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Linh vwe k¥ thuat dugc dé cap

Sang ché dé cap dén cac khang thé khang TIGIT va str dung cac khang thé nay va ché
phém ciia ching dé diéu tri bénh ung thu.
Tinh trang ky thuat cia sang ché

Thu thé mién dich t& bao T ¢6 cac ving Ig va ITIM (T cell immunoreceptor with Ig
and ITIM domain, TIGIT) la thu thé didu hoa mién dich bao gdm ving globulin mién dich
ngoai bao, ving xuyén mang typ I va hai motif ITIM va dugc biéu hién chi yéu trén cac
té bao T duoc hoat hoa va cac té bao NK (Stanietsky et al., PNAS, 2009, 106, 17858-
17863). TIGIT nhén biét cac phdi tir thu thé virut gdy bénh bai liét (poliovirus receptor,
PVR, CD155) va Nectin 2 (PVRL2/CD112), ching dugc biéu hién qua mirc trén céc loai
t& bao khdi u khac nhau. D4 c6 thong béo ring TIGIT lién két v6i phdi tr PVR véi 4i luc
cao. Su lién két cua TIGIT V,é‘i phéi tir s& hoat héa cac tin hidu tc ché dugc trung gian boi
hai motif sau ddy c6 mit trong dudi chét t& bao ctia TIGIT: motif gidng tyrosin dudi thu
thé mién dich (immunoreceptor tail tyrosin, ITT) va motif trc ché trén co sd tyrosin chiém
vu thé mién dich (immunodominant tyrosin-based inhibitory motif, ITIM) (Liu et al., Cell
death and differentiation 2013, 20, 456-464; Stanietsky et al., European journal of
immunology, 2013, 43, 2138-2150). Phéi tir bé mit té bao khéi u, ma thong qua su lién két
ctia n6 v6i ving ITIM ciia TIGIT trén bé mit ciia céc té bao NK va céc té bao T, {rc ché
tinh dc t& bao cua cac t& bao NK va hoat tinh ciia céc té bao T, va bing cach d6 trung gian
cho co ché trén tranh mién dich cta cac té bao khdi u. Pa dugc théng bio trong mt sb tai
lidu sang ché ring cac khang thé khang TIGIT ma phong bé sy lién két ctia TIGIT véi phdi
tl ctia n6 ¢6 thé duge st dung dé diéu tri cac bénh nhu khdiu bé“mg cach e ché su irc ché
mién dich trung gian béi TIGIT (W02004/024068, W02009/126688, W02015/009856,
va W02016/028656).
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C6 nhu cdu chua dugc dap tng 12 tao ra cac hoat chét duogc phém khac hiéu qua, déc
hiéu, an toan va/hodc 6n dinh hon ma, mdt minh hoc két hop véi cac hoat chét dugc pham
khac, c6 thé lam cho céc té bao ctia hé mién dich tin cong cac té bao khdi u bang cach lam
giam hoat tinh ¢ ché cta TIGIT cta ngudi.

Ban chét ky thut ciia sang ché

Sang ché dé xuét khang thé khang TIGIT hodc manh lién két khang nguyén clia no,
khéc biét boi c6 thanh phan trinh tw CDR khac thuong va c6 thé lién két véi TIGIT véi i
luc cao va tinh dic hiéu cao. Khang thé khang TIGIT hodc ménh lién két khang nguyén
ctia n6 duge dé Xuét & day co thé dugc st dung 1am liéu phéap doc 14p hodc két hop véi céc
liéu phap khac va/hodc céc hoat chit dugc phém khang ung thu khac dé diéu tri, vi du, cac
bénh ung thu.

M0ot khia canh cua séng ché @ xuét khang thé hoic manh lién két khang nguyén ctia
n6 lién két véi TIGIT véi tinh ddc hiéu cao.

Theo mét s6 phuong 4n, khang thé khang TIGIT hodc manh lién két khang nguyén
cta n6 duoc md ta & day bao gdm 1 dén 3 ving quyét dinh tinh bd tro chudi nang duoc
chon tr ving quyét dinh tinh bd trg chudi ning HCDR1, HCDR2 va HCDR3, trong d6
HCDRI1 bao gdm trinh tur axit amin gidng véi hodc c6 mirc do gidng it nhét 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99% vdi trinh ty axit amin duoc chon tir cac
SEQ ID NO: 1 va 11, HCDR2 bao gdm trinh ty axit amin giéng véi hodc c6 mitc do giong
it nhat 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99% véi trinh ty axit amin
dugc chon tr cac SEQ ID NO: 2 va 12, va HCDR3 bao gdm trinh tu axit amin gidng voi
hodc c6 muc do gidng it nhit 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99%
v6i trinh tu axit amin duoc chon tir cac SEQ ID NO: 3 va 13.

Theo mét s phuong 4n, khang thé khang TIGIT ho#c manh lién két khang nguyén
ctia n6 duoc mo ta & day bao gdm ving quyét dinh tinh b tro chudi naing HCDR1, HCDR2

va HCDR3, trong d6 HCDR1 bao g6m trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 1,
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HCDR2 bao gdm trinh tur axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 2, va HCDR3 bao gdm
trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 3.

Theo mdt sb phuwong 4n, khéng thé khang TIGIT hodc manh lién két khang nguyén
cia n6 duge mo ta & day bao gdm ving quyét dinh tinh b tro chudi naing HCDR1, HCDR2
va HCDR3, trong d6 HCDR1 bao gém trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 11,
HCDR2 bao gdm trinh tr axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 12, va HCDR3 bao gdm
trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 13.

Theo mdt sé phuong 4n, khang thé khang TIGIT hodc manh lién két khang nguyén
cta n6 duge mo ta & ddy bao gdm 1 dén 3 ving quyét dinh tinh bd trg chudi nhe duge chon
tir viing quyét dinh tinh b trg chudi nhe LCDR1, LCDR2 va LCDR3, trong d6 LCDR1
bao gf“)m trinh tu axit amin giéng v6i hodc ¢6 mire do giéng it nhat 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99% vdi trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO:
6 hoic 16, LCDR2 bao gdm trinh tu axit amin gidng véi hodc c6 mirc do gibng it nhat
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99% véi trinh ty axit amin dugc
néu trong SEQ ID NO: 7 hodc 17, va LCDR3 bao gbm trinh ty axit amin gidng véi hodc
c6 mirc dd gidng it nhat 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99% vo6i
trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 8 hodc 18.

Theo mdt sé phwong 4n, khang thé khang TIGIT hodc manh lién két khang nguyén
ctia né dugc md ta ¢ day bao gém vung quyét dinh tinh b6 trg chudi nhe LCDR1, LCDR2
va LCDR3, trong d6 LCDR1 bao gdm trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 6,
LCDR2 bao gbm trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 7, va LCDR3 bao gdm
trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 8.

Theo mot sb phuong 4n, khang thé khang TIGIT hogc manh lién két khang nguyén
ctia n6 duoc mo ta & ddy bao gdm ving quyét dinh tinh b6 tro chudi nhe LCDR1, LCDR2

va LCDR3, trong d6 LCDR1 bao gém trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 16,
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LCDR2 bao gbm trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 17, va LCDR3 bao gdm
trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 18.

Theo mét sé phuong 4n, khang thé hoic manh lién két khang nguyén ctia né dugc mod
th & day bao gdm ving quyét dinh tinh bd trg chudi ning HCDR1, HCDR2 va HCDR3 va
ving quyét dinh tinh bé trg chudi nhe LCDR1, LCDR2 va LCDR3, trong d6 HCDR1 bao
gém trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 1, HCDR2 bao gé)m trinh tu axit amin
dugc néu trong SEQ ID NO: 2, HCDR3 bao gbm trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ
ID NO: 3, LCDRI1 bao g@)m trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 6, LCDR2 bao
gdm trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 7, va LCDR3 bao gbm trinh tu axit
amin duoc néu trong SEQ ID NO: 8.

Theo mét sé phuong 4an, khang thé hogc manh lién két khang nguyén ctia n6 dugc md
ta & ddy bao gdbm vung quyét dinh tinh b6 trg chudi ndng HCDR1, HCDR2 va HCDR3 va
ving quyét dinh tinh bé trg chudi nhe LCDR1, LCDR2 va LCDR3, trong d6 HCDR1 bao
g6m trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 11, HCDR2 bao gém trinh tu axit amin
dugc néu trong SEQ ID NO: 12, HCDR3 bao gbm trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ
ID NO: 13, LCDRI1 bao gém trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 16, LCDR2
bao gbm trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 17, va LCDR3 bao gdm trinh tu
axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 18.

Theo mdt sé phuong 4n, khang thé khang TIGIT hogc ménh lién két khang nguyén
ciia né duge md ta & day bao gdm viing bién d6i chudi niang (VH), trong d6 vung bién ddi
chudi nang (VH) nay bao gbm trinh tu axit amin gidng véi hodc c6 muc do gidng it nhat
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99% vdi trinh tu axit amin bAt ky
duoc chon tir cac SEQ ID NO: 4, 14, 21, 23, 25, 27 va 29.

Theo mdt sd phuong an, khang thé khang TIGIT hogdc manh lién két khang nguyén
ciia n6 dugc mo ta & day bao gdm ving bién ddi chudi nhe (VL), trong d6 ving bién dbi

chudi nhe (VL) nay bao gdm trinh ty axit amin gidng véi hodc c6 muc do gidng it nhat
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90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99% v§i trinh tu axit amin bat ky
dugc chon tir cac SEQ ID NO: 9, 19, 22, 24, 26, 28 va 30.

Theo mdt s6 phuong 4n, khéng thé khang TIGIT hodc ménh lién két khang nguyén
cia n6 duoc md ta & day bao gdm ving bién ddi chudi ndng (VH) va ving bién dbi chudi
nhe (VL), trong d6 VH bao gbm trinh tyr axit amin gidng véi hodc c6 muc dd gibng it nhit
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99% Vdi trinh tu axit amin bat ky
duoc chon tir cac SEQ ID NO: 4, 14, 21, 23, 25, 27, va 29; va trong do VL bao gé)m trinh
fur axit amin gidng vi hodc c6 mirc do gidng it nhat 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98% hodc 99% véi trinh ty axit amin bat ky dugc chon tir cac SEQ ID NO: 9,
19, 22, 24, 26, 28 va 30.

Theo mdt sb phuwong 4n, khang thé khang TIGIT hodc manh lién két khang nguyén
clia n6 duoc md ta & day bao gdm ving bién ddi chudi nang (VII) va ving bién doi chudi
nhe (VL), trong d6 VH bao gdm trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 4, va VL
bao gém trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 9.

Theo mdt sé phuong an, khang thé khang TIGIT hodc manh lién két khang nguyén
clia 06 duoc md ta & ddy bao gdm ving bién ddi chudi ning (VH) va ving bién doi chudi
nhe (VL), trong d6 VH bao gém trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 14, va VL
bao gbm trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 19.

Theo mdt sé phuong 4n, khang thé khang TIGIT hodc méanh lién két khang nguyén
clia n6 duoc md ta & ddy bao gdm ving bién ddi chudi nang (VH) va ving bién doi chudi
nhe (VL), trong d6 VH bao gém trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 21, va VL
bao gém trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 22.

Theo mdt sé phuong an, khang thé khang TIGIT hodc manh lién két khang nguyén
cta n6 duge md ta & diy bao gdbm ving bién dbi chudi ning (VH) va ving bién ddi chudi
nhe (VL), trong d6 VH bao gbm trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 23, va VL

bao gém trinh tu axit amin duoc néu trong SEQ ID NO: 24.
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Theo mdt sd phuwong 4n, khang thé khang TIGIT hodc manh lién két khang nguyén
ctia né duge mo ta & day bao gdm ving bién ddi chudi nang (VH) va vung bién ddi chudi
nhe (VL), trong d6 VH bao gdm trinh tw axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 25, va VL
bao gém trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 26.

Theo mét sé phwong 4n, khéng thé khang TIGIT hodc manh lién két khang nguyén
cia né duoc md ta & day bao gdm cac ving bién dbi chudi nang (VH) va ving bién dbi
chudi nhe (VL), trong d6 VH bao gdm trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 27,
va VL bao gdm trinh ty axit amin duge néu trong SEQ ID NO: 28.

Theo mdt sé phuong 4n, khéng thé khang TIGIT hodc manh lién két khang nguyén
ctia né dugc md ta & day bao gdm ving bién dbi chudi nang (VH) va ving bién ddi chudi
nhe (VL), trong d6 VH bao gdm trinh tr axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 29, va VL
bao gém trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 30.

Theo mdt s6 phuong 4n, khang thé hoic manh lién két khang nguyén ctia n6 dugc mod
ta & day bao gdm chudi nhe va/hodc chudi ning, trong do trinh ty axit amin cla chudi ning
duoc néu trong SEQ ID NO: 31 hodc 32, va/hodc trinh ty axit amin cua chudi nhe duoc
néu trong SEQ ID NO: 32 hoiac 34.

Theo mot s& phuong 4n, trinh ty axit amin cia chudi ning ctia khang thé dugc mod ta
& day dugce néu trong SEQ ID NO: 31, va trinh ty axit amin cda chudi nhe duoc néu trong
SEQ ID NO: 32; hodc trinh ty axit amin cta chudi ning ctia khang thé duoc néu trong SEQ
ID NO: 33, va trinh tu axit amin cua chudi nhe dugce néu trong SEQ ID NO: 34.

Theo mot s6 phucmg an, khang thé hozc manh lién két khang nguyén cua n6 duge mod
ta & day c6 dac tinh lién két chéo véi véi protein TIGIT ciia ngudi va khi cynomolgus.

Theo mét sé phwong 4n, khéng thé hogc manh lién két khang nguyén ctia n6 dugc md
t & day co dac tinh phong bé hoic wre ché su lién két ctia TIGIT véi céc phdi tir tw nhién

cua no6 la PVR hodc/va PVRL2.
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Theo mot s6 phuong 4n, khdng thé hodc manh lién két khang nguyén cua n6 dugc md
ta & day phong bé hoiic e ché hoat tinh sinh hoc trung gian boi TIGIT.

Theo mot s phuwong 4n, khang thé khang TIGIT hodc manh lién két khang nguyén
clia n6 duoc md t & day 1a khang thé cia chudt nhit, khang thé thé kham, khang thé dugc
nhén tinh héa hodc khang thé day di cta ngudi.

Theo mét s phuwong 4n, khang thé khang TIGIT hogc manh lién két khang nguyén
clia n6 duoc md ta & day 1a khang thé ddy du, khang thé chudi don, khéng thé Fab, khang
thé Fab’, khang thé (Fab'), hodc khang thé hai gid (da gia).

Theo mét sé phuong 4n, khang thé khang TIGIT hodc manh lién két khang nguyén
cua nd duge mo ta & day 1a thudc loai IgG bét ky, nhu IgG1, 1gG2, 1gG3 hodc IgG4.

Sang ché dé xuét phan tir axit nucleic dugce phéan lap, phan tr nay mé hoa khang thé
néu trén hodc méanh lién két khang nguyén cla no.

Sang ché d& xuit vecto tai td hop hodc biéu hién, vecto ndy bao gém mot hoac nhiéu
trinh tu axit nucleic néu trén, trong d6 vecto nay la thich hgp 8 tao ra theo cach tai to hop
khang thé néu trén hoic manh lién két khang nguyén cua no.

Sang ché d@ xuét té bao chu, té bao nay bao gém mot hodc nhiéu vecto biéu hién hoic
t4i to hop néu trén hodc cac phén tir axit nucleic néu trén, hodc biéu hién khang thé theo
phuong an bét ky trong s cac phuong an néu trén.

Sang ché dé xuét duge phdm, dugc phim nay bao gbdm ché phdm ciia khang thé néu
trén hoic manh lién két khang nguyén clia n6 va chét mang hodc ta duge dugc dyung.

Theo mot sé phuong én, duge phém néu trén con bao gdbm chét d6i khéang truc PD-1.

Theo mdt sb phuwong 4n, khdng thé khang TIGIT hodc manh lién két khang nguyén
cta n6 dugc md ta & day co it nhét mot trong sd cac dic tinh sau day:

1) lién két v6i TIGIT clia ngudi ¢6 Kp bing it nhat khoang 5nM, it nhat khoang 1nM,

it nhat khoang 0,1nM, it nhat khoang 0,01nM hodgc it nhét khoang 0,001nM;
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2) phan tng chéo voi TIGIT cia khi cynomolgus.

Khia canh tht hai cta sang ché con d& cap dén phuong phép tao ra khang thé hoac
manh lién két khang nguyén ctia n6 dugc mo ta & ddy. Phuong phap nay bao gbm viéc tao
ra phan tir axit nucleic dugc phén 1ap ma hoa khang thé hogc manh lién két khang nguyén
ctia n6 duoc md ta & day hodc vecto biéu hién chira phan tir axit nucleic nay, cu thé 1a vecto
8 tao ra theo cach tai td hop khéng thé hoic méanh lién két khang nguyén cua n6 duge mod
ta & day trong té bao chu.

Khia canh th{r ba cua sang ché con dé céap dén t& bao chii bao gdbm mdt hodc nhiéu
vecto biéu hién hodc tai td hop néu trén va phuong phap tao ra khang thé hodc manh lién
két khang nguyén ctia n6 dugc md ta ¢ day, trong d6 phuong phap nay bao gom: nudi chy
té bao chu va tinh ché va phan 1ap khéng thé hoic manh lién két khdng nguyén cia no.

Sang ché con dé xuat phuong phap tao ra khang thé néu trén hodc manh lién két khéng
nguyén cia nd, phuong phap nay bao gbém: nudi ciy té bao chi néu trén, va phan 1ap khang
thé hoiic manh lién két khang nguyén cua n6 tir dich nuodi cy.

Khia canh thir tu cia sang ché con dé cap dén phuong phép diéu tri bénh ung thu &
dbi twong bao gdbm: cho dbi tugng st dung lwgng hitu hiéu cuia bét ky trong s6 cac khang
thé khang TIGIT hodc manh lién két khang nguyén cua nd hoac dugc phim chira n6 dugc
mo ta & day.

Theo mot phuong 4n, sang ché con dé cap dén viéc st dung bét ky trong s6 céac khéang
thé khang TIGIT hodc manh lién két khang nguyén ciia né dugc mo ta ¢ day dé bao ché
thubc dé didu tri bénh ung thu & ddi tuong.

Sang ché con dé xuét viéc st dung khang thé néu trén hogc manh lién két khang
nguyén cla no, phan t axit nucleic, vecto, té bao chu hodc duoc phém néu trén dé bao ché
thude dé diéu tri va/hodc phong nglra bénh hodc r6i loan trung gian béi TIGIT, trong do6

t5t hon néu, bénh hoic r6i loan nay 1a bénh ung thu.
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Khia canh th ndm cta sang ché con dé cap dén viéc ddng st dung mdt hodc nhiéu
liéu phap (vi du, cach didu tri va/hodc cac chét diéu tri khac) cho ddi tugng bi bénh ung
thu. Theo mdt sd phuwong 4n, liéu phap néu trén bao gbdm: cho dbi tuong st dung lugng
hitu hiéu cua khang thé khang TIGIT hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 hodc duge
phdm chira n6 theo phuong 4n bét ky trong sb cac phwong 4n duge md ta & déy. Theo mot
) phuong an, cach diéu tri néu trén bao gém diéu tri ph'fiu thuat va xa tri. Theo mdt sb
phuong 4n, cic chat diéu Vtri khac néu trén dugce chon tir cac chat hoa diéu tri, cac chét dbi
khang truc PD-1 va céac chét didu tri hudng dich khdi u khac, trong d6 cac chét dbi khang
truc PD-1 la dugc uu tién.

Theo mdt sé phuong 4an, sang ché con dé cap dén viéc st dung hdn hop cuia bt ky
trong sd cac khang thé khang TIGIT hodc cac manh lién két khang nguyén cta n6 duge
md ta & day va chit ddi khang truc PD-1 d& bao ché thubc dé didu tri bénh ung thu & dbi
tuong.

Theo mdt sé phuong an, chét ddi khang truc PD-1 dugc chon tir khang thé khang PD-
1, khang thé khang PD-L1 va khang thé khang PD-L2.

Khia canh thir sau cua sang ché con dé cap dén phuong phap phat hién TIGIT trong
mau, phuong phap ndy bao gdm: a) cho miu nay tiép xtc voi bét ky trong s6 cac khang
thé khéang TIGIT hodc cac manh cua n6 dugc md ta ¢ day; va b) phat hién su tao ra phirc
chét ctia khang thé khang TIGIT hodc manh ctia n6 v6i TIGIT. Theo mdt phuong én, khang
thé khang TIGIT dugc danh d4u phét hién dugc.

Theo mdt s6 phuong 4n, séng ché d& cap dén kit hodc san pham bao gdm bét ky trong
sé cac khang thé khang TIGIT hogc cac manh cua n6 dugc mé ta ¢ day. Theo mot s6
phuong an, kit hodc san pham nay bao gbm khang thé khang TIGIT hodc manh cua né
dugc mé ta & day, tiy y ta duge duge dung, va tiry y mdt hodc nhidu chét diéu tri khac (vi

du, chét hoa trj liéu, chét dbi khang truc PD-1 hoc chét diéu tri huéng dich khéi u).
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Sang ché con bao gbm t6 hop bét ky clia cdc phuong 4n dugc md ta & day. Phuong én
bét ky trong s6 cac phuong dn duge mo ta & day hodc t4 hop bat ky ctia chiing 1a c6 thé ap
dung cho bét ky va tit ca cac khang thé khang TIGIT hodc cac manh cta no, cdc phuong
phap, va viéc sit dung dugc mo ta ¢ day.

M ta vin tit cac hinh vé

Fig.1 minh hoa tac dung cla cac khang thé té bao lai di voi hoat tinh cla céc té bao
T dugc phat hién bﬁng thir nghiém luxiferaza.

Fig.2 minh hoa sy lién két ctia khéng thé thé kham véi TIGIT duoc phét hién bang
ELISA.

Fig.3 minh hoa tac dung cla cac khang thé thé kham déi voi hoat tinh cta cac té bao
T dugc phat hién bang thir nghiém luxiferaza.

Fig.4 minh hoa sy lién két ctia cac khéng thé dwgc nhan tinh héa véi TIGIT duge phat
hién bang ELISA.

Fig.5 minh hoa tac dung cua cac khang thé dugc nhén tinh hoa ddi vé6i hoat tinh cia
cac té bao T duoc phat hién bang thir nghiém luxiferaza.

Fig.6 minh hoa tc dung cua cac khang thé dugc nhan tinh hoa trong viéc phong bé
su lién két ctia TIGIT v6i phdi tit PVR duge phét hién bang FACS.

Fig.7 minh hoa viéc nghién ciru hiéu qua cia cac khang thé TIGIT dugc nhan tinh
hoa va to hop ctia chiing v6i khang thé khang PD-1 & chudt chuyén gen TIGIT mang khéi
u MC38.

MG ta chi tiét sang ché

Sang ché dé xuét khang thé khang TIGIT hodc manh lién két khang nguyén cta no,
khéc biét boi ¢6 thanh phan trinh ty CDR khac thudng va ¢6 thé lién két voi TIGIT véi 4i
luc cao va tinh ddc hiéu cao. Khang thé khang TIGIT hodc manh lién két khang nguyén

ctia né duoc dé xut & day c6 thé duoc st dung 1am liéu phap doc lap hodc két hop vdi cac
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liéu phap khac va/hodc céac hoat chét khang ung thu khac dé diéu tri, vi du, cac bénh ung
thu.

Céac dinh nghia

Néu khong duge chi rd theo cach khac, cac phuong an cla sang ché sé& st dung céac
k§ thuat sinh hoc phan tir thong thuong (bao gom cée ky thuat téi td hop), vi sinh hoc, €
bao hoc, héa sinh hoc va mién dich hoc, cac ky thudt nay déu thudc hiéu biét trong linh
vuc nay.

Dé tao thuén lgi cho viée hiéu duoc sang ché, mot sd thuat nglt khoa hoc va k¥ thuét
duoc dinh nghia cu thé nhu sau. Néu khong dugc dinh nghia cu thé theo cach khac & day,
tht ca cac thuat ngit khoa hoc va k¥ thuét dugc sur dung & ddy c6 nghia gidng nhu thudng
duoc hidu boi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ma sang ché thudc vé. Bdi véi
cac dinh nghia va thuét ngit trong linh vuc nay, nguoi ¢6 hidu biét c6 thé tham khao cu thé
tai liéu Current Protocolsin Molecular Biology (Ausubel). Cac ky hi¢u viét tit cia cac gbe
axit amin 1a cac ky hiéu 3 chit cai va/hodc 1 chit cai chuin dugc st dung trong linh vuc
nay dé chi mot trong $6 20 L-axit amin thudng duge st dung. Cac dang s6 it duoc st dung
& day (bao gdm céc yéu cAu bao hd) bao gdm céc dang sé nhidu cua ching, néu khong
dugc chi rd theo cach khéc trong ngit canh.

Thuét ngir "khoang" dugc sir dung két hop véi gid tri bang s duge du dinh bao gdm
céc gia tri bang s6 trong khoang tir gi6i han dudi nho hon 5% gia tri bing sb da chi ra dén
gidi han trén 16n hon 5% gia tri bang sb da chi ra.

Nhu duoc st dung & ddy, thuat ngit "TIGIT", tén ddy dd clia né 1a thu thé mién dich
té bao T ¢ cac vung Ig va ITIM, dé chi TIGIT tu nhién bét ky ctia dong vat co xuong séng
bét ky (bao gém cac dong vat c6 v, nhu cac dong vt linh trudng (vi du, nguoi) va dong
vat gam nhim (vi dy, chudt nhét va chudt)), néu khong dugc chi rd theo cach khac. Thuat
ngit nay bao gdm TIGIT c6 "chidu dai dy du" khong duge xir Iy va TIGIT & dang bét ky

thu dugc tir qua trinh xtr ly trong té bao hodc manh bat ky ctia n6. Thuét ngit ndy ciing bao
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gdm cac bién thé cta TIGIT c6 trong tu nhién, vi du, cac bién thé ghép hoic cac bién thé
alen. Theo mdt phuong an, TIGIT dé chi TIGIT c6 chiéu dai ddy di cta nguoi va khi
cynomolgus hodc cdc manh ciia né (nhu cic manh truéng thanh cuia né khong co peptit tin
hiéu). Theo mot phuong &n, TIGIT ctia ngudi dé chi TIGIT trudng thanh giéng Vi trinh
tu gdm cac gbe axit amin 22-244 (ma s& huu gitt trong Genbank s6 NP_776160.2) (SEQ
ID NO: 31) (cac gdc axit amin 1-21 1a céc peptit dan dau). Theo mot phuong an, TIGIT
cta ngudi dé chi viing ngoai bao TIGIT gidng véi trinh tu gdm céc gdc axit amin 22141
(ma s luu gitt trong Genbank s6 NP _776160.2). Theo mdt phuong an, TIGIT ctia khi
cynomolgus (Wacaca fascicularis) dé chi TIGIT trudng thanh giéng véi trinh tu gdm céc
gdc axit amin 22-245 (ma sd luu giit trong Genbank s6 XP 005548158.1).

"Miurc d6 gidng trinh ty axit amin theo ty 18 phén trim (%)" dugc dinh nghia la ty 18
phén tram cla cac gbc axit amin trong trinh ty ing vién gidng v&i cac gbc axit amin trong
trinh tu polypeptit tham chiéu sau khi déng thang hang céc trinh ty nay (v6i cac khoang
tréng duoc dua vao néu cﬁn) dé dat dugc muc do giéng trinh tu theo ty 1€ phﬁn tram cao
nhét ma khong coi sy thay thé bao toan bat ky 12 mot phan ctia mirc do gidng trinh tu. Cac
phuong phéap khac nhau trong linh vgc nay c6 thé duoc st dung dé thuc hién viéc dong
thang hang trinh ty dé xac dinh mac d6 gidng trinh tu axit amin theo ty 1€ phan tram, vi
du, bang cach st dung chuong trinh phin mém may tinh c6 sin, nhu chuong trinh phan
mém BLAST, BLAST-2, ALIGN, hoic MEGALIGN (DNASTAR). Ngudi ¢6 hiéu biét
trong linh vuc nay cé thé xac dinh céc thong s thich hop dé x4c dinh su dong thang hang,
bao gom thuit todn b4t ky can thiét dé thu dugc sy dong thang hang 16n nhét d6i vai chiéu
dai ddy du ctia céc trinh ty dugce dong thang hang.

Thudt nglt "phan tng mién dich" dé chi tac dung cta, vi dy, cac lympho bao, cac té
bao trinh dién khang nguyén, cac thuc bao, cac bach cAu hat, va cac dai phan tir tan dugc
tao ra boi cac té bao néu trén hodc gan (bao gbm cac khang thé, cac xytokin va cac b thé)

ma din dén tdn thuong chon loc ddi v6i, gdy phé hiy, hodc loai bo khéi co thé ngudi cac
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thé gy bénh xAm nhép, té bao hogic md nhidm thé gy bénh, cac té bao ung thu, hoic, trong
cac truong hop tw mién hodc viém bénh ly, cac té bao hoic mo binh thuong ciia ngudi.

Thuét ngtt "con duong truyén tin hiéu" hodc "hoat tinh truyén tin hiéu" dé chi mbi
quan hé nhan qué sinh héa thudng dugc khoi mao bdi tuong tac protein-protein (nhu su
lien két caa yéu t sinh truéng véi thu thé) va dan dén su truyén tin hiéu tr mot phan cla
té bao téi phan khac cia té bao nay. N6i chung, viéc truyén nay bao gdm phosphoryl hoa
dic hiéu mot hodc nhidu gdc tyrosin, serin hodc threonin trén mot hodc nhiéu protein trong
ddy cac phan tng gay ra su truyén tin hiéu. Qud trinh ap chot nay thuong bao gdm su kién
nhén, din dén 1am thay dbi su biéu hién gen.

Thuét ngit "hoat tinh" hodc "hoat tinh sinh hoc", hoac thuat ngtr "dac tinh sinh hoc"
ho#c "dac trung sinh hoc" ¢o6 thé dugc st dung thay dbi 1an nhau & day va bao gém, nhung
khong bi gi¢i han &, ai lyc va tinh déc hi€u epitop/khang nguyén, kha ning trung hoa hodc
d6i khang hoat tinh TIGIT in vivo hodc in vitro, ICso, tinh 0n dinh in vivo clia khang thé,
va c4c dic tinh sinh mién dich ctia khang thé. Cac dic tinh hodc cac dic trung sinh hoc ¢6
thé xac dinh khac cla khang thé da biét trong linh vuc nay bao gdm, vi dy, kha ning phan
mg chéo (tuc 13, kha nang phan tng chéo vdi cac thé tuong dong khong phéi cta nguoi
cta peptit muc tiéu, hodc véi cac protein hogc md khac noi chung), va kha nang duy tri
mtc biéu hién cao cla protein nay trong cac té bao dong vat c6 vi. Cac dac tinh hodc céc
d3c trung néu trén dugce quan sat, xac dinh hodc danh gia bang cach st dung cac k¥ thuét
d4 biét rd trong linh vuc nay, bao gbm nhung khong bi gi¢i han ¢ ELISA, FACS hodc phén
tich cong hudng plasma BIACORE, cac thir nghiém trung hoa khong bi gidi han in vitro
hodc in vivo, lién két voi thu thé, san sinh va/hoic tiét xytokin hodic yéu t0 sinh trudng, su
truyén tin hiéu, va hoa mo mién dich cac lat cit mo co ngudn gbc khic nhau (bao gdm
nguodi, dong vat linh trudng hodc ngudn gdc bét ky khac).

"Khang thé" dé chi dang bét ky ctia khang thé c6 hoat tinh sinh hoc mong muén. Do

do, né dugc st dung theo nghia rong nhét va cu thé 12 bao gdm, nhung khong bi gi6i han
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&, cac khang thé don dong (bao gdm céc khang thé don dong c6 chiéu dai day du), cac
khang thé da dong, cac khang thé da gia (vi du, cac khang thé hai gid), cc khang thé dugc
nhén tinh héa, cdc khang thé ddy du cta ngudi, khang thé thé kham, va cac khang thé don
vung duogc lam tuong thich véi lac da.

"Khéng thé duge phan 1ap" dé chi trang théi tinh khiét ctia hop chét lién két, va, trong
trudng hop nay, c6 nghia 1a phan t nay gan nhu khong chira cac phén tir sinh hoc khac,
nhu cac axit nucleic, cdc protein, céc lipit, cdc dudong, hodc cac chét khac nhu manh té bao
va méi trudng sinh tredng. Thuét ngit "(dugc) phan 1ap" khong c6 nghia 1a hoan toan khong
cO mat cac chét nay hodc khong c6 mit nudc, chét dém hodc mudi, trir khi ching c6 mit
vé6i luong s€ gy can trd dang ké viéc st dung trong thit nghiém hodc diéu tri ctia cac hop
chét lién két duge mo ta & day.

"Khéng thé don dong" dé chi khang thé thu duoc tir quéan thé gin nhu dong nhét cia
céc khang thé, tic 13, cac khang thé bao gdbm quan thé nay 1a giébng nhau chi khac 1a cac
dot bién c6 thé xut hién tu nhién c6 thé c6 mit véi cac luong nhod. Khang thé don dong c6
tinh dic hiéu cao va huéng dich epitop khang nguyén don. Nguoc lai, cac ché pham khang
thé (da dong) thong thudng thuong bao gbm mot s6 luong 16n cac khang thé hudng dich
(hoac dac hiéu dbi vé6i) cac epitop khac nhau. Tt bd nghia "don dong" dé chi dic tinh ctia
khang thé thu dugc tur quén thé gin nhu ddng nhét ctia cdc khang thé, va khong dugc hiéu
la tao ra khang thé bang phuong phép cu thé bat ky.

"Khéng thé ¢6 chidu dai ddy di" dé chi phan tir globulin mién dich bao gom bbén mach
peptit khi ¢ mat tu nhién, bao gdm hai chudi ning (H) (chieu dai day du khoang 50-70
kDa) va hai chudi nhe (L) (chiéu dai dy du khoang 25 kDa) dugc lién két v6i nhau bang
cac lien két disulua. M&i chudi ning bao gdm ving bién ddi chudi ning (dugc viét tit &
day 12 VH) va ving hing dinh chudi nang (dugc viét tat ¢ day la CH). Ving hing dinh
chudi ning bao gbm 3 ving CH1, CH2 va CH3. M&i chudi nhe bao gdm ving bién dbi

chudi nhe (dugc viét tht & ddy 1a VL) va ving hing dinh chudi nhe. Vung hing dinh chudi
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nhe bao gdm mot ving CL. Cac ving VH va VL ¢6 thé duogc chia tiép thanh céc ving
quyét dinh tinh bd trg (complementarity determining region, CDR) ¢6 tinh bién ddi cao va
cac ving bao toan hon dugc goi la cac ving khung (framework region, FR) cach nhau boi
cac CDR. Mdi ving VH hodc VL bao gdbm 3 CDR va 4 FR dugc sdp xép theo thit ty sau
day tu dau tin cing amino dén diu tan cung carboxyl: FR1, CDRI1, FR2, CDR2, FR3,
CDR3, FR4. Céc ving bién d6i cia cac chudi nang va chudi nhe chira cac ving lién két
tuong tac vdi cac khang nguyén. Cac ving hing dinh cta khang thé c6 thé trung gian cho
su lién két cua cac globulin mién dich v6i cac mo hodc cac yéu td ctia vat chu, bao gé)m su
lien két ctia cac té bao khac nhau ctia hé mién dich (vi du, cac té bao thuc hién) voi thanh
phan thtr nhat (Clq) cta hé théng bd thé 6 dién.

"Manh lién két khang nguyén" cia khang thé ("khang thé gbc") bao gdm manh hodc
dan xuit cia khang thé, thuong bao gbm it nhat mot doan cia ving lién két khang nguyén
hoac vung bién ddi (vi du, mot hodc nhiéu CDR) cua khang thé géc, ma gilt duoc it nhét
tinh dic hiéu lién két nao d6 cua khang thé gbe. Céc vi du vé cac manh lién két ctia khang
thé bao gém, nhung khong bi gidi han ¢, cic manh Fab, Fab', F(ab"), va Fv; khang thé
dime; khang thé tuyén tinh; phan tit khang thé chudi don, nhu sc-Fv; va khang thé nano va
khang thé da gia dugc tao boi cac manh clia khang thé. Manh lién két hodc dan xuét thuong
giit duoc it nhit 10% hoat tinh lién két khang nguyén clia n6 khi hoat tinh lién két khang
nguyén nay duoc biéu dién trén co s& néng dd mol. Tbt hon néu, manh lién két hodc din
xuét nay giit dugc it nhét 20%, 50%, 70%, 80%, 90%, 95% hodc béng hodc 16n hon 100%
ai Iuc lién két khang nguyén ciia khang thé gdc. Ciing dugc dy dinh la méanh lién két khang
nguyén cua khang thé c6 thé bao gdm céc su thay thé axit amin bao toan hodc khong bao
toan ma khong 1am thay ddi dang ké hoat tinh sinh hoc clia n6 (duge goi la "cac bién thé
bao toan" hodc "céc bién thé bao toan chirc ndng" cta khang thé). Thuat ngit "hop chét lién

két" dé chi ca khang thé va manh lién két cua no.
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Khang thé "Fv chudi don " hodc "scFv" @2 chi manh khang thé bao gbdm ving VH va
VL ciia khang thé, trong d6 céc ving nay c6 mit trong mach polypeptit don. Noé6i chung,
polypeptit Fv con bao gbm doan lién két polypeptit gifta cac ving VH va VL ma cho phép
scFv tao thanh ciu tric mong mudn dé lién két khang nguyén.

"Khang thé viing" 1a doan globulin mién dich ¢6 chtrc nang min dich ma chi chua
ving bién ddi chudi nang hodc ving bién dbi chudi nhe. Trong mot sd trudng hop, hai hodc
nhidu ving VH duoge lién két cong hoa tri voi doan lién két peptit dé tao thanh khang thé
vung hoéa tri hai. Hai ving VH ctia khang thé ving hoa tri hai c6 thé huéng dich cac khéng
nguyén gidng nhau hodc khac nhau.

"Khéng thé héa tri hai" bao gdm hai vj tri lién két khang nguyén. Trong mot sb truong
hop, hai vi tri lién két nay co tinh dic hiéu khang nguyén gidng nhau. Tuy nhién, khang
thé héa tri hai c6 thé 12 hai gia.

"Khang thé dime" dé chi manh khang thé nho c6 hai vi trf lién két khang nguyén va
bao gdm ving bién ddi chudi nang (VH) duge lién két véi ving bien d6i chudi nhe (VL)
trong ciing mdt mach polypeptit (VH-VL hodc VL-VH). Bing cach st dung doan lién két
qua ngin dé cho phép ghép cdp gifta hai ving trong mot chudi, cdc vung nay bi ép
ghép cap voi cac vung bd sung ciia chudi con lai dé tao thanh hai vi tri lién két khang
nguyeén.

"Khéng thé thé kham" 1a khéng thé c6 cac ving bién doi ctia khang thé thir nhit va
céc ving hing dinh ctia khang thé thir hai, trong d6 cac khang thé thi nhét va tht hai nay
1a tr cac loai khac nhau. Thong thuong, vung bién dbi thu dugc tir khang thé cia dong vat
thit nghiém nhu dong vat gim nhém ("khang thé gbc"), va trinh tu ving hing dinh thu
duoc tir khang thé ngudi, nén khang thé thé kham thu dugc it c6 kha nang gdy ra phan (g
midn dich bét loi & déi tuong ngudi so véi khang thé géc clia dong vAt gim nhém.

“Khang thé dugc nhan tinh hoa" @ chi dang khang thé chira céc trinh tw tir ca cac

khang thé ctia nguoi va khong phai clia ngudi (nhu chudt nhét va chuot). N6i chung, khang
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thé dugce nhan tinh hoa bao gbm gan nhu toan b cua it nhét mot, va thong thuong 12 hai,
ving bién ddi, trong d6 toan bo hodc gin nhu toan bd cac vong siéu bién tuong tng véi
cac vong siéu bién ctia globulin mién dich khong phai ctia ngudi va toan b hodc gn nhu
toan bo cac ving khung (FR) 1a cac ving khung cta trinh ty globulin mién dich ctia nguoi.
Khang thé dugc nhan tinh hoa c6 thé tiy ¥ bao gbm it nhit mot phan cta ving hang dinh
globulin mién dich ctia ngudi (Fc).

“Khéng thé ddy di cia nguoi" dé chi khang thé chi bao gdm cac trinh tu globulin
mién dich cta nguoi. Khang thé ddy du cia nguoi co thé chtra cdc mach glyco cia chudt
nhét néu dugce tao ra & chudt nhét, cac té bao ciia chuot nhét hodc cac té bao lai thu duoc
tir cac té bao cua chuot nhit. Tuwong tu, "khang thé caa chudt nhat" dé chi khang thé chi
bao gdm céc trinh ty globulin mién dich cta chudt nhét. Theo cach khéc, khang thé day du
cia nguoi co thé chira cac mach glyco cta chudt néu duoc tao ra & chudt, cac té bao cua
chudt hodc céac té bao lai thu duge tir cac té bao ctia chudt. Twong tu, "khang thé caa chuot"
dé chi khang thé chi bao gém cac trinh tu globulin mién dich cta chudt.

"Isotyp" cua cac khang thé dé chi cac loai khang thé (vi du, IgM, IgE va IgG (nhu
IgGl, 1gG2 hodc IgG4)) dugce tao boi cac gen vung hang dinh chudi ning. Isotyp con bao
gbm céc dang dugc cai bién ctia mot trong sd cac dang nay trong d6 cac cai bién dugc tao
ra d& lam thay d6i chtrc nang ctia Fe, vi du dé lam ting hodc lam giam churc nang thuc hién
hoic lién két véi cac thu thé Fe.

Thuét ngit "chét dbi khang tryc PD-1" dé chi phan tt ma (e ché su twong téc ciia phdi
tir lién két véi truc PD-1 véi mot hodc nhiéu trong sb cac phéi tir lién két cia nd, nho d6
loai bé su 161 loan chirc ning té bao T do viéc truyén tin hiéu trén truc truyén tin hiéu PD-
1, két qua ctia n6 1a khoi phuc hodc lam ting chirc nang té bao T (vi dy, ting sinh, san sinh
xytokin va tiéu diét té bao dich). Nhu duge sir dung & day, cac chit d6i khang true PD-1

bao gdm céc chét d6i khang PD-1 (vi duy, cac khang thé khang PD-1), céac chét dbi khang
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PD-L1 (vi du, cac khang thé khang PD-L1), va céc chat d6i khang PD-L2 (vi dy, cac khang
thé khang PD-L2).

Thuét ngit "chét d6i khang PD-1" dé chi phan tir ma 1am gidm, phong bé, wc ché, loai
trir hodc can trd sy truyén tin hiéu do su twong tac ctia PD-1 véi mot hodc nhiéu trong sd
cac phdi tir lién két cua né (nhw PD-L1 va PD-1.2). Theo mét sb phuong 4n, chét d6i khang
PD-1 1a phan t&r ma ¢ ché su lién két ciia PD-1 v6i mot hodc nhiéu trong s6 cac phdi tir
lién két ciia n6. Theo mot sé phuong én cu thé, chit déi khang PD-1 trc ché sy lién két cia
PD-1 v&i PD-L1 va/hodic PD-L2. Vi du, chét dbi khang PD-1 bao gdm khéng thé khang
PD-1, ménh lién két khang nguyén cta nd, phéan tir dinh bam mién dich, protein dung hop,
oligopeptit va cac phan tir khac ma lam gidm, phong bé, tc ché, loai trir hodc can trd sy
truyén tin hiéu do sy twong tac ciia PD-1 v6i PD-L1 va/hodc PD-L2. Theo mot phuong 4an,
chét d6i khang PD-1 lam gidm céc tin hiéu ddng kich thich tiéu cyc dugc trung gian boi
hoic thong qua céc protein bé mat té bao duoc biéu hién trén cac lympho bao T (su truyén
tin hiéu dugc trung gian qua PD-1), nho d6 lam cho cac té bao T rdi loan chirc nang trd
nén r6i loan chic nang it hon (vi dy, lam tang dap Gng cla té bao thuc hién véi su nhan
biét khang nguyén). Theo mot s6 phuong an, chit d6i khang PD-1 1a khang thé khang PD-
1. Theo mot phuong an cu thé, chit d6i khang PD-1 la nivolumab, pembrolizumab,
pidilizumab, hodc khang thé khang PD-1 bét ky hoic manh lién két khang nguyén ctia né
duoc boc 10 trong W0O2014/206107.

Thuét ngir "chit d6i khang PD-L1" dé chi phan tir ma lam giam, phong bé, trc ché,
loai trir hodc can tré su truyén tin hiéu do su twong tac ciia PD-L1 v6i mot hodc nhiéu trong
s& céc phéi tir lién két ctia né (nhu PD-1 va B7-1). Theo mot s6 phuong 4n, day 1a phén ti
ma trc ché sy lién két caa PD-L1 véi céac phéi tir lién két cia nd. Theo mdt khia canh cu
thé, chit déi khang PD-L1 tc ché sy lién két ciia PD-LI v6i PD-1 va/hodc B7-1. Theo mét
s6 phuong 4n, chét dbi khang PD-L1 bao gdm khang thé khang PD-L1, manh lién két

khang nguyén ciia n6, phéan tir dinh bam mién dich, protein dung hgp, oligopeptit va cac
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phan tir khéc ma lam giam, phong bé, e ché, loai trir hodc can trd sy truyén tin hiéu do su
twong tac cia PD-L1 véi mot hodc nhidu trong s6 cac phdi tir lién két cia né (nhu PD-1 va
B7-1). Theo mdt phuong an, chét déi khang PD-L1 1am gidm céc tin hiéu dong kinh thich
tiéu cuc duogc trung gian béi hoac thong qua céac protein bé mit té bao dugc biéu hién trén
cac lympho bao T (su truyén tin hiéu dugc trung gian qua PD-L1), nh¢ d6 lam ting hoat
tinh cua céc té bao T (vi du, 1am ting dap tmg cla té bao thuc hién dbi voi sy nhan biét
khang nguyén). Theo mot sd phuong 4n, chét dbi khang PD-L1 la khéng thé khang PD-L1.
Theo mot khia canh cu thé, khang thé khang PD-L1 la atezolizumab, durvalumab hodc
khang thé khang PD-L1 bét ky hodc manh lién két khang nguyén ctia né dugc boc 10 trong
W02018/153320.

Thuat ngi "chét di khang PD-L2" dé chi phan tir ma lam giam, phong bé, trc ché,
loai trir hodc can tré sy truyén tin hiéu do su twong tac ctia PD-L2 v6i mot hodc nhiéu trong
s cac phdi tir lién két ctia n6 (nhu PD-1). Theo mot s6 phuong 4n, chét ddi khang PD-L2
la phan tor ma tc ché su lién két ctia PD-L2 véi mot hoic nhiéu trong sb cac phéi tr lién
két cua n6. Theo mot khia canh cu thé, chit dbi khang PD-L2 trc ché su lién két ctia PD-
1.2 v6i PD-1. Theo mdt s phuong én, chét dbi khang PD-L2 bao gbdm khang thé khang
PD-L2, manh lién két khang nguyén cua nod, phan tir dinh bam mién dich, protein dung
hop, oligopeptit va cac phan tir khdc ma lam giam, phong bé, trc ché, loai trir hodc can trd
su truyén tin hiéu do sy twong tac ctia PD-L2 véi mot hodc nhiéu trong sb cac phdi tir lién
két ctia n6 (nhu PD-1). Theo m¢t phuong én, chét ddi khang lién két PD-L2 1am giam cac
tin hiéu ddng kinh thich tiéu cuc dugc trung gian béi hodc thong qua cac protein bé mit té
bao dugc biéu hién trén cac lympho bao T (su truyén tin hiéu dugc trung gian qua PD-L2),
nho do6 lam ting hoat tinh cua céac té bao T (vi dy, lam tdng dép tmg cia té bao thuc hién

@bi voi sy nhan biét khang nguyén).
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Thuét nglt "etigilimab" d2 chi khang thé gidng v6i trinh tu ¢6 ma ding ky CAS s
2044984-83-8, hodc khang thé cia isotyp cta nd. Theo mdt phwrong an cu thé, etigilimab
la thudc isotyp IgG4.

Thuat ngit "axit nucleic" hodc "polynucleotit" dé chi axit deoxyribonucleic (ADN)
hoic axit ribonucleic (ARN) va cdc polyme ctia né & dang s¢i don hodc sgi kép. Néu khong
duoc gii han rd rang, thuat ngit nay bao gbm cac axit nucleic chua cac chét tuong tu da
biét cua cac nucleotit tur nhién c¢6 cac dic tinh lién két tuong tu v4i cac déc tinh lién két
clia axit nucleic di chiéu va duge chuyén hoa theo cach tuong tu voi cac nucleotit c6 trong
tu nhién (xem bang doc quyén sang ché My s6 8,278,036 cép cho Kariko va céc dong tac
gia, biang doc quyén sang ché nay bdc 16 phan tdt mARN c¢6 uridin duge thay bing gia
uridin, phuong phap tbng hop phan tr mARN, va phuong phap cung cép protein didu tri
in vivo). Néu khong duoc chi 10 theo cach khac, trinh tu axit nucleic cu thé con bao gém
cac bién thé dugc bién ddi bao toan cua né (vi du, cac thay thé codon thoai bién), cac alen,
Cac gen cung ngudn, cic SNP, va cac trinh tu bd sung ciing nhu trinh ty dugce néu rd. Cu
thé, cac thay thé codon thoai bién c6 thé dat dugc bang cach tao ra cac trinh tu trong do6 vi
tri th@ ba ctia mot hodc nhiéu codon dugc chon (hodc tat ca) duoc thay thé bang cac bazo
hdn hop va/hodc cac gbc deoxyinosin (Batzer et al., Nucleic Acid Res. 19:5081 (1991);
Ohtsuka va cac ddng tac gia J. Biol. Chem. 260:2605-2608 (1985); va Rossolini et al., Mol.
Cell. Probes 8:91-98 (1994)).

"Chu trac" dé chi phan tir polynucleotit tai td hop bt ky (nhu plasmit, cosmit, virut,
phén t& polynucleotit sao chép tu chu, thé thuc khuén, hodc phan tr polynucleotit ADN
hodc ARN soi don hodc soi kép, dang théng hodc hinh tron) thu dugc tu nguén bat ky, co
thé hop nhét vao hé gen hodc sao chép tu chi, va bao gdm phan ti polynucleotit trong d6
mot hodc nhidu phan tit polynucleotit dugc lién két theo cach hoat dong chirc nang (ttc la,
lién két khi hoat dong). CAu tric tai t6 hop thong thuong bao gdm polynucleotit theo sang

ché lién két khi hoat dong véi cac trinh ty diéu hoa khoi mao phién m@ ma s&€ phién ma
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truc tiép polynucleotit trong té bao chi. Ca gen khoi dau khéc loai va khong khac loai (tirc
I3, ndi sinh) c6 thé duoc sir dung dé biéu hién truc tiép cac axit nucleic theo sang ché.

"Wecto" dé chi cdu tric polynucleotit téi td hop bat ky c6 thé duoc st dung cho muc
dich bién nap (tic 13, dua ADN khéac loai vao t€ bao chu). Mot loai vecto la "plasmit”,
plasmit dé chi vong ADN sgi kép ma cac doan ADN bd sung duge dua vao co thé duoc
ndi. Mot loai vecto khac 1a vecto virut, trong d6 cac doan ADN bb sung co thé dugc nbi
vao hé gen cua virut. Cac vecto nhét dinh c6 thé sao chép tu chi trong té bao chi ma chung
duoc dua vao (vi dy, vecto vi khudn ¢6 ngudn gdc sao chép tir vi khuén va vecto episom
ciia dong vit c6 vit). Céc vecto khac (vi du, vecto khong phai episom cta dong vat cd vi)
duogc tich hop vao hé gen cua té bao chi khi dua vao té bao chu, va nhd d6 duge sao chép
cung v6i hé gen cia sinh vat chu. Ngoai ra, mot sé vecto nhét dinh c6 thé didu khién su
biéu hién ctia cac gen lién két khi hoat dong. Cac vecto nay duoc goi & déy 1a "cac vecto
biéu hién".

Thuat ngit "vecto biéu hién" nhu duge st dung & day dé chi phan t axit nucleic ¢6
thé sao chép va biéu hién gen dich khi dugc bién nap, chuyén nhiém hogc tai nap vao té
bao chii. Vecto biéu hién bao g@)m mot hoac nhiéu gen danh du c6 thé chon loc kiéu hinh
va ngudn gdc sao chép dé dam bao duy tri vecto ndy va @8 khuéch dai trong vat chi néu
can.

Néu khong dugc chi 1d theo cach khac hodc rd rang trong ngit canh, viéc "hoat hoa",
"kich thich" va "xu Iy" dbi véi té bao hodc thu thé c6 thé c6 nghia gidng nhau. Vi du, té
bao hoic thu thé dugc hoat héa, kich thich hogc xi 1y bang phdi tir. "Phéi tir" bao gdm céc
phéi tir tu nhién va téng hop, nhu xytokin, cac bién thé xytokin, cadc dang tuwong tu, cac
protein dot bién, va hop chét lién két thu duge tir cac khang thé. "Phéi ti" con bao gdm cac
phan t&r nho, nhu cac dang bat chudc peptit cua cac xytokin va cac dang bat chudce peptit
cua cac khang thé. "Hoat hoa" ¢ thé @é chi viéc hoat hoa té bao duoc diéu hoa béng cac

co ché bén trong va cac yeu to moi trudng hodc bén ngoai. "Dap Umng/phan Gng", vi du, dap
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ung clia té bao, md, co quan hodc sinh vét, bao gém cac thay ddi ctia cac dic tinh sinh héa
hodc sinh 1y (vi du, néng dd, ty trong, sy bam dinh hodc su di chuyén, tdc d6 biéu hién
gen, hoidc trang thai biét hoa trong khoang sinh hoc), trong do6 céc thay d6i nay c6 lién
quan dén viéc hoat héa, kich thich hogc xi 1y, hodc ¢6 lién quan dén co ché bén trong nhu
14p trinh di truyén.

Nhu duge st dung & day, thudt nglr "diéu tri", "tac dung diéu tri" hodc "viéc diéu tri"
bénh hodc ri loan cy thé theo mot phuong dn dé chi viée cai thién bénh hodc rdi loan (tirc
13, lam cham ho#c lam ngmg hodc lam giam sy tién trién cua bénh hoic it nhét mot trong
sb cac triéu chiing 1am sang ctia n6). Theo mot phuong an khac, "diéu tri", "tac dung diéu
tri" hodc "viéc didu tri" dé chi viéc cai thién hodc lam giam it nhit mot thong s6 cia co thé,
bao gém cac thong s6 ctia co thé ma c6 thé khong duge nhan ra boi bénh nhéan. Theo mot
phuong an khac, "diéu tri", "tac dung diéu tri" hodc "viéc diéu tri" dé chi viéc diéu chinh
bénh hodc ri loan, vé mit thé chét (vi dy, lam 4n dinh cac triéu chimg c6 thé théy 1), vé
mit sinh 1y (vi dy, lam n dinh thong s cua co thé), hodc ca hai. Néu khong dugc md ta
15 rang & day, néi chung, cac phuong phap danh gia tac dung diéu tri va/hogc phong bénh
1a da biét trong linh vuc nay.

"Péi tugng" bao gdm ngudi hodc dong vat khong phai ngudi béat ky. Thuat ngit "dong
vat khong phai nguoi" bao gdm tat ca cdc dong vat co xuwong sbng, vi du, cac dong vét co
vii va cac dong vat khong phai dong vét co via, nhu cdc dong vat linh trudng khong phai
nguoi, ciru, chd, meéo, ngua, gia sic, ga, dong vat ludng cu, va dong vat bo sat. Nhu duoc
st dung ¢ ddy, thuat ngit "cyno" dé chi khi cynomolgus.

Viéc sir dung "két hop v6i" mot hodc nhidu chit diéu tri khac bao gdm st dung dong
thoi (ddng st dung) va st dung 1an luot theo thir tw bat ky.

"Lugng hitu hiéu didu tri", "lidu hitu hidu diéu tri" va "luong hitu higu" dé chi luong
ctia khang thé khang TIGIT hodc manh lién két khang nguyén cta n6 dugc boc 16 & day 1a

hiéu qua trong viéc phong ngira hodc cai thién mét hodc nhiéu triéu chiing ciia bénh hodc
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tinh trang hodc su tién trién cta bénh hoic tinh trang khi dugc st dung mot minh hodc két
hop véi cac duoc chét diéu tri khac cho té bao, md hoic dbi tuong. Liéu hiru hiéu diéu tri
con dé chi lugng cta khéng thé hodc manh lién két khang nguyén cua né du dé lam cai
thién céc triéu ching, vi du, luong dé diéu tri, chita bénh, phong ngtra hodc cai thién tinh
trang lién quan hodc thic déy viéc diéu tri, chita bénh, phong ngira hodc cai thién tinh trang
nay. Khi thanh phén hoat tinh dugc st dung cho dbi twong mot minh, liéu hiru hiéu diéu
trj d& chi lugng cta thanh phan nay. Trong trudng hop st dung két hop, lidu hitu hiéu dicu
tri dé chi luong két hgp cia céc thanh phén hoat tinh ma tao ra tac dung didu tri, bat ké 1a
céc thanh phan hoat tinh nay dugc st dung két hop, 1an luot hay ddng thoi. Lugng hitu
hiéu ctia chit didu tri s& dan dén sy tang chi sb hodc thong s6 chan doan it nhat 1a 10%,
thuomg 12 it nhét 20%, tét hon 1a it nhAt khoang 30%, tot hon nita 1a it nhat 40%, va t6t hon
nhit 14 it nhat 50%.

"Bénh ung thu" va "thudc bénh ung thu" dé chi hodc mo ta tinh trang sinh 1y & céc
dong vat c6 vii ma thong thuong dugc dic trung boi sy sinh trudng té bao khong duoc dicu
hoa. Pugc bao gdm trong dinh nghia nay 1a cdc bénh ung thu lanh tinh va ac tinh cling nhu
khéi u khong hoat dong hodc cac khéi u di can nho. Céc vi du vé& bénh ung thu bao gom,
nhung khong bi gidi han &, bénh caxinom, u lympho, u nguyén bao, bénh sacom va b¢nh
bach cau. Cac vi du cu thé hon vé cac bénh ung thu nay bao gém bénh caxinom té bao vay,
bénh ung thu phdi (bao gdm bénh ung thu phéi té bao nho, bénh ung thu phoi té bao khong
nhd, bénh caxinom tuyén ctia phdi va bénh caxinom té bao vay cla phdi), bénh ung thu
phuc mac, bénh ung thu té bao gan, bénh ung thu da day (bao gém bénh ung thu da day
rudt), bénh ung thu tuy, u nguyén bao dém, bénh ung thu cb tir cung, bénh ung thu budng
tring, bénh ung thu gan, bénh ung thu bang quang, bénh u gan, bénh ung thu v, bénh ung
thu két trang, bénh ung thu két truc trang, bénh ung thu ndi mac tir cung hodc bénh ung
thu t&r cung, bénh caxinom tuyén nudce bot, bénh ung thu than, bénh ung thu tuyén tién liét,

bénh ung thu 4m hd, bénh ung thu tuyén giap, bénh ung thu gan, va cic dang khac nhau
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cta cac bénh ung thu dau va cb, ciing nhu u lympho té bao B (bao gdbm u lympho khong
Hodgkin (non-Hodgkin's lymphoma, NHL) cép do6 thap/dang nang, NHL lympho bao nho
(small lymphocytic, SL), NHL cép d6 trung binh/dang nang, NHL lan téa cAp do trung
binh, NHL nguyén bao mién dich chp dd cao, NHL nguyén bao lympho cAp d6 cao, NHL
té bao nho khong phan cit cip d cao, NHL kich thude 16n, u lympho té bao vo, u lympho
lién quan dén AIDS, va macroglobulin huyét Waldenstrom), bénh bach cau lympho bao
man tinh (chronic lymphocytic leukemia, CLL), bénh bach cau nguyén bao Iympho cap
tinh (acute lymphoblastic leukemia, ALL), bénh bach ciu té bao 16ng, bénh bach cdu
nguyén bao tuy man tinh, roi loan ting sinh lympho bao sau cdy ghép (post-transplant
lymphoproliferative disorder, PTLD), va ting sinh mach bét thuong lién quan dén hoi
chimg than kinh da ngoai bi (phakomatoses), phu (nhu lién quan dén cac khdi u ndo) va
hoi ching Meigs.

Khéng thé khang TIGIT va tao ra khéng thé nay

Thuat ngit "khang thé khang TIGIT", "khang TIGIT", "khéng thé TIGIT " hodc
"khang thé lién két TIGIT" dé chi khang thé c6 thé lién két v6i protein TIGIT hogc manh
ctia n6 véi 4i lyc da dé cho khang thé nay c6 thé duge sir dung lam chat chéin doan va/hoic
diéu tri hudng dich TIGIT.

Phuong phap thich hop bat ky dé tao ra cac khang thé c¢6 thé duge st dung dé tao ra
khang thé duge boc 1 & day. TIGIT ¢ dang thich hop bét ky ¢6 thé dugc sir dung lam chét
sinh mién dich (khang nguyén) dé tao khang thé. Bing cach vi du va khong lam giéi han,
bién thé TIGIT bit k¥ hodc manh ciia né c6 thé duge sir dung 1am chét sinh mién dich.
Theo mdt sb phuong 4n, cac té bao lai san sinh ra cac khang thé don dong ctia chudt nhit
khang TIGIT cta nguoi ¢ thé dugc tao ra bang cac phuong phap da biét rd trong linh vuc
nay. Cac phuong phép nay bao gdm, nhung khong bi gi6i han 6, cac k¥ thuat té bao lai ban
dAu duoc phat trién boi Kohler va cac ddng tac gia (1975) (Nature 256:495-497). Tot hon

néu, cac té€ bao lach ctia chudt nhét dugc phan 1ap va dung hop véi dong té bao u tay clia
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chuét nhét bing cach sit dung PEG hodc bang cach dung hop bang dién theo cac cach
chuin. Sau d6, cac té bao lai tiét ra khang thé c6 hoat tinh tc ché TIGIT dugc sang loc.
Trinh tw ADN ciia viing bién ddi globulin mién dich ciia cac té bao lai duoc boc 1 & day
¢6 thé duoc xac dinh bang cach sir dung phuong phap PCR trén co s¢ doan mdi thoai héa.

Céc khang thé thu duge tir dong vt gdm nhim (vi dy, chuot nhit) ¢6 thé giy ra tinh
mién dich khong mong mudn ctia cic khing thé khi dugc st dung lam céc chét diéu tri in
vivo. Viéc sit dung nhdc lai cac khéng thé nay gy ra phan Gmg mién dich trong co thé
ngudi ddi véi cac khéng thé diéu tri. Cac phan tmg mién dich nay dan dén it nhit 1a sy mat
hidu qua didu tri va, dbi v6i cac trudng hop ning, phan Gng di ung c6 kha ning géy ti
vong. Mot phuong phép lam gidm tinh mién dich cia cac khang thé cia dong vat gdm
nham bao gdm tao ra khang thé thé kham, trong d6 ving bién dbi ctia chudt nhit duge dung
hop v6i viing hing dinh cua nguoi (Liu et al., (1987) Proc. Nail. Acad. Sci. USA 84:3439-
43). Tuy nhién, su bao toan vung bién d6i nguyén ven ctia dong vat gam nh4m trong khang
thé thé kham c6 thé van gy ra tinh mién dich c6 hai & cac bénh nhén. Viéc ghép cac vong
clia ving quyét dinh tinh bb trg (CDR) ctia ving bién d6i ctia dong vat gdm nhim vao ving
khung clia nguoi (tac 1a, nhan tinh héa) di dugc sit dung dé lam giam dén mic tdi thiéu
hon nita c4c trinh tu cia dong vat gdm nham (Jones et al., (1986) Nature 321:522;
Verhoeyen et al., (1988) Science 239:1534).

Theo mot sb phuong an, cac khang thé thé kham hoic dugc nhan tinh hoa dugce bdc
10 & day c6 thé dugc didu ché dua trén cac trinh tu cua cac khang thé don dong cia té bao
lai chudt nhét thu duge. ADN ma hoa céc chudi ning va chudi nhe cua globulin mién dich
c¢6 thé thu dugc tir té bao lai cia chuot nhét can quan tdm va duogc thiét ké dé bao gém cac
trinh tu globulin mién dich khong phai ciia chudt nhit (vi du, nguoi) bang cach st dung
céac k¥ thudt sinh hoc phan tr chun.

Theo mdt sé phuong 4n, dbi v6i cac khang thé TIGIT thé kham dwgce mo ta & ddy, cac

chudi ning thé kham va cac chudi nhe thé kham c6 thé thu duoc bing cach lién két khi
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hoat ddng cac vung bién ddi chudi ning va chudi nhe cia globulin mién dich c6 ngudn gbc
té bao lai v6i cac ving hang dinh cia IgG cla ngudi bang cach str dung 1an lugt cac phurong
phép da biét trong linh vuc nay (vi du, xem patent My s6 4,816,567 cép cho Cabilly va cac
ddng tac gia). Theo mdt sé phuong 4n, céc khang thé thé kham dugc boc 1§ & day bao gom
cac vung hing dinh ma c6 thé dugc chon tir loai bt ky ctia IgG ctia ngudi, nhu IgG1, 1gG2,
1gG3 va IgG4, tét hon 1a IgG4.

Theo mot sd phuong an, cac khang th8 TIGIT thé kham dugc bdc 10 & day co thé thu
dugc bing cach "tron va ghép cap" plasmit bidu hién chudi nhe thé kham véi plasmit biéu
hién chudi nang thé kham dé chuyén nhidm cac té bao biéu hién. Sy lién két v6i TIGIT cua
cac khang thé "dugc tron va ghép cdp” ndy co th8 duge phan tich bang cach s dung céac
thir nghiém lién két néu trén va céac thir nghiém lién két thong thuong khac (vi du, ELISA).

Ranh gi6i chinh x4c cla trinh tu axit amin cua cac CDR ving bién dbi cua cac khang
thé duge boc 10 & day o6 thé dugc xac dinh bang cach st dung cach bét ky trong sd céac
cach da biét 15, bao gé)m Chothia dua trén cAu tric ba chiéu cua cac khang thé va céu truc
ciia cac vong CDR (Chothia et al., (1989) Nature 342:877-883; Al-Lazikani et al. "Standard
conformations for the canonical structures of immunoglobulins", Journal of Molecular
Biology, 273:927-948 (1997)), Kabat dwa trén sy bién doi trinh tu khang thé (Kabat et al.,
Sequences of proteins of Immunological Interest, 4th edition, U.S. Department of Health
and Human Services, National Institutes of Health (1987)), AbM (University of Bath),
Contact (University College London), International ImmunogeneTics database (IMGT)
(1999 Nucleic Acids Research, 27, 209-212), va dinh nghia CDR theo North dua trén su
phén cym lan truyén ai luc béng cach sir dung mot luong 16n cac cAu trac tinh thé. Ranh
gi¢i cua cac CDR cua cac khang thé dugce boc 10 & day co thé duoc xac dinh béi nguoi co
trinh do trong linh vuc nay theo cach bat ky (vi du, cac hé théng géan hodc cac td hop khac

nhau) trong linh vuc nay.
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Cén luu ¥ rang ranh giéi cia cac CDR cua cac ving bién dbi ctia cing mdt khang thé
thu dugc dua trén cac hé théng gan khac nhau c6 thé khac nhau. Ttc 13, c4c trinh tu CDR
clia cac ving bién ddi ctia cing mot khang thé dugc dinh nghia theo cac hé théng gan khac
nhau 13 khac nhau. Do d6, khi di dén dinh nghia khéng thé v6i trinh tw CDR cu thé dugce
dinh nghia theo sang ché, pham vi ctia khéng thé con bao gdbm cac khang thé ma cac trinh
tu ving bién d6i ctia n6 bao gém trinh ty CDR cu thé nhung ranh gi¢i CDR cia ching
khac v6i cac ranh giéi CDR cu thé dugc dinh nghia trong sang ché do 4p dung céc cach
khac nhau (vi du, cac hé théng gan hodc td hop khac nhau).

Céc khéang thé ¢6 tinh ddc hiéu khac nhau (tic 13, vi trf lién két khac nhau d6i v6i cac
khang nguyén khac nhau) c6 cac CDR khic nhau. Tuy nhi€n, mac du cac CDR thay di tir
khang thé nay sang khang thé khac, chi mot sb luong gidi han céac vi tri axit amin trong
CDR tham gia truc tiép vao su lién két khang nguyén. Vang chdéng nhau nho nht ¢6 thé
duoc xac dinh bang cach st dung it nhét hai trong sé cac phuong phap Kabat, Chothia,
AbM, Contact va North, nhd do6 tao ra "don vi li€n két nho nhat" dé lien két khang nguyén.
Don vi lién két nho nhat ¢6 thé 12 phin nhé ciia CDR. Nhu s& dugc hiéu béi nguoi ¢6 hicu
biét trong linh vuc ndy, cac gbc trong phan con lai cta céc trinh tw CDR ¢6 thé dugc xic
dinh bang ciu tric khang thé va su gp cudn protein. Do do, cac bién thé cua bat ky trong
s cac CDR dugc néu & day ciing dugce du dinh bdi sang ché. Vi du, trong mot bién thé cua
mdt CDR, gdc axit amin cua don vi lién két nho nhat c6 thé vAn khong thay doi, trong khi
cac géc CDR con lai dugc dinh nghia theo Kabat hodc Chothia ¢6 thé dugc thay thé bang
cac gde axit amin bao toan.

Péi v6i cac khang thé dugc nhan tinh hoa duge mod ta & ddy, cac vang CDR cua chudt
nhét c6 thé duoc chén vao cac ving khung dong mam cia ngudi bang cich st dung cac
phuong phap da biét trong linh vuc nay. Xem patent My s6 5,225,539 cip cho Winter va
céc ddng tac gid va cac patent My sb 5,530,101, 5,585,089, 5,693,762 va 6,180,370 cép

cho Queen va cac dong tac gia. N6i tom lai, cac gen IgG dong mam clia ngudi tuong dong
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véi trinh tu cADN cua khang thé cua cac ving bién ddi cta chudt nhit duoc léy trong co
s¢ dit litu NCBI vé gen  globulin mién  dich cua  nguoi
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast/) bdi tac gia sang ché, va vé nguyén tac, viéc nhan
tinh héa dat dugc bang cach ghép cac CDR dugc chon. Tuy nhi€n, su trao d6i vong CDR
van khong tao ra mot cach déng nhét khang thé ¢c6 cac dic tinh lién Kkét giéng nhu khang
thé ban dau. Trong c4c khang thé dugc nhan tinh hoa, céc thay dbi cta cac gde viing khung
(FR) (céac gbc tham gia vao nén d& vong CDR) thudng 1a cAn thiét dé duy tri 4i luc lién két
khéang nguyén. N6i tom lai, qua trinh nhan tinh hoa bao gbm céc budc sau day: A. so sanh
trinh tu gen cia mdi khang thé tng vién c6 trinh tu gen cua khang thé phoi nguoi dé tim
ra trinh tuy ¢6 do tuong déng cao; B. phén tich va kiém tra i luc HLA-DR, va chon trinh
tu viung khung ciia phoi nguoi c6 éi luc thap; va C. phan tich céc trinh ty axit amin ving
khung ctia cac vung bién dbi va chu vi ctia chung bang cich st dung cong nghé md phong
bang méy tinh va ap dung viéc 1ap ghép phan tt dé nghién ctru céc cach t5 hop khong gian
va lap thé cua ching. C4c axit amin chinh ma c6 thé tuong tac véi TIGIT va duy tri ving
khung khong gian trong trinh tu gen cua cdc khang thé ing vién dugc phén tich bang cach
tinh lyc tinh dién, luvc Van der Waals, d6 wa nudc va do ky nuédc, va gia tri entropy, va
dugc ghép véi viing khung cua gen phdi nguoi duge chon. Cac vi tri axit amin cia céac
ving khung ma phai dugc gift lai dugc dnh xa. Sau do, cac khang thé dugc nhan tinh hoa
dugc tong hop.

Theo mot s& phwong 4an, cdc khang thé khang TIGIT hodc cac manh lién két khang
nguyén cta né dugce boc 1o & déy bao gdm cac khang thé co trinh tu axit amin da dugc dot
bién bing cach xda, chén hodc thay thé axit amin nhung van c6 mirc do gibng it nhat 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99% véi cac khang thé néu trén (cu thé
1a trong cac ving CDR dugc md ta trong céc trinh tw néu trén). Theo mét s& phuong 4n,

khi so sanh véi cac ving CDR dugc mo ta trong trinh ty cu thé theo sang ché, cac khang
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thé dugc boc 10 & day khong cd nhiéu hon 1, 2, 3, 4 hodc 5 dot bién axit amin (x6a, chén
hoic thay thé) trong cdc ving CDR.

Theo mdt sé phuong 4n, khang thé khang TIGIT hodc manh lién két khang nguyén
cta n6 duge mo ta & day bao gom 1 dén 3 ving quyét dinh tinh bd trg chudi ning dugc
chon tir ving quyét dinh tinh b tr¢ chudi ning HCDR1, HCDR2 va HCDR3, trong d6
HCDR1 bao gdm trinh tu axit amin gidng vé6i hodc c6 mirc dd gibng it nhit 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99% vdi trinh tu axit amin dugc chon tir cac
SEQ ID NO: 1 va 11, HCDR2 bao gbm trinh ty axit amin gidng v6i hogc c6 mirc do gibng
it nhét 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99% véi trinh ty axit amin
dugc chon tir cac SEQ ID NO: 2 va 12, va HCDR3 bao gém trinh ty axit amin giéng véi
hogc c6 muc do gidng it nhat 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99%
v6i trinh tu axit amin duogc chon tir cac SEQ ID NO: 3 va 13.

Theo mdt sé phuong an, khang thé khang TIGIT hodc manh lién két khang nguyén
ctia n6 duge mé ta & diy bao gdm céc ving quyét dinh tinh bd tro chudi ning HCDRI,
HCDR2 va HCDR3, trong d6 HCDRI1 bao gdm trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID
NO: 1, HCDR2 bao g@)m trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 2, va HCDR3 bao
g(‘A)m trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 3.

Theo mdt sé phuong an, khang thé khang TIGIT hogc manh lién két khang nguyén
ctia n6 dugc mod ta & diy bao gdbm cic ving quyét dinh tinh bd tro chudi ning HCDRI,
HCDR2 va HCDR3, trong d6 HCDR1 bao gdm trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID
NO: 11, HCDR2 bao gém trinh ty axit amin duoc néu trong SEQ ID NO: 12, va HCDR3
bao gém trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 13.

Theo mét sb phuwong 4n, khang thé khang TIGIT hodc manh lién két khang nguyén
ctia n6 duge md ta & day bao gdm 1 dén 3 ving quyét dinh tinh bd trg chudi nhe duge chon
tir cac ving quyét dinh tinh bd trg chudi nhe LCDR1, LCDR2 va LCDR3, trong d6 LCDR1

bao gém trinh tu axit amin giéng vGi hodc ¢6 muc do giéng it nhat 90%, 91%, 92%, 93%,
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94%, 95%., 96%, 97%, 98% hodc 99% vdi trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO:
6 hodc 16, LCDR2 bao gbm trinh ty axit amin gibng vé6i hodc c¢6 muc do gidng it nhat
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99% Vi trinh ty axit amin dugc
néu trong SEQ ID NO: 7 hodc 17, va LCDR3 bao gdm trinh ty axit amin gidng véi hoic
¢6 mic d gidng it nhat 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% hoac 99% véi
trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 8 hogc 18.

Theo mét sé phwong 4n, khang thé khang TIGIT hodc manh lién két khang nguyén
cia né duge md ta & day bao gdm céc ving quyét dinh tinh bd trg chudi nhe LCDRI,
L.CDR2 va LCDR3, trong d6 LCDRI bao gbm trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID
NO: 6, LCDR2 bao gém trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 7, va LCDR3 bao
gbm trinh tw axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 8.

Theo mét s phuong 4n, khang thé khang TIGIT hodc manh lién két khang nguyén
cua n6 dugc md ta ¢ day bao gdm cac ving quyét dinh tinh bd trg chudi nhe LCDR1,
LCDR2 va LCDR3, trong d6 LCDRI1 bao gém trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID
NO: 16, LCDR2 bao gdm trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 17, va LCDR3
bao gom trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 18.

Theo mdt s phuong 4n, khang thé hoiic méanh lién két khang nguyén cta n6 dugc mo
ta & day bao gdm céc ving quyét dinh tinh bd trg chudi nang HCDR1, HCDR2 va HCDR3
va ving quyét dinh tinh bd trg chudi nhe LCDR1, LCDR2 va LCDR3, trong d6 HCDR1
bao gbm trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 1, HCDR2 bao gdm trinh tu axit
amin duoc néu trong SEQ ID NO: 2, HCDR3 bao gém trinh tu axit amin dugc néu trong
SEQIDNO: 3, LCDRI1 bao gém trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 6, LCDR2
bao gdm trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 7, va LCDR3 bao gdm trinh tu
axit amin duoc néu trong SEQ ID NO: 8.

Theo mdt s phuong 4n, khang thé hoic méanh lién két khdng nguyén ctia né dugc mod

ta & day bao gdm cac ving quyét dinh tinh bd tro chudi nang HCDR1, HCDR2 va HCDR3
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va céc ving quyét dinh tinh bd tro chudi nhe LCDR1, LCDR2 va LCDR3, trong d6 HCDR1
bao gdm trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 11, HCDR2 bao gOm trinh ty axit
amin dugc néu trong SEQ ID NO: 12, HCDR3 bao gdm trinh ty axit amin dugc néu trong
SEQ ID NO: 13, LCDR1 bao gbm trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 16,
LCDR2 bao gdm trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 17, va LCDR3 bao gbdm
trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 18.

Theo mét s6 phuong 4n, khang thé khang TIGIT hodc manh lién két khang nguyén
cta né duge mo ta & day bao gdm ving bién ddi chudi nang (VH), trong d6 ving bién dbi
chudi nang (VH) nay bao gbm trinh tu axit amin gidng v6i hodc c6 mirc do gibng it nhét
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99% vdi trinh ty axit amin dugc
chon tir cac SEQ ID NO: 4, 14, 21, 23, 25,27 va 29.

Theo mdt sé phwong 4n, khang thé khang TIGIT hodc manh lién két khang nguyén
cta n6 duge mo ta ¢ day bao gdm ving bién d6i chudi nhe (VL), trong d6 ving bién d6i
chudi nhe (VL) nay bao gbm trinh ty axit amin gidng véi hodc c6 muc do gibng it nhét
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99% véi trinh tu axit amin dugc
chon tir cac SEQ ID NO: 9, 19, 22, 24, 26, 28 va 30.

Theo mdt sé phuwong an, khang thé khang TIGIT hogc manh lién két khang nguyén
cta né duge md ta & diy bao gdm ving bién ddi chudi ning (VH) va ving bién d6i chudi
nhe (VL), trong d6 VH bao gdm trinh tu axit amin gidng véi hodc c6 muc do gibng it nhat
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99% Vi trinh tu axit amin dugc
chon tir cac SEQ ID NO: 4, 14, 21, 23, 25, 27, va 29; va

VL bao gbm trinh tu axit amin gidng vé6i hodc c6 murc do gibng it nhit 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99% Véi trinh tu axit amin duogc chon tir cac
SEQ ID NO: 9, 19, 22, 24, 26, 28 va 30.

Theo mdt sé phuwong 4n, khang thé khang TIGIT hogc manh lién két khang nguyén

ctia n6 duge md ta & ddy bao gdm vung bien doi chudi nang (VH) va ving bién doi chudi

31



49143 381

nhe (VL), trong d6 VH bao gbm trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 4, va VL
bao gom trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 9.

Theo mdt sb phwong 4n, khang thé khang TIGIT hodc manh lién két khang nguyén
ctia né duge md ta & diy bao gdm ving bién ddi chudi nang (VH) va ving bién dbi chudi
nhe (VL), trong d6 VH bao gém trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 14, va VL
bao g(‘)m trinh tu axit amin duoc néu trong SEQ ID NO: 19.

Theo mét sé phwong 4n, khéng thé khang TIGIT hodc manh lién két khang nguyén
ctia né duge md ta & diy bao gdm ving bién dbi chudi ning (VH) va ving bién d6i chudi
nhe (VL), trong d6 VH bao gém trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 21, va VL
bao gém trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 22.

Theo mét sé phuwong 4n, khang thé khang TIGIT hodc méanh lién két khang nguyén
ciia n6 duge md ta & day bao gdm ving bién dbi chudi ning (VH) va ving bién d6i chudi
nhe (VL), trong d6 VH bao g@)m trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 23, va VL
bao gém trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 24.

Theo mét s6 phuong 4n, khang thé khang TIGIT hodc manh lién két khang nguyén
ctia n6 duge md ta & ddy bao gdm ving bién dbi chudi ning (VH) va ving bién doi chudi
nhe (VL), trong d6 VH bao gbm trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 25, va VL
bao gdm trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 26.

Theo mét sé phuwong 4n, khang thé khang TIGIT hodc manh lién két khang nguyén
ctia né dugc mo ta & day bao gdm ving bién ddi chudi ning (VH) va ving bién d6i chudi
nhe (VL), trong d6 VH bao gém trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 27, va VL
bao gém trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 28.

Theo mot sb phwong 4n, khéng thé khang TIGIT hodc manh lién két khang nguyén
clia 16 duoc mé ta & day bao gdm ving bién dbi chudi ning (VH) va ving bién dbi chudi
nhe (VL), trong d6 VH bao gbm trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 29, va VL

bao gbém trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 30.
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Theo mdt sb phwong 4n, khéng thé khang TIGIT hoic manh lién két khang nguyén
ctia n6 duoc mé ta & dy 1a khang thé ctia chudt nhit, khang thé thé kham, khang thé duoc
nhan tinh héa hodc khang thé day du cia ngudi.

Theo mdt sé phuong 4n, khang thé khang TIGIT hodc manh lién két khang nguyén
ctia n6 dugc md ta & dy 1a khang thé day du, khang thé chudi don, khang thé Fab, khang
thd Fab’, khang thé (Fab"), hogc khang thé hai gia (da gid).

Theo mét s phuong én, khang thé khang TIGIT hodc manh lién két khang nguyén
cua n6 dugec mo ta & day 1a thudc loai IgG bét ky, nhu IgG1, 1gG2, IgG3 hodc 1gG4.

Theo mét sd phuong 4n, mot hoac nhidu cai bién axit amin c6 thé duge dwa vao ving
Fc cua khang thé dugc tao ra & ddy, do d6 tao ra bién thé ving Fc. Bién thé ving Fc ¢6 thé
bao gdm céc trinh ty ving Fc ctia nguoi (vi dy, cac vang Fe cia IgGl, I1gG2, 1gG3 hodc
IgG4 clia nguodi) ma bao gém cai bién axit amin (vi du, su thay thé) & mot hodc nhiéu vi
tr axit amin.

Theo mdt sé phwong én, cac khang thé dugc cai bién bang cich thao tac xystein ¢6
thé can dugc tao ra, nhu "sulfo-MAb", trong d6 mot hodc nhiéu géc cua cac khang thé
duoc thay thé bang cac gbc xystein.

Theo mot sd phuong 4n, cac khang thé dugc dé xuét & day co thé dugc cai bién thém
dé chua cac gde khic khong phai protein da biét trong linh vuc nay va d& kiém. Céc gbc
thich hop dé tao din xuét khang thé bao gdm, nhung khong bi gii han &, cic polyme tan
trong nude. Céc vi du khong lam gidi han vé cac polyme tan trong nudc bao gb6m, nhung
khong bi giéi han &, polyetylen glycol (PEG), copolyme etylen glycol/propylen glycol,
carboxymetyl xenluloza, glucan, ruou polyvinylic, polyvinylpyrolidon, poly-1,3-dioxan,
poly-1,3,6-trioxan, copolyme etylen/anhydrit maleic, poly axit amin (polyme dong nhét
hodc copolyme ngiu nhién), va glucan hodc poly(n-vinylpyrolidon)polyetylen glycol,
polyme ddng nhit propylen glycol, copolyme polypropylen oxit/etylen oxit, polyol

polyoxyetyl hoa (nhu glyxerol), rugu polyvinylic, va cac hdn hop cuia chung.
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Theo mdt sé phuong 4n, khang thé khang TIGIT hodc manh lién két khang nguyén
clia 16 dugc mo ta & diy c6 mot hodc nhidu dic tinh sau day: (1) lién két ddc higu voi
protein TIGIT cta nguoi; (2) phan ing chéo véi TIGIT cua khi cynomolgus ; (3) uc ché
su lién két cua TIGIT v&i PVR va/hoic PVRL2; (4) trc ché su truyén tin hiéu hoat tinh
trung gian béi TIGIT; (5) thac ddy su hoat héa cia cac chit déi khang truc PD-1 dbi véi
cac t& bao T; va (6) trc ché dang ké su phat trién ctia khdi u khi duogc st dung mot minh
hoic két hop voi chét dbi khang truc PD-1.

Theo mdt sb phuong 4n, khéng thé khang TIGIT hodc manh lién két khang nguyén
clia n6 duoc mo ta & day c6 thé lién két dic hidu voi TIGIT ¢6 KD bang khoang 1nM hogc
4i luc cao hon (vi du, 1 nM-2 pM, 1nM, 100 pM, 10 pM, hodc 2 pM). Theo mot phuong
an, khang thé dugc boc 10 & day ma lién két dac hiéu véi TIGIT cia ngudi con phan ung
chéo véi TIGIT cta khi cynomolgus. Nhu dugc sir dung ¢ ddy, "kha ndng phan tng chéo”
dé chi kha ning ctia khang thé phan ting v6i cac protein twong ddng tir cac loai khéc. Viée
khang thé c6 lién két dic hiéu véi TIGIT cuia ngudi hay khong c6 thé dugc xac dinh bang
cach st dung phuong phap thir nghi€ém bét ky da biét trong linh vuc nay. Céc vi du vé céc
phuong phap thir nghiém d8 xé4c dinh i luc lién két da biét trong linh vuc nay bao gém
cong hudng plassmon bé mit (vi du, BIACORE) hodc cac k¥ thuat tuong tu (vi du,
ForteBio).

Theo mdt sé phuwong 4n, khang thé khang TIGIT hodc manh lién két khang nguyén
ctia n6 duoc mo ta & day c6 hoat tinh rc ché, vi du, G ché su biéu hién (vi du, su biéu hién
ctia TIGIT trén bé mit té bao), hoat tinh va/hodc sy truyén tin hiéu TIGIT, hoac giy can
tré su twong tac gitta TIGIT va PVR va/hodc PVRL2. Khang thé khang TIGIT dugc dé
xufit & day lam giam hodc diéu chinh mot phin hogc hoan toan sy biéu hién hogc hoat tinh
ctia TIGIT khi lién két voi hodc twong tac voi TIGIT (vi du, TIGIT ctia nguoi). Chirc nang
sinh hoc ctia TIGIT dugc gidm hodc diéu chinh hoan toan, dang ké hodc mot phﬁn khi

tuong tac gitta cac khang thé va polypeptit va/hodc peptit TIGIT cia ngudi. Khang thé

34



49143 35/81

duge mo ta & day duoc cho 1a co thé @c ché hoan toan sy biéu hién hogc hoat tinh cla
TIGIT khi mtc biéu hién hoic hoat tinh ctia TIGIT dugc giam it nhat 95% (vi du, 96%,
97%, 98%., 99% hodc 100%) khi c6 mit khang thé so v6i mic biéu hién hodc hoat tinh clia
TIGIT khi khong c6 mit sy tuong tac (vi du, lién két) v6i khang thé. Khang thé khang
TIGIT dugc mo ta & day dugc cho 1a ¢o thé (rc ché dang ké su biéu hién hoic hoat tinh cta
TIGIT khi mitc biéu hién hozc hoat tinh cua TIGIT dugc giam it nhét 50% (vi dy, 55%,
60%, 75%, 80%, 85% hoidc 90%) khi c6 mit khang thd TIGIT so véi mirc biéu hign hogc
hoat tinh ctia TIGIT khi khong cé mat lién két v6i khang thé TIGIT. Khang thé duge mo
ta & day duogc cho la co thé tc ché mot phén su biéu hién hoic hoat tinh cta TIGIT khi
mirc biéu hién hodc hoat tinh ctia TIGIT duge giam it hon 95% (vi du, 10%, 20%, 25%,
30%, 40%, 50%, 60%, 75%, 80%, 85% hodc 90%) khi c6 mat cua khang thé so véi muc
bidu hién hodc hoat tinh ctia TIGIT khi khong c6 mit sy tuong téc (vi du, su lién két) véi
khang thé.

Su biéu hién ctia khang thé

Theo mdt khia canh, sang ché dé cap dén té bao chu bao gém mot hoac nhiéu vecto
biéu hién va phuong phép tao ra bét ky trong s6 cac khang thé hogc cac manh cua né dugc
boc 16 & day, va phuong phép bao gbm: nudi cdy té bao chi, va tinh ché va phéan 14p khang
thé hoic manh lién két khéng nguyén cua no.

Theo mot khia canh, sang ché dé xuét axit nucleic ma hoa bét ky trong s céc khang
thé khang TIGIT néu trén hodc cdc manh cla n6. Axit nucleic nay c6 thé bao gbém axit
nucleic ma héa trinh tu axit amin cia ving bién d6i chudi nhe va/hodc ving bién ddi chudi
ning cua khang thé, hoic axit nucleic ma héa trinh tu axit amin cia chudi nhe va/hodc
chudi niang cua khang thé.

Theo mot phuong an, mdt hodc nhidu vecto bao gdm axit nucleic dugc dé xuét. Theo

mdt phuong an, vecto nay la vecto bi€u hién.
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Séang ché dé xuét t& bao chu ctia dong vat ¢ vi d2 biéu hién cac khang thé ti t6 hop
duoc boc 16 ¢ day, ching bao gbém mot s6 dong té bao bét tir ¢6 sin tr bd suu tap nudi ciy
cia M§ (American Type Culture Collection, ATCC). Cac té bao nay bao gbm, cu thé, cac
té bao budng trimg chudt ddng Trung Qudc (Chinese hamster ovary, CHO), cic té bao
NS0, SP2/0, cac t& bao HelLa, cac t& bao than chudt tii ma con (baby hamster kidney,
BHK), té bao than khi (monkey kidney cell, COS), té bao caxinom té bao gan nguoi, té
bao A549, té bao 293T, va nhidu dong té bao khac. Cac té bao chi cua dong vat 6 vi bao
2dm ngudi, chudt nhit, chudt, ché, khi, lon, dé, bo, ngwa va chudt tii mé. Cac dong té bao
duoc vu tién ddc biét dugc chon béng cach xac dinh dong té bao nao c6 muc biéu hién cao.

Theo mot phuong an, sang ché dé xuit phuong phap didu ché khang thé khang TIGIT,
trong d6 phuong phéap nay bao gbm: dua vecto biéu hién vao té bao chi dong vat ¢6 vi, va
nudi cdy té bao chii nay trong mét khoang thoi gian du dé cho phép biéu hién khéng thé
trong t& bao chu hodc t6t hon nita 1a cho phép tiét khang thé vao mdi truong trong do té
bao chii dugc phat trién, nhd d6 tao ra khang thé. Khang thé nay c6 thé dugc tach ra khoi
mdi trudng bang cach st dung céc phuong phép tinh ché protein chuin.

C6 thé 12 cac khang thé dugce biéu hién bdi cac dong té bao khac nhau hodc & cac dong
vét chuyén gen c6 su glycosyl hoa khac nhau khdc. Tuy nhién, tht ca cac khang thé dugc
ma hoa bdi cac phén tir axit nucleic dugc d@& xuét & day hodc bao gdm céc trinh tw axit amin
dugc dé xuét & day 1a cac phén khong thé thiéu theo séng ché, bit ké su glycosyl hoa cua
khang thé. Tuong tu, theo mot s6 phuong 4n nhat dinh, cac khang thé khong fucosyl hoa
14 ¢6 loi do chung thudng c6 hiéu qua in vitro va in vivo manh hon so voi cac khang thé
fucosyl hoa ctia chung, va khong thé ¢6 tinh sinh mién dich do céc cau tric glycan cua
chung la céac thanh phan thong thuong cua IgG huyét thanh tu nhién ctia nguoi.

Dugc pham va ché pham duoc
Sang ché dé xuét dugc pham bao gdm mot hodc nhidu khang thé don dong hoic cac

manh lién két khang nguyén ctia n6 ma lién két véi TIGIT. Cén hiéu rang cac khang thé
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khang TIGIT hoéc cac manh li€n két khang nguyén cua n6 hodc dugc pham chira n6 duge
d& xuét & day c6 thé duge hop nhét vao chit mang thich hop, t4 dugc va cac chét phan ting
khéc trong ché phim dé sir dung két hop, do d6 tao ra dac tinh di chuyén, phan phéi, dung
nap v.v.. dugc cai thién.

| Thuat ngit "ché pham" dé chi ché pham cho phép hoat tinh sinh hoc cta céac thanh
phﬁn hoat tinh chira trong d6 c6 mit & dang hitu hiéu va khong chira cac thanh phén bd
sung c6 doc tinh khong thich hop cho d6i teong ma ché phdm nay duoc st dung.

Ché pham dugc bao gdm khang thé khang TIGIT hodc manh lién két khang nguyén
ctia n6 dugc md ta & day, tét hon néu & dang dung dich nudc hoac ché pham dong khd, c6
thé duoc didu ché bing cach tron khang thé khang TIGIT hodc manh lién két khang nguyén
clia né duoc boc 16 & day ¢6 do tinh khiét mong mubn véi mot hoge nhiu ta duge duge
dung tily y (Remington's Pharmaceutical Sciences, 16th edition, Osol, A. Ed. (1980)).

Duoc phérn hodc ché phém duoc bdc 10 & day co thé con bao gém mot hoac nhiéu
thanh phﬁn hoat tinh bd sung cin thiét cho chi dinh cu thé duoc diéu tri, tdt hon néu céc
thanh phan hoat tinh ¢6 hoat tinh bd sung khong anh hudng bét loi dén nhau. Theo mot s6
phuong an, céc thanh phﬁn hoat tinh bo sung la cac chét hoa diéu tri, cac chét tre ché diém
kidm soat mién dich, cac chét e ché sinh trudng, cac chét khang sinh hodc céc chét khang
u hoic khang ung thu da biét khac nhau, ching thich hop 1a c6 mit két hop v6i luong hitu
hiéu cho muc dich da dinh. Theo mot sb phuong an, dugc phém dugc bdc 10 ¢ day con bao
gdm ché phdm ctia polynucleotit ma hoa khang thé khang TIGIT hodc manh lién két khang
nguyén cua no.

St dung céc khéng thé trong y té

Theo mot khia canh, sadng ché d& cap dén phuong phép cho d6i twong st dung lugng

hitu hiéu cua bat ky trong sé cac khang thé khang TIGIT hodc cdc manh lién két khang

nguyén ctia n6 dugc md ta & day, thé lién hop mién dich bao gbm khang thé hodc manh
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lién két khang nguyén cta n6 hoac duoc phdm dé tao ra hoat tinh khang u trung gian béi
t& bao T hoic t& bao NK hogc lam ting phan Gng mién dich ctia co thé.

Theo mot khia canh khéc, sang ché @& cap dén phuong phép cho déi tugng sir dung
lugng hitu hiéu cua bét ky trong s cac khang thé khang TIGIT hodc cac manh lién két
khang nguyén cta né dugc mo ta & day, thé lién hop mién dich bao gbm khang thé hoic
manh lién két khang nguyén ctia n6 hodc duoc phim dé diéu tri hodc lam cham céc bénh
ung thu khic nhau, cdc bénh li€n quan dén mién dich va cac bénh rdi loan chirc ning té
bao T.

Theo mdt khia canh khéc, sang ché dé cap dén viéc déng st dung lugng hitu hiéu cua
mot hodc nhiéu liéu phap (vi du, cach diéu tri va/hoic chét didu tri bd sung) cho déi tuong.
Theo mot ) phuong 4n, liéu phép nay bao gém diéu tri phéu thuét va/hodc xa tri. Theo
mot sb phuong an, chét diéu tri bd sung dugc chon tur chit hoa tri lidu va chéit ddi khang
truc PD-1 (vi du, khang thé khang PD-1, khang thé khang PD-L1 hogc khéng thé khang
PD-L2).

Theo céc khia canh khéc, sang ché dé xuét viéc str dung khang thé khang TIGIT hodc
manh lién két khang nguyén cta né dugc mo ta ¢ day d& san xuit hogc bao ché thude dé
diéu tri cac bénh hodc 161 loan lién quan nhu néu trén. Sang ché con dé xuét viéc sir dung
khang thé khang TIGIT hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 dugc mo ta ¢ day va chét
d6i khang truc PD-1 (vi dy, khang thé khang PD-1, khang thé khang PD-L1 hodc khang
thé khang PD-L2) dé san xuét hoic bao ché thudc dé diéu tri cac bénh hodc r6i loan lién
quan nhu néu trén.

Theo mdt sé phuong an nhét dinh, cac phuwong phap va viéc st dung dugc md ta &
day con bao gﬁ”)m: cho ddi tuong st dung mot hodc nhiéu liéu phap (vi du, cach diéu tri
va/hodc chét didu tri bd sung). Khang thé dugc boc 10 & day co thé dugc sit dung mot minh
hogc két hop v6i cac chét diéu tri khéc trong mét liéu phap. Vi dy, khang thé nay c6 thé

duoc déng str dung vai it nhat méot chat diéu tri bd sung.
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Phuong phap chéin doén va phat hién

Theo mét sd phuong an nhit dinh, bat ky trong sb cac khang thé khang TIGIT hoic
cac manh lién két khang nguyén cia n6 duge dé xuit & day co thé duge st dung dé phat
hién su c¢6 mét cua TIGIT trong mau sinh hoc. Thuét ngit "phat hién" nhu dugc st dung &
day bao gébm phat hién dinh tinh va dinh luong. Theo mét s6 phuong 4n nhét dinh, miu
sinh hoc la mau, huyét thanh, hoic cac mau chét long khac cé nguén géc sinh hoc. Theo
mot sd phuong an nhét dinh, mau sinh hoc bao gf”)m té bao hoic md.

Sang ché bao gbm td hop bét ky ciia cac phuong an cu thé duoc mo ta. Cac phuong
4n khac ctia sang ché va pham vi 4p dung dly du sé trd nén rd rang tir phan md ta chi tiét
duoc dua ra dudi day. Tuy nhién, can hiéu rﬁng ph?ln mo ta chi tiét va cac vi du cu thé, mac
du chi ra cac phuong an dugc uu ti€n cua sang ché, dugc dua ra chi bing cach minh hoa,
do cac thay ddi va cai bién khac nhau trong pham vi clia séng ché s& tré nén rd rang doi
v6i ngudi c6 hiéu biét trong linh vuc ndy tir phan mo ta chi tiét nay. T4t ca cic cong b,
bang doc quyén sang ché va don yéu cau cip bang doc quyén sang ché dugc néu & day,
bao gém céc trich dan, dugc vién dan toan bd & day dbi voi tht ca cac muc dich.

Céc ky hiéu viét t4t sau day duogc st dung trong don nay:

RLU: don vi phét quang tuong d6i;

BSA: albumin huyét thanh bo.

Vi du thwe hién sing ché
Vi du 1: Protein tai to hop hTIGIT-ECD-mFC

Trinh ty cADN ma héa ving ngoai bao TIGIT dugc khuéch dai béng k§ thuat PCR
thong thuong, va doan dugc khuéch dai duge tao dong vao hé plasmit biéu hién cua té bao
¢6 nhan chuén duoc thiét ké tu sinh (MX2-mFc, chia ving Fc cia IgG2a cua chudt nhit)
bang cach sir dung k¥ thuat tao dong thong thuong, trong d6 plasmit biéu hién cua té bao

¢6 nhan chuén chira hé sang loc puromycin, sao cho plasmit biéu hién protein dung hop téi
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t4 hop hTIGIT-ECD-mFC dugc tao ra. Protein téi to hgp hTIGIT-ECD-mFC dugc biéu
hién va tinh ché béng cach sir dung té bao biéu hién 293E.

Trinh tu axit amin cua ving ngoai bao TIGIT cta ngudi (hTIGIT-ECD) la céc axit
amin & cdc vi trf 24-155 c6 ma s6 luu gitt NCBI NM_173799.4, va duogc st dung dé phat
hién chét sinh mién dich va hoat tinh cia cac khang thé dwgc boc 10 & day.

Trinh tu cia ving ngoai bao TIGIT cua khi cynomolgus (cynoTIGIT-ECD) ¢6 ma sb
lwu gitt NCBI XP_015300912.1, va dugc sir dung dé phét hi¢n hoat tinh ctia céc khang thé
dugc boc 10 & day.

Vi du 2. Didu ché va sang loc céc khang thé cta té bao lai

Cac khang thé ctia té bao lai dugc tao ra béng cach sir dung cac k¥ thuat sinh hoc phén
t chudn. Tém lai, protein tai t6 hop hTIGIT-ECD-mFC dé 1am khang nguyén duoc tron
vé6i lugng twong duong cua chét phu tro mién dich, va 5 con chudt Balb/c cdi 6 tudn tudi
dugc gdy mién dich. Sau khi gy mién dich 1in dau, viéc gay mién dich tang cudong dugc
thuc hién mot 14n vao tudn thit ba sau khi gay mién dich 1in dAu va sau d6 ¢ hai tudn mot
lan, tong cong 6 14n gay mién dich. Sau khi gay mién dich ting cudng 14n cubi cing, chudt
¢6 d6 chudn khang thé khang hTIGIT cao trong huyét thanh dugc chon lam ngudn céc té
bao mién dich d6i véi thir nghiém dung hop t& bao. Céc té bao lach dugc phan 1ap bing
cach str dung k¥ thuét t& bao lai chuén va duge dung hop véi cac té bao cta dong té bao u
tiy chudt nhit SP2/0 (ATCC) theo quy trinh tao 16 bang dién thong thuong (xem s tay
thiét bi tao 15 blﬁng dién BTX). Cac té bao duge dung hop nay dugc tai tao hon dich trong
moi truong DMEM day da (Corning) chira HAT va duge cdy déu trong dia c6 384 16 chtta
cac té bao nudi cta chudt nhit.

Dich nbi bé mit dugc tiét boi té bao lai don dong duogc xac dinh dya trén cac dic tinh
lién két khang thé/khang nguyén mong mudn ban diu (nhu tinh dic hi¢u lién két d6i voi

TIGIT, kha ning phong bé s lién két ciia TIGIT v6i PVR va ngan chin hoat tinh sinh hoc
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trung gian boi TIGIT), véi céc khang thé trong dich ndi bé mat dugc tiét boi cac té bao lai
2018 va 23020 duogc st dung dé xac dinh thém tinh chét.
Vi du 3: T4c dung clia cac khéng thé ctia chudt nhét khang TIGIT ddi v6i hoat tinh cla cac
tébao T

Su hoat hoa té bao T dat dugc béng cach kich thich cac thu thé t& bao T (cac TCR)
nhan biét céc peptit dic hiéu dugc trinh dién bdi cac protein phire chét hoa hop mo chi yéu
nhém I hodc nhém 11 trén cac té bao trinh dién khang nguyén (APC). Sau do, cac TCR
dugc hoat hoa khoi mao tﬁng thac cac su kién truyén tin hiéu ma co6 thé duoc theo doi boi
cac gen thong bdo duoc didu khién béi cac yéu td phién ma (nhu protein hoat hoa 1
(activator-protein-1, AP-1), yéu t6 nhan cta cac té bao T dugc hoat héa (nuclear factor of
activated T cell, NFAT), hodc yéu t6 nhan chét ting cudng chudi nhe k cia cic té bao B
duoc hoat hoa (NFib)). Céc dap tng ciia té bao T duge diéu chinh bi ché pham nay hogc
cam ung su tham gia cua cac ddng thu thé dugc bidu hién trén céc té bao T. Protein gay
chét té bao theo chuong trinh (PD1) va TIGIT la cac chét didu hoa am cia hoat tinh té bao
T. PD-1 va TIGIT tuong tac vdi cac phéi tir ctia chiing (PD-L1) va PVR (va/hoac PVRL2)
tuong tng dugc biéu hién trén cac té bao dich bao gém APC hoac cac té bao ung thu, diéu
nay din dén su truyén tin hiéu tc ché bang cach huy dong phosphataza t&i thé tin hiéu
TCR, nho do6 tao ra su truyén tin hiéu trc ché duong. Su truyén tin hiéu té bao T dugc giy
ra bdi sw tuong thc gitta APC va céc té bao T duge xac dinh bing céch thiét ké hai dong té
bao n dinh, 1a t& bao Jurkat (Jurkat/NFAT-Luc/hPD-1-hTIGIT) va t& bao CHO
(CHO/hPD-L1-hPVRL2).

Cu thé, céc té bao CHO biéu hién én dinh hPD-L1/hPVRL2 dugc cdy vao dia c6 96
15 & mat do 5x10* té bao/I3 va duge 0 qua dém & 37°C va 7% CO,. Sau khi dich noi bé
mit té bao duoc loai bo, 40ul dung dich pha lodng khéang thé khang TIGIT (2018, 23020
hoic MBSA43) (ndng d6 ban diu 10 ug/ml, chuin d6 3 1An) dwoc bd sung vao mdi 16,

va/hogc 40ul JS001 (0,5 ug/ml) dugc bd sung trude. 40ul t& bao c6 gen thong bao Jurkat
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¢6 thé biéu hién lién tuc hPD-1/hTIGIT/NFAT-luxiferaza dugc bd sung, véi mat do té bao
tdng cong 1 1x10°. Sau 6 gid i & 37°C va 7% COy, chét phan tng luxiferaza duge bd sung,
va gia tri d0 phat sang dugc phat hién béng bd phéan doc vi dia.

MBSA43 12 khang thé khang TIGIT ctia ngudi c6 ban trén thi truong 1a san phim cua
ThermoFisher (Cat. No.: 16-9500-82).

JS001 12 khang thé khang PD-1 (CN201310258289, khang thé 38) dugc phat trién
doc 1ap boi Junshi Biosciences.

Dit liéu dugc phén tich bang céch st dung GraphPad Prism 5 dé tinh cac gia tri ECso
8 hoat hoa cac té bao T bing cac khang thé TIGIT va nho d6 danh gid tic dung cia céc
khang thé khang TIGIT mét minh hogc két hop v6i khang thé khang PD-1 (JS001) ddi vai
hoat tinh cua céac té bao T. Xem Fig.1 va Bang 1 duéi day dé biét chi tiét.

Bang 1. T4c dung cta cac khang thé khang TIGIT mot minh hodc két hop vé6i khang

thé khang PD-1 (JS001) déi véi hoat tinh ctia céc t€ bao T

Nhém , Mirc d6 thay ddi RLU,
Khéng thé - .

lan ECso
Nhoém 1 2018 +JS001 3.3 65,47
Nhom 2 2018 mot minh 6,3 51,78
Nhom 3 23020+JS001 2,3 180,9
Nhoém 4 23020 mdt minh 2,3 195,5
Nhoém 5 MBSA43+JS001 2,2 1643
Nhém 6 MBSA43 mot minh 2,2 179,7
Nhém 7 mlIgG+JS001 1,2 ~ 11641
Nhém 8 mlgG mot minh 1,2 ~ 13058

mlgG: khang thé ddi ching am.
Céc két qua nay cho thdy rang:

(1) céc khang thé 2018 va 23020 c6 thé thic diy dang ké hoat tinh clia céc té bao T;
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(2) tac dung cua khang thé 2018 trong viéc hoat hoa cac té bao T 1a tbt hon dang ké
so voi tac dung cta khang thé MBSA43 c6 ban trén thi truong;

(3) céc khang thé 2018, 23020 va MBSA43 déu c6 tic dung hiép dong dbi véi su
hoat hoa té bao T khi duge st dung két hop véi khang thé khang PD-1 JS001.
Vi du 4: Thiét ké va bidu hién cac khang thé thé kham

Céc trinh tw ADN cua céc ving bién dbi cua khang thé duge bidu hién bdi cac té bao
lai 2018 va 23020 duoc xac dinh bang cach sit dung phuong phap dua trén PCR doan moi
thoai hoa.

Céc trinh tu nucleotit va cic trinh ty axit amin cia 2018 va 23020 duoc thé hién
trong Bang 2.

Bang 2. Céc trinh ty axit amin cta cac ving bién doi cta cac khang thé cua té bao lai

Céc khang thé ctia | Ving bién
, , Trinh tu axit amin Trinh tu nucleotit
té bao lai doi

2018 VH SEQ ID NO: 4 SEQID NO: 5
VL SEQID NO: 9 SEQ ID NO: 10
VH SEQ ID NO: 14 SEQ ID NO: 15

23020
VL SEQ ID NO: 19 SEQ ID NO: 20

Poan Fe vung hing dinh chudi nang [gG4 nguoi (SEQ ID NO: 35) va ving hing dinh
chudi nhe dugc tao dong tir cac té bao méu cua ngudi (Beijing Blood Institute) va dugce nbi
v6i plasmit pCDNA3.1 d8 thao tac. Cac doan trinh tu ving bién ddi chudi nang va chudi
nhe néu trén dugc tong hop bang GenScript. Cac chudi ning va chudi nhe dugc cét bang
Bspq I va sau d6 dugc nbi véi plasmit pCDNA3.1 da dugc thao tac tuong tng. Céc plasmit
bidu hién cta cac chudi ning thé kham (ch-HC) hoic céc chudi nhe thé kham (ch-LC) cta
IgG4 dugce x4ac nhén bang cach giai trinh ty. Cac plasmit biéu hién khac nhau néu trén cia
cac chudi nang va chudi nhe thé kham dugc ghép cip dé chuyén nhiém cac té bao biéu

hién, dé tao ra 4 khang thé thé kham duoc danh sb tr ch1 dén ch4 (xem bang 3).

43



49143 e

Bang 3. Cac ngudn chudi nhe /chudi ning cta khang thé thé kham

HC
2018-ch-HC 23020-ch-HC
LC
2018-ch-LC chl ch3
23020-ch-LC ch2 ch4

Vi du 5: Phat hién hoat tinh lién két ciia cac khang thé thé kham khang TIGIT véi khang
nguyén TIGIT bang ELISA

1 pg/ml TIGIT cua ngudi-ECD-mFc¢ duge ¢b dinh trén dia c6 96 16 va u trong 6090
phut ¢ nhiét do khong ddi 37°C. Sau d6, dung dich trong céc 18 dugc loai bo, va cac 15
duoc rira 3 14n bang dung dich dém rira va dugc khoa trong 60 phut bang PBS chtra 2%
BSA. Sau khi dia dugc rira 3 lan bﬁng dung dich dém rtra, cac dung dich pha lodng khéng
thé thé kham & cac ndng dd khac nhau dugc bd sung. Céc khéng thé nay dugc G & 37°C
trong 60 phit, va sau d6 dia dugc rira 3 1an bang dung dich dém rtra va dugc bd sung khang-
IgG4-HRP dugc pha lodng 5000 1an. Hé nay dugc t & 37°C trong 30 phit, va sau d6 duge
rira ba lan b%mg dung dich dém rtra va dugc bd sung 100ul co chit TMB dé hién mau. Hé
nay duoc 0 & nhiét do trong phong trong 30 phut, va sau do phén ung dugc két thic bang
100ul dung dich axit clohydric 2M. Néang suét hip thu & 450nM dugce do bing bd phéan doc |
dia.

Nhu duge thé hién trén Fig.2, céc khang thé thé kham chl va ch4 lién két voi TIGIT
clia nguoi véi do dic hiéu cao hon, va céac gid tri ECso cta cac khang thé thé kham nay la
32,49ng/ml va 8,932ng/ml tuong ung.

Vi du 6: Tac dung cua cac khang thé thé kham khang TIGIT dbi v6i hoat tinh cua cac té
bao T

Theo nguyén ly thir nghiém va phuong phap nhu duge md ta trong phuong an 3, tac

dung cua céc khang th& thé kham chl va ch4 d6i véi hoat tinh cia céc té bao T dugce phat

hién bang cach str dung thir nghiém gen théng bdo luxiferaza (thir nghiém luxiferaza).

44



49143 45/81

Nhu duoc thé hién trén Fig.3, cac khang thé thé kham chl va ch4 ¢6 thé lam ting déng
ké tin hiéu huynh quang, ttrc 13, thuc day su hoat hoa cua cac té bao T trong mdu, va cac
gia tri ECso clia cac khang thé thé kham nay 1a 76,64ng/ml va 103,9ng/ml tuong tng.

Vi du 7. Nhan tinh hoa cac khang thé

Pé nhan tinh hoa cac khang thé, cac gen IgG cuia nguoi tuong ddng véi trinh tw cADN
cia cac vung bién ddi ctia khang thé ctia chudt nhét duge lay trong co s& dit liéu NCBI veé
gen globulin mién dich ctia ngudi (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast/). Sau do, cac trinh
tu axit amin va ranh gidi chinh x4c cua cic vung bién db6i CDR dugc xac dinh bang hé
théng danh s6 Kabat hodc hé théng danh s6 IMGT. Cac trinh tw CDR ciia ving bién doi
cua khang thé ctia chudt nhit dugc xac dinh béng IMGT dugc thé hién trong Bang 4. IGVH
va IGVK ctlia nguoi c6 do tuong ddng cao véi cac ving bién ddi cta khang thé cta chudt
nhét duoc chon 1am khudn dé nhan tinh héa va duge nhén tinh hoa bang cach ghép CDR.
Tém lai, qué trinh nhéan tinh héa bao gdm cac budc sau ddy: A. so sanh trinh tu gen cla
mdi khang thé mg vién véi trinh tu gen ctia khang thé phoi nguoi dé tim ra trinh tu c6 do
tuong ddng cao; B. phan tich va kiém tra 4i luc HLA-DR, va chon trinh ty ving khung ctia
phdi nguoi co ai luc thap; va C. phan tich céc trinh tu axit amin vung khung cua cac ving
bién dbi va chu vi cia chiing bang cach st dung cong nghé md phong bang may tinh va ap
dung k¥ thuat lip ghép phan ti dé nghién ciru cac cach t6 hop khong gian va lap thé cua
chung. Céc axit amin chinh ma cé thé tuong tac voi TIGIT va duy tri ving khung khong
gian trong trinh ty gen clia cac khang thé ung vién dugc phén tich bang céch tinh luc tinh
dién, luc Van der Waals, d§ va nude va do ky nudc, va gia tri entropy, va dugc ghép véi
ving khung ctia gen phoi ngudi duge chon. Cac vi tri axit amin cia cac vung khung ma
can duoc giit lai duge anh xa. Sau d6, cac khang thé dugc nhan tinh héa duge téng hop.
Dua trén cac yéu td néu trén, téng cong 81 khéng thé dugc nhan tinh hoa duoc thiét ké dé

sang loc hoat tinh khang thé. Théng tin trinh tu axit amin cua cic khang thé hu3, hu20,
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hu62, hu69 va hu81 duoc thé hién trong bang 5, va thong tin trinh tu axit amin c6 chiéu

dai ddy du clia céc khang thé hu3 va hu20 dugc thé hién trong bang 6.
Bang 4: cac CDR dugc xac dinh bing IMGT

Khéang thé
Ving 2018 23020

VH SEQ ID NO: 4 SEQ ID NO: 14
HCDRI SEQIDNO: 1 SEQ ID NO: 11
HCDR2 SEQ ID NO: 2 SEQ ID NO: 12
HCDR3 SEQID NO: 3 SEQ ID NO: 13

VL SEQID NO: 9 SEQ ID NO: 19
LCDRI1 SEQ ID NO: 6 SEQID NO: 16
LCDR2 SEQ ID NO: 7 SEQID NO: 17
LCDR3 SEQ ID NO: 8 SEQ ID NO: 18

Bang 5: Céc trinh tu axit amin cta cac khang thé dugc nhan tinh hoa (cdc CDR/céc

vung bién do1)

Khéng thé
duoc nhan hu3 hu20 hu62 hu69 hu81
tinh hoa
HCDRI1 SEQIDNO: 1 | SEQIDNO: 1 | SEQIDNO: 11 | SEQIDNO: 11 | SEQID NO: 11
HCDR2 SEQIDNO: 2 | SEQIDNO:2 | SEQIDNO: 12 | SEQIDNO: 12 | SEQ ID NO: 12
HCDR3 SEQIDNO: 3 | SEQIDNO: 3 | SEQIDNO: 13 | SEQIDNO: 13 | SEQ ID NO: 13
LCDR1 SEQIDNO: 6 | SEQIDNO: 6 | SEQIDNO: 16 | SEQIDNO: 16 | SEQID NO: 16
LCDR2 SEQIDNO: 7 | SEQIDNO: 7 | SEQIDNO: 17 | SEQIDNO: 17 | SEQ ID NO: 17
LCDR3 SEQID NO: 8 | SEQIDNO: 8 | SEQIDNO: 18 | SEQIDNO: 18 | SEQ ID NO: 18
VH SEQ ID NO: 21 |SEQIDNO: 23| SEQIDNO:25 | SEQIDNO: 27 | SEQ ID NO: 29
VL SEQ ID NO: 22 |SEQ IDNO: 24| SEQIDNO:26 | SEQIDNO:28 SEQ ID NO: 30

Bang 6: Cac axit amin c6 chiéu dai day di cua cic khang thé duoc nhén tinh hoa

Khang thé dugc nhan
HC LC
tinh hoa
hu3 SEQ ID NO: 31 SEQ ID NO: 32
hu20 SEQ ID NO: 33 SEQ ID NO: 34
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Vi du 8: Phat hién tinh dac hiéu lién két ctia cac khang thé dugc nhan tinh hoa dbi voi
TIGIT cua ngudi bang ELISA

Tinh dic hidu lién két ciia cac khang thé dugc nhan tinh hoa dbi véi TIGIT cua ngudi
duoc phat hién bang ELISA thong thuong. Tic 13, 0,5 pg/ml TIGIT cia nguoi-ECD-mFc
duoc b dinh trén dia c6 96 15 va u trong 60-90 phit & nhiét d khong doi 37°C. Sau do,
dung dich trong cic 16 dugc loai bo, va cac 18 duoc rira 3 14n bang dung dich dém rta va
dugc khoa trong 60 phut bang PBS chita 2% BSA. Sau khi dia dugc rira 3 lan bang dung
dich dém rtra, cac dung dich pha lodng khang thé duogc nhan tinh héa & cac ndng d6 khac
nhau dugc bd sung. Cac khang thé dugc 1 & 37°C trong 60 phit, va sau d6 dia dugc rira 3
14n bing dung dich dém ria va dugc bd sung khang IgG4-HRP duoc pha loang 5000 lan.
Hé nay dugc u & 37°C trong 30 phut, va sau d6 dugc rua ba lan béng dung dich dém rua
va duge bd sung 100pl co chit TMB dé hién mau. Hé nay dugc u & nhiét do trong phong
trong 30 phut, va sau d6 phan ing dugc két thuc bang 100pl dung dich axit clohydric 2M.
Ning suét hap thu & 450nM dugc xéac dinh bang bo phan doc dia.

Nhu dwoc thé hién trén Fig.4, cac khang thé hu3, hu20, hu62, hu69 va husl lién két
v6i TIGIT ciia ngudi véi do dac hidu cao hon, va céc gid tri ECso cia cac khang thé nay 1a
23,20ng/ml, 37,84ng/ml, 8,60ng/ml, 10,66ng/ml va 9,83ng/ml tuong Gng; tinh ddc hi¢u
lién két TIGIT ciia céc khang thé hu3, hu62, hu69 va hu8l 1a cao hon dang ké so véi tinh
dic hiéu lién két ctia khang thé etigilimab ddi ching.

Vi du 9: Tac dung cia cac khang thé dugc nhan tinh héa khang TIGIT dbi vé6i hoat tinh
cta cac té bao T

Theo nguyén ly thir nghiém va phuong phap nhu dugc mo ta trong phuong an 3, tac
dung cua cac khang thé duogc nhan tinh hoa khang TIGIT hu3, hu20, hu62, hu69 va hu81
d6i v6i hoat tinh cua cac té bao T dugc phat hién bang cach st dung thtt nghiém gen thong

b4o luxiferaza (thtr nghiém luxiferaza).
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Nhu duoc thé hién trén Fig.5, cac khang thé hu3, hu20, hu62, hu69 va hu81 c6 thé
lam ting dang ké céc tin hiéu huynh quang, tic 1a, thuc déy su hoat héa cua cac té bao T
trong mau, va cac gia tri ECso clia cac khang thé nay 1a 139,9ng/ml, 42,39ng/ml,
109,4ng/ml, 102,7ng/ml va 88,43ng/ml twong ting; tac dung cia cac khang thé hu3, hu20,
hu62, hu69 va hu8l trong viéc thiuc day su hoat hoa clia cac té bao T trong mau 1a cao hon
dang ké so véi tic dung ctia khang thé etigilimab db6i chung.
Vi du 10: Phat hién tac dung cia cic khang thé trong viéc phong bé sur lién két cia hTIGIT
v6i phdi tir hPVR ctia né bang FACS

Téac dung cia cac khang thé trong viéc phong bé su lién két cia hTIGIT véi phdi tir
hPVR cta n6 dugc phat hién bang thtr nghiém dya trén phép dém té bao theo dong canh
tranh (FACS). Tém lai, mdi dung dich pha lodng khang thé & cdc nong do khac nhau (ndng
d6 ban dau 30 pg/ml, chudn do 3 1an) duoc tron véi PVR-mFC (1 ug/ml, 50ul) va u trong
30 phut ¢ nhiét d trong phong. Sau do, hén hop nay dugc 1 véi hdn dich té bao (dong té
bao 293F-hPVR &n dinh, 2,5x10* té bao/13) trong 15 phit & 37°C. Sau 3 lan rira giai bang
PBS, 100ul khang thé ciia dé khang IgG ngudi -PE duge bd sung, va hé nay dugc U trong
30 phut trong chd t6i. Sau 3 1an rira giai bang PBS, viéc phat hién dugc thuc hién bang
FACS. Céc té bao c6 thé séng dugc chia cdng dua trén FSC/SSC, va cudong dd huynh
quang trung binh nhén ctia chiing duge xac dinh.

Nhu dugc thé hién trén Fig.6, cac khang thé dugc nhan tinh hoa duge boc 1o & day co
thé phong bé hiéu qué sy lién két ciia TIGIT véi PVR trén bé mit té bao.
Vi du 11: Phat hién su lién két cia céc khang thé dugc nhan tinh hoa véi TIGIT ctia céc
loai khac nhau bang BIACORE

Ai Iuc ciia cac khang thé duge boc 16 & ddy dbi véi TIGIT va dong hoc lién két cua
ching dugc phat hién bang cach st dung Biacore T200 (GE). Chip CMS5 xeri S (GE) trude
hét dugc 1ip vao thiét bi, va 40 pg/ml khang thé ctia dé khang manh Fc cta ngudi (Jackson

ImmuneResearch) dugce hoa tan trong dung dich dém natri axetat-axit axetic (pH=5,0) dugc
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sin sang lién két voi bé mat chip. Dung dich dém duge st dung dé phat hién sy lién ket
khang thé-khang nguyén 1a HBS-EP+ ctia GE Healthcare. M&bi khang thé hu3 va hu20 dugc
pha lodng t6i 8 pg/ml va dugc bét giit trén bé mit chip. Khang nguyén hTIGIT Fc duoc
pha lodng t6i 20nM va bom 1én bé& mat chip ¢ toc do dong 30 ul/phut trong 180 gidy, va
tin hiéu phén ly lién két cua cac khang thé va khang nguyén duoc phat hién. Dit li¢u thu
duogc dugc phan tich bang mo hinh lién két 1:1 bang cach sir dung chuong trinh phan mém
danh gia Biacore T200 3.0. Céc hing sé dong hoc cua su lién két cua cac khang thé véi
khang nguyén, ttc 1a, héng sb tbc do lién két ka (1/Ms), hing s6 toc do phan ly kd (1/gidy)
va hing s6 phan ly can bang Kp (M), da thu duoc bang cach lam khép, va cac két qua duoc
thé hién trong Bang 7 dudi day.

Bang 7: Ai luc cia cc khang thé dbi voi TIGIT-Fe

Khang thé Khéng nguyén ka (1/Ms) kd (1/giay) Kp (M)
hu3 Cyno TIGIT-Fc 2,11E+05 3,00E-04 1,42E-09
hu20 Cyno TIGIT-Fc 2,26E+05 3,29E-04 1,45E-09
hu3 hTIGIT-Fc 9,35E+05 1,21E-04 1,30E-10
hu20 hTIGIT-Fc 7,77E+05 1,63E-04 2,09E-10

Céac két qua nay cho théy réng cac khang thé duoc boc 10 & day co ai luc cao dbi voi
ca TIGIT ctia ngudi va TIGIT cua khi cynomolgus, va cac gié tri Kp cta cac khang thé nay
dbi véi TIGIT cua ngudi 13 thip & muc 0,13nM.

Vi du 12: Uc ché su phat trién khdi u & chudt nhit bang céc khéng thé dugc nhan tinh héa

Thit nghiém nay d& cap dén viéc thiét 1ap md hinh dong vt bi bénh ung thu két trang
MC38 13 chudt nhit dugc nhan tinh héa bing B-hPD-1/hTIGIT (la sin pham cua
Biocytogen Jiangsu Co., Ltd.; chudt cai) va tac dung khang u hiép ddng ciia cc khang thé

khang TIGIT va khang thé khang PD1 dugc st dung két hop.
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M3i con chudt nhét duge nhan tinh héa bing B-hPD-1/hTIGIT duoc cay dudi da, &

phia lung bén phai, biang 0,1ml té bao MC38 dugc tai tao hdn dich trong PBS & ndng dd

5x10° & bao/0,1ml. Khi thé tich khéi u trung binh dat t6i 80-100 mm?, chudt nhét thich

hgp dugc chon theo thé tich khéi u va trong luong co thé caa chudt va dugce phin bd déu

vao 8 nhom thtr nghiém, mdi nhém 8 con, va viée sir dung dugc bat dau vao ngay phan

nhém. Ché do st dung cu thé dugc thé hién trong bang 8 dudi day.

Bang 8: Ché d sir dung

Liéu
Nho Khéng thé dugc sir luong Duong su Tén suét st Sb 1an st
m dung (mg/kg) dung dung® dung
1 KLH hlgG4 10 ip BIW 6
2 JS001 0,3 i.p BIW 6
3 hu20 1 ip BIW 6
4 hu20 3 Lp BIW 6
5 hu20 10 i.p BIW 6
6 JS001+hu20 0,3+1 ip BIW 6
7 JS001-+hu20 0,3+3 ip BIW 6
8 JS001+hu20 0,3+10 ip BIW 6

Cht thich: a: thé tich st dung dugc tinh & 10 ul/g theo trong lugng co thé cta dong

vat thir nghiém;

b: BIW ¢6 nghia 1a st dung hai 1an mot tuan;

i.p: tiém trong phuc mac;

KLH hlgG4: khang thé ddi ching 4m;

JS001: khéng thé khang PD-1 (CN2013102582892, khang thé 38) duoc phét trién doc

14p bdi Junshi Biosciences.
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Trong thu nghi€ém nay, thé tich khéi u va trong luong co thé dong vat dugc xac dinh
hai 1dn mot tudn tir ngdy 6 (trudc khi sit dung) trong 3 tuén lién tiép. Puong kinh dai (L)
va duong kinh ngén (W) ctia mdi khéi u duoc xac dinh bang cach sir dung thude cdp c6 du
xich, va thé tich khéi u (V) dugc tinh bang céach st dung cdng thirc sau day: V=L x W2/2.
Thé tich khdi u theo thdi gian cuia chudt trong cic nhém khac nhau dugc v€ d6 thi. Y nghia
théng ké dugc xac dinh bing cach sir dung phén tich phuong sai (analysis of variance,
ANOVA). Gi4 tri P thap hon 0,05 dugc cho 1 ¢6 y nghia théng ké trong tt ca cic phan
tich. |

Khi két thuc thir nghiém 26 ngay, chudt dugc chét ém ai. Cac md khdi u dugc tach ra,
chup anh va can, trong luong va thé tich khdi u (thé tich khdi u cuéi) ctia mdi nhom chuot
duoc xéc dinh, va tj 18 trc ché sy phat trién khdi u tvong déi (TGI (%)) dugc tinh.

Céc két qua:

(1) Nhu dugce thé hién trén Fig.7, dbi véi don tri liéu, sau 3 tudn st dung, so véi nhom
stt dung | (KLH hIgG4; 10 mg/kg), nhom st dung 2 (JS001; 0,3 mg/kg), nhom st dung 3
(hu20; 1 mg/kg), nhém st dung 4 (hu20; 3 mg/kg) va nhém su dung 5 (hu20; 10 mg/kg)
ttc ché dang ké su phat trién khéi u & chudt mang khéi u MC38 do thé tich khéi u dugc
giam di va sy phat trién khéi u cling dugc lam cham lai. DPbi vai vige déng st dung, cac
nhom ddng sir dung c6 tac dung Grc ché dang ké hon dbi v6i sy phat trién khdi u & chudt
mang khéi u MC38 so v6i cac nhom don tri liéu (nhém 6 so voi nhom 3/nhém 2; nhém 7
so voi nhém 4/nhém 2; nhém 8 so véi nhém 5/nhém 2), tie 1a, viee déng sit dung khang
thé don dong khang TIGIT hu20 dugc boc 16 & ddy va khang thé don dong khang PD-1
JS001 c6 tac dung khéng u hi€p ddng tdt.

(2) Séang ché ciing tinh ty 1& trc ché su phat trién khdi u twong dbi trong mdi nhém
chuot khi két thic thir nghiém vao ngay 26 (sau khi cdy khéi u). Cong thuc tinh ty 1¢ e
ché su phat trién khéi u twong dbi 14 nhu sau:

Ty 1€ trc ché sur phat trién khdi u twong dbi TGI (%) = [1 — (Ti = To)/(Vi— Vo)] x 100%
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trong d6 Ti — To = thé tich khéi u cubi ctia nhom st dung sau khi st dung — thé tich
khdi u ciia nhom st dung trude khi st dung, va Vi— Vo = thé tich khéi u cudi ctia nhom
dbi ching sau khi stt dung — thé tich khdi u ctia nhém dbi ching trudce khi s dung (thé
tich khdi u truéc khi st dung vao ngay 6).

Cac két qua tinh nay dugc thé hién trong Bang 9 dudi day:

Bang 9: Tac dung cua cac khang thé khang TIGIT dbi v6i sy phat trién md khéi u &

chudt mang khéi u (mm?, gid tri trung binh+SD, n = 8)

, Thé tich khéi u trung binh
Khang thé dugc st dung,
Nhoém . (mm?3, gid tri trung binh+SD, n TGI(%)
liéu lugng ,
= 8) khi két thiic thir nghiém
1 KLH higG4; 10mg/kg 2562+529 N/A
2 JS001; 0,3mg/kg 1713+876 34,3%
3 hu20; Img/kg 1739+956 33,2%
4 hu20; 3mg/kg 1540+809 41,3%
5 hu20; 10mg/kg 1555+549 40,7%
JS001+hu20;
6 1153+617 56,9%
0,3 mg/kg +1 mg/kg
JS001-+hu20;
7 1101712 59,0%
0,3 mg/kg +3mg/kg
JS001+hu20;
8 9904609 63,5%
0,3 mg/kg +10mg/kg

Gié tri trung binh+SD: Gi4 tri trung binh+dd léch chuan

Céc két qua nay cho thiy rang & giai doan cudi cta thir nghiém (vao ngay 26 sau khi
cdy khéi u), ty 1 tc ché su phat trién khéi u twong ddi TGI (%) cua cac nhom duoc st
dung khang thé khang TIGIT hu20 két hop véi khang thé khang PD-1 JS001 1a cao hon
dang ké so voi ty 1€ tc ché cuia cac nhom duge st dung hu20 hodc JS001 mot minh (nhoém

6 so v6i nhém 3/nhém 2; nhém 7 so véi nhém 4/nhoém 2; nhém 8 so v6i nhdém 5/nhom 2).
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YEU CAU BAO HQ
1. Khang thé khang TIGIT dugc phan l4p hodc manh lién két khang nguyén clia nd, trong
d6 khang thé nay hodc manh lién két khang nguyén cuia nd bao gdm cac ving quyét dinh
tinh bd tro chudi ning HCDR1, HCDR2 va HCDR3 va cac vung quyét dinh tinh bd tro
chudi nhe LCDR1, LCDR2 va LCDR3, trong do:

(1) HCDR1 chi bao gdm trinh tr axit amin duge néu trong SEQ ID NO: 1, HCDR2
chi bao gdm trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 2, HCDR3 chi bao gdm trinh
tw axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 3, LCDRI chi bao gdm trinh ty axit amin dugc
néu trong SEQ ID NO: 6, LCDR2 chi bao gbm trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID

NO: 7, va LCDR3 chi bao gém trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 8; hoac

(2) HCDR1 chi bao gbm trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 11, HCDR2
chi bao gdm trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 12, HCDR3 chi bao gdm trinh
tu axit amin duoc néu trong SEQ ID NO: 13, LCDRI chi bao gém trinh tu axit amin dugc
néu trong SEQ ID NO: 16, LCDR2 chi bao gbm trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID
NO: 17, va LCDR3 chi bao gém trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 18.

2. Khang thé khang TIGIT dugc phan l4p hodc manh lién két khang nguyén cua no theo
diém 1, trong d6 khang thé nay bao gdm ving bién ddi chudi ning (VH) va viung bién ddi
chudi nhe (VL), trong do:

trinh tu axit amin cia VH dugc néu trong SEQ ID NO: 21 hodc 23, hodc c6 mirc do
gibng it nhit 99% véi SEQ ID NO: 21 hodc 23; va

trinh ty axit amin ctia VL dugc néu trong SEQ ID NO: 22 ho#c 24, hodc c6 muc do
gibng it nhit 99% véi SEQ ID NO: 22 hodc 24.

3. Khang thé khang TIGIT dugc phén lap hodc manh lién két khang nguyén cta n6 theo
diém 2, trong d6:
trinh tu axit amin ctia VH cta khéang thé duoc néu trong SEQ ID NO: 21 va trinh tu

axit amin cta VL duoc néu trong SEQ ID NO: 22, hodc
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trinh tu axit amin cia VH cua khang thé dugc néu trong SEQ ID NO: 23 va trinh tu
axit amin ctia VL duoc néu trong SEQ ID NO: 24.
4. Khang thé khang TIGIT dugc phan 1ap hodc méanh lién két khang nguyén ctia n6 theo
diém 2, trong d6 trinh tu axit amin cia chudi ning cta khéng thé dugce néu trong SEQ ID
NO: 31 ho#c 33, va trinh ty axit amin cua chudi nhe cta khang thé dugc néu trong SEQ ID
NO: 32 hodac 34.
5. Khang thé khang TIGIT dugc phan 1ap hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 theo
diém 2, trong d6 trinh ty axit amin cta chudi ning cta khang thé dugc néu trong SEQ ID
NO: 31, va trinh tu axit amin cua chudi nhe ctia khang thé duoc néu trong SEQ ID NO: 32;
hoic trinh tu axit amin ctia chudi ning cta khang thé dugc néu trong SEQ ID NO: 33, va
trinh tu axit amin cua chudi nhe cua khang thé dugc néu trong SEQ ID NO: 34.
6. Khang thé khang TIGIT dugc phan I4p hogc manh lién két khang nguyén ciia né theo
diém 1, trong do khang thé chira ving bién dbi chudi nang (VH) va ving bién doi chudi
nhe (VL), trong do:

trinh ty axit amin cia VH dugc néu trong SEQ ID NO: 25, 27 hoac 29, hodc c6 muc
d0 gidng it nhat 99% véi SEQ ID NO: 25, 27 hodc 29; va

trinh ty axit amin cia VL dugc néu trong SEQ ID NO: 26, 28 hodc 30, hoac c6 muc
do gibng it nhét 99% véi SEQ ID NO: 26, 28 hodc 30.
7. Khang thé khang TIGIT dugc phan 14p hodc manh lién két khang nguyén cua né theo
diém 6, trong d6:

trinh tu axit amin cia VH cta khang thé dugce néu trong SEQ ID NO: 25, va trinh tu

axit amin cta VL dugc néu trong SEQ ID NO: 26; hodc

trinh ty axit amin cia VH cda khang thé dugc néu trong SEQ ID NO: 27, va trinh tu

axit amin cda VL duoc néu trong SEQ ID NO: 28, hodc
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trinh tu axit amin cia VH cda khang thé dugc néu trong SEQ ID NO: 29, va trinh tu
axit amin cia VL dugc néu trong SEQ ID NO: 30.
8. Khéang thé khang TIGIT dugc phan 14p hodc manh lién két khang nguyén clia no, trong
do:

trinh ty axit amin cda VH cua khéng thé duoc néu trong SEQ ID NO: 4, va trinh tu

axit amin cia VL duoc néu trong SEQ ID NO: 9; hodc

trinh tu axit amin ctia VH cta khéng thé dugc néu trong SEQ ID NO: 14, va trinh tu
axit amin cia VL dugc néu trong SEQ ID NO: 19.
9. Khéng thé hodc manh lién két khang nguyén cua n6 theo diém bét ky trong s6 cac diém
tir 1 dén 8, trong d6 khang thé nay hodc ménh lién két khang nguyén cta no la khang thé
dhy di, khang thé chudi don, khéng thé Fab, khang thé Fab’, khéng thé (Fab')2 hodc khang
thé hai gia.
10. Khang thé hoic manh lién két khang nguyén cta n6 theo diém bAt ky trong s6 cac diém
tir 1 dén 8, trong d6 khang thé nay 1a kiéu phu IgG1, IgG2, IgG3 hodc IgG4.
11. Khang thé hoic manh lién két khang nguyén ctia né theo diém bat ky trong s6 cac diém
tr 1 dén 8, trong d6 khang thé nay hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 12 khang thé
da gid.
12. Phan tr axit nucleic dugc phén 14p, ma hoa khang thé hodc manh lién két khang nguyén
cta né theo didm bét k¥ trong sb cac diém tir 1 dén 11.
13. Vecto tai td hop hodc biéu hién bao gdm mdt hodc nhidu trinh tu axit nucleic theo diém
12, trong d6 vecto nay la thich hop dé tao ra theo cach tai td hop khang thé hodc manh lién
két khang nguyén cta n6 theo diém bt ky trong s cac diém tir 1 dén 11.
14. Té bao chu bao g%)m mot hoac nhidu vecto biéu hién hodc tai td hop theo diém 13 hodc
cac phén tr axit nucleic theo didm 12, va/hodc biéu hién khing thé hodc manh lién két

khang nguyén cia nd theo diém bét ky trong s6 cac diémtir 1 dén 11.
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15. Duoc phidm bao gdm ché pham ctia khang thé hoic manh lién két khang nguyén cua
né theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 11 va chit mang hodc ta dugc duge dung.
16. Dugc phim theo diém 15, trong d6 dugc phim nay con bao gdm chét ddi khang truc
PD-1.

17. Dugc pham theo diém 16, trong d6 chit dbi khang truc PD-1 dugc chon tir khang thé
khéng PD-1, khang thé khang PD-L1 va khéng thé khang PD-L2.

18. Phuong phap tao ra khang thé hoic manh lién két khang nguyén ctia n6 theo diém bat
ky trong s cac diém tir 1 dén 11, bao gdm cac budc: nudi cy té bao chi theo diém 14, va

phén lap khang thé hodc manh lién két khang nguyén ciia né tir dich nudi cy.
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<110>

<120>
<130>
<150>
<151>
<160>
<170>
<210>
<211>
212>
<213>

<400>

Gly Tyr Ala Phe Thr Glu Tyr Thr

1

<210>
<211>
212>
<213>

<400>

Ile Asn Pro Asn Thr Gly Gly Thr

1

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

<400>
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SIPOSequencelisting 1.0
1

8

PRT

Mus musculus

1

5

2
8
PRT

Mus musculus

2

5

3

12

PRT

Mus musculus
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Ala Lys Leu Leu Arg Leu Met Tyr Tyr Phe Asp Tyr

1

210>

<211>

<212>

<213>

<400>

4
119
PRT

5

Mus musculus

4

Glu Val Gln Leu

1

Ser

Thr

Gly

Lys

65

Met

Ala

Thr

Val

Met

Gly

50

Gly

Glu

Lys

Thr

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

gaggtccagc
tcctgcaaga
catggaaaga

Lys Ile
20

His Trp

35

Ile Asn

Lys Ala

Phe Arg

Leu Leu

100

Leu Thr
115

357
ADN

Mus

5

Gln

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Arg

Val

musculus

Gln

Cys

Lys

Asn

Leu

70

Leu

Leu

Ser

Ser Gly

Lys Thr

Gln Ser

40

Thr Gly

55

Thr Val

Thr Ser

Met Tyr

Ser

Pro

Ser

25

His

Gly

Asp

Glu

Tyr
105

10

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90
Phe

Leu

Tyr

Lys

Thr

Ser

75

Ser

Asp
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Val

Ala

Ser

Tyr

60

Ser

Ala

Tyr

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Trp

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

15

Glu

Trp

Lys

Ala

Tyr

95
Gln

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

tgcaacagtc tggacctgag ctggtgaagc ctggggcttc agtgaagata
cttctggata cgcattcact gaatacacca tgcactgggt gaaacagagc
gccttgagtg gattggaggt attaatccta acactggtgg tactacctac

60
120
180

58/81
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aaccagaagt tcaagggcaa ggccacattg actgtagaca agtcctccag cacagcctac 240
atggagttcc gcagcctgac atctgaggat tctgcagtct attactgtge aaaattacta 300
cggctcatgt actactttga ctactggggc caaggcacca ctctcacagt ctcctca 357
<210> 6

<211> 6

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 6
Gln Asp Val Arg Thr Ala
1 5

<210> 7
<211> 3
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 7
Ser Ala Ser
1

<210> 8
<211> 9
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 8
His Gln His Tyr Ile Thr Pro Trp Thr
1 5

<210> 9

<211> 107

<212> PRT

<213> Mus musculus
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<400> 9
Asp Ile Val
1

Val

Asp Arg

Val Ala Trp

35

Tyr Ser Ala
50

Ser Gly Ser

65

Glu

Asp Leu

Thr Phe Gly

<210> 10

<211> 321
<212> ADN
<213> Mus
<400> 10
gacattgtga
atcacctgca
ggacaatctc
cgcttcactg
gaagacctgg

ggcaccaagc
<210> 11
<211> 8

<212> PRT

<213> Mus

Met Thr

Ser Ile
20
Tyr Gln

Ser Tyr

Gly Thr

70

Ala Leu
85
Gly Gly

100

musculus

tgacccagtc
aggccagtca
ctaaactact
gcagtggatc
cactttatta

tggaaatcaa

musculus

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

His

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Leu

49143

Lys

Ala

25

Gly

Gly

Phe

His

Glu
105

Phe

10

Ser

Gln

Val

Thr

Gln

90
Ile

Met

Gln

Ser

Pro

Ile

75

His

Lys

tcacaaattc atgtccacat

ggatgtgagg actgctgtag

gatttactcg gcatcctacc

tgggacggat ttcactttca

ctgtcatcaa cattatatta

a

4/21

Ser Thr Ser Val Gly

15

Asp Val Arg Thr Ala

30

Pro Lys Leu Leu Ile

45

Asp Arg Phe Thr Gly

60
Ser Ser Val Gln Ala
80
Ile Thr Pro

Tyr Trp

95

cagtaggaga cagggtcagc
cctggtatca acagaaacca
ggtacactgg agtccctgat
ccatcagcag tgtgcaggct
ctccgtggac gttcggtgga

60
120
180
240
300
321
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<400> 11
Gly Tyr Thr Phe Thr Asn Tyr Trp
1 5

210> 12
<211> 8
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 12
Ile Tyr Pro Gly Gly His Tyr Thr
1 5

<210> 13
<211> 11
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 13
Thr Arg Tyr Tyr Gly Pro Tyr Ala Met Asp Tyr
1 5 10

<210> 14
<211> 118
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 14
Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Asp Glu Leu Val Arg Pro Gly Thr
1 5 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Gln Ala Ala Gly Tyr Thr Phe Thr Asn Tyr
20 25 30
Trp Ile Leu Trp Ile Lys Gln Arg Pro Arg His Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45
Gly Asp Ile Tyr Pro Gly Gly His Tyr Thr Asn Tyr Asn Glu Lys Phe
50 55 60
5/21



Lys Gly Lys
65
Met Gln Leu

Thr Arg Tyr

Ser Val Thr
115
<210> 15
<211> 354
<212> ADN
<213> Mus
<400> 15
caggtccagc
tcctgecagg
cctcgacatg
aatgagaaat
atgcaactca
ggtccctatg
<210> 16
<211> 12
<212> PRT
<213> Mus

<400> 16

Ala

70

Asn

85
Tyr
100
Val

musculus

tgcagcagtc
ctgctggata
gccttgagtg
tcaagggcaa
acagcctgac

ctatggacta

musculus

Thr Leu

Ser Leu

Gly Pro

Ser Ser

tggagatgaa
caccttcact
gattggagat
ggccacactg
atctgaggac
ctggggtcaa

49143

75

90

105

ctggtaaggc ctgggacttc
aactactgga tactttggat
atttaccctg gaggtcatta
actgcagaca catcctccag
tctgccatct attactgtac

ggaacctcag tcaccgtctc

Gln Ser Leu Leu Tyr Asn Ser Asn Gln Lys Asn Tyr

1
<210> 17
<211> 3
<212> PRT

<213> Mus

5

musculus

10
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110

Thr Ala Asp Thr Ser Ser Ser Thr Ala Tyr

80

Thr Ser Glu Asp Ser Ala Ile Tyr Tyr Cys

95

Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr

agtgaaggtg
aaagcagagsg
tactaattac
tacagcctac
aagatactat

ctca

60
120
180
240
300
354
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<400> 17
Trp Ala Ser
1

<210> 18
<211> 9
<212> PRT
<213>

<400> 18

Mus musculus

49143

Gln Gln Tyr Tyr Ser Tyr Pro Phe Thr

1

<210> 19
<211> 113
<212> PRT
<213>

<400> 19
Asp Ile Val
1

Glu Lys Val

Ser Asn Gln
35
Ser Pro Lys
50
Pro Asp Arg
65
Ile Ser Ser

Tyr Tyr Ser

Lys

Met

Thr

20

Lys

Leu

Phe

Val

Tyr
100

5

Mus musculus

Ser

Met

Asn

Leu

Thr

Lys

85

Pro

Gln

Ser

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Phe

Ser

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Thr

Pro

Lys

Ala

40

Trp

Gly

Asp

Phe

Ser

Ser

25

Trp

Ala

Ser

Leu

Gly
105

Ser Leu
10
Ser Gln

Tyr Gln

Ser Thr

Gly Thr

75

Ala Val

90
Ser Gly
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Pro

Ser

Gln

Gly

60

Asp

Tyr

Thr

Val

Leu

Ile

45

Glu

Phe

Tyr

Lys

Ser

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Leu

110

Val
15

Tyr

Gly

Gly

Leu

Gln

95
Glu

Gly

Asn

Gln

Val

Thr

80

Gln

Ile
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<210> 20

<211> 339
<212> ADN
<213> Mus
<400> 20
gacattgtga
atgagctgca
tggtaccagc
gaatctgges
atcagcagtg
ccattcacgt
<210> 21
<211> 119
<212> PRT
<213> Trin
<220>
<223> Trin
<400> 21
Gln Val Gln
1

Val

Ser Lys

Thr Met His

35

Gly Gly Ile

50

Gln Gly Arg

65

Met Glu Leu

Ala Lys Leu

musculus

tgtcacagtc
agtccagtca
agataccagg
tccctgatcg
tgaaggctga
tcggeteggs

h ty nhan t

h tu

Leu Val Gl

5

Val Ser

20

Trp Val

Asn Pro As

Val Thr Le

70
Ser Arg Le
85
Le

Leu Arg

100

Cys

Arg

tccatcctcec
gagcctttta
gcagtctcct
cttcacaggc
agacctggca
gacaaagttg

ao

axit amin cla vung bién

n Ser Gly

Lys Thr

Gln Ala
40
n Thr Gly
55
u Thr Val

u Arg Ser

u Met Tyr

49143

ctacctgtgt
tataatagta
aaactgctga
agtggatctg
gtttattact

gaaataaaa

Ala Glu Val

10

Ser Gly Tyr

25
Gln

Pro Gly

Gly Thr Thr

Asp Lys Ser

75
Asp Asp Thr
90
Tyr Phe Asp
105

8/21

cagttggaga
atcaaaagaa
tttactgggc
ggacagattt

gtcagcaata

i chudi nang

Lys Lys Pro

Ala Phe

30

Gly Leu
45
Tyr Asn
60
Ser Ser

Val Val

Trp

Thr

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly

gaaggttact
ctacttggcc
atccactggg
cactctcacc

ttatagctat

Gly Ala
15
Glu Tyr

Trp Met

Lys Phe

Ala Tyr
80
Tyr Cys
95

Gln Gly

110

60
120
180
240
300
339
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Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

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

<220>
<223>

<400>
Asp Ile
1

Glu Arg

Val Ala

Tyr Ser
50

Ser Gly

65

Glu Asp

Thr Phe

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

<220>
<223>

115

22
107
PRT

Trinh tv

Trinh ty

22
Val

Ala

Trp

35

Ala

Ser

Val

Gly

23

119
PRT

Trinh ty nhan tao

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

nhan tao

axit amin cla vung bién doéi

Thr

Ile

Gln

Tyr

Thr

Val

85
Gly

Gln

Asn

Gln

Arg

Asp

70

Thr

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Val

49143

Asp

Ala

25

Gly

Gly

Leu

His

Glu
105

Ser Leu
10
Ser Gln

Gln Pro

Val Pro

Thr Ile
75

Gln His

90

Ile Lys

chudi nhe

Ala

Asp

Pro

Asp

60

Ser

Tyr

Val

Val

Lys

45

Arg

Ser

Ile

Ser

Arg

30

Leu

Phe

Leu

Thr

Trinh ty axit amin cla ving bi&n déi chudi nang
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Leu

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Gly

Ala

Ile

Gly

Ala

80

Trp
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<400>

23

Gln Val Gln

1

Ser

Thr

Gly

Gln

65

Met

Ala

Thr

Val

Met

Gly

50

Gly

Glu

Lys

Leu

<210>

<211>

<212>

<213>

220>

<223>

<400>

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

Leu

Val
115

24
107
PRT

Trinh ty nhan tao

Leu

Val

20

Trp

Asn

Val

Ser

Leu

100
Thr

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Arg

Val

Gln

Cys

Arg

Asn

Leu

70

Leu

Leu

Ser

Ser Gly

Lys Thr

Gln Ala

40

Thr Gly

55

Thr Val

Arg Ser

Met Tyr

Ser

49143

Ala

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Glu

Tyr
105

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90
Phe

Trinh ty axit amin cla vung bién

24

Asp Ile Gln Met

1

Asp Arg Val Thr

20

Val Ala Trp Tyr

35

Tyr Ser Ala Ser

50

Thr Gln Ser Pro Ser Ser

5

Ile Thr Cys Gln Ala Ser

25

10

Gln Gln Lys Pro Gly Lys

40

Tyr Arg Tyr Thr Gly Val

55

Val

Tyr

Lys

Thr

Ser

75

Thr

Asp

Leu

Gln

Ala

Pro
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Lys

Ala

Gly

Tyr

60

Ser

Val

Tyr

Ser Ala Ser Val Gly

Asp Val Arg Thr Ala

Pro Lys Leu Leu Ile

Ser Arg Phe Ser Gly

60

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Trp

45

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

i chudi nhe

30

Gly

15

Glu

Trp

Lys

Ala

Tyr

S5
Gln

15

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly
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Ser Gly Ser Gly

65

Glu Asp Ile Ala

Thr Phe Gly Gly

<216>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

25
118
PRT

Trinh ty

Trinh tu

25

Gln Val Gln

1

Ser

Trp

Gly

Gln

65

Met

Thr

Leu

Val

Ile

Asp

50

Gly

Glu

Arg

Val

<2106>

<211>

Lys

Leu

35

Ile

Arg

Leu

Tyr

Thr
115

26
113

100

Leu

Val

20

Trp

Tyr

Val

Ser

Tyr

100
Val

49143

Thr Asp Phe Thr Phe Thr

70

Thr Tyr Tyr Cys His Gln

85

90

Gly Thr Lys Val Glu Ile

nhan tao

105

axit amin cta vung bién

Val

Ser

Ile

Pro

Thr

Ser

85

Gly

Ser

Gln

Cys

Arg

Gly

Leu

70

Leu

Pro

Ser

Ser

Lys

Gln

Gly

55

Thr

Arg

Tyr

Gly

Ala

Ala

40

His

Ala

Ser

Ala

Ala

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Met
105

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Asp

Ile Ser Ser Leu Gln Pro

75

80

His Tyr Ile Thr Pro Trp

Lys

déi chudi nang

Val Lys
Tyr Thr
Gln Gly
Asn Tyr

60
Ser Ser
75

Thr Ala

Tyr Trp
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Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Gly

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Gln
110

95

Gly

15

Asn

Trp

Lys

Ala

Tyr

95
Gly

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Thr
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<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Asp Ile
1

Asp Arg

Ser Asn

Ala Pro

50
Pro Ser
65

Ile Ser

Tyr Tyr

Lys

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

PRT

Trinh tu

Trinh tu

26
Gln

Val

Gln

35

Lys

Arg

Ser

Ser

27
118
PRT

Trinh ty

Trinh tuy

27

Met

Thr

20

Lys

Leu

Phe

Leu

Tyr
100

Gln Val Gln Leu

1

Ser Val Lys Val

20

nhan tao

49143

axit amin cla vung bién

Thr Gln

Ile Thr

Asn Tyr

Leu Ile

Ser Gly

70

Gln Pro

85

Pro Phe

nhan tao

Ser

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Thr

Pro

Arg

Ala

40

Trp

Gly

Asp

Phe

Ser

Ser

25

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly
105

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

90
Gln

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

75

Thr

Gly

Ser Ala

Ser Leu

Gln Lys

45

Gly Glu

60

Asp Phe

Tyr Tyr

Thr Lys

i chudi nhe

Ser

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Val
110

axit amin ctia ving bién déi chudi nang

Val
15

Tyr

Gly

Gly

Leu

Gln

95
Glu

Gly

Asn

Lys

Val

Thr

80

Gln

Ile

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

5

10

15

Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asn Tyr

25
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Trp Ile Leu Trp
35
Gly Asp Ile Tyr
50
Gln Gly Afg Val
65
Met Glu Leu Ser

Thr Arg Tyr Tyr

100

Leu Val Thr Val
115

<210> 28

<211> 113
<212> PRT
<213> Trinh tu

220>

<223> Trinh tu

<400> 28

Asp Ile Val Met

1

Glu Pro Ala Ser

20

Ser Asn Gln Lys
35

Ser Pro Gln Leu

50

Pro Asp Arg Phe

65

Ile Ser Arg Val

Tyr Tyr Ser Tyr
100

Ile Arg Gln Ala

Pro Gly Gly
55

49143

40

His Tyr

Thr Leu Thr Ala Asp

70
Arg Leu Arg
85

Gly Pro Tyr Ala

Ser Ser

nhan tao

Thr

Thr

Ser Asp Asp

105

90

Met Asp

axit amin cla vung bién

Thr Gln Ser
5
Ile Ser Cys

Asn Tyr Leu

Leu Ile Tyr
55
Ser Gly Ser
70
Glu Ala Glu
85
Pro Phe Thr

Pro Leu

Arg Ser
25

Ala Trp

40

Trp Ala

Gly Ser

Asp Val

Phe Gly
105

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Gly

90
Gln

Pro Gly Gln

Asn
Ser
75

Thr

Tyr

Leu

Gln

Leu

Thr

Thr

75

Val

Gly

13/21

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Trp

Leu Glu Trp

45

110

i chudi nhe

Pro Val Thr

Ser

Gln

Gly

60

Asp

Tyr

Thr

Leu

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Lys

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu

110

Asn Glu Lys

Ser Thr Ala

Val Tyr Tyr

95
Gly Gln Gly

Pro
15

Tyr

Gly

Gly

Leu

Gln

95
Glu

Met

Phe

Thr

Gly

Asn

Gln

Val

Lys

80

Gln

Ile
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Lys

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

<220>
<223>

<400>
Gln Val
1

Ser Val

Trp Ile
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