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(57) Sang ché d& cap dén khang thé gin két mot cach dic hiéu véi PD-1 voi ai luc cao
hozic manh chirc ning ctia nd. Sang ché ciing dé xut phén tir axit nucleic ma hod khang thé
clia sang ché hodc manh chirc niang cua né, vat truyén biéu hién va té bao vat chii dé biéu
hién khang thé cta sang ché hodc manh chirc ning cta no, va phuong phap tao ra khang
thé cua sang ché hodc manh chuc nang cua no. Sang ché ciing dé cap dén thé tiép hop mién
dich va duoc pham chita khang thé ctia sang ché hodc manh chirc ning ciia no.
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Linh vuc ky thuét dwoc dé cap

Sang ché thudc linh vuc y sinh hoc va dé cap dén (cac) khang thé gin két
mot cach diic hiéu véi PD-1 hodc (cac) manh chirc ning ctia nd véi 4i luc cao. Sang
ché ciing d& cap dén (cac) phan tir axit nucleic ma hoa khang thé hozc manh ctia né
theo sang ché, (cac) vat truyén biéu hién va (céc) té bao vat chu dé biéu hién khang
thé hodc manh chirc ning cia né theo séng ché, ciing nhu (cic) phuong phap tao ra
khéng thé hodc manh chiic ning cia né theo sang ché. Séng ché ciing dé cap dén
(c4c) thé tiép hop mién dich va (cac) dugc phim bao gbdm khang thé hoic manh

chirc ndng ctia no6 theo sang ché.
Tinh trang ky thut ciia sang ché

Sur chét t& bao theo 1ap trinh 1, PD-1 1a thanh vién ciia ho CD28 va thy thé
ngin chin mién dich dugc bidu hién trén bé mat cua té bao T va té bao B duogc hoat
hoa (Yao, Zhu et al. Cac tién bo trong viéc tao dich phan tir tin hiéu bé mat té bao dé
didu bién mién dich. Nat Rev Drug Discov, 2013,12(2): 130-146). Thu thé niy c6
thé gén két voi cac phéi tir cia n6 PD-L1 va PD-L2 dé lam gidm mot cach hitu hiéu
dap tmg midn dich ¢4 lién quan boi té bao T midn dich. Té bao khdi u thoét ra khoi
su giam sat mién dich bén trong co thé qua su biéu hién & muc cao cta PD-L1
(Okazaki va Honjo, céac phdi tir PD-1 va PD-1: dua trén sy phat hién dbi véi ap
dung 14m sang. International Immunology, 2007, 19(7): 813-824 2007). Su tuong
tac gitta PD1 va PD-L1 ¢6 th8 dugc phong bé @ cai thién mot cach rd rang hoat

tinh cta té bao T doc té bao CD8+ dé giét té bao khdi u.

Céc PD-1 chit yéu duoc biéu hién & bé mit ctia té bao CD4+ T, té bao CD8+
T, té bao NKT, t& bao B va céc bach cau don nhan dugc hoat hod. Sy biéu hién cta
né chu yéu do cac tin hiéu cia thy thé té bao T (TCR) hoic thu thé t& bao B giy ra
(BCR). TNF c6 thé lam tang su bidu hién cia PD-1 trén cac bé mit ciia céc t& bao

nay (Francisco, Sage et al., Con duong PD-1 trong sw dung nap va tu mién dich.
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Immunol Rev, 2010, 236: 219-242). PD-1 cta ngudi dugc ma hoa bdi gen Pded] ma
dwoc dinh vi & 2q37.3 v6i tdng chidu dai bing 9,6kb. N6 bao gdm nim exon va bon
intron va nguoc dong cuia né bao gdm doan khéi dAu 663bp. CAu trac phan tir cla
PD-1 bao gém ving ngoai bao, ving chuyén qua mang va ving ni bao. (Cac) trinh
ty axit amin trong viung ngoai bao c¢6 24% tuong ddng véi CTLA-4 va 28% tuong
ddng v&i CD28. Gen cla n6 chi yéu c6 bay vi tri da hinh nucleotit don 1&. Ving
ngoai bao bao gbém mot mién cAu truc cia IgV bién dbi globulin mién dich. Viung
ndi bao bao gém hai motif truyén tin hidu dua trén tyrosin - ITIM (motif &rc ché dua
trén tyrosin thu thé mién dich) va ITSM (motif chuyén hoé dua trén tyrosin thu thé
min dich). Sau khi t& bao T dugc hoat hod, PD-1 s& tdp hop tyrosin phosphataza
SHP2 chi yéu qua ITSM motif d& dAn dén su phosphoryl hoa khir ciia cac phén tir
tac quan bao gdbm CD3¢, PKCO va ZAP70, v.v..

Cé hai phéi tir PD-1: PD-L1 va PD-L2. PD-L1 ciing duoc goi 1a B7H1 hodc
CD274 va PD-L2 duogc goi 1a B7DC hodc CD273. Gen PD-L duoc dinh vi & locut
clia 9p24.2 clia nhiém séc thé cta ngudi 6 kich ¢ bang 42kb. Cac phéi tir ndy c6
khoang tir 21 dén 27% tuwong ddng trong trinh ty axit amin va tinh twong tu chu tric
véi B7-1, B7-2 va ICOSL: tAt ca bao gém mot mién cu tric cta ving bién dbi
tuong tu globulin midn dich, mot mién cdu triic tvong ty ving ¢ dinh, mot ving
chuyén qua mang va mot dubi té bao cht ngan. Dudi té bao chit ctia PD-L1 1a bao
t3n nhidu hon so véi dudi cia PD-L2. PD-L1 va PD-L2 duoc biéu hién trén cac
quﬁn thé t& bao khac nhau (Shimauchi, Kabashima et al., Su biéu hién ting cla sy
chét theo 1ap trinh-1 trong € bao CD4+ T hinh thanh khéi u va khong hinh thanh
khdi u & bénh bach cau/ung thu hach bach huyét té bao T trudng thanh. Int J Cancer,
2007, 121(12): 2585-2590). Va cac té bao nay bao gdm mb khong tao méu va nhiéu
Joai khéi u. PD-L1 chi yéu dugc bidu hién & té bao T, t€ bao B, t€ bio hinh cdy, dai
thre bao, té bao than trung mo va té bao khong thu dugc tir tuy xuong. PD-L1 cling
duwoc bidu hién trén t& bao khéng thu duge tir tuy xuong, nhu té bao ndi md mach, té
bao biéu md, té bao co xuong, té bao gan, té bao bidu mo éng than, t& bao ddo tuy,
t& bao hinh sao nio va cac loai khéi u khong lympho khéc nhau nhu khéi u 4c tinh,
ung thur gan, bénh ung thu da day, ung thu biéu mé té bao than, cling nhu duoc bidu

hién trén té bao & céc vi tri ddc quyen vé mat mién dich nhu nhau thai, mat. Cac tac



27465

gia sang ché da goi y rang PD-L1 cé thé kéo dai dén mirc d6 nhét dinh trong viéc
didu hoa té bao T, t& bao B tu phan tmg va dung nap mién dich va c6 thé dong vai
tro trong viéc dap ung véi t8 bao T va té bao B md ngoai vi. Tuy nhién, PD-L2 ¢
vung bidu hién rat bi gidi han va chi tdn tai trong dai thuc bao va t€ bao hinh cay.
Cac tac gia sang ché da cho ring né déng vai trd chi yéu trong phép biéu dién mién

dich.

PD-1 va PD-L1 tuong tac véi nhau dé didu hoa va kiém soat su hoat hoé cla
té bao T, ma d4 dugc x4c nhén nhiéu trong khéi u va céac lay nhiém virut. PD-L1
duoc biéu dién trén bé mit cia céc t& bao khdi u khac nhau ma bao gém bénh ung
thu phdi, bénh ung thu gan, bénh ung thu budng tring, bénh ung thu cb tir cung,
bénh ung thu da, bénh ung thu bang quang, bénh ung thu rudt két, bénh ung thu vy,
u than kinh dém, ung thu biéu mé than, bénh ung thu da day, bénh ung thu thuc
quan, ung thu té bao hinh vay miéng, bénh ung thu dau/cd. Ngoai ra, c6 luong 16n
t& bao CD8+ T biéu hién PD-L1 dugc tim thdy xung quanh céc bénh ung thu nay.
Céc théng ké 1am sang cho biét ring: mirc biéu hién cao cta PD-L1 d6i véi té bao
ung thu c6 lién quan dén su tién luong kém clia ngudi bénh méic bénh ung thu

(Okazaki va Honjo 2007. Ditto).

Nhiéu virut man tinh va cép tinh cling thoat khoi sy giam sat mién dich cta
co thd qua céc tin hiéu PD-1 va PD-L1. Vi du, méc biéu hién ctia PD-1 & ngudi
bénh bi nhiém HIV ¢6 lién quan chit ché dén murc loai hét t& bao T va co thé duoc
st dung nhu mot trong sb céc chi thi cia su tién trién AIDS (Trabattoni, Saresella et
al., B7-H1 dugc didu hoa ting trong 14y nhiém HIV va 1a chi thi thay thé méi ctia sy
tién trién bénh. Blood, 2003, 101(7): 2514-2520). N6 1a clng truong hop dbi véi
nguoi bénh méc bénh viém gan B man tinh (Evans, Riva et al., Su biéu hién chét
duoc 14p trinh 1 trong thoi gian diéu tri khang virut clia bénh viém gan B man tinh:
Tac dong cua sy chuyén hoa huyét thanh khang nguyén e viém gan B, Hepatology,
2008, 48(3): 759-769). Cac thir nghiém dong vat cho biét ring chudt ma gen PD-1
cua no dugc lam bét hoat c6 thé kiém soat su lay nhidm virut t6t hon so vé&i chudt
thong thudng; va bénh viém gan cd thé bi gy ra néu t& bao T dic hiéu HBV dugc

truyén vao trong dong vt chuyén gen HBV.
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Ban chit ky thuit clia sang ché

Séng ché dé cap dén (cac) khang thé khang PD-1 va (c4c) méanh chitc ning

clia n6 ma c6 thé gin két véi su chét t& bao theo lap trinh 1 (PD-1).

Mot mat, khang thé hoic manh chirc ning cta né theo séang ché bao gdbm
CDR chubdi ning dugc chon tir trinh ty axit amin SEQ ID NO: 1,2, 3,7, 8, 9, 13, 14,
15 hodc bién thé bét ky cua trinh ty nay, va’/hodc CDR chudi nhe duoc chon tir trinh
tr axit amin SEQ ID NO: 4, 5, 6, 10, 11, 12,16, 17, 18 hoic bién thé bt ky cua trinh
tu nay.

Theo mdt sb phuong 4n duoc wu tién, trinh ty axit amin cia CDR1, CDR2 va
CDR3 chubi ning ctia khang thé hodc manh chirc ning ctia né duge chon tir bat ky

trong sb cac nhom sau day gom céc trinh tu axit amin khac nhau hodc céc bien the

cta chung:

va/hodc trinh tu axit amin cia CDR1, CDR2 va CDR3 chudi nhe ctia né duge chon
tir bt ky trong sd cdc nhém sau day gbm céc trinh ty axit amin khac nhau hodc céc

bién thé cua ching.

Theo mot sb phuong an dugc wu tién, trinh tu axit amin cia CDR1, CDR2 va
CDR3 chubdi ning ciing nhu CDR1, CDR2 va CDR3 chudi nhe ctia khang thé hoic
manh chirc nang theo sang ché duoc chon tir bit ky trong sd cac nhém sau day gdm

céc trinh tu axit amin khac nhau hodc céc bién thé cuia chung,.

Theo mdt sb phuong 4n, khang thé hodc manh chirc ning ctia né theo sang
ché bao gém (céc) vung bién ddi cta chudi ning duge chon tr trinh tu axit amin
SEQ ID NO: 19, 21, 23 hoc bién thé bét ky cla trinh tu ndy, va/hodc (cac) ving
bién ddi ctia chudi nhe dugc chon tir trinh ty axit amin SEQ ID NO: 20, 22, 24 hoac
bién thé bat ky ciia trinh tu nay.

Theo mot phuong an duge uu tién, (cac) vung bién d6i cta chudi ning 1a
SEQ ID NO: 19 hoic bién thé ctia né va chudi nhe 1a SEQ ID NO: 20 hogc bién thé
cua no.

Theo phuong 4n dugc uu tién khac, (cic) ving bién doi ciia chuoi ning la
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SEQ ID NO: 21 hoic bién thé ciia né va (cac) ving bién ddi ctia chudi nhe 1a SEQ
ID NO: 22 hoic bién thé cua no.

Theo phuong an dugc wu tién khéc nita, (cic) vung bién dbi cua chudi ning
la SEQ ID NO: 23 hodc bién thé cta nd va (cc) ving bién ddi cua chudi nhe 1a
SEQ ID NO: 24 hodc bién thé ctia né.

Khéng thé hozc manh chirc ning cua né theo sang ché c6 thé 1a khang thé

kham, khang thé dugc lam gidng ngudi hoic khing thé hoan toan ctia ngudi.

Khang thé hoic méanh chitc ning clia né theo sang ché c6 thé duogc lam gidng
ngudi. (Cac) phuong phap tao ra khang thé duoc lam gidng nguoi 1a thudng dugce
biét dén dbi v6i ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vyc k¥ thudt nay. Vi du,
trinh ty CDR theo sang ché c6 thé dugc truyén vao trong viing bién dbi ctia khang
thé cua ngudi d8 tao ra khang thé khang PD-1 dugc lam gibng nguoi cia sang ché.
Khéng thé duoc lam giéng ngudi s& khong tao ra d4p ing khang khang thé (AAR)
va dap ung khang thé ctia nguoi khang chudt (HAMA) va s& khong duoc loai bo
mot cach nhanh chong do sy trung hoa bdi khang khang thé va s& déng vai tro tac
dung mién dich nhu téc dung ADCC va CDC.

Theo mdt sb phuwong an dugc wu tién, (cac) khang thé PD-1 duoc lam gidng
ngudi hodc (cac) manh chirc nidng cta n6 theo sang ché bao gdm (cac) ving bién
ddi cua chudi ning duogc chon tir trinh tu axit amin SEQ ID NO: 33, 35, 36 hodc
bién thé bét ky ctia trinh ty nay, va / hodc ving bién ddi cia chudi nhe duoc chon tir

SEQ ID NO: 34, 37 hoic bién thé bat ky cta trinh tw nay.

Theo mdt phuong an dugce vu tién cua (cac) khang thé dwoc 1am giéng ngudi
hodc (cac) manh chirc ndng cua nd theo sang ché, (cac) ving bién dbi cna chudi
ning 1a SEQ ID NO: 33 hodc bién thé cua nd va (cac) ving bién ddi ctia chudi nhe

12 SEQ ID NO: 34 hoic bién thé ciia né.

Theo phuong 4n dugc uu tién khic cia (cac) khang thé duoc lam gidng
ngudi hodc (cac) manh chirc nidng clia n6 theo sang ché, (cac) ving bién dbi cta
chudi ning 1a SEQ ID NO: 35 hodc bién thé cta nd va (cic) viung bién dbi cla

chudi nhe 12 SEQ ID NO: 34 hodc bién thé ctia né.
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Theo phuong an dugc vu tién khac cua (cic) khang thé duoc lam gibng
ngudi hodc (cac) manh chirc nang ctia nd theo sang ché, (cac) ving bién d6i cta
chudi ning 1a SEQ ID NO: 36 hoic bién thé ctia né va (cac) ving bién ddi cua

chudi nhe 12 SEQ ID NO: 34 hodc bién thé cuia no.

Theo phuong an dugc vu tién khéac nita clia (cac) khang thé duoc 1am gibng
ngudi hodc (cac) manh chirc ndng cuia nd theo sang ché, (céac) ving bién dbi cua
chudi ning 1 SEQ ID NO: 35 hoic bién thé ctia nd va (cac) ving bién doi cla

chudi nhe 12 SEQ ID NO: 37 hoic bién thé ctia né.

Séng ché ciing dé xuét (cac) phan tir axit nucleic phin tach dugc mi hod
khéang thé hozc manh chirc ning ctia n6 theo sang ché. Theo mét phuong an duge
uu tién, (cac) phén tir axit nucleic bao gbm trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién boi

SEQ ID NO: ti 25 dén 30, tir 38 dén 42 hoic 6 hop clia ching.

Séng ché ciing @& xuét (cac) vat truyén biéu hién bao gdm (c4c) phan tir axit

nucleic ciing nhu (cc) t€ bao vat chi bao gom (cac) vat truyén bicu hién.

Sang ché dé xuit (cac) phuong phap tao ra (cac) khang thé khang PD-1 ho#c
(cac) manh chirc nang cta nd, phuong phéap nay bao gbm budc: nudi cdy (cac) té
bao vat chu theo sang ché trong diéu kién cho phép né tao ra khang thé hoic manh
chitc ning cla nd, cling nhu thu gom khang thé hoic manh chirc ning cua né dugc

tao ra theo cach nay.

Mit khac, sang ché d& cap dén (cac) thé tiép hop mién dich bao gdm khéng
thé hodc manh chirc ning theo sang ché ma duge két hop véi (cic) chét diéu tri.
(C4c) chét didu tri tt hon 1a doc 8, ddng vi phong xa, duge chét hodic chat gay doc
té bao.

Sang ché ciing dé cép dén duoc phidm bao gdbm khéng thé hozc manh churc

nang theo sang ché ciing nhur (céc) chit mang ding trong dugc phém.

Mit khéc, sang ché dé xuit (cac) phuong phap duge sit dung dé ngan ngira
hodc diéu tri bénh hoic tinh trang bénh thong qua vige loai bo, trc ché hodc lam
giam hoat tinh ctia PD-1, phuwong phép bao gdm viéc cho dbi tuong cén diéu tri nay

ding lidu diéu tri hitu hiéu cia khang thé hogc manh chic néng cua né theo sang
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ché, axit nucleic, vat truyén biéu hién, té bao vat chu, thé tiép hop mién dich hodc
duoc phém, trong d6: bénh hoc tinh trang bénh dugc chon tir cac bénh ung thu, cac
bénh lay nhiém ho#c cac bénh viém, cdc bénh ung thu nay tdt hon 1a duoc chon tir
khéi u 4c tinh, bénh ung thu than, bénh ung thu tuyén tién liét, bénh ung thu va,
bénh ung thu rudt két, bénh ung thu phdi, bénh ung thu xuong, bénh ung thw tuyén
tuy, bénh ung thu da, bénh ung thu dau hoidc ¢, khdi u 4c tinh & da hodc trong mit,
bénh ung thu tir cung, bénh ung thu buéng trieng, bénh ung thu truc trang, bénh ung
thu ving hau moén, bénh ung thu da day, bénh ung thu tinh hoan, bénh ung thu tr
cung, bénh ung thu bng dan trimg, bénh ung thu mang trong tir cung, bénh ung thu
cb tur cung, bénh ung thu 4m dao, bénh ung thu 4m hd, bénh Hodgkin, bénh ung thu
hach bach huyét khéng Hodgkin, bénh ung thu thuc quan, b¢nh ung thu rudt non,
bénh ung thu hé ndi tiét, bénh ung thu tuyén gidp, bénh ung thu tuyén can giap,
bénh ung thu tuyén thuong than, xacdm mod mém, bénh ung thu dudng niéu, bénh
ung thu duong vat, bénh bach cAu man tinh hodc cép tinh ma bao gém bénh bach
cdu tuy cap tinh, bénh bach cAu tuy man tinh, bénh bach cau nguyén bao bach huyét
cép tinh, bénh bach ciu té bao bach huyét man tinh, khéi u ran trong thoi ky tho Au,
ung thu hach bach huyét té bao bach huyét, bénh ung thu bang quang, bénh ung thu
than hozc niéu quan, bénh ung thu khung chiu thén, sui hé than kinh trung uong,
ung thu hach bach huyét hé than kinh trung wong so cép, su hinh thanh mach khdi u,
khéi u truc tuy séng, u than kinh dém than n3o, u tuyén yén, xacém Kaposi, ung thu
biéu md biéu bi, ung thu té bao hinh vay, ung thu hach bach huyét té bao T, cac
bénh ung thu do mdi trudng gdy ra ma bao gdm céc bénh ung thu do amidng gay ra
va to hop ctia cac bénh ung thu nay, cac bénh lay nhiém t8t hon 13 dugc chon tur
HIV, bénh cim, bénh mun gidop, bénh nhidm khudn giardia, bénh sbt rét, bénh do
nhiém leishmania gfy ra, cac 1y nhiém mam bénh do céc virut sau diy gdy ra: virut
viém gan (viém gan A, B va C), virut gdy bénh mun giép (nhu VZV, HSV-1, HAV-6,
HSV-II, va CMV, Epstein Barr virut), adenovirut, virut cim, flavivirut, echovirut,
rhinovirut, coxsackie virut, coronavirut, virut hdn bao hd hép, virut quai bi ,
rotavirut, virut séi, virut rubella, parvovirut, virut gdy bénh dau mua, HTLV virut,
virut st xuét huyét, virut u nhq, virut u mém, virut bai liét, virut bénh dai, JC virut

va virut viém n3o do arbovirut, cac 14y nhiém mam bénh do cac vi khuan sau day
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gdy ra: chlamydia, trung réan, vi khudn lao, tu ciu khuén, khuén lién cdu, khudn ciu
phéi, khudn cdu mang nio va conococci, klebsiella, amip, serratia, pseudomonas,
bénh bach hiu, bénh bach hu, salmonella, bénh lao, bénh dich ta, bénh udn van,
chimg ngd doc thit, bénh than, bénh dich, bénh trung x0&n va vi khun gdy bénh
Lyme, cac lay nhiém mim bénh do cic ndm sau ddy gy ra: Candida (Candida
albicans, Candida krusei, Candida glabrata, Candida tropicalis, v.v), Cryptococcus
neoformans, aspergillus (fumigatus, aspergillus niger, v.v), chi Mucor (mucor,
absidia, rhizopus), sporothrix schenckii, chdi nidm men giy bénh viém da,
paracoccidiodes brasiliensis, coccidioides immitis va histoplasma capsulatum, cac
lay nhiém mam bénh do céc ky sinh tring sau ddy gy ra: entamoeba histolytica,
balantidium rudt két, giun fernando, gai amip, Giardia thdi mut, cryptosporidium,
pneumocystis carinii, P. vivax, voles Babesia, trypanosoma brucei, cruz
trypanosoma, Leishmania donovani, Toxoplasma gondii va Nippostrongylus
brasiliensis, c4c bénh viém t6t hon 1a duge chon tir bénh viém nio va ddy cdt song
x0 cing lan toa cap tinh, bénh Addison, viém ctng khép dbt séng, hoi chimg khéng
thé khang phospholipit, ching thiéu méu tan huyét ty mién dich, viém gan tu mién
dich, chimg viém khép, bénh Behcet, ching dau ban ngay béng nudc bong rdp,
bénh tiéu chay phin md, bénh Chagas, bénh Crohn, bénh viém bi co, bénh dai thao
dudng typ 1, chimg xudt huyét phdi - hoi chimg than, bénh vat chii chong lai manh
ghép, bénh Graves, hoi ching Guillain - Barre, bénh Hashimoto, hoi ching globulin
E mién dich qua muc, ban Xuét huyét giam tiéu cau tu phét, luput ban do, da xo
ctng, bénh nhugc co, bénh pemphigut, bénh thiéu méau nguy hai, viém da co, bénh
viém gan mat so clp, bénh vay nén, chiing viém khép dang thap, hoi ching Sjogren,

bénh viém ddng mach thai duong, bénh viém mach va bénh u hat Wegener.

Séng ché ciing dé xuét viéc st dung khéng thé hodc manh chitc ning ctia nd
theo sang ché, axit nucleic, vét truyén biéu hién, t& bao vat chy, thé tiép hop mién
dich hoic dugc phim trong bao ché duge chit dé diéu tri bénh hodc tinh trang bénh.
MBS ta vén tit cic hinh vé

Fig.1 thé hién kich c& protein ctia ving cAu trac ngoai bao cua PD-1 ¢6

ngudn gdc tir ngudi (hu) va khi dudi dai (Macaca fascicularis) (cyno) nhu duoc biéu
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thi boi SDS-PAGE.

Fig.2 thé hién td hop cta rh-PD-L1 danh d4u biotin va té bao T clia ngudi
duge do bang phép do dong té bao.

Fig.3 thé hién ring PD-L1 déi chimg, dong 1, 10, 11, 55 va 64 phong bé t6
hop gitta PD-1 trén bé mat t& bao v6i phdi tir PD-L1 nhu dwoc do bing phép do
dong té bao.

Fig.4 thé hién t5 hop ctia khang thé ddi chimg, dong 1, 10, 11, 55 va 64 véi
PD-1 ciing nhu c4c thanh vién ctia ho CD28 khac (ICOS, CTLA-4 va CD28).

Fig.5 thé hién thir nghiém kich thich doc t6 bénh un vén dé do s kich thich
in vitro ctia khang th& kham déi véi té bao T.

Fig.6 thé hién muc tit cta IL2 boi cac dong 38, 39, 41 va 48 ((conlgG4) dbi
chiing) cia khang thé duoc lam gibng ngudi duge do bang kit thir nghiém CD8+
xytokin.

Fig.7 thé hién tri s6 huynh quang GFP thu dugc sau khi té bao hinh cdy va té
bao MD-MAB-453 cai bién duoc nudi cdy cuing véi nhau trong 3 ngdy va sau d6 bd
sung véi té bao T chiét va don dong 38, 39, 41 va 48 ((conlgG4) ddi chimg) ciia
khéng thé khang PD-1 dugc lam gidng ngudi theo séng ché @& nubi cdy cing véi
nhau trong 3 ngay.

Fig.8 thé hién td hop giita khang thé dugc 1am gidng nguoi theo séng ché véi
protein PD-1 c6 ngudn gdc tir nguoi, khi dudi dai va chudt.

Fig.9 thé hién phép so sanh gifta céc trinh ty PD-1 clia nguoi, khi du6i dai
(Cyno) va chudt, trong do: céc dién tich khic nhau chinh gifta protein PD-1 cua
chu6t va protein PD-1 ciia nguoi/ khi dudi dai duoc danh déu bang hop.

Fig.10 thé hién két qua thir nghiém cta su ting sinh t€ bao T dugc kich thich
in vitro boi khang thé duogc lam gibng ngudi - thir nghiém dap ung nhé khéng
nguyén ubn vén.

Fig.11 thé hién két qua thir nghiém cuta su ting sinh té bao T duoc kich thich

in vitro bdi khang thd duoc lam gidng ngudi - th nghiém dap tng nhé khang
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nguyén polypeptit virut.
MO ta chi tiét sang ché

Trir phi dugc x4c dinh khac, tAt ca cac thuat ngit duoc st dung trong ban mé
ta ndy ¢6 ciing nghia c6 thé hidu duge boi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh
vuc k¥ thudt nay. Nhu d6i véi cac dinh nghia va thuat ngit trong linh vuc nay, nguoi
c6 hiéu biét trung binh c6 thé d& cap mét cach cu thé dén céc quy trinh hién tai
trong sinh hoc phén tir (Ausubel). Su viét tit cia cac gde axit amin ding dang ma
tiéu chudn 3 chit cai va/hodc 1 chit cai dugc sir dung trong linh vuc dbi véi mdi

trong sb 20 axit L-amin thudng dugc sit dung.

Séang ché dé xudt (c4c) khang thé khang PD-1 va (c4c) méanh chirc ning clia
né, ma cé thé gin két v6i su chét té bao theo 14p trinh 1 (PD-1). (Cac) khang thé va
(c4c) manh chitc ndng cia n6 theo sang ché c6 it nhit mot trong sb cac dAu hiéu sau
day: co thé phong bé su twong tac gitta PD-1 va PD-L1 qua 4i luc cao hodc c6 thé
ghn két véi PD-1 véi tinh ddc hiéu cao nhung khéng gin két véi cac thanh vién cua
ho CD28 khac (nhu ICOS, CTLA-4 va CD28), hoic hoat hoa té bao T dic higu khoi
u dé giét té bao khéi u va thiic diy CD8+ di vao m6 cua khéi u rdn dé lam tang ham

luong 16n nhét ctia tac quan mién dich nhu IFNy.

Sang ché ciing @ xuét (cac) khang thé khang PD-1 dugc lam gidng ngudi va
(c4c) manh chirc nang cua né. (Cac) khang th8 dugc 1am gidng ngudi nay thu duge
bang m6 hinh mo phdng may tinh ctia khang thé ¢6 ngudn gdc tir chudt duoc tao ra
b&i chudt duge gy midn dich trong t& hop v6i k§ thuat thé hién thé thyc khuan.
Epitop gin két ctia n6 cling dugc nhdn dang mot cach tuong tmg dya trén cac déc
diém gin két ctia n6 véi protein PD-1 cia cac loai khac nhau. Ngoai trir cac dac
didm c6 loi cua (cac) khang thé khang PD-1 va (c4c) manh chirc ndng ctia n6 duge
moé ta trén day, (céc) khang thé khang PD-1 duoc lam gibng ngudi va (cdc) méanh
chirc nang clia no6 theo sang ché ciing gén két véi protein PD-1 cua ngudi hodc khi
dudi dai qua 4i luc cao, nhung khong tuong tac véi protein PD-1 ¢6 ngudn gbc tir

chuot.

Déi voi gia thuyét vé hau nhu khong tic dong dn hoat tinh cia khang thé,
nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat ndy c6 thé thay thé, bd sung
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va/hoic loai bé mot hodc nhidu (nhu 1, 2, 3, 4, 5, 6,7, 9 hodc 10 hodc nhiéu hon)
axit amin cia trinh ty theo sang ché dé tao ra (cac) bién thé cta trinh tu ctia khang
thé hodc manh chirc ning cta nd. Ching dudng nhu tht ca dugc bao gdm trong
pham vi bdo hd cua sang ché. Vi du, (c4c) axit amin trong ving bién ddi co thé
duoc thay thé bing axit amin cé dic tinh twong tu. Trinh tu clia bién thé nay theo
séng ché c6 thé c6 sw gibng nhau it nhit 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99% véi trinh
tw ngudn cta nd. Su gibng nhau trinh nay nay dugc md ta trong sang ché c6 thé
duoc do bang phan mém phan tich trinh ty, vi dy, chuong trinh mdy tinh BLAST
béng cach sir dung tham sb mic dinh, dic biét 1a BLASTP hodc TBLASTN.

Khang thé theo sang ché ¢6 thé c6 chidu dai ddy da (vi dy, khang thé IgG1
hoac IgG4) hodc chi bao gdm phén gin két khang nguyén (vi du, manh Fab, F(ab')
hoidc scFv) hodc duge cai bién d8 tac dong dén chirc ning. Sang ché bao gbébm (cac)
khang thé khang PD-1 bao gdm mau glycosyl ho4 cai bién. Trong mdt vai img dung,
n6 12 hitu ich d& thuc hién viéc cai bién d loai bd (c4c) vi tri glycosyl hoa khong
mong mudn hodc ngin ngira phén fucoza trén chudi oligosacarit dé, vi du, 1am ting
cuong khang thé c6 chuc ning doc t& bao phu thude khéng thé (ADCC). Trong mdt
vai ing dung khéc, viéc cai bién galactosyl hoa co thé duoc thuc hién dé 1am thay

dbi tinh ddc té bao phu thude phan bu (CDC).

Céc thuit ngit duoc st dung trong ban mé ta nay - "manh chic nang" dé cap
dén dic biét 1a (cac) manh khang thé nhu Fv, scFv (sc dé cap dén soi don), Fab,
F(ab")2, Fab', manh scFv-Fc hoac diabody, hodc manh bét ky ma chu ky ntra phan rd
cla chung s& dugc tang dén muc c6 thé thuc hién béng cac phuong tign cai bién hoa
hoc hodc hop nhét vao trong liposom, cai bién hoa hoc nay 13, vi du, bd sung
polyalkylen glycol nhu polyetylen glycol ("pegyl hod, PEGyl hod") (dugc dung dé
chi méanh dugc pegyl hoa nhu Fv-PEG, scFv-PEG, Fab-PEG, F(ab’)2-PEG hodc
Fab'-PEG) ("PEG" 1a polyalkylen glycol) va manh ndy cé hoat tinh gén két EGFR.
T6t hon 13, (c4c) manh chirc ndng bao gbm trinh ty mot phan ctia chudi bién dbi
niing hodc nhe cta (cac) khing thé ngudn ctia ching. Trinh ty mot phan nay 1a thich
hop dé duy tri tinh dc hiéu gén két va ai lyc da gidng nhur khéng thé ngudn ctia no.
Nhu dbi véi PD-1, & Iuc tét hon 1 it nhat 1/100 khang thé ngudn ctia n6 va tt hon

nita 13 it nhat 1/10. Loai (c4c) méanh chirc ning bao gdm it nhét 5 axit amin va tot
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hon 1 10, 15, 25, 50 va 100 axit amin lién tiép cua trinh tw khang thé ngudn ctia né.

Nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét nay c6 thé tao dong (céc)
phéan tr ADN ma hoé khang thé khang PD-1 theo sing ché thanh vat truyén va sau
d6 bién nap vao té bao vat chii. Theo céch nay, sang ché ciing dé xuét loai vat truyén
ADN t4i t6 hop, ma bao gdm (cac) phan tir ADN md hoa (cac) khéng thé khang
PD-1 theo sang ché.

Tét hon 13, vat truyén ADN t4i t& hop 12 loai vat truyén biéu hién. Ngudi c6
hiéu biét trung binh trong linh vyc k§ thudt ndy co thé tao dong (cac) phan tit ADN
cua khéng thé thanh vat truyén biéu hién va bién nap no vao trong t& bao vat cha dé
thu dugc khang thé béng cac phuong tién biéu hién cam tng. Vat truyén biéu hién
theo sang ché bao gbm (céc) trinh ty ADN ma hod ctia ving bién dbi cua chudi
ning, ving bién dbi ctia chudi nhe va/hodc ving cb dinh ctia (céc) khang thé khang
PD-1. Tuy nhién, hai loai vat truyén biéu hién ciing ¢ thé duoc cdu tric mot cach
riéng biét. Mot loai bao gém vung bién d6i ctia chudi ning va ving cb dinh va loai
con lai bao gdm ving bién dbi ctia chudi nhe va ving cb dinh. Ching 13y truyén
cling v6i dong vat c6 vi. Theo mot phuong 4n dugc wu tién, VAt truyén biéu hién
con bao gdm doan khéi dau va (céc) trinh tw ADN mé hod peptit tin hiéu tiét cling

nhu it nhat mot loai gen khang dugc chéit dugc sir dung dé sang loc.

(C4c) t& bao vat chit theo sang ché ¢6 thé 14 t& bao vét chii nhan so, € bao vét
chil ¢6 nhan chuin hoic thé thuc khudn. Té bao vat chui nhin so co thé 1a
Escherichia coli, Bacillus subtilis, Streptomyces hogc amip mirabilis, v.v. Té bao vat
chti ¢6 nhan chudn c6 thé 13 ndm nhu Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae,
ndm men phan d6i va Trichoderma, té bao con trung nhu Spodoptera frugiperda, té
bao thue vat nhu thudc 14, té bao dong vat c6 vi nhu té bao BHK, té bao CHO, COS
va t& bao u tuy. Theo mot s6 phuong 4n, t& bao vat chu theo sang ché t5t hon 1a té
bao dong vat c6 vi, t5t hon nita 1a t& bao BHK, té bao CHO, té bao NSO hodc té
bao COS.

Thuét ngit "dugc phém" duoc st dung trong ban mo ta nay dé cap dén t6 hop
ciia it nhat mot loai duoc cht va chét mang dung trong duoc phém duoc lua chon

mot cach ngau nhién hodc ta duoc doi véi muc dich cu thé. Theo mét s6 phuong an,
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(cac) duge phim bao gdm cac t6 hop, ma duoc tach biét vé thoi gian va/hodc khong
gian véi diéu kién réng ching c6 thé thuc hién chic ning mot cach hiép déng dé
thuc hién muc dich ctua sang ché. Vi du, cac thanh phz‘?m dugc chira trong dugce
phim (vi dy, khang thé, phan tir axit nucleic, t6 hop va/hoac thé tiép hop ctia phan
tir axit nucleic) ¢ thé duge ding cho dbi twong nhu 13 toan bd hodc riéng biét.
Trong trudng hop ma céc thanh phan duoc chira trong dugc phim dugc dung theo
cach riéng biét cho dbi tugng, chung cé thé duogc st dung theo cach déng thoi hoac
1in luot. Tét hon 14, (c4c) chit mang dung trong dugc pham 13 nuéc, dung dich dém
trong nude, dung dich nudc mudi déng truong nhu PBS (chit dém phosphat),
glucoza, manitol, dextroza, lactoza, tinh b0t, magie stearat, xenluloza, magie
carbonat, 0,3% glyxerol, axit hyaluronic, etanol hodc polyalkylen glycol nhu
polypropylen glycol, triglyxerit va cac chét khéc. Loai chit mang ding trong dugc
phém dugc st dung phu thudc vao néu duoc phém theo sang ché dugc bao ché s&
duoc ding qua duong miéng, trong mii, trong da, dudi da, trong co hodc trong tinh
mach. Dugc phdm theo séng ché c6 thé bao gdm (céc) chét 1am uét, (cac) chét nhil

tuong hodc (cac) dung dich dém lam chét phu gia.

Duoc phim theo sang ché c6 thé duoc dung qua dudng thich hop bat ky, vi

du duong miéng, trong mili, trong da, dudi da, trong co hodc trong tinh mach.

Theo mdt khia canh thich hgp, sang ché dé xuét duoc phém duoc t6 hop boi
khang thé khéang PD-1 va chit diéu tri thit hai. Theo mdt phuong an, chét diéu tri
thir hai 1 chét bt k ¢6 loi dé 3 hop v6i khang thé khang PD-1. Vi du vé chét c6
loi d& t6 hop v6i khang thé khang PD-1 bao gdm nhung khong chi gi6i han ¢ céc
chét khac tc ché hoat tinh ctia PD-1 (bao gdm (c4c) manh, chét (rc ché peptit, chét
dbi khang phan tir nho, v.v, gén két v6i (cac) khang thé hodc (cac) khdng nguyén
khac) va/hodc cac chét can trd viée truyén tin hiéu nguge dong hodc xudi dong cla
PD-1.

Céc thuat nglt "ngan ngira hodc diéu tri bénh hodc tinh trang bénh théng qua
viéc loai bd, uc ché hodc lam giam hoat tinh ctia PD-1" nhdm muc dich chi dinh
bénh ho#c tinh trang bénh do su biéu hién ctia PD-1 giy ra hodc bénh hodc tinh

trang bénh véi céc tri€u chtmg/déu hiéu cua su biéu hién PD-1. Theo mdt sb
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phuong 4n, bénh hodc tinh trang bénh duoc chon tir cac bénh ung thu hoac cac bénh
1ay nhiém. C4c bénh ung thu nay bao gdm nhung khong chi giéi han & bénh ung thu
phdi, bénh ung thu gan, bénh ung thu budng trimg, bénh ung thu ¢b tr cung, bénh
ung thu da, bénh ung thu bang quang, bénh ung thu rudt két, bénh ung thu vy,
glioma, bénh ung thu than, bénh ung thu da day, bénh ung thu thuc quan, ung thu
biéu mé té bao hinh vay clia miéng, bénh ung thu dAu/cd. Cac bénh lay nhiém bao
gbm nhung khong chi giéi han & lay nhidm HIV va 1ay nhiém virut viém gan B.

Thuat ngit "iéu diéu tri hitu hiéu" duoc st dung trong ban md ta nay de cap
dn lidu du d8 thé hién loi ich cho dich p dung. Lidu duoc ding trong thuc té, ty 18
dung va khoang thoi gian dung co thé phu thudc vao céc tinh trang bénh va mirc
trdm trong ctia dich d didu tri. Pon thubc didu tri (vi du, viéc x4c dinh liéu) 1a trach
nhiém cta bac si da khoa va céc bac si khac va dugc quyét dinh béi nhitng ngudi
nay. Thong thudng, cac yéu t5 nhu bénh s& diéu tri, tinh trang bénh clia nguoi riéng
18, vi tri dung, phuong phap dung va cac yéu t8 khac da biét boi bac si 1a duge xét
dén.

Thuat ngit "ddi twong" duge st dung trong ban mo ta nay dé cap dén dong
vat ¢6 vi nhu ngudi hodc cac dong vat khac, vi du, dong vat hoang dai (diéc, co,
séu, v.v), vat nudi (vit, ngdng, v.v) hodc dong vét phong thi nghiém (dudi uoi, khi,
chudt déng, chu6t nha, tho va chudt lang, v.v).

Céc phuong an sau ddy dugc d& xuét dé chimg minh va giai thich hon nita
mot vai dang thuc thi duge wu tién va cac yéu td theo sang ché. Tuy nhién, ching
khong nén dugc hiéu 13 1am gi6i han pham vi cta sang ché theo cach bét ky.

Vi du thwe hién sang ché
Vi du 1: Tao dong vung cAu truc ngoai bao PD1 ctia ngudi vao trong plasmit bidu
hién sinh vat nhan chuén

Chiét tdng ARN tir té bao méu ngoai vi cia ngudi (Beijing Red Cross Blood
Center) bang kit chiét Trizol ARN (Invitrogen) va thu dugc ADN bd tro voi kit
phién mi nguoc boi Invitrogen. Véi ADN bd tro nay lam khu6n mau, doan moi

nguoc la 5’ GTACGCTAGCCACCATGCAGATCCCACAGGC-‘3 (SEQ ID NO.31)
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va doan mdi thuan 13 5’-GATCCTCGAGCCACCAGGGTTTGGAACTG-3 (SEQ
ID NO.32), khuéch dai manh ngoai bao PD1 bing PCR. Sau d6, tiéu hoé san phdm
duoc khuéch dai b?lng Nhe I va Xho I, ching dugc tao dong thanh hé plasmit biéu
hién sinh v4t nhan chuin pCDNA3.1. Lay truyén té bao 293T (ATCC) v&i plasmit
nay trong 3 ngay, sau d6 gom va nudi cay dich ndi @8 tinh ché h-PD1. Theo c4ch
tuong ty, cac tac gid sang ché ciing chiét tbng ARN tir t& bao mau ngoai vi clia khi
dudi dai va tao dong ADN bd trg dugc tao ra vao trong hé biéu hién sinh vat nhan

chuan.

Nhu duge thé hién trén Fig.1, do Iy do cai bién nhu glycosyl ho4, kich c&
protein clia cac vung cAu tric ngoai bao PD-1 cua PD-1 ¢ ngudn gbe tir ngudi (hu)
va thu duoc tir khi dudi dai bang khoang 50K Dalton sau khi nhuém xanh phd.

Vi du 2: Thir nghiém tb hop ctia PD-1 déi véi té bao va phdi tir PD-L1
1. Téch biét t& bao T véi té bao méu ngoai vi clia ngudi

Khi huyén phti chtra té bao mau ngoai vi (Beijing Blood Institute) chay qua
cot soi ni 16ng (Beijing Hede Biotechnology Company), té bao B, té bao huyét
tuong, té bao don nhan va mot sb té bao phu thudc s& dinh bam mdt cach chon loc
vao soi ni 16ng mac du hlu hét t& bao T di qua cot soi ni 16ng va do d6 thu duoc
quan thé & bao T dugc lam gidu. Viée van hanh dugc md ta don gian nhu sau: thu
dugc 6ng tiém bang thuy tinh 50-ml, rit 16i bng tiém ra va lap bng voi cao su véi
kep vao trong voi dng tiém. Phong tod mot sb soi ni 16ng va 16ng chung vao trong
bng tiém. C6 dinh ng tiém 1én gid d& va rét dich 16ng nudi cdy té bao RPMI &
37°C vao dé xtt 1y so bod soi ni 16ng. Péng van, mé van sau 0,5 git dé giai phong
dich long nudi cdy té bao. Pha loding dich 16ng t& bao s& duoc tach biét bang dich
long nudi céy RPMI dugc gia nhiét so bd dén néng do thich hgp khoang 5,00 x 107
t& bao/ml. Rét dich 16ng té bao vao trong dng tiém va nhén chim cdt s¢i ni 16ng.
Phu bng tiém vau & 37°C trong 1 gio. Mé phin mé phia duéi, giai phong dich long
mot cach tur tir (1 giot/phut) va gom vao bng ly tAm. Ly tdm & 1000xg trong 10 phut

d8 thu dugc té bao bach huyét T mong mubn.

2. Danh déu protein tai t& hop rh-PD-L1 béng biotin
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Tron 100ug protein tai t6 hop rh-PD-L1 dugc mua tir (Beijing Sino
Biological Inc.) véi biotin-amino-axit caproic-NHS (Thermo) duoc hoa tan trong
DMSO theo ty 1& 1:4 mol va duy tri né & nhiét do trong phong trong 1 gid. Sau do,
chuyén hdn hop phan tmg qua cdt gel G25 (Thermo) d tach biotin-rh-PD-L1 duogc
danh déu va biotin ty do.

3. T4 hop biotin-rh-PD-L1 duoc d4nh du véi té bao T cua ngudi

Tron protein tai t8 hop rh-PD-L1 duoc danh dAu bang céc néng do khac nhau
ctia biotin va 103 t& bao T tach biét, sau d6 1né & 4°C trong 15 phut. Rira n6 ba lan
biang PBS va bd sung streptavidin - allophycocyanin (Thermo) (SA-APC) vao
0,2ug/ml va 0 né & 4°C trong 20 phut. Rua ba l4n bang PBS va dit vao phép do
dong t& bao cuia Beckman Dickson Calibur va do & 660nm. Nhu dugc thé hién trén
Fig.2, két qua thé hién rang PD-L1 protein dugc ddnh dAu bang biotin c6 thé gén két
té bao T.

Vidu 3: Tao ra khang thé khéang rh-PD-1
1. Gay mién dich dong vét

Tron 10ug protein tai td hop rh-PD-1 chita 1mg/ml lam khang thé va chét
phu trg mién dich twong dwong (chét phu trg Freund (Sigma - Aldrich)) va lua chon
ba chudt FVB gidng c4i 6 tudn tubi dé thuc hién viéc gy mién dich dudi da. Sau
lan gay mién dich thir nhat, cling lidu dugc ding mot 1an mdi tudn dé lam ting viéc
gy mién dich.

2. Dung hop té bao

Sau 14n bén sau ciing gy mién dich ting cudng, chon hach bach huyét & gbc
bép dui ctia chudt va nghién chiing trong nudc mubi théng thuong. Sau dd, thu duge
huyén pht duoc 1am giau véi té bao B va dung hop té bao SP2/0 bang phuong phap
chuyén dién di thong thudng (xem BTX electroporator manual). Dat té bao dung
hop vao mdi trudng nudi ciy toan bd RPMI-1640 chira HAT (Sigma) d8 nuodi ciy &
didu kién 5% CO> va 37°C.

Vi dy 4: Thtr nghiém phong bé phdi tir va thy thé
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Tix 20000 loai té bao lai don dong, ding phan tmg danh déu enzym (Elisa) dé
sang loc cac dong trong s& 1220 loai khang thé dugc tiét, ma cé thé gin két véi
protein PD-1. Trong 1220 loai khang thé nay, c6 nam loai, ma co thé e ché theo
cac mitc d6 khac nhau td hop gitta PD-L1 dugc dénh ddu biotin va thu thé PD-1 d6i
v6ité bao T.

U hdn hop gbm nam khang thé (1ug/ml) nhu trén day va 312ng/ml rh-PD-L1
duoc danh diu biotin (cd dic) & nhiét d§ trong phong trong 20 phut. Sau do, u hdn
hop va tach biét té bao T & 4°C trong 15 phut. Sau do, rira ba 14n bing nudc mubi
thong thudong va bd sung 0,2ug/ml SA-APC dé u & 4°C trong 15 phut. Sau khi rira
ba 14n bang nudc mubi thong thudng, do miu bang dung cu do dong té bao BD dé
x4ac nhan néu né co thé uc ché to hop cta rh-PD-L1 va thy thé PD-1 trén bé mit cta

té bao T.

Nhu duoc thé hién trén Fig.3, Dong 1, 10 va 11 ¢6 thé phong bé tb hop cua
PD-1 v6i phéi tir PD-L1 trén b mit ciia t& bao. Nhung dong 55 va 64 chi ¢6 thé

déng vai tro e ché yéu.
Vidu5: T6 hop v&i céac thanh vién cuia ho CD28 khac

D4 thir nghiém hon nita tinh dic hiéu gan két cua ctia cac dong 1, 10, 11, 55
va 64 v6i cac tng vién khang thé, dat 1ug/ml rh-PD-1 hodc protein ICOS, CTLA-4
va CD28 (R&D System) ctia c4c thanh vién cta ho CD28 khac vao trong dung dich
dém duogc pht 0,05M PHO carbonat vao trong dia danh diy enzym 96 giéng va duy
tri & 4°C qua dém. Vao ngay tiép theo, giai phéng dung dich vao giéng va rira san
pham ba 14n bang chit dém rtra (PBS + 0,5% TWEEN). Sau do, bd sung dung dich
PBS chtta 3% BSA va phong bé né trong 20 phit. Rira ba l4n bang chit dém rira va
sau d6 bd sung 100ul chita lug/ml tng vién khéng thé, 0 & nhiét d6 trong phong
trong 1 gid va sau do rira ba l4n bang chit dém rira. Sau d6, pha lodng khang thé dé
khang chudt lién két ngang HRP (Jsckson Immunoresearch) dén 1: 10000 bang chét
dém rira va 0 n6 & nhiét do trong phong rong 1 gio. Sau khi rira ba 14n bang chat
dém rira, bd sung 50ul dung dich nén TMB (tetrametyl benzidin) dé tao ra mau. Sau
khi phan tmg & nhiét do trong phong trong 10 phit, két thic phan tmg bang 25ul
0,5M dung dich axit sulfuric va doc do hép thu & 450nm.
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Nhu duoc thé hién trén Fig.4, tAt ca cc tmg vién khang thé duoc thir nghiém
¢6 thé nhan biét va gén két v6i th-PD-1 nhung khong nhan biét thanh vién cta ho
CD28 khac.

Vi du 6: Trinh ty ving bién ddi cua ng vién khéng thé

Nudi cdy t& bao lai tmg vién dén tbng sb luong 107, ly tdm né & 1000
vong/phut trong 10 phut @8 gom té bao va chiét tong ARN bang kit thude thir Trizol
(Invitrogen). St dung ARN nay lam khudn méu dé téng hop ADN bd tro soi thi
nhét (Qiagen), sau d6 st dung ADN soi thir nhit 1am khudén miu tiép theo dé
khuéch dai trinh tw ADN cua ving bién dbi tuong tmg véi té bao lai. Trinh tu doan
mdi duoc st dung trong phan ung khuéch dai 13 phan bu véi ving khung tht nhét
va ving cb dinh ctia ving bién ddi ctia khang thé (Larrick, J.W., et al., (1990) Scand.
J. Immunol., 32, 121-128 va Coloma, J. J. et al., (1991) BioTechniques, 11,152-156
et al.). Trong 50ul hé phan ting, bd sung mét cach riéng biét 1pl ADN b trg, Sul 10
x dung dich dém PCR, mdi 1ul (25pmol) doan mdi nguoc dong va xudi dong, 1pl
dNTP, 1ul 25mmolPL MgCl, 39ul H20, tién hanh 1am bién tinh ban dau ¢ 95°C
trong 10 phut. BS sung 1pl Taq enzym (Invitrogen) va chu ky nhi¢t d6 khéi dAu dé
thue hién viéc khuéch dai PCR. Cac didu kién phan tmg 13 nhu sau: bién tinh &
94°C trong 1 phiit, nung & 58°C trong 1 phit va kéo dai ¢ 72°C trong 115 phut. Lap
lai chu ky nay 30 phut va sau d6 duy tri 72°C trong 10 phut.

Sau d6, tao trinh tu san phém khuéch dai, trinh tu cia ving bién ddi cua

chudi ning va chudi nhe cua dong 1, 10 va 11 cua thé lai 14 nhu ssau:
Dong 1:

Chuoi nang

g FRl-—-———--—---=> CDRL<----FRZ---—- > CDRZ
OGOLO0SGAELYRPGASVTLTCKASGY TF TDYEMHWVKDTPTHGLEW I GV IESETCGTAYNOKFKG

fmmm FR3-—————————————— > CDR3 ¢———TR4-——0

KLKLTEDKSSSTAYMELRSLTSEDSEVY Y CTREGITTVATTY YWY FDVWCTGTTVTVES

Trinh tu axit nucleic
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CAGGGTCAACTGCAGCAGTCTGGGGCTGAGCTGGTGAGGCCTGGGGCTTCAGTGACGCTGACCTGCAA
GGCTTCGGGCTACACATTTACTGACTATGAAATGCACTGGGTGAAGCAGACACCTATACATGGCCTGGAA
TGGATTGGAGTTATTGAATCTGAAACTGGTGGTACTGCCTACAATCAGAAGTTCAAGGGCAAGGCCAAA
CTGACTGCAGACAAATCCTCCAGCACAGCCTACATGGAGCTCCGCAGCCTGACATCTGAGGACTCTGLCG
TCTATTACTGTACAAGAGAGGGTATTACTACGGTAGCAACTACGTACTACTGGTACTTCGATGTCTGGGE
CACAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA

G FR1-—————-— > CDR1 e FR2-——-> CDR2
DVLNTQTPLSLPVELGDQESISﬁRSSQSIVHSNGNT¥EEWYLQKPGQSPELLIYKVYNRFS

Gmmmmmmm e = PR3 mm mmm > CDRY <--FR4--»
CVPLRFBCEGECTDETLEISRVERAEDLOV Y Y CF! GEHVPFTEFSSOTHKLEIR

Trinh tu axit nucleic
GATGTTTTGATGACCCAGACTCCACTCTCCCTGCCTGTCAGTCTTGGAGATCAAGCCTCCATCTCTTGCAG

ATCTAGTCAGAGCATTGTACATAGTAATGGAAACACCTATTTAGAATGGTACCTGCAGAAACCAGGCCAG
TCTCCAGAGCTCCTGATCTACAAAGTTTACAACCGATTTTCTGGGGTCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTG

TTCAAGGTTCACATGTTCCATTCACGTTCGGCTCGGGGACAAAGTTGGAAATAAAA
Dong 10:
Chudi ning

e R — % CDRl€—-——FR2————— > CORZ

GVQLQQSG’?LVRPGﬂSVTLSCKASGYTFTBYEMHWVKQTPVHGLEWIGBIDPETGGA&YNQKFKG

D e L CDR3 Lo =FRe ===

EATLTANKS 88 TAYMEL RS LT SEDEAVY Y CTRECI TISVVTY YWY FDVHGT GTTVIVSS

Trinh tu axit nucleic

ORGP TCOACT B AGCAGT O TR EGH TEAGC TEETGARGLC TEEGEUTTCAGT BAC LT GTLCTGCRAEEE
TTCGGGCTAE%CHTTTAKT§%ET&TG§&%TGCHCTGGGTGEHG&HQAQHCETGTGﬁﬁwGGCCTGQHHTGG&
PIGEAGCTATT GRTCCTEARACT GG GET BLTGUCTACART CABGAAG T T CAABGEEUARGETCATACTEACT
GrAGAC LA TC O TCOAGUA A CTACAT BGEAGCTCOBCAGCCT GRCATCT GREEACTC TECCGTCTALTA
CTGT%CEQGRGRGGGTATT%ETRCGTCﬁGTGGTTﬁCGTAﬁT&ETEGTECTTCGRTGTGTGGGGCQCRG;G&
CCAOGETCACCEGTOTCOTCR

Chudi nhe
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Gmmm FR1-——————— > CDR1 ¢-————FR2----> CDR2
DVIMTOTPLEL VS LEDLOAS T SCRISOSIVHSNCN TYLENY LOKPG) SPRLLIYEVENREE
e e PRI———— »  CDRI <-—-FRI--3>
GVEDRFSGSGS GTDFTLRISKVEPEDLGY ¥ Y CFQGSHVPLIFGSGTELE TK

Trinh tu axit nucleic

GATGT TTTERT GACCCARACTCC AT TC COTE D TETCAG TUT THGAGAT CRARAGCOTCCATUTCTTE LG
ATCTACTCREFARCATTGTACATHGTAATGERARCACCTATT TAGAS T BT ACC T CRGRARC AL HICRGT
CTCCARLGCTCCTERTCTACARLGTT TOC ARCCEATT T TCT BGGETC CCARLIAGGT TCAETEECAGT GER
TCAGGCASAGATTTCACAC TCAGGAT CAGCAGRGT GEAGCC TEAGGATCT GEEAGT TTRATTACTGCTTTCR
ABGTT A TETTCC RO TCRCET TEGECT CEGEERCARRGT TOERANTANAR

Dong 11:
Chudi ning

g e FRl--———————=—= > CDRL <--—-FR2--—--3 CDRE
OVTLEESGRGI LOPEOTLSLTCS PGPS LETFEMGVEH T RO PSGRGLEWLAH IWWDDDKY YNPALKS
Lrm FR3-————————————= >  CDR3  <———FR4-—->

RLTTSKETSKNQVPLKIANVDTEDT&TYYﬁﬂRiEERER%Y?DVHQTGTTUTVQS

Trinh tu axit nucleic

CRAGET TECTOTGAARGRGT D TEGIIC TERGEATAT T GCAGIC UTC ICAGRL COTCAGT CT GACT TG TTCTTT
CT TG EET T T A TS AG AT T T TS TATES O THTCESOT SERTTOATCRECOTT CAGEGRAGHETCTESE
BT GO GEO B OB T T T A TR AT BT SR TANS TRCTATANT COCECCCTEARGRET CEACTC RERAATS
T A GER TAC CTCOAAAPACCAGE T AT PO TCAAGATC GO CAR TETGEACACT BAR G TR CT GO CACHTA
CTECT G TGO CERATASAGGASRGET TCCECTGETACT TOCAT G TUTGGEEECACAGERACCACGETTALCE

TCTCOTCA

Chubi nhe

fmmmmme==FRle-======3  CDRL Cm=mm=FR2====> CDRZ
RBGWTQESALTTSPGETVTLTCRSSTGHITTSﬂYEKNVQBKPDHLFTGLIGGTHNRAP
fmmm e FR3======m=====> CDR3 <--FRi-->

GV PEREFAGALI GOUEAALT ITGAQTEDEAT Y FCALWY SHHWV FEGETRLTV

Trinh tu axit nucleic
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AGGGCTOETTGGACTCAGGAATCTGCACTCACCACATCACCTGGTGAAACAGTCACACTCACTTGTCGCT
CAAGTACTGGGGCTATTACAACTAGTAACTATGCCAACTGGGTCCAAGAARAACCAGATCATITATTCAC
TGGTCTAATAGGTGGTACCAACAACCGAGCTCCAGGTGTTCCTGCCAGATTCTCAGGCTCCCTGATTGGA
GACAAGGCTGCCCTCACCATCACAGGGGCACAGACTGAGGATGAGGCAATATATTTCTGTGLTCTATGGT
ACAGCAACCACTGGGTGTTCGGTGGAGGAACCAAACTGACTGTCCTA

Vi dy 7: CAu trac vat truyén biéu hién ctia khang thé kham

Tao dong manh Fc cua vung ¢d dinh cta chudi nang va ving ¢ dinh k/£ cta
chudi nhe tir t& bao méau ctia ngudi (Beijing Blood Institute) va két ndi ching vao
trong plasmit pPCDNA3.1 (xem 4n phdm: Walls MA, Hsiao H and Harris LJ (1993),
Nucleic Acids Research, Vol. 21, No. 12 2921 -2929) d8 cai bién. Cac manh trinh tu
nay cta chudi ning va chudi nhe trong Vi du 6 duoc tdng hop boi cong ty Genscript.
Sau d6, chudi ning dugc tiéu hod béng enzym Xho [ va Age I va chudi nhe duoc
tiéu hoa bang cac enzym Sma I va Dra III, ching duoc két ndi vao trong plasmit
pCDNA3.1 duoc cai bién mot cach twong tng va tao trinh tu dé x4c nhén trinh tu
ctia ADN tao dong. T4t ca cac vat liéu thir nghiém tiép theo dugc tao ra thong qua

viéc lay truyén té bao vé6i day plasmit ndy va sau d6 tinh ché.

Vi du 8: Thir nghiém chirc ndng in vitro kich thich té bao T boi khang thé kham —
thtr nghiém kich thich doc t6 bénh udn van

Tao tAm lat PBMC méi dugc tao ra vao trong dia day phing 96 giéng. Sau
khi 01 qua dém, bd sung cac ndng d6 khac nhau ctia khang thé va 100ng/ml doc t6
bénh ubn van (TT) (List Biological Laboratories). Ba ngay sau, gom dich ndi. St
dung kit INFNy boi R&D System Company dé do ham luwong ctia IFNy trong dich
ndi qua thtr nghiém Elisa. Nhu dugc thé hién trén Fig.5, sau khi tin hiéu PD-1 dugc
phong bé, xytokin dugc tiét boi t& bao mién dich duoc hoat hoa boi su kich thich
TT 1a dugc gia ting rat 16n. Ngoai ra, do chudn ctia khang thé (mg vién 14 cao hon
so véi EH12.2H7 duoc mua tir Biolegend Company trong don yéu cAu cép patent
s6 200980147059.0.

Vi du 9: Sy tuong tac cua cac khang thé khac nhau véi PD-1 sau khi trao doi ca

chudi nang va nhe cua trude

Tai t6 hop céc chudi nang va nhe cia cac khang th& 1 va 10 theo cach thuin

-22-



27465

nghich dé thu dugc HI1L10 (chudi ning 1, chudi nhe 10) va HIOL1 (chudi néng 10,
chudi nhe 1). Tuong tu véi ndi dung duge md ta trong Vi du 7, céc tac gia sang ché
thu duoc cac khang thé tai t hop. Céc khang thé nay, khang thé ban ddu 1 (chudi
nang 1, chudi nhe 1) va khéang thé ban dau 10 (chudi ning 10, chudi nhe 10) dugc
thir nghiém véi cac két qua EC50 theo thit nghiém Elisa nhu sau:

Mau

Két qua thé hién réng cac khang thé duoc tao ra sau khi tai td hop van ¢é thé
gin két véi protein PD-1 mét cach hitu higu.
Vi du 10: Cai bién viéc lam gidng ngudi clia khéng thé

Viéc cai bién lam giéng ngudi dugc thuc hién theo trinh tu cia viung bién dbi
ctia khang thé duoc tiét boi té bao lai thu duoc nhu trén diy. Tém lai, quy trinh cai
bién lam giéng ngudi bao gdm céc budc sau ddy: A — so sanh trinh tur gen clia céc
khéng thé duoc tiét bdi cac t& bao lai khac nhau véi trinh ty gen ctia khéng thé phoi
ngudi dé tim trinh ty twong ddng & mirc cao; B — phén tich va thir nghiém 4i luc cua
HLA-DR dé lva chon trinh tir khung ctia phdi ngudi véi ai luc thap; C — st dung k¥
thuat twong tu mdy tinh dé 4p dung phan tu cit bot d& phan tich trinh ty cua axit
amin khung trong vung bién d6i va bao quanh va thtr nghiém phuong thirc ghn két
lap thé trong khong gian cta nd. Tinh toan luc tinh dién, lyc Van der Waals, tinh ky
nuée-tinh wa nuéde va tri s§ entropy dé phén tich (cac) axit amin riéng ré then chét
trong trinh tu gen cta khing thé duoc tiét boi té bao lai khdc nhau ma co thé hoat
dong véi PD-1 va duy tri cAu hinh khoang tréng, ghép né tr& lai vao khung gen
duoc chon clia phdi ngudi va sau d6 dit 1én no dé danh diu cac vi tri axit amin
trong vung khung ma phai duoc bao tdn, tbng hop cac doan moi ngdu nhién, lam
cho thu vién thé thuc khudn boi chinh nd, sang loc thu vién khang thé duoc 1am
gibng ngudi (Pini, A.et al., (1998). Thiét k& va sir dung thu vién thé hién thé thuc
khudn: Khéang thé clia ngudi ¢6 4i luc dudi nanomol khéng chi thi su hinh thanh
mach dugc tach rira tir gel hai chiéu, Journal of Biological Chemistry, 273(34):
21769-21776). Trén co s& ndy, cac tac gia sang ché d thu dugc cac khang thé dugce

-23-



27465

lam gibng ngudi khac nhau nhu sau. Cac khang thé bao gdm cac dong sau day,
trong d6 trinh tw chudi nhe cua dong 38, 39 va 41 1a gibng nhau va trinh tw chudi
ning ctia dong 39 va 48 1a gidng nhau.

Chudi ning ctia dong 38

et FR1-—————————== > CDRL<———-FR2----- > CDR2
OGOLVOSGAEVKKPGAS VEVS CKASGY TFTDYEMHWVRQAPTHGLEWI GV IESETGGTAYNQKFKG

G e ) > CDR3 Cm==FR4===>
RVTTTADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVY Y CAREGITIVATTYYWYFDVHGOGTTVIVSS

CAGGGCCAGCTGGTGCAGAGCGGCGCCGAGGTGAAGAAGCCCGGCGCCAGCGTGAAGGTGAGCTGCA
AGGCCAGCGGCTACACCTTCACCGACTACGAGATGCACTGGGTGAGACAGGCCCCCATCCACGGCCTGE
AGTGGATCGGCGTGATCGAGAGCGAGACCGGCGGCACCGCCTACAACCAGAAGTTCAAGGGCAGAGTG
ACCATCACCGCCGACAAGAGCACCAGCACCGCCTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGAAGCGAGGACAC

CGCCGTGTACTACTGCGCCAGAGAGGGCATCACCACCGTGGCCACCACCTACTACTGGTACTTCGACGTG
TGGGGCCAGGGCACCACCGTGACCGTGAGCAGC

Chudinhe ctia dong 38

Cmmmm FR1-—=-===-— > CDR1 <mm——= FR2----> CDR2
DVVMTOSPLSLPVTLGOPAS I SCRSSOS TVHSNGNTYLEWY LOK PGOSPQLLI YKVSNRFS

Cmmmmm e FR3======—m==mm > CDR3 <-—FR4-->
GVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCEQGSHVPLTFGOGTKLELK

GATGTGGTGATGACCCAGAGCCCGCTGAGCCTGCCGGTGACCCTGGGCCAGCCGGCGAGCATTAGCTGC
CGCAGCAGCCAGAGCATTGTGCATAGCAACGGCAACACCTATCTGGAATGGTATCTGCAGAAACCGGGC
CAGAGCCCGCAGCTGCTGATTTATAAAGTGAGCAACCGCTTTAGCGGCGTGCCGGATCGCTTTAGCGGC
AGCGGCAGCGGCACCGATTTTACCCTGAAAATTAGCCGCGTGGAAGCGGAAGATGTGGGCGTGTATTAT
TGCTTTCAGGGCAGCCATGTGCCGCTGACCTTTGGCCAGGGCACCAAACTGGAAATTAAA

Chudi ning ctia dong 39

G FRL———— > CDR1<———-FR2----- > CDR2
QCEQLVOSGREVKKPGASVKVSCKASGYT FTDYEMHWVROAPGQOGLEWMGVIESETGETAYNGKEFKG

o e TR G o > CDR3 mmmFRE===>
RAKITADKSTS TAYMELSSLRSEDTAVYY CTREGITTVATTYYWYFDVWGQCTTVTVSS

CAGGGCCAGCTGGTGCAGAGCGGCGCCGAGGTGAAGAAGCCCGGCGCCAGCGTGAAGGTGAGCTGCA
AGGCCAGCGGCTACACCTTCACCGACTACGAGATGCACTGGGTGAGACAGGCCCCCGGCCAGGGCCTG
GAGTGGATGGGCGTGATCGAGAGCGAGACCGGCGGCACCGCCTACAACCAGAAGTTCAAGGGCAGAG
CCAAGATCACCGCCGACAAGAGCACCAGCACCGCCTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGAAGCGAGGAC
ACCGCCGTGTACTACTGCACCAGAGAGGGCATCACCACCGTGGCCACCACCTACTACTGGTACTTCGACG
TGTGGGGCCAGGGCACCACCGTGACCGTGAGCAGC

Chudi nhe cua dong 39
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e FRL-= == === CDR1 &==—=-FR2-—-=> CDR2
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPQLLIYKVSNRFS

Lmmmm e FR3=====m——=mm— > CDR3 <--FR4-->
GVPDRESGSGSGTDETLKISRVEAEDVGVYYCFQESHVPLTFGQGTKLETK

GATGTGGTGATGACCCAGAGCCCGCTGAGCCTGCCGGTGACCCTGGGCCAGCCGG CGAGCATTAGCTGC
CGCAGCAGCCAGAGCATTGTGCATAGCAACGGCAACACCTATCTGGAATGGTATCTGCAGAAACCGGGC
CAGAGCCCGCAGCTGCTGATTTATAAAGTGAGCAACCGCTTTAGCGGCGTGCCGGATCGCTT TAGCGGC
AGCGGCAGCGGCACCGATTTTACCCTGAAAATTAGCCGCGTGGAAGCGGAAGATGTGG GCGTGTATTAT
TGCTTTCAGGGCAGCCATGTGCCGCTGACCTTTGGCCAGGGCACCAAACTGGAAATTAAA

Chudi ning cta dong 41

R i FRL====omm s > CDRI<====FR2————=2 CDR2
QGQLVQSGREVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYEMHWVRQAPGQGLEWNGVIESETGGTAXNQKFQG

Cmmmm e FR3-—————————————— > CDR3 <-—-FR4--->
RVTLTADKSSSTAYMELSSLRSEDTAVYYCTREGITTVATTYYWYEDVWGOGTLVTVSS

CAGGGCCAGCTGGTGCAGAGCGGCGCGGAAGTGAAAAAACCGGGCGCGAGCGTGAAAGTGAGCTGCA
AAGCGAGCGGCTATACCTTTACCGATTATGAAATGCATTGGGTGCGCCAGGCGCCGGGCCAGGGCCTGE
AATGGATGGGCGTGATTGAAAGCGAAACCGGCGGCACCGCGTATAACCAGAAATTTCAGGGCCGCGTG
ACCCTGACCGCGGATAAAAGCAGCAGCACCGCGTATATGGAACTGAGCAGCCTGCGCAGCGAAGATACC
GCGGTGTATTATTGCACCCGCGAAGGCATTACCACCGTGGCGACCACCTATTATTGGTATTTTGATGTGT
GGGGCCAGGGCACCCTGGTGACCGTGAGCAGC

Chudi nhe ctia dong 41

R FRL==——==== > CDR1 Cmmmmm FR2====> CDR2
DVVMTQSPLSLPYTLEQPAS ISCRSSOSIVESNGNTYLEWY LOKPGOSPQLLIT YKVSNRE'S

Cmmmmm FR3====—====m== > CDR3 <--FR4-->
GVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCFEGSHVPLTFGQGTKLEIK

GATGTGGTGATGACCCAGAGCCCGCTGAGCCTGCCGGTGACCCTGGGCCAGCCGGCGAGCATTAGCTGC
CGCAGCAGCCAGAGCATTGTGCATAGCAACGGCAACACCTATCTGGAATGGTATCTGCAGAAACCGGGC
CAGAGCCCGCAGCTGCTGATTTATAAAGTGAGCAACCGCTTTAGCGGCGTGCCGGATCGCTTTAGCGGC
AGCGGCAGCGGCACCGATTTTACCCTGAAAATTAGCCGCGTGGAAGCGGAAGATGTGGGCGTGTATTAT
TGCTTTCAGGGCAGCCATGTGCCGCTGACCTTTGGCCAGGGCACCAAACTGGAAATTAAA

Chudi ning ctia dong 48

K FR1-—————==———= > CDR1<----FR2-———~ > CDRZ
OGOLVOSGAEVKKPGAS VKV SCKASGY TFTDYEMEWVR QAP GOGLEWMGY IESETGGTAYNOKFKG

G 2 > CDR3Z {———FR4—~=>
RAKTTADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCTREGI TTVATTYYWYEDVWGOGTTVTVSS

CAGGGCCAGCTGGTGCAGAGCGGCGCCGAGGTGAAGAAGCCCGGCGCCAGCGTGAAGGTGAGCT GCA
AGGCCAGCGGCTACACCTTCACCGACTACGAGATGCACTGGGTGAGACAGGCCCCCGGCCAGGGLLTG

GAGTGGATGGGCGTGATCGAGAGCGAGACCGGCGGCACCGCCTACAACCAGAAGTTCAAG GGCAGAG

CCAAGATCACCGCCGACAAGAGCACCAGCACCGCCTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGAAGCGAGGAC

ACCGCCGTGTACTACTGCACCAGAGAGGGCATCACCACCGTGGCCACCACCTACTACTGGTACTT: CGACG
TGTGGGGCCAGGGCACCACCGTGACCGTGAGCAGC
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Chudi nhe ctia dong 48

S FR1-————=-— > CDR1 Cmmmm FR2----> CDR2
DVVMTQOSPLSLPVTLGQPAS I SCRSSQSIVESNGNTYLEWY LOKPGOSPRLLI YKVSNRES

R FR3--———————=== > CDR3 <--FR4-->
GVPDRFSGSGSGTDITLKISRVEAEDVGVYYCFQGSHVPLTFGQGTKLEIK

)]

GATGTGGTGATGACCCAGAGCCCGCTGAGCCTGCCGGTGACCCTGGGCCAGCCGGCGAGCATTAGCTGE
CGCAGCAGCCAGAGCATTGTGCATAGCAACGGCAACACCTATCTGGAATGGTATCTGCAGAAACCGGGC
CAGAGCCCGCGCCTGCTGATTTATAAAGTGAGCAACCGCTTTAGCGGCGTGCCGGATCGCTTTAGCGGC
AGCGGCAGCGGCACCGATTTTACCCTGAAAATTAGCCGCGTGGAAGCGGAAGATGTGGGCGTGTATTAT
TGCTTTCAGGGCAGCCATGTGCCGCTGACCTTTGGCCAGGGCACCAAACTGGAAATTAAA

Vi du 11: Su kich thich in vitro bdi khéng thé dugc 1am giéng ngudi véi té bao T

Tao tdm 14t PBMC méi duge tao ra (Beijing Blood Institute) vao trong dia
day phéng 96 giéng. Sau khi i qua dém, bd sung 10ug/ml khang thé va 100ng/ml
doc t6 bénh ubn van (TT). Sau khi nudi ciy né trong 3 ngay, gom dich ndi va do
murc do tiét cua IL2 cta dong 38, 39, 41 va 48 ((conlgG4) d6i chimg) ctia cac khang
thé duoc lam gidng ngudi bang Luminex béi cong ty Life Technology va kit phat
hién thir nghiém CD8+ xytokin bdi cong ty BMD. Két qua (xem Fig.6) thé hién
rang tat ca cac khéng th8 duoc lam gidng ngudi c6 thé kich thich chirc ning cla té

bao T.

Vi du 12: Khéng thé duge lam gidng ngudi c6 thé kich thich in vitro t& bao T giét té
bao khbiu

St dung lentivirut (Qiagen) biéu hién PD-L1 protein dé lay nhiém té bao
MD-MAB-453 d& thu dugc dong t& bao MD-MAB-453 biéu hién mdt cach n dinh
PD-L1. Sau d6, cam tmng gen GFP d& cho phép né biéu hién GFP protein mdt cach
dn dinh. Chiét t& bao hinh ciy (DC) ti té bao mau ngoai vi clia nguodi mdi tao ra.
Nubi cdy n6 trong 300 t& bao/giéng va té bao MD-MAB-453 dugc cai bién (300 &
bao/giéng) trong dia 96 giéng cling v6i nhau trong ba ngay. Sau do, bd sung t& bao
T duoc tiét (1000 & bao/giéng) va 10ug/ml dong 38, 39, 41 va 48 ((conlgG4) dbi
chimg) cta khang thé khang PD-1 dugc 1am giéng ngudi trude khi nubi cdy tiép
chiung cung vé&i nhau trong 3 ngay dé doc tri s6 huynh quang GFP. Két qua (xem
Fig.7) thé hién rang tat ca cac khang thé duogc lam giéng ngudi cb thé kich thich té
bao T giét t& bao khdi u.
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Vi du 13: T hop cac khang th8 dugc 1am gibng ngudi véi protein PD-1 ciia cc loai

khac nhau

Pha lodng mot cach twong tng lug/ml PD-1 c6 ngudn gdc tir ngudi, PD-1
ctia khi dudi dai va PD-1 ¢ ngudn gbc tir chudt (duge mua tir Sinobiological) vao
trong dung dich chit dém duoc pha 0,05M PH9 carbonat va duy tri 4°C qua dém.
Vao ngay tiép theo, gidi phong dung dich vao cac giéng va rira ba 14n bang chit dém
rira. Sau d6, bd sung dung dich PBS chita 3% BSA va phong bé né trong 20 phit.
Sau d6, rira ba 14n bang chit dém rira trude khi bd sung 100ul néng d khéc nhau
ctia céc khang thé tng vién sau khi pha loang. U né & nhiét @6 trong phong trong 1
gid va sau do rira ba 1an bang chét dém rira. Sau d6, pha lodng khing thé dé khang
nguoi duoc tiép hop HRP (Jsckson Immunoresearch) dén 1: 10000 bang chat dém
rira va U nd & nhiét d trong phong trong 1 gid. Sau khi rira ba 14n bang chat dém
rira, bd sung 50ul dung dich nén TMB vao dé tao ra mau. Sau khi phan tng trong 10
phat & nhiét d6 trong phong, két thac phéan Ung béng 25ul 0,5M dung dich axit
sulfuric va doc do hp thu & 450nm. Cac két qua (Fig.8A, Fig.B va Fig.C) thé hién
rang tit ca cac dong gén két v6i PD-1 cia ngudi hode khi dudi dai véi ai luc tuong
tw mic du tit ca chiing khong twong tac v6i PD-1 ¢6 ngudn gdc tir chudt.

So sanh trinh ty PD-1 ciia ngudi, khi dudi dai va chudt (xem Fig.9 trong do6
céc vung khac nhau chinh ctia PD-1 cta chudt va PD-1 ctia ngudi/khi dudi dai duoc
dénh ddu bang hop). Pa dugc chimg minh qua cic thir nghi¢ém ring epitop clia

khang thé tmg vién véi protein PD-1 tOn tai trong cic ving nay.

Vi du 14: Thir nghiém sy kich thich in vitro béi khéng thé duoc lam giéng nguoi déi

vé6i su tang sinh té bao T — thir nghiém dap tmg nhé khéng nguyén bénh ubn van

Tao thm lat PBMC méi dugc tao ra (Beijing Blood Institute) vao trong dia
day phing 96 giéng. Sau khi U qua dém, danh diu né bang CFSE va bd sung
10ug/ml khéng thé duge lam giéng ngudi (38, 39, 41 va 48) va 100ng/ml doc t
bénh ubn van (TT) (List Biological Laboratories). Tién hanh phan tich dinh lugng
d6i v6i su tang sinh té bao T & ngay thir 6, 8 va 10 bing phép do dong t€ bao (FACS)
qua ty 1& pha lodng CSFE. Nhu dugc thé hién boi két qua cta Fig.10, so sanh véi

IgG déi chimg, té bao mién dich dugc hoat hod boi su kich thich TT duoc cam Ung
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qua viéc phong bé tin hidu PD-1 12 dudi su phan déi va tang sinh té bao hon nita.

Vi du 15: Thir nghiém kich thich in vitro boi khang thé dugc 1am gibng nguoi doi
v6i su tang sinh t& bao T- thir nghiém dép tmg nhé khang nguyén polypeptit virut

Tao tAm lat PBMC méi dugc tao ra (Beijing Blood Institute) vao trong dia
day phing 96 giéng. Sau khi  qua dém, dénh d4u n6 bang CFSE. B6 sung 10ug/ml
khang thé duoc lam gibng ngudi (38, 39, 41 va 48) va lug/ml hon hop CEF peptit
(CMV, EBV va Bénh ctim). Tién hanh phan tich dinh lugng ddi véi su ting sinh té
bao T & ngay thu 6, 8 va 10 bang phép do dong té bao (FACS) qua ty 1¢ pha lodng
CSFE. Nhur duoc thé hién boi két qua ctia Fig.11, so sanh voi IgG dbi ching, t€ bao
mién dich dugc hoat hod boi sy kich thich polypeptit hdn hop CEF cam tng qua

viéc phong bé tin hiéu PD-1 14 trong su phén chia va tang sinh té bao hon nita.
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YEU CAU BAO HO

1. Khéng thé don dong hodc ménh chitc nang cla né gén két véi protein gay chét té
bao theo chuong trinh 1 (PD-1) bao gbm trinh tu axit amin SEQ ID NO: 43, bao gbm
ving bién dbi chudi ning gdm SEQ ID NO: 33 va ving bién d@bi chudi nhe gbm SEQ
ID NO: 34.

2. Phan tir axit nucleic phan tach dugc, trong d6 phan tir ndy ma hod khang thé hosc

manh chic nang cua no theo diém 1.

3. Vat truyén biéu hién, trong d6 vat truyén nay bao gdm phan tir axit nucleic theo

diem 2.

4. Té bao vat chi, trong d6 té bao niy bao gém vat truyén biéu hién theo diém 3.

5. Phuong phép san xuét khang thé khang PD-1 hoic manh chirc ning ctia n6 theo
diém 1, trong d6 phuong phap nay bao gbm budc: nudi cdy té bao vat chu theo diém 4
trong didu kién cho phép tao ra khang thé hodc manh chic ning clia nd, va thu gom

khéng thé hosic manh chirc nang cia n6 duge tao ra theo cach nay.

6. Thé tiép hop mién dich bao gdm khang thé hogc manh chirc ning ctia nd theo diém
1 duoc két hop véi chét diéu tri, trong d6 chét diéu tri nay 1a doc td, déng vi phong xa,

duoc chét hodc chét gdy doc t€ bao.

7. Dugc phidm bao gbm khéng thé hodc manh chirc ning cta n6 theo diém 1 va chit

mang dugc dung.
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cctgccagat tctcaggctc cctgattgga gacaaggctg
cagactgagg atgaggcaat atatttctgt gctctatggt
ggtggaggaa ccaaactgac tgtccta

<210> 31

<211> 31

<212> ADN

<213> Poan mdi thuan

<400> 31

gtacgctagc caccatgcag atcccacagg ¢

<210>
<211>
<212>

<213>

32
29
ADN
Poan méi nguoc

-42-

ggtgggatga

atacctccaa

catactactg

ggaccacggt

11

ctggtgaaac

atgccaactg

acaaccgagc

ccctcaccat

acagcCaacca

tgataagtac

aaaccaggta

tgctcgaata

caccgtctcc

agtcacactc

ggtccaagaa

tccaggtgtt

cacaggggca

ctgggtgttc

180

240

300

360

363

60

120

180

240

300

327

31



<400>
gatcctcgag ccaccagggt ttggaactg

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

<400>

32

33
125
PRT
vung

33

Gln Gly Gln

1

ser

Glu

Gly

Lys

65

Met

Ala

Asp

val

Met

val

50

Gly

Glu

Arg

val

<210>
<211>

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

Glu

Trp

115

34
112

27465

bién d3i cua chudi nang

Leu

val

20

Trp

Glu

val

ser

Gly

100

Gly

val

ser

val

Ser

Thr

ser

85

Ile

GlIn

Gln

cys

Arg

Glu

Ile

70

Leu

Thr

Gly

Ser

Lys

Gln

Thr

55

Thr

Arg

Thr

Thr

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

ser

val

Thr
120

Ala

ser

25

Pro

Gly

Asp

Glu

Ala

105

val

-43-

cua

Glu

10

Gly

Ile

Thr

Lys

Asp

90

Thr

Thr

dong 38

val

Tyr

His

Ala

Ser

75

Thr

Thr

val

Lys

Thr

Gly

TYyr

60

Thr

Ala

Tyr

ser

Lys

Phe

Leu

45

Asn

ser

val

Tyr

Ser
125

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Trp
110

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

TYyr

95

Tyr

Ala

Tyr

Phe

Tyr

80

cys

Phe

29
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<212> PRT
<213> vung bién d&i cua chudi nhe cua dong 38, 39 va 41

<400> 34

Asp val val Met Thr GIn Ser Pro Leu Ser Leu Pro val Thr Leu Gly
1 5 10 15

GIln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser GIn Ser Ile val His Ser
20 25 30

Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln ser
35 40 45

Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Lys val Ser Asn Arg Phe 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 Phe Gln Gly
85 90 95

Ser His val Pro Leu Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 35
<211> 125
<212> PRT

<213> Vving bién dé1 cua chudi ning cua dong 39 va 48
<400> 35

GIn Gly GIn Leu val Gln Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15



Ser

Glu

Gly

Lys

65

Met

Thr

Asp

val

Met

val

50

Gly

Glu

Arg

val

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

<400>

Lys

His
35

Ile

Arg

Leu

Glu

Trp

115

36
125
PRT

ving

36

Gln Gly GlIn

1

Ser val Lys

Glu Met His

35

val ser
20

Trp val

Glu Ser

Ala Lys

Ser ser
85

Gly Ile
100

Gly Gln

cys

Arg

Glu

Ile

70

Leu

Thr

Gly

Lys

Gln

Thr

55

Thr

Arg

Thr

Thr

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

val

Thr
120

27465

Ser Gly
25

Pro Gly

Gly Thr

Asp Lys

Glu Asp
90

Ala Thr
105

val Thr

bién d461 cua chuéi niang cua

Leu val Gln Ser Gly

5

val Ser Cys Lys Ala

20

Trp val Arg Gln Ala

40

Ala Glu
10

ser Gly
25

Pro Gly

-45-

Tyr Thr

Gln Gly

Ala Tyr

60

Ser Thr

75

Thr Ala

Thr Tyr

val Ser

dong 41

val Lys

Tyr Thr

Gln Gly

Phe

Leu

45

Asn

ser

val

Tyr

Ser
125

Lys

Phe

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Trp
110

Pro

Thr
30

Asp Tyr

Trp Met

Lys Phe

Ala Tyr
80

Tyr Cys
95

Tyr Phe

Gly Ala
15

Asp Tyr

Leu Glu Trp Met

45



Gly val Ile
50

Gln Gly Arg
65

Met Glu Leu

Thr Arg Glu
Asp val Trp
115
<210> 37
<211> 112
<212> PRT
<213> Vving
<400> 37

Asp val val
1

Gln Pro Ala

Asn Gly Asn
35

Pro Arg Leu
50

Glu

val

Ser

Gly

100

Gly

Ser

Thr

ser

85

Ile

Gln

Glu

Leu

70

Leu

Thr

Gly

Thr

55

Thr

Arg

Thr

Thr

Gly

Ala

sSer

val

Leu
120

27465

Gly

Asp

Glu

Ala

105

val

Thr Ala

Lys Ser
75

Asp Thr
90

Thr Thr

Thr val

bién d3i cua chudi nhe cua dong

Met Thr GIn Ser Pro Leu

5

Ser Ile Ser Cys Arg Ser

20

25

Ser Leu
10

Ser Gln

Thr Tyr Leu Glu Trp Tyr Leu Gln

40

Leu ITe Tyr Lys val Ser Asn Arg

55

-46-

Tyr

60

Ser

Ala

TYyr

ser

48

Pro

Ser

Lys

Phe
60

Asn

ser

val

TYyr

Ser
125

val

Ile

Pro

45

ser

Gln

Thr

TYyr

Trp
110

Thr

val

30

Gly

Gly

Lys

Ala

Tyr

95

Tyr

Leu

15

His

Gln

val

Phe

TYyr

80

cys

Phe

Gly

Ser

Ser

Pro
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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 Phe GIn Gly
85 90 95

Ser His val Pro Leu Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 38

<211> 375

<212> ADN

<213> Trinh ty axit nucleic cua vung bién déi cua chudi ning cua dong 38
<400> 38

cagggccagc tggtgcagag cggcgccgag gtgaagaagc ccggcgccag cgtgaaggtg 60
agctgcaagg ccagcggcta caccttcacc gactacgaga tgcactgggt gagacaggcc 120
cccatccacg gcctggagtg gatcggcgtg atcgagagcg agaccggcgg caccgcctac 180
aaccagaagt tcaagggcag agtgaccatc accgccgaca agagcaccag caccgcctac 240
atggagctga gcagcctgag aagcgaggac accgccgtgt actactgcgc cagagagggc 300
atcaccaccg tggccaccac ctactactgg tacttcgacg tgtggggcca gggcaccacc 360
gtgaccgtga gcagc 375
<210> 39

<211> 336

<212> ADN

<213> Trinh tv axit nucleic coa vung bién d&i cua chudi nhe cua dong 38, 39
va 41

<400> 39

gatgtggtga tgacccagag cccgctgagc ctgccggtga ccctgggcca gccggegage 60

attagctgcc gcagcagcca gagcattgtg catagcaacg gcaacaccta tctggaatgg 120

-47-
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tatctgcaga aaccgggcca gagcccgeag

agcggcgtge cggatcgett tagcggcagc

agccgcgtgg aagcggaaga tgtgggcgtg

ctgacctttg gccagggcac caaactggaa

<210> 40
<211> 375
<212> ADN
<213>

48

<400> 40
cagggccagc
agctgcaagg
cccggccagg
aaccagaagt
atggagctga
atcaccaccg
gtgaccgtga
<210> 41
<211> 375
<212> ADN
<213>
<400> 41

tggtgcagag

ccagcggcta

gcctggagtg

tcaagggcag

gcagcctgag

tggccaccac

gcagc

Trinh ty axit nucleic cda

cggcgecgag

caccttcacc

gatgggcgtg

agccaagatc

aagcgaggac

ctactactgg

Trinh ty axit nucleic cla

cagggccagc tggtgcagag cggcgcggaa

agctgcaaag cgagcggcta tacctttacc

ccgggccagg gcctggaatg gatgggcgtg

aaccagaaat ttcagggccg cgtgaccctg

ctgctgattt ataaagtgag caaccgcttt

ggcagcggca ccgattttac cctgaaaatt

tattattgct ttcagggcag ccatgtgccg

attaaa

ving bién d4i cua chudi ning cua dong 39 va

gtgaagaagc

gactacgaga

atcgagagcg

accgccgaca

accgccgtgt

tacttcgacg

ccggegecag

tgcactgggt

agaccggcgg

agagcaccag

actactgcac

tgtggggcca

cgtgaaggtg
gagacaggcc
caccgectac
caccgcctac
cagagagggc

gggcaccacc

180

240

300

336

60

120

180

240

300

360

375

ving bién déi cua chudi ning cua dong 41

gtgaaaaaac cgggcgcgag cgtgaaagtg

gattatgaaa tgcattgggt gcgccaggcg

attgaaagcg aaaccggcgg caccgecgtat

accgcggata aaagcagcag caccgecgtat

-48-

60

120

180

240
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atggaactga gcagcctgcg cagcgaagat accgcggtgt attattgcac ccgcgaaggc

attaccaccg tggcgaccac ctattattgg tattttgatg tgtggggcca gggcaccctg

gtgaccgtga

<210>
<211>
<212>

<213>

42
336
ADN

<400> 42
gatgtggtga

attagctgcc

tatctgcaga

agcggegtgce

agccgcgtgg

ctgacctttg

gcagc

tgacccagag

gcagcagcca

aaccgggcca

cggatcgctt

aagcggaaga

gccagggceac

Trinh ty axit nucleic cla

cccgctgagce

gagcattgtg

gagcccgegc

tagcggcagce

tgtgggcgtg

caaactggaa

300

360

375

viing bién d&i cua chudi nhe cua dong 48

ctgccggtga
catagcaacg
ctgctgattt
ggcagcggca
tattattgct

attaaa

-49-

ccctgggeca

gcaacaccta

ataaagtgag

ccgattttac

ttcagggcag

gccggcgagc

tctggaatgg

caaccgcttt

cctgaaaatt

ccatgtgccg

60

120

180

240

300

336
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s6 lwong
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1 0 ngfml
2i 10 ngfenl
31 20 ngfml
4% 40 ng/mi
5§ B0 ng/mil
&) 180 ng/ml
7i 320 ng/ml
8} 840 ngfml
5} 1,25 mg/ml
10} 2,5 mg/ml
11} 5 mg fmd

-51-
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o 3ug/mi
B 1ug/mi
E 0,3ug/ml
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PD1 cua ngudi
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Fig.8A
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JS1 clia Macaca fascicularis

3,0
- 38
2,5" - 39
2.0+ . 41
g e 48
o 1,5 4
o) - 51
1,0
0,5 -
0,0 ; T ¥ T T 1
1,0 1,5 2,0 25 3,0 35
log[Conc.] (pM/L)
S6 38 39 41 48 %1
EC,(pM/L)| 48338 3819 | 7248 4853 | 259,9
Fig.8B

-58-




0,085
0,080 -
0,075 =

0,070 =

ODys0

0,065 -

0,060 +

27465

JS1 cla chudt

der &

0,055

1,0

Y
1,5

2,0

log[Conc.] (pM/L)

Fig.8C

-59-

2,5

3,0

3,5

$+ ke

38
39
41
48
o1



27465

frn
P

Nguwoi
Cyno
chudt

e, R o dn
[ ad
el

[ d

P

Nguoi
Cyno
chudt

cten,
4
5

i i

oo
fr-s fer e

e,
5

A

L.
For
et

Nguoi ¢
Cyno ¢
chudt

]
[ e
=g

ot
s
s

Nguwoi
Cyno
chudt {

%]
[

e
[
¥

[y

et i

[
N on
iv.E

Nguoi
Cyno
chudt

s
g

Nguoi
Cyno
chubt

S
!

[
$

. v e
P
“J
[
R .

-60-



CFSE pha loang (%)
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Tetanus- Toxoid nhéc lai ting sinh té bao T
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CEF peptit nhic lai ting sinh té bao T
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