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Linh vie k¥ thuét dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén polypeptit lién két voi OX40, va phuong phap st dung
polypeptit lién két véi OX40 dé diéu bién hoat tinh sinh hoc ctia OX40. Phuong phap
nay bao gdm, nhung khong bi gidi han &, phuong phéap didu tri bénh ung thu. Theo mot
s6 phuong 4n, polypeptit lién két vdi OX40 13 polypeptit lién két vai OX40 da hoa tri.

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Siéu ho thu thé yéu t6 hoai tir khéi u (TNFRSF) bao gém mot vai thu thé bé mat
té bao lién quan vé mit cdu tric. Hoat hoa bang phdi tir da phan tir 1 dic tinh chung cia
nhiéu thu thé nay, va sy hoat héa nay cé cong dung tri liéu & cac bénh khac nhau néu
duoc hoat hoa chinh xac. Cht vén hitu hiéu cta ho thy thé nay cé thé can su tao chum

thr tu cao hon 12 dat duoc sit dung khéng thé héa tri hai truyén théng.

OX40 (TNFRSF4, CD134) 14 thanh vién ctia siéu ho thu thé TNF, va dugc biéu
hién trén bé mat cia té bao T tir 24 dén 72 gid sau khi hoat hoa té bao T. Té bao thé hién
khang nguyén tiép can gan v6i té bao T hoat héa thé hién phdi tir OX40 (OX40L) trén bé
mat cta ching, lién két va tao chim OX40 trén té bao T giri tin hidu kich thich dong thoi
ma ting sy gidn nd té bao T va ting cudng biét hoa té bao T tac dong. Hoat hdéa OX40
do d6 dé duy tri dap ing mién dich, vi du, bang cach ting cudong sdng st va chirc ning

cuaté bao T.
Do d6, ¢6 nhu cau tri liéu véi chat cht van ¢é hiéu luc hon cua OX40.
Ban chat ky thuat ctia sang ché

Pugc dé xuét trong ban mo ta 1a polypeptit chira it nhat mot mién VHH ma lién
két 0X40, trong do mién VHH chtta CDR1 chta trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO: 10,
CDR2 chtra trinh ty axit amin ciia SEQ ID NO: 11, va CDR3 chtra trinh tu axit amin cua
SEQ ID NO: 12. Theo mét s6 phuong an, mién VHH dugc 1am giéng nhu ctia ngudi.
Theo mét sb phuong an, mién VHH chira khung 2 (FR2) chtra trinh tu axit amin ctia SEQ
ID NO: 22. Theo mdt sb phuong an, mién VHH chira FR2 chtra trinh tu axit amin cta
SEQ ID NO: 22 va FR3 chtra trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 23. Theo mdt sb phuong

4n, mién VHH chira trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 9.
1
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Theo mot sb phuong an, polypeptit chtra hai mién VHH. Theo mdt s6 phuong 4n,
polypeptit chira ba mién VHH. Theo mdt sb phuong an, polypeptit chtra bbn mién VHH.
Theo mot sd phuong 4n, polypeptit chira it nhit mot mién lién két ma lién két khang
nguyén tht hai khéc véi OX40. Theo mdt s6 phuong 4n, khang nguyén thir hai dugc chon
tir PD-1, PD-L1, va 41BB. Theo mot s§ phuong 4n, it nhat mot mién lién két ma lién két
khang nguyén tht hai la chét dbi khang hodc chit chi van. Theo mot s6 phuong 4n, it

nhét mot mién lién két ma lien két khang nguyén th hai 1 mién VHH.

Theo mot sé phuong dn, mdi mién VHH lién két OX40. Theo mdt s6 phuong 4n,
mdi mién VHH chira CDR1 chtra trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 10, CDR2 chta
trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 11, va CDR3 chtra trinh tu axit amin cua SEQ ID NO:
12. Theo mét sé phuong 4n, mdi mién VHH chtra khung 2 (FR2) chira trinh ty axit amin
ciua SEQ ID NO: 22. Theo mot s6 phuong an, mdi mién VHH chtra FR2 chira trinh tu
axit amin cia SEQ ID NO: 22 va FR3 chira trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 23. Theo

mot s phuong 4n, mdi mién VHH chtra trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO: 9.

Theo mot sé phuong an, polypeptit chira mién Fe. Theo mdt s6 phuong 4n, mién
Fc chira trinh ty axit amin dugc chon tr SEQ ID NO: 25 va 26. Theo mdt ) phuong an,
polypeptit chira trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 14. Theo mot s6 phuong an,
polypeptit chtra trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO: 15. Theo mot s6 phuong 4n, dugc de
xuét trong ban md ta 1a polypeptit ma lién két OX40 chtra trinh tu axit amin cua SEQ ID
NO: 15. Theo mdt s6 phwong 4n, dugc dé xuét trong ban md ta 1a polypeptit ma lién két

OX40 gdm trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 15.

Theo cac phuong an khac nhau, polypeptit dugc dé xuat trong ban md ta tao thanh

dime trong diéu kién sinh ly. Theo mot sd phuong 4n, polypeptit chira mién Fe.

Theo mdt sd phuong an, polypeptit dugce dé xuét trong ban md ta tang su tdng sinh
ctia té bao CD4* va/hoic CD8* T in vitro va/hodc in vivo. Theo mot s6 phuong an,
polypeptit tang su tang sinh cua t& bao CD4* va/hodc CD8" T khi ¢6 mit té bao Treg.
Theo mét sb phuong an, polypeptit ting su tang sinh cta té bao CD4* va/hodc CD8" T
in vitro it nhat 1,5 1an hodc it nhét 2 1an. Theo mot s6 phuong 4n, polypeptit tdng su ting

sinh ctia t& bao CD4* va/hosc CD8* T in vivo it nhat 1,5 14n hodc it nhét 2 lan.

Theo mdt s phuong an, polypeptit ting biéu hién CD25 trén té bao CD4* va/hodc

CD8" T in vitro va/hodc in vivo. Theo mét sé phuong an, polypeptit tang biéu hién CD25
2
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trén té bao CD4" va/hoic CD8* T in vitro it nhét 1,5 1an hodc it nhét 2 1an. Theo mot sb
phuong 4n, polypeptit ting biéu hién CD25 trén té bao CD4" va/hosic CD8 T in vivo it

nhét 1,5 14n hodc it nhét 2 1an.

Theo mot sb phuong 4n, polypeptit ting biéu hién CD71 trén té bao CD4* va/hoic
CD8" T in vitro va/hodc in vivo. Theo mdt sb phuong an, polypeptit ting biéu hién CD71
trén té bao CD4* va/hodc CD8* T in vitro it nhit 1,5 1n hogc it nhat 2 1an. Theo mot s
phuong én, polypeptit tang biéu hién CD71 trén té bao CD4" va/hoac CD8" T in vivo it

nhét 1,5 14n hogc it nhét 2 1an.

Theo mot s6 phuong 4n, polypeptit tdng tin hiéu NF«kB & té bao CD4" va/hoic
CD8" T in vitro va/hoic in vivo. Theo mét s& phuong an, polypeptit tang tin hiéu NF«B
& t& bao CD4* va/hodc CD8* T in vitro it nhét 1,5 14n, it nhat 2 14n, it nhat 3 1an, hogc it
nhét 5 1an. Theo mot sé phwong 4n, polypeptit ting tin hiéu NFxB & té bao CD4" va/hodc
CD8* T in vivo it nhét 1,5 I4n, it nhat 2 14n, it nhit 3 1an, hodc it nhét 5 lan.

Theo mdt sé phuong 4n, polypeptit ting biéu hién IFNy & té bao CD4" va/hodc
CD8* T in vitro va/hodc in vivo. Theo mdt s6 phuong an, polypeptit ting biéu hién IFNy
& t& bao CD4* va/hodc CD8* T in vitro it nhit 1,5 1an, it nhat 2 lan, it nhat 3 1an, hodc it
nhét 5 14n. Theo mdt sb phﬁong an, polypeptit tang bidu hién IFNy & té bao CD4* va/hodc
CD8&" T in vivo it nhét 1,5 14n, it nhat 2 14n, it nhat 3 1in, hodc it nhat 5 lan.

Theo cdc phuong an khac nhau, polypeptit tdng biéu hién ctia CD25, CD71,
va/hodc IFNy, va/hodc tang tin hiéu NFxB khi ¢6 mat té bao Treg. Theo cc phuong an
khac nhau, su ting dugc xac dinh dudi dang trung binh cua cac két qua tir té bao T cua it

nhét nam hodc it nhat mudi nguoi cho khoe manh khéc nhau.,

Theo cac phuong an khac nhau, polypeptit chira it nhat mot mién VHH ma lién
két OX40 duge dé xuét trong ban mo ta 1a chu van cua hoat tinh sinh hoc OX40. Theo
mdt s6 phuong an, OX40 1a OX40 cua nguoi. Theo mot s6 phuong 4n, polypeptit lién
két OX40 ctia nguoi voi ai lyc (Kp) nho hon 10 nM, nh6 hon 5 nM, nho hon 2 nM, hodc
nhod hon 1 nM. Theo mét s6 phuong én, polypeptit lién két OX40 ctia khi cynomolgus
v6i 41 luc (Kp) nho hon 10 nM, nhé hon 5 nM, nho6 hon 2 nM, hoéc nho hon 1 nM.
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Theo mét sé phuong 4an, duoc pham duoc dé xuét, chira polypeptit chira it nhat
mot mién VHH ma lién két véi 0X40 duge dé xuét trong ban mo ta va chét mang dugc

dung.

Theo mdt sé phwong 4n, axit nucleic phén 18p duoc d& xuit ma ma hoa polypeptit
chira it nhit mot mién VHH lién két véi OX40 duoc dé xuit trong ban md ta nay. Theo
mot sb phuong an, vecto dugce d& xuit ma chura axit nucleic. Theo mot $6 phuong an, té
bao chu chira axit nucleic hoac vecto dugce dé xuét. Theo mot sb phuong an, té bao chu
duwoc d& xuét ma biéu hién polypeptit chira it nhat mot mién VHH lién két véi OX40 duoc
dé xudt trong ban md ta nay. Theo mot s6 phuong 4n, té bao chu tiét polypeptit lién két
v6i OX40. Theo mdt s6 phuong an, té bao chu 1a té bao so cap cia ngudi. Theo mot 56
phuong 4n, té bao chi 1a té bao T. Theo mdt sb phuong 4n, té bao chi 1a t& bao T- thu

thé khang nguyén thé kham (CAR).

Theo mét s6 phuong 4n, phuong phap san xuét polypeptit chira it nhit mot mién
VHH ma lidn két OX40 duge dé xudt, bao gdm 1 té bao chu trong didu kién thich hop dé
biéu hién polypeptit. Theo mot s6 phuong 4n, phuong phap con bao gém phan 1ap
polypeptit.

Theo mdt sé phuong an, phuong phép 1am ting su ting sinh cua té bao CD4*
va/hodc CD8* T duge dé xuit, bao gbm tiép xtic té bao T v6i polypeptit chura it nhat mot
mién VHH ma lién két v&i OX40. Theo mdt s6 phuong an, phuong phap lam tang biéu
hién CD25 trén t& bio CD4* va/hodc CD8' T dugc dé xuat, bao gdm tiép xiic € bao T
véi polypeptit chira it nhit mot mién VHH ma lién két v6i OX40. Theo mot s6 phuong
an, phuong phap 1am ting biéu hién CD71 trén té bao CD4* va/hodc CD8" T duoc dé
xudt, bao gdm tiép xuc té bao T véi polypeptit chira it nhit mot mién VHH ma lién két
v6i OX40. Theo mot sb phuong 4n, phwong phép 1am ting biéu hién IFNy ¢ té bao CD4*
va/hogc CD8* T duge dé xuét, bao gbdm tiép xuc té bao T véi polypeptit chira it nhét mot
mién VHH ma lién két véi OX40. Theo mot sé phuong an, phuong phap lam tang tin
hidu NF«B & té bao CD4* va/hoic CD8* T duge d& xudt, bao gdm tiép xiic té bao T voi
polypeptit chura it nhét mot mién VHH ma lién két OX40. Theo cac phuong an khac nhau,
t& bao CD4" va/hodc CD8' T 1a in vitro. Theo cac phuong an khac nhau, té bao CD4"
va/hoic CD8" T 14 in vivo. Theo cac phwong an khac nhau, té bao CD4* va/hodc CD8 T
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c6 mit té bao Treg. Theo cac phuong an khéac nhau, su tang it nhét 1,5 14n, it nhat 2 Ian,

it nhat 3 14n, hodc it nhit 5 1an.

Theo mét sd phuong 4n, phuong phap diéu tri bénh ung thu duoc d& xuét, bao
¢dm dung cho dbi tugng mic bénh ung thu lwgng c6 tic dung lam thude ctia polypeptit
chira it nhat mot mién VHH ma lién két OX40 duge dé xut trong ban mo ta nay. Theo
mot s6 phuong 4n, phuwong phép diéu tri bénh ung thu duoc dé xuét, bao gdbm dung cho
dbi tuong mic bénh ung thu lugng cé tdc dung lam thubc ctia té bao chu ma biéu hién
polypeptit chura it nhit mot mién VHH ma lién két OX40 duoc dé xuit trong ban md ta
nay. Theo mot s6 phuong 4n, té bao chu tiét polypeptit lién két voi OX40. Theo mot s6
phuong an, té bao ch bidu hién polypeptit lién két véi OX40 trén bé mit. Theo mot so
phuong &n, bénh ung thu dugc chon tir ung thu té bao co s&, bénh ung thu dng mat; bénh
ung thu bang quang; bénh ung thu xuong; bénh ung thu néo va hé than kinh trung wong;
bénh ung thu vii; bénh ung thu clia mang bung; bénh ung thu c¢d; bénh ung thu biéu md
nhau thai; bénh ung thu rudt va truc trang; bénh ung thu mo lién két; bénh ung thu cua
hé tiéu hoa; bénh ung thu mang trong tir cung; bénh ung thu thuc quan; bénh ung thu
mat; bénh ung thu dau va cb; bénh ung thu da day; bénh ung thu da day rudt; u nguyén
bao dém; ung thu biéu mo gan; u gan; ung thu noi biéu md; than hoic ung thu than; ung
thu thanh quén; bénh ung thu gan; bénh ung thu phdi; ung thu phoi té bao nho; ung thu
phdi khong phai té bao nho; ung thu bidu mod tuyén clia phdi; ung thu biéu md vay cua
phdi; u 4c tinh; u tiy; u nguyén bao than kinh; ung thu khoang miéng; bénh ung thu
budng trimg; bénh ung thu tuyén tuy; ung thu tuyén tién liét; u nguyén bao vdng mac; u
co van; ung thu truc trang; ung thu hé ho hép; ung thu biéu md tuyén nudc bot; sarcom;
ung thu da; ung thu té bao vay; ung thu da day; ung thu tinh hoan; ung thu tuyén giap;
ung thu tir cung hodc mang trong tir cung; ung thu hé tiét niéu; ung thu 4m ho; u lympho;
u lympho Hodgkin; u lympho khong Hodgkin; u lympho té bao B; u lympho khong
Hodgkin cép thap/nang (NHL); NHL té bao lympho nho (SL); NHL cAp trung gian/nang;
NHL khuéch tan cip trung gian; NHL nguyén bao mién dich cdp cao; NHL nguyén bao
lympho cip cao; NHL té bao nho khong phan cit cip cao; bénh cdng kénh NHL; u
lympho té bao 16p vo; u lympho lién quan dén AIDS; ching dai globulin huyét thanh
Waldenstrom; bénh bach cdu u lympho man tinh (CLL); bénh bach cau nguyén bao
lympho cAp tinh (ALL); bénh bach cAu té bao 16ng; va bénh bach cau nguyén bao lympho

man tinh.
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Theo mot s& phuong an, phuong phép diéu tri bénh ung thu con bao gdm viéc
dung chat tri liéu bd sung. Theo mdt s6 phuong 4n, chét tri lidu bd sung 1a chét chéng
ung thu. Theo mot sb phuong an, chét chéng ung thu dugce chon tur chét hoéa tri liéu, tac
nhan sinh hoc chdng ung thu, xa tri, liéu phap CAR-T va virut tiéu huy ung thu. Theo
mot s& phuong an, chét tri liéu bd sung 1a tic nhan sinh hoc chéng ung thu. Theo mot sb
phuong an, tdc nhan sinh hoc chéng ung thu 1a chét e ché PD-1 va/hodc PD-L1. Theo
mot s6 phwong 4n, tdc nhén sinh hoc chéng ung thu dugc chon tir nivolumab,
pidilizumab, pembrolizumab, durvalumab, atezolizumab, avelumab, AMP-224, BMS-
936559, AMP-514, MDX-1105, TSR-042, STI-A1010, va STI-A1110. Theo mot s6
phuong an, tac nhan sinh hoc chéng ung thu 1a chét e ché VISTA, gpNMB, B7H3,
B7H4, HHLA2, CD73, CTLA4, hoac TIGIT. Theo mot sb phuong an, tdc nhan sinh hoc
chéng ung thu 1a khang thé. Theo mot sd phuong én, tic nhan sinh hoc chdng ung thu 1a
xytokin. Theo mot s6 phwong én, chét chéng ung thu 12 liéu phap CAR-T. Theo mét 56
phuong an, chit chéng ung thu 1a mot loai virut tiéu hity ung thu. Theo mot s6 phuong
an, phuong phap diéu tri bénh ung thu dugc dé xudt trong ban md ta con bao gbm sur cat

bd khoi u va/hoac xa tri.
Mo ta van tat cac hinh vé

FIG. 1 thé hién lién két khong dic hiéu cia 1D10v1-Fc va 1D10v6-Fe vdi t€ bao
HEK?293khong duoc chuyén nhiém.

FIG. 2A-FIG. 2B thé hién lién két ctia 1D10v1-Fc va 1D10v6-Fe voi té bao CHO
ma bidu hién OX40 cia ngudi (A) va OX40 cua khi cynomolgus (B).

FIG. 3A-FIG. 3B thé hién lién két ctia 3x1D10v1-Fc hoa tri siu va 3x1D10v6-Fe
héa tri sdu (con duge goi 1a Hex-1D10v1 va Hex-1D10v6, tuong ung) voi té bao HEK293
bidu hién OX40 ctia ngudi (A) va té bao HEK293 khong dugce chuyén nhiém (B).

FIG. 4 thé hién su hoat hoa biéu hién luciferaza bang 3x1D10v1-Fc hoa tri sdu va
3x1D10v6-Fe hoa tri sau & té bao Jurkat biéu hién OX40 va chira dong xudi gen luciferaza

ctia thanh phan dap tng OX40.

FIG. 5 thé hién bidu hién luciferaza & t& bao Jurkat biéu hién OX40 va chira dong
xuoi gen luciferaza cia thanh phan d4p tmg OX40 tiép xtc v6i 3x1D10v6-Fe hoa tri sau,

2x1D10v6-Fc hoa tri bén, va 1D10v6-Fc hoa tri hai.
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FIG. 6 thé hién su tang sinh phu thudc vao lidu cua té bao CD4* T tir bén thé cho
khac nhau (L556, Leuko 20, Leuko 22, va Leuko 9) dugc d@)ng kich thich voi 3x1D10v6-

Fc hoa tri sdu va 1D10v6-Fc hoa tri hai.

FIG. 7 thé hién sy ting phu thudc vao lidu ctia biéu hién CD25" trén té bao CD4*
T tir bdn thé cho khéc nhau (L556, Leuko 20, Leuko 22, va Leuko 9) dugc déng kich
thich v&i 3x1D10v6-Fc hoa tri sdu va 1D10v6-Fe hoa tri hai.

FIG. 8 thé hién su tang phu thudc vao liu ciia biéu hign CD71* trén té bao CD4”
T tir bén thé cho khac nhau (1556, Leuko 20, Leuko 22, va Leuko 9) dugc ddng kich
thich véi 3x1D10v6-Fc hoa tri sdu va 1D10v6-Fc hoa tri hai.

FIG. 9 thé hién su tang phu thudc vao lidu ctia IFNy dugc tiét tir té bao CD4” T tir
bdn thé cho khéac nhau (L556, Leuko 20, Leuko 22, va Leuko 9) dugc déng kich thich
véi 3x1D10v6-Fe hoa tri sdu va héa tri hai 1D10v6-Fc.

FIG. 10 thé hién su ting & t& bao CD4* T va té bao CD8* T sau khi dong kich thich
t& bao T ctia ngudi voi khang thé khang CD3 va 3x1D10v6-Fc hoa tri sdu (“khong khang
th&” cho biét su kich thich khang thé khang CD3 khong c6 3x1D10v1-Fe hoéa tri sdu).

FIG. 11 thé hién su ting sinh cla té bao CD4* va CD8" T ting (hai panen ¢ trén),
phan tram ting cta té bio CD25* CD4* va CD25" CD8" T (hai panen & giita), va phan
trim ting ctia té bao CD71* CD4* va CD71" CD8" T (hai panen ¢ dudi), sau khi dong
kich thich t& bao T tir 10 thé cho khoe manh v6i 3x1D10v6-Fc héa tri sau.

FIG. 12 thé hién tang phan trim t& bao [FNy* CD4" ndi bao va IFNy” CD8" T ndi
bao sau khi ddng kich thich té bao T tir 4 thé cho khoe manh véi 3x1D10v6-Fe hoa tri
sau.

FIG. 13 thé hién riing viéc didu tri véi 3x1D10v6-Fe hoa tri séu dao su te ché
duoc didu tiét boi Treg cla sy tang sinh cla té bao CD4" T gen dap ung va ting phan
tram té bao CD4* T biéu hién gen danh déu hoat hoa CD25 va CD71.

FIG. 14A-FIG. 14B thé hién ring su két hop ctia pembrolizumab, PD-1 nhdm muc
tidu khang thé, va 3x1D10v6-Fc hoa tri sau (Hex-1D10v6) nang cao san xuét IL-2 ¢ phan
ing lympho bao hon hop (MLR). FIG. 14A thé hién su két hop cta 10 nM

pembrolizumab véi cac ndng d6 khac nhau cta 3x1D10v6-Fc héa tri sau. FIG. 14B thé
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hién su két hop ctia 1 nM 3x1D10v6-Fc hoa tri sdu véi céc néng dd khac nhau cua

pembrolizumab.

FIG. 15 thé hién profin duoc dong hoc (PK) cua 5 mg/kg, 20 mg/kg, hodc 60
mg/kg 3x1D10v6-Fc héa tri sdu (Hex-1D10v6) dugce st dung cho khi cynomolgus. Su
tiép xuc toan than dat dugc va tang ty 1& thuan véi lidu lugng.

MO ta chi tiét sang ché

Phuong 4n dugc dé xuét trong ban mo ta dé cap dén polypeptit lién két voi OX40

da hoa tri ma diéu bién hoat tinh ctia OX40 va st dung chung trong cdc phuong phap

diéu tri bénh ung thur khac nhau.

Pinh nghia va cdc phuong an khac nhau

Céc dé muc dugce st dung trong ban md ta ndy chi danh cho muc dich t6 chirc va

khong duogc hiéu 1a gi¢i han d6i tugng dugc mo ta.

T4t c4 cac tai liéu tham khao duge trich dan trong ban mo ta nay, bao gom don xin
cip bang sang ché, cong bo, va so gia nhap Genbank trong ban mo ta nay dugc vién dan
nho tham chiéu, nhu the riéng mdi tai liéu tham khao duoc thé hién cu thé va riéng ré dé

duogc vién dan nho tham chiu toan bd no.

K§ thuat va quy trinh duge mo ta hodc vién dan trong ban mo ta nay ndi chung
duoc hiéu 15 va thuong duge st dung phwong phép thong thuong bdi nguoi co hiéu biét
trung binh trong linh vye, nhw, vi du, phwong phép dugc sir dung rong rdi dugc mo ta &
Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual 3rd. edition (2001) Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. CURRENT PROTOCOLS
IN MOLECULAR BIOLOGY (F. M. Ausubel, et al. eds., (2003)); loat METHODS IN
ENZYMOLOGY (Academic Press, Inc.): PCR 2: A PRACTICAL APPROACH (M. J.
MacPherson, B. D. Hames and G. R. Taylor eds. (1995)), Harlow and Lane, eds. (1988)
ANTIBODIES, A LABORATORY MANUAL, va ANIMAL CELL CULTURE (R. L.
Freshney, ed. (1987)); Oligonucleotide Synthesis (M. J. Gait, ed., 1984); Methods in
Molecular Biology, Humana Press; Cell Biology: A Laboratory Notebook (J. E. Cellis,
ed., 1998) Academic Press; Animal Cell Culture (R. L. Freshney), ed., 1987); Introduction
to Cell and Tissue Culture (J. P. Mather and P. E. Roberts, 1998) Plenum Press; Cell and
Tissue Culture Laboratory Procedures (A. Doyle, J. B. Griffiths, and D. G. Newell, eds.,
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1993-8) J. Wiley and Sons; Handbook of Experimental Immunology (D. M. Weir and C.
C. Blackwell, eds.); Gene Transfer Vectors for Mammalian Cells (J. M. Miller and M. P.
Calos, eds., 1987); PCR: The Polymease Chain Reaction, (Mullis et al., eds., 1994);
Current Protocols in Immunology (J. E. Coligan ef al., eds., 1991); Short Protocols in
Molecular Biology (Wiley and Sons, 1999); Immunobiology (C. A. Janeway and P.
Travers, 1997); Antibodies (P. Finch, 1997); Antibodies: A Practical Approach (D.
Catty., ed., IRL Press, 1988-1989); Monoclonal Antibodies: A Practical Approach (P.
Shepherd and C. Dean, eds., Oxford University Press, 2000); Using Antibodies: A
Laboratory Manual (E. Harlow and D. Lane (Cold Spring Harbor Laboratory Press,
1999); The Antibodies (M. Zanetti and J. D. Capra, eds., Harwood Academic Publishers,
1995); va Cancer: Principles and Practice of Oncology (V. T. DeVita et al., eds., ].B.
Lippincott Company, 1993); va phién ban cdp nhét cia chung.

Trir khi duge dinh nghia theo cach khéc, thuat ngit khoa hoc va ky thuat dugc su
dung trong sang ché s& c6 nghia ma dugc hiéu chung bdi nguoi co hiéu biét trung binh
trong linh vuc. Ngoai ra, trir khi theo cach khac can boi nglt canh hodc dugc thé hién rd,
thuat ngt sd it s& bao gbm s nhidu va thuat ngit sé nhiéu s& bao gbm s it. Ddi voi bat
ky xung dot vé dinh nghia giita cac nguén hodc tai liéu tham khao khac nhau, dinh nghia

dugc dé xuat trong ban mo ta s€ kiém soat.

N6i chung, d4nh sb ciia gbc trong chudi ning globulin mién dich 14 chudi ning
ctia chi s6 EU nhu trong Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest,
5th Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1991). “Chi
s6 EU nhu trong Kabat” chi viéc danh s6 gbc ctia khang thé IgG1 EU clia nguoi.

DPuoc hiéu 1a cdc phuong 4n cla sdng ché dugc md ta trong ban md ta nay bao
gbm “gdm” va/hodc “y& co ban gdm” cac phuong an. Nhu dugc st dung trong ban md
ta nay, cac dang sb it bao gE‘)m ca dang sb nhiéu trir khi duoc thé hién theo cach khac. Su
dung thuat ngit “hodc” trong ban mo ta nay khdng c6 nghia 1a ngu 'y rang cac lya chon

thay thé loai trir 13n nhau.

Theo séang ché, str dung “ho#c” ¢6 nghia la “va/hodc” trir khi dugc néu hodc duoc
hiéu rd béi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc. Trong ngit canh diém yéu cau
bao ho phu thudc vao nhiéu diém, st dung “hodc” dung dé chi nhiéu hon mot diém yéu
cau bao ho doc 1ap hodc phu thude trude do.

9



47785 10/111

Cum tir “mAu tham khao”, “t& bao tham khao”, hodc “md tham khao”, 1a mau véi
it nhat mot dic tinh da biét ma c6 thé duge st dung 1am so sanh v6i mAu v6i it nhat mot
dic tinh khong xac dinh. Theo mot sb phuong én, mAu tham khéo ¢6 thé duogc st dung
lam chi bao duong hodc am. Mau tham khao c6 thé duogc st dung dé thiét lap mac do
protein va/hoic mARN ma c6 mit ¢, vi du, m6 khdée manh, trai nguoc vGi muc protein
va/hoic mARN c6 mit & mau véi dic tinh khong xac dinh. Theo mot s6 phuong 4n, miu
tham khao dén tur cung dbi tugng, nhung tr phén khac nhau cta ddi tuong duoc thi
nghiém. Theo mét s6 phuong an, mau tham khao 1a tir ving md xung quanh hodc lién ké
vGi bénh ung thu. Theo mot sd phuong 4n, mau tham khao khong tir dbi tuong duge thir
nghiém, nhung 12 mau tir dbi twong da biét 1a co, hodc khong co, r6i loan dang quan tAm
(vi du, bénh ung thu cu thé hodc rdi loan ¢6 lién quan dén 0X40). Theo mot sb phuong
an, mau tham khao 1a tr ciing dbi tuong, nhung tir thoi diém trude khi ddi tuong phat
trién bénh ung thu. Theo mot s6 phuong 4n, mau tham khéo 13 tir mau ung thu lanh tinh,
tir cung hodc khac d6i teong. Khi mau tham khéo am dugc sir dung dé so sanh, murc do
biéu hién hoic lugng phan tir dang quan tim & mau tham khao 4m s& chi ra mirc ma nguoi
¢6 hiéu biét trung binh trong linh vyc s& danh gia dugc, duge dung sang ché, rang khong
¢6 va/hodc muc phan tu thép. Khi mau tham khao duong duoc st dung dé so sanh, murc
biéu hién hodc luong phén tir dang quan tdm & mau tham khao duong s& chi ra mirc ma
nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc s& danh gia duoc, duge dung sang ché, ring
¢6 murc phén tu.

9% ¢

Thuat ngir “loi ich”, “lgi ich 14m sang”, “kha ndng déap ung”, va “kha nang dap
Gng tri liéu” nhu duge st dung trong ban mo ta nay trong ngit canh huong loi tr hodc
dép g lai v6i 1an ding chit tri liu, ¢6 thé duge do bing cach dénh gid cdc diém cubi
khac nhau, vi du, tc ché, & mac do nao do, su tién trién cta bénh, bao gf?)m lam cham va
hoan thanh viéc bat gilt; giam s& dot bénh va/hodc triéu ching; giam kich thudce tdn
thuong; tre ché (nghia 1a giam, lam cham hodc ngimg hoan toan) sy xdm nhap cua té bao
bénh vao cac co quan va/hodc mod ngoai vi lan cén; e ché (c6 nghia 13, gidm, 1am cham
lai hoc ngling hoan toan) sy lay lan cia bénh; curu trg, & mot mirc d6 nao d6, mot hoac
nhiéu triéu chimg lién quan dén rdi loan; ting do dai khong thé hién bénh sau khi diéu
tri, vi dy, sdng sot khong tién trién; tong thé sbng sot tang; ty 1€ dap tmg cao hon; va/hodc

giam ty 1¢ tir vong & thoi diém ding sau khi diéu tri. DOi tuong hodc bénh ung thu ma
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“khong dap tng” hodc “khong phan hoi” 1a dbi twong khong dap ing céc tiéu chuén dugc

leu ¥ & trén dé duoc “dép tng”.

Thuét ngit “phan ti axit nucleic”, “axit nucleic” va “polynucleotit” c6 thé duge st
dung thay thé cho nhau, va chi polyme ctia nucleotit. Cac polyme ctia nucleotit nay co
thé chira nucleotit tw nhién va/hodc khong ty nhién, va bao gbm, nhung khong bi giéi han
&, ADN, ARN, va APN. “Trinh tu axit nucleic” chi trinh tu nucleotit mach théng duoc

chira trong phén tir axit nucleic hodc polynucleotit.

Thuét ngit “polypeptit” va “protein” dugc dung hoan dbi cho nhau dé chi polyme
ctia gdc axit amin, va khong bi giéi han ¢ chiéu dai ti thiéu. Polyme ciia gbc axit amin
6 thé chira géc axit amin tu nhién hodc khéng tu nhién, va bao g6m, nhung khong bi
gi6i han &, peptit, oligopeptit, dime, trime va multime cta gbc axit amin. C4 protein chiéu
dai ddy du va cac doan clia chung dugc bao boc boi dinh nghia nay. Thuat ngtt cling bao
gbm sira dbi sau biéu hién cia polypeptit, vi du, glycosyl hoa, sialyl hoa, axetyl hoa,
phosphoryl héa, va twong tu. Hon nita, cho cac myc dich sang ché, “polypeptit” dung dé
chi protein bao gdm stra dbi, nhu xo6a, bd sung va thay thé (néi chung bao toan trong tu
nhién), v&i trinh tw ty nhién, mién 1a protein duy tri hoat tinh mong mudn. Céc stra doi
nay co thé 1a c¢d ¥, nhu thong qua dot bién hudng vao vi tri, hodc co thé 1a ngau nhién,

nhu thong qua dot bién cia vét chu tao ra protein hodc 161 do khuéch dai PCR.

“0X40” nhu duogc st dung trong ban mo ta nay chi OX40 tu nhién, trudng thanh
bét ky ma thu dugc tir viée xt 1y tidn chit OX40 & té bao. Thuat ngit bao gdm OX40 tir
ngudn dong vat c6 xuong séng bét ky, bao gdm dong vat c6 vi nhu dong vat linh truéng
(vi dy, ngudi va khi cynomolgus hodc rhesus) va loai gam nhdm (vi du, chudt nhat va
chudt cdng), trir khi duge thé hién theo cach khéac. Thuat ngir cling bao gbm bién thé ¢6
trong tw nhién ctia OX40, nhu bién thé ndi hoic bién thé alen. Trinh tu axit amin OX40
cta nguoi lam vi du khong gidi han duge thé hién, vi du, & sb nhdp GenBank
CAE11757.1. Xem SEQ ID NO. 1. Trinh tu axit amin OX40 ctia khi cynomolgus lam vi
du khong gi6i han dugc thé hién, vi du, & s6 nhap NCBI XP_005545179. Xem SEQ ID
NO. 2.

Thuat ngltr “lién két dac hiéu” v6i khang nguyén hodc epitop la thuét nglt dugc
hidu r6 trong linh vuc, va phuong phap xac dinh lién két ddc higu nay cling da biét o
trong linh vyc. Phan tir dugc cho la thé hién “lién két dic hidu” hodc “lién két vu tién”
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néu néd phén tng hodc lién két thudng xuyén hon, nhanh hon, kéo dai hon va/hodc co ai
luc 16n hon véi té bao hodc chét cu thé so vdi céac té bao hodc chét thay thé. Khang thé
don mién (sdAb) hodc polypeptit chira VHH “lién két dic hiéu” hogc “lién két chuan”
vGi dich néu n6 lién két véi i luc 16n hon, khao khat, san sang hon, va/hodc voi thoi
lugng 16n hon no lién két v6i cac chit khac. Vi du, sdAb hodc polypeptit chira VHH lién
két dic hidu hodic chudn voi epitop OX40 1a sdAb hodic polypeptit chira VHH lién keét
epitop nay vdi ai luc 16n hon, khao khat, san sang hon, va/hodc véi thoi luong 16n hon
16 lién két véi céc epitop OX40 hodic epitop khong phai OX40 khéc. Ciling dugc hiéu
bang cach doc dinh nghia nay 1a; vi du, sdAb hodc polypeptit chira VHH lién két dic higu
hoac chuén v6i dich thi nhit c6 thé hodc khong thé lién két dac hidu hodc chuén véi dich
thit hai. Nhu vay, “lién két dac hiéu” hogc “lién két chudn” khong nhat thiét can (mic du
n6 c6 thé bao gdm) lién két doc quyén. Néi chung, nhung khong nhét thiét, tham chiéu
dén lién két ¢6 nghfa 12 lién két wu tién. “Tinh dic hiéu” chi kha nang cua lién két protein

dé lién keét c6 chon loc véi khang nguyén.

Nhu duoc sit dung trong ban mo ta nay, thuat ngit “diéu bién” dbi voi hoat tinh
ctia OXA40 chi su thay dbi v& hoat tinh ciia OX40. Theo mot s& phuong 4n, “diéu bién”
chi su ting vé hoat tinh OX40 duge so sanh véi OX40 khi khong c6 chét didu bién.

Nhu duoc st dung trong ban md t& ndy, thuét ngit “epitop” chi vi tri trén phén tr
dich (vi du, khang nguyén, nhu protein, axit nucleic, carbohydrat hoac lipit) ma phén tw
lien két véi khang nguyén (vi dy, sdAb hodic polypeptit chira VHH) lién két. Epitop
thudong bao gém nhom bé mit hoat dong hoa hoc ctia phan tir nhu axit amin, polypeptit
hodc chudi bén duong va cé dic tinh cAu tric ba chidu cu thé cling nhu ddc tinh nap cu
thé. Epitop 6 thé duge tao ra tir ca gbe lién ké va/hogc lién ke nhau khong 1ién mach (vi
duy, axit amin, nucleotit, duong, gdc lipit) cua phén tir dich. Epitop dugc tao ra tur gbc lién
ké (vi du, axit amin, nucleotit, duong, géc lipit) thuong dugce giir lai khi tiép xuc voi dung
moi bién tinh trong khi epitop duoc tao ra bang cach gap thir ba thuong bi mét khi diéu
tri v&i dung méi bién tinh. Epitop ¢6 thé bao gdm nhung khong bi gi6i han ¢ it nhét 3, it
nhét 5 hodc 8-10 géc (vi du, axit amin hodc nucleotit). Theo mot sb phuong an, chiéu dai
epitop it hon 20 gbc (vi du, axit amin hodc nucleotit), it hon 15 gbc hoidc it hon 12 gbe.
Hai khang thé c6 thé lién két v4i cung epitop trong khang nguyén néu ching c6 lién két

canh tranh cho khang nguyén. Theo mét s6 phuong an, epitop ¢o thé duge nhan biét bang
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khoang céch tdi thiéu nhét dinh dén gbc CDR trén phan tir lién két v6i khang nguyén.
Theo mdt s6 phuong an, epitop c6 thé duoc nhan biét bang khoang cach & trén, va con bi
gi6i han & gbc lién quan dén lién két (vi du, lién két hydro) gitta gbc cia phan tir lién két
v6i khang nguyén va gbe khang nguyén. Epitop c6 thé dwoc nhan biét bang cac quét khac
nhau cling vay, vi du quét alanin hodc arginin ¢6 thd chi ra mot hodc nhidu gbc ma phan
tir lién két v6i khang nguyén c6 thé twong téc v6i. Trir khi 1 18 rang, tap hop gbe dudi
dang epitop khong loai trir céc gbc khac vé6i 1a mot phan cua epitop cho phan tr cu thé
lién két v6i khang nguyén. Thay vao do, sy ¢6 mat cia tap hop nay chi ra mét loat t6i
thiéu (hodc tap hop céc loai) cua cac epitop. Vi véy, theo mot s6 phuong 4n, tap hop gbe
duoc nhan biét dudi dang epitop chi dinh epitop téi thiéu lién quan dén khang nguyén,

chir khong phai 1a danh muc gbe doc quyén cho epitop trén khéng nguyén.

“Epitop khong thang” hodc “epitop tuan thu” chia polypeptit khong lién mach,
axit amin va/hodc duodng trong protein khang nguyén ma phan ttr lién két voi khang
nguyén dac hiéu vdi epitop lién két. Theo mdt sé phuong 4n, it nhat mot goc s& khong
lién tuc v6i cac gbe luu y khac cla epitop; tuy nhién, mot hodc nhidu gbc ciing c6 thé tiép
gidp vai cac goe khéc.

“Epitop mach thang” chtra polypeptit tiép gidp, axit amin va/hodc duong trong
protein khang nguyén ma phéan tir lién két v6i khang nguyén dic hiéu vdi epitop lién két.
Cén luu ¥ ring, theo mot s6 phuong an, khong phai moi gdc trong epitop mach thing déu
can duoc lién két true tiép (hogc tham gia vao lién két) boi phan tir lién két khang nguyén.
Theo mét sé phuong an, epitop mach thing c6 thé 1a tir viéc chiing ngtra v6i peptit ma
gbm hiru hiéu trinh ty cta epitop mach thing, hodc tir cic phan cdu tric cla protein dugce
phén lap twong d6i tir phan con lai ctia protein (sao cho phén tir lién két v6i khang nguyén

c6 thé tuong tac, it nhit chi yéu), chi véi phan trinh tw do.

Thuat ngir “khang thé” va “phan ti lién két véi khang nguyén” dugc dung hoan
d6i cho nhau theo nghia rong nhit va bao gdm cac polypeptit khac nhau chtra mién lién
két v6i khang nguyén gidng khéang thé, bao gdm nhung khong bi giGi han ¢ khang thé
thong thuong (thuong chira it nhét mot chudi ning va it nhit mot chudi nhe), khang thé
don mién (sdAb, chi chira mot chudi, thuong twong tu voi chudi ning), polypeptit chira
VHH (polypeptit chura it nh4t mot chudi ning chi mién bién dbi khang thé, hodc VHH),

va ménh cua bat ky néu trén, mién la chung c6 hoat tinh lién két v6i khang nguyén mong
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mudn. Theo mot s6 phuong 4n, khang thé chira mién dime hoa. Cac mién dime hoa bao
odm, nhung khong bi gi6i han &, mién hang dinh chudi nang (chtra CHI, ban 18, CH2, va
CH3, trong d6 CH1 thuong cip voi mién hing dinh chudi nhe, CL, trong khi ban 1& lam
trung gian dime hoa) va mién Fc (chtra ban 1&, CH2, va CH3, trong d6 ban 1& 1am trung

gian dime hoa).

Thuat nglt khang thé cling bao gdbm, nhung khong bi gidi han ¢, khang thé thé
kham, khang thé dugc lam gidng nhu cuia ngudi, va khang thé cua cac loai khac nhau nhu

lac da (bao gém lac da khong budu), ca mép, chudt, nguoi, khi cynomolgus, v.v.

Thuat ngit “khéng thé mién don” va “sdAb” dugc dung hoéan doi cho nhau trong
ban md ta ndy dé chi khang theé c6 mién monome, don, nhu cap mién bién d6i chudi ning

(hoic VHH), khong ¢o chudi nhe.

Thuat ngit “VHH” hodic “mién VHH” hogc “mién lién két v6i khang nguyén
VHH” nhu duoc st dung trong ban md ta nay chi phan lién két voi khang nguyén cia
khang thé mién don, nhu khang thé lac da hodc khang thé c4 map. Theo mot s6 phuong
4n, VHH chira ba CDR va bén vung khung, FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 va
FR4 duoc chi dinh. Theo mot sb phuong én, VHH ¢6 thé bi cit ngén & dau tan cung N
hodc d4u tan cung C sao cho no chi chira mot phﬁn FR1 va/hoac FR4, hodc thiéu mot
hoic ca hai vung khung, mién 12 VHH gan nhu duy tri lién két khang nguyén va tinh dac
hiéu.

Thuat ngit “polypeptit chita VHH?” chi polypeptit ma chira it nhat mot mién VHH.
Theo mot sb phuong an, polypeptit VHH chtra hai, ba, hoac bon hodc nhiéu mién VHH,
trong d6 moi mién VHH c6 thé giéng hodc khac nhau. Theo mot s6 phuong 4n, polypeptit
chira VHH chtra mién Fc. Theo mot s6 phwong an, polypeptit VHH ¢6 thé tao thanh dime.
CAu tric khong gidi han cta polypeptit chira VHH bao gdbm VHH;-Fe, VHH-VHH,-Fe,
va VHH;-VHH,-VHH3-Fe, trong d6 VHH1, VHH,, va VHH3 ¢6 thé gidng hodc khac
nhau. Theo mdt s6 phuong én cua cAu trac nay, mot VHH co thé duoc két nbi véi VHH
khéc boi doan lién két, hodc mot VHH 6 thé duge két ndi véi Fe boi doan lién ket. Theo
mdt sb phuong 4n, doan lién két chira 1-20 axit amin, tot hon 1a 1-20 axit amin chu yéu
bao gdm glyxin va, tiy chon, serin. Theo mot s6 phuong é4n, khi polypeptit chira VHH
chtra Fc, n6 tao thanh dime. Do do, chu trac VHH;-VHH:-Fc, néu no tao thanh dime,
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duoc coi la hoa tri bdn (tac 13, dime c6 bdn mién VHH). Tuong tu, cAu trac VHH;-VHH,-

VHH;-Fe, néu n6 tao thanh dime, duoc coi 1 hoa tri séu (tire 1a, dime c6 sau mién VHH).

Thuat nglt “khéng thé don dong” chi khang thé (bao gdm sdAb hogc polypeptit
chira VHH) ctia quan thé gén nhu dong nhat cta khang thé, d6 13, khang thé riéng chira
quan thé gidng hét nhau ngoai trir dot bién c6 thé co trong tu nhién c6 thé c6 mat véi
lugng nhé. Khang thé don dong dic hiéu rat cao, duoc hudng chdng lai vi tri khang
nguyén don. Ngoai ra, trai ngugc véi ché phdm khang thé da dong, thuong bao gdm cac
khang thé khac nhau dugc hudng nguoc cac yéu t6 quyét dinh khac nhau (epitop), moi
khang thé don dong dugc hudng nguoc yéu td quyét dinh don trén khang nguyén. Vi vay,
mau khang thé don dong c6 thé lién két v6i cung epitop trén khang nguyén. Cong cu stra
d6i “don dong” cho biét nhan vat cta khang thé nhu duge 14y tir quan thé gin nhu dong
nhét ctia khang thé, va khong dugc hidu 12 yéu cau san xuht khang thé bang phuong phap
cu thé bat ky. Vi du, khang thé don dong c6 thé dugc tao thanh bang phuong phép lai
dugc mo ta dau tién boi Kohler and Milstein, 1975, Nature 256:495, hodc ¢o thé duoc
tao thanh bing phuong phap ADN t4i td hop nhu duge md ta & Pat. My s6 4,816,567.
Khéang thé don dong cling c6 thé duogc phén 1ap tir thu vién thé thuc khuén duoc tao ra st

dung k¥ thuét duge mo ta & McCafferty et al., 1990, Nature 348:552-554, vi du.

Thuat ngit “CDR” 1a khu vuc xéac dinh tinh bd sung nhu dugc dinh nghia béi it
nhét mot cach nhan biét v6i ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuc. Theo mot s6
phuong an, CDR ¢6 thé duoc dinh nghia theo bét ky trong s6 so dd danh sé Chothia, so
dd danh sb Kabat, su két hop ctia Kabat va Chothia, dinh nghfa AbM, va/hogc dinh nghia
tiép xac. VHH chira ba CDR, CDR1, CDR2, va CDR3 chi dinh.

Thuét ngit “vung hing dinh chudi ngng” nhu dugc sir dung trong ban mo ta nay
chi ving chua it nhAt ba mién hing dinh chudi nang, Cul, ban 18, Ci2, va Cp3. Di nhién |
14, su 1am mét va thay thé khong thay thé chirc nang trong mién dugc bao gdm trong
pham vi cua thudt nglt “vung hing dinh chudi ngng,” trir khi chi dinh theo cach khac.
Ving hing dinh chudi ngng lam vi du khong gisi han bao gbém vy, 8, va a. Ving hing dinh
chudi niang lam vi du khong gidi han cling bao gdm € va . Mbi vung hing dinh ning
tuong tng véi isotyp khang thé. Vi du, khang thé chira ving hang dinh vy 1a khang thé
IgG, khang thé chtra ving hing dinh § 1a khang thé IgD, va khang thé chtra ving hang
dinh o la khang thé IgA. Ngoai ra, khang thé chira ving hang dinh p 1 khdng thé IgM,
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va khang thé chtra viing hing dinh ¢ 1a khang thé IgE. Isotyp nhét dinh c6 thé con dugc
chia thanh c4c 16p con. Vi du, khang thé IgG bao g6m, nhung khong bi gi¢i han ¢, khang
thé IgG1 (chtra ving hing dinh y1), IgG2 (chira ving hang dinh v2), IgG3 (chta ving
hang dinh v3), va IgG4 (chira ving hing dinh y4); khang thé IgA bao gbm, nhung khong
bi gi6i han &, khéng thé IgA1 (chira ving hing dinh o) va IgA2 (chtra ving hang dinh
a2); va khang thé IgM bao gém, nhung khong bi giéi han &, IlgM1 va IgM2.

“Vung Fc¢” nhu dugce st dung trong ban mo ta nay chi mot phin cta ving hing
dinh chudi nang chita CH2 va CH3. Theo mot sb phuong an, vung Fc chira ban 18, CH2,
va CH3. Theo cac phuong an khac nhau, khi vung Fe chira ban 18, ban 1& 1am trung gian
dime hoa gitta hai polypeptit chira Fc. Vung Fc ¢6 thé 1 isotyp vung hing dinh chudi
ning khang thé bat ky thao luan trong ban md t& nay. Theo mot s6 phuong 4n, viing Fc

1a IgG1, 1gG2, IgG3, hodc IgG4.

“Khung nhin cua nguoi” nhu dugc st dung trong ban mo ta nay la khung chta
trinh ty axit amin cta khung mién bién d6i chudi ning (Vi) c6 ngudn gbc tir khung
globulin mién dich ctia ngudi hogdc khung doan két ctia ngudi, nhu da thao luan trong ban
md ta ndy. Khung nhén ctia ngudi c6 ngudn gbe tir khung globulin mién dich ctia nguoi
hodc khung doan két cua nguoi co thé chua cung trinh ty axit amin ctua nd, hodc né ¢o6
thé chira thay ddi trinh tw axit amin. Theo mot s& phuong an, s6 thay ddi axit amin it hon
10, hodc it hon 9, hodc it hon 8, hodc it hon 7, hoac it hon 6, hodc it hon 5, hodc it hon 4
hoic it hon 3, trén tit ca cac khung ctia ngudi ¢ mién lién két khang nguyén don, nhu
VHH.

“Ai luc” chi do bén cla téng sb tuong tac khong cong hoa tri gitta vi tri lién két
don cda phan tu (vi du, khang thé hodc polypeptit chira VHH) va cong sy lién két ctia né
(vi du, khang nguyén). Ai luc hodc 4i luc ro rang ctia phan tir X d6i v6i dbi tac ciand, Y
no6i chung c6 thé duoc dai dién boi hing s6 phan ly (Kp) hodc Kp-rs rang, twong mg. Ai
luc ¢6 thé duge do bang phuong phép chung da biét trong linh vuc (nhu, vi du, ELISA
Kb, KinExA, phén tich t& bao theo dong chay, va/hodc thiét bi cong hudng plasmon bé
mat), bao gdm cac phuong phap dugc mé ta trong ban md ta nay. Phuong phap nay bao
gbm, nhung khong bi giéi han &, phuong phap lién quan dén BIAcore®, Octet®, hoic
phan tich té bao theo dong chay.

16



47785 17/111

Thuét ngit “Kp”, nhu dugce st dung trong ban mo ta nay, chi hang s6 phan ly can
bang cua twong tac phan tir lién két v6i khang nguyén/khang nguyén. Khi thuét ngit “Kp”

dugc st dung trong ban mo ta nay, n6 bao gom Kp va Kp-s rang.

Theo mot sb phuong 4n, Kp ctia phén tit lién két v6i khang nguyén dugc do bang
cach phan tich té bao theo dong chay st dung dong té bao biéu hién khang nguyén va
phit hop vé6i huynh quang trung binh duge do & mdi ndng do khang thé véi phwong trinh
lien két mot vi tri khong thing (ban di chudt phan mém Prism). Theo mot sb phuwong an,

KD la KD-rG rang.

Thuét ngft “hoat tinh sinh hoc™ chi bit ky mot hodc nhiéu tinh tdc nhéan sinh hoc
ctia phan t& (xem c6 mat tw nhién nhu tim théy in vivo, hodc duoc dé xuét hodc duogc
kich hoat béi phuong phap tai td hop). Tinh tac nhan sinh hoc bao gdm, nhung khong bi
giéi han &, lién két phdi tr, gdy ra hodc 1am ting sy tdng sinh cia té bao (nhu sy ting

sinh t& bao T), va gdy ra hodc 1am ting biéu hién ctia xytokin=.

Thuit ngtt “hoat tinh OX40” hodc “hoat tinh sinh hoc” cia OX40, nhu dugc su
dung trong ban md ta nay, bao gdm hiéu qua sinh hoc bét ky hodc it nhit mot trong cac
chirc nang thich hop vé mit sinh hoc ciia protein 0X40. Theo mot s6 phuong an, hoat
tinh OX40 bao gdm kha ning cua OX40 twong tac hodc lién két véi phdi tir OX40
(OX40L). Céc hoat dong OX40 1am vi du khong gii han bao gdm lam ting tin hiéu
NF«B, lam ting su ting sinh cta té bao CD4* va/hoic CD8* T, lam tang biéu hién IFNy
& té bao T, 1am tdng biéu hién CD25 va/hodc CD71 trén té bao T, va giam hoat tinh trc

ché cua té bao Treg v&i sy hoat hda va tang sinh té bao T tac dong.

Khang thé “chii van” hodc “hoat héa” (nhu sdAb hodc polypeptit chira VHH) 1a
khang thé ma ting va/hodc kich hoat hoat tinh sinh hoc ctia khang nguyén dich. Theo mot
sé phuong 4n, khang thé chu vén lién két v6i khang nguyén va tang hoat tinh sinh hoc
clia n6 {t nhét khoang 20%, 40%, 60%, 80%, 85% hoic hon.

“ChAt dbi khang”, khang thé “chin” hodc “v hiéu héa” 1a chit giam va/hodc lam
bét hoat hoat tinh sinh hoc cta khéang nguyén dich. Theo mot s6 phuong 4n, khdng thé
trung hoa lién két v6i khang nguyén va lam gidm hoat tinh sinh hoc cia no it nhit khoang

20%, 40%, 60%, 80%, 85% 90%, 95%, 99% hodc hon.
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Polypeptit chira VHH “trudng thanh &i luc” chi polypeptit chira VHH v6i mot
hodc nhiéu thay thé & mot hoic nhiéu CDR duoc so sanh vé&i polypeptit cha me chua
VHH khong c6 thay thé nay, thay thé nay dan dén sy cai thién trong i lyc cla polypeptit
chira VHH cho khang nguyén.

“VHH duogc 1am gidng nhu cia ngudi” nhu duge s dung trong ban mo ta nay chi
VHH trong dé mdt hodc nhiéu ving khung gan nhu dugc thay thé bang ving khung cla
nguoi. Trong mot sé truong hop, gbe ving khung (FR) nhét dinh cta globulin mién dich
cua nguoi dugce thay thé bang gbc khong phai clia ngudi twong (rmg. Ngoai ra, VHH dugc
lam gidng nhu cta ngudi co thé chtra gde dugc tim thay khong c6 trong VHH gbc cling
nhu trong trinh tu khung ctia nguoi, nhung dugc bao gbm dé tinh luyén thém va t6i wu
hoa cong suat VHH hodc polypeptit chra VHH. Theo mot s6 phuong 4n, polypeptit chira
VHH dugc 1am gidng nhu clia ngudi chtra ving Fe cua nguoi. Nhu s& hiéu dugc, trinh
tu duoc lam giéng nhu cta ngudi c6 thé duoc nhan biét bang trinh tu so cip clia n6 va

khong nhét thiét 1a quy trinh tao ra khéng thé.

“Vung Fc chitc ning” s& hitu “chtrc nang tac dong” ctia ving Fe trinh tu tw nhién.
“Céc chirc nang tac dong” lam vi du bao gdm lién két thy thé Fe; lién két Clq va doc té
bao phu thude bd sung (CDC); lién két thu thé Fe; doc té bao duge didu tiét boi té bao
phu thudc vao khang thé (ADCC); thuc bao; giam quy dinh cia thu thé bé mat té bao (vi
du thu thé té bao B); va hoat hoa té bao B, v.v. Céc chirc ning tac dong nay noéi chung
cin ving Fe duoc két hop v6i mién lién két (vi du, mién bién déi khang thé) va c6 the

duoc danh gia st dung céc khao nghiém khéac nhau.

“Vung Fc trinh tu tu nhién” chira trinh ty axit amin giéng hét trinh tu axit amin
ctia ving Fe tim thdy & tu nhién. Ving Fe trinh tu ty nhién ctia ngudi bao gbm ving Fc
IgG1 trinh tu tu nhién cta ngudi (allotyp khong phai A va A); vang Fe I1gG2 trinh tu tu
nhién cua ngudi; ving Fc IgG3 trinh ty ty nhién cta ngudi; va ving Fe IgG4 trinh tu tu

nhién ctia ngudi cling nhu bién thé c6 trong ty nhién cta no.

“Vung Fe bién thé” chira trinh tu axit amin khac véi trinh tu ctia vang Fe trinh tu
tu nhién nho it nhit mot stra dbi axit amin. Theo mdt s6 phuong an, “vung Fc bién thé”
chira trinh ty axit amin khéc véi trinh ty cia ving Fe trinh tu ty nhién nho it nhat mot
stra ddi axit amin, van gitr lai it nhit mét chirc ning tac dong cta vang Fc trinh tu tu
nhién. Theo mot sb phuong 4n, vung Fc bién thé c6 it nhdt mot thay thé axit amin dugc
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so sanh vé&i ving Fe trinh tu ty nhién hodc véi ving Fc ctia polypeptit gbe, vi du, nam
trong khoang tir mot dén mudi thay thé axit amin, va t5t hon 13, ndm trong khoang tir mot
dén nam thay thé axit amin & viing Fc trinh ty ty nhién hodc ¢ ving Fc ctia gbc polypeptit.
Theo mdt s6 phuong an, ving Fc bién thé trong ban mo ta nay s& s& hiru do ddng nhat
trinh tu it nhit khoang 80% v&i ving Fe trinh ty ty nhién va/hodc véi vung Fe cua gbe
polypeptit, do ddng nhét trinh tw it nhit khoang 90%, d6 dong nhat trinh ty it nhat khoang
95%, it nhét khoang 96%, it nhit khoang 97%, it nhit khoang 98%, hodc it nhat khoang
99%.

“Thu thé F¢” hodc “FcR” mo ta thu thé lién két véi vung Fc cua khéang thé. Theo
mot s6 phuwong 4n, FeyR 1a FeR ty nhién cta nguoi. Theo mot s6 phuong 4n, FcR lién
két voi khang thé IgG (thu thé gamma) va bao gbm thu thé ctia 16p con FeyRI, FeyRIL,
va FeyRIIL bao gdm bién thé alen va cach khac 1a dang ndi cta cac thy the do. Cac thu
thé FeyRII bao gdm FeyRIIA (“thu thé hoat hoa™) va FeyRIIB (“thy thé e ché”), ¢6 trinh
tu axit amin tuong tw vé co ban khac & mién t& bao chét ctia nd. Thu thé hoat hoa FcyRITA
chtra md tip hoat hoa dua vao tyrosin thy thé mién dich (ITAM) & mién té bao chit cua
n6 Thu thé trc ché FeyRIIB chira mo tip tre ché dwa vao tyrosin thu thé mién dich (ITIM)
& mién té bao chét ctia nd. (Xem, vi du, Daeron, Annu. Rev. Immunol. 15:203-234
(1997)). FcR duoc xem xét, vi du, & Ravetch and Kinet, Annu. Rev. Immunol 9:457-92
(1991); Capel et al., Immunomethods 4:25-34 (1994); and de Haas e? al., J. Lab. Clin.
Med. 126:330-41 (1995). Cac FcR khéc, bao g@)m FcR dugc nhéan biét trong tuong lai,
duoc bao gdm bang thuat ngit “FcR” trong ban mo ta nay. Vi du, thudt nglr “thu thé Fc”
hodc “FcR” cling bao g61n thu thé so sinh, FcRn, chiu trach nhiém cho viéc truyén IgG
ctia me dbi vé6i thai nhi (Guyer et al., J. Immunol. 117:587 (1976) and Kim et al., J.
Immunol. 24:249 (1994)) va diéu chinh cén bang ndi moi cuia cac globulin mién dich.
Phuong phap do lién két voi FeRn d3 biét (xem, vi du, Ghetie and Ward, Immunol. Today
18(12):592-598 (1997); Ghetie et al., Nature Biotechnology, 15(7):637-640 (1997);
Hinton et al., J. Biol. Chem. 279(8):6213-6216 (2004); WO 2004/92219 (Hinton et al.).

Thuat ngft “gan nhu twong tu” hodc “gén nhu gidong,” nhu dugc st dung trong ban
mo ta nay, 1a mire d du cao cla tinh twong tu gitta hai hodc nhiu gid tri s6 sao cho nguoi
¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc s& xem xét sy khac nhau gitta hai hodc nhicu gia tri

1a it hodc khong c6 y nghia sinh hoc va/hoéc théng ké trong ngit canh cta dac tinh sinh
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hoc duoc do theo gia tri nay. Theo mot s6 phuong 4n hai hodc nhidu gi4 tri gan nhu tuong
twr khac biét khong nhidu hon khoang bt ky trong sd 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, hodc
50%.

“Bién thé” polypeptit c6 nghia 12 polypeptit hoat tinh sinh hoc ¢6 do ddng nhat
trinh ty axit amin it nhat khoang 80% v&i polypeptit trinh ty tw nhién sau khi sap xép
trinh ty va dua ra khoang tréng, néu can, dé dat dwoc phin tram do dong nhét trinh tu t&i
da, va khong xem xét thay thé bao toan bat ky 1 mdt phan ctia do ddng nhét trinh tu. Céc
bién thé nay bao gbm, vi du, polypeptit trong d6 mot hodc nhiéu gbc axit amin duge b
sung, hoac bi xda, tai dau tan cung N hodc C cua polypeptit. Theo mdt sb phuong an,
bién thé s& c6 dd ddng nhét trinh ty axit amin it nhét khoang 80%. Theo mdt s6 phuong
an, bién thé s& c6 d6 dong nhét trinh ty axit amin it nhét khoang 90%. Theo mot )
phuong 4n, bién thé s& c6 do ddng nhét trinh tu axit amin it nhét khoang 95% véi

polypeptit trinh tu tu nhién.

Nhu dugce sir dung trong ban mo ta nay, “phan trim (%) do ddng nhét trinh ty axit
amin” va “tuong dong” vé peptit, polypeptit hodc trinh tu khang thé dugc dinh nghia 1a
phan trim ctia gbc axit amin & trinh ty Ung cr ma gibng hét vé6i gde axit amin & trinh tur
peptit hodc polypeptit ddc hiéu, sau khi sip xép trinh tu va dua vao khoang tréng, néu
cin thiét, ¢ dat duge phn trim do tuong dong trinh ty i da, va khong xem xét dang
thay thé khong bao toan bét ky 1a mot phan cia do tuong ddng trinh tu. Su sdp xép thanh
hang cho muc dich xac dinh phén tram do déng nhét trinh tu axit amin c6 thé dat duogc
theo cac cach khac nhau ndm trong linh vuc ky thudt nay, vi dy, su dung phén mém may
tinh c6 san cong khai nhu phﬁn mém BLAST, BLAST-2, ALIGN hoic MEGALIGNTM
(DNASTAR). Nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc ¢6 thé xac dinh cac thong sd
thich hop d& do su sip xép thanh hang, bao gbm bét ky thuét todn nao can thiét dé dat

duoc su sdp xép thanh hang toi da trén toan bo chiéu dai cta trinh ty dugce so sanh.

Thay thé axit amin ¢6 thé bao gdm nhung khong bi gi¢i han & sy thay thé ciia mot
axit amin & polypeptit v4i axit amin khéac. Céc dang thay thé lam vi du duoc thé hién &
bang 1. Cac dang thay thé axit amin c¢6 thé duoc dua vao khang thé quan tm va céc san
phém duoc sang loc cho hoat tinh mong muén, vi du, gitt lai/cai thién lién két khang

nguyén, giam kha ndng sinh mién dich, ho#ic cai thién ADCC hodc CDC.
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Goc ban dau

Céc dang thay thé 1am vi du

Ala (A) Val; Leu; Ile

Arg (R) Lys; Gln; Asn

Asn (N) Gln; His; Asp, Lys; Arg

Asp (D) Glu; Asn

Cys (C) Ser; Ala

Gln (Q) Asn; Glu

Glu (E) Asp; Gln

Gly (G) Ala

His (H) Asn; Gln; Lys; Arg

Ile (I) Leu; Val; Met; Ala; Phe; Norleucine
Leu (L) Norleucine; Ile; Val; Met; Ala; Phe
Lys (K) Arg; Gln; Asn

Met (M) Leu; Phe; Ile

Phe (F) Trp; Leu; Val; Ile; Ala; Tyr

Pro (P) Ala

Ser (S) Thr

Thr (T) Val; Ser

Trp (W) Tyr; Phe

Tyr (Y) Trp; Phe; Thr; Ser

Val (V) Ile; Leu; Met; Phe; Ala; Norleucine

Axit amin c6 thé duge nhém theo tinh chét chudi bén chung:
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(1) ky nuéc: Norleucine, Met, Ala, Val, Leu, Ile;
(2) wa nuéce trung tinh: Cys, Ser, Thr, Asn, Gln;
(3) axit: Asp, Glu;

(4) bazo: His, Lys, Arg;

(5) gbc anh hudng su dinh huéng chudi: Gly, Pro;
(6) thom: Trp, Tyr, Phe.

Céc dang thay thé kiéu khong béo toan s& dan dén su trao d6i thanh vién ctia mot

nhém trong so cdc nhém nady cho mot nhoém khac.

Thuét ngit “vecto” dugc str dung dé mo ta polynucleotit ma co thé dugce thiét ké
dé chra polynucleotit hodc cac polynucleotit dugc tach dong c6 thé duoc nhéan gidng
trong té bao chi. Vecto ¢b thé bao gdbm mdt hodc nhiéu trong s céc thanh phan sau day:
géc sao chép, mot hoég nhiéu trinh tu didu hoa (nhu, vi du, doan khoi d4u va/hodc chét
tang cuong) didu chinh biéu hién cia polypeptit quan tdm, va/hodc mot hodc nhiéu gen
danh diu c6 thé lya chon (nhu, vi du, gen khang khang sinh va gen ¢ thé duoc st dung
trong cac thir nghiém so mau, vi du, B-galactosidaza). Thuét ngtt “vecto biéu hién” chi

vecto ma duge st dung dé biéu hién polypeptit quan tdm & té bao chi.

“Té bao chi” chi té bao ma c6 thé hodc 12 bén nhan vecto hodc polynucleotit duge
phan 1ap. Té bao chu c6 thé 13 té bao sinh vat nhan so hodc té bao sinh vat nhan chuén.
Té bao sinh vat nhan chuén lam vi du bao gém té bao dong vat c6 va, nhu té bao dong
vat linh trudong hodc dong vét khong phai linh truong; té bao nAm, nhu ndm men; té bao
cdy; va té bao con trung. Té bao dong vat c6 vi lam vi du khong gidi han bao gdm, nhung
khong bi gii han &, té bao NSO, té bao PER.C6® (Crucell), va té bao 293 va CHO, va
dAn xuét cia chiing, nhu té bao 293-6E, CHO-DG44, CHO-K1, CHO-S, va CHO-DS. Té
bao cht bao gdm con chau ctia mot té bao chi, va thé hé con chau ¢o thé khong nhét thiét
phai hoan toan gidng hét (trong hinh théi hoc hodc bd sung ADN bd gen) v6i té bao gbc
ban diu do dot bién tu nhién, ngAu nhién hogc ¢b y. Té bao chii ciing bao gdm t€ bao so

cAp, nhu t€ bao mién dich so cap cua nguoi.

Thuét ngft “duge phan 14p” nhu dugce sir dung trong ban mo ta nay chi phan tir ma
d4 duge tach tir it nhat mot s4 thanh phdn ma thuong dugce tim thay trong tu nhién hodc

duoc tao ra. Vi du, polypeptit dugc xem la “dugc phan 1ap” khi n6 duogc tach tu it nhét
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mdt s6 thanh phéan cia té bao trong d6 né dugce tao ra. Noi polypeptit duge tiét boi té bao
sau khi biéu hién, phan tach vé mat vat ly chit bé mat chira polypeptit tir té bao tao ra nod
duge coi 1a “phan 1ap” polypeptit. Twong ty, polynucleotit dugc xem la “duge phan 1ap™
khi n6 khdng phai 1a mot phf?m ctia polynucleotit 16n hon (nhu, vi du, ADN bd gen hodc
ADN ti thé, trong trudmg hop 1a polynucleotit ADN), trong d6 né thuong duge tim thy
trong tu nhién, hodc dugc tach tir it nhét mot sb thanh phén cua té bao ma né dugc tao ra,
vi du, trong trudng hop ndy 14 polynucleotit ARN. Vi véy, polynucleotit ADN ma dugc

chira trong vecto bén trong té bao chu c6 thé dugc xem 1a “duge phan 1ap”.

Thuét ngir “ca thé” va “dbi tugng” dugc dung hoan ddi cho nhau trong ban mo ta
nay chi dong vat; vi du dong vat c6 vi. Theo mot s phuong 4an, phuong phap didu tri
dong vat c6 v, bao gdm, nhung khong bi gi¢i han &, nguoi, loai gdm nham, khi, méo,
ché, ngua, bo, cd heo, clru, dé, dong vat c6 vi trong phong thi nghiém, dong vat co vu
trong trang trai, dong vat c6 va thé thao, va vat nuoi 1a dong vat c6 vu, duoc dé xuat.
Trong mot 6 vi du, “ca thé” hodc “ddi twong” chi ca thé hodc dbi tuong cAn diéu tri bénh
hodc roi loan. Theo mot sb phuong an, dbi tuong nhan diéu tri ¢ thé 1a bénh nhan, chi
ra thue té ring d6i tuong duoc nhan biét 1a ¢6 rdi loan lién quan dén diéu tri, hodc co du

rui ro khi mac phai roi loan.

“Bénh” hodc “rdi loan” nhu duge sir dung trong ban mo ta nay chi tinh trang trong

do viéc diéu tri 1a can thiét va/hodc mong mudn.

Thuéat ngit “t& bao u”, “té bao ung thu”, “bénh ung thu”, “khdi u”, va/hodc “ung
thu”, trir khi duoc thiét ké theo cch khac, duge st dung trong ban mo6 ta nay thay thé
cho nhau va chi t& bao (hoic cac té bio) thé hién su ting trudéng khong kiém soat va/hodc
séng s6t té bao ting bét thuong va/hodc e ché qua trinh chét té bao theo chuong trinh
can thiép vao hoat dong binh thudng cua cac co quan trong co thé va hé théng. Pugc bao
gbm trong dinh nghia nay 1a ung thu lanh tinh va &c tinh, polyp, tang san, ciing nhu khoi

u khong hoat dong hogc khéi u di cén.

Thuat nglt “bénh ung thu” va “khéi u” bao gébm bénh ung thu ran va huyét
hoc/bach huyét va cling bao gbm 4c tinh, tién 4c tinh, va ting trudng lanh tinh, nhu chimg
loan san. Ngoai ra, dugc bao gdm trong dinh nghia nay la té bao c6 su tang sinh bt
thuong khong bi can trd (vi du co ché trén mién dich va thoat mién dich) bi hé mién
dich (v du té bao bi nhiém virut). Bénh ung thu lam vi du bao gbm, nhung khong bi gidi
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han &: ung thu té bao co s&, ung thu 6ng mat; ung thu bang quang; ung thu xuong; ung
thu nio va hé than kinh trung wong; ung thu vu; bénh ung thu mang bung; ung thu cd;
bénh ung thu biéu md nhau thai; ung thu rudt va truc trang; ung thu mo lién két; bénh
ung thur hé tiéu héa; ung thu mang trong tir cung; ung thu thue quan; ung thu mit; bénh
ung thu dau va c¢d; bénh ung thu da day (bao gbdm ung thu da day rudt); u nguyén bao
dém; ung thu biéu md gan; u gan; ung thu trong biéu md; bénh ung thu xoang than hodc
bé than; bénh ung thu thanh quan; bénh bach cAu; bénh ung thu gan; bénh ung thu phéi
(vi dy, bénh ung thu phéi té bao nho, bénh ung thu phoi khong té bao nho, ung thu biéu
md tuyén cia phoi, va ung thu biéu mo vay ctia phoi); u ac tinh; u ty; u nguyén bao than
kinh; bénh ung thu khoang miéng (mdi, ludi, miéng, va yét hau); buéng trirng bénh ung
thu; bénh ung thu tuyén tuy; bénh ung thu tuyén tién liét; u nguyén bao vong mac; u co
vén; bénh ung thu truc trang; bénh ung thu hé hd hép; ung thu biéu md tuyén nudc bot;
sarcom; bénh ung thu da; bénh ung thu té bao vay; bénh ung thu bung; bénh ung thu tinh
hoan; bénh ung thu tuyén gidp; ung thu tir cung hodc mang trong tir cung; bénh ung thu
hé tiét niéu; bénh ung thu 4m ho; ung thu hach bao gdm u lympho Hodgkin va khong
Hodgkin, cling nhu u lympho té bao B (bao gdm u lympho khong Hodgkin cép thap/nang
(NHL); NHL té bao lympho nho (SL); NHL cAp trung gian/nang; NHL khuéch tan cap
trung gian; NHL nguyén bao mién dich cao cip; NHL nguyén bao lympho cép cao; NHL
té bao nho khong phan cit cao cép; NHL bénh cdng kénh; u lympho té bao 16p 40; ung
thu hach c6 lién quan dén AIDS; va chimg dai globulin huyét thanh Waldenstrom; bénh
bach cdu man tinh dong lympho (CLL); bénh bach cdu nguyén bao lympho cép tinh
(ALL); bénh bach cau té bao 16ng; bénh bach cAu tiiy bao man tinh; cling nhu cdc ung
thu biéu md va sarcom khac; va rdi loan ting sinh bach huyét sau ciy ghép (PTLD), ciing
nhu su tdng sinh mach mau bat thuong lién quan dén hoi chimg u than kinh-da ngoai bi,

phti né (nhu lién quan dén khéi u no), va hoi chung Meig.

Thuat nglr “t& bao khong phai khdi u” nhu duoc st dung trong ban mo ta nay chi
té bao hoic mo binh thuong. Té bao khong phai khéi u 1am vi du bao gdbm, nhung khong
bi gi6i han &: té bao T, t& bao B, té bao diét tu nhién (NK), té bao T diét tu nhién (NKT),
té bao dudi gai, bach cau don nhan, dai thuc bao, t& bao biéu md, nguyén bao soi, té bao
gan, té bao than k&, té bao hoat dich gidng nguyén bao soi, nguyén bao xuong, va té bao
nam & vi, co xuong, tuyén tuy, da day, buéng trirg, rudt non, nhau thai, tir cung, tinh

hoan, than, phéi, tim, ndo, gan, tuyén tién liét, ruodt, co quan bach huyét, xuong, va té bao
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than trung mo c6 ngudn goc xuong. Thudt nglt “té bao hodc md nam & ngoai vi” nhu
duoc sir dung trong ban mo ta nay chi t€ bao khong phai khoi u khong ¢ gan te bao u

va/hodc trong méi truong vi mo khoi u.

Thuat ngit “té bao hogc md trong moéi trudng vi mod khéi v” nhu duge sir dung
trong ban mo ta nay chi té bao, phén tir, ma trdn ngoai bao va/hodc mach mau bao quanh
va/hoic nudi té bao u. Té bao hodc md 1am vi du trong mdi truong vi md khéi u bao gdm,
nhung khong bi gidi han ¢: mach mau khéi u; lympho bao xam nhép khéi u; té bao ludi
nguyén bao sgi; té bao to tién noi mod (EPC); nguyén bao soi lién két bénh ung thu; mao
mach; cac té bao mo dém khac; thanh phén ctia chit nén ngoai bao (ECM); té bao dudi
gai; té bao thé hién khang nguyén; té bao T; tébao T diéu hoa (té bao Treg); dai thyc bao;
bach cdu trung tinh; té bao tc ché ¢6 ngudn gbe tiiy (MDSC) va cic té bao mién dich
khac nam gin khdi u. Phuong phap dé xac dinh té bao u, va/hodc té bao/md nam trong
mdi trudng vi md khdi u da biét dén trong linh vuc k¥ thuét nay, nhu dugc mo ta trong
ban md ta nay, dudi day.

Theo mot sb phuong an, “su ting” hodc “giam” chi sy tdng hodc giam y nghia
théng ké, twong tmg. Nhu s& 13 rang véi ngudi 6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§
thudt ndy, "didu chinh" ciing c6 thé lién quan dén thuc hién thay doi (c6 thé la tang hoge
giam) vé 4i luc, su khao khét, dd ddc hiéu va/hodc tinh chon loc cua dich hodc khang
nguyén, cho mét hoic nhidu phdi tir ctia n, ddi téc lién két, ddi tc dé lien két thanh dang
dong phan hodc da s6, hodc chit nén; tao ra su thay dbi (c6 thé 1a ting hodc giam) trong
d6 nhay cta dich hodc khang nguyén cho mét hodc nhiéu tinh trang trong mdi truong
hodic moi trudng xung quanh ma dich hodc khang nguyén c6 mét (nhu do pH, cuong do
ion, su c6 mat cua cac d@)ng yéu td, v.v.); va/hodc su tang sinh té bao hodc san xuét
xytokin, dugc so sanh véi cung diéu kién nhung khong c6 chit kiém tra. Diéu nay c6 thé
duoc xac dinh theo cach thich hop bat ky va/hodc str dung khao nghiém thich hop bét ky

d3 biét mdi 14n hodc dugc mo ta trong ban md ta nay, tiry thudc vao dich tham gia.

Nhu duge sit dung trong ban md ta nay, “dap ing mién dich” c6 nghia la bao gbém
dap tng mién dich té bao va/hodc thude v& thé chét da dé e ché hodc ngin chan sy khai
phat hodc cai thién triéu ching cua bénh (vi du, bénh ung thu hodc bénh ung thu di can).
“Pap tng mién dich” co6 thé bao gém cac khia canh cta cd hé mién dich bam sinh va

thich nghi.
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Nhu dugce st dung trong ban mo ta nay, “viéc diéu tri” 14 cach tiép can dé thu dugc
két qua loi ich hodc 1dm sang mong mudn. “Viéce diéu tri” nhu duogc sir dung trong ban
md ta ndy, bao gdm bét ky viéc sir dung hodc ap dung phuong phap diéu tri bénh & dong
vat ¢6 via, bao gdm ca con ngudi. Déi v6i muc dich cua sang ché nay, cic két qua 1am
sang co 1gi hodc mong mudn bao gdm, nhung khdng gidi han & bAt ky mot hodc nhiéu
trong sb: giam bdt mot hodc nhiéu triéu ching, gidm mirc d§ bénh, ngin ngra hodc tri
hoan su 14y lan (vi duy, di can, chéng han di can dén phéi hodc dén hach bach huyét) cua
bénh, ngin ngira hodc tri hoan su tai phat cua bénh, tri hoan hodc lam cham su tién trién
ctia bénh, céi thién tinh trang bénh, e ché bénh hodc sy tién trién ctia bénh, tic ché hoic
lam chdm bénh hodc su tién trién ctia né, bét gilr sy phat trién va thuyén giam ctia n6 (cho
dit mot phin hay toan bg). Cling bao gdm trong “dicu tri” 1a viéc giam hau qua bénh Iy
cua bénh ting sinh. Phuong phap duoc dé xuét trong ban mo ta nay dé cap dén bét ky
mot hodc nhiéu khia canh cta diéu tri. Phi hop véi cac diéu trén, thuat ngit diéu tri khong
yéu cAu loai bd mot traim phﬁn tram tAt ca cac khia canh cia ri loan.

“Cai thién” c6 nghia la giam bdt hodc ci thién mot hodc nhiéu triéu chtimg so véi
viéc khong str dung chét diéu tri. “Cai thién” cling bao gbm viéc rit ngan hoic giam thoi

gian cua triéu chung.

Thuét ngit “chét chéng ung thu” trong ban md ta nay dugc sir dung theo nghia
rong nhét dé chi chit duoc str dung trong didu tri mot hodc nhiéu bénh ung thu. Cac 16p
lam vi du cua chét nay bao g61n, nhung khong gi6i han 6, chit hoa tri lidu, thudc sinh
hoc chéng ung thu (nhu xytokin, dung hop mién ngoai bao thu thé-Fc va khang thé), xa
tri, liéu phap CAR-T, oligonucleotit diu tri (nhu oligonucleotit d6i nghia va siARN) va

virut tiéu ung thu.

Thuét ngit “mau sinh hoc” ¢6 nghia la lugng chét tir sinh vat séng hodc sinh vt
séng trudc day. Cac chét nay bao gdm, nhung khong gi6i han & mau, (vi du, mau toan
phén), huyét tuong, huyét thanh, nudc tiéu, nude b1, chat 16ng hoat dich, té bao noi mo,
bach cau, bach ciu don nhan, cac té bao khéc, co quan, md, tuy xuong, nut bach huyét
va la lach.

Thudt ngit “déi chimg” hoic “tham khao” chi ché pham duge biét 1a khong chta
chét phan tich (“ddi chimg Am”) hogc chira chit phan tich (“dbi chimg dwong”). Déi
chirng duong ¢6 thé bao gdm ndng do da biét ctia chit phan tich.
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Thuét ngit “sy Uc ché” hodc “tc ché” dung dé chi giam hodc chdm dit bat ky dac
diém kiéu hinh ndo hodc giam hodc chim dut ty 18, mirc do hodc kha nang xay ra cia déc
didm d6. “Giam” hodc “uc ché” 1a giam, giam hodc nglng hoat dong, chirc niang va/hodc
s6 luong so v6i tham chiéu. Theo mdt sb phuong 4n, “giam” hodc “uc ché” ¢ nghia la
kha nang gay ra mirc gidm téng thé 1a 10% hodc 16n hon. Theo mdt s6 phuong 4n, “gidm”
hogc “tc ché” c6 nghia 1a kha ning gy ra mirc giam tdng thé 12 50% hodc 16n hon. Theo
mdt sb phuong 4n, “giam” hodc “lrc ché” ¢6 nghia 1a kha nang gdy ra muc giam tong thé
12 75%, 85%, 90%, 95% hodc cao hon. Theo mot sb phuong an, lugng duogc luu y & trén
bi gi¢i han hodc gidm trong mot khoang thoi gian, so véi murc dbi chimg trong cung

khoang thoi gian.

Nhu duge stir dung trong ban md ta nay, “tri hodn su phat trién cta bénh” c6 nghia
1a tri hodn, can trg, lam cham, lam tré, 6n dinh, ngan chan va/hogc tri hodn sy phat trién
ctia bénh (nhu ung thw). Thoi gian tri hodn nay co thé kéo dai khac nhau, tuy thudc vao
tién st bénh va/hodc ca nhan dang duoc diéu tri. Nhu ngudi co hiéu biét trung binh trong
linh vuc nay thdy 15, sw cham tré di hodc dang ké c6 thé bao gdm ca viéc ngan ngira,
theo do6 c4 nhan d6 khong phat trién bénh. Vi du, bénh ung thu giai doan cudi, nhu su

phat trién cua di can, c6 thé bi tri hoan.

“Ngan ngira,” nhu duge sir dung trong ban mo ta nay, bao gbm cung cép cic bién
phap du phong lién quan dén su xuét hién hodc tai phat cua bénh & dbi twong co thé dé
méc bénh nhung chua dugc chin doan mac bénh. Tru khi duoc quy dinh khéc, cac thuat
nglt “gidm”, “uc ché” hodc “ngin chin” khong biéu thi hodc yéu ciu ngin chin hoan

toan moi lic, ma chi trong khoang thoi gian dugc do.

“Luong c6 tac dung trj liéu” ctia chét/phan tir, chét chit van hoc chit doi khang
¢6 thé thay doi tiry theo céc yéu t6 nhu tinh trang bénh, tudi, gidi tinh va can ning cua ca
nhan va kha niang ctia chat/phan ti, chit chi van hoic chét d6i khéng dé tao ra phan mg
mong mubn & ca nhan. Lugng hiéu qua diéu tri cling 1a lugng trong do6 bét ky tac dung
doc hai hodc bét loi no cta chat/phan tir, chdt chi van hodc chét doi khang s& bi vuot
trdi hon so véi tac dung co loi vé mat diéu tri. Luong co6 hiéu qua diéu tri co thé duoc
phan phéi trong mdt hogc nhiéu 1an str dung. Luong hiéu qua didu tri dé cap dén lugng
¢6 hiéu qua, ¢ lidu lugng va trong khoang thoi gian can thiét, dé dat dugc két qua didu tri

va/hodc du phong mong muon.
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Thuét ngit “ché pham dugc” va “dugc pham” dé cap dén ché pham & dang sao cho
cho phép hoat dong sinh hoc ctia (cc) thanh phan hoat tinh c¢6 hiéu quéa va khong chtra
céc thanh phan bd sung gay doc hai khong thé chép nhan dugc d6i v6i ddi twong sé su

dung ché pham. Céc ché pham nay co thé vo trung.

“Chét mang duoc dung” chi chét don rén, ban ran hoic 16ng khong ddc, chét pha
loang, vat liéu bao gai, chét phu trg cong thire, hodc chit mang thong thuong trong linh
vuc k§ thuét dé sir dung véi chét diéu tri cting bao gdm “duoc pham” dé str dung cho ddi
trong. Chat mang dugc dung khong doc dbi v6i ngudi nhan & lidu luong va ndng do
duge st dung va tuong thich vdi cac thanh phan khéc cta ché phim. Chat mang dugc

dung thich hop cho ché phim dugc st dung.

St dung “két hop v6i” mot hodc nhidu chét tri liéu khac bao gdm st dung dong

thoi (ddng thoi) va tudn ty theo bat ky thir tu nao.

Thuat ngit “dong thoi” duge st dung trong ban md ta nay dung dé chi viéc stt dung
hai hodc nhidu chét didu tri, trong do it nhét mot phan st dung trung lap vé thoi gian,
hodc khi viéc st dung mot chét diéu tri roi vao mot khoang thoi gian ngan so véi viéc str
dung chét diéu tri khac, hodc trong d6 liéu phap anh hudng cia ca hai chét chﬁ“)ng chéo

1én nhau trong it nhat mot khoéng thoi gian.

Thuat ngfr “tudn ty” dugc st dung trong ban mo ta nay dung dé chi viéc sir dung
hai hogic nhiéu chét diéu tri khong trung 1dp v& thoi gian, hodc trong d6 tac dung diéu tri

ctia chat khong trung 1ap.

Nhu dugce st dung trong ban mo ta nay, “két hop v6i” chi st dung mot phuwong
thire diéu tri bén canh phuong thirc diéu tri khac. Nhu vay, “két hop véi” dé cap dén viéc
st dung mot phuong thire diéu tri trude, trong hodc sau khi str dung phuong thire diéu tri
khac cho ca thé.

Thuét ngit “to dong goi di kém” dugce st durig dé chi hudng dan theo thong 1€ bao
gbm trong cac gbi thuong mai ctia cac san pham diéu tri, chira thong tin vé chi dinh, cach
st dung, lidu lugng, cach dung, liéu phap két hop, chéng chi dinh va/hoac canh bao lién
quan dén viéc str dung céc san pham didu tri do.

“Vat phAm san xudt” 1a bat ky san xuét nao (vi du, goi hode vat chira) hodc bo kit

chtra it nhit mot thudc tht, vi du, thudc diéu tri bénh hoic r6i loan (vi du, ung thu), hodc
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dAu do dé phat hién cu thé déu 4n sinh hoc duge md ta trong ban md ta nay. Theo mot s6
phuong &n, san xuét hodc bo kit dugce quang ba, phan phéi ho#c ban nhu don vi dé thuc
hién c4c phuong phap dugc mo ta trong ban md ta nay.

~ A

Thuét ngit “nhan” va “nhin co thé phat hién” c6 nghia 12 gbc duge dinh kém, vi
du, v6i khang thé hodc khang nguyén dé tao ra phan tng (vi dy, lién két) giita cac thanh
vién cua cdp lién két cu thé, c6 thé phat hién duge. Thanh phan dugc gén nhan cua cip
lién két cu thé duoc goi 1a “duoc gén nhin c6 thé phéat hién”. Do do, thudt ngit “protein
lién két duge gan nhan” dung dé chi protein c6 nhan dugc két hop dé cung cap cho viée
xdc dinh protein lién két. Theo mdt s6 phwong an, nhan 1 diém dénh déu 6 thé phat hién
duoc co thé tao ra tin hiéu c6 thé phéat hién dugc béng phuong tién truc quan hodc dung
cu, vi du, két hogp axit amin c6 nhan phong xa hodc gin v6i polypeptit chira cac gbe
biotinyl ¢6 thé dugc phat hién bing avidin duge danh dau (vi du, streptavidin c6 chira
chét danh déu huynh quang hogc hoat tinh ctia enzym c6 thé duogc phét hién bang phuong
phap quang hoc hodc so mau). Cac vi du vé nhan cho polypeptit bao gdm, nhung khong
gi6i han &, nhu sau: déng vi phong xa hodc hat nhan phéng xa (vi du, 3H, 1C, 338, %Y,
97 ¢, Mp, 125, B, 17"Ly, '%Ho, hogc **Sm); chit tao mau, nhan huynh quang (vi du,
FITC, rhodamin, chét phét pho lanthanid), nhan enzym (vi du, peroxidaza cu cai ngua,
luciferaza, phosphataza kidm); chét danh ddu hoa phét quang; nhom biotinyl; cac epitop
polypeptit xac dinh trude duge nhén biét bai gen béo céo thu cAp (vi du, trinh ty cdp day
kéo leuxin, vi tri lién két v6i khang thé thir cAp, mién lién két kim loai, thé epitop); va
chét tir tinh, nhu gadolini chelat. Cac vi du dai dién cua nhan thuong duge st dung cho
thir nghiém mién dich bao gbm gbc tao ra anh séng, vi dy, hop chat acridini va gdc tao ra
huynh quang, vi dy, floresxein. V& van dé nay, ban than gbc ¢6 thé khong duoc gin nhin

dé phat hién nhung c6 thé phat hién duogc khi phan ing v6i nhom khac.

Polypeptit lién két vai OX40 1am vi du

Polypeptit lién két v6i OX40 chi van duge dé xuat trong ban md ta nay. Theo cac
phuong an khac nhau, polypeptit lién két OX40 chti van bao gdm it nhat mot mién VHH
lien két véi OX40. Theo mot sb phuong 4n, polypeptit lién két OX40 chu van duge de
xuét trong ban md ta nay bao g6m mot, hai, ba, bdn, nam, sau, bay hodc tdm mién VHH
lién két OX40. Theo mot sb phuong an, polypeptit lién két OX40 chu van duoc dé xuét

frong ban mo ta nay bao gdm mot, hai, ba hoge bon mién VHH lién két OX40. Cac
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polypeptit lién két véi OX40 nhu vy c6 thé bao gb6m mot hodc nhiéu ving VHH b6 sung

lién két mot hodc nhiéu protein muc tiéu khéac véi OX40.

Theo mdt sé phuwong 4n, polypeptit lién két OX40 cha van bao gom it nhat mot
midn VHH lién két v6i OX40 va midn Fe. Theo mot s6 phuong an, polypeptit lién két
0X40 chu van dugc dé xuit trong ban mo ta nay bao gém mot, hai, ba hoac bdn mién
VHH lién két OX40 va mién Fc. Theo mot sb phuong an, mién Fc lam trung gian cho
qua trinh dime héa polypeptit lién két OX40 & cac diéu kién sinh ly sao cho dime duoc
tao thanh lam tang gp doi sé vi trf lién két OX40. Vi du, polypeptit lién két OX40 bao
gbm ba mién VHH lién két OX40 va vang Fc ¢6 hda tri ba nhu monome, nhung ¢ cac
diéu kién sinh ly, ving Fc ¢6 thé 1am trung gian cho qua trinh dime hoa, do d6 polypeptit
lién két OX40 ton tai dudi dang dime hoa tri sdu trong céac diéu kién nay. Polypeptit lién
Kkét OX-40 sdu hoa tri 1am vi du khong gidi han bao gdm 3x1D10v1-Fc va 3x1D10v6-
Fc, ciing duoc goi 1a Hex-1D10v1 va Hex-1D10v6, tuong tng. Khéng ¢6 y dinh bi rang
budc boi bat ky 1y thuyét cu thé nao, duoc cho rang dong kich thich thong qua OX40
duoc cai thién bang cach phan nhom OX40, c6 nghia la polypeptit lién két OX40 da hoa
trj (nhu hoa tri bén hodic hoéa tri sau) hiéu qua hon polypeptit lién két voi OX40 hoa tri

mot hodc hoa tri hai.

Theo c4c phuong n khéc nhau, mién VHH lién két véi OX40 bao gom CDR1 bao
gdm trinh ty axit amin la SEQ ID NO: 10, CDR2 bao gom trinh ty axit amin la SEQ ID
NO: 11 va CDR3 bao gdm trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO: 12. Theo mot s6 phuong 4n,

mién VHH duoc lam giéng nhu cuia ngudi.

Theo mot sb phuong 4n, midn VHH lién két voi OX40 c6 thé duge lam gidéng nhu
ctia nguoi. Khang thé duoc lam gidng nhu ctia ngudi (nhu polypeptit chira VHH) htru ich
nhu phén t didu tri vi khang thé duoc lam gidng nhw clia ngudi lam giam hodc loai bo
dap tmg mién dich cua nguoi véi khang thé khong phai cta nguoi, co thé dan dén dap
tmg mién dich v6i khang thé diéu tri va giam hiéu qua cua phuong phap didu tri. Noi
chung, khang thé dugc lam gidng nhu clia ngudi chira mot hodc nhiéu mién bién ddi
trong d6 CDR, (hodac cac phan cta né) co ngudn gbe tir khang thé khong phai ctia nguoi
va FR (hodc céc phan ctia nd) co ngudn gbc tir trinh ty khang thé ctia nguoi. Tuy ¥, khang
thé duoc lam gidng nhu cua nguoi cling s€ bao gbm it nhét mot phan clia ving hing dinh

cta nguoi. Theo mot s6 phuong an, mot s6 gbc FR trong khang thé duoc 1am gidng nhu
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ctia nguoi dugc thé bang gbc twong tng tlr khang thé khong phai ciia nguoi (vi dy, khang
thé ma gbc CDR c6 ngudn gbe tir d6), vi dy, dé khoi phuc hode cai thién tinh dic hicu

cua khéang thé hodc ai luc.

Khéng thé dugc 1am gidng nhu ctia ngudi va phuong phap tao ra ching dugc xem
xét, vi dy, trong Almagro and Fransson, (2008) Front. Biosci. 13: 1619-1633, va con
duoc md ta, vi duy, trong Riechmann ez al., (1988) Nature 332:323-329; Queen et al.,
(1989) Proc. Natl Acad Scii USA 86: 10029-10033; US Patent Nos. 3, 821,337,
7,527,791, 6,982,321, va 7,087,409; Kashmiri et al., (2005) Methods 36:25-34; Padlan,
(1991) Mol. Immunol. 28:489-498 (md ta “sy tai tao bé mat”); Dall'Acqua et al., (2005)
Methods 36:43-60 (md ta “xéo tron FR”); va Osbourn et al., (2005) Methods 36:61-68 va
Klimka et al., (2000) Br. J. Cancer, 83:252-260 (md ta cach tiép can “lya chon c6 hudng

dan” dé x4o tron FR).

Vung khung ciia ngudi co thé duoc st dung dé nhan hoa bao gdbm nhung khong
gi¢i han ¢: ving khung dugc chon bang phuong phap “phu hop nhat” (vi du, xem Sims
et al. (1993) J. Immunol. 151 :2296); vung khung co ngudn gdc tir trinh tu nhét tri ctia
khang thé ngudi thude phan nhém cu thé clia ving bién ddi chudi ning (vi du, xem Carter
et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:4285; va Presta et al. (1993) J. Immunol,
151:2623); ving khung trudng thanh cta nguoi (bi dot bién soma) hogc vung khung mam
ctia ngudi (vi du, xem Almagro and Fransson, (2008) Front. Biosci. 13:1619-1633); va
vung khung co ngudn gbc tir thu vién FR sang loc (vi du, xem Baca et al., (1997) J. Biol.
Chem. 272: 10678-10684 va Rosok et al., (1996) J. Biol. Chem. 271 :22611-22618).
Théng thuong, ving FR ciia VHH dugc thay thé bing ving FR ctia ngudi dé tao VHH
duoc 1am gidng nhu ctia ngudi. Theo mot s6 phwong an, mot s6 gbc FR nhét dinh ctia FR
nguoi duge thay thé dé cai thién mot hodc nhiéu dic tinh cia VHH duoc lam giéng nhu
cta nguoi. Cac mién VHH vdi gbe duge thay thé nay van duoc goi la “duge lam gibng
nhu clia nguoi.”

Theo mét sé phuong &n, mién VHH lién két véi OX40 bao ¢dm CDR1 bao gdom
trinh ty axit amin [a SEQ ID NO: 10, CDR2 bao gém trinh tu axit amin 12 SEQ ID NO:
11 va CDR3 bao gdm trinh ty axit amin la SEQ ID NO: 12; va khung 2 (FR2) bao gdm
trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO: 22. Theo mot s& phuong an, mién VHH con bao gdm
FR3 chia trinh tu axit amin ciia SEQ ID NO: 23.
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Theo mot sé phuong 4n, polypeptit lién két OX40 bao gbm it nhat mot mién VHH
bao gdm trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO: 9. Theo mot sd phwong an, polypeptit lién két
0X40 bao gém mot, hai, ba hodc b6én mién VHH chtra trinh ty axit amin ciia SEQ ID
NO: 9.

Theo mét sb phwong én, polypeptit lién két OX40 bao gom ba mién VHH lién két
OX40 va mdt mién Fe. Theo mdt s6 phuong 4n nay, mdi mién VHH bao gdm CDR1 bao
¢dm trinh ty axit amin 12 SEQ ID NO: 10, CDR2 bao gdm trinh tv axit amin 1a SEQ ID
NO: 11 va CDR3 bao gbm trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO: 12. Theo mdt sé phuong an,
m3i midn VHH bao gdm CDR1 bao gbm trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO: 10, CDR2
bao gdm trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO: 11 va CDR3 bao gdm trinh ty axit amin la
SEQ ID NO: 12; va khung 2 (FR2) bao gbm trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO: 22. Theo
mot s6 phuong én, mdi mién VHH con bao gdm FR3 chtra trinh tur axit amin cta SEQ
ID NO: 23. Theo mdt s6 phuong 4n, mai mién VHH chua trinh ty axit amin cia SEQ ID
NO: 9.

Theo cac phuong an khac nhau, mién Fe duge bao gdm trong polypeptit lién két

OX40 14 mién Fe ctia ngudi, hode c6 ngudn goc tir mién Fe cla nguol.

Theo mot sé phuong an, mién Fe co trong polypeptit lién két OX40 c6 ngudn gbe
tir mién Fc cia nguoi va bao gbm ving x6a ba axit amin ¢ ban 1& dudi twong Gng vai
IgG1 E233,1.234 va L2335, trong ban mo ta nay duge goi 1a “Fe xELL”. Polypeptit xELL
ctia Fc khong tham gia vao FeyR va do do duge goi 12 “tdc dong im ling” hodc “khong
¢6 hiéu tng”, tuy nhién theo mot sd phuong én, mién xELL Fc lién két v6i FcRn va do
d6 c6 thoi gian ban thai kéo dai va chuyén té bao lién quan dén tai ché qua trung gian

FcRn.

Theo mdt sb phuong an, mién Fc bao gdm trong polypeptit lién két 0X40 c6 ngudn
gbc tir midn Fe ciia ngudi va bao gom dot bién M252Y va M428V, trong ban mo ta nay
duoc goi 1a “Fe-YV”. Theo mot s6 phuong an, dot bién nay ting cuong lién két voi FcRn
& pH axit clia ndi tiét t6 (gan 6,5), trong khi lam mét lién két co thé phat hién duoc ¢ pH
trung tinh (khoang 7,2), cho phép tang cuong tai ché qua trung gian FcRn va kéo dai thot
gian ban huy.

Theo mot sb phuong 4n, midn Fe duoc bao gdm trong polypeptit lién két OX40

¢6 ngudn gbe tir mién Fc ctia ngudi va bao gdm dot bien dugc thiét ké cho qua trinh di
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phan hoda, trong ban mo ta nay dugc goi la “niim” va “15”. Theo mot sd phuong an, mién
Fc “nim” bao gdm dot bién T366W. Theo mot s6 phuong 4n, mién Fe “16” bao gbm céc
dot bidn T366S, L368A va YA07V. Theo mot s6 phwong 4n, mién Fc duge st dung dé dj
hop ti hoa bao gdm dot bién bd sung, nhu dot bién S354C trén thanh vién ddu tién cia
cip Fc di hop tr tao thanh disulfua khong d6i xang véi dot bién twong ting Y349C trén
thanh vién tht hai cta cdp Fe di hgp tir. Theo mot s6 phuong 4n, mot thanh vién cta cap
Fc di hop tr bao gbm sira d6i H435R hodc H435K dé ngan chan lién két protein A trong
khi van duy tri lién két FcRn. Theo mot sb phuong édn, mot thanh vién cua cdp Fc di hop
tr bao gom stra ddi H435R hoic H435K, trong khi thanh vién tht hai cua cdp Fc di hop
tir khong dugce sua ddi & H435. Theo cac phuong an khac nhau, mién Fe giit bao gdm
sira ddi H435R hoic H435K (duoc goi 1a “13-R” trong mot s6 trudng hop khi stra doi 1
H435R), trong khi mién Fc nim thi khong. Trong mot s6 truong hop, dot bién 18-R cai

thién dd tinh khiét ctia dime khac loai trén cac mién Fc 10 homodime c6 thé c¢6 mat.

Mién Fc lam vi du khong gi¢i han ¢6 thé duoc st dung trong polypeptit lién két

0X40 bao gdm mién Fe bao gdm trinh ty axit amin ciia SEQ ID NO: 25 va 26.

Theo mdt s6 phuong an, polypeptit lién két OX40 bao gdm ba mién VHH va mién
Fc bao gf“)m trinh tu axit amin la SEQ ID NO: 14 va mién Fc duoc hop nhét véi dau tan
cung C cua trinh ty axit amin d6. Theo mot sb phuong an, polypeptit lién két OX40 bao
gdm ba mién VHH va mién Fc bao gdm trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO: 15. Theo mot
sé phuong an, polypeptit lién két OX40 bao gdm trinh tv axit amin ctia SEQ ID NO: 15.

Hoat tinh 1am vi du cua polypeptit lién két voi OX40

Theo céac phuong an khac nhau, polypeptit lién két véi OX40 duge dé xuét trong
ban mo ta 1a chit chil van cua hoat dong OX40. Theo mdt s6 phuong 4n, hoat tinh chu
van ¢6 thé dugc xic dinh bang cach st dung cdc phuong phép dugc cung cap trong cac
vi du trong ban mo ta nay, nhu sir dung té bao bao cdo Jurkat/OX40 hoic té bao twong

tu.

Theo mot s& phuong 4n, polypeptit lién két v&i OX40 duge dé xuat trong ban md
ta tdng sy tang sinh cua t& bao CD4" va/hoic CD8" T in vitro va/hoac in vivo. Theo mot
s6 phuong 4n, polypeptit lién két OX40 duoc dé xuit trong ban md ta nay lam tang su
tang sinh té bao T CD4" va/hodc CD8" in vitro. Theo mot s6 phuong 4n, polypeptit lién

két OX40 lam ting kha ning ting sinh té bao T CD4* va/hodc CD8" Ién it nhét 1,5 lan
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hodc it nhét 2 Iin. Su gia ting tang sinh cia té bao T CD4* va/hodc CD8* ¢6 the duge
xé4c dinh bang bt ky phuong phép nao trong linh vie nay, nhu cac phuong phéap dugc
cung cap trong cac vi du trong ban mo ta nay. Thir nghiém lam vi du khong gidi han nhu
sau. Tébéo T CD4* va/hodc CD8" ¢o thé duoc phén 1ap tor mot hodc nhiéu nguoi cho
khoe manh va nhudm bang CellTrace Violet (CTV). Céc t€ bao T sau d6 dugc ddng kich
thich v6i khang thé chdng CD3 va polypeptit lién két OX40, va sau do duge phan tich
bang FACS. Mét CTV nhudm chtng t6 tang sinh. Theo mot s6 phuong an, mirc tang sinh
té bao T CD4* vi/hoiic CD&" duoc xéc dinh 1a gia tri trung binh tir mot tap hop cac thu
nghiém hodc tu cac té bao T téng hop, nhu bang cich do sy gia ting té bao T CD4*
va/hoic CD8" duoc phan 14p tir cac nguoi cho khoe manh khac nhau. Theo mot )
phuong an, muc tdng sinh té bao T CD4* va/hodc CD8" duge xac dinh 1a gia tri trung
binh tir cac thi nghiém dugce thuc hién béng cach st dung té bao T tur it nhat nam hodc it
nhit mudi nguodi cho khoe manh khac nhau, hogc tir nhom té bao T tir {t nhit ndm hoic
it nhat muoi nguoi cho khoe manh khac nhau. Theo mot s6 phuong 4n, polypeptit lién
két OX40 duoc d& xuét trong ban mo ta ndy lam tang su ting sinh tham chi cua té bao T

CD4* va/hoic CD8* ngay ca khi ¢6 mit té bao Treg.

Theo mot sd phwong én, polypeptit lién két v6i OX40 dugc dé xuat trong ban md
t tang biéu hién CD25 trén CD4* va/hodc CD8' T & bao in vitro va/hodc in vivo. Biéu
hién CD25 chi ra sy kich hoat té bao T. Theo mot s6 phuong n, mdt polypeptit lién két
OX40 cung cAp tai liéu nay lam ting biéu hién CD25 trén CD4* va/hodc CD8* té bao T in
vitro. Theo mét s& phuong an, polypeptit lién két OX40 l1am tang su biéu hién CD25 trén
t6 bao T CD4* va/hodc CD8* 1én it nhét 1,5 14n hodc it nhét 2 lan. Sy gia ting bicu hién
CD25 trén té bao T CD4* va/hosic CD8 ¢6 thé duoc x4c dinh bang bat ky phuong phap
nao trong linh vuc nay, nhu cdc phuong phap duge cung cép trong céc Vi du trong ban
md ta nay. Thir nghiém lam vi du khong gi6i han nhu sau. Té bao T CD4"va/hodc
CD8" ¢c6 thé dugc phén 1ap tr mot hodc nhiéu ngudi cho khoe manh va duge déng kich
thich bang khang thé khang CD3 va polypeptit lién két vai OX40, sau do duge FACS
phén tich biéu hién CD25. Theo mdot s6 phuong én, su gia ting biéu hién CD25 trén su
tang sinh té bao T CD4* va/hoic CD8" duoc xéac dinh 1a gid tri trung binh tir mot nhom
thir nghiém hodc tir té bao T tong hop, nhu bang cich do biéu hién CD25 trén
CD4 *va/hosic CD8 *Té bao T dugc phén 1ap tir cdc ngudi cho khoe manh khéc
nhau. Theo mdt sb phuong an, su tang biéu hién CD25 trén t& bao T CD4*va/hodc
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CD8" duoc xac dinh 1a gia tri trung binh tir cac thi nghiém dugc thuc hién béng cach su
dung t& bao T tir it nhat nim hodc it nhAt mudi nguoi cho khée manh khac nhau hodc tur
mot nhom té bao T tur it nhit nam hodc it nhit mudi ngudi cho khée manh khac
nhau. Theo mdt sd phuong an, polypeptit lién két OX40 duoc dé xuat trong ban mo ta
nay 1am tang su biéu hién CD25 trén € bao T CD4"va/hoge CD8"ngay ca khi c6

mat té bao Treg.

Theo mot s6 phuong én, polypeptit lién két OX40 duoc dé xudt trong ban mo ta
ndy tang biéu hién CD71 trén té bao T CD4" va/hodc CD8" in vitro va/hodc in vivo. Biéu
hién CD71 cho biét t& bao T hoat hoa. Theo mot s6 phuong 4n, mot polypeptit lién két
OX40 cung cAp tai liéu nay ting biéu hién CD71 trén té bao T CD4" va/hodc CD8" in
vitro. Theo mdt s phuong én, polypeptit lién két OX40 1am tang biéu hién CD71 trén té
bio T CD4*va/hodc CD8*lén it nhét 1,5 lan hodc it nhét 2 lin. Su tang biéu
hién CD71 trén t& bao T CD4" va/hoge CD8* ¢ thé duge xde dinh bang bit ky phuong
phap nao trong linh vuc nay, nhu cac phuong phap dugc cung cép trong ph::in vi du trong
ban md ta nay. Thi nghiém lam vi du khong gigi han nhu sau. Té bao T CD4" va/hodc
CDS8" ¢6 thé duoc phan 1ap tir mot hodc nhiéu ngudi cho khoe manh va dugc ddng kich
thich v6i khang thé chéng CD3 va polypeptit lién két véi OX40, sau d6 duge FACS phan
tich biéu hién CD71. Theo mot sb phuong éan, su tang biéu hién CD71 trén su tang sinh
& bao T CD4* va/hoic CD8' dugc xac dinh la gia tri trung binh tir mot nhoém thur nghiém
hodc tir té bao T téng hop, nhu bing céch do biéu hién CD71 trén CD4* va/hodc CD8* Té
bao T duge phan lap tir nguodi cho khoe manh khac nhau. Theo mot ) phuong an, su
tang biéu hién CD71 trén té bao T CD4" va/hoge CD8" duge xac dinh 1a gié tri trung binh
tir cac thi nghiém duge thuc hién béng cdch st dung té bao T tir it nhét nam hodc it nhét
mudi ngudi cho khoe manh khac nhau ho#c tir mot nhom té bao T. tir it nhit nam hodc it
nhit mudi ngudi cho khoe manh khéc nhau. Theo mdt s6 phuong an, polypeptit lién két
OX40 duge d& xut trong ban md ta ndy lam tang su biéu hién CD71 trén té bao T
CD4" va/hoic CD8* ngay ca khi c6 mat té bao Treg.

Theo mot s6 phuong an, polypeptit lién Kkét OX40 duoc d& xuit trong ban mo ta
nay lam tang biéu hién IFNy trong té bao T CD4* va/hoic CD8" in vitro va/hodc in vivo.
Biéu hién IFNy cho biét kich hoat té bao T. Theo mot sb phuong an, polypeptit lién két
0X40 dugc d& xuét trong ban mo ta nay lam tang bidu hién IFNy & CD4" va/hodc té bao
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T CD8* in vitro. Theo mét sb phuong an, polypeptit lién két OX40 lam ting su bieu
hién IFNy trén t bao T CD4* va/hoic CD8* Ién it nhét 1,5 lan, it nhét 2 14n, it nhat 3 1an
hoiic it nhét 5 1an. Su tang bidu hién [FNy & t€ bao T CD4* va/hogc CD8™ co thé duge xac
dinh bang bat ky phuong phéap nao trong linh vuc nay, nhu phuong phép dugc cung cip
trong phan vi dy trong ban mo ta nay. Thir nghiém lam vi du khong gidi han nhu sau. Té
bao T CD4" va/hoic CD8" ¢o thé dugc phan 13p tir mdt hodc nhiéu ngudi cho khoe manh
va duoc ddng kich thich voi khéng thé chong CD3 va polypeptit lién két voi 0X40. Bé
x4c dinh biéu hién IFNy ndi bao, té bao duoc tao vién va danh dAu bé mat bang khang
thé khang CD4 va khang CD8 ¢6 thé phat hién duge. Sau do, té bao duoc cb dinh va thAm
thau, va sau d6 duoc nhudm béng khang thé khéang IFNy ¢6 thé phat hién dugc. Sau do,
té bao IFNy * CD4" hodc IFNy" CD8" dugc FACS phat hién. Theo mat s6 phurong én, su
tang biéu hi¢n IFNy trén sy tang sinh té bao T CD4*va/hodc CD8* duge x4c dinh 1a gia
tri trung binh tr mot nhom thir nghiém hodc tur té bao T téng hop, nhu béng cach do biéu
hién IFNy & 6 bao T CD4" va/hodc CD8" dugc phan 14p tir cdc ngudi cho khoe manh
khac nhau. Theo mot sb phuong é4n, su tang biéu hién IFNy & CD4*va/hodc té bao
T CD8" dugc xé4c dinh 1a gié tri trung binh tir cac thr nghiém duoc thyc hién bang cach
str dung té bao T tir it nhit ndm hoic it nhat mudi ngudi cho khoe manh khac nhau, hodc
tir nhém T t bao tir it nhat nam hodc it nhit mudi ngudi cho khoe manh khac nhau. Theo
mot s6 phuong én, polypeptit li€n két OX40 dugc dé xudt trong ban mo ta nay lam

tang biéu hién IFNy & CD4" va/hodc té bao T CD8" ngay ca khi c6 mat té bao Treg.

Theo mot s phuong an, polypeptit lién két OX40 dugc dé xuit trong ban md ta
nay lam giam hodc lam suy yéu hoat dong trc ché ctia té bao T diéu hoa (Treg). Theo mot
s6 phuong 4n, polypeptit lién két véi OX40 lam giam hoat tinh ¢ ché Treg trén tébao T
CD4* vavhoic CD8" it nhét 10%, it nhit 20%, it nht 30% hodc t nhAt 50%. Su giam hoat
dong tc ché Treg trén té bao T CD4*va/hodc CD8" thong thuong ¢ thé dugc xac dinh
bang bét ky phuong phap nao trong linh vuc nay, nhu cic phuong phap dugc cung cp
trong cac vi du trong ban mo ta nay. Thtr nghiém lam vi du khong gidi han nhu sau.
Tregs va té bao T CD4* duge danh déu phan biét voi thubc nhudm té bao tang sinh huynh
quang sau khi phén 1ap tr PBMC ctia nguoi cho khée manh. CD4* T té bao duoc kich
thich v6i anti-CD3 khang thé, trong khi Treg té bao dugc 1 khi c6 mat ciia polypeptit lién
két OX40 duge d& xuét trong ban mo ta nay. Hai quéan thé té bao T dugc dong nudi chy
lai trong 3 ngay va su tdng sinh va hoat héa cua té bao T CD4" dugc theo doi bing phuong
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phap do té bao dong chay. Theo mdt s6 phwong an, polypeptit lién két OX40 dugc dé
xuét trong ban mo ta ndy 1am ting su hoat héa va tang sinh cua té bao T CD4" va/hoic
CDS8"khi ¢6 mat té bao Treg, so v&i sy hoat hoa t& bao T CD4" va/hodc CD8" va tidng
sinh v6i su c6 mit cua té bao Treg nhung khong c6 polypeptit lién két OX40 duogc dé

xuat trong ban mo ta nay.

Theo mot s6 phuong én, polypeptit lién két OX40 1a da hoa tri, bao gdm nhiéu
hon mot midn lién két OX40. Theo céc phuong 4n khic nhau, polypeptit lién ket OX40
bao gdm hai, ba, bdn, nim, sau, bay hodc tam mién lién két OX40. Theo mot s6 phuong
4n nhu vdy, it nhat mot hodc tAt ca cac mién lién két OX40 déu gidng nhau. Theo mot sb
phuong an nhu vy, tt ca cac mién lién két OX40 bao gom CDR1, CDR2 va CDR3 clia
1D10v6 (SEQ ID NO: 10, 11 va 12, twong ung). Theo mot sb phuong én, it nhét mot
hodc tit ca cac mién lién két OX40 bao gdm 1D10v6 VHH (SEQ ID NO: 9). Theo mot
s6 phuong an, it nhat mot mién lién két OX40 bao gom cic CDR hodc VHH cta 1D10v6
vait nhAt mot mién lien két OX40khongbao gébm cac CDR hodc VHH
ctia 1D10v6. Theo mdt sd phuong an, polypeptit lién két vdi OX40 la da dac hiéu, bao
gbm it nhit mot mién lién két OX40 va it nhit mot mién ma lién két voi khang nguyén
khac. Theo mdt sb phwong 4n, khang nguyén thit hai duge chon tr PDI1, PDL1, CTLA4,
TIGIT, LAG3, VISTA, gpNMB, B7H3, B7H4, HHLA2, CD73, CD39, 41BB, GITR,
CD28, 1COS, HVEM, 5T4, Alpha-4 Integrin, Integrin alpha-V, Integrin alphadbetal,
Integrin alpha4beta7, AGR2, khang Lewis-Y, thu thé Apelin J, APRIL, B7-H3, B7-H4,
B7-H6, BAFF, BTLA, bd thé C5, C-242, CA9, CA19-9, (Lewis a), cacbonic anhydraza
9, CD2, CD3, CD6, CDY, CD11a, CD19, CD20, CD22, CD24, CD25, CD27, CD28,
CD30, CD33, CD38, CD40, CD40L, CD41, CD44, CD44vo6, CD47, CD51, CD352,
CD56, CD64, CD70, CD71, CD74, CD80, CD81, CD86, CD95, CD1 17,CD123, CD125,
CD132, (IL-2RG), CD133, CD138, CD166, CDI72A, CD248, CDH6, CEACAMS
(CEA), CEACAM6 (NCA-90), CLAUDIN-3, CLAUDIN-4, cMet, Collagen, Cripto,
CSFR, CSFR-1, CTLA-4, CTGF, CXCL10, CXCL13, CXCR1, CXCR2, CXCR4,
CYR61, DL44, DLK1, DLL3, DLL4, DPP-4, DSG1, EDA, EDB, EGFR, EGFRuviii, thu
thé endothelin B (ETBR), ENPP3, EpCAM, EPHA2, EPHB2, ERBB3, protein F cua
RSV, FAP, FGF-2, FGF8, FGFR1, FGFR2, FGFR3, FGFR4, fibronectin ngoai mién B
(EDB), FLT-3, alpha thu thé Folat (FR o), GAL3ST1, G-CSF, G-CSFR, GD2, GITR,

GLUT1, GLUT4, GM-CSF, GM- CSFR, thu thé GP IIb/llla, Gpl130, GPIB/IIIA,
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GPNMB, GRP78, HER2/meu, HER3, HER4, HGF,hGH, HVEM,
Hyaluronidase, [FNalpha, IFNbeta, IFNgamma, IgE, thu thé IgE (FceRI), IGF, IGFIR,
IL1B, ILIR, IL2, IL11, IL12, IL12p40, IL-12R, IL-12Rbetal, IL13, IL13R, IL15, IL17,
118, TL.21, IL23, IL23R, IL27/IL27R (wsx1), IL29, IL-31R, IL31/IL31R, IL2R, 1L4,
IL4R, IL6, IL6R, thu thé Insulin, phdi tir ring cua, Jagged 1, Jagged 2, KISS1-R, LAG-
3, LIF-R, Lewis X, LIGHT, LRP4, LRRC26, Ly6G6D, LyPDI, MCSP, Mesothelin,
MRP4, MUC1, Mucin-16 (MUC16, CA-125), Na/K ATPase, NGF, NEctin 4, Nicastrin,
thu thé Notch, Notch 1, Notch 2, Notch 3, Notch 4, NOV, OSM-R, OX-40, PAR2, PDGF-
AA, PDGF-BB, PDGFRalpha, PDGFRbeta, PD-1, PD-L1, PD-L2, Phosphatidyl-serin,
P1GF, PSCA, PSMA, PSGR, RAAGI12, RAGE, SLC44A4, Sphingosin 1 Phosphat,
STEAP1, STEAP2, TAG-72, TAPA 1, TEM-8, TGFbeta, TIGIT, TIM-3, TLR2, TLR4,
TLR6, TLR7, TLRS, TLR9, TMEM31, TNFalpha, TNFR, TNFRS12A, TRAIL-RI,
TRAIL-R2, Transferrin, thu thé Transferrin, TRK-A, TRK-B, uPAR, VAP1, VCAM-1,
VEGF, VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3, VISTA,
WISP-1, WISP-2 va WISP- 3. Theo mot s6 phuong én, it nhét mot ving lién két lien két
v6i khang nguyén th hai 1a chét dbi khang hodc chét chu van. Theo mot s6 phuong 4n,

it nhat mot mién lién két lién két v6i khang nguyén thir hai 1a mién VHH.

Dugc d& xuit trong ban md ta nay la céc té bao duoc thao tac di truyén biéu hién
polypeptit lién két OX40 duoc d& xudt trong ban md ta nay. Theo mot s6 phuong
an, polypeptit lién két OX40 duoc tiét ra tu t6 bao. Theo mdt sé phuong
an, cac polypeptit lién két OX40 bao gdm peptit tin hiéu, vi du, peptit tin hiéu khang thé
hoic trinh tu tin hi¢u khac gy ra polypeptit duoc tiét ra boi té bao. Peptit tin hiéu, hodc
mdt phan ctia peptit tin hiéu, c6 thé bi phan cit khoi polypeptit khi né duge tiét ra. Theo
mot sb phuong an, polypeptit lién két OX40 c6 thé dugc mi hoa boi axit nucleic trong té
bao, sau do duogc té bao biéu hién va tiét ra. Axit nucleic thuong chura cac trinh tu diéu
hoa thich hgp (nhu, vi dy, doan thic déy va/hogc doan tang cudng) dé biéu hién trong
céc diéu kién mong muén. Axit nucleic c6 thé duge két hop vao bd gen cua té bao, hodc
6 thé c6 mat dudi dang axit nucleic ngoai b gen. Theo mot s6 phuong an, cac té bao

1a t& bao mién dich, nhu, vi du, t& bao micn dich chinh.

Theo mot s& phuong én, cac polypeptit lién két OX40 1a thu thé khang nguyén
dang kham (CAR). CAR 1a thy thé tong hop thuong chia gbc nhém dich hogc lién két
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ngoai bao, nhu mién lién két khang nguyén, mién xuyén mang, va mot hodc nhiéu mién
tin hiéu trong phén tir dung hop dugc biéu hién trén bé mit cla té bao, nhu té bao T. Do
d6, CAR két hop tinh dic hiéu ciia khang nguyén va dic tinh kich hoat té bao T trong
mot phan tr. CAR thé hé dau tién thudong bao gbm cic khu vyc té bao chat cia CD3zeta
hoac Fc¢ 1 thy chudi y dudi dang mién tin hiéu ctia ching. CAR thé hé dau tién duoc thu
nghiém trong cac nghién ctru 1am sang giai doan I & bénh nhén ung thu budng trimg, ung
thu than, ung thu hach va u nguyén bao than kinh, noi chiing gy ra cac phan trng khiém
tbn (duoc danh gid trong Sadelain et al., Curr Opin Immunol, 21 (2): 215-223,
2009). CAR thé hé thir hai, chtra cic mién tin hiéu ctia phén tir ddng kich thich, nhu
CD28 va CD3zeta, cung cip tin hi¢u kép cho céc tin hi¢u kich hoat va ddng kich thich
két hop truc tiép. CAR thé hé thir ba phuc tap hon voi ba mién tin hiéu hodc nhidu
hon (duoc xem xét trong Sadelain et al., Cancer Discovery (3), 388-398, 2013 va Dotti
et al, Immuno. Rev, 257 (1), 1-36, 2014).

Theo mot sb phuong 4n, géc lién két ngoai bao cua CAR chua mot hodc nhiéu
mién lién két, nhu mién VHH, ma lién két véi OX40. Theo mot s phuong an, gbc lién
két ngoai bao 1a da hoa tri, bao gf“)m nhiéu hon mot mién lién két ma lién két 0X40. Theo
cac phuong an khac nhau, gbe lign két ngoai bao bao gom hai, ba, bdn, nam, sdu, bay,
tam mién lién két OX40. Theo mdt s6 phuong an nay, it nhit mot hodc tat ca cic mién
lién két OX40 1a giéng nhau. Theo mot s phuong 4n nay, tht ca cac mién lién két
OX40 bao gdm CDR1, CDR2, va CDR3 clia 1D10v6 (lan lugt 1a SEQ ID NO: 10, 11, va
12). Theo mot ) phuong an, it nhit mot hodc tht ca cac mién lién két OX40 bao gém
1D10v6 VHH (SEQ ID NO: 9). Theo mt s6 phuong an, it nhit mot mién lién két véi
OX40 bao gdm cac CDR hogc VHH cua 1D10v6 va it nhit mdt midn lién két
0X40 khong bao gdm cac CDR hogc VHH ctia 1D10v6. Theo mdt sé phuong éan, gbc
lien két ngoai bao 1a da dic hiéu, bao gdm it nhit mot mién lién két OX40 va it nhat mot
mién ma lién két v6i khang nguyén khac. Theo mot sé phuong an, khang nguyén thir hai
duoc chon tr PD1, PDL1, CTLA4, TIGIT, LAG3, VISTA, gpNMB, B7H3, B7H4,
HHLA2, CD73, CD39, 41BB, GITR, CD28, ICOS, HVEM, 5T4, Alpha-4 Integrin,
Integrin alpha-V, Integrin alphadbetal, Integrin alphadbeta7, AGR2, khang Lewis-Y, thy
thé Apelin J, APRIL, B7-H3, B7-H4, B7-H6, BAFF, BTLA, bd thé C5, C-242, CA9,
CA19-9, (Lewis a), Cacbonic anhydraza 9, CD2, CD3, CD6, CD9, CD11a, CD19, CD20,

CD22, CD24, CD25, CD27, CD28, CD30, CD33, CD38, CD40, CD40L, CD41, CD44,
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CD44v6, CD47, CD51, CD52, CD56, CD64, CD70, CD71, CD74, CD80, CD81, CD86,
CD95, CD117, CD123, CD125, CD132, (IL-2RG), CD133, CDI38, CD166, CD172A,
CD248, CDH6, CEACAMS (CEA), CEACAM6 (NCA-90), CLAUDIN-3, CLAUDIN-
4, cMet, Collagen, Cripto, CSFR, CSFR-1, CTLA-4, CTGF, CXCL10, CXCL13,
CXCR1, CXCR2, CXCR4, CYR61, DL44, DLKI, DLL3, DLL4, DPP-4, DSG1, EDA,
EDB, EGFR, EGFRviii, thu thé Endothelin B (ETBR), ENPP3, EpCAM, EPHAZ2,
EPHB2, ERBB3, protein F ctia RSV, FAP, FGF-2, FGF8, FGFRI, FGFR2, FGFR3,
FGFR4, Fibronectin ving phu B (EDB), FLT-3, thu thé Folat alpha (FR o), GAL3STI,
G-CSF, G-CSFR, GD2, GITR, GLUT1, GLUT4, GM-CSF, GM-CSFR, Cic thu thé GP
ITb/Illa, Gp130, GPIIB/IIIA, GPNMB, GRP78, HER2/neu, HER3, HER4, HGF, hGH,
HVEM, Hyaluronidase, IFNalpha, [FNbeta, [FNgamma, IgE, thu thé IgE (FceRI), IGF,
IGFIR, IL1B, ILIR, IL2, IL11, IL12, IL12p40, IL-12R, TL-12Rbetal, IL13, IL13R,
015, IL17, TL18, 1121, IL23, TL23R, IL27/IL27R (wsx1), IL29, IL-31R, IL31/IL31R,
[L2R, IL4, IL4R, IL6, IL6R, thu thé Insulin, phéi tr ring cua, Jagged 1, Jagged 2, KISS1-
R, LAG-3, LIF-R, Lewis X, LIGHT, LRP4, LRRC26, Ly6G6D, LyPD1, MCSP,
Mesothelin, MRP4, MUCI, Mucin-16 (MUCI®, CA-125), Na/K ATPase,
NGF, NEctin 4, Nicastrin, Notch Receptors, Notch 1, Notch 2, Notch 3, Notch 4, NOV,
OSM -R, OX-40, PAR2, PDGF-AA, PDGF-BB, PDGFRalpha, PDGFRbeta, PD-1, PD-
L1, PD-L2, Phosphatidyl-serin, P1GF, PSCA, PSMA, PSGR, RAAGI12, RAGE,
SLC44A4, Sphingosine 1 Phosphat, STEAP1, STEAP2, TAG-72, TAPA1l, TEM-
8, TGFbeta, TIGIT, TIM-3, TLR2, TLR4, TLRO, TLR7, TLRS, TLRY,
TMEM3 1, TNFalpha, TNFR, TNFRS12A, TRAIL-R1, TRAIL-R2, Transferrin, thu thé
Transferrin, TRK-A, TRK-B, uPAR, VAP1, VCAM-1, VEGF, VEGF-A, VEGF-B,
VEGF-C, VEGF-D, VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3, VISTA, WISP-1, WISP-2, va
WISP-3. Theo mot sd phuong dn, mdt hodc nhidu mién lién két khang nguyén cua gbe
lien két ngoai baola scFv hoic VHH. Theo mot s6 phuong 4an, gbc lién két ngoai
bio licn két hoiic ¢6 kha nang lién két v6i khang nguyén dich c6 du 4i luc sao cho CAR
hitu ich trong liéu phép, vi dy, n6 hiru ich dé nhadm muc tiéu té bao hoic mod biéu hién

khang nguyén dich.

Mién xuyén mang ciua CAR 1a mién thudong di qua hodc c¢6 kha niang di qua hoac
kéo dai qua mang sinh chit va duoc két ndi, truc tiép hodc gian tiép (vi du qua chét dém,

nhu chudi ban 1& globulin mién dich) v6i khang nguyén ngoai bao - mién lién két va phan
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ndi chét chira mién tin hiéu ndi bao. Theo mot sb phuong an, mién xuyén mang cia CAR
1a ving xuyén mang cuia protein xuyén mang (vi du protein xuyén mang loai I), trinh tu
ky nudc nhan tao hodc su két hop cua ching. Theo mot s6 phuong 4n, mién xuyén mang
bao gdm mién xuyén mang CD3zeta hodc mién xuyén mang CD28. Céc mién xuyén
mang khéc sé& 10 rang dbi v6i nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc ndy va co thé
dugce st dung lién quan dén céc phuong an cua CAR dugc dé xudt trong ban mo ta
nay.

Vung tin hiéu ndi bao cia CAR dugc dé xudt trong ban mo ta nay chira mot hoac
nhiéu mién tin hiéu ndi bao truyén tin hiéu dén té bao T khi c6 su tham gia clia mién lién
két khang nguyén ctia CAR, nhu khi lién két khang nguyén. Theo mot s6 phuong én,
vung ndi bao chtra mién tin hiéu ndi bao cé hodc chtra mién tin hiéu ITAM. Céac mién tin
hiéu ndi bao vi duy bao gbm, vi duy, mién tin hidu c6 ngudn gbe tir chudi ¢ cua phire hop thu
thé té bao T hodc bét ky chudi tuong ddng nao ctia nd (vi du, chudi 1, chudi FesRly va
B, chudi MB 1 (Iga), chudi B29 (Ig), v.v.), chudi CD3zeta cia ngudi, polypeptit CD3 (A,
§ va ¢€), tyrosin kinaza ho syk (Syk, ZAP 70, v.v.), tyrosin kinaza ho src (Lck, Fyn, Lyn,
v.v.) va cac cac phan tr tham gia vao qua trinh tai nap té bao T, nhu CD2, CD35, 0OX40
va CD28. Theo cac phuong an cu thé, vung tin hiéu noi bao chira vung tin hiéu ndi bao

cd ngudn goc tur chudi CD3 zeta clia nguoi.

Theo mdt sé phuong 4n, mién ndi bao bao gém mién tin hiéu CD3-zeta. Theo mot
s6 phuong an, mién tin hiéu CD3-zeta bao gdm trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ
ID NO: 27 hodc trinh tu axit amin thé hién it nhat 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99% hodc nhiéu hon nhén dang trinh
tu thanh SEQ ID NO: 27 va duy tri hoat dong cua tin hiéu té bao T.

Theo mdt s6 phuong 4n, vung tin hiéu ndi bao cia CAR ¢6 thé con chtra mién tin
hiéu nodi bao co ngudn gbc tlr phan tu ddng kich thich. Trong vi du nay, mién tin hiéu
nayco thé tang cuong hoat dong cla t& bao CAR-T, nhu thong qua viéc ting cuong sy
tang sinh, sy tdn tai va/hodc su phat trién cta té bao nhé, sau khi twong tac cu thé vai
khang nguyén, vi du, so v6i CAR chi chtta ITAM mién béo hiéu, vi du CD3 zeta. Theo
mot sd phwong 4n, mién ddng kich thich 12 mién tin hiéu chirc ning thu dugc tir protein
duge chon tir: CD28, CD137 (4-IBB), CD134 (0X40), DapIO, CD27, CD2, CD5,
[CAM-1, LFA-1 (CDI 1a/CD18), Lck, TNFR-I, TNFR-II, Fas, CD30, CD40 hoac két
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hop ctia chung. Theo cac phuong an cu thé, mién tin hiéu dong kich thich c6 ngudn gbc
hodic thu duge tir protein ngudi. Theo mot s& khia canh, mién tin hiéu ddng kich thich co

ngudn gbc hoic thu duge tir CD28 clia nguoi hode CD137 cta nguoi (4-1BB).

Theo mdt sé phuong 4n, mién tin hiéu ddng kich thich ¢6 ngudn gde tir CD28 hoac
4-1BB va bao gdm trinh ty axit amin dugc néu trong bat ky SEQ ID NO: 28-31 hodc
trinh tur axit amin thé hién it nhét 85 %, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99% hodc nhiéu hon nhan dang trinh ty cho SEQ ID
NO: 28-31 va duy tri hoat dong ctia tin hi¢u ddng kich thich té bao T.

Theo mdt sé phwong an, CAR con bao gbdm ving ban 1& hodc ving dém ma két
nbi mién lién két khang nguyén ngoai bao va mién xuyén mang. Ving ban 1& hodc ving
dém nay co thé duoc sir dung dé dat dugc do dai khac nhau va tinh linh hoat ctia CAR
thu duoc. Vi du vé viing ban 1& hodc vung dém c6 thé duogc st dung bao gbm, nhung
khong gi6i han ¢, manh Fc ctia khang thé hodc manh hodc dan xuét ctia chiing, ving ban
1é cua khéng thé, hoic manh hodc din xuét cta chung, vang Cn2 cua khang thé, ving
Cu3 cua khang thé, trinh tv dém nhén tao, vi du trinh tu peptit, hodc su két hop cua
chang. Céac khu vuc ban 1& hodc miéng dém khéc s& rd rang d6i voi nguoi co hiéu biét
trung binh trong linh vuc nay va co thé duoc str dung. Theo mdt phuong &n, vung ban 18

la ving ban 18 1gG4 hodc ving ban 18 CD8A.

Theo mét s6 phuong én, ving dém va ving xuyén mang la vung ban 18 va ving
xuyén mang co ngudn gbe tir CD8, nhu ¢6 trinh ty duoc lam vi du duoc néu trong SEQ
ID NO: 32-34 hoiic trinh tw axit amin thé hién do twong dong trinh tu it nhét 1a 85%,
86%., 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hoac
nhidu hon véi SEQ ID NO: 32-34.

Ciing dugc d& xuit trong ban mod ta nay la axit nucleic phan tach bao goém
polynucleotit ma hoa CAR bao gdm polypeptit lién két véi OX40 duge dé xuat trong ban
mo ta nay. Theo mot s6 phuong 4n, axit nucleic dAu tién ma hoa hé sb CAR duoc tach ra
tir axit nucleic th@ hai ma hoa céc polypeptit lién két OX40 boi yéu td biscistronic, nhur
IRES hodc trinh tu bd qua ribosom (vi du T2A hoac P2A). Theo mot sb khia canh, cAu
trac 12 vecto bidu hién dé biéu hién polypeptit lién két OX40 va/hodc CAR trong té
bao. Vecto biéu hién c6 thé 1a vecto virut. Cong nghé vecto virut da biét trong linh vuc

va dugc md ta, vi dy, trong Sambrook et al. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
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Cold Spring Harbor Laboratory, New York, 2013). Mot sb hé théng dua trén virut dugce
phat trién dé chuyén gen vao té bao dong vat c6 va. Vi du, retrovirut nhu vecto adenovirut

duoc st dung. Theo mdt phwong an, vecto lentivirut dugc st dung.

Theo khia canh khac, ciing dugc d8 xuét 1a té bao hodc quan thé t€ bao phan 1ap
bao gdbm mot hodc nhidu cu tric axit nucleic nhu dugc mo ta ¢ trén. Ciing dugc d& xudt
1 t& bao hodc quan thé t€ bao phan 1ap dugc bién d6i gen dé biéu hién polypeptit lién két
0OX40 va/hoic CAR dugc dé xudt trong ban mo ta nay. Do do, dugce dé xuét trong ban
md ta nay 1a céc té bao duge bién ddi gen bao gom, bat ky c6 thé biéu hién 6n dinh, CAR
duoc dé xuét trong ban md ta nay. Theo mot phuong éan, té bao duoc chon tur té bao T, té
bao diét tu nhién (NK), té bao lympho T gy doc (CTL), té bao T quy dinh, t& bao gbc
tao mau, va/hodc té bao gbc phoi/cam ung da ning. Trong mot sé trudng hop, té bao 1a
té bao T, nhu té bao T CD4 + va/hodc CD8 +. Theo mot sb phuong an, cac té bao 1a tu
than dbi voi dbi tuong. Vi dy, theo mot $6 phuong an, cac té bao T c6 thé duoc phan 1ap
tir bénh nhan (con goi 1a té bao T chinh) dé xtr 1y di truyén, vi du nhu chuyén nhiém hodc

truyén chat, v6i céu tric axit nucleic CAR.

Trong phuong phép lam vi dy, t& bao T chinh c6 thé duoc tinh ché ex vivo (té bao
CD4+ hoiic t bao CD8+ hodic ca hai) va duge kich thich bing chét cha van TCR/CD28,
nhu hat pht khang CD3/chéng CD28. Sau qua trinh hoat hda kéo dai 2 hodc 3 ngay, vecto
bidu hién tai t& hop ma héa CAR c6 thé duge dua on dinh vao té bao T chinh thong qua
cac giao thuc chuyén gen lentivirut hodc retrovirut tiéu chudn hogc céc chién luge dién
di plasmit. Cac té bao c6 thé duge theo ddi dé tiét ra polypeptit lién két OX40 va/hodc
bidu hién CAR bang céch, vi du, do luu lugng té bao bang cach st dung thé khang epitop
hotc khéng thé phan ting chéo véi phan tir goc tu nhién. Té bao T bidu hién CAR c6 thé
duoc lam giau thong qua viéc phan loai bing khang thé gin thé khang epitop hodc dugc

lam giau dé biéu hién cao hodc thap tiy thudc vao img dung.

Céc polypeptit lién két OX40 va/hodic t€ bao T duge thiét ké k¥ thuat CAR c6 thé
duoc thir nghiém cho chirc nang thich hop bang nhiéu cach khac nhau. Trong mot 56
truong hop, doc tinh té bao in vitro, tang sinh, thir nghiém béo cao 0OX40 hodc thir nghiém
xytokin (vi du, biéu hién IFN-gamma, IL-2, TNFa) ¢6 thé duoc st dung dé danh gia chire
nang cua té bao T duge thiét ké. Cac diém cudi tiéu chuin vi du 1a phan trdm ly giai ctia

dong khdi u, su ting sinh cta té bao T dugc thiét ké k¥ thuat hodc biéu hién protein TFN-
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gamma trong dich nudi chy. Trong mot s§ trudng hop, co thé danh gid kha nang kich
thich hoat hoa t& bao T khi kich thich CAR, vi du thong qua khang nguyén, nhu bang
cach theo doi biéu hién cia cac dAu hiéu hoat hda nhuw CD69, CD44 hodc CD62L, su ting

sinh va/hodc san xuat xytokin.

Ciing duoc dé xuét trong ban mo ta nay 1a cac phuong phdp ngan ngira va/hodc
diéu tri bénh hoic tinh trang & d6i tuong, nhu ung thu, bao gém viéc sir dung cho d6i
tuong cac t& bao duoc thiét ké duogc dé xuét trong ban mo td nay. No6i chung, a6i
tuong dang cin diéu tri bénh hodc tinh trang. Lugng hoat tinh duoc dung cua té bao
va/hodac dugce phém theo sang ché. Theo mot sb phuong an, té bao biéu hién va tiét ra
polypeptit lién két OX40 dugc d& xuét trong ban mo ta nay dugc su dung trong diéu
tri. Theo mot s6 phuong an, CAR thiét ké t& bao T biéu hién polypeptit lién két OX40

duge dé xuét trong ban md ta nay dugce st dung de dicu tri.

Biéu hién va san xuat polypeptit

Céc phén tir axit nucleic bao gdm polynucleotit ma hoa polypeptit lién két 0X40
duoc d& xuit. Do d6, theo céc phuong an khac nhau, phén tir axit nucleic duge d& xut
mi héa midn VHH lién két véi OX40 bao gdm CDR1 bao gdm trinh ty axit amin 1a SEQ
ID NO: 10, CDR2 bao gdm trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO: 11, va CDR3 bao gdm trinh
ty axit amin 1a SEQ ID NO: 12. Theo mot s6 phuong én, phan tir axit nucleic duoc dé
«xuAt ma héa mién VHH lién két v6i OX40 bao gdm CDR1 bao gbm trinh ty axit amin 1a
SEQ ID NO: 10, CDR2 bao gém amin trinh tu axit cia SEQ ID NO: 11 va CDR3 bao
gdm trinh tu axit amin 12 SEQ ID NO: 12; va khung 2 (FR2) bao gbm trinh ty axit amin
l1a SEQ ID NO: 22. Theo mot s& phuong 4n, phan tir axit nucleic ma hoa thém FR3 bao
gdm trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO: 23. Theo mot s6 phuong én, phan tir axit nucleic
duoc cung cip ma héa polypeptit lién két OX40 bao gom it nh4t mot, nhu mot, hai, ba
hoac bdn mién VHH bao gém trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO: 9. Theo cic phuong an
khac nhau, phan tir axit nucleic ma hoa thém Mién Fc, nhu mién Fe¢ cua SEQ ID NO: 25
hodc 26. Theo mot s6 phuong 4n, phan tir axit nucleic dugce dé xuét ma hoa polypeptit
lien két OX40 bao gdm ba mién VHH va mién Fc bao gém trinh tu axit amin la SEQ ID
NO: 14 va mién Fc duoc hop nhét véi dau tan cung C cla trinh ty axit amin do. Theo
mot s phuong 4n, phan tir axit nucleic dugce dé xuét ma hoa polypeptit lién két OX40 bao

gbm hodc bao gdm trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO: 15. Theo bét ky phuong 4n nao
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trong sb cac phwrong 4n néu trén, phén tir axit nucleic cling c6 thé ma hoa trinh tu din dau
chi dao tiét ra polypeptit lién két OX40, trinh tu dan dau thuong duge phén cit sao cho
n6 khong co trong polypeptit dugc tiét ra. Trinh tu din dau c6 thé Ia trinh tu dan dau

chudi ning ty nhién (hodc VHH), hodc ¢6 thé 14 trinh ty dan dau khac loai.

Céc phan tlr axit nucleic ¢6 thé duoc tao ra bang cach st dung k§ thudt ADN téi
td hop thong thudng trong linh vuc nay. Theo mot s6 phuong 4n, phan ti axit nucleic 1a

vecto biéu hién thich hop d& biéu hién trong té bao chu da chon.

Vecto chira axit nucleic ma hoa polypeptit lién két OX40 duoc md ta trong ban
mo ta nay dugce dé xuét. Vecto nay bao gdm, nhung khong gidi han, vecto ADN, vecto
thé thuc khudn, vecto virut, vecto retrovirut, vv. Theo mot sb phuong an, vecto dugc chon
duoc ti uu hoa dé biéu hién polypeptit trong loai té bao mong mubn, nhu té bao dan xuat
CHO hoac CHO hoéc trong té bao NSO. Vi du vé vecto nay duoc md ta, vi du, trong
Running Deer et al., Biotechnol. Prog. 20: 880-889 (nam 2004).

Theo mét s6 phuong 4n, polypeptit lién két OX40 c6 thé duoc biéu hién trong té
bao nhéan so, nhu té bao vi khuén; hoic trong té bao nhan thuc, nhu té bao ndm (nhu nim
men), té bao thuc vat, té bao con tring va té bao dong vat c6 va. Vi du, biéu hién nay c6
thé duge thuc hién theo cac quy trinh da biét trong linh vuc nay. Té& bao nhéan thuc lam
vi du c6 thé duge sir dung dé biéu hién polypeptit bao gbm, nhung khong gidi han 6, té
bao COS, bao gdm té bao COS 7; té bao 293, trong do co té bao 293-6E; té bao CHO,
bao gdm CHO-S, DG44.Té bio Lecl3 CHO va t& bao FUT8 CHO; té
bao PER.C6® (Crucell); va té bao NSO. Theo mdt s phuong én, polypeptit lién két
OX40 c6 thé dugc biéu hién trong nidm men. Xem, vi du., cong bd don My sb US
2006/0270045 Al. Theo mot s6 phuong &n, € bao chu sinh vt nhan thuc cu thé dugc
chon dua trén kha ndng tao ra bién dbi sau dich ma mong mudn ddi véi polypeptit. Vi
du, theo mot s6 phuong an, té bao CHO tao ra polypeptit c6 muc do sialyl hoa cao hon

polypeptit twong tu dugc tao ra trong 293 té bao.

Viéc dua mot hodc nhiéu axit nucleic (nhu vecto) vao té bao chii mong mudn ¢6
thé duge thuc hién bang béat ky phuong phip nao, bao gdm nhung khong gidi han &,
chuyén gen canxi photphat, chuyén gen qua trung gian DEAE-dextran, chuyén gen qua
trung gian lipit cation, dién di, truyén, nhiém trung, vv. Cc phuong phap lam vi du khong
gigi han dugc moé ta, vi du, trong Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory
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Manual, 3% ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press (2001). Axit nucleic c6 thé duoc
chuyén gen tam thoi hodc n dinh vao té bao chi mong mudn, theo bét ky phuong phap

phu hgp nao.

Té bao chu chira bét ky axit nucleic hodc vecto nao dugc md ta trong ban mo ta
nay cling duogc d2 xuét. Theo mét sd phuong an, té bao chu biéu hién polypeptit lién két
0OX40 dugc md ta trong ban mo ta nay duoc dé xuét. Cac polypeptit lién két OX40 bicu
hién trong té bao chi ¢6 thé duoc tinh ché bang bt ky phuong phéap thich hop nao. Céac
phuong phap nay bao gbm, nhung khong gi6i han ¢, viéc st dung ma trén 41 luc hodc sdc
ky tuong tac ky nude. Cac phdi tir ai luc thich hop bao gom ROR1 ECD va chét lién
két vung Fc. Vi dy, protein A, protein G, protein A/G hodc cot i luc khang thé ¢o thé
duoc st dung dé lién két ving Fc va dé tinh ché polypeptit lién két OX40 bao gdm ving
Fe. Sc ky tuong tac ky nude, vi dy, cdt butyl hodc phenyl, cling ¢6 thé thich hop dé tinh
ché mot sd polypeptit nhu khang thé. Séc ky trao dbi ion (vi du sdc ky trao d6i anion
va/hoic sic ky trao dbi cation) cling c6 thé thich hop dé tinh ché mot sb polypeptit nhu
khang thé. Sic ky ché d6 hdon hop (vi du pha dao ngugc/trao dbi anion, pha dao
nguoc/trao dbi cation, twong tac wa nudc/trao ddi anion, twong tdc wa nudc/trao
d4i cation, v.v.) cling ¢6 thé thich hop & tinh ché mot s6 polypeptit nhu khang thé. Nhiéu
phuong phép tinh ché polypeptit da dugc biét dén trong linh vuc nay.

Theo mdt sé phuong 4n, polypeptit lién két OX40 duoc tao ra trong hé théng
khong co té bao. Céc hé thdng khong c6 té bao lam vi du khong giGi han duge mo ta, vi
du, trong Sitaraman et al., Methods Mol. Biol. 498: 229-44
(2009); Spirin, Trends Biotechnol. 22: 538-45 (2004); Endo et al., Biotechnol. Adv. 21:
695-713 (2003). | |

Theo mot s& phuong én, polypeptit lién két OX40 duoc diéu ché bing phuong
phap dugc mo ta ¢ trén duge d8 xuét. Theo mot sd phuong an, polypeptit lién két
0X40 dugc didu ché trong té bao chii. Theo mdt sb phwong an, polypeptit lién két
0X40 duge diéu ché trong hé thng khong c6 té bao. Theo mdt sd phwong én, polypeptit
lien két OX40 duge tinh ché. Theo mot s6 phuong an, mdi truong nudi chy té bao
chtra polypeptit lién két OX40 duoc dé xuit.

Theo mdt sd phuong 4n, ché phim chtra khang thé duoc diéu ché bang phuong
phap dugc md ta & trén dugc d& xuét. Theo mot s6 phuong én, ché pham bao
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gdm polypeptit lién két OX40 duoc didu ché trong té bao chu. Theo mot s6 phuong 4n,
ché pham bao gbm polypeptit lién két OX40 duoc didu ché trong hé théng khong c6 té
bao. Theo mot s6 phuong 4n, ché pham bao gdm polypeptit lién két OX40 tinh khiét.

Vi du v& phuyong phap dilu tri bénh bing cch sir dung polypeptit lién két OX40

Theo mdt sé phwong an, phuong phép didu tri bénh & ca thé bao gbm st dung
polypeptit lién két OX40 duge dé xuét. Bénh nay bao gdm bat ky bénh nao c6 loi tr viée
tang sinh va kich hoat céc té bao T CD4" va/hodc CD8™ Theo mot s6 phuong én, phuong
phéap diu tri bénh ung thu & ca thé dugc dé xuit. Phuong phap nay bao gdm viéc cho ca
thé dung luong hiéu qua cta polypeptit lién két OX40 duoc dé xuit trong ban mo ta nay.
Phuong phap didu tri nay c6 thé & ngudi hodc dong vét. Theo mot s6 phuong én, phuong
phép diéu tri cho ngudi duge dé xuét. Bénh ung thu 1am vi du khong gi6i han co thé duogc
didu tri bang polypeptit lién két OX40 duoc dé xuit trong ban md ta nay bao gdm ung
thu biéu mo té bao ddy, ung thu duong mat; ung thu bang quang; ung thu xuong; ung thu
ndo va hé than kinh trung wong; ung thu vii; ung thu phic mac; ung thu ¢b tir cung; ung
thu biéu md mang dém; ung thu rudt két va truc trang; ung thu mo lién Két; ung thu h¢
tiéu hoa; ung thu ndi mac tir cung; ung thu thue quan; ung thu mét; ung thu dau va cd;
ung thu da day; ung thu duong tiéu hoa; u than kinh dém; ung thu biéu mo6 gan; u gan;
khdi u biéu md trong biéu mo; ung thu than hodc than; ung thu thanh quan; ung thu gan;
ung thu phdi; ung thu phdi té bao nho; ung thu phdi khong phai t& bao nho; ung thu biéu
mb tuyén ctia phdi; ung thu biéu md vay cua phoi; u hic t6; u tiiy; u nguyén bao than
kinh; ung thu khoang miéng; ung thu budng trimg; ung thu tuyén tuy; ung thu tuyén tién
liét; u nguyén bao vdng mac; ung thu co van; ung thu truc trang; ung thu hé ho hép; ung
thu biéu md tuyén nude bot; khéi u mo lién két; ung thu da; ung thu té bao vay; ung thu
da day; ung thu tinh hoan; ung thu tuyén gidp; ung thu tr cung hodc ndi mac t&r cung;
ung thu hé tiét niéu; va ung thu &m ho; u lympho; u lympho Hodgkin; u lympho khong
Hodgkin; u lympho té bao B; u lympho khong Hodgkin (NHL) cép do thap/nang; NHL
lympho bao nhé (SL); NHL cAp d6 trung gian/nang; NHL khuéch tan cap do trung gian;
NHL mién dich cp dd cao; NHL nguyén bao lympho cép d6 cao; NHL té bao nho khong
phéan cit cdp do cao; NHL bénh cdng kénh; u lympho té bao 4o khoéc; u lympho lién
quan dén AIDS; chimg dai globulin huyét thanh Waldenstrom; bénh bach cu lympho
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bao man tinh (CLL); bénh bach ciu nguyén bao lympho cAp tinh (ALL); bénh bach cau

té bao 16ng; va bénh bach cAu myeloit man tinh.

Polypeptit lién két OX40 ¢6 thé duoc sir dung khi can thiét cho ddi twong. Viéc
x4c dinh tan sut st dung thude c6 thé duoc thuc hién boi nguoi co hiéu biét trung binh
trong linh vuc nay, nhu bac si cham soc dya trén can nhéc vé tinh trang dang dugc diéu
tri, tudi ctia dbi tuong dugce diéu tri, mc dd nghiém trong clia tinh trang dang duoc diéu
tri, tinh trang sttc khée chung dbi tuong dang dugc diéu tri va tuong tu. Theo mot $6
phuong an, lidu hiéu qua ctia polypeptit lién két OX40 duoc sir dung cho ddi twong mot
ho#c nhiéu 1an. Theo mot s6 phuong 4n, lidu hiéu qua ctia polypeptit lién két 0X40 dugc
dung cho d6i twong hang ngay, hai tudn mot 1an, hang tuan, hai tuan mot 1an, mot thang
mdt 1an, v.v. Lidu hidu qua cta polypeptit lién két OX40 duogc dung cho ddi tugng it nhat
mdt 1an. Theo mét sb phwong 4n, liéu hiéu qua cta polypeptit lién két OX40 co thé dugce
dung nhiéu lan, bao gém nhiéu lan trong thoi gian it nhit mot thang, it nhét sau thang

hodc it nhat mot nam.

Theo mot s& phuong an, dugc phim dugc dung v6i luong co hi¢u qua dé diéu tri
(bao gdm ca phong ngira) ung thu va/hogc téng sinh té bao T. Lugng hiéu qua diéu tri
thuong phu thudc vao can ning cua d6i tuong dugc diéu tri, tinh trang stc khoe hodc thé
chét cua dbi tugng, mrc do lan rong cua tinh trang cAn diéu tri hodc do tudi cua dbi tuong
duoc didu tri. Nhin chung, khang thé ¢4 thé dugc dung véi lugng trong khoang tir khoang
0,05 mg/kg trong luong co thé dén khoang 100 mg/kg trong luong co thé cho moi
Jidu. Theo mdt s6 phwong 4n, khang thé ¢6 thé duge dung vé6i lugng trong khodng tur
khoang 10 pg/kg trong luong co thé dén khoang 100 mg/kg trong luong co thé cho mdi
lidu. Theo mét sd phuong én, khang thé ¢6 thé dugce dung véi lugng trong khoang tur
khoang 50 pg/kg trong lugng co thé dén khoang 5 mg/kg trong lwong co thé cho moi
lidu. Theo mdt sd phuong 4n, khang thé c6 thé dugce dung véi lugng trong khoang tur
khoang 100 pg/kg trong luong co thé dén khoang 10 mg/kg trong lugng co thé cho mdi
lidu. Theo mdt s& phuong an, khéng thé ¢6 thé dugc dung véi lugng trong khodng tur
khoang 100 pg/kg trong luong co thé dén khoang 20 mg/kg trong lugng co thé cho mdi
lidu. Theo mdt sd phuong én, khang thé ¢6 thé dugc dung véi lugng trong khoang tur
khoang 0,5 mg/kg trong luong co thé dén khoang 20 mg/kg trong luong co thé cho mdi

lidu. Theo mot sd phuong én, khang thé c6 thé dugce dung véi lugng trong khoang tur
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khoang 0,5 mg/kg trong lugng co thé dén khoang 10 mg/kg trong lugng co thé cho mdi
lidu. Theo mét sd phuong 4n, khang thé ¢6 thé dugce dung véi luong trong khoang tur
khoang 0,05 mg/kg trong luong co thé dén khoang 20 mg/kg trong lugng co thé cho mdi
lidu. Theo mot sd phuong an, khang thé c6 thé duge ding véi lugng trong khoang tur
khoang 0,05 mg/kg trong lugng co thé dén khoang 10 mg/kg trong lugng co thé cho mdi
lidu. Theo mét s& phuong 4n, khéng thé ¢ thé duge dung véi lugng trong khoang tur
khoang 5 mg/kg trong lugng co thé hodc thdp hon, vi du nhu it hon 4, it hon 3, it hon 2
hodc it hon 1 mg/kg khéang thé.

Theo mot s6 phuong 4n, polypeptit lién két OX40 c6 thé duoc st dung in vivo theo
nhiéu duong khéac nhau, bao gém, nhung khong gidi han ¢, tiém tinh mach, trong dong
mach, tiém, trong phic mac hodc dudi da. Co thé lwa chon ché pham va duong dung thich

hop tuy theo ing dung du kién.

Theo mdt s6 phuong 4n, phuong phap didu tri bang cach st dung polypeptit lién
két OX40 dugc thuc hién béng cach tang sinh té bao T va/hoic kich hoat. Theo mot sb

phuong én, tang sinh té bao T va/hodc kich hoat tic ché su phét trién cta ung thu.

Duoc p_hém

Theo mdt s6 phuong 4n, ché pham chira polypeptit lién két OX40 duoc d& xuét &
dang diéu ché véi nhidu chit mang duoc dung khdc nhau (xem, vi du, Gennaro,
Remington: The Science and Practice of Pharmacy with Facts and
Comparisons: Drugfacts Plus, 20th ed (2003); Ansel ez al., Pharmaceutical Dosage
Forms and Drug Delivery Systems, 7thed., Lippencott Williams and Wilkins (2004);
Kibbe et al., Handbook of Pharmaceutical Excipients, 3rd ed., Pharmaceutical Press
(2000)). Cac chit mang dugc dung khac nhau, bao gdm chét dan thude, chét bd trg va
chét pha loang, c6 san. Hon nita, céc chét phu tr¢ dugc dung khéc nhau, nhu chit dém va
diéu chinh pH, chét diéu chinh truong luc, chét 6n dinh, chit 1am uét va tuong tu, cling
¢6 s&n. Chat mang lam vi du khong gi6i han bao gdm nudce mudi, nude mudi dém,

dextroza, nuéc, glyxerol, etanol, va két hop cua chiing.

Theo mét s6 phwong an, dugce pham bao g6m polypeptit lién két OX40 & ndng
d6 it nhét 10 mg/mL, 20 mg/mL, 30 mg/mL, 40 mg/mL, 50 mg/mL, 60 mg/mL, 70
mg/mL, 80 mg/mL, 90 mg/mL, 100 mg/mL, 125 mg/mL, 150 mg/mL, 175 mg/mL, 200

mg/mL, 225 mg/mL, hodc 250 mg/mL.
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Liéu phap két hop

Polypeptit lién két véi OX40 ¢6 thé duoc sir dung mdt minh hodc két hop v6i cac
phuong thuc didu tri khac, nhu céc chit chéng ung thu khéc. Ching ¢ thé duoc cung
clp trudc, vé co ban cling luc hodc sau cac phuong thirc diéu tri khac (tirc 1a dong thoi
hodc tuln tu). Theo mot s6 phuong 4n, phuong phap diéu tri dugc md ta trong ban mo ta
nay con co thé bao gé)m str dung: xa tri, hoa tri, tiém vacxin, liéu phap diéu tri khdiu co
dich, liéu phap CAR-T, liéu phap virut tiéu ung thu, liéu phap mién dich ung thu, liéu
phap xytokin, c4t b6 bang phau thuat, sta dbi chromatin, cét bo, liéu phap dong lanh,
chat dbi nghia chéng lai dich khoi u, tac nhan siARN chéng lai dich khdi u, tic nhan
microARN chéng lai dich khdi u hodc chit chdng ung thu/khdi u, hodc tic nhan sinh hoc,

nhu khang thé, xytokin hodc dung hop mién ngoai bao thu thé-Fe.

Theo mdt s6 phuong an, polypeptit lién két OX40 duge d& xuit trong ban md ta
nay duoc str dung ddng thai véi chét didu tri thtr hai, vi du, liéu phap PD-1. Vidy vé liéu
phap PD-1/PD-L1 bao gbm bao gbém nivolumab (BMS); pidilizumab (CureTech, CT-
011), pembrolizumab (Merck); durvalumab (Medimmune/AstraZeneca); atezolizumab
(Genentech/Roche); avelumab (Pfizer); AMP-224 (Amplimmune); BMS-936559; AMP-
514 (Amplimmune); MDX-1105 (Merck); TSR-042 (Tesaro/AnaptysBio, ANB-011);
STI-A1010 (Sorrento Therapeutics); STI-A1110 (Sorrento Therapeutics); va cac chét
khac nhim vao gen chét theo chuong trinh-1 (PD-1) hodc phdi tir chét theo chuong trinh
1 (PD-L1).

Theo mdt sé phuong 4n, polypeptit lién két OX40 duge d& xuit trong ban md ta
nay duoc st dung dong thoi voi liéu phap CAR-T (té bao T thy thé khang nguyén
kham), liéu phap virut tiéu ung thu, li¢u phap xytokin va/hodc chat nhdm vao cac phan
tir didm kiém tra khac, nhu VISTA, gpNMB, B7H3, B7H4, HHLA2, CD73, CTLA4,
TIGIT, v.v.

Phuong phap chin doan va diéu tri lam vi du khong gi¢i han

Theo mot sb phuong an, phuong phap mo ta trong tai liéu nay rat hitu ich cho viéc
danh gia dbi twong va/hodc mAu tir dbi twong (vi du bénh nhéan ung thu). Theo mot sb
phuong 4n, danh gia la mot hoac nhiéu chin doén, tién lugng va/hodc phan Gmg voi didu

tri.
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Theo mét sb phuong 4n, phuong phép dugc md ta trong ban mod ta nay bao
gbm viéc danh gia sy c6 mit, khong c6 hodc muc do cua protein. Theo mot s6 phuong
an, phuong phép dugc md ta trong ban mo ta nay bao gdm viéc danh gia su co mat, khong
c6 hoac muc do biéu hién cua axit nucleic. Ché phém duoc md ta trong ban mo ta nay co
thé duoc st dung cho céc phép do nay. Vi du, theo mot s6 phuong 4n, phuong phép duoc
md ta trong ban mo ta nay bao gbm viéc tiép xic v6i mau cla khdi u hodc té bao dugc

nudi cdy tir khdi u voi chét diéu tri nhu duge mo ta trong ban mo ta nay.

Theo mot s6 phuong 4n, viéc danh gia co thé didu tri truc tiép (bao gbm diéu trj
bang khang thé dugc mo ta trong ban md ta nay). Theo mot s6 phuong &n, danh gia co
thé chi dao viéc sir dung hodc ngung liéu phap bd trg sau khi cit bo. Liéu phap bd tro,
con duoc goi la chdm soc b tro, 1a phuong phap diéu tri duoc thuc hién ngoai phuong
phap diéu tri chinh, chinh hodc ban d4u. Theo vi du khong gidi han, liéu phap bd trg co
thé 1a phwong phép didu tri bd sung thuong dugc thuc hién sau phau thuat, trong d6 tt
ca cac bénh co thé phat hién dugc dd dugc loai bd, nhung van con nguy co tai phat do
bénh tiém 4n. Theo mdt s6 phuong 4n, khang thé duge st dung lam liéu phap bd trg trong
diéu tri ung thu. Theo mot s6 phuwong én, khang thé duogc str dung lam liéu phéap bd tro
duy nhit trong diéu tri ung thu. Theo mot s6 phuong én, khang thé duoc mo ta trong ban
mé ta nay duoc nging st dung lam li€u phap b trg trong diéu tri ung thu. Vi du, néu
bénh nhan khong c6 kha nang ddp Gng vo6i khang thé dugc md ta trong ban md ta nay
hodc s& c¢o phan ing t6i thiéu, thi c6 thé khong ap dung phuong phép diéu tri vi loi ich
ctia chét luong cude séng va dé tranh doc tinh khong cin thiét tir liéu phap hoa tri khong

hiéu qua. Trong cac trudng hop nay, c6 the st dung cham soc¢ giam nhe.

Theo mdt s& phuong an, phén tir duge str dung nhu liéu phép tan b trg trude khi
cit bd. Theo mot s& phuong én, liéu phap tan b tro d& cap dén lidu phap lam co va/hodc
ha cAp khéi u truée bét ky cudc phau thuét nao. Theo mot s6 phuong an, liéu phap tan bd
tro ¢6 nghia 1a hoa tri dugc dung cho bénh nhan ung thu trude khi ph?lu thuat. Theo mot
s6 phuong 4n, liéu phap tan bd tro co nghia 12 khang thé dugc dung cho bénh nhén ung
thu trude khi phﬁu thuét. Loai ung thu ma hoa tri tan b6 tro thuong duge xem xét bao
gbm, vi du, vu, dai truc trang, budng trimg, ¢d tir cung, bang quang va phdi. Theo mot s6
phuong éan, khang thé duoc st dung nhu liéu phép tén b tro trong diéu tri ung thu. Theo

mdt s6 phuong 4n, viéc st dung 1a trude khi cat bo.

51



47785

52/111

Theo mot sd phuong dn, moi trudng vi mod khéi u duge xem xét trong phuong
phap dugc mo ta trong ban mo ta nay 14 mdt hodc nhiéu trong sé: mach mau khéi u; té
bao lympho xam nhép khéi u; té bao ludi nguyén bao soi; té bao tién than ndi mod (EPC);
nguyén bao soi lién quan dén ung thu; té bao quanh mach; cac té bao mo dém khac; thanh
phan ctia ma trdn ngoai bao (ECM); té bao dang soi; té bao trinh dién khang nguyén; té
bao T;té bao T diéu hoa; dai thuc bao; bach cau trung tinh; va céc té bao mién dich khac

ndm gan khoi u.
Bo kit

Ciing duoc & xuét 1a vat pham san xuét va bd kit bao gdbm bét ky polypeptit lién
két OX40 nao nhu duge md ta trong ban mo ta nay, va bao bi phu hop. Theo mot 56
phuong 4n, sang ché bao gdm b kit co (i) polypeptit lién két OX40, va (i) huéng dan
sir dung bo kit d& ding polypeptit lién két OX40 cho cd thé.

Bao bi thich hgp cho ché pham duge mo ta trong ban mo ta nay da dugc biét dén
trong linh vuc k¥ thudt, va bao g@)m, vi du, lo (vi du, 1o kin), binh, 6ng thudc, chai, lo,
bao bi mém (vf dy, thi Mylar hogc tai nhua kin), v.v. Céc vét phim san Xuét nay c6 thé
con duoc khir tring va/hogc bit kin. Cling dugc d8 xuét 1a dang liéu don vi bao gbm ché
phim duge mo ta trong ban mo ta nay. Cac dang liéu don vi nay ¢ thé duoc bao quan
trong bao bi thich hop theo lidu don hodc nhidu lidu don vi va cling c6 thé con dugc khir
trung va bit kin. Hudng dan duoc cung céap trong b kit theo sang ché thuong 1a hudng
dAn bang vin ban trén nhan hogc to huong dan st dung (vi dy, to gidy c6 trong b kit),
nhung hudéng dan c6 thé doc bang may (vi du, hudéng dan duoc luu trén dia luu trit tir tinh
hodc quang hoc) cling dugc chap nhan. Hudng dan lién quan dén viéc str dung khang thé
thuong bao gbm thong tin vé liéu, lich trinh dung thude va duong dung cho muc dich
didu tri hodc muc dich str dung trong cong nghiép. B9 kit ¢ thé con bao gom md ta veé

viéc lua chon phuong phap diéu tri hodc ché do diéu tri phu hop cho ting ca thé.

Vit chira ¢6 thé 12 lidu don vi, géi s0 lugng 16n (vi du, g6i da lidu) hodc lidu dudi
don vi. Vi du, bd kit cling ¢ thé dugc d& xuét chira du liéu phan tr dugc boc 16 trong ban
md ta nay dé cung chp phuong phap diéu tri hiéu qua cho cé thé trong mot thoi gian dai,
nhu khoang mot tudn, 2 tudn, 3 tuan, 4 tudn, 6 tudn, 8 tudn, 3 thang, 4 thang, 5 thang, 6
thang, 7 thang, 8 thang, 9 thang hodc lau hon. Bo kit cling co thé bao g?)m nhiéu don vi
liéu phan t va huéng dan st dung va dugc dong goi voi s6 lugng du dé bao quéan va st
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dung trong hiéu thude, vi du, nha thudc bénh vién va hiéu thudc hon hop. Theo mot sb
phuong an, bo kit nay bao gbm ché pham khd (v du, dong kho) c6 thé duoc hoan nguyén,
pha tron lai hodc dugc bu nude dé tao thanh hdn dich nudc dn dinh ctia khang thé néi

chung.
Vi du thwe hién sang ché

Vi du duge thdo ludn dudi day co6 muc dich chi 1a vi du minh hoa cho sang ché va
khong dugc coi 1a gidi han sang ché theo bét ky cach ndo. Vi du khong c6 muc dich thé
hién réng thi nghiém dudi day 1a tAt ca hodc chi 13 thi nghiém dugc thuc hién. Nb luc
dugc thuc hién dé dam bao do chinh x4c lién quan dén con sb duoc st dung (vi du, sb
luong, nhiét do, v.v.) nhung mot s6 18i va do léch thir nghiém cAn duoc tinh dén. Trir khi
¢4 chi din khéc, phan 1a phdn theo khdi lugng, khéi lugng phén tir 1a khéi lugng phén t&

trung binh, nhiét do tinh bang do C va ap suét ¢ hodc gan khi quyén.
Vi du 1: 1D10v6-Fe giam lién két khong cy thé so v6i 1D10v1-Fo

Khéng thé mién don (sdAb) bao gdm mién VHH lién két OX40 dugc phét trién
truée d6. Xem cong bd don PCT s6 WO 2017/123673 A2. SdAb 1D10 duge chon dé lam
gidng nhu cua nguoi, din dén 1D10v1. Xem id. va SEQ ID NO: 3.

ID10v] duoc téi wu hoa dé giam lién két khong cu thé. Viée t0i uu hoa do dan
dén nhom thé ciia mot axit amin trong CDR3 ctia ving VHH cua sdAb va hai axit amin
trong ving khung 2 (FR2), tao ra 1D10v6 (SEQ ID NO: 9). CDR3 cua 1D10v6 (SEQ ID
NO: 12) ¢6 thay thé G thanh A so v6i CDR3 cta 1D10v1 (SEQ ID NO: 6) va FR2 cua
1D10v6 ¢6 thay thé GL thanh ER (SEQ ID NO: 22). Dang ngac nhién 1a cac thay thé d6
lam giam lién két khong dic hiéu cta sdAb, trong khi &i luc véi OX40 ciia nguoi va khi

cynomolgus van duge giit lai, nhu duge md ta dudi day.

Lién két khong dac higu cua sdAb hod tri hai dugc xac dinh bang phuong phap do
Iru luong té bao sau khi chiu ing suat nhiét do cao. 1D10v1-Fe va 1D10v6-Fe tinh khiét
duoc trao ddi dém thanh 20 mM Tris pH 8,0, NaCl 150 mM, trehaloza 2%, TWEEN-20
0,2% va chiu ung sudt bang cach 1 & 50°C trong 7 ngay. Sau do, khang thé duoc loc bang
bd loc dng tiém Acrodisc 0,2 pm va dinh lugng bang phép do A280. Té bao HEK293
khong biéu hidn OX40 c6 thé do dugc trén bé mat té bao va do d6 duoc str dung lam

dong té bao d6i chung cho sy lién két khong dic hiéu. 30000 té bao trén mdi giéng duge
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Ui v6i loat pha lodng 1D10v1-Fc hodc 1D10vo6-Fe chiu Ung sudt nhiét do. Sau khi 0 v6i
khang thé chinh, khang thé Fc Alexa Fluor 647 khang ngudi thir cp duge sit dung ¢ do
pha loang 1/2000, sau d6 khang thé lién két duge do bang phwong phap do luu luong té
bao trong Intellicyte iQue Plus va huynh quang dugc biéu dién dudi dang cuong d6 huynh
quang trung binh. Nhu thé hién trén FIG. 1, 1D10v1-Fc biéu hién lién két khong dic hidu
v6i té bao HEK293 chua chuyén gen bat diu & khoang 33 nM sdAb, lién két nay ting
déng ké khi ndng do sdAb ting. Nguoc lai, 1D10v6-Fe biéu hién khong lién két co thé
phat hién duge véi té bao HEK293 chua chuyén gen 1én dén 1000 nM sdAb.

Lién két cua sdAbs véi OX40 cia ngudi va khi cynomolgus duge xéc dinh nhu
sau. Té bao CHO dugc chuyén nap 6n dinh biéu hién OX40 cta nguodi hodc khi
cynomolgus cé chiéu dai day du 1a OX40 dugc ma & 50000 té bao/giéng. Khéng thé duge
chuén do pha lodng theo ti 1& 1:3 bat déu & 400 nM, va dugc phat hién bing khang thé
thit cAp Fe 488 khang nguoi. Phan tich té bao dong chay duoc thyc hign trén mdy phan
tich Intellicyte iQue va huynh quang duge vé dudi dang cuong d6 huynh quang trung
binh. Nhu duge thé hién trén FIG. 2, 1D10v6-Fe thé hién sy lién két ¢6 thé so sanh duoc
v6i OX40 & ngudi (FIG. 2A) va OX40 ciia khi cynomolgus (FIG. 2B)la 1D10v1-Fec. Ai
lue (Kp) cia 1D10v6-Fe dbi voi OX40 ctia ngudi va khi cynomolgus lan luot 12 0,81 nM
va 0,66 nM. Ai luc (Kp) cia 1D10v1-Fe d6i voi OX40 clia ngudi va khi cynomolgus lan
luot 14 0,86 nM va 0,79 nM.

Vi du 2: 3x1D10v6-Fc héa tri sau co6 lién két khong dic hiéu giam so voi

3x1D10v1-Fc hoa tri sdu

sdab khang OX40 hoa tri sdu dugc tao ra bing cach ndi ba mién VHH thanh Fc,
polypeptit nay tao thanh dime héa tri sdu. Lién két khong dic hiéu ciia 3x1D10v1-Fe hoa
tri sau (SEQ ID NO: 8; con duoc goi la Hex-1D10v1) va 3x1D10v6-Fc hoa tri sau (SEQ
ID NO: 14; con duoc goi l1a Hex-1D10v6) dugce xac dinh nhu sau. 3x1D10vI1-Fc va
3x1D10v6-Fc duoe U trong 48 giv ¢ nhiét dd phong trong dung dich dém gom His 20
mM, NaCl 150 mM, TWEEN-20 0,02%, pH 9, v6i té bao tuy do HEK293 chua chuyén
gen hogc véi té bao tu do HEK293 chuyén gen tam thoi biéu hién OX40 chiéu dai day
da. Khang thé thir cAp huynh quang dic higu khang Fc dugc s dung dé& phat hién
3x1D10v1-Fc va 3x1D10v6-Fe lién két, va duoc do bang phuong phéap do luu luong té
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bao sit dung may phén tich Intellicyte iQue. Cudng do huynh quang trung binh dugc biéu
thi cho tirng nong do khéng thé.

Nhu thé hién trén FIG. 3, 3x1D10v1-Fc va 3x1D10v6-Fc thé hién lién két ddc higu
twong duong trong cac diéu kién nay, v6i Ko biéu kién 1an luot 12 0,82 nM va 0,90 nM
(FIG. 3A). Tuy nhién, 3x1D10v1-Fc biéu hi¢n lién két khong dic hidu véi té bao HEK293
chua chuyén gen, trong khi 3x1D10v6-Fc thi khong (FIG. 3B).

Vi du 3: 3x1D10v6-Fc hoa tri sdu duy tri hoat tinh cht van OX40

Nhu md ta & trén, 3x1D10v6-Fc lam giam lién két khong dic hiéu voi té bao
HEK?293, trong khi van gilt dugce &i lyc lién két OX40. Hoat tinh chu vén cua 3x1D10v6-

Fc dugc xac nhan nhu sau.

Té bao béo cdo Jurkat/OX40 ra dong va sir dung (Promega) doan 5 dugc ldy ra
khoi nito 16ng va rd dong trong bdn nude 37°C. Té bao biéu hién OX40 6n dinh va chtra
bao cdo luciferaza xudi ciia yéu to dap tmg NF«B. Té bao dugc tron nhe nhang va chuyén
vao 9 mL mdi truong nudi ciy dugc lam Am trudc (RPMI + 10% FBS). Té bao duoc ly
tam & 400 x g trong 5 phut va dugc tao huyén ph lai trong 5 mL mdi truong thu nghiém
(RPMI + 10% FBS). Mat do va kha nang sng clia té bao duoc x4c dinh bang Trypan
Blue va méy dém té bao tw dong TC20. Trong 60 giéng bén trong cua dia thir nghi¢m, té
bao duoc dat vao dia & 6x10* té bao/giéng trong 50 uL/giéng moi truong thur nghiém.
100 pL/giéng moi truong thir nghiém dugce thém vao cac giéng bén ngoai. Thém 2,5 mL

mdi trudng thir nghiém vao moi goc cua dia thir nghiém.

3x1D10v1-Fc va 3x1D10v6-Fc duge pha lodng trong mdi truong thir nghiém sao
cho ndng do cao nhét gap 2 1an ndng do cudi cling mong mubdn. Pha loang néi tiép 9 diém
duoc thyc hién (5 1an, 5 14n, 2 14n, 2 lan, 2 lan, 2 1an, 5 14n, 5 14n), v6i ndng do cao nhét
12 50 nM va thép nhat 1a 0,005 nM. Do d6, ndng do thit nghiém cudi ciing s& 12 cao nhét
25nM va thip nhat 12 0,0025 nM. Pha lodng khang thé duoc thuc hién trong dia pha loang
96 giéng. 50 pL/ giéng pha lodng 2 1An khang thé dugc thém vao dia thir nghiém. Thé tich
thir nghiém cubi cung trén mdi giéng 1a 100 pL. Dia thir nghiém duoc diy bang nap dia

va dit trong ti 4m CO; & 37°C trong 6 gio.

Sau 6 gio U, dia thir nghi¢ém dugc 14y ra khoi may u va dat ¢ nhiét do phong trong

10 phut. 100 uL thude thit Bio-Glo Luciferaza tai tao (Promega) dugc thém vao moi
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giéng chtra té bao trong dia thir nghiém. Dia thr nghiém dwgc G trong 10 phit ¢ nhiét do
phong. 100 nL/giéng dia thir nghiém dugc chuyén sang dia trang 96 giéng dé do don vi
phét quang tuong d61 (RLU). Bia duoc doc trén méay doc dia SpectraMax L cua Molecular
Devices va SoftMax Pro v5.4 theo cai dit duge xac dinh trong bang thube thtr (PMT-
MaxRange, Target Wave-470 nm).

Két qua cta thi nghiém do duoc thé hién trén Fig. 4. Lién két t6i da (Bmax) va
ndéng do enzym & dap tmg 50% (Kb) thé hién rang 3x1D10v6-Fc c6 hoat tinh tuong
duong trong thir nghiém béo cdo OX40 luciferaza la 3x1D10vI-Fe.

Vi du 4: 3x1D10v6-Fc hoéa tri sdu ¢6 hoat tinh chti van OX40 vugt trdi

Pé ching minh ring 3x1D10v6-Fc hoa tri sdu 1a chit chu van OX40 vuot trdi so
v6i phién ban hoa tri hai va héa tri bdn (SEQ ID NO: 13 va 16, tuong Gng), thir nghiém

béo cao luciferaza OX40 vé co ban nhu duge md ta trong vi du 3 dugce sir dung.

Két qua cta thi nghiém d6 dugc thé hién trén FIG. 5. 3x1D10v6-Fc hoéa tri sau
vuot trdi hon 2x1D10v6-Fe héa tri bén trong thir nghiém nay, cho thdy 3x1D10v6-Fc 1a
chat ch van vuot troi. 1D10v6-Fe héa tri hai thé hién hoat tinh t6i thicu trong thir nghi¢m
nay.

Vi du 5: 3x1D10v6-Fc hoa tri sau tang sinh té bao T

Phan 1ap PBMC: PBMC dugc phan Iap tr bach cu ctia ngudi cho binh thuong
hodc mau mau toan phan bang cach st dung ly tAm mét do gradient, nhu sau. Mau mau
dugc pha lodng bang PBS/2% FBS (1:2) va 30 ml mau pha loang dugc xép 16p 1én moi
truong mat do gradient Lymphoprep (Stemcell Technologies) 15 ml. Sau khi ly tam ¢
800xg trong 30 phut, 16p PBMC ¢ pha trung gian cua huyét twong va lymphoprep dugc
loai b va té bao hong céu con lai duoc ly giai bang dém ly giai hdng cau (BioLegend)
trong 5 phut & nhiét do phong. Té bao dugce rira trong PBS va sau d6 dong lanh tuoi trong
Cryostor CS10 (Stemcell Technologies) & muc 100x109 té bao trén ml.

Lam giau té bao T: Quan thé té bao khong phai T dugc gén nhin bang khang thé
danh ddu dong t& bao khang biotin chéng lai CD14, CD16, CD19, CD20, CD36, CD56,
CD123, TCRy/5 (BioLegend) trong 20 phut & nhiét do phong. Quén thé t¢ bao khong
phai T sau d6 dugce lam can kiét béng cach u trong 20 phuat ¢ nhiét do phong v6i hat

streptavidin tur tinh (500 pl hdén dich hat cong v6i 500 pl huyén phu té bao trén 100x10°,
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U 2x8 phut trén nam chdm). Dich té bao khong lién két chira té bao T. Ngoai ra, té bao T
duge lam gidu tir mau PBMC bang bo kit 1am giau té bao T ctia nguoi EasySep (Stemcell
Technologies) theo khuyén nghi ctia nha san xuét. D& tao ra té bao T CD4* dugc lam
giau, té bao T dugc lam gidu duge G véi khang thé khang CD8 biotin va lam can kiét

bing hat streptavidin t tinh vé co ban nhu mo ta & trén.

Phu hat tosyl hoat hoa M-450: Hat kich thich cho thir nghiém hoat hoa té bao T
dugc phu 200 pg khang thé khang CD3 ctia ngudi ¢ chudt (ban sao OKT3; eBioscience)
trén 4 x 10% hat theo quy trinh pht dugc nha san xuét khuyén nghi. Tém lai, hat dugc rira
mot 1an trong dung dich dém 1 (dém natri phosphat 0,1 M, pH 7,4-8,0) va sau dé u trong
méy quay 6ng trong 18 gi & nhiét do phong trong dung dich dém 1 chtra 200 pg khéang
thé khang CD3 clia ngudi. Sau do, hat dugc rira 4 14n bang dung dich dém 2 (PBS, BSA
0,1%, EDTA 2 mM pH 7,4). Nhém tosyl ty do duoc bt hoat béng cach U hat trong 4 gi&
§37°C trong dung dich dém 3 (Tris 0,2 M, BSA 0,1%, pH 8,5). Sau do, hat dugc rira mot

lan trong dung dich dém 2 va dugc tao huyén phu lai & ndéng do 400x10° hat/ml.

Thir nghiém ddng kich thich: Té bao T CD4* duge lam giau (tir bén ngudi cho
khac nhau) duoc gin nhéan bang CellTrace Violet (CTV; Invitrogen) ¢ d§ pha loang
1:1000. Sau do, té bao duge dit vao dia ba ban sao ¢ 200000 té bao trén mdi giéng trong
dia tron 96 giéng va két hop v6i 100000 hat phi khang thé khang CD3 clia nguoi. Gidng
chy duoc U v6i chudn do 3x1D10v6-Fc hoge 1D10v6-Fe gi tri hai bit dau ¢ nong do
cudi cung 12 50 nM va chudn do trén toan b dia 1:5. Thé tich nudi cdy cudi cung 1a 200

ul trén moi giéng va té bao dugce u & 37°C/5% CO; trong 4 ngay.

Nhudom FACS: Vao ngay 4 cia nudi céy té bao T, té bao duoc rira mot 1an trong
150 ml dém FACS va vién té bao dugc tao huyén phu lai trong 50 pl dung dich nhu¢m
dAu hidu bé mit (chira khang thé déi v6i CD4, CD25 va CD71 va propidi iodua). Té bao
duogc u trong 20 phut ¢ nhiét do phong trude khi rira lan cudi va phan tich trén méy do
luu lugng té bao SONY Analyzer. Phan mém FlowJo dugc sir dung dé phén tich quan
thé t& bao T. Cudng d6 huynh quang trung binh thd cho cac doan danh déu hoat hoa khac
nhau sau d6 dugc xuat-va phan tich bang Excel va GraphPad PRISM. Gia trj duoc biéu
d6 hoa va dudng cong chuin do dugc didu chinh dé danh gia mbi quan hé lidu lwong-dap

g bang cach sir dung dudng cong phii hop phi tuyén tinh [Chét chi van] so véi dap
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tmg — Do dbc thay dbi (bdn thong sd). Su phit hop nay ciing duoc sir dung dé xac dinh
ndng d6 hiéu qua (EC50) cho mdi thé cho.

Chién luoc tic dong FACS: Dé dénh gid mtc do tang sinh té bao T va mirc do
biéu hién doan danh dAu hoat hoa trén phan nhom té bao T, chién lugc tac dong sau day
duoc st dung: manh vun té bao bi loai trir béng cach loai trir kich thuée FSC/SSC va té
bao chét bi loai trir dua trén tin hi€u propidi iodua duong tinh cua chung. Té bao don 18
duoc chon bang cach sit dung cip d6i FSC-A/FSC-H va loai trir tap hop. Quin thé té bao
con lai dugc xac nhén 1a CD4". Viéc mat nhudém CellTrace Violet (CTV™) so voi dbi
ching chi ¢cé té bao T 12 ddu hiéu clia sy ting sinh té bao. Mtc MFI tang cta gen danh

déu hoat héa CD25 va CD71 1a diu hiéu cta sy hoat hoa té bao T.

IFNy ELISA va phan tich di lidu: Vao ngay th 4, mu dich ndi nuodi cdy té
bao duoc ldy va luu trit & -80°C. Mure IFNy trong dich ndi nudi cy té bao duge do bang
céch st dung bd kit ELISA IFNy theo giao thirc ciia nha san xut. Tém lai, dia ELISA
dugc pht khang thé bét giit khang IFNy qua dém & 4°C. Ngay hom sau, dia dugc phong
bé trong 1 gid trong dém thir nghiém trudce khi u dich nudi cdy té bao trong 2 gio. Mau
duogc pha lodng 1:25 trong dém thir nghiém. Lién két khang nguyén dugc phét hién bing
céch 1 dia trong 1 gioy v6i khang thé phét hién biotin héa va 1 tiép theo véi thude thir
streptavidin lién hop v6i peroxidaza cai ngwa. Hoat tinh HRP dugc do sau khi thém dung
dich co chit va u trong 15 phat. Sau khi thém dung dich dung, dia dugc phan tich trén

dau doc vi mach Emax precision & budc song 450 nm.

Gi4 tri tho tur dAu doc vi mach Emax precision dugc phan tich béng phﬁn mém
phan tich Softmax Pro cua d4u doc vi mach. Mtrc IFNy mAu tinh bang pg/ml dugc tinh
toan bang cach s dung gia tri hép thu cla dudong cong chuén va hoi quy logistic bbn
tham s6. Gia tri da phan tich dugc xudt vao Excel (Microsoft, Phién ban 15.27) dé phéan
tich dit liéu thém. Gi4 tri dugc biéu dién bang dd thi PRISM (GraphPad Software Inc.,
Phién ban 7.0c) va dudong cong chudn do dugc didu chinh dé danh gia moéi quan hé déap
tng lidu bang cach st dung duong cong diéu chinh phi tuyén tinh [Chat chd van] so v6i
dap img — DO déc thay dbi (b6n tham sd).

Nhu thé hién trén FIG.6, viée diéu tri bing 3x1D10v6-Fc hoa tri sdu, nhung khong
phai bing 1D10v6-Fc hoa tri hai, din dén tang sinh té bao T CD4" tir ca bbn thé cho.
Viéc diéu tri béng 3x1D10v6-Fc hoéa tri sau cing dAn dén murc cao hon cta gen danh dau
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hoat héa CD25 va CD71 & ca bdn thé cho (FIG. 7 va FIG. 8). Mirc IFNy tiét ra ciing cao
hon khi didu tri bing 3x1D10v6-Fc (FIG. 9). Cudng d6 dong kich thich thay ddi thry theo
thé cho, nhung nhin chung phu thugc vao lidu luong. Gia tri EC50 da tinh toan dugc tom

tit trong bang 2 bén dudi.

Bang 2: Gia tri EC50 cho 3x1D10v6-Fc:

EC50 [nM] 556 | Leuko22 | Leuko 20 Leuko 9
[FNy 0,077 |0,032 0,019 0,094

Su tang sinh CD4 | 0,024 | 0,016 0,008 0,004
CD4* CD25 MFI | 0,026 | 0,026 0,008 0,04
CD4* CD71 MFI | 0,032 | 0,022 0,007 0,069 |

Tém lai, 3x1D10v6-Fe cai thién sy kich thich té bao T do khang thé khang CD3
trung gian in vitro. Khong ¢6 y dinh bi rang bude boi bit ky 1y thuyét cu thé nao, co vé
nhu su ddng kich thich hiéu qua trong thir nghiém nay doi hoi phai tp hgp OX40, vi du,

vai 3x1D10v6-Fe hoa tri sau.
Vi du 6: 3x1D10v6-Fc héa tri sdu tang cuong kich thich té bao T va san xuat [FNy

Té bao T duoc lam giau tir 10 ngudi cho khoe manh duge kich thich bang khéng
thé khang CD3 du6i mirc ti wu khi ¢6 hodc khong ¢ 3x1D10v6-Fe.

PBMC dugc phan 1ap tir 10 nguoi cho khoe manh va quan thé té bao T dugc 1am

giau vé co ban nhu dugc mo ta trong vidu 5.

Kich thich té bao T: Té bao T dugc lam giau tir 10 ngudi cho khoe manh dugce ra
dong va rua hai 1an bang moi trudong chéng két tu CTL. Té bao T dugc gin nhan bang
thubc nhudm ting sinh CellTrace Violet (CTV) (ThermoFisher) trong 10 phut ¢ 37°C.
Sau khi rtra, t& bao T dugc tao huyén phu thanh 1,5x10° té bao/m! trong RPMI bd sung
10% FBS va 1X khang sinh/khang ném va 150000 té bao T dwoc thém vao moi giéng
trong 100 pl trong dia 96 giéng day phang. M-450 Tosylactivated Dynabeads
(ThermoFisher) dugc phti qua dém bang 200 pg khang thé khang CD3 (ban sao OKT3,
eBioscience) theo huéng dAn ctia nha san xuat. Hat pht khang thé khang CD3 dugc thém
vao 50 pl mdi giéng vao té bao T dugc gan nhan theo ty 1€ 1:2 dé cung cép kich thich té
bao T chinh. 3x1D10v6-Fe duge thém vao 50 ul & ndng do cudi cing 1a 10 nM. Bia duoc
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U & 37°C/5% COs trong 3 ngay va duge phan tich bing phuong phap do lvu lugng té

bao.

Phén tich dong chay té bao: Sau 3 ngay, té bao T dugc quay ly tdm va gén nhan
trong dém FACS (PBS/FBS 2%/natri azit 0,05%) v6i chit danh déu kha ning song
propidi iodua (PI) cung v6i khang thé dugc gin nhin huynh quang sau: CD4-PE, CD8-
APC, CD25-FITC va CD71-PE/Cy7 (Biolegend) trong 20 phut ¢ nhiét d0 phong. Té bao
T dugc rira va tao huyén pht lai trong 70 pl dém FACS va dugc phan tich bing may phan
tich quang phd Sony SA3800. Phan mém Flowjo dugc st dung dé phan loai quan thé
CD4 va CD8 séng (PI-) va phdn tram té bao trai qua qua trinh tang sinh dugc xic dinh
bing céch tac dong vao té bao T trai qua toi thidu mot 1an phan chia theo phuong phap
pha lodng CTV. Phén trdm té bao T CD4 va CD8 biéu hién gen dénh d4u hoat héa CD25
va CD71 dugc xéac dinh bang cach so sanh vdi quén thé té bao T khong dugce kich thich.

Dit liéu duoc xudt sang Microsoft Excel va bicu d6 bang Prism.

Nhudm xytokin ndi bao: Té bao dugc quay va gén nhin bé mit biang khang thé
khang CD4 ghn v&i PE va khéng thé khang CD8 gén v6i APC cling v6i thudc nhuom kha
thi Zombie Red (BioLegend) trong 20 phut ¢ nhiét do phong trong dém FACS (FBS
204/Natri Azit 0,1% trong PBS). Sau khi rira, t& bao duge c6 dinh trong 30 phut béng
dém BD Fix/Perm. Té bao dugc ria bé‘lng dém BD Perm/Wash 1X va gén nhan béng
khang thé khang IFNy PE/Cy7 trong dém Perm/Wash trong 45 phuat ¢ nhiét do phong.
Sau khi rira, té bao dugc tao huyén phu lai trong dém FACS va doc trén may phan tich
quang phd Sony SA3800. Phén tich dir licu cua quén thé té bao T CD4" va CD8" duoc

thue hién bang phan mém Flowjo va biéu dd bang Prism.

Trong té bao T tir tht ca 10 thé cho duge thir nghiém, phuong phap didu tri
3x1D10v6-Fe din dén su gia ting dang ké v& phan trdm té bao T CD4" va CD8” trai qua
qué trinh tang sinh dé dép tmg v6i su kich thich cia khang thé khang CD3 (FIG. 10, FIG.
11). Hon nita, phin tram t€ bao T CD4 va CD8 biéu hién doan danh déu hoat hoa CD25
va CD71 ting 1én v6i phuong phap didu tri 3x1D10v6-Fc (FIG. 11). Trong thi nghiém
riéng biét, nhém nho hon gbm 4 thé cho thé hién sy gia tang ndéng do IFNy ndi bao & ca
hai nhém & bao T sau khi didu tri bdng 3x1D10v6-Fe (FIG. 12). Do do, 3x1D10v6-Fe
cung cép tin hi¢u déng kich thich manh m& cho té bao T, dan dén ting cuong hoat hoa,

tang sinh va chirc ndng hiu Ung.
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Vi du 7: 3x1D10v6-F¢ hoa tri sau ddo nguoc su uc ché qua trung gian Treg cla

su tang sinh té bao T CD4*

Lam giau té bao T: Treg va té bao T CD4* thong thudng duge lam giau tir PBMC
ctia thé cho tuoi, khoe manh bang cach sir dung bo kit phan 1ap té bao T didu hoa EasySep
Human CD4*CD127%%CD25" (Stemcell) theo huéng dan cua nha san Xuat.

Tht nghiém tc ché t& bao T:Dé phan biét hai quéan thé té bao, té bao Treg
duoc lam giau va té bao T dap Gmg CD4* dugc gin nhan bing thubc nhudm ting sinh
CellTrace Violet (CTV) va CFSE tuong tng trong 10 phit ¢ 37°C. Sau khi rua, té bao
Treg va té bao T CD4* dugc tao huyén ph lai thanh 1,5x10° t€ bao/ml trong RPMI bd
sung 10% FBS va 1X khang sinh/thuéc chéng nim. Té bao Treg dugc gieo trong thé tich
50 pl tao ra 75000 té bao Treg/giéng trong dia tron day 96 giéng. Té bao Treg duge G qua
dém & 37°C khi ¢6 10 nM 3x1D10v6-Fc héa tri sdu khang OX40, 10 nM khang thé khang
OX40 hoa tri hai thong thuong (HC/LC) hodc khi khdng c6 khang thé. Song song d6, té
bao T dép ung CD4" duoc gin nhin dugc hoat hoa qua dém & 37°C véi hat dynabead
pht khang CD3 theo ty 1€ hat trén té bao T 1a 1:2. Ngay hom sau, dia Treg dugc rra 2X
bang mdi trudng dé loai bo khang thé. Té bao T dép tng CD4" dugc kich thich dugc
thém vao 100 ul mdi trudng, cung cip 150000 té bao T CD4*/giéng vao dia chira Treg
theo ty 16 1 Treg cho mbi 2 té bao T dap ing CD4". 3x1D10v6-Fc hoa tri sdu hodc khang
thé khang OX40 hoa tri hai thong thudng duge thém tré lai 100 pl mai trudng v4i ndng
d6 cudi cung 12 10 nM theo ban sao vao tap hgp con cua té bao. Ngoai ra, nhom céc té
bao T dép tng CD4" dugc dua vao ma khong duge U chung véi Treg. Pia duge u ¢

37°C/5% CO; trong 3 ngay va dugc phan tich bang phuong phép do luu luong té bao.

Phén tich dong chay té bao: Sau 3 ngdy, té bao T dugc quay va gin nhan trong
dém FACS (PBS/FBS 2%/natri azit 0,05%) v6i chat danh ddu kha néng séng propidi
iodua (PI) cung voi khang thé duoc gan nhian huynh quang sau: CD4-PE, CD25-APC va
CD71-PE/Cy7 (Biolegend) trong 20 phut ¢ nhi¢t d§ phong. Té bao T duge rira va tao
huyén ph lai trong 70 pl dém FACS va dugc phén tich bang may phén tich quang phd
Sony SA3800. Phin mém Flowjo dugc st dung dé tac dong vao quan thé CD4" hogc
Treg CTV* dap ting CFSE* séng (PT") va phan tram (& bao trai qua qué trinh ting sinh
duoc xac dinh bang cach tac dong vao té bao T dap ung trai qua t61 thiéu mot 1an phan

chia theo cach pha lodng CFSE. Phin trim t& bao T CD4* dap tng biéu hién gen danh
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dAu hoat hoa CD25 va CD71 dugc xac dinh béng cach so sanh voi quén thé té bao T

khong dugc kich thich. Dit li€u dugc xuét sang Microsoft Excel va biéu dd bang Prism.

Kich thich bang hat pht khdng CD3 trong tdng s6 4 ngy dan dén su tang sinh clia
66% té bao T CD4* dép tng (FIG. 13). Viée bd sung Treg lam gidu vao gidng ciy dan
dén s giam déng ké sy tang sinh té bao T CD4* dap tmg (34% tang sinh). Xit Iy bang 10
nM 3x1D10v6-Fc héa tri sdu dan dén su phuc hdi gén nhu hoan toan sy ting sinh té bao
T CD4* dép tng (62% tang sinh). Hon nita, biéu hién cta doan danh dau hoat hoa té bao
T CD25 va CD71 dugc phuc hdi & mire trong ty nhu té bao T CD4" dép tng khong c6
nhom thir nghiém Treg. Ngugc lai, Xt Iy bang khang thé khang OX40 hoa tri hai thong
thuong khong phuc hdi duge sy ting sinh t& bao T CD4" hogc lam ting biéu hién cta

CD25 hodc CD71 so v6i nhém khong c6 khang thé.

Vi du 8: 3x1D10v6-Fc hoa trj sau khi két hop voi hoat hoa té bao T tiém ning

Pembrolizumab

Sau khi gén két TCR, phan tir dong kich thich nhu OX40 duoc diéu hoa ting 1én
cung vadi phan tu didu hoa 4m tinh, chdng lai hoat hoa té bao T bang cach lam giam tin
hiéu TCR. V& mat 14m sang, viéc phong toa con dudng nay, truc PD-1/PD-L1, dugc thé
hién 1a phuc hdi thanh cong chirc ning ciia té bao T dac hiéu khéi u khong phan {mg,
bang cach lam giam tin hiéu trc ché nay. OX40 dat duoc két qua twong ty, tang cudng
phén Ung cua té bao T, thong qua co ché khac: cung cap tin hiéu ddng kich thich ngoai
sinh ¢6 tac dung hiép ddng véi tin hiéu TCR. Céc co ché khong chong chéo nhung bd
sung nay cho thdy rang viéc két hop chét chi van OX40 véi phong toa diém kiém soat s&

mang lai 1¢i ich 1dm sang 16n hon.

Phéan tng té bao lympho hdn hop di sinh (MLR) 1a thir nghi¢m in vitro duoc sur
dung dé chimg minh sy didu bién chirc ning cla té bao T; né sit dung hon hop té bao
dudi gai chua trudng thanh co ngudn gbc invitro (iDC) va té bao T khong khop HLA dé
hoat hoa té bao T phu thude TCR. 3x1D10v6-Fe hoa trj séu duoc thé hién 12 ¢6 hoat tinh
khiém tén trong thtr nghiém nay. (Dit li€u khong dugc thé hién.) Hoat tinh cua
3x1D10v6-Fc héa tri sau duge thir nghiém két hop voikhang thé khang PD-1
pembrolizumab dé xac dinh xem su két hop nay ¢o biéu hién hoat hoa té bao T tang lén

hay khong.

62



47785

63/111

Phan 1ap té bao T CD4+: PBMC duoc phan 1ap tir leukopak mau nguoi cho bang
phuong phép ly tdm theo mat do, vé co ban nhu sau. Mau mau dugc pha lodng véi
PBS/FBS 2% (1:2) va 30 mL mau pha loang dugc xép 16p 1én moi truong mat do theo
mat 46 Lymphoprep™ 15 mL. Sau khi ly tdm ¢ tdc do 800xg trong 30 phut, 16p PBMC
& pha trung gian cua huyét twong va Lymphoprep™ duoc thu thap va té bao hdng cau
con lai duoc ly giai bing dung dich ly giai té bao hdng cau trong 7 phit ¢ nhi¢t do phong.
Sau do, PBMC dugc lam giau cho 8 bao don nhan nhu md ta bén dudi hodc dong lanh &
méat d6 100x10° té bao/ml trong mdi trudong bao quan lanh CryoStor® va duoc luu trlr
trong nito long. Té bao T CD4+ dugc lam giau tr PBMC thé cho twoi, khée manh bang
bd kit phéan lap té bao T CD4+ ctia ngudi EasySepTM (Stemcell Technologies) theo
hudng d3n ctia nha san xuit. PBMC dugc tao huyén phu lai & mat do 50x10° t& bao/mL
trong PBS chira FBS 2% va EDTA 1mM. Té bao T CD4+ duogc lam giau am tinh bang
hdn hop phén 1ap t4 bao T CD4+ sau d6 1 véi Dextran RapidSpheres™ trong nam cham
BasySep™. Sau hai vong lam gidu trén nam cham, t& bao T CD4+ duge dém va rira bang
PBS/BSA 0.1% (dém CTV). Té bao duge gén nhén bing thudc nhudm CellTrace™
Violet (1:1000) & mat do 10x106 t& bao/mL trong dém CTV trong 10 phut & 37°C. Té
bao dugc gén nhan dugc rira mot lan b%mg PBS/FBS 2% va tao huyén phu lai & mat do
3,5x109 t& bao/mL trong mdi trudong thi nghiém (RPMI + 10% FBS cong véi penixilin,

streptomyxin va amphoterixin).

Lam giau bach ciu don nhan va tao té bao dudi gai chua truéng thanh (iDC): Té
bio don nhan duoc lam giau tir PBMC duoc phan 14p tir the cho leukopak bang céch st
dung bo kit 1am giau 4&m tinh ma khong lam suy giam CD16 theo quy trinh cia nha san
xuét (bo kit 1am giau bach cAu don nhan EasySep™ khong lam suy giam CD16; Stemcell
Technologies). Tém lai, quéan thé khong phai bach ciu don nhan duoc danh diu bang
phtc hop khang thé tetrame nhén biét doan danh d4u khang dong va bi can kigt bang
céch sir dung hat tir tinh. Phin ndi cua t& bao khong lién két chira bach cdu don
nhan. Bach cdu don nhan dugc nudi chy & 1x10° t& bao/mL trong RPMI dugc bd sung
FBS 10% cong v6i penixilin, streptomyxin va amphoterixin, 500 U/mL GM-CSF, va 250
U/mL IL-4. M0t ntra gia thé duoc bd sung sau mdi 2 ngay cho dén khi thu hoach té bao
dudi gai (iDC) chua truéng thanh vao ngay thu 7 bang cach thu thép té bao duoc tao
huyén phu va bam dinh léng l¢o. Té bao duoc rira trong PBS va sau d6 dong lanh tuoi
trong CryoStor ® & 3x10° té bao méi mL. Cam tng kidu hinh iDC theo phac dd nay duoc
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x4c nhén bang phuong phéap do té bao dong chay st dung loai trir kich thuée FSC/SSC
va phét hién nhupm CD14- CD11c+ HLA-DR+ & it nhat 60% quén thé.

Phan tmg t& bao lympho hdn hop (MLR): Té bao dudi gai chua trudng thanh c6
ngudn gbe tir té bao don nhan (iDC) dugc tao huyén phu lai & murc 0,8x10° t& bao/mL
trong méi trudng thir nghiém. 1,75x10° t€ bao T CD4+ tir thé cho khac duge tao huyén
phu trong 50pL va tron voi 4x10%* iDC trong 50 pL trong dia day chit U 96 giéng.

3x1D10v6-Fc hoa tri sdu dugc bd sung tai néng do thtr nghiém ban dau 1a
10 nM va chudn do trén dfa 1:4 ba l4n khi c6 hodc khong c6 ndng do thir nghiém khong
dbi 1a 10 nM pembrolizumab. Trong thi nghiém riéng biét, pembrolizumab dugc bd sung
tai néng do thir nghiém ban dau 1a 50 nM va dugc chuén d6 trén dia 1:4 ba lan khi c6
hoiic khong ¢6 ndng do thir nghiém khong doi 1a 1 nM 3x1D10v6-Fe hoa tri sdu. Nong
d6 cb dinh cua 3x1D10v6Fc hoa tri sau (1 nM) duoc lya chon dua trén néng dd khang
thé bio hoa thé hién hoat tinh t5i da trong thir nghiém dong kich thich € bao T va d6i véi
pembrolizumab (10 nM), ndng do khang th& bdo hoa cho hoat tinh bdo céo téi da trong
thtr nghi€ém phong bé PD1/PD-L1. Tét ca cac dia thir nghiém duoc 1 & 37°C trong 7
ngay.

ELISA IL-2 ctia nguoi: Cac phan dich ndi bé mit trong thir nghiém dugc thu thép
vao ngay thit 3 dé xéc dinh ndng do IL-2 clia ngudi bang ELISA sir dung bd kit ELISA
MAX™ Deluxe ctia nguoi (Biolegend) theo hudng din ctia nha san xudt. Cac dia ELISA
MaxiSorp duge pht qua dém bang khéng thé bat IL-2 cua nguoi, rira sau d6 phong bé
bang dém pha lodng trong mdt giv. Puong cong chuin duoc chuan bi theo ban sao tir
ndng do ban dau 12 1000 pg/mL IL-2 va mAu dich ndi bé mit trong thir nghiém dugc pha
loang theo ty 1€ 1:5 hodc 1:10 trong dém pha loang. Mau va chudn duoc U trén dia ELISA
trong hai gid, sau d6 rira sach va u voi khang thé phat hién trong mot gi¢. Dia thur nghiém
duge rira va 0 voi streptavidin lién hop voi peroxidaza cai ngwa (HRP) trong 30 phut.
Sau buée rira cudi cung, IL-2 cta nguoi da bat duoc phét hién trén dia ELISA vGi dung
dich chét nén dugc cung cép. Phan tng phét hién duoc dung lai sau 10-30 phut vé1 thé
tich twong duong HCI 1M. Gia tri hép thu & 450nm dugc doc trén may doc dia EMax®
(Thiét bi phan t&r) va ndng do IL-2 cla ngudi trong dich ndi bé mat thir nghiém MLR

dugc tinh toan tir dudng cong chuan.
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Nhu dugc thé hién trén FIG. 14A-14B, hdn hgp cua pembrolizumab va
3x1D10v6-Fc hoa tri sau tdng cudng san xuét IL-2 tlr té bao T CD4" trong phan tng té
bao lympho hdn hgp (MLR). Céc két qua nay ching minh loi ich ctlia vige két hop phong
bé truc PD-1/PD-L1 véi chit chi van OX40.

Vi du 9: Panh gia dic tinh duge dong hoc cua 3x1D10v6-Fc hoa tri sau

Pac tinh duge dong hoc (PK) va profin dong hoc cua chéit doc cta chét diéu trj rat
quan trong dé hidu mbi quan hé lidu lwong/phoi nhiém, tdc do thanh thai va profin an
toan. Phoi nhiém gidm va hodc profin thanh thai tang tdc ¢ thé tiét 10 trach nhiém trong
chinh chét do twong tac khong dic hiéu, do 4n dinh kém ho#c kha nang sinh mién dich;
hoic trong dich nhu dugc chimg minh bang doc tinh hodc thay dbi trong qué trinh phan
bd thube. Thong thuong, ddc tinh PK cta khang thé diéu tri duoc ddnh gia ¢ loai gam
nhdm va/hoidc & loai linh truéng khong phai nguoi. PK kém trong cac mo hinh nay c6 thé

chi ra lién két khong dic hiéu va thanh thai nhanh cua khang thé.

3x1D10v6Fc hoa tri sdu duoc tiém tinh mach cho khi cynomolgus (5 con duc va
5 con cai mdi nhom) vai lidu Smg/kg, 20 mg/kg va 60 mg/kg. Phuong phap ELISA dinh
lugng duogc st dung dé xac dinh néng do huyét thanh cua 3x1D10v6-Fc hoa tri sau, vé
co ban nhu sau. Giéng vi mach dugc pht so bd bang dang tai t6 hop cua mién ngoai bao
clia OX40 & ngudi duge dung hgp véi mién Fe & chudt (OX40-mFc). Sau khi phong bé
va rira, chuén d 3x1D10v6-Fc hoa tri sdu (dé co duong cong chudn), mau dbi ching
chira ndng dd 3x1D10v6-Fc hoa tri sdu dugc xac dinh trudc va mau thtr nghiém dugc
thém vao céc giéng va u 8 cho 3x1D10v6Fc hoa tri sdu c6 trong mau lién két v6i OX40-
mFc ¢b dinh. Dia dugc rira sach va khéng thé thu cip khang IgG cua nguoi lién hop voi
peroxidaza cai ngua (HRP) dac hiéu véi manh Fey duge thém vao dé phat hién
3x1D10v6Fc hoéa tri sau lién két v6i dia. Dung dich chia chdt nén HRP
tetrametylbenzidin (TMB) dugc thém vao giéng, tao ra tin hiéu do mau ty 1¢ thuén Vi
ndng d6 khang thé khang IgG cua ngudi lién hop véi HRP lién két v6i 3x1D10v6-Fe hoa
tri sau. Phan tng dugce dung lai bé‘lng cach thém dung dich axit va do hép thu & 450 nm
duoc xéc dinh. PSi véi mau déi ching va thir nghiém, viée chuyen dbi gia tri d hip thu
quang phd (dugc dinh lwgng theo mét do quang [OD450]) thanh ndng d6 duoc thye hién

bang cach so sanh voi duong cong hiéu chuén dugc phan tich dong thoi duge hdi quy
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theo mé hinh 4-PL/logistic. Gigi han dinh luong dudi (LLOQ) cua 3x1D10v6Fc hoa tri
sau trong huyét thanh theo phuong phap nay la 100 ng/mL.

Trong pham vi lidu, phoi nhiém toan than (Cmax va AUC o.168n) dat dugc va tang
lidu theo ty 18, khong c6 sy khac biét vé gioi tinh. Trong pham vi lidu tir 5 dén 60 mg/kg,
str dung phan tich khong ngan, T1, trung binh gitra cac nhém 14 55-89,7 gid, toe do thanh
thai (CL) 12 0,683-0,832 mL/h/kg, v thé tich phan bd & trang thai on dinh (Vdss) 1 55.9-
86,2 mL/kg. Profin PK ctia 3x1D10v6-Fc héa tri sau dugc thé hién trén FIG. 15.

Céc két qua nay chimg minh rang 3x1D10v6-Fc hoa tri sdu ¢6 profin PK tbt, thich
hop cho ung dung diéu tri, va cho théy lién két khong dic hiéu quan sat duge voi 1D10v1

dugc giam thiéu.

Séang ché c6 thé duoc thé hién dudi cac hinh thue cu thé khac ma khong xa roi
tinh than hodc dic diém co ban ctia chung. Do d6, phuong an néu trén dugc xem xét theo
moi khia canh mang tinh minh hoa chtr khong phai la gi6i han ctia sang ché. Do d6, pham
vi sang ché dugoe chi ra bdi cac diém yéu cau bao ho kém theo chir khong phai boi md ta
& trén, va tit ca cic thay dbi di kém v6i y nghia va pham vi twong duong cua cac diém

yéu cau bao ho do d6 déu dugc chép nhén trong ban mo ta nay.

Bang ctia mot sb trinh tu nhét dinh

SEQ | Mo ta Trinh tu
1D
NO
1 OX40 cfia | MCVGARRLGR GPCAALLLLG LGLSTVTGLH CVGDTYPSND RCCHECRPGN
nguoi GMVSRCSRSQ NTVCRPCGPG FYNDVVSSKP CKPCTWCNLR SGSERKQLCT
ATODTVCRCR AGTQPLDSYK PGVDCAPCPP GHFSPGDNQA CKPWINCTLA
GKHTLOPASN SSDAICEDRD PPATQPQETQ GPPARPITVQ PTEAWPRTSQ
GPSTRPVEVP GGRAVAATLG LGLVLGLLGP LAILLALYLL RRDQRLPPDA
HKPPGGGSFR TPIQEEQADA HSTLAKI
o) OX40 cla | MCVGARRLGR GPCAALLLLG LGLSTTAKLH CVGDTYPSND RCCOECRPGN
Khi GMVSRCNRSQ NTVCRPCGPG FYNDVVSAKP CKACTWCNLR SGSERKQPCT
| ATODTVCRCR AGTQPLDSYK PGVDCAPCPP GHFSPGDNQA CKPWINCTLA
cynomolgus | qgyrr.opASN SSDAICEDRD PPPTQPQETQ GPPARPTTVQ PTERWPRTSQ
RPSTRPVEVP RGPAVAATLG LGLALGLLGP LAMLLALLLL RRDQRLPPDA
DPKAPGGGSFR TPIQEEQADA HSALAKI
3 1D10v1 EVOLLESGGG EVQPGGSLRL SCAASGFTFS DAFMYWVRQA PGKGLEWVSS
ISNRGLKTAY AESVKGRFTI SRDNAKNTLY LQMSSLRAED TAVYYCSRDV
DGDFRGQOGTL VTVKP
4 1D10v1 GFTFSDAF
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CDRI1
5 1D10v1 ISNRGLKT
CDR2
6 1D10v1 SRDVDGDF
CDR3
17 | 1D10v1 EVQLLESGGG EVQPGGSLRL SCAAS
FR1
18 | 1D10v1 MYWVRQA PGKGLEWVSS
FR2
19 | 1D10v1 AY AESVKGRFTI SRDNAKNTLY LOMSSLRAED TAVYYC
FR3
20 | 1D10v1 RGQGTL VTVKP
FR4
EVOLLESGGG EVQPGGSLRL SCAASGFTFS DAFMYWVRQA PGKGLEWVSS
7 ID10v1-FC | TNRGLKTAY AESVKGRFTI SRDNAKNTLY LOMSSLRAED TAVYYCSRDV
(héa tri hai) | DGDFRGQGTL VTVKPGGGGD KTHTCPPCPA PELLGGPSVF LFPPKPKDTL
MISRTPEVTC VVVDVSHEDP EVKFNWYVDG VEVHNAKTKP REEQYNSTYR
VVSVLTVLHQ DWLNGKEYKC KVSNKALPAP IEKTISKAKG QPREPQVYTL
PPSRDELTKN QVSLTCLVKG FYPSDIAVEW ESNGQPENNY KTTPPVLDSD
GSFFLYSKLT VDKSRWQQGN VFSCSVMHEA LHNHYTQKSL SLSPGK
8 3x1D10v]- | EVOLLESGGG EVQPGGSLRL SCAASGFTFS DAFMYWVRQR PGKGLEWVSS
Fc (hoa trj | [SNRGLKTAY AESVKGRFTI SRDNAKNTLY LOMSSLRAED TAVYYCSRDV
o Ml | DGDFRGQGTL VTVKPGGSGG SEVQLLESGG GEVQPGGSLR LSCAASGFTF
s4u;  CON | gpapMyWVRQ APGKGLEWVS SISNRGLKTA YAESVKGRET ISRDNAKNTL
dugc goi 14 | YLOMSSLRAE DTAVYYCSRD VDGDFRGQGT LVIVKPGGSG GSEVQLLESG
Hex- GGEVOPGGSL RLSCAASGFT FSDAFMYWVR QAPGKGLEWV SSISNRGLKT
1D10v1) AYAESVKGRF TISRDNAKNT LYLQMSSLRA EDTAVYYCSR DVDGDFRGQG
TINVTVKPGGG GDKTHTCPPC PAPELLGGPS VFLFPPKPKD TLMISRTPEV
TCVVVDVSHE DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT KPREEQYNST YRVVSVLTVL
HODWLNGKEY KCKVSNKALP APTEKTISKA KGQPREPQVY TLPPSRDELT
KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV EWESNGQPEN NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQ GNVFSCSVMH EALHNHYTQK SLSLSPGK
9 1D10v6 EVOLLESGGG EVQPGGSLRL SCAASGFTFS DAFMYWVRQA PGKEREWVSS
ISNRGLKTAY AESVKGRFTI SRDNAKNTLY LOMSSLRAED TAVYYCSRDV
DADFRGQGTL VTVKP
10 | 1D10v6 GFTFSDAF
CDRI1
11 | 1D10v6 ISNRGLKT
CDR2
12 1D10v6 SRDVDADF
CDR3
21 | 1D10v6 EVQLLESGGG EVQPGGSLRL SCAAS |
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FR1
22 | 1D10v6 MYWVRQA PGKEREWVSS
FR2
23 | 1D10v6 AY AESVKGRFTI SRDNAKNTLY LOMSSLRAED TAVYYC
FR3
24 | 1D10v6 RGQGTL VTVKP
FR4
13 | 1D10v6-Fc | EVOLLESGGG EVOPGGSLRL SCAASGFTFS DAFMYWVRQA PCKEREWVSS
(h6a tri hai) | TSYRGLKTAY RESVKGRFTI SRDNAKNTLY  LOMSSLRAED TAVYYCSRDV
' DADFRGQGTL VTVKPGGGGD KTHTCPPCPA PELLGGPSVF LFPPKPKDTL
MISRTPEVTC VVVDVSHEDP EVKFNWYVDG VEVHNAKTKP REEQYNSTYR
VVSVLTVLHQ DWLNGKEYKC KVSNKALPAP IEKTISKAKG QPREPQVYTL
PPSRDELTKN OQVSLTCLVKG FYPSDIAVEW ESNGQPENNY KTTPPVLDSD
GSFFLYSKLT VDKSRWQQGN VFSCSVMHEA LHNHYTQKSL SLSPGK
14 | 3x1D10v6 | EVOLLESGGG EVOQPGGSLRL SCRASGFTFS DAFMYWVRQA PGKEREWVSS
ISNRGLKTAY AESVKGRFTI SRDNAKNTLY LQMSSLRAED TAVYYCSRDV
DADFRGOGTL VTVKPGGSGG SEVQLLESGG GEVQPGGSLR LSCAASGFTF
SDAFMYWVRQ APGKEREWVS SISNRGLKTA YAESVKGRFT ISRDNAKNTL
YLOMSSLRAE DTAVYYCSRD VDADFRGQGT LVTVKPGGSS GSEVQLLESG
GGEVOPGGSL RLSCAASGFT FSDAFMYWVR QAPGKEREWV SSISNRGLKT
AYAESVKGRF TISRDNAKNT LYLOMSSLRA EDTAVYYCSR DVDADFRGQG
TLVTVKP
15 | 3xID10v6- | EVOLLESGGG EVQPGGSLRL SCRASGFTFS DAFMYWVRQR PGKEREWVSS
Fo (hoa trj | SNRGLKTAY AESVKGRETI SRDNAKNTLY LOMSSLRAED TAVYYCSRDV
C T | DADFRGQGTL VTVKPGGSGG SEVQLLESGG GEVQPGGSLR LSCAASGFTF
sau;  CON | spapMYWVRQ APGKEREWVS SISNRGLKTA VAESVKGRFT ISRDNAKNTL
duoc goi 14 | YLOMSSLRAE DTAVYYCSRD VDADFRGQGT LVTVKPGGSS GSEVQLLESG
Hex- GGEVQPGGSL RLSCAASGFT FSDAFMYWVR QAPGKEREWV SSISNRGLKT
1D10v6) AYAESVKGRF TISRDNAKNT LYLOMSSLRA EDTAVYYCSR DVDADFRGQG
TLVTVKPGGG GDKTHTCPPC PAPELLGGPS VFLFPPKPKD TLMISRTPEV
TCVVVDVSHE DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT KPREEQYNST YRVVSVLTVL
HODWLNGKEY KCKVSNKALP APIEKTISKA KGQPREPQVY TLPPSRDELT
KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV EWESNGQPEN NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQ GNVFSCSVMH EALHNHYTQK SLSLSPGK
16 | 2xID10v6- | EVOLLESGGG EVQPGGSLRL SCAASGFTFS DAFMYWVRQA PGKEREWVSS
Fo (hoa trj | ISNRGLKTAY RESVKGRETI SRDNAKNTLY LOMSSLRAED TAVYYCSRDV
< ' | DADFRGQGTL VTVKPGGSSG SEVQLLESGG GEVQPGGSLR LSCAASGFTF
bon) SDAFMYWVRQ APGKEREWVS SISNRGLKTA YAESVKGRFT ISRDNAKNTL
YLOMSSLRAE DTAVYYCSRD VDADFRGQGT LVTVKPGGGG DKTHTCPPCP
APELLGGPSV FLFPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSHED PEVKFNWYVD
GVEVHNAKTK PREEQYNSTY RVVSVLTVLH QDWLNGKEYK CKVSNKALPA
PIEKTISKAK GQPREPQVYT LPPSRDELTK NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE
WESNGQPENN YKTTPPVLDS DGSFFLYSKL TVDKSRWQQG NVFSCSVMHE
ALHNHYTQKS LSLSPGK
25 | Midn Fc 1 | DKTHTCPPC PAPELLGGPS VFLFPPKPKD TLMISRTPEV TCVVVDVSHE
(IgG1  ciia | DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT  KPREEQYNST YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY
. KCKVSNKALP APTEKTISKA KGQPREPQVY TLPPSRDELT KNQVSLTCLV
nguoi) KGFYPSDTAV EWESNGQPEN NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK LTVDKSRWQO
GNVFSCSVMH EALHNHYTQK SLSLSPGK
26 | Mién Fc 2 | DKTHTCPPCP APGGPSVFLF PPKPKDTLMI SRTPEVICVV VDVSHEDPEV
(Gl  ciia | KFNWYVDGVE  VENAKTKPRE EQUNSTYRVY SVLTVLHQDW LNGKEYKCKV
SNKALPAPIE KTISKAKGQP REPQVYTLPP SRDELTKNQV SLTCLVKGFY
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nguoi 'PSDIAVEWES NGQPENNYKT TPPVLDSDGS FFLYSKLTVD KSRWQQGNVF
XELL) SCSVMHEALH NHYTQKSLSL SPGK
27 Mién  tin | RVKFSRSADA PAYQQGQONQL YNELNLGRRE EYDVLDKRRG RDPEMGGKPR
hidu CD3- | RKNPQEGLYN ELQKDKMAEA YSEIGMKGER RRGKGHDGLY QGLSTATKDT
: YDALHMQALP PR
zeta
28 mién  tin | KRGRKKLLYI FKQPFMRPVQ TTQEEDGCSC RFPEEEEGGC EL
hiéu cd
ngudén goc
tr  CD28
hoac 4-1BB
29 mién  tin | SKRSRLLHSD YMNMTPRRPG PTRKHYQPYA PPRDFAAYRS
hiéu co
ngudn goc
tr  CD28
hodc 4-1BB
30 mién  tin | RSKRSRLLHS DYMNMTPRRP GPTRKHYQPY APPRDFAAYR S
hiéu co
nguon goc
tr  CD28
hodc 4-1BB
31 mién  tin | FWVRSKRSRL LHSDYMNMTP RRPGPTRKHY QPYAPPRDFA AYRS
hiéu co
nguon goc
tr  CD28
hoac 4-1BB
32 ban 18 hodc | KPTTTPAPRP PTPAPTIASQ PLSLRPEASR PAAGGAVHTR GLDFASDIYI
midn xuyén | WAPLAGTCGV LLLSLVITLY C
mang  ¢o
nguon goc
tor CD8
33 ban 18 hodc | AKPTTTPAPR PPTPAPTIAS QPLSLRPEAC RPAAGGAVHT RGLDFACDIY
midn xuyén | TWAPLAGTCG
mang co
ngudn goc
tor CD8
34 ban [é hoac | VLLLSLVIT

mién xuyén
mang  ¢O
ngudn gbc
tr CD8
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Yéu ciu bio hé
1. Polypeptit chira it nhit mot mién VHH lién két voi OX40, trong d6 mién VHH nay
chitra CDR1 chira trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 10, CDR2 chta trinh tu axit amin
cua SEQ ID NO: 11, va CDR3 chtra trinh tu axit amin cua SEQ ID NO: 12, va trong dé
mién VHH chita FR2 chra trinh ty axit amin cta SEQ ID NO: 22.
2. Polypeptit theo diém 1, chira hai, ba, bdn mién VHH.
3. Polypeptit theo diém 1 hoc 2, trong d6 mdi mién VHH lién két voi OX40.
4. Polypeptit theo diém 3, trong d6 mdi mién VHH chta CDR chira trinh tir axit amin
cua SEQ ID NO: 10, CDR2 chira trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 11, va CDR3 chtra
trinh ty axit amin cua SEQ ID NO: 12, va trong do6 mdi mién VHH chita FR2 chua trinh
tu axit amin cia SEQ ID NO: 22.
5. Polypeptit theo diém bét ky trong s cac diém tir 1 dén 4, trong d6 it nhit mot mién
VHH lién két véi OX40 chira FR3 chira trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO: 23.
6. Polypeptit theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 3, trong do it nhit mot mién
VHH lién két véi OX40 chua trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 9.
7. Polypeptit theo diém 6, trong d6 mdi mién VHH chira trinh tu axit amin ctia SEQ ID
NO: 9.
8. Polypeptit theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 7, trong d6 polypeptit chira
mién Fe.
9. Polypeptit theo diém 8, tao thanh dime trong didu kién sinh ly.
10. Polypeptit theo diém 8 hodc 9, trong d6 mién Fc chira trinh tw axit amin dugc chon
tu SEQ ID NO: 25 va 26.
11. Polypeptit theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 1 dén 10, trong d6 polypeptit chira
trinh ty axit amin cua SEQ ID NO: 14.
12. Polypeptit theo diém bt ky trong 36 cac diém tir 1 dén 10, trong d6 polypeptit chira
trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 15.
13. Polypeptit theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 12, trong d6 polypeptit nay:
a) tang su tang sinh cta té bao CD4* vi/hoic CD8' T in vitro va/hoic in vivo;
b) tang bidu hién CD25 trén té bao CD4* va/hodc CD8' T in vitro va/hodc in vivo;
¢) ting biéu hién CD71 trén té bao CD4" va/hodc CD8' T in vitro va/hoidc in vivo;
d) ting tin hiéu NFxB & té bao CD4" va/hoic CD8" T in vitro va/hodc in vivo;
va/hoac
70
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e) tang biéu hién IFNy & té bao CD4* va/hodc CD8* T in vitro va/hodc in vivo.
14. Polypeptit theo diém 13, trong d6 su tang xay ra khi c6 mat té bao Treg.
15. Polypeptit theo diém 13 hodc 14, trong d6 sy tang 12 & in vitro va it nhit 1,5 14n hodc
it nhat 2 1an.
16. Polypeptit theo diém bat ky trong sd cac diém tir 13 dén 15, trong d6 sy ting duoc
xac dinh 13 trung binh ciia céc két qua tir té bao T clia it nhat nam hodc it nhat mudi nguoi
cho khée manh khac nhau.
17. Polypeptit theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 16, 1a chit cht van cua hoat
tinh sinh hoc OX40.
18. Polypeptit theo diém bt ky trong s6 céc diém tir 1 dén 17, trong d6 OX40 1a OX40
clia nguoi.
19. Polypeptit theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 18, trong do polypeptit lién
két OX40 cta ngudi voi ai luc (Kp) 1a nhd hon 10 nM, nhé hon 5 nM, nhé hon 2 nM,
hodc nhé hon 1 nM.
20. Polypeptit theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 19, trong d6 polypeptit lién
két OX40 ctia khi cynomolgus véi i lue (Kp) 1a nhd hon 10 nM, nhé hon 5 nM, nhé hon
2 nM, hodc nhd hon 1 nM.
21. Polypeptit lién két OX40 gdm trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 15.
22. Polypeptit theo diém 21, tao thanh dime trong diéu kién sinh 1y.
23. Duoc phim chira polypeptit theo diém bat ky trong sb cac diém tir 1 dén 22 va chat
mang dugc dung.
24. Axit nucleic phan 14p ma héa polypeptit theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén
22.
25. Vecto chira axit nucleic theo diém 24.
26. Té bao chu chira axit nucleic theo diém 24 hodc vecto theo diém 25.
27. Té bao chu biéu hién polypeptit theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 22.
28. Phuong phap san xuét polypeptit theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 22 bao
gdm 1 t& bao chu theo diém 26 hodc 27 trong diéu kién thich hop dé biéu hién polypeptit.
29. Phuong phap theo diém 28, con bao gdbm phan 1ap polypeptit.
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Phan tich té bao theo dong chay c6 kha nang lién két dac hiéu: OX40+ 293
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Gen béo cao OX40
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Gly

Gly

Arg
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Thr

Pro

Thr

Leu

Asp

Asn

50

Pro

Lys

Leu

Gln

Pro

130

Asn

Leu

Thr

35

Gly

Cys

Pro

Cys

Pro

115

Gly

Cys

sapiens

Gly

Gly

20

Tyr

Met

Gly

Cys

Thr

100

Leu

His

Thr

Ala

Leu

Pro

val

Pro

Thr

85

Ala

Asp

Phe

Leu

Arg

Gly

Ser

Ser

Gly

70

Trp

Thr

Ser

Ser

Ala

Arg

Leu

Asn

Arg

55

Phe

Cys

Gln

Tyr

Pro

135

Gly

Leu

Ser

Asp

40

Cys

Tyr

Asn

Asp

Lys

120

Gly

Lys

Gly

Thr

25

Arg

Ser

Asn

Leu

Thr

105

Pro

Asp

His

Arg

10

val

Cys

Arg

Asp

Arg

90

val

Gly

Asn

Thr

Gly

Thr

Cys

sSer

val

75

ser

Cys

val

Gln

Leu

Pro

Gly

His

Gln

60

val

Gly

Arg
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Ala

140

Gln

Cys

Leu

Glu

45

Asn
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Ser

Cys

Cys
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Cys
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Cys

Thr
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Trp
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Ser

Gln
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Leu

225

Arg

Gly

Thr

Ser

Glu

Ala

Pro

210

Gly

Arg

Ser

Leu
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<211>
<212>
<213>

<400>

Asp

Thr

Trp
195

Gly

Leu

Asp

Phe

Ala

275

2
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PRT

Ala Ile
165

Gln Gly
180

Pro Arg

Gly Arg

Leu Gly

Gln Arg
245

Arg Thr
260

Lys Ile
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Cys

Pro

Thr

Ala

Pro

230

Leu

Pro

Glu

Pro

Ser

val

215

Leu

Pro

Ile

Macaca fascicularis

2

Met Cys Val

1

Leu

Gly

Gly

Arg
65

Leu

Asp

Leu

Thr
35

Asn Gly

50

Pro

Cys

Gly Ala

Gly Leu

20

Tyr Pro

Met Val

Gly Pro
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70
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Leu

Asn
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55

Phe
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Gln

200
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Gln

Leu
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Asp
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Cys

Tyr
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Arg
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Thr
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Asn

Asp
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Leu
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Thr
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Cys

Gln

Thr

Pro

Thr
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Gln
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Leu
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Arg

Gly

Ala

Lys

Pro

Gln
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130

Asn

Ser

Glu

Ala

Pro

210

Gly

Arg
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Leu
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<211>
<212>
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Cys

Pro

115

Gly

Cys

Asp

Thr

Trp

195

Arg

Leu

Asp

Phe

Ala
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PRT

Cys

Thr

100

Leu
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Thr

Ala

Gln

180
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Gly

Leu

Gln
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260

Lys

Trinh tu

Thr
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Leu
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Arg
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245

Thr
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Thr
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Pro
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Thr
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Asp
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Arg

Arg

185
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265

Arg
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Thr
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Leu
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Thr
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<223> 1Dhlovl
<400> 3
Glu val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Glu Vval Gln Pro Gly Gly

1 5 10 15

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

Phe Met Tyr Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser Ser Ile Ser Asn Arg Gly Leu Lys Thr Ala Tyr Ala Glu Ser Val
50 55 60

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

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

Ser Arg Asp Val Asp Gly Asp Phe Arg Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr
100 105 110

val Lys Pro
115

<210> 4

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhdn tao

<220>
<223> 1D10v1l CDR1

<400> 4

Gly Phe Thr Phe Ser Asp Ala Phe

1 5
<210> 5
<211> 8

<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> 1D10v1l CDR2

<400> 5



Ile Ser Asn Arg Gly Leu Lys Thr
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
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Trinh ty nhidn tao
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<220>
<223> 3x1D10vl-Fc (hda tri sau; con dugc goi 1la Hex-1D10v1)

<400> 8
¢lu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Glu Val Gln Pro Gly Gly

1 5 10 15

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

Phe Met Tyr Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser Ser Ile Ser Asn Arg Gly Leu Lys Thr Ala Tyr Ala Glu Ser Val
50 55 60

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

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

Ser Arg Asp Val Asp Gly Asp Phe Arg Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr
100 105 110

val Lys Pro Gly Gly Ser Gly Gly Ser Glu vVal Gln Leu Leu Glu Ser
115 120 125

Gly Gly Gly Glu Vval Gln Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala
130 135 140

Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Ala Phe Met Tyr Trp Val Arg Gln
145 150 155 160

Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser Ser Ile Ser Asn Arg Gly
165 170 175

Leu Lys Thr Ala Tyr Ala Glu Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser
180 185 190

Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Ser Ser Leu Arg
195 200 205

Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ser Arg Asp Val Asp Gly Asp
210 215 220
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Lys

val

Tyr

Glu

435

His

Gln

val

Leu

260

Met

Ser

Gly

Gln

Arg

340

Lys

Ala

Pro
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Thr

440

Asn

47785

Thr
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Arg
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345
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330
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Thr
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Thr
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Thr
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Thr
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Lys

Gly
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Thr
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Thr
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Thr
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Leu
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Thr
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Leu
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sSer
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Lys
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Phe

Glu

Phe
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Gly

TyTr

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

530

Phe

Asn

Thr

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

<220>
<223>

<400>

Lys

Gln

Leu

Pro

515

Asn

Leu

val

Gln

9
115
PRT

Ala

Pro

Thr

500

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
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Trinh tu

1D10vé

9

Glu Vval Gln

1

Ser Leu Arg

Phe Met Tyr
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Ser Ser Ile

50

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Leu

Arg
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Ser

Ser
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Ser

Pro
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Glu

Asn

Ile

Thr

Lys
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Leu
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Gln
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Thr
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Leu

Ser

Ser
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Leu Glu Ser

5

Ser Cys Ala
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Asn Arg Gly
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Pro

Gln
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val
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Pro

Thr
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Leu

Gly

Ala
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40

Leu

47785

Ile

val

Ser

505

Glu

Pro

val

Met

Ser
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Gly

Ser

25

Pro

Lys

Glu

Tyr
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Leu

Trp

val

Asp

His

570

Pro

Gly
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Gly

Gly

Thr

Lys
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Thr

Thr

Glu

Leu

Lys
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Phe

Lys
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Thr

Leu

Cys

Ser
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Ser
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Lys
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Tyr
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Leu

Asn
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Trp
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Lys
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Gln
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Gly
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Gln

560

His
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Glu Trp Val
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Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr
65 70 75

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

Ser Arg Asp Val Asp Ala Asp Phe Arg Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110

Vval Lys Pro
115

<210> 10

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> 1D10v6 CDR1

<400> 10

@ly Phe Thr Phe Ser Asp Ala Phe

1 5
<210> 11
<211> 8

<212> PRT
«<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> 1D10v6é CDR2

<400> 11

Ile Ser Asn Arg Gly Leu Lys Thr

1 5
<210> 12
<211l> 8

<212> PRT
<213> Trinh ty nhin tao

<220>
<223> 1D10v6 CDR3

<400> 12
Ser Arg Asp Val Asp Ala Asp Phe

1 5

<210> 13
<211> 346

10

Leu Tyr
80

Tyr Cys
95

vVal Thr
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<213>

<220>
<223>

<400>

PRT

Trinh ty nhén tao

1D10ve6e-Fc

13

Glu val Gln

1

Ser

Phe

Ser

Lys

65

Leu

ser

Val

Pro

Lys

145

val

Tyr

Glu

Leu

Met

Ser

50

Gly

Gln

Arg

Lys

Ala

130

Pro

val

val

Gln

Arg

Tyr

35

Ile

Arg

Met

Asp

Pro

115

Pro

Lys

val

Asp

Tyxr
195

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Ser

val

100

Gly

Glu

Asp

Asp

Gly

180

Asn

(hdéa tri hai)

Leu

Ser

val

Asn

Thr

Ser

85

Asp

Gly

Leu

Thr

vVal

165

val

Ser

Glu

Cys

Arg

Arg

Ile

70

Leu

Ala

Gly

Leu

Leu

150

Ser

Glu

Thr

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Asp

Gly

Gly

135

Met

His

vVal

Tyr

Gly

Ala

Ala

40

Leu

Arg

Ala

Phe

Asp
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Gly

Ile

Glu

His

Arg
200
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Gly

Ser

25

Pro

Lys

Asp

Glu

Arg

105

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

185

vVal

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Gly

Thr

Ser

Arg

Pro

170

Ala

vVal

11

Glu

Phe

Lys

Ala

Ala

75

Thr

Gln

His

vVal

Thr

155

Glu

Lys

Ser

val

Thr

Glu

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Thr

Phe

140

Pro

vVal

Thr

vVal

Gln

Phe

Arg

45

Ala

Asn

Val

Thr

Cys

125

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu
205

Pro

Ser

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Leu

110

Pro

Phe

val

Phe

Pro

190

Thr

Gly

15

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

val

Pro

Pro

Thr

Asn

175

Arg

val

Gly

Ala

val

val

Tyr

80

Cys

Thr

Cys

Pro

Cys

160

Trp

Glu

Leu

96/111



His

Lys

225

Gln

Leu

Pro

Asn

Leu

305

vVal

Gln

Gln

210

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr

290

Tyr

Phe

Lys

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

275

Lys

Ser

Ser

Ser

Trp

Pro

Glu

Asn

260

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu
340

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

<220>
<223>

<400>

14

357

PRT
Trinh tu

3x1D10v6

14

Glu Val Gln Leu

1

Ser Leu Arg Leu

20

Phe Met Tyr Trp

35

Ser Ser Ile Ser

50

Leu

Ala

Pro

245

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

325

Ser

Asn

Pro

230

Gln

vVal

val

Pro

Thr

310

val

Leu

Gly

215

Ile

val

sSer

Glu

Pro

295

val

Met

Ser

nhan tao

Leu Glu Ser

5

Ser Cys Ala

Val Arg Gln

Asn Arg Gly

55

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

280

val

Asp

His

Pro

Gly

Ala

Ala

40

Leu

47785

Glu

Lys

Thr

Thr

265

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
345

Gly

Ser

25

Pro

Lys

Tyr

Thr

Leu

250

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

330

Lys

Gly
10

Gly

Gly

Thr

12

Lys

Ile

235

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

315

Leu

Glu

Phe

Lys

Ala

Cys

220

Ser

Pro

val

Gly

Asp

300

Trp

His

vVal

Thr

Glu

Tyr
60

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

285

Gly

Gln

Asn

Gln

Phe

Arg

45

Ala

val

Ala

Arg

Gly

270

Pro

Ser

Gln

His

Ser

Lys

Asp

255

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr
335

Asn

Gly

240

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

320

Thr

Pro Gly Gly

15

Ser Asp Ala

30

Glu Trp Val

Glu Ser Val

97/111



Lys

65

Leu

Ser

val

Gly

Ala

145

Ala

Leu

Arg

Ala

Phe

225

Gly

Gly

Asp

Trp

Gly

Gln

Arg

Lys

Gly

130

Ser

Pro

Lys

Asp

Glu

210

Arg

Ser

Gly

Ala

Val
290

Arg

Met

Asp

Pro

115

Gly

Gly

Gly

Thr

Asn

195

Asp

Gly

Glu

Ser

Phe

275

Ser

Phe

Ser

Val

100

Gly

Glu

Phe

Lys

Ala

180

Ala

Thr

Gln

val

Leu

260

Met

Ser

Thr

Ser

85

Asp

Gly

val

Thr

Glu

165

Tyr

Lys

Ala

Gly

Gln

245

Arg

Tyr

Ile

Ile

70

Leu

Ala

Ser

Gln

Phe

150

Arg

Ala

Asn

val

Thr

230

Leu

Leu

Trp

Ser

ser

Arg

AsSp

Gly

Pro

135

sSer

Glu

Glu

Thr

Tyr

215

Leu

Leu

Ser

val

Asn
295

Arg

Ala

Phe

Gly

120

Gly

Asp

Trp

Ser

Leu

200

Tyr

val

Glu

Cys

Arg

280

Arg

47785

Asp

Glu

Arg

105

Ser

Gly

Ala

val

val

185

Tyr

Cys

Thr

Ser

Ala

265

Gln

Gly

Asn

Asp

90

Gly

Glu

Ser

Phe

Ser

170

Lys

Leu

Ser

val

Gly

250

Ala

Ala

Leu

13

Ala

75

Thr

Gln

val

Leu

Met

155

Ser

Gly

Gln

Arg

Lys

235

Gly

Ser

Pro

Lys

Lys

Ala

Gly

Gln

Arg

140

Tyr

Ile

Arg

Met

Asp

220

Pro

Gly

Gly

Gly

Thr
300

Asn

Val

Thr

Leu

125

Leu

Trp

Ser

Phe

Ser

205

Val

Gly

Glu

Phe

Lys

285

Ala

Thr

Tyr

Leu

110

Leu

Ser

val

Asn

Thr

190

Ser

Asp

Gly

val

Thr

270

Glu

Tyr

Leu

Tyr

95

val

Glu

Cys

Arg

Arg

175

Ile

Leu

Ala

Ser

Gln

255

Phe

Arg

Ala

Tyr

80

Cys

Thr

Ser

Ala

Gln

160

Gly

Ser

Arg

Asp

ser

240

Pro

Ser

Glu

Glu

98/111



Ser Vval
305

Leu Tyr

Tyr Cys

Val Thr

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

<220>
<223>

<400>
Glu val

1

Ser Leu

Phe Met

Ser Ser

50

Lys Gly

65

Leu Gln

Ser Arg

Val Lys

Lys

Leu

Ser

val
355

15
588
PRT

Trinh tuy nhdn tao

Gly Arg

Gln Met
325

Arg ASp
340

Lys Pro

3x1D1l0vé6-Fc

15

Gln

Arg

Tyr

35

Ile

Arg

Met

Asp

Pro
115

Leu Leu

Leu Ser
20

Trp Val

Ser Asn

Phe Thr

Ser Ser
85

val Asp
100

Gly Gly

Phe
310

Ser

val

(hoéa

Glu

Cys

Arg

Arg

Ile

70

Leu

Ala

Ser

47785

Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr

315

320

Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr

330

335

Asp Ala Asp Phe Arg Gly Gln Gly Thr Leu

tri

sSer

Ala

Gln

Gly

55

ser

Arg

Asp

Gly

sau; cdn duoc goi la Hex-1D10ve6)

Gly

Ala

Ala

40

Leu

Arg

Ala

Phe

Gly
120

345

Gly

Ser

25

Pro

Lys

Asp

Glu

Arg

105

ser

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Gly

Glu

14

Glu

Phe

Lys

Ala

Ala

75

Thr

Gln

val

val

Thr

Glu

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Gln

Gln

Phe

Arg

45

Ala

Asn

val

Thr

Leu
125

350

Pro

Ser

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Leu

110

Leu

Gly

Asp

Trp

ser

Leu

Tyr

95

val

Glu

Gly

Ala

val

val

Tyr

80

Cys

Thr

Ser

99/111



Gly

Ala

145

Ala

Leu

Arg

Ala

Phe

225

Gly

Gly

Asp

Trp

sSer

305

Tyr

Val

Gly

130

Ser

Pro

Lys

Asp

Glu

210

Arg

ser

Gly

Ala

val

290

val

Tyr

Cys

Thr

Gly

Gly

Gly

Thr

Asn

195

Asp

Gly

Glu

sSer

Phe

275

Ser

Lys

Leu

Ser

val
355

Glu

Phe

Lys

Ala

180

Ala

Thr

Gln

vVal

Leu

260

Met

Ser

Gly

Gln

Arg

340

Lys

val

Thr

Glu

165

Tyr

Lys

Ala

Gly

Gln

245

Arg

TyTr

Ile

Arg

Met

325

Asp

Pro

Gln

Phe

150

Arg

Ala

Asn

vVal

Thr

230

Leu

Leu

Trp

Ser

Phe

310

Ser

vVal

Gly

Pro

135

Ser

Glu

Glu

Thr

Tyr

215

Leu

Leu

Ser

val

Asn

295

Thr

Ser

Asp

Gly

Gly

Asp

Trp

Ser

Leu

200

Tyr

val

Glu

Cys

Arg

280

Arg

Ile

Leu

Ala

Gly
360

47785

Gly

Ala

vVal

val

185

Tyr

Cys

Thr

Ser

Ala

265

Gln

Gly

Ser

Arg

Asp

345

Gly

Ser

Phe

Ser

170

Lys

Leu

Ser

val

Gly

250

Ala

Ala

Leu

Arg

Ala

330

Phe

Asp

15

Leu

Met

155

Ser

Gly

Gln

Arg

Lys

235

Gly

Ser

Pro

Lys

Asp

315

Glu

Arg

Lys

Arg

140

Tyr

Ile

Arg

Met

Asp

220

Pro

Gly

Gly

Gly

Thr

300

Asn

Asp

Gly

Thr

Leu

Trp

Ser

Phe

Ser

205

val

Gly

Glu

Phe

Lys

285

Ala

Ala

Thr

Gln

His
365

Ser

val

Asn

Thr

190

Ser

Asp

Gly

val

Thr

270

Glu

Tyr

Lys

Ala

Gly

350

Thr

Cys

Arg

Arg

175

Ile

Leu

Ala

sSer

Gln

255

Phe

Arg

Ala

Asn

val

335

Thr

Cys

Ala

Gln

160

Gly

Ser

Arg

Asp

Ser

240

Pro

Ser

Glu

Glu

Thr

320

Tyr

Leu

Pro

100/111



Pro

Pro

385

Thr

Asn

Arg

val

Ser

465

Lys

Asp

Phe

Glu

Phe

545

Gly

Tyr

Cys

370

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

450

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

530

Phe

Asn

Thr

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

Pro

Lys

val

Tyr

Glu

435

His

Lys

Gln

Leu

Pro

515

Asn

Leu

val

Gln

16
467
PRT

Ala

Pro

vVal

val

420

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

500

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
580

Trinh tu

Pro

Lys

val

405

Asp

TyTr

Asp

Leu

Arg

485

Lys

Asp

Lys

sSer

Ser

565

Ser

Glu

Asp

390

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

470

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys

550

Cys

Leu

Leu

375

Thr

val

val

Ser

Leu

455

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

535

Leu

Ser

Ser

nhén tao

Leu

Leu

ser

Glu

Thr

440

Asn

Pro

Gln

val

val

520

Pro

Thr

val

Leu

47785

Gly

Met

His

val

425

Tyr

Gly

Ile

val

Ser

505

Glu

Pro

val

Met

Ser
585

Gly

Ile

Glu

410

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

490

Leu

Trp

val

Asp

His

570

Pro

16

Pro

Ser

395

Asp

Asn

val

Glu

Lys

475

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

555

Glu

Gly

Ser

380

Arg

Pro

Ala

vVal

Tyr

460

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

540

ser

Ala

Lys

val

Thr

Glu

Lys

Ser

445

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

525

Ser

Arg

Leu

Phe

Pro

val

Thr

430

val

Cys

Ser

Pro

val

510

Gly

Asp

Trp

His

Leu

Glu

Lys

415

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

495

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
575

Phe

val

400

Phe

Pro

Thr

vVal

Ala

480

Arg

Gly

Pro

ser

Gln

560

His

101/111



47785 102/111

<220>
<223> 2x1D10v6-Fc (hda tri bdn)

<400> 16
Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Glu Vval Gln Pro Gly Gly

1 5 10 15

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

Phe Met Tyr Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Trp Val
35 40 45

Ser Ser Ile Ser Asn Arg Gly Leu Lys Thr Ala Tyr Ala Glu Ser Val
50 55 60

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

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

Ser Arg Asp Val Asp Ala Asp Phe Arg ¢ly Gln Gly Thr Leu Val Thr
100 105 110

Val Lys Pro Gly Gly Ser Ser Gly Ser Glu val Gln Leu Leu Glu Ser
115 120 125

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

Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Ala Phe Met Tyr Trp Val Arg Gln
145 150 155 160

Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Trp Val Ser Ser Ile Ser Asn Arg Gly
165 170 175

Leu Lys Thr Ala Tyr Ala Glu Ser vVal Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser
180 185 190

Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Ser Ser Leu Arg
195 200 205

Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ser Arg Asp Val Asp Ala Asp
210 215 220

17



Phe

225

Asp

Gly

Ile

Glu

His

305

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

385

Trp

Val

Asp

His

Arg

Lys

Pro

Ser

Asp

290

Asn

val

Glu

Lys

Thr

370

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu
450

Gly

Thr

Ser

Arg

275

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

355

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

435

Ala

Gln

His

val

260

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

340

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

420

Arg

Leu

Gly

Thr

245

Phe

Pro

val

Thr

val

325

Cys

Ser

Pro

val

Gly

405

Asp

Trp

His

Thr

230

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

310

Leu

Lys

Lys

sSer

Lys

390

Gln

Gly

Gln

Asn

Leu

Pro

Phe

val

Phe

295

Pro

Thr

Val

Ala

Arg

375

Gly

Pro

Ser

Gln

His
455

val

Pro

Pro

Thr

280

Asn

Arg

val

Ser

Lys

360

Asp

Phe

Glu

Phe

Gly

440

Tyr

47785

Thr

Cys

Pro

265

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

345

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

425

Asn

Thr

Val

Pro

250

Lys

val

Tyr

Glu

His

330

Lys

Gln

Leu

Pro

Asn

410

Leu

val

Gln

18

Lys

235

Ala

Pro

val

val

Gln

315

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

395

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Pro

Pro

Lys

vVal

Asp

300

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

380

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
460

Gly

Glu

Asp

Asp

285

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

365

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

445

Leu

Gly

Leu

Thr

270

val

val

Ser

Leu

Ala

350

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

430

Ser

Ser

Gly

Leu

255

Leu

ser

Glu

Thr

Asn

335

Pro

Gln

val

val

Pro

415

Thr

val

Leu

Gly

240

Gly

Met

His

val

Tyr

320

Gly

Ile

val

ser

Glu

400

Pro

val

Met

Ser

103/111



47785

Pro Gly Lys

465
<210> 17
<211> 25

<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> 1D10v1l FR1

<400> 17
Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Glu Val Gln Pro Gly Gly

1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser
20 25

<210> 18

<211l> 17

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> 1D10v1l FR2

<400> 18

Met Tyr Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp vVal Ser

1 5 10 15
Ser

<210> 19

<211> 38

<212> PRT
. <213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> 1D10v1l FR3

<400> 19
Ala Tyr Ala Glu Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn

1 5 10 15

Ala Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Ser Ser Leu Arg Ala Glu Asp
20 25 30

19

104/111



47785 105/111

Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

35
<210> 20
<211> 11

<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> 1D10v1l FR4

<400> 20

Arg Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Lys Pro

1 5 10
<210> 21
<211> 25

<212> PRT
<213> Trinh tyu nhin tao

<220>
<223> 1D10vé FR1

<400> 21
Glu val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Glu Vval Gln Pro Gly Gly

1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser
20 25

<210> 22

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> 1D10vé6 FR2

<400> 22

Met Tyr Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Trp Val Ser

1 5 10 15
Ser

<210> 23

<211> 38

<212> PRT
<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
20



<223>
<400> 23

Ala Tyr Ala
1

Ala Lys Asn Thr
20
Thr Ala vVal Tyr Tyr Cys
35
<210> 24
<211> 11
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> 1D10vée FR4
<400> 24
Arg Gly Gln Gly Thr
1 5
<210> 25
<211> 227
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 25
Asp Lys Thr His Thr Cys
1 5
Gly Pro Ser Val Phe Leu
20
Ile Ser Arg Thr Pro Glu
35
Glu Asp Pro Glu Val Lys
50
His Asn Ala Lys Thr Lys
65 70
Arg Val val Ser Val Leu
85

Glu

1D10v6e FR3

47785

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn

5

10

15

Leu Tyr Leu Gln Met Ser Ser Leu Arg Ala Glu Asp

25

Leu Val Thr Vval Lys Pro

Pro

Phe

val

Phe

55

Pro

Thr

Pro

Pro

Thr

40

Asn

Arg

val

Cys

Pro

25

Cys

Trp

Glu

Leu

10

Pro

10

Lys

val

Tyr

Glu

His

90

21

Ala

Pro

val

val

Gln

75

Gln

Pro

Lys

vVal

Asp

60

Tyr

Asp

Glu

Asp

AsSp

45

Gly

Asn

Trp

30

Leu

Thr

30

val

val

Ser

Leu

Leu

15

Leu

ser

Glu

Thr

Asn
95

Gly

Met

His

Val

Tyr

80

Gly



Lys

Glu

Tyr

Leu

145

Trp

val

AsSp

His

Pro
225

Glu

Lys

Thr

130

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

210

Gly

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

<400>

Tyr

Thr
115

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

195

Ala

Lys

26
224
PRT
Homo

26

Asp Lys Thr

1

Val Phe Leu

Thr Pro Glu

35

Glu Val Lys

50

Lys

100

Ile

Pro

Leu

Asn

ser

180

Arg

Leu

Cys

Ser

Pro

val

Gly

165

Asp

Trp

His

sapiens

His

Phe

20

val

Phe

Thr

Pro

Thr

Asn

Lys

Lys

Ser

Lys

150

Gln

Gly

Gln

Asn

Cys

Pro

Cys

Trp

val

Ala

Arg

135

Gly

Pro

Ser

Gln

His
215

Pro

Lys

Val

Tyr
55

Ser

Lys

120

Asp

Phe

Glu

Phe

Gly

200

Tyr

Pro

Pro

val

40

val

47785

Asn

105

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

185

Asn

Thr

Cys

Lys

25

val

Asp

Lys

Gln

Leu

Pro

Asn

170

Leu

val

Gln

Pro

10

Asp

Asp

Gly

22

Ala

Pro

Thr

sSer

155

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Ala

Thr

Val

val

Leu

Arg

Lys

140

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
220

Pro

Leu

Ser

Glu
60

Pro

Glu

125

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

205

Leu

Gly

Met

His

45

val

Ala

110

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

190

Ser

Ser

Gly

Ile

30

Glu

His

Pro

Gln

val

vVal

Pro

175

Thr

val

Leu

Pro

15

Ser

Asp

Asn

Ile

val

Ser

Glu

160

Pro

val

Met

Ser

Ser

Arg

Pro

Ala

107/111



Lys

65

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

145

Asn

Ser

Arg

Leu

Thr

val

Cys

Ser

Pro

130

val

Gly

Asp

Trp

His
210

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

<220>
<223>

<400>

Lys

Leu

Lys

Lys

115

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

195

Asn

27
112
PRT

Pro

Thr

val

100

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

180

Gln

His

Trinh tu

Téng

27

hop:

Arg Val Lys Phe

1

Gln Asn Gln Leu

20

Asp Val Leu Asp

35

47785

Arg Glu Glu Gln Tyr Asn
70

Val Leu His Gln Asp Trp
85 90

Ser Asn Lys Ala Leu Pro
105

Lys Gly Gln Pro Arg Glu
120

Asp Glu Leu Thr Lys Asn
135

Phe Tyr Pro Ser Asp Ile
150

Glu Asn Asn Tyr Lys Thr
165 170

Phe Phe Leu Tyr Ser Lys
185

Gly Asn Val Phe Ser Cys
200

Tyr Thr Gln Lys Ser Leu
215

nhin tao

mién tin hiéu CD3-zeta

Ser Arg Ser Ala Asp Ala
5 10

Tyr Asn Glu Leu Asn Leu
25

Lys Arg Arg Gly Arg Asp
40

23

Ser

75

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

155

Thr

Leu

ser

Ser

Pro

Thr

Asn

Pro

Gln

val

140

Val

Pro

Thr

val

Leu
220

Ala

Gly Arg

Pro

Glu

Tyr

Gly

Ile

val

125

Ser

Glu

Pro

val

Met

205

Ser

Tyr

Arg

Met
45

Arg

Lys

Glu

110

Tyr

Leu

Trp

vVal

Asp

190

His

Pro

Gln

Glu
30

Gly

val

Glu

95

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

175

Lys

Glu

Gly

Gln Gly

15

Glu Tyr

Gly

val

80

Tyr

Thr

Leu

Cys

sSer

160

Asp

Ser

Ala

Lys

Lys

108/111



Pro Arg Arg Lys
50

Asp
65

Lys Met Ala

Arg Arg Gly Lys

Thr Lys Asp Thr
100

<210> 28

<211l> 42

<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>

<223> Téng hop:

<400> 28

Lys Arg Gly Arg
1

Arg Pro Val Gln
20

Pro Glu Glu Glu

35
<210> 29
<211> 40
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<223> Téng hop:
<400> 29

Ser Lys Arg Ser
1

Arg Arg Pro Gly
20

Arg Asp Phe Ala
35

Gln
55

Asn Pro Glu

Glu Ala
70

Tyr Ser

Gly His
85

Asp Gly

Tyr Asp Ala Leu

nhén tao

midn tin hiéu cdé ngudn gbc tu CD28

Lys Lys Leu Leu Tyr Ile Phe Lys Gln

5

Thr Thr Gln Glu Glu Asp Gly Cys Ser

Glu Gly Gly Cys
40

nhdn tao

mién tin hiéu cé ngudn gbc tit CD28

Arg Leu Leu His Ser Asp Tyr Met Asn

5

Pro Thr Arg Lys His Tyr Gln Pro Tyr

Ala Tyr Arg Ser
40

47785

Gly Leu Tyr Asn Glu

Glu Ile Gly Met Lys

Leu Tyr Gln Gly Leu

90

His Met
105

10

25

Glu Leu

10

25

24

75

60

Gln Ala Leu

109/111

Leu Gln Lys

Gly Glu Arg

80

Thr
95

Ser Ala

Pro Pro

110

Arg

hodc 4-1BB

Pro Phe Met
15

Cys Arg Phe
30

hodc 4-1BB

Met Thr Pro
15

Ala Pro Pro
30



<210> 30

<211> 41

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

<223> Téng hop:
<400> 30

Arg Ser Lys Arg
1

Pro Arg Arg Pro
20

Pro Arg Asp Phe

35
<210> 31
<211> 44
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<223> Téng hop:
<400> 31

Phe Trp Val Arg
1

Asn Met Thr Pro
20

Tyr Ala Pro Pro

35
<210> 32
<211> 71
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<223> Téng hop:
<400> 32

Lys Pro Thr Thr
1

nhdn tao

midn tin hiéu cdé ngudn gbc tlu CD28

Ser Arg Leu Leu His Ser Asp Tyr Met

5

Gly Pro Thr Arg Lys His Tyr Gln Pro
25 30

47785

110/111

hodc 4-1BB

Asn Met Thr
10 15

Tyr Ala Pro

Ala Ala Tyr Arg Ser

40

nhan tao

midn tin hiéu cd ngudn gbc tir CD28

hodc 4-1BB

Ser Lys Arg Ser Arg Leu Leu His Ser Asp Tyr Met

5

Arg Arg Pro Gly Pro Thr Arg Lys His
25 ’ 30

10 15

Tyr Gln Pro

Arg Asp Phe Ala Ala Tyr Arg Ser

40

nhin tao

ban 1& hoic mién xuyén midng cd ngudn gbc tu CD8

Thr Pro Ala Pro Arg Pro Pro Thr Pro Ala Pro Thr

5

10 15

25



Ile Ala Ser Gln

20

Ala Gly Gly Ala

35

Tyr Ile Trp Ala

50

Leu Val Ile Thr
65

<210> 33

<211l> 60

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

<223> Tbéng hop:
<400> 33

Ala Lys Pro Thr
1

Thr Ile Ala Ser
20

Ala Ala Gly Gly
35

Ile Tyr Ile Trp
50

<210> 34

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>

<223> Téng hop:

<400> 34

Val Leu Leu Leu
1

47785

111/111

Pro Leu Ser Leu Arg Pro Glu Ala Ser Arg Pro Ala

val

Pro

Leu Tyr

70

nhén tao

ban 1é

Thr

Thr

Gln

Pro

Ala Val

Ala Pro

nhén tao

40

55

Cys

25

Leu Ala Gly Thr Cys Gly Vval

60

hodc mién xuyén ming cb

Pro Ala

Leu Ser

His Thr
40

Leu Ala
55

Pro Arg Pro Pro
10

Leu Arg Pro Glu

25

Arg Gly Leu Asp

Gly Thr Cys Gly

60

30

His Thr Arg Gly Leu Asp Phe Ala Ser Asp Ile

45

Leu Leu Leu Ser

nguén gbc tu CD8

Thr Pro Ala Pro
15

Ala Cys Arg Pro
30

Phe Ala Cys Asp
45

ban 1& hodc mién xuyén mang cé ngudn gbc tlr CD8

Ser Leu Val Ile Thr

5

26
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