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(54) PROTEIN LIEN KET YEU TO PONG KiCH THICH TE BAO T CAM UNG
(ICOS) VA DUGC PHAM CHUA PROTEIN NAY

(57) Sang ché dé cap dén protein lién két yéu t6 dong kich thich té bao T cam ung (ICOS)
hoic phan lién két khang nguyén ciia nd6 ma 1a chat chi van dbi v6i ICOS tir ngudi va
khong cam ung bd thé, ADCC, hoic CDC khi dugc cho tiép xiic véi té bao T in vivo va
phuong phap diéu tri bénh ung thu, bénh nhiém tring va/hoic nhiém khuan huyét bang
protein lién két ICOS nay hoidc phan lién két khang nguyén cta nd. Ngoai ra, protein lién
két ICOS hodc phan lién két khang nguyén ctia né theo sang ché c6 thé hoat héa té bao T
khi duoc cho tiép xuc voi té bao T; kich thich sy ting sinh té bao T khi dugc cho tiép xtic
vé6i té bao T va/hodc giy ra su san sinh xytokin khi dugc cho tiép xuc véi té bao T. Sang
ché dé cap voi protein lién két ICOS hodc phan lién két khang nguyén cua nd chira mot
hodc nhiéu: SEQ ID NO:1; SEQ ID NO:2; SEQ ID NO:3; SEQ ID NO:4; SEQ ID NO:5;
va/hoic SEQID NO:6. Ngoai ra, sang ché con dé cap dén dugce pham chua protein lién két
ICOS hoic phan lién két khang nguyén cua né.
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Linh vue ky thuat dwoc dé cap

Noéi chung, sang ché lién quan dén lidu phép mién dich trong viéc diéu tri bénh &
ngudi va viée lam giam bién ching bét loi lién quan dén cac bénh nay. Cu thé hon, sang
ché dé& cap dén viéc st dung protein lién két ICOS bao gdm khang thé chu van ICOS va
vi€c st dung chiing lam chét diéu bién mién dich trong viéc diéu tri bénh ung thu, bénh

nhiém tring va/hogic nhiém khuan huyét.
Tinh trang ky thuit ciia sing ché

Viéc tiang cudong chirc ning té bao T chéng khdi u va cam tmg su ting sinh tébao T
1a phuong phap méi va hiéu qua dé didu tri bénh ung thu. Ba khang thé mién dich diéu tri
ung thu (vi du, chit diéu bién mién dich) hién c6 ban trén thi truong. Khéng thé khang
CTLA-4 (YERVOY/ipilimumab) duoc cho 12 1am ting dap tmg mién dich & thoi diém mén
cam ky ddu coa té bao T va khang thé khéng PD-1 (OPDIVO/nivolumab va
KEYTRUDA/pembrolizumab) dugc cho 14 tdc dfng trong vi moi trudng khéi u cuc bd,
béng cach 1am giam mirc kiém soat trc ché trong té bao T dic hiéu khéi u ma di dugc man

cam va duoc hoat hoéa.

ICOS 1a thu thé t& bao T ddng kich thich bang mbi quan h¢ chirc ning va cu tric
véi siéu ho CD28/CTLA-4-Ig (Hutloff, et al., "ICOS is an inducible T-cell co-stimulator
structurally and functionally related to CD28", Nature, 397: 263-266 (1999)). Su hoat hoa
ICOS xay ra qua lién két béi ICOS-L (B7RP-1/B7-H2). Ca B7-1 va B7-2 (phdi tir ctia
CD28 va CTLA4) déu khong lién két hodc hoat héa ICOS. Tuy nhién, ICOS-L da duoc
x4c dinh 1a lién két yéu v6i ca CD28 va CTLA-4 (Yao S et al., “B7-H2 is an costimulatory
ligand for CD28 in human”, Immunity, 34(5); 729-40 (2011)). Su biéu hién ICOS dugc
cho 12 bi gi6i han & té bao T. Mirc bidu hién ICOS thay dbi gitra csc nhém phu té bao T
khéc nhau va dya trén trang thai hoat hoa té bao T. Su biéu hién ICOS da dugc xac dinh
trén TH17 nghi, t& bao T trg gitip ¢6 nang (TFH) va té bao T diéu hoa (Treg); tuy nhién,
khéng gidng véi CD28; n6 khong duoc biéu hién nhiéu trén quan thé té bao T hiéu luc Tul
va Tu2 nguyén ven (Paulos CM et al., “The inducible costimulator (ICOS) is a critical for
development of human Th17 cells”, Sci Transl Med, 2(55); 55ra78 (2010)). Su biéu hién

ICOS dugc cam Gng manh trén té bao T hiéu luc CD4+ va CD8+ sau khi hoat héa nho sy
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gin két TCR (Wakamatsu E, et al., “Convergent and divergent effects of costimulatory
molecules in conventional and regulatory CD4+ T cells”, Proc Natal Acad Sci USA,
110(3); 1023-8 (2013)). Tin hi¢u déng kich thich nh& thu thé ICOS chi xay ra trong té bao
T ma nhan duoc tin hiéu hoat héa TCR ddng thoi (Sharpe AH and Freeman GJ. “The B7-
CD28 Superfamily”, Nat. Rev Immunol, 2(2); 116-26 (2002)). Déi véi té bao T déc hiéu
khang nguyén dugc hoat hoa, ICOS didu hoa qua trinh san sinh clia ca xytokin Tul va T2
bao gdbm IFN-y, TNF-q, IL-10, IL-4, IL-13 v c4c yéu t6 khac. ICOS con kich thich s ting
sinh t& bao T hiéu lyc, mic di & mirc thip hon CD28 (Sharpe AH va Freeman GJ. “The
B7-CD28 Superfamily”, Nat. Rev Immunol, 2(2); 116-26 (2002))

Su ting nhanh vé s6 lugng céc tai liéu chuyén nganh da hd tro ¥ tudng ring viéc
hoat hoa ICOS trén t& bao T hiéu lyc CD4+ va CD8+ c¢6 tac dung chdng khéi u. Protein
dung hop ICOS-L-Fc lam cham sy phét trién khdi u va viéc loai b hoan toan khéi u &
chudt c6 cac khdi u ddng ghép SA-1 (sarcoma, hay cac khéi u ung thu (4c tinh) ctia mo
lién két), Meth (sarcoma s¢i), EMT6 (ung thu va) va P815 (u t€ bao bén) va EL-4 (u twong
bao), nguoc lai khong quan sat thy tac dung dbi véi mAu khéi u B16-F10 (khéi u 4c tinh)
ma dugc x4c dinh 1 c6 tinh tao mién dich kém (Ara G et al., “Potent activity of soluble
B7RP-1-Fc in therapy of murine tumors in syngeneic hosts”, Int. J Cancer, 103(4); 501-7
(2003)). Hoat tinh chéng khéi u ctia ICOS-L-Fc phy thudc vao dap ing mién dich nguyén
ven, vi hoat tinh nay bi mat hiéu luc hoan toan trong khéi u dugc phat trién trong chudt
thiéu hut mién dich. Viéc phan tich khdi u & chudt dwgc didu trj bing ICOS-L-Fc cho thy
su ting dang ké vé su tham nhiém té bao T CD4+ va CD8+ trong khéi u dép tmg v6i viée

didu tri, ma hd trg cho tac dung kich thich mién dich ctia ICOS-L-Fc trong c4c mau nay.

Mot béo cdo khac str dung chudt ICOS”- va ICOS-L”- da cho thdy su cin thiét cta
viéc truyén tin hiéu ICOS trong viéc tao ra hoat tinh chéng khéi u cta khang thé khang
CTLA4 trong mAu khéi u ddng ghép é4c tinh B16/Bl6 (Fu T et al., “The ICOS/ICOSL
pathway required for optimal antitumor responses mediated by anti-CTLA-4 therapy”,
Cancer Res, 71(16); 5445-54 (2011)). Chudt thiéu hut ICOS hogc ICOS-L c6 muc giam
dang k& vé ty 18 sbng s6t so v6i chudt dong hoang dai sau khi dugc didu tri bang khang thé
khang CTLA4. Trong mot nghién ctru khac, té bao khbi u B16/B16 dugc bién ddi dé bicu
hién qua mirc ICOS-L & chudt tai td hop. Cac khéi u nay dugc x4c dinh 1a nhay hon mét
céch dang k& véi viée didu tri bing khang thé khang CTLA4 so véi té bao khbi u B16/Bl6

duoc bién dbi véi protein db6i chimg (Allison J et al., “Combination immunotherapy for the
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treatment of cancer”, W02011/041613 A2 (2009)). Cac nghién ctru nay cung cép cac dit
liéu v& hiéu lyc chéng khdi u cta chét cha van ICOS, riéng ré va két hop véi khang thé
diéu hoa mién dich khéc.

Viée két hop dit lidu tir bénh nhén dugc didu tri bing khéng thé khang CTLA4 con
cho thdy vai trd quan trong cla t€ bao T hiéu luc ICOS+ trong viéc tao ra dép ing mién
dich chbng khéi u. Bénh nhén c6 khéi u 4c tinh di cian (Giacomo AMD et al., “Long-term
survival and immunological parameters in metastatic melanoma patients who respond to
ipilimumab 10mg/kg within expanded access program”, Cancer Immunol Immunother.,
62(6); 1021-8 (2013)); urothelial (Carthon BC et al., “Preoperative CTLA-4 blockade:
Tolerability and immune monitoring in setting of presurgical clinical trial” Clin Cancer
Res., 16(10); 2861-71 (2010)); ung thu vii (Vonderheide RH et al., “Tremelimumab in
combination with exemestane in patients with advanced breast cancer and treatment-
associated modulation of inducible costimulator expression on patients T cells”, Clin
Cancer Res., 16(13); 3485-94 (2010)); va bénh ung thu tuyén tién liét ma gia ting s6 lugng
tuyét dbi ciia céc té bao T CD4+ICOS+ va CD8+ICOS+ tudn hoan va xam nh4p khi u sau
khi didu tr bing ipilimumab c6 hiéu qua diu trj tét hon mot cach déng ké so véi bénh
nhén trong d6 quan sat dugc sy tang rat nho hodc khong ting. Diéu quan trong 13, n6 cho
thdy ring ipilimumab lam thay ddi ty 1& T hiéu lyc ICOS":Treg, ma lam ddo nguoc mirc du
thira ctia viéc didu tri so bd Tregs dén mirc ¢6 y nghia cta T hiéu lyc 50 Vi Tregs sau khi diéu
tri (Liakou CI et al., “CTLA-4 blockade increases IFN-gamma producing CD4+ICOShi
cells to shift ratio of effector to regulatory T cells in cancer patients”, Proc Natl Acad Sci
USA. 105(39); 14987-92 (2008)) va (Vonderheide RH et al., Clin Cancer Res., 16(13);
3485-94 (2010)). Do d6, té bao T hiéu lyc duong tinh v6i ICOS 1a chét chi thi sinh hoc du
bao duong tinh ctia dap (g véi ipilimumab ma hudng dén 1oi ich tiém nang cia viéc hoat

héa quan thé té bao nay bing khang thé ICOS chu van.

Do d6, ¢6 nhu cdu ddi voi phan tir cdm mg sy tang sinh té bao T khéc trong viéc

diéu tri bénh ung thu.
Ban chit ky thuit ciia sing ché

Theo mdt phuong 4n, sang ché @& xuét protein lién két ICOS hoic phan lién két
khang nguyén cta né chira mot hodc nhidu: CDRH1 nhu dugc thé hién & SEQ ID NO:1;
CDRH2 nhu dugc thé hién & SEQ ID NO:2; CDRH3 nhu dugc thé hién & SEQ ID NO:3;
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CDRL1 nhu dugc thé hién & SEQ ID NO:4; CDRL2 nhu dugc thé hién & SEQ ID NO:5
va/hoic CDRL3 nhu duogc thé hién & SEQ ID NO:6 hoic dang twong dwong tryc tiép clia
mdi CDR trong dé dang twong duong truc tiép c6 khong nhidu hon hai sy thé axit amin

trong CDR.

Theo mdt phuong 4n, sang ché @& xuét protein lién két ICOS hozc phan lién két
khang nguyén cia né ma lién két dic hiéu voi ICOS tlr ngudi trong d6 protein lién két
ICOS nay bao gdm ving Vu chira trinh ty axit amin twong ddng it nhat 90% véi trinh tu
axit amin dugc thé hién & SEQ ID NO:7 va/hodc ving Vi chura trinh ty axit amin twong

ddng it nhat 90% véi trinh t axit amin dugc thé hién & SEQ ID NO:8.

Theo mdt phuong 4n, khang thé don dong dugc nhan hoa hoic phin lién két khang
nguyén ctia n6 chura CDR chudi niing c6 trinh ty axit amin duoc thé hién & SEQ ID NO:1;
SEQ ID NO:2; va SEQ ID NO:3 va CDR chudi nhe ¢6 trinh ty axit amin dugc thé hién &
SEQ ID NO:4; SEQ ID NO:5; va SEQ ID NO:6. Theo mét phuong 4n, sang ché dé xuat
khang thé don dong duge nhan hoa ma chtra bd khung isotyp hIgG4PE; vung Vi chira trinh
tu axit amin duoc thé hién & SEQ ID NO:7; va ving Vi chira trinh tu aXit amin dugc thé
hién & SEQ ID NO:8. Khang thé theo sang ché c6 thé kich thich sy san sinh xytokin khi

duoc tiép xitc véi té bao T,

Theo mot phuong 4n, sang ché @& xuét protein lién két ICOS ma canh tranh lién két
v6i ICOS tir ngudi véi bat ky mot trong sb protein lién két ICOS hogc phén lién két khéng
nguyén cta n6 theo sang ché.

Theo mot phuong 4n, sang ché dé xuit phuong phap diéu tri bénh ung thu, bénh
nhi&m tring va/hoic nhiém khudn huyét bang protein lién két ICOS hoic duoc phdm chira
it nhat mot protein lién két ICOS theo sang ché.

M& ta vin tiit cc hinh vé
Fig. 1: Qua trinh san sinh IFN-y tir t€ bao T CD4+CD25-.
Fig. 2: Su tang sinh trong té bao T CD4+CD25-.

Fig. 3: Bién thé duoc nhan hoa H2L5 clia khang ICOS 422.2 thé hién sur san sinh
xytokin t6t hon trong té bao PBMC.

Fig. 4: 422 H2L5 IgG1 1am giam ty 1é sdng s6t ciia té bao T ma khong xuét hién véi
isotyp hIgG4PE hodc dugc lam bét hoat Fe.
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Fig. 5: Pap ung liu ctia H2L5 hIgG4PE cam tng xytokin gy viém trong tébao T
CD4+ tlr nguoi.

Fig. 6: H2L5 hIgG4PE cam {ing sy tang sinh, su san sinh xytokin va lam tang kha
nang gy doc té bao trong PBMC dugc hoat héa tir nguoi cho khée manh.

Fig. 7: Thir nghiém phét hién c& trung binh (Meso Scale Discovery- MSD) thé hién
sur trc ché viéc lién két ICOS-L v6i ICOS bing H2L5 hIgG4PE, ma chi ra ring n6 lién ket
v0Oi cing mot epitop (quyét dinh khang nguyén) trén ICOS nhu ICOS-L va canh tranh lién
két.

Fig. 8: Gen VH va VL ciia khang thé dugc thu hdi tir ARN cita dong té bao lai 422.2.

Fig. 9: Trinh tu protein cia chudi ning va chudi nhe ctia H2L5 hIgG4PE véi trinh
tu tin hiéu.

Fig. 10: Trinh ty ADN ctia ving mé hoa cia chudi ning H2L5 higG4PE véi trinh
tu tin hi€u.

Fig. 11: Trinh ty ADN ctia ving ma héa cia chudi nhe H2L5 hIgG4PE vdi trinh tyr
tin hi¢u.

Fig. 12: Nong dd trong huyét twong cia H2L5 hIgG4PE trong khi Cynomolgus.

‘Nong d duge xe dinh sau liéu thir nhét (A) hogc lidu thir hai (B) (ngay 15) cua H2L5
hIgG4PE. Dong vat dugc 1am an tir 48 gio sau lidu tht hai dé thu gom miu mo va phéan
tich mé6 bénh hoc.

Fig. 13: Su phat hién H2L5 hIgG4PE lién két vé6i té bao T CD4+ tir 14 1ach va hach
bach huyét trong nich ctia khi. Mo dugc thu gom 48 gio sau lidu thtr hai (ngay 17).

Fig. 14: Su chiém giit thy thé ciia H2L5 hIgG4PE trong té bao T CD4+ trong mau
khi Cynomolgus.

(A) “Thu thé khong c¢6” ICOS nhu dugc xac dinh boi sy c6 mét cia lién két cta
khang thé khang ICOS dugc danh d4u huynh quang dugc sir dung d8 dém té bao theo dong,
ma chi lién két néu H2L5 hIgG4PE khong c6 mit.

(B) H2L5 hIgG4PE dugc lién két thy thé trén té bao CD4+ méu ngoai vi nhu duge
xéc dinh béi khang thé khang IgG tir ngudi duge dénh dau huynh quang.
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Fig. 15 (a) Mtrc biéu hién Phospho-AKT (T308) trong té bao Ba/F3-ICOS dugc
diéu tri bdng H2L5 hIgG4PE - Kiéu mang mot chiéu cia khang thé truyén tin hiéu ndi bao
(b) Mitrc biéu hién Phospho-AKT (S473) trong té bao Ba/F3-ICOS dugc diéu tri bing H2L5
hIgG4PE - Kidu mang mot chidu cia khang thé truyén tin hiéu ndi bao.

Fig. 16: H2L5 hIgG4PE két hop véi ipilimumab 1am ting mirc san sinh xytokin gay
viém so véi viéc didu tri chi bing khang thé trong thir nghiém kich thich so b PBMC.

Fig. 17: H2L5 hIgG4PE két hop véi pembrolizumab lam ting mirc san sinh xytokin
gdy viém so v6i viée diéu tri chi bing khang thé trong thir nghiém kich thich so b PBMC.

Fig. 18: Hon hop H2L5 hIgG4PE véi ipilimumab lam ting mirc san sinh xytokin
gfly viém trong thir nghiém MLR duoc céi bién bang peptit CEFT va i 5o bd.

Fig. 19: Hon hop H2L5 hIgG4PE véi pembrolizumab 1am ting mitrc san sinh xytokin
gy viém trong thtr nghiém MLR dugc cai bién bang peptit CEFT va 0 so bd.

Fig. 20: mAb chi vin khang ICOS H2L5 hIgG4PE riéng & va két hop véi
pembrolizumab giy rc ché phat trién khdi u trong mau khéi u & chudt c6 khdi u 4c tinh
PBMC A2058 tir nguoi.

Fig. 21: mAb thay thé & chudt khéng ICOS irc ché mot cch dang ké sy phit trién
khéi u va gia ting ty 18 séng s6t két hop véi mAb thay thé & chudt khang PD1 trong mau
khéi u ctia chudt CT26.

Fig. 22: mAb thay thé & chuét khang ICOS trc ché mot céch déng ké sw phét trién
khéi u va gia ting ty 1& séng s6t két hop véi mAbD thay thé & chudt khang PD1 trong mau
khéi u cia chudt EMTS.

M3 ta chi tiét sang ché
Dinh nghia

Trong ban md ta nay, thuat ngit “ICOS” c6 nghia la protein déng kich thich té bao
T cam g bt ky. Tén goi khac dbi voi ICOS (Yéu té ddng kich thich té bao T cam tng)
bao gdm AILIM; CD278; CVID1, JTT-1 hogc JTT-2, MGC39850, hogc 8F4. ICOS la phan
tir ddng kich thich siéu ho CD28 ma duogc biéu hién trén té bao T dugc hoat héa. Protein
dugc ma hoa b%mg gen nay thudc ho thu thé bé mat té bao CD28 va CTLA-4. N6 tao ra

homodime va déng vai trd quan trong trong viéc truyén tin hiéu té bao-té bao, dép ung
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mién dich, va diéu hoa su tdng sinh té bao. Trinh ty axit amin cia ICOS tir nguoi 13 SEQ

ID NO:10 dugc thé hién dudi day.

MKSGLWYFFLFCLRIK VL TGEINGSANYEMFIFHNGGVQILCK YPDIVQQFKMQL
LKGGQILCDLTKTKGSGNTVSIKSLKFCHSQLSNNSVSFFLYNLDHSHANYYFCN
LSIFDPPPFK VTLTGGYLHIYESQLCCQLKFWLPIGCAAFVVVCILGCILICWLTKK
M (SEQ ID NO:10)

Trong ban mo ta nay, thuat ngit “ICOS-L” va “phdi tr ICOS” dugc st dung thay
thé 13n nhau va d& cap dén phéi tir ty nhién lién két mang ctia ICOS tir ngudi. Phoi tir ICOS
14 protein ma tir ngudi duge ma hoa bai gen ICOSLG. ICOSLG con duge ky higu 1a CD275
(cum biét héa 275). Tén goi khac cho ICOS-L bao gébm B7RP-1 va B7-H2.

Trong ban md t4 nay, thult ngit “chit chu vin” d& cap dén protein lién két khang
nguyén, vi du protein lién két ICOS, ma khi tiép xuac véi ICOS tao ra mot hodc nhiéu yéu
t sau (1) kich thich hogc hoat héa thu thé ICOS, (2) ning cao, gia ting hogc day manh,
cam ng hodc kéo dai hoat tinh, chitc ndng hogc sy c6 mit cia ICOS va/hodc (3) nang cao,
gia ting, ddy manh hoic tao ra sy bidu hién ciia ICOS. Hoat tinh chu vén 6 thé dugc xéc
dinh in vitro bing cac thir nghiém da biét trong linh vuc ndy nhu, nhung khong chi gidi
han &, viéc do tin hi¢u té bao, su tang sinh t& bao, ddu 4n hoat héa té bao mién dich, su san
sinh xytokin. Hoat tinh chu vén con ¢6 thé dugc x4c dinh in vivo bang céac thir nghiém ma
x4c dinh diém cubi thay thé nhu, nhung khong chi gi¢i han & viéc do mirc ting sinh té bao

T hodc mic san sinh xytokin.

Trong ban md ta ndy, thuat ngit “canh tranh lién két> @& cap dén protein lién két
ICOS bét ki ma s& canh tranh lién két v6i ICOS véi bt ky trong sé cdc protein lién két
ICOS theo séng ché. Viéc canh tranh lién két gitta hai phan tir d&i véi ICOS ¢6 thé dugc
kiém tra bing cac phuong phap da biét trong linh vuc nay bao gbébm phuong phip dém té
bao theo dong, phuong phap phat hién c& trung binh va phuwong phap ELISA. Lién két co
thé duge xac dinh mdt cach truc tiép, nghia 14 hai hodc nhiéu lién két protein co thé dugc
cho tiép xtc voi ICOS va viée lién két c6 thé dugc xéc dinh déi véi mot hogc mdi trong s6
ching. Theo mt phuong an khéc, li€n két ctia phan tir hogic phan tir 1ién quan c6 thé duoc

kiém tra bing lién két hodc phdi tir tw nhién va dugce so sanh dinh lwrgng véi nhau.

Thuat ngit “protein li€n két ICOS” nhu duge st dung trong ban md ta nay dé cap

dén cac khang thé va ciu triic protein khéc, nhu cac ving, ma c6 thé lién két véi ICOS.
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Trong mdt s6 trudng hop, ICOS 12 ICOS tir ngudi. Thuét ngit “protein lién két ICOS™ ¢6
thé duge st dung thay thé cho “protein lién két khang nguyén ICOS”. Do d6, nhu dugc
xac dinh trong linh vuc nay, khang thé khang ICOS va/hoic protein lién két khang nguyén
ICOS s& dugc xé4c dinh 1a protein lién két ICOS. Trong ban md ta nay, “protein lién két
khang nguyén” la protein bat ky, bao gdm, nhung khong chi gidi han &, khing thé, ving
va cAu tric khac nhu duge md ta trong ban mo ta ndy, ma lién két véi khang nguyén, nhu
ICOS. Trong ban md ta nay, “phan lién két khang nguyén” cla protein lién két ICOS s&
bao gbm phéan bét ky ciia protein lién két ICOS c6 thé lién két voi ICOS, bao gdm nhung
khong chi gi6i han &, khang thé lién két khéng nguyén.

Thuét nglt “khang thé” dugc st dung trong bdn mo ta ndy theo nghia rong nhit dé
@ cap dén phan tir c6 ving giéng globulin min dich (vi du IgG, IgM, IgA, IgD hodc IgE)
va bao gE")m cac khang thé don dong, tai tb hop, da dong, kham, tir nguoi, duge nhén hoa,
da dac hiéu, bao gdm khéng thé dic hiéu kép, va khang thé cong hop da loai; mot ving
bién ddi don (vi dy, Vi, Vim, VL, khang thé ving (dAb™)), khang thé lién két khang
nguyén, Fab, F(ab’),, Fv, Fv ¢d lién két disulfua, Fv chudi don, scFv c6 lién két disulfua,
dime ciia manh globin midn dich (diabody), TANDABS™, v.v. vi dang cai bién ciia bat

ky trong sb cac khang thé trén day.

Dang mau khang thé khac bao gdm bo khung khac trong d6 mot hodc nhiéu CDR
cua protein lién két khang nguyén c6 thé dugc bd tri trén bd khung thich hgp hodc khung
protein globulin khong mién dich, nhu protein céi bién c6 ai luc cao, bd khung SpA, ving

A nhom thu thé LDL, avime (protein nhan tao) hodc ving EGF.

Thuat ngit “vung” @& cap dén céu triic protein glp nép ma duy tri duge cAu tric bac
ba ctia n6 phu thudc vao trang thai nghi cta protein nay. No6i chung, vung chju trach nhiém
ddi voi dac tinh chire niing riéng biét cla protein va trong nhidu trudng hop c6 thé duge bd
sung, dugc loai bd hodc dugc chuyén dén protein khac ma khong lam mét chirc nang cua

phan con lai ciia protein va/hodc clia vung nay.

Thuét ngir “vung bién dbi don” @& cép dén ving polypeptit gép nép chira trinh tu
ddc trung ctia vung bién ddi ctia khang thé. Do d6 n6 bao gdm viing bién ddi hoan chinh
cta khang thé nhu Vi, Varva Vi va ving bién dbi cua khang thé dugc cai bién, vi du,
trong d6 mot hodc nhiéu vong .dugc thay thé bang trinh ty ma khong déc trung cia ving

bién ddi cua khang thé, hoic viing bién doi cia khang thé ma bi cat cut hodc chira phan
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kéo dai dau chin mach C hodc N, cling nhu méanh glp nép ciia viing bién @i ma gitr duoc
it nhét 14 sw lién két hoat tinh va tinh dic hiéu ctia ving c6 chidu dai diy da. Mot ving bién
di don c6 thé lién két khang nguyén hodc epitop doc 1ap véi ving hogc mién bién doi
khéc. “Khang thé ving” hodc “dAb™” ¢6 thé dugc cho 12 gibng nhu “ving bién d6i don”.
Ving bién ddi don c6 thé 1a ving bién d6i don tir ngudi, nhung cling bao gdm ving bién
dbi don tir 10ai khac nhu c4 map Rodent Nurse Shark va Vun dAbs™ ho lac da. Vum ho lac
da 1a polypeptit ving bién d6i don globulin mién dich ma duogc tao ra tir loai bao gbm lac
da, lac da khong budu, lac da khong buéu ¢ Nam MY, lac da mdt budu, va lac da ring
khong buéu, ma tao ra khang thé c6 chudi nang tw nhién khong c6 chudi nhe. Ving Vi
ndy c6 thé dugc nhan héa theo k¥ thuét tiéu chuén d3 biét trong linh vuc nay, va ving nay

duoc goi 1a “yiing bién ddi don”. Trong ban md ta ndy, Vu bao gbm ving Vuu ho lac da.

Manh lién két khang nguyén c6 thé dugc tao ra bing cach sip xép mot hodc nhiéu
CDR trén bd khung protein khong khang thé. “Bo khung protein” trong ban md ta nay bao
gbm, nhung khong chi gi6i han &, b khung globulin mién dich (Ig), vi du bd khung IgG,
ma ¢6 thé 12 khang thé bén chudi hogc hai chudi, hodc c6 thé chi chira viing Fc cta khang
thé, hoaic ¢ thé chira mot hodc nhidu ving hing dinh tir khéng thé, ving hing dinh c6 thé
¢6 ngudn gde tir ngudi hodc co ngudn gbc tir dong vt linh trudng, hodc b thé 14 thé kham

nhan tao cia ving hing dinh tir nguoi va dong vét linh trudng.

B khung protein c6 thé 13 bo khung Ig, vi du IgG, hodc bd khung IgA. B khung
I¢G c6 thé chira mot vai hoic tht ca cac ving ciia khang thé (cu thé 1a CH1, CH2, CH3,
Vi, V0). Protein lién két khang nguyén c6 thé chtra bo khung IgG dugc chon tir IgGl,
1G2, 1gG3, IgG4 hogc IgG4PE. Vi dy, b khung c6 thé 13 IgG1. Bd khung ¢6 thé bao gom,

hoic chira, ving Fc ctia khang thé, hodc mdt phan cia nd.

B6 khung protein c6 thé duogc tao ra tir bd khung duge chon tir nhém bao gém
CTLA-4, lipocalin, phén t&r dugc tao ra tlr protein nhu ving Z cla protein (Protein dugc
bién dbi c6 4i Iuc cao, SpA), ving A (Avime/Maxibody); protein séc nhiét nhu GroEl va
GroES; transferrin (trans-body); protein chira ving l3p lai ankyrin (DARPin); aptame
peptit; ving lectin loai C (Tetranectin); y-crystallin tir nguoi va ubiquitin tir nguoi (affilin);
ving PDZ; ving loai kunitz ddc tinh tir noc doc bo cap cia chét trc ché proteaza tir nguoi;
va fibronectin/adnectin; ma dugc bién dbi protein & lién két voi khang nguyén, nhu ICOS,

ma khong phai phdi tir tw nhién.
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Vi tri lién két khéng nguyén d& cap dén vi tri trén protein lién két khdng nguyén ma
¢6 thé lién két v6i khang nguyén, ma c6 thé 1a ving bién ddi don, hodc c6 thé 13 ving
Vi/VL duge bét cidp nhu c6 thé dugc tim thdy trén khang thé chudn. Ving Fv chudi don
(ScFv) con ¢6 thé tao ra vi tri lién két khang nguyén. Thuét ngir “vung lién két epitop” dé
cép dén ving ma lién két dac hiéu véi ving cua khang nguyén dugc goi la epitop doc 1ap
véi viung khéc.

Thuét ngit protein li€n két khang nguyén da dic hiéu d& cép dén protein lién két
khang nguyén ma chura it nhét hai vi tri lién két khang nguyén khac nhau. MB&i trong sb cac
vi tri lién két khang nguyén ndy s& c6 thé lién két véi epitop khéc, ma c6 thé c6 mit trén
cting mot khang nguyén hodc cac khang nguyén khéc nhau. Protein lién két khang nguyén
da dic hiéu s& c6 tinh dédc hiéu dbi v6i nhidu hon mot khang nguyén, vi du hai khang

nguyén, hodc voi ba khang nguyén, hodc véi bdn khang nguyén.

Vi du vé protein lién két khang nguyén da dic hiéu bao gdm céc protein ma bao
gdm, hogc chil yéu bao gdm, ving Fc clia khéng thé-, hogc mdt phan ciia n6, duge lién két
& mdi dau, mot cach truc tiép hoic mot cach gian tiép (vi duy, thong qua trinh ty lién két)
v6i ving lién két. Protein lién két khang nguyén ndy co thé chira hai viing lién két duge
tach riéng bdi vung Fc, hodc mot phén cia né. Tach riéng nghia 13 ving lién két khong
duoc lin két mot céch truc tiép v6i mot ving khac, va ¢6 thé dugce bd tri & dau ddi dién

(d4u chin mach C va N) ctia ving Fc, hogc viing by khung bét ky khac.

Protein lién két khang nguyén c6 thé chira hai ving b khung, mdi viing duge lién
két voi hai ving lién két, vidu & d4u chan mach N va C cua mdi viing bo khung, mét cach
truc tiép hodic mot cach gian tiép thong qua lién két. Mdi ving lién két c6 thé lién két véi

cac khang nguyén khac nhau.

Trong ban mo ta nay, thuét nglt mAbdAb dé cap dén khang thé don dong dugc lién
két v6i ving lién két khac, cu thé 1a ving bién dbi don nhu khéang thé ving. mAbdAb ¢6 it
nhAt hai vi tri lién két khang nguyén, it nhit mot trong sb ching 12 tir khang thé viing, va it
nhét mét 13 tir ving Vu/VL duge bét cip.

"Thé tiép hop dAb™ " @& cap dén hdn hop thanh phan chira dAb ma hoat cht dugc
lién két hoa hoc bing lién két cong héa tri hodic khong cong héa tri. Tot hon 13, dAb va
hoat chit dugc lién két cong héa tri. Lién két cong hoéa tri c6 thé 1a thong qua lién két peptit

hoic cach khac nhu thong qua chudi phu duge bién ddi. Lién két khong cong hoa tri o thé
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tryc tiép (vi du, twong téc tinh dién, twong tac ky nudc) hoac khong truc tiép (vi dy, thong
qua lién két khong cong hoa tri v6i thanh phan lién két bo tro (vi du, biotin va avidin),
trong d6 mat thanh phﬁn dugc lién két cong hoa tri v6i hoat chét va thanh phén lién két bd
trg dugc lién két cong hoéa tri véi dAb™). Néu thanh phan lien két bd trg duge st dung,
mot trong sb cac thanh phé‘m lién két c6 thé duoc lién két cong hoa tri voi hoat chit mot
cach truc tiép hodic thong qua gbe lién két thich hop, va thanh phén lién két bd trg ¢6 thé
duoc lién két cong hoéa tri voi dAb™ mot cach true tiép hoiic thong qua gbe lién két thich
hop.

Trong ban md ta nay, thuét ngtr "thé dung hop dAH™" dé cap dén protein dung hop
ma chira JAb™ va hoat chit polypeptit (ma c6 thé 12 dAb™ hodc mAb). DAb™ va hoat
chit polypeptit c6 mit dudi dang cac phan riéng biét (cac gbc) ctia chudi polypeptit don

lién tuc.

Theo mot phwong &n, protein li€én két khang nguyén theo sang ché 6 hoat tinh chéo
gitta ICOS tlr ngudi va ICOS tir lodi khac, nhu ICOS tir khi Cynomolgus. Theo mdt phuong
4n, protein lién két khang nguyén theo sang ché lién két dic higu ICOS tir ngudi va tir khi
Cynomolgus. Viéc tao ra hoat chét ma c6 thé lién két cac loai ngudi va khi cho phép thir
nghiém két qua trong hé ndy va so sanh truc tiép dit liéu st dung cing mot thubc. Ngoai
ra, hoat tinh chéo giita loai khac dugc st dung trong mau bénh nhu ché hoic khi, cu thé 1a

khi cling dugc dy tinh.

Su canh tranh gifta protein li€n két ICOS va protein tham chiéu lién két ICOS c6
thé dugc xac dinh bing phuong phép canh tranh MSD, ELISA, FMAT hogc BlAcore. Theo
mot phuong an, thir nghiém canh tranh duoc thuc hién b%lng cach so sanh protein lién két
ICOS véi lién két phéi tir ICOS. C6 thé c6 mot vai Iy do cho sy canh tranh ndy: hai protein
c6 thé lién két voi cing mdt epitop hodc cac epitop twong ty nhau, ¢6 thd c6 su e ché vé
mat khong gian dbi voi lién két, hoic su lién két cua protein thu nhét c6 thé lam thay dbi
hinh dang dbi véi khang nguyén ma ngan ngira hogc lam giam su lién két cua protein thir
hai.

Thuét ngir “thé trung hoa” trong ban mo ta nay nghia 1a tuong tac gitra ICOS va
ICOS-L bi lam gidm véi sy c6 mét clia protein lién két khang nguyén nhu duge md ta trong
ban md ta ndy so véi tuong tac cia ICOS va ICOS-L ma khong c6 protein lién két ICOS,

in vitro hodc in vivo. Viéc trung hoa c6 thé do mét hoic nhiéu sy phong bé ICOS lién két
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v6i phéi tir clia né, ma ngén ngira ICOS khong duoc hoat hoa bang phdi tir clia né, gidm
didu hoa ICOS hodc thy thé cta nd, hodc dnh hudng dén chtrc nang hiéu lyc. Vi du, su
canh tranh lién két phéi t dugc mo ta trong vidu 3 va 5 ¢o thé dugc sir dung dé danh gia

kha ning trung hoa cia protein lién két ICOS.

Téc dung cta protein lién két ICOS dbi véi twong téc gitra ICOS va ICOS-L ¢4 thé
12 mdt phan hozc toan bo. Protein lién két ICOS trung hoa c6 thé phong bé twong tac clia
ICOS v6i ICOS-L dén it nhit 20%, 30% 40%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%,
82%, 84%, 86%, 88%, 90%, 92%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hodc 100% so vdi
twong tdc ICOS — ICOS-L ma khdng c6 protein lién két ICOS.

Viéc trung hoa co thé dugc xac dinh hoic dugce do b%lng cach st dung mot hodc
nhiéu thir nghiém d biét déi véi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc nay hogc nhu

duoc mo ta trong ban mo ta nay.

Ai luc 12 @0 bén lién két ctia mot phan tir, vi du protein lién két khang nguyén theo
sang ché, voi phan tir khac, vi du khang nguyén dich ctia n6, & mot vi tri lién két. Ai luc
lién két cia protein lién két khang nguyén véi dich caa né co thd dwoc x4c dinh bing
phuong phép can bang (vi du thir nghiém hép thu mién dich lién két enzym (ELISA) hodc
thir nghi®m mién dich phéng xa (RIA)), hodc dong hoc (vi du phén tich BIACORE™). Vi
du, phuong phap Biacore™ dugc mo ta trong vi du 5 ¢6 thé duge sit dung dé xac dinh &i
Iyc lién két.

Ai lyc 1a tdng caa do bén lién két ctia hai phan tir véi mot ving khéc & cic vi tri, vi
du lién quan dén héa tri cia twong tac.

Theo mot phuong 4n, hing s& phén ly cén bang (KD) cla twong tic protein lién két
ICOS-ICOS 1 100nM hoic nhé hon, 10nM hogc nh6 hon, 2nM hoéc nhé hon hodc 1nM
ho#c nhd hon. Theo mot phuong an khac, KD ¢é thé nam trong khoang 5 va 10 nM; hodc
ndm trong khoang 1 va 2 nM. KD ¢6 thé nim trong khoang 1 pM va 500 pM; hodc nam
trong khoang 500 pM va 1 nM. Ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vyc nay s& xac
dinh duoc ring tri s6 KD cang nho, lién két cang bén. S6 nghich ddo ctia KD (cu thé Ia
1/KD) 14 ha?mg 56 két hop can bing (KA) ¢6 don vi M!. Ngudi ¢é hiéu biét trung binh trong
linh vuc nay s€ xac dinh duoc rang tri s6 KA cang 16, lién két cang bén.

Hing s6 tbc do phan ly (kd) hogc “muc df tach hai phan tir ra khoi nhau” the hién
d6 bén clia phtrc hop protein lién két ICOS-ICOS, cu thé 1a ty 1§ clia phirc hop ma phén
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hiy mdi gidy. Vi dy, kd 14 0,01 s! twong duong v6i 1% cua phic hgp phén hty mdi gidy.
Theo mdt phuong 4n, hing s6 téc do phan ly (kd) 1a 1x10~ s hogic nho hon, 1x10* s hodc
nhé hon, 1x10° s hogic nhé hon, hodc 1x10°¢ s hogc nhé hon. Kd c6 thé ndm trong

khoang 1x10°5s7! va 1x10* s”'; hodc ndm trong khoang 1x10* s va 1x1073 s71.

Hing sb téc do két hop (ka) hodc “mirc dd két hop hai phén t&r v6i nhau” mo ta toc
d6 cta su tao thanh phirc hgp protein lién két ICOS-ICOS. Theo mdt phuong én, hing s6
téc dd két hop (ka) 1a khoang 1,0 x 105 M-'s™

Thuét ngit “dugce phan 1ap” nghia 1a phan t, nhu protein lién két khang nguyén
hodc axit nucleic, duge loai bé khoi mdi truong ma trong dé n6 cb thé dugc tim thy &
trang thai ty nhién. Vi duy, phén tir ¢6 thé duoc tinh ché tir hdn hop chit ma n6 thuong tén
tai cing ¢ trang thai ty nhién. Vi dy, khéi lugng ctia phén tir trong mau c6 thé 12 95% tinh

theo téng khdi lugng.

Thudt ngt “vecto bidu hién” trong ban mo ta ndy nghia 14 axit nucleic dugc phan
13p ma co thé duge sir dung dé bd sung axit nucleic cia phén tr lién quan vao trong té bao,
nhu t& bao nhan thyc hodc té bio nhan so, hodc hé biéu hién khong chira té bao trong do6
trinh tu axit nucleic cda phan tir lién quan dugc biéu hién dudi dang chudi peptit nhu
protein. Vecto biéu hién nay c6 thé 13, vi dy, cosmit, plasmit, trinh tu cua virut, phan tir
chuyén vi, va axit nucleic mach thdng chira axit nucleic cta phén tir lién quan. Mot khi
vecto biéu hién duge bd sung véo trong té bao hodc hé biéu hién khong chira t& bao (vi du,
dich thiy phan hdng cdu ludi) protein dwgc ma hoa bang axit nucleic ciia phan tir lién quan
duoc tao ra bing co ché phién ma/dich ma. Vecto biéu hién theo sang ché ¢6 thé tao ra
phﬁn ttr can thiét ¢bi v4i su biéu hién nhan thuc hodc nhén so va bao gdm vecto bi tac dong
boi ving khéi dong cua virut, nhu vecto bi tac dong bdi vung khéi dong CMV, vi dy,
pcADN3.1, pCEP4, va cac dang dugc tao ra cua chung, vecto biéu hién Baculovirus, vecto
biéu hién Drosophila, va vecto biéu hién ma bi tac dong boi ving khoi dong gen tir dong
vat ¢6 vii , nhu & ving khéi dong gen Ig tir ngudi. Vi du khéc bao gdm vecto biéu hién
nhan so, nhu vecto T7 bi tac dong boi ving khoi dong, vi dy, pET41, vecto bi tdc dOng bdi
ving khéi dong lactoza va vecto bi tic dong bdi vung khai dong gen arabinoza. Ngudi ¢
hiéu biét trung binh trong linh vuc ndy s& xac dinh dugc cac vecto biéu hién va hé biéu

hién thich hop khéc.
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Thuét ngir “té bao vat chii tai t6 hop” trong ban md té ndy nghia 1a té bao ma chira
trinh tu axit nucleic ciia phan ti lién quan ma dugc phan l4p trude khi né duge bd sung
vao trong t& bao. Vi duy, trinh tu axit nucleic ctia phan tir lién quan c6 thé 1a & dang vecto
bidu hién trong khi d6 té bao c6 thé 12 nhan so hodc nhan thuc. Vi du v& t€ bao nhan thyc
2 té bio dong vat c6 vii, ching han nhu, nhung khong chi gi6i han &, t& bao COS-1, COS-
7, HEK293, BHK21, CHO, BSC-1, HepG2, 653, SP2/0, NS0, 293, HeLa, u tuy, u lympho
hodc dang bét ky dugc tao ra tir chung. Tét nhit néu té bao nhan thuc 1a té bao HEK293,
NS0, SP2/0, hoic CHO. E. Coli 1a vi du v& t& bao nhan so. Té bao téi t& hop theo sang ché
¢6 thé duoc tao ra bang qué trinh chuyén nhiém, dung hop té bao, 1am bét tir, hodc phuong
phap da biét khac trong linh vure ndy. Trinh tu axit nucleic ciia phéan tit lién quan, nhu vecto
bidu hién, dugc chuyén nhidm vao trong té bao c6 thé 1a ngoai nhiém sic thé hodc duoc

két hop mot cach On dinh vao trong nhiém sic thé cua té bao.

“Khang thé kham” d& cap dén loai khang thé dugc cai bién ma chira ving bién doi
t nhién (chudi nhe va chudi ning) dugc tao ra tir khang thé thé cho két hgp véi ving hang

dinh chudi ning va chudi nhe dugc tao ra tir khang thé nhén.

“Khéng thé duoc nhan hoa” dé cap dén loai khang thé duoc cai bién c6 CDR cua
né dugce tao ra tir globulin mién dich thé cho khong phai ngudi, phén duoc tao ra tir globulin
mién dich con lai cua phan tir dugce tao ra tir mot hodc nhiéu globulin mién dich tir ngudi.
Ngodi ra, cic gbe hd tro khung c6 thé dugc bién ddi dé duy tri 4i lyc lién két (xem, vi dy,
Queen et al. Proc. Natl Acad Sci USA, 86:10029-10032 (1989), Hodgson, er al.,
Bio/Technology, 9:421 (1991)). Khéng thé thé nhan tir ngudi thich hop c6 thé 1a khang thé
dugc chon tir co sé dit lidu thong dung, vi du, co s& dir lisu KABAT™, co s¢ dir liéu Los
Alamos, va co s& dit liéu Swiss Protein, béi tinh twong ddng véi trinh tu axit amin va
nucleotit cia khéng thé thé cho. Khang thé tir ngudi dic trung béi tinh tvong dong voi
vung khung cia khang thé thé cho (trén co s& axit amin) c6 thé thich hop dé tao ra viing
hing dinh chudi ning va/hodc ving khung bién ddi chudi ning @& chén CDR thé cho.
Khang thé thé nhan thich hop c6 thé cho ving khung bién dbi hoc hang dinh cta chudi
nhe c6 thé dugc chon theo céch twong ty. Can Iwu ¥ ring chudi ning va chubdi nhe ciia
khéng thé thé nhan khong can phai c6 ngudn gde tir cing mot khang thé thé nhan. Céc giai
phap k¥ thuat da biét m6 ta mot s cach tao ra khang thé duoc nhan héa nhu vay — xem, vi

du, EP-A-0239400 va EP-A-054951.
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Thuét ngit "khang thé hoan toan tr ngudi" bao gdm khéng thé ¢6 ving hing dinh
v bién ddi (néu c6) duoc tao ra tir trinh ty globulin mién dich dong mam tir ngudi. Trinh
tu khang thé tir ngudi theo sang ché ¢6 thé bao gdm gbc axit amin khong duge ma hoa béi
trinh tu globulin mién dich dong mam tir ngudi (vi dy, dot bién dwgc b sung bdi dot bién
diic hiéu vi tri hodic ngAu nhién in vitro hoic bai dot bién t& bao x6ma in vivo). Khang thé
hoan toan tir ngudi chira trinh ty axit amin dugc méi héa chi bang polynucleotit ma ¢
ngudn gdc tir ngudi hoic trinh ty axit amin ma tuong ddng véi trinh ty ndy. Trong ban mo
ta nay, khang thé dugc ma héa bing ADN mi héa globulin mién dich tir ngudi duge chén
vao bd gen chudt dugc tao ra & chudt chuyén gen 12 khéng thé hoan toan tir ngudi vi ching
dugc ma hoa bing ADN ma c6 ngudn gde tir nguoi. Trong trudng hop nay, ADN mé hoa
globulin min dich tir nguoi ¢6 thé dugc sip xép lai (d€ ma héa khang thé) & chudt, va dot
bién t& bao x6ma ciing c¢6 thé xay ra. Khang thé duvoc ma hoa béi ADN ¢ ngudn gde tir
ngudi ma trai qua sy cai bién nhu vdy & chudt 1a khang thé hoan toan tir ngudi nhu duge
ngu y trong ban mo ta ndy. Viéc sir dung chuft chuyén gen nhu vy c6 thé giap chon
lwa khang thé hoan toan tlr ngudi dva trén khang nguyén tir ngudi. Nhu duge xac dinh
trong linh vuc nay, khang thé hoan toan tir ngudi c6 thé duge tao ra bang cach sir dung k¥
thuat hién thi trén thé thyc khudn trong d6 thu vién ADN tir nguoi dugc chén vao thé thuc

khudn dé tao ra khang thé chira trinh ty ADN dong mam tlr nguoi.

Thuét ngit “khang thé thé cho” dé& cap dén khang thé ma gop trinh ty axit amin ctia
ving bién dbi ctia n6, CDR, hogc méanh chirc ning khéc hodc dang tuong tu clia nd vao
thanh phan két hop globulin mién dich tht nhat. Khang thé thé cho, do do, tao ra ving ma
héa globulin mién dich dugc bién ddi va nho do biéu hién khang thé duoc cai bién voi tinh

dic hiéu khang nguyén va 1am trung hoa hoat tinh dic trung cua khang thé thé cho.

Thudt ngit “khéng thé thé nhan” d& c4p dén khang thé ma khac loai v6i khang thé
th& cho, ma gbp tét ca (hodc phin bit ky) clia c4c trinh ty axit amin mi héa ving khung
chudi nhe va/hodic chudi ning cta né vavhodc ving hing dinh chudi nhe va/hosic chudi
ning ctia n6 vao thanh phin két hop globulin midn dich thtr nhét. Khang thé tir ngudi c6
thé 1a khang thé thé nhan.

Thuét ngit “Vi” va “VL” dugc str dung trong ban mo ta nay 1an lugt d& c4p dén ving

bién ddi chudi nang va ving bién déi chudi nhe cua protein lién két khéng nguyén.
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“CDR” dugc x4c dinh 1a trinh ty axit amin vung quyét dinh bd trg cta protein lién
két khang nguyén. Ching 12 ving siéu bién ctia chudi ning va chudi nhe cia globulin mién
dich. C6 ba chudi ning va ba chudi nhe ctia CDR (hogc ving CDR) trong phén bién dbi
ctia globulin mién dich. Do d6, "CDR" trong ban mo ta nay dé cap dén ca ba CDR chubi

ning, ci ba CDR chudi nhe, tAt ca cdc CDR chudi nhe va chudi ning, hogc it nhat hai CDR.

Trong ban mo ta nay, gbc axit amin trong trinh ty mién bién ddi va trinh tu khang
thé ¢6 chidu dai diy du dugc danh s theo quy wéc danh s§ Kabat. Tuong tu, thut ngit
“CDR”, “CDRL1”, “CDRL2”, “CDRL3”, “CDRH1”, “CDRH2”, “CDRH3” dugc sir dung
trong phan vi du thuc hién séng ché ciing theo quy u6c danh s6 Kabat. Cu thé hon, xem
Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed., U.S. Department of
Health and Human Services, National Institutes of Health (1991).

R rang 12 d6i v6i ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc ndy, ¢ cac quy udc
danh sé khac nhau dbi véi gdc axit amin trong trinh ty ving bién ddi va trinh tr khang thé
c6 chidu dai ddy di. Cac quy uéc déanh s6 khac nhau dbi v6i trinh tu CDR, vi dy, cac quy
wéc duge mo ta trong Chothia et al. (1989) Nature 342: 877-883. Chu triic va viée gép nép
protein cia khang thé c6 thé c6 nghia 1a cic gbc khac dugc coi 12 mot phén cua trinh tu

CDR va s& dugc hidu nhu vay bdi ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuc nay.

Céc quy uéc dénh s khéc cho trinh tw CDR 14 da biét déi véi ngudi c6 hiéu biét
trung binh trong linh vuc nay bao gdbm phuong phap “AbM” (University of Bath) va
phuong phép “tiép xuc” (University College London). Ving it triung ldp nhét str dung it
nhét hai trong s cac phuong phap Kabat, Chothia, AbM va phuong phap tiép xtc c6 thé
duoc xéc dinh d tao ra “don vi lién két nhd nhat”. Pon vi lién két nho nhét c6 thé 14 tiéu
phan ciia CDR.

Béng 1 sau ddy thé hién mot phuong phép x4c dinh sir dung mdi quy udc danh sd
dbi véi mdi CDR hodc don vi lién két. So dd danh s Kabat dugc sir dung trong Bang 1 dé
d4nh sb trinh tu axit amin viing bién di. C4n luu ¥ ring mot sb dinh nghia vé CDR c6 thé

thay dbi phu thudc vao mdi cong bd duge st dung.
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Béng 1
CDR theo CDR theo | CDR theo CDR theo Don vi lién két nho
Kabat Chothia AbM phuong phap nhét
tiép xic
H1 |31-35/35A/ | 26- 26- 30- 31-32
35B 32/33/34 | 35/35A/35B | 35/35A/35B
H2 |50-65 52-56 50-58 47-58 52-56
H3 |95-102 95-102 95-102 93-101 95-101
L1 |24-34 24-34 24-34 30-36 30-34
L2 |50-56 50-56 50-56 46-55 50-55
L3 |89-97 89-97 89-97 89-96 89-96

Do d6, sang ché d& cép dén protein lién két ICOS, ma chira bat ky mot hodc dang
két hop cia cac CDR sau day:

CDRH1: DYAMH (SEQ ID NO:1)

CDRH2: LISIYSDHTNYNQKFQG (SEQ ID NO:2)
CDRH3: NNYGNYGWYFDV (SEQ ID NO:3)
CDRLI1: SASSSVSYMH (SEQ ID NO:4)

CDRL2: DTSKLAS (SEQ ID NO:5)

CDRL3: FQGSGYPYT (SEQ ID NO:6)

Theo mdt phuong 4n cua sang ché, protein lién két ICOS chira CDRH1 (SEQ ID
NO:1), CDRH2 (SEQ ID NO:2), va CDRH3 (SEQ ID NO:3) trong vung bién @i chudi
ndng co trinh ty axit amin dugc thé hién & SEQ ID NO:7. Protein lién két ICOS theo sang
ché chira viing bién ddi chudi nang dwgc nhan héa duge thé hién & SEQ ID NO:7 dugc ky
hiéu 1a “H2”. Theo mdt s6 phuong 4n, protein lién két ICOS theo sang ché chira ving bién
ddi chudi ning c6 it nhat 90% trinh ty twong ddng véi SEQ ID NO:7. Tét hon 14, protein
lién két ICOS theo sang ché co thé chira ving bién dbi chudi ning c6 khoang 85%, 86%,
87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, hodc 100%
trinh tu twong ddng v6i SEQ ID NO:7.

Ving bién dbi (H2) chudi ning dugc nhén hoa (Vk)

QVQLVQSGAE VKKPGSSVKV SCKASGYTFT DYAMHWVRQA PGQGLEWMGL
ISIYSDHTNY NQKFQGRVTI TADKSTSTAY MELSSLRSED TAVYYCGRNN
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YGNYGWYFDV WGQGTTVTVS S
(SEQID NO:7)

Theo mdt phuwong 4n cua sang ché, protein lién két ICOS chira CDRL1 (SEQ ID
NO:4), CDRL2 (SEQ ID NO:5), va CDRL3 (SEQ ID NO:6) trong vung bién ddi chudi nhe
¢é trinh ty axit amin dugc thé hién & SEQ ID NO:8. Protein lién két ICOS theo sang ché
chira viing bién déi chudi nhe dugc nhan héa duge thé hién & SEQ ID NO:8 dugce ky hi¢u
12 “L.5”. Do d6, protein lién két ICOS theo sang ché chira viing bién ddi chudi ning c6 SEQ
ID NO:7 va viing bién déi chudi nhe c6 SEQ ID NO:8 ¢6 thé dugc ky hiéu 1a H2L5 trong
ban mo ta nay.

Tét hon 13 gen khéi dAu cta céu triic chudi ning va chudi nhe bién ddi dugc thé hién
trong Fig. 9 va bao gbm, nhung khong chi gi¢i han &: MGWSCIILFLVATATGVHS (SEQ
ID NO:11) ‘

Theo mot s6 phuong 4n, protein lién két ICOS theo séhg ché chira ving bién dbi
chudi nhe c6 it nhit 90% trinh tr twong ddng véi trinh ty axit amin dugc thé hién & SEQ
ID NO:8. Tét hon 13, protein lién két ICOS theo sang ché c6 thé chira ving bién ddi chudi
nhe c6 khoang 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99%, hodic 100% trinh ty twong déng véi SEQ ID NO:8.

Ving bién dbi chudi nhe (V1) duoc nhén héa (L5)

EIVLTQSPAT LSLSPGERAT LSCSASSSVS YMHWYQQKPG QAPRLLIYDT
SKLASGIPAR FSGSGSGTDY TLTISSLEPE DFAVYYCFQG SGYPYTFGQG
TKLEIK (SEQ ID NO:8)

CDR hoic don vi lién két nho nhét c6 thé dugc cai bién bing cach thé, loai b hodc
bd sung it nhat mot axit amin, trong d6 protein lién két khang nguyén bién thé vé co ban
gift lai ddc trung sinh hoc cua protein khong dugc bién ddi, nhu khang thé ciia chudt dugc
tao ra tir dong 422.2 hodc khang thé chira SEQ ID NO:7 va SEQ ID NO:8.

Chn phai hidu ring mi trong sé CDR H1, H2, H3, L1, L2, L3 ¢6 thé dugc cai bién
riéng & hoiic két hop véi CDR bét ky khic, trong dang bién ddi vi tri hogic két hop bt ky.
Theo mdt phuong an, CDR dugc cai bién bing cach thé, loai bd hodic bd sung dén 3 axit
amin, vi du 1 ho#ic 2 axit amin, vi du 1 axit amin. Néi chung, viéc bién ddi thuong 1a thé,

cu thé 13 thé bao toan, vi du nhu dugc mo ta trong Bang 2 sau day.
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Béang 2
Mach nhénh Thanh phan
Ky nudce Met, Ala, Val, Leu, Ile
Trung hoa wa nugce Cys, Ser, Thr
Axit Asp, Glu
Bazo Asn, Gln, His, Lys, Arg
Gbc anh hudng dén sy dinh huéng chudi | Gly, Pro
Thom Trp, Tyr, Phe

Vi dy, trong CDR bién déi, gc axit amin ciia don vi lién két nhd nhét c6 thé giit
nguyén khéng ddi, nhung gdc hai bén ma chira CDR 1a mdt phén ctia (cac) dinh nghia

Kabat hoiic Chothia c6 thé duoc thé bang gbc axit amin bao toan.

Protein lién két khang nguyén nhu vy chira CDR dugc bién dbi hodc don vi lién
két nho nhat nhur duoc mo ta trén day c6 thé dugc dé cdp & day 1a “bién thé CDR chirc
nang” hoéc “bién thé don vi lién két chirc ning”. Thich hop 14, theo mdt phwong 4n, sdng
ché d& cap dén protein lién két ICOS chira mdt hogc nhiéu CDR c6 trinh ty axit amin dugc

thé hién & SEQ ID NO:1, 2, 3, 4, 5, va/hodc 6 vi/hodc bién thé CDR chirc ning cta no.

Thuét ngit "epitop" trong badn mo ta nay d& cap dén phan ctia khéng nguyén ma giup
tiép xtc véi mién lién két cu thé ctia protein lién két khang nguyén. Epitop c6 thé 1a mach
thing hodc dang c6 hinh thé/gian doan. Epitop dang c6 hinh thé hoic gian doan chira gbe
axit amin ma dugc tach riéng bang trinh ty khac, tirc 1a khong & dang trinh tu lién tuc trong
trinh tu nguyén thuy cta khang nguyén. Mic du gbc c6 thé 1a tir cdc ving khac nhau cua
chu(:\)i peptit, ching gin nhu & dang cAu trc ba chiéu cua khang nguyén. Déi v6i trudng
hop cta khang nguyén nhidu chudi polypeptit, epitop dang c6 hinh thé hodc gian doan c6
thé bao gdm cac gbc tir chudi peptit khac nhau. Géc cu thé trong epitop c6 thé duoc xac
dinh théng qua chuong trinh tao mAau bing mdy tinh hodc thong qua chu trac ba chiéu thu

duogc tir phuong phap da biét trong linh vuc ny, nhu tinh thé hoc tia X.

Céc CDR L1, 1.2, L3, H1 va H2 c6 xu hu6ng thé hién vé& m3t ciu triic mét trong céc
dang c6 hinh thé mach chinh. Nhém cAu tric khudn mau cu thé cia CDR duoc xac dinh
bing c4 chidu dai cia CDR va bing céch nén vong, duge xde dinh béi céc gbe duge b tri
& cac vi tri chinh trong ca CDR va ving khung (gbc quyét dinh céu tric hodc SDR). Martin
va Thornton (1996; J Mol Biol 263:800-815) d4 tao ra phwong phap ty dong dé xac dinh
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khu6n mau ctia “géc chinh”. Phép phéan tich cum dugc st dung dé x4c dinh nhém khudn
mAu déi véi bd cac CDR, vi khudn méu sau d6 duge x4c dinh bing cach phan tich goe ky,
nuéc bi che khuét, gbe lién két hydro, va glyxin va prolin dugc bao tdn. CDR cua trinh ty
khang thé c6 thé dugc ky hiéu cho nhoém khudn mAu bing cach so sanh trinh ty véi khudn
miu cta gbe chinh va danh gia diém mdi khuén miu st dung ma trén xac dinh hogc twong

dong.

C6 thé c6 nhiéu vi tri khudén miu CDR bién d6i trén mdi CDR, mdi CDR tuong Ung,
mbi don vi lién két, mdi ving bién @i chudi nhe hodc chudi ning, mdi chudi nhe hoic
chudi nang, va mdi protein lién két khang nguyén, va do d6 dang két hop bt ky cua sy thé
c6 thé c6 mit trong protein lién két khang nguyén theo sang ché, mién 1a céu tric khudn
mau cua CDR dugc duy tri sao cho protein lién két khang nguyén c6 thé lién két dic hidu
véi ICOS.

Nhu duge mo ta trén diy, nhom cau triic khuén mau cu thé cia CDR dugc xac dinh
bing ca chiéu dai ciia CDR va bang cach nén vong, duge xac dinh bang goc duge bo tri &

cé4c vi tri chinh trong ca CDR va vung khung.

“Phan tram d0 twong ddng” giita trinh ty axit nucleic truy vAn va trinh ty axit nucleic
dich 1a gia tri “dd tuong ddng”, dugc tinh theo phén trim, ma dugc tinh theo thuft todn
BLASTN néu trinh tu axit nucleic dich c¢6 100% mirc d9 trung binh truy van voi trinh tur
axit nucleic truy véan sau khi sép xép theo trinh ty cip BLASTN duogc thuc hién. Viéc sap
xép theo trinh trr cip BLASTN nhu véy gifta trinh ty axit nucleic truy vén va trinh tu axit
nucleic dich dugc thuc hién béng cach st dung thiét 1ap mic dinh cta thuat toan BLASTN
c6 san trén trang web cta Trung tm Qubc gia thudc Vién Cong nghé Sinh hoc (National
Center for Biotechnology Institute’s website) véi b loc d6i v6i ving phirc hop thdp ¢ trang
thai tat. Didu quan trong 13, trinh tu axit nucleic truy vAn ¢6 thé dugc md ta theo trinh tu

axit nucleic dugc xac dinh trong mot hodc cac di€ém yéu cau bao ho kém theo.

Trinh ty truy vén c6 thé 1a 100% twong ddng vdi trinh tw dich, hodc né ¢6 thé 1a sd
nguyén cu thé cta céac bién ddi axit amin hoic nucleotit so v6i trinh ty dich sao cho % d9
tuong ddng 12 it hon 100%. Vi du, trinh ty truy vin tuong ddng it nhat 50, 60, 70, 75, 80,
85, 90, 95, 96, 97, 98, hodic 99% véi trinh ty dich. Céc cai bién nhu viy bao gdm it nhét
mot cai bién loai bo, thé (bao gém thé bao toan va khdng bao toan), hodc chén axit amin,

va trong d6 cac cai bién ndy c6 the xay ra & vi tri dau chin mach amino hodc carboxy cla
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trinh ty truy vén hoic vi tri bat ky giita cac vi tri dau chian mach ndy, duoc dit mot cach
doc 1ap gifta axit amin hodc nucleotit trong trinh ty truy vAn hoic trong mot hodc nhiéu

nhém ké& nhau trong trinh ty truy vén.

% d6 twong ddng c6 thé dugc xac dinh xuyén sudt toan bd chidu dai cua trinh tu
truy vén, bao gbm (c4c) CDR. Theo mét phuwong 4n khéc, % do twong dbng c6 thé khong
bao gdm (c4c) CDR, vi du (cdc) CDR 1a 100% tuong ddng véi trinh ty dich va % thay doi
vé do twong ddng 1a trong phén con lai cua trinh ty truy vén, sao cho trinh ty CDR dugc

cé dinh/khong thay doi.

Trinh tu bién dbi vé co ban git lai dugc dac trung sinh hoc cla protein khdng dugce

bién @i, nhu SEQ ID NO:7 hogc SEQ ID NO:8.

Trinh ty Vi hodic VL ¢6 thé 14 trinh tu bién ddi voi su thé, bd sung hogc loai bo dén
15 axit amin. Vi dy, trinh tw bién dbi c6 thé c6 dén 15, 14, 13,12, 11, 10,9, 8,7, 6, 5,4, 3,

2 hodc 1 bién doi thé, bd sung hodc loai bd axit amin.

Su cai bién v& trinh tyr c6 thé khong bao gbm (céc) CDR, vi du (cac) CDR 1a gibng
nhu trinh tu Vi hodc Vi (hodc HC hodc LC) va sy cai bién 1 trong phén coOn lai cida trinh

tu Vuahodc Vi (hoic HC hodc LC), sao cho trinh ty CDR dugc ¢ dinh/khong thay dbi.

Ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc nay s& xac dinh dugc rang, sau su san
sinh protein lién két khang nguyén nhu khang thé, cu thé 1a tiry thudc vao dong té bao duge
str dung va trinh ty axit amin cu thé cta protein lién két khang nguyén, viéc bién dbi sau
dich ma c6 thé xay ra. Vi du, bién ddi nay c6 thé bao gdm sy phan cét mdt s6 gen khdi dau,
bd sung cac gbc dudng vao cac mau glycosyl hoa va phosphoryl héa, khir amit, oxy hoa,
x40 tron li€n két disulfua, isome hoa, cit lysin dau chin mach C, va vong hoa glutamin dau
chin mach N. Sang ché bao gdm viée stt dung protein lién két khang nguyén ma dugc,
hodc phai trai qua, mgt hodc nhiéu su cai bién sau dich ma. Do d6, “protein lién két khang
nguyén” hodc “khang thé” theo sang ché 1an lugt bao gdm “protein lién két khang nguyén”
hodc “khang thé” nhu dugc x4c dinh trén diy ma dugc trai qua bién ddi sau dich ma nhu

dugc mo ta trong ban mo ta nay.

Khir amit 1a phan Gng enzym chu yéu chuyén hoa asparagin (N) thanh axit iso-
aspartic va axit aspartic (D) & ty 1& khoang 3:1. V6i mire d6 nho hon nhiéu, qu4 trinh khir

amit c6 thé xay ra voi gbc glutamin theo cach tuong tw. Khir amit trong CDR tao ra sy thay
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@i vé dién tich ctia phan tir, nhung n6i chung khong tao ra sy thay dbi v& lién két khang

nguyén, cling nhu khong anh hudng dén PK/PD.

Su oxy hoa c6 thé xay ra trong qué trinh san xut va cét giit (tire 13, v6i sy o6 mat
cha cac didu kién oxy hoa) va tao ra sy cai bién cong hoéa tri cia protein, dugc cam Ung
mot cach truc tiép boi chit chira oxy hoat tinh hodc mdt cch gién tiép boi phan Gng v6i
san phdm phu tht cAp cua tinh trang mAt cin bing oxy héa. Qua trinh oxy hoa xay ra chi

yéu véi gbc methionin, nhung d6i khi ¢6 thé xay ra & gbc tryptophan va xystein ti do.

Su x40 tron lién két disulfua co thé xay ra trong qua trinh san xudt va didu kién cét
gift co s&. Dudi mot sb didu kién, lién két disulfua c6 thé b gdy hodc hinh thanh theo céch
khong phu hop, ma tao ra gdc xystein khong dugc bét cap (-SH). Céc sulthydryl (-SH) tu

do (khong dugc bét cip) ndy c6 thé thuc ddy su x4o tron.

Qua trinh isome hoa thudng xay ra trong qud trinh san xudt, tinh ché, va cit gitt (&
do pH axit) va thuong xay ra néu axit aspartic dugc chuyén hoa thanh axit isoaspartic théng

qua qua trinh héa hoc.

Glutamin dAu chin mach N trong chudi ning va/hoic chudi nhe 6 thé tao ra
pyroglutamat (pGlu). Hau hét qua trinh tao thanh pGlu x4y ra trong binh phan tmg sinh
hoc ctia qué trinh san xuét, nhung né c6 thé dugc tao ra ma khong can enzym, tiy thudc
vao dd pH va nhiét 4o cua diéu kién xtr Iy va ct gitt. Sy tao thanh pGlu duoc x4c dinh 1a

mdt trong sb cac con dudng phan huy chinh d6i voi cac mADb tai td hop.

Viéc cht lysin ddu chin mach C 1a phan Ung enzym dugc xic tac boi
carboxypeptidaza, va thudng quan sat dugc trong cdc mAb tai td hop. Bién thé cta qua
trinh nay bao gdm viéc loai b lysin ra khéi mot hodc ca hai chudi ning. Viéc cit lysin
khong gdy anh hudng dén hoat tinh sinh hoc va khong ¢6 tac dung trén mAb hiéu Iyc chire

nang.

Khéng thé tw mi&n tdn tai tw nhién & ngudi c6 thé lién két véi protein. Do do, khang
thé ty mi2n c6 thé lién két v6i protein noi sinh (c6 mit & cac dbi twgng nguyén ven) cling
nhu véi protein hodc peptit ma duge sir dung cho d6i trong dé diéu tri. Khang thé tu mién
lién két protein c6 tac dung tri liéu va khang thé ma médi dugce tao ra dép tng vdi viée didu
tri biing thudc dugc goi chung la khang thé khang thube (c4c ADA). Khang thé da ¢6 tir
true chdng lai phan tir nhu protein va peptit tri ligu, dugc st dung cho dbi twong c6 thé
anh hudng dén hiéu qua tri liéu cta ching va c6 thé tao ra phan ung sau khi s dung, su
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qué man, dap tng lam sang dugc thay dbi tir bénh nhan duoc diéu tri va do sinh kha dung
dwoc thay dbi bing cach kéo dai, loai trir hogc 1am trung hoa phan tir. C6 thé c6 loi dé tao
ra phan tir cho viéc tri liéu ma chira ving bién dbi don cua globulin mién dich tir ngudi
(khang thé) hodc dAbs™ ma giam tinh sinh mién dich (tuc 13, giam kha nang lién két véi

cac ADA di c6 tir trude néu duge st dung cho doi tuwong, cu thé 13 ngudi.

Do d6, theo mdt phuong 4n, sang ché dé cap dén dAb™ dugc bién ddi ma giam kha
nang lién két v6i khang thé da ¢6 tir truée (cdc ADA) so véi phan tir khong dugc bién doi
tuong duong. Kha ning lién két gidm c6 nghfa 12 phén tir dugc bién ddi lién két voi ADA
da ¢ tir trude voi i luc giam hodc d¢ bam dinh giam. DAb™ dugc bién dbi nay chira mot
hodc nhidu bién dbi duoc chon tir: (a) bd sung, kéo dai, loai bd hodc thit (tag) dau chin

mach C, va/hodc (b) mot hodc nhiéu sy thé khung axit amin.

Polypeptit va dAbs™ theo sang ché va chat chu vén chita chung c6 thé dugc dinh
dang dé co kich thuéc thiy dong 16n hon, vi dy, béng cach gén nhém PEG, huyét thanh,
transferrin, thu thé transferrin hoic it nhét 13 pha‘”ln lién két transferrin cua no, khang thé
ving Fc, hodc bing cach tiép hop véi ving khéng thé. Vi du, polypeptit dAbs™ va chit
cht vén c6 thé duogc dinh dang & dang ménh lién két khang nguyén clia khang thé 16n hon

hoac & dang khang thé (vi dy, duoc dinh dang & dang Fab, Fab’, F(ab),, F(ab’)2, IgG, scFv).

Trong ban mo ta ndy, thudt ngr “kich thudc thiy dong” d& cap dén kich thude bidu
kién ctia phén ti (vi dy, protein lién két khang nguyén) trén co s& sy khuéch tan cia phan
tir thong qua dung dich nudce. Sy khuéch tén hodc chuyén dong ciia protein thong qua dung
dich c6 thé duoc xir Iy dé tao ra kich thuéce biéu kién cua protein, trong d6 kich thudc dugc
thé hién bing “Bén kinh Stokes™ hogc “ban kinh thily dong” clia hat protein. “Kich thudc
thiy dong” cta protein phy thudc vao ca khéi lugng va hinh dang (hinh thé), sao cho hai
protein c6 cung mot khéi lwong phan tit ¢6 thé ¢6 kich thudc thiy dong khac nhau trén co
s& hinh thé va dién tich chung ciia protein. Sy gia ting vé kich thude thily dong c6 thé tao
ra sy giam tuong ung v& sy thanh thai & than din dén su gia ting c6 thé dugc quan st vé
thoi gian ban hay (ti2).

Kich thudc thiy dong cia protein li€n két khang nguyén (vi dy, ving khang thé
monome va multime) theo sang ché c6 thé dugc x4c dinh bang cach sit dung phuong phép
d3 biét trong linh vuc nay. Vi dy, sic ky loc gel ¢6 thé dugc str dung dé x4c dinh kich thuéc

thiy dong cua protein lién két khang nguyén. Ma trén loc gel thich hop dé x4c dinh kich
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thude thiy déng cta protein li€n két khang nguyén, nhu ma trdn agaroza duoc lién két

ngang, la da biét va co san.

Kich thudc ctiia dang protein li€n két khang nguyén (vi dy, kich thudc cua gbc PEG
dugc gin vao ving khang thé monome), ¢6 thé duoc cai bién tuy theo tng dung cu thé
mong mudn. Vi duy, néu protein lién két khang nguyén dy dinh roi chuyén khoi hé tuan
hoan va di vao mé ngoai bién, thi mong muén I3 giit cho kich thudc thily dong ctia protein
lién két ICOS thép dé tao thuan lgi cho su thoat mach khoi dong mau. Theo céch khéc, néu
mong mudn c6 protein lién két khang nguyén gitt lai dugc trong hé tudn hoan trong khoang
thoi gian dai hon, kich thude cuia protein lién két khang nguyén c6 thé duoc gia tang, vi du

bang cach tao hinh & dang protein gidng Ig.
Duoc phim

Protein lién két khang nguyén nhu duge md ta trong ban mo ta nay co thé dugc két
hop thanh dugc phém dé sir dung trong viéc diéu tri bénh & ngudi nhu duge mo ta trong
ban mo ta nay. Theo mdt phwong an, dugc phim chtra protein lién két khang nguyén tuy y

két hop v6i mot hodc nhiéu chit mang va/hoic té dugc duge dung.

Dugc phdm nhu vay chira chit mang dugc dung nhu da biét va duoc sir dung trong

thuc hanh dugc dung.

Duogc phém c6 thé dugce st dung bing cach tiém hodc truyén lién tuc (vi du bao
gdm, nhung khong chi gi6i han &, trong tinh mach, trong bung, trong da, dudi da, trong co
va qua da). Theo mdt phuong 4n, dugc pham thich hop dé str dung trong tinh mach. Dugc
phim c6 thé thich hop dé st dung khu tra (ma bao gbm, nhung khong chi giéi han 6, bing
miéng dén trén da, dugc xong hit, trong mili hogc trong mét) hodc sir dung trong rudt (ma

bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, sit dung theo duong rudt hodc tryc trang).

Dugc phim c6 thé chura tir 0,5mg dén 10g protein lién két ICOS, vi dy tir 5mg dén
1g protein lién két khang nguyén. Theo mét phuong 4n khic, duoc phdm c6 thé chira tir
5mg dén 500mg, vi du tir Smg dén 50mg.

Phuong phap bao ché duge phim nhur vdy 1a da biét d6i véi ngudi 6 hiéu biét trung
binh trong linh vuc nay. T4 dugc khac co thé dugc bd sung vao dugce pham néu cin theo
ché do st dung va protein cu thé dugc str dung. Vi du vé céc ta dugc khéac nhau va viéc sir

dung chiing dugc mo ta trong tai liéu Lowe et al., (2011).
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Liéu hidu qua va ché do diéu tri d€ stir dung protein lién két khang nguyén c6 thé
phu thudc vao céc yeu to nhu d9 tudi, the trong va tinh trang sirc khoe cua bénh nhan va
bénh can diéu tri. Cac yéu to nay déu trong tam hiéu biét cua béac s§. Huéng din d€ chon

lidu thich hop duoc md ta, vi du trong tai liéu Bai et al., (2012).

Duogc phim c6 thé bao gdm kit da thanh phin gbém protein lién két khang nguyén
cung véi cac thubc khac, tiry ¥ kém hudng dan st dung. D4 thuén tién st dung, kit c6 thé

chira cac chét v6i lwong xéc dinh ciing véi huéng dan sir dung.

Thuét ngit “c4 thé”, “dbi twong” va “bénh nhan” dwgc sir dung thay thé 1an nhau
trong ban md ta nay. Theo mot phuong an, dbi twong 1a dong vat c6 vii, nhu dong vét linh

trudng, vi du khi dudi s6¢ hodc khi. Theo mdt phuong 4n khac én, doi tugng la nguoi.

Protein lién két khang nguyén nhu duge mo ta trong ban mo td nay con co thé dugc
st dung trong cac phuong phap diéu tri. Viéc didu tri c6 thé 12 tri liéu, ngin nglra hodc dy
phong. Viéc diéu tri bao gdm lam thuyén gidm, giam nhe, hodc ngan ngira it nhét mot khia
canh hodc triéu chirng ctia bénh va bao gém viéc ngin ngira hodc chita khoi bénh nhu dugc

mo ta trong ban mo ta nay.

Protein lién két ICOS hoic phin lién két khang nguyén ctia n6 nhu dugc mo ta trong
ban md ta nay dugc st dung véi lugng hitu hiéu dé diéu tri tri liéu, phong ngira hodc ngin
nglra. Luong hitu hiu tri liéu cia protein lién két ICOS hoic phan lién két khang nguyén
ciia né nhu dugc md ta trong ban mo ta nay 1a lugng hitu hiéu dé cai thién hodc 1am giam

mot hodc nhiéu triéu chiing bénh, hodc dé ngin nglra hodc chita khoéi bénh.

Do d6, theo mot phuong an, protein li€n két ICOS hodc phan lién két khang nguyén
cua no theo sang ché dugc tao ra dé st dung trong viéc tri liéu. Theo mdt phwong én,
protein lién két ICOS hozc phan lién két khang nguyén cuia né theo sang ché duoc tao ra
d st dung trong viéc didu tri bénh ung thu, bénh nhiém tring va/hogc nhiém khudn huyét.
Sang ché con d& cap dén viéc st dung protein lién két ICOS hodc phén lién két khang
nguyén cua no theo sang ché @8 san xuét thudc dé didu tri bénh ung thu, bénh nhiém tring

va/hodc nhiém khuan huyét.

Do d6, sang ché dé cap dén protein lién két ICOS duoc phan 1ap hodc phén lién két
khang nguyén ctia n6 hodc dugc phdm chtra protein lién két ICOS duoc phan 1ap hodc phan
lién két khang nguyén clia né dé str dung trong viéc didu tri bénh ung thu, bénh nhiém
trung va/hodc nhidm khudn huyét.
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Phuong phép san Xuét

Protein lién két khang nguyén c6 thé dugc didu ché bing k¥ thuét bét ky trong sd
cac k¥ thuat thong dung. Vi du, protein lién két khang nguyén c6 thé dugce tinh ché tir té
bao ma tur bidu hién ching (vi du, khéng thé ¢6 thé dugc tinh ché tir t& bao lai ma tao ra

no), hodc dugc tao ra trong hé biéu hién tai t6 hop.

Céc hé biéu hién va phuong phap tinh ché khéc nhau c6 thé dugc sir dung dé tao ra
protein li€n két khang nguyén theo sang ché. Noi chung, té bao vat chu dugce bién ddi véi
vecto biéu hién t4i t6 hop ma hoéa protein lién két khang nguyén mong mudn. Céc t& bio
vat chii ¢6 thé duge sir dung, bao gbm sinh vét nhan nguyén thiy (bao gbm vi khuén Gram
am hodc Gram duong, vi du Escherichia coli, Bacilli sp., Pseudomonas sp.,
Corynebacterium sp.), sinh véat nhén thyc bao gbm ndm men (vi du Saccharomyces
cerevisiae, Pichia pastoris), nim (vi du Aspergilus sp.), hodc sinh vét nhan thyc cao cép
bao gém té bao con trung va dong té bao c6 ngudn gbc tir dong vat c¢o vu (vi du, CHO,

Perc6, HEK293, HeL a).

Té& bao vat chi c6 thé 12 té bao vat chi dugc phan 14p. Té& bao vat chu thuong khong
phéi 1a mot phﬁn cua sinh vat da bao (vi du, thyc vat hodc dong vat). Té bao vat chi c6 thé
12 té bao vat chu khong phai ngudi.

Céc vecto biéu hién va nhan dong thich hop dé str dung véi vi khuén, ndm, ndm
men, va vat chi t& bao dong vat c6 vl va phuong phdp nhan dong 1a da biét trong linh vuc
nay.

Té bao c6 thé duge nudi cr?'ly duéi cac diéu kién ma thic déy su biéu hién cta protein
lién két khang nguyén, va polypeptit duge thu hdi theo quy trinh tinh ché protein thong
thuong. Protein li€n két khang nguyén du dinh dé sir dung trong ban mo ta nay vé co ban

bao gdm protein lién két khang nguyén dong nhét v& co ban khong chira tap chat.

Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vyc nay s& xac dinh duge rang, tiy thudc
vao quy trinh san xuét protein lién két khang nguyén, cu thé 1a tiy thudc vao dong té bao
dugc st dung va trinh ty axit amin cu thé cta protein lién két khang nguyén, cic bién dbi
sau dich ma c6 thé xay ra. Sy cai bién nay c6 thé bao gbm su phan cit mot s gen khoi
dAu, bd sung cac gbc dudng trong mau glycosyl hoa, khir amit (vi du & gbc asparagin hoic
glutamin), oxy hoa (vi du & géc methionin, tryptophan ho#c xystein tu do), x40 tron lién
két disulfua, isome hoa (vi du & gbe axit aspartic), c4t lysin dau chin mach C (vi du tir mot
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hodc ca hai chudi ning), va vong héa glutamin dAu chin mach N (vi du trong chudi ning
va/hoic chudi nhe). Sang ché bao gdm viée sir dung khéng thé ma duoc, hodic phai trai qua,
mot hodc nhidu bién dbi sau dich ma. Sy cai bién c6 thé xay ra trong CDR, vung khung
bién dbi, hodc ving hing dinh. Sy cai bién c6 thé tao ra su thay dbi v& dién tich phan tu.
Su cai bién n6i chung khong tao ra sy thay dbi v& lién két khang nguyén, chirc ning, hoat
tinh sinh hoc, ciing nhu khong anh hudng dén dic trung duge dong hoc (PK) hodc duge
luc hoc (PD) ctia protein lién két ICOS.

Thuét ngit “chirc ning hiéu lyc” trong ban mo ta nay c6 nghia la dé cap dén mot
ho#c nhidu trong s hoat tinh gay doc té bao qua trung gian té bao phu thudc khang thé
(ADCC), dap (rng qua trung gian hoat tinh giy doc té bao phu thudc bd thé (CDC), su thuc
bao qua trung gian Fc hodc su thuc bao té bao phu thudc khang thé (ADCP) va tai tudn
hoan khang thé thong qua thu thé FcRa.

Tuong tac gifta ving hing dinh ctia protein lién két khang nguyén va céc thy thé Fc
(FcR) bao gdm FcyRI (CD64), FeyRII (CD32) va FeyRIII (CD16) duge cho 1a qua trung
gian chirc ning hiéu luc cla protein lién két khang nguyén. Tac dung sinh ly dang ké c6
thé 1a do chtrc ning hiéu lyc. Kha ning tao ra chtrc ning hiéu lyc thuong doi hoi li€n két
ctia protein lién két khang nguyén v6i khang nguyén va khong phai tat ca cac protein lién

két khdng nguyén déu tao ra moi chirc ning hi€u luc.

Chtrc nang hi€u lyc co thé dugc x4c dinh theo nhiéu cach bao g‘ém, vi du, thong qua
lién két cia FoyRIII trén té bao tu diét hodc thong qua FeyRI trén bach cu don nhan/dai
thuc bao dé xac dinh chirc ning hiéu lyc ADCC/ADCP. Vi du, protein lién két khang
nguyén theo sang ché c6 thé dugc danh gia vé chirc ning hiéu lyc ADCC trong thir nghiém
té bao tu diét. Phuong phap thuc tién dé danh gi4 chirc ndng ADCC va/hogic CDC dugce
mo ta trong tai lidu (Kellner C et al., “Boosting ADCC and CDC activity by Fc engineering
and evaluation of antibody effector fuctions”, Methods, 1;65(1):105-13 (2014)).

Mot sb isotyp ciia viing hing dinh tir ngudi, cu thé 1a isotyp IgG4 va IgG2, c6 chirc
ning giam v& a) sy hoat héa bd thé béng con dudng ¢ dién; va b) doc tinh té bao phu thudc
khéng thé. Cac bién dbi dbi v6i ving hing dinh chudi ning ciia protein lién két khang
nguyén cO thé dugc thuc hién tuy thudc dic tinh hiéu lyc mong mudn. Ving hing dinh
IgG1 chira cac ddt bién cu thé da dugc mo ta riéng r& 13 lam giam lién két v6i thy thé Fe

va do d6 1am giam chirc ning ADCC va CDC (Kellner C et al., “Boosting ADCC and CDC
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activity by Fc engineering and evaluation of antibody effector fuctions”, Methods,

1;65(1):105-13 (2014)).

Theo mdt phuong an, sang ché d& cap dén protein lién két khang nguyén bao gbm
viing hing dinh sao cho protein lién két khang nguyén c6 chirc ndng hiéu lyc va/hodc su
hoat héa bd thé ADCC giam. Theo mot phwong an, ving hing dinh chudi ning c6 thé chira
ving hing dinh bt hoat ty nhién cia isotyp IgG2 hodc IgG4 hodc ving hing dinh IgG1

d6t bién. Mot vi du bao gdm sy thé gbc alanin & vi tri 235 va 237 (Dénh sé theo chi s6 EU).

Nhém phu ctia khang thé xéc dinh mét phan chire ning hidu lyc thir cép, nhu sy
hoat hoa bd thé hoic lién két thu thé Fc (FcR) va doc tinh t& bao phu thude khéng thé
(ADCC) (Huber, et al., Nature 229(5284): 419-20 (1971); Brunhouse, et al., Mol Immunol
16(11): 907-17 (1979)). Dé x4c dinh loai khang thé t6i wu cho (g dung cu thé, chirc ning
hiéu Iyc cta khang thé c6 thé duoc xem xét. Vi dy, khang thé hIgG1 ¢6 thoi gian ban hiy
tuong dbi dai, rét hidu quéa trong viée ¢b dinh bd thé, va ching lién két v6i ca FeyRI va
FeyRIL Nguoc lai, khang thé IgG4 tir nguoi c6 thoi gian ban hity ngén hon, khong c6 dinh
bd thé va c6 4i luc di v6i cac FeR thap hon . Viée thay thé serin 228 bang prolin (S228P)
trong vung Fc cia [gG4 1am giam tinh khong d6ng nhét dugc quan sat véi higG4 va kéo
dai thoi gian ban huy trong huyét thanh (Kabat, et al., “Sequences of proteins of
immunological interest” 5.sup.th Edition (1991); Angal, et al., Mol Immunol 30(1): 105-8
(1993)). Thé dot bién thir hai ma thay thé leuxin 235 bang axit glutamic (L235E) loai bo
lién két FcR va hoat tinh lién két bd thé du (Alegre, et al., J Immunol 148(11): 3461-8
(1992)). Khang thé tao thanh véi ca hai thé dot bién dugc ky hiéu 1a IgG4PE. Viéc danh s6
axit amin hIgG4 duoc thuc hién theo phuong phdp dédnh s6 theo EU: Edelman, G.M. Etal.,
Proc. Natl. Acad. USA, 63, 78-85 (1969). PMID: 5257969. Theo m¢t phuong 4n, protein
lién két khang nguyén ICOS theo sang ché bao gdbm ving IgG4 Fc bao gbm thé thay thé
S$228P va L235E c6 thé dugce ky hiéu 1a IgG4PE. Do d6, protein lién két ICOS c6 vung
bién ddi chudi ning H2 va ving bién ddi chudi nhe L5 va ving IgG4PE Fc s& dugc ky hi¢u

1a H2L5 IgG4PE hoic theo cach twong ddng H2L5 hIgG4PE.
Hoat tinh ADCC/CDC gia tdng

Nhu duoc xé4c dinh trong linh vurc nay, cac ky thuat ma gia ting hoat tinh ctia khang
thé ADCC va/hoiic CDC 1a da biét. Chung bao gdm, nhung khong chi gidi han &, cac k¥
thuét dot bién trong ving Fc, k§ thuat Complegent va Potelligent. Theo mdt khia canh ctia
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séng ché, mot hosic nhidu k¥ thuat gia tang hoat tinh ADCC/CDC c6 thé dugc sir dung cho
protein lién két ICOS theo sang ché.
Dot bién

Ving hing dinh IgG1 tir ngudi bao gdm dot bién cu thé hoic glycosyl héa dugc
bién dbi trén gbc Asn297 ciing duge mo ta dé gia tang lién két v6i thu thé Fe. Trong mot
vai treomg hop, cac dot bién nay ciing dwgc thé hién dé gia ting hoat tinh ADCC va CDC,
xem vi du, Kellner (2013).

Theo mdt phuong 4n cua sang ché, cac dot bién nhu vay 1a mot hodc nhiéu vi tri
duoc chon tir 239, 332 va 330 (IgG1), hodc vi tri trong duong trong cac isotyp IgG khac.
Vi du v& dot bién thich hop 1a S239D va I332E va A330L. Theo mdt phuong an, protein
lién két khang nguyén theo sang ché trong bin md ta nay duoc gay dot bién & vi tri 239 va
332, vi du S239D va I332E hoic theo phuong an khac nita, n6 dugce gy dot bién & ba hoic
nhiéu vi tri duoc chon tir 239 va 332 va 330, vi du S239D va I332E va A330L (Danh sd
theo chi s§ EU).

K§ thuat Complegent

Theo modt phuong an, sang ché dé cap dén protein lién két khang nguyén chira ving
hing dinh chudi niing thé kham, vi du protein lién két khang nguyén chira viing hing dinh
chudi ning thd kham véi it nhit mot ving CH2 tir [gG3 sao cho protein lién két khang
nguyén cé chirc ning hiéu lyc dugc gia tang, vi du trong d6 c6 ADCC gia tdng hodc CDC
gia ting, hodc chirc naing ADCC va CDC gia ting. Theo mot phuong 4n nhu vy, protein
lién két khang nguyén c6 thé chira mot ving CH2 tir IgG3 hodc ca hai ving CH2 c6 thé 1a
tur IgG3.

Sang ché con d& cap dén phuong phép tao ra protein lién két khang nguyén bao gdm

cac budc:

a) nudi cdy té bao vét chu tai td hop chira vecto biéu hién chira axit nucleic dugc phan lap
nhu dugc mo ta trong bdn mo ta ndy, trong do vecto biéu hién bao gdm trinh tyr axit nucleic

ma hoa ving Fec ¢6 ¢4 gdc axit amin viing Fc IgG1 va IgG3; va
b) thu hdi protein lién két khang nguyén.

Phuong phép sén xudt protein lién két khang nguyén nay c6 thé dugc thuc hién, vi

duy, st dung hé thdng cong nghé COMPLEGENT™ c¢6 ban tir BioWa, Inc. (Princeton, NJ)
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va Kyowa Hakko Kogyo (hién nay 1a Kyowa Hakko Kirin Co., Ltd.) Co., Ltd., trong d6 té
bao vat chu tai td hop chira vecto biéu hién trong d6 trinh ty axit nucleic ma hoa thé kham
ving Fc ¢6 ca gbe axit amin ving Fe IgG1 va IgG3 dugce biéu hién dé tao ra protein lién
két khang nguyén c6 hoat tinh gy doc té bao phu thudc bd thé (CDC) dugc gia ting ma
gia tdng so vdi protein lién két khang nguyén tuong ddng khéac ma khong c6 ving Fc thé
kham ndy. Cac dic diém cua hé théng cong nghé COMPLEGENT™ dugc md ta trong
W02007011041 va US20070148165 ma ndi dung ctia chung dugc két hop vao ban mb ta
ndy bing cach vién din. Theo phuong 4n khéc, hoat tinh CDC c¢6 thé dwogc gia ting bing
cach dua dot bién dic hidu trinh tw vao ving Fe ciia chudi IgG. Ngudi ¢6 hiéu biét trung

binh trong linh vyc nay cling s& xac dinh dugc hé thich hgp khac.
K§ thuat Potelligent

Sang ché con @& cap dén phuong phép san xudt protein lién két khang nguyén bao

gom céc budec:

a) nudi cdy té bao vat chi tai td hop chira vecto biéu hién chira axit nucleic dwgc phén 1ap
nhu dugc md td trong ban md t4 nay, trong d6 gen FUTE md héa alpha-1,6-

fucosyltransferaza khong dugc hoat hoa trong té bao vat chu tai td hop; va
b) thu hdi protein lién két khang nguyén.

Phuong phép san xudt protein lién két khang nguyén nay c6 thé duoc thuc hién, vi
du, st dung hé thdng cong nghé POTELLIGENT™ c6 ban tir BioWa, Inc. (Princeton, NJ)
trong d6 té bao CHOK 1SV thiéu hut chtrc ning sao chép ciia gen FUTS tao ra khang thé
don dong c6 ddc tinh qua trung gian té bao phu thudc khing thé (ADCC) dugc gia ting ma
duoc gia ting so voi khang thé don dong twong ddng dugc tao ra trong té bao voi gen FUTS
chtrc ning. Cac dic diém cua hé thng cong nghé POTELLIGENT™ dugc md té trong
US7214775, US6946292, WO0061739 va WO0231240 ma déu duge két hop vao ban md
t4 nay bang cach vién dn. Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc nay cling xac dinh

dugc hé thdng thich hop khac.

R& rang 1a, doi véi nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc nay, cic bién dbi
nhu vay khong nhiing c6 thé dugc str dung riéng r& ma con ¢ thé dugc sir dung két hop

v6i nhau dé gia tang hon nita chtrc nang hiéu lyec.

-31-



31708

Theo mot phuong an nhu vay, sang ché d& cap dén protein lién két khang nguyén
chira ving hing dinh chudi ning ma chtra ving hing dinh chudi ning thé kham va dugc
gay dot bién, vi du trong d6 protein lién két khang nguyén chira it nhét mot ving CH2 tir
IgG3 va mot ving CH2 tir IgG1, trong d6 ving CH2 tir IgG1 ¢6 mét hogdc nhidu dot bién
& vi tri duge chon tir 239 va 332 va 330 (vi du dot bién c6 thé duge chon tir $239D va
I332E va A330L) sao cho protein lién két khang nguyén c6 chirc nang hiéu lyc duoc gia
tang, vi du trong d6 c6 mot hodc nhiéu cac chirc ning sau: ADCC dugc gia ting hodc CDC
dugc gia tang, vi du trong d6 ¢6 ADCC duogc gia ting va CDC duogc gia tang. Theo mdt
phuong an, ving CH2 tir IgG1 c6 dot bién S239D va I332E.

Theo mot phuong an khéc, sang ché @& cap dén protein lién két khang nguyén chira
ving hing dinh chudi ning thé kham va c6 profin glycosyl hoa thay d6i. Theo mét phuong
4n nhu vy, ving hing dinh chudi ning chua it nhét mét ving CH2 tir [gG3 va mdt ving
CH2 tur IgG1 va c6 profin glycosyl hoa thay di sao cho ty 1 ctia fucoza so véi mannoza
12 0,8:3 hoidc nhé hon, vi du trong d6 protein li€n két khang nguyén dugc khir fucosyl sao
cho protein lién két khang nguyén nay ¢ chirc nang hiéu luc dugc gia ting so v6i protein
lién két khang nguyén twong duong véi ving hing dinh chudi ning globulin mién dich
khdng c6 cac dot bién va profin glycosyl hda thay dbi nhu vy, vi du trong d6 c6 mot hodc
nhiéu trong sd cac chirc ning sau: ADCC dugc gia ting hoic CDC dugc gia tdng, vi du

trong d6 c6 ADCC dugc gia tang va CDC duogc gia tang.

Theo mot phurong an khéc, protein li€n két khang nguyén co it nhét mot ving CH2
tr IgG3 va it nhdt mot ving hing dinh chudi ndng tir IgG1, trong d6 ca hai ving CH2 tir
IgG déu duoc gy dot bién theo cac giéi han nhu dugc mo ta trong ban mo ta nay.

Theo mot khia canh, sang ché d& cap dén phuong phdp tao ra protein lién két khang
nguyén theo sang ché nhu duge mo ta trong ban mo ta nay bao gbm cac bude:

a) nudi ciy té bao vat chi tai t4 hop bao gdm vecto biéu hién chira axit nucleic dugc phén
14p nhu duge mo ta trong ban mo ta nay, vecto biéu hién nay con chira trinh ty axit nucleic
Fc ma hoa ving Fe thé kham c6 ca gdc axit amin viing Fc IgG1 va IgG3, va trong d6 gen
FUT8 mi héa alpha-1,6-fucosyltransferaza khong dugc hoat hoa trong té bao vat chu tai
td hop; va

b) thu hdi protein lién két khdng nguyén.
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Phuong phép san xudt protein lién két khang nguyén nay c6 thé dugc thuc hién, vi
duy, st dung hé théng cong nghé ACCRETAMAB™ c6 bén san tir BioWa, Inc. (Princeton,
NJ) ma két hop hé thdng cong ngh¢ POTELLIGENT™ va COMPLEGENT™ dé tao ra
protein lién két khang nguyén c6 ca hai hoat tinh ADCC va CDC dugc gia tding ma duge
gia tang so v&i khang thé don dong trong dong khac khong c6 vung Fc thé kham va ¢6

fucoza trén oligosacarit.

Theo mét phuwong &n khic nita, sang ché dé cap dén protein lién két khang nguyén
chira viing hang dinh chudi ning thé kham va dugc gay dot bién, trong d6 protein lién két
khang nguyén nay c6 profin glycosyl hoa thay dbi sao cho protein lién két khang nguyén
¢6 chirc niing hiéu lyc dugc gia ting, vi du trong d6 c6 mdt hodc nhiéu cac chirc ning sau,
ADCC duoc gia ting hodc CDC duogc gia tang. Theo mot phuong an, dot bién dugc chon
tur vi tri 239 va 332 va 330, vi du dot bién dugc chon tir S239D va I332E va A330L. Theo
mot phuong an khac, vung hing dinh chudi ning chira it nhét mot ving CH2 tir IgG3 va
mdt ving CH2 tir IgG1l. Theo mdt phwong an, vung hang dinh chudi ning c profin
glycosyl hoa thay dbi sao cho ty 1¢ cia fucoza so v6i mannoza 1 0,8:3 hodc nhé hon, vi
du, protein lién két khang nguyén dugc khtt fucosyl, sao cho protein lién két khang nguyén
nay c6 chirc nang hiéu lyc dugc gia ting so véi protein lién két khang nguyén khong dugc
kham tuong duong hodc vdi ving hing dinh chudi ning globulin mién dich khong c6 céac

dot bién nay va profin glycosyl hoa thay adi.

Thoi gian ban hiy dai cia IgG khéng thé dugc béo cdo 1a phu thudc lién két cia n6
v6i FeRn. Do d6, viée thé ma gia ting 4i lwc lién két cia IgG v6i FcRn ¢ do pH 6,0 trong
khi duy tri sy phu thudc d pH cua twong tac bang ky thuat viing hing dinh da duoc tap

trung nghién ctru bdi Kuo va Aveson (2011).

Céch khac d& bién ddi protein lién két khang nguyén theo sdng ché bao gdm viéc
gia ting thoi gian ban hily in-vivo cia protein nay bing cach bién d6i ving hing dinh
globulin mién dich hodc viing lién két FcRn (thu thé Fc nguyén ven).

O dong vat c6 va trudng thanh, FcRn, con dugc goi 1a thu thé Fc nguyén ven, déng
vai trd quan trong trong viéc duy tri mirc khéng thé trong huyét thanh bang cach déng vai
trd nhu 13 thu thé bao vé ma lién két va ngin khéng thé cia isotyp IgG khong bi thoi bién.

Phan tir [gG duge nhap bao béi té bao ndi mo, va néu ching lién két véi FcRn, duoc tudn
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hoan vao vong tudn hoan. Nguoc lai, phan tir IgG ma khong lién két v6i FcRn di vao té

bao va dugc hudng dich @én con duong lysosom & d6 chung bi thodi bién.

Thu thé FcRn nguyén ven dugc cho 1a tham gia vao cd sy thanh thai khang thé va
su nhap bao qua md, Kuo va Aveson, (2011). Gbc IgG1 tir nguoi duge x4c dinh 1 twong
tac mot cch truc tiép v6i FcRn tir ngudi bao gdm I1e253, Ser254, Lys288, Thr307, Gln311,
Asn434 va His435. Su dich chuyén & vi tri bét ky trong s6 cac vi tri ndy duge mo ta trong
phin nay c6 thé giup gia ting thoi gian ban hiy trong huyét thanh va/hodc dic tinh hiéu

luc dugc bién ddi ctia protein lién két khang nguyén theo sdng ché.
Dot bién dé gia ting thoi gian ban huy bang cach gia ting 4i lyc vdi FcRn

Protein lién két khang nguyén theo sang ché c6 thé c6 mot hodc nhidu bién d6i axit
amin ma gia tang ai lyc cua vung hing dinh hodc manh cua no dbi v6i FeRn. Sy cai bién
ndy c6 thé gia ting thoi gian ban hiy cta céc protein ndy (Kuo and Aveson (2011)). Viée
gia ting thoi gian ban hiy cta cac phan tir IgG ¢0 tri li¢u va chén doan va cic phan tt c6
hoat tinh sinh hoc khéc cé nhiéu loi ich bao gdm lam gidm lugng va/hodc thn sudt st dung
lidu lugng ctia c4c phan ti nay. Do d6, theo mot phuong an, sang ché d& cép dén protein
lién két v6i khang nguyén hodc protein dung hop chira tAt ca hogic mot phan (phén lién két
FcRn) cia ving hing dinh IgG ¢6 mdt hogc nhiu thé bién d6i axit amin va phén tt khong
protein IgG hodc phén tir khong protein duge tiép hop véi ving hang dinh IgG duoc bién
dbi nhu vay, trong d6 sy c6 mat ciia ving hing dinh IgG dugc bién d6i gia ting thoi gian

ban huy in vivo cua protein lién két khang nguyén.

Céac phuong phép da biét ma c6 thé gia ting thoi gian ban hiy (Kuo and Aveson,
(2011)), bao gém bién ddi axit amin c6 thé dugc tao ra thong qua k§y thuét bao gbm dot
bién quét ghi hinh bing alanin, dot bién nglu nhién va sang loc dé danh gi4 lién két voi
FcRn va/hoiic dic tinh in vivo. Phuong phap st dung may tinh sau dot bién con c6 thé duge

str dung d¢€ chon lya mét trong sb cac dot bién axit amin @ gay dot bién.

Do d6, sang ché dé cap dén bién thé cta protein lién két khang nguyén véi sy lién
két v6i FcRn duoc tbi wu hoa. Theo phuong an dugc wu tién, bién thé cua protein lién két
khang nguyén nay chura it nhét mot thé bién ddi axit amin trong ving Fc cla protein lién
két khang nguyén nay, trong do bién dbi nay duoc chon tir nhom bao gbm 226, 227, 228,
230, 231, 233, 234, 239, 241, 243, 246, 250, 252, 256, 259, 264, 265, 267, 269, 270, 276,
284, 285, 288, 289, 290, 291, 292, 294, 297, 298, 299, 301, 302, 303, 305, 307, 308, 309,
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311, 315, 317, 320, 322, 325, 327, 330, 332, 334, 335, 338, 340, 342, 343, 345, 347, 350,
352, 354, 355, 356, 359, 360, 361, 362, 369, 370, 371, 375, 378, 380, 382, 384, 385, 386,
387, 389, 390, 392, 393, 394, 395, 396, 397, 398, 399, 400, 401 403, 404, 408, 411, 412,
414, 415, 416, 418, 419, 420, 421, 422, 424, 426, 428, 433, 434, 438, 439, 440, 443, 444,
445, 446 va 447 cia vung Fc so véi polypeptit gdc da néu, trong d6 viéc danh s6 axit amin

trong vung Fc 1a danh s6 theo chi s6 EU theo Kabat.
Theo khia canh khéc nita cta sang ché, thé bién ddi 14 M252Y/S254T/T256E.

Ngoai ra, cac cOng bb khac mo ta phuong phap tao ra phan tir ¢6 hoat tinh sinh ly
ma c6 thoi gian ban huy duoc bién dbi, xem vi du Kontermann (2009) biang cich dua
polypeptit lién két FcRn vao phén tir hoic bang cach dung hop phan tir voi khang thé ma
¢6 4i Iuc lién két v6i FeRn duge bao toan nhung i luc dbi véi thy thé Fe khéc bi 1am giam

dang ké hodc dung hop véi ving lién két FcRn ctia khang thé.
K§¥ thuat chuyén d6i do pH dé gia ting thoi gian ban hiy

Mic du viée thé trong ving hing dinh c6 thé gia tang dang ké chirc ning clia khéng
thé IgG tri liéu, tuy nhién sy thé trong viing hing dinh dugc bao tdn nghiém ngit gip phai
nguy co vé tinh sinh mién dich & nguoi va viée thé trong trinh tyr viing bién ddi da dang &
mtrc cao c6 thé it sinh mién dich. C4c bao céo lién quan dén viing bién dbi bao gbém k¥
thuét bién dbi gbc CDR dé gia tang 4i luc lién két voi khang nguyén va k¥ thuat bién dbi
CDR va cac gbec ciia khung @& gia ting 40 bén va lam giam nguy co vé tinh sinh mién dich.
Nhu da biét, 4i lwc dugc gia ting v6i khang nguyén c6 thé thu dugc bang qué trinh bdo hoa

ai luc stir dung k¥ thuat bi€u hién trén thé thyc khuan hodc ribosom ctia thu vién ngau nhién.

Db bén gia ting c6 thé thu dugc mot cach hop Iy tir viéc thiét ké hop ly trén co 56
trinh tu va céu trac. Viéc giam nguy co v& tinh sinh mién dich (sy khir mién dich) c6 thé
dugc hoan thanh bang céc phuong phap nhan hoa va loai bd céc epitop té bao T, ma c6 thé
duoc du doan béng céach sir dung k¥ thuét in silico hodc dugc xé4c dinh béng thr nghi€ém in
vitro. Ngoai ra, ving bién déi dugc thiét ké dé giam pl. Thoi gian ban hity dai hon dugc
quan st d6i véi cac khang thé nay so véi khang thé kiéu dai bét chip viéc lién két v6i
FcRn la trong duong. Viée thiét k& hodic chon lya khang thé véi lién két khang nguyén phy
thudc d6 pH dé bién ddi thoi gian ban hiy clia khang thé va/hodc khang nguyén, vi du thoi
gian ban hiy cta khang thé IgG2 co thé duge rat ngén néu co ché thanh thai qua trung gian

khang nguyén thuong 1am thoai bién khang thé khi dugc lién két v6i khang nguyén. Tuong
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tur, phirc hop khéng nguyén:khang thé c6 thé anh huéng dén thoi gian ban huy cia khang
nguyén, nho d6 kéo dai thoi gian ban huy béng cach bao vé khang nguyén khong bi thodi
bién, hodc lam gidm thoi gian ban huy thong qua sy thodi bién qua trung gian khéng thé.
Theo mdt phuong 4n, sang ché dé cap dén khang thé c6 4i luc d6i v6i khang nguyén & do
pH 13 7,4 cao hon so v6i d§ pH trong h(‘“)ng cAu ndi thé (cu thé 13, do pH 14 5,5-6,0) sao cho
ty 16 KD & d6 pH 5,5/ 6 pH 7,4 hodc & d6 pH 6,0/ 40 pH 7,4 1a 2 hodc cao hon. Vi duy, dé
gia tang dic tinh duoc dong hoc (PK) va duge lyc hoc (PD) clia khang thé, ¢6 thé thiét ké
lién két v6i khang thé nhay véi do pH bing cach bd sung histidin vao gbc CDR.

Ngoai ra, sang ché con @& cap dén phuong phép tao ra protein lién két khang nguyén
¢6 thoi gian ban hiy sinh 1y giam. Bién thé IgG trong d6 His435 duoc gdy dot bién doi voi
alanin 1am mét d6 chon loc cua lién két FcRn va thoi gian ban huy trong huyét thanh bi
lam gidm déng ké (xem, vi du, US6,165,745 boc 10 phuwong phép tao ra protein lién két
khang nguyén véi thdi gian bén hily sinh Iy dugc 1am giam bing cach dua dot bién vao
doan ADN mai hoéa protein lién két khang nguyén. Thé dot bién bao gdm thé axit amin & vi
trf 253, 310, 311, 433, hoiic 434 ciia ving ban 1€ Fe.

Chét lién két

Khung protein c6 thé 1a giéng nhu trinh ty ty nhién, nhu trinh ty Ig, hodic manh cta
trinh tu tw nhi€n, va co thé chura trinh tu bd sung ma c6 thé 1a ty nhién, tir ngué)n khac hodc
téng hop, va ma ¢ thé duogc bd sung & d4u chin mach N hoic C cua khung. Trinh ty bd
sung ndy c6 thé dugc xéc dinh 1a chét lién két néu chung lién két ving lién két epitop va

khung protein, nhu duge xac dinh trong ban mo ta nay.

Theo khia canh khac, cAu trac lién két khang nguyén bao gém, hodc chu yéu bao
gbm viing Fc ciia khang thé, hodc mot phin cia né, duge lién két & mdi dau, mot cach truc
tiép hodc mot cach gidn tiép (vi du, thong qua trinh tu lién két) v6i ving lién két epitop.
Chu tric lién két khang nguyén nay c6 thé chira 2 viing lién két epitop dugc téch riéng boi
vung Fc, hodc mot phan ctia n6. Tach riéng c6 nghia 12 ving lién két epitop khong duoc
lién két mot cach truc tiép v6i mot viing khac, va theo mot khia canh, dugc bd tri & dAu dbi

dién (d4u chin mach C va N) cia vung Fc, hodc ving khung bét ky khéc.

Theo mot khia canh, c4u trac lién két khang nguyén chira 2 ving khung mdi viing
duoc lién két voi 2 vung lién két epitop, vi du & d4u chin mach N va C cta mdi ving

khung, mot cach truc tiép hodic mét cach gian tiép thong qua lién két.
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Khung protein theo sang ché c6 thé duoc lién két voi viing lién két epitop bing viéc
str dung cac lién két. Vi du vé lién két thich hop bao gdm trinh tu axit amin ma c6 thé c6
chiu dai tir 1 axit amin dén 150 axit amin, hodc tir 1 axit amin dén 140 axit amin, vi du,
tir 1 axit amin dén 130 axit amin, hodc tir 1 dén 120 axit amin, hodc tir 1 dén 80 axit amin,
hodc tir 1 dén 50 axit amin, hodc tir 1 dén 20 axit amin, hodc tir 1 dén 10 axit amin, hodc
tir 5 dén 18 axit amin. Trinh tu nay co thé c6 cAu tric bac ba riéng cua ching, vi du, lién
két theo sang ché c6 thé chira ving bién d6i don. Kich thudc ciia lién két theo mot phuong
an 1 tvong dwong voi viing bién dbi don. Lién két thich hop c6 thé c6 kich thudce tir 1 dén
100 angstrom, vi du c6 thé co kich thuéc tir 20 dén 80 angstrom hodc vi du cé thé c¢6 kich
thuée tir 20 dén 60 angstrom hodc vi du nhé hon 40 angstrom, hoac nhd hon 20 angstrom,

hodc nhd hon 5 angstrom theo chiéu dai.

Theo mét phuong 4n, séng ché d& cap dén protein lién két ICOS chira mot hoic
nhiéu: CDRH1 nhu duoc thé hién & SEQ ID NO:1; CDRH2 nhu duoc thé hién & SEQ ID
NO:2; CDRH3 nhu dugc thé hién & SEQ ID NO:3; CDRLI nhu duoc thé hién & SEQ ID
NO:4; CDRL2 nhu dugc thé hién & SEQ ID NO:5 va/hodc CDRL3 nhu duogc thé hién &
SEQ ID NO:6 hoic dang tuong duong truc tiép ciia mdi CDR trong d6 dang tuong duong

truc tiép c6 khong nhiéu hon hai phin thé axit amin trong CDR nay.

Theo mot phuong 4n, sang ché dé cap dén protein lién két ICOS ma lién két dac
hiéu v&i ICOS tir ngudi chira ving Vi chira trinh tur axit amin tuong dong it nhéat 90% véi
trinh tu axit amin duoc thé hién & SEQ ID NO:7 va/hoic vung VL chtra trinh tu axit amin
twong ddng it nhit 90% vdi trinh tu axit amin dugc thé hién & SEQ ID NO:8. Theo mot
khia canh, protein lién két ICOS theo sang ché con lién két vai ICOS tir khi Cynomolgus.
Theo mot khia canh, ching khoéng lién két v6i ICOS tur chuot. |

Theo mdt phuong &n, protein lién két ICOS theo sang ché 1a chét chil van ICOS.
Theo mdt khia canh, protein lién két ICOS gia ting mirc san sinh IFN-gamma véi sy c6
mit cua té bao T. Theo mot khia canh khac, protein lién két ICOS theo sang ché kich thich

su ting sinh té bao T.
Theo mét phuong 4n, protein lién két ICOS theo sang ché lién két véi ICOS tir
ngudi voi:
hing s6 téc do két hop (kon) it nhét 1a 1x10° M-'s'; va hing s6 tdc do phan
ly (koff) 1a nhd hon 6x107s™!; hoic
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hang s6 phan ly (Kd) 1a nh hon 100 nM;
trong d6 4i luc cao duoc x4c dinh bing Biacore.

Theo m6t phuong an, protein lién két ICOS chira CDRH3 (SEQ ID NO:3) hoic bién
thé ctia SEQ ID NO. 3. Theo mét phuong én khéc, protein lién két ICOS chtra mot hodc
nhiéu: CDRH1 (SEQ ID NO:1); CDRH2 (SEQ ID NO:2); CDRH3 (SEQ ID NO:3);
CDRLI1 (SEQ ID NO:4); CDRL2 (SEQ ID NO:5); va/hoic CDRL3 (SEQ ID NO:6). Theo
mdt phuong an, protein lién két ICOS chira CDR chudi ning nhu duoc thé hién & SEQ ID
NO:1; SEQ ID NO:2; va SEQ ID NO:3 va CDR chudi nhe nhu dugc thé hién & SEQ ID
NO:4; SEQ ID NO:5; va SEQ ID NO:6,

Theo m6t phwong 4n, protein lién két ICOS chtra ving Vi ¢6 90% trinh tu twong
déng véi trinh tu axit amin duoc thé hién & SEQ ID NO:7; va viung Vi cé 90% trinh tu
twrong dong véi trinh tur axit amin dugc thé hién trong trinh tu axit amin dugc mé ta trong
SEQ ID NO:8. Theo mot khia canh, protein li€n két ICOS chua vung VH c6 trinh ty axit
amin dugc md ta trong SEQ ID NO.7 va vung Vi, chira trinh tu axit amin nhu duoc thé
hién & SEQ ID NO:8. Theo mét khia canh, protein lién két ICOS chira ving bién d6i chudi
ning bao gbm SEQ ID NO:7. Theo mét khia canh, protein lién két ICOS chtta viing bién
d6i chudi nhe bao gdm SEQ ID NO:8.

Theo mot phuong 4n, sang ché dé cap dén protein lién két ICOS hoc phan lién két
khéng nguyén ctia né chita ving Vi chira trinh tu axit amin twong dong it nhat 90% voi
trinh tu axit amin dugc mo ta trong SEQ ID NO:7; va vung Vi chira trinh tu axit amin
tuong déng it nhat 90% v&i trinh tu axit amin nhu duoc thé hién & SEQ ID NO:8, trong
do, protein lién két ICOS nay hodc phan lién két khang nguyén ctia n6 lién két dac hiéu voi
ICOS tir ngudi. Theo mét phuong 4n, protein lién két ICOS hoidc phan lién két khang
nguyén ctia n6 chtra viing Vi chira trinh tu axit amin twong ddng it nhat 90% vai trinh tur
axit amin duge mo ta trong SEQ ID NO:7; va viing Vi, chira trinh tu axit amin twong dong
it nhat 90% véi trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID NO:8, trong d6 protein lién
két ICOS nay hoic phén lién két khang nguyén ctia n6 lién két dic hiéu voi ICOS tir nguoi
con chita CDR chudi ning cé trinh tur axit amin duoc mé ta trong SEQ ID NO:1; SEQ ID
NO:2; va SEQ ID NO:3 va CDR chudi nhe c6 trinh tir axit amin duoc mo ta trong SEQ ID
NO:4; SEQ ID NO:5; va SEQ ID NO:6. Theo mét khia canh, protein lién két ICOS hoic

phan lién két khdng nguyén ctia n6 chia vung Vy chira trinh tu axit amin dugc md ta trong
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SEQ ID NO:7; va ving Vi chtra trinh tu axit amin dugc md ta trong SEQ ID NO:8. Theo
mét phuong 4n, protein lién két ICOS hoic phén lién két khang nguyén ctia nd 12 chét cha
van d6i v6i ICOS tir ngudi. Theo mét phuong én protein lién két ICOS hodc phan lién két
khang nguyén ctia n6 con chira khung isotyp IgG4 hodc bién thé ctia n6. Theo mot phuong
an, protein lién két ICOS hoic phan lién két khang nguyén cua né chira khung isotyp

hIgG4PE.

Theo mot phuong 4n, protein li€n két ICOS theo sang ché 1a khang thé don dong
duoc nhan hoa chira trinh ty axit amin chudi ning c6 it nhét 90%, 91%, 92,%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% hodc 100% trinh ty tvong ddng véi trinh ty axit amin duge mo
ta trong SEQ ID NO:23.

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTFTDYAMHWVRQAPGQGLEWMGLISI
YSDHTNYNQKFQGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCGRNNYGNYGW
YFDVWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVS
WNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKV
DKRVESKYGPPCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQED
PEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK
VSNKGLPSSIEK TISK AKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIA
VEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEAL
HNHYTQKSLSLSLGK (SEQ ID NO:23)

Theo mot phuong an, protein lién két ICOS theo sang ché 12 khang thé don dong
duoc nhan hoa chira trinh ty axit amin chudi nhe c6 it nhit 90%, 91%, 92,%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% hodc 100% trinh tu trong déng v6i trinh tu axit amin duge mo
ta trong SEQ ID NO:24.

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCSASSSVSYMHWYQQKPGQAPRLLIYDTSKLASG
IPARFSGSGSGTDYTLTISSLEPEDFAVYYCFQGSGYPYTFGQGTKLEIKRTVAAP
SVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQD
SKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SEQ ID
NO:24)

Theo mot phuong an, protein lién két ICOS theo sang ché 13 khang thé don dong

dugc nhin héa chira trinh ty axit amin chudi ning dugc mo ta trong SEQ ID NO:23 va
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trinh ty axit amin cta chudi nhe duge mé ta trong SEQ ID NO:24. Theo mét phuong an,

protein lién két ICOS theo sing ché con chira khung higGPE.

Theo mot phuong an, protein lién két ICOS hoic phan lién két khang nguyén cla
nd, trong do6 protein lién két ICOS nay 1a khang thé don dong dugc nhan hoa. Sang ché con
@& cap dén dugc phdm chira protein lién két ICOS hodc phan lién két khang nguyén ctia né

va chit mang duoc dung.

Sang ché dé cap dén phuong phép diéu tri bénh dugc chon tir bénh ung thu, bénh
nhi&m tring, va/hodic nhiém khuén huyét cho ngudi can diéu tri, phuong phap ndy bao gbém
bude st dung duoc phdm theo séng ché cho ngudi. Theo mot khia canh, phwong phap con
bao gdm budc sir dung it nhat mot chit chéng ung thu, it nhdt mot chét diéu bién mién dich
thir hai, va/hodc it nhat mdt chit bd trg kich thich mién dich cho ngudi can diéu tri. Theo
mot khia canh, chét didu bién midn dich thir hai 14 chét dugc chon tir: khéng thé khéng
CTLA4, va khéng thé khang PD-1, khang PDL1 khang thé va khang thé khang OX40.
Theo mot khia canh, khang thé khéng CTLA4 14 ipilimumab. Theo mdt khia canh, khang

thé khang PD-1 dugc chon tir pembrolizumab va/hodc nivolumab.

Theo mdt phuong 4n, sang ché dé cap dén phuong phap diéu tri bénh ung thu cho
ngudi bao gdm budc st dung lugng chép nhan c6 tac dung tri liéu cua protein lién két
ICOS hoic phén lién két khang nguyén ciia né cho ngudi. Theo mot sb phuong 4n, bénh
ung thu dugc chon tir ung thu dai truc trang (CRC), thuc quan, cd, bang quang, ung thu
v, d4u va cb, budng trimg, khdi u 4c tinh, ung thu biéu md than (RCC), ung thu biéu mod
té bao vay, ung thu biéu md té bao phbi khong nhd, u trung bidu md, va bénh ung thu tuyén
tién liét.

Theo mdt phuong 4n, sang ché dé cap dén phuong phép diéu tri bénh nhiém trung
cho nguoi bao gém budc st dung lugng chép nhén ¢6 tac dung tri li€u cua protein lién két
ICOS hoic phén lién két khang nguyén cua né cho nguoi. Theo mt khia canh, bénh nhiém

trung 1a HIV.

Theo mgt phuwong an, sang ché dé cap dén phwong phap diéu tri nhim khudn huyét
cho ngudi bao gdm budc sir dung lugng chép nhan c6 tac dung trj liéu cua protein lién két

ICOS hoic phin lién két khang nguyén ciia n6 cho ngudi.
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Theo mdt phuong 4n, sang ché con & cap dén phuong phép kich thich sy tdng sinh
té bao T, cam Ung su hoat hoa té bao T va/hodc cam Ung su san sinh xytokin cho nguoi

bao gdom budc sit dung dugc pham theo sang ché cho nguoi can diu tri.

Sang ché con dé cap dén polynucleotit ma hoa protein lién két ICOS hoic phan lién
két khang nguyén ctia n6 theo sang ché. Theo mot phuong 4n, té bao vat chi duge tao ra
chira polynucleotit ma héa protein lién két ICOS hoic phn lién két khang nguyén cta né
theo sang ché. Sang ché con dé cap dén phuong phap tao ra protein lién két ICOS hoic
phan lién két khang nguyén cia né bao gbm budc a) nudi cdy té bao vat chi chua
polynucleotit ma hoa protein lién két ICOS hodc phén lién két khang nguyén clia né theo
séng ché duéi didu kién thich hop dé bidu hién protein lién két ICOS nay hodc phén lién
két khang nguyén ctia n6; va b) phan 14p protein lién két ICOS nay hozic phan lién két

khang nguyén cua no.

Sang ché dé cap dén khang thé don dong dugc nhian héa dugce phan 14p chira ving
Vi chira trinh tu axit amin duge md ta trong SEQ ID NO:7; viung Vi chia trinh ty axit
amin dugc md ta trong SEQ ID NO:8; va khung hIgG4 hogc bién thé cia né. Theo mot
khia canh, khung hIgG4 1a hIgG4PE.

Theo mét phuwong an, protein lién két ICOS hodc phn lién két khang nguyén cuia
n6 dugc d& cap, trong d6 protein lién két ICOS hoic phan lién két khang nguyén cla né
canh tranh chéo d& lién két ICOS tir ngudi v6i khang thé tham chiéu hogc phan lién két
khang nguyén ctia n6 chira ving Vu chtra trinh ty axit amin dugc mo6 ta trong SEQ ID

NO:7; va viing Vi, chira trinh ty axit amin duge mo ta trong SEQ ID NO:8.

Theo mdt phuong an, protein lién két ICOS theo sang ché kich thich sy ting sinh té
bao T néu duge cho tiép xuc v6i té bao T. Theo mdt phwong 4n, protein lién két ICOS theo
sang ché cam ung su hoat hoa té bao T néu duoc cho tiép xuc véi té bao T. Sy hoat hoa té
bao T c6 thé duge x4c dinh béng su gia tdng phr?m tram murc biéu hién cia mot s6 ddu 4n
hoat hoa nhu, nhung khong chi gi6i han &, CD69, CD25, va/hodc OX40. Theo mot phuong
an, protein lién két ICOS theo séng ché kich thich sy san sinh xytokin néu dugc cho tiép
xtic v6i té bao T. Protein lién két ICOS lién két véi FeyRIIb tir ngudi nhung khong lién két
v6i FeyRlla tir ngudi hodce FeyRIlla tir nguoi. Ngoai ra, protein lién két ICOS tét hon 14
khong lam thiéu hut € bao T bidu hién ICOS khi dugc tiép xtc véi té bao T biéu hién
ICOS. Theo mét s phwong 4n, protein lién két ICOS lién két chéo té bao T véi té bao thu
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hai khi dugc tiép xtic v6i té bao T véi sy c6 mit ciia té bao thi hai. Viée lién két chéo nay
c6 thé xay ra thong qua sy tiép hop protein lién két ICOS véi FeyR trén té bao thit hai. Té
bao biéu hién FcyR bao gdbm, nhung khong chi giéi han & bach cAu don nhén, té bao bach
huyét B, t& bao hinh sao viing nang,'té bao tu diét, dai thyc bao, bach cAu trung tinh, bach
cAu ua eosin, bach cAu wa bazo va dudng bao. Do dd, theo mdt phuong 4n, protein lién két
ICOS c¢6 thé dugc st dung cho dong vat ¢ via trong do protein li€n két ICOS s& c6 téc
dung nhu 12 chét chii van déi véi ICOS trén té bao T va con tiép hop FeyR trén € bao thi
hai.

Theo mdt phwong an, protein lién két ICOS chira khung dugc chon tir isotyp 1gG1
tir ngudi hodc bién thé cta n6 va isotyp IgG4 tir ngudi hodc bién thé cta né. Tt hon 13,
khung chira khung isotyp IgG4 tir ngudi hodc bién thé ciia n6. Theo mdt khia canh, khung
chira khung isotyp hIgG4PE.

Theo mot phuong an, protein lién két ICOS 1a khang thé don dong. Tét hon néu
protein lién két ICOS 1a khang thé don dong dugc nhan hoa. Theo mdt khia canh, khang

thé don dong theo sang ché c6 thé 14 hoan toan tir ngudi.

Theo mot khia canh khéc, protein lién két ICOS 12 manh ma 1a Fab, Fab’, F(ab’)y,
Fv, diabody, triabody, tetrabody, tiéu khang thé, tiéu thé, Vi dugc phén 14p hodc Vi duge
phan 1ap. Theo mdt phuong 4n, protein lién két ICOS 1a phan lién két khang nguyén cta
no.

Theo mét s khia canh, protein lién két ICOS lién két véi ICOS tir ngudi voi 4i lyc
16n hon 0,6 nM. Theo mét khia canh, ai Iyc 1a 100nM hodc 16n hon. Theo mt phuong an,
protein lién két ICOS ¢6 Kd 14 100nM déi véi ICOS. Thich hop 14, Kd ctia protein lién két
ICOS d6i véi ICOS 1a 100nM hodc nhd hon, 50nM hogc nhé hon, 25nM hodc nhé hon,
10nM hodc nhd hon, 2nM hodc nhé hon hodc 1nM hodc nhé hon.

Theo mot phuong 4n, sang ché dé cap dén khang thé don dong dugce nhan hoa ma
1a chét chii van dbi v6i ICOS tir ngudi. Theo mot phwong 4n, sang ché dé cép dén khang
thé don dong dugc nhan héa chira CDR ving bién d6i chudi nang c6 trinh ty axit amin
dugc mo ta trong SEQ ID NO:1; SEQ ID NO:2; va SEQ ID NO:3 va CDR vung bién dbi
chudi nhe c6 trinh tu axit amin duge md ta trong SEQ ID NO:4; SEQ ID NO:5; va SEQ
ID NO:6. Theo mot khia canh, khang thé don dong dugc nhan hoa cd thé kich thich su san

sinh xytokin va/hodc sy ting sinh té bao T khi dugc tiép xtc véi té bao T trong khi khong
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cam tng bd thé, ADCC hoic CDC. Theo mt phuong an, khéng thé don dong duge nhan
héa c6 vung Fc IgGl bién ddi tir ngudi. Theo mot phwong an, khéng thé don dong dugc
nhan hoa c6 ving Fc IgG4 tir ngudi hodc bién thé caa n6. Theo mot phuong 4n, kKhang thé
don dong dugce nhin hoéa c6 ving Fc hIgG4PE. Theo mot khia canh, khang thé don dong
dugce nhin héa chira viing Vu chira trinh tu axit amin tuong ddng it nhat 90% véi trinh tu
axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID NO:7; va ving Vi chira trinh ty axit amin tuong
ddng it nhit 90% v6i trinh tw axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID NO:8. Theo mdt khia
canh, khang thé don dong dugc nhan héa chira ving Vy chtra trinh tir axit amin dugc mo
ta trong SEQ ID NO:7; va ving VL chira trinh tir axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID
NO:8. Theo mot khia canh, khang thé don dong dugc nhén hoéa chira khung isotyp
hIgG4PE. Ngoai ra, khang thé don dong dugc nhan héa theo sdng ché con kich thich su
ting sinh té bao T khi dugc tiép xtic voi té bao T CD4+ hoac CD8+. Khéng thé don dong
duoc nhan héa theo sang ché con cam tng su hoat hoa té bao T va kich thich su san sinh

xytokin.

Theo mét phuong an, khang thé don dong dugc nhin héa chira khung isotyp
hIgG4PE va chira viing Vi chira trinh ty axit amin dugc mo ta trong SEQ ID NO:7 va ving
V1, chira trinh tu axit amin duge md ta trong SEQ ID NO:8. Khang thé theo séng ché c6

thé kich thich su san sinh xytokin khi dugc tiép xtc véi té bao T.

Theo mot phuong 4n, sang ché d& cap dén protein lién két ICOS ma canh tranh trong
viéc lién két ICOS véi bit ki mot trong sb protein lién két ICOS theo sdng ché. Nhu dugce
xéc dinh trong linh virc nay va nhu dugc mo ta trong ban mo ta nay, canh tranh trong viéc
lién két c6 thé duoc xé4c dinh bing cach so sanh sy canh tranh d6i v6i phdi tir lien két v6i
ICOS vdi su ¢6 mit cia mdt hodc nhiéu protein lién két ICOS. Ngoai ra, nhu dugc xac
dinh trong linh vuc nay, ICOS dugc biéu hién trén té bao T CD4+ va CD8+ ciing nhu té
bao Treg. Protein lién két ICOS theo sang ché co tac dung nhu 1a chét chu van dbi véi
ICOS trén t& bao T. Chiing con c6 tac dung phong bé tuong téc gitta ICOS-L vaICOS dugc
bidu hién trén ca hai té bao T va té bao Treg. Do d6, theo mot phuong 4n, sang ché con dé
cap dén phuong phép phong bé twong tac ciia ICOS-L véi ICOS trén té bao Treg. Té bao
Treg biéu hién ICOS dugc tim thdy trong cac loai khéi u bao gdbm khdi u 1éng nhu u
lympho. Do d6, theo mét khia canh, sang ché d& cap dén phuong phép diéu tri bénh ung
thu bao gdm budc sir dung protein lién két ICOS theo sang ché trong d6 protein lién két

ICOS phong bé twong tac ciia ICOS-L véi ICOS trén té bao Treg.
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Ngoai ra, sang ché con dé cap dén dugc pham chira protein lién két ICOS hoic
khéng thé don dong nhu duge mo ta trong ban md ta nay. Theo mot khia canh, dugc phém
theo sang ché con chira it nhét mdt chét chéng ung thu. Theo mot khia canh, dugc phim
theo sang ché con chura it nhit mot chét diéu bién mién dich thir hai. Theo mét khia canh,

duoc phém theo sang ché con chira it nhit mot chit bd trg kich thich mién dich.

Theo mot phuong 4n, sing ché d& cap dén phuong phap diéu tri bénh ung thu
va/hodc bénh nhiém trung cho ngudi cAn diéu tri trong d6 phuong phap nay bao gdm budc
str dung duogc phim theo séng ché cho ngudi can diéu tri. Theo mdt phuong an, ngudi ndy
mic bénh ung thu. Theo mdt phuong an, nguoi nay méc bénh nhiém tring. Theo mot
phuong an, nguwdi nay méac HIV. Theo mdt khia canh, phwong phap con bao gbm budc st
dung it nhit mot chét chdng ung thu cho ngudi can diéu tri. Theo mot khia canh khéc,
phuong phap nay con bao gbm buéc sit dyng it nhit mdt chét didu bién mién dich tht hai
cho ngudi can diéu tri. Theo mot khia canh khéc nita, phuwong phdp nay con bao gbm budc

sir dung chét b trg kich thich mi&n dich cho ngudi can didu tri.

Theo mot khia canh, nguoi cAn diéu trj c6 khdi u ran. Theo mot khia canh, khéi u
duoc chon tir bénh ung thu d4u va cd, ung thur da day, khdi u 4c tinh, ung thu biéu mé than
(RCC), bénh ung thu thyc quan, ung thu biéu mé té bao phdi khong nhd, bénh ung thu
tuyén tién liét, ung thu dai truc trang, bénh ung thu budng trimg va ung thu tuyén tuy. Theo
mot khia canh, ngudi can diéu tri méc mot hodic nhiéu cac bénh sau: ung thu dai tryc trang
(CRC), thuc quan, cd, bang quang, ung thu vu, dAu va cb, budng trimg, khéi u 4c tinh, ung
thu biéu mé than (RCC), ung thu biéu mo té bao vay, ung thu biéu mb té bao phdi khong
nhd, u trung biéu md, va bénh ung thu tuyén tién liét. Theo mot khia canh khéc, ngudi riéy
mic khéi u 16ng nhu u lympho té bao B 16n lan téa (DLBCL), céc u tuy, bénh bach cau
lympho bao man tinh (CLL), u lympho thé nang, bénh bach cAu tuy bao cép tinh va bénh

bach cdu cip tinh do tiy xuong.

Sang ché con dé cap dén phuong phap diu tri hodc 1dm thuyén gidm muc nghiém
trong ctia bénh ung thu dugc chon tir: néo (u than kinh dém), u nguyén bao dém, hoi ching
Bannayan-Zonana, bénh Cowden, bénh Lhermitte-Duclos, ung thuy vu, ung thu va géy
viém, khdi u Wilm, ung thu mo lién két cua Ewing, ung thu mo lién két tir cac co xuong,
u mang ndo that, u nguyén bao tiy, rudt két, dAu va cb, than, phdi, gan, khéi u 4c tinh,
budng trimg, tuyén tuy, tuyén tién liét, ung thu md lién két, ung thu mo lién két xuong, té

bao khdi u 16n clia xwong, tuyén gidp, bénh bach ciu té bao T nguyén bao lympho, bénh
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bach ciu cép tinh do tiy xuwong, bénh bach cAu té bao lympho man tinh, bénh bach clu té
bao hinh tdc, bénh bach cau nguyén bao lympho cép tinh, bénh bach clu cép tinh tir ty
xuong, bénh bach cAu ua bach cAu trung tinh man tinh, bénh bach ciutébao T nguyén bao
lympho cép tinh, u twrong bao, bénh bach cau té bao 16n nguyén bao mién dich, bénh bach
cAu t& bao v6, bénh bach cAu u tuy tidu ciu me, u tuy, bénh bach cu té bao nhan khéng 16
cAp tinh, bénh bach cAu tién tay bao, ching ting hdng céu - bach cau, u lympho 4c tinh, u
lympho Hodgkin, u lympho khong Hodgkin, u lympho té bao T nguyén bao lympho, u
lympho Burkitt, u lympho thé nang, u nguyén bao than kinh, ung thu bang quang, ung thu
té bao chuyén tiép, ung thu phdi, ung thur ém ho, ung thu ¢b, ung thu niém mac tr cung,
ung thu thén, u trung biéu mo, ung thu thuc quén, ung thu tuyén nuéc bot, ung thu té bao
gan, ung thu da day, ung thu mii hiu, ung thu thudc m4, ung thu miéng, GIST (khdi u md

dém duong tiéu hod) va ung thu tinh hoan.

Trong ban mo ta nay, thut ngix "diéu tri" va thuat ngit trong duong cua nd co nghia
13 ¢6 tac dung tri liéu. Lién quan dén tinh trang bénh 1y cu thé, diéu tri c6 nghia 1a: (1) cai
thién hodc ngin ngira tinh trang bénh Iy cia mot hodc nhiéu biéu hién sinh 1y cta tinh trang
bénh 1y, (2) can thiép vao (a) mot hodc nhidu thoi diém trong qué trinh sinh Iy ma dén dén
hodic chiju trach nhidm dbi véi tinh trang bénh Iy hogc (b) mot hodc nhiéu sy biéu hién sinh
ly cua tinh trang bénh ly, (3) lam gidm nhe mot hodc nhiéu triéu ching, tic dung hodc tic
dung phu lién quan t6i tinh trang bénh Iy hodc viéc diéu tri cia no, (4) 1am cham sy tién
trién tinh trang bénh ly hodc mot hodc nhiéu su biéu hién sinh Iy ctia tinh trang bénh ly
va/hoic (5) chita khoi tinh trang bénh ly hodc mot hodc nhiéu su biéu hién sinh Iy cta tinh
trang bénh ly bang céch loai trir hodc lam gidm dén mirc khong thé phat hién mot hodc
nhiéu su biéu hién sinh 1y cta tinh trang bénh ly trong khoang thoi gian xdc dinh dén trang
th4i thuyén gim dan déi véi sy bidu hién ma khong can diéu tri bd sung trong thoi gian
thuyén giam dan. Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ndy s& xac dinh dugc khoang
thori gian dugc xéc dinh 1a thuyén giam din d6i v6i bénh hojc tinh trang bénh 1y cu thé.
Do d6, viéc didu tri dw phong ciing duge xem la c6 thé duge xéc dinh béi ngudi c6 hiéu
biét trung binh trong linh vuc nay. Nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay s& hiéu
duoc rang "viéc ngin nglra" khong phai 1a thuét ngir tuyét dé6i. Déi vai thube, "viée ngin
ngura" dugc hidu 1a d& cap dén viéc phong ngira bing cach str dung hoat chét dé vé co ban
giam b6t kha nang x4y ra hodc mirc nghiém trong cua tinh trang bénh ly hodc sy biéu hién

sinh ly ctia nd, hodc dé tri hodin sy khéi phét cla tinh trang bénh ly hodc su biéu hién sinh
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Iy ctia né. Viéc didu tri du phong Ia thich hop, vi du, néu ddi twgng dugc xac dinh 1a c6
nguy phéat trién bénh ung thu cao, nhu néu dbi tugng c6 tién st gia dinh mic ung thr hoic

néu d6i tugng bi phoi nhidm véi chét gdy ung thu.

Trong ban md ta nay, thudt ngit "ung thu", "bénh ung thu”, va "khéi u" duge st
dung thay thé cho nhau va @& cap dén té bao ma trdi qua sy bién dbi 4c tinh ma khién ching
gdy bénh cho co thé vat chu. Té bao ung thu nguyén phat cd thé dugc phan biét mot cach
d& dang véi té bao khong ung thu bing k§ thuét da biét, cu thé 1a xét nghiém mo bénh hoc.
Dinh nghia vé t& bao ung thu, trong ban md ta nay, bao gdm khéng chi té bao ung thu
nguyén phat, ma con bao gbm té bao bét ky duge tao ra tir té bao ung thu nguyén phat.
Dinh nghia nay bao gdm té bao ung thu di can, va méi truong nudi cy in vitro va dong té
bao dugc tao ra tir té bao ung thu. Khi d& cap dén loai ung thu ma thudong biéu thi dudi
dang khéi u rén, khdi u "c6 thé phat hién 1am sang" 1a khéi u ma c6 thé phat hién trén co
s& khéi luong khdi u; vi duy, bang cac phuong phép nhu chup cét 16p vi tinh (CT), tao anh
cong hudng tir (MRI), tia X, séng si€u 4m hodc b4t mach dé xét nghiém vét ly, va/hodc
khéi u c6 thé phat hién nho st dung sy biéu hién cia mot hoic nhiéu khang nguyén dic
hi€u ung thu trong mau c6 thé thu dugc tir bénh nhan. Khéi u c6 thé 1a bénh ung thu sinh
huyét (hodic tao méau hozc lién quan dén mau), vi dy, ung thu dugce tao ra tir té bao mau
hogc té bao mién dich, ma c6 thé dugc goi 1a “khéiu 16ng”. Vi du cu thé v& tinh trang bénh
ly 14m sang trén co s& khéi u tao mau bao g@)m bénh bach ciu nhu bénh bach ciu tiy bao
man tinh, bénh bach cau tiy bao cép tinh, bénh bach cu té bao lympho man tinh va bénh
bach clu té bao lympho cép tinh; bénh Iy 4c tinh huyét twong bao nhu u tuy, macroglobulin
huyét cia MGUS va Waldenstrom; u lympho nhu u lympho khong Hodgkin, u lympho
Hodgkin; va bénh tuong tu.

Bénh ung thu c6 thé 1a ung thu bét ky trong d6 cac t& bao non 4c tinh bat thuong
hodc su ting sinh té bao khong mong muén c6 mit hodc duge chin doan 13 ung thu tao
méu, bao gdm ca bénh ly 4c tinh dang lympho va dang tily. Bénh Iy dang tuy 4c tinh bao
gdm, nhung khong chi giéi han &, bénh bach cAu dang tuy cép tinh (hoic tir tiy bao hodc
tiy xwong hodc nguyén tiy bao) (khong biét héa hogc biét hoa), bénh bach cdu cép tinh
tién tay bao (hoic tién tiy bao hoic tién tiy xuong hodc tién nguyén tity bao), bénh bach
cdu cép tinh dong bach céu don nhan (hoic dong bach cAu don nhan nguyén tiy bao), bénh
bach cdu cép tinh bach cau don nhén to (ho#ic nguyén bach cAu don nhan), ching tang héng
cAu - bach cAu va bénh bach clu t& bao nhan khéng 16 (hodc tiéu ciu me). Chimg bénh
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bach ciu con ¢6 thé duoc goi 12 bénh bach cau cép tinh dang tay (hodc tir tiy bao hodc tuy
xuong) (AML). Bénh ly dang tlly 4c tinh con bao gdm rdi loan tiy xuwong (MPD) ma bao
gém, nhung khong chi giéi han &, bénh bach cAu man tinh tir ty xwong (hodc dang tiy)
(CML), bénh bach ciu man tinh dong bach ciu don nhan (CMML), téng tiéu cau tién phat
(hodc ching tang tidu ciu), va da hdng cdu nguyén phat (PCV). Bénh 1y dang tiy é4c tinh
con bao gém loan san tity (hodc hdi ching loan san tiy hoic MDS), ma ¢ thé dugc goi 1a
thiéu méu dai ding (RA), thiéu méu dai ding v6i sy du thira té bao non (RAEB), va thiéu
mau dai déng véi su du thira té bao non bién d6i (RAEBT); ciing nhu xo héa tly xuong

(MFS) c6 hoic khong c6 di san dang tiry khong rd cdn nguyén.

Ung thu sinh huyét con bao gbm bénh ly dang lympho 4c tinh, ma c6 thé anh hudéng
d&n hach bach huyét, 14 lach, tiy xwong, mau ngoai vi, va/hodc vi tri ung thu da lan rOng
ra cdc hach. Ung thu dang lympho bao gdm bénh Iy 4c tinh té bao B, ma bao gdm, nhung
khong chi gii han &, u lympho khong Hodgkin té bao B (B-NHL). B-NHL c6 thé khong
dau (hoic loai nhd), loai trung binh (hodc xam thuc) hodc loai 16n (xam thyc rat nhanh). U
lympho té bao B khong dau bao gbdm u lympho thé nang (FL); u lympho té bao nho (SLL);
u lympho ving ria (MZL) bao gbm MZL hach, MZL d4 lan rong ra cac hach, MZL lach
va MZL l4ch véi t& bao bach huyét c6 16ng; u lympho loai lympho-twong bao (LPL); va u
lympho mo dang lympho li€n quan dén niém mac (MALT hodc ung thu d4 lan rong ra cac
hach vung ria). B-NHL loai trung binh bao gbm u lympho té bao vo (MCL) ¢6 hodc khong
c6 sw tham gia ciia bach ciu, u lympho t bao 16n khuéch tan (DLBCL), u lympho té bao
16n thé nang (loai 3 hofc loai 3B), va u lympho & trung that nguyén phat (PML). B-NHL
loai 16n bao gdm u lympho Burkitt (BL), u lympho gidng Burkitt, u lympho té bao nhd
khong bi phan cit (SNCCL) va u lympho nguyén bao lympho. B-NHL khac bao gbm u
lympho nguyén bao mién dich (hodc u té bao mién dich), u lympho nguyén phét tran dich,
u lympho lién quan dén HIV (hoic lién quan dén AIDS), va rdi loan ting sinh lympho sau
cdy ghép (PTLD) hodc u lympho. Bénh ly 4c tinh té bao B con bao gdbm, nhung khong chi
gii han &, bénh bach cdu té bao lympho man tinh (CLL), bénh bach ciu tién t€ bao lympho
(PLL), macroglobulin huyét cia Waldenstrom (WM), bénh bach cAu t& bao hinh téc
(HCL), bénh bach cAu lympho bao hat 16n (LGL), bénh bach ciu cdp tinh dang lympho
(hoic té bao lympho hodc nguyén bao lympho), va bé¢nh Castleman. NHL con ¢6 thé bao
gdm u lympho khong Hodgkin té bao T (T-NHL), ma bao gbm, nhung khong chi gidi han
& u lympho khong Hodgkin té bao T chua xac dinh (NOS), u lympho t€ bao T ngoai bién
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(PTCL), u lympho té bao 16n tr ghép (ALCL), réi loan dang lympho phit mach (AILD), u
lympho té bao ty diét & miii (NK)/té bao T, u lympho gamma/delta, u lympho t€ bao T da,

u sui dang nam, va hdi chimg Sezary.

Ung thu sinh huyét con bao gbdm u lympho Hodgkin (hozc bénh) bao gdm u lympho
Hodgkin ¢ dién, u lympho Hodgkin xo cimg mach méu, u lympho Hodgkin té bao hdn
hop, u lympho Hodgkin uu thé té bao lympho hat (LP), u lympho Hodgkin hach LP, va u
lympho Hodgkin thiéu hut lympho hat. Ung thu sinh huyét con bao gbdm bénh hoic ung
thu huyét twong bao nhu u tuy (MM) bao gdbm MM 4m i, bénh ly gamma don dong khong
xac dinh (hodc chua biét hodic khong rd rang) (MGUS), u tuong bao (xwong, ngoai tiy
séng), u lympho dang lympho-tuong bao (LPL), macroglobulin huyét Waldenstrom, bénh
bach cdu huyét tuong bao, va ching thoai hoa dang tinh bt nguyén phat (AL). Ung thu
sinh huyét con c6 thé bao gdm bénh ung thu khéac c6 té bao sinh huyét bd sung, bao gdm
bach cu da nhan (hoic bach clu trung tinh), bach cAu wa bazo, bach ciu wa eosin, t& bao
hinh cdy, tiéu huyét cau, hong ciu va té bao tu diét. M6 ma bao gém té bao sinh huyét
trong ban mo ta ndy dugc goi 1a "t& bao sinh huyét mo" bao gbm tity xuong; mau ngoai vi;
tuyén trc; va md lympho ngoai bién, nhu 14 lach, hach bach huyét, md lympho lién quan
dén niém mac (nhu md lympho lién quan dén gut), amidan, cac phién Peyer va rudt thira,

va mo lympho lién quan dén niém mac khdc, vi dy, duong cudng phoi.

Protein lién két ICOS, khang thé va manh lién két khang nguyén theo sang ché con
¢6 thé duoc sir dung d& chita khéi, ngin ngira hogic didu tri bénh nhidm tring va bénh nhiém
trung. Protein lién két ICOS c6 thé dugce st dung & dang riéng &, hodc két hop véi vacxin,
dé kich thich dép tng mi&n dich dbi voi tac nhan gdy bénh, doc td, va chinh khang nguyén.
Protein lién két ICOS theo séng ché c6 thé duoc sir dung dé kich thich dép tng mién dich
ddi véi virut 14y nhiém cho ngudi, nhu, nhung khong chi gi6i han &, virut géy suy giam
mién dich tir ngudi, virut gdy bénh viém gan nhém A, B va C, virut gdy ung thu vom hong
Eppstein Barr, virut cy bao tir ngudi, virut u nha tir ngudi, virut gy bénh muyn rop (Herpes).
Protein lién két ICOS theo sang ché ¢6 thé dugc sir dung dé kich thich dap tng mién dich
d6i v6i bénh nhidm tring véi vi khuén hodc nédm ky sinh, va tac nhan gy bénh khac. Tot
hon 13, sang ché dé cap dén phuong phap didu trj tr ngudi ma tiép xic véi doc t6 hoic tac
nhan gdy bénh cu thé. Do d6, theo mot khia canh khac, sang ché d& cap dén phuong phép
diéu tri bénh nhiém tring cho ddi twong bao gbm budc sir dung cho d6i twong protein lién
két ICOS, hodc phin lién két khang nguyén cta no.
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Vi du vé bénh nhiém tring ma protein lién két ICOS theo sang ché c6 thé hitu dung
bao gém, nhung khong chi gidi han 6, HIV, bénh viém gan (A, B, & C), bénh cim, bénh
mun rop (Herpes), bénh do nhiém ky sinh tring gdy nhiém tring & ru¢t (Giardia), bénh st
sét (Malaria), bénh do nhiém ky sinh trung (Leishmania), tu cu vang (Staphylococcus
aureus), tryc khuidn mu xanh (Pseudomonas Aeruginosa). Mot sb vi du vé virut gdy bénh
gay nhiém tring c6 thé duge didu tri bang phuong phap theo séng ché bao gébm HIV, virut
gy bénh bénh viém gan (A, B, hodc C), virut Herpes (vi dy, VZV, HSV-1, HAV-6, HSV-
II, va4 CMV, virut Epstein Barr), virut gdy bénh ho hép adenovirus, virut cim, virut
flavivirus, virut duong tiéu hoéa echovirus, virut gdy cam lanh rhinovirus, virut tay chan
miéng, virut gdy hoi chirng ho hép Trung DPéng, virut hgp bao hd hép, virut quai bi, virut
rota, virut s&i, virut rubella, virut gdy bénh parvo & ché, virut ddu mua, virut HTLV, virut
gay sbt vang, virut u nhu, virut u mém lay, virut bai liét, virut dai, virut JC va virut gay
viém ndo.

Mdt sb vi du v& vi khudn gy bénh gay ra bénh nhidm tring c6 thé dugc diéu tri
bing phuwong phap theo sdng ché bao gdm vi khuin chlamydia, rickettsial, mycobacteria,
staphylococei, streptococci, pneumonococci, meningococei va conococci, klebsiella,
proteus, serratia, pseudomonas, legionella, diphtheria, salmonella, bacilli, cholera, tetanus,

botulism, anthrax, plague, leptospirosis, va vi khuén bénh Lymes.

Mot s vi du vé nidm giy bénh gy ra bénh nhiém trung c6 thé dugc didu tri bing
phuong phap theo sang ché bao gdbm nédm Candida (albicans, krusei, glabrata, tropicalis,
v.v.), Cryptococcus neoformans, Aspergillus (fumigatus, niger, v.v.), Genus Mucorales
(mucor, absidia, rhizophus), Sporothrix schenkii, Blastomyces dermatitidis,

Paracoccidioides brailiensis, Coccidioides immitis va Histoplasma capsulatum.

Mot sb vi du vé ky sinh tring gdy bénh gy ra bénh nhi®m tring c6 thé dugc didu
tri bang phwong phép theo sang ché bao gébm Entamoeba histolytica, Balantidium coli,
Naegleriafowleri, Acanthamoeba sp., Giardia lambia, Cryptosporidium sp., Pneumocystis
carinii, Plasmodium vivax, Babesia microti, Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi,

Leishmania donovani, Toxohuyét tuong gondi, va Nippostrongylus brailiensis.

Nhi&m khuén huyét 13 tinh trang bénh 1y c6 thé gy tr vong ma dic trung boi tinh
trang viém toan than (con goi 1a hoi ching dap tmg viém hé théng hoic SIRS) va sy co

mit cia bénh nhiém tring da biét hodc nghi ngd. Co thé c6 thé phat trién dép tmg viém
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nay bang h¢ mién dich d6i véi vi khuan trong mau, nude ti€u, phoi, da, hogc moé khac. Thoi
gian ngdn d6i véi nhiém khuan huyet 1a gdy doc mau, sau ddy thuong dugce goi la gy
nhi&m tring mau. Nhiém khuan huyét nghiém trong 14 dap Gmg viém h¢ thong, cung véi

bénh nhiém tring, va su c6 mit cua rdi loan chirc nang cac co quan.

Nhiém tring mau 1a thuit ngit ¢6 lién quan trong y té d& cap dén su c6 mit cua sinh
vat gdy bénh trong dong mau, din dén nhiém khuan huyét. Tinh trang ndy chwa xé4c dinh

duoc mdt céch rd rang.

Nhiém khuin huyét va ung thr ¢6 chung co ché ngin ngira mién dich tuong ty bao
gdm sy gia tang té bao T didu hoa, gia tang té bao ngin ngira dugc tao ra tir tuy, gia ting sy
biéu hién ctia phan tir ddng kich thich 4m, giam sy biéu hién bach cau don nhan/dai thuc
bio HLA-DR. Nhi2m khuén huyét va ung thu 12 rbi loan du tién cta viém man tinh. Viém
man tinh kich thich d4p ung diéu hoa mién dich hi€u qué va kéo dai, bao gbm viéc gia tang
t& bao didu hoa T va ting didu hoa PD-1 va cac chit diéu hoa 4m khéc trén té bao hiéu luc.
Barouch D.H. and Deeks S.G.; Immunologic strategies for HIV-1 remission and
eradication. Science 345:169-174 2014. Do d6, theo mdt khia canh, sdng ché dé cap dén
phuong phap diéu tri nhidém khuan huyét cho nguoi can diéu tri bao gbm buéc sit dung
lugng hitu hiéu tri li€u cla protein li€n két khang nguyén ICOS theo sang ché cho nguoi
cn diéu tri. Xem tai liéu: Boomer,, et al. JAMA 306:2594-2605 (2011); Meisel, et al.
Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor to reverse sepsis-associated
immunosuppression: a double-blind, randomized, placebo-controlled multicenter trial. Am
J Respir Crit Care Med 180:640-648 (2009); va Hall, et al. Immunoparalysis and
nosocomial infection in children with multiple organ dysfunction syndrome. Intensive Care

Med 37:525-532 (2011).

Protein lién két ICOS theo sang ché c6 thé dugc st dung két hop véi protein va/hodc
peptit tai t5 hgp khac (nhu khang nguyén khdi u hodc t& bao ung thu) dé gia ting d4p g

mién dich ddi véi cac protein ndy (cu thé 13, trong quy trinh tao ching ngira).

Vi du, protein lién két ICOS theo sang ché c6 thé dugc str dung dé kich thich dap
trng mién dich dic hiéu khang nguyén béng céach sir dung ddng thoi it nhit 13 mét protein
lién két ICOS véi khang nguyén lién quan (vi dy, vacxin). Do d6, theo mot khia canh khac,
sang ché dé cap dén phuong phap ting cudng dap ng mién dich vé6i khang nguyén cho

d6i trong, bao gdm bude cho d6i tuong sir dung: (i) khang nguyén; va (ii) protein lién két
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ICOS theo sang ché, sao cho dap g mién dich v6i khang nguyén & dbi tuong duoc ting
cuong. Khang nguyén nay co thé 13, vi du, khang nguyén khéi u, khang nguyén virut, khéng
nguyén vi khuén hoic khang nguyén tir tic nhan gdy bénh. Vi du vé khang nguyén bao
gdm, nhung khong chi giéi han ¢, khang nguyén khéi u, hodc khang nguyén virut, vi khuén
hoac tac nhan gdy bénh khéac.

Rao can 16n dbi vai viec loai bé HIV 1a viée duy tri té bao c6 thé bi nhiém ma khong
biéu hién khéng nguyén virut, va tranh sy giam sat mién dich. Chién lugc hién nay dé loai
b6 ngudn chira virut tiém 4n duoc goi 1a phuong phép “da va tiéu diét”, nhim hoat hoa lai
su bidu hién gen HIV (“d4”) dudi dang hoat hoa té bao din dén sy hoat hoéa lai HIV, va
thanh thai t& bao da duogc hoat héa lai (“tidu diét”). Sw hoat hoa té bao dugc kiém soat boi
su can bﬁng ctia chét diéu hoa duong va am dugce biéu hién trén bé mit cia té bao T. Viéc
thay d6i sy can bing nay bﬁng cach chii van chit didu hoa dwong va chu van chét diéu hoa

am c6 thé tao thuan loi hoat hoa lai HIV.

Yéu té ddng kich thich té bao T cam tmg (ICOS) 1 chét diéu hoa duong ma sy biéu
hién ctia no tang trén té bao T CD4 sau khi dugc kich thich. ICOS c6 chirc ndng thuc déy
su tang sinh té bao T, su san sinh xytokin va sy biét héa. Mot nhém phu té bao T quan
trong ma biéu hién mirc cao ctia PD-1 va ICOS 1a té bao trg gitip c6 nang T (Tfh). Té bao
Tth gitip té bao B duoc biét hoa, chuyén d6i nhém, siéu dot bién té bao x6ma va can cho
su tao ra trung tdm phoi. Té bao Tth duoc gia ting ding ké sau khi nhiém tring HIV/SIV
va sy ri loan didu hoa cta chung trong bénh nhiém tring man tinh vao té bao gbp phén
vio tinh mién dich té bao B khong dugc bt cp. Té bao Tth @3 duoc phan loai cho thiy 1a
¢6 mirc ADN ctia HIV cao hon cac nhom phu CD4 lympho khéc va su phat trién qua nhanh
ctia virut duoc quan sat sau khi dugc kich thich. Té& bao Tth ndm trong trung tAm phdi va
tiép xuc v6i hat virut HIV duoc gitt lai trén vung nang té bao hinh sao ma c6 thé tao thuan
loi cho viéc 1ay nhiém chiing. Ngoai ra, té bao T CD8 tiép can rét it dén trung tAm phdi va
t& bao CD8 thé nang thuong c6 ddc tinh bj 1am giam, do d6 gitp t€ bao Tth tranh khoi sy
theo doi khang virut. Do do, té bao Tfh 14 ngudn chira HIV dugc bdo vé quan trong va
phuong phip ma hudng dich PD-1 va ICOS ¢6 thé hudng dich mdt cach chon loc té bao
Ttfh va c6 kha ning tmg dung 1am mot phin cia ché d¢ diéu tri HIV. Thich hop 13, sing
ché dé cap dén phuong phép diéu tri tir ngudi nhiém HIV bao gbm budc str dung protein

lién két ICOS hoic phan lién két khéng nguyén ctia n6 theo sang ché.
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Trong ban mo ta nay, thudt nglt “khang nguyén khéi u” 13 protein ma dugc tao ra
bing té bao khéi u ma tao ra dép ung mién dich, cy thé 1 dap ung mién dich qua trung
gian té bao T. Thuat ngit “khang nguyén khdi u” trong ban md ta ndy bao gbm c4 khing
nguyén ddc hiéu khdi u va khang nguyén lién quan dén khédi u. Khang nguyén dic hiéu
khéi u dac biét dbi voi t bao khdi u va khong xéy ra trén té bao khac trong co thé. Khang
nguyén lién quan dén khéi u khong dic biét dbi véi té bao khdi u va thay vao d6 con dugc
biéu hién trén t& bao binh thudng dudi cac didu kién ma khong cam (g trang théi dung
nap gy mién dich v6i khang nguyén. Su biéu hién ctia khang nguyén trén khédi u c6 thé
xay ra dudi didu kién ma gitp hé mién dich dép G¢ng v6i khang nguyén. Khang nguyén lién
quan dén khéi u c6 thé 1a khang nguyén ma dugc bidu hién trén té bao binh thuong trong
su phat trién ciia thai nhi khi hé mién dich chua truéng thanh va khong thé dap tmg hodc
chting ¢6 thé 1a khang nguyén ma thudng c6 mat & muc rét thip trén t€ bao binh thuong

nhung dugc biéu hién & mirc cao hon rat nhiéu trén t€ bao khoi u.

Vi du vé& khang nguyén khdi u bao gbm, nhung khong chi gii han ¢, khang nguyén
sau ddy: khang nguyén biét héa nhu MART-1/MelanA (MART-I), gp100 (Pmel 17),
tyrosinaza, TRP-1, TRP-2 va khang nguyén da dong déc hi¢u khdi u nhu ho khang nguyén
MAGE bao gém, nhung khong chi giéi han 6, MAGE1, MAGES3, MAGE10, MAGEI11,
MAGE12, MAGEA2, MAGEA3, MAGEA4, MAGEA6, MAGEAS8, MAGEAY,
MAGEB18, MAGEB6, mAbEC1, MAGED2, MAGEE1, MAGEH1, MAGEL2, BAGE,
GAGE-1, GAGE-2, p15; MELA4, khang nguyén lién quan dén khéi u 4c tinh 100+, khdi u
4c tinh gp100, NRIP3, NYS48, OCIADI, OFA-iLRP, OIP5, khang nguyén lién quan dén
ung thu biéu mé budng trimg (OV632), PAGE4, PARPY, PATE, plastin L, PRAME, khéng
nguyén ddc hiéu tuyén tién liét, proteinaza 3, prostein, Reg3a, RHAMM, ROPNI, SART?2,
SDCCAGS, SELIL, SEPT1, SLC45A2, SPANX, SSX5, STXGALNACI, STEAP4,
survivin, TBC1D2, TEM1, TRP1, khang nguyén khdi u c6 nguén géc bidu mo, XAGE]L,
XAGE2, WT-1; khang nguyén phoi dugc biéu hién qua mtrc nhu CEA; gen dot bién gay
bénh ung thu dugc biéu hién quéa mirc va gen ngdn ngira khdi u dugc gay dot bién nhu p53,
Ra, HER-2/neu; khéng nguyén khéi u dic biét tao ra sy chuyén doan nhiém sdc thé; nhu
BCR-ABL, E2A-PRL, H4-RET, IGH-IGK, MYL-RAR; va khang nguyén cua virut, nhu
khang nguyén virut Epstein Barr EBVA va khéng nguyén virut u nhd tlr nguoi (HPV) E6
vaE7.
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Khang nguyén khdi u khéc bao gdm, nhung khong chi gi¢i han &, TSP-180, MAGE-
4, MAGE-5, MAGE-6, RAGE, NY-ESO, p185erbB2, p180erbB-3, c-met, nm-23H1, PSA,
TAG-72, CA 19-9, CA 72-4, CAM 17,1, NuMa, K-ra, beta-Catenin, CDK4, Mum-1, p 15,
p 16, 43-9F, 5T4, 791Tgp72, alpha-fetoprotein, beta-HCG, BCA225, BTAA, CA 125, CA
15-3\CA 27,29\BCAA, CA 195, CA 242, CA-50, CAM43, CD68\P1, CO-029, FGF-5,
G250, Ga733\EpCAM, HTgp-175, M344, MA-50, MG7-Ag, MOV18, NB/70K, NY-CO-
1, RCAS1, SDCCAG16, TA-90\Mac-2 lién két protein\protein lién quan dén xyclophilin
C, TAAL6, TAG72, TLP, TPS, khang nguyén li€n quan dn u than kinh dém, gonadotropin
B mang dém tlr ngudi, alphafetoprotein (AFP), AFP phan tng véi lectin, thyroglobulin,
RAGE-1, MN-CA IX, enzym phién mé nguoc telomeraza tir nguoi, RU1, RU2 (AS),
intestinal carboxyl esteraza, mut hsp70-2, M-CSF, prostaza, khang nguyén dac hi¢u tuyén
tién liét (PSA), PAP, NY-ESO-1, LAGE-1a, p53, prostein, PSMA, Her2/neu, survivin va
telomeraza, khang nguyén khdi u tuyén tién liét-ung thu biéu md 1 (PCTA-1), ELF2M,
elastaza wra bach cau trung tinh, ephrinB2, CD19, CD20, CD22, RORI, CD33/IL3Ra, c-
Met, PSMA, Glycolipid F77, EGFRVIIIL, GD-2, yéu tb tang truéng insulin (IGF)-I, IGF-II,
thy thé IGF-I va mesothelin.

N6i chung, chét chdng ung thu bét ky ma c6 hoat tinh chéng lai khéi u nhay dang
duoc didu tri c6 thé ciing duge st dung trong viéc diéu tri ung thu theo sang ché. Vi du vé
chét ndy duge mo ta trong tai liéu Cancer Principles and Practice of Oncology by V.T.
Devita and S. Hellman (editors), 6th edition (February 15, 2001), Lippincott Williams &
Wilkins Publishers. Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay s& c6 thé xac dinh
duoc hdn hop cia cac chit ndo 13 hitu dung cin ¢t vao dic trung cu thé cta hoat chat va
bénh ung thu c¢6 lién quan. Chét chéng ung thur dién hinh hitu dung theo sang ché bao gbm,
nhung khong chi gidi han ¢, chét khang vi c4u tric hinh bng nhu diterpenoit va vinca
alkalnoit; phirc hop phéi tri platin; chét alkyl héa nhu mu tac nito, oxazaphosphorin,
alkylsulfonat, nitrosoure, va triazen, chét khang sinh nhu anthracyclin, actinomycin va
bleomycin; chét trc ché topoisomeraza II nhu epipodophyllotoxin; chét chéng chuyén hoa
nhu purin va chét trong tu pyrimidin va chét khang folat; chét trc ché topoisomeraza I nhu
camptothecin; hormon va chét twong ty hormon; chét trc ché con dudng truyén tin hiéu;
chét e ché tao mach tyrosin kinaza khong thu thé; chét tri liéu mi&n dich; chat gay chét té

bao theo chuong trinh; va chét trc ché tin hiéu chu trinh té bao.
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Vi du v& hoat chét khac hoic thanh phﬁn dé st dung két hop hodc cung duge sir
dung v6i protein lién két ICOS theo sdng ché 12 chit chéng ung thu bao gdm héa chét tri
lidu, chat didu hoa mi2n dich hodc chit didu bién mién dich va chit bd trg kich thich mién

dich bat ky.

Chét chéng vi cdu tric hinh 6ng hodc chét chéng gian phan 13 hoat chit dac hidu
pha chéng lai vi cAu truc hinh éng cua té bao khéi u trong pha M hodc nguyén phan cia
chu trinh té bao. Vi dy v& chit khang vi cu tric hinh bng bao gdbm, nhung khong chi gidi

han &, diterpennoit va vinca alkalnoit.

Diterpennoit, ma dugc tao ra tir nguén tu nhién, chét khang ung thu ddc hiéu pha
ma hoat ddng & pha Go/M cua chu trinh té bao. Pugc tin rang diterpennoit lam bn dinh tiéu
don vi B-tubulin ctia vi c4u tric hinh bng, bang cach lién két v6i protein ndy. Sy phén tach
protein xuét hién sau d6 bi e ché vai viéc dimg qué trinh nguyén phan va sau d6 1a qua
trinh chét té bao. Vi du vé diterpennoit bao gbm, nhung khong chi gi6i han &, paclitaxel va

chit twong tu ctia né docetaxel.

Paclitaxel, 5PB,20-epoxy-1,2a,4,7B,10B,130-hexa-hydroxytax-11-en-9-on 4,10~
diaxetat 2-benzoat 13-este v6i (2R,3S)-N-benzoyl-3-phenylisoserin; 1a san phdm diterpen
tu nhién duoc phan 1ap tir cay thity ting théi binh duong Taxus brevifolia va c6 ban sin
trén thi trudong ¢ dang dung dich tiém TAXOL®. No 1a thanh vién ho taxan cua terpen.
Hop chit ndy duoc phén I4p 14n dAu tién vao nam 1971 béi Wani et al. J. Am. Chem, Soc.,
93:2325, 1971), ma dic trung ciu triic ciia né duge xac dinh bing phuong phép hoa hoc
va tinh thé hoc tia X. Mot co ché v& hoat tinh cta n6 lién quan dén kha nang lién két véi
tubulin cta paclitaxel, nho d6 uc ché su phat trién té bao ung thu. Xem, Schiff et al., Proc.
Natl, Acad, Sci. USA, 77:1561-1565 (1980); Schiff et al., Nature, 277:665-667 (1979);
Kumar, J. Biol, Chem, 256: 10435-10441 (1981). V& qué trinh tdng hop va hoat tinh khéng
ung thu ciia mot s6 din xuét paclitaxel, xem tai liéu: D. G. I. Kingston et al., Studies in
Organic Chemistry vol. 26, entitled “New trends in Natural Products Chemistry 1986,
Attaur-Rahman, P.W. Le Quesne, Eds. (Elsevier, Amsterdam, 1986) pp 219-235.

Paclitaxel da dugc phé duyét dé str dung 14m sang trong viéc diéu tri chéng ung thu
budng tring & My (Markman et al., Yale Journal of Biology and Medicine, 64:583, 1991;
McGuire et al., Ann. Intem, Med., 111:273) va diéu tri ung thu vu (Holmes et al., J. Nat.

Cancer Inst., 83:1797,1991,) né 12 thuéc tiém ning dé didu tri ung thu biéu mé da (Einzig
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et. al., Proc. Am. Soc. Clin. Oncol., 20:46) va du va cb (Foratire et. al., Sem. Oncol.,
20:56, 1990). Hop chét nay con cho thdy hidu qua didu tri bénh thin da u nang (Woo et.
al., Nature, 368:750, 1994), ung thu phdi va sét rét. Viéc didu tri cho bénh nhén bing
paclitaxel tao ra sy {rc ché tiy xuong (nhiéu dong té bao, Ignoff, R.J. et. al, Cancer
Chemotherapy Pocket Guide, 1998) lién quan dén thoi gian dinh lidu trén ngudng ndng do
(50nM) (Kearns, C.M. Et. al., Seminars in Oncology, 3(6) p.16-23, 1995).

Docetaxel, (2R,3S)- N-carboxy-3-phenylisoserin, N-fert-butyl este, 13-este v&i 5pB-
20-epoxy-1,2a,4,78,10B,13a-hexahydroxytax-11-en-9-on 4-axetat 2-benzoat, trihydrat;
c¢6 ban sin trén thi truong & dang dung dich tiém 1&a TAXOTERE®. Docetaxel dugc chi
dinh d& didu tri ung thu vii. Docetaxel 1 din xuét ban tdng hop cia paclitaxel g.v., duge
didu ché bing cach st dung tidn chat ty nhién, 10-deacetyl-baccatin ITI, duoc chiét tir 14
cua cdy thuy tung chau Au. Poc tinh gi6i han lidu cua docetaxel 1 giam bach ciu trung
tinh.

Vinca alkalnoit 12 chét chéng ung thu dic hiéu pha dugc tao ra tir cdy dira can. Vinca
alkalnoit tic dong & pha M (nguyén phan) ciia chu trinh té bao bang cach lién két dic hiéu
v6i tubulin. Sau d6, phén ti tubulin dugc lién két khong thé tring hop vao vi céu trac hinh
6ng. Su nguyén phéan duge cho 1a bi dimg lai trong pha gitra v6i qua trinh chét té bao sau
d6. Vi du v& vinca alkalnoit bao gém, nhung khong chi gidi han &, vinblastin, vincristin,

va vinorelbin.

Vinblastin, vincaleukoblastin sulfat, c6 ban san trén thi trudng dudi tén thuong mai
VELBAN® & dang dung dich tiém. Mic dii ¢6 thé dugc chi dinh 1am phéc db tri liéu thir
hai cho cac khdi u rin, tuy nhién vé co ban n6 dugc chi dinh trong viéc diéu tri ung thu
tinh hoan va céc u lympho bao gébm bénh Hodgkin; va t€ bao lympho va u lympho thudc

md bao. Viéc giam chirc niing tao mau 1a tc dung phu gidi han liCu cia vinblastin.

Vincristin, vincaleukoblastin, 22-0xo-, sulfat, cé ban san trén thi trudng & dang dung
dich tiém dudi tén ONCOVIN®. Vincristin dugc chi dinh dé didu tri bénh bach cau cap
tinh va con duge sit dung trong ché do diéu tri d6i v6i u lympho Hodgkin va khong Hodgkin
4c tinh. Rung toc va tac dong 1én hé than kinh 13 tac dung phu thong thudng nhét cta
vincristin va & mrc dd nhd hon su gidm chirc nidng tao mau va viém niém mac da day -

rudt non xay ra.
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Vinorelbin, 3’,4’-didehydro -4’-deoxy-C’-norvincaleukoblastin [R-(R*,R*)-2,3-
dihydroxybutandioat (1 :2)(mubi)], c6 béan sin trén thi truong & dang dung dich tiém chira
vinorelbin tartrat NAVELBINE®), 12 vinca alkalnoit ban tdng hop. Vinorelbin dugc chi
dinh 1am hoat chét riéng ré& hoic két hop vé6i hoa chét tri liéu khéc, nhu cisplatin, trong viée
diéu tri cac khdi u rén, cu thé 13 ung thu phdi té bao khong nho, ung thu vi dién tién, va
ung thu tuyén tién liét chéng lai hormon. Viéc giam chirc ning tao mau la téc dung phu

gi6i han liéu thong thudng nhét cta vinorelbin.

Phuc hop phéi tri platin 14 chét chéng ung thu khong dic hiéu pha, ma twong tc
vGi ADN. Phirc hop platin di vao t& bao khdi u va trai qua qua trinh hydrat hoa va tao ra
két chéo trong ciing mdt s¢i va soi ddi dién lién v6i ADN gay ra tac dung sinh Iy bat loi
cho khéi u. Vi du vé phtic hop phdi trf platin bao gdm, nhung khong chi gidi han &, cisplatin

va carboplatin.

Cisplatin, cis-diamminedichloroplatin, c6 ban san trén thi truong dudi tén
PLATINOL® & dang dung dich tiém. Cisplatin v& co ban duge chi dinh trong viéc diéu tri
di cén tinh hoan, ung thu budng trimg va ung thu bang quang dién tién. Tac dung phu gi6i
han liéu co ban cua cisplatin 1a gdy doc than, ma c thé duoc kidm soat bing qua trinh

hydrat héa va di tiéu, va gdy hai thinh giéc.

Carboplatin, platin, diammin [1,1-xyclobutan-dicarboxylat(2-)-0,0’], c6 ban sin
trén thi truong dudi tén PARAPLATIN® & dang dung dich tiém. Carboplatin vé co ban
dwoc chi dinh trong phac do tri lidu thi nhét va thi hai cho ung thu bidu md budng trimg

tién trién. Su trc ché tiy xwong 1a doc tinh gi6i han lidu ctia carboplatin.

Chét alkyl hoa 1a chit chéng ung thu khong ddc hiéu pha va c6 4i lyc dién tir manh.
N6i chung, chét alkyl hoa tao ra lién két cong hoa tri, bing cach alkyl hoa, v6i ADN thong
qua gdc 4i dién tir cia phén tr ADN nhu nhém phosphat, amino, sulfhydryl, hydroxyl,
carboxyl, va imidazol. Qu4 trinh alkyl hoa nay lam héng chirc ndng cuia axit nucleic dan
dén su chét t& bao. Vi du vé chét alkyl héa bao gdm, nhung khong chi gidi han 6, mu tac
nito nhu cyclophosphamid, melphalan, va chlorambucil; alkyl sulfonat nhu busulfan;

nitrosoure nhu carmustin; va triazen nhu dacarbazin.

Cyclophosphamid, 2-[bis(2-chloroetyl)amino]tetrahydro-2H-1,3,2-
oxazaphosphorin 2-oxit monohydrat, ¢4 ban san trén thi trudng & dang dung dich tiém
hozic vién nén dudi tén CYTOXAN®. Cyclophosphamid duge chi dinh lam hoat chit
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riéng r& hodc két hop v6i hoa chit trj ligu khéc, trong viéc didu tri u lympho éc tinh, u
tuy, va bénh bach cau. Rung téc, budn non, ndn va gidm bach cAu 13 tac dung phu gidi

han lidu thong thudng nhét cta cyclophosphamid.

Melphalan, 4-[bis(2-chloroetyl)amino]-L-phenylalanin, c6 ban san trén thi truong &
dang dung dich tiém hodc vién nén dudi tén ALKERAN®. Melphalan dugc chi dinh dé
diéu tri 1am thuyén gidm u tuy va ung thu biéu md khong cit bo cua budng trimg. Su rc

ché tiy xwong 14 tac dung phu gi6i han lidu thong thuong nhét ciia melphalan.

Chlorambucil, axit 4-[bis(2-chloroetyl)amino]benzenbutanoic, ¢6 ban san trén thi
truong & dang vién nén LEUKERAN®. Chlorambucil duoc chi dinh dé diéu tri 1am thuyén
giam bénh bach cau bach huyét man tinh, va u lympho 4c tinh nhu ung thu mo lién két
dang lympho, u lympho thé nang 16n, va bénh Hodgkin. Sy trc ché tiy xuong 1a tic dung

phu gi¢i han lidu thong thudng nhit ctia chlorambucil.

Busulfan, 1,4-butandiol dimetansulfonat, c6 ban san trén thi truong & dang vién nén
MYLERAN®. Busulfan dugc chi dinh dé diéu tri lam thuyén giam bénh bach cau cép tinh
do tiy xuwong. Sy Urc ché tiy xuong 1a tdc dung phu gidi han lidu théng thuong nhét ctia

busulfan.

Carmustin, 1,3-[bis(2-chloroetyl)-1-nitrosoure, c6 ban san trén thi treong & dang 1o
nho riéng r& chira thanh phan dugc 1am dong kho duéi tén BICNU®. Carmustin dugc chi
dinh d& didu tri 1am thuyén gidm & dang hoat chit riéng r& hoc két hop véi chat khac doi
v6i khdi u ndo, u tuy, bénh Hodgkin, va u lympho khong Hodgkin. Viéc tri hoén giam churc

ning tao mau 1a tac dung phu gidi han lidu thong thuong nhét ctia carmustin.

Dacarbazin, 5-(3,3-dimetyl-1 -triazeno)-imidazole-4-carboxamid, c6 ban san trén thi
truong & dang lo nho riéng r& chira material 1am DTIC-Dome®. Dacarbazin dugc chi dinh
& didu tri khdi u 4c tinh di ciin va két hop vai chét khic di véi liéu phap tri ligu thir hai
cho bénh Hodgkin. Chung budn ndn, ndn, va chan in 13 tac dung phu gi6i han lidu thong

thudong nhit ctia dacarbazin.

Thubc khang sinh chéng ung thu 1a chét khéng dic hiéu pha, ma lién két hodc xen
k& v4i ADN. Noéi chung, tac dung nay lam gdy phic hgp ADN 4n dinh hodc sgi, ma lam

héng chirc ning thong thuong cla axit nucleic din dén su chét t& bao. Vi du vé chit khang
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sinh chéng ung thu bao gbm, nhung khong chi gi¢i han &, actinomycin nhur dactinomycin,

anthrocyclin nhu daunorubicin va doxorubicin; va bleomycin.

Dactinomycin, con dugc goi la Actinomycin D, ¢6 ban san trén thi trudng & dang
thudc tiém dudi tén COSMEGEN®. Dactinomycin dugc chi dinh @& diéu tri khdi u Wilm
va ung thu mo lién két tir cdc co xwong. Ching budn ndn, ndn va chan &n 14 tdc dung phy

gi6i han lidu thong thudng nhét cta dactinomycin.

Daunorubicin, (8S-cis-)-8-axetyl-10-[(3-amino-2,3,6-trideoxy-a-L-lyxo-
hexopyranosyl)oxy]-7,8,9,10-tetrahydro-6,8,11-trihydroxy-1-metoxy-5,12 naphtaxendion
hydroclorua, c6 ban sén trén thi trudng & dang thudc tiém liposom duéi tén
DAUNOXOME® hodc dang thudc tiém dudi tén CERUBIDINE®. Daunorubicin dugc
chi dinh d& cam tmg 1am thuyén giam dén trong viéc didu tri bénh bach ciu khong té bao
lympho cép tinh va ung thu md lién két Kaposi lién quan dén HIV tién trién. Viéc giam

chtrc ning tao mau la tac dung phu giéi han lidu thong thudng nhat ctia daunorubicin.

Doxorubicin, (88, 10S)-10-[(3-amino-2,3,6-trideoxy-a.-L-lyxo-
hexopyranosyl)oxy]-8-glycoloyl, 7,8,9,10-tetrahydro-6,8,11-trihydroxy-1-metoxy-5,12
naphtaxendion hydroclorua, ¢6 ban s&n trén thi truong & dang dang thudc tiém dudi tén
RUBEX® hoic ADRIAMYCIN RDF®. Doxorubicin vé& co ban dugc chi dinh dé diéu tri
bénh bach ciu nguyén bao lympho cép tinh va bénh bach cu nguyén tity bao cp tinh,
nhung con 13 thanh phén hitu dung trong viéc diéu tri mot s6 khéi u ran va u lympho.
Viéc gidm chtre nang tao mau 14 tac dung phu gidi han lidu thong thudng nhét cia
doxorubicin.

Bleomycin, hdn hgp cta khang sinh glycopeptit gdy doc té bao dugc phan 14p tur
ching Streptomyces verticillus, ¢ ban sén trén thi truong dudi tén BLENOXANE®.
Bleomycin dugc chi dinh dé diéu tri 1am thuyén giam, & dang hoat chét riéng r€ hodc két
hop v6i chét khac, déi voi té bao ung thu biéu md c6 vy, u lympho, va ung thu biéu mo
tinh hoan. Tinh gdy doc phdi va da Ia tac dung phu gi6i han lidu théng thudng nhét cia

bleomycin.

Chit wc ché topoisomeraza II bao gbm, nhung khong chi giéi han 6,

epipodophyllotoxin.
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Epipodophyllotoxin 1a chét chéng ung thu dic hiu pha dugc tao ra tir cly ca sam.
Epipodophyllotoxin néi chung 4nh hudng dén té bao trong pha S va G cua chu trinh té
bao bing cach tao ra phirc hop bac ba vdi topoisomeraza II va ADN géy ra sy gdy soi
ADN. Sy gay soi tich tu va sau d6 lam chét t& bao. Vi du vé epipodophyllotoxin bao gbm,

nhung khong chi gii han &, etoposid va teniposid.

Etoposid, 4’-demetyl-epipodophyllotoxin 9[4,6-0-(R)-etyliden-B-D-
glucopyranosid], c¢6 ban sin trén thi truong & dang dung dich tiém hogc vién nang dudi
tén VePESID® va thudong dugc goi 13 VP-16. Etoposid dugc chi dinh 1am hoat chét riéng
1& hodc két hop véi hoa chit tri lidu khéc trong viée diéu tri ung thu tinh hoan va ung thu
phdi khong té bao nhé. Viéc giam chirc nang tao mau 1a tic dung phu thong thuong nhét

cua etoposid. Ty 1€ gdy ra giam bach ciu thuong nghiém trong hon giam lugng tiéu cau.

Teniposid, 4’-demetyl-epipodophyllotoxin 9[4,6-0-(R )-thenyliden-f-D-
glucopyranosid], c6 ban sén trén thi truong & dang dung dich tiém 1a VUMON® va
thuong duoc goi 14 VM-26. Teniposid dugc chi dinh 1am hoat chét riéng r& hoic két hop
v6i hoa chét tri liéu khac trong viéc didu tri bénh bach cu cép tinh & tré em. Viéc giam
chirc ning tao mau 1a tac dung phu giéi han lidu thong thudng nhét clia teniposid.

Teniposid ¢6 thé cam ng ca su gidm bach cau va sy giam luong ti€u cau.

Chét chbng chuyén hoa khéi u 14 chét chéng ung thu dic hiéu pha ma tac dong &
pha S (Qua trinh tdng hgp ADN) clia chu trinh té bao bing cach trc ché qud trinh tdng hop
ADN hoic bing cach trc ché qué trinh tbng hop bazo pyrimidin ho#c purin va nho do 1am
han ché qua trinh tdng hop ADN. Sau d6, pha S khong dugc tiép tuc va lam chét té bao. Vi
du vé& chit chéng ung thu chéng chuyén héa bao gbm, nhung khong chi gii han &,

fluorouracil, metotrexat, cytarabin, mecaptopurin, thioguanin, va gemcitabin.

5-fluorouracil, 5-fluoro-2,4- (1H,3H) pyrimidindion, c6 ban san trén thj truong &
dang fluorouracil. Viéc st dung S5-fluorouracil din dén sy Gc ché qué trinh tong hop
thymidylat va con dugc két hop vao ca ARN va ADN. Két qua 1a thudng gay ra sy chét té
bao. 5-fluorouracil dugce chi dinh 1am hoat chét riéng ré& hodc két hop véi hoa chét tri lidu
khéc trong viéc diéu tri ung thu biéu md ung thu vi, rudt két, truc trang, da day va tuyén
tuy. Viéc gidm chirc nang tao mau va viém niém mac la tdc dung phu gi6i han lidu cua 5-
fluorouracil. Chit twong tuw fluoropyrimidin khac bao gdbm 5-fluoro deoxyuridin

(floxuridin) va 5-fluorodeoxyuridin monophosphat.
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Cytarabin, 4-amino-1-B-D-arabinofuranosyl-2 (1H)-pyrimidinon, c6 ban sin trén
thi truong dudi tén CYTOSAR-U® va thudng dugc goi 1a Ara-C. Cytarabin dugc cho 1a
trc ché tinh dic hiéu pha té bao & pha S béng cach trc ché su kéo dai chudi ADN bﬁng cach
két hop d4u chin mach ciia cytarabin vao mach ADN dang phat trién. Cytarabin dugc chi
dinh 1am hoat chét riéng r& hodc két hop véi hoa chit trj lidu khac trong viéc diéu trj bénh
bach cdu cip tinh. Chét twong tu cytidin khac bao gdm 5-azacytidin va 2°,2’-
difluorodeoxycytidin (gemcitabin). Cytarabin gdy giam bach cdu, giam luong tiéu cau, va
viém ni€m mac.

Mercaptopurin, 1,7-dihydro-6H-purin-6-thion monohydrat, c6 ban san trén thi
truong dudi tén PURINETHOL®. Mercaptopurin ¢ ché tinh dac hiéu pha té bao & pha S
bang cach trc ché qua trinh tdng hop ADN bing co ché hién van chua x4c dinh dugc.
Mercaptopurin dugc chi dinh lam hoat chét riéng r& hodc két hop véi hoa chét trj liéu khac
trong viéc didu tri bénh bach ciu cép tinh. Viéc gidm chirc ning tao mau va viém ni€ém mac
da day - rudt non dugc cho 13 tac dung phu clia mercaptopurin & lidu cao. Chét twong tu

mercaptopurin hitu dung 12 azathioprin.

Thioguanin, 2-amino-1,7-dihydro-6H-purin-6-thion, c6 ban san trén thi truong dudi
tén TABLNOIT®. Thioguanin trc ché tinh dic hiéu pha t& bao & pha S bing cdch trc ché
qué trinh tng hop ADN bing co ché hién vin chua x4c dinh duge. Thioguanin dwgc chi
dinh 1am hoat chét riéng r& hotic két hop v6i hoa chét tri liéu khac trong viée diéu tri bénh
bach cdu cp tinh. Viéc giam chirc ning tao méu, bao gdm giam bach cdu, giam lwong tiéu
clu, va thiéu mau, 1a tac dung phu giéi han lidu thong thudng nhét cia viéc s dung
thioguanin. Tuy nhién, tdc dung phu d6i v6i da day - rudt non c6 thé xay ra va c6 thé 1a
gidi han lidu. Chét twong ty purin khac bao gbm pentostatin, erythrohydroxynonyladenin,

fludarabin phosphat, va cladribin.

Gemcitabin, 2’-deoxy-2’, 2’-difluorocytidin monohydroclorua (chit ddng phan p),
6 ban sin trén thj trudng dudi tén GEMZAR®. Gemcitabin {rc ché tinh dic hiéu pha té
bao & pha S va bing cach phong bé tién trinh té bao thong qua ranh giéi G1/S. Gemcitabin
dugc chi dinh két hop véi cisplatin trong diu tri cuc bd ung thu phdi khong té bao nhé tién
trién va & dang riéng ré trong viéc didu trj cuc bd ung thu tuyén tuy tién trién. Viéc giam
chirc nang tao mau, bao gbm giam bach cdu, giam luong tiéu cau, va thiéu mau, 12 tac dung

phu gidi han lidu thong thudong nhit ctia gemcitabin sir dung.
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Metotrexat, axit N-[4[[(2,4-diamino-6-pteridinyl) metylJmetylamino] benzoyl]-L-
glutamic, c6 béan sin trén thi trudng & dang natri metotrexat. Metotrexat {rc ché té bao pha
tac dung déc hi¢u & pha S bang cach trc ché qua trinh tong hop ADN, stra chita va/hodc sao
chép thong qua su trc ché reductaza cua axit dyhydrofolic ma can cho qua trinh téng hop
ctia purin nucleotit va thymidylat. Metotrexat dugc chi dinh lam hoat chét riéng ré& hoic
két hop v6i hoa chét tri liéu khac trong viée diéu trj ung thu biéu md rau, bénh bach cau
mang ndo, u lympho khong Hodgkin, va ung thu bidu md cua ung thu v, dau, cb, budng
trimg va bang quang. Viéc giam chirc nang tao mdu (sy gidm bach cdu, sy giam luong tidu
clu, va su thiéu mau) va viém niém mac dugc cho 1a tdc dung phu cua viée st dung

metotrexat.

Camptothecin, bao gdm, din xuét camptothecin va camptothecin c6 bén sén hodc
dang dugc phat trién 1am chét e ché Topoisomernaza I. Hoat tinh gy doc té bao cua
Camptothecin dugc cho la li€n quan dén hoat tinh tc ché Topoisomernaza I ctia n6. Vi dy
vé camptothecin bao gbm, nhung khong chi gi¢i han &, irinotecan, topotecan, va cic dang
quang hoc ctia 7-(4-metylpiperazino-metylen)-10,11-etylendioxy-20-camptothecin dugc

md ta sau day.

Irinotecan HCI, (4S)-4,11-dietyl-4-hydroxy-9-[(4-piperidinopiperidino)
carbonyloxy]-1H-pyrano[3°,4°,6,7]indolizino[ 1,2-b]quinolin-3,14(4H,12H)-dion
hydroclorua, ¢é ban sin trén thi truong & dang dung dich tiém CAMPTOSAR®.

Irinotecan dugc tao ra tir camptothecin ma li€n két, cung v6i chit chuyén héa hoat
tinh ctia né SN-38, véi phirc hgp Topoisomernaza I — ADN. Pgc tinh xdy ra dugc cho 1a
két qua cta su gy soi kép khdng thé stra chita do twong tac ctia Topoisomernaza I : ADN
 irintecan ho#ic phirc hop bac ba SN-38 v6i enzym sao chép. Irinotecan dugc chi dinh dé
didu tri ung thu di cin cta rudt két hoic truc trang. Tac dung phu gidi han lidu cua
irinotecan HCI 13 viéc giam chirc ndng tao mau, bao gbm giam bach céu trung tinh, va tac
dong 1én GI, bao gdm tiéu chay.

Topotecan HCI, (S)-10-[(dimetylamino)metyl]-4-etyl-4,9-dihydroxy-1H-
pyrano[3°,4°,6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-3,14-(4H,12H)-dion monohydroclorua, c6 ban
san trén thi truong & dang dung dich tiém HYCAMTIN®. Topotecan dugce tao ra tir
camptothecin ma lién két v6i phirc hgp Topoisomernaza I — ADN va ngén ngira su gy

sgi don do Topoisomernaza I dap ung véi sgi xo4n ctia phan tir ADN. Topotecan dugc
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chi dinh cho liéu phap tri liéu thi hai ung thur di can bidu md budng tring va ung thu
phdi té bao nhd. Tac dung phuy gidi han lidu cua topotecan HCI 14 gidm chirc ning tao

mau, vé co ban 1a giam bach cau trung tinh.

Rituximab 13 khéng thé kham don dong ma dugc ban dudi tén RITUXAN® va
mAbTHERA®. Rituximab lién két véi CD20 trén té bao B va gdy ra qua trinh chét té bao
theo chuong trinh. Rituximab dugc st dung trong tinh mach va dugc phé duyét dé diéu tri

bénh thip khép va u lympho khong Hodgkin té bao B.

Ofatumumab 13 khang thé don dong hoan toan tir ngudi ma dugc ban dudi tén
ARZERRA®. Ofatumumab lién két véi CD20 trén t& bao B va duogc sir dung dé diéu tri
bénh bach cau té bao lympho man tinh CLL; loai ung thu té bao m4u tring) tir ngudi trudng

thanh ma khang lai viéc diéu tri bang fludarabin (Fludara) va alemtuzumab (Campath).

Tratuzumab (HEREPTIN®) 1a khang thé don dong dugc nhan héa ma lién két véi
thu th8 HER2. Chi dinh chinh cta n6 1a ung thu vi duwong tinh véi HER2.

Cetuximab (ERBITUX®) la khang thé kham giita chudt va ngudi ma trc ché thu thé
yéu td ting truéng biéu md (EGFR).

Chét trc ché mTOR bao gém, nhung khong chi gi6i han &, rapamycin (FK506) va
rapalog, RAD001 ho#c everolimus (Afinitor), CCI-779 ho#c temsirolimus, AP23573,
AZD8055, WYE-354, WYE-600, WYE-687 va Ppl21,

Bexaroten dugc ban dudi tén Targretin® va 1a thanh vién nhém phu cta retinoit ma
hoat héa chon lgc thu thé retinoit X (RXR). Céc thu thé retinoit nay c6 hoat tinh sinh hoc
khéc so v6i hoat tinh cta thu thé axit retinoic (RAR). Tén goi héa hoc 12 axit 4-[1-(5,6,7,8-
tetrahydro-3,5,5,8,8-pentametyl-2-naphtalenyl) ethenyl] benzoic. Bexaroten dugce st dung
dé didu tri u lympho té bao T da CTCL, loai ung thu da) tlir ngudi ma bénh khong thé didu

tri dugc béng it nhit mot thudc khac.

Sorafenib dugc ban dudi tén Nexavar® trong nhom thubc con goi 1a thude tre ché
multikinaza. Tén goi héa hoc ciia n6 1a 4-[4-[[4-chloro-3-
(trifluorometyl)phenyl]carbamoylamino] phenoxy]-N-metyl-pyridin-2-carboxamid.
Sorafenib duoc sir dung dé didu tri ung thu biéu mo than tién trién (loai ung thu ma bat
dau tir than). Sorafenib con dugc st dung dé didu tri ung thu biéu mo té bao gan khong

cht bo (loai gan ung thu ma khong thé diéu tri dugc bang phiu thudt).
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Vi du v& chét trc ché erbB bao gdm lapatinib, erlotinib, va gefitinib. Lapatinib, N-
(3-chloro-4-{[(3-fluorophenyl)metyl]Joxy } phenyl)-6-[5-({[2-(metylsulfonyl)etyl]Jamino}
metyl)-2-furanyl]-4-quinazolinamin (cé coéng thirc II, nhu dugc thé hién dudi day), 1a chét
trc ché kép phan tir khong nho, dung theo dudng miéng, hiéu qua clia erbB-1 va erbB-2
(EGFR va HER?2) tyrosin kinaza ma dugc phé duyét két hop véi capecitabin dé dicu tri
ung thu vu di cén duong tinh véi HER2.

/|
0 2 |N
)
II

Bazo tu do, mubi HCL, va mubi ditosylat ciia hop chét c6 cong thirc (II) co thé duoc diéu
ché theo quy trinh duoc md ta trong WO 99/35146, dugc cong bd vao 15/07/1999; va WO
02/02552 dugc cong bd vao 10/01/2002.

Erlotinib, N-(3-ethynylphenyl)-6,7-bis{[2-(metyloxy)etyl]Joxy}-4-quinazolinamin

c¢6 béan sin trén thi trudng dudi tén thuong mai Tarceva c6 cong thirc III, nhu duge thé hién

N
o > &
O N0 AN

Bazo tu do va mubi HCI cua erlotinib ¢6 thé dugc didu ché, vi dy, theo patent My s6 US

5,747,498, Vi du 20.

dudi day:

III

Gefitinib, 4-quinazolinamin,N-(3-chloro-4-fluorophenyl)-7-metoxy-6-[3-4-

morpholin)propoxy] c6 cdng thirc IV, nhu dugc thé hién dudi day:
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IV

Gefitinib, ma c6 ban san trén thi truong dudi tén thuong mai IRESSA® (Astra-
Zenenca) la chét trc ché erbB-1 ma duge chi dinh lam liéu phéap don tr dé diéu trj cho bénh
nhan bi ung thu phdi t& bao khong nho tién trién cuc bd hogic di can sau khi khong thanh
cdng véi ca liéu phap hoa tri trén co s& platin va docetaxel. Bazo ty do, mudi HCI, va mudi
diHCI cia gefitinib ¢6 thd duge didu ché theo quy trinh ctia don quéc t€ sb
PCT/GB96/00961, ndp ngdy 23/04/1996, va dugc cong bd vdi sb cong bd WO 96/33980
vao 31/10/1996.

Ngoai ra, dan xuit camptothecin c6 cong thirc sau, hién dang dugc phat trién, bao

gdm hdn hop raxemic dang (R,S) ciing nhu chit ddng phan @i anh R va S:

OIMe

v6i tén goi hdéa hoc “7-(4-metylpiperazino-metylen)-10,11-etylendioxy-20(R,S)-
camptothecin (hdn hgp raxemic) hodc “7-(4-metylpiperazino-metylen)-10,11-etylendioxy-
20(R)-camptothecin (chdt ddng phan d6i anh R) hogc “7-(4-metylpiperazino-metylen)-
10,11-etylendioxy-20(S)-camptothecin (chit ddng phan ddi anh S). Hop chét nay cling nhu
hop chét c6 lién quan duge md ta, ké ca phuong phap didu ché, trong patent My s6 US
6,063,923; 5,342,947; 5,559,235; 5,491,237 va don My s6 US 08/977,217 ndp ngay
24/11/1997.
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Hormon va chit twong tw hormon 13 hitu dung lam hop chét @& diéu tri ung thu trong
d6 c6 mbi quan hé gitta (cac) hormon va su phat trién va/hoic khong c6 su phat trién cua
ung thu. Vi du v& hormon va chét twong tu hormon hitu dung trong viéc diéu tri ung thu
bao gdm, nhung khong chi gi¢i han &, adrenocorticosternoit nhur prednison va prednisolon
ma hitu dung trong viéc diéu tri u lympho 4c tinh va bénh bach cdu cép tinh & tré em ;
aminoglutethimid va chit uc ché aromataza khac nhu anastrozol, letrazol, vorazol, va
exemestan hitu dung trong viéc didu tri ung thu biéu md vo tuyén thugng than - than va
ung thu biéu md vii phu thudc hormon bao gbm thu thé estrogen; progestrin nhu megestrol
axetat hiru dung trong viéc diéu tri ung thu vii phu thuoc hormon va ung thu biéu md niém
mac tir cung; estrogen, androgen, va khing androgen nhu flutamid, nilutamid, bicalutamid,
cyproteron axetat va So-reductaza nhu finasterid va dutasterid, hiru dung trong vi¢c diéu
 tri ung thu biéu md tuyén tién liét va ching phi dai tuyén tién liét 1anh tinh; khang estrogen
nhu tamoxifen, toremifen, raloxifen, droloxifen, iodoxyfen, cling nhu chét diéu bién thu
thé estrogen chon loc (SERM) ma duge md ta trong patent My s6 US 5,681,835, 5,877,219,
va 6,207,716, hitu dung trong viéc diéu tri ung thu biéu md v phu thudc hormon va ung
thu nhay khéc; va hormon giai phéng gonadotropin(GnRH) va chét twong tu ciia n6 ma
kich thich sy giai phéng hormon ndi tiét td kich thich thé vang (LH) va/hodc hormon kich
thich nang tring (FSH) dé diéu tri tuyén tién liét ung thu biéu md, vi dy, chét chi vén

LHRH va chét d6i khang nhu goserelin axetat va luprolid.

Chét trc ché con dudng truyén tin hidu 13 chit trc ché, ma phong bé hoic trc ché qua
trinh hoa hoc ma tao ra sy thay dbi nodi bao. Trong ban md ta nay, sy thay dbi nay 1a su
tang sinh té bao hodc sy biét hoa. Chét trc ché truyén tin hiéu hitu dung theo sang ché bao
gdm chét trc ché thu thé tyrosin kinaza, tyrosin kinaza khong thu thé, chit phong bé viing
SH2/SH3, serin/threonin kinaza, phosphotidyl inositol-3 kinaza, truyén tin hiéu myo-
inositol, va gen dot bién gy bénh ung thu Ra.

Mot sb protein tyrosin kinaza xtc tac cho qua trinh phosphoryl héa clia gbc tyrosyl
cu thé trong cac protein c6 lién quan trong qua trinh diéu hoa sy phat trién cta té bio.
Protein tyrosin kinaza nay néi chung cé thé duoc phén loai 1a kinaza thu thé hoic khong
thy thé.

Thu thé tyrosin kinaza 14 protein xuyén mang c6 ving lién két phéi tir ngoai bao,

ving xuyén mang, va ving tyrosin kinaza. Thy thé tyrosin kinaza c6 lién quan den sy diéu
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hoa phat trién ctia té bao va thudng duge goi 1a thy thé yéu t6 phat trién. Su hoat hoa khong
thich hop hodc khong duoc kiém soat cac kinaza nay, cu thé 13 hoat héa thu thé yéu t6 phat
trién kinaza bt thwong, vi du b%mg su biéu hién quéa murc hodc dot bién, duoc xac dinh 1a
tao ra sy phat trién khéng duoc kidm soat cia té bao. Do do, hoat tinh bt thudng cla
kinaza c6 li€n quan dén su phat trién md 4c tinh. Do do, chét trc ché kinaza c6 thé tao ra
phuong phap diéu tri ung thu. Thu thé yéu td phat trién bao gdm, vi du, thu thé yéu t6 ting
trudng biéu md (EGFr), thu thé yéu td phat trién duge tao ra tir tiéu huyét cdu (PDGFr),
erbB2, erbB4, thy thé yéu t6 phat trién mach ndi mé (VEGFr), tyrosin kinaza véi ving
gibng globulin mién dich va ving twong ddng yéu tb phat trién bidu bi (TIE-2), thy thé yéu
t& tang truong insulin I (IGFI), yéu t6 kich thich dai thuc bao rudt két (Cfims), BTK, ckit,
cmet, thu thé yéu t6 phat trién nguyén bao soi (FGF) , thy thé Trk (TrkA, TrkB, va TrkC),
thu thé ephrin (eph), va gen dot bién tién ung thu RET. Mot s6 chit trc ché thy thé phat
trién dang dugc phét trién va bao gdm chét d6i khang phdi tir, khang thé, chit trc ché tyrosin
kinaza va oligonucleotit d6i nghia. Thy thé yéu t6 phat tridn va cht ma wrc ché chirc ning
thu thé yéu td phat trién dugc mo ta, vi dy, trong tai liéu Kath, John C., Exp. Opin. Ther.
Patents (2000) 10(6):803-818; Shawver et al DDT Vol 2, No. 2 February 1997; va Lofts,
F. J. Bt al, “Growth factor receptors as targets”, New Molecular Targets for Cancer

Chemotherapy, ed. Workman, Paul and Kerr, David, CRC press 1994, London.

Tyrosin kinaza, ma khong phai 1a thu thé yéu td phat trién kinaza dugc goi 13 tyrosin
kinaza khong thy thé. Tyrosin kinaza khong thy thé hitu dung theo sdng ché, ma 14 dich
hoac hudng dich cua thudc chéng ung thu, bao gém cSre, Lek, Fyn, Yes, Jak, cAbl, FAK
(kinaza bam dinh tap trung), Bruton tyrosin kinaza, va Ber-Abl. Kinaza khong thu thé va
chit ma e ché chirc ning tyrosin kinaza khong thy thé dugc md ta trong Sinh, S. and
Corey, S.J., (1999) Journal of Hematotherapy and Stem Cell Research 8 (5): 465 — 80; va
Bolen, J.B., Brugge, J.S., (1997) Annual review of Immunology. 15: 371-404.

Chét phong bé ving SH2/SH3 1a chit ma lam héng ving SH2 hogc SH3 lién két v6i
cac enzym hodc protein thich (rng bao gbm, tiéu don vi PI3-K p85, kinaza ho Src, phén tir
thich tmg (Shc, Crk, Nck, Grb2) va Ra-GAP. Ving SH2/SH3 1a dich dbi v6i hoat chét
khéng ung thu duge mo ta trong Smithgall, T.E. (1995), Journal of Pharmacological and
Toxicological Methods. 34(3) 125-32.

Chét trc ché serin/threonin kinaza bao gdm chit phong bé chudi MAP kinaza ma

bao gdm chét phong bé Raf kinaza (rafk), Mitogen hodc kinaza dugc didu hoa ngoai bao
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(MEK), va kinaza dugc diéu hoa ngoai bao (ERK); va chét phong bé thanh vién ho protein
kinaza C bao gﬁ‘)m chét phong bé PKC (alpha, beta, gamma, epsilon, mu, lambda, iota,
zeta). Ho IkB kinaza (IKKa, IKKb), ho PKB kinaza, thanh vién ho AKT kinaza, va kinaza
thu thé TGF beta. Serin/Threonin kinaza va chit wc ché cua né dugc mo ta trong
Yamamoto, T., Taya, S., Kaibuchi, K., (1999), Journal of Biochemistry. 126 (5) 799-803;
Brodt, P, Samani, A., va Navab, R. (2000), Biochemical Pharmacology, 60. 1101-1107;
Massague, J., Weis-Garcia, F. (1996) Cancer Surveys. 27:41-64; Philip, P.A., va Harris,
A.L. (1995), Cancer Treatment and Research. 78: 3-27, Lackey, K. et al Bioorganic and
Medicinal Chemistry Letters, (10), 2000, 223-226; patent MY s6 US 6,268,391; va
Martinez-Iacaci, L., et al, Int. J. Ung thu (2000), 88(1), 44-52.

Chét trc ché thanh vién ho Phosphotidyl inositol-3 kinaza bao gdm chat phong bé
PI3-kinaza, ATM, ADN-PK, va Ku con hitu dung theo sang ché. Kinaza nay dugc md ta
trong Abraham, R.T. (1996), Current Opinion in Immunology. 8 (3) 412-8; Canman, C.E.,
Lim, D.S. (1998), Oncogene 17 (25) 3301-3308; Jackson, S.P. (1997), International
Journal of Biochemistry and Cell Biology. 29 (7):935-8; va Zhong, H. et al, Cancer res,
(2000) 60(6), 1541-1545.

Con hitu dung theo sang ché 1a chét tc ché truyén tin hiéu myo-inositol nhu chit
phong bé phospholipaza C va chét twong tu Myoinositol. Chét trc ché tin hiéu nay dugc
md ta trong tai liéu: Powis, G., and Kozikowski A., (1994 New Molecular Targets for

Cancer Chemotherapy ed., Paul Workman and David Kerr, CRC press 1994, London.

Nhém khéc cia chét e ché con dudng truyén tin hiéu 1a chit tc ché gen dot bién
gdy bénh ung thu Ra. Chét wc ché nay bao gém chét @rc ché farnesyltransferaza, geranyl-
geranyl transferaza, va CAAX proteaza ciing nhu oligonucleotit d6i nghia, ribozym va liéu
phap tri liéu mién dich. Chét trc ché nay dugc thé hién 1a phong bé sy hoat héa Ras trong
té bao bao gdm Ras dot bién thé dai, nho d6 hoat déng nhu chat chbng ting sinh. Sy tc
ché gen dot bién gay bénh ung thu Ras duge mo ta trong Scharovsky, O.G., Rozados, V.R.,
Gervasoni, S.I. Matar, P. (2000), Journal of Biomedical Science. 7(4 292-8; Ashby, M.N.
(1998), Current Opinion in Lipidology. 9 (2) 99 — 102; va Bennett, C.F. and Cowsert, L.M.
BioChim. Biophys. Acta, (1999) 1489(1):19-30.

Nhur dige mé ta trén day, cht déi khang thé khang dbi véi lién két phdi tir kinaza

thy thé con ¢6 thé c6 tac dung 1am chét e ché truyén tin hiéu. Nhém chét trc ché con dudng
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truyén tin hiéu nay bao gbm viéc sir dung khang thé dugc nhan héa cho ving lién két phéi
tr ngoai bao cua thu thé tyrosin kinaza. Vi du khéng thé dic hiéu Imclone C225 EGFR
(xem, Green, M.C. et al, Monoclonal Antibody Therapy for Solid Tumors, Cancer Treat.
Rev., (2000), 26(4, 269-286); Herceptin® erbB2 antibody (xem, Tyrosine Kinase
Signalling in Breast cancer:erbB Family Receptor Tyrosine Kniases, Breast cancer Res.,
2000, 2(3), 176-183); va 2CB VEGFR2 specific antibody (xem, Brekken, R.A. et al,
Selective Inhibition of VEGFR2 Activity by a monoclonal Anti-VEGF antibody blocks
tumor growth in mice, Cancer Res. (2000) 60, 5117-5124.

Chét trc ché tao mach kinaza khong thu thé cling ¢ thé hitu dung theo sing ché.
Chét rc ché VEGFR va TIE2 lién quan dén su tao mach dugc md ta trén day d6i véi chat
trc ché truyén tin hiéu (ca hai thy thé déu 1a thy thé tyrosin kinaza). Noi chung, su tao mach
¢6 lién quan dén viéc truyén tin hiéu erbB2/EGFR vi chét trc ché erbB2 va EGFR trc ché
su tao mach, chu yéu 12 su biéu hién VEGF. Do d6, dugc phém Két hop cua céac chét e
ché erbB2/EGFR véi chét trc ché tao mach 13 hiru ich. Do d6, chit @c ché tyrosin kinaza
khong thu thé c6 thé duge sit dung két hop véi chét trc ché EGFR/erbB2 theo sang ché. Vi
du, khang thé khang VEGF, ma khong nhén dién VEGFR (thy thé tyrosin kinaza), nhung
lién két voi phéi tir; chit e ché phan tir nhé cia integrin (alphay betas) ma e ché su tao
mach; endostatin va angiostatin (khong RTK) con c6 thé hitu dung két hop véi ho chét trc
ché erb dugc md ta. (xem, Bruns CJ et al (2000), Cancer Res., 60: 2926-2935; Schreiber
AB, Winkler ME, va Derynck R. (1986), Science, 232: 1250-1253; Yen L et al. (2000),
Oncogene 19: 3460-3469).

Chét duoc sir dung trong ché d6 mién dich tri liéu con c6 thé hiru dung khi két hop
v6i hop chét c6 cong thirc (I). C6 nhidu phwong phép tao mién dich d tao ra dap tng mién
dich dbi vé6i erbB2 hoic EGFR. Néi chung, cidc phuong phép ndy 1a trong linh vuc tao
chiing ngira khéi u. Hiéu qué ctia phuong phép tao mién dich thuong c6 thé duge gia ting
béng cach trc ché két hop con dudng truyén tin hiéu erbB2/EGFR stt dung chét trc ché phén
tr nho. Phin ban ludn vé& phuwong phép tao mién dich/tao ching ngira khéi u dbi véi
erbB2/EGFR c6 trong tai liéu Reilly RT et al. (2000), Cancer Res. 60: 3569-3576; va Chen
Y, Hu D, Eling DJ, Robbin J, va Kipps TJ. (1998), Cancer Res. 58: 1965-1971,

Chét duge st dung trong ché do giy chét t& bao theo chuong trinh (vi dy,
oligonucleotit di nghia bcl-2) con co thé dwgc sir dung két hop theo séng ché. Thanh vién
cta ho protein Bcl-2 urc ché qua trinh gy chét té bao theo chuong trinh. Do d6, viéc didu
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hoa tang bcl-2 1i€n quan dén su khang hoa chit. Cac nghién ctru da chi ra rang yéu t6 phét
trién bidu bi (EGF) kich thich thanh vién ctia ho Bcl-2 (cu thé 13 mel-1) chong lai qué trinh
ché t€ bao theo chuong trinh. Do d6, phuong phéap dugc dung dé didu hoa gidm sy biéu
hién cua bcl-2 trong khdi u da thé hién cac loi ich 1am sang va hién nay 1a trong céc thi
nghiém pha II/III, cu thé 13 oligonucleotit d6i nghia bel-2 G3139 clia Genta. Phuong phap
gdy chét té bao theo chuong trinh bing cach st dung oligonucleotit d6i nghia dbi véi bel-
2 duge mo ta trong Water JS et al. (2000), J. Clin. Oncol. 18: 1812-1823; va Kitada S et
al. (1994, Antisense Res. Dev. 4: 71-79.

Tratuzumab (HEREPTIN®) 1a khang thé don dong dugc nhan héa ma lién két voi
thu thé HER2. Chi dinh chinh ctia n6 14 ung thu vi duong tinh véi HER2.

Tratuzumab emtansin (tén thwong mai Kadcyla) 1a thé tiép hop khéng thé-thudc bao
gbém khing thé don dong tratuzumab (Herceptin) dugc lién két voi chét gy doc té bao
mertansin (DM1). Tratuzumab & dang riéng r& 1am ding su phat trién cta t& bao ung thur
bang cach lién két v6i thu thé HER2/neu, nguoc lai mertansin di vao t& bao va pha hity
chiing bing cach lién két v6i tubulin. Vi khéng thé don dong huéng dich HER2, va HER2
chi duoc biéu hién qué mirc trong té bao ung thu, thé tiép hop chuyén doc td dic hiéu vao
t& bao khéi u. Thé tiép hop nay con dugc goi 1a T-DML.

Cetuximab (ERBITUX®) 1a khang thé kham giita chudt va ngudi ma tre ché thu thé
yéu t6 ting truéng biéu mo6 (EGFR).

Pertuzumab (con goi 1a 2C4, tén thwong mai Omnitarg) 1a khang thé don dong.
Nhém thtr nhét ctia n6 1a cac chit duge goi 1a "chét trc ché dime héa HER". Bing cach lién
két v6i HER2, n6 trc ché sy dime hoa cia HER2 véi thy thé HER khac, ma dugc cho 1a
1am chdm phat trién khéi u. Pertuzumab duge m ta trong WO01/00245 dugc cong b vao

ngay 01/04/2001.

Rituximab 14 khang thé kham don dong ma dugc ban dudi tén RITUXAN® va
mAbTHERA®. Rituximab lién két véi CD20 trén té bao B va gdy ra qua trinh chét té bao
theo chuong trinh. Rituximab dugc st dung trong tinh mach va duogc phé duyét dé diéu tri
bénh thép khép va u lympho khong Hodgkin té bao B.

Ofatumumab 1a khéng thé don dong hoan toan tir ngudi ma duge ban dudi tén

ARZERRA®. Ofatumumab lién két véi CD20 trén té bao B va dugc st dung dé diéu tri
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bénh bach ciu té bao lympho man tinh (CLL; loai ung thu té bao mau tring) tir ngudi

treong thanh ma khéng didu tri bing fludarabin (Fludara) va alemtuzumab (Campath).

Chét tc ché e truyén tin hiéu chu trinh té bao rc ché phan tir tham gia vao viéc
kiém soét chu trinh té bao. Ho cac protein kinaza dugc goi 1a kinaza phu thudc xyclin
(CDK) va tuong tac cua ching vai ho cac protein dugc goi 1a xyclin kidm soat tién trinh
thong qua chu trinh té bao nhan thyc. Sy hoat hoa phéi tri va su bét hoa cac phirc hop
cyclin/CDK khéc nhau 1a cAn thiét cho tién trinh binh thuong thong qua chu trinh té bao.
Mot sb chét trc ché truyén tin hiéu chu trinh té bao dang dugc phat trién. Vi du vé kinaza
phu thudc xyclin, bao gdm CDK2, CDK4, va CDK6 va chét tre ché truyén tin hi¢u chu
trinh té bao dugc md ta trong, vi du, Rosania et al, Exp. Opin. Ther. Patents (2000)
10(2):215-230,

Trong ban mé t4 ndy, thuét ngit “chét diéu bién mién dich” dé cap dén chét bat ky
bao gdm khang thé don dong ma tac dung dén hé mién dich. Protein lién két ICOS theo
sang ché c6 thd dwgc xem 1a chit didu bién midn dich. Chét didu bién midn dich c6 the
duoc st dung lam chét chéng ung thu dé diu tri bénh ung thu. Vi dy, chét diéu bién mién
dich bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, khang thé khang CTLA-4 nhu ipilimumab
(YERVOY) va khéang thé khang PD-1 (Opdivo/nivolumab va Keytruda/pembrolizumab).
Chit didu bién mién dich khac bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, khang thé 0X-40,
' khéng thé PD-L1, khang thé LAG3, khang thé TIM-3, khang thé 41BB va khang thé GITR.

Yervoy (ipilimumab) 14 khang thé CTLA-4 hoan toan tir ngudi duge ban bdi Bristol
Myers Squibb. Protein cAu triic cua ipilimumab va phuong phép st dung dugc md ta trong

patent M s6 US 6,984,720 va 7,605,238.

Opdivo/nivolumab la khang thé don dong hoan toan tir ngudi duge ban boi Bristol
Myers Squibb tryc tiép chéng lai thu thé bé mat té bao ngudi diéu hoa mién dich 4m PD-1
(su chét té bao theo chwong trinh 1 hodc sy chét té bao theo chuong trinh 1/PCD-1) véi
hoat tinh ting hiéu qua mién dich. Nivolumab lién két véi va phong bé su hoat héa PD-1,
protein xuyén mang si€u ho Ig, bing phdi tir PD-L1 va PD-L2 ctia n6, dan dén sy hoat hoa
té bao T va dép ng mién dich qua trung gian té bao chdng lai té bao khéi u hozc tac nhan
gdy bénh. PD-1 da dugc hoat hoa didu hoa 4m su hoat hoa té bao T va chirc ning hiéu lyc

thong qua viéc rc ché sw hoat héa con dudng P13k/Akt. Tén goi khic ctia nivolumab bao
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gém: BMS-936558, MDX-1106, va ONO-4538. Trinh tu axit amin ciia nivolumab va

phuong phép sir dung va san xut duge mo ta trong patent My s6 US 8,008,449.

KEYTRUDA/pembrolizumab 1a khang thé khang PD-1 dugc ban dé didu trj ung thu
phdi bai Merck. Trinh tu axit amin cia pembrolizumab va phuong phép sir dung duge md

ta trong Patent M§ s6 US 8,168,757.

CD134, con dugce goi 1a 0X40, 1a thanh vién cua siéu ho ctia TNFR cta cic thu thé
ma khéng duge bidu hién chi yéu trén té bao T bdm sinh nghi, khong gidng v6i CD28.
OX40 13 phan tir ddng kich thich thtr cip, dwgc biéu hién sau 24 dén 72 gio sau khi hoat
héa; phdi tir ctia nd, OX40L, ciing khong dugce biéu hién trén té bao trinh dién khang
nguyén nghi, nhung dugc biéu hién sau khi sy hoat hoa ctia chiing. Su biéu hién ctia OX40
phu thudc vao sy hoat héa hoan toan té bao T; ma khong phai CD28, su biéu hién cta
OX40 bi tri hodn va c6 mic thip hon 4 1in. Khang thé 0X-40, protein dung hgp OX-40
va phuong phdp st dung chung dugc md ta trong patent My s6: US 7,504,101; US
7,758,852; US 7,858,765; US 7,550,140; US 7,960,515; WO02012027328;
W02013028231.

Khang thé dbi véi PD-L1 (con duge goi 1a CD274 hodc B7-H1) va phuong phép st
dung duge md ta trong patent My sé US 7,943,743; patent My s6 US 8,383,796;
US20130034559, WO2014055897, patent My s6 US 8,168,179; va patent My s6 US
7,595.048. Khang thé PD-L1 dang dugc phat trién 1am chét didu bién mién dich dé diu tri
ung thu.

Trong ban mo ta ndy, thuat ngit “chit kich thich mién dich” dé cap dén chit bat ky
ma c6 thé kich thich hé mién dich. Trong ban md ta nay chét kich thich mién dich bao gom,

nhung khong chi gidi han ¢, t4 dugc vaccin.

Aminoalkyl glucosaminid phosphat (AGP) da biét 1a hitu dung 1am t4 dugc vaccin
va chét kich thich mién dich dé kich thich s san sinh xytokin, hoat héa dai thuc bao, thuc
d4y dap tmg mién dich badm sinh, va gia ting muc san sinh khéng thé & dong vat dugc tao
mién dich. Aminoalkyl glucosaminid phosphat (AGP) 1a phéi tir tdng hop ciia thu thé gibng
Toll 4 (TLR4). AGP va tac dung diéu hoa mién dich ctia chiing thong qua TLR4 dugc md
tA trong céc cong bd nhu WO 2006/016997, WO 2001/090129, va/hoic patent My sé US
6,113,918 va dugc md ta trong céc tai liéu chuyén nganh. Dan xuit AGP khac duge mo ta

trong patent M§ sé US 7,129,219, patent My s US 6,525,028 va patent My s US
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6,911,434, Mot s6 AGP c6 tac dung nhu 1a chat chi van ciia TLR4, trong khi d6 s6 khac
duogce xac dinh 1a chét d6i khang TLR4.
Hop chit aminoalkyl glucosaminid phosphat dugc sir dung theo sang ché c6 chu

trac duge thé hién trong cong thirc 1 sau day:

0—R;
Rg—0 Q y ]
z NH Ry T 5
RY 0
RS R{o
(Cong thire 1)
trong do
m 120 d&n 6
nla 0 dén 4;
X 12 O hoc S, tdt hon 14 O;
Y 1a O hoac NH;
7 1a O hodc H;
mdi Ry, Ro, R3 doc 1ap duoc chon tir nhém bao gdm Cr0 axyl va Ci-20 alkyl;
R4 1a H hodc Me;

Rs doc 14p dugc chon tr nhém bao gbém -H, -OH, -(Ci-C4) alkoxy, -PO3RsRo,
-OPO3RgRy, -SO3Rs, -OSO3Rs, -NRgRo, -SRg, -CN, -NO, -CHO, -CO2Rs, va
-CONRgsRy, trong d6 Rs va Rg doc 1ap v6i nhau duoce chon tir H va (Ci-Cs) alkyl; va
mdi R¢ va R7 doc 1ap 1a H hodc POsHa.

Trong cong thirc 1, cdu hinh ctlia trung tAm 14p thé 3° trong d6 gdc axyl béo mach
théng (cu thé 13, gbc axyloxy hozc alkoxy bac hai, vi du, R10, R20, va R30) dugc gin vao
12 & dang R hogic S, tot hon 1a R (nhu dugc ky higu theo Quy tic uu tién tuyét d6i Cahn-
Ingold-Prelog). Céu hinh ctia trung tdm 18p thé aglycon trong d6 R4 va Rs dugc gin vao ¢
thé 12 & dang R hodc S. T4t ca céc chét ddng phan 14p thé, ca chét ddng phan ddi 4nh va
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chit ddng phan khong dbi quang, va hdn hop cla chiing, dugc xem 1a nim trong pham vi

cla sang ché.

S6 luwong cac nguyén tir cacbon giita nguyén tir khac loai X va nguyén t nito
aglycon dugc xac dinh bing bién “n”, ma co thé 1a sb nguyén tir 0 dén 4, t&t hon 1a s&

nguyén tir 0 dén 2.

Chidu dai chudi axit béo mach thing Ry, Rz, va Rs c6 thé tir khoang 6 dén khoang
16 cacbon, tdt hon 13 tir khoang 9 dén khoang 14 cacbon. Chidu dai chudi c¢6 thé gidng
hodc khac nhau. Mot s6 phuong 4n dugc uu tién bao gbm chiéu dai chudi trong d6 R1, R2

va R3 14 6 hodc 10 hodc 12 hodc 14.

Cong thire 1 bao gdm cac L/D-seryl, -threonyl, -xysteinyl ete va lipit este AGP, bao
gdm c4 chét chi van va chit di khang va chét dong ding cta ching (n=1-4), ciing nhur
c4c chit ding ciu sinh hoc cia axit carboxylic (cu thé 13, Rs 12 nhom axit c6 thé tao mudi;

phosphat c6 thé & vi tri 4 hoic 6 cia don vi glucosamin, nhung t6t hon 12 & vi tri 4).

Theo phuong 4n dugc vu ti€n, sang ché d& cap dén hop chit AGP c6 cong thire 1, n
13 0, Rs 1a CO2H, R 1a POsH», va Ry 1a H. Hop chit AGP dugc wu tién nay duge c6 cong

thirc 1a sau day:

of &
HO>FL\O 0 CO.H
Y. X
NH
yA NH R
40
o)
R/
1 O /O
RS R3

(Cong thic 1a)

trong d6 X 12 O ho#c S; Y 14 O hodc NH; Z 1a O hodc H; mdi Ry, Ro, R3 doc 1ap

duoc chon tir nhém bao gdm Ci0 axyl va Ci-2 alkyl; va Rs 1a H hodc metyl.

Trong cong thtrc 1a, cdu hinh ciia trung tAm 14p thé 3’ trong d6 gbc axyl béo mach
théng (cu thé 13, gbc axyloxy hodc alkoxy béc hai, vi du, R10, R20, va R30) dugc gén vao
12 & dang R hogc S, tdt hon 1a R (nhw dugc ky hiéu béi quy téc uu tién tuyét dbi Cahn-
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Ingold-Prelog). CAu hinh cta trung t4m 14p thé aglycon trong d6 Rq va CO2H dugc gin vao
¢6 thé 13 & dang R hoiic S. T4t ca céc chét ddng phan 1ap thé, ca chat ddng phan d6i anh va
chét dong phan khong d6i quang, va hdn hgp cla ching, dugc xem 1a nim trong pham vi
ctia sang ché.

Cong thirc 1a bao gbm cac L/D-seryl, -threonyl, -xysteinyl ete hodc lipit este AGP,
bao gdm c chit chi van va chét d6i khang.

Trong ca cong thic 1 va cong thirc 1a, Z 1a O duge gin bang lién két doi hoic hai
nguyén tir hydro ma mdi nguyén tt dugc gén bang lién két don. Tt 13, hop chét ndy c6
lién két este néu Z=Y=0; ¢6 lién két amit néu Z = O va Y= NH; va c6 lién két ete néu
Z=H/H va Y=0.

Hop chét c6 cong thirc 1 dugc dic biét vu tién duge goi 1a CRX-601 va CRX-527.

Chiéing c6 cAu tric duge thé hién duéi day:

TFI) OH
HO\
HO/ \O&/ CO,H
0 2
T
(0] NH
(0]
o]
0]
o %
(CRX-601)
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Ho\lFl 0
PN
HO o
o o CORH
o NH
o NH
0
0
0
o 0
o
(CRX-527)
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Ngoai ra, theo mot phrong an dugc wu ti€n khac, sang ché @& cap dén hop chit CRX

547 ¢6 chu trac duoc thé hién dudi day.

CRX 547
o OH
Ho\u o
o o O
0 0 N\~ 2
o NH H
0 NH
o
0
0
0
o 0
0
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Theo phuong 4n khéc, sang ché dé cap dén AGP nhu CRX 602 hodc CRX 526 c6

6 &n dinh duoc ci thién d6i véi AGP c6 mach alkyl hogc axyl bac hai ngén hon.

o OH
HO\D 5
PN
HO o CO,H
0 0
0 NH
0
0
0
0

CRX 602
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o OH
Ho\IF] o
oo o coH
0 0 2
o NH
0 NH
0
0
0
0
0 0
0
CRX-526

Theo mot phuong 4n, sang ché @& cap dén phuong phép diéu tri ung thu & dong vat
¢6 va can diéu tri, ma bao gém budce: st dung cho dong vat c6 vi nay luong hitu hi€u tri
liéu cua:

protein lién két ICOS theo séng ché,
va b) it nhit mot chét chdng ung thu.

Theo mot phuong &n sang ché d& cap dén phuong phap diéu trj ung thu & dong vat
¢6 v cin diéu tri, ma bao gdbm budc: sit dung cho dong vat c6 va nay lwong hitu higu tri
liéu cua:

protein li€n két ICOS theo sang ché,
va b) it nhét mot chét diéu bién miZn dich th hai chat.

Theo mdt phwong 4n, chét diéu bién mién dich thir hai dwgc chon tir nhom bao gbm:
khang thé khang CTLA4, khang thé khang PD-1, khéng thé khang PD-L1, khang thé khang
0X40, khang thé khang GITR, va khang thé khang 41BB, khang thé khang LAG3 va khang
thé khang TIM3.

-78-



31708

Theo mot phuong 4n, sang ché d& cap dén phuong phap diéu trji ung thu & dong vat
¢6 v can didu tri, ma bao gdm buéde: sit dung cho dong vét c6 vii nay lwong hitu hi¢u tri
liéu cua:

protein lién két ICOS theo sang ché,
va b) it nhat mot chét kich thich mién dich.

Theo mot phuong 4n, chit kich thich mi&n dich 1a chat chu van TLR4. Theo mot
phuong an, chit kich thich min dich 12 AGP. Theo mdt khia canh, chét kich thich mién
dich 12 hop chét c6 cong thirc I. Theo mét khia canh, né 1a hop chét c6 cong thirc 1a. Theo
mot khia canh, chét kich thich mién dich duogc chon tir nhém bao gﬁ‘)m: CRX-601, CRX-
547, CRX-602, CRX-527, va CRX-526,

Vi du thyc hién sang ché

Sau déy, cac khia canh cua sang ché s& dugc minh hoa mot cach cu thé hon thong

qua céc vi du, tuy nhién, siang ché khong bi gii han bdi cac vi du nay.
Vi du 1: Sy biéu hién ICOS & bénh ung thu

N6i chung, khéi u réin duge cho 14 ¢6 mirc té bao T ICOS+ xam nhép thap, phi hop
v6i Iy thuyét ring dap tng mién dich chéng khdi u qua trung gian ICOS. Céc phén tich su
biéu hién ICOS thong qua nghién ctru md céc khéi u duge thuc hién bang cich sit dung co
s& dir lidu bidu hién mARN cong khai tir Ban d6 hé gen ung thu (The Cancer Genome

Atlas - TCGA) va cac co s& dit liéu khac.

Béang 3. S bidu hién mARN ciia ICOS & cac loai khéi u khac nhau thé hién phan
trdm tuong doi cua khéi u tir mdi nghién ctru md ma thé hién mirc biéu hién mARN cua
ICOS c6 thé phét hién nao d6. Phan tich ndy xéac dinh ring cac nghién ciru md khéi u dugc
biét 13 nhay dbi véi cac phwong phép tri liéu mién dich ung thu khéc (khdi u 4c tinh, RCC,
NSCLC) vi ¢6 phan tram khdi u ma c6 té bao bach huyét xam nhap khéi u ICOS+ (TIL)
¢6 thé phat hién twong ddi cao (>10%), trong khi cac loai khdi u dugc biét 13 tao mién dich
kém (tuyén tién liét, budng trimg, va tuyén tuy) lai c6 phén trim khéi u ma cé TIL ICOS+
twong ddi thap (<10%) (

Bang 3. Su bidu hién mARN ciia ICOS & céc loai khéi u khéc nhau). Pang chi y 14,
céc loai khéi u da biét 13 lign quan dén bénh nhiém virut vi/hogc viém man tinh (Pau va

¢b, da day, thue quan, va cd) 1a thudc loai khéi u thé hién phén trim TIL ICOS+ cao nhit.
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Diéu khong rd rang tlr cdc phan tich sy bidu hién mARN nay 14 tiéu quan thé TIL ma biéu
hién ICOS trong mdi loai khéi u twong tmg. Trong mot s6 truomg hop, ICOS ¢6 thé dugc
bidu hién cht yéu trén Tregs XAm nhép khdi u, trong khi

do6 & cac dang khéac né co thé chi bao mirc thAm nhiém té bao hiéu lyc T ICOS+.

Bang 3. Su biéu hién mARN cua ICOS & c4c loai khéi u khac nhau

Loai khéi u Total N ICOS +(N) ICOS+(Per.)
Pau va cb 426 157 36,9%
Da day 285 75 26,3%
Thuc quan 70 17 24,3%
Khdi u ac tinh (M) 295 69 23,4%
Ung thu phdi khong té bao nhé (AD) 501 112 22,4%
Ung thu phdi khong té bao nhé (ung 489 85 17,4%
thu biéu mo té bao vay - SCC)

Ccd 185 32 17,3%
Vu 1048 162 15,5%
Bang quang 244 35 14,3%
Ung thu té bao than 522 64 12,3%
Khdi u 4c tinh (P) 82 7 8,5%
Tuy 85 7 8,2%
Dai trang 446 34 7,6%
Tuyén giap 498 34 6,8%
Ung thu biéu mb té bao gan 191 11 5,8%
Sarcoma 103 4 3,9%
Budng trimg 412 13 3,2%
Tuyén tién liét 336 10 3,0%
NOi mac tir cung 532 15 2,8%
Truc trang 163 4 2,5%
U nguyén bao than kinh dém 156 0 0,0%

Phan tich su biéu hién ICOS bing k¥ thuat héa md mién dich (IHC) trong ung thu
bidu m6 té bao phdi khong nhé nguyén phéat tir ngudi (NSCLC), ung thu va by ba 4m tinh
(TNBC), ung thu dai truc trang (CRC), tuyén tién liét, tuyén tuy, budng trimg, ung thu té
bao than (RCC) va khéi u 4c tinh duge thyc hién d& hiéu r6 hon vé cac nhém phy ciia TIL
lién quan dén sy biéu hién ICOS trong c4c loai khéiu khac nhau ( Bang 4). Tuong tu

véi nhitng gi quan sat dugce trong phén tich sy biéu hién mARN, mirc TIL ICOS+ du Ia
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twong dbi thap, ngay cé trong cic khéi u riéng ré& trong d6 1& ra c6 mit lugng 16n CD4",
CDS8* vi/hoic FoxP3* TIL. Ngoai ra, nghién ciru mé khéi u 4c tinh, ung thu biéu mé thén
(RCC) vA ung thu biéu mé té bao phdi khong nhd (NSCLC) ¢6 phan tram khéi u v6i mire
xam nhap ICOS* phin nao c6 thé phét hién cao nht ( Bang 4, Cot 2). Nguoc lai, céc khoi
u tuyén tién liét, budng tring va tuyén tuy hau nhu khong c6 TIL ICOS+ ( Bang 4). Céac
phan tich nay thé hién mot c4ch 13 rang rang khdi u rén c6 mtrc TIL ICOS+ co s6 thip va
c6 thé ¢6 loi tir viéc mé rong va cam ung chic nang cla quén thé té bao nay. Céc nghién
ctru khac st dung phuong phép dém té bao theo dong va k¥ thuit md héa mién dich mau
kép dé phan tich khdi u nguyén phat tir ngudi s& gitip xac dinh cic nhém phu té bao T dic
hiéu biéu hién ICOS.

Béng 4

$4 té bao dwong tinh trung binh (pham vi)
Ung thu‘ phoi = o 11 {0-74) 2{09) 20 (047 | 104028}
khong te bao nho »
(t bao viy) n=23 + 3(0-25) | 36(2-143) | B(0-26) | 39(5-188) 18(0-15)
Ung thu phdi khong =g . - 0 | @57 | 4(020) | 71(5238) 10{141)
té bao nhd (ung thu - : i i —— : s '
bidu md tuyén) n=25 * 2(0-7) S6(0-181) | B(0-39) | £9(10-201)  13(0-55)
Ung thu vii b ba n=24 - o 14091 | 9093 | 17085 6 (0-25)
am tinh
a=11 ¥ S{0-20) | B5{3-259) | 13(045) | 113(2383} @ 30{26N
; + + ; s s
Ung thu dai true E n=22 = 0 12(047)  14{044) 20083} 425
trang o - o e
_ n=23 L 2(0-13) | 315101 | 22(548) @ 53(4-151)  24(543)
_ N n=29 - o 10 {s-?s) 17(196) | 23{L-176) . 5{0-25)
Ung thu tién :
Tigt tuyén n=t + 1 30 48 5 1
5 : e ;e : 5
Ung the tuyén B st D 15{132) | 7@TH | 0068 8020
Sh = e o e e S
wy n=4 + | opn | ngss | wEsn | wesy | so9
“ . n=15 - X . pug
Ung thu bubng o 1300 1o§; 1401 ?s} 13 (0-83) 2{-12)
trimg =5 + 1(0-3} 19{6-35) @ 13(6-18) | 32{10-76) . 7{4-43)
Ung thy ¢ bao Be3. 0 8 S0(14-104) | 56(38.85) | 56(24-119)  4(0-9)
thin n=?7 5(1-18) | 45 as;s;t;; 85(26-164) | 71 (12232 1&{3%28}
Ung thy té bao n=7 o 42(1-185) | 12{1-31) | 35(0158) 510-10}
hic t6 :
¢ n=12 7(0-21) | B4{13.222) | 32(13-70) | BY(28-179) 19(640)
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Vi du 2: Sang loc cht chi van khang thé ICOS
Qua trinh phan 14p PBMC nguyén thiy tir nguoi

Mau tuoi thu dugc tir ngudi hién méu va duge pha loang 1:1 bang moi truong
RPMI1640 10% khong chira d6 phenol. Mau d& duoc pha lodng dugc phén 16p trén bé mat
cia moi trudng dic trong dng hinh nén Uni-Sep Max dung tich 50ml va ly tim & 400xg
trong 20 phat & nhiét do trong phong c6 ddy nip (BREAK OFF). Lép don nhén mau trang
(16p dém) thu duge duoc chiét mot cach cin than vao éng hinh nén méi dung tich 50mL
thong qua mang loc té bao loai 100uM. Thé tich tuong duong clia méi truong RPMI1640
10% khong chira d6 phenol dugc bd sung vao 16p dém va dugc ly tam & 300xg trong 10
phut & nhiét d9 trong phong. Hat té bao dugc tao huyén phti lai trong 10ml dung dich phén
giai hdng cdu (Sigma Aldrich) va dugc u trong 5 phut & nhiét d6 trong phong. Té bao dugc
rira mot 1an bang moi truong va dugc ly tm nhu duge mo ta & trén. Thé tich duoc gia ting
dén 40ml bing méi trudng RPMI1640 10% khong chira do phenol va té bao dugc dém
bang céch sir dung thiét bi dém té bao Vicell va méy phan tich ty 1¢ sbng sét (Beckman
Coulter).

Phan 14p té bao hiéu lyc T CD4+CD25- nguyén thiy tir ngudi

Té bao CD4+CD25 tr nguoi duge tinh ché thém tir PBMC thong qua quy trinh phan
1ap hai budc trén co so hajt tir tinh bang cach st dung kit phan 1ap té bao T diéu hoa
CD4+CD25+ tir ngudi (Miltenyi Biotec). DAu tién, t& bao PBMC dugc & v6i hon dich
khang thé biotin & 4°C trong 5 phut va sau d6 dugc  vi hat khédng Biotin trong 10 phut.
Budc nay 1a @ danh diu té bao T khéng CD4+. Sau do, té bao duge cho qua ¢t LD trong
tir trudmg cua thiét bi phan tich MidiMACS. Dong ra ma 13 phén doan té bao CD4+ duge
lam giau so by khong dugc danh d4u dugc thu gom va dugc G v6i vi hat CD25 & 4°C trong
15 phut. Té bao da duge danh diu dugc cho qua cot MS trong tir trudng cla thiét bi phan
tach MiniMACS. Dong ra bao gdbm té bao hiéu luc T CD4-CD25- khong dugc danh du

dugc thu gom cho thir nghiém hoat hoa tiép theo.
Phan l4p té bao T CD4+ nguyén thiy tir ngudi mot cach truc tiép tlir méu

Té bao T CD4+ tir ngudi duge phén 14p mdt cach truc tiép tir mau twoi tr ngudi
bing céch sir dung hdn dich duoc lam gidu té bao T CD4+ tlr nguoi (Ky thuat té bao gdc).
Hbn dich dugc 1am giau té bao T CD4+ tir ngudi RosetteSep (5S0pL/mL) dugc bd sung vio
méu toan phin va giéng hdn hop. Sau 20 phit & & nhiét do trong phong, thé tich tuwong
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duong chtra PBS + 2% FBS duoc bd sung vao ddng thoi khudy nhe. MAu pha lodng dugc
phén 16p trén mit trén cia moi truong dic va duoc ly tdm trong 20 phit & 1200 x g & nhiét
do trong phong c6 day nép. Té bao duge lam gidu tir mdi trudng dic: mat phan cach huyét
twong dugc rot mot cach cén than vao 6ng hinh n6n méi. Tiép theo héng cu dugc dung
giai b%mg dung dich dém héng ciu (Sigma Aldrich) va té bao d3 duoc 1am gidu duge rira
bing PBS + 2% FBS hai l4n. Té bao T CD4+ dugc tao huyén phu lai trong 40ml PBS +
2% FBS va dugce dém bing thiét bi dém té bao Vi-Cell.

Quy trinh thr nghiém

Thir nghi€m hoat hoa té bao hiéu lyc T CD4+CD25- tir ngudi in vitro — thir nghiém gfm
két.

Céc dia ddy bing 96 15 dugc xir Iy bing mdi trudng nudi cdy khong mod duge phu
dung dich dém phu (Biolegend) chtra 1pg/ml khang thé khang CD3 tir nguoi (eBioscience)
va cac khang thé thir nghiém véi lugng 100ul/18 qua dém. Vao ngay tiép theo, céc dia da
dugc phi truée ndy duoc rira ba 14n bing 10% FBS chira méi trudng RPMI-1640. Té bao
hiéu lyc T CD4+CD25- tir nguoi dugce phén 1ap va duoc danh dau béng CFSE nhu da dugce
md ta va dugc ciy 1én dia. Sau khi u & 37°C trong 2,5 ngay, té bao dugc thu gom va dugc
phan tich bing phwong phap dém té bao theo dong dé ting sinh va biéu hién d4u 4n hoat
hoa. Dich ndi bé miit mdi truong nudi cdy t& bao dugc thu gom tiép dé xéc dinh xytokin da

thanh phin bing hé théng Meso Scale Discovery (MSD).
Thir nghiém sy téng sinh CFSE

Té bao can duge danh diu duogc tao huyén phu lai trong 1ml PBS d4 dugc lam Am
trude & ndng d6 cudi dat 1E7 t& bao/mL trong 15ml dng hinh non. Mot microlit dung dich
gbc CFSE 2 mM (Life Technologies) dugc bd sung mot cach truc tiép vao té bao ngay sau
do dugc xody d& dam bao viéc danh ddu ddng déu. Sau khi 1 & nhiét do trong phong trong
5 phut, viéc nhuém mau duoc 1am ding lai bing cach bd sung 14ml moi trudong nudi cly
té bao dwoc 1am lanh bang nudc d4. Té bao da duge danh diu duge rira ba 1an bang mbi
truong dugce lam lanh b'?lng nuée da. Té bao duoc dém va duoc didu chinh dén 1E6 té
bao/ml trong RPMI1640 + 10% FBS dugc bd sung 100TU/ml IL-2 (PeproTech) va dugc
cdy 1én dia da dugc phu khang thé khang CD3 va khang thé thir nghiém. Sau khi hoat hoa
t& bao T, t& bao dugc thu gom va dugc rira bing PBS+0,5% BSA mét 1an trude khi dugce

tiép tuc nhudm da mau dé phan tich dém té bao theo dong.
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Phuong phap dém té bio theo dong da mau

Té bao T da duoc hoat hoa dugc thu gom va duge rira bang PBS. Dau tién, té bao
duge nhudm bing thude nhudm ty 1¢ séng sét té bao LIVE/DEAD Fixable Far Red (Life
Technologies) theo huéng dan cuia nha san xuét. Sau khi két thic viéc nhudém mau, khang
thé phat hién dugc tiép hop v6i cac mau khdc nhau dugce G voi cac té bao & 4°C trong 30
phat. T& bao da dwgc nhudm duge rira mot 1an bing dung dich dém nhum mau FACS
duwoc 1am lanh bing nuéc da (PBS + 0,5% BSA) trude khi duge chay trén thiét bj dém té
bao theo dong FACS Canto hodc FACS Canto II. Nang suét van hanh thiét bi dém té bao
duoc kiém tra hang ngay bing cich st dung hat Cytometer Setup & Tracking (BD
Biosciences) va dién thé PMT va thang do dién tich dugc thiét 14p trén co s& té bao khong
dugc nhudém. Viéc hiéu chinh duge thyc hién bing cach st dung hat OneComp hodc
UltraComp (eBioscience) ma dugc nhudm riéng r€ voi khang thé phat hién duogc lién két

v6i mdi chit huynh quang.
Phén tich xytokin MSD

Mt xytokin IFN-y, IL-10, IL-2 va TNF-a. trong dich ndi bé mét méi truong nudi
cdy mo dugc xac dinh bing céch str dung kit chuin héa V-Plex tir ngudi MSD. Pau tién,
mAu duoc pha lodng véi ty 1& 1:200 trong chét pha loang Diluent2. Mau hi¢u chuén ciing
duoc chudn bi theo huéng din st dung dbi v6i Diluent2. MAu da pha lodng va mau hiéu
chuén dugc bd sung vao dia MSD mau den ma sau d6 duogc bit kin béng chét két dinh gin
kin dfa va duoc U & nhiét do trong phong ddng thoi l4c trong 2 gid. Sau khi bd sung 25uL
dung dich khang thé phat hién ma méi dugc didu ché trong Diluent2 vao mbi 16, dia lai
duoc bit kin va dugc & & nhiét do trong phong ddng thoi lac thém 2 gid nira. Dia duge rira
3 14n bing PBS cdng véi 0,05% Tween-20 v6i lugng 1501L/18 truée khi bd sung 150pL/16
dung dich d€m dé doc méi duoc pha lodng 2 14n va duge doc ngay 1ap tuc trén thiét bi doc
MESO QuickPlex. S4 liu dugc phén tich béng cach st dung phén mém MSD Workbench.
Thir nghiém hoat hoa té bao T CD4+ tlr ngudi in vitro — gén két va hoa tan

Té bao T CD4+ tlr ngudi méi duge phén 1ap dugce kich thich trude trén céc dia 24
18 dugc phu khang thé khang CD3 (1pg/mL) va khang CD28 (3ug/mL) trong 48 git. Cac
té bao dugc ldy, dugc rira va duge tron véi DynaBeads khang CD3 (Life Technologies)
vai ty 1€ 1:1 trong moi truong AIM-V dugc bd sung 100IU/ml IL-2 (PeproTech). Hbdn hop

t& bao/hat sau d6 cly véi luong 100k mdi 13 vao dia ddy bang loai 96 16 khong dugc phi
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(d6i v6i dang hoa tan) hogc duge phit H2L5 hIgG4PE (d6i véi dang gén két). D6i voi dang
hoa tan, H2L5 hIgG4PE duoc bd sung vao cac 18 & thoi diém cdy t€ bao. Sau khi 4 & 37°C
trong 3,5 ngay, dich ndi bé mit chira mdi trudng nudi cy té bao dugc thu gom dé xac dinh

xytokin da thanh phan bing MSD.
Thir nghiém hoat hoa in vitro PBMC hoa tan tir ngudi

PBMC tlr ngudi méi duge phan 18p dugce kich thich trude trén dia loai 24 16 dugc
phai khang CD3 (1pg/mL) va khang CD28 (Spg/mL) trong 48 gio. Té bao duge nhudm
CFSE dugc didu ché va duge tron voi DynaBeads khdng CD3 (Life Technologies) voi ty
1¢ 1:1 trong mdi trudng AIM-V dugc bd sung 100IU/ml IL-2 (PeproTech). Hon hop té
bao/hat sau d6 duge cdy véi lrgng 200k mdi 18 vao dia loai 96 16 ma da duge phi so bd
1pg/ml khéng thé khang CD3. H2L5 higG4PE va khang thé dbi chung dugc bd sung mot
cach truc tiép vao cac 10 & dang hoa tan ctia chiing. Sau khi 1 & 37°C trong 3,5 ngay, dich
ndi bé mit mdi trudng nudi cdy té bao dugc thu gom dé x4c dinh xytokin da thanh phan
bang MSD, va té bao dugc ldy dé phén tich sy ting sinh va dAu 4n biéu hién bang phuong
phép dém té bao theo dong.

Phan tich dit liéu
Phan tich dit liéu phuong phap dém té bao theo dong

Dt liéu dong dugc phén tich bing phin mém FlowJo (FlowJo LLC). Péu tién, té
bao chét dugc loai bod trén co s&é nhudém mau br:ing thudc nhudm ty 1¢ séng sot t& bao
LIVE/DEAD. Céc bd ddi dugc loai bé trén d thi phan tan FSC-H : FSC-W. Chi céc té bao
riéng r& sdng sét thu duge duge phén tich bidu hién chit ddu 4n hoat héa trong céac tiéu
quén thé t& bao T khac nhau nhu té bao T CD4+ ho#ic CD8+ va dugc bao cdo la phin trim
ctia quan thé ban d4u hodc cuong dd huynh quang trung binh (MFI).

Phan tich ting sinh CFSE

Dit liéu CFSE ciing dugc phan tich bang Flowjo. Sau khi loai bo cic té bao chét va
cac bo doi, cdng “té€ bao dugc tang sinh” duge xdy dung trén co s¢ té bao T khong duge
hoat héa. Té bao bit ky thudc cdng nay trong mau bét ky da cho ddu duge dém 1a cac té

bao ting sinh. S lieu duge béo cdo 1a phan trim tdng sinh.
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Phan tich su suy giam té bio bing FACS

Sy suy gidm té bao dugc phan tich bang FlowJo. Déu tién, cdng té bao sdng sét
dugc xac dinh trén co s& nhudm mau bing thudc nhudm ty 18 séng s6t té bao LIVE/DEAD.
Sau dé céc bd doi dugc loai bd nhu di duge mo ta. Phin trim ciia tiéu quén thé € bao T

CD4+ hoic CD8+ séng sot dugc xac dinh 1am d4u 4n suy giam té bao.
Phan tich diéu chinh dudong cong dap tmg lidu khéang thé

S liéu dap tng lidu dugc dua vao phan mém GraphPad Prism va duoc chuyén dang
thanh thang logarit. Dap ung 1idu chu van v6i cac mo hinh d dbc khéac nhau dugce st dung

dé 14y khép duong cong dir liéu va tao ra gié tri EC50. Cong thire 1dy khép duoc thé hién

dudi day:
Y= Py + (Dinh-Day)/(1+10"((LogECS50-X)*D déc))
Két qua

Xac dinh khang thé ICOS & chuft khang ngudi

Mudi bdn mAb ciia chudt duge sang loc dé lién két ICOS tir khi Cynomolgus va
ngudi. Mudi hai mau c6 kha ning tao dong lai, giai trinh ty, phat trién va duge tinh ché
v6i lugng da cho céc nghién ciru chirc néng. Tht ca déu dugc thir nghiém vé cac dic tinh
lién két st dung BIAcore. Hai miu dugc xc dinh 1a khong lién két/rét yéu. Mudi mAb da
dugc tinh ché duoc thir nghiém bing phén tich chirc ndng “chii van”. Bén mAb chi van tt
nhét (duoc ky hidu 14 422.2,279.1, 314.8 va 88.2 trong Bang 5 dudi day), cén ctr vao kha
niang cam Ung sy ting sinh té bao T va su san sinh xytokin [FN-y trong tat ca nhitng ngudi
cho khée manh, dugc chon va dugc tao ra dudi dang thé kham IgG1 ngudi. Trinh ty CDR
cia cac mau 314.8, 88.2, 92.17, 145.1, va 53.3 duoc thé hién v6i mAb ICOS khac trong
PCT/EP2012/055735 (WO 2012/131004).

Ving bién dbi chudi nang dbi véi dong 88.2 1a SEQ ID NO:13 dugc thé hién dudi
day :
QVQLQQPGAELVRPGASVKLSCKASGYSFTSYWINWVKQRPGQGLEWIGNIYPS
DSYTNYNQMFKDKATLTVDKSSNTAYMQLTSPTSEDSAVYYCTRWNLSYYFDN
NYYLDYWGQGTTLTVSS (SEQ ID NO:13)

Viing bién ddi chudi nhe di véi dong 88.2 1a SEQ ID NO:14 dugc thé hién duéi
day:
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QAVVTQEMUSITSPGETVTLTCRSSTGAVTTSNYANWVQEKPDHLFTGLIGGTN
NRAPGVPARFSGSLIGDKAALTITGAQTEDEAIYFCALWYNNHLVFGGGTKLTV

L (SEQ ID NO:14)

Bang 5: Sy canh tranh va lién két mAb ICOS

mAb Biacore tir | Biacore CD28/ Uc ché Canh Canh
‘. CTLA4 A 1A tranh tranh
I\C OS X newot eyno x-phan lién ket chéng lai chéng lai
Dong so (nM) (nM) ime ICOS-L 3148 1214
53.3 30,4 19,7 - ++ + +
88.2 31 23 - + + +
92.17 27,5 18,8 - ++ + +
145.1 49,5 43,5 - ++ + +
314.8 17 9,3 - +++ + +
121.4 15 58 - - -+ - [+
202.24 46 19 - + + +
279.1 39 33 - + + +
293.1 7,6 10 - ++ + +
422.2 5,7 4,46 - ++ ++ +

T4m trong sb céc lién két ICOS tét nhit dugc thir nghiém vé sy san xuft IFN-y va
su ting sinh t bao T bing cach st dung thir nghiém trén co s& té bao theo thiét két ting
lidu dbi véi cac dbi chimg IgG1 va EPR7114 & chudt. Trén co s& cac thir nghiém nay, dong

duoc ky hiéu 1a 422.2 duge chon dé nhan héa. Xem Fig. 1 va 2.
Vi du 3: Nhan hoa khang thé
(Céac) quy trinh thr nghiém
Thu hdi gen bién ddi ctia khang thé tir mARN va tao khang thé kham Fc thé dai
Toan bd ARN dugc tinh ché tir hat té bao lai nho 422.2, duge phién ma ngwoc dé

tao ra cCADN ma tir 6 san phim gen bién ddi, khoang 400bp, dugc phan 14p bang PCR va

duoc tinh ché bang dién di trén gel agaroza.

Cé4c manh ving bién d6i da dugc tinh ché dugc tao dong trong céc vecto pTTS5 chira
ving hing dinh IgG1 tr ngudi hodc ving hing dinh Kappa tir ngudi va duoc bién nap vao
té bao thAm quyén DH5a. Cac cum khuén lac dugc thu gom va dugc sir dung dé cdy chuyén
ampicillin chira L-broth. Plasmit ADN dugc phén lap tir méi truong nudi cdy bang céch sir

dung kit didu ché nhd QuickLyse. Cac gen bién ddi chudi ning va chudi nhe dugc giai trinh
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tur va dit liéu trinh tu duge ddng chinh thong tin dé xac dinh trinh tw gen bién d6i chudi

ning va chudi nhe.
Tao dong khang thé kham 422.2 duge tdi wu don vi ma

Trinh ty protein vung bién ddi cua chudt trudng thanh duge dich ma nguge vao
AND, sau d6 duoc téi wu don vi ma. Sau d6, trinh ty Vi va Vi dugc bién ddi dé bao gdm
nam vung khéi d4u khong duge dich ma duge wu tién va céc vi tri tao dong dugc uvu tién &
mdi diu. Trinh tu Vu dugc 1am thich tmg dugc tao cAu tric de novo str dung phuong phap
trén ¢ sd PCR va oligonucleotit c6 phén tring 13p sau d6 dugc ghép vao IgG1 Fe tir ngudi
thé dai hodc hIgG1 bét hoat Fe (L235A, G237A) hoic higG4 duge lam 6n dinh ving ban
18 (S228P, L235E) (IgG4PE) c6 mit trong vecto pTT. Trinh ty Vi duge lam thich ng
duoc tao cAu tric de novo str dung phuong phéap trén c6 s PCR va oligonucleotit c6 phén

trung 13p sau d6 dugc ghép vao ving hang dinh kappa c¢6 mit trong vecto pTTS.

Plasmit pTT thu dugc dugc sir dung trong qué trinh chuyén nhiém HEK dé tao ra
khang thé kham.

Nhan héa ving bién dbi cia 422.2

Mau gen bién dbi tir ngudi (V) duge chon dé nhéan héa 422.2 bang céch tra ciru co
s& dit lidu chudi ning va chudi nhe dong mam tir ngudi thich hop voi ving 422.2 V bi che
CDR bang cach sir dung BLASTP. IGHV1-69 va IGKV3-11 dugc chon tir BLASTP dinh
1am mAu khung gen V @& nhan hoa 422.2. Gen ndi (J) dong mam IGHJ6 va IGKJ2 tir ngudi
duoc chon dé nhan hoa 422.2.

Su khéac nhau vé gbc giita gen dong mam tir ngudi duge chon va trinh tu 422.2 duge
xé4c dinh dé hd tro viéc chon lwa dot bién nguogc (dot bién dugc tao ra dé thay d6i géc cua
khung diic hidu tir ngudi déi véi gbe & chudt). Séu bién thd VH duge nhan héa va sau bién
thé VL dugc nhan hoéa dugc tao ra, duge tdi wu hoa don vi ma va sau d6 duge bién d6i dé
bao gdm su kéo dai 5’ va 3’ dugc vu tién. Trinh tu ving bién ddi da duge 1am thich ung
dugc tao cAu triic de novo bing cach sir dung phuong phép trén co s& PCR va oligonucleotit

co phﬁn tring 1dp sau do6 14n luot duge tao dong vao vecto pTT.

Plasmit pTT thu dugc dugce st dung trong qud trinh chuyén nhiém HEK dé tao ra
khang thé duoc nhan héa. Té bao huyén phit HEK2936E duge dém va dugc pha lodng dén

1,5x106 t& bao/mL dén 2x10° t& bao/mL sir dung méi trudng biéu hién Freestyle 293 dugc
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bd sung Genticin 0,05% va d6i v6i mot sb thi nghiém duge bd sung pluronic F68 1%. ADN
va chét chuyén nhiém (Gemini hodc 293-Fectin) dugc bd sung vao OptiMEM va dugc lam
ddng nhét mot cach ky ludng trude khi 0 trong 20 dén 30 phit & nhiét d trong phong.
Phirc hgp ADN-lipit sau d6 dugc két hop voi huyén phu té bao va cac té bao di dugc
chuyén nhiém duge & § 37°C, 5% CO2, 125 vong/phit. D5i v6i mot s6 mau chuyén nhiém,
trypton (moi trudng biéu hién Freestyle 293 dugc bd sung pluronic F68 1% va 20% casein
tryptone trong luong/thé tich) dugc bd sung vao mdi mau chuyén nhiém 24 dén 48 gio sau
khi chuyén nhi®m. Huy2n phu té bao da dugc chuyén nhiém dugc G trong 5 dén 8 ngay cho
dén khi t& bao c¢6 thé sdng con dudi 60%, sau d6 dugce ly tim (phu thude cdu trac). Dich
ndi bé mat duge thu gom va dugc loc.

Khang thé dugc tinh ché bang cach cho dich ndi bé mit di qua cot ImL HiTrap
protein A HP d& bt giit khang thé, rira cot bing 10mL PBS va rira gidi bang SmL IgG
Elute (Pierce, 21009). Protein d4 dugc tinh ché dugc trao d6i dém vao PBS bang cach sir
dung thiét bi Millipore Centricon® Centrifugal Filter Units (cét 30K) va duoc dinh luong
trén quang phé ké Nandrop.

KET QUA
Plasmit biéu hién duoc thiét ké

Trinh tu gen bién ddi ctia khéng thé & chudt cia dong té bao lai 422.2 dugc thu hdi
va trinh tu 14 SEQ ID NO: 19 va 20 dugc thé hién dudi ddy, 1an lugt dwgc mo ta trong Fig.
8.

422 HC

QVQLQQSGPELVRPGESVKISCMGSGYTFTDYAMHW VKQSHAKSLEWIGLISIY
SDHTNYNQKFQGKATMTVDKSSSTAYMELARLTSEDSAIY YCGRNNYGNYGW
YFDVWGAGTTVTVSS (SEQ ID NO:19)

422 1L.C

ENVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVSYMHWYQQKSITSPKLWIYDTSKLAS
GVPGRFSGSGSGNSYSLTISSMEAEDVATYYCFQGSGYPYTFGGGTKLEIKR
(SEQ ID NO:20)

Viéc tao dong ving bién dbi dugc thu hdi vao vecto pTT5 da chon tao ra plasmit

mi héa trinh tu kham chudi nhe cta 422.2 va trinh ty kham chudi ning trén higG1 Fc thé
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dai, hIgG1 dugc lam bat hoat Fc (L235A/G237A, phuong phép danh s6 EU) hodc hIgG4
PE (S228P/L235E, phuong phép danh s EU). Khang thé kham duoc sir dung dé x4c dinh

chirc ning ctia ving V & chudt duogc tao dong va dé xac dinh isotyp thich hop nhét.

Viéc thibt ké plasmit biéu hién pTT & dong vat c6 v ma héa chudi ning va chudi

nhe clia cac bién thé dugc nhan hoa cia 422.2 da dugc thyc hién mot cach thanh cong.
Biéu hién, tinh ché va xé4c dinh H2L5 hIgG4PE

Trinh ty protein truéng thanh ctia H2L5 hIgG4PE con bao gdm viéc dénh déu bo
sung nhu trong Fig. 9. Trinh ty ADN clia ving ma hoa cta chudi nang va chudi nhe H2L5
hIgG4PE con dugc mo ta trong Fig. 10 va 11.

Vi du 4: Phén tich chirc ndng H2L5
Lién két thy thé Fc

Khang thé dugc nhan héa H2L5 duge bién ddi tir isotyp IgG1 tir ngudi thanh isotyp
TG4 tir ngudi duge bién dbi két hop v6i dot bién S228P, L235E (danh sb theo EU) @&
ngin ngira manh lién két khang nguyén (Fab). IgG4PE tir nguoi dugc chon trén IgGl tir
ngudi vi nd 1am gidm lién két ctia mADb véi thu thé Fey hoat héa va Clq, do do, lam giam
kha ning cam (g suy giam té bao duong véi ICOS béi dc tinh té bao phu thude khing
thd (ADCC) hodc doc tinh t& bo phu thude b thé (CDC) ctia mAb. Ngoai ra, [gG4PE tir
ngudi (S228P, L235E) vén lién két voi FeyRIIb (thu thé Fey G ché). Sy tuong tac véi
FeyRIIb c6 thé 1a gi6i han dbi véi hoat tinh chii van ctia khang thé ICOS bang cach gitip
khang thé ny tao ra lién két chéo. Su twong tac v6i FeyRIIb dugce xac dinh 1a gi6i han d6i
v6i hoat tinh chit van ciia khang thé diéu hoa mién dich khac huéng dich ho thy thé TNF-
a cling nhu CD28 (Bartholomaeus P et al., “Cell contact-dependent priming and Fc
interaction with CD32+ immune cells contribute to the TGN1412-triggered cytokine
response.” J. Immunol., 192(5); 2091-8 (2014)).

IgG4PE tir ngudi con duge xac dinh 1a 1am gidm lién két ctia mADb véi thu thé Fey
hoat héa (FcyRI, FeyRIla va FeyRIlla) va Clq, do d6 lam gidm kha néng cam Ung suy
giam té bao duong véi ICOS béi doc tinh t& bao phu thude khéng thé (ADCC) hoge doe
tinh té bao phu thudc bd thé (CDC) ciia mAb. Ngoai ra, IgG4PE tir ngudi (S228P, L235E)
vin lién két v6i FeyRIIb (chét e chéy Fey thu thé) (Bang 6).
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khéi ddu & dang khang thé hIgG1 hoic hIgG4PE.

Bang 6: Ai luc tiéu biéu cia khang thé ICOS khéi dau dugc nhan héa, & dang higG1 hodc

hIgG4PE, v6i thu thé Fey tir ngudi

FeyR FcyR

7 For1 |01 s Ma | g Rmb |1MIa Il

Khéng thé viss | F158

KD (M) | KD (aM) |KD @M) |KD @M) | KD (nM) 51]134)

o2 ks g6l 1608|405 662 1340|281 862
422 H2L5

hIgG4PE (H2L5 | 645 NB 2500 1470 | NB NB
IoG4PE)

NB = khong lién két.
Quy trinh thir nghiém
Pénh gia chtrc ning ctia bién thé dugc nhan héa 422.2

P& nhan héa bén khang thé chi van ICOS tiém ning, thé kham ngudi-chudt, ma la
thé dung hop ving V clia chudt va phin Fc IgG1 tr ngudi, dugc tao ra. Bén khang thé
kham nay dugc thir nghiém trong thtr nghiém hoat héa PBMC toan phén tir nguoi & dang
ghn két dia. Thé kham khang ICOS 422.2 thé hién hoat tinh chi van tot nht trong thir
nghiém hoat héa gén két PBMC. Két hop véi dit lidu lién két va dc tinh sinh 1y, dong
422.2 dugc chon d& nhan hoa. Bén bién thé 422.2 dugc nhan hoa duge chon trén co s6 lién
két ICOS va dic tinh sinh 1y (422.2 H2L0, H2L5, HSLO va H5LS) va dugc kiém tra trong
thir nghiém hoat héa gén két PBMC tir nguoi. Bién thé H2L5 da chimg to sy hoat hoa té
bao T tuong duong hogc tét hon nhu dugce xéc dinh boi sy san sinh xytokin so véi bién thé
khéc (Fig. 3).

Ving bién ddi chudi ning (Vi) va chudi ning truéng thanh ctia bién thé H5 lan luot

1a SEQ ID NO:15 va 16 dugc thé hién duéi day.
H5 VH

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTFTDYAMHWVRQAPGQGLEWIGLISI
YSDHTNYNQKFQGRATMTVDKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCGRNNYGNYG
WYFDVWGQGTTVTVSS (SEQ ID NO:15)

-91-



- 31708

Chudi ning H5 truéng thanh

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTFTDYAMHWVRQAPGQGLEWIGLISI

YSDHTNYNQKFQGRATMTVDKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCGRNNYGNYG

WYFDVWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVT
VSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTK
VDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD

VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGK
EYKCKVSNKALPAPIEK TISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGF

YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCS

VMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO:16)

Ving bién dbi chudi nhe (Vi) va chudi nhe truéng thanh ciia bién thé L0 1an lugt 12
SEQ ID NO:17 va 18 duoc thé hién duéi day.

LO VL

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCSASSSVSYMHWYQQKPGQAPRLLIYDTSKLASG
IPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCFQGSGYPYTFGQGTKLEIK (SEQ ID
NO:17)

Chudi nhe L0 trudng thanh

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCSASSSVSYMHWYQQKPGQAPRLLIYDTSKLASG
IPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCFQGSGYPYTFGQGTKLEIKRTVAAPS
VFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDS
KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SEQ 1D
NO:18)

Lua chon IgG4[PE] lam isotyp

422 H2L5 IgG1 dugce thtr nghiém tiép trong cac thir nghiém hoat héa PBMC toan
phén & dang hoa tan. Dang hoa tan ndy c6 thé thich hop hon dbi véi cac diéu kién in vivo
vi thir nghiém PBMC toan ph?m chira té bao bach huyét, bach ciu don nhan va té bao mién
dich khac trong cung mot 18. Tuy nhién, 422 H2L5 IgG1 mAb thé hién mét cach dn dinh
viée giam ty 16 sdng s6t ctia quan thé t€ bao T ma thudng lam suy gidm té bao T. Két qua
nay duogc quan sat v6i cac mirc dd khac nhau ¢ 11 ngudi cho khée manh ma duge thir

nghiém va ndi bat & té bao T CD4+ hon & té bao T CD8+. Ngugc lai, khang thé 422 H2L5
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khong c6 sy gidm déng ké vé ty 18 séng sot cia té bao T khi dugc biéu hién dudi dang
[gG4[PE] hoic isotyp bét hoat Fe, didu nay cho thdy ring viéc giam tj 1¢ song sot c6 thé
1a do dc tinh té bao phu thudc khéng thé qua trung gian FeyR (ADCC) (Fig. 4).

Dép ung liéu cua H2L5 hIgG4PE trong thir nghiém hoat héa té bao T CD4+

Dé xéc dinh tac dung hoat hoa té bao T ctia H2L5 hIgG4PE, diu tién, té bao T CD4+
nguyén thuy tir nguoi dugc kich thich so bd bing dia dugc gén két khang thé khang CD3
(1ug/ml) / khang CD28 (3pg/ml) trong 48 gid dé cam ng mirc thy th8 ICOS trén bé mit
ctia quin thé t& bao hiéu luc T, sau d6 l1a tai kich thich bing DynaBeads khang CD3 va
H2L5 hIgG4PE. Budng cong dap (ng lidu 10 didm dugc tao ra bing cach xtt ly té bao T
CD4+ duoc kich thich so b bing chudi cac ndng 6 H2L5 hIgG4PE gén két hodc tan véi
su ¢6 mit cia hat DynaBead khang CD3. Két qua cho thy ring ca H2L5 hIgG4PE gin két
va tan déu gia ting mirc san sinh xytokin IFN-y va TNF-o theo cach phu thudc lidu trong
hai ngudi cho khée manh riéng biét (Fig. 5). Phén tich diéu chinh dudng cong dép Gmg lidu
dwoc thue hién dé tao ra gid tri EC50. Pang cht ¥ 1, viée diéu tri bing H2L5 hIgG4PE
cam rng xytokin cao hon mét cach dang k& khi khang thé dugc cb dinh trén dia, ngugc lai
véi viee duge bd sung & dang protein tan vao dich ndi bé mit ctia moi trudng nudi chy té

bao T.
Thir nghiém chirc ning cia H2L5 hIgG4PE trong thir nghiém hoat hoa PBMC tan tir nguoi

P& kiém tra chirc nang ctia H2L 5 hIgG4PE trong moi trudng nudi cly ex vivo PBMC
toan phan tir nguoi, PBMC tir nguoi cho khée manh dugce chuén bi véi dia dugc gén két
khang thé khang CD3 va khang CD28 trong 48 gio, sau do la xir ly H2L5 hIgG4PE tan véi
su ¢6 mit ciia hat Dynabead khang CD3 (ty 1€ hat:té bao = 1:1) trong 3,5 ngdy. Sy san sinh
xytokin va biéu hién té bao T Granzyme B dugc kiém tra theo cac chi bao chirc cia chirc
ning té bao T. Két qua tir 3 ngudi cho duge thé hién vén tit trong Fig. 6, ma cung chp bing
chimg dé goi y ring H2L5 hIgG4PE cam tng su ting sinh, su sdn sinh xytokin va gia ting
kha nidng gdy doc té bao & cac PBMC dugc hoat héa tir ngudi cho khée manh (Fig. 6).

Hoat tinh ICOS mAb ddi vé6i cac PBMC dugc kich thich so bd tir nguoi

Hoat tinh ctia H2L5 hIgG4PE duoc danh gia trong thir nghi¢m kich thich so bd '
PBMC trong d6 PBMC duge kich thich so bd bing dfa duge gén két khang thé khang CD3
(dong OKT3, 1ug/mL) va khang CD28 (dong CD28.2, 3pg/mL) trong 48 gid. Tiép theo,
@8 xac dinh didu kién kich thich so b t6i wu, hat Dynabead CD3 va hat Dynabead
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CD3/CD28 tir ngudi (ThermoFisher) véi cac ty 1€ hat so véi té bao khac nhau dugc st
dung dé kich thich so bd PBMC. Sau 48h kich thich so b9, té bao duoc léy va hat duogc loai
b6 biing tir tinh truéce khi tai kich thich bing hat Dynabead khang CD3 (ty 1€ hat so voi té
bao = 1:1) véi su c6 mit hodc khong ¢6 mit cia ICOS mAb tan. ICOS mAb chu van H2L5
hIgG4PE gy cam tng IFNy so véi mAu déi chimg isotyp dudi tét ca cac diéu kién kich
thich so b dugc kiém tra; tuy nhién, cudng d6 sén sinh IFNy ty 1€ nghich véi d manh cia

kich thich so bo.
Vi du 5 — DAu 4n hoat héa té bao T
'Phuong phép

Su thay dbi diém ding chirc ning phu thudce ndng dd dugc danh gid bang céach xtr
Iy cic PBMC tir ngudi khoe manh bing H2L5 hIgG4PE da duge lam bat dong & nong do
ndm trong khoang tir 0,1pg/mL dén 100pg/mL ddng thoi voi viée didu tri bang khang thé
khang CD3 & 0,6pg/mL. Sy thay déi v& muc biéu hién déu 4n hoat héa bé mit té bao T
CD69, 0X40 va CD25 duge danh gia bing phwong phap dém té bao theo dong va duoc
xem la thuéc do cia sy hoat héa té bao T. Sy ting sinh té bao T dugc xéac dinh bdi su thay
dbi v& viéc nhudm mau hat nhan Ki67. Sy thay ddi vé& mirc xytokin Th1, Th2 va Th17 dugc
d4nh gi4 trén nén tang MSD dap tng véi viée diéu tri bang H2L5 hIgG4PE trong su c6
miit ctia thé tiép hop CD3. Céc thoi didm sau didu tri 24 va 48 gioy duge chon dé dam bao
dat dugc ca nhitng thay ddi xytokin & thoi didm ban dau ciing nhu nhitng thay d6i vé su

tang sinh ma chu yéu dugc thong béo 13 & cc thdi diém sau do.
Chuén bi thir nghiém
Phén 14p té bao don nhan méu ngoai vi (PBMC) tir ngudi

Méu toan phén duge thu gom tir ngudi cho khde manh bing 6ng tiém dugc phu
natri heparin 16ng (Sagent ndng d6 cudi 10 IU/mL) va sau d6 duge pha loang 1:1 bang
dung dich nuéc mudi duge dém phosphat (PBS). Mau da duoc pha loang (35ml) duge phén
16p trén mit trén ca 15ml moi trudng gradien mat do Ficoll (GE Healthcare) va dugce ly
tam & 1200 x g trong 20 phit & nhiét do trong phong (RT) ma khong can ham. Lép & bao
duoc tao don nhan mau tring dugc chuyén mot cach cin than vao 6ng mai c6 dung tich
50ml. Thé tich twong dwong ctia PBS dugc bd sung vao dng va duoc ly thm & 400 x g trong
5 phut 6 RT. PBMC duogc rira mot 14n bing PBS va dugc ly tim nhu da duge mé td. PBMC
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duogc tao huyén phi lai trong 50ml moi trudong AIM-V. Té bao duge dém bing cach st

dung thiét bj dém té bao Vi-Cell va may phan tich ty 1& séng s6t (BeckmanCoulter).
Phu khang thé

Khang thé khang CD3 tir ngudi duoc pha lodng trong dung dich dém phu dén ndéng
d6 cudi 1a 0,6pg/mL. 100pL khang thé da pha lodng dugc pht trén dia day phang, 96 15
qua dém & 4°C. Ngay tiép theo, dung dich gbc chtra 10,lmg H2L5 hIgG4PE va 7,9mg
khang thé ddi chimg isotyp IgG4 PE khang RSV duogc pha lodng theo ddy véi ty 1¢ 1:2
trong dung dich dém phu dé tao ra ndng d6 khang thé cudi nim trong khoang tir 100 dén
14 0,1pg/mL. 100pL khang thé da pha lodng duoc phii 1én dia da duge phi khang thé khang
CD3 trong 4 gio' & nhiét d0 trong phong.

Quy trinh thr nghiém
Thir nghiém hoat héa PBMC tlr nguoi

H2L5 hIgG4PE dugc kiém tra trong thir nghiém hoat héa PBMC tir ngudi, trong d6
su gén két TCR thong qua su ddng kich thich khéng thé khang CD3 va ICOS bing H2L5
hIgG4PE xay ra ddng thoi, va tic dung hoat héa dugc theo ddi & 24 va 48 gio sau khi hoat
héa. Thir nghiém nay dugc lap lai bbn 14n (n=4) v6i mau tir bén ngudi cho khic nhau. Hai
trdm (200)pL PBMC (1x106 té bao/mL) trong mdi trudng AIM-V duge bd sung vao cac 16
duge phu khang thé khang CD3 vdi cic nong d6 miu dbi ching isotyp H2L5 hIgG4PE
hodc IgG4 khéc nhau. Ba ban sao dugc bao g@)m trong mdi diéu kién thir nghiém. Céc
PBMC dugc nudi cdy & 37°C va 5% CO2 trong cic thoi gian khac nhau nhu dugc chi dinh
trén ddy. Dich ndi b& mit dugc thu gom & thoi diém 24 va 48h va sau d6 dugc cét gift & -
80°C dé phan tich xytokin dugc tiét trén nén MSD. Té bao duoc chuyén vao dia 96 15 sau
& ca 24 va 48 gio va dugce rira hai lan béng Iml dung dich d¢m nhud¢m FACS dugc nhudm
khéng thé duoc lién két chit huynh quang hodc cdc méu dbi chimg isotyp.

Nhudm mau bé mit té bao

Piu tién, t& bao duge nhudm bing 100uL thude nhudm cb dinh ty 16 séng s6t eFluor
506 dugc pha lodng so bd 1:1000 trong PBS trong 30 phut trong béng téi & 4°C. Té bao
duoc rira va sau d6 duge i v6i khang thé phat hién dé diu 4n b& mat t bao dwgc lién két
v6i cac chit huynh quang khac nhau trén d4 trong 30 phat. Viéc nhuém mau sau dé véi

khéng thé bé mjt t€ bao, cac mau khong dugc nhudém dau an ndi bao dugc rira mot lan
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b%mg dung dich dém nhudm mau FACS trong nuéc da trude khi dugce chay trén thiét bi

dém té bao theo dong FACS Canto II.

Nang suét thiét bi dém té bao dugc danh gid mot cach thich hop hang ngay bing
cach str dung hat Cytometer Set-up and Tracking. Sy hiéu chinh dugc thyc hién bang cach
st dung kit sit dung hat AbC khang chuft ma dugc nhudm riéng r& bing khang thé phat
hién duoc lién két véi mbi chét huynh quang. Céc mau duoc chay va s6 liéu thu dugc sau
khi thiét 14p hidu chinh mot cach thich hgp dugc x4c dinh bing hdn hop cia hat dwge mo
ta trén day.

Nhudm mau ndi bao cho Foxp3 va Ki67

Sau khi nhudm mau bé mat té bao, té bao dugc ¢ dinh va duoc thAm dé nhudém
mau diu 4n nodi bao. St dung bo dung dich dém yéu tb phién mé, dung dich dém cb
dinh/thAm dugc chuén bi bang cach pha lodng dung dich nay vdi ty 1& 1:3 trong dung dich
dém pha loadng. Dung dich dém thAm rtra (Perm Wash Buffer) dugc chudn bi bing cach
pha lodng dung dich gbe dém 5X thAm/rira trong nuée khir khoang. Mot (1)ml dung dich
dém cb dinh/thz“'tm duoc bd sung vao mdi mau, va ngay sau d6 cac dia dugc 1ic trén thiét
bi lic. Pia dugc G trong bong ti & 4°C trong 45 phit. Sau khi ly tdm, Iml dung dich dém
thAm/rira dugc bd sung vao, va dia dugc tron va dugc ly tim dbi véi ca hai mAu rira. Hon
dich ndi bao duge chuin bi véi khéng thé chi ddu. 100uL khang thé ndi bao duge bd sung
vio thich hop mau, va dia dugc i trong bong ti & 4°C trong 30 phut. Mau dugc rira hai
14n bing 1ml dung dich dém thdm/rtra, dwgc tao huyén phu lai trong 250pL dung dich dém
dong va dugc chay trén thiét bi dém té bao theo dong FACS Canto IL.

Thir nghiém xytokin HUMAN Special Order 9-Plex

Murc xytokin duge xac dinh bang cach sir dung kit MSD HUMAN Special Order 9-
Plex. MAu va mAu hiéu chuén dugc pha lodng trong dung dich pha loang Diluent 43. Mau
duge pha lodng 1:10 cho thtt nghiém 9-plex va 1:200 cho thir nghi¢m IFNy d& duge mo ta
trong 0,250uL dung dich pha lodng dugc bd sung vao mdi khoang trong s6 hai khoang ctia
mAu hiéu chun. Sau khi lic, mau hiéu chuén duoc U trén d4 trong it nhit 5 phat. Hai trim
(200)uL m3i mAu trong mdy do dugc bd sung vao 400uL dung dich pha lodng dé tao ra
ndng do dinh cia mAu hiéu chudn, va chudi cdc dung dich pha lodng theo ty 1¢ 1:4 dugc sir
dung d& chuén bi 6 miu dung dich pha lodng hiéu chuén khac. Dung dich pha lodng 43

(Diluent 43) dugc st dung lam nén dia. 50uL mAu pha lodng (ba mau giéng nhau) va mau
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hiéu chudn (hai bd gidng nhau) dugc bd sung vao plat MSD. Dia dugc gén kin va duoc 0
& RT ddng thoi lic trong 2 gid. Dia duge rira 3 14n bing 150pL dung dich dém rira MSD
dugc pha loang tur kit. Déi v6i mbi dia, dung dich khéang thé phéat hién dugce chuén bi b%mg
cach két hop 60puL mdi trong s6 9 khang thé phét hién duoc pha lodng dén 3mL véi dung
dich pha logang 3. Sau khi bd sung 25uL dung dich khéng thé phat hién, dia dugc gén kin
va duoc U & nhiét do trong phong, trong bong tbi, kém lic trong 2 gid. Pia duge rita nhu
trén day. 150uL 2x dung dich dém dé doc (Read Buffer) dugc bd sung vao dia, va ching

dugc doc trén QuickPlex.
Thir nghiém xytokin IFNy tir nguoi

M3u va mau hiéu chudn duoc pha logng trong dung dich pha loang 2. Iml dung dich
pha lodng duge bd sung vao mAu hiéu chudn. Sau khi lic, mau hiéu chuan dugc  trén da
trong 5 phut. P4y 1a miu higu chuén 1. Chudi cac dung dich pha lodng theo ty 1& 1:4 dugc
sit dung dé chudn bi 6 mau dung dich pha logng hiéu chuén khac. Dung dich pha lodng 2
dugc st dung 1am nén dia. Nam muoi (50) uL mAu pha loding (ba mAu) va mau hiéu chuan
(hai mau) duge bd sung vao dia MSD. Pia dugc gén kin va duoc 0 & RT kém lic trong
2 gio. Pia duge rua 3 l4n bing 150uL dung dich dém rira MSD dugc pha lodng tir kit.
Dung dich khéng thé phat hién duoc diéu ché trong dung dich pha lodng 3. DPéi véi mbi
dia, 60uL mdi khang thé phat hién duoc bb sung vao dung dich pha loang cho tdng 3ml
thuc thir phat hién. Sau khi bd sung 25uL khang thé phat hién, dia dugc gin kin va dugc
U & nhiét do trong phong, trong bong tb1, kém lic trong 2 gio. Pia dugc rira 3 1an. Dung

dich dém dé doc duoc bd sung vao dia va ching dugc doc trén QuickPlex.
Phan tich s6 liéu
Xytokin va phén tich sb liéu dém té bao theo dong

Két qua thir nghiém xytokin MSD duqc. phan tich bing cach sir dung phin mém
MSD Discovery Workbench, phién ban 4.0 (Meso-Scale), Microsoft Excel, va Graphpad
Prism. Dit liéu dém té bao theo dong dugc phan tich bing DIVA, va cic gi4 tri duge dung
@b thi theo phan mém GraphPad Prism.
Phén tich phtt hgp dudng cong déap ung liéu khéng thé

Dit liéu dap tng lidu duge dua vao phin mém GraphPad Prism va dugc chuyén

dang thanh thang logarit. Pap ung lidu chét cht vAn v6i cdc mod hinh d déc khac nhau
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dwoc sir dung d& phén tich s liéu va tao ra gid trj EC50. Cong thirc phit hop dugc thé hién

dudi day:
Y= D4y + (Pinh-Pay)/(1+10"((LogEC50-X)*Dd dbc))
Phén tich thong ké

Su khac nhau giita gia tri cia H2L5 hIgG4PE va méu dbi chung khang thé isotyp
trong nghién ctru tang sinh dugc phén tich v& ¥ nghia thdng ké bang thir nghiém t bét cip
doi cta Student.

Két qua
Danh gia sy thay dbi xytokin bdi H2LS hIgG4PE

Viéc xtt ly PBMC bing H2L5 hIgG4PE dugc lam bt dong véi su c6 mit clia khang
thé khang CD3 giy ra sy tiét, vai cac mirc d khac nhau, ctia xytokin Th1 nhu IFNy,TNFo,
xytokin Th2, IL-6 va IL-10, cling nhu xytokin Th17 IL-17a theo cach phu thudc ndng do.
Céac xytokin khéc duge xac dinh nhu IL-4, IL-5 va IL-13 ciling thé hién muc dap tng phy
thudc ndng d6 thdp hon véi sy kich thich H2L5 hIgG4PE. K&t qua tir bdn ngudi cho riéng
r& duge thé hién vén tit trong Bang 7.

Panh gi4 chirc ning ciia hoat tinh H2L5 hIgG4PE trén déu 4n bé mit té bao cta sy hoat
héa té bao T bang phuong phap dém té bao theo dong

Viéc xt Iy H2LS hIgG4PE bang su kich thich ddng thoi CD3 trong PBMC tir ngudi
khong dugc hoat héa (n=4 ngudi cho) cam g sy thay dbi dang ké v& dau 4n hoat hoa té
bao T (Bang 7 va 8)). Su ting nhanh vé té bao T CD8 va CD4 dwong tinh v6i CD25 va
OX40 dugc quan st trong mau duge xtt ly H2L5 hIgG4PE khi so sénh véi mAu dbi chimg
isotyp IgG4 tir nguoi. Phan trim t& bao T CD4 va CD8 duong tinh véi CD69 ciing duoc
gia ting & thoi diém 24 va 48 h theo cach phy thudc ndng do.

Xéc dinh dic trung cia tdc dung cuia H2L5 hIgG4PE d6i véi tang sinh té bao T

Viée xir Iy H2LS hIgG4PE duoc 1am bit dong bing sw hoat héa CD3 ddng thoi tao
ra su gia tang phu thudc ndng dd & ca su ting sinh té bao T CD4 va CD8 (n=6 ngudi cho)
nhu duge x4c dinh bing cach nhudém mau ndi bao Ki67 (Bang 8). H2L5 hIgG4PE ciing gia
ting sy ting sinh té bao T diéu hoa CD4+CD25+Foxp3+ theo cach phu thudc ndng do
nhung & mirc thdp hon mitc quan st dugc véi toan bd té bao T CD4 va CD8. Viéc gia ting
su tang sinh té bao T bing H2L5 hIgG4PE chi quan sét dugc & thoi diém 48 h. Sy tang
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sinh gia tang ctia té bao T didu hoa 12 khong dang ké, trong khi sy gia tdng phu thude ndng
d6 dbi véi vide tang sinh té bao CD4+ (p< 0,05 di véi cac ndng do 16n hon 0,4ug/mL
H2L5 hIgG4PE) va té bao T CD8+ (p < 0,05 dbi véi cac ndng d6 ndm trong khoang 0,2 va
1,6pg/mL) 1a dang ké (xem Bang 7).

Béng 7. Gia tri ECS0 (pg/mL) tir tht ca cac didm cudi chic ning dbi voi H2L5
hIgG4PE trong thir nghiém hoat héa PBMC tir ngudi.

Ngudi cho Ngudi cho Nguoi cho Ngudi cho
1136F50 185M45 1124F36 1149M52
24 gidy |48 giy [24 giv |48 gid | 24 giv |48 gid | 24 gio | 48 giv
IL-10 1,7 1,3 0,7 | 0,8 0,7 0,6 0,5 0,6
IFN-y 0,4 1,5 0,3 0,7 0,3 0,5 0,2 0,6
IL-17a 1,4 1,6 0,8 1,1 0,6 0,8 0,7 1,0
IL-6 0,7 1,1 0,7 | 08 NA NA 0,2 0,3
TNF-a NA 03] NA | 05 NA 0,3 NA 0,2
CD4+CD69+ 0,5 0,4 0,8 | NA L1 1,1 0,5 0,4
CD4+CD25+ 0,3 0,6 24 | 0,5 0,6 0,6 0,6 0,4
CD4+0X40+ 0,2 0,4 1,6 | NA 0,6 1,2 0,6 0,4
CD8+CD69+ 0,5 0,6 1,2 | 0,5 0,8 1,1 0,6 0,4
CD8+CD25+ 0,4 0,7 2 0,5 0,6 0,5 1,0 0,4
CD8+0X40+ 0,3 0,5 1,6 | NA 24 0,5 1,5 0,3
CD4+Ki67+ NT NT| NA | 06 NA 0,8 NA 0,5
CD8+Ki67+ NT NT| NA | 04 NA 0,7 NA 0,3

NA = khong phén tich (Gié tri EC50 khong chinh x4c do viéc phu hop dudng cong
kém).

NT = khong dugc kiém tra.
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Bang 8. Phén tram té bao T CD4 hoic CD8 duong tinh CD25, Foxp3 va Ki67 ¢ PBMC
ngudi sau khi kich thich bang H2L5 hIgG4PE trong sy ¢6 mit cta khang CD3 trong 48

gio
Nggg 'H2LA hlgG4PE Mau déi chimg isotyp Thie
Khé (% t& bao T CD4 hodic CD8 | (% té bao T CD4 hodc | nghiém
ang
2 ) CD8) T
thé
Ngudi | Nguoi | Nguoi | Nguoi | Nguoi | Nguoi o
pg/ml cho cho cho cho cho cho (gid tri
185M45 | 1124F36] 1149M52 | 185M45 [1124F36 [1149M52 | 7
0 10,2 3,8 6,1 10,2 3,8 6,1 0,415
0,1 12,4 4,2 7,6 8,6 3,6 6,6 0,220
0,2 11,8 4,5 9,8 8,5 3,2 7,1 0,054
0,4 14,3 5,2 11,3 8,6 3,4 7,4 0,076
% té 0,8 18,6 6,9 14,3 8,4 3,4 7,3 0,069
baoT | 16 21,4 7,5 15,9 71,7 3,8 72 0,095
Treg 3,1 20,8 7,9 15,0 10,4 3,9 7,1 0,058
CD4 6,3 18,7 8,3 14,7 10,3 3,6 8,3 0,026
12,5 20,2 7,6 15,1 9,6 4,0 8,1 0,072
25 19,5 7,6 13,9 11,5 5,1 8,3 0,079
50 20,0 7,9 13,3 9,6 5,0 9,7 0,143
100 18,7 7,9 13,3 11,5 5,6 8,8 0,080
0 72 1,2 2,3 7,2 1,2 2,3 0,693
0,1 9,6 1,5 2,9 6,1 0,9 2,1 0,219
0,2 9,0 2,1 4,4 5,0 0,9 2,4 0,098
0,4 11,9 3,9 7,5 6,8 1,0 2,7 0,025
% té 0,8 18,2 7,1 12,4 7,6 1,3 2,5 0,028
bao T | 1,6 19,5 8,9 15,9 5,4 0,8 32 0,024
Ki67+| 3.1 21,1 10,7 14,4 9,1 1,2 2,9 0,005
CD4 6,3 18,7 | 12,6 17,1 8,1 1,1 32 0,007
12,5 222 | 122 16,5 74 1,5 3,4 0,008
25 20,7 | 11,6 16,1 9,3 1,7 52 0,002
50 212 | 12,8 14,3 7,5 2,4 73 0,034
100 21,8 12,0 14,0 9.4 2,8 4,7 0,010
0 11,0 4.4 2,7 11,0 4,4 2,7 0,841
0,1 15,2 8,3 4,8 9,6 5,3 2,3 0,061
0,2 13,5 10,9 7,8 8,2 3,8 2,9 0,014
% té 0,4 174 | 144 11,3 10,1 3,4 4,3 0,023
baoT | 0,8 20,7 19,6 13,8 14,2 4,5 2,0 0,047
Ki67+| 1,6 222 | 22,8 16,1 10,7 4,0 3,7 0,025
CD8 3,1 21,8 | 267 13,6 14,5 4,4 3,0 0,099
6,3 202 | 29,8 16,0 10,8 3,3 5,0 0,103
12,5 21,7 | 296 15,6 10,7 4,1 3,4 0,074
25 20,0 | 287 14,6 10,4 6,1 5,0 0,084
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50 19,0 31,4 13,5 7,6 5,1 5,5 0,114
100 19,2 27,4 13,4 7,9 7,1 3,5 0,051
0 29,7 10,2 11,3 29,7 10,2 11,3 0,920

0,1 32,8 12,5 14,4 324 10,0 12,3 0,127
0,2 33,0 14,8 19,0 30,3 8,3 13,4 0,051
0,4 33,6 22,2 22,2 28,4 10,8 14,1 | 0,044
% té 0,8 37,0 26,3 26,3 36,7 8,5 14,4 0,191
bao 1,6 35,0 27,7 28,4 26,8 7,7 16,3 0,061
Ki67+ 3,1 38,3 30,2 27,2 33,9 9,6 17,4 0,135
Treg 6,3 33,9 32,5 26,1 36,7 8,7 16,5 0,315
12,5 37,3 36,8 26,2 31,2 15,1 17,2 0,125
25 36,3 33,0 28,6 33,3 13,7 28,1 0,326
50 37,7 33,6 24,2 32,9 21,1 29,5 0,518
100 40,1 35,8 28,6 36,3 21,5 26,4 0,216

Théo luan

R& rang 1a ICOS 1a quan trong d6i voi sy hoat hoa té bao T va su cdm Ung cla ca
xytokin Thl va Th2. Trong nghién ctru ndy, hoat tinh in vitro ctia H2L5 hIgG4PE (khang
thé chu van khang ICOS) da dugc chig to véi cac thude do sy hoat héa t€ bao T va su
cam tng xytokin khac nhau. Tt ca cac d4u 4n hoat héa té bao T dugce xac dinh, CD25 (thy
thé mach alpha IL-2), CD69 (d4u 4n hoat hoa s6m) va OX-40 (ddu 4n ddng kich thich)
duoc didu hoa tang khi xir Iy bing H2L5 hIgG4PE két hop vdi kich thich CD3. Trong sb
cac diu 4n hoat hoa duoc theo doi, phin trim té bao T biéu hién CD69 va 0X40 dugc gia
ting dang k& bing cach xtt Iy bing H2L5 hIgG4PE. CD69 la du 4n hoat hoa s6ém va do
do6 tac dung 1a vugt trdi trong céc mAu 24 h. CD25, d4u 4n hoat hoa té bao T quan trong
khic, dugc gia ting khi xr 1y bing H2L5 hIgG4PE & cé hai thdi diém, goi ¥ rdng H2L5
hIgG4PE déng vai trd quan trong trong viéc duy tri sy hoat hoa té bao T. Ki67 1a protein
hat nhan lién quan dén sy ting sinh té bao. Dit liéu dém té bao theo dong véi viéc nhudm
mau nodi bao Ki67 cho thiy ring H2L5 hIgG4PE da dugc 1am bat dong 1am gia ting mot
cach dang ké sy ting sinh ca té bao T CD4 va CD8 trong diu kién tiép hop TCR. Mic du
su tang sinh cua té bao T diéu hoa ciing dugc gia ting bdi H2L5 hIgG4PE, cac thay ddi 1a
khong c6 ¥ nghia thdng ké.

Té bao Th17 tir ngudi déng vai trd quan trong trong diéu hoa tinh mién dich chéng
khéi u [xem tai liéu: Nunez, S., et al., T helper type 17 cells contribute to anti-tumour

immunity and promote the recruitment of T helper type 1 cells to the tumour. Immunology
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2013; 139: 61-71]. CAc nghién ctru chi ra ring ICOS c6 lién quan dén su phét trién va chirc
ning Th17 tir ngudi [xem cc tai liéu: Kimura, A., et al., Regulator of Treg/Th17 balance.
Eur. J. Immunol. 2010; 40: 1830-1835; Paulos CM et al. The inducible costimulator
(ICOS) is critical for the development of human Th17 cells. Sci Transl Med. (2010) 2(55);
55ra78; Nelson, M. H., et al. The inducible costimulator augments Tc17 cell responses to
self and tumor tissue. J Immunol, 2015; 194: 1737-1747]. Déi véi viée danh gié chirc nang
hién hanh cia H2L5 hIgG4PE, phan 16n xytokin lién quan dén viém va dap tng mién dich
dugce xac dinh trong dich ndi bé mit ctia moi trudng nudi chy té bao sau khi kich thich
khéng thé khang CD3 va H2L5 hIgG4PE. H2L5 higG4PE gdy tiét manh xytokin Th1, IFN-
o va TNF-a va xytokin Th17, IL-17a, PBMC tlr nguoi, didu nay goi y ring H2L5 higG4PE
c¢6 thé dong vai trd quan trong trong dp Umg chéng khéi u. IL-6, cung v6i TGF-B, 1a
xytokin quan trong dé cam ung su phat trién ctia t& bao Th17 tir t& bao T nguyén ven.
Nguoc lai, [L-6 e ché sy biét hoa Treg dugc cam ung boi TGF-B [Kimura, A., 2010; Korn,
T., etal., IL-6 controls Th17 immunity in vivo by inhibiting the conversion of conventional
T cells into Foxp3+ regulatory T cells. PNAS, 2008; 105: 18460-18465]. Trong nghién
clru ndy, H2LS5 hIgG4PE duoc mé ta 1 lam gia ting sy tiét IL-6 ma c6 thé gia tang hon
nita sw phat trién ciia t& bao Th17. Chét chi van khang thé ciia thy thé té bao T nhu céc
thanh vién ho thu thé CD28 va TNF dugc xé4c dinh 1a tao ra duong cong dip tng lidu hinh
chudng [xem cac tai liéu: White, A. L., et al., Conformation of the Human Immunoglobulin
G2 Hinge Imparts Superagonistic Properties to Immunostimulatory Anticancer Antibodies.
Cancer Cell, 2015, 27: 138-148; Luhder, F., et al, Topological Requirements and Signaling
Properties of T Cell-activating, Anti-CD28 Antibody Superagonists. J. Exp. Med. 2003:
955-966; Stebbings, R., et al., “Cytokine Storm™ in the Phase I Trial of Monoclonal
Antibody TGN1412: Better Understanding the Causes to Improve PreClinical Testing of
Immunotherapeutics J. Immunol., 2007, 179: 3325-3331; Rogers PR and Croft M, CD28,
0x-40, LFA-1, and CD4 Modulation of Th1/Th2 Differentiation Is Directly Dependent on
the Dose of Antigen. J Immunol 2000 164:2955-2963; doi:10.4049/jimmunol.164.6.2955].
H2L5 hIgG4PE con cho thiy duong cong dap ung chirc ning tuong tu dang hypebon.
Thong tin nay 1a thanh phén quan trong trong viéc xac dinh khoang lidu lwong tét nhét cia

khang thé dugc sir dung dé tao ra dép tng dugce lyc hoc tb1 wu.
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N6i chung, H2L5 hIgG4PE, két hop véi su kich thich CD3, duge x4c dinh 12 1am
gia ting su hoat hoa té bao T, su ting sinh va sy cdm Gng xytokin gy viém phi hop v6i

“Vai trd ctia n6 nhu 12 chat hoat hoa hidu qua cua thu thé ddng kich thich té bao T.
Vi du 6: Lién két ctia khang thé khang ICOS

Quy trinh nhén hoéa (Vi du 3) tao ra 36 bién thé chudi ning va chudi nhe ma dugc
sang loc dé lién két v6i ICOS tir khi Cynomolgus va ngudi trong khi d6 con dam bao ring
ching khong lién két véi CD28 hosic CTLA-4 tir ngudi. Bién thé H2L5 dugc xé4c dinh vi
c6 4i luc cao d6i v6i ICOS tir khi Cynomolgus va nguoi (14n luot 12 1,34 va 0,95nM) trong

khi chira lugng tbi thiéu cac dot bién ngugec.

Viéc thay ddi isotyp 422 H2L5 tir IgG1 thanh IgG4PE khong dnh huéng dén sy lién
két khang nguyén ctia khang thé vi H2L5 hIgG4PE c6 i luc 1a 1,3nM d6i v6i ICOS tir
ngudi. Mirc tre ché theo ndng d6 dbi véi lién két ICOS/ICOS-L béi H2L5 hIgG4PE duoc
thé hién trong Fig. 7.

Quy trinh thtr nghiém
Lién két gitra H2L5 hIgG4PE véi ICOS tir ngudi

Ai lyc dong hoc lién két ctia khang thé H2L5 hIgG4PE dugc nhan héa dugce xac
dinh bang cach sir dung theBIAcore T200Anti-human IgG d6i voi Fe2 ctia chip CMS Anti-
ICOS H2L5 hIgG4PE duoc bit gitr trén bé mat. B& mit khang thé khang IgG tir nguoi
duogc phong bé bang mAu déi chimg chira hIgG1 0,1mg/mL @& ngan ngira sy lién két khong
dic hiéu cua Fc tir tho. ICOS tir ngudi va khi Cynomolgus (Fc tir thd) dugce cho qua khang
thé bét gifr v6i lwong 256 nM, 64 nM, 16 nM, 4nM va 1 nM. Chi dung dich dém dugc st
dung cho cac dudng cong lién két tham chiéu kép. MgCl, duge sit dung dé tai tao bé mat.
Qua trinh van hanh dugc thyc hién & 25°C. Dit liéu dugce 14y khop theo mé hinh 1:1 sir
dung phin mém d4nh gia T200. Nong d6 khang thé: 2,5ug/mL

Két qua
Lién két gitta H2L5 hIgG4PE véi ICOS tir khi Cynomolgus va ngudi

Ai luc dong hoc lién két cta khang thé H2L5 hIgG4PE dugc nhan héa duge xéc
dinh bang cach sir dung BIAcore T200.
Dit liéu lién két ICOS dugc didu chinh theo mé hinh dong hoc 1:1 sir dung phan
mém phan tich dir liéu T200.
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Ai lyc lién két cia H2L5 hIgG4PE d6i véi ICOS tir ngudi 1a 1,34nM va ICOS tir
khi Cynomolgus 13 0,95nM (xem Bang 9). Cac gia tri nay la twvong duong va cho thiy rang,
nhu dugc mong doi, sy thay ddi viing Fc clia phan tir khong anh hudng dén viéc lién két
voi ICOS khang nguyén.

Bang 9 thé hién Ka/Kd/KD dbi v6i 422 (H2L5) IgG4PE duge nhan hoa véi ICOS

tir khi Cynomolgus va ngudi.

Bang 9: Lién két v6i ICOS tir ngudi

Méau Pich Ka(1/Ms) | Kd (1/s) KD (M)
422 H2L5

ICOS -Fc tirnguoi | 2,97E+05 | 3,96E-04 1,34E-09
IgG4PE
422 H2LS5 | ICOS-F¢ tu  khi

3,91E+05 | 3,71E-04 | 9,49E-10

IgG4PE Cynomolgus
Thao ludn

Nhu dugc thé hién trong vi dy 1, dong 422-2 & chudt dugc xac dinh 1a khang thé
cia chudt khéng ICOS tir ngudi ddu tién. Viée nhin hoa khang thé nay tao ra 36 bién thé
chudi ning va chudi nhe ma dugc sang loc d8 lién két voi ICOS tir khi Cynomolgus va
ngudi trong khi d6 vAn dam bao ring ching khong lién két véi CD28 hogc CTLA-4 tur
ngudi. Bién thé H2L5 dugc xé4c dinh 13 ¢6 4i luc cao dbi v6i ICOS tir khi Cynomolgus va

ngudi (1an luot 14 1,34 va 0,95nM) trong khi chira lugng tb1 thidu cac dot bién nguoc.
Viéc thay ddi isotyp tir IgG1 thanh IgG4PE khong anh hudng dén lién két cia khang

thé dbi véi ICOS.

Vi du 7: Lién két cua H2L5 hIgG4PE véi té bao T duge hoat héa tir ngudi

PHUONG PHAP

Chuén bi thir nghiém

Phén l4p CD3 4m:

Té bao T CD3+ dugc phén l4p am bing kit 1am giau té bao T tir ngudi Stemcell Rosette

Sep
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Lam giau té bao T tir ngudi Rosette Sep: 100ml mau tuoi toan phin dugc 14y bang bng
tiém dugc phu trong natri heparin 16ng (Sagent ndng d6 cubi 10 TU/mL). Méu tir mdi bng
thu gom duoc két hop vao binh trong ¢6 50 pL hdn dich 1am giau té bao T tir ngudi Rosette
Sep dugc bd sung vao mdi ml mau. (5ml/100ml méu ngudi cho). M4u toan phin/hdn dich
khang thé Rosette Sep dugc i trong 20 phut & nhiét do trong phong (RT). Méu/hdn dich
khéng thé Rosette Sep sau d6 dugc pha lodng 1:1 v6i 1x dung dich nuée mudi dugc dém
phosphat (PBS) + 2% FBS (huyét thanh thai bd). FBS cho thé tich cudi 12 200mL. Tiép
theo, 25ml méau di dugc pha lodng/hdn dich khing thé sau d6 dugc phan 16p trén 15ml
gradien Ficoll trong dng Sepmat (tdng cong 8 6ng cho mdi ngudi cho). Cac bng Sepmat da
dugc tai sau d6 dugce ly tAm & 1200 x g trong 20 phat RT c¢6 hdm. Lép dinh huyét tvong
xudng dén mit phan cach té bao don nhan méu ngoai vi (PBMC) dugc 14y ra bang pipet
va duogc loai bo. Huyét tuong con lai va mat phan cach 16p dém dugce gan tir éng Sepmat
vao 6ng ly tAm hinh nén loai 50mL (4 bng tht ca). Cac dng dugc nap PBS + 2% FBS dén
dinh 50mL. Té bao dugc ly tm & 400 x g trong 10 phut & RT. Dich ndi bé mit dugc loai
bd. Céc hat pellet tir mdi ngudi cho sau d6 duge két hop vao mdt éng hinh nén dung tich
50mL, tao huyén phu lai hat pellet trong tong thé tich 1a 50mL PBS + 2% FBS. Té bao
duoc ly tim & 400 x g trong 5 phat & RT. Dich ndi bé mat dugc loai bo va hat té bao duoc
tao huyén phu lai trong 2ml méi truong RPMI hoan chinh (RPMI 1640 + 10% FCS +
1mM natri pyruvat + 2mM L-glutamin + penicillin 100U/mL + streptomycin 100pg/mL).
Té bao CD3 duoc thu hdi duoc dém trén thiét bi ViCell va dugc pha loang tiép dén 1,2x10°
té bao/mL. 1x10° té bao da thu hdi duge nhudm CD3 PE-Cy7 @ khéng dinh chit luong
phan 1ap té bao T.

Té bao T CD3+ dugc phén 14p 4m bang kit phéan 1ap té bao T nguyén ven Invitrogen

Phén 1ap PBMC: N6i chung, 100mL mau tuoi toan phan dugc gom tir mdi ngudi cho bing
bng tiém dugc phu trong natri heparin 16ng (Sagent ndng do cudi 10 ITU/mL). Mau duoc
pha loang (1:1) dén thé tich cudi 1a 200mL bing PBS va 2%FBS. Hai muoi ldm (25)ml
mau d3 pha lodng dugc phéan 16p trén 15ml gradien Ficoll trong 6ng Sepmat (tdng cong 8
bng cho mdi ngudi cho). Ong Sepmat da dugce nap sau d6 duge ly tdm & 1200 x g trong 20
phit & RT ¢6 ham. L6p dinh chira huyét tuong xudng dén mat phan cach PBMC duoc lay
ra bang pipet va dugc loai bo. Huyét twong con lai va mit phan cach 16p dém duoc gan tir
bng Sepmat vao 6ng ly tdm hinh nén dung tich 50mL (4 bng tit ca). Cac éng duoc nap
PBS + 2% FBS dén dinh 50ml. Té bao dugc ly tim & 400 x g trong 10 phut & RT. Dich ndi
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bé mit duoc loai bo. Hat pellet tir mdi ngudi cho sau d6 duge két hop vao mot 6ng hinh
nén dung tich 50mL va dwoc tao huyén phi lai trong tong thé tich 50mL PBS + 2% FBS.
Té bao dugc ly tAm & 400 x g trong 5 phiit & RT. Dich ndi b& mit dugc loai bo, va hat té
bao dugc tao huyén phi lai trong thé tich tiy y chira dung dich dém phan 13p (phy thudc
kich thu6c cua hat pellet t& bao) duoc tao ra trong kit phan 1ap té bao T nguyén ven
Invitrogen. PBMC d4 duogc phan 1ap sau d6 dugc dém trén thiét bj ViCell va dugc dwa dén

n(‘”)ng d6 cudi 1a 1x108 © bao/mL trong dung dich dém phan 1ap.

Qué trinh phén 14p t& bao T tir nguoi bang nguyén ven bang hat Invitrogen Dynabead
Untouched: 2x10% PBMC da dugc phan 14p (2mL), 400uL. FBS va sau d6 400pL khang
thé hén hop tir kit phan 14p té bao T nguyén ven Invitrogen dugc bd sung vao mbi bng
dung tich 15mL va duoc U trong 20 phit & 4°C. Té bao dwgc rira bang 10ml dung dich dém
phan 14p va duogc ly tdm & 350 x g trong 8 phut & 4°C. Dich nbi bé mit duogc loai bo, va
hat pellet dugc tao huyén phu lai trong 2ml dung dich dém phan 1ap. Tiép theo, 2ml hat
Depletion Dynabead dugc rira so bd duge bd sung vao mdi 6ng. Té bao duge U véi hat
trong 15 phiit & nhiét do trong phong kém quay va khudy nhe. Sau khi @ hat, 10ml dung
dich dém phan 14p dugc bd sung vao va huyén phu t& bao/hat dwgc lac bing pipet 1én va
xudng 10 14n. Ong duoc dit vao tir trudng trong 2 phut & nhiét do trong phong. Khong lam
x40 tron cac hat da nhidm tir, dich nbi bé mit chira té bao T nguyén ven dugc thu gom. Céc
hat duge rira 1 14n bang 10ml dung dich dém phén lap va dugc dit vao tir truong thém 2
phut & nhiét 6 trong phong, va dung dich dém dugc lam sach hat duoc thu gom. Té bao
thu dugc dugc ly tdm & 400 x g trong 5 phut & RT. Dich ndi bé mit dugc loai bo, va hat
pellet t& bao dugc tao huyén phu lai trong thé tich tity y ctia mdi truong hoan chinh RPMI
tiy thudc kich thudce hat pellet t& bao (2 dén 35mL). Té bao CD3+ duge thu hdi sau d6
dugc dém trén thiét bj ViCell va dugc dwa dén ndng do 1,2x10° té bao/mL trong mdi truong
hoan chinh RPMI.

Nhudém mau khéng dinh CD3: 1x109té bao da dugc thu hdi duge nhudm bing 5ul isotyp
PE-Cy7 khang CD3 hodic 5pul IgG1 Pe-Cy7 trong 40 phut & 4°C trong béng tdi. Sau do, té
bao duoc rira hai 1an trong PBS trong nudc da véi 0,1% Tween20, ly tim & 400xg trong 5
phut & 4°C. Té bao da duoc nhudm duge tao huyén phu lai trong 1% formaldehyt va duoc
1 & 4°C trong 20 phiit trong bong tdi. Sau d6, té bao dwoc rira hai 14n trong PBS trong nuéc

d4voi 0,1% Tween20, ly tim & 400xg trong 5 phut & 4°C, va dugc tao huyén phi lai trong
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275uL PBS v6i 0,1% Tween20. Té bao da cb dinh dugc cét gitr & 4°C trong bong tbi cho

dén khi viéc dém té bao theo dong duoc thue hién dé x4c nhan chit phén lap té bao T.
Hoat hoa té bao T tlr ngudi d dugc phan 14p:

Céc binh T75 dugc nap 4ml 1pg/ml CD3/CD28 trong PBS trong 2 gio ¢ 37°C. Binh
duge rira hai 14n bang 12ml PBS. 30x10° té bao trong 25ml méi trudng hoan chinh RPMI
dugc bd sung vao mdi binh T75. Té bao dugc U trong 48 giyr & 37°C, 5% CO; dé cho phép

su hoat hoa xay ra.
Lién két khang thé khang ICOS (H2L5 hIgG4PE):

Lién két H2L5 hIgG4PE dugc danh gia trong ca té bao T CD3+ nguyén ven va duge
hoat héa. Chuén d6 tam diém tir 0,00128 dén 100pg/mL H2L5 hIgG4PE véi cic dung dich

pha loéing 5 14n dugc str dung.

Té bao T CD3+ nguyén ven va/hodc duge hoat hda duge tao huyén phu lai trong
PBS v 0,1% BSA (Dung dich &&m FACS) bao gdm dung dich phong bé FcR tir ngudi véi
lrgng 2x109t& bao/mL (5ul dung dich phong bé FcR + 950ul dung dich d&ém FACS trén
mdi 1mL). O ndng d6 2x10° t& bao/15, 100pul té bao dugc cho vao 2mL dia thir nghiem
phong bé loai 96 15 va duoc i & nhiét d6 trong phong trong 15 phut. Trong khi u, viéc
chuin d6 khang thé lién két, khang thé khang ICOS (H2L5 hIgG4PE) hoic khang thé dbi
chimg isotyp IgG4 dugc chuln bj véi ndng d6 gip doi (2x). Sau khi & dung dich phong bé
FcR, 100p1 mdi 16 chira khang thé lién két c6 ndng dd 2x dugc bd sung vao 100ul mdi 16
chira t& bao T phong bé Fc dé thu dugc 1x ndng do cudi ctia khang ICOS (H2L5 hIgG4PE)
hodc khéng thé dbi chung isotyp IgG4 tir ndng do cubi 0,00128 dén 100ug/mL. Té bao
dugc @ v6i khang thé trong 20 phit & nhiét d¢ trong phong. Sau khi 0 lién két, t€ bao dugc
rira hai 14n trong 1ml dung dich dém FACS, ly tdm & 400 x g trong 5 phut & nhiét do trong
phong.

Nhudm mau t& bao T nguyén ven hoic dugc hoat héa sau khi lién két khang thé khang

ICOS (H2L5 hIgG4PE):
Té bao duge nhudm dé dém té bao theo dong bﬁng hdn dich sau day:

Hén dich nhudm:

Khéng thé Thé tich mdi 16 Thé tich dbi véi
(ub) 110 (pl)
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PE tir chudt khédng CD4 tir ngudi 5 550
APC tir chudt khang CD8 tir ngudi 5 550
FITC tir dé khéng chudi nhe Kappa 10 1100
IgG tir ngudi

Hon dich isotyp:
Khang thé Thé tich mdi 16 Thé tich ddi vai

(uD) 110 (ul)

PE tir chudt khdng CD4 tir ngudi 5 550
APC tir chudt khang CD8 tirngudi 5 550
FITC IgGl, miu d6i chung isotyp 10 1100
Kappa

Té bao T phong bé Fc nguyén ven hoic duge hoat héa duge tao huyén phu lai trong
80uL dung dich dém FACS sau khi 1 lién két voi H2L5 hIgG4PE hogic khang thé ddi
chtng. 20l mdi 15 chira hdn dich nhudém mau hoic isotyp duge bd sung vao mdi 15. Té
bao dwgc nhudm trong 20 phit & nhiét do trong phong trong béng tbi. Sau khi ¢ nhudm
mau, té bao duoc rira hai 1an trong 1ml dung dich dém FACS, ly tim & 400 x g trong 5
phut & nhiét d§ trong phong.

C6 dinh té bao d4 nhu¢m:

Té bao dugc tao huyén phu lai trong 500pL formaldehyt 1% (10ml Formaldehyt c6
ndng d6 16x + 150ml PBS 1x) va dugc U & nhiét dd trong phong trong 20 phit. Sau do, té
bao duoc rira hai 1an bang 1mL dung dich dém FACS, ly tim & 400 x g trong 5 phiit & nhiét
do trong phong. Sau do, hat pellet dugc tao huyén phu lai trong 265uL dung dich dém
FACS va dugc chuyén vao dia tron day bing loai 96 16. Té bao dugc cét gift & 4°C trong

bong tdi cho dén khi phan tich bang phwong phép dém té bao theo dong.
Phuong phap dém té bao theo dong:

Phuong phap dém té bao theo dong dugc thuc hién trén FACS Fortessa X20 hodc
FACS Canto II bing cach sir dung phian mém FACSDiva (Version 8.0). Su hiéu chinh
duoc thuc hién & thoi diém tiép nhén thong tin stt dung hat eBioscience Ultracomp dugc

nhudm va phan mém hiéu chinh trong FACSDiva.
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Phén tich dir liéu

Viéc tiép nhan thong tin dit liéu va su hiéu chinh dugc thyc hién trén thiét bi BD
FACS, LSR Fortessa X-20 hodc FACS Canto II sir dung phn mém BD Diva (ver. 8.0).
Phan tich dit liéu sir dung phin mém Flow Jo (ver.10.0.8r1). Két qua dugc bdo cdo dudi
dang ca MFI (Cuong d6 huynh quang trung binh) va phin tram té bao duong d6i vai vige
nhudém mau FITC chudi nhe IgG kappa tir ngudi trong téng s6 cac té bao sdng sot hoic
quén thé ban d4u thich hop. EC50 dugc xac dinh bing cach st dung phin mém Graphpad
Prism 5 (ver. 5.04) v6i su hdi quy khong tuyén tinh dit liéu dugc bién ddi (X=(log(X)) sir
dung d6 déc bién thién voi 4 thong sb (log(Chét chit van) so véi dap tmg -- do déc bién
thién).
Két qua

Qué trinh phan 14p té bao T tir m4u twoi toan phan tir ngudi st dung Kit 1am gidu
CD 3 Rosette Sep hoic kit phan 13p té bao T nguyén ven Dynabead dugc x4c nhan bang
cach nhuém mau véi PeCy7 khang CD3. Nhitng ngudi cho cé trong khodng tir 68% va
97% duong tinh dbi véi té bao CD3. Quén thé t& bao CD4+ va CD8+ dugc hoat hoa bing
khang thé khang CD3/khang CD28 tao ra duong cong phu thudc ndng d6 H2L5 hIgG4PE
khi duoc danh gia ddi v6i viéc nhuém mau FITC chudi nhe khang Kappa IgG 1 tir nguoi.
Pudng cong lién két H2L5 hIgG4PE dugc thé hién duéi dang ca phén tram duong tinh
FITC chudi nhe Kappa khang IgG1 tir ngudi va cuong d6 huynh quang trung binh FITC
(MFI). Té bao T dugc 0 voi khang thé dbi chung isotyp IgG4 khong tao ra dudng cong phu
thudc nc“mg do khi dugc danh gia dbi voi viéc nhudém mau FITC chudi nhe khang Kappa
IgG1 tir ngudi. Té bao CD4+ hoic CD8+ nguyén ven khong tao ra cac dudng cong hoan
chinh; tuy nhién, c6 phu thudc ndng do gia ting quan sat dugc tir 0,1pg/mL dén 100pg/mL.

Gi4 tri trung binh (pham vi) EC50 14n luot 1 1,04 pg/mL (0,628-1,31 pg/mL) ddi
v6i MFI CD4+ FITC va 0,652 pg/mL (0,27-0,74 pg/mL) dbi véi MFI CDS+FITC. Gia tri
trung binh (pham vi) EC50 13 0,834 pg/mL (0,45-0,965 png/mL) dbi véi phan traim CD4+
dwong tinh FITC chudi nhe IgG Kappa va 0,583 pug/mL (0,371-1,23 pg/mL) dbi véi phin
tram CD8+ FITC chudi nhe IgG Kappa. (Bang 10)
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hoat hda
Té bio T CD4 dugc hoat héa Té bao T CD8 dugc hoat héa
Ngudi cho s6 | MFI Phén trim MFI Phén trim
(#) duong tinh duong tinh
1124F36 0,628 0,45 0,564 0,619
1149M52 1,31 0,882 0,74 0,547
1173F42 0,636 0,612 0,27 0,371
1123F59 1,04 0,853 Khoéng dugc Khéng dugc
thuc hién thuc hién
1141F45 1,27 0,965 Khong dugc Khong dugc
thuc hién thuc hién
2100M39 Khong hi¢u 0,814 Khong hi¢u 1,23
chinh dudong chinh duong
cong cong
191F39 Khong hi¢u Khoéng hiéu Khong hi¢u Khong hi¢u
chinh dudng chinh dudng chinh duong chinh duong
cong cong cong cong
1155F49 Khong hi¢u Khong hi¢u Khong dugc Khong duge
chinh duong chinh duong thuc hién thue hi€én
cong cong
1156F64 Khoéng hi¢u Khong hi¢u Khoéng duoc Khong dugc
chinh dudng chinh dudng thuc hién thuc hién
cong cong
Trung binh 1,04 0,834 0,652 0,583
Gia tri trung | 0,977 0,763 0,525 0,692
binh
Do Iech 0,331 0,193 0,237 0,374
chuin
Théo ludn

Nghién ctru ndy chiing t6 ring H2L5 hIgG4PE (khang thé cha van khang ICOS) da
lién két véi thu thé ICOS trén té bao T hoat héa tir ngudi cho khde manh. Lién két gitra
H2L5 hIgG4PE véi bé mit té bao cia té bao T duoc phat hién bﬁng cach sir dung khéang
thé ddi véi chudi nhe IgG kappa tir ngudi dugce danh déu bing FITC.

Viéc phan 14p thanh cong té bao T CD3+ dugc x4c nhan thong qua phwong phap
dém té bao theo dong véi viéc nhudm mau Pe-Cy7 khang CD3. Chin trong s& mudi ngudi
cho tao ra nhidu hon 89% té bao T CD3+ sau khi phén l4p. Tuy nhién, ngudi cho sb
2100M39 chi 6(’) 68,6% CD3+ sau khi phan 14p. Nguyén nhén cua sy giam do tinh khiét
trong qua trinh phén 1ap t& bao T tir ngudi cho s6 2100M39 1a chwa x4c dinh dugc. Gia tri
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EC50 duoc tao ra tir quin thé CD4+ va CD8+ dugc tao cong tir ngudi cho s& 2100M39

khong duoc cho 14 bit thudong va nim trong gié tri trung binh dugc téng hop.

EC50 lién két dwoc x4c dinh dbi véi H2L5 hIgG4PE trong té bao T tir nguoi da
dugc phén 14p 4am. Pudng cong lién két duoc tao ra khi té bao T da dugc phén 14p duoc
hoat hoa bing céch cho tiép xuc trong 48 h v6i 1 pg/mL khang thé CD3/CD28 gin két dia.
Ca phin trim t& bao duong FITC chudi nhe IgG kappa va dit liéu MFI FITC tir té bao T
CD4+ va CD8+ dugc hoat héa déu dugc xem xét trong phan tich thong ké. Gié tri EC50
CD4+ trung binh 1a twong tu khi duge tinh theo phan trim té bao dwong FITC hosc MFI
FITC, 1an lugt 12 1,04 va 0,834 pg/mL. Gi4 tri EC50 CD8+ trung binh ciing 12 twong tur khi
duoc tinh theo phﬁn tram FITC duong tinh té bao hoac MFI FITC, lan luot 14 0,652 va
0,583ug/mL.

Té bao T dugc & véi mau dbi chimg isotyp IgG4 PE khong tao ra su gia ting phu
thudc ndéng @6 trong lién két FITC chudi nhe khang IgG kappa tir ngudi bt ké phuong
phap phan tich duoc sir dung, MFI hoic phéan trim té bao duong.

Pudng cong hoan chinh khéng thé thu duge tir t& bao T duge phén 14p 4m, nguyén
ven hogc khong duoc hoat hoa trong khoang tir 0,00128 dén 100pg/mL H2L5 higG4PE
duogc kiém tra. Tuy nhién, mtc gia ting phu thudc néng d6 ddi vai lién két dugc quan sat
tir ngudi cho tir 0,1 dén 100 pg/mL H2L5 hIgG4PE. EC50 c6 thé khong dugc tinh vi duong
cong tir t& bao T nguyén ven 1a khong hoan chinh. Sy thét bai cia H2L5 hIgG4PE trong
viée lién két & tha‘ip néng d6 vai té bao nguyén ven hodc khong dugc hoat hoa dugc cho 1a
viICOS chi dugc biéu hién yéu trén té bao TH17 nghi, té bao T tro gitip 6 nang (TFH) va
T diéu hoa (Treg). Sw gin két TCR va s hoat hoa 1a can thiét dé biéu hién ICOS. Do do,
c6 rét it thu thé ICOS duoc biéu hién trén té bao nguyén ven hodc khong dugce hoat hoa,
va do d6 lién két & mirc do t6i thidu véi H2L5 hIgG4PE.

Vi du 8: Két qua TK/PD tir nghién ciru x4c dinh khoang liéu (DRF) & khi Cynomolgus

Pé x4c dinh dic trung in vivo ctia H2L5 hIgG4PE & cac loai lién quan dich, nghién
ctru x4c dinh khoang lidu duoc thuc hién & khi Cynomolgus. Nghién ctru nay thir nghiém
3 mirc liu (0,3, 3 va 30mg/kg) ngoai nhom dbi chimg 1a chit din thube. D6 14 lidu lap lai
vé6i lidu thir hai duoc st dung 14 ngay sau lidu dau tién. Mot con duc va mot con cai dugc
kiém tra trong m&i nhém. H2L5 hIgG4PE thé hién sy gia ting phu thudc 1idu Crax (ng/mL)
va AUC (ug.h/mL) trong 3 liéu khac nhau ma duoc thir nghiém. O ¢4 ba mirc lidu, khang
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thé dugc phat hién trong huyét twong trong hai tudn sau liéu dau tién (Fig. 12A). Khang
thé khang H2L5 hIgG4PE duoc phét hién & ca 3 con khi chi sau mot 1iu, ca hai con dugc
cho st dung lidu 0,3mg/kg ciing nhu con cai dugc cho sir dung lidu 3mg/kg. Khang thé
khang H2L5 hIgG4PE tuong tng véi ndng do trong huyét trong duge 1am gidm sau khi
st dung liéu thir hai cho c4c con vat nay (Fig. 12B). Bén tam gidr sau liéu thi hai tat ca cac
con vat dugc lam an tr dé thu gom mo dé phén tich hoat tinh dugc lyc hoc va phén tich

mo bénh hoc.

Su chiém gift (RO) thu thé H2L5 hIgG4PE dugc x4c dinh & té bao T CD4+ tir 14
lach va hach bach huyét trong nich clia tit ca cac con vat trong nghién ctru. Sy gia ting
phu thudc lidu cua lién két H2L5 hIgG4PE dugc quan sat qua cic mirc lidu dugc thi

nghiém trong ca hai mo (Fig. 13).

Sy chiém giit thu thé cling dugc xac dinh trén té bao T CD4+ tir mau ngoai vi clia
khi trong nghién ctru. Mau duoc 1y ra & 5 thoi diém (ngay 1 (trude khi sir dung liéu), ngay
3, ngay 8, ngay 15 (trude khi sir dung lidu thr hai) va ngay 17). Hai phép do khac nhau
dugc st dung trong thir nghiém nay dé xac dinh su chiém gitt thu thé (RO). Pau tién 1a
dang thr nghiém “thu thé ty do” trong d6, lién két ciia khang ICOS mAb dugce st dung dé
phét hién té bao theo dong duge x4c dinh v6i sy c6 mit hodc khong c6 mit H2L5 hIgG4PE
ma duogc thé hién dé canh tranh cho lién két ICOS. Do d6, su khong c6 mit cia tin hiéu
khang ICOS bai FACS 1a sy thay thé d6i voi thu thé bi chiém giit bdi H2L5 hIgG54PE va
nguoc lai, sy c6 mit cia tin hiéu khang ICOS thé hién “thy thé ty do” ma khong gén két
v6i H2L5 hIgG4PE. Fig. 14-A thé hién rang thy thé khong ICOS giam theo cach phy thude
lidu va phu thudc thoi gian. Hai con khi (250 va 300) cho théy tin hiéu “thu thé ty do” ma
khong thé giai thich dugc, va c6 thé 1a do sy san sinh khang thé khang H2L5 hIgG4PE
trong cac con khi nay. Ngoai ra, RO con dugc xac dinh trong té bao CD4+ méu ngoai vi
bang thir nghiém tuong tw dugc st dung trong 14 lach va hach bach huyét duoc mb ta trén
day. Liéu Omg/kg duge cho 1a khong c6 RO theo cach doc nay (Fig. 14-B). Pang chu y 1a,
mdt sé con khi & muc lidu 3,0 va 30mg/kg thé hién su gia ting phy thuc thoi gian vé sb
té bao CD4+ gin két H2L5 hIgG4PE trong thoi gian didu tri. Cu thé, con v4t 350 thé hién
mirc gia ting (> 5 14n) vé c4c té bao CD4+ tudn hoan gin két thude gita ngay 3 va 17 (Fig.
14-B). C6 kha néng su gia tdng v& s6 luong té bao CD4+ ICOS+ nay c6 thé 13 do su ting
sinh dugc cam tmg béi H2L5 hIgG4PE ciia quin thé nay.
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Vi du 9: H2L5 hIgG4PE cém img sy thay ddi truyén tin hi¢u ndi bao dap ung lién két
Chuén bi thtt nghiém
Dong té bao

Té bao Ba/F3-ICOS thu duogc tir INSERM (Paris, France). Té bao dugc nudi cdy
trong moi trudng nudi cy thich hop dugc bd sung 10% huyét thanh thai bo (FBS) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO), 10ng/mL IL-3 tir chudt tai td hop (R&D Systems, Minneapolis,
MN), va 1mg/mL Genticin (ThermoFisher, Waltham, MA) & 37°C trong thiét bi 0 dugc

tao d6 4m trong mdi trudng 5% COx.
Quy trinh thir nghi€ém
Chudi khang thé truyén tin hiéu ndi bao

Dich thity phan protein dugc thir nghiém bang Kit thir nghiém chudi khang thé
truyén tin hiéu ndi bao PathScan® (Cell Signaling Technologies) theo hudng dan cua nha
san xuAt. Mot cach tom tit, dich thily phan tir té bao Ba/F3-ICOS dugce xir ly bang 1gG4-
PE (20pug/mL) hodc H2L5 hIgG4PE (0,2, 2, hogc 20pg/mL) trong 1, 6,24, va 48 gid dugc
pha lodng dén 1pg/uL trong chudi dung dich dém pha loéng thir nghiém va dugc U qua
dém trén chudi khang thé & 4°C. Hinh anh cac chudi duogc bét giir bang cach st dung phan

mém tao anh Odyssey (LI-COR Biosciences, Lincoln, NE).
Tht nghiém hép thy mién dich duoc lién két enzym Phospho-AKT (ELISA)

Qua trinh phosphoryl héa ciia AKT dugc xac dinh bang cich st dung phuong phip
phét hién ¢ trung binh (Meso Scale Discorvery - MSD) Phospho(Ser473)/Kit dich phén
gidi té bao toan phan Akt tbng va kit dich phén giai té bao toan phan Phospho-Akt (Thr308)
theo huéng din ciia nha san xuét. Té bao duge cdy véi mat do t€ bao 0,25 x 10° té bao/15
vao dia day chit U loai 96 16 (BD Falcon) trong mdi truong nudi cdy moi trudong thich hop
(100uL/13). Té bao duge xir ly trong 1, 2, 4, 6, 24, hogc 48 gid véi khang thé dbi ching
(IeG4 PE), khang thé dugc 1am bt hoat Fc khang ICOS IgGl, hoge H2LS5 hIgG4PE & 7
ndng d6 khac nhau bang cach st dung cac dung dich pha loang 3 1An (khoang liéu: 20,0 —
0,03pg/mL) trong hai 15 gidng nhau. Péi véi mdi thir nghiém st dung Kit dich phan giai
té bao toan phan Phospho-Akt (Thr308), té bao dugc xir Iy bing mot ndng do duy nhét cia
¢4 ba khang thé (10pg/mL) trong ba 18 giéng nhau. Hang ddy cia mdi dia loai 96 16 chua

m3u déi chimg khong té bao (hai 15 tréng gidng nhau) va té bao ma khong duge xur 1y bang
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khang thé nao. Sau khi xir Iy, té bao dugc dung giai v6i 30pL dung dich dém phén giai
trong nude da chira chét trc ché proteaza va phosphataza, dugc U trén dé trong 30 phut, va

sau d6 25uL dich thuy phan dugc chuyén vao dia ELISA dé 0 qua dém & 4°C.
Phén tich dit liéu
Phén tich bing phép do ty trong cla chudi khang thé truyén tin hiéu ndi bao

Phan tich béng phép do ty trong dugc thuc hién dé xac dinh mirc ty trong két hop
ctia vét trong chudi khang thé. Ty trong ctia m&i vét duge chuan hoa theo gid tr trung binh
ctia mu dbi chimg duong trén chudi (cong thirc = 18 mAu /gia tri trung binh clia cac mau
d6i chirmg duong) va dugc dung d6 thi bing cich st dung phin mém GraphPad Prism 6.0
(La Jolla, CA).

Phén tich dit liéu MSD ELISA

Phén trim phosphoprotein durgc tinh cho m&i 15 bang céch sir dung cong thirc tinh
sau dy: % Phosphoprotein = ((2 x Tin hi¢u Phospho)/(Tin hi¢u Phospho+Tdng tin hiéu
protein)) x 100. Gia tri nay sau d6 dugc chuin hoa theo gia tri cia té bao khong dugc xtt
Iy & mdi thoi diém va dugc dung d thi 12 “% dbi chimg” theo Microsoft Excel 2007.
Két‘qué

Céc nghién ciru trén déy ching to ring viéc xt ly bang H2L5 higG4PE gia ting
mitc phospho-AKT (S473) trong t& bao Ba/F3-ICOS v&i déap tng tdi da quan sat dugc
trong khoang 30-40 phut sau khi tiép xuc voi khang thé. Trong trudng hop nay, mirc
phospho-AKT dugc xac dinh & céac thoi diém sau d6 dén xac dinh xem liéu muc d§
phosphoryl héa dugc gia tang c6 dn dinh sau vai ngay hay khong. Ngoai ra, viéc diéu hoa
céc qua trinh truyén tin hiéu ndi bao khéc bdi sw hoat hoa ICOS dugc dénh gia. DPéi voi té
bao Ba/F3-ICOS, mirc phospho-AKT (S473) duge gia ting véi vie xu ly bang H2L5
hIgG4PE so véi té bao duge xr ly bang khéng thé dbi chimg isotyp IgG4-PE sau mot va
séu gio xt ly, nhung tac dung nay bi mét sau 24 gir (Fig. 15). Pang chu y 14, tac dung
twong tu quan sat dugc khi té bao dwoc xir Iy bang khang thé khang ICOS trong d6 ving
Fc ctia khang thé dugc 1am bét hoat. Mirc gia ting phospho-AKT (T308) con quan sat dugce
& t& bao duoc xir Iy bing H2L5 hIgG4PE va khang thé dugc 1am bét hoat Fc khang ICOS
I¢G1 so véi té bao duge xit Iy bang khang thé ddi chimg isotyp IgG4-PE (Fig. 15) sau mot

gidr xir Iy va n dinh dén 48 gid' ma 1a thoi diém cudi dugc do. Hai phospho-protein khéc,
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ving ngugc huéng cia AKT, Glycogen Synthaza Kinaza 3 Alpha (GSK3a) va protein
ribosom S6, cling dugc gia ting thip nhat do sw hoat h6a ICOS, nhung tac dung nay khong
nhanh nhu tic dung dwgc quan sat véi véi phospho-AKT. Dich thily phéan protein con dugce
phén tich béng cach sir dung chudi khéng thé ma x4c dinh sy phosphoryl héa hodc sy phan
cit 18 protein tham gia truyén tin hiéu noi bao. St dung phwong phap nay, chi ba protein
thé hién mirc ting nhe mirc phosphoryl héa do sy hoat héa ICOS: phospho-AKT (S473),
phospho S6 (S235/236), va phospho-SAPK/INK (T183/Y185).

Dé xé4c dinh céc thay ddi dbi v6i sy phosphoryl héa AKT bang cach st dung dang
thir nghiém ma cho phép xac dinh dinh tinh mot cach truc tiép, té bao Ba/F3-ICOS duge
xir Iy bing khoang liu ctia khéng thé déi chimg (IgG4 PE), khang thé dugc 1am bét hoat
Fc khang ICOS IgGl, hodc H2L5 hIgG4PE theo thdi gian va dugc theo doi bing ELISA.
Cac mirc phospho-AKT (S473) gia ting 1a ca phu thudc lidu va phu thudc thoi gian trong
té bao duge xir Iy bang khang thé duoc lam bat hoat Fc khang ICOS IgG1 hodc té bao dugc
xit Iy bing H2L5 hIgG4PE. Nhur da dugc quan sét, sy hoat hoa phospho-AKT (S473) toi
da xay ra sau 1 gi® xit ly. Tin hiéu Phospho gidm nhe sau 2 gio va dn dinh dén 6 gio nhung
rdt cudc bi mat sau 24 gid. ELISA ma x4c dinh mirc phospho-AKT (T308) cling dugce thir
nghiém & day nhung khong thé dugc quan st thdy sy hoat héa c6 thé 13p lai véi kit ELISA
nay.

Thao luén

Chudi dan truyén tin hi€u AKT c6 thé dugc hoat hoa boi thu thé tyrosin kinaza,
integrin, thu thé t& bao B va T, thu thé xytokin, thu thé gén két protein G va céac yéu td kich
thich khac ma cam tng san sinh phosphatidylinositol (3,4,5) trisphosphat (PIP3) bing PI3K
[Carnero, 2008]. Céc lipit ndy c6 tac dung lam vi tri tiép gidp mang huyét twong cho Akt
va chit hoat héa nguge hudéng PDK1 ciia né. O mang, PDK1 phosphorylat héa AKT &
Thr308 din dén sy hoat hoa mot phan Akt [Alessi, 1996]. Sy phosphoryl héa clia Akt &
Ser473 bang mTORC?2 kich thich toan b hoat tinh enzym [Sarbassov, 2005].

ICOS dong vai trd quan trong trong chirc nang cua té bao hiéu luc dugc hoat hoa va
té bao T CD4+ didu hoa bang céch thic ddy su séng sot, sy ting sinh va té bao T ghi nho.
Do vai trd quan trong ctia n6 trong viéc duy tri sy hoat héa va chirc néng hiéu luc té bao T,
nén viéc hudng dich ICOS véi chét chu van khang thé co thé 1a cach tiép can tin cay dé gia

tang tinh mién dich chong khoi u. D6i véi nghién clru nay, céc tac gia sng ché€ quan sat
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thdy su hoat héa ICOS boi H2L5 hIgG4PE gy ra su thay dbi qua trinh phosphoryl héa
AKT trong té bao Ba/F3-ICOS. Sau d6, dong protein cung huéng cua AKT, nhu GSK3a
(co chét truc tiép ciia AKT) va protein ribosom S6 ciing dugc phosphoryl héa. Dt li¢u nay
phtl hgp véi nghién ciru dugc thye hién gén ddy véi hé md hinh nay, va phu hop vi cac
dit liéu duoc cong bd khéc [Fos, 2008].

Vi du 10: Chirc nang tac dung cia 2L5 hIgG4PE tan riéng r& va két hop véi khang thé
khang PD1 va khéang CTLA-4 trong thir nghiém PBMC tur ngudi

Chuén bi thit nghiém
Phan 14p PBMC nguyén thiy tir ngudi

M4u tuoi thu duoc tir ngudi hién mau cta trung tim GSK Health Center va dugc
pha lodng 1:1 bing moi trudng 10% RPMI1640 khong chira d6 phenol. Mau da pha loang
duoc phan 16p trén mét trén clia moi trudng déc trong dng hinh nén Uni-Sep Max dung
tich 50ml va ly tdim & 400xg trong 20 phut & nhiét do trong phong c6 ham (BREAK OFF).
L6p don nhan mau trang thu duge (16p dém) duoc chiét mot cach cin than vao 6ng hinh
nén mai dung tich 50mL thong qua mang loc té bao ¢ 100puM. Thé tich twong duong cla
mdi trudng 10% RPMI1640 khong chira d6 phenol dugc bd sung vao 16p dém va duge ly
tAm & 300xg trong 10 phat & nhiét d¢ trong phong. Hat pellet té bao duoc tao huyén phu
lai trong 10ml dung dich phén giai hdng huyét cAu (Sigma Aldrich) va dugc 1 trong 5 phut
& nhiét do trong phong. Té bao dugce rira mot 1in bang moi truong va duge ly tdm nhu da
md ta. Thé tich dugc gia ting dén 40ml bing mdi trudng 10% RPMI1640 khong chira d6
phenol va té bao dugc dém bang cich st dung thiét bi dém té bao Vicell va may phan tich

ty 1& sdng s6t (Beckman Coulter).
Cam tng té bao hinh cy chua truong thanh (iDC) thu duoc tir bach ciu don nhan

Bach ciu don nhan tir ngudi dugc phén 1ap bang cach st dung phuwong phap li€n két
v6i nhya. Mot cach vén tit, 20 triéu PBMC m6i duge phan 1dp dugc nudi cdy trong binh
nudi cdy mo T-75 trong mdi truong AIM-V (Thermo Fisher) trong 3 gio. Té bao ma khong
lién két v6i nhua duogc rira. Bach ciu don nhan lién két duge nuéi céy trong thiét bi o &
37°C 5% CO» trong mdi truong AIM-V duoc bd sung 1000U/ml GM-CSF tr ngudi
(Calt#300-03, PeproTech) va 500 U/ml IL-4 tir ngudi (cat#200-04). Sau 7-10 ngay, té bao
iDC duge thu gom dé ciing nudi céy_ v6i té bao T tir nhitng nguoi cho khéc nhau trong thu
nghiém phan tmg té bao bach huyét hdn hop ngoai sinh.

-116-



31708

Phan 14p té bao T nguyén thuy tir ngudi mot cach tryc tiép tir mau

Té bao T tir ngudi dugc phan 1dp mot cach truc tiép tir mau ngudi tuwoi bang cich
sir dung hdn dich giau té bao T tr ngudi (K thudt té bao gbc). Hon dich giau té bao T tir
ngudi RosetteSep (S0uL/mL) dugc bd sung vio mau toan phén va 16 hdn hop. Sau 20 phit
U & nhiét d6 trong phong, thé tich twong dwong cua PBS + 2% FBS duogc bd sung kém theo
khudy nhe. MAu da pha loang dugc phan 16p trén mét trén ctia moi trudng dic va duoc ly
tAm trong 20 phiit & 1200 x g & nhiét d9 trong phong c6 ham. Té bao duge 1am gidu tir moi
trudng ddc: mét phan cach huyét twong dugc r6t mot cach cén than vao dng hinh nén méi.
Tiép theo, héng huyét ciu dugc dung giai bang dung dich dém hong huyét cau (Sigma
Aldrich) va té bao da dugc 1am giau dugc rira bing PBS + 2% FBS hai 1An. Sau do, té bao
T dugc tao huyén ph lai trong 40ml PBS + 2% FBS va dugc dém bang thiét bi dém té bao
Vi-Cell.

Quy trinh thtr nghiém
Thir nghiém kich thich so b PBMC tir ngudi

PBMC tir ngudi méi duge phén 1ap duge kich thich so bd bang hat Dynabead gién
t bio T CD3/CD28 v6i t 18 hat so véi té bao 12 1:20 trong binh nuéi cdy m6 T-75 trong
mdi truong AIM-V dugc bd sung 100ng/ml MCSF va 100IU/ml IL-2 (PeproTech) ¢ 37°C.
Sau 48 gid, cac hat kich thich so bd dugc loai bo bing tir tinh va té bao duge rira, duge
dém va dugc kich thich lai b%mg hat Dynabead khang CD3 va khang thé c6 tac dung tri liéu
trong moi truong AIM-V dugc bd sung 100IU/ml IL-2 (PeproTech) trong dia day tron loai
96 13 duoc it Iy bing méi trudng nudi cdy khong mo. Mat d cy 12 100k té bao trén 100l
méi trudng mbi 15, Sau khi & & 37°C trong 3,5 ngdy, dich ndi bé mat méi trudng nudi cly

6 bao duogc thu gom dé xdc dinh xytokin da thanh phan bing MSD.
Thit nghiém hoat héa MLR tir ngudi

iDC thu duogc tir bach ciu don nhan tir nguoi tinh nguyén khée manh duge tron theo
ty 1€ 1:10 (iDC: T) v6i té bao T méi duoc phén 14ap tir ngudi tir nhitng ngudi cho khac nhau
va duge i so bd & 37°C trong mdi truong AIM-V véi sy ¢6 mat ctia hdn hop peptit CEFT
0,02pg/mL trong 24 gio. Cac nhém khang thé xtr Iy khac nhau dugc bd sung mdt cach truc
tiép vao cac 16, duge tron va con dugc U them trong 4 ngay nita. Dich nbi bé mit moi
trurong nudi chy té bao dugc thu gom dé xac dinh xytokin da thanh phén bing MSD phén
tich.
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Phén tich xytokin MSD

Mirc xytokin IFN- v, TL-10, IL-2 va TNF-o trong dich ndi bé mjt mdi truong nudi
cdy mé dugc xdc dinh bang cach st dung kit chuin héa V-Plex tir ngudi MSD. Méu dau
tién dugc pha loang 1:200 trong dung dich pha loang 2 (Diluent 2). Miu hiéu chuén ciing
duoc didu ché trong dung dich pha lodng 2 theo khuyén cdo ctia nha san xuét. Mau pha
loang va miu hiéu chudn duge bd sung vao dia MSD mau den ma sau do dugc gin kin
bang chét gin dia va dugc 0 & nhiét do trong phong kém l4c trong 2 gid. Sau khi b sung
25uL dung dich khang thé phét hién, ma méi dugc diéu ché trong dung dich pha lodng 2
vao m3i 13, dia lai duoc gén kin va dugc 1 & nhiét ¢ trong phong kém Iéc thém khoang 2
gi%y. Dia duoc rira 3 14n bang 150puL/15 PBS ciing v6i 0,05% Tween-20 trude khi bb sung
150pL/16 dung dich dém dé doc méi duoc pha lodng 2 1in va dugc tién hanh doc ngay sau
d6 trén thiét bj doc MESO QuickPlex. Dit lidu duge phéan tich bing cach st dung phin
mém MSD Workbench.

Phan tich dit liéu
Phén tich dit liéu MSD

Dit liéu MSD dugc phan tich bing phan mém Discorvery Workbench (MSD, phién
ban 4.0.9). MAu hiéu chuén trong kit ctia nha san xuit dugc bd sung vao mdi MSD dia aé
tao ra dudng cong chuén dic hiéu dia voi gia tri R? trén 0,99 trong tit ci cic trudng hop.
Lugng xytokin duge phat hién dugc tinh nguge trén co s& duong cong chuén va gia tri
trung binh va hiéu chudn tir ba miu sinh 1y gidng nhau dugc sit dung dé v& db thi.

Phén tich thong ké

ANOVA mét chidu duge thyc hién trén dit ligu thay ddi theo bac, chuyén dang
logarit cho mAu ddi chimg isotyp ctia mdi khang thé xt Iy. Thir nghiém so sanh da chidu
cta Dunnett dugc thyc hién dé so sanh ca liéu phap don tri so voi két hop trong cac ngudi
cho khéc nhau. P<0,05 dugc cho 1a c6 y nghia théng ké.

Két qua

Phat trin thir nghiém kich thich so bd PBMC va thir nghiém dbi v6i hoat tinh két
hop ciia H2L5 hIgG4PE vdi ipilimumab va pembrolizumab.

Pé xac dinh cac diéu kién t&i wu dé kich thich so bd, hat Dynabead khang CD3 va
hat Dynabead khang CD3/CD28 tir ngudi (Thermo Fisher) dugc thir nghiém & céc ty 1€ hat
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so Vi té bao khac nhau. Sau 48 gid kich thich so b0, té bao duge léy va hat dugc loai bod
bang tir tinh trude khi kich thich bang hat Dynabead khang CD3 (ty 1€ hat so voi té bao =
1:1) cing v6i khang thé khang ICOS riéng r& hogc két hop v6i khing thé khang CTLA-4
ho#c khang PD1. Viéc xtt ly chi bang H2L5 hIgG4PE tao ra su cdm tng IFN-y so v6i miu
d6i chung isotyp trong tht ca cac diéu kién kich thich so bd duge thir nghiém. DJ lon cua
IFN-y dugc cam tng bing H2L5 hIgG4PE ty 1€ nghich v6i do manh cua kich thich so bd.
Viéc két hop H2L5 hIgG4PE cung véi ipilimumab da chung t6 sy san sinh xytokin gia
ting so v6i H2L5 hIgG4PE hodc ipilimumab & dang riéng 1& trong PBMC ma duogc kich
thich so b rét yéu. T4c dung két hop bi mét dudi diéu kién kich thich so' bo bang khang
CD3/khang CD28 gén két dfa, ma duge cho 1a diéu kién kich thich so b manh hon. Dya
trén két qua nay, didu kién kich thich so bd st dung hat khang CD3/khang CD28 véi ty 1¢
hat so v6i té bao 1a 1:20 dugc chon cho tét ca cac thir nghiém PBMC khic. Két qua tir bén
ngudi cho riéng r&€ dugc thé hién vén tit vé su két hop khang CTLA-4 trong Fig. 16 va su
két hop v6i khang PD-1 trong Fig. 17.

H2L5 hIgG4PE tao ra sy cam Ung Xytokin phu thudc liéu & thtr nghiém kich thich so bd
PBMC

Hoat tinh phu thuc lidu ctia H2L5 hIgG4PE dugc danh gid & cac PBMC tur nguoi
duoc kich thich so by bang hat khang CD3/khang CD28 véi ty 1€ hat so v6i té bao dinh
trude 14 1:20, khang thé khang RSV IgG4PE va khang thé dwoc 1am bét hoat Fe khang
ICOS 422.2 IgG1 dugc dung lam mAu d6i chimg. Ta4m ndng d6 H2L5 hIgG4PE dugc thir
nghiém (100, 30, 10, 3, 1, 0,3, 0,1, va 0,03pg/mL). IFN-y, IL-10 va TNF-a dugc danh gia
theo MSD trong dich ndi bé mit mdi trudng nudi cdy mo cia mau PBMC. H2L5 hIgG4PE,
nhung khong phai 1a mAu dbi ching isotyp IgG4 hay 422.2 dugc lam bét hoat Fc, cam ng
su san sinh IFN-y, IL-10 va TNF-a theo cach phy thugc lidu. Két qua nay duogc st dung dé
x4c dinh ndng do H2L5 hIgG4PE duoc sit dung cac nghién ctru két hop.

Phét trién thir nghiém MLR tr nguoi

Trong nd luc nhim t6i wu hoa thir nghiém MLR tr ngudi, ngoai viéc cung nudi chy
té bao T tir ngudi va DC chua trudng thanh thu dugc tir bach ciu don nhan tir ngudi cho
khéc, hat khang CD3 con dugc bd sung vao cac 15 d@é tao ra su kich thich TCR co ban dé
gitip min cam té bao. Két qua ching t6 rang hat khang CD3 gia ting ddng ké mirc cam

tmg IFN-y. Mic du ipilimumab & dang riéng r& c6 thé cam tng su san sinh IFN-y ma khong
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c6 hat khang CD3, H2L5 hIgG4PE & dang riéng 1€ hay két hop H2L5 hIgG4PE/ipilimumab
chi thé hién sy san sinh IFN-y gia ting trén miu dbi chung tuong tmg voi sy ¢6 mit cia

hat khéang CD3.
Hoat tinh két hop ciia H2L5 hIgG4PE va ipilimumab trong thir nghiém MLR tir nguoi

Hoat tinh kich thich mién dich ciia H2L5 hIgG4PE riéng r& hodc két hop véi
ipilimumab dugc thit nghiém trong thir nghiém MLR ngoai sinh tlr ngudi ma trong do té
bao T ma dugc 0 so bd voi DC chua trudong thanh thu dugc tir bach cu don nhan tir ngudi
cho riéng ré& vé6i su ¢6 mat cia 0,02pg/mL peptit CEFT trong 1 ngay. Viéc két hop H2L5
hIgG4PE/ ipilimumab gia ting dang k& su san sinh IFN-y so v6i tiing chét & dang riéng ré.
Két qua 12 phu hop trong ba cip ngudi cho duge thir nghiém; tuy nhién, ty 1¢ séng sot thip
nhét dugc quan sét giita nhitng ngudi cho (Fig. 18).

Hoat tinh két hop ctia H2L5 hIgG4PE va pembrolizumab trong thir nghiém MLR tr ngudi

Viéc két hop ctia H2L5 hIgG4PE va pembrolizumab con dugc thir nghiém trong thir
nghiém MLR ngoai sinh tir ngudi nhu duge mo ta trén ddy. H2L5 hlg G4PE dugc thir
nghiém riéng 1€ va két hop véi pembrolizumab véi lugng 10pg/mL. Hén hop ctia H2L5
hlg G4PE va pembrolizumab gia tdng IFN-y so voi ting chét & dang riéng r&. Tuy nhién,
y nghia thong ké khong dat dugc do ty 1€ sbéng s6t clia ngudi cho cao va hoat tinh déng ké

ctia mAu didu tri bing chét khang PD-1 riéng r& & mot sb ngudi cho (Fig. 19).
Théo luan

ICOS 14 thy thé ddng kich thich ma duoc bidu hién yéu trén té bao T nguyén ven va
duge didu hoa ting nhanh trong té bao T CD4+ va CD8+ da hoat héa. Phéi tir cia ICOS
ICOS-L (B7h, B7RP-1, CD275), ma dugc biéu hién bing APC thich hgp va béng t€ bao
ndi mé va bidu md ngoai vi sau khi kich thich TNF-o. Con dudng ICOS:ICOS-L tao ra tin
hiéu ddng kich thich dang ké dbi voi sy ting sinh va chitc ning cla té bao T. Do vai trd
cta no trong viéc duy tri sy hoat hoa va chirc ndng hiéu lyc cua té bao T, viée huéng dich
ICOS bang chit chi van khang thé c6 thé 1a phuong phap tin cdy dé gia ting tinh mién
dich chéng khéi u.

Cac nghién ctru da thé hién sy gia ting tan sudt té bao T hiéu lyc CD4+ ICOSM sau
khi phong bé CTLA-4 bang ipilimumab & mot s6 miu bénh ung thu. Ngodi ra, do sy phong
bé CTLA-4, quin thé t& bao nay tao ra cac mirc INF-y 16n hon té bao T CD4+ ICOS". Trén
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thuc té, su gia tdng vé tn suit té bao T ICOS+ CD4 d3 duoc xac dinh 1a d4u 4n sinh hoc
duoc luc hoc cia viée diéu tri bang ipilimumab & bénh nhan ung thu. Cac nghién ctru, &
chudt C57BL/6 thé dai, da ching t6 muc loai bé khdi u tir 80 dén 90% sau liéu phap phong
bé CTLA-4; tuy nhién, & chudt dot bién gen ICOS hodc ICOSL, hiéu qua bi gidm xudng
con it hon 50%. Viéc ICOS c6 vai trd quan trong d6i v6i hidu qua cuia su phong bé CLTA-
4 goi ¥ ring viéc kich thich con dudng ICOS trong liéu phap khang CTLA-4 ¢6 thé gia
ting hiéu qua tri lidu. Do d6, cAn thiét 1ap danh gia hoat tinh két hop cia H2L5 hIgG4PE
va ipilimumab.

Su chét té bao theo chuong trinh -1 (PD-1) dugc bao céo vao nam 2000 la dbi véi
phan tir kiém soat midn dich khac. Su biéu hién ciia PD-L1 (B7-H1), ma 1a mot trong s6
cac phdi tir cia PD-1, ¢ thé dugc tim thiy trén nhiéu loai t& bao bao gdm té bao T, té bao
bidu mo, t& bao ndi mé va té bio khéi u. Khang thé huéng dich truc PD-1/PD-L1 ciing thé
hién d4p Gng lam sang trong nhidu loai khéi u. FDA gin ddy d4 phé duyét pembrolizumab
vi nivolumab 14 thé hé thtr hai ciia chit phong bé kiém so4t mién dich dé diéu tri ung thu.
Pembrolizumab ctia Merck con thé hién ty 16 dap tung 14 khoang 37 dén 38% & bénh nhén
vé6i khéi u 4c tinh tién trién, v6i nghién ctru tiép theo bao cdo rang c6 ty 1é déap ng téng
quéat 1a 26% & céc bénh nhan c6 bénh tién trién sau khi diéu tri bing ipilimumab.
Nivolumab, khéng thé khang PD-1 tir BMS, ciing thé hién lgi ich 14m sang & bénh nhan c6
khéi u 4c tinh di cin v6i ty 1& dap tng 1a 40% va ty 1¢ séng s6t thuong 1a 72,9% vao nim
thir nhit. Ngoai ra, nivolumab con dugec FDA phé duyét dé diéu tri ung thu phdi té bio
khong nho tién trién hoic di cin. Vi khang thé phong bé kiém so4t PD-1 ngay cang quan
trong trong liéu phap mién dich ung thu chi yéu trong 14m sang, nén quan trong 13 danh
gid H2L5 hIgG4PE két hop voi khang thé khang PD-1 v& hoat tinh chéng khéi u két hop

cua chung.

Nhu d4 md ta, thir nghiém hoat héa PBMC dugc phat trién va dugc sir dung dé danh
gi4 hoat tinh kich thich té bao T ciia cac khang thé chu van khang ICOS. Dit ligu dugc tao
ra tir cac nghién ciru ndy hd tro viéc Iya chon ing vién ciia dong 422.2 véi isotyp IgG4PE
1a H2L5 hIgG4PE. Trong céc thir nghiém trudc ddy, cac té bao PBMC dugc kich thich so
b bing dia dugc gin két khang thé khang thé khang CD3 véi lugng 1pg/mL va khang thé
khang CD28 v¢i lugng 3pg/mL trong 48 gio trude khi chung dugc 14y va dugc kich thich
lai bing khéang thé khang CD3 va khang thé ICOS tan ma dang dugc nghién ciru. H2LS5
hIgG4PE ¢on cam tng sy san sinh IFN-y theo cach phu thuge lidu. P& x4c dinh diéu kién
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t8i wu d& kich thich lai, hat Dynabead khdng CD3 tir ngudi va hat Dynabead khang
CD3/CD28 (Thermo Fisher) dugc thir nghiém véi cac ty 1¢ hat so véi té bao khac nhau. Su
kich thich bing hat dugc cho 14 ¢6 tac dung sinh Iy hon va d6 manh ctia kich thich c6 thé
duoc kidm soat d& dang hon bing cach thiét ké céc ty 18 hat so véi té bao khac nhau. Sau
48 gidr kich thich so b, céc té bao dwgc 14y va hat dugc loai bd bang tir tinh trude khi kich
thich bing hat Dynabead khang CD3 (ty 1& hat so v6i té bao = 1:1) cling véi khéng thé
khang ICOS riéng & hosic két hop véi khang CTLA-4. Két qua cho thdy ring viéc xir Iy
bing H2L5 hIgG4PE riéng ré tao ra su cam tmg IFN-y so v6i m3u déi ching isotyp & tat
ca cac diéu kién kich thich so bd dugc thir nghiém. Lugng IFN-y dugce cam tng bang H2L5
hIgG4PE ty 16 nghich v6i cudng do kich thich so bo. Sw két hop cac H2L5 hIgG4PE vdi
ipilimumab d4 chimg t6 sy san sinh xytokin gia ting so v6i H2LS5 hIgG4PE hodc
ipilimumab & dang riéng r& trong PBMC ma dugc kich thich so bd yéu. Tac dung két hop
bi mit dudi didu kién kich thich so bd béi dia dwgc gin két khang CD3/khang CD28, ma
duoc xAc dinh 1a manh hon didu kién kich thich so bd. Dua trén két qua nay, diéu kién kich
thich so bd st dung khang CD3/khang CD28 véi ty 1€ hat so véi té bao 13 1:20 dugc chon
cho tht ca cac thir nghiém PBMC tiép theo. Viéc két hop H2L5 hIgG4PE va ipilimumab
da ching to sy gia ting c6 y nghia théng ké dbi v6i su san sinh IFN-y so véi viée xir ly

timg khéng thé dang riéng ré .

Trong nd lyc t6i wu héa thir nghiém, véi sy kich thich bing khang thé khang
CD3/khéng CD28, ty 18 hat so v6i té bao dugc 4n dinh & 1:20, hat khang CD3 dugc sir
dung trong budc tai kich thich dugc chudn do xudng tir ty 18 hat so véi té bao 14 1:1 dén
1:3 va 1:10. Céc két qua cho thdy ring cudng do tai kich thich thip hon s& tao ra sy cam
ung IFN-y béi H2LS higG4PE thip hon. Téc dung két hop ctia H2L5 hIgG4PE va
ipilimumab bi mét hoan toan dudi sy tai kich thich & ty 1€ hat so véi té bao 1a 1:3 va 1:10,
Do do, ty 1€ hat khang CD3 so véi té bao trong su tai kich thich 1a 1:1 duogc duy tri cho tat

ca cac thir nghiém tiép theo.

V6i didu kién kich thich so bd va tai kich thich dugc ti wu, thir nghiém nay dugce
sir dung dé danh gid dap tmng lidu cia H2L5 hIgG4PE. Téng s6 8 ndng d6 khang thé dugc
thir nghiém, ma 1a 100, 30, 10, 3, 1, 0,3, 0,1 va 0,03pg/mL. Cac dang caa H2LS hIgG4PE
khang RSV IgG4PE va dang cua H2L5 hIgG4PE dugc lam bét hoat Fc khang ICOS 422.2
IgGl, dang cia H2L5 higG4PE dugc lam bét hoat Fc, dugc st dung lam ddi ching. Két
qua cho théy rang H2L5 hIgG4PE, nhung khong phai 1a mau dbi ching isotyp IgG4 hodc
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422.2 dugc 1am bt hoat Fc, cam Gng sy san sinh IFN-y, IL-10 va TNF-a theo céch phu
thudc liéu. Pang chu y 13 céc dang cia H2L5 hlg G4PE dugc lam bét hoat Fc thé hién dap
trng cam ng xytokin bi han ché, khang dinh su tiép hop thu thé Fc 1a quan trong d6i véi
chirc ning cht vén té bao T ctia H2L5 hlg G4PE. Cac két qua nay con dugc st dung aé
xé4c dinh lidu cia H2L5 hlg G4PE cho céc nghién ctu két hop.

Thtr nghiém phan ung té bao bach huyét hdn hop (MLR) con dugc phat trién dé
déanh gia téc dung két hop H2L5 hig G4PE va khang thé phong bé kiém soét. Thir nghiém
MLR la thir nghiém mi&n dich t& bao ex vivo trong d6 té bao hinh cdy chua truong thanh
(iDC) thu dwoc tir bach cau don nhan nguyén thiy dugc két hop vai té bao T duoc phan
14p tir nhitng nguoi cho khac nhau. Sy bét ciip khong phit hop clia cdc phén tir phirc hop
twong thich md chinh (MHC) trén bé mit ciia té bao iDC c6 thé khéi phat su kich thich té
bao T trong md hinh ngoai sinh. Trong 1am sang, thir nghiém MLR la da biét dé xac dinh

su tuong hop cla viéc cdy ghép mo gitta nguoi cho va ngudi nhén.

Dé phat trién thir nghiém MLR, bach cau don nhan méi tir nguoi dugc nudi chy
trong moi trudng dugce b sung thé tai t hop GM-CSF va IL-4 tir ngudi trong mot tuln dé
cam tng kiéu bidu hién DC chua truéng thanh. Sau d6 té bao T tir ngudi méi tir nhitng
nguoi cho khac nhau dugc phan 14p va dugc két hop véi té bao iDC theo ty 1& 10:1 (T :
iDC). Liéu phap don tri bing H2L5 hlg G4PE va ipilimumab hogc viéc diéu tri két hop
dugc bd sung vao mdi truong ddng nudi ciy té bao T/iDC véi sy c6 mit hogc khong co
mit cta hat khang CD3. Muc dich cua hat khang CD3 la dé tao ra su kich thich TCR co
ban dé gitp man cam té bao T. Két qua cho thiy rang hat khang CD3 gia ting dang ké mirc
cam trng IFN-y trong thir nghiém. Méc du ipilimumab & dang riéng r€ c6 thé cam ung su
san sinh IFN-y ma khong c6 hat khang CD3, H2L5 hIgG4PE & dang riéng 1& hodc H2L5
hIgG4PE/ipilimumab két hop thé hién sy san sinh IFN-y gia tdng trén mau dbi chiing twong
rng trong su ¢6 mat cia hat khang CD3. Két qua nay goiy rang, trong thir nghiém nay, sy
kich thich TCR bang t& bao DC & dang riéng ré& c6 thé 1a khong di dé cam g sy biéu hién
ICOS trén bé mit ctia t& bao T nghi ma méi dugce phén lap tir PBMC. Dé cai thién truong
hop ndy, bude 0 so bd iDC va té bao T trong 24 gid dugc thue hién trude khi bd sung
khang thé tri liéu. Hon hop peptit CEFT con dugc bd sung vao quy trinh thit nghiém dé
mAn cam té bao T tét hon va dé gy dap tmg dic hiéu khang nguyén. Nhom peptit CEFT
bao gdm 27 peptit dugc chon tir cac epitop té bao T gi6i han & nhém HLA I va II dugc xac
dinh tir virut cu bao tir ngudi (HHV-5; CMV), virut Epstein-Barr (HHV-4; EBV), virut
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cum A va truc khuén ubn van. Xem xét tAn suit tao mién dich cao chéng lai virut cim A
va tree khudn udn véan va ty 1€ hién hanh cao cua CMV va EBV trong quén thé n6i chung,
dap trng khang nguyén duoc mong doi dbi v6i phan 16n miu tir ngudi. Két qua cho thiy
rang su san sinh IFN- y gia ting quan sat dugc khi té bao T duge G so bd véi té bao iDC
trong 24 gid, va sy san sinh IFN-y con dugc gia ting khi peptit CEFT dugc bd sung vao hé
mdi trudong ddng nudi ciy. Hoat tinh kich thich mién dich ctia H2L5 higG4PE riéng ré
hodc két hop v6i ipilimumab dugc thir nghiém trong thir nghiém MLR ngoai sinh tir ngudi
trong d6 té bao T ma duge u so bd voi DC chua trudng thanh thu dugce tir bach céu don
nhan tir ngudi cho 1€ d6i voi sy c6 mat cta 0,02pg/mL peptit CEFT trong 1 ngay. Viée két
hop H2L5 higG4PE/ipilimumab tao ra su gia tdng dang ké v& mirc san sinh IFN-y so v6i
timg chét & dang riéng ré. Két qua phu hop trong ba cap nguoi cho duge thit nghiém; tuy

nhién, ty 1é sdng sét thdp nhét dwgc quan sét giita nhitng ngudi cho.

Tuong tu, sy két hop H2L5 hIgG4PE va pembrolizumab con dugc thir nghiém trong
thir nghiém MLR ngoai sinh tir nguoi nhu dwoc mo ta trén day. H2LS5 higG4PE duoc thi
nghiém riéng r€ va két hop v6i pembrolizumab véi lugng 10pg/mL. Sy két hop H2L5
hIgG4PE va pembrolizumab 1am gia ting IFN-y so vdi timg chét & dang riéng ré. Tuy
nhién, y nghia thong ké& khong dat dugc do ty 1& sbng s6t ciia nhitng ngudi cho cao va hoat

tinh dang k& cua viée diéu tri bang mot chit khang PD-1 duy nhét & mot sb ngudi cho.

Tém lai, cac nghién ciru ndy da chimg té hoat tinh két hop vuot trdi cia H2L5
hIgG4PE v6i hai chét wc ché kiém soat duwgc FDA phé duyét, ipilimumab va
pembrolizumab, khi so sanh véi liéu phap don tri trong hai thir nghiém trén co s6 té bao
mién dich tir ngudi. D6i véi cac nghién ciru duge md ta trong ban mo ta nay, H2LS
hIgG4PE thé hién viéc déy manh sy hoat héa té bao T va d6 1éch cta Tul (chéng han, su
san sinh IFN-y) ma 1a dac trung cua dép Umg mién dich chéng khdi u hitu ich.

Vi du 11: Hoat tinh chire ning cta H2L5 hIgG4PE riéng r& va két hop véi khang thé khang
PD1 va khang CTLA-4 in vivo
MAu khéi u cia chudt véi PBMC tir nguoi

PHUGNG PHAP

Chuén bj thir nghiém
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T4t ca cic qua trinh thir nghiém trén dong vat dugc xem xét va duge phé duyét boi iy ban

str dung va chim soc dong vat tir thién GSK (GSK Institutional Aminal Care and Use

Committee) trude khi thyc hién cac thi tuc nghién ctru.

Chuén bj dong té bao:

A2058 dugc nhan giéng theo phuong phap ATCC.

Vit liéu:

Dong t& bao khdi u 4c tinh tir ngudi A2058: ATCC, Cat CRL-11147, 10t#59349362
DPBS: ATCC, Cat #30-2200, Lot#63357436

Moi truong Eagle dugc bién ddi boéi Dulbecco: ATCC, Cat# 30-2002, Lot#
62596471, han stt dung: thang 11/2015

Huyét thanh thai bo: Sigma-Aldrich, Cat#12176¢c-1000ml, lot 6 13G180RO0HI, hét
han : thang 7/2018

0,25% (trong lwong/thé tich) Trypsin- 0,53 mM EDTA: ATCC, Cat #30-2102,
Lot#62420300

Khéng sinh Antimycotic (100X): Life Technologies, Cat# 15240-062

Binh nudi ce‘iy t& bao T175 : Greiner bio-one, Cat# 661175

Binh nudi cdy té bao T75 : Greiner bio-one, Cat# 658175

Moi trudng:

Moi trudmg phat trién hoan chinh A2058: Méi truong Eagle duge bién ddi boi
Dulbecco + 10% FBS. Piéu kién nudi cdy: Khi quyén: khong khi, 95%; 5% cacbon
dioxit (CO2); Nhiét dg: 37°C

Khi nhén t€ bao:

Mbi truong hoan chinh duge 1am 4m so bd & 37°C.

Ra dong té€ bao nhanh trong bdn nude & 37°C. Lam sach dng bang 70% etanol va
chuyén té bao vao éng dung tich 15mL d4 dwgc nap méi truong hoan chinh da lam
4m so bo.

Ly tdm & 1200vong/phut trong 5 phut @& thu gom hat pellet t& bao.

B& sung té bao nguoc tré lai binh T75 da duge nap bing moi truong hoan chinh

duoc lam am so b vau & 37°C.
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Nudi cay bo sung té bao:

Thé tich dugc x4c dinh cho binh 75 cm? (dbi vi binh T175 cm?, di€u chinh lugng
phan ly va méi trudng nudi cdy theo ty 1¢ can thiét).

Loai bé moi trudong nudi cdy.

Rira nhanh 16p té bao bing DPBS @8 loai bo tht ca cac vét huyét thanh ma chira chit
trc ché trypsin.

B6 sung 2,0 dén 3,0ml dung dich Trypsin-EDTA vao binh va quan sit té bao dudi
kinh hién vi soi ngugc cho dén khi 16p té bao duge phén tan (2-3 phut).

Luu y: d& tranh sy két nhém, khong khudy té bao bang cach lic binh ma doi dén khi
té bao tach riéng. Té bao ma kho tach riéng c6 thé dugc dit & 37°C dé tao thuan loi
cho viéc phéan tan.

B4 sung 10ml méi trudng phat trién hoan chinh va hut té bao bang cach sit dung
pipet mdt cach cén than.

Ly tAm véi tdc dd 1200 vong/phit trong 5 phit d& thu gom hat pellet té bao, b sung
10ml méi trudng phat trién hoan chinh.

B4 sung cac phan uéc thich hgp cua huyén phi t& bao vio binh nuéi cdy méi. U
moi trudng nudi cdy & 37°C.

Lam mé&i moi truong: Mbi 2 dén 3 ngay

Chuan bi t€ bao khdi u d€ cay chuyén vao chudt:

Rira t& bao bang 1X DPBS, bd sung 3ml 1X Trypsin trong 2-3 phiit.

B6 sung mdi trudng phét trién hoan chinh va thu gom huyén phi té bao trong 6ng
ly tAm hinh nén v6 tring trong mdi trudng nudi chy mo c6 nép day.

Ly tam té bao v&i tbe dd 1200vong/phit trong 5 phit dé thu duogc hat pellet té bao.
Rita t& bao bing 1X dung dich DPBS, ly tim véi tdc ¢ 1200vong/phit trong 5 phiit
8 thu dugc hat pellet té bao. Lap lai viéc rira 2 1an.

DPém té bao bing huyét ciu ké dbi véi sb lugng té bao va ty 18 sdng sot.

Tao huyén phu lai té bao trong PBS trong nudc da véi cac ndng d6 dé cdy chuyén
in vivo (A2058, 2,5¢7/ml, 2,5¢6/100uL/chudt).
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Céy chuyén dong té bao khdi u vao chudt nhit NSG

Vit liéu:

Chudt nhit: NOD.Cg-PrkDCcid II2rgtm1Wjl/SzJ. Jackson Laboratory Stock:
005557, con céi, d0 tudi: 6 tudn

Ong tiém Tuberculin 1ml kém kim tiém 25 G 5/8: Becton Dickinson, Cat# 305554
PDI™ Alcohol Prep Pads: Professional Disposables, Cat# B339

Pém bong PDI™ Povidone-lodin Prep Pad: Professional Disposables,

Cat# B40600

Chuén bi chudt

Chuot tot hon 1a 6 tudn tudi.

Cho thich nghi v&i moi trudng trong 3-5 ngay sau khi nhén chudt.

Cit phan hong sau bén phai ctia chudt

Chudn bi tiém

Lam sach va vo tring phén dién tich cdy chuyén ciia chuot bang iot, sau d6 bing
dém bong gon etanol

Sir dung dng tiém 1-cc va du kim tiém 25 gauge

Kéo pit tong, két hop cac t€ bao va b sung 100pL té bao trd lai bng tiém, 16ng mot
cach cén than vao pit tong.

Tiém té bao duéi da (s.c.) vao phin hong sau bén phai cia chudt.

Danh gia su phat trién khdi u

Xac dinh khéi u, 1am 4m bing 70% etanol dé d& dang tim ra cé4c ria khéi u. Xac dinh
kich thudc khbi u va thé trong mdi 2-3 ngay.

Kich thudc khdi u dugc do bang thuéc kep dién tir, va thé tich dugc xac dinh nhu
sau: Thé tich khdi u (mm3) = (chidu dai) x (chiéu rong)*/2

Str dung trong tinh mach PBMC tir nguoi

Viéc stt dung PBMC tir nguoi c6 thé bit dau 1 tudn sau khi khdi u c6 gia tri trung
binh thé tich vao khoang 100 mm3.

Vit lidu:

PBMC moi tir nguoi : Allcells, cat#C-PB102-3B2
Ong tiém Tuberculin 1ml kém kim tiém 25 G 5/8: Becton Dickinson, Cat# 305554
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e Dém bong PDI™ Alcohol Prep Pad: Professional Disposables, Cat# B339

e Dém bong PDI™ Povidone-Iot Prep Pad: Professional Disposables, Cat# B40600

e Gac bot bién: Covidien, cat# 441211

e Thiét bi gitr dén chiéu sang chudt: Braintree scientific, cat#MTI STD

e Chuén bj PBMC

¢ PBMC tuoi tir ngudi duge mua tir AllCells bing cach van chuyén qua dém.

e Ly tdm té bao v&i tdc d6 1400vong/phit trong 5 phut @& thu dugc hat pellet té bao.

e Rira té bao bing 1X dung dich DPBS, ly tim véi toc do 1400vong/phiit trong 5 phut
@8 thu dugc hat pellet té bao.

e Tao huyén phu lai té bao trong PBS trong nudc da & ndng d6 dé tiém in vivo
(20e7/ml).

e S dung éng tiém 1-cc va d4u kim tiém 25 gauge.

e Kéo pit tong, tron t& bao va bd sung 100pL té bao trd lai dng tiém, 16ng mot cach
can than pit tong.

e Giit t bao trén nudc da.

¢ Tiém vao ven dudi

e U 4m chudt bing dén huynh quang trong 5 phut

e Giit chuft bang thiét b giir dén chiéu sang dudi.

¢ Quay dudi chdm dé quan sat ven.

e Lam sach va vo0 trung vi tri tiém bang iot sau d6 bang bong gon etanol

e Chén diu kim vao ven véi goc nhd va tiém té bao.

e Rut kim tiém va 4n nhe gac bot bién cho dén khi ngimg chdy méu.

e Pua cic con vat trd lai chudng va quan sét trong 5-10 phut dé dam bao rang viéc

chdy mau khong xay ra.
Str dung khéang thé tri liéu

e 1-3 ngay sau khi tiém PBMC tir ngudi, chudt dugc cho st dung khang thé bang cach

tiém trong mang bung.
Vit li€u:
e Mau dbi chung isotyp IgG1 hoan toan tir ngudi: Eureka tri li¢u, cat#ET-901(loai

tién 1am sang) Lot#15-726, han sit dung: Thang 02/2017
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Ipilimumab (Yervoy): Bristol-Myers Squibb NDC 0003-2327-11, 10t#921873 Han
st dung: Thang 04/2015; lot#4H69490, han st dung: Thang 05/2016

MAu dbi chung isotyp IgG4 hoan toan tir ngudi: Eureka tri li¢u, cat#ET-904(loai
tién 1am sang) Lot#15-726, han st dyng: Thang 02/2017

H2L5 hIgG4PE khang ICOS tir nguoi

Pembrolizumab (Keytruda): Merck, NDC 0006-3026-02, lot# L.010592, han st
dung: 26/04/2016

Tiém trong mang bung:

Kéo 1én, dwa vao dng tiém va dAu kim tiém 100pL.

Vach murc ddu kim tiém véi cac gid tr trén dng tiém.

Gitr con vat mot cach chéc chin bﬁng tay khong thuén.

Vi tri tiém cta dau kim tiém: hinh dung dudng ranh giéi trong bung ngay trén dau
gbi, d4u kim tiém s& dugc chén theo dwdng ndy & phia bén phai cia con vét gan voi
dudng phén giéc. Néu 1a con céi, c¢6 thé thdy rang vi tri tiém 13 & phia trudc va gin
nhu ¢ trung tdm cua num va cudi.

Nghiéng chudt voi dAu cua né hudéng xudng d4t sao cho dAu ciia n6 thap hon phia
sau cua no.

Chén du kim vao bung & goc khoang 30 dd.

Théan dau kim tiém phai di sdu vao khoang nira cm.

Sau khi tiém, rut kim tiém ra va dua chudt trd lai chuéng.

L4y mau mau va khéi u

Vit lidu:

Microvette CB300 (Huyét thanh): Braintree Scientific, Cat# MV-CB300 16440
Microvette CB300 (Hematology/Potassium EDTA): Braintree Scientific,
~ Cat# MV-CB300 16444

Mau:

Chuot duge 14y mau & ven dudi mbi mot tudn.

30pL mau dugc 14y vao Microvette CB300 (Hematology/Potassium EDTA) dé phan

tich dém té bao theo dong.
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e 30uL mau khéc dugc 14y trong huyét thanh Microvette CB300 va dugc U trong 2 gior
& nhiét d6 trong phong dé vén cuc, sau d6 ly tim & 2000 x g d8 thu gom huyét thanh.
Huyét thanh dugc cét gitr & -20 cho dén khi dugc phan tich tiép.
Khéi u:
e Chuot dugc lam an tir khi kich thudce khéi u dat 2000mm?. Khéi u duge léy va dugc
xtr ly theo quy trinh sau day.
Thiét ké thir nghiém
T4t c4 céc nghién ciru duge chuén bj theo quy trinh duoc liét ké trén day.
Pap g liéu H2L5 hIgG4PE
Nghién clru nay dugc thiét ké dé xac dinh hoat tinh phu thudc liéu cua H2L5
hIgG4PE & chudt NSG dugc ghép PBMC tir ngudi duge cdy ghép khéi u 4c tinh A2058.
Chin nhém véi 10 con chudt mdi nhom va 1 nhém dbi chimg (Chi khéi u, khong PBMC)
v6i 7 con chudt duoc thiét ké vao mdi nghién ciru. Tom tht vé ché d¢ diéu tri d6i véi dap
tng lidu bing cach str dung PBMC tir ngudi tir ngudi cho #7129 duoc thé hién trong Bang
11. H2L5 hIigG4PE dugc dinh lidu & 0,04, 0,4, 1,2 va 4mg/kg. Ipilimumab dugc dinh lidu
& 3mg/kg va bién thé dugc 1am bét hoat Fe ctia chét chii van khang ICOS dugc thir nghi¢m
v6i luong 1mg/kg. Nhom thir nghiém duge dénh gia so v6i nhom chit dan thudc va dugc
so sanh v6i nhém dbi chimg isotyp twong tmg. Phan tich ty 1& sdng sét duge thuc hién vao

ngay 49 & giai doan két thuc ctia nghién ciru.
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Bang 11: Tom tht vé ché do didu trj dbi voi dép ing liéu H2L5 hIgG4PE & chudt

Nhém | Ché @9 didutri 1 | Ché do diu trj 2 S chudt | Pinh liéu
/nhém

1 Khéi u + huPBMC| Chét din thube 10 Hai 14n mdi tudn
(nguoi cho #7129) trong 3 tudn

2 Khéi u + huPBMC | Isotyp IgG1 tir ngudi | 10 Hai 1An mdi tudn
(ngudi cho #7129) | (3mg/kg) trong 3 tudn

3 Khéi u + huPBMC | Ipilimumab (3mg/kg) | 10 Hai 1an mdi tudn
(nguoi cho #7129) trong 3 tuln

4 Khéi u + huPBMC | IgG4 tir nguoi (4mg/kg)| 10 Hai 14n mdi tudn
(nguoi cho #7129) trong 3 tudn

5 Khéi u + huPBMC| H2L5 higG4PE 10 Hai l4n mbi tudn
(ngudi cho #7129) | (0,04mg/kg) trong 3 tudn

6 Khéi u + huPBMC | H2L5 hIgG4PE 10 Hai 14n mdi tuan
(nguoi cho #7129) | (0,4mg/kg) trong 3 tudn

7 Khéi u + huPBMC | H2L5 hIgG4PE 10 Hai 1an mbi tudn
(ngudi cho #7129) | (1,2mg/kg) trong 3 tudn

8 Khéi u + huPBMC | H2L5 hIgG4PE 10 Hai l4n mbi tudn
(nguoi cho #7129) | (4mg/kg) trong 3 tudn

9 Khdi u + huPBMC | ICOS dugc lam bét hoat| 10 Hai 14n mdi tudn
(ngudi cho #7129) | Fe (1mg/kg) trong 3 tudn

10 Khéi u (no PBMC)| Khong dugc xir ly 7 Hai l4n mbi tun
(nguoi cho #7129) trong 3 tudn

Nghién ciru hoat tinh hiéu qua va dugc lyc hoc (PD) bing H2LS5 hIgG4PE két hop voi

ipilimumab va pembrolizumab
Péi twgng nghién ctru:

D& dénh gi4 hoat tinh chéng khéi u clia lidu phép don tri bang H2L5 hIgG4PE dugc
dinh lidu & 0,04mg/kg va 0,4mg/kg.

-131- )



31708

Pé danh gi4 hoat tinh chéng khéi u cia H2L5 hIgG4PE dugc dinh liéu két hop véi

ipilimumab hodc pembrolizumab v6i duge so sanh véi d6i chirng isotyp twong ting.

Thu gom mo cho céc nghién ctru khac v& hoat tinh duoc luc hoc cia H2L5 higG4PE.
Téng s& 22 nhém diéu tri v6i 10 con chudt mdi nhém duge thiét ké cho nghién ciru nay.
Nhoém 1-16 12 nhém nghién ctru v& hidu qua va nhém 17-22 12 nhém nghién ciru vé hoat

tinh duoc luc hoc.

Déi véi cac ché do didu tri két hop, H2L5 hIgG4PE (0,04 hodc 0,4mg/kg) va
ipilimumab ho#c IgGl (3mg/kg) hoac H2L5 hIgG4PE (0,04 hodc 0,4mg/kg) va
pembrolizumab hodc 1gG4 (5Smg/kg) dugc dinh lidu. H2L5 hIgG4PE va ipilimumab cling
nhu dbi chimg isotyp twong tng dugc dinh lidu hai 14n mdi tuan cho 6 lidu, pembrolizumab
va mAu dbi chiing isotyp tuong tng dwgc dinh liéu mdi 5 ngay cho dén khi két thic liéu
H2L5 hIgG4PE. Déi véi nhém thu gom md dé nghién ctru dugc luc hoc, H2L5 hIgG4PE
duge dinh lidu véi lugng 0,004, 0,04, 0,4 va 1,2mg/kg. Nhom diéu tri dugc danh gia so véi
nhém chét din thudc va nhom déi chimg isotyp. Nhom diéu tri d6i voi cht din thude,
isotyp va H2L5 hIgG4PE riéng r€ va két hop voi ipilimumab va pembrolizumab st dung
PBMC tir ngudi tir ngudi cho s 6711 duge thé hién trong Bang 12. Phan tich dugc thuc

hién vao ngdy 59 & giai doan két thiic clia nghién ctu.

Béng 12: Nhom chudt didu tri véi mau khéi u dc tinh A2058

Nhém| Ché do didutri1 | Ché d6 diéu tri2 | SO Dinh lidu
chudt/
nhom
L I knéiu+ Chét dinthubc |10 | Hai 1in m3i tudn cho 6 liéu
huPBMC
(nguoi cho #6711)
2 | Knhéiu+ M3u déi chtmg |10 | IgG1 hai 1dn m3i tudn cho 6
huPBMC isotyp (IgGl lidu
(ngudi cho #6711) 3mg/kg + [gG4 IgG4 mdi 5 ngay cho dén khi
Smg/kg) két thuc lidu ICOS
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Bang 12: Nhém chudt didu tri v6i m3u khéi u 4c tinh A2058

Nhom| Ché @0 didutri 1 | Ché do diéu trj 2 | S6 Dinh liéu
chuot/
nhom

3 Khéiu + Ipilimumab 10 Hai 14n mdi tuln cho 6 lidu
huPBMC 3mg/kg IgG4 mdi 5 ngay cho dén khi
(nguoi cho #6711) | T 1804 Sme/ke két thic lidu ICOS

4 | Knbiu+ Pembrolizumab |10 | IgG1 hai 1An m&i tudn cho 6
huPBMC Smg/kg 1iéu Pembrolizumab mdi 5
(ngudi cho #6711) +IgG1 3mg/kg ngay cho dén khi két thuc liéu

ICOS

> Khéiu + H2L5 hIgG4PE | 10 IgG1 va ICOS hai 14n m&i tudn
huPBMC 0,04mg/kg cho 6 liéu
(nguoi cho #6711) | 11801 3me/ke

6 Khéiu + H2L5 hIgG4PE | 10 IgG1 va ICOS hai 14n mdi tuén
huPBMC 0,4mg/kg +1gG1 cho 6 lidu
(ngudi cho #6711) | Sme/ke

7 Khéiu + Ipilimumab 10 Ipilimumab hai 14n m&i tudn
huPBMC 3mg/kg cho 6 liéu, Pembrolizumab méi
(ngudi cho #6711) +Pembrolizuma 5 ngay cho dén khi két thic liéu

b Smg/kg ICOS

8 Khéiu + H2L5 hIgG4PE | 10 Ipilimumab va ICOS hai lan
huPBMC 0,04mg/kg mdi tudn cho 6 lidu
(ngudi cho #6711) | ™ Ipilimumab

3mg/kg

9 Khéi u + H2L5 higG4PE | 10 Ipilimumab va ICOS hai ldn
huPBMC 0,4mg/kg + mdi tudn cho 6 liéu
(ngudi cho #6711)
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Bang 12: Nhém chudt didu tri v6i mAu khéi u ac tinh A2058

Nhom| Ché do didutri 1 | Ché do diéu tri2 | SO Pinh liu
chudt/
nhom
Ipilimumab
3mg/kg
10 gnéiu+ H2L5 hIgG4PE | 10 | ICOS hai 14n mdi tudn cho 6
huPBMC 0,04mg/kg liéu Pembrolizumab mdi 5
(ngudi cho #6711) +Pembrolizuma ngay cho dén khi két thuc liéu
b Smg/kg ICOS
I knéiu+ H2LS5 hIgG4PE |10 | ICOS hai lin m&i tudn cho 6
huPBMC 0,4mg/kg 1idu Pembrolizumab mdi 5
(nguoi cho #6711) +Pembrolizuma ngay cho dén khi két thic liéu
b Smg/kg ICOS
12 | Khéiu+ IgG4 Smg/kg |10 | Hai lin m&i tudn cho 6 liéu
huPBMC
(nguoi cho #6711)
13 Khéi u + Pembrolizumab | 10 Pembrolizumab mdi 5 ngdy cho
huPBMC 2,5mg/kg dén khi két thuc liéu ICOS
(ngudi cho #6711)
14 Khéiu + Pembrolizumab | 10 Pembrolizumab mdi 5 ngay
huPBMC Smg/kg cho dén khi két thiic liéu ICOS
(ngudi cho #6711)
I3 | knéiu+ H2LS5 higG4PE |10 | ICOS hai IAn mdi tudn cho 6
huPBMC 0,4mg/kg lidu
(ngudi cho #6711)
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Bang 12: Nhém chudt didu trj véi mAu khoi u 4c tinh A2058

Nhom| Ché d6 didutril |Chédodidutri2 [S6 | Dinhlitu
chudt/
nhom
16 | knéiu+ H2L5 higG4PE | 10 ICOS hai 1an mbi tuan cho 6
huPBMC 0,4mg/kg lidu Pembrolizumab mdi 5
(ngudi cho #6711) +Pembrolizuma ngay cho dén khi két thiic lidu
b Smg/kg+Ipi ICOS
17 | Khéiu+ Chét din thubc |10 | Hai IAn m3i tun d8i voi th
huPBMC nghiém hoat tinh dugc luc hoc,
(ngudi cho #6711) 5 con chudt dugc lay sau 24h
sir dung lidu thir hai va 5 con
chudt duge 14y sau 24h st dung
liéu thir tw
18 | knéiu+ Miu déi chémg |10 | Hai lin mdi tudn déi v6i thir
huPBMC isotyp (IgG4) nghiém hoat tinh dugc luc hoc,
(ngudi cho #6711) 1,2mg/kg 5 con chudt dugc 14y sau 24h
sir dung lidu thir hai va 5 con
chudt dugc 14y sau 24h sir dung
lidu thr tu
19" knéiu+ H2L5 higG4PE | 10 | Hai lin mi tudn i véi thir
huPBMC 0,004mg/kg nghiém hoat tinh dugc luc hoc,
(ngudi cho #6711) 5 con chudt dugc lay sau 24h
sir dung lidu thir hai va 5 con
chuot dugce 14y sau 24h st dung
lidu thr tw
20 I gnéiu+ H2LS5 hIgG4PE | 10 | Hai IAn mdi tudn déi voi thir
huPBMC 0,04mg/kg nghiém hoat tinh dugc luc hoc,
(ngudi cho #6711) 5 con chudt dugc lay sau 24h

sir dung lidu thir hai va 5 con
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Bang 12: Nhém chudt diéu tri v6i mau khéi u 4c tinh A2058

Nhom| Ché @6 didutri 1 | Ché do didutri2 | S6 Dinh liéu
chudt/
nhém

chudt dugc 14y sau 24h sit dung

lidu th{ tu

2l I knbiu+ H2LS5 higG4PE |10 | Hai lan m&i tudn déi voi thir

huPBMC 0,4mg/kg nghiém hoat tinh dugc luc hoc,
(ngudi cho #6711) 5 con chudt dugc lay sau 24h
sir dung lidu thir hai va 5 con
chudt dugc léy sau 24h st dung

lidu th tu

22 IKhéiu+ H2L5 higG4PE | 10 | Hai lAn m3i tudn déi v6i thir

huPBMC 1,2mg/kg nghiém hoat tinh dugc luc hoc,
(nguoi cho #6711) 5 con chudt dugc lay sau 24h
sit dung liéu thir hai va 5 con
chudt duoc 14y sau 24h sir dung

lidu thtr tu

Nghién ctru d4nh gid hiéu qua ctia H2L5 higG4PE dugc dinh liéu két hop véi ipilimumab

hodc pembrolizumab

Nghién ctru ndy dugc thibt ké dé danh gia hidu qua chéng khdi u ctia H2L5 hIgG4PE
(dugce dinh lidu véi lwgng 0,01 va 0,04mg/kg) két hop véi ipilimumab hozc pembrolizumab
v6i d6i ching isotyp twong ing & chudt NSG dugc cdy ghép PBMC tir nguoi st dung mau
khéi u 4c tinh A2058. Téng 13 nhém véi 10 con chudt mdi nhém duge thiét ké cho nghién
ctru. Nhém 2 1a ddi ching isotyp dugc két hop IgGl va IgG4 dugc nhan hoa. H2LS
hIgG4PE dugc dinh lidu véi lugng 0,01mg/kg (Nh6ém 12) va 0,04mg/kg (Nhom 13) ¢ dang
chét duy nhat. Pbi véi ché d6 diéu tri két hop, H2L5 hIgG4PE (0,01 va 0,04mg/kg) va
ipilimumab hoic IgGl (3mg/kg) hoac H2L5 hIgG4PE (0,01 va 0,04mg/kg) va
pembrolizumab hodc IgG4 (Smg/kg) duge dinh lidu. H2L5 hIgG4PE va ipilimumab ciing

nhu d6i chirng isotyp tuong tng dugc dinh lidu hai 14n mdi tuén cho 6 liéu, pembrolizumab
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va miu déi chimg isotyp dugc dinh lidu mdi 5 ngay cho dén khi két thic lieu H2L5
hIgG4PE. Téng hop cac nhém diéu tri, bang cach sir dung PBMC tir ngudi tir ngudi cho
s 4568, dugc thé hién &

Bang 13. Nhém diéu tri dugc danh gia so v6i nhém chét din thubc va nhom dbi
ching isotyp. Phan tich ty 1¢ sdng sét duge thuc hién vao ngdy 33 & giai doan két thiic clia

nghién ctru.

Bang 13: Nhom chudt diéu tri véi mau khdi u 4c tinh A2058
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Nhém | Ché @6 diéu tri 1 Ché do diéu tri 2 Sé Dinh liéu
chudt/
nhom
1 Khéiu+huPBMC | Chét dan thude 10 Hai 14n mdi tuén cho 6
(ngudi cho #4568) lidu
2 Khéiu+huPBMC | Miu déi chimg isotyp | 10 IgG1 hai 14n m&i tudn
(nguoi cho #4568) | (IgG1 3mg/kg+ IgG4 cho 6 lidu
5mg/kg) IgG4 mdi 5 ngay cho
dén khi két thuc lidu
ICOS
3 Khédi u + huPBMC | Ipilimumab 3mg/kg 10 Hai 14n mbi tuan cho 6
(ngudi cho #4568) | + IgG4 Smg/kg lidu IgG4 mdi 5 ngay
cho dén khi két thuc liéu
ICOS
4 Khéiu+huPBMC | Pembrolizumab 10 IgG1 hai lan mbi tuan
(ngudi cho #4568) | Smg/kg cho 6 liéu,
+IgG1 3mg/kg Pembrolizumab mdi 5
ngdy cho dén khi két
thiic liéu ICOS
5 Khdiu+huPBMC | H2L5 higG4PE 10 IgG1 va ICOS hai lan
(ngudi cho #4568) | 0,01lmg/kg +IgG1 mdi tudn cho 6 lidu
3mg/kg
6 Khéiu +huPBMC | H2L5 higG4PE 10 IgG1 va ICOS hai lan
(ngudi cho #4568) | 0,04mg/kg +1gG1 mdi tuén cho 6 liéu
3mg/kg
7 Khéiu+huPBMC | Ipilimumab 3mg/kg 10 Ipilimumab hai 1an mdi
(ngudi cho #4568) | +Pembrolizumab tudn cho 6 liéu,
Smg/kg Pembrolizumab mdi 5

ngdy cho dén khi két
thiic liéu ICOS
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8 Khdi u+huPBMC | H2L5 hIgG4PE 10 Ipilimumab va ICOS hai
(ngudi cho #4568) | 0,01mg/kg + 14n mdi tudn cho 6 lidu
Ipilimumab 3mg/kg
9 Khéiu +huPBMC | H2L5 hIgG4PE 10 Ipilimumab va ICOS hai
(ngudi cho #4568) | 0,04mg/kg + 14n mdi tudn cho 6 liéu
Ipilimumab 3mg/kg
10 Khéiu+huPBMC | H2L5 hIgG4PE 10 ICOS hai 1an mbi tudn
(ngudi cho #4568) | 0,01mg/kg cho 6 liéu |
+Pembrolizumab Pembrolizumab mdi 5
Smg/kg ngdy cho dén khi két
thic lidu ICOS
11 Khéiu+ huPBMC | H2L5 hIigG4PE 10 ICOS hai 14n mbi tuin
(ngudi cho #4568) | 0,04mg/kg cho 6 liéu
+Pembrolizumab Pembrolizumab mdi 5
Smg/kg ngay cho dén khi két
thiic liéu ICOS
12 Khéiu+huPBMC | H2L5 hIgG4PE 10 Hai 14n mbi tuan cho 6
(ngudi cho #4568) | 0,01mg/kg lidu
13 Khéiu+huPBMC | H2L5 hIgG4PE 10 Hai 1an mdi tuén cho 6
(ngudi cho #4568) | 0,04mg/kg liéu
Phén tich théng ké

Su kién xay ra dbi v6i phan tich ty 18 sdng st 1a thé tich khdi u >2000 mm’, tinh

trang loét khdi u, thé trong chudt giam sut >20%, hép hdi hodc da chét, tiy theo diéu gi

x4y ra trwéc. Thoi diém chinh x4c cho ngudng th& tich dwoc wéc lugng bing cach 14y khép

duong thing tuyén tinh gitra logarit thé tich khdi u va ngady ctia hai 1an quan sat, quan sét

dAu tién ma vuot qua ngudng thé tich va quan s4t con lai 1a ngay trude ngdy dat ngudng

thé tich. Phuong phap Kaplan-Meier (KM) dugc thuc hién dé u6c lugng ty 18 séng sot clia

cic nhém diéu tri khac nhau & thoi diém x4c dinh. Thoi gian trung binh dén thoi diém cudi

va khoang tin cdy 95% tuong ng cia n6 dugc bao cdo. Sau d6, dudng cong ty 1€ sdng sot
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KM gitra hai nhém bét ky c¢6 khac nhau vé mit théng ké hay khong dugc thir nghiém bang
thir nghi¢ém log-rank.

Dir lidu v& thé tich khdi u tir ngdy cudi cing trong d6 ¢6 10 con vat mdi nhém (tlrc
1 trude khi con vat bat ky duoc 1am an tir) duoc st dung dé so sanh thé tich khdi u gitta
cac nhom didu tri khac nhau. Trudc khi phén tich, thé tich khéi u dugc chuyén dang logarit
(log) ty nhién do sy khac biét vé phuong sai trong cac nhém diéu tri khac nhau. ANOVA

sau d6 1a so sanh ting cdp dugc thyc hién trén dit liu dugc chuyén dang logarit.

Phin mém GraphPad Prism dugc sir dung dé v& @6 thi dir liéu phat trién khéi u va
thé trong.
Két qua
Pap ung liéu H2L5 hIgG4PE (Fig. 20A)
Ut ché phat trién khéi u

Nhém dbi chitng: PBMC tir ngudi (ngudi cho 7129) khong thé hién tic dung ddi
v6i sy phat trién khdi u A2058 & chudt NSG. Chudt mang khdi u A2058 ¢6 hoic khong c6
PBMC tir ngudi, chudt mang khdi u A2058 ¢6 PBMC tir ngudi duge xir Iy bang chét din
thudc va khang thé mau dbi chimg isotyp da phat trién khdi u ma tién trién nhu duge mong
doi (Nhém #1 so v6i Nhom #10, Nhom #1 so véi Nhom #2, Nhom #1 so véi Nhom #4,
p=1).

Ché do diéu trj bang ipilimumab véi lwong 3mg/kg (Nh6m #3) da ching té mirc tre
ché dang k& su phat trién khéi u (p<0,03) so véi mau dbi chimg chét din thube nhom #1,
tuy nhién y nghia théng ké bi mit (p<0,22) khi so sanh véi mau dbi chirng isotyp nhom #2.
Pidu nay cho thdy ring khang thé isotyp c6 thé anh huéng dén su phat trién khdi u.

Ché @6 diéu tri bing H2L5 hIgG4PE vdi lugng 0,4mg/kg di chimg to xu huéng trc
ché phat trién khéi u va gia tang ty 1& sdng sét ctia chudt so véi cic lidu khac, mic di tac
dong 1a khong c6 y nghia théng ké khi so sanh véi chit din thudc hoic miu dbi ching
isotyp.

Quan sat 1am sang:

Su suy giam thé trong & chudt duwoc quan sat trong nghién ciru ma 1a khoang 20% &
thoi diém cudi cua nghién ctru. Puoc béo cdo 1 tai trong ca GvHD va khéi u 6 thé gay
giam manh vé thé trong chudt, mic di trong nghién ctru ndy thé trong giam sut duong nhu
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¢6 lién quan nhiéu hon dén khéi u A2058 vi chudt mang khdi u ma khong duge ghép mod
PBMC (nhém #10) thé hién cing mot xu huéng. Tinh trang loét khéi u quan sat dugc ¢

cac khoi u trong nghién ctru, k€ cd nhdm doi chung isotyp.
Cai chét cua chudt:

Hau hét chudt dugc loai bd khi khdi u dat dén thé tich >2000mm* Ba con chudt
dugce 1am an tir do tinh trang loét khéi u, va ba con chudt duge 1am an tit do thé trong gidm
>20%. Chin con chudt da chét mot cach tw nhién trong cdc nhom, bao gbm hai con trong
nhém chit din thudc, va tbng cong ba con trong nhém d6i chimg isotyp. Céi chét cta
nhitng con chudt nay dugc cho 1a do d§ nhay cua mau d6i v6i trang thai bénh & vat chu
chdng lai sy cdy ghép, va khong lién quan dén viéc diéu tri vi khong c6 mau ndo quan sat

dwoc v6i nhom didu tri so véi nhém chat dan thude hodce nhém doi chimg isotyp.

Nghién ciru hi¢u qua véi H2LS5 higG4PE két hop véi ipilimumab va Pembrolizumab (Fig.
20B)
U'c ché phat trién khéi u:

Nhém déi chimg: Chudt mang khéi u A2058 véi PBMC tir ngudi duge xi 1y béng
chit din thudc hodc khang thd mAu ddi ching isotyp da phat trién khéi u ma sy phat trién

13 nhu dugc mong doi.
Li¢u phép don tri:

Viéc didu tri bing ipilimumab vé6i lugng 3mg/kg duge két hop voi IgG4 (Nhém #3)
tao ra mitc trc ché dang ké su phat trién khéi u (p<0,04) so v6i mAu déi ching chat din
thudc nhém #1. Tuy nhién, khi so sénh véi miu dbi chimg isotyp nhém #2, y nghia théng
ké bi mét (p<0,23).

Viéc didu tri bing Pembrolizumab & dang riéng ré & 2,5 hodc Smg/kg (Nhom #13,
14) ¢6 mirc (rc ché phat trién khéi u c6 thé quan sat duoc nhung khong c6 y nghia théng
ké khi so sénh véi nhém chét din thubc hodc déi chimg isotyp nhém #12. Pembrolizumab
duogc két hop véi IgG1(Nhom #4), thé hién mirc rc ché phat trién khéi u c6 thé quan sét
dugc nhung khong cd y nghia thdng ké, tuy nhién sy gia ting dang ké v& ty 18 sbng sot
duge quan sét (p<0,04) khi so sanh véi di chimg chét din thudc nhém #1. Y nghia théng
ké bi mét (p<0,4) khi so sanh véi ddi chiing isotyp nhom #2.
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Ché do didu tri bing H2L5 higG4PE riéng r& véi luong 0,4mg/kg (Nhém #15) thé
hién mirc rc ché phat trién khdi u quan sat dwgc ma khong c6 y nghia théng ké so véi nhém
chit din thudc hodc @i chung isotyp nhom #12. H2L5 hIgG4PE véi lugng 0,04 hodic
0,4mg/kg duoc két hop v6i IgG1 (Nhom #5 va 6) thé hién sy tri hodn quan sat dwgc trong

qué trinh tién trién khéi u va ty 18 sdng sét ctia chudt nhung khdng c6 ¥ nghia théng ke.
Didu trj két hop:

T4 hop ctia H2L5 hIgG4PE (0,04 hogc 0,4mg/kg) véi ipilimumab (3mg/kg). Nhém
#8 va #9 khong thé hién mirc rc ché thém dbi véi su phat trién khdi u so véi Ipilimumab
& dang riéng r& (Nhém #3). T hop clia H2L5 hIgG4PE (0,04 hodc 0,4mg/kg) voi
pembrolizumab (5mg/kg). Nhém #10 va #11 da ching té6 mirc irc ché phat trién khéi u va
ty 18 séng s6t ciia chudt nhe nhung khong déing ké so voi liéu phép don tri bing

pembrolizumab, Nhom #4, hogc li¢u phap don tri béng H2L5 hIgG4PE, Nhém #5 va #6,
Quan st 1dm sang:

Thé trong chudt giam sut quan sat duge trong nghién ctru 1a khoang 20%. Tinh trang
loét khdi u 1a 6 rang & céc khdi u trong nghién ciru & phan 16n céc nhom.
Cai chét ciia chudt:

Téng cong 100 con trong s6 160 con chudt dugc 1am an tir khi thé tich khéi u dat
dén >2000mm3. 29 con chudt dugc lam an ti do loét khéi u, 18 con chudt da chét, 12 con
chudt dugc 1am an tir do thé trong giam st >20%, va mdt con chudt dugce lam an tir vi hép
héi. Chudt da chét ndm trong nhém bao gdm mau dbi ching isotyp nhém #2. Cai chét ctia
nhitng con chudt nay dugc cho la do do nhay cua mau ddi voi trang thai bénh & vét chu
chéng lai sy cdy ghép, va khong lién quan dén ché do diéu trj vi khong c6 miu ndo quan
sat dugc voi nhom diéu tri so véi nhém dbi chimg isotyp.

Nghién ciru hiéu qua dé danh gia H2L5 hIgG4PE dugc dinh lidu két hop véi ipilimumab
hodc pembrolizumab (Fig. 20C)
Tri hoéin phat trién khéi u:

Nhém dbi chimg: Chudt mang khéi u A2058 véi PBMC tir ngudi duge xtt ly bang

chét dn thudc hodc khang thé mAu dbi chimg isotyp da phat trién khdi u ma sy phat trién

1a nhu dugc mong doi.

Li€u phéap don tri:
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Ché d6 didu tri bing ipilimumab véi lugng 3mg/kg két hop véi IgG4 (Nhom #3) da
chirng t6 murc tre ché dang ké dén su phat trién khdi u (p<0,02) va sy gia ting dang ké vé
ty 1& sbng s6t (p<0,01) khi so sanh véi dbi ching chit dan thudc nhém #1. Tuy nhién, so
v6i mau dbi chirng isotyp nhém #2, sy tc ché phat trién khdi u khong dat y nghia théng ké
(p<0,13) trong khi d6 van gitt dugc su gia tang dang ké v& ty 18 sdng st ctia chudt (p<0,04).

Ché do didu tri bdng Pembrolizumab véi lwgng Smg/kg két hop véi IgG1 (Nhom
#4) thé hién sw trc ché phat tridn khéi u ma khong c6 y nghfa théng ké so véi nhém chat

dan thudc hodc dbi chimg isotyp nhém #2.

Ché d6 didu tri bing H2L5 hIgG4PE riéng r& véi lwgng 0,01mg/kg hodc 0,04mg/kg
(Nhém #12 va #13) da chimg t6 muc irc ché dang ké sy phat trién khdi u (p<0,03) khi so
sanh v&i mau déi chimg chat din thudc nhom #1. H2L5 hIgG4PE duoc dinh liéu véi luong
0,04mg/kg con lam gia ting dang ké vé ty 18 séng s6t ciia chudt (p<0,048) khi so sanh véi
nhém dbi chimg chit dan thude #1. Tuy nhién, so véi mAu d6i chimg isotyp nhém #2, mirc
&rc ché phat trién khdi u va ty 16 sdng sot khong c6 y nghia théng ké dbi v6i nhom #12 va
#13. H2L5 hIgG4PE vdi lugng 0,01mg/kg dugc két hop voi IgG1(Nhom #5) thé hién mirc
trc ché dang ké dén su phat trién khdi u (p<0,03) va ty 1& sdng sét ctia chudt (p<0,03) khi
so sanh v6i mAu déi chimg chit din thudc nhom #1. Tuy nhién, so v6i mau ddi chimg
isotyp nhom #2, viéc tri hodn su phét trién khdi u va ty 1¢ séng sét khong c6 y nghia théng
ké. H2L5 hIgG4PE véi lugng 0,04mg/kg duoc két hop véi IgG1(Nhoém #6) thé hién mirc
trc ché phat trién khéi u va ty 1¢ sdng s6t ctia chudt quan sat duge, nhung khong c6 y nghia

thdng ké.
Diéu tri két hop:

T6 hop ctia H2L5 hIgG4PE véi ipilimumab (0,0lmg/kg cung véi ipilimumab
3mg/kg; Nhom #8) th& hién mirc rc ché phat trién khoi u va ty 18 sdng st clia chudt 6 thé
quan sat dugc nhung ciing khong c6 y nghia théng ké. H2L5 higG4PE két hop véi
ipilimumab (0,04mg/kg cung véi ipilimumab 3mg/kg; Nhom #9) da chimg t6 mirc trc ché
dang ké su phat trién khéi u (p<0,00) va gia ting dang ké vé ty 1& sbng sét clia chudt
(p<0,04) khi so sanh v6i mAu déi chirng chét din thubc nhom #1 hodc ddi chimg chét isotyp
nhém #2 (p<0,02). Tuy nhién, so véi miu d6i chung isotyp, ty 1& séng st cling khong co
y nghia thong ké. Hoat tinh két hop khong dat dén y nghia théng ké so véi nhém liéu phap
don tri bing ipilimumab#3 hodc nhém liéu phéap don tri bang H2L5 hIgG4PE.
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H2L5 hIgG4PE (0,0 1mg/kg hogc 0,04mg/kg) két hop véi pembrolizumab (Smg/kg),
Nhém #10 va #11, c6 mic (e ché déng k& sw phat trién khdi u (p< 0,03) va su gia ting
dang ké vé ty 16 sbng s6t ciia chudt dugc quan sat (p<0,03) khi so sanh véi mAu dbi chimg
chat din thuéc nhom #1. Khi so sanh véi mAu déi chimg isotyp nhém #2, mirc ire ché phat
trién khdi u vAn c6 ¥ nghia théng ké véi luong 0,04mg/kg H2LS hIgG4PE két hop v6i
pembrolizumab (p<0,03). Tuy nhién, lgi ich vé ty 18 séng sét khong c6 y nghta thong ké.
Liéu phap két hop khong c6 ¥ nghia théng ké so véi timg nhom liéu phép don tri bing
pembrolizumab, nhém #3, hodc bang H2L5 hIgG4PE nhém #5 hodc #6. Do do, H2LS5
hIgG4PE dugc két hop v6i pembrolizumab (0,01 hodc 0,04mg/kg cung véi pembrolizumab
5mg/kg) chiing té sy gia tang v& mirc e ché phat trién khdi u va ty 16 séng s6t ciia chudt
nhung ciing khong c6 y nghia théng ké so véi miu d6i chung isotyp hodc céc liéu phap

don tri.
Quan sét 1am sang:

Thé trong chudt gidm stt dugc quan sat trong nghién ctru 1a khoang 20%. Tinh trang

loét khoi u dugc quan sat & phan 16n cac nhém nghién ctru.
Cai chét cia chudt:

Téng cong 91 con chudt duge 1am an tir do kich thudce khéi u >2000mm?, 34 con
chudt dugce lam an tir do tinh trang loét khéi u, va 5 con chudt d chét. Cai chét cua nhiing
con chudt nay duoc cho 1a do d nhay cua mau dbi véi trang thai bénh & vat chu chéng lai

su ciy ghép.
Thao luan

Hiéu qua cua H2L5 hIgG4PE dudi dang liéu phdp don tri va két hop voi
pembrolizumab ciing nhu ipilimumab dwugc danh gid trong mau chudt NSG duge ghép
PBMC tir ngudi v6i khdi u ac tinh A2058. Mau ma trong d6 PBMC tir ngudi duge tiém
trong tinh mach vao chu¢t truéng thanh thiéu hut NSG (NOD/SCID/IL-2Rynull) dugc goi
12 miu Hu-PBMC NSG. N6 gay ra bénh vét chi chdng lai manh ghép (GvHD) va dugc st
dung d& nghién ctru hoat tinh hidu Iyc va té bao T ghi nh. MAu Hu-PBMC NSG duoc cdy
ghép vai dong té bao ung thu A2058 tir ngudi dudi da dé nghién ctru tac dung tri liéu mién
dich khang thé tir ngudi d6i voi su phat trién ctia khéi u. Cc gidi han cia md hinh nay bao

gdm sy khéi phét cac triéu ching GvHD, suy giam thé trong, va tinh trang loét khéi u
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thudong xuyén ma ngan can sy theo doi ty 1€ séng sét trong khoang thoi gian dai 1a ¢6 thé
xay ra d6i voi miu khéi u ciia chudt ddng ghép.

Céc nghién ctru ban ddu d& danh gia H2L5 hIgG4PE & lidu ndm trong khoang tir
0,04mg/kg dén 4mg/kg cho thy ring cac liéu nim trong khoang thip hon ¢6 mirc tc ché
thip nhit di vé6i su phat trién khéi u. Sy tri hoan tién trién khdi u va gia ting ty 1& song
sOt cta chudt quan sat dugc & nhom st dung lidu nim trong khoang tir 0,04 dén 0,4mg/kg
mac du khong cé y nghia thdng ké khi so sanh véi nhém dbi chung isotyp. Trén co s& cac
nghién ciru nay, lidu H2L5 hIgG4PE 14 0,04 dén la 0,4mg/kg dugc chon cho céc danh gia
khac riéng r& va két hop véi pembrolizumab va ipilimumab trong hai nghién ciru véi ménh
ghép PBMC tir hai ngudi cho khéc nhau (ngudi cho s 4568 va 6711). Dép tng thip nhét
dbi vé6i liéu phap don tri bing H2L5 hIgG4PE va két hop véi pembrolizumab dugc quan
sat & mot trong s hai nghién ciru két hop dugc thuc hién. Nghién ciru két hop str dung
PBMC tir ngudi cho 4568 (Bang 13, Fig. 20C) da chimg t6 hoat tinh chéng khéi u cua liéu
phép don tri va két hop trong khi nghién ciru stt dung PBMC tir nguoi cho 6711 (Bang 12,
Fig. 20B) khong thé hién tac dung chéng khdi u dang ké, diéu nay c6 thé la do sy khac
nhau v& PBMC tir ngudi cho gifta cdc nghién ciru, ma phan anh sy thay d6i dap tmg cla
bénh nhan ma cé thé duoc quan sat trong 14m sang. Déi voi nghién ciru két hop thir hai nay
vGi PBMC tir ngudi cho 4568, mirc tre ché phat trién khdi u gia ting va ty 1& sdng sot clia
chuét gia ting dugc quan sét trong nhom két hop khi so sanh véi riéng ting chét, mic du
su khac nhau ndy khong c6 y nghia théng ké. Tuy nhién, tdc dung hiép ddng do két hop
quan sat duoc, vi H2L5 hIgG4PE & liéu 0,04mg/kg két hop v6i pembrolizumab Smg/kg
tao ra sy giam dang ké v& thé tich khéi u v& mit thdng ké. Mudi ngay sau lidu déu tién va
ty 18 séng s6t dugc gia tang so véi nhom d6i chimg isotyp (p < 0,05), trong khi d6 liéu phap
don tri khong c6 tdc dung nay. Trén thuc té, 50% s6 chudt trong nhom két hgp H2LS
hIgG4PE va pembrolizumab dugc duy tri trong nghién clru dén ngay 33, nhung bj loai bd
do tinh trang loét khéi u. Chi bén con chudt bi loai bo ra khéi nghién ctru khéi nhém két
hop nay do thé tich khéi u, trong khi d6 8 dén 9 con chudt bi loai bo khoi nghién ctru trong

cac nhom pembrolizumab va isotyp.

Liéu phap khang PD1 khong cho thAy hoat tinh c6 y nghia théng ké trong miu nay
vi chi quan sét thiy su thay d6i rét han ché d6i v6i sy phat trién khéi u va ty 16 sdng sot véi
nhém duge xir Iy bing pembrolizumab so véi nhém dugce xir Iy bang isotyp. Liéu phép don
tri v6i Ipilimumab thé hién xu huéng wc ché phat trién khéi u tét hon & mirc thép nhét so
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v&i pembrolizumab trong cé hai nghién cttu, va thé hién su gia ting c6 y nghia théng ké vé
ty 18 sdng sét so v&i isotyp trong nghién ctru két hop thir hai véi ngudi cho dép tmg PBMC
4568 (p< 0,04). H2L5 hIgG4PE & liu 0,01mg/kg két hop véi ipilimumab 3mg/kg c6 su
gia ting dang ké vé ty 18 séng st so vé6i ipilimumab (p< 0,02), nhung khong tang dang ké
s0 v6i liéu phap don tri bing H2L5 hIgG4PE. Khong c6 tic dung b sung dang ké nao dbi
v6i thé tich khéi u quan sat duoc véi td hgp H2LS5 hIgG4PE va ipilimumab trong mé hinh
nay so véi riéng tung chit. Chudt tir tt ca nhém didu tri bao gdm nhoém chét din thude va
nhom dbi chung isotyp dd chét nhu dugc bdo cdo & cic bang v& cai chét cua chuét. Cai
chét cia nhitng con chudt nay dugc cho 1 do dd nhay ciia mau d6i v6i trang thai bénh vt
chi chéng lai ménh ghép, va khong lién quan dén ché do didu tri.
Vi du 12: Hoat tinh chitc ndng ctia khang thé cht van khang ICOS tir chudt riéng r& va két
hop v6i khang thé khang PD1 va khang CTLA-4 in vivo
M3u khéi u & chudt déng ghép CT26 va EMT6
Mau ung thu biéu md rudt két & chudt CT26
PHUONG PHAP

Nghién ciru nay dugc thyc hién theo phuong phdp ma dugc phé duyét bai Uy ban
chim s6c va st dung dong vét tir thién GSK trude khi thuc hi¢n nghién ctu.
Dong vat

Trong nghién ctru ndy 164 con chudt BALB/c céi tir Harlan Sprague Dawley. Nhitng
con chudt 6-8 tudn tudi vao thoi diém bit ddu nghién ctru néu ching dugc céy chuyén.
Nudi cdy té bao va cdy chuyén

Mot lo nhé chira té bao CT-26 (ATCC: CRL-2638) (3x10° té bao; P-11) dugc rd
dong tir -140°C va dugc cho vao dia RPMI véi 10% FBS. Té bao dugc nudi ciy so bo 3
1an trong 10 ngay. Trypsin/EDTA dugc st dung dé tao thuén loi cho viéc tach té bao khéi
binh nuoi céy trong qua trinh nudi céy so bo. Té bao dugce thu gom, dugc rira hai 1an, va
duoc tao huyén phu lai trong RPMI ma khong c¢6 FBS v6i lugng 5x10° té bao/ml. Chuot
duge cdy chuyén dudi da véi lugng 0,1ml té bao (5x10* té bao/con chudt) trén phin hong
sau bén phai.

Vao ngay thu gom té bao va cdy chuyén, viéc dém té bao dugc thuc hién trén thiét

bi Beckman Coulter Vi-cell XR va dugc thir nghiém b%mg huyét cau ké. Té bao duoc tach
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khdi binh bing trypsin/EDTA va dugc rira hai 14n, ddu tién bing RPMI +10%FBS va sau
d6 chi bang RPMI va dugc tao huyén phu lai trong 10ml RPMI. 178x10° té bao dugc thu
gom trong 20ml RPMI véi ty 16 sdng sot 14 98,8%. 1,685ml huyén phi té bao (t6ng 15x10°
té bao) dugc bd sung vao 28,315ml RPML.

15x10° t& bao/30ml méi truong = 5x10° té bao/ml. Lugng nay twong duong voi

5x10* t& bao/100pL.
Ché phim khéang thé va diéu ché

Khang thé duogc pha lodng tir lo gbc dén ndng d6 mong mubn trong nudc mudi 0,9%
v tring vao ngay dinh lidu. Dong C398.4 chii van khang ICOS dugc thir nghiém véi lugng
0,05mg/kg va 0,5mg/kg. Mbi lidu con duge thir nghiém véi ca khéng thé khang PDI1
10mg/kg va khang CTLA-4 1mg/kg.

Quy trinh thir nghiém
Quan sat khdi u va dinh liéu

Chudt dugc ciy chuyén vao ngay 0. Vao ngay 11, thé trong va thé tich khdi u dugc
do. Chudt dugc chon ngiu nhién vao 12 nhém nghién ciru duge thé hién trong Bang 14 véi
10 con chudt/nhém theo kich thuée khdi u. Viée chon nglu nhién dugc thyc hién bing
cach sir dung phan mém Studylof Study Director. Chudt dugc dinh lidu trén co s& biéu d6
thiét ké nghién ctru hai 1in médi tudn bit diu vao ngay ngiu nhién va lién tuc véi tbng 6
lidu. Viéc dinh liéu trong mang bung (IP) trong 100uL thé tich chat dan thudc 14 nude mudi

0,9%. Thé tich khéi u va thé trong dugc xac dinh 3 14n mdi tuln trong subt nghién ciru.
Thoi diém két thue
Chudt bi loai khdi nghién ctru do trong lugng khéi u néu thé tich khéi u 16n hon

2000mm?3. Thé tich khdi u dugc x4c dinh bang cach st dung phép do béng thudc cip chiéu
dai va chiéu rong theo cong thirc sau: TV=0,52*¥L*W?2,

Ngoai ra chudt bj loai khéi nghién ctru néu khéi u phat trién tinh trang loét ho. Tinh
trang loét dugc quan sat trong sudt thir nghiém, tuy nhién riéng trudng hop céc vét loét
dong thi khong két thuc trir khi chiing tao ra cac 18 ho.

Mic du khong ap dung cho con chudt bét ky trong nghién ctru nay, diém két thuc

thir ba dugc thiét 1ap & thoi diém bt dau ctia nghién ctru 13 viée giam 20% thé trong.
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Thuoc va vat li¢u

Khang thé Nha cung cdp | Danh muc # | Nhém Dong
ICOS Biolegend 93108 B205973 C398.4
PD1 BioXcell BEO0146 5792-10/0815B | RMP1-14
CTLA-4 BioXcell BE0164 5632-4/0715 9D9
Chudt nht

IgG2b BioXcell BE0086 4700/1014 MCP-11
Chudt [gG2a | BioXcell BE0089 5679-6/0815 2A3
Chuét dong

IgG Biolegend 92257 B205974 HTKS888

T4t ca cac khang thé dugc pha loang dén ndng do mong mubn trong nuwdc mubi 0,9% va
nude mudi duge st dung 1am dbi ching chét din thude.
Phan tich dit li€u

Su kién x4y ra d6i v6i phan tich ty 18 sdng s6t 1a thé tich khdi u 12 2000mm? hoic
tinh trang loét khéi u, tily thudc vao didu gi xay ra trude. Thoi diém chinh x4c cho thé tich
ngudng duoc ude lugng bing cach 14y khop dudng thing tuyén tinh giita logarit (log) thé
tich khéi u va ngay cia hai 1dn quan sat, ngdy quan sét thir nhét 12 ngay ma vuot qua thé
tich ngudng va ngdy quan sat con lai 1a ngay truée thé tich ngudng. Phuong phap Kaplan-
Meier (KM) dugc thyc hién dé uée lugng ty 1€ séng sot clia cac nhém diéu tri khac nhau &
thoi diém x4c dinh. Thoi gian trung binh va khoang tin cdy 95% twong ung cia n6 dugce
bao cdo. Sau do, dudng cong ty 18 séng s6t KM giita hai nhém bét ky c6 khac nhau vé mit
théng ké hay khong duoc thir nghiém bing thir nghiém log-rank.

Thé tich khdi u vao 17 ngay sau khi bt diu dinh liéu giita cdc nhém diéu tri khéc
nhau dugc so sanh. Trude khi phan tich, thé tich khéi u dwgc chuyén dang logarit ty nhién
do sur khéc biét vé& phuong sai giita cc nhém diéu tri khdc nhau. ANOVA sau d6 12 so sanh

tung nhém duge thyc hién d6i voi dit lidu duge chuyén dang logarit.

-148-



31708

Bang 14: Nhém nghién ctiru

Nhém S6 | Ché do diéu tri

1 Nude mudi

2 IgG2b tir chudt 20pug + IgG tir chudt dong 10pg
3 IgG2a tir chudt 200ug + IgG tir chudt dong 10pug
4 IgG tir chudt ddng 10pg

5 ICOS 1pg

6 ICOS 10ug

7 CTLA-4 20ug

8 PD1 200pg

9 ICOS 1pg + CTLA-4 20pg

10 ICOS 10pg + CTLA-4 20ug

11 ICOS 1pg + PD1 200pg

12 ICOS 10pg + PD1 200pg

Gid tri p thé, cling nhu gid tri p dugc didu chinh tir ty 1& phét hién sai (FDR), tir phép
so sanh theo ngay dén cac su kién bang cach phan tich ty 1& séng s6t va so sanh thé tich
khéi u duge chuyén dang logarit & ngdy 10 gitta cdc nhém diéu trj dugc thé hién trong bang
trén ddy. Phép so sanh, sir dung gié tri p dugc didu chinh theo FDR < 0,05, thé hién y
nghia thng ké.

Két qua

Viéc theo ddi cai chét ctia chudt cho thy ring cac con chudt bi loai khoi nghién ctru
vé6i trong lwong khéi u va tinh trang loét khdi u. Tét ca chudt con lai 1a khoéng con khéi u
vao ngay nghién ctru 61 ngoai trir 1 con chudt trong G7 ma c6 thé tich khdi u 1 579,16mm?>

Pbi voi ty 18 séng st (thoi gian dén diém két thuc) nhém 9 va 12 thé hién su gia
tang dang ké v& ty 1é sdng sét so v6i nhém ddi chirmg chit din thude (1an lugt ¢6 p=0,008
va p=0,001). Nhom 12 thé hién ty 18 séng sét kéo dai c6 ¥ nghia théng ké so véi nhém 2,
4,va 5 (p=0,006, 0,001, 0,02). Tuy nhién, khéng nhom két hop nao thé hién ty 1& sdng st
gia ting c6 y nghia théng ké (p<0,05) so véi liéu phap don tri (Fig. 21).

Thao luan
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Cac nhém tri liéu két hop, cu thé 1a két hop khang ICOS va khang PD1 lidu cao
(Nhom 12), da ching té mire e ché phat trién khéi u va gia ting ty 1¢ séng s6t so véi lidu
phap don trj va nhém ddi ching isotyp, mic du y nghia thdng ké khong dat dugc & ngay
61. MAu dbi ching isotyp déi v6i nhom 12 14 nhém IgG2a tir chudt + IgG tir chudt dong
3. Nhém véi liéu phéap don trj d& so sanh 14 ICOS 10pg (nhém 6) va PD1 200ug (nhom 8).
Téng 5 con chudt van khong c6 khdi u trong nhém 12 so véi 1 con trong nhém 3, 1 con
trong nhém 6 va 1 con trong nhém 8. Loi ich vé ty 18 sbng s6t duge dinh luong bang cach
chon ngay ma mdi con chudt dat dugc bét ky mét trong s6 cac diém két thic nghién ctru
duoc xac dinh trude. Cac con chudt bi loai khdi nghién ciru vi tinh trang loét khéi u ho va

khong phai do trong lugng khéi u.

Trong nhom két hop ICOS + CTLA-4 lidu cao (nhém 10), cac con chudt bi loai bd
gia tang do tinh trang loét khdi u vao ngiy 31 ma gy can tré d6i vai ty 16 sdng sét va loi
ich chéng khdi u ma su két hop nay tao ra. Pbi v6i nhém nay, 5 con chudt bi loai bé do
tinh trang loét khéi u va chi 2 con do trong hrgng khéi u dat dén 2000mm3. T4t ca khéi u
bi loai bo do tinh trang loét khéi u trong d6 van & kich thuéc nhd nhét khi dugc loai khoi
nghién ctru, va tinh trang loét khéi u c6 thé dugc cho 1a do két qua ciia dap ing mién dich
chéng khéi u do viéc trj liéu tao ra & cac con chudt ndy. Ba con chudt duoc duy tri khong
con khéiu trong nhom nay dén ngay 61. 2 con chudt bi loai bd do trong lugng khéi u 1a sb

lugng chudt thép nhét bj loai bo do trong luong khéi u cua tit ca nhom.
MAu khéi u ung thu bidu mé va & chugt EMT6
Quy trinh thtr nghiém

T4t ¢4 cac qua trinh va tiéu chudn an tr dugc md ta trong ban mo ta ndy 1a theo
phuong phap IACUC AUP0606. Con vét dugc can va dugc cdy chuyén trén nira sau bén
phai v6i 100uL 1x105 t& bao khdi u EMT6 trén mdi con chudt. Cic con chudt duge ciy
chuyén bing véi it nhit 130% mirc can thiét cho nghién ciru. Gia st ty 1€ 15i (qua to hodc
qua nho & thoi didm bét ddu ciia nghién ctru) 12 0%, muc tidu 1a ¢6 n=10 déi véi mdi nhém.
Sau khi cdy chuyén té bao khdi u, sy phat trién khdi u va tdng thé trong dwoc x4c dinh 3
14n mdt tudn bang thudc kep dién tir Fowler “ProMax” trong 4 tudn hodc l4u hon. Khing
thé mua dugc tir nha cung cdp va dugc pha lodng dén ndng d6 mong mudn trong nudc
mudi 0,9%. Dinh liéu (trong mang bung) dugc thuc hién mdi hai tudn, cho téng 6 liéu va

duoc bit ddu vao ngay ngiu nhién, duge ky hiéu 1 ngay 0, néu gi4 trj trung binh cta thé
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tich khéi u 1a khoang 100 mm?3, khoang 7 dén 8 ngay sau cdy chuyén. Viéc chon ngiu nhién
duoc thue hién bing cach st dung phin mém Studylog Study Director Suite. Chiéu dai va
chidu rong ctia khdi u duge do d8 xé4c dinh thé tich khdi u bang cach sir dung cong thirc
(thé tich khdiu =L * W2 * 0,52). Viéc do khéi u 16n hon 2.000 mm? ddi véi mdi con vat
dé thyc hién viéc loai khéi nghién ciru. Chudt con c6 thé bi loai khoi nghién ctru do thé
trong giam sut (>20%), tinh trang loét khdi u, hodc sy kim ham rd rang bét ky d6i voi hoat

tinh binh thudong & chudt do ty 1é mic bénh.

Trong nghién ctru ndy, tdng 191 con vat dugc céy chuyén té bao EMT6 dé tao ra dun
lwong chudt véi khdi u c6 khoang kich thuée mong mudn trong 13 nhém gdm 10 con chudt
nhu dugc md ta trong Bang 15. Nude mudi din thudc dugc tiém vao chudt va nhém dbi
ching isotyp c6 chirc ndng lam d6i chimg cho chudt dugc xit Iy ICOS, PD1 va CTLA-4
mAb. MAu déi chitng isotyp cho ICOS (IgG tir chudt déng) dwgc dinh lidu véi lugng 10ug
riéng ré va két hop véi isotyp cho CTLA-4 (con chudt IgG2b) hodc PD-1 (IgG2a tir chudt).
Nhom véi diéu trj lidu phap don tri d6i v6i khang thé khang CTLA-4 (9D9) va khang PD-
1 (RMP1-14) dugc dinh 1iu, 14n luot, voi lwong 20 va 200pg mdi con chudt va duge danh
gid két hop véi mau dbi chimg isotyp ICOS. Dong C398.4 ciia chét chu van ICOS dugc
dinh lidu véi lwong 10 va 1ug mdi con chudt. Hiéu qua ctia chat chii van ICOS con dugce
danh gia voi lwong 10 va 1pg mdi con chudt duge dinh lidu két hop v6i khang thé khang
CTLA-4 hodc khang PD-1. Nhém bd sung cua PD-1 va CTLA-4 ¢ néng d6 nhu dugc mod
ta duoc bao gdm 1am nhém so sénh d6i chimg duong. Phan tich théng ké thé tich khéi u
duoc thuc hién vao ngay 13 sau khi chon ng?lu nhién. Phan tich ty 1€ séng st duoc thuc

hién cho chudt trong nghién ctru vao ngay 60.

-151-



Béang 15: Nhém nghién ctru

31708

N
A

lan

Dinh liéu Ché d6 diéu tri 1 Ché d¢ diéu tri 2 n=

Nhom 1: 1x10° t& bao mbi lan | nude mudi 10

Nhom 2: 1x10° t& bao mdi lan | IgG & chudt dong mIgG2b 20pg 10
10pg

Nhom 3: 1x10° té bao mdi 1an | IgG & chudt dong rIgG2a 200ug 10
10ug

Nhom 4: 1x10° t& bao mbi 1an | IgG & chudt dong 10

lan 10ug

Nhém 5: 1x10° t& bao mdi 1an | ICOS 10pg 10

Nhom 6: 1x10° t& bao mdi lan | ICOS Ipg 10

Nhém 7: 1x10° té bao mdi 1an | CTLA4 20pug IgG & chudt ddng 10

10pg
Nhom 8: 1x10° t& bao mdi 1an | PD-1 200pg IgG & chudt dong 10
10pg

Nhém 9: 1x10° té bao mdi lan | ICOS 10pg CTLA4 20pg 10

Nhom 10: 1x10° t& bao mdi | ICOS 1pg CTLA4 20pug 10

14n

Nhom 11: 1x10° t& bao mbi | ICOS 10pg PD-1200pg 10

lan

Nhom 12: 1x105 t& bao mdi | ICOS Ipg PD-1200ug 10

l4n

Nhom 13: 1x10° t& bao mdi | CTLA4 20pug PD-1200pg 10

Thuoc va vat li€u

Con vt

Chudt BALB/c cai tir 6 dén 8 tudn tudi mua dugc tir Harlan Sprague Dawley va

duogc nudi giit theo tiéu chuén IACUC.
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Té bao EMT6

Té bao EMT6 dugc rd ddng va dugc nudi cdy trong binh nudi cdy té bao trong tAm
ngay trude khi cdy chuyén. Cac té bao duogc chuyén qua 3 l4n trong giai doan nay. Vao
ngdy cy chuyén, té bao dugc ldy khoi binh trong méi trudng hoan chinh. Té bao duoc ly
tdm va dugc tao huyén phu lai trong mdi trudng Weymouth (v6i 15% FBS). Budc nay
dwoc 13p lai 3 14n trong mdi trudong Weymouth ma khong c6 FBS. Mat do té bao va ty 1&
song sét dugc thir nghiém bang phuong phap dém té bao bang cach nhudém xanh trypan.

Sau do, té bao dugc pha lodng dén mat d6 mong mudn (1x10° té bao mdi ml).
Tri liéu mién dich

Tét ca cac chét tri liéu dugc pha lodng dén ndng d6 mong mudn trong natri clorua
0,9% vao ngay dinh liéu va dugc tiém trong mang bung st dung dAu kim tiém 30G. Dung

dich tri liéu va dung dich pha lodng d6i chimg dugc thé hién trong Bang 16 dudi déy .

Bang 16: Dung dich pha loang tri li¢u

A 2 Téng
Nong NAO ne Dung Lidw/ | oz ”ljhe Nguyén | dung Téng
A do dich SO tich o 7 X . X
dd ban con A liéu goc | dich thé
Rx X mong | pha ~, | con |can H ,
dau z ~ chudt D bd sung | pha tich
me/mL muon | lodng mg chudt| thiet ol loang | mL
Mg/mL| 1: ml ol
18G2b | 446 1o |46 |002 [10 |2 |00 [436 446
& chudt
IgG2a
° 6,92 1 6,92 |02 10 2 0,40 2,37 | 2,77
Chl,l(_)t
nhat
IgG &
chut | 1,47 0,05 29,4 10,01 |50 10 0,40 11,36 | 11,76
dong
ETLA 6,1 0,1 61 0,02 |40 8 0,15 9 9,15
PD-1 |7,44 1 744 10,2 40 8 1,30 8,372 9,672
ICOS |5 0,05 100 0,01 |30 6 0,10 9,9 10
ICOS |0,05 0,005 |10 0,001 |30 6 1,00 9 10

Phan tich dir liéu

Phan tich thong ké
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Su kién xay ra dbi v6i phan tich ty 16 séng sot 1a thé tich khéi u 1a 2000 mm® hodc
tinh trang loét khéi u, tity thudc vao diu gi xay ra trudc. Thoi diém chinh xéac cho thé tich
ngudng dugc ude lugng bing céach 14y khép duong théng tuyén tinh gitta logarit thé tich
khdi u va ngay cia hai lan quan sat, ngay quan sat thir nhét 12 ngay vuot qua thé tich ngudng
va ngay quan sat con lai la ngay trude thé tich ngudng. Phuong phép Kaplan-Meier (KM)
duoc thuc hién dé ude luong ty 1€ séng s6t clia cac nhom diéu tri khac nhau & thoi diém
xéc dinh. Thoi gian trung binh va khodng tin cfy 95% twong ting ctia né dugc bédo céo. Sau
do, duong cong ty 1€ sbng s6t KM giita hai nhém bét ky c6 khéc nhau v& mat théng ké hay
khong dugce thir nghiém bang thir nghiém log-rank.

Thé tich khdi u vao 13 ngay sau khi bét dAu dinh lidu giita c4c nhém didu tri khac
nhau dugc so sanh. Trudc khi phén tich, thé tich khéi u dugc chuyén dang logarit tu nhién
do su khac biét vé phuong sai & cic nhom diéu tri khac nhau. ANOVA sau d6 1a so sanh
gitta tirmg nhom sau d6 dugc thyc hién trén dit liéu dugc chuyén dang logarit. Phin mém

phan tich SAS 9.3 va R 3.0.2. dugc st dung.
Két qua

Chudt Balb/c dugc céy chuyén va duoc chon ngéu nhién vao nhém muoi con chudt
theo ché do didu tri 8 ngdy sau d6. Viéc sir dung chét trj liéu hodc mau doi chimg vao ngay

ngiu nhién (ngdy 0) va duoc tiép tuc hai 1in m&i tuin trong 3 tuln.

Nhém duge xir Iy bing nuée mudi da phat trién khéi u véi téc @ nhur mong dgi so
Vi cac nghién ctru EMT-6 trén day. TAt ca con chudt trong nhém v6i nude mubi din thude
dugce 1am an tir do kich thude khdi u hoic tinh trang loét vao ngay 30. Viéc diéu tri bﬁng
IgG tir chudt ddng riéng r& hodc két hop véi [gG2a tir chudt hodc IgG2b tir chudt, khong
tao ra su thay ddi c6 y nghia théng ké vé gia tri trung binh clia murc phat trién khéi u hoic

ty 16 séng sot khi so sanh v6i nhém nuée mudi dan thude.

Vao 13 ngay sau khi chon ngau nhién, nhom vdéi liéu phap don tri ICOS thé hién su
thay d6i rat nho c6 thé quan sat dugc vé gié tri trung binh cta mirc phat trién khéi u so véi
mAu dbi chimg isotyp. Tuy nhién, nhém diéu trj bing ICOS liéu cao (10pg) cho thy xu
hudng rd rang 1a Grc ché su phat trién khdi u nhidu hon & nhom liéu thip. Tac dung c6 thé
s0 sanh v6i hoat tinh don tri CTLA-4 dwgc quan sét. Viée diéu trj don tri bang PD-1 mAb
con mang lai mot sé tac dung c6 thé quan sat dugc, nhung muc giam khong c6 ¥ nghia
théng ké dbi v6i gid tri trung binh cta thé tich khéi u & ngay 13. Tuy nhién, doi véi ligu
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phép don tri bang ICOS va CTLA-4, liéu phap nay khong gia ting ty 1¢ sdng sét khi so
sanh v6i muc gia ting ty 18 séng sét clia nhém véi isotyp thich hop. Viée didu tri bang
dugc phim két hop cta khang thé khang PD-1 va khang thé khéng ICOS dong C398.4 &
liu10pg tao ra mic Grc ché dang ké dbi voi su phat trién khdi u so véi nhém d6i chimg va
nhém didu tri véi lidu phap don trj (Fig. 22). Ba con chudt trong nhém két hop nay thé hién
su loai bo khéi u hoan toan, cai thién dang ké so v6i nhom dbi ching hogc nhém diéu tri
don tri. Tuy nhién, do tiéu chuin thdng ké duogc str dung, nén khong dat dugc su gia ting
dang ké c6 y nghia théng ké vé ty 1é sdng sot. T hop cua khéng thé khang PD-1 véi 1pg
khang thé chii vin ICOS dong C398.4 tao ra sy gidm co y nghia théng ké vé gia tri trung
binh ctia mirc phat trién khéi u & ngay 13 so véi mau d6i chimg nudc mudi din thube
(p<0,05) va nhom véi liéu phéap don tri ICOS (p<0,05) 1a 1 va 10pg. Bén con chudt tir ché
do didu tri nay thé hién sy loai bd khéi u hoan toan ma thé hién xu huéng r3 rang 1a gia

tang ty 1& sdng s6t ma ciing khong c6 ¥ nghia théng ké.

Khéang thd ICOS & ca hai lidu két hop v6i khang thé khang CTLA-4 thé hién loi ich
rt nhé c6 thé quan sat dugc trong viéc tc ché phat trién khéi u hoic ty 1& sbng sét so véi

liéu phap don tri bang khang thé.
Théo luan

Trong khi dbi ching isotyp khong tao ra sy thay dbi dang ké vé gia tri trung binh
thé tich khéi u hodc ty 1& sbng sét néi chung khi so sanh v6i nhom nuée mubi dan thube,
¢b cac con vat trong nhém IgG tir chudt d6ng (nhom 4) va IgG tr chudt dong va IgG2a tur
chu6t (nhém 3) thé hién su phat trién khdi u bi tri hoan. Péi véi nhém isotyp IgG tir chudt
déng va IgG2a tir chudt, mot con chudt séng sOt ngoai cac con chudt voi chét dan thube
nude mudi, duge 1am an tir vao ngay 36 do tinh trang loét véi khéi u duge do c6 thé tich
12 1156,56 mm?. Hai con chudt trong nhom IgG & chudt ddng sdng 14u hon so véi nhom
nude mudi. Mot con chudt duge lam an tir do kich thudce khéi u vao ngay 36, va sau d6

mot con vao ngay 41 do tinh trang loét véi thé tich do duoc 12 1899,28 mm?.

Ché do dinh lidu ctia khang PD-1 v6i 10ug chat chii van khang ICOS gitip trc ché
phat trién khdi u quan sit dugc dan dén 1am giam thé tich khéi u vao ngay 13 khi so sénh
v6éi mau dbi chung isotyp, mdc du sy chénh 1éch nay it hon khi so sénh véi ligu phap don
tri bing khang thé khang PD-1. Tuy nhién, viéc két hop din dén tong nim con vt sdng sot

ngoai con chudt bat ky trong nhém véi liéu phap don tri khang PD-1, véi ba con chudt thé
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hién su loai bé hoan toan khdi u so véi khong c6 bat ky con chudt nio trong nhém véi li€u

phép don tri khang PD-1.

Viéc két hop khang thé khang PD-1 véi lidu 1ug khang thé chii van ICOS din dén
sy giam cé thé quan sat dugc vé gié tri trung binh cua kich thude khéi u & ngay 13 khi so
sanh véi mau dbi chimg isotyp va nhém véi liéu phép don tri twong tng. Mirc gidm nay 1a
c6 ¥ nghia théng ké khi so sanh v6i mAu dbi ching nuée mudi dén thude (p<0,05) va nhom
v6i liéu phap don tri 1ug ICOS (p<0,05). Bn con chudt thé hién sw loai bd hoan toan khoi

u va sdng sét trir con chudt bét ky trong nhém véi liéu phap don tri PD-1.

Loi ich v& ty 18 sdng sét duge quan sét véi nhom két hop ICOS + PD1 khong dat
dugc y nghia théng ké so véi miu dbi chimg vao ngay 60. Tuy nhién, viéc trc ché phét trién
khéi u va loi ich v& ty 18 séng sét ciia nhém didu tri két hop ICOS + PD1 1a twong duong
vé61i hoat tinh dugc quan st véi nhdm két hop PD1 + CTLA-4, ma dugc xem 1a dbi ching
dwong dbi véi hoat tinh chéng khéi u trong nghién ciru nay. Didu nay goi ¥ ring t6 hop
khang thé ICOS va PD1 ¢6 thé c6 tao ra loi ich tuong tu v6i t6 hop CTLA-4 va PD1, ma

da chirng t6 hoat tinh déng ké trong 14m sang & mot s loai khéi u.

Trong s 130 con chudt duge cho tham gia nghién ciru nay, 12 con chuft van sdng
sOt vao ngay 60 vai 11 con chudt thé hién su loai bd khdi u hoan toan. Trong s6 118 con
chudt ma dép tmg didm két thiic cho nghién ciru loai bo, 111 con b loai bé do dat dén kich
thude khdi u 1a 2000 mm?, con lai bay con chudt duge lam an tir do tinh trang loét trén
khdi u. Hién twong loét lan rong dan trong nhom. T4t ca c4c nhom 1 (Nu6e mubi), 3 (IgG
tir chudt ddng va IgG2a tlr chudt), 4 (IgG tir chudt ddng), 6 (1pg ICOS), va 10 (CTLA-4
voi 1pg ICOS) déu c¢6 mot con chudt bj loai bd do tinh trang loét. Nhom 13 (CTLA-4 +
PD-1) ¢6 hai con dugc 1am an tir do tinh trang loét. Nhém con lai khong c6 con nao bi loai

bo do tinh trang loét.
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YEU CAU BAO HQ

1. Protein lién két yéu t5 ddng kich thich t& bao T cam tng (ICOS) hodc phin lién két
khang nguyén ctia n chira: CDRH1 nhu duoc thé hién & SEQ ID NO:1; CDRH2 nhu dugc
thé hién & SEQ ID NO:2; CDRH3 nhu dugc thé hién & SEQ ID NO:3; CDRLI nhu duoc
thé hién & SEQ ID NO:4; CDRL2 nhw dugc thé hién & SEQ ID NO:5 va CDRL3 nhu duoc
thé hién & SEQ ID NO:6.

2. Protein lién két ICOS hodc phan lién két khang nguyén ctia n6 theo diém 1, trong do
chira ving Vi chira trinh tu axit amin twong dong it nhit 90% véi trinh tu axit amin duoc
mo ta trong SEQ ID NO:7 va/hodc viing Vi chita trinh tw axit amin twrong ddng it nhat 90%
v6i trinh tu axit amin nhu duoc thé hién & SEQ ID NO:8, trong d6 protein lién két ICOS

ndy hodc phan lién két khang nguyén cua né lién két dic hiéu véi ICOS tir nguoi.

3. Protein lién két ICOS hodc phén lién két khang nguyén cua né theo diém 1 hoic 2, trong

d6 protein lién két ICOS nay hoic phin lién két khang nguyén ctia n6 1a chét chii van ICOS.

4. Protein lién két ICOS hodc phan lién két khang nguyén ciia n6 theo diém bat ky trong

s0 cac diém tir 1 dén 3, trong d6 protein lién két ICOS nay lién két véi ICOS tir ngudi voi:

(i) hing s6 téc d6 két hop (kon) it nhit 1a 1x10° M-'s™!; va hing s6 tdc do phan ly
(Kotf) 12 nhod hon 6x1075 s7'; hodc

(ii) hdng s6 phan ly (Kp) la nh6 hon khoang 100 nM,
trong do 4i luc duge xac dinh bang BIAcore.

5. Protein lién két ICOS hodc phan lién két khéng nguyén ctia né theo diém bét ky trong
s6 cac diém tir 1 dén 4, trong d6 chira ving Vi chira trinh tu axit amin dugc mé ta trong

SEQ ID NO:7 va ving Vi chtta trinh tu axit amin nhu duoc thé hién & SEQ ID NO:8.

6. Protein lién két ICOS hoic phn lién két khang nguyén ctia né theo diém bét ky trong
s6 cac diém tir 1 dén 5, trong do protein lién két ICOS nay hozc phan lién két khang nguyén
ctia nd chira khung duoc chon tir isotyp IgG1 tir nguoi hodc bién thé ctia n6 va isotyp IgG4

tr nguo1 hodc bien thé cta no.
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7. Protein lién két ICOS hoic phan lién két khang nguyén ctia né theo diém bét ky trong
s6 cac diém tir 1 dén 6, trong d6 protein lién két ICOS nay hoic phan lién két khang nguyén

ctia n6 chira khung hIgG4PE.

8. Protein lién két ICOS theo diém bt ky trong sb céc diém tir 1 dén 7, trong d6 protein

lién két ICOS nay 14 khang thé don dong.
9. Protein lién két ICOS theo diém 8, trong d6 khang thé don dong 12 dwgc nhan hoa.
10. Protein lién két ICOS theo diém 8, trong d6 khang thé don dong 12 hoan toan tir ngudi.

11. Protein lién két ICOS hodc phan lién két khang nguyén ciia n6 theo diém bét ky trong
s6 cac diém tir 1 dén 10, trong d6 chira trinh ty axit amin chudi niing chira it nhéit 90% trinh
tw twong ddng v6i trinh tw axit amin nhu dugce thé hién & SEQ ID NO: 23 va trinh tyr axit
amin chudi nhe chira it nhét 90% trinh tw twong ddng véi trinh tw axit amin nhu dugc thé

hién & SEQ ID NO:24.

12. Protein lién két ICOS hoic phan lién két khang nguyén ctia n6 theo diém bét ky trong
sb cac diém tir 1 d@én 11, trong d6 chira trinh ty axit amin chudi ning nhu duge thé hién &

SEQ ID NO:23 va trinh ty axit amin chudi nhe nhu duge thé hién & SEQ ID NO:24.

13. Trinh ty axit nucleic ma hoa protein lién két ICOS hodc phdn lién két khang nguyén

ctia né nhu duge xéc dinh theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 1 dén 12. ‘
14. Vecto biéu hién bao gdm trinh tu axit nucleic nhu duge xac dinh & diém 13.
15. Té bao chu chtra trinh tu axit nucleic theo didm 13 hodc vecto bidu hién theo diém 14.

16. Protein lién két ICOS hodc phan lién két khang nguyén ctia né duge biéu hién boi té

bao chu theo diém 15.

17. Phwong phap sén xuét protein lién két ICOS hoic phin lién két khang nguyén ctia n6
nhu dugc x4c dinh & diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 12 hodc diém 16, bao gdm

cac budc:

a) nudi cdy té bao chi nhu dugc x4c dinh & didm 15 trong cac didu kién thich hop dé

bidu hién protein lién két ICOS hoic phén lién két khang nguyén cla nd; va
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b) tach protein lién két ICOS hoc phan lién két khang nguyén ciia n6, nhd d6 tao ra
polypeptit chira protein lién két ICOS hoic phén lién két khang nguyén ctia né.

18. Dugc phadm chira protein lién két ICOS hoic phén lién két khang nguyén clia n6 theo

diém bt ky trong sb cac diém tir 1 dén 12 hodc diém 16 va chit mang duoc dung.

19. Protein lién két ICOS hodc phin lién két khang nguyén ctia n6 chira CDRHI1 nhu dugc
thé hién & SEQ ID NO:1; CDRH2 nhu dugc thé hién & SEQ ID NO:2; CDRH3 nhu dugc
thé hién & SEQ ID NO:3; CDRL1 nhu dugc thé hién & SEQ ID NO:4; CDRL2 nhu dugc
thé hién & SEQ ID NO:5 va CDRL3 nhu dugc thé hién & SEQ ID NO:6 d dung trong viéc

didu tri bénh ung thu, bénh nhim tring va/hodc nhiém khuin huyét & ngudi can didu tri.

20. Dugc phadm chita protein lién két ICOS hodic phan lién két khang nguyén cua né theo
diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 12 hogc diém 16 va chit mang dugc dung dé ding
trong viéc didu tri bénh ung thu, bénh nhidm tring va/hogc nhiém khuén huyét & ngudi can

diéu tri.

21. Protein lién két ICOS hodc phn lién két khang nguyén ctia n6 chira CDRHI nhu duge
thé hién & SEQ ID NO:1; CDRH2 nhu dugc thé hién ¢ SEQ ID NO:2; CDRH3 nhu dugc
thé hién & SEQ ID NO:3; CDRLI nhu dugc thé hién & SEQ ID NO:4; CDRL2 nhur dugc
thé hién & SEQ ID NO:5 va CDRL3 nhu duoc thé hién & SEQ ID NO:6 dé ding két hop
hoac d(“)ng st dung voi it nhét mot chit chéng ung thu, it nhét mot chét didu bién mién dich
thir hai, vi/hoiic it nhit mot chit b trg kich thich min dich trong viéc diéu tri bénh ung

thw, bénh nhiém tring va/hodc nhiém khuan huyét & ngudi can diéu tri.

22. Dugc phdm chira protein lién két ICOS hoic phdn lién két khang nguyén ctia n6 theo
diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 12 hodc diém 16 va chit mang dugc dung dé ding
két hop hodic ddng sir dung véi it nhit mot chét chéng ung thu, it nhat mot chét didu bién
midn dich thir hai, va/hogic it nhat mét cht bé trg kich thich mién dich trong viéc diéu tri

bénh ung thu, bénh nhiém tring va/hogc nhiém khuan huyét & ngudi can diéu tri.
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DANH MUC TRINH TU

<110> Glaxosmithkline Intellectual Property
Development Limited
Inserm
Institut Jean Paoli & Irene Calmettes
Universite dAix-Marseille
Centre National De La Recherche Scientifique

<1205 PROTEIN LIEN KET YEU TO PONG KICH THICH TE BAO T CAM (NG (ICOS) VA DUGC PHAM
CHUA NO

<130> PU65846

<150> 62/247,355
<1515 2015-10-28

<150> 62/192,331
<151> 2015-07-14

<150> 62/108,605
<151> 2015-01-28

<160> 24

<170> FastSEQ for Windows Version 4.0

<21e> 1
<211> 5
<212> PRT
<213> Chudt

<400> 1
Asp Tyr Ala Met His
1 5

<2105 2
<211> 17
<212> PRT
<213> Chudt

<400> 2

Leu Ile Ser Ile Tyr Ser Asp His Thr Asn Tyr Asn Gln Lys Phe Gln
1 5 10 15

Gly

-160-



31708

<2105 3
<211> 12
<212> PRT
<213> Chuét

<400> 3
Asn Asn Tyr Gly Asn Tyr Gly Trp Tyr Phe Asp Val
1 5 10

<210> 4
<211> 10
<212> PRT
<213> Chudt

<400> 4
Ser Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Met His
1 5 10

<210> 5
<211> 7
<212> PRT
<213> Chudt

<4005 5
Asp Thr Ser Lys Leu Ala Ser
1 5

<216> 6
<211> 9
<212> PRT
<213> Chudt

<400> 6
Phe Gln Gly Ser Gly Tyr Pro Tyr Thr
1 5

<210> 7

<211> 121

<212> PRT

<213> Chudi nhan tao

<220>
<223> Chudi dugc téng hop nhan tao
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<400> 7

Gln Val Gln
1

Ser Val Lys

Ala Met His
35
Gly Leu Ile
50
Gln Gly Arg
65
Met Glu Leu

Gly Arg Asn

Gln Gly Thr
115

<210> 8
<211> 106
<212> PRT
<213> Chubdi

<220>
<223> Chudi

<400> 8

Glu Ile Val
1

Glu Arg Ala

His Trp Tyr
35
Asp Thr Ser
50
Gly Ser Gly
65
Asp Phe Ala

Phe Gly Gln

<210> 9
<211> 467
<212> PRT
<213> Chubdi

<220>

Leu Val Gln Ser Gly Ala

val Ser Cys Lys Ala Ser

20 25

Trp Val Arg Gln Ala Pro
40

Ser Ile Tyr Ser Asp His

55
Val Thr Ile Thr Ala Asp
70
Ser Ser Leu Arg Ser Glu
85

Asn Tyr Gly Asn Tyr Gly

100 105

Thr val Thr Val Ser Ser
120

nhan tao

dugc téng hgp nhan tao

‘Leu Thr Gln Ser Pro Ala

5
Thr Leu Ser Cys Ser Ala
20 25
Gln Gln Lys Pro Gly Gln
40
Lys Leu Ala Ser Gly Ile
55
Thr Asp Tyr Thr Leu Thr
70
Val Tyr Tyr Cys Phe Gln
85
Gly Thr Lys Leu Glu Ile
100 105

nhan tao

31708

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Lys
Asp

90
Trp

Thr
10

Ser
Ala
Pro
Ile
Gly

Lys
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Val
Tyr
Gln
Asn
Ser
75

Thr

Tyr

Leu
Ser
Pro
Ala
Ser

75
Ser

Lys
Thr
Gly
Tyr
60

Thr
Ala

Phe

Ser
Ser
Arg
Arg
Ser

Gly

Lys
Phe
Leu
45

Asn
Ser

Val

Asp

Leu
Val
Leu
45

Phe

Leu

Tyr

Pro
Thr
30

Glu
Gln
Thr
Tyr

val
110

Ser
Ser
30

Leu
Ser

Glu

Pro

Gly
15

Asp
Trp
Lys
Ala
Tyr

95
Trp

Pro
15

Tyr
Ile
Gly

Pro

Tyr

Ser
Tyr
Met
Phe
Tyr
80

Cys

Gly

Gly
Met
Tyr
Ser
Glu

80
Thr



<223> Chubi

<400> 9

Met
1

Val
Pro
Thr
Glu
65

Gln
Thr
Tyr
Val
Gly
145
Ser
Val
Phe
Val
Val
225
Lys
Gly
Ile
Glu
His
305
Arg
Lys
Glu

- Tyr

Gly
His
Gly
Asp
50

Trp
Lys
Ala
Tyr
Trp
130
Pro
Thr
Thr
Pro
Thr
210
Asp
Tyr
Pro
Ser
Asp
290
Asn
Val
Glu
Lys

Thr

Trp
Ser
Ser
35

Tyr
Met
Phe
Tyr
Cys
115
Gly
Ser
Ala
Val
Ala
195
val
His
Gly
Ser
Arg
275
Pro
Ala
Val
Tyr
Thr

355
Leu

dugc téng hgp nhan tao

Ser
Gln
20

Ser
Ala
Gly
Gln
Met
100
Gly
Gln
Val
Ala

Ser
180

Val

Pro
Lys
Pro
val
260
Thr
Glu
Lys
Ser
Lys
340
Ile

Pro

Cys
5

Val
Val
Met
Leu
Gly
85

Glu
Arg
Gly
Phe
Leu
165
Trp
Leu
Ser
Pro
Pro
245
Phe
Pro
Val
Thr
Val
325
Cys

Ser

Pro

Ile
Gln
Lys
His
Ile
70

Arg
Leu
Asn
Thr
Pro
150
Gly
Asn
Gln
Ser
Ser
230
Cys
Leu
Glu
Gln
Lys
310
Leu
Lys
Lys

Ser

Ile
Leu
Val
Trp

55
Ser

-Val

Ser
Asn
Thr
135
Leu
Cys
Ser
Ser
Ser
215
Asn
Pro
Phe
Val
Phe
295
Pro
Thr
Val
Ala

Gln

Leu
Val
Ser
40

val
Ile
Thr
Ser
Tyr
120
Val
Ala
Leu
Gly
Ser
200
Leu
Thr
Pro
Pro
Thr
280
Asn
Arg
val
Ser
Lys

360
Glu

Phe
Gln
25

Cys
Arg
Tyr
Ile
Leu
105
Gly
Thr
Pro
val
Ala
185
Gly
Gly
Lys
Cys
Pro
265
Cys
Trp
Glu
Leu
Asn
345
Gly

Glu

31708

Leu
10

Ser
Lys
Gln
Ser
Thr
90

Arg
Asn
Val
Cys
Lys
170
Leu
Leu
Thr
Val
Pro
250
Lys
Val
Tyr
Glu
His
330
Lys
Gln

Met

-163-

val
Gly
Ala
Ala
Asp
75

Ala
Ser
Tyr
Ser
Ser
155
Asp
Thr
Tyr
Lys
Asp
235
Ala
Pro
Val
Val
Gln
315
Gln
Gly

Pro

Thr

Ala
Ala
Ser
Pro
60

His
Asp
Glu
Gly
Ser
140
Arg
Tyr
Ser
Ser
Thr
220
Lys
Pro
Lys
val
Asp
300
Phe
Asp
Leu

Arg

Lys

Thr
Glu
Gly
45

Gly
Thr
Lys
Asp
Trp
125
Ala
Ser
Phe
Gly
Leu
205
Tyr
Arg
Glu
Asp
Asp
285
Gly
Asn
Trp
Pro
Glu

365
Asn

Ala
val
30

Tyr
Gln
Asn
Ser
Thr
110
Tyr
Ser
Thr
Pro
Val
190
Ser
Thr
Val
Phe
Thr
270
Val
Val
Ser
Leu
Ser
350

Pro

Gln

Thr
15

Lys
Thr
Gly
Tyr
Thr
95

Ala
Phe
Thr
Ser
Glu
175
His
Ser
Cys
Glu
Glu
255
Leu
Ser
Glu
Thr
Asn
335
Ser

Gln

Val

Gly
Lys
Phe
Leu
Asn
80

Ser
val
Asp
Lys
Glu
160
Pro
Thr
Val
Asn
Ser
240
Gly
Met
Gln
val
Tyr
320
Gly
Ile
Val

Ser



370
Leu Thr Cys Leu Val
385
Trp Glu Ser Asn Gly
405
Val Leu Asp Ser Asp
420
Asp Lys Ser Arg Trp
435
His Glu Ala Leu His
450
Leu Gly Lys
465

<210> 10
<211> 168
<212> PRT
<213> Homo Sapien

<400> 10

Met Lys Ser Gly Leu

1 5

val Leu Thr Gly Glu

20
Phe His Asn Gly Gly
35
Gln GlIn Phe Lys Met
50

Leu Thr Lys Thr Lys

65

Lys Phe Cys His Ser
85

Tyr Asn Leu Asp His

100
Ile Phe Asp Pro Pro
115
His Ile Tyr Glu Ser
130

Ile Gly Cys Ala Ala

145

Ile Cys Trp Leu Thr
165

<210> 11

<211> 19

<212> PRT

<213> Homo Sapien

Lys
390
Gln
Gly
Gln

Asn

Trp
Ile
Val
Gln
Gly
70

Gln
Ser
Pro
Gln
Phe

150
Lys

375
Gly

Pro
Ser
Glu

His
455

Tyr
Asn
Gln
Leu
55

Ser
Leu
His
Phe
Leu
135
Val

Lys

Phe
Glu
Phe
Gly

440
Tyr

Phe
Gly
Ile
40

Leu
Gly
Ser
Ala
Lys
120
Cys
Val

Met

Tyr
Asn
Phe
425

Asn

Thr

Phe
Ser
25

Leu
Lys
Asn
Asn
Asn
105
Val
Cys

Val

31708

Pro
Asn
410
Leu

Val

Gln

Leu
10

Ala
Cys
Gly
Thr
Asn
90

Tyr
Thr
Gln

Cys

-164-

Ser
395
Tyr
Tyr
Phe

Lys

Phe
Asn
Lys
Gly
val
75

Ser
Tyr
Leu

Leu

Ile
155

380
Asp

Lys
Ser
Ser

Ser
460

Cys
Tyr
Tyr
Gln
60

Ser
Val
Phe
Thr
Lys

140
Leu

Ile
Thr
Arg
Cys

445
Leu

Leu
Glu
Pro
45

Ile
Ile
Ser
Cys
Gly
125
Phe

Gly

Ala
Thr
Leu
430

Ser

Ser

Arg
Met
30

Asp
Leu
Lys
Phe
Asn
110
Gly
Trp

Cys

Val
Pro
415
Thr
Val

Leu

Ile
15

Phe
Ile
Cys
Ser
Phe
95

Leu
Tyr

Leu

Ile

Glu
400
Pro
Val
Met

Ser

Lys
Ile
Val
Asp
Leu
80

Leu
Ser
Leu

Pro

Leu
160



<400> 11
Met Gly Trp

1

Val His Ser

<210> 12
<211> 23
<212> PR
<213> Ch

<220>
<223> Ch

<400> 12

Met
1
Val
Ser
Ser
Leu
65
Ser
Glu
Pro
Ala
Ser
145
Glu
Ser
Leu

Val

Lys
225

Gly
His
Pro
Tyr
50

Ile
Gly
Pro
Tyr
Ala
130
Gly
Ala
Gln
Ser
Tyr

210
Ser

<210> 13
<211> 124

2
T
udi

udi

Trp
Ser
Gly
35

Met
Tyr
Ser
Glu
Thr
115
Pro
Thr
Lys
Glu
Ser
195
Ala

Phe

31708

Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly

5

nhan tao

dugc téng hgp nhan tao

Ser
Glu
20

Glu
His
Asp
Gly
Asp
100
Phe
Ser
Ala
Val
Ser
180
Thr
Cys

Asn

Cys
5
Ile
Arg
Trp
Thr
Ser
85
Phe
Gly
Val
Ser
Gln
165
Val
Leu

Glu

Arg

Ile
Val
Ala
Tyr
Ser
70

Gly
Ala
Gln
Phe
Val
150
Trp
Thr
Thr

Val

Gly
230

Ile
Leu
Thr
Gln
55

Lys
Thr
Val
Gly
Ile
135
Val
Lys
Glu
Leu
Thr

215
Glu

Leu
Thr
Leu
40

Gln
Leu
Asp
Tyr
Thr
120
Phe
Cys
Val
Gln
Ser
200
His

Cys

Phe
Gln
25

Ser
Lys
Ala
Tyr
Tyr
105
Lys
Pro
Leu
Asp
Asp
185
Lys

Gln

10

Leu
10

Ser
Cys
Pro
Ser
Thr
90

Cys
Leu
Pro
Leu
Asn
170
Ser

Ala

Gly

Val Ala

Pro Ala

Ser Ala

Gly Gln

Gly
75

60
Ile

Leu Thr

Phe Gln

Glu

Ile

Ser Asp

140

Asn Asn

155
Ala

Leu

Lys Asp

Asp Tyr

Leu

-165-

Ser
220

Thr
Thr
Ser
45

Ala
Pro
Ile
Gly
Lys
125
Glu
Phe
Gln
Ser
Glu

205
Ser

Ala
Leu
30

Ser
Pro
Ala
Ser
Ser
110
Arg
Gln
Tyr
Ser
Thr
190
Lys

Pro

15

Thr
15

Ser
Ser
Arg
Arg
Ser
95

Gly
Thr
Leu
Pro
Gly
175
Tyr
His

Val

Gly
Leu
Val
Leu
Phe
80

Leu
Tyr
Val
Lys
Arg
160
Asn
Ser

Lys

Thr



<212> PRT
<213> Chudt

<400> 13

Gln
1
Ser
Trp
Gly
Lys
65
Met
Thr

Tyr

Val
Val
Ile
Asn
50

Asp
Gln
Arg

Trp

Gln
Lys
Asn
35

Ile
Lys
Leu

Trp

Gly
115

210> 14
<211> 109
<212> PRT
<213> Chudt

<400> 14

Gln
1
Thr
Asn
Leu
Ser
65
Gln

His

Ala
Val
Tyr
Ile
50

Gly
Thr

Leu

Val
Thr
Ala
35

Gly
Ser

Glu

Val

<210> 15
<211> 121
<212> PRT
<213> Chudi

<220>

Leu
Leu
20

Trp
Tyr
Ala
Thr
Asn

100
Gln

Val
Leu
20

Asn
Gly
Leu

Asp

Phe
100

Gln
Ser
Val
Pro
Thr
Ser
85

Leu

Gly

Thr
Thr
Trp
Thr
Ile
Glu

85
Gly

Gln
Cys
Lys
Ser
Leu
70

Pro

Ser

Thr

Gln
Cys
Val
Asn
Gly
70

Ala

Gly

nhan tao

Pro
Lys
Gln
Asp
55

Thr
Thr
Tyr

Thr

Glu
Arg
Gln
Asn
55

Asp
Ile

Gly

Gly
Ala
Arg
Ser
Val
Ser
Tyr

Leu
120

Ser
Ser
Glu
40

Arg
Lys
Tyr

Thr

Ala
Ser
25

Pro
Tyr
Asp
Glu
Phe

105
Thr

Ala
Ser
25

Lys
Ala
Ala
Phe

Lys
105

31708

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Lys
Asp
920

Asp

Val

Leu
10

Thr
Pro
Pro
Ala
Cys

Leu

-166-

Leu
Tyr
Gln
Asn
Ser
75

Ser

Asn

Ser

Thr
Gly
Asp
Gly
Leu
75

Ala

Thr

Val

Ser
Gly
Tyr
60

Ser
Ala

Asn

Ser

Thr
Ala
His
Val
60

Thr

Leu

Val

Arg
Phe
Leu
45-

Asn
Asn

Val

Tyr

Ser
Val
Leu
45

Pro
Ile
Trp

Leu

Pro
Thr
30

Glu
Gln
Thr
Tyr

Tyr
110

Pro
Thr
30

Phe
Ala
Thr

Tyr

Gly
Ser
Trp
Met
Ala
Tyr

95
Leu

Gly
15

Thr
Thr
Arg
Gly

Asn
95

Ala
Tyr
Ile
Phe
Tyr
80

Cys

Asp

Glu
Ser
Gly
Phe
Ala

80
Asn



<223> Chudi

<400> 15
Gln val Gln
1
Ser Val Lys
Met His

35
Leu Ile
50
Gly Arg

Ala
Gly

Gln
65

Met Glu Leu
Arg Asn

Gly Thr
115

<210> 16
<211> 451
<212> PRT
<213> Chudi

<220>
<223> Chudi

<400> 16
Gln Val Gln
1
Ser Val Lys
His
35
Ile

Ala Met
Leu
50
Gly

Gly

Gln
65
Met

Arg

Glu Leu

Gly Arg Asn
Thr
115

Pro

Gln Gly
Phe
130
Leu

Val

Ala
145

Gly

dugc téng hgp nhan tao

Leu
Val
20

Trp
Ser
Ala
Ser
Asn

100
Thr

val Gln Ser
5
Ser

Cys Lys

val Arg Gln
Ser
55

Thr

Ile Tyr
Met
70
Leu

Thr

Ser
85
Tyr

Arg

Gly Asn

val Thr val

nhan tao

Gly Ala
Ala Ser
25
Ala Pro
40
Asp His

Val Asp

Ser Glu

Gly
105
Ser

Tyr

Ser
120

dugc tdng hop nhan tao

Leu
Val
20

Trp
Ser
Ala
Ser
Asn
100
Thr

Leu

Cys

val Gln Ser
5
Ser

Cys Lys

val Arg Gln
Ser
55

Thr

Ile Tyr
Met
70
Leu

Thr

Ser
85
Tyr

Arg

Gly Asn

Vval Thr Vval
Ser
135

Lys

Ala Pro

Val
150

Leu

Gly Ala

Ala Ser
25
Ala Pro
40
Asp His

Val Asp

Ser Glu
Gly
105
Ser

Tyr

Ser
120
Ser Lys

Asp Tyr

31708

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Lys
Asp

90
Trp

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Lys
Asp
90

Trp
Ala

Ser

Phe

-167-

Val
Tyr
Gln
Asn
Ser
75

Thr

Tyr

Val
Tyr
Gln
Asn
Ser
75

Thr
Tyr
Ser

Thr

Pro
155

Lys
Thr
Gly
Tyr
60

Thr
Ala

Phe

Lys
Thr
Gly
Tyr
60

Thr
Ala
Phe
Thr
Ser

140
Glu

Lys
Phe
Leu
45

Asn
Ser

Val

Asp

Lys
Phe
Leu
45

Asn
Ser
Vval
Asp
Lys
125
Gly

Pro

Pro
Thr
30

Glu
Gln
Thr
Tyr

Val
110

Pro
Thr
30

Glu
Gln
Thr
Tyr
Val
110
Gly
Gly

Val

Gly
Asp
Trp
Lys
Ala
Tyr

95
Trp

Gly
15

Asp
Trp
Lys
Ala
Tyr
95

Trp
Pro

Thr

Thr

Ser
Tyr
Ile
Phe
Tyr
80

Cys

Gly

Ser
Tyr
Ile
Phe
Tyr
80

Cys
Gly
Ser

Ala

Val
160



31708

Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala
165 170 175
val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val val Thr Val
180 185 190
Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His
195 200 205
Lys Pro Ser Asn Thr Lys val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys
' 210 215 220
Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly
225 230 235 240
Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met
245 250 255
Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys val Val val Asp Val Ser His
260 265 270
Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val
275 280 285
His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr
290 295 300
Arg Val val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly
305 310 315 320
Lys Glu Tyr Lys Cys Lys val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile
325 330 335
Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val
340 345 350
Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser
355 360 365
.Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu
370 375 _ 380
Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro
385 390 395 400
Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val
405 410 415
Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met
420 425 430
His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser
435 440 445
Pro Gly Lys
450

<2105 17
<211> 106
<212> PRT
<213> Chudi nhan tao

<220>
<223> Chudi dugc téng hop nhén tao

<400> 17
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

-168-



Glu
His
Asp
Gly
65

Asp

Phe

Arg Ala

Trp

Tyr
35

Thr Ser

50
Ser

Phe

Gly

Gly
Ala

Gln

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

<220>
<223> Chudi

<400> 18

Glu
1
Glu
His
Asp
Gly
65
Asp
Phe
Ser
Ala
Val
145
Ser

Thr

Cys

Ile
Arg
Trp
Thr
50

Ser
Phe
Gly
Val
Ser
130
Gln
Val

Leu

Glu

Val
Ala
Tyr
35

Ser
Gly
Ala
Gln
Phe
115
Val
Trp
Thr
Thr

Val
195

Thr
20

Gln
Lys
Thr
Val

Gly
100

Leu
Gln
Leu
Asp
Tyr

85
Thr

Ser
Lys
Ala
Phe
70

Tyr

Lys

nhan tao

Cys
Pro
Ser
55

Thr
Cys

Leu

Ser
Gly
40

Gly
Leu

Phe

Glu

Ala
25

Gln
Ile
Thr
Gln

Ile
105

dugc téng hgp nhan tao

Leu
Thr
20

Gln
Lys
Thr
Val
Gly
100
Ile
Val
Lys
Glu
Leu

180
Thr

Thr
5
Leu
Gln
Leu
Asp
Tyr
85
Thr
Phe
Cys
Val
Gln
165

Ser

His

Gln Ser Pro

Ser
Lys
Ala
Phe
70

Tyr
Lys
Pro
Leu
Asp
150
Asp
Lys

Gln

Cys
Pro
Ser
55

Thr
Cys
Leu
Pro
Leu
135
Asn
Ser

Ala

Gly

Ser
Gly
40

Gly
Leu
Phe
Glu
Ser
120
Asn
Ala
Lys
Asp

Leu
200

Ala

Ala

25

Gln
Ile
Thr
Gln
Ile
105
Asp
Asn
Leu
Asp
Tyr

185
Ser

31708

10
Ser

Ala
Pro
Ile
Gly

90
Lys

Thr
10

Ser
Ala
Pro
Ile
Gly
Lys
Glu
Phe
Gln
Ser
170
Glu

Ser

Ser
Pro
Ala
Ser

75
Ser

Leu
Ser
Pro
Ala
Ser
75

Ser
Arg
Gln
Tyr
Ser
155
Thr
Lys

Pro

-169-

Ser
Arg
Arg
60

Ser

Gly

Ser
Ser
Arg
Arg
60

Ser
Gly
Thr
Leu
Pro
140
Gly
Tyr
His

Val

Val
Leu
45

Phe

Leu

Tyr

Leu
Val
Leu
45

Phe

Leu

Tyr

Val
Lys
125
Arg
Asn
Ser

Lys

Thr
205

Ser
30

Leu
Ser

Glu

Pro

Ser
Ser
30

Leu
Ser
Glu
Pro
Ala
110
Ser
Glu
Ser
Leu
Val

190
Lys

15
Tyr

Ile
Gly
Pro

Tyr
95

Pro
15

Tyr
Ile
Gly
Pro
Tyr
Ala
Gly
Ala
Gln
Ser
175
Tyr

Ser

Met
Tyr
Ser
Glu

80
Thr

Gly
Met
Tyr
Ser
Glu
89

Thr
Pro
Thr
Lys
Glu
160
Ser

Ala

Phe



Asn Arg Gly Glu Cys

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

<400>

Gln
1
Ser
Ala
Gly
Gln
65
Met
Gly

Ala

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

<400>

210

Val
Val
Met
Leu
50

Gly
Glu
Arg

Gly

19
121
PRT
Chudt

19

20
107
PRT
Chudt

20

Gln
Lys
His
35

Ile
Lys
Leu

Asn

Thr
115

Glu Asn Val

1
Glu

His
Asp
Gly
65

Asp

Phe

Lys
Trp
Thr
50

Ser

Val

Gly

Val
Tyr
35

Ser
Gly
Ala

Gly

Leu
Ile
20

Trp
Ser
Ala
Ala
Asn

100
Thr

Leu
Thr
20

Gln
Lys
Asn

Thr

Gly
100

Gln

Ser

Val

Ile

Thr
Arg
85

Tyr

Val

Thr
Met
Gln
Leu
Ser
Tyr

Thr

Gln
Cys
Lys
Tyr
Met
70

Leu

Gly

Thr

Gln
Thr
Lys
Ala
Tyr
Tyr

Lys

Ser
Met
Gln
Ser
55

Thr
Thr

Asn

Val

Ser
Cys
Ser
Ser
55

Ser

Cys

Leu

Gly
Gly
Ser
40

Asp
Val
Ser

Tyr

Ser
120

Pro
Ser
Ile
40

Gly
Leu

Phe

Glu

Pro
Ser
25

His
His
Asp
Glu
Gly

105
Ser

Ala
Ala
25

Thr
Val
Thr
Gln

Ile
105

31708

Glu
10

Gly
Ala
Thr
Lys
Asp

90
Trp

Ile
10

Ser
Ser
Pro
Ile
Gly

90
Lys

-170-

Leu
Tyr
Lys
Asn
Ser
75

Ser

Tyr

Met
Ser
Pro
Gly
Ser
75

Ser

Arg

Val
Thr
Ser
Tyr
Ser
Ala

Phe

Ser
Ser
Lys
Arg
60

Ser

Gly

Arg
Phe
Leu
45

Asn
Ser

Ile

Asp

Ala
Val
Leu
45

Phe
Met

Tyr

Pro
Thr
30

Glu
Gln
Thr
Tyr

Vval
110

Ser
Ser
30

Trp
Ser

Glu

Pro

Gly
15

Asp
Trp
Lys
Ala
Tyr

Trp

Pro
15

Tyr
Ile
Gly
Ala

Tyr
95

Glu
Tyr
Ile
Phe
Tyr
80

Cys

Gly

Gly
Met
Tyr
Ser
Glu

80
Thr



21
1401
DNA

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

<220>
<223>

<400> 21

atgggctggt
gtgcagctgg
tgcaaggcca
ggccagggcc
cagaagttcc
gagctgagca
ggcaactacg
gccagcacca
agcacagccg
tggaacagcg
ggcctgtaca
tacacctgca
aagtacggcc
ttcctgttcc
tgcgtggtes
ggcgtggags
cgggtggtet
tgcaaggtgt
ggccagcctc
aaccaggtgt
tgggagagca
gacggcagct
aacgtcttta
ctgagcctgt

<210> 22
<211> 696
<212> DNA

Chudi nhan tao

Chudi dugc téng

cctgcatcat
tgcagagcgs
gecggctacac
tggagtggat
agggcagggt
gcctgaggag
gctggtactt
agggccccag
ccctgggetg
gagccctgac
gcctgagcag
acgtggacca
ctccctgecc
cccccaagcc
tggacgtgag
tgcacaacgc
ccgtgcetgac
ccaacaaggg
gggagcccca
ccctgacctg
acggccagcc
tcttcctgta
gctgecagegt
ccctgggcaa

<213> Chubi nhéan tao

220>

<223> Chudi dugc tong

<400> 22

atgggctggt
attgtgctga
agctgcagceg
gcccctaggce
tcaggcagcg
ttcgecgtgt
aagctggaga

cctgcatcat
cccagagccc
ccagcagcag
tgctgatcta
gcagcggcac
actactgctt
tcaagcgtac

31708

hgp nhan tao

cctgtttctg
agccgaggtg
cttcaccgac
gggcctgatc
gaccatcacc
cgaagacacc
cgacgtgtgsg
cgtgttcccc
cctggtgaag
cagecggegtg
cgtggtgacc
caagcccagc
cccctgecct
caaggacacc
ccaggaagat
caagaccaag
cgtgctgcac
cctgcccagc
ggtgtacacc
tctggtgaag
cgagaacaac
cagcaggctg
gatgcacgag
g

gtggccaccg
aaaaagcccg
tacgctatgc
agcatctaca
gccgataaga
gcecgtgtact
ggccagggaa
ctggccccct
gactacttcc
cacaccttcc
gtgcccagcea
aacaccaagsg
gcccccgagt
ctgatgatca
cccgaggtcc
cccegggagg
caggactggc
tccatcgaga
ctgcccccat
ggcttctacc
tacaagacca
accgtggaca
gcectgcaca

hgp nhéan tao

cctgtttctg
cgccaccctg
cgtgagctac
cgacacctcc
cgactatact
ccagggaagc
ggtggcecegec

gtggccaccg
agcctgagcc
atgcactggt
aagctggcca
ctgaccatca
ggctacccct
cccagegtgt

-171-

ccaccggegt
gctcaagegt
actgggtgag
gcgaccacac
gcaccagcac
attgcggcag
ccactgtcac
gcagcagaag
ccgageccgt
ccgeegtgcet
gcagectggg
tggacaagcsg
tcgaggeces
gececggacccc
agttcaattg
aacagttcaa
tgaacggcaa
aaaccatcag
cccaggaaga
ccagcgacat
ccccecectgt
agagccggtg
accactacac

ccaccggegt
ccggegaaag
accagcagaa
geggcatccc
gcagectgga
acaccttcgg
tcatcttccc

gcacagccag
gaaggtgagc
gcaggccccc
caactacaac
agcctacatg
gaacaactac
cgtgagcagc
caccagcgag
gaccgtgagc
gcagagcagc
caccaagacc
ggtggagagc
accctccgtg
cgaggtgacc
gtacgtggac
cagcacctac
agaatacaag
caaggccaag
gatgaccaag
cgecgtggag
gctggacagc
gcaggaaggc
ccagaagagc

gcacagcgag
ggcaaccctc
gceecggecag
agccaggttc
gcccgaggac
ccagggcacc
ccccagcgat

69
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1401

60

120
180
240
300
360
420



gagcagctga
gaggccaagg
gtgaccgagc
aaggccgact
agccccgtga

<210> 23
<211> 448
<212> PRT
<213> Chudi

<220>
<223> Chubi

<400> 23
Gln Val Gln

1
Ser

Ala
Gly
Gln
65

Met
Gly
Gln
Val
Ala
145
Ser
val
Pro
Lys
Pro
225
Val
Thr

Glu

Val
Met
Leu
50

Gly
Glu
Arg
Gly
Phe
130
Leu
Trp
Leu
Ser
Pro
210
Pro
Phe

Pro

Val

Lys
His
35

Ile
Arg
Leu
Asn
Thr
115
Pro
Gly
Asn
Gln
Ser
195
Ser
Cys
Leu

Glu

Gln

nhan tao

dugc téng hop nhan tao

Leu
Val
20

Trp
Ser
Val
Ser
Asn
100
Thr
Leu
Cys
Ser
Ser
180
Ser
Asn
Pro
Phe
Val

260
Phe

Val
5

Ser
Val
Ile
Thr
Ser
85

Tyr
Val
Ala
Leu
Gly
165
Ser
Leu
Thr
Pro
Pro
245
Thr

Asn

Gln
Cys
Arg
Tyr
Ile
70

Leu
Gly
Thr
Pro
Val
150
Ala
Gly
Gly
Lys
Cys
230
Pro

Cys

Trp

Ser
Lys
Gln
Ser
55

Thr
Arg
Asn
Val
Cys
135
Lys
Leu
Leu
Thr
Val
215
Pro
Lys
Val

Tyr

Gly
Ala
Ala
40

Asp
Ala
Ser
Tyr
Ser
120
Ser
Asp
Thr
Tyr
Lys
200
Asp
Ala
Pro

Val

Val

Ala
Ser
25

Pro
His
Asp
Glu
Gly
105
Ser
Arg
Tyr
Ser
Ser
185
Thr
Lys
Pro

Lys

Val
265
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Glu
10

Gly
Gly
Thr
Lys
Asp
90

Trp
Ala
Ser
Phe
Gly
170
Leu
Tyr
Arg
Glu
Asp

250
Asp

agagcggcac cgccagegtg gtgtgtctgc
tgcagtggaa ggtggacaat gccctgcaga
aggacagcaa ggactccacc tacagcctga
acgagaagca caaggtgtac gcctgtgagg
ccaagagctt caaccggggc gagtgc

Val
Tyr
Gln
Asn
Ser
75

Thr
Tyr
Ser
Thr
Pro
155
Val
Ser
Thr
Val
Phe
235
Thr

Val

Asp Gly Val
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tgaacaactt ctacccccgg 480
gcggcaacag ccaggagage 540
gcagcaccct gaccctgage 600
tgacccacca gggcctgtcc 660

Lys
Thr
Gly
Tyr
60

Thr
Ala
Phe
Thr
Ser
140
Glu
His
Ser
Cys
Glu
220
Glu
Leu

Ser

Glu

Lys
Phe
Leu
45

Asn
Ser
Val
Asp
Lys
125
Glu
Pro
Thr
Val
Asn
205
Ser
Gly
Met
Gln

Val

Pro
Thr
30

Glu
Gln
Thr
Tyr
Val
110
Gly
Ser
Val
Phe
Val
190
Val
Lys
Gly
Ile
Glu

270
His

Gly
15

Asp
Trp
Lys
Ala
Tyr
95

Trp
Pro
Thr
Thr
Pro
175
Thr
Asp
Tyr
Pro
Ser
255
Asp

Asn

Ser
Tyr
Met
Phe
Tyr
80

Cys
Gly
Ser
Ala
Val
160
Ala
Val
His
Gly
Ser
240
Arg

Pro

Ala



Lys
Ser
305
Lys
Ile
Pro
Leu
Asn
385
Ser

Arg

Leu

Thr
290
Val
Cys
Ser
Pro
Val
370
Gly
Asp
Trp

His

275
Lys

Leu
Lys
Lys
Ser
355
Lys
Gln
Gly
Gln

Asn
435

<210> 24
<211> 213
<212> PRT
<213> Chudi

<220>
<223> Chudi

<400> 24

Glu
1
Glu
His
Asp
Gly
65
Asp
Phe

Ser

Ala

Ile
Arg
Trp
Thr
50

Ser

Phe

'Gly

Val

Ser
130

Val
Ala
Tyr
35

Ser
Gly
Ala
Gln
Phe

115
Val

Pro
Thr
Val
Ala
340
Gln
Gly
Pro
Ser
Glu

420
His

Arg
Val
Ser
325
Lys
Glu
Phe
Glu
Phe
405
Gly

Tyr

Glu
Leu
310
Asn
Gly
Glu
Tyr
Asn
390
Phe

Asn

Thr

nhén tao

Glu
295
His
Lys
Gln
Met
Pro
375
Asn
Leu

Val

Gln

280
Gln

Gln
Gly
Pro
Thr
360
Ser
Tyr
Tyr
Phe

Lys
440

Phe
Asp
Leu
Arg
345
Lys
Asp
Lys
Ser
Ser

425
Ser

dugc téng hop nhan tao

Leu
Thr
20

Gln
Lys
Thr
Val
Gly
100
Ile

Val

Thr
5
Leu
Gln
Leu
Asp
Tyr
85
Thr
Phe

Cys

Gln
Ser
Lys
Ala
Tyr
70

Tyr
Lys
Pro

Leu

Ser
Cys
Pro
Ser
55

Thr
Cys
Leu

Pro

Leu
135

Pro
Ser
Gly
40

Gly
Leu
Phe
Glu
Ser

120
Asn

Ala
Ala
25

Gln
Ile
Thr
Gln
Ile
105
Asp

Asn
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Asn
Trp
Pro
330
Glu
Asn
Ile
Thr
Arg
410
Cys

Leu

Thr
10

Ser
Ala
Pro
Ile
Gly
90

Lys
Glu

Phe
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Ser
Leu
315
Ser
Pro
Gln
Ala
Thr
395
Leu

Ser

Ser

Leu
Ser
Pro
Ala
Ser
75

Ser
Arg

Gln

Tyr

Thr
300
Asn
Ser
Gln
Val
Val
380
Pro
Thr
Val

Leu

Ser
Ser
Arg
Arg
60

Ser
Gly
Thr

Leu

Pro
140

285
Tyr

Gly
Ile
Val
Ser
365
Glu
Pro
Val

Met

Ser
445

Leu
val
Leu
45

Phe
Leu
Tyr
Val
Lys

125
Arg

Arg
Lys
Glu
Tyr
350
Leu
Trp
Val
Asp
His

430
Leu

Ser
Ser
30

Leu
Ser
Glu
Pro
Ala
110

Ser

Glu

Val
Glu
Lys
335
Thr
Thr
Glu
Leu
Lys
415
Glu

Gly

Pro
15

Tyr
Ile
Gly
Pro
Tyr
Ala
Gly

Ala

Val
Tyr
320
Thr
Leu
Cys
Ser
Asp
400
Ser

Ala

Lys

Gly
Met
Tyr
Ser
Glu
80

Thr
Pro

Thr

Lys



Val Gln Trp Lys Val

145

Ser Val Thr Glu Gln
165

Thr Leu Thr Leu Ser

180
Cys Glu Val Thr His
195
Asn Arg Gly Glu Cys
210

31708

Asp Asn Ala Leu Gln

150

Asp Ser Lys Asp Ser
170

Lys Ala Asp Tyr Glu

185
-Gln Gly Leu Ser Ser
200

Ser Gly Asn Ser Gln Glu

155

160

Thr Tyr Ser Leu Ser Ser

175

Lys His Lys Val Tyr Ala

190

Pro Val Thr Lys Ser Phe
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Fig. 1: Su san sinh IFN-y tir t€ bao T CD4+CD25

800000 (ug/ml)
- m60
700000
30
600000 m15
m7.5
500000
T ' w3.75
é 400000 1 m1.875
Q.
®0.9375
300000 5 0.46875
200000 =0

100000 -

-175-



31708

Fig. 2: Su ting sinh té bao T CD4+CD25
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Fig. 3: Bién thé nhan héa H2L5 ciia khang ICOS 422.2 thé hién sy san sinh xytokin tét hon & t€ bao
PBMC

A. IFN-y
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= 1000000 4
3
B 800000
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. 1gG1, | 422.2H2L0 | 422.2H2LS | 422.2HSLO | 4222 HSLS |
anti CD3 | soug/ml | 0ug/mi | 0ug/ml | 10ug/ml | 3Oug/ml |
b4 lién két
B IL-10 C TNF-a
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2808 5000
5000 ¢
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Kh(“mg C(’){ Synagis Hu | Antl-huiCOS | Anti-hulCOS EAntl-hulcos Antl-hulcosl n SynagisHu | Anti-huiCOS EAnti—huK:OS EAMHWICOS Anti-hulCOS
. 261, 100g/mi, 422.2H2L0 | 422.ZHZLS | AZ22H5LD | 4Z22H5LS Khong 061, 10ug/ml; 422.2H2L0 | 422.2H2LS | 422.2H5L0 | A22.2HSLS
ti CD3 | - - ;
anti 10ug/mi 10ug/ml | 10ug/mi 10ug/ml anti CD3 10ug/ml | 20ug/ml | 30ug/mi 10ug/ml
i lién két Da lién két

Cac PBMC tir ngudi méi dugc tach tir ngudi cho khée manh va duge hoat héa trén cac dia
duge phi truée khang CD3 (OKT3) va mdi trong s6 bén bién thé nhan héa khang ICOS
422.2 tan. Sau khi xir Iy 2,5 ngay, lugng IFN-y (A), IL-10 (B) va TFN-a (C) trong dich ndi
duge xac dinh bang MSD.
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Fig. 4: Ty 16 sbng sot ctia té bao T giam dugc cam émg bi 422 H2L5 IgG1 ma khong xéy ra dbi voi
céc 16p khang thé hIgG4PE dugc bat hoat Fc.

60

w
©

% té bao T hiéu lyc CD4+
o 8 b 5

i0

3.‘!_"‘,' Hu mt?nﬁ&m oes mﬂc SigmaHu | -m%m"' {
1gG115154 422.2Fc 4222H2LS | 1gG414639 | 1COS422.2
Buge lam bét hoat'® g6 H2LS 1G4

Céc khang thé tan, thir nghiém PBMC

Cac PBMC tir ngudi méi dugce bét hoat trén cac dia duge phu trude khang CD3 (OKT3) va
khang ICOS 422.2 nhén héa tan c6 16p khang thé Fc khac nhau. Sau khi xit 1y 2,5 ngdy,

phn trim té bao T CD4+ séng dugc xéc dinh béng cach dém té bao theo dong.
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Fig. 5: Dap tng liéu cia H2LS5 hIgG4PE cam tmg sy kich img xytokin tiém viém & té bao T CDA4+

tir nguoi.

A’
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Ning a4 shing thk: [ugimi]

B.
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‘? 1600+
£

500

N&&“m:ﬁ fug/mi "

Té bao T CD4+ tir ngudi cho khde manh da duoc kich thich so bd bang khang CD3/CD28
trong 2 ngay dugc tai kich thich bing khang CD3 (OKT3) cdng véi day ndng do ctia mau d6i
chimg 16p khang nguyén (Synagis IgG4PE) hoic H2L5 hIgG4PE mAb & dang tan hodc gin
két dia. Nong do (A) IFN-y va (B) TFN-o trong dich ndi dugc xdc dinh bang MSD sau 3,5
ngay xu ly.
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Fig. 6: H2L5 hIgG4PE cam ng sy ting sinh, san sinh xytokin va kha néng gy doc té bao ting &

cac PBMC hoat héa tir nguoi cho khée manh

A, B. C
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250004
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Céc té bao PBMC tir ngudi duge kich thich so by bing khang CD3/CD28 trong 2 ngdy dugc
t4i kich thich bang CD3 (OKT3) cong v6i H2L5 hIgG4PE mAb tan hodc mau dbi ching 16p
khang thé. Sau 2,5 ngay xt ly, muc ting sinh té bao T duoc xac dinh bang thir nghiém CFSE
FACS (A). Ndng do IFN-y trong dich ndi dugc xac dinh bing MSD (B). Mirc biéu hién

Granzyme B ndi bao cua té bao T CD4+ T dugce x4c dinh bing cach dém té bao theo dong.
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Fig. 7: Thir nghiém phat hién c& trung binh (MSD) thé hién su tre ché lién két ICOS-L v6i
ICOS bdi H2LS5 hIgG4PE, cho thdy no lién két véi cing ICOS nhu ICOS-L va canh tranh

lién két
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Fig. 8: Gen Vi va VL khéng thé thu hdi tir RNA ciia dong té bao lai 422.2
422 HC

QVQLQQSGPELVRPGESVKISCMGSGYTFTDYAMHWVKQSHAKSLEWIGLISIYSDHTNYNQKFQGKATMTVDKSSSTAY
MELARLTSEDSAIYYCGRNNYGNYGWYFDVWGAGTTVTIVSS (SEQ ID NO:19)

422 1L.C

ENVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVSYMHWYQQKSITSPKLWIYDTSKLASGVPGRFSGSGSGNSYSLTISSMEAE
DVATYYCFQGSGYPYTFGGGTKLEIKR (SEQ ID NO:20)
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Fig. 9: Trinh ty protein ¢ chudi ning va nhe ctia H2L5 hIgG4PE vdi trinh ty tin higu

Chudi ndng

MGWSCIILFLVATATGVHSQVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTFTDYAMHWVROAPGQGLEWMGLISTYSDHTNYN
QKEQQRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCGRNNYGNYGWYFDVWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSE
STAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVES
KYGPPCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHENAKTKPREEQFNSTY
RVVSVLTVLHQODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVE

WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK (SEQ ID NO:9)

Chudi nhe

MGWSCIILFLVATATGVHSEIVLTQSPATLSLSPGERATLSCSASSSVSYMHWYQQKPGQAPRLLIYDTSKLASGIPARF
SGSGSGTDYTLTISSLEPEDFAVYYCFQGSGYPYTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPR
EAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SEQ ID
NO:12)

Trinh ty tin hiéu dugc gach chan kép

Trinh ty CDR dugc gach chan

S228P, L.235E (EU numbering) Substitutions in IgG4

Murine residues incorporated in variable heavy chain framework (Kabat numbering G27Y, S30T, A93G)

Gébc & chudt duge dua vao khung chudi nhe bién ddi (danh sb theo Kabat F71Y)
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Fig. 10: Trinh ty ADN cua viing ma hoa ctia chudi nang H2L5 hIgG4PE c6 trinh ty tin hiéu
Chudi ning

ATGGGCTGGTCCTGCATCATCCTGTTTCTGGTGGCCACCGCCACCGGCGTGCACAGCCAGGTGCAGCTGGTGCAGAGCGG
AGCCGAGGTGAARAAGCCCGGCTCAAGCGTGAAGGTGAGCTGCAAGGCCAGCGGCTACACCTTCACCGACTACGCTATGC
ACTGGGTGAGGCAGGCCCCCGGCCAGGGCCTGGAGTGGATGGGCCTGATCAGCATCTACAGCGACCACACCAACTACAAC
CAGAAGTTCCAGGGCAGGGTGACCATCACCGCCGATAAGAGCACCAGCACAGCCTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGGAG
CGAAGACACCGCCGTGTACTATTGCGGCAGGAACAACTACGGCAACTACGGCTGGTACTTCGACGTGTGGGGCCAGGGAA
CCACTGTCACCGTGAGCAGCGCCAGCACCAAGGGCCCCAGCGTGTTCCCCCTGGCCCCCTGCAGCAGAAGCACCAGCGAG
AGCACAGCCGCCCTGGGCTGCCTGGTGAAGGACTACTTCCCCGAGCCCGTGACCGTGAGCTGGAACAGCGGAGCCCTGAC
CAGCGGCGTGCACACCTTCCCCGCCGTGCTGCAGAGCAGCGGCCTGTACAGCCTGAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCAGCA
GCAGCCTGGGCACCAAGACCTACACCTGCAACGTGGACCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGCGGGTGGAGAGC
AAGTACGGCCCTCCCTGCCCCCCCTGCCCTGCCCCCGAGTTCGAGGGCGGACCCTCCGTGTTCCTGTTCCCCCCCAAGCC
CAAGGACACCCTGATGATCAGCCGGACCCCCGAGGTGACCTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCAGGAAGATCCCGAGGTCC
AGTTCAATTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCACAACGCCAAGACCAAGCCCCGGGAGGAACAGTTCAACAGCACCTAC
CGGGTGGTGTCCGTGCTGACCGTGCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCARAGAATACAAGTGCAAGGTGTCCAACAAGGG
CCTGCCCAGCTCCATCGAGAARACCATCAGCAAGGCCAAGGGCCAGCCTCGGGAGCCCCAGGTGTACACCCTGCCCCCAT
CCCAGGAAGAGATGACCAAGAACCAGGTGTCCCTGACCTGTCTGGTGAAGGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAG
TGGGAGAGCAACGGCCAGCCCGAGAACAACTACAAGACCACCCCCCCTGTGCTGGACAGCGACGGCAGCTTCTTCCTGTA
CAGCAGGCTGACCGTGGACAAGAGCCGGTGGCAGGAAGGCAACGTCTTTAGCTGCAGCGTGATGCACGAGGCCCTGCACA
ACCACTACACCCAGAAGAGCCTGAGCCTGTCCCTGGGCAAG (SEQ ID NO:21)

Trinh tu dan diu duogc bidu thi bdi nét gach chan kép
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Fig. 11: Trinh tu ADN cuia ving ma hoéa chudi nhe H2L5 hIGg4PE c6 trinh ty tin hiu
Chubdi nhe

ATGGGCTGGTCCTGCATCATCCTGTTTCTGGTGGCCACCGCCACCGGCGTGCACAGCGAGATTGTGCTGACCCAGAGCCC
CGCCACCCTGAGCCTGAGCCCCGGCGARAGGGCAACCCTCAGCTGCAGCGCCAGCAGCAGCGTGAGCTACATGCACTGGT
ACCAGCAGAAGCCCGGCCAGGCCCCTAGGCTGCTGATCTACGACACCTCCAAGCTGGCCAGCGGCATCCCAGCCAGGTTC
TCAGGCAGCGGCAGCGGCACCGACTATACTCTGACCATCAGCAGCCTGGAGCCCGAGGACTTCGCCGTGTACTACTGCTT
CCAGGGAAGCGGCTACCCCTACACCTTCGGCCAGGGCACCARGCTGGAGATCAAGCGTACGGTGGCCGCCCCCAGCGTGT
TCATCTTCCCCCCCAGCGATGAGCAGCTGAAGAGCGGCACCGCCAGCGTGGTGTGTCTGCTGAACAACTTCTACCCCCGG
GAGGCCAAGGTGCAGTGGAAGGTGGACAATGCCCTGCAGAGCGGCARCAGCCAGGAGAGCGTGACCGAGCAGGACAGCAA
GGACTCCACCTACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCARGGCCGACTACGAGAAGCACAAGGTGTACGCCTGTGAGG
TGACCCACCAGGGCCTGTCCAGCCCCGTGACCAAGAGCTTCAACCGGGGCGAGTGC  (SEQ ID NO:22)

Trinh ty khoéi ddu dugc bidu thi bei ddu gach chén kép
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Fig. 12: Néng d¢ huyt twong ctia H2L5 higG4PE 6 khi cynomolgus. Céc ndng do dugc x4c dinh sau khi dinh
1idu H2L5 hIgG4PE thir nhét (A) hogc thir hai (B) (ngdy 15) of H2L5 hIgG4PE. Con vat dugc cho an tir 48

gi® sau khi dinh liu thir hai dé thu &y mAu va phan tich md té bao
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Fig. 13: Do lién két H2L5 hIgG4PE véi té bao T CD4+ tir 14 lach va hach bach huyét & nich
cta khi. M6 duoc thu gom 48 gid sau khi dinh lidu thtr hai (Ngay 17).
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Fig. 14: Su chiém giit thu thé cia H2L5 hIgG4PE trong té bao T CD4+ ¢ méu tir khi dau cho.
(A) “Thy thé khong ¢6” ICOS nhu duge xéc dinh b lién két duong giita khang thé duoc danh diu huynh
quang khang ICOS dugc st dung @& dém té bao theo dong, ma chi lién két néu H2LS5 hIgG4PE khong c6 mit.

(B) H2L5 hIgG4PE duoc lién két thu thé trén té bao CD4+ mau ngoai vi nhu dugc xac dinh bdi khéng thé
khang IgG & nguoi dugce danh déu huynh quang.
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Fig. 15(a) Mitrc biéu hién Phospho-AKT (T308) & té bao Ba/F3-ICOS dugc xit Iy bang
H2L5 hIgG4PE - Thir nghiém khang thé truyén tin hiéu ndi bao
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k: i ¥

Auoe chiudn héa b kidm sost cae aidm
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(b) Mirc bidu hién Phospho-AKT (S473) & té bao Ba/F3-ICOS dugc xit Iy bang

H2L5 hIgG4PE - Déy khang thé truyén tin hiéu ndi bao

duge chulin hoa a8 kibm soét cac didm
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Fig. 16: H2L5 hIgG4PE két hop vdi ipilimumab lam gia ting mic san sinh xytokin gdy viém khi so sanh
v&i ché do didu trj chi bng khang thé trong thir nghiém kich thich so b treatment in PBMC
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Fig. 17: H2L5 hlgG4PE két hop vé6i pembrolizumab 1am gia ting mirc san sinh xytokin gay
viém so véi ché do xt 1y chi bing khang thé & thir nghiém kich thich so b PBMC
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Fig. 18 Hon hop H2L5 hIgG4PE véi ipilimumab cim (g sy san sinh xytokin gdy viém gia ting & thir
nghiém MLR duogc bién ddi bang peptit CEFT va 1 so bd
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Fig. 19 H3n hop H2L5 hIgG4PE véi pembrolizumab cam ting sy san sinh xytokin gdy viém gia tang & thu
nghiém MLR dugc bién dbi bang peptit CEFT va 1 so bd

el
]
rf

.
<
i

g IF
(mayﬂgg gégvabl qua kiém soét)
@

cam

-193-



31708

Fig. 20: mAb chu vin khang ICOS H2L5 hlgG4PE riéng 1€ va két hop v6i pembrolizumab
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Fig. 21: mAb dai dién & chudt khang ICOS gdy e ché sy phat trién khéi u va gia ting ty 18
séng s6t dang ké khi két hop v6i mADb dai dién & chudt khang PD1 trong mau khéi u cia
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Fig. 21 (Tiép)
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Fig. 22: mAb dai dién & chudt khang ICOS gy Gc ché sw phat trién khdi u va gia ting ty 18
séng dang k& khi két hop v6i mADb dai dién & chuft khang PD1 trong mAu khdi u ciia chudt
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Fig. 22 (tiép)
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Fig. 22 (tiép)
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