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(57) Sang ché d& cap dén phan tir lién két khang nguyén dic hiéu kép chira mién
lién két khang nguyén thir nhét lién két dic hiéu CD28 clia ngudi, va phan tir lién
két khang nguyén thir hai lién két ddc hisu CD-22 clia ngudi. Theo cac phuong 4n
nhét dinh, phén tir lién két khang nguyén dic hiéu kép theo sang ché c6 kha ning trc
ché sy tang sinh cta khéi u bidu hién CD-22, nhu u lympho té bao B. Khang thé va
phan ttr lién két khang nguyén dic hiéu kép theo sang ché hitn dung trong diéu tri
bénh va rdi loan ma mong mudn diéu hoa 1én hoic gy ra dap ing mién dich huéng

dich va/hodc c6 loi v€ mat tri li€u.
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Pon sang ché lién quan
Pon sang ché nay hudng quyén wu tién cia don sang ché My sb 62/781,689
dugce ndp rigéy 19 thang Mu¢i Hai nam 2018, toan bd ndi dung cua don nay dugc

dua vao ban mo ta nay bang cich vién dan.

Danh sach trinh tu

Don ding ky sang ché nay bao gdm Danh sach trinh tu d3 dugc ndp bing
theo 'dub‘ng dién tr & dinh dang ASCII va dua vao ban mo ta nay béng cach vién
dan toan bo. Ban sao ASCII nay, dugc tao vao ngay 16 thang Mudi Hai nim 2019,
cé tén 1a 118003 _49220 SL.txt, va co kich thudc 104,353 bit.

Linh vue k§ thuit dwoc dé cap
Séng ché ciing d& cap dén phan tir lién két khang nguyén dic hidu kép lién

két CD28 va phan tir dich, nhu CD22, va cac phuong phap st dung chiing.

Tinh trang ki thuit cia sang ché

CD28 la protein xuyén mang loai I duogc bidu hién trén bé mit cia té bao T,

protein ndy c6 mot mién tuong tw Ig-V ngoai bao dugc lap rap thanh dime cing loai.

CD28 1a thy thé cho protein CD80 (B7.1) va CD86 (B7.2) va dugc hoat héa béi
CD80 hodc CD86 duoc bidu hién trén té bao trinh dién khang nguyén (APC). Su
lién két cua CD28 véi CD80 hodc CD86 tao ra tin hiéu déng kich thich quan trong
trong qué trinh hoat héa va kha nang séng cia té bao T. Sy kich thich t& bao T
thong qua CD28, ngoai thy thé ciia té bao T (TCR), tao ra tin hiéu manh dé san xuét
nhiéu loai interleukin khac nhau. CD28 ciing 1am tang tin hiéu t& bao nhu cac con
duong duogc abi ching béi yéu td phién ma NF«B sau qué trinh hoat héa TCR.
Pdng tin hiéu CD28 1a rit quan trong d& hoat hoa té bao T mét cach hiéu qua nhu
biét héa, 'taﬁg sinh t& bao T, giai phong cytokin va gay chét té bao.

Khang thé khdng CD28 da dwoc dé xuit dbi voi muc dich tri lidu lién quan
dén sy hoat héa t& bao T. Mot khang thé khang CD28 cu thé, TGN1412 (chét siéu
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chi van khang CD28), dugc st dung trong thir nghi€ém 1am sang vao nadm 2006. Sau
tinh nguyén vién khée manh duoc cho ding lidu bang duong tiém tinh mach véi
TGN1412 (chit siéu chu van khang CD28) & liéu 13 0,1 mg/kg. Trong hai gio, tit ca
sau bénh nhan déu c6 dap tmg viém dang ké (con bdo cytokin), va tit ca cic bénh
nhan déu suy da tang trong vong mudi sau gid. Pdi tugng duge diéu tri voi
corticosteriod, va ham luong cytokin da tré vé ham lwong binh thudng trong 2-3
ngay. Lidu bt ddu 12 0,1 mg/kg & nghién ciru pha 1 (lién quan dén CRS) dua trén
co sé nhan 1én 500 14n ctia “NOAEL” cta khi dudi dai 12 50 mg/kg (Suntharalingam,
et al., Cytokin Storm in a Phase 1 Trial of Anti-CD28 Monoclonal Antibody
TGN1412, NEJM 355:1018-1028 (2006)). Péng tiéc 1a, TGN1412 gy ra con bdo
cytokin, diéu nay khéng thé du doan truéc bing cac nghién ctru doc hoc & khi dudi
dai hodc nghién citu PBMC & ngudi ex vivo.

CD22 (con dugc biét dén 1a Siglec-2), thanh vién ciia ho Siglec, nhan dién
dédc hiu axit 02,6 sialic, va 1a protein xuyén mang uu tién biéu hién trén té bao
lympho B (fé bao B).

CD22 ¢6 mot sb lugng céc chiic ndng quy dinh bao gém, vi du, can b?mg noi
mo té bao B, kha nang séng va di cu cua té bao B, lam giam su truyén tin hiéu TLR
va CD40, va trc ché sy truyén tin hiéu cua thu thé té bao B (BCR) thong qua su
tuyén chon phosphataza chira mién SH2 bang cach phosphoryl héa cic mb tip tc
ché trén co s tyrosin cia thu thé mién dich (ITIM) trong ving té bao chét, ciing
nhu thiic ddy sy bam dinh gitra t& bao B va cac loai té bao khac.

CD22 khong duge tim thiy & bé mit cia té bao B trong subt giai doan sém
ctia su phat trién, ciing nhu né ciing khéng dugc biéu hién & té bao gc. Tuy nhién,
60-70% trong s6 cac u lympho va bénh bach cau do té bao B biéu hién CD22.

Khéng thé khang CD22 & diéu tri u lympho va bénh bach cu do té bao B da
dugc diéu tra nghién ctu. Tuy nhién, khang thé don dong, Epratuzumab, c6 thanh
coéng han ché. (Grant, et al. (2013) Cancer 119(21): 10.1002/cncr.28299)

Theo d6, c¢6 nhu ciu trong linh vuc k§ thuat dbi voi khang thé khang CD22
dugc cai tién. C6 nhu cau dbi voi khang thé khang CD28 an toan dé st dung trong
dugc phdm. Ngoai ra, phan tir lién két khang nguyén dic hiéu kép lién két véi ca

CD28 va khang nguyén dich (nhu CD22) s& hitu dung trong viéc tri liéu mong
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mudn hu6ng dich dic hiéu va tiéu diét té bao biéu hiéu khang nguyén dich qua

trung gian té bao T.

Ban chat ky thuét cia sang ché

Theo khia canh thir nhét, sang ché dé xuit phan tt lién két khang nguyén dic
hiéu kép lién két CD28 va khang nguyén dich. Theo cic phwong 4n vi dy nhét dinh,
phan tr lién két khang nguyén dic hiéu kép lién két CD28 va CD22; phan tir lién
két khang nguyén dic hiéu kép nay con dugc d& cap trong ban md ta nay 12 “phan
tir dac hiéu kép khang CD28/CD22." Phan khang CD22 ctia phan tt dic hiéu kép
khéng CD28/khang CD22 hitu dung dé huéng dich té bao ung thu biéu hién CD22
(vi du, té bao B ung thw) va phan khdng CD28 ctia phén tir dic hiéu kép nay hiru
dung dé hoat héa té bao T. Sy lién két dong thdi cia CD22 trén t€ bao ung thu va
CD28 trén té bao T tao didu kién tiéu diét truc tiép (phan gii bio) t& bao ung thu
dich boi té bao T d4 hoat hoa, vi du, sau khi hoat héa TCR té bao T. Do d6, phén tir
dic hiéu kép khang CD28/CD22 theo sang ché 13 hitu dung, cing vé6i nhitng tht
khéc, dé didu tri bénh va réi loan lién quan dén hoic do khdi u biéu hién CD22 (vi
dy, r6i loan ting sinh té bao B, vi dy, u lympho té bao B, vi du, u lympho té bao B
16n lan téda (DLBCL, u lympho dang nang (FL), u lympho ving ria).

Céc 'phﬁn ttr lién két khang nguyén dic hidu kép theo khia canh nay cia sang
ché bao gdm ving lién két khang nguyén thi nhét lién két dic hiéu véi CD28 &
ngudi va ving lién két khang nguyén th hai lién két dc hiéu voi CD22. Sang ché
bao gdm cac phan tir dc hidu kép khang CD28/khang CD22 (vi du, khang thé dic
hiéu kép) trong d6 mdi ving lién két khang nguyén bao gbm ving bién ddi chudi
ning (HCVR) dugc ghép cip v6i vang bién dbi chudi nhe (LCVR). Theo mot sb
phuong én vi du theo sang ché, ving lién két khang nguyén khang CD28 va ving
lién két khang nguyén khang CD22, mdi ving bao gbm cac HCVR khéc nhau, riéng
biét dugc ghép cdp véi mot LCVR chung.

Sang ché d& xuét phan tr dic hiéu kép khang CD28/khéang CD22, trong d6
viing lién két khang nguyén thir nhat lién két ddc hiéu véi CD28 bao gbm trinh tu
axit amin bit ky cia HCVR nhu dugc néu trong Bang 6. Ving lién két khang
nguyén th nhét lién két dic hiéu véi CD28 cling c6 thé bao gém trinh tu axit amin
bét ky ctia LCVR nhu duge néu trong Bang 6. Theo cac phuong an nhét dinh, mién
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lién két khang nguyén thtr nhét lién két dac hiéu CD28 bao gdm cip trinh tir bt ky
trong sb cac cip trinh ty axit amin HCVR/LCVR nhu dugc néu & Bang 6. Sang ché
cling d& xuit cac phan tir dic hiéu kép khang CD28/khdng CD22, trong d6 ving
lién két khang nguyén thir nhét lién két dac hidu CD28 bao gdm trinh tw bat ky
trong s céc trinh tir axit amin CDR1-CDR2-CDR3 chudi ning nhu duoc néu trong
Bang 6 va/hoic trinh tu bat ky trong sb cac trinh ty axit amin CDR1-CDR2-CDR3
chudi nhe nhu duge néu trong Bang 6.

Theo c4c phuong 4n nhét dinh, sang ché d& xut phan tir dic hidu kép khang
CD28/CD22, trong d6 mién lién két khang nguyén thtr nhat lién két dic hiéu CD28
chtra ving bién ddi chudi ning (HCVR) ¢6 trinh tw axit amin dugc chon tir nhém
bao gdm SEQ ID NO: 28 va 26 hoic trinh tu gin giéng ctia né cb d6 tuong dong
trinh tyr 13 it nhit 90%, it nht 95%, it nhit 98% hoic it nhit 99%.

Sang ché con d& xuAt phan tir dic hiéu kép khang CD28/CD22, trong d6
mién lién két khang nguyén thu nhét lién két dic hiéu CD28 chira ving bién dbi
chudi nhe (LCVR) ¢6 trinh tu axit amin 14 SEQ ID NO: 10, hoic trinh ty gin giéng
ctia chiing c6 d6 trong ddng trinh ty 13 it nhit 90%, it nhit 95%, it nhat 98% hoic it
nhit 99%.

Séng ché con d& xuét phan tir dic hiéu kép khang CD28/CD22, trong d6
mién lién két khang nguyén thir nhit lién két dic hiéu CD28 chira cip trinh tu axit
amin HCVR va LCVR (HCVR/LCVR) dugc chon tir nhém bao gdm SEQ ID NO:
28/10 va 26/10.

Sang ché con dé xuét phan tir dic hiéu kép khang CD28/CD22, trong d6
mién lién két khang nguyén thtr nhét lién két dic hiéu CD28 chira mién CDR3
chudi ning (HCDR3) c6 trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO: 32, hoic trinh ty gin
gidng ciia n6 c6 do tuong ddng trinh tu 1a it nhit 90%, it nhit 95%, it nhit 98%
hoic it nhat 99%; va mién CDR3 chudi nhe (LCDR3) c¢6 trinh tyr axit amin 12 SEQ
ID NO: 16, hoic trinh tw gin gidng clia chiing c6 d6 twong dong trinh tu 13 it nhit
90%, it nhét 95%, it nhat 98% hoic it nhat 99%.

Theo c4c phuong 4n nhét dinh, mién lién két khang nguyén tht nhét lién két
dic hiéu CD28 cip trinh tu axit amin HCDR3/LCDR3 cta SEQ ID NO: 32/16.

Séng ché con @& xuat phan tir lién két khang nguyén dic hiéu kép khéng
CD28/khang CD22, trong d6 mién lién két khang nguyén thir nhit lién két dic hiéu
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CD28 chira mién CDR1 chudi ning (HCDR1) c6 trinh ty axit amin 12 SEQ ID NO:
28, hodc trinh tu gin giéng ciia n6 c6 dd twong ddng trinh tu 13 it nhit 90%, it nhat
95%, it nhat 98% hodc it nhit 99%; mién CDR2 chudi ning (HCDR2) c6 trinh tu
axit amin 13 SEQ ID NO: 30, hoic trinh tu gin giéng ctia né c6 do twong ddng trinh
tw 13 it nhét 90%, it nhat 95%, it nhit 98% hodc it nhit 99%; mién CDR1 chudi nhe
(LCDRI1) ¢6 trinh ty axit amin la SEQ ID NO: 12, hodc trinh tu gan gidng cta nd c6
do twong ddng trinh tu 12 it nhat 90%, it nhit 95%, it nhit 98% hodc it nhat 99%; va
mién CDR2 chudi nhe (LCDR2) c6 trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO: 14, hodc trinh
tu gan gidng cla chiing c6 do twong ddng trinh tur 13 it nhét 90%, it nhit 95%, it
nhit 98% hodc it nhit 99%.

Phan tir lién két khang nguyén dic hiéu kép khang CD28/khang CD22 vi du,
khong gi6i han theo séng ché chira mién lién két khang nguyén thir nhat lién két dic
hiéu CD28 chira mién HCDR1-HCDR2-HCDR3-LCDR1-LCDR2-LCDR3, tuong
ng, ¢6 trinh ty axit amin 1a: SEQ ID NO: 28-30-32-12-14-16.

Sang ché con dé xuét phan tir dic hidu kép khéng CD28/CD22, trong d6
mién lién két khang nguyén tht hai lién két dic hidu CD22 chira ving bién ddi
chudi ning (HCVR) c6 trinh ty axit amin duge chon tir nhém bao gdm SEQ ID NO:
2 va 18, hoic trinh tu gin gidng ciia n6 c6 dcf)b trong dong trinh tur 13 it nhit 90%, it
nhit 95%, it nhat 98% hodc it nhit 99%.

Sang ché con dé xuét phan tir dic hiu kép khang CD28/CD22, trong d6
mién lién két khang nguyén thir hai lién két dic hiéu CD22 chira ving bién déi
chudi nhe (LCVR) ¢6 trinh tu axit amin dugc lya chon la SEQ ID NO: 10, hogc
trinh ty gin gidng cua né c6 dd twong ddng trinh tw 1 it nhit 90%, it nhit 95%, it
nhit 98% hodc it nhit 99%.

Sang ché con d& xuét phan tir dic hiéu kép khdng CD28/CD22, trong d6
mién lién két khéng nguyén thtr hai lién két dic hiéu CD22 chira cip trinh tu axit
amin HCVR va LCVR (HCVR/LCVR) dugc chon tir nhdm bao gdbm SEQ ID NO:
2/10 va 18/10.

Sang ché con dé xudt phan tr dic hiéu kép khang CD28/CD22, trong d6
mién lién két khéng nguyén thtr hai lién két dic hiéu CD22 chira mién CDR3 chudi
ning (HCDR3) c6 trinh ty axit amin dugc chon tir nhém bao gébm SEQ ID NO: 8 va
24, hoic trinh tr gin gidng ctia né c6 do twong ddng trinh tur 13 it nhét 90%, it nhit
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95%, it nhit 98% hodc it nhat 99%; va mién CDR3 chudi nhe (LCDR3) ¢6 trinh ty
axit amin dugc lya chon 1a SEQ ID NO:16, hodc trinh tu gé‘m giéng cua n6 c6 do
tuong ddng trinh tu 12 it nht 90%, it nhét 95%, it nhit 98% hofc it nhat 99%.

Theo cac phuong an nhét dinh, mién lién két khang nguyén tht hai lién két
dic hiéu CD22 chira cip trinh tw axit amin HCDR3/LCDR3 dugc chon tir nhém bao
gdm SEQ ID NO: 8/16 va 24/16.

Séang ché con dé xudt phan tir lién két khang nguyén dic hiéu kép khang
CD28/khang CD22, trong do mién lién két khang nguyén thi hai lién két dic hiéu
CD22 chira mién CDR1 chudi ning (HCDR1) ¢6 trinh ty axit amin dugc chon tir
nhém bao gdm SEQ ID NO: 4 va 20, hodc trinh tu gin giéng ctia né c6 dd twong
ddng trinh ty 1 it nhét 90%, it nhit 95%, it nhit 98% hogc it nhat 99%; mién CDR2
chudi nang‘ (HCDR2) ¢6 trinh ty axit amin dugc chon tir nhém bao gdm SEQ ID
NO: 6 va 22, hojc trinh tu gin giéng ctia né ¢6 do twong dong trinh ty 1a it nhét
90%, it nhat 95%, it nhit 98% hodc it nhit 99%; mién CDR1 chudi nhe (LCDRI1)
¢o trinh tu axit amin 12 SEQ ID NO: 12, hodc trinh tu gén giéng cua no c6 do tuong
ddng trinh t 13 it nhit 90%, it nhit 95%, it nhit 98% hogc it nht 99%; va mién
CDR2 chudi nhe (LCDR2) c6 trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO: 14, hodc trinh tu
ghn gibng cia ching c6 do twong ddng trinh ty 12 it nhit 90%, it nhat 95%, it nhat
98% hodc it nhét 99%.

Mbt sb phan tir lién két khang nguyén ddc hiéu kép khang CD28/khéng
CD22 vi du, khdng gidi han theo sang ché bao gdm ving lién két khang nguyén thi
hai lién két dic hiéu véi CD22 bao gdm mién HCDR1-HCDR2-HCDR3-LCDRI-
LCDR2-LCDR3, ¢6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhém chita: SEQ ID NO: 4-6-
8-12-14-16 va 20-22-24-12-14-16

Theo phuong an lién quan, sang ché bao gdm phan ti lién két khang nguyén
dic hidu kép khang CD28/khang CD22 trong d6 mién lién két khang nguyén thir hai
lién két dic hieu CD22 chira mién CDR chudi nang va chudi nhe ndm trong trinh tur
ving bién d6i chudi ning va chudi nhe (HCVR/LCVR) dugc chon tir nhém bao
gdm SEQ ID NO: 2/10 va 18/10.

Theo mot khia canh khéc, sang ché d& xut phéan tir axit nucleic ma héa trinh
tir bat ky tfong s6 cac trinh ty HCVR, LCVR hodc CDR cua phén tir lién két khang
nguyén dic hiéu kép khang CD28/khang CD22 dugc boc 1o trong ban md ta nay,
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bao gbm phén tir axit nucleic chira trinh tu polynucleotit dwgc néu trong Bang 7
trong ban mo ta nay, cling nhu phén tir axit nucleic chira hai hosc nhiéu trinh ty
polynucleotit nhu dugc néu trong Bang 7 theo sy két hop hodc sap xép chirc ning
bét ky ctia chiing. C4c vecto biéu hién tai td hop mang axit nucleic theo sang ché, va
té bao chii ma cac vecto nay da dugc dua vao cling dugc bao gbm trong séng ché,

cling nhu cac phuong phap san xuét khang thé bang cach nuoi chy té bao chi trong

céc didu kién cho phép san xuat khéng thé, va phuc hoi cac khang the dugc san xuat.

Sang ché bao gdm phéan tit lién két khang nguyén dic hiéu kép khang
CD28/khang CD22, trong d6 mién bét ky trong s6 cic mién lién két khang nguyén
dic hiéu di néu trén dugce két hop, dugc lién két hoic Kkét hop khac lién quan dén
mién bt ky trong sé cac mién lién két khang nguyén da néu ma lién két dic hiéu
v6i CD22 & tao thanh phan tir lién két khang nguyén dic hidu kép lién két CD28
va CD22.

Sang ché bao gdbm phén tir lién két khang nguyén dic hiéu kép khang
CD28/khang CD22 c6 dang glycosyl héa dugc sta d6i. Trong mot sb tng dung,
viéc bién ddi dé loai bé vi tri glycosyl hoa khong mong mudn c6 thé hitu dung, hoic
khang thé thiéu ving trinh dién gbc fucoza trén chudi oligosaccarit, vi du, dé ting
cuong chuc ning gy doc té bao do t& bao phu thudc khang thé (ADCC) (xem
Shield et al. (2002) JBC 277:26733). Trong cac uing dung khac, viéc bién ddi qua
trinh galactosyl hoa c6 thé dugc thuc hién dé bién d6i hoat tinh gay ddc phu thudc
vao b thé (complement dependent cytotoxicity - CDC).

Theo mot khia canh khac, sang ché d& xuét dugc phim chira phan tir lién két
khang nguyén dic hiéu kép khang CD28/khang CD22 nhur dugc mo ta trong tai liéu
nay va chit mang dugc dung. Theo khia canh lién quan, sing ché mod ta ché pham 13
su két hop ciia phan tir lién két khang nguyén dic hiéu kép khang CD28/khéng
CD22 va chét tri liéu thit hai. Theo mot phuong &n, tdc nhén trj liéu thir hai 1a tac
nhén bét ky c6 kha ning két hop véi phan ti lién két khang nguyén dic hiéu kép
khang CD28/khang CD22 mét cach thufn lgi. Céc chét 1am vi du c6 thé dugc két
hop mét cach thuédn lgi v6i phan tr li€n két khang nguyén dic hiéu kép khéng
CD28/khéng CD22 duoc d& cap chi tiét & phan khéc trong tai liéu nay.

Theo mdt khia canh khéc nita, sang ché dé xuét phuong phép tri liéu huéng
dich/tiéu diét t& bao ung thu biéu hién CD22 bing cach sir dung phan tir lién két
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khéng nguyén dac hiéu kép khang CD28/khang CD22 theo sang ché, trong d6 cac
phuong phép tri liéu bao gbm viéc cho dbi twong c6 nhu cu dung phuong phap nay
ding mot lugng c6 hiéu qua trj liu clia duge phém chira phéan tr lién Két khang
nguyén dic hiéu kép khang CD28/khing CD22 theo sang ché.

Sang ché ciing d& xuét viéc sir dung phan tit lién két khang nguyén dic hiéu
kép khang CD28/khang CD22 theo sang ché trong san xuét thudc diéu tri bénh hoic
roi loan lién quan dén hoac do té bao biu hién CD22.

Theo mot khia canh khéc, sang ché d& xuit phuong phap tri liéu hudng
dich/tiu diét & bao ung thu biéu hién CD22 st dung phan ti lién két khéng nguyén
dic hiép kép khang CD28/khang CD22 theo sang ché, trong d6 phan ti lién két
khang nguyén dic hiép kép khang CD28/khang CD22 dugc két hop v6i phan tir lién
két khang nguyén ddc hiéu kép chdng khéi u khéc lién két véi CD3 (vi dy, khang

thé khang CD28/khéng CD22 dugc két hop véi khang thé khang CD3/khéng CD20).

Theo mot khia canh khéc, sang ché dé xuit phuong phép tri liéu huéng
dich/tiéu diét t& bao ung thu bidu hién CD22 sir dung phan tir lién két khang nguyén
dic hiép kép khang CD28/khang CD22 theo sang ché, trong d6 phan tit lién két
khang nguyén dic hiép kép khang CD28/khang CD22 duge két hop véi chit trc ché
diém kiém tra huéng dich PD-1, PD-L1 hoic CTLA-4 (vi du, khéng thé khing
CD28/khang CD-22 dugc két hop v6i khang thé khang PD-1). Vi du, theo céc
phuong 4n nhét dinh, khéng thé khang CD28/khang CD22 theo sing ché c6 thé
dugc két hop v6i tic nhan huéng dich PD-1, nhu Pembrolizumab (Keytruda®),
Nivolumab (Opdivo®), hoic Cemiplimab (Libtayo®). Theo cac phuong an nhét
dinh, khang thé khang CD28/khang CD22 theo séng ché c6 thé dugc két hop v6i tac
nhan huéng dich PD-L1, nhu Atezolizumab (Tecentrig®), Avelumab (Bavencio®),
hoic Durvalumab (Imfinzi®). Theo cic phuong an nhit dinh, khang thé khang
CD28/khang CD22 theo sang ché c6 thé duge két hgp v6i tac nhin hudng dich
CTLA-4, nhu Ipilimumab (Yervoy®).

Theo mot khia canh khac, sang ché d& xuét phuong phdp tri liéu hudng
dich/tiéu diét t& bao ung thu bidu hién CD22 str dung phan ti lién két khang nguyén
dac hiép kép khang CD28/khang CD22 theo sang ché, trong d6 phan tir lién két
khang nguyén dic hiép kép khang CD28/khang CD22 dugc két hop v6i phén tir lién
két khang nguyén dic hiéu kép chdng khdi u khac ma lién két voi CD3 (vi du,
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khang CD28/khang CD22 khéang thé dic hiéu kép khang CD3/khang CD20, vi du,
REGN1979 (Xem US9,657,102, trong d6 nhanh khang CD20 chira cdp axit amin
HCVR/LCVR 1a SEQ ID NO: 1242/1258 va nhanh khang CD3 chira cdp axit amin
14 SEQ ID NO: 1250/1258)) va/hodc chit wrc ché diém kiém tra huéng dich PD-1,
PD-L1 hodic CTLA-4 (vi dy, khang thé khang CD28/khang CD22 két hop véi khéng
thé khang PDI). Vi du, theo cic phwong 4n nhat dinh, khang thé khéng
CD28/khéng CD22 theo sang ché c6 thé dugc két hop véi tac nhan huéng dich PD-
1, nhu Pembrolizumab (Keytruda®), Nivolumab (Opdivo®), hodc Cemiplimab
(Libtayo®, xem vi du, US9,987,500, trong d6 cemiplimab chita cdp axit amin
HCVR/LCVR 1 SEQ ID NO: 162/170)). Theo céc phuong 4n nhét dinh, khéng thé
khang CD28/khang CD22 theo sang ché c6 thé dugc két hop v6i tac nhén hudng
dich PD-L1, nhu Atezolizumab (Tecentrig®), Avelumab (Bavencio®), hodc
Durvalumab (Imfinzi®). Theo cidc phuong an nhit dinh, khing thé khang
CD28/khang CD22 theo sang ché c6 thé dugc két hop véi tic nhan huéng dich
CTLA-4, nhu Ipilimumab (Yervoy®).

Céac phuong an khéc s€ trd nén rd rang thong qua phin mo ta chi tiét sang

ché dudi day.

Mo ta vén tit cac hinh vé

Fig. 1 1a tAp hop cac dd thi mo ta sy lién két clia khang thé ddc hiéu kép
khang CD28/khang CD22 véi té bao T CD4 cua ngudi bidu hién CD28 va té bao
dich biéu hién CD22 ciia ngudi trén bé mit té bao.

Fig. 2A va 2B 1a tap hop céc dd thi md ta ring céc khang thé dac hiéu kép
khang CD28/khang CD22 cho thiy sy san xuét Luciferaza ting 1én khi c6 sy kich
thich t& bao T so cAp va bidu hién dich CD22. Fig. 2A 1a tp hop cac dd thi m6 ta sy
kich hoat ctia t& bao T bdo cdo dugc thiét ké da dwoc thiét ké dong thoi 1 véi
HEK293/hCD20, HEK293/hCD20/hCD22, hoic té bio am tinh Raji/CD80 va
CD86 cing v6i 200pM REGN1945 khong dbi (d6i chimg kiéu twong duong hIgG4
am tinh), dugc danh gia boi sy san xudt Luciferaza. Fig. 2B 1a tap hop céac 6 thi mé
ta su kich hoat cia té bao T béo cdo duoc thiét ké da duoc thiét ké ddng thoi & véi

HEK293/hCD20, HEK293/hCD20/hCD22 hodc Raji/CD80 va té bao am tinh CD86
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ciing v6i 200pM REGN2281 khéng d6i (khang CD20 x khang CD3), dugc danh gia
bdi su san xuét Luciferaza.

Fig. 3A va 3B la tap hop cac b thi m6 ta ring khang thé dic hiéu kép khéng
CD28/khang CD22 1am ting san xuét IL-2 khi ¢6 sy kich thich t€ bao T so cép va
biéu hién dich CD22. Cu thé hon, Fig. 3A 14 tip hop céc dd thi mo ta su hoat hoa
ctia t& bao T CD4" duge ddng 0 voi HEK293/hCD20, HEK293/hCD20/hCD22 hodc
Raji/CD80 va té bao 4m tinh CD86 khi c6 mit 2nM REGN1945 khong dbi (d6i
chimg kiéu twong duong hIgG4), duge déanh gid boi su san xuét IL-2. Fig. 3B 14 tip
hop cac dd thi md t& sy hoat hoa cia té bao T CD4™ duoc dong U véi
HEK293/hCD20, HEK293/hCD20/hCD22, hodc té bao am tinh Raji/CD80 va
CD86 khi c6 mit 2nM hing s6 REGN2281 (khang CD20 x khdng CD3), dugc danh
gia boi su san xudt IL-2.

Fig. 4 1 tap hop cac dd thi cho thdy ring su két hop cua REGN5837 véi
cemiplimab gitip tdng cudng giai phong IL-2 so v6i khi chi xir Iy REGN5837 trong
té bao dugc thiét ké dé biéu hién PD-L1.

Fig. 5A 1a tap hop céc db thi cho thdy ring sy két hop ciia REGN5837 véi
cemiplimab tdng cudng gidi phong IL-2 khi ¢6 mat té bao NALM6 dugc thiét ké dé
biéu hién PD-L1.

Fig. 5B 1a tap hop cac dd thi cho thdy ring sy két hop ciia REGN5837 vdi
cemiplimab gifip ting cudng gidi phong IL-2 so véi khi xir Iy REGN5837 mot minh
trong t& bao RAJI dugc thiét ké dé biéu hién PD-L1.

Fig. 6 13 bidu dd cho thdy viéc diéu tri chudt NSG mang khdi u NALM-6-
Luc v6i REGN5837 khi ¢6 mit REGN1979 (khang CD20 x khang CD3) ¢6 lién
quan dén viéc trc ché khéi u dang ké. Tom lai, chudt NSG (n =6 dén 9 mdi nhém)
duoc céy vdi PBMC cia con nguoi, sau d6 duge céy véi té bao bach cau té bao B
NALM-6-luc 12 ngay sau khi nudi (ngay 0). Chudt duoc st dung 4 mg/kg
REGNS5837 + 0,04 mg/kg REGN1979 (hinh tron bdm), 0,4 mg/kg REGN5837 +
0,04 mg/kg REGN1979 (hinh tam giac thing dung kin), 0,04 mg/kg REGN5837 +
0,04 mg/kg REGN1979 (kim cuong), 4 mg/kg khong phai TAAXCD28" 0,04 mg/kg
REGN1979 (hinh vudng), 4 mg/kg REGN5837 + 0,4 mg/kg khong phai TAAXCD3
(hinh tron mé), hoic 4 mg/kg khong phai TAAXCD28" 0,4 mg/kg khong phai
TAAxCD3 (hinh tam gidc ngugc kin) vao céc ngay 8, 15 va 22 sau khi cly (miii
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tén). Su phat trién ctia khdi u dugc theo doi bang hinh anh phat quang sinh hoc vé
thé tich khéi u vao cac ngay 6, 10, 14, 17, 20 va 23 sau khi ciy ghép. Dit liu két
hop duoc bidu thi bang gi4 tri trung binh ctia nhém + SEM. Y nghia théng ké duoc
xé4c dinh bang cach sir dung ANOVA hai chidu véi thir nghiém sau hoc mon Tukey.
Cac ky hiéu sau day dugc st dung @8 chi ra sy khéc biét ¢6 ¥ nghia théng ké so véi
dbi ching khong TAAxCD28" khong TAAXCD3: *, p <0,05; **, p <0,01; *** p
<0,001.

Fig. 7A-7C 14 bidu dd cho thdy REGN1979 da kich hoat va chi dao t€ bao T
clia nguoi ti€u diét té bao Nalmé theo cach phu thude vao lidu luong. Cu thé hon,
Fig. 7A 12 mét biéu d6 mod ta ty 1€ phin tram séng sét cia t€ bao Nalm6 khi c6 mit
cic khang thé duogc chi dinh. Fig. 7B 12 biéu db md ta phin trim té bao CD8" biéu
hién CD25 (CD25") khi c¢6 mit céc khang thd dugc chi dinh. Fig. 7C 12 biéu d6 md
ta sy tdng sinh cua té bao CD25" CD8" dugc danh gia bang phwong phap pha lodng
thubc tim CellTrace khi ¢6 mit cac khang thé dugc chi dinh.

Fig. 8A, 8B va 8C 1a bidu dd cho thiy REGN1979 da kich hoat va chi dao té
bao T ciia ngudi tiéu diét & bao WSU-DLCL2 theo cach phu thudc vao liéu lugng.
Cu thé hon, Fig. 8A 1a biéu dd mo ta ty 1& phin trim song s6t cia té bao WSU-
DLCL2 khi ¢6 mit céc khéng thé dugc chi dinh. Fig. 8B 12 biéu 6 mo ta phén trdm
t& bao CD8" biéu hién CD25 (CD25") khi c6 mit cac khang thé duge chi dinh. Fig.
8C 14 bidu dd md ta sy gia ting cla té bao CD8", dugc biéu thi bing % phan chia,
khi c6 mit cac khang thé dugc chi dinh.

Fig. 9 1a tap hop cac biéu dd cho thdy ring trong céc thir nghiém v6i té bao
PBMC va WSU-DLCL2 cua ngudi, REGN1979 gdy ra sy giai phéng cac cytokin
cia nguoi, IL-2, IL-4, IL-6 va IL-10. Sy giai phong cytokin dugc quan sit véi
REGN1979 duogc ting cuong khi co néng d6 cb dinh cua CD22 X CD28 so véi su
giai phong cytokin dugce gay ra béi REGN1979.

Fig. 10A-10E 12 biéu dd cho thdy REGN1979 d4 kich hoat v chi dao té bao
T ctia ngudi 1am suy yéu NHL theo cich phu thudc vao lidu lwong. Viéc bd sung
ndng d6 ¢ dinh cta céc khang thé dic hiéu kép CD22xCD28 vao REGN1979 da
ning cao hiéu qua gy doc té bao (EC50) cia REGN1979 2,3 va 3,5 1an khi so sanh
v6i REGN1979 v6i khang thd dbi chimg CD28 1 nhanh hoic khong c6 dbi chiing
ddng kich thich. Qué trinh ly giai té bao dich duoc quan sit qua trung gian
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REGN1979 ¢6 lién quan dén sy kich hoat va ting sinh té bao T, dugc do bing su
didu chinh CD25 trén t& bao CD8" va CD4" hoic pha loang thubc tim CellTrace
twong tmg. Cu thé hon, Fig. 10A 1 bidu dd mo6 ta ty 1¢ phin trim séng s6t cua té
bao NHL tir tily xwong cta bénh nhan khi cé mit cac khang thé duogc chi dinh. Fig.
10B 12 biéu dd mo ta phén trim t& bao CD8" bidu hién CD25 (CD25") khi c6 mat
cic khang thé duge chi dinh. Fig. 10C 12 biéu d6 mé ta sy ting sinh cia t€ bao
CD8" duogc danh gia bing phuong phap pha lodng thudc tim CellTrace khi c6 mait
céc khang thé duoc chi dinh. Fig. 10D la biéu d6 mb ta phan trim té bao CD4" biéu
hién CD25 (CD25") khi ¢6 mit céc khang thé dugc chi dinh. Fig. 10E 1 biéu d6 mo
ta sy tang sinh cla té bao CD4" dugc danh gia bang phuong phap pha lodng thude
tim CellTrace khi ¢ mit cac khang thé dugc chi dinh.

Fig. 11A-11E 1a biéu @b cho thly REGN5837 ting cudng hiéu lyc cta doc té
bao qua trung gian REGN1979, bidu hién bé mit té bao ctia CD25 va ting sinh té
biao T theo cach phu thudc vao ndng do. Tom lai, t& bao WSU-DLCL2 dugc U v6i
PBMC ctia ngudi duge 1am gidu té bao lympho & ty 1 t€ bao dich so v6i PBMC la
1: 5 va v6i khang thé khang CD20xCD3 (REGN1979) & mot pham vi ndng do
(4,8fM dén 10nM) nhu tic nhan duy nhét (tirc 13, khong c6 REGN5837) hodc ¢6
ndng d6 cb dinh cia REGN5837 (dao dong tir 0,01 dén 15 pg/mL) trong 72 gid &
37°C. Pidu kién thiéu REGN1979 chi chira REGN5837 & ndng d dugc chi dinh va
dugc v& 12 0,04 pM. Céc té bao sdng duge di duge phét hién bang phwong phép do
té bao dong chay st dung nhudm té bao LIVE/DEAD (11A). Thubc nhudm theo
d4u Violet Cell va hdn hop kiéu hinh cua céc khang thé danh ddu huynh quang ddi
v6i CD2, CD4, CD8 va CD25 duge st dung dé phat hién sy hoat héa té bao T
(duge do bing biéu hién CD25; 11B, 11D) va su tang sinh té bao T CD4"va CD8"
theo dong do té bao (11C, 11E).

Cu thé hon, Fig. 11A 12 bidu d6 mo ta % té bao chét v6i ndng do dugce chira
1a REGN5837. Fig. 11B 1a bidu dd md ta phén trim t& bao CD25" CD4" v6i ndng
d5 dugc chi dinh 12 REGN5837. Fig. 11C 1a biéu db mé ta su gia tang cla té bao
CD4" dugc danh gia bang phuong phép pha loang thudc tim CellTrace v6i ndéng dd
duge chi dinh 12 REGN5837. Fig. 11D 1a biéu d6 mé ta phan trim cta té bao CD25"
CD8". Fig. 11E 12 biéu dd md ta sy gia ting clia té bao CD8" dugc dénh gid bang
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phuong phép pha lodng thubc tim CellTrace v&i cic ndéng d6 chi dinh cua
REGN5837.

Fig. 12A-12G 1a bidu @b cho thiy REGN5837 ting cudng hiéu lyc va mirc
t61 da ciia giai phong cytokin qua trung gian REGN1979 tir té bao T ciia ngudi theo
cach phu thudc vao ndng do khi c6 mit t& bao u lympho té bao B WSU-DLCL2.
Tém lai, t& bao WSU-DLCL2 dugc 0 v6i PBMC cta ngudi duge lam giau té bao
lympho & ty 18 té bao dich so v6i PBMC 1a 1:5 va véi khang thé khang CD20xCD?3
(REGN1979) & mét pham vi ndng do (4,8fM dén 10nM) 1a tic nhan duy nhat (tic
134, khong ¢6 REGN5837) hodc c6 ndng dd cb dinh cia REGN5837 (dao dong tir
0,01 dén 15 pg/mL) trong 72 gid & 37°C. Pidu kién thiéu REGN1979 chi chira
REGN5837 & ndng d6 duoc chi dinh va dugc v& dudi dang 0,04pM. Cac chét ndi
trén dugc danh gia vé sy giai phong cytokin cua (12A) IL-2, (12B) IL-4, (12C) IL-6,
(12D) IL-10, (12E) TNF-q, (12F) IFN-y, va (12G) IL-17a st dung kit cytokin BD
Th1/Th2/Th17 BD Cytometric Bead Atrray.

Cu thé hon, Fig. 12A 13 bidu dd md ta mirc IL-2 dugc giai phong tir t€ bao T
ctia ngudi khi ¢6 sy hién dién cia té bao WSU-DLCL2 véi ndng do duge chi dinh
12 REGN5837. Fig. 12B 1a bidu dd mé ta ham lugng IL-4 dugc giai phong tir t& bao
T ctia ngudi khi c6 mit t& bao WSU-DLCL2. Té bao WSU-DLCL2 véi nong do
duoc chi dinh 1a REGN5837. Fig. 12C 1a biéu 6 md ta mirc IL-6 dugc giai phong
tir t& bao T cta ngudi khi ¢6 mat t& bao WSU-DLCL2. Té bao WSU-DLCL2 véi
ndng d dugc chi dinh 1a REGN5837. Fig. 12D 14 biéu d6 md ta mtrc IL-10 duge
giai phéng tir té bao T cia ngudi khi c6 mit té bao WSU-DLCL2 Té bao WSU-
DLCL2 véi ndng d6 duge chi dinh 1a REGN5837. Fig. 12E 14 biéu dd mo ta muc
TNF-a dugc giai phong tir té bao T ciia ngudi khi ¢6 sy hién dién cia té bao WSU-
DLCL2. Té bao WSU-DLCL2 v6i ndng d6 dugc chi dinh 14 REGN5837. Fig. 12F
12 bidu dd mé ta mirc IFN-y duoc giai phong tir t& bao T clia ngudi khi c6 sy hién
dién cta t& bao WSU-DLCL2. Té bao WSU-DLCL?2 véi ndng dd dugc chi dinh 1a
REGNS5837. Fig. 12G 1a bidu dd m6 ta muc IL-170 dugc giai phong tir té bao T cla
ngudi khi c6 mat t& bao WSU-DLCL2 Té bao WSU-DLCL2 v6i ndng @ dugc chi
dinh 12 REGN5837.

Fig. 13A va 13B 1a bidu dd cho thdy viéc diéu tri chudt NSG mang khéi u
WSU-DLCL2 véi REGN5837 khi c6 mit REGN1979 0,4 hodc 4 mg/kg c6 lién
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quan dén viéc trc ché khéi u déng ké. Tém lai, chudt cai NSG (n = 6 dén 7 mdi
nhém) duoc cdy hdn hop 1: 1 gdm té bao u lympho B WSU-DLCL2 va PBMC ciia
nguoi (ngay 0). Chudt duogc sir dung két hop 1 mg/kg REGN5837 va 0,4 mg/kg
(13A) hodc 4 mg/kg (13B) REGN1979 (hodc d6i chung khong béc cdu) vao ngay 1,
8 va 15 sau khi cdy (miii tén). Su phat trién cua khdi u duoc theo ddi bang cach do
bang thudc cip vao cac ngay 7, 10, 14, 16, 28, 31, 35, 38, 43, 46, 49, 53, 57 va 63
sau khi cdy ghép. Dit liéu két hop dugc biéu thi bang gia tri trung binh ciia nhom =
SEM. Y nghia théng ké dugc xac dinh bing cach sit dung ANOVA hai chiéu véi
kiém dinh post-hoc Tukey. Céc ky hiéu sau day dugc sir dung dé chi ra sy khéc biét
¢ y nghia théng ké gitta cac nhom: *, p <0,05; **, p <0,01; ***, p <0,001; ****, p
<0,0001. DAu hoa thi bidu thi ¥ nghia théng ké giita liéu phap tri liéu don
REGN1979 va dbi chimg kiéu twong duong, dAu thing cho biét y nghia giita sy két
hop cia REGN5837 v6i REGN1979 va déi ching kidu twong duong, va déu mil
cho biét y nghia gitta don tri REGN1979 va su két hop cia REGNS5837 voi
REGN1979.

Cu thé hon, Fig. 13A 12 biéu dd md ta sy phat trién ctia khdi u & chudt duge
sit dung 1 mg/kg REGN5837 va 0,4 mg/kg REGN1979 (hogc déi chimg khong béc
cau, khong TAAxCD?3). Fig. 13B Ia bidu @6 mé ta su phat trién cta khéi u & chudt
duoc st dung 1 mg/kg REGN5837 va 4 mg/kg (hodc d6i chimg khéng béc cau,
khong phai TAAxXCD3).

Fig. 14 13 biéu dd cho thdy viéc didu tri chuot NSG mang khéi u WSU-
DLCL?2 v6i REGN5837 véi liéu REGN1979 khong hiéu qué c6 lién quan dén ty 18
sdng s6t cao hon déng ké so v6i REGN5837 hodc REGN1979 liéu phap trj liéu don.
Tém lai, chudt NSG cai (n = 6 dén 7 mdi nhém) dwgc ciy hdn hop 1: 1 gdm té bao
u lympho B WSU-DLCL2 va PBMC cua nguoi (ngay 0). Chudt dugc st dung két
hop REGN5837 va REGN1979 hogc ddi chimg vao ngay 1, 8 va 15 sau khi cdy
(miii tén). Y nghia thdng ké dugc xac dinh bang cach st dung thir nghiém Mantel-
Cox. Céc ky hiéu sau dugc st dung dé chi ra su khéc bi€t c6 y nghia théng ké gifta
cac nhém: *, p <0,05; ***, p <0,001. DAu mii bidu thi y nghia théng ké so véi ddi
chimg twong duong, d4u hoa thi biéu thi ¥ nghia so véi liéu phap tri liéu don 0,4
mg/kg REGN1979, va d4u thing cho biét ¥ nghia so véi liéu phap tri liéu don véi 4
mg/kg REGN1979.
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MG ta chi tiét sang ché

Truéc khi bét diu mo ta sang ché, nén hiéu ring, sang ché nay khong bi giéi
han & cac diéu kién thi nghiém va phuong phap cu thé da mo ta, cac diéu kién va
phuong phép c6 thé dugc thay ddi. Ciing nén hiéu ring, cac thuat ngit duge sit dung
trong ban md ta ndy chi dugc dung véi myc dich mo ta cac phuong an cu thé, va
khéng c6 muc dich gidi han sang ché, bai vi pham vi cua sang ché chi bi gi6i han
boi yéu cau bao ho.

Trur khi duoc chi ra theo cach khac, tAt ca cac thuat ngit khoa hoc va k§y thuét
duoc st dung trong ban md ta nay c6 cung mot nghia nhu thudng duge hiéu béi
ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vyc cua sang ché. Nhu duge st dung trong
sang ché, thuat ngit “khoang”, khi dugc sir dl,ing d8 tham chiéu dén cac gia tri dang
s6 dugc trich din cu thé, c6 nghia 14 gi tri ndy c6 thé thay d6i khong qua 1 % so
véi gia tri trich dan. Vi du, nhu dugc sit dung trong ban md ta nay, thuit ngir
"khoang 100" bao gdm 99 va 01 va tAt ca gia tri trong khoéng nay (vi dy, 99,1, 99,2,
99,3,99,4, v.v.).

Mic di bit ky phuong phép va vat liéu nao gidng hoic twong dwong véi
phuong phap va vét liéu dugc md ta trong ban md ta nay cé thé duoc str dung dé
thuc hién hodc thir nghiém sang ché, nhung céc phwong phap va vat liéu duge wu
tién s& duge mo ta sau ddy. TAt ca moi bang séng ché, don sang ché va céc cong b
phi sang ché da néu trong phan md t& duge dua vao ban mo ta nay bang cach vién

dan toan bd ndi dung cla céc tai li¢u nay.

Pinh nghia

Thuét ngit “CD28,” nhu dugc st dung trong ban mo ta nay, dung dé chi
khang nguyén dugc biéu hién trén té bao T lam thy thé ddng kich thich. CD28 cua
ngudi chira trinh ty axit amin nhu néu & SEQ ID NO: 74, va/hodc c6 trinh ty axit
amin nhu néu & sd dang ky NCBI 1a NP_006130.1. T4t ca cac protein, polypeptit va
ménh protein dugc dé cap trong ban mo ta nay déu dugc ding dé chi kiéu protein,
polypeptit va méanh protein tuwong tmg & nguoi trir khi duwoc chi ra 16 rang la kiéu

ctia cac loai khong phai con ngudi. Do d6, thuat ngit "CD28" c6 nghia 1a CD28 cua
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nguoi trix khi dugce chi ra 12 tir loai khong phai con nguoi, vi dy, "CD28 cta chuot,"
"CD28 cua khi," v.v..

Nhu duoc st dung trong ban md td nay, “khang thé lién két CD28” hoic
“khang thé khang CD28” bao gbm khang thé va manh lién két khang nguyén cta né
nhan dién dic hiéu CD28 monome, ciing nhu khang thé va manh lién két khang
nguyén ciia né nhan dién dac hiéuCD 28 dime. Céc khang thé va ménh lién két
khang nguyén theo sang ché c6 thé lién két v6i CD28 hoa tan va/hoic CD28 bicu
hién trén bé mat t& bao. CD28 hoa tan bao gbm céc protein CD28 ty nhién ciing nhu
céc bién thé protein CD28 ti tb hop, ching han nhu vi du: cdu tric CD28 monome
va dime, thiéu viing xuyén mang hogc khong lién két voi mang té bao.

Nhu duge st dung trong ban md ta nay, thuat ngit “CD28 duogc biéu hién
trén bé mit t& bao” ¢6 nghia 1a mot hodc nhidu protein CD28, ma duoc biu hién
trén bé mat cla té bao in vitro hodc in vivo, sao cho it nhét mot phén cua protein
CD28 duoc bdc 16 & ving ngoai bao clia mang t& bao va c6 thé tiép can manh lién
két khang nguyén cia khéng thé. “CD28 biéu hién trén bé mit t€ bao" bao gdm cac
protein CD28 c6 trong pham vi cta thu thé ddng kich thich té bao T chitc ning
trong mang té bao. Thuat ngit “CD28 dugc bidu hién trén bé mat t& bao" bao gdbm
protein CD28 duogc biéu hién & dang dime gidng nhau trén b& mit té bao. “CD28
duoc bidu hién trén bé mit t& bao” c¢6 thé bao gdm hodc chi bao gbm protein CD28
duoc bidu hién trén bé mit cia t& bao thudng biéu hién protein CD28. Ngoai ra,
“CD28 duoc bidu hién trén bé mit té bao” co thé bao gdbm hoic chi bao gdm protein
CD28 dugc bidu hién trén bé mat cua té bao thuong khong biéu hién CD28 cla
ngudi trén bé mit cia n6 nhung lai dugc thiét ké nhan tao dé biéu hién CD28 trén
bé mit cia nod.

Nhu dugc st dung trong ban mé ta nay, thuat ngit “khang thé khang CD28”
bao gém ca khang thé hoa tri voi dic hiéu don, cling nhu khang thé dic hiéu kép
bao gdm nhanh thtr nhat lién két v6i CD28 va nhanh thtr hai lién két v6i khéng
nguyén (dich) thir hai, trong d6 nhanh khang CD28 chira trinh ty HCVR/LCVR
hodc CDR bét ky dugc néu & Bang 1 trong ban md ta nay. Vi du vé khéang thé dic
hiéu kép khang CD28 dugc mo ta & chd khéc trong ban mo ta nay. Thuat ngit "phén
tt lién két khang nguyén" bao gbm céc khang thé va manh lién két khang nguyén
ctia khéng thé, bao gdm, vi du 12 c4c khéng thé ddc hiéu kép.
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Thuit ngit "CD22", nhu dugc sir dung trong bin md ti nay, dung dé chi
protein CD22 ciia ngudi trir khi duge chi rd 1 tir loai khong phai ngudi (vi du:
"CD22 cua chubt", "CD22 cta khi", v.v.). Protein CD22 ctia ngudi c6 trinh tu axit
amin nhu néu & s ding ky CAA42006. Trinh ty clia mién ngoai bao CD22 ciia
ngudi tai tb hop (D20-R687) véi dudi myc myc hexahistidin ("hexahistidin" dugc
boc 16 & SEQ ID NO: 60) dwoc néu & s6 dang ky NP_001762.2 va ca SEQ ID NO:
50. Mién ngoai bao hCD22 (D20-R687).hFc, cling c6 thé dugc mua tr R&D
Systems, Catalog# 1968-SL-050.

Nhu duoc st dung trong ban md ta nay, “khang thé lién két CD22” hoic
“khang thé khang CD22” bao gbm khang thé va manh lién két khang nguyén clia n6
c6 thé lién két CD22 hoa tan va/hodic CD22 dugc biéu hién trén bé mit té bao.
CD22 hoa tan bao gdm protein CD22 tu nhién ciing nhu bién thé protein CD22 téi
tb hop, chéng han nhu, vi dy, cdu trac CD22, thiéu mién xuyén mang hoic khong
lién két véi mang té bao.

Nhu dugc st dung trong ban md ta nay, thuat ngir “khang thé khang CD22”
bao gdm ca khang thé héa tri v6i dic hiu don, cling nhu khang thé dic hiéu kép
bao gdm nhanh tht nhét lién két véi CD22 va nhénh thtr hai lién két véi khang
nguyén (dich) thit hai, trong d6 nhanh khang CD22 chira trinh ty HCVR/LCVR
hodc CDR bit ky dugc néu & Bang 1 trong ban md ta nay. Vi du vé khang thé dic
hiéu kép khang CD22 dugc mo ta & chd khac trong ban mo ta nay. Thuét ngit "phan
tir lién két khang nguyén" bao gém cac khang thé va manh lién két khang nguyén
ctia khang thé, bao gdm, vi du 14 c4c khang thé dic hidu kép.

Thuét ngit "phan tir lién két khang nguyén" bao gbm céc khang thé va manh
lién két khang nguyén cla cic khdng thé, bao gbém, vi du 13 c4c khang thé dic hiéu
kép.

Thuét ngir "khang thé", nhu dugc sit dung trong ban mo ta ndy, nghia la bét
ky phtrc hop phén tir hodc phan tir lién két khang nguyén nao chira it nhét mot ving
xéc dinh b trg (CDR) ma lién két ddc hiéu v6i hogc tuong téc v6i khang nguyén cu
thé (vi dy, CD28). Thuat ngit “khang th&” bao gdbm phan tir globulin mién dich bao
gdm bén chudi polypeptit, hai chudi ning (H) va hai chudi nhe (L), lién két véi
nhau & giita bang cau ndi disulfua, cling nhu cac da phan cta chung (vi du, IgM).
M>i chudi ning chtra viing bién ddi chudi ning (trong ban mé ta nay dugc viét tit 1
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HCVR hodc VH) va vung h?mg dinh chudi ning. Ving héng dinh cta chudi ning
bao gdm ba mién, Cyl, Cy2 va Cy3. M&i chudi nhe bao gdm ving bién doi ciia
chudi nhe (trong ban md ta nay dugc viét tit 1a LCVR hodc VL) va ving hing dinh
cta chudi nhe. Ving hr?mg dinh cta chudi nhe bao gém mot mién (Cp1). Ving Vg
va Vi ¢6 thé con duge chia nhé thanh ving siéu bién, dugc goi 1a vung x4c dinh bd
trg (CDR), ndm xen k& véi cdc ving bao thil hon, duwgc goi la ving khung (FR).
Mdi Vg va Vi, bao gém ba CDR va bén FR, dugc sép xép tr diu amino dén dau
carboxy theo thtr ty sau: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. Theo cac
phuong an khic nhau cia sang ché, ving khung FR cta khang thé khang CD28
va/hodc khang thé khang CD22 (hodc phan lién két khang nguyén cia no) cé thé
tuong d@)ng v0i trinh ty dong mam cua nguoi, hodc co thé duoc bién dbi mot cach
tu nhién hay nhéan tao. Mot chudi lién tmg axit amin c6 thé dugc x4c dinh dua vao
thir nghiém phén tich k& nhau ctia hai hogc nhiéu CDR.

Thuét ngit “khang thé”, nhu dugc st dung trong ban md ta nay, cling bao
gébm manh lién két khang nguyén cta phan tir khang thé hoan chinh. Thuat ngit
"phin lién két khang nguyén" ciia khang thé, "manh lién két khang nguyén" cla
khang thé, va twong tu, nhu dugc st dung trong ban mo ta nay, bao gbm polypeptit
hodc glycoprotein bét ky ¢ trong tu nhién, thu duge bing enzym, tbng hop, hoic
dugc bién ddi gen ma lién két ddc hidu voi khang nguyén dé tao thanh phirc hop.
Manh lién két khang nguyén ciia khang thé c6 thé duoc tao ra, vi du, tir phan ti
khéng thé hoan chinh bing cach st dung k¥ thuat tiéu chuin thich hop bat ky nhu
thity phan protein hogic k¥ thuat bién dbi gen tai td hop bao gom k¥ thuat thao tic
trén gen va biéu hién ADN ma hoéa ving bién d6i va ving hing dinh tiy y cla
khang thé. ADN nay da duoc biét dén va/hodc c6 thé dé dang thu duge tir, vi dy,
ngudn thuong mai, thu vién ADN (bao gbm, vi duy, thu vién thue thé khuén-khang
thé), hodc c6 thé duoc tdng hop. ADN nay c¢6 thé dugc giai trinh tu hoic thao tac
bﬁng cac k¥ thuat héa hoc hodc sinh hoc phéan t, vi du, dé sép xép mot hodc nhiéu
ving bién dbi vi/hodc ving hing dinh thanh cAu tao phil hop, hodic dé dua vao bd
ba, tao géc cystein, stra d61, thém hoic bt cac axit amin, v.v..

Vi du khong gi6i han v& manh lién két khang nguyén bao gbm: (i) manh Fab;
(ii) manh F(ab')2; (iii) manh Fd; (iv) manh Fv; (v) phén tir Fv chudi don (scFv); (vi)
manh dAb; va (vii) don vi nh4n dién t6i thiéu bao gdm gdc axit amin bét chudc
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vung siéu bién cia khang thé (vi du, vung xéc dinh bd trg (CDR) duogc phén lap nhu
peptit CDR3), hoic peptit FR3-CDR3-FR4 duoc rang budc v6i nhau. Phan tir duge
bién dbi khac, nhu khang thé dic hiéu ving, khang thé don viing, khang thé loai bo
ving, khang thé thé kham, khang thé ghép CDR, thé hai, thé ba, thé bén, thé mini,
thé nano (vi du, thé nano hoa tri mot, thé nano héa tri hai, v.v.), thudc mién dich md
dun nhé (small modular immunopharmaceuticals - SMIP), va ving IgNAR bién ddi
cua ca mép, cling bao gbm trong dinh nghia “ménh lién két khang nguyén” nhu
dugc sir dung trong badn mo ta nay.

Manh lién két khang nguyén cta khéng thé s& thuong chira it nhét mot mién
bién ddi. Midn bién dbi c6 thé c6 kich thuéc hodc thanh phin axit amin bét ky va
thudng s& bao gdm it nhat mot CDR lién ké hoic & trong khung véi mét hodc nhidu
trinh tu khung. Trong manh lién két khang nguyén c6 mién Vy lién quan dén mién
VL, cac mién Vg va Vi, ¢6 thé dugc bd tri twong ng v4i mot vung khac theo cAu
hinh thich hop bt ky. Vi dy, ving bién dbi c6 thé 1a dime va chira cac dime V-V,
Vy-Vi hodc Vi-Vi. Ngoai ra, manh lién két khang nguyén cua khang thé c6 thé
chita mién Vg hodic V; monome.

Theo céc phuong an nhét dinh, manh lién két khang nguyén cua khang thé c6
thé chira it nhit m6t midn bién déi dugc lién két cong hoéa tri v6i it nhit mot mién
hing dinh. Vi du v& cAu hinh ciia min hang dinh va mién bién déi ma c6 thé duoc
tim thy trong manh lién két khang nguyén cuia khang th8 theo séng ché bao gdm,
nhung khong chi gi6i han &: (i) Vg-Cyl; (i) Vu-Cu2; (iil)) Vu-Cu3; (iv) Vu-Cyl-
Cy2; (V) Vi-Cyul-Ci2-Cy3; (vi) Vy-Cy2-Cy3; (vii) Vy-Cp; (viii) Vi-Cyl; (ix) Vi-
Cu2; (x) Vi-Cp3; (xi) Vi-Cyl-Cy2; (xii) V-Cyl-Cy2-Cy3; (xiii) Vi-Cy2-Cy3; va
(xiv) Vr-Cy. Trong bét ky céu tao cia mién bién dbi va mién hing dinh, bao gbm
cAu hinh vi du bét ky duoc liét ké trén ddy, mién bién dbi va mién hing dinh c6 thé
duoe lién két truc tiép v6i nhau hoc c6 thé duoc lién két béi toan bo hodc mot phan
ving ban 1& hoic viing lién két. Ving ban 18 ¢6 thé bao gdm it nhét 2 (vi dy, 5, 10,
15, 20, 40, 60 hoac nhiéu hon) axit amin ma tao ra lién két linh hoat hodc ban linh
hoat giita mién bién dbi va/hoic mién hing dinh lién ké trong mot phén ti
polypeptit. Ngoai ra, manh lién két khang nguyén cé thé chira ddng dime hoic di
dime (hodc da phan khac) c¢6 cdu hinh bét ky trong sb cac cAu hinh cia mién bién
dbi va mién hing dinh dugc liét ké & trén ma lién két khong cong héa tri v6i nhau
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va/hodc véi mdt hodc nhidu mién Vg hoic V. monome (vi du, bdi (cac) lién két
disulfua).

P&i v6i phén tir khang thé hoan chinh, manh lién két khang nguyén c6 thé 12
don dic hiéu ho#ic da dic hiéu (vi dy, dic hi¢u kép). Manh lién Kkét khang nguyén da
dic hiéu clia khéng thé s& thuong chira it nhét hai mién bién d6i khac nhau, trong d6
mdi mién bién dbi c6 kha ning lién két dic hiéu v6i khang nguyén riéng biét hodc
v6i quyét dinh khédng nguyén (epitop) khac trén cing mét khang nguyén. Bit ky
dinh dang khang thé da ddc hiéu ndo, bao gdm céc dinh dang khéng thé dic higu
kép vi du dugc bdc 19 trong ban md ta nay, cd thé dugc chinh sira dé sir dung trong
pham vi manh lién két khang nguyén cta khéang thé theo sang ché st dung céc k¥
thuat théng thudng c6 sin trong linh vuc k§y thuét.

Khang thé cia sang ché c6 thé thuc hién chitc ning gdy doc té bao phu thudc
bd thé (CDC) hodc gay doc té bao phu thudc khang thé (ADCC). “Tinh gy doc té
bao phu thudc bd thé” (CDC) ding dé chi viéc ly gii té bao biéu hién khang
nguyén bing khang thé theo sang ché véi su c6 mit cla bd thé. “Tinh gy doc té
bao phu thudc khang thé” (ADCC) ding dé chi phan ting trung gian té bao, trong d6
t& bao gay doc khong ddc hiéu biéu hién thy thé Fe (FcR) (vi du, té bao giét tw nhién
(NK), bach ciu trung tinh, va dai thuc bao) nhan dién khang thé dugc gén trén be
mit t& bao dich, nhor d6 gay ra ly giai té bao dich. CDC va ADCC c6 thé duge xéc
dinh bang cac thit nghiém da dugc biét dén rong rai va c6 san trong linh vuc k¥
thuat. (Xem, vi dy, bing séng ché Hoa Ky sb 5,500,362 va 5,821,337, va Clynes et
al. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 95:652- 656). Vung hing dinh cta khéng
thé c6 vai trd quan trong dbi véi kha ning cla khéng thé dé c6 dinh bd thé va 1am
trung gian gdy doc té bao phu thudc té bao. Vi vay, tiéu chi lya chon isotyp cua
khang thé dwa trén co s& liéu c6 mong mubn khang thé 1am trung gian gy doi té
bao hay khong.

Theo cac phwong 4n nhit dinh ctia séng ché, khang thé khang CD28 va/hogc
khéng thé khang CD22 theo séng ché (dac hiéu don hodc dic hiéu kép) la khang thé
ngudi. Nhu duge st dung & ddy, thudt ngit “khang thé ngudi” bao gbm céc khang
thé c6 ving bién ddi va ving hing dinh c6 ngudn gbc tir trinh tw globulin mién dich
dong domam ngudi. Khing thé nguoi theo sang ché ¢6 thé bao gdbm gdc axit amin
khong dugc ma hoa boi trinh ty globulin mién dich dong mam ngudi (vi du, dot
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bién dugc gy ra bsi dot bién ngiu nhién hodc tai vi tri cu thé in vitro hodc bsi dot
bién soma in vivo), vi du trong CDR va cu thé 14 CDR3. Tuy nhién, thuat ngi
“khang thé & ngudi”, nhu duge s dung trong tai li€u nay, khong cb nghia 1a bao
gbm khéng thé ma trong d6 trinh tw CDR ¢6 ngudn gbc tir dong mam cia cac loai
dong vat ¢6 vu khéc, nhu chudt, dugc ciy ghép vao trinh ty khung cta nguoi.

Khang thé trong sang ché c6 thé, theo mot sé phuong 4n, 13 khéng thé ngudi
tai t6 hop. Thuat ngit “khang thé ngudi tai t6 hop”, nhu dugc st dung trong ban mo
ta nay, cd nghia la bao gdm tit ca cac khéng thé nguoi dugc chudn bi, dugc bidu
hién, dugc tao ra hodc dugc phén lap béng céc cach tai td hop, nhu céc khang thé
duge bidu hién b%mg cach st dung vecto biéu hién tai td hop duge chuyén nhiém
vao té bao chu (duge md ta thém dudi day), cac khang thé duoc phan lap ti thu
vién khéng thé ngudi td hop, t4i t& hop (dugc md ta thém dudi day), céc khang thé
duogc phan 14p tir dong vat (vi du, chudt) dugc chuyén gen globulin mién dich nguoi
(xem, vi dy, Taylor et al. (1992) Nucl. Acids Res. 20:6287-6295) hodc cac khang thé
duoc chudn bi, dugc biéu hién, dugc tao ra hoic duge phén 1ap béng céc cach bat ky
khéc ma bao gdbm budc nbi trinh tu gen globulin mién dich nguoi véi trinh ty ADN
khéc. Céc khang thé nguoi tai t6 hop nhu trén c6 ving bién dbi hodc ving hing
dinh ¢6 ngudn gde tir trinh ty globulin mién dich dong mam ngudi. Tuy nhién, theo
mot sb phuong 4n, cac khang thé tai td hop nay duoc gay dot bién gen in vitro (hoic,
khi chuyén gen dong vat cho trinh ty Ig cta ngudi, dot bién soma in vivo) va do dé
trinh ty axit amin cia ving Vy va Vi cia khang thé tai tb hop 1a trinh ty ma, méc du
c¢6 ngudn gde tir va lién quan dén trinh tw Vg va Vi dong mim ngudi, ¢6 thé khong
tn tai trong tu nhién trong kho dong mam khang thé cta ngudi in vivo.

Khang thé & ngudi c6 thé ton tai & hai dang ma lién quan dén tinh khong
ddng nhit ving ban 18. G dang thir nhét, phan tir globulin mién dich bao gom mot
chu tric bén chudi dn dinh c6 khdi luong x4p xi 150-160 kDa, trong d6 cac dime
duge gin v6i nhau bing mot cu ndi disulfua chudi ning gitta chudi. O dang thi hai,
céc dime khong dugc gin bang cAu nbi disulfua gitta chudi va mot phan ti c6 khéi
luvong khoang 75-80 kDa cAu tao tir mot chudi niing va chudi nhe cip hoa tri (mot
nira khang thé). Cac dang nay rt kho phan tach, ngay ca sau khi tinh sach 4i luc.

Tén sb xuit hién cta dang thir hai trong cac isotyp IgG nguyén ven nhiéu 1a
do, nhung khong giGi han &, su khac biét vé mit cu tric lién quan dén isotyp ving
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ban 18 cia khang thé. Su thay thé mét axit amin trong ving ban 18 cia ving ban 1&
ctia IgG4 nguoi co thé 1am giam di dang ké sy xuét hién ctia dang thit hai (Angal et
al. (1993) Molecular Immunology 30:105) t6i mirc thuong dugc quan sat bing cach
stt dung ving ban 1& cta IgG1 ngudi. Sang ché bao gdm khang thé c6 mot hodc
nhidu dot bién trong ban 1&, ving CH2 hoic CH3 ma c6 thé 13 mong mubn, vi du,
trong san xuét, dé cai thién lugng dang khang thé mong mudn.

Khang thé theo sang ché c6 th8 13 khang thé dugc phan 1ap. “Khang thé dugc
phan 14p” dugc sir dung & day 1a khang thé dugc nhan biét va phan tach va/hoic thu
hdi tir it nhAt mot thanh phin thudc moi trudng tw nhién cta né. Vi dy, khéng thé
dugc phan tach hodc léy ra tir it nhat mot thanh phz‘“m cla co quan hogc tir mo6 hodc
t& bao, trong @6, khang thé tdn tai ty nhién hogc dugc san xuat tw nhién, 1a “khang
thé dugc phan 14p” cho myc dich cua sang ché. Khang thé dugc phan 14p ciing bao
gbm khéng thé tai chd trong t& bao tai tb hop. Khang thé dugc phan 14p 12 khang thé
d4 trai qua it nhit mdt budce tinh sach hogc phan 1ap. Theo phuong én nhét dinh,
khang thé dugc phan 1ap c6 thd v& co ban khong c6 céc chat hoa hoc va/hodc vat
ligu té bao khac.

Sang ché ciing bao gbm céac khéang thd mot nhanh lién két CD28 va/hoic
CD22. Nhu dugc st dung trong tai li€u nay, "khang thé mot nhanh" c6 nghia 1a
phan tir lién két v6i khang nguyén bao gdm chudi ning cta khang thé don va chudi
nhe cta khang thé don. Céc khéng thé mot nhanh theo sang ché c6 thé bao gdm
trinh ty axit amin HCVR/LCVR hodc CDR bt ky dugc néu trong Béang 1.

Khang thé khang CD28 va/hoic khang thé khang CD22 trong ban mo ta nay,
hodc mién lién Kkét khang nguyén cta nd, cd thé chtra mot hoic nhiéu d6t bién thay
thé, thém va/hodc bét axit amin trong ving khung va/hodc ving CDR cua mién bién
d6i chudi ning va chudi nhe so v6i trinh ty dong mam tuong tmg tao ra protein lién
két khang nguyén hoic mién lién két khang nguyén. Céc dot bién nay c6 thé duge
x4c dinh mét cach dé dang bing cach so sanh trinh ty axit amin dugc bdc 16 trong
ban md ta ndy véi trinh tw ¢6 sén tir, vi dy, co s& dir liéu trinh tu khang thé cong
khai. Sang ché bao gdm khéng thé va manh lién két khang nguyén cua né c6 ngudn
géc tir trinh ty bt ky trong sb cac trinh tu axit amin dugc boc 10 trong ban mo ta
nay, trong d6, mot hodc nhiéu axit amin trong mot ho#c nhiéu viung khung va/hodc
ving CDR duge gy dot bién véi (cac) gbe twong tmg cla trinh tw dong mam ma
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khang thé c6 ngudn gbc tir dong mam nay, hoic véi (cac) gbc tuong tmg cla trinh
tw dong mam ngudi, hodc dot bién thay thé axit amin bao thu cta (céc) gbc dong
mam tuong tng (cic su thay dbi trinh tu nhu trén dugc dé cap trong ddy goi chung
13 “dot bién dong mam”). Ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vyc k¥ thudt nay,
b4t dAu véi trinh tw ving bién dbi cia chudi ning va chudi nhe dugc boc 19 trong
ban mé ta ndy, c6 thé d& dang san xuAt mot lugng 16n khang thé va manh lién két
khang nguyén, ma chira mot hodc nhiu dot bién dong maim riéng 1é hodc t6 hop
clia cac dot bién nay. Theo cdc phuong 4n nhét dinh, tit ca cac gbc & ving khung
va/hoic ving CDR trong ving Vg va/hodc Vi, dugc gy dot bién quay trd lai cac
gbc dugc tim thdy trong trinh ty dong mam ban du ma khang thé duge c6 ngudn
gdc tir d6. Theo cac phuong an khéc, chi mot sb gbe duge gy dot bién quay tro lai
trinh ty dong mAm ban dAu, vi du, chi cac géc bi dot bién duge tim théy trong 8 axit
amin dau tién cia FR1, hoic trong 8 axit amin cudi cung ctia FR4, hodc chi cac géc
bi dot bién dugc tim thdy & CDR1, CDR2 hogc CDR3. Theo cic phuong 4n khac,
mdt hodc nhidu géc & ving khung va/hodc ving CDR dugc gy dot bién véi céc
gdc twong mg cua trinh ty dong mam khac (tic 13, trinh ty dong mam khéc véi
trinh tu dong mam ma khang thé ban diu dugc tao ra tir d6). Ngoai ra, khang thé
hogic mién lién két khang nguyén cla n6, theo sang ché ¢6 thé chira t6 hop bat ky
cua hai hay nhiéu dot bién dong mam trong ving khung va/hodc ving CDR, vi dy,
trong d6 cac gbc riéng 1é nhét dinh dugc gy dot bién vé6i gbc twong Ung clia mot
trinh ty dong mam cu thé, trong khi mot s6 gbc khac c6 khac biét voi trinh tu dong
mam ban diu dugc duy tri hodc dugc gy dot bién v6i gbc twong tng clia mot trinh
tir dong mAm khéc. Khi thu hdi, khang thé va manh lién két khang nguyén no6, ma
chira mot hodic nhidu dot bién dong mim c6 thé dugc kiém tra mot cach d& dang doi
v6i mot hodc nhidu dic tinh mong mudn nhu, ting d6 dic hiéu lién két, tang 4i luc
lién két, ting hodc cai thién dic tinh sinh hoc dbi khéng hodc chii vén (trong trudng
hop c6 thé), gidm tinh sinh mién dich, v.v.. Khang thé hojc ménh lién két khang
nguyén nd, thu dugc theo cach nay ndm trong pham vi clia séng ché.

Sang ché con bao gdm khéng thé khang CD28 va/hodc khang thé khang
CD22 va phan tir lién két khang nguyén chira bién thé clia trinh tw bat ky trong s6
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céc trinh tu axit amin HCVR, LCVR va/hodc CDR dugc bdc 19 trong ban md ta nay.

C4c bién thé vi du theo khia canh ndy cua séng ché bao gém bién thé cta trinh tu
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bat ky trong sb céc trinh tw axit amin HCVR, LCVR, va/hodc CDR dugc boc 19
frong ban mé ti ndy c6 mot hodc nhidu sy thay thé bao thi. Vi dy, séng ché bao
gdm khéng thé khang CD28 c6 trinh ty axit amin HCVR, LCVR, va/hodc CDR véi,
vi du, 10 hoic it hon, 8 ho#c it hon, 6 hodc it hon, 4 hodc it hon, v.v. Sy thé axit
amin béao thi lién quan dén trinh ty bét ky trong sb cac bd trinh ty axit amin HCVR,
LCVR, va/hoic CDR dugc mo ta trong Bang 6 trong ban mo ta nay.

Thuét ngir “quyét dinh khang nguyén” dung d8 chi yéu t6 quyét dinh khang
nguyén tuong tadc véi mot vung gén két v6i khang nguyén dac hiéu trén ving bién
d6i cia phan tir khéng thé duogc goi 1a paratop. Mot khang nguyén c6 thé c6 nhidu
hon médt quyét dinh khang nguyén. Do do, cac khang thé khéc nhau c6 thé lién két
v6i cac ving khac nhau trén khéang nguyén va cé thé c6 cac tac dung sinh hoc khac
nhau. Quyét dinh khéng nguyén c6 thé 13 14p thé hoic thing. Quyét dinh khéng
nguyén lap thé dugc tao ra béi cac axit amin k& nhau vé mit khong gian tir cic doan
khéc nhau cta chudi polypeptit thing. Quyét dinh khang nguyén thing 13 quyét dinh
khang nguyén duogc tao ra bang cac gbc axit amin lién k& trong chudi polypeptit.
Trong mét sb trudng hop, quyét dinh khang nguyén c6 thé bao gbm céc gdc saccarit,
nhém phosphoryl hodc nhém sulfonyl trén khang nguyén.

Thuét ngit “vé co ban tuong ddng” hodc “gin twong ddng” dugc dung khi dé
cap dén axit nucleic hodc doan cta né, ngu y ring, viéc thém hodc bt mot nucleotit
thich hop bing axit nucleic khéac (hodc soi bd sung cia nd) dugce sip xép mdt cach
t8i wu, c6 d6 twong ddng trinh ty nucleotit it nhét khoang 95%, va tdt hon 1a it nhét
khoang 96%, 97%, 98%, va 99% ctia cac cidp bazo nucleotit. Phuong phap xéc dinh
d6 tuong ddng sir dung bét ky thuat todn da dugc bién dén rong rai nhu FASTA,
BLAST hoc Gap, didu nay s& duoc théo luan dudi day. Mot phan tir axit nucleic vé
co ban twrong ddng véi phan tir axit nucleic da néu c6 thé trong mot sd trudng hop
nhit dinh, ma héa mot chudi polypeptit c6 trinh tr axit amin vé co ban tuong tyr
chudi polypeptit dugc ma hoa boi phan tir axit nucleic tham chiéu.

Déi véi polypeptit, thuat ngit “v& co ban gibng” hoic “gln giéng” c6 nghia
13 hai chudi peptit, khi duoc sép xép mot cach t6i wu, dugc x4c dinh do tuong tu
bang chuong trinh GAP hogc BESTFIT sir dung trong luong khoang trbng mic
dinh, tim ra dugc do tuong déng trinh tu it nhét khoang 95%, va thadm chi tdt hon 1a
it nhit khoang 96%, 97%, 98%, v 99%. Tbt hon 14, vi tri cac gbc khong twong
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ddng khéc biét béi viéc thay thé axit amin bao thi. “Thay thé axit amin bao thd’ 1a,
trong d6 mdt gbc axit amin duge thay thé boi mot gde axit amin khac c6 chudi bén
(nhém R) véi cac dic diém hoa hoc twong tw (vi dy, mang dién tich hodc ki nudc).
Noi chung, su thé axit amin bao toan v& co ban s& khong thay ddi tinh ning cua
protein. Trong trudng hop hai hodc nhiéu trinh ty axit amin khac nhau boi su thay
thé bao thu, phﬁn tram do tuong déng trinh tu hodc dd tuong tu co thé dugc didu
chinh 1én cho ding véi ban chét bao tha cua su thay thé. C4c phuong phap didu
chinh d& duoc biét dén rong rai dbi voi ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc
k§ thuat. Xem, vi dy, Pearson (1994) Methods Mol. Biol. 24: 307-331. Céc vi du vé
nhém axit amin c6 chudi bén ¢6 cac thude tinh héa hoc twong ty bao gdm (1) chudi
bén aliphatic: glyxin, alanin, valin, leuxin va isoleuxin; (2) chudi bén aliphatic-
hydroxyl: serin va threonin; (3) chudi bén chira amit: asparagin va glutamin; (4)
chubi bén vong thom: phenylalanin, tyrosin, va tryptophan; (5) chudi bén bazo:
lyxin, arginin, va histidin; (6) chudi bén axit: aspartat va glutamat, va (7) chudi bén
chtra luu huynh 1a cystein va metionin. Cac nhom thay thé axit amin bao thu dugc
wu tién 1a: valin-leuxin-isoleuxin, phenylalanin-tyrosin, lysin-arginin, alanin-valin,
glutamat-aspartat, va asparagin-glutamin. Ngoai ra, sy thay thé bao thu 13 sy thay
dbi bat ky c6 gié tri duong trong ma tran logarit PAM250 clia ham hop 1y dugc boe
16 trong Gonnet ef al (1992) Science 256: 1443-1445. Sy thay thé "twong dbi bao
toan" 1a su thay dbi bt ky c6 gia tri khong 4m trong ma trdn logarit PAM250 cia
ham hop ly.

Su gidng nhau v& trinh tu d6i vdi polypeptit, ma con goi 1a 9 twrong ddng vé
trinh ty, thudng dugc x4c dinh bing cach st dung phin mén phan tich trinh tu. Phén
mém phan tich protein ndi cac trinh ty trong tu st dung cac bién phap do ludng
tuong tu vai viée thay thé, x6a bo hoic cic sira dbi khac, bao gém viéc thay thé axit
amin bao thi. Vi du, phdn mém GCG bao gdm c4c chuong trinh nhw Gap va Bestfit,
cac phén mém nay cb thé dugc st dung véi thong s6 mic dinh dé xac dinh do tuong
ddng trinh tu hoic do ddng nhét trinh ty gitta cdc polypeptit gn giii, nhu cac
polypeptit trong ddng tir cac loai khéc nhau cua sinh vat hodc gitta protein kiéu dai
va bién thé cua né. Xem, vi du, GCG phién ban 6.1. Céc chudi polypeptit ciing c6
thé dugc so sanh v&i nhau bang FASTA sir dung thong sé mic dinh hodc théng sb
khuyén nghi, chuong trinh trong GCG ver.6.1. FASTA (vi du, FASTA2 va
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FASTA3) tao ra thong tin vé su bt cdp va phén tram do tuong déng vé trinh tu cia
ving ¢6 su trung ldp tdt nhét gitta c4c trinh ty tra ciu va truy van (Pearson (2000)
supra). K§ thuat giai dugc wu tién khac khi so sanh trinh tu theo sang ché véi co s&
dit liéu chira lwong 16n cac trinh ty tir cac sinh vét khac nhau la chuong trinh may
tinh BLAST, dic biét 14 BLASTP hodc TBLASTN, b%mg cach st dung thong sb
mic dinh. Xem, vi du, Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-410 va Altschul
et al. (1997) Nucleic Acids Res. 25:3389-402.

Thuat ngte “rdi loan ting sinh té bao” va “rdi loan tang sinh” ding dé chi rdi
loan lién quan dén mot s mirc d6 ting sinh té bao bét thuong ma s& co thé dugc
didu tri hiéu qua bang phan t lién két khang nguyén dic hiéu kép khéng
CD28/khang CD22 hodc phuong phdp theo sang ché. Réi loan nay bao gdm rdi loan
man tinh va cép tinh bao gém cac tinh trang bénh khién dong vat méc r6i loan dugc
dé cap. Theo mot phuong an, r6i loan ting sinh té bao 13 bénh ung thu, tinh trang
sinh 1y & dong vat c6 vi thudong duge didc trung bdi sy phat trién/tang sinh khong
dugc diéu hoa cta té bao.

“Khbi u,” nhu dugc sir dung trong ban mo ta nay, dung dé chi tit ca su phat
trién va ting sinh ciia té bao ung thu, bit k& 12 4c tinh hay lanh tinh, va tat ca t€ bao
va md tién ung thu va ung thu. Thuft ngit “ung thu,” “dang ung thu,” “ri loan ting
sinh t& bao,” “réi loan tang sinh” va “khéi u” khong loai trir 13n nhau nhu dugc dé
cép trong ban md ta nay.

“Réi loan ting sinh t& bao B” bao gdm u lympho Hodgkin, non-u lympho
Hodgkin (NHL), nhu NHL x4m 14n, NHL xam 14n t4i phat,NHL mtrc d6 nhe/dang
nang, NHL té bao lympho nhé, NHL mirc d trung binh/dang nang, NHL nguyén
bao mién dich mirc dd ning, NHL té bao khong phan ct nho mac d6 ning, NHL
bénh c6 khéi u 16n, NHL khong dau bao gdbm NHL khong dau tai phat va NHL
khong dau khéang rituximab; NHL Kkhang thubc, NHL khong dau khéng thude, u
lympho té bao vo, u lympho lién quan dén AIDS, va ting globulin dai phan tir
Waldenstrom, bénh Hodgkin chii yéu 1a té€ bao lympho (LPHD), u lympho lién quan
dén té bao lympho nhé (SLL), bénh bach cAu lién quan dén té bao lympho man tinh
(CLL); bénh bach céu, bao gbm bénh bach cAu nguyén bao lympho cép tinh (ALL),
bénh bach cAu lién quan dén té bao lympho man tinh (CLL), bénh bach cau té bao
tdc, bénh bach clu nguyén bao tiy man tinh; va cac bénh mau 4c tinh.
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Thuét ngit “u lympho khéng phai Hodgkin” hodc “NHL”, nhu dugc sir dung
trong ban mo ta nay, dung dé chi bénh ung thu cta hé bach huyét ma khong phai 12
u lympho Hodgkin. U lympho Hodgkin thuong c6 thé dugc phan biét véi u lympho
khong phai Hodgkin bdi sy c6 mit cia té bao Reed-Sternberg & u lympho Hodgkin
va sy vng mit cia té bao nay & u lympho khong phai Hodgkin. Vi du vé u lympho
khong phai Hodgkin theo thuét ngit nay nhu dugc sir dung trong ban mé ta nay bao
gbm tét ca cac u lympho ma ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc k¥ thuét
biét dén (vi du, nha ung thu hoc hodc nha nghién ctru bénh hoc) theo so dd phan
loai da biét trong linh vuc k§ thuét, nhu so d6 u lympho Chau Au-Chéau My sira dbi
(Revised European-American Lymphoma - REAL) nhu dugc md ta trong cubn
Color Atlas of Clinical Hematology (3rd edition), A. Victor Hoffbrand va John E.
Pettit (eds.) (Harcourt Publishers Ltd., 2000). Xem, cu thé, danh sach & Fig. 11.57,
11.58 va 11.59. Vi du cu thé hon bao gbm, nhung khong gi6i han &, NHL tai phat
hodc khang thudc, NHL mirc d9 nhe tuyén dau, NHL giai doan III/IV, NHL khang
hoa tri, bénh bach cau va/hoic u lympho tién nguyén bao lympho B, u lympho lién
quan dén té bao lympho nho, bénh bach cdu lién quan dén té bao lympho man tinh
té bao B va/hodc bénh bach ciu va/hoic u lympho lién quan dén té bao lympho nhé
cta tién té bao lympho, u lympho tidn té bao lympho té bao B, u lympho té bao
mién dich va/hodc bao twong té bao lympho, u lympho bao twong té bao lympho, u
lympho té bao B ving ria, u lympho vung ria 14 lach, u lympho ving ria ngoai hach
- MALT, u lympho ving ria hach, bénh bach cau té bao téc, u tuong bao va/hodc u
tay té bao tuong, u lympho mtc do nhe/dang nang, NHL murc d trung binh/dang
nang, u lympho té bao vé, u lympho t4m nang (dang nang), NHL lan toa mirc do
trung binh, u lympho té bao B 16n lan téa, NHL x4m 14n (bao gdm NHL tuyén dau
xam I4n va NHL t4i phat xAm 14n), NHL tai phét sau hogc khang lai sy cdy ghép té
bao gbc tw mién, u lympho té bao B 16n & trung thit nguyén phét, u lympho tran
dich nguyén phat, NHL nguyén bao lympho mirc dd ndng, NHL té bao khong phan
cht nho mirc d6 ning, NHL bénh 6 khdi u 16n, u lympho Burkitt, bénh bach cau hat
16n tién chét (ngoai vi), u sti dang ndm va/hodic hdi chimg Sezary, u lympho da

(thudc da), u lympho 16n khong biét hoa, u lympho quanh mach.
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Phan tir lién két khang nguyén dic hiéu kép

Cac khang thé theo sang ché ¢6 thé 1a dic hiéu don, dic hiéu kép hodc da dic
hidu. Khang thé da ddc hiéu ¢6 thé dic hiéu dbi véi quyét dinh khang nguyén khic
ciia mot polypeptit dich hodc c6 thé chira ving lién két khang nguyén dgc higu doi
v6i nhidu hon mot polypeptit dich. Xem, vi dy, Tutt et al, 1991, J. Immunol.
147:60-69; Kufer et al., 2004, Trends Biotechnol. 22:238-244. Khang thé khang
CD28 va/hoic khang thé khang CD22 theo sang ché 6 thé dugc lién két hoic dong
biéu hién véi phan ti chtrc ning khac, vi dy, véi mot peptit hodc protein khéac. Vi dy,
khang thé hogc manh ctia n6 c6 thé duoc lién két chic ning (vi du, bang ghép cip
héa hoc, dung hop gen, két hop khong cong hoa tri hodc cac dang khéc) dén mot
hodc nhiéu khac phén tir khac, nhu khéng thé hoic manh khang thé khac dé tao ra
khang thé dic hidu kép hodc da dic hidu c6 tinh ddc hiéu lién két thir hai.

Viéc st dung cum tir "khang thé khang CD28" va/hodc "khang thé khang
CD22" trong ban md ta nay dung @ chi ca khang thé khang CD28 dic hiéu don
va/hodic khang CD22 d3c hiéu don cling nhu khang thé dic hiéu kép bao gdm nhanh
lién két CD28 hodc nhanh lién két CD22 va nhanh lién két khang nguyén dich. Do
d6, sang ché bao gdm khéng thé dic hiéu kép trong d6 mdt nhanh cia globulin mién
dich lién két voi CD28 hozic CD22 clia ngudi, va mot nhanh khéc cia globulin mién
dich dic hiéu véi khang nguyén dich. Khang nguyén dich ma nhénh khéc cia khang
thé dc hiéu kép CD28 hodc CD22 lién két c6 thé 1a khang nguyén bét ky dugc biéu
hién trén hodc & gﬁn té bao, md, co quan, vi sinh vét hodc virut, ma dp g mién
dich huéng dich dwge mong mudn. Nhanh lién két CD28 c6 thé chira bat ky trinh tw
axit amin trong sb céc trinh tu axit amin cia HCVR/LCVR hoéc CDR nhu dugc md
ta trong Bang 1 trong ban md ta nay. Nhanh lién két CD22 c6 thé chira bit ky trinh
tu axit amin trong 6 céc trinh tu axit amin cia HCVR/LCVR hoédc CDR nhu dugc
md ta trong Bang 1 trong ban md ta nay. Theo mot s& phuong 4n nhét dinh, nhdnh
lién két CD28 lién két véi CD28 ciia ngudi va gdy ra sy ting sinh clia té bao T cla
nguoi.

Trong pham vi viia khéng thé dic hiéu kép theo sang ché trong d6 mot nhanh
cta khang thé lién két CD28 va nhanh khéc lién két voi khang nguyén dich, khang
nguyén dich c6 thé 1a khéang nguyén lién quan dén khéi u, nhu CD22.
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Theo mot s6 phuong an vi dy, sing ché bao gbm céac phan tir lién két khang
nguyén dac hiéu kép lién két dic hiéu véi CD28 va CD22. Céac phén tir nay co thé
dugc d& cAp trong ban md t& nay 13, vi du, phén tir dic hiéu kép "khéng
CD28/khang CD22," hodc "khang CD28xCD22," hodc "CD28xCD22" hodc “khang
CD22/khéang CD28,” hodc “khang CD22xCD28,” hoic “CD22xCD28”, hodc
“0CD22 x OCD28”, hodc “0CD28 x OCD22”, hodc cac thudt ngit tuong tu.

Theo cac phuong én vi du nhét dinh, phan t lién két khang nguyén dic hiu
kép (vi du, khang thé dic hiéu kép) co thé ¢6 nhanh tac dong va nhanh hudng dich.
Nhanh tac dong c6 thé 1a mién lién két khang nguyén thu nhét (vi du, khang thé
khang CD28) ma lién két véi khang nguyén trén bé mit té bao tac dong (vi duy, té
bao T). Nhanh huéng dich c6 thé 1a mién lién két khang nguyén thir hai (vi du,
khang thé khdng CD22) ma lién két v4i khang nguyén trén té bao dich (vi dy, té bao
khéi u). Theo céc phwong 4n vi du nhét dinh, nhanh tic dong lién két véi CD28 va
nhénh huéng dich lién két véi CD22. Khang thé khang CD28/CD22 déc hiéu kép c6
thé tao ra tin hiéu dong kich thich dén té bao tac dong (vi duy, t€ bao T). Nhanh tac
dong khong c6 tac dong kich thich té bao T ma khong cum lai. Chi m¢t minh nhanh
tac dong thi c6 rét it tac dong kich thich té bao T trix khi két hop v6i nhanh huéng
dich. Nhanh huéng dich khéi u c6 thé c6 tinh dic hiéu khoi u khong hoan héo.
Khéang nguyén ma 1a dich cua nhanh hudéng dich (vi du, CD22) ¢6 thé duge biéu
hién trén phin cta té bao khéi u. Tinh dic hiéu ciia nhanh huéng dich khdi u c6 thé
duoc tang 1én bing cach gbi 1én t hop v6i phan tir lién két khang nguyén dic hiéu
kép CD3 (v du, khang thé dic hiéu kép khang CD3/CD20).

Nhu duge st dung trong tai liéu ndy, thudt ngt “phan tr lién két khang
nguyén” c6 nghia 1 protein, polypeptit hogc phirc hop phan tir bao gdm hoic chi
bao gdm it nh&t mdt ving x4c dinh bd trg (CDR) ma ddc 14p hogc két hop véi mot
hodc nhidu CDR b sung vi/hoic ving suon (FR), dé lién két ddc hiéu voi khang
nguyen cu thé. Theo cac phuong 4n cu thé, phan tir lién két khang nguyén 12 khang
thé hodc manh khang thé, khi cac thuat ngit nady dugc dinh nghia & mot noi khac
trong ban mo ta nay.

Nhu dugc sit dung trong tai liéu nay, khai niém "phén tir lién két khang
nguyén dic hiu kép" c6 nghia 1a protein, polypeptit hodc phirc hop phén tr bao
gdm it nhit viing lién két khang nguyén thir nhét va ving lién két khang nguyén tht
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hai. Mbi vung lién két khang nguyén trong phén tir lién két khang nguyén dic hiéu
kép bao gdm it nhat mot CDR doc 1ap hodc két hop véi mot hoge nhiéu CDR
va/hogic FR bd sung, lién két dic hiéu v6i mot khang nguyén cu thé. Trong pham vi
cia sang ché, ving lién két khang nguyén thu nhét lién két dic hidu véi khéang
nguyén thtt nhét (vi du 1a CD28) va ving lién két khang nguyén thir hai lién két dic
hidu v6i khang nguyén khéc biét thir hai (vi dy 1a CD22).

Theo mot sé phwong an vi dy cla sang ché, phan tt lién két khang nguyén
dic hiéu kép 1a khang thé dic hiéu kép. Mdi vung lién két khang nguyén cta khang
thé diic hiéu kép bao gdm ving bién i chudi ning (HCVR) va ving bién doi chubi
nhe (LCVR). Trong pham vi ctia phén ti lién két khang nguyén dic hiéu kép bao
gdm ving lién két khang nguyén tha nhét va tha hai (vi du 1a khang thé dic hiéu
kép), cac CDR cua vung lién két khang nguyén tha nhét c6 thé dugc ky hidu bang
tidn t6 "D1" va cdc CDR cia ving lién két khéang nguyén thtt hai c6 thé dwgc ky
hiéu bang tién td "D2". Do d6, cac CDR cia vung lién két khang nguyén thir nhét
¢6 thé duoc goi 14 D1-HCDR1, D1-HCDR2 va D1-HCDR3; va cac CDR cua vung
lién két khang nguyén thtr hai c6 thé duge goi 1a D2-HCDR1, D2-HCDR2 va D2-
HCDR3 trong tai li€u nay.

Mién lién két khang nguyén thu nhit va mién lién két khang nguyén thir hai
¢6 thé duoc két ndi truc tiép hodc gian tiép v6i nhau dé tao thanh phan ti lién két
khang nguyén dic hiéu kép theo sang ché. Ngoai ra, mdi mién lién két khing
nguyén thi nhét va mién lién két khang nguyén thit hai c6 thé duoc lién két véi
mién da phan héa riéng biét. Su lién két ctia mot mién da phan héa véi mot mién da
phéan hoéa khéc tao diéu kién cho su lién két gifta hai mién lién két khang nguyén, do
d6 hinh thanh phan tr lién két khang nguyén dic hiéu kép. Nhu dugc sit dung trong
ti lidu ndy, "mién da phan héa" 14 dai phén tir, protein, polypeptit, peptit hodc axit
amin c¢6 kha néang lién két v&i mién da phén hoa thir hai ctia cau trac hoic cAu tao
gidng hodc tuong ty. Vi du, mién da phan héa c6 thé 13 polypeptit chta mién Cy3
globulin mién dich. Vi dy khong gi6i han v thanh phan da phan héa 12 phan Fc cia
globulin mi2n dich (bao gdm mién C2-Cy3), vi dy, mién Fe clia IgG duge lya chon
tir cac isotyp IgGl, 1gG2, 1gG3, va IgG4, cling nhu céc allotyp trong mdi nhém
isotyp.
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Céc phan tr lién két khang nguyén dic hiéu kép theo séng ché thudng s& bao
gdm hai mién da phan héa, vi du 12 mdi trong sd hai mién Fc 12 phén riéng biét clia
chudi ning cua khang thé riéng biét. Mién da phén héa thir nhét va thit hai c6 thé c6
clng isotype IgG nhu, vi du 1a IgG1/1gG1, 1gG2/1gG2 va IgG4/1gG4. Ngoai ra, cac
mién da phan héa thir nhét va thir hai c6 thé 13 cac isotyp IgG khac nhau, ching han
nhu, vi du 1a IgG1/1gG2, IgG1/1gG4, 1gG2/1gG4, v.v..

Theo mdt sb phuong én, mién phén da phin hoa 13 manh Fc hodc trinh tu
axit amin c6 do dai tir 1 dén khoang 200 axit amin chira it nhit mot gbc cystein.
Theo cac phuong 4n khac, mién da phén hoa 14 gbc cystein, hodc peptit ngin chira
cystein. Céac mién da phan héa khac chtra peptit hodc polypeptit bao gbm hotc chi
bao gdbm ving khoa kéo leuxin, motip helix-thong long hodc motip 131 duge cudn.

Dinh dang hodc k¥ thuat bt ky ctia khang thé dic hidu kép ciing c6 thé dugc
sir dung dé tao ra cac phan tir lién két khang nguyén dic hiéu kép theo sang ché. Vi
du, khang thé hoic manh ciia n6 c6 tinh dc hiéu lién két voi khang nguyén thi nhét
6 thé dugce lién két chitc nang (vi du, béng lién két héa hoc, dung hop gen, két hop
khdng cOng hoa tri hodc cac dang khac) véi mot hodc nhiéu khac phan tir khac, nhu
khang thé hodc manh khang thé khac c6 tinh dic hiéu lién két v6i khang nguyén thi
hai dé tao ra phén tr lién Két khang nguyén dac hiéu kép. Vi du cu thé vé dang dac
hiéu kép ma co thé dugc st dung theo sang ché bao gdm, nhung khong chi gi¢i han
&, vi du, dang dac hiéu kép thé d6i hodc trén co s& scFv, dung hop IgG-scFv, mién
bién dbi kép (OVO)-Ig, Quadroma, bAm vao 18 (knobs-into-holes), chudi nhe thong
thuong (vi du, chudi nhe théng thuong bim vao 18, v.v..), CrossMab, CrossFab,
(SEEO)body, ving khéa kéo leuxin, Ouobody, IgG1/1gG2, Fab (OAF)-IgG tac
dong kép, va dang dic hi¢u kép Mab? (xem, vi du, Klein et al. 2012, mAbs 4:6, 1-11,
va céc tai liéu duogc trfch dan trong ban md ta nay nhim muc dich xem xét lai cac
dang truéce day).

Trong pham vi ctia c4c phan tir lién két khang nguyén dic hiéu theo sang ché,
cac mién da phén hoa, vi du 1a vung Fc, ¢6 thé bao gém mot hoac nhiéu su thay dbi
axit amin (vi du 12 chén, x6a b hodc thay thé) so véi phién ban kiéu dai, ton tai
trong ty nhién cia vung Fc. Vi dy, sang ché bao gbm cac phan tir lién két khang
nguyén dac hi¢u kép bao gbm mot hoic nhidu sira ddi trong ving Fc din dén ving
Fc dugc stra dbi co tuong tac lién két duge stra dbi (vi du 1a ting cudng hodc lam
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giam) gitta Fc va FcRn. Theo mdt phuong é4n, phan tir lién két khang nguyén dic
hiéu kép chua su bién dbi trong ving Cy2 hodc Cy3, trong d6 (céc) bién dbi nay
lam ting &i luc cua mién Fc v6i FcRn trong méi trudng axit (vi dy, trong hat co
quan ndi bao ma pH nim trong khoang tlr 5,5 dén 6,0). Vi du khong gi6i han vé céc
bién ddi Fc nay bao gdm, vi du, bién dbi & vi tri 250 (vi du, E hodc Q); va 250 va
428 (vi du, L hodc F); 252 (vi du, LN/FIW hoéc T), 254 (vi du, S hodc T) va 256 (vi
du, S/R/Q/EID hoic T); hoic bién dbi & vi tri 428 va/hodc 433 (vi du, UR/S/P/Q
hodc K) va/hodc 434 (vi dy, H/F hodc V); hodc bién ddi & vi tri 250 va/hodc 428;
hodc bién ddi & vi tri 307 hodc 308 (vi du, 308F, V308F), va 434. Theo mdt phuong
4n, bién dbi bao gdm bibn dbi 428L (vi du, M428L) va 434S (vi du, N434S); bién
ddi 428L, 2591 (vi du, V2591), va 308F (vi du, V308F); bién dbi 433K (vi du,
H433K) va bién dbi 434 (vi dy, 434Y); bién d6i 252,254, va 256 (vi du, 252Y, 254T,
va 256E); bién dbi 250Q va 428L (vi du, bién ddi T250Q va M428L); va 307
va/hodc 308 (vi du, 308F hodc 308P).

Sang ché ciing bao gdm cac phén ti lién két khang nguyén dic hiéu kép bao
gbm mién Cy3 thir nhdt va mién Cy3 Ig thtr hai, trong d6 mién Cy3 Ig thir nhit va
tht hai khac so v&i mién khéac & it nhat mot axit amin, va trong d6 it nhit mot su
khac nhau v& axit amin 1dm gidm viéc lién két cla khang thé ddc hiéu kép véi
Protein A so v6i khang thé dic hidu kép khong c6 sy khac nhau v& axit amin nay.
Theo mot phuong an, mién Cy3 Ig thit nhét lién két v6i Protein A va mién Cy3 Ig
tht hai chira do6t bién ma 1dm gidm hodc ngan ngira sy lién két v6i Protein A nhu
bién déi H95R (IMGT bing phuong phap dém exon; H435R béng phuong phap
dém EU). Cy3 thir hai ¢6 thé con chita sw bién di Y96F (bing IMGT; Y436F bing
EU). Su bién dbi khac nita ma c6 thé thyuc hién trong CH3 thtt hai bao gdm: D16E,
I 18M, N44S, K52N, V57M, va V821 (bang IMGT; D356E, L358M, N384S,
K392N, V397M, va V4221 bing EU) trong trudng hop 1a khang thé IgG1; N44S,
K52N, va V821 (IMGT; N384S, K392N, va V4221 bang EU) trong trudng hop 12
khang thé IgG2; va Q15R, N44S, K52N, V57M, R69K, E79Q, va V821 (bang
IMGT; Q355R, N384S, K392N, V397M, R409K, E419Q, va V4221 bing EU)
trong truong hop 1a khang thé IgG4.

Theo mdt s phuong 4n nhét dinh, ving Fc ¢6 thé 1a thé kham, két hop céc
trinh tw Fc ¢6 ngudn gdc tir nhidu hon mot isotyp globulin mién dich. Vi dy, ving
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Fc mé hoa c6 thé bao gdm mot phan hoic tAt ca trinh tu Cy2 c6 ngudn gbe tir [gG1
cta ngudi, IgG2 cia ngudi hodc ving Cy2 ciia IgG4 cla ngudi, va mot phin hoic
tht ca trinh tw Cg3 c6 ngudn gbc tir IgG1 cia ngudi, IgG2 clia ngudi hodc IgG4 cua
ngudi. Vung Fe thé kham ciing c6 thé chra ving ban 18 thé kham. Vi du, ving ban
12 kham c¢6 thé chtra trinh tw cua "ving ban 18 trén" duoc tao ra tr vang ban 18 IgG1
clia ngudi, IgG2 cia ngudi hodc IgG4 cua ngudi, dugce két hop véi trinh tu cla
"ving ban 1& duéi" duge tao ra tr ving ban 18 IgG1 cuia ngudi, IgG2 cua ngudi hodc
IgG4 cua ngudi. Mot vi du cu th8 v& ving Fc thé kham c6 thé dugc bao gdm trong
phén tr lién két khang nguyén bét ky duoc néu trong tai liéu nay bao gbm, tir dau N
dén dhu C: [1gG4 Cyl] - [ban 18 trén 1gG4 - [ban 18 dudi 1gG2] - [1gG4 CH2] -
[l2G4 Cy3]. Mot vi du khac v& viing Fc thé kham c6 thé c6 trong phan tir lién két
khéng nguyén bit ky dwoc néu trong tai liéu ndy bao gbm, tir diu N dén dau C:
[lgG1 Cyl] - [ban 1€ trén 1gG1] - [ban 18 dudi 1gG2] - [1gG4 Cx2] - [1gG1 Cy3]. Céc
vi du nay va céc vi du khac v& midn Fc thé kham c6 thé dugc bao gdm trong phén
tr lién két khang nguyén bat ky nao theo sang ché duoc md ti trong
W02014/022540A1, dugc dua vao ban mo ta nay bang cach vién din. Céc viang Fc
thé kham c6 su sip xép clu triic chung nay va cac bién thé cua chung, c6 thé duoc

thay dbi lién két véi thu thé Fc, do d6 anh hudng dén chirc ning tc dong cia Fc.

Bién thé trinh tu

Céc khéang thé va phan tir lién két khang nguyén dic hiéu kép theo sang ché
c¢6 thé bao gém mot hoac nhiéu dot bién thay thé, thém va/hodc bét axit amin trong
viing khung vi/hodc vimg CDR ctia ving bién ddi chudi ning va chubi nhe so véi
trinh ty dong mim twong (mg ma céc ving lién két khang nguyén c6 ngudn gbc tir
d6. Céc dot bién nay c6 thd duge xac dinh mot cach d& dang bang céch so sanh trinh

tw axit amin duogc bdc 10 trong ban md ta nay véi dong mam co san tir, vi du, co s&
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dit liéu trinh ty khang thé cong khai. Céc phan tir lién két khang nguyén theo sang

ché c6 thé bao gdbm cac méanh lién két khang nguyén c6 ngudn gbc tir trinh t bat ky
trong sb céac trinh tw axit amin vi dy dugc bdc 16 trong ban mo ta nay, trong do, mot
hodc nhiéu axit amin trong mot hodc nhiéu ving khung va/hodc vang CDR bi dot
bién v6i (cac) gbe twong tmg cta trinh ty dong mam ma khang thé c6 ngudn gdc tir
dong mam nay, hodc véi (c4c) gbc twong tmg cla trinh ty dong mam ngudi, hodc
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dot bién thay thé axit amin bao thi cua (c4c) gbc dong mam tuong tng (c4c sy thay
ddi trinh ty nhu trén dugc dé cap trong day goi chung la “dot bién dong mam”).
Ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vue k¥ thuat nay, bét du v6i trinh ty ving
bién dbi ciia chudi ning va chudi nhe duoc bc 10 trong ban md ta ndy, c6 thé dé
dang san xuét mét lugng 16n khang thé va nie’mh lién két khang nguyén, ma chira
mot hodic nhidu dot bién dong mAm riéng 18 hoic tb hop clia cac dot bién nay. Theo
cac phuong an nhét dinh, tit ca cac gbc & ving khung va/hodc ving CDR trong
ving Vg va/hodc Vi duogc giy dot bién quay tr& lai cac gbc duge tim thdy trong
trinh tw dong mam ban diu ma mién lién két khang nguyén co ngudn gbe tir do.
Theo cac phuong an khéc, chi mot s6 gbe duge gay dot bién quay trd lai trinh ty
dong mam ban diu, vi du, chi cac géc bi dot bién duoc tim théy trong 8 axit amin
dAu tién cua FR1, hodc trong 8 axit amin cubi ciing ciia FR4, hodc chi cac géc bi dot
bién dugc tim thdy & CDR1, CDR2 hoic CDR3. Theo cic phuong én khac, mot
hodc nhiéu gbc & ving khung va/hodc ving CDR bi dot bién v6i cac gde trong ing
cia mot trinh tuy dong mam khac (cu thé 1a, trinh tu dong mam khéc véi trinh tu
dong mim ma ving lién két khang nguyén dugc tao ra tir d6). Hon nita, ving lién
két khang nguyén sang ché c6 thé chira td hop bit ky cla hai hay nhidu dot bién
dong mam trong ving khung va/hodc ving CDR, vi dy, trong do cac gdc riéng 18
nhét dinh bi dot bién véi géc twong Gng cia mot trinh ty dong mam cu thé, trong
khi mdt sb géc khac c6 khac biét vai trinh ty dong mam ban dau dugc duy tri hoic
duoc gy dot bién véi gbc twong ing ctia mot trinh ty dong mam khac. Sau khi thu
hdi, cac ving lién két khang nguyén bao gbm mot hodc nhidu dot bién dong mam c6
thé d& dang duge kiém tra v6i mot hogc nhidu thude tinh mong mudn nhu: cai thién
tinh ddc hiéu lién két, ting 4i luc lién két, cai thién hodc tang cudng céc ddc tinh dbi
van hay déng van (nhu truong hop cd thé), giam tinh sinh mién dich, v.v..Céc phin
ttr lién két khang nguyén dic hiéu kép bao gdm mdt hogc nhidu vung lién két khang
nguyén thu dugc theo cach nay noéi chung, dugc bao ham trong sang ché.

Séang ché con bao gbm phan tir lién két khang nguyén, trong d6 mot hodc tt
ca ving lién két khang nguyén bao gbm bién thé coa trinh tw bit ky trong sb cac
trinh tu axit amin HCVR, LCVR, va/hodc CDR dugc bdc 10 trong ban md ta nay cd
mot hoac nhiéu su thé bao toan. Vi dy, séng ché bao gém cac phan tir lién Két khéng
nguyén chira ving lién két khang nguyén c6 trinh ty axit amin cia HCVR, LCVR,
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vi/hodc CDR ¢, vi du, 10 hodc it hon, 8 hodc it hon, 6 hodc it hon, 4 hoac it hon,
v.v. su thay thé axit amin bao toan lién quan dén trinh ty bit ky trong sb cac trinh tu
axit amin HCVR, LCVR, va/hoic CDR dugc mo ta & day. “Thay thé axit amin bao
thd’ 1a, trong d6 mot gbc axit amin dugc thay thé bdi mot gde axit amin khéc c6
chudi bén (nhém R) véi cac dic diém hoa hoc tuong tu (vi dy, mang dién tich hodc
ki nudce). No6i chung, sy thé axit amin bao toan vé& co ban s& khong thay ddi tinh
ning cua protein. Cac vi du vé nhém axit amin ¢6 chudi bén c6 cac thudc tinh héa
hoc tuong tu bao gdm (1) chudi bén aliphatic: glyxin, alanin, valin, leuxin va
isoleuxin; (2) chudi bén aliphatic-hydroxyl: serin va threonin; (3) chudi bén chua
amit: asparagin va glutamin; (4) chudi bén vong thom: phenylalanin, tyrosin, va
tryptophan; (5) chudi bén bazo: lyxin, arginin, va histidin; (6) chudi bén axit:
aspartat va glutamat, va (7) chudi bén chtra Ivu huynh 1a cystein va metionin. Cac
nhom thay thé axit amin bao thi duoc wu tién la: valin-leuxin-isoleuxin,
phenylalanin-tyrosin, lysin-arginin, alanin-valin, glutamat-aspartat, va asparagin-
glutamin. Ngoai ra, sy thay thé bao thi 12 sy thay dbi bat ky c6 gié tri dwong trong
ma trin logarit PAM250 cua ham hop ly dugc boc 10 trong Gonnet et al. (1992)
Science 256: 1443-1445. Sy thay thé "tuong dbi bao toan" 14 su thay dbi bét ky c6
gié tri khong Am trong ma trén logarit PAM250 cua ham hop 1y.

Sang ché ciling dé cap dén phan tir lién két khang nguyén bao gbm ving lién
két khéng nguyén véi trinh ty axit amin cia HCVR, LCVR va/hogc CDR ve co ban
trong ddng véi trinh ty bét ky trong s6 céc trinh tw axit amin cia HCVR, LCVR
va/hoic CDR dugc md ta trong tai liéu ndy. Thuét ngit "co ban tuong d6ng" hoic
"v& co ban tuong ddng", khi dé cap dén trinh tu axit amin c6 nghia 1a hai trinh tu
axit amin, khi duogc sép xép mot cach tdi wu, duoc x4c dinh do tuong tu bﬁng
chuong trinh GAP hodc BESTFIT sir dung trong lugng khoang trbng mic dinh, tim
ra dugc do twong ddng trinh ty it nhét khoang 95%, va tham chi tét hon 14 it nhat
khoang 98%, va 99%. Tét hon 13, vi tri cc gbc khong twong dong khéc bit bdi
viéc thay thé axit amin bao thi. Trong trurémg hop hai hodc nhiéu trinh tur axit amin
khéc nhau boi sy thay thé bao thu, phan trim d6 twong ddng trinh tw hodc d twong
tur co thé duoc diéu chinh 1én cho dung véi ban chét bao thu cla su thay thé. Cac

phuong phap didu chinh da dugc bit dén rong rai dbi véi ngudi c6 hiéu biét trung
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binh trong linh vuc k§ thuét. Xem, vi dy, Pearson (1994) Methods Mol. Biol. 24:
307-331.

b6 tuong tu dbi vé6i polypeptit, cling dugc dé cdp nhu 1a do tuong déng,
thuong dugce do béng phin mém phén tich trinh ty. Phan mém phén tich protein nbi
céc trinh tu trong tu st dung c4c bién phap do ludong tuong ty véi viée thay thé, x6a
b6 hodc cac sira ddi khéc, bao gbm viéc thay thé axit amin bao thu. Vi dy, phin
mém GCG bao gdm cac chuong trinh nhu Gap va Bestfit, cac phan mém nay c6 thé
dugce stir dung v6i thong s6 mic dinh dé xac dinh dd tuong déng trinh tu hoac do
ddng nhét trinh ty gita cac polypeptit gén gili, nhu cac polypeptit tuong ddng tir cac
loai khac nhau cua sinh vAt hodc gifta protein kiéu dai va bién thé cua nd. Xem, vi
du, GCG phién ban 6.1. Cac chudi polypeptit ciling c6 thé dugc so sanh v4i nhau
bing FASTA st dung thong s6 mic dinh hodc thong s6 khuyén nghi, chuong trinh
trong GCG ver.6.1. FASTA (vi du, FASTA2 va FASTA3) cung cAp cac sap xép va
phan tram do tuong ddng cla ving xép chdng giita trinh ty truy vAn va trinh tu tim
kiém (Pearson (2000) supra). Ky thuét giai dwoc wu tién khac khi so sanh trinh tu
theo sang ché véi co s& dit liéu chira lugng 16n cac trinh ty tir cac sinh vat khéc
nhau 14 chuong trinh méy tinh BLAST, ddc bi¢t la BLASTP hodc TBLASTN, b%tng
cach sit dung thong s& mic dinh. Xem, vi du, Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol.
215:403-410 va Altschul et al. (1997) Nucleic Acids Res. 25:3389-402.

Lién két phu thugc do pH

Sang ché dé cap dén khang thé khang CD28/khang CD22 va céc phan tir lién
két khang nguyén dic hiéu kép khang CD28/khang CD22, véi cac dic diém lién két
phu thudc vao do pH. Vi du, khang thé khang CD28 theo sang ché c6 thé 1am giam
viée lién két v6i CD28 & pH axit khi so v6i pH trung tinh. Ngoai ra, céc khéng thé
khang CD22 theo sang ché c6 thé biéu hién tang cudng lién két voi CD22 & pH axit
so v6i pH trung tinh. Thudt ngit “pH axit’ bao gdm cac gi4 tri pH nho hon 6,2, vi
du, khoang 6,0; 5,95; 5,9, 5,85; 5.8; 5,75; 5,7; 5,65; 5,6; 5,55; 5,5; 5,45; 5,4; 5,35;
5,3; 5,25; 5,2; 5,15; 5,1; 5,05; 5,0; hodc thép hon. Nhu duge st dung & day, dién
dat“pH trung tinh” c6 nghia la do pH khoang 7,0 dén khoang 7,4. Thuat ngit “pH
trung tinh” bao gém cac gia tri pH khoang 7,0;7,05;7,1,7,15;7,2;7,25;7,3;7,35; va
74.
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Trong mot s truong hop, "lam gidm lién két v6i ... & pH axit khi so véi pH
trung tinh" duogc thé hién theo ty 18 ciia gié tri Kp ciia khang thé lién két voi khang
nguyén ctia né & pH axit dén gia tri Kp ciia khang thé lién két véi khang nguyén cia
n6é & pH trung tinh (hodc nguoc lai). Vi dy, khang thd hodc manh lién két khang
nguyén cuia no co thé duoc xem 12 "lam giam lién két véi CD28 & pH axit khi so véi
pH trung tinh" theo sang ché néu khang thé hoic manh lién két khang nguyén cla
n6 c6 ty 18 Kp axit/trung hoa 1a khoang 3,0 hogc 16n hon. Theo cac phuong an tiéu
bidu nhit dinh, ti 18 Kp axit/trung tinh ciia mot khang thé hay doan gén két voi
khang nguyén cia né theo sang ché co thé khoang 3,0; 3,5;4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0;
6,5; 7,0; 7,5; 8,0; 8,5; 9,0; 9,5; 10,0; 10,5; 11,0; 11,5; 12,0; 12,5; 13,0; 13,5; 14,0;
14,5; 15,0; 20,0; 25,0; 30,0; 40,0; 50,0; 60,0; 70,0; 100,0 hodc 16n hon.

Khéng thé c6 dic diém gin két phy thudc do pH c6 thé thu hdi, vi dy, bing
cach sang loc quin thé khang thé giam (hofc ting) gin két voi mot khang nguyén
cu thé & pH axit so v6i pH trung tinh. Ngoai ra, viéc bién dbi ving gin két véi
khang nguyén & cAp axit amin c6 thé thu dugc khang thé c6 dic tinh phy thudc do
pH. Vi du, viéc thay thé mot hodc nhidu axit amin clia ving gin két v6i khang
nguyén (vi duy, trong mdt CDR) bang mot gdc histidin giup thu dugc khang thé ¢6
dic tinh giam gén két v6i khang nguyén & pH axit so v6i pH trung tinh.

Khang thé bao gdbm cac bién thé Fc

Theo mdt s6 phuwong 4n theo séng ché, phan tir lién két khang nguyén dac
hiéu kép khang CD28/khang CD22 dugc dé xuét chira ving Fc chia mot hoge
nhidu dot bién ma lam ting hogc 1am giam viéc lién két khang thé véi thu thé FcRn,
vi dy, & pH axit khi so v6i pH trung tinh. Vi dy, sang ché bao gdbm khang thé va
phan tir lién két khang nguyén chtra dot bién trong ving Cy2 hodc Cy3 cia ving Fe,
trong d6 (céc) dot bién nay 1am ting 4i lyc cua ving Fe v6i FcRn trong mdi truong
axit (vi du, trong hat co quan ndi bao trong d6 pH ndm trong khoang tur 5,5 dén 6,0).
Céc dot bién nay c6 thé 1am ting thoi gian ban hiy trong huyét thanh ctia khéng thé
khi duoc dung cho dong vét. Vi du khong gidi han vé céc bién dbi Fc nay bao gém,
vi du, bién ddi & vi tri 250 (vi du, E hodc Q); va 250 va 428 (vi dy, L hodc F); 252
(vi du, L/Y/F/W hotc T), 254 (vi dy, S hodc T) va 256 (vi dy, S/R/Q/E/D hodc T);
hodc bién d6i & vi tri 428 va/hodc 433 (vi du, H/L/R/S/P/Q hodc K) va/hodc 434 (vi
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du, H/F hoic Y); hoic bién dbi & vi tri 250 va/hodc 428; hodc bién ddi & vi tri 307
holic 308 (vi du, 308F, V308F), va 434. Theo mot phuong 4n, bién ddi bao gdm
bién ddi 428L (vi dy, M428L) va 434S (vi du, N434S); bién d6i 428L, 2591 (vi duy,
V2591), va 308F (vi du, V308F); bién dbi 433K (vi du, H433K) va 434 (vi dy,
434Y); bién dbi 252, 254, va 256 (vi du, 252, 254T, va 256E); bién d6i 250Q va
428L (vi du, T250Q va M428L); va bién ddi 307 va/hodc 308 (vi du, 308F hodc
308P).

Vi du, séng ché bao gdm phén tit lién két khang nguyén dic hiéu kép khang
CD28/khang CD22 bao gdm ving Fc chira mot hogc nhiéu cip hodc nhém ciia céc
dot bién duge chon loc tir nhém bao gdm: 250Q va 248L (vi du, T250Q va M248L);
252Y, 254T va 256E (vi du, M252Y, S254T va T256E); 428L va 434S (vi du,
M428L va N434S); va 433K va 434F (vi dy, H433K va N434F). Tét ca céc dang két
hop c6 thé c6 ciia cac ving Fe dot bién trén day, va dot bién khac trong ving bién
d6i cua khang thé dugc boc 16 trong ban md ta nay, déu nim trong pham vi cua

sang che.

Pic diém sinh hoc ciia khang thé va phan tir lién két khang nguyén dic
hié¢u

Séang ché bao gdm khéng thé va manh lién két khang nguyén cla né lién két
CD28 va/hoic CD22 ctia nguoi voi ai luc cao. Sang ché ciing bao gdm khang thé va
manh lién két khang nguyén cta n6 lién két CD28 va/hodeCD22 cila nguoi véi &
lyc trung binh hodc thap, ty thudc vao pham vi diéu tri va cac dic tinh huéng dich
cu thé dugc mong mudn. Vi du, trong pham vi cta phén tir lién két khang nguyén
ddc hiéu kép, trong d6 mot nhanh lién két voi CD28 va nhanh khéc lién két voi
khang nguyén dich (vi du la CD22), n6 ¢é thé duoc mong mudn dé nhanh lién két
khéng nguyén dich lién két v6i khang nguyén dich véi 4i luc cao trong khi nhénh
khang CD28 lién két v6i CD28 chi v6i i luc trung binh hogic thip. Theo cach nay,
c6 thé dat dugc sy huéng dich vu tién cta phan ti lién két khang nguyén vao té bao
biéu hién khang nguyén dich trong khi tranh dugc su lién két CD28 chung/khong
duoc hudng dich va cc tac dung phu c6 hai géy ra tir do.

Theo céc phuong 4n nhét dinh, séng ché bao gdm khang thé va manh lién két
khéng nguyén cua khang thé lién két CD22 (vi du, & 25°C) v6i Kp 12 nho hon
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khoang 15 nM khi dugc do béng cong hudng plasmon bé mit, vi dy, st dung dinh
dang thir nghiém nhu duge néu ¢ Vi du 5 trong ban m6 ta nay. Theo cac phuong an
nhit dinh, khang thé hogc manh lién két khang nguyén theo sang ché lién két CD22
cua ngudi véi Kp 1a nhé hon khoang 15 nM, nh6 hon khoang 14 nM, nhé hon
khoang 13 nM, nhé hon khoang 12 nM, nhé hon khoéng 11 nM, nh6 hon khoang 10
nM, nhé hon khoang 9 nM, nh6 hon khoang 8 nM, nh6 hon khoang 7 nM, nhé hon
khoang 6 nM, nho hon khoéng 5 nM, nh6 hon khoang 4 nM, nhé hon khoang 3 nM,
nhé hon khoang 2 nM, hodc nhé hon khoang 1 nM, khi dugc do béng cdng hudng
plasmon bé mit, vi du, st dung dinh dang thtr nghiém nhu dugc néu ¢ Vi du 5 trong
ban md ta nay, hodc hodc cac thir nghiém twong tu.

Theo cac phuong an nhét dinh, sang ché bao gbm khang thé va manh lién két
khang nguyén ctia khang thé lién két CD 22 cta khi (vi du, & 25°C) v6i Kp 1a nho
hon khoang 60 pM khi dugc do bang cong hudng plasmon bé mit, vi du, st dung
dinh dang thir nghiém nhu dugc néu ¢ Vi du 5 trong ban md ta nay. Theo cac
phuong an nhit dinh, khang thé hoic manh lién két khang nguyén theo sang ché
lién két CD22 cia khi véi Kp 12 nhé hon khoang 60 pM, nho hon khoang 59 uM,
nhé hon khoang 58 pM, nho hon khoang 57 pM, nhé hon khoang 56 uM, nhé hon
khoang 55 pM, nho hon khoang 54 pM, nho6 hon khoang 53 uM, nh6 hon khoang
52 uM, nho hon khoang 51 pM, nhé hon khoang 50 uM, nhé hon khoang 49 pM,
nhé hon khoang 48 pM, nhé hon khoang 47 pM, nhé hon khoang 46 pM, nho hon
khoang 45 pM, nho hon khoang 44 uM, nhé hon khoang 43 pM, nho hon khoédng
42 uM, nhé hon khoang 41 pM, nho hon khoang 40 pM, nhé hon khoang 39 uM,
nhé hon khoang 38 pM, nho hon khoang 37 uM, nhé hon khoéng 36 uM, nho hon
khoang 35 pM, nhd hon khoang 34 pM, nhé hon khoéng 33 pM, nho hon khoédng
32 uM, nhé hon khoang 31 pM, nhé hon khoang 30 uM, nho6 hon khoang 25 uM,
nhé hon khoang 20 pM, nhé hon khoang 15 pM, hodc nho hon khoang 10 pM, khi
duogc do béng cdng hudng plasmon bé mit, vi du, st dung dinh dang thir nghiém
nhu duge néu & Vi du 5 trong ban mo ta nay, hodc hodc cac thir nghiém tuong tu.

Theo cac phuong 4n nhit dinh, séng ché bao gdbm khang thé va manh lién két
khang nguyén ctia khang thé lién két CD28 ctia ngudi (vi dy, & 25°C) v6i Kp la nho
hon khoang 45 uM khi dugc do bing cong hudng plasmon bé mit, vi dy, st dung
dinh dang thtt nghiém nhu dugc néu & Vi du 5 trong ban md ta nay. Theo céc
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phuong 4n nhét dinh, khéng thé hogc ménh lién két khang nguyén theo sang ché
lién két CD28 ctia ngudi v6i Kp 1a nho hon khoang 45 pM, nh6 hon khoang 44 pM,
nhé hon khoang 43 pM, nhé hon khoang 42 pM, nho6 hon khoang 41 pM, nhé hon
khoang 40 pM, nhé hon khoang 39 uM, nhé hon khoang 38 uM, nhd hon khoang
37 uM, nho hon khoang 36 pM, nhé hon khoang 35 uM, nhé hon khoang 34 pM,
nhé hon khoang 33 pM, nhd hon khoang 32 pM, nhé hon khoang 31 uM, nhé hon
khoang 30 pM, nhd hon khoang 25 uM, nhé hon khoang 20 uM, nhé hon khoéng
15 pM,, nhé hon khoang 10 pM, khi duoc do béng cong hudng plasmon bé mit, vi
dy, st dung dinh dang thtr nghiém nhu duge néu ¢ Vi du 5 trong ban md ta nay,
hodc hodc céc thir nghiém tuong tu.

Sang ché con bao gbm khang thé va manh lién két khang nguyén cia no lién
két CD22 ctia ngudi v6i chu ky ban ra phén ly (t'2) 1a 16n hon khoang 7 ,5 phut khi
duogc do béng cong hudng plasmon bé mit & 25°C, vi du, st dung dinh dang thi
nghiém nhu dugc néu & Vi du 5 trong ban md ta nay, hodc hodc cac thir nghiém
twong tw. Theo cidc phuong an nhit dinh, khang thé hoic ménh lién két khang
nguyén theo sang ché lien két CD22 ctia ngudi véi a t% 12 16n hon khoéng 7 phut,
16n hon khoang 10 phut, 16n hon khoang 15 phit, 16n hon khoang 20 phut, 16n hon
khoang 25 phit, 16n hon khoang 30 phut, 16n hon khoéang 35 phut, 16n hon khoang
40 pht, 16n hon khoang 45 phit, 16n hon khoang 50 phtt, 16n hon khoang 55 phut,
16n hon khoang 60 phit, 16n hon khoang 65 phtt, 16n hon khoang 70 phut, 16n hon
khoang 75 phit, hodc 16n hon khoang 100 phut, khi duoc do bang cong hudng
plasmon bé& mit & 25°C, vi dy, st dung dinh dang thir nghi¢m nhu dugc néu & Vi du
5 trong ban mo ta ndy, hodc hodc cic thir nghiém twong tu.

Séang ché con bao gbm khéng thé va manh lién két khang nguyén cuia no lién
két CD 22 ciia khi v6i chu ki ban r phén ly (t%2) 1a 16n hon khoang 4,3 phut khi
duogc do b:?mg cong hudng plasmon bé mit & 37°C, vi du, st dung dinh dang thir
nghiém nhu dugc xac dinh trong vi du trong ban md ta nay, hodc hojc céac th
nghiém tuong ty. Theo cac phuong an nhit dinh, khang thé hoic manh lién két
khang nguyén theo sang ché lién két CD28 véi t% 1a 16n hon khoang 4 phut, 16n
hon khoang 5 phit, 16n hon khoang 6 phut, 16n hon khoang 7 phut, 16n hon khoang
8 phut, 16n hon khoang 9 phut, 16n hon khoang 10 phut, 16n hon khoang 15 phut,
16n hon khoang 20 pht, 16n hon khoang 25 phut, 16n hon khoang 30 phut, 16n hon
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khoang 35 phit, 16n hon khoang 40 phit, 16n hon khoang 45 phut, hogc 16n hon
khoang 50 phut, khi dugc do bang cong hudng plasmon bé mit & 25°C, vi dy, st
dung dinh dang thir nghiém nhu dugc néu & Vi du 5 trong ban md ta nay, hodc hodc
cac thtr nghiém tuong tu.

Séang ché con bao gdm khéng thé va manh lién két khang nguyén cla n6 lién
két CD28 cua ngudi vai chu ki ban rd phén ly (t%2) 1a 16n hon khoang 2,3 phut khi
duoc do bé‘mg cOng hudng plasmon bé mit & 25°C, vi du, st dung dinh dang thu
nghiém nhu dugc néu & Vi du 5 trong ban md ta ndy, hodc hogc cac thir nghiém
twong ty. Theo cac phuong an nhit dinh, khang thé hoic manh lién két khang
nguyén theo sang ché lién két CD28 véi t% 1 l6n hon khoéang 2 phut, 16n hon
khoang 5 phut, 16n hon khoang 10 phit, 16n hon khoéang 20 phut, 16n hon khoang
30 phut, 16n hon khoéng 40 phut, 16n hon khoang 50 phut, 16n hon khoang 60 phut,
16n hon khoang 70 pht, 16n hon khoang 80 phut, 16n hon khoang 90 phut, 16n hon
khoang 100 phit, 16n hon khoang 200 phit, 16n hon khoang 300 phut, 16n hon
khoang 400 phut, 16n hon khoang 500 phit, 16n hon khoang 600 phut, 16n hon
khoang 700 phit, 16n hon khoang 800 phit, 16n hon khoang 900 phut, 16n hon
khoang 1000 pht, hodc 16n hon khoang 1200 phut, khi dugc do bang cong hudng
plasmon bé mit & 25°C hoic 37°C, vi dy, st dung dinh dang thir nghiém nhu duoc
xé4c dinh trong vi du trong ban mod ta nay, hodc hodc cac thir nghiém tuong tu.

Sang ché con bao gdm phan tit lién két khang nguyén dic hiéu kép (vi dy,
khang thé dic hiéu kép) c6 kha nang lién két véi CD28 ctia ngudi va CD22 cuia
ngudi va cta khi. Theo cac phuong an nhét dinh, phan tir lién két khang nguyén dic
hiéu kép theo sang ché twong tac dic hidu voi té bao biéu hién CD28 va/hoic CD22.
Mirc 6 ma phan tir lién két khang nguyén dic hiéu kép lién két v6i t€ bao biéu hién
CD28 va/hodc CD22 c¢6 thé dugc danh gia bang cach phan loai té bao hoat hoa
huynh quang (FACS), nhu dwgc minh hoa trong Vi du 6 trong tai liéu nay. Vi duy,
sang ché bao gdm phan tir lién két khang nguyén dic hiéu kép lién két dic higu véi
dong té bao clia ngudi hodc té bao ciia khi dudi dai ma biéu hién CD28 nhung
khong bidu hién CD22 (vi dy, té bao T), va dong té bao ngwdi hogc t€ bao khi dudi
dai biéu hién CD22 nhung khong bidu hién CD28 (vi du, té bao B hoic t€ bao
Nalm6). Séng ché bao gdm phan tit lién két khang nguyén ddc hiéu kép lién két véi
té bao bét ky trong s6 t& bao va dong té bao néu trén véi gia tri ECso tir khoang
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1,3x10° dén khoang 2,3 x10® M, hosc nhé hon, khi dugc xac dinh bang thir nghiém
FACS nhu néu ¢ Vi du 6 hodc hoic cac thit nghi€ém tuwong tu.

Séang ché bao gbm phan t lién két khang nguyén dic hiéu kép (vi dy, khang
thé dic hidu kép) c6 kha ning lién két véi CD28 cla ngudi va/hode CD22 cua
ngudi. Theo cac phuong an nhét dinh, phéan tr lién két khang nguyén dic hiéu kép
theo sang ché twong tac dic hidu véi té bao biéu hién CD28 va/hogc CD22. Mirc do
ma phén tir lién két khang nguyén dic hiéu kép lién két v6i té bao biéu hién CD28
va/hosic CD22 c6 thé duge danh gia bing ky thudt dém té bao theo dong chay, nhu
duoc minh hoa trong Vi du 7 trong ban md ta nay. Vi dy, sang ché bao gdm phén tit
lién két khang nguyén dic hiéu kép lién két dic hiéu té bao ctia ngudi biéu hién
CD28 nhung khong biéu hién CD22 (vi du, té bao T), va dong té bao ngudi bieu
hién CD22 nhung khong biéu hién CD28 (i dy, té bao HEK293 dugc tai nap voi
CD22 ciia ngudi va té bao B Raji duoc bién ddi di truyén dé loai bo CD80 va
CD86). Séng ché bao gdm phén tir lién két khang nguyén dic hiéu kép lién két té
bao bét ky trong sb té bao va dong té bao néu trén véi gid tri ECso nidm trong
khoang tir 1,14x10°® dén khoang 9,76 x10” M, hodc nhé hon, nhu dugc xéc dinh
bé‘mg k¥ thuat dém té bao theo dong chay nhu néu & Vi du 7 hodc hodc céac thu
nghiém tuong tu.

Sang ché con d& xuét phan tir lién két khang nguyén dic hiéu kép khang
CD28/khang CD22 tao ra hodc ting cudong kha nang tiéu diét té bao khdi u qua
frung gian té bao T CD20xCD3. Vi du, sang ché bao gbm khing CD28xCD22
khang thé tao ra hodc 1am ting kha nang tiéu diét té bao khéi u qua trung gian té bao
T CD20xCD3 vé6i ECs, 12 nhd hon khoang 1,48x10™°M, nhu duge x4c dinhtrong
thtr nghiém tiéu diét té bao khéi u qua trung gian té bao T in vitro, vi du, st dung
dinh dang thir nghiém nhu dugc néu ¢ Vi du 8 trong ban mo ta nay (vi du, danh gia
mirc @6 tiéu diét t& bao Raji boi PBMC ciia ngudi khi ¢ mit khang thé khéng
CD20xCD3 va khang CD28xCD22), hodc hodc céac thir nghiém twong tu. Theo céc
phuong an nhét dinh, khang thé hodc manh lién két khang nguyén theo sang ché gay
ra s tiéu diét t& bio khéi u qua trung gian té bao T (vi dy, tiéu diét t& bao Raji qua
trung gian PBMC) véi gi4 tri ECsg 1a nho hon khoang 150 pM, nh6 hon khoang 100
pM, nhé hon khoang 75 pM, nho hon khoang 50 pM, nhé hon khoang 25 pM, nhd
hon khoang 10 pM, nhé hon khoang 5,0 pM, nho hon khoéng 4.0 pM, nho hon
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khoang 3,0 pM, nh6 hon khoang 2,5 pM, nh6 hon khoang 2,0 pM, hodc nhé hon
khoang 1,5 pM, nhu dugc do bang thir nghiém tiéu diét t& bao khéi u qua trung gian
t& bao T in vitro, vi du, st dung dinh dang thir nghiém nhu dugc néu & Vi du 8 trong
ban md ta nay, hodc hodc cac thir nghiém tuong tu.

Sang ché con bao gbm phan tir lién két khang nguyén dic hiéu kép khang
CD28/khang CD22 c6 mdt hodc nhidu dic tinh dugc chon tir nhém bao gom: hoat
hoéa té bao T, giy giai phong IL-2, gdy didu hoa ting CD25" & PBMC ctia ngudi; va
ting kha ning gdy doc té bao qua trung gian té bao T cua nguoi trén dong té bao
bidu hién CD22 (xem, vi dy, Vi du 9 trong ban mo ta nay). Sang ché con bao gbm
phén tir lién két khang nguyén dic hiéu kép khang CD28/khang CD22 tang cuong
su tidu diét t& bao khéi u biéu hién CD22 khi két hop véi khéng thé dac higu kép
lién k&t CD20 va CD3, nhu, nhung khong giéi han &, REGN1979. Sang ché con
bao gdm phén t& lién két khang nguyén dic hiéu kép khang CD28/khang CD22
tiing cudng sy tiéu diét té bao khdi u bidu hign CD22 khi két hop v6i khéng thé lién
két PD-1, nhu, nhung khong giGi han &, cemiplimab. (Xem Vi du 10-15).

Lap ban dd quyét dinh khang nguyén va cac ky thuit lién quan

Céc quyét dinh khang nguyén trén CD28 hogc CD22 ma céc phan t lién két
khang nguyén theo sang ché lién két c6 thé chi chtra mot trinh ty 1ién tuc cla 3 hodc
nhidu (vidula3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 hodc nhiéu
hon) axit amin ctia protein CD28 hodc CD22. Ngoai ra, quyét dinh khdng nguyén co
thé bao gdm céc axit amin khdng lién tiép (hodc trinh tw axit amin) cia CD28 hodc
CD22. Khang thé theo sang ché c6 thé tuong tac vOi axit amin cO trong monome
CD28, hoac c6 thé tuong tac voi axit amin trén hai chudi CD28 khéc nhau ctia dime
CD28. Thuit ngit "quyét dinh khang nguyén" d& cap dén quyét dinh khéng nguyén
ma tuong tac vdi vi tri lién két khang nguyén dic hiéu trong ving bién d6i cua
khéng thé phan tir da biét nhu paratop. Mot khang nguyén c6 thé c6 nhidu hon mot
quyét dinh khéng nguyén. Do d6, cac khang th khac nhau c6 thé lién két véi cac
vung khac nhau trén khang nguyén va cé thé c6 cac tac dung sinh hoc khac nhau.
Quyét dinh khang nguyén c6 thé 13 1ap thé hogc thing. Quyét dinh khang nguyén
1ap thé duogc tao ra bdi cac axit amin k& nhau vé& mit khong gian tir cac doan khac
nhau cta chudi polypeptit thing. Quyét dinh khang nguyén thing 14 quyét dinh
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khang nguyén dugc tao ra bing céc gdc axit amin lién k& trong chudi polypeptit.
Trong mét s trudng hop, quyét dinh khang nguyén c6 thé bao gdm céc gdc saccarit,
nh6m phosphoryl hodc nhém sulfonyl trén khdng nguyén.

Céac k§ thuat da biét béi ngudi cb hiéu biét trung binh trong linh vyc nay c6
thé dugc sit dung dé x4c dinh viéc vung lién két khang nguyén cia khang thé
"twong tdc voi mot hodc nhiéu axit amin" trong polypeptit hodc protein. Cac k¥
thuét vi du c6 thé duge st dung @8 x4c dinh quyét dinh khéng nguyén hodc ving
lien két ciia khang thé hogc ving lién két khang nguyén cu thé bao gdm, vi du, k§
thuét phong bé mang dudng nhu nhu duge mo ta trong Antibodies, Harlow va Lane
(Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harb., NY), gdy dot bién diém (vi dy, gly
dot quét alanin, gdy dot quét arginin, etc.), phén tich thdm peptit (Reineke, 2004,
Methods Mol Biol 248:443-463), bao vé proteaza va phan tich cit peptit. Ngoai ra,
cac phuong phép nhu cit quyét dinh khang nguyén, chiét quyét dinh khang nguyén
va bién ddi hoa hoc ciia khang nguyén co thé duge st dung (Tomer, 2000, Protein
Science 9:487-496). Mot phuong phép khac ma co thé duoc sir dung dé xac dinh
axit amin trong polypeptit ma khang thé twong tac véi 12 phuong phap trao doi
hydro/doteri dugc phét hién bing khdi phd. Nhin chung, phwong phap trao d6i
hydro/doteri bao gbm dénh déu doteri vao protein can quan tim, sau d6 gin khang
thé voi protein di dugc gén nhan doteri. Tiép theo, phirc hé protein/khang thé dugc
chuyén vao nudc dé cho phép trao d6i hydro-doteri nhim tién hanh loai bé tit ca
cac gbe trir cac gbc duge khang thé bao vé (con lai cac gbc c6 gin nhan doteri). Sau
qua trinh phéan ly cua khang thé, protein dich dugc phan cat bing proteaza va dugc
phan tich khéi phd, qua d6 bdc 19 cac gbc dugc danh déu bing doteri twong (mg véi
axit amin cy thé c6 twong tac voi khang thé. Xem, vi du, Ehring (1999) Analytical
Biochemistry 267(2):252-259; Engen va Smith (2001) Anal. Chem. 73:256A-265A.
Phuong phap phén tich cAu trtc tinh thé bang tia X ciing dugc sit dung dé nhan dién
axit amin nim trong polypeptit ¢6 twong tac véi khang thé.

Sang ché con bao gdm khéng thé khing CD28 va khang CD22 lién két v6i
cung mot quyét dinh khang nguyén nhu khang thé bat ky trong sb cac vi du cu thé
v& khang thé dugc md ta trong ban md ta nay (vi du, khéng thé chura trinh tu bét ky

trong sd cac trinh ty axit amin nhu dugc néu & Bang 6 trong ban mo6 ta nay).
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Theo céc phuong 4n nhat dinh, sang ché dé xuit khang thé va méanh lién két
khang nguyén cua khang thé lién két quyét dinh khang nguyén trén CD22 cua ngudi
chira mdt hodc nhidu axit amin ciia SEQ ID NO:34, SEQ ID NO:35, va/hodc SEQ
ID NO:36 nhu dugc xéc dinh béi sw trao ddi hydro/doteri dugc phét hién béi khdi
phd nhu néu & Vidy 3 va 4.

Tuong tu, sing ché con bao gdbm khéng thé khang CD28 va/hoic khang
CD22 canh tranh lién két v6i CD28 va/hosic CD22 v6i khang thé bat ky trong s6 cac
khang thé vi du cu thé dugc mé ta trong ban mo ta nay (vi du khang thé chia trinh
tu axit amin bat ky nhu duge néu & Bang 6 trong ban mo ta nay).

Sang ché con bao gdm phén t& lién két khang nguyén dic hiéu kép chira
mién lién két khang nguyén thir nhét lién két ddc hiéu CD28 ciia ngudi, va manh
lién két khang nguyén thtr hai lién két dic hiéu CD22 clia ngudi, trong d6 mién lién
két khang nguyén thit nhét lién két véi cing mot quyét dinh khang nguyén trén
CD28 nhu mién bét ky trong s céc mién lién két khang nguyén dic hiéu CD28 vi
du cu thé dugc mo ta trong ban md ta nay, va’hodc trong doé mién lién két khang
nguyén thir hai lién két voi cing mot quyét dinh khang nguyén trén CD22 nhu mién
bét ky trong sb cac mién lién két khang nguyén dic hiéu CD22 vi du cu thé duoc
mo ta trong ban mo ta nay.

Tuong tu, sang ché con bao gdm phan ti lién két khang nguyén dic hiéu kép
chira mién lién két khang nguyén thir nhét lién két dic hidu CD28 cua ngudi, va
ménh lién két khang nguyén thr hai lién két dic hiéu CD22 cla ngudi, trong do6
mién lién két khang nguyén thér nhét canh tranh lién két véi CD28 v6i mién bét ky
trong sb cac mién lién két khang nguyén ddc hi¢u CD28 vi du cu thé dugc md ta
trong ban mo ta nay, va/hodc trong do mién lién két khang nguyén tht hai canh
tranh lién két v6i CD22 v6i mién bét ky trong sb cac mién lién két khang nguyén
dac hiéu CD22 vi du cu thé dugc mo ta trong ban mo ta nay.

Nguoi ta c6 thé dé dang xac dinh xem mot phén tir lién két khang nguyén
dic hiéu (vi du 1a khang thé) hodc ving lién két khang nguyén ciia ching lién két
v6i ciing mot quyét dinh khang nguyén nhu, hogic canh tranh @& lién két vé6i, phan tir
lién két khang nguyén di néu cla sang ché bang cach sir dung cdc phuong phap
thong thuong da biét trong linh vuc nay. Vi du, @ xac dinh néu khang thé thir
nghiém lién két véi cling mot quyét dinh khéng nguyén trén CD28 (hoic CD22)
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nhu mét phan tr lién két khang nguyén dic hiéu kép da néu theo sing ché, trude
tién phan tir d3c hiéu kép da néu dugc phép lién két véi protein CD28 (hodc protein
CD22). Tiép theo, kha ning ciia khang thé thir nghiém lién két vi phan tir CD28
(hoic CD22) dugc danh gis. Néu khang thé thir nghiém c6 thé lién két voi CD28
(hodc CD22) sau khi lién két bdo hoa v6i phan ti lién két khang nguyén dic hiéu
kép da néu, thi ¢6 thé két luan ring khang thé thir nghiém lién két v6i uyét dinh
khang nguyén khac khic cua CD28 (hodc CD22) hon la véi phén tir lién két khang
nguyén dic hiéu kép da néu. Mat khéc, néu khang thé thir nghiém khong thé lién két
v6i phan tr CD28 (hodc CD22) sau khi lién két bao hoa v6i phan tir lién két khang
nguyén dic hiéu kép da néu, thi khang thé thir nghiém c6 thé lién két véi cling mot
quyét dinh khang nguyén cua CD28 (hogc CD22) nhu la quyét dinh khang nguyén
duoc lién két boi phan tir lign két khang nguyén dic hidu kép da néu theo sang ché.
Sau d6, c6 thé thuc hién céc thir nghiém thong thuong khac (vi dy, gdy dot biét
peptit va phén tinh lién két) d& xac dinh viéc khong quan st thdy su lién két cua
khang thé thir nghiém 1a do viéc lién két v6i cing mot quyét dinh khéang nguyén
nhu phén tir lién két khéng nguyén dic hiéu kép da néu hodc néu sy phong bé vé
mit khong gian (hodc hién tuong khéc) gdy ra viéc khong quan sat thdy su lién két.
Céc thi nghiém loai nay co thé dugc thuc hién bang cach sit dung cac phuong phap
nhu ELISA, RIA, Biacore, dém té bao theo dong chay hogc bét ky cac phuong phép
dinh tinh, hogc dinh luong khéc c6 sin trong linh vuc k¥ thuét. Theo mot s6 phuong
4n cta sang ché, hai protein lién két khang nguyén lién két v6i ciing mot (hodc
tring khép) quyét dinh khang nguyén néu, vi dy, du luong 1, 5, 10, 20 hodc 100 lan
ctia mot protein lién két khang nguyén uc ché viéc lién két cua khang thé khac bang
it nhat 50% nhung t&t hon 13 75%, 90% hodc thdm chi 99% nhu dwgc xdc dinh
trong thr nghiém lién két canh tranh (xem, vi du, Junghans et al., Cancer Res.
1990:50:1495-1502). Ngoai ra, hai protein li€n két khang nguyén dugc coi 1a lién
két v6i cing mdt quyét dinh khang nguyén néu vé& co ban tit ca cic dot bién axit
amin trong khéang nguyén ma lam giam hodc loai b6 lién két ctia mot protein lién
két khang nguyén lam gidm hogc loai bd lién két cua khang thé khac. Hai protein
lién két khang nguyén dugc coi la “xép chong quyét dinh khédng nguyén” néu chi c6
moOt nhom cac dot bién axit amin 1am giadm hodc loai bo lién két cia mét protein lién
két khang nguyén 1am gidm hoic loai bo lién két cua khang thé khac.
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Pé x4c dinh liéu khang thé hoic ving lién két khang nguyén cua ching ¢
canh tranh dé lién két v6i phén tir lién két khang nguyén dd néu, phuong phap lién
két dwoc md ta & trén duge thuce hién theo hai huéng: Theo huéng thir nhét, phan tir
lién két khang nguyén da néu dugc cho lién két vé6i protein CD28 (hodc protein
CD22) trong c4c diéu kién bdo hoa, sau d6 12 danh gid kha nang lién két cta khing
thé thir nghiém v&i phén tit CD28 (hogc CD22). Theo dinh huéng thir hai, khang thé
thir nghiém dugc cho lién két v6i phan tir CD28 (hoge CD22) trong diéu kién béo
hoa, sau d6 1a danh gia kha nang lién két cta phan tir lién két khang nguyén da néu
v6i phan tr CD28 (hogc CD22). Néu, trong ca hai hudng, chi c6 phén tir lién két
khang nguyén thir nhat (bdo hoa) c6 kha ning lién két v6i phan tir CD28 (hodc
CD22), thi két luan ring khang thé thir nghiém va phan tir lién két khang nguyén da
néu canh tranh dé lién két vi CD28 (hosic CD22). Ngudi c6 hiéu biét trung binh
trong linh vuc k¥ thuét nay hiéu dugc ring khang thé canh tranh lién két v6i protein
lién két khang nguyén da néu cb th8 khong can lién két voi cing mot quyét dinh
khang nguyén nhu khang thé tham chiéu, nhung c6 thé phong bé khong gian bang

céch lién két quyét dinh khang nguyén xép chdng hoic lién ké.

Didu ché vang lién két khang nguyén va xay dung phén ti dic hi¢u kép

Ving lién két khdng nguyén dic hiéu véi cac khang nguyén cu thé c6 thé
duoc didu ché bang cong nghé tao khang thé bét ky da biét trong linh vyc ndy. Sau
khi thu duoc, hai ving lién két khang nguyén khac nhau, dic hiéu vdi hai khang
nguyén khac nhau (vi du 1a CD28 va CD22), ¢ thé dugc sip xép mot cach thich
hop véi nhau dé tao ra phan tir lién két khang nguyén dac hiéu kép theo sdng ché. sir
dung cac phuong phap thong thuong. (Phén thao lusn vé cac dang khéng thé dic
hiéu kép vi du c6 thé dugc st dung dé tao ra cac phan tir lién két khang nguyén dac
hiéu kép theo sang ché duoc dé cap & noi khac trong tai liéu nay). Theo cac phuong
4n nhét dinh, mot hodc nhidu thanh phin riéng 1¢ (vi du 1a chudi ning va chudi nhe)
cta cac phan tr lién két khang nguyén da dic hiéu theo sing ché c6 ngudn gbc tir
cac khang thé kham, nhan héa hodc hoan toan & ngudi. Phuong phép tao ra Ccac
khéng thé nhu vay da duogc biét dén nhidu trong linh vuc nay. Vi du, mét hodc nhiéu
chudi nang va/hodc chudi nhe cia cac phén tir lién két khang nguyén dic hiéu kép
theo sang ché c6 th8 duoc didu ché bing cong nghé VELOCIMMUNE™. Sir dung
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cong nghé VELOCIMMUNE™ (hoic cong nghé tao khang thé cia nguoi bét ky
khac), cac khang thé kham c6 4i luc cao dbi véi khéang nguyén cu thé (vi du 1a
CD28 hodic CD22) ban dAu duge phan 1ap c6 ving bién ddi & ngudi va ving hing
dinh & chudt. Cac khéang thé dugc mo ta dic diém va lya chon theo céc dic diém
mong mubn, bao gdm 4i luc, tinh chon loc, quyét dinh khang nguyén, v.v.. Cac
viing hing dinh & chuft dugc thay thé bang ving hing dinh mong mubn & ngudi dé
tao ra chudi ning va/hodc chudi nhe hoan toan & ngudi c6 thé két hop vao phéan tit
lién két khang nguyén dic hiéu kép theo séng ché.

Dong vat bién dbi gen c6 thé duge st dung dé tao ra cdc phan tir lién két
khang nguyén dic hiéu ¢ nguoi. Vi dy, c6 thé stir dung chudt bién @i gen khong c6
kha nang tai sip xép va bidu hién trinh tu bién dbi chudi nhe cua globulin mién dich
noi sinh & chudt, trong d6 chudt chi biéu hién mot hodc hai ving bién dbi chudi nhe
& ngudi duge ma hoa boi trinh tu globulin mién dich & nguodi duge lién két hoat
dong véi gen kapa ¢d dinh & chudt & locut kapa ndi sinh & chudt. Chudt bién dbi
gen ndy co thé duge st dung dé tao ra céc phan tir lién két khang nguyén dic hiéu
kép & nguoi hoan toan bao gbm hai chudi ning khac nhau lién két voi chudi nhe
gidng nhau bao gbm ving bién dbi c6 ngudn gbc tir mot trong hai doan gen ving
bién ddi chudi nhe & ngudi khac nhau. (Xem, vi dy, US 2011/0195454, toan bd ndi
dung cua tai liéu ndy dugc dua vao ban md ta nay bang cach tham khao, dé thao
ludn chi tiét v& chudt dugc bién déi nhur vy va st dung ching dé tao ra phan tir lién

két khang nguyén dic hiéu kép).

Twong dwong sinh hoc

Sang ché @& cap dén phan tir lién két khang nguyén c6 trinh ty axit amin
khéc véi trinh tu ciia cac phan tr duge mo ta nhung van gitt dugce kha nang lién két
CD28 va/hosic CD22. Cac phan tir bién thé nhw vy chira mdt hodc nhiéu sy thém,
bdt, hodc thay thé axit amin khi so véi trinh tu ban d4u, nhung c6 hoat tinh sinh hoc
ma vé& co ban twong dwong véi hoat tinh sinh hoc clia cac phén tir lién két khang
nguyén dugc md ta. Tuong ty, trinh tr ADN mé hoa phén tir lién két khang nguyén
theo sang ché bao gém trinh tu chita mdt hodc nhiéu sy thém, b4t hoic thay thé
nucleotit so véi trinh tu dd duge bd 10, tuy nhién ma hoéa phan tir lién Kkét khéng
nguyén vé co ban tuong duong sinh hoc v6i phan tir lién két khang nguyén dugc md
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ta theo sang ché. Cac vi du v& trinh tw ADN va axit amin bién ddi dugc thao lusn &
trén.

Sang ché d& cap dén phan tt lién két khang nguyén twong duong sinh hoc
véi phén tu lién két khang nguyén bét ky duwgc néu trong tai liéu ndy. Hai protein
lién két khang nguyén hodc khang thé, dugc xem 1a twong dwong sinh hoc néu, vi
du, chung tuong duong vé mit dugce dung hodc thay thé 13n nhau vé mit dugc dung
ma tdc d0 va mirc do hip thu khong c6 sw khac biét dang ké khi dugc st dung &
cung mot lidu lugng mol duéi diéu kién thi nghiém tuong ty, cing liéu don hodc da
lidu. Mot sb khang thé s& 13 duge xem 1 twong duong hodc c6 thé thay thé 14n nhau
vé mit dugc dung néu chang twong dwong vé& muc dd hép thu nhung khéc nhau vé
tdc do hép thu va con co thé dugc xem 1a twong duong sinh hoc vi su khac biét vé
tdc @6 hap thu 13 do ¢6 chu dich va dugc tao ra trong qua trinh danh dAu, khong nhét
thiét phai duy tri dugc néng do thudc hitu hiéu trong co thé d6i vai, vi du, st dung
man tinh, va dugc xem 1a khong khéc nhau dang ké v& mit y hoc dbi véi san phim
thubc cu thé duge nghién ctru.

Theo mdt phuong an, hai protein lién két khang nguyén twong dwong sinh
hoc néu khéng c6 su khic nhau dang ké vé& mat 14m sang vé d6 an toan, do tinh
khiét va hiéu luyc ciia chung.

Theo mdt phwong éan, hai protein li€n két khang nguyén twong duong sinh
hoc néu bénh nhén c6 thé thay d6i mot hogdc nhiéu 1an gifta san pham d6i chimg va
san phim sinh hoc ma khéng lam tang nguy co tdc dung phu c6 hai, bao gdm su
thay ddi déng ké v& mit 1am sang trong tinh sinh mién dich, hodc 1am gidm hiéu luc
so v6i liéu phdp tri liéu lién tuc ma khong thuc hién sy thay dbi nay.

Theo mdt phuong an, hai protein lién két khang nguyén 1a tuong duong sinh
hoc néu ca hai déu tic dong theo mot co ché chung hoic co ché tac dong dbi voi
didu kién hodc cac diu kién st dung, trong pham vi ma co ché nay da dugc biét
dén.

Tuong duong sinh hoc ¢ thé dugc ching minh bang cic phuong phép in
vivo hoic in vitro. Phuong phip xac dinh twong duong sinh hoc bao gbm, vi du, (a)
thir nghiém in vivo & ngudi hodc dong vét ¢ vi khac, trong do ndng o cta khang
thé hoic chét chuyén hoa ctia nd duoc xac dinh trong mau, huyét tuong, huyét thanh,
hodc dich sinh hoc khac dudi dang ham theo thoi gian; (b) thur nghiém in vitro ma
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twong trng voi va dugc cho 14 pht hop véi dit liéu do sinh kha dung & ngudi in vivo,
(c) thir nghiém in vivo & ngudi hodc khac dong vat co vu trong do tac dung dugc ly
chp tinh thich hop cia khang thé (hodc dich ctia n6) duge xdc dinh dudi dang ham
theo thoi gian; va (d) trong thir nghiém lam sang dé d6i chimg ma xéac dinh dd an
toan, hiéu luc, hodic do sinh kha dung hodc twong duong sinh hoc cta khang thé.
Bién thé tvong dwong sinh hoc ctia phén tir lién két khang nguyén dc hiéu
kép vi du theo sang ché c6 thé dugc céu thanh béi, vi du, viée tao nhidu dot bién
thay thé cac gdc hay trinh ty hogic viéc x6a cac gbc & d4u hodc & giita hodc céc trinh
tu khong can cho hoat tinh sinh hoc. Vi dy, géc cystein khong cAn thiét dbi véi hoat
tinh sinh hoc cé thé duoc loai bd hoic dugc thay thé v6i céc axit amin khac dé ngan
chin sy hinh thanh ciu ndi disulfua trong phan tir khong cAn thiét hodc khong chinh
x4c trong qué trinh hoi tinh. Trong cac ngit canh khac, khéng thé twong duong sinh
hoc ¢6 thé bao gdm phén tir lién két khang nguyén dic hiéu kép vi dy dugc néu
trong ban mo ta nay chira su thay dbi axit amin lam bién ddi dic tinh glycosyl héa

ctia khang thé, vi dy, dot bién ma ngén ngira hogc loai bo su glycosyl hoa.

Tinh chon lgc loai va phén ng chéo loai

Séang ché, theo cac phuong an nhit dinh, & xuét phan t& lién két khang
nguyén lién két véi CD28 clia ngudi nhung khong lién két voi CD28 tir céc lodi
khac. Séng ché con d& xuét phan tir lién két khang nguyén lién két véi CD22 cta
ngudi nhung khong li€n két v6i CD22 tir cac loai khac. Sang ché con bao gdm phan
tir lién két khang nguyén lién két véi CD28 cia ngudi va véi CD28 tir mot hodc
nhiéu loai khong phai nguoi; va/hodc phén tir lién két khang nguyén lién két véi
CD22 ctia ngudi va véi CD22 tir mdt hodc nhiéu loai khong phai ngudi.

Theo mot sé phuwong 4n vi du cia sang ché, phan ti lién két khang nguyén
duge d& xudt lien két voi CD28 va/hodc CD22 & ngudi va c6 thé lién két hodc
khong lién két, thy timg truong hop, véi mot hoge nhiéu CD28 va/hodc CD22 cla
chudt, chudt lang, chudt déng, chudt nhay, lon, méo, chd, thd, dé, clru, bo, ngua, lac
da, khi dudi dai, khi dudi séc, khi nu hodc tinh tinh. Vi du, theo mdt phuong an vi
du cu thé cua sang ché, phén ttr lién két khang nguyén dic hiéu kép duogc @& xuét
chira ving lién két khéng nguyén thi nht lién két voi CD28 clia ngudi va ving lién
két khang nguyén thir hai lién két ddc hiéu voi CD22 clia ngudi.
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Lién hgp mién dich

Séang ché bao gbm phén tir lién két khang nguyén dugc lién hop véi gbc tri
liéu ("lién hop mién dich"), nhu doc t6 1€ bao, thube hoéa tri ligu, thudc e ché mién
dich hodc ddng vi phong xa. Tac nhan gy doc té bao bao gbm bét ky tac nhan nao
gdy hai cho t& bao. Vi du vé cac tac nhan gy doc té bao va chit hoa tri liéu dé tao
ra lién hop mién dich da biét trong linh vuc k¥ thuét, (xem, vi dy, WO 05/103081,
toan b ndi dung ciia tai lidu nay dugc két hop vao ban mé td nay bang céch vién
dan).

Bao ché va sir dung trong tri liéu

Sang ché @& cap dén dugc phim chira phan tir lién két khang nguyén theo
sang ché. Dugc phdm theo séng ché dugc bao ché véi cac chit mang thich hgp,céac
ta dugc, va cac tdc nhan khac gitp cai thién viéc chuyén nhiém, phat tan, d6 dung
nap va cac dic tinh twong ty khac. Nhidu cong thirc bao ché thich hop c6 thé dugc
tim thdy trong tip cong thirc va duoc tht ca nha hoa dugc biét dén: Remington's
Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, Easton, PA. Nhitng cong
thitc nay bao gém, vi dy, bot, bdt nhdo, thubc md, thach, sép, dau, chét béo, chét
béo (cationic hodc anionic) gdm cdc cic hat (nhu LIPOFECTIN™, Life
Technologies, Carlsbad, CA), lién hop ADN, bdt nhdo hép thu khan, h€ nhii twong
dau-trong-nuéc va nuge-trong-du, hé nhil twong carbowax (polyetylen glycol cia
nhiéu trong lwong phén t& khac nhau), gel béan rén, hdn hop béan rin chira carbowax.
Ngoai ra, xem, Powell et al. "Compendium of excipients for parenteral
formulations" PDA (1998) J Pharm Sci Technol 52:238-311.

Lidu phan tir lién két khang nguyén dugc sit dung d6i v6i bénh nhan c6 thé
thay dbi phu thudc vao tudi va thé trong cua bénh nhén, dich bénh, tinh trang bénh
ly, duong st dung, va yéu td tuong tu. Liéu ding dugc tinh wu tién theo trong lugng
co thé hoic dién tich v& mat co thé. Khi phan tir lién két khang nguyén dic higu kép
theo sang ché duoc st dung cho muc dich diéu tri & mot bénh nhan trudng thanh,
viéc tiém vao tinh mach phan tir lién két khang nguyén theo sang ché c6 vé thuan
loi hon, thong thudng, mot lidu khoang 0,01 dén khoang 20 mg/kg trong luong co
thé, hodc hon nita khoang 0,02 dén khoang 7, khoang 0,03 dén khoang 5, hodc

51

51/216



48587

khoang 0,05 dén khoang 3 mg/kg trong luong co thé. Phu thudc vao mic dd nghiém
trong cua tinh trang, tAn suét va thoi gian didu tri c6 thé duogc diéu chinh. Lich trinh
va lidu luong hidu qua st dung phén tir lién két khang nguyén dic hiéu kép co thé
dugc xac dinh dua theo kinh nghiém; vi dy, su cai thién bénh ctia bénh nhan co thé
dugc theo doi bing viéc danh gia dinh ky, va c6 diéu chinh lidu cho phii hgp. Hon
nita, vide xéc dinh thang khac loai ciia lidu lwgng c6 thé duge thyc hién bing céc
phuong phap phd bién trong linh vuc k§ thuat (vi dy, Mordenti et al., 1991,
Pharmaceut. Res. 8:1351).

Vi du, céc hé phan phbi da biét va c6 thé dugc sir dung dé ding duoc phdm
theo sang ché bao gbm, vi dy, bao trong liposom, vi hat, vi nang, té bao tai t6 hop
¢6 kha nang biéu hién virut dot bién, nhap bao qua trung gian thy thé (xem, vi du
Wu et al., 1987, J. Biol. Chem. 262:4429-4432). Cac phuong phép dua dugc phim
vao bao gém, nhung khong han ché, trong da, trong co, trong bung, trong ven, dudi
da, qua mili, gy t& ngoai mang climg, va qua duong ubng. Ché phdm c6 thé dugc str
dung theo duong thong dung bét ky, vi du, bang cach truyén hozc tiém nhanh mot
lidu, b%lng cach hép thu qua 16p biéu bi hodc niém mac da (vi du, niém mac miéng,
niém mac truc trang va rudt, v.v.) va co thé dugc st dung cung v6i hoat chét sinh
hoc khéc. Viéc str dung c6 thé 12 toan than hodc cuc bd.

Duoc phém cua sang ché c6 thé dugc tiém duéi da hodc trong ven béng mot
éng tiém va miii kim tiéu chuin. Ngoai ra, d6i v6i viéc dua thudc vao dudi da, thiét
bi dua thude vao dang but dugc ap dung d8 dwa dugc phim ciia sdng ché vao co thé
bénh nhan. Thiét bj dua thube vao dang but c6 thé dugc tai sit dung hodc dung mot
1an. Thiét bi dua thubc vao dang but tai sit dung thuong dung vo cd thé thay thé
chira duge phdm. Khi tAt ca dugc phdm trong hop chira dugc st dung va hop chira
r8ng, thi hop chira rdng c6 thé dugce loai bé mot cich dé dang va dugc thay bang
hop chira méi ma chira dugce phém. Thiét bi dua thudc vao dang but sau d6 c6 thé
duogc tai sit dung. Péi véi thiét bi dwa thude vao dang but dung mot 14n thi khong c6
v6 thay thé. Ptng hon 13, thiét bi dua thudc vao dang but dung mot 14n dong sén
duoc phdm trong mot chd chira bén trong thiét bi. Khi ngin chira hét dugc pham,
toan bo thiét bi s& bi vt bo.

Céc bit tai st dung lai va thiét bi phan phdi tw tiém c6 thé duge st dung dé
phan phéi dugc pham theo sang ché dué6i da. Vi du bao gdm, nhung khong gi¢i han
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& AUTOPEN™ (Owen Mumford, Inc., Woodstock, UK), but DISETRONIC™
(Disetronic Medical Systems, Bergdorf, Switzerland), but HUMALOG MIX
75/25™, bat HUMALOG™, but HUMALIN 70/30™ (Eli Lilly va Co.,
Indianapolis, IN), NOVOPEN™ 1, 1I va III (Novo Nordisk, Copenhagen, Denmark),
NOVOPEN JUNIOR™ (Novo Nordisk, Copenhagen, Denmark), bt BD™ (Becton
Dickinson, Franklin Lakes, NJ), OPTIPEN™, OPTIPEN PRO™, OPTIPEN
STARLET™, va OPTICLIK™ (Sanofi-Aventis, Frankfurt, Germany), chi néu tén
mdt vai thiét bi. Vi du v& thiét bj phan phéi dang bt dung mot 14n c6 thé duoc sir
dung dé phan phéi dugc phim theo séng ché du6i da bao gdm, nhung khong gidi
han & but SOLOSTAR™ (Sanofi-Aventis), FLEXPEN™ (Novo Nordisk), va
KWIKPEN™ (Eli Lilly), SURECLICK™ Autoinjector (Amgen, Thousand Oaks,
CA), PENLET™ (Haselmeier, Stuttgart, Germany), EPIPEN (Dey, L.P.), va
HUMIRAT™ Pen (Abbott Labs, Abbott Park IL), chi néu tén mot vai thiét bi.

Trong mot s6 trudong hop nhét dinh, dugce phim c6 thé duoc phan phéi trong
hé giai phong cod dbi chung. Theo mot phuong an, 6ng bom c6 thé dugc st dung
(tham khao Langer, & trén; Sefton, 1987, CRC Crit. Ref. Biomed. Eng. 14:201).
Theo mdt phwong an khéc, cac vat ligu polymeric c6 thé dugc st dung; tham khao,
Medical Applications of Controlled Release, Langer va Wise (eds.), 1974, CRC
Pres., Boca Raton, Florida. Theo cac phwong an khac nita, h¢ gidi phong co6 d6i
ching c6 thé dugc dit & vi tri 1an cén voi dich cua duge phém, do d6 chi cén sir
dung mot phﬁn cua lidu toan than (xem, vi dy, Goodson, 1984, trong cudn Medical
Applications of Controlled Release, supra, vol. 2, pp. 115-138). Céac hé théng giai
phong cé kiém soat khac dugc thao luin trong bai danh gid cia Langer, 1990,
Science 249:1527-1533.

Dugc phdm tiém c6 thé bao gdm dang lidu dé tiém trong tinh mach, duéi da,
trong da va trong co, truyén nhé giot, v.v. Cac dugc pham tiém nay c6 thé duoc diéu
ché bing phuong phap da biét. Vi du, duoc phim tiém c6 thé dugc diéu ché, vi du,
bing cach hoa tan, phan tan hodc tao nhii twong khang thé hodc mudi ctia n6 duge
mo ta trén day trong moi trudng nude vo trung hodc moi truong dau thudng duge
str dung dé tiém. Vi dy, mdi trudng nudce 8 tiém c6 thé bao gdm nuéc mubi sinh 1y,
dung dich d%mg truong chira glucoza va chét phu trg khéc, v.v., ma co thé dugc str
dung két hop v6i chit 1am hoa tan thich hgp nhu ruou (vi du, etanol), polyalcohol
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(vi dy, propylen glycol, polyetylen glycol), chit hoat dong bé mit khong ion [vi du,
polysorbat 80, HCO-50 (san phdm cdng polyoxyetylen (50 mol) cua diu thiu dau
dugc hydro hoéa)], v.v.. Mdi truong diu c6 thé st dung bao gc‘Sm, vi du, dau vung,
diu dau twong, v.v., ma c6 thé dugc st dung két hop véi chat 1am tan nhu benzyl
benzoat, rugu benzylic, v.v.. Do do, tdt hon néu dugc phém tiém duogc didu ché
duoc lam diy trong 6ng thudc tiém thich hop.

Tét hon 13, duge phdm dé sir dung theo dudng miéng hodc ngoai duong tiéu
héa dugc mo ta trén day duoc didu ché & dang lidu & liéu don vi dugce lam thich hop
cho liéu chira thanh ph??m hoat tinh. Dang lidu nay & dang liéu don vi bao gém, vi du,
vién nén, vién thudc, vién nang, thubc tiém (6ng thube tiém), thudc dan, v.v. lugng
khang thé trén day c6 mat voi lwong nim trong khoang tir 5 dén 500 mg mdi dang
lidu & dang lidu don vi; ddc biét 12 & dang tiém. T6t hon 12 néu khéng thé trén day
¢6 mit v6i luong nam trong khoang tir 5 dén 100 mg va nam trong khoang tir 10

dén 250 mg ddi v6i dang liéu khéc.

Cong dung tri li¢u clia phin ti lién két khang nguyén

Séang ché bao gdbm phuong phap bao gbdm budc cho d6i tugng c6 nhu cau
ding phuong phép nay dung ché pham tri liéu chira khang thé khang CD28 hodc
phan tir lién két khang nguyén dic hiéu kép lién két dic hiéu CD28 va khang
nguyén dich (vf du, CD22). Ché phim diéu trj c6 thé bao gdm khéng thé hogc phéan
tir lién két khang nguyén dac hiéu kép bét ky theo sang ché va chat mang hoic chét
d6n dugc dung. Nhu dugce st dung trong ban md ta nay, thuét ngir "dbi tuong co
nhu ciu dung phuong phép nay” cé nghia la dbi tuong 1a dong vét khong phai con
ngudi hodc 1a ngudi c6 mot hodc nhiéu triéu chimg hodc d4u hiéu cua bénh ung thu
(vi du, @6i tugng c6 khéi u hoic méc bénh ung thu bét ky dugc néu dudi dy), hodc
néu khong dbi tuong s& hudng loi tir sy e ché hoic giam hoat tinh CD22 hodc su
suy yéu clia té bao CD22+.

Céc khang thé va c4c phan tir lién két khang nguyén dic hiéu kép theo sang
ché (va céc ché phém tri liéu chra chung) rat hitu ich, ngoai ra, dé diéu tri bénh
hoiic rdi loan bét ky trong d6 kich thich, hoat héa va/hodc hudng dich d4p tmg mién
dich theo hudng cé loi. Cu thé, phén tir lién két khang nguyén dic hiéu kép khang
CD28/khang CD22 theo sing ché c6 thé dugc st dung dé diéu tri, phong nglra
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vi/hoiic cai thién bénh hodc réi loan bt k¥ lién quan hogc dugc dieu tiét boi su bidu
hién ciia CD22 hodc hoat tinh hodc sy tang sinh ctia t& bao CD22+. Co ché hoat
dong ma cac phuong phap didu tri theo sang ché dat dugc bao gbm tiéu diét té bao
biéu hién CD22 khi c¢6 mit cia té bao phan Umg kich thich, vi dy, té bao T. Té bao
bidu hién CD22 ¢6 thé bj e ché hojc bi tiéu diét bang cach skt dung cac phén ti
lién két khang nguyén dic hiéu kép theo sang ché bao gdm, vi dy, té bao B ung thu.

Phan tir lién két khang nguyén theo sing ché c6 thé duoc st dung dé diéu tri,
vi dy, khéi u so cép va/hodc di can tr mau, tiy xwong, hach bach huyét, (vi duy,
tuyén uc, 14 lach), bénh ung thu két trang, gan, phéi, vu, than, hé than kinh trung
wong, va bénh ung thu bang quang. Theo cac phuong an vi du nhét dinh, phan tt
lién két khéng nguyén dic hiéu kép theo sang ché dugoc st dung dé didu tri rdi loan
tang sinh té bao B.

Sang ché con bao gbdbm phuong phép didu tri ung thu tdn luu & dbi twong.
Nhu duge st dung trong ban md ta nay, thut ngit "ung thu tdn lvu" c6 nghia 1a c6
nghia 12 sy tdn tai hodc ton luu ctia mdt hodc nhiéu t& bao ung thu & d6i trong sau
khi didu tri v6i liéu phap chéng ung thu.

Theo céc khia canh nhét dinh, sang ché d& xu4t phuong phap diéu tri bénh
hodc rbi loan lién quan dén su biéu hién CD22 (vi du, r6i loan ting sinh té bao B)
bao gdm budc cho d6i tugng dung mot hodc nhiéu phén ti lién két khang nguyén
dic hiéu kép dugc md ta ¢ phan khac trong ban mo ta ndy sau khi ddi tuong thé
hién su khong dap tng voi céc loai li¢u phap chéng ung thu khac. Vi du, sdng ché
bao gébm phuong phap didu tri r6i loan ting sinh té bao B bao gdm budc cho bénh
nhin dung phan tir li€n két khang nguyén dic hiéu kép khang CD28/khang CD22
vao 1 ngay, 2 ngay, 3 ngay, 4 ngay, 5 ngay, 6 ngay, 1 tudn, 2 tun, 3 tudn hoic 4
tuln, 2 thang, 4 thang, 6 thang, 8 thang, 1 ndm, hodc 1au hon sau khi dbi twong tiép
nhan tiéu chudn chim s6¢ cho bénh nhan méc bénh ung thu, vi du, r6i loan ting sinh
té bao B. Theo khia canh khac, phan tir lién két khang nguyén dic hiéu kép theo
sang ché (phan tir lién két khang nguyén dic hiéu kép khang CD28/khang CD22)
chira mién Fc IgG4 bt ddu dugc ding cho déi twong & mot hogc hai thoi diém (vi
dy, dé tao ra su suy yéu manh ban déu té bao ung thu tuyén tién liét), sau d6 dung
phan tir lién két khang nguyén dic hiéu kép twong duong chira mién IgG khéc, nhu
midn Fe TgGl, & céc thdi didm sau d6. C6 thé hinh dung rang khang thé khang
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CD28/khang CD22 theo sang ché c6 thé dugc sir dung lién hgp véi phén tir lién két
khéng nguyén dac hiéu kép, nhu véi khang thé dic hiu kép khang CD20/khang
CD3. C6 thé hinh dung ring khang thé dic hidu kép theo sang ché s& dugc st dung
lién hop v6i chét e ché diém kiém tra, vi du, chit huéng dich PD-1 va CTLA-4, va
cac dich khac. C6 thé c6 loi khi két hop hai khang thé dic hidu kép hudéng dich
cung mét khang nguyén khéi u (vi du, CD22), nhung v6i mot trong sb dic hidu kéo
hudng dich CD3 trén té bao T va hudéng dich dc hi¢u kép phén tlr d6ng kich thich
nhu CD28. Két hop nay c6 thé dugc st dung mdt minh dé tang cudng su tiéu diét té

bao khédi u, hodc c6 thé duoc sir dung két hop véi chét wrc ché diem ki€m tra.

Bao ché va liéu phap diéu tri két hop

Sang ché bao gébm ché phim va dang bao ché tri liéu chira khang thé va phan
tir lién két khang nguyén dic hiéu kép vi du dugc mo ta trong ban md ta nay két hop
v6i mot hogic nhidu thanh phan ¢6 hoat tinh tri liéu bd sung, va phuong phap diéu tri
bao gébm buéc cho dbi tugng c6 nhu cAu dung phuong phép nay ding két hop nay.

T4c nhan diéu tri bd sung vi du cé thé dugc két hop v6i hodc duge dung Két
hop v6i phan tir lién két khang nguyén theo sing ché bao gbm, vi dy, hoéa tri, xa tri,
chit trc ché didm kiém tra huéng dich PD-1 (vi du, khang thé khang PD-1 nhu
pembrolizumab, nivolumab, hodc cemiplimab, xem US9,987,500, HCVR/LCVR
ctia SEQ ID NO 162/170), CTLA-4, LAG3, TIM3, va khang thé khac, khang thé
hoa tri hai chu véan déng kich thich huéng dich phén tit nhu GITR, OX40, 4-1BB,
va khéng thé khac, CD3x khang thé dic hiéu kép (Xem vi du US9,657,102
(REGN1979), W02017/053856A1, WO02014/047231A1, WO02018/067331A1 va
W02018/058001A1), khang thé khac huéng dich CD22 X CD3, CD22 X CD2g,
hofic huéng dich CD20 X CD3 va khang thé CD28x dic hiéu kép dong kich thich
khéc.

Céc tac nhan khac c6 thé dugc dung mot cach hiéu qua két hop v6i khéng thé
theo sang ché bao gém, vi du, tamoxifen, chét tc ché aromataza, va chét rc ché
cytokin, bao gdm chét tre ché cytokin phan tir nhé va khéng thé lién két véi cytokin
nhu IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-9, IL-11, IL-12, IL-13, IL-17, IL-18,
hoic véi thy thé twong tmg cta ching. Duge phém theo sang ché @i du, duge phim
chita phéan tr lién két khang nguyén dic hiéu kép khang CD28/khang CD22 nhu
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dugc boc 16 trong ban md ta nay) cling ¢ thé dugc ding 1am mot phén ctia phac dd
tri liéu bao gém mot hodc nhiéu két hop tri liéu dugc chon tir "ICE": ifosfamit (vi
dy, Ifex®), carboplatin (vi dy, Paraplatin®), etoposide (vi du, Etopophos®,
Toposar®, VePesid®, VP-16); "DHAP": dexamethason (vi dy, Decadron®),
cytarabin (v dy, Cytosar-U®, cytosin arabinosit, ara-C), cisplatin (vi du, Platinol®-
AQ); va "ESHAP": etoposit (vi dy, Etopophos®, Toposar®, VePesid®, VP-16),
metylprednisolon (vi du, Medrol®), cytarabin liéu cao, cisplatin (vi dy, Platinol®-
AQ).

Sang ché con bao gdm két hop tri lidu chira phan tir lién két khang nguyén
bét ky duoc @& cap trong ban md ta nay va chét trc ché ciia mot hodc nhidu trong s6
VEGF, Ang2, DLL4, EGFR, ErbBZ, ErbB3, ErbB4, EGFRuvII], cMet, IGF1 R, B-raf,
PDGFR-0, PDGFR-I3, FOLHI1, PRLR, STEAP1, STEAP2, TMPRSS2, MSLN,
CA09, uroplakin, ho#c cytokin bét ky néu trén, trong do chét trc ché 1a aptame, phan
ttr d6i nghia, ribozym, siARN, thé peptit, thé nanohogc manh khang nguyén (vi dy,
manh Fab; manh F(ab'), ; manh Fd; manh Fv; scFv; manh dAb; ho#c phén tir dugc
thibt k& khac, nhur thé hai, thé ba, thé bén, thé mini va don vi nhan dién t6i thiéu).
Cac phan tr lién két v6i khang nguyén theo sang ché ciing c6 thé dugc st dung
va/hodc ddng cong thuc két hop véi thudc khang virut, thudc khang sinh, thude
giam dau, corticosteroit va/hogic NSAID. Phén tir lién két khang nguyén theo sang
ché ¢6 thé con dugc dung 1am mot ph?m cua phéc dd diéu tri ma con bao gém xa tri
va/hodc héa tri thong thudong, hodc diéu tri véi sinh vat hoc, bao gém chét tc ché
diém kiém tra hoic khang thé dic hiéu kép khac.

Séng ché bao gdm ché phdm va dang bao ché trj liu chira phén tir lién két
khang nguyén bat ky dugc md ta trong ban md ta nay két hop v6i mot hodc nhiéu
chét hoa tri liéu. Vi du v& chét hoa trj liéu bao gdm tdc nhan alkyl hoa nhu thiotepa
va xyclosphosphamit (Cytoxan™); alkyl sulfonat nhu busulfan, improsulfan va
piposulfan; aziridin nhu benzodopa, carboquon, meturedopa, va uredopa;
etylenimin va metylamelamin bao gdm altretamin, trietylenemelamin,
trietylenephosphoramit,  trietylenthiophosphaoramit ~ va trimetylolomelamin;
nitrogen mustards nhu clorambuxin, clornaphazin, cholophosphamit, estramustin,
ifosfamit, meclorethamin, meclorethamin oxit hydroclorit, melphalan, novembichin,

phenesterin, prednimustin, trofosfamit, uraxin mustard; nitrosure nhu carmustin,
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clorozotoxin, fotemustin, lomustin, nimustin, ranimustin; khang sinh nhu
aclaxinomysin, actinomyxin, authramyxin, azaserin, bleomyxin, cactinomyxin,
calicheamixin,  carabixin, carminomyxin, carzinophilin, chromomyxin,
dactinomyxin, daunorubixin, detorubixin, 6-diazo-5-oxo-L-norleuxin, doxorubixin,
epirubixin, esorubixin, idarubixin, marcellomyxin, mitomyxin, mycophenolic axit,
nogalamyxin, olivomyxin, peplomyxin, potfiromyxin, puromyxin, quelamyxin,
rodorubixin, streptonigrin, streptozoxin, tuberxitin, ubenimex, zinostatin, zorubixin;
khéng metabolites nhu metotrexat va 5-flouraxin (5-FU); chét twong tu axit folic
nhu denopterin, metotrexat, pteropterin, trimetrexat; chét teong ty purin nhu
fludarabin, 6-mercaptopurin, thiamiprin, thioguanin; pyrimidin analogs nhu
ancitabin, azacitidin, 6-azauridin, carmofur, cytarabin, ditoxyuridin, doxifluridin,
enocitabin, floxuridin, varogen nhu calusteron, dromostanolon propionat,
epitiostanol, mepitiostan, testolacton; chit khang adrenal nhu aminoglutethimit,
mitotan, trilostan; chét d6n axit folic nhu axit frolinic; aceglaton; aldophosphamit
glycosit; axit aminolevulinic; amsacrin; bestrabuxin; bisantren; edatraxat;
defofamin; demecolxin; diaziquon; elfornithin; elliptinium axetat; etogluxit; gallium
nitrat; hydroxyurea; lentinan; lonidamin; mitoguazon; mitoxantron; mopidamol;
nitracrin; pentostatin, phenamet; pirarubixin; axit podophyllinic; 2-etylhydrazit;
procarbazin, PSK™; razoxan; sizofiran; spirogermanium; axit tenuazonic;
triaziquon; 2,2',2"-triclorotrietylamin; uretan; vindesin; dacarbazin, mannomustin;
mitobronitol;  mitolactol;  pipobroman; gacytosin; arabinosit ("Ara-C");
xyclophosphamit; thiotepa; taxan, vi du paclitaxel (Taxol™, Bristol-Myers Squibb
Oncology, Princeton, N.J.) va docetaxel (Taxotere™; Aventis Antony, France);
clorambuxin; gemcitabin; 6-thioguanin; mercaptopurin; methotrexat; chét tuong tu
bach kim nhu cisplatin va carboplatin; vinblastin; platinum; etoposit (VP-16);
ifosfamit; mitomyxin C; mitoxantron; vincristin; vinorelbin; navelbin; novantron;
teniposit; daunomyxin; aminopterin; xeloda; ibandronat; CPT-11; chit e ché
topoisomeraza RFS 2000; difluorometylornithin (DMFO); axit retinoic;
esperamixin; capecitabin; va mudi duoc dung, axit hodc dan xuét cia ching. Cling
bao gdm trong dinh nghia ndy 12 cic tic nhan khang ndi tiét t6 giit vai tro diéu hoa
hodc tic ché hoat dong hoocmon 1én khdi u nhu khang estrogen bao gém, vi du,
tamoxifen, raloxifen, aromataza uc ché 4(5)-imidazoles, 4-hydroxytamoxifen,
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trioxifen, keoxifen, LY 117018, onapriston, va toremifen (Fareston); va khang
androgen nhu flutamit, nilutamit, bicalutamit, leuprolit, va goserelin; va cac axit,
mubi nhan duge hoc hogc cac din xut tir cac chat bat ky & trén.

(Céc) thanh phan c6 hoat tinh tri liéu bd sung c6 thé duge sit dung ngay
truée khi, ddng thoi véi hodc ngay sau khi st dung phén tir li€n két khang nguyén
theo sang ché; (d6i véi muc dich cia sang ché nay, phac d6 ding thudc nhu trén
duoc coi 1a viéc stt dung phén tir lién két khang nguyén "két hop v6i" thanh phan c6
hoat tinh tri li¢u bd sung).

Sang ché bao gdm duge pham trong d6 phan tir lién két khang nguyén theo
séng ché dugc bao ché cung v6i mot hodc nhiéu thanh ph?m hoat tinh tri liéu bd

sung nhu dugc md ta trong cac phan khac clia ban md ta nay.

Phac dd ding thude

Theo mdt sé phwong 4n nhét dinh cta sang ché, da lidu cia phén tir lién két
khang nguyén (vi du 1a khang thé khang CD28 hogc phén tir lién két khang nguyén
dic hidu kép lién két dac hiéu véi CD22 va CD28) c6 thé duge st dung cho doi
twong trong mot khoang thoi gian xdc dinh. Cac phuong phap theo khia canh nay
ciia sang ché bao gdm viéc cho déi twong dung lién tuc da lidu phan tir lién keét
khang nguyén theo sang ché. Nhu duoc sir dung trong tai liéu nay, "sir dung lién
tuc" c6 nghia 1a mdi lidu cua phan tk lién két khang nguyén dugc st dung cho a6i
tuong & cac thoi diém khac nhau, vi du, vao cdc ngay khac nhau dugc tach ri€ng
bing khoang thdi gian xé4c dinh (vi du, gio, ngay, tudn hogc thang). Sang ché bao
gdm phuong phap bao gdm viéc cho bénh nhan sir dung lién tuc lidu duy nhét bat
dAu cua phan tir lién két khang nguyén, tiép theo 1a mot hodc nhiéu lidu tht hai cla
phan tir lién két khang nguyén, va theo tiy chon 1a mdt hodc nhiéu lidu thtt ba cla
phén tir lién két khang nguyén.

Céc thuat ngit "lidu ban diu", "lidu thir hai" va "lidu thir ba" d& cap dén trinh
tu thoi gian st dung cta phén tir lién két khang nguyén theo sédng ché. Do d6, "liéu
ban diu" 14 lidu ma duoc sit dung & thoi diém bét diu ché d¢ diéu tri (con goi 1a
"lidu co s6"); "lidu thir hai" 14 lidu ma dugc str dung sau liéu thir nhét; va "liéu thu
ba" 12 liéu ma dugc sir dung sau 1idu tha hai. TAt ca cac lidu ban déu, thi hai va thir
ba déu c6 thé chtra cing mot lwgng phan ti lién két khang nguyén, nhung nhin
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chung c6 thé khac nhau v& tin suét st dung. Tuy nhién, theo mot s& phuong 4n nhat
dinh, luong phén tir lién két khang nguyén c6 trong lidu ban dau, thir hai va/hoic
thi ba thay d6i khac nhau (vi du, dugc didu chinh nhiéu hoc it sao cho thich hop)
trong qua trinh diu tri. Theo mot sé phuong 4n, hai hodc nhiéu (vi du, 2, 3, 4, hoic
5) lidu dugc ding tai thoi diém bét dAu phac dd didu tri 1am "lidu nap" sau d6 1 lidu
tiép theo ma dugc st dung trén co sO tuén sudt sit dung it hon (vi du, "lidu duy tri").

Theo mot sb phuong 4n cu thé cla sang ché, mdi lidu thtr hai vi/hogc lidu
thit ba dugc sit dung tir 1 d&én 26 (vi du, 1, 1%, 2, 2%, 3, 3%, 4, 4%, 5, 5%, 6, 6%, 7,
7%, 8, 8%, 9, 9%, 10, 10%, 11, 11%, 12, 12%, 13, 13%, 14, 14'4, 15, 1572, 16, 167,
17, 17%, 18, 18%, 19, 19%, 20, 20%, 21, 214, 22, 22Y, 23, 232, 24, 24'%, 25, 257,
26, 26%, hodc nhidu) tudn sau lidu ngay truéc. Thult ngi "lidu m&i st dung” nhu
duge st dung trong ban md ta nay, nghia 13, trong trinh tu cta viée st dung nhidu
lidu, lidu chira phén tir lién két khang nguyén, ma dugc st dung cho bénh nhan
trude khi sit dung cta lidu tiép theo trong trinh ty ma khong c6 lidu xen gitta.

Phuong phap theo khia canh nay cia sang ché c6 thé bao gdbm cho bénh nhan
sir dung s6 lugng bat k¥ cta lidu thir hai va/hodc lidu thi ba ciia phan tir lién két
khang nguyén (vi du 1a khang thé khang CD28 hogc phan tir lién két khéang nguyén
dac hiéu kép lién két dic hidu v6i CD22 va CD28). Vi du, theo mot s6 phuong én,
chi mot lidu thtr hai duge st dung cho bénh nhan. Theo cac phuong 4n khac, hai
hodc nhiéu (vi du, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, hodc nhiéu) lidu thtt hai dugc ding cho bénh
nhan. Tuong ty, theo mot sd phuong 4n, chi duy nhét liéu tht ba dugc st dung cho
bénh nhin. Theo cac phuong an khac, hai hodc nhiéu (vi duy, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, hodc
nhiéu hon) liéu thir ba dugc dung cho bénh nhéan.

Theo phuong 4n bao gdm nhidu lidu thir hai, m&i lidu thtt hai c6 thé dugc
dung & cing mot tin suat dung nhu lidu thi hai khédc. Phuong phap theo khia canh
nay cua sang ché bao gdm budc cho bénh nhan dung 1 dén 2 tudn sau lidu ngay
truée. Tuong tw, theo phwong 4n bao gdm nhiéu liéu thir ba, mdi lidu thir ba c6 thé
dugeding & cing mot tAn suat dung nhu lidu thir ba khac. Vi du, mdi lidu thi ba ¢6
thé duoc ding cho bénh nhan 2 dén 4 tuén sau liéu ngay trudc. Theo mot sd phuong
4n theo sang ché, tin sudt dung trong d6 liéu thir hai va/hodc lidu thtr ba duge ding

cho bénh nhan c6 thé thay ddi theo phac dd diéu tri. Tan suét ding c6 thé con duge
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didu chinh trong qué trinh didu trj béi béc s, phu thude vao nhu cau cia mdi bénh
nhan sau khi dugc kiém tra 1am sang. |

Theo mdt phuong 4n, phan tir lién két khang nguyén (vi dy, phan tr lién két
khang nguyén dic hi¢u kép lién két dac hidu véi CD22 va CD28) duogc sir dung cho
d6i tuong duéi dang lidu tinh theo trong lugng. "Liéu tinh theo trong luong" (vi du,
lidu tinh bang mg/kg) 1a lidu khang thé hoic manh lién két khang nguyén cia nd
hodc phan tir lién két khang nguyén dic hiéu kép s€ thay dbi tuy thudc vao trong
lugng cua ddi tuong.

Theo mot phuong an khéc, khéng thé hodc manh lién két khang nguyén clia
n6 hodc phén tr lién Két khang nguyén dic hiéu kép dugc sit dung cho dbi tuong
nhu mét liu ¢é dinh. "Liéu ¢b dinh" (vi dy, lidu tinh bang mg) c6 nghia 1 mot lidu
khang thé hodc manh lién két khang nguyén ciia ching hodc phan ti lién két khang
nguyén dic hidu kép dugc sit dung cho tht c cac dbi tuong bat ké yéu t6 bat ky lién
quan dén d6i tuong cu thé, chrfmg han nhu trong luong. Theo mét phuong an cu thé,
lidu cb dinh cua khang thé hoic méanh lién két khang nguyén cta né hogc phén tir
lién két khang nguyén dic hiéu kép theo sang ché dua trén trong luong hodc tudi
duoc xac dinh trude.

Nhin chung, lidu thich hgp cia phén ti lién két khang nguyén theo sang ché
¢6 thé ndm trong khoang tir 0,001 dén 200,0 miligam trén kilogam thé trong &
nguoi nhan, thuong nim trong khoang tir 1 dén 50mg trén kilogam thé trong. Vi du,
khéng thé hoic manh lién két khéng nguyén cia ching hogc phén tr lién két khang
nguyén dic hiéu kép co thé duogc sir dung véi liéu khoang 0,1 mg/kg, khoang 0,2
mg/kg, khoang 0,5 mg/kg, khoang 1 mg/kg, khoang 1,5 mg/kg, khoang 2 mg/kg,
khoang 3 mg/kg, khoang 5 mg/kg, khoang 10 mg/kg, khoang 15 mg/kg, khoang 20
mg/kg, khoang 25 mg/kg, khoang 30 mg/kg, khoang 40 mg/kg, khoang 50 mg/kg
mdi lidu duy nhit. Céc gid tri va pham vi trung gian gifta cdc gié tri dugc néu cling
nhdm muc dich 1a mét phan ctia séng ché nay.

Theo mot s6 phuong 4n, phan t lién két khang nguyén theo séng ché duoc
st dung dudi dang lidu ¢ dinh ndm trong khoang tir 25 mg dén 2500 mg. Theo mot
s6 phuong an, phan tir lién két khang nguyén theo sang ché dugc st dung theo liéu
c¢b dinh khoang 25 mg, khoang 30 mg, khoang 50 mg, khodng 75 mg, khoang 100
mg, khoang 125 mg, khoang 150 mg, khoang 175 mg, 200 mg, khoang 225 mg,
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khoang 250 mg, khoang 275 mg, khoang 300 mg, khodng 325 mg, khoang 350 mg,
khoang 375 mg, khoang 400 mg, khoang 425 mg, khoang 450 mg, khoang 475 mg,
khoang 500 mg, khoang 525 mg, khoang 550 mg, khoang 575 mg, khoang 600 mg,
khoang 625 mg, khoang 650 mg, khoang 675 mg, khoang 700 mg, khoang 725 mg,
khoang 750 mg, khoang 775 mg, khoang 800 mg, khodng 825 mg, khoang 850 mg,
khoang 875 mg, khoang 900 mg, khoang 925 mg, khoang 950 mg, khoang 975 mg,
khoang 1000 mg, khoang 1500 mg, khoang 2000 mg, hodc khodng 2500 mg. Cac
gi4 tri va pham vi trung gian gitta cac gid tri dugc néu cling nhim muc dich 12 mot

phan cua sang ché nay.

S dung khang thé trong chin doan

Khang thé dic hiéu kép theo sang ché ciing c6 thé dugc sir dung dé phat hién
va/hoic x4c dinh CD28 hodc CD22, hojc t& boa biéu hién CD28 hogc biéu hién
CD22 trong mau, vi du, cho muc dich chin doan. Vi du, khing thé khéng khéng
CD28 x khang CD22, hodc manh cua no, ¢6 thé dugc st dung dé chin doan tinh
trang bénh 1y hodc bénh dic trung béi su biéu hién khac thudng (vi dy, biéu hién
qué mirc, biéu hién dudi muc, khong biéu hién, v.v.) cia CD28 hogc CD22. Vi dy
vé thir nghiém chén doan déi voi CD28 hogc CD22 c6 thé bao gdm, vi du, cho mau,
thu dugc tr bénh nhén, tiép xic véi khéng thé theo sang ché, trong d6 khang thé
duoc danh diu bing chit dénh diu c6 thé phat hién dugc hodc phén tir béo céo.
Ngoai ra, khang thé khong dugc danh diu c6 thé duge sit dung dé chén doan két
hop véi khéng thé thir cAp ma duoc danh déu theo cach phat hién dugc. Chat danh
dAu hoic chét bao cao ¢b thé phét hién ¢6 thé 1a déng vi phéng xa, nhu 3H, e, 32P,
338, hodic 'I; gbc huynh quang hodc quang héa nhu floresxein isothioxyanat hogdc
rhodamin; hodc enzym nhu alkalin phosphataza, betagalactosidaza, peroxidaza cai
ngua hodc luciferaza. Vi du vé thir nghiém d#c hiéu ma c6 thé duoc st dung dé phat
hién hodc xac dinh CD8 hodc CD22 trong mu bao gdm thir nghiém hép thy mién
dich lién két v6i enzym (ELISA), thir nghiém mién dich phong xa (RIA), va phén
loai té bao dugc hoat hoa huynh quang (FACS). MAu ma c6 thé duge sir dung trong
thir nghiém chan doan CD28 hodc CD22 theo sang ché bao gdm méu mo hoic dich
16ng bét ky c6 thé thu dugce tir bénh nhan, ma chira lugng ¢6 thé phat hién dugc cua
protein CD28 hodc CD22, hodc méanh cua nd, dudi diéu kién bénh 1y hodc diéu kién
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binh thudng. Nhin chung, mitc CD28 hodc CD22 trong mot mAu cu thé thu duogc tir
bénh nhan khée manh (vi du, bénh nhan khong bi anh huéng do bénh hodc tridu
chimg két hop véi hoat tinh hoic mirc CD28 hogc CD22 bét thuong) s& duge xac
dinh trude dé thiét 1ap mot dudng co s& hoic tiéu chuan, cia mirc CD28 hogc CD22.
Duong co s¢ ciia mic CD28 hodc CD22 ¢ thé sau d6 dugc so sanh v6i mic CD28
hodc CD22 do duge trong cdc miu thu duge tir cac d6i tugng nghi ngd méc bénh

hodc triéu ching c6 lién quan dén CD28 hoic CD22.

Vi du thwe hién sang ché

Céc vi du sau day dugc trinh bay dé ngudi co hiéu biét trung binh trong linh
vuc nay c6 thue hién véi cong b déy d va ban mo ta cach dé san xuét va sir dung
phuong phép va dugc phim theo séng ché va khong c6 muc dich gi¢i han pham vi
céc tac gia sang ché quan tAm trong séng ché nay. Mic du, cic tac gia sang ché da
cd géng dé tao ra su chinh x4c dbi véi sb duge sir dung (vi du, lugng, nhiét do, v.v.),
nhung cac sai sb thuc nghiém va do 1&ch 13 khong thé tranh duogc. Do d6 trir khi
duoc chi ra theo céch khéc, phén la ph?m theo khéi luong, khéi lugng phan tir 1a
khéi lugng phan ti trung binh, nhiét do 1a theo d6 oC, va 4p suét la & hodc gan vai

ap suét khi quyén.

Vi du 1. Tao ra khang thé khang CD22xCD28

Tao ra khing thé khang CD28

Khéng thé khang CD28 dugc thu bing cich gdy mién dich & chudt
VELOCIMMUNER® (¢ 13, chudt dugc thiét ké chira ADN mi héa ving bién dbi
chudi ning va chudi nhe kappa globulin mién dich ciia ngudi) véi protein CD2 cia
nguoi duge dung hop voi phﬁn Fc cua IgG2a cia chudt, hodc véi té bao biéu hién
CD28 hoic véi ADN ma héa CD28. Dap tng mién dich clia khéng thé duge quan
sat bing thir nghiém mién dich ddc hiéu CD28. Phan mg mién dich mong mudn dat
duoc khi té bao 1ach dugc thu hdi va dung hop véi té bao tily chugt dé bao ton tinh
khé thi va hinh dang cta dong té bao lai. Céc dong t€ bao lai duge sang loc va lya
chon d& x4c dinh céc dong té bao san xuét khang thé dac hiéu CD28. Mot sb khéng
thé thé kham khéng CD28 (tirc 13, cac khang thé s¢ hitu ving bién ddi nguoi va
vung héng dinh chu6t) da dugc thu lai béng cach sir dung k¥ thudt nay. Hon nita,
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mdt s6 khang thé khang CD28 hoan toan ctia ngudi dwgc phan 1ap truc tip tir cac té
bao B duong tinh khang nguyén ma khong dung hop véi thé bao tiy, nhu duge mo
ta trong US 2007/0280945A1.

Mot sb dic tinh sinh hoc nhét dinh cta cic khang thé khang CD28 dugc tao

ra theo phuong phap ctia Vi du nay duge mo ta chi tiét trong cac Vi du néu dudi day.

Tao ra khang thé khang CD22

Khéang thé khang CD22 thu dugc bing cach giy mién dich & chudt dugc bién
dbi di truyén (chudét VELOCIMMUNE®, xem duéi ddy) véi khang nguyén CD22
clia ngudi antigen (vi dy, Xem hCD22 ecto (D20-R687).hFc, R&D Systems,
Catalog# 1968-SL-050; Accession# CAA42006 (Xem also, Fig. 3), hodc béng cach
gdy midn dich chudt dugc thiét ké chira ADN ma hoéa ving bién d6i chudi nang va
chudi nhe kappa globulin mién dich ctia ngudi v6i khang nguyén CD22 cua nguoi.

Sau khi dugc gay mién dich, t& bao lich dugc thu lai tir mdi con chudt va (1)
hop nhit véi t& bao u tiy clia chudt @ bao tdn kha nang ton tai ciia ching va tao
thanh t€ bao hybridoma va dugc sang loc dé x4c dinh tinh dic hiéu cua CD22, hodc
(2) té bao B dugc phan loai (nhu md ta trong US 2007/0280945A1) st dung manh
CD22 & ngudi 1am chit phan Gng phan loai ma lién két va xac dinh cac khang thé
phan tmg (t& bao B d{cmg tinh v6i khang nguyén).

Céc khang thé kham ddi v6i CD22 dugc phéan 14p ban dAu c6 ving bién doi &
ngudi va vung héng dinh & chudt. Khang thé dugc xac dinh dic tinh va lua chon
theo cac dac diém mong mudn, bao gém ai luc, tinh chon loc, v.v. Néu can, ving
hang dinh ciia chudt dugc thay thé bang ving hing dinh mong mudn & ngudi, vi du
vung héng dinh IgG1 hoac 1gG4 kiéu dai hodc dugc sira dbi, dé tao ra khéang thé
khang CD22 ¢ nguoi hoan toan. Médc du vung hing dinh duoc chon c6 thé thay dbi
tlly theo viéc sit dung cu thé, tuy nhién dic trung vé tinh dic higu dich va lién két

khang nguyén véi ai luc cao 1a do vung bien doi tao ra.

Tao ra khang thé dic hiéu kép lién két véi CD28 va CD22

Céc khang thé dic hidu kép bao gdm ving lién két khang CD22 dic hiéu va
ving lién két khang CD28 dic hiéu duoc xay dyng bang cach st dung cac phuong
phép luan tidu chuln, trong d6 ving lién két khang nguyén khang CD22 va ving
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lien két khang nguyén khang CD28, mdi ving chita cac HCVR khac nhau, riéng
biét dugc ghép cdp véi mot LCVR chung. Theo mot s6 vi du khang thé dic hiéu
kép dugc x4y dung bang céc ding chudi ning tir khang thé khang CD28, chudi
ning tir khang thé khdng CD22 va chudi nhe chung (Xem Bang 1).

Khang thé dic hiéu kép dugc tao ra theo phan Vi du nay chia hai mién lién
két khang nguyén riéng biét (sifc [a, nhanh lién két). Mién lién két khang nguyén
thir nhat chira ving bién dbi chudi ning c6 ngudn gdc tir khang thé khang CD28
("CD28-VH"), va mién lién két khang nguyén thir hai chtra ving bién d6i chudi
ning c6 ngudn gde tir khang thé khang CD22 ("CD22-VH"). Ca khang thé khang
CD22 va khang thé khang CD28 d&u c6 chung chudi nhe. Viéc bat cdp CD28-
VH/CD22-VH tao ra mién lién két khéng nguyén nhan dién dic hidu CD28 trén té
bao T va CD22 trén té bao khdi u.

Vi du 2. Trinh tw axit amin va axit nucleic ving bién dbi chudi ning va
viing bién ddi chudi nhe

Bang 1 trinh bay céc ma nhén biét trinh ty axit amin cla ving bién ddi chudi
ning va chudi nhe va CDR dugc lya chon tir cac khang thé khang CD22 theo séng

ché. M4 nhan dang trinh ty axit nucleic twong tng dugc md ta trong Bang 2.

Bang 1: Mi nhin dang trinh ty axit amin ctia khang thé CD22

SEQ ID NO:
Ky hiéu |HCV | HCDR | HCDR | HCDR | LCV |LCDR | LCDR | LCDR
khang thé |R 1 2 3 R 1 2 3
mAb33037

2 4 6 8 10 12 14 16
P2
mAb33041
) 18 20 22 24 10 12 14 16
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Bang 2: Mi nhin dang trinh ty axit nucleic ciia khang thé CD22

SEQ ID NO:

Ky hiéu | HCV | HCDR | HCDR | HCDR | LCV | LCDR | LCDR | LCDR
khang thé | R 1 2 3 R 1 2 3
mAb33037

1 3 5 7 9 11 13 15
P2
mAb33041
o 17 19 21 23 9 11 13 15
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Béng 3 trinh bay cic mé nhan biét trinh ty axit amin ctia ving bién doi chudi

ning va chudi nhe (HCVR va LCVR) CDR dugc lya chon tir cac khang thé khang

CD28 theo sang ché. C4c ma nhén biét axit nucleic twong g dugc trinh bay trong
Béang 4.

Bang 3: Ma nhin dang trinh ty axit amin ciia khang thé CD28

67/216

SEQ ID NO:
Ky hiéu | HCV | HCDR | HCDR | HCDR | LCV |LCDR | LCDR | LCDR
khang thé |R 1 2 3 R 1 2 3
mADb14226

26 28 30 32 10 12 14 16
P2
Béing 4: Mi nhin dang trinh tw axit nucleic ctia khang thé CD28

SEQ ID NO:
Ky hiéu | HCV | HCDR | HCDR | HCDR |LCV | LCDR | LCDR | LCDR
khang thé |R 1 2 3 R 1 2 3
mADb14226
- 25 27 29 31 9 11 13 15

Tém tit v& cac thanh phin cu thanh cia khang thé dic hiéu kép khang

CD22 x khang CD28 khac nhau di dugc xdy dung dugc néu trong Bang 5. Bang 6,
7 va 7 liét ké HCVR, LCVR, CDR va cic ma nhan dang trinh tu chudi ning va

chudi nhe ctia cac khang thé dic hiéu kép.

Bang 5: Tém tit cac thanh phin cAu thanh cia khang thé dic hiéu kép

khang CD22 x khang CD28
Khang CD22 Khang CD28
Mi nhian dang | Ving lién két | Ving lién két | Ving bién dbi
khang thé dic | khang nguyén khang nguyén | chudi nhe
hi¢u kép Ving bién déi| Ving bién doi| chung

chuoi nagng

chuoi ndng
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REGNS5837

mAb33037P2

mAb14226P2

ULC3-20

REGNS5838

mAb33041P2

mAb14226P2

ULC3-20

68/216

Bang 6 thé hién ma nhén dang trinh ty axit amin d6i v6i khang thé khang

CD22 x khang CD28 dic hiéu kép dugc 14y vi du trong ban mo ta ndy. Ma nhan

dang trinh ty axit nucleic twong tng dugc md ta trong Bang 7.
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Vi du 3: Lap ban @ quyét dinh khéng nguyén ciia REGN5837 li¢n két véi
CD22 biing céc trao d6i hydro doteri

Lap ban dd quyét dinh khang nguyén trao d6i H/D v6i khéi phé (HDX-MS)
duoc thuc hién @8 xac dinh ge axit amin cia CD22 (CD22 tai to hop cla ngudi,
SEQ ID NO:50) tuong tac véi H4sH33037P2 (Xem Bang 1, cdp HCVR/LCVR cua
SEQ ID NO: 2/10) (khang thé don dong khang hCD22; khang thé khang hCD22 me
ctia REGN5837). Mo ta chung vé phuong phép trao d6i H/D duoc néu trong, vi du,
Ehring (1999) Analytical Biochemistry 267(2):252-259; va Engen va Smith (2001)
Anal. Chem. 73:256A-265A.

Thi nghiém HDX-MS dugc thuc hién trén nén tang HDX/MS tich hop, bao
gdm hé Leaptec HDX PAL dé danh diu va dap tit doteri, Waters Acquity M-Class
(chdt quan 1y dung méi bd trg) d& phan hity va tai mau, Waters Acquity M-Class
(chét quan 1y dung moi pBinary) cho gradien phén tich, va Thermo Q Exactive HF
méy do khéi phd dé do khdi lugng peptip.

Dung dich danh dAu dugc chuén bi 1 dém PBS trong D,0O & pD 7,0 (10 mM
dém phosphat, 140 mM NaCl, va 3 mM KCl, tuwong dwong pH 7,4 ¢ 25°C). pé
danh diu doteri, 11 pL CD22.mmH (REGN5140 (SEQ ID NO:50), 56,7 uM) hodc
CD22.mmH dugc tron trude véi H4sH33037P2 (xem & trén) trong 1:0,6 ty 1€ mol
(phtrc hé Ag-Ab) duge G & 20°C v6i 44 pL dung dich danh déu D,O nhiéu thoi
didm hai An (vi du, d6i ching khéng dugc danh déu doteri = 0 gidy; dugc danh dau
doteri trong 5 phut va 10 phut). Phan Gng doteri dugc dap t4t bang cach thém 55 uL
dém dap tit cia dém dap tat dugc lam mat trude (0,5 M TCEP-HCI, 8 M urea va
1% axit formic) vao mdi mAu dé & trong 5 phat & 20°C. MAu dugc dap tat sau d6
dugc tiem vao may quan ly Waters HDX Manager dé tidu hoa XIII pepsin/proteaza
truc tuyén. Peptit duogc tiéu héa duge phan tach boi cft C8 (1,0 mm x 50 mm,
NovaBioassays) v6i gradien 13 phut tir 10%-32% B (pha dong A: 0,5% axit formic
trong nudc, giai doan bién dbi B: 0,1% axit formic trong axetonitril). Peptit dugc
rira giai dugc phan tich béi may khdi phd Q Exactive HF & ché dd LC-MS/MS hoic
LC-MS.

Dit liéu LC-MS/MS ctia mau CD22 khong dugc doteri hoa duge do tim lai &
kho dit liéu bao gdbm CD22 va trinh tur ngiu nhién cta n6 st dung may do tim
Byonic (Protein Metrics). Thong sé do tim (trong ELN) dugc thiét 14p méc dinh st
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dung tiéu héa enzym khong dic hiéu va glycosyl & ngudi lam cai bién bién dbi
chung. Sau d6 danh sach céc peptit dugce dinh danh dugc nhép vao phén mém HDX
Workbench (phién ban 3.3) dé tinh toan lugng hép thu doteri ciia mdi peptit dugc
phat hién bdi LC-MS tir tht ca cac mAu dugc doteri hoa. P4i véi timg peptit nhét
dinh, khéi luong tAm (khéi luong trung binh c¢b trong s6 cudong do) tai mdi thoi
didm duoc sir dung @ tinh do hip thu doteri (D) va phan trim hép thu doteri (%D)

(xem bén dudi).

Khéi lugng trung binh (doteri hoa)- khéi

Hép thy doteri (hép thu -D) = _
lugng trung binh (khong doteri)

Hap thu D dbi véi peptit & thoi diém X

5 . 100%
Phan tram hap thu doteri (%D) = N , : _
Hap thy D t4i da cua peptit (dugc xac dinh
trong ELN)

Tbng sb 427 peptit tr hCD22.mmH (SEQ ID NO: 50) dugc nhén di¢n tlr ca
mdt minh hCD22.mmH va hCD22.mmH tao phirc véi mau H4sH33037P2 (cip
HCVR/LCVR cua SEQ ID NO: 2/10), 1a 92,0% trinh tu bao phi hCD22. Bit ky
peptit ndo c¢6 gia tri hap thu D duéi dang phén trim khac nhau trén 5% dugc x4c
dinh 1 dugc bao vé dang ké & Bang 8). Pdi v6i hCD22.mmH, peptit tuong tmg véi
axit amin 481-505 (NVQYAPRDVRVRKIKPLSEIHSGNS; SEQ ID NO:57) va
523-537 (FWEKNGRLLGKESQLNF; SEQ ID NO:58) dugc bao vé dang ké boi
H4sH33037P2.

Bang 8: Peptit CD22.mmH chon loc dwge bio vé dang ké khi lién két voi
H4sH33037P2

5 phit 10 phiit
i{OEGNSI REGN5140
REGNS5
140 N REGN5140 |,
CD22 H4sH330 H4sH33037
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37P2 P2
Gée 2;‘?1) vim | TamME’ |AD |TamMH' | TAmMH' |AD | A%D
481-492 |2 147727 | 147694 |50 | 147751 147701 | -0,50 | 5,7
481-497 | 4 2059.98 | 205938 |7 ¢ | 2060.24 205962 | -0.62 |-59
481-499 | 4 277,09 227648 |5 ¢ | 2277.33 227665 | -0,68 | 5.4
482-490 |3 110833 | 110802 |5, | 110846 110820 | -026 | -5,99
484-492 |3 13643 | 113622 |, | 113656 113629 | -027 | -5,08
484-499 | 4 193526 | 193465 |y o | 193540 193460 | -0,70 | -6,82
488-505 |3 204324 | 204265 | oo | 204342 2042,60 | -073 |-552
489-497 |3 13,62 | 113,13 |, | 111371 111317 | -0,53 | -10,63
489-499 |3 133085 133031 |5, | 133093 133032 |-0,61 | -8,96
489-505 |2 1927,04 | 192645 | 5o | 192717 192646 | -0,70 | -5,76
489-505 |3 192814 | 192755 | 5o | 192826 192761 | -0,65 | -5,56
491-499 |2 107418 [ 107378 |5, | 107419 1073,74 | -045 | -8,94
491-499 |3 107528 | 107483 |§ 4 | 107531 1074,80 | -0,51 |-9,97
491-505 |2 167153 | 167,05 | 4o | 167159 167111 | -048 | 5,02
491-505 |3 167253 | 167204 | 4q | 167259 1672,10 | -0,49 | 5,00
491-505 | 4 167,57 | 1673,08 |5 o | 167364 1673,14 | -0,50 | -5,19
493-505 |2 141581 | 141533 | [ g | 141587 141540 | -047 | -591
523-531 | 2 116725 | 116691 |55, | 116740 116697 | -043 | -6,87
523-531 |3 116823 | 116788 | 3¢ | 116841 116793 | -048 | -7,48
523-534 | 4 148462 | 148425 |55 | 148468 148412 |-0,56 | -5,80
523-536 |3 169957 | 169,11 | 4 | 169977 169924 | -0,53 | -5,16
524-534 |3 133624 133583 |5, | 133631 133593 |-038 | -5,50
526-537 | 2 134848 | 1348,17 |7, | 134876 134827 | -049 | 5,03
527-537 | 2 122004 | 1219,62 |7, | 122031 121981 | -0,50 | -6,44
528-534 | 2 77680 77655 |55 | 77692 776,60 032 | 7,19
528-536 | 2 992,76 | 992,44 |- | 992,95 992,57 20,38 | 6,30
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0,32
528-537 |2 1105,90 | 1105,60 630 1106,06 1105,71 -0,35 | -5,11
528-537 |3 1106,65 | 1106,35 6 30 1106,83 1106,47 -0,37 | -5,20

Vi du 4: Lap ban dd quyét dinh khing nguyén ciia H4sH33041P2 lién
két véi CD22 bing cic trao d6i hydro doteri

Lap ban dd quyét dinh khang nguyén trao d&i H/D véi khéi phd (HDX-MS)
duoc thuc hién dé x4c dinh gde axit amin cia CD22 (CD22 t4i td hop cla ngudi,
SEQ ID NO:50) twong tac vdi H4sH33041P2 (khéang thé don dong khang hCD22 ¢6
cip HCVR/LCVR cia SEQ ID NO: 18/10), khang thé khang hCD22 me cua
REGN5838). Mo ta chung vé phwong phép trao d6i H/D dugc néu trong, vi du,
Ehring (1999) Analytical Biochemistry 267(2):252-259; va Engen va Smith (2001)
Anal. Chem. 73:256A-265A.

Thi nghiém HDX-MS dugc thuc hién trén nén ting HDX/MS tich hop, bao
gdm hé Leaptec HDX PAL dé danh diu va dap tit doteri, Waters Acquity M-Class
(chit quéan ly dung mdi bd trg) dé phan hiiy va tai mau, Waters Acquity M-Class
(cht quan 1y dung moi pBinary) cho gradien phén tich, va Thermo Q Exactive HF
méy do khéi phd dé do khdi lwgng peptip.

Dung dich d4nh ddu dugc chudn bi 1a dém PBS trong D,O ¢ pD 7,0 (10 mM
dém phosphat, 140 mM NaCl, va 3 mM KClI, twong duong pH 7,4 & 25°C). bé
danh diu doteri, 11 pL CD22.mmH (REGN5140 (SEQ ID NO:50), 56,7 uM) hoic
CD22.mmH duogc trdn trudc véi H4sH33041P2 trong 1:0,6 ty 1€ mol (phic hé Ag-
Ab) duge 1 & 20°C véi 44 pL dung dich danh ddu D,O nhiéu thoi diém hai 1an (vi
du, ddi chung khong dugc danh du doteri = 0 gidy; dugc ddnh du doteri trong 5
phut va 10 phut). Phan tmg doteri dugc dap t4t bang cach thém 55 uL dém dap tét
cia dém dép tit dugc 1am mat trude (0,5 M TCEP-HCI, 8 M urea va 1% axit
formic) vao m&i mAu dé & trong 5 phiit & 20°C. Mau dwgc dap tit sau d6 duge tiem
vao may quan ly Waters HDX Manager dé tiéu hoa XIII pepsin/proteaza sin sang.
Peptit duoc tiéu héa duge phén tach bdi cot C8 (1,0 mm x 50 mm, NovaBioassays)
v6i gradien 13 phut tir 10%-32% B (pha dong A: 0,5% axit formic trong nudc, giai
doan bién ddi B: 0,1% axit formic trong axetonitril). Peptit dugc rira giai dugc phén
tich b&i may khéi phd Q Exactive HF & ché ¢ LC-MS/MS hogc LC-MS.
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Dit liéu LC-MS/MS ctia mau CD22 khong dugc doteri hda duge do tim lai &
kho dir liéu bao gdbm CD22 va trinh tw ngu nhién cta né st dung may do tim
Byonic (Protein Metrics). Thong s6 do tim (trong ELN) duoc thiét 1ap mic dinh st
dung tiéu héa enzym khong dic hiéu va glycosyl & nguoi lam cai bién bién dbi
chung. Sau d6 danh sach cac peptit dugc dinh danh dugc nhép vao phan mém HDX
Workbench (phién ban 3.3) @8 tinh toan luong hip thu doteri ctia mdi peptit dugc
phat hién béi LC-MS tu tAt cA cac mau duoc doteri hoa. P4i véi timg peptit nhét
dinh, khdi lugng tam (khéi lugng trung binh cd trong s6 cuong d9) tai mdi thoi
didm duoc sir dung @8 tinh do hép thy doteri (D) va phan tram hap thu doteri (%D)

nhu néu dudi day.

) ) Khéi luong trung binh (doteri héa)- khdi
Hap thu doteri (hap thu -D) = _
lugng trung binh (khong doteri)

Hap thy D dbi voi peptit & thdi diém X

3 . 100%
Phan trdm hap thu doteri (%D) =

Hap thy D t6i da cua peptit (dugc xac dinh
trong ELN)

Téng s6 454 peptit tir hCD22.mmH (SEQ ID NO: 50) dugc nhén di¢n tir ca
mot minh hCD22.mmH va hCD22.mmH tao phuc véi mau H4sH33041P2, c6
90,5% trinh tu bao phu cia hCD22. Bat k¥ peptit nao c6 gié trj hap thu D dudi dang
phf?ln tram khac nhau trén 5% dugc xac dinh 1a dugc bdo vé dang ké. Pbi vai
hCD22.mmH, peptit tuong ung voi axit amin 246-277
(CEVSSSNPEYTTVSWLKDGTSLKKQNTFTLNL; SEQ ID NO:59) dugc bao vé
déng k& boi H4sH33041P2. Bang 9 thé hién két qua tir peptit dugc lya chon dugc
bao vé dang ké khi lién két v6i H4sH33041P2.
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Bang 9: Peptit CD22.mmH chon loc dwge bao vé ding ké khi lién két véi

H4sH33041P2
5 phit 10 min
REGNS51 REGNS
40 140
REGNS5 REGNS5
+ +
140 140
H4sH330 H4sH33
CD22
41P2 041P2
Dién
i Tam Tam Tam Tam A%
Goc tw N AD . . AD
MH MH" MH MH D
)
246-260 | 2 1695,69 | 1693,75 -1,94 | 1695,81 | 1693,88 |-1,94 | -20,2
247-255 |1 101495 | 1013,86 -1,09 |1015,09 | 1013,90 |-1,19 |-23,7
248-255 |1 885,67 884,67 -1,00 | 885,72 884,68 |-1,03 |-25,4
248-257 | 1 1088,87 | 1087,06 -1,81 |1088,95 | 1087,08 |-1,86 | -32,8
248-258 | 1 1188,86 | 1186,62 2,24 |11188,80 | 1186,76 |-2,03 | -33,4
248-260 | 1 1462,34 | 1460,14 22,20 | 1462,56 | 1460,37 | -2,19 | -27,5
248-260 | 2 1462,38 | 1460,87 -1,51 | 1462,50 | 1461,05 |-1,45 | -18,5
248-267 | 2 2179,41 |2177,73 -1,68 [2179,48 |2177,78 |-1,70 | -12,4
250-255 11 698,73 698,06 -0,68 698,74 |698,07 |-0,67 |-28,2
256-260 | 1 595,67 595,38 -0,29 | 595,77 595,43 -0,34 | -13,2
256-277 | 3 2506,39 |2505,08 -1,31 |2506,57 |2505,28 |-1,28 | -8,1
258-277 | 3 2303,55 |[2302,37 -1,18 |2303,70 |2302,61 |-1,09 |-7,9
258-277 | 4 2304,39 |2303,05 -1,34 | 2304,54 |2303,17 |-1,37 |-9,4
259-274 1 3 1863,23 | 1862,24 -1,00 |1863,34 | 1862,39 |-0,95 |-8,7
259-276 | 3 2090,99 |2089,88 -1,11 |2091,03 |2090,10 |-0,93 | -8,0
259-277 | 2 2202,69 |2201,88 -0,82 |2202,82 |2201,99 |-0,83 |-6,1
259-277 | 3 2204,00 |2202,93 -1,07 |2204,07 |2203,10 |-0,97 |-7,5
260-267 | 2 923,71 923,41 -0,30 | 923,83 923,53 -0,30 | -6,2
261-267 | 1 736,43 736,18 -0,25 | 736,55 736,26 -0,29 | -6,7
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261-267 | 2 737,43 | 737,18 -0,26 | 737,55 |737,28 |-0,28 |-6,7
261-272 | 2 1339,48 |1338,86 |-0,62 |1339,58 | 1338,99 |-0,59 |-7,5
261-272 | 3 1340,56 |1339,91 |-0,65 | 1340,66 |1340,07 |-0,59 |-7,8
261-273 | 2 1487,02 |1486,00 |-1,02 | 1487,11 | 1486,15 |-0,96 | -11,2
261-273 | 3 1488,10 | 1487,01 |-1,09 | 1488,13 | 1487,19 |-0,94 | -11,5
261-274 | 2 1588,74 |1587,70 |-1,04 |1588,85 | 1587,90 |-0,94 |-10,3
261-276 | 2 1816,39 | 181541 |-0,98 |1816,48 | 1815,57 |-0,92 | -8,5
261-277 | 2 192927 |1929,31 |-1,04 |1928,23 | 1928,38 |-0,93 |-8,2
261-277 | 3 1930,39 |1929,37 |-1,01 | 193045 |1929,55 |-0,89 |-7,9
261-277 | 4 1931,34 |1930,30 |-1,05 | 1931,40 |1930,46 |-0,94 | -8,3
262-267 | 1 622,98 |622,71 -0,27 | 623,08 |622,80 |-0,27 |-8,4
262-274 | 3 1475,17 | 1474,20 |-0,97 | 1475,28 | 1473,08 |-2,20 | -18,0
262-275 | 4 1590,80 | 1589,66 |-1,13 | 1590,89 |1589,77 |-1,12 | -11,7
262-276 | 3 1704,03 | 1701,62 |-2,41 |1704,09 | 1701,66 |-2,43 |-23,3
262-277 | 2 1816,39 |1815,41 |-0,98 |1816,48 |1815,57 |-0,92 |-8,5
262-277 | 3 1817,40 |1816,38 |-1,02 | 1817,50 | 1816,57 |-0,93 | -8,7
264-273 | 2 1129,77 | 1128,49 |-1,28 | 1129,74 | 1128,78 |-0,96 | -17,5
264-274 | 2 1231,69 |1231,40 |-0,29 |1231,77 |1231,25 |-0,52 | -5,6
267-276 | 2 1212,11 | 1211,38 |-0,73 |1212,10 | 1211,47 |-0,63 | -10,6
267-277 | 2 1325,86 |1325,12 |-0,74 | 1325,83 |1325,22 |-0,61 | -9,4
268-273 | 2 769,65 | 768,82 -0,83 | 769,64 |768,88 |-0,76 |-24,9
268-274 | 1 870,35 | 869,46 -0,89 | 870,28 |869,56 |-0,73 |-20,2
268-274 | 2 871,36 | 870,53 -0,83 | 871,34 |870,61 |-0,73 |-19,4
268-276 | 2 1099,07 |1098,29 |-0,79 |1099,07 | 109836 |-0,70 | -13,3
268-277 | 1 1211,10 | 1210,45 |-0,66 |1211,10 |1210,45 |-0,65 | -10,2
268-277 | 2 1212,11 |1211,38 |-0,73 |1212,10 |1211,47 |-0,63 | -10,6
268-277 | 3 1212,84 |1212,11 |-0,73 |1212,81 |1212,16 |-0,64 | -10,7
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Vi du 5: Ai lwc lién két thu dwgce tir cong hwéng plasmon bé miit va hing
sé dong hoc cita khang thé dic hi¢u kép CD22 xCD28

Hing sd phan ly can bing (gia tri Kp) ddi véi hCD22.mmH (SEQ ID NO:
50) va mfCD22.mmH (SEQ ID NO: 51) lién két v6i mAb dic hiéu kép khéang
CD22xCD28 dugc tinh sach hodc mAb me hda tri hai khang CD22 (Xem Bang 1,
mAB33037P2; HCVR/LCVR: SEQ ID NO: 2/10) vd mAb33041P2; HCVR/LCVR:
SEQ ID NO: 18/10) dugc x4c dinh st dung bd cim bién sinh hoc plasmon bé mit
thoi gian thye st dung thiét bj Biacore T-200 hogc Biacore 4000. B& mit cam bién
CM35 Biacore din xuét boi amin ghép cip v6i khang thé khang Fc clia ngudi cua
chudt don dong (REGN2567: HCVR/LCVR: SEQ ID NO: 33/34) d cdp mAb dic
hiéu kép khéang CD22xCD28 hodc mAb me khing CD22 dugc tinh sach (Xem
Bang 1 va 2 di v6i mAb33037P2 va mAb33041P2). Nghién ciru lién két Biacore
duoc thuc hién trong dém chia 0,01M HEPES pH 7,4, 0,15M NaCl, 3mM EDTA,
0,05% v/v Chét hoat dong bé mit P20 (dém chay HBS-EP). Néong d¢ khéc nhau cta
hCD22 (SEQ ID NO: 50) va mfCD22 (SEQ ID NO: 51) v6i dudi hexahistidin
myc.mye diu C ("hexahistidin" dugc boc 16 & SEQ ID NO: 60) duge diéu ché trong
dém chay HBS-EP (nidm trong khoang tir 90 nM dén 3,33 hoic 0,37nM, pha lodng 3
14n) dugc tiém vao bé mat duoc bit bdi mAb & tbe do dong 1a 30uL/phit. Su két
hop ctia CD22.mmH (SEQ ID NO: 50) d& khang thé don dong dugc bat dugc theo
ddi trong 5 phut va sy phan ly cia CD22.mmH trong dém chay HBS-EP dugc dimg
dé theo doi 10 phut. T4t ca thi nghiém dong nang lién két dugc thyc hién & 25°C.
Hing sb tbc d6 két hop dong ning (k,) va phan ly dong ning (kg) dugc xac dinh
bing cach khép vé6i biéu dd cam bién thoi gian thuc véi mo hinh lign két 1:1 st
dung phan mém khép dudng cong Scrubber 2.0c. Hing s6 cin bang phan ly lién két
(Kp) va thoi gian ban hiy phan ly (t%4) dugc tinh toan tir hing s6 toc d0 dong ning
nhu sau:

Kp (M) = kylk,, va t¥ (phat) = 0.693/k, /60

Théng sb dong nang lién két dbi v6i CD22 clia ngudi va khi dudi dai véi
mAb dugc tinh sach & 25°C dugc thé hién ¢ bang 10-12 duéi day.

Hing s phan ly can bang (gia tri Kp) ddi véi hCD28.mmH (SEQ ID NO:
54) mAb dic hiéu kép khang CD22xCD28 hoic mAb me héa tri hai khang CD28
(Xem bang 3 va 4 dbi v6i mAb14226P2) dwgc xac dinh sit dung bo cam bién sinh
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hoc plasmon bé mit thoi gian thuc st dung thiét bi Biacore T-200. B& mit cam bién
CM4 Biacore din xuét béi amin ghép cip voi khang thé khang Fc cta ngudi ciia
chudt don déng (REGN2567:HCVR/LCVR SEQ ID NO: 33/34) dé cip mAb dac
hiéu kép khang CD22xCD28 hodc mAb me khang CD28 dugc tinh sach (Xem &
trén). Nghién cuu lién két Biacore dugc thuc hién trong dém chl’xa 0,01M HEPES
pH 7,4, 0,15M NaCl, 3mM EDTA, 0,05% v/v Chét hoat dong bé mit P20 (dém
chay HBS-EP). Ndng d6 khac nhau ciia hCD28 v6i dubi hexahistidin myc.myc dau
C ("hexahistidin" dugc boc 16 & SEQ ID NO: 60) dugc diéu ché trong dém chay
HBS-EP (ndm trong khoang tir 600 nM dén 2,47 nM, pha lodng 3 14n) duoc tiém
vao bé mit duge bt boi mAb & téc d6 dong 1a 50pL/phit. Phan ly cia CD28.mmH
(SEQ ID NO: 54) dé khang thé don dong duogc bat dugc theo ddi trong 5 phit va sy
phéan ly ctia CD28.mmH trong dém chay HBS-EP dugc dung dé theo ddi 10 phiit.
T4t ca thi nghiém dong ning lién két dugc thuc hién & 25°C. H?ng s6 toc do két
hop (k) va phan ly (k) dugc xac dinh bing cach khép véi bidu dd cam bién thoi
gian thuc v6i mé hinh lién két 1:1 st dung phan mém khép dudng cong Scrubber
2.0c. Hing sb can bing phén ly lién két (Kp) va thoi gian ban huy phan ly (t'2) dugc
tinh toan tir hing sb tbc do dong ning nhu sau:

Kp (M) = kalka, va t¥ (phut) = 0,693/kq /60

Thong sb dong ning lién két ddi véi CD28 clia ngudi véi mAb dugce tinh

sach & 25°C dugc thé hién & bang 13 dudi day.

Béang 10: Pong nang lién két CD22.mmH ciia ngwdi vé6i mAb dic hiéu
kép khiang CD22xCD28 & 25°C

78/216

Lién
, két t1/

REGN# Bat ka

90nM kd KD |2
/Ab PID | I« Tén chung | mAb (1/Ms .

hCD22. | | (/s) | (M) |(ph
# RU) ) )

mmH : ut)

(RU)
REGNS5 | REGN583 | CD22xCD | 379,1 100.5 1,70E | 1,49 | 8,75 78
837 7-L3 28 mAb |24 ’ +05 |E-03 |E-09 |
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H4sH33 | H4sH3303 | CD22 358,3 1,95E | 1,48 | 7,60

037P2 | 7P2-L2 | mAb +2,0 1926 +05 | E-03 | E-09 78
REGN5 |REGN583 | CD22xCD | 475,3 2,11E [ 3,02 | 1,43 |38,
838 8-L4 28 mAb |53 267 +04 |E-04 |E-08 |2
H4sH33 | H4sH3304 | CD22 581,7 2,05E [ 1,93 [9,43 |59,
041P2 | 1P2-L2 | mAb +1,9 oL +04 | E-04 |E-09 |8

Bang 11: Dong nang lién két CD22.mmH (XP_005588899.1) cia khi véi
mADb dic hiéu kép khang CD22xCD28 & 25°C

Lién
, két
REGN#/ Bat ka t1/2
Tén 90nM kd KD
Ab PID | l« mAb (1/Ms (ph
chung REGN 1/s) | (M)
# RU) ) ut)
5280
RU)
H4sH330 | H4sH3303 | CD22 |423,8 1128 6,55E | 2,66E | 4,06E 43
37P2 7P2-1.2 mAb +3,6 ’ +04 -03 -08 ’
H4sH330 | H4sH3304 | CD22 | 500,9 130 6,83E | 2,91E | 4,26E 30.8
41P2 1P2-L.2 mAb +0,9 ’ +03 -04 | -08 ’
Bing 12: Pyng ning lién két CD22.mmH (EHH59463.1) cia khi véi
mADb dic hiéu kép khang CD22xCD28 & 25°C
Lién
, két
REGN#/ Bat ka t1/2
Tén 84nM kd KD
Ab PID | I« mAb (1/Ms (ph
chung REGN 1/s) | (M)
# RU) ) ut)
5281
RU)
H4sH330 | H4sH3303 | CD22 | 4264 1975 8,07E | 2,87E | 3,56E 40
37P2 7P2-L2 mAb + 1,6 ’ +04 -03 -08 ’
H4sH330 | H4sH3304 | CD22 |499,7 |10,9 6,59E | 3,90E | 5,92E | 29,6
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Bang 13: Dong ning lién két CD28.mmH ciia ngwdi v6i mAb dic hiéu

kép khang CD22xCD28 & 25°C

Lién
. két
REGN Bat ka t1/2
600nM kd KD
#/Ab l« Tén chung | mAb (1/Ms (ph
hCD28 1/s) | (M)
PID # (RU) ) ut)
mmH
RU)
REGN | REGN58 | CD22xCD | 1060,7 . 1,39E | 4,73 | 3,41 ”4
5837 37-L3 28 mAb +7,0 ’ +04 E-03 | E-07 ’
REGN | REGN58 | CD22xCD | 1289,2 70 1,23E | 4,96 | 4,04 )3
5838 38-14 28 mAb + 10,5 ’ +04 E-03 | E-07 ’
REGN | REGN57 564,5 + 1,31E | 4,80 | 3,65
CD28 mAb 88,4 2,4
5705 05-L2 52 +04 E-03 | E-07

Vi du 6 Do dic hidu lién két ca khang thé khang CD28 va khang thé dic
hiép kép khang CD22xCD28 vé6i dong té bao dich (Nalm6), dong té bao tac
dong (Jurkat), va té bao T va B ciia khi dudi dai sir dung may dém té bao theo
dong chay

Phén tich t& bao theo dong chay dugc ding dé x4c dinh sy lién két ctia khéng
thé ddc hiéu kép CD22xCD28 véi t& bao Nalmé6 biéu hién CD22 ciia ngudi va t€
bao Jurkat biéu hién CD28 ciia ngudi véi té bao T (CD28+) va B (CD22+) cua khi
dudi dai. Tém lai, 1 x 105 t& bao/giéng duge u trong 30 phiit & 4°C v6i phan pha
logng lién tuc ctia khang thé dic hiéu kép CD22xCD28 hodc H4sH15260P (khang
thé IgG4 cua ngudi ddi ching kiéu twong duong lién két khang nguyén clia nguoi
ma khong c6 phan tmg chéo vi CD28 hodc CD22 cua ngudi hodc cua khi), ndm
trong khoang tir 133 nM dén 61 pM dbi vdi té bao Jurkat va té bao Nalm6. PBMC
cta khi dudi dai duoc ¢ véi mot ndng d6 khang thé 12 67 nM. Sau khi 1, t€ bao dugc
rira hai 14n v&i PBS lanh chtra 1% FBS duoc loc va khang thé thit cip khéng ngudi
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duoc lién hop véi PE dugce thém vao té bao va duogc 1 thém 30 phut. Cbc tai khang
thé kiéu hinh bd sung (khang CD2, khang CD20, khang CD16, khdng CD14) dugc
thém vao giéng c6 PBCM ctia khi dudi dai. Giéng khong chira khang thé hodc chi
chira khang thé thr cip duoc st dung lam dbi chimg.

Sau khi 0 v6i khang thé thtr cép, té bao dugc rira, tai huyén phu trong 200 pL
PBS lanh chita 1% FBS dugc loc va duge phén tich bing may dém té bao theo dong
chay trén BD LSR_Fortessa. Té bao T cuia khi dudi dai dugc xac dinh la
CD2+/CD16- vi té bao B 1a CD20+. Gia tri ECsq dé lién két FACS dugc tinh toén
str dung phén tich hdi quy tuyén tinh 4 thong s§ & phén mém Prism.

Bang 14 thé hién dir lidu lién két clia khang thé dic hiéu kép CD22xCD28
v6i bé mit ciia dong t& bao bidu hién CD22 nhur dugc xac dinh bing k§ thuat dém té
bao theo dong chiy. Bang 14 ciing thé hién dit lidu lién két ciia khéng thé dic higu
kép CD22xCD28 v6i bé mit clia dong té bao biéu hién ngudi CD28 clia ngudi nhu
dugc x4c dinh bang k¥ thuat dém té bao theo dong chay.

REGNS5837 duoc lién két v6i té bao Nalmé c6 gia tri ECsy 1a 1,3E-08M.
REGN5838 duoc lién két véi té bao Nalmé 6 gié tri EC50 12 1,8E-08M. Khéng thé
dbi chimg kiéu tuong duong khong c6 kha ning lién két v6i dong té bao biéu hién
CD22. |

REGN5837 dugc lién két véi té bao Jurkat c6 gia tri ECsy 1a 2,1E-08M.
REGN5838 duoc lién két voi té& bao Jurkat c6 gié tri ECso 12 2,3E-08M. Khéng thé
d6i chimg kiéu trong duong khong c6 kha ning lién két v6i dong té bao biéu hién
CD28.

Bang 15 thé hién dir liéu lién két ctia khang thé ddc hiéu kép CD22xCD28
v6i bé mit cia té bao T va B clia khi du6i dai (ngudn gdc Campuchia) nhu dugc xac
dinh bing k§ thuat dém té bao theo dong chay.

REGN5837 lién két té biao B cua 12 trong s§ 12 va té bao T cta 11 trong sd
12 con khi dudi dai dugc thir nghiém. Lién két véi t€ bao B CD20+ nam trong
khoang tir 12,6 dén 30,3 14n so véi khang thé thir cép, trung binh 1a 15,7 lan. Lién
két v6i té bao T CD2+/CD16- nim trong khoang tir 1,2 dén 5,2 14n so véi khéng thé
thtr cAp, trung binh 1a 3,5 Ian. Lién két duong dugc x4c dinh 1a 16n hon 1,2 1an so
v6i khang thé thir cdp. REGN5838 lién két té bao B ciia 12 trong s6 12 va té bao T
clia 11 trong sb 12 con khi dudi dai duogc thir nghiém. Lién két véi té bao B CD20+
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nim trong khoang tir 6,5 dén 13,5 14n so véi khang thé thi cAp, trung binh 12 9,3 14n.

Lién két véi té bao T CD2+/CD16- nam trong khoang tir 1,2 dén 4,7 1an so véi
khang thé thit cdp, trung binh 13 3,8 13n. Lién két duong dugc xac dinh 12 16n hon
1,2 13n so v6i khang thé thir cip. Khang thé dbi chung kiéu twong duong khong c6

kha niing lién ket véi t€ bao T hodc B cua khi dudi dai,

Béng 14: Lién két va két qua lién két s6 1dn ting ddi véi thi nghi¢m dém

té¢ bao theo dong chiay trém dich dwoc thiét ké va té bao tic dong.

Khang thé PiD | Jurkat Jurkat Nalm6 Nalm6
FACS [M] Lan FACS |FACS [M] Lan FACS

REGN5837 2,1E-08 198 1,3E-08 12,2

REGN5838 2,3E-08 203 1,8E-08 11,7

D&i chung kifu | Khong lién két | 1 Khong lién két | 1

tuong duong

Bing 15: Két qua lién két s6 Ian ting ddi véi thi nghiém dém té bao theo

dong chay trén té bao T va té bao B ciia khi dudi dai (c6 ngudn goc

Campuchia)
Lién k&t t& bao B (s lan ting so v6i | Lién két t& bao T (s lan tang so véi
khang thé thi cép) khang thé tha cép)
Dbi Doi
chung chung
kiéu kiéu
REGNS583 | REGN583 | tuong REGNS583 | REGNS583 | twong
7 8 duong 7 8 duong
Khi
dudi
dail 22,4 12,2 1,3 4,3 4,3 1,2
Khi 28 13,4 1,1 5,2 3,9 1,2
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dudi

dai 2

Khi
dudi

dai3

22,5

13,5

5,2

4,7

Khi
dudi

dai 4

15,4

7,9

1,5

1,4

0,9

Khi
duoi

dais

13,2

7,4

2,9

2,8

1,1

Khi
duoi

dai 6

30,3

17

3,5

3,7

1,2

Khi
dudi

dai7

19,8

11,9

4,1

Khi
duoi

dai 8

10,6

6,5

1,2

3,5

1,2

Khi
duoi

dai 9

12,8

7,2

1,1

2,6

1,1

Khi
duoi

dai 10

16

10,2

1,4

3,5

3,8

1,1

Khi
duoi

dai 11

14,5

8,4

1,2

L5

1,4

Khi

duoi

12,6

7,5

1,2

1,2

0,8
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dai 12

Trung
binh 15,7 9,3 1,05 3,5 3,75 1,1

Vi dy 7 Kha ning lién két ciia khang thé khang CD28 va khing thé dic
hiéu kép khang CD22xCD28 véi té bao T CD4+ va té bao dich dwgce thiét ké si
dung ky thuéat dém té bao theo dong chay

Phan tich dém té bao theo dong chay duoc sit dung dé nghién ciru vé sy lién
két ctia khang thé ddc hiéu kép CD22 x CD28 (REGN5837; REGN5838) va khang
thé i chimg voi té bao tic dong bidu hién CD28 clia ngudi (€ bao T CD4" ctia
ngudi) va té bao dich biu hién CD22 cia ngudi (8¢ bao B 4m tinh
HEK293/hCD20/hCD22 va Raji/CD80 va CD86). Té bao HEK293/hCD20 bao gom
dong t& bao 4m tinh ddi v6i CD28 va CD22.

Té bao T CD4" clia ngudi dugc phan 14p tir té bao don nhan mau ngoai vi
ciia nguoi (PBMC) thu duge tir bao bach ciu cta vat cho khée manh. Phan 14p
PBMC duge thuc hién bang cach quay ly tAm gradien st dung bng SepMate™ 50
mL theo khuyén céo clia nha san xuat. Tom lai, 15 mL cua Ficoll-Paque PLUS
duoc tao 16p vao 6ng SepMate 50 mL, sau d6 thém 30 mL bach cau duoc pha loang
theo ty 1€ 1:2 v6i D-PBS+2% FBS. Bude tiép theo dugc thuc hién theo quy trinh
cta nha san xuit SepMate. Té bao T CD4" dugc phén lap tir PBMC st dung kit
Microbead CD4 tir Miltenyi Biotec theo hudng din cua nha san xuit. Té bao T
CD4"* duge dong lanh trong FBS chita 10% DMSO & ndng d0 1a 5 x 10° té bao trén
binh.

Té bao dich, bao gdm dong té bao HEK293va té bao B Raji dugc chudn bi
nhu sau.

Dong té bao HEK293 én dinh (ATCC, # CRL-1573) biéu hién axit amin
CD20 ctia ngudi (axit amin M1 dén P297 ¢6 sb dang ky NP_068769.2) dugc tai nap
v6i CD22 clia ngudi (axit amin M1 dén A847 c6 sb dang ky NP_001762.2). Té bao
CD22 cia nguoi duge phan lap bang k¥ thuat phan loai té bao dugc hoat héa huynh
quang (FACS) va tich dong don. Dong t6 bao tach dong thu duogc
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(HEK293/hCD20/hCD22 dong E4) duge duy tru trong DMEM + 10% + P/S/G +
NEAA dugc bd sung v6i 500 g/mL G418.

Té bao B Raji B (ATCC # CCL-86), biéu hién noi sinh CD20, CD22, Fc thu
thé gamma (FcOR), CD80 va CD86 trén bé mat té bao dugc bién doi di truyén bang
cach loai bd CD80 va CD86 st dung ky thuat CRIPSR. CD80 va CD86 1a phéi tir
{3 biét d6i véi CD28. Té bao 4m tinh Raji/CD80 va CD86 dugc thiét ké dugc duy
tri & RPMI + 10% FBS + penixillin + streptomyxin + glutamin dugc bb sung v6i
HEPES va natri pyruvat.

Té bao duge nhudém nhu sau.

Téom lai, t¢ bao T CD4+, t¢ Dbao 4am tinh HEK293/hCD20,
HEK293/hCD20/hCD22 va Raji/CD80 va CD86 dugc tai huyén phi trong dém
nhuém chira D-PBS+2% FBS. Té bao Raji dugc 1 v6i IgG cita chudt (nong do cudi
la 625mg/mL) dé phong bé thu thé Gamma Fc ndi sinh). Tom lai, & dia 96 giéng,
2x10° té bao/giéng dugce u trong 30-60 phat & 4°C véi phan pha lodng lién tiép cia
khang thé, ndm trong khoang tir 6,1pM dén 100nM. MAu ddi chimg am tinh khong
chira khang thé. Té bao dugc rira mot 1an v6i dém nhudm lanh va duge u trong 30-
45 phit véi Allophycoxyanin (APC) duge danh d4u khang thé tht cAp khang con
ngudi. Sau khi @, té bao dugce ria mot 1an v6i dém D-PBS lanh ma khong chira FBS
va dugc i véi ching té bao chét xanh c6 thé cb dinh LIVE/DEAD (Invitrogen) theo
huéng din clia nha san xuét dé phan biét gitra té bao séng va té bao chét. Sau do6 té
bao dugc ¢d dinh trong dém BD Cytofix theo hudng din cia nha san xuét, duoc ria,
t4i huyén phi trong dém nhudm, va dugc phén tich bang k¥ thuét dém té bao trén
may dém t& bao theo dong chay iQue Screener. Pé x4c dinh ECs, gia tri mat do
huynh quang trung binh hinh hoc (MFI) dugc phén tich bang cach st dung phuong
trinh logitic bén théng sb trén duong cong dép ing 9 diém st dung GraphPad Prism.

S6 1an tang lién két duge tinh toén theo phuong trinh sau:

S6 14n ting lién két = Gia tri MFI hinh hoc i da trong gi¢i han liéu dugc thir

°A

nghiém
Gi4 tri MFI hinh hoc co s¢ [0nM]
Kha ning lién két ctia khang thé dic hiéu kép CD22 x CD28 véi CD22 cua
nguoi va CD28 dugce danh gia trén té bao T CD4" clia ngudi so chp va té bao duoc
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thiét ké biu hién qua muc CD22 (HEK293/hCD20/hCD22) hodc ndi sinh (dm tinh
Raji/CD80 va CD86) bing ky thuat t& bao theo dong chay. Dong t€ bao 4m tinh
dugc ding 1am di ching (HEK293/hCD20). ’

Gi4 tri ECso/s6 14n ting lién két dwoc tom tit & Fig. 1 va Bang 16.

Bang 16: ECso va két qua s lan ting lién két tir thi nghiém dém té bao

theo dong chdy trén té bao T CD4* cita ngudi va té bao dich dwgc thiét ké:

Khang thé HEK293/hCD | HEK293/hCD | Am tinh |[Té bao T

20 20 Raji/CD80 va | CD4* clia
/hCD22 CD86 ngudi
ECso |S6 1an |ECso S6 |ECso |Sb1an|ECso |S6 lan
[M] |ting [M] lan | [M] ting |[M] | ting
lién két ting lién lién
lién két két
két |
REGN5837 |ND | 1,07 NC 16,44 | 9,76E- |38,35 |NC |9,25
09
REGN5838 ND | 1,11 1,14E- |34,90 | 1,49E- |81,74 |NC | 10,63
08 08
REGN5705 ND |1,11 ND 1,00 |[ND | 1,04 |413E |3748
-09

Péi  chung |[ND | 1,05 ND 1,11 |ND 1,07 |n/c 10,97

CD28  mot

nhénh |

Dbéi  chimg |[NC | 1,82 ND 1,15 |ND 1,08 |ND |1,11

kiéu  twong |

duong

Tir viét tit: NC = khong tinh dugc (duge bidu thi cho céc duong cong trong
d6 lien Két khong dat dugc d6 bdo hoa); ND = khong xidc dinh
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Béng 16. Gi4 tri ECs vA s6 lan ting lién két ciia khang thé so v6i t€ bao T
CD4" cia ngudi va dong t6 bao dugc thiét ké nhu HEK293/hCD20,
HEK?293/hCD20/hCD22 hoic t& bao B 4m tinh Raji/CD80 va CD86.

Nhu mong doi, khdong c6 khang thé CD28, khang thé me (REGN5705;
HCVR/LCVR SEQ ID NO: 35/36) hodc dang dic hiéu kép ciia n6 (REGN5837,
REGN5838 va déi chimg CD28 mt nhanh (SEQ ID NO: 48) dugc lién két véi té
bao HEK293/hCD20 am tinh. Lién két yéu, xip xi 1,8 14n & ndng do cao nhat, dugc
phat hién véi khang thé dbi chimg kiéu twong duong do lién két khong dac hiéu
(Fig. 1 va Bang 16).

Lién két ctia khang thé khang CD22 x khang CD28 dugc quan sat thdy &
HEK293/hCD20/hCD22, (16,44 1an dbi v6i REGN5837 va 34,9 lan ddi véi
REGNS5838 v6i ECso x4p xi 12 11,4nM) va trén té bao 4m tinh Raji/CD80 va CD86
(38,35 1an dbi véi REGN5837 véi ECso 12 xAp xi 9,76nM va 81,74 lan dbi véi
REGN5838 v6i ECs, 12 xAp xi 14,9nM). Khong phét hién su lién két dang ké nao
véi dbi chimg CD28 mot nhanh va d6i ching kiéu twong dwong (Fig. 1 va Bang 16).

Lién két ciia khang thé huéng dich CD28 cua ngudi duge phét hién trén té
bao T CD4" ciia ngudi so cdp. Khang thé CD28 me, REGN5705, dugc lién két
37,48 1in v&i ECso 12 xAp xi 4,13nM so véi gid tri co so, trong d6 khang thé dic
hiéu kép, REGN5837, REGN5838 va déi ching mot nhénh thé hién sy lién két 1an
lwot 12 9,25 14n, 10,63 14n va 10,97 14n. Nhu mong doi, d6i chimg kiéu tvong dwong
khong lién két véi té bao (Fig. 1 va Bang 16).

Vi du 8. Pong kich thich khang thé dic hiéu kép CD22xCD28 ting cuwong kha
niang gay doc té bao, hoat héa té bao T, va gidi thich cytokin bing khing thé
dic hiéu kép khang CD20xCD3

Su tang cuong CD22xCD28 vé viéc tiéu diét huéng dich CD20xCD3 dugc
danh gia trong thir nghiém gay doc té bao 96 gid hudéng dich té bao Raji dugc thiét
ké dé khong biéu hién CD80 va CD86 (Raji-80/86DKO). Tém lai, PBMC cua
ngudi duge dé trong moi truong RPMI huyén phu & 1x10° t& bao/mL va dugc 1 qua
dém & 37°C dé lam giau té bao bach huyét bing cach lam suy yéu dai thuc bao bam
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dinh, té bao sao va mot s6 t& bao bach ciu don nhan khac. Ngay sau do, té bao Raji-
80/86DKO dugc danh diu véi 1uM thudc nhudm theo dau huynh quang CFDA-SE
va PBMC duoc 1am yéu té bao bam dinh v6i 1uM thude nhudm theo déu huynh
quang CellTrace Violet. Té nao dich dugc danh ddu va PBMC (t€ bao tac dong/té
bao dich véi ty 1& 10:1) dugc ddng @ v6i phan pha lodng lién tuc cia CD20xCD3
khang thé ddc hidu kép, REGN1979, c¢6 mot nhanh chudi ning chira cia SEQ ID
NO: 42, nhénh chudi ning khac chira SEQ ID NO: 43 va chudi nhe cta SEQ ID
NO: 44), (khoang ndng do: tir 5 nM dén 0,64pM) va ndng do ¢b dinh cta phan tir
ddng kich thich CD22xCD28 REGN5837 hoic REGN5838, khang thé dic hiéu kép
CD28 dbi chimg 1 nhanh (REGNS5678), hoic dbi ching kiéu twong duong IgG4s
(H4sH10154P3, dbi chimg kiéu tuong duong ¢6 cip HCVR/LCVR cua SEQ ID
NO: 37/38) & 2,5ug/ml (16,7nM) trong 96 gio & 37°C. Té bao duoc thu hoach tir dia
va duge phan tich bing FACS trén FACS BD LSRFortessa-X20. D6i voi phén tich
FACS, té bao dugc nhudm véi thudc nhuém phéan tng Fixable Live/Dead Far Red
(Invitrogen). 20.000 diu dém dugc thém vao mdi giéng ngay trude phén tich FACS
va 10.000 diu duoc thu lai di v6i mdi mAu. P& d4nh gia tinh ddc higu cla viéc tiéu
diét, t& bao dugc gidm sat trén qudn thé duoc danh ddu CFDA-SE séng. Phén trim
quéan hé séng duoc ghi lai va st dung 2 tinh toén ty 18 séng sét.

Sy hoat hoa t& bao T duge danh gia bang cach 0 té bao vo6i khang thé dugc
lién hop truc tiép voi CD2, CD4, CD8, va CD25. Phén trim té bao CD8” biéu hién
CD25 dugc ghi nhan dé xac dinh sy hoat hoa té bao T. Ngoai ra, khi t€ bao T ting
sinh, CellTraceViolet dugc pha lodng, dan dén giam MFI nhu dugc xac dinh bdi
FACS. Do d4, su tang sinh cua té bao T duoc ghi lai khi c6 sy gidm MFI cla
CellTraceViolet trén té bao T CD8'. Gi4 tri ECso d6i v6i té bao Raji dich khong
biéu hién va lién két véi CD80 va CD86 sir dung phan tich hdi quy tuyén tinh 4
thong s6 & phan mém Prism.

Chait ndi bé mat tir tht nghiém nay dugc thu lai dé phén tich ham luong
cytokin. Néng d6 caa IL 17a, IFNy, TNFo, IL-10, IL-6, IL-4, va IL-2 dugc phan
tich st dung kit Cytometric Bead Array (CBA) theo hudng dAn cla nha san xut,
Ham luong cytokin dugc suy ra tir duong cong duge tbng hop boi tiéu chudn kit va
duoc ghi lai dudi dang pg/mL. Ham lowngj cytokin tdi da duoc tinh toan st dung
phan tich hdi quy tuyén tinh 4 thong sb & phan mém Prism.
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Két qua phan tich dé dénh gi4 kha ning cia khing thé dic hiéu kép khang
CD20xCD3 REGN1979 (xem & trén) d& 1am té€ bao T cua ngudi khong duge kich
thich thwe hién tiéu diét té bao dich bidu hién CD20 va CD22 két hop v6i khéng thé
CD22xCD28 hoic khang thé CD28 1 nhanh hogc khang thé ddi chimg kiéu tuong
duong dugc thr nghiém.

REGN1979 hoat hoa va dinh huéng t& bao T clia ngudi dé lam suy yéu té
bao Raji khong biéu hién CD80 va CD86 theo cach phu thudc vao lidu lugng. Viéc
bb sung ndng do cb dinh khang thé dic higu kép CD22xCD28 v6i REGN1979 lam
ting cudng hiéu qua gdy doc té bao (ECso) cia REGN1979 lén 3,5-6,4 lan so véi
REGNI1979 v6i khang thé CD28 1 nhanh hogc khang thé ddi chimg kicu tuong
duong (Bang 17).

Qua trinh ly giai té bao dich dugc quan sat thiy qua trung gian REGN1979
¢6 lién quan dén sy kich hoat va ting sinh té bao T, dugc do bang céch diéu hoa Ién
CD25 trén té bao CD8" hodc phan pha lodng thudc tim CellTrace tuong tmg. Viéc
bd sung ndéng dd cd dinh cua cac khang thé dic hiéu kép CD22xCD28 vao
REGN1979 da ting cudng hiéu lyc cia REGN1979 gdy hoat hoa va ting sinh té
bao T 14n lwot 12 2,1 dén 2,6 1an va 7,4-8,4 1an khi so sanh véi REGN1979 v6i
CD28 1 nhanh hoc khéng thé d6i chimg kiéu twong duong (Bang 17)

REGN1979 giy ra su gidi phong cytokin cua ngudi. Cytokin dugc giai
phong duge quan sat thdy véi REGN1979 két hop v6i khéng thé dic hiéu kép
CD22xCD28 duoc tang cudng khi 6 mit ndng dd cb dinh ciia phén tir dong kich
thich CD22xCD28 v6i ndng dd ¢b dinh ctia CD28 1 nhanh hogc khéng thé doi
ching kiéu twong duong (Bang 18).

Tém lai, sy ddng kich thich 1am ting tiém nang gy doc té bao hudng dich.
su hoat hoa té bao T, gidi phéng cytokin so véi tiém ning dugc quan sét thiy véi
CD20xCD3 két hop v6i khang thé dbi chimg.

Bing 17: Gia tri ECs, @6i véi sw giy doc té bao va hoat héa té bao T (gia

tri trung binh ciia 3 thi nghi¢m)
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Phan chia té bao

Khang th® | Tiéu diét té bao (CD8"/CD25") bao CD8)

Hoat héa t& bao T |(CellTrace MFI cua té

T
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S6 lan gip S6 lan gip S6 1an gap
ECs ECsy soO ECso soO ECs, so véi
M] v6ilgGas | ECso [M] | v6ilgG4s | ECso [M] | IgG4s
1,48E-
REGN5837 | 10 3,5 1,58E-11 | 2,1 4,81E-12 |74
8,12E-
REGN5838 | 11 6,4 1,28E-11 | 2,6 4,23E-12 | 8,4
CD28 6,37E- .
nhanh 10 0,8 3,46E-11 | 1,0 3,03E-11 | 1,2
5,22E-
IgG4s Iso 10 1,0 3,32E-11 | 1,0 3,55E-11 | 1,0
Bang 18: Giai phéng cytokin (pg/ml)
CD28 IgG4s
REGN5837 | REGN5838 | nhanh Iso
IL-4 46 50 33 29
IL-6 907 810 248 283
IL-2 531 270 36 39
IL-10 1917 2555 739 375
TNFa 277 339 100 66
IFNg 1847 1956 267 160
IL-17A 154 172 41 35

Vi du 9: Thir nghiém sinh hoc d6i véi khang thé dic hi¢u kép CD22

Viéc hoat héa té bao T dat duogc béng cach kich thich thy thé cia té bao T (TCR)

nhén dién peptit ddc hidu trinh dién boi protein phirc h¢ twong hop mo chinh loai I
hodc II (MHCI hodc MHCII) trén t€ bao trinh dién khang nguyén (APC) (Goldrath
et al. 1999). TCR duoc hoat héa, dén lugt, bt dAu dong thac su kién tin hiéu c6 thé

duoc theo ddi boi gen bao cdo duge dicu khién bdi cac yéu to phién ma khac nhau

nhu, chét hoat héa protein 1 (AP-1), yéu t6 nhan cta t& bao T dugc kich hoat

(NFAT) hoac yéu té nhan chit ting cuong chudi nhe kappa cuia té bao B hoat hoa

(NFOB). Phan tng cua té bao T sau d6 dugc tinh chinh thém thong qua su khép cia
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céc ddng thy thé dugc bidu hién thanh phin hogc cim tng trén t€ bao T, ching han
nhu CD28, CTLA-4 (Protein lién két t& bao T gay doc té bao 4), PD-1 (t€ bao chét
theo chwong trinh protein 1), LAG-3 (gen hoat hoa té bao lympho 3) hodc cac phan
tir khac (Sharpe et al. 2002). Phan ti ddng kich thich, CD28, dugc hoat héa bai
phéi tir ndi sinh ctia n6, CD80 hogc CD86 dwoc bieu hién trén APC. CD28 lam ting
tin hiéu té bao nhu cac dudong dugc d6i chimg béi yéu t6 phién ma NF«kB sau qua
rinh hoat héa TCR. Pdng tin hiéu CD28 1a rét quan trong dé hoat héa té bao T mot
cach hiéu qua nhu biét héa, ting sinh té bao T, giai phong cytokin va gy chét té
bao (Smeets et al. 2012).

Khéng thé dic hiéu kép CD22xCD28 dugc xac dinh déc tinh trong thw
nghiém sinh hoc chét bao céo trén co s& luciferaza va thir nghiém chiic ndng IL-2
sit dung t& bao T CD4" clia ngudi so cép.

Thit nehiém chat bdo cdo trén co s& Luciferaza:

Thir nghiém chit béo céo trén co s& luciferaza té€ bao T/APC (té bao trinh
dién khang nguyén) dugc phat trién dé danh gia tic dong clia sy hoat hoa CD28 db6i
v6i hoat tinh NFOB khi khép véi khang thé dic hiéu kép khang CD28 x khang
CD22.

Thiét ké té bao T bdo cdo:

Dong té bao T bao cdo don dong duoc thiét ké bang cach chuyén nap té bao
T Jurkat bét tit (ATCC # TIB-152) véi chét bao céo lentivirut NFOB-Luciferaza
(NFOB-Luc) (tr Qiagen) theo huéng dan ctia nha san xuit. Dong béo céo tach dong
(dong Jurkat/NFOB-Luc 1C11) duge duy tri trong RPMI + 10% FBS + penixillin +
streptomyxin + glutamin dugc bd sung véi 1pg/mL puromyxin.

Thiét ké APC:

Dong t& bao HEK293 én dinh (ATCC, # CRL-1573) biéu hién axit amin
CD20 clia ngudi (axit amin M1 dén P297 ¢6 s6 ding ky NP_068769.2) dugc tai nap
v6i CD22 ciia ngudi (axit amin M1 dén A847 c6 sb dang ky NP_001762.2). Té bao

CD22 ctia nguoi duge phan 14p béng k¥ thuat phén loai té bao dugc hoat hoéa huynh
quang (FACS) va tach dong don. Dong t€ bao tich dong thu duoc
(HEK293/hCD20/hCD22 dong E4) duge duy trd trong DMEM + 10% + P/S/G +
NEAA dugc bd sung véi 500pg/mL G418.
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Té bao B Raji B (ATCC # CCL-86), biéu hién noi sinh CD20, CD22, Fc thu
thé gamma (FcOR), CD80 va CD86 trén bé mit té bao dugc bién dbi di truyén bang
céch loai bd CD80 va CD86 str dung k§y thuat CRIPSR. CD80 va CD86 1a phdi tir
da bit ddi v6i CD28. Té bao am tinh Raji/CD80 va CD86 dugc thiét ké dwgc duy
tri & RPMI + 10% FBS + penixillin + streptomyxin + glutamin dugc bd sung véi
HEPES va natri pyruvat.

Kich thich té bao T/APC:

Trong thi nghiém nay, t& bao T bao cao dugc thiét ké dugc kich thic thong
qua hai khéng thé ddc hiéu kép. Su kich thich tht nhét dugc tao ra béi khang thé
dic hiéu kép REGN2281 hoat hoéa té bao T, khing thé khang CD20 X khéang CD3
v6i mot nhanh chudi nang chira SEQ ID NO: 39, mot nhanh chudi ning chira SEQ
ID NO: 40 va nhanh chudi nhe chira SEQ ID NO: 41), phén tir huéng dich CD3 trén
t& bao T béo cdo dugc thiét ké va CD20 trén té bao HEK293 hojc trén té bao B 4m
tinh Raji/CD80 va CD86. Su kich thich dAu tién bé qua nhu cau hoat hoa TCR bing
phéi tir tw nhién ciia ching, 12 peptit cu thé hién thj trén phén t¢ MHC. Su kich
thich thtt hai 12 do khang thé dic hiéu kép CD28 (titc la, khang thé dic hiéu kép
khang CD28 x khang CD22). Khang thé nay bét chudc sy hoat héa CD28 trén té
bao T bsi phéi tir ciia né, CD80/CD86, dugc biéu hién trén APC. Tuong tac cta nd
véi CD28 trén té bao T va CD22 trén té bao HEK293 hogc trén té bao B am tinh
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Raji/CD80 va CD86 va giy ra sy hoat héa CD28 trén té bao T bio céo duge thiét ké.

Su kich thich TCR va hoat héa CD28 din dén lam ting kha ning phién ma cla
NF OB, ma lam ting kha ning lugng gen bdo céo, luciferaza.

Thiét lgp thik nghiém luciferaza:

RPMI1640 duogc bd sung véi 10% FBS va P/S/Gduogc sit dung lam moéi
truong th nghiém @ didu ché huyén phu té bao va phan pha loing khang thé dé
sang loc khang thé dc hiéu kép khéang CD22 x khang CD28.

Ngay trude khi sang loc, té bao T bdo céo dugc thiét ké dugc nudi cay dén
ham lugng 0,5 x 10° t& bao/mL trong moi trudng nudi cdy té bao. Khang thé dic
hiéu kép khang CD28 x khéng CD22 dugc pha lodng lién tuc theo ty 1¢ 1:3 va dbi
chimg duoc thit nghiém khi c6 mit luong hing dinh 200pM REGN2281 (khéng
CD20 x khang CD3, xem & trén) hodc REGN1945 (ddi chimg kiéu twong duong
hIgG4 ¢6 cip HCVR/LCVR cita SEQ ID NO: 45/46). Phan pha loang 10 diém nim
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trong khoadng tr 15 pM dén 100 nM vé6i phin pha lodng cudi ciing khong chira
khang thé CD28.

Céc chét phan umg dugc thém vao theo tht ty sau: 1) Nbng d6 ¢ dinh cua
200pM REGN2281 (khdng CD20 x khang CD3, xem ¢ trén) hodc REGN1945 (dbi
chimg kiéu twong duong hlgG4, xem & trén) cubi ciing dugc thém vao mdi giéng
trong dfa d4y tron tring 96 giéng; 2) t& bao HEK293 dugc tai huyén phi dén 4 x 10°
té bao/mL (ndng d6 t& bao cubi cling 1 x 10* t& bao/giéng) hoic t€ bao B 4m tinh
Raji/CD80 va CD86 dén 2 x 10° té bao/mL (ndng dd té bao cudi cing 5 x 10* t&
bao/giéng) dugc thém vao dia twong tmg; 3) Khang thé dugc pha loing lién tuc
duoc thém vao giéng tuong ting; 4) Té bao T bao céo dwoc nudi cay qua dém dugce
t4i huyén phit dén 2 x 10%/mlL va dugc thém vao dia véi ndng do cubi cling 5 x 10*
t& bao/giéng. Cac dia dugc 1 trong 4-6 gity & 37°C/5% CO,, trude khi thém 1000L
chét phan tng ONE-Glo™ (Promega) dé ly giai té bao va phét hién hoat tinh cia
luciferaza. Anh séng phat ra duoc ghi lai theo don vi 4nh séng twong d6i (RLU) trén
ddu may doc dia nhiéu nhin Envision (PerkinElmer). T4t ca phéan pha loai duoc thit
nghiém hai I4n.

Gi4 tri ECs, cua khang thé duoc x4c dinh bang cach khép dit liéu véi phuong
trinh logarit bdn thong sd trén dudng cong dap tmg lidu 10 diém st dung phan mém

GraphPad Prism™. S 14n cam tng ting 1én duge tinh toan theo phuong trinh sau:

Gi4 tri RLU trung binh tdi da ndm trong khodng lidu duoc thir nghiém

S61an cam tmg=
Gié tri RLU trung binh co s& [OnM]

Thit nghiém chittc ning IL-2 sit dung t& bao T CD4" clia ngudi so cAp:

Thir nghiém chirc ning t& bao T CD4"/APC duogc phét trién dé dénh gia su
hoat héa CD28 déi véi su san xuét IL-2 khi khop véi khang thé ddc hiéu kép khang
khang CD22 xCD28.

Phén lap té bao T CD4+ so cdp clia nguwoi:

Té bao don nhin méau ngoai vi cua ngudi (PBMC) dugc phén 1ap tir bao
bach cdu cta vat cho khoe manh. Phan 1ap PBMC dugc thyc hién béng cach quay ly
tam gradien st dung dng SepMate™ 50 mL theo khuyén c4o ctia nha san xuit’ Tém

lai, 15 mL cua FicollPaque PLUS dugc tao 16p vao éng SepMate 50 mL, sau d6
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thém 30 mL bach cdu duoc pha lodng theo ty 1& 1:2 v6i D-PBS+2% FBS. Budc tiép
theo dugc thuc hién theo quy trinh clia nha san xuét SepMate. Té bao T CD4" duoc
phan lap tir PBMC st dung kit Microbead CD4 tir Miltenyi Biotec theo hudéng dan
ciia nha san xudt’ Té bao T CD4" dugc dong lanh trong FBS chira 10% DMSO &
ndng do 12 5 x 10° té bao trén binh.

Gidi phong IL-2 tir t6 bao T CD4* duoc xit I v6i khdng thé CD28:

Trong thir nghiém nay, t6 bao T CD4+ so cap duge hoat hoa théng qua lién
két chéo ctia CD3 trén bé mit ciia ching sur dung khéang thé diac hiéu kép khang
CD20 x khéng CD3 (REGN2281, xem & trén) két hop véi t€ bao HEK293 dugc
thiét k& d& bidu hién té boa Raji biéu hién CD20 clia ngudi hode vdi té bao Raji biéu
hién CD20 ndi sinh, trong d6 CD80 va CD86 duoc 1am im lang st dung k¥ thuét
CRISPR (& bao am tinh Raji/CD80 va CD86). Lién két cta nhanh CD20 cua
REGN2281 v6i t& bao bidu hién CD20 gay ra sy két cum cta thy thé CD3, tao ra
tinh hiéu tha nhét cin cho viéc kich thich té bao T. Quan trong 13, trong mot $6
truong hop, su ddng nudi ciy cta bach cAu so clp v6i t& bao khac biét v& di truyén
d3n dén su khong tuong hop otia cc quyét dinh alen va dén dén hoat héa té bao T.
Pidu niy c6 thé tao ra kich thich so cp di khi khong thém ngoai sinh khang thé dic
hidu kép khang CD20 x khang CD3. Bét ké c¢6 kich thich so cép hay khong, dé phat
hién su giai phong IL-2 ¢ thé x4ac dinh sb luong, ma co thé duoc tao ra b%ng phan
tr CD28 lién két chéo, 1a cAn thiét. O day, khang thé CD28 ddc hiéu kép (nkc I,
khang thé dic hiéu kép khang CD28 x khang CD22) tuong tac véi CD28 trén té bao
T CD4+ va CD22 trén té bio HEK293/hCD20 hodc té bao am tinh RAJI/CD80 va
CD86 va gly ra sy hoat hoa két cum cua CD28. Su khép TCR va CD28 két hop dan
dén tang san xudt IL-2 dugc giai phong vao moi truong nudi ciy té bao. IL-2 dugce
phét hién va dinh lwong tir chét ndi bé mit té bao s dung kit Alphalisa tl
PerkinElmer ddng nhét, khong rira.

Té bao T CD4+ dugc phan 1ap va 1am dong lanh trude d6 dugc rda dong vao
ngdy thir nghiém trong moi trudng kich thich (mo6i trudng nudi cy té bao X-VIVO
15 duogc bd sung v6i 10% FBS, HEPES, NaPyr, NEAA, va 0,01 mM BME chira 50
U/ml benzonaza nucleaza). Té bao duge ly tdm & 1200 rpm trong 10 phut, dugc tai
huyén phtt trong moi truong kich thich va duge dé vao dia d4y tron 96 giéng & ndng
d6 1 x 10° t& bao/giéng. Té bao HEK293 duge thiét ké dé bieu hién CD20 cta ngudi
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mdt minh hodc két hop véi CD22 clia ngudi, duge xur 1y véi 15 pg/mL Mitomyxin
C trong méi truong kich thich so cép & ndng do 10 x 10 t& bao/mL. Té bao am tinh
Raji/CD80 va CD86 dugc xit ly v6i 20 pg/mL Mitomyxin C trong moi truong kich
thich so cAp & ndng do 10 x 10° t& bao/mL. Sau khi 1 trong 1 gio & 37°C, 5% CO,,
HEK?293 va té bao Raji dugc rira ba 1an v&i D-PBS chtra 2% FBS va dugc thém vao
giéng chira té bao T CD4+ & nong do cubi cing 1 1 x 10* té bao trén giéng t€ bao
HEK293 hoic 5 x 10* t& bao trén giéng ddi vdi t€ bao am tinh Raji/CD80 va CD86.
Sau d6, khang thé dic hiéu kép khang CD28 x khang CD22 hogc khang thé dbi
chimg, ndm trong khoang tir 15pM dén 100nM, duoc thém vao giéng khi c6 mit
2nM REGN2281 (khang CD20 x khang CD3) hodic REGN1945 (d6i chung kiéu
twong duong hIgG4 4m tinh, xem & trén). Diém cubi cia phan pha lodng 10 diém 13
khong c6 khang thd CD28. Sau khi dia duoc 0 trong 72 giv & 37°C, 5% CO, chiung
duge ly tam thanh vién té bao va 40 pL chét ndi bé mat mdi trudng dugc thu thép.
Tir d6, 5 pL dugc thit nghiém trong phén tich AlphalISA IL-2 cla nguoi theo quy
trinh clia nha san xuit. Cac phép do dugc thu thap trén diu doc tAm nhiéu nhin
Envision va gié tri RFU tho (don vi huynh quang tuwong dbi) dugc v& biéu d. Tét ca
phﬁn pha loai dugc thir nghiém hai lan.

Gi4 tri ECs, ctia khang thé dugc x4c dinh bang cach khdp dit liéu v6i phuong
trinh logarit bon thong s6 trén duong cong dap tmg lidu 10 diém st dung phén mém

GraphPad Prism ™. S6 14n cam tng ting 1én dugc tinh todn phuong trinh sau:

SO lan cam Ung =

Gi4 tri RFU trung binh co s¢ [OnM]

Két qua, tom tit va két ludn:

Thir nehiém chdt bdo cdo trén co s¢ Luciferaza:

Kha ning cua khang thé dic hiéu kép khang CD22 x khéang CD28 tao ra sy
déng kich thich thdong qua CD28 trén té bao T khi véng mit hoac c6 mit su biéu
hién dich CD22 dugc danh gid trong thir nghiém sinh hoc trén co s¢ chét bao cdo st
dung hoat tinh luciferaza lam két qua doc ra.

Pudng cong hoat héa dugc thé hién & Fig. 2 (A va B), ECs, va gi tri s6 lan
cam Ung ting 1én dugc tém tit & Bang 19 va 20 dbi véi té bao T bao céo duge thiét

ké dugc ddng 0 v6i té bao HEK293/hCD20 hozc HEK293/hCD20/hCD22 dugc bd
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sung 200pM REGN1945 (d6i chimg kiéu twong duong hlgG4) hodc REGN2281
(khang CD20 x khang CD3).

Khi té bao T bio céo va APC c6 ngudn gbc HEK293 dugce xir 1y v6i 200pM
REGN1945, khong khéng thé nao trong sé khang thé dac hiéu kép CD28 thé hién
sy tdng hoat tinh luciferaza khi véng mat su kich thich TCR, bat ké c6 st dung dong
HEK?293 trong thir nghiém hay khong. Su hoat hoa luciferaza ting lén chi duogc
quan sit thdy & khang thé CD28 me (REGN5705) v6i t€ bao HEK293/hCD20
(2,18x) v t& bao HEK293/hCD20/hCD22 (2,05x). Khéng thé CD28 mét nhanh va
dbi chimg kiéu twong duong khong lam ting dép Gng luciferaza & thiét 1ap nay
(Bang 19 va Fig. 2).

Khi t& bao T bao céo va APC ¢ ngudn gbc HEK293 dugc xir ly véi 200pM
REGN2281, c4 hai khang thé dic hiéu kép khang khang CD22 x CD28 (REGN5837
va REGN5838) déu dem lai hoat tinh luciferaza manh véi té bao HEK293 biéu hién
CD22, dugc chi ra boi sy ting ECsg va gid tri s6 14n cam ung ting l1én. Khang thé
d6i chimg CD28 mot nhanh va khing th CD28 me (REGN5705; xem
HCVR/LCVR SEQ ID NO: 35/36) thé hién hoat tinh tuong t trén dong HEK293.
Khang thé ddi ching kiéu twong duong khong lam ting dap ung luciferaza ¢ thiét
1ap nay (Bang 20 va Fig. 2).

Khi té bao T béo cdo va té bao am tinh Raji/CD80 va CD86 dugc xtt 1y v6i
200pM REGN1945, ca khang thé dic hiéu kép khang khang CD22 xCD28
(REGN5837 va REGNS5838) va khang thé CD28 me gay ra hoat tinh luciferaza,
trong khi khang thé déi chimg CD28 mét nhanh va ddi ching kieu twong duong
khong thé hién hoat tinh (Bang 19 va Fig. 2).

Khi té bao T béo céo va t& bao 4m tinh Raji/CD80 va CD86 dugc xir ly véi
200pM REGN2281, tit ca khang thé dic hiu kép CD28 (REGN5837 va
REGN5838) va khang thé déi ching CD28 mot nhanh, bao gdm khang thé CD28
me, giy ra hoat tinh luciferaza. Gié tri ECsg chi ¢6 thé dugc x4c dinh d6i voi khang

thé khang CD22 x khang CD28 va khang thé CD28 me nhung khong duge duge

xé4c dinh dbi v6i dbi chimg CD28 mdt nhanh do khong dat dugc ham luong bdo hoa.

Khong su hoat hoa ndo dugce phét hién dbi v6i dbi chung kiéu tuong duong (Bang
20 va Fig. 2).
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Thit nghiém chitc ning IL-2 sit dung té bao T CD4" clia ngudi so cAp:
Kha nang cua khang thé dic hidu kép khang CD22 x khang CD28 tao ra sy
d%)ng kich thich thong qua CD28 trén té bao T khi véng mat hodc c6 mat su biéu

hién dich CD22 dugc dénh gi4 trong thir nghiém té bao T CD4" so cép chic ning
x4c dinh su san xuét IL-2 cytokin.

Puong cong hoat héa duge thé hién & Fig. 3 (A va B), ECso va gid tri s6 lan
cam Ung tang lén dugc tom tét & Bang 21 dbi véi té bao T CD4+ dugc ddng 0 véi té
bao HEK293/hCD20, HEK293/hCD20/hCD22, hodc té bao 4m tinh Raji/CD80 va
CD86 khi ¢6 mit 2nM REGN1945 (dbi ching kiéu twong duong hIgG4) hodc
REGN2281 (khang CD20 x khang CD3) khong thay doi.

Su giai phong IL-2 khong xé4c dinh duge dugc quan sat thdy & giéng chira té
bao HEK293/hCD20 hoic HEK293/hCD20/CD22 v6i lugng REGN1945 khong
thay di, do khong c6 du sy kich thich té bao T di sinh (Fig. 3). Tuy nhién, sur giai
phong IL-2 dugc phat hién & giéng chira té bao Am tinh Raji/CD80 va CD86 v&i
lugng REGN1945 khéng thay dbi, do dép tmg di sinh déng ké tao ra dii su kich
thich so cip, tham chi khi khong c6 su két cum CD3 qua trung gian khang thé (Fig.
3 va Bang 21).

Ham lugng IL-2 ¢6 thé xac dinh duwgc x4c dinh & mAu chia té bao
HEK293/hCD20 hoic HEK293/hCD20/CD22 khi thém 2nM ndéng 46 REGN2281
khong thay ddi va CD28 mab me (REGN5705, xem & trén). Trai ngugce voi CD28
mAb héa tri hai, su giai phong IL2 khong ting manh khi thém mAb ddc hiéu kép
khang CD22 x khéang CD28 vio giéng chira té bao HEK293/hCD20 va REGN2281.
Chi khi c6 mit t& bao HEK293/hCD20/CD22 va REGN2281 ma mAb dac hi¢u kep
khang CD22 x khang CD28 lam ting dang ké su giai phong IL-2 (Fig. 3 va Bang
22).

Céc bang 19-22 dugc néu dudi day.

Bang 19 thé hién gi4 tri ECs, theo c0t, gia tri t81 da va gié tri s6 14n cam tng
tang ctia hoat tinh luciferaza trong t6 bao T dugc thiét ké dwoc dong u véi
HEK293/hCD20, HEK293/hCD20/hCD22 hodc té bao 4m tinh RAJI/CD80 va
CD86 va 200pM REGN1945 (i chimg kiéu twong duong) khong thay doi.

Bang 20 thé hién gia tri ECs, theo cdt, gia tri tbi da va gié tri s6 1an cam tng
tang cuia hoat tinh luciferaza trong t€ bao T duoc thiét ké duogc dong U véi
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HEK293/hCD20, HEK293/hCD20/hCD22 hodc té bao 4m tinh Raji/CD80 va CD86
va 200pM REGN2281 (khang CD20 x khang CD3) khong thay doi.

Bang 21 thé hién gi4 tri ECs theo cdt, gid tri tdi da va gié tri s6 14n cam ung
tang ctia sy giai phong IL-2 trong té bao T CD4" dugc dong & voi HEK293/hCD20,
HEK?293/hCD20/hCD22, hodc té bio am tinh RAJI/CD80 va CD86 va 2nM
REGN1945 (d6i chimg kidu twong duong) khong thay doi.

Bang 22 thé hién gi trj ECso theo cot, gi4 tri ti da va gid tri s6 lan cam (ng
tang cua sy gidi phong IL-2 trong t& bao T CD4" dugc thiét ké dugc dong 1 véi
HEK293/hCD20, HEK293/hCD20/hCD22, hodc t bao am tinh Raji/CD80 va
CD86 va 2nM REGN2281 ((khang CD20 x khang CD3) khdng thay dbi.

98



99/216

48587

66
quip oX JUQUy = (N 81 1A O L

Suonp
| 3uom ngry
144! vO°T | aNn| 091z1 ¥0°1 AN | 08111 ¥0°1 dN | Sunyp  19@
queyu
0TLEL S0°1 aN| 088zl SO°T AN | 00LTT 00°T dN | 30w 8zdD

60
081€€ LST| 60-d88°L| 090ST S0°C| 60-dSY'8 | 086¥C 8I°CT| -HET9 | SOLSNOTA
0059C 90°C| 60-dSST| 08¥CI SO°T AN | 08611 ¥0°1 dN | 8€8SNOTA
02091 62T | 60-499°T | 08TEI I1°1 AN | 09811 10T AN | LESSNOHA

3ug) 3ugy Supy)

Sun wed ep | un weo ©ep 10} Sun wed Al

epror T | vel 95| DAIODE |0 T | wel 95| [WI%Dd| NTI Ul 98 05DH
98D A 08aD/Hey yun wy TLADY/0TADU/E6TIAH 0ZADW/E6TIAH | W Sued]

:(Suonp Suony ngny Sunyod 19p) SPEINOAY WA00T 194 VDL UIW Yo Ais

05 SuouP| 1P| 9Y 191} 20N 08D 0B I, 0¥q ) 0 BZEISJON] Yuy) 160y eNd Sur) Sun wred ugy 9s gA ex 193 SO L ¥1D 61 Suey



100/216

48587

001

“yuip ogx SuQyy = AN

‘(e0y 0Bq Op 90N 1Ep Sugyy Sun dep ugr op Suon Suoo Suenp ogd oY Yy NYIq 06Np) 0ONP YUR SUQYY = DN 18} IPIA AL

Suonp
0 Suom ngny
0¥SSLI 0T dN | 0¥6£01 80°1 an| sszie 60°T dN | Sunyo  19@
0 qupqu
0TTTY9 9%y ON| 0+887C 78°C| 80-d6T1| 9S¥SY 95°¢ ON | 30w 87D
| 0 01
07.89S SI'v | OT-HEEY | 00EILT 90T | T1-dLL| 8980% §S'c|  -HE9T | SOLSNOTU
0
0¥9STLI TO'TT | 60-HEET | 0TLY6E €Sy | 60-H68°T | 8€9ST §9°1 ON | 8€8SNDTY
0
0T8¥SL 9%y | 60-dEV'T | 0TT66L 9% | OI-A¥¥9| ¥10ST 0F°T ON | LESSNOTA
Suy) 3ug) 3ug)
Sun wrgd ep | Sun weos ep 10} | Sun weo [T
ep1Id VT |uel oS | DANIOF | Iv T | wel 95| DNI%Dd| QT U8l 9S 0SDH
98D A 08@D/iey yup wy TLaDU/0TADW/E6TITH 0ZADY/S6TIIAH | W Sueyy]

:(€@DOP X 0ZADP) ISTINOTI INA00T 194 DL Y21

Yoy AiS 09 1Y 9Y] JOIY) JEW 0¥ 0¥q [, 0¥q 9} O BZEIJION] Yuy) Jéoy enod Sug) Sun wgd ugy 9s gA ep 103 OF L0 ¥1D :07 3ueq




101/216

48587

101

"quip ogx SuQyy|
_ (N £(eQy 0eq ¢p oonp yep Suguy Sun dgp ugy op Suon Suoo Sugnp 9o oY iy NYIq HONP) SONP Yup JUQYY = DN I8} 1A AL
YO+AIST 00°T €0+dL81 LY'T €0+H6T°C 61°1
, Suonp Suom
aN aN dN | 9y Sunyo 1od
YO+ESEY €V'C €0+HLTT 161 €0+H9LT TET queyu
ON aN dN | 1w 87D
YO+ES6 Y 96°¢ €0+dS6°C L1 €0+H6C°C 111
OT-dIT'T aN aN SOLSNOTI
Y0-+d8€°S So°¢ €0+d68°1 00°T €0+d2TT VTl
01-dETY aN aN 8E€3SNOTY
pO-+H819 LO°S CO+aYLT 00°T €0+d10°C LOT
I1-91€°9 daN daN LESSNOTI
Supy
Sug) Sun ep | Sun weo ep| Sug) Sun [T
eproy N4 |weo wgp 05 | [NI1oOH [ 190 NAd|ugr 0S| [NIDH | 191 Ndd | Weo Ugl 98 0sDH
98D ®&A 08@D/iey yun wy T0ADY/0TADW/E6TITH 0ZADY/S6TIHH U} Supyd|

"(3uonp 3won) ngny 3unyYd 19p) SHEINDIA
JAUZ ¥EW 03 1 ,pdD L 0¥q 9 1 7-TI Suoyd 1813 sis eno Sugy Sun wed ugl 9s €A €p 19} O i Y1 (T Bueq




102/216

48587

0l

"quip oeX FuQyy

_ (N {(ey oq ép 26np 1ep Sugupy Sun dep gl op Suon Suod Suonp ogo 0YY iy NYIQ HOnP) AOnp Yy FUGH = DN g IPIA 1L

YO+AYSY 00°1 €0+d0C°€ 00°1 €0+d2TT Tl
Suonp Suom
aN aN dN | ngD) Sunyo 19@

SO+A6LT Svy v0+d68°1 89 vO+d66°€ | SY61
ON ON ON | yuequ 0w gzdD

SO+d6v'T S1°9 vO+APLS | ¥TTE v0+d689 | 08°0€
11-9d15Y 60-HLOY 60-HETC SOLSNOTY

SO+AYST T€9 pO+dE9’6 | EL°ES YO-+ATET 789
11-£6°8 01-H58°9 ON 8E3SNOTA

S0+d0v°C I1°S SO+HI0T 19°6S y0+HIC 1 89y
11-499% 01-dSET ON LESSNOHI

3uyy

Supy 3un

ep Sug) Sun ep | Sun wed ep wed

10 49 | weoug; 05| [Wlosod |10 nAd|uwel 95| [ANI0SOHA |10  NA¥ | U8l 9S A 0504

98D &A 08aD/Hey qup wy TLADU/0TADW/E6TITH 0ZADW/E6TIAH 1) Supyy|
(€AO® X 07AIW)

SPEINOM TAUZ 18U 09 I ,pdD L 08q 91 1 7-TI Suoyd 1v13 dis eno Sug) Sun wed ugl 9s gA €p 103 DT Ln g1y 77 Sueq




48587 103/216

Vi du 10: Anh hudng ciia t& hop khang thé khang CD22 X khing CD28
cong véi Cemiplimab dbi véi sw gidi phong IL-2 tir té bao dwgc thiét ké biéu
hién PD-L1

Nguyén liéu va phwong phap
Thiét ké APC:
Té bao RAJI

RAJI 12 dong t& bao lympho B dugc phan lap tir nam gi6i 11 tudi trong
(ATCC® CCL-86™). RAJI dugc duy tri trong RPMI + 10%FBS + P/S/G + NaPyr
+ HEPES.

Am tinh RAJI CD80 va CD86

Su bidu hién cia CD80 va CD86 & té bao RAII dwgc loai bo sit dung hé
CRISPR/Cas9.

Dong NALM6 G5

Dong NALMSG 1a dong té bao bach cAu nguyén bao lympho cép tinh (ALL)
dugc phan 1ap tir nam gi6i 19 tudi trong [dong NALM6 G5 (ATCC, # CRL-3273)].
Té bao NALM6 dugc duy tri trong RPMI + 10% FBS + P/S/G.

WSU-DLCL2

WSU-DLCL2 1a dong té€ bao DLBCL dugc phén 1ap tir tir dich tran mang
phdi ctia nam gidi da tring 41 tudi (Leibnitz Institute-DSMZ, Cat. # ACC 575).

Dong té bao dworc thiét ké PD-L1

Dong té bao 4m tinh NALM-6, RAJI CD80 va CD86 (RAJI/CD80-CD86-),
vA WSU-DLCL2 dugc thiét k& di truyén d& bidu hién on dinh PD-L1 cua ngudi
(axit amin MI1-T290 ¢6 s ding ky NP_054862.1). Dong té bao thu duge
NALMS6/PD-L1, RAJI/CD80-CD86-/PD-L1, va WSU-DLCL2/PD-L1 dugc duy tri
trong mdi trudong twong Ung, dugc bd sung vé6i 0,5ug/mL puromyxin cho té bao
RAJI/CD80-CD86-, va 1pg/mL puromyxin cho té bao NALM-6/PD-L1 va WSU-
DLCL2/PD-L1.

Thir nghiém hoat héa t& bao T dbi v6i sy ting sinh ciia t€ bao T va sy
giai phéng IL-2

Anh huéng ctia REGN5837 dbi voi sy giai phong IL-2 duge danh gia st
dung té bao T so cAp cua nguoi va dong t€ bao u lympho té bao B cuia ngudi di sinh
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[NALM-6, NALM-6/PD-L1, RAJI/CD80-CD86-, RAJI/CD80-CD86-/PD-L1,
WSU-DLCL2, WSU-DLCL2/PD-L1]) khi ¢6 mit ndng do ¢ dinh ctia cemiplimab.
Su ddng nubdi ciy cia bach cAu so cip véi té bao khac biét vé di truyén din dén su
khong twong hop ciia cic quyét dinh alen va c6 thé din dén hoat héa t€ bao T. P
v6i céc thir nghiém st dung t€ bao NALM-6 va RAJI/CD80-CD86- (+/- PD-L1),
thir nghi€m hoat hoa té bao T dugc thuc hién véi té bao T so cép duoc lam giau cua
ngudi tir 4 ngudi cho, ddng thoi thir nghiém ding té bao WSU-DLCL2 (+/- PD-L1)
stt dung té bao T tir 1 ngudi cho.

Phan lap té bao T dwgc sit dung trong thir nghiém hoat héa té bao T dé
thir nghiém xit Iy két hgp REGN5837 + REGN2810.

Déi v6i chc thi nghidm ding té bao NALM-6 va RAJI/CD80-CD86, t€ bao T
CD3+ duoc phan 13p tr PBMC cua 3 nguoi cho (555109, 555130, va 555131),
trong khi PBMC cta m{t ngudi cho (555175) dugc sir dung trong thir nghi€ém voi té
bao WSU-DLCL?2. Déi véi ngudi cho 555109, PBMC ciia ngudi d6 duge phén lap
tir may ngoai vi bang cich ly tim gradien mat d6. Tém lai, 15ml Ficoll-Paque
PLUS duoc thém vao 50ml 6ng hinh nén, va sau d6 12 30ml méu dugc pha lodng
theo ty 18 1:1 véi PBS chira 2% FBS dugc phan 16p & trén. Sau khi ly tdm 30 phut &
400 x g, khi dung, 16p té bao don nhan dugc chuyén sang mot éng méi, dugc pha
loang 5x véi PBS ¢6 chira 2% FBS va ly tam trong 8 phat & 300 x g. Dbi voi ngudi
cho 555130, 555131 va 555175, PBMC dugc phén 1ap tir méu ngoai vi tir nguoi
hién khée manh bang cach sir dung kit phan 14p PBMC clia nguoi truc tiép EasySep
(EasySep Direct Human PBMC Isolation Kit) tir Stem Cell Technologies va theo
quy trinh ctia nha san xuit. PBMC duoc phén 1ap dugc lam dong lanh trong FBS
chtra 10% DMSO. Déi v6i viée phan lap té bao T CD3+, binh dong lanh cia PBMC
duoc rd dong trong bé nude 37°C va pha lodng trong moi truong kich thich (moi
truong nudi cdy té bao X-VIVO 15 duge bd sung véi 10% FBS, HEPES, NaPyr,
NEAA, va 0,01 mM BME) chira 50 U/ml benzonaza nucleaza. Té bao dugce ly tAm
& 1200 rpm trong 10 phut, dugc tai huyén phi trong dém EasySep va dugc phén 14p
str dung kit phéan 1ap té bao EasySep tir T StemCell Technologies, theo quy trinh cua
nha san xuét.

Gidi phéng IL-2 tir té bao T CD3" dwoc xit Iy véi khdng thé CD28:
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Thir nghiém hoat héa t& bao T véi té bao OVCAR-3, PEO1, NALM-6,
RAJI/CD80-CD86-, va WSU-DLCL2 ciia ngudi (+/- PD-L1)

Té bao T CD3+, duoc tai huyén phu trong mdi trudng kich thich (mdi truong
nudi cdy té bao X-VIVO 15 duge bd sung v6i 10% FBS, HEPES, NaPyr, NEAA, va
0,01mM BME), dugc dua vao dia ddy tron 96 giéng & ndng do 1x10° té bao/giéng.
Té bao NALM-6, RAJI/CD80-CD86-, WSU-DLCL2 c6 hodc khong ¢6 PD-L1 (+/-
PD-L1), duoc xt 1 v6i 20 pg/mL (RAJI) hodic 15 pg/mL (NALM-6 va WSU-
DLCL2), mitomyxin C dé ngan chin su ting sinh. Sau khi 0 trong 1 gio § 37°C, 5%
CO2, té bao duge xit Iy mitomyxin C duge ria 3 1an véi D-PBS chira 2% FBS, sau
6 dugc tai huyén phi trong méi trudng kich thich. Té bao NALM-6, RAJI/CD80-
CD86-, va té bao WSU-DLCL2 (+/- PD-L1) dugc thém vao giéng chira t€ bao T
CD3+ & ndng dd cudi cing 1a 2,5x10* té bao/giéng ddi véi té bao RAJI va WSU-
DLCL2 va 5x10* d6i vai t& bio NALM-6. Ndng d6 khong d6i ctia cemiplimab hodc
d6i chimg IgG4® khong lién két (20nM) duge thém vao giéng. Trong thir nghiém s
dung t& bio WSU-DLCL2 (+/- PD-L1) ndng do khong dbi cua belatacept
(hCTLA4.hIgG1) hodc dbi ching IgG1 khong lién két (50nM) duge thém vao giéng.
Sau d6, khang thé REGN5837 hoic khang thé dbi chimg khong phai TAAXCD28
duoc chuan d6 tir 3,1pM dén 200nM theo ty 1¢ pha lodng lién tuc 1a 1:4 dbi voi t€
bao NALM-6 (+/-PD-L1) va tir 0,6pM dén 1000nM theo ty 1& pha lodng 1a 1:6 d6i
v6i WSU-DLCL2 va giéng RAJI/CD80-CD86- (+/- PD-L1) va dugc thém vao
giéng. DPiém cubi cua dudng cong ndng d6 10 diém khong chira REGN5837 hoic
khang thé ddi chimg khong phai TAAXCD28. Sau khi a dia trong 72 gi¢ (WSU-
DLCL2 (+/- PD-L1)) hoic 96 giod (NALM-6 va RAJI/CD80-CD86- (+/-PD-L1)) &
37°C, 5% CO2, 50 uL chét ndi bé mit méi trudng duge thu thip dé xac dinh sy giai
phong IL-2.

Déi v6i su giai phong IL-2, 5 pL chét nbi bé mat dwoc thir nghiém béng cach
st dung kit AlphaL.ISA IL-2 ciia nguoi theo quy trinh cua nha san xuét. Su xac dinh
IL-2 duoc thuc hién trén may doc dia nhiéu nhin Envision ctia Perkin Elmer.
Duong cong chuén cta nong d6 IL-2 da biét duge bao gdm va dugc st dung dé suy
ra gia tri pg/ml.

T4t ca céc phﬁn pha lodng lién tuc dugc thir nghi€ém ba 1an dbi voi sy giai
phong IL-2. Gié tri EC50 dbi voi khang thé dwgc x4c dinh tir phuong trinh logarit 4
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thong s trén dudng cong dap Ung lidu 10 diém si dung phin mém GraphPad
Prism™, Mirc giai phong IL-2 tdi da dugc dua ra duédi dang dap Gmg t6i da trung
binh nim trong khoang liéu duge thit nghiém. Ngoai ra, dit liéu dugc ghi nhén cho
céc thir nghiém sir dung té bio WSU-DLCL2 bao gbm gia tri IL-2 dugc dua tra khi
c6 mit hoic khong c6 mat 1000nM khéng thé duge chudn do, dé xéc dinh s giam
lugng IL-2 dugc quan sat thdy véi ndng 49 ting cua khang thé khong phai
TAAxCD28.

Két qua, tom tit va két luan:

Thir nghiém chitc néng IL-2 sir dung té bao T CD3+ cia ngudi so cdp:

Kha nang cua khéng thé dic hiéu kép khang CD22 x khang CD28 tao ra su
ddng kich thich thong qua CD28 trén té bao T khi c¢6 mit dong té bao lympho B,

biéu hién ndi sinh CD22, dugc danh gia trong thir nghiém té bao T CD3+ so cip
chirc nang xac dinh sy san xuét IL-2 cytokin.

Pudng cong hoat héa dugc thé hién & Fig. 5A va 5B déi véi té bao T dugc i
v&i NALM-6 (+/- PD-L1) (Fig. 5A) hoic RAJI/CD80-CD86- (+/- PD-L1) (Fig. 5B).
Gié tri EC50 va Max IL-2 dugc tom t4 & Bang 23A dbi véi té bao T CD3+ dugc U
v6i té bao NALM-6 (+/- PD-L1) va Bang 23B d6i véi té bao T CD3+ dugc 1 voi
RAJI/CD80-CD86- (+/- PD-L1) khi c6 mit lugng khong déi 20nM ddi ching kiéu
twong duong hIgG4® hoic cemiplimab. Péi véi té bao T CD3+ dugc 1 véi té bao
WSU-DLCL2 (+/- PD-L1), dudong cong hoat héa dugc thé hién ¢ Fig. 4. Gid tri
EC50 va IL-2 (duogc ghi nhén dbi voi OnM hodc 1000nM REGN5837 hodc khang
thé khong phai TAAXCD28) duoc tom th & Bang 24 dbi vai té bao T duge 1 v6i té
bao WSU-DLCL2 (+/- PD-L1) khi ¢6 mit luong khong dbi 20nM déi ching kiéu
twong dwong hIgG4® hodc cemiplimab va khi c6 mit lugng khong déi 50nM dbi
ching kidu tuong duong hlgG1 hoic thy thé CTLA-4, belatacept.

Khi ¢6 mit té bao T so clp clia ngudi va dong té bao lympho té bao B ngoai
sinh RAJI/CD80-CD86- va NALM-6, REGN5837 sy giai phong IL-2 lam ting phu
thudc vao ndng do. Khang thé d6i chung khong phai TAAXCD28 1am ting nhe IL-2
& ndng d6 khéng thé cao. Khi véng mit cia PD-L1 trén té bao RAJI/CD80-CD86-
hoic NALM-6, viéc thém 20nM cemiplimab khong géy anh hudng dén su giai
phéng IL-2. Khi c6 mit t& baoRAJI/CD80-CD86- hoic NALM-6 biéu hién PD-L1,
su giai phong IL-2d t6i da dé d4p Gng véi diéu tri v6i mot minh REGN5837 gidm
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xubng, so v6i té bao T dugc 1 v6i t& bao biéu hién khong phai PD-L1. Viéc thém
cemiplimab lam ting t1 thidu sy giai phong IL-2 qua trung gian REGNS5837 trong
didu kién véi t& bao NALM-6/PD-L1, trong khi van c¢6 su ting nhe sy gidi phong
IL-2 khi c¢6 mit t& bao RAJI/CD80-CD86-/PD-L1, so v6i ham lugng dugc quan sat
thdy & didu kién véi té bao RAJI/CD80-CD86, thiéu PD-L1.

Véi sy hién dién cia té bao T nguyén sinh & nguoi va dong t€ bao lympho B
di sinh WSU-DLCL2, khong quan sat thdy su gia ting phong thich IL-2 phu thudc
vao ndéng do. Ngugc lai, khang thé d6i chimg khong phai TAAXCD28 duge quan
sat thiy 1am gidm giai phong IL-2 theo cach phu thudc vao ndng 9. Khong gidng
nhu t& bao NALM-6 vi RAJI/CD80-CD86-, vén biéu hién rét it hoic khong thé
hién céc phdi tir CD28, dong t& bao WSU-DLCL2 duge biét 1a biéu hién céc phoi ti
CD28. Vi nhanh lién két CD28 cia REGN5837, va do d6 nhanh CD28 cua khang
thé khong phai TAAxCD28, dugc biét 13 canh tranh véi cac phdi tir CD28 dé lién
két véi CD28, khang thé d6i chimg khong phai TAAXCD28 chin su hoat héa CD28
boi phéi tir CD28 dugc biéu hién trén WSU-DLCL2 té bao, dan dén giam giai
phéng IL-2. Khong giéng nhu diéu khién khong phai TAAXCD28, IL-2 khong bi
giam béi REGN5837, do kha nang neo vao cac 6 WSU-DLCL2 thong qua nhénh
lién két CD22 cita n6 cho phép né hoat dong twong tu nhu phdi tir CD28, vé co ban
thay thé chung. Khi c6 mit t& bao WSU-DLCL2/PD-L1, giai phong IL-2 co ban
giam so v6i t& bao WSU-DLCL2 khong biéu hién PD-L1. Viéc bd sung REGN5837
mot minh, trong trudong hop khéng cé cemiplimab dan dén viéc phéng thich IL-2
dugc ting cuong mdt chat. Khi bd sung cemiplimab 20nM, hoat tinh co ban dugc
ting cwdng va c6 thé duge tang cuong thém mot chit véi chuin d6 liéu REGN5837,
lam cho gidi phéng IL-2 t6i da cao hon d&i véi sy két hop cia REGN5837 va
cemiplimab, so voi diéu tri m6t minh. Nhu duoc quan sat véi té bao WSU-DLCL2,
viéc 1 té bao WSU-DLCL2/PD-L1 khi c6 mit khong TAAXCD28 din dén giam
murc IL-2, bét k& 1a cemiplimab hay dbi chimg kiéu twong duong hIgG4P. Dé kham
pha thém v& tac dong ma biéu hién phdi tir CD28 c6 trong viéc che gidu tac dong
ciia REGN5837, belatacept thu thé CTLA-4 hoa tan, hodc dbi ching kiéu twong
dwong pht hop véi higGl, da dugce thém vao & S0nM. Belatacept lién két véi ai luc
cao vdi cac phéi tr CD28, CD80 va CD86, dong thoi ngin chin sy tuong tac cla
ching va do d6 kich hoat CD28. Khi c6 50nM Belatacept, giai phong IL-2 co ban bi
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giam déng k&, do céc phéi tir CD28 khong c6 kha nang lién két CD28 va cung cip

tin hiéu kich thich. Trong nhiing diéu kién nay, REGN5837 van c6 thé tham gia vao

CD28 va cung cip su kich thich, dugc ghi nhan béi sy ting cuong phéng thich IL-2

phu thudc vao lidu. Trong khi viéc bd sung cemiplimab 20nM, ban thén né, khong

ting cuong giai phong IL-2 khi c6 mit belatacept, su két hop cemiplimab v6i lidu
ting din cia REGN5837 lam tang giai phong IL-2 tdi da, so v6i REGN5837 mot

minh, khi c¢6 mit té bao dugc thiét ké dé biéu hién qua mirc PD-L1.

Bang 23A: : Sy két hop cia REGN5837 véi Cemiplimab ting cudng giai
phéng IL-2 trén REGNS5837 Piéu tri mét minh trong té bao NALM-6 dugc
thiét ké dé thé hién PD-L1

Té bao T so clp + NALM-6 (+/- PD-L1) Toida [pg/ml] | gc vy
REGN5837 Cemiplingab 199,50 8,22E-10
) higG4 217,80 7,54E-10
Tebao | NALM-6 - Cemiplimab| 21,71 ND
zgu&i Khéng TAA x CD28 higG4™ 24,74 ND
cho REGN5837 Cemiplin;ab 68,34 7,42E-10
555109 | NALM-6/ higG4 40,26 6,70E-10
hPD-L1 . Cemiplimab 10,07 ND
Khoéng -TAA x CD28 higG4™ 11,80 ND
REGNSB37 Cemiplirr;ab 281,00 8,31E-10
Tébo | NALMLG hlgG_4 261,30 7,18E-10
T Khong TAA x CD28 Cemlplln;ab 27,51 ND
nﬁubl higG4 25,18 ND
cho Cemiplimab 123,20 7,50E-10
3551301 \ Amr6/ REGNS837 higG4” 75,29 8,72E-10
hPD-L1 . Cemiplimab 10,29 ND
Khéng TAA x CD28 higG4™ 331 ND
Cemiplimab 294,20 9,96E-10
Tébio | NALMLG REGNS837 hlgG.‘tP 264,90 1,05E-09
T Khong TAA x CD28 Cemipllrr;ab 21,13 ND
ngudi higG4 25,45 ND
cho Cemiplimab 90,17 8,57E-10
555131 | NALML6/ REGNS837 higG4™ 50,99 8,95E-10
hPD-L1 . Cemiplimab 11,35 ND
Khong TAA x CD28 hIgG4P 6.57 ND

ND: khong xac dinh dugc vi khong quan sat thiy phan tng phu thudc vao ndng db.
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Bang 23B: Sw két hop ciia REGN5837 véi Cemiplimab ting cwong gidi
phéng IL-2 trén REGN5837 Didu tri mdt minh trong RAJI/CD80-CD86- Té

bao dwgre thiét ké dé thé hién PD-L1

Té bao T so cdp . + RAJI/CD80'CD86 (+/- PD-L1) Téi da [P8/ml] | ECsq [M]
Cemiplimab|  1258,00 1,41E-10
REGN5837
) RAJI/CD8O higG4® 1149,00 1,28E-10
Te bao CD86 Cemiplimab 503,70 NC
sne TAAX CD28 :
Iguéti Khong 1AAX higG4” 454,90 9,49E-08
cho REGNS5837 Cemlphn; ab 910,70 1,97E-10
555109| RAJI/CD8O higG4 230,60 3,86E-11
CD86/PD-L1 . Cemiplimab 518,80 NC
Khéng TAAx CD28 higG4" 84.41 8,20E-08
REGNS837 Cemiplimab 791,90 9,31E-11
Tébio | RAN/CDSO higG4® 711,60 5,04E-11
T cD86 Khéne TAA x CD28 Cemiplimab 489,70 NC
ngudi ong higG4” 370,00 NC
cho Cemiplimab 664,30 6,15E-11
REGN5837 : :
555130)  pan/coso higG4® 182,10 5,24E-11
CD867/PD-L1 . Cemiplimab 426,80 NC
REGNS837 Cemiplimab 437,40 1,28E-10
Tébao | RAI/CDSO higG4" 426,10 9,31E-11
T CD86 . TAAXCD28 Cemiplimab 162,20 5,97E-08
nguoi Khong higG4® 156,60 7,92E-08
cho Cemiplimab 406,00 3,16E-10
REGN5837
555131 Rran/cpeo higG4™ 132,40 2,58E-10
CD867/PD-L1 R Cemiplimab 94,94 NC
Kh
ong TAA x CD28 higG4® 37.24 NG

NC: khéng duoc tinh todn vi dit liéu khong phu hop véi phuong trinh logistic 4

tham sO.

109




48587

110/216

Bang 24: Sw két hop cia REGN5837 v6i Cemiplimab ting cwong giai

phéng IL-2 trén REGN5837 Pidu tri mgt minh trong té bao WSU-DLCL2 biéu

hién PD-L1
o . IL-2 & 1000M |IL-2 & OnM
Té bao T so cap + WSU-DLCL2 (+/- PD-L1) [pg/ml] [pg/ml] ECsp [M]] IC5o [M]
Cemiplimab| 227635 3217,69 ND
Tébio | wsu.pLCL2 REGNS837 higG4" 2284,28 2482,54 ND
T Khone TAAx CD28 | Cemipimabl 609,01 3299,38 4,81E-09
ngudi g higG4” 616,95 3552,86 8,54E-09
cho REGNS5837 Cemiplimab 723,06 642,64 NC
555175 WSU- higG4” 209,84 124,81  |1,39E-12
DLCL2/PD-L1 R Cemiplmab] 66,17 444,51 2, 87E-09
Khéng TAAx CD28 higG4” 1547 82,91 NC
Tébio T Cemiplimab 2061,29 112,64 |6,95E-13
nguds cho | RAII/CDEO REGNSS37 hgGa® | 180989 | 7165 |1,45E-12
555175 + D86 ] Cemiplimab| 502,33 164,55 NC
50nM Khong TAAX CD28 higG4” 402,66 10902 | NC
Belatacept N Cemiplimab] 792,06 22,40 |1,59E-12
RAJI/CD80 higG4" 238,23 519  [3,39E-12
CD86/PD-L1 . Cemiplimab 128,69 24,44 NC
Khéng TAAx CD28 higG4” 14,49 172 NG

ND: khong xac dinh dugc vi khong quan sat thiy phan ting phu thudc vao ndng do..

NC: khong duoc tinh toan vi dit liéu khong phi hop véi phuong trinh logistic 4

tham soO.

Vi du 11. Hiéu qua chéng khéi u ciia vigc dung REGN5837 khi c6 va
ving mit REGN1979

Giéi thiéu

REGN5837 1 khang thé dic hiéu kép (bsAb) dua trén IgG4 cia ngudi dugc
thiét ké dé huéng dich NHL cta té bao B (vi dy, DLBCL) bing c4ch béc cau CD22"
t& bao B v6i CD28" té bao T. “Tin hiéu 2” do REGN5837 cung cép, két hop véi céc
t4c nhan khéc cung cdp "tin hiéu 1" (vi dy, cung cAp tin hiéu thong qua kich thich té
bao T so cp thong qua phan cum TCR hogc CD3), nhur CD20xCD3€2 ¢6 higu tng
kép (bsAb) REGN1979, c6 thé cung cép T khuéch dai kich hoat té bao va giét chét
NHL cta té bao B qua trung gian t€ bao, lam tang thém phan ung v6i CD20xCD3.
Ngoai ra, REGN5837 ¢6 thé ting hiéu qua & nhitng bénh nhan khoéng dap ing voi
liéu phap tri liéu don CD20xCD3.
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Céc nghién ciru dugc md ta dudi ddy da danh gid hiéu qua chéng khéi u ctia
CD22xCD28 bsAb REGN5837, khi c¢6 hoic khéng c6 liéu gin hiéu qua cua
CD20xCD3 bsAb (REGN1979), dugc sit dung cho chudt NSG bi suy giam mién

dich mang thai 8 ngay, co khdi u bach ciu té bao B.

Té6m lai, chudt (n = 6 dén 9 mdi nhém) duge ciy vao trong mang bung (IP)
v6i t& bao don nhéin trong mau ngoai vi ciia ngudi (PBMC) va dugc ciy vao tinh
mach (IV) 12 ngay sau d6 véi té bao bach cdu NALM-6 té bao B & ngudi, dugc
thiét k& dé bidu hién luciferaza dé kich hoat hinh anh phat quang sinh hoc (NALM-
6-luc). Hiéu qua chéng khdi u ciia REGN5837 & murc 0,04, 0,4 va 4 mg/kg, két hop
v6i lidu ¢b dinh 0,04 mg/kg cia REGN1979, dugc so sanh vai liéu phép tri liéu don
REGN5837 va REGN1979 vi d6i véi bsAbs dbi chimg IgG4P-PVA khong bic cu.
Chuot nhan duge lidu khéng thé biang cch tiém vao mang bung (IP) 8, 15 va 22
ngay sau khi ciy té bao NALM-6-luc. Khéi lugng khéi u dugc danh gia hai 14n mot
tuln trong sudt thoi gian thit nghiém.

Nguyén liéu va phwong phap

Dong té bao cé ngudn goc tir ngwoi

NALM-6-luc: Dong té bao NALM-6 12 dong té bio bénh bach cau nguyén
bao lympho cép tinh dugc phan 14p tr mot bénh nhan nam 19 tudi (DSMZ, cat #
ACC 128); dong nay da dugc sua dbi v&i EF la-Luciferaza-2A-GFP-Puro lentivirut
(GenTarget) dé tao diéu kién cho hinh anh phat trién té bao khdi u in vivo.

PBMC: PBMC cutia ngudi dugce 14y tir ReachBio, Cat. # 0500-401, nha cung
chp # 0180905 (thi nghiém phat trién khéi u) va 0180621 (thi nghiém khéng thé
huyét thanh)

Thiét ké thi nghiém

Hé thong thir nghiém

Chudt NSG cai (8-9 tudn tuéi) dugc st dung trong tat ca cac thi nghiém. Tét
ca cac con chudt déu dugc céy IP b%mg PBMC cua nguoi, va sau d6 dugc céy IV
v6i t6 bao bach chu t& bao B NALM-6-luc 12 ngay sau khi tiém. Thiét ké thi
nghiém dugc trinh bay chi tiét trong Bang 25. Su phat trién cua khdi u dugc theo
ddi bang hinh anh phat quang sinh hoc hai 1An mot tudn trong sudt thoi gian nghién

ctru. D61 voi tat ca cac thi nghiém, chudt duge nudi trong co s dong vat Regeneron
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trong diéu kién tiéu chuin. T4t ca céc thi nghiém déu dugc thyc hién theo hudng
din cua Uy ban chim séc va st dung dong vat co td chirc tai Regeneron.

Sw tham gia ciia chudt NSG

Chudt NSG thiéu hut mién dich céi dugc chy IP v6i PBMC 4x107 cia nguoi.
Mic do t& bao T duoc kiém tra 11 ngdy sau khi thu thp mau bing cach ldy méau
theo qu§ dao nguoc va danh gia phén trim té bao CD45" clia nguoi trong tat ca té
bao sdng trong méu toan phin bing phwong phap do té bao dong chay; mic do
tham gia dao dong tir 0,16 dén 16% t& bao hCD45". Chudt NSG cay PBMC sau d6
da dugc ciy té bao NALM-6-luc.

Ditu kién nudi ciy NALM-6-Luc va ciy ghép khéi u

Dong té& bao NALM-6 di dugc stra ddi véi EF la-Luciferaza-2A-GFP-Puro
lentivirut (GenTarget) dé tao didu kién cho hinh anh v& sy phat trién ciia té bao khéi
u in vivo. Dong té bao dugc duy tri trong RPMI véi 10% FBS dugc bd sung voi

PSG (penixillin, streptomyxin, va glutamin) va duéi sy lya chon puromyxin.

Té bao NALM-6-luc duge thu thip bang cich ly tdm va tai dinh chi trong
PBS & 2,5x107 t& bao/mL. Chudt NSG da duge tiém IV v6i 200 ul (5x106 té bao) té
bao NALM-6-luc vao ngay 12 sau phau thuét véi PBMC.

Liéu lwgng khang thé dé do khdi u

Trudc khi dung thudc vé6i cac vat phém thr nghiém hodc d6i chung, chuot
dugc phan thanh cac nhom, phan tang theo ganh ning khdi u va mirc d6 két hop té
bao T. Cac khang thé (REGN5837, REGN1979, REGN5671 [Khong TAAXCD28
bsAb dbi chung khong béc cau], hoic H4sH17664D [bsAb d6i ching khong cau ndi
khong TAAxCD3]) dugc st dung dudi dang liéu phép tri liéu don hodc két hop
bing cach tiém IP vao ngdy 8, 15 va 22 sau - téi tao (dé c6 hiéu qua in vivo) v6i liéu

lugng néu trong Bang 25.
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Bang 25: Thiét ké thir nghiém dé danh gia sy phat trién ciia khéi u
Céc nhém N Lidu cda|Lidu cia | Phac @6 litu | Ngay xéc
trén | REGN5837 | REGN1979 | Ab  (tiém | dinh  thé
nhém | hoic khong | hodc khong | IP) tich khéi u
phai phai
TAAxCD28 | TAAXCD3
REGN5837
8 4 mg/kg
+REGN1979
REGN5837
8 0,4 mg/kg
+REGN1979
REGN5837
9 0,04 mg/kg
+REGN1979
Ngay 8, 15, Neav 6. 10
REGN5837  + vi 22 sau| ST
. . |14, 17, 20,
khong 8 4 mg/kg 0,04 mg/kg |khi cdy te| | ’s
TAAxCD3 bio NALM- va ] sau
khi cay
Khong 6-luc
TAAxCD28" 8 4 mg/kg
REGN1979
Khong
TAAxCD28"
9° 4 mg/kg
khong
TAAxCD3

Mot con chudt tr nhom nay da chét sém trong qué trinh thit nghiém va bi

loai trir. C4i chét nay khong phai do khéi u va khong c6 kha nang lién quan dén licu

lugng véi cac thir nghiém vi mot con chudt chét trong nhom dbi chung.

Po khoi u va diem cuoi dwge chi dinh

Chudt duge cdy ghép khdi u NALM-6-luc duge chup anh hai 1an mét tudn

bang thiét bi IVIS Spectrum va dir liéu dugc phan tich khi sit dung phin mém
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Living Image. Trudc khi tao hinh, chudt dugc tiém IP véi chit nén luciferin. Sau
muoi phut, chudt duge gy meé bﬁng isofluran va dinh lwong su phat quang sinh hoc
(téng thong luong, biéu thi bang photon trén gidy [p/s]). Thi nghiém két thac khi
chudt bt ddu c6 d4u hidu ctia bénh ghép so véi vat chu (GVHD) (duoc dénh gia la
giam trong luong > 20%) theo ti€u chuén IACUC.

Phén tich thong ké vé sw phat trién ciia khéi u

Két qua v& thé tich khdi u theo thdi gian dugc phan tich sir dung phan tich
phuong sai 2 chidu (ANOVA), theo sau 12 thir nghiém bai hoc cuia Tukey dé so sanh
nhiéu 14n. Su khéc biét duoc coi 1a c6 y nghia théng ké khi p <0,05. Céc phan tich
théng ké dwgc thyc hién bing phin mém GraphPad Prism (Phién bén 8).

Két qua

Hiéu qua chéng khéi u ciia viéc quan Iy REGN5837 khi ¢6 mit va khong
c6 mat cia REGN1979

Chudt NSG bi suy giam mién dich mang khéi u NALM-6-luc dwoe tiém

IP ciia cac d6i chirng khang dién tré hodc khong bac ciu nhw mé ta & trén.

& chudt mang khdi u, didu tri véi 0,04, 0,4 va 4 mg/kg REGN5837 khi ¢6
mit 0,04 mg/kg REGN1979 din dén viée trc ché c6 y nghia thong ké su phét trién
ctia khdi u so véi bsAbs dbi chimg khong bic cau (khong TAAXCD28 va khong
TAAXCD3 bsAbs) ¢ ngay thtr 23 sau khi cdy (p <0,05, p <0,01, va p <0,001, tvong
ng) (Fig. 6). Vao ngay thtr 20 sau khi cy, su trc ché dang ké sy phat trién ctia khéi
u da duoc quan sat thdy & nhém 0,4 va 4 mg/kg (p <0,05 cho ca hai nhém). Ligu
phép tri liéu don REGN5837 (4 mg/kg) va REGN1979 (0,04 mg/kg) déu khong lam
giam déang ké su phat tridn cia khdi u so voi bsAbs dbi ching khong bic ciu.
Khong c6 su khac biét giita bat ky lidu két hop REGN5837 + REGN1979 va hodc
liéu phap tri liéu don bsAb dat y nghia théng ké. Su phat trién khdi u nhanh chéng
dugc quan sat khi dung thudc v6i bsAbs dbi chimg khong béc cAu trong sudt thoi
gian ding thudc, va tht c cac con chudt da chét vao ngay thur 23. Trong tit ci cic
nhom, GVHD dugc quan sat théy & it nhit mot con chudt vao cudi thi nghiém (duoc

d4nh gia 12 >20 giam% khdi lugng).
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Trong mot thi nghiém doc 14p sir dung mot nhém chudt khac, mau dugc thu
thép tai cac thoi diém sau d& xac dinh ndng d6 khang thé trong huyét thanh: liéu sau
1 gidr va 4 gi vao ngay thir 7, truée lidu 1 gidy va sau khi udng liéu 4 gio. Ngay 14
va 21, va mot 1an vao ngay 29. Nong do triét dé cia Q thé trong huyét thanh trong
thoi gian diing thubc dugc xéc dinh 1 gid trude khi ding thube vao ngay 14 va 21.
St dung REGN5837 lidu 0,04, 0,4 va 4 mg/kg khi c6 mit 0,04 mg/kg REGN1979
lién quan dn ndng d6 dudi cia REGN5837 trong huyét thanh, tir dudi gi6i han
dinh luong (BLQ) dén 0,1, 1,6 dén 2,3, va 16,5 dén 21,1 pg/mL, twong tmg. Nong
do triét dé cia REGN1979 trong huyét thanh 1a BLQ trong moi truong hop (Dt lidu
khong dugc thé hién).

Két luan

Lidu 0,04, 0,4 va 4 mg/kg REGN5837 khi c6 mit 0,04 mg/kg REGN1979 c6
hiéu qua ngédn chin sy phat trién cta t& bao B NALM-6 bénh bach ciu & chudt.
Khong c6 su (e ché khéi u dang k& nao dugc ghi nhén véi lidu phép tri liéu don 4

mg/kg REGN5837 hoic 0,04 mg/kg REGN1979 so véi d6i chimg.

Vi du 12: Poc tinh té bao dua trén FACS trén té bao CD22" PBMC &
ngudi +/- CD22xCD28 cam khéng cim bién thé dic higu kép (CD22xCD28 ¢b
dinh, CD20xCD3 chuin d9)

Nguyén li¢u va phwong phap

CD22xCD28 ting cudng tiéu diét muyc tiéu CD20xCD3 dugc danh gia trong
thir nghiém gy doc té bao kéo dai 96 giy huéng dich té bao Nalmé hoic WSU-
DLCL2. Tém lai, PBMC ctia nguoi dugc dé trong moi trudong RPMI huyén phu &
1x106 té bao/mL va u qua dém & 37°C dé 1am giau té bao bach huyét bang cach suy
yéu dai thuc bao va mot s6 té bao bach ciu khac don nhan. Ngay tiép theo, té bao
Nalmé hoic WSU-DLCL2 dugc gén nhan 1uM cua thubc nhudm theo ddi huynh
quang CFDA-SE va PBMC chua két dinh té bao dugc gin nhin véi 1uM cla thudc
nhudm theo ddi huynh quang CellTrace Violet. Cac té bao dich dugc gin nhan va
PBMC (ty 1¢ chét tac dong/té bao dich 4: 1 cho Nalmé, 5: 1 cho WSU-DLCL2)
duoc déng 1 véi dung dich pha lodng nbi tiép CD20xCD3 Q thé hién dic hiéu kép
REGN1979 (khoang d6: 5 nM dén 0,64pM) c6 hodc khong c6 CD22xCD28
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REGN5837 & 2,5ug/ml (16,7nM). Trong thir nghiém huéng dich té€ bao Nalm6, mot
lugng khong d6i cia CD22xCD28 REGN5838, CD28 dbi chimg 1 nhanh kép
(REGN5678) hoic IgG4s dbi véi ddi ching twong duong (H4sH10154P3) &
2,5ug/ml (16,7nM) di dugc thém vao. Sau khi 0 96 gio ¢ 37°C, té bao dugc thu
hoach tir cac dia va dugc FACS phan tich trén may FACS BD LSRFortessa-X20.
Pbi v6i FACS phan tich, t& bao dwgc khai thac véi thudc hoat dong Fixable
Live/Dead Far Red (Invitrogen). 20.000 diu dém duogc thém vao mdi canh bao
truéc FACS phan tich va 10.000 diu dugc thu lai d6i véi m&i mau.

D& danh gia tinh dac hidu cia viée tiéu diét, té bao dugc gidm sét trén céc
quén thé duoc danh ddu CFDA-SE con séng. Phin tram hoic sb luong té bao dich

sdng duoc ghi lai va st dung d8 tinh toan kha ning sdng sét.

Su hoat dong cua té bao T dugc danh gia béng cach bao quan té bao co thé
duoe lién két truc tiép véi CD2, CD4, CD8 va CD25. Phan tram té bao CD8" CD25
bidu hién duge ghi nhan dé xé4c dinh hoat dong té bao T. Ngoai ra, khi té bao T ting
sinh, CellTraceViolet dugc pha lodng, huéng dan dén MFI giam nhu duge xac dinh
boi FACS. Do d6, sy tang sinh té bio T dugc béo cdo 1a sy giam MFI cla
CellTraceViolet trén CD8' té bao T, hoic phﬁn tram t& bao CD8" da giam
CellTraceViolet MFI.

B& mit chét lugng tir thir nghiém nady duoc thu lai dé phén tich cytokin ham
lwong. Nong do ctia IL 17a, IFNy, TNFa, IL-10, IL-6, IL-4 va IL-2 dugc phan tich
st dung kit Cytometric Bead Array (CBA) theo hudng din coa nha san xut.
Cytokin ham lugng dugc suy ra tir duong cong dugc tdng hop theo bo tidu chuén va
dugc ghi lai dudi dang pg/mL. Céc gia tri EC50 v& tiéu diét té bao dich, kich hoat té
bao T, ting sinh, va mirc dd cytokin va murc cytokin t6i da dugce tinh todn bang cach
stt dung phan tich hdi quy phi tuyén tinh 4 tham s trong phan mém Prism.

Két qua, tém tit va két luin:

CD20xCD3 REGN1979 dic biét khang hiéu ing da duoc thir nghiém vé kha
ning gay ra té bao T con ngudi ngdy tho 8 tiéu diét té bao dich biéu hién cua ngudi
CD20 va CD22 két hop véi khang thé CD22xCD28 vil try hodc CD28 1 céanh tay

hodc tuong tac chiig chi khang cu dugec.
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REGN1979 kich hoat v chi dao t& bao T ciia ngudi tiéu diét t& bao Nalmé
(Fig. 7) hoic WSU-DLCL2 (Fig. 8) theo céch phu thudc vao lidu lwong. Viéc bd
sung ndng do cb dinh cia khang thé dc hiéu CD22xCD28 vao REGN1979 da tang
cudng hidu qua gay doc té bao (BC50) cia REGN1979 chéng lai té bao Nalm6 4,7-
5.d2 1n khi so sanh véi REGN1979 véi CD28, CD28 mot nhénh hoge dbi chimg
tuong duong (Bang 26) hodc 17,5 14n so voi cac 6 WSU-DLCL2 khi so sénh riéng
v6i REGN1979 (Bang 27).

Su ly giai té bao dich dugc quan sat qua trung gian cia REGN1979 lién
quan dén su kich hoat va tang sinh t bao T, nhu dugc x4c dinh boi sy diéu chinh
CD25 trén té bao CD8" hodc su pha lodng CellTrace Violet twong tng (Fig. 7, Fig.
8). Viéc bd sung ndng do cb dinh ctia Khang thé ddc hiéu kép CD22xCD28 vao
REGN1979 ning cao hiéu lyc cia REGN1979 kich hoat va tang sinh té bao T khi
c6 mit t& bio Nalmé 2,3-2,6 lan va 5,4-7,1 lin tuong ung khi so sanh véi
REGN1979 v6i khang thd CD28 1 nhénh hodc khang thé d6i chung kiéu twong
duong (Bang 26), hodc 8,2 va 16,1 1an khi ¢6 mdt t€ bao WSU-DLCL2 khi so sdnh
v6i REGN1979 mét minh (Bang 27).

Trong céac thit nghiém véi t¢ bao PBMC va WSU-DLCL2 cia ngudi,
REGN1979 gay ra sy giai phong cac cytokin clia ngudi. Su gidi phong cytokin dugce
quan sat v6i REGN1979 dugc tang cudng khi c6 ndng do c¢b dinh cia CD22xCD28
so v6i su giai phong cytokin do REGN1979 gdy ra (Bang 28, Fig. 9).

Tom lai, déng kich thich 1am ting hiéu lyc gay ddc té bao muc tiéu, kich
hoat t& bao T va giai phéng cytokin khi so sanh véi nhitng gi quan sat dugc voi
CD20xCD3 két hop v6i cam bién dbi chimg dugc hodc don doc.

Tém tit dit liu dwgce lap bang:

Bang 26: Gia tri EC50 cho dgc tinh té bao va kich hoat té bao T v6i muc
tiéu Nalmé6 (1 thi nghiém)

Su ting sinh té bao T
Hoat hoa té bao T |(CellTrace MFI cua té
Tiéu diét té bao (CD8"/CD25") bao CD8")
S6 lan S6 lan S6 lan tang
EC50 taing EC50 | EC50 taing EC50 EC50 so véi
Ab [M] SO véi | [M] SO véi | EC50 [M] | IgG4s
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1gG4s IgG4s
3,89E-
REGN5837 | 11 4,7 4,05E-11 | 2,3 3,83E-11 |54
3,57E-
REGN5838 | 11 5,2 3,60E-11 | 2,6 2,87E-11 | 7,1
CD28 1,88E-
nhanh 10 1,0 9,20E-11 | 1,0 1,97E-10 | 1,0
1,84E-
IgG4s Iso 10 1,0 9,28E-11 | 1,0 2,05E-10 | 1,0

Bang 27: Gia tri EC50 d6i véi doc tinh t& bao va kich hoat té bao T véi
dich W SU-DLCL2 (Trung binh cia 2 thi nghi¢m)

Su ting sinh té bao T
Hoat héa t¢ bao T|(% phan chia cua
Tiéu diét t bao (CD8/CD25") CDS8)
S6 lan ting S6 lan ting S6 lan ting
EC50 chi so EC50 chi so EC50 chi so
EC50 véi EC50 | véi EC50 | véi
Ab M] REGN1979 [M] REGN1979 | [M] REGN1979
REGN58 | 1,39E- 1,28E- 7,10E-
17,5 8,2 16,1
37 13 12 13
2,33E- 1,22E- 1,23E-
1,0 1,0 1,0
No Ab 12 11 : 11

Bang 28: Giai phong cytokin tir thir nghiém giy dgc té bao WSU-DLCL2
(Trung binh cia 2 thi nghiém)

REGN5837 No Ab
EC50 1,82E-11 5,85E-10
IL-2 ,
Téi da (pg/ml) 3022 564
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Sé 1an tang (t6i da) | 6,4 1,0
EC50 1,24E-11 8,69E-11
IL-4 Tbi da (pg/ml) 65,035 34,855
S6 1an tang (t6i da) | 1,9 1,0
EC50 2,31E-11 8,66E-11
IL-6 Max (pg/ml) 194,36 116,085
Sb 1an tang (t6i da) | 1,8 1,0
EC50 1,35E-10 1,30E-10
IL-10 | Tbida (pg/ml) 686,15 520,7
S6 1an tang (t6i da) | 1,3 1,0
EC50 3,84E-11 2,09E-10
TNFa | Tbida (pg/ml) 327,85 84,55
S 1an tang (t6i da) | 4,1 1,0
EC50 1,06E-10 2,78E-10
IFNg Tbi da (pg/ml) 470,7 195,5
S lan tang (toi da) | 2,4 1,0
EC50 2,56E-10 2,74E-10
IL-17a | T6ida (pg/ml) 19,775 15,091
S 1an tang (t6i da) 1,4 1,0
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Vi du 13.: Doc tinh té bao dwa trén FACS trén cac kich thich NHL +
PBMC +/- CD22xCD28 ciia nguoi (CD22xCD28 ¢6 dinh, CD20xCD3 da duwgc

chuén d¢)

Quy trinh thi nghiém

CD22xCD28 ting cudng tiéu diét myc tiéu CD20xCD3 dugc danh gia trong

thir nghiém gy doc té bao 96 gid huéng dich té bao NHL duoc phan tich tir sinh
thiét bénh nhan NHL chinh v6i PBMC ty thén khi c6 té bao mod dém cia ngudi
(HS-5). Tém lai, t& bao HS-5 dugc cdy 5000 té bao trén mot tAm 96 giéng day
phing va dwoc & qua dém. Ngay tiép theo, PBMC tir bénh nhan NHL dugc dén

nhén 1uM cta thubc nhudm theo ddi huynh quang CellTrace Violet. Tuy xuong va

dugc dan nhan PBMC (ty 1& chit bao céo/té bao dich10: 1) dugc cdy trong té bao
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md dém va dwgc ddng 0 véi dung dich pha lodng ndi tiép CD20xCD3Q biéu hién
dic hidu kép REGN1979 (khoang ndng do: 6,7 nM dén 10,7 pM) va cb dinh nong
d6 ciia phén tir ddng kich thich CD22xCD28 REGN5837 hogc diéu khién khang thé
dic hiéu kép CD28 Inhansh (REGN5678) & 2,5ug/ml (16,70M) trong 96 git &
37°C. Té bao dugc thu hoach tlr cac dia va dugc FACS phan tich trén may FACS
BD LSRFortessa-X20. Dbi v6i phan tich FACS, té bao duge nhudm béng hdn hop
khang thé (CD45, CD19, CD4, CD8, CD25) va thuc nhudm phan tmg c6 thé
sdng/chét gan IR (Invitrogen). 20.000 diu dém dugc thém vao mdi giéng ngay
true khi phéan tich FACS va 10.000 dAu dugc thu lai d6i v6i mdi mau. D& dénh gia
tinh dic hiéu ciia viéc tidu diét, t& bao dich dugc dénh gia trén quin thé CD45"
CD19" 4m tinh v6i mau tim con séng. Ty 1& sdng s6t dugc tinh toan dua trén sd
lwong t& bao dich trong didu tri tt dugc binh thudng héa so véi sb lugng té bao
dich trong giéng khong dugc diéu tri. ‘

Té bao T dwgc danh gid 13 quin thd CD45" mau tim sdng dugc danh déu
CD4* hodc CD8". Ty 1¢ phén trim té bao CD8" va CD4" biéu hién CD25 dugc béo
c4o 1a thude do kich hoat té bao T. Ngoai ra, khi t€ bao T tang sinh, CellTraceViolet
dugc pha lodng, din dén MFI giam thiéu nhu duoc xac dinh béi FACS. Do do, su
tang sinh té bao T dugc béo cdo 1a 1am giam MFI ctia

CellTraceViolet trén CD8" va té bao T CD4".

Céc gia tri EC50 dé tiéu diét muc tiéu va kich hoat va tang sinh té bao T
dugc tinh toan bing cach st dung phan tich hédi quy phi tuyén tinh 4 tham sd trong
phan mém Prism.

Két qua, tém tit va két luan:

Khéng thé ddc hiéu kép khang CD20xCD3 REGN1979 da dugc thir nghiém
v& kha ning tao ra té bao T ty than chuwa timg c6 dé tiéu diét t& bao NHL tir tiy
xuong ciia bénh nhan két hop véi khéng thé kich thich CD22xCD28 hojc khéng thé
d6i chimg CD28 1 nhanh.

REGN1979 da kich hoat va huéng té bao T cta ngudi lam suy yéu NHL
theo cach phu thudc vao lidu lugng. Viéc bd sung mot ndng do ¢d dinh cua céc
khang thé dic hiu kép CD22xCD28 vao REGN1979 di nang cao hiéu qua gly doc
té bao (EC50) cia REGN1979 2,3 va 3,5 1an khi so sanh v6i REGN1979 v6i khéng
thé d6i chitng CD28 1 nhanh hodc khong d6i chung costim (Bang 29).
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Qua trinh ly giai té bao dich dugc quan st qua trung gian REGN1979 c6
lién quan dén sy kich hoat va ting sinh té bao T, dugc do bing su diéu chinh CD25
trén t& bao CD8' va CD4" hoic pha lodng thudc tim CellTrace twong tng. Viéc bd
sung mot ndng do cb dinh ciia cic khang thé ddc hiéu kép CD22xCD28 vao
REGN1979 da ting cudong hiéu lyc cia REGN1979 géy ra kich hoat va tang sinh té
bao T lan luot 13 2,8 dén 4,2 14n va 2,8-4,8 lan khi so sanh v6i REGN1979 véi
CD28 1 nhanh hoic khong c6 ddi ching costim (Bang 29 va Fig. 10).

Tém lai, viée déng kich thich 1am ting hiéu luc gay doc té bao muc tiéu va
kich hoat té bao T khi so sanh véi nhitng gi quan sat dugc véi CD20xCD3 két hop
v6i khang thé dbi ching.

Tém tit dit liéu dwge 14p bang:

Bang 29: Gi4 tri EC50 ddi véi dc té bao va kich hoat té bao T

, Hoat hoa 6 bao T
Hoat héa t€ bao T

Tiéu diét . (CellTrace MFI cua té
) (CD25%) EC50 [M]
Ab 6 bao bao T) EC50 [M]
ECS0 [M] |6 bao T[td bao T[t8 bao T|[té bao T
CD8 CD4 CD8 CD4

REGN5837 | 7,81E-12 | 1,35E-11 | 6,96E-12 | 1,52E-11 8,54E-12
CD28
nhanh

1,80E-11 |4,01E-11 |2,95E-11 |4,71E-11 4,13E-11

khong
) 2,72E-11 | 3,77E-11 [2,74E-11 4,27E-11 3,93E-11
costim

Vi du 14. Pic tinh In vitro va Panh gia In vivo vé Hiéu qua Chong Khbi
u ciia REGN5837 mét minh va két hop v6i REGN1979 trong mdt mé hinh cia
u lympho té bao B 16m lan téa (DLBCL)

Vit liéu va phwong phap-giéi thiéu nghién ciru va tom tit két qua

Céc nghién cttu in vitro va in vivo da dugc thuc hién dé danh gia:

(1) kha nang cua REGN5837 dé tang cudng hoat héa té bao T so cip bing
céch béc cau t& bao T CD28" vdi té bao dich CD22". Sy hoat héa té bao T dugc
danh gia bang cach st dung doc tinh té bao chdng lai té bao dich, su bidu hién cia
cac déu hidu trén bd mit t& bao ciia sw hoat hoa té bao T, sy ting sinh té bao T va
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mirc d6 giai phong cytokin dudi dang chi sb cac thi nghiém dugc thuc hién khi ¢
hodc khong c6 REGN1979, CD20xCD3 bsAb lam cAu ndi giita cac phan tr CD3
trén té bao T va té bao dich CD20 + va din dén kich hoat té bao T.

(2) hiéu qua chéng khdi u cia CD22xCD28 bsAb REGN5837, khi ¢6 hodc
khong ¢6 0,4 hoic 4 mg/kg REGN1979, dugc st dung cho chuot NSG thiéu mién
dich mang khéi u DLBCL.

REGN5837 va REGN1979 di duge thi nghiém két hop & mot loat cac ndng
do dé danh gia tic dong cia REGN5837 d6i v6i doc tinh té bao T qua trung gian
REGN1979 dbi v6i mot dong t& bao DLBCL ciia ngudi (WSU-DLCL2), diéu hoa
mdt ddu hiéu cia t& bao T muédn kich hoat (CD25), ting sinh té bao T va giai phéng
cytokin tu té bao T chinh cua ngudi. REGN5837 ting cudng hiéu lyc cua
REGN1979 dé 1am trung gian gay doc té bao T, biéu hién bé mit té bao CD25 trén
té bao T CD4" va CD8", va ting sinh t& bao T CD4"va CD8" theo cach phu thufe
vao ndng do. Tuong tw, REGNS5837 ting cudng hiéu lyc cia REGN1979 dé lam
trung gian gidi phong cytokin theo cich phy thudc vao ndéng do. O ndng dd tr
77,2pM dén 100nM, REGN5837 1am ting hi¢u lyc gdy doc té bao qua trung gian
ctia REGN1979 dbi vai té bao dich; & ndng do tir 77,2pM dén 2,78nM, REGN5837
lam ting hiéu lyc hoat hoa va ting sinh té bao T qua trung gian REGN1979, nhung
ndng d6 cao hon clia REGN5837 khong lam ting thém hiéu luc cua REGN1979
(Bang 30). Luong t6i da giét chét té bao dich qua trung gian REGN1979 va téng
sinh té bao T khong ting dang k& khi bd sung REGN5837, trong khi REGN5837
tang cudng muc tdi da cua giai phéng IL-2, IL-4, IL-6, IL- qua trung gian
REGN1979. 10, TNF-0, IFN-y va IL-17a theo cach phu thudc vao néng do.

Chudt NSG thiéu mi2n dich (n = 6 dén 7 m3i nhom) duge cay dudi da (SC)
v6i ty 18 1: 1 cita té bao WSU-DLCL2 va PBMC ciia ngudi. Hiéu qua chéng khi u
ciia REGN5837 & lidu 1 mg/kg, két hop véi liéu 0,4 hogc 4 mg/kg cia REGN1979,
dugc so sanh véi cac lidu phap tri liéu don REGN5837 va REGN1979 va v&1 bsAbs
d6i chimg [gG4P-PVA khong béc cAu. Chudt nhan duge cc lidu khang thé bing
cach tiém vao mang bung (IP) 1, 8 va 15 ngay sau khi chy té bao WSU-DLCL2.
Diéu tri v6i 1 mg/kg REGN5837 khi ¢6 mit 0,4 hodc 4 mg/kg REGN1979 dan dén

su ngan chin c6 y nghia théng ké su phét trién cua khéi u WSU-DLCL2 so véi céac
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lidu phap tri lidu don REGN5837 hoic REGN1979 va bsAbs doi chimg khong béc
cau vao ngdy 28 sau ciy ghép. Liéu phap tri liéu don REGN1979 dan dén su tc ché
khiém tén sy phat trién ciia khéi u, trong khi liéu phap tri liéu don REGN5837

khong c6 tac dung lién quan dén dbi chung khong béc cau.

Tém lai, khi REGN5837 va REGN1979 dugc thit nghiém két hop & mot loat
céc ndng dd trong 6ng nghiém, REGN5837 da ting cuong hiéu lyc cia REGN1979
d 1am trung gian kich hoat té bao T & ngudi khi c6 té bao CD22" WSU-DLCL2.
Mirc do tbi da cia giai phong cytokin qua trung gian REGN1979, nhung khong gay
ddc té bao, kich hoat hoic ting sinh té bao T, da tang lén khi c6 mit REGN5837. In
vivo, 1 mg/kg REGN5837 véi su c6 mit cia 0,4 hodc 4 mg/kg REGN1979 c6 hiu
qué trong viéc ngan chdn su phat trién khéi u lymphoma té bao B WSU-DLCL2 ¢
chubt so véi liéu phap tri liéu don REGN5837 hodc REGN1979.

Bing 30: Tém tit vé anh hwéng clia REGN5837 dbi véi s kich hoat té
bao T qua trung gian REGN1979 (Pwgc do bing ddc tinh té bao chong lai té
bao dich, Bidu hién CD25 va Ting sinh té bao T) Sit dung PBMC & ngudi

Nong d6 c6 dinh cia REGN5837

1,00x1 | 1,67x |2,78x | 4,63x | 7,72x | 0
0’ 10 |10® |10 |10™

WSU- | REGN197 |8,53x1 | 1,85x |3,98x |3,46x |8,37x |2,89x10™"
DLCL2 |9  ECs|0™ 10 |10 |10 |10
Tiéu M)?
diét  té

Tinh gay |81,5 |[79.8 [80,6 |875 |821 |832
doc % tbi

da

bao

S6 1an | 33,9 15,7 |73 8,3 3,5 1,0
thay  dbi
(ECsp)"

Hoat REGN197 |1,16x1 |8,70x | 7,11x | 1,46x |2,08x 9,17x10'13
héa t&|9 ECs (M) |0 10" {10 |10 |107"
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Néng dd ¢b dinh ciia REGN5837

baio T|Té bao|94,1 [956 |942 |[91,9 |91,7 |924
CD4" | cD25" %
(% tbi da
CD25%) - N
Sb 14n | 7,9 105 129 |63 |44 |10
thay dbi
(ECso)
Hoat REGN197 |6,32x10™" 5.88x |2,68x |9,01x | 1,64x |3,38x
hoa té |9 ECso (M) 102 10" 108 10" |10
bao T lpg  pao |8y 909 (897 |862 |884 |87.1
CDS" | cpost %
) z
(%o téi da
CD25") |— .
Sb lin | 5,3 57 12,6 (3.8 |21 |10
thay dbi
(ECs0)
Ting REGN197 | 8,42x10™" 931x |4,25x | 1,25x |2,36x | 1,63x
sinh & | 9 ECsy (M) 10 |10 |10 |10 |10
bdo T |msne sinh | 54,72 54,09 | 54,79 | 52,06 | 44,73 | 38,67
.
CD4" o, (6ida
S6 lan | 19,3 17,5 [383 |13,1 |69 1,0
thay  dbi
(ECso)*
Ting REGN197 | 1,55x10™" 8,31x | 7,09x |3,43x |8,36x |1,97x
sinh  té | 9 ECso (M) 102 10" 10" |10 |10
(b TV rsng sinh | 59,1 589 |602 |564 |532 |51,
.
CD8" | o (6 da
S6 lan | 12,7 23,7 |278 |57 |24 |10
thay doi

124/216
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Nong db cb dinh ciia REGN5837

(ECso)”

TREGN1979 dugc thtr nghiém & khoang ndng d6 12 4,8fM dén 10nM
® 34 14n thay dbi ctia ECs dugc tinh theo ECso(khong REGN5837)/ECso([M]
REGN5837)

Vi du 15: Pinh gia anh hwéng cia REGNS837 d6i v6i sy hoat héa té bao
T qua trung gian REGN1979 va thir nghiém TRAS5837 va REGN1979 két hop
& cac khoang ndng dd khi c6 mit té bao WSU-DLCL2.

Ca hai nghién ctru in vitro va in vivo déu duoc thuc hién dé danh gia hiéu
qua chdng khéi u cia CD22xCD28 bsAb REGN5837 ctia ngudi, khi ¢6 hodc khong
¢6 lidu gan higu qua cia CD20xCD3 bsAb ¢ ngudi (REGN1979), ¢ chudt NSG sau
chy véi t& bao PBMC va WSU-DLCL2 ciia ngudi bing cach do cac thong sb sau: a)
Tinh gay doc t& bao cia té bao T dbi véi té bao dich CD22";

b) didu hoa CD25 trén bé mit t& bao cta té bao T CD4" va CD8", diu hiéu
kich hoat té bao T; ¢) Tang sinh té bao T; d) giai phong cytokin (IL-4, IL-2, IL-6,
IL-10, TNF-a, IFN-y va IL-17A).

Nguyén liéu va phwong phap

Dong té bao

WSU-DLCL2: WSU-DLCL?2 14 dong té bao DLBCL dugc phén lép tir tir
dich tran mang phdi ctia nam gi6i da tréng 41 tudi (Leibnitz Institute-DSMZ, Cat. #
ACC 575).

PBMC cia nguoi

Pbi véi nghidm thirc gay doc té bao, kich hoat té bao T, tang sinh té bao T va
giai phong cytokin cia bach cau ngudi hién dugc 14y tir Trung tim méau New York

(nha cung cip # 1500A).

D6i v6i cac thi nghiém trén chudt in vivo PBMC cia ngudi duge lay tir
ReachBio (Cat. # 0500-401).
Thiét ké thi nghiém
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REGN5837 va REGN1979 di dugc thir nghiém két hop & mot loat cac néng
d6 dé danh gié anh huéng cia REGN5837 dbi véi doc té bao T qua trung gian
REGN1979 dbi véi té bio WSU-DLCL2, sy ting sinh cta té bao T, biéu hién bé
mit té bao cua chi thi clia viéc hoat hoa té bao T mudn (CD25), va gidi phong
cytokin tir té bao T clia ngudi. Phin trim tidu diét t& bao dich, kich hoat té bao T va
tdng sinh té bao T duoc xac dinh nhu mo ta & day.

Hiéu qua chéng khéi u ciia riéng REGN5837 va két hop v6i REGN1979
trong md hinh DLBCL sit dung té bao WSU-DLCL2 va PBMC duoc dénh gia nhu
mo ta & ddy. Xem Bang 31.

Panh gia in vitro vé anh hwéng ciia REGN5837 d6i véi hiéu hre ctia
REGN1979 dé diéu hoa kich hoat té bao T

Phén ldp té bao T so cép clia ngudi

Té bao don nhan trong mau ngoai vi cia ngudi (PBMC) dugc phén 14p tir
bao bach ciu ciia ngudi hién ting khoe manh thong qua ly tdm gradien mat do bang
cach st dung cac 6ng SepMate ™ 50 mL theo quy trinh khuyén nghi ctia nha san
xudt. Tom lai, 15 mL FicollPaque PLUS dugc chia thanh timg éng 50 mL SepMate,
sau d6 thém 30 mL mau toan phin da dugc pha loang 1: 2 v6i D-PBS. Cac ong
duoc ly tim & nhiét do phong 1200 x g trong 10 phut ¢6 dép tt. Lop trén cling,
chira huyét twong va PBMC duge gan vao mot éng méi. Cac budc tiép theo dugc
thuc hién theo quy trinh cta nha san xuét SepMate. PBMC phan 14p dugc dong lanh
trong FBS chira 10% DMSO & ndng d¢ 250x106 t& bao/mL trong 5 mL dong lanh.
PBMC dugc rd dong trong bé nuée 37°C va tiép tuc lai trong moi trudng kich thich
(mdi trudng nudi cdy té bao X-VIVO 15 duge bd sung 10% FBS, HEPES, NaPyr,
NEAA va 0,01mM BME) chita 50 U/mL benzonaza nucleaza ¢ 10mL mdi 100 triéu
PBMC va ly tdm ¢ 300 xg trong 10 phut. Té bao T CD3" dugc phan 1ap tir PBMC
duoc tao thanh vién b%mg cach st dung kit té bao EasySep ™ Human CD3" T cta
StemCell Technologies theo huéng din dugc khuyén nghi ctia nha san Xuét.

Xét nghiém kich hoat t& bao T dya trén phwong phap do luu lwgng té
bao bing cach sit dung PBMC

Kha niang cia REGN5837 dé tang cuong hoat héa té bao T qua trung gian
kich thich so cip toan thé, hoic véi “tin hiéu 17 do REGN1979 cung cép, dugc
danh gi4 bing cach sit dung té bao dich WSU-DLCL2 va PBMC ciia ngudi lam té
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bao hiéu tng. PBMC dugc lam giau cho té bao lympho nhu dugc md ta & day. Té
bao dich va té bao tic dong duge U v6i vat phAm thir nghiém va khang thé doi
chimg nhu dwgc md ta & diy. Phép do dong chdy duge thuc hién dé danh gid doc
tinh t& bao T, sy tng sinh va didu hoa cac ddu hidu hoat hoa té bao T nhu duge mé
ta & ddy. Ngoai ra, anh hudng cia REGN5837 d6i véi su giai phong cytokin qua
trung gian REGN1979 dugc danh gid nhu duge md td & ddy. bsAb khong phai
TAAXCD28 (chira nhanh lién két CD28 giéng v6i REGN5837 va mét nhénh khong
lién két) da duoc thir nghiém déi chimg khong bac cdu cho REGN5837.

Lam giau té bao lympho ciia PBMC

PBMC ctia ngudi dugc cdy trong mdi trudng hoan chinh (méi truong nudi
ciy té bao RPMI bd sung 10% FBS, penicillin-streptomyxin-glutamin) ¢ 1x106 té
bao/mL va u qua dém & 37°C dé lam giau té bao lympho bang cach 1am suy yéu té
bao két dinh nhu dai thuc bao, t€ bao dudi gai va mot s6 bach cau don nhan.

U PBMC va té bao dich vé6i vét thir nghiém

PBMC Iam gidu té bao bach huyét dugc thu hoach va danh déu béng thude
nhudm theo d&i huynh quang Violet Cell Tracker 1pM. Cac té bao dich WSU-
DLCL2 dugc dénh ddu 1pM cia thubc nhudm huynh quang Vybrant CFDA-SE.

Sau d6, PBMC danh déu thuéc nhuém duge cly trong dia 96 giéng day tron
v6i t& bao dich dwgc danh diu thude nhudm véi ty 18 5: 1 (WSU-DLCL2 & 5x103 té
bao dich/giéng).

PBMC dugc cdy va té bao dich duge u trong 72 gio & 37°C v6i céc vat
phim thir nghiém hoic d6i ching twong mg cla ching ¢ ndng d6 cudi cing nim
trong khoang tir 12,9pM dén 100nM (REGN5837 hodc khong phai TAAxXCD28) va
4,8fM dén 10nM (REGN1979 hozc khong TAAXCD?3).

Phan tich té bao theo dong chiy

Sau khi @ v6i vat phdm thir nghiém va dbi chimg, té bao dugc danh déu
bing thubc nhuém duge nhudm bang nhuém LIVE/DEAD va v6i mot hdn hop cac
khang thé duge danh dAu huynh quang dbi voi CD2, CD4, CD8 va CD25. Céc dau
dém (20 pL mdi giéng) duge thém vao ngay truée khi phan tich mau trén méay do té
bao dong BD Celesta. Dit li¢éu do luu luong té bao dugc st dung dé xac dinh su
séng st ciia té bao dich, sy ting sinh cta té bao T va sy didu chinh ctia cac déu hiéu
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kich hoat t& bao T. Gi4 tri EC50 dugc xac dinh tlir phuong trinh logistic bdn tham s
trén dudng cong dap ing lifu 9 diém bing phan mém GraphPad Prism. Dép tng t6i
da dbi véi doc tinh té bao, kich hoat t& bao T (diu hoa CD25), va tang sinh dugc
xéc dinh 12 mirc dap tmg tdi da dugce tao ra béi sy phit hop clia dudng cong Prism.
Thay dbi tuong dbi trong EC50 so véi d8i chung dugc tinh 13 EC50y,
rEGN5837/EC50pMm) rREGNSS37, VA thay dbi tuong dbi trong giai phéng cytokin tdi da
duoc tinh 12 T8i da g recrsss7/TO1 da o REGNSS3T-

Ty 1¢ sbng s6t ciia té bao dich

Ty 18 phan trim té bao dich con séng trong mdi diéu kién thtr nghiém dugc
tinh bang sb luong té bao dich con sbéng, dugc danh diu CFDA-SE/dugc chudn héa
tbt véi sb lrong hat dugc thu thép/giéng. Ty 1€ séng s6t cua té bao dich duogc xac
dinh bing ty 1¢ gifta sé lugng té bao dich séng sét trong bat ky dieu kién thir nghiém
nao so v6i sb luong té bao dich séng sot trong diéu kién khong c6 khang thé ddi
chimg (& bao dich chi c6 mit PBMC).

Phdn tram doc tinh té bao chéng lai t& bao dich trong mdi diéu kién thir
nghiém, noi dugc bao cao theo cach nay, dugc xac dinh b%mg 100 tru di phﬁn tram
sdng sét (dugc tinh nhu mo ta & trén).

Su bidu hién CD25 trén té bao T CD4+ va CD8"

Su gia tang cua CD25 (mot d4u hiéu cua t& bao T dugc kich hoat mudn)
duoc dénh gi4 bing cach kiém tra t& bao séng, CD2 + va CD4" hogc CD8". Phén
trdm té bao T duogc kich hoat biéu hién CD25 trong tdng s6 t& bao T biéu hién CD4

hodc CD8 di dugc bao céo.
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Sv ting sinh ciia té bio T CD4" va CD8+

Su tang sinh t& bao T CD4* va CD8" so cdp dwgc dénh gié bing phuong
phéap do té bao dong chay bang cach tinh toan ty 1& phi‘m tram té bao da phan chia
trong tong sb t€ bao T CD4" va CD8". Cudng d6 huynh quang cuia t€ bao nhudm
Violet Cell Tracker dugc st dung nhu mot dAu hiéu cua qua trinh phén chia té bao,
vi cudng d6 huynh quang cia mdi té bao giam di mdt hé s6 2 v6i mbi vong phan
chia

Phén tich gidi phéng cytokin

Ham luong cia céc cytokin (IL-4, IL-2, IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-y va IL-
17A) trong céc chat ndi nudi ciy té bao duge dinh luong bang cach st dung mang
hat do té bao BD kit Cytokin ctia ngudi Th1/Th2/Th17 theo hudng din cta nha san
Xuét.

M6 hinh In vivo cia DLBCL s dung ghép ngoai lai té bao WSU-DLCL2

Chudt NSG céi da duge st dung trong tt ca céc thi nghiém. T4t ca cac con
chudt duge cdy SC véi té bao u lympho té bao B WSU-DLCL2 va IP dd dugc dinh
luong véi khang thé. Sy phat trién cta khéi u dugc do bang thudc cip vai 14n mdi
tuln trong sudt thdi gian nghién curu. DAi véi tht ca cac thi nghiém, chudt dugc nudi
trong co s& dong vat Regeneron trong didu kién tiéu chudn. T4t ca cac thi nghiém
déu duge thuc hién theo huéng din cua Té chitc chim séc va sit dung dong vat
(IACUC) tai Regeneron.

Pidu kién nudi ciy té bao WSU-DLCL2 va ciy ghép khoi u

Dong té bao WSU-DLCL2 dugc lay tir Vién Leibnitz-DSMZ va dugc duy
tri trong mdi truong RPMI-1640 véi 10% FBS duge bd sung véi penicillin,
streptomyxin, glutamin va 1mM HEPES.

Céc té bao WSU-DLCL?2 (3x106 8) dugce thu thap va tron véi 5x105 PBMC
va dugc tiép tuc lai trong hdn hop 1:1 cia PBS va GFR Matrigel. Chudt NSG cai
duoc tiém SC v6i 100 puL hdn hop té bao & sudn bén phai.

Dinh lidu khang thé dé x4c dinh khdi u

Trude khi ding thude thir nghiém hodc déi ching, chudt dwoc phén thanh

cac nhom, phan ting theo ginh ning khéi u.
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Cac khang thé (REGN5837, REGN1979, REGN5671 [Khong TAAXCD28
bsAb dbi chung khong béc ciu], hoic H4sH17664D [Khong TAAXCD3 bsAb d6i

chirng khong béc cau]) dugc sir dung dudi dang liéu phép tri liu don hoic két hop

bang cach tiém IP vao cac ngay 1, 8, va 15 sau khi chy v6i liéu lugng néu trong

Bang 31.

Béang 31: Thiét ké thir nghiém aé dénh gi sy phat trién va sy sng con

cuia khoi u

Céc nhém N Lidu ciia |Lidu cia | Phac d lidu | Ngay xdc
trén | REGN5837 | REGN1979 | BsAb (tiém | dinh  thé
nhém | hodic khong | hoiic IP) tich khéi u
TAAxCD28 | khong
TAAxCD3
REGN5837
7 0,4 mg/kg
+ REGN1979
REGN5837
7 4 mg/kg
+ REGN1979
REGN5837
khong 7 4 mg/kg Ngay 7, 10,
TAAxCD3 Ngay 1, 8,114, 16, 28,
Khong va 15 sau |31, 35, 38,
TAAXCD28" 6 1 mg/kg 0.4 mg/ke khi cdy té|43, 46, 49,
REGN1979 bao WSU- |53, 57, va
DLCL2 63 sau khi
Khong %
TAAXCD28" 6" 4 mg/kg -
REGN1979
Khong
TAAxCD28" A
khong 7 4 mg/kg
TAAxCD3
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2 Mot con chudt da chét trong qua trinh thir nghiém va da bi loai trir.

Do khéi u va diém cudi dwoc chi dinh

Sy phat tridn cta khéi u dugc theo ddi theo thoi gian bang cach sir dung
thudce cip do duong kinh X va Y cua khéi u (cac phép do vudng goc cla chiu dai
va chidu rong). Thé tich khdi u da dugc tinh todn (X * Y * [X/2], trong d6 X 1a
dudng kinh ngén hon). Chudt bj chét khi khéi u dat dén diém két thuc khéi u dugc
chi dinh (dudng kinh khéi u> 20 mm hogc khéi u bi loét). Piém cubi nay phu hop
v6i tiéu chudn IACUC

Phén tich théng ké vé sw phat trién va tj 18 song s6t ciia khéi u

Két qua vé thé tich khéi u theo thoi gian duge phan tich bang céach st dung
phén tich phuong sai 2 chidu (ANOVA), sau d6 1a thit nghiém post-hoc Tukey dé so
sanh nhiéu 1an. Két qua vé kha ning song sot theo thoi gian duge phén tich bang
cach st dung thtr nghiém Mantel-Cox trén tAt ca cac nhém va cac thit nghiém
Mantel-Cox tiép theo dugc thuc hién dé so sanh theo timg nhom riéng 1é. Sy khac
biét dugc coi 1a cb v nghia thong ké khi p <0,05. Céc phén tich théng ké dugc thuc
hién bang phin mém GraphPad Prism 8.

Két qua

Anh huéng ciia REGN5837 dbi véi kha niing ciia REGN1979 dé diéu
hoa hoat tinh gy ddc té bao T chéng lai té bao dich WSU-DLCL2 va su gidi
phong cytokin tir PBMC ciia nguoi

REGN5837 vA REGN1979 d3 dugc thit nghiém két hop & mot loat cac ndng
d6 dé danh gid téc dong cia REGN5837 d6i véi doc t€ bao qua trung gian
REGN1979 chéng lai té bao WSU-DLCL2, kich hoat té bao T, ting sinh té bao T
va giai phong cytokin tur té bao T cta ngudi PBMC nhu da mo ta trude ddy. Bang
30 cho thdy tac dung ciia REGN5837 ddi véi doc té bao qua trung gian REGN1979
chéng lai t& bao WSU-DLCL2, kich hoat té bao T v tang sinh té bao T. Két qua s
lugng tir 2 ngudi hién ting ngudi chimg minh anh huéng ctia REGN5837 d6i voi su

giai phong cytokin duge tém tit trong Bang 32.
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Anh hwéng cia REGN5837 dbi véi ddc tinh t€ bao qua trung gian
REGN1979 va ting sinh té bao T & ngudi

Tac ddng cia viéc tang néng d6 cia REGN5837 dbi vé6i hiéu luc (EC50) va
hidu qua (d4p tng t6i da) cia REGN1979 dugc dénh gid bang cich danh gid doc
tinh té bao qua trung gian REGN1979 d6i véi t€ bao dich WSU-DLCL2, kich hoat
té bao T qua trung gian REGN1979 va REGN1979- sy tang sinh qua trung gian cua
té bao T CD4" va CD8" ciia ngudi tir PBMC cua ngudi. REGN5837 ting cudng
hidu Iuc ciia REGN1979 d& lam trung gian gdy doc té bao chéng lai t€ bao WSU-
DLCL2, kich hoat té bao T (dwgc do bing biéu hién CD25 trén té bao T CD4" va
CD8"), va su tang sinh té bao T CD4" va CD8" theo cach phy thudc vao ndng do. O
ndng do tir 77,2pM dén 100nM, REGN5837 lam tang hiéu lyc gdy doc t€ bao qua
frung gian ciia REGN1979 déi v6i té bao dich; & ndng do tir 77,2pM dén 2,78nM,
REGN5837 lam ting hiéu lyc kich hoat va ting sinh té bao T qua trung gian
REGN1979, nhung ndng d6 cao hon ciia REGN5837 khong lam ting thém hiéu luc
ciia REGN1979. Cac dit lidu ndy dugc bidu dién bang d6 thi trong Fig. 11 va trong
Béng 30.

Giai phong Cytokin qua trung gian REGN1979 tir PBMC cuaa nguoi khi
c6 mat REGNS837

Téc dong cla viée ting ndng do cia REGNS5837 déi vé6i hiéu luc (EC50) va
hiéu qua (dap Ung tdi da) ctia REGN1979 dugc danh gia bang cach danh gia doc
tinh té bao qua trung gian REGN1979 d6i véi té bao dich WSU-DLCL2, kich hoat
té bao T qua trung gian REGN1979 va REGN1979- su ting sinh qua trung gian cua
té bao T CD4" va CD8" ctia ngudi tt PBMC cua ngudi. REGNS5837 ting cudng
hiéu Iyc cia REGN1979 dé 1am trung gian gay doc té bao chéng lai t& bao WSU-
DLCL2, kich hoat té bao T (dugc do bing bidu hién CD25 trén té bao T CD4™ va
CD8"), va su tang sinh té bao T CD4*va CD8" theo cach phy thudc vao ndng do. O
ndng d6 tir 77,2pM dén 100nM, REGN5837 lam tang hiéu luc gdy doc té bao qua
frung gian ciia REGN1979 d6i v6i té bao dich; & ndng dd tir 77,2pM dén 2,78nM,
REGNS5837 lam ting hiéu lyc kich hoat va ting sinh té bao T qua trung gian
REGN1979, nhung ndng d6 cao hon ctia REGN5837 khong lam ting thém hiéu luc
cia REGN1979. Cac dit liéu nay duoc biéu dién bing d thi trong Fig. 11 va trong
Bang 30.

132



48587 133/216

Bang 32
Nong d6 cb dinh ciia REGN5387
1,0 1,67 X[2,78 X [4,63 X|7,72 X |0
x107 | 10® 10° 10 | 10™
REGN1979 | 1,66 X|1,53 X |1,28 X|1,89 X |3,77 X |9,99 X
IL-4 | ECsy (M) 10 101 10! 10 1071|1070
Téi da CKR |2,637 |2,793 [2,705 |1,560 |935 775
(pg/mL)"°
S6 lan thay | 3,4 3,6 3,5 2,0 1,2 1,0
d4i (CKR)" |
REGN1979 |2,81 X|[1,96 X|5,18 X|536 X|3,89 X|[125 X
IL-2 |ECs(M) 10 10 1012 |10 10°® 10710
Téi da CKR | 79,3 75,4 63,2 70,3 116 36,2
(pg/mL)
S6 lan thay | 2,2 2,1 1,7 1,9 3,2 1,0
dbi (CKR)
REGN1979 |5,13 X |[7,89 X|[2,68 X|145 X|161 X|742 X
IL-6 |ECs (M) 10" 101" 10 1012 10710 |10M
Téi da CKR | 366 304 367 246 210 190
(pg/mL)
S6 lan thay | 1,9 1,6 1,9 1,3 1,1 1,0
dbi (CKR)
REGN1979 |3,54 X|1,04 X[243 X|529 X|[3,34 X[995 X
IL-10 | ECso (M) 10 1071 107 101 10 10t
Téi da CKR | 528 683 835 633 450 512
(pg/mL)
S0 lan thay | 1,0 1,3 1,6 1,2 0,9 1,0
d6i (CKR)
REGN1979 |5,03 X|[8,69 X|[3,45 X|[2,08 X|[1,62 X|243 X
TNF | ECs (M) 102 |10 102 |10 1071|1010

133



48587

134/216

alpha | Téi da CKR | 236 129 170 NC 354 1296
(pg/mL)
S6 lan thay | 8,0 4,4 5,8 NC 1,2 1,0
dbi (CKR)
REGN1979 | 1,17 X534 X|2,00 X|6,72 X|6,57 X|1,82 X
IFN- | ECso (M) 10710 10" 10710 101 10 |10
gamma | Téi da CKR | 525 537 693 348 167 2,06
(pg/mL)
S6 lan thay | 2,6 2,6 3,4 1,7 0,8 1,0
d6i (CKR)
REGN1979 (3,22 X |1,11 X|7,60 X|4,63 X|1,8 X|2,50 X
IL-17A | ECso (M) 1010 | 10" 10 1071 10710 | 1070
Tbi da CKR | 26,6 25,2 20,6 33,3 21,9  [20,5
(pg/mL)
S6 lan thay | 1,3 1,2 1,0 1,6 1,1 1,0
d6i (CKR)

* REGN1979 d4 duoc thir nghiém & ndng do thay dbi tir 4,8fM dén 10nM.

® CKR tbi da dugc ghi nhén 1a ving tdi da duoc xac dinh boi sy phu hop cia duong
cong PRISM.

° 86 14n thay dbi v& muc cytokin tdi da trong huyét thanh dugc tinh 1a CKR t6i da
(IM] REGN5837) / MAX CKR (khong REGN5837)

Viét tit: CKR, giai phong cytokin; NC, khong dugc tinh toan vi mirc giai phong

cytokin khong dat dén d6 bao hoa & pham vi ndng @6 REGN1979 dugc thir nghiém,

hoic khoéng thé trang bi dudng cong dap ung lidu

Hiéu qua chbéng khdi u cia viéc quan ly REGN5837 khi c6 va khéng c6 cic

liéu lwong dudi hiéu qua cia REGN1979

Chudt NSG thiéu mién dich mang khéi u WSU-DLCL2 d3 dugc tiém IP

khéng thé hoic dbi chiing khong béc cdu nhu dugc md ta trudc day trong tai liéu

nay.
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O chuot mang khdi u, didu tri véi 1 mg/kg REGN5837 khi c6 mit 0,4 hogc 4
mg/kg REGN1979 din dén trc ché ¢6 ¥ nghfa théng ké sy phét trién ctia khéi u so
v6i bsAbs dbi chimg khong bic ciu (khong TAAxCD28 va khéng TAAXCD3
bsAbs) vio ngdy 28 (6 ngdy sau lidu khang thé cubi cing (Fig. 13A va 13B). Su két
hop 1 mg/kg REGN5837 va 0,4 mg/kg REGN1979 din dén giam déng ké thé tich
khéi u so véi liéu phép tri liéu don REGN1979 vao ngay 46 .

Ca liéu phap tri lidu don 0,4 va 4 mg/kg REGN1979 din dén trc ché khdi u
khiém tn so v6i déi chirng khong béc cau vao ngdy 28, trong khi liéu phép tri ligu
don REGN5837 khong c6 tac dung. Sw phat trién nhanh chéng ciia khéi u duoc
quan séat khi dung thudc voi bsAbs dbi chitng khong béc cu trong subt thoi gian

dung thudc, va tit ca chudt da chét vao ngay thir 125.

Thir nghiém Mantel-Cox phat hién su khac biét c6 y nghia théng ké vé ty 18
sdng sét giita tAt ca cac nhom (p = 0,0001) va thir nghiém Mantel-Cox bd sung dugc
thuc hién dé so sanh theo nhom. Sy gia ting dang ké vé ty 16 sbng sét da dugc quan
sat thiy dbi v6i chudt duoc ding lidu 1 mg/kg REGN5837 két hop véi 0,4 hodc 4
mg/kg REGN1979 (85% va 70% ty 1€ sdng sét, twong ng) so v6i chudt duge cho
dung khang thé d6i chimng khong béc cu (khong song sot) (Fig. 14).

Hon nita, su gia ting dang ké ty 1& sdng s6t dd dugc quan sat thdy & chuot
dugc ding liéu 1 mg/kg REGN5837 két hop v6i 0,4 hodc 4 mg/kg REGN1979 so
vGi chudt duge dung lidu REGN5837 hoic REGN1979 liéu phap tri li¢u don.

Sang ché khong bi gi6i han trong pham vi ciia cac phuong én thyc hién cy
thé dugc mod ta & ddy. Thuc vay, cac cai bién khéc nhau theo séng ché ciing vdi cac
stra ddi dugc mo ta & day c6 thé tré nén rd rang voi ngudi b hiéu biét trung binh
trong linh vurc k§ thuat tr ban md ta da néu va cac hinh v€ kem theo. Cac cai bién

nay c6 muc dich ndm trong pham vi ctia cac yéu cau bao ho di kém.
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YEU CAU BAO HQ

1. Phan tir lién két khang nguyén dic hiéu kép duoc phan 14p chia:

mién lién két khang nguyén thir nhat (D1) lién két véi CD28 ciia ngudi va
chira ving bién dbi chudi ning (Heavy Chain Variable Region: HCVR) chita ba
viing x4c dinh tinh b trg chudi ning (Heavy Chain Complementarity Determining
Region: HCDR) 13 HCDR1, HCDR2, HCDR3 chtra céc trinh tu axit amin SEQ ID

NO: 28, 30, 32, va ving bién d6i chudi nhe (Light Chain Variable Region: LCVR)

~ chura ba ving x4c dinh tinh bd tro chudi nhe (Light Chain Complementarity
Determining Region: LCDR) 1a LCDR1, LCDR2, LCDR3 chtta céc trinh ty axit
amin SEQ ID NO: 12, 14, 16; va

mién lién két khang nguyén thir hai (D2) lién két dic hidu véi CD22 cia
nguoi trén té bao khéi u dich va chira cdc CDR cua HCVR chira cac trinh tu axit
amin SEQ ID NO: 4, 6, 8, va cdic CDR cua LCVR chtra céc trinh ty axit amin SEQ
ID NO: 12, 14, 16.

2. Phén tir lién két khang nguyén dic hiéu kép dugc phan 14p theo diém 1, trong d6
mién lién két khang nguyén thir hai (D2) lién két véi epitop trén CD22 clia ngudi
chira mot hodc nhiéu axit amin cia SEQ ID NO:57, SEQ ID NO:58, va/hodc SEQ
ID NO:59.

3. Phan ti lién két khang nguyén dic hiéu kép duogc phan 14p theo diém 1, trong d6
phan tir lién két khang nguyén dic hidu kép ndy c6 tinh chét dugc chon trong sb
nhém gdm co:

(a) lién két v6i CD22 cua ngudi véi Kpl1a nhé hon khoang 15 nM khi dugce
do bang cong hudng plasmon bé mit & 25°C;

(b) lién két véi CD22 ctia Macaca fascicularis (khi dudi dai) véi Kpnhé hon
khoang 60 pM khi dugc do bing cong hudng plasmon bé mit & 25°C;

(c) lién két véi CD28 ciia ngudi voi Kpnhd hon khoang 45 uM khi dugc do
bang cong hudng plasmon bé mit & 25°C;

(d) lién két v&i bé mit cia t& bao bidu hién CD28 clia ngudi véi ECsy nhd
hon khoang 1x10™® M khi dugc x4c dinh bang thir nghiém lién két phan loai té bao
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hoat h6a huynh quang (Fluorescence-activated Cell Sorting: FACS) in vitro;,
(e) lién két v6i bé mit cia t& bao biéu hién CD22 cta ngudi v6i ECso nho
hon khoang 1x10"® M khi duge x4c dinh b%mg thir nghiém lién két FACS in vitro; va
() thé hién hiéu qua ddng kich thich khi dugc st dung lién hop véi khang
thé dic hidu kép khang CD20xCD3.

4. Phan ttr lién két khang nguyén dic hiéu kép duge phan 14p theo diém 1, trong d6
mién lién két khang nguyén thir nhét chira cip HCVR/LCVR chira c4c trinh ty axit
amin SEQ ID NO: 26/10.

5. Phan tir lién két khang nguyén dic higu kép dugc phéan 14p theo diém 1, trong d6
mién lién két khang nguyén thir hai chira cip HCVR/LCVR chira céc trinh tu axit
amin SEQ ID NO: 2/10.

6. Phan ti lién két khang nguyén dic hiéu kép dugc phan 1ap theo diém 1 chira:
mién lién két khang nguyén thir nhit chira cip HCVR/ LCVR chita c4c trinh
tu axit amin SEQ ID NO:26/10; va
mién lién két khang nguyén thtr hai chira cip HCVR/ LCVR chura cac trinh

tu axit amin SEQ ID NO: 2/10.

7. Dugc phdm chita phan ti lién két khang nguyén dic hiéu kép theo diém 1, va

chit mang ho#c chét pha lodng dugc dung.

8. Phan tir axit nucleic chira trinh tu nucleotit ma h6a phén tir khang thé dic hiéu

kép theo diém 1.
9. Vecto biéu hién chira axit nucleic theo diém 8.

10. Té bao vat chu chira vecto bidu hién theo diém 9.
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Nong d¢ khang thé Logio [M] Nong d6 khang thé Logio [M]

—o— REGN5837 + Cemiplimab

-0- REGN5837 + higG4P
-6-Khong TAAXCD28 + Cemiplimab
-o-Khong TAAXCD28 + higG4P

Két hop cia REGN5837 + Cemiplimab tédng cuong g1a1 phéng IL-2 t6i da khi c6 mit té bao
WSU-DLCL2 giai phéng PD-L1, dang ké nhat 12 khi c6 mit Belatacept

FIG. 4
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—o—Khong TAAXCD28 + Cemiplimab

-©-Khong TAAXCD28 + [gG4P

Két hop ctia REGNS5837 + Cemiplimab ting cudng giai phong IL-2 so v6i chi didu tri voi
REGN5837 & t& bao NALM6 duoc thibt ké ¢é biéu hién PD-L1

FIG. 5A
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FIG. 5B
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Diéu tri cho chudt NSG mang khéi u WSU- DLCL2 v6i REGN5837 khi c6 mat lidu gén hiéu
qua cia REGN1979 lién quan dén su suy yéu khéi u déng ké

Su ting trudng khéi u trung binh
F l G . 1 3A 0,4 mg/kg REGN1979
20007
1500+

1000+

500

Thé tich khéi u (mm?)

0_ =0 - 6.-.0.00-0.-0-5-0
0* $10 4 20 30 40 50 60 70

Ngay sau chy ‘
—v— 1 mg/kgkhong TAAXCD28 + 0,4 mg/kgKhongTAAXCD3
—o- 1 mg/kgkneng TAAXCD28 + 0,4 mg/kg REGN1979
--o--1 mg/kg REGN5837 + 4 mg/kgKheng TAAXCD3
--@--1 mg/kg REGN5837 + 0,4 mg/kg REGN1979
Tang trudng khoi u trung binh
FIG. 13B 4m§/kg RégGN1979 ¢

20001 y
1500+
1000~

500

Thé tich khéi u (mm?)

o . d
04 f1o ¢ 0 30 4 50 60 70

Ngay sau cay - -
—v— 1 mg/kgkhong TAAXCD28 + 4 mg/kgKhong TAAXCD3
—a- 1 mg/kgkheng TAAXCD28 + 4 mg/kg REGN1979
--0--1 mg/kg REGN5837 + 4 mg/kgKhong TAAXCD3
-©—1 mglkg REGN5837 + 4 mg/kg REGN1979
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DANH SACH TRINH TV

<110> REGENERON PHARMACEUTICALS,

INC.

153/216

<1205 PHAN TU KHANG THE PAC HIEU KEP DPUQC PHAN LAP VA DUGC PHAM CHUA PHAN

TU KHANG THE NAY
<130> 118003-49220

<140>
<141>

<150> 62/781,689
<151> 2018-12-19

<160> 74

<170> PatentIn phién ban 3.5
<210> 1

<211> 375

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /luu y=“Md ta trinh ty nhan tao: polynucleotit téng hop”

<400> 1
gaggtgcagc tggtgcagtc tggagcagag

tcctgtaagg gttctggata caactttgcec
cccgggaaag gectggagtt gatgggaatc
aacccgtcct tccaaggcca ggtcaccatc
ctgcagtgga gcagcctgaa ggcctcggac
ggatattgta gtggtaccag ttgccacaac
gtcaccgtct cctca

<210> 2

<211> 125

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> nguodn

gtgaaaaagc
acgtactgga
atctatcctg
tcagccgaca
accgccatgt

tggttcgacc

ccggggagtc tctgaagatc
ttgcctgggt gcgccagatg
gtgactctga gaccacatac
agtccatcag taacgcctac
attattgtgc gagagtagga

cctggggect gggaaccctg

<223> /1luu y="“Mé ta trinh ty nhéan tao: polynucleotit téng hgp”

<400> 2

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

60

120

180

240

300

360

375



Ser

Trp

Gly

Gln

65

Leu

Ala

Asp

Leu

Ile

Ile

50

Gly

Gln

Arg

Pro

<210> 3
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan

<220>
<221> nguodn
<223> /luu y="Mo ta

<400> 3
ggatacaact ttgccacgta ctgg

<210> 4
<211> 8

<212>
<213>

<220>

<221>
<223>

<400> 4
Gly Tyr Asn Phe Ala Thr Tyr Trp

1

Lys

Ala

35

Ile

Gln

Trp

Val

Trp
115

PRT
Trinh tu nhan tao

nguon
/luu y=“Mé ta trinh ty nhan tao: peptit téng hgp”

Ile
20

Trp

Tyr

Val

Ser

Gly

100

Gly

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Gly

Leu

5

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Tyr

Gly

tao

Lys

Gln

Asp

Ser

Lys

Cys

Thr

Gly

Met

40

Ser

Ala

Ala

Ser

Leu
120

48587

Ser
25

Pro

Glu

Asp

Ser

Gly
105

Val

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

920

Thr

Thr

trinh ty nhan tao:

Tyr

Lys

Thr

Ser

75

Thr

Ser

Val

Asn

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Cys

Ser

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Met

His

Ser
125

Ala

30

Glu

Pro

Asn

Tyr

Asn
110

15

Thr

Leu

Ser

Ala

Tyr

95

Trp

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Phe

polynucleotit téng hop”

154/216
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<210> 5

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /luu y="M6 ta trinh ty nhan tao:

<400> 5
atctatcctg gtgactctga gacc

<210> 6

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

220>
<221> ngudn

<223> /luu y=“Md ta trinh ty nhan tao:

<400> 6
Ile Tyr Pro Gly Asp Ser Glu Thr
1 5

<210> 7

<211> 54

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<221> nguodn

<223> /luu y=“Md ta trinh tu nhén tao:

<400> 7

oligonucleotit téng hgp”

peptit téng hogp”

oligonucleotit téng hogp"

gcgagagtag gaggatattg tagtggtacc agttgccaca actggttcga cccc

<210> 8

<211> 18

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /luu y=“Mé ta trinh ty nhan tao:

<400> 8

peptit téng hop"

155/216

24

54



48587

Ala Arg Val Gly Gly Tyr Cys Ser Gly Thr Ser Cys His Asn Trp Phe
1 5 10 15

Asp Pro

<210> 9

<211> 324

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y=“M6 ta trinh ty nhan tao: polynucleotit tong hop"

<400> 9
gaaattgtgt tgacgcagtc tccaggcacc ctgtctttgt ctccagggga aagagecacc

ctctcctgea gggeccagtca gagtgttage agcagctact tagcctggta ccagcagaaa
cctggeccagg ctcccagget cctcatctat ggtgecatcca gcagggcecac tggcatccca
gacaggttca gtggcagtgg gtctgggaca gacttcactc tcaccatcag cagactggag
cctgaagatt ttgcagtgta ttactgtcag cagtatggta gctcaccttg gacgttcggc
caagggacca aggtggaaat caaa

<210> 10

<211> 108

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<221> nguodn
<223> /luu y="Mé ta trinh ty nhan tao: polypeptit téng hgp”

<400> 10
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Ser
20 25 30

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

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

156/216
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Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu

65 70

75 80

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro

85 90

95

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

100 105

<210> 11
<211> 21
<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> nguodn
<223> /luu y=“M6 ta trinh tu nhan tao:

<400> 11
cagagtgtta gcagcagcta c

<210> 12

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhadn tao

<220>
<221> nguodn
<223> /luu y="“M6 ta trinh ty nhan tao:

<400> 12
Gln Ser Val Ser Ser Ser Tyr
1 5

<210> 13

211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> nguodn
<223> /luu y="“M6 ta trinh ty nhén tao:

<400> 13
ggtgcatcc

oligonucleotit téng hgp”

peptit tdng hgp”

oligonucleotit téng hop”

157/216
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<210> 14

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /luu y=“Md ta trinh ty nhén tao:

<400> 14
Gly Ala Ser
1

<210> 15

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /luu y="“M6 ta trinh tu nhan tao:

<400> 15
cagcagtatg gtagctcacc ttggacg

<210> 16

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /luu y=“Mdé ta trinh ty nhan tao:

<400> 16
Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro Trp Thr
1 5

<210> 17

<211> 381

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<221> nguodn

<223> /luu y="“M6 ta trinh tu nhan tao:

<400> 17

peptit téng hogp”

oligonucleotit téng hgp”

peptit tdng hgp”

polynucleotit téng hop"

gaggtgcage tggtggagtc tgggggagge ttggtccage cgggggggtc cctgaaactc

tcctgtgecag cctctgggtt caccttcagt ggctctgata tgcactgggt ccgccaggcet

158/216

27

60

120



tccgggaaag ggctggagtg ggttggecgt attagaaacc aacctaatag ttacgcgaca
gcatatgetg cgtcggtgaa aggcaggttc accatctcca gagatgattc aaagaacacg
gcgcatttge aaatgaacag cctgaaaacc gaggacacgg ccgtgtattt ttgtactaga

caaaagcagg tcgtttataa ttaccatcac tactacggta tggacgtctg gggccaaggs

accacggtca ccgtctccte a

<210> 18
211> 12
<212> PR

<213>

220>
<221> ng

<223>

<400> 18
Glu Val Gln

1

Ser

Asp

Gly

Ser

65

Ala

Phe

Gly

Leu

Met

Arg

Val

His

Cys

Met

<210> 19
<211> 24

7
T

udn

Lys

His

35

Ile

Lys

Leu

Thr

Asp
115

Leu

Leu

20

Trp

Arg

Gly

Gln

Arg

100

Val

Trinh ty nhan

/luu y="M6 ta

Val

Ser

Val

Asn

Arg

Met

85

Gln

Trp

tao

48587

trinh tuy nhan tao: polypeptit tong hgp”

Glu

Cys

Arg

Gln

Phe

70

Asn

Lys

Gly

Ser

Ala

Gln

Pro

55

Thr

Ser

Gln

Gln

Gly

Ala

Ala

40

Asn

Ile

Leu

Val

Gly
120

Gly

Ser

25

Ser

Ser

Ser

Lys

Val

105

Thr

Gly

10

Gly

Gly

Tyr

Arg

Thr
90

Tyr

Thr

Leu

Phe

Lys

Ala

Asp

75

Glu

Asn

Val

Val

Thr

Gly

Thr

60

Asp

Asp

Tyr

Thr

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Thr

His

Val
125

Pro

Ser

30

Glu

Tyr

Lys

Ala

His

110

Ser

Gly

15

Gly

Trp

Ala

Asn

Val
95

Tyr

Ser

Gly

Ser

Val

Ala

Thr

80

Tyr

Tyr

159/216
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48587

<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> nguodn
<223> /luu y="“M6 ta trinh tu nhan tao:

<400> 19
gggttcacct tcagtggctc tgat

<210> 20

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

220>
<221> nguodn
<223> /luu y=“Mé ta trinh tu nhan tao:

<400> 20
Gly Phe Thr Phe Ser Gly Ser Asp
1 5

<210> 21
<211> 30
<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y=“Md ta trinh ty nhan tao:

<400> 21
attagaaacc aacctaatag ttacgcgaca

<210> 22
<211> 10
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M6 ta trinh tu nhan tao:

<400> 22

oligonucleotit téng hgp”

peptit téng hop”

oligonucleotit téng hop”

peptit téng hgp”

Ile Arg Asn Gln Pro Asn Ser Tyr Ala Thr

1 5 10

<210> 23
<211> 54
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

160/216

24

30



48587

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y=“Mé ta trinh tu nhan tao: oligonucleotit téng hgp”

<400> 23
actagacaaa agcaggtcgt ttataattac catcactact acggtatgga cgtc

<210> 24

<211> 18

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y=“Mé ta& trinh ty nhan tao: peptit téng hgp”

<400> 24
Thr Arg Gln Lys Gln Val Val Tyr Asn Tyr His His Tyr Tyr Gly Met
1 5 10 15

Asp Val

<210> 25

<211> 366

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> nguodn
<223> /luu y="“Md ta trinh tu nhan tao: CD28-HCVR-NA téng hgp"

<400> 25

caggtgcagc
acctgcactg
ccagggaags
ccctccctca
aagctgagtt
cggagggact

tcctca
<210> 26

<211> 122
<212> PRT

tgcaggagtc gggcccagga
tctctggtgg ctccatcagt
gactggagtg gattgggtat
agagtcgagt caccatatca
ctgtgaccge tgcggacacg

actactacta cggtatggac

<213> Trinh tv nhan tao

ctggtgaagc
agttactact
atctattaca
gtagacacgt
gcecgtgtatt

gtctggescc

cttcggagac
ggagctggat
gtgggatcac
ccaagatcca
actgtgcgag

aagggaccac

cctgtecectc
ccggeagecc
ccactacaac
gttctccctg

atggggggtt

ggtcaccgtc

161/216

54

60

120

180

240

300

360

366



48587 1621216

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M6 ta trinh ty nhan tao: CD28-HCVR-AA tdng hop"

<400> 26
Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu
1 5 10 15

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

Tyr Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Tyr Ile Tyr Tyr Ser Gly Ile Thr His Tyr Asn Pro Ser Leu Lys
50 55 60

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

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95

Arg Trp Gly Val Arg Arg Asp Tyr Tyr Tyr Tyr Gly Met Asp Val Trp
100 105 110

Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 27
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y=“Mé ta trinh ty nhan tao:CD28-HCDR1-NA téng hop"

<400> 27
ggtggctcca tcagtagtta ctac 24

<210> 28

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

10



48587

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="Mé t& trinh tu nhan tao: CD28-HCDR1-AA téng hgp"

<400> 28
Gly Gly Ser Ile Ser Ser Tyr Tyr
1 5

<210> 29

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<221> nguodn
<223> /luu y="Mé t& trinh tu nhan tao:CD28-HCDR2-NA téng hgp"

<400> 29
atctattaca gtgggatcac ¢

<210> 30

211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> nguodn
<223> /luu y=“Md ta& trinh tu nhan tao: CD28-HCDR2-AA téng hgp”

<400> 30
Ile Tyr Tyr Ser Gly Ile Thr
1 5

<210> 31
<211> 47
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> nguodn
<223> /luu y=“Md ta trinh ty nhan tao: CD28- HCDR3-NA tdng hop"

<400> 31
cgagatgggg ggttcggagg gactactact actacggtat ggacgtc

<210> 32
<211> 16
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao

11

163/216
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47



48587 164/216

<220>
<221> nguodn
<223> /luu y=“M6 tad trinh ty nhén tao: CD28- HCDR3-AA téng hgp"

<400> 32
Ala Arg Trp Gly Val Arg Arg Asp Tyr Tyr Tyr Tyr Gly Met Asp Val
1 5 10 15

<210> 33

<211> 444

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y=“Mé ta trinh ty nhan tao: 10369N_VH(mouse).mIgGl téng hogp"

<400> 33
Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Val Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Leu Ser Cys Thr Thr Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Thr
20 25 30

Tyr Ile His Trp Val Arg Gln Arg Pro Glu Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

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

Gln Gly Lys Ala Thr Ile Thr Ser Asp Thr Ser Ser Asn Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Ala Ile Asn Phe Gly Ser Asn Tyr Asp Ala Ile Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

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

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

Leu Gly Cys Leu Val Lys Gly Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Thr

12



48587

165/216

145 150 155 160

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Asn Ser Ala Ala Phe Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Thr
325 330 335

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

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

Phe Phe Pro Glu Asp Ile Thr Val Glu Trp Gln Trp Asn Gly Gln Pro

13



370

Ala Glu Asn Tyr Lys
385

Tyr Phe Val Tyr Ser
405

Gly Asn Thr Phe Thr
420

His Thr Glu Lys Ser
435

<210> 34
<211> 214
<212> PRT
<213> Trinh tv nhén

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="“Mb ta

<400> 34
Asp Ile Val Leu Thr
1 5

Asp Ser Val Ser Leu
20

Leu His Trp Tyr Gln
35

Lys Tyr Ala Ser Gln
50

Ser Gly Ser Gly Thr
65

Glu Asp Phe Gly Met
85

Thr Phe Gly Ser Gly
100

48587

375 380

Asn Thr Gln Pro Ile Met Asp Thr Asp
390 395

Lys Leu Asn Val Gln Lys Ser Asn Trp
410

Cys Ser Val Leu His Glu Gly Leu His
425 430

Leu Ser His Ser Pro Gly Lys
440

tao

trinh tu nhan tao: 10369N_VK(mouse)

Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Thr
10

Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser
25 30

Gln Lys Ser His Glu Ser Pro Arg Leu
40 45

Ser Ile Ser Gly Ile Pro Ser Arg Phe
55 60

Asp Phe Thr Leu Ile Ile Asn Ser Val
70 75

Tyr Phe Cys Gln Gln Ser Asp Ser Trp
20

Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Ala Asp
105 110

14

Gly

Glu

415

Asn

Pro

15

Asn

Leu

Ser

Glu

Pro

95

Ala

Ser
400

Ala

His

.mKappa téng hgp"

Gly

Ile

Ile

Gly

Thr

80

Phe

Ala

166/216



48587

Pro Thr Val Ser Ile Phe Pro Pro Ser Ser Glu
115 120

Gly Ala Ser Val Val Cys Phe Leu Asn Asn Phe
130 135

Asn Val Lys Trp Lys Ile Asp Gly Ser Glu Arg
145 150 155

Asn Ser Trp Thr Asp Gln Asp Ser Lys Asp Ser
165 170

Ser Thr Leu Thr Leu Thr Lys Asp Glu Tyr Glu
180 185

Thr Cys Glu Ala Thr His Lys Thr Ser Thr Ser
195 200

Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210

<210> 35

<211> 448

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<221> nguodn

<223> /luu y=“Md ta trinh tuv nhan tao: tang
14226P2_VH(ngudi).hIgG4 tong hop"

<400> 35
Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu
1 5 10

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly
20 25

Tyr Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys
35 40

Gly Tyr Ile Tyr Tyr Ser Gly Ile Thr His Tyr
50 55

15

Gln Leu Thr Ser Gly
125

Tyr Pro Lys Asp Ile
140

Gln Asn Gly Val Leu
160

Thr Tyr Ser Met Ser
175

Arg His Asn Ser Tyr
190

Pro Ile Val Lys Ser
205

hinh/sao

Val Lys Pro Ser Glu
15

Ser Ile Ser Ser Tyr
30

Gly Leu Glu Trp Ile
45

Asn Pro Ser Leu Lys
60

167/216



Ser

65

Lys

Arg

Gly

Ser

Ala

145

Val

Ala

Val

His

Gly

225

Val

Thr

Glu

Arg

Leu

Trp

Gln

Val

130

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

210

Pro

Phe

Pro

Val

Val

Ser

Gly

Gly

115

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

195

Pro

Pro

Leu

Glu

Gln
275

Thr

Ser

Val

100

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

180

Ser

Ser

Cys

Phe

Val

260

Phe

Ile

Val

85

Arg

Thr

Leu

Cys

Ser

165

Ser

Ser

Asn

Pro

Pro

245

Thr

Asn

Ser
70

Thr
Arg
Val
Ala
Leu
150
Gly
Ser
Leu
Thr
Pro
230
Pro

Cys

Trp

Val

Ala

Asp

Thr

Pro

135

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

215

Cys

Lys

Val

Tyr

Asp

Ala

Tyr

Val

120

Cys

Lys

Leu

Leu

Thr

200

Val

Pro

Pro

Val

Val
280

48587

Thr

Asp

Tyr

105

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

185

Lys

Asp

Ala

Lys

Val

265

Asp

Ser

Thr

990

Tyr

Ser

Arg

Tyr

Ser

170

Ser

Thr

Lys

Pro

Asp

250

Asp

Gly

16

Lys

75

Ala

Tyr

Ala

Ser

Phe

155

Gly

Leu

Tyr

Arg

Pro

235

Thr

Val

Val

Ile

Val

Gly

Ser

Thr

140

Pro

Val

Ser

Thr

Val

220

Val

Leu

Ser

Glu

Gln

Tyr

Met

Thr

125

Ser

Glu

His

Ser

Cys

205

Glu

Ala

Met

Gln

Val
285

Phe

Tyr

Asp

110

Lys

Glu

Pro

Thr

Val

190

Asn

Ser

Gly

Ile

Glu

270

His

Ser

Cys

95

Val

Gly

Ser

Val

Phe

175

Val

Val

Lys

Pro

Ser

255

Asp

Asn

Leu

80

Ala

Trp

Pro

Thr

Thr

160

Pro

Thr

Asp

Tyr

Ser

240

Arg

Pro

Ala

168/216



Lys

Ser

305

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

385

Ser

Arg

Leu

<210> 36
<211>
<212>
<213>

Thr

290

Val

Cys

Ser

Pro

Val

370

Gly

Asp

Trp

His

<220>

<221>
<223>

<400>

36

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

355

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
435

214
PRT
Trinh

nguon
/luu y="M6 ta

Pro

Thr

Val

Ala

340

Gln

Gly

Pro

Ser

Glu

420

Arg

Arg

Val

Ser

325

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

405

Gly

Phe

tu nhan

Glu Ile Val Leu Thr

1

5

Glu Arg Ala Thr Leu

20

Glu

Leu

310

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

390

Phe

Asn

Thr

tao

trinh tu nhan tao: 3-20 GL VK.hKappa tong hgp"

Glu

295

His

Lys

Gln

Met

Pro

375

Asn

Leu

Val

Gln

Gln

Gln

Gly

Pro

Thr

360

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
440

48587

Phe

Asp

Leu

Arg

345

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

425

Ser

Asn

Trp

Pro

330

Glu

Asn

Ile

Thr

Arg

410

Cys

Leu

Ser

Leu

315

Ser

Pro

len

Ala

Thr

395

Leu

Ser

Ser

Thr

300

Asn

Ser

Gln

Val

Val

380

Pro

Thr

Val

Leu

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

365

Glu

Pro

Val

Met

Ser
445

Arg

Lys

Glu

Tyr

350

Leu

Trp

Val

Asp

His

430

Pro

Val

Glu

Lys

335

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

415

Glu

Gly

Val

Tyr

320

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

400

Ser

Ala

Lys

Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

10

15

Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Ser

25

17

30

169/216



Tyr

Ile

Gly

65

Pro

Trp

Ala

Gly

Ala

145

Gln

Ser

Tyr

Ser

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr

130

Lys

Glu

Ser

Ala

Phe
210

<210> 37
<211> 44
<212> PR
<213> Tr

<220>

Ala

35

Gly

Gly

Asp

Phe

Ser

115

Ala

Val

Ser

Thr

Cys

195

Asn

8

T
inh

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

100

Val

Ser

Gln

Vval

Leu

180

Glu

Arg

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gln

Phe

Val

Trp

Thr

165

Thr

Val

Gly

tu nhan

Gln

Ser

Thr

70

Val

Gly

Ile

Val

Lys

150

Glu

Leu

Thr

Glu

Gln

Arg

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys

135

Val

Gln

Ser

His

Lys

Ala

Phe

Tyr

Lys

Pro

120

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln
200

48587

Pro

Thr

Thr

Cys

Val

105

Pro

Leu

Asn

Ser

Ala

185

Gly

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Glu

Ser

Asn

Ala

Lys

170

Asp

Leu

18

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ile

Asp

Asn

Leu

155

Asp

Tyr

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Lys

Glu

Phe

140

Gln

Ser

Glu

Ser

Pro

45

Asp

Ser

Gly

Arg

Gln

125

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro
205

Arg

Arg

Arg

Ser

Thr

110

Leu

Pro

Gly

Tyr

His

190

Val

Leu

Phe

Leu

Ser

95

Val

Lys

Arg

Asn

Ser

175

Lys

Thr

Leu

Ser

Glu

80

Pro

Ala

Ser

Glu

Ser

160

Leu

Val

Lys

170/216



48587

171/216

<221> ngudn
<223> /luu y=“Mé td trinh tuv nhan tao: tang hinh 10154P_VH(ngudi).hIgG4
tong hop"

<400> 37
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

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

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

Ser Ala Ile Asn Tyr Arg Ala Ala Asn Thr Trp Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

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

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

Ala Gln Asp Arg Val Ile Ile Lys Asp Tyr Tyr Val Met Asp Val Trp
100 105 110

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

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

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

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

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

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

19



His

Gly

225

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

305

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

385

Ser

Arg

Lys

210

Pro

Phe

Pro

Val

Thr

290

Val

Cys

Ser

Pro

Val

370

Gly

Asp

Trp

Pro

Pro

Leu

Glu

Gln

275

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

355

Lys

Gln

Gly

Gln

Ser

Cys

Phe

Val

260

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

340

Gln

Gly

Pro

Ser

Glu
420

Asn

Pro

Pro

245

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

325

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

405

Gly

Thr

Pro

230

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

310

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

390

Phe

Asn

Lys

215

Cys

Lys

Val

Tyr

Glu

295

His

Lys

Gln

Met

Pro

375

Asn

Leu

Val

Val

Pro

Pro

Val

Val

280

Gln

Gln

Gly

Pro

Thr

360

Ser

Tyr

Tyr

Phe

48587

Asp

Ala

Lys

Val

265

Asp

Phe

Asp

Leu

Arg

345

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser
425

Lys

Pro

Asp

250

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

330

Glu

Asn

Ile

Thr

Arg

410

Cys

20

Arg

Pro

235

Thr

Val

Val

Ser

Leu

315

Ser

Pro

Gln

Ala

Thr

395

Leu

Ser

Val

220

Val

Leu

Ser

Glu

Thr

300

Asn

Ser

Gln

Val

Val

380

Pro

Thr

Val

Glu

Ala

Met

Gln

Val

285

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

365

Glu

Pro

Val

Met

Ser

Gly

Ile

Glu

270

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

350

Leu

Trp

Val

Asp

His
430

Lys

Pro

Ser

255

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

335

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

415

Glu

Tyr

Ser

240

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

320

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

400

Ser

Ala

172/216



Leu His Asn His Tyr

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

<220>
221>
<223>

<400>

435

38
215
PRT
Trinh ty nhén

nguon
/luu y="Md ta

38

Asp Ile Gln Met Thr

1

5

Asp Arg Val Thr Ile

20

Leu Asn Trp Tyr Gln

Tyr Ala Ala Ser Ser

50

Ser Gly Ser Gly Thr

65

Glu Asp Phe Ala Thr

85

Ile Thr Phe Gly Gln

100

Ala Pro Ser Val Phe

115

Gly Thr Ala Ser Val
130

Ala Lys Val Gln Trp

145

Gln Glu Ser Val Thr

48587

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys

tao

440

trinh tuy nhan tao: 1-39

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Gly

Ile

Val

Lys

150

Glu

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Thr

Phe

Cys

135

Val

Gln

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Arg

Pro

120

Leu

Asp

Asp

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Leu

105

Pro

Leu

Asn

Ser

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

920

Glu

Ser

Asn

Ala

Lys

21

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Ile

Asp

Asn

Leu

155

Asp

GL (PP) VK.hKappa téng hgp"

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Lys

Glu

Phe

140

Gln

Ser

445

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Arg

Gln

125

Tyr

Ser

Thr

Ser Val Gly

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Thr

Thr

110

Leu

Pro

Gly

Tyr

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Val

Lys

Arg

Asn

Ser

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Pro

Ala

Ser

Glu

Ser

160

Leu

173/216



48587 1741216

165 170 175

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

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

Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215

<210> 39

<211> 454

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="Mé ta trinh ty nhan tao: VAC3B9_VH(ngudi).hIgG4 téng hop"

<400> 39
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Arg
1 5 10 15

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

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

Ser Val Ile Ser Trp Asn Ser Asp Ser Ile Gly Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

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

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

Ala Lys Asp Asn His Tyr Gly Ser Gly Ser Tyr Tyr Tyr Tyr Gln Tyr
100 105 110

Gly Met Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Ala
115 120 125

22



Ser

Thr

145

Pro

Val

Ser

Thr

Val

225

Phe

Thr

Val

Val

Ser

305

Leu

Ser

Thr

130

Ser

Glu

His

Ser

Cys

210

Glu

Leu

Leu

Ser

Glu

290

Thr

Asn

Ser

Lys

Glu

Pro

Thr

Val

195

Asn

Ser

Gly

Met

Gln

275

Val

Tyr

Gly

Ile

Gly
Ser
Val
Phe
180
Val
Val
Lys
Gly
Ile
260
Glu
His
Arg

Lys

Glu
340

Pro

Thr

Thr

165

Pro

Thr

Asp

Tyr

Pro

245

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

325

Lys

Ser

Ala

150

Val

Ala

Val

His

Gly

230

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

310

Tyr

Thr

Val

135

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

215

Pro

Val

Thr

Glu

Lys

295

Ser

Lys

Ile

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

200

Pro

Pro

Phe

Pro

Val

280

Thr

Val

Cys

Ser

48587

Pro

Gly

Asn

Gln

185

Ser

Ser

Cys

Leu

Glu

265

Gln

Lys

Leu

Lys

Lys
345

Leu

Cys

Ser

170

Ser

Ser

Asn

Pro

Phe

250

Val

Phe

Pro

Thr

Val

330

Ala

23

Ala

Leu

155

Gly

Ser

Leu

Thr

Pro

235

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

315

Ser

Lys

Pro

140

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

220

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

300

Leu

Asn

Gly

Cys

Lys

Leu

Leu

Thr

205

Val

Pro

Lys

Val

Tyr

285

Glu

His

Lys

Gln

Ser

Asp

Thr

Tyr

190

Lys

Asp

Ala

Pro

Val

270

Val

Gln

Gln

Gly

Pro
350

Arg

Tyr

Ser

175

Ser

Thr

Lys

Pro

Lys

255

Val

Asp

Phe

Asp

Leu

335

Arg

Ser

Phe

160

Gly

Leu

Tyr

Arg

Glu

240

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

320

Pro

Glu

175/216



Pro

Gln

Ala

385

Thr

Leu

Ser

Ser

Gln

Val

370

Val

Pro

Thr

Val

Leu
450

<210> 40
<211> 45
<212> PR

<213>

<220>
<221> ng

<223>

hqp n

<400> 40
Glu Val Gln Leu Val

1

Val

355

Ser

Glu

Pro

Val

Met

435

Ser

0
T

udn

Tyr

Leu

Trp

Val

Asp

420

His

Leu

Thr

Thr

Glu

Leu

405

Lys

Glu

Gly

Trinh ty nhan

/luu y=“Mb ta

5

Ser Leu Arg Leu Ser

20

Thr Met His Trp Val

35

Ser Gly Ile Ser Trp

50

Leu

Cys

Ser

390

Asp

Ser

Ala

Lys

tao

trinh tu nhan tao: sao FAAR9FO7_VH(ngudi).hIgG4 tong

Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Arg

Pro

Leu

375

Asn

Ser

Arg

Leu

Pro

360

Val

Gly

Asp

Trp

His
440

48587

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

425

Asn

Gln

Gly

Pro

Ser

410

Glu

His

10

Glu

Phe

Glu

395

Phe

Gly

Tyr

Glu Met
365

Tyr Pro

380

Asn Asn

Phe Leu

Asn Val

Thr Gln
445

Thr Lys

Ser Asp

Tyr Lys

Tyr Ser

415

Phe Ser
430

Lys Ser

15

Asn

Ile

Thr

400

Arg

Cys

Leu

Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Asp Asp Tyr

25

30

Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val

40

45

Asn Ser Gly Ser Ile Gly Tyr Ala Asp Ser Val

55

24

60

176/216



Lys

Leu

Ala

Trp

Pro

Thr

145

Thr

Pro

Thr

Asp

Tyr

225

Pro

Ser

Asp

Gly

Gln

Lys

Gly

Ser

130

Ala

Val

Ala

Val

His

210

Gly

Ser

Arg

Pro

Arg

Met

Asp

Gln

115

Val

Ala

Ser

Val

Pro

195

Lys

Pro

Val

Thr

Glu
275

Phe

Asn

Asn

100

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

180

Ser

Pro

Pro

Phe

Pro

260

Val

Thr

Ser

85

Ser

Thr

Pro

Gly

Asn

165

Gln

Ser

Ser

Cys

Leu

245

Glu

Gln

Ile

70

Leu

Gly

Thr

Leu

Cys

150

Ser

Ser

Ser

Asn

Pro

230

Phe

Val

Phe

Ser

Arg

Tyr

Val

Ala

135

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

215

Pro

Pro

Thr

Asn

48587

Arg Asp Asn

Ala

Gly

Thr

120

Pro

Val

Ala

Gly

Gly

200

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp
280

Glu

His

105

Val

Cys

Lys

Leu

Leu

185

Thr

Val

Pro

Lys

Val

265

Tyr

Asp

920

Tyr

Ala

Ser

Asp

Thr

170

Tyr

Lys

Asp

Ala

Pro

250

Val

Val

25

Ala

75

Thr

Tyr

Ser

Arg

Tyr

155

Ser

Ser

Thr

Lys

Pro

235

Lys

Val

Asp

Lys

Ala

Tyr

Ala

Ser

140

Phe

Gly

Leu

Tyr

Arg

220

Glu

Asp

Asp

Gly

Lys

Leu

Gly

Ser

125

Thr

Pro

Val

Ser

Thr

205

Val

Phe

Thr

Val

Val
285

Ser

Tyr

Met

110

Thr

Ser

Glu

His

Ser

190

Cys

Glu

Leu

Leu

Ser

270

Glu

Leu

Tyr

Asp

Lys

Glu

Pro

Thr

175

Val

Asn

Ser

Gly

Met

255

Gln

Val

Tyr

80

Cys

Val

Gly

Ser

Val

160

Phe

Val

Val

Lys

Gly

240

Ile

Glu

His

177/216



Asn

Val

305

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

385

Leu

Lys

Glu

Gly

Ala

Lys

290

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

370

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
450

<210> 41
<211> 21
<212> PR

<213>

<220>
<221> ng

<223>

<400> 41
Glu Ile Val Met Thr

1

Ser

Lys

Ile

Pro

355

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
435

4
T

udn

Thr

Val

Cys

Ser

340

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

420

His

Lys

Leu

Lys

325

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

405

Gln

Asn

Trinh ty nhan

/luu y="Mb ta

5

Pro

Thr

310

Val

Ala

Gln

Gly

Pro

390

Ser

Glu

Arg

tao

Arg

295

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

375

Glu

Phe

Gly

Phe

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

360

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
440

48587

Glu

His

Lys

Gln

345

Met

Pro

Asn

Leu

Val

425

Gln

Gln

Gln

Gly

330

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

410

Phe

Lys

Phe

Asp

315

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

395

Ser

Ser

Ser

Asn

300

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

380

Thr

Arg

Cys

Leu

Ser

Leu

Ser

Pro

Gln

365

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
445

Thr

Asn

Ser

Gln

350

Val

Val

Pro

Thr

Val

430

Leu

Tyr

Gly

Ile

335

Val

Ser

Glu

Pro

Val

415

Met

Ser

Arg

Lys

320

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

400

Asp

His

Pro

178/216

trinh ty nhan tao: FAAR9F@7_VK(ngudi).hKappa tdng hop"

Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly

10

26

15



Glu

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

Arg

Ala

Gly

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

130

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
210

Ala

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Val

115

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

195

Arg

<210> 42
<211> 453

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

180

Val

Gly

Leu

Gln

Thr

Thr

Val

85

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

Ser

Gln

Arg

Glu

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

150

Gln

Ser

His

Cys

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Arg

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Val

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

48587

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Ser

Gln

Ile

Thr

His

920

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

27

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Ile

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Val

Arg

45

Arg

Ser

Asn

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

Val
205

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Trp

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

Lys

Asn

Ile

Gly

Ser

80

Leu

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser

179/216



<212>
<213>

<220>

<221>
<223>

PRT
Trinh tyu nhén

nguon
/luu y="M6 ta

téng hgp"

<400> 42
Glu val Gln

1

Ser

Ala

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Gly

Ser

Thr

145

Pro

Val

Leu

Met

Val

50

Gly

Gln

Lys

Met

Thr

130

Ser

Glu

His

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Asp

Asp

115

Lys

Glu

Pro

Thr

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

His

Asn

100

Val

Gly

Ser

Val

Phe
180

Val

Ser

Val

Trp

Thr

Ser

85

His

Trp

Pro

Thr

Thr

165

Pro

tao

48587

trinh tu nhan tao; tang

Glu

Cys

Arg

Asn

Ile

70

Leu

Tyr

Gly

Ser

Ala

150

Val

Ala

Ser

Val

Gln

Ser

55

Ser

Arg

Gly

Gln

Val

135

Ala

Ser

Val

Gly

Ala

Ala

40

Asp

Arg

Ala

Ser

Gly

120

Phe

Leu

Trp

Leu

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Gly

105

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln
185

Gly

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

90

Ser

Thr

Leu

Cys

Ser

170

Ser

28

Leu

Phe

Lys

Gly

Ala

75

Thr

Tyr

Val

Ala

Leu

155

Gly

Ser

hinh VAC3B9_VH(ngudi).hIgG4

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Thr

Pro

140

Val

Ala

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Leu

Tyr

Val

125

Cys

Lys

Leu

Leu

Pro

Asn

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Tyr

110

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr
190

Gly

15

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gln

Ser

Arg

Tyr

Ser

175

Ser

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Tyr

Ala

Ser

Phe

160

Gly

Leu

180/216



Ser

Thr

Val

225

Val

Leu

Ser

Glu

Thr

305

Asn

Ser

Gln

Val

Val

385

Pro

Ser

Cys

210

Glu

Ala

Met

Gln

Val

290

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

370

Glu

Pro

Val

195

Asn

Ser

Gly

Ile

Glu

275

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

355

Leu

Trp

Val

Val

Val

Lys

Pro

Ser

260

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

340

Thr

Thr

Glu

Leu

Thr

Asp

Tyr

Ser

245

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

325

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp
405

Val

His

Gly

230

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

310

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

390

Ser

Pro

Lys

215

Pro

Phe

Pro

Val

Thr

295

Val

Cys

Ser

Pro

Val

375

Gly

Asp

Ser

200

Pro

Pro

Leu

Glu

Gln

280

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

360

Lys

Gln

Gly

48587

Ser

Ser

Cys

Phe

Val

265

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

345

Gln

Gly

Pro

Ser

Ser

Asn

Pro

Pro

250

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

330

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe
410

29

Leu

Thr

Pro

235

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

315

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

395

Phe

Gly

Lys

220

Cys

Lys

Val

Tyr

Glu

300

His

Lys

Gln

Met

Pro

380

Asn

Leu

Thr

205

Val

Pro

Pro

Val

Val

285

Gln

Gln

Gly

Pro

Thr

365

Ser

Tyr

Tyr

Lys

Asp

Ala

Lys

Val

270

Asp

Phe

Asp

Leu

Arg

350

Lys

Asp

Lys

Ser

Thr

Lys

Pro

Asp

255

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

335

Glu

Asn

Ile

Thr

Arg
415

Tyr

Arg

Pro

240

Thr

Val

Val

Ser

Leu

320

Ser

Pro

Gln

Ala

Thr

400

Leu

181/216



48587

Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser
420 425 430

Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser
435 440 445

Leu Ser Leu Gly Lys
450

<210> 43

<211> 449

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

220>

<221> nguodn

<223> /luu y="“Md ta trinh tu nhan tao: tang hinh/sao
FAAR9FO7_VH(ngudi).hIgG4 téng hgp”

<400> 43
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Arg
1 5 10 15

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

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

Ser Gly Ile Ser Trp Asn Ser Gly Ser Ile Gly Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

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

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys
85 920 95

Ala Lys Asp Asn Ser Gly Tyr Gly His Tyr Tyr Tyr Gly Met Asp Val
100 105 110

Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ala Ser Ala Ser Thr Lys Gly
115 120 125

30

182/216



Pro

Thr

145

Thr

Pro

Thr

Asp

Tyr

225

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

305

Tyr

Thr

Ser

130

Ala

Val

Ala

Val

His

210

Gly

Val

Thr

Glu

Lys

290

Ser

Lys

Ile

Val

Ala

Ser

Val

Pro

195

Lys

Pro

Phe

Pro

Val

275

Thr

Val

Cys

Ser

Phe

Leu

Trp

Leu

180

Ser

Pro

Pro

Leu

Glu

260

Gln

Lys

Leu

Lys

Lys
340

Pro

Gly

Asn

165

Gln

Ser

Ser

Cys

Phe

245

Val

Phe

Pro

Thr

Val

325

Ala

Leu

Cys

150

Ser

Ser

Ser

Asn

Pro

230

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

310

Ser

Lys

Ala

135

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

215

Pro

Pro

Cys

Trp

Glu

295

Leu

Asn

Gly

Pro

Val

Ala

Gly

Gly

200

Lys

Cys

Lys

Val

Tyr

280

Glu

His

Lys

Gln

48587

Cys

Lys

Leu

Leu

185

Thr

Val

Pro

Pro

Val

265

Val

Gln

Gln

Gly

Pro
345

Ser

Asp

Thr

170

Tyr

Lys

Asp

Ala

Lys

250

Val

Asp

Phe

Asp

Leu

330

Arg

31

Arg

Tyr

155

Ser

Ser

Thr

Lys

Pro

235

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

315

Pro

Glu

Ser

140

Phe

Gly

Leu

Tyr

Arg

220

Pro

Thr

Val

Val

Ser

300

Leu

Ser

Pro

Thr

Pro

Val

Ser

Thr

205

Val

Val

Leu

Ser

Glu

285

Thr

Asn

Ser

Gln

Ser
Glu
His
Ser
190
Cys
Glu
Ala
Met
Gln
270
Val
Tyr
Gly

Ile

Val
350

Glu

Pro

Thr

175

Val

Asn

Ser

Gly

Ile

255

Glu

His

Arg

Lys

Glu

335

Tyr

Ser

Val

160

Phe

Val

Val

Lys

Pro

240

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

320

Lys

Thr

183/216



Leu Pro Pro Ser Gln
355

Cys Leu Val Lys Gly
370

Ser Asn Gly Gln Pro
385

Asp Ser Asp Gly Ser
405

Ser Arg Trp Gln Glu
420

Ala Leu His Asn Arg
435

Lys

<210> 44
<211> 214
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan

<220>
<221> nguodn
<223> /luu y=“M6 ta

<400> 44
Glu Ile Val Met Thr
1 5

Glu Arg Ala Thr Leu
20

Leu Ala Trp Tyr Gln
35

Tyr Gly Ala Ser Thr
50

Ser Gly Ser Gly Thr
65

48587

Glu Glu Met Thr Lys Asn
360

Phe Tyr Pro Ser Asp Ile
375

Glu Asn Asn Tyr Lys Thr
390 395

Phe Phe Leu Tyr Ser Arg
410

Gly Asn Val Phe Ser Cys
425

Phe Thr Gln Lys Ser Leu
440

tao

Gln Val Ser Leu Thr
365

Ala Val Glu Trp Glu
380

Thr Pro Pro Val Leu
400

Leu Thr Val Asp Lys
415

Ser Val Met His Glu
430

Ser Leu Ser Leu Gly
445

184/216

trinh tu nhan tao: FAAR9FO7_VK(ngudi).hKappa téng hop"

Gln Ser Pro Ala Thr Leu
10

Ser Cys Arg Ala Ser Gln
25

Gln Lys Pro Gly Gln Ala
40

Arg Ala Thr Gly Ile Pro
55

Glu Phe Thr Leu Thr Ile
70 75

32

Ser Val Ser Pro Gly
15

Ser Val Ser Ser Asn
30

Pro Arg Leu Leu Ile
45

Ala Arg Phe Ser Gly
60

Ser Ser Leu Gln Ser
80



Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

Asp

Phe

Ser

Ala

130

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
210

<210> 45

<211>
<212>

<213> Tr

<220>
<221> ng

<223>

<400> 45
Gln Val Gln Leu Gln

1

Phe

Gly

Val

115

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

195

Arg

447
PRT

inh

udn

Ala

Gly

100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

180

Val

Gly

Val

85

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

ty nhan

/luu y="Mo ta

5

Thr Leu Ser Leu Thr

20

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

150

Gln

Ser

His

Cys

tao

trinh ty nhan tao: 1238N_VH(ngudi).hIgG4 tong hgp"

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Cys

Val

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

48587

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

His

90

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Tyr

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Ile

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Asn

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

Val
205

Trp

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

Lys

Leu

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser

Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu

10

15

Cys Thr val Ser Gly Gly Ser Ile Ser Ser Tyr

25

33

30

185/216



Tyr

Gly

Ser

65

Lys

Arg

Gly

Phe

Leu

145

Trp

Leu

Ser

Pro

Pro

225

Phe

Trp

Tyr

50

Arg

Leu

His

Thr

Pro

130

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

210

Cys

Leu

Ser

35

Ile

Val

Ser

Arg

Leu

115

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

195

Asn

Pro

Phe

Trp

Tyr

Thr

Ser

Val

100

Val

Ala

Leu

Gly

Ser

180

Leu

Thr

Pro

Pro

Ile

Tyr

Ile

Val

85

Thr

Thr

Pro

Val

Ala

165

Gly

Gly

Lys

Cys

Pro
245

Arg

Ser

Ser

70

Thr

Arg

Val

Cys

Lys

150

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

230

Lys

Gln

Gly

55

Val

Ala

Thr

Ser

Ser

135

Asp

Thr

Tyr

Lys

Asp

215

Ala

Pro

Pro

40

Arg

Asp

Ala

Ala

Ser

120

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

200

Lys

Pro

Lys

48587

Pro

Thr

Thr

Asp

Asp

105

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

185

Tyr

Arg

Glu

Asp

Gly

Asn

Ser

Thr

90

Ser

Ser

Thr

Pro

Val

170

Ser

Thr

Val

Phe

Thr
250

34

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Phe

Thr

Ser

Glu

155

His

Ser

Cys

Glu

Leu

235

Leu

Gly

Asn

60

Asn

Ile

Asp

Lys

Glu

140

Pro

Thr

Val

Asn

Ser

220

Gly

Met

Leu

45

Pro

Gln

Tyr

Tyr

Gly

125

Ser

Val

Phe

Val

Val

205

Lys

Gly

Ile

Glu

Ser

Phe

Tyr

Trp

110

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

190

Asp

Tyr

Pro

Ser

Trp

Leu

Ser

Cys

95

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

175

Val

His

Gly

Ser

Arg
255

Ile

Lys

Leu

80

Ala

Gln

Val

Ala

Ser

160

Val

Pro

Lys

Pro

Val

240

Thr

186/216



Pro

Val

Thr

Val

305

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

385

Asp

Trp

His

Glu

Gln

Lys

290

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

370

Gln

Gly

Gln

Asn

<210> 46
<211> 21
<212> PR
<213> Tr

220>
221> ng

<223>

Val

Phe

275

Pro

Thr

Val

Ala

Gln

355

Gly

Pro

Ser

Glu

His
435

4
T
inh

udn

Thr

260

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

340

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

420

Tyr

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

325

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

405

Asn

Thr

ty nhén

/luu y="Mo t3

Val Val

Tyr Val

Glu Gln

295

His Gln

310

Lys Gly

Gln Pro

Met Thr

Pro Ser
375

Asn Tyr

390

Leu Tyr

Val Phe

Gln Lys

tao

trinh tu nhan tao: 1238N VK(ngudi).hKappa téng hop"

Val

Asp

280

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys

360

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
440

48587

Asp

265

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

345

Asn

Ile

Thr

Arg

Cys

425

Leu

Val

Val

Ser

Leu

Ser

330

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

410

Ser

Ser

35

Ser

Glu

Thr

Asn

315

Ser

Gln

Val

Val

Pro

395

Thr

Val

Leu

Gln

Val

Tyr

300

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

380

Pro

Val

Met

Ser

Glu

His

285

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

365

Trp

Val

Asp

His

Leu
445

Asp

270

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

350

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

430

Gly

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

335

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

415

Ala

Lys

Glu

Lys

Ser

Lys

320

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

400

Arg

Leu

187/216



48587 188/216

<400> 46
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

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

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

Tyr Asp Ala Ser Asn Leu Glu Thr Gly Val Ser Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

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

Glu Asp Val Gly Thr Tyr Tyr Cys His Gln Tyr Gly Asp Leu Pro Tyr
85 20 95

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

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

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

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

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

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

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

Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210

36



<210> 47
<211> 45

<212>
<213>

<220>

<221>
<223>

<400> 47
Gln Val Gln

1

Ser

Gly

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Tyr

Gly

Ser

145

Val

Leu

Met

Phe

50

Gly

Gln

Arg

Trp

Pro

130

Thr

Thr

0

PRT
Trinh tu nhan

nguon
/luu y="Mb ta
(PSMA) tdng hgp"

Arg

His

35

Met

Arg

Met

Asp

Gly

115

Ser

Ala

Val

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Gln

100

Gln

Val

Ala

Ser

Val

5

Ser

Val

Tyr

Thr

Asn

85

Tyr

Gly

Phe

Leu

Trp
165

tao

48587

trinh ty nhan tao: tang

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Tyr

Thr

Pro

Gly

150

Asn

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Asp

Leu

Leu

135

Cys

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Phe

Val

120

Ala

Leu

Gly

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Leu

105

Thr

Pro

Val

Ala

Gly

10

Gly

Gly

Lys

Asn

Asp

90

Thr

Val

Cys

Lys

Leu
170

37

Val

Phe

Lys

Phe

Ser

75

Thr

Asp

Ser

Ser

Asp
155

hinh 11838P2_VH(nguoi).hIgG4

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Arg

Ala

His

Ser

Arg

140

Tyr

Ser

Gln

Phe

Leu

45

Ser

Lys

Val

Gly

Ala

125

Ser

Phe

Gly

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Met

Tyr

Val

110

Ser

Thr

Pro

Val

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Phe

Thr

Ser

Glu

His
175

Arg

Tyr

Val

Val

Phe

80

Cys

Asp

Lys

Glu

Pro

160

Thr

189/216



Phe

Val

Val

Lys

225

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

305

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu
385

Pro

Thr

Asp

210

Tyr

Ser

Arg

Pro

Ala

290

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

370

Ser

Ala

Val

195

His

Gly

Val

Thr

Glu

275

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

355

Leu

Asn

Val

180

Pro

Lys

Pro

Phe

Pro

260

Val

Thr

Val

Cys

Ser

340

Pro

Val

Gly

Leu

Ser

Pro

Pro

Leu

245

Glu

Gln

Lys

Leu

Lys

325

Lys

Ser

Lys

Gln

Gln

Ser

Ser

Cys

230

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

310

Val

Ala

Gln

Gly

Pro
390

Ser

Ser

Asn

215

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

295

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

375

Glu

Ser

Leu

200

Thr

Pro

Pro

Cys

Trp

280

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

360

Tyr

Asn

48587

Gly

185

Gly

Lys

Cys

Lys

Val

265

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

345

Met

Pro

Asn

Leu

Thr

Val

Pro

Pro

250

Val

Val

Gln

Gln

Gly

330

Pro

Thr

Ser

Tyr

38

Tyr

Lys

Asp

Ala

235

Lys

Val

Asp

Phe

Asp

315

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys
395

Ser

Thr

Lys

220

Pro

Asp

Asp

Gly

Asn

300

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

380

Thr

Leu

Tyr

205

Arg

Pro

Thr

Val

Val

285

Ser

Leu

Ser

Pro

Gln

365

Ala

Thr

Ser

190

Thr

Val

Val

Leu

Ser

270

Glu

Thr

Asn

Ser

Gln

350

Val

Val

Pro

Ser

Cys

Glu

Ala

Met

255

Gln

Val

Tyr

Gly

Ile

335

Val

Ser

Glu

Pro

Val

Asn

Ser

Gly

240

Ile

Glu

His

Arg

Lys

320

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val
400

190/216



48587 191/216

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

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

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu
435 440 445

Gly Lys
450

<210> 48

<211> 448

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<221> nguodn

<223> /luu y=“Md ta trinh ty nhan tao: tang hinh/sao
14226P2_VH(ngudi).hIgG4 (CD28) téng hop"

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

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

Tyr Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Tyr Ile Tyr Tyr Ser Gly Ile Thr His Tyr Asn Pro Ser Leu Lys
50 55 60

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

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95

Arg Trp Gly Val Arg Arg Asp Tyr Tyr Tyr Tyr Gly Met Asp Val Trp
100 105 110

39



Gly

Ser

Ala

145

Val

Ala

Val

His

Gly

225

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

305

Lys

Gln

Val

130

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

210

Pro

Phe

Pro

Val

Thr

290

Val

Cys

Gly

115

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

195

Pro

Pro

Leu

Glu

Gln

275

Lys

Leu

Lys

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

180

Ser

Ser

Cys

Phe

Val

260

Phe

Pro

Thr

Val

Thr

Leu

Cys

Ser

165

Ser

Ser

Asn

Pro

Pro

245

Thr

Asn

Arg

Val

Ser
325

Val

Ala

Leu

150

Gly

Ser

Leu

Thr

Pro

230

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

310

Asn

Thr

Pro

135

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

215

Cys

Lys

Val

Tyr

Glu

295

His

Lys

Val

120

Cys

Lys

Leu

Leu

Thr

200

Val

Pro

Pro

Val

Val

280

Gln

Gln

Gly

48587

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

185

Lys

Asp

Ala

Lys

Val

265

Asp

Phe

Asp

Leu

Ser

Arg

Tyr

Ser

170

Ser

Thr

Lys

Pro

Asp

250

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro
330

40

Ala

Ser

Phe

155

Gly

Leu

Tyr

Arg

Pro

235

Thr

Val

Val

Ser

Leu

315

Ser

Ser

Thr

140

Pro

Val

Ser

Thr

Val

220

Val

Leu

Ser

Glu

Thr

300

Asn

Ser

Thr

125

Ser

Glu

His

Ser

Cys

205

Glu

Ala

Met

Gln

Val

285

Tyr

Gly

Ile

Lys

Glu

Pro

Thr

Val

190

Asn

Ser

Gly

Ile

Glu

270

His

Arg

Lys

Glu

Gly

Ser

Val

Phe

175

Val

Val

Lys

Pro

Ser

255

Asp

Asn

Val

Glu

Lys
335

Pro

Thr

Thr

160

Pro

Thr

Asp

Tyr

Ser

240

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

320

Thr

192/216



Ile Ser Lys Ala Lys
340

Pro Pro Ser Gln Glu
355

Leu Val Lys Gly Phe
370

Asn Gly Gln Pro Glu
385

Ser Asp Gly Ser Phe
405

Arg Trp Gln Glu Gly
420

Leu His Asn Arg Phe
435

<210> 49

<211> 215

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén

<220>
<221> nguodn
<223> /luu y="“M6 ta

<400> 49
Glu Ile Val Leu Thr
1 5

Glu Arg Ala Thr Leu
20

Tyr Leu Ala Trp Tyr
35

Ile Tyr Gly Ala Ser
50

Gly Ser Gly Ser Gly
65

48587

Gly Gln Pro Arg Glu
345

Glu Met Thr Lys Asn
360

Tyr Pro Ser Asp Ile
375

Asn Asn Tyr Lys Thr
390

Phe Leu Tyr Ser Arg
410

Asn Val Phe Ser Cys
425

Thr Gln Lys Ser Leu
440

tao

Pro

Gln

Ala

Thr

395

Leu

Ser

Ser

trinh ty nhan tao: 3-20

Gln Ser Pro Gly Thr
10

Ser Cys Arg Ala Ser
25

Gln Gln Lys Pro Gly
49

Ser Arg Ala Thr Gly
55

Thr Asp Phe Thr Leu
70

41

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr
75

Gln Val Tyr Thr Leu
350

Val Ser Leu Thr Cys
365

Val Glu Trp Glu Ser
380

Pro Pro Val Leu Asp
400

Thr Val Asp Lys Ser
415

Val Met His Glu Ala
430

Leu Ser Pro Gly Lys
445

GL VK.hKappa téng hgp"

Ser Leu Ser Pro Gly
15

Ser Val Ser Ser Ser
30

Ala Pro Arg Leu Leu
45

Pro Asp Arg Phe Ser
60

Ile Ser Arg Leu Glu
80

193/216



Pro

Trp

Ala

Gly

Ala

145

Gln

Ser

Tyr

Ser

<210>
211>
<212>
<213>

Glu

Thr

Pro

Thr

130

Lys

Glu

Ser

Ala

Phe
210

<220>

<221>
<223>

Asp

Phe

Ser

115

Ala

Val

Ser

Thr

Cys

195

Asn

50
696
PRT
Trinh

nguon
/luu y=“Mb ta

téng hop"

<400> 50
Asp Ser Ser Lys Trp

1

Phe

Gly

100

Val

Ser

Gln

Val

Leu

180

Glu

Arg

Ala

85

Gln

Phe

Val

Trp

Thr

165

Thr

Val

Gly

ty nhan

5

Glu Gly Ala Cys Val

20

Val

Gly

Ile

Val

Lys

150

Glu

Leu

Thr

Glu

tao

trinh ty nhan tao:REGN5140 hCD22 ecto (D20-R687) .mmH

Tyr

Thr

Phe

Cys

135

Val

Gln

Ser

His

Cys
215

Tyr

Lys

Pro

120

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln
200

48587

Cys

Val

105

Pro

Leu

Asn

Ser

Ala

185

Gly

Gln

20

Glu

Ser

Asn

Ala

Lys

170

Asp

Leu

Gln

Ile

Asp

Asn

Leu

155

Asp

Tyr

Ser

Tyr

Lys

Glu

Phe

140

Gln

Ser

Glu

Ser

Gly

Arg

Gln

125

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro
205

Ser

Thr

110

Leu

Pro

Gly

Tyr

His

190

Val

Ser

95

Val

Lys

Arg

Asn

Ser

175

Lys

Thr

Pro

Ala

Ser

Glu

Ser

160

Leu

Val

Lys

Val Phe Glu His Pro Glu Thr Leu Tyr Ala Trp

10

15

Trp Ile Pro Cys Thr Tyr Arg Ala Leu Asp Gly

25

42

30

194/216



Asp

Thr

Lys

65

Lys

Gln

Ile

Pro

Asn

145

Gly

Lys

His

Phe

Leu

225

Ser

Leu

Ser

50

Val

Asn

Leu

His

Pro

130

Phe

Val

Ser

His

Leu

210

Glu

Val

Glu

35

Lys

Pro

Cys

Gly

Leu

115

Glu

Ser

Pro

Val

Gly

195

Ser

Ile

Thr

Ser

Phe

Ser

Thr

Leu

100

Asn

Ile

Cys

Met

Phe

180

Lys

Asn

Lys

Met

Phe

Asp

Glu

Leu

85

Arg

Val

Gln

Tyr

Arg

165

Thr

Ile

Asp

Val

Thr
245

Ile

Gly

Gln

70

Ser

Met

Ser

Glu

Gly

150

Gln

Arg

Val

Thr

Thr

230

Cys

Leu

Thr

55

Lys

Ile

Glu

Glu

Ser

135

Tyr

Ala

Ser

Thr

Val

215

Pro

Glu

Phe

40

Arg

Arg

His

Ser

Arg

120

Gln

Pro

Ala

Glu

Cys

200

Gln

Ser

Val

48587

His

Leu

Val

Pro

Lys

105

Pro

Glu

Ile

Val

Leu

185

Gln

Leu

Asp

Ser

Asn

Tyr

Gln

Val

90

Thr

Phe

Val

Gln »

Thr
170

Lys

Leu

Asn

Ala

Ser
250

43

Pro

Glu

Phe

75

His

Glu

Pro

Thr

Leu

155

Ser

Phe

Gln

Val

Ile

235

Ser

Glu

Ser

60

Leu

Leu

Lys

Pro

Leu

140

Gln

Thr

Ser

Asp

Lys

220

Val

Asn

Tyr

45

Thr

Gly

Asn

Trp

His

125

Thr

Trp

Ser

Pro

Ala

205

His

Arg

Pro

Asn

Lys

Asp

Asp

Met

110

Ile

Cys

Leu

Leu

Gln

190

Asp

Thr

Glu

Glu

Lys

Asp

Lys

Ser

95

Glu

Gln

Leu

Leu

Thr

175

Trp

Gly

Pro

Gly

Tyr
255

Asn

Gly

Asn

80

Gly

Arg

Leu

Leu

Glu

160

Ile

Ser

Lys

Lys

Asp

240

Thr

195/216



Thr

Phe

Cys

Phe

305

His

Leu

Glu

Pro

Thr

385

Lys

Asp

Thr

Gly

Cys
465

Val

Thr

Cys

290

Leu

Ser

Ala

Met

Trp

370

Gly

Lys

Thr

Arg

Val

450

Ala

Ser

Leu

275

Gln

Gln

Pro

Asn

Gln

355

His

Gln

Val

Val

Tyr

435

Leu

Ala

Trp

260

Asn

Val

Val

Ala

Pro

340

Gly

Ala

Arg

Thr

Thr

420

Glu

Lys

Cys

Leu

Leu

Ser

Gln

Val

325

Leu

Arg

Gly

Gly

Thr

405

Leu

Trp

Ile

Asn

Lys

Arg

Asn

Tyr

310

Glu

Pro

Thr

Thr

Pro

390

Val

Ser

Lys

Gln

Ser
470

Asp

Glu

Asp

295

Ala

Gly

Thr

Glu

Tyr

375

Gly

Ile

Cys

Pro

Asn

455

Trp

Gly

Val

280

Val

Pro

Ser

Asn

Glu

360

Ser

Ala

Gln

Asn

His

440

Val

Cys

48587

Thr

265

Thr

Gly

Glu

Gln

Tyr

345

Lys

Cys

Glu

Asn

Tyr

425

Gly

Gly

Ser

Ser

Lys

Pro

Pro

Val

330

Thr

Val

Val

Leu

Pro

410

Asn

Ala

Trp

Trp

44

Leu

Asp

Gly

Ser

315

Glu

Trp

His

Ala

Asp

395

Met

Ser

Trp

Asp

Ala
475

Lys

Gln

Arg

300

Thr

Phe

Tyr

Ile

Glu

380

Val

Pro

Ser

Glu

Asn

460

Ser

Lys

Ser

285

Ser

Val

Leu

His

Pro

365

Asn

Gln

Ile

Asn

Glu

445

Thr

Pro

Gln

270

Gly

Glu

Gln

Cys

Asn

350

Lys

Ile

Tyr

Arg

Pro

430

Pro

Thr

Val

Asn

Lys

Glu

Ile

Met

335

Gly

Ile

Leu

Pro

Glu

415

Ser

Ser

Ile

Ala

Thr

Tyr

Val

Leu

320

Ser

Lys

Leu

Gly

Pro

400

Gly

Val

Leu

Ala

Leu
480
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Asn

Leu

Ser

Arg

Glu

545

Thr

Leu

Ala

Thr

Leu

625

Gln

Thr

Ile

Asp

Val

Ser

Ser

Leu

530

Asp

Ala

Arg

Thr

Trp

610

Arg

Gly

Val

Ser

Leu
690

Gln

Glu

Ser

515

Leu

Ala

Ser

Val

Leu

595

Phe

Leu

Thr

Tyr

Glu

675

His

Tyr

Ile

500

His

Gly

Gly

Lys

Ser

580

Thr

Asp

Glu

Asn

Tyr

660

Glu

His

Ala

485

His

Pro

Lys

Ser

Ala

565

Met

Cys

Trp

Pro

Ser

645

Ser

Asp

His

Pro

Ser

Lys

Glu

Tyr

550

Trp

Ser

Glu

Asn

Val

630

Val

Pro

Leu

His

Arg

Gly

Glu

Ser

535

Ser

Thr

Pro

Ser

Asn

615

Lys

Gly

Glu

Gly

His
695

Asp

Asn

Val

520

Gln

Cys

Leu

Gly

Asp

600

Gln

Val

Lys

Thr

Gly

680

His

48587

Val

Ser

505

Gln

Leu

Trp

Glu

Asp

585

Ala

Ser

Gln

Gly

Ile

665

Glu

Arg

490

Val

Phe

Asn

Val

Val

570

Gln

Asn

Leu

His

Arg

650

Gly

Gln

45

Val

Ser

Phe

Phe

Asn

555

Leu

Val

Pro

Pro

Ser

635

Ser

Arg

Lys

Arg

Leu

Trp

Asp

540

Asn

Tyr

Met

Pro

Tyr

620

Gly

Pro

Arg

Leu

Lys

Gln

Glu

525

Ser

Ser

Ala

Glu

Val

605

His

Ala

Leu

Glu

Ile
685

Ile

Cys

510

Lys

Ile

Ile

Pro

Gly

590

Ser

Ser

Tyr

Ser

Gln

670

Ser

Lys

495

Asp

Asn

Ser

Gly

Arg

575

Lys

His

Gln

Trp

Thr
655

Lys

Glu

Pro

Phe

Gly

Pro

Gln

560

Arg

Ser

Tyr

Lys

Cys

640

Leu

Leu

Glu

197/216



48587

198/216

<210> 51
<211> 697
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /luu y=“Md ta trinh tu nhan tao: REGN5280@ mfCD22 ecto (D18-R686) . mmH
téng hgp"

<400> 51
Asp Ser Ser Lys Trp Asn Ile Glu His Pro Gly Thr Ile Tyr Ala Trp
1 5 10 15

Glu Gly Ala Cys Val Trp Val Pro Cys Thr Tyr Arg val Leu Asp Gly

Ala Leu Glu Thr Phe Ile Leu Phe His Asn Pro Glu Tyr Asn Gln Asn
35 40 45

Met Ser Lys Phe Glu Gly Thr Arg Leu Tyr Glu Ser Thr Lys Asp Gly
50 55 60

Lys Val Pro Ser Gly Gln Lys Arg val Gln Phe Leu Gly Asn Lys Ile
65 70 75 80

Asn Asn Asn Cys Thr Leu Ser Ile His Pro Val His Val Asn Asp Ser
85 90 95

Gly Gln Leu Gly Leu Arg Met Val Ser Lys Thr Glu Lys Trp Met Glu
100 105 110

Arg Ile His Leu Asn Val Ser Glu Arg Pro Phe Pro Pro Arg Ile Gln
115 120 125

Leu Pro Pro Lys Leu Gln Glu Ser Gln Glu Val Thr Leu Thr Cys Leu
130 135 140

Leu Asn Phe Ser Cys Tyr Gly Tyr Gln Ile Gln Leu Gln Trp Leu Leu
145 150 155 160

Glu Gly Ala Pro Met Arg Gln Ala Ala Val Thr Leu Thr Ser Leu Ser
165 170 175

46



Thr

Ser

Lys

Lys

225

Asp

Thr

Thr

Tyr

Val

305

Ser

Ser

Lys

Leu

Gly
385

Lys

His

Val

210

Leu

Ser

Thr

Leu

Cys

290

Phe

Gln

Pro

Glu

Pro

370

Ile

Ser

His

195

Leu

Thr

Val

Val

Met

275

Cys

Leu

Ser

Ala

Val

355

Trp

Gly

Val

180

Gly

Ser

Ile

Thr

Ser

260

Leu

Arg

Gln

Pro

Asn

340

Gln

His

Glu

Phe

Lys

Glu

Glu

Met

245

Trp

Thr

Val

Val

Ala

325

Pro

Gly

Ala

Arg

Thr

Ile

Asp

Val

230

Thr

Leu

Leu

Ser

Gln

310

Val

Leu

Arg

Gly

Gly
390

Arg

Val

Met

215

Thr

Cys

Lys

His

Asn

295

Tyr

Glu

Pro

Thr

Thr

375

Pro

Ser

Thr

200

Val

Pro

Lys

Asp

Lys

280

Asp

Ala

Gly

Thr

Glu

360

Tyr

Gly

48587

Glu

185

Cys

Gln

Asn

Val

Gly

265

Val

Val

Pro

Ser

Asn

345

Lys

Ser

Thr

Leu

Glu

Leu

Glu

Asn

250

Ile

Thr

Gly

Glu

Glu

330

Tyr

Gln

Cys

Glu

47

Lys

Leu

Asn

Thr

235

Ser

Leu

Lys

Pro

Pro

315

Val

Thr

Phe

Glu

Leu
395

Phe

His

Val

220

Ile

Ser

Leu

Ser

Ala

300

Ser

Asn

Trp

Gln

Ala

380

Asp

Ser

Asp

205

Lys

Val

Asn

Lys

Gln

285

Thr

Arg

Phe

Tyr

Ile

365

Glu

Val

Pro

190

Val

His

Arg

Pro

Glu

270

Ser

Ser

Val

Leu

His

350

Gln

Asn

Gln

Gln

Asp

Thr

Lys

Glu

255

Gln

Gly

Glu

Gln

Cys

335

Asn

Lys

Ile

Tyr

Trp

Gly

Pro

Gly

240

Tyr

Asn

Arg

Lys

Ile

320

Ile

Gly

Ile

Leu

Pro
400
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Pro

Gly

Val

Leu

Ala

465

Leu

Pro

Phe

Gly

Pro

545

Gln

Arg

Thr

Tyr

Lys

Asp

Asn

Gly

450

Cys

Asn

Leu

Ser

Ser

530

Glu

Thr

Leu

Ala

Ala
610

Lys

Thr

His

435

Val

Ala

Val

Ser

Ser

515

Leu

Asp

Ala

Arg

Thr

595

Trp

Val
Val
420
Tyr
Leu
Ala
Leu
Glu
500
Ser
Leu
Ala
Ser
Val
580

Leu

Phe

Thr

405

Thr

Glu

Lys

Cys

Tyr

485

Ile

His

Gly

Gly

Lys

565

Ser

Thr

Asp

Met

Leu

Trp

Ile

Asn

470

Ala

His

Pro

Lys

Ser

550

Ala

Met

Cys

Trp

Val

Ser

Arg

Gln

455

Asn

Pro

Ser

Lys

Glu

535

Tyr

Trp

Ser

Glu

Asn
615

Ile

Cys

Pro

440

Asn

Trp

Arg

Gly

Glu

520

Ser

Ser

Thr

Gln

Ser

600

Asn

48587

Glu

Asn

425

Arg

Ile

Cys

Gly

Asn

505

Val

Gln

Cys

Leu

Gly

585

Asp

Gln

Asn

410

Tyr

Gly

Gly

Ser

Val

490

Ser

Gln

Leu

Trp

Glu

570

Asn

Ala

Ser

48

Pro

Ser

Ala

Trp

Trp

475

Arg

Val

Phe

Asn

Val

555

Val

Gln

Asn

Leu

Thr

Ser

Trp

Asn

460

Ala

Val

Ser

Phe

Phe

540

Asn

Leu

Val

Pro

Pro
620

Pro

Ser

Glu

445

Asn

Ser

Arg

Leu

Trp

525

Asp

Asn

Tyr

Met

Pro

605

Tyr

Ile

Asn

430

Glu

Thr

Pro

Lys

Gln

510

Glu

Ser

Ser

Ala

Glu

590

Val

Ser

Arg
415
Pro
Pro
Ala
Val
Ile
495
Cys
Lys
Ile
Ile
Pro
575
Gly

Tyr

Gly

Glu

Ile

Ser

Val

Thr

480

Lys

Asp

Asn

Ser

Gly

560

Arg

Lys

Ser

Arg
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Met Leu Arg
625

Cys Gln Gly

Leu Thr Val

Leu Ile Ser
675

Glu Asp Leu
690

<210> 52
<211> 696
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<221> nguodn

Leu Glu

Thr Asn
645

Tyr Tyr
660

Glu Glu

His His

ty nhan

<223> /luu y=“Mo ta

téng hop"

<400> 52
Asp Ser Ser
1

Glu Gly Ala

Ala Leu Glu
35

Met Ser Lys
50

Lys Leu Pro
65

Asn Asn Cys

Gln Leu Gly

Lys Trp

Cys Val
20

Thr Phe

Phe Glu

Ser Gly

Thr Leu
85

Leu Arg

Pro

630

Arg

Ser

Asp

His

tao

Val

Val

Pro

Leu

His
695

48587

Lys Val Gln His Ser

635

Gly Lys Gly His Ser

650

Gln Thr Ile Gly Arg

665

Gly Gly Glu Gln Lys

680

His

His

trinh tu nhan tao: REGN5281

Asn

Trp

Ile

Gly

Gln

70

Ser

Met

Ile

Val

Leu

Thr

55

Lys

Ile

Val

Glu

Pro

Phe

40

Arg

Arg

His

Ser

His

Cys

25

His

Leu

Val

Pro

Lys

Pro
10

Thr

Asn

Tyr

Gln

Val
90

Thr

49

Gly Thr

Tyr Arg

Pro Glu

Glu Asn

60

Phe Leu
75

His Val

Glu Lys

Gly Ala

Pro

Arg

Leu
685

Leu

Glu
670

Ile

Tyr

Ile

655

Gln

Ser

mfCD22 ecto

Ile

Val

Tyr

45

Thr

Gly

Asn

Trp

Tyr

Leu

30

Asn

Lys

Asn

Asp

Met

Ala

15

Asp

Gln

Asp

Lys

Ser
95

Glu

201/216

Trp

640

Thr

Lys

Glu

(D20-R687) . mmH

Trp

Gly

Asn

Gly

Ile

80

Gly

Arg



Ile

Pro

Asn

145

Gly

Lys

His

Val

Leu

225

Ser

Thr

Leu

Cys

Phe

305

Gln

His

Pro

130

Phe

Val

Ser

His

Leu

210

Thr

Val

Val

Met

Cys

290

Leu

Ser

Leu

115

Lys

Ser

Pro

Val

Gly

195

Ser

Ile

Thr

Ser

Leu

275

Arg

Gln

Pro

100

Asn

Leu

Cys

Met

Phe

180

Lys

Glu

Glu

Met

Trp

260

Thr

Val

Val

Ala

Val

Gln

Tyr

Arg

165

Thr

Ile

Asp

Val

Thr

245

Leu

Leu

Ser

Gln

Val

Ser

Glu

Gly

150

Gln

Arg

Val

Met

Thr

230

Cys

Lys

His

Asn

Tyr

310

Glu

Glu

Ser

135

Tyr

Ala

Ser

Thr

Val

215

Pro

Lys

Asp

Lys

Asp

295

Ala

Gly

Arg

120

Gln

Gln

Ala

Glu

Cys

200

Gln

Asn

Val

Gly

Val

280

Val

Pro

Ser

48587

105

Pro

Glu

Ile

Val

Leu

185

Glu

Leu

Glu

Asn

Ile

265

Thr

Gly

Glu

Glu

Phe

Val

Gln

Thr

170

Lys

Leu

Asn

Thr

Ser

250

Pro

Lys

Pro

Ser

Val

50

Pro

Thr

Leu

155

Ser

Phe

His

Val

Thr

235

Ser

Leu

Ser

Ala

Ser

315

Asn

Pro

Leu

140

Gln

Thr

Ser

Asp

Lys

220

Val

Asn

Lys

Gln

Thr

300

Arg

Phe

Arg

125

Thr

Trp

Ser

Pro

Val

205

His

Arg

Pro

Glu

Ser

285

Ser

Val

Leu

110

Ile

Cys

Leu

Leu

Gln

190

Asp

Thr

Lys

Glu

Gln

270

Gly

Glu

Gln

Cys

Gln

Leu

Leu

Ser

175

Trp

Gly

Pro

Gly

Tyr

255

Asn

Arg

Lys

Ile

Ile

Leu

Leu

Glu

160

Thr

Ser

Lys

Lys

Asp

240

Thr

Thr

Tyr

Val

Ser

320

Ser

202/216



Pro

Glu

Pro

Ile

385

Lys

Asp

Asn

Gly

Cys

465

Asn

Leu

Ser

Ser

Glu

Ala

Val

Trp

370

Gly

Lys

Thr

His

Val

450

Ala

Val

Ser

Ser

Leu

530

Asp

Asn

Gln

355

His

Glu

Val

Val

Tyr

435

Leu

Ala

Leu

Glu

Ser

515

Leu

Ala

Pro

340

Gly

Ala

Arg

Thr

Thr

420

Glu

Lys

Cys

Tyr

Ile

500

His

Gly

Gly

325

Leu

Arg

Gly

Gly

Met

405

Leu

Trp

Ile

Asn

Ala

485

His

Pro

Lys

Ser

Pro

Thr

Thr

Pro

390

Val

Ser

Arg

Gln

Asn

470

Pro

Ser

Lys

Glu

Tyr

Thr

Glu

Tyr

375

Gly

Ile

Cys

Pro

Asn

455

Trp

Arg

Gly

Glu

Ser

535

Ser

Asn

Lys

360

Ser

Thr

Glu

Asn

Arg

440

Ile

Cys

Gly

Asn

Val

520

Gln

Cys

48587

Tyr

345

Gln

Cys

Glu

Asn

Tyr

425

Gly

Gly

Ser

Val

Ser

505

Gln

Leu

Trp

330

Thr

Phe

Glu

Leu

Pro

410

Ser

Ala

Trp

Trp

Arg

490

Val

Phe

Asn

Val

51

Trp

Gln

Ala

Asp

395

Thr

Ser

Trp

Asn

Ala

475

Val

Ser

Phe

Phe

Asn

Tyr

Ile

Gly

380

Val

Pro

Ser

Glu

Asn

460

Ser

Arg

Leu

Trp

Asp

540

Asn

His

Gln

365

Asn

Gln

Ile

Asn

Glu

445

Thr

Pro

Lys

Gln

Glu

525

Ser

Ser

Asn

350

Lys

Ile

Tyr

Arg

Pro

430

Pro

Ala

Val

Ile

Cys

510

Lys

Ile

Ile

335

Gly

Ile

Leu

Pro

Glu

415

Ile

Ser

Val

Thr

Lys

495

Asp

Asn

Ser

Gly

Lys

Leu

Gly

Pro

400

Gly

Val

Leu

Ala

Leu

480

Pro

Phe

Gly

Pro

Gln
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545

Thr

Leu

Ala

Ala

Leu

625

Gln

Thr

Ile

Asp

Ala

Arg

Thr

Trp

610

Arg

Gly

Val

Ser

Leu
690

<2106> 53
<211> 36
<212> PR
<213> Tr

<220>

221>
<223>

Ser

Val

Leu
595

Phe

Leu

Thr

Tyr

Glu

675

His

7

T
inh

nguon
/luu y=*Mo ta

téng hgp"

<400> 53
Asn Lys Ile Leu Val

1

Lys

Ser

580

Ile

Asp

Glu

Asn

Tyr

660

Glu

His

Ala

565

Met

Cys

Trp

Pro

Arg

645

Ser

Asp

His

tu nhan

5

Ala Val Asn Leu Ser

20

550

Trp

Ser

Glu

Asn

Val

630

Val

Pro

Leu

His

tao

Thr

Gln

Ser

Asn

615

Lys

Gly

Gln

Gly

His
695

Leu

Gly

Asp

600

Gln

Val

Lys

Thr

Gly

680

His

48587

Glu

Asn

585

Ala

Ser

Gln

Gly

Ile

665

Glu

Val

570

Gln

Asn

Leu

His

His

650

Gly

Gln

555

Leu

Val

Pro

Pro

Ser

635

Ser

Arg

Lys

Tyr

Met

Pro

Tyr

620

Gly

Pro

Arg

Leu

Ala

Glu

Val

605

Ser

Ala

Leu

Glu

Ile
685

Pro

Gly

590

Tyr

Gly

Tyr

Ile

Gln
670

Ser

Arg

575

Lys

Ser

Arg

Trp

Thr
655

Lys

Glu

560

Arg

Thr

Tyr

Met

Cys

640

Leu

Leu

Glu

204/216

trinh tu nhan tao: REGN2012 hCD28 ecto (N19-P152) .mFc

Lys Gln Ser Pro Met Leu Val Ala Tyr Asp Asn

10

15

Cys Lys Tyr Ser Tyr Asn Leu Phe Ser Arg Glu

25

52

30



Phe

Val

Gly

Leu

Glu

Thr

Pro

Pro

145

Phe

Pro

Val

Thr

Ala

225

Cys

Arg

Val

50

Phe

Gln

Val

Ile

Gly

130

Pro

Ile

Ile

Gln

Gln

210

Leu

Lys

Ala

35

Tyr

Asn

Asn

Met

Ile

115

Pro

Cys

Phe

Val

Ile

195

Thr

Pro

Val

Ser

Gly

Cys

Leu

Tyr

100

His

Ser

Lys

Pro

Thr

180

Ser

His

Ile

Asn

Leu

Asn

Asp

Tyr

Pro

Val

Lys

Cys

Pro

165

Cys

Trp

Arg

Gln

Asn
245

His

Tyr

Gly

70

Val

Pro

Lys

Pro

Pro

150

Lys

Val

Phe

Glu

His

230

Lys

Lys

Ser

55

Lys

Asn

Pro

Gly

Glu

135

Ala

Ile

Val

Val

Asp

215

Gln

Asp

Gly

40

Gln

Leu

Gln

Tyr

Lys

120

Pro

Pro

Lys

Val

Asn

200

Tyr

Asp

Leu

48587

Leu

Gln

Gly

Thr

Leu

105

His

Arg

Asn

Asp

Asp

185

Asn

Asn

Trp

Pro

Asp

Leu

Asn

Asp

Asp

Leu

Gly

Leu

Val

170

Val

Val

Ser

Met

Ala
250

53

Ser

Gln

Glu

75

Ile

Asn

Cys

Pro

Leu

155

Leu

Ser

Glu

Thr

Ser

235

Pro

Ala

Val

60

Ser

Tyr

Glu

Pro

Thr

140

Gly

Met

Glu

Val

Leu

220

Gly

Ile

Val

45

Tyr

Val

Phe

Lys

Ser

125

Ile

Gly

Ile

Asp

His

205

Arg

Lys

Glu

Glu

Ser

Thr

Cys

Ser

110

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

190

Thr

Val

Glu

Arg

Val

Lys

Phe

Lys

95

Asn

Leu

Pro

Ser

Leu

175

Pro

Ala

Val

Phe

Thr
255

Cys

Thr

Tyr

80

Ile

Gly

Phe

Cys

Val

160

Ser

Asp

Gln

Ser

Lys

240

Ile
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Ser

Pro

Val

Gly

305

Asp

Trp

His

Lys

Pro

Thr

290

Lys

Gly

Val

Asn

<210> 54
<211> 16
<212> PRT
<213> Tr

<220>
<221> ng

<223>

Pro

Glu

275

Asp

Thr

Ser

Glu

His
355

2

inh

uén

téng hgp"

<400> 54
Asn Lys Ile Leu Val

1

Lys

260

Glu

Phe

Glu

Tyr

Arg

340

His

Gly

Glu

Met

Leu

Phe

325

Asn

Thr

tu nhén

/luu y="Mo ta

5

Ala val Asn Leu Ser

20

Phe Arg Ala Ser Leu

35

Val Val Tyr Gly Asn

50

Ser

Met

Pro

Asn

310

Met

Ser

Thr

tao

Val

Thr

Glu

295

Tyr

Tyr

Tyr

Lys

Arg

Lys

280

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
360

48587

Ala

265

Lys

Ile

Asn

Lys

Cys

345

Phe

Pro

Gln

Tyr

Thr

Leu

330

Ser

Ser

Gln

Val

Val

Glu

315

Arg

Val

Arg

Val

Thr

Glu

300

Pro

Val

Val

Thr

trinh ty nhan tao: REGN2011

Lys Gln Ser Pro Met Leu Val

10

Cys Lys Tyr Ser Tyr Asn Leu

25

His Lys Gly Leu Asp Ser Ala

40

Tyr Ser Gln Gln Leu Gln Val

55

54

60

Tyr Val
270

Leu Thr
285

Trp Thr

Val Leu

Glu Lys

His Glu

350

Pro Gly
365

Leu Pro

Cys Met

Asn Asn

Asp Ser

320

Lys Asn
335

Gly Leu

Lys
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Ala Tyr

Phe Ser
30

Val Glu
45

Tyr Ser

Asp Asn

15

Arg Glu

Val Cys

Lys Thr



Gly

Leu

Glu

Thr

Pro

Gly

145

His

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

Phe

Gln

Val

Ile

Gly

130

Gly

His

<220>

<221>
<223>

55

159
PRT
Trinh tu nhan

Asn

Asn

Met

Ile

115

Pro

Glu

nguon
/luu y=“Mb ta

téng hgp"

<400> 55

Cys

Leu

Tyr

100

His

Ser

Gln

Asp

Tyr

Pro

Val

Lys

Lys

Asn Lys Ile Leu Val

1

5

Glu Vval Ser Leu Ser

20

Phe Arg Ala Ser Leu

35

Val Gly Asn Gly Asn

50

Gly

70

Val

Pro

Lys

Pro

Leu
150

tao

Lys

Asn

Pro

Gly

Glu

135

Ile

Leu

Gln

Tyr

Lys

120

Gln

Ser

48587

Gly

Thr

Leu

105

His

Lys

Glu

Asn

Asp

920

Asp

Leu

Leu

Glu

Glu

75

Ile

Asn

Cys

Ile

Asp
155

Ser

Tyr

Glu

Pro

Ser

140

Leu

trinh ty nhan tao: REGN3595

Lys Gln Ser Pro Leu Leu Val

10

Cys Arg Tyr Ser Tyr Asn Leu

25

Tyr Lys Gly Val Asn Ser Asp

40

Phe Thr Tyr Gln Pro Gln Phe

55

55

60

Val

Phe

Lys

Ser

125

Glu

His

Thr

Cys

Ser

110

Pro

Glu

His

Phe

Lys

95

Asn

Leu

Asp

His

Tyr

80

Ile

Gly

Phe

Leu

His
160
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mCD28 ecto (N20-L150).mmH

Val Asp Ser Asn

15

Leu Ala Lys Glu

30

val Glu Val Cys

45

Arg Ser Asn Ala



Glu

65

Leu

Glu

Thr

Pro

Gln
145

Phe Asn

Trp Asn

Phe Met

Ile Ile
115

Lys Leu
130

Lys Leu

<210> 56
<211> 847
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<221> nguodn

<223>

Cys Asp Gly
70

Leu His Val
85

Tyr Pro Pro

100

His Ile Lys

Glu Gln Lys

Ile Ser Glu
150

ty nhan tao

Asp

Asn

Pro

Glu

Leu

135

Glu

Phe

His

Tyr

Lys

120

Ile

Asp

téng hop: S6 dang ky CAA42006"

<400> 56
Met His Leu Leu Gly Pro Trp Leu

1

Ala

Tyr

Leu

Asn

65

Lys

5

Phe Ser Asp Ser Ser Lys Trp

20

Ala Trp Glu Gly Ala Cys Val

35

40

Asp Gly Asp Leu Glu Ser Phe

50

55

Lys Asn Thr Ser Lys Phe Asp

70

Asp Gly Lys Val Pro Ser Glu

48587

Asp

Asn

Thr Asp

Leu

105

His

Ser

Leu

Leu

Val

25

Trp

Ile

Gly

Gln

920

Asp

Leu

Glu

His

/luu y=“Md ta trinh ty nhan tao:

Leu

10

Phe

Ile

Leu

Thr

Lys

56

Glu

75

Ile

Asn

Cys

Glu

His
155

Trinh ty

Leu

Glu

Pro

Phe

Arg

75

Arg

Thr

Tyr

Glu

His

Asp

140

His

Val

His

Cys

His

60

Leu

Val

Val

Phe

Arg

Thr

125

Leu

His

axit amin CD22 cla ngudi

Leu

Pro

Thr

45

Asn

Tyr

Gln

Thr

Cys

Ser

110

Gln

Gly

His

Glu

Glu

30

Tyr

Pro

Glu

Phe

Phe

Lys

95

Asn

Ser

Gly

His

Tyr

15

Thr

Arg

Glu

Ser

Leu

Arg

Ile

Gly

Ser

Glu

Leu

Leu

Ala

Tyr

Thr

80

Gly
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Asp

Asp

Met

Ile

145

Cys

Leu

Leu

Gln

Asp

225

Thr

Glu

Glu

Gln

Gly

Lys

Ser

Glu

130

Gln

Leu

Leu

Thr

Trp

210

Gly

Pro

Gly

Tyr

Asn

290

Lys

Asn

Gly

115

Arg

Leu

Leu

Glu

Ile

195

Ser

Lys

Lys

Asp

Thr

275

Thr

Tyr

Lys

100

Gln

Ile

Pro

Asn

Gly

180

Lys

His

Phe

Leu

Ser

260

Thr

Phe

Cys

85

Asn

Leu

His

Pro

Phe

165

Val

Ser

His

Leu

Glu

245

Val

Val

Thr

Cys

Cys

Gly

Leu

Glu

150

Ser

Pro

Val

Gly

Ser

230

Ile

Thr

Ser

Leu

Gln

Thr

Leu

Asn

135

Ile

Cys

Met

Phe

Lys

215

Asn

Lys

Met

Trp

Asn

295

Val

Leu

Arg

120

Val

Gln

Tyr

Arg

Thr

200

Ile

Asp

Val

Thr

Leu

280

Leu

Ser

48587

Ser
105
Met
Ser
Glu
Gly
Gln
185
Arg
Val
Thr
Thr
Cys
265
Lys

Arg

Asn

920

Ile

Glu

Glu

Ser

Tyr

170

Ala

Ser

Thr

Val

Pro

250

Glu

Asp

Glu

Asp

57

His

Ser

Arg

Gln

155

Pro

Ala

Glu

Cys

Gln

235

Ser

Val

Gly

Val

Val

Pro

Lys

Pro

140

Glu

Ile

Val

Leu

Gln

220

Leu

Asp

Ser

Thr

Thr

300

Gly

Val

Thr

125

Phe

Val

Gln

Thr

Lys

205

Leu

Asn

Ala

Ser

Ser

285

Lys

Pro

His

110

Glu

Pro

Thr

Leu

Ser

190

Phe

Gln

Val

Ile

Ser

2709

Leu

Asp

Gly

95

Leu

Lys

Pro

Leu

Gln

175

Thr

Ser

Asp

Lys

Val

255

Asn

Lys

Gln

Arg

Asn

Trp

His

Thr

160

Trp

Ser

Pro

Ala

His

240

Arg

Pro

Lys

Ser

Ser
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305

Glu

Gln

Cys

Asn

Lys

385

Ile

Tyr

Arg

Pro

Pro

465

Thr

Val

Ile

Cys

Glu

Ile

Met

Gly

370

Ile

Leu

Pro

Glu

Ser

450

Ser

Ile

Ala

Lys

Asp

Val

Leu

Ser

355

Lys

Leu

Gly

Pro

Gly

435

Val

Leu

Ala

Leu

Pro

515

Phe

Phe

His

340

Leu

Glu

Pro

Thr

Lys

420

Asp

Thr

Gly

Cys

Asn

500

Leu

Ser

Leu

325

Ser

Ala

Met

Trp

Gly

405

Lys

Thr

Arg

Val

Ala

485

Val

Ser

Ser

310

Gln

Pro

Asn

Gln

His

390

Gln

Val

Val

Tyr

Leu

470

Arg

Gln

Glu

Ser

Val

Ala

Pro

Gly

375

Ala

Arg

Thr

Thr

Glu

455

Lys

Cys

Tyr

Ile

His

Gln

Val

Leu

360

Arg

Gly

Gly

Thr

Leu

440

Trp

Ile

Asn

Ala

His

520

Pro

48587

Tyr

Glu

345

Pro

Thr

Thr

Pro

Val

425

Ser

Lys

Gln

Ser

Pro

505

Ser

Lys

Ala

330

Gly

Thr

Glu

Tyr

Gly

410

Ile

Cys

Pro

Asn

Trp

490

Arg

Gly

Glu

58

315

Pro

Ser

Asn

Glu

Ser

395

Ala

Gln

Asn

His

Val

475

Cys

Asp

Asn

Val

Glu

Gln

Tyr

Lys

380

Cys

Glu

Asn

Tyr

Gly

460

Gly

Ser

Val

Ser

Gln

Pro

Val

Thr

365

Val

Val

Leu

Pro

Asn

445

Ala

Trp

Trp

Arg

Val

525

Phe

Ser

Glu

350

Trp

His

Ala

Asp

Met

430

Ser

Trp

Asp

Ala

Val

510

Ser

Phe

Thr

335

Phe

Tyr

Ile

Glu

Val

415

Pro

Ser

Glu

Asn

Ser

495

Arg

Leu

Trp

320

Val

Leu

His

Pro

Asn

400

Gln

Ile

Asn

Glu

Thr

480

Pro

Lys

Gln

Glu
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Lys

545

Ile

Ile

Pro

Gly

Ser

625

Ser

Tyr

Ser

Ala

Gly

705

Leu

Val

Asn

530

Asn

Ser

Gly

Arg

Lys

610

His

Gln

Trp

Thr

Val

690

Leu

Gln

Arg

Pro

Gly

Pro

Gln

Arg

595

Ser

Tyr

Lys

Cys

Leu

675

Gly

Lys

Glu

Arg

Met

Arg

Glu

Thr

580

Leu

Ala

Thr

Leu

Gln

660

Thr

Leu

Leu

Asn

Ala

740

Met

Leu

Asp

565

Ala

Arg

Thr

Trp

Arg

645

Gly

Val

Gly

Gln

Ser

725

Pro

Glu

Leu

550

Ala

Ser

Val

Leu

Phe

630

Leu

Thr

Tyr

Ser

Arg

710

Ser

Leu

Asp

535

Gly

Gly

Lys

Ser

Thr

615

Asp

Glu

Asn

Tyr

Cys

695

Arg

Gly

Ser

Gly

Lys

Ser

Ala

Met

600

Cys

Trp

Pro

Ser

Ser

680

Leu

Trp

Gln

Glu

Ile

48587

Glu

Tyr

Trp

585

Ser

Glu

Asn

Val

Val

665

Pro

Ala

Lys

Ser

Gly

745

Ser

Ser

Ser

570

Thr

Pro

Ser

Asn

Lys

650

Gly

Glu

Ile

Arg

Phe

730

Pro

Tyr

59

Gln

555

Cys

Leu

Gly

Asp

Gln

635

Val

Lys

Thr

Leu

Thr

715

Phe

His

Thr

540

Leu

Trp

Glu

Asp

Ala

620

Ser

Gln

Gly

Ile

Ile

700

Gln

Val

Ser

Thr

Asn

Val

Val

Gln

605

Asn

Leu

His

Arg

Gly

685

Leu

Ser

Arg

Leu

Leu

Phe

Asn

Leu

590

Val

Pro

Pro

Ser

Ser

670

Arg

Ala

Gln

Asn

Gly

750

Arg

Asp

Asn

575

Tyr

Met

Pro

His

Gly

655

Pro

Arg

Ile

Gln

Lys

735

Cys

Phe

Ser

560

Ser

Ala

Glu

Val

His

640

Ala

Leu

Val

Cys

Gly

720

Lys

Tyr

Pro
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Glu Met
770

Arg Pro
785

Lys Arg

Asp Glu

Arg Pro

<210> 57
<211> 25
<212> PR
<213> Tr

<220>
<221> ng

755

Asn

Pro

Gln

Gly

Gln
835

T
inh

udn

Ile

Arg

Val

Ile

820

Ala

Pro

Thr

Gly

805

His

Gln

tu nhan

Arg

Cys

790

Asp

Tyr

Glu

tao

Thr

775

Asp

Tyr

Ser

Asn

760

Gly

Asp

Glu

Glu

Val
840

48587

Asp

Thr

Asn

Leu

825

Asp

Ala

Val

Val

810

Ile

Tyr

Glu

Thr

795

Ile

Gln

Val

Ser

780

Tyr

Pro

Phe

Ile

765

Ser

Ser

Asp

Gly

Leu
845

Glu

Ala

Phe

Val

830

Lys

Met

Leu

Pro

815

Gly

His

Gln

His

800

Glu

Glu
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<223> /luu y=“Md ta trinh ty nhan tao: Quyét dinh khang nguyén téng hgp cla
CD22 dugc lién ké&t bdi REGN5837 (mAb33037P2)"

<400> 57

Asn Val Gln Tyr Ala Pro Arg Asp Val Arg Val Arg Lys Ile Lys Pro

1

5

Leu Ser Glu Ile His Ser Gly Asn Ser

<210> 58
<211> 17
<212> PR

T

20

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<221> ng

ubn

25

10

15

<223> /luu y=“M6 tad trinh tu nhan tao: quyét dinh khang nguyén tong hgp cla
CD22 dugc lién két bdi REGN5837 (mAb330@37P2)"

<400> 58

Phe Trp Glu Lys Asn Gly Arg Leu Leu Gly Lys Glu Ser Gln Leu Asn

1

5

10

60

15
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Phe

<210> 59

<211> 32

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<221> nguodn

<223> /luu y=“Mbd ta trinh ty nhan tao: quyét dinh khang nguyén téng hop cula
CD22 dugc lién két bdi REGN5838 (mAb33041P2)"

<400> 59
Cys Glu Val Ser Ser Ser Asn Pro Glu Tyr Thr Thr Val Ser Trp Leu
1 5 10 15

Lys Asp Gly Thr Ser Leu Lys Lys Gln Asn Thr Phe Thr Leu Asn Leu
20 25 30

<210> 60

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y=“Mé ta trinh ty nhan tao: dudi 6xHis téng hgp"

<400> 60

His His His His His His
1 5

<210> 61

<400> 61

000

<210> 62

<400> 62

000

<210> 63

<400> 63
000

61



<210>

<400>

000

<210>

<400>

000

<210>

<400>

000

<210>

<400>

000

<210>

<400>

000

<210>

<400>

000

<210>

<400>

000

<210>

<400>

000

<210>

<400>

000

<210>
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64

65

65

66

66

67

67

68

68

69

69

70

70

71

71

72

72

73
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<400> 73

000

<210>

<211> 22

<212>
<213>

<400>

74

0

PRT
Nguoi tinh khdn

74

Met Leu Arg

1

Thr

Asp

Arg

Val

65

Lys

Phe

Lys

Asn

Leu

145

Gly

Phe

Gly

Asn

Glu

50

Cys

Thr

Tyr

Ile

Gly

130

Phe

Val

Trp

Asn

Ala

35

Phe

Val

Gly

Leu

Glu

115

Thr

Pro

Leu

Val

Leu

Lys

20

Val

Arg

Val

Phe

Gln

100

Val

Ile

Gly

Ala

Arg
180

Leu

5

Ile

Asn

Ala

Tyr

Asn

85

Asn

Met

Ile

Pro

Cys

165

Ser

Leu

Leu

Leu

Ser

Gly

70

Cys

Leu

Tyr

His

Ser

150

Tyr

Lys

Ala

Val

Ser

Leu

55

Asn

Asp

Tyr

Pro

Val

135

Lys

Ser

Arg

Leu

Lys

Cys

40

His

Tyr

Gly

Val

Pro

120

Lys

Pro

Leu

Ser

48587

Asn

Gln

25

Lys

Lys

Ser

Lys

Asn

105

Pro

Gly

Phe

Leu

Arg
185

Leu

10

Ser

Tyr

Gly

Gln

Leu

90

Gln

Tyr

Lys

Trp

Val

170

Leu

63

Phe

Pro

Ser

Leu

Gln

75

Gly

Thr

Leu

His

Val

155

Thr

Leu

Pro

Met

Tyr

Asp

60

Leu

Asn

Asp

Asp

Leu

140

Leu

Val

His

Ser

Leu

Asn

45

Ser

Gln

Glu

Ile

Asn

125

Cys

Val

Ala

Ser

Ile

Val

30

Leu

Ala

Val

Ser

Tyr

110

Glu

Pro

Val

Phe

Asp
190

Gln

15

Ala

Phe

Val

Tyr

Val

95

Phe

Lys

Ser

Val

Ile

175

Tyr

Val

Tyr

Ser

Glu

Ser

80

Thr

Cys

Ser

Pro

Gly

160

Ile

Met
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Asn Met Thr Pro Arg Arg Pro Gly Pro Thr Arg Lys His Tyr Gln Pro
195 200 205

Tyr Ala Pro Pro Arg Asp Phe Ala Ala TyrvArg Ser
210 215 220
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