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Linh vue ky thuit dwoc dé cip

Sang ché d& cap dén dugc phim dang nude én dinh chira khang thé khéng phéi
ttr chét theo chuong trinh 1 (programmed death ligand 1 - PDLI).

Tinh trang ky thuit cia sang ché

Viéc cung cép hai tin hiéu phan biét cho t& bao T 12 m6 hinh dwoc chip nhan
rong rii d& hoat héa lympho bao ddi v6i cac lympho bao T nghi boi cac t& bao trinh
dién khang nguyén (antigen-presenting cell - APC). Lafferty et al, Aust. J. Exp. Biol.
Med. ScL 53: 27-42 (1975). M5 hinh nay con ding d& phén biét ty than véi khong tu
than va dung nap mién dich. Bretscher et al, Science 169: 1042-1049 (1970);
Bretscher, P.A., P.N.A.S. USA 96: 185-190 (1999); Jenkins et al, J. Exp. Med. 165:
302-319 (1987). Tin hi¢u hang dau hay tin hiéu ddc hiéu khang nguyén, duoc tai nap
qua thu thé té bao T (T- cell receptor - TCR) sau khi nhén dang peptit khdng nguyén la
duoc trinh dién trong tinh hubng phttc hgp tuong thich md chinh (major
histocompatibility-complex - MHC). Tin hi¢u tht hai hay tin hiéu ddng kich thich
dwoc phéan phéi dén té bao T boi cac phan tir ddng kich thich dugc biéu hién trén cac
té bao trinh dién khang nguyén (APC), va cam tmg t& bao T d thic dAy su phét trién
dong, tiét xytokin va chtrc ning tdc dong. Lenschow et al., Ann. Rev. Immunol.
14:233 (1996). Khi khong c6 mat yéu t§ ddng kich thich, cac t& bao T c6 thé tré nén
tro véi kich thich ctiia khang nguyén, khong tao ra dap tng mién dich hiéu qua, va hon

nita ¢6 thé din dén khéng con tic dung hodc dung nap khdng nguyén la.

Trong md hinh hai tin hiéu, té bao T nhan duoc ca tin hidu déng kich thich thi
cép tich cuc va ti€u cuc. Sy didu hoa tin hiéu tich cuc va tiéu cuc nhu vay la quan
trong dé t6i da héa dép tmg mién dich béo vé ctia vat chu, trong khi d6 duy tri su dung
nap mién dich va ngin ngira tw mién dich. Céc tin hi¢u thir c4p tiéu cyc duong nhu 1a
cAn thiét @& cam ung su dung nap cua té bao T, trong khi d6 cac tin hiéu tich cyc thiic
day su hoat hoa t€ bao T. Trong khi mo hinh hai tin hiéu van dua ra su giai thich hop
Iy v& cac lympho bao ty nhién, d4p ing mién dich cua vét chu la quy trinh dong luc

hoc, va cac tin hi¢u déng kich thich cling c6 thé duoc tao ra cho céc té bao T phoi
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nhiém véi khdng nguyén. Co ché ciia yéu t6 ddng kich thich dugc quan tdm trong linh
vuc didu tri bénh vi viéc van dung c4c tin hidu ddng kich thich da cho thdy 13 phuong
tién dé ting cuong hodc két thic dép tmg mién dich trén co s& té bao. Gan day, da phat
hién dwogc ring su rdi loan chirc ning hoic tro cia t& bao T xay ra ddng thoi véi su
bidu hién dugc cam tng va duy tri cia thy thé Gc ché, polypeptit chét theo chuong
trinh 1 (programmed death 1 - PD-1). Két qua 13, dinh huéng diéu tri ciia PD-1 va céc
phan tr khac ma phat tin hiéu thong qua twong tic véi PD-1, nhu phéi tir chét theo
chuong trinh 1 (programmed death ligand 1 - PD-L1) va phbi tir chét theo chuong trinh
2 (programmed death ligand 2- PD-L2) 13 linh vurc dugc quan tim nhiéu.

PD-L1 dugc biéu hién qua mirc & nhiu bénh ung thu va thudong c6 lién quan dén
tién lugng kém (Okazaki T et al., Intern. Immun. 2007 19(7):813) (Thompson RH et
al., Cancer Res 2006, 66(7):3381). Thii vi 13, da s6 cac lympho bao T thdm nhap vio
khdi u cht yéu biéu hién PD-1, trai v&i cic lympho bao T & cdc md binh thudng v cac
lympho bao T mAu ngoai vi cho thdy ring sy diéu chinh ting PD-1 trén té bao T dap
tmg khéi u c6 thé gép phin gy suy yéu dap tmg mién dich chéng khéi u (Blood 2009
114(8):1537). Diéu nay c6 thé do khai thac sy phat tin hiéu PD-L1 qua trung gian té
bao khéi u bidu hién PD-L1 tuong tc vé6i t& bao T bidu hién PD-1 dé din dén giam
hoat héa té bao T va mat kidm soat mién dich (Sharpe et al., Nat Rev 2002) (Keir ME
et al., 2008 Annu. Rev. Immunol. 26:677). Do d6, viéc trc ché twong tic PD-L1/PD-1

c6 thé ting cuong kha ning tiéu diét khéi u qua trung gian té bao T CD8+.

Dinh huéng diéu tri ciia PD-1 va cic phén tir khdc ma phat tin hiéu théng qua
tuong tac v6i PD-1, nhu phéi tir chét theo chwong trinh 1 (PD-LI) va phdi tir chét theo
chwong trinh 2 (PD-L2) 13 linh vuc dwoc quan tAm nhiéu. Su e ché phat tin hiu PD-
L1 da duge d@ xuét 1am phuong tién dé ting cudng mién dich t& bao T dé diéu tri bénh
ung thu (vi du, mién dich khéi u) va tinh trang nhidm khuén, bao gdm ca nhiém khuén
cép va man tinh (vi du, dai ding). Tuy nhién, do chwa c6 liéu phap thuong mai t6i uu
huéng dich theo con dudng nay, nén van tdn tai nhu ciu y té chua duoc dap ing déng
ké.W02013/019906 md ta cac khang thé khang PD-L1. W02013/093809 md ti ché
phim chira khong qua 20 mg/ml khang thé, natri axetat va polysorbat 80 & khoang pH
tir 5 dén 6.
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Ban chit ky thuat ciia sang ché

Muc dich ctia sang ché 1 @& xuét duoc phdm dang nuée bn dinh chira khéng thé.
Duoc phidm niy chira khang thé don dong khang PDL1 véi ndng d6 tir 40 mg/ml dén
125 mg/ml, histidin axetat hodc natri axetat v6i ndng d6 tir 15 mM dén 25 mM,
sacaroza v6i ndng do tir 60 mM dén 240 mM, polysorbat véi ndng dd tir 0,005% (khéi
luong/thé tich) dén 0,06% (khéi luong/thé tich), va do pH tir 5,0 d&n 6,3; trong d6
khang thé don dong ndy chira ving bién dbi ciia chubi nhe chira trinh ty axit amin
SEQ ID NO:7, va ving bién ddi cta chudi ning chira trinh ty axit amin SEQ ID
NO:32; va trong d6 khang thé don dong nay 13 khang thé IgG1 dugc lam twong thich
véi nguoi.

Theo mot s6 phuong 4n, ndng do khang thé don dong trong dugc phdm 1a tir 40
mg/ml dén 80 mg/ml. Theo mét sb phuong 4n, ndng d6 khang thé don dong trong
dwoc phdm tir 54 mg/ml d&n 66 mg/ml. Theo mdt sé phuong 4n, ndng do khang thé
don dong trong duge phim 13 60 mg/ml. Theo mdt sb phuong 4n, ndng d6 khang thé
don dong trong dwgc phim tir 60 mg/ml dén 125 mg/ml. Theo mdt s6 phuong 4n, ndng

d6 khang thé don dong trong dugc phim 13 125 mg/ml.

Theo mdt s6 phuwong 4n, histidin axetat hodc natri axetat dd néu c6 mit trong
duoc phém voi néng d6 tir 17 mM dén 22 mM. Theo mét sb phuong an, histidin axetat

hoic natri axetat 3 néu cé mit trong duoc phim véi néng do 1a 20 mM.

Theo mét s6 phuong 4n, ndng d6 sacaroza da néu trong dugc phdm 13 tir 60 mM
dén 180 mM. Theo mdt sb phuong 4n, ndng do sacaroza d& néu trong dugc phim 13
120 mM. Theo mdt s§ phuong 4n, néng d6 sacaroza d néu trong dugc phim 1a 240
mM.

Theo mdt sé phuong 4n, dwoc phidm nay c6 do pH tir 5,5 dn 6,1. Theo mét s6
phwong 4n, dugc pham nay c6 do pH 14 5,5 hoic 5,8.

Theo mdt s§ phwong 4n, polysorbat di néu trong dugc phdm 13 polysorbat 20.
Theo mdt sb phuong 4an, polysorbat d& néu (ching han, polysorbat 20) trong dugc
phim 1 tir 0,02% dén 0,04%.

Theo mot s6 phuong 4n, ndng d6 khang thé don dong dd néu trong dugc phim 13

60 mg/ml, ndng dd sacaroza trong dwoc phim 14 120 mM, va d6 pH 1a 5,8. Theo mdt
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s6 phwong 4n, ndng d6 khang thé don dong da néu trong dugc phdm 13 125 mg/ml,
ndng do sacaroza trong dwoc phim 1a 240 mM, va d6 pH 5,5.

Theo mdt sé phwong 4n, duoc phim nay chira khang thé don dong (vi du, khing
thé khang PDL1 dugc mb ta trong ban mé ta) v6i lwong 60 mg/mL, histidin axetat véi
ndng d6 20 mM, sacaroza v6i ndng dd 120 mM, va polysorbat ma 13 polysorbat 20 véi
ndng 46 0,04% (khdi lugng/thé tich), va dugc phim nay c6 d¢ pH 5,8.

Theo mdt sb phwong 4n, dugc phidm nay chira khang thé don dong véi lwong 125
mg/mL, histidin axetat véi nc“)ng dd 20 mM, sacaroza voi n(“mg do 240 mM, va
polysorbat ma 13 polysorbat 20 véi ndng d5 0,02%, va duoc pham ndy c6 d6 pH 5,5.

Theo mot sb phuong 4n, khang thé don dong d4 néu trong dugc phim khong
dugc dong kho trudce.

" Theo mdt sd phuong 4n trong ban mb ta, khang thé don dong d4 néu trong dugc
phim chira:
(a) ving bién dbi ctia chudi nhe chira:
(1) HVR-L1 chtra trinh tu axit amin RASQDVSTAVA (SEQ ID NO:1);
(2) HVR-L2 chura trinh ty axit amin SASFLYS (SEQ ID NO:2);
(3) HVR-L3 chura trinh tu axit amin QQYLYHPAT (SEQ ID NO:3); va
(b) ving bién dbi ctia chudi niing chira:
(1) HVR-HI1 chta trinh ty axit amin GFTFSDSWIH (SEQ ID NO:4);
(2) HVR-H2 chira trinh ty axit amin AWISPYGGSTYYADSVKG (SEQ
ID NO:5);
(3) HVR-H3 chtra trinh ty axit amin RHWPGGFDY (SEQ ID NO:6).

Theo mdt s phuong 4n, khéng thé don dong d4 néu trong dwoc phdm chira ving
bién dbi cia chudi nhe chira trinh ty axit amin SEQ ID NO:7, va ving bién dbi cua
chudi ning chira trinh tu axit amin SEQ ID NO:32. Theo mot ) phuong an, khang thé
don dong dd néu trong duge phdm chira chudi nhe chira trinh ty axit amin SEQ ID
NO:9, va chudi ning chira trinh ti axit amin SEQ ID NO:10.

Theo mot s& phuong 4n, duge phim chira khang thé nay dugc bao quan trong lo

thity tinh hodc db chira bing hop kim. Theo mdt s§ phuong 4n, hop kim nay 13 thép
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Fig. 3 12 loat db thi thé hién két qua phan tich théng ké dit liéu vé d6 6n dinh clia
dwoc phdm a-PDL1 & 40°C bing SE-HPLC béng cach sir dung phin mém JMP. A)
Gi4 tri trung binh tbc d6 tdn thit dinh chinh tir thiét ké thu nghiém (design of
experiment- DOE) nhan t4 tig phén. B) K&t quéa phan tich dinh chinh tir DOE nhén t6
timg phén. Pinh chinh chita monome a-PDL1.

Fig. 4 12 loat d thi thé hién két qua phan tich théng ké dit liéu vé& 4 on dinh cia
dugc phim a-PDL1 & 25°C biang SE-HPLC bang cch st dung phdn mém JMP. A)
Gia tri trung binh tbc do tdn thit dinh chinh tir thiét ké thir nghiém (design of
experiment- DOE) nhan t6 timg phan. B) Két qua phan tich dinh chinh tir DOE nhan t6
timg phéan. Pinh chinh chita monome a-PDL1.

Fig. 5 1a d thi thé hién sy thiéu hut kha ning phan hiy PS20 dang ké cia nhiéu
dugc phdm chita a-PDL1 dugc bao quan & nhidu nhiét dd va thdi gian khéc nhau. Pd
thi ty 16 phin trim (%) PS20 con lai trong dwoc phim dugc phat hién bang dau do tan
xa anh sang bay hoi (evaporative light scattering detector - ELSD) trong cac dugc
phdm tir F1 dén F10. a 12 thoi diém 0 (T0); b 13 40°C, 1M; ¢ 1a 25°C, 2M; d 14 5°C,
2M; e 1a 5°C, 6M; f'1a 5°C, 6M, lo thuy tinh (glass vial - GV) 20cc, nap déy; vagla
5°C, 6M, lo thuy tinh (GV) 20cc, nap voi.

Fig. 6 12 loat db thi thé hién d6 én dinh cta duogc phdm chira a-PDL1 dugc bao
quan & -20°C hoac 5°C trong khéng qua 6 thang trong lo thuy tinh (GV). A) Db thi ty
18 phan trim (%) monome trong dugc phim sau nim chu ky lam lanh déng - 1am tan
bang trong qué trinh bao quan & -20°C trong thdi gian da dinh. B) Db thi ty 1¢ phan
trim (%) monome trong dugc phim dugc bao quan & 5°C trong thoi gian da dinh. C)
D4 thi ty 18 phin trim (%) dinh chinh thu dwoc tir duge phidm sau ndm chu ky 1am lanh
d6ng - lam tan bang trong qua trinh bao quan & -20°C trong thoi gian da dinh. D) Do
thi ty 16 phan trim (%) dinh chinh thu dugc tir duge phdm dwoc bao quan & 5°C trong
thoi gian da dinh.

Fig. 7 14 loat db thi thé hién d6 én dinh ctia dugc phim chira a-PDL1 sau ba chu
k¥ 1am lanh dong - 1am tan bing va bao quéan trong hdp nhé bing thép khong gi hoic
hop kim hastelloy. A) Dd thi ty 1& phin trim (%) monome trong dugc phdm sau qué
trinh bao quan & nhiét d6 da dinh trong 3 thang. B) D) thi ty 18 phin trim (%) dinh
chinh trong trong dwoc phdm sau qué trinh bio quan & nhiét 46 da dinh trong 3 thang.
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khong gi 316L hoic hop kim hastelloy. Theo mdt sb phuong 4n, dugc phdm nay 6n
dinh & nhiét d6 2-8°C trong it nhét 6 thang, it nhit 12 thang, it nhit 18 thang hoic it
nhét 24 thang. Theo mot s6 phuong 4n, khang thé trong duoc phim duy tri dugc, sau
bao quan, it nhit khoang 75%, it nhit khoang 80%, it nhit khoang 85%, it nh4t khoang
90% hoat tinh sinh hoc truéc khi bao quan. Theo mdt sb phuong 4n, hoat tinh sinh hoc
duoc do bing kha ning lién két v6i PD-L1 ciia khéng thé.

Theo mét sb phwong 4n, dugc phdm dugc mé ta trong ban md ta 1a vd tring.
Theo mdt s6 phuong 4n, dugc phim dwoc mé ta trong ban mé ta 1a thich hop dé su
dung cho d6i twgng. Theo mdt s phuong 4n, duoc phdm duoc mé ta trong ban mb ta

dé str dung trong tinh mach (intravenous - IV).

Theo mot khia canh khéc, sang ché d& xuét vat pham san xuét hodc kit chira d6
chira dung dugc phim dang nudc én dinh bat ky duge md ta trén ddy va trong ban md
t4. Theo mdt s6 phwong 4n, dd chira 13 lo thuy tinh hodc dd chira bang hop kim. Theo
mdt s& phuong an, hop kim nay 13 thép khong gi 316L hodc hop kim hastelloy.

Ban mb ta ciing bdc 16 phuong phap diéu tri bénh hogc rdi loan & ddi tuong bao
gém cho dbi tuwong st dung lwong hitu hiéu dugc phdm dugc mé ta trong ban mé ta,
trong d6 bénh hoic rdi loan ndy dugc chon tir nhém gdm tinh trang nhiém tring, bénh

ung thu, va bénh do vi€ém.
Mo ta van tat cac hinh vé

Fig. 114 loat dd thi thé hién két qua phén tich théng ké dit liéu vé d6 n dinh ctia
duoc phim a-PDL1 & 40°C bang ICIEF bing cach sir dung phdn mém JMP. A) Gia tri
trung binh tbc d6 tdn thit dinh chinh tir thiét ké thir nghiém (design of experiment-
DOE) nhan t6 timg phin. B) Két quéa phén tich dinh chinh tir DOE nhén t5 tirng phén.
Dinh chinh bao gdm thanh phén tich dién cta a-PDLI ¢6 cing d6 pH véi diém ding

dién pl (isoelectric point - pI) cia phan tir.

Fig. 2 14 loat dd thi thé hién két qua phan tich théng ké dit liéu vé& d6 6n dinh cua
dwoc phdm a-PDL1 & 25°C bing ICIEF bing céach sir dung phan mém JMP. A) Gi4 tri
trung binh tdc d6 tdn thit dinh chinh tir thiét ké thir nghiém (design of experiment-
DOE) nhén t timg phin. B) Két qua phén tich dinh chinh tir DOE nhan t6 timg phn.
Pinh chinh bao gdm thanh phén tich dién ciia 0-PDL1 c6 cing d6 pH véi pl (diém
ding dién) ctia phan tu.
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Fig. 8 14 loat dd thi thé hién d6 én dinh cua dwoc phim chita a-PDL1 bao quan
trong 1o 20cc. A) D thi ty 16 phin trim (%) monome trong dugc phdm sau qua trinh
bao quan & nhiét d6 d4 dinh trong 3 thang. B) D thi ty 18 phin trim (%) dinh chinh
trong dugc phdm sau qua trinh bao quén & nhiét d6 da dinh trong 3 thang.

Fig. 9 14 loat dd thi thé hién d6 n dinh cta dugce phim chira a-PDL1 chita PS20
vé6i nhidu ndng d6 khac nhau khi dugce lic trong lo thiy tinh. A) D6 thi ty 1é phan trim
(%) monome trong dwoc phdm sau khi lic trong thoi gian d3 dinh ¢ nhiét d6 trong
phong. B) Db thi v& d6 duc do duoc bing do hip thu & 350nm sau khi lic trong thoi
gian 4 dinh & nhiét do trong phong.

Fig. 10 12 d5 thi thé hién d6 6n dinh ctia dugc phim chira a-PDL1 dugc bao quan
trong lo thuty tinh trong mot khoang thdi gian & nhiét d6 da dinh va sau d6 lic. Sy thay

dbi ty 18 phén trim monome trong dugc phdm dugc xac dinh bing SEC.

Fig. 11 13 loat dd thi thé hién sy twong ddng vé& tdc dd tbn thit a-PDL1 mbi tudn
so v6i su gia ting d6 pH. A) D) thi ty 18 phn trim (%) monome tén thit m3i tudn
trong dugc phdm sau khi bao quan & 40°C. B) Db thi ty 18 phén tram (%) ton thit dinh
chinh mdi tudn trong dwoc phim sau khi bao quan & 40°C.

M5 ta chi tiét sang ché
I. DBinh nghia

Trudc khi md ta chi tiét sang ché, cin hiéu ring sang ché khong bi gidi han &
cac ché phdm hoic hé sinh hoc cu thé, ma c6 thé thay dbi. Ciing can hidu rang, thujt
ngit dwoc sit dung trong ban md ta ndy chi nhdm muc dich mé ta cac phwong 4n cu thé
va khong du dinh dé han ché. Nhu dugc st dung trong ban mo ta ndy va trong céc
didm yéu ciu bao hd kém theo, cic dang sb it “mot” va dang xac dinh bao gdm ca
dang sb nhiéu trir khi dugc dinh nghia mot cach rd rang trong ndi dung d6 theo cach
khac. Do d6, vi du, khi n6i dén "mot phén tir" 13 ty ¥ bao gdm t6 hop hai hay nhiéu
phén tir nhu vay, va cac cach dién dat twong tu.

Thu4t ngit “khoang” nhu duge st dung trong ban mé ta chi khoang sai s6 théng
thuong ddi véi tri s6 tuong tmg d& dang biét dwoc d6i véi ngudi c6 hiéu biét trung
binh v& linh vyc k§ thuat nay. Khi n6i “khoang” gié tri hodc thong sb trong ban md ta

12 bao gdm (va md ta) cac phuong 4n ma thyc chit huéng dén gia tri hodc thong sb do.



28035

Cén hiéu ring cac khia canh va phuong 4n cia sing ché duoc md ta trong ban
md ti bao gdm céc khia canh va phwong 4n “chira,” “bao gbém,” va “chu yéu bao
gom”. |

Thuét ngit "duge phim" chi ché phdm ma & dang cho phép hoat tinh sinh hoc cta
thanh phan hoat tinh 1 hitu hiéu, va khong chira cic thanh phin bd sung ma giy doc
mdt cach khong chip nhén duoc cho dbi tuong st dung dwoc phim nay. Céc dugc
phim nhu vay 1 v6 tring. Cac t4 dugc (chit din, chét phu tro) "duogc dung” 13 cac
chit ma c6 thé duge su dung mot cach hop 1y cho dbi tuong dong vat c6 va dé tao ra

lidu hiru hiéu cta thinh phén hoat tinh duoc sir dung.

Dugc phdm "v6 tring" 1a dwoc phim v6 khudn hoic khong c6 hodc hiu nhu

khong c¢6 moi vi sinh vét song va bao tir clia ching.

Dugc phém "d6ng lanh" 13 dwoc phdm & nhiét do duéi 0°C. N6i chung, duoc
phim dbng lanh khéng dugc 1am kho dong lanh, hay khong dugc dong khd trude hozc
sau khi dong lanh. Theo c4c phuong 4n nhit dinh, dwoc phim dong lanh chira dwoc
chét dong lanh d& bao quan (trong hop thép khdng gi) hoic thudc déng lanh (dang lo
thanh phim).

Dugc phim "dn dinh" 13 dwgc phim trong d6 protein ctia né chi yéu duy tri do
on dinh vat 1y va/hodic d6 dn dinh héa hoc va/hodic hoat tinh sinh hoc ctia né khi bao
quan. T5t hon, néu dugc phim chu yéu duy tri dwoc d6 6n dinh vat Iy va héa hoc, ciing
nhu hoat tinh sinh hoc ctia nd khi bao quan. Thoi han bao quan thudng dugce chon dua
trén thoi han sir dung dd dinh cta dwoc phidm. Nhidu k¥ thuat phan tich khac nhau dé
x4c dinh d6 6n dinh ciia protein 13 d4 biét trong linh vuc ndy va dwoc danh gia trong
tai li€u Pepide and Protein Drug Delivery, 247-301, Vincent Lee Ed., Marcel Dekker,
Inc., New York, N.Y., Pubs. (1991) va tai liéu ctia Jones, A. Adv. Drug Delivery Rev.
10: 29-90 (1993), chang han. P6 6n dinh c6 thé duoc x4c dinh & nhiét d6 di chon
trong khoang thoi gian dd chon. P9 én dinh ¢ thé dugc dénh gia dinh tinh va/hoic
dinh lwong theo nhiéu cach khac nhau, bao gdm d4anh gi4 sy hinh thanh khéi két tu (vi
du, bang cach str dung phwong phap sic ky loai trir theo kich c&, bing cach do do duc,
va/hodc bing cach kidm tra bing mit thuong); bang cach danh gia trang thai khong
ddng nhit v& dién tich bing cach str dung phuong phap sic ky trao dbi cation, anh dién

di mao quan héi tu déng dién (image capillary isoelectric focusing - icIEF) hodc dién
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di mao quan ving; phan tich trinh ty d4u tdn cling amino hoic dAu tan cung carboxy;
phén tich phd khéi; phan tich SDS-PAGE @ so sanh khang thé khir va khang thé
nguyén ven; phan tich ban dd peptit (vi du tryptic hoic LYS-C); d4nh gié hoat tinh
sinh hoc hodc chirc ning lién két khang nguyén cta khéng thé; v.v.. Su khong dn dinh
¢6 thé bao gdm mot hoic nhiéu trang thai: két tu, khtr amit (v/ du, khir amit Asn), oxy
hoa (v du, oxy hoa Met), ddng phén héa (vi du, ddng phan héa Asp), phan cat/thuy
phan/phan doan (vi du, phan doan ving ban 1€), tao thanh suxinimit, (c4c) Xystein
khong két cap, kéo dai ddu tan cing N, xir Iy ddu tan ciing C, khac biét vé glycosyl

hoa, v.v..

Protein "duy tri d6 6n dinh vét 1y ctia n6" trong dugc phim néu n6 khong thé
hién ddu hiéu hodc rét it bi két tu, két tia va/hoic bién tinh khi kiém tra béng mit
thudng mau sic va/hodic do trong, hodc nhu duge do bing phuong phap tin xa anh

sang UV hoic bang phuong phép sic ky loai trir theo kich c.

Protein "duy tri 6 6n dinh héa hoc ctia né" trong dugc phim néu d6 4n dinh héa
hoc & thoi diém nhét dinh 13 sao cho protein dugc xem la van gift duoc hoat tinh sinh
hoc ctia né nhu xé4c dinh dudi ddy. Do 6n dinh héa hoc c6 thé dugc danh gia bing céch
phét hién va dinh luong céc dang bién dbi héa hoc ciia protein. Su bién dbi héa hoc c6
thé bao gdm thay ddi v& kich thudc (vi du phan cit) ma c6 thé duge danh gid bang
cach sir dung phuong phép sic ky loai trir theo kich ¢&, SDS-PAGE va/hodc phuong
phép ion héa rira giai bing laze hd trg bing chit nén/phuong phap phdi khéi thoi gian
bay (matrix-assisted laser desorption ionization/time-of-flight mass spectrometry -
MALDI/TOF MS), ching han. Cac loai bién dbi hoa hoc khac bao gdm thay dbi dién
tich (vi du xay ra khi khir amit) ma c6 thé dugc danh gi4 bing phuong phép sic ky trao

dbi ion hoic icIEF, ching han.

Khéng thé "duy tri dugc hoat tinh sinh hoc ctia né" trong dugc phim néu hoat
tinh sinh hoc cua khang thd & thoi gian nhét dinh bing it nhéit khoang 60% (trong
pham vi sai s6 thir nghiém) hoat tinh sinh hoc dugc bidu hién & thoi diém dugce phim
dugc bao ché nhu xac dinh bing thir nghiém (vi du, thir nghiém lién két khang
nguyén). Cac thir nghiém "hoat tinh sinh hoc” khac dung cho khéng thé duoc thao luan
chi tiét dudi day.
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Nhu dugce st dung trong ban mo ta, "hoat tinh sinh hoc" ctia khang thé don dong
bao gdm kha ning lién két khang nguyén cua khang thé va din dén d4p tmg sinh hoc

do dugc ma cé thé dugce xac dinh in vitro hodc in vivo.

Khéng thé don dong “dugc khir amit” trong ban mo ta 1a khang thé c6 mot hoic
nhiéu géc asparagin ctia né da dugc tao din xuét, vi du thanh axit aspartic ho3c axit

iso-aspartic.

Khang thé don dong duoc “oxy héa” trong ban mé ta 12 khang thé ma mét hoic

nhiéu gbc tryptophan va/hoic mét hoic nhiéu methionin ciia né di duoc oxy héa.

Khéng thé don dong dugc “két hop dudng” trong ban md ta 13 khang thé ma mot

hoic nhiéu gbc lysin ciia n6 da dugc két hop duong.

Khéng thé "d& bj khir amit" 13 khang thé chira mot hoic nhiéu gdc, ma da dugc

phét hién 14 ¢6 xu hudng khir amit.

Khéng thé "d& bi oxy héa" 1 khang thé chira mdt hoic nhidu gbc, ma di duoc

phat hién 1a c¢6 xu hudng oxy hoba.

Khang thé "d& két tu" 12 khang thé ma d3 duoc phat hién 13 két tu véi (cac) phan
tir khéang thé khéc, dic biét khi dong lanh va/hoc lac.

Khang thé "d& phan doan" 12 khéng th8 ma d& duoc phat hién 13 bi phan cit thanh

hai hay nhi€u manh, vi du & ving ban 1€ cta no.

Khi néi "giam sy khir amit, oxy hoa, két tu, hodc phén doan" 1a du dinh ngin
nglra hodc 1am giam lwong khéng thé don dong duoc bao ché trong duge pham bi khir

amit, oxy hoa, két tu, hoic phan doan.

Khéng thé duoc bao ché t6t hon 13 hiu nhur tinh khiét vA mong mudn 14 hdu nhu
ddng nhét (vi dy, khong chira protein nhidm tap, v.v.). Khang thé "hau nhu tinh Kkhiét"
nghia 14 ché phim chia it nhit khoang 90% khdi luong 13 khéng thé, dya trén tong
khéi lwong cuia cic protein trong ché phim nay, t&t hon 1a it nhit khoang 95% khéi
lwong. Khang thd "hiu nhuw ddng nhét" nghia 13 ché phdm chia it nhat khoang 99%

khdi lugng 12 khang thé, dua trén tong khdi lugng ciia céc protein trong ché phim nay.

Khi néi "dng truong" nghia 12 duoc phim cin quan tim hiu nhu ¢6 ciing 4p suét
g g ng p q

thAm thiu nhu mau ngudi. Dugc phim ding truong ndi chung c¢6 4p suit thim théu tir
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khoéang 250 dén 350 mOsm. P9 ding trwong c6 thé dugc x4c dinh bang cach st dung

&p suét bay hoi hoic thdm 4p ké loai d6ng d4, ching han.

Nhu dugc stir dung trong ban md ta, "dung dich dm" chi dung dich dugc d€m ma
chéng lai nhiing thay dbi v& d6 pH bing hoat dong ciia cac thanh phan lién hop axit-
bazo ctia né. Dung dich @&m dwoc mé ta tdt hon 14 c6 d6 pH nim trong khoang tir
khoang 4,5 dén khoang 7,0, t6t hon 1a tir khoang 5,6 dn khoang 7,0, vi du tir 5,6 dén
6.9, tir 5,7 dén 6,8, tir 5,8 dén 6,7, tir 5,9 dén 6,6, tir 5,9 dén 6,5, 6,0, tir 6,0 dén 6,4,
hoc tir 6,1 dén 6,3. Theo mdt phuong an dung dich dém c6 do pH=5,6, 5,7, 5,8, 5,9,
6,0, 6,1, 6,2, 6,3, 6,4, 6,5, 6,6, 6,7, 6,8, 6,9, hodc 7,0. Chéng han, natri phosphat 1a vi
du v& dung dich dm ma s& didu chinh d6 pH trong khoang nay.

Nhu duogc sir dung trong ban mo ta, "chét hoat dong bé mit" chi chit c6 hoat tinh
b& mat, t6t hon 1a chit hoat dong bé mit khong ion. Vi du vé& cic chét hoat dong bé
mit trong ban md ta bao gdm polysorbat (vi du, polysorbat 20 va polysorbat 80);
poloxame (vi du poloxame 188); Triton; natri dodexyl sulfat (SDS); natri laurel sulfat;
natri octyl glycosit; lauryl-, myristyl-, linoleyl-, hodc stearyl-sulfobetain; lauryl-,
myristyl-, linoleyl- hodc stearyl-sarcosin; linoleyl-, myristyl-, hodc xetyl-betain;
lauroamidopropyl-, cocamidopropyl-, linoleamidopropyl-, —myristamidopropyl-,
palmidopropyl-, hodc isostearamidopropyl-betain (vi du lauroamidopropyl);
myrisfamidopropyl-, palmidopropyl-, hodc isostearamidopropyl-dimetylamin; natri
metyl cocoyl-, hodc dinatri metyl oleyl-taurat; va loat MONAQUAT™ (Mona
Industries, Inc., Paterson, N.J.); polyetyl glycol, polypropyl glycol, va cac copolyme
cta etylen va propylen glycol (vi du Pluronics, PF68 v.v.); v.v.. Theo mét phuong an,

chit hoat dong bé miit trong ban md ta 14 polysorbat 20.

V& mit duoc 1y, theo ngit canh cia sdng ché, "luong hiru hiéu diéu tri" ctia khang
thé chi luong hitu hiéu d ngan ngira hogic didu tri rdi loan ma khang thé 13 hiru hi¢u dé
didu tri nd. "Réi loan" 12 tinh trang bénh 1y bt ky ma c6 thé c6 loi tir viéc didu trj bing
khéng thé. Réi loan bao gdm rbi loan hogic bénh man tinh va cp tinh bao gdm c4c tinh

trang bénh 1y ma 1am cho dong vét c6 vii méic rbi loan bi nghi ngd.

"Chét bao quan" 13 hop chit ma c6 thé tiy y dua vao trong dugc phim dé vé co
ban 1am giam hoat déng cta vi khuan trong d6, do d6 tao thuan tién cho viéc san xuét

duoc phim ding nhiéu 14n, ching han. Vi du vé céc chit bio quan tiém ning bao gom
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octadexyldimetylbenzyl amoni clorua, hexamethoni clorua, benzalkoni clorua (hdn
hgp cua alkylbenzyldimetylamoni clorua trong d6 cac nhém alkyl 14 céc hop chét
mach dai), va benzethoni clorua. Cac loai chét bao quan khac bao gém cac rugu thom
nhu rugu phenolic, butylic va benzylic, cidc alkyl paraben nhu metyl hodc propyl
paraben, catechol, resorxinol, xyclohexanol, 3-pentanol, va m-cresol. Theo mot

phuwrong 4n, chit bao quan trong ban mé ta 1 ruou benzylic.

Nhu dugc str dung trong ban md ta, thuat ngit “diéu tri” chi viéc can thiép 1am
sang dugc thiét k& dé thay dbi tién trinh ty nhién cua c4 thé hodc t& bao dugc diéu tri
trong tién trinh bénh hoc 14m sang. C4 tac dung mong mudn cua viée diéu tri bao gém
giam téc d6 tién trién bénh, 1am thuyén giam hoic 1am diu tinh trang bénh, va tién
luong thuyén giam hodc cai thién. Vi du, c4 thé duoc “diéu tri” thanh cdng néu mot
hodc nhiéu triéu ching c6 lién quan dén bénh ung thu dugc gidm nhe hodc loai bd, bao
gdm, nhung khong chi giéi han &, giam ting sinh (hoic pha hiy) té bao ung thu, gidm
tri€éu chung do bénh, ting chét luong cudc séng ctia bénh nhan méc bénh nay, giam
lidu cac thudc khac cin dé didu tri bénh, 1am chim su tién trién bénh, va/hoic kéo dai

su sOng cua c4 the nay.

Nhu duge st dung trong ban md ta, “lam cham su tién trién bénh” nghia 1a tri
hofin, ngan cén, lam cham, giam tdc do, &n dinh, va/hogic hodn sy phat trién ciia bénh
(nhu bénh ung thw). Sy 1am chim nay c6 thé 14 trong thoi gian thay ddi, tiy thudc vio
tién sir bénh va/hodc c4 thé dwoc didu tri. Dbi v6i ngudi ¢ hidu biét trung binh vé linh
vue ndy ¢ bang chimg cho thiy, su tri hodn du hoic déang ké c6 thé, trong thuc té,
ngin ngira, trong d6 c4 thé khong phaét trién bénh. Vi du, bénh ung thu giai doan cubi,
nhu phét trién di cin, c6 thé bi tri hoan.

“Luong hitu hiéu” it nhét 13 luong t5i thiéu cin dé tao ra hidu qua cai thién hoic
ngin ngira do dwoc dbi véi mot rdi loan cu thé. Luong hitu hidu trong ban mé ta c6 thé
thay dbi theo cac yéu t6 nhu tinh trang bénh, d6 tudi, gidi tinh, va thé trong ctia bénh
nhén, va kha ning tao ra dap tmg mong mudn ciia khang thé & c4 thé. Luong hitu hidu
ciing 1 luong ma trong d6 tac dung ddc hodic bit loi bt ky cia viée diéu tri bi 14n at
boi tac dung didu tri ¢6 loi. D& sir dung dy phong, cac két qua c¢6 loi hoic mong mudn
bao gdm két qua nhu loai bd hodc gidm nguy co, gidm mic dd nghiém trong, hoic tri
hodn su khdi phét cua bénh, bao gbm céc triéu chimg sinh héa, md hoc vi/hoic bidu

hién ctia bénh, bién chiing ctia né va cac ki€u hinh bénh ly trung gian c6 mit trong su
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phét trién ciia bénh. D& sir dung trong didu tri, cac két quéa c6 loi hoic mong mudn bao
gdm céc két qua 1am sang nhu gidm mot hoic nhiéu tridu chimg do bénh, ting chét
luong cudce sdng ciia bénh nhan méc bénh nay, giam liu cac thube khac can d@é didu tri
bénh, ting cudng tac dung cla lidu phap didu tri khic nhu qua huéng dich, 1am cham
su tién trién bénh, va/hodc kéo dai sw séng. Trong trudng hop bénh ung thu hoic khdi
u, luong hitu hiéu cta duoc chit c6 thé c6 tac dung giam sb t& bao ung thu; giam kich
thude khéi u; Ge ché (riec la, 1dm cham dén mot s6 pham vi nhét dinh hozc tdt hon 1a
dimg) sy tham nhim ciia t& bao ung thwr vao cic co quan ngoai vi; e ché (tiéc 1a, 1am
cham dén mot s& pham vi nhit dinh hodc tdt hon 13 dimg) sy di can cia khdi u; wrc ché
dén mot sb pham vi nhét dinh su sinh truéng cua khéi u; va/hodc 1am diu mét sé pham
vi nhét dinh m6t hodc nhidu triéu chimg c¢6 lién quan dn rbi loan ndy. Lugng hitu hidu
c6 thé duoc sir dung trong mot hodic nhidu 1an sir dung. Theo cic muc dich cla sang
ché, luong hiru hiéu dugc chét, hop chét, hoic dugc phim 14 luong di dé tién hanh
diéu tri dy phong hoic didu trj tryc tiép hodc gian tiép. Trong ngi canh 1am sang, can
hiéu réng, luong hitu hiéu duoc chit, hop chét, hoic duoc pham c6 thé dat duogc khi
két hop véi cac duge chat, hop chét, hodc duoc phdm khac hoic khong. Do d6, “lugng
hiru hiéu” c¢6 thé dugc xem xét trong ngit canh str dung mot hodc nhidu tac nhan didu
tri, va ¢6 thé xem xét sir dung tac nhan duy nhét véi luong hiru hiéu néu, két hop véi

mdt hodc nhi€u tdc nhan khéc, c¢6 thé dat dugc hodc dat dugce hi€u qua mong muodn.

Nhu duoc st dung trong ban mé ta, “két hop v6i” chi viéc sir dung mdt phuong
thirc didu tri ngoai mot phuong thirc didu tri khac. Ching han, “két hop vé6i” chi viée
str dung mdt phuong thie diéu tri trude, trong, hoic sau khi st dung mét phwong thire
diéu tri khéc trén cé thé.

"Réi loan" 13 tinh trang bét ky c6 thé c6 loi tir viée diéu tri bao gém, nhung
khong chi gidi han &, cac 161 loan hodc bénh man tinh hodic cép tinh bao gém céc tinh
trang bénh 1y ma dén dén ri loan nghi ngd & dong vat co vi.

Thuét ngit "rbi loan ting sinh t& bao" va "rdi loan ting sinh" chi cac r6i loan ma
c6 lién quan & mot s mirc d v6i sy ting sinh t& bao bat thudng. Theo mot phuong 4n,
ri loan ting sinh té bao 13 bénh ung thu. Theo mét phuong 4n, rbi loan tang sinh té

bao 1a khoi u.
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"Khéi u", nhu duge sir dung trong ban mod ta, chi tit ca su sinh truéng va ting
sinh cua té bao t& bao tan sinh, 4c tinh hodc lanh tinh, va tit ca cic té bao va mod tién
ung thu va ung thw. Céc thut ngir "ung thu", "c6 tinh chét ung thu", "r6i loan ting
sinh t& bao", "ri loan ting sinh" va "khéi u" khong loai trir 14n nhau nhu dwoc & cap

trong ban mo ta.

Céc thuat ngit "ung thu” va "c6 tinh chét ung thu” chi hoic md ta tinh trang bénh
1y & dong vat c6 vii ma thudng diic trung béi sy sinh trudng té bao khong binh thudng.
Vi du v& bénh ung thu bao gdm, nhung khong chi giéi han &, caxinom, u lympho, u
nguyén bao, sarcom, va bénh bach ciu hodc u lympho 4c tinh. Vi du cu thé hon vé cac
bénh ung thw nhu viy bao gdm, nhung khéng giéi han &, bénh ung thu t& bao vay (vi
du, bénh ung thu t& bao vay bidu md), bénh ung thu phdi bao gdm bénh ung thu phdi
t& bao nho, bénh ung thu phdi té bao khong nho, caxinom tuyén & phdi va caxinom
vay & phdi, bénh ung thw phic mac, bénh ung thu t& bio gan, bénh ung thu da day
ho#c bao tir bao gdbm bénh ung thu da day rudt va ung thu mdé dém duong tiéu hoa,
bénh ung thu tuyén tuy, u nguyén bao thin kinh dém, bénh ung thu ¢b tir cung, bénh
ung thu budng trimg, bénh ung thu gan, bénh ung thu bang quang, bénh ung thu
dwodng nidu, bénh ung thu gan, bénh ung thu vii, bénh ung thu két trang, bénh ung thu
truyc trang, bénh ung thu két truc trang, caxinom ndi mac tr cung hoic tir cung,
caxinom tuyén nuéc bot, hodc bénh ung thu tin hodc gin thin, bénh ung thu tién ligt
tuyén, bénh ung thu 4m hod, bénh ung thu tuyén gidp, caxinom gan, caxinom hiu mén,
caxinom duong vat, u hic t6, u hic t& phat trién trén bé mit, u hic t§ 4c tinh tai chd, u
héc td dang nbt rudi son & ngon chi, u héc t& dang phét trién thé cuc, da u tiy va u
lympho té bao B (bao gdbm u lympho khong Hodgkin cAp d6 thip/dang nang (non-
Hodgkin's lymphoma - NHL); NHL lympho bao nho (small lymphocytic - SL) ; NHL
cap d6 trung binh/dang nang; NHL cdp d9 trung binh lan téa; NHL nguyén bao mién
dich cip @6 cao; NHL nguyén bao lympho cép do cao; NHL té bao khong khia nhod
cép dd cao; NHL hach 16m; u lympho té bao vo; u lympho lién quan d&n bénh AIDS;
va bénh macroglobulin huyét Waldenstrom); bénh bach cdu lympho biao man tinh
(chronic lymphocytic leukemia - CLL); bénh bach cdu lympho bao cdp (acute
lymphoblastic leukemia - ALL); bénh bach ciu té bao toc; bénh bach ciu nguyén bao
tiy man tinh; va rbi loan ting sinh bach huyét sau cdy ghép (post-transplant
lymphoproliferative disorder - PTLD), cling nhu ting sinh mach bét thuong c6 lién
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quan dén hdi ching u thin kinh-da ngoai bi, phti (nhu phii ¢6 lién quan dén cac khdiu
ndo), hoi chimg Meigs, bénh ung thw ndo, cling nhw bénh ung thu diu va cd, va di cin
c6 lién quan. Theo cic phuong 4n nht dinh, bénh ung thu tuén thi viéc diéu trj bing
khang thé theo sang ché bao gdm bénh ung thw v, bénh ung thu két truc trang, bénh
ung thu truc trang, bénh ung thw phdi t& bao khong nhd, u nguyén bao than kinh dém,
u lympho khoéng Hodgkins (NHL), bénh ung thu t& bao thin, bénh ung thu tuyén tién
liét, bénh ung thu gan, bénh ung thu tuyén tuy, sarcom mém mém, sarcom kaposi,
caxinom carcinoid, bénh ung thu diu va cd, bénh ung thu budng trimg, u trung biéu
md, va da u tiy. Theo mdt sb phuong an, bénh ung thu dugc chon tir: bénh ung thu
phdi t& bao nho, u nguyén bao thin kinh dém, u nguyén bio thdn kinh, u hic t,
caxinom v, bénh ung thu da day, bénh ung thu két truc trang (colorectal cancer -
CRC), va caxinom té bao gan. Theo mdt sb phuong an nita, bénh ung thu dugc chon
tir: bénh ung thu phdi té bao khong nho, bénh ung thu két truc trang, u nguyén bao

than kinh dém va caxinom vii, bao gom cac thé di cén cuia cac bénh ung thu nay.

"Téc nhan héa tri" 12 hop chit héa hoc hitu dung dé diéu tri bénh ung thw. Vi du
vé& céc tac nhan héa tri bao gdm tic nhin alkyl hoa nhu thiotepa va xyclosphosphamit
(CYTOXAN®); alkyl sulfonat nhu busulfan, improsulfan va piposulfan; aziridin nhu
benzodopa, carboquon, meturedopa, va uredopa; etylenimin va metylamelamin bao
gbm altretamin, trietylenmelamin, trietylenphosphoramit, trietylenthiophosphoramit va
trimetylomelamin; axetogenin (ddc biét 1a bullataxin va bullataxinon); delta-9-
tetrahydrocannabinol (dronabinol, MARINOL®); beta-lapachon; lapachol; colchixin;
axit betulinic; camptothecin (bao gdm topotecan tuong tur tong hop (HYCAMTIN®),
CPT-11 (irinotecan, CAMPTOSAR®), axetylcamptothecin, scopolectin, va 9-
aminocamptothecin); bryostatin; callystatin; CC-1065 (bao gdm céc chit twong tw tong
hop cuia nd adozelesin, carzelesin va bizelesin); podophyllotoxin; axit podophyllinic;
teniposide; cryptophycin (cu thé 13 cryptophycin 1 va cryptophycin 8); dolastatin;
duocarmyxin (bao gdm cic chit tuong tu téng hop, KW-2189 va CB1-TM1);
eleutherobin; pancratistatin; sarcodictyin; spongistatin; nito mu tac nhu clorambuxil,
clornaphazin, clorophosphamit, estramustin, ifosfamit, meclorethamin, meclorethamin
oxit hydroclorua, melphalan, novembichin, phenesterin, prednimustin, trofosfamit,
uraxil mu tac; nitrosoure nhu carmustin, clorozotocin, fotemustin, lomustin, nimustin,

va ranimnustin; cdc chit khang sinh nhu chit khang sinh enediyn (vi du,
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calicheamixin, déc biét 13 calicheamixin gamall va calicheamixin omegall (xem, vi
du, Nicolaou et al., Angew. Chem Intl. Ed. Engl., 33: 183-186 (1994)); CDP323, chét
trc ché alpha-4 integrin dudng udng; dynemixin, bao gdm dynemixin A; esperamixin;
cling nhu neocarzinostatin chromophor va chromophor khéng sinh chromoprotein
enediyn lién quan), aclacinomysin, actinomyxin, authramyxin, azaserin, bleomyxin,
cactinomyxin, carabixin, caminomyxin, carzinophilin, chromomyxin, dactinomyxin,
daunorubixin, detorubixin, 6-diazo-5-oxo-L-norleuxin, doxorubixin (bao gbm
ADRIAMYCIN®, morpholino-doxorubixin, xyanomorpholino-doxorubixin, 2-
pyrrolino-doxorubixin, dung dich ti€m doxorubixin HCl liposom (DOXIL®),
doxorubixin TLC D-99 (MYOCET®), doxorubixin liposom PEG héa (CAELYX®),
va deoxydoxorubixin), epirubixin, esorubixin, idarubixin, marxellomyxin, mitomyxin
nhy mitomyxin C, axit mycophenolic, nogalamyxin, olivomyxin, peplomyxin,
porfiromyxin, puromyxin, quelamyxin, rodorubixin, streptonigrin, streptozoxin,
tuberxidin, ubenimex, zinostatin, zorubixin; chét chéng chuyén hoéa nhu methotrexat,
gemcitabin (GEMZAR®), tegafur (UFTORAL®), capexitabin (XELODA®),
epothilon, va 5-florouraxil (5-FU); combretastatin; chit twong tu axit folic nhu
denopterin, methotrexat, pteropterin, trimetrexat; chit twong tu purin nhu fludarabin,
6-mercaptopurin, thiamiprin, thioguanin; chit twong tw pyrimidin nhu ancitabin,
azacitidin, 6-azauridin, carmofur, cytarabin, dideoxyuridin, doxifluridin, enocitabin,
floxuridin; cac androgen nhu calusteron, dromostanolon propionat, epitiostanol,
mepitiostan, testolacton; chit khang thwong than nhur aminoglutethimid, mitotan, chit
thay thé axit trilostan folic nhu axit frolinic; axeglaton; aldophosphamit glycosit; axit
aminolevulinic; eniluraxil, amsacrin; bestrabuxil; bisantren; edatraxat; defofamin;
demecolcin; diaziquon; elformithin; eliptini axetat; epothilon; etogluxid; gali nitrat;
hydroxyurea; lentinan; lonidainin, maytansinoid nhu maytansin va ansamitoxin;
mitoguazon; mitoxantron; mopidanmol; nitraerin; pentostatin; phenamet; pirarubixin;
losoxantron; 2-etylhydrazid; procarbazin; phitc polysacarit PSK® (JHS Natural
Products, Eugene, Oreg.); razoxan; rhizoxin; sizofuran; spirogermani; axit tenuazonic;
triaziquon; 2,2',2'-triclotrietylamin; trichothexen (dic biét 1a doc td T-2, verracurin A,
roridin A va anguidin); uretan; vindesin (ELDISINE®, FILDESIN®); dacarbazin;
manomustin; mitobronitol; mitolactol; pipobroman; gaxytosin; arabinosit ("Ara-C");

thiotepa; taxoid, vi dy, paclitaxel (TAXOL®, Bristol-Myers Squibb Oncology,
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Princeton, N.J.), duoc phim chita hat nano duogc xir Iy bang albumin chira paclitaxel
(ABRAXANE™), va doxetaxel (TAXOTERE®, Rhome-Poulene Rorer, Antony,
France); chloranbuxil; 6-thioguanin; mercaptopurin, methotrexat; cidc tdc nhan chira
platin nhu xisplatin, oxaliplatin (vi du, ELOXATIN®), va carboplatin; vincas, ma
ngin ngira sy polyme hoa tubulin tir cac vi dng dang hinh thanh, bao gbm vinblastin
(VELBAN®), vincristin (ONCOVIN®), vindesin (ELDISINE®, FILDESIN®), va
vinorelbin (NAVELBINE®); etoposit (VP-16); ifosfamit; mitoxantron; leucovorin;
novantron; edatrexat, daunomyxin; aminopterin; ibandronat; topoisomeraza chét tc
ché RFS 2000; diflorometylornithin (DMFO); c4c retinoid nhw axit retinoic, bao gdm
bexaroten (TARGRETIN®); bisphosphonatt nhu clodronat (vi du, BONEFOS® hodc
OSTAC®), etidronat (DIDROCAL®), NE-58095, axit zoledronic/zoledronat
(ZOMETA®), alendronat (FOSAMAX®), pamidronat (AREDIA®), tiludronat
(SKELID®), hoic risedronat (ACTONEL®); troxacitabin (chét tuong tu 1,3-dioxolan
nucleosit xytosin); cac oligonucleotit dbi nghia, dic biét 1a cac oligonucleotit trc ché sy
biéu hién céc gen trong dudng phét tin hiéu trong su ting sinh té bao bt thuong, nhur,
vi dy, PKC-alpha, Raf, H-Ras, va thu thé yéu t§ sinh truéng biéu bi (EGF-R) (vi dy,
erlotinib (Tarceva™)); va VEGF-A ma 1am giam su ting sinh t& bao; cac vacxin nhu
vacxin THERATOPE® va cac vacxin dung trong li€u phdp gen, vi dy, vacxin
ALLOVECTIN®, vacxin LEUVECTIN®, va vacxin VAXID®; chit tc ché
topoisomeraza 1 (vi duy, LURTOTECAN®); rmRH (vi du, ABARELIX®);
BAY439006 (sorafenib; Bayer); SU-11248 (sunitinib, SUTENT®, Pfizer); perifosin,
chit e ché COX-2 (vi du celecoxib hodc etoricoxib), chét tic ché proteosom (vi du
PS341); bortezomib (VELCADE®); CCI-779; tipifarnib (R11577); orafenib, ABT510;
chét e ché Bcl-2 nhu oblimersen natri (GENASENSE®); pixantron; chit rc ché
EGFR; chét tic ché tyrosin kinaza; chét trc ché serin-threonin kinaza nhur rapamyxin
(sirolimus, RAPAMUNE®); chét trc ché farnesyltransferaza nhu lonafarnib (SCH
6636, SARASAR™); va mudi, axit hosc din xuit dugc dung ctia chét bit ky trong s&
cac chit trén; cling nhu td hop cua hai hay nhidu chit néu trén nhu CHOP, viét tit cia
lidu phap két hop xyclophosphamit, doxorubixin, vincristin, va prednisolon; va
FOLFOX, viét tit cua ché do didu tri bing oxaliplatin (ELOXATIN™) két hop véi 5-
FU va leucovorin, va mubi, axit hosc din xuét dugc dung cua chét bit ky trén day;

cling nhu t6 hop ciia hai hay nhiéu chit néu trén.
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Céc tac nhan hoda tri nhu dugce xac dinh trong ban md ta bao gém "cac tac nhan
khang hormon" hodc "li¢u phap ndi tiét" ma c6 hoat tinh diu hoa, giam, ngin chin,
hoic tre ché tac dung cua cdc hormon ma c6 thé thiic ddy sy phat trién cta bénh ung
thu. Chinh chiing c6 thé 13 cac hormon, bao gdm, nhung khéng gi6i han &: khéng
estrogen va chit diéu bién thu thé estrogen chon loc (selective estrogen receptor
modulator - SERM), bao gbm, vi du, tamoxifen (bao gdm tamoxifen NOLVADEX®),
raloxifen, droloxifen, 4-hydroxytamoxifen, trioxifen, keoxifen, LY117018, onapriston,
va FARESTON.cndot.toremifen; chit tc ché aromataza ma tc ché enzym aromataza,
didu hoa su san xuét estrogen & tuyén thuong than, nhu, vi du, 4(5)-imidazol,
aminoglutethimit, MEGASE® megestrol axetat, AROMASIN® exemestan,
formestanie, fadrozol, RIVISOR® vorozol, FEMARA® letrozol, va ARIMIDEX®
anastrozol; va khang androgen nhu flutamit, nilutamit, bicalutamit, leuprolid, va
goserelin; ciing nhu troxacitabin (chit twong tu 1,3-dioxolan nucleosit xytosin); cac
oligonucleotit d6i nghia, cu thé 13 cac oligonucleotit ma \rc ché sy biéu hién céc gen
trong dudng phét tin hidu lién quan dén sy ting sinh té bao bat thudong, nhu, vi du,
PKC-alpha, Raf va H-Ras; c4c ribozym nhu chét tc ché sy biéu hién VEGF (vi du,
ANGIOZYME® ribozym) va chit (c ché sy biéu hién HER2; c4c vacxin nhu céc
vacxin dung trong liéu phap gen, vi dy, vacxin ALLOVECTIN®, vacxin
LEUVECTIN®, va vacxin VAXID®; PROLEUKIN® rIL-2; chit ®c ché
LURTOTECAN® topoisomeraza 1; ABARELIX® rmRH; Vinorelbin va Esperamixin
(xem patent M§ sb 4,675,187), va mudi, axit hosic din xuit dugc dung ctia cac chit bat

ky trong s6 céc chét néu trén; ciing nhw t6 hop ctia hai hay nhiéu chét néu trén.

"Té4c nhén e ché sinh trudng" khi duge sit dung trong ban méd ti chi hop chat
hodc ché phidm ma trc ché sy sinh trudng cia té bio in vitro hodc in vivo. Theo mdt
phuong 4n, tac nhan tc ché sinh trudng 13 khang thé tc ché sinh truéng ma ngin ngira
hodc gidm su ting sinh t& bao bidu hién khing nguyén ma khang thé lién két. Theo
mdt phuong 4n khéc, tic nhén trc ché sinh truong c6 thé 13 tic nhan 1am giam dang ké
ty 18 phan trim té bao & pha S. Vi du v& tac nhén {rc ché sinh truéng bao gdm céc tac
nhan ma ngin chin sy tién trién cua chu ky t& bao (& vi tri khong phai pha S), nhur cac
t4c nhan ma 1am ngimg chu k¥ t& bao & pha G1 va pha M. Cac chét ngin chin pha M
kinh dién bao gdm vincas (vincristin va vinblastin), taxan, va chit @c ché

topoisomeraza II nhu doxorubixin, epirubixin, daunorubixin, etoposid, va bleomyxin.
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Céc tac nhan 1am ngimg chu ky té bao & pha G1 ciing anh huong dén kha ning ngimg
chu ky t¥& bao & pha S, ching han, cic tic nhan alkyl héa ADN nhu tamoxifen,
prednison, dacarbazin, meclorethamin, xisplatin, methotrexat, 5-fluorouraxil, va ara-C.
Co6 thé xem thém thong tin trong tai liéu cia Mendelsohn va Israel, eds., The
Molecular Basis of Cancer, Chapter 1, tai liéu "Cell cycle regulation, oncogenes, and
antineoplastic drugs" ctia Murakami va cic dong tic gia. (W.B. Saunders,
Philadelphia, 1995), vi dy, trang 13. Cac taxan (paclitaxel va docetaxel) 1a cac thude
chéng ung thu déu thu dugc tir cdy thily ting. Docetaxel (TAXOTERE®, Rhone-
Poulenc Rorer), thu duoc tir cdy thuy ting chau Ay, 13 chit tuong tu ban téng hop clia
paclitaxel (TAXOL®, Bristol-Myers Squibb). Paclitaxel va docetaxel thuc day su lép
ghép céc vi cu triic hinh dng tir cac dime tubulin va dn dinh céc vi cu trc hinh ng
bing cach ngin nglra sw giai tring hop, ma din dén tic ché qua trinh nguyén phan

trong té bao.

"Phuong phap xa tri" nghia la viéc st dung tia gama hodc tia beta c6 dinh huéng
d8 gay ra su thuong t6n t& bao du d8 han ché kha ning ciia né dén mitc hoat dong chirc
ning binh thudng hodc pha hily hoan toan t& bao. Trong linh vuc nay, c6 nhidu cach dé
xac dinh lidu luong va khoang thoi gian didu tri. Cac phuong phap diéu tri thong
thudng duoc thue hién dudi dang st dung mot 14n va liéu luong thong thuong nim

trong khoang tir 10 dén 200 don vi (Grays) mdi ngay.

“Poi tuwgng” hodc “ca thé” d6i vai cac muc dich diu tri chi dong vat bat ky duogc
phén loai vao dong vat c6 vu, bao gom ngudi, dong vat nudi trong nha va & trang trai,
va dong vat trong vudn thd, dong vat thé thao, hodc thi nudi, nhu chd, ngua, meo, bo,

v.v.. Tot hon, néu dong vat 1a ngudi.

Thuét ngit "khéng thé" trong ban mé ta dugc sir dung trong ngit canh rong nhét
va cu thé bao gdm céc khéng thé don dong (bao gém khang thé don dong c6 do dai
dly du), khang thé da dong, khang thé da dic hidu (v du, khang thé dic hidu kép), va
c4c méanh khang thé mién 13 ching thé hién hoat tinh sinh hoc mong mudn.

Khang thé "dwoc phan 1ap" 1 khang thé d3 duoc nhén dang va tach va/hodc thu
hdi tir thanh phin trong méi trudng tu nhién ciia n6. Céc thanh phén nhiém tap trong
moi trudng tu nhién chia no 1a céc vat liéu ma co thé can trd viéc nghién ciru, tmg dung

trong chan doan hodc diéu tri cia khang thé, va c6 thé bao gdm céc enzym, hormon, va
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céc chét hoa tan ¢6 ban chét protein hoic khong protein. Theo mot s& phuong é&n,
khang thé duogc tinh ché (1) dén trén 95% khdi luong khang thé nhu duge xac dinh
bing, vi du, phuong phap Lowry, va theo mot s6 phwong 4n, dén trén 99% khdi lugng;
(2) dén muc do da dé thu dugce it nhét 15 gbe trong trinh tu axit amin dau N hozc trinh
tyr axit amin bén trong bang cach sir dung, vi du, hé théng gii trinh tw spinning cup,
hodc (3) dén ddng nhit bing SDS-PAGE trong diéu kién khir hoic khéng khir bing
cach st dung, vi du, thubc nhuém xanh Coomassie hoic thubc nhudém chira bac.
Khang thé duoc phan 14p bao gdm khéang thé & vi tri binh thudng trong té bao tai td
hop khi it nhit mot thanh phan trrong madi trudng ty nhién ctia khéng thé nay khong c6
mat. Tuy nhién, thong thuong khang thé dugc phan 14p s& duoc tao ra bang it nhit mot
budc tinh ché.

"Khéang thé tu nhién" thudng 13 céc glycoprotein heterotetrame khoang 150.000
dalton, gdm hai chudi nhe (L) gibng nhau va hai chudi ning (H) giéng nhau. Mdi
chudi nhe dwoc lién két voi mot chudi ning bing mot lién két disulfua dong héa tri,
trong khi d6 sb lién két disulfua thay ddi gitra cac chudi ning cta cac globulin mién
dich ciing 16p khac nhau. M3i chudi ning va chudi nhe cling c6 cc cau disulfua ndi
chudi cach déu nhau. M&i chudi ning c6 mdi ving bién ddi (Vi) & mot dau tiép theo 1a
mdt s ving hing dinh. M3i chudi nhe ¢6 mot ving bién @i (Vi) & mot dau va mot
viing hang dinh & d4u kia ctia n6; ving hing dinh cta chudi nhe dugc sip théng hang
v6i viing hing dinh thir nhit cia chudi nang, va ving bién dbi ctia chudi nhe dugc sap
thing hang vé6i viing bién dbi ctia chudi ning. Céc gbc axit amin cu thé dugc cho 14 tao
ra giao dién gifta c4c ving bién dbi ctia chudi nhe va chudi ning.

Thuét ngtt "ving hing dinh" chi phén ctia phan tir globulin mién dich c6 trinh ty
axit amin duoc bao toan hon so v6i viing khéc cia globulin mién dich, ving bién dbi
ma chutra vi tri 1ién két khang nguyén. Ving hing dinh bao gém 3 ving Cul, Cu2 va
Cu3 (goi chung 1a CH) ctia chudi ning va ving CHL (hay CL) ctia chudi nhe.

"Mién bién d6i" hodc "vung bién ddi" cua khéng thé chi cac ving tdn cung amino
ctia chudi ning hodc chudi nhe ciia khang thé. Ving bién dbi ctia chudi ning cé thé goi
12 "Vg". Ving bién d6i cia chudi nhe c6 thé goi 13 "VL". C4c ving ndy thuong 13
nhitng phin bién ddi nhidu nhit cua khing thé va chira cac vi tri lién két khang

nguyén.
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Thuét ngit "bién dbi" chi viéc cac phin nhit dinh cta cic ving bién ddi khac
déng k& v& trinh tu giita c4c khang thé va duogc sir dung trong kha ning lién két va tinh
d3c hiéu cua timg khang thé cu thé dbi véi khang nguyén cu thé ctia né. Tuy nhién,
murc do thay dbi 12 khong déu trén cac ving bién ddi ciia khang thé. N6 tap trung tai ba
doan goi 13 cac ving siéu bién dbi (hypervariable region - HVR) ca & c4c ving bién
dbi cua chudi nhe va chudi nang. Cac phin dugc bao toan cao hon ciia ving bién dbi
dwoc goi 12 ving khung (framework region - FR). Cac ving bién dbi cua chudi ning
va chudi nhe ty nhién bao gdm bén ving FR, phin nhiéu c6 cdu hinh phién beta, dugc

‘két ndi bang ba HVR, ma tao thanh vong ndi, va trong mot sd trudng hop tao thanh
phén ctia cdu trac phién beta. Cac HVR trong mdi chudi dugc gift cing nhau & khoang
céch gin béi cac viing FR va, cling véi cac HVR ciia chudi khic, gép phén tao ra vi tri
lién két khang nguyén cta khang thé (xem Kabat et al., Sequences of Proteins of
Immunological Interest, Fifth Edition, National Institute of Health, Bethesda, Md.
(1991)). Céc ving hing dinh khong c6 lién quan truc tiép dén lién két ciia khang thé
vé6i khang nguyén, nhung thé hién nhiéu chiic ning tic dong khic nhau, nhu sy tham
gia ctia khang thé trong doc & té bao phu thude khang thé.

"Cac chudi nhe" ctia khang thé (globulin mién dich) tir cAc lodi dong vat c6 vi c6
thé duoc chia thanh mot trong s6 hai loai khac nhau 13 rét, goi la kappa (“k) va
lambda (“A””), dva trén trinh tw axit amin ving hing dinh ctia chiing.

Thuét ngit “16p” hodc "phén 16p" IgG nhu duoc st dung trong ban md ta nghia la
phan 16p bt ky ctia globulin mién dich duge x4c dinh bing cach dic tinh héa hoc va

khang nguyén ciia ving hing dinh ciia ching.

Tuy thudc vao céc trinh tu axit amin ving hing dinh cta cac chudi ning cla
ching, khéang thé (globulin mién dich) c6 thé chia thanh c4c 16p khic nhau. C6 nim
16p globulin mién dich chinh: IgA, IgD, IgE, IgG, va IgM, va mét s6 trong d6 c6 thé
chia tiép thanh cic phan 16p (phan 16p clia khang thé), vi dy, IgGi, IgGa, IgGs, 1gGs,
IgA1, va IgAz. Céc ving hing dinh cta chudi ning ma twong tng véi céc 16p khac
nhau cua globulin mién dich 14n luot dugc goi la a, v, €, v, va p. Cac ciu tric dudi don
vi va cAu hinh ba chiéu cta céc 16p globulin mién dich khdc nhau d& dugc biét 5 va
dugc md ta chung trong, vi du, tai liéu cua Abbas va cac df‘)ng tac gia, Cellular and

Mol. Immunology, 4th ed. (W.B. Saunders, Co., 2000). Khang thé c6 thé 12 mot phin
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cua phén tir dung hgp 16n hon, dugc tao ra béng céach két hop ddng héa tri hoic khong

ddng hoéa tri khang thé nay véi mot hodc nhidu protein hoic peptit khac.

Thuét ngit "khang thé c6 d6 dai ddy di," "khang thé nguyén ven" va "khang thé
dy du" duoc sir dung trong ban mod ta thay ddi cho nhau dé chi khang thé & dang gin
nhu nguyén ven ctia n6, khong phai 13 cdc manh khang thé nhw x4c dinh duéi day. Cac

thuat ngit ndy dic biét chi khang thé véi cac chudi ning chira ving Fec.

"Khang thé trin" di véi cac muyc dich trong ban md ta 1 khang thé ma khong

dugc lién hop véi géc doc t& bao hoic nhin phéng xa.

"Manh khang th8" bao gdm phdn ciia khang thé nguyén ven, tt hon 13 bao gdm
viing lién két khang nguyén ctia no. Theo mdt s phwong 4n, méanh khéng thé dugc md
ta trong ban mod ta 13 manh lién két khang nguyén. Vi du vé& cic manh khang thé bao
gdm c4c manh Fab, Fab', F(ab")z, va Fv; diabody; khang thé thing; cac phan tir khing

thé chudi don; va khang thé da dic hiéu dwoc tao ra tir cdc manh khang thé.

Phan giai cac khéng thé bing papain tao ra hai manh lién két khang nguyén giéng
nhau, goi 12 c4c manh "Fab", m&i manh c6 mét vi tri lién két khang nguyén, va manh
"F¢" con lai, ma tén ctia n6 cho thiy kha ning d& két tinh. Xir y bing pepsin tao ra
ménh F(ab'), ma ¢6 hai vi tri két hop khang nguyén va vin ¢6 kha ning lién két ngang
v6i khang nguyén.

"Fv" 12 manh khéng thé nhé nhét chira vi tri lién két khang nguyén hoan chinh.
Theo mot phuong 4n, loai Fv hai chudi chita dime ctia mdt ving bién d6i chudi ning
va mot ving bién dbi chudi nhe két hop chit ché, khong ddng héa tri. O loai Fv mot
chudi (scFv), mot ving bién ddi chudi ning va mdt ving bién ddi chudi nhe ¢ thé
dwoc lién két ddng hoa tri bing mbi lién két peptit linh hoat sao cho cic chudi nhe va
chudi ning c6 thé két hop trong cAu tric "dime” twong tu nhu & loai Fv hai chudi. O
céu hinh nay, ba HVR ciia mdi viing bién di twong tac dé dinh ra vi tri lién két khang
nguyén trén bé mit cia dime VH-VL. Néi chung, sdu HVR tao ra tinh déc hi¢u lién
két khang nguyén cho khéng thé. Tuy nhién, ngay ca ving bién d6i don (hoic mdt nira
ctia Fv chi bao gdbm ba HVR d#c hidu d6i véi khang nguyén) ciing c6 kha ning nhan

biét va lién két khang nguyén, mic du ai lyc nho hon so véi toan vi tri lién ket.

Manh Fab chita cac ving bién dbi chudi ning va chudi nhe va ciing chira ving
hing dinh ctia chudi nhe va ving hing dinh thir nhit (CH1) ctia chudi ning. C4c manh
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Fab' khéc v6i cdc manh Fab nhd viée bd sung mot s6 gbe & du tan cling carboxy clia
ving CH1 chudi ning bao gdbm mot hodc nhiéu xystein tir ving ban 18 ctia khang thé.
Fab'-SH 13 1a tén goi trong ban mo ta cua Fab' trong d6 (cac) gbc xystein ctia cac ving
hing dinh mang nhém thiol tw do. C4c manh khang thé F(ab'), ban diu dugc tao ra
duéi dang cip méanh Fab' ma c6 céc xystein ban 18 giita ching. Cac cch két hop hoa

hoc khéc gifta c4c manh khéng thé ciing da biét.

Céac manh khang thé "Fv chudi don" hodc "scFv" bao gbdm cac ving VH va VL
ctia khang thé, trong d6 cic ving ndy c6 mit trong chudi polypeptit don. Néi chung,
polypeptit scFv con chira lién két polypeptit gitta cdc ving VH va VL ma lam cho
scFv tao thanh cAu tric mong mudn dé lién két khang nguyén. D& hiéu thém vé scFv,
xem, vi du, tai liéu cta Pluckthiin, trong The Pharmacology of Monoclonal Antibodies,
vol. 113, Rosenburg and Moore eds., (Springer-Verlag, New York, 1994), pp. 269-
315.

Thuét ngit "diabody" chi cac méanh khang thé véi hai vi trf lién két khang nguyén,
c4c manh ndy chira ving bién ddi ctia chudi ning (VH) duoc két ndi véi ving bién dbi
ctia chudi nhe (VL) trong cing chudi polypeptit (VH-VL). Bang cach sit dung doan
lién két rét ngén dé cho phép cip doi gitra hai mién trén ciing mot chudi, cac mién
budc phai cap doi véi cac mién bd tro cia mot chudi khac va tao ra hai vi tri gén Kkét
khang nguyén. Céc diabody c6 thé ¢6 hoa tri hai hodc dic hiéu kép. Cac diabody dugc
mo ta dﬁy du hon trong, vi dy, EP 404,097, WO 1993/01161; tai liéu cia Hudson va
cic ddng tac gia, Nat. Med. 9:129-134 (2003); va tai liéu ciia Hollinger cac ddng tac
gia, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444-6448 (1993). Céc triabody va tetrabody cling
dugc mo ta trong tai 1iéu ciia Hudson cac dong tac gia, Nat. Med. 9:129-134 (2003).

Thuét ngit “khang thé don dong” nhur duge st dung trong ban md ta nay, ding dé
chi khéng thé thu dugc tir quin thé céc khang thé v& co ban ddng nhét, vi dy, quén thé
gdm cac khang thé riéng & giéng hét nhau ngoai trir ching han cac thé dot bién c6 thé
c6, cac thé dot bién c6 trong ty nhién ma c6 thé c6 mit véi lwong nho. Do d6, tir bd
nghia “don dong” chi ra dic tinh ctia khang thé 12 khong phai 1a hdn hop cac khang thé
riéng 1&. Theo cac phuong 4n nhét dinh, khéng thé don dong nhu vy thudmg bao gdm
khang thé chira trinh ty polypeptit ma lién két véi dich, trong d6 trinh tu polypeptit
lién két vé6i dich ndy thu duge bang quy trinh bao gdm budc chon trinh tu polypeptit
lién két v6i dich duy nhét tir nhidu trinh tu polypeptit. Vi du, quy trinh chon ¢ thé 1a
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chon dong don nhét tir nhidu dong, nhu hdn hop cic dong lai, cac dong thé thyc
khuén, hodc cic dong ADN t4i t& hop. Cin hiéu ring trinh tu lién két véi dich dugc
chon c6 thé dugc thay dbi tiép, vi du, d& cai thién 4i luc véi dich, dé 1am cho trinh tu
lién két voi dich gibng nhu ctia ngudi, dé cai thién kha ning san xuét ctia né trong moi
trudmg nudi ciy té bao, dé giam tinh sinh mién dich in vivo clia né, 8 tao ra khang thé
da dic hiéu, v.v., va khang thé chura trinh tu lién két v6i dich dugc thay dbi nay ciing
1a khang thé don dong duoc mé ta. Trai véi cac ché phdm khang thé da dong, ma
thudng bao gdm c4c khang thé khéc nhau dugc dinh huéng chéng lai cac yéu td quyét
dinh khéc nhau (c4c epitop), mdi khang thé don dong trong ché phdm khéng thé don
dong dugc dinh hudng chdng lai mot yéu t6 quyét dinh khang nguyén duy nhét. Ngoai
tinh ddc hiéu cua ching, cic ché phim khang thé don dong ¢6 wu diém & chd ching

thudng khdng bi nhiém tap bdi cic globulin mién dich khac.

Tir bd nghia “don dong” chi ra dic tinh ciia khang thé 13 c6 thé thu duoc tir quin
th8 cac khang thé v& co ban ddng nhét, va khong dwoc hidu nhw 13 cAn phai san xuét ra
khéng thé nay theo phuong phap cu thé bit k. Vi du, c4c khang thé don dong cén sir
dung theo sang ché c6 thd dugc tao ra bing nhidu k¥ thuat khic nhau, bao gdm, vi dy,
phuong phap lai (vi dy, Kohler and Milstein, Nature, 256:495-97 (1975); Hongo et al.,
Hybridoma, 14 (3): 253-260 (1995), Harlow et al., Antibodies: A Laboratory Manual,
(Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2nd ed. 1988); Hammerling et al., in:
Monoclonal Antibodies and T-Cell Hybridomas 563-681 (Elsevier, N.Y., 1981)),
phuong phép ADN t4i t& hop (xem, vi du, patent M§ No. 4,816,567), cac k¥ thuat bidu
hién bing thé thuc khuan (xem, vi du, Clackson et al., Nature, 352: 624-628 (1991);
Marks et al., J. Mol. Biol. 222: 581-597 (1992); Sidhu et al., J. Mol. Biol. 338(2): 299-
310 (2004); Lee et al., J. Mol. Biol. 340(5): 1073-1093 (2004); Fellouse, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 101(34): 12467-12472 (2004); and Lee et al., J. Immunol. Methods
284(1-2): 119-132 (2004), va cac k¥ thuat tao ra khang thé ngudi hodc gidng cta
ngudi & dong vat ma c6 cac phan hoc tit ca locus hoic gen globulin mién dich ngudi
m3 héa céc trinh tu globulin mién dich ngudi (xem, vi du, WO 1998/24893; WO
1996/34096; WO 1996/33735; WO 1991/10741; Jakobovits et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 90: 2551 (1993); Jakobovits et al., Nature 362: 255-258 (1993); Bruggemann
et al., Year in Immunol. 7:33 (1993); patent M§ sb 5,545,807; 5,545,806; 5,569,825;
5,625,126; 5,633,425; va 5,661,016; Marks et al., Bio/Technology 10: 779-783 (1992);,

-25-



28035

Lonberg et al., Nature 368: 856-859 (1994); Morrison, Nature 368: 8§12-813 (1994);
Fishwild et al., Nature Biotechnol. 14: 845-851 (1996); Neuberger, Nature Biotechnol.
14: 826 (1996); va Lonberg and Huszar, Intern. Rev. Immunol. 13: 65-93 (1995).

Khang thé don dong trong ban md ta cu thé bao gdm khang thé “kham” trong d6
mdt phan cta chudi ning va/hodic chudi nhe 13 gibng véi hodc twong ddng véi cac
trinh tu twong duong trong khang thé dwoc tao din xuét tir cac loai cu thé hoic thudc
16p hogdc phan 16p khang thé cu thé, trong khi phin con lai ciia chudi (céc chudi) 1a
gibng véi hodc trong ddng véi céc trinh tu trong duong trong khang thé dwoc tao din
xuét tir cac loai khac hoic thudc mot 16p hodc phan 16p khéng thé khic, ciing nhu 1a
cic manh cia cac khang thé ndy, mién 13 ching thé hién hoat tinh sinh hoc mong
mudn (xem patent M§ sb 4,816,567; va Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
81:6851-6855 (1984)). Cac khang thé kham bao gdbm khang thé PRIMATTZED® trong
d6 ving lién két khang nguyén ctia khang thé nay thu duogc tir khéng thé duogc tao ra

béng céch, vi du, giy mién dich khi macaque bing khang nguyén cin quan tim.

Céc dang duoc "lam twong thich véi ngudi" ciia khang thé khong phai clia ngudi
(vi du, chudt) 13 cac khang thé kham ma chira trinh tu t8i thidu thu dugc tir globulin
mién dich khong phai ciia ngudi. Theo mét phuong 4n, khéng thé dugc lam twong
thich v6i ngudi 14 globulin mién dich ngudi (khang thé nhan) trong d6 cac gbc tir HVR
ctia khang thé nhan duoc thay bang céc gbc tir HVR cua loai khong phai ngudi (khang
thé cho) nhu chudt nhit, chudt cdng, tho, hoic dong vat linh truéng khong phai nguoi
c6 tinh dac hiu, 4i luc, vd/hodc khd nang mong mudn. Trong mét sd truomg hop, céc
gbc FR cua globulin min dich ngudi duoc thay bing cac gbc twong mg khong phai
ctia ngudi. Hon thé nita, céc khang thé duge 1am twong thich v6i ngudi ¢6 thé bao gdbm
céc gbc ma khong c6 & khéng thé nhan hodc & khang thé cho. Céc cai bién nay c6 thé
duoc thuc hién d& cai tién thém hiéu ning cua khang thé. Nhin chung, khang thé duoc
lam giéng nhu & ngudi s bao gdm v& co ban it nhit mot, va dién hinh 13 hai, mién
thay dbi, trong d6 tit ca hodc vé& co ban tit ca céc vong sidu bién twong ng véi cac
vong siéu bién cia globulin mién dich khong phai tir ngudi va tit ca hodc gan nhu tit
ca cac ving FR 13 cac ving FR ciia trinh tu globulin mién dich tir ngudi. Khang thé
dwoc 1am gidng nhu & ngudi tiy ¥ ciing s& bao gdm it nhit mot phan cta ving én dinh
globulin mién dich (Fc), dién hinh 13 ving én dinh cta globulin mién dich tir ngudi.

Dé biét thém chi tiét, xem, vi du, tai liéu cia Jones va cac dong tac gid, Nature
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321:522-525 (1986); Riechmann et al., Nature 332:323-329 (1988); va Presta, Curr.
Op. Struct. Biol. 2:593-596 (1992). Tuong tu xem, vi du, tai li€u cua Vaswani va
Hamilton, Ann. Allergy, Asthma & Immunol. 1:105-115 (1998); Harris, Biochem. Soc.
Transactions 23:1035-1038 (1995); Hurle va Gross, Curr. Op. Biotech. 5:428-433
(1994); va patent M§ s6 6,982,321 va 7,087,409.

"Khéang thé ngudi" 13 khang thé ma c6 trinh tu axit amin tuong Ung véi trinh ty
axit amin cuia khang thé duoc tao ra bdi con ngudi va/hodic di duoc tao ra béng cach
str dung k¥ thuét bt ky dé tao ra khang thé ngudi nhu dugc boc 16 & ddy. Dinh nghia
nay vé khang thé ngudi diic biét loai trir khang thé dugc 1am twong thich véi ngudi bao
gbm céc gbc lién két khang nguyén khong phai ctia nguoi. Cac khang thé nguoi ¢6 thé
duoc tao ra bﬁng cach sir dung nhiéu k¥ thuét khac nhau da biét trong linh vuc nay,
bao gém thu vién bidu hién bang thé thuc khuin. Hoogenboom and Winter, J. Mol.
Biol., 227:381 (1991); Marks et al., J. Mol. Biol., 222:581 (1991). Céc phuong phéap
duoc mo ta trong tai li€u cua Cole va cdc dé‘ng tdc gia, Monoclonal Antibodies and
Cancer Therapy, Alan R. Liss, p. 77 (1985); Boerner et al., J. Immunol., 147(1):86-95
(1991) ciing sin c6 dé tao ra khang thé don dong ngudi. Tuong tu, xem tai li€u cua
van Dijk va van de Winkel, Curr. Opin. Pharmacol., 5: 368-74 (2001). Cac khang thé
ngudi c6 thé duge tao ra bang cach cho dong vét chuyén gen ma da duoc cai bién dé
san xuét khang thé nay st dung khang nguyén dé dap tng lai kich thich khang nguyén,
nhung céc locus ndi sinh cua chung da dugc bét loat, v du, chudt xenomice duoc giy
mién dich (xem, vi du, patent M§ sb 6,075,181 va 6,150,584 vé& ky thuat
XENOMOUSE™). Tuong tu, xem, vi du, tai liéu cta Li va cde dong tdc gia, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 103:3557-3562 (2006) vé khang thé ngudi dugc tao ra bing

cong nghé lai t& bao B nguoi.

"Khéng th phu thuc loai" 1a khang thé c6 4i luc lién két véi khang nguyén tir
loai dong vét c6 va thir nhat 16n hon so véi 4i luc lién két véi khang nguyén twong
ddng tir loai dong vat ¢6 va thir hai. Thong thudng, khang thé phu thudc loai "lién két
dic hiéu" v6i khang nguyén nguoi (vi du, cé gié tri i luc lién Kkét (Kd) khong qua
khoang 1x107 M, t6t hon 1a khong qué khoang 1x10 M va 6t hon 13 khong quéa
khoang 1x10° M) nhung c6 ai lyc lién két v&i khang nguyén tuong ddng tir lodi dong
vat c6 va khong phai ngudi thi hai yéu hon it nhét khoang 50 14n, hogc it nhit khoang

500 14n, hodc it nhit khoang 1000 14n, so v&i 4i luc lién két ctia né vé6i khéng nguyén
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ngudi. Khang thé phu thudc loai c6 thé 13 khang thé bét ky trong s6 nhidu loai khang
thé khac nhau dugc dinh nghia trén day, nhung t6t hon 14 khang thé dugc 1am tuong
thich v6i ngudi hodc khang thé nguoi.

Thuat ngit "ving siéu bién dbi," "HVR," hodc "HV," khi dugc st dung o ddy chi
cac ving thudc ving bién dbi cta khéng thé ma siéu bién ddi vé trinh tu va/hoic tao ra
céc vong b cAu tric xac dinh. N6i chung, cic khéng thé bao gdm séu HVR; ba & VH
(H1, H2, H3), va ba ¢ VL (L1, L2, L3). O cé4c khang thé ty nhién, H3 va L3 thé hién
tinh da dang nhét trong sb sdu HVR, va cu thé H3 duogc xem 1a dong vai tro dac bict
trong viéc tao ra tinh dic hiéu tdt cho cac khang thé. Xem, vi du, tai liéu ciia Xu va cac
ddng tac gia, Immunity 13:37-45 (2000); tai lidu ctia Johnson va Wu, trong Methods in
Molecular Biology 248:1-25 (Lo, ed., Human Press, Totowa, N.J., 2003). Thuc té, cac
khang thé lac da c¢6 trong tw nhién chi bao gdm mét chudi ning c6 chirc ning va én
dinh khi khong c6 chudi nhe. Xem, v/ du, tai liéu cia Hamers-Casterman va cac d@)ng
tac gia, Nature 363:446-448 (1993); tai lidu ciia Sheriff va cic ddng tic gia, Nature
Struct. Biol. 3:733-736 (1996).

Mot s6 HVR duoc sir dung va bao gdm trong ban md ta. Céc ving quyét dinh bd
ctru (Complementarity Determining Region - CDR) Kabat dua trén kha ning thay dbi
vé trinh ty va dugc st dung phd bién nhét (Kabat et al., Sequences of Proteins of
Immunological Interest, Sth Ed. Public Health Service, National Institutes of Health,
Bethesda, Md. (1991)). Thay vao d6, Chothia 13 cac vong ciu triic (Chothia and Lesk
J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987)). Cac HVR AbM la su thda hi¢p gitta HVR Kabat va
vong cAu tric Chothia, va dugc st dung trong phdn mém x4y dung md hinh khang thé
AbM ctia hing Oxford Molecular. Cac HVR "tiép xuc" dua trén phén tich vé cac ciu
tric tinh thé phic tap sin c6. Cac gdc tir mbi HVR trong s6 cac HVR nay duogc chi
thich dudi day. '

Vong Kabat AbM Chothia Tiép xuc

L1 L.24-1L.34 L.24-L.34 L26-L32 L30-L36

L2 L50-L56 L50-L56 L50-L52 L46-L55

L3 L.89-L97 L.89-L97 L91-L96 L.89-L96

H1 H31-H35B H26-H35B H26-H32  H30-H35B (cich danh sb Kabat)
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H1 H31-H35  H26-H35 H26-H32  H30-H35 (c4ch dénh s Chothia)
H2 H50-H65  H50-H58  H53-H55  H47-HS58
H3 H95-H102 H95-H102 H96-H101 H93-H101

Cac HVR c6 thé bao gém cac "HVR kéo dai" nhu sau: 24-36 hoic 24-34 (L1),
46-56 hodc 50-56 (L2) va 89-97 hodc 89-96 (L3) trong VL va 26-35 (H1), 50-65 hodc
49-65 (H2) va 93-102, 94-102, hodc 95-102 (H3) trong VH. Cac gbc ving bién ddi
duoc danh s6 theo Kabat va cac ddng tic gia, trén ddy, d6i véi mbi 1an xac dinh nay.

Céc gbc "ving khung" hay "FR" 1 cac gbc ving bién ddi khong phai cac gbc
HVR nhu dugc x4c dinh trong ban md ta.

Thuat ngit "d4nh s gbc ving bién dbi theo Kabat" hay "d4anh sb vi tri axit amin
theo Kabat," va cic cach néi khéc, chi hé théng dénh sb duoc sir dung d6i voi cac
viing bién dbi cta chubi ning hojic viing bién dbi chudi nhe cua tap hop cac khang thé
theo Kabat va céc ddng tac gia, trén ddy. St dung hé théng danh sb nay, trinh tu axit
amin thing thuc t€ c6 thé chira it hodc nhiéu axit amin hon tuong tmg véi viée rit
ngén, hozc chén thém vao, FR hoic HVR cta ving bién ddi. Vi dy, ving bién dbi cua
chudi niing c6 thé bao gdm mdt doan chén axit amin duy nhit (gbc 52a theo Kabat)
sau gbc 52 ctia H2 va cac géc dugc chén (vi du cac gbc 82a, 82b, va 82c, v.v. theo
Kabat) sau gbc FR 82 ctia chudi niing. Viéc danh sb cac gbc theo Kabat c6 thé dwoc
xéac dinh cho khang thé nhit dinh bing cach sip thing hang & cac ving dong nhét v&
trinh tu ctia khang thé véi trinh tu dugce danh sb "chuan" theo Kabat.

Hé théng danh sb Kabat thudng dwoc st dung khi dé cap dén gdc trong ving
bién ddi (khoang cac gbc 1-107 clia chudi nhe va cac gbc 1-113 cta chudi ning) (vi
du, Kabat et al., Sequences of Immunological Interest. Sth Ed. Public Health Service,
National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1991)). "Hé théng d4nh s6 EU" hay "chi
s6 EU” thudng dugc dung khi dé cap dén gdc trong ving hing dinh cta chudi ning
globulin mién dich (vi duy, chi s EU duoc bao cdo trong tai liéu ciia Kabat va cdc
dong tdc gid, trén ddy). "Chi s EU nhu theo Kabat” chi cach dénh sé gbc cta khéng
thé EU IgG1 nguoi.

"Khang thé thang" chi cac khang thé dugc md ta trong tai liéu ciia Zapata va cac
ddng tac gia. (1995 Protein Eng, 8(10):1057-1062). Tém lai, cic khéng thé niy bao
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gbm cip doan Fd nbi tiép (VH-CH1-VH-CH1) ma, cling véi cac polypeptit chudi nhe
bd sung, tao thanh cip ving lién két khang nguyén. Céac khang thé thing c6 thé 1a dic

hi€u kép hoac dic hiéu don.

Nhu dugce st dung trong ban md ta, thuat ngit "lién két dic hidu véi" hodc "dic
hidu v6i" chi twong tac do dugc va lip lai dwoc nhu lién két giita dich va khang thé,
ma chi thi sy c6 mit ciia dich trong sy c6 mat cuia tip hop cac phan tir khac loai bao
gdm céc phan tir sinh hoc. Vi du, khang thé ma lién két dic hiéu véi dich (ma c6 thé 13
epitop) 13 khang thé ma lién két v&i dich nay véi 4i luc, kha luc 16n hon, d€ dang hon,
va/hodic trong khoang thoi gian dai hon so véi khi n6 lién két véi cac dich khac. Theo
mdt phwong 4n, pham vi lién két ciia khang thé vé6i dich khong lién quan nho hon
khoang 10% lién két cua khang thé véi dich nhu duoc do, vi du, bang thir nghiém mién
dich phéng xa (radioimmunoassay - RIA). Theo cidc phuong an nhét dinh, khang thé
ma 1ién két dic hiéu véi dich ¢6 hing sé phan ly (Kd) < 1pM, <100 nM, < 10 nM, < 1
nM, hodc < 0,1 nM. Theo c4c phuong 4n nhét dinh, khang thé lién két dic hiéu véi
epitop trén protein ma dugc bao toan trong sd protein ndy tir cac loai khac nhau. Theo
mdt phuong 4n khéc, lién két dic hidu c6 thé bao gdm, nhung khéng nhat thiét 14 lién

két loai trir.
II. Dugc phdm chira khang thé va bao ché

Trong ban mo t, sang ché d& cap dén dugc phdm dang nuée bn dinh chira khang
th8 khang PDL1. Theo mdt s6 phuong 4n, khang thé PDL1 dugc md ta trong ban md
ta c¢6 trong dugc phim véi lugng tir 40 mg/ml d&n 125 mg/ml. Theo mot s& phuong
an, chét dém 1a histidin axetat hoac natri axetat. Theo mot sb phuong én, chét dém co
mat trong dwoc phim véi ndng d6 tir 15 mM dn 25 mM. Theo mdt s6 phuong 4n,
ndng do sacaroza trong dugc phim tir 60 mM dén 240 mM. Theo mét s6 phwong 4n,
chét hoat dong bé mit trong dwoc phdm 13 polysorbat (vi du, polysorbat 20). Theo mot
s& phuong 4n, polysorbat ¢c6 mit trong dugc phdm véi ndng do tir 0,005% (khdi
lugng/thé tich) dén 0,06% (khéi lrong/thé tich). Theo mot sé phuong an, duge phdm
niy c6 d6 pH tir 5,0 dén 6,3. Theo mot sb phuong 4n, sang ché d& xuit dwoc phim
dang nuéc dn dinh, duoc phim ndy chira khang thé don dong khang PDL1 véi ndng
d6 tir 40 mg/ml dén 125 mg/ml, histidin axetat hodc natri axetat v6i ndng do tir 15 mM
dén 25 mM, sacaroza véi ndng d6 tir 60 mM dén 240 mM, polysorbat véi ndng do tir
0,005% (khdi lwong/thd tich) dén 0,06% (khéi lwong/thé tich), va d6 pH tir 5,0 dén 6,3.
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Theo mét sb phwong 4n, dugc phdm chira khéng thé don dong khang PDL1 véi lugng
125 mg/ml, sacaroza véi ndng d6 240 mM, va d6 pH 5,5. Theo mét sé phuong 4n,
dugc phdm chira khang thé don dong khang PDL1 véi lwong 60 mg/ml, sacaroza véi
ndng d 120 mM, va do pH 5,8.

Theo mot sb phwong 4n, khang thé trong dugc phidm n dinh & -20°C trong it
nhit khoang 6 thang, it nhit khoang 12 thang, it nhit khoang 18 thang, it nhat hai nim,
it nhit ba ndm, hodc it nhit bén nam. Theo mot s§ phuwong 4n, khéng thé trong dugc
phim 8n dinh & 2-8°C trong it nhit khoang 6 thang, it nhit khoang 12 thang, it nhat
khoang 18 thang, it nhat hai nam, hoc it nhit ba nam. Theo mdt sé phuong 4n, sau khi
bao quan, khang thé giit dwoc it nhit khoang 60%, it nhit khoang 65%, it nhit khoang
70%, it nhit khoang 75%, it nhit khoang 80%, it nhit khoang 85%, it nhit khoang
90%, hoc it nhit khoang 95% hoat tinh sinh hoc ctia n6 (vi du, lién két véi dich, hozc
hiéu luc diéu tri) da thé hién truéc khi bao quéan, tic 13, & thoi diém dwoc phim duge

bao ché.

Theo céc phuong 4n nhét dinh, dwoc phadm nay 6n dinh & khoang 40°C trong it
nhit khoang 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 14, 21, 28, hoic nhiéu ngay hon. Theo c4c phuong 4n
nhit dinh, dwoc phim nay én dinh & khoang 40°C trong it nhét khoang 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8, hoic nhidu tudn hon. Theo cic phwong 4n nhét dinh, dugc phadm nay 6n dinh &
khoang 25°C trong it nhdt 1, 2,3, 4, 5, 6,7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24, hodc nhidu thang hon. Theo cic phwong 4n nhét dinh, dwoc phim
nay 6n dinh & khoang 5°C trong it nhét 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, hodc nhiéu thang hon. Theo c4c phuong 4n nhét
dinh, dugc phém nay 6n dinh & khoang 20°C trong it nhit 1,2, 3,4,5,6,7,8,9, 10,
11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33,
34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, hoic nhiéu thang hon. Theo
cac phuong 4n nhét dinh, dwoc phim nay n dinh & 5°C hoic -20°C trong it nhit 1, 2,
3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, hoic
nhidu thang hon. Hon thé nita, t6t hon néu dugc phim niy 6n dinh sau khi 1am lanh
dong (dén, vi dy, -20°C, -40°C hoac -70°C) va rd dong duogc phém, vidusaul, 2 3, 4,
hodc 5 chu ky lanh dong va rad dong.
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A. Khang thé (nhu khang thé khang PDL1)

Theo mot sé phuong 4n, khéng thé trong duoc phim 14 khéng thé khang PDLI.
PD-L1 (phdi tir 1 chét té bao theo chwong trinh 1), con dwoc biét dén 13 PDL1, B7-H1,
B7-4, CD274, va B7-H, 1a protein xuyén mang, va tuong tac cia n6 véi PD-1 e ché
su hoat héa té bao T va sy san sinh xytokin. Theo mdt sb phuong 4n, khang thé khéng
PDL1 dugc md ta trong ban md ta lién két véi PD-L1 ngudi. Vi du v& cac khang thé
khang PDL1 ma c6 thé dugc bao ché bing cac duoc phdm di duoc md ta trong ban md
ta dwoc mo ta trong don sang ché PCT WO 2010/077634 Al va US 8,217,149.

Theo mdt sé phuwong 4n, khang thé khang PDL1 c6 kha ning trc ché lién két giita
PD-L1 va PD-1 va/hodc gitta PD-L1 va B7-1. Theo mot s§ phuong 4n, khéng thé
khéng PDL1 12 khang thé don dong. Theo mdt s& phuong 4n, khang thé khéang PDL1

13 khang thé duoc 1am twong thich véi nguoi.

Van theo mdt phuong 4n khéc nita, sing ché dé xut khang thé khang PDLI1

dugc phan 1ap chira trinh tu chudi ning va chudi nhe, trong do:
(a) trinh ty chudi ning chira:

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDSWIHWVRQAPGKGLEWYV
AWISPYGGSTYYADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCARRH
WPGGFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFP
EPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNH
KPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPE
VTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYASTYRVVSVLTVL
HQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKN
QVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDK
SRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:10), hodc

(b) cac trinh ty chudi nhe chia:

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVSTAVAWYQQKPGKAPKLLIYSASF
LYSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQYLYHPATFGQGTKVEIK
RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNS
QESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRG
EC (SEQ ID NO:9).
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Theo mdt sb phuong 4n, khang th khang PDL1 duoc phén 1ap 13 khéng thé don
dong duoc oxy héa. Theo mot sb phwong 4n, khang thé don dong dwoc oxy héa trong
dugc phim chita chudi nhe chira trinh ty axit amin SEQ ID NO:9, va chudi ning chira
trinh tu axit amin SEQ ID NO:10. Theo mét sb phwong 4n, khang thé don dong duoc
- oxy héa trong duoc phdm bao gdm chudi ning chira trinh tw axit amin SEQ ID NO:10,
trong d6 mot hodc nhiéu W33, W50, hoac W101 dugc oxy héa. Theo mot s6 phuong
&n, khang thé don dong duoc oxy héa trong duoc phdm chira chudi ning chira trinh tu
axit amin SEQ ID NO:10, trong d6 mdt hodic nhiéu M253 va M429 dugc oxy héa.
Theo mot s6 phuwong 4n, khang thé don dong dugc oxy hoa giftt dugc it nhat khoang
60%, it nhit khoang 65%, it nhit khoang 70%, it nhit khoang 75%, it nhit khoang
80%, it nhét khoang 85%, it nhit khoang 90%, hoic it nhit khoang 95% hoat tinh sinh
hoc ctia n6 (vi du, lién két véi dich, hodc hiéu luc diéu tri) da thé hién trudc khi bao

quan, tic 13, & thoi diém dugc pham dugc bao che.

Theo mdt s& phuong 4n, khang thé khang PDL1 dwoc phéan 14p 14 khang thé don
dong duge két hop dudng. Theo mdt sb phwong 4n, khang thé don dong dugc két hop
duong trong duge phidm chira chudi nhe chira trinh ty axit amin SEQ ID NO:9, va
chudi ning chira trinh ty axit amin SEQ ID NO:10. Theo mot sb phuong 4n, khang thé
don dong dugc két hop dudng trong duge phidm chira chudi ning chia trinh tur axit
amin SEQ ID NO:10, trong d6 mdt hozc nhiéu lysin dwoc két hop dudng. Theo mét sb
phuong 4n, khang thé don dong dwoc két hop dudng trong duge phim chira chudi
ning chira trinh tyr axit amin SEQ ID NO:10, trong d6 K65 dugc két hop duong.

Theo mdt s& phwong 4n, khang thé khang PDL1 dugc phan lap khong duoc
glycosyl hoéa.

Theo phuong 4n bét k¥ trong s6 cac phuong 4n trong ban mo ta, khang thé khéng
PDL1 dugc phan 14p c6 thé lién két véi PD-L1 ngudi, vi du PD-L1 ngudi nhu trong
UniProtKB/Swiss-Prot sb truy cap QINZQ?7.1, hoic bién thé ctia nd.

Van theo mdt phuwong 4n khéac, ban mo ta boc 16 axit nucleic dwge phan 14p ma
héa khang thé bét k¥ trong sb cac khang thé duge mo ta trong ban md ta. Theo mot s&
phuong 4n trong ban mo t4, axit nucleic nay con bao gdm vecto thich hop @ biéu hién
axit nucleic ma hoa khang thé khang PDL1 bét ky trong s6 cac khang thé khang PDL1

dugc mb ta trén day. Van theo mot phuwong an cu thé khac trong ban md ta, vecto ndy
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nam trong té bao chu thich hop dé biéu hién axit nucleic. Van theo mot phuong 4n cu
thé khac trong ban md ta, t& bao chi 1a t& bao nhan dién hinh hoic té bao nhan nguyén
thily. V4n theo mdt phuong 4n cu thé khac trong ban mé ta, t& bao nhéan dién hinh 13 té
bao dong vét c6 vi, nhu trimg chudt ddng Trung Qudc (Chinese Hamster Ovary -
CHO).

Khéng thé c6 thé dugc tao ra bing cac phuong phap da biét trong linh vyc ndy, vi
du, bang quy trinh bao gém budc nudi ciy té bao chi chira axit nucleic ma héa khang
thé khang PDL1 hoc méanh lién két khang nguyén bét ky dugc mo ta trén ddy & dang
thich hop @& biéu hién, trong céc diu kién thich hop dé tao ra khang thé hodc méanh

nay, va thu hdi khang thé hoic manh nay.
B. Tao khéang thé

Khang thé trong dugc phém duoc tao ra béng cac k¥ thuat sin c6 trong linh vuc
nay dé tao khang thé, cac phuong phép 1am vi du dugc md ta chi tiét hon trong cac

muc sau.

Khang thé dugc dinh huéng khéng lai khang nguyén cin quan tim (ttc la, PD-
L1, nhu PD-L1 ngudi). Tét hon, ndu khang nguyén 14 polypeptit quan trong vé mit
sinh hoc va viéc cho dong vit c6 vii méc r6i loan sir dung khang thé ¢6 thé c6 loi trong

didu tri cho dong vét c6 v ndy.
(i) Tao khang nguyén

Céc khang nguyén hoa tan hodc manh ctia chung, tiy y duoc lién hop véi cac
phan tir khac, c6 thé dugc sir dung 1am chét sinh mién dich dé tao ra khang thé. Dbi
véi cac phan tir xuyén mang, nhu thu thé, manh ciia ching (vi du, viing ngoai bao clia
thy thé) c6 thé dugc st dung 1am chét sinh mién dich. Theo cach khéc, cac té biao biéu
hién phén tr xuyén mang cé thé dugc st dung lam chét sinh mién dich. Céc t& bao nhu
vay c6 thé thu dugc tir ngudn tu nhién (vi du cac dong té bao ung thu) hoic c6 thé 1a
cac t& bao d3 dugc bién nap bang cac k§ thust tai td hop dé biéu hién phan tir xuyén
mang. Cac khang nguyén khac va cdc dang cua ching hitu dung @ tao ra khéng thé s&

dugc ngudi c6 hiéu biét trung binh vé linh vuc nay biét rd.

(ii) Céc phuong phap dua trén khang thé nhit dinh
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Céc khang thé da dong t6t hon 13 duoc tao ra & cac dong vét bang nhiéu 1an tiém
khang nguyén c6 lién quan va ta dugc dudi da (subcutaneous - sc) hodc trong mang
bung (intraperitoneal - ip). C6 thé hitu dung khi lién hop khing nguyén c6 lién quan
v6i protein ma sinh mi&n dich & loai cAn gay mién dich, vi du, hemoxyanin ctia ¢ nén
16 khoéa (keyhole limpet), albumin huyét thanh, thyroglobulin bd, hodc chit e ché
trypsin dau tuong sir dung tic nhin hai chirc ning hodc tc nhan tao din xuét, vi du,
este maleimidobenzoyl sulfosucxinimit (lién hop qua cic gbc xystein), N-
hydroxysucxinimit (qua cac gbc lysin), glutaraldehyt, anhydrit sucxinic, SOClz, hoic
R!N=C=NR, trong d6 R va R! 1a cac nhém alkyl khac nhau.

Céc dong vat duge giy mién dich khang lai khing nguyén, cac thé lién hop sinh
mién dich, hodc din xuét bing cach két hop, vi du, 100 pg hodc 5 pug protein hoic thé
lién hop (an luot d6i véi thd hodc chudt nhét) véi 3 thé tich ti duge hoan chinh
Freund va tiém dung dich ndy qua da & nhiéu vi tri. Mot thang sau, cic dong vat nay
dwoc tiém nhic lai bing 1/5 dén 1/10 luong peptit hodc thé lién hop ban dau trong t4
dwoc hoan chinh Freund bing cach tiém duéi da & nhiéu vi tri. Bay dén 14 ngay sau d6
céc dong vat ndy dwoc 14y mau va huyét thanh duoc thir nghiém v& hiéu gia khéng thé.
Céc dong vat nay dugc ti€ém nhéc lai @én khi hiéu gia dn dinh. Tét hon, néu dong vat
duoc tiém nhic lai bang thé lién hop ciia cling khang nguyén, nhung duoc lién hop véi
protein khac va/hodc qua chét phan tmg lién két ngang khac. Cac thé lién hop c6 thé
dugc tao ra trong moi trudng nudi cdy té bao tai t hop dudi dang thé dung hop
protein. Twong tu, cac tac nhan két tu nhu phén duoc sir dung theo cach thich hop dé

ting cuong dap tmg mién dich.

Céc khang thé don dong theo sang ché c6 thé duoc tao ra bz‘?ing cach st dung
phuong phép lai dwoc md ta du tién bai Kohler va cde dong tdc gia, Nature, 256:495
(1975), va md ta tip, vi du, trong tai liéu ctia Hongo va cdc dong tdc gia, Hybridoma,
14 (3): 253-260 (1995), tai liéu cua Harlow va cdc dong tdc gid, Antibodies: A
Laboratory Manual, (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2nd ed. 1988); tai li¢u cta
Hammerling va cdc dong tdc gid, trong: Monoclonal Antibodies and T-Cell
Hybridomas 563-681 (Elsevier, N.Y., 1981), va Ni, Xiandai Mianyixue, 26(4):265-268
(2006) v& cac t& bao lai ngudi-ngudi. Cac phuong phép khic bao gdm cac phuong
phap dugce mé ta, vi dy, trong patent M§ s6 7,189,826 vé san xuét khang thé don dong

tu nhién IgM ciia ngudi tir cac dong t& bao lai. Cong nghé lai té bao ngudi (cong nghé
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Trioma) dugc md ta trong tai liéu cia Vollmers va Brandlein, Histology and
Histopathology, 20(3):927-937 (2005) va Vollmers va Brandlein, Methods and
Findings in Experimental and Clinical Pharmacology, 27(3):185-91 (2005).

Dé biét thém vé céc k¥ thuat lai t& bao khac, xem, vi du, US 2006/258841; US
2006/183887 (khang thé ngudi ddy du), US 2006/059575; US 2005/287149; US
2005/100546; US 2005/026229; va patent M§ s& 7,078,492 va 7,153,507. Quy trinh
1am vi du d san xuét khéng thé don dong bang cach st dung phuong phép lai té bao
dugc mo ta nhu sau. Theo mdt phwong an, chudt nhét hoic dong vat chu thich hop
khac, nhu chudt ddng, dugc gdy min dich d kich thich lympho bao ma san xuét hodc
c6 kha ning san xuit khang thé lién két vdi protein dugc str dung @ gay mién dich.
Céc khang thé dugc tao ra & dong vat bing nhiéu 1dn tiém dudi da (sc) hoic trong
mang bung (ip) bang polypeptit theo sang ché hoic manh cia né, va ta dugc, nhu
monophosphoryl lipit A (MPL)/trehaloza dicrynomycolat (TDM) (Ribi Immunochem.
Research, Inc., Hamilton, Mont.). Polypeptit theo sang ché (vi du, khang nguyén) hodc
ménh ctia n6 c6 thé dugc tao ra bang cach sir dung cac phuong phap di biét rd trong
linh vuc nay, nhu cac phuong phap tai t5 hop, mot s6 trong d6 dugc mb ta tiép trong
ban mo ta. Huyét thanh tir cac dong vt duoc gay mién dich dugc thir nghiém vé khang
thé khang khang nguyén, va nhing 1in gdy mién dich nhéc lai tly ¥ dugc st dung. Cac
lympho bao tir dong vAt san xudt ra khang thé khang khing nguyén dugc phan lap.

Theo céach khac, cac lympho bao c6 thé duoc giy mién dich in vitro.

Sau d6, cac lympho bao ndy duoc dung hop véi cac té bao u tity bang cach sir
dung tic nhan dung hop thich hop, nhur polyetylen glycol, dé tao ra té bao lai. Xem, vi
du, Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, pp. 59-103 (Academic
Press, 1986). Céc té bao u tity ma dung hop hitu hiéu, hd trg viéc sin xuit khang thé &
mitc cao dn dinh béi cac t& bao san xuét khéng thé chon loc, va nhay véi mdi truong
nhu moi truong HAT c6 thé duoc st dung. Cac t& bao u tiy 1am vi du bao gdm, nhung
khong chi giéi han &, cac dong u tiy chudt, nhu cac dong thu dugc tir khéi u chudt
nhit MOPC-21 va MPC-11 sén c6 trong Salk Institute Cell Distribution Center, San
Diego, Calif. USA, va céc té bao SP-2 hoic X63-Ag8-653 sin c6 trong American
Type Culture Collection, Rockville, Md. USA. Céc dong té bao u tiy ngudi va di u tiry

ngudi-chudt ciing dugc md ta d san xuit khang thé don dong ngudi (Kozbor, J.
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Immunol., 133:3001 (1984); Brodeur et al., Monoclonal Antibody Production
Techniques and Applications, pp. 51-63 (Marcel Dekker, Inc., New York, 1987)).

Do d6, cac t& bao lai dd duge tao ra dugc céy va nudi trong moi trudng nudi ca?'ly
thich hop, vi du, mdi trudng chita mdt hodc nhidu chit wc ché sy sinh truéng hodc
sdng s6t ctia cac té bao u tity gbc khong dugc dung hop. Vi du, néu cac té bao u tiy
gbc thiéu enzym hypoxanthin guanin phosphoribosyl transferaza (HGPRT hay HPRT),
mdi truong nudi cdy t& bao lai thudng bao gdm hypoxanthin, aminopterin, va
thymidine (mdi truong HAT), céc chdt ndy ngin can sy sinh trudng cia cac té bao
thiéu hut HGPRT. Tt hon, néu ding céc phuong phép nudi cdy t& bao lai khong sir
dung huyét thanh d& giam viéc sir dung huyét thanh c6 ngudn gbc dong vét nhur huyét
thanh thai bd, nhu dwgc md ta, vi du, trong tai liéu cia Even va cdc dong tdc gid,
Trends in Biotechnology, 24(3), 105-108 (2006).

Céc oligopeptit 14 cong cu d& cai thién hiéu suit nudi cdy té bao lai dugc mé ta
trong tai li€u cua Franek, Trends in Monoclonal Antibody Research, 111-122 (2005).
Cu thé, moi truong nudi cdy chudn duwoc 1am gidu bing céc axit amin nhit dinh
(alanin, serin, asparagin, prolin), hoic céc phan doan san phim thuy phan protein, va
su chét t& bao theo chuong trinh c6 thé bi kim him déng ké bai cc oligopeptit tong
hop, céu thanh ba dén sdu gbc axit amin. Cac peptit c6 mit v6i ndng d milimol hodc

cao hon.

MBoi trudng nudi cdy trong d6 céc té bao lai dang sinh truéng c6 thé duge thir
nghiém vé kha ning san xuét cic khang thé don dong ma lién két véi khang thé theo
sang ché. Do dac hidu lién két ctia cac khang thé don dong duoc san xuét boi cac té
bao lai ¢6 thé duwoc x4c dinh bing phwong phap két tia midn dich hodc bing thir
nghiém lién két in vitro, nhu thir nghiém mién dich phdng xa (RIA) hoic thir nghiém
hép phu mién dich lién két emzym (enzyme-linked immunoadsorbent assay - ELISA).
Ai luc lién két cua khéng thé don dong co thé dugc xac dinh, vi du, béng cach phan
tich Scatchard. Xem, vi duy, tai liéu ctia Munson va cdc déng tdc gia, Anal. Biochem.,
107:220 (1980).

Sau khi cac té bao lai dwoc nhan dang 13 san xuét ra khang thé c6 do dic hiéu, 4i
luc, vi/hoic hoat tinh mong mubn, cac dong c6 thé dugc tach dong phu bang cac quy

trinh pha logng han ché va nu6i bang cic phwong phap chudn. Xem, vi dy, tai liéu clia
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Goding, trén ddy. Mbi trudng nudi ciy thich hgp cho muc dich nay bao gdm, vi du,
modi trudng D-MEM hodc RPMI-1640. Ngoai ra, cac t& bao lai ¢6 thé dugc nudi in
vivo dudi dang cac khéi u c¢b truéng & dong vat. Cac khang thé don dong duoc tiét ra
boi cac dong phu dugc tach theo cach thich hop tir méi trudng nudi cly, dich cb
truéng, hodc huyét thanh bing céc quy trinh tinh ché globulin mi&n dich thong thuong
nhu, vi duy, protein A-Sepharoza, sic ky hydroxylapatit, dién di trén gel, thAm tach,
hodc sic ky 4i lwe. Mot quy trinh ¢ phan 1ap protein ti cac t& bao lai duoc mé ta trong
US 2005/176122 va patent M§ s6 6,919,436. Phuong phap niy bao gdm viéc st dung
cac mudi tbi thidu, nhu cdc mubi thay dbi pha theo ndng dd, trong qua trinh lién két va

t6t hon 14 ca viéc sir dung luong nhé dung méi hitu co trong qué trinh rira gii.
(iii) C4c phuong phap sang loc thu vién nhit dinh

Céc khang thé theo sang ché c6 thé duoc tao ra bing cach st dung cac thu vién
tai td hop dé sang loc khang thé véi hoat tinh hoic céc hoat tinh mong mubn. Vi dy,
nhiéu phuong phép khac nhau da biét trong linh vuc nay dé sang loc thu vién biéu hién
bang thé thyc khuén va sang loc cac thu vién dé c6 duoc cac khang thé véi cac dic
tinh lién két mong mudn. Cac phwong phép nhu viy duoc mé ta chung trong tai lidu
ctia Hoogenboom va cac ddng tac gia trong Methods in Molecular Biology 178:1-37
(O'Brien et al., ed., Human Press, Totowa, N.J., 2001). Vi du, mdt phuong phap tao
khéng thé dugc quan tim 13 thong qua viée sir dung thu vién khang thé thé thuc khuin
nhu dugc md ta trong tai lidu cia Lee va cac ddng tac gia, J. Mol. Biol. (2004),
340(5):1073-93. |

Vé nguyén tic, cac dong khang thé tng hop duoc chon bing cach sang loc thu
vién thé thyc khuln chua thé thuc khu&n ma bidu hién nhiéu manh ving bién dbi cta
khang thé (Fv) khac nhau d4 duoc dung hop véi protein vé ciia thé thuc khun. Cac
thu vién thé thuc khudn nhu vay duoc sang loc bing phuong phéap sic ky 4i luc chdng
lai khang nguyén mong mubn. Céc dong biéu hién manh Fv c¢6 kha ning lién két véi
khéang nguyén mong mudn duoc hép phu vao khéng nguyén va do d6 dugc tich khoi
cac dong khéng lién két trong thu vién. Cac dong lién két sau d6 dugc rira giai khoi
khing nguyén, va c¢6 thé dwoc lam gidu tiép bing cic chu ky hdp phu khang
nguyén/rira giai khac. Khang thé bét ky trong s cac khang thé theo sang ché c¢6 thé
thu dugc bing cach thiét ké quy trinh sang loc bang khang nguyén phit hop d chon
dong thé thuc khuin cin quan tam tiép theo 14 x4y dung dong khang thé c6 d6 dai ddy
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da bang cach sir dung céc trinh tu Fv tir dong thé thuc khuin cin quan tdm va céc trinh
tu ving hing dinh (Fc) thich hop duoc mé ta trong tai liéu ciia Kabat va cdc dong tdc
gia, Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition, NIH Publication
91-3242, Bethesda Md. (1991), vols. 1-3.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, ving lién két khang nguyén cta khang thé duoc
tao ra tir hai ving bién di (V) gdm khoang 110 axit amin, mdt tir chudi nhe (VL) va
mdt tir chdi ning (VH), ca hai déu c6 ba vong siéu bién dbi (HVR) hodc ving xac dinh
bd ciru (CDR). Céc ving bién ddi c6 thé dugc biéu hién bing chirc ning trén thé thuc
khuén, du6i dang cac méanh chudi don Fv (scFv), trong d6 VH va VL duoc lién két
déng héa tri qua mdt peptit ngén, linh hoat, hodc duéi dang manh Fab, trong d6 mdi
chiing dwoc dung hop véi ving hing dinh va twong tic khong ddng héa tri, nhu dwoc
md ta trong tai lidu ciia Winter va cdc dong tdc gid, Ann. Rev. Immunol., 12: 433-455
(1994). Nhu dugc st dung trong ban mé ta, cac dong thé thuc khuin m3 hoéa scFv va
cac dong thé thuc khuén m3 héa Fab goi chung 13 "cac dong thé thuc khuin Fv" hoic

"cac dong Fv”.

Tép hop cac gen VH va VL ¢6 thé dugc tach dong riéng r& bang phan tng chudi
polymeraza (polymerase chain reaction - PCR) va dugc két hop lai ngau nhién trong
thu vién thé thuc khudn, ma sau d6 c6 thé dugc tim kiém dé c6 duogc cac dong lién két
khang nguyén nhu dugc md ta trong tai liéu ctia Winter va cdc dong tdc gid, Ann. Rev.
Immunol., 12: 433-455 (1994). Cac thu vién tir ngudn duoc gdy mién dich cung cép
cac khang thé c6 4i luc cao véi chét sinh mién dich ma khong doi héi phai tao ra cac té
bao lai. Theo cach khéc, cac tip hop trr nhién c6 thé dwoc tich dong @ cung cp
ngudn khang thé ngudi duy nhét véi mot pham vi rong cic khang nguyén khong tur
than va ca tu thin ma khong can buéc gy mién dich bit ky nhu dugc md ta boi
Griffiths va cdc dong tdc gia, EMBO J, 12: 725-734 (1993). Cubi clng, cc thu vién tur
nhién ciing c6 thé dugc tao ra bing cach tdng hop bang cach tach dong céc doan gen V
khong duoc sép xép lai tir céc t& bao mam, va sir dung cac doan mdi PCR chira trinh tu
ngiu nhién d ma héa céc ving CDR3 siéu bién va dé thuc hién viéc sip xép lai in
vitro nhu dugc mé ta boi Hoogenboom va Winter, J. Mol. Biol., 227: 381-388 (1992).

Theo céc phuong 4n nhét dinh, thé thuc khuén dang soi dugc sir dung dé biéu
hién céc manh khang thé bing cach dung hop véi protein vo thir yéu plIl. Cac manh

khang thé c6 thé duoc biéu hién dudi dang cac manh Fv chudi don, trong d6 cac ving
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VH va VL dugc ndi trén cing chudi polypeptit bing doan polypeptit dém linh hoat, vi
du nhu dugc mo ta bdi Marks va cdc dé‘ng téc gia, J. Mol. Biol., 222: 581-597 (1991),
hoic dudi dang cac manh Fab, trong d6 mot chudi dwoc dung hop véi plll va chdi kia
duoc tiét vao chu chit cia t& bao chu vi khudn tai d6 lp ghép céu triic Fab-protein vé
ma dugc bidu 16 trén bé mit thé thue khuin bﬁng céch thay thé mot sd protein vo kiéu
hoang dai, vi du nhu dugc md ta trong tai liéu cia Hoogenboom va cdc dong tdc gid,
Nucl. Acids Res., 19: 4133-4137 (1991).

N6i chung, cac axit nucleic m3 héa manh gen khang thé thu dugc tir cac té bao
mién dich thu dugc tir dong vat hodic ngudi. Néu mong mubn thu vién thién vé cac
dong khéng khang nguyén, dbi tuong dugc gdy mién dich bang khéang nguyén dé tao
ra dép tmg khang thé, va cac t bao lach va/hoic té bao B tudn hoan, cac lympho bao
mau ngoai vi (peripheral blood lymphocyte - PBL) khac dugc thu hoi dé xay dung thu
vién. Theo mot phuong 4n, thu vién manh gen khang thé ngudi thién vé cac dong
khang khang nguyén thu dugc bing cich tao ra dap tmg khang thé khang khang
nguyén & chudt nhit chuyén gen mang méang gen chiic ning globulin mi&n dich nguoi
(va thiéu hé théng san xuét khang thé chirc ning ndi sinh) sao cho viéc gdy mién dich
bing khang nguyén 1am cho t& bao B san xuét ra khéng thé chéng lai khang nguyén.

Viéc tao ra chudt chuyén gen san xuit khang thé ngudi duge mo ta dudi day.

Viéc 1am giau thém cho quéin thé t& bao phan (mg khang khéng nguyén cé thé
thue hién bing quy trinh sang loc thich hop d& phén 14p té bao B biéu hién khang thé
lién két mang dic hidu khang nguyén, vi du, bing cach tich té bao st dung phwong
phap séc ky i lyc khang nguyén hodc phuong phap hip phu té bao 1én khang nguyén
dugc danh du florocrom tiép theo 12 phén loai t& bao dwgc hoat héa duéi dang dong

chay (flow-activated cell sorting - FACS).

Theo cach khéac, viée sir dung céc t& bao lach va/hoic té bao B hoic cac PBL
khac tir dbi twong cho dugc giy mién dich tao ra trinh dién t6t hon cho tip hop khéng
thé c6 thé c6, va ciing cho phép xdy dung thu vién khéng thé bing cach st dung loai
dong vat bit ky (nguoi hoic khéng phai ngudi) trong d6 khdng nguyén khong c6 tinh
khang nguyén. Dbi véi cac thu vién két hop viéc xay dung gen khéng thé in vitro, cac
t& bao mam duoc thu nhén tir dbi twong dé tao ra cac axit nucleic ma héa cac doan gen

khang thé khong dugc sip xép lai. Céc t& bao mién dich cin quan tim c6 thé thu dugc

-40-



28035

tir nhiéu loai dong vt khac nhau, nhu ngudi, chudt nhit, chudt cong, thd, ché séi, cho,

meo, lgn, bd, ngua, va loai chim, v.v..

Axit nucleic ma héa cdc doan gen ving bién dbi cua khang thé (bao gdm céc
doan VH va VL) dugc thu hdi tir cac té bao cin quan tim va khuéch dai. Trong trudng
hop thu vién gen VH va VL duoc sép x&p lai, ADN mong mubn c6 thé thu duge bang
cach tich ADN hé gen hosic mARN tir cac té bao lympho tiép theo thyc hién phan tmg
chudi polymeraza (PCR) véi cac doan mdi bit ciip cac ddu 5' va 3' clia gen VH va VL
duogc sép xép lai nhu duge md ta trong tai liéu cta Orlandi va cde dong tdc gid, Proc.
Natl. Acad. Sci. (USA), 86: 3833-3837 (1989), nho d6 tao ra tdp hop gen V phong phu
d& bidu hién. Céc gen V ¢6 thé dugc khuéch dai tir cADN va ADN hé gen, bing cach
doan mdi nguoc & diu 5' cia exon ma hoa ving V trudng thanh va céc doan mdi xudi
duoc b tri trong doan J nhw dwge md ta trong tai liéu cua Orlandi va cdc dong tdc gia
(1989) va trong tai liéu cia Ward va cdc dong tdc gia, Nature, 341: 544-546 (1989).
Tuy nhién, d& khuéch dai tir cADN, cac doan mdi nguoc ciing c6 thé duoc bb ri trong
exon diu nhu duge md ta trong tai liéu cua Jones va cde dong tdc gid, Biotechnol., 9:
88-89 (1991), va cac doan mdi ngugc trong vung hﬁng dinh nhu dugc mo ta trong tai
lidu ca Sastry va cde dong tdc gid, Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 86: 5728-5732
(1989). D& t§i da héa tinh bd sung, c6 thé két hop thoai héa vao cic doan mdi nhu
dugc md ta trong tai liéu ctia Orlandi va cdc dong tde gid (1989) hodc cta Sastry va
cdc dong tdc gia (1989). Theo cac phuong 4n nhit dinh, mic d6 da dang clia thu vién
duoc t6i da hoéa bing cach st dung cac doan mdi PCR dugc hudng dich vao timg ho
gen V @& khuéch dai tit ca cac cach sip xép VH va VL sin c6 trong miu axit nucleic
ctia t& bao mién dich, vi du nhu dwoc md ta trong phuong phép ciia Marks va cdc dong
tdc gia, J. Mol. Biol., 222: 581-597 (1991) hodc nhu dugc md ta trong phuong phap
clia Orum va cdc dong tdc gia, Nucleic Acids Res., 21: 4491-4498 (1993). Pé tach
dong ADN dugc khuéch dai vao cac vecto biéu hién, cc vi tri cit giéi han hiém c6 thé
duoc dua vao trong doan mdi duéi dang dudi & mot d4u nhu duoc mo ta trong tai lidu
ctia Orlandi va cdc dong tdc gig (1989), hodc bing cach khuéch dai bing PCR tiép
bing doan mdi c6 gén dudi nhu duge md ta trong tai liéu ciia Clackson va cde dong
tdc gia, Nature, 352: 624-628 (1991).

Tap hop céc gen V tdng hop duoc sip xép lai c6 thé thu dugc in vitro tir cdc doan

gen V. Hau hét c4c doan gen VH cila ngudi d3 duoc tach dong va gii trinh ty (duoc
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béo céo béi Tomlinson va cdc dong tdc gid, J. Mol. Biol., 227: 776-798 (1992)), va
duoc 14p ban dd (dugc béo céo bai Matsuda va cde dong tdc gid, Nature Genet., 3: 88-
94 (1993); cac doan dugc tich dong nay (bao gbdm tt ca cac cAu tao chinh clia vong
H1 va H2) ¢6 thé duoc st dung dé tao ra tap hop gen VH phong phii bing cac doan
mdi PCR m3 héa céc vong H3 c¢6 trinh ty va d§ dai khac nhau nhu dugc mo ta trong
tai liéu cua Hoogenboom va Winter, J. Mol. Biol., 227: 381-388 (1992). Tap hop céac
VH ciing c¢6 thé duoc tao ra vé6i tit ca tinh da dang vé trinh tu tap trung vao vong H3
dai c6 d6 dai duy nhit nhu duoc md ta trong tai liéu ctia Barbas va cdc dong tdc gid,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89: 4457-4461 (1992). Cac doan Vx va VA cua nguoi da
dugc tdch dong va gidi trinh tu (dugc bio cdo boi Williams va Winter, Eur. J.
Immunol., 23: 1456-1461 (1993)) va c6 thé dugc sir dung dé tao ra tip hop chudi nhe
tdng hop. Tap hop céc gen V tdng hop dua trén pham vi s6 14n gip nép ctia VH va VL,
va d6 dai L3 va H3, s& mi hoa céc khang thé c6 do da dang v trinh tu 16n. Sau khi
khuéch dai cac ADN m3 héa gen V, cac doan gen V dong mam c6 thé dwoc sép xép lai
in vitro theo cac phuong phap cia Hoogenboom va Winter, J. Mol. Biol., 227: 381-388
(1992).

Tép hop cic méanh khang thé ¢6 thd dugc xay dung bing cach két hop cac tap
hop gen VH va VL ciing nhau theo nhiéu cach. M&i tap hop c6 thé duge tao ra trong
cac vecto khac nhau, va cac vectd duogc tai td hop in vitro, vi du, nhu dugc mo ta trong
tai lidu cua Hogrefe va cdc dong tdc gia, Gene, 128: 119-126 (1993), hoidc in vivo
bang cach chuyén nhidm két hop, vi du, hé loxP dwoc md ta trong tii liéu cla
Waterhouse va cdc dong tdc gid, Nucl. Acids Res., 21: 2265-2266 (1993). Phuong
phap t4i td hop in vivo khai thac ban chét hai chudi ctia c4c manh Fab dé khic phuc
han ché v& ¢& thu vién do hidu qua bién nap bang E. coli. Cac tip hop VH va VL tu
nhién dugc tach dong riéng r&, mdt tp hop vao phagemid va tép hop con lai vao vecto
thé thyc khudn. Sau d6, hai thu vién duoc két hop bing cach chuyén nhiém thé thuc
khudn vi khuén chira phagemid sao cho mdi t& bao chira t6 hop khac nhau va c& thu
vién chi dugc giéi han bing sb céc té bao c6 mit (khoang 10'? dong). Ca hai vecto
chtra céc dau hiéu tai t6 hop in vivo sao cho cac gen VH va VL duoc tai t5 hop vao
mdt don vi sao chép duy nhét va duoc cung dua vao cac virion thé thuc khudn. Cac
thu vién 16n ndy tao ra sé lugng 16n cac khang thé khac nhau c6 4i luc t6t (Ka! khoang

10 M).
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Theo céch khac, sau d6 cac tap hop c6 thé dugc tach dong vao cling vecto, vi du
nhu dwoc mé ta trong tai liéu ctia Barbas va cdc dong tdc gid, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 88: 7978-7982 (1991), hoic 1ip ghép ciing nhau bing phwong phap PCR va sau
d6 tach dong, vi du nhu dugc md ta trong tai li€u cia Clackson va cdc dong tdc gia,
Nature, 352: 624-628 (1991). Phuong phép l&p ghép bing PCR ciing c6 thé dugc st
dung d& ndi cac ADN VH va VL v6i ADN mé hoa doan dém peptit linh hoat dé tao ra
céc tap hop chudi don Fv (scFv). Theo k§ thuét khéc nita, "phuong phap lép ghép
bing PCR trong t& bao" dwoc sir dung dé két hop cac gen VH va VL trong lympho bao
bang PCR va sau d6 tach dong tip hop céc gen duoc lién két nhu dwgc mb ta trong tai
lidu ctia Embleton va cdc dong tdc gid, Nucl. Acids Res., 20: 3831-3837 (1992).

Céc khang thé duoc tao ra bing thu vién tw nhién (tu nhién hodc tdng hop) c6 thé
c6 4i luc vira phai (Kq! khoang 106 dén 107 M1), nhung su thudn thuc 4i luc ciing c6
thé dugc bit chude in vitro bing cach xay dung va chon loc lai tir cac thu vién thir cip
nhu dugc md ta trong tai liéu cua Winter va cdc dong tdc gid (1994), trén ddy. Vi du,
su truémg thanh c6 thé dwoc tao ra nglu nhién in vitro bang céch st dung polymeraza
d& b 15 (dugc bao céo trong tai lidu cta Leung va cdc dong tdc gia, Technique 1: 11-
15 (1989)) trong phwong phép ctia Hawkins va cde dong tdc gid, J. Mol. Biol., 226:
889-896 (1992) hoic trong phwong phap ctia Gram va cdc dong tdc gia, Proc. Natl.
Acad. Sci USA, 89: 3576-3580 (1992). Ngoai ra, su thuan thuc 4i luc c6 thé dugc thuc
hién bang cach gay dot bién ngiu nhién mot hodc nhidu CDR, vi du bang phuong phap
PCR véi céc doan mdi mang trinh ty ngiu nhién mé rong CDR cAn quan tAm, trong sb
cac dong Fv riéng r€ dugc chon va sang loc cac dong c6 ai luc cao hon. WO 9607754
(cdng bb ngay 14/03/1996) md ta phwong phap giy dot bién & ving quyét dinh b ciru
ctia chudi nhe globulin mién dich dé tao ra thu vién cac gen chudi nhe. Mot phuong
phap hiéu qua khac 13 t4i t6 hop cac ving VH hodc VL dugc chon bing k§ thuat biéu
hién bing thé thuc khuln véi tAp hop céc bién thé ving V ¢6 trong tu nhién tir cac thé
cho khong duoc giy mién dich va sang loc v& 4i luc cao hon theo mét sb vong bb tri
lai chudi nhu duoc mod ta trong tai liéu ctia Marks va cdc do“ng tdc gia, Biotechnol., 10:
779-783 (1992). K§ thuat nay cho phép san xuét khang thé va manh khang thé véi 4i
Iuc khoang 10 M hoic thip hon.

Viée sang loc thu vién c6 thé dugc thuc hién bing nhiéu k§ thuat khac nhau di

biét trong Iinh vue ndy. Vi du, khang nguyén c6 thé dugc st dung dé phu 1én cac giéng
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ctia dia hép phy, biéu hién trén c4c té bao chit duoc bd sung vao céc dia hip phu hoic
dwoc sit dung trong phén loai t& bao, hodc dugc lién hop véi biotin d& bit gitt bang hat
dwoc phu streptavidin, hodc dugc sir dung trong phuong phép bét ky khac @ sang loc

thu vién biéu hién bang thé thuc khuin.

Céac mAu thu vién thé thuc khudn duoc cho tiép xic v6i khang nguyén cd dinh
trong cac diéu kién thich hop d& 1ién két it nhit mot phan ctia cac hat thé thyc khuin
v6i chét hip phu. Thong thudng, cic diéu kién ndy bao gdm d6 pH, ndng d6 ion, nhiét
do va diéu kién tuong tu duge chon dé bét chudc céc diéu kién sinh ly. Céac thé thuc
khuén lién két véi pha rin dugc rira va sau do rira giai bang axit, vi du nhu duge mo ta
trong tai liéu cua Barbas va cdc dong tdc gid, Proc. Natl. Acad. Sci USA, 88: 7978-
7982 (1991), hoic bing kiém, vi du nhu dugc md ta trong tai liéu ctia Marks va cdc
dong tdc gid, J. Mol. Biol., 222: 581-597 (1991), hodc bing cich canh tranh khing
nguyén, vi du trong quy trinh twong tu phuong phép canh tranh khéng nguyén cua
Clackson va cdc dong tdc gia, Nature, 352: 624-628 (1991). Céc thé thuc khuén c6 thé
dwoc 1am giau 20-1000 14n bing cach chon loc mot vong duy nhit. Hon nita, céc thé
thue khuén da duoc 1am gidu c6 thé duge nudi trong giéng nudi cdy vi khuin va duoc

chon loc thém mot s6 vong.

Hi¢u qua chon loc tuy thudc vao nhiu yéu td, bao g?)m dong luc hoc hoa tan
trong qua trinh rira, va xem liéu nhiu manh khang thé trén mot thé thuc khun duy
nhit c6 thé ddng thoi gin két v6i khang nguyén hay khong. Cac khang thé véi dong
luc hoc hoa tan nhanh (v 4i luc lién két yéu) ¢ thé duogc giit lai bing cach st dung
nhing 14n rira ngén, bidu hién thé thuc khuén da hoa tri va mat d6 phu khang nguyén
trong pha rén cao. Mat d cao khong chi 6n dinh thé thuc khuén thong qua twong téc
da hoa tri, ma con hd trg sy lién két lai cua thé thue khudn ma d3 bi hoa tan. Viéc chon
loc khang thé bing dong luc hoa hoa tan chdm (va 4i luc lién két tdt) c6 thé dwoc thuc
dAy bang céach sir dung nhimg 14n rira kéo dai va bidu hién bing thé thyc khuin héa tri
mdt nhu duge mé ta trong tai liéu cla Bass va cdc dong tdc gia, Proteins, 8: 309-314
(1990) va trong WO 92/09690, va mat d6 phu khang nguyén thdp nhu dwgc md ta
trong tai liéu cua Marks va cdc déng tdc gia, Biotechnol., 10: 779-783 (1992).

C6 thé chon loc gitta cac khang thé thé thuc khudn c6 4i luc véi khang nguyén
khac nhau, ngay ¢4 véi 4i luc ma chi khéc nhau chit it. Tuy nhién, dot bién ngiu nhién

ctia khang thé dwoc chon (vi du nhu duoc thuc hién trong mot sé k§ thuat thuan thuc i
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luc) c6 kha ning tao ra nhidu dot bién, hdu hét lién két véi khang nguyén, va mét s6 c6
&i luc cao hon. Véi cac khang nguyén han ché, thé thuc khuén c6 4i luc cao hiém c6
thé bi loai bo bang canh tranh. P& duy tri tit ca cac thé dot bién c6 4i luc cao hon, thé
thwe khudn c6 thé dwoc @ v6i khang nguyén dugc biotin héa du, nhung véi khang
nguyén dugc biotin héa & ndng d6 mol thip hon so véi hing sb 4i lwc mol cua dich d6i
v6i khang nguyén. Céc thé thuc khudn lién két véi i luc cao sau d6 c6 thé duge bét
giit bang c4c hat thuan tir dwoc phi streptavidin. Viéc "bét giit can bang" cho phép cac
khang thé duoc chon theo 4i luc lién két ctia chung, véi d nhay ma cho phép tach cac
dong dot bién véi 4i luc chi thip & mitc cao hon hai 14n tir lugng du thé thuc khuén véi
&i luc thip hon. Céc didu kién duoc str dung trong viée rira thé thuc khudn lién két véi

pha rin cling c6 thé duogc van dung dé& phan biét trén co s¢ dong luc hoc hoa tan.

Céac dong khang khang nguyén c6 thé dugc chon dua vao hoat tinh. Theo cic
phuong 4n nhit dinh, séng ché d xut khang thé khang khang nguyén ma lién két véi
cac té bao séng ma biéu hién khang nguyén trong tw nhién hodc lién két véi khang
nguyén tréi ndi tw do hoc khang nguyén gin vao céc ciu tric té bio khac. Cac dong
Fv twong g v6i cac khang thé khang khang nguyén nay c6 thé dwoc chon bang cach
(1) phan 1ap cac dong khang khang nguyén tir thu vién thé thuc khuin nhu duge mé ta
trén déy, va tiy y khuéch dai quin thé dong thé thuc khudn duoc phan 1ap bing cach
nudi quin thé nay trong té bao chi vi khudn thich hop; (2) chon khang nguyén va
protein thit hai 14n lugt chdng lai hoat tinh phong bé hodc khéng phong bé ciia n6, néu
mudn; (3) hip phu cic dong thé fhuc khuén khang khang nguyén 1én khang nguyén cb
dinh; (4) str dung luong du protein tir hai dé rira giai c4c dong khong mong mudn ma
nhan biét cic yéu t6 x4c dinh lién két khang nguyén ma gbi 1én hoic cing 13 yéu t
xé4c dinh lién két caa protein thir hai; va (5) rira giai cac dong ma duy tri hip phu sau
bude (4). Tuy ¥, cac dong véi cac dic tinh phong bé/khong phong bé mong mudn cé
thé duoc 1am giau tiép bing cach lip lai quy trinh chon loc dwgc mb ta trong ban mé ta

mot hoac nhicu lan.

ADN ma héa cic khéng thé don dong thu dugc bing céach lai t& bao hodc cac
dong Fv bidu hién béng thé thuc khuén theo sang ché d& dang dwoc phan 1ap va giai
trinh tu bang cach st dung cic quy trinh thong thuong (vi du bing cach sir dung céc
doan mdi oligonucleotit dwoc thiét ké dé dic biét khuéch dai cac ving ma héa chudi

ning va chudi nhe can quan tim tir t& bao lai hoic khudn ADN thé thuc khuin). Khi da
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duoc phan 1ap, ADN c6 thé duoc dit vao vecto biéu hién, ma sau d6 duoc chuyén
nhiém vao t€ bao chui nhu t& bao E. coli, té bao COS cua khi, t& bao trimg chudt dong
Trung Qudc (CHO), hoic té bao u tuy ma khong san xuit protein globulin mién dich
theo cach khac, d& tdng hop duogc cac khang thé don dong mong mudn trong t& bao
chu tai t& hop. Xem thém céc bai bao v& viée biéu hién ti t& hop ADN ma héa khang
thé & vi khuén bao gdm bai béo cia Skerra va cdc dong tdc gid, Curr. Opinion in

Immunol., 5: 256 (1993) va bai bao cua Pluckthun, Immunol. Revs, 130: 151 (1992).

ADN mi héa cac dong Fv theo sang ché c6 thé dugc két hop véi céc trinh tu
ADN d4 biét m3 héa ving hing dinh cua chudi ning va/hodic chudi nhe (vi du cac
trinh tu ADN thich hop c6 thé thu dugc tir Kabat va cdc dong tdc gid, trén day) dé tao
ra cdc dong ma héa chudi ning va/hodic chudi nhe ¢6 do dai ddy di hodc mot phin. S&
13 rang rang cic ving hing dinh ciia phan 16p khang thé bit ky c6 thé dugc st dung
cho muc dich ndy, bao gdm ving hing dinh IgG, IgM, IgA, IgD, va IgE, va cc viing
hing dinh nhu vy c6 thé thu duoc tir ngudi hodc loai dong vat bit ky. Dong Fv thu
dugc tir ADN ving bién dbi ctia mot loai dong vat (nhw ngudi) va sau d6 duoc dung
hop v6i ADN ving hing dinh ciia dong vat khac dé tao ra (c4c) trinh ty ma héa cho
chudi ning vi/hoic chudi nhe "lai", c6 d6 dai ddy di ciing nim trong khai niém khang
thé "kham" va "lai" nhu dugc st dung trong ban md ta. Theo cic phwong 4n nhét dinh,
dong Fv thu dugc tir ADN vung bién d6i ctia ngudi duge dung hop véi ADN ving
hing dinh ciia ngudi dé tao ra (c4c) trinh ty ma héa chudi ning va/hoic chudi nhe cua
ngudi c6 d6 dai ddy du hoic mot phén.

ADN mi héa khang thé khang khang nguyén thu duoc tir t& bao lai theo sang ché
cling c6 thé dwoc cai bién, vi duy, béng cach thé trinh ty ma hoéa ving hﬁng dinh ctia
chudi ning va chudi nhe ngudi bing trinh tw tvong ddng ctia chudt thu duge tir dong té
bao lai (vi du nhu trong phuong phép ctia Morrison va cde dong tdc gid., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 81: 6851-6855 (1984)). ADN mi héa khang thé hoic manh khéng thé
lai hodc khang thé thu dwoc tir dong Fv ¢6 thé dugc cai bién tiép bing cach lién két
cdng hoéa tri trinh ty ma héa globulin mién dich va toan bd hosic mot phﬁn trinh ty ma
héa polypeptit khong thudc globulin mién dich. Theo cich nay, khang thé "kham"
hozc "lai" duoc tao ra c6 dd dic hiéu lién két cua khang thé dong Fv hoic khang thé

thu duoc tir dong té bao lai theo sang ché.

(iv) Khang thé duoc 1am tuong thich v&i nguoi va khang thé nguoi
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Nhiéu phuong phép khac nhau dé 1am cho céc khang thé khong phai cia ngudi
gidng nhw ctia ngudi dé biét trong linh vue nay. Vi du, khang thé duoc 1am tuong thich
v6i ngudi c6 mdt hoic nhidu gbe axit amin duge dua vao d6 tir ngudn ma khong phai
clia ngudi. Céc gbc axit amin khong phai cia ngudi nay thuong goi 13 gbe "nhap
khiu”, ma thuong duoc 14y tir ving bién ddi "nhap khu”. Viéc 1am cho giéng nhu ciia
ngudi c¢6 thé duge thuc hién chi yéu theo phwong phap ctia Winter va cac ddng tac gia
(Jones et al., Nature, 321:522-525 (1986); Riechmann et al., Nature, 332:323-327
(1988); Verhoeyen et al., Science, 239:1534-1536 (1988)), bang céch thé cac CDR loai
gim nhim hodc céc trinh tu CDR cho cic trinh tw twong Umg cta khang thé ngudi.
Theo d6, cac khang thé "dugc 1am tuong thich véi ngudi" 13 khang thé kham (patent
M§ s6 4,816,567) trong d6 hiu nhw nhd hon ving bién ddi nguyén ven cta ngudi di
dwoc thé bang trinh tu tvong tmg tir loai khong phai ngudi. Thuc té, cic khang thé
duoc 1am tuong thich v6i ngudi thuong 13 khang thé nguoi trong d6 mét sé gbc CDR
va c6 thd mot sb gbc FR dugc thé bing cac gbe tir vi tri twong tu & khang thé loai gim
nham.

Viéc chon céc ving bién dbi ciia ngudi, ca chudi nhe va chudi ning, cin st dung
dé tao ra khang thé dwoc 1am tuong thich véi nguoi 13 rit quan trong dé giam tinh
khang nguyén. Theo phuong phap goi 1a phuong phép "thich hop nhat", trinh ty ving
bién dbi cua khang thé loai gam nhim dugc sang loc khoéi toan b thu vién céc trinh tu
ving bién d6i da biét ciia ngudi. Trinh tw ctia ngudi ma gan véi trinh tu cta lodi gim
nhdm nhét sau d6 duoc chip nhan 1am ving khung ctia ngudi (FR) cho khéng thé duogc
lam twong thich véi ngudi (Sims et al., J. Immunol., 151:2296 (1993); Chothia et al., J.
Mol. Biol., 196:901 (1987)). Mot phuong phép khéc str dung ving khung déc bi€t thu
dwoc tir trinh ty lién Ung cua tit ca cac khéng thé nguoi thude phan nhém cy thé cia
chudi nhe hoic chudi ning. Cling viing khung nhur vy c6 thé dugc sir dung cho mdt sb
khang thé dugc 1am tuong thich v6i ngudi khac nhau (Carter et al., Proc. Natl. Acad
Sci. USA, 89:4285 (1992); Presta et al., J. Immunol., 151:2623 (1993)).

Con quan trong hon & chd cac khang thé dugc 1am twong thich véi nguoi giit
duogc ai luc cao dbi véi khang nguyén va cac dic tinh sinh hoc c6 lgi khéc. Pé dat
dwoc muc dich ndy, theo mot phuong 4n vé& phwong phép, cac khang thé duoc 1am
tuong thich v&i ngudi duge tao ra bang quy trinh phén tich trinh tu gbc va nhidu san

phim thudc khai niém duoc 1am tuong thich véi ngudi khac nhau bang cach sir dung
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c4c mo hinh ba chidu cua trinh tu gbc va trinh tu dugc 1am twong thich véi ngudi. Cac
md hinh globulin mién dich ba chiu thudong sin c6 va quen thudc ddi véi ngudi co
hiéu biét trung binh vé linh vuc nay. Céc chwong trinh may tinh ma minh hoa va thé
hién cac céu tric ¢6 ciu hinh ba chidu c6 thé ¢ cua trinh tw globulin mién dich dugc
chon 12 sin c6. Viéc kiém tra cac hién thi nay cho phép phan tich vai trd c6 vé thich
hop cuia cac gbe trong viée tao ra chirc ning cho trinh tu globulin min dich tiém ning,
tirc 12 phan tich cac gbc ma anh huéng dén kha ning lién két cia globulin mién dich
tiém ning véi khang nguyén cia né. Theo cach ndy, cac gbc FR c6 thé dugc chon va
két hop tir bén nhén va cac trinh ty nhép khiu sao cho dat dwoc dic tinh mong mudn
ctia khang thé, nhu 4i luc véi (cac) khang nguyén dich ting. Néi chung, cac gbc ving
siéu bién dbi truc tiép va gin nhu c6 lién quan nhét dén anh hudng 1én lién két khang

nguyeén.

Céc khang thé ngudi dugc mo ta c6 thé duoc két chu bing cach két hop (cac)
trinh tu ving bién d6i ctia dong Fv duoc chon tir thu vién biéu hién thé thuc khuin thu
dwoc tir ngudi véi (cac) trinh ty ving hing dinh da biét cia ngudi nhu duge mo ta trén
day. Theo cach khac, cac khang thé don dong ctia ngudi duge mo ta c6 thé duogce tao ra
bing phuong phép lai t& bao. Cac dong t& bao u tity ctia ngudi va di u tiy chudt-ngudi
dé san xuit cac khang thé don dong cta ngudi dd dwoc mé ta, vi du, bai Kozbor J.
Immunol., 133: 3001 (1984); Brodeur va cdc dong tdc gid, Monoclonal Antibody
Production Techniques and Applications, pp. 51-63 (Marcel Dekker, Inc., New York,
1987); va Boerner va cdc dong tdc gid, J. Immunol., 147: 86 (1991).

C6 thé san xuét cac dong vét chuyén gen (vi du, chudt nhit) ma cé kha ning, khi
gdy mién dich, san xut tp hop khang thé ngudi diy du khi khong san xuit globulin
mién dich ndi sinh. Vi du, d4 c6 md ta ring viéc x6a bd dong nhit gen ving lién két
chudi ning khang thé (Ju) & chudt dot bién kham va dong mam din dén su e ché
hoan toan sy san xudt khang thé noi sinh. Viéc chuyén gen globulin mién dich dong
mam ciia ngudi trong chudt dot bién dong mim s& din dén san xuit khang thé nguoi
khi c6 kich thich khang nguyén. Xem, vi du, tai liéu ctia Jakobovits va cac dong tic
gia, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:2551 (1993); tai li€u ctia Jakobovits va cac déng
tac gia, Nature, 362:255-258 (1993); tai liéu ciia Bruggermann va cic ddng tac gia,
Year in Immuno., 7:33 (1993); va tai liéu ciia Duchosal va cac ddng tac gia, Nature
355:258 (1992).
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Su b tri lai gen ciing c6 thé duqc str dung @8 thu duoc khang thé ngudi tir khang
thé khong phai ciia ngudi, vi du loai gim nhém, trong d6 khang thé ngudi c6 4i lyc va
d6 dic hidu twong tu véi khang thé ban diu khéng phai ctia ngudi. Theo phuong phap
ndy, ma con goi 14 "phwong phap anh hudng epitop", ving bién dbi ciia chudi ning
hodc chudi nhe ctia manh khang thé khong phai ctia ngudi thu dugc bang k§ thuat biéu
hién thé thuc khudn nhu dugc mé ta trong ban mé ta dugc thay bang tap hop cac gen
ving V ngudi, tao ra quén thé cac thé kham chudi khong phai cia ngudi/chudi cua
ngudi scFv hodc Fab. Viéc chon loc bing khéng nguyén din dén kha ning phan lap
scFv hodc Fab kham chudi khong phai ctia ngudi/chudi ctia ngudi trong d6 chudi cua
ngudi phuc hdi duoc vi tri lién két khang nguyén bi ph4 huy khi loai bd chudi khong
phéi ciia ngudi tuong tmg trong dong bidu hién thé thuc khudn dau tién, tic 13 epitop
chi phéi (anh hudng) dén su lva chon chudi ciia ngudi dé két hop. Khi quy trinh dugce
1ap lai nhim thay thé chudi khong phai ctia ngudi con lai, thu dugc khéng thé nguoi
(xem PCT WO 93/06213 cong bd ngay 01/04/1993). Khong nhu viéc 1am cho khéng
thé khong phai ciia ngudi giéng nhu cia ngudi théng thudong bing cach ghép CDR, k§
thuat ndy tao ra cac khe’m,’gr th ngudi hoan chinh, khéng ¢6 cac gbc FR hay CDR ma c6

ngudn gbc khéng phai tir nguoi.
(v) Manh khéng thé

Céac méanh khang thé c6 thé duoc tao ra bing cach théng thuong, nhu phan gidi
bing enzym, hoic bing céac ki thuat tai t6 hop. Trong cac trudng hop nhét dinh, c6 loi
khi ding c4c manh khang thé, hon 13 toan bd khang thé. Kich thuéc nhd hon ciia céc
ménh cho phép thanh thai nhanh, va c6 thé din dén kha ning tiép can tdt hon dén khéi
u rin. D& biét thém vé cac manh khang thé nhét dinh, xem tai liéu ctia Hudson va céc

ddng tac gia (2003) Nat. Med. 9:129-134.

Nhidu k¥ thuat khac nhau da duoc phat tridn dé san xudt cac manh khang thé.
Théng thuong, cdc manh nay thu duoc théng qua viéc phén giai protein cac khang thé
nguyén ven (xem, vi du, tai li€u cia Morimoto va céac dong tac gia, Journal of
Biochemical and Biophysical Methods 24:107-117 (1992); va tai liéu ciia Brennan va
cac ddng tac gia, Science, 229:81 (1985)). Tuy nhién, cdc manh ndy hién c6 thé duoc
san xudt truc tiép bing cac t& bao chu tai td hgp. Cac manh khang thé Fab, Fv va ScFv
d&u c6 thé dugc biéu hién trong va dugc tiét ra tir E. coli, do d6 cho phép dé dang san

xuét lwong 16n cac manh ndy. Cic manh khang thé c6 thé duoc phan 1ap tir thu vién
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khang thé thé thuc khudn da thao luan trén dy. Theo cach khic, cac ménh Fab'-SH ¢6
thé dwoc thu hdi truc tiép tir E. coli va duoc két hop hoa hoc dé tao ra cdc manh F(ab'):
(Carter et al., Bio/Technology 10:163-167 (1992)). Theo phuong phap khéac, cac manh
F(ab')z ¢6 thd duoc phén 1ap truc tiép tir gibng nudi cdy t& bao chi tai td hop. Manh
Fab va F(ab"), véi thoi gian ban huy in vivo ting chira cac gbe epitop lién két thu thé
thu hdi duge md ta trong patent M§ S6 5,869,046. Cac k§ thuat khac dé san xuét cic
ménh khéang thé s& rd rang dbi v6i ngudi c6 hiéu biét trung binh vé linh vuc nay. Theo
céc phuong 4n nhit dinh, khéng thé 1 manh Fv chudi don (scFv). Xem WO 93/16185;
patent M§ sb 5,571,894; va 5,587,458. Fv va scFv 1a nhimg méanh duy nhét c6 vi trf két
hop nguyén ven ma khéng c6 cic ving hing dinh; do d6, ching c6 thé thich hop dé
giam céc lién két khong dic hidu khi sir dung in vivo. Cac protein dung hgp scFv ¢6
thé dugc ché tao d& tao ra thé dung hop cua protein dép img & diu tin cling amino
hodc carboxy cua scFv. Xem Antibody Engineering, ed. Borrebaeck, trén ddy. Manh
khang thé ciing c6 thé 12 "khang thé thing", vi du, nhu dwgc mé ta trong patent M§ sb
641,870, ching han. Céc khang thé thing c6 thé 1a dic hiéu don hodc dic hicu kép.

(vi) Khéang thé da dic hiéu

Khang thé da dic hiéu c6 tinh dic hiéu lién két véi it nhit hai epitop khac nhau,
trong d6 cac epitop thuong tir cac khang nguyén khac nhau. Trong khi cac phan tir nhu
vy thuong chi lién két v6i hai epitop khac nhau (tirc 13 khang thé dic hidu kép,
BsAbs), cac khang thé véi tinh dic hiéu khac nhw dic hidu ba 14n ciing bao gdm trong
cach thé hién nay khi duoc sir dung trong ban mo ti. Cac khang thé dic hiéu kép ¢6
thé duogc tao ra dudi dang khang thé c6 do dai dy dui hoic manh khang thé (vi du
khéng thé dic hiéu kép F(ab')).

Céc phwong phap d& tao ra khang thé dac hiéu kép 1a da biét trong linh vuc nay.
Viéc san xuit khang thé dic hiéu kép c6 do dai diy du thong thuong 13 dva trén su
ddng bidu hién hai cip chudi ning-chudi nhe globulin mién dich, trong d6 hai chudi c6
tinh ddc hiéu khéc nhau (Millstein et al., Nature, 305:537-539 (1983)). Do su sép xép
ngiu nhién cua cdc chudi ning va chudi nhe globulin min dich, cac té bao lai (ghép
bbn) tao ra hdn hop tiém ning gdm 10 phan tir khang thé khac nhau, trong d6 chi c6
mot 14 c¢6 cAu tric dic hidu kép dung. Viéc tinh ché phén tir dGing, ma thudng duoc

thuc hién bang cac budce sac ky ai luc, 1a hoi kho khan, va hi¢u suat sdn pham thap.
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Cac quy trinh tuwong ty dugc bdc 16 trong WO 93/08829, va trong tai liéu cia
Traunecker va cac dong tac gia., EMBO J., 10:3655-3659 (1991).

Theo phuong phép khac, cac ving bién dbi ctia khang thé véi tinh dic hidu lién
két mong mudn (vi tri két hop khang thé-khang nguyén) dugc dung hop véi trinh tu
ving hing dinh globulin mién dich. Viéc dung hop t6t hon 13 véi ving hing dinh cia
chudi ning globulin mién dich, chira it nhét mot phﬁn vung ban 18, CH2, va CHS3.
Thudmg ¢ ving hing dinh cta chudi ning thir nhit (CH1) chita vi tri can thiét 3 lién
két chudi nhe, ¢6 trong it nhit mot trong s6 cac thé dung hop. Cic ADN ma héa céc
thé dung hop chudi ning globulin min dich va, néu mubn, chudi nhe globulin mién
dich, dugc chén vao cac vecto bidu hién riéng 18, va dugc cliing chuyén nhiém vio sinh
vét chu thich hop. Piu ndy tao ra kha ning linh hoat 16n trong didu chinh céc phén
chung cua ba manh polypepti theo cac phuong an khi ty 1€ khong déu cua ba chudi
polypeptit dugc sir dung trong viée ché tao tao ra hiéu suét t8i wu. Tuy nhién, c6 thé
chén trinh tw mi héa hai hodc ca ba chudi polypeptit trong mét vecto biéu hién khi
biéu hién it nhét hai chudi polypeptit véi tj 16 bing nhau tao ra hiéu sut cao hodc khi

ty 18 khong c6 y nghia cu thé.

Theo mdt phuong 4n ctia phuong phap nay, cic khang thé dic higu kép bao gbm
chudi ning globulin mién dich lai véi tinh dic higu lién két thir nhit & mot nhanh, va
cip chudi ning-chudi nhe globulin mién dich lai (tao ra tinh dic hiéu lién két thir hai)
¢ nhanh con lai. B3 phat hién rﬁng cAu trc bit d6i nay tao thuan loi cho viéc tach hop
chét dic hiéu kép khéi hdn hop chudi globulin mién dich khong mong mubn, vi su ¢6
mit ctia chudi nhe globulin mién dich chi trong mdt nira phan ti dic hiéu kép lam cho
viéc tach d& dang. Phuong phép ndy dugc boc 1§ trong WO 94/04690. Dé biét thém
chi tiét v& viée tao ra khang thé dic hiéu kép xem, vi du, tai liéu ciia Suresh va cic

ddng tac gia, Methods in Enzymology, 121:210 (1986).

Theo phuong phap khac md ta trong W096/27011, giao dién gitta cdp phan tir
khéng thé c6 thé dugce xir Iy d& t5i da hoa ty 18 phin trim heterodime thu hdi tir gidng
nudi cdy té bao tai t& hop. Mot giao dién bao gdm it nhit mot phin ving Cu 3 cla
ving hing dinh khang thé. Theo phuong phép nay, mot hodc nhiéu chudi bén axit
amin tir giao dién cua phén tir khéng thé thir nhét dugc thay bang cic chudi bén 16n
hon (vi du tyrosin hodc tryptophan). “Céc doan tréng” bu c6 cing kich thuéc béng

hoic kich thu6c twong tur v6i (cac) chudi bén 16n dugc tao ra trén giao dién cta phén
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ttr khang thé thtr hai bang cach thay thé cac chudi bén axit amin 16n bing cach chudi
nho hon (vi du alanin hoic threonin). Piéu niy tao ra co ché @& ting hicu suét

heterodime so v4i san pham cu6i khong mong mudn nhu homodime.

Céc khang thé dic hiéu kép bao gdm cac khang thé dugc lién két ngang hoic "di
lién hop". Vi du, mot trong sb céc khang thé trong thé di lién hop c6 thé dugc két hop
v6i avidin, khang thé con lai dugc két hop véi biotin. Cac khang thé nhu vay, ching
han, d3 dugc d& xuit dé huéng dich cc t& bao hé mién dich dén cac té bao khong
mong mudn (patent M§ s 4,676,980), va d& diéu tri nhiém HIV (WO 91/00360, WO
92/200373, va EP 03089). Cac khang thé di 1ién hop c6 thé duoc tao ra bing cach sir
dung phuong phép lién két ngang thuén tién bét ky. Cac tac nhan lién két ngang thich
hop d4 dwoc biét 18 trong linh vuc ndy, va dugc bc 19 trong patent M§ S6 4,676,980,

cling v6i mot sb k§ thuat lién két ngang.

Céc k¥ thuat @& tao ra khang thé dic hidu kép tir c4c méanh khéng thé cling da
dwoc mo ta trong tai lidu. Vi dy, khang thé dic hidu kép c6 thé dugc tao ra bing cach
sir dung lién két héa hoc. Brennan va cic dong tac gia, Science, 229: 81 (1985) md ta
quy trinh trong d6 khang thé nguyén ven duoc phan cét protein dé tao ra cdc méanh
F(ab")2. Cac manh nay dugc khit v6i sy ¢6 mit cia tic nhin tao phirc dithiol natri
arsenit & 1am &n dinh céc dithiol 14n c4n va ngin ngira su tao thanh disulfua giita cac
phan tr. Cic manh Fab' duoc tao ra sau d6 dugc chuyén thanh din xuét
thionitrobenzoat (TNB). Mot din xuit Fab'-TNB sau d6 duoc chuyén lai thanh Fab'-
thiol bang cach khtr bdng mercaptoetylamin va dugc tron véi lugng ding mol din xuét
Fab'-TNB khac dé tao ra khang thé dic hiéu kép. Cac khang thé dic hiéu kép duoc tao
ra c6 thé duogc st dung 1am tac nhan dé ¢ dinh chon loc cac enzym.

Nhimng tién bd gin ddy da tao thudn loi cho viéc thu hdi truc tiép cac manh Fab'-
SH tir E. coli, ma c6 thé duoc két hop hoa hoc d& tao ra khang thé dic hidu kép.
Shalaby va céc ddng tac gia, J. Exp. Med., 175: 217-225 (1992) md ta viéc sén xuét
phén tir khang th dic hidu kép duoc lam tuong thich v6i ngudi F(ab'); ¢6 4o dai day
di. M3i manh Fab' dugc tiét riéng r& tir E. coli va duoc két hop héa hoc c6 dinh huéng
in vitro @& tao ra khang thé dic hiéu kép.

Nhiéu k¥ thuat khic nhau dé tao ra va phan 14p cidc manh khang thé dic hiéu kép

truc tiép tr giéng nudi cdy té bao tai td hop ciing da dugc md ta. Vi du, cdc khang thé
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dic hidu kép da dwoc san xudt bing cach sir dung ciu truc khéa kép loxin. Kostelny et
al., J. Immunol., 148(5):1547-1553 (1992). Céc peptit khoa kéo loxin tir protein Fos va
Jun dugc lién két véi cic phan Fab' ctia hai khang thé khac nhau bang cach dung hop
gen. C4c homodime khang thé dugc khit & ving ban 18 d& tao ra monome va sau d6
oxy hoéa lai d tao ra heterodime khang thé. Phuong phép nay ciing c6 thé dugc sir
dung d san xu4t homodime khang th8. Cong nghé "diabody" dugc md ta trong tai lidu
ctia Hollinger va céc ddng tac gia, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:6444-6448 (1993) da
dé xuét co ché khac dé tao ra cdc méanh khang thé dic hiéu kép. Cac méanh chira ving
bién dbi chudi ning (Vi) dwoc ndi v6i ving bién dbi chudi nhe (Vi) bing ciu lién két
qué ngén @ cho phép bét cip gifra hai ving trong ciing chudi. Theo d6, cac ving Vu
va VL clia mdt manh dugc 1am cho bét cip v6i cac ving Vi va Vi bd sung ctia manh
kia, nhd d6 tao ra hai vi tri lién két khang nguyén. Mot chién luoc khac dé tao ra manh
khang thé dic hidu kép bing viéc sir dung cac dime Fv chudi don (sFv) cling da duoc

béo c4o. Xem tai liéu ciia Gruber va cac ddng tac gia, J. Immunol, 152:5368 (1994).

Céc khang thé v6i nhidu hon hai héa tri dugc dy dinh. Vi dy, khang thé dic hiéu
b ba c6 thé dwoc tao ra. Tuft et al. J. Immunol. 147: 60 (1991).

(vii) Khang thé ving don

Theo mdt s6 phuong 4n trong ban md ta, khang thé theo sang ché 13 khang thé
viing don. Khang thé ving don 13 chudi polypeptit don chira toan b hosc mot phan
ving bién ddi ctia chudi ning hodc toan bd hosic mot phan ving bién ddi cua chudi nhe
ctia khang thé. Theo c4c phuong 4n nhét dinh trong ban mé ta, khang thé ving don 13
khang thé ving don cta ngudi (Domantis, Inc., Waltham, Mass.; xem, vi du, patent
My sb 6,248,516 B1). Theo mdt phuong 4n, khang thé ving don bao gdm toan bd
hozic mét phan ving bién dbi ctia chudi ning cua khang thé.

(viii) Bién thé ciia khang thé

Theo mdt s phuong 4n trong ban md ta, viéc cai bién trinh tur axit amin coa
khang thé duoc mé ta trong ban md ta dwoc du dinh. Vi dy, c6 thé mong mudn cai
thién 4i luc lién két va/hodic cac dic tinh sinh hoc khac ciia khang thé. Cac bién thé
trinh tu axit amin ctia khang thé c6 thé duoc tao ra bang cach 4p dung céc thay ddi
thich hop trong trinh tw nucleotit m héa khang thé, hodc bang cach tdng hop peptit.

Céc cai bien nhu vay bao gom, vi du, xéa bd, va/hodc chén va/hodc thay thé, cac goc
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trong trinh tw axit amin cta khang thé. C6 thé két hop x6a bo, chén, va thay thé theo
cach bét ky dé dat duoc clu trac cudi ciing, mién 13 ciu tric cudi cliing c6 cac dic tinh
mong mudn. Céc phép thay dbi axit amin c6 thé dugc dua vao trinh tu axit amin cta

khang thé cin quan tim & thoi diém tao ra trinh tu nay.
(ix) D4n xuét cta khang thé

Céc khang thé trong ban m ta ¢ thé dwoc cai bién tiép dé chira cac gbc khong
phai protein khic ma d4 biét trong linh vuc ndy va sin cé. Theo cac phuong 4n nhét
dinh trong ban mé ta, cac gbc thich hop dé tao din xuit khang thé 13 cac polyme tan
trong nudc. Vi du khdng han ché vé cac polyme tan trong nuéc bao gdm, nhung khong
chi gidi han &, polyetylen glycol (PEG), cac copolyme cua etylen glycol/propylen
glycol, carboxymetylxenluloza, dextran, rugu polyvinylic, polyvinyl pyrolidon, poly-
1,3-dioxolan, poly-1,3,6-trioxan, copolyme etylen/anhydrit maleic, polyaxit amin
(homopolyme hodc copolyme ngdu nhién), va dextran hoiic poly(n-vinyl
pyrolidon)polyetylen glycol, homopolyme propropylen glycol, co-polyme
prolypropylen oxit/etylen oxit, rugu da chirc dugc polyoxyetyl hoa (vi du, glycerol),
rugu polyvinylic, va hdn hop cia ching. Polyetylen glycol propionaldehyt ¢ thé ¢6
céc wu diém trong san xudt vi d6 dn dinh trong nuéc cia néd. Polyme niy cé thé co
phan tir lvong bét ky, va c6 thé phan nhanh hodc khong phin nhanh. S6 polyme gin
v6i khang thé ¢6 thé thay ddi, va néu nhidu hon mét polyme dugc gin vao, thi ching
c6 thé 13 cac phén tir gidng hodc khac nhau. Néi chung, s6 va/hoic loai polyme dugc
sir dung d& tao din xuit c6 thé duge x4c dinh dua trén cic xem xét bao gdm, nhung
khong gi6i han &, cac ddc tinh hodc chirc ning cu thé cta khang thé can cai thién, lidu
din xuét khang thé s& dugc sir dung trong didu tri trong céc diéu kién xac dinh hay

khong, v.v..
(X) Vecto, t& bao chu, va phuong phép tai tb hop

Céc khang thé ciing c6 thé dugc san xuét bing cac phuong phap tai td hop. Dé
san xudt tai td hop khang thé khang khang nguyén, axit nucleic m3 héa khang thé dugc
phan 14p va chén vao vecto sao chép dugc dé tach dong tiép (khuéch dai ADN) hoic
dé biéu hién. ADN m3 hoa khang thé c6 thé d& dang dwoc phan 14p va giai trinh tu
bing céc quy trinh thong thudng (vi du, bing cach st dung cac mau do oligonucleotit

ma cd thé lién két vdi cac gen ma hda cac chudi ndng va chudi nhe clia khang the).
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Nhiéu vecto 13 sdn c. Cac thanh phin vecto thudng bao gdm, nhung khong chi gisi
han &, mot hodc nhiéu thanh phdn sau: trinh ty tin hiéu, diém khoi diu sao chép, mot
ho¥c nhiéu gen danh dau, yéu t6 tang cuong, doan khdi dAu, va trinh tu két thiic phién

~

ma.
(a) Thanh phén trinh tu tin hiéu

Khang thé theo sang ché c6 thé dwoc san xuét theo cach tai t6 hop khong chi
truc tiép, ma con duéi dang polypeptit dung hop véi polypeptit khac loai, tot hon 14
trinh tu tin hi€u hodc polypeptit khac co vi tri phan c&t dic hiéu ¢ dau tan cung N cua
protein hodc polypeptit truong thanh. Tét hon néu trinh tu tin hiéu dwgc chon 1 trinh
tu duoc nhan biét va xtt Iy (vf du, dugc phén cit boi peptidaza tin higu) bo té bao chi.
Céc t& bao chu nhin nguyén thiy ma khong nhan biét va xi 1y trinh ty tin hiéu cua
khéng thé ty nhién, trinh ty tin hidu dugc thay bing trinh tu tin hiéu cia té bao nhan
nguyén thily duoc chon, vi du, tir nhém phosphataza kiém, penixilinaza, Ipp, cic doan
din doc t6 rudt I bén nhiét. D& tit ra boi ndm men, trinh ty tin higu tw nhién c6 thé
dwoc thay thé, vi du, bing trinh tr din invertaza ndm men, trinh tw din nhan t6 (bao
gdm céc trinh tw din nhan t§ o cia Saccharomyces va Kluyveromyces), hojc trinh ty
din phosphataza axit, trinh tir din glucoamylaza cta C. albicans, hodc trinh tu tin hiéu
dwoc mb ta trong WO 90/13646. Trong biéu hién bang té bao dong vat c6 vi, cac trinh
tu tin hiéu cta ddng vat cé vu cling nhu céc trinh tw dAn xuét tiét cua virut, vi dy, trinh

tur tin hiéu gD ctia herpes simplex, 13 sin c6.
(b) Piém khoi dau sao chép

Ca vecto biéu hién va vecto tach dong chira trinh ti axit nucleic 1am cho vecto
¢ kha ning sao chép trong mot hosic nhidu t& bao chi dwoc chon. Thong thudng,
trong cac vecto tach dong trinh ty nay 1a trinh tu lam cho vecto sao chép ddc 14p trong
ADN nhiém séc thé chi, va bao gdm céc diém khéi dau sao chép hoic trinh tu sao
chép tu dong. Cac trinh ty nhu vay da dugc biét r3 & vi khudn, nAm men, va virut.
Diém khéi dAu sao chép tir plasmid pBR322 thich hop dbi véi hdu hét cac vi khuén
gram am, 2y, diém khéi ddu sao chép cuia plasmid thich hop dbi v6i ndm men, va
nhidu diém khéi diu sao chép cua virut khac nhau (SV40, polyoma, adenovirus, VSV
hoic BPV) hitu dung trong céc vecto tich dong & té bao dong vit c6 vi. Thong

thuong, thanh phan diém khai ddu sao chép khong can do6i véi cac vecto bicu hién
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dong vat c¢6 vi (diém khéi ddu sao chép SV40 thudng c6 thé dwge ding vi né chira

doan khoi ddu sém.
(c) Thanh phén gen chon loc

Céc vecto biéu hién va tach dong co thé chira cac gen chon loc, con goi 1a diu
chudn chon loc dwgc. Céc gen chon loc thong thuong ma héa cac protein ma (a) tao ra
tinh khang khang sinh hodc cac doc td khéc, vi du, ampixilin, neomyxin, methotrexat,
hoic tetraxyclin, (b) bd sung cho cac thiéu hut khuyét dudng, hoic (c) cung cip chét
dinh dudng quan trong khong c6 trong modi trudng phic tap, vi du, gen ma héa D-

alanin raxemaza cho Bacilli.

Mot vi du v& muc dich chon loc sit dung thudc dé 1am ngung su sinh trudng cia
té bao chi. Cac t& bao ma dugc bién nap thanh cong véi gen khéc loai tao ra protein
khang thudc va do d6 séng st trong ché do dinh dudng chon loc. Vi du vé céc phuong

phap chon loc wu thé sir dung cac thudc neomyxin, axit mycophenolic va hygromyxin.

Vi du khac v& diu chuin chon loc thich hop dbi véi t& bao dong vat c6 va 1a cac
dAu chudn dé nhan dang c4c té bao ¢ kha ning hip thu axit nucleic ma héa khang thé,
nhy DHFR, glutamin synthetaza (GS), thymidin kinaza, metalothionein-I va -II, t5t

hon 1 c4c gen metallothionein, adenosin deaminaza, ornithin decarboxylaza,v.v..

Vi du, cac t& bao dugc bién nap v6i gen DHFR dugc nhén dang bﬁng cach nudi
cdy th bién nap trong méi trudng nudi ciy chira methotrexat (Mtx), cht dbi khang
canh tranh cia DHFR. Trong céac diéu kién ndy, gen DHFR duoc khuéch dai cung véi
axit nucleic duoc ciing bién nap bét kj‘/ khac. Dong té bao trimg chudt ddng Trung
Quéc (CHO) thiéu hut hoat tinh DHFR ndi sinh (vi du, ATCC CRL-9096) c6 thé duoc

st dung.

Theo cach khac, cac té bao duoc bién nap véi gen GS duge nhan dang bang cach
nudi ciy thé bién nap trong méi trudng nudi cdy chira L-methionin sulfoximin (Msx),
chét rc ché GS. Trong céc didu kién nay, gen GS dugc khuéch dai cing véi axit
nucleic dugc ciing bién nap bét ki khac. Hé théng chon loc/khuéch dai GS c6 thé duoc

st dung két hop véi hé théng chon loc/khuéch dai DHFR duoc mo ta trén day.

Theo cach khac, céc t€ bao chu (cu thé 1a cac t€ bao chu ki€u hoang dai ma chira

DHFR ndi sinh) dugc bién nap hoic cing bién nap vé6i cac trinh tr ADN mi héa
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khang thé cin quan tAm, gen DHFR kiéu hoang dai, va d4u chuin chon loc khic nhu
aminoglycosit 3'-phosphotransferaza (APH) c¢6 thé duoc chon bang cach nudi té bao
trong mdi trudng chira tdc nhan chon loc ddi véi ddu chuén chon loc dwoc nhu khéng
sinh aminoglycosidic, v/ du, kanamyxin, neomyxin, hojic G418. Xem patent My sb
4,965,199.

Gen chon loc thich hop d sir dung trong ndm men 13 gen #7pl c6 trong plasmid
YRp7 ciia ndm men (Stinchcomb et al., Nature, 282:39 (1979)). Gen trpl tao ra déu
chuin chon loc d6i v6i ching nAm men dot bién khong c6 kha ning sinh trudng trong
tryptophan, vi du, ATCC No. 44076 hoac PEP4-1. Jones, Genetics, 85:12 (1977). Su
¢6 mit ciia trpl trong hé gen & bao chit nAm men khi d6 tao ra méi trudng hitu hiéu dé
phét hién bién nap nho sy sinh truéng khi khong c¢6 tryptophan. Twong tu, cic ching
ndm men thiéu hut Lex2 (ATCC 20,622 hoic 38,626) dugc bd sung cac plasmid di

biét 1 mang gen Leu2.

Ngoai ra, cic vecto thu dugc tir plasmid vong pKD1 1,6 pm c6 thé dugce sir dung
@ bién nap nAm men Kluyveromyces. Theo céch khac, hé biéu hién @ san xut
chymosin bé t4i t& hop quy md 16n dugc béo cdo dbi véi K. lactis. Van den Berg,
Bio/Technology, 8:135 (1990). Cac vecto biéu hién nhiu ban sao én dinh dé tiét
albumin huyét thanh ngudi tai t6 hop truéng thanh nhd cic ching cong nghiép
Kluyveromyces cling d3 dugc bdc 10. Fleer et al., Bio/Technology, 9:968-975 (1991).

(d) Thanh phén doan khéi dau

Céc vecto biéu hién va tach dong thudong chira doan khéi diu ma dugc nhéan biét
boi sinh vat chi va duge lién két linh hoat véi axit nucleic ma hoa khang thé. Cac doan
khoi dAu thich hop d& sir dung véi t& bao chi nhan nguyén thuy bao gém doan khai
dAu phoA, hé théng doan khoi ddu B-lactamaza va lactoza, doan khéi dAu phosphataza
kiém, hé théng doan khoi dAu tryptophan (trp), va cac doan khoi dau lai nhu doan khéi
d4u tac. Tuy nhién, cic doan khéi ddu vi khudn da biét khac 13 thich hop. Cac doan
khoi dAu d8 sir dung trong hé thdng vi khudn ciing chira trinh tur Shine-Dalgarno (S.D.)
duoc lién két linh hoat véi ADN ma héa khéng thé,

Céc trinh tw doan khoi ddu da biét d6i véi té bao nhan dién hinh. Hau nhu tat ca
c4c gen cua té bao nhan dién hinh c6 ving gidu AT nim & khoang 25 dén 30 bazo phia

trude vi tri khoi diu phién ma. Mot trinh tu khac dugc phat hién & 70 dén 80 bazo phia
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trude vi tri khoi dAu phién ma ctia nhidu gen 13 ving CNCAAT trong d6 N c6 thé 14
nucleotit bit ky. Pau 3' ctia héu hét cac gen thudc té bao nhan dién hinh 13 trinh ty
AATAAA ma c6 thé 13 tin hiéu ¢ bd sung dudi poly A vao dau 3' clia trinh tw m3 hoa.
T4t ca cac trinh tw ndy thich hop d& chén vio vecto biéu hién cia t& bao nhén dién
hinh.

Vi du vé céc trinh tw khoi dau thich hop dé st dung véi t& bao chit nAm men bao
gdm cac doan khoi ddu cho 3-phosphoglyxerat kinaza hodc cic enzym dudng phén
khic, nhu enolaza, glyxeraldehyt-3-phosphat dehydrogenaza, hexokinaza, pyruvat
decarboxylaza, = phosphofructokinaza,  glucoza-6-phosphat  isomeraza, 3-
phosphoglyxerat mutaza, pyruvat kinaza, triozaphosphat isomeraza, phosphoglucoza

isomeraza, va glucokinaza.

Céc doan khdi ddu ndm men khéc, cac doan khoi ddu cam ung duoc ¢ vu diém
bd sung 13 sy phién ma duoc diéu khién béi cac diéu kién sinh truéng, 13 cic ving
khéi ddu dbi v6i dehydrogenaza rugu 2, isoxytocrom C, phosphataza axit, cac enzym
phan hiy c6 lién quan dn sy chuyén hoéa nito, metallothionein, glyxeraldehyt-3-
phosphat dehydrogenaza, va cic enzym ch1u trach nhi€ém cho viéc sir dung maltoza va
galactoza. Céc vecto va doan khoi du thich hop dé sir dung trong biéu hién bing ndm
men dugc md ta tiép trong EP 73,657. Cac yéu t6 ting cudng cia ndm men ciing duoc

stt dung mot cach ¢ 101 véi cac doan khéi dau nam men.

Viéc phién m3 khang thé tir cac vecto trong t& bao chi dong vat cb v c6 thé
dugc kiém soat, vi du, bing cic doan khoi ddu thu duge tir hé gen virut nhu virut
polyoma, virut ddu ga, adenovirut (nhu Adenovirus 2), virut papilloma bo, virut
sarcoma chim, xytomegalovirut, retrovirut, virut hepatitis-B, virut Simian 40 (SV40),
ho3ic tir cac doan khoi dau dong vat c6 vu khéc loai, vi du, doan khoi déu actin hoic
doan khéi dau globulin min dich, tir cac doan khéi dAu sbc nhiét, mién 13 céc doan
khéi dAu nay twong hop véi hé théng té bao chu.

Céc doan khéi diu sém va mudn cia virut SV40 thu duge mot cach thuén tién
dudi dang manh giéi han SV40 ma ciing chira diém khoi ddu sao chép cuia virut SV40.
Poan khéi dau sém tirc thi clia xytomegalovirut & ngudi thu duge mot cach thuan tién
duéi dang méanh giéi han HindIII E. Hé biéu hién ADN & té bao chu dong vét ¢b vii sir
dung virut papilloma bd 1am vecto dugc boc 19 trong patent My s6 4,419,446, Cai bién
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cta h¢ nay dugc mo ta trong patent M¥ 56 4,601,978. Tuong su xem tai liéu ctia Reyes
va cdc dong tdc gia, Nature 297:598-601 (1982) v& su biéu hién cADN interferon p &
té& bao chudt véi sy didu khién cua doan khoi diu thymidin kinaza tir virut herpes
simplex. Theo cach khac, doan ldp d4u dai cua virut Sarcom Rous ¢6 thé dugc st dung
1am doan khéi dAu.
(¢) Thanh phén yéu t6 ting cudng

Mirc phién md ADN m3 héa khang thé theo sang ché béi t& bao nhén dién hinh
bac cao hon thudng ting khi chén thém trinh tw ting cudng vio vecto. Nhidu trinh tur
ting cudong hién di biét tir gen ciia dong vit c¢6 vi (globin, elastaza, albumin,
fetoprotein a, va insulin). Tuy nhién, thong thudng s€ sir dung trinh tu ting cudng tir
virut & t& bao nhan dién hinh. Vi du bao gdm trinh tu ting cudng SV40 & phia sau cia
diém khoi ddu sao chép (cip bazo 100-270), trinh ty ting cudng doan khoi diu sém
clia cytomegalovirut, trinh tu ting cudng ciia polyoma ¢ phia sau cia diém khéi dau
phi€n mai, va trinh ty ting cudng clia adenovirut. Twong tu, xem tai li€u ctia Yaniv,
Nature 297:17-18 (1982) v& céc yéu t6 ting cudng dé hoat hoa cac doan khoi dau clia
té bao nhan dién hinh. Trinh ty ting cudng c6 thé dugc ghép vao vecto & vi tri 5' hodc
3' 50 v6i trinh tw ma hoa khang thé, nhung t6t hon 13 ndm & vi tri 5' tinh tir doan khoi

dau.
(f) Thanh phén két thic phién ma

Céc vecto biéu hién duogc sir dung trong t& bao chi nhan dién hinh (nAm men,
nim méc, c6n tring, thuc vat, dong vat, ngudi, hodc t& bao c6 nhan tir sinh vt da bao
khac) ciing s& chira céc trinh ti cin d& két thuc sy phién ma va d& 6n dinh mARN. Cac
trinh ty nhu vay thuong c6 & dau 5' va, d6i khi & dau 3', cac ving khong duoc dich ma
ctia ADN hozc cADN cua sinh vat nhan dién hinh hoic virut. Cac ving nay chira cac
doan nucleotit dwoc phién ma duéi dang manh polyadenyl héa trong phin khéng duoc
dich ma cia mARN m4 héa khang thé. Mot thanh phén két thiic phién ma hitu dung 13
ving polyadenyl héa hormon sinh truéng ciia bd. Xem W094/11026 va vecto biéu

hién dugc bdc 16t trong tai li€u nay.
(g) Chon va bién nap té bao chu

Céc té bao chit thich hop d& tach dong hoic biéu hién ADN trong cac vecto ¢ day

1a t€ bao nhan nguyén thily, nAm men, hodc té bao nhan dién hinh bic cao hon dugc
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mb ta trén day. CAc sinh vat nhan nguyén thiy thich hop cho muc dich nay bao gém vi
khudn that, nhu céc sinh vat gram am hodc gam dwong, vi dy, Enterobacteriaceac nhu
scherichia, vi du, E. coli, Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, Proteus, Salmonella, vi
du, Salmonella typhimurium, Serratia, vi du, Serratia marcescans, va Shigella, cling
nhu Bacilli nhu B. subtilis va B. licheniformis (vi du, B. licheniformis 41P dugc bdc 10
trong DD 266,710 cong bd ngay 12/04/1989), Pseudomonas nhu P. aeruginosa, va
Streptomyces. Mot t€ bao chu tach dong E. coli dugc wu tién 13 E. coli 294 (ATCC
31,446), mac du cac chung khac nhu E. coli B, E. coli X1776 (ATCC 31,537), va E.
coli W3110 (ATCC 27,325) 1a thich hop. Céc vi du nay minh hoa chir khong han ché.

Khang thé c¢6 46 dai ddy dd, cac protein dung hop khéng thé, va cic manh khang
thé c6 thé dugc san xuét & vi khudn, cu thé 13 khi su glycosyl héa va chirc ning tic
dong Fc 13 khéng can thiét, nhu khi khang thé tri liéu duoc lién hop véi tic nhin doc té
bao (vi dy, doc t6) ma ban than n6 thé hién sy hitu hiéu trong phé huy té bao khébi u.
Khang thé c6 d9 dai diy da c6 thoi gian ban hity 16n hon trong hé tudn hoan. Viée san
xuét trong E. coli nhanh hon va hiéu qua vé mit chi phi hon. D& biéu hién cic manh
khang thé va céc polypeptit & vi khuén, xem, vi du, patent M§ sb 5,648,237 (Carter et.
al.), patent My sb 5,789,199 (Joly et al.), patent M§ s 5,840,523 (Simmons et al.), ma
md ta ving khoi dau dich ma (translation initiation region - TIR) va cac trinh ty tin
hidu dé 6 wu hoéa su bidu hién va xuét tiét. Twong ne, xem tai liéu cua Charlton,
Methods in Molecular Biology, Vol. 248 (B. K. C. Lo, ed., Humana Press, Totowa,
N.J., 2003), pp. 245-254, mb ta su biéu hién cac manh khéng thé & E. coli. Sau khi
biéu hién, khang thé c6 thé duoc phan l4p tir hd té bao E. coli & phan doan hoa tan v
¢6 thé duoc tinh ché bing, vi du, ¢t protein A hodic G tiy thudc vao phén 16p cuia
khéng thé. Viéc tinh ché 14n cudi c¢6 thé duogc tién hanh twong ty nhw quy trinh tinh ché
khang thé dwoc biéu hién vi du, trong t& bao CHO.

Ngoai cc t& bao nhan nguyén thiy, cic vi khudn nhén dién hinh nhu ndm s¢i
hoic ndm men 12 c4c vét chu thich hop d& tach dong hoic biéu hién ddi véi cac vecto
mé héa khang thé. Saccharomyces cerevisiae, hay thuong goi 1a nAm men banh my, 13
vi sinh vét thudng ding nhit trong sb céc vi sinh vat chii nhan dién hinh bac thip hon.
Tuy nhién, mo6t s6 chi, lodi, va ching thudng c6 sin va hiru dung & diy, nhu
Schizosaccharomyces pombe; vat chu Kluyveromyces nhu, vi du, K. lactis, K. fragilis
(ATCC 12,424), K. bulgaricus (ATCC 16,045), K. wickeramii (ATCC 24,178), K.
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waltii (ATCC 56,500), K. drosophilarum (ATCC 36,906), K. thermotolerans, va K.
marxianus, yarrowia (EP 402,226); Pichia pastoris (EP 183,070); Candida;
Trichoderma reesia (EP 244,234); Neurospora crassa, Schwanniomyces nhu
Schwanniomyces occidentalis; va nim soi nhw, vi du, Neurospora, Penicillium,
Tolypocladium, va vat chii Aspergillus nhu A. nidulans va A. niger. D& thao luan danh
gia viéc sir dung nAm men va nim soi d san xuét cac protein tri liéu, xem, vi du, tai

liéu cta Gerngross, Nat. Biotech. 22:1409-1414 (2004).

Céc ching nAm méc va ndm men nhét dinh c6 thé duoc chon trong d6 con dudng
glycosyl héa da dugc "1am twong thich véi nguoi", dan dén sy san xuit khang thé voi
phd glycosyl hoa ciia ngudi timg phan hodc hoan toan. Xem, vi du, tai lidu cta Li va
cac ddng tic gia, Nat. Biotech. 24:210-215 (2006) (md ta viéc 1am cho con dudng
glycosyl hoa giéng nhu ciia ngudi & Pichia pastoris); va tii liéu ciia Gerngross va céc
ddng tac gia, trén day.

Céc té bao chu thich hop dé biéu hién khang thé duoc glycosyl héa cling thu
duoc tir cac sinh vat da bao (khong c6 xuong sdng va ¢é xuong sdng). Vi du vé cac té
bao khong c6 xwong séng bao gdbm t& bao thuc vat va con tring. Nhiéu ching
baculovirut va bién thé va céc té bao chil con tring chip nhin duoc tuong Ung tir vat
cht nhu Spodoptera frugiperda (siu buém), Aedes aegypti (mudi), Aedes albopictus
(mudi), Drosophila melanogaster (rudi gidm), va Bombyx mori di dugc nhan dang.
Nhiéu chung virut dé chuyén nhiém 13 sin ¢ chung, vi du, bién thé L-1 cua
Autographa californica NPV va chung Bm-5 ctia Bombyx mori NPV, va cac virut nhu
vay co thé dugc sir dung lam virut theo séng ché, dic biét dé chuyén nhidm cac té bao

Spodoptera frugiperda.

Gidng nudi ciy té bao thuc vat ciia ciy bong, ngd, khoai tay, dau twong, di yén
thao, ca chua, béo tAm (Leninaceae), c¢o linh lang (M. truncatula), va thube 14 cling c6
thd dugc sir dung 1am vét chi. Xem, vi du, patent My sb 5,959,177, 6,040,498,
6,420,548, 7,125,978, va 6,417,429 (mb ta cong nghé PLANTIBODIES™ dé san xuét
khéng thé & thuc vét chuyén gen).

Céc t& bao c6 xwong sdng c6 thé dugc sir dung 1am vt chil, va viéc nhan gidng té
bao ¢6 xuong sdng trong moi trudng nudi ciy (nudi cdy md) di tré thanh quy trinh

thudng quy. Vi du vé cac dong té bao chi dong vat c6 vii hitu dung 13 dong té bao than
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khi CV1 dugc bién nap SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651); dong t& bao than phoi
ngudi (& bao 293 hodc 293 duge tach dong phu d nudi trong mdi trudng nudi ciy
huyén phti, Graham va cdc dong tdc gia, J. Gen Virol. 36:59 (1977)); t& bao than chubt
ddng con (BHK, ATCC CCL 10); t& bao sertoli chudt nhit (TM4, Mather, Biol.
Reprod. 23:243-251 (1980)); t& bao than khi (CV1 ATCC CCL 70); t& bao than khi
xanh chau Phi (VERO-76, ATCC CRL-1587); t& bao carxinom cb tir cung ngudoi
(HELA, ATCC CCL 2); té bao than ché (MDCK, ATCC CCL 34); t& bao gan chudt
cbng buffalo (BRL 3A, ATCC CRL 1442); t& bao phdi ngudi (W138, ATCC CCL 75);
té bao gan ngudi (Hep G2, HB 8065); té bao khdi u vii chudt nhit (MMT 060562,
ATCC CCL51); t bao TRI (Mather et al., Annals N.Y. Acad. Sci. 383:44-68 (1982));
té bao MRC 5; t& bao FS4; va dong té bao ung thu gan ngudi (Hep G2). Cac dong té
bao cht dong vat c6 vi hitu dung khic bao gdm té bao trimg chudt ddng Trung Qudc
(CHO), bao gbém cac té bao DHFR- CHO (Utrlaub ef al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
77:4216 (1980)); va cac dong t& bao u tiy nhu NSO va Sp2/0. Nhan dinh vé céc dong
té bao chil dong vAt ¢ vii nhét dinh dé san xuét khang thé, xem, vi du, tai lidu cia
Yazaki va Wu, Methods in Molecular Biology, Vol. 248 (B. K. C. Lo, ed., Humana
Press, Totowa, N.J., 2003), pp. 255-268.

Céc té bao chit dugc bién nap véi cac vecto bidu hién hodc tach dong duge md ta
trén day dé san xuit khang thé va dugc nudi cdy trong méi truong dinh dudng thong
thudng duoc cai bién néu thich hop d& cam tmg cac doan khoi diu, chon loc thé bién

nap, hoac khuéch dai cac gen ma hoda céc trinh tw mong mudn.
(h) Nudi ciy té bao chi

Céc té bao chil duoc sir dung dé san xuét khang thé theo sang ché co thé duogc
nudi cdy trong nhiéu méi trudng khac nhau. Cac mdi trudng ¢ béan trén thi trudng nhu
Ham's F10 (Sigma), moi trudng thiét yéu t6i thiéu ((Minimal Essential Medium -
MEM), (Sigma), RPMI-1640 (Sigma), vi mdi trudng Eagle duoc cai bién Dulbecco
((DMEM), Sigma) 13 thich hop d& nudi cdy té bao chu. Ngoai ra, moi trudng bt ky
duoc mé ta trong tai lidu ctia Ham va cde dong tdc gia, Meth. Enz. 58:44 (1979), tai
lidu cua Barnes va cdc dong tdc gid, Anal. Biochem. 102:255 (1980), patent M§ s6
4,767,704; 4,657,866; 4,927,762; 4,560,655; hoic 5,122,469; WO 90/03430; WO
87/00195; hoic patent M§ Re. 30,985 c6 thé dugc st dung 1am mdi trudng nudi cdy té

bao chu. Mo6i truong bat ky trong sd cdc moi trudng nay cd thé duge bd sung néu can
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céc hormon va/hodc céc yéu t6 sinh truong khac (nhw insulin, transferrin, hodc yéu t6
sinh truéng biéu bi), mudi (nhw natri clorua, canxi, magie, va phosphat), cdc dung dich
dém (nhuw HEPES), c4c nucleotit (nhu adenosin va thymidin), cic chit khang sinh (nhu
thubc GENTAMYCIN™), c4c nguyén t vi lugng (dugc xac dinh 1a cac hop chit vo
co thudng c¢6 mit & ndng dd cudi trong pham vi micromol), va glucoza hoic ngudn
ning lugng trong duong. Cac chit bd sung cin thiét bit ky khac néu ciing c¢6 thé duogc
dwa vao v6i ndng do thich hop ma ngudi c6 hidu biét trung binh v& linh vuc nay da
biét. Cac didu kién nudi cdy, nhu nhiét d, do pH, va twong tu, 13 cac diéu kién trudc
d6 da duoc st dung véi té bao chii duwoc chon dé bidu hién, va s& 16 rang véi ngudi ¢6

hiéu biét trung binh v& linh vuc nay.
(xi) Tinh ché khang thé

Khi st dung cic k¥ thuat tai td hop, khéang thé c6 thé duoc san xuét ndi bao,
trong khoang chu chét, hodc duogc tiét truc tiép vao moi truong. Néu khang thé duoc
san xuét ndi bao, budc diu tién, cac manh vun dang hat, té bao chi hodic manh dung
giai, duoc loai bo, vi duy, béng cach ly tdm hodc si€u loc. Carter va cdc dong tdc gid,
Bio/Technology 10:163-167 (1992) m ta quy trinh tach khang thé ma duogc tiét vao
khoang chu chét cta E. coli. Tém lai, hd t& bao dugc 1am tan véi sy c6 mit cla natri
axetat (d0 pH=3,5), EDTA, va phenylmetylsulfonylflorua (PMSF) trong khoang 30
phut. Cac méanh vun t& bao ¢6 thé dugc loai bd bang cach ly tim. Néu khang thé duoc
tiét vao moi truong, dich ndi tir hé biéu hién nhw vy thudng dau tién dugc co dic
béng cach stir dung bd loc cd protein ¢d ban trén thi trudng, vi du bd siéu loc Amicon
hozc Millipore Pellicon. Chét tic ché proteaza nhur PMSF ¢6 thé duoc dua vao & budce
bat ky trén day dé e ché su thity phan protein va chit khang sinh c¢6 thé dugc dwa vao

dé ngin ngira su sinh truéng ciia sinh vat nhiém tap ngiu nhién.

Ché phim chtra khang thé dugc bao ché tir cac t& bao c6 thé dugc tinh ché bang
céch sir dung, vi du, phuong phap séc ky hydroxylapatit, phuong phap séc ky twong
tac ky nuéc, dién di trén gel, thAm tach, va phwong phéap sic ky ai luc, trong d6
phuong phap séc ky 4i lc 12 mot trong s budc tinh ché thuong dwoc wu tién. Su thich
hop ctia protein A 1am phdi tir 4i Iuc tiy thudc vao loai va phén 16p khang thé cua
ving Fe globulin mién dich ma c6 trong khang thé. Protein A c6 thé dugc st dung dé
tinh ché khang thé ma dwa trén céc chudi ning y1, y2, hodc y4 cta ngudi (Lindmark et
al., J. Immunol. Meth. 62:1-13 (1983)). Protein G duoc khuyén nghi ddi véi tit ca
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phan 16p khéng thé cua chudt va ddi véi y3 cta nguoi (Guss et al, EMBO J.
5:15671575 (1986)). Nén ma phdi tr 4i lwc gén vao phd bién nhit 13 agaroza, nhung
céc nén khéc 13 sdn c¢6. C4c nén 8n dinh v& mit co hoc nhu thity tinh x5p ¢6 diéu chinh
hoic poly(styrendivinyl)benzen cho phép téc d6 dong nhanh hon va thoi gian xir 1y
ngin hon c6 véi ¢6 thé dat dugc bing agaroza. Khi khang thé chira ving Cy3, nhwa
Bakerbond ABX™ (J. T. Baker, Phillipsburg, N.J.) 1a hitu dung dé tinh ché. Cac k¥
thuat khac dé tinh ché protein nhu phan doan trén cot trao dbi ion, két tia etanol,
HPLC dao pha, sic ky trén silic oxit, séc ky trén heparin SEPHAROSE™ sic ky trén
nhya trao ddi anion hodc cation (nhw cdt polyaxit aspartic), sic ky diém ding dién,
SDS-PAGE, va két tiia bing amoni sulfat ciing sdn c¢6 tiy thudc vao khang thé can thu
héi.

Néi chung, nhiéu phuong phap khic nhau dé tao ra khang thé dé sir dung trong
nghién ctru, thir nghiém, va trong 1am sang di duoc thiét l4p trong linh vuc ndy, phu
hop v6i cac phwong phap dd mo ta trén day va/hodc dugc xem 14 thich hop dbi véi

ngudi c6 hiéu biét trung binh v& linh vuc nay dbi véi khang thé cu thé can quan tam.
C. Chon loc khang thé c¢6 hoat tinh sinh hoc

Céc khang thé dugc tao ra nhu dugc md ta trén ddy cb thé duoge dua vao mot
hoc nhiéu thir nghiém vé& "hoat tinh sinh hoc" dé chon khang thé véi cac dic tinh ¢
loi tir v& trién vong trong diéu tri hodic chon céc ché phém va diéu kién dé duy tri hoat
tinh sinh hoc ctia khang thé. Khang thé nay c6 thé dugc thir nghiém vé kha ning lién
két ctia n6 v6i khang nguyén ma né duoc phat trién dé chdng lai. Vi du, dbi véi khang
thé khang PDL1, c4c dic tinh lién két khéang nguyén cta khang thé c6 thé dwoc dénh
gi4 trong thir nghiém phét hién kha nang lién két véi PDL1. Theo mot s§ phwong én,
lién két cua khang thé c6 thé dugc xac dinh bing thir nghiém lién két bdo hoa; thix
nghiém ELISA; va/hoic céc thir nghiém canh tranh (vi du thir nghiém RIA), ching
han. Tuong ty, khang thé c6 thé dugc dua vao cac thir nghiém vé hoat tinh sinh hoc
khac, vi du, & danh gia d hitu hiéu cta né trong diéu tri. Céc thir nghiém nhu vy da
duoc biét ro trong linh vure ndy va ty thude vao khang nguyén dich va ing dung duoc
du dinh cta khang thé. Vi du, céc tic dung sinh hoc phong bé PD-L1 cua khang thé c6
thé duoc dénh gia trong céc té bao T CD8+, md hinh virut viém mang nfo lympho bao
(lymphocytic choriomeningitis virus - LCMV) & chudt nhit va/hoic md hinh khdi u
ddng ghép vi du, nhu duge md ta trong patent M§ s6 8,217,149.
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Dé sang loc khang thd ma lién két voi epitop cu thé trén khéng nguyén cin quan
tdm (vi du, khang thé ma chin lién két ctia khang thé khang PDL1 1am vi du véi PD-
L1), thir nghi€ém chan chéo thuong quy nhu thir nghiém dugc md ta trong tai liu
Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, ciia Ed Harlow va
David Lane (1988), c6 thé duoc thuc hién. Theo cach khac, viéc 1ap ban db epitop, vi
du nhu dugc md ta trong tai liéu ctia Champe va cac ddng tic gia, J. Biol. Chem.
270:1388-1394 (1995), c6 thé dugc thuc hién dé x4c dinh xem liéu khang thé c6 lién

két véi epitop can quan tim hay khong.
D. Bao ché duoc phdm

Sau khi tao khang thé khang thé cin quan tdm (vi du, céc k¥ thust dé san xuét
khang thé ma c6 thé dugc bao ché nhu duoc boc 16 trong ban md ta s€ dugce thao luan
chi tiét du6i ddy va da biét rd trong linh virc ndy), duoc phim chira né dugc bao ché.
Theo c4c phuong 4n nhét dinh, khang thé dugc bao ché khong dugc dong kho trude d6
va dugc phim cin quan tim & day 14 duoc phdm dang nu6e. Luong hitu hiéu didu tri
ctia khéng thé c6 trong dwoc phdm duoc x4c dinh bing cach tinh dén thé tich lidu
mong mudn va (c4c) cich st dung, ching han. Tir khoang 25 mg/mL dén khoang 150
mg/mL, hojc tir khoang 30 mg/mL dén khoang 140 mg/mL, hoic tir khoang 35
mg/mL dén khoang 130 mg/mL, hodc tir khoang 40 mg/mL dén khoang 120 mg/mL,
hoidc tlr khodng 50 mg/mL dén khoang 130 mg/mL, hoic tir khoang 50 mg/mL dén
khoang 125 mg/mL, hogc tir khoang 50 mg/mL dén khoang 120 mg/mL, hodc tir
khoang 50 mg/mL dén khoang 110 mg/mL, hoic tir khoang 50 mg/mL dén khoang
100 mg/mL, hoc tir khoang 50 mg/mL dén khoang 90 mg/mL, hoic tir khoang 50
mg/mL dén khoang 80 mg/mL, hoic tir khoang 54 mg/mL dén khoang 66 mg/mL 1a

ndng d6 1am vi du ctia khang thé trong dugc phdm trong ban md ta.

Dugc phim dang nudc dugc bao ché chira khang thé trong dung dich dém d6 pH.
Dung dich dém trong ban mo ta c6 &9 pH nim trong khoang tir khoang 5,0 d&n khoang
7,0. Theo cac phuong 4n nhit dinh trong ban md ta, d6 pH nim trong khoang tir
khoang 5,0 dén khoang 6,5, 4 pH nim trong khoang tir khoang 5,0 dén khoang 6,4,
nim trong khoang tir khoang 5,0 dén khoang 6,3, d6 pH nim trong khoang tir khoang
5,0 dn khoang 6,2, d6 pH nim trong khoang tir khoang 5,0 d&én khoang 6,1, d6 pH
nim trong khoang tir khoang 5,5 dén khoang 6,1, 6 pH nim trong khoang tir khoang
5,0 dén khoéang 6,0, 46 pH nim trong khoang tir khoang 5,0 dén khoang 5,9, d6 pH
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nim trong khoang tir khoéng 5,0 dén khoang 5,8, d6 pH nim trong khoang tir khoang
5,1 dén khoang 6,0, &6 pH ndm trong khoang tir khoang 5,2 dn khoang 6,0, d6 pH
nim trong khoang tir khoang 5,3 dén khoang 6,0, 46 pH nim trong khoang tir khoang
5,4 dén khoang 6,0, d6 pH nim trong khoang tir khoang 5,5 dén khoang 6,0, d6 pH
nim trong khoang tir khoang 5,6 dén khoang 6,0, & pH nim trong khoang tir khoang
5,7 &n khoang 6,0, hosic d6 pH nim trong khoang tir khoang 5,8 dén khoang 6,0.
Theo cac phuong 4n nhét dinh trong ban mé ta, dugc phim c6 d6 pH = 6,0 hoic
khodng 6,0. Theo c4c phuong 4n nhit dinh trong ban mé ta, dwoc phim c¢6 d6 pH = 5,9
hozc khoang 5,9. Theo cac phuong 4n nhit dinh trong ban mé ta, dugc phim cé d6 pH
= 5,8 hozic khoang 5,8. Theo c4c phuong 4n nhét dinh trong ban md ta, dugc phdm c6
do pH = 5,7 hodc khoang 5,7. Theo cac phuong 4n nhét dinh trong ban md ta, duoc
phim c6 d6 pH = 5,6 hoic khoang 5,6. Theo céc phuong an nhét dinh trong ban md ta,
dwoc phim c¢6 @6 pH = 5,5 hoic khoang 5,5. Theo cdc phuong 4n nhit dinh trong ban
mb ta, dugc phim cé d6 pH = 5,4 hoic khoang 5,4. Theo céc phwong 4n nhét dinh
trong ban mo ta, dugc phdm c6 do pH = 5,3 hoic khoang 5,3. Theo cic phwong 4n
nhét dinh trong ban mb ta, dwoc phim c6 do pH = 5,2 hodc khoang 5,2. Vi du vé céc
dung dich dém ma diéu chinh d6 pH trong khoang ndy bao gdm histidin (nhw L-
histidin) hodc natri axetat. Theo cac phuong an nhét dinh, dung dich dém chira histidin
axetat hogc natri axetat v6i néng d6 khoang 15 mM dén khoang 25 mM. Theo cac
phwong 4n nhit dinh trong ban mé ta, dung dich d&ém chira histidin axetat hoic natri
axetat v6i ndng d6 khoang 15 mM dén khoang 25 mM, khoang 16 mM dén khoang 25
mM, khoang 17 mM dén khoang 25 mM, khoang 18 mM dén khoang 25 mM, khoang
19 mM dén khoang 25 mM, khoang 20 mM dén khoang 25 mM, khoang 21 mM dén
khoang 25 mM, khoang 22 mM dén khoang 25 mM, khoang 15 mM, khoang 16 mM,
khoang 17 mM, khoang 18 mM, khoang 19 mM, khoang 20 mM, khoang 21 mM,
khoang 22 mM, khoang 23 mM, khoang 24 mM, hodc khoang 25 mM. Theo mot
phuong &n trong ban md ta, dung dich d€m la histidin axetat hodc natri axetat vgi
luong khoang 20 mM, d9 pH = 5,0. Theo mdt phuong an trong ban md ta, dung dich
dém la histidin axetat hodc natri axetat véi luong khoang 20 mM, d6 pH = 5,1. Theo
mot phuong an trong ban md ta, dung dich dém la histidin axetat hodc natri axetat véi
luong khoang 20 mM, d§ pH =5,2. Theo mdt phuong &n trong ban md ta, dung dich
dém 14 histidin axetat hodc natri axetat vdi lwong khoang 20 mM, d6 pH =5,3. Theo
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mot phuong 4n trong ban md ta, dung dich dém 1a histidin axetat hodc natri axetat voi
luong khoang 20 mM, d§ pH =5,4. Theo mdt phuong an trong ban mé ta, dung dich
dém 13 histidin axetat hodc natri axetat véi lwgng khoang 20 mM, d6 pH =5,5. Theo
mot phuong 4n trong ban md ta, dung dich dém 1a histidin axetat hodc natri axetat véi
luong khoang 20 mM, d§ pH =5,6. Theo mdt phuong an trong ban md ta, dung dich
dém 1a histidin axetat hodc natri axetat véi lwong khoang 20 mM, d6 pH =5,7. Theo
mot phuong 4n trong ban md ta, dung dich dém Ia histidin axetat hodc natri axetat vgi
luong khoang 20 mM, dd pH =5,8. Theo mdt phuong an trong ban md ta, dung dich
dém 1a histidin axetat hodc natri axetat v&i lwong khoang 20 mM, dd pH =5,9. Theo
mot phuong 4n trong ban mo ta, dung dich dém 1a histidin axetat hodc natri axetat voi
luong khoang 20 mM, d§ pH = 6,0. Theo mdt phuong an trong ban mé ta, dung dich
dém 1a histidin axetat hodc natri axetat v4i lugng khoang 20 mM, do pH = 6,1. Theo
mot phuong 4n trong ban md ta, dung dich dém 1a histidin axetat hoéc natri axetat v&i
luong khoang 20 mM, d9 pH = 6,2. Theo mdt phwong an trong ban md ta, dung dich
dém 1a histidin axetat hodc natri axetat v4i lugng khoang 20 mM, do pH = 6,3. Theo
mot phuong 4n trong ban md ta, dung dich dém la histidin axetat hodc natri axetat véi
luvong khoang 25 mM, d§ pH =5,2. Theo mot phuong an trong ban mé ta, dung dich
dém 13 histidin axetat hodc natri axetat v4i lugng khoang 25 mM, d6 pH =5,3. Theo
mot phuong 4n trong ban md ta, dung dich dém 1a histidin axetat hodc natri axetat v4i
luong khoang 25 mM, do pH =5,4. Theo mot phuong an trong ban mé ta, dung dich
dém 14 histidin axetat hodc natri axetat v&i lwong khoang 25 mM, d6 pH =5,5. Theo
mot phuong 4n trong ban mo ta, dung dich dém 1a histidin axetat hodc natri axetat vdi
luong khoang 25 mM, dd pH =5,6. Theo mdt phuong an trong ban mo ta, dung dich
dém 1a histidin axetat hodc natri axetat v4i luong khoang 25 mM, d6 pH =5,7. Theo
mot phuong &n trong ban md ta, dung dich d€m 1a histidin axetat hodc natri axetat vdi
lugng khoang 25 mM, do pH =5,8. Theo mdt phuong an trong ban mé ta, dung dich
dém 1a histidin axetat hodc natri axetat véi lugng khoang 25 mM, d6 pH =5,9. Theo
mdt phuong 4n trong ban mo ta, dung dich dém 1a histidin axetat hodc natri axetat véi
luong khoang 25 mM, d9 pH = 6,0. Theo mét phuong an trong ban mo ta, dung dich
dém 1a histidin axetat hodc natri axetat véi lugng khoang 25 mM, dd pH = 6,1. Theo

mot phuong &n trong ban md ta, dung dich d€m 1a histidin axetat hodc natri axetat vdi
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luong khoang 25 mM, d§ pH = 6,2. Theo mdt phwong an trong ban mé ta, dung dich
dém 1a histidin axetat hodc natri axetat véi lugng khoang 25 mM, 46 pH = 6,3.

Duogc phim nay con chira sacaroza v6i lwong tir 60 mM dén 240 mM. Theo mét
s6 phuong 4n trong ban mb ta, sacaroza trong dugc phdm véi luong khoang 60 mM
dén khoang 230 mM, khoang 60 mM dén khoang 220 mM, khoang 60 mM dén
khoang 210 mM, khoang 60 mM dén khoang 200 mM, khoang 60 mM dén khoang
190 mM, khoang 60 mM dén khoang 180 mM, khoang 60 mM dén khoang 170 mM,
khoang 60 mM dén khoang 160 mM, khoang 60 mM dén khoang 150 mM, khoang 60
mM dén khoang 140 mM, khoang 80 mM dén khoang 240 mM, khoang 90 mM dén
khoang 240 mM, khoang 100 mM dén khoang 240 mM, khoang 110 mM dén khoang
240 mM, khoang 120 mM dn khoang 240 mM, khoang 130 mM dén khoang 240
mM, khoang 140 mM dén khoang 240 mM, khoang 150 mM dén khoang 240 mM,
khoang 160 mM dén khoang 240 mM, khoang 170 mM dén khoang 240 mM, khoéng
180 mM dén khoang 240 mM, khoang 190 mM dén khoang 240 mM, khoang 200 mM
dén khoang 240 mM, khoang 80 mM dén khoang 160 mM, khoang 100 mM dén
khoang 140 mM, hozc khoang 110 mM dén khoang 130 mM. Theo mdt s6 phuong 4n,
sacaroza trong dwoc phdm véi lugng khoang 60 mM, khoang 70 mM, khoang 80 mM,
khoang 90 mM, khoang 100 mM, khoang 110 mM, khoang 120 mM, khoang 130 mM,
khoang 140 mM, khoang 150 mM, khoang 160 mM, khoang 170 mM, khoang 180
mM, khoang 190 mM, khoang 200 mM, khoang 210 mM, khoang 220 mM, khoang
230 mM, hodc khoang 240 mM.

Theo mdt s6 phuong 4n, ndng d6 khang thé trong dwoc pham 13 tir 40 mg/ml dén
125 mg/ml. Theo mét s§ phuwong 4n trong ban md ta, ndng dd khang thé trong duoc
phim 13 khoang 40 mg/ml dén khoang 120 mg/ml, khoang 40 mg/ml dén khoang 110
mg/ml, khoang 40 mg/ml dén khoang 100 mg/ml, khoang 40 mg/ml dén khoang 90
mg/ml, khoang 40 mg/ml dén khoang 80 mg/ml, khoang 40 mg/ml dén khoang 70
mg/ml, khoang 50 mg/ml dén khoang 120 mg/ml, khoang 60 mg/ml d&n khoang 120
mg/ml, khoang 70 mg/ml dén khoang 120 mg/ml, khoang 80 mg/ml dén khoang 120
mg/ml, khoang 90 mg/ml dén khoang 120 mg/ml, hoic khoang 100 mg/m! dén khoang
120 mg/ml. Theo mot sb phuong 4n trong ban md ta, ndng dd khéng thé trong duoc
phdm 13 khoang 60 mg/ml. Theo mdt s& phuong 4n trong ban mé ta, ndng d6 khang

thé trong dwoc phdm 13 khoang 65 mg/ml. Theo mdt s phuong 4n trong ban mo ta,
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ndng @ khang thé trong duoc phim 1a khoang 70 mg/ml. Theo mdt sé phuong 4n
trong ban mo ta, ndng d9 khang thé trong dugc phim 14 khoang 75 mg/ml. Theo mot
s6 phwong 4n trong ban mo ta, ndng d9 khang thé trong dugc phim 13 khoing 80
mg/ml. Theo médt sb phuong 4n trong ban md ta, ndng d6 khang thé trong dugc phdm
1a khoang 85 mg/ml. Theo mot sb phuong 4n trong ban mé ta, ndng d6 khang thé trong
dwoc phim 14 khoang 90 mg/ml. Theo mot sb phuong 4n trong ban md ta, ndng dd
khang thé trong dugc phdm 13 khoang 95 mg/ml. Theo mét sé phuong 4n trong ban md
ta, ndng d6 khang thé trong duoc phim 14 khoang 100 mg/ml. Theo mdt s6 phuong 4n
trong ban mb ta, ndng dd khang thé trong dugc phim 13 khoang 110 mg/ml. Theo mét
s& phuong 4n trong ban mé ta, ndng do khang thé trong dwoc phdm 13 khoang 125

mg/ml.

Theo mét sb phuong én, chét hoat dong bé mat dugc bd sung vao dugc phém
chira khang thé. Céc chit hoat dong bé mit 1am vi du bao gdm céc chét hoat dong bé
mét khong ion nhu polysorbat (vi du polysorbat 20, 80, v.v.) hodc céc poloxame (vi du
poloxame 188, v.v.). Lugng chit hoat ddng bé mit dwoc bd sung sao cho né 1am gidm
su két tu ctia khang thé duoc bao ché va/hodc giam thidu su hinh hanh céc hat trong
duogc phflm va/hodc giam hép phu. Vi dy, chét hoat dong bé mit c¢6 thé c6 mit trong
duoc pham véi lugng tir khoang 0,001% dén khoang 0,5% (khdi luong/thé tich). Theo
mdt s phuong an trong ban mé ta, chit hoat dong bé mit (vi du, polysorbat 20) c6
mit v6i lwong tir khoang 0,005% dén khoang 0,2%, tir khoang 0,005% dén khoang
0,1%, tir khoang 0,005% dén khoang 0,09%, tir khoang 0,005% dén khoang 0,08%, tir
khoéang 0,005% dén khoang 0,07%, tur khodng 0,005% dén khoang 0,06%, tir khoang
0,005% dén khoang 0,05%, tir khoang 0,005% dén khoang 0,04%, tir khoang 0,008%
dén khoang 0,06%, tir khoang 0,01% dén khoang 0,06%, tir khoang 0,02% dén khoang
0,06%, tir khoang 0,01% dén khoang 0,05%, hoic tir khoang 0,02% dén khoing
0,04%. Theo céc phuong an nhét dinh trong ban mo ta, chét hoat dong bé mit (vi dy,
polysorbat 20) c6 mit trong dwoc phdm véi lwong 0,005% hoic khoang 0,005%. Theo
cac phuong an nhit dinh trong ban md ta, chit hoat dong bé mit (vi du, polysorbat 20)
¢6 mit trong dugc phim véi lwong 0,006% hoidc khoang 0,006%. Theo cac phuong 4n
nhét dinh trong ban mé t4, chit hoat dong bé mit (vi du, polysorbat 20) c6 mit trong
dwoc phidm véi luong 0,007% hodc khoang 0,007%. Theo cac phuong 4n nhét dinh

trong ban md ta, chét hoat dong bé mit (vi du, polysorbat 20) c6 mit trong dugc phdm
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véi lugng 0,008% hoac khoang 0,008%. Theo cac phuong an nhét dinh trong ban mé
ta, chit hoat dong bé& mat (vi du, polysorbat 20) c6 mit trong dugc phdm véi lugng
0,009% hodc khoang 0,009%. Theo cac phwong 4n nhét dinh trong ban mé ta, chat
hoat dong bé mit (vi du, polysorbat 20) c6 mit trong dugc phdm véi lugng 0,01%
hoic khoang 0,01%. Theo cic phwong 4n nhit dinh trong ban mé t, chit hoat dong bé
mit (vi du, polysorbat 20) cé mit trong dugc phim véi lugng 0,02% hodc khoing
0,02%. Theo cic phuong 4n nhit dinh trong ban mé ta, chit hoat dong bé mat (vi dy,
polysorbat 20) ¢6 mit trong duge phim véi luong 0,03% hodc khoang 0,03%. Theo
céc phuong 4n nhit dinh trong ban md ta, chit hoat dong bé mit (vi du, polysorbat 20)
¢6 mit trong dugc phdm véi lwong 0,04% hozc khoang 0,04%. Theo cic phuong 4n
nhét dinh trong badn mo ta, chét hoat dong bé mat (vi du, polysorbat 20) cé mit trong
duoc phdm véi lugng 0,05% hodc khoang 0,05%. Theo cac phwong 4n nhét dinh trong
ban mo ta, chit hoat dong bé& mat (vi du, polysorbat 20) c6 mit trong duoc phdm véi
luong 0,06% hoic khoang 0,06%. Theo céc phuong 4n nhét dinh trong ban mé ta, chit
hoat dong bé mit (vi du, polysorbat 20) c6 mit trong duoc phdm véi lwong 0,07%
hoic khoang 0,07%. Theo cic phwong 4n nhit dinh trong ban mb ta, chit hoat dong bé
mit (vi du, polysorbat 20) cé mit trong dugc phim véi lugng 0,08% hoic khoang
0,08%. Theo cc phuong 4n nhit dinh trong ban md ta, chit hoat dong bé mit (vi du,
polysorbat 20) ¢6 mit trong dugc phdm véi luong 0,1% hoic khoang 0,1%. Theo céc
phuong 4n nhét dinh trong ban md ta, chit hoat dong bé mit (vi du, polysorbat 20) c6
mit trong duoc phim véi lugng 0,2% hoic khoang 0,2%. Theo céc phuong 4n nhat
dinh trong ban md ta, chét hoat dong bé mit (vi du, polysorbat 20) c6 mdt trong dugc
pham véi lugng 0,3% hoic khoang 0,3%. Theo cic phwong 4n nhit dinh trong ban mb
ta, chét hoat dong bé mit (vi du, polysorbat 20) c6 mit trong duoc phdm véi luong
0,4% hoic khoang 0,4%. Theo cic phwong 4n nhét dinh trong ban md ta, chit hoat
dong bé mit (vi dy, polysorbat 20) c6 méit trong duogc phém véi lugng 0,5% hoac
khoang 0,5%.

Theo mdt phuong 4n, dwoc phim chita cic chit xac dinh trén day (vi du, khang
thé, dung dich dém, sacaroza, va/hoic chit hoat dong bé mit) va gin nhu khong chira
mot hodc nhidu chit bao quan, nhu rugu benzylic, phenol, m-cresol, clobutanol va
benzethoni Cl. Theo mot phuwong 4n khéc, chit bao quan c6 thé duge dua vio duge

pham, cu thé khi dugc phim 13 dugc phdm da liéu. Ndng do chit bao quan c6 thé nim
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trong khoang tir khoang 0,1% dén khoang 2%, tdt hon 14 tir khoang 0,5% dén khoang
1%. Mot hoic nhiéu chit mang dugc dung khac, t4 dugc hoic chit én dinh nhw cac
chit dugc mo ta trong tii liéu Remington's Pharmaceutical Sciences 16th edition,
Osol, A. Ed. (1980) c¢6 thé bao gdm trong dugc phim mién 14 ching khong anh hudng
bat lgi dén cac dic tinh mong mudn cua dugc pham. Cac chét mang, t& dugc hodc chét
6n dinh chap nhan dugc phai khéng doc véi ngudi ding & lidu luong va ndng d6 duoc
str dung va bao gdm; céc chit dém bd sung; ddng dung mdi; chit chdng oxy héa bao
gém axit ascorbic va methionin; chét tao chelat nhu EDTA; phtrc kim loai (vi du phirc
Zn-protein); cic polymephan huy sinh hoc nhu polyeste; va/hodic cac ion dbi tao mudi.
Céc chit mang duoc dung 1am vi du & ddy bao gdm chit phén tan thudc trong k& nhu
cac hyaluronidaza glycoprotein trung tinh hoa tan (soluble neutral-active
hyaluronidase glycoprotein - sSHASEGP), vi du, cac hyaluronidaza glycoprotein PH-20
hoa tan cua ngudi, nhu rHuPH20 (HYLENEX®, Baxter International, Inc.). Céac
SHASEGP nhit dinh lam vi du va phuong phép st dung, bao gdm rHuPH20, dugc mb
ta trong céng bd don patent M§ s6 2005/0260186 va 2006/0104968. Theo mot khia
canh, SHASEGP duoc két hoi véi mot hodc nhidu glycosaminoglycanaza bd sung nhu

chondroitinaza.

Duoc phim & day cling chira nhiéu hon mot protein néu can ddi véi chi dinh cu
thé can diu tri, tbt hon 13 c4c protein véi hoat tinh bd sung ma khong c6 tac dung bét
loi dén protein kia. Vi du, néu khang thé 12 khang thé khang PDL1, n6 c6 thé duoc két
hop v&i mot chét khac (vi du, tic nhan héa lidu phap, va chit chéng ung thu).

Theo mot sb phuong 4n, d6 6n dinh v4t ly, d6 dn dinh héa hoc, hodc hoat tinh
sinh hoc ctia khang thé trong dwoc phdm duoc dénh gia va xac dinh. Cac phuong phap
bét ky d3 biét trong linh vuc nay va duoc mé ta trong muc Vi du thuc hién sang ché &
day c6 thé duoc sir dung dé danh gia d6 dn dinh va hoat tinh sinh hoc ciia khang thé
trong dwoc phim. Vi du, 6 6n dinh cia khang thé trong dwoc phdm c6 thé dwoc xac
dinh bang, nhung khéng giéi han &, phuong phép séc ky loai trir theo kich ¢& (SEC
hozc SE-HPLC), phuong phap dién di mao quan hdi tu ding dién cé chup anh (imaged
capillary isoelectric focusing - ICIEF), phuong phép 14p ban do peptit, thir nghiém che
anh sang thé tich nho (small-volume light obscuration - HIAC), va cac k¥ thuat dién di
mao quan (capillary electrophoresis - CE) nhu phan tich CE-natri dodexyl sulfat (CE-
SDS) va CE-glycan. Theo mdt s phuong 4n, khang thé trong duoc phdm 6n dinh &
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-20°C trong it nhit khoang 6 théng, it nht khoang 8 thang, it nhit khoang 10 thang, it
nhit khoang 12 théng, it nhit khoang 14 thang, it nhit khoang 16 thang, it nhit khoang
18 thang, it nhit khoang 20 thang, it nhit khoang 21 thang, it nhit khoang 22 thang, it
nhit khoang 23 thang, it nhit khoang 24 thang, it nhit khoang 3 nam, hodc it nhét
khoang 4 nam. Theo mét s phwong 4n, khang thé trong dwoc phdm én dinh & 2°C dén
8°C (vi du, 5°C) trong it nht khoang 6 thang, it nhit khoang 8 thang, it nhat khoang 10
thang, it nhit khoang 12 thang, it nhit khoang 14 thang, it nhit khoang 16 thang, it
nhét khoang 18 théng, it nhit khoang 20 thang, it nhit khoang 21 thang, it nhit khoang
22 théng, it nhit khoang 23 thang, hoic it nhit khoang 24 thang. Theo mot sb phuong
an, d6 6n dinh cta khang thé (fiéc Ia, monome khang thé) duoc xac dinh bing phwong
phap séc ky loai trir theo kich ¢& trong dugc phidm sau bao quan. Theo mdt sb phuwong
&n, d6 6n dinh cua khang thé (féc lo, monome khéng thé) dwoc xac dinh bing phwong
phap dién di mao quan hoi tu déng dién c6 chup anh trong dugc phim sau bao quan.
Theo mot s6 phwong 4n, ty 18 phan trim monome khang thé trong dugc phim so véi
protein téng s6 (vi du, bao gdm khéng thé va cac chit két tu) 13 16n hon khoang 60%,
khoang 65%, khoang 70%, khoang 75%, khoang 80%, khoang 85%, khoang 86%,
khoang 87%, khoang 88%, khoang 89%, khoang 90%, khoang 91%, khoang 92%,
khoang 93%, khoang 94% hoic khoang 95% sau bao quan & -20°C trong it nhit
khoang 6 thang, it nhat khoang 12 thang, it nhit khoang 18 thang, hoic it nhit khoang
24 thang. Theo mét sd phuong 4n, ty 1& phan trdim monome khang thé trong duoc
phim so véi protein tdng s6 (vi du, bao gbm khang thé va cac chit két tu) 13 16n hon
khoang 60%, khoang 65%, khoang 70%, khoang 75%, khoang 80%, khoing 85%,
khoang 86%, khoang 87%, khoang 88%, khoang 89%, khoang 90%, khoang 91%,
khoang 92%, khoang 93%, khoang 94% hoic khoang 95% sau bao quan & 2°C dén
8°C (vi du 5°C) trong it nh4t khoang 6 thang, it nhit khoang 12 théng, it nhit khoang
18 thang, hodc it nhit khoang 24 thang. Theo mdt sb phuong 4an, ty 1& phan trim
monome khang thé trong dugc phim so vdi protein tdng s6 (vi du, bao gdm khang thé
va cac chat két tu) 13 16n hon khoang 60%, khoang 65%, khoang 70%, khoang 75%,
khoang 80%, khoang 85%, khoang 86%, khoang 87%, khoang 88%, khoang 89%,
khoang 90%, khoang 91%, khoang 92%, khoang 93%, khoang 94% hoéc khoang 95%
sau khi khudy & nhiét d6 trong phong (vi du khoang 15°C dén 25°C) trong it nhit
khoang 2 gid, it nhit khoang 4 gid, it nhit khoang 6 gid, it nhit khoang 8 gid, it nhét
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khoang 10 gid, it nhit khoang 12 gid, it nhit khoang 14 gid, it nhit khoang 16 gid, it
nhét khoang 18 gid, it nhit khoang 20 gid, hoic it nhit khoang 24 gid. Theo mot sb
phuong 4n, ty 1 phan trim chit két tu tbng s& (vi du, cic chit c6 phan tir lugng cao vi
céc chit c6 phéan tir lvong thip) trong dugce phim 13 nho hon gid tri bt ky trong sb
khoang 0,1%, khoang 0,2%, khoang 0,3%, khoang 0,4%, khoang 0,5%, khoang 0,6%,
khoang 0,7%, khoang 0,8%, khoang 0,9%, khoang 1%, khoang 2%, khoang 3%,
khoang 4%, khoang 5%, khoang 6%, khoang 7%, khoang 8%, khoang 9%, hoac
khoang 10% sau bao quan & -20°C trong it nhit khoang 6 thang, it nhat khoang 12
thang, it nhat khoang 18 thang, hodc it nhit khoang 24 thang. Theo mot s6 phuong én,
ty 1¢ phén tram chét két tu tdng sb (vi du, céc chit c6 phan tir lwgng cao va cac chit c6
phan tir lugng thip) trong dwgc phim 13 nhé hon gia tri bat ky trong s§ khoang 0,1%,
khoang 0,2%, khoang 0,3%, khoang 0,4%, khoang 0,5%, khoang 0,6%, khoang 0,7%,
khoang 0,8%, khoang 0,9%, khoang 1%, khoang 2%, khoang 3%, khoang 4%, khoang
5%, khoang 6%, khoang 7%, khoang 8%, khoang 9%, hodc khoang 10% sau bao quan
& 2°C dén 8°C (vi du 5°C) trong it nhat khoang 6 thang, it nhit khoang 12 thang, it nhét
khoang 18 thang, hoic it nhit khoang 24 thang. Theo mdt sb phuong 4n, ty 18 phin
tram chét két tu tdng sb (vi du, cac chét c6 phén tir lugng cao va cac chét c6 phan tir
luong thip) trong duoc phdm 13 nhé hon gid tri bit ki trong s6 khoang 0,1%, khoang
0,2%, khoang 0,3%, khoang 0,4%, khoang 0,5%, khoang 0,6%, khoang 0,7%, khoang
0,8%, khoang 0,9%, khoang 1%, khoang 2%, khoang 3%, khoang 4%, khodng 5%,
khoang 6%, khoang 7%, khoang 8%, khoang 9%, hodc khoang 10% sau khi khudy &
nhiét d6 trong phdng (vi du, khoang 15°C dén 25°C) trong it nhét khoang 2 gid, it nhét
khoang 4 gid, it nhit khoang 6 gid, it nhit khoang 8 gid, it nhit khoang 10 gid, it nhit
khoang 12 gio, it nhit khoang 14 gid, it nhit khoang 16 gid, it nhit khoang 18 gio, it
nhit khoang 20 gid, hoic it nhét khoang 24 gid. Theo phuong 4n bét ky trong ban md
ta, duoc phdm 6n dinh c6 thé dugc bao quéan trong lo thuy tinh, d6 chita bing hop kim,
hoic tii truyén tinh mach (IV). Theo mét sb phwong an, hop kim nay 13 thép khong gi
316L hodc hop kim hastelloy.

Céc dugc pham d sir dung in vivo can phai vo tring. Diéu ndy dé& dang c6 dugc

béng cach loc qua mang loc v6 tring, trudc, hodc sau khi bao ché duogc phém.

I11. Phuong phép diéu trj va sit dung dwoc phim chira khang thé
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Dugc phidm duoc str dung cho dong vat c6 va can didu tri bang khang thé, t5t hon
1 ngudi, theo cac phuong phap da biét, nhu sir dung trong tinh mach (vi du, duéi dang
lidu 16n (bolus) hozc truyén lién tuc trong mot khoang thoi gian), theo dudng trong
bép, trong mang bung, trong ndo tiy, dudi da, trong khdp, trong hoat dich, trong ndi
tiy mac, dudng udng, khu trii, hoic dudng hit. Theo mdt phuong an, dugc phdm nay
dugc st dung cho dong vét c6 vi theo dudng tinh mach. Vi cac muc dich nay, dugc
phim c6 thé duoc tiém bang xi lanh hoic qua dudong IV, ching han. Theo mét phuong

an, duoc phadm nay duoc sir dung cho dong vat c6 vii theo dudng dudi da.

Liéu thich hop ("lwong hitu hiéu diéu tri") cta khang thé s& phu thudc, vi duy, va
tinh trang bénh can didu tri, mac d nghiém trong va dién bién cta tinh trang bénh,
lidu khéng thé dugc sir dung d& ngin ngira hay didu tri, liép phap trudc 6, tién st 1am
sang cta bénh nhan va dap tmg v6i khang thé, loai khang thé dugc sir dung, va suy xét
clia bac si didu tri. Khang thé duoc st dung thich hop cho bénh nhan & mot thoi diém
hodc qua loat diéu tri va c6 thé dugc st dung cho bénh nhan & thoi diém bét ky tir khi
chin doén tré di. Khang thé c6 thé duoc sit dung mdt minh dé didu tri hoic két hop véi

céc thube hoic liéu phap khéac hitu dung dé didu trj tinh trang bénh nghi van.

Theo nhan dinh chung, lugng hiru hiéu diéu tri ctia khang thé dugc str dung cho
ngudi s& nam trong khoang tir khoang 0,01 dén khoang 50 mg/kg thé trong ctia bénh
nhan qua mdt hoic nhidu 14n st dung. Theo mot sb phuong 4n, khang thé duoc sir
dung vé6i luong khoang 0,01 dén khoang 45 mg/kg, khoang 0,01 dén khoang 40
mg/kg, khoang 0,01 dén khoang 35 mg/kg, khoang 0,01 dén khoang 30 mg/kg, khoang
0,01 dén khoang 25 mg/kg, khoang 0,01 dén khoang 20 mg/kg, khoang 0,01 dén
khoang 15 mg/kg, khoang 0,01 dén khoang 10 mg/kg, khoang 0,01 dén khoang 5
mg/kg, hodc khoang 0,01 dén khoang 1 mg/kg sir dung hing ngay, ching han. Theo
mdt s6 phuong 4n, khang thé duoc sir dung véi luong 15 rhg/kg. Tuy nhién, ché do
lidu khac c6 thé 13 hitu dung. Theo mot phuong 4n, khang thé khang PDL1 dwgc md ta
trong ban md ta dugc st dung cho ngudi véi lidu khoéng 100 mg, khodng 200 mg,
khoang 300 mg, khodng 400 mg, khoang 500 mg, khodng 600 mg, khoang 700 mg,
khoang 800 mg, khoang 900 mg, khoang 1000 mg, khoang 1100 mg, khoang 1200 mg,
khoang 1300 mg hogc khoang 1400 mg vao ngay 1 cta cac chu ky 21 ngay. Lidu c6

thé dugc st dung dudi dang lidu don hodc nhidu lidu (vi dy, 2 hodc 3 lidu), nhu truyén.
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Liéu khang thé dugc sir dung trong didu tri két hop véi c6 thé giam so véi diéu tri don.

Tién trinh ciia viéc didu tri nay 1 d& dang theo ddi bang cac k¥ thuat théng thudng.

Céc duoc phim chira khang thé khang PDL1 dwgc mb ta trong ban md ta c6 thé
duogc sir dung trong nhidu tng dung chin doan va diéu trj in vitro va in vivo. Vi du,
duge phdm chira khang thé c¢6 thé duoc sir dung cho dbi twong hodc c4 thé dé diéu tri
bénh hoic rbi loan (vi dy, bénh hoic rdi loan qua trung gian PD-1 va tuong tac PD-.
L1).

Theo mdt s& phuong 4n, bénh hoidc rdi loan ndy bénh ung thu. Theo mot sb
phuong 4n, bénh ung thu tién trién cuc bd hoic di can. Theo mdt s phuong 4n, bénh
ung thu dwoc chon tir nhém gdm khdi u rin, bénh ung thu mau, bénh ung thu bang
quang, bénh ung thu nio, bénh ung thu vi, bénh ung thu két tring, bénh ung thu két
truc trang, bénh ung thw da day, u thdn kinh dém, bénh ung thu diu, bénh bach céu,
bénh ung thu gan, bénh ung thu phdi (vi du, bénh ung thu phdi t& bao khong nhé), u
lympho, u tily, bénh ung thu cb, bénh ung thu budng trimg, u hic t6, bénh ung thu tuy,
bénh ung thu thin, bénh ung thu tuyén nudc bot, bénh ung thu da day, bénh ung thu
biéu m6 tuyén trc, bénh ung thu tuyén giap, va carxinom té bao vay & d4u va cd. Theo
mdt sb phuong an, dbi tuong hoic ca thé dwoc diéu tri c6 té bao ung thu dwong tinh
PD-L1 (vi du, dwoc phét hién bang IHC).

Theo mdt s6 phuong an, bénh hodc 1di loan nay 13 nhiém khudn. Theo mot s6
phuong 4n, nhidm khuén 13 nhiém khun dai ding. Theo mdt s6 phuong 4n, nhiém
khuin 13 nhi®m virut, nhim vi khudn, nhifm ndm, nhidm giun, hodc nhiém dong vat
nguyén sinh. Theo mot s phuong 4n, nhiém virut dugc chon tr nhém gdm
cytomegalovirut, virut Epstein-Barr, virut viém gan B, virut viém gan C, virus herpes,
virut séi, virut cim, virut suy gidm mién dich & ngudi, virut T lymphotropic, virut
viém mang ndo lympho bao, virut hop bao ho hé.p, va/hodc rhinovirut. Theo mot sb
phuong 4n, nhifm vi khuin dwoc chon tir nhém gdm Helicobacter spp.,
Mycobacterium spp., Porphyromonas spp., Chlamydia spp., Salmonella spp., Listeria
spp., Streptococcus spp., Haemophilus spp., Neisseria spp., Klebsiella spp., Borrelia
spp., Bacterioides spp., va Treponema spp. Theo mot s6 phuong 4n, nhiém dong vt
nguyén sinh dugc chon tir nhém gdm Leishmania spp., Plasmodium falciparum,
Schistosoma spp., Toxoplasma spp., Trypanosoma spp., va Taenia spp. Theo mot sd

phuong 4n, nhiém nam dugc chon tir nhém gdom blastomycosis, coccidioiodmycosis,
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histoplamsosis, candidiasis, cryptococcosis, aspergillossi, mucomycosis va

pneumocystosis.

Theo mdt sb phuong an, bénh hodc roi loan nay 13 bénh viém. Theo mdt )
phuong an, bénh viém dugc chon tir nhom gém viém ndo tuy rai rac cép, bénh
Addison, bénh Alzheimer, viém c6t séng dinh khép, hdi chimg khang thé khang
antiphospholipit, xo vita ddng mach, bénh thiéu mau huyét tan ty mién, viém gan tu
mién, viém khép, bénh Behcet, bénh Berger, Bullous dang pemphigut, bénh Celiac,
bénh Chagas, viém tii mat, bénh Crohn, viém da co, dai thao dudng typ 1, viém than-
tiéu-ciu, goi chimg Goodpasture, bénh ghép chéng chu, bénh Graves, hoi ching
Guillain-Barré, bénh Hashimoto, viém thanh quan, hoi chimg ting IgE, ban xuét huyét
giam tidu ciu khong ré nguyén nhan, luput ban do, viém than luput, da xo ctmg, bénh
nhugc co, thai loai manh ghép co quan, bénh Parkinson, pemphigut, thidu mau 4c tinh,
viém da co, X0 gan mat nguyén phat, bénh vay nén, hoi chimg Raynaud, viém khép
dang thdp, xo climg bi, hdi chimg Sjogren, viém dong mach thai duong, viém tuyén

giap, viém loét dai trang, viém mang bd dao, viém mach, va bénh u hat Wegener.

Theo mdt s& phuong 4n, dwoc phim chira khang thé c6 thé duoc sir dung két hop
v6i mét tac nhan didu tri khac cho dbi twong hodic c4 thé dé didu tri bénh hodc rdi loan.
Vi du, dé diéu tri bénh ung thu, dwoc phm chira khang thé khang PDL1 dugc mo ta
trong ban md ta c6 thé duoc sir dung két hop véi viée didu tri chdng ung thu khac (vi

du, héa liéu phap hoic diéu tri bing khang thé khac).
IV. V4t phdm san xuét hoic kit

Theo mét phuong 4n khéc, sang ché dé xuit vat phdm san xuét hoic kit bao gdbm
d6 chtra dung dugc phim dang 16ng theo sang ché va tly ¥ cung cip hudng din dé sur
dung né. Cac db chira thich hop bao gdm, vi du, chai, lo, tii va xi lanh. Db chira c6 thé
duogc 1am tir nhiéu vat liéu nhu thay tinh, nhya (nhu polyvinyl clorua hoic polyolefin),
hodc hop kim (nhu thép khong gi hodc hastelloy). D chita 1am vi du 14 db chira bing
hop kim dung tich 300 cc (vi du, dé bao quan & -20°C). Vi du khac vé db chira c6 thé
13 lo thiy tinh dung tich 10-50 cc (vi du, d& bao quan & 2-8°C). Vi du, d chira ¢6 thé
1a lo thuy tinh dung tich 10 cc, 15 cc, 20 cc, hodc 50 cc. Db chita dyng dugc phdm va
nhén trén, di kém vé6i, 6 chira ¢ thé chi dan céach sir dung. Vat phém san xuét c6 thé

cOn bao gdm cac nguyén li€u khac theo nhu cau thuong mai hodc cia ngudi dung, bao
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gdm cac chét dém, chét pha lodng, chit don, kim, xi lanh, va t& roi trong bao goéi véi
huéng dn str dung. Theo mot sé phwong an, vt phim san xuét con bao gdm mot hozic
nhiéu tdc nhan khéc (vi du, tic nhan héa liéu phap, va chit chéng ung thu). Cac dd

chita thich hop d6i véi mot hodc nhidu tac nhan bao gdm, vi du, chai, lo, tai va xi lanh.
Vi du thwe hién séng ché

Sang ché s& duoc hidu ddy du hon bing cach tham khéo céc vi du sau. Tuy

nhién, cic vi du nay khong dugc hiéu 13 gidi han pham vi cua sdng ché.
Vi du 1: Phat trién duoc phdm chira khang thé khang PDL1

Khéng thé khang PDL1 (0-PDL1) 13 khang thé IgG1 khéng duge glycosyl hoa
thu dugc tir CHO dugce du dinh dé phuc hdi chuc nang té bao T thdng qua tc ché
tuong tac PDL1/PD1. Kho khan khi bt diu phat trién bao gdm kha ning oxy hoa va
két hop dudong Trp & hodc gin cac ving CDR va oxy héa mdt s6 methionin. Cac
nghién ctru tho trudc dé cho théy do pH cao hon so véi dugce dinh hudng trude d6 (4o
pH=5,5) 13 t6i wu. Viéc phén liéu myc tiéu 13 lidu ¢b dinh nhung liéu dwa trén khbi
lugng ciing dugc du dinh. C4c nghién ctru phén tich dugc tién hanh dé phan tich 6 6n
dinh ctia nhiéu dugc phim khac nhau va duge phim (60 mg/mL a-PDL1, 20 mM His
AcO do pH = 5,8, 120 mM sacaroza, 0,04% PS20) dugc chon. Cac nghién ctiru duoc
phdm ban diu x4c nhin d6 én dinh khong qué ba nam dbi véi dugc chét (Drug

Substance - DS) va dugc phim (Drug Product - DP).
Phuong phép va vat liéu
San xuit duoc phim chira a-PDL1

Nguyén liéu a-PDL1 ma d3 trai qua qua trinh siéu loc/loc thim tach duoc dwa
vao nghién ctr phat trién dwoc phdm. Nguyén lidu nay duoc thdm tich vao nhidu dung
dich dém bao ché khac nhau bang cach sir dung céc catxet thdm tach 10000 Dalton.
Sau khi thdm tach, ndng d6 protein dwoc diéu chinh dé dat ndng d6 dich va 10% dung
dich gbc PS20 dugc pha vao dé dat dugc ndng dd PS20 dich. Nguyén lidu duoc bao
ché duge nap vo tring vao lo thity tinh Forma Vitrum 2-cc v&i thé tich nap 1 mL va bit
kin bang nip Daikyo 777-1 13 mm. MAu dugc bao quan & tu thé dimg & 5°C, 25°C
hodc 40°C.
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Mau séc, biéu hién, va d6 trong (CAC)

Mau séc, biéu hién, va do trong cia miu dwoc xac dinh bing céc kidm tra bing
mit thuong dudi anh sang huynh quang tring v6i nén den va tring & nhiét do trong
phong nhu dwgc md ta trong cac phuong phép ciia Dugc dién chdu Au (European
Pharmacopoeia - EP) (Council of Europe. European Pharmacopoeia, 2008, 7% Ed., EP
2.2.2 and EP 2.2.1). Lo thity tinh 3cc dwoc nap 1 mL mdi mau thir nghiém. D&i chimg

am (nudc tinh khiét) véi thé tich mau tuong tmg dugc st dung dé so sanh.
Xéc dinh ndng dd protein

Nong d6 protein dugc xac dinh bing cach do dd hip thu UV trén quang phd ké
Agilent 8453 (Santa Clara, CA.) thong qua viéc pha lodng méu theo thé tich thanh
khoang 0,5 mg/mL véi nuée mubi 0,9%. Cac miu duoc chinh tring bing nuéc mudi
0,9% va d6 hip thu duoc do & Amax khoang 280 nm va ca & 320 nm. Sy khéc biét gitta
Amax V2 A3z duge tinh todn dé thu dwgc Amax hiéu chinh duoc sir dung dé xé4c dinh
ndng do protein cudi véi kha ning hdp thu 1,5mL cm! mg™!.

Xéc dinh 49 duc

Mit d6 quang trung binh & 350 nm ctia cac mau duoc do trong cuvet thach anh
véi @9 dai dudng di 1-cm trén quang phd ké Agilent 8453. Nudc tinh khiét dugc sir
dung 1am mAu tring.

Phuong phép che 4nh sang d6i véi cac hat dudi mic nhin thiy (thir nghiém HIAC)

Viéc dém sb hat cia mAu dugc thuc hién bang d6 che anh sang do duoc bang
thiét bi HIAC-Royco loai 9703 (HACH, Loveland, CO.). S hat trung binh tich liiy
trong mot millilit > 2 pm, > 5 pm, > 10 pm va > 25 pm duoc 14p thanh bang ké dbi véi
mdi mAu bing cach sir dung phan mém PharmSpec v2.0. Bbn 1an doc, st dung téng s6
1,6 mL mdi mAu, duoc thuc hién cho mbi thir nghiém, véi 1an doc diu tién duoge bo di,

va 3 14n doc con lai dugc 14y trung binh.
Séc ky loai trix theo kich c& (Size Exclusion Chromatography - SEC hay SE-HPLC)

Phan b thay dbi kich ¢& dwoc xac dinh bang phuong phéap sic ky loai trir theo
kich ¢& (SEC) bang cach sir dung cot TosoHaas Bioscience G3000 SWXL (South San
Francisco, CA.) & 30°C trén thiét bi Agilent 1200 HPLC (Santa Clara, CA., USA). Tét

ca cac miu dugc tiém khong pha loﬁng & 50 pg vao cot va rira giai trong 60 phut c6 do
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d6 hip thu UV ¢ 280 nm. Hai phuong phap SEC dugc st dung dé thir nghiém mAu.
Phuong phép 1 st dung 0,20 M kali phosphat, 0,25 M kali clorua, d§ pH = 6,2, trong
khi phuong phap 2 st dung 0,20 M kali phosphat, 0,25 M kali clorua, 3§ pH = 6,2 v6i
10% (thé tich/thé tich) isopropanol 1am pha dong. Két qua dugc bdo cédo dudi dang

dién tich dinh twong d6i ciia tng dién tich dudi dudng cong.

Phwong phép dién di mao quan héi tu ding dién cé chup anh (Imaged capillary
isoelectric focusing - ICIEF)

Phén bd thanh phén thay dbi dién tich dwoc d4nh gi4 bing iCIEF st dung thiét
bi phan tich iCE280 (ProteinSimple) véi cdt mao quan duge phu florocacbon (100 pm
X 5 cm). Dung dich chit dién ly ludng tinh chira hdn hop 0,35% metyl xenluloza
(MC), 0,75% chit mang dién ly ludng tinh Pharmalyte 3-10, 4,2% chit mang dién ly
ludng tinh Pharmalyte 8-10,5, va 0.2% chét danh déu pI 7,40 va 0.15% chét danh déu
pl 9,77 trong nuée tinh khiét. Dung dich andt 13 80 mM axit phosphoric, va dung dich
cat6t 1 100 mM natri hydroxit, déu trong 0,10% metylxenluloza. Cic miu dugc pha
lodng trong nudc tinh khiét va CpB dwoc bd sung vao timg mu da pha lodng & ty 18
enzym so v6i co chét 13 1:100 tiép theo 13 i & 37°C trong 20 phut. Cac miu duoc xir Iy
CpB duoc trdn véi dung dich dién ly ludng tinh va sau d6 hoi tu bing dién thé 1500 V
trong mdt phit, tiép theo bing dién thé 3000 V trong 10 phit. Hinh anh céc thanh phan
thay dbi dién tich a-PDL1 thu dugc bing cach cho 4nh sing cyc tim 280 nm di qua
mao quan va vao trong dng kinh ctia may anh k§ thuat sé két hop dién tich. Anh nay
sau d6 dugc phan tich dé xac dinh phan bd cta nhidu thanh phin thay dbi dién tich
khéc nhau.

Lap ban dd peptit

K§ thuat 1ap ban dd peptit dugc sir dung dé theo doi sy oxy héa tryptophan (W)
va methionin (M). D& tao ra cac ban dd peptit a-PDL1, protein ndy dugc phan giai
bang trypsin sau khi phoi nhidm protein véi dithiothreitol (DTT) va axit iodoacetic
(IAA), trong quy trinh khir lién két disulfua va thay dbi cac thiol tu do thu dugc dé tao
ra cac din xuét carboxymetyl. Céc peptit thu duoc dwoc tich bang phuong phép séc ky
long hi€u ndng cao dao pha (reversedphase highperformance liquid chromatography -

RPHPLC) va theo di & 214 nm. Khéi lugng c4c peptit thudc ho trypsin dwoc x4c dinh
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bang céc phéan tich LCMS hdn hop phan giai dugc tach bing cashe sir dung may phd
khdi ThermoFisher Scientific LTQOrbitrap.
Két qua
Chon loc hé dém

Trong qua trinh phat trién duoc phdm, hai hé dém duoc danh gid. Mot hé 1a
20mM histidin axetat vdi 240mM sacaroza & d0 pH = 5,5, hé kia 200mM arginin
suxinat & 46 pH=5,5. Thir nghiém d6 n dinh ting tc cho thiy ring a-PDL1 ¢ db én
dinh t6t hon trong dém histidin axetat so v6i dém arginin suxinat (Bang 1). Do d6,
histidin axetat dwoc chon dé tiép tuc phat trién dugc phdm.
Bang 1. Ty 1€ phan hiy ZeroOrder ctia a-PDL1 theo ICIEF va dinh chinh SEHPLC

trong dém histidin axetat va d€m arginin suxinat & 30°C

Ty 1& % ton that dinh chinh trong mdt thang & 30°C
Pém ICIEF SEHPLC
Histidin axetat* 5,7 1,0
Arginin suxinat** 17,6 1,5

Luu y: T4t ca cac duoc phidm dwoc bao quan khong qua 1 thang & 30°C. Phan
tich dugc tién hanh bing cich st dung ICIEF va SEHPLC; * 150 mg/mL a-PDL1
trong 20 mM L-histidin axetat, 240 mM sacaroza, va 0,02% (khdi lwong/thé
tich) polysorbat 20 & d6 pH=5,5; ** 150 mg/mL a-PDL1 trong 200 mM arginin
suxinat, 0,02% (khdi lwong/thé tich) polysorbat 20 & d6 pH=5,5.

Chon chit 6n dinh

Sacaroza (120 mM) duoc chon lam chit én dinh cho dwgc phdm dang long
chira a-PDL1 dua trén kha ning bdo vé protein cia né khéi su két tu do 1am lanh
d6ng/lam tan bang ciing nhu chirc ning 1am chét bao quan dong lanh trong qua trinh
bao quan d6ng lanh kéo dai ctia dugc chit (DS) va sau d6 13 bao quan dugc phdm (DP)
& 2°C-8°C.

Trong qué trinh phat trién duoc phim, a-PDL1 & 50 mg/mL trong 20 mM L-
histidin axetat, @ pH =5,5, 0,02% (khéi lugng/thé tich) polysorbat 20, va nhiéu ndng
d6 sacaroza khic nhau ndm trong khoang tr 0 mM dn 120 mM duoc 1am lanh
dong/lam tan bang nam chu ky. Chit luong san phidm dugc x4c dinh bing SEHPLC
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cho thiy ring 60 mM sacaroza 13 du d& ngin ngira sy gia ting o-PDL1 HMWS do 1am
lanh d6ng/1am tan bing (Bang 2). Twong tw, 120 mM sacaroza thé hién 13 duy tri 49 én
dinh ctia duoc chét khi duoc bao quan lanh déng & —20°C trong it nhit 6 thang (Bang
3). Do @6, dua trén céac két qua tir thir nghiém lam lanh d6ng/lam tin bing ciing nhu do
~bn dinh trong tho¢i gian dai ctia duoc chét dugc bao quan & —20°C, sacaroza & néng do
120 mM dugc chon 1am chit bao quan lanh déng cho dwoc phim dang 16ng chira a-
PDLI.

Bang 2. Anh hudng cta ndng do sacaroza dén d6 én dinh cta o-PDL1 SEHPLC ty 18
phén tram thanh phin c6 trong lwgng phan ti cao trong qud trinh 1am lanh déng va 1am

tdn bang
Nong 4 Chuky SE-HPLC CAC Po pH
sacaroza (mM) F/T % HMWS % Monome
TO NA 1,2 98,8 SY,CL,PFVP 5,6
0mM 5 1,4 98,6 SY,CL,PFVP 5,7
60mM 5 1,2 98,8 SY,CL,PFVP 5,7
120mM 5 1,2 98,8 SY,CL,PFVP 5,6

Luu ¥: T4t ca cac duwoc phidm chira 50 mg/mL a-PDL1, 20 mM L-histidin axetat,
0,02% (khdi lugng/thé tich) polysorbat 20, d6 pH =5,5. Phén tich dugc tién hanh bang
cach str dung SEHPLC; F/T = 1am lanh dong/lam tin bing; HMWS = thanh phan c6
phén tir lugng 16n; SY = vang nhat; CL = trong; PFVP = gan nhu khong c6 hat nhin
thiy duoc.
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Nghién ctru thd tién duge phdm: Chon ndng db protein, d6 pH va ndng do polysorbat 20

Thiét ké thir nghiém (design of experiment - DOE) nhan t6 phin doan dwgc sit
dung & kiém tra tiép anh huéng cta céc thong sb ctia dugc phdm chira a-PDL1 dén d6 én
dinh ctia protein. Téng s6 mudi hai duoc phdm chira a-PDL1 khéc nhau dwoc thir nghiém
(mudi thir nghiém va hai diém gitta). Ba yéu té thay d6i trong thir nghiém 13 d6 pH trong
khoang 5,0 — 6,0 v6i khoang céach 0,5 don vi, ndng d6 protein trong khoang 40 — 120
mg/mL, va ndng do polysorbat 20 trong khoang 0,005% - 0,06% (khdi luong/thé tich)
(Bang 4). T4t ca cac dugc phdm duoc dém bing 20mM histidin axetat véi 120mM
sacaroza trir hai dugc phim cubi cing nhu thé hién trén Bang 4. Duoc phim 25mM
histidin axetat dwgc danh gia vi né duge xem 13 vién canh x4u nhét vé nguy co oxy héa.
Dung dich dém 20mM natri axetat dugc danh gid lam hé dém du phong va so véi dém
histidin axetat. C4c dugc phdm duge bao quan & 25°C trong 2 thang va 40°C trong 1
thang. Dit liéu v& d6 dn dinh tir cac nghién ciru trén dy duoc phan tich thong ké vé tuong
tac gitta cac thong sé ctia duge phdm bing cach sir dung phin mém JMP (JMP, Version 9,
SAS Institute Inc., Cary, NC).
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Bang 4. Dugc chit va dugc phim chta a-PDL1 dugc dénh gia trong thit nghiém
DOE

| Dugcphdm  khdng- DOpH PS20 (% khdi His-Axetat sacaroza
PDL1 dung  lugng/the tich) (mM) (mM)
(mg/mL)  dich
F12 50 5,5 0,04 20 120
F2? 100 55 0,04 20 120
F3 40 6,0 0,06 20 120
F4 120 5,0 0,06 20 120
F5 120 6,0 0,005 20 120
F6 40 5,0 0,06 20 120
F7 120 5,0 0,005 20 120
F8 40 6,0 0,005 20 120
F9 40 5,0 0,005 20 120
F10 120 6,0 0,06 20 120
F11° 50 55 0,06 25 120
F12¢ 50 55 0,04 20 (Na-Ace) 120

Luu y: 2 Cac diém gitta; ® vién canh x4u nhét: ndng do protein thip, ndng do
PS20 cao, ndéng d6 histidin cao; © dung dich dém 20 mM natri axetat (Na-Ace)

dugc thir nghiém.

So véi d6 pH=5,0 va 5,5, dugc phdm & d6 pH=6,0 c6 toc d6 tbén thit dinh chinh hoi
cham hon, nhu dugc x4c dinh bing ICIEF & 40°C va 25°C (1an luot FIG. 1A-B va FIG.
2A-B). Khong quan sat duoc anh hudng déng ké ctia ndng d6 dén su ton thét dinh chinh
bing ICIEF. Phan tich duoc phdm F1 cho thiy ring su gia ting thay dbi c6 tinh axit chu
yéu g6p phan vao su ton thit dinh chinh trong ICIEF trong khi d6 phan déng gép vao su
t6n thit dinh chinh ctia thanh phan thay déi dién tich bazo 14 khéng déng ké. Trong cling
diéu kién bao quan, dugc phém & d6 pH=6,0 cling c6 tdc do ton thit dinh monome cham
hon, nhu do duge bang SE-HPLC & 40°C va 25°C (I1an luot FIG. 3A-B va FIG. 4A-B).
Phén tich dugc phdm F1 cho thdy ring ca duoc phdm HMWS va LMWS gép phén vao su
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giam monome theo SEC & nhiét d6 ting (tic 1a, 40°C va 25°C). Ca profin d6 pH theo
SEC va ICIEF cho thy ring d6 pH=5,5-6,0 13 khoang pH ti wu cho a-PDL1. P& nim
trong d6 6n dinh protein t5i wu trén d6 pH=5,5 va dé cho phép khoang don vi d6 pH + 0,3

pH trong dugc chit va dugce phim duoc bao ché, dich c6 d6 pH=5,8 duoc chon.

Céc nghién ctru vé dugc phim trén déy ciing cho thiy ring 120 mg/mL dwgc phim
a-PDL1 & 46 pH trong khoang 5,0 - 6,0 c6 tdc do ton that monome hoi cao hon nhung
khong ding ké do tdc dd tao HMWS cao hon so vé6i dugc phém 40 mg/mL & cung d6 pH,
nhu dugc x4c dinh bang SE-HPLC (FIG. 3A-B va FIG. 4A-B). Dya trén céc dit lidu nay
va d& hd tro duoc phdm véi d6 6n dinh san phém duoc cai thién va dé tao thuén loi cho

viéc dinh liu cho bénh nhan, o-PDL1 & néng d6 60 mg/mL dugc chon.

Khoéng quan sét thdy anh hudng dén do 6n dinh protein véi cac ndng d polysorbat
20 (PS20) ndm trong khoang tir 0,005%-0,06% (khdi lwong/thé tich) nhu dugc thé hién
trong phép phan tich théng ké trén day (cac FIG. 1-4).

D3 biét ring tap chét hydro peroxit ¢6 trong nguyén lidu polysorbat 20 thd c6 thé
gay ra su oxy hod tryptophan (W) va methionin (M). L-histidin cling ¢ thé 1am ting nguy
co oxy héa. Céc miu dugc phdm thude vién canh x4u nhat chia néng d6 polysorbat 20
cao hon va L-histidin duoc phan tich bing cach 14p ban d peptit. Két qua phén tich cho
théy réng ngay ca viéc két hop ndng dd histidin cao hon (dung dich dém 25mM histidin
axetat) va luong PS20 cao hon (0,06% PS20) khong chimg té nguy co oxy héa déng ké
(Bang 5) va dung dich dém histidin thich hop dé sir dung dé bao ché a-PDLI.
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Bang 5. Ty 18 phan tram oxy hoa Trp va M253 trong céc dugce phidm dugc chon theo

béan do peptit
Céc duoc phidm dugc chon % Oxy hoa
Néngdd  Dém PS20 WCDR WCDR W CDR LC27
(mg/ml)  (mM) (%) Thyididm| HC2  HC4 HCI0 M253
F1 50 20“1\4 His- 6 04 TO 01 01 01 55
Cce
3 40  O0mMHis- 00 25°C2 1, 02 02 64
Ace thang
Flo 120 20mMHis- o500 25°C.2 1, 01 02 67
Ace thang
Fl1 so  2omMHis- 0 25°C,2 0,2 0,2 02 66
Ace thang

Luuy: Tét ca cac dugce pham dugc bao quan khong qua 1 thang ¢ 40°C. Phén tich dugce
tién hanh bang cach sir dung ban do6 peptit.
W= Tryptophan; M=Methionin

Dé d4nh gia sy phan hily c6 thé xay ra ctia PS20 trong dwoc phim khi bao quan, cac
dugc phidm F1 dén F10 (Bang 4) dugc bao quan & 40°C trong 1 thang, 25°C trong 2
théng, 5°C trong 2 thang hodc 5°C trong 6 thang. Khong quan sét thiy sy phan huy PS20
trong c4c dugc phim duge danh gia & nhiét do bat ky trong sé céc nhiét do ting (tikc la,
40°C va 25°C) va nhiét dd bao quan 5°C. Viéc thay dbi thé tich nap ciia cac dugc phim
da chon (tuec la, F1, F2, F3, va F6) thanh 7 ml (nap déy) hodc 4 ml (nap voi) sau d6 bao
quan & 5°C trong 6 thang ciing khéng c6 anh hudng déng ké dén ty 18 phan huy ctia PS20
(FIG. 5).

Su hinh thanh cc hat dudi muc nhin thiy (sub-visible particles - SbVP) trong céc
dugc phadm khéc nhau khi bao quan & 5°C trong 6 thang dwoc danh gid bing thir nghiém
HIAC duéi dang s do d6 6n dinh (Bang 6). Khong quan séat dugc thay ddi do duoc nao
vé SbVP trong dugc phdm dugce thir nghiém.
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Bang 6. Dit litu HIAC d6i v6i su hinh thanh SbVP sau 6 thang bao quan & 5°C

\ Thoi didm C& hat (s6 tich liiy/mL)
au r
(thang) 2uM 5uM 10pM 25uM

- 0 802 193 61 5

6 1190 278 80 6

0 799 146 43 12
F2

6 370 112 29 2

0 485 133 34 4
F3

6 163 52 14 2

0 211 65 31 8
F4

6 181 48 8 1

0 872 359 195 79
F5

6 340 89 23 1

0 233 61 16 3
F6

6 116 34 16 3

0 134 29 13 4
F7

6 144 42 9 0

0 433 118 34 1
F8

6 564 98 23 2

0 498 114 17 1
F9

6 144 21 6 0

0 610 124 23 0
F10

6 248 75 28 3

Luu y: Hai lo nap ImL duoc két hop v6i nhau dé thuc hién thir nghiém HIAC thé
tich nho.

D6 6n dinh cta cac duoc phdm duoc tiép tuc kiém tra bing thir nghiém 1am lanh
dong 1am tan biang. Cac dugc pham tir F1 dén F10 (Bang 4) dugc cho trai qua nam chu ky
lam lanh dong lam tan béng trong khi bdo quan ¢ -20°C hodc dugc bdo quan & nhiét 4o
bao quan cao 5°C tir 0 dén 6 thang va sau d6 dugc phén tich bing SEC va ICIEF vé ty 18
phan trim monome a-PDL1 (FIG. 6A va B) va ty 18 phan trim dinh chinh trong duoc
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phdm (FIG. 6C va D). Khong quan sat thy sy thay ddi dang k& v& ty 18 phan trim
monome va ty 18 phan trim dinh chinh sau c4c chu ky lam lanh d6ng lam tan béng va bao

quan & céc thoi diem dugc dua ra.

P 6n dinh cta duoc chit trong duge phdm F2 (Bang 4) duoc danh gia bing cich
tién hanh nim chu ky 1am lanh d6ng 1am tan bing trong khi bao quan trong binh nhé bing
thép khong gi & -20°C trong khong qua 6 thang tiép theo 13 do d6 6n dinh bing CAC,
SEC, va ICIEF (Bang 7). Khong quan sat thiy thay dbi ndo sau 6 thang bao quan & -20°C.

Bang 7. D6 6n dinh ctia duoc chét trong binh nhé bing thép khong gi dwoc bao quan
& -20°C

Q12005 Q12589 Q12631
CAC SEC (% ICIEF
Thoi diém Chu ky F/T D trong monome) (% dinh chinh)
TO 0 CL/SY 98,6 80,1
1 thang 1 CL/SY 98,6 79,1
2 thang 2 CL/SY 98,7 80,2
3 thang 3 CL/SY 98,8 80,9
6 thang 5 CL/SY 98,6 80,2

Luu y: F/T = 1am lanh d6ng/lam tan bang; SY = vang nhat; CL = trong.

Do 6n dinh cta dugce chit trong dugc phém chia 100 mg/mL o-PDLI1, 20 mM
histidin axetat, 120 mM sacaroza, 0,04% PS20, 46 pH =5,6 dugc danh gia béng cach tién
hanh ba chu ky 1am lanh déng 1am tan bing tiép theo 13 bao quan trong binh nhé bing
thép khong gi hodc binh nho bang hop kim hastelloy & -20°C, 5°C, hodc 25°C trong
khong qua 3 thang tiép theo 1a do dd 6n dinh bing SEC (FIG.7A va B). Khong quan sit
duoc sy khac biét gitta bao quan trong binh nho bing thép khong gi va binh nhé bing
hastelloy & d6 pH=5,6. Duoc chét én dinh trong khong qua 3 thang & -20°C sau ba chu
ky 13m lanh déng 1am tan bang. Du c¢6 sy khac biét nhe & cic binh nho bang thép khong
gi va bang hop kim hastelloy, ca hai déu thich hop d& ding trong bao quéan dugc chét.

D6 6n dinh cta dugc phidm ddi v6i duoc phdm chira 50 mg/mL a-PDLI, 20 mM
histidin axetat, 120 mM sacaroza, 0,04% PS20, d6 pH = 5,6 dugc danh gié khi bdo quan
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& 16 mL nap trong lo 20cc & -5°C, 25°C, hodic 40°C trong khong qua 3 thang tiép theo 13
do d6 én dinh bang SEC va ICIEF (FIG. 8A va B). Khong quan sét thdy su thay d6i ndo
& 5°C sau thang bao quan. Ty 1& phan huy & d6 pH=5,6 trong mdi thang & 40°C 14n lugt
13 0,66% va 22% theo phén tich bang SEC va ICIEF.

Viéc danh gia dung dich dém trong duoc phdm F12 cho thiy ring dung dich dém
natri axetat tao ra do én dinh protein tuong ty nhu dung dich dém histidin axetat, dya
trén tbc dd phan huy dinh chinh do dugc bing SE-HPLC va ICIEF (Bang 8). Hai duoc
phdm duoc th nghiém 13 50 mg/mL o-PDLI trong 20 mM L-histidin axetat,
120 mM sacaroza, va 0,04% (khdi luong/thé tich) polysorbat20 & d6 pH=5,5 va
0 mg/mL a-PDL1 trong 20 mM natri axetat, 120 mM sacaroza, va 0,04% (khéi lugng/thé
tich) polysorbat 20 & 6 pH = 5,5.

Bang 8. Ty 1€ phan hity ZeroOrder ctia a-PDL1 theo ICIEF va dinh chinh SEHPLC

trong dém histidin axetat va dém natri axetat & 40°C

Néng d6 0-PDLI Ty 1€ % giam dinh chinh trong mot thang

(mg/mL) ICIEF SEHPLC
histidin axetat 23 0,67
natri axetat 21 0,74

Luu y: T4t ca cac dugc phdm duge bao quan trong khdng qué 1 thang & 40°C.

N6i chung, céc nghién ciru v& d6 dn dinh duoc thiét ké theo DoE cho thiy rang &
40°C khong ¢6 anh hudng dang k& cia ndng d6 dén sy ton thit dinh chinh theo quan sét
béng ICIEF, trong khi d6 pH thap hon c6 tdc d6 ton thit dinh chinh hoi nhanh hon (FIG.
1A-B). G 40°C ciing khdéng quan sat thiy cc twong tic dang ké bing SE-HPLC, dugc
phim c6 ndng d6 cao hon thé hién téc do tén thdt monome nhanh hon (FIG. 3A-B). Ciing
da phat hién ring do pH thép hon ¢6 tdc @6 tén thit monome nhanh hon. Quan sét dugc
cac két qua twong ty & 25°C (FIG. 2A-B va FIG. 4A-B). Phan tich thdng ké cho thdy
khong c6 tuong tac (két ndi) c6 ¥ nghia thyc tién nao gitta bét ky thong sb nao ciia dugc

phdm dugc thir nghiém.

Nghién ctru tdc dong x40 trdn va nhiét d
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Do 6n dinh cta dugce phém V41 su ¢6 mat cua néng do PS20 tang dan khi trai qua
qua trinh l4c trong lo thily tinh dugc kiém tra. Dugc phim chita 57 mg/mL trong 20 mM
histidin axetat, 120 mM sacaroza, 30 pH =5,5 dugc dénh gid trong lo thuy tinh 2cc nap 1
mL véi nhiéu ndng d6 PS20 khac nhau ndm trong khoang tir 0,005% dén 0,06%. Céc lo
thiry tinh dugc 1ic & 70 vong/phut trong 3 ngay & nhiét do trong phong trude khi do d6 én
dinh bang SEC (FIG. 9A) va do do duc (FIG. 9B). Duoc phim véi mic PS20 nim trong
khoang tir 0,005 dén 0,06% khong c6 thay dbi nao v& do 6n dinh trong khi lic. Tuy nhién,
dugc phim thiéu PS20 thé hién sy tdn thit monome ting do ting HMWS. Trong thix
nghiém nay, 0,005% PS20 1a da dé bao vé protein khoi tac dong l4c trong lo thuy tinh.

D6 6n dinh cia duge phim (Bang 4) khi duoc bao quan & nhiéu nhiét d§ va thoi
gian khac nhau va sau d6 trai qua tac dong lic trong lo thuy tinh duoc kiém tra. Ting
dugc phdm F1-F10 dugc dénh gia trong lo thily tinh 2cc nap ImL. Céc lo thity tinh dugc
lic & 70 vong/phit trong 1 ngady & nhiét do trong phong trude khi do d6 én dinh bang SEC
(FIG. 10). Trong thir nghiém nay, tac dong lic khong anh hudng dén d6 én dinh cua dugc
phém khi duge bao quan trong mot khoang thoi gian & 40°C, 25 °C hodc 5°C.

Pé hd tro viée van chuyén tai IV ma thudng & bénh vién, nghién ctru l4c tGi IV duge
tién hanh vé6i a-PDL1 duogc bao ché trong 20mM histidin axetat, 240mM sacaroza, 4§ pH
=5,5 v6i 0,005%-0,02% (khdi lwong/thé tich) polysorbat 20. Céc tii IV bing polyvinyl
clorua (PVC) hogc polyolefin (PO) 250mL phd bién nhit chita dung dich natri clorua
déng truong (NaCl 0,9%) duoc danh gia bang cach tiém 400-600mg dung dich a-PDLI1
va lic bing may lic theo quy dao & 100 vong/phiit & 5°C trong khong qua 6 giv. Két qua
nghién ciru x4c nhan viéc dinh liéu dya trén khéi luong va chimg to ring luong t6i thidu
0,015% (khdi lugng/thé tich) cua polysorbat 20 trong dung dich protein solution 14 cin
thiét & ngan ngira sy hinh thanh céc hat nhin thiy duoc (lién quan dén sy két tua protein)
trong qué trinh van chuyén (Bang 9). Ngoai ra, dé giam nguy co phan hity polysorbat 20
trong thoi han st dung, néng do polysorbat dugc tang tir 0,02% (khéi lwong/thé tich) dén
0,04% (khdi lwong/thé tich).
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Béng 9. Nghién ctru lic ti IV vé6i lwong PS20 khéc nhau trong dugc phim chira o-

PDL1
Hat duéi mirc nhin
SEHPLC -
. i y
% PS20 Mau CAC thay (ppmL)
trong DP
%HMWS| %Monome | >10um| >25um
Tdi PO 250mL, TO CO, CL, PFVP NT NT NT NT
. : Céc hat nhin thiy
] S
0,005% | TU! Potf;?mzl" ilg" 65°C| ~ quan sét dugc NT NT NT NT
g Dimg thir nghiém
Tdi PVC 250mL, TO CO, CL, PFVP NT NT NT NT
. : Céc hat nhin thiy
T ;\éfrizolgl“’i éa" ¢ quan sét dugc NT NT NT NT
g8 Dimg thir nghiém
Tdi PO 250mL, TO CO, CL, PFVP NT NT NT NT
i £ .o Céc hat nhin thiy
0,01% | U Potfjr?mzl“’ fgc 65°C| quan sat duge NT NT NT NT
£<8 Dimg thit nghiém
Téi PVC 250mL, TO CO, CL, PFVP NT NT NT NT
Tai PVC 250mL, léc & CO, CL, PFVP NT NT NT NT
5°C trong 4 gid
Tdi PO 250mL, TO CO, CL, PFVP 1,2 98,8 21 2
Tui PO 250mL, 1ac 6 5°C | o ¢y ppyp 13 98,7 | 195 19
trong 4 gi¢
0,015% | TG PVC 250mL, TO CO, CL, PFVP 1,2 98,8 16 0
Tai PVC 250mL, lac & CO, CL, PEVP 1,2 98,8 24 2
5°C trong 4 gi¢

Luu y: TAt ca cac dugc phdm chira 50 mg/mL o-PDLI trong 20 mM L-histidin

axetat, 240 mM sacaroza & d6 pH = 5,5. Phan tich dugc tién hanh bing cach sir dung

SEHPLC. NT = khong thir nghiém; CAC = mau séc, biéu hién, va do trong; CO = khdng

mau; CL = trong; PFVP = gan nhu khong c6 céc hat nhin thdy duoc.

Dénh gi4 d6 dn dinh ctia dugc phim chira a-PDL1

Viéce sang loc dd pH duge tién hanh thém trén cic nguyén liéu dugc san xuét tir
Master Cell Bank va Working Cell Bank trong khoang do pH tur 5,2 dén 6,3 trong dugc
phém chira 20 mM histidin axetat, 120 mM sacaroza, va 0,04% PS20 (Bang 10). Phan
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tich biang SE-HPLC va ICIEF thé hién ring d6 pH tir 5,7 dén 6,3 12 kh4 6n dinh v& mit
héa hoc va vat ly va khoang cho phép cua do pH tir 5,5 dén 6,3 trong dugc phém 13 thich
hop (FIG. 11A va B). B pH cao hon lam giam ty 1€ monome va ty 1§ phan hiy dinh
chinh, v&i céc ty 18 ndy dn dinh trong khoang pH tir 5,7 dén 6,3.

Bang 10. Sang loc d6 pH cua dugc phdm

Néng db Do pH Db chira Nhiét do Thoi diém
(mg/mL) (°C)
120 5,2,5,7, 6,0, 6,3 lo 2cc nap 1mL 40 TQ, 1 tué‘ln, 2
tuan, 1 thang
40 52,57,6,0,6,3| lo2ccnap ImL 40 T, 1 tuan, 2
tudn, 1 thang

Anh huéng cua céc ta duge bao ché dén su oxy hoa tryptophan (W) va methionin
(M) trong dugc phim chira 0-PDL1 dugc kiém tra. Viéc 14p ban dd peptit thé hién 1a
khong c6 su gia ting oxy héa dang ké. Cac duogc phidm chira 20 mM histidin axetat,
120mM sacaroza, 0,04% PS20 véi d6 pH dung dich = 5,8 khong thé hién sy gia ting oxy
héa tryptophan va methionin 18 rang khi dwoc phdm dugc bao quan trong mot thang &

nhiét d6 ting d6i v6i dugc phdm hodc duoc chit (Bang 11).

Bang 11. Ty 18 phan trim oxy hoa cta Trp, M2 va M*® trong c4c duoc phdm duoc chon

theo ban dd peptit
% Oxy hoa
Mau W CDR | WCDR | WCDR N N
H2 H4 H10
DP, 50 mg/mL, TO 0,35 0,26 0,12 4,86 0,92
DP, 50 mg/mL, 40°C, T=1M 0,63 0,26 0,31 5,85 1,10
DS, 100 mg/mL, S8, 25°C, T=1M 0,52 0,27 0,28 5,61 1,17

Luu y: Tét ca cic duoc phdm o-PDL1 chira 20 mM L-histidin axetat, 120mM
sacaroza, 0,04% PS20, 46 pH =5,8.
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Dua trén két qua ciia cdc nghién ciu bao ché va phén tich théng k& nay, dugc
phim dang 1dng chira 60 mg/mL o-PDLI trong 20 mM histidin axetat, 120 mM sacaroza,
0,04% polysorbat 20 v6i dd pH dich = 5,8 dugc chon dé nghién ciru 1m sang.

Lidu lugng cho thir nghiém 14m sing s& duoc tién hanh dudi dang lidu én dinh 1200
mg o-PDL1 cho mdi bénh nhan. Lo hinh dang nhé nap 20mL (1200mg o-PDL1) trong lo

thuy tinh 20cc dugc chon dé dép tmg profin san phAm mong mubn.

Céc nghién ctru 1am lanh dong/lam tan biang duoc tién hanh véi duge phim duge du
dinh chta 60 mg/mL a-PDL1 trong 20 mM L-histidin axetat, 120 mM sacaroza, va
0,02% (khdi lwong/thé tich) polysorbat 20 & d6 pH=5,8. Két qué thir nghiém sau nim chu
ky lam lanh déng/lam tan béng xac nhan 120 mM sacaroza bao v§ a-PDL1 khoi su két tu
do 1am lanh dong/lam tan biang (Bang 12). Pd 6n dinh thoi gian dai tuong tw cia dugc
phim dang 16ng dugc dy dinh cho thdy ring dugc phdm nay 6n dinh trong 6 thang & 2-
8°C (Bang 13). Dang tién hanh theo ddi lién tuc trong 36 thang dbi véi duge phém nay.
Duoc phém dich va cac khoang nghién ctru dugc thir nghiém dbi v6i duoc chit va dugc

phém chira 0-PDL1 dugc thé hién trong Bang 14.
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Béng 14. Duoc phdm dich va cac khoang nghién ctru dugc thir nghiém déi véi duge

chét va duoc phim chira 0-PDL1

) Khoéng trong dugc phim

Thong so Dich dugc thur nghiém

Nong d6 a-PDL1 60 mg/mL | 40-120 mg/mL

Nong d9 L-histidin axetat 20 mM 20 mM

Do pH dung dich 5,8 5,0-6,0

Nong d9 sacaroza 120mM | 0-240 mM

Néng d9 polysorbat 20 (khoi 0,04% 0,005%—0,06%?
lugng/thé tich)

Vi duoc phdm chira a-PDL1 (60 mg/mL) s& duoc sir dung bing cach truyén sau khi
pha logng trong dung dich natri clorua déng trwong (NaCl 0,9%), @b tuong thich va d¢ 6n
dinh cta thanh phan hoat tinh dwoc thir nghiém trong céc diéu kién bao ché va st dung
dugc tai tao sau: 1) Dich pha lodng duoc phim chita a-PDLI1 trong tdi truyén chira NaCl
0,9% ndm trong khoang tir 2,4 dén 9,6 mg/ml (ndng d6 danh nghia sau khi pha loang) dé
bao gdm khoang lidu trong thir nghiém 14m sang; 2) Tiép xic trong thdi gian ngén véi cic
tai truyén chira dung dich natri clorua déng truong (vat lidu bé mat tiép xuc ctia san phim
tai chita PVC hodic Polyolefin); 3) St dung céc dudng truyén IV (bé mit tiép xtic clia san
phim 12 PVC hodc Polyolefin); va 4) Str dung b loc 0,2 pm trong dudng truyén (mang
loc PES).

Cac mau duge thir nghiém sau 24 gid bao quan & 2°C—8°C hoic sau 24 givy & 30°C
c¢6 tiép xtc véi 4nh sang khuéch tan. Cac miu dugc thir nghiém bing cach si dung
phuong phép chi thi do dn dinh thich hgp bao gbm: d6 tinh khiét bang SE-HPLC va
ICIEF, ndng dd protein (bing UV), hat du6i mirc nhin thy bing phuwong phap che dnh
sang, mau séc, do trong/anh opan, va d6 pH (Bang 15).
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San pham dugc thir nghiém trong cic nghién ciru sir dung duoc tai tao nhu md ta
trén day va én dinh v& mat héa hoc trong cac didu kién thir nghiém. Cac thi truyén, bd
truyén, bd loc, va/hodc bd hd tro sir dung IV bao gém cac vét liéu tiép xudc véi san phém

khéc nhau va dugc bd sung sau khi kiém tra chét luong thanh cong.

Ngoai d6 6n dinh tinh, nghién ctru l4c tai IV duoc thyuc hién véi a-PDL1 duge bao
ché trong 20mM histidin axetat, 120mM sacaroza, 4 pH =5,8 véi 0,02% PS20, ma c6
kha niing 14 mic PS20 thép nhit ma c6 thé quan sat duoc trong dugc phdm trong thdi han
b4o quéan. Tién hanh lic & 2-8°C bing may lic theo qu§ dao & tdc dd 100 vong/phut. Dit
lidu cho thiy ring véi 0,02% PS20 trong dugc phdm, a-PDL1 én dinh khi lic & 5°C sau
khi pha lodng trong céac tui IV (Bang 16).

Trinh ty cia khang thé duoc st dung trong cac vi du

Ving bién dbi ctia chudi nhe o-PDL1

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVSTAVAWYQQKPGKAPKLLIYSAS
FLYSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQYLYHPATFGQGTKVEIKR
(SEQ ID NO:7)

Ving bién dbi ciia chudi ning a-PDL1

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDSWIHWVRQAPGKGLEWVAW
ISPYGGSTYYADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCARRHWPGG
FDYWGQGTLVTVSSASTK (SEQ ID NO:8)

Chudi nhe diy du a-PDLI

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVSTAVAWYQQKPGKAPKLLIYSAS
FLYSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQYLYHPATFGQGTKVEIKR
TVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESV
TEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SEQ
ID NO:9)

Chudi ning diy du o-PDL1
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDSWIHWVRQAPGKGLEWVAW
ISPYGGSTYYADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCARRHWPGG
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FDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSW
NSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTK VDK
KVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHE
DPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYASTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKC
KVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDI
AVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHE
ALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:10)
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YEU CAU BAO HQ

1. Duoc phim dang nu6c 6n dinh, trong d6 dugc phdm nay chira khang thé don dong
khéng PDL1 véi ndng @9 tir 40 mg/ml dén 125 mg/ml, histidin axetat ho3c natri axetat
véi ndng do tir 15 mM dén 25 mM, sacaroza véi ndéng d6 tir 60 mM dén 240 mM,
polysorbat v&i ndng dd tir 0,005% (khdi lwong/thé tich) dén 0,06% (khéi lwong/thé tich),
va do pH tir 5,0 dén 6,3; trong d6 khang thé don dong nay chira ving bién dbi ctia chudi
nhe chira trinh ty axit amin SEQ ID NO:7, va ving bién ddi ctia chudi ning chira trinh tyu
axit amin SEQ ID NO:32; va trong d6 khéng thé don dong nay 13 khang thé IgG1 dugc
lam tuong thich véi nguoi.

2. Duoc phim theo didm 1, trong d6 khang thé don dong c6 trong dugc phim véi luong
tir 40 mg/ml dén 80 mg/ml, tir 54 mg/ml dén 66 mg/ml, tir 60 mg/ml dén 125 mg/ml, 60
mg/ml hodc 125 mg/ml.

3. Duoc phim theo diém bt ky trong sb cac diém tir 1 dén 2, trong d6 histidin axetat hodc
natri axetat c6 mat véi néng d6 tir 17 mM dén 22 mM hoic 20mM.

4. Dugc phdm theo diém bét ky trong s cac diém tir 1 dén 3, trong d6 sacaroza c6 trong
duoc phim véi luong tir 60 mM dén 180 mM hozc 120 mM.

5. Dugc phim theo diém bét k¥ trong s cac diém tir 1 dén 4, trong d6 dwgc phdm nay c6
d6 pH tir 5,5 dén 6,1, 46 pH = 5,5 hozic d6 pH = 5,8.

6. Dugc phdm theo diém bit ky trong sb cac diém tir 1 dén 5, trong d6 polysorbat trong
duoc phim nay 13 polysorbat 20.

7. Dugc phdm theo diém bét ky trong s cac diém tir 1 dén 6, trong d6 polysorbat c6 trong
duoc phim nay véi lugng tir 0,02% dén 0,04%.

8. Dugc phim theo diém bt ky trong s6 cac didm tir 1 dn 7, trong d6 khang thé don
dong c6 trong dwgc phim ndy véi lwong 60 mg/ml, sacaroza c6 trong dugc phim véi

luong 120 mM, va do pH =5,8;

khéang thé don dong c6 trong duge phdm nay véi lwong 125 mg/ml, sacaroza cé trong

duoc phim nay véi lugng 240 mM, va d6 pH = 5,5;
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khang thé don dong c6 mat v6i luong 60 mg/mL, histidin axetat c6 mit véi ndng d6 20
mM, sacaroza c6 mat v6i ndng d6 120 mM, va polysorbat 14 polysorbat 20 véi ndng do

0,04% (khdi lwong/thé tich), va duoc phdm nay c6 d6 pH = 5,8; hoic

khang thé don dong ¢6 mit véi lugng 125 mg/mL, histidin axetat ¢6 mat v6i ndng do 20
mM, sacaroza c6 mat v6i ndng do 240 mM, va polysorbat 14 polysorbat 20 véi ndng do
0,02%, va dugc phim nay cé d6 pH = 5,5.

9. Dugc phim theo didm bat ky trong sé cdc diém tir 1 dén 8, trong d6 khang thé don
dong khéng duge dong kho trude.

10. Dugc phdm theo diém bat ky trong sé cac diém tir 1 dén 9, trong d6 khang thé don
dong chua:

chudi nhe chira trinh ty axit amin SEQ ID NO:9, va chudi ning chira trinh ty axit amin

SEQ ID NO:10.

11. Dugc phim theo diém bét ky trong s6 cac didm tir 1 dén 10, trong d6 khang thé don
dong duoc bao quan trong lo thily tinh hodc dd chira bing hop kim, tity ¥ trong d6 hop
kim 12 thép khdng gi 316L hodc hop kim hastelloy.

12. Duoc phdm theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 11, trong d6 dugc phdm nay
n dinh & 2-8°C trong it nhét 6 thang, it nhit 12 thang, it nhit 18 thang hoic it nhat 24
thang.

13. Duoc phdm theo diém 12, trong d6 khang thé trong duoc phdm nay gitt duoc it nhat
80% hoat tinh sinh hoc ctia n6 sau khi bao quan.

14. Duge phim theo didm 13, trong d6 hoat tinh sinh hoc dugc do bing kha ning lién két
ctia khang thé véi PD-L1.

15. Dugc phim theo diém bt ky trong sb cac diém tir 1 dén 14, trong d6 dugc phim nay

vO trung.

16. Vat phdm san xuét bao gdm dd chtra dung duoc phdm dang nuée bn dinh theo diém

bét ky trong s cac diém tir 1 dén 15.
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17. Vat phim theo diém 16, trong d6 dd chira 12 lo thuly tinh hodc dd chira bang hop kim,
tuy y trong d6 hop kim 1a thép khong gi 316L hoac hop kim hastelloy.

18. Duoc phdm theo diém bat ky trong s cac diém tir 1 dén 15, trong d6 khang thé don
dong bao gdm phép thé N297A hodc D265A/N297A trong ving hing dinh, viéc danh sé
gbc 1 theo chi s6 EU nhu trong Kabat.
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DANH MUC TRINH TU
<110> Genentech, Inc.

<120> DUQC PHAM DANG NUOC CHUA KHANG THE KHANG PHOI TU CHET THEO CHUONG
TRINH 1 (PDL1) VA VAT PHAM SAN XUAT CHUA DUQC PHAM NAY

<130> 146392022040

<140> Not Yet Assigned
<141> Concurrently Herewith

<150> US 61/883,953
<151> 2013-09-27

<160> 36
<170> FastSEQ for Windows Version 4.0

<210> 1

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> CAu tric téng hop

<400> 1
Arg Ala Ser Gln Asp Val Ser Thr Ala Val Ala
1 5 10

<210> 2

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> CAu tric tdng hop

<400> 2
Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser
1 5

<210> 3

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhin tao

<220>
<223> CAu trGc téng hop

<400> 3
Gln Gln Tyr Leu Tyr His Pro Ala Thr
1 5

<210> 4

<211> 10
<212> PRT
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<213> Trinh tyu nhén
<220>

<223> CAu tric tdng
<400> 4

Gly Phe Thr Phe Ser
1 5
<210> 5

<211> 18

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhén
<220>

<223> Ciu trac tdng
<400> 5

Ala Trp Ile Ser Pro
1 5

Lys Gly

<210> 6

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhin
<220>

<223> Ciu tric tdng
<400> 6

Arg His Trp Pro Gly
1 5
<210> 7

<211> 108

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén
<220>

<223> Ciu tric tdéng
<400> 7

Asp Ile Gln Met Thr
1 5

Asp Arg Val Thr Ile

20
Val Ala Trp Tyr Gln
35
Tyr Ser Ala Ser Phe
50

Ser Gly Ser Gly Thr
65
Glu Asp Phe Ala Thr
85
Thr Phe Gly Gln Gly
100

tao

hop

Asp

tao

hop

a

Ty

tao

hop

Gly

tao

hop

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp
70

Tyr

Thr

28035

Ser Trp Ile His

10

Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val

Phe

Ser
Cys
Lys
Tyr
55

Phe

Tyr

Lys

Asp Tyr

Pro Ser
Arg Ala
25

Pro Gly
40

Ser Gly
Thr Leu
Cys Gln

Val Glu
105

-120-

10

Ser
10
Ser

Lys
Val
Thr
Gln

90
Ile

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Tyr

Lys

Ser
Asp
Pro
Ser
60

Ser

Leu

Arg

Ala
Val
Lys
45

Arg

Ser

Tyxr

Ser
Ser
30

Leu
Phe

Leu

His

15

Val
15

Thr
Leu
Ser

Gln

Pro
95

Gly
Ala
Ile
Gly
Pro

80
Ala



<210> 8

<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 8

Glu
1
Ser
Trp
Ala
Lys
65
Leu

Ala

Leu

Val
Leu
Ile
Trp
50

Gly
Gln

Arg

val

<210> 9

<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 9

Asp
1
Asp
Val
Tyxr
Ser
65
Glu
Thr
Pro
Thr
Lys
145
Glu

Ser

Ile
Arg
Ala
Ser
50

Gly
Asp
Phe
Ser
Ala
130
Val

Ser

Thr

122
PRT
Trinh ty nhin

Gln
Arg
His
35

Ile
Arg
Met

Arg

Thr
115

214
PRT
Trinh ty nhin

Gln
val
Trp
35

Ala
Ser
Phe
Gly
Val
115
Ser
Gln
val

Leu

Leu
Leu
20

Trp
Ser
Phe
Asn
His

100
Val

Met

Thr
20

Tyr
Ser
Gly
Ala
Gln
100
Phe
Val
Trp

Thr

Thr
180

C&u trGc téng

Val
5
Ser
Val
Pro
Thr
Ser
85
Trp

Ser

C4u tric tdng

Thr
5
Ile
Gln
Phe
Thr
Thr
85
Gly
Ile
Val
Lys
Glu

165
Leu

tao

hop

Glu
Cys
Arg
Tyr
Ile
70

Leu

Pro

Ser

tao

hop

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp
70

Tyr
Thr
Phe
Cys
Val
150
Gln

Ser

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser
Arg
Gly

Ala

Ser
Cys
Lys
Tyxr
55

Phe
Tyr
Lys
Pro
Leu
135
Asp
Asp

Lys

28035

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Ala
Ala
Gly

Ser
120

Pro
Arg
Pro
40

Ser
Thr
Cys
Val
Pro
120
Leu
Asn

Ser

Ala

Gly
Ser
25

Pro
Ser
Asp
Glu
Phe

105
Thr

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Leu
Gln
Glu
105
Ser
Asn
Ala
Lys

Asp
185

-121-

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Thr
Asp
90

Asp

Lys

Ser
10

Ser
Lys
Val
Thr
Gln
90

Ile
Asp
Asn
Leu
Asp

170
Tyr

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Tyr

Leu
Gln
Ala
Pro

Ile
75

Tyr
Lys
Glu
Phe
Gln
155

Ser

Glu

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys
Ala

Trp

Ser
Asp
Pro
Ser
60

Ser
Leu
Arg
Gln
Tyxr
140
Ser

Thr

Lys

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn

Val

Gly

Ala
Val
Lys
Arg
Ser
Tyr
Thr
Leu
125
Pro
Gly
Tyr

His

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr
Tyr

Gln
110

Ser
Ser
30

Leu
Phe
Leu
His
Val
110
Lys
Arg
Asn

Ser

Lys
190

Gly
15

Asp
Trp
Ser
Ala

Tyr

Gly

Val
15

Thr
Leu
Ser
Gln
Pro
95

Ala
Ser
Glu
Ser
Leu

175
Val

Gly
Ser
Val
Val
Tyr
Cys

Thr

Gly
Ala
Ile
Gly
Pro
80

Ala
Ala
Gly
Ala
Gln

160
Ser

Tyr



Ala Cys Glu Val Thr

195

Phe Asn Arg Gly Glu
210

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

<220>
<223>

<400>

10

447

PRT

Trinh tuy nhén

Ciu tric téng

10

Glu Val Gln Leu Val

1

5

Ser Leu Arg Leu Ser

20

Trp Ile His Trp Val

35

Ala Trp Ile Ser Pro

50

Lys Gly Arg Phe Thr

65

Leu Gln Met Asn Ser

85

Ala Arg Arg His Trp

100

Leu Val Thr Val Ser

115

Leu Ala Pro Ser Ser
130
Cys Leu Val Lys Asp

145

Ser Gly Ala Leu Thr

165

Ser Ser Gly Leu Tyr

180

Ser Leu Gly Thr Gln

195

Asn Thr Lys Val Asp
210
His Thr Cys Pro Pro

225

Val Phe Leu Phe Pro

245

Thr Pro Glu Val Thr

260

Glu Val Lys Phe Asn

275

Lys Thr Lys Pro Arg
290
Ser Val Leu Thr Val

305

Lys Cys Lys Val Ser

325

Tle Ser Lys Ala Lys

340

Pro Pro Ser Arg Glu

355

28035

His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser

Cys

tao

hop

Glu
Cys
Arg
Tyr
Tle
70

Leu
Pro
Ser
Lys
Tyr
150
Ser
Ser
Thr
Lys
Cys
230
Pro
Cys
Trp
Glu
Leu
310
Asn

Gly

Glu

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser
Arg
Gly
Ala
Ser
135
Phe
Gly
Leu
Tyr
Lys
215
Pro
Lys
Val
Tyr
Glu
295
His
Lys

Gln

Met

200

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Ala
Ala
Gly
Ser
120
Thr
Pro
Val
Ser
Ile
200
Val
Ala
Pro
Val
Val
280
Gln
Gln
Ala

Pro

Thr
360

Gly
Ser
25

Pro
Ser
Asp
Glu
Phe
105
Thr
Ser
Glu
His
Ser
185
Cys
Glu
Pro
Lys
Val
265
Asp
Tyr
Asp
Leu
Arg

345
Lys

-122-

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Thr
Asp
90

Asp
Lys
Gly
Pro
Thr
170
Val
Asn
Pro
Glu
Asp
250
Asp
Gly
Ala
Trp
Pro
330
Glu

Asn

Leu
Phe
Lys
TyY
Ser

75
Thr

Tyr
Gly
Gly
Val
155
Phe
Val
Val
Lys
Leu
235
Thr
Val
Val
Ser
Leu
315
Ala

Pro

Gln

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys
Ala
Trp
Pro
Thr
140
Thr
Pro
Thr
Asn
Ser
220
Leu
Leu
Ser
Glu
Thr
300
Asn
Pro

Gln

Val

205

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn
Val
Gly
Ser
125
Ala
Val
Ala
val
His
205
Cys
Gly
Met
His
Val
285
Tyxr
Gly
Ile

Val

Ser
365

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr
TyT
Gln
110
Val
Ala
Ser
Val
Pro
190
Lys
Asp
Gly
Ile
Glu

270
His

Lys
Glu

Tyr
350
Leu

Gly
15

Asp
Trp

Ser

Ala

Tyr
95

Gly
Phe
Leu
Trp
Leu
175
Ser
Pro
Lys
Pro
Ser
255
Asp
Asn
Val
Glu
Lys
335
Thr

Thr

Gly
Ser
Val
vVal
Tyr
80

Cys
Thr
Pro
Gly
Asn
160
Gln
Ser
Ser
Thr
Ser
240
Arg
Pro
Ala
Val
Tyr
320
Thr

Leu

Cys
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Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser
370 375 380

Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp
385 390 395 400
Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser

405 410 415
Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala

420 425 430
Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly
435 440 445

<210> 11

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nh8n tao

<220>
<223> CAu tric tdng hop

<220>

<221> BIEN THE

<222> 6 _
<223> Xaa = D hodc G

<400> 11
Gly Phe Thr Phe Ser Xaa Ser Trp Ile His
1 5 10

<210> 12

<211> 18

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Ciu tric tdng hop

<220>

<221> BIEN THE

<222> 4

<223> Xaa = S hodc L

<220>

<221> BIEN THE

<222> 10

<223> Xaa = T hodc S

<400> 12

Ala Trp Ile Xaa Pro Tyr Gly Gly Ser Xaa Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
1 5 10 15

Lys Gly

<210> 13

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nh8n tao

<220>

-123-
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<223> Ciu tric tdéng hop

<400> 13
Arg His Trp Pro Gly Gly Phe Asp Tyr
1 5

<210> 14

<211> 25

<212> PRT

<213> Trinh ty nhin tao

<220>
<223> Ciu tric téng hop

<400> 14
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
20 25

<210> 15

<211> 13

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Ciu tric tdng hop

<400> 15
Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
1 5 10

<210> 16

<211> 32

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> Ciu trGc tdng hop

<400> 16
Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu Gln
1 5 10 15
Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg
20 25 30

<210> 17

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh ty nh8n tao

<220>
<223> Ciu tric tdng hop

<400> 17
Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ala
1 5 10
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<210> 18

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhin tao

<220>
<223> Ciu tric tdng hop

<220>

<221> BIEN THE

<222> 5

<223> Xaa = D hodc V

<220>

<221> BIEN THE

<222> 6

<223> Xaa = V hoac I

<220>

<221> BIEN THE

<222> 7

<223> Xaa = S hodc N

<220>

<221> BIEN THE

<222> 9

<223> Xaa = A hodc F

<220>

<221> BIEN THE

<222> 10

<223> Xaa = V hodc L

<400> 18
Arg Ala Ser Gln Xaa Xaa Xaa Thr Xaa Xaa Ala
1 5 10

<210> 19

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Ciu tric tdng hop

<220>

<221> BIEN THE

<222> 4

<223> Xaa = F hodc T

<220>

<221> BIEN THE

<222> 6

<223> Xaa = Y hodc A

<400> 19
Ser Ala Ser Xaa Leu Xaa Ser
1 5
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<210> 20

<211l> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Ciu trhGc tdng hop

<220>

<221> BIEN THE

<222> 3

<223> Xaa = Y, G, F, hoadc S

<220>

<221> BIEN THE

<222> 4

<223> Xaa = L, Y, F hodc W

<220>

<221> BIEN THE

<222> 5

<223> Xaa = Y, N, A, T, G, F hodc I

<220>

<221> BIEN THE

<222> 6

<223> Xaa = H, V, P, T hodc I

<220>

<221> BIEN THE

<222> 8

<223> Xaa = A, W, R, P hodc T

<400> 20
Gln Gln Xaa Xaa Xaa Xaa Pro Xaa Thr
1 5

<210> 21

<211> 23

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Ciu trGc tdng hop

<400> 21
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
20

<210> 22

<211> 15

<212> PRT

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
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<223> C4u tric tdng
<400> 22

Trp Tyr Gln Gln Lys
1 5
<210> 23

<211> 32

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén
<220>

<223> C4u tric téng
<400> 23

Gly Val Pro Ser Arg
1 5

Leu Thr Ile Ser Ser

20

<210> 24

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhin
<220>

<223> CAu tric téng
<400> 24

Phe Gly Gln Gly Thr
1 5
<210> 25

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhin
<220>

<223> CAu tric téng
<400> 25

Gly Phe Thr Phe Ser
1 5
<210> 26

<211> 18

<212> PRT

<213> Trinh ty nhin
<220>

<223> Ciu trc téng
<400> 26

Ala Trp Ile Ser Pro
1 5

Lys Gly

28035

hop

Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
10 15

tao
hop

Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
10 15
Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys
25 30

tao

hop

Lys Val Glu Ile Lys Arg
10

tao
hop

Asp Ser Trp Ile His
10

tao
hop

Tyr Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
10 15
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<210> 27
<211> 11
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén
<220>
<223> Ciu tric tdng
<400> 27
Arg Ala Ser Gln Asp
1 5
<210> 28
<211> 7
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén
<220>
<223> Ciu tric tdng
<400> 28
Ser Ala Ser Phe Leu
1 5
<210> 29
<211> 9
<212> PRT
<213> Trinh tyu nhén
<220>
<223> CAu tric tdng
<400> 29
Gln Gln Tyr Leu Tyr
1 5
<210> 30
<211> 118
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén
<220>
<223> Clu tric tdng
<400> 30
Glu Val Gln Leu Val
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser
20
Trp Ile His Trp Val
35
Ala Trp Ile Ser Pro
50
Lys Gly Arg Phe Thr
65
Leu Gln Met Asn Ser
85

tao

hop

Val

tao

hop

Tyr

tao

hop

His

tao

hop

Glu
Cys
Arg
Tyr
Ile

70
Leu

28035

Ser Thr Ala Val Ala
10

Ser

Pro Ala Thr

Ser Gly Gly Gly Leu

10
Ala Ala Ser Gly Phe
25
Ala Pro
40

Gly

Gln Gly Lys

Gly Ser Thr
55

Ser

Tyr

Ala Thr Ser
75

Thr

Asp

Arg Ala Glu Asp

90

-128-

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Gln
Phe
Leu
45

Ala

Asn

Val

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr

Tyxr

Gly
15
Asp

Gly
Ser

Trp Val

Ser Val

Ala Tyr
80
Tyr Cys
95



Ala Arg Arg His Trp

100

Leu Val Thr Val Ser

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

<220>
<223>

<400>

115

31
108
PRT
Trinh tuy nhén

C4u tric téng

31

Asp Ile Gln Met Thr

1

5

Asp Arg Val Thr Ile

20

Val Ala Trp Tyr Gln

35

Tyr Ser Ala Ser Phe

50

Ser Gly Ser Gly Thr

65

Glu Asp Phe Ala Thr

85

Thr Phe Gly Gln Gly

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

<220>
<223>

<400>

100

32

118

PRT

Trinh ty nhén

Cdu tric téng

32

Glu Val Gln Leu Val

1

5

Ser Leu Arg Leu Ser

20

Trp Ile His Trp Val

35

Ala Trp Ile Ser Pro

50

Lys Gly Arg Phe Thr

65

Leu Gln Met Asn Ser

85

Ala Arg Arg His Trp

100

Leu Val Thr Val Ser

<210>
<211>
<212>

115

33
11
PRT

Pro

Ala

tao

hop

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp
70

Tyr

Thr

tao

hop

Glu
Cys
Arg
Tyr
Ile
70

Leu

Pro

Ser

28035

Gly Gly Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr

Ser
Cys
Lys
Tyr
Phe
Tyr

Lys

Ser
Ala
Gln
Gly
Ser
Arg

Gly

Pro
Arg
Pro
40

Ser
Thr
Cys

Val

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Ala
Ala

Gly

105

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Leu

Gln

Glu
105

Gly
Ser
25

Pro
Ser
Asp
Glu

Phe
105
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Ser
10

Ser
Lys
Val
Thr
Gln

90
Ile

Gly
Gly
Gly
Thr
Thr
Asp

90
Asp

Leu
Gln
Ala
Pro

Ile
75

Tyr

Lys

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Tyr

Ser
Asp
Pro
Ser
60

Ser

Leu

Arg

vVal
Thr
Gly
Tyr
60

Lys
Ala

Trp

Ala
Val
Lys
45

Arg

Ser

Tyr

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn

Val

Gly

110

Ser
Ser
30

Leu
Phe

Leu

His

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr
Tyxr

Gln
110

vVal
15

Thr
Leu
Ser

Gln

Pro
95

Gly
15

Asp
Trp

Ser

Ala

Tyr
95
Gly

Gly
Ala
Ile
Gly
Pro

80
Ala

Gly
Ser
Val
Val
Tyr
Cys

Thr
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<213> Trinh ty nh8n tao

<220>
<223> Ciu tric tdng hop

<400> 33
Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 34

<211> 30

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Chu tric téng hop

<400> 34
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 Phe Ser
20 25 30

<210> 35

<211> 14

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> Ciu tric tdéng hop

<400> 35
Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ala
1 5 10

<210> 36

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhin tao

<220>
<223> Ciu tric tdéng hop

<400> 36
Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
1 5 10
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