BAN MO TA SANG CHE THUOC BANG POC QUYEN SANG CHE

Cong hoa xa hgi chi nghia Viét Nam (VN) (11)
CUC SO HU'U TRI TUE
1-0042011

C07K 16/28; A61K 39/39; CO7K 16/30; (13) B

7
G A61P 35/02; AGIK 39/00; A61K 39/395

(21) 1-2018-04388 (22) 03/03/2017
(86) PCT/US2017/020719 03/03/2017 (87) WO0O2017/152088 A1 08/09/2017
(30) 62/304,405 04/03/2016 US; 62/413,025 26/10/2016 US
(45) 25/12/2024 441 (43) 25/04/2019 373A
(73) 1. JN BIOSCIENCES, LLC (US)
320 Logue Avenue, Mountain View, CA 94043, US
2. ABMUNO THERAPEUTICS LLC (US)
914 Channing Way, Berkeley, CA 94710, US
(72) TSO J. Yun (US); TSURUSHITA Naoyo (JP); DURAMAD Omar (US).
(74) Coéng ty TNHH Tam nhin va Lién danh (VISION & ASSOCIATES CO.LTD.)

(54) KHANG THE PON DONG LIEN KET VOI POLYPEPTIT TIGIT VA DUGC
PHAM CHUA KHANG THE DON DONG NAY

(57) Sang ché dé xuét cac khang thé don dong lién két dic hiéu v6i TIGIT. Cac khang thé

don dong nay c6 kha ning hoat hoa dang ké cac té bao T va cac té bao tiéu diét tu nhién

bang cach e ché lién két cua TIGIT véi CD155. Cac khang thé don dong nay co thé duoc

str dung dé diéu tri ung thu va bénh truyén nhiém, cing véi cac tng dung khac. Sang ché

cling boc 16 khang thé khang TIGIT va duoc pham chira khang thé.
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Linh vue ki thuat dwoc dé cap

Puoc d& xut trong ban mo ta ny, ngoai nhing diéu khéc, cac khang thé
don dong lién két dic hiu v6i cac phéan tir diém kiém soat dép tng mién dich,
qua d6 dem lai sy hoat hoa dang ké céc té bao mién dich cling nhu viéc st dung
cac khang thé don dong nay trong diéu tri ung thu va bénh truyén nhidm, bén canh

cac ung dung khéc.

Tinh trang ky thuit ciia sing ché

Dap tng mién dich dic hiéu khang nguyén 1a mot qua trinh sinh hoc phirc
tap dugc kiém soat boi nhiéu 16p cac nhén té diéu hoa 4m tinh va dwong tinh. Cac
té bao T ban dau duoc kich thich thong qua thu thé té bao T (TCR) bang cach
nhén biét khang nguyén peptit ciing ngudn véi ching dugc biéu hién béi cac phan
t& phirc hop tuong thich mé chinh (MHC) trén cac té bao trinh dién khang nguyén.
Viéc hoat hoa té bao T t6i wu doi hoi mot “tin hiéu tha cép” duoc tao ra boi cac
phan tir déng kich thich vi du nhu CD28. Pép tng mién dich duoc ting cuong
diéu hoa duong tinh béi cac phan tir dong kich thich, nhw OX40, GITR va 4-1BB
thudc siu ho thu thé TNF, va duoc diéu hoa am tinh boi céc phan tir diém kiém
soat nhu PD-1 va CTLA-4. Chirc ning cia cac phan tir diém kiém soét 13 ngan
chin sy phan tng qua mic khong mong muén cia hé mién dich trong co thé; tuy
nhién, ching ciing han ché kha ning chdng ung thu va bénh truyén nhidm mét
cach hiéu qua cua hé théng mién dich. Viéc chin chitc ning cia PD-1 hodc CTLA-
4 bang khang thé IgG don dong d6i khang dugc bdo céo 1a c6 hiéu qua trong liu
phép mién dich d6i véi bénh ung thu & nguoi (dé xem lai, xem Pardoll, Nat. Rev.
Cancer, 12:252-264, 2012; Mahoney et al., Nat. Rev. Drug Discov. 14:561-584,
2015; Shin et al., Curr. Opin. Immunol. 33:23-35, 2015; Marquez-Rodas et al.
Ann. Transl. Med. 3:267, 2015).
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Céc phan tir diém kiém soat khac nhu TIM-3, LAG-3, TIGIT, BTLA va
VISTA da duoc bao cao (Mercier et al., Front. Immunol. 6:418, 2015). TIGIT
(thu thé mién dich t& bao T véi Ig va cac mién ITIM), mdt thanh vién cua siéu
ho globulin mién dich v6i motif rc ché dua vao tyrosine cta thu thé mién dich
(ITIM) & dudi t& bao chét, dugc biéu hién trén céc tip hop con cia céc té bao T
duoc hoat hoa va céc té bao tidu diét ty nhién (NK) (Yu et al., Nat. Immunol.10:
48-57, 2009). TIGIT duoc biét 1 c6 twong tac véi CD155 (con goi 1a PVR va
necl-5), CD112 (con dugce goi la PVRL2 va nectin-2), va co thé voi CD113 (con
duoc goi la PVRL3 va nectin-3) (Mercier et al., supra; Martinet et al., Nat. Rev.
Immunol. 15: 243-254, 2015). Lién két ciia TIGIT v&i phdi tir 4i lyc cao CD155,
cac phéi to nay duogc biéu hién trén céc té bao trinh dién khang nguyén, da duoc
béo c4o 12 c6 e ché chic ning cua té bao T va té bao NK (Mercier et al., supra;
Joller et al., J. Immunol.186: 1338-1342, 2011; Stanietsky et al., Eur.J.
Immunol.43:2138-2150, 2013; Li et al., J. Biol.Chem. 289:17647-17657, 2014;
Zhang et al. Cancer Immunol. Immunother. Epub vao ngay 3, thang 2, 2016).
TIGIT ciing d3 dwoc bao céo 1a ¢ e ché té bao T gidn tiép bang cach didu

chinh sy sén sinh xytokin béi cac té bao phan nhanh (Yu et al., supra).

Céc khéi u tao thanh cic mdi trudng vi méd @c ché cao, noi cac té bao T
tham nhap bi kiét qué va cac t& bao NK bi chin ding boi cac phan tir diém kiém
soat nhu PD-1 va TIGIT dé tranh cac dap tmg mién dich (Johnston et al., Cancer
Cell. 26:926-937, 2014; Chauvin et al., J. Clin.Invest. 125:2046-2058, 2015;
Inozume et al., J. Invest. Dermatol.Epub on Oct 12, 2015). Su biéu hiéu muc d6
cao ctia TIGIT trén t& bao T CD8+ di duoc bio cdo 13 ¢6 twong quan voi két qua
14m sang kém cua cac d6i twong AML (Kong et al., Clin.Cancer Res. Epub on
Jan. 13, 2016). Céc khiém khuyét chtic nang cta té bao T TIGIT + CD8+ kiét qué
tir cac ddi twong AML d3 duoc béo céo 1a duge thay d6i hoan toan nho sy pha v
qua trung gian siARN cta biéu hién TIGIT (Kong et al., supra). Cling dugc ghi
chép lai rang t& bao T CD8+ tac dong trong 1y nhiém HIV trong mau va nhiém
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SIV trong md bach huyét thé hién mtc d6 cao hon ctua TIGIT (Chew et al., PLOS
Pathogens, 12:¢1005349, 2016). Ngoai ra, sy ngin chian khang thé ex vivo cua
TIGIT d3 dugc bao cdo 1a dé khoi phuc cac dap tng tac dong té bao T CD8+ dac

hiéu virut.

Ban chét k§ thuit ciia sang ché

Sang ché dé xuit, ngoai nhitng diéu khéc, mot khéng thé canh tranh véi bat
ky trong s6 TIG1, TIG2 hoac TIG3 dé lién két v6i TIGIT & nguoi. Khang thé
TIG1 duoc dic trung boi ving bién ddi chudi nhe truéng thanh SEQ ID NO:14
va ving bién dbi chudi ning truéng thanh SEQ ID NO:10, khang thé TIG2 duoc
dic trung boi ving bién dbi chudi nhe truong thanh SEQ ID NO:22 va ving bién
d6i chudi ning trudng thanh SEQ ID NO:18, va khang thé TIG3 duoc dic trung
boi ving bién ddi chudi nhe truong thanh SEQ ID NO:30 va viing bién d6i chudi
ning truong thanh SEQ ID NO:26, dé lién két dic hiéu v6i TIGIT. Mot sé khang
thé lién két v6i cing mdt quyét dinh khang nguyén trén TIGIT & ngudi nhu TIG,
TIG2 hodc TIG3. Mot sb khang thé tic ché sy lién két ctia TIGIT & ngudi véi
CD155. Mot sb khang thé bao gdm ba CDR chudi nhe va ba CDR chudi ning,
thuc chit 14 tir ba CDR chudi nhe va ba CDR chudi ning tuong tmg tir TIG1. Mot
sb khang thé chita ba CDR chudi nhe va ba CDR chudi nang cua TIG1, TIG2,
hodc TIG3. Mbt s6 khang thé bao gdm ba CDR chudi nang nhu dugc xac dinh boi
Kabat va ba CDR chudi nhe nhu duge xac dinh boi Kabat chia bat ky trong sb
TIG1 (SEQ ID NO: 15-17 v6i chubi nhe va 11-13 vé6i chudi ning), TIG2 (SEQ
ID NO: 23-25 v6i chudi nhe, 19-21 v6i chudi ning) hodc TIG3 (SEQ ID NO: 31-

33 véi chubi nhe va 27-29 véi chudi ning).

Mot s6 khang thé don dong lién két véi mot quyét dinh khang nguyén cila
TIGIT & ngudi bao gdm cac gbe 35 va 37 ciia SEQ NO:1 va/hodic céc gbc 49 va
51 ctia SEQ ID NO:1. Mot s6 khang thé don dong lién két v6i quyét dinh khang
nguyén cta TIGIT & ngudi bao gom cac gbe 35, 37, 49 va 51 cia SEQ ID NO:1.
Mot s6 khang thé don dong lién két véi mot peptit bao gom cac gbc tir 35 dén 51
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cua SEQ ID NO:1 va khéng qua nam axit amin chan tr SEQ ID NO:1 ¢ hai bén.
Mot sb khang thé don dong lién két véi mot peptit gbm cac gdc tir 35 dén 51 cua
SEQ ID NO:1. Mot s6 khang thé don dong nhu vay lién két véi mot quyét dinh
khang nguyén gbém tir 3 dén 20 gbc ké tiép cua SEQ ID NO:1.

Mot s6 khang thé 1a khang thé kham, khang thé dugc nhan hoa (humanized
antibody: c6 nghia 1 khang thé tir cac loai khong phai con ngudi, ¢6 chudi protein
d3 dugc stra dbi dé ting tinh twong ddng cua ching véi cac bién thé khang thé
duoc tao ra tu nhién & nguoi), khang thé co6 bé mat thay d6i gbc (veneered
antibody: c6 nghia 1a khang thé ma cac gdc trén bé mit ciia phan tir dugc thay doi
thanh cAc axit amin ké tiép & nguoi dé giam kha ning mién dich) hodic khang thé
& ngudi. Mot sb khang thé c6 isotyp kappa IgG1 & ngudi. Mot s6 khang thé ¢6 ¢6
isotyp kappa IgG4 & ngudi. Mot khang thé c6 thé 1a khang thé nguyén ven hoic
khang thé don chudi, manh Fab hoic F(ab'),.

Sang ché ciing dé xuit thém duoc pham chita khéng thé bat ky trong sb cac
khang thé néu trén va chét mang duoc dung.

Sang ché con dé xuit cac phuong phép diéu tri hodc du phong hidu quéa ung
thu & mot d6i tuong, bao gém viéc cho dbi tugng bi hodc cé nguy co bi ung thu
tiép nhan mot phac d6 dibu tri hiéu qua cta khang thé bét ky trong s cac khang
thé néu trén. Theo mot s phwong phéap, dbi twong mic bénh bach cau dong tay
cp tinh hodc bénh bach cau té bao T truéng thanh.

Theo céc phuong 4n khac, sang ché dé cap dén viéc sir dung céc khang thé
dugc md ta trong ban mo ta nay két hop vdi cac chit c ché diém kiém soat mién
dich. Sy ngan chan cua cac diém kiém soat mién dich, dan dén sy khuéch dai céac
dap tmg cta té bao T dic hiéu khang nguyén, d3 duoc chimg minh 1a mdt cach
tiép can ddy hura hen trong cac liéu phap diéu tri ung thu & ngudi. Vi du vé céc
diém kiém soat mién dich (cac phdi tir va cac thu thé), mot sé duoc ting cuong
diéu chinh trong céc loai té bao khdi u khac nhau, d6 12 ing clt vién cho viéc ngén
chin bao gdm PD-1 (protein xac tién sy chét té bao theo chuong trinh 1); PD-L1
(phbi tir xtc tién sy chét té bao theo chuong trinh 1); BTLA (thu thé suy giam té
bao lympho B va lympho T); CTLA-4 (khang nguyén két hop té bao lympho T
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gdy doc 4); TIM-3 (protein mang té bao T 3); LAG-3 (gen hoat héa té bao lympho
3); chit rc ché globulin mién dich mién V cia sy hoat hoa té bao T (VISTA);
CDY96; A2aR (thy thé adenosin A2a); A2bR (thu thé adenosin A2b); CD73 (ecto-
5'-nucleotidaza); CD39 (ENTPD1, NTPDazal); Arginaza; indoleamin-pyrol 2,3-
dioxygenaza (IDO); tryptophan 2,3-dioxygenaza (TDO); va cac thu thé trc ché té
bao tiéu diét. Cc chét e ché diém kiém soat mién dich, va liéu phap két hop
ching, duoc thio lun chi tiét & phan khac trong ban mo ta sang ché nay.

Sang ché con d& xuit cac phuong phap diéu tri d6i teong bi nhiém mot tac
nhén gay bénh bao gdm viéc cho d6i tugng d6 tiép nhan mot phac d6 hidu qua
ctia bét ki khang thé nao néu trén. Theo mot s6 phuong phép, tic nhan gy bénh
1a HIV hoac SIV. Theo cac phuong phéap khac, tac nhan gay bénh 1a virut, vi
khuén, ndm hoic dong vat nguyén sinh.

Theo nhitng khia canh khac, dugc d& xuét trong ban mo ta nay, khang thé
khang TIGIT lién két véi polypeptit TIGIT tai mot hodc nhiéu gdc axit amin bao
gdm D51, tai vi trf ma polypeptit TIGIT ¢6 trinh tu axit amin twong (ng v&i SEQ
ID NO:1. Theo cac phuong 4n khac, khang thé 1a mot khang thé don dong. Theo
mdt s6 phuong 4n trong cic phuong 4n bat ki dugc boc 16 trong ban mo ta sang
ché nay, khéng thé 1a khéng thé kham, khang thé nhan hoa hogc khéng thé c6 bé
mat thay dbi gbc. Theo mét s6 phuong 4n, khang thé 1a khang thé ngudi. Theo
mot s6 phuong 4n trong cac phwong 4n bat ky dugc boc 16 trong ban md ta sing
ché nay, khang thé khong lién két véi mot hodic nhiéu gdc axit amin chira L44,
147, hodc H55. Theo mét sb phuong an trong cac phuong 4n bét ky dugc boc 16
trong ban mo ta sang ché nay, khing thé chia ving bién doi chudi nhe truong
thanh SEQ ID NO:14 va ving bién dbi chudi ning trudng thanh SEQ ID NO:10.
Theo mdt s phuong 4n trong cac phuong &n bét ky duoc boc 1§ trong ban mo ta
sang ché nay, khang thé lién két v6i cling mot quyét dinh khang nguyén nhu TIG1
trén trinh tu axit amin twong tng véi SEQ ID NO:1. Theo mot s6 phuong 4n trong
cac phuong 4an bat ky duoc boc 16 trong ban mo ta sdng ché nay, khang thé chira
ba CDR chudi nhe bao gdbm SEQ ID NO:15-17 va ba CDR chudi ning chita SEQ
ID NO:11-13. Theo mét sé phuong an trong cac phuong an bét ky dugc boc 10
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trong ban mo ta sang ché nay, khang thé chira mot ving bién d6i chudi ning
truong thanh c6 muc d6 twong dong trinh ty it nhat 14 90% véi SEQ ID NO:35 va
ving bién dbi chudi nhe truong thanh c6 muic do twong dong trinh ty it nhat 14
90% véi SEQ ID NO:37. Theo mét sb phuong an, ving bién d6i chudi ning
truong thanh c6 chtra trinh ty axit amin SEQ ID NO:35 va vung bién ddi chudi
nhe truong thanh chira trinh ty axit amin SEQ ID NO:37. Theo mot s6 phuong an
trong cac phuong an bét ky duoc boc 16 trong ban md ta sang ché nay, ving bién
d6i chudi ning trudng thanh dwoc lién két voi ving hang dinh chudi ning, tao
thanh chudi nang chira SEQ ID NO:40 trong truong hop ma lysin dau C co thé
c6 mat hodc khong, va ving bién d6i chudi nhe truong thanh duoc lién két véi
ving héng dinh chudi nhe, tao thanh chudi nhe chira trinh tw SEQ ID NO:41.
Theo céc khia canh khac, sang ché dé xuit mot khang thé don dong canh
tranh vé6i bat ky trong s6 TIG1, TIG2 hodc TIG3 dé lién két véi TIGIT & nguoi,
trong d6 khang thé TIG1 dugc dic trung boi ving bién d6i chudi nhe trudng
thanh SEQ ID NO:14 va ving bién d6i chudi ning trudng thanh SEQ ID NO:10,
khang thé TIG2 dugc dic trung bdi ving bién d6i chudi nhe trudng thanh SEQ
ID NO:22 va vung bién d6i chudi ning truéng thanh SEQ ID NO:18, va khang
thé TIG3 duoc dic trung boi ving bién dbi chudi nhe truong thanh SEQ ID
NO:30 va ving bién ddi chudi nang trudng thanh SEQ ID NO:26, dé lién két
dic hidu véi CD155. Theo mot s6 phwong an, khang thé lién két véi cling mot
quyét dinh khang nguyén trén TIGIT & ngudi nhu bat ky trong s6 TIG1, TIG2
hodc TIG3. Theo mdt s& phuong 4n trong cic phuong an bat ky dugc boc 16 trong
ban mo ta sang ché nay, khang thé tc ché sy lién két cia CD155 véi TIGIT &
ngudi. Theo mot s6 phuong 4n, khang thé bao gdm ba CDR chudi nhe va ba CDR
chudi ning twong tmg véi ba CDR chudi nhe va ba CDR chudi ning cua bat ky
trong s6 TIG1, TIG2 hodc TIG3. Theo mot s6 phuong 4n, khang thé bao gom ba
CDR chudi nang va ba CDR chudi nhe cua bat ky trong sd TIG1, TIG2 hoic
TIG3. Theo mdt s6 phuong 4n, khang thé bao gom ba CDR chudi ning nhu
duoc x4c dinh boi Kabat va ba CDR chudi nhe nhu dugc x4c dinh bai Kabat cua
bat ky trong s6 TIG1 (SEQ ID NO: 15-17 véi chudi nhe va 11-13 véi chudi
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ning), TIG2 (SEQ ID NO: 23-25 véi chudi nhe, 19-21 véi chudi ning) hoic
TIG3 (SEQ ID NO: 31-33 véi chudi nhe va 27-29 vé6i chudi ning). Theo mot s6
phuong an trong cidc phuong an bét ky dugc boc 16 trong ban mé ta sang ché
nay, khang thé 1a khang thé kham, khang thé nhan hoa hodc khang thé c6 bé mat
thay ddi gbc. Theo mot s6 phuwong an, khang thé 1a khéng thé & nguoi. Theo mot
s6 phuong &n trong cac phuong 4n bat ky dugce boc 16 trong ban mo ta sang ché
nay, khang thé c6 isotyp kappa IgG1 & ngudi. Theo mot s6 phuong an trong céc
phwong 4an bt ky duoc boc 10 trong ban mo ta sang ché nay, khang thé 1a
khang thé nguyén ven. Theo mdt sé phuong 4n trong cic phwong an bét ky
duoc boc 16 trong ban mé ta sang ché nay, khang thé 1a khang thé don chudi,
manh Fab hoic F(ab'),. Theo mdt sb phuong an trong céc phuong an bat ky
duoc boc 16 trong ban mé ta sang ché nay, khang thé chira viing bién d6i chudi
ning trudng thanh c6 muc d6 twong dong trinh tu it nhat 1a 90% véi SEQ ID
NO:35 va ving bién dbi chudi nhe trudng thanh cé mic d6 twong dong trinh t it
nhit 1a 90% v6i SEQ ID NO:37. Theo mét s6 phuong an, ving bién d6i chudi
nang trudng thanh cé mic do tuong d6ng trinh ty it nhét 12 95 hodc 99% voi
SEQ ID NO:35 va ving bién chudi nhe truéng thanh cé muc d6 twong dong
trinh tu it nhét 1a 95 hodc 99% véi SEQ ID NO:37. Theo mdt s6 phuong an,
vung bién d6i chudi nang truéng thanh cé trinh tu axit amin SEQ ID NO:35 va
vung bién ddi chudi nhe truong thanh co trinh ty axit amin SEQ ID NO:37. Theo
mdt s6 phuong 4n, ving bién ddi chudi ning truong thanh duoc lién két vai
ving hang dinh chudi ning, tao thanh chudi ning chira SEQ ID NO:40 trong
trudng hop ma lysin dau C c6 thé c6 mit hodc khong, va ving bién d6i chudi
nhe truong thanh duge lién két véi ving hang dinh chudi nhe, tao thanh chudi
nhe chta trinh tu SEQ ID NO:41. Theo mét s phuong an, ving bién d6i chudi
ning trudng thanh dugc lién két v6i ving hang dinh chudi ning, tao thanh
chudi ning chira SEQ ID NO:60 trong trudng hop ma lysin dau C c6 thé c6 mit
hodc khong, va vung bién ddi chudi nhe truong thanh duoc lién két v6i vung
héng dinh chudi nhe, tao thanh chudi nhe chira SEQ ID NO:64. Theo mot s6

phuong 4n, ving bién ddi chudi nang truong thanh dugc lién két voi ving hing
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dinh chudi ning, tao thanh chudi niing chira SEQ ID NO:61 trong trudng hop
ma lysin ddu C c¢6 thé c6 mit hodc khong, va ving bién d6i chudi nhe trudng
thanh duoc lién két voi ving hﬁng dinh chudi nhe, tao thanh chudi nhe chua
trinh tw SEQ ID NO:64. Theo mdt s phuong 4n trong cc phuong &n bat ky
duoc bdc 16 trong ban mo ta sang ché nay, khang thé chira ving bién dbi chudi
ning truong thanh c6 mic do tuong ddng trinh tu it nhat 13 90% véi SEQ ID
NO:43 va ving bién d6i chudi nhe trudong thanh c6 mirc dd twong dong trinh tu
it nhét 12 90% véi SEQ ID NO:45. Theo mot sé phuong én, ving bién d6i chudi
nang truong thanh c6 mic d§ twong déng trinh ty it nhat 12 95 hodc 99% voi
SEQ ID NO:43 va ving bién ddi chudi nhe truéng thanh c6 mirc d§ twong dong
trinh tu it nhit 1a 95 hodc 99% v&i SEQ ID NO:45. Theo mdt s phuong an,
vung bién doi chudi ning truéng thanh cé trinh tu axit amin SEQ ID NO:43 va
viing bién déi chudi nhe truéng thanh c6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:45. Theo
mot s6 phuong 4n, ving bién d6i chudi ning truéng thanh dugc lién két voi ving
hang dinh chudi ning, tao thanh chudi ning chita SEQ ID NO:48 trong truong
hop ma lysin ddu C c¢6 thé c6 mit hoic khong, va ving bién d6i chudi nhe
truéng thanh duge lién két véi ving hang dinh chudi nhe, tao thanh chudi nhe
chira SEQ ID NO:49. Theo mot s6 phuwong 4n, ving bién d6i chudi ning truéng
thanh duoc lién két voi ving hang dinh chudi ning, tao thanh chudi ning chua
SEQ ID NO:62 trong truong hop ma lysin d4u C c6 thé c6 mat hodc khong, va
ving bién dbi chudi nhe truong thanh dugc lién két v6i ving hing dinh chudi
nhe, tao thanh chudi nhe chira trinh tw SEQ ID NO:65. Theo mot s6 phuong an,
ving bién déi chudi nang truéng thanh dugc lién két véi ving hing dinh chudi
nang, tao thanh chudi ning chra SEQ ID NO:63 trong truong hop ma lysin dau
C c6 thé c6 mit hoic khong, va ving bién d6i chudi nhe truong thanh dugc lién
két voi vung hé“mg dinh chudi nhe, tao thanh chudi nhe chua trinh ty SEQ ID
NO:65. Theo céc khia canh khéc nita, sang ché dé xuét mot khang thé don dong
lien két véi quydt dinh khang nguyén chira cdc gbc 35 va 37 cua SEQ NO:1
va/hoic gbe 49 va 51 ciia SEQ ID NO:1. Theo mét s6 phuong an, khang thé lién
két v6i mot quyét dinh khang nguyén chira cac gbc 35,37, 49 va 51 cua SEQ ID
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NO:1. Theo mdt sb phuong 4n, khang thé lién két v6i mot peptit bao gém cac
gdc tir 35 dén 51 ctia SEQ ID NO:1 va khéng qua nim axit amin chdn tir SEQ ID
NO:1 & hai bén. Theo mét s phuong 4n, khang thé lién két voi peptit gbm cac
gbc tir 35 dén 51 ciia SEQ ID NO:1. Theo mdt s6 phwong an, quyét dinh khéng
nguyén chira tir 3 dén 20 gdc ké tiép ctia SEQ ID NO:1. Theo mét s6 phuong 4n
trong cic phuong an bat ky duge boc 16 trong ban mo ta sang ché nay, khang thé
c6 mot hodc nhidu dic tinh sau: (a) uc ché lién két cua TIGIT véi CD155, tuy
chon vé6i IC50 tir 15 dén 100 ng/ml, (b) 1am tang su hoat hoa té€ bao T ndi tai khi
¢6 mit cac té bao trinh dién khang nguyén biéu hién CD155 duge do bang su tao
thanh IL-2, tiy chon gép 1,5 dén 3 1an, (c) lam ting su hoat héa té bao T dac hiéu
khang nguyén duoc do bing su tao thanh IL-12, tuy chon gip 1,5 dén 3 lan, (d)
lam tang su hoat hoa té bao tiéu diét tu nhién dugc do bﬁng su tao thanh bat ky
trong s6 IL-2, IL-6, TNFa hodc IFNy, tity chon gap 1,5 dén 3 lan, (e) 1am ting su
tao thanh t& bao T cia it nhat mot xytokin gy viém, tiry chon gép 1,5 dén 3 lan,
va (f) 1am gidm sy tao thanh té bao T cua it nhat mot xytokin khéng viém, tiry
chon gép 1,5 dén 3 lan.

Theo mot khia canh khac, sang ché d& xuét duogc phém chtra khéng thé bt
ky trong sb cac khang thé duge mo ta trong ban mé ta ndy va chét mang duogc
dung.

Theo céc khia canh khéc, sang ché dé xuit cac phuong phap diéu tri hodc
thuc hién du phong hiéu qua ung thu bao gbém viéc cho mot dbi tuong bi hodc ¢o
nguy bi ung thu tiép nhan mot phac d6 diéu tri hiéu qua hodc mot lidu lugng diéu
tri hiéu qua cua khang thé bat ky trong s6 cac khang thé duoc d& xuét trong ban
mo ta nay. Theo mot s6 phuong an, bénh ung thu 14 bénh bach cau dong tiy cap
tinh hodic bénh bach ciu té bao T trudng thanh. Theo mét sb phuong an trong céc
phuong an bét ky duoc boc 16 trong ban mo ta sang ché nay, dbi twong dugc tiép
nhén cac té bao T xam nhap khéi u duoc hoat hda béng khang thé. Theo mot sd
phuong an trong cac phuong an bat ky duoc boc 1 trong bin mo ta sang ché nay,
dbi tuong duogc tiép nhén vic-xin gay dép ung mién dich chéng ung thu, duogc

tang cudng boi khang thé. Theo mot s6 phuong an, vac-xin chita khang nguyén
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hodc mot manh cua né duogc biéu hién trén bé& mit cla céac té bao ung thu. Theo
mot s6 phuong an trong cic phuong dn bat ky duoc boc 16 trong ban mo ta séng
ché nay, débi tuong duoc tiép nhén cac té bao tiéu diét tu nhién ma ddc tinh chéng
ung thu cia chung duogc tang cuong boi khang thé. Theo mdt s6 phuong 4n trong
cac phuong an bat ky dugc bdc 1§ trong bin mo ta séng ché nay, d6i tuong con
duoc tiép nhan khang thé thir cap chong lai khdng nguyén biéu hién trén bé mit
ctia cac té bao ung thu, nhd d6 doc t6 qua trung gian tic dong cua khang thé thir
cap chbng ung thu duoc ting cuong béi khang thé. Theo mot s6 phuwong 4n trong
cac phuong 4n bét ky dugc boc 16 trong ban mo ta sang ché nay, ddi twong con
duoc tiép nhan mot khang thé thtr cp chéng lai mot khang nguyén duoc biéu hién
trén bé mat ctia mot té bao mién dich. Theo mot ) phuong an, té bao mién dich
12 mot t& bao T hodc t& bao tidu diét ty nhién. Theo mot s6 phuong 4n trong cac
phuong an bat ky duoc boc 16 trong ban mo ta sang ché nay, khang nguyén la
CTLA-4, PD-1 hodc PD-L1. Theo mét s phuong an trong cac phuong 4n bat ky
duoc boc 10 trong ban mo ta sang ché nay, doi tuong con dugce tiép nhan mot hoac
nhiéu liéu phép duge chon tir nhém bao gdm hoa tri, xa tri, lidu phap té bao va
phau thuat. Theo mot s6 phuong 4n trong céc phuong 4n bat ky duoc boc 16 trong
ban mo ta sang ché nay, dbi tuong con dugce tiép nhén chit tc ché ciia mot hodc
nhidu thy thé hodc phdi tir diém kiém soat min dich. Theo mét sé phuong an,
chét tic ché dugc chon tir nhém bao gdm ipilimumab, nivolumab, pembrolizumab
(lambrolizumab) va atezolizumab.

Theo c4c khia canh bd sung, sang ché dé xuét cic phwong phap dé diéu tri
mot d6i tuong bi nhiém tac nhan gay bénh bao gdm viéc ap dung phéc o diéu tri
hiéu qua hoic mot lugng diéu trj hidu qua cua khang thé bat ky trong s6 cac khang
thé duoc trinh bay trong tai liéu ndy. Theo mdt s6 phuong 4n, tac nhan giy bénh
14 virut, vi khuén, nam hoic déng vat nguyén sinh. Theo mot s6 phuong éan, tac
nhan gy bénh 1a HIV, SIV, viém gan, virut ecpet, virut adeno, virut cam, virut
flavi, virut echo, virut rhino, virut coxsackie, virut corno, virut hop bao ho hép,
virut quai bi, virut rota, virut sdi, virut rubella, virut parvo, virut vaccinia, virut

HTLV, virut s6t xuét huyét, virut papilloma, virut molluscum, virut bai liét, virut
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dai, virut JC, virut arboviral encephalitis, chlamydia, vi khuin rickettsial,
mycobacteria, tu cAu khuén, treptocci, pneumonococci, meningococci, cOnococci,
truc khuin klebsiella, proteus, truc khuén serratia, vi khudn pseudomonas, vi
khuén legionella, vi khuéin bach hau, vi khuén salmonella, truc khuén, bénh ta,
udn van, ngd doc, bénh than, bénh dich hach, bénh trung x04n moc cau va vi
khuén bénh Lyme. Theo mot sb phuong an trong sd cac phuong an dugc bdc 10
trong ban mo ta sang ché nay, ddi twong dugc didu tri bang vac-xin gay dap g
mién dich chdng lai tdc nhan gdy bénh dugc ting cuong boi khang thé. Theo mot
s6 phwong 4n, vac-xin chira protein cua tic nhan gy bénh hodc manh cua no.
Theo mét sb phuwong 4n trong s6 cac phuong an duoc boc 19 trong ban md ta sang
ché nay, d6i twong con duoc tiép nhan khang thé thir cp chong lai tic nhan gay
bénh, trong d6 ddc tinh trung gian tdc dong cua khang thé tht cép chéng lai tac
nhan giy bénh dugc tang cuong bdi khang thé. Theo mdt s6 phuong an trong sb
cac phuong an dugc boc 10 trong ban mo ta sang ché nay, dbi tugng con duoc tiép
nhan mot hodc nhiéu chét khang virut, chat khang ky sinh trung, chit khang khuén
hodc chét chéng ndm.

Theo mdt khia canh khac, sang ché dé xuét cic phuong phép hd trg trong
diéu tri ung thu bao gém cho mot ddi tuong mac ung thu tiép nhan mot luwong diéu
tri hiéu qué cta khang thé bat ky trong s6 cac khang thé nao duoc bdc 16 trong
ban md ta nay. Theo mot sb phuong an, bénh ung thu 14 bénh bach ciu dong tuy
cép tinh hodc bénh bach ciu té bao T trudng thanh & ngudi. Theo mot s6 phuong
an trong s6 cac phwong an duge bdc 1§ trong ban md ta sang ché nay, ddi tugng
duoc tiép nhan céc té bao T xam nhép khdi u duoc hoat hoa bﬁng khéng thé. Theo
mdt sd phwong 4n trong sd cac phuong an dugc bdc 10 trong ban md ta sang ché
nay, dbi twong dugc tiép nhan véic-xin gy dap ung mién dich chéng ung thu,
duoc ting cudong boi khang thé. Theo mot s6 phuong an, vac-xin chira khang
nguyén dugc biéu hién trén bé mit cua céc té bao ung thu hodc ménh cta ching.
Theo mot s6 phuong 4n trong s6 cac phuong an duoc boc 16 trong ban md ta sang
ché nay, dbi twong duoc tiép nhan céc t bao tidu diét tw nhién c6 doc tinh chong

ung thu dugce ting cuong boi khang thé. Theo mot sb phuong an trong sé cac
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phuong an dugc boc 10 trong ban mo ta sang ché nay, dbi tuong dugc tiép nhan
khang thé thir cap chong lai khang nguyén duoc biéu hién trén bé mit cla céc té
bao ung thu, nho d6 doc tinh trung gian tac dong cua khang thé thtr cAp chdng ung
thu duoc tang cuodng bodi khang thé. Theo mot sb phuong an trong s6 céac
phuong an duoc bdc 16 trong ban mo ta sang ché nay, dbi tuong con duoc tiép
nhan mot khang thé tht cép chéng lai mdt khang nguyén dugc biéu hién trén bé
mat ctia mot té bao mién dich. Theo mdt sb phuong an, té bao mién dich 1a mot
t& bao T hodc t& bao tiéu diét tw nhién. Theo mdt sé phuong 4n trong sd cac
phuong an dugc boc 10 trong ban sang ché nay, khang nguyén la CTLA-4, PD-1
hodic PD- L1. Theo mdt s6 phuong 4n trong sb cac phuong an duoc boc 19 trong
ban mo ta sang ché nay, débi tuong con duogc tiép nhan mot hoac nhiéu liéu phép
duoc chon tir nhém bao gém hoa tri, xa tri, li€u phap té bao va ph?lu thuat. Theo
mdt sb phwong 4n trong s6 cac phuong an dugc boc 16 trong ban md ta sang ché
nay, ddi tuong con dugc tiép nhén chét tc ché cua mot hodc nhiéu thu thé hoic
phéi tr diém kiém soat mién dich. Theo mot $6 phuong an, mot hodc nhiéu thy
thé hodc phéi ttr diém kiém soat mién dich dugc chon tir nhém bao gém CTLA-4,
PD-1 va PD-L1. Theo mot ) phuong an, chét e ché duoc chon tir nhém bao
gbm ipilimumab, nivolumab, pembrolizumab (lambrolizumab) va atezolizumab.
Mai trong s6 cac khia canh va phuong an dugc mé ta & day c6 kha nang
duoc st dung cing nhau, trir khi bi loai trir mot cach dirt khoat hodc rd rang khoi

pham vi ctia phuong an hodc khia canh.

MO ta vin tat hinh vé

Hinh. 1 12 lugc dd ciu trac cia vat truyén biéu hién dbi vé6i TIGIT cac
protein tai td hop va CD155.

Hinh. 2 mb ta su tc ché twong tac TIGIT-CD155 boi céc khang thé khang
TIGIT.

Hinh. 3 m6 ta trinh tu axit amin cua TIG1 VH.

Hinh. 4 mo ta trinh ty axit amin cua TIG1 VL.

Hinh. 5 m6 ta trinh tu axit amin cua TIG2 VH.
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Hinh. 6 mo0 ta trinh tu axit amin cua TIG2 VL.

Hinh. 7 mo ta trinh ty axit amin cia TIG3 VH.

Hinh. 8 mo ta trinh tu axit amin cua TIG3 VL.

Hinh. 9A mo ta trinh tu nucleotit cia gen HUTIG1 VH va trinh tu axit amin
duoc mi hoa trong khi Hinh. 9B md té trinh ty nucleotit cua gen HuTIG1 VL va
trinh tu axit amin dugc ma hoéa.

Hinh. 10 thé hién luoc dd cdu trac cta vat truyén biéu hién pHuTIG1.AA.

Hinh. 11 thé hién két qua phan tich ELISA vé lién két ctia HuTIGI-
IgG1.AA véi TIGIT & nguoi.

Hinh. 12: Phan tich FACS vé lién két cia HuTIG1-IgG1.AA va HuTIG3-
IgG1.AA v6i TIGIT ¢ nguoi.

Hinh. 13 12 biéu dd thé hién sy ngan chin twong tic gitta TIGIT & ngudi va
CD155 ¢ nguoi boi HuTIG1-IgGl.AA va HUuTIG3-IgG1.AA.

Hinh. 14A mo ta trinh tu nucleotit cia gen HuTIG3 VH va trinh ty axit
amin dugc ma hoa trong khi Hinh. 14B mo ta trinh tu nucleotit cua gen HuTIG3
VL va trinh tu axit amin dugc ma hoa.

Hinh. 15 mé ta phan tich ELISA v& lién két ctia HuTIG3-IgGl.AA véi
TIGIT & nguoi.

Hinh. 16 thé hién su gia ting tao thanh IL-2 béi TIG1 khi c6 sy kich thich
nhéc lai ddc hiéu khang nguyén.

Hinh. 17 mé t& su ting sinh té bao T CD4 + va CD8+ dugc tang cudng
b&i TIG1 khi 6 su kich thich nhic lai dc hidu khang nguyén.

Hinh. 18 md t& sy biéu hién cia CD155 trén cac té bao K562 (trén) va
TIGIT trén cac té bao NK (dudi).

Hinh. 19 mé ta ddc tinh trung gian t& bao NK duogc ting cudng boi TIG1
trén t€ bao dich K562.

Hinh. 20 chi ra rang HuTIG1-IgG1.AA lam tdng cac dap ung tac dong
xytokin.

Hinh. 21 md ta sy biéu hién dong té bao Jurkat-TIGIT cua TIGIT & ngudi

trén bé mat té bao cua nod.
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Hinh. 22 chi ra rang HuTIG1-IgG1.AA va HuTIG3-IgG1.AA khong tao ra
hoat tinh CDC.

Hinh. 23 thé hién rang HuTIG1-IgG1.AA va HuTIG3-IgG1.AA dé lam gia
tang su hoat hoa té bao T noi tai trong thir nghiém do hoat tinh d6i khang té bao
T in vitro d6i v6i cac khang thé khang TIGIT & ngudi.

Hinh. 24 mo ta cac t& bao tua c6 ngudn gbc bach cau don nhan (moDC)
dwoc biét hoa nhy GM-CSF/IL-4 biéu hién CD112, CD155, va PD-L1.

Hinh. 25 mb ta sy bai tiét IFNy dwoc ting cudng khi b6 sung HuTIG1-
IgG1.AA, khang thé khang PD-L1 va HuTIG1-IgGl. AA két hop v6i khang thé
khang PD-L1.

Hinh. 26A mb ta su biéu hién ctia TIGIT va CD96 trén té bao bach huyét
va t& bao myeloid & ngudi. Hinh. 26B mé ta biéu d6 thé hién qua trinh nhuém
mau khang TIGIT & cac mirc biéu hién khéc nhau.

Hinh. 27 md ta 1ap ban d6 quyét dinh khéng nguyén HuTIG1-IgGl.AA
bang phép dém té bao theo dong chay.

Hinh. 28 md ta mot dai dién dai ruy-bang cua mién IgV ngoai bao cua
TIGIT 6 nguoi véi cac chudi bén gdc quyét dinh khang nguyén dugc danh s6 biéu
thi & dang que.

Hinh. 29A va Hinh. 29B mo ta két qua phan tich tap hop con té bao T CD4+
d6i v6i biéu hién TIGIT.

Hinh. 30A va Hinh. 30B mé ta két qua phan tich tap hop con té bao T CD8+
dbi véi biéu hién TIGIT.

Hinh. 31 md ta doc tinh trung gian té bao NK dugc ting cudng béi HuTIG1-
IgG1.AA va HuTIG3-IgG1.AA trén céc té bao dich K562.

Hinh. 32A mo6 ta su biéu hién cta TIGIT trén cac té bao lympho xam nhép
khéi u tir chc miu khdi u duoc phan tach. Hinh. 32B mo ta biéu dd dai dién cia

viéc nhudm khang TIGIT & cac mirc bicu hién khac nhau.
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MO ta chi tiét sang ché

Sang ché d& xuét, khong ké nhiing cai khac, cac khang thé don dong lién
két dac hiéu véi mién ngoai bao cua TIGIT, mdt thanh vién cua siéu ho globulin
mién dich véi motif e ché dwa vao tyroxin cia thy thé mién dich (ITIM) & dudi
t& bao chét. Cac khang thé don dong e ché sy lién két ctia TIGIT véi CD155 va
do d@6 c6 thé hoat hda té bao T va/hoic té bao NK. Céc khang thé don dong c6 thé
duoc st dung trong diéu tri ung thur va bénh truyén nhiém, bén canh cac tng dung
khac.
I. Cac dinh nghia

Cac khang thé don dong hoac cac thuc thé sinh hoc khac, chéng han nhu
manh cua TIGIT thuong dugc cung cip & dang phan 1p. Diéu nay c6 nghia Ia
mot khang thé hodc thuc thé sinh hoc khac thudng chiém it nhat 50% khéi luong
tinh cua céc protein can thiép va cac tap chat khac sinh ra tlr qua trinh tao thanh
hodc tinh ché cua nd, nhung khong loai trir kha nang khéng thé don dong duoc
két hop vai luong du thira cac chit mang dugc dung hoic ta dugc khéc nham tao
thuan loi cho viéc st dung n6. Doi khi, cac khang thé don dong chiém it nhat 60,
70, 80, 90, 95 hoac 99% khoi lugng tinh cla céc protein can thi€p va céc tap chat
tlr qué trinh tao thanh hodc tinh ché cta né. Thuong thi mot khéng thé don dong
duge phan 1ap hodc chét thuc thé sinh hoc khac 13 cac loai dai phan i chiém uu
thé con lai sau qu4 trinh tinh ché.

Lién két dic hiéu ctia mot khang thé don dong v6i khang nguyén dich cia
c6 nghia 12 4i lyc (hing sb lién két hodc Ka) c6 gia tri it nhat 1a 10°, 107, 108, 10°,
hodc 101 M-, duge x4c dinh béi, thir nghiém caa vi du 15. Lién két dic hidu duge
nhan thy 12 cao hon vé do 16n va c6 thé phan biét dwoc véi lién két khong dic
hiéu xuét hién v6i it nhat mot dich khong lién quan. Lién két dac higu c6 thé 1a
két qua ca su hinh thanh c4c lién két gifta cac nhom chirc ning riéng biét hodc
lién két khong gian riéng biét (vi du, loai khoa va chia) trong khi lién két khong
ddc hiéu thuong 1 két qua cta luc Van der Waals. Tuy nhién, lién két ddc hiéu

khong nhét thit c6 nghia 1a khang thé don dong lién két véi mot va chi mot dich.
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DPon vi cAu truc co ban cua khang thé 1a mét cAu truc chudi bdn cia céc tiéu
don vi. Mdi cdu trac chudi bbén nay bao gém hai cip chudi polypeptit gidng nhau,
mdi cap ¢6 mdt chudi “nhe” (khoang 25 kDa) va mdt chudi “ning” (khoang 50-
70 kDa). Phan dau amin ctia moi chudi chira mién bién d6i c6 khoang tir 100 dén
110 hodc nhiéu hon cac axit amin chiu trach nhiém vé nhan biét khéng nguyén.
Ving bién di nay ban dau dugc biéu hién lién két véi mot peptit tin hidu phan
tach. Ving bién d6i khéng c6 peptit tin hiéu doi khi duge coi nhu mdt ving bién
d6i truéng thanh. Do d6, vi du nhu, viing bién dbi truéng thanh chudi nhe c6 nghia
1a ving bién déi chudi nhe khong cé peptit tin hidu chudi nhe. Phan dau cacboxy

ctia mdi chudi xac dinh ving héng dinh chiu trach nhi€ém vé chic nang tac dong.

Chudi nhe dugc phan loai 1a kappa hodc lambda. Céc chudi niing duoc phan
loai 12 gamma, mu, alpha, delta hodc epsilon va xac dinh isotyp cua khang thé nhu
IgG, IgM, IgA, IgD va IgE, tuong tng. Trong cac chudi nhe va chudi ning, cac
ving bién déi va ving hing dinh dwoc két ndi boi ving “J” véi khoang 12 axit
amin hoic nhiéu hon, véi chudi ning ciing bao gdm vung “D” véi khoang 10 axit
amin hodc nhiéu hon. (nhin chung, xem Fundamental Immunology (Paul, W., ed.,
2nd ed. Raven Press, N.Y., 1989), Ch. 7) (dugc két hop & day dé tham khao dén
toan bo ndi dung dbi v6i moi muc dich).

Céc ving bién dbi trudng thanh ctia mdi cip chudi nhe/chudi nang tao thanh
vi trf lién két khang thé. Vi thé, mot khang thé nguyén ven c6 hai vi tri lién két.
Ngoai trir céc khang thé hai nhém chirc hodc ddc hidu kép, hai vi trf lién ket 1a
gibng nhau. T4t ca cac chudi déu thé hién cing mot ciu trac chung ctia cac ving
khung (FR) duoc bao ton twong ddi duge lién két boi ba viing siéu bién, con dugce
goi 1a cc viing xac dinh bd thé hoic cac CDR. Céc CDR tir hai chudi ctia mdi cip
thudng dugc sip xép thang hang bdi céc ving khung, gitip lién két véi mot quyét
dinh khéng nguyén dic hiéu. Tir ddu N dén du C, ca hai mién bién d6i chudi nhe
vamién bién d6i chudi ning déu co chira cac mién FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3,
CDR3, va FR4. Su sép Xép c4c axit amin véi mdi mién 13 phu hop vé1 céc dinh
nghia ctia Kabat, Sequences of Proteins of Immunological Interest (National

Institutes of Health, Bethesda, MD, 1987 and 1991), hodac Chothia & Lesk, J.
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Mol.Biol. 196:901-917 (1987); Chothia et al., Nature 342:878-883 (1989).
Kabat ciing cung cdp mdt quy udc danh s6 duoc st dung rong rdi (Kabat
numbering) trong cac gdc twong tng gitta cac chudi ndng khac nhau hodc giita
cac chudi nhe khac nhau dugc danh sé gidng nhau.

Thuat ngtr “khang thé” bao gdbm cac khang thé nguyén ven va cac manh
lién két cia chiing. Do do, bt ky tham chiéu vé khang thé nén dugc hiéu 1a nhéc
t61 cac khang thé & dang nguyén ven hodc manh lién két trir khi bdi canh yéu
cau khac. Théngthuéng,cécrnaﬂlcanh‘uanh‘véikhéng1hé nguyén ven ma
ching bit ngudn dé lién két dac hiéu voi dich bao gom cac chudi ning, chudi
nhe riéng biét Fab, Fab’, F(ab’),, F(ab)., Dabs, khang thé siéu vi va scFv, khang
thé d6i, scFv-Fc, minibody, IgNAR, V-NAR, hclgG, bis-scFv, khang thé ba va
khang thé tw. Cac manh c6 thé duogc tao ra béng cac k¥ thuat ADN tai to hop,
hodc bang cach phan tdch enzym hodc phan tach hoa hoc cac globulin mién dich
nguyén ven. Thudt nglt “khang thé” cling bao gdbm mot khéng thé didc hiéu kép.
Khang thé dic hiéu kép hoic khang thé hai nhom chic 1a khang thé lai nhan tao
co hai cap chudi ning/nhe khac nhau va hai vi trf lién két khac nhau (xem, vi du
nhu, Songsivilai and Lachmann, Clin. Exp. Immunol., 79:315-321 (1990);
Kostelny et al., J. Immunol., 148:1547-53 (1992)).

Thuét ngit “quyét dinh khdng nguyén” dé cap dén vi tri trén khdng nguyén
ma tai d6 khang thé lién két. Mot quyét dinh khdng nguyén c6 thé duoc tao ra tir
cac axit amin ké tiép hodc axit amin khong ké tiép dugc nhan ghép bang su gap
cudn ba 1an ctia mot hoic nhiéu protein. Quyét dinh khang nguyén dugc hinh
thanh tir cc axit amin ké tiép (ciing dugc biét dén 1a quyét dinh khang nguyén
dang mach thang) thuong duoc giit cho tiép xtc véi cac dung moi bién tinh trong
khi cac quyét dinh khéng nguyén duoc hinh thanh bang cach gap cudn ba lan
(cting duoc biét dén nhu quyét dinh khéng nguyén cu tric) thuong bi mat di khi
xr 1y v6i dung mdi bién tinh. Mot quyét dinh khédng nguyén thudng bao gdm it
nhét 1a 3, va thuong nhiéu hon, it nhét 1a 5 hoac 8 dén 10 axit amin trong cAu truc
khong gian duy nhét. Cac phuwong phap xac dinh chu tric khong gian cia quyét
dinh khang nguyén bao gdm, vi du, tinh thé hoc tia X va cong huong tir hat nhan
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2 chiéu. Xem, vi du nhu, Epitope Mapping Protocols, trong Methods in Molecular
Biology, Vol. 66, Glenn E. Morris, Ed. (1996).

Céc khang thé nhan biét c4c quyét dinh khéng nguyén giéng nhau hoic cac
quyét dinh khang nguyén chdng chéo c6 thé duoc xac dinh trong mot xét nghiém
mién dich don gian ma cho thay kha ning ctia mot khang thé khi canh tranh véi
su lién két ctia mot khang thé khac véi khang nguyén dich. Quyét dinh khéng
nguyén cia khang thé ciing c6 thé dugc xac dinh bﬁmg phuong phép tinh thé hoc
tia X cua khang thé lién két voi khang nguyén cta no dé xéc dinh cac gbc tiép
xuc. Ngoai ra, hai khang thé c¢6 cuing mdt quyét dinh khang nguyén néu tat ca cac
do6t bién axit amin trong khang nguyén lam giam hodc loai bo su lién két cia mot
khang thé lai lam giam hoic loai bo sy lidn két cua khang thé kia. Hai khang thé
c6 cac quyét dinh khang nguyén chdng chéo néu mot s6 d6t bién axit amin lam
giam hodc loai bo lién két ciia mot khang thé lai 1am giam hodc loai bo lién két
ctia khang thé kia.

Su canh tranh gitta cac khang thé duoc xac dinh bé“tng mot xét nghi€ém trong
d6 mot khang thé trong cac diéu kién thi nghiém @c ché lién két ddc hiéu cua
khang thé d6i chimg v6i khang nguyén thong thuong (xem, vi du nhu, Junghans
et al., Cancer Res. 50:1495, 1990). Khang thé thi nghiém canh tranh v6i khang
thé dbi chimg néu mot luong du khang thé thi nghiém (vi du, it nhat 2x, 3x, 4x,
5%, 6%, 7, 8%, 9%, 10x, 15x, 20x, 25%, 30x, 35x, 40x, 45x, 50x, 60x, 70x, 80x%,
90x, 100x, hodc nhidu hon, bao gdm céc s6 ndm & giita cac gia tri nay) Gc ché su
lién két ctia khang thé déi chimg it nhit 50% nhung tot hon 1a 75%, 90% hodc
99%. Theo cac phuong an khéc, khang thé thi nghiém canh tranh véi khéng thé
dbi chimg néu mot luong du khang thé thi nghiém e ché su lién két cia khang
thé d6i ching v6i it nhat khodng 55%, 60%, 65%, 70% hodc tot hon 1a it nhat
khoang 75% , 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%,
87%., 88%, 89%, 90%, 91%, 92 %, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hoac
10096khiduocdonmngthingh@n1hénkétcmﬂ1ﬁanh.Céckhéngthéduqcxéc
dinh béi thi nghiém lién két canh tranh (c4c khang thé canh tranh) bao gdm céc
khang thé lién két véi cing quyét dinh khang nguyén nhu khéng thé di chimg va
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cac khang thé lién két v6i quyét dinh khang nguyén lién ké @i gan v6i quyét dinh
khang nguyén duoc lién két boi khang thé déi chiing cho trd ngai 1ap thé xay
ra. Tot hon 1, su canh tranh dugc danh gia nhu trong Vi du 14.

Thuat ngit “d6i twong” bao gdm cac d6i twong 14 ngudi va cac dong vat co
vl khac. Theo mét sd truong hop, cac phuong phap ctia séng ché dugc str dung
trong cac dong vt thi nghiém, trong ing dung tht y, va trong viéc phat trién cac
mau dong vat cho bénh, bao gom, nhung khong gi6i han, cic loai gdm nhim bao
gém chudt nhat, chuét, chuot déng cling nhu cac loai linh truéng, vi du nhu cac
loai linh trudong bac cao. Theo mot sb phuong én, ddi twong nhan hodc 1a img cu
vién tiép nhan diéu tri du phong hoac diéu tri tri liéu.

Nhu dugc st dung trong ban md ta nay, mot géc axit amin cua mot trinh tu
axit amin dugc quan tdm ma “twong tng vé1” gdc axit amin ciia trinh ty axit amin
dbi chung cho théy réng géc axit amin cua trinh tu dugc quan tam la tai mot vi tri
twong ddng hoidc tuong dwong véi goe dugc liét ké trong trinh ty clia axit amin
dbi ching. Chuyén gia trong linh vuc ky thuét nay co thé xac dinh liéu vi tri cua
mot g axit amin cu thé trong mot polypeptit, vi du nhu polypeptit TIGIT, c6
twong Ung voi vi tri cta trinh tu d6i chung twong dong hay khong. Vi du, trinh tu
cta mdt polypeptit TIGIT c6 thé dugc sap xép véi trinh ty ctia trinh ty d6i ching
bang cach sir dung cac k¥ thuat da biét (vi du nhu, cong cu tim kiém sap xép cuc
bd co ban - BLAST), ClustalW2, phﬁn mém sép xép céc trinh tu dua trén cAu tric
(STRAP), hoac cac k¥ thuat twong tu). Ngoai ra, cac toa do cAu trc tinh thé cua
trinh tu dbi chuing c6 thé duoc st dung nhu mot sy trg gitp trong viéc xac dinh
cdu trac ba chidu cua gbe polypeptit dong nhat (Stengel et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 109:5399-5404, 2012. Theo mot khia canh khac, cac géc tuong
duong c6 thé duoc x4c dinh bing cach xac dinh tinh dong nhat & cap do cta cau
truc bac ba. Bang cach st dung cac phuong phép nay, cac gdc axit amin cna bién
thé polypeptit TIGIT c6 thé dugc dénh sb theo suw danh s6 vi tri gbe axit amin
twong tmg cua trinh ty dbi chimg. Vi du, trinh ty axit amin SEQ ID NO:1 c6 thé
duoc su dung dé xac dinh viéc danh sb vi tri géc axit amin cta mdi géc axit

amin cta bién thé TIGIT duoc quan tdm hodc quyét dinh khéng nguyén.
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Theo mét sb phuong an, mdt trinh ty axit amin twong tng voi trinh ty axit amin
khéc néu n6 c6 muc do tuong déng trinh ty it nhat 1a khoang 80%, 81%, 82%,
83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99%, hodc 100%.

Nhim muc dich phan loai cac su thay thé cac axit amin 13 bao toan hodc
khong béo toan, cc axit amin duoc phan nhém nhu sau: Nhom I (cac chudi bén
ky nudc): met, ala, val, leu, ile; Nhom II (cac chudi bén va nudce trung tinh): Cys,
ser, thr; Nhom III (cac chudi bén c6 tinh axit): asp, glu; Nhém IV (cdc chudi bén
c6 tinh bazo): asn, gln, his, lys, arg; Nhém V (cc gbc anh huéng dén sy dinh
huéng chudi): gly, pro; va Nhém VI (cac chudi bén thom): trp, tyr, phe. Su thay
thé bao toan bao gdm cac sy thay thé gifta cac axit amin & cung 16p. Céc su thay
thé khong bao toan c6 thé bao gom sy trao d6i mot thanh vién clia mdt trong cac
16p nay véi mot thanh vién cia mét 16p khéc.

Ty l¢ phﬁn tram muc do tuong déng trinh ty dugc xac dinh vd1 céc trinh tu
khang thé duoc sip xép t6i da bing quy udc danh sb Kabat. Sau khi sap xép, néu
ving khang thé dbi twong (vi du toan bd ving bién ddi trudng thanh cia chudi
ning hodc chudi nhe) dwoc so sanh véi ving twong tu ciia khéng thé doi ching,
ty 1& phan trim muac do twong d6ng trinh ty gitra ving khing thé d6i chiung va
ving khang thé d6i twong 13 s6 luong céac vi tri duge gift bdi cung mot axit amin
trong ca ving khang thé dbi chting va dbi tugng chia cho tong sb céc vi tri dugc
sip xép cua hai ving, cac khoang tréng khong dugc tinh, nhan véi 100 dé quy dbi
ra ty 18 phan trim.

Céc duge pham hodc cac phuong phap “bao gdm” mot hodc nhidu thanh
ph?m c6 thé bao gém cac thanh phﬁn khac khong duoc nhéc lai cu thé. Vi du, mot
duoc phim chira khang thé co thé bao gdm chi riéng khang thé hodc két hop voéi
c4c thanh phan khéc.

Trir khi ¢6 su khac biét rd rang trong bdi canh, viéc tham chiéu dén mot
pham vi s& bao gdm tat ca céc s6 nguyén nam trong khoang d6 va tit ca cac pham

vi phu duoc xac dinh béi cac sO nguyén nhu vay.
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II. Céc phan tir dich

Trir khi duoc chi dinh khac, TIGIT c6 nghia 1a TIGIT & nguoi. Trinh tu
dién hinh & nguoi dugc gan sb truy cap Swiss-Prot 1a Q495A1. Trinh tw TIGIT
hoan chinh & nguoi c6 244 axit amin trong do cac axit amin tu 1 dén 21 12 mot
peptit tin hiu va céc axit amin tir 22 dén 244 cau thanh nén protein truéng thanh
(SEQ ID NO:1). Céc gbc khoang tir 22 dén 141 chu thanh mién ngoai bao (SEQ
ID NO:3). Cac gbc khoang tir 142 dén 162 ciu thanh mot mién xuyén mang, va
cac gde khoang tir 163 dén 244 chu thanh mién té bao chét.

Tru khi ¢6 chi dinh khac, CD155 de cap dén dang protein & nguodi cua
protein nay. Mot trinh tu dién hinh 6 ngudi ctia CD155 & ngudi duge chi dinh 13
Swiss-Prot P15151, day 1a mot protein gdm 417 axit amin, trong d6 cac gdc
khoang tir 1 dén 20 1a peptit tin hidu, cac gbc khoang tir 21 dén 343 1a mién ngoai
bao (SEQ ID NO:6), cac gbc khoang tir 344 dén 367 1a mién xuyén mang, va cic
gbc khoang tir 368 dén 417 14 mién té bao chét,

Trur khi c6 su khac biét rd rang trong bdi canh, tham chiéu dén mot trong
cac protein néu trén c6 nghia 1a it nhit 1a mién ngoai bao clia protein va thuong 1a

protein hoan chinh hon 1 peptit tin hi€u co6 thé phan tach.

III. Cac khang thé cua sang ché
A. Tinh dic hiéu lién két va cac dic tinh chirc ning

Sang ché d& xuét cac khang thé don dong lién két véi cac quyét dinh khang
nguyén trong mién ngoai bao ciia protein TIGIT. Céc khang thé duoc chi dinh
TIG1, TIG2 va TIG3 1a ba khang thé & chudt dién hinh nhu vay. Cac trinh ty cua
cac ving bién d6i truong thanh chudi ning va chudi nhe ctia cac khang thé nay
duoc chi dinh 1a SEQID NO: 10 va 14, 18 va 22, va 26 va 30 tuong timg vé1 TIG1,
TIG2 va TIG3 lién két dic hiéu véi mién ngoai bao cta TIGIT & nguoi.

Mot sb khang thé cua sang ché lién két véi cing mot quyét dinh khang
nguyén hodc quyét dinh khang nguyén chong chéo nhu khang thé duoc chi dinh
TIG1, TIG2 hodc TIG3. C4c khang thé khac c6 tinh dic hiéu lién két nhu vay co

thé duoc tao ra béng cach giy mién dich cho céc con chudt véi TIGIT hodc mot
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phan ciia ching bao gbm quyét dinh khang nguyén mong mudn, va sang loc cac
khéng thé thu duoc dé lién két voi mién ngoai bao ctia TIGIT, tiy chon canh tranh
vl TIG1, TIG2 hoac TIG3. Cac khang thé cling co thé duoc sang loc chéng lai
cac dang dot bién cua khang nguyén TIGIT dé nhan dang mot khang thé c6 clng
cAu hinh lién két hodc cAu hinh lién két trong tu véi tap hop cac thay d6i d6t bién
nhu TIG1, TIG2 hodc TIG3. Cac dot bién co thé 1a su thay thé c6 hé théng bang
alanin (hodc serin néu mot alanin da c6 mit) cho mot géc vao mot thoi diém, hodc
nhiéu khoang khong gian réng trong toan bo mién ngoai bao ctia khéng thé TIGIT
hodc thong qua mdt phan ciia chiung noi ma quyét dinh khang nguyén c6 mt.

Vi du 16 sép xép cac gbe 35,37, 49 va 51 cia SEQ ID NO:1 nhu 1a céc gbc
tao ra quyét dinh khéang nguyén cta khang thé TIG1. Su thay thé alanin tai bat ky
gbc nao trong cac gbc nay vé co ban 1a pha hay su lién két khang thé. Do d6, sang
ché bao gom cac khang thé khéc lién két véi mot quyét dinh khdng nguyén ciia
TIGIT & ngudi chira céc gbe 35 va 37 cia SEQ NO:1 va/hodc gbc 49 va 51 cua
SEQ ID NO:1, va tét hon 1a mot quyét dinh khang nguyén chira tit ca cac gbc
nay. Quyét dinh khang nguyén c6 thé 14 dang mach thang (vi du cac gbe ké tiép
tir 3 dén 20, tir 3 d&n 17 hodc tir 5 dén 10) hoic dang ciu triic. Mot s6 khang thé
nhu véy lién két véi peptit chira céc gbc tir 35 dén 51 cua SEQ ID NO:1 va khong
qua 1, 2, 3, 4 hoac 5 axit amin chan to SEQ ID NO:1 ¢ mdi bén. Mot sb khang
thé nhu vay lién két v4i mot peptit chira cac gde tir 35 dén 51 ctia SEQ ID NO:1.
Mot sb khang thé nhu vay c6 thé dugc tao ra bang cach giy mién dich véi cac
peptit nhu vay. Vidu 19 cling cho thdy rang gbc 90 ciia SEQ ID NO:1 14 rat quan
trong d6i véi sy lién két cua khang thé (Hu)TIG1 dugc nhan héa véi TIGIT, ngoai
cac gbe 35,37, 49 va 51 ctia SEQ ID NO:1. Theo cac phuong an khéc, khang thé
(vi du nhu khang thé HuTIG1) lién két véi quyét dinh khdng nguyén bao gdm mot
hodc nhiéu géc tuong Gmg vai cac vi tri axit amin 35, 37, 49, 51 va/hodc 90 cua
SEQ ID NO:1. Theo phuong an tiép theo, khang thé (chang han nhu khang thé
HuTIG1) khong lién két véi mot hodc nhiéu gdc tuong Gmg véi cac vi tri axit amin

34,39, 44, 47,52, 55, 86, 88, 92 va/hodc 96 cua SEQ ID NO:1.
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Céc khang thé c6 tinh dic hiéu lién két ciia khang thé & chudt duoce chon
loc (vi du TIG1, TIG2, hodc TIG3) cling co thé duoc tao ra bfmg cach st dung
mdt bién thé cua phuong phép biéu hién phage. Xem Winter, WO 92/20791.
Phuong phép nay dic biét thich hop dé san xuat cac khang thé & nguoi. Theo
phuong phép nay, ca vung bién dbi chudi ning hodc chudi nhe ctia khang thé &
chudt ddu duge chon lam vat liéu khéi du. Vi dy, néu mot ving bién doi chudi
nhe dugc chon lam vat liéu khoi dau, mot thu vién phage duoc xdy dung trong do
cac thanh vién hién thi ciing mot ving bién déi chudi nhe (tirc 1a vat lidu khéi dau
tir chudt) va mdt ving bién dbi chudi ning khac. Cac ving bién doi chudi ning
¢6 thé, vi du nhu, thu duoc tir thu vién cla céc ving bién ddi chudi ning duoc tai
sép xép. Mot phage thé hién lién két ddc hiéu manh véi TIGIT (vi du nhu it nhat
14 108 va t6t hon 1a it nhat 10° M!) dugc chon loc. Ving bién d6i chudi nang tir
phage nay sau d6 dong vai tro nhu 1a mot vat liu khoi dau dé xay dung mot thu
vién phage khac. Trong thu vién niy, mdi phage bidu hién cing mot ving bién
ddi chubi ning (tic 1a ving duoc nhan dang tir thu vién biéu hién thir nhét) va
vung bién ddi chudi nhe khac. Vi du, cac ving bién d6i chudi nhe ¢6 thé thu duoc
tor mot thu vién cac vung bién ddi chudi nhe & nguoi dugce tai sép Xép. Mot lan
nita, phage thé hién lién két dic hiéu manh véi TIGIT duge chon loc. Cac khang
thé thu duoc thudng c6 tinh ddc hiéu quyét dinh khdng nguyén gibng hodc twong
tur nhu vat ligu khéi dau tir chudt.

Mot s khang thé c6 mot ving bién ddi chudi ning truéng thanh bao gdbm
cac CDR H1, H2 va H3 va mot ving chudi nhe truéng thanh chira toan b hodc
v& thuc chit 1a cac CDR L1, L2 va L3 tir TIG1. Mot s6 khang thé c6 mot ving
bién déi chudi ndng truong thanh bao gdm cac CDR H1, H2 va H3 va mét ving
chudi nhe truéng thanh bao gém toan bd hodc thuc chdt1a CDR L1, L2 va L3 tur
TIG2. Mot s6 khang thé c6 mot ving bién dbi chudi ning truéng thanh bao gdm
cdc CDR H1, H2 va H3 va mot ving chudi nhe truéng thanh bao gbm toan bo
hodc thuc chat 1d CDR L1, L2 va L3 tir TIG3. Cac CDR c6 thé duge dinh nghia
bing bat ky dinh nghia théng thudng no nhu Kabat, Chothia, Kabat va Chothia
composite, AbM hodc dinh nghia Contact nhu dugc thé hién trong bang dudi day:
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Vong

lip Kabat AbM Chothia Contact

L1 L-24 -- L34 L24--34 124 --134 L30--136

L2 L50 -- L56 L50--156 | L50--1L56 L46 -- L55

L3 L.89 -- L97 [.89--97 L89 -- L97 L89 -- 196

H1 H31 -- H35B H26 -- H35b | H26 - H32 dén | H30 -- H35B
(P4nh Sb Kabat) 34

H1 H31-H35 (Panh s6 | H26-- H35 | H26 -- H32 H30 -- H35
Chothia)

H2 | H50 -- H65 H50 -- H58 | H52 -- H56 H47 -- H58

H3 | H95-H102 H95 -- H102 | H9S -- H102 H93 -- H10

Céc khang thé khac co thé thu duoc bang su phat sinh dot bién ctia cADN
ma hoéa cac chudi ning va chudi nhe cta khang thé dién hinh, chang han nhu
TIG1, TIG2, hoic TIG3. Cac khang thé don dong ma c6 mirc d9 twong dong trinh
tu it nhat khoang 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%,90%,
91%, 92%, 93% , 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hoac 100% vé1 TIG1, TIG2
hodc TIG3 trong trinh ty axit amin cua cac vung bién ddi chudi ning va/hoic
chudi nhe trudong thanh va duy tri cac ddc tinh chitc nang cta nd, va/hodc khac
v6i khang thé tvong tmg boi mot s6 luong nho céc sy thay thé axit amin khong
quan trong vé chirc nang (vi du su thay thé bao toan), cac su mat doan, hoic cac
su chén doan vao ciing duoc bao gdm trong sing ché. Cac axit amin trong cac
khung vung bién ddi c6 thé 1a quan trong dé lién két c6 thé dugc xac dinh nhu
duoc mo ta trong céc phan vé sy nhan hoéa duéi day. Cac khang thé don dong c6
it nhat mot va tdt hon 13 ca sau CDR theo dinh nghia cua Kabat ma c6 muc do
tuong ddng trinh tw khoang 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%,
89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hodc 100% vd1
cac CDR twong ung ctia TIG1, TIG2 hoac TIG3 cling duoc bao gom.
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Tét hon 13, cac khang thé c6 mot hodc nhiéu dic diém sau (i) Ge ché lién
két ctia TIGIT & ngudi voi CD155 & ngudi, (ii) e ché lién két cua TIGIT véi cac
phéi tir khac, vi du nhu CD112 va CD113, (iii) gia ting dap tmg té bao T ddc hiéu
khang nguyén, (iv) hoat hoa cac té bao tiéu diét tu nhién, (v) kich thich sy hoat
hoa té bao T noi tai, va (vi) kich thich su tao thanh ctia mt hoéc nhiéu xytokin
kich thich mién dich va/hoic 1am gidm su tao thanh ctia mdt hodc nhiéu xytokin
kich thich mién dich béi céc té bao T va céac té bao khac ctia hé mién dich. Céc thi
nghiém dién hinh dé do cac thudc tinh nay dugc dua ra trong céc vi du.

Céc khéang thé duoc uu tién te ché hoan toan hodc mét phﬁn su lién két cua
TIGIT véi CD155. Mot s6 khang thé ¢ thé e ché sy twong tac nay véi ICsg ¢6
gié tri bat ky trong khoang ttr 25 dén 300 ng/ml, 25 dén 75 ng/ml, 25 dén 50 ng/ml,
40 dén 75 ng/ml, 50 dén 75 ng/ml, 50 dén 90 ng/ml, 50 dén 100 ng/ml, 75 dén
100 ng/ml, 50 d&n 150, 75 dén 175 ng/ml, 100 d&én 200 ng/ml, 125 dén 225 ng/ml,
100 dén 250 ng/ml, 150 dén 300 ng/ml, 175 dén 250 ng/ml, 200 dén 300 ng/ml,
25 dén 275 ng/ml, 250 dén 300 ng/ml, 49 +/- 10% ng/ml, 65 +/-10% ng/ml hodc
76 +/- 10% ng/ml dugc do nhu trong cac vi du. Theo cac phuong an khac, céac
khang thé c6 thé e ché hoan toan hodc mét phan lién két ctia TIGIT véi CD155
viICso c6 gia tri t61 thiéu bat ky khoang 25 ng/ml, 50 ng/ml, 75 ng/ml, 100 ng/ml,
125 ng/ml, 150 ng/ml, 175 ng/ml, 200 ng/ml, 225 ng/ml, 250 ng/ml, 275 ng/ml,
hodc 300 ng/ml, hodc 16n hon, bao gdm céc ndng dd nam trong khoang céc gia tri
nay. Mot sé khang thé c6 thé gia ting cc dap tmg té bao T dic hiéu khang nguyén
1én gap tir 1,5 dén 3 1an, chang han nhu bét ky khoang 1,5, 1,6, 1,7, 1,8, 1,9, 2,
2.1,22,23,2,4,2,5,2,6,2,7,2.8,2,9, hodc gip 3 1an hodc nhiéu hon, nhu duge
do trong cac vi du. Mot $6 khéng thé c6 thé 1am tang su tao thanh cta 1, 2, 3 hodc
tht ca IL-2, TL-6, TNFo. va IFNy béi cac té bao NK tir 1,5 dén 3 1an, ching han
nhu bat ky khoang 1,5, 1,6, 1,7, 1,8, 1,9, 2, 2,1,2,2, 2,3, 2,4, 2,5, 2,6, 2,7, 2,8,
2,9, hoac 3 14n trd 1én, dugc do trong cac vi du. Mot $6 khang thé co thé gia tdng
su hoat hoa té bao T ndi tai tr 1,5 dén 3 1an, chéng han nhu bét ky khoang 1,5,
1,6, 1,7, 1,8, 19,2, 2,1, 2.2, 2.3, 2,4, 2,5, 2,6, 2,7, 2,8, 2,9, hodc gp 3 1an hodc

hon, dugc do trong cac vi du. Mot s6 khang thé ¢6 thé wc ché ung thu hodc mot
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bénh truyén nhidm nhu duoc thé hién trong mau dong vat hodc thi nghiém 1am
sang. Cac mau dong vat méc bénh ung thu trong d6 céc té bao ung thu & ngudi
duoc tiém vao mot dong vat thi nghiém suy gidm mién dich, vi du nhu chudt hodc
chuot nhét, duoc st dung rong rai.

Viéc nhan hoa hoac kham hoa cac khang thé 1am gia tang chu ky ban huy
in vivo so v6i cac khang thé chudt khoi dau. Chu ky ban huy thu duge ¢ thé 1a
tir 10 dén 50 ngay vi du & nguoi. Chu ky ban huy c6 thé duoc do bang cic nghién
ctru duge dong hoc, nhu duge md ta boi Kim et al., Eur J of Immunol 24:542
(1994).

B. Khang thé khong & ngudi

\ﬁéctaoracéckhéngthédondbngkhéng(3ngudLv1dulﬂnréchu©tchu@t
]ang,thiruénthé,géhoécchuénkhénglaiTHSFFcéthéduqcthuclﬁénbéng
cach, vi du, gay mién dich cho dong vat vai TIGIT hodc mdt manh ctia no, hodc
cac té bao ¢6 TIGIT. Xem Harlow & Lane, Antibodies, A Laboratory Manual
(CSHP NY, 1988) (duoc din chiéu va dua vao tai liéu nay cho moi muc dich).
Chét khang nguyén nay c6 thé thu dugc tir mdt ngudn tw nhién, bang cach tong
hop peptit hodc bang biéu hién tai t6 hop. Tuy chon, cac chét khang nguyén c6
thd duoc hop nhat hodc phtic hop v6i mdt protein vén chuyén. Tuy chon, cac
khéng thé c6 thé duoc st dung véi ta duge. Mot s6 loai ta dugc co thé duoc su
dungnhurnétéduéidéy.TéduqcIHeundhoénchhﬂlduqcbésungtéptheoté
dugc khong hoan chinh duoc wu tién cho viéc tao mién dich c4c dong vat thi
nghiém. Tho hodc chudt lang thudng dugc st dung dé tao ra khang thé da dong.
Chuétﬂnﬁnu;dugcdﬁngdétaocéckhéngthédondbng.Céckhéngthéduqcséng
loc cho lién két dic hiéu véi TIGIT. Tiy chon, khang thé c6 thé duoc tiép tuc sang
loc dbi véi lién két dén vung dic hiéu ctia TIGIT. Viéc sang loc nhu vay c6 thé
dat dugc bing cach xac dinh lién két cua khang thé véi tap hop cia céc dot bien
mét doan cua TIGIT va xac dinh cac dot bién mAt doan nao lién két voi khang thé.
Viéc lién két c6 thé duoc danh gia, vi du nhu, bang phuong phap Western blot,
FACS va ELISA.

C.Khang thé duoc nhan héa
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Su giam hodc loai bo ddp tng HAMA (khang thé khang chudt & nguoi
(cling c6 thé 4p dung cho khing thé khang chudt nhit & ngudi hodc khang thé
khang thé ¢ nguoi hodac khang thé khang chudt hamster & ngudi, v.v.) 1a mot khia
canh quan trong ctia phat trién 1am sang cia céc chét diéu tri phii hop. Xem, vi du
nhu, Khaxzaeli et al., J. Natl. Cancer Inst. (1988), 80:937; Jaffers et al,
Transplantation (1986), 41:572; Shawler et al., J. Immunol. (1985), 135:1530;
Sears et al., J. Biol. Response Mod. (1984), 3:138; Miller et al., Blood (1983),
62:988; Hakimi et al., J. Immunol.(1991), 147:1352; Reichmann et al., Nature
(1988), 332:323; Junghans et al., Cancer Res.1990), 50:1495. Nhu dugc mo6 ta
trong ban mo ta ndy, sang ché dé xuét cac khang thé duoc nhan héa ma 1am cho
dap tmg HAMA bi gidm hodc loai bo. Cac bién thé coa cac khang thé nay c6 thé
tiép tuc thu duoc bang cach st dung cac phuong phap thong thuong da biét trong
linh vuc k¥ thuit nay, mot s6 trong d6 s& dugc mo ta thém dudi day.

Mot khang thé duoc nhan héa thuong 13 mot khang thé dugc thiét ké di
truyén trong d6 cac CDR tir khang thé ctia “thé cho” khong & ngudi duge ghép
vao cac trinh tu khang thé cla “thé nhan” & nguoi (xem, vi du nhu, Queen, US
5,530,101 and 5,585,089; Winter, US 5,225,539, Carter, US 6,407,213, Adair, US
5,859,205 6,881,557, Foote, US 6,881,557). Vi du, cac trinh tu khang thé cta
thé nhan c6 thé 1a mot trinh tu khéng thé & nguoi trudng thanh, 13 mot hop nhat
cua cac trinh tu do, mot mirc d6 twong déng trinh tu ctia cac trinh ty khang thé &
nguoi, hodc trinh tu vung dong mam. Do d6, mot khang thé dugc nhan hoa 1a
khang thé c6 mot s6 hodc toan bd CDR ma toan bd hodc thuc chét 1a tir khéng thé
ctia thé cho va cac trinh tu khung ving bién doi va cac viing hang dinh, néu co, 1a
toan bo hoic thuc chat 1a tir cac trinh tu khang thé & nguoi. Tuong tw, chudi ning
duoc nhan hoa co6 it nhat mot, hai va thuong 1a tAt c4 ba CDR ma toan bd hodc
thuc chit 1a tir chudi ning cia khang thé ctia thé cho, va trinh tw khung ving bién
ddi chudi nang va vung héng dinh chudi ning, néu c6, thuc chit 13 tr cac trinh tu
khung ving bién d6i chudi ning & ngudi va trinh tu ving hang dinh. Tuong tu,
chudi nhe duwoc nhan héa c6 it nhit mot, hai va thuong tit ca ba CDR ma toan bo

hoic thuc chét 1a tr chudi nhe ctia khang thé thé cho, va trinh tu khung ving bién
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d6i chudi nhe va ving hé”xng dinh chudi nhe, néu c6, thuc chit 1a tir cac trinh tu
khung ving bién dbi chudi nhe ¢ ngudi va cic trinh tu ving hing dinh. Khac véi
cac khang thé siéu vi va cac dAb, khang thé duoc nhan héa chira chudi ning duge
nhan héa va chudi nhe dugc nhan hoa. O day ciing nhu & cac phﬁn khac cua sang
ché, CDR trong khang thé d6i twong thuc chat 1a tir CDR tuong tmg trong khéng
thé ddi chimg khi c6 it nhéat khoang 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%,
87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hoac
100% céc gbc twong tmg (theo dinh nghia ctia Kabat) 1a ddng nhit giita cac CDR
twong tmg; tuy nhién, CDR H2 duoc dinh nghia boi Kabat trong mot khéng thé d6i
twong thuc chat 1a tr CDR tuong tmg trong khéng thé dbi chimg khi it nhét
khoang 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%,
77%, 78%., 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89 %, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hoic 100% cic gc twong
Ging (theo dinh nghia cua Kabat) 1a déng nhat gifta cac CDR tuong Gng. Cac
trinh ty khung vung bién dbi cua chudi khang thé hodc ving hing dinh cta
chudi khéng thé thuc chit 1a tir trinh tw viing khung bién d6i & nguoi hodc ving
hing dinh & ngudi twong ng khi it nhat khoang 80%, 81%, 82%, 83%, 84%,
85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% hodc 100% céc gbe twong mg dugc dinh nghia béi Kabat la twong tu nhau.

Mic du cac khang thé duoc nhan hoa thuong két hop tit ca sau CDR (t6t
hon 1a duoc dinh nghia béi Kabat) tir khang thé khong & nguoi (vi du nhu chudt),
chung cling c6 thé duoc tao ra voi luong it hon tat ca CDR (vi du nhu it nhét 3, 4
hoic 5) tr khing thé khong & nguoi (vi du nhu, Pascalis et al, J.
Immunol.169:3076, 2002; Vajdos et al., Journal of Molecular Biology, 320: 415-
428, 2002; Iwahashi et al., Mol. Immunol.36:1079-1091, 1999; Tamura et al.,
Journal of Immunology, 164:1432-1441, 2000).

Trong mét sb khang thé, chi mot phan ctia CDR, cu thé 1a tap con cla céc
géc CDR can dé lién két, goi la cac SDR, la can thiét ¢é duy tri lién két trong mot
khang thé dugc nhan hoa. Cac gbc CDR khong tiép xtic v6i khang nguyén va

khong c6 trong cac SDR ¢6 thé dugc xac dinh dua trén c4c nghién clru trude day
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(vi du cac gbe tir H60 dén H65 trong CDR H2 thuong khong can thiét), tir cac
vung cua cac CDR Kabat nam bén ngodi vong siéu bién Chothia (Chothia, J.
Mol.Biol. 196:901, 1987), bang cich tao md hinh phén tir va/hodc theo kinh
nghiém, hodc nhu dugc md ta trong Gonzales et al., Mol.Immunol.41: 863, 2004.
Trong céc khang thé duoc nhan héa nhu vay, & céc vi tri trong d6 mot hodc nhiéu
gbc CDR ctia thé cho khéng c6 mit hodc trong d6 toan by CDR thé cho bi loai
b6, axit amin chiém vi trf co thé 1 axit amin chiém vi tri twong tmg (bang ddnh
s6 Kabat) trong trinh ti khéng thé thé nhan. S4 14n dién ra cac sy thay thé nhu vy
clia cAc axit amin thé nhan cho céc axit amin thé cho trong cic CDR phan 4nh vé
su cAn bing trong cin nhic canh tranh. Céc sy thay thé d6 c6 kha ning mang lai
thuén loi trong viéc gidm s& lugng cac axit amin & chudt trong khang thé duogc
nhan hoa va do d6 lam giam kha ning tao mién dich tiém ning. Tuy nhién, cac sur
thay thé cling c6 thé tao ra céc thay dbi vé 4i luc, va sy giam dang ké 4i luc thi tot
hon 12 nén tranh. Céc vi tri cho su thay thé trong cac CDR va céc axit amin dé thé
cling co thé duoc chon loc theo kinh nghiém.

Trong khi thé nhan c6 thé tuong ddng vé trinh tu v&i trinh ty khung & ngudi
duoc chon, cho du no 14 tir globulin mién dich & nguoi hodc khung tuong dong &
nguoi, séng ché nay dy tinh rﬁng trinh tu ctia thé nhén c6 thé bao gém cac su thay
thé axit amin c6 tir trudce twong Gng voi trinh tu globulin mién dich hodc trinh ty
khung tuong dong & ngudi. Cac sy thay thé ¢6 tir trude tdt hon 13 & mirc tdi thiéu;
thong thuong, chi bdn, ba, hai hoic mot axit amin khac biét chi lién quan dén trinh
tu globulin mién dich & nguoi hodc trinh ty khung tuong déng.

Céc trinh tw khang thé nhan & nguoi c6 thé tuy ¥ duoc chon tir trong s6
nhidu trinh ty khéng thé & nguoi da biét dé dem lai mic d6 twong dong trinh tu
cao (vi du nhu do tuong ddng tir 65% dén 85%) giita cac khung viung bién ddi
trinh tu thé nhan & ngudi va cac khung ving bién d6i twong tmg ctia chudi khéng
thé cho.

Mot 6 axit amin nhét dinh tir cdc gdc khung ving bién dbi & ngudi co thé
duoc chon cho su thay thé dua trén anh hudng co thé ctia chung 1én ciu hinh CDR

va/hodc su lién két véi khang nguyén. Nghién ciru vé cac dnh hudng co6 theé do
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bﬁfmg cach tao mo hinh, kidm tra cac dic tinh cla cac axit amin & céc vi tri cu thé,
hodc quan sat theo kinh nghiém vé céc tac dong cla su thay thé hodc su dot bién
clia céc axit amin cu thé.

Vi du, khi c6 axit amin khac nhau giita goc khung ving bién d6i khong &
nguoi va goc khung ving bién ddi duoc chon, thi axit amin viing khung & ngudi
céthéduqcﬂquhébéngaxﬁanﬂnvﬁngkhungtuongduongﬁ&khéngthékhéng
& ngudi khi n6 dugce du kién hop 1y ring axit amin:

| (1) lién két tryc tiép voi khang nguyén khong qua cong hoa tri,

(2) tiép xuc véi ving CDR,

(3) néu khéng, tuong tac véi ving CDR (vi du nhu trong khoang 6 A cua
vung CDR)

Cac ung ctr vién khac cho sy thay thé 13 c4c axit amin khung ctia thé nhan
& ngudi ma bat thuong dbi véi globulin midn dich & ngudi tai vi trf d6. Cac axit
amin nay c6 thé dugc thé boi cac axit amin tir vi trf twong duwong cia khang thé &
thé cho khéng & ngudi hodc tir cac vi tri twong duong cua cac globulin mién
dich & nguoi dién hinh hon. Céc tmg cir vién khac cho su thay thé 1a cac axit
amin khung thé nhan & ngudi ma bét thuong d6i voi globulin mién dich & ngudi
tai vi tri do.

Khang thé dugc nhan héa dugc uu tién c6 ving bién d6i chudi nang truémg
thanh c6 it nhit khoang 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hodc it hon 100% do
tuong déng voi SEQ ID NO:35 va ving bién d6i chudi nhe trudng thanh co it nhit
khoang 80%, 81 %, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hoac nhé hon 100% d6 tuwong dong
v6i SEQ ID NO:37. Bat ky bién d6i ndo cling xay ra tai cac gbc khung ving bién
dbi thi t6t hon 14 tai cac gbc ma duge x4c dinh 1a 6 thé quan trong ddi véi viée
tao lién két. (xem doan 73). Tét hon 13, bat ky bién dbi nao ciing 13 su thay thé
axit amin bao toan. Khang thé duoc wu tién chira ving bién dbi chudi ning véi
trinh tu SEQ ID NO:35 va vung bién ddi chudi nhe trudng thanh véi trinh tw SEQ

ID NO:37. Déi v6i su bidu hién ctia khéng thé c6 chidu dai day du, viing bién doi
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chudi ning truéng thanh t6t hon 12 duoc lién két véi ving hing dinh chudi ning,
tao thanh chudi ning bao g@)m hoac chura trinh tu SEQ ID NO:40, trong truong
hoplnalyshldéu(jcéthécéInéthoéckhéng,vévungkﬁéldéichuSinh@tIuéng
thanh duoc lién két v6i vung héng dinh chudi nhe, tao thanh chudi nhe bao gém
hodc chtra trinh tu SEQ ID NO:41.

hAétkhéngthéduqcnhénhéakhécduQ01n1ﬁéncéInétvﬁnglﬁéndéichuéi
ning truéng thanh c6 it nhat khoang 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%,
88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hodc it hon
100% d6 twong ddng voi SEQ ID NO:43 va ving bién d6i chudi nhe truéng thanh
¢6 it nhat khoang 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hodc nho hon 100% do twong
ddng véi SEQ ID NO:45. Tét hon 12, bit ky bién ddi nao cling xay ra tai cac gbe
khung ving bién d6i hon 12 tai cac gbc duoc xéac dinh 14 ¢6 thé quan trong d6i véi
viéc tao lién két (xem doan 73 va céc vi du). Tét hon 13, bat ky bién dbi ndo ciing
1a su thay thé axit amin bao toan. Khang thé dwoc uu tién chia ving bién dbi
chudi ning c6 trinh tw SEQ ID NO:43 va ving bién dbi chudi nhe trudng thanh
c6 trinh tw SEQ ID NO:45. Bdi v6i sy biéu hién cua khang thé ¢6 chiéu dai day
du, ving bién déi chudi nang truong thanh tt hon 1a dugc lién két véi ving hing
dinh chudi ning, tao thanh chudi ning bao gdm hodc chira trinh tu SEQ ID
NO:48, trong truong hgp ma lysin dAu C ¢6 thé c6 mat hodc khong, va ving bién
i chudi nhe truéng thanh tét hon 1a duoc lién két véi ving hing dinh chudi
nhe, tao thanh chudi nhe bao gém hodc chira trinh tu SEQ ID NO:49.
D. Khang thé kham va khang thé c6 bé mat thay doi gbc

Sang ché con dé xuét cac dang khang thé kham va khang thé c6 bé mat thay
dbi gbe cua cac khang thé khong & ngudi, ddc biét 13 cac khang thé TIG1, TIG2
va TIG3 trong céc vi du.

Khang thé kham 12 khang thé trong d6 cac ving bién ddi truéng thanh cla
cécchuSinhevéchuﬁinéngcﬁakhéngthékh@ngérnguéi(vidurﬂurchu@t)duqc
két hop véi cac ving hang dinh chudi nhe va chudi ndng & ngudi. Nhimg khang

thé nhu vay phin 16n hodc hoan toan giit tinh dic hiéu lién két ctia khéng thé
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khong & nguoi, va khoang 2/3 trinh tu & nguoi.

Khang thé ¢ bé mat thay d6i gbe 12 mot loai khang thé duoc nhan hoa, giir
lai mot s6 va thuong 14 tit ca cac CDR va mot s6 gbe khung ving bién d6i khong
& ngudi ciia khang thé khong & ngudi, nhung thay thé cac gbc khung ving bién
dbi khac ma céc gbc d6 c6 thé tham gia vao cac quyét dinh khang nguyén té bao
B hoic té bao T, vi du nhu cac géc tiép xuc (Padlan, Mol. Immunol. 28: 489,
1991) véi cac gbe tir cac vi tri tuong tmg cta trinh tu khang thé & nguoi. Két qua
lékhéngthéﬁongdécécCH)Rléhoantoénhoécvéthucch&ﬂét&rn@tkhéngthé
khong ¢ nguoi va cac khung ving bién dbi ctia khang thé khong & ngudi duoc
nhan héa bang cac su thay thé. Cac dang thay thé bé mit cta khang thé TIGI,
TIG2, hoic TIG3 dugc bao gdm trong sang ché nay.

E. Khang thé ¢ nguoi

}KhéngthéérngubichénglaiTTCHT‘duqctaorabéngrﬁﬁélkythuétduqc
mo ta dudi day. Mot s6 khang thé ngudi duoc chon loc bang céc thi nghiém lién
két canh tranh, bang phuong phap biéu hién phage ctia Winter néu trén, hodc cach
khéc, dé co tinh dac higu quyét dinh khéng nguyén gidng nhu khang thé & chudt
cu thé, ching han nhu mot trong céc khang thé don dong & chudt duge mo ta trong -
céc vi du. Cac khang thé ngudi cling c6 thé dugc sang loc cho tinh dic hiéu quyét
dinh khang nguyén cu thé bang cach sit dung chi mdt ménh TIGIT 1am khéng
nguyén dich, va/hodc bang cach sang loc cc khang thé chong lai tap hop cac dot
bién mat doan cia TIGIT.

CAc phuong phép tao ra cic khang thé & ngudi bao gdm phuong phép
trioma cua Oestberg et al., Hybridoma 2:361-367 (1983); Oestberg, U.S. Patent
No. 4,634,664; va Engleman et al., US Patent 4,634,666, st dung cac con chudt
bién d6i gen bao gdm cac gen globulin mién dich & ngudi (xem vi du nhu, Lonberg
et al., W093/12227 (1993), US 5,877,397, US 5,874,299, US 5,814,318, US
5,789,650, US 5,770,429, US 5,661,016, US 5,633,425, US 5,625,126, US
5,569,825, US 5,545,806, Nature 148, 1547-1553 (1994), Nature Biotechnology
14, 826 (1996), Kucherlapati, WO 91/10741 (1991) va cac phuong phap biéu hién
phage (xem, vi du nhu, Dower et al., WO 91/17271 va McCafferty et al., WO
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92/01047, US 5,877,218, US 5,871,907, US 5,858,657, US 5,837,242, US
5,733,743 va US 5,565,332).

F. Lua chon ving hang dinh

Céc ving bién ddi chudi nang va chudi nhe ctia khéng thé kham, khang thé
nhén héa (bao gdm ca khang thé c6 bé mit thay d6i gbc), hodc khang thé & nguoi
c6 thé duoc lién két véi it nhat mét phﬁn clia vung h?mg dinh & nguoi. Lua chon
vung hé“mg dinh phén nao phu thudc vao viéc liéu doc tinh trung gian b6 thé phu
thudc khang thé va/hoic trung gian té bao dugc mong mudén hay khong. Vi du,
céc isotop IgG1 va IgG3 & nguoi cé doc tinh trung gian b thé nhung céc isotop
IgG2 va IgG4 ¢ nguot thi khong. Cac ving hing dinh chudi nhe c6 thé 1 lambda
hodc kappa. P6i v6i lidu phép tao mién dich chéng ung thu hodc tac nhan gay
bénh khéng biéu hién TIGIT, IgG2 hoic IgG4 & ngudi hodc mot dang bi suy giam
cua IgGl & nguoi voi chire nang tac dong bi suy giam thudng dugce uu tién, Déi
véi IgG4 & nguoi, viee bao gdm mot dot bién dugce thiét ké S228P (dénh s6 Eu)
trén chudi nhe dé ngin chin su chuyén d6i manh Fab thuong duoc wu tién. Tuy
nhién, dé loai bo cac té bao ung thu biu hién TIGIT (vi du nhu khdi u ctia céc té
bao T hodc cac té bao NK) hodc dé wc ché mién dich, IgG1 hoic IgG3 & nguoi
thuong dugc uu tién.

Cac ving hang dinh & ngudi cho thiy bién thé allotyp va bién thé isoallotyp
gilta cac ca thé khéc nhau, tac 13, cac vung hing dinh c6 thé khéac biét & cac ca thé
khéc nhau tai mot hodc nhiéu vi tri da hinh. Isoallotyp khac véi allotyp & chd
huyét thanh nhan dién mot isoallotyp lién két véi ving khong da hinh ctia mot
hodc nhiéu isotyp khac. Tham chiéu dén ving hang dinh ¢ nguoi bao gdm mot
vung hﬁng dinh véi allotyp tu nhién hodc bat ky su hoan vi cta céac géc chiém cac
vi tri da hinh trong allotyp ty nhién.

Mot hodc mot sb axit amin & d4u amino hodc dau cacboxy cua chudi nhe
va/hodc chudi ning, ch?lng han nhu lysin d4u C cta chudi ning, co thé bi thiéu
hodc bi dan xuit & mot phén hodc tit ca cac phén ti. Su thay thé 6 thé duoc thuc
hién trong cac vung hing dinh dé giam hodc gia ting chiic ning tac dong vi du

nhu ddc tinh trung gian b6 thé hodc ADCC (xem, vi du nhu, Winter et al., US
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Patent No. 5,624,821; Tso et al., US Patent No. 5,834,597; and Lazar et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 103:4005, 2006), hoac dé kéo dai chu ky ban huy & nguoi
(xem, vi du nhu, Hinton et al., J. Biol.Chem. 279:6213, 2004). Cac sy thay thé
dién hinh bao gdm Gln & vi trf 250 va/hodc Leu & vi tri 428 (danh s6 Eu) dé gia
tang chu ky ban huy cta khang thé.

Mot s6 khang thé theo sang ché duoc thiét ké bang cach dua vao (cac) dot
bién ving hang dinh dé giam chirc ning tac dong, chang han nhu CDC va ADCC
hoic ADCP so véi ciing mot khang thé khong c6 (cac) dot bién. Tt hon 13, mdi
hodc tAt ca cac chitc ning tac dong nay déu bi giam it nhat 50%, 75%, 90% hoic
95% s0 v6i cc khang thé khong c6 dot bién. Céc vi du hién tai cho thdy cach do
CDC. Cac xét nghiém khac dugc mo ta boi Shields et al., 2001 J. Biol.Chem.,
Vol. 276, p 6591-6604; Chappel et al., 1993 J. Biol. Chem., Vol 268, p 25124-
25131; Lazar et al., 2006 PNAS, 103; 4005-4010.

Su thay thé ctia vi tri bt ky hodc tat ca céc vi trf 234, 235, 236 va/hodc 237
lam giam ai luc dbi véi cac thu thé Fey, dac biét 1a thu thé FcyRI (xem, vi du nhu,
US 6,624,821). Alanin 1a gbc dugc wu tién cho su thay thé va L234A/L235A 1a
d6t bién kép duoc wu tién dé giam chic ning tic dong. Cac su két hop cac dot
bién khdc co6 cac chic ning tic dong bi lam giam di bao gbdm
L234A/L235A/G237A, E233P/L234V/ L235A/G236, A327G/A330S/P331S,
K322A, L234A va L235A, L234F/L235E/P331S. Tuy chon, cac vi tri 234, 236
va/hodc 237 trong 1gG2 & nguoi dugc thé véi alanin va vi tri 235 vé6i glutamin
(xem, vi du nhu, US 5,624,821.). Hai sy thay thé axit amin trong lién két b6 thé
Clq xay ra & vi tri s6 EU 330 va 331 lam giam su ¢6 dinh bo thé (xem Tao etal.,
J. Exp. Med. 178:661 (1993) va Canfield and Morrison, J. Exp. Med. 173:1483
(1991)). Su thé vao IgG1 & ngudi clia cac gbc IgG2 tai céc vi tri 233 dén 236 va
cac gbe TeG4 tai cac vi trf 327, 330 va 331 lam giam dédng ké ADCC va CDC
(xem, vi du nhu, Armour KL. et al., 1999 Eur J Immunol. 29(8):2613-24; va
Shields RL. et al., 2001.J Biol Chem. 276(9):6591-604). Cac dot bién N297A,
N297Q, hodc N297G (danh s6 Eu) 1am giam sy glycosyl hoa va do d6 lam giam

chtrc nang tac dong.
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G. Su biéu hién ciia khang thé tai t6 hop

Khéang thé kham, khang thé duoc nhan hoa (bao gdm khang thé duogc thay
thé gdc) va khang thé & nguoi thudng duoc tao ra bang phuong phap biéu hién tai
t6 hop. Cac chu trac polynucleotit tai t6 hop thuong bao gdm trinh tu kiém soét
biéu hién hoat dong lién két v6i cac trinh tu ma hoa cua cac chudi ciia khang thé,
bao gém vung khéi dong di twong ddng hodc ving khéi dong lién quan tu nhién.
Tét hon 13, cac trinh tu kiém soat biéu hién 1a cic hé théng ving khéi dong sinh
vat nhan chudn trong cac vat truyén c6 kha ning bién ddi hodc chuyén nhiém céc
t€ bao vat cha sinh vat nhan chuin. Mot khi vat truyén da duoc két hop vao trong
vat chi thich hop, vat chi dugc bao quan trong didu kién thich hop cho sy biéu
hién muc do cao cua cac trinh ty nucletit, va sy thu gom va su tinh ché cua céc
khang thé tai t hop.

Céc té bao & dong vat co va la vat chu dugc uu tién dé bién hién cac doan
nucleotit m3 hoa cac globulin mién dich hodc cdc méanh cta ching. Xem
Winnacker, From Genes to Clones, (VCH Publishers, NY, 1987). Mot $6 dong té
bao vat chi c6 kha nang tiét ra cac protein di tuong ddng nguyén ven da duoc
phat trién trong linh vuc k¥ thuat ndy, va bao gbm dong té bao CHO, céc dong té
bao COS khac nhau, c4c té bao HeLa, céac té bao HEK293, céc té bao L va cac té
bao u tuy khong tao ra khang thé bao gdbm Sp2/0 va NSO. T6t hon 13, céc té bao
nay khong & nguoi. Cac vat truyén biéu hién céc t& bao nay cé thé bao gdm cac
trinh tu kiém soat biéu hién, vi du nhu diém khoi dau sao chép, ving khéi dong,
ving tang cudng (Queen et al., Immunol. Rev. 89:49 (1986)), va cac vi tri xu Iy
thong tin cAn thiét, vi du nhu céc vi tri lién két ribosom, cac vi tri ghép ARN, céc
vi tri polyadenyl hoa, va céc trinh tu két thuc phién ma. Céc trinh ty kiém soat
biéu hién dwoc wu tién 1a cac ving khoi dong co ngudn gdc tlr cac gen ndi sinh,
cytomegalovirut, SV40, virut adeno, virut papilloma & bo va cac loai tuong tu.
Xem Co et al., J. Immunol. 148:1149 (1992).

Sau khi dugc biéu hién, cdc khang thé ¢6 thé dugc tinh ché theo céc quy

trinh tiéu chuén trong linh vuc k¥ thut ndy, bao gém tinh ché HPLC, sic ky cot,
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dién di gel va cc quy trinh twong tu (xem, noéi chung, Scopes, Protein Purification

(Springer-Verlag, NY, 1982)).

V. Ung dung tri licu

Céc khang thé c6 thé duoc st dung dé tang cuong dap tmg mién dich trong
diéu tri ung thu va céc bénh truyén nhiém. Céc rdi loan c6 thé diéu tri béng cac
khéng thé theo sang ché bao gdm, nhung khong giéi han, ung thu, bao gbm khdi
u huyét hoc 4c tinh va khéi u ran. C4c loai ung thu nay c6 thé hodc khong biéu
hién TIGIT hodc CD155. Céc khang thé véi TIGIT c¢6 hiéu qua trong chéng ung
thu khong biéu hién TIGIT vi sy tc ché twong tac giita TIGIT véi CD155 kich
thich d4p timg mién dich chéng lai cac bénh ung thu nhu vay. Vi du vé bénh huyét
hoc 4c tinh bao gém bénh bach ciu, u lympho va u tiy, bao gém bénh bach ciu
tuy cép, bénh bach cu té bao T truéng thanh, bach cAu hat bach cau 16n té bao T,
bach cdu nguyén bao lympho cép tinh, bénh bach cau lympho cap tinh, bénh bach
ciu tiy man tinh, bénh bach cau don nhén cap tinh, bénh U lympho Hodgkin va
khong phai Hodgkin va da u tuy. Vi du vé khéi u rédn bao gdm, khong gi6i han,
ung thu budng tring, ung thu ndi mac tir cung, ung thu vii, ung thu phoéi (t€ bao
nho hoac khong phai té bao nho), ung thu rudt Kkét, ung thu myén tién liét, ung thu
¢d tir cung, ung thu tuyén tuy, ung thu da day, ung thu thyc quan, ung thu biéu
mo té bao gan (ung thu gan), ung thu bidu mé té bao than (ung thu than), khéi u
d4u va cb, u trung biéu md, khdi u 4c tinh, bénh sacom va u ndo (vi du nhu u thin
kinh dém, chang han nhu u nguyén bao dém).

Céac phuong phéap cua sang ché c6 thé duoc thuc hanh trong diéu trj b tro.
“Didu tri bd trg” dé cap dén mot diéu tri 14m sang trong d6 mot dbi tuong cd tién
st bénh tang sinh, dic biét 1a ung thw, va néi chung (nhung khong nhat thiét) da
dap tng véi liéu phap, bao gém, nhung khong giéi han, phau thuat, xa tri, va/hodc
héa tri. Tuy nhién, do c6 tién sir cia bénh ting sinh, céc d6i tuong nay dugc xem
1a ¢4 nguy co phét trién cin bénh do. Didu tri hodc tiép nhén trong “didu tri bd
tro” dé cap dén mot phuong thirc didu tri tiép theo. Theo mot s6 phuong an, sang

ché dé xuit mot phuong phap diéu tri hogc thuc hién du phong ung thu bao gdm
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viéc diéu tri cho dbi tuong bi hoac c¢6 nguy bi ung thu béng mot [uong diéu trj
hiéu qua ciia bit ky khéng thé nao trong s6 cac khang thé nao dwgc boc 19 trong
ban mo ta nay trong didu tri b6 tro.

Céac phuong phéap duoc dé xudt trong ban mo ta nay cling c6 thé duoc thyuc
hién trong “didu tri bd trg méi”, nghia 14 phwong phap nay ¢6 thé duge thuc hién
trude liu phap chinh/cubi cing. Theo mot sd khia canh, ddi tuong trudc do da
duoc didu tri. Theo cac khia canh khac, d6i tuong chua duoc didu tri trude do.
Theo mét s6 khia canh, viéc diéu tri 1a liéu phap dAu tién. Theo mot sb phuong

“an, sang ché dé xuit mot phuong phép dé diéu tri hodc thuc hién du phong ung
thu bao gém viée diéu tri cho dbi twong bi hodc cd nguy bi ung thu bﬁng mot
lwong diéu tri hidu qua ctia khang thé bat k¥ trong sb cac khang thé duoc boc 19
trong ban mo ta nay trong didu tri bd trg mai.

Céc r6i loan khac c6 thé didu tri bang cac khang thé theo sang ché bao gom
cac bénh truyén nhidm cua vi rat, vi khudn, nim, dong vat nguyén sinh va cac tac
nhéan gdy bénh khéc (vi du nhu, viém gan (A, B hodc C), virut ecpet (vi du nhu
VZV, HSV-1, HAV- 6, HSV-II, va CMV, virut Epstein Barr), virut adeno, virut
cum, virut flavi, virut echo, virut rhino, virut coxsackie, virut corno, virut déng
bo ho hép, virut quai bi, virut rota, virut soi, virut rubella, virut parvo, virut
vaccinia, vi rat HTLV, virut sbt xuét huyét, virut papilloma, virut molluscum,
virut bai liét, virut dai, virut JC, HIV, SIV va virut viém ndo arboviral encephalitis,
vi khuin chlamydia, vi khuén rickettsial, mycobacteria, tu ciu khuén, treptocci,
pneumonococci, meningococci va conococci, klebsiella, proteus, serratia,
pseudomonas, legionella, bach hau, khuan salmonela, truc khuén, bénh ta, bénh
udn van, botulism, bénh than, bénh dich hach, bénh xoén khuén va vi khuan gdy
bénh Lymes
A. Su st dung céc khang thé

Céc khang thé dugc mo ta trong ban mé ta nay duoc st dung trong mot
phéc dd hiéu qua c6 nghia la liéu luong, cach thic st dung va tin sudt tiép nhan
ma lam tri hodn sy khoi phat, giam muc do nghiém trong, uc ché su suy giam

thém, va/hodc cai thién it nhat mot dau hiéu hodc tri¢u ching cua roi loan. Néu
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mot déi twong da dang phai chiu mot 161 loan, phéc dd nay cé thé duoc got la phac
@b diéu trj hidu qua. Néu dbi tuong c6 nguy co cao vé rdi loai lién quan dén quan
thénéichungnhungchuauﬁiquacéctﬁéuchﬁng,phm:dénaycéthéduchpi
1a phac @0 du phong hiéu qua. Trong mét sé trudng hop, tinh hidu qua diéu tri
hodc du phong co thé duoc quan sat ¢ ddi twong riéng lién quan dén sy kiém soat
trong lich st hodc trai nghiém qud khir & cing mot dbi twong. Trong cac truong
hop khac, tinh hié¢u qua diéu tri hodc du phong c6 thé duoc thé hién trong thi
nghiém tién 1am sang hodc thi nghiém 1am sang trong mot quén thé cta cac d6i

tuong duoc didu tri so voi quan thé déi chimg cua cac dbi tuong khong duge diéu
tri.

Theo mot sb khia canh, bat ky phuong phép ndo dugc md ta trong ban mé
t4 nay bao gdm viéc st dung mot luong diéu tri hidu qua ciia mot hodc nhiéu
khang thé duoc md ta trong ban mé ta nay cho nhiing d6i tuong can ching. Nhu
mwcmﬂmgUmgbmnmﬁn@ﬂmmgd@uMh@umme&Wﬁuhm@dﬁu
tri hiéu qua" cta liéu phap chdng ung thu (vi du nhu cua khang thé bat ky khang
TIGIT dugc mo ta trong ban mo ta nay) la mot luong du dé mang lai két qua c6
loi hoac két qua mong mudn. Pbi v viee st dung tri liéu, cac két qua mong
mubn hoic ¢6 lgi bao gdm cac két qua 1am sang vi du nhu viée giam mét hodc
nhiéu triéu ching cla ung thu, gia ting chit lugng cudc sdng cla d6i twong mac
ung thu, giam liéu lugng cac thudc cin thit khac dé diéu tri ung thu, ting cudng
tac dung cua thube khac vi du thong qua viéc nhim dich, tri hodn sy tién trién cia
bénh, va/hoic kéo dai thoi gian sdng. Lidu lwgng hiéu qua c6 thé dugc tiép nhan
trong mot hoac nhiéu 1an st dung. bé phuc vu muc dich cua sang ché, lieu luong
hiéu qua cua li¢u phap chéng ung thu 1a luong du dé dat duoc diéu tri tri liéu hodc
diéu tri du phong truc tiép hodc gién tiép. Khi dwoc hiéu trong pham vi 14m sang,
mdt lidu lwong diéu tri hiéu qua cua liéu phap chéng ung thu c6 thé hoic khong
dat dwoc khi két hop v6i mot liéu phap chong ung thu khéc.

Cac lidu luong dién hinh déi véi khang thé bit ki trong s6 cc khang the
dugc mo ta trong tai li€u nay nam trong khoang tir 0,1 dén 20 mg/kg hoic tir 0,5
dén 5 mg/kg trong luong co thé (vi du nhu khoang 0,5 mg/kg, 1 mg/kg, 2 mg/kg,
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3 mg/kg, 4 mg/kg, 5 mg/kg, 6 mg/kg, 7 mg/kg, 8 mg/kg, 9 mg/kg, 10 mg/kg, 11
mg/kg, 12 mg/kg, 13 mg/kg, 14 mg/kg, 15 mg/kg, 16 mg/kg, 17 mg/kg, 18 mg/kg,
19 mg/kg, hodc 20 mg/kg) hodc tir 10 dén 1500 mg (vi du nhu bat ky lidu luong
nao dudi 10 mg , 20 mg, 30 mg, 40 mg, 50 mg, 60 mg, 70 mg, 80 mg, 90 mg, 100
mg, 150 mg, 200 mg, 250 mg, 300 mg, 350 mg, 400 mg, 450 mg, 500 mg, 550
mg, 600 mg, 650 mg, 700 mg, 750 mg, 800 mg, 850 mg, 900 mg, 950 mg, 1000
mg, 1100 mg, 1200 mg, 1300 mg, 1400 mg hodc 1500 mg hodc cao hon, bao gdm
céc gié tri ndm trong khoang cac s6 nay), nhu mot liéu luong c6 dinh. Liéu luong
phu thudc vao tinh trang cua dbi tuong va dap Gmg vai viée tri liéu trudce do, néu
6, liéu viéc tri liéu l1a du phong hay diéu tri va liéu rdi loan 12 cép tinh hay man
tinh, trong sb cac yéu té khac.

Thudc diéu tri ¢ thé duge tiém, tiém tinh mach, uéng, tiém dudi da, trong
dong mach, ndi so, ndi tiy mac, tiém ngoai mang bung, trong khdi u, tiém cuc b9,
mii hodc tiém bép. Viéc su dung trong hé tudn hoan béng cach tiém tinh mach
hodc tiém dudi da dugce uu tién. Vi du tiém tinh mach cé thé, vi du, bﬁng cach
truyén trong mot khoang thoi gian vi du nhu tir 30 dén 90 phut.

Tén suit st dung thubc phu thude vao chu ky ban huy cua khang thé trong
hé tuin hoan, tinh trang cta ddi twong va dudng st dung, trong s6 cac yéu t6 khac.
Tén suét c6 thé 1a hang ngay, hang tudn, hang thang, hang quy hodc theo chu ky
bét thuong dé dap ang voi nhitng thay ddi vé tinh trang ctia d6i tugng hoic tién
trién cta rdi loan dang dugc didu tri. Mot tAn sudt dién hinh cho tiém tinh mach
1a gifta hang tun va hang quy cho mdt nguyén nhén diéu tri lién tuc, mic du lidu
lugng cling c6 thé nhiéu hon hoic it thuong xuyén hon. D&i véi tiém dudi da, thn
sudt ding lidu dién hinh 13 hang ngay cho dén hang thang, mic du liéu lugng cling
c6 thé nhiéu hon hoic it thudng xuyén hon.

Sb luong lidu luong str dung phu thudc vao liéu rdi loan 1a cép tinh hay man
tinh va dap ung cua 161 loan dbi véi viée tri lidu. Déi véi cac 16i loan cép tinh
hodc su gia ting cép tinh cta céc rdi loan mén tinh, thi tir 1 dén 10 liéu thuong 12
du. Déi khi, mét lidu don tiém nhanh, tlly chon & dang dugc chia, 12 da cho mot

r6i loan cap tinh hodc sy gia tang cap tinh ciia mét roi loan man tinh. Viée tri ligu
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c6 thé duoc lap lai dbi voi sy tai phat cia ri loan cép tinh hodc su gia ting cip
tinh. D6i véi cac ri loan mén tinh, khang thé c6 thé dugc st dung dinh ky, vi du,
hang tuén, hai tudn mot 1an, hang thang, hang quy, sdu thang mot 1an trong it nhat
1 ndm, 5 nam hoac 10 nam, hodc trong sudt cudc doi cua dbi twong.

Viéc tri liéu ¢6 khang thé khang TIGIT c¢6 thé lam thuyén giam bénh bz"mg
cach tang ty 16 song khong tién trién trung binh hodc thoi gian séng tong thé cua
cac dbi twong méc ung thu 1én it nhat khoang 30%, 31%, 32%, 33%, 34%, 35%,
36 %, 37%, 38%, 39%, 40%, 41%, 42%, 43%, 44%, 45%, 46%, 47%, 48%, 49%,
nhung t5t hon 1a it nhat khoang 50%, 51%, 52%, 53%, 54%, 55%, 56%, 57%,
58%, 59%, 60%, 61%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67% , 68%, 69%, 70%, 71%,
72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 17%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84 %, 85%,
86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%
hodc tham chi 100%, so v&i céc dbi tuong dbi chimg, hodc tang mot trong hai loai
thoi gian 1én 2 tun, 1, 2 hodc 3 thang, hoic t6t hon 12 4 hodc 6 thang hoic tham
chi 9 thang hodc mdt ndm. Ngoai ra hodc theo cach khéc, viec tri ligu ¢6 khang
thé khang TIGIT c6 thé tang ty 1é dap Gmg hoan toan, ty 1& dap ung mot phan,
hodc ty 1& dap tmg khach quan (hoan toan + mot phin) cua céc ddi twong it nhét
khoang 30%, 31%, 32%, 33%, 34%, 35%, 36%, 37%, 38%, 39%, 40%, 41%,
42%, 43%, 44%, 45%, 46%, 47%, 48%, 49%, nhung t6t hon 1 it nhat khoang
50%, 51%, 52%, 53%, 54%, 55%, 56%, 57%, 58%, 59%, 60%, 61%, 62%, 63%,
64%, 65 %, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 715%, 76%, T7%,
78%., 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% , 99% hoac tham chi 100% so v6i cac dbi
twong ddi chimg. Céc dbi tugng dbi chiing tiép nhan cing tri lidu gidng nhu céc
dbi tuong nhan khéang thé khang TIGIT ngoai trir khang thé khang TIGIT. Do do,
cac dbi tuong dbi ching co thé chi nhan thubc an than hoic két hop thubc an thin
v&i mot sb chat hoa hoc tri lidu trir khang thé khang TIGIT néu nhu chung cling
duoc tiép nhan boi cac ddi tuong nhan khéng thé khang TIGIT.

Cac khéng thé khang TIGIT dugc boc 16 trong ban md t& ndy c6 thé tang

cudng doc tinh té bao qua trung gian t& bao NK cua céc té bao biéu hién CD155
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(vi du nhu, nhung khong gio1 han, cac t& bao K562), 1én khoang 10%, 11%, 12%,
13%, 14% , 15%, 16%, 17%, 18%, 19%, 20%, 21%, 22%, 23%, 24%, 25% 26%
27%., 28%, 29%, 30%, 31%, 32%, 33%, 34%, 35% hodc cao hon so v61 luong
doc tinh qua trung gian té bio NK clia cac té bao biéu hién CD155 khi vang mat
mot trong s cac khang thé khang TIGIT duoc boc 16 & day.

Thong thuong, trong thi nghiém 1dm sang (vi du nhu thi nghiém giai doan
11, giai doan II/IIT hodc giai doan III), cac su gia tang & ty 1€ séng sot va/hodc ty
1é dap tng khong tién trién trung binh cua cac ddi twong duogc diéu tri bang khang
thé khang TIGIT, so v6i nhém céc dbi twong ddi chimg 1a déng ké vé mit thong
ké, vi du & mirc p = 0,05 hodc 0,01 hodc tham chi 0,001. Céc ty I&€ dap img hoan
toan va mot phﬁn duogc xéac dinh theo tiéu chi khach quan thuong dugce su dung
trong céc thi nghiém 1am sang dbi voi ung thu, vi du nhu tiéu chi dugc liét ké va
chép nhan béi Vién Ung thu Quéc gia (National Cancer Institute) va/hodc Cuc
quéan 1y Thue pham va Dugc pham (Food and Drug Administration) va c6 thé bao
gbm thé tich khoi u, s6 lwong khéi u, di can, thoi gian sdng sot, va chét lugng cta
céc linh vuc trong cudc sdng, trong s6 céc tidu chi khéc.

Tét hon 13, cac duge pham dé tiém 14 vo tring va thuc chét 1a ¢6 tinh dang
truong va dugce san xuat trong diéu kién GMP. Cac duogc phém c6 thé duogc cung
cip theo dang don vi lidu lugng (tirc 14 liéu lwong cho mdi lan st dung). Céc duoc
phém c6 thé duoc tao ra béng cach str dung mot hodc nhiéu chat mang dugc dung
sinh 1y, chét pha lodng, t4 dugc va chét bd trg. Dang hinh thanh phu thudc vao
con dudng tiép nhan dugc chon. Pé tiém, khang thé c6 thé duoc tao ra trong dung
dich nudc, tot hon 14 trong cac dung dich dém sinh ly nhu dung dich Hank, dung
dich Ringer, hodc dung dich mudi sinh 1y hodc dung dich dém axetat (dé giam sy
kho chiu tai vi tri tiém). Dung dich c6 thé chira cac chét tao thanh vi du nhu chat
tao huyén phu, chat 6n dinh va/hodc chat phén tan. Ngoai ra, cac khang thé co thé
& dang dong kho dé chu thanh v6i chit mang thich hop, vi du nhu nuéc khdng
pyrogen v trung, trugc khi st dung. Nbng d6 khang thé trong cac cong thirc dang
16ng c6 thé khac nhau, vi du tir 10 dén 150 mg/ml. Trong mot s6 cong thirc, ndng

d6 khoang tir 25 dén 50 mg/ml.

-42-



42011

B. Liéu phap két hop

Sang ché cap dén viéc sir dung céc khéng thé khang TIGIT két hop véi
mot hodc nhiéu chét diéu tri hoat tinh (vi du, cac chit héa tri liéu) hodc cac phuong
thirc diéu tri hodc du phong khéc (vi du nhu bire xa). Trong liéu phap két hop nhu
vay, céc tdc nhan hoat tinh khac nhau thuong c6 céc co ché hoat dong b sung
khac nhau. Li€u phap két hop nhu vay co thé dic biét thuan loi b?mg cach cho
phép giam liéu lwong mot hodc nhiéu chat, do d6 1am giam hodc loai bo cac tac
dung phu cia mot hodc nhiéu chat. Ngoai ra, li€u phap két hop nhu vay c6 thé co
tac dung tri liéu hodc dy phong té)ng hop dbi v6i bénh, chimg rdi loan hoic tinh
trang bénh ly co ban.

Nhu duoc sir dung trong ban mo ta nay, "két hop" c6 nghia 14 bao gbm céc
liéu phép co thé duoc str dung mot cach doc 1ap, vi du nhu dugce tao dugc phém
mot cach doc 1ap dé st dung mot cach doc lap (vi du nhu ¢6 thé duoc cung cép
trong bo kit) va cac liéu phap co thé duoc st dung cing nhau trong dugc phdm
duy nhét (ttc 12 "dong dugc pham").

Theo céc phuong an nhét dinh, khang thé bét ky trong sé cac khang thé
khang TIGIT dugc boc 16 trong ban mo6 td nay dugc st dung hoac ap dung tudn
ty, vi du nhu trong do, mot chat duoc st dung truéc mot hay nhiéu chét khac.
Theo cac phuong an khac, cac khang thé duoc str dung ddng thoi, vi du nhu trong
d6, hai hoac nhiéu khéng thé duoc st dung tai cing hodc khoang cling mét thoi
diém; hai hodc nhiéu chét ¢ thé c6 mat trong hai hoic nhiéu duoc ph'flm riéng
biét hodc két hop vao trong ciing mot dugce phdm (ttc 1a déng duogc pham). Bét
ké liéu hai hodc nhiéu chit dugc sir dung tuan tu hodc déng thoi, chung duoc coi
nhu duoc st dung két hop cho cac myc dich cta sang ché.

Céc khang thé cia sang ché nay c6 thé dugc st dung két hop véi it nhat
mot chat (hoat tinh) khéc theo céach thich hop trong cac truong hop. Theo mot
phuong 4n, viéc tri lidu v6i it nhét mot hoat chét va it nhat mot khang thé khéng
TIGIT cta sang ché nay dugc duy tri trong moét khoang thoi gian. Theo phuong
4n khac, viéc trj lidu v6i it nhat mot hoat chat duoc giam di hodc ngung (vi du

nhu khi déi twong 8n dinh), trong khi tri liéu v6i khéng thé khéng TIGIT cua sang
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ché nay duoc duy tri theo phac dd liéu lwong khong d6i. Theo phwong an khac,
viéc tri liéu voi it nhét mot hoat chét duoc giam di hoac ngung (vi du nhu khi ddi
twong 6n dinh), trong khi tri liéu véi khang thé khang TIGIT cua sang ché nay
dugc giam di (vi du nhu ¢ lidu luong thép hon, tan suét it hon hodc phéc dd diéu
tri ngén hon). Theo phuong an khéc nira, viéc tri liéu vé6i it nhdt mot hoat chat
duoc lam giam hodc ngung (vi du nhu khi d6i twong 6n dinh), va tri liéu v6i khéng
thé khang TIGIT cua sang ché nay duoc gia ting (vi du nhu & liéu luong cao hon,
tAn suit nhidu hon hodc phac d6 diéu tri dai hon). Theo phuong 4n khéc nita, viée
tri lidu véi it nhAt mot hoat chat duoc duy tri véi tri liéu véi khang thé khang
TIGIT cla sang ché nay bi giam hoic ngung (vi du nhu liéu lwong thip hon, tin
suat it hon hoic phéc dd diéu tri ngan hon). Theo phuong an khéc nita, viéc tri
liéu v6i it nhat mot hoat chit véi tri liéu véi khang thé khang TIGIT cua sang ché
nay bi giam hodc ngung (vi du nhu lidu lwong thap hon, tan sut it hon hodc phac
d6 diéu tri ngan hon).

Viéc tri liéu bang cac khang thé ctia sang ché co thé duoc két hop véi cac
phuong phap tri liéu khéc c6 tac dung chdng lai rbi loan dang duoc diéu tri. Khi
dugc su dung trong diéu tri tinh trang ting sinh, ung thu, khdi u hoic bénh, rbi
loan, hodc tinh trang tién ung thu, cac khang thé ctia sang ché c6 thé duogc két hop
v6i hoa tri, xa tri (vi du nhu liéu phép xa tri cuc bd hodc liéu phép xa tri toan than),
liéu phép té bao gbc, phiu thuat hogc diéu tri v6i cac sinh pham khéc.

Theo cac phuong 4n nhit dinh, sang ché dé xuét cac phuwong phap e ché
khéi u dbi v6i su tang truong khdi u bao gém viée st dung cac khang thé khang
TIGIT duoc bdc 16 trong ban mo ta nay két hop véi chét e ché dan truyén tin
hiéu (STI) dé dat duoc su tc ché phu hoic téng hop d6i voi sy tang truong khbi
u. Nhu duogc sir dung trong ban mo ta nay, thuat ngt "chét trc ché dan truyén tin
hiéu" dung dé chi mét chét tc ché mot cach c¢6 chon loc mdt hoic nhiéu cong
doan trong mét con duong phat tin hiéu. Céc chit trc ché dan truyén tin higu (STI)
cta sang ché bao gdm: (i) chét e ché kinaza BCR-Ab! (vi du nhu imatinib
mesylat (GLEEVEC)); (ii) chét trc ché thu thé yéu t6 ting trudng bicu bi (EGF),
bao gdm chit trc ché kinaza va khang thé; (iii) chat tic ché thu thé HER-2/neu (vi
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du nhu HERCEPTIN); (iv) chét rc ché ctia kinaza ho Akt hodc con dudong Akt
(vi du nhu rapamycin); (v) chét ¢ ché kinaza chu ky t& bao (vi du nhu
flavopiridol); va (vi) chat trc ché photphatidy! inositol kinaza. Céc chat lién quan
dén su diéu chinh mién dich ciing c6 thé duoc st dung két hop vo1 khang thé
khang TIGIT dugc bdc 10 trong ban mo ta nay dbi voi su e ché phat trién khdi u
& bénh nhéan ung thu.

Céc vi du vé cac chat hoa tri lidu bao gém, nhung khong giéi han, trong $6
cac chit ankyl héa nhu tiotepa va cyclophotphamit; ankyl sunphonat nhu
busunphan, improsunphan va piposunphan; aziridin nhu benzodopa, cacboquone,
meturedopa, va uredopa; etylenimin va metylamelamin bao gbm altretamin,
trietylenmelamin,  trietylenphotphoramit,  trietylentiophotphaoramit ~ va
trimetylolomelamim; céc loai mu tat nito nhu chiorambuxil, clornaphazin,
cholophotphamit, etramutin, ifofamide, mecloretamin, mecloretamin oxit
hydroclorua, menphalan, novembichin, pheneterin, prednimutin, trophophamit,
mu tat uraxin; nitrosurea nhu cacmutine, clorozotoxin, fotemutin, lomutine,
nimutine, ranimutine; thuéc khang sinh nhu aclacinomyxin, actinomyxin,
authramyxin, azaserin, bleomyxin, cactinomyxin, calicheamixin, carabixin,
caminomyxin, carzinophilin, cromyxin, dactinomyxin, daunorubixin,
detorubixin, 6-diazo-5-oxo-L-noleuxin, doxorubixin, epirubixin, esorubixin,
idarubixin, macellomyxin, mitomyxin, axit mycophenolic, nogalamyxin,
olivomyxin, peplomyxin, potfiromyxin, puromyxin, quelamyxin, rodorubixin,
streptonigrin, streptozoxin, tubecidin, ubenimex, zinostatin, zorubixin; cac chét
chéng chuyén hoa nhu methotrexate va 5-fluorouraxin (5-FU); cac chét twong ty
axit pholic nhu denopterin, methotrexat, pteropterin, trimetrexat; cac chit trong
ty purin nhu fludarabin, 6-mecaptopurin, thiamiprin, thioguanin; twong tu
pyrimidin nhu ancitabin, azacitidin, 6-azauridin, cacmophua, cytarabin,
dideoxyuridin, doxifluridin, enocitabin, floxuridin, 5-FU; andro nhu caluteron,
dromotanolon propionat, epitiostanol, mepitiotan, testolactone; chat khang
thuong than nhu aminoglutetimit, mitotan, trilostan; chit bd sung axit pholic nhu

axit phrolinic; aceglaton; andophotphamit glycoxit; axit aminolevulinic;
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amsacrin; betrabuxin; bixantren, edatraxat; dephophamin; demecolxin;
diaziquone; elformitin; elliptinium axetat; etoglucit; gallium nitrat; hydroxyure;
lentinan; lonidamin; mitoguazon; mitoxantron; mopidamol; nitracrin; pentostatin;
phenamet; pirarubicin; axit podophyllinic; 2-etylhydrazit; procarbazin; razoxan;
sizofiran;  spirogermanium;  axit  tenuazonic;  triaziquone; = 2,2'2"-
riclorotrietylamin; uretan; vindesin; dacacbazin; mannomutine; mitobronitol;
mitolactol; pipobroman; gacytoxine; arabinoxit (Ara-C); cyclophotphamit;
thiotepa; toxoid (vi du nhu taxane), vi du nhu paclitaxel, taxol va doxetaxel;
clorambuxin; gemxitabin; 6-thioguanin; mecaptopurin; methotrexat; bach kim va
phitc hop két hop bach kim nhu cisplatin va cacboplatin; vinblastin; etoposide
(VP-16); ifosfamit; mitomyxin C; mitoxantron; vincritin; vinorelbin; navenbin;
novantron; tenipoxit; daunomyxin; aminopterin; xeloda; ibandronat; CPT11; chét
Gc ché topoisomeraza; camptothecins, difluoromethylornitin (DMFO); axit
retinoic; etperamixin; capexitabin; céc chat chéng chuyén héa (vi du nhu
azathioprin); thube chéng u budu; alkaloid thuc vat (bao gém, vi du nhu vinca
alkaloids); va cac mubi duoc dung, axit duoc dung hodc cac dan xuét chat bat ky
néu trén.

Céc chét héa tri lidu cling bao gdm cac chat khang hoocmon ma chiing hoat
ddng dé didu chinh hodc tre ché hoat déng ctia hoocmon trén céc khéi u nhu khang
estrogen, bao gém tamoxifen, raloxifene, aromataza Uc ché 4(5)-imidazol, 4-
hydroxytamoxifen, trioxifene, keoxifene, onapriton, va toremifen; va antiandro
nhu flutamit, nilutamit, bicalutamit, leuprolide va goserelin; va cac mudi, axit
duoc dung hodc dan xudt ctia chit bat ky néu trén. Theo c4c phuong 4n nhét dinh,
liéu phap két hop bao gém viéc st dung hoocmon hoac chit hoocmon lién quan.

Céc phuong thirc diéu tri bd sung c6 thé dwoc st dung két hop voi khang
thé khang TIGIT duoc boc 1 trong ban mo ta ndy bao gbm xa tri, khang thé don
dong chéng lai khang nguyén khéi u, phtrc hop khéang thé don dong va ddc to, ta
dugc té bao T, cdy tiy xuong, hoic té bao trinh dién khang nguyén (vi du nhu lidu
phép té bao tua) hoic lidu phap té bao-té bao. Thuat ngft “liéu phap té bao” nhu

duoc st dung trong ban mé ta nay dé cap dén liéu phép bat ky trong d6 bao gbm
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su dua vao cac té bao voi muc dich nham dat duoc hiéu qua didu tri mong mudn,
vi du nhu d& sta chita quén thé té bao truéng thanh bi tén thuong hodc hoan
toan/day du hodc cic mo hodc dé tang cuong dap tmg mién dich chéng lai mot tac
nhin gdy bénh hoac té bao tang sinh (nhu t& bao ung thu). Theo cac phuong an
khac, liéu phép té bao bao gdm viée dua té bao khong biét héa (nhu té bao gbe
hodc t& bao toan nang hoic té bao da ning khac) c6 kha ning biét hda vao mot
loai té bao cu thé can thiét dé dat duoc hiéu qua diéu tri mong mudn, vi du nhu dé
stra chita quan thé té bao trudng thanh bi tén thwong hodc hoan toan hoic cic mo
hodc dé ting cudng dap ing mién dich chéng lai mot tic nhan gay bénh hoic té
bao tang sinh (nhu té bao ung thu). Theo mot s6 phuong an, cic khang thé cta
sang ché ciing c6 thé dugc st dung voi céc t& bao T xam nhap khéi u hodc véi cac
té bao tiéu diét tu nhién, ching cé thé duoc mo rong hodc duoc chon tuy y dé diéu
chinh dbi véi khdi u ex vivo. Khang thé cia séng ché gop phan vio su hoat hoa
cac té bao nay.

Mot su két hop duoc uu tién 1a khdng thé cua sang ché v6i khang thé thir
cap dinh huéng vao khang nguyén bé mit duoc wu tién bidu hién trén cac té bao
ung thu lién quan dén md kiém so4t binh thudng. Mot sb vi du vé khéng thé c6
thé duoc st dung trong liéu phép két hop véi khang thé cua sang ché dé diéu tri
ung thu bao gom Herceptin® (trastuzumab) chéng lai khang nguyén HER2,
Avastin® (bevacizumab) chéng lai VEGF, hoac khang thé dbi véi thu thé EGF,
chang han nhu (Erbitux) ®, cetuximab) va Vectibix® (panitumumab). Cac chat
khac c6 thé duge st dung bao gdm khang thé hoic chét e ché khac cia bét ky
trong s PD-1, PD-L1, CTLA-4, 4-1BB, BTLA, VISTA, TIM-3 va LAG-3; hodc
cac chit e ché phat tin hiéu cling huéng khac, vi du nhu cac chit @c ché mTOR
va GSK3; va cc xytokin, vi du nhu interferon-y, IL-2 va IL-15. Mot s6 vi du cu
thé v& cac chét bd sung bao gdm: ipilimumab, pazopanib, sunitinib, dasatinib,
pembrolizumab,  INCR024360,  dabrafenib, trametinib,  atezolizumab
(MPDL3280A), tarceva, cobimetinib va nivolumab. Vi€c luya chon khang thé thu
cip hodc chét khéc cho lidu phap két hop phu thudc vao bénh ung thu dang dugc

didu tri. Tty chon, bénh ung thu dugc thi nghiém ddi v6i biéu hién hodc biéu hién
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wu tién cua khang nguyén dé dinh huéng lua chon khéng thé thich hop. Tét hon
la, isotyp cua khang thé tha cap 1a IgGl & ngudi dé thuc day cac chirc nang tac
dong, nhu ADCC, CDC va thuc bao.

Khéng thé ciia sang ché ciing c¢6 thé dugc stir dung véi vacxin tao ra dap
trng mién dich chdng ung thu. Dép tmg mién dich nay dugc ting cudng boi khang
thé cua sang ché. Vacxin c6 thé bao gdm khang nguyén dugc biéu hién trén bé
mit cta té bao ung thu cia manh ctia chiing c6 tic dung tao ra dap ung mién dich,
tiy chon lién két v6i mot phan tir mang.

Séang ché dé cap dén viéc str dung céc khang thé khang TIGIT dugc mo ta
trong ban mb ta nay két hop voi cac chét trc ché diém kiém soat mién dich.

S6 luogng rat 16n cac thay d6i vé di truyén va ngoai di truyén 13 dic trung
cua céc loai ung thu mang dén tap hop khang nguyén da dang ma hé mién dich c6
thé st dung dé phan biét té bao khoi u véi cac té bao thong thuong. Trong trudng
hop cua té bao T, bién d6 16n nhét (vi du nhu mue do tao ra xytokin hodc sy tang
sinh xytokin) va chét luong (vi du nhu loai dap ung mién dich duoc tao ra, vi du
nhu mo hinh tao ra xytokin) ctia dap tmg, duoc bat dau théng qua viéc nhan dang
khéng nguyén bai thu thé té vao T (TCR), duoc didu chinh béi sy can bang gilta
tin hiéu dong kich thich va tin hiéu e ché (diém kiém soat mién dich). Trong didu
kién sinh ly binh thuong, diém kiém soat mién dich 12 quan trong dé ngan chin
tinh tu mién dich (tic 1a sy duy tri sy tw dung nap) va cling dé bao vé cac mo khoi
tdn thuong khi hé min dich phan tmg v6i su lay nhiém téc nhan gay bénh. Biéu
hién ctia protein diém kidm so4t mién dich c6 thé bi réi loan boi khéi u nhu mét
co ché khang mién dich quan trong.

Vi du vé cac diém kiém tra mién dich (phéi tir va thu thé), mot sd trong d6
duoc duoc diéu chinh gia tang mot cach chon loc trong cac loai té bao khdi u khac
nhau, 1a cac tmg cur vién cho sy ngédn chdn bao g@)m PD-1 (protein xuc tién sy chét
té bao theo chwong trinh 1); PD-L1 (phdi tir-1 xtic tién su chét té bao theo chuong
trinh); BTLA (ving suy giam lympho B va lympho T); CTLA-4 (khéng nguyén
té bao lympho T gdy doc 4); TIM-3 (protein mang té bao T 3); LAG-3 (gen hoat

héa lympho 3); gen tic ché globulin mién dich mién V cta sy hoat héa té bao T
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(VISTA); CD96; A2aR (thu thé adenosin A2a); A2bR (thu thé adenosin A2b);
CD73 (ecto-5'-nucleotidaza); CD39 (ENTPDI1, NTPDazal), Arginaza;
indoleamin-pyrol 2,3-dioxygenaza (IDO); tryptophan 2,3-dioxygenaza (TDO); va
cac thu thé wrc ché té bao tiéu diét tu nhién, ching co thé chia thanh hai nhém dua
trén ddc diém céu tric cla chung: i) thu thé té bao tiéu diét gidng globulin mién
dich (KIR), va ii) thu thé lectin loai C (thanh vién cta ho thu thé xuyén mang loai
II). Céc diém kiém soat mién dich khac it duoc x4c dinh rd hon di duoc mo ta
trong tai liéu, bao gbm ca cac thu thé (vi du nhu thu thé 2B4 (cling dugc biét nhu
CD244)) 1an cac phéi tir (vi dy nhu phéi tir trc ché ho B7 vi du nhu B7-H3 (ciing
dwoc biét nhu CD276) va B7-H4 (ciing dugc biét nhu B7-S1, B7x va VCTN1)).
Xem Pardoll, (April 2012) Nature Rev. Cancer 12:252-64.

Sang ché dé cap dén viée str dung khang thé bat ky trong s6 cac khang thé
khang TIGIT dugc boc 16 trong ban md ta nay két hop véi cac chit trc ché va cac
phéi tr clia céc thu thé diém kiém soat mién dich va néu trén, cling nhu céc thu
thé va cac phéi tr diém kiém soat mién dich chua dugc md ta. Cac tac nhan diéu
khién diém kiém soat mién dich dang cé san, trong khi cac tdc nhan diéu khién
khac dang trong giai doan phat trién cudi. D& minh hoa, khi duogc chép thuan dé
didu tri u 4c tinh vao nam 2011, khang thé don dong CTLA-4 dugc nhan héa hoan
toan ipilimumab (YERVOY; Bristol-Myers Squibb) tr¢ thanh chét @c ché diém
kiém soat mién dich du tién nhan dugc su phé duyét theo quy dinh tai Hoa K.
Céc protein dung hop bao gdbm CTLA-4 va mot khang thé (CTLA-4-Ig; abatacept
(ORENCIA,; Bristol-Myers Squibb)) da dugc su dung dé diéu tri viém khép dang
thap, va céc protein dung hop khéc da duoc chimg minh la c6 hiéu qua & cac bénh
nhan ghép than nhay cam voi virut Epstein Barr. Khang thé khang PD-1 dang
dwoc phat trién (vi du nhu nivolumab (Bristol-Myers Squibb) va pembrolizumab
(lambrolizumab) (Merck)), va khang thé khang PD-L1 ciing dang dugc dénh gid
(vi du nhu MPDL3280A (Roche)). Nivolumab va pembrolizumab da cho thy
tiém nang ¢ nhitng bénh nhan bi u 4c tinh, ung thu phéi va than.

Céc liéu phép két hop tuong tu c6 thé duoc s dung trong diéu tri hodc ngin

ngua bénh truyén nhiém, chang han nhu cac bénh, r6i loan va tinh trang, do vi-
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rut, vi khuan, nAm va ky sinh trung, cling nhu céc roi loan lién quan. Vi dy, khang
thé theo sang ché ¢6 thé duge két hop vé6i khang thé duoc dinh hudng chéng lai
tdc nhan gdy bénh hoac vacxin chdng lai tac nhan gay bénh nhu palivizumab
chdng lai virut rous sacom. Vacxin nay c6 thé 14 mot protein ctia tic nhan gay
bénh hodc manh ciia né ¢é tic dung tao ra dap ing mién dich. Khang thé theo
sang ché tang cuong dap tmg mién dich cta khang thé hodc vacxin duoc dinh
huéng chéng lai tic nhan giy bénh. Khang thé theo sang ché ciing c6 thé duoc
dung véi té bao T hodc té bao tidu diét ty nhién duoc mé rong ex vivo.

Liéu phéap két hop nay bao gdm céc tac nhan chéng virus nham dich vao
céac giai doan khac nhau trong vong doi virut va c6 cac co ché tac dong khac nhau,
bao goém, nhung khong gi6i han, cac chit sau: cac chit trc ché sy cdi vo cia virut
(vi du: amantadin va rimantidin); cac chit e ché enzym phién ma nguoc (vi du,
acyclovir, zidovudine va lamivudine); cac chét nham dich integraza; cac chat ngin
chin su gén két cua cac yéu t6 phién ma véi ADN cua virut; cac chét (vi du nhu
cac phan tr antisense) tac dong dén su dich ma (vi du nhu fomivirsen); céc tac
nhan diéu khién chic nang dich mé/ribozym,; chét e ché proteaza; tdc nhan diéu
khién tong hop virut (vi du nhu rifampicin); thubc khang virut retro chang han
nhu cac chit @c ché enzym phién mi nguoc tuong tw nucleoside (vi du
azidothymidin (AZT), ddl, ddC, 3TC, d4T); cac chét tc ché enzym phién ma
nguoc khong twong tu nucleoside vi du nhu efavirenz, nevirapin); cac chat trc ché
enzym phién ma ngugc khong twong tu nucleotit; va cac chét ngan chin viéc giai
phong céc hat virut (vi du nhu zanamivir and oseltamivir). Viéc diéu tri va/hodc
ngan chin lay nhiém virut nhit dinh (vi du nhu HIV) thudng doi héi mot nhém
("cocktail") ctia cac chat chong virut.

Céc tac nhan chéng virut khac duge du tinh stt dung két hop v6i khang thé
bat ky trong s6 céc khang thé khang TIGIT dugc boc 16 trong ban md ta nay bao
gém, nhung khong gidi han, trong sb: abacavi, adefovi, amantadin, amprenavi,
ampligen, arbidol, atazanavir, atripla, boceprevirertet, cidofovi, combivi,
darunavi, delavidine, didanosin, docosanol, edoxudin, emtrixitabin, enfuvirtide,

entecavir, famciclovi, fosamprenavi, foscarnet, fosfonet, ganciclovi, ibacitabin,
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imunovi, idoxuridin, imiquimod, indinavi, inosin, céc interferon (vi du nhu
peginterferon alpha-2a), lopinavi, loviride, maraviroc, moroxydin, methisazon,
nelfinavi, nexavi, penciclovi, peramivi, pleconaril, podophillotoxin, raltegravi,
ribavirin, ritonavi, pyramidin, saquinavi, stavudin, telaprevi, tenofovi, tipranavi,
trifluridin, trizivi, tromantadin, truvada, valaciclovi, valganciclovi, vicriviroc,
vidarabin, viramidin, va zalcitabin.

Sang ché d& cap dén viéc sir dung khéng thé bat ky trong sb cac khang thé
khang TIGIT duoc boc 1 trong ban mo ta nay két hop véi cac chét diét ky sinh
trung. Céc chét nhu vay bao gém, nhung khong gidi han, trong s6 tiabendazole,
pyrantel pamoate, mebendazole, praziquantel, niclosamide, bithionol,
oxamniquine, metrifonate, ivermectin, albendazol, eflornithin, melasoprol,
pentamidin, benznidazole, nifutimox va nitroimidazol. Chuyén gia trong linh vyc
k¥ thuét nay di chu y dén céc chit khac ma chiing c6 thé c6 ich ddi véi viéc didu
trj cac 16i loan do ky sinh tring.

Céc phuong 4n ctia sang ché dé cap dén viéc str dung khang thé bat ky trong
s6 cac khang thé khang TIGIT dugc bdc 1§ trong ban md ta nay két hop véi cac
chét c6 ich trong viéc diéu tri hodc ngan chin roi loan do vi khuén. Céc chét khéng
khuén c6 thé duoc phéan loai theo nhiéu cach, bao gém dua vao co ché hoat dong,
dua vao cau truc hoéa hoc, va dwa vao hoat phé. Vi du vé cac chét khang khuén
ndy bao gdm cac chit nhim dich thanh té bao vi khuén (vi du nhu cephalosporin
va penicilin) hodc mang té bao (vi du nhu polymyxin), hodc can thiép vao cac
enzym vi khuan thiét yéu (vi du nhu sunfonamit, rifamycin va quinoline. Hau hét
céc chét khang khuan ma nham dich dén su tong hop protein (vi du nhu tetracyclin
va macrolide) thi c6 tinh kim khuan, trong khi céc chét nhu aminoglycoside c6
tinh diét khun. Phuong thitc phén loai chét khang khuin khac duoc dua vao tinh
dic hidu dich cua chung, cac chat c6 "phd hep" nhiam dich cac loai vi khuin dic
trung (vi du nhu vi khuan gram duong nhu Streptococcus), trong khi cac chét c6
"phé réng" c6 hoat tinh chdng lai pham vi vi khuan rong hon. Céc chuyén gia
trong linh vyc di chu y dén cac loai chit chdng vi khuén thich hop dé sir dung

trong cac bénh nhiem khuan cuy thé.
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Cac phuong an theo sang ché d& cap dén viéc sir dung khéng thé bat ky
trong s6 cac khang thé khang TIGIT duoc bdc 16 trong ban mo ta nay két hop véi
cac chét ¢ tac dung trong viéc diéu tri hodc ngan chan cac 161 loan do nAm. Céc
tac nhan tri ndm bao gém polyen (vi du nhu amphotericin, nytatin, va pimaricin);
azole (vi du nhu fluconazole, itraconazole, va ketoconazole); allylamin (vi du nhu
naftifine, va terbinafine) va morpholine (vi du nhu amorolfine); va antimetaboly
(vi du nhu 5-fluorocytosine)

Sang ché bao gdm céc mubi, axit dugce dung hodc dAn xuét cta cac chét (va
c4c thanh vién cua cac nhém chit) néu trén.

Céc khang thé khang TIGIT c6 thé duge két hop véi khang thé hodc chat
thr hai bat ky trong sb céc khang thé hodc chit thi hai duge md ta dé s dung
trong céc lidu phéap két hop lam thanh phan cta mot dugc pham. Trong mot dugc
phém, céc chat c6 thé duoc két hop véi mot hodc nhiéu chit mang dugc dung da

duogc mo ta.

V. Céc g dung khac

Cac khang thé khang TIGIT c6 thé dugc st dung dé phat hién TIGIT khi
chan doén hodc diéu tri lam sang hodac trong nghién ctru. Vi dy, cac khang thé c6
thé dugc st dung dé phat hién sy hién dién ciua TIGIT trén cac té bao T, céc té
bao tiéu diét tu nhién va céc t& bao ung thu nhu mdt dau higu cho thdy ddi twong
dang méc bénh ung thu hodc bénh truyén nhiém c6 thé duoc diéu tri. Biéu hién
cta TIGIT trén té bao T, té bao tiéu diét tu nhién va/hoic té bao ung thu cua doi
twong mac ung thu hodc bénh truyén nhiém cling dua ra d4u hiéu vé ung thu hoic
bénh truyén nhidm c6 thé duoc didu trj bang khéng thé theo sang ché. Céc khéng
thé ciing ¢6 thé duoc ban nhu thude thir cho nghién ctiru trong phong thi nghiém
trong vi€c phat hién té bao T, té bao tiéu diét ty nhién va té bao ung thu, va phan
Umg cua chung v6i cée kich thich khac nhau. Trong cac tng dung nhu vay, céc
khang thé don dong c6 thé dwgc ddn nhan bang cac phan tr huynh quang, céc
phén tir c6 nhén xoay, enzym hodac d6ng vi phong xa, va c6 thé duoc cung cip

duéi dang bd kit v6i tht ca cac thude thir cin thiét dé thuc hién thi nghiém ddi véi
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TIGIT. Céc khang thé ciing c¢6 thé duoc sir dung dé tinh ché TIGIT, vi du nhu

bang sac ky 4i lyc.

VI Kt

Céc khang thé khang TIGIT c6 thé duoc két hop véi bit ky khang thé hodc
tac nhén th hai trong s6 cac khang thé hodc tac nhan d3a duge mo ta dé st dung
trong céc lidu phap két hop lam céc thanh phin cua kit. Sang ché duoc boc 16
trong ban mo ta ndy dé xuat mot hodc nhiéu kit chira mot hoic nhiéu khéng thé
duoc boc 10 trong ban mo ta nay cling nhu mot hodc nhiéu t& dugc hodc chit mang
duoc dung (vi du nhu, khong gidi han, dung dich nude mudi dém photphat, nuéc,
nuéce vo trung, polyetylen glycol, polyvinyl pyrolidone, lecithin, dau arachis, dau
virng, nhii twong chang han nhu nhil twong diu/nuée hoic nhii twong nude/dau,
vi nhil twong, vat liéu nano va céc loai chit lam w6t khac). Cac chét phu gia nhu
rugu, dau, glycol, chit bao quan, chat tao huong, chét tao mau, chét gy treo va
céc chét tuong tu cling ¢6 thé dugc bao gom trong céc kit theo sang ché cung véi
chét mang, chit pha lodng hoic ta dugc. Theo mot phuong én, chat mang duoc
dung thich hop dé st dung trong cac ché pham khéang thé dugc boc 1§ trong ban
mo ta nay 1a vo trung, khéng cé tac nhan gay bénh va/hodc an toan dbi véi viée
str dung cho d6i tugng ma khong c6 nguy co vé 1ay nhiém va céc tac dung phu
bAt loi 6 lién quan khéc. Trong kit, cac chit twong tmg c6 thé duoc cung cip
trong céc lo riéng biét voi cc hudng dan vé su két hop cing véi viée st dung
hodc huéng din cho viéc s dung riéng biét. Kit ciing c6 thé bao gdm céc hudng
dan bang vin ban dé s dung va luu trit ding cach d6i v6i khang thé bt ky trong
s6 cac khang thé khang TIGIT dugc boc 1§ trong ban md ta nay.

Du dinh rdng moi gi¢i han s6 liéu t6i da dugc dua ra trong sudt ban mo ta
ndy bao gdm moi giéi han s liéu thap hon, nhu thé nhitng giéi han s liéu thp
hon nay di duoc trinh bay rd rang trong ban mo ta nay. Moi giéi han s liu tdi
thiéu dugc dua ra trong sudt ban md ta nay sé bao gdm moi giéi han s liéu cao
hon nhu thé nhitng gii han s6 liéu cao hon nhu vay duoc trinh bay rd rang trong

ban mo td ndy. Moi pham vi s0 liéu dugc dua ra trong sudt ban mo ta nay s€ bao
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gém moi pham vi s6 litu hep hon nam trong pham vi s6 liéu rong hon, nhu thé
céc pham vi sb liéu hep hon nhu vy dd dugc trinh bay rd rang trong ban mo ta
nay.

Tét ca cac hd so sang ché, trang web, cong bd khac, ma sb truy cdp va
nhimg thir twong tw duge trich dn & trén hodc dudi day duoc két hop qua dan
chiéu toan bo cho tat ca muc dich ¢ cac muc do twong tu nhu thé mdi muc trén
dugc chi ré6 mdt cach cu thé va riéng biét dé két hop qua dan chiéu. Néu cac phién
ban khac nhau ciia mot trinh tu duoc dinh kém v61 mot ma s6 truy cép trong céc
thoi diém khac nhau, phién ban c6 mi sb truy cap vao ngdy nop c6 hiéu lyc cua
don nay duoc su dung. Ngay ndp don co hiéu luc c6 nghia la ngay ndp don thuc
té trude d6 hodc ngdy nop don hudng quyén uu tién dé cip dén ma sb truy cap
néu c6. Tuong tw, néu cac phién ban khac cla cong bd, trang web hoidc cac thir
twong tw dugc cong bd & thoi diém khac nhau, phién ban céng bd gan day nhat tai
ngay nop don dugc st dung tru khi dugc quy dinh khac. Bit ky dac diém, budc,
yéu td, phuong an hodc khia canh theo sang ché c6 thé duoc sur dung két hop voi
nhau trir khi duoc quy dinh cu thé khac.

Maic du séng ché dugc mo ta chi tiét bang cach minh hoa va vi du dé nham
muc dich 1am r& va hiéu 18, nhung ro rang rang céc thay dbi va stra d6i nhét dinh

c6 thé duoc thuc hién trong pham vi cua céc yéu cau bao ho di kem.

Vi du thwe hién sang ché

Céc vi du sau day ban luan vé viéc tao ra, xac dinh dic diém, va sy nhan
héa cac khang thé don dong khang TIGIT & ngudi va ciing dua ra cic phuong
phap dién hinh ma nhd d6 céc dac tinh lién két, qua d6 cac khang thé dugc mo ta
trong don nay cé thé duoc xéac dinh.

Vi du 1: Sy biéu hién cua protein TIGIT téi to hop ¢ ngudi

Viéc tao dong gen, tao dot bién va tao ciu tric plasmit trong vi du nay da
duoc thuc hién v6i cac k¥ thuat sinh hoc phén tir ti€u chuén vi du nhu cac k¥ thuat
dugc md ta trong Sambrook and Russel (Molecular Cloning, A Laboratory

Manual, 3rd ed., 2001, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
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NY), Kostelny et al. (Int. J. Cancer 93:556-565, 2001) and Cole va cdng su.(J.
Immunol.159:3613-3621, 1997).

Vit truyén biéu hién cua dong vat c6 vt pFCm404 (Hinh 1) dé tao ra vung
ngoai bao cua TIGIT ¢ nguoi dugc hop nhét véi viing Fe ctia chudi globulin mién
dich y1 & ngudi (hTIGIT-Fc; SEQ ID NO:59) chira thanh phan di truyén tiép theo.
Tién hanh theo chiéu kim ddng hd tir vi tri Sall cia pFCm404 trong Hinh. 1,
plasmit chita don vi phién ma cho hTIGIT-Fc bat dau véi ving khéi dong sém
truc tiép chinh cia cytomegalovirut (CMV) & ngudi va vung tang cuong (CMV-
P trong Hinh. 1). Vung khéi dong CMV dugc theo sau bdi cac ving mé hoa cua
peptit tin hiéu (sp; SEQ ID NO:2), ving ngoai bao cua TIGIT ¢ nguoi (hTIGIT;
SEQ ID NO:3), tdc nhén lién két polypeptit (SEQ ID NO:4) va ving y1 Fc & ngudi
(SEQ ID NO:5), va sau d6 boi vi tri polyadenyl hoa cua gen chudi ning y1 &
ngudi. Gen hTIGIT-Fe dugc theo sau bdi viung khdi dong s6m SV40 (SV40-P),
gen puromycin N-axetyl-transferaza (puro) cho khd nang khang puromycin, va
manh chita vi tri polyadenyl hoa SV40 (SV40-A). Cudi cung, pFCm404 chira mot
phan cta plasmit pUC19, bao gbdm diém mé dau sao chép vi khuén (pUC ori) va
gen P lactamaza (B lactamaza). Cac mili tén trong hinh thé hién huéng phién ma.
Céc vi trf enzym gidi han ¢6 lién quan dugc chi ra trong hinh.

Vung ma héa cua ving ngoai bao TIGIT ¢ nguoi trong pFCm404 dugc
thay thé bang doan ADN m3 héa viing ngoai bao ciia CD155 & nguoi (hCD155;
SEQ ID NO:6), din dén viéc tao ra vét truyén biéu hién méi pFCm406 (Hinh. 1).
Vung ngoai bao ctia CD155 ¢ nguoi duge hop nhat véi ving y1 Fc & nguoi
(hCD155-Fc¢; SEQ ID NO:7) duge biéu hién tir pFCm406.

Vung mé hda cta vung y1 Fc giita cac vi tri Agel va Eagl trong pFCm404
duoc thay thé bang doan ADN ma hoéa peptit FLAG (FLAG; SEQ ID: 8) theo sau
14 tin hiéu lién két glycosylphotphatidylinositol caa CD55 & nguoi (GPI; SEQ ID:
9), dan dén viéc tao ra vt truyén biéu hién méi pFCm407 (Hinh. 1). Ving ngoai
bao ctia TIGIT & ngudi hop nhit véi FLAG va GPI (hTIGIT-GPI) ma héa
pFCm406 dugc thé hién trén bé mat té bao.
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Dé thu duoc cac dong té bao on dinh tao ra hTIGIT-Fc va hCD155-Fc trong
dich ndi nuéi ciy, vat truyén biéu hién pFCm404 va pFCm406 lan luot duogc dua
vao nhim séc thé cua dong t€ bao u tiry & chudt NSO (European Collection of
Animal Cell Cultures, Salisbury, Wiltshire, UK). Té bao NSO duoc nudi trong
mdi trudng DME chita 10% huyét thanh bd thai nhi (FBS) & 37°C trong mot ti u
CO; 7,5%. Su chuyén nap 6n dinh vao NSO dugc thuc hién bang phuong phép
mo 16 bang dién nhu mo ta trong Bebbington et al. (Bio/Technology 10: 169-175,
1992).TTuéckhichuyéJnap,cécvétﬂuyénlﬁéutﬁ@nduqctuyéntﬁﬁlhéabéng
cach sir dung Fspl. Khoang 107 té bao duoc chuyén nap véi 10 pg plasmit duoc
tuyén tinh héa, duoc gy treo trong mdi truong DME chira 10% FBS, va duoc ciy
vao nhiéu dia 96 giéng. Sau 24 gid, cac mdi truong chon loc (mdi trudng DME
chtra 10% FBS va 3 pg/ml puromycin) da duoc su dung. Khoang 10 ngay sau khi
bat du lua chon, dich ndi nudi céy duoc thi nghiém dé tao ra céc protein dung
hop Fc bang ELISA bang cach st dung khang thé chudi gamma khang-ngudi &
dé dé phu va dung chudi gamma khang-ngudi & dé lién hop HRP dé phat hién cac
protein dung hop Fc.

Té bao chuyén nhiém 6n dinh NSO tao ra mdt lugng 16n céc protein dung
hop Fc da dugce thich nghi va mo rong trong cac mdi truong Hybridoma-SFM
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA), va phat trién hét murc trong chai lan.
Sau khi ly tdm va loc, dich ndi nudi céy dugc nap vao trong cft protein-A
Sepharose (GE Healthcare, Piscataway, NJ). Cot nay dugc rira bang nudc mudi
dém phosphat (PBS) trudc khi cac protein dung hop Fe duoc tach ria véi glyxin-
HCL 0,1 M (pH 3,0). Sau khi trung hoa véi Tris-HCI 1 M (pH 8), dung dich dém
cua cac protein dung hop Fc da dugc tach rira dugc chuyén thanh PBS bang
phuong phap tham tich.

Pé c¢6 duoc cac dong té bao biu hién hTIGIT-GPI trén bé mit, vat truyén
biéu hién pFCm407 dugce chuyén nhidm &n dinh vao céc té bao NSO. Biéu hién
ctia hTIGIT-GPI trén bé mit té bao dugc theo doi bang cach dém té bao theo dong
st dung khang thé don dong khang FLAG chudt va khang thé IgG khang-chudt &
dé duoc gén nhan PE, khang thé dac hiéu Fc. Cac dong té bao N'SO biéu hién mic
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d6 cao cua hTIGIT-GPI trén bé mit té bao (NSO-hTIGIT) da dugc sit dung dé
sang loc khang thé khéng TIGIT.
Vi du 2: Tao ra va xac dinh dic diém céc khang thé don dong khéang TIGIT

Céc té bao lai & chudt tao ra khang thé don dong khang TIGIT & ngudi
dugc tao ra tai JN Biosciences (Mountain View, CA) theo céc k¥ thuat té bao
lai tiéu chudn nhu GenomONE CF EX Cell Fusion Reagent (Cosmo Bio, Carls-
bad, CA). Khi cac khang nguyén, cac protein dung hop TIGIT-Fc ¢ nguoi va
cac té bao NSO-hTIGIT di dugc sir dung.

Céc khéang thé chudt duoc tiét ra trong dich ndi nudi ciy cta céac té bao lai
da phai trai qua mot loat cac sang loc xac dinh cac khang thé v&i cac dic tinh sau:
(1) lién két véi protein dung hop hTIGIT-Fc dugc tinh ché, (2) lién két véi cac té
bao NSO-hTIGIT, (3) khong lién két véi céc té bao NSO, (4) lién két v6i cac té
bao T CD3+ c6 ngudn gde tir cac té bao don nhan méu ngoai bién & nguoi duge
xtr Iy bang phytohemagglutinin va (5) ngdn chan sy lién két cuia protein dung hop
hCD155-Fc v6i cac té bao NSO-hTIGIT. Déc tinh dau tién lién két v6i hTIGIT-
Fc da duoc thi nghiém bang ELISA bang cach st dung céc khang thé dé lién hop
HRP chéng lai cac chudi nhe kappa va lambda ¢ chudt (SouthernBiotech,
Birmingham, AL) dé x4c dinh khang thé khang TIGIT & chudt. C4c dic tinh thu
hai, thit ba va thir tu duge thi nghiém bang phwong phap dém té bao theo dong
chay, bang cach st dung khang thé chudi gamma khang-chudt & dé duge gan nhin
PE (SouthernBiotech) dé phat hién céc khang thé lién két té bao & chudt. Dac tinh
thtr nam duoc phan tich bang cach dém dong té bao theo dong chiay nhur mo ta
dudi day. Ba khang thé don dong & chudt (TIG1, TIG2 va TIG3) dugc phat hién
rdng s& hiru tt c4 nam dac tinh nay. Cac khang thé don dong TIG1, TIG2 va TIG3
duoc tinh ché tir dich ndi nudi ciy ciia cac té bao lai bang sdc ky cot protein A
nhu dugc md ta & trén. Cac isotyp cua TIG1, TIG2 va TIG3 la IgG2b/kappa,
IgG2a/kappa va IgG2a/kappa & chudt, tuong Ung.

Hoat tinh ctia TIG1, TIG2 va TIG3 dé ngin chin su tuwong téc gifta TIGIT
va CD155 dugc phén tich bang cach dém té bao theo dong chay. Cac té bao NSO-

hTIGIT dugc G véi nong d6 dudi mic bdo hoa ciia hCD155-Fc ¢6 mat (hodc
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khong c6 mat) cua cac ndng d6 khac nhau ctia khéng thé don dong khang TIGIT
]am d8i thu canh tranh. Viéc phét hién hCD155-Fc lién két véi cac té bao NSO-
hTIGIT duoc thuc hién véi IgG khang-nguoi & dé duoc gén nhan DyLight488,
khang thé dac hiéu Fc (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA). Nhu duoc
thé hién trong Hinh. 2, TIG1, TIG2 va TIG3 tc ché sy lién két ciia hCD155-Fc
v&i t& bao NSO-hTIGIT phu thudc vao lidu lwong. Nong d6 tre ché t6i da mot nira
(IC50) dé ngin chan sy twong tac gifta céc té bio hCD155-Fc va NSO-hTIGIT la
49 ng/ml dbi véi TIG1, 197 ng/ml d6i véi TIG2 va 460 ng/ml d6i véi TIG3. Nong
d6 khang thé can thiét dé ngan chan hon 95% su lién két cia CD155 véi TIGIT
14 0,63 pg/ml ddi v6i TIG1, 1,25 pg/ml dbi véi TIG2 va 2,5 pg/ml d6i véi TIG3.
Vi du 3: Trinh tu gen V ctia khang thé don dong khang TIGIT

Viéc xac dinh cac trinh tu vung bién ddi chudi ning va chudi nhe (VH va
VL, twong tmg) cta khang thé khang TIGIT & chudt duoc thuc hién theo cac quy
trinh dugc md ta trong Tsurushita et al. (Methods 36:69-83, 2005). Toan bo ARN
duwoc chiét xuét tr khoang 107 t& bao st dung thubc thir TRIzol (Invitrogen,
Carlsbad, CA) theo quy chuin cia nha cung cap. Oligo dT-primed cADN cho 5'-
RACE duoc téng hop béng bd kit khuéch dai SMARTer RACE cADN
Amplification Kit (Clontech, Mountain View, CA) theo quy chuan cia nha cung
cap. Cac cADN VH va VL duoc khuéch dai bang phan ung chudi polymeraza
(PCR) voi polymeraza ADN Phusion (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA)
stt dung doan mdi dau 3' ma gan mdi dic hiéu véi cac ving hang dinh chudi ning
hodc chubi nhe & chudt (Tsurushita et al., supra), twong tng, va doan moi dau '
duoc cung cip trong bd kit SMARTer RACE cADN Amplification Kit. Cac gen
VH va VL d3 khuéch dai dugc tao dong béng cach str dung bd kit CloneJet PCR
Cloning Kit (Thermo Fisher Scientific) va trai qua viéc giai trinh ty v61 doan mdi
duoc cung cap trong bd kit CloneJet PCR Cloning Kit. Mot s6 dong VH va VL
da duoc gidi trinh ty va céc trinh tw ddc biét twong déng V1 cac vung bién ddi
chudi ning va chudt nhe & chudt dién hinh da duoc xac dinh.

Trinh ty axit amin cua VH trudng thanh cua TIG1 (SEQ ID NO:10) duoc
thé hién trong Hinh. 3. Trinh ty axit amin CDR1, 2 va 3 cia TIG1 VH 1a NFGMH
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(SEQ ID NO:11), FISSGSSSIYYADTVKG (SEQ ID NO:12) va
MRLDYYAMDY (SEQ ID NO:13), tuong Ung.

Trinh tu axit amin cua VL truong thanh cua TIG1 (SEQ ID NO:14) dugc
thé hién trong Hinh. 4. Trinh ty axit amin CDRI, 2 va 3 cua TIGl VL la
RASKSISKYLA (SEQ ID NO:15), SGSTLQS (SEQ ID NO:16) va
QQHNEYPWT (SEQ ID NO:17), tuong ng.

Trinh ty axit amin ctia TIG2 VH (SEQ ID NO:18) trudng thanh dugc thé
hién trong Hinh. 5. Trinh ty axit amin CDR1, 2 va 3 ctia TIG2 VH tuong Ung la
EYTMH (SEQ ID NO:19), GINPNNGGTSYNQKFKG (SEQ ID NO:20) va
PGWYNYAMDY (SEQ ID NO:21).

Trinh tu axit amin cua TIG2 VL (SEQ ID NO:22) truéng thanh dugc thé
hién trong Hinh. 6. Trinh ty axit amin CDRI1, 2 va 3 cua TIG2 VL la
KASQGVSTAVA (SEQ ID NO:23), SASYRYT (SEQ ID NO:24) va
QQHYITPWT (SEQ ID NO:25), tuong tng.

Trinh tu axit amin cia TIG3 VH (SEQ ID NO:26) truéng thanh dugce thé
hién trong Hinh. 7. C4c trinh ty axit amin CDR1, 2 va 3 cua TIG3 VH la tuong
tng véi DYDMS (SEQ ID NO:27), YISDGGYNTYYPDTVKG (SEQ ID NO:28)
va QILLRYYFDY (SEQ ID NO:29). A

Trinh tu axit amin ctia TIG3 VL (SEQ ID NO:30) trudng thanh dugc thé
hién trong Hinh. 8. Trinh ty axit amin CDRI1, 2 va 3 cua TIG3 VL la
KSSQSLLYSSNQKNYLA (SEQ ID NO:31), WASTRES (SEQ ID NO:32) va
QQYHSYPWT (SEQ ID NO:33), tuong Ung.

Su sép xép cac trinh ty CDR va danh s6 cac vi trf axit amin trong céc hinh
tr Hinh. 3 dén Hinh. 8 1a theo Kabat et al. (1991). C4c trinh tw CDR1, CDR2 va
CDR3 duogc gach chan trong céc hinh.

Vi du 4: Chu tric va biéu hién cua khang thé TIG1 duoc nhan héa

Su nhan héa ctia TIG1 VH va VL dugc thuc hién nhu mo ta cua Queen et
al. (Proc. Natl.Acad. Sci. USA. 86:10029-10033, 1989) theo cac quy trinh cua
Tsurushita et al. (Methods 36:69-83, 2005). Tém lai, mo6 hinh phén tr ba chiéu

clia cac vung bién d6i ciia TIG1 dau tién dugc xay dung bang thuat toan doc quyén
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cua JN Biosciences. Tiép theo, cic gbc axit amin khung quan trong cho sy hinh
thanh cu truc cta cac ving quyét dinh tinh b6 sung (CDR) cta TIG1 duoc xac
dinh bang cach st dung md hinh phén tir. Song song, céc trinh tw axit amin VH
va VL ¢ ngudi c6 ngudn gde tir cADN c6 do tuong ddng cao v6i TIG1 VH va
VL, trong tng, dugc chon loc. Cudi cung, céc trinh ty CDR cung voi cac géc axit
amin khung quan trong cho viéc duy tri cau tric CDR duoc ghép tr TIG1 VH va
VL vao céc trinh ty khung & nguoi duge chon tuong ung.

Trinh tu axit amin cia TIG1 VH nhan héa dugc thiét ké (HuTIG1 VH) la
MDSRLNLVFLVLILKGVQCEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFS
NFGMHWVRQAPGKGLEWVAFISSGSSSIYYADTVKGRFTISRDNAKNSL
YLQMNSLRAEDTAVYYCARMRLDYYAMDYWGQGTMVTVSS (SEQ ID
NO:34). Trinh ty axit amin HuTIGl VH truong thanh,
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNFGMHWVRQAPGKGLEW
VAFISSGSSSIYYADTVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYC
ARMRLDYYAMDYWGQGTMVTVSS (SEQ ID NO:35), bt déu & vi tri 20
trong SEQ ID NO:34.

Trinh tu axit amin cta TIG1 VL nhédn héa duoc thiét ké (HuTIG1 VL) la
MRFQVQVLGLLLLWISGAQCDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASKSIS
KYLAWYQQKPGKAPKLLIYSGSTLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQHNEYPWTFGGGTKVEIK (SEQ ID NO:36). Trinh tu axit
amin HuTIG1 VL truong thanh,
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASKSISKYLAWYQQKPGKAPKLLIYS
GSTLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQHNEYPWTFGG
GTKVEIK (SEQ ID NO:37), bét dau 6 vi tri 21 trong SEQ ID NO:36.

Mot gen ma héa HuTIG1 VH dugc téng hop nhu mot exon chira mot tin
hiéu cét & dAu 3' ciia ving ma hoéa, vi tri Spel & dau 5' clia manh, va vi tri HindIII
& dAu 3' cua manh. Trinh ty nucleotit ctia gen HUTIG1 VH tdng hop bi chin bai
céc vi tri Spel va HindIIT (SEQ ID NO:38) dugc thé hién cing véi trinh ty axit
amin duoc suy ra (SEQ ID NO:34) trong Hinh. 9A.
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Mot gen md héa HuTIG1 VL dugc téng hop nhu mot exon bao gém mot
tin hiéu cit & dau 3' cua ving ma hoa, vi tri Nhel ¢ dau 5' ciia manh, va vi tri
EcoRI & ddu 3' cia manh. Trinh tw nucleotit ciia gen HuTIG1 VL téng hop bi chin
badi cac vi tri Nhel va EcoRI (SEQ ID NO:39) duoc thé hién cling véi trinh ty axit
amin duoc suy ra (SEQ ID NO:36) trong Hinh. 9B.

Vit truyén biéu hién & dong vat ¢6 vi pHUuTIG1.AA (Hinh. 10) d€ tao ra
dang kappa cua IgG1 duoc nhan héa cua khang thé don dong TIGIT khang-ngudi
& chuodt TIG1 (HuTIG1-IgGl1.AA) duoc x4y dung dé chira cac thanh phan di
truyén sau day. Tién hanh theo chiéu kim ddng hd tir vi tri Sall trong Hinh. 10,
vat truyén chira don vi phién ma chudi ning bat dau voi viing khoi dong sém truc
tiép chinh cia cytomegalovirut (CMV) & ngudi va ving ting cuong (CMV-P
trong hinh) dé khéi dong qua trinh phién ma gen chudi ning khang thé. Ving khoi
dong CMV duoc theo sau boi mot exon ma hoa vung bién chudi ning cua dang
dwoc nhan héa cua TIG1 bi chdn béi céac vi tr Spel va HindIII (HuTIG1 VH), trinh
tu hé gen chira cac vung hing dinh chudi ning y1 & ngudi bao gbm cac exon CHI,
ban 18, CH2 va CH3 véi céc intron can thiép, va vi tri polyadenyl héa cla gen
chudi ning y1 & nguoi. Vung CH2 dugc mé hoa trong pHuTIG1.AA mang axit
amin thay thé cho géc alanin & vi tri 234 va 235 (danh s6 EU) (L234A/L235A) dé
loai bo céc chirc ning tac dong (Hezareh et al., J. Virol. 75:12161-12168, 2001).
Sau trinh tu gen chudi ning, don vi phién ma chudi nhe bt dau v6i ving khoi
dong CMV va vung tang cuong (CMV-P), tiép theo la exon ma héa ving bién dbi
chudi nhe cia dang TIG1 dugc nhén héa bi chin boi cac vi tri Nhel va EcoRI
(HuTIG1 VL), mét trinh tu hé gen chira exon vung hang dinh chudi kappa & ngudi
(Cx) v6i mot phan cia intron trude nd, va vi tri polyadenyl héa cia gen chudi
kappa & nguoi theo sau exon Ck. Sau do, gen chudi nhe duoc tiép ndi boi ving
khoi dong sém SV40 (SV40-P), gen puromycin N-axetyl-transferaza (puro) cho
kha ning khang puromycin, va manh chira vi tri polyadenyl héa SV40 (SV40-A).
Cubi cing, pHUTIG1.AA chira mot phan cta plasmit pUC19, bao gdm diém mé
dau sao chép cua vi khuan (pUC ori) va gen P lactamaza (B lactamaza). Cac mili

tén trong hinh thé hién huéng phién ma.
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Trinh ty axit amin cia chudi ning gamma trudng thanh cua HuTIG1-
IgG1.AA duoc ma hoa trong pHuTIG1.AA la
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNFGMHWVRQAPGKGLEW
VAFISSGSSSIYYADTVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYC
ARMRLDYYAMDYWGQGTMVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAAL
GCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSS
LGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVF
LFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKT
KPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISK
AKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQP
ENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNH
YTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO:40).

Lysin dau C ¢6 thé c6 mit hogc khong,

Trinh tu axit amin cua chudi nhe gamma truéng thanh cua HuTIG1-
IgGl.AA duogc ma hoa trong pHUTIG1.AA la
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASKSISKYLAWYQQKPGKAPKLLIYS
GSTLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQHNEYPWTFGG
GTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWK
VDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTH
QGLSSPVTKSFNRGEC (SEQ ID NO:41). '

Vit truyén biéu hién pHuTIG1.AA dugc dua vao nhiém sic thé ctia dong
té bao budng tring chudt déng Trung Quéc CHO-K1 (ATCC, Manassas, VA) dé
thu dwoc dong té bao tao ra én dinh HuTIG1-IgG1.AA. C4c té bao CHO-K1 dugc
nudi trong moi truomg SFM4CHO (GE Healthcare Life Sciences, Logan, UT) ¢
37°C trong ta u CO, 7,5%. Su chuyén nap 6n dinh vao CHO-K1 duoc thuc hién
bing phuong phap mé 15 bing dién. Trude khi chuyén nap, pHuTIG1.AA duoc
tuyén tinh hoa bang Fspl. Trong mot thi nghiém dién hinh, khoang 107 té bao
duoc truyén véi 20 ug plasmit duge tuyén tinh hoa, dugc giy treo trong moi
truong SFM4CHO, va dugc cay véi luong & 100 pl/ giéng trong mot vai dia 96-

giéng sau su pha loang thich hop cla céc té bao. Sau 48 gid, modi truong
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SFM4CHO chita 20 pg/ml puromycin dugc thém vao véi legng 100 pl/giéng dé
phén lap céc té bao chuyén nhiém 6n dinh. Khoang mudi ngay sau khi bat dau
chon loc, cac dich ndi nuéi céy cua céc té bao chuyén nhiém dugc thi nghiém dé
tao ra khang theé.

Bidu hién ctia HuTIG1-IgG1.AA dugc do bang ELISA sandwich. Trong
mot thi nghiém dic thu, dia ELISA duge pha khéng thé da dong dac hiéu Fe IgG
khang-nguoi ¢ dé, duoc rira bang dém Wash Buffer (PBS chia 0,05% Tween 20),
va bi khoa bang dém ELISA (PBS chua 2% sita gy va 0,05% Tween 20). Sau
khi rtra bang Wash Buffer, cic mau thi nghiém duoc pha lodng thich hop trong
dém ELISA Buffer dugc bom vao dia ELISA. Mot khang thé IgG1/x duoc nhan
hoa thich hop dugc st dung lam chuén. Sau khi G dfa ELISA trong 1 gi® & nhiét
6 phong va rira bing dém Wash Buffer, cc khang thé lién két dugc phat hién
bang cach st dung khang thé da dong chudi kappa khang-ngudi ¢ dé lién hop véi
HRP. Sau khi 0 dia trong 0,5 gio & nhiét d phong va rira bing Wash Buffer, su
thay d6i mau sic dugc khoi dAu bang cach thém chat nén ABTS (Sigma-Aldrich)
v6i lugng 100 pl/giéng va két thuc véi axit oxalic 2% véi lwong 100 pl/ giéng. Do
hap thu duoc doc & bude song 405 nm.

Céc té bao chuyén nhidm 6n dinh CHO-K1 tao ra nhiéu HuTIG1-IgG1.AA
duoc m6 rong trong SFM4CHO cho dén khi kha nang ton tai ca té bao nhé hon
50%. Sau khi ly tdm va loc, dich ndi nudi céy da dugc nap vao cot Protein A
(HiTrap MABSelect SuRe, GE Healthcare, Piscataway, NJ). Cot duoc ria voi
PBS trudc khi khang thé duoc téch rira véi glyxin-HCI 0,1 M (pH 3,0). Chét dém
cua cac khang thé duoc tach rira dugc trung hoa vai Tris-HCI 1 M (pH 8) va sau
d6 chuyén thanh PBS bang phuong phap tham tach. Ndng d6 khang thé duoc xé4c
dinh bang cach do do hép thu & bude séng 280 nm (1 mg/ml = 1,4 OD).

Vi du 5: Xéc dinh dic diém ctia HuTIG1-IgGl.AA

Lién két ciia HuTIG1-IgG1.AA v6i TIGIT & nguoi da duge kiem nghiém
bang ELISA. Dia ELISA dugc phu 5 pg/ml hTIGIT-Fc trong PBS (100 ul/giéng)
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¢ 4°C qua dém, rua bang Wash Buffer (PBS chira 0,05% Tween 20), va bi khéa
bsi SuperBlock Blocking Buffer (Thermo Fisher Scientific) vé1 luong 200
ul/giéng. Sau khi rtra giéng bang Wash Buffer, HUTIG1-IgG1.AA, bat dau ¢ 2,5
ng/ml va pha lodng 2 1an lién tiép trong SuperBlock Blocking Buffer, duoc thém
vao dé lién két v6i TIGIT & nguoi trén dia. Sau khi @ dia ELISA trong 1 gio &
nhiét d6 phong va rira bing Wash Buffer, cac khang thé lién két duoc phat hign
bing khang thé da dong chudi kappa khdng ngudi & dé lién hop véi HRP
(Southern Biotech), pha lodng véi ti 1¢ 1/2.000 trong ELISA Buffer. Sau khi u
trong 30 phut 6 nhiét d§ phong va rira béng Wash Buffer, su thay dbi mau duoc
bit dAu véi lugng 100 ul/giéng cna chit nén ABTS va dung lai véi 100 pl/giéng
cua axit oxalic 2%. D0 hép thu duogc doc & budce séng 405 nm. Nhu thé hién trong
Hinh. 11, sy lién két ciia HuTIG1-IgG1.AA véi TIGIT & nguoi theo phuong thiic
phu thudc vao lidu luong. Néng do hiéu qua t61 da mot nira (EC50) ctia HuTIG1-
IeG1.AA dé lién két v6i TIGIT 1a 65 ng/ml. Pidu nay thé hién ring HuTIG1-
IgG1.AA 1a mot chat lién két t6t voi TIGIT & ngudi.

Viéc lién két cia HuTIG1-IgG1.AA v6i TIGIT & nguoi cling duge kiém
nghiém bang phuong phap dém té bao theo dong chay. Té bao NSO-hTIGIT (8 x
10° té bao) duoc u trong 160 ul dung dich d&m FACS (PBS chta 0,5% albumin
huyét thanh bd va 0,05% natri azit) khi c6 mat (hoac khong c6 mat) HuTIG1-IgG1
AA & ndng d6 khac nhau, bat dau tir 10 pg/ml va pha lodng 2 1an lién tiép, trong
20 phut ¢ 4°C. Sau khi rua bang dung dich dém FACS, lién két HuTIG1-IgG1.AA
trén cac té bao NSO-hTIGIT duge phét hién véi khang thé IgG khang ngusi & dé
duoc gin nhin PE trong dung dich d&m FACS. Sau khi 1 trong 20 phit va rira
bang dung dich dém FACS, céc té bao d4 phai trai qua qua trinh dém té bao theo
dong chay sit dung may dém dong té bao theo dong chay FACScan (BD
Biosciences, San Jose, CA) dé thu dwoc huynh quang tuyén trung binh (MCF) &
moi nong d6 khang thé. Hinh 12 biéu thi so dd ctia MCF (truc doc) & mdi nong
d6 khang thé (truc ngang). Gia tri EC50 1a 60 ng/ml. Diéu nay thé hién ring
HuTIG1-IgG1.AA 1a chat két dinh t6t v6i TIGIT & ngudi biéu hién trén bé mit té
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Hoat tinh cua HuTIG1-IgG1.AA dé ngan chin su twong tac gifta TIGIT &
nguodiva CD155 ¢ nguoi duoc phén tich bang phuong phap dém té bao theo dong
chay str dung céc t& bao NSO-hTIGIT. Cac té bao NSO-hTIGIT (10° té bao) duoc
0 v6i ndng d6 dudi mire bdo hoa (125 ng/ml) cua cac protein dung hop hCD155-
Fc duoc gén nhin FITC (hCD155-Fc-FITC) trong 200 pl dung dich dém FACS
khi ¢6 mit (hodc khong ¢6) HuTIG1-IgG1.AA & cac ndng d khéc nhau, bat dau
tir 10 pug/ml va pha lodng 2 1an lién tiép, trong 20 phiit & 4°C. Sau khi rira bang
dung dich dém FACS, cAc té bao da phai trdi qua qua trinh dém té bao theo dong
chay str dung may dém dong té bao theo dong chay FACScan (BD Biosciences,
San Jose, CA). Dé kiém tra sy lién két ciia hCD155-Fc-FITC trén céc té bao, MCF
duoc 14y & mdi ndng d6 khang thé. Nhu dugce thé hién trén Hinh. 13, HuTIG1-
IgG1.AA ngin chin sy tuong tac gitta hCD155-Fc-FITC va TIGIT trén bé mit té
bao theo phuong thirc phu thudc vao lidu luong. Nong d6 wc ché tdi da mot nira
(IC50) cua HuTIG1-IgG1.AA dé ngan chin twong tac TIGIT-CD155 12 67 ng/ml.
Diéu nay chi ra rang HuTIG1-IgG1.AA 1a chét chin hiéu qua ddi voi twong tac
gitra CD155 va TIGIT.

Vi du 6: Cu triic va biéu hién cia khang thé TIG3 dwgc nhan hoa.

Su nhan héa ctia TIG3 VH va VL dugc thuc hién theo quy trinh chung duoc
md ta trong Vi du 4. Trinh ty axit amin ctia TIG3 VH nhén héa duge thiét ké
(HuTIG3 VH) la
MNFGLRLIFLVLTLKGVNCEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFAFS
DYDMSWVRQAPGKGLEWVAYISDGGYNTYYPDTVKGRFTISRDNAKN
SLYLQMNSLRAEDTAVYYCARQILLRYYFDYWGQGTTVTVSS (SEQ ID
NO:42). Trinh ty axit amin HuTIG3 ~VH truéng thanh,
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFAFSDYDMSWVRQAPGKGLEW
VAYISDGGYNTYYPDTVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYY
CARQILLRYYFDYWGQGTTVTVSS (SEQID NO:43), bat dau o vi tri 20 trong
SEQ ID NO:42.

Trinh tu axit amin cia TIG3 VL nhéan héa duoc thiét ké (HuTIG3 VL) la
MDSQAQVLMLLLLWVSGTCGDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKSSQSL
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LYSSNQKNYLAWYQQKPGKAPKLLIYWASTRESGVPSRFSGSGSGTDFT
LTISSLQPEDFAVYYCQQYHSYPWTFGGGTKVEIK (SEQ ID NO:44). Trinh
tu axit amin HuTIG3 VL truong thanh,
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKSSQSLLYSSNQKNYLAWYQQKPGKA
PKLLIYWASTRESGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFAVYYCQQYHS
YPWTFGGGTKVEIK (SEQ ID NO:45), bat dau ¢ vi tri 21 trong SEQ ID NO:44.

Mot gen ma hoa HuTIG3 VH duoc téng hop nhu mot exon bao gdm mot
tin hiéu cat & dau 3' ctia ving mé hda, vi tri Spel & dau 5' ctia manh, va vi tr
HindIII & du 3' cia manh. Trinh tu nucleotit ctia gen HuTIG3 VH téng hop (SEQ
ID NO:46) dugc thé hién cling véi trinh ty axit amin dugc suy ra (SEQ ID NO:42)
trong Hinh. 14A.

Mot gen ma héa TIG3 VL dugce nhan hod (HuTIG3 VL) duoc tong hop nhu
mot exon bao gém mot tin hiéu cit & ddu 3' cia vung ma hda, vi tri Nhel & dau 5'
cua manh, va vi tri EcoRI & dau 3' ctia manh. Trinh tu nucleotit cua gen HuTIG3
VL tdng hop (SEQ ID NO:47) dugc thé hién clng v6i trinh tu axit amin dugc suy
ra (SEQ ID NO:44) trong Hinh. 14B.

Vat truyén biéu hién & dong vat c6 vi pHuTIG3.AA dé tao ra dang
IgG1/kappa duoc nhan hod cua khang thé don dong TIGIT khang-nguoi TIG3
(HuTIG3-IgG1.AA) duoc xdy dung chu tric bang cach bién doi pHUTIG1.AA
nhu sau: (1) gen HuTIG1 VH duoc thay thé bang gen HuTIG3 VH giita céc vi tri
Spel va HindIII, va (2) gen HuTIG1 VL dugc thay thé bang gen HuTIG3 VL gitta
céac vi tri Nhel va EcoRI. Ving CH2 dugc mé héa trong pHuTIG3.AA mang axit
amin thay thé cho céc gdc alanin ¢ vi tri 234 va 235 (d4nh s6 EU) (L234A/L235A)
dé loai bo céc chirc nang tac dong.

Trinh ty axit amin ctia chudi ning gamma truéng thanh ctia HuTIG3-
IgGl.AA dugc ma hoa trong pHuUTIG3.AA la
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFAFSDYDMSWVRQAPGKGLEW
VAYISDGGYNTYYPDTVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYY
CARQILLRYYFDYWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAAL
GCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSS
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LGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVF
LFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKT
KPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISK
AKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQP
ENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNH
YTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO:48).

Lyshldéu(lcéthécérnéthoéckh@ng.

Trinh tu axit amin cta chudi nhe kappa truéng thanh cia HuTIG3-IgG1.AA
duoc ma héa trong pHUTIG3.AA la
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKSSQSLLYSSNQKNYLAWYQQKPGKA
PKLLIYWASTRESGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFAVYYCQQYHS
YPWTFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPRE
AKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKV
YACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SEQ ID NO:49).

Su chuyén nhiém tam thoi cua pHuTIG3.AA vao 100 ml té bao Expi293
ting truong theo cap s6 nhan (Thermo Fisher Scientific) dugc thuc hién theo quy
chuén cua nha cung cap. Céc té bao chuyén nhidm 6n dinh CHO-K1 tao ra nhiéu
HuTIG1-IgG1.AA ciing dugc tao ra boi phuong phap mo 16 bang dién cia
pHuUTIG3.AA nhu dugc md ta trén va duge nhan rong trong SFM4CHO cho dén
khi kha nang ton tai cta té bao nho hon 50%. HuTIG3-IgG1.AA dugc tinh ché tir
dich ndi nudi cdy ciia mdi trong 56 céc & bao Expi293 duoc chuyén nhiém tam
mMWw@éb%CHOXJ&wmﬂw&nh%ﬁm&ﬁbﬁgwwﬂmmmwmA
nhu dugc mod ta ¢ trén.

Vi du 7: Xéc dinh dic diém cia HuTIG3-IgG1.AA

Viéc lién két cia HuTIG3-1gG1.AA v6i TIGIT & ngudi da dugc thi nghiém
bang ELISA nhu dugc md ta trong vi du 5. Nhu dugc thé hién trén Hinh. 15,
HuTIG3-IgG1.AA lién két voi TIGIT & nguoi theo phwong thire phu thudc vao
lidu lvong. Nong d6 hidu qua t6i da mot nira (ECso) cua HuTIG3-IgG1.AA d lién
két v&i TIGIT 1a 85 ng/ml. Didu nay cho thdy HUTIG3-IgG1.AA l1a chét lién két
t6t voi TIGIT & ngudi.
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Viéc lién két cia HuTIG3-IgG1.AA véi TIGIT & nguoi cling da duoc kiém
tra bing phuong phap dém té bao theo dong chay dugc md ta trong vi du 5. Nhu
duoc thé hién trén Hinh. 12, HuTIG3-IgG1.AA lién két v6i TIGIT & ngudi theo
phuong thttc phu thudc vao lidu lvong. Nong d6 hidu qua téi da mot nira (ECso)
ctia HuTIG3-IgG1.AA dé lién két voi TIGIT 1a 370 ng/ml. Diéu nay cho thay
HuTIG3-IgG1.AA la chét lién két tot véi TIGIT & ngudi.

Hoat tinh cia HuTIG3-1gG1.AA dé ngin chin sy tuong tac ctia TIGIT véi
CD155 dugc phan tich bang cach dém té bao theo dong chay sir dung té bao NSO-
hTIGIT va hCD155-Fc dugc gan nhan FITC nhu duge md ta trong vi du 5. Nhu
duoc thé hién trén Hinh. 13, HuTIG3-IgG1.AA ngin chin sy twong tac gifta
TIGIT va CD155 theo phuong thitc phu thudc vao lidu lwong. Nong dd tc ché toi
da mot nira (IC50) cia HuTIG3-IgG1.AA dé ngan chin tuong tac TIGIT-CD155
14 279 ng/ml. Diéu nay chi ra ring HuTIG3-IgG1.AA la chat chin higu qua dbi
voi tuong tac gitra CD155 va TIGIT.

Vi du 8: Phan tng cytokine IL-2 véi gidi doc t6 udn van trong té bao T &
ngudi duge tang cuong bang su ngan chan TIGIT

Kha nang cua céc khang thé khang TIGIT & chuot trong ting cuong dap
g té bao T dic hiéu khang nguyén di dugc kiém tra bang thi nghiém nhéc lai
dac hiéu khang nguyén in vitro véi giai doc t6 ubn van (xem, vi du nhu, Piersma
et al., Vaccine.2006 Apr 12;24(16):3076-83; Zaunders et al., J Immunol. 2009
Aug 15;183(4):2827-36). Su bao vé vic-xin ddy du voi giai doc t6 udn véan dat
duoc bang cach tiém ting cuong cho phép hé mién dich tao ra dap Gng ghi nhd
trén té bao T dbi véi CD4+ va CD8+. Nhu mot bién phép thay thé hiéu qua (xem,
vi du nhu, Plotkin et al., Clin Vaccine Immunol. 2010 Jul; 17(7): 1055-1065;
Goulon va cdng su.Nov. 1972 Presse Med. 1:3049-3050.), mirc huyét thanh 12 0,1
[U/mL cua khang doc t6 ubn vén 1a diu hiéu cho thdy d4p Gtng mién dich duoc
duy tri.

Céc té bao don nhan mau ngoai vi (PBMC) tr nhiing ngudi tinh nguyén
vién da tiém gidi doc t6 udn van duoc lay (iQ Biosciences) cling véi kiém tra ham

luong khang thé khang udn van trong mau cia céc tinh nguyén vién da dugc xéc
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nhan 12 cao hon 1,0 IU/ml bang phuong phap ELISA (Genway). 800.000 PBMC
duoc nudi cay trong mdi trudng RPMI 1640 (Invitrogen) c6 chira 10% huyét thanh
thai bd (FBS) trong cac dia day tron 96-giéng (Nunc). 2 pg/ml giai doc t6 udn van
(List Biological Laboratories) da duoc thém vao cac giéng c6 chira PBMC véi sy
c6 mit cta khang thé khang PD-1 & chudt (Biolegend, clone EH12.2H7) hodc
khang thé khang TIGIT (TIG1) & ndéng d6 3,3 pg/ml hodc 10 ug/ml trong 4 ngay
& 37°C trong th 0 CO; 5%. Lam dbi chimg, 2 pg/ml giai doc t6 uon van da duge
thém viao PBMC ma khong cé bét ki khang thé nao. Dich néi tir cic giéng nudi
céy da duoc thu va cytokin chi thi cho su hoat hoa té bao T, IL-2, dugc do bf?mg
day hat cytokin (BD Pharmingen, CBA Th1/Th2 Cytokine Kit) bang cach dém té
bao theo dong chay (BD FACSCalibur). Nhu thé hién trong Hinh. 16, san lugng
TL-2 chi bang kich thich giai ddc t6 udn van 1a 31 pg/ml. Sy tao thanh IL-2 dugc
ting cuong hon nita 1én 70 pg/ml va 86 pg/ml véi sy hién dién cua khang thé
khang TIGIT & chudt TIG1 & 3,3 pg/ml va 10 pug/ml tuong tmg. Su tao thanh IL-
2 bing céach kich thich giai doc t6 ubn van cling ting 1én 39 pg/ml va 57 pg/ml
khi c6 khang thé khang PD-1 & chudt EH12.2H7 v6i 3,3 pg/ml va 10 pg/ ml twong
ung. Nhiing di liéu nay cho thiy TIGI c6 kha ning ting cuong dap (ng cytokin
té bao T dic hiéu khang nguyén.
Vi du 9: Phan tmg ting sinh t& bao T & ngudi vai giai doc t6 udn vén duge ting
cudng bang sy ngan chin TIGIT

Kha ning cta khang thé khang TIGIT & chudt trong ting cuong dap g té
bao T dac hiéu khang nguyén da dugce kiém tra béng thi nghiém nhéc lai dic hiéu
khang nguyén in vitro voi gidi doc t6 udn van (xem, vi du nhu, Piersma et al.,
Vaccine. 2006 Apr 12;24(16):3076-83; Zaunders et al., J Immunol. 2009 Aug
15;183(4):2827-36). PBMC tir nhiing nguoi tinh nguyén vién da tiém giai doc tb
udn van duge lay (iQ Biosciences) nhu duge md ta trong vi du 8. PBMC duoc
dan nhan este cacboxyfluorescein succinimidyl (CFSE) (ThermoFisher), mot
thudc thir dugce st dung cho viée gén nhin in vitro va in vivo cua té bao, dé theo
d5i nhidu thé hé bang cach pha lodng thudc nhudm véi phuong phéap dém té bao

theo dong chdy. 250.000 PBMC duoc dan nhidn CFSE dugc nubi ciy trong moi
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truong AIM-V (Invitrogen) trong cac dia ddy tron 96-giéng (Nunc). 2 pg/ml giai
ddc t6 ubn van (Astarte Biologics, LLC) da dugc thém vao cac giéng c6 mit khang
thé khang PD-1 & chuot (Biolegend, clone EH12.2H7) hodc TIG1 & 2,5 pg/ml, 5
ng/ml hodc 10 pg/ml trong mdi giéng. Céc té bao duoc 1 trong 4 ngdy & 37°C
trong ti 4 5% CO,. Vao ngay tht tu, IL-2 [50 don vi/ml] (Peprotech) da duogc
thém vao cac mdi trudng nudi cdy va vao ngay thi sau, PBMC dugc thu thap dé
do tang sinh bang cach dém té bao theo dong chay (BD FACSCalibur) khi pha
lodng CFSE trén té bao T CD4+ hoc té bao T CD8+-.

Nhu duoc thé hién trong Hinh. 17 (c4c bang trén cung), giai doc t6 udn van
tao ra su tang sinh 4,5% va 6,5% cua cac té bao T CD4+ & ngudi c6 ngudn gde tir
nhitng ngudi hién ting 1 va 2, twong tng. Viéc bd sung TIGI lam ting cudng su
tang sinh t& bao T CD4+ & tat ca cac nong do khang thé duoc thi nghiém (2,5
ng/ml, 5 pg/ml va 10 pg/ml) véi cac tac dung tang sinh twong tu dugc quan sat
v6i khang thé khang PD-1 & nhiing khoang liéu luong nay.

Nhu duogc thé hién trong Hinh. 17 (cdc bang dudi cung), giai doc t6 udn
van tao ra su tang sinh 15% va 15,5% cua t& bao T CD8+ & ngudi c¢6 ngudn goc
tir nhitng ngudi hién tang 1 va 2 tuong Gng. Viéc bd sung TIG1 lam ting thém su
tang sinh té bao T CD8&+ & tit ca cac ndng do khang thé dugc thi nghiém (2,5
ng/ml, 5 ug/ml va 10 pg/ml) véi cac tac dung tdng sinh twong tu dugc quan sat
v6i khang thé khang PD-1 EH12.2H7 & nhing khoang lidu lugng nay. Nhitng két
qué nay ching minh rang TIG1 c6 kha ning ting cudng cdc dap tmg ting sinh té
bao T dac hiéu khang nguyén.

Vi du 10: Viéc gia tang ddc tinh trung gian t& bao NK vdi céac té bao tac dong
chinh & ngudi va cac té bao dich K562 bang sy ngin chin TIGIT.

Té bao NK & ngudi co thé tao ra doc tinh té bao tu nhién dén cac té bao
dich thiéu MHC I nhu K562, dong té bao bach cau tity (CML) mén tinh (xem, vi
du nhu, Nagel et al., Cancer Res 1981;41:2284-2288; Andersson et al., Int J
Cancer. 1979 Feb;23(2):143-7. Lozzio et al., Leuk Res. 1979;3(6):363-70). Sy
bidu hién cua CD155 (PVR) trén té bao K562 (ATCC) da dugc xac nhan bang
cach st dung khang thé thwong mai (Biolegend anti-CD155 clone SKIL.4). Nhu
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dwoc thé hién trén Hinh. 18 (bang trén cing), 98% céc té bio K562 dwgc phat
hién rang thé hién CD155 & mic d6 cao (bidu d6 mau den). Biéu hién TIGIT trén
cac té bao NK duong tinh CD56 & ngudi trong PBMC (iQ Biosciences) st dung
khang thé thwong mai (dong khang TIGIT MBSA43 eBiosciences va dong khang
CD56 HCD56 Biolegend) cling dugc xac nhan trén 3 nguot hién tang dai dién
(Hinh. 18, cac bang dudi cung).

Su phéan giai cia té bao K562 trung gian boi cac té bao NK dugc kiém tra
khi ¢6 va khong c6 TIG1. PBMC duogc nudi ciy qua dém trong moi trudng AIM-
V (Invitrogen) voi sy ¢6 mat cua interleukin-2 (IL-2) [200 don vi/ml] (Peprotech)
¢ 37°C trong tu u CO, 5%. Ngay hom sau, t& bao K562 duoc gan nhan CFSE va
cling nudi cdy voi ty 16 1:100 v6i PBMC (Muc tiéu: PBMC; mot té bao K562 trén
mdt trim PBMC c6 chira khoang 5% té bao NK) trong 4 gir & 37°C trong ti t
5% CO, véi sy ¢d mit ctia TIG1 véi lugng 10 pg/ml. Sau thoi gian v, cac té bao
duoc thu hoach va nhudm mau voi Sytox Red 5 nM (ThermoFisher) dé phan biét
céc té bao dich di chét bang (CFSE+ Sytox Red+). Ty 18 phan trdm ctia céc té bao
dich K562 dugc phan giai bdi cac té bao NK duoc xé4c dinh béng cach dém té bao
theo dong chay (FACSCalibur; FlowJo Analysis). Nhu dugc thé hién trong Hinh.
19, 2% té bao K562 dugc phan giai ma khong c6 TIG1. Khi TIG1 dugc thém vao,
4,4% céc t& bao K562 dwoc phan giai. Viéc bd sung TIG1 ting cuong doc tinh té
bao tw nhién qua trung gian té bao NK cta cac t& bao K562 gip hai lan, ching
minh ring TIG1 c¢6 kha ning ting mirc do tiéu diét té bao dich bai tip con cua cac
té bao tac dong & nguoi.

Vidu 11: Su tao thanh cytokin té bao T & ngudi tao ra SEB duogc ting cudng
boi su ngan chan TIGIT

Céc siéu khang nguyén nhu SEB (Staphylococcus Enterotoxin B), kich hoat
té bao T bing cach lién két cac phan tt MHC nhém II trén cac té bao trinh dién
khéng nguyén vé6i yéu té vp cia TCR dan dén viéc tao ra céc cytokin bao gom
interleukin-2 (IL-2), interleukin-6 (IL-6), yéu t hoai tir khoi u alpha (TNFa), va
interferon gamma (IFNY) (xem, vi du nhu Krakauer et al., Toxins (Basel). 2010
Aug; 2(8): 1963-1983). So vo1 dang dap ung t& bao T tao khang nguyén nhac lai
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dién hinh, trong d6 tx 0,1 dén 0,001% t& bao T c6 thé dugc hoat héa, SEB c¢6 kha
nénghoathéatéi10dén2096tébéo17Hong1néunguéiﬂ@dhuécvﬁophﬁntébéo
T mang vp3, vB12, vf14 va vf17 dugc tim thiy trong mdi ngudi hién ting mau.
Do d6, SEB ¢6 thé duoc st dung cho thi nghiém tiét cytokin dua trén té bao T dé
xéc dinh mirc d6 diéu chinh dich bing cach e ché TIGIT véi cac té bao mau
chung & nguoi (WBC).

Céac mau WBC moi dugce phan 14p (Stanford Blood Center) thu duoc bang
cach st dung natri heparin trong vong 4 gio lién tuc ma khong co6 déu hiéu cua sy
tiéu mau. 250 pl dugce phén udc vao cac giéng trong dia day tron 96-giéng (Nunc)
va duoc kich thich bang SEB (Toxin Technology) & ndng dd cudi cing 1 pg/ml
v6i su ¢6 mit cta khang thé don dong khang PD-1 dugc nhén hoa nong d6 10
ug/ml hodac HuTIG1-IgG1.AA ndéng d6 10 pug/ml trong 24 giv ¢ 37°C trong tu G
CO, 5%. Sau 24 gid, cac dia 96 giéng duoc ly tim mot thoi gian ngan dé tach 16p
huyét twong ra dé thu thap. Sau khi 14y mAu huyét twong, mirc biéu hién cua IL-
2, IL-6, TNFa va IFNy dugc do bang cac chudi hat cytokin (Biolegend,
LEGENDplex™ Human CD8/NK Panel) bang cach dém té bao theo dong chay
(BD FACSCalibur) v dwoc phan tich bing phan mém Biolegend dé do dinh
lugng.

Pé x4c dinh sy thay d6i mic do bidu hién ctia mdi IL-2, IL-6, TNFo. va
IFNy, mitc d6 cytokin khi c6 mat khang thé thi nghiém (cong véi SEB) duoc chia
theo miic d¢ cytokin trong trudng hop khong c6 khang thé dbi v6i mdi ngudi hién
tang. Do d0, sy thay dbi gép 2 1an (vi du nhu dwoc phat hién khi ¢6 mat khang thé
khang-TIGIT) c6 nghia la ndng d6 tuyét dbi cta cytokin do duge trong thi nghiém
gép d6i lugng do dugc trong cac didu kién d6i chung kich thich SEB. Nhu duoc
thé hién trong Hinh. 20, su tao thanh IL-2, IL-6, TNFa hodc IFNy kich thich SEB
bdi cc t& bao mau ctia ngudi hién ting khoe manh duoc tang 1én khi ¢ mat khang
thé khang PD-1 dwoc nhan hoa ndng do 10 pg/ml hoic HuTIG1-IgG1.AA nong
d6 10 pg/ml. Trong nhiing diéu kién nay, viéc tao thanh cytokin do SEB géy ra
bdi WBC va su didu chinh ctia né bing HuTIG1-IgG1.AA 1a két qua tiém ning
ctia dap Ung tac dong cytokin. HuTIG1-IgG1.AA c6 khd ndng tang cuong hiéu
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qua dap Ung mién dich nhu duoc chimg minh béng viéc kich thich su tao thanh
IL-2, IL-6, TNFo va IFNy trong xét nghiém duogc trinh bay trong ban md ta nay.
Vi du 12: Xac dinh dic diém doc tinh té bao phu thudc bd thé trung gian
HuTIG1-IgG1.AA va HuTIG3-1gG1.AA

Poc tinh té bao phu thudce bd thé (CDC) dé cap dén sy phan giai té bao biéu
hién cac phan t dich ctia nd khi c6 mat bd thé (xem, vi du nhu, Gazzano-Santoro
et al., J. Immunol. Methods, 202:163). Su kich hoat ctia con dudong b thé ¢ dién
duoc bt diu bang sy lién két ctia thanh phan tha nhét ctia hé théng b6 thé (Clq)
véi khang thé (ctia phan 16p thich hop), ma céc khang thé nay dugc lién két véi
khang nguyén cung ngudn ctia ching trén bé mit té bao. D& danh gia sy hoat hoa
b6 thé, dong té bao me cua té bao bao cdo Dual Jurkat té bao T & nguoi (Dual
Jurkat; Invivogen) duoc thiét ké dé biéu hién 6n dinh TIGIT & ngudi (Jurkat-
TIGIT) trén bé mit. Nhu dugc thé hién trén Hinh. 21, sy biéu hién cua TIGIT trén
bé mit cta cac té bao Jurkat-TIGIT da duoc x4c nhin bé‘mg cach dém té bao theo
dong v61 khang thé khang TIGIT thuwong mai dugc dan nhén PE (dong MSBA43
eBiosciences). Do do6, Jurkat-TIGIT dugc str dung nhu la céac té bao dich bién hién
lién tuc mang té bao lién két TIGIT va do d6 co thé c6 hoat tinh CDC lién keét
khang thé khi c6 bo thé.

Thi nghiém CDC dugc thuc hién véi céc té bao Jurkat-TIGIT va b thé &
ngudi voéi su c6 mat cia HuTIG1-IgGl.AA, HuTIG3-IgG1.AA, hodc globulin
khang tymocyt & tho (ATG) (Fresenius Biotech GmbH) v ndng d6 ting 1én dén
50 pg/ml. ATG duogc st dung nhu d6i chimg duong do phan mg ctia nd véi cac
té bao Jurkat va ghi nhan hoat tinh gay doc té bao phu thude bd thé véi céc té bao
Jurkat (xem, vi du nhu, Eiermann et al., ] Hematother Stem Cell Res. 2001
Jun;10(3):385-90.; Ayuk et al., AntiCancer Research 29: 1355-1360 (2009).
50.000 té bao Jurkat-TIGIT trong moi truong RPMI 1640 (Invitrogen) chtra 10%
huyét thanh thai bd (FBS) dugc gieo vao céc dia day tron 96 giéng (Nunc). Khang
thé didu tri duoc thém vao bit diu & ndng do tdi da 50 ug/ml, sau d6 la loat pha

lodng ba 1an va cho phép u véi té bao trong 1 gio & 37°C trong ti & CO, 5%. Sau
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1 gior 1, b thé & ngudi da duoc thém vao va cho phép u thém 3 giv ¢ 37°Ctrong
ta 1 CO, 5%. Sau khi hoan thanh 0 3 gid, propidi iodua 5 pg/ml (ThermoFisher)
d4 duoc thém vao va cac miu duoc phén tich biang cach dém té bao theo dong
chay (BD FACSCalibur) dé x4c dinh ty 1& phan trim duong tinh cta propidi iodua
nhu biéu hién vé té bao chét.

Pé xac dinh nhitng thay ddi duoc chuén hoéa, ty 16 phan tram kha ning ton
tai dugc do bang cach dém té bao theo dong chay va ty 1é phan trim té bao dwong
tinh propidi iodua duoc danh gia la té bao chét. Cac gia tri mau chua duge xir 1y
d3 duoc chuén hoa dén 100%. Ty 1é phan trim kha ning ton tai clia cac mau khi
¢6 mit khang thé duoc chia cho cdc miu khong dugce diéu tri dwoc chuan hoa dé
cho ra thay déi gip (a fold change: c6 nghia 1a thuéc do md ta su thay d6i vé
luong giita gi tri ban dau va gia tri cudi ciing) vé kha nang ton tai. Nhu dugc thé
hién trong Hinh. 22, c& HuTIG1-IgG1.AA va HuTIG3-IgG1.AA dén ndng do 50
ng/ml déu khong tao hoat tinh CDC. Nhimg dit liéu nay ching minh rang lién két
cta ca HUTIG1-TgG1.AA va HuTIG3-IgG1.AA v6i TIGIT déu khong dan dén su
gdy chét té bao trung gian bd thé cta té bao T.

Vi du 13: Xac dinh dac tinh dong té bao bao céo Jurkat Dual cua HuTIG1-
IgG1.AA va HuTIG3-IgG1.AA

Trinh tu chic ning quy dinh viéc khéa thu thé TIGIT & ngudi duge phéan
tich bang cach st dung dong thé bao bao cdo Jurkat-TIGIT, cac té bao nay mang
trong nhidm sac thé mot gen bao cdo giai phong luciferaza dugce thuc day boi ving
khéi dong IFNP t6i thiéu dugc hop nhAt véi ndm ban sao cua yéu to dp ing phién
ma tuong dong NF-xB va ba ban sao cua vi tri lién két c-Rel. Té bao Jurkat-TIGIT
cling biéu hién gen bdo cdo phosphataza kiém tir phoi (SEAP) duoc san sinh ra
dudi su kiém soét cua ving khai dong ISG54 t61 thiéu két hop voi nam yéu t6 dép
ung kich thich IFN.

Céc xét nghiém bao gom hai dong t& bao dai dién cho té bao T tac dong
(Jurkat-TIGIT) va cac té bao trinh dién khang nguyén. Cac té bao T tic dong biéu
hién 6n dinh reporter luciferaza dugc hoat hoa cung dong véi thu thé té bao T

(TCR). Céc té bao trinh dién khédng nguyén (cac té bao trinh dién khang nguyén

-74-



42011

nhan tao, hodc “aAPC”) biéu hién 6n dinh protein hoat hoa tébao T, nhitng protein
nay lién két va hoat hoa té bao T tac dong, nhu Jurkat-TIGIT, trong mdt co ché
khong phu thudc khang nguyén (Promega). Cac té bao aAPC duoc thiét ké thém
& bibu hién CD155. Khi té bao T tac dong dugc ddng nudi cay véi té bao aAPC
twong Umg cua nd, twong tac ctia TIGIT vo1 CD155 uc ché sy hoat héa ciia té bao
T tac dong va lam gidm su bidu hién cua luciferaza. Sy bo sung khang thé ngan
chin khang TIGIT giai phong tin hiéu tc ché cho phép biéu hién hoat tinh
luciferaza.

Trong thi nghiém nay, 16.000 aAPC biéu hién CD155 & ngudi va protein
hoat hoa té bao T (TCR Activator CD155 CHO-K1) (Promega) duoc cho vao
dia nira dién tich 96 giéng va i & 37°C trong ti & CO; 5% trong 24 gio. Ngay
hom sau, 50.000 té bao Jurkat-TIGIT & nguoi dugc ddng nudi cdy vdi cac
t& bao CDI155 CHO-K 1 hoat héa TCR khi khong c6 hodc c6 mat HuTIG1-
IgG1.AA hoic HuTIG3-IgG1.AA bat dau & nong d6 10 pg/ml v6i mot loat pha
lodng gép hai lan trong 24 gio. Dich ndi duogc thu thap va luciferaza tiét ra
duoc do bang QUANTI-Luc (Invivogen) va mét dau doc dia da chirc ning
(Perkin Elmer EnSpire) lam don vi chudi nhe tuwong d6i. Bé x4c dinh nhiing
thay d6i gép cta don vi chudi nhe twong dbi, cac don vi chudi nhe tuong d6i
cia Jurkat-TIGIT dugc ddng nudi cdy véi CD155 CHO-K1 hoat héa TCR ¢6
mat cac khang thé khang TIGIT & céc ndng d6 khac nhau dugc chia cho cac
don vi chudi nhe twong d6i khi khong cé khang thé. Do d6, nhu vi dy, viéc ting
glp 2 1an (vi du nhu phét hién c6 mat cia khang thé khang TIGIT), nghia 14 c4c
don vi chudi nhe twong di duge do trong thi nghiém gip d6i lwong do dugc
trong diéu kién ddi chimg dwoc kich thich duy nhit boi chat hoat héa TCR.

Nhu duge thé hién trén Hinh. 23, ca hai HuTIG1-IgG1.AA va HuTIG3-
IgG1.AA c6 thé lam ting tin hiéu hoat héa té bao T néi tai nhu dugc xac dinh boi
su gia ting cdc don vi chudi nhe trong di gay ra khi c6 mat mdi khang thé TIGIT
ngan chin tir néng d6 0,6 pg/ml dén 10 pg/ml tic 13 ting x4p xi tir 1,5 dén 2,5
14n. Dit liéu ndy ching minh ring khang thé khang TIGIT c6 hoat tinh dbi khang

nhd cach ngin chin chic ndng ctia TIGIT va tang hoat tinh té bao T noi tai.

-75-



42011

Vi du 14: Lién két canh tranh véi TIGIT

Phuong phéap dém té bao theo dong chay dugc st dung dé xac dinh mot
khang thé canh tranh v6i TIG1 dé gan v6i TIGIT & ngudi. TIG1 duoc gan nhin
bang thuéc nhuém huynh quang FITC st dung bd kit Pierce FITC Antibody
Labeling Kit (Thermo Fisher Scientific) theo quy chuin ctia nha san xuét. Viéc
lién két cia TIG1 ¢6 gan nhin FITC thu dugc véi TIGIT & nguoi dugc kiém tra
bing cach dém té bao theo dong chiy sir dung céc té€ bao NSO-hTIGIT. Mot tram
nghin té bao NSO-hTIGIT dugc @ v6i TIG1 ¢6 gan nhin FITC & cée ndng do khéc
nhau, bat dau tir 10 pg/ml va pha loang lién tiép gap hai lan, trong 200 ul dung
dich dém FACS (PBS chua 0,5% albumin huyét thanh bd va azit natri 0,05%) &
4°C trong 30 phut. Sau rira bang 2 ml dung dich dém FACS, cac t& bao NSO-
hTIGIT duoc gay treo trong 0,2 ml dung dich dém FACS va phai trai qua qua
trinh dém té bao theo dong chay st dung may dém té bao theo dong chay
FACScan (BD Biosciences, San Jose, CA) va thu dugc huynh quang tuyén trung
binh (MCF) ¢ mdi ndng d6 khang thé. Nong d6 hoa tan dudi mue bdo hoa, trong
d6 dat duge 90% muc huynh quang ti da, dwoc xac dinh d6i véi TIG1 ¢6 gin
nhén FITC.

Néng d6 du6i mic bdo hoa ctia TIG1 duogc gén nhan FITC duoc u vé1 mot
tram nghin t& bao NSO-hTIGIT khi c6 (hodc khong cé mat) khang thé thi nghiém
v6i ndng d6 cao hon gép 200 1an trong 200 ul FACS Buffer & 4°C trong 30 phut.
Vi dy, khi stt dung TIG1 gén nhén FITC nong d6 0,1 pg/ml dé lién két voi cac té
bao NSO-hTIGIT, thi khang thé thi nghiém nong d6 20 ug/ml dugc thém vao
huyén phi té bao. Lam mot d6i ching nén, mot trim nghin t& bao NSO-hTIGIT
duoc 0 ma khong c6 bat ky khang thé nao. Sau khi rira bang 2 ml dung dich dém
FACS, cac té bao NSO-hTIGIT dugc gay treo trong 0,2 ml dung dich d¢ém FACS
va trai qua su phén tich dém té bao theo dong chay.

MCEF cua céc t& bao NSO-hTIGIT 1 v6i TIG1 gan nhian FITC [MCF A]
dugc chudn hoa tdi 100% va MCF cua céc té bao NSO-hTIGIT khong dugc u véi
khang thé [MCF B] duoc chuan héa thanh 0%. MCF ciia cac té bao NSO-hTIGIT
U v&i TIG1 gén nhan FITC va khéang thé thi nghiém [MCF C] duoc chuén héa

-76-



42011

theo cong thirc sau: 100 x ([MCF C] - [MCF B]) / (IMCF A] - [MCF B]). Khi
MCF duoc chuin hoa cta cac té bao NSO-hTIGIT duoc u véi TIG] gan nhan
FITC va khang thé thi nghiém nho hon 20%, thi khang thé thi nghiém dugc xac
dinh 1a canh tranh v6i TIG1 trong lién két véi TIGIT & ngudi.

C6 thé sir dung clng thi nghiém dé xac dinh céac khang thé canh tranh voi
TIG2 hodc TIG3.
Vidu 15: Bo luong ai lyc

Ai luc lien két khang nguyén cia cac khang thé don dong c6 thé duoc do
bang céc cam bién sinh hoc plasmon bé mat quang hoc (SPR) khong gan nhan,
chang han nhu Biacore T100 (GE Healthcare Life Sciences, Marlborough, MA),
ProteOn XPR36 (BioRad, Hercules, CA), Octet RED384 (ForteBio, Menlo Park,
CA) va IBIS MX96 (Wasatch Microfluidics, Salt Lake City, UT) (Yang et al.,
Anal. Biochem. 508:78-96, 2016). Ai luc lién két khang nguyén cua mdi TIGI,
TIG2 va TIG3 duoc do bang Biacore T100 nhur dwgc md ta boi Yang et al. (supra).
Protein A/G (Thermo Fisher Scientific) dugc c¢b dinh trén cac té bao dong chay
trong mét chip cam bién CMS5 (GE Healthcare Life Sciences) st dung quy chuén
ghép cip tidu chudn. Mot khang thé thi nghiém (TIG1, TIG2 hogc TIG3) bi bt
gitt bdi protein A/G trén chip cam bién CM5. Céac ndng d6 khac nhau cia cac
protein TIGIT tai tb hop & nguoi, nhu Reciginant Human TIGIT, dugc danh dau
(Creative BioMart, Shirley, NY), dugc st dung trong dong chay dé lién két vai
khéng thé thi nghiém trén chip cam bién. Ty 1§ c6 (ka) va ty 1¢ khong (kd) cta
tuong tac gitta khang thé thi nghiém va TIGIT & nguoi thu duge bang phan mém
BIAevaluation (GE Healthcare Life Sciences). Hang sb lién két (Ka) duoc tinh
bang céch chia ty 1& c6 (ka) theo ty 1€ khong (kd) cta mbi TIG1, TIG2 va TIG3.
Hing s6 phan ly (Kd) dugc tinh bang cach chia ty 1€ ¢6 (kd) véi ty 1é khong (ka).

Céc nghién ctru cam bién sinh hoc d6i v6i HuTIG1-IgG1.AA duoc thuc
hién trén hé théng BioRad ProteOn XPR36 trong HEPES 10 mM, NaCl 150 mM,
pH 7.4, Tween-20 0,005% va BSA 0,2 mg/ml ¢ 25°C. HuTIG1-IgG1.AA duogc
phalodng dén3,7,1,2va 0,4 nM va bi bat gilt trong 5 phut trén mot chip cam bién
GLM phi1 boi xap xi 10.000 RU khang thé IgG khéang nguoi ctia GE. TIGIT nguoi
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tai bd hop c6 thé hoa tan dugc danh dau boi His (Cat # TIT-H52H3; Acro
Biosystems, Newark, DE) d& duoc thi nghiém ¢ 100 nM nhu né)ng dd cao nhat
trong chudi pha lodng gép 3 lan xubng con 1,2 nM. Dit liéu tir ba bé mit khang
thé mat 6 khac nhau trén phi hop toan bd véi mé hinh twong tac 1:1 st dung
Rmax cuc bd. Ty 1€ c6 (ka) va ty 1€ khong (kd) thu duge 1an luot 14 (4,42 + 0,02)
x 105 M!s! va (4,09 + 0,02) x 10™* s-1. Hang s6 phan ly dugc tinh todn (Kd) la
925 + 7 pM.

Vi du 16: Lap ban d6 quyét dinh khang nguyén

Dé dinh vi quyét dinh khang nguyén dugc nhan dang boi mdi TIG1, TIG2
va TIG3 trong phan t&r TIGIT, cac dot bién thay thé axit amin don duoc tao ra
trong vung ngoai bao cua TIGIT (SEQ ID NO:3) bang phat sinh dot bién didu
huéng vi tri bang phuong phap PCR m& rong chdng chéo (Higuchi, R., 1989,
trong “PCR Technology: Principles and Applications for DNA Amplification”,
Erlich, H. A., ed., Stockton Press, New York, NY, pp 61-70). Sau dot bién sau
trong viing ngoai bao ctia TIGIT duoc st dung cho thi nghiém: Q35A (SEQ ID
NO:50), N37A (SEQ ID NO:51), Q39A (SEQ ID NO:52), N49A (SEQ ID
NO:53), D51A (SEQ ID NO:54) va F86A (SEQ ID NO:55). Chir cai bén trai, 50
& gitta, va chir cai bén phai trong tén cua mdi dot bién 1an luot biéu thi mot gbe
axit amin trong TIGIT loai tu nhién, vi tri, béng cach dém tr nhém methionine
dau N trong viing ngoai bao ctia TIGIT (SEQ ID NO:3), va mét axit amin trong
dot bién. Cac gbe axit amin déu & trong ma chit céi don. M&i dot bién trong sb
sau dot bién déu dan dén sy thay thé axit amin gin bé mit chung ctia phirc hop
TIGIT-CD155 (Stengel, Proc. Natl.Acad. Sci. USA, 109:5399-5404, 2012).

VAt truyén biéu hién & dong vat c6 vii pPFCm179 c6 chu trac gidng nhu
pFCm404 (Hinh. 1), ngoai trir (i) gen puromycin N-axetyl-transferaza duoc thay
thé bang gen E. coli xanthine guanine photphoribosyl transferaza, va (ii) ving
ngoai bao cua TIGIT ¢ nguoi dugc thay thé boi IL-15 & ngudi. Cac doan ADN
ma hoa sau dot bién thay thé alanin ctia viing ngoai bao cua TIGIT & ngudoi dugce
dua riéng 1¢ vao trong pFCm179 dé thay thé ving ma héa IL-15. Cac vat truyén
biéu hién nhan dugc, pFCm179-Q35A, pFCm179-N37A, pFCm179-Q39A,
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pFCm179-N49A, pFCm179-D51A va pFCm179-F86A mang cac dot bién Q35A,
N37A, Q39A, N49A, D51A va F86A ¢ vung ma hoa TIGIT, tuwong ung, va biéu
hién cing mot trinh tu cta cc protein dung hop TIGIT-Fc dugoc mé hda trong
pF(hn404ng0aiU&suthaythéaxﬁznnhldqncuthéchot&ngd@tbén.

Céac protein dung hop TIGIT-Fc tu nhién va dot bién dwoc bidu hién tam
thoi trong dong té bao than phoi nguoi HEK293. Céc té bao HEK293 dugc nuodi
trong DMEM chita 10% FCS ¢ 37°C trong tu u CO, 7,5%. Vit truyén biéu hién
cua céc protein dung hgp TIGIT-Fc tu nhién va dot bién (pFCm404, pFCm179-
Q35A, pFCm179-N37A, pFCm179-Q39A, pFCm179-N49A, pFCm179-DS1A
va pFCm179-F86A) duoc chuyén nhidm riéng biét vao céc té bao HEK293 bang
cach str dung phuong phap polyetylenimin (Durocher et al. (1992) Nucl.Acids
Res. 30: €9, 2002). Mutc do tao thanh cia céc protein dung hop TIGIT-Fc trong
cac dich ndi nudi céy duoc do béng ELISA. Tom lai, dia ELISA duoc phu khang
thé da dong dac hidu Fe IgG khang-ngudi ¢ dé (Sigma-Aldrich) véi liéu luong
100 pl/giéng, duoc pha lodng véi ti 1€ 1/2.000 trong PBS ¢ 4°C qua dém, dugc
rira bang Wash Buffer va bi khéa véi dém ELISA Buffer lidu luong 200 pl/giéng
trong 20 phat & nhiét d6 phong. Sau khi rira bang Wash Buffer, cac dich ndi nudi
cAy cla céc té bao HEK293 chuyén nhiém tam thoi duoc pha lodng thich hop
trong ELISA Buffer (100 pl/ giéng) duoc bom vao dia ELISA. hTIGIT-Fc da tinh
ché dugc st dung lam chét chuén. Sau khi 0 dia ELISA trong 30 phut ¢ nhiét 6
phong va rira bang Wash Buffer, cac protein dung hop Fc lién két duoc phét hién
bang céach st dung khang thé da dong IgG khang-nguoi & dé lién hop véi HRP
(SouthernBiotech) vdi luwong 100 pl/ giéng, pha lodng véi ti 1& 1/2.000 trong
ELISA Buffer. Sau khi u dfa trong 30 phuat ¢ nhiét do phong va rira bang Wash
Buffer, su thay ddi mau séc duge khai dau bﬁng cach thém chit nén ABTS véi
lwong 100 pl/giéng (Sigma-Aldrich) va dimg lai véi axit oxalic 2% véi lugng 100
ul/giéng. Do hap thu dugc doc ¢ budce séng 405 nm.

Viéc lién két ctia timg khang thé TIG1, TIG2 va TIG3 & chudt véi cac dot
bién TIGIT duoc kidm tra bdng ELISA. Mot dia ELISA dugc pha khang thé da
dong dic hiéu Fc IgG khang-nguoi ¢ dé voi lugng 100 pl/ giéng (Sigma-Aldrich),
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pha lodng trong PBS véi ti 1¢ 1/2.000 & 4°C qua dém, dugc rira bang Wash Buffer
va bi khoa véi dém ELISA Buffer voi lugng 200 pl/ giéng trong 20 phut & nhiét
do phong. Sau khi roa bang Wash Buffer, c4c protein dung hop TIGIT-Fc biéu
hién tam thoi ndng d6 0,5 pg/ml, cac protein nay hodc mang TIGIT tu nhién hodc
mang mot trong sb sau dot bién TIGIT, trong ELISA Buffer (100 pl/ giéng) duoc
bom vao dia ELISA hai 1in dé a & nhiét dd phong trong 30 phit. Céac dich ndi
nudi cy cta té bao HEK293 khong dugc chuyén nhiém dugc st dung dé lam dbi
chimg am. Sau khi rira bang Wash Buffer, mot lwong 100 ul/ giéng cta khang thé
thi nghiém ndéng d 200 ng/ml (TIG1, TIG2 hodc TIG3) trong ELISA Buffer (100
ul/giéng) da duge bom vao. Sau khi u dia ELISA trong 30 phut ¢ nhiét do phong
va rira bang Wash Buffer, cac khang th8 lién két duoc phat hién bang khang thé
da dong chudi kappa khéang-chudt ¢ dé lién hop voi HRP (Bethyl Laboratories,
Montgomery, TX), pha loang theo ty 1€ 1/2.000 trong ELISA Buffer. Sau khi u
dia trong 0,5 gid ¢ nhiét d phong va rua bang Wash Buffer, sy thay d6i mau sac
dwoc khéi dau bang cach thém chat nén ABTS (Sigma-Aldrich) véi lwong 100
nl/giéng va dimg lai véi lugng 100 pl/ giéng axit oxalic 2%. D9 hap thu duoc doc
6 budce song 405 nm.
Bang 1: 5w lign k&t cla TIGL, TIG2, va TIG3 v&i dét bign TIGIT

Sy lign ket twong ddi wei TIGIT [%6)

Bot bién TIGIT TIG1 TIGZ TIG3
Q35A (SEQ ID NO: 50) -0, 1 26,1 37.8
M37A (SEQ ID NO:51) 0.8 75,1 83,5
E394 (SEQ ID NO:52) 71,1 55,1 G4 2
MN4gs (SEQ ID NO:53) 0,5 426 57,2
DslA (SEQ ID NO:s4) 1,8 61,0 411
FE6A (SEQ ID NC:55) 4G 5 40,5 422

D6i v6i mbi TIG1, TIG2 va TIG3, lién két twong d6i véi mdi dot bién
TIGIT dugc tinh theo cong thirc sau. D9 hap thu trung binh véi céc protein dung
hop TIGIT-Fe tu nhién [Abs A] d dugc chudn hoa t6i 100%, va do hap thu trung
binh véi cac dich ndi nudi cdy cua céc té bao HEK293 khong duoc chuyén nhiém
[Abs B] dugc chudn héa téi 0%. Do hép thu trung binh véi protein dung hop
TIGIT-Fc dot bién [Abs C] da dugc chuin hoa theo cong thirc sau: 100 x ([Abs
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C] - [Abs B]) / ([Abs A] - [Abs B]). Két qua duoc tém tat trong Bang 1. Su lién
két twong dbi cia TIG1 nho hon 5% khi gbc axit amin duoc thay thé bang alanin
& vitri 35, 37, 49 hoac 51, thé hién réng cac géc axit amin & bon vi tri nay la rat
quan trong trong lién két ctia TIG1 v6i TIGIT. Khong c6 dot bién TIGIT nao duoc
st dung trong thi nghiém nay loai bo lién két ctia TIG2 va TIG3 véi TIGIT.

Vi du 17: Tang cuong sy tiét IFNy khi bd sung HuTIG1-IgG1.AA, khang thé
khang PD-L1 va HuTIG1-IgG1. AA két hop véi khang thé khang PD-L1.

PBMC & ngudi dau tién duge phén 18p tir mot 16p dém bang cach phan 16p
mau trong moi trudng gradient mat d¢ (Lymphoprep; STEMCELL; 07801) va thu
thap PBMCs sau khi ly tdm tr ky trung gian. Trong bude tiép theo, cac bach cau
don nhan dugc phan 1ap tr PBMC bang chon loc CD14 dwong (b kit EasySep
Human CD14 Positive Selection kit; STEMCELL; Cat# 18058) theo quy chuén
cua nha san xuét va dugce nudi trong sdu ngay trong moi trudng RPMI b6 sung
FBS 5% va GM-CSF 0,1 pg/ml (R&D; Cat# 215-GM-050/CF) vaIL-4 0,1 pg/ml
(R&D; Cat# 204-1L-050/CF). Cac t& bao tua c6 ngudn gbc bach cdu don nhan da
biét héa (moDC) duoc thu hoach va dugc kiém tra biéu hién cua CD155, CD112
va PD-L1 bang phuwong phap dém té bao theo dong chay (Hinh. 24).

Céc té bao CD4+ & ngudi tir 4 nguoi hién tang khac nhau duoc phan 1ap tir
l6p dém bang cach lam tiéu dich 4m tinh (RosetteSep human CD4 T cell
enﬂchnmntcodﬂaﬂ;STEB&CELI;#15062)Véd@thﬁlkh@tduqcxécdhﬂlbéng
phuong phép dém té bao theo dong chdy.

Céc moDC va céc té bao CD4+ duoc két hop véi ty 18 1:4 (25.000 moDC;
100.000 té bao CD4+) va dugc nudi céy trong bon ngdy trong moi trudng khong
co huyét thanh (X-Vivo-20; LONZA; Cat # 04-448Q) voi sy ¢6 mdt cia HuTIG1-
IgG1.AA (5 pg/ml hodc 15 ug/ml) hodc khang thé khang PD-L1 (10 pg/ml; dong
243.55.81; SEQ ID NO: 56 va 57) hodc ca hai HuTIG1-IgG1.AA (15 pg/ml) va
khang thé khang PD-L1 (10 pg/ml) trong 4 ngay trudc khi dinh luong IFNy bang
cach st dung Cytometric Bead Array (CBA; Human IFNy Flex Set; BD; Cat#
560111).IgG1 Fc & ngudi (25 pg/ml; BioXcell; Cat # BE0096) dugc str dung lam

dbi ching.
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Nhu duoc thé hién trén Hinh. 25, viéc khéa HuTIG1-IgG1.AA va khéang
thé khang PD-L1 mdt cach ddc 1ap lam tang sy tao thanh IFNy so v6i khang thé
d6i chtng isotyp thich hop. Su két hop cia HuTIG1-IgG1.AA véi khéng thé
khang PD-L1 tang cuong dang ké va hiép ddng su tao thanh IFNy so véi viéc &p
dung mot liéu phap don Lé.

Vi du 18: HuTIG1-IgG1.AA va HuTIG3-IgG1.AA phat hién TIGIT biéu hién
trén t& bao bach huyét va té bao myeloid & ngudi

Téng s6 PBMC & nguoi duge phéan 18p tir mudi ngudi cho da dugc nhudém
mau cling voi cac khang thé lién hop truc tiép mo ta té bao T, té bao B, té bao NK
va cac tap hop con ctia dong myeloid. Cac t& bao chét di duoc loai trir béng cach
st dung bo kit Live/dead Fixable Aqua Dead Cell. Biéu hién ctia TIGIT duoc xac
dinh bang cach str dung khang thé HuTIG1-IgG1.AA va HuTIG3-IgG1.AA lién
hop vé1 thudc nhudm Alexa647. Biéu hién ctia CD96 duogc x4c dinh béng cach su
dung khang thé khang CD96 c6 séan trén thi trudng (dong NK92.39). Trong Hinh.
26A, dAu cong (+) thé hién biéu hién trén nén voi du (+++) thé hién biéu hién
cao nhat quan sat dugc. Dau cong/trir (+/-) thé hién chi c6 mot tp hop con cla
céc té bao trong quén thé duoc chi dinh biéu hién TIGIT hoic CD96 trén nén, va
dAu trir (-) thé hién thiéu su bidu hién trén nén. Trong tit ca cc trudong hop, nén
duoc x4c dinh bang cach st dung phuong phap Fluorescence Minus One da bién
d6i (FMO) trong d6 toan b chét c6 huynh quang st dung trong bang nhudm dugc
thém vao ngoai trir khang thé dich (tic 1a HuTIG1-IgG1.AA, HuTIG3-IgG1.AA,
khang thé khang CD96). Thay vao do6, khang thé dich duogc thay thé bang khang
thé déi chimg isotyp dic hiéu IgG clia cing lién hop. Hinh. 26B biéu thi biéu do
dai dién cta viéc nhudém khéang thé khang TIGIT trong PBMC & céc muc biéu
hién khac nhau dugc st dung dé sép Xép cac muc dd biéu hién ctia CD96 trong
Hinh. 26A. Biéu db sang mau thé hién FMO dugc stra d6i. Biéu db toi mau mo ta
cho viéc nhudm HuTIG1-IgG1.AA hodac HuTIG3-IgG1.AA.

Céc té bao khdi u duoc phén tach tir khéi u 4c tinh, ung thu dai truc trang,
ung thu phodi té bao khong nho va ung thu biéu m6 té bao than dugc mua tir mot

ngudn thuong mai va duge nhudm mau véi cac khang thé lién hop truc tiép phan
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dinh té bao T va cac tap hop con té bao trinh dién khang nguyén. Céc té bao bach
cau duoc xé4c dinh bang cach st dung khang thé khang CD45 pan isoform (dong
HI30). Cac té bao chét da duoc loai trir bang cach stir dung bd kit Live/dead Fixable
Aqua Dead Cell Stain. Biéu hién cua TIGIT dugc xé4c dinh béng cach st dung
khang thé HuTIG1-IgG1.AA lién hop véi thudc nhudm Alexa647. Trong tit ca
cac truong hop, nén duoc xac dinh bang st dung phuong phap Fluorescence
Minus One d3 bién d6i (FMO) trong d6 toan b chét c6 huynh quang dugc sir
dung trong bang nhuém dugc thém vao ngoai trir khang thé dich (tc 1a HuTIG1-
IgG1.AA). Thay vao do, khang thé dich dugc thay thé bang khang thé d6i ching
isotyp dic hiéu IgG ciia cing lién hop. Hinh. 32B biéu dién biéu d6 md ta cho
viéc nhudm khang thé khang-TIGIT trén té bao lympho xam nhap khdi u (TIL) &
cac mirc biéu hién khéac nhau, duge thé hién trén Hinh. 32A. Biéu d6 sing mau
thé hién FMO duoc stra ddi. Biéu dd tdi mau mé ta cho viéc nhudm HuTIG1-
IgG1.AA.
Vi du 19: Lap ban do quyét dinh khang nguyén cua khang thé khang TIGIT &
nguoi HuTIG1-IgG1AA bang phuong phap dém té bao theo dong chdy

cADN TIGIT & ngudi duge tao dong thanh pcADN 3,1 (+) véi the peptit
hemagglutinin (HA) gbc 9, tiép theo 1a cau ndi peptit gbc 10 duge chén vao sau
peptit tin hiéu tu nhién gbc 21 va trude dau N cta protein TIGIT trudng thanh
(SEQ ID NO:58). Céac géc axit amin duogc quan tam (T34, Q35, N37, E39, L44,
147, N49, D51, L52, H55, F86, 188, H90, Y92 va T96) trong vung ngoai bao cua
TIGIT 6 nguoi da dugc dot bién véi alanin, mot axit amin ngay 1ap trc. Plasmit
duoc tinh ché va dugce chuyén nhiém nhanh chéng vao céc té bao CHO-K1 sir
dung thudc thir chuyén nhiém Fugene 6 (Promega) theo khuyén céo cia nha san
xuét. Bidu hién dot bién TIGIT & nguoi gan thé HA duoc xac nhin bang phuong
phap phat hién khang thé khang HA.

D6i vai phén tich dém té bao theo dong chay cuia quyét dinh khang nguyén
lién két khang thé khéng TIGIT, cac protein TIGIT & ngudi duoc gin thé HA ¢6
hodc khong c6 dot bién axit amin don 1& dugc chuyén nhidm tam thoi vao cac té

bao CHO-K 1. Sau 24 gid, cac té bao dugc chuyén nhiém dugc gay treo trong dém
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HBSS ((Thermo Fisher Scientific, Cat# 14175095), va dugc U vo1 khang thé
HuTIG 1-IeG1.AA & c4c ndng d6 khac nhau trong thé tich 50 pL. Sau 1 gid a &
4°C, céc té bao duoc rira va 1an 0 thr hai véi 50 uL khéang thé tht cAp IgG(H + L)
khang nguoi duge lién hop Alexa488 (Thermo Fisher Scientific, Cat#A-11013)
duoc thyc hién dé phat hién cac té bao lién két nho khang thé. Cac té bao duoc
bang khang thé khang HA (Sigma, Cat # H7411) duoc st dung lam dbi chung
duong, va cac té bao CHO-K 1 khong chuyén nhiém duoc st dung lam d6i ching
am. Céc té bao duoc phan tich trén thiét bi Attune NxT Cytometer (Thermo Fisher
Scientific) va dit liéu dugc xir I bang phan mém FlowJo. Déi v6i mdi dot bién,
MFTI cho viéc lién két khang thé bio hoa (cudng d6 huynh quang trung binh) duoc
chuén héa dén 100% POC (phan trim cua dbi chung), va MFI cho ddi chiing
khong c6 lién két khang thé so cap duoc chuén héa dén 0% POC. Dit lidu duge
Jam khép v6i duong cong sigmoid phi tuyén tinh b6n tham s6 bang phan mém
khop duong cong GraphPad Prism 7 st dung cong thic nhu sau: Y=Bottom +
(Top-Bottom)/(1+10((LeeEC X HiliSlope))

Trong thi nghiém nay, HuTIG1-IgG1.AA lién két v&i TIGIT tu nhién &
ngudi voi ECsp = 1,28 nM. Nam trong s6 muoi 1am dot bién alanie TIGIT don
diém lién két véi HUTIG1-IgG1.AA véi ai luc lién két giam di hon 10 lan. TIGIT
& nguoi (SEQ ID NO:3) véi cac dot bién N49A, D51A, H90A, N37A hodc Q35A
lién két v6i HUTIG1-IgG1.AA véi hiéu Iyc giam trong khoang tit ECso = 17,7 dén
176 nM, tuong ng (Hinh. 27). TAt ca cac gbe nay cling dinh vi & mot ving riéng
biét trén cau tric phia trudc tAm f clia mién ngoai bao TIGIT IgV (Hinh. 28).

Vi du 20: Xét nghiém kiéu hinh mién dich ex vivo cta céc tp hop con té bao T
tr mau nguyén chit ctia dong vat linh truong khong phai con ngudi duoc dung
HuTIG1-IgG1.AA theo liéu.

Mot nghién ctru dugc dong hoc duoc thuc hién boi hé thdng phong thi
nghiém Charles River (Reno, NV). Muyc tiéu ctia nghién cttu nay 1a kiém tra ex
vivo cac mAu mau nguyén chat tir cdc con khi cynomolgus dugc diéu tri v6i don
lidu 10 mg/kg khéng thé khang TIGIT (HuTIG1-IgG1.AA) d¢ danh gi4 gian tiép
kha ning tiép nhan thu thé d6i voi TIGIT.
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Ba con khi céi non cynomolgus thi nghiém (#67, #68 va #69) dugc tiép
nhén liéu tiém tinh mach don khang thé HuTIG1-IgG1.AA 10 mg/kg. Cac miu
méu nguyén chat trong heparin natri d& dugc nhén trong vong 24 gio cla thoi
diém lay mau cubi ciing twong ung véi thoi diém trude khi udng thudc, cac ngay
1,2,7, 14,21 va 28 sau thoi diém ubng thube. Dbi v6i cac nghién ctru vé dém té
bao theo dong chay, TIGIT khang ngudi duoc gén nh3n huynh quang tir
BioLegend (dong MBSA43) di dugc sir dung dé x4c dinh mirc d6 biéu hién cua
’HGHWﬁnwc@pMmcmﬂé&mbmmhmﬁnﬁuékowmmdgmanémé
hién phan tng chéo véi cac loai linh truéng khong phai con nguoi (PLoS Pathog.
2016 Jan; 12(1); BioLegend). Cac té bao song thu duogc bang FACSCalibur va
duoc phan tich bang phin mém FlowJo.

Khang TIGIT (MBSA43) c6 thé lién két v6i ci hai tap hop con té bao T
CD4+ va CD8+ khi nhuém cac miu méu nguyén chét truée khi udng thudc. Sau
khi ubng thudc, khang TIGIT (MBSA43) khong thé phat hién biéu hién TIGIT
trén céc tap hop con té bao T cho dén ngay 14 hodc 21 phu thudc vao con khi khac
duoc kiém tra v6i muc do tré lai mic phat hién trude khi ubng thude 12 ngay 21
hoic 28 tiry thudc vao cac dong vat khac nhau duge kiém tra (Hinh. 29B va 30B).
Kha nang khong phat hién duoc biéu hién TIGIT khong phai do sy thay dbi dang
k& clia tAn sb t& bao T CD4+ hodic CD8+ (Hinh. 29A va 30A, tuong Gmg) cho thiy
rang bé mit TIGIT bi chiém boi khang thé diéu tri (HuTIG1-IgG1).AA) va khong
phai do su suy gidm tap hop con té bao T.

Cac dit liéu nay ung ho ring viéc khang thé khang TIGIT HuTIGI-
IgG1.AA la c6 tinh phan tng chéo véi khi cynomolgus va viée su dung TIGIT
khang nguoi tir BioLegend (dong MBSA43), dem lai danh gia vé tinh tiép nhén
thu thé TIGIT.

Vi du 21: Tang cuong doc tinh té bao trung gian té bao NK bang HuTIGI-
IgG1.AA va HuTIG3-IgG1.AA trén cac té bao dich K562

Xét nghiém doc tinh té bao trung gian té bao NK dugc mo ta trong vi du 10
duoc 1ap lai khi st dung t& bao NK d tinh ché thay cho PBMC. Dé c6 dugc cac
t& bao NK tinh ché ddy du va thich hop cho cac thi nghiém nay, diéu quan trong
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la phai sang loc PBMC cua thé cho c6 tAn sb té bao NK cao, biéu hién bé mait
TIGIT diy di va biéu hién CD226 dy di. Mau ngoai vi LeukoPak (bao gom 10
¥ t bao tro 1én) da duoc thu thap va su phan 1ap té bao NK duoc thyc hién bang
céch st dung Miltenyi autoMACS Pro Separator theo huéng dan ctia nha san xuét
(Miltenyi Biotec, catalog # 130-092-657). Cac té bao NK tinh ché duoc gay treo
lai trong moi trudong chua interleukin-2 (IL-2) [200 don vi/ml] trong cac dia 6
giéng. Céc dia 6 giéng dugc dit & 37°C trong ti i CO, 5% trong 24 gid trudce khi
thyc hién cac nghién ctru doc tinh té bao tu nhién voi cac té bao thu hoach tir cac
giéng.

Su phén gidi cla té bao K562 trung gian béi cac t& bao NK tinh ché duoc
do khi c6 va khong ¢6 khang thé khang TIGIT (TIG1). Té bao NK duoc nudi cdy
trong mdi trudng RPMI 1640 (Invitrogen) véi su c6 mat cta interleukin-2 (IL-2)
[200 don vi/ml] (Peprotech) qua dém ¢ 37°C trong ti u CO, 5%. Ngay hom sau,
céc té bao K562 duoc gan nhan CFSE va nudi cdy cling véi té bao NK (Muc tiéu:
NK; mot té bao K562 véi hai muoi té bao NK) trong 4 gio & 37°C trong tii u CO2
5% khi ¢6 Rituxan 10 pg/ml hodc khang thé khang TIGIT dugc nhan hoa
(HuTIG1-IgG1.AA hodc HuTIG3-IgG1.AA). Rituxan d& dugc sir dung nhu mot
dbi chimg 4m Vi céac té bao K562 khong biéu hién CD20. Sau thoi gian 0, cac té
bao duoc thu hoach va nhudm mau véi Sytox Red 5 nM (ThermoFisher) dé phan
biét céc té bao dich chét bang (CFSE+ Sytox Red+). Ty 18 phin trdm cua cac té
bao dich K562 phan gidi boi cac t& bao NK duoc xac dinh bang phwong phéap dém
té bao theo dong chay (FACSCalibur; FlowJo Analysis).

Nhu duoc bidu didn trén Hinh. 31, khi st dung cac té bao NK tinh ché, viéc
bd sung cac khang thé khang TIGIT lam ting cudng doc tinh té bao ty nhién cla
t& bao K562 trung gian té bao NK, didu d6 chimg minh rang cac khang thé khang
TIGIT (HuTIG1-IgG1.AA hodc HuTIG3-IgG1.AA) c¢6 kha nang tdng murc d9 tiéu
diat té bao dich (1An luot 12 28% hodic 19%, twong ing v6i 'Khong 6 khang the'
hodc ty 16 phan tram Rituxan dugc chuén héa) bai tip con clia cac té bao tac dong

& nguol.
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TRINH TU

SEQ ID NO:1: Trinh tu axit amin cua TIGIT truéng thanh & nguoi:

MMTGTIETTGNISAEK GGSIILQCHLSSTTAQVTQVNWEQQDQLL
AICNADLGWHISPSFKDRVAPGPGLGLTLQSLTVNDTGEYFCIYHTYPDG
TYTGRIFLEVLESSVAEHGARFQIPLLGAMAATLVVICTAVIVVVALTRK
KKALRIHSVEGDLRRKSAGQEEWSPSAPSPPGSCVQAEAAPAGLCGEQR
GEDCAELHDYFNVLSYRSLGNCSFFTETG

SEQ ID NO:2: Trinh ty axit amin cua tin hiéu peptit nguoc dong cua vung
ngoai bao ctia TIGIT ¢ nguoi: MGWSWIFFFLLSGTASVLS

SEQ ID NO:3: Trinh tu axit amin cua ving ngoai bao ctia TIGIT ¢ ngudi
(hTIGIT):
MMTGTIETTGNISAEKGGSIILQCHLSSTTAQVTQVNWEQQDQLLAICNA
DLGWHISPSFKDRVAPGPGLGLTLQSLTVNDTGEYFCIYHTYPDGTYTG
RIFLEVLESSVAEHGARFQIPTG

SEQ ID NO:4: Trinh tu axit amin cta cau ndi polypeptit xudi dong tic thi
ctua hTIGIT: TGGG

SEQ ID NO:5: Trinh ty axit amin cia ving Fc yl & nguot
EPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAPIEK TISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKN
QVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLT
VDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGK

SEQ ID NO:6: Trinh tu axit amin cia ving ngoai bao cia CD155 & nguoi:
DVVVQAPTQVPGFLGDSVTLPCYLQVPNMEVTHVSQLTWARHGESGS
MAVFHQTQGPSYSESKRLEFVAARLGAELRNASLRMFGLRVEDEGNYT
CLFVTFPQGSRSVDIWLRVLAKPQNTAEVQKVQLTGEPVPMARCVSTG
GRPPAQITWHSDLGGMPNTSQVPGFLSGTVTVTSLWILVPSSQVDGKNV
TCKVEHESFEKPQLLTVNLTVYYPPEVSISGYDNNWYLGQNEATLTCDA
RSNPEPTGYNWSTTMGPLPPFAVAQGAQLLIRPVDKPINTTLICNVTNAL
GARQAELTVQVKEGPPSEHSGMSRNA
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SEQ ID NO:7: Trinh ty axit amin ctia ving ngoai bao cua CD155 & nguoi
duoc dung hop véi chudi vung yl Fec & nguoi (hCDI55-Fc):
DVVVQAPTQVPGFLGDSVTLPCYLQVPNMEVTHVSQLTWARHGESGS
MAVFHQTQGPSYSESKRLEFVAARLGAELRNASLRMFGLRVEDEGNYT
CLFVTFPQGSRSVDIWLRVLAKPQNTAEVQKVQLTGEPVPMARCVSTG
GRPPAQITWHSDLGGMPNTSQVPGFLSGTVTVTSLWILVPSSQVDGKNV
TCKVEHESFEKPQLLTVNLTVYYPPEVSISGYDNNWYLGOQNEATLTCDA
RSNPEPTGYNWSTTMGPLPPFAVAQGAQLLIRPVDKPINTTLICNVTNAL
GARQAELTVQVKEGPPSEHSGMSRNATGGGEPKSCDKTHTCPPCPAPEL
LGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPA
PIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVM
HEALHNHYTQKSLSLSPGK |

SEQ ID NO:8: Trinh ty axit amin cua peptit FLAG (FLAG): DYKDDDDK

SEQ ID NO:9: Trinh ty axit amin cua tin hiu lién két
glycosylphotphatidylinositol cla CD55 4] nguoi (GPI):
PNKGSGTTSGTTRLLSGHTCFTLTGLLGTLVTMGLLT

SEQ ID NO:10: Trinh ty axit amin cua TIG1 VH:

DVQLVESGGGLVQPGGSRKLSCAASGFTFSNFGMHWVRQAPEKG
LEWVAFISSGSSSIYYADTVKGRFTISRDNPKNTLFLQMTSLRSEDTAMY
YCARMRLDYYAMDYWGQGTSVTVSS

SEQ ID NO:11: Trinh ty axit amin cua TIG1 VH CDR1: NFGMH

SEQ ID NO:12: Trinh ty axit amin cta TIGlI VH CDR2:
FISSGSSSIYYADTVKG

SEQ ID NO:13: Trinh ty axit amin ciia TIG1 VH CDR3: MRLDYYAMDY

SEQ ID NO:14: Trinh ty axit amin cua TIGl VL:
DVQITQSPSYLAASPGETITINCRASKSISKYLAWYQEKPGKTNKLLIYSG
STLQSGIPSRFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAMYY CQQHNEYPWTFGGG
TKLEIK
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SEQ ID NO:15: Trinh tu axit amin cia TIG1 VL CDR1: RASKSISKYLA

SEQ ID NO:16: Trinh ty axit amin cia TIG1 VL CDR2: SGSTLQS

SEQ ID NO:17: Trinh ty axit amin cia TIG1 VL CDR3: QQHNEYPWT

SEQ ID NO:18: Trinh ty axit amin cioa TIG2Z VH:
EVQLQQSGPELVKPGASVKISCKTSGYTFTEYTMHW VKQSHGKNLEWI
GGINPNNGGTSYNQKFKGRATLTVDKSSSTAYMELRSLTSDDSAVYYC
ARPGWYNYAMDY WGQGTSVTVSS

SEQ ID NO:19: Trinh ty axit amin ctia TIG2 VH CDR1: EYTMH

SEQ ID NO:20: Trinh ty axit amin cua TIG2 VH CDR2:
GINPNNGGTSYNQKFKG

SEQ ID NO:21: Trinh ty axit amin ctia TIG2 VH CDR3: PGWYNYAMDY

SEQ ID NO:22: Trinh ty axit amin coa TIG2Z VL:
DIVMTQSHKFMSTSVGDRVNITCKASQGVSTAVAWYQQKPGQSPKLLI
YSASYRYTGVPDRFTGSGSGTDFTFTISSVQAEDLAVYHCQQHYITPWTF
GGGTKLEIK

SEQ ID NO:23: Trinh ty axit amin cia TIG2 VL CDR1: KASQGVSTAVA

SEQ ID NO:24: Trinh tu axit amin cua TIG2 VL CDR2: SASYRYT

SEQ ID NO:25: Trinh ty axit amin ciia TIG2 VL CDR3: QQHYITPWT

SEQ ID NO:26: Trinh ty axit amin cua TIG3 VH:
EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFAFSDYDMSWVRQTPEKRLEWV
AYISDGGYNTYYPDTVKGRFTISRDNAKNTLYLQMSSLKSEDTAIYYCA
RQILLRYYFDYWGQGTTLTVSS

SEQ ID NO:27: Trinh ty axit amin ciia TIG3 VH CDR1: DYDMS

SEQ ID NO:28: Trinh ty axit amin cua TIG3 VH CDR2:
YISDGGYNTYYPDTVKG

SEQ ID NO:29:Trinh ty axit amin cua TIG3 VH CDR3: QILLRYYFDY

SEQ ID NO:30: Trinh ¢ty axit amin cia TIG3 VL:
DIVMSQSPSSLAVSVGEKVTMTCKSSQSLLY SSNQKNYLAWYQQKPGQ
SPKLLIYWASTRESGVPDRFTGSGSGTDFTLTISSVKAEDLAVYYCQQYH
SYPWTFGGGTKLEIK
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SEQ ID NO:31: Trinh ty axit amin cua TIG3 VL CDRI:
KSSQSLLYSSNQKNYLA

SEQ ID NO:32: Trinh ty axit amin ciia TIG3 VL CDR2: WASTRES

SEQ ID NO:33: Trinh ty axit amin cua TIG3 VL CDR3: QQYHSYPWT

SEQ ID NO:34: Trinh tu axit amin cia TIG1 VH dugc thiét ké nhan héa
(HuTIG1 VH):
MDSRLNLVFLVLILKGVQCEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFS
NFGMHWVRQAPGKGLEWVAFISSGSSSIYYADTVKGRFTISRDNAKNSL
YLQMNSLRAEDTAVYYCARMRLDYYAMDY WGQGTMVTVSS

SEQ ID NO:35: Trinh ty axit amin cia HuTIGl VH truéng thanh:
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNFGMHWVRQAPGKGLEW
VAFISSGSSSIYYADTVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYC
ARMRLDYYAMDYWGQGTMVTVSS

SEQ ID NO:36: Trinh ty axit amin cia TIG1 VL (HuTIG1 VL) duoc thiét
ké nhéan hoa (VLTG1):
MRFQVQVLGLLLLWISGAQCDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASKSIS
KYLAWYQQKPGKAPKLLIYSGSTLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQHNEYPWTFGGGTKVEIK

SEQ ID NO:37: Trinh ty axit amin cia VL HuTIG1 truéng thanh:
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASKSISKYLAWYQQKPGKAPKLLIY'S
GSTLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQHNEYPWTFGG
GTKVEIK

SEQ ID NO:38: Trinh ty nucleotit cuia gen HHTHI tébng hop trong
pHUTIG1.AA:
ACTAGTACCACCATGGACTCCAGGCTCAATCTGGTTTTCCTTGTCCTT
ATTCTGAAAGGCGTCCAGTGTGAAGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGG
AGGCCTGGTGCAGCCTGGAGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCT
CTGGATTCACTTTCAGTAACTTTGGAATGCACTGGGTTCGACAGGCTC
CAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCGCATTCATTAGTAGTGGCAGTAGT
TCCATCTACTATGCAGACACAGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAG
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AGACAATGCCAAGAACAGCCTGTACCTGCAAATGAACAGTCTGAGG
GCTGAGGACACTGCCGTGTATTACTGTGCAAGAATGAGACTGGATTA
CTATGCTATGGACTACTGGGGTCAAGGAACCATGGTCACCGTCTCCT
CAGGTAAGTATGGCCTCTAAGCIT

SEQ ID NO:39: Trinh tu nucleotit cia gen HuTIG1 VL tong hop trong
pHuUTIGI1.AA:
GCTAGCACCACCATGAGGTTCCAGGTTCAGGTTCTGGGGCTCCTTCT
GCTCTGGATCTCAGGAGCCCAGTGTGATATCCAGATGACCCAGTCTC
CATCTTCTCTTTCTGCATCTGTTGGAGATAGAGTCACTATTACTTGCA
GGGCAAGTAAGAGCATTAGCAAATATCTGGCCTGGTATCAACAGAA
ACCTGGGAAAGCTCCTAAGCTGCTTATCTACTCTGGGTCCACTTTGCA
ATCTGGAGTTCCATCAAGATTCAGTGGCAGTGGATCTGGTACAGATT
TCACTCTCACCATCAGTAGCCTGCAGCCTGAAGATTTTGCAACCTATT
ACTGTCAACAGCATAATGAATACCCCTGGACCTTCGGCGGAGGCACC
AAAGTCGAAATCAAACGTAAGTAGAATCCAAAGAATTC

SEQ ID NO:40: Trinh ty axit amin cua chudi ning gamma truéng thanh
cita  HuTIG1-IgG1.AA  duwgc md@ héa  trong  pHUTIGL.AA:
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNFGMHWVRQAPGKGLEW
VAFISSGSSSIYYADTVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYC
ARMRLDYYAMDYWGQGTMVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAAL
GCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSS
LGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVF
LFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKT
KPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISK
AKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQP
ENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNH
YTQKSLSLSPGK

SEQ ID NO:41: Trinh ty axit amin cta chudi nhe kappa trudng thanh cta
HuTIG1-IgG1.AA duoc ma hoa trong pHUTIG1.AA:
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASKSISKYLAWYQQKPGKAPKLLIYS
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GSTLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQHNEYPWTFGG
GTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWK
VDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTH

QGLSSPVTKSFNRGEC
SEQ ID NO:42: Trinh tu axit amin ciia TIG3 VH duoc thiét ké nhan héa
(HuTIG3 VH):

MNFGLRLIFLVLTLKGVNCEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFAFS
DYDMSWVRQAPGKGLEWVAYISDGGYNTYYPDTVKGRFTISRDNAKN
SLYLOQMNSLRAEDTAVYYCARQILLRYYFDYWGQGTTVTVSS

SEQ ID NO:43: Trinh ty axit amin cuia HuTIG3 VH truéng thanh:
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFAFSDYDMSWVRQAPGKGLEW
VAYISDGGYNTYYPDTVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYY
CARQILLRYYFDYWGQGTTVTVSS

SEQ ID NO:44: Trinh tv axit amin cta TIG3 VL dugc thiét ké nhan héa
(HuTIG3 VL):
MDSQAQVLMLLLLWVSGTCGDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKSSQSL
LYSSNQKNYLAWYQQKPGKAPKLLIY WASTRESGVPSRFSGSGSGTDFT
LTISSLQPEDFAVYYCQQYHSYPWTFGGGTKVEIK

SEQ ID NO:45: Trinh ty axit amin cua HuTIG3 VL truéng thanh:
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKSSQSLLYSSNQKNYLAWYQQKPGKA
PKLLIYWASTRESGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFAVYYCQQYHS
YPWTFGGGTKVEIK

SEQ ID NO:46: Trinh ty nucleotit ctia gen HuTIG3 VH tébng hop trong
pHUTIG3.AA:
ACTAGTACCACCATGAACTTTGGGCTCAGATTGATTTTCCTTGTCCTT
ACTCTGAAAGGCGTGAACTGTGAAGTCCAGCTCGTGGAGTCTGGGGG
AGGCCTTGTGCAGCCTGGAGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCT
CTGGATTCGCTTTCAGTGACTATGACATGTCTTGGGTTCGCCAGGCTC
CTGGCAAGGGGCTGGAGTGGGTCGCATACATTAGTGATGGCGGTTAT
AACACCTACTATCCAGACACTGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAG
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AGACAATGCCAAGAACTCCCTGTACCTGCAAATGAACAGTCTGAGGG
CTGAGGACACAGCCGTCTATTACTGTGCAAGACAAATTCTGCTGCGG
TACTACTTTGACTACTGGGGCCAAGGCACCACTGTCACAGTCTCCTC
AGGTGAGTCCTTAAAACAAGCTT

SEQ ID NO:47: Trinh tu nucleotit ctia gen HuTIG3 VL téng hop trong
pHUTIG3.AA:
GCTAGCACCACCATGGATTCACAGGCCCAGGTTCTTATGCTGCTGCT
GCTCTGGGTTTCTGGAACCTGTGGGGACATTCAGATGACACAGTCTC
CATCCTCCCTGTCTGCCTCAGTTGGAGACAGGGTTACTATCACCTGCA
AGTCCAGTCAGAGTCTTCTGTATAGTAGCAATCAAAAGAACTACTTG
GCCTGGTACCAGCAGAAACCAGGGAAGGCTCCTAAACTGCTGATTTA
CTGGGCATCCACTAGGGAATCTGGGGTCCCTAGTCGCTTCTCAGGCA
GTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAGCCT
GAAGACTTCGCAGTTTATTACTGTCAGCAATATCATAGCTATCCCTGG
ACCTTCGGCGGAGGCACCAAGGTGGAAATCAAACGTAAGTAGAATC
CAAAGAATTC

SEQ ID NO:48: Trinh ty axit amin cua chudi ning gamma trudng thanh
cia  HuTIG3-IgGl.AA dugc ma  hoéa  trong pHuUTIG3.AA:
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFAFSDYDMSWVRQAPGKGLEW
VAYISDGGYNTYYPDTVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYY
CARQILLRYYFDYWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAAL
GCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSS
LGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVF
LFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKT
KPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISK
AKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQP
ENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNH
YTQKSLSLSPGK

SEQ ID NO:49: Trinh ty axit amin cua chudi nhe kappa truéng thanh cua
HuTIG3-IgG1.AA dugc ma hoa trong pHUTIG3.AA:
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DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKSSQSLLYSSNQKNYLAWYQQKPGKA
PKLLIYWASTRESGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFAVYYCQQYHS
YPWTFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPRE
AKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKV
YACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

SEQ ID NO:50: Trinh ty axit amin ctia vung ngoai bao cuia TIGIT ¢ nguoi
v6i dot bién Q35A:

MMTGTIETTGNISAEKGGSILQCHLSSTTAQVTAVNWEQQDQLL
AICNADLGWHISPSFKDRVAPGPGLGLTLQSLTVNDTGEYFCIYHTYPDG
TYTGRIFLEVLESSVAEHGARFQIPTG

SEQ ID NO:51: Trinh tu axit amin ctia vung ngoai bao cua TIGIT & nguoi
v6i dot bién N37A:

MMTGTIETTGNISAEKGGSIHLQCHLSSTTAQVTQVAWEQQDQLL
AICNADLGWHISPSFKDRVAPGPGLGLTLQSLTVNDTGEYFCIYHTYPDG
TYTGRIFLEVLESSVAEHGARFQIPTG

SEQ ID NO:52: Trinh ty axit amin cta ving ngoai bao cuia TIGIT ¢ nguoi
v6i dot bien Q39A:

MMTGTIETTGNISAEKGGSILQCHLSSTTAQVTQVNWAQQDQLL
AICNADLGWHISPSFKDRVAPGPGLGLTLQSLTVNDTGEYFCIYHTYPDG
TYTGRIFLEVLESSVAEHGARFQIPTG

SEQ ID NO:53: Trinh ty axit amin ctia ving ngoai bao ctia TIGIT & nguoi
v6i dot bién N49A:

MMTGTIETTGNISAEKGGSIILQCHLSSTTAQVTQVNWEQQDQLL
AICAADLGWHISPSFKDRVAPGPGLGLTLQSLTVNDTGEYFCIYHTYPDG
TYTGRIFLEVLESSVAEHGARFQIPTG
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SEQ ID NO:54: Trinh ty axit amin ctia vung ngoai bao cua TIGIT & nguoi
v6i dot bien DS1A:

MMTGTIETTGNISAEKGGSIILQCHLSSTTAQVTQVNWEQQDQLL
AICNAALGWHISPSFKDRVAPGPGLGLTLQSLTVNDTGEYFCIYHTYPDG
TYTGRIFLEVLESSVAEHGARFQIPTG

SEQ ID NO:55: Trinh ty axit amin ctia vung ngoai bao cua TIGIT ¢ nguoi
v6i dot bién F86A:

MMTGTIETTGNISAEKGGSIILQCHLSSTTAQVTQVNWEQQDQLL
AICNADLGWHISPSFKDRVAPGPGLGLTLQSLTVNDTGEYACIYHTYPD
GTYTGRIFLEVLESSVAEHGARFQIPTG

SEQ ID NO:56: Trinh tu axit amin cua chudi nang khang thé khang ngudi
PD-L1 truéng thanh

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDSWIHWVRQAPGKG
LEWVAWISPYGGSTYYADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTA
VYYCARRHWPGGFDYWGQGTLVTVSAASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGT
AALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGP
SVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHN
AKTKPREEQYASTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEK
TISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEAL
HNHY TQKSLSLSPG

SEQ ID NO:57: Trinh ty axit amin ctia chudi nhe khang thé khang nguoi
PD-L1 truong thanh

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVSTAVAWYQQKPGKAPK
LLIYSASFLYSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQYLFTPPT
FGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQ
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WKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACE
VTHQGLSSPVTKSFNRGEC

SEQ ID NO:58: Trinh ty axit amin cua cac peptit tin hiéu, peptit the HA
va peptit cau néi dugc dung hop voi TIGIT truong thanh ¢ ngudi:

MRWCLLLIWAQGLRQAPLASGYPYDVPDYAGGGGSGGGGSMMT
GTIETTGNISAEKGGSIILQCHLSSTTAQVTQVNWEQQDQLLAICNADLG
WHISPSFKDRVAPGPGLGLTLQSLTVNDTGEYFCIYHTYPDGTYTGRIFL
EVLESSVAEHGARFQIPLLGAMAATLVVICTAVIVVVALTRKKKALRIHS
VEGDLRRKSAGQEEWSPSAPSPPGSCVQAEAAPAGLCGEQRGEDCAEL
HDYFNVLSYRSLGNCSFFTETG

SEQ ID NO:59: Trinh ty axit amin ctia cdc vung ngoai bao cua TIGIT ¢
nguodi duge dung hop voi ving Fe cua chudi y1 globulin mién dich & nguvi
(hTIGIT-Fc):
MMTGTIETTGNISAEKGGSILQCHLSSTTAQVTQVNWEQQDQLLAICNA
DLGWHISPSFKDRVAPGPGLGLTLQSLTVNDTGEYFCIYHTYPDGTYTG
RIFLEVLESSVAEHGARFQIPTGTGGGEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPS
VFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNA
KTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTI
SKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNG
QPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALH
NHYTQKSLSLSPGK

SEQ ID NO:60: Trinh ty axit amin cua chudi ning gamma truéng thanh
cua HuTIG1-IgG1.Q:
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNFGMHWVRQAPGKGLEW
VAFISSGSSSIYYADTVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYC
ARMRLDYYAMDYWGQGTMVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAAL
GCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSS
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LGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVF
LFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKT
KPREEQYQSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISK
AKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQP
ENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNH
YTQKSLSLSPGK

SEQ ID NO:61: Trinh ty axit amin ctia chudi ning gamma truong thanh
cua HuTIG1-1gG4.P:
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNFGMHWVRQAPGKGLEW
VAFISSGSSSIYYADTVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYC
ARMRLDYYAMDYWGQGTMVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAAL
GCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSS
LGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPRE
EQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQ
PREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQK
SLSLSLGK

SEQ ID NO:62: Trinh ty axit amin cua chudi ning gamma trudéng thanh
cua HuTIG3-1gG1.Q:
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFAFSDYDMSWVRQAPGKGLEW
VAYISDGGYNTYYPDTVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYY
CARQILLRYYFDYWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAAL
GCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSS
LGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVF
LFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKT
KPREEQYQSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISK
AKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQP
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ENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNH
YTQKSLSLSPGK

SEQ ID NO:63: Trinh tv axit amin ctia chudi ning gamma ctia HuTIG3-
[gG4.P:
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFAFSDYDMSWVRQAPGKGLEW
VAYISDGGYNTYYPDTVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYY
CARQILLRYYFDYWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALG
CLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSL
GTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPK
PKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREE
QFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQP
REPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYK
TTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSL
SLSLGK

SEQ ID NO:64: Trinh tu axit amin cua chudi nhe kappa truéng thanh cta
HuTIG1-IgG1.Q va HuTIG1-IgG4.P:
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASKSISKYLAWY QQKPGKAPKLLIYS
GSTLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQHNEYPWTFGG
GTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWK
VDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTH
QGLSSPVTKSFNRGEC

SEQ ID NO:65: Trinh tu axit amin ctia chudi nhe kappa trudng thanh ctia
HuTIG3-IgG1.Q va HuTIG3-IgG4.P:
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKSSQSLLYSSNQKNYLAWYQQKPGKA
PKLLIYWASTRESGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFAVYYCQQYHS
YPWTFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPRE
AKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKYV
YACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
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Yéu cau bao ho

1. Khang thé don dong lién két v6i polypeptit TIGIT bao gom:

(a) chudi nang CDR1 chtra trinh ty axit amin SEQ ID NO:11,
chudi nang CDR2 chtra trinh ty axit amin SEQ ID NO:12,
chubi nang CDR3 chura trinh ty axit amin SEQ ID NO:13,
chudi nhe CDR1 chtra trinh tu axit amin SEQ ID NO:15,
chudi nhe CDR2 chtra trinh ty axit amin SEQ ID NO:16, va
chudi nhe CDR3 chua trinh tu axit amin SEQ ID NO:17;

(b) chudi ning CDR1 chua trinh ty axit amin SEQ ID NO:19,
chudi ning CDR2 chura trinh ty axit amin SEQ ID NO:20,
chudi ning CDR3 chtra trinh tu axit amin SEQ ID NO:21,
chubi nhe CDRI1 chira trinh ty axit amin SEQ ID NO:23,
chudi nhe CDR2 chtra trinh ty axit amin SEQ ID NO:24, va
chudi nhe CDR3 chta trinh ty axit amin SEQ ID NO:25; hodc

(¢) chudi ning CDR1 chua trinh ty axit amin SEQ ID NO:27,
chudi ning CDR2 chtra trinh ty axit amin SEQ ID NO:28,
chudi ning CDR3 chira trinh tu axit amin SEQ ID NO:29,
chudi nhe CDR1 chtra trinh tu axit amin SEQ ID NO:31,
chudi nhe CDR2 chira trinh tu axit amin SEQ ID NO:32, va
chudi nhe CDR3 chira trinh ty axit amin SEQ ID NO:33.

2. Khang thé don dong theo diém 1(a), trong d6 khang thé don dong chira ving
bién ddi chudi ning trudng thanh cé mirc do twong ddng trinh ty it nhat 1a 90%
v6i SEQ ID NO:35 va ving bién ddi chudi nhe truong thanh c¢6 mirc do twong
dong trinh ty it nhat 1a 90% véi SEQ ID NO:37.

3. Khang thé don dong theo diém 1(a), trong d6 khang thé don dong chira ving

bién déi chudi ning truéng thanh c6 mic d6 twong ddng trinh tw it nhat 1a 95%

-90-



42011

v6i SEQ ID NO:35 va ving bién d6i chudi nhe trudng thanh c6 mic do twong
ddng trinh ty it nhét 12 95% véi SEQ ID NO:37.

4. Khang thé don dong theo diém 1(a), trong d6 ving bién d6i chudi nang truéng
thanh c6 chira trinh tu axit amin SEQ ID NO:35 va vung bién d6i chudi nhe truéng

thanh chira trinh tu axit amin SEQ ID NO:37.

5. Khang thé don dong theo diém 1, trong d6 khang thé don dong chira:

(a) ving bién ddi chudi nhe truéng thanh SEQ ID NO:14 va ving bién doi chudi
nang truong thanh SEQ ID NO:10; hodc

(b) ving bién ddi chudi nhe truong thanh SEQ ID NO:22 va ving bién d6i chudi
nang truong thanh SEQ ID NO:18; hodc

(c) viing bién ddi chudi nhe truéng thanh SEQ ID NO:30 va ving bién d6i chudi
nang truong thanh SEQ ID NO:26.

6. Khang thé don dong theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 5, trong d6

khang thé c6 mot hodc nhidu dic tinh sau:

(a) e ché lién két cua TIGIT véi CD155;

(b) lam tang su hoat hoa té bao T noi tai khi c6 mit cac té bao trinh dién khéng
nguyén biéu hién CD155 dugc do bang su tao thanh IL-2;

(c) lam tang sy hoat hoa té bao T dic hiéu v6i khang nguyén duogc do bé“mg Su tao
thanh IL-12;

(d) lam ting su hoat hoa té bao tiéu diét ty nhién duoc do bang su tao thanh bat
ky trong s6 [L-2, IL-6, TNFo hoic IFNy;

(e) lam tang su tao thanh té bao T clia it nhat mot xytokin gdy viém; va

(f) 1am giam su tao thanh té bao T cia it nhit mét xytokin khang viém.
7. Khang thé don dong theo diém bat ky trong sd cac diém tir 1 dén 5, trong d6

ving bién déi chudi ning truéng thanh dwgc lign két v6i ving hang dinh chudi

ning, tao thanh chudi ning chira SEQ ID NO:40 trong trudng hop ma lysin dau
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C ¢6 thé c6 mit hodc khong, va ving bién d6i chudi nhe trudng thanh duoc lién

két vSi ving héng dinh chudi nhe, tao thanh chudi nhe chira SEQ ID NO:41.

8. Khang thé don dong theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 5, trong d6

(a) ving bién dbi chudi ning trudng thanh duge lién két v6i ving hang dinh chudi
ning, tao thanh chudi ning chita SEQ ID NO:60 trong truong hop ma lysin
ddu C ¢6 thé c6 mat hoic khong, va ving bién ddi chudi nhe truéng thanh
duoc lién két véi ving hing dinh chudi nhe, tao thanh chudi nhe chira SEQ
ID NO:64; hoac

(b) ving bién dbi chudi ning trudng thanh duogc lién két voi ving hang dinh chudi
ning, tao thanh chudi ning chita SEQ ID NO:61 trong truong hop ma lysin
dau C c6 thé c6 mat hoic khong, va ving bién d6i chudi nhe truéng thanh
duoc lién két voi ving hing dinh chudi nhe, tao thanh chubi nhe chira SEQ
ID NO:64.

9. Khang thé don dong theo diém 6, trong d6 ving bién d6i chudi ning truéng
thanh dwoc lién két v6i ving hing dinh chudi ning, tao thanh chudi ndng chua
SEQ ID NO:40 trong truong hop ma lysin dau C c6 thé c6 mat hodc khong, va
ving bién ddi chudi nhe truéng thanh dugc lién két véi ving hang dinh chudi

nhe, tao thanh chudi nhe chira SEQ IDNO:41.

10. Khang thé don dong theo diém 6, trong d6

(a) ving bién d6i chudi ning truéng thanh dugce lién két v6i ving hang dinh chudi
ning, tao thanh chudi nang chta SEQ ID NO:60 trong trudong hop ma lysin
dAu C ¢6 thé c6 mit hodc khong, va ving bién ddi chudi nhe truéng thanh
duoc lién két véi ving hing dinh chudi nhe, tao thanh chudi nhe chita SEQ
ID NO:64; hoac

(b) ving bién dbi chudi nang truedng thanh dugc lién két v6i ving hang dinh chudi
ning, tao thanh chudi ning chira SEQ ID NO:61 trong truong hop ma lysin

dAu C ¢6 thé c6 mit hodc khong, va ving bién doi chudi nhe truéng thanh
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duoc lién két véi ving hﬁng dinh chudi nhe, tao thanh chudi nhe chita SEQ
ID NO:64.

11. Khang thé don dong theo diém 1, trong d6 khang thé don dong 13 khang thé
kham, khang thé dugc nhan hoa, khang thé c6 bé mat thay dbi géc hoac la khang
thé & ngudi; va/hodc khang thé don dong (i) c6 isotyp kappa IgG1 & ngudi; (ii)
1a khang thé nguyén ven; hodc (iii) 1a khang thé chudi don, manh Fab hoic
F(ab"),.

12. Duoc pham dé diéu tri ung thu chira khang thé theo diém bét ky trong sb cac

diém tir 1 dén 5 va chat mang dugc dung.

13. Dugc pham dé diéu tri ung thu chira khéng thé theo diém 6 va chat mang dugc

dung.

14. Dugc phém dé diéu tri ung thu chtra khang thé theo diém 7 va chét mang duoc

dung.

15. Dugc phdm dé diéu tri ung thu chtra khang thé theo diém 8 va chat mang duoc

dung.

16. Duoc phim dé diéu tri ung thu chira khang thé theo diém 9 va chit mang duoc

dung.

17. Dugc phdm dé diéu trji ung thu chta khéng thé theo diém 10 va chat mang

duoc dung.
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2 Spet Agel Eagi
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Lién két cia hCD155-Fc véi céc t& bao
NSO/MOTIGIT c6 mat khang thé khang TIGIT
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Tis1 WH

=

I £ e

12345678% 0123456780 0123456789 0122456780

DVOLVESGG GLVQPGGSRE  LSCAASGFTF SHECMHWWRG
COR1

)

[ T i
(%]

. } 7
[17345R7R0 01223456789 012345678¢ 012345687558

APEKGLEWYA [FISSGS3SIYY ADTVKGRFTI SRONPKNTLF

1 1
; ¢ 0
0122223456789 0123456768 000123456789 0123

LOMTSLRSEDTAM YYCARMELD MOYWGEQGTSY TVSE

Hinh. 3
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TIGET WL

1 2 3

1934567RO $129456780 D12345678C 1123456788

OVOITOSPS YLAAS PGETI TIRCRASKS SKYLAWYQEK
CORY

4 5 g 7

0123456789 0123456769 0123456789 0123456789

PGKTMKLLYY S3STLOSGIP SRFBGSGIGT DFILTIESLE
CORZ

1
C 0

123456789 0123456788 01234567
PEDFAMYYCO CHNEYPWIFG GGTRLEK

L)

Hinh. 4
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TIG2 WH

f 2 3
{2345678% (123456788 0123456789 0125450788
EVOLQQSGP  ELVKPGASVE  ISCKTSGYTF  TEYIMHWVRGD

CORY
4 5 5 7
0123458789 (1223456789 012345R78% (0123456788
a
SHOKNLEWIG GINPHNGRTSY  NOKFRGRATL TWDKSSSTAY
COR2
{ 1
8 g fl 1
0122223456789 0123456780 000123456789 0123
gbe =
MELRSLTSODSAY YYCARPGWYN YAMOYWGQGTSV  TVES
CORY
Hinh. 5
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TIG2 WL

1 Z 3
123458789 0123456788 012"‘4“{558” 0123456785
(IVMTOSHK FMSTSVGDRY A5 AVAWYQQK

4 5 6 7
nmaﬁe‘mg 0123458789 0123455789 0123456789
FGOSPKLLIY SASYRYIGVP DRFTGSGSGT DFTFTISSV
COR2
1
8 g 0

0123456789 0123456759 (1234567
AEDLAVYHCQ_QUYITPWTFG GSTKLEK
COR3

Hinh. 6
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T3 wH

1
123456788 Q123450755
EVOLVESGE  GLVKFGESLE

4 5

0123456780 012345678
g

TPEKRLEWVA YISDGGYNTYY

i)

A

£
(1123456788
LECAASGRAF

o
G

0123456785

POTVKGRFT]

COR2

8 &

0122223456789 (123456789

abe

LOMSSLESERTAL YYCARQILLR

1
]

ah

il

(12345878¢%
SOYDMSWVRG
CORY

7
(1123456789

SRONAKMNELY

1
000123456789 0123

YYFDYWEAGTTL TVES

COR3

Hinh. 7
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THEA VL
1 i 3
174456780 01234567080 0123456777777788 (123456783
ahcdef
NIVMSOSPS SLAVSYGEKY TMTCKSSGELLYSSNG  HNYLAWYQUK

CORt

4 5 & 7
0123456789 (12245678¢ 0123456789 0123455769
PGOSPKLLIY WASTRESGVF DRFTGSGSGT DETLTISEVK

s
L ]

g
(123456789 0123466788 01234867
AEDLAVYYUQ QYHSYPWTFG  GOTHLEK
CDR3

Hinh. 8
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Gen HuTIG1 VH

ACTAGTACCAC CATGGACTCCAGGLTCARTCTORTTTTCCTTGTCCTTATTC TOAMAGEE
M DS R LN LY F LY L F L KG

IO AGTOTOAAGTERASCTEOTOCAGTCTGEROCAGGCCTGGTELACCOTEGAGEETCC

V

3

CEVQLYESGGGLYQ PG G S
CTGAGACTCTCOTGTO0AGOGTCTGGATTCACTT TCAGTAARCT TTCGAATCCACTOGATT
L RLSCAASGFTFSNEGMHWY
CGACAGRCTCCAGGGAAGRGGCTBGAGTGGGTOGCATTCATTAGTAGTGECAGTAGTTCE

RQA PGKGLEWYAF | &8 G35

[¥p]

5
ATCTACTATRCAGACACAGTOAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGACACAATGCCAAGAAC
Y YA DT WV KGR FT I SRDN & KN
AGCCTOTALCTOCAAATGAACAGTCTGAGGOECTGAGGACACTGCCATETATTACTGTGTA
$ LY LOQNMDNSLRAEDTAYY Y C A
AGAATOAGACTBOATTACTATGOTATOGACTACTCERGTCAAGGAALCATGETCACCETO
R MR LDY Y AMDY WGQGT MY TV
TOCTCAGRTAAGTATGRCCTOTAAGCTT  (SEQIDNGIE3 )

§ 5§ [SEQIDND3)

Hinh. 9A
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Gen HuTIG1 VL

SGOTAGCACCADCATGAGGT ICCAGETTCAGGT ICTEEEGCTCCTTICTGUICTGGATCTCA

M R FOQ YV QV LGLL L LWIES
GGAGCCOABTGTGATATCCAGATGACCCAGTCTOCATCTTCTCTTTCTGCATCTIGTTGEA
GAQCDIQMTQGS PSS ELSASVEG
GATAGAGTCACTATTACTTECAGGGCAAGT AAGAGCAT TAGCAAATATCTGROCTGETAT
0R Y T I TCRASKS SIS EY LAWY
CAACAGARACCTGEGAMAGCTCCTAAGCTECTTATCTACTCT GEGTCCACTTIGCAATCT
QDK P G K AR KLLEYSOG SBTL QS
GOABTTCCATCAAGATTCAGTGGCAGTBGATCTGETACAGATTTCACTCTCACCATCAGT

GV PSRHRFSGSGSGETDOFET L TILES

AGCCTOCAGCCTGAAGATTTTGCAACCTATTACTGTCAACAGCAT AATGAATACCCOTGE

»

5 L QPEDFATYYCQOQHNEY PW
ACCTTCGOCEEARECACCAMBTCEAATCAMCGTAAGTAGATCCAMGAATIC [ SEQIDNG3Y )

TFBG G T K V E | K (SEQIDNOI)

Hinh. 9B
Sl Spel Hindlli Eagi
““ﬁ—j'“l M HUTIGHWE H CHE [—ban [é[H CH2
OMV-P
"% | # lactamaza pHUTIGT AA
SY40-A SWAD-P

pliC on

pUro @——- Ce P HUTIG

Hinh. 10
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_ Lién két cua HuTIG1-IgG1.AA véi TIGIT & ngudi
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Nong do khéng thé (uimi)
Hinh. 11
Phan tich FACS dbi véi lién két véi cac té bao NSO-hTIGIT
2500 =
2000 - R o
O TiGHigGLAA
HUTIG3 oG AA
1500 - & guian
1000 =
500 =
0 e My ¥ T e T T rram
0,001 001 0.1 i 1
Nong d6 khang thé (uaim)
Hinh. 12
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Lién két ciia CD155-Fc gin nhin FITC véi cac t€ bao NSO-hTIGIT

100
i Khang thé canh tranh
1 O HuTIGHgG1.AA
:?:: ] A HUTIGI-gB1.84
%I;: -
& 60~

quang tuy
T

Huynh
bé}
|

D Sﬁllm | L] IIIHIQ [ | ,l-l|‘l§I§
0,01 01 1 10

Nong d6 khang thé (uoinl]
Hinh. 13
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Gen HuTIG3 VH

ACTAGTACCACCATGAACTTTGGGCTCAGATTGATTTTCCTIGTCCTTACTCTGAAGEE

M NFGLRLII FLVYVLTLKESG
GTGAACTOTOAAGTCCAGCTCOTCOAGTCTGGGGBAGGCLTTETCCAGCCTEGAGEETCC
¥y N CEV QLY ESGGEGGLYVY QPG CS
CTGAGACTOTCCTGTRCAGCCTCTRGATTOGCT TTCAGTGACTATGACATGTCTTGERTT
L RLSCAASGTFAFSDYDMWS WY
CR0CAGRCTOCTRRCAAGRRGCTRGAGTGRETOGCATACATTAGTGATGRCEATTATAAC
R QA &G K GLEWVY AY L §DGGYHN
ACCTACTATCCAGACACTGIGAAGTGCOGATTCACCATCTCCAGAGATAAT GOCAAGAAT
TY Y P DTNV KGRFTI &RDNAHKN
TCCCTGTACCTECAMTGAACAGTCTCAGGECTGAGGACACAGCCETCTATTACTETGCA
S LY L@ MNSLRAEDTANVY Y CA
ABACAAATTCTGOTGCGBTACTACT TTGACTACTGGHLGCCALGECACCACTETCACAGIC
R g L LRYYFDYWGOQOGT T VTV
TCOTCAGGTGAGTCCTTAMACAAGCTT { SEQID NOAG )
§ 8 ([SEQIDNCAZ)

Hinh. 14A
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Gen HuTIG3 VL
GOTAGCACCACCATGGATTCACAGGLCCABGTTCTTATECTECTBCTECTCTGEETTTET

M DS Q AGQG VLML L LLWWVS
GOACCTGTEERBACATTCAGATBACACAGTCTCCATCCTCCCTRTCTGCCTCABTTGGA
G T C oG DEQNMT Q8P ES LS AL VE
BACAGGGTTACTATCACCTACAAGTCCAGTCAGACTCTTCTGTATAGTAGCAATCAAAAG
DRV T I T CKZ SESQSLLY S SNOGEK
AACTACTTGGOCTBOTACCAGCAGARCOAGGGAAGGCTCOTARMCTGCTEATTTACTGS
NY LAWY QQKPGKAPHKLL T Y W
GCATCCACTAGGBAATCTORGETCCCTAGTCECT TCTCAGGCAGTGEATCTGRGACAGAT
A°S T RESOGVY PSS RFSGS OGS G TOD
TTCARTCTCACCATCAGRAGTCT BCAGCCTRAAGACTTCGUAGTITATTACTBTCAGCAA
FT LTI SSLQPEDFAVYY COQAQa
TATCATAGCTATCOCTGRACCTTOOGCACACEOACCAAGGTOGAAATCAAACETAAGTAG
Y B § Y F W T FG 66 T % WV E | K (SEQID NC:4Y
AATCCABAGARTTC (SEQ 1D NO:47)

Hinh. 14B
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Lién két cia HuTIG3-IgG1.AA vé6i TIGIT & nguoi

0,004

§ i i‘E!Hﬁ ¥ LI | Illll§ L o Iiill§ ] i
0,01 01 1
Nong d6 khang thé {ugim)

Hinh. 15
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Tang su tao thanh IL-2 khi cé mét cua TIG1 v6i sy kich thich triéu

100 y hoi dc hiéu khang nguyén

80
:é al = ——i—
@
B
A0 = —
et
| —— |
T T T T T T
{’ji ,<§ A @\ ﬁ'{s'g:«\ \Q'?\ cg;\:‘k
”n & o o w5 o
S g Rt N b7 N
l ‘Q\ N ,\' e ~ t"\
4 & & & N N
1¢ & S 'S A
‘.: i} S x%&\ ’CQ}, “ \
A & A
Hinh. 16
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Tang cwrémg sw tang sinh té bao T CD4+ va CD8&+ boi TIG1
véi sie kich thich trién hoi ddc higu khang nguyén

TIG] ting cwong dap teng ting sinh

TIG1 ting cweomg dép teng ting sinh

TIG1 ting cweong dap trng téng sinh té bao

T CD8+ ¢ ngwoi vai khang nguyen

L tébio T CD4+&ngubivéikhing té bao T CD4+ & ngwdi véi khéng
8 . nguyén triéu héi cua ngwdi cho 1 8 nguyén triéu hoi cua ngwoi cho 2
g
= F;-] ™ F—r_;i]i =
Q¥ T oo an
g T = 0 £0- T = ES
wi) n I L"_-E_ij g'
2 o x S & = i
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ST USRI x‘} N \ CHRNEN
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TIG1 ting cwdng ddp g ting sinh té bao
T CD8&+ o ngwdi voi Ichang nguyén

e} : - n B 2 o,
8 triéu hoi cia ngwedi cho 1 8 triéu hoi cia ngwdi cho 2
: =
0, o
= ke o Jdd = ==
o 2 bl = S
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o & 8 1o
g 19, é 12
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fzr}"E TIGIT + Cc te bao NK

o0t 1tz 108 100

FL2-H: Tist - PE

= 1 TIGIT + Cac té bao NK ES

00 02 A 06 08 101 10F 100 10¢

FL2-H: TG~ PE FL2-H: TG - PE

Hinh. 18
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Ting cwdng ddc tinh té bao trung gian té bao NK
bai TIG1 trén cac té bao dich K562

Tang cudng doc tinh té bao ty nhién té bao NK
cO mit TIG1 vai cac té bao K562

& N

Hinh. 19
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HuTIG1.AA tang kha ning dap tng tdc 4
24 gidy

§.04

191 fis poy Ugng)

Didp g IL-2 & ngudi voi siu khéng nguyén SEB  Bép vng IL-6 & ngudi véi siéu khing n

24 givy

Bép teng [FNg & ngwdi véi siéu khdng nguyén SEB
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Dong té bao Jukat-TIGIT biéu hién TIGIT & ngwdi

trén bé mat t€ bao cua no

Biéu hién ciia TIGIT & ngudi trén
dong te bao bao cao Jukat-TIGIT

500
A Jurkal
400 | -8 J’Lfr%:at TIGIT |
RIKIE
Cudng d6 huynh quang trung binh
2004
100 =
0
0.004

Ug/mi Khang thé
Khangi-TIGIT {MSBA43) Pk oifiosvisnoss (12-9500-42)

Hinh. 21
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Thé bii géy ra doc tinh té bao
ang son

-

chuan hoa khan
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HuTIG1-IgG1.AA va HuTIG3-IgG1.AA khéng tao ra hoat tinh CDC

Thi nghiém CDC véi HuTIG1-IgGl.AA va HuTIG3-IgG1.AA

1207
1004 A—A
o)
80
©- ATG &thé
604 B HuTIG1HgG1.AA
A HuTIGHgG1.AA
40
20
U Ilkl' L] 13 lllil" L ¥ !!Il[ll L) ¥ Illllll
0,1 1 10 100
ug / ml khang thé
Hinh. 22
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Thir nghiém hoat tinh di khang té bao T in vitro d6i v6i cac khang thé khang TIGIT & nguoi

ong

t€ bao T néi tai st dung

Y
dong té bao bao céo Jurkat-TIGIT

ang cu

HuTIG3-IgG1l.AA t

hoat ti

t€ bao T ndi tai st dung dong té
bao bao cao Jurkat-TIGIT

HuTIG1-IgG1.AA ting cwedng hoat

i

L wyBnpp Y LOBHEDILINH +

L w/Bng wy LOBFEDILNH +

L wiBng'z vy eoBLOLLINH +

- wyBne’y v L OB-EOLNH +

- {W/Bng’0 WY LOBHEDILNH +

TS-OHD SSTAD YOI 18Y2 180H

S ) . A
2} od o7 e o P =)
10p 3uomy SYU fA WOP 2D goy UgNYD

- wiBngL W LOBLOILNH +

L WyBnG Yy LOB-LDIINH +

L w/BnG'z vy LeBLOLNH +

L BN’y vy DB LONH +

- w/Bngn vy LoBFLOLLINH +

§. TY-OHD SSTAD ¥D.L 1802 180oH

=) &S o o W <
o o o~ — <~ I o

10p Suon) 3UU iA TP gD oy tenmd

Hinh. 23
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== Isotyp doi ching
.
== Nhudém mau khang thé

CD185 ch112 PDLA

A v O 1 BT S Y S R T
Comp-Bl2-A:; CD185-PE 574_26-A Comp-RL1-A;: CD12-APC 670_14-A  Comp-VL1-A: PDLY-Pacific Blue
440 50-A

Hinh. 24

2750 — | P
2500 =
2250 =
2000 -~
750 ~
1500 —
1250 —
1000
750 — T
500 —-
250 -

; T e

| | | I 1

HuTIG HuTIG1 a-PD-L1 HUTIG! Isotyp
§ g/l 15ugml  0pgml  opDL1  doi chung

pg/ml IFNy

Hinh. 25
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a-TIGIT
Tap hop con |Chét danh dau bé mat té bao{HuTIG1|HuTIG3|a-CDS6
B1 CD19- gD~ CD27*
Té bao Don gian CD19+{gD+ CD27-
B [Nno/Huyét twong CD19- gDy CD27+
Té bao CO56hi CD6* CD16:
NK CO56lo CD56* CD16*
Lympho | Cactebao T yo TCRyD
Don gian COA+ CDASRA* CCR7*
) 4c do CDA~ CD45RA* CCRT-
Tebao T = dogi G4 COM5RA CORT-
CD4 ‘ - i
oM CD4* CD45RA-CCR7*
CD25+Treg CD4-CD25RA-CO12T-
. Don gi3 DB+ CD45RA* CORT
T& bao T ST dadbania)
CD8 Tac dong| CD8CD45RA CCRT-
EM CD8* CDASRA CORT-
Slasmacviold CDS5-CD141 CLECO#
riasmacy D14 CD123 HLADR
Té bao o D56 CLECTa CD141
tua BDCA3+ HADR:
elod €056 CD141- OLECYa
. Wy D145 033 HLA-DR®
Myeloid
5 gid CD56° CD141 CLECYs
Co dicn O CO16 HLADR
Bach cau Gav vié CD56- Cl141- CLECOer
don nhan ay viem D14 DB HLADR
‘ (D56 CDAdt CLECSe
CD16hi CD14lo D44 CD33 HLA-DR*
Hinh. 26A
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100-
b
(&)
(@]
Q. )
g5 50
-
&
-
0
0,01 100
Nong d6 khang thé (nh)
EC50
T 1%
—O—WT TRA | 0577
BA | 178
i .
—eTHA  —O— 1524 T e
—A—C35A —g— HS5A Eh | 156
—g—NITA  —sfe— FBOA ll*jf: ﬁ?
O EI o [88A T T
05A | 305
—O—L4dh  —3— HI0A TR T
—O—l7A  —O— YA oA | 119
Faoh | 0544
D NGA O TO0A B6A 0,591
——D51A HooA | 104
YA | 212
A1 15

Hinh. 27
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%cac té bao T CD4+

9%TIGIT trén cac té bao T CD4+

42011

100+
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%cac té bao T CD8+

% TIGIT trén cac té bao T CD8+
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Chét danh dau bé mit té bao

HuTIG!

TCR@* CD4+CO25
U 4c tinh Tébao T TCRp+ CD4+ CD25*
TCRp- CD8"
Tébaotrinh | CO11b» D14+ HLADRe
dién khang :
nguyen CD1ib CD14-HLA-DR
TCRg* CD4* CD25
Ung thr Tébao T TCR+CD4* CD25*
dai trrc TCRg* CD8*
trang T
T€ bao trinh CD11b* CDH#4* HLA-DR-
dién khéng g
nguyén CD11b- CDA4 HLA-DR* 2
TCRB+ CD4+CD25
Ung th Tébao T TCR@- CD4-Ch25*
biéu mé - -

- ECR -4 C- 8+
phéi kong , prcu
phaitébaoy  Tebdotmnh|  poif: DM HADR

1ho dién khéng
nguyén DC11b- CO14- HLA-DR* §
TCRp* CD4-CD25:
Tébao T CRB* CD4CD25*
Ung thur
bicu moé TCRprCD&-
té bao —— :
than T¢ bao trinh CD11b* CD 14+ HLA-DR-
' dién khéng —
nguyén CDA1b CD14 HLA-DR-

Hinh. 32A
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DANH MUC TRINH TU

<110> JN Biosciences, LLC
Abmuno Therapeutics LLC
Tso, J. Yun
Tsurushita, Naoya
Duramad , Omar

<190> Khang thé don dong lién két véi polypeptit TIGIT va dwec phdm chira khang thé don
dong nay
<130> 50658-504001WO

<140> Khdng dudc chi dinh
<141> 2017-03-03

<150> 62/304,045
<151> 2016-03-04

<150> 62/413,025
<151> 2016-10-26

<160> 65

<170> Patentin phién ban 3.5

<210> 1

<211> 223

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

Met Met Thr Gly Thr lle Glu Thr Thr Gly Asn lle Ser Ala Glu Lys
1 5 10 15 '

Gly Gly Sér lle lle Leu Gin Cys His Leu Ser Ser Thr Thr Ala GIn
20 25 30

Val Thr GIn Val Asn Trp Glu GIn GIn Asp GIn Leu Leu Ala lle Cys
35 40 45 -

Asn Ala Asp Leu Gly Trp His lle Ser Pro Ser Phe Lys Asp Arg Val
50 55 60
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Ala Pro Gly Pro Gly Leu Gly Leu Thr Leu Gln Ser Leu Thr Val Asn
65 70 75 80

Asp Thr Gly Glu Tyr Phe Cys lle Tyr His Thr Tyr Pro Asp Gly Thr
85 90 95

Tyr Thr Gly Arg lle Phe Leu Glu Val Leu Glu Ser Ser Val Ala Glu
- 100 105 110

His Gly Ala Arg Phe GIn lle Pro Leu Leu Gly Ala Met Ala Ala Thr
115 120 125

Leu Val Val lle Cys Thr Ala Val lle Val Val Val Ala Leu Thr Arg
130 135 140

Lys Lys Lys Ala Leu Arg lle His Ser Val Glu Gly Asp Leu Arg Arg
145 150 155 160

Lys Ser Ala Gly GIn Glu Glu Trp Ser Pro Ser Ala Pro Ser Pro Pro
165 170 175

Gly Ser Cys Val GIn Ala Glu Ala Ala Pro Ala Gly Leu Cys Gly Glu
180 185 190

Gln Arg Gly Glu Asp Cys Ala Glu Leu His Asp Tyr Phe Asn Val Leu
195 200 205

Ser Tyr Arg Ser Leu Gly Asn Cys Ser Phe Phe Thr Glu Thr Gly
210 215 220 .

<210> 2

<211> 19

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 2

Met Gly Trp Ser Trp lle Phe Phe Phe Leu Leu Ser Gly Thr Ala Ser
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Val Leu Ser

<210> 3

211> 122

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3
Met Met Thr Gly Thr lle Glu Thr Thr Gly Asn lle Ser Ala Glu Lys
1 5 10 15

Gly Gly Ser lle lle Leu GIn Cys His Leu Ser Ser Thr Thr Ala Gln
20 25 30

Val Thr GIn Val Asn Trp Glu GIn Gln Asp Gin Leu Leu Ala lle Cys
35 40 45

Asn Ala Asp Leu Gly Trp His lle Ser Pro Ser Phe Lys Asp Arg Val
50 55 60

Ala Pro Gly Pro Gly Leu Gly Leu Thr Leu GIn Ser Leu Thr Val Asn
65 70 75 80

Asp Thr Gly Glu Tyr Phe Cys lle Tyr His Thr Tyr Pro Asp Gly Thr
85 90 95

Tyr Thr Gly Arg lle Phe Leu Glu Val Leu Glu Ser Ser Val Ala Glu
100 105 110

His Gly Ala Arg Phe Gn lle Pro Thr Gly
115 120

<210> 4
211> 4
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<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> C&u trlic téng hgp

<400> 4
Thr Gly Gly Gly
1

<210> 5

<211> 232

<212> PRT

' <213> Homo sapiens
<400> 5

Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala
1 5 10 15

Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro
20 25 30

Lys Asp Thr Leu Met lle Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val
35 40 45

Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val
50 55 60

Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln
65 70 75 80

Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His GIn
85 90 95

Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala
© 100 105 110

Leu Pro Ala Pro lle Glu Lys Thr lle Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro
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115 120 125

Arg Glu Pro GIn Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr
130 135 140

Lys Asn GIn Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser
145 150 155 160

Asp lle Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gn Pro Glu Asn Asn Tyr
165 170 175

Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr
180 185 190

Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp GIn GIn Gly Asn Val Phe
195 200 205 '

Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys
210 215 220

Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
225 230

<210> 6

211> 317

<212> PRT

. <213> Homo sapiens

<400> 6

Asp Val Val Val GIn Ala Pro Thr GIn Val Pro Gly Phe Leu Gly Asp
1 5 10 15

Ser Val Thr Leu Pro Cys Tyr Leu GIn Val Pro Asn Met Glu Val Thr
20 25 30

His Val Ser Gln Leu Thr Trp Ala Arg His Gly Glu Ser Gly Ser Met
35 40 45
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Ala Val Phe His GIn Thr GIn Gly Pro Ser Tyr Ser Glu Ser Lys Arg
50 55 60

Leu Glu Phe Val Ala Ala Arg Leu Gly Ala Glu Leu Arg Asn Ala Ser
65 70 75 80

Leu Arg Met Phe Gly Leu Arg Val Glu Asp Glu Gly Asn Tyr Thr Cys
85 90 95

Leu Phe Val Thr Phe Pro GIn Gly Ser Arg Ser Val Asp lle Trp Leu
100 105 110

Arg Val Leu Ala Lys Pro GIn Asn Thr Ala Glu Val GIn Lys Val GIn
115 120 125

Leu Thr Gly Glu Pro Val Pro Met Ala Arg Cys Val Ser Thr Gly Gly
130 135 140

Arg Pro Pro Ala GIn lle Thr Trp His Ser Asp Leu Gly Gly Met Pro
145 150 165 160

Asn Thr Ser GIn Val Pro Gly Phe Leu Ser Gly Thr Val Thr Val Thr
165 170 175

Ser Leu Trp lle Leu Val Pro Ser Ser GIn Val Asp Gly Lys Asn Val
180 185 190

Thr Cys Lys Val Glu His Glu Ser Phe Glu Lys Pro GIn Leu Leu Thr
195 - 200 205

Val Asn Leu Thr Val Tyr Tyr Pro Pro Glu Val Ser lle Ser Gly Tyr
210 215 220

Asp Asn Asn Trp Tyr Leu Gly GIn Asn Glu Ala Thr Leu Thr Cys Asp
225 230 235 240
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Ala Arg Ser Asn Pro Glu Pro Thr Gly Tyr Asn Trp Ser Thr Thr Met
245 250 255

Gly Pro Leu Pro Pro Phe Ala Val Ala GIn Gly Ala GIn Leu Leu lle
260 265 270

Arg Pro Val Asp Lys Pro lie Asn Thr Thr Leu lle Cys Asn Val Thr
275 280 285

Asn Ala Leu Gly Ala Arg GIn Ala Glu Leu Thr Val GIn Val Lys Glu
290 295 300

Gly Pro Pro Ser Glu His Ser Gly Met Ser Arg Asn Ala
305 310 315

<210> 7

<211> 553

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 7

Asp Val Val Val GIn Ala Pro Thr GIn Val Pro Gly Phe Leu Gly Asp
1 5 10 15

Ser Val Thr Leu Pro Cys Tyr Leu GIn Val Pro Asn Met Glu Val Thr
20 25 30

His Val Ser GIn Leu Thr Trp Ala Arg His Gly Glu Ser Gly Ser Met
35 40 45

Ala Val Phe His GIn Thr GIn Gly Pro Ser Tyr Ser Glu Ser Lys Arg
50 55 60

Leu Glu Phe Val Ala Ala Arg Leu Gly Ala Glu Leu Arg Asn Ala Ser
65 70 7% 80
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Leu Arg Met Phe Gly Leu Arg Val Glu Asp Glu Gly Asn Tyr Thr Cys
85 90 95

Leu Phe Val Thr Phe Pro GIn Gly Ser Arg Ser Val Asp lle Trp Leu
-100 105 110

Arg Val Leu Ala Lys Pro Gln Asn Thr Ala Glu Val GIn Lys Val GIn
115 120 125 ’

Leu Thr Gly Glu Pro Val Pro Met Ala Arg Cys Val Ser Thr Gly Gly
130 135 140

Arg Pro Pro Ala Gln lle Thr Trp His Ser Asp Leu Gly Gly Met Pro
145 150 155 160

Asn Thr Ser GIn Val Pro Gly Phe Leu Ser Gly Thr Val Thr Val Thr
165 170 175

Ser Leu Trp lle Leu Val Pro Ser Ser Gln Val Asp Gly Lys Asn Val
180 185 190

Thr Cys Lys Val Glu His Glu Ser Phe Glu Lys Pro GIn Leu Leu Thr
195 200 205

Val Asn Leu Thr Val Tyr Tyr Pro Pro Glu Val Ser lle Ser Gly Tyr
210 215 220

Asp Asn Asn Trp Tyr Leu Gly GIn Asn Glu Ala Thr Leu Thr Cys Asp
225 230 235 240

Ala Arg Ser Asn Pro Glu Pro Thr Gly Tyr Asn Trp Ser Thr Thr Met
245 250 255

Gly Pro Leu Pro Pro Phe Ala Val Ala GIn Gly Ala GIn Leu Leu lle
260 265 270
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Arg Pro Val Asp Lys Pro lle Asn Thr Thr Leu lle Cys Asn Val Thr
275 280 285

Asn Ala Leu Gly Ala Arg GIn Ala Glu Leu Thr Val Gln Val Lys Glu
290 295 300

Gly Pro Pro Ser Glu His Ser Gly Met Ser Arg Asn Ala Thr Gly Gly
305 310 315 320

Gly Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro
325 330 335

Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys
340 345 350

Pro Lys Asp Thr Leu Met lle Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val
355 360 365

Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr
370 375 380

Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu
385 390 395 400

GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His
405 410 415

Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys
420 425 430

Ala Leu Pro Ala Pro lle Glu Lys Thrlle Ser Lys Ala Lys Gly GIn
435 440 445

Pro Arg Glu Pro GIn Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu
450 455 460
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Thr Lys Asn Gin Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro
465 470 475 480

Ser Asp lle Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn
485 490 495

Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu
500 505 510

Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp GIn Gln Gly Asn Val
515 520 525

Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gin
530 535 540

Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
545 550

<210> 8

211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu Nhén tao

<220>
<223> CAu trlic tdng hgp

<400> 8
Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys
1 5

<210> 9

211> 37

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 9

Pro Asn Lys Gly Ser Gly Thr Thr Ser Gly Thr Thr Arg Leu Leu Ser
1 5 10 15
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Gly His Thr Cys Phe Thr Leu Thr Gly Leu Leu Gly Thr Leu Val Thr
20 25 30

Met Gly Leu Leu Thr
35

<210> 10

<211> 119

<212> PRT

<213> Trinh tJ Nhén tao

<220>
<223> CAu tric téng hgp

<400> 10

Asp Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Arg Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Phe
.20 25 30

Gly Met His Trp Val Arg GIn Ala Pro Glu Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ala Phe lle Ser Ser Gly Ser Ser Ser lle Tyr Tyr Ala Asp Thr Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Pro Lys Asn Thr Leu Phe
65 70 75 80

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

Ala Arg Met Arg Leu Asp Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
100 106 110
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Thr Ser Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 11

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhan tao

<220>
<223> CAu trlic téng hdp

<400> 11
Asn Phe Gly Met His
1 5

<210> 12

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh td Nhan tao

<220>
<223> C4u tric téng hgp

<400> 12
Phe lle Ser Ser Gly Ser Ser Ser lle Tyr Tyr Ala Asp Thr Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 13

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tu Nhén tao

- <220>
<223> CAu triic tong hgp

<400> 13

Met Arg Leu Asp Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr
1 5 10
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<210> 14

<211> 107

<212> PRT

<213> Trinh tu Nhén tao

<220>
<223> CAu tric téng hdp

<400> 14
Asp Val GIn lle Thr GIn Ser Pro Ser Tyr Leu Ala Ala Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Thr lle Thr lle Asn Cys Arg Ala Ser Lys Ser lle Ser Lys Tyr
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr GIn Glu Lys Pro Gly Lys Thr Asn Lys Leu Leu lle
35 40 45

Tyr Ser Gly Ser Thr Leu GIn Ser Gly lle Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

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

Glu Asp Phe Ala Met Tyr Tyr Cys Gln GlIn His Asn Glu Tyr Pro Trp
85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu lle Lys
100 105

<210> 15

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tu Nhan tao

<220>
<223> CA&u trlic tong hdp
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<400> 15

Arg Ala Ser Lys Ser lle Ser Lys Tyr Leu Ala
1 5 10

<210> 16

21> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu Nhéan tao

<220>
<223> C&u trlic téng hgp

<400> 16

Ser Gly Ser Thr Leu GIn Ser
1 5

<210> 17

211> 9

<212> PRT

<213> Trinh td Nhan tao

<220>
<223> CAu trdc tong hgp

<400> 17
Gln Gin His Asn Glu Tyr Pro Trp Thr
1 5

<210> 18

<211> 119

<212> PRT

<213> Trinh td Nhan tao

<220>
<223> C&u tric tdng hgp

<400> 18

Glu Val GIn Leu Gin GIn Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15
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Ser Val Lys lle Ser Cys Lys Thr Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Glu Tyr
20 25 30

Thr Met His Trp Val Lys GIn Ser His Gly Lys Asn Leu Glu Trp lle
35 40 45

Gly Gly lle Asn Pro Asn Asn Gly Gly Thr Ser Tyr Asn GIn Lys Phe
50 55 60

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

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

Ala Arg Pro Gly Trp Tyr Asn Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly GIn Gly
100 105 110

Thr Ser Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 19

211> 5

<212> PRT

<213> Trinh td Nhan tao

<220>
<223> CAu trlic tng hdp

<400> 19
Glu Tyr Thr Met His
1 5

<210> 20

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tu Nhan tao

<220>
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<223> C&u tric tdng hdp
<400> 20

Gly lle Asn Pro Asn Asn Gly Gly Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 21

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh td Nhan tao

<220>
<223> C4u trtc téng hgp

<400> 21
Pro Gly Trp Tyr Asn Tyr Ala Met Asp Tyr
1 5 10

<210> 22

<211> 107

<212> PRT

<213> Trinh tu Nhan tao

<220>
<223> C4u trlic téng hdp

<400> 22
Asp lle Val Met Thr GIn Ser His Lys Phe Met Ser Thr Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Asn lle Thr Cys Lys Ala Ser GIn Gly Val Ser Thr Ala
20 25 30

Val Ala Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly GIn Ser Pro Lys Leu Leu lle
35 40 45
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Tyr Ser Ala Ser Tyr Arg Tyr Thr Gly Val Pro Asp Arg Phe Thr Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr lle Ser Ser Val GIn Ala
65 70 75 80

Glu Asp Leu Ala Val Tyr His Cys GIn Gln His Tyr lle Thr Pro Trp
85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu lle Lys
100 105

<210> 23

211> 1

<212> PRT

<213> Trinh tJ Nhan tao

<220>
<223> CAu trtic tng hdp

<400> 23

Lys Ala Ser GIn Gly Val Ser Thr Ala Val Ala
1 5 10

<210> 24

1> 7

<212> PRT

<213> Trinh tJ Nhan tao

<220>
<223> CA&u trlc tong hdp

<400> 24
Ser Ala Ser Tyr Arg Tyr Thr
1 5

<210> 25

211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tU Nhan tao
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<220>
<223> C&u friic tdng hgp

<400> 25
GIn GIn His Tyr lle Thr Pro Trp Thr
1 5

<210> 26

<211> 119

<212> PRT

<213> Trinh tu Nhan tao

<220>
<223> Cau tric tong hdp

<400> 26

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Aia Phe Ser Asp Tyr
20 25 30

Asp Met Ser Trp Val Arg GIn Thr Pro Glu Lys Arg Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ala Tyr lle Ser Asp Gly Gly Tyr Asn Thr Tyr Tyr Pro Asp Thr Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu GIn Met Ser Ser Leu Lys Ser Glu Asp Thr Ala lle Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg GIn lle Leu Leu Arg Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gin Gly
100 - 105 110
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Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser
115

<210> 27

211> 5

<212> PRT

<213> Trinh tii Nhan tao

<220>
<223> Céu trlic tong hdp

<400> 27
Asp Tyr Asp Met Ser
1 5

<210> 28

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tu Nhan tao

<220>
<223> CAu trac tong hop

<400> 28
Tyr lle Ser Asp Gly.Gly Tyr Asn Thr Tyr Tyr Pro Asp Thr Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 29

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh td Nhéan tao

<220>
<223> C&u triic tdng hgp

<400> 29

Gin lle Leu Leu Arg Tyr Tyr Phe Asp Tyr
1 5 10
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<210> 30

<211> 113

<212> PRT

<213> Trinh tud Nhén tao

<220>
<223> Céu tric téng hgp

<400> 30
Asp lle Val Met Ser GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ala Val Ser Val Gly
1 5 10 15

Glu Lys Val Thr Met Thr Cys Lys Ser Ser GIn Ser Leu Leu Tyr Ser
20 25 30

Ser Asn GIn Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln GIn Lys Pro Gly Gin
35 40 45

Ser Pro Lys Leu Leu lle Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
50 55 60

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

lle Ser Ser Val Lys Ala Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys GIn Gln
85 90 95

Tyr His Ser Tyr Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu lle
100 105 110

Lys

<210> 31

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tu Nhén tao
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<220>
. <223> CAu tric téng hdp

<400> 31

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Ser Ser Asn GIn Lys Asn Tyr Leu
1 5 10 15

Ala

<210> 32

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu Nhan tao

<220>
<223> C&u tric téng hop

'<400> 32

Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser
1 5

<210> 33

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu Nhan tao

<220>
<223> CAu tric téng hdp

<400> 33
GIn GIn Tyr His Ser Tyr Pro Trp Thr
1 5

<210> 34

<211> 138

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 34
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Met Asp Ser Arg Leu Asn Leu Val Phe Leu Val Leu lle Leu Lys Gly
1 5 10 15 '

Val GIn Cys Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin
20 25 30

Pro Gly Gly SerLeu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe
35 40 45

Ser Asn Phe Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu
50 55 60

Glu Trp Val Ala Phe lle Ser Ser Gly Ser Ser Ser lle Tyr Tyr Ala
65 70 75 80

Asp Thr Val Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn
85 90 95

Ser Leu Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val
100 105 110

Tyr Tyr Cys Ala Arg Met Arg Leu Asp Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr Trp
1156 120 125

Gly GIn Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser
130 135

<210> 35

<211> 119

<212> PRT

<213> Trinh td Nhan tao

<220>
<223> CAu trlic tGng hdp

<400> 35

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Gly
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1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Phe
20 25 30

Gly Met His Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ala Phe lle Ser Ser Gly Ser Ser Ser lle Tyr Tyr Ala Asp Thr Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
65 70 75 80

Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Met Arg Leu Asp Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly GIn Gly
100 105 110

Thr Met Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 36

<211> 127

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 36
Met Arg Phe Gln Val GIn Val Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp lle Ser
1 5 10 15

Gly Ala GIn Cys Asp lle GIn Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser
20 25 30

Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr lle Thr Cys Arg Ala Ser Lys Ser
35 40 45
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lle Ser Lys Tyr Leu Ala Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Lys Ala Pro
50 55 60

Lys Leu Leu lle Tyr Ser Gly Ser Thr Leu GIn Ser Gly Val Pro Ser
65 70 75 80

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr lle Ser
85 90 95

Ser Leu GIn Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys GIn GIn His Asn
100 105 110

Glu Tyr Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu lle Lys
115 120 125

<210> 37

<211> 107

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhan tao

<220>
<223> CA&u tric tng hdp

<400> 37
Asp lle GIn Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr lle Thr Cys Arg Ala Ser Lys Ser lle Ser Lys Tyr
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr Gln GIn Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu lle
35 40 45

Tyr Ser Gly Ser Thr Leu GIn Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
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Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr lle Ser Ser Leu GIn Pro
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys GIn Gln His Asn Glu Tyr Pro Trp
85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu lle Lys
100 105 .

<210> 38

<211> 448

<212> ADN

<213> Trinh tu Nhan tao

<220>
<223> CA&u trlic téng hdp

<400> 38
actagtacca ccatggactc caggctcaat ctggttttce tgtccttat tetgaaagge 60

gtccagtgtg aagtgcaget ggtggagtet gggggaggee tggtgeagee tggagggtec 120
ctgagactet cotgtgeage ctetggatic actttcagta actttggaat geactgggtt 180
cgacaggetc cagggaaggg getggagtag gtegeatica ttagtagtgg cagtagtice 240
atctactatg cagacacagt gaagggcega ttcaccatct ccagagacaa tgccaagaac 300
agectgtace tgcaaatgaa cagtctgagg getgaggaca ctgeegtgta ttactgtgea 360
agaatgagac tggattacta tgctatggac tactggggtc aaggaaccat ggtcaccgte 420
tcctcaggta agtatggect ctaagett 448

<210> 39

<211> 416

<212> ADN

<213> Trinh td Nhén tao

<220>
<223> CAu friic tong hdp

<400> 39
gctagcacca ccatgaggtt ccaggttcag gttetgggge tectictget ctggatctca 60
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ggageccagt gtgatatcca gatgacceag tetecatctt ctetttctge atctgttgga 120

gatagagtca ctattacttg cagggcaagt aagagcatta gcaaatatct ggectggtat

180

caacagaaac ctgggaaagc fectaagetg cttatctact ctgggtecac tiigcaatct 240

ggagttccat caagattcag tggcagtgga tetggtacag atttcactct caccatcagt

agcctgeage ctgaagatit tgcaacctat tactgtcaac ageataatga atacceetgg
accttcggeg gaggeaccaa agtcgaaatc aaacgtaagt agaatccaaa gaattc

<210> 40

<211> 449

<212> PRT

<213> Trinh tu Nhan tao

<220>
<223> C&u trlc téng hdp

<400> 40
Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Phe
20 25 30

Gly Met His Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ala Phe lie Ser Ser Gly Ser Ser Ser lle Tyr Tyr Ala Asp Thr Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
65 70 75 80

Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
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Ala Arg Met Arg Leu Asp Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Met Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Ptie
1156 - 120 125

Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu
130 135 140

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

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

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

Ser Ser Leu Gly Thr Gin Thr Tyr lle Cys Asn Val Asn His Lys Pro
195 200 205

Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys
210 215 220

Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Ala Ala Gly Gly Pro
225 230 235 240

Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met lle Ser
245 250 255

Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp
260 265 270

Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn
275 280 285
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" Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val
290 295 300

Val Ser Val Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu
305 310 315 320

Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro lle Glu Lys
325 330 335

Thr lle Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn Val Tyr Thr
340 345 350

Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn GIn Val Ser Leu Thr
355 360 365

Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp Glu
370 375 380

Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu
385 390 395 400

Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys
405 410 415

Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu
420 425 430

Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly
435 440 445

Lys

<210> 41

<211> 214

<212> PRT

<213> Trinh tU Nhan tao
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<220>
<223> CAu trac tdng hdp

<400> 41
Asp lle GIn Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr lle Thr Cys Arg Ala Ser Lys Ser lle Ser Lys Tyr
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr GIn Gin Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu lle
35 40 45

Tyr Ser Gly Ser Thr Leu GIn Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr lle Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys GIn GIn His Asn Glu Tyr Pro Trp
85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu lle Lys Arg Thr Val Ala Ala
100 105 110

Pro Ser Val Phe lle Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly
115 120 125

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

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

Glu Ser Val Thr Glu GIn Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
165 170 175
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Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr
180 185 190

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

Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210

<210> 42

<211> 138

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 42
Met Asn Phe Gly Leu Arg Leu lle Phe Leu Val Leu Thr Leu Lys Gly
1 5 10 15

Val Asn Cys Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn
20 25 30

Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Ala Phe
35 40 45

Ser Asp Tyr Asp Met Ser Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu
50 55 60

Glu Trp Val Ala Tyr lle Ser Asp Gly Gly Tyr Asn Thr Tyr Tyr Pro
65 70 75 80

Asp Thr Val Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn
85 90 95

Ser Leu Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val
100 105 110
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Tyr Tyr Cys Ala Arg Gin lle Leu Leu Arg Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp
115 120 125

Gly GIn Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
130 135

<210> 43

211> 119

<212> PRT

<213> Trinh td Nhan tao

<220>
<223> C&u tric tong hdp

<400> 43

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15 :

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Ala Phe Ser Asp Tyr
20 25 30

Asp Met Ser Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ala Tyr lle Ser Asp Gly Gly Tyr Asn Thr Tyr Tyr Pro Asp Thr Val
50 55 60

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

Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg GIn lle Leu Leu Arg Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
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115

<210> 44

<211> 133

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 44
Met Asp Ser Gln Ala GIn Val Leu Met Leu Leu Leu Leu Trp Val Ser
1 5 10 15

Gly Thr Cys Gly Asp lle GIn Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser
20 25 30

Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr lle Thr Cys Lys Ser Ser Gn Ser
35 40 45

Leu Leu Tyr Ser Ser Asn GIn Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr GIn GIn
50 55 60

Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu lle Tyr Trp Ala Ser Thr Arg
65 70 75 80

Glu Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp
85 90 95

Phe Thr Leu Thr lle Ser Ser Leu GIn Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr
100 105 110

Tyr Cys Gln GIn Tyr His Ser Tyr Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr
115 120 125

Lys Val Glu lle Lys
130

<210> 45
211> 113
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<212> PRT
<213> Trinh td Nhan tao

<220>
<223> CAu trlic tong hdp

<400> 45

Asp lle Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr lle Thr Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Ser
20 25 30

Ser Asn GIn Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Lys
35 40 45

Ala Pro Lys Leu Leu lle Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
50 55 60

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

lle Ser Ser Leu GIn Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys GIn GIn
85 90 95

Tyr His Ser Tyr Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu lle
100 105 110

Lys

<210> 46

<211> 448

<212> ADN

<213> Trinh ty Nhén tao

<220>
<223> CAu tric téng hdp
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<400> 46 .
actagtacca ccatgaactt tgggctcaga ttgatittee ttgtocttac tetgaaagge 60

gtgaactgtg aagtccaget cgtggagtct gggggaggee ttgtgcagec tggagagtee 120
ctgagactct cetgtgcage ctetggatte getttcagtg actatgacat gtettgggtt 180
cgecaggete ctggcaaggg getggagtag gtegeataca ttagtgatgg cggttataac 240
acctactatc cagacactgt gaagggecga tteaccatet ccagagacaa tgccaagaac 300
tecctgtacc tgcaaatgaa cagtctgagg getgaggaca cagecgtcta ttactgtgeca 360
agacaaattc tgctgcggta ctactttgac tactggggec aaggeaccac tgtcacagtc 420
tectcaggtg agtecttaaa acaagctt 448

<210> 47

<211> 434

<212> ADN

<213> Trinh td Nhan tao

<220>
<223> CAu tric téng hdp

<400> 47
gotagcacca ccatggattc acaggeccag gttettatge tgctgctget ctgggtttet 60

ggaacctgtg gggacattca gatgacacag tetecatct cectgtetge cteagtigga 120
gacagggtta ctatcacctg caagtccagt cagagtcttc tgtatagtag caatcaaaag 180
aactacttgg cctggtacca gcagaaacca gggaaggctc ctaaactgct gatttactgg 240
geatccacta gggaatctgg ggtecctagt cgcttctcag geagtggate tgggacagat 300
ttcactctca ccatcageag tetgcagect gaagacttcg cagtttatta ctgtcagcaa 360
tatcatagct atccetggac ctteggegga ggcaccaagg tggaaatcaa acgtaagtag 420
aatccaaaga attc 434

<210> 48

<211> 449

<212> PRT
<213> Trinh tJ Nhan tao

-167-



42011

<220>
<223> C&u tric t6ng hgp

<400> 48
Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Ala Phe Ser Asp Tyr
20 25 30

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

Ala Tyr lle Ser Asp Gly Gly Tyr Asn Thr Tyr Tyr Pro Asp Thr Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
65 70 75 80

Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Gin lle Leu Leu Arg Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly GIn Gly
100 105 110

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

Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu
130 135 140

Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp
145 150 165 160

Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu
165 170 175
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Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser
180 185 190

Ser Ser Leu Gly Thr GIn Thr Tyr lle Cys Asn Val Asn His Lys Pro
195 200 205

Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys
210 215 220

Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Ala Ala Gly Gly Pro
225 230 235 240

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

Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp
260 265 270

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

Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val
290 295 300

Val Ser Val Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu
305 310 315 320

Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro lle Glu Lys
325 330 335

Thr lle Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn Val Tyr Thr
340 345 350

Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn GIn Val Ser Leu Thr
355 360 365 :
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Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp Glu
370 375 380

Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu
385 390 395 400

Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys
405 410 415

Ser Arg Trp GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu
420 425 430

Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly
435 440 445

Lys

<210> 49

<211> 220

<212> PRT

<213> Trinh tu Nhéan tao

<220>
<223> CAu trlc téng hdp

<400> 49

Asp lle GIn Met Thr Gin Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr lle Thr Cys Lys Ser Ser GIn Ser Leu Leu Tyr Ser
20 25 30

Ser Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr GIn Gn Lys Pro Gly Lys
35 40 45
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Ala Pro Lys Leu Leu lle Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
50 55 60

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

lle Ser Ser Leu Gin Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys GIn Gin
85 90 95

Tyr His Ser Tyr Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu lle
100 105 110

Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe lle Phe Pro Pro Ser Asp
115 120 125

Glu GIn Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn
130 135 140

Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val GIn Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu
145 150 155 160

Gln Ser Gly Asn Ser GIn Glu Ser Val Thr Glu GIn Asp Ser Lys Asp
165 170 175

Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr
180 185 190

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

Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215 220

<210> 50

<211> 122

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 50

Met Met Thr Gly Thr lle Glu Thr Thr Gly Asn lle Ser Ala Glu Lys
1 5 10 15

Gly Gly Ser lle lle Leu GIn Cys His Leu Ser Ser Thr Thr Ala GIn
20 25 30

Val Thr Ala Val Asn Trp Glu GIn GIn Asp Gln Leu Leu Ala lle Cys
35 40 45

Asn Ala Asp Leu Gly Trp His lle Ser Pro Ser Phe Lys Asp Arg Val
50 55 60

Ala Pro Gly Pro Gly Leu Gly Leu Thr Leu GIn Ser Leu Thr Val Asn
65 70 7% - 80

Asp Thr Gly Glu Tyr Phe Cys lle Tyr His Thr Tyr Pro Asp Gly Thr
85 90 95

Tyr Thr Gly Arg lle Phe Leu Glu Val Leu Glu Ser Ser Val Ala Glu
100 105 110

His Gly Ala Arg Phe GIn lle Pro Thr Gly
115 120

<210> 51

211> 122

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 51
Met Met Thr Gly Thr lle Glu Thr Thr Gly Asn lle Ser Ala Glu Lys
1 5 10 15

Gly Gly Ser lle lle Leu GIn Cys His Leu Ser Ser Thr Thr Ala GIn
20 25 30
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Val Thr Gln Val Ala Trp Glu GIn GIn Asp GIn Leu Leu Ala lle Cys
35 40 45

Asn Ala Asp Leu Gly Trp His lle Ser Pro Ser Phe Lys Asp Arg Val
5 55 60

Ala Pro Gly Pro Gly Leu Gly Leu Thr Leu Gln Ser Leu Thr Val Asn
65 70 75 80

Asp Thr Gly Glu Tyr Phe Cys lle Tyr His Thr Tyr Pro Asp Gly Thr
85 90 95

Tyr Thr Gly Arg lle Phe Leu Glu Val Leu Glu Ser Ser Val Ala Glu
100 105 110

His Gly Ala Arg Phe GIn lle Pro Thr Gly
115 120

<210> 52

<211> 122

<212> PRT

- <213> Homo sapiens

<400> 52

Met Met Thr Gly Thr lle Glu Thr Thr Gly Asn lle Ser Ala Glu Lys
1 5 10 15

Gly Gly Ser lle lle Leu GIn Cys His Leu Ser Ser Thr Thr Ala Gin
20 25 30

Val Thr GIn Val Asn Trp Ala GIn GIn Asp GIn Leu Leu Ala lle Cys
35 40 45

Asn Ala Asp Leu Gly Trp His lle Ser Pro Ser Phe Lys Asp Arg Val
50 55 60

-173-



42011

Ala Pro Gly Pro Gly Leu Gly Leu Thr Leu GIn Ser Leu Thr Val Asn
65 70 75 80

Asp Thr Gly Glu Tyr Phe Cys lle Tyr His Thr Tyr Pro Asp Gly Thr
85 90 95

Tyr Thr Gly Arg lle Phe Leu Glu Val Leu Glu Ser Ser Val Ala Glu
100 105 110

His Gly Ala Arg Phe Gln lle Pro Thr Gly
115 120

<210> 53

<211> 122

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 53
Met Met Thr Gly Thr lle Glu Thr Thr Gly Asn lle Ser Ala Glu Lys
1 5 10 15

Gly Gly Ser lle lle Leu GIn Cys His Leu Ser Ser Thr Thr Ala GIn
20 25 30

Val Thr GIn Val Asn Trp Glu GIn Gln Asp Gln Leu Leu Ala lle Cys
35 40 45

Ala Ala Asp Leu Gly Trp His lle Ser Pro Ser Phe Lys Asp Arg Val
50 55 60

Ala Pro Gly Pro Gly Leu Gly Leu Thr Leu GIn Ser Leu Thr Val Asn
65 70 75 80

Asp Thr Gly Glu Tyr Phe Cys lle Tyr His Thr Tyr Pro Asp Gly Thr
85 90 95
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Tyr Thr Gly Arg lle Phe Leu Glu Val Leu Glu Ser Ser Val Ala Glu
100 105 110

His Gly Ala Arg Phe GIn lle Pro Thr Gly
115 120

<210> 54

211> 122

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 54

Met Met Thr Gly Thr lle Glu Thr Thr Gly Asn lle Ser Ala Glu Lys
1 5 10 15

Gly Gly Ser lle lle Leu GIn Cys His Leu Ser Ser Thr Thr Ala GIn
20 25 30

Val Thr GIn Val Asn Trp Glu GIn GIn Asp Gln Leu Leu Ala lle Cys
35 40 45

Asn Ala Ala Leu Gly Trp His lle Ser Pro Ser Phe Lys Asp Arg Val
50 55 60

Ala Pro Gly Pro Gly Leu Gly Leu Thr Leu Gln Ser Leu Thr Val Asn
65 70 75 80

Asp Thr Gly Glu Tyr Phe Cys lle Tyr His Thr Tyr Pro Asp Gly Thr
85 90 95

Tyr Thr Gly Arg lle Phe Leu Glu Val Leu Glu Ser Ser Val Ala Glu
100 105 110

His Gly Ala Arg Phe GIn lle Pro Thr Gly
115 120

<210> 55
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<211> 122
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 55

Met Met Thr Gly Thr lle Glu Thr Thr Gly Asn lle Ser Ala Glu Lys
1 5 10 15

Gly Gly Ser lle lle Leu GIn Cys His Leu Ser Ser Thr Thr Ala Gln
20 25 30

Val Thr GIn Val Asn Trp Glu GIn GIn Asp GIn Leu Leu Ala lle Cys
35 40 45

Asn Ala Asp Leu Gly Trp His lle Ser Pro Ser Phe Lys Asp Arg Val
50 55 60

Ala Pro Gly Pro Gly Leu Gly Leu Thr Leu GIn Ser Leu Thr Val Asn
65 70 75 80

Asp Thr Gly Glu Tyr Ala Cys lle Tyr His Thr Tyr Pro Asp Gly Thr
85 90 95

Tyr Thr Gly Arg lle Phe Leu Glu Val Leu Glu Ser Ser Val Ala Glu
100 105 110

His Gly Ala Arg Phe GIn lle Pro Thr Gly
115 120

<210> 56

<211> 447

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 56

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15
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Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Ser
20 25 30

Trp lle His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45 ‘

Ala Trp lle Ser Pro Tyr Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Leu Gin Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Arg His Trp Pro Gly Gly Phe Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr
100 105 110

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

Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly
130 135 140

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

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

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

Ser Leu Gly Thr GIn Thr Tyr lle Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser
195 200 205
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Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr
210 215 220

His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser
225 230 235 240

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

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

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

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

Ser Val Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr
305 - 310 315 320

Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro lle Glu Lys Thr
325 330 335

lle Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro Gin Val Tyr Thr Leu
340 345 350

Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn GIn Val Ser Leu Thr Cys
355 360 365

Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp Glu Ser
370 375 380

Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp
385 390 395 400
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Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys‘ Leu Thr Val Asp Lys Ser
405 410 415

Arg Trp Gln GIn Gly Asn Val Phe Ser Gys Ser Val Met His Glu Ala
420 425 430

Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly
435 440 445

<210> 57

211> 214

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 57
Asp lle Gln Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr lle Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asp Val Ser Thr Ala
20 25 30

Val Ala Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu lle
35 40 45

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

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr lle Ser Ser Leu Gin Pro
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys GIn GIn Tyr Leu Phe Thr Pro Pro
85 90 95

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu lle Lys Arg Thr Val Ala Ala
100 105 110
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Pro Ser Val Phe lle Phe Pro Pro Ser Asp Glu GIn Leu Lys' Ser Gly
115 120 125

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

Lys Val GIn Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu GIn Ser Gly Asn Ser Gln
145 150 1556 160

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

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

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

Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210

<210> 58

<211> 263

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 58

Met Arg Trp Cys Leu Leu Leu lle Trp Ala Gn Gly Leu Arg GIn Ala
1 5 10 15

Pro Leu Ala Ser Gly Tyr Pro Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala Gly Gly
20 25 30

Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Met Met Thr Gly Thr lle Glu Thr
35 40 45

Thr Gly Asn lle Ser Ala Glu Lys Gly Gly-Ser lle lle Leu GIn Cys
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50 55 60

His Leu Ser Ser Thr Thr Ala GIn Val Thr GIn Val Asn Trp Glu Gin
65 70 75 80

GIn Asp GIn Leu Leu Ala lle Cys Asn Ala Asp Leu Gly Trp His lle
85 90 95

Ser Pro Ser Phe Lys Asp Arg Val Ala Pro Gly Pro Gly Leu Gly Leu
100 105 110

Thr Leu Gln Ser Leu Thr Val Asn Asp Thr Gly Glu Tyr Phe Cys lle
115 120 125

Tyr His Thr Tyr Pro Asp Gly Thr Tyr Thr Gly Arg lle Phe Leu Glu
130 135 140

Val Leu Glu Ser Ser Val Ala Glu His Gly Ala Arg Phe Gln lle Pro
145 150 155 160

Leu Leu Gly Ala Met Ala Ala Thr Leu Val Val lle Cys Thr Ala Val
165 170 175

lle Val Val Val Ala Leu Thr Arg Lys Lys Lys Ala Leu Arg lle His
180 185 190

Ser Val Glu Gly Asp Leu Arg Arg Lys Ser Ala Gly GIn Glu Glu Trp
195 200 205

Ser Pro Ser Ala Pro Ser Pro Pro Gly Ser Cys Val Gin Ala Glu Ala
210 215 220

Ala Pro Ala Gly Leu Cys Gly Glu Gin Arg Gly Glu Asp Cys Ala Glu
225 230 235 240

Leu His Asp Tyr Phe Asn Val Leu Ser Tyr Arg Ser Leu Gly Asn Cys

-181-



42011

245 250 255
Ser Phe Phe Thr Glu Thr Gly
260
<210> 59
<211> 358
<212> PRT

'<213> Homo sapiens

<400> 59

Met Met Thr Gly Thr lle Glu Thr Thr Gly Asn lle Ser Ala Glu Lys
1 5 10 15

Gly Gly Ser lle lle Leu Gln Cys His Leu Ser Ser Thr Thr Ala Gln
20 25 30

“Val Thr GIn Val Asn Trp Glu GIn GIn Asp GIn Leu Leu Ala lle Cys
35 40 45

Asn Ala Asp Leu Gly Trp His lle Ser Pro Ser Phe Lys Asp Arg Val
50 95 60

Ala Pro Gly Pro Gly Leu Gly Leu Thr Leu GIn Ser Leu Thr Val Asn
65 70 75 80

Asp Thr Gly Glu Tyr Phe Cys lle Tyr His Thr Tyr Pro Asp Gly Thr
85 90 95

Tyr Thr Gly Arg lle Phe Leu Glu Val Leu Glu Ser Ser Val Ala Glu
100 105 110

His Gly Ala Arg Phe Gln lle Pro Thr Gly Thr Gly Gly Gly Glu Pro
115 120 125

Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu
130 135 140
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Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp
145 . 150 155 160

Thr Leu Met lle Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp
165 170 175

Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly
180 185 190

Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn
195 200 205

Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp
210 215 - 220

Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro
225 230 235 240

Ala Pro lle Glu Lys Thr lle Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu
245 250 255

Pro GIn Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn
260 265 270

Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle
275 280 285 ‘

Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr
290 295 300

Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys
305 310 315 320

Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp GIn Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys
325 330 335
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Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu
340 345 - 350

Ser Leu Ser Pro Gly Lys
355

<210> 60

<211> 449

<212> PRT

<213> Trinh tu Nhén tao

<220>
<223> CA&u frlic tong hdp

<400> 60
Glu Val Gin Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Gly
1 -5 10 15 :

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Phe
20 25 30

Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ala Phe lle Ser Ser Gly Ser Ser Ser lle Tyr Tyr Ala Asp Thr Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
65 70 75 80

Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Met Arg Leu Asp Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110
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Thr Met Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe
115 120 125

Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu
130 135 140

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

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

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

Ser Ser Leu Gly Thr GIn Thr Tyr lle Cys Asn Val Asn His Lys Pro
195 200 205

Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys
210 215 220 .

Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro
225 230 235 240

Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met lle Ser
245 250 255

Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp
260 265 270

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

Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Gln Ser Thr Tyr Arg Val
290 295 300
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Val Ser Val Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu
305 310 315 320

Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro lle Glu Lys
325 330 335

Thr lle Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr
340 345 350

Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr
355 360 365

Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp Glu
370 375 380

Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu
385 390 395 400

Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys
405 410 415

Ser Arg Trp GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu
420 425 430

Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly
435 440 445

Lys

<210> 61

<211> 446

<212> PRT

<213> Trinh tu Nhéan tao

<220>
<223> C4u triic téng hgp
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<400> 61

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Phe
20 25 30

Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45 :

Ala Phe lle Ser Ser Gly Ser Ser Ser lle Tyr Tyr Ala Asp Thr Val
50 55 60 :

Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
65 70 75 80

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

Ala Arg Met Arg Leu Asp Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly GIn Gly
100 105 110

Thr Met Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe
115 120 125

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

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

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

Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser
180 185 - 190
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Ser Ser Leu Gly Thr Lys Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys Pro
195 200 205

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

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

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

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

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

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

Leu Thr Val Leu His Gn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys
305 310 315 320

Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ser Ser lle Glu Lys Thrlle Ser
325 330 335

Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn Val Tyr Thr Leu Pro Pro
340 345 350

Ser Gin Glu Glu Met Thr Lys Asn GIn Val Ser Leu Thr Cys Leu Val
365 360 365

Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly
370 375 380
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GlIn Pro Glu Asn Asn T)}r Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp
385 390 395 400

Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp
405 410 415

GIn Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His |
420 425 430

Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu Giy Lys .
435 440 445

<210> 62

<211> 449

<212> PRT

<213> Trinh td Nhan tao

<220>
<223> CAu tric téng hgp

<400> 62
Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Ala Phe Ser Asp Tyr
20 25 30

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

Ala Tyr lle Ser Asp Gly Gly Tyr Asn Thr Tyr Tyr Pro Asp Thr.Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
65 70 75 80
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Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg GIn lle Leu Leu Arg Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly GIn Gly
100 105 110

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

Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly 'Gly Thr Ala Ala Leu
130 135 140

Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp
145 150 1565 160

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

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

Ser Ser Leu Gly Thr GIn Thr Tyr lle Cys Asn Val Asn His Lys Pro
195 200 205

Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys
210 215 220

Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro
225 230 235 240

Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met lle Ser
- 245 250 255

Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp
260 265 270
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Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn
275 280 285

Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Gin Ser Thr Tyr Arg Val
290 295 300

Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu
305 310 315 320

Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro lle Glu Lys
325 330 335

Thr lle Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn Val Tyr Thr
340 345 350

Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn GIn Val Ser Leu Thr
355 360 365

Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp Glu
370 375 380

Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu
385 390 395 400

Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys
405 410 415

Ser Arg Trp GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu
420 425 430

Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly
435 440 445

Lys
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<210> 63

<211> 446

<212> PRT

<213> Trinh td Nhan tao

<220>
<223> CAu tric téng hdp

<400> 63
Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Ala Phe Ser Asp Tyr
20 25 30

Asp Met Ser Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ala Tyr lle Ser Asp Gly Gly Tyr Asn Thr Tyr Tyr Pro Asp Thr Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
65 70 75 80

Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg GIn lle Leu Leu Arg Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly GIn Gly
100 105 110

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

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

Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp
145 150 1565 160
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Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu
165 170 175

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

Ser Ser Leu Gly Thr Lys Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys Pro
195 200 2056 :

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

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

Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met lle Ser Arg Thr Pro -
245 250 . 255

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

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

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

Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys
305 310 315 320

Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ser Ser lle Glu Lys Thr lle Ser
325 330 335

Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro GIn Val Tyr Thr Leu Pro Pro
340 345 350
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Ser GlIn Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val
355 360 365

Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly
370 375 380

GlIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp
385 390 395 400

Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp
405 410 415

GIn Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His
420 425 430

Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu SerLeu Gly Lys
435 440 445

<210> 64

<211> 214

<212> PRT

<213> Trinh tu Nhan tao

<220>
<223> C&u tric tong hgp

<400> 64
Asp lle GIn Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr lle Thr Cys Arg Ala Ser Lys Ser lle Ser Lys Tyr
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr Gln GIn Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu lle
35 40 45
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Tyr Ser Gly Ser Thr Leu GIn Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr lle Ser Ser Leu GIn Pro
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys GIn GIn His Asn Glu Tyr Pro Trp
85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu lle Lys Arg Thr Val Ala Ala
100 105 110

Pro Ser Val Phe lle Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gin Leu Lys Ser Gly
115 120 125

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

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

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

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

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

Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210

<210> 65

<211> 220

<212> PRT

<213> Trinh td Nhén tao
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<220>
<223> C4u tric tdng hgp

<400> 65
Asp lle GIn Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr lle Thr Cys Lys Ser Ser GIn Ser Leu Leu Tyr Ser
20 25 30

Ser Asn GIn Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Lys
35 40 45

Ala Pro Lys Leu Leu lle Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
50 55 60

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

lle Ser Ser Leu GIn Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys GIn Gin
85 90 95

Tyr His Ser Tyr Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu lle
100 105 110

Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe lle Phe Pro Pro Ser Asp
115 120 125

Glu GIn Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn
130 135 140

Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val GIn Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu
145 150 155 160

Gln Ser Gly Asn Ser GIn Glu Ser Val Thr Glu Ghn Asp Ser Lys Asp
165 170 175 -
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Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr
180 185 190

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

Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215 220
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