctececgat

cagagtcacc

gcagaaacca

ggtcccatca

tctgcaacct

caccttcggce



<213>

<220>
<223>

<400>

Trinh tu

téng

122

Asp Ile Gln

1

Asp Arg Val

Leu Asn Trp

35

Tyr Ala Ala

50

Ser Gly Ser

65

Glu Asp

Ile Thr

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

<220>
<223>

<400>

Phe

Phe

123
18
ADN

hop

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

Trinh tu

tdng

123

hop

nhan tao

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Gln

nhén tao

cagaccatta acatctat

18

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

<220>
<223>

<400>

124
6
PRT

Trinh tu nhé&n tao

téng

124

hop

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Gly

Gln Thr Ile Asn Ile Tyr

1

5

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Thr

40734

Pro Ser
Arg Ala

25

Pro Gly

40

Ser Gly

Thr Leu

Cys His

Arg Leu
105

-130-

Ser

10

Ser

Arg

Val

Thr

Gln

90

Glu

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Ile

Ser

Thr

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Lys

Ala

Ile

Arg

45

Arg

Ser

Ser

Ser

Asn

30

Leu

Phe

Leu

Thr

Val

15

Ile

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Pro



40734

<210> 125

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> tbéng hop

<400> 125

gctgcatcc

9

<210> 126

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao
<220>

<223> tdéng hop

<400> 126

Ala Ala Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

127
30
ADN
Trinh tu nhan tao

tdéng hop

127

caccagagtt acagtacccc tccgatcacc

30

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

<220>
<223>

<400>

His Gln Ser Tyr

1

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

<220>

128
10
PRT
Trinh tu nhan tao

téng hop

128

5

129
345
ADN
Trinh ty nhan tao

-131-

Ser Thr Pro Pro Ile Thr

10



<223>

<400>
gaggaacggt

60

téng

129

tcctgtgcag

120

ccagggaagg

180

gactccgtga

240

cagatgaata

300

ggtttggacg

345

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

<220>
<223>

<400>

Glu

Ser

Tyr

Ser

Gly

Gln

Arg

Val

Glu

Leu

Met

Val

50

Arg

Met

Gly

Ser

130
115
PRT
Trin

tdng

130

Arg

Arg

Asn

35

Ile

Phe

Asn

Ile

Ser

hop

tggtggagtc

cctctggcat

gactggagtg

agggccgatt

gcctggaaac

tctggggcca

h tu

hop

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Ile

Ser

Arg
100

nhan tao

Val

Ser

Val

Ser

Met

Leu

85

Gly

Glu

Cys

Arg

Gly

Ser

70

Glu

Leu

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Arg

Thr

Asp

40734

tggaggagac

caccgtcggt

ggtctcagtt

cattatgtcc

tgaggacacg

agggaccatg

Gly

Ala

Ala

40

Asn

Gln

Glu

vVal

ttggtccagc

actaattata

atttctagcg

agacaaactt

gccgtatatt

gtcaccgtct

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Thr

Asp

Trp
105

-132-

Asp

10

Gly

Gly

His

Ser

Thr

90

Gly

Leu

Ile

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Gln

ctggggggte

tgaactgggt

gtggtaatac

CCaaaaacac

attgtgcgag

cctca

Val

Thr

Gly

Ala

60

Asn

Val

Gly

Gln

Val

Leu

45

Asp

Thr

Tyr

Thr

Pro

Gly

30

Glu

Ser

Leu

Tyr

Met
110

Gly

15

Thr

Trp

vVal

Tyr

Cys

95

Val

cctgagactc

ccgccaggct

acactacgca

gctgtatctt

ggggatcaga

Gly

Asn

Val

Lys

Leu

80

Ala

Thr



40734

115
<210> 131
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 131

ggcatcaccg tcggtactaa ttat
24

<210> 132

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 132

Gly Ile Thr Val Gly Thr Asn Tyr

1 5
<210> 133

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 133

atttctagcg gtggtaatac a
21

<210> 134

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 134

Ile Ser Ser Gly Gly Asn Thr

1 5
<210> 135

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

-133-



40734

<220>

<223> tdéng hop

<400> 135

gcgaggggga tcagaggttt ggacgtc
27

<210> 136

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> tdbng hop

<400> 136

Ala Arg Gly Ile

1 5

<210> 137

<211> 324

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> tdéng hop

<400> 137

gacatccaga tgacccagtc tccatcctcce
60

atcacttgcc gggcaagtca gagcatgagc
120

gggagagccc ctaagctcct gatctttget
180

aggttcagtg gcagtggatc tgggacagat
240

gaagattttg caacttacta ctgtcaacag
300

caagggacac gactggagat taaa

324

<210> 138

<211> 108

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> tbéng hop

<400> 138

Arg Gly Leu Asp Val

ctgtctgcat

agctatttaa

gcatccagtt

ttcactctca

agttacagta

-134-

ctgtaggaga

attggtatca

tgcaaagtgg

ccatcagcag

ccccteecgat

cagagtcacc

gcagaaacca

ggtcccatca

tctgcaacct

caccttcggc



Asp Ile Gln Met Thr Gln

Asp Arg Val Thr Ile Thr

20

Leu Asn Trp Tyr Gln Gln

35

Phe Ala Ala Ser Ser Leu

50

Ser Gly Ser Gly Thr Asp

65

70

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr

85

Ile Thr Phe Gly Gln Gly

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

<220>
<223>

<400>

100

139
18
ADN
Trinh tu nhan tao

tdng hop

139

cagagcatga gcagctat

18

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

<220>
<223>

<400>

140

6

PRT

Trinh ty nhan tao

tdng hop

140

Gln Ser Met Ser Ser Tyr

1

<210>

<211>

<212>
<213>

<220>

141

9

ADN

Trinh tu nhén tao

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Thr

40734

Pro Ser
Arg Ala

25

Pro Gly

40

Ser Gly

Thr Leu

Cys Gln

Arg Leu
105

-135-

Ser

10

Ser

Arg

Val

Thr

Gln

90

Glu

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Ile

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Lys

Ala

Met

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



40734

<223> tbdng hop

<400> 141
gctgcatcc
9

<210> 142
<211> 3
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 142

Ala Ala Ser

1

<210> 143
<211> 30
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 143

caacagagtt acagtacccc tccgatcacc
30

<210> 144

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 144

Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro Pro Ile Thr

1 5 10
<210> 145
<211> 354

<212> ADN
<213> Trinh tuyu nhé&n tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 145

caggtccagc tggtgcagtc tggggctgag gtgaagatgc ctgggtcctc ggtgagggtc
60

-136-



tcctgcaagg

120

cctggacaag

180

gcacagaagt

240

atggagctga

300

ggattaggct

354

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

<220>
<223>

<400>

Gln

1

Ser

Thr

Gly

Gln

65

Met

Ala

Met

Val

Val

Ile

Glu

50

Asp

Glu

Arg

Val

<210>
<211>

<212>

146
118
PRT
Trin

téng

146

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Leu

Asn

Thr
115

147
24
ADN

cttctggagg

ggcttgaatg

tccaggacag

gcagcctgaa

ctttttatat

h tu

hop

Leu

val

20

Trp

Ile

Val

Ser

Trp

100

Val

nhan tao

Val

Ser

Val

Pro

Ile

Ser

85

Gly

Ser

Gln

Cys

Arg

Val

Phe

70

Leu

Leu

Ser

Ser

Lys

Gln

Phe

55

Thr

Lys

Gly

40734

catcttcagc

gatgggagag

agtcatattt

atctggggac

ctggggccaa

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Ser

agttctacta

atcatccctg

accgcggacg

acggccgtat

gggacaatgg

Ala

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Gly

Phe
105

-137-

Glu

10

Gly

Gly

Val

Glu

Asp

90

Tyr

Val

Gly

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Ile

tcagttgggt

tctttggtac

aatctacgac

atttctgtgce

tcaccgtctc

Lys

Ile

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Trp

Met

Phe

Leu

45

Ala

Thr

Val

Gly

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gln
110

ttca

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Phe
95

Gly

gcgacaggcc

agtaaactac

tacagcctac

gcgaaattgg

Ser

Ser

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Thr



<213>

<220>
<223>

<400>

ggaggcatct tcagcagttc tact

24

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

<220>
<223>

<400>

Trinh ty nhan tao

téng hop

147

148

8

PRT
Trinh tu

tdng hop

148

Gly Gly Ile Phe

1

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

<220>
<223>

<400>

atcatccctg tctttggtac agta

24

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

<220>
<223>

<400>

149

24

ADN
Trinh tu

tdng hop

149

150

8

PRT
Trinh tu

tébng hop

150

Ile Ile Pro Val

1

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

<220>
<223>

<400>

151
33
ADN
Trinh tu

téng hop

151

nhan tao

nhédn tao

nhan tao

nhén tao

40734

Ser Ser Ser Thr

Phe Gly Thr Vval

-138-



40734

gcgcgaaatt ggggattagg ctctttttat atc

33

<210> 152
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 152

Ala Arg Asn Trp Gly Leu Gly Ser Phe Tyr Ile

1 5 10
<210> 153
<211> 324
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 153
gaaattgtgt tgacgcagtc tccaggcacc ctgtctttgt ctccagggga aagagccacc
60

ctctcctgca gggccagtca gagttttaac ttcaactact tagcctggta ccagcagaaa
120

cctggccagg ctcccagact cctcatctat ggtgcatcca gcagggcecac tggcatccca
180

gacaggttca gtggcagtgg gtctgggaca gacttcactc tcaccatcaa caggctggag
240

cctgaagatt ttggagtgtt ttattgtcag cagtatgaaa gcgcaccttg gacgttcgge
300

caagggacca aggtggaaat caaa

324

<210> 154
<211> 108
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 154

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Phe Asn Phe Asn

-139-



Tyr Gln Gln

Ser Ser Arg

55

Thr
70

Gly Asp

Gly Val Phe

85

Gln Gly Thr

nhan tao

nhan tao

20
Tyr Leu Ala Trp
35
Ile Tyr Gly Ala
50
Gly Ser Gly Ser
65
Pro Glu Asp Phe
Trp Thr Phe Gly
100
<210> 155
<211> 21
<212> ADN
<213> Trinh tu
<220>
<223> tdéng hop
<400> 155
cagagtttta acttcaacta c
21
<210> 156
<211> 7
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<223> téng hop
<400> 156

Gln Ser Phe Asn

1

<210> 157
<211> 9

<212> ADN
<213> Trinh tu
<220>

<223> tbéng hop
<400> 157
ggtgcatcc

9

Phe Asn Tyr
5

nhédn tao

40734

25

Lys Pro

40

Ala Thr

Phe Thr
Tyr

Cys

Val
105

Lys

-140-

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Glu

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ile

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Lys

30

Pro Arg

45

Asp Arg

Asn Arg

Glu Ser

Leu Leu

Phe Ser

Leu Glu
80

Ala Pro
95



40734

<210> 158
<211> 3
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 158

Gly Ala Ser

1

<210> 159
<211> 27
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 159

cagcagtatg aaagcgcacc ttggacg
277

<210> 160

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 160

Gln Gln Tyr Glu Ser Ala Pro Trp Thr

1 5
<210> 161
<211> 345
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 1lel
gaggtgcagc ttgtagagtc tgggggagac ttggtacatc ctggcaggtc cctgagactc
60

tcctgtgcag cctcectggttt cccctttgat gagtatgcca tgcactgggt ccggcaagtt
120

ccagggaagg gcctggagtg ggtctcaggt attagttgga gtaataataa cataggctat
180

-141-



gcggactctg

240

ctacaaatga

300

atctttgact

345

<210> 162
<211> 115
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> tbng hop
<400> 162

Glu Val Gln Leu Val Glu

1

Ser Leu Arg Leu Ser Cys

20

Ala Met His Trp Val Arg

35

Ser Gly Ile Ser Trp Ser

50

Lys Gly Arg Phe Thr Ile

65

70

Leu Gln Met Asn Ser Leu

Ala Lys

Val Ser

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

<220>
<223>

<400>

85

Ser Gly Ile Phe
100

Ser
115

163
24
ADN
Trinh tu nhan tao

téng hop

163

Ser

Ala

Gln

Asn

55

Ser

Arg

Asp

40734

Gly Gly
Ala Ser

25

Val Pro

40

Asn Asn

Arg Asp

Pro Glu

Ser Trp
105

-142-

Asp

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

90

Gly

Leu

Phe

Lys

Gly

Ala

75

Thr

Gln

Val

Pro

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

cctggggcca gggaaccctg gtcaccgtct cctca

His

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Phe

Thr

Pro

Asp

Glu

Asp

Ser

Tyr

Leu
110

tgaagggccg attcaccatc tccagagaca acgccaaaaa ctccctgtat

acagtctgag acctgaggac acggcctttt attactgtgc aaaatctgga

Gly Arg

15

Glu Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

Tyr Cys

Val Thr



40734

ggtttcccct ttgatgagta tgcc

24

<210> 164
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 164

Gly Phe Pro Phe Asp Glu Tyr Ala

1 5
<210> 165

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhan tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 165

attagttgga gtaataataa cata
24

<210> 166

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 166

Ile Ser Trp Ser Asn Asn Asn Ile

1 5
<210> 167

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 167

gcaaaatctg gaatctttga ctcc
24

<210> 168

<211> 8

<212> PRT

-143-



40734

<213> Trinh twu nhan tao
<220>

<223> tdéng hop

<400> 168

Ala Lys Ser Gly

Ile Phe Asp Ser

1 5

<210> 169

<211> 315

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> tbng hop

<400> 169

gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc
60

atcacttgcc gggcaagtca gagcattagc
120

gggaagctcc tgatctatgc tgcatccagt
180

ggcggtggat ctgggacaga tttcactctc
240

gcaacttact actgtcaaca gagttactgt
300

cgactggaga ttaaa

315

<210> 170

<211> 105

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> téng hop

<400> 170

Asp Ile Gln Met

1

Asp Arg Val Thr

Leu Asn Trp Tyr

35

5

20

Thr Gln Ser Pro Ser

Ile Thr Cys Arg Ala
25

Gln Gln Lys Pro Gly

40

ctgtctgcat

agctatttaa

ttgcaaagtg

accatcagca

acccctccga

10

Lys Leu

-144-

Ser Leu Ser Ala

Ser Gln Ser Ile

ctgtaggaga

attggtatca

gggtcccatc

gtctgcgacc

tcaccttcgg

30

Leu Ile
45

cagagtcacc

gcagaaacca

acggttcagt

tgaagatttt

ccaagggaca

Ser Val Gly

15

Ser Ser Tyr

Tyr Ala Ala



40734

Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Gly Gly Ser
50 55 60

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

Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Tyr Cys Thr Pro Pro Ile Thr Phe
85 90 95

Gly Gln Gly Thr Arg Leu Glu Ile Lys
100 105

<210> 171
<211> 18
<212> ADN

<213> Trinh twu nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 171
cagagcatta gcagctat
18

<210> 172

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 172

Gln Ser Ile Ser Ser Tyr

1 5
<210> 173

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 173
gctgcatcc
9

<210> 174
<211> 3
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

-145-



<220>
<223> tdéng hop
<400> 174

Ala Ala Ser

40734

1

<210> 175

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> tbéng hop

<400> 175

caacagagtt actgtacccc tccgatcacc
30

<210> 176

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> tbéng hop

<400> 176

Gln Gln Ser Tyr

1 5

<210> 177

<211> 354

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhan tao

<220>

<223> tbéng hop

<400> 177

gaggtgcagc tggtggagtc cgggggaggc
60

tcctgtgcag cctctggatt caccttcagt
120

ccaggcaagg gactggagtg ggtgacactt
180

gcagactccg tgaagggccg attcaccatt
240

ctgcaaatga acagcctgag agctgaggac
300

Cys Thr Pro Pro Ile Thr

10

gtggtccagc

agttatggca

atatcatatg

tccagagaca

acggctgtat

-146-

ctgggaggtc

tgcactgggt

agggaaggaa

attccaagaa

attactgtgc

cctgagactc

ccgccaggcet

taaatactat

cacgctgtat

gaaagatagg



40734

accctttacg gtatggacgt ctggggccaa ggaaccacgg tcaccgtctc ctca

nhan tao

Val

Ser

Val

Tyr

Thr

Ser

85

Thr

Ser

nhan tao

Glu

Cys

Arg

Glu

Ile

70

Leu

Leu

Ser

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Tyr

ggattcacct tcagtagtta tggc

354
<210> 178
<211> 118
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<223> tbng hop
<400> 178
Glu Val Gln Leu
1
Ser Leu Arg Leu
20
Gly Met His Trp
35
Thr Leu Ile Ser
50
Lys Gly Arg Phe
65
Leu Gln Met Asn
Ala Lys Asp Arg
100
Thr Val Thr Val
115
<210> 179
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh tu
<220>
<223> téng hop
<400> 179
24
<210> 180
<211> 8

Gly

Ala

Ala

40

Arg

Arg

Ala

Gly

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Met
105

-147-

Gly

Gly

Gly

Lys

Asn

Asp

90

Asp

Val

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Val

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gly

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln
110

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Arg

Tyr

vVal

Val

Tyr

80

Cys

Thr



<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

PRT
Trinh tu
téng hop
180

Gly Phe Thr Phe

1

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

<220>
<223>

<400>

atatcatatg agggaaggaa taaa

24

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

<220>
<223>

<400>

181

24

ADN
Trinh tu

tdéng hop

181

182

8

PRT
Trinh tu

tdéng hop

182

Ile Ser Tyr Glu

1

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

<220>
<223>

<400>

183

33

ADN
Trinh tu

tdng hop

183

nhadn tao

40734

Ser Ser Tyr Gly

5

nhan tao

nhédn tao

Gly Arg Asn Lys

5

nhadn tao

gcgaaagata ggacccttta cggtatggac gtc

33

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

<220>
<223>

<400>

184
11
PRT
Trinh tu

tdéng hop

184

nhan tao

-148-



40734

Ala Lys Asp Arg Thr Leu Tyr Gly Met Asp Val

1 5
<210> 185
<211> 363
<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> tdéng hop
<400> 185
caggtcacct tgagggagtc tggtcctgcg
60
acctgcacct tctctgggtt ctcactcagce
120
cagcccccag ggaaggccct ggagtggett
180
tacaacacat ctctgaagac caggctcacc
240
gtccttacaa tgaccaacat ggaccctgtg
300
acttcgttga ctttttacta ctttgactac
360
tca
363
<210> 186
<211> 121
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> tbéng hop
<400> 186
Gln Val Thr Leu Arg Glu Ser Gly
1 5
Thr Leu Thr Leu Thr Cys Thr Phe
20
Arg Met Cys Val Thr Trp Ile Arg
35 40
Trp Leu Ala Arg Ile Asp Trp Asp
50 55

Pro

Ser

25

Gln

Gly

10

ctggtgaaaa

actaatagaa

gcgcgcattg

atctccaagg

gacacagcca

tggggccagg

Ala
10

Leu
Gly Phe
Pro

Pro

Val Lys

-149-

ccacacagac

tgtgtgtgac

attgggatgg

acacctccaa

ctttttactg

gaaccctggt

vVal Lys

Ser Leu

30

Gly Lys

45

Tyr
60

Tyr

Thr

Ser

Ala

Asn

cctcacactg

ctggatccgt

tgttaaatac

aaaccaggtg

tgcacggtcg

caccgtctcc

Thr
15

Gln

Thr

Asn

Glu

Leu

Thr Ser



Leu Lys

65

Val

Cys Ala Arg

Thr Arg

Leu Thr Met

Ser
100

Gln Gly Thr Leu

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

<220>
<223>

<400>

115

187
30
ADN
Trinh tu

téng hop

187

Leu Thr
70

Thr Asn
85

Thr Ser

Val Thr

nhan tao

Ile Ser

Met Asp

Leu Thr

Val Ser
120

40734

90

105

Ser

gggttctcac tcagcactaa tagaatgtgt

30

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

<220>
<223>

<400>

188
10
PRT
Trinh tu

téng hop

188

Gly Phe Ser Leu

1

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

<220>
<223>

<400>

189
21
ADN
Trinh tu

tdébng hop

189

nhan tao

Ser Thr Asn Arg Met Cys

5

nhan tao

attgattggg atggtgttaa a

21

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

190

5

PRT
Trinh tu

nhédn tao

10

-150-

Lys Asp Thr Ser Lys Asn

75

Pro Val Asp Thr Ala Thr

Phe Tyr Tyr Phe Asp Tyr

110

Gln Val
80

Phe Tyr
95

Trp Gly



<220>
<223> tdéng hop
<400> 190

40734

Ile Asp Trp Asp Gly Val Lys

1

5

gcacggtcga cttcgttgac tttttactac tttgactac

<210> 191

<211> 39

<212> ADN

<213> Trinh tu nhé&n tao
<220>

<223> tdéng hop

<400> 191

39

<210> 192

<211> 13

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhan tao
<220>

<223> tbéng hop

<400> 192

Ala Arg Ser Thr

1 5

<210> 193

<211> 324

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> tbéng hop

<400> 193

gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc
60

atcacttgcc gggcaagtca gagcattagce
120

gggaaagccc ctaagctcct gatctatgcect
180

aggttcagtg gcagtggatc tgggacagat
240

gaagattttg caacttacta ctgtcaacag
300

10

ctgtctgcat

agctatttaa

gcatccagtt

ttcactctca

agttacagta

-151-

Ser Leu Thr Phe Tyr Tyr Phe Asp Tyr

ctgtaggaga

attggtatca

tgcaaagtgg

ccatcagcag

cccctecgat

cagagtcacc

gcagaaacca

ggtcccatca

tctgcaacct

caccttcggce



caagggacac gactggagat taaa

nhan tao

Thr Gln

Ile Thr

Gln Gln

Ser Leu

Thr Asp

70

Thr Tyr
85

Gln Gly

nhan tao

nhan tao

324

<210> 194

<211> 108

<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>

<223> tbng hop

<400> 194

Asp Ile Gln Met

1

Asp Arg Val Thr

20

Leu Asn Trp Tyr
35

Tyr Ala Ala Ser

50

Ser Gly Ser Gly

65

Glu Asp Phe Ala

Ile Thr Phe Gly

100

<210> 195

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh tu

<220>

<223> téng hop

<400> 195

cagagcatta gcagctat

18

<210> 196

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Thr

40734

Pro Ser
Arg Ala

25

Pro Gly

40

Ser Gly

Thr Leu

Cys Gln

Arg Leu
105

-152-

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



40734

<223> tbéng hop
<400> 196

Gln Ser Ile Ser Ser Tyr

1 5
<210> 197

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 197
gctgcatcc
9

<210> 198
<211> 3
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 198

Ala Ala Ser

1

<210> 199
<211> 30
<212> ADN

<213> Trinh tw nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 199
caacagagtt acagtacccc tccgatcacc
30

<210> 200
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 200

Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro Pro Ile Thr
1 5 10

-153-



40734

Gly

ttggtccagc

accaaccaca

atttatagcg

agacacactt

gccgtatatt

gtcaccgtct

Gly
10

Leu

<210> 201
<211> 345
<212> ADN
<213> Trinh tyg nhan tao
<220>
<223> tbng hop
<400> 201
gaggtgcagc tggtggagtc tggaggaggce
60
tcctgtgcag cctctgagtt caccgtcggt
120
ccagggaagg gactggagtg ggtctcagtt
180
gactccgtga agggccgatt caccatctcce
240
caaatgaaca gcctgacagc agaggacacg
300
ggtatggacg tctggggcca agggaccacg
345
<210> 202
<211> 115
<212> PRT
<213> Trinh tyu nhan tao
<220>
<223> tbng hop
<400> 202
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20
His Met Asn Trp Val Arg Gln Ala
35 40
Ser Val Ile Tyr Ser Gly Gly Asn
50 55
Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg His
65 70
Gln Met Asn Ser Leu Thr Ala Glu
85

Ser Glu

25

Pro Gly

Thr Phe
Thr

Ser

Thr
90

Asp

-154-

Phe

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

cgggggggtc

tgaactgggt

gtggtaacac

CCaagaacac

actgtgcgcg

cctca

Val Gln

Thr Val

30

Leu
45

Gly

Ala
60

Asp
Thr

Asn

Val Tyr

Pro

Gly

Glu

Ser

Leu

Tyr

cctgagactc

ccgccaggcet

attctacgca

gctgtatctt

aggattgggg

Gly
15

Gly
Thr Asn
Trp Val
Val

Lys

Leu
80

Tyr

Cys Ala

95



40734

Arg Gly Leu Gly Gly Met Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr
100 105 110

Val Ser Ser

115
<210> 203
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tbdng hop

<400> 203

gagttcaccg tcggtaccaa ccac
24

<210> 204

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>
<223> téng hop

<400> 204

Glu Phe Thr Val Gly Thr Asn His

1 5
<210> 205

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 205

atttatagcg gtggtaacac a
21

<210> 206

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tw nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 206

Ile Tyr Ser Gly Gly Asn Thr

-155-



40734

1 5

<210> 207

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> tdng hop

<400> 207

gcgcgaggat tggggggtat ggacgtc
27

<210> 208

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> tbng hop

<400>. 208

Ala Arg Gly Leu

1 5

<210> 209

<211> 321

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> tbéng hop

<400> 209

gacatccaga tgacccagtc tccatcctcce
60

atcacttgcc gggcgagtca ggtcattagce
120

gggaaagttc ctaggctcct gatctatgct
180

cgtttcagtg gcagtggatc tgggacagat
240

gaagatgttg caacttatta ctgtcaaaag
300

gggaccaagg tggaaatcaa a

321

<210> 210

<211> 107

<212> PRT

Gly Gly Met Asp Val

ctgtctgcat

aattatttag

gcatccactt

ttcactctca

tataacagtg

-156-

ctgtaggaga

cctggtatca

tgcaatcagg

ccatcagcag

cccctecggac

cagagtcacc

gcagaaacca

ggtcccatct

cctgcagcect

gttcggccaa



nhan tao

Thr

Ile

Gln

Thr

Thr

Thr

85

Gly

nhédn tao

<213> Trinh tu
<220>
<223> tbng hop
<400> 210
Asp Ile Gln Met
1
Asp Arg Val Thr
20
Leu Ala Trp Tyr
35
Tyr Ala Ala Ser
50
Ser Gly Ser Gly
65
Glu Asp Val Ala
Thr Phe Gly Gln
100
<210> 211
<211> 18
<212> ADN
<213> Trinh tu
<220>
<223> téng hop
<400> 211
caggtcatta gcaattat
18
<210> 212
<211> 6
<212> PRT
<213>
<220>
<223> téng hop
<400> 212

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Trinh ty nhan tao

Gln Val Ile Ser Asn Tyr

1

5

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Lys

40734

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

-157-

Ser

10

Ser

Lys

vVal

Thr

Lys

90

Ile

Leu

Gln

Val

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Ser

Val

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Ala

Ile

Arg

45

Arg

Ser

Ser

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Ala

vVal

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Arg



<210> 213
<211> 9

<212> ADN
<213> Trinh tu
<220>

<223> tdbng hop
<400> 213
gctgcatcc

9

<210> 214
<211> 3

<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>

<223> tdéng hop
<400> 214

Ala Ala Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

caaaagtata acagtgcccc tcggacg

27

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

<220>
<223>

<400>

215

27

ADN
Trinh tu

téng hop

215

216

9

PRT
Trinh tu

téng hop

216

Gln Lys Tyr Asn

1

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

<220>

217
360
ADN
Trinh tu

nhé&n tao

nhan tao

nhan tao

nhén tao

40734

Ser Ala Pro Arg Thr

5

nhdn tao

-158-



<223>

<400>
gaggtgcagc

60

tdng

217

tactgtgcag

120

ccagggaagg

180

gtggactctg

240

ctacaaatga

300

tggggatcag

360

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

<220>
<223>

<400>

Glu

1

Ser

Trp

Ala

Lys

Leu

Ala

Gly

Val

Leu

Met

Asn

50

Gly

Gln

Arg

Thr

218
120
PRT
Trin

tdng

218

Gln

Arg

Asn

35

Ile

Arg

Met

Asp

Leu

hop

tggtggagtc

cctctggatt

ggctggagtyg

tgaagggccg

acagcctgag

gctactactt

h tu

hop

Leu

Leu

20

Trp

Lys

Phe

Asn

Tyr

100

vVal

nhan tao

Val

Tyr

vVal

Gly

Thr

Ser

85

Trp

Thr

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Gly

Val

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Ser

Ser

40734

tgggggaggc

cacctttagt

ggtggccaac

gttcaccatc

agccgaggac

tgacttctgg

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Gly

Ser

ttggtccagce

aaatattgga

ataaagggag

tccagagaca

acggctgttt

ggccagggaa

Gly

Ser

25

Pro

Glu

Asp

Glu

Tyr
105

-159-

Gly

10

Gly

Gly

Lys

Asn

Asp

90

Tyr

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Phe

ggggggagtc

tgaactgggt

atggaagtga

acgccaagaa

attactgtgc

ccctggtcac

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Asp

Gln

Phe

Leu

45

Val

Asn

Val

Phe

Arg

Ser

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Trp
110

cctgagactt

ccgccaggcet

gaaatactat

ctcactatat

gagagattat

cgtctcctca

Gly

15

Lys

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Glu

Tyr

Val

Val

Tyr

Cys

Gln



40734

115 120
<210> 219
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh tyu nhan tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 219

ggattcacct ttagtaaata ttgg
24

<210> 220

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 220

Gly Phe Thr Phe Ser Lys Tyr Trp

1 5
<210> 221

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 221

ataaagggag atggaagtga gaaa
24

<210> 222

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 222

Ile Lys Gly Asp Gly Ser Glu Lys

1 5
<210> 223

<211> 39

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

-160-



tdng hop

40734

gcgagagatt attggggatc aggctactac tttgacttc

<220>
<223>
<400> 223
39

<210> 224
<211> 13
<212> PRT
<213>
<220>
<223>
<400> 224

Ala Arg Asp Tyr

gacatccaga tgacccagtc

1

<210> 225
<211> 321
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 225
60
atcacttgcc
120
gggaaagccc
180
aggttcagtg
240
gaagattttg
300
gggaccaagg
321

<210> 226
<211> 107
<212> PRT
<213>
<220>
<223>
<400> 226

Trinh tu

téng hop

Trinh tw

téng hop

téng hop

nhadn tao

Trp Gly Ser Gly Tyr Tyr Phe Asp Phe

5

nhdn tao

gggcaagtca

ctaaactcct

gcagtggatc

caacttacta

tccatcctcc

gaacattaac

gatctatgct

tgggacagat

ctgtcaacag

tggagatcaa a

Trinh tw nhdn tao

10

ctgtctgcat

aactatttaa

gcatccagtt

ttcactctca

agttacaata

-161-

ctgtaggaga

attggtatca

tccaaaatgc

ccatcagcag

cccecgcectceac

cagagtcacc

gcagaaacca

ggtcccatca

tctgcaacct

tttcggcggg



Thr Gln

Ile Thr

Gln Gln

Ser Phe

Thr Asp

70

Thr Tyr
85

Gly Thr

nhan tao

Trinh ty nhé&n tao

Asp Ile Gln Met
1
Asp Arg Val Thr
20
Leu Asn Trp Tyr
35
Tyr Ala Ala Ser
50
Ser Gly Ser Gly
65
Glu Asp Phe Ala
Thr Phe Gly Gly
100
<210> 227
<211> 18
<212> ADN
<213> Trinh tu
<220>
<223> tbéng hop
<400> 227
cagaacatta acaactat
18
<210> 228
<211>
<212> PRT
<213>
<220>
<223> tbéng hop
<400> 228

Gln Asn Ile Asn Asn Tyr

1

<210> 229
<211> 9
<212> ADN
<213>
<220>

5

Trinh ty nhan tao

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Lys

40734

Pro

Arg

Pro

40

Asn

Thr

Cys

Val

Ser

Ala

25

Gly

Ala

Leu

Gln

Glu
105

-162-

Ser

10

Ser

Lys

vVal

Thr

Gln

90

Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Lys

Ser

Asn

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Asn

Ser

Asn

30

Leu

Phe

Leu

Thr

Val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Leu



40734

<223> tdbng hop

<400> 229
gctgcatcc
9

<210> 230
<211> 3
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 230

Ala Ala Ser

1

<210> 231
<211> 27
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 231

caacagagtt acaatacccc gctcact
27

<210> 232

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 232

Gln Gln Ser Tyr Asn Thr Pro Leu Thr

1 5
<210> 233
<211> 390
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 233

gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ttggtccagt ctggggggtc cctgagactc
60

-163-



tcctgtgcag
120

ccagggaagg
180

gtggactctg
240

ctgcaaatga
300

attgtagtag
360

ggccaaggga

cctctggatt

ggctggagtg

tgaagggccyg

acagcctgag

taccagctcc

ccacggtcac

40734

cacctttagt

ggtggccaac

attcaccatc

agccgatgac

tatgggatat

cgtctcctca

agctattgga

ataaagcaag

tccagagaca

acggctgtgt

tactactact

390

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

<220>
<223>

<400>

Glu

1

Ser

Trp

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Tyr

Val

Leu

Met

Asn

50

Gly

Gln

Arg

Tyr

234
130
PRT
Trin

tdng

234

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Asp

Phe
115

h tu

hop

Leu

Leu

20

Trp

Lys

Phe

Asn

Asp

100

Gly

nhan tao

Val

Ser

Val

Gln

Thr

Ser

85

Ile

Met

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Val

Asp

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Val

Val

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Val

Trp
120

Gly

Ser

25

Pro

Glu

Asp

Asp

Pro

105

Gly

-164-

Gly

Gly

Gly

Lys

Asn

Asp

90

Ala

Gln

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Pro

Gly

tgagctgggt

atggaagtga

acgccaagaa

attactgtgc

acttcggtat

Val Gln

Thr Phe

30

Leu
45

Gly
Tyr Val
Lys Asn
Ala Val
Met

Gly

Thr
125

Thr

Ser

Ser

Glu

Asp

Ser

Tyr

Tyr

110

Val

ccgccaggcet

gaaatactat

ctcactgtat

gagagatgat

ggacgtctgg

Gly Gly

Ser Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

80

Tyr Cys

Tyr

Tyr

Thr Val



40734

Ser Ser
130

<210> 235

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 235

ggattcacct ttagtagcta ttgg
24

<210> 236

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 236

Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Trp

1 5
<210> 237
<211> 24

<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 237

ataaagcaag atggaagtga gaaa
24

<210> 238

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 238

Ile Lys Gln Asp Gly Ser Glu Lys

1 5
<210> 239

<211> 69

<212> ADN

-165-



40734

Trinh tu nhan tao

gcgagagatg atattgtagt agtaccagct cctatgggat attactacta ctacttcggt

<213>

<220>

<223> tdéng hop
<400> 239

60

atggacgtc

69

<210> 240
<211> 23

<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>

<223> téng hop
<400> 240

Ala Arg Asp Asp

1

Tyr Tyr Phe Gly

20
<210> 241
<211> 321
<212> ADN
<213> Trinh tu
<220>
<223> téng hop
<400> 241
gacatccaga tgacccagtc
60
atcacttgcc
120
gggaaagccc
180
aggttcagcg
240
gaagattttg
300
gggaccaagc
321
<210> 242
<211> 107

nhan tao

Ile Val Val Val Pro Ala Pro Met Gly Tyr Tyr Tyr

5

Met Asp Val

nhan tao

gggcaagtca

ctaagcgcct

gcagtggatc

caacttatta

tccatcctcece

gggcattaga

gatctatgct

tgggacagaa

ctgtctacag

tggagatcaa a

10

ctgtctgcat

aatgatttag

gcatccagtt

ttcactctca

cataatagtt

-166-

ctgtaggaga

gctggtatca

tgcaaagtgg

caatcagcag

acccgtacac

15

cagagtcacc

gcagaaacca

ggtcccatca

cctgcagcect

ttttggccag



<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Asp Ile

1

Asp Arg

PRT
Trinh tu
tdng hop
242

Gln Met

Val Thr
20

Leu Gly Trp Tyr

Tyr Ala
50

35

Ala Ser

Ser Gly Ser Gly

65

Glu Asp

Thr Phe

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

<220>
<223>

<400>

Phe Ala

Gly Gln
100

243

18

ADN
Trinh tu

tdéng hop

243

nhédn tao

Thr Gln

Ile Thr

Gln Gln

Ser Leu

Thr Glu

70

Thr Tyr
85

Gly Thr

nhédn tao

cagggcatta gaaatgat

18

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

<220>
<223>

<400>

244

6

PRT
Trinh tu

téng hop

244

nhan tao

Gln Gly Ile Arg Asn Asp

1

5

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Lys

40734

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Leu

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu
105

-167-

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

His

Lys

Ser

Gly

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ser

Arg

30

Arg

Phe

Leu

Tyr

Val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Asp

Ile

Gly

Pro

80

Tyr



<210> 245

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> tbng hop

<400> 245

gctgcatcc

9

<210> 246

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> tbéng hop

<400> 246

Ala Ala Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

ctacagcata atagttaccc gtacact

27

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

<220>
<223>

<400>

Leu Gln His Asn

1

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

247

27

ADN

Trinh ty nhan tao

téng hop

247

248

9

PRT

Trinh tu nhan tao

téng hop

248

5

249
369
ADN
Trinh tu nhdn tao

40734

Ser Tyr Pro Tyr Thr

-168-



40734

<220>
<223> tdéng hop
<400> 249
gaagtgcagc tggtggagtc tgggggaggc
60
tcctgtgcag cctctggatt cacctttgat
120
ccagggaagg gcctggagtg ggtctcaggt
180
gcgaactctg tgaagggccg attcaccatce
240
ctgcaaatga acagtctgag agctgcggac
300
agggggatag tggctacggg gggggctttt
360
gtctcttca
369
<210> 250
<211> 123
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> tbéng hop
<400> 250
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20
Ala Met His Trp Val Arg Gln Ala
35 40
Ser Gly Ile Ser Trp Thr Gly Gly
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg
65 70
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala
85
Val Lys Asp Ile Arg Gly Ile Val

ttggttcagce

gattttgcca

attagttgga

tccagagagg

acggccttgt

gatatctggg

Gly Gly Leu

10

Ser Phe

25

Gly

Pro Gly Lys

Asn Met Asp

Glu Ala

75

Asp

Ala Asp Thr

90

Ala Thr Gly

-169-

ctggcaggtc

tgcactgggt

ctggtggtaa

acgccaagaa

attactgtgt

gccgagggac

Val Gln Pro

Thr Phe Asp

30

Leu Glu

45

Gly

Tyr Ala Asn

Lys Asn Ser

Ala Leu Tyr

Gly Ala Phe

cctgagactc

ccgacaagct

catggactat

ttccctgtat

aaaagatata

aatggtcacc

Gly Arg

Asp Phe

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

80

Tyr
95

Cys

Asp Ile



40734

100 105 110

Trp Gly Arg Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser

115 120
<210> 251
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 251

ggattcacct ttgatgattt tgcc
24

<210> 252

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 252

Gly Phe Thr Phe Asp Asp Phe Ala

1 5
<210> 253

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 253

attagttgga ctggtggtaa catg
24

<210> 254

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 254

Ile Ser Trp Thr Gly Gly Asn Met
1 5

-170-



40734

gtaaaagata taagggggat agtggctacg gggggggctt ttgatatc

<210> 255

<211> 48

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> tbng hop

<400> 255

483

<210> 256

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> tdng hop

<400> 256

Val Lys Asp Ile

1 5

<210> 257

<211> 321

<212> ADN

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>

<223> téng hop

<400> 257

gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc
60

atctcttgcc gggcaagtca gaccattagce
120

gggaaagccc ctaagctcct gatctatgtt
180

aggttcagtg gcagtggatc tgggacagat
240

gaagattttg caacttatta ctgtcaacag
300

gggaccaaag tggatatcaa a

321

<210> 258

<211> 107

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

10

ctgtctgcat

acttatttaa

gtgtccagtt

ttcactctca

agttacagta

-171-

ctgtaggaga

attggtttca

tgcaaagtgg

ccatcagcag

ccccattcac

Arg Gly Ile Val Ala Thr Gly Gly Ala Phe Asp Ile

15

cagagtcacc

gcagaaacca

ggtcccatca

tctgcaacct

tttcggccect



<223>

<400>

tdng hop

258

Asp Ile Gln Met

1

Asp Arg Val Thr

20

Leu Asn Trp Phe

Tyr Val
50

Val Ser

Ser Gly Ser Gly

65

Glu Asp

Thr Phe

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

<220>
<223>

<400>

Phe Ala

Gly Pro
100

259

18

ADN
Trinh tu

téng hop

259

Thr Gln

Ile Ser

Gln Gln

Ser Leu

Thr Asp

Thr Tyr

85

Gly Thr

nhé&n tao

cagaccatta gcacttat

18

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

<220>
<223>

<400>

260
6
PRT

Trinh ty nhan tao

tdéng hop

260

Gln Thr Ile Ser Thr Tyr

1

<210>
<211>

261
9

5

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Lys

40734

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Asp
105

-172-

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln
90

Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Lys

Ser

Thr

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Thr

Val

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Phe



<212> ADN
<213> Trinh tu
<220>

<223> tdng hop
<400> 261
gttgtgtcc

9

<210> 262
<211> 3

<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>

<223> tbéng hop
<400> 262

Val Val Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

caacagagtt acagtacccc attcact

27

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

<220>
<223>

<400>

263

27

ADN
Trinh tu

téng hop

263

264

9

PRT
Trinh tu

tbéng hop

264

Gln Gln Ser Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

265
345
ADN
Trinh tu

téng hop

265

nhan tao

nhé&n tao

nhén tao

nhédn tao

40734

Ser Thr Pro Phe Thr

5

nhadn tao

-173-



gaggtgcagc
60

tcctgtgcecag
120

ccagggaagg
180

gactccgtga
240

caaatgaaca
300

ggttttgata

tggtggagtc

cctctggatt

gactggagtg

agggccgatt

gcctgagacc

tctggggcca

40734

tggaggaggc

caccgtcggt

gatctcagtt

caccatctcc

tgaggacacg

agggacaatg

ttggtccagce

accaactaca

atttatagcg

agacagactt

gccgtatatt

gtcaccgtct

cgggggggtc

tgaactgggt

gtggtagcac

cccagaacac

actgtgcgag

cttca

cctgagactc

ccgccaggct

attctacgca

gctgtatctt

aggtatacgt

345

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

<220>
<223>

<400>

Glu

1

Ser

Tyr

Ser

Gly

65

Gln

Arg

Val

Val

Leu

Met

vVal

50

Arg

Met

Gly

Ser

266
115
PRT
Trin

téng

266

Gln

Arg

Asn

35

Ile

Phe

Asn

Ile

Ser
115

h tu

hop

Leu

Leu

20

Trp

Tyr

Thr

Ser

Arg
100

nhan tao

Val

Ser

Val

Ser

Ile

Leu

85

Gly

Glu

Cys

Arg

Gly

Ser

70

Arg

Phe

Ser

Ala

Gln

Gly

Arg

Pro

Asp

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Gln

Glu

Ile

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Thr

Asp

Trp
105

-174-

Gly

Gly

Gly

Phe

Ser

Thr

90

Gly

Leu

Phe

Lys

Tyr

Gln

75

Ala

Gln

Val

Thr

Gly

Ala

60

Asn

Val

Gly

Gln

Val

Leu

45

Asp

Thr

Tyr

Thr

Pro

Gly

30

Glu

Ser

Leu

Tyr

Met
110

Gly

Thr

Trp

Val

Tyr

Cys

Val

Gly

Asn

Ile

Lys

Leu

80

Ala

Thr



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

<220>
<223>

<400>

267

24

ADN
Trinh tu

téng hop

267

40734

nhédn tao

ggattcaccg tcggtaccaa ctac

24

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

<220>
<223>

<400>

268

8

PRT
Trinh tu

tdéng hop

268

Gly Phe Thr Val

1

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

<220>
<223>

<400>

269
21
ADN
Trinh tu

tdéng hop

269

nhéan tao

Gly Thr Asn Tyr
5

nhén tao

atttatagcg gtggtagcac a

21

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

<220>
<223>

<400>

270

7

PRT
Trinh tu

tdéng hop

270

Ile Tyr Ser Gly

1

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

<220>
<223>

271

27

ADN
Trinh tu
téng hop

nhan tao

Gly Ser Thr
5

nhan tao

-175-



40734

<400> 271

gcgagaggta tacgtggttt tgatatc
27

<210> 272

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> tdng hop

<400> 272

Ala Arg Gly Ile

1 5

<210> 273

<211> 324

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> tbéng hop

<400> 273

gacatccaga tgacccagtc tccatcctcce
60

atcacttgcc gggcaagtca gagcattagce
120

gggaaagccc ctaagctcct gatctatgcet
180

aggttcagtg gcagtggatc tgggacagat
240

gaagattttg caacttacta ctgtcaacag
300

caagggacac gactggagat taaa

324

<210> 274

<211> 108

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> tbéng hop

<400> 274

Arg Gly Phe Asp Ile

ctgtctgcat

agctatttaa

gcatccagtt

ttcactctca

agttacagta

ctgtaggaga

attggtatca

tgcaaagtgg

ccatcagcag

cccctceccgat

cagagtcacc

gcagaaacca

ggtcccgtca

tctgcaacct

caccttcggce

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

1

5

10

-176-

15



Asp Arg Val Thr Ile Thr
20

Leu Asn Trp Tyr Gln Gln

35
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu
50

Ser Gly Ser Gly Thr Asp

65 70

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr

85

Ile Thr Phe Gly Gln Gly
100

<210> 275

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> tbng hop

<400> 275

cagagcatta gcagctat

18

<210> 276

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> tbng hop

<400> 276

Gln Ser Ile Ser Ser Tyr

1 5

<210> 277

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhan tao

<220>

<223> tdng hop

<400> 277

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Thr

40734

Ala
25

Arg Ser

Pro
40

Gly Lys

Ser Gly Val

Thr Leu Thr

Gln Gln

90

Cys

Leu Glu

105

Arg

-177-

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

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Pro



40734

gctgcatcc
9

<210> 278
<211> 3
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 278

Ala Ala Ser

1

<210> 279
<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 279

caacagagtt acagtacccc tccgatcacc
30

<210> 280

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tu nhéan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 280

Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro Pro Ile Thr

1 5 10
<210> 281
<211> 345
<212> ADN

<213> Trinh tyu nhé&n tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 281
gaggtgcagc tggtggagtc tggaggaggc ttggtccagc cgggggggtc cctgagactc
60

tcctgtgcag cctctgggtt taccatcagt accaactaca tgaactgggt ccgccaggcet
120

-178-



40734

ccagggaagg ggctggagtg ggtcgecagtt
180
gactccgtga agggccgatt caccatctcce
240
caaatgagca gcctgaattc tgaagacacg
300
ggttttgata tttggggcca agggacaatg
345
<210> 282
<211> 115
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> téng hop
<400> 282
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20
Tyr Met Asn Trp Val Arg Gln Ala
35 40
Ala Val Ile Tyr Ser Ser Gly Ser
50 55
Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Leu
65 70
Gln Met Ser Ser Leu Asn Ser Glu
85
Arg Gly Ile Arg Gly Phe Asp Ile
100
Val Ser Ser
115
<210> 283
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao
<220>

atttatagca

agactcactt

gccgtgtatt

gtcaccgtct

Gly Gly Leu

10

Ser Phe

25

Gly

Pro Gly Lys

Thr Tyr Tyr

Thr Ser Lys

75

Thr
90

Asp Ala

Trp Gln

105

Gly

-179-

gtggttccac atactatatc

ccaagaacac ggtgtatctt

actgtgcgag ggggatcagg

cttca

Val Gln Pro Gly

15

Gly

Thr Ile Ser Thr Asn

30

Leu Glu Val

45

Gly Trp

Ile
60

Asp Ser Val Lys

Thr Val Leu

80

Asn Tyr

Val Tyr Tyr Cys Ala

95

Thr Met

110

Gly Val Thr



<223>

<400>

gggtttacca tcagtaccaa ctac

24

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

<220>
<223>

<400>

téng hop

283

284

8

PRT
Trinh tu

téng hop

284

Gly Phe Thr Ile

1

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

<220>
<223>

<400>

atttatagca gtggttccac a

21

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

<220>
<223>

<400>

285
21
ADN
Trinh tu

téng hop

285

286

7

PRT
Trinh tu

tdéng hop

286

Ile Tyr Ser Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

gcgaggggga tcaggggttt tgatatt

27

287

27

ADN
Trinh tu

téng hop

287

nhan tao

nhé&n tao

nhédn tao

Gly Ser Thr

nhan tao

40734

Ser Thr Asn Tyr

-180-



40734

<210> 288

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> tdéng hop

<400> 288

Ala Arg Gly Ile

1 5

<210> 289

<211> 372

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> tbéng hop

<400> 289

gaagtgcagc tggtggagtc ggggggaggc
60

tcctgtgcag cctctggatt caccattgat
120

ccagggaagg gcctggagtg ggtctcaggt
180

gcggactctg tgaggggccg attcaccatc
240

ctgcaaatga acagtctgag agttgaggac
300

aggggcaact ggaactacgg gggaaactgg
360

actgtctcct ca

372

<210> 290

<211> 124

<212> PRT

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>

<223> tbéng hop

<400> 290

Glu Val Gln Leu

1

Ser Leu Arg Leu

5

20

Arg Gly Phe Asp Ile

ttggtacagc

gatagtgcca

attagttgga

tccagagaca

acggccttgt

ttcgacccct

10

-181-

ctggcaggtc

tgcactgggt

aaagtggtag

acgccaagaa

attactgtgt

ggggccaggg

30

cctgagactc

ccggcaaact

cataggttat

ttccctctat

aaaagatata

aaccctggtc

Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Arg

15

Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Ile Asp Asp Ser
25



Ala Met His Trp

35

Ser Gly Ile Ser

50

Arg Gly Arg Phe

65

Leu Gln Met Asn

val Lys Asp Ile

100

Pro Trp Gly Gln

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

<220>
<223>

<400>

115

291
24
ADN
Trinh tu

téng hop

291

40734

Val Arg Gln Thr
40

Trp Lys Ser Gly
55

Thr Ile Ser Arg
70

Ser Leu Arg Val
85

Arg Gly Asn Trp

Gly Thr Leu Val
120

nhéan tao

ggattcacca ttgatgatag tgcc

24

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

<220>
<223>

<400>

292

3

PRT
Trinh tu

tbéng hop

292

Gly Phe Thr Ile

1

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

<220>
<223>

293

24

ADN
Trinh tu
tdng hop

nhan tao

Asp Asp Ser Ala
5

nhan tao

Pro

Ser

Asp

Glu

Asn

105

Thr

-182-

Gly

Ile

Asn

Asp

90

Tyr

Val

Lys

Gly

Ala

75

Thr

Gly

Ser

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Ser

Leu

45

Ala

Asn

Leu

Asn

Glu

Asp

Ser

Tyr

Trp
110

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Phe

Val

Val

Tyr

80

Cys

Asp



40734

<400> 293

attagttgga aaagtggtag cata
24

<210> 294

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> tdbng hop

<400> 294

Ile Ser Trp Lys Ser Gly Ser Ile

1 5
<210> 295

<211> 51

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 295
gtaaaagata taaggggcaa ctggaactac gggggaaact ggttcgaccc ¢
51

<210> 296
<211> 17
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 296

Val Lys Asp Ile Arg Gly Asn Trp Asn Tyr Gly Gly Asn Trp Phe Asp

1 5 10 15
Pro

<210> 297

<211> 345

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 297

gaggtgcagce tggtggagtc tggaggaggc ttggtccagce ctggggggtc cctgagactc
60

-183-



tcatgtgaag
120
ccagggaagg
180
gactacgtga
240
caaatgaata
300
ggtttggaca
345

<210> 298
<211> 115
<212> PRT
<213> Trin
<220>

<223> tbng
<400> 2098

Glu Val Gln

1

Ser

His

Ser

Gly

65

Gln

Arg

Val

Leu

Met

Val

50

Arg

Met

Gly

Ser

<210>
<211>

Arg

Asn

35

Ile

Leu

Asn

Ile

Ser

115

299
24

cctctgggtt

gtctggagtyg

aggggcgatt

gcctgagaag

tctggggccy

h tu

hop

Leu

Leu

20

Trp

Phe

Thr

Ser

Gly
100

nhan tao

Val

Ser

Val

Ser

Ile

Leu

85

Gly

Glu

Cys

Arg

Ser

Phe

70

Arg

Leu

Ser

Glu

Gln

Gly

Arg

Ser

Asp

40734

caccgtcggt

ggtctcagtt

aaccatcttc

tgaggacacg

agggacaatg

Gly

Ala

Ala

40

Arg

Gln

Glu

Ile

gtcaaccaca

attttcagta

agacaaacct

gccatatatt

gtcaccgtct

Gly Gly

Ser Gly
25

Pro Gly

Thr Phe

Thr Ser

Asp Thr

90

Trp Gly
105

-184-

Leu

Phe

Lys

Tyr

Gln

75

Ala

Arg

tgaactgggt

gtggtaggac

cccagaacac

actgtgcgag

cttca

Val

Thr

Gly

Gly

Asn

Ile

Gly

Gln

Val

Leu

45

Asp

Thr

Tyr

Thr

Pro

Gly

30

Glu

Tyr

Val

Tyr

Met
110

Gly

15

Val

Trp

Val

Tyr

Cys

95

vVal

ccgccaggcet

attctacgga

ggtgtatctt

agggattggc

Gly

Asn

Val

Lys

Leu

80

Ala

Thr



<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

gggttcaccg tcggtgtcaa ccac

24

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

<220>
<223>

<400>

ADN

Trinh tu nhén tao

tdng hop

299

300

8

PRT
Trinh tu

téng hop

300

Gly Phe Thr Val

1

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

<220>
<223>

<400>

attttcagta gtggtaggac a

21

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

<220>
<223>

<400>

301
21
ADN
Trinh tu

téng hop

301

302

7

PRT
Trinh tu

téng hop

302

Ile Phe Ser Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

303

27

ADN
Trinh tu

tdéng hop

303

nhén tao

nhén tao

nhan tao

Gly Arg Thr

nhén tao

40734

Gly Val Asn His

-185-



40734

gcgagaggga ttggcggttt ggacatc

27

<210> 304

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao
<220>

<223> tbéng hop

<400> 304

Ala Arg Gly Ile

1 5

<210> 305

<211> 369

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> tbng hop

<400> 305

gaagtgcagc tggtggagtc tgggggaggc
60

tcctgtgcag cctctggatt cacctttgat
120

ccagggaagg gcctggagtg ggtctcaggt
180

gcggactctg tgaagggccg attcaccatc
240

ctgcaaatga gcagtctgag aactgaggac
300

cgggggaact ggaagtacgg aggctggttc
360

gtctcctca

369

<210> 306

<211> 123

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> tbéng hop

<400> 306

Gly Gly Leu Asp Ile

ttggttcagc

gattatgcct

attagttgga

tccagagaca

acggccatat

gacccctggg

ctggcaggtc

tgcactgggt

ctggtggtac

acgccaagaa

attactgtac

gccagggaac

cctaagactc

ccggcaagcet

tatagactat

ctccectgtat

aagagatatc

cctggtcacc

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Arg

1

5

10
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40734

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser

20 25

Ala Leu His Trp Val Arg Gln Ala Pro

35 40

Ser Gly Ile Ser Trp Thr Gly Gly Thr

50

55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp

65

70

Leu Gln Met Ser Ser Leu Arg Thr Glu

85

Thr Arg Asp Ile Arg Gly Asn Trp Lys

100 105

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val

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

<220>
<223>

<400>

115 120

307

24

ADN

Trinh ty nhén tao

téng hop

307

ggattcacct ttgatgatta tgcc

24

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

<220>
<223>

<400>

308

8

PRT

Trinh tyu nhédn tao

tbéng hop

308

Gly Phe Thr Phe Asp Asp Tyr Ala

1

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

5

309

24

ADN

Trinh tu nhén tao

-187-

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

90

Tyr

Ser

Phe

Lys

Asp

Ala

75

Thr

Gly

Ser

Thr

Gly

Tyr

Lys

Ala

Gly

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Ile

Trp

Asp

Glu

Asp

Ser

Tyr

Phe
110

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr

Asp

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Pro



40734

<220>
<223> tbng hop

<400> 309

attagttgga ctggtggtac tata
24

<210> 310

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tyg nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 310

Ile Ser Trp Thr Gly Gly Thr Ile

1 5
<210> 311

<211> 48

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 311
acaagagata tccgggggaa ctggaagtac ggaggctggt tcgacccc
48

<210> 312
<211> 16
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 312

Thr Arg Asp Ile Arg Gly Asn Trp Lys Tyr Gly Gly Trp Phe Asp Pro

1 5 10 15
<210> 313
<211> 360

<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 313

caggtgcagc tggtgcagtc tgggactgag gtgaagaagc ctggggcctc agtgaaggtc
60
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cttctggata

gacttgactg

ttcagggcag

gtggactgag

acaattcttt

40734

caccttcacc

gatgggatgg

ggtcaccatg

atctgacgac

cgacccctgg

gcctactata

atcagcccta

accagggaca

acggccgtat

ggccagggaa

tgcactgggt

acagtggttt

cgtccatcaa

attactgtgc

ccctggtcac

gcgacaggcc

cacaaactat

cacattttat

gcgagagggt

cgtctcctca

h tu

hop

Leu

Val

20

Trp

Ser

Val

Ser

Gly

100

Val

nhédn tao

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Gly

85

Ser

Thr

Gln

Cys

Arg

Asn

Met

70

Leu

Thr

vVal

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Arg

His

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

His

Ser
120

Thr

Ser

25

Pro

Phe

Asp

Asp

Asn
105

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Ser

Val

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Phe

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Asp

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Pro

Pro

Thr

30

Asp

Gln

Thr

Tyr

Trp
110

Gly

15

Ala

Trp

Lys

Phe

Tyr

95

Gly

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gln

tcctgcaagg
120
cctggtcaag
180
gcacagaagt
240
atggagctga
300
tctactcacc
360
<210> 314
<211> 120
<212> PRT
<213> Trin
<220>
<223> tbéng
<400> 314
Gln Val Gln
1
Ser Val Lys
Tyr Met His
35
Gly Trp Ile
50
Gln Gly Arg
65
Met Glu Leu
Ala Arg Glu
Gly Thr Leu
115
<210> 315
<211> 24
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<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ggatacacct tcaccgccta ctat

24

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

<220>
<223>

<400>

ADN

Trinh ty nhan tao

tdng hop

315

316

8

PRT
Trinh tu

tdng hop

316

Gly Tyr Thr Phe

1

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

<220>
<223>

<400>

atcagcccta acagtggttt caca

24

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

<220>
<223>

<400>

317

24

ADN
Trinh tuy

téng hop

317

318

38

PRT
Trinh tu

téng hop

318

Ile Ser Pro Asn

1

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

<220>
<223>

<400>

319
39
ADN
Trinh tu

téng hop

319

nhan tao

nhé&n tao

nhan tao

nhan tao

40734

Thr Ala Tyr Tyr

Ser Gly Phe Thr
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40734

gcgcgagagg gttctactca ccacaattct ttcgacccc

39

<210> 320

<211> 13

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> tbng hop

<400> 320

Ala Arg Glu Gly

1 5

<210> 321

<211> 342

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> téng hop

<400> 321

gaggtgcagc tggtggagtc tggaggaggc
60

tcctgtgcag cctctgggtt caccgtcggt
120

ccagggaagg ggctggagtg ggtctcagceg
180

gactccgtga agggccgatt caccatttcce
240

caaatgaaca gcctgagaac tgaggacacg
300

atggacgtct ggggccaagg gaccacggtc
342

<210> 322

<211> 114

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> téng hop

<400> 322

Glu Val Gln Leu

1

Ser Leu Arg Leu

5

10

ttggtccaac

actaacttca

atttatagcg

agagacactt

gccgtttatt

accgtctcct

10

-191-

Ser Thr His His Asn Ser Phe Asp Pro

cgggggggte

tgaattgggt

gtggtaccgc

ccaggaacac

attgtgcgag

cctgaggctc

ccgccaggcet

taactacgca

gctgtatctt

aggggggggt

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

15

Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Val Gly Thr Asn



Phe

Ser

Gly

65

Gln

Arg

Ser

Met

Ala

50

Arg

Met

Gly

Ser

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

<220>
<223>

<400>
gggttcaccg tcggtactaa cttc

24

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

<220>
<223>

<400>

20

Asn Trp
35

Ile Tyr

Phe Thr

Asn Ser

Gly Gly

100

323
24
ADN

Trinh ty nhdn tao

tdéng hop

323

324

3

PRT
Trinh tu

tdng hop

324

Gly Phe Thr Vval

1

<210> 325
<211> 21

<212> ADN
<213> Trinh tu
<220>

<223> téng hop

Val

Ser

Ile

Leu

85

Met

nhdn tao

Arg

Gly

Ser

70

Arg

Asp

Gln

Gly

55

Arg

Thr

Val

40734

25

Ala Pro

40

Thr Ala

Asp Thr

Glu Asp

Trp Gly
105

Gly Thr Asn Phe

5

nhén tao

-192-

Gly

Asn

Ser

Thr

90

Gln

Lys

Tyr

Arg

75

Ala

Gly

Gly

Ala

60

Asn

Val

Thr

Leu

45

Asp

Thr

Tyr

Thr

30

Glu

Ser

Leu

Tyr

Val
110

Trp

Val

Tyr

Cys

95

Thr

vVal

Lys

Leu

80

Ala

Val



40734

<400> 325

atttatagcg gtggtaccgce t
21

<210> 326

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 326

Ile Tyr Ser Gly Gly Thr Ala

1 5
<210> 327

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 327

gcgagagggg ggggtatgga cgtc
24

<210> 328

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 328

Ala Arg Gly Gly Gly Met Asp Val

1 5
<210> 329
<211> 354
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 329
caggtccagc tggtgcagtc tggggctgag gtgaagaagc ctgggtcctc ggtgaaggtc
60

tcctgcaagg cttctggagg caccttcaac acctatgttc tcagctgggt gcgacaggec
120
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40734

atcatcccta

accacggacg

acggccgtgt

ggaaccctgg

tcttaggtgce

aatccacgaa

attactgtgc

tcactgtctc

agcaaactac

tacagcctac

gagagatcgg

ctca

cctggacaag ggcttgagtg gatgggagag
180
gcacagaact tccagggcag agtcactttt
240
atggacctga gcagcctaag atctgaggac
300
acctccgggg ggttcgaccc ctggggccag
354
<210> 330
<211> 118
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> téng hop
<400> 330
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly
1 5
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala
20
Val Leu Ser Trp Val Arg Gln Ala
35 40
Gly Glu Ile Ile Pro Ile Leu Gly
50 55
Gln Gly Arg Val Thr Phe Thr Thr
65 70
Met Asp Leu Ser Ser Leu Arg Ser
85
Ala Arg Asp Arg Thr Ser Gly Gly
100
Leu Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 331
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

Ala

Ser

25

Pro

Ala

Asp

Glu

Phe
105

-194-

Glu

10

Gly

Gly

Ala

Glu

Asp

Asp

Val

Gly

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Pro

Lys

Thr

Gly

Tyr

Thr

Ala

Trp

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gly

Pro

Asn

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gln
110

Gly

15

Thr

Trp

Asn

Ala

Tyr
95

Gly

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Thr



40734

<220>
<223> tbng hop

<400> 331

ggaggcacct tcaacaccta tgtt
24

<210> 332

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 332

Gly Gly Thr Phe Asn Thr Tyr Val

1 5
<210> 333

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 333

atcatcccta tcttaggtgc agca
24

<210> 334

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tuyu nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 334

Ile Ile Pro Ile Leu Gly Ala Ala

1 5
<210> 335

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 335

gcgagagatc ggacctccgg ggggttcgac ccc
33
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40734

<210> 336
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 336

Ala Arg Asp Arg Thr Ser Gly Gly Phe Asp Pro

1 5 10
<210> 337
<211> 357
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 337
caggttcagc tggtgcagtc tggagctgag gtggagaagc ctggggcctc agtgaaggtc
60

tcctgcaagg cttctggtta catctttacc cactatggta tcagctgggt gcgacaggcc
120

cctggacaag gacttgagtg ggtgggctgg atcagccctt acaatggtta cacagactat
180

gcacagaaac tccagggcag agtcaccttg accacagaca catccacgac cacagcctac
240

atggagctga ggaacctgag atctgacgac acggccatgt attactgttc gagagggagg
300

ggcccttact ggtccttcga tctctgggge cgtggcacce tggtcaccgt ctcctca
357

<210> 338
<211> 119
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 338
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Glu Lys Pro Gly Ala

1 5 10 15

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

35

Gly Trp Ile Ser

50

Gln Gly Arg Val

65

Met Glu Leu Arg

Ser Arg Gly Arg

100

Thr Leu Val Thr

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

<220>
<223>

<400>

115

339
24
ADN
Trinh tu

téng hop

339

40734

Val Arg Gln Ala
40

Pro Tyr Asn Gly
55

Thr Leu Thr Thr
70

Asn Leu Arg Ser
85

Gly Pro Tyr Trp

Val Ser Ser

nhan tao

ggttacatct ttacccacta tggt

24

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

<220>
<223>

<400>

340

8

PRT
Trinh tu
téng hop
340

Gly Tyr Ile Phe

1

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

<220>
<223>

<400>

341
24
ADN
Trinh tu

tébng hop

341

nhan tao

Thr His Tyr Gly
5

nhéan tao

Pro

Tyr

Asp

Asp

Ser
105

-197-

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Phe

Gln

Asp

Ser

75

Thr

Asp

Gly

Tyr

Thr

Ala

Leu

Leu

45

Ala

Thr

Met

Trp

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Arg

Val

Leu

Tyr

80

Cys

Gly



40734

atcagccctt acaatggtta caca

24

<210> 342
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 342

Ile Ser Pro Tyr Asn Gly Tyr Thr

1 5
<210> 343

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 343
tcgagaggga ggggccctta ctggtcctte gatctce
36

<210> 344
<211> 12
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 344

Ser Arg Gly Arg Gly Pro Tyr Trp Ser Phe Asp Leu
1 5 10
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40734
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40734
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MC38-cOVA/eGFP-mPD-L17-hPD-L1T9
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