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(21) 1-2020-00906

(57) Sang ché dé cap dén cac khang thé gin két vai protein lién quan dén té bao
lympho T gy doc té bao 4 (CTLA-4), va phuong phap st dung khang thé nay. Theo
c4c phuong an khac nhau ctia sang ché, khang thé 12 khang thé ciia ngudi c6 chiéu dai
ddy du gén két diac hiéu v6i CTLA-4. Theo mot sé phuong 4n, cdc khang thé theo
sang ché hiru ich dé e ché hodc l1am trung hoa hoat tinh cia CTLA-4, do d¢ tao ra
cach hoat hoa té bao T va/hodc diéu tri bénh hodc rdi loan nhu bénh ung thu hodc

bénh nhiém virut.
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Tham chiéu dén danh muc trinh tw

Sang ché két hop dé tham khao Danh muc trinh tu dugc ndp & dang doc dugc
trén may vi tinh duéi dang t&p 10360WOO01-Sequence.txt, dugc tao ra vao ngay 29
thang 6 ndam 2018 va chua 178.018 byte.

Linh vire ky thuit dwgc dé cap

Sang ché dé cap dén khang thé va cac manh gin két khang nguyén cia khang
thé gan két dic hiu voi protein lién quan dén té bao lympho T gay doc té bao 4
(cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4: CTLA-4) cua thu thé didu bién mién

dich, va phuong phép didu tri va chan doan bing cach st dung cac khang thé nay.

Tinh trang ky thuit clia sang ché

Protein lién quan dén té bao lympho T gy doc té bao 4 (CTLA-4; con dugc goi
la CD152) la thu thé kidm soat su trc ché té bao T xuyén mang typ I dugc biéu hién
trén té bao T binh thuong va té bao T diéu hoa. CTLA-4 didu hoa am tinh sy Hoat hoa
té bao T béng cach canh tranh vugt trdi thu thé kich thich CD28 tir su gén két voi cac
phéi tir tw nhién cia n6, B7-1 (CD80) va B7-2 (CD86). S hoat hoa té bao T ban diu
dat dugc béng cach kich thich cac thu thé té bao T (T-cell receptor: TCR) nhén biét
cac peptit dic hiéu dugc trinh dién béi cac protein cua phirc hop tuong thich md chinh
nhom I hodc II (MHCI hodc MHCII) trén cac té bao trinh dién khang nguyén (antigen-
presenting cell: APC) (Goldrath et al. 1999, Nature 402: 255-262). Thu thé TCR duoc
hoat hoa lai khoi mao thac sy kién truyén tin hi€u, ma co thé duogc theo ddi theo su
biéu hién cia cac gen thong bao da chuyén nhiém, dugc dinh hudng béi cac gen khoéi
dAu didu hoa su bidu hién cla cac yéu t6 phién ma khac nhau nhu chat hoat hoa-
protein 1 (activator-protein 1: AP-1), yéu t& nhan cla cac té bao T dwgc hoat hoa
(Nuclear Factor of Activated T-cell: NFAT) hodc chit ting cudong chudi nhe kapa cua
yéu t6 nhan cua céc té bao T dugce hoat hda (NFkB). Sau do, sy dap ung cla té bao T
duoc cai thién thém nho su tham gia clia cac thy thé ddng kich thich hoge dong trc ché
duoc biéu hién co dinh hodc cam tmg trén céc t€ bao T nhw CD28, CTLA-4 (protein
lién quan dén t& bao lympho T gay doc t€ bao 4), PD-1 (protein 1 gy chét t& bao theo
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chuong trinh), LAG-3 (gen hoat hoa t€ bao lympho 3) ho#c cac phan tir khac (Sharpe
et al. 2002, Nat. Rev. Immunol. 2: 116-126).

Céc ddng thu thé CD28 va CTLA-4 canh tranh véi cac phéi tir giéng nhau,
CD80 va CD86, duoc biéu hién trén cac té bao trinh dién khang nguyén (APC).
CTLA-4 gin két CD80 va CD86 véi 4i luc cao hon so v6i CD28, c6 chic ning lam
mdi va e ché su hoat hoa ciia CD28 bing cach cd 14p cac phéi tir din dén 1am giam
su hoat héa té bao T (Alegre ef al. 2001, Nat. Rev. Immunol. 1: 220-228, Walker et al.
2011, Nat. Rev. Immunol. 11: 852-863, va Buchbinder et al., 2016, American Journal
of Clinical Oncology, 39:98-106). |

Bén chit ky thuit clia sing ché

Sang ché d& xuét khang thé va méanh gén két khang nguyén cia né gin két véi
CTLA-4. Cac khang thé theo séng ché hitu ich, ngoai cac uu diém khéc, dé hudng
dich cac t& bio min dich biéu hién CTLA-4, va dé didu bién hoat tinh CTLA-4. Theo
mot s& phuong 4n, cac khang th& theo sang ché hitu ich dé uc ché hodc lam trung hoa
hoat tinh ctia CTLA-4 va/hodc dé kich thich su hoat héa ctia té bao T, vi du, trong cac
trudng hop trong dé sy tiéu diét qua trung gian té bao T 14 ¢6 loi hodc mong muén.
Theo mot sd phwong 4n, céc khang thé nay hitu ich @8 trc ché chirc ning cua té bao T
didu hoa va/hodc dé tai hoat hda céac té bao T da can kiét. Cac khang thé khéang CTLA-
4 theo sang ché, hodc cic phan gin két khang nguyén cta no, co thé dugc dua vao lam
mdt phan cta phan tr gin két khang nguyén da dic hiéu, vi du, dé diéu bién dap ung
midn dich va/holic huéng dich cac khang thé dén loai té bao dac hiéu, nhu té bao khoi
u, hodc té bao nhiém bénh. Céc khang thé nay hiru ich trong viéc diéu tri bénh hoic
rdi loan nhu bénh ung thu va bénh nhiém virut.

Cac khang thé theo sang ché 6 thé ¢6 chidu dai dy da (vi du, khang thé IgG1
hoac IgG4) hodc cé thé chi chira phan gén két khang nguyén (vi du, Fab, F(ab’), hogc
manh scFv), va co thé dugc cai bién dé tac dong dén chirc nang, vi du, dé loai bo cac
chire nang hiéu tmg con du (Reddy et al., 2000, J. Immunol. 164:1925-1933). Theo
mdt s6 phuong an, khang thé c6 thé 1a khang thé déc hiéu kép.

Theo khia canh thir nhit, sang ché dé xuét khang thé don dong tai t6 hop dugc

phan 14p hodc cadc manh gén két khing nguyén cua nd gén két ddc hiéu voi CTLA-4.
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Theo mot s6 phuong 4n, khang thé 12 khang thé ctia ngudi co chiéu dai day du.

Khéng thé khang CTLA-4 1am vi dy theo sang ché dugc liét ké trong cac Bang
1 va 2 cia ban mo ta nay. Bang 1 thé hién cac bd nhén dang trinh ty axit amin clia cac
ving bién dbi chudi ning (heavy chain variable region: HCVR), cac vung bién d6i
chudi nhe (light chain variable region: LCVR), cac vung quyét dinh tinh bd tro chudi
ning (HCDR1, HCDR2 va HCDR3), va céc ving quyét dinh tinh bd tro chudi nhe
(LCDR1, LCDR2 va LCDR3) cua céc khang thé khang CTLA-4 lam vi du. Bang 2
thé hién cac bo nhan dang trinh tu axit amin cia cac ving HCVR, LCVR, HCDRI,
HCDR2 HCDR3, LCDR1, LCDR2 va LCDR3 cta cac khang thé khang CTLA-4 lam
vi du.

Sang ché dé xuét khang thé, hodc cic méanh gén két khéang nguyén cua nd, chta
vung HCVR ¢6 trinh ty axit amin dugc chon tir trinh tu bét ky trong sb cac trinh tu
axit amin ctia vung HCVR duogc liét ké trong Bang 1, hodc trinh tu gé“m nhu tuong tu
clia chung ¢6 mirc d0 gidng v& trinh tw it nhat 90%, it nhat 95%, it nhét 98% hodc it
nhét 99% v&i cic trinh tu nay.

Sang ché con dé xuét khang thé, hoic cac manh gin két khang nguyén cuia no,
chira ving LCVR ¢ trinh ty axit amin dwgc chon tir trinh tur bét ky trong sd cac trinh
tu axit amin cia ving LCVR dugc liét ké trong Bang 1, hodc trinh tur gin nhu twong
tir ciia chiing c6 mirc do giéng v& trinh ty it nhit 90%, it nhit 95%, it nhat 98% hodc it
nhit 99% vdi cac trinh tu nay.

Sang ché con dé xuét khang thé, hodc cac méanh gén két khang nguyén cua no,
chtra cdp trinh ty axit amin cua vang HCVR va LCVR (HCVR/LCVR) c6 trinh ty bét
ky trong sd céc trinh ty axit amin cta ving HCVR dugc liét ké trong Bang 1 duoc
ghép ddi véi trinh tu bét ky trong sb cac trinh tu axit amin ctia ving LCVR dugc liét
ké trong Bang 1. Theo mdt sd phuong 4n, sing ché d& xuét khang thé, hosic cdc manh
gin két khang nguyén cia no, chira cip trinh ty axit amin cua ving HCVR/LCVR
duoc chira trong khang thé bat k¥ trong sb cac khang thé khang CTLA-4 1am vi du
duoc liét ké trong Bang 1. Theo mot s& phirong 4n, cdp trinh tu axit 2min cta ving
HCVR/LCVR dugc chon tir nhom gé)m céc trinh tw SEQ ID NO: 2/10, 18/26, 34/42,
50/58, 66/74, 82/90, 98/106, 114/122, 130/138, 146/154, 162/170, 178/186, 194/202,
210/218, 226/234, 242/250, 258/266, 274/282, 290/298, 306/298, 314/322, 330/338,

3/292



50111

346/354, 362/370, 378/386, 394/402, 410/418, 426/434, 442/450, 458/466, 474/482,
va 490/498. Theo mdt s phuong 4an, cip trinh ty axit amin cia ving HCVR/LCVR
duge chon tr mot trong sb céc trinh tu SEQ ID NO: 194/202 (vi du, H1H19303P),
hodic 290/298 (vi du, H1H19319P2). Theo mdt s6 phuong an, sang ché dé xuét khéng
thé khang CTLA-4 hoic méanh gin két khang nguyén cla né chira ving HCVR va
LCVR, ving HCVR néu trén chtra trinh ty axit amin dugc liét ké trong Bang 1 ¢ t6i
da muoi sy thay thé axit amin, va vung LCVR néu trén chira trinh tu axit amin dugc
liét ké trong Bang 1 c6 t6i da mudi su thay thé axit amin. Vi du, sang ché dé xuit
khang thé khang CTLA-4 hoic manh gin két khang nguyén ciia né chira ving HCVR
va LCVR, ving HCVR néu trén chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 194 ¢6
tdi da muoi su thay thé axit amin, va ving LCVR néu trén chira trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO: 202 c6 tbi da mudi su thay thé axit amin. Theo phwong 4n lam vi
du khac, sang ché d& xuét khang thé khang CTLA-4 hoic manh gin két khang nguyén
cua no6 chira ving HCVR va LCVR, ving HCVR néu trén chira trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO: 194 c6 it nhat mot sy thay thé axit amin, va ving LCVR néu trén
chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 202 c6 it nhit mét sy thay thé axit
amin. _

Sang ché con d& xuit khang thé, hodc cic manh gin két khang nguyén cua né,
chia ving CDR1 chudi niing (HCDR1) ¢6 trinh tu axit min dugce chon tir trinh tw bét
ky trong sd cac trinh tu axit min ctia ving HCDR1 dugc liét ké trong Bang 1 hodc
trinh ty gin nhu twong tu cta ching c¢6 mirc do gidng vé trinh tyr it nhit 90%, it nhat
95%, it nhat 98% hodc it nhat 99%.

Sang ché con dé xuét khang thé, hoic cac manh gin két khang nguyén ciia né,
chira ving CDR2 chudi ning (HCDR2) c¢6 trinh tu axit min dugc chon tir trinh tur bat
ky trong sb céc trinh ty axit amin ciia ving HCDR2 duoc liét ké trong Bang 1 hoic
trinh ty gan nhu twong tu cta ching c6 mic dd gidng vé trinh tu it nhat 90%, it nhat
95%, it nhat 98% hodc it nhat 99%.

Séng ché con dé xuét khang thé, hodc cic manh gin két khang nguyén cia né,
chira ving CDR3 chudi ning (HCDR3) ¢6 trinh ty axit min duge chon tir trinh ty bét
ky trong sd céc trinh ty axit min ctia ving HCDR3 dugc liét ké trong Bang 1 hodc

trinh tu gdn nhu twong tu cta ching c6 mirc dd gibng vé trinh ty it nhat 90%, it nhat
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95%, it nhat 98% hodc it nhat 99%.

Sang ché con d& xuit khang thé, hodc cac manh gin két khang nguyén cia né,
chira ving CDR1 chudi nhe (LCDR1) ¢6 trinh tu axit min dugc chon tir trinh tw bét ky
trong sd cac trinh ty axit min ciia ving LCDR1 duorc liét ké trong Bang 1 hoic trinh tu
gin nhu twong tu cta ching c6 mirc do gidng vé trinh tur it nhat 90%, it nhit 95%, it
nhit 98% hodc it nhét 99%.

' Sang ché con d& xuit khang thé, hodc cic manh gin két khang nguyén cua no,
chtra ving CDR2 chudi nhe (LCDR2) ¢6 trinh tir axit min duoc chon tir trinh tu bat ky
trong sb cac trinh ty axit min ctia ving LCDR2 duoc liét ké trong Bang 1 hoic trinh tu
gin nhu twong tu cla chung c6 mtc d6 gidng vé trinh tu it nhit 90%, it nhit 95%, it
nhat 98% hodc it nhét 99%.

Sang ché con dé xuét khang thé, hodc cac manh gin két khang nguyén cta no,
chira ving CDR3 chudi nhe (LCDR3) ¢4 trinh tir axit min dugc chon tir trinh tu bét ky
trong sb cac trinh tu axit min ctia ving LCDR3 dugc liét ké trong Bang 1 hodc trinh tir
gan nhu tuong tu cla ching c6 mirc d6 giéng vé trinh tu it nhat 90%, it nhit 95%, it
nhat 98% hodc it nhét 99%.

Sang ché con dé xuat khang thé, hoic cac manh gin két khang nguyén ciia no,
chtra cdp trinh tu axit min ctia ving HCDR3 va LCDR3 (HCDR3/LCDR3) ¢6 trinh tu
bat ky trong s6 céac trinh tu axit min cta ving HCDR3 dugc liét ké trong Bang 1 duoc
ghép cip véi trinh tu bat ky trong s6 céc trinh ty axit min cia ving LCDR3 dugce liét
ké trong Bang 1. Theo mét sé phwong an, sang ché d& xuit khang thé, hodc cdc manh
gin két khang nguyén clia nd, chira cp trinh ty axit min cia vung HCDR3/LCDR3
duge chira trong khéng thé bat ky cuia cac khang thé khang CTLA-4 1am vi du duoc
ligt ké trong Bang 1. Theo mdt s phwong 4n, cip trinh ty axit min cia vung
HCDR3/LCDR3 dugc chon tir nhém gdm céc trinh ty SEQ ID NO: 200/208 (vi du,
H1H19303P), va 296/304 (vi dy, HIH19319P2).

Sang ché con dé xuét khang thé, hodc cac manh gin két khang nguyén cia no,
chtra ving HCVR va LCVR, vung HCVR néu trén chtra ving HCDR1 ¢6 trinh tu axit
amin khac vdi trinh tu axit amin dugce liét ké trong Bang 1 vé 1 axit amin, vung
HCDR?2 chura trinh ty axit amin khac véi trinh tu axit amin dugce liét ké trong Bang 1

vé 1 axit amin, va vung HCDR3 chtra trinh ty axit amin khac véi trinh tuy axit amin
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duoc liét ké trong Bang 1 vé 1 axit amin. Theo mot sé phuong 4n, sang ché dé xuit
khang thé, hodc cic manh gin két khang nguyén ctia no, chira ving HCVR va LCVR,
ving LCVR néu trén chira ving LCDR1 ¢6 trinh tu axit amin khac véi trinh tu axit
amin dugc liét ké trong Bang 1 vé 1 axit amin, vung LCDR2 chtra trinh ty axit amin
khéc véi trinh tu axit amin dugc li€t ké trong Bang 1 vé 1 axit amin, va vung LCDR3
chtta trinh tw axit amin khac véi trinh tu axit amin dugc liét ké trong Bang 1 vé 1 axit
amin. Vi du, sang ché d& xuét khang thé khang CTLA-4, hoic cic méanh gin két
khang nguyén cua nd, chira ving HCVR va LCVR, ving HCVR néu trén chira ving
HCDRI ¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 196 hoéc trinh ty axit amin khac
voi trinh tw SEQ ID NO: 196 vé 1 axit amin, ving HCDR2 chira trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO: 198 hogc trinh tu axit amin khac véi trinh ty SEQ ID NO: 198
vé 1 axit amin, va ving HCDR3 chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 200
hodc trinh ty axit amin khac véi trinh tu SEQ ID NO: 200 vé 1 axit amin. Theo
phuong an lam vi du khéc, sang ché d& xuét khang thé, hodc cic manh gin két khang
nguyén ctia no, chira ving HCVR va LCVR, vung LCVR néu trén chira ving LCDR1
¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 204 hodc trinh ty axit amin khac véi trinh
tu SEQ ID NO: 204 vé 1 axit amin, ving LCDR2 ¢6 trinh ti axit amin néu trong SEQ
ID NO: 206 hodc trinh tu axit amin khac véi trinh tu SEQ ID NO: 206 vé 1 axit amin,
va vung LCDR3 c¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 208 ho#c trinh ty axit
amin khac véi trinh tw SEQ ID NO: 208 vé 1 axit amin.

Sang ché con @& xuét khang thé, hodc cac méanh gin két khang nguyén cia no,
chira tdp hop gdm sau ving CDR (nghia 13 HCDR1-HCDR2-HCDR3-LCDRI-
LCDR2-LCDR3) duogc chira trong khang thé bat ky trong s6 cac khang thé khang
CTLA-4 lam vi du dugc liét ké trong Bang 1. Theo mét sé phwong an, tp hop trinh tu
axit amin cia cdc vung HCDRI-HCDR2-HCDR3-LCDRI1-LCDR2-LCDR3 dugc
chon tir nhém gdm céc trinh tw SEQ ID NO: 196-198-200-204-206-208 (vi du,
H1H19303P), va 292-294-296-300-302-304 (vi dy, HIH19319P2).

Theo phuong 4n lién quan, sang ché d& xuét khang thé, hodc cic manh gin két
khang nguyén cua nd, chira tap hop gdm sau ving CDR (nghia 13 HCDR1-HCDR2-
HCDR3-LCDR1-LCDR2-LCDR3) dugc chua trong c@p axit amin cia vung
HCVR/LCVR nhu dugc x4c dinh bing khang thé bat ky trong sb cta cac khang thé
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khang CTLA-4 lam vi du dugc liét ké trong Bang 1. Vi du, sdng ché bao gém khang
thé, hodc cac manh gin két khang nguyén ctia né, chira tap hop trinh tu axit amin cua
Vﬁng HCDR1-HCDR2-HCDR3-LCDR1-LCDR2-LCDR3 dugc chira trong cap trinh
tu axit amin ctia ving HCVR/LCVR dugc chon tir nhom gém cac trinh tu SEQ ID
NO: 194/202 (vi du, HIH19303P), va 290/298 (vi du, HIH19319P2). Cac phuong
phap va k¥ thuat dé xac dinh ving CDR trong cac trinh tu axit amin ctia ving HCVR
va LCVR la da duogc biét rd trong linh vuc nay va c6 thé duoc str dung dé xac dinh
ving CDR trong c4c trinh tu axit amin ctia ving HCVR va/hodc LCVR cu thé duge
boc 16 & ddy. Cac quy ude lam vi du c6 thé duoc sir dung dé xac dinh ranh gidi cua
cac ving CDR bao gbm, vi dy, dinh nghia Kabat, dinh nghia Chothia, va dinh nghia
AbM. Theo cac thuit ngit chung, dinh nghia Kabat dya trén tinh kha bién cua trinh tu,
dinh nghia Chothia dya trén vi tri ciia cdc ving dang vong cuia cAu trac, va dinh nghia
AbM dung hoa gifta dinh nghia Kabat va dinh nghia Chothia. Vi duy, xem tai li€u:
Kabat, "Sequences of Proteins of Immunol;)gical Interest," National Institutes of
Health, Bethesda, Md. (1991); Al-Lazikani et al., J. Mol. Biol. 273:927-948 (1997); va
Martin et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:9268-9272 (1989). Cac co s& dit liéu da
cong bd ciing c6 thé dugce sir dung dé xac dinh cac trinh ty cia ving CDR trong khéng
thé.

Sang ché bao gdm cac khang thé khang CTLA-4 c6 kiéu glycosyl hoa dugc cai
bién. Theo mdt s phuong an, su cai bién dé loai b cac vi tri glycosyl hoa khong
mong mudn ¢6 thé hitu dung, hodc khang thé khong c6 mit gbc fucoza trén chudi
oligosacarit, vi du, dé lam ting chirc ning giy doc té bao cia té bao phu thude khéng
thé (antibody dependent cellular cytotoxicity: ADCC) (xem tai liéu: Shield et al.
(2002) JBC 277:26733). Trong cac tmg dung khac, ¢ thé tao ra su cai bién muc do
galactosyl hoa dé cai bién doc tinh t& bao phu thudc bd thé (complement dependent
cytotoxicity: CDC).

Sang ché bao gbm cac khang thé khang CTLA-4 chtra mién Fe, trong d6 mién
Fc chira isotyp IgG1 hodc IgG4 nhu duge mb ta trong phan khac clia ban mo ta nay.

Sang ché con d& xuit khang thé va cic manh gin két khang nguyén cia né
canh tranh dé gin két dic hiéu véi CTLA-4 véi khang thé hodc manh gin két khang
nguyén cta nd chira cac vung CDR cua HCVR va cac vung CDR ctia LCVR, trong d6
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mdi ving HCVR va LCVR c¢6 trinh tu axit amin dwgc chon tir cac trinh tuy cia ving
HCVR va LCVR dugc liét ké trong Bang 1.

Sang ché con @& xuit khang thé dugc phén l4p va cic méanh gin két khéng
nguyén ctia né phong bé sur gin két cia CTLA-4 v6i cac phdi tir tu nhién cta n6 (B7-
1/CD80 va B7-2/CD86). Theo mét sd phuong 4n, khang thé hoic manh gan két khéng
nguyén ctia né phong bé su gin két cia CTLA-4 c6 thé gin két véi cung epitop trén
CTLA-4 duéi dang B7-1/CD80 vi/hoic B7-2/CD86 hoidc c6 thé gin két véi epitop
khac véi B7-1/CD80 va/hodc B7-2/CD86 trén CTLA-4.

Sang ché con dé xuét khang thé va cac manh gan két khang nguyén cia né gin
két dic hiéu v6i CTLA-4 tr ngudi hodc cac loai khac. Theo mét sd phuong an, céc
khang thé c6 thé gan két voi CTLA-4 cta ngudi vahodc véi CTLA-4 ciia khi.

Sang ché con d& xuét khang thé va cac manh gin két khang nguyén cia né
canh tranh chéo dé gin két véi CTLA-4 v6i khang thé tham chiéu hodc méanh gén két
khang nguyén cua n6 chira cac ving CDR ciia HCVR va céac ving CDR ctia LCVR,
trong d6 mdi ving HCVR va LCVR ¢6 trinh ty axit amin dugc chon tir céc trinh tu
cua ving HCVR va LCVR dugc liét ké trong Bang 1.

Sang ché con d& xuét khang thé va cac manh gin két khang nguyén clia né gin
két v6i ciing epitop dudi dang khang thé tham chiéu hodc méanh gin két khang nguyén
ciia n6 chtra cac viang CDR cua HCVR va céc ving CDR ctia LCVR, trong d6 mdi
vang HCVR va LCVR ¢6 trinh tu axit amin dugc chon tir cac trinh ty cia ving
HCVR va LCVR duoc liét ké trong Bang 1. Theo mdt s6 phuong an, sang ché @& xuét
khéng thé va manh gén két khang nguyén ciia né gin két véi cung epitop dudi dang
khang thé tham chiéu hodc méanh gin két khang nguyén cua né chira cac ving CDR
cua HCVR va cac ving CDR cua LCVR, trong d6 c@p trinh ty axit amin cia viing
HCVR/LCVR c¢6 céc trinh ty SEQ ID NO: 194/202.

Sang ché con bao gdm céc khang thé khang CTLA-4 trong tac voi mot hodc
nhiéu axit amin dwoc chita trong mién ngoai bao cia CTLA-4 cua nguoi.

Theo mdt phwong 4n, sang ché dé xut khang thé don dong cia ngudi tai td
hop hoic manh gin két khang nguyén c6 mot hodc nhidu dac diém sau day: (a) gin
két dac hiéu voi CTLA-4 cua nguoi va/hodc CTLA-4 cua khi cynomolgus; (b) phong
bé sw gin két ciia CTLA-4 v6i CD80 va/hodc CD86; (c) phong bé sy didu hoa giam té
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bao T do CTLA-4 gay ra va khoi phuc su truyén tin hiéu cua té bao T; va (d) trc ché
sur phat trién ctia khéi u va lam ting ty 1& sdng & ddi twong méc bénh ung thu.

Theo mét sé phwong 4n, khang thé hodc manh gan két khang nguyén ciia né co
thé gan két dac hi¢u véi CTLA-4 theo cach chi van, nghia 12 n6 ¢6 thé 1am gia ting
hodc kich thich su gén két va/hodc hoat tinh cua CTLA-4; theo cac phuong an khac,
khéng thé c6 thé gin két ddc hiéu véi CTLA-4 theo cach ddi khéng, nghia 14 n6 c6 thé
phong bé sir gén két cia CTLA-4 v&i (c4c) phdi tir cia no.

Theo mdt sb phuong 4n, cac khang thé hodc manh gin két khang nguyén theo
séng ché c6 tinh dic hidu kép bao gdm tinh dic hiéu gin két thtr nhét véi CTLA-4 va
tinh ddc hiéu gan két thtt hai ddi véi epitop dich thir hai. Epitop dich th& hai nay c6
thé 1a epitop khac trén CTLA-4 hodc trén protein khic. Theo mét sb phuong én,
epitop dich thir hai nay c6 thé 13 epitop trén t& bao khac bao gom té bao T khac, té bao
B, t€ bao khéi u hoic té bao da nhidm virut,

Theo khia canh tht hai, sing ché d& xuit cic phan tir axit nucleic ma hoé cac
khéng thé khang CTLA-4 hodc phin cta ching. Vi du, sang ché dé xuét cac phén t
axit nucleic ma hod trinh tu bét ky trong sd cé4c trinh tu axit amin cia HCVR duoc liét
ké trong Bang 1; theo mot s phwong 4n, phin tir axit nucleic chira trinh tu
polynucleotit dugc chon tir trinh tur bat ky trong sd cac trinh tir axit nucleic cua vung
HCVR dugec liét ké trong Bang 2, hoc trinh ty gin nhu trong ty cua chung cé mirc
do giéng vé trinh ty it nhit 90%, it nhit 95%, it nhit 98% hoic it nhit 99% vdi cac
trinh tu nay.

Sang ché con dé xuét cac phan tir axit nucleic ma hod trinh tu bat ky trong sb
cac trinh ty axit amin ctia ving LCVR dugc liét ké trong Béng 1; theo mot s6 phuong
an, phan tr axit nucleic chira trinh ty polynucleotit dugc chon tir trinh ty bat ky trong
s6 cac trinh tu axit nucleic ciia ving LCVR dugc 1iét ké trong Bang 2, hoic trinh tu
gan nhu tuong tu cia chung c6 mirc d6 giéng vé trinh ty it nhat 90%, it nhét 95%, it
nhat 98% hodc it nhét 99% véi cac trinh ty nay.

Séng ché con dé xuét cac phén tir axit nucleic ma ho4 trinh tu bét ky trong sb
céc trinh tyr axit min ciia ving HCDRI1 dugc liét ké trong Bang 1; theo mot sb phuong
an, phén tir axit nucleic chira trinh tu polynucleotit dugc chon tir trinh tu bt ky trong

s§ cac trinh ty axit nucleic cua vung HCDR1 dugc liét ké trong Bang 2, hodc trinh tu
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gan nhu tuong tu clia ching c6 mtc do giéng v trinh tu it nhat 90%, it nhét 95%, it
nhét 98% hodc it nhat 99% vdi céc trinh tur nay.

Sang ché con dé xuét cac phan tir axit nucleic ma hoa trinh ty bat ky trong sb
cac trinh tu axit amin cia ving HCDR2 duoc liét ké trong Bang 1; theo mot sd
phuong 4n, phén tir axit nucleic chira trinh tu polynucleotit dugc chon tir trinh tu bét
ky trong s céc trinh tu axit nucleic ciia ving HCDR2 dugc liét ké trong Bang 2, hodc
trinh tu gan nhu twong tu cta ching c¢6 muc 46 gibng v& trinh tu it nhat 90%, it nhat
95%, it nhit 98% hodc it nhat 99% vdi cac trinh tur ndy.

Sang ché con dé xuét cac phan tir axit nucleic ma hoa trinh tu bét ky trong s6
céc trinh tu axit min cia ving HCDR3 dugc liét ké trong Bang 1; theo mdt sd phuong
an, phan tlr axit nucleic chira trinh tu polynucleotit dugc chon tur trinh bét ky trong
sd cac trinh tu axit nucleic ciia ving HCDR3 duoc liét ké trong Bang 2, hodc trinh tur
gan nhu tuong ty clia ching c6 mirc do gibng vé trinh tu it nhat 90%, it nhit 95%, it
nhét 98% hodc it nhat 99% véi cac trinh ti nay.

Sang ché con d& xudt cac phan tir axit nucleic ma hoa trinh tur bat ky trong s6
cac trinh tu axit min ciia ving LCDR1 duogc li¢t ké trong Bang 1; theo mot s& phuong
an, phén t axit nucleic chura trinh ty polynucleotit dugc chon tir trinh tu bét ky trong
sb cac trinh tu axit nucleic cua vung LCDR1 dugc liét ké trong Bang 2, hodc trinh tu
gin nhu twong tu cla ching ¢6 mirc d6 gibng vé trinh tu it nhat 90%, it nhat 95%, it
nhét 98% hodc it nhat 99% véi cac trinh ty nay.

Sang ché con @& xudt cac phan tir axit nucleic ma ho4 trinh tu bét ky trong sb
céc trinh tu axit min ctia ving LCDR2 dugc liét ké trong Bang 1; theo mot sb phuong
an, phén tir axit nucleic chia trinh tw polynucleotit dugc chon tir trinh tw bat ky trong
s6 cac trinh tu axit nucleic cia vung LCDR2 dugc liét ké trong Bang 2, hodc trinh tu
gan nhu tuong tw clia ching c6 mic do giéng vé trinh tur it nhat 90%, it nhit 95%, it
nhat 98% hodc it nhat 99% véi cac trinh ty nay.

Sang ché con dé xudt cac phan tir axit nucleic ma hoa trinh tw bat ky trong s6
cac trinh ty axit min cia ving LCDR3 duoc liét ké trong Bang 1; theo mét sé phuong
an, phan tlr axit nucleic chira trinh tu polynucleotit dugc chon tir trinh ty bét ky trong
sd cac trinh tu axit nucleic cia ving LCDR3 duge liét ké trong Bang 2, hodc trinh tir

gan nhu twong tu clia chiing ¢6 mirc do gibng vé trinh tu it nhat 90%, it nhat 95%, it
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nhat 98% hodc it nhit 99% v&i cac trinh tu nay.

Sang ché con dé xudt cc phan tir axit nucleic ma hod ving HCVR, trong d6
ving HCVR nay chira tdp hgp ba ving CDR (nghia 12 HCDR1-HCDR2-HCDR3),
trong do6 tap hop trinh tu axit amin cua ving HCDR1-HCDR2-HCDR3 1a nhu dugc
xac dinh bang khang thé bét ky trong sd cac khang thé khang CTLA-4 1am vi du dugc
liét ké trong Bang 1.

Sang ché con dé xuit cac phén tir axit nucleic ma hod ving LCVR, trong d6
ving LCVR nay chira tap hop ba ving CDR (nghia 12 LCDR1-LCDR2-LCDR3),
trong d6 tap hop trinh tu axit amin ctia ving LCDR1-LCDR2-LCDR3 14 nhu dugc
xac dinh bang khang thé bat ky trong sd cac khang thé khang CTLA-4 1am vi du dugc
liét ké trong Bang 1.

Sang ché con dé xuét cac phan tir axit nucleic ma hoa ca ving HCVR va
LCVR, trong d6 ving HCVR chira trinh ty axit amin néu trong trinh tu bét ky trong s
cac trinh tu axit amin ctia ving HCVR dugc liét ké trong Bang 1, va trong d6 vung
LCVR chura trinh tu axit amin néu trong trinh tu bét ky trong s cac trinh ty axit amin
ctia ving LCVR dugc liét ké trong Bang 1. Theo mot s phuong 4n, phan tir axit
nucleic chira trinh tu polynucleotit dugc chon tir trinh tu bét ky trong sd céc trinh tu
axit nucleic cia ving HCVR duoc liét ké trong Bang 2, hodc trinh tu gin nhu tuong
tu ctia ching c6 mire do gidng vé trinh tur it nhit 90%, it nhat 95%, it nhat 98% hodc it
nhéit 99% véi cac trinh tw nay, va trinh tu polynucleotit dugc chon tir trinh tu bat ky
trong sb cac trinh tu axit nucleic ctia ving LCVR dugc liét ké trong Bang 2, hodc trinh
t gAn nhu twong tw cia chung ¢6 mitc d6 gidng v& trinh tw it nhat 90%, it nhét 95%, it
nhit 98% hodc it nhit 99% v&i céc trinh ty nay. Theo mot s6 phuong 4n theo khia
canh nay cua sang ché, phan tir axit nucleic ma hoa ving HCVR va LCVR, trong d6
ca ving HCVR va LCVR déu c6 ngudn gdc tir cing khéng thé khang CTLA-4 dugc
liét ké trong Bang 1.

Theo khia canh lién quan, sang ché d& xuét vecto biéu hién tai td hop c6 kha
nang biéu hién polypeptit chira viing bién déi chudi ning hogc chudi nhe cua khang
thé khang CTLA-4. Vi du, sang ché bao gdm vecto biéu hién téi to hop chira phan tir
bat ky trong sb cac phan t& axit nucleic da dé cap trén day, nghia 1 cAc phan tir axit

nucleic ma hod trinh tir bét ky trong s6 céc trinh ty ving HCVR, LCVR, va/hodc CDR
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nhu duge thé hién trong Bang 1. Sang ché con d& xuét vecto bidu hién tai td hop co
kha ning biéu hién polypeptit chta chudi nang hodc chudi nhe cia khang thé khang
CTLA-4. Vi du, sang ché bao gdm vecto biéu hién tai t6 hop chira phan tir bat ky
trong s6 cac phan tir axit nucleic da dé cap trén day, nghia la cac phan tir axit nucleic
ma hod trinh tu bat ky trong sb cac trinh ty chudi ning hodc chudi nhe nhu duge thé
hién trong Bang 1. Cling duoc bao gbm trong pham vi cla sang ché 12 té bao chii ma
vecto nay di dugc dua vao, cling nhu phuong phép tao ra cac khang thé hodc phan
ctia chung bang cich nuéi cly céc té bao chu trong diéu kién cho phép tao ra cac
khang thé hoic manh khéng thé, va thu hoi cic khang thé va cdc manh khang thé duogc
tao ra nay.

Theo khia canh tht ba, sang ché @& xuét duoc pham chira khéng thé cia nguoi
t4i td hop hodc manh ctia né gin két dic hiéu véi CTLA-4 va chat mang dugc dung.
Theo khia canh lién quan, sang ché d& xuét ché pham 1a hdn hop cia khang thé khang
CTLA-4 vi chét didu tri thtr hai. Theo mét phuong 4n, chét diéu tri thir hai la chat bat
ky dugc két hop theo cach c6 loi v6i khéng thé khang CTLA-4. Céc chét 1am vi du c6
thé duoc két hop theo cach c6 loi véi khing thé khang CTLA-4 bao gdm, nhung
khong chi gidi han &, cac chat khac gin két va/hodc didu bién sy truyén tin hidu cla
CTLA-4 (bao gdm ci céc khang thé khac hoic manh gin két khang nguyén cla
chang, v.v.) va/hodc cac chit, khong gin két truc tiép voi CTLA-4 nhung du sao ciing
diéu bién sy hoat hoa cua t& bao mién dich. Céc liéu phéap két hop b6 sung va dang
ddng bao ché lién quan dén cac khang thé khang CTLA-4 cla sang ché dugc boc 16 &
phan khéc ctia ban mo ta nay.

Theo khia canh tht tu, sang ché md ta phuong phép diéu bién dap tmg mién
dich & dbi twong, phuong phap nay bao gdm buéce cho d6i tuong can diéu tri sir dung
luong hitu hiéu 6 tic dung didu trj clia khang thé khang CTLA-4 hodic ménh gan két
khang nguyén ctia n6 theo sang ché. Theo mot s& phuong 4n, sang ché mé ta phuong
phap tang cuong dap ung mién dich & dbi tugng, phuong phép nay bao gdm buée cho
d6i tugng str dung lugng hitu hiéu cla khéng thé hoic manh cia no th=o sang ché dé
gén két v6i CTLA-4. Theo mot phuong 4n, sing ché mé ta phuong phap kich thich
hodc lam gia tang su hoat hoa té bao T & dbi twong. Theo mot sé phwong 4n, sang ché

d& xuét phuwong phap khoi phuc hoat tinh ctia té bao T bao gdbm budc cho té bao T tiép
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xuc v6i lugng hitu hidu ciia khang thé theo sang ché sao cho hoat tinh cua té bao T
duoc khoi phuc. Theo mot phuong an, sang ché m6 ta phuong phap trc ché té bao T
diéu hoa (Treg) & ddi tuong, phuong phép nay bao gdbm budc cho dbi twong can diéu
tri st dung lugng hitu hiéu c6 tic dung diu tri cia khang thé hodc manh gin két
khang nguyén cua n6 theo sang ché. Theo mot s6 phuong 4n, ddi twong can diéu tri c6
thé bi bénh hodc réi loan nhu bénh ung thu hoic bénh nhidm virut. Theo mdt s6
phuong an, sang ché dé xuat phuong phap khéi phuc sy tc ché hoat tinh cta té bao T
qua trung gian CTLA-4 bao gdm budc cho té bao T tiép xtc v6i lugng hiru hiéu cua
khang thé theo sang ché.

Theo khia canh th ndm, sang ché md ta phuong phép didu tri dé diéu tri bénh
hodc rdi loan nhu bénh ung thu hodc bénh nhiém virut & dbi tugng bé‘mg cach st dung
khang thé khang CTLA-4 hoic phin gin két khang nguyén cia khéng thé theo sang
ché, trong d6 phuong phép didu tri nay bao gdm budc cho dbi trong can diéu tri st
dung lugng hitu hi¢u c6 tic dung diéu tri cta duoc phém chtra khang thé hosic manh
khang thé theo sang ché. Réi loan duoc diéu tri 1a bénh hogc tinh trang bénh bt ky
dugc cai thién, gidm bot, e ché hoic phong ngura br?mg cach kich thich hoac trc ché
hoat tinh hodc sy truyén tin hiéu ctia CTLA-4. Theo mot s6 phuong 4n, khang thé
hodc manh gan két khdng nguyén ctia né theo sang ché dugce st dung két hop vai chét
didu trj ther hai cho ddi twong cAn dilu tri. Chét diéu tri tht hai c6 thé dugc chon tir
nhém bao gbém khéang thé véi chét ddng trc ché té bao T khéc, khang thé v6i khang
nguyén té bao khdi u, khéng thé véi thu thé té bao T, khang thé vdi epitop trén té bao
d3 nhidm virut, chét gay doc té bao, dugc chit khang bénh ung thw, dugc chat khang
virut, dugc chét khang viém (vi du, corticosteroit), chét hoa tri lidu, lidu phép xa tri,
phiu thuét, chit e ché mién dich va dugc chét hogc lidu phap khéc bét ky da biét
trong linh vue nay. Theo mot sb phuong an, chit didu tri thir hai c6 thé 1a chét gitp
chdng lai hodc lam giam (c4c) tac dung phu cd thé co bét ky lién quan:dén khang thé
hodc manh gin két khang nguyén cua n6 theo sang ché, néu (cac) tic dung phu nay
xudt hién.

Theo mot sé phuong 4n, sang ché dé& xuit phuong phép trc ché sy phat trién ctia
khdi u. Vi du, sang ché mo ta phuong phap tc ché su phat trién cla khéi u do khéi u

nguyén phat hodc khdi u di can & dbi twong. Theo mdt s6 phuong 4n, sing ché mo ta
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phuong phap lam gia ting thoi gian song (vi du, thoi gian séng khong c6 su tién trién
cta bénh hoic téng thoi gian sdng) cua déi tugng méc bénh ung thu. Cac vi du vé
bénh ung thu bao gbm, nhung khong chi giéi han &, bénh ung thu nguyén phat
va/hodc bénh ung thu tai phat, bao gém bénh ung thu mau (vi du, bénh 4c tinh huyét
hoc nhu u lymphd, u tiy hodc bénh bach cau), bénh ung thu nfo (vi du, u nguyén bao
x6p da dang), bénh ung thu phdi (vi du, bénh ung thu phdi té bao khong nhéd (non-
small cell lung cancer: NSCLC), bao gém ca bénh NSCLC tién trién hodc di cin),
caxinom té bao co vy vung dau va cb, caxinom té bao gan, caxinom té bao than, u
melanin, u trung biéu md, bénh ung thu budng trimg, bénh ung thu bang quang, bénh
ung thu vi, bénh ung thu xwong, bénh ung thu két truc trang, bénh ung thu than, bénh
ung thu thuc quén, bénh ung thu gan, bénh ung thu da day, bénh ung thu tuy, bénh
ung thu da, bénh ung thu c¢b tir cung, bénh ung thu rudt, bénh ung thu tuyén tién liét,
va bénh ung thu rudt két. Theo mot sé phuong 4n, sang ché mo ta phuong phap e ché
hodc ngdn chin sy phét trién clia céc khdi u da tao thanh. Phuong phéap nay bao gbm
bude cho dbi tuong can diéu tri st dung dugc pham chira lwgng hitu hiéu c6 tac dung
diéu tri cua khang thé khang CTLA-4 theo séng ché. Theo mot s6 phuong 4n, khang
thé duge sir dung két hop voi chét diéu tri thir hai duge chon tir nhém bao gbm chét trc
ché su chét theo chuong trinh-1 (programmed death-1: PD-1) (vi dy, khang thé khang
PD-1 nhu nivolumab, pembrolizumab hosic REGN2810), chit trc ché phdi ti chét theo
chuong trinh-1 (programmed death-ligand 1: PD-L1) (vi du, khang thé khang PD-L1
nhu atezolizumab, avalumab hodc durvalumab), chét dbi khang yéu td sinh trudng ndi
md mach (vascular endothelial growth factor: VEGF) (vi du, aflibercept,
~ bevacizumab), chit tc ché angiopoietin-2 (angiopoietin-2: Ang2) (vi du, khang thé
khang Ang2 nhu nesvacumab), chit c ché gen hoat héa t¢ bao lympho 3
(lymphocyte-activation gene 3: LAG3), khang thé dic hiéu kép CD20xCD3 (vi du,
REGN1979), doc t6 té bao, chit hoa tri lidu, vacxin bénh ung thu, phiu thuat, va liéu
phap xa tri. Vi du bd sung vé cic liéu phép/chit didu tri bd sung c6 thé dugc sir dung
két hop vé6i khing thé khang CTLA-4 theo sing ché dé st dung trong viéc diéu tri
bénh ung thu duge mo ta & phan khac ctia ban mo ta nay.

Khang thé hodc manh cta né co thé duogc st dung qua duéi da, trong tinh

mach, trong chén bi, trong mang bung, qua duong miéng, trong co, hodc trong so.
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Theo mét sb phuwong 4n, khang thé hoic manh cta né duoc st dung khu trd vao khéi u
(quanh khdi u hoic trong khdi u). Khang thé hodc manh cua né co thé dugc sir dung
v6i liéu nam trong khoang tir khoang 0,1 mg/kg thé trong dén khoang 100 mg/kg thé
trong clia ddi twong. Theo mdt sb phuong an, khéng thé duoc st dung véi lugng nim
trong khoang tir khoang 50mg dén khoang 1000mg cho d6i twong can diéu tri. Theo -
mdt sb phuong 4n, khang thé duoc st dung véi lidu nam trong khoang tr khoang
25mg dén khoang 600mg. Theo mot s6 phuong 4n, khéng thé dugc st dung véi lidu
nim trong khoang tir khoang 50mg dén khoang 1200mg.

Sang ché con mé ta viéc st dung khang thé khang CTLA-4 hodc méanh gén két
khang nguyén cla no theo sang ché trong viéc san xut thudc dung dé didu tri bénh
hodc rdi loan ma s& c6 lgi tir viéc phong bé su gén két va/hoidc truyén tin hiéu cua
CTLA-4 nhu bénh ung thu.

Sang ché con mo ta viée st dung cic khang thé va manh gin két khang nguyén,
hoac dugc phém chira chung, (i) trong viéc san xuét thudc dung dé diéu tri bénh hoidc
roi loan co thé didu tri béng cach tao dbi khang CTLA-4 (vi du, bénh ung thu),
va/hodc (i) trong viéc didu tr bénh hodc rdi loan c6 thé diéu tri bang cach tao dbi
khang CTLA-4 (vi du, bénh ung thu).

Theo khia canh khéc, sang ché md ta phuong phap diéu tri bénh ung thu phdi té
bao khong nhé (bao gdbm ca bénh NSCLC tién trién hodc di cin) & dbi tugng can diéu
tri, bao gdbm budc cho d6i twong nay st dung khang thé khang CTLA-4 va khang thé
khang PD-1. Trong mot s6 truong hop, khang thé khang CTLA-4 chira cac ving CDR
ctia HCVR c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 194 va cac vung CDR cua
LCVR c¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 202. Trong mdt s§ truong hop,
khang thé khang CTLA-4 chita cac mién HCDR1-HCDR2-HCDR3-LCDR1-LCDR2-
LCDR3 tuong (ng, dugc chon tir nhém gdm céc trinh ty SEQ ID NO: 196-198-200-
204-206-208. Trong mot sb trudong hop, khang thé khang CTLA-4 chira ving HCVR
¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 194, va ving LCVR ¢6 trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO: 202. Trong mot sd truong hop, khing thé khang CTLA-4 chta
ving 6n dinh chudi nang IgG1 cla nguoi. Theo mot s6 phuong 4n, khéng thé khang
PD-1 la cemiplimab. Sang ché con bao gdm viée st dung céc khang thé nay trong viéc

san xudt mot hodc nhiéu thudc dé diéu tri bénh ung thu (vi du, bénh ung thu phéi té
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bao khong nho, bao gdm ca bénh NSCLC tién trién hodc di can).
Céac phuong an khéc s& tré nén rd rang khi xem xét phan mb ta chi tiét kém

theo.

Mo ta viin tit cac hinh vé

Fig.1 thé hién thé tich khéi u trung binh (mm’ +/- SEM) & m6i nhém didu tri &
nhidu thoi diém sau khi cdy khdi u cia thr nghiém duge mo ta trong nghién ctru (A)
trong Vi du 7. Chu¢t nhép gen CTLA-4"""" guoc cdy cac té bao MC38.0va qua
duong SC (10° té bao/con) vao ngay 0 va dugc tach thanh bbén nhom diéu tri (9
con/nhém). Chudt duge cho sir dung mot trong ba khang thé héng d4u khang CTLA-4
cta ngudi (H1H19273P, hoac HIH19303P, hodc H1H19319) véi lidu 10 mg/kg hodc
ddi chimg isotyp hlgG1 qua duong trong mang bung (intraperitoneally: IP) v6i lidu 10
mg/kg vao cac ngay 3, 7, 10, 14 va 17. Thé tich khdi u dugc theo ddi bang cc phép
do bang thudc cip hai 1in/tudn trong 37 ngay. Cac ngay didu tri dwoc thé hién bang
mii tén.

Fig.2 thé hién thé tich khi u riéng biét vao ngay 24 cla thir nghiém duge mo
ta trong nghién ctru (A) trong Vi du 7. Ngay 24 la thoi diém cudi cling trong nghién
ctru khi tt ca cac con chudt trong tt ca cdc nhom con sdng. Y nghia théng ké duge
xéc dinh bing phuong phép phan tich ANOVA mdt chiéu v6i kiém dinh hau kiém
nhiéu so sanh ctia Dunnett (**** p<0,0001).

Fig.3 thé hién duong cong su sdng Kaplan-Meier cta thir nghi¢ém dugc md ta
trong nghién ctru (A) trong Vi du 7.

Fig.4 thé hién thé tich khéi u trung binh (mm’ +/- SEM) & m6i nhém didu tri &
nhidu thoi didm sau khi cdy khdi u cia tht nghiém duge md ta trong nghién ctru (B)
trong Vi du 7. Chudt nhip gen CTLA-4""™" dugc cho s dung khang thé
H1H19303P khang CTLA-4 hodc d6i chung isotyp hIgG1 qua dudng IP vao cac ngay
3,6,9, 13 va 16. Thé tich khéi u dugc theo di bing cac phép do bang thude cap hai
1An/tudn trong 37 ngay. Céac ngay didu tri dugc thé hién bing miii tén.

Fig.5 thé hién thé tich khdi u riéng biét vao ngay 20 ctia thir nghiém dugc md
ta trong nghién ctru (B) trong Vi du 7. Y nghia théng ké duge xac dinh bing phuong
phap phan tich ANOVA mét chidu vé6i kidm dinh hau kiém nhiéu so sanh ctia Dunnett
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(**** p< 0,0001).

Fig.6 thé hién dudng cong sy sdng Kaplan-Meier cia thir nghiém dugc md ta
trong nghién ciru (B) trong Vidu 7.

Fig.7 thé hién ndng do ctia khéng thé HIH19303P toan phén va dbi chimg
isotyp hligGl trong huyét thanh, nhu dugc md ta trong nghién ctru (B) trong Vidu 7.

Fig.8 thé hién ndng do cua khang thé cta chudt khang khang thé ciia ngudi
(mouse anti-human antibody: MAHA) khang HIH19303P (m) hoac dbi chimg isotyp
(e), nhur duge md ta trong nghién ctru (B) trong Vi du 7.

Fig.9 thé hién thé tich khdi u trung binh (mm’ +/- SEM) & mbi nhom didu tri &
nhidu thoi diém sau khi cdy khdi u cta thir nghiém duge mo ta trong Vi du 8. Cac
ngay diéu tri dugc thé hién béng miii tén. |

Fig.10 thé hién thé tich khéi u riéng biét vao ngay 10 sau khi bét dau diéu tri,
nhu duoc mo ta trong Vi du 8.

Fig.11 thé hién dudng cong su sdng Kaplan-Meier cia thir nghi¢ém dugc md ta
trong Vi du 8.

Fig.12 va Fig.13 thé hién rang H1H19303P (con dugc goi 1a REGN4659) lam
cham su phét trién ctia cdc khéi u dd tao thanh & chudt CTLA-4 ™™™, Chudt dugc
ghép céc té bao Mc38.0va qua dudng dudi da vao suon (5x10™5 té bao/con), dugc
chia nglu nhién vao cdc nhém didu tri vao ngay 10 khi thé tich khéi u dat mirc 100
mm”3, va REGN4659 (25 mg/kg, 10 mg/kg, n=10) hodc khang thé Ab ddi chimg
isotyp (25 mg/kg, n=10) dugc st dung vao cac ngay 10,13,17 va thé tich khéi u duoc
theo ddi cho dén ngay 27. Fig.12 thé hién duong cong sy phat trién cua khéi u trung
binh & m&i nhém didu tri. Fig.13 thé hién thé tich khéi u riéng biét & mdi nhém diéu
tri khi dugc xac dinh vao ngay 21, thoi diém cubi cung khi tht ca cac con chudt trong
nghién clru con sdng.

Fig.14 thé hién cudong d6 huynh quang trung binh (mean fluorescent intensity:
MEFT) cua su biéu hién CTLA-4 toan phin cua nguoi (b& mit va trong té bao) trén cac
té bao Treg va té bao T hiéu tmg & lach va trong khéi u & chudt CTLA-4 ™™™™ mang
khéi u duoce didu tri bing khang thé dbi chimg higG1. Su biéu hién cua CTLA-4 trén
céc té bao hidu tmg CD8" va CD4™ & lach khong thé phén biét voi sy nhudm khang
thé déi ching isotyp (MFI=0) va khéng dugc thé hién.
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M5 ta chi tiét sang ché

Truéc khi cac phuong phap theo sang ché dwgc mo ta, cAn hiéu rang sang ché
nay khong chi gii han & cac phuong phap cu thé va cac diéu kién thir nghiém duoc
md ta, do cac diéu kién va phuong phéap nay co6 thé thay ddi. Cling can hiéu ring cac
thuat ngit dugc sit dung ¢ day chi nham muc dich mo6 ta cidc phuong an cu thé, va
khong dy dinh lam gi6i han, do pham vi clia séng ché s& chi bi gi6i han bdi phan yéu
ciu bao ho kem theo.

Néu khong duge dinh nghia theo cach khac, tAt ca cac thuat ngit khoa hoc va
k¥ thuat dugc st dung trong ban mo té nay co nghia gidng nhu thuong dugc hiéu boi
nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vurc ma séang ché nay thudc vé. Mic du cac
phuong phép va vat liéu bét ky twong tw hodc tuong duong voi cac phuong phép va
vat liéu duge mo ta & day co thé duoc st dung dé thuc hanh hodc thtr nghiém sang
ché, cac phuong phép va vét liéu dugc uu tién dugc md ta sau day. Tht ca cac tai liéu
cong bb duge dé cap trong ban mo ta nay dugc dua vao day dé tham khao toan bd ndi
dung cua ching.

Thuéat ngit “CTLA-4” dé chi protein lién quan dén t& bao lymphd T gdy doc té
bao 4, thu thé kidm soat mién dich hodc ddng thy thé t€ bao T, con duge goi la
CD152. Trinh tu axit amin cia CTLA-4 ctia nguoi c6 chidu dai day du duge cung cap
duéi dang SEQ ID NO: 505 (mé s truy cap NP_005205.2). Thuat ngit “CTLA-4” bao
gdm CTLA-4 tai t6 hop hodc méanh cta né. Thut ngit nay con bao gom CTLA-4 hodc
manh ctia nd duoc lién két v&i, vi du, dudi histidin, Fc ctia ngudi hodc chudt, trinh tu
tin hiéu, hodc mién xuyén mang hoac chét té bao cia CD300a (aa tir 181 dén 299; ma
s truy cap NP_009192.2). Vi du, thudt ngit nay bao gbm cac trinh ty dugc ban luan
trong céc vi du, vi dy, chira dudi myc-myc-polyhistidin & dau tan cing C ctia CTLA-4
¢6 chidu dai diy du, hodc chira ving Fe clia chudt (mlgG2a) & dau tan cing C cua
CTLA-4 c6 chidu dai ddy du. Trir khi duge chi rd 13 tir cac loai khong phai nguoi,
thuat ngit “CTLA-4” ¢6 nghia 1a CTLA-4 cta ngudi.

CTLA-4 13 thanh vién cta ho chung globulin mién dich (immunoglobulin: Ig),
va thé ddng dang ctia CD28, nhung c6 4i lyc gan két lon hon dbi voi cac phdi tir
CD80 va CD86. CTLA-4 14 protein xuyén mang typ I c6 223 axit amin chira mién V,

mién xuyén mang, va dudi chat t& bao duoc bicu hién trén cac t€ bao T hoat hoa va
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chc té bao T didu hoa. Thu thd CTLA-4 gin két voi cac phdi tr B7-1/CD80 va B7-
2/CD86 c¢6 mit trén cac té bao trinh dién khang nguyén (antigen presenting cell:
APC).

Khi dugc st dung trong ban md ta nay, thudt ngir “chét dong tic ché té bao T”
d& chi phéi tir va/hodc thy thé c6 tac dung didu bién dap tmg mién dich bang cach hoat
hoa hodc (e ché té bao T. Thuét ngit “chat ddng tc ché té bao T”, con duge goi la
phén tu ddng truyén tin hiéu cta té bao T bao gdm, nhung khong gidi han &, su chét
theo chuong trinh-1 (PD-1), gen hoat hoa té bao lympho 3 (LAG3), chéit 1am suy giam
t& bao lympho B va T (BTLA), CD-28, 2B4, LY108, globulin mién dich té bao T va
muxin 3 (TIM3), thu thé mién dich té bao T véi globulin mién dich va ITIM (TIGIT;
con duoc goi la VSIGY), thu thé 1 twong tu globulin lién quan dén bach cau (LAIRI;
con dugc goi la CD305), chét déng kich thich té bao T ¢6 thé cam tmg (ICOS; con
dugc goi la CD278), chét rc ché Ig mién V cta su hoat hoa té bao T (VISTA) va
CD160.

Khi duoc sit dung trong ban md ta nay, thuat nglr "khang thd" dugc dy dinh dé
chi cac phéan tr globulin mién dich gom bdn chudi polypeptit, hai chudi ning (heavy:
H) va hai chudi nhe (light: L) duoc lién két v6i nhau bang lién két disulfua (nghia la
"cac phén tir khang thé c6 chiéu dai diy du"), cling nhu cac multime cta ching (vi dy,
IgM) hodc manh gin két khang nguyén ciia chiing. Mbi éhuéi ning gdm viing bién dbi
cta chudi nang (“HCVR” hodc “Vy”) va vung dn dinh ctia chudi ning (gbm céc mién
Cyl, Cy2 va Cy3). Mdi chudi nhe gdm ving bién ddi cla chudi nhe (“LCVR hoic
“Vi”) va vung 4n dinh cta chudi nhe (Cp). Cac ving Vi va Vi, ¢6 thé duoc chia nhé
thém thanh cac vung siéu bién, dugc goi 1a ving quyét dinh tinh bd trg (CDR), xen
1An vé6i cac ving duogc bao toan hon, dugc goi la ving khung (framework region: FR).
Mbi ving Vi va Vi gdm ba ving CDR va bbn ving FR, dugc sap xép tur dAu tin clng
amino dén dau tin cung carboxy theo thir tu sau: FRI, CDRI1, FR2, CDR2, FR3,
CDR3, FR4. Theo mot sd phwong 4n cla sang ché, cac ving FR cta khang thé (hodc
manh gin két khang nguyén ctlia nd) c6 thé giéng véi trinh ty dong mam clia ngudi,
hodc ¢co thé duge cai bién biang phwong phép ty nhién hodc nhén tao. Trinh tw turong
ddng cua axit amin ¢ thé dugc xac dinh dua trén phuwong phap phan tich dit canh

nhau cta hai hodc nhiéu vung CDR.
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Ciing c6 thé c6 sy thay thé mot hogc nhidu gbc ciia ving CDR hodc su bé qua
mdt hodc nhidu ving CDR. Céc khang thé d3 dugc mo ta trong tai liéu khoa hoc trong
d6 mot hoac hai viung CDR ¢6 thé dugc bd qua dé gin két. Padlan va cac ddng tac gia
(1995 FASEB J. 9:133-139) phén tich ving tiép xuc gilta cac khang thé va khang
nguyén cua chung, dua trén cac chu tric tinh thé da cong bd, va két luan rang chi
khoang tr mot phan nam dén mot phan ba cac gdc ctia ving CDR tiép xuc thuc sy v6i
khang nguyén. Padlan cling phit hién duoc nhidu khang thé trong d6 mdt hodc hai
ving CDR khong c6 axit amin tiép xuc v6i khang nguyén (xem thém tai liéu: Vajdos
et al. 2002 T Mol Biol 320:415-428).

Céc gde ctia ving CDR khong tiép xtic v6i khdng nguyén ¢ thé dugc xac dinh
dua trén cc nghién ctu trude day (vi dy, cac gbc H60-H65 trong CDRH2 thurong la
khong cén thiét), tr cac ving cia CDR theo Kabat ndm ngoai ving CDR theo
Chothia, bang cach 14p m6 hinh phan tir va/hodc bang kinh nghiém. Néu ving CDR
hodc (céc) géc ctia né duoc bo qua, n6 thudong dugc thé bé'mg axit amin nim & vi tri
twong Ung trong trinh tu khang thé ctia nguoi khac hodc trinh tu lién ing cua cac trinh
tu nay. Céac vi tri dé thay thé trong ving CDR va c4c axit amin dé thay thé ciing c6 thé
duge chon theo kinh nghiém. Sy thay thé dua trén kinh nghiém c6 thé 12 sy thay thé
bao toan hodc su thay thé khong béo toan.

Céc khang thé don dong khdng CTLA-4 cla nguoi c6 chidu dai ddy da duge
bdc 10 & day co thé chira mot hoic nhiéu sy thay thé, su chén doan va/hodc 1am khuyét
doan axit amin trong ving khung va/hodc ving CDR cua cac mién bién dbi cta chudi
ning va chudi nhe so véi céc trinh ty dong mam tuong tng. Céac ddt bién nay co thé
duogc xac dinh dé dang béng cach so sanh cac trinh tu axit amin dugc boc 10 & day véi
cac trinh ty dong mam c¢6 san tr, vi du, co s& dit liéu trinh ty cia khang thé da cong
bd. Sang ché bao gdm céc khang th8, va manh gin két khang nguyén ctia nd, co ngudn
géc fir trinh tu bat ky trong sb cac trinh ty axit amin duogc boc 10 & day, trong d6 mot
hodc nhiéu axit amin trong mot hodc nhidu ving khung va/hogc ving CDR dugc dot
bién thanh (cac) gdc twong tng cla trinh ty dong mam ma khang thé c6 ngudn goc tir
d6, hodc thanh (cac) gbc twong mg cua trinh tu dong mam ctia ngudi khéac, hodc
thanh sy thay thé axit amin bao toan cua (céc) gbc dong mam tuong ung (cac thay ddi

trinh tw ndy dugc goi chung ¢ day 1a "dot bién dong mam"). Ngudi c6 hiéu biét trung
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binh trong linh vuc nay, bit dAu véi trinh tw ving bién ddi cla chudi nang va chudi
nhe dugc boc 10 & day, co thé d& dang tao ra nhidu khang thé va manh gén két khang
nguyén chira mot hodc nhiéu dot bién dong mam riéng biét hodc cac td hop ctia chung.
Theo mdt s6 phuong an, tht ca cac goc trong khung va/hodc ving CDR trong cac mién
Vg va/hoac Vi, duoc dot bién trd lai thanh cac géc dugc tim thiy trong trinh ty dong
mam gdc ma khang thé c6 ngudn gbc tir d6. Theo cac phuong an khac, chi mdt s6 goc
duoc dot bién trd lai thanh trinh ty dong mam géc, vi du, chi cac géc da dot bién duoc
tim thdy trong 8 axit amin dau tién cta ving FR1 hodc trong 8 axit amin cubi ciing
cua ving FR4, hodc chi cac gbe da dot bién duoc tim thdy trong cac ving CDRI,
CDR2 hoiac CDR3. Theo cdc phwong an khic, mot hoac nhidu gbc trong khung
va/hodc vung CDR duoc dot bién thanh (cac) gbc twong Ung cua trinh ty dong mam
khac (nghia la trinh ty dong mam khéac véi trinh tuy dong mam ma khéng thé c6 ngudn
gbc ban dau tir d6). Hon nira, cdc khang thé theo sang ché c6 thé chua td hop bat ky
ctia hai hodc nhidu dot bién dong mam trong vung khung va/hodc vung CDR, vi dy,
trong d6 mot s& gbe riéng biét dugce dot bién thanh gdc twong ung cua trinh tu dong
mﬁm cu thé trong khi mot sb gbc khéc khac véi trinh ty dong mam gdc duge duy tri
hodc dot bién thanh gdc twong Ung cua trinh ty dong mam khac. Khi thu dugc, cac
khang thé va manh gin két khang nguyén chira mot hodc nhidu dot bién dong mam c6
thé duogc thir nghiém dé dang d6i véi mot hodc nhiéu dic tinh mong mudn nhu, tinh
dac hi¢u gén két duogc cai thién, ai luc gén két duoc ting 1én, dic tinh sinh hoc d6i
khang hodc ch van dugc cai thién hodc gia tang (theo trudng hop co thé), tinh sinh
mién dich giam, v.v.. Cac khang thé va manh gin két khang nguyén thu dugc theo
cach thong thuong nay dugc bao ham trong sang ché.

Sang ché con bao gdm cac khang thé don dong khang CTLA-4 cla ngudi c6
chiu dai ddy da chira bién thé ctia trinh tu bt ky trong sb cac trinh ty axit amin cia
ving HCVR, LCVR, va/hodc CDR duogc boc 10 & day co mot hodc nhidu sy thay thé
bao toan. Vi du, sang ché bao gdm cac khang thé khang CTLA-4 c6 céc trinh tur axit
amin cua vung HCVR, LCVR, va/hodc CDR, vi du, 10 hoic it hon, 8 hodc it hon, 6
hogc it hon, 4 hodc it hon, v.v. su thay thé axit amin bao toan so voi trinh tu bét ky
trong s6 cac trinh tu axit amin cia vung HCVR, LCVR, va/hodc CDR dugc boc 16 &

day.
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Khi duoc st dung trong ban mo ta nay, cic thudt ngir "khang thé cia ngudi" va
“khang thé ctia ngudi ¢6 chidu dai day di” dugc du dinh bao gbm cic khéng thé co
ving bién dbi va ving 6n dinh c6 ngudn gdc tir c4c trinh ty globulin mién dich dong
mam cta ngudi. Cac khang thé mADb cta nguoi theo sang ché ¢6 thé bao gdm cac gbe
axit amin khong dugc ma hoa bdi cac trinh tu globulin mién dich dong mam cua
nguoi (vi dy, sy dot bién duogc dua vao béng cach gay dot bién dic hiéu vi tri hodc
ngau nhién in vitro hodc bang cach gay dot bién soma in vivo), vi dy, trong cic vung
CDR va cu thé 1a ving CDR3. Tuy nhién, khi dugc sir dung trong ban mo ta nay, cac
thudt ngt "khang thé ciia nguoi" va “khang thé ctia ngudi c6 chiéu dai day du”, khong
du dinh bao gdm cac khang thé mADb trong d6 cac trinh ty ving CDR ¢6 nguén gbc tir
dong mam cua cac loai dong vat c6 vi khac (vi du, chudt), da duoc ghép vao trinh tu
ving FR cta ngudi. Céc thuat nglt ndy bao gbdm cac khang thé dugc tao ra bing
phuong phép tai td hop & dong vat c6 va khong phai ngudi, hodc trong cac té bao cla
dong vat c6 vii khong phai ngudi. Cac thudt ngi ndy khong du dinh bao gbm céc
khéng thé dugc phan 1ap tir hodc dugc tao ra & d6i tuong 13 ngudi.

Khi duoc s dung trong ban md ta nay, thuét nglt “tai t6 hop”, dé chi cac khang
thé hoic manh gin két khang nguyén clia n6 theo sang ché dugc tao ra, biéu hién,
phan 1ap hodc thu dugc bing céac k¥ thuét hodc phuong phap da biét trong linh vyc
nay nhu k¥ thuat ADN tai td hop, k§ thuat nay bao gdm vi duy, ghép nbi ADN va biéu
hién chuyén gen. Thuét ngit nay d8 chi cac khang thé duoc bidu hién trong hé biéu
hién cua ddng vat c¢6 vi khong phai ngudi (bao gdm ci cac dong vat c6 vi khong phai
nguoi chuyén gen, vi dy, chuot chuyén gen), hodc h¢ biéu hién cua té bao (vi du, té
bao CHO) hoic duoc phan I4p tir thu vién khang thé clia ngudi to hop tai t hop.

Khi duge stt dung trong ban md ta nay, thudt ngit “céc phén tir gin két khang
nguyén da dic hiéu” dé chi cac phan tir gin két khang nguyén ddc hiéu kép, ba dac
hiéu hoic da dac hiéu, va manh gin két khang nguyén cta chung. Céc phan tl gin két
khang nguyén da déc hiéu co thé dic hiéu véi cac epitop khac nhau ctia mot polypeptit
dich hodc ¢6 thé chira céc mién gin két khang nguyén dac higu véi céc epitop cua
nhiéu hon mot polypeptit dich. Phan tr gin két khang nguyén da dic hi¢u c6 thé 1a
polypeptit don da chirc ndng, hodc no ¢é thé 1 phtrc hgp multime cua hai hogdc nhiéu

polypeptit dugc li€n két cong hoa tri hodc khong cong hoa tri v6i nhau. Thuit ngit
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“cac phan tor gin két khdng nguyén da dic higu” bao gbm cac khang thé cta sang ché
c6 thé duge lién két hogc dong biéu hién véi phan tir chitc nang khdc, vi dy, peptit
hodc protein khac. Vi du, khang thé hodc manh cua no6 co thé duoc lién két v& mat
chtrc nang (vi dy, bang cach lién két hoa hoc, dung hop di truyén, lién két khong cong
hoa tri hodc theo cach khac) véi mot hodc nhidu thuc thé phan tir khac, nhu protein
hodc manh cta no dé tao ra phén tir gén két khang nguyén dic hiéu kép hodc da dic
hiéu véi tinh déc hiéu gén két thit hai. Theo sang ché, thuat ngit “cac phén tir gén két
khang nguyén da ddc hiéu” ciing bao gdm céc khéng thé dac hiéu kép, ba dic hiéu
hoic da dic hiéu hodc cac manh gin két khang nguyén cua ching. Theo mot sd
phuong 4n, khang thé theo sang ché dugc lién két vé miat chtrc nang voi khang thé
khéc hoic méanh gin két khang nguyén ctia no d8 tao ra khang thé dic hiéu kép co tinh
dic hiu gin két thit hai. Cac khang thé dic hidu kép va da dic hi¢u theo séng ché
dwoc mo ta & phan khac ciia ban mo ta nay.

Thuat ngit "gén két dac hiéu" hodc “gfm két theo cach dic hiéu”, hodc thuat
ngit tuong tu, c6 nghia 1a khang thd hodc manh gin két khang nguyén ciia nd tao
thanh phac hop véi khang nguyén tuong dbi dn dinh trong céac diéu kién sinh ly. Su
gan két dic hiéu co thé dugc dic trung boi hing sb can bang phan ly it nhit bang
khoang 1x10® M hogc nhé hon (vi du, hing s6 Kp nho hon thé hién su gén két chat
ché hon). Cac phuong phap dé xac dinh xem hai phén tr c6 gin két dic hiéu hay
khong la da dugc biét 1o trong linh vyc nay va bao gbm, vi dy, phuong phap tham
tach can bang, phuong phap cong hudng plasmon bé mit, va phuong phap tuong tu.
Nhu dugc mé ta ¢ day, cac khang thé dugc x4c dinh bing phuong phap cong hudng
plasmon bé mat, vi du, BIACORE™, gén két dac hiéu v6i CTLA-4. Ngoai ra, cac
khang thé da dic hiéu gén két v&i mot mién trong CTLA-4 va mot hodc nhiéu khang
nguyén bd sung hodc ddc hiéu kép gén két voi hai ving khac nhau cia CTLA-4 du sao
van duoc cho 1a cac khang thé “gén két dac hiéu”, khi dugc st dung trong ban md ta
nay.

Thuat nglt khang thé ¢6 “4i luc cao” dé chi cac khang thé mAb c6 4i luc gan
két véi CTLA-4, duge ky hiéu la Kp, it nhat bang 10®M; tét hon 1a bang 10°M; tbt
hon nita 14 bing 10"°M, dac biét tét hon 1a bing 10™'M, dac biét tot hon 1a bing

10"2M, khi dugc xac dinh bang phwong phap cong huéng plasmon bé mat, vi du,
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BIACORE™ hoic phuong phap ELISA 4i lyc-hoa tan.

Thuat ngit “t§¢ dd cham lai”, “Koff” hodc “kd” cé nghia la khang thé phén ly
tir CTLA-4, véi hiing s téc do bang 1 x 10 s hozc nhé hon, t6t hon 12 bang 1 x 10
s hodc nho hon, khi dugc xac dinh bang phuong phap cong hudng plasmon bé mit,
vi du, BIACORE™.,

Khi duoc st dung trong ban md ta nay, cac thuat ngit "phan gin két khang
nguyén" cta khang thé, "méanh gin két khang nguyén" ctia khang thé, va thuat ngft
tuong tu, bao gdm polypeptit hodc glycoprotein bt ky c6 trong tu nhién, c6 thé thu
dugc bang phuwong phap enzym, téng hop, hodc duoc tao ra bang k¥ thuat di truyén
gin két ddc hiéu voi khang nguyén d2 tao thanh phitc hgp. Khi duoc sit dung trong
ban md ta ndy, cac thuét nglt "manh gén két khang nguyén" cia khang thé, hodc
"manh khang thé”, dé chi mot hogc nhiéu manh ctia khéng thé gitr lai dugc kha ning
gén két voi CTLA-4.

Theo cac phuong an cu thé, khang thé hodc cac manh khéng thé cta sang ché
¢6 thé duoc lién hop véi gbe nhu phéi tir hoge gbe dicu tri (“thé lién hop mién dich™),
nhu doc td té bao, khang thé khang CTLA-4 th{ hai, khéng thé v4i khang nguyén dac
hiéu khdi u, duoc chit khang bénh ung thu, hodc géc diéu tri khac bat ky hitu ich dé
diéu tri bénh hoic tinh trang bénh bao gém bénh ung thu hodc bénh nhiém virut, bao
gdm ca bénh nhiém virut man tinh.

Khi duge sit dung trong ban md ta nay, thudt ngtt "khang thé duoc phan 1ap",
duwoc du dinh dé chi khang thé gan nhu khong chira céc khang thé (Ab) khéc c6 tinh
dic hiéu khang nguyén khac (vi dy, khang thé dugc phan 1ap ghn két dic hiéu véi
CTLA-4, hoac manh cua no, gén nhu khong chira cac khang thé Ab gén két dac hidu
v6i cac khang nguyén khong phai CTLA-4.

Khi dugc st dung trong ban mo ta nay “khang thé phong bé” hoic "khang thé
trung hoa", (hodc "khang thé 1am trung hoa hoat tinh cia CTLA-4" hodc “khang thé
d6i khang”), dugc dy dinh dé chi khang thé gén két véi CTLA-4 din dén su tc ché it
nhét mot hoat tinh sinh hoc cia CTLA-4. Vi du, khang thé cta sang ché ¢6 thé ngan
nglra hodc phong bé su gén két ciia CTLA-4 v6i CD80 vavhoic CD86.

Khi duge st dung trong ban md ta nay, “khang thé hoat héa” hodc “khang thé

ting cuong”, (hodc “khang thé ch van”), dugc du dinh dé chi khang thé co gén Kkét
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véi CTLA-4 dan dén 1am gia ting hodc kich thich it nhit mét hoat tinh sinh hoc cia
CTLA-4. Vi dy, khang thé clia séng ché c6 thé lam gia ting hoat tinh ctia CTLA-4
bang cach gin két véi CTLA-4 theo cach phlt hop véi sy gén két phéi tir (vi dy, CD80
hoiic CD86), dAn dén sy truyén tin hiéu ndi bao ciia CTLA-4.

Khi duge sit dung trong ban md ta nay, thut ngit "cong hudng plasmon bé
mit", dé chi hién tuong quang hoc cho phép phan tich cdc tuong tac cla phan t sinh
hoc trong thoi gian thue bang cach phat hién su thay dbi vé ndng do protein trong nén
cua thiét bi cam bién sinh hoc, vi du, béng cach st dung hé théng BIACORE™
(Pharmacia Biosensor AB, Uppsala, Sweden and Piscataway, N.J.).

Khi dugc st dung trong ban md ta nay, thuat ngt "Kp" duogc du dinh dé chi
hing sb can bang phan ly cua sy twong tic khdng nguyén-khang thé cu thé.

Thuat nglt “epitop” dé chi yéu t6 xac dinh khang nguyén tuong tac v6i vi tri
gin két khang nguyén cu thé trong ving bién ddi ctia phan ti khang thé dugc goi l1a
paratop. Khang nguyén don co thé c6 nhiéu hon mot epitop. Do d6, cac khang thé
khac nhau c6 thé gin két voi cac vung khac nhau trén khang nguyén va c6 thé c6 cac
hiéu qua sinh hoc khac nhau. Thuat ngir “epitop” cling dé chi vi tri trén khang nguyén
ma cac té bao B va/hodc T dap tng véi. Thuat nglt nay con dé chi ving ctia khang
nguyén dugc gin két boi khang thé. Cac epitop co thé dugc xac dinh la epitop chu tric
hoic epitop chirc ning. Cac epitop chirc ning thuong la tiéu quan thé cla cac epitop
cu triic va c6 cac gbc gop phan truc tiép vao ai luc tuong tac. Cac epitop cling c6 thé
14 epitop cdu dang, nghia 1a gdm céc axit amin khong c¢6 mach thdng. Theo mdt sb
phuong an, cac epitop ¢ thé bao gdm céc yéu t6 x4c dinh 1 cac nhoém bé mit c6 hoat
tinh héa hoc cia cac phan t& nhu axit amin, mach bén cia duong, cac nhém
phosphoryl, hodc nhom sulfonyl, va theo mét sb phuong an, cé thé ¢6 cac dic tinh ciu
tric ba chiéu cu thé, va/hodc cac dic tinh dién tich cu thé.

Khi duoc sir dung trong ban md ta ndy, thuét ngit “canh tranh chéo” ¢6 nghia la
khang thé hodc manh gin két khang nguyén clia no gén két v6i khang nguyén va uc
ché hoiic phong bé su gin két cta khéng thé khac hodc manh gin két khéng nguyén
cua nod. Thuat ngit nay cling bao gdm su canh tranh gitra hai khang thé theo ca hai su
dinh huéng, nghia l1a khang thé thtr nhét gin két va phong bé su gin két cia khang thé
thir hai va ngugc lai. Theo mot sd phuong 4n, khang thé thir nhit va khang thé th hai
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c6 thé gin két v6i cing epitop. Theo cach khac, cdc khang thé thir nhét va thir hai nay
c6 thé gén két véi cac epitop khac nhau nhung khong chdng 1én nhau sao cho sy gin
két ctia mot khang thé (e ché hodc phong bé sy gin két cua khang thé th hai, vi dy,
théng qua su 4n ngit khong gian. Sy canh tranh chéo gifta cac khang thé co6 thé duoc
xéc dinh bang cac phuong phép da biét trong linh vuc nay, vi dy, bang thir nghiém do
giao thoa theo 16p sinh hoc khong chira nguyén tir danh déu trong thoi gian thue. Sy
canh tranh chéo giita hai khéng thé c6 thé duoc bidu hién theo su gin két cia khang
thé thi hai 13 nhé hon tin hiéu nén do sy tu gin két (trong d6 cac khang thé thir nhét
va thir hai 12 khang thé giéng nhau). Sy canh tranh chéo gitta 2 khang thé ¢6 thé duoc
bidu hién, vi du, theo tj 1& % muc do gin két cia khang thé thir hai 12 nh6 hon sy tw
gin két nén (trong d6 cac khang thé thir nhét‘ va thtt hai 1a khang thé giéng nhau).

Thuét ngit "tinh ddng nhét déng k&" hoac "gan nhu dong nhét" khi lién quan
dén axit nucleic hodc manh clia no, thé hién rang khi duoc sip thang hang tiy ¥ véi su
chén doan hodc khuyét doan nucleotit thich hgp véi axit nucleic khac (hoéc s0i bd tro
cta no), ¢6 muc do giéng vé trinh tu nucleotit it nhét khoang 90%, va tdt hon nira 1a it
nhét khoang 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99% cua bazo nucleotit, khi dugc xac dinh
bang thuat toén da biét ro bat ky vé mic do gidng cua trinh ty, nhu dugc ban luin
dudi day. Trong mot s6 truomg hop, phan tir axit nucleic ¢6 tinh d6ng nhat dang ké voi
phén tr axit nucleic tham chiéu c6 thé ma hoa polypeptit ¢6 trinh ty axit amin gidng
hodc gan nhu gidng véi polypeptit duge ma hoa boi phéan tir axit nucleic tham chiéu.

Muc d6 giéng vé trinh tu ¢6 thé dugc tinh toan bé‘mg cach st dung thuit toan,
vi dy, thuat toan Needleman Wunsch (Needleman and Wunsch 1970, J. Mol. Biol. 48:
443-453) dbi v6i su dong thing hang chung, hodc thuat todn Smith Waterman (Smith
and Waterman 1981, J. Mol. Biol. 147: 195-197) dbi voi su dong théng hang cyc bJ.
Thuét toan duoc uu tién khac dugc mo ta bdi Dufresne va cac ddng tac gia trong tai
lieu: Nature Biotechnology nam 2002 (vol. 20, pp. 1269-71) va dugc st dung trong
chuong trinh phﬁn mém GenePAST (GQ Life Sciences, Inc. Boston, MA).

Khi duoc st dung véi polypeptit, thuat ngit "tinh twong tu dang ké&" hodc “gan
nhu tuong tu” c6 nghia 1 hai trinh tu peptit, khi dugc sap xép thing hang tb1 wu, nhu
bang chuong trinh GAP hodc BESTFIT bing cach sir dung trong sd khe hé ngam

dinh, déu c¢6 mutrc dd giéng vé trinh ty it nhét 90%, dic biét t6t hon 1a c6 muc do giéng
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vé trinh tu it nhat 95%, 98% hodc 99%. Tét hon, néu cac phan gbc khong gibng nhau,
khac biét vé su thay thé axit amin bao toan. "Su thay thé axit amin bao toan" 1a su
thay thé trong do6 gbc axit amin dugc thé bang gdc axit amin khac c6 mach bén (nhém
R) c6 tinh chit héa hoc twong tu (vi du, dién tich hodc tinh ky nuéc). Noi chung, su
thay thé axit amin bao toan s& lam thay dbi khong dang ké cac dic tinh chirc nang cla
protein. Trong céc truong hgp ma hai hodc nhiéu trinh ty axit amin khac nhau béi su
thay thé bao toan, ty 1& % cua muc do giéng vé trinh ty hodc mirc do tuong tu cé thé
duoc diéu chinh ting lén @8 hiéu chinh tinh chat bao toan cia su thay thé nay. Céc
phuong phép dé tao ra sy diéu chinh nay la da duoc biét rd v6i ngudi ¢6 hiéu biét
trung binh trong linh vuc ndy. Vi dy, xem tai liéu: Pearson (1994) Methods Mol. Biol.
24: 307-331, tai liéu nay dugc dua vao day dé tham khao. Vi du vé cac nhom axit
amin c6 cac mach bén co tinh chét hoa hoc tuong tu bao gém 1) cac mach bén béo:
glyxin, alanin, valin, leuxin va isoleuxin; 2) cdc mach bén hydroxyl béo: serin va
threonin; 3) cac mach bén chira amit: asparagin va glutamin; 4) cdc mach bén thom:
phenylalanin, tyrosin, va tryptophan; 5) cac mach bén 1a bazo: lysin, arginin, va .
histidin; 6) cac mach bén la axit: aspartat Va glutamat, va 7) cac mach bén chura Iuvu
huynh: xystein va methionin. Cac nhém thé axit amin bao toan dugc uu tién bao gdm:
valin-leuxin-isoleuxin, phenylalanin-tyrosin, lysin-arginin, alanin-valin, glutamat-
aspartat, va asparagin-glutamin. Theo cach khac, sy thay thé bao toan 1a sy thay ddi
bat ky c6 gia tri duong trong ma tran log kha ning PAM250 duoc boc 10 trong tai lidu:
Gonnet et al. (1992) Science 256: 1443 - 45, tai liéu nay dugce dua vao day dé tham
khao. Su thay thé "bao toan & mirc trung binh" 1 sw thay ddi bat ky c6 gia tri khong
am trong ma tran log kha naing PAM250.

Tinh tuong tw vé trinh ty cta polypeptit thuong dugc xac dinh bing cach st
dung phan mém phén tich trinh ty. Phin mém phan tich protein lwya chon cic trinh tur
twong tu bing cach st dung cac phép do mirc d6 twong ty duge gan cho su thay thé,
lam khuyét doan khac nhau va céc cai bién khéac nhau, bao gdm cé sy thay thé axit
amin bao toan. Ching han, phdn mém GCG chua cic chuong trinh nhu GAP va
BESTFIT ¢6 thé dugc sit dung véi céc thong s& mic dinh dé xac dinh tinh twong dong
trinh tu hodc mirc dd gidng vé trinh tu gifta cac polypeptit c6 lién quan gin nhéit, nhu

cac polypeptit tuong ddng tir c4c loai sinh vét khac nhau hodc gifta protein kiéu dai va
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protein dot bién ctia n6. Vi dy, xem phin mém GCG, phién ban 6.1. Céc trinh tu
polypeptit cling ¢ thé dugc so sanh bang cach su dungv phan mém FASTA véi céc
thong s6 mic dinh hoac dugc khuyén céo; chuong trinh trong phan mém GCG, phién
ban 6.1. FASTA (vi du, FASTA2 va FASTA3) cung chp su sip xép thing hang va
muc do giéng vé trinh tu theo ty 1& % ctlia cac ving c6 mirc do trung lap t6t nhat gitra
céc trinh tu truy van va tra ciru (Pearson (2000) trén day). Thuét toan dugc wu tién
khac khi so sanh trinh ty cua sang ché véi co so dit lidu chira sb luong 16n cac trinh ty
tir cac sinh vat khac nhau 1a chwong trinh mdy tinh BLAST, déc biét 1a chuong trinh
BLASTP hoic TBLASTN, béng cach st dung cac thong s6 mic dinh. Vi dy, xem tai
licu: Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215: 403-410 va (1997) Nucleic Acids Res.
25:3389-3402, mi tai liéu nay dugc dua vao day dé tham khao.

Cum tir “lugng c6 hiéu qua diéu tri” c6 nghia 1a lugng tao ra hiéu qua mong
muén khi lugng nay duge st dung. Luong chinh xac s& phu thudc vao muc dich cua
viée didu tri, va s& dugc xac dinh boi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vue nay
bing cach sir dung cac ky thuat da biét (vi du, xem tai li¢u: Lloyd (1999) The Art,
Science and Technology of Pharmaceutical Compounding).

Khi duge st dung trong ban md ta nay, thuat ngtr “d6i tugng” dé chi dong vat,
t5t hon 1a dong vat co6 v, cén co su cai thién, phong nglra va/hodc diéu tri bénh hoic
rdi loan nhu bénh nhiém virut, hodc bénh ung thu. Thuat ngir nay bao gdm céc adi
tugng la ngudi co6 hodc cé nguy co méc bénh ung thu, bénh ung thu di cdn hodc bénh
nhiém virut.

Khi duoc st dung trong ban md ta nay, thuat ngit “dugc chét khang bénh ung
thu” c6 nghia 1a chat bit ky hiru ich dé diéu tri hogc céi thi¢n hogc e ché bénh ung
thu bao gdm, nhung khéng chi gi6i han &, doc t6 té bao va cdc chat nhu chit chdng
chuyén hoa, chit alkyl héa, anthraxyclin, chit khang sinh, chét chéng nguyén phén,
procarbazin, hydroxyure, asparaginaza, corticosteroit, xyclophosphamit, mytotan
(O,P'-(DDD)), cac chét sinh hoc (vi du, cac khang thé va interferon) va chit c6 hoat
tinh phong xa. Khi dugc sir dung trong ban mo ta nay, “doc t6 té bao hodc chét gay
doc té bao”, con dé chi chit héa trj liéu va ¢6 nghia la chét bat ky c6 hai cho té bao.
Céc vi du bao gdm Taxol® (paclitaxel), temozolamide, cytochalasin B, gramicidin D,

cthidi bromua, emetin, cisplatin, mitomycin, etoposide, tenoposide, vincristine,
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vinbiastine, coichicin, doxorubicin, daunorubicin, dihydroxy anthraxin dion,
mitoxantron, mithramyxin, actinomyxin D, 1-dehydrotestosteron, glucocorticoit,
procain, tetracain, lidocain, propranolol, va puromyxin va cac chét tuong tu hodc thé
ddng dang cta ching.

Khi duge st dung trong ban md ta nay, thuat nglt “duoc chit khang virut” dé
chi dugc chit hodc liéu phap bét ky dugc st dung dé diéu tri, phong ngtra, hodc cai
thién bénh nhidm virut & déi tuong 13 vat cht. Thuat nglt “duoc chat khang virut” bao
g@‘)m, nhung khong gidi han &, zidovudine, lamivudine, abacavir, ribavirin, lopinavir,
efavirenz, cobicistat, tenofovir, rilpivirine, thudc giam dau va corticosteroit. Trong
nglt canh cua sang ché, cac bénh nhiém virut bao gdm cac bénh nhi®m khuén do virut
gdy ra trong thoi gian dai hodc man tinh bao gom, nhung khong chi gidi han &, virut
gay suy giam mién dich ¢ ngudi (human immunodeficiency virus: HIV), virut viém
gan B (hepatitis B virus: HBV), virut viém gan C (hepatitis C virus: HCV), virut gay u
nhd & ngudi (human papilloma virus: HPV), virut gdy viém mang nac dam rbi mang
mach té bao lymphd (lymphocytic choriomeningitis virus: LCMV), va virut gay suy
giam mién dich & khi (simian immunodeficiency virus: SIV).

Khi duge st dung trong ban md ta nay, thudt ngit “tdng cuong dap Ung mién
dich”, dé chi su gia ting hoat tinh cia té bao mién dich nhu té bao T hodc té bao NK
khang lai té bao khdi u hodc té bao da nhidém virut. Trong ngit canh cua sing ché,
thudt nglt nay bao gdm viéc phong bé su trc ché hoat tinh cta té bao T qua trung gian
CTLA-4, hodc khoi phuc hodc dao nguge tinh trang can ki€t cua cac té bao T. Thuat
ngtt nay ciing bao gf‘)m su uc ché hoat tinh cia té bao T diéu hoa. Khi duoc st dung
trong nglt canh cla sang ché, dap ing mién dich dugc tang cudng dan dén lam gia
tang muc do tiéu diét té bao khdi u va/hodc murc do tc ché su phat trién cua khdi u.

Céc khang thé va manh gin két khang nguyén cla sang ché gin két dac hicu
v6i CTLA-4 va 1am gia ting su hoat hoa t& bao T. Céc khang thé khang CTLA-4 ¢6
thé gén két voi CTLA-4 véi 4i luc cao hodc ai luc thép. Theo mot sb phuong an, cac
khang thé cia sing ché ¢6 thé phong bé cac khang thé trong d6 cac khéng thé nay c6
thé gén két véi CTLA-4 va trc ché sy truyén tin hiéu CTLA-4. Theo mt s6 phuong
an, cac khang thé cla sing ché phong bé su gin két cia CTLA-4 v6i CD80 va/hodc

CD86 vivhoic kich thich hodc lam gia ting mirc d6 hoat héa té bao T. Theo mdt sb
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phuong an, cac khang thé gén két v6i CTLA-4 va lam ddo ngugc trang thai vO Ung
cta cac té bao T da can kiét. Theo mdt sd phuong éan, céc khang thé gén két véi
CTLA-4 va tc ché hoat tinh ctia t& bao T didu hoa. Theo mot sb phuong 4n, céc khang
thé ¢6 thé hitu ich dé kich thich hodc tang cudng dap ing mién dich va/hodc dé diéu
tri cho dbi tuong méc bénh ung thu, hodc bénh nhiém virut. Khi cac khang thé dugc
stt dung cho d6i tuong cin diéu tri ¢o thé 1am gidm bénh nhiém khun man tinh do
virut nhu HIV, LCMV hodc HBV gay ra ¢ d6i trong. Chung c6 thé duoc sir dung dé
trc ché su phat trién cta cac té bao khdi u & ddi tuong. Chung co thé dugc st dung
m6t minh hodc dudi dang liéu phap két hop véi cac gbc hodc phuong thire diéu tri
khac da biét trong linh vuc nay dé diéu tri bénh ung thu, hodc bénh nhiém virut.

Theo mdt sd phuong 4n, cac khang thé khang CTLA-4 c6 thé 14 cac phan ti
gin két khang nguyén da dic higu, trong do chung c6 tinh ddc hi€u gén két thir nhét
v&i CTLA-4 va tinh dic hiéu gin két tht hai v6i khang nguyén duge chon tir nhém
bao gdbm chét ddng tc ché té bao T khac, va epitop khéc cua CTLA-4.

Chét sinh mién dich chira thanh phn bét k¥ trong sb cac thanh phan sau ¢6 thé
duoc st dung dé tao ra cac khang thé v6i CTLA-4. Theo mot sé phuong én, cac khang
thé cua sang ché thu dugc tir chudt duge gay mién dich béng CTLA-4 tg nhién, co
chidu dai diy dii (xem ma sb truy cap NCBI NP_005205.2) (SEQ ID NO: 505), hodc
bing peptit CTLA-4 tai td hop. Theo céch khac, CTLA-4 hogc ménh cia nd c6 thé
duoc tao ra béng cach st dung cac k¥ thuat sinh hoa chuén va duoc st dung lam chét
sinh mién dich.

Theo mot $b phuong an, chét sinh mién dich 1a mién ngoai bao cia CTLA-4.
Theo médt phuong an cua sang ché, chét sinh mién dich 12 manh cia mién ngoai bao
cia CTLA-4.

Theo mdt s6 phuong an, chét sinh midn dich c6 thé 12 peptit CTLA-4 téi t hop
duoc bidu hién & E. coli hodc & té bao c6 nhan dién hinh khéc bt ky hodc té bao ciia
dong vat co v nhu té bao budng trimg chudt dong Trung Quéc (Chinese hamster
ovary: CHO).

Theo mot s phuong an, céc khang thé gin két dac hidu véi CTLA-4 c6 the
duge tao ra bang cach st dung cac manh cua cdc ving dé néu trén day, hodc céc peptit

kéo dai ndm ngoai cac ving da chon tir khoang 5 dén khoang 20 goc axit amin tir mot
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trong hai, hodc ca hai dAu tan cing N hodc C cla cac ving duge mo ta ¢ day. Theo
mdt s6 phuong é4n, td hop bét ky cla cdc ving da néu trén day hodc cac manh cua
chung c6 thé duoc st dung dé tao ra céc khang thé dic hidu véi CTLA-4.

Cac peptit co thé dugc cai bién dé bao gdm su bd sung hodc thay thé mot sb
gbc dé huéng dich hoac nham muc dich lién hop v6i cac phan tir chit mang, nhu
KLH. Vi du, xystein c0 thé dugc thém vao & dau tan cung N hodc d4u tan cung C cla
peptit, hodc trinh tu ciia nhoém lién két 6 thé duoc thém vao dé tao ra peptit ding aé
lién hop voi, vi du, KLH d gay mién dich.

Mot s6 khang thé khang CTLA-4 cia sang ché c6 kha ning gén két vé6i va lam
trung hoa hoat tinh cia CTLA-4, nhu dugc xac dinh bang cac thtr nghiém in vitro
hodc in vivo. Kha ning gan két v&i va lam trung hoa hoat tinh cia CTLA-4 cta cac
khang thé theo sang ché co thé duoc xac dinh bing cach sir dung phwong phép tiéu
chuén bat ky da biét véi ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuc nay, bao gdm cac
thir nghiém vé su gin két, hodc thir nghiém vé hoat tinh, nhu dugc md ta ¢ day.

Céac thtt nghiém in vitro 1am vi du khong gidi hari dé xac dinh hoat tinh gén két
duoc minh hoa trong cac vi du & ddy. Trong Vi du 3, ai luc gin két va hing s6 dong
hoc cia cac khang thé khang CTLA-4 cta ngudi d6i v6i CTLA-4 clia ngudi va khi
duoc xac dinh bang phuong phap cong hudng plasmon bé mit hoic MASS-1. Trong
Vi du 4, thir nghiém hép thy mién dich lién két enzym (ELISA) kiéu kep gitta canh
tranh dugc st dung dé danh gia kha nang phong bé su gin két ctia protein CTLA-4
v6i cac phdi tir tu nhién ctia n6 B7-1 va B7-2 cua cac khang thé khang CTLA-4. Vi du
5 mé ta sw gén két ciia cdc khang thé khang CTLA-4 v6i céc té bao biéu hign CTLA-
4. Trong Vi du 6, thir nghiém luciferaza va tht nghiém giai phong IL-2 dugc st dung
dé xéac dinh kha ning hoat héa té bao T va khoi phuc sy giai phong IL-2 ctia cac khang
thé khang CTLA-4.

Theo mot sé phuong 4n, cac khang thé cla sang ché c6 thé lam gia ting hoic
kich thich hoat tinh cta t& bao T in vitro, & déi twong méc bénh ung thw, hogc & doi
twong nhiém virut nhu virut LCMV. Theo mot sd phuong 4n, cac khang thé clia sang
ché dugc st dung két hop véi chét didu tri thit hai, nhw khang thé véi chét dong tc
ché té bao T thu hai, d& ting cuong dap tmg mién dich va trc ché sy phat trién cua

khoi u & doi tuong.
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Céc khang thé dic hidu voi CTLA-4 c6 thé khong chira nguyén tir dénh déu
hodc gbc bd sung, hodc ching c6 thé chtra nguyén tir danh diu hoic gbc, vi du,
nguyén tr danh diu hodc gbc & dau tan cing N hodc dau tan cung C. Theo mot
phuong an, nguyén tir danh du hodc gbc 1a biotin. Trong thir nghiém gin két, vi tri
cta nguyén tir danh diu (néu co) c6 thé xac dinh sy dinh hudng cla peptit so voi bé
mat ma peptit dugc gin két trén d6. Vi du, néu bé mat dugc pha bang avidin, peptit
chtra biotin & dau tdn cung N s& dugc dinh huéng sao cho phén & dau tan cung C cla
peptit s€ ¢ xa bé mat nay. Theo mot phuwong an, nguyén tr danh dAu c6 thé 1a chat
ddng vi phong xa, thuéc nhudém huynh quang hogc nguyén tir danh diu c6 thé phat
hién bang phuong phap MRI. Theo mot s6 phuong é4n, cac khang thé dwoc danh diu
nay co thé dugc st dung trong cac thir nghiém chin doan bao gdm ca céc thir nghiém

bang chup hinh anh.

Ciac phwong 4n lam vi du ciia sang ché

Theo mot khia canh, sang ché @ xult khang thé hodc manh gin két khang
nguyén cua nd gin két vé6i protein lién quan dén té bao lympho T gay doc té bao 4 cua
ngudi (CTLA-4) va phong bé su tuong tac gitta hCTLA-4 va céc phéi tt B7-1 va B7-
2.

Theo mdt sé phuong 4n, khang thé hoic manh gin két khang nguyén gay ra su
hoat hoa té bao T. Trong mot sb truong hop, té bao T 1a t& bao T gy ddc té bao.
Trong mdt sd trudng hop, té bao T 1a té bao lymphd tham nhiém khéi u.

Theo mdt sb phwong 4n, khang thé hoic manh gin két khang nguyén gin két
v&i CTLA-4 ctia khi. Trong mét sé trudng hop, khang thé hogc manh gin két khang
nguyén gin két véi té bao bidu hién CTLA-4 ctia khi v6i nong do EC50 nhé hon
0,5nM.

Theo mot sé phuong an, khang thé hodc manh gin két khang nguyén gin két
véi cac té bao biéu hién hCTLA-4 véi ndng dd EC50 nhé hon 5nM, nhé hon 1nM,
hodc nho hon 0,5nM. ,

Theo cac phuong an khac nhau, khang thé hosic manh gin két khéang nguyén 1a
Khing thé clia ngudi ¢6 chidu dai ddy da.

Theo mot s& phwong &n, khang thé hodc manh gin két khang nguyén cta no
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canh tranh gdn két véi CTLA-4 cua ngudi véi khang thé tham chiéu chira cip trinh tu
axit amin cta ving HCVR/LCVR dugc chon tir nhém gém céc trinh tu SEQ ID NO:
2/10, 18/26, 34/42, 50/58, 66/74, 82/90, 98/106, 114/122, 130/138, 146/154, 162/170,
178/186, 194/202, 210/218, 226/234, 242/250, 258/266, 274/282, 290/298, 306/298,
314/322, 330/338, 346/354, 362/370, 378/386, 394/402, 410/418, 426/434, 442/450,
458/466, 474/482, va 490/498.

Theo mdt sd phuong 4n, khang thd hogc méanh gin két khang nguyén cuia nd
gin két v6i cung epitop trén CTLA-4 cta nguoi dudi dang khang thé tham chiéu chtra
cdp trinh ty axit amin cia vung HCVR/LCVR duogc chon tir nhém gém cac trinh tu
SEQ ID NO: 2/10, 18/26, 34/42, 50/58, 66/74, 82/90, 98/106, 114/122, 130/138,
146/154, 162/170, 178/186, 194/202, 210/218, 226/234, 242/250, 258/266, 274/282,
290/298, 306/298, 314/322, 330/338, 346/354, 362/370, 378/386, 394/402, 410/418,
426/434, 442/450, 458/466, 474/482, va 490/498.

Theo mot sé phuong an, khang thé hodc manh gén két khang nguyén chira: (a)
ving quyét dinh tinh bd trg (CDR) cta ving bién ddi chudi ning (HCVR) c6 trinh tu
axit amin dugc chon tir nhém gém céc trinh ty SEQ ID NO: 2, 18, 34, 50, 66, 82, 98,
114, 130, 146, 162, 178, 194, 210, 226, 242, 258, 274, 290, 306, 314, 330, 346, 362,
378, 394, 410, 426, 442, 458, 474, va 490; va (b) ving CDR ctia ving bién doi chudi
nhe (LCVR) c6 trinh ty axit amin dugc chon tir nhom gé)m cac trinh ty SEQ ID NO:
10, 26, 42, 58, 74, 90, 106, 122, 138, 154, 170, 186, 202, 218, 234, 250, 266, 282,
298, 322, 338, 354, 370, 386, 402, 418, 434, 450, 466, 482, va 498.

Theo mdt s6 phuong an, khang thé hoic manh gén két khang nguyén chira cac
ving CDR chudi ning va chudi nhe cta cip trinh ty axit amin cia ving HCVR/LCVR
dugce chon tir nhém gé)m cac trinh ty SEQ ID NO: 2/10, 18/26, 34/42, 50/58, 66/74,
82/90, 98/106, 114/122, 130/138, 146/154, 162/170, 178/186, 194/202, 210/218,
226/234, 242/250, 258/266, 274/282, 290/298, 306/298, 314/322, 330/338, 346/354,
362/370, 378/386, 394/402, 410/418, 426/434, 442/450, 458/466, 474/482, va
490/498.

Theo mot sb phwong an, khang thé hodic méanh gin két khang nguyén chtra céc
midn HCDR1-HCDR2-HCDR3-LCDR1-LCDR2-LCDR3 twong ung dugc chon tir
nh6m gdm cac trinh ty SEQ ID NO: 4-6-8-12-14-16; 20-22-24-28-30-32; 36-38-40-



44-46-48; 52-54-56-60-62-64; 68-70-72-76-78-80; 84-86-88-92-94-96; 100-102-104-
108-110-112; 116-118-120-124-126-128; 132-134-136-140-142-144; 148-150-152-
156-158-160; 164-166-168-172-174-176; 180-182-184-188-190-192; 196-198-200-
204-206-208:212-214-216-220-222-224; 228-230-232-236-238-240; 244-246-248-
252-254-256; 260-262-264-268-270-272; 276-278-280-284-286-288; 292-294-296-
300-302-304; 308-310-312-300-302-304; 316-318-320-324-326-328; 332-334-336-
340-342-344; 348-350-352-356-358-360; 364-366-368-372-374-376; 380-382-384-
388-390-392; 396-398-400-404-406-408; 412-414-416-420-422-424; 428-430-432-
436-438-440; 444-446-448-452-454-456; 460-462-464-468-470-472; 476-478-480-
484-486-488; va 492-494-496-500-502-504.

Theo mot s6 phuong 4n, khang thé hodc manh gén két khang nguyén chira cap
trinh ty axit amin ctia ving HCVR/LCVR dugc chon tir nhom gdm céc trinh tuw SEQ
ID NO: 2/10, 18/26, 34/42, 50/58, 66/74, 82/90, 98/106, 114/122, 130/138, 146/154,
162/170, 178/186, 194/202, 210/218, 226/234, 242/250, 258/266, 274/282, 290/298,
306/298, 314/322, 330/338, 346/354, 362/370, 378/386, 394/402, 410/418, 426/434,
442/450, 458/466, 474/482, va 490/498.

Theo mot sd phuong 4n, sang ché d& xuit khang thé hoic manh gin két khang
nguyén cta n6 la khang thé cua ngudi, dugc lam cho gidng v6i clia ngudi hodc khang
thé thé kham. Khang thé hogc manh gin két khang nguyén cua né co thé 13, vi dy,
khang thé IgG1 hodc IgG4, vi du nhu khang thé IgG1 hoic IgG4 ciia ngudi. Cac ving
6n dinh cua cac khang thé nay c6 thé tuong ung véi cac ving 4n dinh kiéu dai, hozc
vGi cac vung 4n dinh ma cac dot bién da duogc dua vao do.

Theo mdt khia canh, sang ché dé xuét phéan tir gin két khang nguyén da dic
hidu bao gdm tinh dic hiéu gin két khang nguyén thu nhit gin két dic hicu véi
CTLA-4 va tinh ddc hiéu gin két khang nguyén thtt hai gin két dic hiéu véi epitop
dich thur hai.

Theo mot khia canh, sang ché dé xudt dugc phadm chira khing thé khang
CTLA-4 hodc manh gin két khang nguyén cua né theo phwong én bat ky trong sb cac
phuong &n néu trén va chit mang hodc chit pha lodng dugc dung.

Theo mot khia canh, sang ché @& xuét phan tir polynucleotit dugc phén lap va

cac vecto chtra trinh ty polynucleotit ciia cic khang th8 hodc manh gan két khang
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nguyén ctia n6 dugc boc 10 & day. Theo mét sb phuong 4n, sdng ché & xuat phan tir
polynucleotit dugc phén 14p va/hodc vecto chira trinh tu polynucleotit ma hoéa ving
HCVR cta khang thé nhu dugc néu & day. Theo mot s6 phuong 4n, séng ché d& xuét
phan tir polynucleotit dugce phén 14p va/hodc vecto chira trinh tu polynucleotit m& hoa
vung LCVR cua khang thé nhu dugc néu & diy. Theo mot s6 phuong 4n, sang ché dé
xuit té bao biéu hién cac vecto dugc ban luan trén ddy hodc ¢ day.

Theo mot khia canh, sang ché mo ta phuong phép diéu tri bénh hoic r6i loan ¢6
thé diéu tri bang cach tao ddi khang CTLA-4 bing cach cho dbi tuong can diéu tri sir
dung lugng hiru hiéu c6 tidc dung didu tri cua khang thé khang CTLA-4 hodc manh
gin két khang nguyén ctia né nhu dugc boc 16 ¢ day, hodc duoc pham chira céc khang
thé hoic manh gin két khdng nguyén nay. Trong mdt s6 truong hop, bénh hodc rdi
loan 14 bénh nhiém virut man tinh do virut dugce chon tir nhém bao gbm virut giy suy
giam mién dich & nguoi (HIV), virut viém gan C (HCV), virut viém gan B (HBV),
virut gdy u nha & ngudi (HPV), virut gdy viém mang néo dam rdi mang mach té bao
lymphd (LCMV) va virut gy suy giam mién dich & khi (SIV) gy ra. Trong mot sd
truong hop, bénh hoac r6i loan dugc chon tir nhém bao gém bénh ung thu méu, bénh
ung thu ndo, bénh ung thu té bao than, bénh ung thu budng trimg, bénh ung thu bang
quang, bénh ung thu tuyén tién liét, bénh ung thu va, bénh ung thu da, bénh ung thu
b tur cung, bénh ung thu than, bénh ung thu da day, bénh ung thu tuy, caxinom té bao
gan, bénh ung thu xuwong, bénh ung thu rudt két, bénh ung thu phdi té bao khong nh,
caxinom té bao c6 vay ving dAu va cb, bénh ung thu két truc tring, u trung biéu md, u
lymphd té bao B, va u melanin.

Theo mdt khia canh, sang ché md ta phuong phép ting cudng dap ung mién
dich & dbi tuong, phwong phép nay bao gdm budc st dung duge phim chira khang thé
khang CTLA-4 dugc phan lap hodc manh gin két khang nguyén clia né nhu duge boc
16 & day. Theo mot s& phuong 4n, sang ché mb ta phuong phap tc ché t& bao T diéu
hoa (Treg) ¢ dbi twong bao gdm budc st dung duge phdm chira khang thé khang
CTLA-4 duogc phén lap hodc manh gén két khang nguyén cia né nhu dugce boc 16 &
day. Theo mot s6 phwong 4n, séng ché mb ta phuong phap lam gia ting murc do hoat
hoa té bao T & dbi tugng, phwong phap nay bao gbm bude sir dung dugce phim chira

khang thé khang CTLA-4 dugc phéan 14p hodc manh gin két khang nguyén clia né nhu
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duge boc 16 & ddy. Theo mdt sé phwong én, déi tuong méc bénh hodc rdi loan duge
chon tir nhém bao gém bénh ung thu mau, bénh ung thu nio, caxinom té bao than (vi
du, caxinom té bao than thé té bao sang), bénh ung thu budng tring, bénh ung thu
bang quang, bénh ung thu tuyén tién liét, bénh ung thw vi (vi dy, bénh ung thu v bo
ba 4m tinh), bénh ung thu da, bénh ung thu c¢d tir cung, bénh ung thu da day, bénh ung
thu than, bénh ung thu tuy, caxinom té bao gan, bénh ung thu xuong, bénh ung thu
rudt két, bénh ung thu phéi té bao khong nhd, caxinom té bao c6 vay ving du va cb,
bénh ung thu két truc trang, u trung biéu mo, u lymphd (vi du, u lymphd té bao B, u
lympho té bao B 16n lan téa) va u melanin. Theo mot s phuong 4n, d6i tuong mic
bénh nhidm virut man tinh do virut dugc chon tir nhoém bao gdm virut gy suy giam
mién dich & nguoi (HIV), virut viém gan C (HCV), virut viém gan B (HBV), virut gay
u nhu & ngudi (HPV), virut gdy viém mang néo dam r6i mang mach t€ bao lymphd
(LCMV) va virut gdy suy giam mién dich & khi (SIV) gy ra. Theo mdt s6 phuong 4n,
khang thé khang CTLA-4 dugc sir dung cho dbi tugng két hop v6i chét diéu tri thir hai
duoc chon tir nhém bao gém chét tc ché PD-1, chit trc ché LAG3, khang thé véi
khang nguyén dic hiéu khéi u, khang thé v6i khang nguyén té bao da nhiém virut,
chét e ché PD-L1, chét trc ché CD20, khang thé ddc hiéu kép khang CD20 va CD3,
thuc phim chirc nang nhu chét chdng oxy hoa, chit déi khang VEGF, vacxin khang
bénh ung thu, chét héa tri ligu, chat gdy doc té bao, phau thuat, xa tri, NSAID,
corticosteroit, va liéu phap khac bét ky hitu ich dé cai thién it nhit mot triéu ching
lién quan dén bénh hoic r6i loan nay.

Theo mot khia canh, sang ché mo ta phuwong phép trc ché su phat trién cua khéi
u hoic té bao khdi u & ddi tugng bao gdm budc cho dbi tuong can diéu tri st dung
luong hiru hiéu cé tac dung diéu tri cua khang thé khang CTLA-4 hodc méanh gén két
khang nguyén cua n6 nhu duge boc 16 ¢ déy, hodc dugc phém chira cac khang thé nay
hoic manh gin két khang nguyén. Theo mdt sb phwong én, khdi u 12 khéi u nguyén
phat hogc tai phat. Theo mot s6 phuong an, khéi u 1 khdi u da tao thanh. Theo mot $6
phuong an, dbi twong mic bénh di can va/hodc da duge diéu tri bang liéu phap trude
d6. Theo mdt s phwong 4n, khdi u c6 mit & dbi tuong méc bénh hoic roi loan dugc
chon tir nhém bao gém bénh ung thu mau, bénh ung thu ndo, bénh ung thu té bao

than, bénh ung thu budng trimg, bénh ung thu bang quang, bénh ung thu tuyén tién
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liét, bénh ung thu v, caxinom té bao gan, bénh ung thu xuong, bénh ung thu rudt Kkét,
bénh ung thu phdi té bao khong nho, caxinom té bao c6 vay ving dAu va cd, bénh ung
thu két tryc trang, u trung biéu mé, u lymphd, va u melanin. Theo mot s6 phuong an,
khang thé khang CTLA-4 hodc manh gén két khang nguyén clia né dugc sir dung dudi
dang mot hodc nhiéu lidu trong d6 mdi lidu dugc st dung sau lidu ngay trude do6 tir 1
dén 12 tudn. Theo mot sé phuong an, khang thé khang CTLA-4 hodc manh gin két
khang nguyén ctia n6 dugc sir dung voi lidu nam trong khoéang tir khoang 0,1 mg/kg
thé trong dén khoang 100 mg/kg thé trong cta dbi tugng. Theo mot s6 phuong an, mdi
lidu chtra khang thé véi lugng nam trong khoéng tir khoang 50mg dén khoang
1000mg. Theo mot sd phuong an, khang thé khang CTLA-4 dugc st dung cho d6i
tuong két hop voi chét diéu tri tht hai duge chon tir nhém bao gém chét trc ché PD-1,
chat e ché LAG3, khang thé vé6i khang nguyén dac hiéu khéi u, chét trc ché PD-L1,

chét tic che CD20, khang thé dac hiéu kép khang CD20 va CD3, thwc phdm chitc nang
nhu chét chéng oxy hoa, chét dbi khang VEGF, vacxin khang bénh ung thu, chét hoa
tri liéu, chét gy doc té bao, phau thuét, xa tri, NSAID, corticosteroit, va liéu phap
khac bét ky hitu ich d8 cai thién it nhat mot triéu chimg lién quan dén bénh hoic rbi
loan. Theo mot phuong an, chét diéu tri tht hai la chét e ché PD-1 trong do chét wrc
ché PD-1 1a khang thé hoic manh gin két khang nguyén clia n6 dé gin két dic hidu
v6i PD-1. Theo mot sd phuong an, chét e ché PD-1 13 REGN2810, nivolumab hodc
pembrolizumab. Theo mot sd phuong én, khang thé khang CTLA-4 hodc méanh gin
két khang nguyén cta n6 duge sir dung qua duong dudi da, trong tinh mach, trong
khéi u, quanh khéi u, trong chan bi, trong mang bung, qua duong miéng, trong co,
hodc trong so.

Theo mdt khia canh, sang ché d& xuit phuong phap khoi phuc sy ¢ ché hoat
tinh cta té bao T qua trung gian CTLA-4 bao gdm buédc cho té bao T tiép xuac véi
khang thé khang CTLA-4 hogc manh gin két khang nguyén ctia né nhw dugc boe 10 &
day. Theo mot phuong an, té bao T duoc cho tiép xtc voi khang thé khang CTLA-4
clia sang ché két hop voi khang thé khang PD-1 (vi du, REGN2810).

Theo mdt khia canh, sang ché mo ta viéc st dung khang thé khang CTLA-4
hodc manh gin két khang nguyén ciia né nhu dugc boc 10 ¢ day, hodc dugc phdm

chira cac khang thé hodc manh gan két khang nguyén nay, trong vigc didu tri bénh
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hoéé rbi loan c6 thé diéu tri bang cich tao d6i khang CTLA-4. Trong mot sd trudng
hop, bénh hoc rdi loan 1a bénh ung thu.

Theo mot khia canh, sang ché mé ta viéc st dung khang thé khang CTLA-4
hodc manh gén két khang nguyén cia n6é nhu dugc bde 10 & day, hodc dugc phém
chira cac khang thé hodc manh gin két khang nguyén nay, trong vigc san xuét thubc
dung dé diéu tri bénh hoic 161 loan co6 thé diéu tri béng cach tao dbi khang CTLA-4.

Trong mot sd truong hop, bénh hodc r6i loan 13 bénh ung thu.

Manh gin két khang nguyén ciia khang thé

Tru khi dugce chi rd cu thé theo cach khac, khi duoc st dung trong ban md ta

2
A

nay, thuat ngit "khang the” s& duoc hidu 12 bao gébm cic phan tir khdng thé chtra hai
chudi ning cua globulin mién dich va hai chudi nhe cia globulin mién dich (nghia 12
"cac phan tir khang thé ¢6 chidu dai ddy du") cling nhu cidc manh gin két khang
nguyén cta chung. Khi duge st dung trong ban mo ta nay, cac thuat ngl "phan gin
két khang nguyén" cta khang thé, "manh gin két khang nguyén" cia khang thé, va
thuat ngit twong tu, bao gdm polypeptit hodc glycoprotein ¢é trong tu nhién bat ky, c6
thé thu dugc bang phuong phap enzym, tdbng hop, hodc duge tao ra bang k¥ thuat di
truyén gin két dic hiéu voi khang nguyén dé tao thanh phtrc hop. Khi duge st dung
trong ban mo ta ndy, cac thuat nglt "manh gin két khang nguyén" cuia khang thé, hodc
"manh khang thé” @ chi mot hoac nhiéu manh cua khang thé van gitt dugc kha ning
ghn két dac hiéu véi CTLA-4. Manh khang the c6 thé bao gdm méanh Fab, manh
F(ab'),, manh Fv, manh dAb, méanh chtra ving CDR, hodc CDR dugc phén 1ap. Theo
mdt s phuong 4n, thuat nglt “ménh gin két khang nguyén” dé chi manh polypeptit
cda phén tu gan két khang nguyén da dic hi¢u. Cac manh gin két khang nguyén cla
khang thé c6 thé thu dugc tir, vi dy, cdc phén tir khang thé c6 chidu dai ddy di bing
cach sit dung céc k§ thudt tiéu chudn thich hop bét ky nhu k§ thuat phan gidi protein
hoiic k¥ thuat thiét ké di truyén ti t hop bao gom bude xir 1y va bidu hién ADN ma
héa céc midn bién déi va (thy ¥) 6n dinh clia khang thé. ADN nay la da biét va/hodc
¢6 thé mua duoc dé dang, vi du, tir cac nguén thuong mai, thu vién ADN (bao gém, vi
du, thr vién khang thé-thé thuc khuén), hode ¢ thé dugc tong hop. ADN ¢6 thé dugc
giai trinh ty va xtr ly bang phuong phéap hoa hoc hodc bang cach st dung cac k¥ thuat
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sinh hoc phan tu, vi dy, dé sép xép mot hodc nhidu mién bién dbi va/hodc 6n dinh vao
cAu hinh thich hop, hoac d& dua codon vao, tao ra cac gbc xystein, céi bién, bd sung
ho#c loai bo cac axit amin, v.v..

Vi du khong lam giéi han vé& c4c manh gin két khang nguyén bao gom: (i) cac
manh Fab; (ii) cac manh F(ab")2; (iii) cic manh Fd; (iv) cdc manh Fv; (v) cac phén tir
Fv chudi don (single-chain Fv: scFv); (vi) cdc manh dAb; va (vii) cac don vi nhin biét
t6i thiéu gom céc gbc axit amin bit chudc vang siéu bién ctia khang tné (vi du, ving
quyét dinh tinh bd trg (CDR) dugc phén 1ap nhu peptit CDR3), hodc peptit FR3-
CDR3-FR4 rang budc. Céc phan tir dugc thiét ké khac, nhu céc khang thé dac hiéu
mién, cac khang thé mién don, cac khang thé bi khuyét doan mién, cac khang thé thé
kham, cac khang thé duoc ghép ving CDR, khang thé hai manh, khang thé ba manh,
khang thé bén manh, khang thé nhé, khang thé nano (vi du khang thé nano hoa tri
mot, khang thé nano hoa tri hai, v.v.), cac dugc phém ¢ hoat tinh mién dich modun
nho (small modular immunopharmaceuticals: SMIPs), va cac mién IgNAR bién dbi
ctia ¢4 map, cling dugc bao gbm trong thuat ngtt "manh gin két khang nguyén", khi
dugc st dung trong ban mo ta nay.

Manh gén két khang nguyén cla khing thé s& thuong chira it nh4t mot mién
bién déi. Midn bién dbi nay c6 thé c6 kich thude hogc thanh phan axit amin bét ky va
s& thuong chura it nhit mot ving CDR, ving nay lién k& voi hodc trong khung véi mot
hodc nhiéu trinh ty khung. Trong cic manh gin két khang nguyén c6 mién Vy lién
quan voi mién Vy, cac mién Vy va Vi ndy co th duogc bb tri trong déi v6i nhau theo
su sép xép thich hop bt ky. Vi dy, ving bién ddi co thé 1a dime va chua cac dime Vi
- Vg, Vi - Vi hodc Vi - Vi. Theo cich khac, manh gén két khang nguyén cta khang
thé c6 thé chira mién monome Vy hodc V.

Theo mot sé phwong an, manh gén két khang nguyén ctia khang thé c6 thé chira
it nhat mot mién bién dbi dugc lien két cong hoa tri véi it nhat mot mién 6n dinh. Cac
cAu hinh 1am vi du khong gidi han cla cac midn bién dbi va dn dinh c6 thé dugc tim
thdy trong manh gin két khang nguyén ciia khang thé theo sang ché bao gdm: (i) Vg -
Cyl; (i) Vi -C2; (iii) Vi -Cu3; (iv) Vi -Cul-Cu2; (v) Vg -Cyl-Cu2-Cy3; (vi) Vg -
Cy2-Cy3; (vii) Vy -Cy; (viii) Vi -Cgl; (ix) Vi -Cx2; (x) Vi -Ci3; (xi) Vi -Cyl-Cy2;
(xii) Vi, -Cyy1-Cy2-Cyi3; (xiii) Vi -Cy2-Cp3; va (xiv) Vi -Cp. Theo céu hinh bat ky ctia
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cac midn bién dbi va én dinh, bao gdm céu hinh bét ky trong s6 céc cAu hinh 1am vi du
d liét ké trén day, cic midn bién dbi va on dinh c6 thé dugc lién két truc tiép v6i nhau
hodc ¢6 thé duoc lién két béng vung ban ié hodc vung lién két mot phﬁn hodc hoan
toan. Vung ban 18 o thé gém it nhét 2 axit amin (vi du, 5, 10, 15, 20, 40, 60 hoac
nhiéu hon) ma s& tao ra lién két linh hoat hodc ban linh hoat gifta cac mién bién ddi
va/hoic dn dinh lién ké trong phan tir polypeptit don. Ngoai ra, manh gén két khang
nguyén ctua khang thé theo sang ché ¢6 thé chira homo-dime hodc hetero-dime (hodc
cac multime khac) ctia cdu hinh bét ky trong s cac chu hinh cia mién bién déi va én
dinh da liét ké trén ddy trong lién két khong cong hoa tri v6i nhau va/hodc vl mot
hoac nhiéu mién Vg hodc Vi monome (vi du, bf?mg (cac) lién két disulfua).

Déi v6i cac phan tir khang thé c6 chidu dai ddy du, cic méanh gin két khang
nguyén c6 thé 1a manh dic hiéu don hodic da dic hi¢u (vi dy, ddc hiéu kép). Manh gin
két khang nguyén da dic hiéu cua khang thé s& thudong chua it nhét hai mién bién ddi
khéc nhau, trong d6 mbi mién bién ddi c6 kha ning gin két dic hiéu v6i khang
nguyén riéng biét hodc voi epitop khac trén cuing khang nguyén. Pinh dang khang thé
da dac hiéu bét ky, bao gﬁ‘)m cac dinh dang khang thé dac hiéu kép lam vi du duoc boc
16 ¢ day, co thé duoc lam thich Ung aé sur dung trong nglt canh cua manh gin két
khang nguyén ctuia khang thé theo sang ché bing cach sit dung cac k¥ thudt thong

thuong co thé sir dung trong linh vuc nay.

Tao ra khang thé ciia nguoi

Phuong phép tao ra cic khang thé cta ngudi & chudt chuyén gen 1a da biét
trong linh vuec nay. Cac phuwong phép da biét bat ky nay c6 thé dugc st dung trong
ngit canh cua sang ché @ tao ra cac khang thé ciia nguoi gin két dic hiéu véi CTLA-
4.

Béng cach st dung k§ thuat VELOCIMMUNE® (vi du, xem Bang doc quyén
sang ché My sb US 6.596.541, Regeneron Pharmaceuticals, VELOCIMMUNE®)
hodc phuong phap da biét khac bét ky dé tao ra cac khang thé don dong, cac khang thé
thé kham c6 &i luc cao v6i CTLA-4 dugc phan ldp ban ddu c6 ving bién doi cita
nguoi va vung n dinh cta chudt. K§ thuatt VELOCIMMUNE® lién quan dén viéc tao

ra chudt chuyén gen c6 hé gen chira cc ving bicn doi chudi nhe va chuoi nang cta
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nguoi dugc lién két hoat dong véi locut ving dn dinh cta chudt ndi sinh sao cho chudt
nay tao ra khang thé chira ving bién ddi ctia nguoi va ving 4n dinh cta chudt dap tmg
véi su kich thich khang nguyén. ADN mi hda cac vung bién dbi cua chudi ning va
chudi nhe cia khang thé dugc phan 1dp va dugc lién két hoat dong véi ADN ma héa
vung dn dinh chudi ning va chudi nhe cta ngudi. Sau d6, ADN dugc biéu hién trong
t& bao ¢6 kha nang biéu hién khang thé cia ngudi cé chiéu dai ddy du.

N6i chung, chudt theo cong nghé VELOCIMMUNE® dugc thir thach bang
khang nguyén quan tam, va cac té bao bach huyét (nhu cac té bao B) duoc thu hoi tir
chuot biéu hién cac khang thé. Cac té bao bach huyét c6 thé duge dung hop véi dong
té bao u tuy dé tao ra dong té bao lai bat tir, va cac dong té bao lai nay dwgc sang loc
va chon loc dé xac dinh cac dong té bao lai san sinh ra cac khang thé dic hiéu véi
khéang nguyén quan tdm. ADN maé hoé cac ving bién ddi cua chudi nang va chudi nhe
c6 thé duoc phan 14p va lién két v6i cac vang 6n dinh isotyp mong mudn cta chudi
ning va chudi nhe nay. Protein cla khang thé nay c6 thé dugc san sinh trong té bao,
nhu t& bao CHO. Theo cach khic, ADN ma hoa cac khang thé thé kham dac hiéu
khang nguyén hodc céac mién bién ddi ctia chudi nang va chudi nhe c6 thé dugc phan
1ap truc tiép tir cac té bao lympho dic hiéu khang nguyén.

Ban dau, c4c khang thé thé kham c6 &i lyc cao dwoc phan 1ap c6 ving bién ddi
ctiia ngudi va vung 4n dinh ctia chudt. Nhu trong phan vi du duéi day, cac khang thé
duoc xac dinh tinh chét va chon loc dbi vé6i cac dac tinh mong mubn, bao gém ai luc,
tinh chon loc, epitop, v.v.. Cac vung 4n dinh cua chuot dugc thay thé bé‘mg vung on
dinh cua ngudi mong muédn dé tao ra khang thé cia ngudi c6 chidu dai ddy du theo
séng ché, vi du, IgG1 hodc IgG4 kiéu dai hodic duge cai bién. Trong khi vang on dinh
duge chon c6 thé thay ddi theo tmg dung cu thé, c4c dic tinh vé su gin két khang

nguyén 4i luc cao va tinh dic hiéu huéng dich tap trung trong ving bién dbi.

Chét twong dwong sinh hoc

Céc khang thé khang CTLA-4 va manh khéng thé theo sang ché bao gdm cac
protein c6 trinh ty axit amin khac véi trinh tu cua cac khang thé dugc mo ta, nhung
van giit duge kha nang gn két v6i CTLA-4. Céc khang thé va manh khéng thé cia

bién thé nay bao gém mot hodc nhiéu sy b sung, 1am khuyét doan hoac thay thé axit
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amin khi so sanh véi trinh tu gdc, nhung c6 hoat tinh sinh hoc vé co ban la twong
duong v6i hoat tinh sinh hoc ctia cac khang thé dugc mo ta. Tuwong ty, cac trinh tu
ADN mi héa khang thé theo sang ché bao gdm cac trinh ty chira mdt hodc nhidu su
bd sung, lam khuyét doan hodc thay thé nucleotit khi so sanh véi trinh ty duge boc 19,
nhung mi hoa khang thé hodc méanh khang thé 1a gin nhu twong duong sinh hoc véi
khang thé hoic manh khang thé cua sang ché.

Hai protein gin két khang nguyén, hodc cic khang thé, dugc cho 1a twong
duong sinh hoc néu, vi dy, ching 1a chét twong duong vé mit duoc hoc hodc chét thay
thé v& mat duoc hoc co ty 1€ va mac dd hép thu khong c6 sy khic biét dang ké khi
duoc str dung voi cung liéu mol trong céc diéu kién thir nghiém twong tu, & dang lidu
don hogc da liéu. Mt sb khang thé s& dugc cho 12 chit twong duong hodc chét thay
thé vé mat duoc hoc néu chung tuong dwong vé mirc do hép thu nhung van c6 thé
duoc cho la chét twong duong sinh hoc do su khac biét vé ty 1€ hép thula co chuy va
duoc thé hién trén nhan san phim, 1a khong can thiét dé dat duge ndng do duoc chat
trong co thé hiru hiéu, vi dy, khi st dung kéo dai, va duge cho 1a khong quan trong veé
mit y t& ddi v6i san phim duge chét cu thé dugc nghién ciru.

Theo mdt phuong an, hai protein gin két khang nguyén la chét tuong duong
sinh hoc néu khong c6 su khac biét c6 y nghia 1am sang vé d6 an toan, do tinh khiét,
hodc hiéu luc cua chung.

Theo mdt phwong an, hai protein gin két khang nguyén la chét tuong duong
sinh hoc néu bénh nhan ¢ thé chuyén ddi mot hodc nhidu 14n giita san phim tham
chiéu va san pham sinh hoc ma khong lam ting nguy co co tac dung phu du kién, bao
gdm ca sy thay ddi dang ké trong 1am sang vé tinh gay mién dich, hodc hiéu qua giam,
so v6i liéu phép lién tuc ma khong c6 su chuyén ddi nay.

Theo mdt phuong an, hai protein gin két khang nguyén la chét tuong duong
sinh hoc néu ching déu tac dung theo co ché thong thuong hodc co ché tac dung dbi
v&i mot hodc nhiéu diéu kién st dung, dén mic sao cho céc co ché nay 1a da biét.

Mirc d6 twong duong sinh hoc co thé dugc chimg minh bang cac phuong phap
in vivo va/hodc in vitro. Cac phuong phép twong duong sinh hoc bao gdm, vi du, (a)
thir nghiém in vivo & nguoi hodc cac dong vat ¢6 va khéc, trong do néng d6 cta khang

thé hodc cac chat chuyén hoa cta n6 duge xac dinh trong mau, huyét tuong, huyét
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thanh hodc cac dich sinh hoc khac duéi dang ham s6 theo thoi gian; (b) thir nghiém in
vitro ¢6 twong quan véi va la yéu td tién lugng hop ly vé sb liéu sinh kha dung in vivo
cta ngudi; (c) thir nghiém in vivo & nguoi hodc cac dong vat c6 v khac trong d6 hiu
qua dugc ly cAp tinh thich hop cia khang thé (hodc dich cta nd) duge xic dinh dudi
dang ham sd theo thoi gian; va (d) trong thir nghiém 1am sang dugc kiém soét chit ché
dé thiét lap d0 an toan, hiéu qua, hodc d6 sinh kha dung hodc muc d6 twong dwong
sinh hoc cua khang thé.

Céc bién thé twong duwong sinh hoc ctia khang thé theo sang ché c6 thé duoc tao
cAu trac, vi du, bé'mg cach tao ra su thay thé khéac nhau cta cac géc hodc trinh tu hodc
loai bd cac gde hodc trinh tur & dAu tan cung hodc & bén trong phén tir Khong can thiét
cho hoat tinh sinh hoc. Vi du, cac gbc xystein khong thiét yéu dbi véi hoat tinh sinh
hoc c6 thé bi loai bé hodc thay thé bang céc axit amin khéc dé ngan ngira sy tao ra cac
lién két cAu disulfua ndi phan tir khong can thiét hodic khong chinh xdc khi hdi tinh.
Trong céc truong hop khac, cac khang thé twong duong sinh hoc ¢6 thé bao gdm céc
bién thé khang thé chia sy thay dbi axit amin, d& cai bién cac dic tinh glycosyl hoa

ctia khang thé, vi du, cac dot bién loai trir hodc loai bé su glycosyl hoa.

Cic khéng thé khing CTLA-4 chira bién thé Fc

Theo mét sb phuwong an cla séng ché, céc khang thé khang CTLA-4 dugc e
xuAt chira mién Fc c6 chira mot hodc nhiéu dot bién 1am gia ting hodc lam giam su
gén két ctia khéng thé vé&i thu thé FcRn, vi du, & 6 pH axit so v6i do pH trung tinh.
Vi du, sang ché bao gdm céc khang thé khang CTLA-4 chta su dot bién trong ving
Cy2 hodc Cy3 cua mién Fc, trong d6 cac dot bién nay lam gia tang 4i lyc cla mién Fc
voi FeRn trong moi truong axit (vi dy, trong thé nhan ma & d6 do pH nim trong
khoang tir khoang 5,5 dén khoang 6,0). Cac dot bién nay co thé dan dén 1am ting thoi
gian ban huy trong huyét thanh cta khang thé khi dugc st dung cho dong vat. Vi du
khong lam giéi han vé c4c cai bién mién Fc nay bao gém, vi du, su cai bién & vi tri
250 (vi du, E hodc Q); 250 va 428 (vi du, L hoic F); 252 (vi dy, L/Y/F/W hodc T),
254 (vi du, S hodc T), va 256 (vi du, S/R/Q/E/D hodc T); hodc su cai bién & vi tri 428
vashodc 433 (vi du, H/L/R/S/P/Q hoac K) va/hoic 434 (vi duy, A, W, H, F hodc Y
[N434A, N434W, N434H, N434F hogc N434Y]); hodc sy cai bién & vi tri 250 va/hoac
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428 hodc su cai bién & vi trf 307 hodc 308 (vi dy, 308F, V308F), va 434, Theo mot
phwong 4n, sw cai bién bao gdm s cai bién 428L (vi du, M428L) va 434S (vi du,
N434S); su cai bién 428L, 2591 (vi dy, V2591), va 308F (vi du, V308F); su cai bién
433K (vi du, H433K) va 434 (vi dy, 434Y); su cai bién 252, 254, va 256 (vi duy, 252Y,
254T, va 256E); su cai bién 250Q va 428L (vi du, T250Q va M428L); va su cai bién
307 va/hodc 308 (vi dy, 308F hozc 308P). Theo phuong an khéc nita, su cai bién bao
gdm su cai bién 265A (vi du, D265A) va/hodc 297A (vi du, N297A).

Vi du, sang ché bao gbm céc khang thé khang CTLA-4 chura mién Fc c6 mot
hogc nhiéu cip hodc nhém dot bién duqc chon tir nhom bao gdm: 250Q va 248L (vi
du, T250Q va M248L); 252Y, 254T va 256E (vi du, M252Y, S254T va T236E); 428L
va 434S (vi du, M428L va N434S); 2571 va 3111 (vi dy, P2571 va Q311I); 2571 va
434H (vi dy, P2571 va N434H); 376V va 434H (vi du, D376V va N434H); 307A,
380A va 434A (vi du, T307A, E380A va N434A); va 433K va 434F (vi dy, H433K va
N434F). Theo mdt phwong 4n, sang ché bao gém céc khang thé khang CTLA-4 chtra
mién Fc ¢o su dot bién S108P trong vung ban 18 cua IgG4 dé kich thich su 4n dinh
dime. Toan bd cac td hop co thé ¢ cia cac dot bién mién Fc néu trén, va cac dot bién
khéc trong mién bién dbi cua khang thé duge boc 10 & day, dugc du dinh nim trong
pham vi cua sang ché.

Sang ché con bao gdm céac khang thé khang CTLA-4 chira ving 6n dinh cua
chudi niang (Cy) thé kham, trong d6 ving Cy thé kham bao gdm céc doan co ngudn
gbc tir ving Cy cla nhiéu hon mot isotyp cua globulin mién dich. Vi dy, céc khang
thé clia sang ché c¢6 thé chira ving Cy thé kham bao gdm mot phan hodc toan bd mién
Cy2 c6 ngudn gbe tir phan tir [gG1 cta ngudi, [gG2 clia ngudi hodc IgG4 cia ngudi,
duoc két hop véi mot phan hogc toan b mién Cy3 ¢6 ngudn gde tir phéan tir IgG1 cua
nguoi, IgG2 ciia ngudi hodc IgG4 cia ngudi. Theo mot <6 phuong 4n, cdc khéng thé
cla sang ché chira ving Cy thé kham c6 vung ban 18 thé kham. Vi dy, ving ban 18 thé
kham c6 thé chira trinh ty axit amin & viing "ban 1& phia trén" (cc gdc axit amin tir vi
trf 216 dén 227 theo cach danh sb ciia EU) ¢ ngudn gdc tir viing ban 1& 1gG1 cua
ngudi, [gG2 cua nguoi hodc IgG4 cua ngudi, duge két hop v6i trinh tu & ving "ban 18
phia dudi" (céc gdc axit amin tir vi tri 228 dén 236 theo cach danh sb ctia EU) c6

ngudn gbe tlr viing ban 18 IgG1 cua ngudi, IgG2 cla nguoi hodc IgG4 cua nguoi.
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Theo mdt sb phuong 4n, ving ban 18 thé kham chura cac gbe axit amin c6 ngudn gbc
tir viing ban 1& phia trén IgG1 ciia nguoi hodc IgG4 cua nguoi va cac gbc axit amin ¢6
ngudn gdc tir ving ban 1& phia duéi IgG2 cta ngudi. Theo mot sd phuong 4n, khéng
thé chira ving Cyy thé kham nhu duge mo ta ta & ddy c6 thé c6 céc chirc nang hiéu ing
cua vung Fc dugce cai bién ma khong lam anh hudng bét loi cho dic tinh diéu tri hodc
dugc dong hoc cta khang thé. (Vi du, xem cong bd don dang ky sang ché My sb US
20140243504, phdn mo t& cua tai liéu nay dugc dua vao day dé tham khao ndi dung

cua no).

Dic tinh sinh hoc ciia khang thé

Noi chung, cac khang thé cua sang ché thuc hién chirc ning bing cach gin két
v&i CTLA-4. Sang ché bao gdm cac khang thé khang CTLA-4 va méanh gén két khang
nguyén cua nd gin két v6i cac phan tr CTLA-4 monome hogc dime hoa tan voi ai luc
cao. Vi dy, sang ché bao gdm khang thé va cac manh gin két khang nguyén cia khang
thé ghn két véi CTLA-4 dime ctia ngudi va khi (vi du, ¢ nhiét do 25°C) véi gié tri Kp
nho hon khoang 20nM khi dwoc x4c dinh bing phuong phéap cong huéng plasmon bé
mat, vi du, béng cach str dung dinh dang thir nghiém nhu duoc xac dinh trong Vidu3
& day. Theo mot s6 phuong 4n, cdc khang thé hogc manh gén két khang nguyén cua
né gin két véi CTLA-4 monome véi gid tri Kp nho hon khoing 10nM, nhé hon
khoang 5nM, nhé hon khoang 2nM, hodc nhé hon khoang 1nM, khi duge xac dinh
bing phwong phap cong hudng plasmon bé mat, vi du, bing cach sir dung dinh dang
thir nghiém nhu duge xac dinh trong Vi du 3 & day, hodc thir nghiém gé”m nhu twong
tu.

Sang ché con bao gom khéng thé va cac manh gin két khang nguyén cta nd
gén két v6i CTLA-4 v6i thoi gian ban hity phan ly (t%2) 16n hon khoang 4 phut khi
duoc xac dinh bang phwong phap cong hudng plasmon bé mit & nhiét d§ 25°C, vi dy,
bang cach sir dung dinh dang thir nghiém nhur dwgc xac dinh trong Vi du 3 ¢ day, hodc
thir nghiém gin nhu twong tw. Theo mot s& phuong 4n, cdc khang thé hosic manh gin
két khang nguyén cua sang ché gin két véi CTLA-4 v6i thoi gian tV2 16n hon khoang
5 phut, 16n hon khoang 10 phut, 16n hon khoang 15 phut, 16n hon khoang 20 phut, 16n
hon khoang 30 phut, 16n hon khoang 40 phut, 16n hon khoang 100 phut, 16n hon
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khoang 200 phit, 16n hon khoang 300 phut, hodc 16n hon khoang 500 phut, khi dugc
xéac dinh bang phuong phap cong hudng plasmon bé mit & nhiét do 25°C, vi du, bang
cach st dung dinh dang thir nghiém nhu duoc xac dinh trong Vi du 3 & day (vi dy,
dinh dang bt gitt mAb), hodc thir nghiém gin nhu tuong tu.

Sang ché con bao gbm céc khang thé hogc manh gin két khang nguyén cua no
phong bé sy gin két cia hCTLA-4 v6i hB7-1 (CD80) va/hodc hB7-2 (CD86) véi ndng
dd ICso nhod hon khodng 320nM khi duge xac dinh bang cach st dung thir nghiém
mién dich hép thu lién két enzym (Enzyme-linked Immunosorbent Assay: ELISA), vi
du, nhu duogc thé hién trong Vi du 4, hodc thir nghiém gén nhu twong ty. Theo mot s6
phuong én, cic khang thé hodc manh gin két khang nguyén ciia né phong bé su gin
két ctia hCTLA-4 v6i B7-1 ciia ngudi va/hodc B7-2 ciia ngudi voi ndng dd ICso nho
hon khoang 200nM, nhé hon khoang 100nM, nho hon khoang 70nM, nhé hon khoang
20nM, nho hon khoang 10nM, nhé hon khoang 5nM, nho hon khoang 1nM, hodc nho
hon khoang 0,5nM, khi dugc xdc dinh bang thir nghiém ELISA kiéu kep gitta canh
tranh, vi du, nhu duge xac dinh trong Vi du 4 & day, hodc thr nghiém gan nhu twong
tu.

Sang ché con bao gdm cac khang thé hodc manh gin két khang nguyén cia nd
phong bé su gén két cia hCTLA-4 v6i B7-1 cua nguoi va/hodc B7-2 clia nguoi it nhét
85% khi dugc xac dinh béng thir nghiém ELISA kiéu kep gifta canh tranh, vi du, nhu
dwoc xac dinh trong Vi dy 4 & ddy, hodc thit nghiém gin nhu tuong tu.

Sang ché con bao gdm céc khéng thé hoac manh gin két khang nguyén cia n6
gfn két v6i té bao biéu hién CTLA-4 clia ngudi voi nong do ECso nhd hon khoing
6nM khi dugc xdc dinh bing thtt nghiém phat quang dién héa nhu dugc xac dinh
trong Vi du 5 & ddy, hodc thir nghiém gan nhu tuong ty. Theo mot s6 phuong 4n, cac
khang thé hoic manh gin két khang nguyén ciia nd gan két v6i té bao biéu hién
hCTLA-4 véi néng d6 ECso nhd hon khoang 4nM, nhé hon khoang 2nM, nhd hon
khoang 1nM, hodc nho hon khoang 0,5nM, khi dugc xac dinh béng thir nghi¢ém phat
quang dién hoa, vi du, b%tng cach st dung dinh dang thir nghiém trong Vidu 5 ¢ day,
hodc thr nghiém gan nhu tvong ty. Theo mot s& phwong é4n, céc khang thé hoic manh
gén két khang nguyén ctia né gén két v6i té bao biéu hién hCTLA-4 véi ty 1€ cao hon

khoang 10 1an so véi su gan két voi té bao dbi chung, véi ty 1& cao hon khoang 15 lan,
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hoi#c vdi ty 1€ cao hon khoang 20 14n so v6i su gin két véi té bao dbi chimg, khi dugc
xé4c dinh bang thir nghiém phat quang dién hoa, vi du, bing cach st dung dinh dang
thir nghiém trong Vi du 5 ¢ déy, hodc thir nghiém gan nhu twong ty.

Sang ché con bao gdm cac khang thé hoic manh gin két khang nguyén cia n6
gan két v6i té bao biéu hién CTLA-4 cta khi cynomolgus voi ndng d6 ECso nhd hon
khoang 0,5nM khi dugc xac dinh bang thir nghiém phat quang di¢n hoéa nhw duge xac
dinh trong Vi du 5 & day, hodc thir nghiém gin nhu twong tu. Theo mot s6 phwong 4n,
céc khang thé hoic manh gén két khang nguyén cua né gin két véi t& bao biéu hién
mfCTLA-4-v61 néng dd ECsg nho hon »kho»éng O;SnM, hodc nho hon khoang 0,2nM,
khi dugc xé4c dinh bang thir nghiém phét quang di¢n hoa, vi du, bang cich st dung
dinh dang thtr nghiém nhu duoc xac dinh trong Vi du 5 & day, hodc thir nghiém gin
nhu tuong tu.

Sang ché con bao gdm cac khéang thé hoic manh gin két khang nguyén cia n6
phong bé su diéu hoa giam cla té bao T do CTLA-4 (bang cach phong bé su tuong tac
CTLA-4/CD80 va CTLA-4/CD86) v6i nﬁ‘)ng d6 ECso nho hon 8nM khi dugc xéc dinh
bang thir nghiém gen thong bao luciferaza cia té bao T/APC nhu dugc xac dinh trong
Vi du 6 & diy, hoac thir nghiém gan nhu trong ty. Theo mot sb phwong én, cac khang
thé hodc manh gin két khang nguyén cua n6 phong bé su didu hoa giam cua t€ bao T
do CTLA-4 véi néng d6 ECso nhé hon khoang 6nM, nho hon khoang 5nM, nho6 hon
khoang 3nM, nhé hon khoang 2,5nM, hodc nho hon khoang 2nM, khi dugc xdc dinh
bing thir nghiém gen thong bao luciferaza cua té bao T/APC, vi dy, bang céch st
dung dinh dang thtr nghiém nhu dugc xac dinh trong Vi du 6 & déy, hodc thir nghiém
gan nhu tuong ty. Theo mot s6 phuong 4n, cac khang thé hodc manh gin két khang
nguyén cila né phong bé sw diéu hoa giam cta t€ bao T do CTLA-4 clia ci CTLA-4
cua nguoi va khi.

Sang ché con bao gdm céc khang thé hodc manh gin két khang nguyén ctia no
khoi phuc tac dung uc ché su giai phong IL-2 qua trung gian CTLA-4 (bang cach
phong bé su tuong tac cia CTLA-4/CD80 va CTLA-4/CD86) v6i ndng @6 ECs nho
hon khoang 50nM khi dugc xac dinh bang thir nghiém giai phéng IL-2 cla té bao
T/APC nhu duge xac dinh trong Vi du 6 & ddy, hodc thir nghiém gén nhu tuong tu.

Theo mot sb phuong an, cac khang thé hodc manh gin két khang nguyén cia né khoi
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phuc tac dung rc ché su giai phong IL-2 qua trung gian CTLA-4 véi ndng dd ECsg
nhé hon khoang 45nM, nhé hon khodng 35nM, nhé hon khoang 25nM, hodc nhoé hon
khoang 20nM, khi dugc xac dinh bang thir nghiém giai phong IL-2 cla té bao T/APC,
vi du, béng cach st dung dinh dang thir nghiém nhu dugc xac dinh trong Vi du 6 ¢
day, hodc thir nghiém gin nhu tvong tw. Theo mot s6 phuong 4n, cac khang thé hoic
méanh gin két khang nguyén cua né phong bé sy diéu hoa giam cia té bao T do
CTLA-4 va/hodc tac dung e ché su giai phong IL-2 qua trung gian CTLA-4 d6i véi
cad CTLA-4 cua nguoi va khi. Theo mot sd phuong 4n, cac khang thé hogc manh gin
két khang nguyén cta né phong bé sy didu hoa giam cla té bao T do CTLA-4, khi
duoc chiing minh bang su san sinh IL-2, véi ty 1€ glp tir 4 dén 6 14n so véi su san sinh
quan sat dugc b1 voi khang thé ddi ching isotyp.

Theo mot sd phwong an, cac khang thé theo sang ché hitu ich trong viéc trc ché
su phat trién cua khdi u hodc 1am chim su tién trién cua bénh ung thu khi dugce st
dung theo cach du phong cho dbi twong cin didu tri va co6 thé 1am ting thoi gian séng
ctia d6i tuong. Vi dy, viéc sir dung khang thé cua sang ché c6 thé din dén 13m thu nho
khéi u nguyén phat va co thé ngan ngura sy di can hodc sy phat trién ctia khéi u thit
phat. Theo mot s6 phuong é4n, cac khang thé theo sang ché hiru ich trong viéc trc ché
su phat trién ctia khodi u khi dugc sir dung theo cach didu tri cho dbi tuong can diéu tri
va c6 thé 1am ting thoi gian song clia d6i twong. Vi dy, viée st dung luong hitu hiéu
¢6 tac dung diéu tri cua khang thé theo sang ché cho d6i tuong c6 thé dan dén 1am thu
nho va su bién méat ctia khdi u da tao thanh & d6i tuong. Theo mot s6 phuong an, mot
hodc nhiéu khing thé cta sang ché dugc st dung qua duong khu tra (trong khéi u
hodc quanh khdi u) va dan dén tc ché sy phat trién cua khdi u trong tén thuong khéi u
{4 tiém va trong cac ton thuong khéi u ¢ xa (hiéu ung ngoéi muc tiéu).

Theo cic phuong an khac nhau, sang ché d& xuét khang thé don dong tai t6 hop
duoc phin 18p hodc manh gin két khang nguyén clia n6 gin két véi CTLA-4, trong d6
khéang thé hoic méanh gin két khang nguyén ciia n6 c6 mét hodc nhiéu dic diém sau:
(i) chira ving HCVR c¢0 trinh tu axit amin dugc chon tir nhém gdm céc trinh tw SEQ
ID NO: 2, 18, 34, 50, 66, 82, 98, 114, 130, 146, 162, 178, 194, 210, 226, 242, 258,
274, 290, 306, 314, 330, 346, 362, 378, 394, 410, 426, 442, 458, 474, va 490, hodc

trinh tw gén nhu twong tw cla chiing c6 mirc do gidng vé trinh tu it nhat 90%, it nhét
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95%, it nhat 98% hodc it nhét 99%; (ii) chtta ving LCVR ¢4 trinh ty axit amin dugc
chon tor nhém g6m cac trinh tu SEQ ID NO: 10, 26, 42, 58, 74, 90, 106, 122, 138,
154, 170, 186, 202, 218, 234, 250, 266, 282, 298, 322, 338, 354, 370, 386, 402, 418,
434, 450, 466, 482, va 498, hodc trinh tu gﬁn nhu tuong tw cia ching c6 muc do
gibng v& trinh ty it nhdt 90%, it nhat 95%, it nhat 98% hogc it nhét 99%; (iii) chira
mién HCDR3 ¢6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhém gém cac trinh tu SEQ ID NO:
8, 24, 40, 56, 72, 88, 104, 120, 136, 152, 168, 184, 200, 216, 232, 248, 264, 280, 296,
312, 320, 336, 352, 368, 384, 400, 416, 432, 448, 464, 480, va 496, hodc trinh tu gin
nhu tvong tw cta ching c6 mirc do giéng vé trinh tu it nhét 90%, it nhét 95%, it nhit
98% hoic it nhit 99%; va mién LCDR3 ¢6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhom gém
cac trinh tu SEQ ID NO: 16, 32, 48, 64, 80, 96, 112, 128, 144, 160, 176, 192, 208,
224, 240, 256, 272, 288, 304, 328, 344, 360, 376, 392, 408, 424, 440, 456, 472, 488,
va 504, hogc trinh ty gin nhu twong ty cua ching ¢6 mic do gibng vé trinh ty it nhét
90%, it nhit 95%, it nhat 98% hodc it nhat 99%; (iv) chira mién HCDRI c¢6 trinh ty
axit amin dugc chon tr nhém gém céc trinh tu SEQ ID NO: 4, 20, 36, 52, 68, 84, 100,
116, 132, 148, 164, 180, 196, 212, 228, 244, 260, 276, 292, 308, 316, 332, 348, 364,
380, 396, 412, 428, 444, 460, 476, va 492, hodc trinh tu gr;”m nhu tuong tu clia chung
¢6 mitc do gibng v& trinh ty it nht 90%, it nhit 95%, it nhit 98% hoc it nhit 99%;
mién HCDR2 ¢6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhom gém cac trinh ty SEQ ID NO:
6,22, 38, 54, 70, 86, 102, 118, 134, 150, 166, 182, 198, 214, 230, 246, 262, 278, 294,
310, 318, 334, 350, 366, 382, 398, 414, 430, 446, 462, 478, va 494, hoac trinh tu gan
nhu twong tu cta ching c6 mirc do gidng vé trinh tu it nhat 90%, it nhét 95%, it nhét
98% hoac it nhét 99%; mién LCDRI c¢6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhom gém
cac trinh tw SEQ ID NO: 12, 28, 44, 60, 76, 92, 108, 124, 140, 156, 172, 188, 204,
220, 236, 252, 268, 284, 300, 324, 340, 356, 372, 388, 404, 420, 436, 452, 468, 484,
va 500, hodc trinh tu gén nhu tuong tu cia ching c6 muirc do giéng vé trinh tu it nhit
90%, it nhit 95%, it nhit 98% hoc it nhit 99%; va mién LCDR2 c6 trinh ty axit amin
duoc chon tr nhom gdm céc trinh ty SEQ ID NO: 14, 30, 46, 62, 78, 94, 110, 126,
142, 158, 174, 190, 206, 222, 238, 254, 270, 286, 302, 326, 342, 358, 374, 390, 406,
422, 438, 454, 470, 486, va 502, hodc trinh tu gﬁn nhu tuong tw cta ching c6 mic do
gibng vé trinh ty it nhét 90%, it nhét 95%, it nhat 98% hogc it nhét 99%; (v) gan két
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v6i CTLA-4 dime ctia ngudi va khi v6i hing s can bing phan ly gan két (Kp) nho
hon khoang 20nM khi dugc xé4c dinh trong thir nghiém cong huong plasmon bé mit &
nhiét 6 25°C; (vi) gén két voi CTLA-4 dime cla ngudi va khi véi thoi gian ban huy
phan ly (t%2) 16n hon khoang 4 phut khi dugc xac dinh trong thtr nghiém cdng hudng
plasmon bé mat & nhiét do 25°C; (vii) phong bé su gan két cia hCTLA-4 v6i hB7-1
(CD80) va/hodc hB7-2 (CD86) vdi ndng d6 IC50 nho hon khoang 320 nM khi dugc
xac dinh bang cach st dung thr nghiém bam dinh t€ bao; (viii) phong bé su gin két
ctia hCTLA-4 véi B7-1 clia ngudi va/hodc B7-2 cuia ngudi it nhét 85% khi dugc xéc
dinh biing thtr nghiém ELISA kiu kep giira canh tranh; (ix) gin két voi té bao bidu
hién CTLA-4 clia nguoi v6i ndng do ECS50 nho hon khoang 6nM khi dugc xac dinh
bang thir nghiém phat quang dién hoa; (x) gin két v6i t€ bao biéu hién hCTLA-4 véi
ty 16 cao hon 10 1an so v&i su gén két véi cac té bao ddi ching; (xi) gin két véi té bao
biéu hién CTLA-4 cta khi v6i néng d6 EC50 nhé hon khoang 0,5 nM khi dugc XAac
dinh bang thir nghiém phét quang dién hoa; (xii) phong bé sy diéu hoa giam cla té bao
T do CTLA-4 véi nf‘)ng dd EC50 nhé hon 8 nM khi dugc xé4c dinh béng thir nghiém
gen thong bao luciferaza cua té bao T/APC; (xiii) phong bé sy diéu hoa giam cla té
bao T do CTLA-4 ciia ca CTLA-4 ctia ngudi va khi; (xiv) khoi phuc tac dung uc ché
su giai phong IL-2 qua trung gian CTLA-4 véi ndéng d6 ECso nho hon khoang 50nM
khi duoc xac dinh trong thir nghiém giai phong IL-2 cua té bao T/APC; (xv) ) phong
bé su diéu hoa giam cla té bao T do CTLA-4 va/hodc tac dung (rc ché su giai phong
IL-2 qua trung gian CTLA-4 dbi v4i ca CTLA-4 cua nguoi va khi; (xvi) phong bé su
didu hoa giam cla té bao T do CTLA-4, nhu dugc ching minh bang sy san sinh IL-2,
voi ty 1€ cao hon tir 4 dén 6 14n so v6i mic dO quan sat dugc dbi voi khang thé ddi
chung isotop; (xvii) e ché su phat trién cla khéi u 1am tang ty 1¢ sdng & ddi tugng
méc bénh ung thu, va (xviii) la khang thé ciia ngudi ¢6 chiéu dai day du.

Cac khéang thé theo sang ché c6 thé c6 mot hodc nhiéu dac diém sinh hoc da
néu trén trén day hoac td hop bt ky cla chung. Cac dic diém sinh hoc khéac cta
khang thé theo sang ché s& trd nén o rang dbi véi ngudi co hiéu biét trung binh trong
linh vuc nay khi xem xét phﬁn mo ta bao gém ca cac vi du thuc hién trong ban mo ta

nay.
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Tinh chon loc loai va kha ning phéan @ng chéo cia cac loai

Theo mot sd phuong 4n cla sang ché, cac khang thé khang CTLA-4 gén két
v&i CTLA-4 ctia nguoi nhung khong gin két voi CTLA-4 tir cdc loai khac. Theo cach
khac, cac khang thé khang CTLA-4 theo sang ché, theo mot sd phuong 4n, gan két voi
CTLA-4 cua ngudi va véi CTLA-4 tir mdt hodc nhiéu loai khong phai ngudi. Vi du,
céc khang thé khang CTLA-4 theo sing ché ¢6 thé gin két véi CTLA-4 cua ngudi va
¢6 thé gin két hoac khong gin két véi, nhu truong hop nay c6 thé 13, v6i mdt hodc
nhiéu CTLA-4 cta chudt, chudt nhat, chudt lang, chudt déng, chudt nhay, lon, meo,
ché, thd, dé, ctru, bo cai, ngua, lac da, khi cynomolgus, khi marmoset, khi rhesus hoidc
héc tinh tinh. Theo mot sd phuong 4n, cac khang thé khang CTLA-4 theo sang ché c6
thé gin két véi CTLA-4 cua khi cynomolgus va nguoi vé6i 4i luc gidng nhau hoic

khac nhau, nhung khong gén két véi CTLA-4 cla chudt va chut nhit.

LAap ban do epitop va cac ky thuit lién quan

Sang ché bao gdm cac khang thé khang CTLA-4 tuong tac véi mot hodc nhidu
axit amin duoc tim thdy trong mot hodc nhidu mién ctia phan tt CTLA-4 bao gbm, vi
du, mién ngoai bao, mién xuyén mang, va mién chét té bao. Epitop ma cac khang thé
gén két v&i 6 thé gém trinh tu lién k& don 1¢ ctia 3 axit amin hodc nhiéu hon (vi dy, 3,
4.5.6,7.8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 hodc nhiéu hon) nam trong
mién bit ky trong sb cac mién néu trén cua phan tt CTLA-4 (vi du, epitop mach thing
trong mién). Theo cach khac, epitop co thé gdm nhiéu axit amin (hodc cac trinh tw axit
amin) khong lién ké nim trong mién bat ky hoic tAt ca cac mién néu trén clia phan tir
CTLA-4 (vi du, epitop chu dang).

Céc k¥ thudt khac nhau da biét voi ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc
nay c¢6 thé dugc st dung d8 xac dinh xem mot khang thé c6 thé "tuwong tac v6i mot
hogc nhidu axit amin" hay khong trong polypeptit hodc protein. Céc k¥ thuat 1am vi du
bao gbém, vi du, cac thtt nghiém phong bé chéo thong thudng, nhu thir nghiém dugc
mb ta trong tai liéu: Antibodies, Harlow and Lane (Cold Spring Harbor Press, Cold
Spring Harbor, NY). Cac phuong phéap khac bao gdm phan tich dot bién quét alanin,
phan tich thdm tach peptit (Reineke (2004) Methods Mol. Biol. 248: 443-63), phéan
tich phan giai peptit, cac nghién ctu tinh thé hoc va phan tich NMR. Ngoai ra, cac
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phuong phap nhu phén cét epitop, chiét epitop va cai bién héa hoc khang nguyén co
thé duoc st dung (Tomer (2000) Prot. Sci. 9: 487-496). Phuong phap khéc ¢o thé
duge st dung dé xac dinh cac axit amin trong polypeptit ma khang thé twong tac voi
la phuong phap trao d6i hydro/doteri dugc phat hi¢n bang phuwong phap phd khdi
lugng. Theo céc thuat ngit chung, phwong phap trao d6i hydro/doteri bao gdm budc
danh déu protein quan tdm bang doteri, sau d6 gin két khang thé véi protein da danh
déu bang doteri nay. Tiép theo, phuc hop protein/khang thé duogc chuyén vio nude va
cac proton cO thé trao ddi trong céc axit amin dugc bao vé béng phl'IC. hop khang thé
duoc trao d6i nguoc doteri thanh hydro véi ty 16 thap hon so v6i cac proton c6 thé trao
d6i trong céac axit amin khong l1a mdt phan ciia mjt phan cach. Két qua 1a cac axit
amin tao ra phan mit phan céach cta protein/khang thé co thé van gitt dugc doteri va
do do6 c6 khdi luong tuong dbi cao hon so v6i cac axit amin khong dugc dua vao mat
phan cach. Sau khi phan ly khang thé, protein dich dugc phén giai bang proteaza va
phén tich phd khdi lugng, nho d6 cho thdy céc gbc dugc danh d4u bang doteri twong
ing Vi cac axit amin cy thé ma khang thé trong tac voi. Vi du, xem tai liéu: Ehring
(1999) Analytical Biochemistry 267: 252-259; Engen and Smith (2001) Anal. Chem.
73: 256 A-265A.

Thuét ngit "epitop" dé chi vi tri trén khang nguyén ma té bao B va/hodc té bao
T dap tng vai. Céc epitop té bao B c6 thé dugc tao ra tir ca cac axit amin 1ién ké hozc
cac axit amin khong lién k& nhung nam canh nhau bdi sy cudn gép béc ba cua protein.
Céc epitop dugc tao ra tlr cac axit amin lién ké thuong duoc gilt lai khi tiép xuic voi
cac dung moi lam bién tinh, trong khi cac epitop dugc tao ra boi sy cudn gap bac ba
thuomg bién mét khi xit 1y bing cac dung moi lam bién tinh. Mot epitop thudng bao
gdm it nhét 3, va thong thuong hon la bao gbm it nhét 5 hodc tir 8 dén 10 axit amin
trong cdu hinh khong gian duy nhét.

Phuong phap lap profin duoc hd trg bang sy cai bién (Modification-Assisted
Profiling: MAP), con dugc goi la phuong phap lap profin cua khang thé dwa trén céu
trac khang nguyén (Antigen Structure-based Antibody Profiling: ASAP) la phuong
phap phan loai s6 luong 16n cac khang thé don dong (mAb) khang lai cing mot khang
nguyén theo tinh tuong tu vé profin gin két ctia mdi khang thé voi bé mit khang

nguyén dugc cai bién biang phuong phép hoa hoc hodc enzym (xem Cong bb don dang
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ky sang ché My s US 2004/0101920, tai liéu ndy dugc vién dan cy thé & day dé tham
khao toan bd ndi dung ctia né). Mdi nhém c6 thé thé hién mot epitop duy nhéit khac
biét hoan toan hoac chéng lap mot ph?ln véi epitop duoc thé hién béng mot nhém
khéc. K§ thuat nay cho phép loc nhanh céac khang thé gidng nhau vé mat di truyén, sao
cho viéc xac dinh tinh chét c6 thé duoc tap trung vao cac khang thé khac biét vé mit
di truyén. Khi dugc st dung dé sang loc té bao lai, phuong phap MAP c6 thé téo didu
kién thuén lgi cho viéc xac dinh tinh chit ctia cac dong té bao lai hiém dé tao ra cac
khang thé mAb ¢6 dic tinh mong muén. Phuong phap MAP ¢6 thé duge sir dung aé
phan loai céc khang thé cta sang ché thanh cac nhom khang thé gén két véi cac epitop
khac nhau.

Theo mét sé phwong 4an, khang thé khang CTLA-4 hodc manh gin két khang
nguyén cua no ghn két véi epitop trong mot hodc nhidu ving bét ky duogc vi du trong
CTLA-4, hodc & dang tu nhién, nhu dugc vi du trong trinh ty SEQ ID NO: 505, hodc
duoc tao ra bing phuwong phap tai td hop, hodc v6i manh cta chung.

Sang ché bao gdm cac khang thé khang CTLA-4 gén két véi cung epitop, hodc
mdt phan ciia epitop ndy, nhu khang thé bat ky trong s6 cac khang thé 1am vi du cu thé
dugec mo ta & diy trong Bang 1, hodc khang thé co trinh ty ving CDR cta khang thé
bat ky trong sb cac khang thé 1am vi du duoc mo ta trong Bang 1. Tuong tu, sing ché
con bao gdm cac khang thé khang CTLA-4 canh tranh gin két véi CTLA-4 hodc
manh CTLA-4 v6i khang thé bét ky trong s6 cac khang thé 1am vi du cu thé dugc md
ta & ddy trong Bang 1, hodc khéng thé c6 trinh tw ving CDR cia khang thé bét ky
trong s6 cac khing thé 1am vi du dugc mo ta trong Bang 1. Vi dy, sang ché bao gdbm
céc khang thé khang CTLA-4 canh tranh chéo dé gin két v6i CTLA-4 véi mdt hodc
nhiéu khang thé nhu duoc vi du & day (vi dy, HIH19303P hodc HIH19319P2).

C6 thé xac dinh dé dang liéu mot khang thé c6 gin két vdi cling epitop nhu,
hodc canh tranh gin két v6i, khéng thé khang CTLA-4 tham chiéu bang cach str dung
cac phuong phap thong thuong da biét trong linh vuc nay. Vi dy, dé xac dinh xem liéu
khang thé thir nghiém c6 gin két véi ciing epitop nhu khang thé khang CTLA-4 tham
chiéu cia sang ché hay khong, khang thé tham chiéu nay dugc dé gan két v6i protein
hodc peptit CTLA-4 trong diéu kién bio hoa. Sau do, kha nang gin két ctia khang thé
thir nghiém v6i phan tir CTLA-4 dugc dénh gid. Néu khang thé thir nghiém c6 kha
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nang gén két voi CTLA-4 sau khi bdo hoa sy gin két véi khang thé khang CTLA-4
tham chiéu, c6 thé két ludn rang khang thé thir nghiém nay gin két véi epitop khac voi
khang thé khang CTLA-4 tham chiéu. Mit khac, néu khang thé thir nghiém khong c6
khé nang gin két véi protein CTLA-4 sau khi bdo hoa su gan két voi khang thé khang
CTLA-4 tham chiéu, thi khang thé thtr nghiém nay c6 thé duoc gin két boi cung
epitop giéng nhu epitop dugce gin két boi khang thé khang CTLA-4 tham chiéu cua
sang ché.

Pé x4c dinh xem liéu mot khang thé c6 canh tranh gén két v6i khang thé khang
CTLA-4 tham chiéu hay khong, phuong phép gin két da mo ta trén day duoc thuc
hién theo hai sy dinh hudng: Theo sy dinh huéng thir nhét, khang thé tham chiéu duogc
dé gin két voi protein CTLA-4 trong diéu kién bdo hoa, sau d6 danh gia muc do gin
két cua khang thé thir nghiém véi phan tt CTLA-4 . Theo sy dinh hudng thir hai,
khang thé thir nghiém duge dé gén két voi phan tir CTLA-4 trong céc diéu kién bao
hoa, sau d6 danh gia mic do gin két ciia khang thé tham chiéu véi phan tir CTLA-4 .
Néu theo c4 hai sw dinh huéng, chi khang thé th nhét (bdo hoa) c6 kha ning gan két
v6i phan tr CTLA-4, thi két luan rang khang thé thir nghi¢ém va khang thé canh tranh
gan két v6i CTLA-4. Nhu ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc nay da biét,
khang thé canh tranh gan két voi khang thé tham chiéu c6 thé khong cin phai gén két
v6i epitop gidng nhu khang thé tham chiéu, nhung c6 thé phong bé vé miat khong gian
su gan két cia khang thé tham chiéu bang cach gin két v6i epitop chong 1én nhau
hoic lién ké.

Hai khang thé gin két véi cling epitop hodc epitop chdng 1én nhau néu mdi
khang thé nay trc ché (phong bé) canh tranh sy gin két cua khing thé con lai v6i
khang nguyén. Nghia la luong du gip 1, 5, 10, 20 hogc 100 1an cua mot khang thé tc
ché su gén két cia khang thé con lai it nhat 50% nhung tot hon 1a 75%, 90% hodc
tham chi 12 99% nhu dugc xac dinh trong thir nghiém gén két canh tranh (vi dy, xem
tai liéu: Junghans et al., Cancer Res. 1990 50:1495-1502). Theo cach khac, hai khang
thé ¢6 cling epitop néu gan nhu tit ca cac dot bién axit amin trong khang nguyén lam
giam hodc loai bo sy gén két ctia mot khang thé 1am giam hodc loai bd sy gén két cla
khang thé con lai. Hai khang thé ¢6 epitop chdng 1én nhau néu mot sb dot bién axit

amin 1am giam hodc loai bod su gan két cia mot khang thé lam giam hodc loai bd su
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gin két ctia khéng thé con lai.

Sau d6, viéc thir nghiém thong thuong khac (vi dy, phan tich su gén két va dot
bién cua peptit) co thé duge tién hanh dé khéng dinh liéu viéc khong quan sat dugc su
gan két ctia khang thé thir nghiém c6 thyc sy 1a do su gin két v6i cling epitop nhu
khang thé tham chiéu hay khong hodc néu su phong bé v& mat khong gian (hodc hién
tuong khac) 1a nguyén nhan cta viéc khong c6 su gin két quan sat dugc hay khong.
Céac thtr nghiém thudc loai nay ¢ thé dugc thuc hién bang cach st dung phuong phip
ELISA, RIA, phuong phép cong hudng plasmon bé mit, phuong phap dém té bao
theo dong hodc thir nghiém gin két khang thé dinh luong hodc dinh tinh khac bét ky

¢6 thé sir dung trong linh vuc nay.

Thé lién hop mién dich

Sang ché dé cap dén khang thé don dong khang CTLA-4 cua ngudi dugc lién
hop véi gbc didu tri (“thé lién hop mién dich”), nhw doc t6 t& bao hoac chit hoéa tri
licu dé diu tri bénh ung thu. Khi dugc sir dung trong ban mo ta nay, thuat ngir “thé
lién hop mién dich” dé chi khang thé dugc lién két v& mat hoa hoc hoidc sinh hoc véi
doc tb té bao, chat ¢ hoat tinh phéng xa, xytokin, interferon, dich hodc gdc cia gen
thong bao, enzym, doc td, peptit hodc protein hodc chit diéu tri. Khang thé c6 thé
duogc lién két voi doc td té bao, chét c6 hoat tinh phong xa, xytokin, interferon, dich
hoic gdc ciia gen thong béo, enzym, doc tb, peptit hodc chit didu tri & vi trf bt ky doc
theo phan tir, mién 1a khang thé nay co6 thé gan két voi dich cta né. Vi du vé cic thé
lién hop mién dich bao gdm thé lién hop khang thé dugc chét va cac protein dung hop
khang thé-ddc t6. Theo mot phuwong 4n, chat néu trén c6 thé 1a khang thé thir hai khac
v6i CTLA-4. Theo mdt sb phuong 4n, khang thé c6 thé dugc lién hop véi chét dic
hiéu véi té bao khdi u hodc t& bao da nhiém virut. Theo mot phuong éan, khang thé
duge lién hop voi chat dac hidu v6i té bao T. Loai goc dieu tri c6 thé dugc lién hop
v6i khang thé khang CTLA-4 va s& tinh dén tinh trang bénh can dugc didu tri va hiéu
qua diéu tri mong mudn can dat duge. Vi du vé cac chét thich hop d8 tao ra thé lién
hop mién dich 1a da biét trong linh vuc nay; vi du, xem Cong b6 don quéc té s6 WO

05/103081.
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Khang thé da dic hi¢u

Cac khang thé cia sang ché co thé 1a khang thé dic hiéu don, dac hiéu kép
hodc da dic hiéu. Cac khang thé da c6 thé dic hiéu véi cac epitop khac nhau cua mot
polypeptit dich hodc c6 thé chtra cac mién gin két khang nguyén dic hiéu véi nhiéu
hon mot polypeptit dich. Vi du, xem tai lidu: Tutt et al., 1991, J. Immunol. 147:60-69;
Kufer et al., 2004, Trends Biotechnol. 22:238-244.

Theo mot khia canh, sang ché bao gdm céc phan ti gén két khang nguyén da
dic hiéu hodc manh gén két khang nguyén cia né trong d6 mot tinh dac hi¢u cua
globulin mién dich dic hiéu vai mién ngoai bao cua CTLA-4, hodc manh cua no, va
tinh dic hiéu con lai cia globulin mién dich dic hiéu vdi su gén két nam ngoai mién
ngoai bao ciia CTLA-4, hodc dich diéu tri thw hai, hodc dugc lién hop véi géc diéu tri.

Phan tir bat ky trong sb cac phan tit ghn két khang nguyén da ddc hi¢u cua séng
ché, hodc bién thé cua ching, c6 thé duoc tao cAu tric béng cach str dung cac k¥ thuat
sinh hoc phan tir tiéu chudn (vi dy, ky thuat biéu hién protein va ADN téi t6 hop), nhu
nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vyc nay da biét rd.

Theo mot sb phuong an, cac khang thé dac hiéu CTLA-4 duoc tao ra theo dinh
dang dic hiéu kép ("ddc hiéu kép") trong d6 cac vung bién d6i gén két v6i mién khac
biét cua CTLA-4 dugc lién két cung nhau dé tao ra tinh d#ic hiéu mién kép trong phan
tir gin két don. Dang ddc hiéu kép duoc thiét ké thich hop c6 thé lam gia ting tong
hiéu qua rc ché CTLA-4 bang cach lam gia tang ca tinh dac hi¢u va ai luc gin két.
Céc vung bién ddi c6 tinh dic hidu d6i voi cac mién riéng biét, (vi dy, cac doan cua
mién & dau tan cung N), hodc doan c6 thé gin két v6i cac vang khac nhau trong mot
mién, duoc ghép cip trén khung céu trac cho phép mdi ving gin két ddng thoi véi cac
epitop riéng biét, hodc véi cac vung khac nhau & trong mot mién. Theo mét vi du vé
cac vung bién ddi cudi nang (Vy), dac hiéu kép tur chét gén két co tinh dic hiéu a6i
vl mot mién duoc tai két hop vai cac vung bién ddi chudi nhe (Vi) tir loat céac chét
ghn két c6 tinh ddc hiéu déi véi mién thir hai dé xéc dinh cdc ddi tac Vi khong cliing
ngudn gbe o thé dugc ghép cip voi ving Vi ban d4u ma khong phé v tinh ddc hiéu
ban dau ddi voi ving Vi nay. Theo cach nay, doan Vi don & (vi dy, Vp1) co thé duoc
két hop v6i hai mién Vi khéc nhau (vi dy, Vil va Vi2) dé tao ra dang ddc hiéu kep
¢dm hai "nhanh" gin két (Vul- Vi1 va Vi2- Vi 1). Viée sit dung doan Vi, don 1¢ lam
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giam tinh phurc tap cta hé thdng va do d6 lam don gian hoa va lam tdng hi¢u qua trong
cac quy trinh tach dong, biéu hién, va tinh ché duoc sir dung dé tao ra dang dic hiéu
kép (vi du, xem tai liéu USSN13/022759 va US2010/0331527).

Theo cach khéc, cac khang thé gin két v6i nhiéu hon mot mién va dich tht hai
nhu, nhung khong gidi han &, vi du, khang thé khang CTLA-4 tht hai khéc, c6 thé
duoc tao ra & dinh dang dédc hiéu kép béng cach st dung céac ky thuat dugc mod ta ¢
day, hodc cac k¥ thuat khac da biét voi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc
nay. Cac vung bién ddi cua khang thé ghn két voi cac ving khac biét c6 thé dugc lién
két cung nhaﬁ vé6i cac ving bién ddi dé gin két v6i cac vi tri thich hop trén, vi du,
mién ngoai bao ctia CTLA-4, dé tao ra tinh ddc hiéu khang nguyén kép trong phén tir
gén két don. Céc dang ddc higu kép dugc thiét ké thich hop c6 tinh chéi nay ding lam
chirc nang kép. Cac vung bién ddi co tinh dic hiéu dbi voi mién ngoai bao duogc két
hop vdi vung bién dbi co tinh dac hidu dbi véi bén ngoai mién ngoai bao va duge
ghép cdp trén khung chu tric dé cho phép mdi ving bién ddi gin két véi cac khang
nguyén riéng biét.

Dinh dang cua khang thé dac hiéu kép lam vi du c6 thé dugc sir dung trong ngit
canh ctia sang ché bao gdm viéc st dung mién Cg3 cua globulin mién dich (Ig) thw
nhét va midn Cy3 cia Ig thir hai, trong d6 cdc mién Cy3 cla Ig thir nhét va thir hai
khéc nhau vé it nhat mot axit amin, va trong d6 su khéc biét it nhit mt axit amin nay
lam giam muc do gin két cia khang thé dac hiéu kép voi protein A so véi khang thé
dac hiéu kép khong c6 sy khac biét axit amin nay. Theo mot phuong an, mién Cy3 cla
Ig thir nhat gén két véi protein A va mién Cy3 cua Ig thi hai chira sy dot bién lam
giam hodc lam mét kha nang gin két voi protein A nhu sy cai bién H95R (theo cach
danh s exon ciia IMGT: H435R theo cach danh sé EU). Mién Cy3 thtr hai c6 thé
chita su cai bién Y96F (theo cach dénh sb IMGT; Y436F theo cach danh s6 EU). Céc
cai bién khac co6 thé dugc tim théy trong mién Cy3 tht hai bao gE‘)m: D16E, L18M,
N44S, K52N, V57M, va V82I (theo cich dénh s6 IMGT; D356E, L358M, N384S,
K392N, V397M, va V4221 theo cach danh s EU) trong trudong hop céc khing thé
IgG1; N44S, K52N, va V82 (IMGT; N384S, K392N, va V4221 theo cach dénh sd
EU) trong truong hop cac khang thé IgG2; va QI5R, N44S, K52N, V57M, R69K,
E79Q, va V82I (theo cach danh s6 IMGT; Q355R, N384S, K392N, V397M, R409K,
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E419Q, va V4221 theo cach danh sb EU) trong trudng hop cac khang thé IgG4. Cac
bién dbi dbi v6i dinh dang khang thé dic hidu kép da mo ta trén day duoc dy dinh
nam trong pham vi clia sang ché.

Céc dinh dang dac hiéu kép lam vi du khac co6 thé dugc s dung trong ngft canh
cua sang ché bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, vi dy, cac dinh dang dac higu kép
ctia khang thé hai manh hodc trén co s& scFv, thé dung hop IgG-scFv, mién bién dbi
kép (dual variable domain: DVD)-Ig, Quadroma, chd phinh vao chd 16m, chudi nhe
thong thuong (vi du, chudi nhe thong thudng co chd phinh vao chd 16m, v.v.),
CrossMab, CrossFab, thé (SEED), khoa kéo leuxin, Duobody, IgG1/IgG2, Fab
(DAF)-IgG tac dung kép, va cac dinh dang ddc hi€u kép Mab? (vi du, xem tai lidu:
Klein et al. 2012, mAbs 4:6, 1-11, va cac tai liéu tham khao duoc néu & day, dé tham
khéo cac dinh dang néu trén). Cac khang thé dac hiéu kép cling co thé duoc tao chu
truc bang cach st dung su lién hop peptit/axit nucleic, vi du, trong d6 céc axit amin
khong tu nhién c6 kha ning phéan tmg héa hoc tryc giao dugc st dung dé tao ra cac
thé lién hop khéang thé-oligonucleotit dac hiéu vi tri ma sau do ty ghép vao phirc hop
multime véi thanh phén, héa tri va hinh hoc xéac dinh. (Vi dy, xem tai !iéu: Kazane et

al., J. Am. Chem. Soc. [Epub: Dec. 4, 2012]).

St dung trong diéu tri va dang bao ché

Sang ché d& xuit cac ché phim diéu tri chita c4c khang thé khang CTLA-4
hodc manh gin két khang nguyén cuia né theo sang ché. Ché phim diéu trj theo séng
ché s& duogc sir dung véi chét mang, t4 duogc, va cic chét khéc thich hop dugc dua vao
dang bao ché dé tao ra su van chuyén, giai phong, dung nap va qud trinh twong tu
duoc cai thién. Nhidu dang bao ché thich hop ¢6 thé dugc tim thdy trong linh vyc bao
ché 12 da biét dbi voi tit ca cac nha hoa duge: Remington's Pharmaceutical Sciences,
Mack Publishing Company, Easton, PA. Cic dang bao ché nay bao gdm, vi du, bdt,
bot nhdo, thudc md, jel, sap, dau, lipit, nang chira lipit (cation hogc anion) (nhu
LIPOFECTIN™), thé lién hop ADN, bt nhdo hip thu dang khan, nhil twong dau
trong nudc va nhil twong nudc trong dau, nhil twong carbowax (polyetylen glycol c6
trong luong phan tir khac nhau), gel ban rén, va cac hdn hop ban rin chira carbowax.

Xem thém tai liéu: Powell ef al. "Compendium of excipients for parenteral
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formulations" PDA (1998) J Pharm Sci Technol 52:238-311.

Lidu cua khang thé co thé thay d6i thy theo do tudi va thé trang cta d6i twong
can dugc diéu tri, bénh dich, tinh trang bénh, dudng st dung, va yéu td trong tu. Khi
khéng thé theo sang ché dugc str dung dé diéu tri bénh hoic 161 loan & bénh nhan 1a
nguoi truong thanh, hodc dé phong ngira bénh nay, co loi néu st dung khang thé theo
sang ché thuong 1a véi lidu don nidm trong khoang tir khoang 0,1 dén khoang 60
mg/kg thé trong, t5t hon nira 12 nim trong khoang tir khoang 5 dén khoang 60, tur
khoang 20 dén khoang 50, tir khoang 10 dén khoang 50, tir khoang 1 dén khoang 10,
hoic tir khoang 0,8 dén khoang 11 mg/kg thé trong. Tuy thudc vao murc dd ning cla
tinh trang bénh, tn suit va khoang thoi gian diéu tri c6 thé duoc diéu chinh. Theo mdt
sd phuong 4n, khang thé hodc manh gin két khang nguyén cuia n6 theo sing ché ¢6
thé duoc str dung dudi dang lidu ban dau it nhat 12 ndm trong khoang tir khoang 0,1mg
dén khoang 800mg, tir khoang 1 dén khoang 500mg, tir khoang 5 dén khoang 300mg,
hoic tir khoang 10 dén khoing 200mg, dén khoang 100mg, hodc dén khoang 50mg.
Theo mdt sé phuong 4n, sau lidu ban dau, co thé st dung liéu thir hai hodc nhiéu liéu
sau d6 cua khang thé hoic manh gin két khang nguyén cta né voi lugng c6 thé gin
bang hodc thip hon lidu ban dau, trong d6 cac lidu tiép theo cich nhau it nhét tir 1
ngay dén 3 ngay; it nhat mot tudn, it nhét 2 tuln; it nhét 3 tudn; it nhét 4 tudn; it nhét 5
tuan; it nhat 6 tudn; it nhét 7 tuln; it nhét 8 tuén; it nhét 9 tudn; it nhAt 10 tudn; it nhit
12 tudn; hodc it nhét 14 tuan.

Cac hé giai phong khéc nhau 12 da biét va c6 thé duge sir dung dé bao ché dugc
phém theo sang ché, vi du, bao nang trong liposom, vi hat, vi nang, cac té bao tai to
hgp c6 kha ning bidu hién virut thé dot bién, nhap nodi bao qua trung gian thy thé (vi
du, xem tai liéu: Wu et al. (1987) J. Biol. Chem. 262:4429-4432). Céc phwong phap
dua vao co thé bao gdm, nhung khong chi gidi han &, duong trong chan bi, qua chén
bi, trong co, trong mang bung, trong tinh mach, dudi da, trong mili, ngoai mang cing
va duong miéng. Dugc phém ¢6 thé dugc sir dung qua duong thuén tién bét ky, vi dy,
bang cach tiém truyén hodc tiém lidu 16n, bing cach hép thu qua 16p biéu mo hodc
niém mac da (vi du, niém mac miéng, niém mac truc trang va rudt, V.v.) va cé thé
duoc st dung cung véi cac chét ¢6 hoat tinh sinh hoc khac. Viéc str dung co6 thé 1a qua

duong toan than hodc khu trd. Dugc pham ciing c6 thé duoc phan phéi trong nang, cu
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thé 1a liposom (vi du, xem tai liéu: Langer (1990) Science 249:1527-1533).

Viéc str dung céc hat nano dé giai phéng cac khang thé theo sang ché ciing
duogc du dinh & ddy. Céc hat nano lién hop v6i khang thé c6 thé duoc stir dung ca trong
linh vuc diéu tri va chan doan. Céc hat nano lién hop véi khang thé va cac phuong
phép bao ché va sir dung dugc md ta chi tiét trong tai liéu: Arruebo, M., et al. 2009
(“Antibody-conjugated nanoparticles for biomedical applications” in J. Nanomat.
Volume 2009, Article ID 439389, 24 pages, doi: 10.1155/2009/439389), tai liéu nay
duoc dua vao day dé tham khao. Cac hat nano c6 thé dugc phat trién va duoc lién hop
v6i khang thé chia trong dugc phim @& huéng dich cac té bao khéi u va t& bao mod
bénh ty mién hodc cac té bao da nhidm virut. Cac hat nano dé giai phéng duoc chat
cling dugc mo ta, vi du, trong cac Bing doc quyén séng ché M§ sb US 8257740, hogc
US 8246995, mdi tai lieu nay duoc két hop & day voi toan bd ndi dung ctia nd.

Trong mot sd trudng hop, dugce pham c6 thé dugc giai phong trong hé giai
phong ¢o kiém soat. Theo mot phuong an, bom c6 thé dugc str dung. Theo phuong an
khéc, cac chit polyme c6 thé dugc st dung. Theo phuong an khac nita, hé gidi phong
¢6 kiém soat co thé dugc dit & gﬁn dich cua dugc phém, do d6 chi cin mot phén cua
lidu dung qua dudng toan than. |

Dugc phdm dang tiém c6 thé bao gdm cic dang lidu dung dé tiém qua duong
trong tinh mach, duéi da, trong khdi u, quanh khéi u, trong da, trong s, trong mang
bung va trong co, truyén nho giot, v.v.. Cac duoc phém dang ti€ém nay co thé dugc bao
ché bang cac phuong phap da biét. Vi duy, cac duge phdm dang tiém c6 thé dugc bao
ché, vi du, béng cach hoa tan, tao hdn dich ho#c nhii hoa khang thé hoic mudi ctia né
da mo ta trén day trong moi trudng nudc vo khuan hodc moi truong dang dau dugc sir
dung theo cach thuén tién dé tiém. P& 1am mai truong nudc ding dé tiém, c6 cac moi
truong, vi du, nudc mudi sinh 1y, dung dich ding truong chtra glucoza va céc chit phu
tro khac, v.v., co thé duoc st dung két hop voi chét hoa tan thich hop nhiu ruou (vi dy,
etanol), rugu da chire (vi dy, propylen glycol, polyetylen glycol), chit hoat dong bé
mit khong ion [vi du, polysorbat 80, HCO-50 (polyoxyetylen (50 mol) san phdm cong
cia diu thdu dau duge hydro hoa)], v.v.. DPé lam moi trudong dang dau, c6 cac moi
truong dugce st dung, vi du, dau viung, dau dau teong, v.v., ¢0 thé dugc st dung két

hop voi chit hoa tan nhu benzyl benzoat, rugu benzylic, v.v.. Do do, tdt hon néu dugc
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phém dang tiém bao ché dugc duoc nap déy vao ampun thich hop.

Dugc pham clia sdng ché c6 thé duoc giai phong qua dudong dudéi da hodc trong
tinh mach bang kim tiém va bom tiém chudn. Nigoai ra, ddi v6i sy giai phong qua da,
dung cu phéin phdi dang bat d& dang c6 cac ing dung dé giai phong dugce phim theo
sang ché. Dung cu phan phéi dang but nay c6 thé dugc tai sir dung hodc ding mot 1an.
Dung cu phéin phdi dang but c6 thé tai st dung thuong co dng chira c6 thé thay thé dé
dung dugc pham. Khi toan bd dugc pham trong dng chira nay da dugc sur dung va éng
nay rong, bng réng nay co thé dugc 14y ra va thay thé d& dang bang 6ng méi chta
duoc phim. Sau d6, dung cu phan phéi dang bt nay c6 thé duoc tai str dung. Trong
dung cu phéan phdi dang but dung mot 1An, khong c6 dng chira co thé thay thé. Pung
hon 1a dung cu phan phéi dang but ding mot 1in nay da nap san dugc pham duoc
chira trong khoang chira bén trong dung cu nay. Khi khoang chira nay da hét duoc
phim bén trong, toan bd dung cu duge bo di.

Nhiéu dung cu phan phéi dang dung cu tiém ty dong va but dang tai s dung c6
cac ng dung trong viéc phan phéi duge pham theo séng ché qua dudong dudi da. Céc
vi du bao gdm, nhung khong chi gi¢i han &, AUTOPEN™ (Owen Mumford, Inc.,
Woodstock, Vuong Quéc Anh), but DISETRONIC™ (Disetronic Medical Systems,
Burghdorf, Thuy S7), but HUMALOG MIX 75/25™, bt HUMALOG™, but
HUMALIN 70/30™ (Eli Lilly and Co., Indianapolis, An Dd), NOVOPEN™ I, II va
I1I (Novo Nordisk, Copenhagen, Dan Mach), NOVOPEN JUNIOR™ (Novo Nordisk,
Copenhagen, Dan Mach), bat BD™ (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NIJ),
OPTIPENT, OPTIPEN PRO™, OPTIPEN STARLET™, va OPTICLIK™ (Sanofi-
Aventis, Frankfurt, Dtrc), chi 1a mot s6 loai 1am vi du. Vi du vé céc dung cu phan phéi
dang but dung mot 14n c6 ung dung trong viéc phin phdi dugc phim theo sdng ché
qua duong dudi da bao gdm, nhung khong chi gi6i han ¢, but SOLOSTAR™ (Sanofi-
Aventis), FLEXPEN™ (Novo Nordisk), va KWIKPEN™ (Eli Lilly), dung cu tiém tu
dong SURECLICK™ (Amgen, Thousand Oaks, CA), PENLET™ (Haselmeier,
Stuttgart, Puc), EPIPEN (Dey, L.P.) va bt HUMIRA™ (Abbott Labs, Abbott Park,
IL), chi 12 mét s6 loai lam vi du.

C6 lgi néu cac dugc phim dé st dung qua duong miéng hodc ngoai duong tiéu

hoa di mo ta trén ddy duoc bao ché thanh dang lidu ding la lidu don vi thich hop dé
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phit hop véi lidu cla thanh phin c6 hoat tinh. Céc dang ding liéu 1a liéu don vi bao
gdm, vi du, vién nén, vién tron, vién nang, dang tiém (ampun), thubc dan, v.v.. Khang
thé thuong duge chta v6i lugng nim trong khoang tir khoang 5 dén khoang 500mg
trong mdi dang lidu dung la liéu don vi; dic biét 13 & dang tiém, dugc uu tién néu
khang thé dugc chira véi lugng nam trong khoang tr khoang 5 dén khoang 100mg va

nim trong khoang tir khoang 10 dén khoang 250mg ddi v6i cac dang lidu dung khac.

Sir dung khang thé dé diéu tri

Céc khang thé theo sang ché hitu ich, ngoai cac uvu diém khac, dé diéu tri,
phong ngtra va/hodc cai thién bénh hodc rbi loan bit ky lién quan dén, hodc trung gian
boi su bidu hién, sy truyén tin hiéu hodc hoat tinh cia CTLA-4, hodc ¢6 thé diéu tri
bang cach phong bé su tuong tic gitta CTLA-4 va céac phéi tir CTLA-4 13 B7-1/CD80
va/hoic B7-2/CD86, hoidc theo cach khac, e ché hoat tinh va/hoac su truyén tin hi€u
cua CTLA-4. Mot hoac nhiéu khéng thé theo sang ché ¢6 thé dugc st dung dé 1am
giam bét hodc ngan ngira hodc lam giam muc do nang cua mot hodc nhiéu triéu ching
hodc tinh trang ctia bénh hodc rdi loan. Vi du, sang ché md ta phuong phap didu tri
bénh ung thu (rc ché su phat trién cta khdi u) va/hodc bénh nhiém virut béng cach
cho bénh nhan cin diéu trj st dung khang thé khang CTLA-4 (hodc dugc phim chira
khang thé khang CTLA-4) nhu dwgc mé ta & ddy, va cac khang thé khang CTLA-4
(hodc dugc phém chira khang thé khang CTLA-4) dé st dung trong viéc diéu tri bénh
ung thu (e ché su phat trién cua khdi u) va/hodc bénh nhiém virut. Cac khang thé
theo sang ché hitu ich dé diéu tri, phong ngtra, va/hodc cdi thién bénh hodc rbi loan
hodc tinh trang bénh nhu bénh ung thu hodc bénh nhidm virut va/hodc dé cai thién it
nhit mot triéu ching lién quan dén bénh, rdi loan hodc tinh trang bénh nay. Trong ngit
canh céc phuong phap diéu tri dwge mo ta & ddy, khang thé khang CTLA-4 c6 thé
duge sir dung dudi dang lidu phap don (nghfa la duéi dang chét diu tri duy nhat)
hodc két hop v6i mot hoic nhiéu chét diéu tri bd sung (vi du vé cac chét nay duge md
ta & phin khéc ctia ban mo ta nay).

Theo mét s phuong 4n ciia sang ché. cac khang thé dugc mb ta & day hitu ich
dé diu tri cho cac ddi tugng bi bénh ung thu nguyén phat hodc tai phat bao gdm,

nhung khong chi gi6i han &, bénh ung thu mau, bénh ung thu ndo (vi du, u nguyén
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bao xép da dang), caxinom té bao than (vi du, bénh ung thu thin thé té bao sang),
bénh ung thu budng tring, bénh ung thu bang quang, bénh ung thu tuyén tién liét,
bénh ung thu va (vi dy, bénh ung thu vi bo ba Am tinh), bénh ung thu thén, bénh ung
thu ¢d ti cung, bénh ung thu da, bénh ung thu gan, bénh ung thu da day, bénh ung thu
tuy, caxinom té bao gan, bénh ung thu xuong, bénh ung thu rudt két, bénh ung thu
phdi té bao khong nhd, caxinom té bao c6 vay ving diu va cb, bénh ung thu két truc
trang, u trung biéu mo, va u melanin.

Khi duge st dung trong ban md ta nay, thuat ngit “bénh ung thu mau” bao gém
bénh ac tinh huyét hoc anh hudng dén mau, tuy xuong, bach huyét hodac hé bach
huyét. Nhu vdy, thuét ngit nay bao gbm cac bénh ac tinh té bao tir cac dong té bao
lympho va té bao tiry. Dong té bao tiy thuong san sinh ra bach cAu hat, hdng ciu, tiéu
cAu, dai thuc bao, va té bao bon; dong té bao lymph6 san sinh ra cac té bao B, T, NK
va tuong bao. Do do, thudt ngit nay bao gdm bénh 4c tinh cla cac té bao néu trén,
nghfa 1a u lymphd, u tiy, bénh bach cau lymphd va bénh bach ciu dong tuy. Cac vi du
bao gdm, nhung khong chi giéi han ¢, bénh bach ciu nguyén bao lymphd cap tinh,
bénh bach cdu dong tiy cAp tinh, bénh bach cau dang lymphd man tinh, bénh bach cau
dong tiy man tinh, bénh bach cAu don nhan cép tinh, u lymph6 Hodgkin, u lymphd
khong Hodgkin (vi dy, u lymphd té bao B, u lympho t€ bao B 16n lan tda), va u tiy
(bao gdm ca bénh da u tay).

Céc khang thé c6 thé dugc s dung dé diéu tri céc triéu ching & giai doan sé6m
hodc giai doan mudn cia bénh ung thu. Theo mdt phuong an, khang thé hoic manh
ciia n6 theo sang ché c6 thé duoc sir dung dé diéu tri bénh ung thu di can hodc tién
trién. Céc khang thé nay hitu ich trong viéc lam giam hogc ¢ ché hodc thu nhé su
phat trién cua khdi u cta ca khdi u dang rdn va bénh ung thu mau. Theo mot 50
phuong én, viéc didu trj bang khang thé hodc manh gin két khang nguyén ctia n6 theo
sing ché din dén sw thodi trién khdi u & dbi twong hon 40%, hon 50%, hon 60%, hon
70%, hon 80% hodic hon 90%. Theo mot s6 phuong an, cdc khang thé c6 the duoc sir
dung dé ngan nglra sy tai phét clia khdi u. Theo mot sb phwong 4n, céc khang thé hiru
ich trong viée kéo dai thoi gian sdng khong c6 sy tién trién clia bénh hodc téng thoi
gian song & dbi twgng mic bénh ung thu. Theo mot sb phuong 4n, céc khang thé hitu

ich trong viéc lam giam ddc tinh do liéu phap hoa tri hodc liéu phap xa tri trong khi
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duy tri sy song trong thoi gian dai & d6i twong méic bénh ung thu. Theo mot sd
phuong an, mot hodc nhiéu khang thé cia séng ché duoc st dung qua duong khu tra
vao mot hodc nhidu ton thuong khéi u qua duong trong khdi u hodc quanh khéi u), va
dAn dén Gc ché su phat trién cua khéi u & khdi u dugce tiém ciing nhu & mot hodc nhiéu
khéi u lién ké hodc & xa & ddi tugng (hiéu (mg ngoai muc tiéu).

Theo mdt sb phuong 4an, céc khang thé ctia sang ché hitu ich @8 didu trj cho ddi
twong bi bénh nhiém virut man tinh. Theo mét s6 phwong 4n, cac khang thé ciia sang
ché hitu ich trong viéc lam giam chuén do virut & vat chu va/hodc khoi phuc cac té bao
T d3 can kiét. Theo mot sb phuong an, khang thé hoic manh cia n6 theo sang ché co
thé dugc sir dung dé didu tri bénh nhiém virut man tinh do virut viém inang néo dam
rdi mang mach té bao lympho (LCMV) gdy ra. Theo mot s6 phuong 4n, khang thé
hodc manh gin két khang nguyén ciia n6 theo sang ché co thé duoc sir dung véi lidu
didu tri cho bénh nhan mic bénh nhiém virut gdy suy giam mién dich & nguoi (HIV)
hodc virut gdy u nhtt & nguoi (HPV) hodc virut viém gan B/C (HBV/HCV). Theo
phuong an lién quan, khang thé hodc manh gin két khang nguyén ciia né theo séng
ché c6 thé duoc sir dung dé didu tri bénh nhidm virut gy suy giam mién dich & khi
(SIV) & d6i twgng 13 khi nhu khi cynomolgus.

Theo mét s6 phuong 4n, khang thé phong bé cta sang ché c6 thé duoc sir dung
vé4i lwong hitu hiéu cé tac dung diéu tri cho dbi tuong méc bénh ung thu hodc bénh
nhiém virut.

Theo mot sb phuong an, mdt hodc nhiéu khang thé clia sang ché dugc st dung
qua duong khu tra vao khdi u hodc & gan tén thuong khdi u (trong khdi u hoc quanh
khéi u) & ddi twong méc bénh ung thu dé 1am giam dén mirc t6i thiéu su tiép xtc toan
than va dé phong nglra/cai thién doc tinh do su tiép xtic toan than voi khang thé.

Sang ché ciing md ta & ddy viéc sir dung mot hodc nhidu khang thé cla sang
ché theo cach du phong cho céc bénh nhén c6 nguy co phat trién bénh hodc rdi loan
nhu bénh ung thu, va bénh nhiém virut.

Theo phuong an khic cla sang ché, cac khang thé theo sang ché duoc sir dung
dé bao ché dwoc pham ding d8 didu tri cho cac bénh nhan méc bénh ung thu, hodc
bénh nhiém virut. Theo phuong an khac cua sang ché, cac khang thé theo séng ché

duoc stt dung dudi dang liéu phap bd trg véi chit khac bat k¥ hogc liu phap khic bét
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ky da biét voi nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vyc nay hitu ich dé diéu tri

bénh ung thu hodc bénh nhiém virut.

Liéu phap két hop va dang bao ché

Cac liéu phap két hop co thé bao gdm khang thé khang CTLA-4 theo sang ché
va chét didu tri bd sung bét ky o thé duoc két hop theo cch ¢6 loi véi khing thé ciia
sang ché, hogc v6i manh c6 hoat tinh sinh hoc cta khang th8 theo sang ché.

Céc khang thé ctia sang ché c6 thé duoc két hop theo cach hiép ddng véi mot
hodc nhidu dugc chit khdng bénh ung thu hodc lidu phap duoc st dung dé diéu tri
hodc uc ché bénh ung thu bao gém, vi dy, bénh ung thu mau, bénh ung thu néo (vi du,
u nguyén bao xbp da dang), caxinom té bao than, bénh ung thu budng tring, bénh ung
thu bang quang, bénh ung thu tuyén tién liét, bénh ung thu vi, caxinom té bao gan,
bénh ung thu xuwong, bénh ung thu da, bénh ung thu ¢ tir cung, bénh ung thu da day,
bénh ung thu than, bénh ung thu rudt két, bénh ung thu phbi té bao khong nhd,
caxinom té bao c6 vay ving du va cb, bénh ung thu két truc trang, u trung biéu mo,
va u melanin. Sang ché mo ta viéc st dung cac khang thé khang CTLA-4 theo sang
ché két hop véi liéu phép kich thich mién dich va/hodc liéu phap hd trg mién dich dé
ttc ché sy phat trién clia khdi u, va/hodc lam gia ting thoi gian séng cia bénh nhin
ung thu. Céc liéu phap kich thich mién dich bao gdm céc liéu phép kich thich mién
dich truc tiép dé 1am gia ting hoat tinh cua té bao mién dich bang cich “nging wc
ché” cdc té bao midn dich bi e ché hodc “kich hoat” dé hoat héa dap ing mién dich.
Céc vi du bao gé)m hudng dich céac thy thé kidm soat khac, tiém chiing vacxin va céc
chét phu tro. Cc phwong thitc hd trg mién dich c6 thé lam gia ting tinh khing nguyén
ctia khdi u béng cach kich thich su chét cua té bao sinh mién dich, tinh trang viém
hodc céc tac dung gian tiép khac dé kich thich dap ung mién dich khang u. Céc vi du
bao gém phuong phép xa tri, hoa tri, chét chéng tao mach, va phau thuat.

Theo cic phuong an khac nhau, mot hodc nhiéu khang thé cia sang ché c6 thé
dugc st dung két hop véi chit wc ché PD-1 (vi dy, khéng thé khang PD-1 nhu
nivolumab, pembrolizumab, pidilizumab, BGB-A317 hoic REGN2810), chét trc ché
PD-L1 (vi du, khang thé khang PD-L1 nhu avelumab, atezolizumab, durvalumab,
MDX-1105, hodc REGN3504), chét trc ché LAG3, chét trc ché TIM3, chét uc ché
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BTLA, chit trc ché TIGIT, chit trc ché CD47, chit trc ché CD28, chét trc ché CSFIR,
chit trc ché CXCR, chit tic ché CCR4, chét trc ché CCRS, cht irc ché CD40, chét e
ché OX40, chét tre ché GITR, chit déi khéng ciia chit ddng tic ché té bao T khac hode
phdi tir (vi dy, khang thé véi CD-28, 2B4, LY108, LAIR1, ICOS, CD160 hoac
VISTA), chét e ché indoleamin-2,3-dioxygenaza (IDO), chit dbi khang yéu td sinh
trudng ndi mo6 mach (VEGF) [vi dy, “bady VEGF” nhu aflibercept hodc protein dung
hop wc ché VEGF khac nhu dugc néu trong Bing doc quyén sing ché My s6 US
7.087.411, hodc khang thé khdang VEGF hodc manh gin két khang nguyén cua né (vi
du, bevacizumab, hodc ranibizumab) hodc cht (rc ché kinaza phan tir nho cta thy thé
VEGF (vi du, sunitinib, sorafenib, hodc pazopanib)], chit tc ché Ang2 (vi du,
nesvacumab), chét trc ché yéu td sinh truéng bién dbi beta (transforming growth factor
beta: TGFB), chét trc ché thy thé yéu t6 sinh trudng biéu bi (epidermal growth factor
receptor: EGFR) (vi du, erlotinib, cetuximab), chat tc ché CD20 (vi dy, khang thé
khang CD20 nhu rituximab), khéng thé véi khang nguyén déc higu khéi u [vi dy,
CA9, CA125, khang nguyén li€n quan dén u melanin 3 (melanoma-associated antigen
3: MAGE3), khang nguyén ung thu phdi (carcinoembryonic antigen: CEA), vimentin,
khdi u -M2-PK, khang nguyén dic hiéu tuyén tién liét (prostate-specific antigen:
PSA), muxin-1, MART-1, va CA19-9], vacxin (vi du, Bacillus Calmette-Guerin,
vacxin bénh ung thu), chit phu tro 1am ting mirc do trinh dién khédng nguyén (vi du,
yéu t§ kich thich tao cum bach cAu hat-dai thuc bao), khang thé dac hiéu kép (vi dy,
khang thé dic hidu kép CD3xCD20, hodc khéng thé dac hiéu kép PSMAxCD3), doc
t5 t& bao, chit hoa tri liu (vi du, dacarbazine, temozolomide, xyclophosphamit,
docetaxel, doxorubicin, daunorubicin, cisplatin, carboplatin, gemcitabine,
methotrexate, mitoxantrone, oxaliplatin, paclitaxel, va vincristine), xyclophosphamit,
phiu thuat, liéu phéap xa tri, chét trc ché IL-6R (vi du, sarilumab), chét uc ché IL-4R
(vi du, dupilumab), chét trc ché IL-10, xytokin nhw IL-2, IL-7, IL-21, va IL-15, thé
lién hop khang thé-duoc chét (antibody-drug conjugate: ADC) (vi du, ADC khang
CD19-DM4, va ADC khang DS6-DM4), duoc chét khang viém (vi dy, corticosteroit
va cic duoc chit khang viém khong steroit), thuc phdm chitc ndng nhu céc chét chéng
oxy héa hodc liéu phap chim séc khac bét ky dé diéu tri bénh ung thui. Theo mot sb

phuong an, cac khang thé khang CTLA-4 clia sang ché co thé duoc sir dung két hop
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vGi vacxin bénh ung thu bao gdm vacxin té bao dudi gai, virut huy u, vacxin té bao
khdi u, v.v. dé 1am gia ting ddp ung khang u. Vi du v& cac vacxin bénh ung thu c6 thé
duoc st dung két hop véi cac khang thé khang CTLA-4 cua sang ché bao gdbm vacxin
MAGE3 dbi v6i u melanin va bénh ung thu bang quang, vacxin MUC1 d6i véi bénh
ung thu va, EGFRv3 (vi du, Rindopepimut) d6i v6i bénh ung thu nfo (bao gdm ca u
nguyén bao xép da dang), holic ALVAC-CEA (ddi v6i CEA+ céc bénh ung thu).

Theo mét sb phuong 4n, cac khang thé khang CTLA-4 cua sang ché c6 thé
duoc st dung két hop véi lidu phép xa tri trong cac phuong phap tao ra déap ung khang
u lau dai trong thoi gian dai va/hodc 1am gia tdng thoi gian séng ctia cac bénh nhan
méc bénh ung thu. Theo mot sb phuong 4n, cac khang thé khang CTLA-4 cla sang
ché c6 thé duogc st dung trudc, déng thoi hodc sau khi st dung liéu f)hép xa tri cho
bénh nhin ung thu. Vi dy, li€u phépb xa tri co thé dugc st dung v4i mot hodc nhiéu
lidu cho tén thuong khéi u, sau d6 st dung mdt hodc nhiéu lidu khang thé khang
CTLA-4 cua sang ché. Theo mot sb phuong an, liéu phap xa tri 6 thé duoc st dung
qua duong khu tri cho tén thuong khéi u dé lam gia ting tinh sinh mién dich cuc bd
ctia khéi u & bénh nhén (xa tri bd tro) va/hodc dé tidu diét cac té bao khdi u (xa tri cit
bo) sau khi st dung khang thé khang CTLA-4 theo sang ché qua duong toan than. Vi
dy, phuong phap xa tri ndi so ¢ thé duogc st dung cho bénh nhan méc bénh ung thu
ndo (vi du, u nguyén bao xbp da dang) két hop v6i stt dung khang thé khang CTLA-4
cla sang ché qua duong toan than. Theo mot sd phuong 4n, cac khang thé khang
CTLA-4 cta sang ché ¢6 thé duoc sir dung két hop véi liéu phéap xa tri va chét hoa tri
liéu (vi du, temozolomide) hodc chét dbi khang VEGF (vi du, aflibercept). Theo mot
sé phuong 4n, cdc khang thé khang CTLA-4 cua sang ché ¢ thé duge sir dung két
hop voi liéu phap xa tri va chét hoa tri liéu (vi du, temozolomide) hodc chét tc ché
PD-1 (vi du, khéang thé khang PD-1 nhu REGN2810, nivolumab, hoac
pembrolizumab).

Theo mot sb phwong 4n, cac khang thé khang CTLA-4 cla sang ché c6 thé
duogc su dung két hop véi mot hodc nhidu duogc chit khang virut dé diéu tri bénh
nhidm virut man tinh do céc virut LCMV, HIV, HPV, HBV hogc HCV gay ra. Vidu
vé cac duge chit khang virut bao gdm, nhung khong chi gi6i han ¢, zidovudine,

Jamivudine, abacavir, ribavirin, lopinavir, efavirenz, cobicistat, tenofovir, rilpivirine
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va corticosteroit.

(Céc) chét/thanh phan c6 hoat tinh didu tri bd sung c6 thé duge st dung trude
khi, déng thoi véi, hodc sau khi st dung khéng thé khang CTLA-4 cua sing ché.
Nhim muc dich cta sang ché, cac ché do st dung nay dugc cho 1a st dung khang thé
khang CTLA-4 “két hop v6i” thanh phan c6 hoat tinh diéu trj thir hai.

Cac) thanh phan c6 hoat tinh didu tri bd sung c6 thé duoc sit dung cho dbi
tuong trudge khi st dung khang thé khang CTLA-4 clia sang ché. Vi dy, thanh phan
thir nhat ¢6 thé duoc cho 1a duge sit dung "truée” thanh phan tht hai néu thanh phan
thit nhét dugc stir dung trude khi st dung thanh phén tht hai 1 tuan, 72 gio, 60 gio, 48
gio, 36 gio, 24 giv, 12 gio, 6 gio, 5 giv, 4 gio, 3 gio, 2 gio, 1 gid, 30 phut, 15 phat, 10
phut, 5 phut, hodc it hon 1 phit. Theo cac phuong an khac, (céac) thanh phan c6 hoat
tinh didu tri bd sung co thé duge st dung cho dbi tugng sau khi sir dung khang thé
khéng CTLA-4 ciia sang ché. Vi du, thanh phén thit nhét c6 thé duoc cho la dugc sit
dung "sau" thanh phan thir hai néu thanh phan thir nhét dugc st dung sau khi st dung
thanh phén thir hai 1 phat, 5 phit, 10 phat, 15 phut, 30 phut, 1 gio, 2 gic‘r; 3 gio, 4 gio,
5 gio, 6 gio, 12 gio, 24 giv, 36 giv, 48 giv, 60 gio, 72 git. Theo cac phuong 4n khac
nita, (c4c) thanh phan c6 hoat tinh diéu tri bd sung c6 thé duge st dung cho ddi tuong
dong thoi véi viée sit dung khing thé khang CTLA-4 cia sang ché. Nhim muc dich
cla sang ché, viéc st dung "ddng thoi" bao gbm, vi du, stt dung khang thé khéang
CTLA-4 va thanh phéan c6 hoat tinh diéu tri bd sung cho dbi tuong & dang lidu ding
don (vi dy, dugc dong bao ché), hoic & cac dang lidu dung riéng biét dugce st dung
cho ddi twong cach nhau khoang 30 phut hodc it hon. Néu duge str dung & cac dang
liéu ding riéng r&, mdi dang lidu dung c6 thé dugc st dung qua dudng gidng nhau (vi
du, ca khang thé khang CTLA-4 va thanh phdn c6 hoat tinh diéu trj bo sung c6 the
duge st dung qua dudng trong tinh mach, dudng dudi da, v.v.); theo cach khac, mdi
dang lidu dung c6 thé duoc st dung qua dudng khac nhau (vi dy, khang thé khang
CTLA-4 ¢6 thé dugc st dung trong tinh mach, va thanh phan c6 hoat tinh diéu tri bd
sung co thé duoc st dung qua dudi da). Trong trudong hop bét ky, viéc sit dung céc
thanh phan & dang lidu ding don, & cac dang lidu dung riéng r& qua duong st dung
gibng nhau, hodc ¢ cac dang lidu dung riéng r& qua cac dudng khac nhau déu duoc

cho 1a "st dung dong thoi" doi voi cac muc dich cia sang ché. Doi v6i cac muc dich
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cta sang ché, viéc st dung khang thé khang CTLA-4 "truge khi", "dong thoi véi"
hodc "sau khi" (nhu céc thudt ngft ndy da dugc dinh nghia trén déy) st dung thanh
phan c6 hoat tinh diu tri bd sung dugc cho 1a st dung khang thé khang CTLA-4 "két
hop v6i" thanh phan c6 hoat tinh diéu tri bo sung).

Sang ché bao gdm dugc phim trong d6 khéng thé khang CTLA-4 theo sang ché
duoc déng bao ché v4i mot hodc nhiéu thanh phﬁn ¢6 hoat tinh didu tri bd sung nhu
duge mo ta trong phan khic clia ban md ta nay bang cach st dung nhidu t6 hop liu
dung khéc nhau.

Trong cic phuong an 1am vi du trong d6 khang thé khang CTLA-4 theo sang
ché dwoc sir dung két hop véi chat e ché PD-1 (vi du, khéng thé khang PD-1 nhu
dugc bbe 16 trong cong bd don ding ky séng ché My s6 US 2015/0203579, tai liéu
nay dugc dua vao day dé tham khao toan bd nodi dung cia nd), bao gém viéc st dung
cac dang ddng bao ché chira khang thé khang CTLA-4 va chét Grc ché PD-1, céc thanh
phéan riéng r& c6 thé dugc st dung cho dbi twong va/hodc dugce ddng bao ché bing
cach st dung nhiéu loai t§ hop lidu dung khac nhau. Do dé, sang ché bao gdm 6 hop
cta (i) khang thé khang CTLA-4 cia sing ché, va (ii) chéit wc ché PD-1 (vi du, khang
thé khang PD-1 nhu dugc bdc 1o trong cdng bd don ding ky sang ché My s6 US
2015/0203579, tai liéu nay dugc dua vao day dé tham khao toan bo ndi dung cua no),
dé sir dung dong thoi, riéng ré va/hodc 14n lugt trong Viéc diéu tri bénh ung thu hodc
bénh nhidm virut. Vi du, khang thé khang CTLA-4 va chét rc ché PD-1 (vi dy, khang
thé khang PD-1), mdi thanh phﬁn nay co thé dugc sit dung cho dbi tugng va/hodc
duoc chira trong dang df‘)ng bao ché vai lugng dugc chon tir nhém bao gém 0,01
mg/kg, 0,02 mg/kg, 0,03 mg/kg, 0,04 mg/kg, 0,05 mg/kg, 0,1 mg/kg, 0,2 mg/kg, 0,3
mg/kg, 0,4 mg/kg, 0,5 mg/kg, 0,6 mg/kg, 0,7 mg/kg, 0,8 mg/kg, 0,9 mg/kg, 1,0 mg/kg,
1,5 mg/kg, 2,0 mg/kg, 2,5 mg/kg, 3,0 mgkg, 3,5 mg/ke, 4,0 mg/kg, 4,5 mg/kg, 5,0
mg/kg, 6,0 mg/kg, 7,0 mg/kg, 8,0 mg/kg, 9,0 mg/kg, va 10,0 mg/kg. Theo mot phuwong
4n, khang thé khang CTLA-4 va chit e ché PD-1 (vi dy, khang thé khang PD-1), mdi
thanh phan nay c6 thé duge sir dung cho dbi tugng va/hodc duge chira trong dang
ddng bao ché v&i lugng ndm trong khoang tir khoang 50mg dén khoang 600mg, vi du,
luong dugc chon tir nhém bao gdm 50mg, 100mg, 200mg, 250mg, 300mg, 350mg,
400mg, 450mg, 500mg, 550mg, va 600mg. Cac td hop/dang ddng bao ché c6 thé dugc
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st dung cho dbi tuong theo ché d6 bét ky trong s cac ché dd st dung duge boc 10
trong phan khac clia ban mé ta nay bao gdm, vi du, mbi tudn hai 14n, mdi tudn mot
lan, 2 tudn mét lan, 3 tudn mot 14n, mdi thang mot lan, 2 thang mot lan, 3 thdng mot
lan, 4 thang mot lan, 5 thang mot l4n, 6 thang mot lan, v.v.. Khang thé khang CTLA-4
theo sang ché c6 thé duge st dung véi liéu, ching han nam trong khoang tr khoang
0,8 dén khoang 11, tir khoang 1 dén khoang 10, tir khoang 3 dén khoang 10, khoang 1,
khoang 3 hoac khoang 10 mg/kg, dong thdi véi chét we ché PD-1 (vi du khang thé
khang PD-1 nhu dugc bdc 10 trong cong bd don dang ky sang ché My s6 US
2015/0203579) v6i lidu ndm trong khoang tir khoang 3 dén 5, hoic khoang 3,0 mg/kg.
Viéc st dung dong thoi c6 thé dién ra, ching han, trong mdi 14 ngay, 21 ngay hoac 28
ngay. | ,

Theo cac phuong an lam vi du trong d6 khang thé khang CTLA-4 cla sang ché
duoc sir dung két hop véi khang thé khang PD-1 va chit déi khang VEGF (vi du, bay
VEGF nhu aflibercept), bao gbm viéc sit dung dang ddng bao ché chira khang thé
khing CTLA-4, khang thé khang PD-1, va chét déi khang VEGF, céc thanh phén
riéng 1& ¢ thé duge sir dung cho dbi tugng va/hoic duge dbng bao ché bang cach st
dung cac td hop liéu dung khac nhau. Vi dy, khang thé khang CTLA-4 va/hodc khang
thé khang PD-1 c6 thé dugc st dung cho d6i tuong va/hoic duge chira trong dang
ddng bao ché véi lugng duge chon tir nhom bao gbm 0,01mg, 0,02mg, 0,03mg,
0,04mg, 0,05mg, 0,1mg, 0,2mg, 0,3mg, 0,4mg, 0,5mg, 0,6mg, 0,7mg, 0,8mg, 0,9mg,
1,0mg, 1,5mg, 2,0mg, 2,5mg, 3,0mg, 3,5mg, 4,0mg, 4,5mg, 5,0mg, 6,0mg, 7,0mg,
8,0mg, 9,0mg, va 10,0 mg; va chit ddi khang VEGF (vi dy, bdy VEGF nhu
aflibercept) co thé dugc st dung cho dbi twong va/hodc dugce chira trong dang dong
bao ché voi luong duge chon tir nhom bao gém 0,Img, v0,2mg, 0,3mg, 0,4mg, 0,5mg,
0,6mg, 0,7mg, 0,8mg, 0,9mg, 1,0mg, 1,Img, 1,2mg, 1,3mg, 1,4mg, 1,5mg, 1,6mg,
1,7mg, 1,8mg, 1,9mg, 2,0mg, 2,1mg, 2,2mg, 2,3mg, 2,4mg, 2,5mg, 2,6mg, 2,7mg,
2,8mg, 2,9mg va 3,0mg. Cac td hop/dang ddng bao ché c6 thé duoc sir dung cho dbi
tuong theo ché do bat ky trong sb cac ché d6 sir dung dugc boc 19 trong phan khac cta
ban mo ta nay bao gff)m, vi du, mbi tudn hai 14n, mdi tudn mot lan, 2 tudn mot 1an, 3
tudn mot 14an, mdi thang mot lan, 2 thang mot lan, 3 thang mot l4n, 4 thang mot lan, 5

thang mot lan, 6 thang mot lan, v.v..
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Ché d6 sir dung

Theo mdt sé phuwong 4n cua sang ché, nhidu liéu khang thé khang CTLA-4
(hodc duoc phdm chtta hdn hop cua khang thé khang CTLA-4 va chét bit ky trong sb
cac chit c6 hoat tinh diéu tri bd sung dugc néu ¢ day) co thé dugc st dung cho dbi
twong trong mdt khoang thoi gian xac dinh. Cac phuong phap theo khia canh nay cua
sang ché bao gdm budc cho dbi twong st dung 1in luot nhidu lidu cla khang thé
khang CTLA-4 theo sang ché. Khi dugc str dung trong ban md ta nay, thuét ngir "str
dung lan luot" c6 nghia la mdi lidu khang thé khang CTLA-4 duoc st dung cho d6i
tuong ¢ thoi diém khac nhau, vi du, vao cac ngay khac nhau cach nhau mot khoang
thoi gian dinh trude (vi du, nhidu gid, nhidu ngay, nhiéu tudn hodc nhidu thang). Séng
ché bao gdm phurong phép bao gbm budc cho bénh nhan sir dung 14n lugt mot lidu ban
dAu ciia khang thé khang CTLA-4, sau d6 12 mdt hoc nhidu lidu thir hai ctia khang the
khang CTLA-4, va tuy y, sau d6 1a mot hodc nhidu lidu tht ba cia khang thé khéng
CTLA-4. Khang thé khang CTLA-4 ¢ thé dugc st dung vdi lidu nam trong khoang
tir 0,1 mg/kg dén 100 mg/kg thé trong cua dbi tugng.

Céc thudt ngit "lidu ban dau", "céc liu thtr hai" va " cac liu thir ba" dé chi thir
tur sir dung theo thoi gian ctia khang thé khang CTLA-4 theo sang ché. Do d6, "liéu
ban diu" 13 lidu duoc st dung khi bat ddu ché do didu tri (con duge goi 1a "lidu co
sd"); "cac lidu tht hai" 1a cac liéu duoc sir dung sau lidu ban dau; va "cac lidu thir ba"
1a c4c lidu duogc st dung sau cac lidu tha hai. T4t ca cac lidu ban du, tha hai, va thir
ba c6 thé chira cung luong khang thé khang CTLA-4, nhung néi chung 1a c6 thé chira
lugng khac nhau theo tan sudt sit dung. Tuy nhién, theo mot sd phuong 4n, lugng
khéng thé khang CTLA-4 dwoc chra trong lidu ban dau, lidu thir hai va/hogc lidu tha
ba c6 thé khac nhau (vi du, dugc didu chinh ting hodc gidm khi thich hop) trong qua
trinh diéu tri. Theo mot sd phuong én, hai hodc nhiéu lidu (vi dy, 2, 3, 4, hodc 5) dugc
sir dung khi bt ddu ché do didu tri dui dang "lidu tai", sau d6 céc liéu tiép theo dugc
sir dung trén co s& tAn suét it hon (vi dy, "liéu duy tri").

Theo mét sé phuong an, luong Khang thé khang CTLA-4 dugc chua trong liéu
ban dau, lidu thir hai va/hoic lidu thr ba ¢6 thé 13 lidu dudi muc tdi wu hodc dudi mirc

diu tri. Khi dugc st dung trong ban md ti nay, cac thudt nglt “dudi muc diéu tri”
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hodc “dudi mirc tbi wu” d8 chi lidu khang thé duge sir dung & mirc rat thip dé tao ra
hiéu qua didu trj hodc thép hon mirc can thiét dé diéu tri bénh nhw bénh ung thu.

Theo mot s6 phuong 4n lam vi du clia sang ché, mdi lidu tht hai va/hodc lidu
thr ba dugc st dung trong thoi gian tir 1 dén 26 tuan (vi du, 1, 1%, 2, 2%, 3, 3%, 4,
45,5, 5%, 6, 6%, 7, 1%, 8, 8%, 9, 9%, 10, 10%, 11, 11, 12, 12V3, 13, 137, 14, 14,
15, 15%, 16, 16%, 17, 17%, 18, 18%, 19, 19%, 20, 20%, 21, 21%, 22, 227, 23, 23,
24,24, 25, 25%, 26, 26 tudn, hodc nhiéu hon) sau lidu ngay trude do. Khi duge sir
dung trong ban mo ta nay, cum tir " lidu ngay truéc d6" c6 nghia la theo thir ty sir
dung nhidu 14n, lidu cta khang thé khang CTLA-4 dugc sir dung cho bénh nhan trude
khi stt dung liéu tiép theo theo thir tw nay ma khong c6 cac lidu xen gitta.

Céac phuong phap theo khia canh nay cia sang ché c6 thé bao gdm budc cho
bénh nhan st dung s6 luong bét ky cua lidu thtt hai va/hodc lidu thit ba cua khang thé
khang CTLA-4. Vi du, theo mot sb phuong 4n, bénh nhan dugc cho st dung chi mot
lidu thir hai. Theo cac phuong an khac, bénh nhan duoc cho s dung hai hodc nhiéu
lidu thir hai (vi du, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 lidu, hogc nhiéu hon). Tuong tu, theo mot sb
phuong 4n, bénh nhén dugc cho s dung chi mot lidu thtr ba. Theo c4c phuong an
khac, bénh nhan dugc cho st dung hai hodc nhiéu lidu tht ba (vi du, 2, 3,4, 5,6, 7, 8
lidu, hodc nhiéu hon).

Theo cac phuong an li€n quan dén nhidu lidu thi hai, mdi lidu tht hai c6 thé
duoc sir dung véi cung tAn suét nhu céc lidu thir hai con lai. Vi du, mdi lidu thir hai c6
thé dugc str dung cho bénh nhén sau lidu ngay trudc do tur 1 dén 2 tuln hodc tir 1 dén
2 thang. Tuong tu, theo cdc phuong éan li€n quan dén nhidu liéu thu ba, mdi lidu thir
ba ¢6 thé dugc sir dung véi cing tAn sudt nhu cac lidu tht ba con lai. Vi du, mdi lidu
thit ba ¢6 thé duge st dung cho bénh nhén sau lidu ngay trudc do tir 2 dén 12 tuan.
Theo mot s6 phuong an cia sang ché, tin sut ma khi d6 cac lidu thir hai va/hoic thu
ba duge st dung cho bénh nhan c6 thé thay d6i theo thoi gian cla ché do diéu tri. Tén
suét st dung ciing c6 thé duoc diéu chinh trong qué trinh didu tri boi bac si, tuy theo

nhu cau cia moi bénh nhan sau khi khdm 14m sang.

Sir dung khang thé dé chin do4n
Céc khang thé khang CTLA-4 theo sang ché c6 thé duogc sir dung dé phat hién
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va/hodc xac dinh CTLA-4 trong mau, vi du, cho cac muc dich chin doan. Mot sb
phuong 4n dy tinh viéc sir dung mot hodc nhiéu khang thé cla sang ché trong cac thtr
nghiém dé phat hién bénh hodc 161 loan nhu bénh ung thu, bénh tu mién ho#ic bénh
nhiém virut. Céc thir nghiém chén doan lam vi du d6i v6i CTLA-4 c6 thé bao gbm, vi
du, cho mAu thu dugc tir dbi tuwong (vi du, bénh nhén), tiép xuc véi khang thé khang
CTLA-4 cla sang ché, trong d6 khang thé khang CTLA-4 dugc danh ddu bing
nguyén tir danh d4u hodc phén tr ciia gen thong bao c6 thé phét hién hodc dugc sir
dung lam phdi tir bét gitt dé phan lap chon loc CTLA-4 ra khoi cac miu cua ddi
twong. Theo céch khac, khang thé khang CTLA-4 khong dugc danh dAu co thé dugc
st dung trong cac Umg dung chén doan két hop voi khang thé thir cip 1a khang thé
dwoc danh du theo cach tw phat hién. Nguyén tir danh d4u hodc phan t& cua gen
thong béo c6 thé phét hién c6 thé 1a chit dong vi phong xa, nhu 3y, ¢, *?P, S, hoic
1251. gbc phat huynh quang hodc phat quang hoa hoc nhu floresxein isothioxyanat,
hodc rhodamin; hodc enzym nhu phosphataza kiém, p-galactosidaza, peroxidaza cla
cy cl cai cay, hodc luciferaza. Céc thir nghiém lam vi du cu thé c6 thé duoc st dung
d& phat hién hodc xac dinh CTLA-4 trong mau bao gom thir nghiém hép thy mién dich
lién két enzym (ELISA), thir nghiém mién dich phéng xa (RIA), va thit nghiém phén
loai t& bao dwoc hoat hoa huynh quang (fluorescence-activated cell sorting: FACS).

Céc mau c6 thé duqc‘sfr dung trong thir nghiém chdn doan CTLA-4 theo sang
ché bao gdm mAu dich hodc mo bét ky ¢ thé thu duogc tir d6i twong, chira lugng cd
thé phét hién cia protein CTLA-4, hodc cdc manh cua chung, trong diéu kién binh
thuomg va didu kién bénh 1y. N6i chung, ham lugng CTLA-4 trong mau cy thé thu
duoc tir bénh nhan khée manh (vi du, bénh nhén khong bi bénh ung thu hodc bénh tyr
min) s& duoc xac dinh dé thiét 1ap mtc co s¢ hogc tiéu chudn ciia CTLA-4. Sau do,
muc co s& cia CTLA-4 nay co thé dugce so sanh véi mic CTLA-4 xéc dinh dugc
trong mau thu dugc cac d6i twong bi nghi ng 12 ¢6 tinh trang bénh lién quan dén bénh
ung thu, hodc cac triéu chimg c6 lién quan dén tinh trang bénh nay.

Céc khang thé dic hiéu véi CTLA-4 c6 thé khong chira cac nguyén tir danh diu
hodc gbc bd sung, hodc chung co thé chtra nguyén t& danh dAu hoic gbc & dau tan
cung N hodc dAu tan cung C. Theo mdt phuong 4n, nguyén tr déanh d4u hodc gbc 1a

biotin. Trong thu nghiém gén két, vi tri ciia nguyén tir danh dAu (néu co) co thé xac
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dinh su dinh hudng cua peptit so véi bé mat ma peptit duoc gin két trén d6. Vi dy,
néu mot bé mat duge phu béng avidin, peptit chtra biotin & dau tan cung N s& duge
dinh huéng sao cho phan d4u tan cung C cla peptit s& & xa bé mit nay.

Céc khia canh cla sang ché md ta viéc st dung cac khang thé dugc boc 10 1am
déu 4n @& du doan su tién luong bénh ung thu hodc bénh nhiém virut & bénh nhén.
Céc khang thé cia sang ché co thé duge str dung trong céc thir nghiém chén doan dé

danh gia tién lugng bénh ung thu ¢ bénh nhén va du doan kha nang song.

Vi du thyc hién sang ché

Céc vi du sau day dugc dua ra dé cung cip cho ngudi c6 hiéu biét trung binh
trong linh vuc nay ban mo ta ddy du va mo ta cach tao ra va str dung cac phuong phap
va dugc pham theo sing ché, va khong dy dinh lam gi¢i han pham vi ma sang ché nay
thudc vé. Cac nd luc di duogc tién hanh dé dam bao do chinh xac cta cac chir sb dugc
st dung (vi duy, lwgng, nhiét do, v.v.) tuy nhién cAn tinh dén mot sb sai s6 va dd léch
khi thir nghiém. Trir khi dugc chi rd theo cach khac, cac phﬁn 1a phan theo trong
lwong, trong lwong phan tir 1a trong lwgng phan tir trung binh, nhiét d6 tinh theo °C,
nhiét do trong phong bang khoang 25°C, va ép sudt 1a ap suit khong khi hodc gan
bang 4p sudt khong khi.

Vi du 1: Tao ra cac khang thé ciia nguoi véi CTLA-4

Céc khang thé cta ngudi véi CTLA-4 duge tao ra bang cach sir dung protein
CTLA-4 cua nguoi (Cat. s6: 7268-CT, R&D Systems) hoic hCTLA-4 ma hoa ADN
(M s6 truy cap: NM_005214.4). Chét sinh mién dich dugc st dung truc tiép v6i chét
bd tro dé kich thich dap tng mién dich, cho chudt VELOCIMMUNE® (nghia 1a chuot
duge thiét ké chira cac ving bién d6i chudi nhe kappa va chudi ning cua globulin
mién dich cia nguoi ma héa ADN), nhu duge mo ta trong Béng doc quyén sang ché
My sé US 8502018 B2. Pap img mién dich cta khing thé duge theo dbi bang thi
nghiém mién dich dic hiéu CTLA-4. Khi dat dugc dép ung mién dich mong mubn,
céc té bao lach duoge thu hoach va dung hop vai cac té bao u tiy ctia chudt dé bao toan
kha nang séng ctia chung va tao ra cac dong té bao lai. Cac dong té bao lai dugc sang

loc va chon loc dé xac dinh cac dong té bao san sinh ra khang thé dic hidu v6i CTLA-
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4. Bang cach sir dung k¥ thuét ndy, va chét sinh mién dich d3 mo ta trén day, thu dugc
mét sé khang thé thé kham khang CTLA-4 (nghia la cac khang thé c6 mién bién ddi
cia ngudi va mién 8n dinh ciia chudt); cac khang thé 1am vi du duoc tao ra theo cach
nay tir chust VELOCIMMUNE® duge ky hiéu la H1M20370N, HIM20372N,
HIM20393N, H2M2036IN, H2M20368N, H2M20369N,  H2M20373N,
H2M20375N, H2M20379N, H2M20385N, H2M20386N, va H2M20387N.

Céc khang thé khdng CTLA-4 ciing dugc phén 18p truc tiép tir cac té bao B
dwong tinh véi khang nguyén (tr mét trong hai con chudt duge gdy mién dich) ma
khong dung hop véi té bao u tiy, nhu dugc mo ta trong Bing doc quyén sang ché My
s6 US 7.582.298, tai lidu nay duoc vién din cu thé & day dé tham khao toan bd ndi
dung cta no. Bang cach sir dung phuong phap nay, thu duge mot sb khang thé khang
CTLA-4 cta nguoi co chiéu dai diy du (nghia 12 cac khang thé c¢6 mién bién d6i cta
nguoi va mién 6n dinh cia ngudi); cac khang thé 1am vi du dugc tao ra theo cach nay
duoc ky hiéu nhu sau: H1H19264P, H1H19269P, H1H19273P, H1H19274P,
H1H19278P, H1H19279P, H1H19280P, HI1H19281P, H1H19283P, H1H19284P,
H1H19291P, H1H19294P, H1H19303P, H1H19305P, HIH19307P, H1HI9312P,
H1H19313P, HIH19314P2, HIH19319P2, va HIH19327P2.

Céc dic tinh sinh hoc cua cac khang thé 1am vi du duoc tao ra theo cac phuong

phép cta vi du nay dugc md ta chi tiét trong cac vi du dugc thé hién dudi day.

Vi du 2: cac trinh tw nucleotit va axit amin cia vung bién d6i chudi ning va
chudi nhe

Bang 1 thé hién cac bd nhan dang trinh ty axit amin cta cdc vung bién ddi
chudi nhe va chudi ning va ving CDR ciia cic khang thé khang CTLA-4 dugc chon
loc theo sang ché. Cac bd nhan dang trinh ty axit nucleic twong ing dugc thé hién

trong Bang 2.
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Bang 1: cac b nhén dang trinh ty axit amin
SEQ ID NO:

Ky hiéu HCV | HCDR | HCDR | HCDR | LCV | LCD | LCDR | LCDR

khéng thé R 1 2 3 R R1 2 3
H1H19264P 2 4 6 8 10 12 14 16
H1H19269P 18 20 22 24 26 28 30 32
H1H19273P 34 36 38 40 42 44 46 48
H1H19274P 50 52 54 56 58 60 62 64
H1H19278P 66 68 70 72 74 76 78 80
H1H19279P 82 84 86 88 90 92 94 96
H1H19280P 98 100 102 104 106 108 110 112
H1H19281P 114 116 118 120 122 124 126 128
H1H19283P 130 132 134 136 138 140 142 144
H1H19284P 146 148 150 152 154 156 158 160
H1H19291P 162 164 166 168 170 172 174 176
H1H19294P 178 180 182 184 186 188 190 192
H1H19303P 194 196 198 200 202 | 204 206 208
HI1H19305P | 210 212 214 216 218 | 220 222 224
H1H19307P | 226 228 230 232 234 | 236 238 240
H1H19312P 242 244 246 248 250 252 254 256
HI1H19313P 258 260 262 264 266 | 268 270 272
H1H19314P2 | 274 276 278 280 282 284 286 288
H1H19319P2 | 290 292 294 296 298 300 302 304
H1H19327P2 | 306 308 310 312 298 300 302 304
HIM20370N | 314 316 318 320 322 324 326 328
H1M20372N | 330 332 334 336 338 340 542 344
HIM20393N | 346 348 350 352 354 356 358 360
H2M20361N | 362 364 366 368 370 372 374 376
H2M20368N | 378 380 382 384 386 388 390 392
H2M20369N | 394 396 398 400 402 | 404 406 408
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H2M20373N | 410 412 414 416 418 | 420 422 424
H2M20375N | 426 428 430 432 434 | 436 438 440
H2M20379N | 442 444 446 448 450 | 452 454 456
H2M20385N | 458 460 462 464 466 | 468 470 472
H2M20386N | 474 476 478 480 482 | 484 486 488
H2M20387N | 490 492 494 496 498 500 502 504
Bang 2: Cac b nhin dang trinh tw axit nucleic
SEQ ID NO:
Ky hi¢u HCV | HCDR | HCDR | HCDR | LCV | LCD | LCDR | LCD
khang thé R 1 2 3 R R1 2 R3
H1H19264P 1 3 5 7 9 11 13 15
H1H19269P 17 19 21 23 25 27 29 31
H1H19273P 33 35 37 39 41 43 45 47
H1H19274P 49 51 53 55 57 59 61 63
H1H19278P 65 67 69 71 73 75 77 79
H1H19279P 81 83 85 87 89 91 93 95
H1H19280P 97 99 101 103 105 107 109 111
H1H19281P 113 115 117 119 121 123 125 127
H1H19283P 129 131 133 135 137 139 141 143
H1H19284P 145 147 149 151 153 155 157 159
H1H19291P 161 163 165 167 169 171 173 175
H1H19294P 177 179 181 183 185 187 189 191
H1H19303P 193 195 197 199 201 203 205 207
H1H19305P | 209 211 213 215 217 219 221 223
H1H19307P | 225 227 229 231 233 235 237 239
HI1H19312P | 241 243 245 247 249 251 253 255
HI1H19313P | 257 259 261 263 265 267 269 271
H1H19314P2 | 273 275 277 279 281 283 285 287
HI1H19319P2 | 289 291 293 295 297 299 301 303
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H1H19327P2 | 305 307 309 311 297 299 301 303

HI1IM20370N | 313 315 317 319 321 323 325 327

HIM20372N | 329 331 333 335 337 339 341 343

HIM20393N | 345 347 349 351 353 355 357 359

H2M20361IN | 361 363 365 367 369 371 373 375

H2M20368N | 377 379 381 383 385 387 389 391

H2M20369N | 393 395 397 399 401 403 405 407

H2M20373N | 409 411 413 415 417 419 121 423

H2M20375N | 425 427 429 431 433 435 437 439

H2M20379N | 441 443 445 447 449 451 453 455

H2M20385N | 457 459 461 463 465 467 469 471

H2M20386N | 473 475 4717 479 481 483 485 487

H2M20387N | 489 491 493 495 497 499 501 503

Céc khang thé thuong duoc goi ¢ ddy theo danh phap sau: tién t6 Fe (vi du
"H1M," "H4H," v.v.), sau d6 la b nhan dang béng ) (vi du "19264," "20370," v.v.,
nhu duoc thé hién trong Bang 1), sau d6 1a hau t6 "P," "P2," hodc "N". Do do, theo
danh phap nay, mot khang thé c¢6 dugc goi & day la, vi duy, "HIM20370N",
"H1H19264P", "H1H19314P2," v.v.. Tién t6 HIH déi v6i ky hiéu khang thé duoc st
dung & ddy thé hién isotyp ving Fc cu thé ctia khang thé nay. Vi dy, khang thé "HI1H"
c6 vung Fc IgG1 cia nguoi, khang thé "HIM" ¢6 vung Fc IgG1 cua chudt, va khang
thé "H2M" ¢6 vung Fc 1gG2 cta chudt (tAt ca cac ving bién dbi hoan toan 1a cua
ngudi nhu duge ky hi€u bang chit 'H' thu nhét trong ky hiéu khang thé). Nhu ngudi c6
hidu biét trung binh trong linh vuc nay s& biét 6, khang thé c6 isotyp Fe cu thé co thé
duoc bién dbi thanh khang thé c6 isotyp Fc khéc (vi du, khing thé c6 Fc IgG1 cua
chudt co thé dugc bién d6i thanh khéang thé c6 IgG1 ctia ngudi hodc IgG4 clia ngudi,
v.v.), nhung trong trwong hop bat ky, cac mién bién dbi (bao gdm ci cac ving CDR) —
duoc thé hién bang bo nhan dang dang s6 duge thé hién trong Bang 1 — s& van giéng
nhau, va cac dac tinh gan két voi khang nguyén duoc cho 1a giéng hoic gan nhu twong

tu, bét k& tinh chét ctia mién Fe.
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Cau trac doi chirng:

Hai cAu trac ddi ching (cac khang thé khang CTLA-4) duoc sir dung trong cac
thir nghiém sau day nhdm muc dich so sanh:

COMP1: khang thé khang CTLA-4 cta ngudi véi cac mién bién dbi chudi nhe
va chudi niang c6 trinh tu axit amin cta cac mién twong tmg cua “10D1”, nhu dugc
néu trong Cong bb don qudc té s6 WO 01/14424 A2 (Bristol Myers Squibb) va dugc
tao ra voi vung Fe ctia hIgGl.

COMP2: khang thé khang CTLA-4 ciia ngudi voi cac mién bién ddi chudi nhe
va chudi ning c6 trinh ty axit amin cua cac mién twong Umg cua “11.2.1”, nhu duge
néu trong cong bb don dang ky sdng ché My s6 US 2014/099325 A1 (Pfizer) va dugc

tao ra v6i vung Fe cua hlgG2.

Vi du 3: Ai lyc gin két c6 nguodn gbc tir sy cong hwéng plasmon bé mit va hing
s6 dong hoc ctia khang thé don dong ctia ngwdi khang CTLA-4

Ai luc gin két va hing sd dong hoc cia cic khing thé khang CTLA-4 cua
ngudi duge xdc dinh bang phuong phéap cong hudng plasmon bé mat (Biacore 4000
(GE, Pittsburgh, PA) hodc MASS-1 (Sierra Sensors, Greenville, RI)) & nhiét o 25°C
(cac Bang 3 va 4). Cac khang thé duoc biéu hién dudi dang IgG1 ciia nguoi (nghia la
“H1H”) duoc bét giit trén bé mit cla thiét bi cam bién CM5 (GE) dugc dan xuit hoa
bang amin ghép véi khang thé don dong ciia chudt khang ving Fc cta nguoi (GE).
Cac khang thé dugc bidu hién dudi dang IgG1 ctia chudt hodc IgG2 clia chudt (nghia
1a “H1M”, “H2M”) duogc bat giit trén bé mat cua thiét bi cAm bién amin dung lugng
cao (Sierra Sensors) dugc din xuét hoa bang amin ghép v4i khang thé da dong cla dé
khang ving Fc cta chudt (GE). Nong d6 khac nhau cta cac protein hoa tan CTLA-4
cua ngudi (h) (SEQ ID NO: 506) hodc CTLA-4 cua khi Macaca fasicularis (mf) (SEQ
ID NO: 507) dugc biéu hién véi dudi myc-myc-polyhistidin (myc-myc-polyhistidine:
mmh) & du tin cing C duoc bom 1én bé mat cta thiét bi cam bien da bat gilt mAb
khang CTLA-4 véi tbc do dong bang 30 hodc 50ul/phit. CTLA-4 12 homodime dugc
lién két v6i nhau bang mot lién két disulfua trong mién ngoai bao & gbc xystein 157.

T4t ca cac nghién ciru vé su gén két duogc thuc hién trong dung dich dém gém

HEPES 0,01M c6 d6 pH = 7,4, NaCl 0,15M, EDTA 3mM, chat hoat dong bé mit P20
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0,05% theo thé tich (dung dich dém chay HBS-ET). Su két hop cia hCTLA4.mmh
hodc mfCTLA4.mmh véi khang thé don dong bi bét giit duge theo ddi trong thoi gian
4 hodc 5 phut va sy phan ly cia hCTLA4.mmh hodc mfCTLA4.mmh trong dung dich
dém chay HBS-ET dugc theo ddi trong 10 phut.

Hang s6 két hop dong hoc (k,) va hing s téc d0 phan ly (k) duoc xéc dinh
bang cach lam khép biéu dd cam bién trong thoi gian thuc voi md hinh gin két theo ty
16 1:1 bang cach st dung chuong trinh phan mém lam khép dudng cong Scrubber
2.0c. Hing sb cén bang phan ly gén két (Kp) va thoi gian ban phén ly (t2) dugc tinh
tlr cac héng s6 tdc dd dong luc hoc nhu sau: |

kd In(2)
Kp (M) = Ka, va t% (phit) = 60*kd

Nhu duge thé hién trong Bang 3, tht ca cac khang thé khang CTLA-4 cua séng
ché nay déu gin két voi CTLA-4 cia ngudi, nhiéu loai c6 4i luc nanomol v6i hCTLA-
4.mmh, va c6 kha ning phan tng chéo véi protein CTLA-4 cia khi cynomolgus.

Khéng quan sat dugc kha nang phan tng chéo vdi protein CTLA-4 cua chudt hodc
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chudt nhét (s liéu khong dugce thé hién).

Bang 3: Ai lyc gin két Biacore ciia mAb Fc ciia ngwdi & nhiét dg 25°C

Su gén két & nhiét 46 25°C/Dinh dang bat gitt Mab
AbPID Chét phéan tich* | ka (1/Ms) kd (1/s) KD (M) (;L/ét)
hCTLA-4.mmh | 6,04E+04 | 7,31E-04 | 1,21B-08 | 158
HIHI9264P | mf ICHE;IA"" 490E+04 | 9,04E-04 | 2,03E-08 | 11,6
hCTLA-4.mmh | 3,04E+05 | 4,74E-04 | 1,20E-09 | 244
HIHI969P | mf EEBA-LL 3,56E+05 | 4,35E-04 | 122E-09 | 26,6
hCTLA-4.mmh | 3,74E+05 | 3,62E-04 | 9,66E-10 | 31,9
HIHI92T3P | mt ;&A"" 3,62E+05 | 3,46E-04 | 9,56E-10 | 33,4
hCTLA-4.mmh | 5,30E+05 | 7,60E-04 | 143E-09 | 152
HIH19274P mf iﬁA"" 500E+05 | 4,63E-04 | 887E-10 | 25
hCTLA-4.mmh | 1,79E+05 | 4,02E-04 | 225E-09 | 288
HIHI9278P | mf ggnIBA"" L66E+05 | 1,01E-03 | 6,11E-09 | 11,4
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hCTLA-4.mmh | 346505 | 2,61E-04 | 7,52E.10 | 443
HIHI279P | mECILAS: | 5 40E+05 | 2,59B-04 | 7.63E-10 | 44,6
hCTLA-4.mmh | 3375405 | 3.46E-04 | 1,03E-09 | 33,4
HIHI9280P | mECTLA 5 208405 | 30904 | 9,64E-10 | 374
hCTLA-4.mmh | 4.84E+05 | 741E-04 | 1,53E-09 | 15,6
HIHI9281P mf;ﬂf"‘- 4725+05 | 1,01E-03 | 2,14E-09 | 11,5
hCTLA-4.mmh | 2.21E+05 | 8,28E-04 | 3,5E-09 | 14
HIHI9283P mfrCniLhA"“ 220E+05 | 6,83E-04 | 3,11E-09 | 169
hCTLA-4.mmh | 1485105 | 3,69E-04 | 2,49E-09 | 313
HIHI9284P mf;nt;IA"" 1.94E+05 | 3,05E-04 | 1,57B-09 | 37,9
hCTLA-4.mmh | 8.885104 | 1,23E-03 | 1,38E-08 | 94
HIH19291P mfri;LhA"" 9.31E+04 | 121E-03 | 1,30E-08 | 9.6
hCTLA-4.mmh | 2.85E+05 | 3,23E-04 | L,I3E-09 | 35,
HIHI9294P | mECTLAS. | 5 635405 | 2.69E-04 | 1.02E-09 | 43
hCTLA-4.mmh | 1215105 | 1,09E-03 | L64E-08 | 5.8
HIHI9303P mfrifrll;lA'4' 156E+05 | 245E-03 | 1,57E-08 | 47
hCTLA-4.mmh | 2.895105 | 121E-03 | 4,19E-09 | 9.5
HIHI9305P mf;rfnlilA"" 2.84E+05 | 9,02E-04 | 3,18E-09 | 12,8
hCTLA-4.mmh | 2175105 | 2,84E-04 | 1,31E-09 | 406
HIHIO07P | mf ig‘hA"" 2.09E+05 | 2,92E-04 | 1,40E-09 | 39,5
hCTLA-4.mmh | 3205105 | 1,05E-03 | 3,29E-09 | 11
HIHIS32P | mf EEIIA"" 333E+05 | 7,60E-04 | 2,28E-09 | 152
hCTLA-4.mmh | 4.89E+05 | 7,58E-04 | 1,55E-09 | 152
HIHIDP | mf rflfnl;lA"" 475E+05 | 4,64E-04 | 9,76E-10 | 24,9
hCTLA-4.mmh | LISE+05 | 1,13E-03 | 9,87E-09 | 10,2
HIHI9314P2 | mf ;;I;IA'A“ 1.07E+05 | 9,13E-04 | 8,57E-09 | 12,6
hCTLA-4.mmh | 143505 | 1,46E-03 | 1,02E-08 | 7.9
HIHI93I9P2 | mf Slfnlf"" 2.03E+05 | 2,61B-03 | 1,29E-08 | 4.4
T11H19327P2 | hCTLA-4.mmh | 8.81E+103 | 5,85E-04 | 6,63E-08 | 19.8
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mf CTLA-4. | | ggp+05 | 1,17E-02 | 6,24E-08 | 1
mmbh
hCTLA-4.mmh | 6,21E+04 1,99E-03 | 3,21E-08 5,8
H1H20361N mf CTLA-4. ND ND ND ND
mmh
hCTLA-4.mmh | 5,39E+04 2,51E-03 | 4,65E-08 4.6
H1H20361N2 mf CTLA-4. ND ND ND ND
mmbh
hCTLA-4.mmh | 1,72E+05 5,88E-04 | 3,43E-09 19,6
H1H20370N mf CTLA-4. ND ND ND ND
mmbh
hCTLA-4.mmh | 5,13E+04 1,21E-03 | 2,36E-08 9,5
H1H20370N2 mf CTLA-4. ND ND ND ND
mmh
hCTLA-4.mmh | 8,05E+04 3,67E-04 | 4,55E-09 31,5
H1H20372N mf CTLA-4. ND ND ND ND
mmbh
hCTLA-4.mmh | 5,23E+05 4,01E-04 | 7,66E-10 28,8
H1H20373N mf CTLA-4. ND ND ND ND
mmbh
hCTLA-4.mmh | 4,19E+04 2,79E-03 | 6,65E-08 4,1
H1H20375N mf CTLA-4. ND ND ND ND
mmh
hCTLA-4.mmh | 1,37E+06 3,20E-04 | 2,33E-10 36,2
H1H20380N2 mf CTLA-4. ND ND ND ND
mmbh
hCTLA-4.mmh | 1,85E+05 1,94E-03 1,05E-08 6
H1H20386N mf CTLA-4. ND ND ND ND
mmbh
hCTLA-4.mmh | 1,35E+05 1,68E-03 1,24E-08 6,9
H1H20386N2 mf CTLA-4. ND ND ND ' ND
mmh
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*Cac protein h va mf CTLA-4 mmh chay trén bé mit da bét gitt mAb véi ndng do

nam trong khoang tir 0,37nM dén 90nM trong hé pha loang 3 lan; ND = Khong xac

dinh

Vi du 4: Cac khang thé khang CTLA-4 phong bé sw twong tac giita CTLA-4 ciia

ngudi va cac phéi tir tw nhién cia né, B7-1 va B7-2

CTLA-4 (protein lién quan dén té bao lympho T gay doc té bao 4) 1a thy thé

kiém soat su (e ché t& bao T xuyén mang typ I dugc bidu hién trén té bao T binh

thuong va té bao T didu hoa. CTLA-4 diéu hoa am tinh sy hoat hoa t€ bao T bang
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cach canh tranh vuot trdi thu thé kich thich CD28 tir su gén két véi cac phéi to tu
nhién cia né, B7-1 (CD80) va B7-2 (CD86). Trong vi du nay, kha nang phong bé sy
gan két ctia protein CTLA-4 v6i B7-1 va B7-2 da gén v6i dia cla cac khang thé khéang
CTLA-4 dugc danh gia bang cach st dung thir nghiém hép thu mién dich lién két
enzym (Enzyme-linked Immunosorbent Assay: ELISA) kiéu kep giita canh tranh.
Noéng do khac nhau ciia khang thé khang CTLA-4 dugc tron so bd véi lugng khong
d6i cua protein CTLA-4 dime va sy gidm mirc dd gin két cia CTLA-4 véi B7-1 hodc
B7-2 dugc ¢d dinh trén dia, do su c6 mat cia khang thé, dugc theo dai.

Tém lai, cac thir nghiém duge thuc hién bang cach str dung quy trinh sau day:
cac protein B7-1 va B7-2 cia ngudi, dugc biéu hién véi IgG1 cta nguoi & dau tan
cung C va dudi 6x (hIgG1-6xHis; R&D Systems, Minneapolis, MN) dugc pht riéng
r& v&i ndng d6 2 pg/ml trong PBS trén dia vi chuén c6 96 16 qua dém (overnight: ON)
& nhiét do 4°C. Sau do, céc vi tri ghn két khong dic hiéu bi phong bé bang cach st
dung dung dich BSA 0,5% (trong lwong/thé tich) trong PBS. Theo cach riéng biét,
lugng khong dbi bang 200pM hodc 400pM ciia protein hCTLA-4-mFc tai t6 hop
(mién ngoai bao CTLA-4 cia ngudi duge biéu hién v6i phan Fe & dau tan cing C cia
IgG2a ctia chudt, SEQ ID NO: 508) duoc cho thém vao cac khang thé khang CTLA-4
da pha lodng theo bac, hodc cac dung dich khong c6 mdt khang thé. Trong vi du nay,
lidu dung cua khang thé khang CTLA-4 niim trong khoang tir 1,7pM dén mirc t6i da
bang 100nM hodc 1,0 uM. Tiép theo, sau 1 gio & nhiét do phong (room temperature:
RT), cac phirc hop khéang thé-protein véi ndng do khong d6i cna protein hCTLA-4-
mFc 200pM duogc chuyén vao céc dia vi chuin dugc phti hB7-1-hIgG1-6His, va phirc
hop khang thé-protein véi ndng d6 khong ddi ctia hCTLA-4-mFc 400pM dugc chuyén
vao cac dia da phi hB7-2-hIgG1-6His. Sau khi @ trong 1 gio nita ¢ nhiét do RT, cac 16
duoc rira, va hCTLA-4-mFc da gén két véi dia dugc phat hién béng khéng thé da
dong ctia dé dic hiéu véi manh khang thé khang Fey cia chudt dugc lién hop véi
peroxidaza cia cdy cu cai cay (horseradish  peroxidase: HRP)
(JacksonlmmunoResearch, West Grove, PA). Cac dia dugc 1am hién mau b%lng cach
str dung dung dich co chat TMB (BD Bioscierces, San Jose, CA) theo cac huéng dan
cta nha san xudt va nang suit hép thu dugc xac dinh & bude song 450nm trén thiét bi

doc dia Victor (PerkinElmerTM, Waltham, MA).
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TAt ca cac phén tich dit liéu dugc thyc hién béng cach st dung md hinh dap
tng muc lidu theo dudng sicmoit logistic trong chwong trinh phan mém Prism™
(GraphPad, LaJolla, CA). Céc tinh todn dugc thyc hién nhu sau: né)ng dd 1Csp, dugc
dinh nghia 12 ndng do khang thé cn thiét dé 1am giam 50% mic do gin két cua
hCTLA-4 véi hB7-1 ho#dc B7-2, dugc st dung lam dAu hiéu chi bao cta kha ning
phong bé. Ty 1& % mirc do phong bé voi ndng do t6i da cua khang thé dugc thi
nghiém (100nM hodc 1,0 uM) dugc tinh toén theo kha néng phong bé cua khang thé
ddi voi su gan két ciia hCTLA-4-mFc ndng d6 200pM hozc 400pM vé6i hB7-1 hodc
hB7-2, tuong g, so v4i murc nén cua thtr nghiém. Tin hiéu gin két cia cdc mau véi
hCTLA-4-mFc ndng d6 200pM hozdc 400pM khi khoéng c6 mat khang thé dugc tham
chiéu 1am muc d6 gin két 100% hodc mirc dd phong bé 0%; va tin hidu co s& cla
dung dich dém mau khong c¢6 hCTLA-4-mFc hodc khang thé dugc tham chiéu lam
mitc do gén két 0% hodc muc o phong bé 100%.

Theo cac két qua dugc thé hién trong Bang 4, cac khang thé khang CTLA-4
cua sang ché c6 kha ning phong bé sy gan két cia CTLA-4 ctia ngudi v6i cac phdi tir
ty nhién cta no, B7-1 hodc B7-2 trong khoang rong. Cic khang thé lam vi du
H1H19273P va HI1H19313P ¢6 kha ning phong bé su gin két ciia CTLA-4 v6i B7-1
hotic B7-2 véi gia tri ICs, tinh theo picomol va véi ty 1€ % mirc do phong bé ~100%
v6i ndng do khang thé téi da 1,0uM. Mot sé khang thé, nhu HIH20373N la cac chét
phong bé manh hon déi vai su gin két cia CTLA-4 véi B7-2 so v6i B7-1, trong khi
mot s6 khang thé c¢6 kha ning phong bé tdi thiéu phdi tit khac (H1H19314P2).

Bang 4: Cac khang thé khang CTLA-4 phong bé sw gin két cia hCTLA-4
véi cac phdi tit hB7-1 hoiic hB7-2

Ab phong bé su gin kétcia | Ab phong bé su gin két cua

hCTLA-4-mFc¢ 200pM v6i | hCTLA-4-mFc 400pM véi dia

dia dugc phu hB7-1/CD80- | duge phi hB7-2/CD86-hIgG1-

hlgG1-6His 6His
Nong do Ab ti da: 100nM
AbPID Ty 1€ % Ty 1€ %
ICoM) | e b 1Cso (M) Shong bé

Kha nang phon bé cac khang thé khang CTLA-4 ving Fc cia ngudi
H1H19264P - 8 - 43
H1H19269P 1,0E-10 98 1,9E-10* 100
H1H19274P 1,3E-10 99 2,5E-10 100
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H1H19278P 3,2E-10 99 5,4E-10 100
H1H19279P 2,1E-10 97 2,2E-10 100
H1H19280P 1,1E-10 99 2,0E-10 100
H1H19281P 9,4E-11* 99 1,9E-10* 100
H1H19283P 9,7E-09 96 1,2E-09 99
H1H19284P 1,7E-10 98 3,1E-10 99
H1H19291P 2,0E-09 98 2,5E-09 99
H1H19294P 1,5E-10 99 2,5E-10 99
H1H19305P 1,9E-10 98 3,6E-10 99
H1H19307P 1,8E-10 99 2,9E-10 99
H1H19312P 2,0E-10 97 5,1E-10 99
H1H19314P2 - 0 - 7
H1H19327P2 - 7 - 38
H1H19273P 2,5E-10 98 5,4E-10 98
H1H19303P 1,8E-07 90 3,9E-08 97
H1H19313P 4,0E-10 98 7,7E-10 99
H1H19319P2 3,2E-07 85 4,3E-08 97
H1H20370N 8,6E-10 95 9,9E-10 . 96
H1H20370N2 1,1E-08 85 9,8E-09 92
H1H20372N 2,5E-09 98 9,9E-10 98
H1H20361N 6,9E-08 73 6,5E-08 82
H1H20361N2 1,2E-07 53 1,1E-07 70
H1H20373N - 22 3,4E-08 91
H1H20375N - 13 - 29
H1H20380N2 5,0E-10 98 3,8E-10 98
H1H20386N 1,8E-08 94 7,7E-09 96
H1H20386N2 INC 59 1,7E-07 87
Céac doi

ching

[sotyp

mlgG2a i 6 i !
Isotyp higG1l - 15 - 14

Ty 1€ % phong bé téi da am tinh (nghia 13 -8) thé hién sy ting muc do gan két cua
hCTLA-4 phat hién dugc khi c6 mat khang the.

(-) thé hién gia trj ICs, khong dinh lugng ddi v6i sw phong bé céc khang the <50% voi
néng do cao nhét dugc thir nghiém.

(INC): khong ¢6 két qua: duong cong gin két theo dudng sicmoit logistic khong dugc
lam khép bang chuong trinh phén mém Prism™ dé tinh gia tri ICsp.

(*) thé hién gia tri ICsonh6 hon gid tri day theo 1y thuyét clia thir nghiém (0,110 M
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ddi véi sw gén két cia hCTLA-4 v6i hB7-1/CD80, hodc 0,2x10™ M ddi vdi su gén két
ctia hCTLA-4 v6i hB7-2/CD86)

Vi du 5: Cic khang thé khing CTLA-4 ¢6 sy gin két manh va dic hi¢u véi cac
dong té bao dwgrc thiét ké véi CTLA-4 ciia nguoi

Trong vi du nay, kha ndng gén két dac hiéu cta khang thé khang CTLA-4 cla
nguoi (h) véi cac dong t& bao biéu hién CTLA-4 cua ngudi duge xac dinh bang cach
st dung phuohg' ’ phép phat hién trén co s& sy phat quang dién hoa
(electrochemiluminescence: ECL).

Tom lai, cac t& bao nguyén bao soi phdi chudt dwgc phén lap tir chuot
Velocimmune® (cac nguyén bao sgi VI) dugc chuyén nhiém 6n dinh véi CTLA-4 cla
nguoi (cac axit amin M1-N223, ma sb truy cap NCBI # NM_005214.4). Céc té bao
nguyén bao soi VI khong duge chuyén nhiém khong c6 su bidu hién CTLA-4 c6 thé
phét hién bing phwong phap phén loai té bao duoc hoat héa huynh quang (FACS) va
duge dua vao lam dbi ching gin két. Ngoai ra, dong té bao T cua gen thdng bao duoc
tao ra bang cach tai nap cac té bao T Jurkat ctia ngudi bit tir (ATCC, Manassas, VA)
v6i gen thong béo cua lentivirut NFAT-Luc (Qiagen, Germantown, MD) va cic cdu
tric thé kham h, m hodc mf CTLA-4 cling dugc danh gia trong thir nghi€ém nay. Cac
cAu tric thé kham chira mién ngoai bao cia hCTLA-4 (aa tir 1 dén 161; ma sb truy cap
NP_005205.2), CTLA-4 cta chudt (ms CTLA-4, cac axit amin tir 1 dén 161, ma $6
truy cdp NM_009843.4) hoic mf CTLA-4 (aa tu 1 dén 161; ma sb truy cap
XP_005574071.1) duoc dung hop véi mién xuyén mang va mién chét t€ bao ciia
hCD300a (aa tir 181 dén 299; ma s6 truy cap NP_009192.2).

Khoang 2,0x10* t& bao nguyén bao sgi VI/hCTLA-4 hoge 1,0x10* té bao thé
kham Jurkat/NFAT dugc cdy riéng ré 1én cac dia 96 15 c6 dién cuc 14 cacbon (dia gin
két & mirc cao MULTI-ARRAY, Meso Scale Discovery (MSD; Rockville, MD)) va
duoc U trong 1 gioy (h) & nhiét do 37°C. Céc vi tri gin két khong dac hi¢u duge phong
bé bang BSA 2% (trong lwong/thé tich) trong PBS trong 1 gid' ¢ nhiét d¢ trong phong
(RT). Hé pha lodng theo bc ciia khang thé khang CTLA-4 hodc khang thé doi ching
isotyp, nam trong khoang tir 1,7 pM dén 150 nM, hodc dung dich dém khong chira

khang thé duge cho thém vao cac té bao da gin két véi dia trong 1 gio, & nhiét do RT.
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Sau d6, cac dia duge rira dé loai bé cac khang thé khong gin két bang cach st dung
thiét bi rira dia AquaMax2000 c6 dau rira té bao (MDS Analytical Technologies,
Sunnyvale, CA). Céc khang thé da gin két voi dia dugc phat hién bang khang thé da
dong ctia dé lién hop véi SULFO-TAG™ khang khéang thé IgG ctia ngudi ddc hiéu
v6i chudi ning va chubi nhe (Jackson Immunoresearch, West Grove, PA) hodc khang
thé da dong cia dé lién hop voi SULFO-TAG™ khang khang thé IgG cilia chudt dic
hidu v6i manh Fcy (Jackson Immunoresearch) trong 1 gio, & nhiét 46 RT.

Sau khi rira, cac dia dugc lam hién mau b::ng dung dich dém Read (MSD) theo
quy trinh duoc khuyén cdo cta nha san xuét va cac tin hiéu phat quang dugc ghi lai
bang thiét bi SECTOR Imager 600 (MSD). Cudng d6 phat quang, dugc xac dinh theo
don vi sanh sang tuong ddi (relative light unit: RLU), duoc ghi lai dé chi ra cudng do
gin két cia mdi khang thé & khoang nong d9. Ty 1€ tin hiéu dugc phat hién bing
0.4nM hoc 0,6nM khang thé gan két voi cac té bao duge thiét ké v6i CTLA-4 so véi
céc té bao gbc & cling ndng do dugc ghi lai dudi dang dAu hiéu cia tinh dic hiéu su
gin két CTLA-4.

Ngoai ra, cac tin hiéu gén két tryc tiép (tinh theo RLU) dugc phén tich dudi
dang ham s ctia ndéng d khang thé va céac sb liéu duoc lam khép voi md hinh dép
tng muc lidu theo dudng sicmoit logistic (bbn thong s6 logistic) bang cach st dung
chuong trinh phén mém GraphPad Prism™ (GraphPad, LaJolla, CA). Gia tri ECs,
duogc xac dinh theo ndéng do cla khang thé ma khi dé phat hién dugc 50% tin hiéu gén
két thi da, duoc xéc dinh dé chi ra hiéu luc gén két véi cac té bao dugc thiét ké vai
CTLA-4.

Céc két qua trong Bang 5 cho thdy phan 16n cac khéng thé khang CTLA-4 theo
sang ché gén két dic hiéu véi cac dong té bao dugc thiét ké véi hCTLA-4. Mot sb
khang thé lam vi dy, nhu H1H19303P va H1H19280P gin két vdi gia tri ECs tinh
theo picomol va véi ty 1€ gén két cao hon tir 20 dén 23 14n so v&i sy gén két véi cac
dong té bao ddi chiing.

Su chon loc cta cac khang thé dugc danh gid thém vé kha nang phan tmg chéo
vdi cac dong té bao duge thiét ké cta chudt va khi cynomolgus. Két qua trong Bang 6
cho thdy cc khang thé khang CTLA-4 H1H19303P, HIH19273P, H1H19319P2 va
H1H19319P c6 kha ning gén két vi cac dong té bao thé kham Jurkat/NFAT Luc/cta
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ngudi va CTLA-4 cla khi cynomolgus/hCD300, véi gid tri ECs, tinh theo picomol.

Khong quan sat thdy kha ning phan ung chéo véi cic té bao thé kham CTLA-4 cla

chudt.

Bang 5: Cac khang thé khang CTLA-4 gin két dic hi¢u véi dong té bao

dwgc thiét ké dé biéu hién CTLA-4 ciia ngudi

Kha nang gan ket | Ty i¢ tin higu RLU gan két véi
cla te bao v&i | pouyan bao sgi VI/hCTLA-4 so
Ab PID nguyeén bao soi v6i nguyén bao sgi VI goc
VI/hCTLA-4,
EC50 (M)
Ty 1& 4 nbng d6 Ab 0,4nM
Céc dac tinh gan két té bao cua khang thé khang CTLA-4 ving Fc cuia ngudi
H1H19264P NB 1
H1H19269P (*) 4,0E-10 15
H1H19273P INC 11
H1H19274P (*) 3,9E-10 18
H1H19278P 2,2E-10 19
H1H19279P 2,4E-10 18
H1H19280P 1,3E-09 15
HIH19281P 7,5E-11 23
H1H19283P 7,9E-10 7
H1H19284P INC 7
HI1H19291P INC 5
H1H19294P 6,8E-10 10
H1H19303P (*) 2,1E-10 20
H1H19305P (*) 8,4E-10 12
H1H19307P 3,7E-09 7
HIH19312P (*) 7,0E-10 14
HIH19313P (*) 1,6E-10 11
HIH19314P2 (*) 3,4E-09 8
HI1H19319P2 2,4E-10 16
H1H19327P2 2,9E-10 16
Ddi chimg
Daoi chung isotyp
hlgGl NB 1
Céc dac tinh gan két té bao cia cac khang thé CTLA-4 thé lai (HIM, H2M)
Ty 16 & nbng d6 Ab 0,6nM
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H1M20370N 2,2E-10 23
HI1M20372N 8,8E-10 14
HIM20393N (*) 7,3E-09 12
H2M20361N 3,2E-10 19
H2M20368N 2,6E-10 25
H2M20369N 9,0E-10 18
H2M20373N 6,2E-11 22
H2M20375N 1,9E-10 18
H2M20379N 9,2E-11 28
H2M20380N 1,2E-10 28
H2M20385N 5,5E-09 8
H2M20386N INC 3
H2M20387N INC 3
Déi chung

COMP1 INC 11
D6i ching isot

mlgG?2 B NB !

NB = khong c6 chét gin két; cac khang thé c6 ty 1 gén két nhd hon 3 dugc phan loai
lam chat khong gan két ,

(*) Gia tri RLU cua hai ndng do khang thé cao nhét duoc loai trir dé tinh gia tri EC50.
INC = khong c6 két qua, chuong trinh phin mém GraphPad Prism™ khong thé 1am
khép duong cong sicmoit logistic 4 thong s6 dé tinh gia tri EC50, nhung khang thé
gan két dac hiéu véi cac té bao biéu hién CTLA-4 véi ty 1€ gép 3 14n hoic cao hon so

véi te€ bao goc.
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Bang 6: Cac khang thé khang CTLA-4 da chon loc c6 tinh ddc hiu gin

két véi cac dong té bao ciia khi va ngudi Jurkat dwgre thiét ké

tfgjonggfvﬁrltﬁf:ﬁ‘ﬁn T9 1¢ tin hiéu RLU gén két véi thé
kham Jurkat/NFAT Luc / CTLA-4
Jurkat/NFAT 2 L A o
hC300a dé gan két voi Jurkat/NFAT
Luc/CTLA-4 Luc/cl.3C7
Ab PID hCD300a, EC50 (M) '
mf ms CTLA-
hCTLA-4 | mf CTLA-4 hCTLA-4 | cTLA4 4
0,4nM 0,4nM 0,4nM
H1H19303P (*) 2,9E-10 | 1,1E-10 13 17 1
H1H19273P (*) 5,2E-10 | 2,2E-10 14 20 1
H1H19319P2 (*) |2,8E-10 | 1,7E-10 13 15 1
HIH19313P (*) 1,IE-10 | 1,4E-10 16 25 1
Déi ching
COMP1 INC INC 6 8 1
Pbi chimg isotyp
higG1 NB NB 1 1 1

Khi = Macaca fascicularis.

NB = khong phai chét gin két; cac khang thé ¢o ty 1é gin két nho hon 3 dugc phan
loai lam chit khong gén két

(*) Gia tri RLU ctia hai ndng do khang thé cao nhét duoc loai trir dé tinh gid tri EC50.
INC = khong c6 két qua, chuong trinh phin mém GraphPad Prism™ khong thé lam
khép dudng cong sicmoit logistic 4 thong s6 d@é tinh gia tri EC50, nhung khang thé
ofn két dac hidu v6i cac té bao biéu hién CTLA-4 véi ty 1¢ gdp 3 lan hogc cao hon so

vdi té€ bao goc.

Vi du 6: Cac khang thé khang CTLA-4 giy ra sw hoat héa ciia té bao T trong hé
thi nghiém sinh hoc té bao T/APC ciia gen thong bao dugc thiét ké

Trong vi du nay, cac thr nghiém sinh hoc d6i véi gen thong bdo luciferaza trén
co s& té bao T/té bao trinh dién khang nguyén (Antigen Presenting Cell: APC) dugc
phét trién dé dénh gia hiéu qua phong bé sy twong tic CTLA-4/CD80 hodc CTLA-
4/CD86 va su hoat hoa té bao T. Trong mdt dinh dang thir nghiém sinh hoc, hi¢u qua
clia vie sir dung khang thé khang CTLA-4 dbi v6i hé té bao T/APC dugc danh gia

bing cach xac dinh hoat tinh cta luciferaza. Trong thit nghiém thtr hai, kha ndng gay
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ra su giai phong intolokin (IL)-2 cua cac khang thé khang CTLA-4 dugc danh gia.

Nhu dugc md ta trong cac vi du trén day, cac khang thé khang CTLA-4 dugc
thir nghiém trong vi du nay co6 su gin két véi CTLA-4 ciia ngudi va khi cynomolgus
(Macaca fasciularis) thong qua sy cong hudng plasmon bé mit (SPR) va c6 su gin
két dic hiéu va manh véi cac dong té bao dugc thiét ké dé biéu hién CTLA-4 cla
nguoi. Cac khang thé CTLA-4 d3 chon loc nay cling dd dugc ching minh trudc day la
c6 tac dung phong bé sur gén két cia CTLA-4 v6i B7-1(CD80) va B7-2 (CD86).
Boi cinh

Su hoat héa té bao T dat dwoc bing cach kich thich cac thu thé té bao T (TCR)
nhan biét cac peptit dic hiéu duge trinh dién boi cac protein cua phirc hop twong thich
md chinh nhém I hodc II (MHCI hodac MHCII) trén céc té bao trinh dién khang
nguyén (APC) (Goldrath et al. 1999). Thu thé TCR d3 hoat hoa lai khoi mao thac su
kién truyén tin hiéu, sy kién ndy co thé duoc theo ddi bang cic gen thong béo, duoc
dinh huéng boi cac yéu td phién ma khac nhau nhu chét hoat hoa-protein 1 (AP-1),
yéu t§ nhan cta céac té bao T dugce hoat héa (NFAT) hodc chét tang cudng chudi nhe
kapa cta yéu té nhan cta céc té bao T hoat hoa (NFkB). Sau d6, su dap ung ciia té bao
T duge cai thién thém thong qua sy tham gia cta cac df)ng thu thé biéu hién co dinh
hodc cam tng trén cac té bio T nhu CD28, CTLA-4 (protein li€n quan dén té bao
lympho T géy doc té bao 4), PD-1 (protein 1 gy chét t& bao theo chuong trinh), LAG-
3 (gen hoat hoa té bao lymphd 3) hodc cac phan tir khac (Sharpe ef al. 2002). Cac
ddng thu thé, CD28 va CTLA-4 canh tranh v6i cac phdi tir gidng nhau, CD80 va
CD86 duoc bidu hién trén céc té bao trinh dién khang nguyén (APC) ma CTLA-4 c6
4i Iuc v6i n6 cao hon so véi CD28. CTLA-4 ¢6 chirc nang 1am mdi va te ché sy hoat
hoa cia CD28 bang cach cb 1ap céc phdi tr din dén lam giam su hoat hoa té bao T.

(Alegre et al. 2001 va Walker et al. 2011).

Hoat tinh NFAT-Luciferaza

Thiét ké dong 1é bao: Cac té bao T ciia gen thong bao duge thiét ké bang cach tai nap

céc dong té bao T Jurkat cia ngudi bét tit (ATCC), biéu hién ndi sinh TCR va CD28
trén bé mat té bao, voi gen thong béo cua lentivirut NFAT-Luc (Qiagen, Rockville,
MD) theo cac huéng dan cua nha san xuét. Lentivirut ma hoa gen luciferaza cia dom

dom dudi su kiém soat ciia gen khéi dau cua virut cy bao (Cytomegalovirus: CMV)
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t&i thidu va cac doan lap ndi tiép clia yéu t6 dap ung phién ma (transcriptional
response element: TRE) NFAT va gen khang puromycin.

Sau khi chon loc khang sinh va tach dong don, dong vo tinh Jurkat/NFAT-Luc
3C7 (Jurkat/NFAT-Luc cl.3C7) dugc tai nap véi cac protein thé kham CTLA-4 cla
ngudi (h) hodc khi (mf - Macaca fascicularis) md hoéa lentivirut. CAu tric thé kham
chira midn ngoai bao ciia hCTLA-4 (aa tir 1 dén 161; ma so truy cép NP_005205.2)
hodc mfCTLA-4 (aa tir 1 dén 161; ma sb truy cap XP_005574071.1) duoc dung hop
v6i mién xuyén mang va mién chét té bao ctaCD300a (aa tir 181 dén 299; ma s6 truy
cap NP_00919.2). CD300a dugc tim thdy trén céc té bao mién dich va truyén tin hidu
trc ché qua motif Gc ché trén co s& tyrosin thy thé mién dich ctia n6 (ITIM) (DeBell et
al. 2012). Cac dong té bao T 6n dinh tao thanh, Jurkat/NFAT-Luc/ hCTLA-4-
hCD300a va Jurkat/NFAT-Luc/mfCTLA-4-hCD300a, dugc chon loc va duy tri trong
moi truong RPMI + FBS 10% + penicillin + streptomycin + glutamine duoc bd sung
G418 500pg/ml va puromycin 1pg/ml.

Céc té bao B Raji ctia nguoi (ATCC, Manassas, VA), biéu hién ndi sinh CD20,
cac thu thé Fc gama (FcyR), CD80 va CD86 trén bé mat té bao, duge st dung 1am té
bao APC trong thir nghiém sinh hoc trén co s& luciferaza. Cac té bao Raji duge duy tri
trong mdi truong RPMI + FBS 10%+ penicillin + streptomycin + glutamine duoc bd

sung HEPES va natri pyruvat.

Sie kich thich té bao T/APC: céac té bao T ctia gen thong bao dugce kich thich bing té
bao T hoat hoa khang thé dic hiéu kép khang CD20xCD3 (REGN2281), huéng dich

CD3 duoc bidu hién trén cac té bao T Jurkat va huéng dich CD20 trén céc té bao B
Raji. Ché do dac hiéu kép ciia sy ghn két cia REGN2281 dén dén lam gia ting nong
d0 gen thong bao duge ghép d6i véi NFAT, luciferaza, trong cac t€ bao T
Jurkat/NFAT-Luc.

Tuy nhién, trong cac té bao thé kham Jurkat/NFAT-Luc/CTLA-hCD300a, su
hoat hoa toi da clia gen thong béo véi REGN2281 bi suy giam do sy truyén tin hidu trc
ché duge truyén thong qua sy twong tac ciia cac thu thé thé kham CTLA-4-hCD300a
vGi céc phdi tir ciia n6, CD80/CD86, duge biéu hién trén céc té bao Raji. Trong thir
nghiém sinh hoc nay, v& mat ly thuyét, cac khéng thé khang CTLA-4 phong bé truc
CTLA-4/CD80 va CD86 sé& khdi phuc hoat tinh cia NFAT-Luc trong céc té bao cua
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gen thong béo Jurkat bang cach lam v6 hi€u hoa tin hiéu {rc ché duoc cung cip qua
du6i CD300a cua protein CTLA-4 thé kham.

Trong dinh dang thtr nghiém nay, céc khang thé khang CTLA~4 ¢4 the dbng
thoi tao ra tin hi¢u cht van trong Jurkats, duoc khoi mao boi sy gén két cua khang thé
Fc véi FeyR trén cac té bao Raji. Su phong bé FeyR véi murc bdo hoa cua phan tir IgG
hoic cac khang thé dic hiéu FcyR c6 thé 1am giam tdc dung chu van cia cac khang thé
CTLA-4. Do d6, budc phong bé Fc duge dua vao thir nghiém nay dé we ché su gin
két ctia mAb CTLA-4 v6i FeyR trén cac té bao Raji.

Thir nghiém luciferaza: 24 gio trude khi sang loc, 5x10° té bao T ctia gen thong bdo va

7,5x10° APC Raji dugc nudi cdy trong moi truong thir nghiém (RPMI1640 duge bd
sung FBS 10% va penicillin + streptomycin + glutamine (PSG)). Ngay hdém sau, cac
khang thé khang CTLA-4 va cac ddi chimg am tinh phit hop isotyp (dugc pha loang
theo bac theo ty 1& 1:3; khoang liéu tir 15 pM dén 100 nM) duoc thir nghiém v6i sw ¢6
mit ciia REGN2281 100pM va chat phong bé Fc 10nM hodc ddi chimg isotyp IgG4
clia nguoi 10nM dé gift cdc thu thé FeyRITb ndi sinh trén té bao Raji. Céc khang the
da pha loang theo bac dugc cho vao cac 16 twong Ung trong dia day phing mau tring
¢4 96 16 (Nunc/Thermo Fisher, Pittsburgh, PA) chira ndéng do ¢ dinh cia REGN2281
100pM/chét phong bé Fc 10nM hodc REGN2281 100pM /dbi chimg isotyp higG4 10
nM. Céc té bao T cta gen thdng bao va APC Raji dugc tai tao hdn dich v6i ndng dd
2x10%/ml va trudc tién, cac té bao T dugc cho thém trudc tién vao cac 16 vé&i néng do
cudi bang 5x10° t& bao/13. Cac dia dwgc 0 trong thoi gian tir 15 dén 30 phut & nhiét do
37°C/CO, 5%, sau d6 cho thém cac té bao Raji véi néng do cudi b%mg 5x10* té bao/13.
Cac mau dugc u trong thoi gian tir 4 dén 6 gio nita & nhiét do 37°C/CO, 5%, trude khi
cho thém 100ul ONE-Glo™ (Promega, Madison WI) dé phat hién hoat tinh NFAT-
Luc. Anh sang phét ra duge thu giit theo don vi 4nh séng tuong d6i (RLU) trén thiét bi
doc dia da nhan Victor (PerkinElmer, Waltham, MA). T4t ca cac hé pha lodng theo
bac dugc thir nghiém hai lan.

Gi4 tri ECs, cta cac khang thé CTLA-4 dugc xac dinh tir phwong trinh logistic
bén thong sé trén dudng cong dap Ung lidu theo 10 diém bang cach st dung chuong
trinh phin mém GraphPad Prism (GraphPad, La Jolla, CA). Ty 1¢ cam tng dugc tinh

bang cach chuan hoa gid tri RLU twong doi cua moi mau véi gia tri trung binh cia cac
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mAu khong chira khang thé CTLA-4, dugc thiét 1ap bang 1.

Két qud: Theo két qua dugc thé hién trong Bang 7, khong quan sat thdy su tdng hoat
tinh ctia gen thong bao (luciferaza) khi cac khang thé khang CTLA-4 dugc cho thém
vao cac té bao gbe Jurkat/NFAT-Luc cl 3C7 cing v6i APC Raji, voi sy c6 mat cla
chit phong bé REGN2281 +/- Fc. Tuy nhién, murc do tang hoat tinh cua luciferaza ghi
duoc khi cac khang thé khang CTLA-4 dugc cho thém vao hé Jurkat/NFAT-Luc/h va
céc dong t& bao thé kham mf CTLA-4/hCD300/APC Raji, voi su co mat cla chét
phong bé REGN2281 +/- Fc. Trong dinh dang thir nghiém sinh hoc nay, cac khang thé
khang CTLA-4 phong bé su twong tac clia CTLA-4 trén cac té bao ctia gen thong bao
Jurkat voi CD80/CD86 dugc biéu hién ndi sinh trén cac té bao Raji, din dén tao ra
protein luciferaza. Cac khang thé khang CTLA-4 dugc thir nghiém trong thir nghiém
nay lam tang hoat tinh cua luciferaza, voi gia tri lon nhét quan sat dugc khi co mat
chét phong bé Fc, véi gia tri ECso nim trong khoang tir 1,77nM dén 7,67nM. Nhu
dwoc thé hién trong Bang 7, HIH19303P ¢6 hiéu qua t6t hon so vé6i cac chit so sanh 1
va 2 khi dugc thir nghiém.

Thir nghi¢m gidi phong intolokin 2 ciia ngwoi (hIL-2) cia té bao T/APC CTLA-4
Thiét ké dong té bao: Dong vo tinh Jurkat/NFAT-Luc 3C7 (nhu da mb t trén day)

duge tai nap v6i sup lentivirut tu tao ra ma hoéa protein hCTLA-4 6 chidu dai day du
(ma sb truy cap NP_005205.2). Dong té bao T én dinh tao thanh (Jurkat/NFAT-Luc/
hCTLA-4 wt) duge lya chon dé biéu hién ¢ mic cao bing phuong phap dém t& bao
theo dong va dugc duy tri trong mdi truong RPMI + FBS 10%+ PSG duoc bd sung
G418 500 pg/ml va puromycin 1pg/ml.

Céac té bao than phoi nguoi (Human Embryonic Kidney: HEK) 293 (ATCC)
duge chuyén nhidm véi CD20 cia ngudi va dugc dung dé tai nap vo6i sup lentivirut dé
bidu hién qua mic hCD8O0 (aa tir 1 dén 288; ma s truy cap NP_005182.1) hodc
hCD86 (aa tir 1 dén 329; ma sb truy cdp NP_787058.4) dugc dung hop V6i protein
huynh quang xanh 14 cay ((green fluorescent protein: GFP); aa tur 2 dén 240; ma sb
truy cap WP_031943942.1) v6i nhom lién két 4xG4S & gitra. Sau khi tach dong vO
tinh bang cach gi¢i han mirc pha lodng, cac dong v tinh tao thanh sau ddy dugc tao

ra: HEK293/hCD20/hCD80-GFP dong vo tinh 1F4 va HEK?293/hCD20/hCD86-GFP
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dong vo tinh 4G5. Céac dong té bao dugc duy tri trong DME + FBS 10% + PSG + cac
axit amin khong thiét yéu ((non-essential-amino-acid: NEAA), Irvine Scientific, Santa

Ana, CA) dugc bd sung G418 500 pg/ml.

Kich thich té bao T/IAPC: Céc té bao da thiét ké duoc kich thich bang khang thé ddc

hiéu kép REGN2281 hoat hoa t& bao T, nhu dugc md ta trén diy. Su gén két cua
REGN2281 v6i CD3 din dén su két cum ciia cdu tric dudi phén tir CD3 trong phirc
hop vdi thu thé TCR va hoat héa té bao T, qua trinh nay lai giai phong hIL-2. Sy giai
phéng IL-2 ¢c6 thé duoc gin két thém bang su twong tac cia CD28 v6i cac phéi tir ctia
16, CD80 hodic CD86 nim trén céc t& bao HEK293 da thiét ké. Su hoat hoa toi da cac
té bao Jurkat/NFAT-Luc/hCTLA-4 bi suy giam do sy canh tranh ctia CTLA-4 véi
CD28 dé ghn két cta cac phdi tr CD80/CD86 trén t& bao HEK293 (Carreno et al
2000).

Trong tht nghiém sinh hoc nay, cac khang thé phong bé su twong tic CTLA-
4/CD80 hoic CD86 s& khoi phuc sy giai phong IL-2 trong cac té bao Jurkat da thiét ké
bang cach vo hiéu héa nhanh CTLA-4 e ché.

Thir nehiém gigi phéng IL-2: truée khi sang loc 24 gio, cac té bao T da thiét ké dugc

nudi cdy thanh mat do 5x10° té bao/ml trong mdi truong thir nghiém (RPMI 1640 +
FBS 10%+ PSG). Ngay hom sau, cac té bao HEK293 dugc rira bang D-PBS (Irvine
Scientific), dugc tach bang trypsin (Specialty Media) va dugc phong bé bang moi
trudng thit nghiém. Tiép theo, céc té bao HEK293 duge xir 1y bing i truong thi
nghiém chira Mitomycin C 50 pg/ml dé 1am ngimg su phat tridn cua té bao, trong 1
giy & nhiét do 37°C/CO, 5%. Sau do, cac té bao dugc rira k§ bang moéi trudng thir
nghiém dé loai bé Mitomycin C tu do.

Céc khang thé khang CTLA-4 va d6i chimg isotyp cta chung dugc pha lodng
theo bac theo ty 1& 1:3 trong mdi truong thir nghiém, véi hé pha loang 10 diém nim
trong khoang tir 15pM dén 100nM. Céc khang thé da pha lodng theo bac dugc cho vao
céc 15 tuong tmg trong céc dia day tron c6 96 18 (Nunc) chira nong &9 cb dinh ctia
REGN2281 300pM. Céc té bao cia gen thong béo dugce cho vao cac dia véi nong do
cubi bang 1x10° té bao/13. Céc dia dugc & trong thai gian tir 15 dén 30 phit & nhiét do
37°C/CO, 5%, sau d6 cho thém cAc té bao HEK293 voi ndng d cudi bang 2,5x10° té
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bao/16. Céac dia dugce U trong 72 gi¢ ¢ nhiét do 37°C/CO, 5% va céac dich ndi bé mit
duoc thu gom va st dung cho cac phép do IL-2. Nong d6 IL-2 dugce xac dinh bang
cach st dung kit AlphaLISA (PerkinElmer) theo quy trinh ctia nha san xudt. Cac két
qua do thu duoc trén thiét bi doc dia da nhan Envision (PerkinElmer)'. T4t ca cac hé
pha lodng theo bic dugc thir nghiém hai lan.

Gia tri ECsy cta céac khang th8 mAb CTLA-4 dugc xac dinh tir phuong trinh
logistic bén thong sb trén dudng cong dap tng lidu 10 diém bang cach st dung phan
mém GraphPad Prism. Ty 1é cam tng dugc tinh toan bang cach chuén hoa céc gia tri
[L-2 tuong ddi clia mi miu véi mau khong chira khang thé CTLA-4. Bang 9 thé hién
ty 18 cam (mg dat dugc ¢ mirc 100nM va gia tri ECsg theo tinh toan dat dugc trong thir
nghiém giai phong hIL-2.

K&t qud: Nhu két qua duge thé hién trong Bang 8, cac khang thé khang CTLA-4 duge
thir nghiém trong thtr nghiém nay tao ra sy san sinh IL-2 trong hé Jurkat/NFAT-
Luc/CTLA-4 thé kham//Raji APC. O ndng do 100nM, cac khang thé khang CTLA-4
tao ra su san sinh IL-2 v6i hoat tinh cao hon tir 4 dén 6 14n hoat tinh quan sat dugc
trong hé thir nghiém bing cach st dung cac té bao T cta gen thong bao 4m tinh voi
CTLA-4. Nhu dwoc thé hién trong Bang 8, HIH19303P c6 tinh ndng tot hon so v6i

céc chét so sanh 1 va 2 khi dugc thir nghiém.

Tom lai

Tom lai, cac khang thé khang CTLA-4 da chon loc dugc thir nghiém trong hai
hé thir nghiém sinh hoc té bao T da thiét k&/APC dugc thiét ké dé danh gia hoat tinh
cua cac khang thé ddi v6i su hoat hoa té bao T. Theo mdt dinh dang, cac khang thé
khang CTLA-4 hoat hoa té bao T khi duge xéac dinh theo mirc ting hoat tinh NFAT-
Luciferaza, diéu nay cho thiy rﬁng cac khang thé nay phong bé su tuong tac giita
CTLA-4 va céc phdi tir CD80 va CD86. Theo dinh dang thir hai, cac khéng thé khang
CTLA-4 gy ra su san sinh IL-2, diéu ndy cho thy ring cac khang thé khang CTLA-4
¢6 thé phong bé sy twong tic CTLA-4/CD80 va CTLA-4/CD86, nho d6 khoi phuc su
giai phong IL-2.
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Bang 7: ECs cia Mab CTLA-4 trong thir nghiém hoat tinh luciferaza ddi
v6i té bao T/APC clia CTLA-4

Té bao T: Té bao T: Té bao T:
H¢ thtr nghiém Jurkat/NFATLuc | Jurkat/NFAT-Luc | Jurkat/NFAT-Luc
cl.3C7 gbe hCTLA- mfCTLA-
[M] 44/hCD300 4/hCD300
M] M]
APC: Raji APC: Raji APC: Raji
Khang thé Phong | Phong Phong | Phong | Phong | Phong
100nM bé-Fc | bé+Fc | bé-Fc | bé+Fc | bé-Fe | bé+Fc
H1H19273P - - 2,74E- | 3,83E- | 3,05E- | 1,83E-
09 09 09 09
H1H19291P - - 2,36E- | 3,92E- - 7,67E-
: 09 09 09
H1H19313P - - 1,69E- | 3.47E- | 1,34E- | L84E-
09 09 09 09
H1H19303P - - 1,61E- | 1,73E- | 1,28E- | L,77E-
09 09 09 09
H1H19319P2 - - 247E- | 4,18E- - 491E-
09 09 09
H1H19327P2 - - 4,20E- | 5,49E- - 5,76E-
09 09 09
COMP1 3,20E- | 3,30E- - 3,00E-
09 09 09
COMP2 1,97E- | 2,07E- | 1,11E- | L1,70E-
09 09 09 09
Isotyp hlgGl - - - - - -
Isotyp hlgG2 - - - - - -

(-) thé hién ring khong thé x4c dinh duoc gia tri ECs tir dudng cong dé lam khép
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Bang 8: Ty 1é cam tng ciia Mab CTLA-4 & ndng d6 100nM va ECs ciia
Mab CTLA-4 trong thir nghiém giai phong IL-2 cia té bao T/APC ciia CTLA-4

Hé thir Té bao T: Té bao T: Tébao T:
nghiém Jurkat/NFATLuc Jurkat/NFAT-Luc Jurkat/NFAT-Luc
cl.3C7 gbc hCTLA-44/hCD300 mfCTLA-4/hCD300
APC: APC: APC:
HEK293/hCD20 | HEK293/hCD20/hCD8 | HEK293/hCD20/hCD86
0
Khéang thé EC50 | Tylécao | ECS50 Ty lé cao | EC50 [M] | Ty lé cao
100nM [M] gdp o [M] gdp 6 nong gdp &
no”‘ng do do 100nM néng do
100nM 100 nM
H1H19273P - 0,9 3,33E-08 5,1 1,14E-08 6,5
H1H19303P - 1,1 4,09E-08 5,4 4,09E-08 4.4
HI1H19313P - 0,9 2,19E-08 5,7 2,19E-08 6,1
H1H19319P2 - 1,6 1,56E-08 4,2 1,56E-08 6,4
COMP1 - 1,3 1,83E-08 4,1 4,63E-08 6,3
COMP2 - 0,9 1,17E-08 5,0 9,71E-08 5,0
Isotyp hlgG1l - 1,2 - 0,8 - 1,1
Isotyp hlgG2 - 0,8 - 1,0 - 1,0

(-) thé hién rang khong thé x4c dinh dugc gia tri ECso tir duong cong dé 1am khép

Vi du 7: Hiéu qua ciia cac khang thé khang CTLA-4 dbi v6i khéi u

Thir nghiém nay mo ta hiéu qua khang u cua cac khang thé khang CTLA-4 lam
vi du cia sang ché ddi véi su phat trién ctia khdéi u MC38.0va & chudt duge lam cho
gibng voi clia ngudi vé gen CTLA-4.

Chudt nhip gen CTLA-4""™" ctia ngudi duge thiét ké trén co s¢ ching
C57BL/6 bang cach st dung k¥ thuét VelociGene™, trong d6 chudt biéu hién protein
thé kham chtra mién ngoai bao CTLA-4 cua ngudi dugc dung hop voi mién xuyén
mang va mién chét té bao CTLA-4 clia chudt tir locut Ctla4 ndi sinh (Valenzuela et al
2003: Nat. Biotechnol. 21: 652-659). Dong té bao MC38.0va dugc thiét ké bang cach
tai nap cac té bao MC38 bang lentivirut n dinh dé biéu hién khang nguyén long tréng

trimg ga xuyén mang (Ova).

Nghién ciru (A)
Chudt nhap gen CTLA-4"""" duge cdy cac té bao MC38.0va qua dudng dudi

da (subcutaneously: SC) (106 té bao/con) vao ngdy 0 va dugc cho st dung
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H1H19273P, hoic HIH19303P, hozc H1H19319 véi lidu 10 mg/kg hodc doi ching
isotyp hlgG1 véi lidu 10 mg/kg qua duong IP vao cac ngay 3, 7, 10, 14 va 17. Thé
tich khéi u va cac con chudt khong co khéi u dugc theo ddi trong t6i da 37 ngay.

Ca ba khang thé khang CTLA-4 déu c6 tac dung irc ché sy phat trién ctia khoi u
mdt phan dugc thit nghiém véi lidu 10 mg/kg so v6i nhom diéu tri bang d6i chimg
isotyp (Fig.1). Viéc didu tri bAng HIH19303P lam cho 8 trong s6 9 con chudt (89%)
khong c6 khbi u & nhém dung lidu 10 mg/kg vao ngay 24 (Fig.2). Viéc didu tri bang
H1H19319P hoac HIH19273P c6 hiéu qua twong t, din dén @rc ché sy phat trién cua
khéi u hoan toan & 7 trong s6 9 con chudt (78%) va 5 trong s6 9 con chudt (56%)
twong tmg vao ngay 24. Khong con chudt nao khéng co6 khdi u & nhom duoc didu tri
bang dbi ching isotyp vao ngay 24. Thé tich khéi u vao ngay 24 1a nhé hon dang ké
(p<0,0001) di v6i mdi nhém diéu tri bang khang thé khang CTLA-4 so v6i nhém
duoc cho st dung dbi ching isotyp.

Chudt quan sat thdy khong c6 khéi u vao ngay 24 dugc theo ddi trong 37 ngay
sau khi cdy. Ty 1& séng cao hon dang ké & chudt duge didu tri bing cac khang thé
khang CTLA-4 ctia nguoi (p<0,0001) so v6i chudt duge cho st dung dbi chung isotyp
(Fig.3). Quan sat thiy khong c6 su tai phét khéi u & tit ca cac con chudt khdng co
khdi u & nhom st dung khang thé khang CTLA-4. Khong quan sat dugc dAu hiéu vé
su giam trong lugng co thé do viéc didu tri bing khang thé.

Tém lai, viée diéu tri bang mdi khang thé trong sb ba khang thé khang CTLA-4
ctia nguoi (H1IH19273P, HIH19303P, va H1H19319) dan dén lam giam sy phat trién
ctia khéi u, cai thién su thanh thai khdi u va cai thién sy sdng so véi dbi chimg isotyp.
Hiéu qua ctia mdi khang thé trong s6 ba khing thé khang CTLA-4 clia ngudi trong md

hinh nay la twong duong.

Nghién ciru (B)

Khéang thé khang CTLA-4 lam vi du dugc st dung cho nghién ctru nay la
khang thé cua ngudi c6 chiéu dai day du gin két ddc hiéu véi CTLA-4 cia ngudi va
chira ving HCDR1-HCDR2-HCDR3-LCDR1-LCDR2-LCDR3 ¢6 trinh tu SEQ ID
NO: 196-198-200-204-206-208 va vung HCVR/LCVR c¢6 trinh ty SEQ ID No:
194/202 (con duoc goi 1la HIH19303P). Trinh tu axit amin chudi ning c6 chiu dai
ddy du cia HIH19303P (con dugc goi 12 REGN4659) dugc thé hién trong trinh tu



50111

100/292

SEQ ID NO: 509, va trinh ty axit amin chudi nhe c6 chidu dai diy du ctia HIH19303P
duoc thé hién trong trinh tw SEQ ID NO: 510 (Bang 9).

Bang 9: céc trinh tw axit amin cia HIH19303P

Vung Ab | Trinh tu axit amin

HCVR SEQ ID NO: 194

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTF SNYEMSWVRQAPGKG
LEWVSSIRTSGTT
KYYADSMKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAGGG
TFLHYWGQGTLVTVSS

LCVR SEQ ID NO: 202

DIQMTQ SPSSVSASVGDRVTITCRASQGIASYLAWYQQKPGKAPK
LLIYAASSLQTGVP
SRFSGSGYGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQAKSFPMYTFGQGTKL
EIK

HCDR1 | SEQID NO: 196
GFTFSNYE

HCDR2 | SEQID NO: 198
IRTSGTTK

HCDR3 | SEQ ID NO: 200
AGGGTFLHY

LCDRI | SEQID NO: 204
QGIASY

LCDR2 | SEQ ID NO: 206
AAS

LCDR3 | SEQID NO: 208
QQAKSFPMYT

HC SEQ ID NO: 509

*EVQLVESGGGLVOQPGGSLRLSCAASGFTFSNYEMSWVRQAPGK
GLEWVSSIRTSGTT

KYYADSMKGRFTISRDNAKNSL YLOMNSLRAEDTAVYYCAGGG
TFLHYWGQGTLVTVSS
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGA
LTSGVHTFPAVLQ
SSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCD
KTHTCPPCPAPELL
GGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVD
GVEVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISK
AKGQPREPQVYTLPP B
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SRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVL
DSDGSFFLYSKLTVD
KSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

LC

SEQ ID NO: 510
*DIQMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQGIASYLAWYQOQKPGKAP

KLLIYAASSLQTGVP

SRESGSGYGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQAKSFPMYTFGOQGTKL

EIKRTVAAPSVFI
FPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQE
SVTEQDSKDSTY
SLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

*trinh tu dugc gach chan 1a vung bién d6i

Sir dung va phén tich hoat tinh khang u ctia cdc khang thé khang CTLA-4

Hoat tinh khang u cia HIH19303P dugc thtr nghiém véi liéu khac nhau &
chudt nhap gen CT. LA-4"""m mang khbi u MC38.0va. Péi chung isotyp hlgG1 dugc

dwa vao lam dbi ching am tinh. Chuft nhép gen CTLA-4"""m" gugc chy qua duong

SC vao suon sau véi lidu 1x 10° té bao MC38.0va vao ngay 0 va duge idch thanh bén

nhom diéu tri (Bang 10). Chudt duge cho st dung H1H19303P, hoac abi chung isotyp

hIgG1 qua duong IP vao cac ngay 3, 6, 9, 13 va 16. Thé tich khéi u duge xéac dinh

bang thudc cip hai 1An mot tudn trong 37 ngay. Chudt c6 khdi u bi giét bing CO, hodc

vao ngay 37 hodc & céc thoi didm sau: thé tich khéi u > 2000 mm® hodc khéi u bi loét.

Chu6t khong c¢6 khdi u dugc theo ddi cho dén 107 ngay dé nghién ctru sy song.

Bang 10: Ké hoach ding liéu dbi v6i nghién ciru hi¢u qui & chudt nhip

gen CTLA-4"""" qwge ciy cac té bao MC38.0va

Cacnhém | .o | Sbluong | Dudngsk | Liéutrinh | Licu trinh
diéu tri chu6t/nhém dung dung liéu lay mau®
H1H19303P | 2 mg/kg 8
HI1H19303P | 5 mg/kg 8
Céc nga f s
H1H19303P 10 8 P 3 6 9g1§ Céc ngay -2,
mg/kg 207 15 613,20
— va 16 >
Dboi  chung
isotyp 10 7
higG1 mg/ke

® C4c mau huyét thanh dugc phan tich vé ndng do khang thé bang thir nghiém ELISA.

Cac mau duoc ldy vao cac ngay 6, 13, va 20 duge phan tich d6i voi nhém st dung
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H1H19303P va nhom dbi ching st dung hIgG1 véi lidu 10 mg/kg, va cic mau dugc
ldy vao céc ngdy 6 va 20 duge phan tich déi v6i nhom sir dung H1H19303P voi lidu 2
mg/kg va 5 mg/kg.

Cac mAu mau duge iy tir tinh mach dugi ham dudi hai ngay trude khi bat dau
thir nghiém (ngay -2) va hai gio' trude khi st dung khang thé vao cac ngay 6, 13 va 20.
Céac mAu huyét thanh duge dong lanh va bao quan diung cho cdc phép do sau d6 vé
ndng do khang thé trong huyét thanh.

Viéc phan tich théng ké dugc thuc hién bing cach st dung phan mém
GraphPad Prism (Version 6). Y nghia théng ké di voi sw khac biét v& thé tich khéi u
gifta cdc nhom dong vat dugc xdc dinh bang phuong phap phén tich ANOVA mét
chiéu voi kiém dinh hau kidm nhiéu so sanh Dunnett. Y nghia théng ké dbi voi su
sdng khong c6 khéi u duoc xac dinh bing kiém dinh log-rank (Mantel-Cox). Dé xéc
dinh xem mdi nhém c6 khac biét dang ké so v6i nhém doi chimg hay khong, phép
phéan tich Mantel-Cox hai nhém dugc thyc hién véi mirc ¢ y nghia (0=0,05) duoc
diéu chinh dbi voi sd luong so sénh (k=6) bang cach sir dung phuong phap Bonferroni
(Ogidu chinh =0,05/6).

Nong d6 trong huyét thanh cia khang thé IeG toan phan clia ngudi

Nong d6 trong huyét thanh cua khang thd H1H19303P toan phan va khéng thé
d6i chimg isotyp higG1 dugc xac dinh bang cach sir dung thir nghiém ELISA kiéu kep
gilta ddc hiéu v6i sy phat hién Fey cia nguoi. Cac mau huyét thanh dugc 14y vao céac
ngdy 6, 13, va 20 dugc phan tich déi véi nhom sit dung HIH19303P va nhom doi
ching st dung hlgG1 véi lidu 10 mg/kg, va cac miu dugc 14y vao ngay 6 va ngay 20
dugc phan tich ddi voi nhom st dung HIH19303P véi lidu 2 mg/kg va 5 mg/kg . Tom
lai, khang thé da dong ctia dé khang Fey ciia nguoi véi ndng do 1 pg/ml trong PBS
duoc cho hép phu thy dong vao dia vi chuén qua d&m & nhiét 4o 4°C, sau d6 phong bé
su gén két khong dic hiéu bé‘mg BSA 5% trong PBS. Chét chuén duoc st dung dé hiéu
chinh trong thit nghiém nay 1a HIH19303P, hogc khang thé déi ching isotyp v6i nong
d6 nam trong khoang tir 2,7 dén 350 ng/ml (pha lodng theo béc véi ty 1€ 1:2). Cac hé
pha lodng theo bac cua chit chuin va cac miu huyét thanh dugc didu ché trong chat

dém pha lodng (BSA 0,5% trong PBS). Sau do, cac mau dugc cho vao dia da phu
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khang thé khang hFcy- (100 ul/18) va dugc U trong 1 gior & nhiét do trong phong. Sau
d6, cac khang thé IgG cua ngudi bi bét giit trén dia dugc phét hién bang cach su dung
khang thé da dong khang hFcy lién hop v6i HRP 160 ng/ml trong chit dém pha lodng.
Co chit HRP tao sic 6, 3,3',5,5'-tetrametylbenzidin (TMB) dugc st dung dé phat hién
hoat tinh cia HRP, va gia tri ODjso tao thanh dugc doc trén diu doc dia da phwong
thitc Perkin Elmer Victor X4. Ndng do thip nhét ctia chat chuan (H1H19303P, hodc
khang thé dbi chung isotyp) dugc sir dung dé hiéu chinh (2,7 ng/ml) nim trong
khoang dong luc hoc cua thir nghiém va dugc xac dinh 1a gia tri LLOQ cua thu
nghiém nay. Dt liéu duoc phén tich bang phuong phap hdi quy khong tuyén tinh bang
cach str dung phan mém GraphPad Prism. Nong do trung binh ctia 2 fhl’r nghiém 1dp

lai dugc st dung dé phan tich.

Ndng do trong huyét thanh ciia khang thé cia chudt khang khang thé cia nguoi

Chuén d9 IgG ciia chudt cia khang thé khang H1H19303P hogc khang thé dbi

chting khang IgG1 dugc xic dinh bang cach st dung thir nghiém ELISA kiéu kep gifta
dic hiéu véi viée phat hién mdi khang thé trong sé cac khang thé dugc tiém. Céc mau
huyét thanh dugc liy vao cac ngdy 6, 13, va 20 dugc phan tich d6i v6i nhom su dung
HI1H19303P va nhom d6i chimg sir dung higG1 véi lidu 10 mg/kg, va cac miu duge
liy vao ngay 6 va ngay 20 dugc phén tich ddi v&i nhom st dung HIH19303P véi lidu
2 mg/kg va 5 mg/kg. Tom lai, khang thé H1H19303P hoic khang thé d6i chimg khéang
IgG1 véi ndng @ 1 pg/ml trong PBS dugc hép thu thu dong vao dia vi chuin qua dém
& nhiét do 4C, sau d6 phong bé su gén két khong chon loc bang albumin huyét thanh
bo 5% (bovine serum albumin: BSA) trong PBS. Céc h¢ pha lodng theo bac cua cac
mAu huyét thanh dugc diéu ché trong dung dich dém pha lodng (BSA 0,5% trong
PBS) bt dau tir ty 1& 1:500. Do d6, hé s6 pha loang twong tmg (500) dwoc xdc dinh
theo gi6i han phét hién dudi (limit of detection: LOD) cua thir nghiém. Sau do, cac
miu duoc cho vao céc dia da phi khang thé HIH19303P hodc khang thé doi chimg
khang IgG1 (100pl/18) va dugce U trong thoi gian tir 16 dén 18 gio & nhiét do 4°C. Céc
15 chi dugc bd sung thém chat dém pha lodng dugc dua vao @8 xac dinh murc nén cla
thir nghiém. Sau do, IgG cua chudt bi bét giir trén dia dugc phat hién bﬁng cach su
dung khang th8 da dong ciia dé khang Fey ciia chudt dugc lién hop véi peroxidaza cia

cdy cai cay (HRP) v6i nong do 40 ng/ml. Co chat HRP tao sac t6, TMB dugc st dung
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dé phat hién hoat tinh cia HRP, va mét d§ quang tao thanh & budc song 450nm
(ODys0) dugce doc trén dau doc dia da ché do Perkin Elmer Victor X4."S(‘) liéu cua tin
hiéu gin két so véi hé s6 pha loang dugc phan tich bang phuong phap hdi quy khong
tuyén tinh bang cach st dung phin mém GraphPad Prism va céc chuén d6 dugc tinh
toan. Chuidn d6 MAHA dugc x4c dinh 1am hé sb pha lodng theo tinh toan cua mau
huyét thanh tuong tmg véi tin hiéu gin két tvong duong véi hai 14n tin hiéu nén cua

thir nghiém.

| Chudt nhap gen CTLA-4™""" dqugc cdy céc té bao MC38.0va qua dudng SC
vao ngay 0 va dugc cho sit dung HIH19303P véi lidu 2, 5, hodic 10 mg/kg hodc dbi
ching isotyp hlgG1l véi lidu 10 mg/kg qua dudng IP vao cic ngay 3, 6, 9, 13 va 16.
Thé tich khdi u dugc theo ddi trong 37 ngay, va cac con chudt khong co khéi u duoc
theo doi cho dén 107 ngay.

H1H19303P ¢6 téc dung trc ché sy phat trién ctia khéi u mot phan véi tit ca cac
lidu dugc thir nghiém (Fig.4) so véi viée didu tri bing ddi ching isotyp. Viée diéu tri
bang H1H19303P din dén 5 trong sé 8 con chudt (63%) khong ¢ khdi u & ci nhém
dung lidu 5 mg/kg va 10 mg/kg va 2 trong s6 8 con chudt (25%) khong c6 khéi u &
nhém dung lidu 2 mg/kg vio ngay 20. Thé tich khdi u vao ngay 20 nho hon dang ké
(p<0,0001) & cac nhom didu tri bing HIH19303P so véi nhém duge cho st dung dbi
ching isotyp (Fig.5).

Céc con chudt quan sat thiy khong co khéi u vao ngay 20 dugc theo ddi cho
dén 107 ngay sau khi cly. Ty 18 sbng & chudt dugc diéu tri bing H1H19303P
(p<0,0001) cao hon dang ké so v6i chudt duge cho st dung dbi ching isotyp (Fig.6).
Khong quan sat thiy su phat trién ciia khdi u & 24 trong s6 25 con chudt khong co
khdi u & tit ca cac nhom dung lidu. Khong quan sat dugc d4u hiéu vé sy gidm trong
luong co thé do viée diéu tri bang khang thé.

Tém lai, viéc didu tri du phong bing H1H19303P lam giam dang ké su phat
trién caa khdi u theo cach phu thudc lidu, cai thién su thanh thai khdi u va cai thién ty

1 song so vai viéc dicu tri bang doi ching isotyp.
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Céac miu huyét thanh dugc 14y vao cac ngay 6, 13 va 20 duoc phén tich vé

ndng do H1H19303P va déi chimg isotyp, cling nhu phén tich v& chudn 46 MAHA
bing céch sir dung thir nghiém ELISA. Nong d0 khéng thé HIH19303P va d6i chung

isotyp higGl trong huyét thanh dugc xac dinh bang cach st dung thir nghiém ELISA

kidu kep gita dac hiéu v6i sy phat hién IgG cua ngudi (Fig.7). Cac chuin d6 IgG cla

chuét dic hidu voi khang thé H1H19303P hodc khang thé dbi chimg IgG1 dugc xéac

dinh bang cach sir dung thir nghiém ELISA kiéu kep gifta ddc hiéu véi sy phat hién
mdi khang thé (Fig.8). ’

Vio ngay 6, phat hién dugc khang thé HIH19303P va déi ching isotyp trong

huyét thanh véi tat ca cac licu duge thir nghiém, v6i viéc quan sat dugc ndng do6 trong

huyét thanh trung binh bing 39,8+24, 33,5+8,9, va 10,4£2.9 dbi voi lidu ding cia
H1H19303P lan luot 12 10, 5, va 2 mg/kg, (Bang 11).

Bang 11: Nong dd trong huyét tanh ciia HIH19303P va dbi chirng isotyp

Lo Khéng thé duoc sit Nong do trong huyét t};anh trung binh
Licu dung dung (ng/ml)
' Ngay 6 Ngay 13 Ngay 20
H1H19303P 39,8+24 |12,0+13 |0,21+0,254
10 mg/kg D&i chimg isotyp | 130 £ 10,4 | 255+43,4 | 279 = 64,4
5 mg/kg H1H19303P 33,5+£8,9 |NT <LLOQ
2 mg/kg H1H19303P 10,4+29 |NT <LLOQ

386 liu duge thé hién 14 néng do trong‘huyé't thanh trung binh véi do léch chuén.

NT (Not tested): Khong dugce thir nghiém; LLOQ (lower limit of quantification): Gi6i

han dinh luvong dudi

Bang 12: Chuén d9 trung binh cia khing thé khang H1H19303P ciia

chudt va khang thé dbi ching khang isotyp

Lidu ding Khéng thé Chuén do trung binh *
dugc st dung Ngay 6 Ngay 13 Ngay 20
H1H19303P <LOD 39831 + 24087 | 711076 + 352075
10mghke | Boichimg | o <LOD S64 + 658
hlgG1
5 mg/kg H1H19303P <LOD NT 779150 + 514583
2 mg/kg H1H19303P <LOD NT 878074 + 409564

386 1idu duoc thé hién 1a chuén d6 trung binh c6 d9 1éch chuin.
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NT: khong duge thir nghiém; LOD (Limit of detection): Gi6i han phat hién

Sau ngdy 6, quan sat dugc sy giam ndng do trong huyét thanh ctia H1IH19303P
d6i v6i tht ca nhom dung lidu vao ngay 20, mic du st dung thém khang thé vao céc
ngdy 6, 9, 13, va 16 (Bang 11). Quan st dugc su thanh thai khang thé nhanh chong so
v6i ddi chung isotyp ¢ cac nhom dung lidu 10mg/kg. Su gidm ndéng do trong huyét
thanh ctia HIH19303P c6 thé gép phan vao su phét triéen MAHA (Fig.8, Bang 12).
Quan sat dugc chuin d0 MAHA & tAt ca cac thoi diém duoc xac dinh sau ngay 6 dbi
v6i tat ca cc lidu ctia HIH19303P. Tuy nhién, chuin do6 MAHA ddi véi dbi chimg
isotyp 12 & gi6i han phat hién tai tAt ca cac thoi diém duoc kiém tra.

Két luin

Viéc sit dung HIH19303P qua dudng trong mang bung véi lidu 10 mg/kg, 5
mg/kg hoidc 2 mg/kg dan dén lam giam su phat trién cua khi u, cai thién sy thanh thai
khdi u, va cai thién su séng so v6i viée sit dung dbi chung hIgG1 & chudt nhip gen
CTLA-4"""" dugc cy cac t& bao khdi u MC38.0va. Nong do trong huyét thanh cta
H1H19303P giam di theo thdi gian, twong (mg véi sy phat trién cia MAHA khéng
HI1H19303P & cac thoi diém sau ngay 6.

Vi du 8: Hiéu qua ciia viéc didu tri két hgp bing khang thé khing CTLA-4 ciia
chudt va khang thé khang PD-1 ciia ngwdi (REGN2810) & chugt nhip gen PD-
1Mm/hm mang khéi u MC38.0va

Vi du nay mé ta hidu qua khang u ciia khang thé khang CTLA-4 két hop véi
khéang thé khang PD-1 & chudt dugc lam cho gibng v6i ctia ngudi vé gen PD-1. Khéng
thé khang PD-1 duoc sir dung trong nghién ctru nay la REGN2810 (con dugc goi la
cemiplimab), va da dugc mo ta trong Bing doc quyén sang ché Mg s6 US 9.987.500
dudi dang H4H7798N. Chudt nhap gen PD-1"""" da duge md ta trong Cong bd don
dang ky sang ché My sb US2015/0203579.

Chudt nhap gen PD-1"""" dugc cdy cac té bao MC38.0va qua duong dudi da
(5x10° t& bao/con). Chudt duge chia ngu nhién thanh 4 nhém diéu tri khi kich thude
khéi u trung binh dat 100 mm® (ngdy 0 cta dot didu tri). Chuodt dwgc cho st dung
khang thé déi chung isotyp, khéng thé khang CTLA-4-mIgG2a cla chudt (dong vo
tinh 9D9), khang thé khang PD-1 ciia ngudi (REGN2810) véi liéu 10 mg/kg hogc hon
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hop clia khang thé khang CTLA-4 clia chudt va khang thé khang PD-1 ctia ngudi (10
mg/kg + 10 mg/kg) qua duong IP vao cic ngay 0, 3, 7, 10 va 14. Thé tich khdi u va
chudt khong c6 khdi u duoc theo ddi cho dén 22 ngay. Thé tich khéi u dugc theo di
bang cac phép do bang thude cip hai 1an/tuén trong 22 ngdy. Liéu phap don bang cac
khang thé khang CTLA-4 hodc khang thé khang PD-1 c6 tac dung Grc ché su phat trién
ctia khéi u mot phan duoc thir nghiém véi lidu 10 mg/kg so voi viée didu tri bang ddi
ching isotyp (Fig.9). Thé tich khéi u riéng r& vao ngay 10 sau khi bt du diéu tri
(Fig.10) dugc st dung dé phan tich thong ké, do day la thoi diém cubi cing trong
nghién ctru khi ma tht ca cac con chudt & tit ca cdc nhom déu con sbéng. Y nghia théng
ké duoc xac dinh bing phuong phap phan tich ANOVA mét chiéu véi kiém dinh hiu
kiém nhidu so sanh ctia Dunnett (¥* p< 0,01, **** p< 0,0001). Viéc két hop diéu tri
bang khang thé khdng CTLA-4 va khang thé khang PD-1 tao ra sy Gc ché muc d6 phat
trién ctia khdi u hitu hiéu hon so véi liéu phap don bing khang thé véi khdi u nhé hon
¢6 ¥ nghia théng ké vao ngay 10 & nhom duge didu tri két hop so v6i nhom duge didu
tri bang khang thé khang PD-1 (**** p< 0,0001, Fig.10). Mot trong sb tam con chudt
& nhém didu tri bang khang thé khang CTLA-4 va 2 trong s6 8 con chudt & nhém
duoc diéu tri két hop tré nén khong c6 khéi u vao ngay 22. Viéc didu tri bang cach két
hop khang thé khang CTLA-4 va khang thé khang PD-1 ciing tao ra sy khac biét dang
ké vé ty 16 séng cua chudt so véi nhoém dbi ching (kiém dinh Mantel-Cox,
###%p<0,0001, Fig.11). Khong quan sat dugc ddu hiéu vé su giam trong lugng co thé
do viéc diéu tri bing khang thé.

Tém lai, viéc didu tri bang cach két hop khang thé khang mCTLA-4 va khang
thé khang PD-1 (REGN2810) din dén 1am giam su phat trién cia khdi u va cai thién

ty 18 séng so véi liéu phap don bang mot trong hai khang thé.

Vi du 9: Hiéu qua khang u cia viéc diéu tri bing REGN4659 trong md hinh khoi
u MC38.0va dugc tao ra & chugt CTLA-4""™""

Thiét ké thir nghiém

Sau muoi con chudt CTLA-4™™™" duge cdy 5x10° té bao MC38.0va qua
duong dudi da vao suon vao ngay 0. Vao ngay 10, ba muoi con chudt co thé tich khdi

u trung binh bing 100 mm® dugc chon va chia ngiu nhién thanh 3 nhom diéu tri
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(N=10 con/nh6m). Vao céc ngay 10, 13 va 17, chudt duge cho sir dung cac khang thé
v6i lidu nhu sau: nhém 1, Ab déi chimg isotyp hlgGl (REGN1932) véi lidu 25
mg/kg; nhom 2, Ab khéng hCTLA-4 (REGN4659; HIH19303P) v6i lidu 25 mg/kg;
nhom 3, Ab khang hCTLA-4 (REGN4659; HIH19303P) véi liéu 10 mg/kg.

Tt ca cac khang thé duoc sir dung bang cach tiém qua dudng IP. Thé tich khéi
u duge theo doi bang cac phép do bang thudc cip trong sudt thoi gian thir nghiém (27
ngay).

14
A

Két qua

Viée didu tri bing REGN4569 cho khéi u MC38.0va lam trc ché mot phan su
phat trién cia khéi u (Fig.12).

Liéu phap don REGN4659 tao ra hiéu qua twong tu & ca hai lidu, 10 mg/kg va
25 mg/kg, trong viéc lam gidm su phat trién cua khéi u (Fig.13).

Phép phan tich phuong sai mot chiéu (ANOVA) véi kiém dinh hau kiém nhiéu
so sanh ctia Tukey cho thay su khic biét dang ké v& thé tich khéi u trung binh gitta
moi nhom st dung liéu phap don REGN4569 va nhom dbi ching sir dung isotyp
higG1 (p<0,05) vao ngay 21, ngay cubi cung khi tit ca cic con chudt trong tat ca cac

nhém duge didu tri déu con séng (Fig.13).

Vi du 10: Phén tich té bao T trong khéi u va té bao T ngoai bién sau khi diéu tri
bing REGN4659 d6i voi khdi u MC38.0va duéi da duge tao ra & chujt CTLA-

4hum/hum

Thiét ké thir nghiém

Bén muoi con chudt CTLA-4™™™™ dugc cdy 5x10° té bao MC38.0va qua
duong dudi da vao suon vao ngay 0. Vao ngay 10, hai muoi con chudt ¢ thé tich khbi
u trung binh 100 mm® dugc chon va chia nglu nhién thanh 2 nhém diéu tri (N=10
con/nhém). Vao cac ngay 10 va 13, chudt dugc cho sir dung cac khang thé véi lidu
nhu sau: nhém 1, Ab déi chung isotyp higGl (REGN1932) véi liéu 25 mg/kg; nhém
2, Ab khang hCTLA-4 (REGN4659; H1H19303P) véi lidu 25 mg/kg. Tét ca cac
khang thé duoc sir dung bing céach tiém qua duong IP. Thé tich khéi u dugc theo doi
bang cac phép do bang thudce cip. Vao ngay 17, khi cac khéi u dat 355+/- 35 mm’ (gi4
tri trung binh +/- SEM) ¢ nhom st dung hlgG1 va 180+/-43 mm® (gi4 tri trung binh
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+/- SEM) & nhém duge didu tri bing REGN4659, tit ca cc con chudt bi giét. Céc
khéi u va lach duoc thu hoach dé phén tich té bao lymphd bing phwong phap dém t¢
bao theo dong. Cac hdn dich don bao cia khéi u va lach duoc tao ra. Cac té bao dugc
xir Iy bing 24G.2 (Bioxcell), dé phong bé su gén két ciia Fc v6i FegRIIb va FegRIIL,
va sau d6 duoc nhudm mau dé danh gia kha ning sdng bang dung dich thudc nhudém
té bao da chét c6 thé cb dinh LIVE/DEAD™ (Invitrogen) va sau d6 nhudm bing hdn
hgp cua céc khang thé khang CD45 (dong vo tinh 30-F11; Biolegend), C90.2 (dong
v6 tinh 30-H12; Biolegend), CD8 (dong v tinh 53-6.7; Biolegend), CD4 (GK1.5;
Biolegend), CD11b (dong v tinh M1/70; Biolegend) va CTLA-4 cua nguoi (dong vo
tinh BNI3, BD). Pé nhudm trong té bao, cac mau dugc ¢d dinh, duoc 1am tang tinh
thAm, va nhudm bing cic khang thé v4i FoxP3 (dong vo tinh FIK-16s, Invitrogen) va
CTLA-4 cua nguoi. Sau do, cac mau dugc phén tich trén may dém té bao dong chay
FACS Canto (BD).

Tiéu quén thé té bao T duogc phan tich trong céc khédi u va lach ctia chudt mang
khéi u MC38.0va vao ngay 17 sau khi cdy va diéu trj bing khang thé REGN4659.
Viéc danh gia quan thé té bao Teff va Treg & vi tri khdi u va trong ving ngoai vi cua
lach cho thiy rang REGN4659, ¢ isotyp hIgGl (SEQ ID NO: 509 la trinh tu axit
amin chudi ning c6 chidu dai day dt ctia HIH19303P, con dugc goi 1a REGN4659),
lam trung gian cho sy giam sb lugng Treg & vi tri khdi u chi sau hai 14n str dung khang
thé didu tri & chudt CTLA-4™™™™ mang khéi u MC38.0va (Béang 12). Quan sét dugc
su mo rong cua cac té bao hiéu tng CD4" va té bao CD8" & vi tri khéi u trong khi viéc
didu tri bing REGN4659 1am mé rong té bao Treg & lach. Céc sb lidu nay cho thay
ring REGN4659 kich thich hoat tinh khang u trong mé hinh khdi u MC38.0va &
chudt CTLA-4"™™™™ bang cach lam gidm chon loc s lugng té bao Treg trong khdi u
cung voi sy hoat hoa céc té bao T hiéu ung trong khdi u. Két qua khéac biét cta
REGN4659 ddi véi s6 lugng Treg trong khdi u so v6i cac té bao Treg & lach hodc té
bao T hiéu ung co6 thé gop phﬁn vao su khac biét vé mitc d biéu hién ctiia CTLA-4.
Pé tra 161 cAu hoi nay, mac do biéu hién ciia CTLA-4 (trén bé mat va trong té bao) d6i
v6i cdc té bao T duge xac dinh bing thiét bj FACS tir nhom dugc diéu tri bang khang
thé ddi chimg hlgG1l. Mirc do bidu hién cta tong luong CTLA-4 trén Treg trong khoi
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u cao hon khoang 3 lan so voi muc dd biéu hién trén cac té bao hiéu ung CD8" va
CD4" trong khdi u va cao hon khoéang 8 1An so v6i murc d6 biéu hién trén Treg tir lach
(Fig.14). Su khéc biét v& muc do biéu hién ndy c6 thé giai thich su mét chon loc cla
sé luong Treg ¢ khdi u theo co ché phuy thudc FegR, do ai luc gén két cao clia cic

khéng thé c6 ving én dinh IgG1 ctia ngudi véi cac thu thé Feg clia chudt.

Bing 13: Sw phong bé CTLA-4 bing REGN4659 1am mé rong céc té bao

hiéu ng CD4+ va cac té bao CD8+ trong khdi u, nhung 1am giam s6 lrgng té bao

Treg.
Khéi u
Té bao hiéu | Treg CD4+ CD8+
ung CDA4+ (**) (**) **)
higG1 2,12+0,72 56,82 +5,14 | 6,12 + 0,64
REGN4659 | 5,83 + 0,87 35,38 +3,08 [ 11,83  +
1,49
Lach
Tébaohiéu | Treg CD4+ CD8+
ung CD4+ (**)
(***)
higG1l 10,11+1,33 |30,6+1,60 |8,73+0,74
REGN4659 | 14,67 0,78 | 404 4£0,93 |6,99 +0,52

Bang 13 cho thdy ty 1& % t& bao CD45" 1a CD4FoxP3" (t€ bao hiéu tng CD4"),
ty 16 % té bao CD45" 1a CD8" va ty 1& % té bao CD4" 1a FoxP3" (Treg CD4"). Phén
tich kiém dinh t-test khong ghép ddi cho thay su khac biét ddng ké vé té bao hiéu ung
CD4", t& bao CD8", té bao Treg CD4" trong cac khdi u va vé té bao hiéu img CD4" va
té bao Treg CD4" & lach gifra nhém sir dung REGN4659 va nhém duge diéu tri bang
d6i chimg isotyp (**p<0,005, *** p<0,001).

Vi du 11: Sw thay @i vé chirc niing ciia t& bao T va sy hoat héa mién dich toan
than & lach cia chudt mang khéi u dwoc diéu tri bing REGN4659

Thiét ké thir nghiém

Hai muoi con chudt CTLA-4™™™™ dugc cdy dudi da bing 5x10° té bao
MC38.0va vao suon vao ngay 0 va duge chia ngdu nhién thanh 2 nhém diéu tri (N=9
con/nhom). Vao cac ngay 3, 7, 11, 14 va 17, chudt duoc cho st dung Ab dbi ching
isotyp hIgG1 (REGN1932) v6i lidu 10 mg/kg hoic Ab khang hCTLA-4 (REGN4659;
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H1H19303P) véi litu 10 mg/kg. Tht ca céc khang thé dugc st dung bang cach tiém
qua duong IP. Thé tich khéi u dugc theo ddi bing cic phép do bang thude cip. Chudt
bi giét bt dau tir ngay 24 (khi khdi u phat trién qué l6n) dén ngay 37 (két thuc thir
nghiém). O nhém st dung REGN4659, 8 trong s6 9 con chudt trd nén khong 6 khi
u, trong khi & nhém d6i chung, khong c6 con chudt nao khong c6 khéi u vao ngay 24.
Mitc do biéu hién ctia cac gen chudt (duoc chuin hoéa v6i mic ¢ biéu hién ARN
xyclophilin B cta chudt) dugc xac dinh bang phan tmg PCR trong thoi gian thuc
Tagman. Kiém dinh t-test khong ghép d6i cho thdy su gia ting c6 ¥ nghia théng ké vé
ndng d¢ twong dbi cia FoxP3, CD3e, Perforin, [FNg, TNFa, PD-L1, PD-L2 ¢ nhom
st dung REGN4659 so véi nhom d6i chimg isotyp.

Phan tich Tagman d6i véi lach cua chudt dugc didu tri bang REGN4659 cho
thy ndng do san pham phién ma tang 1én ddi v6i FoxP3, CD3e, Perforin, IFNg,
TNFa, PD-L1, PD-L2, diéu ndy goi y sy gia tang chirc nang hiéu ing cia té bao T va
chitc nang tang cudng mién dich toan phan ctia REGN4659. Muc do biéu hién ctia cac
gen chuot (dugc chuén hoa véi mic do biéu hién ARN xyclophilin B ctia chudt) dugc
thé hién trong Béang 14. Kiém dinh t-test khong ghép doi cho thdy su gia ting c6 ¥
nghia théng ké vé ndng d6 tuong ddi cua FoxP3, CD3e, Perforin, [FNg, TNFa, PD-L1
va PD-L.2 & nhom st dung REGN4659 so véi nhom st dung d6i chung isotyp.

Bang 14: Li¢u phap REGN4659 lam tiing cuong dap ing mién dich thich

wng in vivo.

FOXP3 | CD3e Perforin | [FNy TNFa PD-L1 |PD-L2
(F*%) (F%%) (+¥%) (+%%) (k%) (*) (F¥%)
hlgG1 3,12+ 2,72 + 2,46 + 0,962 + 1,98 + 2,81+ 1,98 +
0,54 0,39 0,35 0,16 0,34 0,59 0,30
REGN | 9,15+ 11,48 £ 10,65 433 + 6,42 + 533+ | 746t
4659 1,28 1,57 1,45 0,61 0,88 0,61 1,02 J

Gié tri trung binh dugc thong bdo + SEM; kiém dinh t-test khong ghép doi, hai dau;
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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Vi du 12: Thir nghiém lAm sang & ngwdi vé khang thé khing CTLA-4
(REGN4659) két hop véi Cemiplimab (khéng thé khang PD-1) trong viéc diéu tri
cho bénh nhin mic bénh ung thw phdi té bao khéng nhé tién trién hoic di ciin

Nghién ctru nay 1a nghién ctru nhan mé, pha I, lan dau tién & ngudi (first-in-
human: FIH) dé danh gia REGN4659 (nghia 1a HIH19303P cua cac vi dutr1 dén 7
va tr 9 dén 11), st dung cemiplimab lidu cao mdt minh (nhom C), va két hop
REGN4659 véi cemiplimab trong viéc diéu tri bénh ung thw phdi té bao khong nhé
(NSCLC) di can hodc tién trién. Nghién ctru ndy bao gdm cé pha ting lidu va pha m&
rong liéu.

Cemiplimab (REGN2810; Vi du 8) la khéng thé IgG4P dugc lam 6n dinh &
ving ria, ¢6 4i lyc cao, c6 chiéu dai ddy du cia ngudi duge dinh huéng véi thu thé
PD-1 dé c6 kha ning phong bé su twong téc clia PD-1 véi céc phdi tir clia n6 1a PD-L1

va PD-L2.

Muc tiéu nghién ciru

Muc tiéu chinh ctia pha tang lidu 12 dé danh gia dd an toan, kha nang dung nap,
va dic tinh dugc dong hoc (pharmacokinetics: PK) cua REGN4659 mot minh,
cemiplimab liéu cao mot minh, va két hop REGN4659 vé&i cemiplimab ¢ cac bénh
nhan mic bénh ung thu phdi té bao khong nho (NSCLC) da dugc didu tri. Muc tiéu
chinh ctia pha mé& rdng lidu 1a @& danh gi4 hoat tinh khang u so bd cua viéc két hop

REGN4659 véi cemiplimab khi dugc xéc dinh bang ty 1& dap ung khach quan
' (objective response rate: ORR) & cac bénh nhan NSCLC da duge didu tri béng liéu
phap mién dich khang PD-1/PD-L1, va dé danh gia do an toan, kha nang dung nap, va
PK ctia REGN4659 va cemiplimab & cac bénh nhan NSCLC da dugc diéu tri bang
liéu phép mién dich khang PD-1/PD-L1.

Muc tiéu phu cta nghién ciru nay 1a (i) dé danh gia hoat tinh khang u so bd cia
liéu phap don cemiplimab lidu cao va két hop REGN4659 véi cemiplimab khi duge
xac dinh béng ty 16 ORR & cac bénh nhan NSCLC da dugc diéu tri irong pha ting
lidu, (ii) dé dénh gia hoat tinh khang u cia REGN4659 véi cemiplimab bing nhiéu
tiéu chi trong khi tang lidu va mé rong liéu, va (iii) dé danh gi4 hiéu qua dugc ly toan

than cua REGN4659 va cemiplimab, dugc xac dinh theo su thay dbi vé& déu 4n sinh
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hoc trong mau ngoai vi cua su hoat hoa té bao T, bao gém ca cac té bao T CD4

ICOS+.

Thiét ké nghién ctru

Nghién ciru nay 12 nghién ctru nhén md, pha I, lan dau tién & nguoi (FIH) aé
danh gia viéc st dung REGN4659 mdt minh, cemiplimab lidu cao mot minh (nhom
C), va st dung két hop REGN4659 v6i cemiplimab trong viée diéu tri NSCLC tién
trién hodic di can. C6 2 pha cla nghién ctru ndy: pha tang lidu & cac bénh nhan méc
bénh NSCLC da duoc didu tri (liéu phéap hoa tri va/hodc liéu phap khang PD-1/PD-L1
frude d6), va pha mé rong lidu & cac bénh nhan méc bénh NSCLC da dieu tri bing
liéu phap mién dich khang PD-1/PD-L1.

Nghién ctru nay bao gbm pha sang loc t6i da 12 28 ngay (tir ngay -28 dén ngay -
1), sau do 1a t&i da muoi bay liéu trinh didu trj 42 ngay (trong t6i da 1a 102 tudn didu
tri), va khoang thoi gian theo ddi 24 tudn. Bénh nhéan s& duoc diéu tri cho dén khi
khoang thoi gian diéu tri 102 tudn két thuc, hoic cho dén khi su tién trién cta bénh
khong rd rang, c6 doc tinh khong chép nhan duogc, rat lai su ddng v hodc cho dén khi
dap tng tiéu chi rat lui tham gia nghién ctru khac. Sau t6i thidu 24 tudn diéu tri, bénh
nhan c6 ty 1& dap tng hoan toan (complete response: CR) dugc xac nhan c6 thé lya
chon ngimg diéu tri va tiép tuc tit ca cac danh gia nghién ctru c6 lién quan. Trong pha
tang lidu, viéc sinh thiét khdi u duge dy kién 1a s& dugc thuc hién, trir khi co chéng
chi dinh v& mat y t&. Viéc sinh thiét khdi u 12 bit bude lam mot phan ciia nhém ¢6 pha
mé rong lidu. Déi voi cac bénh nhan c6 sy dap Gng va sau do 1a su tién trién bénh,
viéc sinh thiét khéi u & thoi diém tién trién bénh s& duoc yéu cdu nhung khong bat
budc.

Céc bénh nhan c6 sy tién trién trong vong 6 thang sau khi két thuc khoang thoi
gian diéu tri d6i véi CR, dép img mot phén (partial response: PR), hogc bénh 6n dinh
(stable disease: SD) sau khi dap tng céc tiéu chi xdc dinh cia nghién ciu va tiép tuc
v6i cac 1an tham kham xé4c dinh dugc phép tiép tuc didu tri nghién ctru sau khi x4c
nhén lai cac ti€u chi du diéu kién nghién cttu c6 lién quan. Cac bénh nhan c6 thé duoc
didu tri t6i da 102 tudn bang liéu phap bd sung. Liéu va (cac) dugc chét duge str dung
tiép tuc thuong can phai gidng nhu khi bénh nhan sir dung ban dAu hodc mirc liéu

dung duge chon cho (cac) nhom mé rong liu sau khi ban luén giira nha tai tro va nha
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nghién ciu. _

Céc bénh nhan ¢ nhém C dung nap 2 1iu cemiplimab (1050mg Q3 W), nhung
sau d6 ¢6 PD, s& c6 lua chon 12 bd sung thém liéu két hop cao nhét cta cemiplimab va
REGN4659 dugc sir dung an toan cho dén thoi didm nd luc tim kiém dap ung bang
cach str dung sy phong bé CTLA-4 va PD-1 két hop.

Téng lidu: Tam nhém su dung ting liéu dugc chuin bi. Ba mtrc lidu ctia REGN4659
(lidu ¢ dinh qua dudng trong tinh mach [IV] 25, 75, va 250 mg) s& duoc nghién ctru
véi céc liéu trinh khéc nhau, mdi liéu trinh dai 3, 6, va 12 tudn (Q3W, Q6W, Q12W)
két hop véi cemiplimab voi 2 muc liu (lidu ¢b dinh qua dudng IV 1a 350 va 1050
mg) duoc sir dung 3 tudn mot 1an (Q3W). Trude khi bt dAu nhom diéu tri két hop véi
1050mg cemiplimab, nhom st dung liéu phap don 1050mg cemiplimab Q3W s€ dugc
danh gia (nhom C). Péi v6i cac nhom st dung ting lidu duge ky hiéu bang d4u hoa thi
(cac nhom 1%, 2%, va 4*), mot lidu ban diu cta liéu phap don REGN4659 s€ dugc st
dung trudc khi st dung liéu phap két hop 3 tuAn dé danh gia do an toan cua
REGN4649 truée khi két hop voi cemiplimab. Sau trong s6 8 nhom (1*, C, 2%, 2, 3,
va 4%*) s& dugc st dung dé danh gia doc tinh gidi han lidu dung (dose-limiting toxicity:
DLT). Ngoai cac nhom ¢o thé danh gia DLT, 2 nhom dung lidu bd sung (5 va 6) mdi
nhém s& cd 6 bénh nhin tham gia dé danh gia do an toan va PK/déc tinh duge lyc hoc.
Céc nhom 5 va 6 sé duge tham gia sau khi kha nang dung nap cta cac nhom 2va3
duoc thiét 1ap twong ung. Su két hop lidu ding & nhom 5 va 6 c6 thé dugc quan tAm
ngay ca khi cuong do liu dung cao hon ciia REGN4659 (nhom 2 va 3) c6 thé dung
nap. Tuy nhién, cac nhém nay s&€ khong can danh gid DLT néu cac nhém 2 va 3 c6 thé
dung nap do su tiép xtic & murc thép hon véi REGN4659 ¢ cac nhoém 5 va 6. Ngoai trir
nhém C trong d6 6 bénh nhan s€ tham gia, t6i thidu 3 bénh nhan trong mdi nhém dung
lidu s& dugc yéu cdu dénh gia vé DLT. Dé lam ting t6i da hi€u qua tang liéu dung cua
pha 1 trong khi duy tri d an toan cia bénh nhan, 4 bénh nhén s& tham gia vao mdi
nhém dung liéu (ngoai trir nhom C), trong trudng hop bénh nhin ngig su dyng trudce
khi dwoc danh gia vé DLT. Céc nhém 3 va 6 (cac nhoém sur dung két hop véi
cemiplimab liu cao) s& khong dugc bit dau diéu tri cho dén khi ca 6 bénh nhén &
nhom C di hoan thanh giai doan DLT. Su tang lidu s& tiép tuc thong qua cac nhom

dung liéu cho dén khi liéu duge dung nap t6i da (maximum tolerated dose: MTD) cua
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viéc st dung két hop dat dugc hodc tAt ca cac nhom dung lidu da dugc thir nghiém.
Tuy nhién, ngay cd truéc khi két thuc su tang lidu, (cac) nhém dung lidu c6 thé dugc
chon dé mé rong lidu khi kha nang dung nap va hoat tinh dugc luc hoc dugc danh gia
d6i v6i nhom bét ky.

Doc tinh gidi han lidu dung: Ngoai viéc khdng ¢ kha ning st dung (do doc tinh clia

duoc chét nghién ctru) lidu ding #2 trong giai doan cira s6, DLT s& dugc xem xét khi
xuét hién cac doc tinh khi nghién ctru sau day, ngoai trir cac sy kién duge cho 1a lién
quan rd rang dén su tién trién cia bénh hodc bénh gian phat:
Poc tinh khong phai huyét hoc:
(1) Viém mang mach nho muc d >2 (dugc cho 1a bién cb bét loi lién quan dén
mién dich (irAE) tiém tang);
(ii) Nong d6 aspartat aminotransferaza (aspartate aminotransferase: AST) hodc
alanin aminotransferaza (alanine aminotransferase: ALT) >5 lan gidi han trén
ctia muc binh thudong (upper limit of normal: ULN) va/hoéc ndéng d6 bilirubin
toan phan >3 14n mc ULN. D&i v6i cac bénh nhan 6 su di can gan, ndng do
AST, ALT va/hodc bilirubin >2 14n gi4 tri ban dau néu giai doan ban dau &
muc do 2; va
(iii) Poc tinh khong phai huyét hoc & mirc do bit ky >3, bao gdm ca bién cb
irAE (nhu dugc xac dinh theo kinh nghiém véi cac duge chét diéu bién mién
dich khéc, ngoai trir cac déu hiéu sau day:
(a) Budn nén, nén hodc tidu chady mirc dd 3 trlr khi & mirc dai dang
(khoang thoi gian >72 gid) mic di ¢é cac bién phap chim séc hd tro tbi da,
theo chi dinh cua béc si didu tri; va
(b) Cac bét thuong trong phong thi nghiém & mirc d§ >3 dugc cho 1a
khong dang ké vé mat 1dm sang va khong dap tmg céc tiéu chi cho vé bién cb

bét loi (adverse event: AE).
Paoc tinh huyét hoc:
(i) Su giam bach cau trung tinh mirc d9 4 kéo dai hon 7 ngay;

(ii) Su giam luong tieu cau murc dj 4;
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(iii) Sy giam luong tiéu cdu mirc do 3 kém theo chay mau;

(iv) Su giam bach cAu trung tinh do s6t muc do >3 (sét >38,5°C co sb

lwgng bach cu trung tinh tuyét déi <1,0 x 10°/L) hodc su gidm bach

cau trung tinh mac dd >3 ¢o béng ching vé su nhiém khuén;

(v) Thiéu mau mtrc do 4; va

(vi) Thiéu mau mic d6 3 kéo dai hon 7 ngay hodc cAn truyén mau.

Néu vén d& vé d6 an toan xudt hién & nhom riéng biét sau khi danh gia DLT, su
tham gia c6 thé dugc nglng lai sau khi dién ra ban luan gitta cac nha nghién ciru va
nha dau tu. Cac vin dé vé& do an toan gay ra sy dung thu nhén c6 thé bao gém céc su
kién vé do an toan sém hodc mudn.

M& rong liéu: (cac) nhém dung lidu c6 thé duge chon d& md rong liéu khi kha ning
dung nap va hoat tinh dugc dong hoc (bao gbm, nhung khong chi giéi han &, sy gia
ting s6 luong té bao T ICOS+ ngoai vi) duge danh gia déi véi nhém bt ky, ngoai trir
nhom C, s€ khong dugc mo rong lidu. (Cac) nhém mo rong lidu s& thu nhan cac bénh
nhan mic bénh NSCLC da dugc didu tri bang liéu phap mién dich khang PD-1/PD-L1
c6 su tién trién trong khi sir dung liéu phap khang PD-1/PD-L1 dé xac dinh kha ning
dung nap va hoat tinh cda liéu phéap két hop & quan thé nay. C6 t6i da 3 ché do dung
lidu riéng biét s& duoc chon dé mo rong lidu dé xac dinh ché do két hop t6i wu & céc
bénh nhan mic bénh NSCLC. (Céc) nhém mé rong liéu nay s& thu nhan t6i da 27
bénh nhan, mdi nhém dua trén phuong phap thiét k& 2 giai doan ctia Simon. Néu c6
céc van d& vé do an toan xudt hién & nhém mo rong riéng biét, viéc thu nhén co thé bi
tam dimng sau khi dién ra sy thdo luén giita cac nha nghién ctru va nha tai trg. Cac van
dé vé& do an toan gay ra su ding thu nhan ¢ thé bao gdm céc su kién vé do an toan

som hodc mudn.

Thoi gian nghién ciru

Thoi gian nghién ctru 1a khoang 102 tudn, khong bao gdm thoi gian sang loc
hodc theo doi.
Quén thé

Kich thudc mau: toi da khoang 53 bénh nhan 1a ngudi trudng thanh duge ky

vong la s& tham gia trong khi tdng lidu va tbi da 12 3 nhém mé rong lidu véi téi da 1a
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27 bénh nhén trong méi nhém dugc ky vong 14 s& tham gia trong khi m¢ rong lidu véi
t6i da khoang 15 dia diém ¢ My. Tong s6 bénh nhan tham gia s& phu thudc vao Kkét
qua DLT quan sat dugc trong khi tang lidu, phéan tich PK/dugc lyc hoc, sb luong
nhom mé rong lidu dugc mo rong, va hiéu qua trong giai doan 1 cia cac nhom mé
rong lidu 2 giai doan ctia Simon.

Quén thé dich: Quan thé dich ctia nghién ciru ndy 1a nam gi6i va phu nit >18
tudi dugc chin doan 1a méc bénh NSCLC c¢6 vay hodc khong c6 vay giai doan IIIB
hoac IV khong thé cit bo.

Tiéu chi luva chon: Bénh nhin phai dap ing céc tiéu chi sau dé du diéu kién dé
dua vao nghién cuu:

1. Nam gidi va phu nit >18 tudi;
2. Céc bénh nhan mic NSCLC c6 vay hodc khong c¢6 vay c6 ddu hidu v& mit mo
hoc hoic t& bao hoc 1a bénh & giai doan I1IB hodc IV khong thé phau thuat;

3. Ting lidu (ngoai trir nhém C): Cac bénh nhan da dugc diéu tri dugc cho su dung

khoéng qua 3 dong liéu phép toan thin bao gbém khong qua 2 dong hoa tri liéu gay
doc té bao, va cac bénh nhan ma khong c6 liéu phap nao c6 thé mang lai loi ich 14m
sang. C4c bénh nhan da dugc didu tri bang liéu phap mién dich PD-1/PD-L1 truéc d6
khong duge nglng diéu tri vinh vién do cac bién cd AE lién quan dén viéc diéu tri.
Céc bénh nhén dugce chdp nhan c6 su dot bién c6 thé huéng dich (bao gﬁ“)m thu thé
yéu t6 sinh truong biéu bi [(epidermal growth factor receptor: EGFR)], ALK, va
ROS1) trong khi tang liéu nhung phai duge cho sir dung bd sung it nhit 1 dong liéu
phéap hudng dich.

a. Luu y: 1) Liéu phap hoa tri hodc liéu phap mién dich bd tro hodc tién bd trg
(sau khi phau thuét va/hodc st dung liéu phap xa tri) hodc 2) liéu phap hoa tri-xa tri
cudi ciing c6 hodc khdng c6 liéu phap mién dich sau d6 d6i v6i bénh giai doan III
duge chip nhan va khong dugc dua vao thit nghiém khi danh gia dong liéu phap &
cac bénh nhéin c6 bénh tai phat hodc di can trong thoi gian hon 6 thang sau khi hoan
thanh liéu phép;

4. Nhém C c6 sy tang lidu: cac bénh nhan truéc ddy chua ting st dung khang thé
khang PD-1/PD-L1 dugc cho sir dung tur 1 dén 2 dong liéu phap hoéa tri gay doc té

bao trudc do bao gém ca ché do chura platin dinh d6i. C4c bénh nhan duoc chép nhéan
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¢ su dot bién c6 thé hudng dich (bao gdm EGFR, ALK, va ROSI) trong khi ting
liéu nhung phai dugc cho str dung bd sung it nhét 1 dong liéu phap hudng dich.

a. Luu y : 1) Liéu phép hoa tri bd trg hodc tién bd tro hodc 2) liéu phéap hoéa tri-xa
tri cubi cing ddi véi bénh giai doan III c6 thé duoc chip nhan va khong dugce dua
vao thir nghiém khi danh gia dong li¢u phép ¢ cac bénh nhan c6 bénh tai phét hodc di
cdn trong thoi gian hon 6 thang sau khi hoan thanh liéu phap;

5. (Céc) nhém mo rong lidu: Cac bénh nhan da sit dung khang thé khang PD-1/PD-

L1 ¢6 tién trién trong khi sir dung liéu phap hodc trong vong 6 thang ngung st dung
liéu phap ddi véi bénh giai doan III hodc IV. Cac bénh nhin khong dugc nglng st
dung liéu phap khang PD-1/PD-L1 vinh vién do bién c¢b AE lién quan dén viéc diéu
tri. Cac bénh nhan phdi dugc cho sir dung mot dong liéu phép mién dich khang PD-
1/PD-L1. Céc bénh nhén cling ¢ thé duoc cho st dung mot dong liéu phép hoa tri.
C6 thé st dung liéu phap hoa tri va lidu phap mién dich két hop trude d6 mién 1a
khong st dung (céc) dong bd sung ciia mdt trong hai liéu phip nay, ngoai trx liéu
phap nhu dugc mo ta trong phan luu y dudi déy.

a. Luu y: 1) Liéu phéap hoa tri hodc liéu phap mién dich bd trg hogc tién bb trg
(sau khi phau thuat va/hodc sir dung li¢u phdp xa tri) hoic 2) liéu phap hoéa tri-xa tri
cubi cing c6 hodc khong cé liéu phap mién dich sau d6 ddi v6i bénh giai doan III
duge chip nhan va khong dugc dua vao thir nghiém khi danh gia dong liéu phéap &
cac bénh nhan c¢6 bénh tai phat hogc di cin trong thoi gian hon 6 thang sau khi hoan
thanh liéu phap;

6. Mo khéi u duoc ¢d dinh béng formalin luu trit hoic mai thu duge ma khong duoc
chiéu xa trude do;

7. (Céac) nhom mé rong lidu: ft nhét 1 tdn thuong c6 thé xac dinh bang phuong phép
chup X quang bang cach chup cét 16p vi tinh (computed tomography: CT) hogc chup
cong hudng tr (magnetic resonance imaging: MRI) theo tiéu chi RECIST 1.1. Cac
tén thuong dich co thé nim & ving da chiéu xa truge d6 néu c6 su tién trién ctia bénh

duoc chimg minh (chyp X quang) & vi tri do;
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8. Chi sb thé trang theo tiéu chi ciia Nhém hop tac vé ung thu mién Pong (Eastern

Cooperative Oncology Group (ECOG) <I;
9. Thoi gian song thém theo du kién it nhét 3 thang;
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10. Chtrc nang co quan va tity xuong thich hop nhu duge xéc dinh dudi day:
e Hemoglobin >9,0 g/dl (Luu y: cac bénh nhan dugc truyén mau do
hemoglobin <9,0 g/dl trong vong 14 ngay trude khi sang loc dé danh gia
trong phong thi nghiém khong du diéu kién)
oS4 lugng bach cau trung tinh tuyét dbi >1,5 x 10°/1
o S6 luong tiéu cAu >75.000/mm’
e Téc dd loc cau than (glomerular filtration rate: GFR) >30 ml/phut/ 1,73m?
o Bilirubin toan phan <1,5 x ULN (néu c6 di cin gan <3 x ULN), ngoai
trir cac bénh nhan dugc chin doan méc hoi chung Gilbert dd duge xac nhin
lam sang.
o AST)va ALT <3 x ULN hoic <5 x ULN, néu c6 di cin gan
e Phosphataza kiém <2,5 x ULN (hodc <5,0 x ULN, néu c6 di cin gan hodc
xuong)
e Khong dap tng tiéu chi theo luat Hy (ALT va/hodc AST >3 x ULN va
bilirubin >2 x ULN);
11. S&n sang va c6 thé tuan thi cac 1in khdm 14m sang va tha tuc lién quan dén viéc
nghién ctru; va
12. Cung cép van ban dong y tham gia nghién ctru ¢6 chit ky cua bénh nhén hodc
nguoi dai dién hgp 1€ theo phép luat.
Tiéu chi loai trir: Bénh nhan dap g ti€u chi bat ky trong s céc tiéu chi sau sé bi loai
ra khdi nghién ctru:
1. Chi (c4c) nhém mé rong lidu: Cac bénh nhén chwa timg hut thude, duge xé4c dinh
1a hit <100 diéu trong cudc doi;
2. Bi di c¢dn ndo hoat dong hodc khong dugc diéu tri hodc su chén ép tay séng. Cac
bénh nhan du diéu kién néu su di cin hé than kinh trung uwong (central nervous
system: CNS) dugc diéu tri thich hop va bénh nhan da hdi phuc vé than kinh dén
mitc ban dAu (ngoai trir céc ddu hiéu hodc triéu chimg con lai lién quan dén viée didu
tri CN'S) trong it nhét 2 tudn trude khi tham gia. Cac bénh nhan phai ngimng st dung
lidu phéap corticosteroit (cac lidu trc ché mién dich);
3. Chi (c4c) nhém mé rong liéu: Cac bénh nhan c6 khdi u duoce xét nghiém dwong

tinh véi su dot bién gen EGFR va ALK hodc su dung hop ROS1. Tét c4 céc bénh
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nhan can phai dugc danh gia khdi u vé sy dot bién EGFR, su sép xép lé_li ALK, va su
dung hop ROST;

4. Liéu phap xa tri trong vong 2 tuan trude khi tham gia va khong khoi phuc dugc
v& murc ban dau tir bién cb AE do su chiéu xa;

5. Cac bénh nhan da dugc diéu tri trude d6 bing khang thé khang CTLA-4;

6. Mic bénh viém ndo, viém mang nfo, hodc con dong kinh khong kiém soat trong
nam trude khi déng y tham gia;

7. Cé tidn st bénh phdi mo k& (vi du, bénh xo héa phdi v6 can, bénh viém phoi t
chtirc héa) hodc bénh viém phéi khu tra hoat dong, khong lay nhim cin lidu
glucocorticoit rc ché mién dich d& hd tro kiém soat. C6 tién st viém phdi do chiéu
xa trong vung chidu xa vin dugc chdp nhan mién 1a bénh viém phdi da binh phuc
trong thoi gian >6 thang trudce khi tham gia;

8. Co bang ching dang méc hodc gin day miéc bénh tu mién dang ké can diéu tri
bang phuong phap didu tri (rc ché mién dich toan thén, diéu nay c6 thé c6 nguy co vé
céc bién cb bét lgi xuat hién khi didu tri lién quan dén sy mién dich (immune-related
treatment-emergent adverse event: irTEAE). Cac dAu hiéu sau day khong 14 d4u hiéu
loai trir: bénh bach bién, bénh hen & tré em da binh phuc, bénh dai thao duong typ I,
chtiing suy giam chirc ndng tuyén giap tén du chi can thay thé hormon hogc bénh vay
nén khong can diéu trj toan than;

9. Cac bénh nhin cé tinh trang bénh can liéu phap corticosteroit (>10mg
prednison/ngdy hodc tuong duong) trong vong 14 ngay chon ngau nhién. Cac lidu
thay thé vé mit sinh ly c¢6 thé st dung ngay ca khi chiung >10mg prednison/ngay
hodc tvong duong, mién 1a chung khong dugc sir dung cho muyc dich e ché mién
dich. C6 thé sir dung steroit dang hit hogc khu trd, véi diéu kién 1a ching khong phai
dung d& didu tri rbi loan ty mién;

10. Chi (cac) nhém mé rong lidu: Bénh éc tinh khac dang tién trién hodc can diéu tri,
ngoai trir bénh ung thu da khong phai u melanin c6 thé duoc diéu tri chita khoi, hodc
bénh caxinom ¢b tir cung tai chd hodc khdi u khac bit ky di duoc diéu tri, va bénh
nhan dugc cho 1a thuyén giam hoan toan trong it nhét 2 nam truéc khi tham gia
nghién ctru, va khong cn tri liéu bd sung trong sudt thoi gian nghién ctru;

11. Bénh nhiém khuin khong kiém soat véi virut gdy suy giam mién dich & nguoi,
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bénh nhiém virut viém gan B hodc viém gan C; hodc dugc chin doan 13 suy giam
mién dich;
Luuy:
e Cac bénh nhan s& dugc xét nghiém virut viém gan C (HCV) va virut
viém gan B (HBV) khi sang loc;
e Céc bénh nhan bi nhidm virut HIV da biét 12 bénh nhiém khuén c6 kiem
soét (tai lwong virut khong phat hién duoc (PCR ARN cua virut HIV) va sb
lugng CD4 cao hon 350 mot cach tu nhi€n hodc dbi voi ché do khang virut
én dinh) duoc chip nhan. Déi v6i cac bénh nhan nhidm virut HIV ¢6 kiém
soat, viéc theo ddi s& dugc thyc hién theo tiéu chuin dia phuong;
e Cac bénh nhan méc bénh viém gan B (HepBsAg+) la nhiém khuén c6
kiém soat (PCR ADN cua virut viém gan B trong huyét thanh thip hon gidi
han phat hién va duge cho sir dung liéu phép khang virut dbi v6i bénh viém
gan B) duogc chép nhéan. Cac bénh nhéan méc bénh nhiém khuén c6 kiém soat
phai dugc theo doi dinh ky vé ADN cua virut HBV. Céc bénh nhan phai duy
tri liéu phap khang virut trong it nhat 6 thang ngoai lidu cubdi cing ctia duge
chét nghién ctru danh gia;
e Céc bénh nhin duong tinh véi khang thé virut viém gan C (HCV Ab+) 1a
bénh nhidm virut c¢6 kiém soat (ARN ctia HCV khong phét hién dugc bing
PCR mdt cach ty nhién hodc dap ung voéi qué trinh tién hanh liéu phép
khang virut HCV trude d6 thanh cdng) duge chép nhan.
12. Bénh nhiém khuan hoat déng can phai sir dung li¢u phap toan than trong vong 14
ngay trudc khi bét dau st dung duge chit nghién citru;
13. Cé4c bién ¢ AE qua trung gian mién dich lién quan dén viéc didu tri tir chét diéu
bién mién dich (bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, liéu phap khang PD1/PD-L1,
céc liéu phap chit e ché kidm soat khac, va cht tre ché PI 3K-8) khong dugc khoi
phuc dén mirc ban dAu trong it nhét 3 thang truéc Khi bat ddu diéu tri bang liéu phép
nghién ciru. Cac bénh nhén bi loai khoi viée didu tri bing cemiplimab néu ho gip phai
céc bién cb AE qua trung gian mién dich lién quan dén viec didu tri trude d6 bang chit
phong bé con dudng PD-1/PD-L1 can phai ngimg st dung vinh vién chét diéu tri, bét

ké thoi gian xay ra. Luu y: cac bénh nhén bi suy giam chirc ndng tuyén giap hoic bénh
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dai thdo duong typ I & giai doan bt ky duoc kidm soat bing liéu phap thay thé
hormon duogc chép nhén;

14. Puoc didu tri trude d6 bing idelalisib (ZYDELIG®) & thoi diém bét ky;

15.Hién dang duogc diéu tri theo nghién ctru khac, hodc da tham gia vao nghién cliru
v& chét nghién ctru va duge cho sir dung diéu tri, hodc da st dung thiét bi nghién ctru
trong vong 4 tudn cua lidu dAu tién cua liéu phap nghién ciru, hodc dugc cho sir dung
didu tri bang liéu phap toan than da dugc phé chudn trong vong 3 tuln cua liéu ding
dAu tién cua liéu phap nghién ciru, hodc dd dugc cho st dung liéu phap toan than
trude do bt ky trong vong 5 14n ban huy cta liéu ding ddu tién ctia liéu phap nghién
ctu, thy theo thoi gian nao dai hon (ngoai trir liéu phap khang PD-1/PD-L1). Céac
bénh nhéan da duoc diéu trj trude @6 béng bevacizumab, cetuximab, rituximab hodc
cac khang thé khong didu bién mién dich khac c6 thoi gian ban huy dai hon 7 ngay
duoc chip nhén sau khi ban ludn v6i nha tai trg néu d3 qua it nhét 28 ngay ké tir 1an
diéu tri cudi cung. Pdi véi cac bénh nhan da dugc st dung liéu phap khang PD-
1/PD-L1, khong thé sir dung liéu phap khang PD-1/PD-L1 trudc d6 trong vong 3
tuan cta lidu dung dau tién cta liéu phap nghién ctru, bét ké thoi gian ban hiy hodc
tinh trang dugc phé chuén cua duge chét;

16. Don thudc cta vacxin séng trong vong 30 ngay ké tir ngay bét dau str dung thude
nghién ctru theo du kién;

17. Phiu thuét 16n hodc tén thuong do chin thuong dang ké trong vong 4 tuln trudc
khi sir dung liéu dau tién; _

18. Tinh min cam d3 biét véi doxyxyclin hodc cac hop chét twong tu (nghia 13
tetraxyclin);

19. Dap tng di Gng hodc tang mAn cam c6 bang chimg voi chét diéu tri protein bét
ky (vi du, cac protein tai td hop, vacxin, cac globulin mién dich qua duong trong tinh
mach, cac khang thé don dong, bay thu thé);

20. Réi loan lam dung chét hodc rbi loan tdm than da biét 1a s& can trd su tham gia
véi cac yéu cau clia nghién ctru, bao g@)m ca viéc st dung cac dugc chét bi cAm hién
nay,

21. CAy ghép té bao gdc khéc alen cing loai trude do;

22. Tinh trang bénh bét ky ma theo y kién cta nha nghién ctru s& lam cho sy tham
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gia nghién ctru khong 13 i ich tét nhét ctia bénh nhan;
23. Phu nit ¢6 thai hoac cho con bu;
24. Xét nghiém mang thai c6 hCG trong huyét thanh dwong tinh khi tham khdm lan
dau (chu ky 1 ngay 1, trude khi ding lidu);
25.Nam gi6i va phu nit ¢6 hoat dong tinh duc c6 kha néng sinh con* khong sin sang
thuc hién bién phap tranh thai c6 hiéu qua cao trude khi dung lidu ban diu/bat dau
1an dilu tri dau tién trong khi nghién ctru, va trong it nhét 6 thang sau khi ding lidu
cubi cung. Céc bién phap tranh thai c6 hiéu qua cao bao gom:
o st dung 6n dinh bién phép tranh thai noi tiét két hop (chira estrogen
va progestogen) (qua dudng miéng, trong am dao, qua chan bi) hodc bién
phap tranh thai ndi tiét chi chtra progestogen (qua dudng miéng, ti€m,
cdy) co lién quan dén viéc we ché su rung tring bat ddu tir 2 hodc nhiéu
chu ky kinh nguyét trude khi sang loc;
o dung cu dit trong t& cung (intrauterine device: IUD); hé giai phong
hormon trong tir cung (intrauterine hormone-releasing system: [US);
o thit 6ng dan tring hai bén;
o ddi tac thit 6ng dén tinh;
e va hodc kiéng quan hé tinh duct, §.
*Phu nit sau ky mén kinh phai vo6 kinh trong it nhit 12 thang dé khong bi
cho 1a ¢6 kha nang sinh con. Khong can xét nghiém mang thai va st dung
bién phap tranh thai dbi v6i phu nit da cét bo tir cung hodc thit dng din
tring.
+Kiéng quan hé tinh duc duge cho 1a phuong phép c6 higu qua cao chi khi
duge xac dinh 1a kidm ché quan hé tinh duc khéc gidi trong toan bd thoi
gian c6 nguy co li€n quan dén cac phuong phap diéu tri nghién ctru. {Kiéng
quan hé theo chu ky (phwong phép theo ddi lich, phwong phép nhiét-chimg,
phuong phép sau khi rung trimg), xuft tinh ngoai (giao hop xuét tinh ra
ngoai), chi st dung chét diét tinh trung, va phuong phap vo kinh thoi ky cho
con bu (lactational amenorrhoea method: LAM) la cdc phuorig phép tranh
thai khong chip nhan duge. Bao cao su dung cho nit va bao cao su dung cho

nam khong dugc sir dung cung nhau;
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26.Thanh vién cia nhom nghién cttu & vi tri 1dm sang va/hodc Vq/chéng cua thanh
vién do.
Diéu tri

REGN4659: 3 murc lidu ding (lidu ¢b dinh, qua duong IV, 25, 75, va 250mg)
s& dugc danh gia véi cac lidu trinh khac nhau (Q3W, Q6W, QI2W).

Cemiplimab: 2 mirc lidu dung (liéu c6 dinh, qua duong IV, 350 va 1050mg)
dugc s dung Q3W.

Tiéu chi danh gia chinh

Trong pha ting lidu: ty 1€ DLT, cac bién c¢b xuét hién trong khi diéu tri (treatment

emergent adverse event: TEAE), irAE, cac bién cb nghiém trong (serious adverse
event: SAE), tr vong, cac bét thuong trong phong thi nghiém (mirc d6 3 hodc cao hon
theo Tiéu chudn thuit ngit chung cho céc bién cb (Common Terminology Criteria for

Adverse Event: [CTCAEY))).

Trong pha mé rong lidu dung: Ty 1& dap ung khach quan (Objective response rate:

ORR) dva trén Tiéu chuin danh gia su dép ung i véi khéi u dang rin (Response
Evaluation Criteria in Solid Tumor: RECIST) 1.1, va ty 1& TEAE, irAE, SAE, tir vong,
cac bat thudong trong phong thi nghiém (mirc dd 3 hodc cao hon theo tiéu chuén

CTCAE).

Tiéu chi danh gia phu

Cac phép do khéi u dva trén nhiéu tiéu chuan dép tng bao gdm: (i) ORR dua
trén tiéu chudn RECIST 1.1 (ting lidu), (ii) ORR dua trén Tiéu chuén d4nh gia sy dap
g vo6i liéu phéap trén co sé mién dich (immune-based therapy Response Evaluation
Criteria: iRECIST), (iii) muc do dap ung chung t5t nhat (best overall response: BOR),
khoang thoi gian dép tng (duration of response: DOR), ty 1€ kiém soét bénh, va thoi
gian song khong co su tién trién cta bénh (progression-free survival: PFS) dwa trén
tieu chudn RECIST 1.1, iRECIST, va (iv) tong thoi gian séng (overall survival: OS).

Dinh luong ty 1€ % thay dbi vé sb luong té bao T CD4 ICOS+ tuyét ddi va cac
ddu hiéu khic cua sy hoat hoa bang phwong phép dém té bao theo dong trong mdi

nhom dung liéu.
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Quy trinh va danh gia

D6 an toan va kha ning dung nap cia REGN4659 va cemiplimab s& dugc theo
d3i bang cac danh gid trong 1am sang vé AE va bang cac phép do 13p lai clia sy danh
gia 1am sang bao gbm cac diu hiéu cia sy sdng (nhiét do, huyét ap, mach, va sy hd
hép), kham thé chét (toan bd va gidi han), dién tAm db (electrocardiogram: ECG) 12
dao trinh, va cac danh gia trong phong thi nghiém bao gdm huyét hoc tiéu chuén, hoa
hoc va xét nghiém nudc tiéu.

Hoat tinh khang u s€ dugc dénh gia bang phuong phap CT/MRI.

L4y cac miu méu dé xac dinh ndng do REGN4659 chirc nang va cemiplimab
chirc ning trong huyét thanh va cc khang th8 khang dugc chit (khang REGN4659
hodc khang cemiplimab).

Liy mAu huyét thanh, huyét tuong, cic t& bao don nhén méau ngoai vi
(peripheral blood mononuclear cell: PBMC), va mAu sinh thiét khdi u dé phan tich cac
d4u 4n sinh hoc. Léy mau ADN hé gen. Cac dAu 4n sinh hoc vé dugc dong hoc, du
doan va chén doan dé nghién ctru lién quan dén REGN4659 va su tiép xtic khi diéu tri
v6i cemiplimab, hoat ddng lam sang, hodc bénh san tir trudc s& duge danh gia trong
huyét thanh, huyét tuong, PBMC, va mo khéi u.

Ké hoach théng ké

Pha tang lidu: Khong c6 gia thuyét thong ké chinh thirc d6i v6i pha tang lidu cua
nghién ciru; cac phén tich ciia pha nay s&€ dugc mo ta va khdm pha tu nhién. Khoéang
35 bénh nhan c6 thé danh gid DLT duoc du kién dya trén mé hinh 3+3 dugc cai bién
(“4+3”) dbi véi mdi nhém ting lidu dung (nhom 1%, 2%, 2, 3 va 4*). Mudi hai bénh
nhan duoc du kién cho nhém 5 va 6 (6 bénh nhan/nhém). Kich thude miu thye té cia
cac nhom tang lidu nay s& phu thudc vao DLT c¢6 bang chimg, kich thuéc nhém tao

thanh, va s6 lugng muc lieu duge thuc hién.

Pha mo rong liéu: Doi véi moi nhom mé rong li€u & cac bénh nhan mac bénh NSCLC

da duoc cho s dung liéu phap mién dich khang PD-1/PD-L1 va cé bénh tién trién
trong khi sir dung liéu phap khang PD-1/PD-L1, do c6 it s6 liéu hitu hiéu c6 thé sir
dung & cac bénh nhan nay, nha tai trg tin ré‘mg ORR c6 thé xéc dinh bt ky t6t hon 5%
14 hiéu qua diéu tri c6 ¥ nghia 14m sang. Kich thudc mau cia 27 bénh nhan dbi véi

mdi nhém mé rong duge xac dinh bang cach sir dung m6 hinh Minimax 2 giai doan
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ctia Simon v&i mirc dd ¢6 y nghia & mot phia 1a 5% va hiéu qua 80%.

Phan tich hiéu qua chinh: Muc do dap ing chung t8t nhit dugc xac dinh theo
tiéu chudn RECIST 1.1 déi v6i nhém mé rong lidu s& duge tom tit bang cach sir dung
phuong phap théng ké md ta, cing v6i khoang tin cdy 95% & hai phia.

Gia tri ORR s& dugc tom t4t bing phuong phap théng ké mo ta, cing voi
khoang tin cdy 95%. Céc bénh nhan khong danh gia duoc vé BOR sé& dugc cho 1a
nguoi khong dap ung.

Péi v6i nhém mé rong liéu, néu s6 lugng ngudi dép tng 16n hon hodc bang sb
luong nguoi dap Uing tdi thiéu dugc xac dinh trong mo hinh 2 giai doan cua Simon,
viéc diéu tri duogc cho 14 c6 hiéu qua va xtng dang dé nghién ctru thém.

Phén tich hiéu qua phu bao gém ORR khi duoc xac dinh theo tiéu chuén
iRECIST, DOR, ty 1& phong trir bénh va PFS. Cac muc ti€u hiu qua phu s€ dugc tom
tit bang phwong phap mo ta theo nhom tang lidu va nhéfn md rong liéu.

Quan sat vé do an toan va cac phép do bao gbm su tiép xuc véi dugce chit, AE,
s6 lidu trong phong thi nghiém, va céac dAu hiéu vé& sy sdng s& duge tém tét va thé hién
trong cac bang va danh sach.

D4i voi pha tang liéu: quan sat duge DLT trong khoang thoi gian danh gid
DLT sé& dugc tom tit theo nhom dung lidu.

Trong pha tdng liéu, REGN4659 va cemiplimab s& dugc dung nap t6t khi str
dung mot minh va khi két hgp & cac bénh nhan méc NSCLC da duoc diéu tri. Trong
pha m& rOng lidu, REGN4659 s& dugc dung nap tt khi két hop vé6i cemiplimab va s&
¢6 su dap ung khang u co thé x4c dinh & cac bénh nhan mic bénh NSCLC da duge
cho st dung liéu phap mién dich khang PD-1/PD-1.

Cac phwong dn lam vi du

Sang ché con dé cap dén cac muc sau day:

Muc 1. Khang thé hoac méanh gan két khang nguyén cta né gin két véi protein
lién quan dén t& bao lymphd T gay doc té bao 4 (CTLA-4) ctia ngudi va phong bé su
tuong tac gitta hCTLA-4 va phéi tit B7-1 va/hodc phdi tir B7-2.

Muc 2. Khang thé hodc manh gan két khang nguyén theo muyc 1 gdy ra sy hoat
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héa té bao T.

Muc 3. Khang thé hoic ménh gin két khang nguyén theo muyc 2, trong do té
bao T 12 té bao T gy doc té bao.

Muc 4. Khang thé hoic manh gin két khang nguyén theo muc 2 hodc 3, trong
d6 té bao T 1a té bao lympho tham nhiém khéi u.

Muc 5. Khang thé hoic manh gan két khang nguyén theo muc bét ky trong s6
céc muc tr 1 dén 4, trong d6 khéang thé hogc méanh gin két khang nguyén nay gin két
vG6i CTLA-4 cua khi.

Muc 6. Khang thé hoic manh gin két khang nguyén theo muc bét ky trong sd
cac muc tr 1 dén 5, trong d6 khang thé hogc méanh gin két khang nguyén nay gin két
v6i cac té bao bidu hién CTLA-4 v6i ndng dd EC50 nho hon 5nM.

Muc 7. Khang thé hoic manh gin két khang nguyén theo muc bat ky trong sb
c4c muc tir 1 dén 6, trong d6 khang thé hodc manh gin két khéang nguyén nay gén két
v6i cac té bao biéu hién CTLA-4 voi ndng dd EC50 nho hon 1nM.

Muc 8. Khang thé hodc manh gan két khang nguyén theo muc bét ky trong s6
cac muc tr 1 dén 7, trong d6 khéang thé hoic manh gin két khang nguyén nay gin két
Vi céc té bao biéu hién CTLA-4 ciia ngudi v6i ndng o EC50 nho hon 0,5nM.

Muc 9. Khang thé hoic méanh gin két khang nguyén theo muc bét ky trong sd
cde muc tir 1 dén 8 gin két véi cac té bao bidu hién CTLA-4 cia khi v6i ndng do
EC50 nho hon 0,5nM.

Muc 10. Khang thé hoic manh gin két khang nguyén btheo muc bt ky trong sd
céc muc tir 1 dén 9 1a khang thé cia ngudi ¢6 chiéu dai ddy du.

Muc 11. Khang thé hoic manh gin két khang nguyén theo muyc bét ky trong sd
cac muc tir 1 dén 10, trong d6 khang thé hodc méanh gin két khang nguyén cta no
canh tranh gin két v6i CTLA-4 ciia nguoi véi khang thé tham chiéu chua cip trinh ty
axit amin cua ving HCVR/LCVR dugc chon tir nhom bao gdm: (a) SEQ ID NO: 2 va
10, (b) SEQ ID NO: 18 va 26, (c) SEQ ID NO: 34 va 42, (d) SEQ ID NO: 50 va 58,
(¢) SEQ ID NO: 66 va 74, (f) SEQ ID NO: 82 va 90, (g) SEQ ID NO: 98 va 106, (h)
SEQ ID NO: 114 va 122, (i) SEQ ID NO: 130 va 138, (j) SEQ ID NO: 146 va 154, (k)
SEQ ID NO: 162 va 170, (1) SEQ ID NO: 178 va 186, (m) SEQ ID NO: 194 va 202,
(n) SEQ ID NO: 210 va 218, (o) SEQ ID NO: 226 va 234, (p) SEQ ID NO: 242 va
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250, (q) SEQ ID NO: 258 va 266, (r) SEQ ID NO: 274 va 282, (s) SEQ ID NO: 290
va 298, (t) SEQ ID NO: 306 va 298, (u) SEQ ID NO: 314 va 322, (v) SEQ ID NO:
330 va 338, (w) SEQ ID NO: 346 va 354, (x) SEQ ID NO: 362 va 370, (y) SEQ ID
NO: 378 va 386, (z) SEQ ID NO: 394 va 402, (2’) SEQ ID NO: 410 va 418, (b”) SEQ
ID NO: 426 va 434, (¢’) SEQ ID NO: 442 va 450, (d°) SEQ ID NO: 458 va 466, (¢’)
SEQ ID NO: 474 va 482, va (f) SEQ ID NO: 490 va 498.

Muc 12. Khang thé hozc manh gin két khang nguyén theo muc bét ky trong sd
cac muc tir 1 dén 11, trong d6 khang thé hodc manh gin két khang nguyén cia né gén
két voi cung epitop trén CTLA-4 cua ngudi dudi dang khang thé tham chiéu chtra cap
trinh tu axit amin ctia ving HCVR/LCVR dugc chon tir nhém bao gbm: (a) SEQ ID
NO: 2 va 10, (b) SEQ ID NO: 18 va 26, (¢) SEQ ID NO: 34 va 42, (d) SEQ ID NO:
50 va 58, (e) SEQ ID NO: 66 va 74, (f) SEQ ID NO: 82 va 90, (g) SEQ ID NO: 98 va
106, (h) SEQ ID NO: 114 va 122, (i) SEQ ID NO: 130 va 138, (j) SEQ ID NO: 146 va
154, (k) SEQ ID NO: 162 va 170, (1) SEQ ID NO: 178 va 186, (m) SEQ ID NO: 194
va 202, (n) SEQ ID NO: 210 va 218, (o) SEQ ID NO: 226 va 234, (p) SEQ ID NO:
242 va 250, (q) SEQ ID NO: 258 va 266, (r) SEQ ID NO: 274 va 282, (s) SEQ ID
NO: 290 va 298, (t) SEQ ID NO: 306 va 298, (u) SEQ ID NO: 314 va 322, (v) SEQ
ID NO: 330 va 338, (w) SEQ ID NO: 346 va 354, (x) SEQ ID NO: 362 va 370, (y)
SEQ ID NO: 378 va 386, (z) SEQ ID NO: 394 va 402, (a’) SEQ ID NO: 410 va 418,
(b’) SEQ ID NO: 426 va 434, (¢’) SEQ ID NO: 442 va 450, (d’) SEQ ID NO: 458 va
466, (¢’) SEQ ID NO: 474 va 482, va (f°) SEQ ID NO: 490 va 498.

Muc 13. Khang thé hodc manh gin két khang nguyén theo muc bat ky trong sb
cac muyc tir 1 dén 12, trong d6 khang thé hodc manh gin két khang nguyén nay chua:
(a) cac ving quyét dinh tinh bd trg (CDR) ciia ving bién ddi chudi ning (HCVR) c6
trinh ty axit amin dugc chon tir nhom gém cac trinh tu SEQ ID NO: 2, 18, 34, 50, 66,
82, 98, 114, 130, 146, 162, 178, 194, 210, 226, 242, 258, 274, 290, 306, 314, 330,
346, 362, 378, 394, 410, 426, 442, 458, 474, va 490; va (b) ving CDR cua vung bién
d6i chudi nhe (LCVR) c6 trinh ty axit amin duge chon tir nhém gdm céc trinh ty SEQ
ID NO: 10, 26, 42, 58, 74, 90, 106, 122, 138, 154, 170, 186, 202, 218, 234, 250, 266,
282,298, 322,338, 354, 370, 386, 402, 418, 434, 450, 466, 482, va 498.

Muc 14. Khang thé hoic manh gin két khang nguyén theo muc bét ky trong sd
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cac muc tr 1 dén 13, trong d6 khang thé hoic manh gin két khang nguyén nay chira
cac ving CDR chudi nang va chudi nhe cta cip trinh ty axit amin cua ving
HCVR/LCVR dugc chon tir nhom bao gém: (a) SEQ ID NO: 2 va 10, (b) SEQ ID
NO: 18 va 26, (c) SEQ ID NO: 34 va 42, (d) SEQ ID NO: 50 va 58, (¢) SEQ ID NO:
66 va 74, (f) SEQ ID NO: 82 va 90, (g) SEQ ID NO: 98 va 106, (h) SEQ ID NO: 114
va 122, (i) SEQ ID NO: 130 va 138, (j) SEQ ID NO: 146 va 154, (k) SEQ ID NO: 162
va 170, (1) SEQ ID NO: 178 va 186, (m) SEQ ID NO: 194 va 202, (n) SEQ ID NO:
210 va 218, (0) SEQ ID NO: 226 va 234, (p) SEQ ID NO: 242 va 250, (q) SEQ ID
NO: 258 va 266, (r) SEQ ID NO: 274 va 282, (s) SEQFID NO: 290 va 298, (t) SEQ ID
NO: 306 va 298, (u) SEQ ID NO: 314 va 322, (v) SEQ ID NO: 330 va 338, (w) SEQ
ID NO: 346 va 354, (x) SEQ ID NO: 362 va 370, (y) SEQ ID NO: 378 va 386, (z)
SEQ ID NO: 394 va 402, (a’) SEQ ID NO: 410 va 418, (b*) SEQ ID NO: 426 va 434,
(¢’) SEQ ID NO: 442 va 450, (d°) SEQ ID NO: 458 va 466, (¢’) SEQ ID NO: 474 va
482, va (f) SEQ ID NO: 490 va 498.

Muc 15. Khang thé hodc manh gin két khang nguyén theo muc bét k¥ trong s
cac muc tir 1 dén 14, trong d6 khang thé hodc manh gin két khang nguyén nay chura
cac mién HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDR1, LCDR2 va LCDR3 dugc chon tir nhém
bao gém: (a) SEQ ID NO: 4, 6, 8, 12, 14 va 16 tuong Ung; (b) SEQ ID NO: 20, 22, 24,
28, 30 va 32 tuong Ung; (c) SEQ ID NO: 36, 38, 40, 44, 46 va 48 tuong tmg; (d) SEQ
ID NO: 52, 54, 56, 60, 62 va 64 tuong tng; (¢) SEQ ID NO: 68, 70, 72, 76, 78 va 80
twong tmg; (f) SEQ ID NO: 84, 86, 88, 92, 94 va 96 twong tng; (g) SEQ ID NO: 100,
102, 104, 108, 110 va 112 twong tmg; (h) SEQ ID NO: 116, 118, 120, 124, 126 va 128
twrong ung; (i) SEQ ID NO: 132, 134, 136, 140, 142 va 144 twong ng; (j) SEQ ID
NO: 148, 150, 152, 156, 158 va 160 twong Gng; (k) SEQ ID NO: 164, 166, 168, 172,
174 va 176 tuong tmg; (1) SEQ ID NO: 180, 182, 184, 188, 190 va 192 tuong Ung;
(m) SEQ ID NO: 196, 198, 200, 204, 206 va 208 tuong tng; (n) SEQ ID NO: 212,
214, 216, 220, 222 va 224 tuong ung; (o) SEQ ID NO: 228, 230, 232, 236, 238 va 240
twong tmg; (p) SEQ ID NO: 244, 246, 248, 252, 254 va 256 tuong Gng; (q) SEQ ID
NO: 260, 262, 264, 268, 270 va 272 twong ung; (r) SEQ ID NO: 276, 278, 280, 284,
286 va 288 tuong ung; (s) SEQ ID NO: 292, 294, 296, 300, 302 va 304 tuong ung; (t)
SEQ ID NO: 308, 310, 312, 300, 302 va 304 twong tmg; (u) SEQ ID NO: 316, 318,
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320, 324, 326 va 328 tuong tmg; (v) SEQ ID NO: 332, 334, 336, 340, 342 va 344
tuong ung; (w) SEQ ID NO: 348, 350, 352, 356, 358 va 360 tuong Ung; (x) SEQ ID
NO: 364, 366, 368, 372, 374 va 376 tuong tng; (y) SEQ ID NO: 380, 382, 384, 388,
390 va 392 tuong tmg; (z) SEQ ID NO: 396, 398, 400, 404, 406 va 408 tuong Gng;
(a’) SEQ ID NO: 412, 414, 416, 420, 422 va 424 tuong tng; (b*) SEQ ID NO: 428,
430, 432, 436, 438 va 440 tuong ung; (¢’) SEQ ID NO: 444, 446, 448, 452, 454 va
456 twong tmg; (d’) SEQ ID NO: 460, 462, 464, 468, 470 va 472 tuong ng; (¢’) SEQ
ID NO: 476, 478, 480, 484, 486 va 488 tuong tng; va (f) SEQ ID NO: 492, 494, 496,
500, 502 va 504 tuwong ing.

Muc 16. Khang thé hoic manh gin két khang nguyén theo muc bét ky trong sb
céc muc tr 1 dn 15, trong d6 khang thé hoic manh gin két khang nguyén nay chira
cap trinh tu axit amin cta ving HCVR/LCVR dugc chon tir nhom bao gbm: (a) SEQ
ID NO: 2 va 10, (b) SEQ ID NO: 18 va 26, (c) SEQ ID NO: 34 va 42, (d) SEQ ID
NO: 50 va 58, (e) SEQ ID NO: 66 va 74, (f) SEQ ID NO: 82 va 90, (g) SEQ ID NO:
98 va 106, (h) SEQ ID NO: 114 va 122, (i) SEQ ID NO: 130 va 138, (j) SEQ ID NO:
146 va 154, (k) SEQ ID NO: 162 va 170, (I) SEQ ID NO: 178 va 186, (m) SEQ ID
NO: 194 va 202, (n) SEQ ID NO: 210 va 218, (o) SEQ ID NO: 226 va 234, (p) SEQ
ID NO: 242 va 250, (q) SEQ ID NO: 258 va 266, (r) SEQ ID NO: 274 va 282, (s)
SEQ ID NO: 290 va 298, (t) SEQ ID NO: 306 va 298, (u) SEQ ID NO: 314 va 322,
(v) SEQ ID NO: 330 va 338, (w) SEQ ID NO: 346 va 354, (x) SEQ ID NO: 362 va
370, (y) SEQ ID NO: 378 va 386, (z) SEQ ID NO: 394 va 402, (a’) SEQ ID NO: 410
va 418, (b”) SEQ ID NO: 426 va 434, (¢’) SEQ ID NO: 442 va 450, (d’) SEQ ID NO:
458 va 466, (¢’) SEQ ID NO: 474 va 482, va (") SEQ ID NO: 490 va 498.

Muc 17. Khang thé khang CTLA-4 hoic manh gan két khang nguyén ciia nd
chira: (a) cac ving quyét dinh tinh bd trg (CDR) ctia ving bién ddi chudi ning
(HCVR) ¢ trinh tu axit amin dugc chon tir nhém gém cac trinh ty SEQ ID NO: 2, 18,
34, 50, 66, 82, 98, 114, 130, 146, 162, 178, 194, 210, 226, 242, 258, 274, 290, 306,
314, 330, 346, 362, 378, 394, 410, 426, 442, 458, 474, va 490; va (b) cac vung CDR
cla vung bién d6i chudi nhe (LCVR) ¢6 trinh tu axit amin dwgc chon tir nhém gém
cac trinh tu SEQ ID NO: 10, 26, 42, 58, 74, 90, 106, 122, 138, 154, 170, 186, 202,
218, 234, 250, 266, 282, 298, 322, 338, 354, 370, 386, 402, 418, 434, 450, 466, 482,
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va 498.

Muc 18. Khang thé hodc manh gin két khang nguyén theo myc 17, trong do6
khang thé nay chtra cac ving CDR chudi ning va chudi nhe cua cip trinh ty axit amin
ctia ving HCVR/LCVR dugc chon tir nhém bao gdm: (a) SEQ ID NO: 2 va 10, (b)
SEQ ID NO: 18 va 26, (c) SEQ ID NO: 34 va 42, (d) SEQ ID NO: 50 va 58, (e) SEQ
ID NO: 66 va 74, (f) SEQ ID NO: 82 va 90, (g) SEQ ID NO: 98 va 106, (h) SEQ ID
NO: 114 va 122, (i) SEQ ID NO: 130 va 138, (j) SEQ ID NO: 146 va 154, (k) SEQ ID
NO: 162 va 170, (1) SEQ ID NO: 178 va 186, (m) SEQ ID NO: 194 va 202, (n) SEQ
ID NO: 210 va 218, (0) SEQ ID NO: 226 va 234, (p) SEQ ID NO: 242 va 250, )
SEQ ID NO: 258 va 266, (r) SEQ ID NO: 274 va 282, (s) SEQ ID NO: 290 va 298, (t)
SEQ ID NO: 306 va 298, (u) SEQ ID NO: 314 va 322, (v) SEQ ID NO: 330 va 338,
(w) SEQ ID NO: 346 va 354, (x) SEQ ID NO: 362 va 370, (y) SEQ ID NO: 378 va
386, (z) SEQ ID NO: 394 va 402, (a’) SEQ ID NO: 410 va 418, (b>) SEQ ID NO: 426
va 434, (¢”) SEQ ID NO: 442 va 450, (d’) SEQ ID NO: 458 va 466, (e’) SEQ ID NO:
474 va 482, va () SEQ ID NO: 490 va 498.

Muc 19. Khéng thd hodc manh gin két khang nguyén theo muyc 17 hodc 18,
trong d6 khang thé hoic manh gin két khang nguyén nay chira cic mién HCDRI,
HCDR2, HCDR3, LCDR1, LCDR2 va LCDR3 dugc chon tu nhom bao gém: (a) SEQ
ID NO: 4, 6, 8, 12, 14 va 16 tuong tng; (b) SEQ ID NO: 20, 22, 24, 28, 30 va 32
twong tmg; (c) SEQ ID NO: 36, 38, 40, 44, 46 va 48 tuong Ung; (d) SEQ ID NO: 52,
54, 56, 60, 62 va 64 trong ung; (¢) SEQ ID NO: 68, 70, 72,76, 78 va 80 twong Ung;
(f) SEQ ID NO: 84, 86, 88, 92, 94 va 96 tuong tmg; (g) SEQ ID NO: 100, 102, 104,
108, 110 va 112 twong ung; (h) SEQ ID NO: 116, 118, 120, 124, 126 va 128 tuong
tng; (i) SEQ ID NO: 132, 134, 136, 140, 142 va 144 tuong tng; (j) SEQ ID NO: 148,
150, 152, 156, 158 va 160 twong tmg; (k) SEQ ID NO: 164, 166, 168, 172, 174 va 176
twong tng; (1) SEQ ID NO: 180, 182, 184, 188, 190 va 192 tuong ung; (m) SEQ ID
NO: 196, 198, 200, 204, 206 va 208 tuong mg; (n) SEQ ID NO: 212, 214, 216, 220,
222 va 224 twong (mg; (o) SEQ ID NO: 228, 230, 232, 236, 238 va 240 tuong ung; (p)
SEQ ID NO: 244, 246, 248, 252, 254 va 256 tuong ung; (q) SEQ ID NO: 260, 262,
264, 268, 270 va 272 tuong tng; (r) SEQ ID NO: 276, 278, 280, 284, 286 va 288
twong mg; (s) SEQ ID NO: 292, 294, 296, 300, 302 va 304 twong ung; (t) SEQ ID
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NO: 308, 310, 312, 300, 302 va 304 twong tng; (u) SEQ ID NO: 316, 318, 320, 324,
326 va 328 tuong tng; (v) SEQ ID NO: 332, 334, 336, 340, 342 va 344 tuong Ung;
(w) SEQ ID NO: 348, 350, 352, 356, 358 va 360 tuwong ung; (x) SEQ ID NO: 364,
366, 368, 372, 374 va 376 tuong tmg; (y) SEQ ID NO: 380, 382, 384, 388, 390 va 392
turong ung; (z) SEQ ID NO: 396, 398, 400, 404, 406 va 408 twong ung; (a’) SEQ ID
NO: 412, 414, 416, 420, 422 va 424 tuong ting; (b’) SEQ ID NO: 428, 430, 432, 436,
438 va 440 tuong tmg; (¢’) SEQ ID NO: 444, 446, 448, 452, 454 va 456 tuong ung;
(d>) SEQ ID NO: 460, 462, 464, 468, 470 va 472 tuong tng; (¢’) SEQ ID NO: 476,
478, 480, 484, 486 va 488 tuong ng; va () SEQ ID NO: 492, 494, 496, 500, 502 va
504 tuong Ung.

Muc 20. Khang thé hosic manh gin két khang nguyén theo muc bét ky trong sb
céc muc tir 17 dén 19, trong d6 khang thé hodc manh gin két khang nguyén ndy chua
cip trinh ty axit amin cia ving HCVR/LCVR dugc chon tir nhém bao gém: (a) SEQ
ID NO: 2 va 10, (b) SEQ ID NO: 18 va 26, (c) SEQ ID NO: 34 va 42, (d) SEQ ID
NO: 50 va 58, (e) SEQ ID NO: 66 va 74, (f) SEQ ID NO: 82 va 90, (g) SEQ ID NO:
98 va 106, (h) SEQ ID NO: 114 va 122, (i) SEQ ID NO: 130 va 138, (j) SEQ ID NO:
146 va 154, (k) SEQ ID NO: 162 va 170, (1) SEQ ID NO: 178 va 186, (m) SEQ ID
NO: 194 va 202, (n) SEQ ID NO: 210 va 218, (o) SEQ ID NO: 226 va 234, (p) SEQ
ID NO: 242 va 250, (q) SEQ ID NO: 258 va 266, (r) SEQ ID NO: 274 va 282, (s)
SEQ ID NO: 290 va 298, (t) SEQ ID NO: 306 va 298, (u) SEQ ID NO: 314 va 322,
(v) SEQ ID NO: 330 va 338, (w) SEQ ID NO: 346 va 354, (x) SEQ ID NO: 362 va
370, (y) SEQ ID NO: 378 va 386, (z) SEQ ID NO: 394 va 402, (a’) SEQ ID NO: 410
va 418, (b’) SEQ ID NO: 426 va 434, (¢’) SEQ ID NO: 442 va 450, (d’) SEQ ID NO:
458 va 466, (¢’) SEQ ID NO: 474 va 482, va (f) SEQ ID NO: 490 va 498.

Muc 21. Khang thé hoic manh gén két khang nguyén theo muc bét ky trong 56
cac muc tr 17 dén 20, trong d6 khang thé nay chira chudi ning c6 trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO: 509 va chudi nhe ¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:
510.

Muc 22. Dugc phidm chira khang thé hoic manh gén két khang nguyén cla né
theo muc bét ky trong sé cac muc tir 1 dén 21 va chét mang hodc chat pha loing dugc

dung.
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Muc 23. Phén tir polynucleotit duge phén l4p chira trinh tw polynucleotit ma
hoa ving HCVR cua khéng th nhu dugc néu trong muc bét ky trong sd cac muc tir 1
dén 21.

Muc 24. Phan tir polynucleotit dugc phén lap chira trinh tu polynucleotit ma
héa ving LCVR cua khang thé nhu duge néu trong muc bat ky trong s6 cac muc tir 1
dén 21,

Muc 25. Vecto chira polynucleotit theo muc 23 va/hodc polynucleotit theo muc
24.

Muc 26. Té bao chu biéu hién vecto theo muc 25.

Muc 27. Khang thé hoic manh gin két khang nguyén ctia né theo muc bét ky
trong s6 cac muc tir 1 dén 21, hoic duoc phém theo muc 22, dung dé e ché su phat
trién cta khéi u hodc té bao khdi u & dbi twong can diéu tri.

Muc 28. Khang thé hozc manh gin két khang nguyén ctia né, hodc dugce pham,
dé str dung theo muc 27, trong do khéi u 1a khéi u nguyén phét hodc tai phat.

Muc 29. Khang thé hodc manh gin két khang nguyén cia no, hodc dugc pham,
dé st dung theo muc 27, trong d6 khéi u 12 khdi u da tao thanh.

Muc 30. Khang thé hodc manh gin két khang nguyén ctia né, hoic dugc pham,
d& st dung theo muc bat ky trong sd cac muc tir 27 dén 29, trong d6 khbi u xuét hién &
d6i twong mac bénh hoic rdi loan dugce chon tir nhém bao gﬁ‘)m bénh ung thu mau,
bénh ung thu ndo, bénh ung thu t& bao than, bénh ung thu budng trimg, bénh ung thu
bang quang, bénh ung thu tuyén tién liét, bénh ung thu da, bénh ung thu than, bénh
ung thu ¢d tir cung, bénh ung thu da day, bénh ung thu tuy, bénh ung thu vu, caxinom
té bao gan, bénh ung thu xuong, bénh ung thu rudt két, bénh ung thu phdi té bao
khong nho, caxinom té bao cb vay vung ddu va cb, bénh ung thu két tryc trang, u
trung biéu mé, u lymphd té bao B, u tiy, va u melanin.

Muc 31. Khang thé hodic manh gin két khang nguyén cua no, hodc duoc phém,
dé st dung theo muc bat ky trong s6 cac muc tir 27 dén 30, trong d6 khang thé hoic
manh gin két khang nguyén ctia n6 hogc dugc phdm dugc sir dung cho dbi tugng dudi
dang lidu ban dau, sau d6 1a mot hodc nhidu lidu thir hai, trong d6 mdi lidu thtr hai
duogc st dung sau lidu ngay trude do6 tir 1 dén 12 tuan.

Muc 32. Khang thé hoic manh gin két khang nguyén cia no, hodc dugc phém,
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dé str dung theo muc 31, trong d6 khéang thé hoic manh gin két khang nguyén cta nd
hodc duogc phém dugc st dung cho dbi tuong voi lidu nim trong khoang tir 25 dén
600mg.

Muc 33. Khang thé hoic manh gin két khang nguyén ctia no, hodc duge phim,
d8 str dung theo muc bat ky trong sb cac muc tir 27 dén 32, trong d6 khang thé hodc
ménh gn két khang nguyén ctia né duge st dung cho dbi twong két hop vai chét didu
tri thir hai.

Muc 34. Khang thé hodc manh gin két khang nguyén ctia né, hodc dugce pham,
dé sur dung theo muc 33, trong do chit diéu tri th hai dugc chon tir nhém bao gém
chét trc ché LAG3, khang th& véi khang nguyén dac hiéu khdi u, khang thé v6i khang
nguyén té bao dd nhidm virut, chdt tc ché PD-1, chét trc ché PD-L1, chit &c ché
CD20, khang thé dac hiéu kép véi CD20 va CD3, thuc phém chirc nang nhu chét
chéng oxy hoa, chit dbi khang VEGF, vacxin bénh ung thu, chit hoa tri liéu, chat gay
doc té bao, xa tri, phiu thuét, va lidu phap khac bit ky hitu ich dé cai thién it nhit mot
triéu chirng lién quan dén bénh hoic rdi loan.

Muc 35. Khang thé hoic manh gin két khang nguyén clia né, hodc duge pham,
dé sur dung theo muc 33 hodc 34, trong dé chét diéu tri thir hai 1a chét trc ché PD-1.

Muc 36. Khang thé hoac manh gin két khang nguyén ctia no, hoic duge phém,
dé s dung theo muc bat ky trong sb cac muc tir 33 dén 35, trong do chét e ché PD-1
la cemiplimab, nivolumab hodc pembrolizumab.

Muc 37. Khang thé hoic manh gén két khang nguyén cua nd, hoac dugc phém,
dé str dung theo muc 36, trong d6 chét wrc ché PD-1 duoc sir dung véi lidu 1, 3 hodc 10
mg/kg thé trong ctia ddi tugng.

Muc 38. Khang thé hodc manh gén két khang nguyén ciia nd, hodc dugc phim,
dé str dung theo muc bt ky trong s6 cac muc tir 33 dén 35, trong do6 chat e ché PD-1
duge str dung véi liéu nam trong khoang tir 50 dén 1200mg.

Muc 39. Khang thé hoic manh gan két khang nguyén ctia n6, hoic duoc pham,
dé sir dung theo muc bat ky trong s6 cac muc tir 27 dén 38, trong d6 khang thé hoic
manh gin két khang nguyén ctia n6 hodc dugc phim dugce sir dung qua dudng dudi
da, trong tinh mach, trong khi u, quanh khéi u, trong chan bi, trong mang bung, qua

duong miéng, trong co hodc trong so.
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Muc 40. Khang thé hoic manh gin két khang nguyén cia né theo muc bét ky
trong s cac muc tir 1 dén 21, hodc dugc phém theo muc 22, dé su dung trong viéc
didu tri bénh hodic rdi loan co thé didu tri bing cach tao dbi khang CTLA-4 & dbi
twong can diéu tri.

Muc 41. Khang thé hoic manh gin két khang nguyén cia no, hodc dugc phim,
dé str dung theo muc 40, trong d6 bénh hodc r6i loan 14 bénh nhiém virut man tinh do
virut dugc chon tir nhém bao gdm virut gdy suy giam mién dich & ngudi (human
immunodeficiency virus: HIV), virut viém gan C (hepatitis C virus: HCV), virut viém
gan B (hepatitis B virus: HBV), virut gdy u nhi ¢ ngudi (human papilloma virus:
HPV), virut gdy viém mang nido dam rdi mang mach té bao lympho (lymphocytic
choriomeningitis virus: LCMV) va virut gdy suy giam mién dich & khi (simian
immunodeficiency virus: SIV) gdy ra.

Muc 42. Khang thé hodc manh gan két khang nguyén ctia no, hodc dugce phim,
dé st dung theo muc 40, trong d6 bénh hodc rbi loan duge chon tir nhém bao gém
bénh ung thu mau, bénh ung thu ndo, bénh ung thu té bao than, bénh ung thu buéng
trimg, bénh ung thu bang quang, bénh ung thu da, bénh ung thu c¢b tir cung, bénh ung
thu da day, bénh ung thu than, bénh ung thu tuyén tién liét, bénh ung thu v, caxinom
té bao gan, bénh ung thu xuong, bénh ung thu rudt két, bénh ung thu phdi t& bao
khong nhé, caxinom té bao c6 vay ving diu va cb, bénh ung thu két truc trang, u
trung biéu md, u lympho té bao B, va u melanin.

Muc 43. Phuong phap tao ra khang thé khang CTLA-4 hodc manh gan két
khéang nguyén cua no, bao gdm budc cho té bao chi theo muc 26 sinh trudng trong
diéu kién cho phép tao ra khing thé hodc manh gin két khang nguyén ctia né, va thu
hoi khang thé hodc manh gin két khang nguyén ctia né dugc tao ra nay.

Muc 44. Phuong phap theo muc 43, trong d6 phuong phép nay con bao g0m
bude bao ché khang thé hosc manh gan két khang nguyén cla né dusi dang dugc
phém chira chit mang dugc dung .

Muc 45. Khang thé khang CTLA-4 hodc manh gén két khang nguyén ctia né dé
sir dung két hop véi khang thé khang PD-1 trong viée diéu tri bénh ung thu phoi té
bao khong nho & ddi twong can diéu tri.

Muc 46. Khang thé khang CTLA-4 hodic manh gén két khang nguyén ciia n6 dé
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stt dung theo muc 45, trong d6 khang thé khang CTLA-4 hodc manh gin két khang
nguyén cua né la khang thé hodc manh gin két khang nguyén cua n6 nhu néu trong
muc bat ky trong s6 cac muc tir 1 dén 21.

Muc 47. Khang thé hoic manh gin két khang nguyén cta no dé st dung theo
muc 45 hodc 46, trong d6 khang thé khang CTLA-4 chira cac ving CDR cia HCVR
¢6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 194 va cac ving CDR cua LCVR ¢0 trinh
tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 202.

Muc 48. Khang thé hoic manh gin két khang nguyén clia né dé sir dung theo
muc bat ky trong sb cac muc tir 45 dén 47, trong d6 khéng thé khang CTLA-4 chta
ving HCDR1 ¢6 trinh tu SEQ ID NO: 196, vung CDR2 c¢6 trinh tu SEQ ID NO: 198,
ving HCDR3 ¢6 trinh ty SEQ ID NO: 200, ving LCDR1 ¢6 trinh tu SEQ ID NO:
204, ving LCDR2 ¢6 trinh ty SEQ ID NO: 206, va ving LCDR3 ¢6 trinh tu SEQ ID
NO: 208.

Muc 49. Khang thé hodc manh gan két khang nguyén cua no dé st dung theo
muc bat k¥ trong s6 cac muc tir 45 dén 48, trong d6 khang thé khang CTLA-4 chua
ving HCVR c¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 194, va ving LCVR ¢6 trinh
tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 202.

Muc 50. Khéang thé hoic manh gin két khang nguyén ctia né dé st dung theo
muc bét ky trong s6 cac muc tir 45 dén 49, trong d6 khang thé khang CTLA-4 chira
ving 6n dinh chudi ning IgG1 cta ngudi.

Muc 51. Khang thé hoic manh gin két khang nguyén cla n6 dé sir dung theo
muc bét ky trong s6 cac muc tir 45 dén 50, trong d6 khéng thé khang CTLA-4 chira
chudi ning c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 509 va chudi nhe c6 trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO: 510.

Muc 52. Khang thé hodc méanh gan két khang nguyén clia né dé sir dung theo
muc bat ky trong sb cac muc tir 45 dén 51, trong d6 khang thé khang PD-1 1a
cemiplimab.

Muc 53. Khang thé hoac manh gin két khang nguyén ctia n6 dé st dung theo
muc bt ky trong sé céc muc tir 45 dén 52, trong d6 khang thé khang CTLA-4 hodc
manh gin két khang nguyén cta n6 dugc sir dung véi liéu nim trong khoang tir 25 dén

600mg.
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Muc 54. Khang thé hoic méanh gin két khang nguyén cﬁa n6 dé st dung theo
muc bt ky trong s6 cac muc tir 45 dén 53, trong d6 khang thé khang PD-1 dugc sir
dung v6i lidu ndm trong khoang tir 50 dén 1200mg.

Muc 55. Khang thé hoic manh gin két khang nguyén clia nd dé sir dung theo
muc bét ky trong s cac muc tir 45 dén 54, trong d6 khang thé khang CTLA-4 hodc
ménh gin két khang nguyén ctia n6 duge st dung dudi dang lidu ban dAu, sau d6 1a
mot hoac nhiéu liéu tht hai, trong do mdi liéu thtr hai duoc st dung sau lidu ngay
truge do tir 1 dén 12 tuén.

Muc 56. Khang thé hodc manh gén két khang nguyén ctia né dé sir dung theo
muc bét ky trong s cac muc tir 45 dén 55, trong d6 bénh ung thu phéi té bao khong
nhé (NSCLC) 12 bénh NSCLC tién trién hoic di can.

Muc 57. Duoc phém theo muc 22 dé st dung Két hop véi khang thé khéng PD-
1 trong viéc didu tri bénh ung thu phdi té bao khong nho & d6i tuong can diéu tri.

Sang ché khong bi gidi han pham vi béi cac phuong én cu thé dugc mo ta &
day. That vdy, cac cai bién khac nhau ciia sdng ché ngoai céc cai bién di dugc md ta &
day s& trd nén rd rang voi ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vue nay tir phan mo
ta trén day. Céc cai bién nay dugc du dinh 1a vin nim trong pham vi ctia phan yéu cau

bao ho kém theo.
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YEU CAU BAOHO

I. Khéng thé hojc manh gén két khang nguyén clia no gén két dac hi¢u voi protein lién quan
dén té bao lympho T gy doc té bao 4 (cytotoxic T-lymphocyte -associated protein 4: CTLA-
4), trong d6 khang thé hodc manh gin két khang nguyén cia né bao goém vang bién déi
chudi ning (heavy chain variable region: HCVR) bao gdém ba ving quyét dinh tinh b tro
(complementarity determining region: CDR) chudi ning (HCDR1, HCDR2 va HCDR3) bao
gdm cic trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 196, 198 va 200, tuong (ng va viing bién
déi chudi nhe (light chain variable region: LCVR) bao gom ba CDR chudi nhe (LCDRI1,
LCDR2 va LCDR3) bao gdm cc trinh ty axit amin néu trong SEQ [D NO: 204, 206 va 208.

2. Khang thé hogc manh gan két khdng nguyén theo diém 1, trong d6 khang thé hodc manh
gfn két khang nguyén ctia né bao gom HCVR bao gom trinh ty axit amin néu trong SEQ 1D

NO: 194 va LCVR bao gdm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 202.

3. Khang thé hosic manh gin két khang nguyén ctia né theo diém 1 hodc 2, trong d6 khang

thé hodc manh gin két khéang nguyén cua né 1a khang thé don dong.

4. Khang thé hogc manh gén két khang nguyén cta né theo diém bat ky trong so cac diém tir
1 dén 3, trong d6 khang th¢ hodic manh gin ket khéang nguyén cta né 1a khang thé hoan toan

clia nguol.

5. Khang thé hoic manh gén két khang nguyén ctia n6 theo diém bat ky trong so céac diém tir
1 dén 4, trong d6 khang thé hogc méanh gan két khang nguyén cta no6 bao gdm vung co dinh

chuoi ning IgG1 cua ngudi.

6. Khang thé hogc manh gén két khang nguyén cla no theo diém bat ky trong s6 cac diém tir
1 dén 5 ma 1a khang thé bao gdm chudi ning va chudi nhe, trong do chudi nang bao gbm

trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 509.

7. Khang thé hoiic manh géin két khang nguyén ctia n6 theo diém bét ky trong so cac diém tir
| dén 5 ma 1a khang thé bao gdm chudi ning va chudi nhe, trong dé chudi nhe bao gom

trinh tu axit amin néu trong SEQ 1D NO: 510.

8. Khang thé hoic manh géan két khang nguyén cla n6 theo diém bét ky trong s6 cdc diém tur
| dén 5 ma la khéng thé bao gdm chudi ning va chuoi nhe, trong do chuol ndng bao gom
1
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trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 509 va chudi nhe bao gdm trinh ty axit amin néu

trong SEQ ID NO: 510.

9. Dugc pham bao gom khéang thé duoc phan lap hodc manh gan két khang nguyén cua no

theo diém bat k¥ trong o cac diém tir I dén 8 va chat mang hoic chat pha lodng dugc dung.

10. Phéan tir polynucleotit dd phan lap bao gdm trinh tu polynucleotit md héa HCVR ctia

khang thé nhu dugc néu trong diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 8.

1 1. Phén tir polynucleotit dd phan lap bao gdm trinh ty polynucleotit mé hoa LCVR cua

khang thé nhu duoc néu trong diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén &.

12. Vecto bao gdbm phan tir polynucleotit theo diém 10 vd/hodc phén tir polynucleotit theo

diém 11.

13. Té bio chu da phan 14p biéu hién vecto theo diém 12.

14. Cap phan tir polynucleotit da phédn Idp, trong d6 cdp nay bao gdm: phén tr polynucleotit
thit nhét bao gém trinh tu polynucleotit ma héa HCVR cua khang thé hodc méanh gin két
khang nguyén ctia n6 nhu dugc néu trong diém bt ky trong s6 cac diém tir 1 dén 8; va phén
tir polynucleotit thir hai bao gbm trinh ty polynucleotit ma hoa LCVR cua khang thé hoic
ménh gin két khang nguyén cua né nhu duge néu trong diém bt ky trong sb cic diém tir 1

dén 8.

15. Cap vecto bao gdm céc phén tir polynucleotit trong Gng ctia cdp phén tir polynucleotit

da phén lap theo diém 14.
16. Té bao chu biéu hién cip vecto theo diém 15.

17. Phuong phép tao ra khang thé khang CTLA-4 hodic manh gin ket khang nguyén cta no,
bao gébm bude cho té bao chu theo diém 13 hodc 16 sinh truong trong cac diéu kién cho
phép tao ra khing thé hoic manh khang thé, va thu hdi khang thé hoic manh khang thé

duogc tao ra nay.

18. Phuong phép theo diém 17, trong d6 phuong phép nay con bao gbm budc bao ché khing
thé hodic manh gin két khang nguyén cta n6 duéi dang dugc phidm bao gém chit mang

duge dyng.

[
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<110> Regeneron Pharmaceuticals,

50111

DANH MUC TRINH TU

Inc.

<120> Khéngthégénkétdéch@uvdiCTU¥4,duqcphﬁnwvéphucngphéptaorakhéngthénéy

<130>

<150>
<151>

<150>
<151>

<150>
<151>

<150>
<151>

<160>
<170>
<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

1

5

0360W0O01

62/537,753
2017-07-27

62/588,853
2017-11-20

62/645,284
2018-03-20

©2/685,599
2018-06-15

10

FastSEQ cho Windows phién ban 4.0

1
3
A

51
DN

Trinh tu nhan tao

t

1

&ng hop

caggttcage
tcctgcaagg
cctggacaag
gcacagaagt
atggagctga
caattcggta

<210> 2

<211> 117
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 2

tggtgcagtc
cttctgatta
ggcttgagtg
tcaagggcag
ggagcctgag
tggacgtctg

téng hop

tggagctgag
cacctttacc
gatgggctgg
agtcaccatg
atctgacgac

gggccaaggg

Trinh tu nhan tao

gtgaagaagc
agctatggta
atcagcgttt
accacagaca
atggccgtgt
accacggtca

ctggggcctce
tcagctgggt
acaatggtaa
catccacgag
attactgtgce
ccgtctecte

agtgaaggtc
gcgacaggcc
tataaactat
cactgcctac
gagagtgacc
a

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

1

5

10

15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Asp Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr

60

120
180
240
300
351
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Gly Ile

Gly Trp
50

Lys Gly

65

Met Glu

Ala Arg

Val Thr

<210> 3

<211> 24

Ser
35

Ile
Arg
Leu

Val

val
115

<212> ADN
<213> Trinh

<220>

20
Trp

Ser
Val
Arg
Thr

100
Ser

Val
val
Thr
Ser
85

Gln

Ser

ty nhan

<223> tdéng hop

<400> 3

Arg
Tyr
Met
70

Leu

Phe

tao

Gln
Asn
55

Thr
Arg

Gly

gattacacct ttaccagcta tggt

<210> 4
<211> 8

<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> tbéng hop

<400> 4

Asp Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Gly

1

<210> 5

<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> tbdng hop

<400> 5

5

atcagcgttt acaatggtaa tata

<210> 6
<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

Ala
40

Gly
Thr

Ser

Met

50111

25
Pro

Asn
Asp
Asp

Asp
105

Gly
Ile
Thr
Asp

vVal

Gln
Asn
Ser
75

Met

Trp

Gly
Tyr
60

Thr
Ala

Gly

Leu
45

Ala
Ser

val

Gln

30
Glu

Gln
Thr
Tyr

Gly
110

Trp
Lys
Ala
Tyr

95
Thr

Met
Phe
Tyr
80

Cys

Thr

24

24
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<220>
<223> téng

<400> 6

hop

Ile Ser Val Tyr Asn Gly Asn Ile

1

<210> 7
<211> 30
<212> ADN
<213>

<220>

<223> tdéng

<400> 7

5

hop

Trinh tu nhan tao

gcgagagtga cccaattcgg tatggacgtc

<210> 8

<211> 10
<212> PRT
<213>

<220>

<223> téng

<400> 8

hop

Trinh tu nhan tao

50111

Ala Arg Val Thr Gln Phe Gly Met Asp Val

1

<210> 9

<211> 321
<212> ADN
<213>

<220>
<223> tbng
<400> 9

gacatccaga
atcacttgcc
gggaaagccc
aggttcagtg
gaagattttg
gggaccaaag

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

10
107
PRT

5

hop

tgacccagtc
gggcaagtca
ctaagctcct
gcagtggatc
caacttacta
tggatatcaa

Trinh ty nhdn tao

tccatcctece
gagcattagt
gatctatact
tgggacagat
ctgtcaacag
a

Trinh tu nhén tao

10

ctgtctgcat
agtaatttaa
acatccagtt
ttcactctca
agtttcagga

ctgtaggaga
attggtatca
tgcaaggtgg
ccatcagcag
ccccattcac

cagagtcacc
gcagaatcca
ggtcccatca
tctacaacct
tttcggcect

30

60

120
180
240
300
321
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<220>
<223> téng hop

<400> 10
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Asn
20 25 30
Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Asn Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Thr Thr Ser Ser Leu Gln Gly Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Phe Arg Thr Pro Phe
85 90 95
Thr Phe Gly Pro Gly Thr Lys Val Asp Ile Lys
100 105

<210> 11

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 11
cagagcatta gtagtaat 18

<210> 12

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 12
Gln Ser Ile Ser Ser Asn
1 5

<210> 13

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 13
actacatcc 9



<210> 14
<211> 3
<212> PRT
<213>

<220>
<223> téng

<400> 14

hop

Thr Thr Ser

1

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

15
27
ADN

<220>
<223> tbng

<400> 15

hop

Trinh tu nhan tao

Trinh ty nhan tao

caacagagtt tcaggacccc attcact

<210> 16
<211> 9

<212> PRT
<213>

<220>
<223> téng

<400> 16

hop

Trinh tu nhén tao

50111

Gln Gln Ser Phe Arg Thr Pro Phe Thr

1

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

17
384
ADN

<220>
<223> téng

<400> 17

gaggtgcagc
tcctgtgcecag
tccgggaaag
gcatattctg
gcgtctctge
gaggatcagc
gggaccacgg

5

hop

tggtggagtc
cctctgggtt
ggctggagtg
cgtcggtgaa
aaatgaacag
agttggtacg
tcaccgtctc

Trinh ty nhén tao

tgggggaggc
caccttcagt
ggttggccegt
aggcaggttc
cctgagaacc
tccatactac
ctca

ttggtccagce
ggctctgcta
attagaggca
accatctcca
gaagacacgg
taccactacg

ctggggggte
tgcactgggt
aagctaatag
gagatgactc
ccgtgtattt
gtatggacgt

cctgaaactc
ccgccaggcet
tttcgcgaca
aaagaacacg
ttgtactaga
ctggggccaa

27

60

120
180
240
300
360
384
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

18

128

PRT

Trinh tu nhén

tdng hop

18

Glu Val Gln Leu Val

1

Ser Leu Lys Leu Ser

20

Ala Met His Trp Val

35

Gly Arg Ile Arg Gly

50

Ser Val Lys Gly Arg

65

Ala Ser Leu Gln Met

85

Phe Cys Thr Arg Glu

100

Tyr Gly Met Asp Val

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

<220>
<223>

<400>

115

19

24

ADN

Trinh tu nhéan

téng hop

19

tao

Glu
Cys
Arg
Lys
Phe
70

Asn

Asp

Trp

tao

Ser
Ala
Gln
Ala
55

Thr
Ser

Gln

Gly

gggttcacct tcagtggctc tgct

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

<220>
<223>

<400>

20

8

PRT

Trinh ty nhén

téng hop

20

tao

Gly
Ala
Ala
40

Asn
Ile
Leu

Gln

Gln
120

Gly Phe Thr Phe Ser Gly Ser Ala

1

<210>
<211>

5

21
30

50111

Gly
Ser
25

Ser
Ser
Ser
Arg
Leu

105
Gly

Gly
10

Gly
Gly
Phe
Arg
Thr
90

vVal

Thr

Leu
Phe
Lys
Ala
Asp
75

Glu

Arg

Thr

Val
Thr
Gly
Thr
60

Asp
Asp

Pro

Val

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Ser
Thr
Tyr

Thr
125

Pro
Ser
30

Glu
Tyr
Lys
Ala
Tyr

110
Val

Gly
15

Gly
Trp
Ser
Asn
Val
95

Tyr

Ser

Gly
Ser
Val
Ala
Thr
80

Tyr
His

Ser

24
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<212> ADN
<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<223> téng hop

<400> 21
attagaggca aagctaatag tttcgcgaca 30

<210> 22

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 22
Ile Arg Gly Lys Ala Asn Ser Phe Ala Thr
1 5 10

<210> 23

<211> 57

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 23
actagagagg atcagcagtt ggtacgtcca tactactacc actacggtat ggacgtc 57

<210> 24

<211> 19

<212> PRT

<213> Trinh tuyu nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 24
Thr Arg Glu Asp Gln Gln Leu Val Arg Pro Tyr Tyr Tyr His Tyr Gly
1 5 10 15

Met Asp Val

<210> 25

<211> 321

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>



<223> tbng

<400> 25

gacatccaga
atcacttgcc
gggaaagccc
aggttcagtg
gaagattttg
gggaccaagg

<210> 26
<211> 107
<212> PRT

hop

tgacccagtc
ggacaagtca
ctaagctcct
gcagtggatc
caacttacta

tggagatcaa a

<213> Trinh tu nhan

<220>

<223> tbng hop

<400> 26

Asp Ile Gln Met

1

Asp Arg Val

Leu Asn Trp

35

Tyr Ala Thr

50

Ser Gly Ser

65

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

<210> 27
<211> 18
<212> ADN

<213> Trinh

<220>

Thr
20

Tyr
Ala
Glu

Ala

Gly
100

Thr
Ile
Gln
Ser
Thr
Thr

85
Gly

tu nhéan

<223> tbng hop

<400> 27

cagagcatta ccaactat

<210> 28
<211> 6
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén

<220>
<223> tdbng

hop

tao

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp
70

Tyr

Thr

tao

tao

Ser
Cys
Lys
Gln
55

Phe

Tyr

Lys

tccatcctcce
gagcattacc
gatctatgct
tgagacagat
ctgtcaacag

Pro
Arg
Pro
40

Ser
Thr

Cys

val

50111

ctgtctgcat
aactatttaa
acagccagtt
ttcactctca
agttacagta

Ser
Thr
25

Gly
Gly
Leu

Gln

Glu
105

Ser
10

Ser
Lys
Val
Thr
Gln

90
Ile

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Ser

Lys

ctgtaggaga
attggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag
ccccgctcac

Ser
Ser
Pro
Ser
60

Ser

Tyr

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Ser

Ser
Thr
30

Leu
Phe

Leu

Thr

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
tctgcaacct
tttcggcgga

Val
15

Asn
Leu
Ser

Gln

Pro
95

Gly
Tyr
Ile
Gly
Pro

80
Leu

60

120
180
240
300
321

18
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50111

<400> 28
Gln Ser Ile Thr Asn Tyr
1 5

<210> 29

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 29
gctacagcc

<210> 30

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tuyu nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 30
Ala Thr Ala
1

<210> 31

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 31
caacagagtt acagtacccc gctcact

<210> 32

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 32

Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro Leu Thr
1 5

<210> 33

27
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<211> 369
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> tdng hop

<400> 33

cagatcacct tgaaggagtc tggtcctacg

acctgcacct tctctgggtt ctcactcagce

cagtccccag gaagggccct ggagtggctg

tatagtccat ctctgaagag caggctcacc

gtcctcgcaa tggccaacat ggaccccegtg

aacatcgaat atagaaggtc gtacttcttt

gtctcctca

<210> 34

<211> 123

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>

<223> tdéng hop

<400> 34

Gln Ile Thr Leu Lys Glu Ser Gly

1 5
Thr Leu Thr Leu Thr Cys Thr Phe
20

Gly Val Gly Val Gly Trp Ile Arg
35 40

Trp Leu Ala Leu Ile Tyr Trp Asn

50 55

Leu Lys Ser Arg Leu Thr Ile Thr

65 70

Val Leu Ala Met Ala Asn Met Asp

85
Cys Ala His Arg Asn Ile Glu Tyr
100

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr
115 120

<210> 35

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>

<223> tdéng hop

<400> 35

gggttctcac tcagcactag tggagtgggt

50111

ctggtgaaac
actagtggag
gcactcattt
attaccaagg
gacacagcca
gactactggg

Thr
10
Gly

Pro Leu

Ser Phe
25
Gln

Ser Pro

Asp His Glu
Thr
75

Asp

Lys Asp
Val
90
Arg

Pro
Arg Ser
105
val

Ser Ser

10

ccacacagac
tgggtgtggg
attggaatga
acacctccaa
catatttctg
gtcagggaac

Val Lys Pro
Ser
30

Ala

Ser Leu

Gly Arg

Arg Ser
60

Ser

Tyr

Lys Asn

Thr Ala Thr

Phe Phe

110

Tyr

cctcacgctg
ctggatccgt
tcatgagcgce
aaacctggtt
tgcacacaga
cctggtcacc

Thr
15
Thr S

Gln

Leu Glu

Pro Ser
Val
80
Phe

Leu
Tyr

Asp Tyr

60

120
180
240
300
360
369

30
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<210> 36

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 36
Gly Phe Ser Leu Ser Thr Ser Gly Val Gly
1 5 10

<210> 37

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 37
atttattgga atgatcatga g 21

<210> 38

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 38
Ile Tyr Trp Asn Asp His Glu
1 5

<210> 39

<211> 45

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 39
gcacacagaa acatcgaata tagaaggtcg tacttctttg actac 45

<210> 40
<211> 15

<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao

<220>

11
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<223> tdng hop

<400> 40
Ala His Arg Asn Ile Glu Tyr Arg Arg Ser Tyr Phe Phe Asp Tyr
1 5 10 15

<210> 41

<211> 321

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 41

gacatccaga tgacccagtc tccatcttcc gtgtctgcat ctgtaagaga cagagtcacc 60
gtcacttgtc gggcgagtca ggatattaac aactggttag cctggtatca gcagaaacca 120
gggaaagccc ctaaactcct gatctatgct gcatccagtt tacaaagtgg ggtcccatca 180
aggttcagcg gcagtggatc tgggacagat ttcactctca ccatcagcag cctgcagcct 240
gaagattttg caacttacta ttgtcaacag gctaacactt tcccattcac tttcggccct 300
gggaccaaag tggatatcaa a 321

<210> 42

<211> 107

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 42
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Val Ser Ala Ser Val Arg
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr vVal Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asp Ile Asn Asn Trp
20 25 30
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ala Asn Thr Phe Pro Phe
85 90 95
Thr Phe Gly Pro Gly Thr Lys Val Asp Ile Lys
100 105

<210> 43

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

12



50111

<223> téng hop

<400> 43
caggatatta acaactgg

<210> 44

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 44
Gln Asp Ile Asn Asn Trp
1 5

<210> 45

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 45
gctgcatcc

<210> 46

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<223> téng hop

<400> 46
Ala Ala Ser
1

<210> 47

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 47
caacaggcta acactttccc attcact

<210> 48

13

18

27
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<211> 9
<212> PRT
<213>

<220>
<223> tdng

<400> 48

hop

Trinh ty nhén tao

50111

Gln Gln Ala Asn Thr Phe Pro Phe Thr

1

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

49
354
ADN

<220>
<223> téng
<400> 49

caggtgcagc
acctgcactg
ccagggaagg
ccctccectea
aacctgaact
gggtactacg

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

50
118
PRT
Trinh

<220>
<223> téng
<400> 50
Gln Val Gln
1
Thr Leu Ser
Thr
35
Val

Tyr Trp

Gly Tyr

50

Ser Arg Val

65

Asn Leu Asn

Arg Gly Thr

Thr Val Thr

115

5

hop

tgcaggagtc
tctctggtgg
gactggagtg
agagtcgagt
ctgtgaccgc
gtatggacgt

ty nhéan

hop

Leu Gln

Leu Thr
20
Trp Ile

Tyr Tyr

Thr Ile
Val
85

Gly

Ser

Leu
100

Val Ser

Glu
Cys
Arg
Ser
Ser
70

Thr

Tyr

Trinh ty nhan tao

gggcccagga
ctccatcaat

gattggatat
caccatatca
tgcggaaacg
ctggggccaa

tao

Ser Gly

Thr Val

Gln Pro
40
Gly Ser
55
Val Asp

Ala Ala

Tyr Gly

Ser

Thr

Thr

Glu

Met

ctggtgaagc
agttattact
gtctattaca
gtagacacgt
gccgtgtatt
gggaccacgg

Pro Gly Leu
10

Ser Gly

25

Pro

Gly

Gly Lys

Thr Tyr

Ser Lys
75
Thr Ala
90
Asp Val

105

14

cttcggagac
ggacctggat
gtgggagcac
ccaagaacca
actgtgcgag
tcaccgtctc

Val Lys

Ser Ile
30
Leu
45
Pro

Gly

Asn
60
Asn Gln

Val Tyr

Trp Gly

Pro
Asn
Glu
Ser
Phe
Tyr

Gln
110

cctgtcectc
ccggcagccce
cacctacaac
gttcttcctg
agggacactg
ctca

Ser Glu
15
Ser Tyr

Trp Ile

Leu Lys

Phe Leu
80
Cys Ala
95

Gly Thr

60

120
180
240
300
354
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<210> 51

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 51

50111

ggtggctcca tcaatagtta ttac

<210> 52

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 52
Gly Gly Ser Ile Asn Ser
1 5

<210> 53

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 53
gtctattaca gtgggagcac c

<210> 54

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 54
Val Tyr Tyr Ser Gly Ser
1 5

<210> 55

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhén tao

Tyr Tyr

Thr

15

24

21

168/292



<220>
<223> tdng

<400> 55

hop

50111

gcgagaggga cactggggta ctacggtatg gacgtc

ctccagggga
tagcctggta
tcagggccac
tcgccatcag
ggtcacctct

Ser Leu

Ser Phe

30
Ala Pro
45
Pro Asp
60

Ile Ser

<210> 56
<211> 12
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> téng hop
<400> 56
Ala Arg Gly Thr Leu Gly Tyr Tyr Gly Met Asp Val
1 5 10
<210> 57
<211> 324
<212> ADN
<213> Trinh ty nhédn tao
<220>
<223> tbng hop
<400> 57
gaaattgtgt tgacgcagtc tccaggcacc ctgtctttgt
ctctcctgca gggccagtca gagttttagce aacaactact
cctggccagg ctcccaggcet cctcatctat ggtacatcca
gacaggttca gtggcagtgg gtctgggaca gacttcactc
cctgaagatt ttgcagtgta ttattgtcag cagtatggta
ggagggacca aggtggagat caaa
<210> 58
<211> 108
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhan tao
<220>
<223> tdng hop
<400> 58
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu
1 5 10
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln
20 25
Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40
Ile Tyr Gly Thr Ser Ile Arg Ala Thr Gly Ile
50 55
Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Ala
65 70 75

16

Ser
Ser
Arg
Arg

Arg

aagagccacc
ccagcagaaa
tggcatccca
cagactggag
cactttcggc

Pro
15
Asn

Gly
Asn
Leu Leu
Phe Ser

Glu
80

Leu

36

60

120
180
240
300
324
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Pro Glu Asp Phe Ala Val

50111

85 90

Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

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

<220>
<223>

<400>

100 105

59

21

ADN

Trinh ty nhan tao

tdng hop

59

cagagtttta gcaacaacta c

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

<220>
<223>

<400>

60

7

PRT

Trinh ty nhan tao

tdng hop

60

Gln Ser Phe Ser Asn Asn Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

5

61

9

ADN

Trinh ty nhdn tao

tdng hop

61

ggtacatcc

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

<220>

62

3

PRT

Trinh ty nhan tao

<223> tdng hop

<400> 62
Gly Thr Ser

1

17

Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Gly Arg Ser Pro

95

21
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<210> 63
<211> 27
<212> ADN
<213>

<220>
<223> tdng

<400> 63

hop

Trinh ty nhan tao

cagcagtatg gtaggtcacc tctcact

<210> o4
<211> 9
<212> PRT
<213>

<220>
<223> tdng

<400> 64

hop

Trinh ty nhén tao

50111

Gln Gln Tyr Gly Arg Ser Pro Leu Thr

1

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

65
354
ADN

<220>
<223> tdng
<400> 65

caggtgcagc
tcctgtgcag
ccaggcaagg
gcagactccg
ctgcaaatgt
cacctcggcg

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

66
118
PRT

<220>
<223> tbng

<400> 66

Gln Val Gln Leu Val Glu

1

Ser Leu Arg Leu Ser Cys

Gly Met Asn Trp Val Arg

5

hop

tggtggagtc
cgtctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgag
cttttgatat

hop

5

20

Trinh ty nhdn tao

tgggggaggc
caccttcagt
ggtggcagtt
attcaccatc
agccgaggac
ctggggccaa

Trinh ty nhén tao

gtggtccagc
agttatggca
acatggtatg
tccagagaca
acggctatgt

gggacaatgg

10

25

18

ctgggaggtc
tgaactgggt
atggaagtaa
attccaagaa
attattgtgt
tcaccgtctc

30

cctgagactc
ccgccaggcet
taaacattat
cacgctgtat

gagagggggyg
ttca

Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg

15

Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr

Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val

27

60

120
180
240
300
354
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Ala Va
50

Lys Gl

65

Leu Gl

Val Ar

Met Va

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

<220>
<223>

<400>

35
1 Thr

y Arg

n Met

g Gly

1 Thr
115

67

24
ADN
Trinh

Trp
Phe
Tyr
Gly

100
val

Tyr
Thr
Ser
85

His

Ser

ty nhan

tdng hop

67

Asp
Ile
70

Leu

Leu

Ser

tao

40
Gly Ser

Ser Arg
Arg Ala

Gly Ala

ggattcacct tcagtagtta tggc

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

<220>
<223>

<400>

Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Gly

1

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

<220>
<223>

<400>

68
8
PRT

Trinh tyu nhé&n tao

tdng hop

68

69
24
ADN

5

Trinh ty nhén tao

tdng hop

69

acatggtatg atggaagtaa taaa

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

<220>

70
8
PRT

Trinh ty nhé&n tao

50111

Asn
Asp
Glu

Phe
105

Lys
Asn
Asp

90
Asp

19

His
Ser
75

Thr

Ile

Tyr
60

Lys
Ala

Trp

45
Ala

Asn
Met

Gly

Asp
Thr
Tyr

Gln
110

Ser
Leu
Tyr

95
Gly

Val
Tyr
80

Cys

Thr

24

24
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<223> téng

<400> 70

hop

Thr Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Lys

1

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

71
33
ADN

<220>
<223> tbng

<400> 71

5

hop

Trinh ty nhédn tao

50111

gtgagagggg ggcacctcgg cgcttttgat atc

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

72
11
PRT

<220>

<223>

<400> 72

tdng hop

Trinh tyu nhén tao

Val Arg Gly Gly His Leu Gly Ala Phe Asp Ile

1

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

73
321
ADN

<220>
<223> tdng
<400> 73

gaaattgtgt
ctctcctgca
ggccaggctce
aggttcagtg
gaagattttg
gggaccaaag

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

74
107
PRT

<220>
<223>

5

hop

tgacgcagtc
gggccagtca
ccaggctcct
gcggtgggte
cagtgtatta
tggatatcaa

téng hop

Trinh ty nhan tao

tccaggcacc
gagtgttagc
catctatggt
tgggacagac
ctgtcagcag
a

Trinh tyu nhan tao

10

ctgtctttgt
agctacttag
gcatccagca
ttcactctca
tatggtagct

20

ctccagggga
cctggtacca
gggccactgg
ccatcagcag
caccattcac

aagagccacc
gcagaaacct
catcccagac
actggagcct
tttcggecect

33

60

120
180
240
300
321
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<400> 74
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Tyr
20 25 30
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Gly Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu Pro
65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro Phe
85 90 95
Thr Phe Gly Pro Gly Thr Lys Val Asp Ile Lys
100 105

<210> 75

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 75
cagagtgtta gcagctac 18

<210> 76

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 76
Gln Ser Val Ser Ser Tyr
1 5

<210> 77

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 77
ggtgcatcc 9

<210> 78

21



50111

<211> 3
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 78
Gly Ala Ser
1

<210> 79

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 79
cagcagtatg gtagctcacc attcact

<210> 80

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 80
Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro Phe Thr
1 5

<210> 81

<211> 363

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 81

caggtccagc tggtgcagtc tggggctgag gtgaagaagc
tcctgcaagg cttctggata caccttcacc gactactata
cctggacagg ggcttgagtg gatggggtgg atcaacccta
gcacagaagt ttcagggccg ggtcaccatg accagggaca
atggacctga tcaggctgag atctgacgac acggccgtgt
gctagctggg actacaacgg tgtggacgtc tggggccaag

tca

<210> 82

22

ctggggcctc
tacactgggt
acaatggtgt
cgtccatcag
attactgtgc
ggaccacggt

agtgaaggtc
gcgacaggcc
ctcaaattat
cacagcctac
gagagagagg
caccgtctcc

27

60

120
180
240
300
360
363
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<211> 121
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 82
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr
20 25 30
Tyr Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45
Gly Trp Ile Asn Pro Asn Asn Gly Val Ser Asn Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60
Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser Ile Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Asp Leu Ile Arg Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Glu Arg Ala Ser Trp Asp Tyr Asn Gly Val Asp Val Trp Gly
100 105 110
Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 83

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> tdbéng hop

<400> 83
ggatacacct tcaccgacta ctat 24

<210> 84

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 84
Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr Tyr
1 5

<210> 85

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

23



50111

<220>
<223> téng hop

<400> 85
atcaacccta acaatggtgt ctca

<210> 86

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 86
Ile Asn Pro Asn Asn Gly Val Ser
1 5

<210> 87

<211> 42

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 87

gcgagagaga gggctagctg ggactacaac ggtgtggacg tc

<210> 88

<211> 14

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 88

Ala Arg Glu Arg Ala Ser Trp Asp Tyr Asn Gly Val Asp Val

1 5 10

<210> 89

<211> 336

<212> ADN

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 89

gatattgtga tgactcagtc tccactctcc ctgcccgtca cccctggaga gccggcectee 60

24

24

42
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catagtaatg
ctcctgatct
ggatcaggca
tattactgca
atcaaa

gatacagcta
atttgggttc
cagattttac
tgcaaggtct

tttggattgg
taatcgggcc
actgaaaatc
acaacctccg

atctcctgca ggtctagtca gagcctcctg

tacctgcaga agccagggca gtctccacaa

tccggggtcee ctgacaggtt cagtggcagt

agcagagtgg aggctgagga tgttggggtt

aacacttttg gccaggggac caagctggag

<210> 90

<211> 112

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> téng hop

<400> 90

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro

1 5

Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg
20

Asn Gly Tyr Ser Tyr Leu Asp Trp

35 40
Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Leu Gly
50 55

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser

65 70

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val

85

Leu Gln Pro Pro Asn Thr Phe Gly
100

<210> 91

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>

<223> téng hop

<400> 91

cagagcctcc tgcatagtaa tggatacagc tat

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

92
11
PRT

<220>
<223> téng

<400> 92

Gln Ser Leu Leu His Ser Asn Gly Tyr Ser Tyr

1

hop

5

Trinh tu nhdn tao

Leu
Ser
25

Tyr
Ser
Gly
Gly

Gln
105

Ser
10

Ser
Leu
Asn
Thr
Val

90
Gly

10

25

Leu
Gln
Gln
Arg
Asp
75

Tyr

Thr

Pro
Ser
Lys
Ala

60
Phe

Val
Leu
Pro
45

Ser

Thr

Thr
Leu
30

Gly
Gly

Leu

Pro
15

His
Gln
Val

Lys

Gly
Ser
Ser
Pro

Ile
80

Met Gln
95

Ile

Tyr Cys Gly
Glu

110

Lys Leu Lys

120
180
240
300
336

33

178/292



50111

<210> 93

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<223> téng hop

<400> 93
ttgggttct

<210> 94

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 94
Leu Gly Ser
1

<210> 95

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhéan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 95
atgcaaggtc tacaacctcc gaacact

<210> 96

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 96
Met Gln Gly Leu Gln Pro Pro Asn Thr
1 5

<210> 97

<211> 354

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

26

27
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<220>
<223> téng hop
<400> 97
cagctgcagc tgcaggagtc gggcccagga
acctgtattg tctctggtgg ctccaccagc
cagcccccag ggaagggtct ggaatggatt
tacgacccgt ccctcaagag tcgagtcacc
tccctgaage tgaactctgt gaccgccgca
tacattaact tctttgactt ctggggccag
<210> 98
<211> 118
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> téng hop
<400> 98
Gln Leu Gln Leu Gln Glu Ser Gly
1 5
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ile Val
20
Thr Tyr Tyr Trp Gly Trp Ile Arg
35 40
Trp Ile Gly Thr Ile His Tyr Ser
50 55
Leu Lys Ser Arg Val Thr Ile Ser
65 70
Ser Leu Lys Leu Asn Ser Val Thr
85
Cys Thr Arg Gln Tyr Ile Asn Phe
100
Leu Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 99
<211> 30
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> tbéng hop
<400> 99

50111

ctagtgaagc
agtaacactt
gggactatcc
atatccgtag
gacacggctg
ggaaccctgg

cttcggagac
actactgggg
attatagtgg
acacgtccaa
tttattactg
tcaccgtctc

cctgtccctc
ctggatccgt
gaacccctac
gaaccacttc
tacgagacag
ctca

Pro
Ser
25

Gln
Gly
Val

Ala

Phe
105

ggtggctcca ccagcagtaa cacttactac

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

100
10
PRT

Trinh tu nhan tao

Gly
Gly
Pro
Asn
Asp
Ala

90
Asp

27

Leu
Gly
Pro
Pro
Thr
75

Asp

Phe

Val
Ser
Gly
Tyr
60

Ser

Thr

Trp

Lys
Thr
Lys
45

Tyr
Lys

Ala

Gly

Pro
Ser
30

Gly
Asp
Asn

Val

Gln
110

Ser
15

Ser
Leu
Pro
His
Tyr

Gly

Glu
Asn
Glu
Ser
Phe
80

Tyr

Thr

60

120
180
240
300
354

30
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<220>
<223> téng hop

<400> 100
Gly Gly Ser Thr Ser Ser Asn Thr Tyr Tyr
1 5 10

<210> 101

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 101
atccattata gtgggaaccc c

<210> 102

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 102
Ile His Tyr Ser Gly Asn Pro
1 5

<210> 103

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 103
acgagacagt acattaactt ctttgacttc

<210> 104

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 104
Thr Arg Gln Tyr Ile Asn Phe Phe Asp Phe
1 5 10

28

21

30
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Ala
Ala
25

Gly

Asp

50111

ctgtctttgt
agatacttag
gcatccaaca
ttcactctca
cgtagcaatt

Thr
10
Ser

Leu
Gln
Gln Ala

Ile Pro

<210> 105

<211> 321

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> tdéng hop

<400> 105

gaaattgtgt tgacacagtc tccagccacc

ctctcctgeca gggccagtca gagtattagce

ggccaggctc ccagggtcct catttatgat

aggttcagtg gcagtgggtc tgggacagac

gaagattttg cagtttatta ctgtcagcag

gggacacgac tggagattaa a

<210> 106

<211> 107

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> tbéng hop

<400> 106

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro

1 5

Glu Arg Val Thr Leu Ser Cys Arg
20

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro

35 40
Tyr Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr
50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr

65 70

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys

85

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Arg Leu
100

<210> 107

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> tdng hop

<400> 107

cagagtatta gcagatac

Leu

Gln

Glu
105

Thr
Gln

90
Ile

29

Ile
75
Arg

Lys

ctccagggga
cctggtatca
gggccactga
ccatcagcag
ggcctatcac

Ser Leu

Ser Ile
30
Pro Arg
45
Ala Arg
60
Ser Ser

Ser Asn

Ser

Ser

Val

Phe

Leu

Trp

aagagtcact
acagaaacct
catcccagcc
tctagagcct
cttcggccaa

Pro
15
Arg

Gly
Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Glu Pro
80
Pro Ille
95

60

120
180
240
300
321

18
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<210> 108

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 108
Gln Ser Ile Ser Arg Tyr
1 5

<210> 109

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 109
gatgcatcc

<210> 110

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 110
Asp Ala Ser
1

<210> 111

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 111
cagcagcgta gcaattggcc tatcacc

<210> 112

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

30

27
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<223> tdng hop

50111

gtggtccagc
tactatggca
atatcatatg
tccagagaca
gcggcetgtgt
tggggccaag

Gly Gly Val

10
Ser Gly Leu
25
Pro

Gly Lys

Asn Lys Tyr
Ser
75

Ala

Asp Asn

Glu Asp

Tyr
105
Ser

Tyr Gly

<400> 112
Gln Gln Arg Ser Asn Trp Pro Ile Thr
1 5
<210> 113
<211> 363
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> tbéng hop
<400> 113
caggtgcagc tggtggagtc tgggggaggce
tcctgtgcag cctctggact caccttcagt
ccaggcaagg ggctggagtg ggtggcagtt
gcagactccg tgaagggccg attcaccatc
ctgcaaatga acagcctgag agctgaggac
gggggggacg actactacgg tatggacgtc
tca
<210> 114
<211> 121
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> tbng hop
<400> 114
Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20
Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala
35 40
Ala Val Ile Ser Tyr Asp Gly Ser
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg
65 70
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala
85
Ala Lys Asp Leu Gly Gly Asp Asp
100
Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser
115 120
<210> 115
<211> 24
<212> ADN

31

ctgggaggtc
tgcactgggt
atggaagtaa
attccaagaa
attactgtgc
ggaccacggt

Val Gln Pro

Thr Phe Ser
30
Leu Glu
45

Ala

Gly

Tyr
60
Lys

Asp

Asn Thr

Ala Val Tyr

Met Val

110

Asp

cctgagactc
ccgccaggcet
taaatattat
cacgctgtat
gaaagatttg
caccgtctcc

Gly
15
Tyr

Arg
Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95

Trp Gly

60

120
180
240
300
360
363
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<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<223> téng hop

<400> 115
ggactcacct tcagttacta tggc

<210> 116

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 116
Gly Leu Thr Phe Ser Tyr Tyr Gly
1 5

<210> 117

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 117
atatcatatg atggaagtaa taaa

<210> 118

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 118
Ile Ser Tyr Asp Gly Ser Asn Lys
1 5

<210> 119

<211> 42

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 1189

32

24

24
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186/292

gcgaaagatt tgggggggga cgactactac ggtatggacg tc 42
<210> 120
<211> 14
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> téng hop
<400> 120
Ala Lys Asp Leu Gly Gly Asp Asp Tyr Tyr Gly Met Asp Val
1 5 10
<210> 121
<211> 324
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> tdéng hop
<400> 121
gaaattgtgt tgacgcagtc tccaggcacc ctgtctttgt ctccagggga aagagccacc 60
ctctcctgca gggccagtca gagtgttagce agaacctact tagcctggta ccagcagaaa 120
cctggccagg ctcccaggct cctcatctat ggtgcattca gcagggccac tggcatccca 180
gacaggttca gtggcagtgg gtctgggaca gacttcactc tcaccatcag cagactggag 240
cctgaagatt ttgcagtgta ttactgtcag cagtatggta gctcaccgta cacttttggce 300
caggggacca agctggagat caaa 324
<210> 122
<211> 108
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> tbng hop
<400> 122
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Arg Thr
20 25 30
Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu
35 40 45
Ile Tyr Gly Ala Phe Ser Arg Ala Thr Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser
50 55 60
Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu
65 70 75 80
Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro
85 90 95
Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105

33



50111

<210> 123

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 123
cagagtgtta gcagaaccta c

<210> 124

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 124
Gln Ser Val Ser Arg Thr Tyr
1 5

<210> 125

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 125
ggtgcattc

<210> 126

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbdng hop

<400> 126
Gly Ala Phe
1

<210> 127

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

34

21
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<220>
<223> téng hop

<400> 127

50111

cagcagtatg gtagctcacc gtacact

<210> 128
<211> 9
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 128
Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro Tyr Thr
1 5
<210> 129
<211> 366
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> tbéng hop
<400> 129
caggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ttggtcaagc
tcctgtgcag cctctggatt caccttcagt gactactaca
ccagggaagg ggctggagtg ggtttcatac attagtagta
gcagactctg tgaagggccg attcaccatc tccagggaca
ctgcaaatga acagcctgag aggcgaggac acggccgtgt
gaaccctacc actactatta cggtatggac gtctggggcc
tcctcea
<210> 130
<211> 122
<212> PRT
<213> Trinh ty nhé&n tao
<220>
<223> tbéng hop
<400> 130
Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu
1 5 10
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe
20 25
Tyr Met Thr Trp Ile Arg Gln Ala Pro Gly Lys
35 40
Ser Tyr Ile Ser Ser Ser Gly Gly Asn Ile Phe
50 55

35

ctggagggtc
tgacctggat
gtggtggtaa
acgccaagaa
attactgtgc
aagggaccac

Val Lys Pro Gly Gly
15
Thr Phe Ser Asp Tyr
30
Gly Leu Glu Trp Val
45
Tyr Ala Asp Ser Val
60

cctgagactc
ccgccaggcet
catattctac
ctcactgtat
gagaggtctg
ggtcaccgtc

27

60

120
180
240
300
360
366
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Lys Gly Arg Phe Thr

65

Leu Gln Met Asn Ser

85

Ala Arg Gly Leu Glu

100

Gly Gln Gly Thr Thr

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

<220>
<223>

<400>

115

131

24

ADN

Trinh tu nhén

tdng hop

131

Ile
70
Leu

Pro

Val

tao

Ser
Arg
Tyr

Thr

ggattcacct tcagtgacta ctac

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

<220>
<223>

<400>

132

8

PRT

Trinh ty nhén

tdng hop

132

tao

Arg
Gly
His

Val
120

Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

5

133

24

ADN

Trinh tu nhéan

tdng hop

133

tao

attagtagta gtggtggtaa cata

<210>
<211>
<212>

134
8
PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> tdng hop

<400> 134

50111

Asp
Glu
Tyr

105
Ser

Asn
Asp
Tyr

Ser

36

Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
75 80
Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
95
Tyr Gly Met Asp Val Trp
110

24

24
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Ile Ser Ser Ser Gly Gly Asn Ile

1

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

135
45
ADN

<220>
<223> téng

<400> 135

5

hop

Trinh ty nhan tao

50111

gcgagaggtc tggaacccta ccactactat tacggtatgg acgtc

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

136
15
PRT

<220>
<223> tbng

<400> 136

hop

Trinh ty nhan tao

Ala Arg Gly Leu Glu Pro Tyr His Tyr Tyr Tyr Gly Met Asp Val

1

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

137
321
ADN

<220>
<223> téng
<400> 137

gacatccaga
atcacttgcc
gggaaagccc
aggttcagtg
gaagatattg
gggaccaaag

<210> 138
<211> 107
<212> PRT

5

hop

tgacccagtc
aggcgagtca
ctaaactcct
gaagtggatc
caacatattt
tggatatcaa

Trinh tyu nhdn tao

tccatcctcc
ggacattagt
gatctacgat
tgggacagat
ctgtcaacac
a

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> tdng hop

<400> 138

10

ctgtctgcat
aattatttaa
gcatccaatt
tttactttca
tatgataatc

ctgttggaga
attggtatca
tggaaacagg
ccatcagcag
tcccattcac

15

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
cctgcagcect
tttcggcect

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

37

45

60

120
180
240
300
321
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Asp Arg Val Thr Ile Thr
20

Leu Asn Trp Tyr Gln Gln

35
Tyr Asp Ala Ser Asn Leu
50

Ser Gly Ser Gly Thr Asp

65 70

Glu Asp Ile Ala Thr Tyr

85

Thr Phe Gly Pro Gly Thr

100

<210> 139

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 139
caggacatta gtaattat

<210> 140

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 140
Gln Asp Ile Ser Asn Tyr
1 5

<210> 141

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 141
gatgcatcc

<210> 142

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

Cys
Lys
Glu
55

Phe

Phe

Lys

Gln
Pro
40

Thr
Thr

Cys

vVal

50111

Ala
25

Gly
Gly
Phe

Gln

Asp
105

10
Ser

Lys
Val
Thr
His

90
Ile

38

Gln
Ala
Pro
Ile
75

Tyr

Lys

Asp
Pro
Ser
60

Ser

Asp

Ile
Lys
45

Arg

Ser

Asn

Ser
30

Leu
Phe

Leu

Leu

15
Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Tyr
Ile
Gly
Pro

80
Phe

18
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<220>
<223> tdng

<400> 142

Asp Ala Ser

1

<210> 143
<211> 27
<212> ADN

hop

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> téng hop

<400> 143

caacactatg ataatctccc attcact

<210> 144
<211> 9

<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 144

tdng hop

Trinh ty nhén tao

50111

Gln His Tyr Asp Asn Leu Pro Phe Thr

1

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

145
369
ADN

<220>
<223> tbng

<400> 145

gaggtgcagc
tcctgtgcag
ccagggaagg
gcagactccg
ctgcaagtga
cgtggataca
gtctcctca

<210> 146
<211> 123
<212> PRT

5

hop

tggtggagtc
cctctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgag
gttatggctt

Trinh ty nhan tao

tgggggaggc
caccttgagt

ggtctcagct
gttcagcatt
agccgaggac
caactggttc

<213> Trinh tuy nhén tao

ttggtacagc
aattatgtca
attagtggta
tccagggacc
acggccgtat
gacccctggg

39

ctggggggte
tgacctgggt
gaggtggtaa
attccaagaa
attactgtgc
gccagggaac

cctgagactc
ccgccaggcet
ttcatattat
cacgctgtat
gaaagccgaa
cctggtcacc

27

60

120
180
240
300

360

369
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<220>
<223> téng hop

<400> 146
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Leu Ser Asn Tyr
20 25 30
val Met Thr Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 . 45
Ser Ala Ile Ser Gly Arg Gly Gly Asn Ser Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Ser Ile Ser Arg Asp His Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80
Leu Gln Val Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Lys Ala Glu Arg Gly Tyr Ser Tyr Gly Phe Asn Trp Phe Asp Pro
100 105 110
Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 147

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 147
ggattcacct tgagtaatta tgtc 24

<210> 148

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 148
Gly Phe Thr Leu Ser Asn Tyr Val
1 5

<210> 149

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> téng hop

40



50111

<400> 149
attagtggta gaggtggtaa ttca

<210> 150

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 150
Ile Ser Gly Arg Gly Gly Asn Ser
1 5

<210> 151

<211> 48

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 151

gcgaaagccg aacgtggata cagttatggce ttcaactggt tcgacccc

<210> 152

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 152

Ala Lys Ala Glu Arg Gly Tyr Ser Tyr Gly Phe Asn Trp Phe Asp Pro

1 5 10

<210> 153
<211> 321
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 153

gacatccaga tgacccagtc tccatcttcc gtgtctgcat
atcacttgtc gggcgagtca gggtattagc agctggttag
gggaaagccc ctaagctcct gatctatgct gcatccagtt
aggttcagcg gcagtggatc tgggacagat ttcactctca

41

ctgcaggaga
cctggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag

15

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
cctgcagcct

24

48

60

120
180
240
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gaagattttg catcttacta ttgtcaacag ggtaacaatt tcccgetcac tttcggegga 300
gggaccaagg tggagatcaa a 321

<210> 154
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 154
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Val Ser Ala Ser Ala Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Ser Trp
20 25 30
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Ser Tyr Tyr Cys Gln Gln Gly Asn Asn Phe Pro Leu
85 90 95
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 155

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 155
cagggtatta gcagctgg 18

<210> 156

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 156

Gln Gly Ile Ser Ser Trp
1 5

<210> 157

<211> 9

42
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<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 157
gctgcatcc

<210> 158

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 158
Ala Ala Ser
1

<210> 159

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 159
caacagggta acaatttccc gctcact

<210> 160

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 160
Gln Gln Gly Asn Asn Phe Pro Leu Thr
1 5

<210> 16l
<211> 360
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tdng hop

43
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<400> 16l

caggtgcagce tggtggagtc tgggggaggc gtggtccagc ctgggaggtc cctgagactc 60
tcctgtgcag cgtctggatt caccttcagt acctatggca tgcactgggt ccgccaggct 120
ccaggcaagg ggctggagtg ggtgacagtt atatggtatg atggaaataa taaatactat 180
gcagactccg tgaagggccg attcaccatc tccagagaca attccaagaa cacgctgtat 240
ctgcaaatga acaacctgag agccgaggat acggctttat actactgtgc gagaggaggt 300
gggaggttat cgtactatca tgactactgg ggccagggaa ccctggtcac cgtctcctca 360

<210> 162
<211> 120
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 162
Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Vval Vval Gln Pro Gly Arg
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Thr Tyr
20 25 30
Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Thr Val Ile Trp Tyr Asp Gly Asn Asn Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80
Leu Gln Met Asn Asn Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Gly Gly Gly Arg Leu Ser Tyr Tyr His Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110
Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 163

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 163
ggattcacct tcagtaccta tggc 24

<210> 164

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tdng hop

44



<400>

50111

164

Gly Phe Thr Phe Ser Thr Tyr Gly

1

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

<220>
<223>

<400>

5

165

24

ADN

Trinh ty nhan tao

tdng hop

165

atatggtatg atggaaataa taaa

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

<220>
<223>

<400>

166

8

PRT

Trinh ty nhan tao

tdng hop

166

Ile Trp Tyr Asp Gly Asn Asn Lys

1

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

<220>
<223>

<400>

gcgagaggag gtgggaggtt atcgtactat catgactac

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

<220>
<223>

5

167

39

ADN

Trinh ty nhé&n tao

téng hop

167
168
13

PRT
Trinh ty nhén tao

téng hop

<400> 168

Ala Arg Gly Gly Gly Arg Leu Ser Tyr Tyr His Asp Tyr

1

5 10

45

24

39
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<210> 169
<211> 321
<212> ADN
<213> Trinh tuy nhan tao
<220>
<223> téng hop
<400> 169
gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc 60
atcacttgcc gggcaagtca gagcattagc acctttttaa attggtatca gcagaaacca 120
gggaaagccc ctaacctcct gatctatggt acatccagtt tgcaaagtgg ggtcccatca 180
aggttcagtg gcagtggatc tgggacagat ttcactctca ccatcagcag tctgcaacct 240
gaagattttg cagcttacta ctgtcaacag acttacagta ccccattcac tttcggccct 300
gggaccaaag tggatatcaa a 321
<210> 170
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> tdng hop
<400> 170
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Thr -Phe
20 25 30
Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Asn Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Gly Thr Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Ala Tyr Tyr Cys Gln Gln Thr Tyr Ser Thr Pro Phe
85 90 95
Thr Phe Gly Pro Gly Thr Lys Val Asp Ile Lys
100 105
<210> 171
<211> 18
<212> ADN
<213> Trinh ty nhé&n tao
<220>
<223> tbng hop
<400> 171
cagagcatta gcaccttt 18
<210> 172
<211> 6
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<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 172
Gln Ser Ile Ser Thr Phe
1 5

<210> 173

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 173
ggtacatcc

<210> 174

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 174
Gly Thr Ser
1

<210> 175

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 175
caacagactt acagtacccc attcact

<210> 176

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tdng hop

47
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Ala

Asn
Asp
Asp

Val

50111

gtgaagatgt
agctatggta
atcaccgctt
accacagaca
acggccgtgt
cagggaaccc

Glu
10
Gly

val

Ser Tyr

25

Pro Gly Gln

Ser Asn

Thr Ser
75
Asp Thr
Phe Pro
105

<400> 176
Gln Gln Thr Tyr Ser Thr Pro Phe Thr
1 5
<210> 177
<211> 357
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> téng hop
<400> 177
caggttcagc tggtgcagtc tggagctgag
tcctgcaagg cttctggtta cacctttacc
cctggacaag ggcttgagtg gatgggatgg
gcacagaagc tccagggcag agtcaccatg
atggagttga ggagcctgac atctgacgac
gactaccttg gggtttttcc ctactggggce
<210> 178
<211> 119
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> tbéng hop
<400> 178
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly
1 5
Ser Val Arg Val Ser Cys Lys Ala
20
Gly Ile Ser Trp Met Arg Gln Ala
35 40
Gly Trp Ile Thr Ala Tyr Asn Gly
50 55
Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Thr
65 70
Met Glu Leu Arg Ser Leu Thr Ser
85
Ala Arg Arg Gly Asp Tyr Leu Gly
100
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 179
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao

<220>

48

ctggggcctce
ttagctggat
acaatggtaa
catccacggg
attactgtgce
tggtcaccgt

Lys Met

Thr Phe
30
Gly Leu
45
Tyr Ala
60
Thr Gly

Ala Val

Tyr Trp

Ser
Thr
Glu
Gln
Thr
Tyr

Gly
110

agtgagggtc
gcgacaggcc
ctcaaactat
cacagcctac

gagaaygggg
ctcctca

Gly Ala
15
Ser Tyr

Trp Met

Lys Leu

Ala Tyr
80
Tyr Cys
95

Gln Gly

60

120
180
240
300
357
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<223> tbéng hop

<400> 179
ggttacacct ttaccagcta tggt

<210> 180

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbdng hop

<400> 180
Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Gly
1 5

<210> 181

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 181
atcaccgctt acaatggtaa ctca

<210> 182

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 182
Ile Thr Ala Tyr Asn Gly Asn Ser
1 5

<210> 183

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 183
gcgagaaggg gggactacct tggggttttt ccctac

<210> 184

49

24

24

36
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<211> 12
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

50111

<220>
<223> tdng hop
<400> 184
Ala Arg Arg Gly Asp Tyr Leu Gly Val Phe Pro Tyr
1 5 10
<210> 185
<211> 321
<212> ADN
<213> Trinh tuy nhén tao
<220>
<223> téng hop
<400> 185
gacatccaga tgacccagtc tccatcctce ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc 60
atcacttgcc gggcaagtca gagcattagt agctatttaa attggtatca acagaaacca 120
gggaaagccc ctaacctcct gatctatact gcatccagtt tgcaaagtgg ggtcccatca 180
aggttcagtg gcagtggatc tgggacagac ttcactctca ccatcagcag tctgcaacct 240
gaagattttg caacttacta ctgtcaacag agttacagtt cccccctcac tttcggcgga 300
gggaccaagg tggagatcaa a 321
<210> 186
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> téng hop
<400> 186
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Tyr
20 25 30
Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Asn Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Thr Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Tyr Ser Ser Pro Leu
85 90 95
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105
<210> 187

50
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<211> 18
<212> ADN
<213> Trinh tyu nhdn tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 187
cagagcatta gtagctat

<210> 188

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> tbdng hop

<400> 188
Gln Ser Ile Ser Ser Tyr
1 5

<210> 189

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 189
actgcatcc

<210> 190

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 190
Thr Ala Ser
1

<210> 191

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbng hop

51

18
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<400> 191

caacagagtt acagttcccc cctcact

<210> 192
<211> 9

<212> PRT
<213>

<220>
<223> tbng

<400> 192

hop

Trinh ty nhan tao

50111

Gln Gln Ser Tyr Ser Ser Pro Leu Thr

1

<210> 193
<211> 348
<212> ADN

5

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> tdng hop

<400> 193

gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc

tcctgtgcag cctctggatt caccttcagt

ccagggaagg ggctggagtg ggtttcatcc

gcagactcta tgaagggccg attcaccatc

ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac

acgttcctcc actactgggg ccagggaacc

<210> 194

<211> 116

<212> PRT

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>

<223> tdéng hop

<400> 194

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly

1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20

Glu Met Ser Trp Val Arg Gln Ala
35 40

Ser Ser Ile Arg Thr Ser Gly Thr

50 55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg

65 70

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala

85

Gly
Ser
25

Pro
Thr

Asp

Glu

ttggtacagc
aattatgaga
attagaacta
tccagagaca
acggctgttt
ctggtcaccg

Gly Leu
10
Gly Phe

Gly Lys

Lys Tyr
Ala
75

Thr

Asn

Asp
90

52

ctggagggtc
tgagctgggt
gtggtactac
acgccaagaa
attactgtgc
tctcctca

Val Gln

Thr Phe
30
Leu
45
Ala

Gly

Tyr
60
Lys Asn

Ala Val

Pro
Ser
Glu
Asp
Ser

Tyr

cctgagactc
ccgccaggcet
caaatactac
ctcactgtat

gggagggggt

Gly
15
Asn

Gly
Tyr

Trp Val

Ser Met

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95

27

60

120
180
240
300
348
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Ala Gly Gly Gly Thr Phe Leu His Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val
100 105 110
Thr Val Ser Ser
115

<210> 195

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 195
ggattcacct tcagtaatta tgag 24

<210> 196

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 196
Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr Glu
1 5

<210> 197

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 197
attagaacta gtggtactac caaa 24

<210> 198

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 198
Ile Arg Thr Ser Gly Thr Thr Lys
1 5

53



<210> 199
<211> 27
<212> ADN

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<223> tbng

<400> 199

hop

gcgggagggg gtacgttcct ccactac

<210> 200
<211> 9

<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 200

tdng hop

Trinh tyu nhan tao

50111

Ala Gly Gly Gly Thr Phe Leu His Tyr

1

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

201
324
ADN

<220>
<223> tbng
<400> 201

gacatccaga
atcacttgtc
gggaaagccc
aggttcagcg
gaagattttg
caggggacca

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

202
108
PRT

<220>
<223> tdng

<400> 202

Asp Ile Gln Met Thr Gln

1

Asp Arg Val Thr Ile Thr

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln

5

hop

tgacccagtc
gggcgagtca
ctaagctcct
gcagtggata
caacttacta
agctggagat

hop

5

20

Trinh tu nhan tao

tccatcttcce
gggtattgcc
gatttatgct
tgggacagat
ttgtcaacag
caaa

Trinh tu nhan tao

gtgtctgcgt
agctatttag
gcatccagtt
ttcactctca
gctaagagtt

10

25

54

ctgtaggaga
cctggtatca
tgcaaactgg
ccatcagcag
tccccatgta

30

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
cctgcagcect
cacttttggce

Ser Pro Ser Ser Val Ser Ala Ser Val Gly

15

Cys Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ala Ser Tyr

Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile

27

60

120
180
240
300
324
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35
Tyr Ala Ala Ser Ser
50
Ser Gly Tyr Gly Thr
65
Glu Asp Phe Ala Thr
85
Tyr Thr Phe Gly Gln
100
<210> 203
<211> 18
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan
<220>
<223> téng hop
<400> 203

cagggtattg ccagctat

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

<220>
<223>

<400>

204

6

PRT
Trinh

ty nhéan

tdng hop

204

Gln Gly Ile Ala Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

205
9
ADN

5

Trinh ty nhén

téng hop

205

gctgcatcc

<210>
<211>
<212>

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>

206
3
PRT

<223> tdng hop

Leu
Asp
Tyr

Gly

tao

tao

Tyr

tao

Gln
55

Phe
Tyr

Thr

40
Thr

Thr
Cys

Lys

50111

Gly
Leu
Gln

Leu
105

Val
Thr
Gln

90
Glu

55

Pro
Ile
75

Ala

Ile

208/292

45
Ser Arg Phe Ser Gly
60
Ser Ser Leu Gln Pro
80
Lys Ser Phe Pro Met
95
Lys

18
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<400> 206
Ala Ala Ser
1

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

207

30

ADN

Trinh tyu nhan tao

<220>
<223> tbdng hop

<400> 207

caacaggcta agagtttccc catgtacact

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

208
10
PRT
Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 208

Gln Gln Ala Lys Ser Phe Pro Met Tyr Thr

1 5 10
<210> 209
<211> 366
<212> ADN
<213> Trinh ty nhé&n tao
<220>
<223> tdng hop
<400> 209
caggtgcagc tgcaggagtc gggcccagga ctggtgaagc
acctgcactg tctctggtgg ctccatcacc agtggtggtt
cagcacccag ggaagggcct ggagtggatt ggatacatct
tacaacccgt ccctcaagag tcgagttacc atatcagtag
tccctgaaac tgacctctgt gactgccgcg gacacggccg
aacagcctcc gactctacta cggtatggac gtctggggcc
tcctceca
<210> 210
<211> 122

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> téng hop

56

cttcacagac
actactggag
tttacagtgg
acacgtctaa
tgtattactg
aagggaccac

cctgtccctce
ctggatccgce
gatcaccaac
gaaccagttc
tgcgacgtat
ggtcaccgtc

30

60

120
180
240
300
360
366
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<400> 210
Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gln
1 5 10 15
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly Ser Ile Thr Ser Gly
20 25 30
Gly Tyr Tyr Trp Ser Trp Ile Arg Gln His Pro Gly Lys Gly Leu Glu
35 40 45
Trp Ile Gly Tyr Ile Phe Tyr Ser Gly Ile Thr Asn Tyr Asn Pro Ser
50 55 60
Leu Lys Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe
65 70 75 80
Ser Leu Lys Leu Thr Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala vVal Tyr Tyr
85 90 95
Cys Ala Thr Tyr Asn Ser Leu Arg Leu Tyr Tyr Gly Met Asp Val Trp
100 105 110
Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 211

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 211
ggtggctcca tcaccagtgg tggttactac 30

<210> 212

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 212
Gly Gly Ser Ile Thr Ser Gly Gly Tyr Tyr
1 5 10

<210> 213

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 213
atcttttaca gtgggatcac c 21

57
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<210> 214

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 214
Ile Phe Tyr Ser Gly Ile Thr
1 5

<210> 215

<211> 42

<212> ADN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> téng hop

<400> 215
gcgacgtata acagcctccg actctactac ggtatggacg tc

<210> 216

<211> 14

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 216
Ala Thr Tyr Asn Ser Leu Arg Leu Tyr Tyr Gly Met Asp Val
1 5 10

<210> 217
<211> 336
<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 217

gatgttgtga tgacccagtc tccactctcc ctgcccgtca tccttggaca
atctcctgeca ggtctagtca aagcctcgta tacggtgatg gaaacaccta
tttcagcaga ggccaggcca atctccaagg cgactaattt ataaggtttc
tctggggtcc cagacagatt cagcggcagt gggtcaggca ctgatttcac
agcagggtgg aggctgagga tgttggggtt tattactgca tgcaaagtac
ctcactttcg gcggagggac caaggtggag atcaaa

<210> 218

58

gccggcectcece
cttgaattagg
taaccgggac
actgaaaatc
acactggccg

42

60

120
180
240
300
336
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<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 218
Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Ile Leu Gly
1 5 10 15
Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val Tyr Gly
20 25 30
Asp Gly Asn Thr Tyr Leu Asn Trp Phe Gln Gln Arg Pro Gly Gln Ser
35 40 45
Pro Arg Arg Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Asp Ser Gly Val Pro
50 55 60
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80
Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Met Gln Ser
85 90 95
Thr His Trp Pro Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 219

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 219
caaagcctcg tatacggtga tggaaacacc tac 33

<210> 220

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 220
Gln Ser Leu Val Tyr Gly Asp Gly Asn Thr Tyr
1 5 10

<210> 221

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

59



50111

<223> tdng hop

<400> 221
aaggtttct

<210> 222

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 222
Lys Val Ser
1

<210> 223

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 223
atgcaaagta cacactggcc gctcact

<210> 224

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 224
Met Gln Ser Thr His Trp Pro Leu Thr
1 5

<210> 225
<211> 360
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 225

gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ttggtccagce ctggagggtc cctgagactc 60
gcctgtgcag cctctggatt caccttcagt gactattaca tggactgggt ccgccaggtt 120
ccagggaagg ggctggagtg ggttggccgt tctagagaca aagctaacag tttcaccaca 180

60

27
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gaatacgtcg cgtctgtgaa aggtagattc accatctcac gagaagattc aaagaactca 240
gtgtatctgc aaatgaacag cctgaaaacc gaagacacgg ccgtgtatta ctgtgctaga 300
acaaattacg atttttcctt ggacgtctgg ggccaaggga ccacggtcac cgtctcctca 360

<210> 226
<211> 120
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 226
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ala Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr
20 25 30
Tyr Met Asp Trp Val Arg Gln Val Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Gly Arg Ser Arg Asp Lys Ala Asn Ser Phe Thr Thr Glu Tyr Val Ala
50 55 60
Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Glu Asp Ser Lys Asn Ser
65 70 75 80
vVal Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Val Tyr
85 90 95
Tyr Cys Ala Arg Thr Asn Tyr Asp Phe Ser Leu Asp Val Trp Gly Gln
100 105 110
Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 227

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 227
ggattcacct tcagtgacta ttac 24

<210> 228

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 228
Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr Tyr
1 5

61



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

<220>
<223>

<400>

50111

229

30

ADN

Trinh ty nhédn tao

tdng hop

229

tctagagaca aagctaacag tttcaccaca

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

<220>
<223>

<400>

230
10
PRT
Trinh ty nhan tao

tdng hop

230

Ser Arg Asp Lys Ala Asn Ser Phe Thr Thr

1

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

<220>
<223>

<400>

5 10

231

33

ADN

Trinh ty nhdn tao

tdng hop

231

gctagaacaa attacgattt ttccttggac gtc

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

<220>
<223>

<400>

Ala Arg Thr Asn Tyr Asp Phe Ser Leu Asp Val

1

232

11

PRT

Trinh ty nhan tao

tdng hop
232

5 10

<210> 233
<211> 321
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

62

30

33
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<220>
<223> tdng

<400> 233
gacatccaga
atcacttgtc
gggaacgccc
aagttcagcg
gaagattttg
gggacacgac

<210> 234
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh

<220>

hop

tgacccagtc
gggcgagtca
ctaagtccct
gcagtggatc
caacttatta

tggagattaa a

ty nhéan

<223> tdng hop

<400> 234
Asp Ile Gln
1
Asp

Arg Val

Leu Ala Trp
35
Ala Ala
50

Gly

Tyr
Ser Ser
65

Glu

Asp Phe

Thr Phe Gly

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

235
18
ADN
Trinh

<220>
<223>

<400> 235

Met Thr
Thr
20

Phe

Ile
Gln

Ser Ser

Gly Thr

Ala Thr
85
Gln Gly

100

tu nhan

tdng hop

caggacatta acaattat

<210> 236
<211> 6
<212> PRT

<213> Trinh ty nhéan

<220>

tao

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp
70

Tyr

Thr

tao

tao

Ser
Cys
Lys
Gln
55

Phe

Tyr

Arg

tccatcctca
ggacattaac
gatctatgct
tgggacagac
ctgccaacaa

Pro
Arg
Pro
40

Ser
Thr

Cys

Leu

50111

ctgtctgcat
aattatttag
gcatccagtt
ttcactctca
tatagtactt

Ser Leu
10

Ser

Ser

Ala
25
Gly

Gln

Asn Ala

Gly Val Pro
Ile
75

Tyr

Leu Thr

Gln Gln
90
Glu Ile

105

Lys

63

ctgtaggaga
cctggtttca
tgcaaagtgg
ccatcagcag
acccgatcac

Ser Ala Ser

Ile Asn
30

Ser

Asp

Pro Lys

45

Ser Lys Phe

60

Ser Ser Leu

Ser Thr Tyr

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
cctgcagcct
cttcggccaa

vVal
15
Asn

Gly
Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro
80
Pro Ile

95

60

120
180
240
300
321

18
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<223> tdéng hop

<400> 236
Gln Asp Ile Asn Asn Tyr
1 5

<210> 237

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 237
gctgcatcc

<210> 238

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 238
Ala Ala Ser
1

<210> 239

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 239
caacaatata gtacttaccc gatcacc

<210> 240

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 240

Gln Gln Tyr Ser Thr Tyr Pro Ile Thr
1 5

64

27
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<210> 241
<211> 354
<212> ADN

<213> Trinh tuyu nhan tao

<220>
<223> tdng hop
<400> 241
caggtgcagc tgcaggagtc gggcccagga
acctgtactg tctctggtgg ctccatcagt
ctagggaagg gactggagtg gattgggtat
ccctccctca agagtcgggt caccatatca
aagctgagct ctgtgaccgc tgcggatacg
agcatctggc cctttgacta ctggggccag
<210> 242
<211> 118
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> tbéng hop
<400> 242
Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly
1 5
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val
20
His Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro
35 40
Gly Tyr Ile Tyr Tyr Ser Gly Ser
50 55
Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp
65 70
Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala
85
Arg Gly Gly Ser Ser Ile Trp Pro
100
Leu Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 243
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> téng

<400> 243

hop

ggtggctcca tcagtagtta ccac

50111

ctggtgaagc
agttaccact
atctattaca
gtagacacgt
gccgtgtatt
ggaaccctgg

Pro Gly Leu
Ser
25

Leu

Gly Gly

Gly Lys

Thr Asn Tyr

Thr Ser Lys
75
Thr Ala
90

Asp

Asp

Phe
105

Tyr

65

cttcggagac
ggagctggat
gtgggagcac
ccaaaaacca
actgtgcgag
tcaccgtctce

Val Lys Pro

Ile Ser
30
Glu

Ser

Leu
45
Pro

Gly
Asn Ser
60

Asn

Gln Phe

Val Tyr Tyr
Gln

110

Trp Gly

cctgtccctc
ccggcagcect
caattacaac
gttctccetg

agggggtagc
ctca

Ser Glu
15
Ser Tyr

Trp Ile

Leu Lys
Leu
80
Ala

Ser

Cys
95

Gly Thr

60

120
180
240
300
354

24
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<210> 244

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 244
Gly Gly Ser Ile Ser Ser
1 5

<210> 245

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbdng hop

<400> 245
atctattaca gtgggagcac C

<210> 246

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbdng hop

<400> 246
Ile Tyr Tyr Ser Gly Ser
1 5

<210> 247

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 247

50111

Tyr His

Thr

gcgagagggg gtagcagcat ctggcccttt gactac

<210> 248

<211> 12

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

66

21

36
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<220>

<223> téng hop

50111

<400> 248
Ala Arg Gly Gly Ser Ser Ile Trp Pro Phe Asp Tyr
1 5 10
<210> 249
<211> 321
<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> tdng hop
<400> 249
gacatccaga tgacccagtc tccttccacc ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc 60
atcacttgtc gggccagtca gagtattagt agctggttgg cctggtatca gcagaaatca 120
gggaaagccc ctaaactcct gatctctaag gcgtctactt tagaaagtgg ggtcccatca 180
aggttcagcg gcagtggatc tgggacagaa ttcactctca ccatcagcag cctgcagcct 240
gatgattttg caacttatta ctgccaacag tataatattt attcgtggac gttcggccaa 300
gggaccaagg tggaaatcaa a 321
<210> 250
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhén tao
<220>
<223> téng hop
<400> 250
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Thr Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Trp
20 25 30
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Ser Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45
Ser Lys Ala Ser Thr Leu Glu Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80
Asp Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Asn Ile Tyr Ser Trp
85 90 95
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105
<210> 251
<211> 18
<212> ADN
<213> Trinh ty nhadn tao

67



50111

<220>
<223> tbng hop

<400> 251
cagagtatta gtagctgg

<210> 252

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 252
Gln Ser Ile Ser Ser Trp
1 5

<210> 253

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 253
aaggcgtct

<210> 254

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tbdng hop

<400> 254
Lys Ala Ser
1

<210> 255

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 255
caacagtata atatttattc gtggacg

68

18

27
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<210> 256
<211> 9
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

50111

<220>
<223> téng hop
<400> 256
Gln Gln Tyr Asn Ile Tyr Ser Trp Thr
1 5
<210> 257
<211> 360
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> téng hop
<400> 257
cagatcacct tgaaggagtc tggtcctacg ctggtgaaac
acctgcacct tctccgggtt ctcactcagc actagtggag
cagcccccag gagtggccct ggagtggett gcactcattt
ttcagcccat ctctgaagag tcggctcacc atcaccaaag
gtccttacaa tgaccaacat ggaccctgtg gacacagcca
agacttggac tatactactt tgactactgg ggccagggaa
<210> 258
<211> 120
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> tbéng hop
<400> 258
Gln Ile Thr Leu Lys Glu Ser Gly Pro Thr Leu
1 5 10
Thr Leu Thr Leu Thr Cys Thr Phe Ser Gly Phe
20 25
Gly Val Gly Val Gly Trp Ile Arg Gln Pro Pro
35 40
Trp Leu Ala Leu Ile Tyr Trp Asn Asp Asp Lys
50 55
Leu Lys Ser Arg Leu Thr Ile Thr Lys Asp Thr
65 70 75
Val Leu Thr Met Thr Asn Met Asp Pro Val Asp
85 90
Cys Ala His Arg Arg Leu Gly Leu Tyr Tyr Phe
100 105
Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

69

ccacacagac
tgggtgtggg
attggaatga
acacctccaa
catattactg
ccctggtcac

Val Lys Pro

Ser Leu Ser
30
Ala

Gly Val

45
Arg Phe
60

Ser

Ser

Lys Asn

Thr Ala Thr

Asp Tyr Trp

110

cctcacgctg
ctggatccgt
tgataaacgc
aaaccaggtg
tgcacacagg
cgtctcctca

Thr
15
Thr

Gln
Ser

Leu Glu

Pro Ser

Gln Val
80
Tyr Tyr
95

Gly Gln

60

120
180
240
300
360
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115 120

<210> 259

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 259
gggttctcac tcagcactag tggagtgggt

<210> 260

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 260
Gly Phe Ser Leu Ser Thr Ser Gly Val Gly
1 5 10

<210> 261

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 261
atttattgga atgatgataa a

<210> 262

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 262
Ile Tyr Trp Asn Asp Asp Lys
1 5

<210> 263
<211> 36
<212> ADN

70

30

21
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<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> tbng hop

<400> 263

50111

gcacacagga gacttggact atactacttt gactac

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

264
12
PRT

<220>

<223> téng

<400> 264

hop

Trinh ty nhén tao

Ala His Arg Arg Leu Gly Leu Tyr Tyr Phe Asp Tyr

1

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

265
321
ADN

<220>
<223> tbng
<400> 265

gacatccagt
atcacttgct
gggaaagccc
aggttcagcg
gaagattttg
gggaccaaag

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

266
107
PRT

<220>
<223> tbng

<400> 266

Asp Ile Gln Leu Thr Gln Ser

1

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys

35

Tyr Ala Ala Ser Thr Leu Gln

50

5

hop

tgacccagtc
gggccagtca
ctaagctcct
gcagtggatc
caacttatta
tggatatcaa

hop

5

20

Trinh ty nhan tao

tccatccttce
gggcattagc
gatctatgct
tgggacagaa
ctgtcaacag
a

Trinh tu nhan tao

40

55

10

ctgtctgcat
agttatttag
gcatccactt
ttcactctca
gttcatattt

Pro Ser Phe Leu

10

Trp Ala Ser Gln
25
Pro Gly Lys Ala

Ser Gly Val Pro

71

ctgtaggaga
cctggtatca
tgcaaagtgg
caatcagcag
acccattcac

Ser Ala

Gly Ile
30
Pro Lys
45
Ser Arg
60

cagagtcacc
gcaaaaacca
ggtcccatca
cctgcagcect
tttcggcecect

Ser Val Gly

15

Ser Ser Tyr
Leu Leu Tle

Phe Ser Gly

36

60

120
180
240
300
321
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Ser Gly Ser Gly Thr
65
Glu Asp Phe Ala Thr
85
Thr Phe Gly Pro Gly
100

<210> 267

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén

<220>
<223> tbéng hop

<400> 267
cagggcatta gcagttat

<210> 268

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan

<220>
<223> tbéng hop

<400> 268
Gln Gly Ile Ser Ser
1 5

<210> 269

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén

<220>
<223> tbng hop

<400> 269
gctgcatcc

<210> 270

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan

<220>
<223> tbéng hop

<400> 270
Ala Ala Ser
1

Glu
70
Tyr

Thr

tao

tao

Tyr

tao

tao

50111

Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
Tyr Cys Gln Gln Val His Ile Tyr Pro Phe

Lys Val Asp Ile Lys

105

90

72

75

95

80

18
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<210>
<211>
<212>
<213>

271
27
ADN

<220>

<223> tbng

<400> 271

hop

Trinh tyu nhan tao

caacaggttc atatttaccc attcact

<210> 272
<211> 9

<212> PRT
<213>

<220>
<223> tbng

<400> 272

hop

Trinh ty nhan tao

50111

Gln Gln Vval His Ile Tyr Pro Phe Thr

1

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

273
366
ADN

<220>
<223> tbng
<400> 273
caggttcagc
tcctgcaagg
cctggacaag
gctcagaagc
atggagctga
ccctttaaga
tcctea

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

274
122
PRT

<220>

<223>

<400> 274

5

hop

tggtgcagtc
cttctggtta
gacttgagtg
tccagggtag
ggagcctgag
tatccttttt

tdng hop

Trinh ty nhan tao

tggagctgag
caccctaagc
gatggggtgg
actcaccatg
atctgacgac
cggtatggac

Trinh ty nhé&n tao

gtgaagaagc
agctatggta
atcagcgcectt
accacagaca
acggccgtat

gtctggggcc

ctggggcctc
tcagctgggt
acaatggaaa
catccacgag
attattgttc
aagggaccac

agtgaaggtc
gcgacaggcc
cacaaactat
cacagcctac
gagagacggg
ggtcaccgtc

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

1

5

10

73

15

27

60

120
180
240
300
360
366
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Ser
Gly
Gly
Gln
65

Met

Ser

Gly

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

Val
Ile
Trp
50

Gly
Glu

Arg

Gln

<220>

<223>

<400>

Lys
Ser
35

Ile
Arg
Leu

Asp

Gly
115

275
24
ADN
Trinh

275

Val
20

Trp
Ser
Leu
Arg
Gly

100
Thr

Ser
Val
Ala
Thr
Ser
85

Pro

Thr

ty nhén

tdng hop

Cys
Arg
Tyr
Met
70

Leu

Phe

Val

tao

Lys
Gln
Asn
55

Thr
Arg

Lys

Thr

ggttacaccc taagcagcta tggt

<210>

<211> 8

<212>
<213>

<220>

<223>

<400>
Gly Tyr Thr Leu Ser Ser Tyr Gly

1

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

<220>

<223>

<400>

276

PRT
Trinh ty nhé&n tao

276

277
24

ADN
Trinh tu nhén tao

277

tdéng hop

téng hop

5

atcagcgctt acaatggaaa caca

<210> 278

<211> 8

<212> PRT

Ala
Ala
40

Gly
Thr
Ser

Ile

Val
120

50111

Ser
25

Pro
Asn
Asp
Asp
Ser

105
Ser

Gly
Gly
Thr
Thr
Asp
Phe

Ser

74

Tyr
Gln
Asn
Ser
75

Thr

Phe

Thr
Gly
Tyr
Thr
Ala

Gly

Leu
Leu
45

Ala
Ser

val

Met

Ser
30

Glu
Gln
Thr
Tyr

Asp
110

Ser
Trp
Lys
Ala
Tyr

95
Val

Tyr
Met
Leu
Tyr
80

Cys

Trp

24

24
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<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tdng

<400> 278

hop

Ile Ser Ala Tyr Asn Gly Asn Thr

1

<210> 279
<211> 45
<212> ADN

5

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> téng

<400> 279

hop

50111

tcgagagacg ggccctttaa gatatccttt ttcggtatgg acgtc

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

280
15
PRT

<220>
<223> tbng

<400> 280

hop

Trinh ty nhan tao

Ser Arg Asp Gly Pro Phe Lys Ile Ser Phe Phe Gly Met Asp Val

1

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

281
324
ADN

<220>
<223> tdng
<400> 281

gacatccaga
atcacttgcc
gggaaagccc
aggttcagtg
gaagattttg
caagggacac

<210> 282
<211> 108
<212> PRT

5

hop

tgacccagtc
gggcaagtca
ctaagctcct
gcagtggatc
caacttacta
gactggagat

Trinh ty nhan tao

tccatcctcec
gagcattagc
gatctatgct
tgggacagat
ctgtcaacag
taaa

<213> Trinh tu nhan tao

10

ctgtctgcat
agctatttaa
gcatccagtt
ttcactctca
agttacagta

75

ctgtaggaga
attggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag
cccctccgat

15

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccgtca
tctgcaacct
caccttcggce

45

60

120
180
240
300
324
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<220>
<223> tdng hop

<400> 282
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Tyr
20 25 30
Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro Pro
85 90 95
Ile Thr Phe Gly Gln Gly Thr Arg Leu Glu Ile Lys
100 105

<210> 283

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 283
cagagcatta gcagctat 18

<210> 284

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 284
Gln Ser Ile Ser Ser Tyr
1 5

<210> 285

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 285

76



50111

gctgcatcc

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

<220>
<223>

<400>

286

3

PRT

Trinh tuy nhan tao

tdng hop

286

Ala Ala Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

287

30

ADN

Trinh ty nhé&n tao

tdng hop

287

caacagagtt acagtacccc tccgatcacc

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

<220>
<223>

<400>

288
10
PRT
Trinh ty nhén tao

téng hop

288

Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro Pro Ile Thr

1

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

<220>
<223>

<400>

caggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc gaggtccagce
tcctgtgcag cgtctggatt caccttcagt agctatggca
ccaggcaagg ggctggagtg ggtggcagtt atatggtatg
gtagattccg tgaagggccg attcaccatc tccagagaca
ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac tcggcectgtgt
cagctcggcg cttttgatta ctggggccag gggaccctgg

5 10

289
354
ADN
Trinh tu nh&n tao

tdng hop

289

77

cctgagactc
ccgccaggct
taaacactat
cacggtgtat

gagagggggyg

ctgggaggtc
tgcactgggt
atggaaggaa
attccaagaa
attattgtgt
tcaccgtctce

30

60

120
180
240
300
354
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<210> 290

<211> 118

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén

<220>

<223> tbéng hop

<400> 290

Gln Val Gln Leu Val

1 5

Ser Leu Arg Leu Ser
20

Gly Met His Trp Val

35
Ala Val Ile Trp Tyr
50

Lys Gly Arg Phe Thr

65

Leu Gln Met Asn Ser

85

Val Arg Gly Gly Gln
100

Leu Val Thr Val Ser

115

<210> 291

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhéan

<220>

<223> téng hop

<400> 291

tao

Glu
Cys
Arg
Asp
Ile
70

Leu

Leu

Ser

tao

Ser
Ala
Gln
Gly
Ser
Arg

Gly

ggattcacct tcagtagcta tggc

<210>

<211> 8

<212>
<213>

<220>

<223>

<400>
Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Gly

1

292

PRT
Trinh ty nhén tao

292

<210> 293
<211> 24

tdng hop

5

Gly
Ala
Ala
40

Arg
Arg

Ala

Ala

50111

Gly
Ser
25

Pro
Asn
Asp

Glu

Phe
105

Gly
10

Gly
Gly
Lys
Asn
Asp

90
Asp

78

Glu
Phe
Lys
His
Ser
75

Ser

Tyr

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Trp

Gln
Phe
Leu
45

Val
Asn

vVal

Gly

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr

Tyr

Gln
110

Gly
Ser
Trp
Ser
Val
Tyr

95
Gly

Arg
Tyr
Val
Val
Tyr
30

Cys

Thr

24

231/292



50111

<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 293
atatggtatg atggaaggaa taaa

<210> 294

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 294
Ile Trp Tyr Asp Gly Arg Asn Lys
1 5

<210> 295

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 295
gtgagagggg ggcagctcgg cgcttttgat tac

<210> 296

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 296

Val Arg Gly Gly Gln Leu Gly Ala Phe Asp Tyr

1 5 10

<210> 297
<211> 324
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> téng hop

79

24

33
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ctccagggga
tagcctggta
gcagggccac
tcaccatcag
gctcaccttg

<400> 297
gaaattgtgt tgacgcagtc tccaggcacc ctgtctttgt
ctctcctgca gggccagtca gagtgttagce agcagctact
cctggccagg ctcccaggct cctcatctat ggtgcatcca
gacaggttca gtggcagtgg gtctgggaca gacttcactc
cctgaagatt ttgcagtgta ttactgtcag cagtatggta
caagggacca aggtggaaat caaa
<210> 298
<211> 108
<212> PRT
<213> Trinh ty nhé&n tao
<220>
<223> tdng hop
<400> 298
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu
1 5 10
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln
20 25
Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40
Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr Gly Ile
50 55
Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75
Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln
85 90
Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile
100 105
<210> 299
<211> 21
<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> tdng hop
<400> 299

cagagtgtta gcagcagcta c

<210> 300
<211> 7

<212> PRT
<213>

<220>
<223> téng

<400> 300

Gln Ser Val Ser

hop

Ser Ser

Trinh tyu nhén tao

Tyr

80

Ser
Ser
Ala
Pro
60

Ile

Tyr

Lys

Leu
vVal
Pro
45

Asp

Ser

Gly

Ser
Ser
30

Arg
Arg

Arg

Ser

aagagccacc
ccagcagaaa
tggcatccca
cagactggag
gacgttcggce

Pro
15
Ser

Gly
Ser

Leu Leu

Phe Ser

Glu
80
Pro

Leu

Ser
95

60

120
180
240
300
324

21
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<210> 301

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 301
ggtgcatcc

<210> 302

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 302
Gly Ala Ser
1

<210> 303

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 303
cagcagtatg gtagctcacc ttggacg

<210> 304

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 304
Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro Trp Thr
1 5

<210> 305
<211> 354
<212> ADN

81

27
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<213> Trinh ty nhén tao

50111

<220>
<223> tdng hop
<400> 305
caggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc gtggtccagc ctgggaggtce cctgagactc 60
tcctgtgcag cgtctggatt cacctccagt agctatggca ttcactgggt ccgccagget 120
ccaggcaagg ggctggagtg ggtggcagtt atatggtatg atggaagtaa taaatactat 180
gcagactccg tgaagggccg attcaccatc tccagagaca attccaagaa cacactgtat 240
ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac acggctgtgt attactgtgc gagagggggt 300
ccgtggggtg cttttgatat ctggggccaa gggacaatdgg tcaccgtctc ttca 354
<210> 306
<211> 118
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> téng hop
<400> 306
Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Ser Ser Ser Tyr
20 25 30
Gly Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ala Val Ile Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Gly Gly Pro Trp Gly Ala Phe Asp Ile Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110
Met Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 307
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> tbdng hop
<400> 307
ggattcacct ccagtagcta tggc 24
<210> 308
<211> 8
<212> PRT

82



50111

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 308
Gly Phe Thr Ser Ser Ser Tyr Gly
1 5

<210> 309

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhéan tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 309
atatggtatg atggaagtaa taaa

<210> 310

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhéan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 310
Ile Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Lys
1 5

<210> 311

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhdn tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 311
gcgagagggg gtccgtgggg tgcttttgat atc

<210> 312

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 312

83

24

33
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Ala Arg Gly Gly Pro Trp Gly Ala Phe Asp Ile

1

<210> 313
<211> 366
<212> ADN

5

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> tdng hop

<400> 313

caggtacagt tgcatgagtc ggggccagga

acctgcagtg tctctggtgg ctccatcagt

cagcacccag ggcagggcct ggagtggatt

tacaatccgt cccttgagag tcgagttacc

tccctaaaac tgagctctgt gactgccgceg

gagttcgtcc cgggcgctga atatttccta

tcctceca

<210> 314

<211> 122

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> tbéng hop

<400> 314

Gln Val Gln Leu His Glu Ser Gly

1 5

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ser Val
20

Gly Tyr Tyr Trp Ser Trp Ile Arg

35 40
Trp Ile Gly Tyr Ile Tyr Tyr Ile
50 55

Leu Glu Ser Arg Val Thr Met Ser

65 70

Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr

85

Cys Ala Arg Gln Glu Phe Val Pro
100

Gly Gln Gly Ile Leu Val Thr Val

115 120

<210> 315

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

Ala

50111

10

ctggtgaagc
aatggtggtt
ggatacatct
atgtcaattg
gacacggcca
cactggggcc

Pro Gly Leu
Ser
25

Gln

Gly Gly

His Pro

Gly Asn Thr

Ile Thr
75

Asp

Asp

Ala
90
Gly Ala
105

Ser

Glu

Ser

84

cttcacagac
actactggag
attatattgg
acacgtctaa
tatactactg
agggcatcct

Val Lys

Ser Ile
30
Gln
45
Tyr

Gly

Tyr
60
Ser Lys

Thr Ala

Tyr Phe

Pro
Ser
Gly
Asn
Asn
Ile

Leu
110

cctgtcecctc
ttggatccgce
gaacacatac
gaaccagttc
tgcgcgacag
ggtcaccgtc

Ser Gln
15
Asn Gly

Leu Glu

Pro Ser

Gln Phe
80
Tyr Tyr
95

His Trp

60

120
180
240
300
360
366

237/292



50111 238/292

<223> tdéng hop

<400> 315
ggtggctcca tcagtaatgg tggttactac 30

<210> 316

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 316
Gly Gly Ser Ile Ser Asn Gly Gly Tyr Tyr
1 5 10

<210> 317

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 317
atctattata ttgggaacac a 21

<210> 318

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 318
Ile Tyr Tyr Ile Gly Asn Thr
1 5

<210> 319

<211> 42

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 319
gcgcgacagg agttcgtccce gggcgctgaa tatttcctac ac 42

<210> 320

85



<211>
<212>
<213>

14
PRT

<220>
<223>

<400> 320

Ala Arg Gln Glu Phe Val Pro Gly Ala Glu Tyr Phe Leu His

1

<210> 321
<211> 324
<212> ADN

téng hop

5

Trinh tu nhan tao

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> tbéng hop

<400> 321
gacatccgga tgacccagtc tccatcctcc
atcacctgcc gggcaagtca gaccgttaac
gggaaagccc ctaaactcct gatctttggt
cggttcagtg gcagtggatc tgggacagat
gaagactttg caatttatta ctgtcagcag
caagggacac gactggagat tgaa
<210> 322
<211> 108
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> tbéng hop
<400> 322
Asp Ile Arg Met Thr Gln Ser Pro
1 5
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg
20
Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro
35 40
Phe Gly Ala Ser Ser Leu Gln Ser
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
65 70
Glu Asp Phe Ala Ile Tyr Tyr Cys
85
Ile Thr Phe Gly Gln Gly Thr Arg
100
<210> 323

Ala

50111

10

ctgtctgcat
acctttttaa
gcgtccagtt
ttcactctca
agttacagtg

Ser
10
Ser

Ser

25

Gly Lys Ala

Gly Val Pro

Thr Ile

75

Leu
Gln Gln
90

Leu Glu

105

86

Leu

Gln

Ser

Ile

ctgttggaga
attggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcgg
tccctecgat

Ser Ala

Thr Val
30
Pro Lys
45
Ser Arg
60
Ser Gly

Tyr Ser

Glu

Ser

Asn

Leu

Phe

Leu

vVal

cagagtcacc
acagaaacca
ggtcccatca
tctacagcct
caccttcggce

Val
15
Thr

Gly
Phe

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro
80
Pro Pro

95

60

120
180
240
300
324
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<211> 18
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 323
cagaccgtta acaccttt

<210> 324

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 324
Gln Thr Val Asn Thr Phe
1 5

<210> 325

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 325
ggtgcgtcc

<210> 326

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 326
Gly Ala Ser
1

<210> 327

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> téng hop

87

18
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<400> 327

50111

cagcagagtt acagtgtccc tccgatcacc

10

ttggtacagc
gactatgcca
attagttgga
tccagagaca
acggccttgt
tattggggcc

Gly Gly
10

Gly

Leu

Thr
25
Pro

Phe

Gly Lys

Ser Leu Gly
Ala

75

Asp Asn

<210> 328

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> téng hop

<400> 328

Gln Gln Ser Tyr Ser Val Pro Pro Ile Thr

1 5

<210> 329

<211> 366

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> téng hop

<400> 329

gaagtgcagc tggtggagtc tgggggaggc

tcctgtgcag gcactggatt catctttgat

ccagggaagg gcctggagtg ggtctcaggt

gcggactctg tgaagggccg attcaccatc

ttgcaaatga gcagtctgag agctgaggac

actagactgg aactacgagg atttcttgac

tcttca

<210> 330

<211> 122

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> tbéng hop

<400> 330

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly

1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Gly
20

Ala Met His Trp Val Arg Gln Ala

35 40
Ser Gly Ile Ser Trp Asn Ser Asn
50 55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg

65 70

Leu Gln Met Ser Ser Leu Arg Ala

Glu Asp Thr

88

ctggcaggtc
tgcactgggt
acagtaatag
acgccaagaa
attactgtgt
agggaaccca

Val Gln Pro

Ile Phe Asp
30
Leu Glu
45

Ala

Gly

Tyr
60
Lys

Asp

Lys Ser

Ala Leu Tyr

cctgagactc
ccggcaagct
tttaggctat
atccctgtat
aaaagatgta
ggtcaccgtc

Gly
15
Asp

Arg
Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80

Tyr Cys

30

60

120
180
240
300
360
366
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Val Lys Asp Val Thr Arg Leu Glu Leu Arg Gly Phe Leu Asp Tyr Trp

50111

90

105

Gly Gln Gly Thr Gln Val Thr Val Ser Ser

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

<220>
<223>

<400>

85
100
115
331
24
ADN
Trinh ty nhan tao

tdng hop

331

ggattcatct ttgatgacta tgcc

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

<220>
<223>

<400>

Gly Phe Ile Phe Asp Asp Tyr Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

332

8

PRT

Trinh tu nhan tao

tdng hop

332

5
333
24

ADN
Trinh ty nhan tao

tdng hop

333

attagttgga acagtaatag ttta

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

<220>
<223>

<400>

Ile Ser Trp Asn Ser Asn Ser Leu

1

334

8

PRT

Trinh tu nhan tao

tdng hop
334

5

120

89

24

24
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<210>
<211>
<212>
<213>

335
45
ADN

<220>
<223> tbdng

<400> 335

hop

Trinh ty nhédn tao

50111

gtaaaagatg taactagact ggaactacga ggatttcttg actat

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

336
15
PRT

<220>
<223> tbng

<400> 336

hop

Trinh ty nhdn tao

Val Lys Asp Val Thr Arg Leu Glu Leu Arg Gly Phe Leu Asp Tyr

1

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

337
321
ADN

<220>
<223> tbng
<400> 337

gacatccaga
atcacttgcc
gggaaagccc
aggttcagcg
gaagattctg
gggaccaagg

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

338
107
PRT

<220>

<223> téng

<400> 338

5

hop

tgacccagtc
gggcaagtca
ctaagagcct
gcagtggatc
caacttatta
tggaaatcaa

hop

Trinh tu nhédn tao

tccatcctcece
ggacattaga
gatctatgct
tgggacagaa
ctgtctacag
a

Trinh tu nhén tao

10

ctgtctgcat
aatgatttag
gcatccagtt
ttcactctca
caaaatagtt

ctgtgggaga
gctggcatca
tgcaaagtgg
caatcagcag
accctccgac

15

cagagtcacc
gcagaaatca
ggccccatca
cctgcagect
gttcggccaa

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

1

5

10

15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asp Ile Arg Asn Asp

20

25

90

30

45

60

120
180
240
300
321



Leu
Tyr
Ser
65

Glu

Thr

Gly
Ala
50

Gly
Asp

Phe

Trp
35

Ala
Ser

Ser

Gly

<210> 339

<211> 18

<212> ADN
<213> Trinh

<220>
<223> tdng hop

<400> 339
caggacatta gaaatgat

<210>

<211> 6

<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

340

PRT
Trinh tu nhén tao

340

His Gln
Ser Ser
Gly Thr
Ala Thr
85

Gln Gly
100

ty nhén

téng hop

Gln
Leu
Glu
70

Tyr

Thr

tao

Gln Asp Ile Arg Asn Asp

1

<210>

<211> 9

<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

341

ADN
Trinh ty nhé&n tao

341

gctgcatcc

<210>

<211> 3

<212>
<213>

<220>

<223>

342

PRT
Trinh ty nhédn tao

5

téng hop

tdng hop

Lys
Gln
55

Phe
Tyr

Lys

Ser
40

Ser
Thr
Cys

val

50111

Gly
Gly
Leu
Leu

Glu
105

Lys
Ala
Thr
Gln

90
Ile

91

Ala
Pro
Ile
75

Gln

Lys

Pro
Ser
60

Ser

Asn

Lys Ser
45

Arg Phe
Ser Leu

Ser Tyr

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Ile
Gly
Pro

80
Pro

18
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<400> 342

Ala Ala Ser

1

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

343
27
ADN

<220>
<223> tbéng

<400> 343

hop

Trinh tu nhén tao

ctacagcaaa atagttaccc tccgacg

<210> 344
<211> 9

<212> PRT
<213>

<220>
<223> téng

<400> 344

hop

Trinh tu nhédn tao

50111

Leu Gln Gln Asn Ser Tyr Pro Pro Thr

1

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

345
354
ADN

<220>
<223> tbéng
<400> 345

gatagacaga
tcctgtatag
ccaggcaagg
gcagactccg
ctggaaatga
caatttgggg

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

346
118
PRT

<220>

<223> tbng

5

hop

tggtggagtc
cgtctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgag
cttttgatat

hop

Trinh ty nhédn tao

tgggggaggc
catcatcagt
ggtggcagtt
attcaccatc
agccgaggac
ctggggccaa

Trinh ty nhédn tao

gtggtccagc
agatatggca
atatggtatg
tccagagaca
acggctgtgt
gggacaatgg

92

ctgggaggtc
tgcattgggt
atggaagaaa
attccaagaa
attactgtgg
tcaccgtctc

cctgagactc
ccgccaggct
taaaaactat
cacgttatat
gagagttcac
ttca

27

60

120
180
240
300
354
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<400> 346
Asp Arg Gln Met Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ile Ala Ser Gly Phe Ile Ile Ser Arg Tyr
20 25 30
Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ala Val Ile Trp Tyr Asp Gly Arg Asn Lys Asn Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80
Leu Glu Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Gly Arg Val His Gln Phe Gly Ala Phe Asp Ile Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110
Met Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 347

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhéan tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 347
ggattcatca tcagtagata tggc 24

<210> 348

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 348
Gly Phe Ile Ile Ser Arg Tyr Gly
1 5

<210> 349

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbdng hop

<400> 349
atatggtatg atggaagaaa taaa 24

93



<210> 350
<211> 8

<212> PRT
<213>

<220>
<223> tdng

<400> 350

hop

Trinh tu nhdn tao

Ile Trp Tyr Asp Gly Arg Asn Lys

1

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

351
33
ADN

<220>
<223> tbng

<400> 351

5

hop

Trinh tu nhan tao

50111

gggagagttc accaatttgg ggcttttgat atc

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

352
11
PRT

<220>

<223> téng

<400> 352

hop

Trinh tu nhan tao

Gly Arg Val His Gln Phe Gly Ala Phe Asp Ile

1

<210> 353
<211> 324
<212> ADN

5

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbng

<400> 353

gaaattgtgt
ctctcctgcea
cctggccagg
gacaggttca
cctgaagatt
caagggacca

<210> 354

hop

tgacgcagtc
gggccagtca
ctcccaggcet
gtggcagtgg
ttgcagtgta
aggtggcaat

tccagacacc
gagtgttagc
cctcatctat
gtctgggaca
ttactgtcag
caaa

10

ctgtctttgt
agcagcttct
ggtgcatcca
gacttcactc
caatatggta

94

ctccagggga
tagcctggta
gcagggccac
tcaccatcag

ggtcaccttg

aagagccacc
ccagcagaaa
tggcatccca
cagactggag
gacgttcggc

33

60

120
180
240
300
324
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<211> 108
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 354
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Asp Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Ser
20 25 30
Phe Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu
35 40 45
Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser
50 55 60
Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu
65 70 75 80
Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Gly Arg Ser Pro
85 90 95
Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Ala Ile Lys
100 105

<210> 355

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 355
cagagtgtta gcagcagctt c 21

<210> 356

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> tbdng hop

<400> 356
Gln Ser Val Ser Ser Ser Phe
1 5

<210> 357

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

95



50111

<223> tdng hop

<400> 357
ggtgcatcc

<210> 358

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbdng hop

<400> 358
Gly Ala Ser
1

<210> 359

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 359
cagcaatatg gtaggtcacc ttggacg

<210> 360

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 360

Gln Gln Tyr Gly Arg Ser Pro Trp Thr
1 5

<210> 301
<211> 363
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 361

caggtgcagc tgcaggagtc gggcccagga ctggtgaagc cttcacagac cctgtccctc 60
acctgcactg tttccggtgg ctccatcaac aatggtggtc actactggac ctggatccgg 120
caacacccag ggaagggcct agaatggatt gggtacattt attatattgg gaccacttat 180

96

27
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tacaatccgt ccctcgagag tcgactttcc ctatcagtgg acacgtctaa gaatcagttc 240
tccctgaage tgagctctgt gactgccgeg gacacggceca tttattactg tgcgagaage 300
agtttatcag tgtctgaggc ttttgatgtc tggggccaag ggacaatggt caccgtctct 360
tca 363

<210> 362
<211> 121
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 362
Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gln
1 5 10 15
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly Ser Ile Asn Asn Gly
20 25 30
Gly His Tyr Trp Thr Trp Ile Arg Gln His Pro Gly Lys Gly Leu Glu
35 40 45
Trp Ile Gly Tyr Ile Tyr Tyr Ile Gly Thr Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser
50 55 60
Leu Glu Ser Arg Leu Ser Leu Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe
65 70 75 80
Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Ile Tyr Tyr
85 90 95
Cys Ala Arg Ser Ser Leu Ser Val Ser Glu Ala Phe Asp Val Trp Gly
100 105 110
Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 363

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 363
ggtggctcca tcaacaatgg tggtcactac 30

<210> 364

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 364
Gly Gly Ser Ile Asn Asn Gly Gly His Tyr
1 5 10

97
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<210> 365

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 365
atttattata ttgggaccac t

<210> 366

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 366
Ile Tyr Tyr Ile Gly Thr Thr
1 5

<210> 367

<211> 39

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 367

gcgagaagca gtttatcagt gtctgaggct tttgatgtce

<210> 368

<211> 13

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 368

Ala Arg Ser Ser Leu Ser Val Ser Glu Ala Phe Asp Val

1 5 10

<210> 369
<211> 324
<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao

98

21

39
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<220>
<223> tdng

<400> 369

gacatccaga
atcacttgcc
gggaaggccc
aggttcagtg
gaagattttg
caagggacac

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

370
108
PRT
Trinh

<220>
<223> téng
<400> 370
Asp Ile Gln
1
Asp Arg Ile

Leu Ser Trp

35

Phe Gly Ala
50

Ser Gly Ser

65

Glu

Asp Phe

Ile Thr Phe

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

371
18
ADN
Trinh

<220>
<223> tbng
<400> 371

cagaacattg

<210> 372
<211> 6
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan

<220>

hop

tgacccagtc
gggggagtca
ctaaactcct
gcagtggatc
caacttactt
gactggagat

ty nhén

hop

Met Thr

Thr
20
Tyr

Ile
Gln
Tyr Asn
Gly Thr

Ala Thr
85
Gly Gln

100

tu nhén

hop

gcagcttt

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp
70

Tyr

Gly

tccatcctcce
gaacattggc
aatctttggt
cgggacagat
ctgtcagcag
taaa

tao

Ser Pro

Cys Arg
Pro
40

Gly

Arg

Gln
55
Phe Thr

Phe Cys

Thr Arg

tao

tao

50111

ctgtctgcat
agctttttaa
gcatacaatt
ttcactctca
agttatagta

Ser Leu
10

Ser

Ser
Gly Gln
25

Gly

Lys Ala

Gly Val Pro

Thr Ile
75
Ser

Leu
Gln Gln
90

Glu

Leu Ile

105

99

ctgtaggaga
gttggtatca
tgcaaggtgg
ccatcagtag
cccctcecgat

cagaatcacc
acagagacca
ggtcccatca
tctgcaacct
caccttcggce

Ser Ala

Asn Ile

Pro Lys
45
Ser Arg
60
Ser Ser

Tyr Ser

Lys

Ser
Gly
Leu
Phe
Leu

Thr

Val
15

Ser
Leu
Ser

Gln

Pro
95

Gly
Phe
Ile
Gly
Pro

80
Pro

60

120
180
240
300
324

18

252/292



50111

<223> tbéng hop

<400> 372
Gln Asn Ile Gly Ser Phe
1 5

<210> 373

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 373
ggtgcatac

<210> 374

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 374
Gly Ala Tyr
1

<210> 375

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 375
cagcagagtt atagtacccc tccgatcacc

<210> 376

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 376
Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro Pro Ile Thr
1 5 10

100

30
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<210> 377
<211> 363
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

50111

ctggtgaggc
aatggtggtt
ggatacatct
ctatcagtag
gacacggccg

tggggccaag

cttcacagac
actattggac
attacattgg
acacgtctaa
tttattactg
ggacaatggt

cctgtcectce
ctggatccgce
gaccacctac
gaaccagttc
tgcgagaagc
caccgtctct

<220>

<223> tdng hop

<400> 377

caggtgcagc tgcaggagtc gggcccagga

acctgcactg tctctggtgg ctccatcagce

caaaacccag ggaagggcct agaatggatt

tacaacccgt ccctcgagag tcgactttcc

tccctgaage tgacctctgt gactgcecgcg

agtttagcag tgtctgaggc ttttgatatc

tca

<210> 378

<211> 121

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> tdéng hop

<400> 378

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly

1 5

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val

20

Gly Tyr Tyr Trp Thr Trp Ile Arg
35 40

Trp Ile Gly Tyr Ile Tyr Tyr Ile

50 55

Leu Glu Ser Arg Leu Ser Leu Ser

65 70 :

Ser Leu Lys Leu Thr Ser Val Thr

85
Cys Ala Arg Ser Ser Leu Ala Val
100

Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser
115 120

<210> 379

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> téng hop

<400> 379

Pro
Ser
25

Gln
Gly
Val
Ala
Ser

105
Ser

Gly
10

Gly
Asn
Thr
Asp
Ala

90
Glu

101

Leu
Gly
Pro
Thr
Thr
75

Asp

Ala

Val
Ser
Gly
Tyr
60

Ser

Thr

Phe

Arg
Ile
Lys
45

Tyr
Lys

Ala

Asp

Pro
Ser
30

Gly
Asn
Asn

Val

Ile
110

Ser
15

Asn
Leu
Pro
Gln

Tyr

Trp

Gln
Gly
Glu
Ser
Phe
80

Tyr

Gly

60

120
180
240
300
360
363
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ggtggctcca tcagcaatgg tggttactat

<210> 380

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 380
Gly Gly Ser Ile Ser Asn
1 5

<210> 381

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<223> téng hop

<400> 381
atctattaca ttgggaccac c

<210> 382

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 382
Ile Tyr Tyr Ile Gly Thr
1 5

<210> 383

<211> 39

<212> ADN

<213> Trinh tu nhéan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 383

gcgagaagca gtttagcagt gtctgaggct tttgatatc

<210> 384

<211> 13

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

Gly Gly Tyr Tyr
10

Thr

102

30

21

39
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Ala

50111

10

ctgtctgcat
agctttttaa
gcatccagtt
ttcactctca
agttacaata

Ser Leu
10

Ser

Ser

25
Gly Ala

Gly Val Pro

Thr Ile
75

Ser

Leu
Gln Gln
90
Glu

Leu Ile

105

Gln

ctgtaggcga
gttggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag
cccctcecgat

Ser Ala Ser

Ser Ile Gly
30
Leu

Pro Lys

Ser Phe
60

Ser

Arg
Ser Leu

Tyr Asn Thr

Lys

<220>
<223> tdéng hop
<400> 384
Ala Arg Ser Ser Leu Ala Val Ser Glu Ala Phe Asp Ile
1 5
<210> 385
<211> 324
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> tdng hop
<400> 385
gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc
atcacttgcc gggcgagtca gagcattggc
gggaaagccc ctaagctcct gatctatgcect
aggttcagtg gcagtggatc tgggacagat
gaagattttg caacttacta ctgtcaacag
caagggacac gactggagat taaa
<210> 386
<211> 108
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> tbng hop
<400> 386
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro
1 5
Asp Arg Phe Thr Ile Thr Cys Arg
20
Leu Ser Trp Tyr Gln Gln Lys Pro
35 40
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
65 70
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys
85
Ile Thr Phe Gly Gln Gly Thr Arg
100
<210> 387
<211> 18
<212> ADN
<213> Trinh ty nhédn tao

103

cagattcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
tctgcaacct
caccttcggc

Val
15
Ser

Gly
Phe

Leu TIle

Ser Gly

Gln Pro
80
Pro Pro

95

60

120
180
240
300
324
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<220>
<223> tdéng hop

<400> 387
cagagcattg gcagcttt

<210> 388

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 388
Gln Ser Ile Gly Ser Phe
1 5

<210> 389

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 389
gctgcatcc

<210> 390

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<223> téng hop

<400> 390
Ala Ala Ser
1

<210> 391

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 391
caacagagtt acaatacccc tccgatcacc

104

18

30
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<210> 392
<211> 10
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> tbng hop
<400> 392
Gln Gln Ser Tyr Asn Thr Pro Pro Ile Thr
1 5 10
<210> 393
<211> 363
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> téng hop
<400> 393
caggtgcagc tggtgcaatc tgggactgag gtgaagaggc
tcctgcaagg cttctggatt caccttcacc ggctattata
cctggagagg ggcttgagtg gatggggtgg atcaaccctc
gcacagaagt ttcagggcag ggtcaccctg accagggaca
ctggacctga tcagtctgcg atctgacgac acggccgtat
ggtgggggct actcttccta ctttgactac tggggccagg
tca
<210> 394
<211> 121
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> tbéng hop
<400> 394
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Thr Glu Val
1 5 10
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe
20 25
Tyr Ile Tyr Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Glu
35 40
Gly Trp Ile Asn Pro His Ser Gly Gly Thr Lys
50 55
Gln Gly Arg Val Thr Leu Thr Arg Asp Thr Ser
65 70 75
Leu Asp Leu Ile Ser Leu Arg Ser Asp Asp Thr
85 90
Ala Arg Ile Gly Gly Gly Gly Tyr Ser Ser Tyr
100 105

105

ctggggcctc
tatactgggt
acagtggtgg
cgtccatcaa
attactgtgc
gaaccctggt

Lys Arg Pro

Thr Phe Thr

30

Gly Leu Glu

45

Tyr Ala Gln

60

Ile Asn Thr

Ala Val Tyr

Phe Asp Tyr

110

agtgaaggtc
gcgacaggcc
cacaaaatac
tacagcctac

gagaatcggg
caccgtctecce

Gly Ala
15
Gly Tyr

Trp Met

Lys Phe

Ala Tyr
80
Tyr Cys
95

Trp Gly

60

120
180
240
300
360
363
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Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 395

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 395
ggattcacct tcaccggcta ttat

<210> 396

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

- <220>

<223> téng hop

<400> 396
Gly Phe Thr Phe Thr Gly Tyr Tyr
1 5

<210> 397

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 397
atcaaccctc acagtggtgg caca

<210> 398

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 398

Ile Asn Pro His Ser Gly Gly Thr
1 5

<210> 399

<211> 42

106

24

24
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<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> tbéng hop

<400> 399

50111

gcgagaatcg ggggtggggg ctactcttcec tactttgact ac

Ala Arg Ile Gly Gly Gly Gly Tyr Ser Ser Tyr Phe Asp Tyr

<210> 400

<211> 14

<212> PRT

<213> Trinh tuyu nhan tao

<220>

<223> tbéng hop

<400> 400

1 5

<210> 401

<211> 324

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> téng hop

<400> 401

gacatccaac tgacccagtc tccatcttcc

atcacttgcc gggcaagtca gactattagt

gggaatgccc ctaaactcct gatctatgct

aggttcagtg gcagaggatc tgggacagat

gaagattttg ccacttacta ctgtcaacag

caagggacac gactggagat taaa

<210> 402

<211> 108

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> tbéng hop

<400> 402

Asp Ile Gln Leu Thr Gln Ser Pro

1 5

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg
20

Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro

35 40
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser

10

ctgtctgcat
acctatttaa
gcatccagtt
ttcactctca
ggttacacta

Ser Ser Leu
10

Ala Ser Gln

25

Gly Asn Ala

Gly Val Pro

107

ctgtaggaga
attggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag
cccctccgat

Ser Ala

Thr Ile

30

Pro Lys
45

Ser Arg

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
tctccaacct
caccttcggce

Ser Val Gly

15

Ser Thr Tyr
Leu Leu Ile

Phe Ser Gly

42

60

120
180
240
300
324



50
Arg Gly Ser Gly Thr
65
Glu Asp Phe Ala Thr
85
Ile Thr Phe Gly Gln
100

<210> 403

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh tuyu nhan

<220>
<223> tdng hop

<400> 403
cagactatta gtacctat

<210> 404

<211> ©

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan

<220>
<223> téng hop

<400> 404
Gln Thr Ile Ser Thr
1 5

<210> 405

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén

<220>
<223> tdéng hop

<400> 405
gctgcatcc

<210> 406

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén

<220>
<223> tbéng hop

<400> 406
Ala Ala Ser

50111

55 60

Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln

70 75

Tyr Tyr Cys Gln Gln Gly Tyr Thr Thr Pro

90
Gly Thr Arg Leu Glu Ile Lys
105

tao

tao

Tyr

tao

tao

108

95

Pro
80
Pro

18
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<210>
<211>
<212>
<213>

407
30
ADN

<220>
<223> tdéng

<400> 407

hop

Trinh ty nhén tao

caacagggtt acactacccc tccgatcacc

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

408
10
PRT

<220>

<223> tbéng hop

<400> 408

Trinh ty nhén tao

50111

Gln Gln Gly Tyr Thr Thr Pro Pro Ile Thr

1

<210> 409
<211> 363
<212> ADN

5

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<223> tbéng

<400> 409
gaggtgcagc
tcctgtgcag
ccagggaagg
gcagactccg
ctgcaaatga
tctcactgga
tca

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

410
121
PRT

<220>

<223>

<400> 410

hop

tgttggaatc
cctctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acaggctgag
acggtgaagc

téng hop

tgggggaggc
cacctttagc

ggtctcagat
gttcgccatc
agccgaggac
gtttgatatt

Trinh tu nhén tao

10

ttggtacagc
agctatgcca
attagtggta
tccagagaca
acggccgtct

tggggccaag

ctggggggtc
tgagctgggt
gtggtcttag
attccaagaa
attactgtgce
ggacaatggt

cctgagactc
ccgccaggcet
cacatactac
catgttgtat
gaaagagccc
caccgtctcect

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

109

30

60

120
180
240
300
360
363
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Ser
Ala
Ser
Lys
65

Leu

Ala

Gln

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

Leu
Met
Asp
50

Gly
Gln

Lys

Gly

<220>

<223>

<400>

Arg
Ser
35

Ile
Arg
Met

Glu

Thr
115

411
24
ADN
Trinh

411

Leu
20

Trp
Ser
Phe
Asn
Pro

100
Met

Ser
Val
Gly
Ala
Arg
Ser

vVal

ty nhén

tdng hop

Cys
Arg
Ser
Ile
70

Leu
His

Thr

tao

Ala
Gln
Gly
Ser
Arg
Trp

vVal

ggattcacct ttagcagcta tgcc

<210>

<211> 8

<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

412

PRT
Trinh tu nhén tao

412

tdng hop

Ala
Ala
40

Leu
Arg
Ala

Asn

Ser
120

Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Ala

1

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

<220>

<223>

<400>

413
24

ADN
Trinh ty nhé&n tao

413

tédng hop

5

attagtggta gtggtcttag caca

<210> 414
<211> 8

50111

Ser
25

Pro
Ser
Asp
Glu
Gly

105
Ser

10
Gly

Gly
Thr
Asn
Asp

90
Glu

110

Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Ala

Thr
Gly
Tyr
60

Lys
Ala

Phe

Phe
Leu
45

Ala
Asn

vVal

Asp

Ser
30

Glu
Asp
Met

Tyr

Ile
110

15
Ser

Trp
Ser
Leu
Tyr

95
Trp

Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys

Gly

24

24
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<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tbng

<400> 414

hop

Tle Ser Gly Ser Gly Leu Ser Thr

1

<210> 415
<211> 42
<212> ADN

5

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbéng

<400> 415

hop

50111

gcgaaagagc cctctcactg gaacggtgaa gcgtttgata tt

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

416
14
PRT

<220>
<223> tdéng

<400> 416

Ala Lys Glu Pro Ser His Trp Asn Gly Glu Ala Phe Asp Ile

1

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

417
321
ADN

<220>
<223> tdbng
<400> 417

gacatccaga
atcacttgtc
gggaaagccc
aggttcagcg
gaagattttg
gggaccaaag

<210> 418
<211> 107
<212> PRT

hop

5

hop

tgacccagtc
gggcgagtca
ctaaactcct
gcagtggatc
caacttacta
tggatatcaa

Trinh ty nhan tao

Trinh ty nhén tao

tccatcttcc
ggatattagc
gatctatact
tgggacagat
ttgtcaacag
a

10

gtgtctgcat
agttggttag
acagccaatt
ttcactctca
gctaacagtt

111

ctgtaggaga
cctggtatca
tacaaagtgg
ccatcagcag
tcececattcac

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatcc
cctgcagtct
tttcggctct

42

60

120
180
240
300
321
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<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 418
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Val Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asp Ile Ser Ser Trp
20 25 30
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Thr Thr Ala Asn Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ser
65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ala Asn Ser Phe Pro Phe
85 90 95
Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Val Asp Ile Lys
100 105

<210> 419

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 419
caggatatta gcagttgg 18

<210> 420

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tuyu nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 420
Gln Asp Ile Ser Ser Trp
1 5

<210> 421

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tuyu nhén tao

<220>
<223> téng hop

112



<400> 421
actacagcc

<210> 422
<211> 3
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> tdng hop

<400> 422

Thr Thr Ala

1

<210> 423
<211> 27
<212> ADN

<213> Trinh tuyu nhén tao

<220>
<223> tdéng

<400> 423

hop

caacaggcta acagtttccc attcact

<210> 424
<211> 9
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbéng

<400> 424

hop

50111

Gln Gln Ala Asn Ser Phe Pro Phe Thr

1

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

425
366
ADN

<220>
<223>

<400> 425

cagctgcaac
acctgcactg
cagtccccgg
gacaatccgt
tccctgaacc

5

téng hop

tgcaggagtc
tctctggtgg
ggaagggact
ccctcaagag
tgaactctgt

Trinh ty nhén tao

gggcccagga
ctccatcagt
ggagtggatc
tcgagtcacc
gaccgccgca

ctggtgaagc
agtaattatt
gggagtatct
atttccgtag
gacacggcta

113

cttcggagac
actactgggg
atcacactgg
acacgtccaa
tttattattg

cctgtcctte
ctgggtccge
gaacgcctac
gaatcagttc
tgcgagacat

27

60

120
180
240
300
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267/292

catagcagtt cgtcctggtg gtacttcgat gtctggggcec gtggcaccct ggtcattgtc 360
tcctca 366

<210> 426
<211> 122
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 426
Gln Leu Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu
1 5 10 15
Thr Leu Ser Phe Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly Ser Ile Ser Ser Asn
20 25 30
Tyr Tyr Tyr Trp Gly Trp Val Arg Gln Ser Pro Gly Lys Gly Leu Glu
35 40 45
Trp Ile Gly Ser Ile Tyr His Thr Gly Asn Ala Tyr Asp Asn Pro Ser
50 55 60
Leu Lys Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe
65 70 75 80
Ser Leu Asn Leu Asn Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Ile Tyr Tyr
85 90 95
Cys Ala Arg His His Ser Ser Ser Ser Trp Trp Tyr Phe Asp Val Trp
100 105 110
Gly Arg Gly Thr Leu Val Ile Val Ser Ser
115 120

<210> 427

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 427 .
ggtggctcca tcagtagtaa ttattactac 30

<210> 428

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 428
Gly Gly Ser Ile Ser Ser Asn Tyr Tyr Tyr
1 5 10

114



50111

<210> 429

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 429
atctatcaca ctgggaacgc ¢

<210> 430

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhéan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 430
Ile Tyr His Thr Gly Asn Ala
1 5

<210> 431

<211> 42

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 431

gcgagacatc atagcagttc gtcctggtgg tacttcgatg tc

<210> 432

<211> 14

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 432

Ala Arg His His Ser Ser Ser Ser Trp Trp Tyr Phe Asp Val

1 5 10

<210> 433
<211> 324
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>

115

21

42
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<223> tbng hop

<400> 433

gaaattgtgt tgacgcagtc tccagacacc

ctctcctgca gggccagtca gactgttagce

cctggccagg ctcccaggct cctcatctat

gacaggttca gtggcagtgg gtctgggacc

cctgacgatt ttgcagtata tttctgtcag

cagggggcca agctcgagat caaa

<210> 434

<211> 108

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>

<223> téng hop

<400> 434

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro

1 5

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg
20

His Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys

35 40
Ile Tyr Gly Thr Ser Ser Arg Ala
50 55

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe

65 70

Pro Asp Asp Phe Ala Val Tyr Phe

85

Pro Thr Phe Gly Gln Gly Ala Lys
100

<210> 435

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> tbéng hop

<400> 435

50111

ctgtctttgt
aacagccact
ggtacatcca
gacttctctc
cagcatgaaa

ctccagggga
tagcctggta
gcagggccac
tcaccatcat
gttcacctcc

aagagccacc
ccagcagaaa
tggcatccca
cagactggag
cacttttggc

cagactgtta gcaacagcca C

<210> 436
<211> 7

<212> PRT
<213>

<220>

<223> téng

hop

Trinh ty nhan tao

Thr
10
Ser

Asp

Ala
25
Pro Gly

Thr Gly

Ser Leu
Gln
90

Glu

Cys

Leu
105

116

Leu
Gln
Gln
Ile
Thr
75

Gln

Ile

Ser
Thr
Ala
Pro
60

Ile
His

Lys

Leu
Val
Pro
45

Asp
Ile

Glu

Ser
Ser
30

Arg
Arg
Arg

Ser

Pro
15

Asn
Leu
Phe

Leu

Ser
95

Gly
Ser
Leu
Ser
Glu

80
Pro

60

120
180
240
300
324

21
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<400> 436
Gln Thr Val Ser Asn Ser His
1 5

<210> 437

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 437
ggtacatcc

<210> 438

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 438
Gly Thr Ser
1

<210> 439

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 439
cagcagcatg aaagttcacc tcccact

<210> 440

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 440
Gln Gln His Glu Ser Ser Pro Pro Thr
1 5

<210> 441

117

27
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<211> 363

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> téng hop

<400> 441

caggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc

tcctgtgcag cctctggaat caccttcagt

ccaggcaagg ggctggagtg ggtggcactc

tcagactccg tgaagggccg attcaccatc

ctgcaaatga acagtctgag acctgaggac

gggggagacg actactacgg tatggacgtc

tca

<210> 442

<211> 121

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> tdng hop

<400> 442

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly

1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20

Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala
35 40

Ala Leu Thr Ser Tyr Asp Gly Ser

50 55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg

65 70

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Pro

85
Ala Lys Asp Lys Gly Gly Asp Asp
100

Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser
115 120

<210> 443

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> tdng hop

<400> 443

ggaatcacct tcagtagcta tggc

50111

gtggtccagc
agctatggca
acatcatatg
tccagagaca
acggctgtgt
tggggccaag

Gly Gly Val

Ser Ile
25

Pro

Gly

Gly Lys

Lys Lys Tyr
Ser
75

Thr

Asp Asn

Glu Asp
90
Tyr Tyr
105

Ser

Gly

118

ctgggaggtc
tgcactgggt

atggaagtaa
attccaagaa
attactgtgc
ggaccacggt

Val Gln Pro

Thr Phe Ser

30
Leu Glu
45

Ser

Gly

Tyr
60
Lys

Asp

Asn Thr

Ala Val Tyr

Met Val

110

Asp

cctgagactc
ccgccaggcet
aaaatactat
cacgctgtat
gaaagataaa
caccgtctcc

Gly
15
Ser

Arg
Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95

Trp Gly

60

120
180
240
300
360
363

24
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<210> 444

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 444
Gly Ile Thr Phe Ser Ser Tyr Gly
1 5

<210> 445

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 445
acatcatatg atggaagtaa aaaa

<210> 446

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 446
Thr Ser Tyr Asp Gly Ser Lys Lys
1 5

<210> 447

<211> 42

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhadn tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 447

gcgaaagata aagggggaga cgactactac ggtatggacg tc

<210> 448

<211> 14

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

119

24

42
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<223> tdéng hop
<400> 448
Ala Lys Asp Lys Gly Gly Asp Asp Tyr Tyr Gly Met Asp Val
1 5 10
<210> 449
<211> 324
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> tdng hop
<400> 449
gaaattgtgt tgacgcagtc tccaggcacc ctgtctttgt ctccagggga aagagccacc 60
ctctcctgca gggccagtca gtggattagce agcagctact tagcctggta ccagcagaaa 120
cctggccagg ctcccaggct cctcatctat ggtgctttca gcagggccce tggcatccca 180
ggcaggttca gtggcagtgg gtctgggaca gacttcactc tcaccatcag cagactggag 240
cctgaagatt ttgcagtgta ttactgtcag cagtatggta gttcaccgta cacttttggc 300
caggggacca agctggagat caat 324
<210> 450
<211> 108
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> tdng hop
<400> 450
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Trp Ile Ser Ser Ser
20 25 30
Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu
35 40 45
Ile Tyr Gly Ala Phe Ser Arg Ala Pro Gly Ile Pro Gly Arg Phe Ser
50 55 60
Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu
65 70 75 80
Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro
85 aC 95
Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Asn
100 105
<210> 451
<211> 21
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao

<220>

120



50111

<223> tbéng hop

<400> 451
cagtggatta gcagcagcta c

<210> 452

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 452
Gln Trp Ile Ser Ser Ser Tyr
1 5

<210> 453

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 453
ggtgctttc

<210> 454

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> téng hop

<400> 454
Gly Ala Phe
1

<210> 455

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 455
cagcagtatg gtagttcacc gtacact

<210> 456

121

21

27
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<211> 9
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> tbng hop
<400> 456
Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro Tyr Thr
1 5
<210> 457
<211> 366
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> tbéng hop
<400> 457
caggttcaac tggtgcagtc tggagctgag gtgaagaagc
tcctgtaaga cttctggtta cacctttacc aacaatggta
cctggacaag ggcttgagtg gatgggatgg atcagccctt
gcacagaagt tccagggcag agtcaccatg accacagaca
atggacgtga ggagcctgag atctgacgac acggccgttt
cccattacga tctcctactt cggtatggac gtctggggcc
tcctceca
<210> 458
<211> 122
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> téng hop
<400> 458
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val
1 5 10
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Thr Ser Gly Tyr
20 25
Gly Ile Ser Trp Val Arg Gln Val Pro Gly Gln
35 40
Gly Trp Ile Ser Pro Tyr Asn Gly Asn Thr Lys
50 55
Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Thr Asp Thr Ser
65 70 75
Met Asp Val Arg Ser Leu Arg Ser Asp Asp Thr
85 90
Ala Arg Asp Gly Pro Ile Thr Ile Ser Tyr Phe
100 105
Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120

122

ctggggcectce
tcagctgggt
ataatggtaa
catcgacgac
atttctgtgce
aagggaccac

Lys Lys Pro

Thr Phe Thr

30

Gly Leu Glu

45

Tyr Ala Gln

Thr Thr Thr

Ala Val Tyr

Gly Met Asp

110

agtgaaggtc
gcgacaggtc
tacaaagtat
tacagtctac
gagagatggg
ggtcaccgtc

Gly Ala
15
Asn Asn

Trp Met

Lys Phe

Val Tyr
30
Phe Cys
95

Val Trp

60

120
180
240
300
360
366
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<210> 459

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 459
ggttacacct ttaccaacaa tggt

<210> 460

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 460
Gly Tyr Thr Phe Thr Asn Asn Gly
1 5

<210> 461

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 461
atcagccctt ataatggtaa taca

<210> 462

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 462
Ile Ser Pro Tyr Asn Gly Asn Thr
1 5

<210> 463

<211> 45

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

123

24

24
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<220>

<223> tdéng hop

<400> 463

50111

gcgagagatg ggcccattac gatctcctac ttcggtatgg acgtc

ctgtaggaga
attggtatca
tgcaaagtgg
ccgtcagcag
cccctececgat

Ser Ala

Ser Ile

30
Pro Lys
45
Ser Arg

60

Ser

Ser

Leu

Phe

15

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
tctgcaacct
caccttcggc

Val
15
Thr

Gly
Tyr
Ile

Leu

Gly Gly

<210> 464
<211> 15
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> téng hop
<400> 464
Ala Arg Asp Gly Pro Ile Thr Ile Ser Tyr Phe Gly Met Asp Val
1 5 10
<210> 465
<211> 324
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> tdéng hop
<400> 465
gacatccaga tgacccagtc tccgtectee ctgtctgeat
atcacttgcc gggcaagtca gagtattagc acctatttaa
gggaaagccc ctaaactcct gatctatgct gcatccactt
aggttcggtg gcagtggatc tgggacagac ttcactctca
gaagattttg caacttacta ctgtcaacag agttacagta
caagggacac gactggagat taat
<210> 466
<211> 108
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> téng hop
<400> 466
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu
1 5 10
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln
20 25
Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala
35 40
Tyr Ala Ala Ser Thr Leu Gln Ser Gly Val Pro
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Val

124

Ser Ser

Leu

Gln

45

60

120
180
240
300
324
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50111 2781292

65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro Pro
85 90 95
Ile Thr Phe Gly Gln Gly Thr Arg Leu Glu Ile Asn
100 105
<210> 467
<211> 18
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 467
cagagtatta gcacctat 18

<210> 468

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 468
Gln Ser Ile Ser Thr Tyr
1 5

<210> 469

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 469
gctgcatcc 9

<210> 470

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 470

Ala Ala Ser
1

125



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

471
30
ADN

<220>
<223> tbéng

<400> 471

hop

Trinh ty nhan tao

caacagagtt acagtacccc tccgatcacc

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

472
10
PRT

<220>
<223> tbng

<400> 472

hop

Trinh ty nhdn tao

50111

Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro Pro Ile Thr

1

<210> 473
<211> 354
<212> ADN

5

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> tbéng

<400> 473
caggtacaac
tcctgtgcag
ccaggcaagg
gccgactccg
ctgcaaatga
ttgtttggat

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

474
118
PRT

<220>

<223> téng

<400> 474

hop

tggtggagtc
cgtctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagtctgag
actttgacta

hop

tgggggaggc
caccgtcaat
ggtggcagtt
attctccttc
agccgaggac
ctggggccag

Trinh tu nhdn tao

10

gtggtccagc
agatatggca
acatggtatg
tccagagaca
acggctgtat
ggaaccctgg

ctgggaggtc
tacactgggt

atggaagaaa
gttccacgaa
attactgtge
tcaccgtctc

cctgagactc
ccgccaggcet
taaatacttt
cacgttgtat

gaggggggga
ctca

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

1

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr
25

5

20

10

126

30

15

Val Asn Arg Tyr

30

60

120
180
240
300
354
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Gly Ile His Trp Val Arg Gln Ala

35 40
Ala Val Thr Trp Tyr Asp Gly Arg
50 55
Lys Gly Arg Phe Ser Phe Ser Arg
65 70
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala
85
Ala Arg Gly Gly Leu Phe Gly Tyr
100
Leu Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 475
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 475
ggattcaccg tcaatagata tggc

<210> 476

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 476
Gly Phe Thr Val Asn Arg Tyr Gly
1 5

<210> 477

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tyg nhén tao

<220>
<223> tbdng hop

<400> 477
acatggtatg atggaagaaa taaa

<210> 478

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhén tao

50111

Pro
Asn
Asp
Glu

Phe
105

Gly
Lys
Ser
Asp

90
Asp

127

Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Tyr

Gly
Phe
60

Thr
Ala

Trp

Leu
45

Ala
Asn

Val

Gly

Glu
Asp
Thr
Tyr

Gln
110

Trp
Ser
Leu
Tyr

95
Gly

Val
Val
Tyr
80

Cys

Thr

24

24
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<220>
<223> tdéng

<400> 478

hop

Thr Trp Tyr Asp Gly Arg Asn Lys

1

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

479
33
ADN

<220>
<223> téng

<400> 479

5

hop

Trinh tu nhan tao

50111

gcgagggggg gattgtttgg atactttgac tac

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

480
11
PRT

<220>
<223> téng

<400> 480

hop

Trinh tuy nhan tao

Ala Arg Gly Gly Leu Phe Gly Tyr Phe Asp Tyr

1

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

481
324
ADN

<220>
<223> tbng
<400> 481

gaaattgtgt
ctctcctgca
cctggccagg
gacaggttca
cctgaagatt
caggggacca

<210> 482
<211> 108
<212> PRT

5

hop

tgacgcagtc
gggccagtca
ctcccagact
gtggcagtgg
ttgcagtgta
aggtggaaat

Trinh tu nhén tao

tccagacacc
gagtgttgce
cctcatctat
gtctgggaca
ttactgtcag
caca

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

10

ctgtctttgt
ggcagctact
ggtgcatcca
gacttcactc
cagtatggta

128

ctccagggga
tagcctggta
gcagggccac
tcaccatcag
cctcaccttg

aagagccacc
ccagcagaaa
tggcatccca
cagactggag
gacgttcggc

33

60

120
180
240
300
324
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<223> tdng hop

<400> 482
Glu Ile Val Leu

1
Glu

Tyr
Ile
Gly
65

Pro

Trp

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

Arg
Leu
Tyr
50

Ser

Glu

Thr

<220>

<223>

<400>

Ala
Ala
35

Gly
Gly
Asp

Phe

483
21
ADN
Trinh

483

Thr
20

Trp
Ala
Ser

Phe

Gly
100

Thr
Leu
Tyr
Ser
Gly
Ala

85
Gln

tu nhén

tdng hop

Gln
Ser
Gln
Ser
Thr
70

val

Gly

tao

cagagtgttg ccggcagcta ¢

<210>

<211> 7

<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

484

PRT
Trinh ty nhé&n tao

484

téng hop

Gln Ser Val Ala Gly Ser

1

<210>

<211> 9

<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

485

ADN
Trinh ty nhén tao

485

ggtgcatcc

tdng hop

5

Ser
Cys
Gln
Arg
55

Asp

Tyr

Thr

Tyr

Pro
Arg
Lys
Ala
Phe
Tyr

Lys

50111

Asp
Ala
25

Pro
Thr
Thr

Cys

Val
105

Thr
10

Ser
Gly
Gly
Leu
Gln

90
Glu

129

Leu
Gln
Gln
Ile
Thr
75

Gln

Ile

Ser
Ser
Ala
Pro
60

Ile
Tyr

Thr

Leu
Val
Pro
45

Asp

Ser

Gly

Ser
Ala
30

Arg
Arg
Arg

Thr

Pro
15

Gly
Leu
Phe

Leu

Ser
95

Gly
Ser
Leu
Ser
Glu

80
Pro

21
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50111

<210> 486

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 486
Gly Ala Ser
1

<210> 487

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhdn tao

<220>
<223> téng hop

<400> 487
cagcagtatg gtacctcacc ttggacg

<210> 488

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 488
Gln Gln Tyr Gly Thr Ser Pro Trp Thr
1 5

<210> 489
<211> 354
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbdng hop

<400> 489

caggtgcagt tggtggagtc tgggggaggc gtggtccagc
tcctgtgcag cgtctggatt caccttcagt agctatggca
ccaggcaagg ggctggagtg ggtggcagtt atatggtatg
gcagactccg tgaagggccg attcaccatc tccagagaca
ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac acggctttat
aacttcggtg cttttgatat ctggggccaa gggacaatgg

<210> 490

130

ctgggaggtc
tacactgggt
gtggaaataa
attccaagaa
atcactgtgc
tcaccgtctce

27

cctgagactc 60

ccgccagget 120
taaatactat 180
cacgctgtat 240
gagaagtggg 300
ttca 354
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<211> 118

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhén

<220>

<223> téng hop

<400> 490

Gln Val Gln Leu Val

1 5

Ser Leu Arg Leu Ser
20

Gly Ile His Trp Val

35
Ala Val Ile Trp Tyr
50

Lys Gly Arg Phe Thr

65

Leu Gln Met Asn Ser

85

Ala Arg Ser Gly Asn
100

Met Val Thr Val Ser

115

<210> 491

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén

<220>

<223> tdéng hop

<400> 491

tao

Glu
Cys
Arg
Gly
Ile
70

Leu

Phe

Ser

tao

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser

Arg

Gly

ggattcacct tcagtagcta tggc

<210>

<211> 8

<212>
<213>

<220>

<223>

<400>
Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Gly

1

492

PRT
Trinh ty nhé&n tao

492

<210> 493
<211> 24
<212> ADN

' <213> Trinh ty nhén tao

téng hop

5

Gly
Ala
Ala
40

Asn
Arg

Ala

Ala

50111

Gly
Ser
25

Pro
Asn
Asp

Glu

Phe
105

Gly
10

Gly
Gly
Lys
Asn
Asp

90
Asp

131

Val
Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Ile

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Trp

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn

Leu

Gly

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr

Tyr

Gln
110

Gly
15

Ser
Trp
Ser
Leu
His
95

Gly

Arg
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys

Thr

24
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50111 285/292

<220>
<223> tdéng hop

<400> 493
atatggtatg gtggaaataa taaa 24

<210> 494

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 494
Ile Trp Tyr Gly Gly Asn Asn Lys
1 5

<210> 495

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 495
gcgagaagtg ggaacttcgg tgcttttgat atc 33

<210> 496

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 496
Ala Arg Ser Gly Asn Phe Gly Ala Phe Asp Ile
1 5 10

<210> 497
<211> 321
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 497
gaaattgtgt tgacgcagtc tccaggcacc ctgtctttgt ctccagggga aagagccacc 60

132



ctctecctgca gggccagtca gagtgttagce

ggccaggctc ccaggctcct catctatggt

aggttcagtg gcagtgggtc tgggacagac

gaagattttg cagtctatta ctgtcagcac

gggaccaagg tggaaatcaa a

<210> 498

<211> 107

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> tbng hop

<400> 498

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro

1 5

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg
20

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro

35 40
Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr
50 ’ 55

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Ile

65 70

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys

85

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val
100

<210> 499

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> tdng hop

<400> 499

50111

agctacttag
gcatccagca
ttcattctca
tatggtaact

cctggtacca
gggccactgg
ccatcaacag
caccttggac

gcagaaacct
catcccagac
actggagcct
gttcggccaa

cagagtgtta gcagctac

<210> 500
<211> 6

<212> PRT
<213>

<220>
<223> tbng

<400> 500

Gln Ser Val Ser Ser Tyr

1

hop

5

Trinh ty nhan tao

Gly
Ala
25

Gly
Gly
Leu

Gln

Glu
105

Thr
10

Ser
Gln
Ile
Thr
His

90
Ile

133

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Tyr

Lys

Ser
Ser
Pro
Asp
60

Asn

Gly

Leu
Val
Arg
Arg
Arg

Asn

Ser
Ser
30

Leu
Phe

Leu

Ser

Pro
15

Ser
Leu
Ser

Glu

Pro
95

Gly
Tyr
Ile
Gly
Pro

80
Trp

120
180
240
300
321

18
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50111

<210> 501

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 501
ggtgcatcc

<210> 502

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 502
Gly Ala Ser
1

<210> 503

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 503
cagcactatg gtaactcacc ttggacg

<210> 504

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 504
Gln His Tyr Gly Asn Ser Pro Trp Thr
1 5

<210> 505
<211> 223
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

134

27
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50111

<220>
<223> hCTLA-4 NP _005205.2

<400> 505

Met
1
Thr
Val
Ser
Lys
65
Val
Phe
Asn
Cys
Asn
145
Asp
Tyr

Arg

Pro

Ala Cys Leu Gly Phe Gln Arg His Lys Ala Gln Leu
5 10
Arg Thr Trp Pro Cys Thr Leu Leu Phe Phe Leu Leu
20 25
Phe Cys Lys Ala Met His Val Ala Gln Pro Ala Val
35 40 45
Ser Arg Gly Ile Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Ala
50 55 60
Ala Thr Glu Val Arg Val Thr Val Leu Arg Gln Ala
70 75
Thr Glu Val Cys Ala Ala Thr Tyr Met Met Gly Asn
85 90
Leu Asp Asp Ser Ile Cys Thr Gly Thr Ser Ser Gly
100 105
Leu Thr Ile Gln Gly Leu Arg Ala Met Asp Thr Gly
115 120 125
Lys Val Glu Leu Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Tyr Leu
130 135 140
Gly Thr Gln Ile Tyr Val Ile Asp Pro Glu Pro Cys
150 155
Phe Leu Leu Trp Ile Leu Ala Ala Val Ser Ser Gly
165 170
Ser Phe Leu Leu Thr Ala Val Ser Leu Ser Lys Met
180 185
Ser Pro Leu Thr Thr Gly Val Tyr Val Lys Met Pro
195 200 205
Glu Cys Glu Lys Gln Phe Gln Pro Tyr Phe Ile Pro
210 215 220

<210> 506
<211> 154
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> hCTLA-4-mmH (axit amin K36-D161 cua NP 005205

myc-myc-hexahistidin & dadu tan cung C)

<400> 506

Lys
1
Gly

Ala Met His Val Ala Gln Pro Ala Val Val Leu Ala
5 10
Ile Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Ala Ser Pro Gly
20 25

Glu Val Arg Val Thr Val Leu Arg Gln Ala Asp Ser Gln

35 40 45

Val Cys Ala Ala Thr Tyr Met Met Gly Asn Glu Leu Thr

50 55 60

Asp Ser Ile Cys Thr Gly Thr Ser Ser Gly Asn Gln Val

65

70 75

135

Asn
Phe
30

Val
Ser
Asp
Glu
Asn
110
Leu
Gly
Pro
Leu
Leu
190

Pro

Ile

Leu
15

Ile
Leu
Pro
Ser
Leu
95

Gln
Tyr
Ile
Asp
Phe

175
Lys

Thr ¢

Asn

Ala
Pro
Ala
Gly
Gln
80

Thr
Val
Ile
Gly
Ser

160
Phe

.2 cb dudi

Ser Ser Arg

15

Lys Ala Thr

30

vVal Thr Glu

Phe Leu Asp

Asn Leu Thr

80
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Ile Gln
Glu Leu
Gln Ile
Lys Leu

130

Glu Glu
145

Gly
Met
Tyr
115
Ile

Asp

<210> 507
<211> 154
<212> PRT
<213> Trinh

<220>

<223> MfCTLA-4-mmH (axit amin K36-D161 cua XP _005574071.
myc-myc-hexahistidin & ddu tén cung C)

<400> 507

Lys Ala
1
Gly Ile

Glu Vval

Val Cys
50

Asp Ser

65

Ile Gln

Glu Leu
Gln Ile
Lys Leu

130

Glu Glu
145

Met
Ala
Arg
35

Ala
Ile
Gly
Met
Tyr
115
Ile

Asp

<210> 508
<211> 359
<212> PRT
<213> Trinh

<220>

Leu
Tyr
100
val

Ser

Leu

Arg
85

Pro
Ile
Glu

His

ty nhan

His
Ser
20

vVal
Ala
Cys
Leu
Tyr
100
Val

Ser

Leu

Val
5
Phe
Thr
Thr
Thr
Arg
85
Pro
Ile
Glu

His

ty nhén

<223> hCTLA-4-mFc
mién ngoai bao hCTLA-4 dime (axit amin K36-D161 cua
NP 005205.2) c6 mién Fcgama cua chudt & dau tan cung C
(axit amin E98-K330 cua P01863)

Ala
Pro
Asp
Glu

His
150

tao

Ala
Val
Val
Tyr
Gly
70

Ala
Pro
Asp

Glu

His
150

tao

Met
Pro
Pro
Asp

135
His

Gln
Cys
Leu
Met
55

Thr
Met
Pro
Pro
Asp

135
His

Asp
Tyr
Glu
120

Leu

His

Pro
Glu
Arg
40

Met
Ser
Asp
Tyr
Glu
120

Leu

His

50111

Thr
Tyr
105
Pro

Gly

His

Ala
Tyr
25

Gln
Gly
Ser
Thr
Tyr
105
Pro

Gly

His

Gly Leu Tyr

90

Leu Gly Ile

Cys Pro Asp

Gly Glu Gln

His

140

Val Val Leu

10
Ala

Ala
Asn
Gly
Gly
90

Met
Cys
Gly

His

136

Ser
Asp
Glu
Asn
75

Leu
Gly

Pro

Glu

Pro
Ser
Leu
60

Gln
Tyr
Ile

Asp

Gln
140

Ile
Gly
Ser

125
Lys

Ala
Gly
Gln
45

Thr
Val
Ile
Gly
Ser

125
Lys

Cys
Asn
110
Asp

Leu

Asn
Lys
30

Val
Phe
Asn
Cys
Asn
110
Asp

Leu

Lys
95

Gly
Glu

Ile

1 cod dubi

Ser
15

Ala
Thr
Leu
Leu
Lys
95

Gly
Glu

Ile

val
Thr
Gln

Ser

Arg
Thr
Glu
Asp
Thr
80

Val
Thr

Gln

Ser
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<400> 508
Lys Ala Met

1
Gly

Glu
Val
Asp
65

Ile
Glu
Gln
Arg
Asn
145
Asp
Asp
Asn
Asn
Trp
225
Pro
Ala
Lys
Ile
Asn
305
Lys
Cys

Phe

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

Ile
Val
Cys
50

Ser
Gln
Leu
Ile
Gly
130
Leu
Val
Val
Val
Ser
210
Met
Ala
Pro
Gln
Tyr
290
Thr
Leu

Ser

Ser

Ala
Arg
35

Ala
Ile
Gly
Met
Tyr
115
Pro
Leu
Leu
Ser
Glu
195
Thr
Ser
Pro
Gln
Val
275
Val
Glu
Arg

Val

Arg
355

509
446
PRT
Trinh

His
Ser
20

Val
Ala
Cys
Leu
Tyr
100
Val
Thr
Gly
Met
Glu
180
vVal
Leu
Gly
Ile
Val
260
Thr
Glu
Pro
Val
Val

340
Thr

vVal
Phe
Thr
Thr
Thr
Arg
85

Pro
Ile
Ile
Gly
Ile
165
Asp
His
Arg
Lys
Glu
245
Tyr
Leu
Trp
Val
Glu
325
His

Pro

tu nhan

Ala
val
Val
Tyr
Gly
70

Ala
Pro
Asp
Lys
Pro
150
Ser
Asp
Thr
Val
Glu
230
Arg
val
Thr
Thr
Leu
310
Lys

Glu

Gly

tao

Gln
Cys
Leu
Met
55

Thr
Met
Pro
Pro
Pro
135
Ser
Leu
Pro
Ala
Val
215
Phe
Thr
Leu
Cys
Asn
295
Asp
Lys

Gly

Lys

Pro
Glu
Arg
Met
Ser
Asp
Tyr
Glu
120
Cys
Val
Ser
Asp
Gln
200
Ser
Lys
Ile
Pro
Met
280
Asn
Ser

Asn

Leu

50111

Ala
Tyr
25

Gln
Gly

Ser

Tyr
105
Pro
Pro
Phe
Pro
Val
185
Thr
Ala
Cys
Ser
Pro
265
Val
Gly
Asp

Trp

His
345

Val
10

Ala
Ala
Asn
Gly
Gly
Leu
Cys
Pro
Ile
Ile
170
Gln
Gln
Leu
Lys
Lys
250
Pro
Thr
Lys
Gly
Val

330
Asn

137

Val
Ser
Asp
Glu
Asn
75

Leu
Gly
Pro
Cys
Phe
155
vVal
Ile
Thr
Pro
Val
235
Pro
Glu
Asp
Thr
Ser
315
Glu

His

Leu
Pro
Ser
Leu
60

Gln
Tyr
Ile
Asp
Lys
140
Pro
Thr
Ser
His
Ile
220
Asn
Lys
Glu
Phe
Glu
300
Tyr

Arg

His

Ala
Gly
Gln
45

Thr
Val
Ile
Gly
Ser
125
Cys
Pro
Cys
Trp
Arg
205
Gln
Asn
Gly
Glu
Met
285
Leu
Phe

Asn

Thr

Ser
Lys
30

Val
Phe
Asn
Cys
Asn
110
Asp
Pro
Lys
Val
Phe
190
Glu
His
Lys
Ser
Met
270
Pro
Asn
Met

Ser

Thr
350

Ser
15

Ala
Thr
Leu
Leu
Lys
95

Gly
Glu
Ala
Ile
Val
175
Val
Asp
Gln
Asp
Val
255
Thr
Glu
Tyr
Tyr
Tyr

335
Lys

Arg
Thr
Glu
Asp
Thr
80

Val
Thr
Pro
Pro
Lys
160
Val
Asn
Tyr
Asp
Leu
240
Arg
Lys
Asp
Lys
Ser
320

Ser

Ser
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<220>

<223> R4659:

<400> 509

Glu
1

Ser
Glu
Ser
Lys
65

Leu
Ala
Thr
Pro
val
145
Ala
Gly
Gly
Lys
Cys
225
Leu
Glu
Lys
Lys
Leu
305
Lys
Lys
Ser

Lys

Gln

Val
Leu
Met
Ser
50

Gly
Gln
Gly
Val
Ser
130
Lys
Leu
Leu
Thr
Val
210
Pro
Phe
Val
Phe
Pro
290
Thr
Val
Ala
Arg
Gly

370
Pro

Gln
Arg
Ser
35

Ile
Arg
Met
Gly
Ser
115
Ser
Asp
Thr
Tyr
Gln
195
Asp
Pro
Pro
Thr
Asn
275
Arg
Val
Ser
Lys
Asp
355

Phe

Glu

HC

Leu
Leu
20

Trp
Arg
Phe
Asn
Gly
100
Ser
Lys
Tyr
Ser
Ser
180
Thr
Lys
Cys
Pro
Cys
260
Trp
Glu

Leu

Asn

Gly
340
Glu
Tyr

Asn

Val
Ser
Val
Thr
Thr
Ser
85

Thr
Ala
Ser
Phe
Gly
165
Leu
Tyr
Lys
Pro
Lys
245
Val
Tyr
Glu
His
Lys
325
Gln
Leu

Pro

Asn

Glu
Cys
Arg
Ser
Ile
70

Leu
Phe
Ser
Thr
Pro
150
Val
Ser
Ile
Val
Ala
230
Pro
Val
Val
Gln
Gln

310
Ala

Pro
Thr
Ser

Tyr

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser
Arg
Leu
Thr
Ser
135
Glu
His
Ser
Cys
Glu
215
Pro
Lys
val
Asp
Tyr
295
Asp
Leu
Arg
Lys
Asp

375
Lys

Gly
Ala
Ala
40

Thr
Arg
Ala
His
Lys
120
Gly
Pro
Thr
val
Asn
200
Pro
Glu
Asp
Asp
Gly
280
Asn
Trp
Pro
Glu
Asn
360

Ile

Thr

50111

Gly
Ser
25

Pro
Thr
Asp
Glu
Tyr
105
Gly
Gly
Val
Phe
Val
185
Val
Lys
Leu
Thr
vVal
265
Val
Ser
Leu

Ala

Pro
345
Gln
Ala

Thr

Gly
10

Gly
Gly
Lys
Asn
Asp
90

Trp
Pro
Thr
Thr
Pro
170
Thr
Asn
Ser
Leu
Leu
250
Ser
Glu
Thr

Asn

Pro
330
Gln
Val
Val

Pro

138

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ala
75

Thr
Gly
Ser
Ala
Val
155
Ala
vVal
His
Cys
Gly
235
Met
His
Val
Tyr
Gly

315
Ile

Val
Ser
Glu

Pro

vVal
Thr
Gly
Tyr
60

Lys
Ala
Gln
Val
Ala
140
Ser
val
Pro
Lys
Asp
220
Gly
Ile
Glu
His
Arg
300
Lys
Glu
Tyr
Leu
Trp

380
Val

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn
val
Gly
Phe
125
Leu
Trp
Leu
Ser
Pro
205
Lys
Pro
Ser
Asp
Asn
285
Val
Glu
Lys
Thr
Thr
365
Glu

Leu

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Ser
Tyr
Thr
110
Pro
Gly
Asn
Gln
Ser
190
Ser
Thr
Ser
Arg
Pro
270
Ala
Val
Tyr

Thr

Leu
350
Cys

Ser

Asp

Gly
Asn
Trp
Ser
Leu
Tyr
95

Leu
Leu
Cys
Ser
Ser
175
Ser
Asn
His
vVal
Thr
255
Glu
Lys
Ser

Lys

Ile
335
Pro
Leu

Asn

Ser

Gly
Tyr
Val
Met
Tyr
30

Cys
val
Ala
Leu
Gly
160
Ser
Leu
Thr
Thr
Phe
240
Pro
Val
Thr
Val
Cys
320
Ser
Pro
Val

Gly

Asp
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385 390 395 400
Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp
405 410 415
Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His
420 425 430
Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
435 440 445
<210> 510
<211> 215
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> R4659: LC

<400> 510
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Val Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ala Ser Tyr
20 25 30
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Thr Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Tyr Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ala Lys Ser Phe Pro Met
85 90 95
Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala
100 105 110
Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser
115 120 125
Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu
130 135 140
Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser
145 150 155 160
Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu
165 170 175
Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val
180 185 190
Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys
195 200 205
Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215

139
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