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Linh vwc ky thuit dwoc d& cap

Séng ché d& cap dén khang thé PD-1, manh lién két khéng nguyén PD-1, khang thé kham
va cac khang thé dugc 1am tuong thich véi ngudi chita CDR cua khang thé PD-1, ciing nhu
duoc phim chira khéang thé PD-1 va manh lién két khang nguyén ctia né.

Tinh trang k§ thuit cia sing ché

Liéu phéap mi&n dich diéu tri khéi u 14 diém néng trong linh vyc didu tri khdi u trong thoi
gian dai, li¢u phap mién dich ung thu két hop té bao T ndm & vi trf trung tAm. Liéu phap mién
dich didu tri khéi u tac dong dén cac khéi u bang cach sir dung va huy dong ddy du cac
lympho bao T gay ddc té bao & cdc bénh nhan c6 khdi u; liéu phép nay c6 thé 13 cach hitu higu
va an toan nhit d diéu tri bénh ung thu. Dong thoi, sy 14n tranh coa khdi u 1a trd ngai 16n ma
liéu phap mién dich didu tri khdi u phai dbi mat, trong d6 cac té bao ung thu thiic ddy su phat

trién nhanh chéng ctia khéi u thong qua tac dong tc ché ctia né dbi véi hé mién dich.

C6 mdi quan hé cuc ky phiic tap gitta co ché 14n trénh mién dich cua khdi u va dap tmg
midn dich ciia co thé d8i véi cac khéi u. Trong giai doan dAu ctia liéu phap mién dich diéu tri
khéi u, céc té bao T tiéu diét dic hiéu khdi u c6 hoat tinh sinh hoc, nhung ching mét chirc
ning tiéu diét ¢ giai doan cubi cta qué trinh phat trién khéi u. Do d6, liéu phép mién dich
didu tri khéi u 12 1am ting cudmg t6i da dap img ctia hé midn dich clia bénh nhan dbi véi khéi
u. Chia khéa cua liéu phap mién dich didu tri khdi u khong chi 1 hoat héa d4p tmg cia hé

mién dich hién c6 ma con 1a duy tri thoi gian va cuong do dap ing cla hé mién dich.

Su hoat héa t€ bao T ciia ngudi in vivo duge thuc hién bang hé théng hai con duong
truyén tin hiéu ma khong chi can dua peptit khang nguyén-MHC dén cac t& bao T qua céc té
bao trinh dién khang nguyén dé tao ra tin hidu thir nhét, ma con cin chudi cac phan tir ddng
kich thich dé tao ra tin hiéu thi hai, va sau d6 céc té bao T biéu hién d4p g mién dich théng
thuong. Hé truyén tin hiéu kép nay déng vai trd sdng con dbi véi su can bing ciia hé mién
dich, va didu hoa mét cach nghiém ngit cac dap tng mién dich khéc nhau duoc kich thich boi
cac khang nguyéﬂ ndi sinh va ngoai sinh. Su véng mit tin higu thi hai dugc tao ra boi cac
phan tir ddng kich thich s& din dén viéc khong c6 dap umg hoic dép tmg mién dich té bao T
dic hicu kéo dai, két qué 1a din dén sy dung nap. Do d6, con duong tin hiéu thi hai dong vai

trd diéu hoa chinh trong toan bd qua trinh dép tmg mién dich.
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Thuy thé quy dinh sy chét theo chuong trinh ctia té€ bao-1 (Programmed death-1: PD-1),
duogc phéat hién vao nam 1992, 1a thy thé protein dwoc biéu hién ¢ bé mit t& bao T, va c6 lién
quan dén su chét t& bao theo chuong trinh. PD-1 thudc ho CD28, biéu thi mirc d6 tuong déng
v& trinh ty axit amin 13 23% so véi khang nguyén lympho bao T gy doc té bao 4 (cytotoxic T
lymphocyte antigen - CTLA-4), nhung chu yéu duoc bidu hién & cac té bao T, té bao B va té
bao tiy duoc hoat héa, khac véi CTLA. PD-1 c6 hai phdi tir 1an lugt 1a PD-L1 va PD-L2.
PD-L1 dugc bidu hién chu yéu & cac t& bao T, céc t& bao B, cac dai thyc bao, va céc té bao
dubi gai (dendritic cell: DC), va su bidu hién dugc didu hoa ting cudng & cac t& bao duogc
hoat héa. Sy bidu hién ctia PD-L2 chi yéu dugc gi6i han & cac té bao trinh dién khang nguyén,

nhu céc té bao dudi gai va cac dai thuc bao duge hoat hoa.

Céc nghién cu mdi dd phat hi¢n mirc biéu hién cao cua protein PD-L1 trong cidc md
khdi u cia ngudi nhu cac khdi u ung thu vi, ung thu phéi, ung thu da day, ung thu rudt, ung
thu than, u melamin va céac ung thu khéc, va cac muc biéu hién cta PD-L1 nay c6 lién quan
chiit ché v6i tinh trang 1am sang va tién luong bénh ciia bénh nhan. D& PD-L1 tc ché su ting
sinh t& bao T qua con duong truyén tin higu thir hai, sy phong bé lién két ctia PD-L1/PD-1 trd
thanh dich rit htra hen trong linh vuc lidéu phép mién dich didu tri khéi u.

Hién tai, c6 mot sb hang dugc da qudc gia d4 nghién ctru cac khéng thé don dong khéng
PD-1, khang thé nay t6i da héa dap Umg tw mién dich clia bénh nhén d6i voi khéi u bing cach
phong bé lién két ctia PD-L1/PD-1, va tiép d6 dat dugc muc dich tiéu diét ddi véi céc té bao
khi u, xem, vi du, cong bd don québc t€ s6 W02009114335. Trong cac két qua 14m sang cla
céc khang thé don dong PD-1 cia BMS va Merck, ty 1& dap tmg nhéit dinh d4 quan sat duge
trén bénh ung thu phdi khéng té bao nho, u melamin va caxinom thén, va ty 1& dap g nay
biéu hién mbi twong quan dic biét cao voi su bidu hién PD-L1 & cac khdi u, didu nay goi ¥

rang khang thé PD-1 c6 tac dung tich cuc d6i voi cac khéi u.

Séng ché @& xuit khang thé PD-1 ¢6 4i luc cao, d6 chon lgc cao, va hoat tinh sinh hoc

cao.
Bian chit k§ thuit cia sing ché
Séng ché d& xuét khang thé PD-1 ho#ic manh lién két khang nguyén ciia né, bao gdm:

vung bién ddi chudi nhe chura it nhat mot LCDR duge chon tir c4c trinh ty nhu duge thé
hién trong: SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7 hodc SEQ ID NO: 8; va
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vung bién dbi chudi ning chira it nh4t mét HCDR duoc chon tir cc trinh tw nhu duoc
thé hién trong: SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 hoic SEQ ID NO: 5.

Theo mdt phuong 4n dugc wu tién, sang ché @2 xuét khang thd PD-1 hoic manh lién két
khang nguyén cua nd, trong d6 vung bién dbi chudi nhe chira LCDR1 nhu dugc thé hién trong
SEQ ID NO: 6.

Theo mot phuong an dugc vu tién, sang ché dé& xuét khang thé PD-1 hodc manh lién két
khang nguyén cta no, trong d6 ving bién ddi chudi nhe chira LCDR2 nhu dugc thé hién trong
SEQ ID NO: 7.

Theo mdt phuong an dugc vu ti€n, sing ché d& xuét khang thé PD-1 hodc manh lién két
khang nguyén cua nd, trong 46 viung bién ddi chudi nhe chira LCDR3 nhu dugc thé hién trong
SEQ ID NO: 8.

Theo mdt phuong an dugc vu tién, sang ché d& xuét khang thé PD-1 hoic ménh lién két
khang nguyén cia nd, trong d6 ving bién dbi chudi ning chira HCDR1 nhu duoc thé hién
trong SEQ ID NO: 3.

Theo mot phuong an dugc vu tién, sang ché dé xuit khang thé PD-1 hodc manh lién két
khang nguyén cuia nd, trong d6 ving bién dbi chudi ning chira HCDR2 nhu dugc thé hién
trong SEQ ID NO: 4.

Theo mdt phuong an dugc wu tién, sdng ché d& xut khang thé PD-1 hoic manh lién két
khang nguyén cta nd, trong d6 ving bién dbi chudi nang chira HCDR3 nhu dugc thé hién
trong SEQ ID NO: 5.

Theo mdt phuong én duoc vu tién, sang ché d& xuit khang thé PD-1 hogc manh lién két
khéng nguyén cla né, trong d6 ving bién ddi chudi nhe chira LCDR1, LCDR2 va LCDR3 lén
luot nhu duge thé hién trong SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7 va SEQ ID NO: 8.

Theo mdt phuong 4n duge wu tién, sing ché d& xuét khang thd PD-1 hosic manh lién két
khéng nguyén ca no, trong d6 ving bién dbi chudi ning chira HCDR1, HCDR2 va HCDR3
13n lugt nhu duge thé hién trong SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 va SEQ ID NO: 5.

Theo mdt phuong an dugc vu tién, sang ché d& xuét khang thé PD-1 hodc manh lién két
khéng nguyén cla né, trong d6 ving bién ddi chudi nhe chra LCDR1, LCDR2 va LCDR3 lan
luot nhu dwoc thé hién trong SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7 va SEQ ID NO: 8; va trong d6

-4-



28320

ving bién dbi chudi ning chira HCDR1, HCDR2 va HCDR3 14n lugt nhu dugc thé hién trong
SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 va SEQ ID NO: 5.

Theo mot phuong an duge vu tién cla sang ché, theo khéng thé PD-1 hoic méanh lién két
khang nguyén cta né duoc d xuit & ddy, khang thé nay 13 khang thé clia chudt hofic manh

cia no.

Theo mdt phuong 4n dugc vu tién ciia sang ché, theo khang thé clia chugt hojc méanh cia
n6 duoc @ xuit & day, vung bién d6i chudi nhe con chira FR chudi nhe ciia chudi «, A cla

chudt hodc bién thé cia nd.

Theo mdt phuong an duge wu tién cua sang ché, khang thé cta chudt hodic manh cua né
duoc dé xudt & day con chira ving cb dinh chudi nhe ciia chudi , A ciia chudt hodc bién thé

cua no.

Theo mdt phuong an duge wu tién cla sdng ché, theo khang thé ctia chudt hoic manh cia
né duge @ xuét ¢ ddy, ving bién ddi chudi ning con chira FR chudi ning ctia IgG1, 1gG2,

IgG3, IgG4 cia chudt hodc bién thé cia ching,

Theo mot phuong an duge wu tién cla sang ché, khang thé cta chudt hoic manh cia nd
duoc d& xuét & day con chira ving ¢ dinh chudi ning cta IgG1, IgG2, IgG3, IgG4 cla chudt

hodc bién thé ctua ching.

Theo mdt phuong an dugce wu tién cua sang ché, theo khang thé PD-1 hoic méanh lién két

khéang nguyén duoc dé xult & ddy, khang thé 13 khang thé kham hoic manh ctia né.

Theo mot phuong 4n dugc wu tién cia séng ché, theo khéng thé kham PD-1 ho#c manh
ctia né dugc dé xudt & day, trinh tw ving bién dbi chudi nhe cta khang thé kham 1a SEQ ID
NO: 10.

Theo mdt phuong an dugce wu ti€n cla sang ché, theo khang thé kham PD-1 hoic manh
ciia n6 duoc d& xult & day, trinh ty ving bién ddi chudi ning clia khang thé kham 13 SEQ ID
NO: 9.

Theo mét phuong 4n duge wu ti€n clia séng ché, khang thé kham PD-1 hodc manh ciia né
duoc d& xult & day con chira ving ¢ dinh chudi nhe clia chudi «, A ciia ngudi hogic bién thé

cua no.
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Theo mét phuong an dugc wu tién ciia sang ché, khang thé kham PD-1 ho#c méanh cta né
duoc dé xult & ddy con chira vimg cb dinh chudi ning cta IgG1, IgG2, 1gG3 hoic IgG4 cia
ngudi hoic bién thé cta ching, t6t hon 13 chira ving c¢b dinh chudi ning ctia IgG2 hoic IgG4
ctia ngudi, hogic ving ¢b dinh chudi ning ciia [gG1 ma khéng ¢ ADCC (antibody-dependent
cell-mediated cytotoxicity: ddc tinh té bao qua trung gian t& bao phu thudc khang thé) sau qué

trinh dot bién axit amin.

Theo mot phuong an duge wu tién cua sang ché,_ theo khang thé PD-1 hoic méanh lién két
khéng nguyén dugc dé xult ¢ day, khang thé 1a khang thé duoc 1am twong thich véi ngudi

hodc manh cia nd.

Theo mot phuong 4n duoc wu tién ciia sang ché, theo khang thé dugc 1am twong thich
v6i ngudi PD-1 hodc manh cuia né dugc dé xuét & day, ving bién dbi chudi nhe ctia khéng thé
duge 1am twong thich véi ngudi con chira FR chudi nhe cua chudi , A cia ngudi hodc bién

thé cua nd.

Theo mdt phuong an dugc uu ti€n cua sang ché, theo khang thé duoc 1am tuong thich
véi ngudi PD-1 hosic méanh ciia n6 dugc dé xuét & déy, trinh ty FR chudi nhe ctia ving bién
d5i chudi nhe cua khang thé duoc 1am tuong thich véi ngudi 14 thu duge tir trinh ty két hop
ctia cac chudi nhe dong mim ciia ngudi IGKV1-39 va JK4 nhu dugce thé hién trong SEQ ID
NO: 14, bao gdm FR1, FR2 va FR3 ctia IGKV 1-39 va FR4 ctia JK4.

Theo mot phwong an dugc wu tién clia sang ché, theo khang thé dugc 1am tuong thich
v6i ngudi PD-1 hodc manh cia né duge d& xuit & day, trinh tu cta chudi nhe cia khang thé

duoc 1am twong thich v6i ngudi duge thé hién trén SEQ ID NO: 12 hogc bién thé ctia né.

Theo mot phuong an duge uu tién cua sang ché, theo khang thé dwoc lam twong thich
v6i ngudi PD-1 hodc méanh ciia né dugc d8 xult & day, bién thé cia ving bién dbi chudi nhe
ctia khang thé dugc 1am twong thich véi ngudi chia phin d6t bién 0 dn 10 axit amin trong

ving bién d6i chudi nhe, tot hon 12 A43S.

Theo mdt phuong an duge wu tién cua sang ché, khang thé duoc 1am tuong thich véi
ngudi PD-1 hodc manh ctia n6 dugc d& xuét & day con chira ving ¢ dinh chudi nhe ctia chudi

K, A ciia ngudi hodc bién theé cua né.

Theo mot phwong an duogc uvu tién cla sang ché, theo khang thé dwoc 1am twong thich

v6i ngudi PD-1 hodc manh ciia né dugce dé xuat & day, ving bién doi chudi ning con chira FR
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chudi ning cta IgG1, IgG2, 1gG3, IgG4 cla ngudi, hodc bién thé cia chung.

Theo mdt phuong an dugc vu tién cla sang ché, theo khang thé dwoc 1am twong thich
v6i ngudi PD-1 hodc manh ctia né duge d8 xuét & day, trinh tw FR chudi niing clia ving bién
dbi chudi nang cta khang thé dugc 1am tuong thich véi ngudi 13 thu dugce tir trinh tw két hop
ctia cac chudi ning dong mam ciia ngudi [gHV3-7 va JH6 nhu dwogc thé hién trong SEQ ID
NO: 13, bao gém FR1, FR2 va FR3 cua IgHV3-7 va FR4 cta JH6.

Theo mot phuong an duge wu tién cia sang ché, theo khang thé dwoc 1am tuong thich
v6i ngudi PD-1 hodc manh cia n6 dugc dé xuét & day, trinh tw ctia chudi ning khang thé duogc
lam tuong thich véi ngudi dugc thé hién trén SEQ ID NO: 11 hoic bién thé cua no; trong d6
bién thé nay tt hon 14 chira phin d6t bién 0 dén 10 axit amin trong ving bién dbi chudi ning,

t5t hon nita 1a G44R.

Theo mot phuong an dugc wu tién cua sang ché, khang thé dugc lam tuong thich véi
ngudi PD-1 hodc manh ctia né duoc dé xuét & day con chira ving ¢ dinh chudi ning cla
IgGl1, IgG2,v IgG3 hodc IgG4 cia ngudi hodc bién thé ctia chiing, va t6t hon 13 chira viing cb
dinh chudi ning cua IgG2 hodc IgG4 ciia nguoi ma khong c6 ADCC, hodc vung c¢b dinh chudi
ning ctia IgG1 ma khong c6 ADCC (doc tinh té bao qua trung gian té bao phu thudc khang
thd) sau qué trinh dot bién axit amin. Tét hon 13, bién thé nay 14 dot bién ving 6 dinh chudi
ning ma gay ra sy suy giam hogc thiéu hut ADCC, va t6t hon nita 1a N297A, 1.234A, L235A
ctia IgG1, thé kham IgG2/4, va F235E hodc L234A/E235A clia IgG4.

Theo mot phuong 4n dugc wu tién cia sang ché, theo khang thé PD-1 ho#c manh lién két

khang nguyén dugc d2 xuét & day, manh lién két khang nguyén 1a Fab, Fv, sFv hodc F(ab™).

Séng ché con d& xuat phan tir ADN ma hoa khang thé PD-1 hojc manh lién két khang

nguyén néu trén.
Séng ché con dé xuat vecto biéu hién chira phan tir ADN nhu néu trén.
Sang ché con dé xuét té bao chu dugc bién nap bang vecto bicu hién nhu néu trén.

Theo mot phuwong an dugc uu tién cia sang ché, theo té bao chu dugc dé xult ¢ day, té

bao chi 1a vi khuén, t6t hon 13 E. coli.

Theo m6t phuong 4n duge wu tién cia sang ché, t€ bao chu duge d€ xuat ¢ day la ndm

men, t6t hon 13 Pichia pastoris.
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Séang ché con @ xuét dugc phim chira khang thé PD-1 hodc manh lién két khang nguyén

cua nd nhu dugc néu & day va ta duoc, chét pha loéng hoic ch4t mang dugc dung.

Sang ché con @& xut viéc sir dung khang thé PD-1 hodc ménh lién két khdng nguyén néu
trén, hodc dugc phém chira chung, dé bao ché thubc dé didu tri bénh hoic rdi loan qua trung
gian PD-1; trong d6 bénh nay t6t hon 13 bénh ung thu, t6t hon nita 14 bénh ung thu biéu hién
PD-L1; va bénh ung thu nay t5t hon 13 bénh ung thu v, bénh ung thu phéi, bénh ung thu da
day, bénh ung thu rudt, bénh ung thu thén, u melamin, va t5t nhét 12 bénh ung thu phdi khong

t& bao nho, u melamin va bénh ung thu than.

Sang ché con d& xuit phuong phap didu tri va phong ngira bénh hoic rdi loan qua trung
gian PD-1, bao gém viéc cho d6i tuong can didu tri ding lwong hitu hiéu trong diéu tri ctia
khéng thé PD-1 hoc manh lién két khang nguyén cia n6 theo sang ché, hoic dugc phim
chtra khang thé PD-1 hodc méanh lién két khang nguyén cia né; trong d6 bénh nay t6t hon 13
bénh ung thu, tét hon nita 13 bénh ung thu biéu hién PD-L1; bénh ung thu nay t5t hon 13 bénh
ung thu v, bénh ung thu phéi, bénh ung thu da day, bénh ung thu rudt, bénh ung thu thén, u
melamin, bénh ung thu phdi khong té bao nho, va t6t nhét 13 bénh ung thu phdi khong té bao

nho, u melamin va bénh ung thu than.
M ta vin tit cdc hinh vé

Fig.1 13 hinh thé hién thir nghiém sy ting sinh t& bao don nhan mau ngoai vi clia ngui.
K&t qua cho thdy ring khang thé PD-1 thir nghiém mAb005 c6 thé kich thich m¢t cach hitu

hiéu sy ting sinh cta céc té bao don nhan mAu ngoai vi ciia ngudi, véi EC50 1a 83ng/ml.

Fig.2 14 hinh thé hién thir nghiém tiét xytokin IFN-y t& bao don nhan méu ngoai vi cia
ngudi. Két qua cho thiy rang khang thé PD-1 thir nghiém mAb005 c6 thé kich thich sy ting
sinh PBMC (cé4c té bao don nhin mau ngoai vi: peripheral blood mononuclear cell), va dong

thi kich thich mdt cach hitu hidu sy tiét xytokin IFN-y, véi EC50 13 13ng/ml.

Fig.3 12 hinh thé hién tic dung trc ché ctia khang thé PD-1 H005-1 d6i voi su phat trién

ctia céc t& bao u than kinh dém.
Fig.4 12 biéu dd thé hién sy thay dbi thé tich khéi u sau khi didu tri.

Fig.5 12 biéu dd thé hién sy thay dbi trong lrong ctia chudt sau khi diéu tri.
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M3 ta chi tiét sang ché
Céc dinh nghia

D& hidu sang ché mot cach d& dang hon, céc thudt ngit khoa hoc va k¥ thudt nhét dinh
duge dinh nghia cu thé duéi ddy. Trir khi duge dinh nghia cu th8 dau d6 trong tai lidu nay, tht
ca cac thuat ngit khoa hoc va k¥ thuét khac dugce st dung & day d&u c6 nghia nhu dugc hiéu

thong thuong bdi ngudi co hidu biét trung binh trong linh virc ma sang ché dé cép.

Nhu duoc sir dung & diy, md mot ky tw va mé ba ky ty ding cho céc axit amin 1a nhu
duogc mo ta trong J. biol. chem, 243, (1968) p3558.

Nhu duge sit dung & ddy, "khéang th&" chi globulin min dich, cAu tric chudi bén peptit
duoc lién két véi nhau bing cac lién két disulfua gitta hai chudi ning giéng nhau va hai chudi
nhe giéng nhau. C4c ving ¢b dinh chudi ning ctia globulin mién dich khac nhau biéu thi cic
thanh phén axit amin khac nhau va c4c thi bac khic nhau, nh¢ d6 trinh dién cac loai tinh
khang nguyén khéc nhau. Do d6, c4c globulin mién dich c6 thé duoc chia thanh nim nhém,
hoiic duge goi 1a cac 16p (isotype) globulin mién dich, cu thé 1a IgM, IgD, IgG, IgA va IgE,
céc chudi ning cua chung 14n luot 14 chudi p, chudi 8, chudi v, chudi o va chudi €. Theo thanh
phén axit amin cta ving ban 18 ciia n6 va sé luong va vi tri ciia céc lién két disulfua chudi
ndng, cung mdot kiéu Ig c6 thé duoc chia thanh céc phan nhém khéc nhau, vi dy, IgG c6 thé
duoc chia thanh IgG1, IgG2, IgG3, va IgG4. Chudi nhe ¢6 thé dugc chia thanh chudi k hodc A
dua trén céc ving cb dinh khac nhau. Mai Ig trong s6 nam Ig néu trén c6 thé c6 chudi k hoic
A.

Theo séng ché, ving bién di chudi nhe ctia khang thé dugc néu & ddy con chira ving cd
dinh chudi nhe, ving nay bao gom chudi k, A cta chuft hodc ciia nguoi hodc bién thé cia

chung.

Theo séng ché, ving bién ddi chudi ning cua khang thé dugc néu & déy con chira ving
¢ dinh chudi ning, ving nay bao gom IgG1, 2, 3, 4 cua chudt hodc ciia ngudi hodc bién thé

cua chung.

Trinh tu gin diu N cua céc chudi niing va chudi nhe ctia khang thé, trinh ty khoang 110
axit amin thay dbi 16m, dwoc biét nhu 13 ving bién dbi (ving V); phén con lai cua trinh ty axit
amin gin dau C 13 tuong dbi dn dinh, dugc biét nhu 1a ving c¢b dinh (ving C). Ving bién ddi

bao gdm ba ving siéu bién (hypervariable region: HVR) va bbén ving khung (framework
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region: FR) c6 trinh tu duoc bao toan mdt cich twong d6i. Ba in‘mg siéu bién quyét dinh tinh
dic hiéu cua khang thé, con duoc biét nhu 14 viing quyét dinh tinh bd trg (complementarity
determining region: CDR). Mdi ving bién dbi chubi nhe (light chain variable region: LCVR)
va mdi ving bién dbi chudi ning (heavy chain variable region: HCVR) bao gbm ba CDR va
bbn FR, véi tht ty 14n luot tir dAu amin dén ddu carboxyl 1a: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3,
CDR3, va FR4. Ba CDR chudi nhe 1a LCDR1, LCDR2, va LCDR3; ba CDR chudi ning 1a
HCDRI1, HCDR2 va HCDR3. Sé lugng va vi tri ciia cac gbe axit amin CDR trong LCVR va
HCVR cua khang thé hoic manh lién két khang nguyén & diy tuong Ung véi céc tidu chuén
danh sb Kabat da biét (LCDR1-3, HCDE2-3), hodc tuong tmg véi tiéu chuén danh sb kabat
va chothia (HCDR1).

Thuat ngit "khang thé cta chudt" trong sang ché chi khéng thé don dong PD-1 khéng
nguoi duge tao ra dua vao kién thirc va trinh d6 chuyén mén trong linh vyc ndy. Trong qua
trinh tao khang thé, dbi twong thir nghiém duoc tiém khang nguyén PD-1, va sau d6 thé lai
biéu hién khang thé ma c6 trinh tu hodc cac dic tinh chirc ning mong muén duoc téch_ ra.
Theo mot phuong an dugce vu tién cla sang ché, khang thé PD-1 ctia chudt ho#ic manh lién két
khéng nguyén ciia n6 con chira ving ¢ dinh chudi nhe ctia chudi «, A ciia chudt hodc bién thé
cua ching, hodc q(‘)n chtra ving c¢b dinh chudi ning cua IgG1, IgG2, 1gG3 hodc IgG4 cua

chuét, hodc bién thé cta chung.

Thuét ngit "khéang thé kham", 13 khéng thd ma duoc tao ra bing cach dung hop ving bién
dbi cua khang thé cta chudt véi ving c¢b dinh cua khang thé cta ngudi, khang thé kham c6
thé 1am giam dé4p tmg mién dich duogc gly ra boi khang thé cua chudt. Dé thiét 14p khang thé
kham, thé lai tiét khang thé don dong dic hiéu ctia chudt duoc thiét 1ap dAu tién, gen vung
bién ddi dugc tach dong ra khoi cac t& bao thé lai cua chudt, sau d6 gen ving ¢ dinh cua
khang thé ctia ngudi duge tach dong néu mudn, gen ving bién dbi ctia chudt duoc nbi vao gen
ving cb dinh cia ngudi dé tao ra gen kham ma c6 thé duoc 16ng vao vecto ciia ngudi, va cudi
ciing 13 phén tir khang th kham duoc bidu hién trong hé t& bao c6 nhan dién hinh hofc hé té
bao khoéng nhan trong cdng nghiép. Theo mdt phuong an duge uu tién cﬁa sang ché, ving
bién ddi chudi nhe cua khang thé kham PD-1 con chita FR chudi nhe ctia chudi x, A ctia chudt
hoic bién thé cua chiing, va trinh ty ciia viing bién dbi chudi nhe dugc thé hién trong SEQ ID
NO: 10. Vung bién ddi chudi ning clia khang thé kham PD-1 con chita FR chudi ning cua
IgGl, IgG2, IgG3, IgG4 cua chudt hodc bién thé coa chung, va trinh tu clia viing bién dbi
chudi ning dugc thé hién trén SEQ ID NO: 10. Ving cb dinh cta khéng thé cta ngudi duoc
chon tir ving ¢b dinh chudi ning cta IgG1, IgG2, IgG3 hodc IgG4 cua ngudi hodc bién thé

ctia chung, tbt hon 13 bao gdm viing c¢b dinh chudi ning ctia IgG2 hodic IgG4 ciia ngudi, hoidc
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ving ¢b dinh chudi ning ctia IgG1 ma khong c6 ADCC (dc tinh té bao qua trung gian té bao

phu thudc khang thé) sau qua trinh dot bién axit amin.

Thuét ngit "khéng thé duoc 1am tuwong thich véi nguoi”, con duge biét nhu 13 khéng thé
dugc ghép CDR, chi khang thé duoc tao ra bing cach ghép céc trinh tw CDR ciia chudt vao
khung viing bién dbi ctia khang thé ciia ngudi, cu thé 13, trinh ty ciia khung khéng thé dong
mam cta ngudi thude kidu khac. Khang thd dugc lam twong thich véi ngudi khic phuc tinh
d4p Gng khang thé manh dén mirc bét loi gy ra do khéng thé kham, 14 khang thé mang luong
16n cac thanh phe“m protein ctia chudt. Céc trinh ty khung nay cé thé thu dugc tir co s dir liéu
ADN d4 biét gdm ca céc trinh tu gen khang thé dong mam hodc tir c4c tai liéu tham khao da
duge cong bd. Vi dy, céc trinh ty ADN dong mim cia cdc gen ving bién ddi chudi ning va
chudi nhe cia ngudi c6 thé tim thdy trong co s& dit liéu trinh ty dong mim cla ngudi

"VBase" (c6 sin trén trang web www.mrccpe.com.ac.uk/vbase), cling nhu c6 thé tim thdy

trong tai lidu cua Kabat, EA, et al, 1991 Sequences of Proteins of Immunological Interest, tai
ban 14n thir 5. Theo phwong 4n dugc wu tién cua sang ché, céc trinh ty CDR cia chuét ciia
khéng thé duoc 1am tuwong thich véi ngudi PD-1 dugce chon tir SEQ ID NO: 3, 4, 5, 6, 7, 8.
Céc khung vung bién dbi khang thé cia nguoi duoc thiét k& va chon loc sao cho trinh tw FR
chudi nhe ciia ving bién di chudi nhe ctia khang thé 1a thu dwoc tir trinh tw két hop ctia céc
chudi nhe dong mam coa ngudi IGKV1-39 va JK4: SEQ ID NO: 14, bao gbm FR1, FR2 va
FR3 ctia IGKV 1-39 va FR4 ciia JK4; trinh tu FR chudi ning ciia ving bién ddi chudi ning
cta khang thé 13 thu dugc tir trinh ty két hop ciia cac chudi ning dong mim coa ngudi
IgHV3-7 va JH6: SEQ ID NO: 13, bao gbm FR1, FR2 va FR3 ctia IgHV3-7 va FR4 ctia JH6.
Pé tranh sy giam hoat tinh trong qu4 trinh giam tinh tao mién dich, ving bién ddi ctia khang

thé cia ngudi dugc dem di gy dot bién nguoc t6i thiéu @ duy tri hoat tinh.

Nhu dugc st dung ¢ ddy, "manh lién két khang nguyén" chi manh Fab, manh Fab', manh
F(ab')2 c6 hoat tinh lién két khang nguyén, cling nhu manh Fv manh sFv lién két véi PD-1
cuia ngudi; chira mot hoac nhidu ving CDR cta khang thé néu trong sang ché dugc chon tir
nhém bao gdm SEQ ID NO:3 dén SEQ ID NO:8. Manh Fv 1a manh khang thé tdi thiéu chua
ving bién ddi chudi ning, ving bién dbi chudi nhe, va tit ca céc vi tri lién két khang nguyén
ma khong chira ving cd dinh. Thong thuong, khang thd Fv con chira phin tir lién két
polypeptit nim gitta cac mién VH va VL, va c6 kha ning tao thanh céu tric cin @ lién két
khang nguyén. Ngoai ra, cac phan tir lién két khac ciing c6 th8 dugc str dung @8 lién két cac
viing bién ddi cta hai khang thé @8 tao ra polypeptit, goi 12 khang thé don chudi hoic Fv don
chudi (single chain Fv: sFv). Nhu duoc sir dung ¢ déy, thuat ngit "lién két v6i PD-1", c6 nghia

1a tuong tdc voi PD-1 ciia nguodi. Nhu duge st dung & ddy, thut ngit "véu t§ quyét dinh
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khang nguyén" theo sang ché chi cac vi tri ba chidu khong lién tuc trén khang nguyén, nhén

dang khang thé hoic manh lién két khang nguyén theo sang ché.

Nhu duoc st dung & day, thuat ngit "ADCC", cu thé 1a doc tinh té bao qua trung gian té
bao phu thudc khéng thé, chi cac t& bao biu hién cac thu thé Fe truc tiép tiéu diét cac té bao
dich dugc boc bdi khang thé qua viéc nhan dang doan Fc cua khéng thé. Chirc ning tac dong
ADCC cua khéng thé c6 thd dwoc giam xubng hoic loai bd béng cach cai bién doan Fc trong
IgG. Su cai bién chi c4c dot bién cia ving cb dinh chudi ning cia khang thé, nhu céc dot bién
dugc chon tir N297A, L234A, L235A trong IgG1; thé kham IgG2/4; F235E, hoic cac dot bién
L234A/E235A trong IgG4.

Nhu duoc st dung & ddy, protein dung hop dugc mo td trong sang ché 13 san phim
protein thu dugc bing cach ddng biéu hién hai gen nho k§ thust ADN tai t5 hop. Protein dung
hop Fc mién ngoai bao PD-1 tai td hop thu dugc bing cach ddng biéu hién mién ngoai bao
PD-1 va manh Fc khang thé ciia ngudi bang k§ thuit ADN téi t6 hop. Mién ngoai bao PD-1
chi phén PD-1 nim ngoai mang té bao, trinh ty clia ving nay 1a ving danh d4u cua SEQ ID
NO: 1 dudi day.

Céc phuong phap san xuét va tinh ché c4c khang thé va cic manh lién két khang nguyén
da duoc biét rd trong linh vuc ndy va co thé duoc théy, vi dy, trong tai li€u Hudng dan k§
thuat thtt nghiém khang thé (Antibody Experimental Technology Guide) cua Cold Spring
Harbor, Chuong 5-8 va 15. Vi dy, chudt ¢c6 thé dugc gdy mién dich bang PD-1 cia ngudi,
hodc c4c manh cta nd, va cac khang thé thu duoc sau d6 c6 thé duoc hdi tinh, tinh ché va giai
trinh ty bang cach sir dung céc phuong phap théng thudng da biét trong Iinh vuc nay. Céc
manh lién két khang nguyén ciing c6 thé duogc tao ra bang cac phuong phap thong thudng.
Khang thé hodic manh lién két khang nguyén theo sing ché duoc thyc hién cac k¥ thuit di
truyén d& dua mot hodc nhiéu viing khung (FR) cua ngudi vao CDR khong phai cia ngudi.
Céc trinh tw dong mam FR ctia ngudi c6 thé thu dugc tir InMunoGeneTics(IMGT) qua trang
web clia cong ty ndy tai dia chi http:/imgt.cines.fr, hogc tir The Immunoglobulin FactsBook,
2001ISBN012441351. Dic biét 13, dong médm FR chudi nhe dé str dung trong khang thé hoic
manh lién. két khang nguyén theo sang ché bao gdm A3 va 02. Dong mim FR chudi ning cu
thé dé st dung trong khang thé hodic manh lién két khang nguyén theo sing ché bao gdbm
VH3-21 va VH3-23.

Khéng thé hodc manh lién két khang nguyén duoc thao tac di truyén theo séang ché c6 thé

dugc tao ra va tinh ché bing cach st dung cac phuong phép thong thuong. Vi dy, céc trinh tu
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cADN mi héa chudi ning (SEQ ID NO: 11) va chudi nhe (SEQ ID NO: 12) c¢6 thé duoc tach
dong va tai td hop vao vecto biéu hién GS. Sau d6, vecto biéu hién globulin mién dich dugc
tai t hop c6 thd chuyén nhidm mét cach én dinh céc té bao CHO. La phuong phép duoc
khuyén nghi hon thém da dugc biét 5 trong linh vuc nay, su biéu hién cac khang thé trén
dong vét c6 v s& dan dén su glycosyl hoa, thuong & ¢iu N duge bao toan & mirc d cao trong
ving FC. Céc dong n dinh c6 thé thu dugc qua su biéu hién khéang thé lién két mot cach diic
biét véi PCSK9 cua ngudi. Cac dong duong tinh ¢6 thé duge mé rong trong moi trudng nudi
cdy khong chira huyét thanh dé san xuét khang thé trong cac thiét bi phan ting sinh hoc. Méi
truomg nudi cy, ma khang thé duoc tiét vao do, c6 thé dwoc tinh ché bang céc k§ thuat thong
thudng. Vi du, mdi trudng nay co6 thé dugc dwa mot cach thudn tién 1én cot Protein A hogc cot
G Sepharose FF ma da dugc 1am cén bang véi dung dich dém twong thich. Cot duge ria aé
loai bd céc thanh phan lién két khong dac hidu. Khang thé lién két dugc rira gidi bing gradien
pH va cac manh khéng thé dwoc phat hién bang SDS-PAGE, va sau d6 duoc gom lai. Khang
thé c6 thé duoc loc va co b.':ing cach str dung céc k¥ thudt thong thudng. Khéi két tu hoa tan va
céc multime c6 thé duge loai bé mot cach hiru hiéu bing cac k§ thuét théng thudng, bao gbm
loai trix theo kich ¢& hoic trao dbi ion. San phim thu dugc cb thé duoc clp dong ngay 14p tirc,

vi du & -70°C, hodc c6 thé dugc 1am dong kho.

Khang thé theo sang ché 13 khang th8 don dong. Khang thé don dong hay mAb, nhu
duoc sir dung & déy, chi khang thd ma thu dwoc tir dong don bao gdbm, nhung khdng chi giéi
han &, dong té bao nhan dién hinh, dong t& bao khong nhan, hoic dong thuc khuén thé bt ky.
Céc khang thé don dong va cac manh lién két khang nguyén ctia ching c6 thé dugc tai t hop,
vi dy, bing céc k§ thust thé lai, c4c k¥ thuat t4i t& hop, cac k¥ thuét biéu hién thyc khuén thé,
céc k¥ thuat tbng hop (vi dy, ghép CDR), hodc cac k¥ thuét khac da biét trong linh vuc nay.

Viée "ding" va "didu tri" khi duoc 4p dung cho dong vét, ngudi, ddi tuong thir nghiém,
t& bao, md, co quan, hoc dich sinh hgc, chi viéc cho dugc chat, cht chin doan, diéu tri, hodic
ché phdm ngoai sinh tiép xuc v6i dong vat, ngudi, d6i twong, méd, co quan, hozc dich sinh hoc
nay. Viéc "dung" va "didu tri" c6 thé chi, vi dy, cac phuong phap diéu tri, phuong phép duge
dong hoc, phuong phap chén doan, phuong phap nghién ctru, va phuong phép thir nghiém.
Viéc didu tri t& bao bao gdm cho chét phan tng tiép xtic véi té bao, cling nhu cho chét phan
{mg tiép xuc véi dich, trong @6 dich nay tiép xuc vai té bao. Viée "ding" va "didu tri" con co
nghia 14 diéu trj in vitro va ex vivo, vi dy, d6i véi té bao, bing chit phan tmg, hop chét chén
doan, lién két, hodc bang té bao khac. "Piéu tri", khi dwoc 4p dung cho ngudi, dong vat, hodic
d6i twong nghién ciru, chi viée diéu tri chita bénh, bién phap phong ngira hodc ngan chin, va

céc img dung nghién ciru va chan doan.
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"Didu tri" chi viéc dung chit didu tri bénh, nhu ché phdm chira hop chét bat ky trong sb
cac hop chét lién két theo sang ché, & bén trong hosc & bén ngoai cho bénh nhin c6 mot hodc
nhiéu triéu chimg bénh ma chit nay c¢6 hoat tinh diéu tri d biét dbi v6i cac triéu chimg bénh
nay. Thong thuong, chit nay duoc ding véi lugng hitu hidu dé 1am giam mot hodc nhiéu tridu
chimg bénh & cong ddng hoic bénh nhan dugce didu tri, bing cach gy ra sy thoi lui hodc trc
ché su tién trién cua (c4c) triéu chimg nay dén mic do bét ky c6 thé do dugc trén 14m sang.
Luong chét didu trj bénh ma hitu hiéu d& 1am giam triéu chimg bénh cu thé bat ky (con dugc
goi 13 "lugng hitu hiéu trong didu tri") c6 thé thay dbi tiy theo cac yéu t6 nhu tinh trang bénh
ly, tudi tac, va can ning cia bénh nhan, va kha ning dugc chét tao ra dép ing mong mudn &
bénh nhan. Viéc triéu chimg bénh da dugc lam thuyén gidm hay chua cé thé dwoc danh gia
bang phuwong phap dénh gid 1am sang bét ky thuong duge st dung boi céc bac s§ hodic cac
nha cung Cép dich vu chidm séc stirc khoe khac dé d4anh gia 46 mirc do nghiém trong hodc tinh
trang tién trién cia triéu chimg d6. Mic du phuong 4n theo séang ché (vi du, phuong phap diéu
tri hodc vat san xuét) c6 thé khéng hitu hiéu trong viéc lam thuyén giam (céc) triéu ching
bénh cin quan tAm trén tAt ca bénh nhan nhung n6 s& 1am thuyén gidm (c4c) triéu chiig bénh
muc tiéu cin quan tim trén s6 lwong bénh nhéan c6 y nghia vé& mit théng ké nhu duogc xac dinh
béi kidm dinh théng ké bét ky da biét trong linh vuc ndy nhu kiém dinh Student's t, kiém dinh
Chi binh phuong, kiém dinh U theo Mann va Whitney, kiém dinh Kruskal-Wallis (kiém dinh
H), kiém dinh Jonckheere-Terpstra va kiém dinh Wilcoxon.

"Céc cai bién theo kiéu bao toan" hodc "su thay thé hodc thé theo kiéu bao toan" chi su
thay thé céc axit amin trong protein bang céc axit amin khac c6 cac dic tinh twong tu (vi dy,
dién tich, kich thudc chudi bén, tinh ky nudc/tinh wa nudc, cAu hinh khung va tinh ctimg, v.v.),
sao cho céc thay d6i ndy c6 thé thudong xuyén duoc thuc hién ma khong 1am thay d6i hoat tinh
sinh hoc cia protein. Ngudi cé hiéu biét trung binh trong linh vuc nay hiéu ring, néi chung,
su thay thé axit amin don 1& & cac ving khong thiét yéu ctia polypeptit gin nhu khong lam
thay dbi hoat tinh sinh hoc (xem, vi du, Watson et al. (1987) Molecular Biology of the Gene,
The Benjamin/Cummings Pub. Co., p. 224 (4™ Ed.)). Ngoai ra, su thay thé c4c axit amin

tuong tu v& mit cAu tric hoic chirc ning it c6 kha nang phé v& hoat tinh sinh hoc.

"V& co ban 1a gdm", hodc cic cum tir tvong tu dugc st dung trong sudt phin mo ta va
yéu cAu bao ho, chi viéc bao gbm céc yéu t6 hodic nhém céc yéu t§ duoc néu bét ky, va bao
gdm tly ¥ céc yéu t khac c6 ban chét trong tw hoic khic véi cac yéu t6 dwoc néu, cac yéu td
nay khong 1am thay déi mot cach thiét yéu céc tinh cht co ban hoic méi cia ché @b lidu quy
dinh, phuong phap, hodc ché phadm. La vi du khdng gi6i han, hop chét lién két ma vé co ban

12 gobm trinh ty axit amin dugc néu c6 thé con bao gom mdt hodc nhicu axit amin ma khong
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anh huong mot cach thiét yéu dén c4c tinh chét ctia hop chit lién két.

"Luong hitu hi¢u" bao gbm luong du dé 1am cai thién hodc ngin nglra tridu chimg hodc
d4u hiéu cua tinh trang bénh ly. Luong hitu hiéu con chi lugng du @& cho phép hoic tao didu
kién thudn loi cho viéc chin doan. Lwong hitu hiéu d6i véi d6i twong 12 bénh nhén hodc thi y
cu thé c6 thé thay dbi ty thudc vao cac yéu t6 nhu tinh trang bénh dugc diéu tri, tinh trang
strc khoe chung ctiia bénh nhan, dudng dung va lidu ding va muc dd nghiém trong clia cic tac
dung phu. Luong hitu hig¢u ¢ thé 1a lidu t6i da hodc phuong thirc ding lidu ma tranh céc tic

dung phu hodc céc tac dong gy doc déang ké.

"Ngoai sinh" chi cdc chat ma dugc sinh ra bén ngoai sinh vét, t€ bao, hodc co thé nguoi,
tiy thudc vao van canh. "Noi sinh" chi cdc chat ma duoc sinh ra bén trong t& bao, sinh vat,

hotic co thé ngudi tly thudce vao vin canh.

"Tinh twong ddng" chi mirc dd twong tw vé trinh ty gifta hai trinh tu polynucleotit hodc
gitta hai polypeptit. Néu vi tri & ca hai trinh tu duoc so sanh duoc chiém boi cing mot cAu
tric dudi phan tir 14 monome bazo hodic monome axit amin, vi du, néu vi tri trong mdi trong
s6 hai phéan tir ADN dugc chiém boi adenin, thi cic phan tir 1 twong ddng & vi tri d6. Phan
trdm twong ddng giita hai trinh tu 12 ham s6 coa s6 vi tri khép nhau hodc vi tri twong ddng c6
chung gifta hai trinh tu chia cho s6 vi tri duge so sanh x100. Vi dy, néu 6 trong s6 10 vi tri
trong hai trinh ty 1a khép nhau hodc twong ddng véi nhau khi c4c trinh ty dugc sép théng trinh
tu mot cach t6i wu, thi hai trinh ty c¢6 miic twong ddng 13 60%. Néi chung, sy so sanh dugc

thyuc hién khi hai trinh ty dugc sép thing dé cho phén trim murc tuong ddng 14 t6i da.

Nhu duoc st dung & day, cac tu "t& bao", "dong té bao", va "dich nudi ca‘iy té bao" dugc
st dung thay thé nhau va tAt ca cac cum tir ndy déu bao gdm ca thé hé con. Do d6, cac tir "thé
bién nap" va "cac té bao dugc bién nap" bao gdm té bao chu thé so clp va cac dich nudi chy
thu dugc tir d6 ma khong xem xét dén sb 1an chuyén. Ciing cén hiéu ring tAt ca céc thé hé con
c6 thé khong gidng nhau mot cach chinh xéc vé phdn ADN, do sy dot bién c6 chi ¥ hoidc
khong c6 chu y. Thé hé con ddt bién ma c6 ciing chirc ning hodc hoat tinh sinh hoc nhu dugc
sang loc trong té bao duoc bién nap ban d4u 1a nim trong dinh nghia v& céc cum tir ndy.

Trudng hop thuat ngit khac biét duge dy tinh thi n6 s& duge néu 13 rang tir vén canh cu thé.

Nhu duoc st dung & déy, "phan tmg chudi polymeraza" hogdic "PCR" (polymerase chain
reaction) chi quy trinh hodc k¥ thuat trong d6 céc lugng nhd cua phin dic hiéu cia axit
nucleic, ARN va/hodc ADN, duoc khuéch dai nhu duge mo ta trong, vi du, patent My sd

4,683,195. N6i chung, thong tin trinh tu tir cac d4u cua ving quan tAm hodc xa hon can phai
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c6 sén, sao cho cdc doan mdi oligonucleotit c6 thé duoc tao ra; cac doan mdi nay s& giéng
hodc tuong tu v& trinh tw véi céc soi twong tmg ciia khudn cAn khuéch dai. Céc nucleotit ddu
5° ctia hai doan mdi c6 thé giéng vé6i cac ddu cta vat liéu cin khuéch dai. PCR c6 thé duoc str
dung d8 khuéch dai céc trinh ty ARN dic hiéu, trinh tw ADN d#c hiéu tir ADN hé gen téng thé,
va cADN duogc phién ma ti c4c trinh tr ARN té bao tong thé, thuc khuén thé hosc plasmit, v.v.
N6i chung, xem céc 4n phdm Mullis et al. (1987) Cold Spring Harbor Symp. Ouant. Biol.
51:263; Erlich, ed., (1989) PCR TECHNOLOGY (Stockton Press, N.Y.). Nhu dugc sir dung &
day, PCR dugc xem nhu 1a mdt, nhung khong phai duy nhét, vi du vé phuong phap phan tmg
axit nucleic polymeraza dé khuéch dai cdc mu thir nghiém axit nucleic, bao gdm viéc st
dung axit nucleic da biét 1am doan mdi va axit nucleic polymeraza dé khuéch dai hoic tao ra

phéan dic hiéu cua axit nucleic.

799

“Tuy y” hodc “mdt cach tuy y” cé nghia la su viéc hodc tinh hudng theo sau c6 thé
nhung khong nhét thiét phai xay ra, va phin mb ta sang ché bao gbm céc truong hop trong d6
su viéc hodc tinh hubng xay ra hodc khong xay ra. Vi dy, "tly ¥ chira 1 dén 3 ving bién dbi
chudi ning ctia khang thé" c6 nghia 14 ving bién dbi chudi ning cia khéng thé v6i trinh ty

d3c hidu c6 thé, nhung khong nhét thiét phai c6 mit.

“Dugc phdm” chi ché phim chira hdn hop ciia mét hodc nhidu hop chét theo sang ché
hogic mudi hodc tién duoc chét chdp nhan dugc v& mit sinh ly/duoc dung ctia chiing cling véi
cac thanh phin héa hoc khéc, cling nhu c4c thanh phin b sung nhu cac chit mang va ta dugc
chép nhan dugc v& mat sinh Iy/duoc dung. Duge phém nhim thuc déy viéc st dung cho sinh
vat, tao didu kién thuan loi cho viéc hép thy thanh phin hoat tinh va nhd d6 tao ra tic dung

sinh hoc.
Vi du thwe hién sang ché

Sau d4y, sang ché dugc mb ta thém bing cach vién din dén cac vi du; tuy nhién, pham vi
cla sang ché khong bi gi6i han & d6. Trong céc vi du cla séng ché, khi cac didu kién cu thé
khong dugc md ta, noi chung, cac thir nghiém duoc thyc hién & céc didu kién thong thuong
nhu dwoc mé ta trong cdc 4n phidm Antibody Technology Laboratory Manual and Mecular
Cloning Manual cua Cold Spring Harbor, hodc & cac didu kién duoc nha san xult vat lidu
hodc san phim d& xuit. Néu ngudn chét phan tmg khong duge quy dinh mét cach cu thé thi

céc chét phan tg 14 cac chét phan ing théng thudng c6 trén thi trudng.

Vidu 1: Tao khang thé
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Céc khang thé don dong cta chudt khang PD-1 clia ngudi dugc tao ra. Protein dung hop
Fc mién ngoai bao PD-1 t4i t hop dugc tinh ché (PD-1 Fc) (SEQ ID NO: 1); hoc cac té bao
CHO dugc chuyén nhiém bang PD-1 (SEQ ID NO: 2) dugc sit dung lam khang nguyén dé
gdy mién dich & chudt Balb/C va chudt SJL. Khang nguyén PD-1 cua ngudi dugc mua tir
ORIGENE, Cat No. SC117011, Trinh ty tham chiéu NCBI: NM_005018.1.

PD-1 Fc, protein dung hgp Fc mién ngoai bao PD-1 téi td hop (SEQ ID NO: 1):

MDMRVPAQLLGLLLIWF CPGWFLDSPDRP SPALLVVTEGDNATFE
TCSFSNTSESFVLNWYRMSPSNQTDKLAAFPEDR SQPGODCRFRVTQLPNGRDF
S GTYLCGAISLAPKAQIKESL, RVTERRAEVPTAHPSPSPR

PAGOFQTLVDK THTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDV
SHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALPAPIEKTISK AKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGF
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWQQGNVFSCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPGK . )

PD-1, khéng nguyén PD-1 chuyén nhiém vao té bao (SEQ ID NO: 2):

MQIPQAPWPVVWAVLQLGWRPGWFLDSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGDNATFT
CSFSNTSESFVLNWYRMSPSNQTDKLAAFPEDRSQPGQDCRFRVTQLPNGRDFH
MSVVRARRNDSGTYLCGAISLAPKAQIKESLRAELRVTERRAEVPTAHPSPSPRP
AGQFQTLVVGVVGGLLGSLVLLVWVLAVICSRAARGTIGARRTGQPLKEDPSAV
PVFSVDYGELDFQWREK TPEPPVPCVPEQTEYATIVFPSGMGTSSPARRGSADGP
RSAQPLRPEDGHCSWPL .

Viée géy mién dich bing protein dung hop Fc-mién ngoai bio PD-1 duoc chia thanh lidu
cao (50ug) va lidu thip (10ug) cta khang nguyén da dugc tinh ché, viéc gay mién dich bang
cdc t& bao CHO duge chuyén nhidm PD-1 sir dung 0,5-1x107 t€ bao. Viéc gay mién dich dugc
thue hién 1an luot vao ngay 0, 14, va 35 voi ta chét Freund hoan chinh; mau dugc 1y miu &
vi trf sau hdc mét dé giam sat dap tmg mién dich. Chudt véi hi¢u gié globulin mién dich cia
ngudi khang PD-1 thu duoc bang phuong phép ELISA sang loc huyét tuong. Vao ngiy 56,
chudt c6 hiéu gia globulin mién dich ciia ngudi khang PD-1 cao nhét duge dem di gay mién
dich tang cudng. 3 ngay sau, chudt bi giét va 14 lach dugc 14y d tién hanh dung hop. Céc thé
dung hop lai dugc sang loc va khéang thé don dong ctia chuét mAb005 duge thu nhén. Trinh
tw ving bién ddi chudi ning va trinh ty ving bién dbi chudi nhe ciia khang thé don dong
chudt mAbOOS5 1a nhu sau:

-17-



28320

mAb00S HCVR
EVMLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTFSSYMMSWVRQTPEKRLEW VATISG
GGANTYYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMSSLRSEDTALY YCARQLYYFDYW
GQGTTLTVSS SEQID NO: 9

mAb005 LCVR
DIQMTQSPASQSASLGEGVTITCLASQTIGTWLTWYQQKPGKSPQLLIYTATSLA
DGVPSRFSGSGSGTKFSFKISSLQAEDFVTYYCQQVYSIPWTFGGGTKLEIK

SEQID NO: 10
Céc trinh ty CDR 1a nhu sau:

Tén Trinh ty S6

HCDRI1 | SYMMS SEQID NO: 3
HCDR2 | TISGGGANTYYPDSVKG SEQID NO: 4
HCDR3 | QLYYFDY SEQID NO: 5
LCDR1 | LASQTIGTWLT SEQID NO: 6
LCDR2 | TATSLAD | SEQID NO: 7
LCDR3 | QQVYSIPWT SEQID NO: 8

Vi du 2: Sang loc khang thé
Thir nghiém ELISA lién két khang thé PD-1 in vitro:

Khéng thé PD-1 phong bé con dudng truyén tin hidu ctia PD-1 va phdi tir ctia n6 bing
cach lién két voi mién ngoai bao PD-1. Thir nghiém ELISA in vitro dugc st dung dé phat
hién dic tinh lién két cta khéng thd PD-1. Protein dung hop FC mién ngoai bao PD-1 (PD-1
FC) dugc biotin héa dugc phu 1én cac dia 96 16 bing cach lién két voi avidin trung hoa.
Cuong @6 tin hiéu sau khi bd sung khang thé duoc str dung dé xac dinh dic tinh lién két cua
khéng thé va PD-1.

Avidin trung hoa (lién két véi biotin) dwoc pha loding dén ndng d6 1pul/ml bang dung dich
dém PBS, dugc dua bing pipet vao dia 96 15 v6i luong 100ul/15 va ¢ yén trong 16 dén 20
gid & 4°C. Dia 96 18 dugc rira mot 1an bang PBST (PBS pH=7.4, chira tweeen20 0,05%) sau
khi loai bé dung dich dém PBS, sau d6 dia nay dugc U va phong bé trong 1 gid & nhiét 46
trong phong cung véi vige bd sung PBST/1% sita véi luong 120u1/18. Sau khi loai bo dung
dich phong bé, dia dugc rira bing dung dich dém PBST, sau d6 bd sung 1pg/ml PD1-FC dugce
danh déu bang biotin da dugc pha lodng bing PBST/1% sita, va U trong 1 gi® & nhiét do trong
phong. Sau khi loai bé dung dich phong bé, dfa nay duoc rira 3 14n bing dung dich dém PBST,
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sau d6 bd sung khang thé PD-1 thir nghiém d3 duoc pha lodng dén ndng d6 thich hop bing
PBST/1% sita, va 0 trong 1,5 gi¢ & nhiét d§ trong phong. Sau khi loai bé hé phan ting, dia
dugc rira 3 14n bang dung dich d&m PBST, sau d6 bd sung khéang thé thi cip khang chudt
dugc danh ddu HRP (The Jackson Laboratory) d& dugc pha lodng bing PBST/1% sita véi
luwong 100ul/15, va duge U trong 1 gid & nhiét do trong phong. Sau khi dugc rira ba 14n bang
PBST, dia dugc bd sung TMB véi lugng 100p1/18, va G trong 5 dén 10 phut & nhiét d trong
phong. Sau d6, phan tmg dugc két thic bing cach bd sung dung dich H2SOs 1M véi lugng
100pl/13. Tri s6 hép thu & 450nm duge doc trén may doc vi dia NOVOStar; tri s6 ECso lién
két ELISA duoc tinh.

, ELISA, EC50,nM
Khéng thé thir
. PD-1cta |PD-1 cta khi
nghiém _
nguoi cyno
mAb005 0,25 0,27

Két qua chimg minh ring khéng thé mAbO00S thé hién hoat tinh lién két tuyét voi déi voi
PD-1Fc ctia ngudi (PD-1 ctia ngudi) va PD-1Fc ctia khi cynomolgus (PD-1 cta khi cyno).

Thit nghiém phong bé lién két in vitro ctia khéng thé PD-1 va phdi tir PD-1:

PD-L1 trén bé miit cta té bao khdi u biéu hién tac dung ngin chin sy ting sinh cia cac té
bao T bing céch lién két véi PD-1 trén bé mit cia té bao T. Khang thé PD-1 phong bé con
dudng truyén tin hiéu PD-L1/PD-1 bing céch lién két véi PD-1 d8 kich thich su ting sinh té
bao T. Thir nghiém phong bé lién két PD-1/PD-L1 dugc sir dung dé phat hién hoat tinh phong

bé cua khang thé PD-1 d6i v6i con dudng truyén tin hiéu.

Trong thir nghiém nay, dia 96 16 dugc phti protein PD-1 ¢6 mién ngoai bao dugc dung
hop véi FC (PD-1-FC), va duoc & bing khang thd PD-1 thir nghiém; PD-L1 dugc dénh déu
biotin sau d6 dugc bd sung vao dé 1. Sau khi rira dia, lugng lién két cia PD-L1 dugc ddnh
du biotin duge phat hién; trj sé ICso phong bé ctia khéng thé PD-1 dbi v6i sy lién két phéi tir

PD-L1 dugc tinh.

PD-1-FC dugc pha loing dén ndng @6 1pg/ml bing dung dich dém CB c6 d6 pH bing
9,6 (1,59g Na;CO3 va 2,93g NaHCO3 duoc hoa tan trong 1L nuée ct), duogc dua vao dia 96
13 bang pipet v6i luong100pl/18 va dé yén trong 16 dén 20 gid & 4°C. Dia 96 16 nay dugc rira
mdt 13n bing PBST (PBS c6 d pH bing 7,4, chita tweeen20 0,05%) sau khi dung dich dém

PBS duoc loai bd, sau d6 dia duoc G va phong bé trong 1 gid> & nhiét dd trong phong véi
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PBST/1% sita vi lugng 120pu1/15. Sau khi loai bé dung dich phong bé, dia duoc rira mdt 1an
bang dung dich dém PBST, sau d6 bd sung 90pl khang thé PD-1 thir nghiém d4 dugc pha
loang dén ndng d6 thich hop bing chit pha lodng mau (PBS c¢6 d6 pH bing 7,4 chira BSA 5%,
Tween20 0,05%), va u trong 1 gi & 4°C. Sau d6, cac néng d6 theo cép s6 nhén 10 coa PD-L1
dugc danh ddu biotin (Beijing Sino Biological Inc.) (10ug/ml) dugc bd sung vao dia véi
luong 10ul/15, 1ic nhe va tron biang may l4c, va i & 37°C trong 1 gid. Sau khi loai bd hé phan
ung, dia dugc rira 6 14n bing dung dich dém PBST, sau d6 bb sung Streptavidin — Peroxidaza
Polyme d3 dugc pha lodng bang PBST véi ty 1& 1:400 v6i lugng 100ul/18, va G trong diéu
kién lic nhe trong 50 phut 76 nhiét @9 trong phong. Sau khi dugc rira 6 14n bang PBST, dia
duoc bd sung TMB véi luong 100pl/15, va 1 trong 5 dén 10 phiit & nhiét d6 trong phong. Sau
d6, phan tmg duogc dimg bang cach bd sung dung dich H>SO4 1M v6i lugng 100ul/13. Tri sd
hép thu & 450nm duoc doc trén may doc vi dia NOVOStar; tri s6 ICso phong bé ciia PD-1 d6i
v6i lién két phdi tir PD-L1 dugc tinh.

Thr nghiém
. | phong bé lién

Khéng thé .

két phoi tr
thir nghiém

(LBB)
IC50, nM
mAb005 1,13

Két qua thé hién ring khang thd mADb005 13 rét hiru hiéu dé phong bé lién két ctia PD-L1
véi PD-1.

Vi du 3: Thir nghiém d6 chon loc lién két ctia khang thé PD-1 in vitro

pé phat hién hoat tinh lién két dic hidu cua khang thé PD-1 d6i véi cac protein khac cua
ho PD-1, CTLA4 ctia ngudi va CD28 ctia ngudi dugce st dung cho cac thir nghiém lién két.
Trong khi d6, PD-1 cta chudt cling dugc sir dung cho cac thir nghiém lién két dé xac dinh tinh

da dang cta khang thé PD-1 d6i véi céc loai khac ngoai ngudi/khi.

Céc protein lién két chon loc: PD-1 cta ngudi, ICOS cia ngudi, CTLA4 cia ngudi,
CD28 cua ngudi va PD-1 cua chudt, (Beijing Sino Biological Inc.), 14n luot dugc pha lodng
dén ndng d6 1pg/ml bang dung dich dém PBS, duoc dua vao dia 96 18 bing pipet véi luong
100u1/13 va dé yén trong 16 dén 20 gior & 4°C. Bia 96 18 dugc rira mdt 14n bing PBST (PBS
c6 do pH bang 7,4, chira tweeen20 0,05%) sau khi dung dich dém PBS dugc loai bo, sau d6
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dfa duoc U va phong bé trong 1 gid & nhiét d6 trong phong bing PBST/1% sita véi luong
120p1/15. Sau khi loai bé dung dich phong bé, dia duoc rira 3 14n bz‘?lng dung dich ¢¢m PBST,
sau d6 bd sung khang thé PD-1 thir nghiém, va 0 trong 1,5 gid & nhiét d6 trong phong. Sau
khi loai bd hé phan tmg, dia duoc rira 3 14n bing PBST, sau d6 bd sung khang thé thi cip
khang chudt dwoc danh diu HRP (The Jackson Laboratory) ma da dwgc pha lodng béang
PBST/1% sita v&i lugng 100u1/13, va 1 trong 1 gidr & nhiét d6 trong phong. Dia dugc rira 3 lan
bang PBST, sau d6 bd sung TMB v6i luong 100pl/18, va 1 trong 5 dén 10 phut & nhiét d6
trong phong. Sau d6, phan tmg duoc dimng bing cach bd sung dung dich H,SO4 1M véi luong
100p1/15. Tri s6 hép thu & 450nm dugce doc trén may doc vi dia NOVOStar.

Khéang thé
" PD1-FC cua| PD1-Fc cia |ICOS/Fcctia| CTLA4 cia | CD28 cua
thir
) nguoi chugt nguoi ngudi ngudi
nghiém
mAbQ0S 2,64 0,07 0,15 0,17 0,12

Két qua chimg minh ring khéng thé mAb005 thé hién 1a khong c6 hoat tinh lién két dic
hiéu véi cac protein khac ciia hg PD-1. Trong khi d6, mAb khong c6 tinh phan tmg chéo giita

cac loai dbi voi PD-1 cua chudt.
Vi du 4: Thir nghiém lién két t& bao in vitro ctia khang thé PD-1

FACS (fluorescence-activated cell sorter: phuong phép sang loc t€ bao hoat hoa huynh
quang) 1a phuong phéap thir nghiém dé phat hién sy tuong tac clia cAc protein va céc té bao.
Thir nghiém nay dugc st dung dé phat hién hoat tinh lién két cta khéng thé PD-1 d6i véi
PD-1 nguyén thé duoc biéu hién trén bé mat té bao. Cac t& bao dugc st dung trong thir
nghiém nay 1a céc t& bao CHO biéu hién PD-1 & mic cao (xem Vi du 1, cac té€ bao CHO duge
chuyén nhim biang PD-1 (SEQ ID NO: 2)).

Céc té bao CHO biéu hién PD-1 & mtc cao dugce ly tAm & téc ¢ 1000 vong/phit trong 5
phut, va vién két dwoc thu gom va tao huyén phii bing 10 dén 15ml dong dung dich dém da
duoc lam lanh so bd dé dém t& bao. Céc té bao duoc ly tAm & tbc @6 1000 vong/phut trong céc
bng ly tAm dung tich 50ml trong 5 phiit va dugc thu gom. Sau khi loai bo chit nbi bé mit,
vién két duoc tai tao huyén phi bing dung dich d&m phong bé d3 dugc 1am lanh so bd voi
mét d 0,5 dén 1,0x107 t& bao/ml. Sau khi 0 & 4°C trong 30 phut, dich dugc tai tao huyén phi
duge dua béng pipet vao dia 96 15 véi lugng 100ul/15. Bia 96 18 nay duoc ly tdm & tde do
1500 vong/phut trong S phut, chit ndi b2 mat dugc gan bo. B sung 100pul khang thé so cip

vao mbi 18; céc té bao dugc tai tao huyén phi, va U trong bong t6i trong 60 phut & 4°C. Sau
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khi ly tAm va gan chét ndi bé mit, bd sung 100p] khang thé thit cAp dugc danh ddu FITC (BD
Biosciences) d& dugc pha lodng véi ty 1€ 1:400. Cac té bao dugc tai tao huyén phi va & trong
bong tdi trong 60 phiit & 4°C. Rira cac té bao hai 14n bing dung dich dém, tai tao huyén phu
va c¢b dinh bing dung dich paraformaldehyt 1% d8 ding cho thir nghiém dém té bao theo

dong chay.
Khéng thé thir MFI
nghiém 50nM | 5nM | 0,5nM |0,05nM
mAb005 468 | 319 | 71,2 14

Két qua thé hién ring khang thé mAb005 ciing c6 thé lién két v6i PD-1 trén bé mait té

bao.
Vi du 5: Thir nghiém 4i lyc va dong luc lién két in vitro

Phwong phép Biacore 14 phuong phép thir nghiém dugc thira nhén ma phét hi¢n mot cach
khach quan ddng hoc va 4i lyc twong tic cua protein. Cac téc gid dd phén tich dong hoc lién
két va 4&i luc dic trung cia khang thé PD-1 thir nghiém theo sang ché bang phuong phép
Biacore (GE).

Theo huéng din cua bo kit do Biacore cung cép, khang thé PD-1 thir nghiém theo sang
ché duoc lién két cong héa tri véi chip CM5 (GE) bang cach st dung phuwong phap két hop
amin chuin. Sau d6, ddy gradien ndng @9 clia protein His PD-1 (Beijing Sino Biological Inc.),
ma duoc pha lodng trong cing mdt dung dich dém, 14n lugt duge nap vao mdi chu trinh. Sau
d6, cac miu duoc hoan nguyén bing chét phan tng hoan nguyén trong bd kit nay. Pong hoc
lién két khang nguyén-khang thé duoc theo di trong 3 phut va dong hoc phéan ly duge theo
dai trong 10 phut. Dit liéu thu dugc duge phén tich bing phin mém GE's BlAevaluation st
dung md hinh lién két 1:1 (Langmuir). Céc tri sd Ka (kon), kd (koff) va KD dugc x4c dinh

bing thir nghiém dugc thé hién trong bang dudi day.

Khéng thé thir
nghiém

mAbO0S 1,057E+5 |3,769E-43,566E-9

ka (1/Ms) | kd (1/s) |KD (M)

Két qua cho thdy rang tri s6 Kd cua lién két coa khang th8 mAb00S véi PD-1 dat dén
muc 3,57nM.
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Vi du 6: Thir nghi€ém té bao hoc in vitro

Thir nghiém ting sinh té bao don nhan mau ngoai vi méi cua ngudi (PBMC-peripheral
blood mononuclear cell) dugc tac dong bdi khang thé dugc sir dung @& phat hién hoat tinh té
bao cua khang thé mAb00S.

PBMC méi cua ngudi duge didu chinh dén mat dd 2x10%/ml, dugc gieo vao dia 6 16 véi
luong 2ml/16, va 1 trong 6 gid & 37°C, CO2 5%. Sau khi cac t& bao huyén phi dugc gan bo,
mdi 15 chita cic té bao dinh dugc trdn véi 2ml mdi truong RPMI1640 chira GM-CSF
100ng/ml (granulocyte colony stimulating biological factor: nhan t6 sinh hoc kich thich khuén
lac t bao hat) va IL-4 100ng/ml, va Iml mdi trudong RPMI1640 chira GM-CSF 100ng/ml va
IL-4 100ng/ml sau khi 0 trong 2 ngay, sau do cac té bao duoc nudi cdy lién tuc trong 2 ngay,
sau d6 bd sung TNF-a 100ng/ml (yéu t6 hoai tir khdi u-0)) vao mdi 15, va nudi cdy trong 2
ngay nita dé thu dugc cic té bao dudi gai trudng thanh. Céc té bao dubi gai va cic t€ bao T di
sinh 14n luot duoc ly tdm va tai tao huyén phu & néng dd 1x10%ml va 1x10%/ml, va dugc dua
bing pipet vao dia 96 18 véi lugng 100p1/18, sau d6 bd sung khéng thé da duoc pha lodng dén
céc gradien ndng d6 khac nhau bang PBS véi luong 20ul/13, va cac té bao dugc nudi cdy
trong t4 nudi & 37°C, CO2 5% trong 5 ngay. Sau d6, 100ul dich nudi cy t& bao dugc 14y miu
@8 phat hién su ting sinh t& bao bing kit thir nghiém kha ning séng sét t& bao phat quang
CellTiter-Glo®. Két qua dugc thé hién trén Fig.1, chi ra rang khang thé PD-1 thir nghiém
mAbBO005 c6 thé kich thich mot cach hiru hidu su ting sinh clia cac té bao don nhan méu ngoai
vi cia ngudi, véi EC50 bang 83ng/ml. MAu con lai duge ding d8 phat hién kha ning tiét
xytokin IFN-y. Két qua duoc thd hién trén Fig.2, chimg minh ring khang thé PD-1 thr
nghiém mAb005 c6 thé kich thich sy tang sinh PBMC, va dong thoi kich thich mdt cach hiru
hiéu sy tiét xytokin IFN-y, véi EC50 bang 13ng/ml.

Vi du 7: Lam cho khéng thé ciia chudt tuong thich véi ngudi

Lién quan dén cic trinh ty clia viing bién dbi chudi nhe (mAb005 LCVR, SEQ ID NO:
10) va viing bién dbi chudi ning (mAb005 HCVR, SEQ ID NO: 9) ciia khang thé mAb005,
cac khuon duoc lam tuong thich véi ngudi ma khép nhit véi phan khéng phai ving quyét
dinh tinh bd trg (non-CDR) ciia chiing trong co s& dit liéu dong mém duge chon. Khudn cia
chudi ning khéng thé 1a IgHV3-7/JH6, chon ra FR1, FR2, FR3 cta chudi nhe dong mém cta
ngudi IGKV1-39 va FR4 cua JK4, véi trinh ty SEQ ID NO: 13; khudn cua chudi nhe 1
IGKV1- 39/JK4, chon ra FR1, FR2, FR3 ctia chudi nhe dong mam cta ngudi IGKV1-39, va
FR4 cua JK4, véi trinh ty SEQ ID NO: 14.
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Khudn cta chudi ning dong mim ciia ngudi (SEQ ID NO: 13):

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYWMSWVRQAPGKGLEW VANIKQ
DGSEKYYVDSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARWGQGTTV
TVSS;

Khudn cta chudi nhe dong mam ctia nguoi (SEQ ID NO: 14):

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYAAS
SLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCFGGGTKVEIK |

CDR cua khang thé cua chudt duge ghép vao khudn lam tuong thich véi ngudi da duge
chon, thay thé CDR ciia khuén ctia ngudi, va sau d6 dugc tai t6 hop voi ving ¢ dinh IgG4 aé
thu duoc khang thé dwoc 1am twong thich véi ngudi H005-1. Sau d6, dya trén chu tric ba
chidu ctia khang thé ciia chudt, cdc phan gin vao, cac phdn tuong tac truc tiép v6i CDR, va
céc phan ma anh huéng dang ké dén thé cAu tao ctia VL va VH duogc dot bién nguoc dé thu
duoc cac khang thé duge lam twong thich véi ngudi H005-2, H005-3, va H005-4, céc trinh ty

la nhu sau.
Sy bidu hién khang thé

H005-1 HC
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYMMSWVRQAPGKGLEWVATISG
GGANTYYPDSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARQLYYFDY
WGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNS
GALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKR
VESKYGPPCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPE
VQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV
SNK GLPSSIEKTISK AKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAY
EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEAL
HNHYTQKSLSLSLGK

' SEQID NO: 11
H005-11LC
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCLASQTIGTWLTWYQQKPGKAPKLLIYTATSLA
DGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQVYSIPWTFGGGTKVEIKRT VA
APSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTE
QDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

SEQID NO: 12

Trinh ty HC cta khang thé dugc 1am tuong thich véi ngudi H005-1 véi CDR cua chudt
dugc ghép 1a (SEQID NO: 11), trinh tu LC ctia khang thé dwoc 1am tuong thich véi nguoi 1a
(SEQ ID NO: 12). Céc vi tri ma c6 thé tic dong dén hoat tinh ctia khéng thé dugc dem di gy

d6t bién diém, cac trinh tur 1a nhu sau:
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HC LC
HO005-1 SEQID NO: 11 SEQID NO: 12
HO005-2 SEQID NO: 11, G44R | SEQID NO: 12
HO005-3 SEQID NO: 11 SEQID NO: 12, A43S
H005-4 SEQID NO: 11, G44R | SEQID NO: 12, A43S

Céc cADN duoc tdng hop theo céc trinh tu axit amin cta chudi nhe va chudi ning cta
m3i khang thé dugc 1am tuong thich véi ngudi (SEQ NO 11, SEQ NO 12 va céc bién thé cia
ching). Sau khi cic cADN dugc phin c4t bing Xhol va BamHI, cdc manh cADN thu dugc
duge chén vao céc vecto biéu hién pcDNA3.1 (Life Technologies Cat. No.V790-20) & céc vi
tri giéi han BamHI/Xhol. Céc vecto biéu hién va chit phan tng chuyén nhifm PEI
(Polysciences, Inc. Cat. N0.23966) duoc sir dung dé chuyén nhim céc t& bao HEK293 (Life
Technologies Cat. No. 11625019) véi ty 1€ 1: 2, va cac té bao duoc chuyén nhiém nay duoc 0
trong ti nudi CO; trong 4 dén 5 ngay. Céac khang thé duoc biéu hién dugc thu héi bang cach
ly tdm, va dudc tinh ché theo phuwong phép thong thuong dé thu dwoc cac khang thé dwoc 1am

tuong thich véi ngudi theo sang ché.
Vi du 8: Dit liéu v& hoat tinh ctia khang thé duoc 1am tuong thich véi ngudi

Céc khang thé dwoc 1am twong thich véi ngudi duge dua vao thir nghiém lién két ELISA
(phuong phap gidng v6i phuong phap ctia Vi dy 2), thit nghiém phong bé lién két phdi tir
(phudng phap gibng véi phuong phép cta Vi dy 2), va thir nghiém dong hoc 4i luc (phuong
phap gibng véi phuong phap ctia Vi du 5) in vitro. Két qua duogc thé hién trong bang duéi

day:
] Thir nghiém phong
Khang thé thu ‘. A
ELISA, EC50,nM | bé lién két phoi tir KD(M)
nghiém
(LBB), IC50,nM
H005-1 0,11 1,27 2,79E-09
HO005-2 0,14 1,27 2,98E-09
HO005-3 0,15 1,33 2,45E-09
H005-4 0,14 1,36 3,89E-09

Két qua chi ra ring céc khéng thé duoc 1am tuong thich véi ngudi H005-1, H005-2,
HO005-3 va H005-4 duy tri hoat tinh lién két PD-1, vé6i dong hoc 4i lyc KD 14n luot 14 2,79,
2,98, 2,45 va 3,89 nM. Bc“)ng thoi, tit ca cac khang thé dugc 1am twong thich véi ngudi biéu
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hién mdt cach hitu hiéu hoat tinh phong bé d6i véi con duong PD-L1/PD-1.
Vidu 9: Uc ché sy phat trién t& bao khéi u nhos khang thé PD-1
1. Céc vét liéu thir nghiém:

Céc té bao US7MG (céc té bao u than kinh dém): dugc mua tir Ngan hang t€ bao cia
Vién khoa hoc Trung Quéc (Chinese Academy of Sciences Cell Bank), Cat. TCHu138;

Céc PBMC (& bao don nhan miu ngoai vi) dugc mua tir Trung tim Méu Thuong Hai
(Shanghai Blood Center);

CD3: dugc mua tir Miltenyi Biotec Cat No. 130-093-387;
CD28: dugc mua tir Miltenyi Biotec Cat No. 130-093-375;
Kit dém té bao-8: cia DOJINDO LABORATORIES, Cat No. CK04;

mlgG (d6i chimg 4m): dwoc mua tir SANTA CRUZ Cat No. sc-2025; sit dung liéu
1660ng/ml.

2. Cé4c phuong phap thir nghiém:

1) Céc té bao US7MG dugc nudi cAy trong moi trudong EMEM chita FBS 10% va P/S
1%, 0 trong dia 96 18, mat d6 1x10* té bao/15.

2) Khang thé H005-1 dugc pha lodng dén céc gradien ndng dd khac nhau (dugc thé hién
trén truc hoanh ciia Fig. 3) bing PBS, bd sung vao dia 96 18 véi lugng 10ul/13, va U trong ta
nudi & 37°C, COz 5% trong 4 gio.

3) Sau khi cé sy bam dinh t€ bao, bd sung 80ul huyén phu t& bao PBMC vao mdi 16 véi
mit d6 t& bao 13 2x10* té bao/18, va bd sung 10ul khang th& CD3 va khéng thé CD28 vao mbi
18, ndng d6 cudi ciing ctia ca khéng thd CD3 va khang thé CD28 déu 1a 500ng/ml.

4) Sau 72 gidr G trong ti nudi & 37°C, CO2 5%, bd sung 10ul CCK8 vao mdi 18 @& phat
trién. 2 gid sau, 0D450 duoc xac dinh.

3. Két qua:

Két qua dwoc thé hién trén Fig.3, khi dugc so sanh véi mIgG (d6i chimg 4m), c4c ndng
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d6 khéc nhau cua khang thé PD-1 (H005-1) c6 tic dung tic ché dang ké dbi voi sy phat trién
té bao US7MG, va ty 18 wc ché & ndng dd cao nhét 12 khoang 30%.

Vi du 10: Hoat tinh cia H005-1 d6i véi sy tang sinh PBMC duoc kich thich béi tuberculin

Hoat tinh cta khang thé dwoc 1am twong thich véi ngudi HO05-1 d6i véi su ting sinh
PBMC duoc kich thich béi tuberculin duge phat hién.

B4 sung 20pl tuberculin (Shanghai BiYou Biotechnology, cat#97-8800) vao 15ml PBMC
méi, khoang 3x107 t& bao, va 1t hdn hop trong 5 ngay trong ti nudi & 37°C, COz 5%. Vao
ngdy 6, céc t& bao nudi cly dugc ly tdm, va tai tao huyén phi vao mbi trudng méi voi mét do
duogc didu chinh dén 5x10° té bao/ml. Cho 190ul t& bio duogc tai tao huyén phu vao mdi 16 cua
dia 96 15. Khang thé dugc 1am twong thich véi ngudi H005-1 duge bd sung vao céc 16 twong
tng cua dia 96 13 véi lugng 10ul/15. Nhém dbi chung va nhom tréng dugc bd sung bang 10ul
PBS. Dia nudi ciy té bao duoc 1 trong ti nudi & 37°C, CO2 5%, va 72 gid sau, sy ting sinh
PBMC (Promega, cat # G7571) va sy tiét IFN-y (Neo Bioscience, cat # EHC102g) dugc xac
dinh. Két qua 13 nhur sau:

Téac dung hoat hda cua mau thir nghiém d6i véi su tang sinh PBMC dugc kich thich boi

tuberculin va su tiét IFN-y

Mau Su ting sinh té bao T, EC50(ng/ml) IFN-A  EC50(ng/ml)
H005-1 15,95+17,15 56,87+48,53

Luu y: n=4

Céc két qua thir nghiém cho thdy ring khang thé duogc 1am twong thich véi ngudi HO05-1
hoat héa mdt cach tuyét voi su tdng sinh PBMC duoc kich thich béi tuberculin ngoai sinh va
sy tiét IFN-y.

Vi du 11: Su e ché khéi u U-87MG duogc cdy duéi da bang H005-1

100ul té bao U87 (5%10° té bao) dwoc cdy dudi da trén sudn phai cua chudt SCID-Beige.
Khi khéi u phat tridn dén kich thude 80-100mm? sau 7 dén 10 ngay, chudt SCID-Beige, loai
trir cac con c6 khéi u hodc can ning quéa 16n hodc qua nho, dugce chia ngau nhién thanh hhém
H005-1 10mg/kg va nhom IgG cta nguoi 10 mg/kg theo thé tich khéi u, m8i nhém gdm 7 con
chudt (DO). Hai loai PBMC duoc kich thich bing khéng thé CD3 trong 3 ngay duoc trn voi

ty 1€ 1:1, va duoc tiém vao cdc md khéi u vé6i luong 5x10° té bao/60ul, trong khi d6, khang
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thé thir nghiém duoc tiém dudi da, mot 13n mdi 7 ngay véi téng cong 3 lidu. Chudt dugc do

thé tich khéi u va duoc can hai 1dn mot tudn. S8 liéu duoc ghi lai. Thé tich khéi u (V) duge

tinh nhu sau: V = 1/2xaxb2, trong d6 a va b 1an luot 13 chiéu dai va chiéu rong.

Két qua dugc thé hién trén Fig.4: muc thay dbi thé tich khéi u sau khi diéu tri, va Fig.5:
mirc thay dbi thé trong cia chudt sau khi diéu tri, chi ra réng khang th8 H005-1 tc ché mot
cach tuyét voi sy phat trién cua khdi u US87MG, va khong ¢6 tac dung d6i v6i can ning cla

chudt.
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YEU CAU BAO HQ

1. Khang thé khéang PD1 hoic méanh lién két khang nguyén ciia né, chira ving bién déi
chudi nhe chtta it nhit mdt trong s6 LCDR1, LCDR2 va LCDR3 c6 trinh ty axit amin
1an lugt duge néu trong SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7 va SEQ ID NO: 8; va vung
bién dbi chudi ning chira HCDR3 c6 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 5.

2. Khang thé khang PD1 hoic manh lién két khang nguyén ctia né theo diém 1, trong
d6 ving bién ddi chudi ning chra HCDR1, HCDR2 va HCDR3 c6 trinh ty axit amin
14n lugt duge néu trong SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 va SEQ ID NO: 5.

3. Khang thé khang PD1 ho#c ménh lién két khang nguyén ctia no, chita viing bién dbi
chudi nhe chira LCDR1, LCDR2 va LCDR3 ¢6 trinh ty axit amin 14n lugt duge néu
trong SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7 va SEQ ID NO: 8, va ving bién dbi chudi ning
chta it nhat mot trong s6 HCDR1, HCDR2 va HCDR3 c6 trinh tu axit amin 14n lugt
dudc néu trong SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 va SEQ ID NO: 5.

4. Khang thé khang PD1 hoic manh lién két khang nguyén ctia né theo diém 3, trong
do6 ving bién d6i chudi ning chira HCDR3 ¢6 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ
ID NO: 5.

5. Phan tir ADN ma héa khang thé khang PD1 hoic méanh lién két khéng nguyén cua

né theo diém bét k¥ trong s6 cac diém tir 1 dén 4.
6. Té bao chi dugc bién nap véi vecto biéu hién chira phén tir ADN theo diém 5.

7. Dugc phidm chtta khéng thé khang PD1 ho#ic manh lién két khang nguyén cua n6
theo diém bt ky trong sb cac diém tir 1 dén 4 va ta dugc, chit pha lodng hodc chét

mang dugc dung.

8. Khang thé khang PD1 hogc ménh lién két khang nguyén ctia n6, chira ving bién dbi
chudi nhe chira LCDR1, LCDR2 va LCDR3 c6 trinh ty axit amin 1an lugt dugc néu
ti'ong SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7 va SEQ ID NO: 8; va vung bién dbi chudi ning
chita HCDR1, HCDR2 va HCDR3 c¢6 trinh ty axit amin 14n luot duge néu trong SEQ
ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 va SEQ ID NO: 5.
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9. Khang thé khang PD1 hoic manh lién két khang nguyén ciia n6 theo diém 8, trong
d6 khang thé hogc manh lién két khang nguyén ciia n6 1a khang thé ctia chudt hodc

manh cuda no.

10. Khang thé khdng PD1 hodc manh lién két khang nguyén ciia n6 theo diém 9, trong
d6 khéang thé hoic manh lién két khang nguyén ctia né 1a khang thé kham hosc manh

cua no.

11. Khang thé khang PD1 hodc manh lién két khang nguyén ciia né theo diém 10,
trong d6 khang thé kham chura viing bién d6i chudi nhe c6 trinh tu axit amin dwgc néu

trong SEQ ID NO: 10.

12. Khéng thé khang PD1 hogc manh lién két khang nguyén ctia né theo diém 10,
trong d6 khang thé kham chira ving bién dbi chudi ning c6 trinh tw axit amin dugc

néu trong SEQ ID NO: 9.

13. Khang thé khang PD1 hogc manh lién két khang nguyén ciia né theo diém 8, trong
d6 khang thé hogc méanh lién két khang nguyén 12 khéng thé dugc 1am twong thich véi

nguoi hodc manh cua no.

14. Khang thé khang PD1 ho#c manh lién két khang nguyén clia n6 theo diém 13,
trong d6 viing bién dbi chudi nhe ciia khang thé dugc 1am twong thich véi ngudi chira
trinh t FR chudi nhe thu dugc tir trinh ty két hop ciia chudi nhe dong mam cta ngudi
IGKV1-39 va JK4 nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 14, va trinh tu FR chudi nhe
chtta FR1, FR2 va FR3 cia chudi nhe IGKV 1-39 va FR4 cla chudi nhe JK4.

15. Khéang thé khang PD1 hodc manh lién két khang nguyén cta n6 theo diém 13,
trong d6 chudi nhe ctia khang thé dwgc 1am twong thich véi ngudi gdm chudi nhe c6

trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 12 hoc bién thé cua no.

16. Khéang thé khang PD1 hogic manh lién két khang nguyén clia n6 theo diém 15,

trong d6 bién thé chira dot bién 1 dén 10 axit amin trong ving bién d6i chudi nhe.

17. Khéng thé khang PD1 hodc manh lién két khang nguyén clia n6 theo diém 15,

trong d6 bién thé chtra dot bién axit amin A43S trong ving bién dbi chudi nhe.
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18. Khéang thé khang PD1 hoic manh lién két khang nguyén cua n6 theo diém 13,
trong d6 ving bién dbi chudi nang cta khang thé dugc lam twong thich v6i ngudi con
chtra trinh tw FR chudi ning cta IgG1, IgG2, IgG3 hoic IgG4 ciia ngudi, hodc bién thé

cta chung.

19. Khang thé khang PD1 hoic manh lién két khang nguyén cta né theo diém 18,
trong d6 ving bién d6i chudi ning cla khang thé duoc 1am twong thich véi ngudi chira

chtra trinh ty FR chudi ning ciia IgG2 hodic IgG4 cua ngudi.

20. Khang thé khang PD1 hoic manh lién két khang nguyén ctia n6 theo diém 13,
trong d6 ving bién d6i chudi ngng cia khang thé dugc 1am twong thich véi ngudi chira
trinh tw FR chudi ning thu dugc tir trinh ty két hop clia chudi ning dong mam cia
nguoi IgHV3-7 va JH6 nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO:13, va trinh ty FR chudi
ning chira FR1, FR2 va FR3 cua chudi ning IgHV3-7 va FR4 ctia chudi ning JH6.

21. Khang thé khang PD1 hoic ménh lién két khang nguyén ctia né theo diém 13,
trong d6 khang thé dugc 1am tuong thich véi ngudi chira chudi niing c6 trinh ty axit

amin dugc néu trong SEQ ID NO: 11 hodc bién thé cta né.

22. Khang thé khang PD1 hodc manh lién két khang nguyén ciia né theo diém 21,

trong d6 bién thé chira dot bién 1 dén 10 axit amin trong ving bién ddi chudi ning.

23. Khang thé khang PD1 ho#c manh lién két khang nguyén cta né theo diém 21,

trong d6 bién thé chira dot bién axit amin G44R trong ving bién dbi chudi ning.

24. Phén tr ADN ma hoa khang thé khang PD1 hogc méanh lién két khang nguyén cia

n6 theo diém bét ky trong sb cac diém tir 8 dén 23.

25. Vecto biéu hién chira phan tit ADN theo diém 24.

26. Té bao chu duge bién nap véi vecto biéu hién theo diém 25.

27. Té bao chii theo diém 26, trong d6 té bao chi 14 té bao vi khuén.

28. Té bao chu theo diém 27, trong d6 té bao chi 14 E. coli.
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29. Té bao chti theo diém 26, trong d6 té bao chti 1a té bao ndm men.
30. Té bao chu theo diém 29, trong d6 té bao chii 14 Pichia pastoris.

31. Dugc phim chira khéng thé khang PD1 hogc manh lién két khang nguyén cua né
theo diém bt ky trong s6 céc diém tir 8 dén 23 va ta dugc, chit pha lodng hogc chit

mang dugc dung.
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Met Asp Met Arg Val Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp
1 5 10 15

Phe Pro Gly Ser Arg Cys Pro Gly Trp Phe Leu Asp Ser Pro Asp Arg
20 25 30

Pro Trp Asn Pro Pro Thr Phe Ser Pro Ala Leu Leu Val Val Thr Glu
35 40 45

Gly Asp Asn Ala Thr Phe Thr Cys Ser Phe Ser Asn Thr Ser Glu Ser
50 55 60

Phe Val Leu Asn Trp Tyr Arg Met Ser Pro Ser Asn Gln Thr Asp Lys
65 70 75 80

Leu Ala Ala Phe Pro Glu Asp Arg Ser Gln Pro Gly Gln Asp Cys Arg
85 90 95

Phe Arg Val Thr Gln Leu Pro Asn Gly Arg Asp Phe His Met Ser Val
100 105 110

Val Arg Ala Arg Arg Asn Asp Ser Gly Thr Tyr Leu Cys Gly Ala Ile
115 120 125

Ser Leu Ala Pro Lys Ala Gln Ile Lys Glu Ser Leu Arg Ala Glu Leu
130 135 140

Arg Val Thr Glu Arg Arg Ala Glu Val Pro Thr Ala His Pro Ser Pro
145 150 155 160

Ser Pro Arg Pro Ala Gly Gln Phe Gln Thr Leu Val Asp Lys Thr His
165 170 175
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PRT
Homo

2

Met Gln Ile

1

Leu Gly Trp

Asn Pro Pro

35

Asn Ala Thr

50

Pro

180

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

260

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

340

Phe

Gly

Tyr

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

245

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

325

Asn

Phe

Asn

Thr

sapiens

Pro

Arg

Thr

Phe

Gln

Pro

Phe

Thr

Pro

Lys

Val

Tyr

230

Glu

His

Lys

Gln

Met

310

Pro

Asn

Leu

Val

Gln
390

Ala

Gly

Ser

Cys

Ala

Pro

Val

215

Val

Gln

Gln

Ala

Pro

295

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

375

Lys

Pro

Trp

Pro

Ser
55

28320

Pro Glu
185

Lys Asp
200

Val Asp
Asp Gly
Tyr Asn

Asp Trp
265

Leu Pro
280

Arg Glu
Lys Asn
Asp Ile

Lys Thr
345

Ser Lys
360

Ser Cys

Ser Leu

Trp Pro

Phe Leu
25

Ala Leu
40

Phe Ser
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Leu

Thr

Val

Val

Ser

250

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

330

Thr

Leu

Ser

Ser

Val
10
Asp

Leu

Asn

Leu

Leu

Ser

Glu

235

Thr

Asn

Pro

Gln

Val

315

Val

Pro

Thr

Val

Leu
395

Val

Ser

Val

Thr

Gly

Met

His

220

Val

Tyr

Gly

Ile

Val

300

Ser

Glu

Pro

Val

Met

380

Ser

Trp

Pro

Val

Ser
60

Gly

Ile

205

Glu

His

Arg

Lys

Glu

285

Tyr

Leu

Trp

Val

Asp

365

His

Pro

Ala

Asp

Thr
45

Glu

Pro

190

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

270

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

350

Lys

Glu

Gly

Val
Arg
30

Glu

Ser

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

255

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

335

Asp

Ser

Ala

Lys

Leu
15
Pro

Gly

Phe

Val
Thr
Glu
Lys
240
Ser
Lys
Ile
Pro
Leu
320
Asn
Ser

Arg

Leu

Gln
Trp
Asp

Val



Leu

65

Ala

Val

Ala

Ala

Thr

145

Arg

Leu

Ser

Leu

Glu

225

Cys

Met

Ser

Asn

Phe

Thr

Arg

Pro

130

Glu

Pro

Leu

Arg

Lys

210

Leu

Val

Gly

Ala

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

<400>

3
5

Trp

Pro

Gln

Arg

115

Lys

Arg

Ala

Gly

Ala

195

Glu

Asp

Pro

Thr

Gln
275

PRT
HCDR1 clia chudt nhit

3

Tyr
Glu
Leu
100
Asn
Ala
Arg
Gly
Ser
180
Ala
Asp
Phe
Glu
Ser

260

Pro

Arg

Asp

85

Pro

Asp

Gln

Ala

Gln

165

Leu

Arg

Pro

Gln

Gln

245

Ser

Leu

Ser Tyr Met Met Ser

1

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

<400>

4
1
P

7
RT

5

Met

70

Arg

Asn

Ser

Ile

Glu

150

Phe

Val

Gly

Ser

Trp

230

Thr

Pro

Arg

Ser

Ser

Gly

Gly

Lys

135

Val

Gln

Leu

Thr

Ala

215

Arg

Glu

Ala

Pro

HCDR2 ciia chudt nhit

4

28320

Pro

Gln

Arg

Thr

120

Glu

Pro

Thr

Leu

Ile

200

Val

Glu

Tyr

Arg

Glu
280

Ser Asn

Pro Gly
90

Asp Phe
105

Tyr Leu

Ser Leu

Thr Ala

Leu Val
170

Val Trp
185

Gly Ala

Pro Val

Lys Thr

Ala Thr
250

Arg Gly
265

Asp Gly

Gln

75

Gln

His

Cys

Arg

His

155

Val

Val

Arg

Phe

Pro

235

Ile

Ser

His

Thr

Asp

Met

Gly

Ala

140

Pro

Gly

Leu

Arg

Ser

220

Glu

Val

Ala

Cys

Asp

Cys

Ser

Ala

125

Glu

Ser

Val

Ala

Thr

205

Val

Pro

Phe

Asp

Ser
285

Lys

Arg

Val

110

Ile

Leu

Pro

Val

Val

190

Gly

Asp

Pro

Pro

Gly

270

Trp

Leu

Phe

95

Val

Ser

Arg

Ser

Gly

175

Ile

Gln

Tyr

Val

Ser

255

Pro

Pro

Ala

80

Arg

Arg

Leu

Val

Pro

160

Gly

Cys

Pro

Gly

Pro

240

Gly

Arg

Leu

Thr Ile Ser Gly Gly Gly Ala Asn Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val Lys

1

5

10
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15



Gly

<210> 5
<211> 7
<212> PRT

<213> HCDR3 clia chudt nhit

<400> 5

Gln Leu Tyr Tyr Phe Asp Tyr

1

<210> 6
<211> 11
<212> PRT

5 .

<213> LCDR1 cua chudét nhit

<400> 6

28320

Leu Ala Ser Gln Thr Ile Gly Thr Trp Leu Thr

1

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

5

<213> LCDR2 cua chudt nhit

<400> 7

Thr Ala Thr Ser Leu Ala Asp

1

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

5

<213> LCDR3 ctia chudt nhit

<400> 8

Gln Gln Val Tyr Ser Ile Pro Trp Thr

1

<210> 9
<211> 116
<212> PRT

5

<213> vVH clia chudt nhit

<400> 9

Glu Val Met
1

Ser Leu Lys

Met Met Ser
35

Ala Thr Ile

Leu Val Glu Ser Gly Gly

5

Leu Ser Cys Ala Ala Ser

20

25

Trp Val Arg Gln Thr Pro

40

Ser Gly Gly Gly Ala Asn
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10

Gly Leu

Gly Phe

Glu Lys

Thr Tyr

Val

Thr

Arg

Tyr

Lys

Phe

Leu

45

Pro

Pro
Ser
30

Glu

Asp

Gly Gly
15
Ser Tyr

Trp Val

Ser Val



28320

50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys
65 70 75
Leu Gln Met Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala
85 90
Ala Arg Gln Leu Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105
Thr Val Ser Ser
115
<210> 10
<211> 107
<212> PRT
<213> VL cua chudt nhit
<400> .10
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ala Ser Gln Ser
1 5 10
Glu Gly Val Thr Ile Thr Cys Leu Ala Ser Gln Thr
20 25
Leu Thr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ser Pro
35 40
Tyr Thr Ala Thr Ser Leu Ala Asp Gly Val Pro Ser
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Lys Phe Ser Phe Lys Ile Ser
65 70 75
Glu Asp Phe Val Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Val Tyr
85 90
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105
<210> 11
<211> 443
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> trinh tu chudi n3ng cta khang th& H005-1

thich v&i nguoi
<400> 11

Glu Val Gln Leu
1

Ser Leu Arg Leu
20

Met Met Ser Trp
35

Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val
5 10

Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr
25

Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly
40
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Asn Thr Leu Tyr

80

Leu Tyr Tyr

95

Cys

Thr
110

Gly Thr Leu

Ala Leu

15

Ser Gly

Ile Gly Thr

30

Trp

Gln
45

Leu Leu Ile

Arg Phe Ser Gly

Gln Ala

80

Ser Leu

Ile Pro

95

Ser Trp

dugc lam tuong

Gln Pro Gly Gly
15

Phe Ser Ser Tyr
30

Leu Glu Trp Val
45



Ala

Lys

65

Leu

Ala

Thr

Pro

Val

145

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

225

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

305

Asn

Gly

Glu

Thr

50

Gly

Gln

Arg

Val

Cys

130

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

210

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

290

His

Lys

Gln

Met

Ile
Arg
Met
Gln
Ser
115
Ser
Asp
Thr
Tyr
Lys
195
Asp
Ala
Pro
Val
Val
275
Gln
Gln
Gly

Pro

Thr
355

Ser
Phe
Asn
Leu
100
Ser
Arg
Tyr
Ser
Ser
180
Thr
Lys
Pro
Lys
Val
260
Asp
Phe
Asp
Leu
Arg

340

Lys

Gly

Thr

Ser

85

Tyr

Ala

Ser

Phe

Gly

165

Leu

Tyr

Arg

Glu

Asp

245

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

325

Glu

Asn

Gly

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Thr

Pro

150

Val

Ser

Thr

Val

Ala

230

Thr

Val

Val

Ser

Leu

310

Ser

Pro

Gln

Gly
55

Ser
Arg

Phe

Thr

Ser

135

Glu

His

Ser

Cys

Glu

215

Ala

Leu

Ser

Glu

Thr

295

Asn

Ser

Gln

Val

28320

Ala

Arg

Ala

Asp

Lys

120

Glu

Pro

Thr

Val

Asn

200

Ser

Gly

Met

Gln

Val

280

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser
360

Asn

Asp

Glu

Tyr

105

Gly

Ser

Val

Phe

Val

185

Val

Lys

Gly

Ile

Glu

265

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

345

Leu
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Thr
Asn
Asp
90

Trp
Pro
Thr
Thr
Pro
170
Thr
Asp
Tyr
Pro
Ser
250
Asp
Asn
Val
Glu
Lys
330

Thr

Thr

Tyr

Ala

75

Thr

Gly

Ser

Ala

Val

155

Ala

Val

His

Gly

Ser

235

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

315

Thr

Leu

Cys

Tyr

60

Lys

Ala

Gln

Val

Ala

140

Ser

Val

Pro

Lys

Pro

220

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

300-

Lys

Ile

Pro

Leu

Pro

Asn

Val

Gly

Phe

125

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

205

Pro

Phe

Pro

Val

Thr

285

Val

Cys

Ser

Pro

Val
365

Asp

Ser

Tyr

Thr

110

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

190

Ser

Cys

Leu

Glu

Gln

270

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

350

Lys

Ser

Leu

Tyr

95

Thr

Leu

Cys

Ser

Ser

175

Ser

Asn

Pro

Phe

Val

255

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

335

Gln

Gly

Val

Tyr

80

Cys

Val

Ala

Leu

Gly

160

Ser

Leu

Thr

Pro

Pro

240

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

320

Lys

Glu

Phe



Tyr

Asn

385

Phe

Asn

Thr

Pro

370

Asn

Leu

Val

Gln

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

<220>
<223>

<400>

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys

435

12
214
PRT

Asp

Lys

Ser

Ser

420

Ser

Trinh tuy

trinh tu
thich véi nguoi

12

Asp Ile Gln

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Arg

Thr

Thr

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

130

Val

Ser

Thr

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Val

115

Ser

Gln

Val

Leu

Met

Thr

20

Tyr

Thr

Gly

Ala

Gly

100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr
180

Ile Ala

Thr Thr
390

Arg Leu
405

Cys Ser

Leu Ser

nhdn tao

Val

375

Pro

Thr

Val

Leu

28320

Glu

Pro

Val

Met

Ser
440

Trp

Val

Asp

His

425

Leu

chudi nhe ctia khang

Thr Gln

Ile Thr

Gln Gln

Ser Leu

Thr Asp
70

Thr Tyr
85

Gly Thr

Ile Phe

Val Cys

Lys Val
150

Glu Gln
165

Leu Ser

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Pro

Leu

Pro

40

Asp

Thr

Cys

Val

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp
185
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Glu

Leu

Lys

410

Glu

Gly

thé

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Asn
380

Gly

Asp Ser Asp

395

Ser Arg Trp

Ala

Lys

Leu

His

HOO05-1" duoc

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Val

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Thr

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

Gln

Gly

Gln

Asn
430

lam

Ser

Gly

30

Leu

Phe

Leu

Ile

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys
190

Pro Glu

Ser Phe
400

Glu Gly
415

His Tyr

tuong

Val Gly
15

Thr Trp

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro
80

Pro Trp
95

Ala Ala

Ser Gly

Glu Ala

Ser Gln
160

Leu Ser
175

Val Tyr



Ala Cys Glu Val

195

Phe Asn Arg Gly
210

<210> 13
<211> 109
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<223> trinh tu

thich véi ngudi

<400>

13

Glu Val Gln

1

Ser

Trp

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Leu

Met

Asn

50

Gly

Gln

Arg

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

<220>
<223>

thich

<400>

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Trp

14
98
PRT

Leu

Leu

20

Trp

Lys

Phe

Asn

Gly
100

Trinh tuy

trinh tu

14

Asp Ile Gln

1

Asp Arg Val

Leu Asn Trp

35

Tyr Ala Ala

50

vdi nguoi

Met
Thr
20

Tyr

Ser

28320

Thr His Gln Gly Leu Sef Ser Pro Val Thr Lys Ser

Glu

nhén tao

Cys

200

vung khung chudi n&ng cta khang

Val

Ser

Val

Gln

Thr

Ser

85

Gln

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Gly

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Thr

nhdn tao

Gly Gly Gly Leu
Ala Ser Gly Phe
25

Ala Pro Gly Lys
40

Ser Glu Lys Tyr
Arg Asp Asn Ala
75

Ala Glu Asp Thr
90

Thr Val Thr Val
105

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Ser

205

Gln

Phe

Leu

45

Val

Asn

Val

Ser

dugc lam tuong

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

vung khung chudi nhe ctia khang thé& duogc

Thr

Ile

Gln

Ser

Gln

Thr

Gln

Leu

Ser

Cys

Lys

Gln
55

Pro Ser Ser Leu
10

Arg Ala Ser Gln
25

Pro Gly Lys Ala
40

Ser Gly Val Pro
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Ser

Ser

Pro

Ser
60

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr
95

Val
15
Ser

Leu

Ser

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr

80

Cys

tuong

Gly

Tyr‘

Ile

Gly



28320

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

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu
85 90 95

Ile Lys





