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Linh vue ky thuét dwgc dé cap

Séng ché d& cap dén khing thé khang PD1, phwong phap tao ra khéng thé va

dugc pham chira no.
Tinh trang k¥ thuit ctia sang ché
PD-1

Su déng kich thich hodc cung cép hai tin hi€u riéng biét vao té bao T 1a md
hinh hoat héa lympho bao dugc chép nhan rong rai déi véi cac lympho bao T dang
nghi boi cac té bao trinh dién khang nguyén (APC: antigen-presenting cell) (Lafferty
et al., Aust. J. Exp. Biol. Med. Sci. 53: 27-42 (1975)).

MO hinh nay con cho thdy su phan biét gitta sy tw dung chiu v6i khong tu dung
chiu va dung chiu mién dich (Bretscher et al., Science 169: 1042-1049 (1970);
Bretscher, P.A., PN.A.S. USA 96: 185-190 (1999); Jenkins et al., J. Exp. Med. 165:
302-319 (1987)). Tin hiéu thu nhét, hodc tin hiéu dic hiéu khang nguyén, dugc tai
nap thong qua thu thé t& bao T (TCR) sau khi nhan dién peptit khang nguyén ngoai
lai duge trinh dién trong bdi canh phtic hop twong thich mo chinh (MHC: major
histocompatibility-complex). Tin hiéu thir hai, hodc tin hi¢u déng kich thich, duoc
phan phéi t6i céc té bao T béi cac phan tir ddng kich thich duge biéu hién trén céc t&
bao trinh dién khang nguyén (APC) va khién cho cac té bao T ddy manh viéc nhan
rong dong vo tinh, tiét xytokin va chirc nang tic dong (Lenschow et al., Ann. Rev.
Immunol. 14:233 (1996)). Khi khong co6 su ddng kich thich, cac té bao T ¢6 thé troy
nén tro ddi véi su kich thich khang nguyén, khong lam tiang dap Gmg mién dich hiéu
qua, va ngoai ra co thé con gay ra su can kiét hodc sy dung chiu d6i v6i cac khang
nguyén ngoai lai.

MO hinh hai tin hiéu don gidn nay cé thé 1a don gian héa qua muc vi cuong
d6 ctia tin hiéu TCR thue sy 6 anh huéng dinh lugng dén sy hoat héa va biét hoa té
bao T (Viola et al., Science 273: 104-106 (1996); Sloan-Lancaster, Nature 363: 156-
159 (1993)). Ngoai ra, sy hoat hoéa té bao T c6 thé xay ra ngay ca khi khong c6 mit
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c4c tin hidu ddng kich thich néu nhu cudng do cua tin hiéu TCR cao. Quan trong hon
14, cac té bao T nhén ca tin hiu d(‘“)ng kich thich thi cép tich cuc va ti€u cuc. Su diéu
hoa cac tin hiéu tich cuc va tiéu cuc nay 1a rdt quan trong dé toi da hoa cac dap tng
1}nién dich bao vé cta vat chi, trong khi van duy tri dugc su dung chiu mién dich va

ngin ngira sy tu mién.

’ Céc tin hiéu thtr cp tiéu cuc c6 vé 1a can thiét dé cam tmg su dung chiu cua
t8 bao T, trong khi céc tin hiéu tich cyc déy manh su hoat hda té bao T. Tuy md hinh
hai tin hiéu don gian nay van cung cAp su giai thich hgp 1€ cho cac lympho bao chua
tiép xuc khang nguyén, nhung dap tng mién dich ctia vat cha 1a mot qué trinh dong
luc, va céc tin hiéu ddng kich thich cling c6 thé dugc cung cdp cho cac té bao T da

duoc cho tiép xuc véi khang nguyén.

Co ché cia sy dong kich thich duge quan tdm trong tri lidu vi thao tac cua cac
tin hiéu ddng kich thich ndy da cho thdy 1a tao ra phuong tién dé 1am ting hodc cham
dut dép ung mién dich trén co s té bao. Gén déy, da phat hién ra ring su mat Gmg
hodc su loan chirc ndng té bao T xay ra ddng thoi v6i su biéu hién duoc cam Umg va
duy tri cta thu thé c6 hoat tinh (e ché, polypeptit chét theo chuong trinh 1 (PD-1:
Programmed Death-1). Két qua 13, sy huéng dich tri liéu ctia PD-1 la mot linh vuc

rat dugc quan tam.

Protein chét theo chuong trinh 1 (PD-1) 12 thanh vién c6 hoat tinh trc ché thudc
ho thu thé CD28, ho nay con bao gdm CD28, CTLA-4, ICOS va BTLA. PD-1 dugc
biéu hién trén céc té bao B, té bao T va tiy bao da dugc hoat hoa (Agata et al, néu
trén; Okazaki et al (2002) Curr. Opin. Immunol. 14: 391779-82; Bennett et al. (2003)
J Immunol 170:711-8). Céac thanh vién dau tién cta ho nay, CD28 va ICOS, duoc
phét hién thong qua cic tdc dong chirc nidng dbi v6i viee gia ting su tang sinh té bao
T sau khi bd sung khang thé don dong (Hutloff etal (1999) Nature 397:263-266;
Hansen et al (1980) Immnunogenics 10:247-260). PD-1 duoc phét hién thong qua
viéc sang loc su biéu hién biét hoa & cac té bao chét theo chuwong trinh (Ishida et al
(1992) EMBO J 11 :3887-95). Cac thanh vién con lai cua ho nay, CTLA-4 va BTLA,
duoc phat hién thong qua viéc sang loc su biéu hién biét hoa & cac lympho bao T va

cdc té bao THI gy doc té bao, mot cach twong ang. CD28, ICOS va CTLA-4 déu c6
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gbc xystein khong bét cip cho phép ddng dime héa. Nguoc lai, PD-1 dugc goi y 1a
tdn tai & dang monome, khong c6 gbe xystein khong bét cap dic trung trong céc

thanh vién khéc ctiia ho CD28.

Gen PD-1 14 protein xuyén mang typ I 55 kDa ma la mot phin ctia siéu ho gen
Ig (Agata et al. (1996) bit Immunol 8:765-72). PD-1 chtra motif trc ché tyrosin thu
'. thé mién dich (ITIM: immunoreceptor tyrosine inhibitory motif) gan mang va motif
chuyén ddi trén co s& tyrosin (ITSM: tyrosine- based switch motif) xa mang
(Thomas, MX. (1995) T Exp AdedW: 1953-6; Vivier, E and Daeron, M (1997)
Immunol Today 18:286-91). Mic du ¢6 cAu truc twong tu v6i CTLA-4, nhung PD-1
khong c¢6 motif MYPPPY ma rit quan trong dbi v6i viee gin két B7-1 va B7-2. Hai
 phéi tir déi véi PD-1 da dwoc nhan biét, 1a PD-LI va PD-L2, da dugc chimg minh 1a
diéu hoa giam sy hoat hoa té bao T khi gén két vio PD-1 (Freeman et al (2000) J Exp
Med 192: 1027-34; Latchman et al (2001) Nat Immunol 2:261-8; Carter etal (2002)
Fur J Immunol 32:634-43). Ca PD-L1 va PD-L2 déu la cac thé twong dong cia B7
ma gin két vao PD-1, nhung khong gin két vao cac thanh vién khéac ctia ho CD28.
Mot phéi tir d6i v6i PD-1, 12 PD-LI, c6 nhiu trong nhiéu bénh ung thw & ngudi (Dong
et al (2002) Nat. Med 8:787-9). Tuong tac gitta PD-1 va PD-LIlam giam céc lympho
bao tham nhidm khéi u, lam giam su ting sinh dugc didu tiét boi thu thé t€ bao T, va
su trén mién dich ctia cac té bao ung thu (Dong et al. (2003) J. Mol. Med. 81:281-7;
Blank et al. (2005) Cancer Immunol. Immunother. 54:307-314; Konishi et al. (2004)
Clin. Cancer Res. 10:5094-100). Su tc ché mién dich c6 thé dugc dao nguoc bang
cach trc ché tuong tac cuc bo ctia PD-1 v6i PD-LI, va tdc dung nay co tinh cong hop
khi twong tic ctia PD-1 véi PD-L2 ciing bi phong bé (Iwai et al. (2002) Proc. Nat 7.
Acad. ScL USA 99: 12293-7; Brown et al. (2003) J. Immunol. 170:1257-66).

PD1 I thanh vién ¢6 hoat tinh tc ché thudc ho CD28 duwgc bicu hién trén céc
t& bao B, té bao T va tiiy bao da dugc hoat hoa (Agata etal, néu trén; Okazaki et al.
(2002) Curr Opin Immunol 14: 391779-82; Bennett et al. (2003) J Immunol YWIJI 1-
8). Cac dong vat thiéu hut PD-1 phat trién nhidu kiéu hinh tu mién khac nhau, bao
gbém bénh co tim tu mién va hdi chimg gidng luput kém viém khép va viém thén

(Nishimura et al. (1999) Immunity H: 141-51; Nishimura et al. (2001) Science
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291:319-22). Ngoai ra, PD1 dugc phat hién théy 1a ¢6 vai tro trong bénh viém ndo-
tily tw mién, luput ban d6 hé thdng, bénh manh ghép chéng vét chi (GVHD), bénh
dai thao duong typ I va bénh viém da khop dang thip (Salama et al. (2003) J Exp
Med 198:71-78: Prokunina and Alarcon-Riquelme (2004) Hum Mol Genet 13:R143;
Nielsen et al. (2004) Lupus 11:510). Trong dong khéi u té bao B cua chudt, ITSM
:cﬁa PD1 d cho thiy 1a cn thiét d& phong bé dong Ca<2+> dugc diéu tiét boi BCR
va su phosphoryl hoa tyrosin ctia cdc phan tir tac dong ndm xudi dong (Okazaki etal.

(2001) PNAS 98: 13866-71).

Nhiéu don yéu cau cip bang doc quyén sang ché boc 10 viée tao ra cac khang
thé khang PD-1 va/hodc cac phuong phap lam tdng dép ing mién dich bang chét (bao
gbm khang thé khang PD-1) ma can trd su gin két voi PD-L1 vi/hodc su phat tin
hiéu PD-1, bao gébm cic don yéu clu cip bang doc quyén sang ché sau day:
US2003/0039653, US2004/0213795,  US2006/0110383,  US2007/0065427,
US2007/0122378,  US2012/237522,  W02004/072286,  W0O2006/121168,
W02006/133396,  W02007/005874,  W02008/083174,  W0O2008/156712,
W02009/024531,  W02009/014708,  W02009/114335,  W02010/027828,
W02010/027423,  W02010/036959,  W02010/029435,  W02010/029434,
W02010/063011,  W02010/089411,  WO02011/066342,  WO2011/110604,
WO02011/110621 va W02012/145493.

Bin chit ky thuit ciia sang ché

Muc dich cla sang ché 13 @ xuét khang thé khang PD1 va phuong phép st
dung chung.

Mot khia canh clia sang ché d& xudt khang thé khang PD1, trong d6 khéng thé
nay:
i) canh tranh v6i khang thé khang PD1 chra VH va VL ctia PD1-0103 dé gin
két vao PD-1, va/hoic
ii) gén két vao PD-1 ctia ngudi va ctia khi dudi dai (khi cynomolguoes); va/hodc
iii)  lamtang su tiét interferon-gamma (IFN-gamma) béi cac té bao T da dugc kich

thich di sinh dén 85% hodc hon & ndng do khang thé 12 10 pg/mL; va/hodc
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iv)  lam ting sy tiét yéu t hoai tir khéi u alpha (TNF alpha) boi céc t€ bao T da
duoc kich thich di sinh d&n 200% hoic hon & ndng do khang thé 14 10 pg/mL.

Theo mot khia canh khéc, sdng ché d& xut khang thé gin két vao PD1 cua
nguoi, trong d6 khang thé nay lam ting su tiét interferon-gamma (IFN-gamma) boi
céc té bao T da duoc kich thich di sinh dén 85% hodc hon & ndng do khéng thé 1a 10
pg/mL trong thir nghiém phan Gng lympho bao hdn hop (MLR).

Theo mot khia canh khéac, sang ché d& xuit khang thé gin két vao PDI1 cta
nguoi, trong d6 khang thé nay lam ting sy tiét yéu té hoai tir khéi u alpha (TNF
alpha) boi cdc té bao T da duge kich thich di sinh dén 200% hogc hon & ndng do

khéang thé 12 10 pg/mL trong thtr nghiém phan tng lympho bao hdn hop (MLR).

Sang ché dé xuét khang thé da duogc phén 1ap gén két vao PDI1 cua nguoi,

trong d6 khang thé nay chira:

A)  (a) HVR-H1 chira trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:1; (b) HVR-H2 chtra trinh
tu axit amin 12 SEQ ID NO:2; (¢) HVR-H3 chira trinh ty axit amin la SEQ ID NO:3;
(d) HVR-L1 chira trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:4; (e) HVR-L2 chtra trinh ty axit
amin 1a SEQ ID NO:5 va (f) HVR-L3 chta trinh ty axit amin la SEQ ID NO:6; hodc

B) (a) HVR-H1 chira trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:9; (b) HVR-H2 chtra trinh
tw axit amin 1a SEQ ID NO:10; (c) HVR-H3 chira trinh tu axit amin la SEQ ID
NO:11; (d) HVR-L1 chira trinh tu axit amin la SEQ ID NO:12; (e) HVR-L2 chtra
trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:13 va (f) HVR-L3 chtra trinh tu axit amin la SEQ
ID NO:14; hodc

C) (a) HVR-HI chua trinh ty axit amin la SEQ ID NO:17; (b) HVR-H2 chtra
trinh tu axit amin 13 SEQ ID NO:18; (c) HVR-H3 chira trinh ty axit amin la SEQ ID
NO:19; (d) HVR-L1 chua trinh ty axit amin la SEQ ID NO:20; (e) HVR-L2 chta
trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:21 va (f) HVR-L3 chtra trinh tu axit amin la SEQ
ID NO:22; hodc

D) (a) HVR-H1 chua trinh ty axit amin la SEQ ID NO:25; (b) HVR-H2 chtra
trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:26; (¢) HVR-H3 chira trinh tu axit amin & SEQ ID
NO:27; (d) HVR-L1 chira trinh ty axit amin 12 SEQ ID NO:28; (e) HVR-L2 chira
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trinh tu axit amin 13 SEQ ID NO:29 va (f) HVR-L3 chira trinh tu axit amin la SEQ
ID NO:30; hodc

E) (a) HVR-HI chta trinh ty axit amin la SEQ ID NO:33; (b) HVR-H2 chtra
trinh tu axit amin 14 SEQ ID NO:34; (c) HVR-H3 chta trinh tu axit amin [a SEQ ID
NO:35; (d) HVR-L1 chira trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:36; () HVR-L2 chtra
trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:37 va (f) HVR-L3 chua trinh tu axit amin la SEQ
ID NO:38; hodc

F) (a) HVR-H1 chta trinh ty axit amin la SEQ ID NO:41; (b) HVR-H2 chua
trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:42; (c) HVR-H3 chira trinh tu axit amin [a SEQ ID
NO:43; (d) HVR-L1 chua trinh ty axit amin 12 SEQ ID NO:44; (¢) HVR-L2 chta
trinh tu axit amin 12 SEQ ID NO:45 va (f) HVR-L3 chira trinh tu axit amin la SEQ
ID NO:46; hodc

G) (a) HVR-H1 chua trinh ty axit amin la SEQ ID NO:49; (b) HVR-H2 chtra
trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:50; (c) HVR-H3 chuta trinh tu axit amin la SEQ ID
NO:51; (d) HVR-L1 chta trinh ty axit amin la SEQ ID NO:52; () HVR-L2 chura
trinh tu axit amin 12 SEQ ID NO:53 va (f) HVR-L3 chura trinh tu axit amin la SEQ
ID NO:54.

Sang ché con @& xuAt khang thé da duoc phan lap gén két vao PD1 clia ngudi,

trong d6 khéng thé nay chira:

A) (a) mién VH chura (i) HVR-H1 chira trinh tur axit amin 1a SEQ ID NO:1, (ii)
HVR-H2 chira trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:2 va (iii) HVR-H3 chira trinh tu axit
amin duoc chon tir SEQ ID NO:3; va (b) mién VL chira (i) HVR-L1 chira trinh tu
axit amin 1a SEQ ID NO:4; (ii) HVR-L2 chtra trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:5 va
(iii) HVR-L3 chira trinh tu axit amin la SEQ ID NO:6; hodc

B) (a) mién VH chira (i) HVR-H1 chira trinh ty axit amin 1a SEQ 1D NO:9, (ii)
HVR-H2 chira trinh tu axit amin 14 SEQ ID NO:10 va (iii) HVR-H3 chira trinh tu
axit amin dugc chon tir SEQ ID NO:11; va (b) mién VL chira (i) HVR-L1 chtra trinh
tu axit amin 12 SEQ ID NO:12; (i) HVR-L2 chira trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:13
va (iii) HVR-L3 chta trinh tur axit amin 1a SEQ ID NO:14; hodc
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O (a) mién VH chira (i) HVR-H1 chira trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:17, (ii)
HVR-H2 chtra trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:18 va (iii) HVR-H3 chtra trinh tu
axit amin dugc chon tir SEQ ID NO:19; va (b) mién VL chtra (i) HVR-L1 chta trinh
tur axit amin 1a SEQ ID NO:20; (ii) HVR-L2 chira trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:21
va (iii) HVR-L3 chta trinh ty axit amin la SEQ ID NO:22; hodc

D) (a) mién VH chtra (i) HVR-H1 chta trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:25, (ii)
HVR-H2 chira trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:26 va (iii) HVR-H3 chua trinh tu
axit amin duoc chon tir SEQ ID NO:27; va (b) mién VL chtra (i) HVR-L1 chua trinh
tur axit amin 1a SEQ ID NO:28; (ii) HVR-L2 chira trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:29
va (iii) HVR-L3 chura trinh tu axit amin la SEQ ID NO:30; hoac

E) (a) mién VH chtra (i) HVR-H1 chira trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:33, (i1)
HVR-H2 chtra trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:34 va (iii) HVR-H3 chtra trinh tu
axit amin duoc chon tir SEQ ID NO:35; va (b) mién VL chtra (i) HVR-L1 chta trinh
ty axit amin 1a SEQ ID NO:36; (ii) HVR-L2 chira trinh tu axit amin la SEQ ID NO:37
va (iii) HVR-L3 chtra trinh ty axit amin la SEQ ID NO:38; hodc

F) (a) mién VH chtra (i) HVR-HI1 chtta trinh tu axit amin 12 SEQ ID NO:41, (ii)
HVR-H2 chita trinh tu axit amin 12 SEQ ID NO:42 va (iii) HVR-H3 chtra trinh tu
axit amin duoc chon tir SEQ ID NO:43; va (b) mién VL chtra (i) HVR-L1 chtra trinh
tu axit amin 1a SEQ ID NO:44; (ii) HVR-L2 chua trinh ty axit amin la SEQ ID NO:45
va (iii) HVR-L3 chtra trinh ty axit amin la SEQ ID NO:46; hodc
G) (2 mién VH chua (i) HVR-H1 chia trinh tu axit amin la SEQ ID NO:49, (ii)
HVR-H2 chtra trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:50 va (iii) HVR-H3 chtra trinh tu
axit amin duoc chon tir SEQ ID NO:51; va (b) mién VL chira (i) HVR-L1 chira trinh
tu axit amin 1a SEQ ID NO:52; (ii) HVR-L2 chtra trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:53
va (iii) HVR-L3 chtra trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:54.

Sang ché con dé xuét khang thé da dugc phan l4p gin két vao PD1 cua ngudi,
trong d6 khang thé nay:
A)

i) chira trinh tv VH 1a SEQ ID NO:7 va trinh tw VL 1a SEQ ID NO:8;
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ii)  hotc bién thé dugc bién ddi gidng nhu clia ngudi cia VH va VL cua khéng
thé néu trong i);

hodc B)

i) chira trinh ty VH 1a SEQ ID NO:57 va trinh tu VL 1a SEQ ID NO:58;

ii) chira trinh tu VH 12 SEQ ID NO:57 va trinh ty VL 1a SEQ ID NO:59;

iii)  chtra trinh ty VH 1a SEQ ID NO:57 va trinh ty VL la SEQ ID NO:60;

~ iv)  chira trinh tuy VH 1a SEQ ID NO:57 va trinh ty VL 1a SEQ ID NO:61;

B hoic C)

1) chtra trinh tuy VH 12 SEQ ID NO:15 va trinh ty VL 1a SEQ ID NO:16;

i1) hosic bién thé duoc bién doi giong nhu ciia ngudi ctia VH va VL cua khang

thé néu trong i);
hoac D)
1) chtra trinh tu VH 12 SEQ ID NO:23 va trinh ty VL 1a SEQ ID NO:24;

i)  hodc bién thé dugc bién ddi gibng nhu cla nguoi cia VH va VL ciia khang

thé néu trong i);
hoac E)
i) chtra trinh ty VH 12 SEQ ID NO:31 va trinh tw VL 1a SEQ ID NO:32;

i1) hozc bién thé dugc bién doi gidng nhur ciia ngudi cua VH va VL cua khang

thé néu trong i);

hodc F)

i) chtra trinh tuy VH 12 SEQ ID NO:39 va trinh tu VL 12 SEQ ID NO:40;

i)  hodc bién thé dugc bién ddi gidng nhur clia ngudi cia VH va VL ciia khang
thé néu trong i);

hodc G)

i) chira trinh tw VH 1a SEQ ID NO:47 va trinh tw VL 1a SEQ ID NO:48;
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ii) hoc bién thé dugc bién doi giong nhu ciia nguoi cia VH va VL cia khang

thé néu trong i);
hoac H)
i) chira trinh tv VH 1a SEQ ID NO:55 va trinh ty VL 1a SEQ ID NO:56;

i) hotc bién thé dugc bién ddi giong nhu clia nguoi ciia VH va VL cua khang

. thé néu trong i).

Theo mot phuong an, khang thé khang PD1 theo sang ché 1a khang thé don
dong.

Theo mot phuong an, khang thé khang PD1 theo sang ché 1a khang thé cta

ngudi, khang thé dugce bién dbi gibng nhu cia ngudi hoic khang thé thé kham.

Theo mdt phuong an, khéng thé khang PD1 theo sang ché 1a manh khang thé
gén két vao PD1.

Theo mdt phuong an, khang thé khang PD1 theo sang ché 13 manh Fab.

Séng ché dé xut axit nucleic da dugc phén 18p méa hoa khang thé theo muc

bat ky trong s0 cac muc néu trén.
Séng ché dé xuat t€ bao chi chira axit nucleic nay.

Sang ché dé xuét phuong phép tao ra khang thé, bao gdm budc nudi cy té

bao chu sao cho khang thé duoc tao ra.

Séng ché dé xuét phuwong phap tao ra khing thé nhu néu trén, con bao gom

bude thu hdi khang thé tir té bao chu.

Séng ché dé xuét dugce phdm chira khang thé néu trong ban mo ta nay va chét

mang dugc dung.
Séng ché d& xuét khang thé néu trong ban moé ta nay d& str dung lam thudc.

Séng ché d& xuét khang thé néu trong ban md ta nay dé str dung trong didu tri

bénh ung thu.

Sang ché dé xuét viéc st dung khang thé néu trong ban mo td nay trong san

xuét thudc. Theo mdt phuong 4n, thudc nay duoc dung dé diéu tri bénh ung thu.
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Séng ché dé xuét phuong phép didu tri cho c4 thé mac bénh ung thu, bao gbm
budc cho ca thé nay dung lwong c6 tac dung clia khang thé néu trong ban md ta nay.
MG ti viin tit cic hinh vé

Fig.1: Suphong bé PD1 bing PD1-0103 thé khim lam tang manh sy tiét IFN-
gamma bdi cac té bao T so cip ctia nguoi da dugc kich thich di sinh.

Fig.2: Sy phong bé PD1 bing PD1-0103 thd kham lam ting manh sy tiét
interferon-gamma (IFN-g) boi cac té bao T so cip clia nguoi dd dugce kich thich di
sinh.

Fig.3: Su phong bé PDI bang PD1-0103 thé kham lam tang manh su tiét yéu
t6 hoai tir khdi u alpha (TNF) béi céc té bao T so cdp cia nguoi di dugce kich thich
di sinh.

Fig.4: 4A) Tan suét cta cic té bao CD4 T tao ra granzym B va 4B) Luong
IFN-y phat hién duoc bing d6 hép thu (mat do quang hoc, O.D.) trong dich n6i bé
mit cia MLR v6i sy ¢ mit ciia cac khang thé khang PD-1 khéc nhau v6i cac ndng
do gia ting.

Fig.5: SA) Téc dong cia viéc phong bé PD1/PD-L1 dbi v6i sy tai hoat hoa
qué trinh phét tin hiéu thy thé té bao T da bi (rc ché voi sw ¢6 mit cia cdc khang thé
khang PD-1 khéc nhau; 5B) Tac dong clia viéc phong bé PD1/PD-L1 ddi véi su tai
hoat hoa qua trinh phét tin hiéu thy thé té bao T da bi tc ché véi su ¢6 mit clia cc
khang thé khang PD-1 khéc nhau.

Fig.6: Chu trtc cta PD1-ECD trong phtrc hop v6i Fab ctia PD1-0103.

Fig.7: CAu trtic cta phirc hop PD1-ECD véi Fab PD1-0103: Sy glycosyl hoa
tai Asn58 trén PD1 tham gia vao tuong tac.

Fig.8: CAu tric cia phitc hgp PD1-ECD v6i Fab PD1-0103: Quan sat trén
epitop/paratop.

Fig.9: Cac diém tiép xtic PD1 cta chudi bén dudng 161 tai Asn58 — chudi ning

Fab PD1-0103: cac didm tiép xtc duge nhan biét theo diém cét khoang cach 1a SA.
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Fig.10: Céc gbc ctia PD1-ECD tuong tac v6i khang thé - Quan sét trinh ty v6i
céc tinh chét tiép xtc chi tiét — PD-1.

Fig.11: Cac gbc ciia khang thé tuong tac vdi PD1-ECD - Quan sét trinh tu véi

céc tinh chét tiép xtc chi tiét — chudi ning.

Fig.12: Cac gbe cta khang thé ma twong téc v6i PD1-ECD - Quan sét trinh tu

v6i cac tinh chét tiép xuc chi tiét — chudi nhe.

Fig.13A: Su gin két ctia céc khang thé khac nhau vao PD1 khong duoc
“glycosyl hoa tai Asn58 (bén trai) va vao PD1 da dugc glycosyl hoa tai Asn58 (bén
phai) (cac db thi Biacore).

Fig.13B: Su gin két cia cac khang thé khac nhau vao PD1 khong dugc
glycosyl hoa tai Asn58 va vao PD1 di dugc glycosyl hoa tai Asn58 — Téc d6 két hop-

phan ly (on—off-rate) mAb dugc xac dinh bing Biacore.

Fig.14A: Sy tc ché sinh trudng khdi u in vitro cia PD1-0103-0312 (aPD-1)
50 v6i nivolumab & dang t6 hop v6i khang thé CEA-CD3 dic hiéu kép - & cac liéu
thép.

Fig.14B: Su tc ché sinh trudng khdi u in vitro cia PD1-0103-0312 (aPD-1)
so v6i nivolumab & dang t6 hop véi khang thé CEA-CD3 dic hiéu kép - & céc liéu

cao.
M6 ta chi tiet sang ché

“Khung nhén clia nguoi” dbi voi muc dich trong ban mo ta nay la khung chua
trinh tu axit amin cua khung mién bién ddi chudi nhe (VL) hodc khung mién bién ddi
chudi nang (VH) dugc liy tir khung globulin mién dich cta nguoi hodc khung lién
mg cta ngudi, nhu duge dinh nghia dudi day. Khung nhén cua nguoi “dugc lay tir”
khung globulin mién dich ctia nguoi hogc khung lién tmg cua ngudi co thé chtra cling
trinh tu axit amin cta no, hodc ¢ thé chura céc thay ddi trong trinh tu axit amin. Theo
mot sb phuong an, sb lugng céac thay ddi axit amin 1a 10 hodc it hon, 9 hoac it hon, 8
hodc it hon, 7 hodc it hon, 6 hodc it hon, 5 hodc it hon, 4 hodc it hon, 3 hodc it hon

hodc 2 hodc it hon. Theo mot sb phuong an, khung nhan VL cua nguoi c6 trinh tu
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gidng véi trinh tu khung globulin mién dich VL cua ngudi hodc trinh tu khung lién

ing cla nguoi.

Trong ban mo ta nay, thuét ngr “PD1”, “PD1 cuia ngudi”, “PD-17 hodc “PD-
1 cia nguoi” dung dé chi protein PD1 ctia ngudi (SEQ ID NO: 68) (protein khong
¢6 trinh tu tin hiéu)/(SEQ ID NO: 70) (protein ¢6 trinh ty tin hi¢u). Trong ban mo ta
nay, khang thé “gin két vao PD1 clia nguoi”, “ofn két dic hiéu vao PD1 clia ngudi”,
* “ghn két v6i PD1 clia ngudi” hodc “khang thé khang PD1” dimg dé chi khang thé
gén két dic hidu vao khang nguyén PD1 ctia ngudi hodc mién ngoai bao (ECD) cta
no véi ai luc gén két c6 giatri Kpla 1,0 x 108 mol/L hodc nho hon, theo mot phuong
&n, c6 gié tri Kp 1a 1,0 x 10 mol/L hodc nh hon, theo mdt phuwong an, co gid tri Kp
ndm trong khoang tir 1,0 x 10° mol/L dén 1,0 x 10°3 mol/L. Ai luc gin két dugc x4c
dinh bang thir nghiém gén két tidu chuén, nhu k¥ thuit cdng hudng plasmon bé mat
(BIAcore®, GE-Healthcare Uppsala, Thuy Dién), vi du, bé‘mg cach st dung mién

ngoai bao cia PDI.

PD1 ciia ngudi ¢6 céac vi tri glycosyl hoa lién két N tai cac gbc PD-1 49, 58,
74 ctia SEQ ID NO. 70 (xem, vi dy, tai liéu D.Y. Lin et al, PNAS 105 (2008) 3011
3016)). Nhanh chudi duong 15 (glycosyl hoa lién két N) & vi tri Asn58 ciia PD-1 c6
chu trac néu dudi ddy dbi v6i cac monosacarit. Theo mot phuong an, chudi duong
151 tai Asn58 ciia PD1 dung dé chi 5 duong (inonosacarit) dAu tién dwoc gin vao PD1
tai Asn58.

Asn58-N-GIeNAc(FUC) — GleNAc- — BMA — MAN (xem Fig.9) trong d6 cac
ky hiéu viét tit duéi day dugc st dung.
[GlcNAc]= NGA = N-axetyl-beta-D-galactosamin = 2-(axetylamino)-2-deoxy-beta-
D-galactopyranoza
[FUC] = alpha-L-fucoza
[BMA] = beta-D-mannopyranoza
[MAN] = alpha-D-mannopyranoza

GIcNAC dau tién trong chudi duong duge fucosyl hoa, duge viét tat 1a

GIcNAC(FUC).
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Theo mdt phuong 4n, chudi dudng 15i tai Asn58 ctia PD1 dung dé chi 5 duong
(monosacarit) dau tién GleNAc, FUC, GleNAc, BMA, MAN dugc gén vao PDI tai
Asn58.

Thuat nglt “khéang thé” trong ban md ta nay dugc str dung theo nghia rong nhét
va bao gdm céc cdu tric khang thé khic nhau, bao gdm, nhung khong gidi han 0,
 Khéng thé don dong, khang thé da dong, khang thé da ddc hiu (vi du, khang thé dic
‘hiéu kép) va manh khéng thé, mién 12 chung thé hién hoat tinh gin két khang nguyén

‘mong mudn.

“Manh khang thé” ding dé chi phan tr khong phai la khing thé nguyén ven
nhung chira mot phan ctia khang thé nguyén ven gin két vao khdng nguyén ma khang
thé nguyén ven nay gén vao d6. Cac vi du vé manh khang thé bao gdm, nhung khong
0i6i han &, Fv, Fab, Fab', Fab’-SH, F(ab'); khéng thé thé d6i; khang thé mach thing;
phéan t khang thé chudi don (vi du, scFv); va khéng thé da dac hiéu duoc tao ra tu

cac manh khang thé.

“Khang thé gén két vao cling mot epitop” nhu khang thé tham chiéu dung dé
~chi khang thé phong bé su gén két ctia khéng thé tham chiéu vao khéng nguyén cia
né trong thtr nghiém canh tranh dén 50% hodc hon, va nguoc lai, khang thé tham
chiéu nay phong bé su gin két ctia khéng thé vao khang nguyén cua no trong thi
nghiém canh tranh dén 50% hodc hon. Thir nghiém canh tranh léy lam vi du duoc

trinh bay trong ban mo ta nay.

Thuét ngtt khang thé “thé kham” dung dé chi khang thé trong d6 mot phin ctia
chudi ning va/hodc chudi nhe dugc 14y tir mot loai hodc ngudn cu thé, con phén con
lai ctia chudi niing va/hodc chudi nhe dugc léy tor mot loai hoéo nguén khac.

“Lop” khang thé ding dé chi loai mién hiang dinh hodc ving hing dinh ma
chudi nang cua no6 cd. Co ndm 16p khang thé chinh: IgA, IgD, IgE, IgG va IgM, va
mot sb 16p trong sd nay c6 thé dugc chia tiép thanh céc phan 16p (isotyp), vi du, [gG1,
1eGa, 1gGs, 1gGa, IgA1 va IgAs. Céc mién hang dinh chudi ning twong Gng voi cac

16p globulin mién dich khac nhau dugc goi la a, 3, €, y va i, mot cach tuong ung.
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Thuét ngir “chat gay doc t€ bao” trong ban mo ta nay dung d& chi chét trc ché
hodc ngédn chin chirc ndng cua té bao va/hodc giy chét hodc pha hiy té bao. Chit gay
doc té bao bao gdm, nhung khong gidi han 0, chét ddng vi co hoat tinh phong xa (vi
du, At211, 1131, 1125, Y90, Re186, Re188, Sm153, Bi212, P32, Pb212 va cac chét
ddng vi ¢6 hoat tinh phong xa cta Lu); chit héa tri hogc thube hoa tri (vi du,

‘metotrexat, adriamixin, vinca alkaloit (vincristin, vinblastin, etoposit), doxorubixin,
| ‘melphalan, mitomyxin C, clorambuxil, daunorubixin hodc cac chét can thiép khéc);
chét (¢ ché sinh trudng; enzym va cic méanh cua ching nhu enzym phén gidi axit
nucleic; chét khang sinh; doc t& nhu doc tb phén t& nhd hodc doc td co hoat tinh
enzym cO nguén géc tlr vi khudn, ndm, thuc vét hoic dong vat, bao gém cac manh
‘vé/hoac céc bién thé cta ching; va cc chét chéng khéi u hodc cac chét chéng ung

thu néu dudi day.

“Luong c6 tac dung” cua chét, vi du, duoc phém, dung dé chi lugng co tac
dung, & lidu Iugng va trong khoang thoi gian cAn thiét, dé dat duoc két qua tri liéu

hodc phong ngtra mong mudn.

Thuét ngit “ving Fc¢” trong ban mo ta nay duge st dung dé x4c dinh ving dau
tan C cua chudi ning globulin mién dich chua it nhét mot phﬁn ving héng dinh. Thuat
ngt nay bao gdm cac ving Fc trinh tu nguyén gbc va cic ving Fe bién thé. Theo mot
phuong an, ving Fc chudi nang IgG cta nguoi kéo dai tir Cys226, hodc tir Pro230,
dén dAu tan carboxyl cia chudi ngng. Tuy nhién, lysin dau tan C (Lys447) cia ving
Fc nay co thé ¢6 hodc c6 thé khong c6 mit. Trir khi c6 quy dinh khac, viéc danh s6
cac gdc axit amin trong ving Fc hodc ving hang dinh 14 theo hé théng danh sb EU,
con dugc goi 1a chi s6 EU, nhu dugc mo ta trong tai liéu Kabat, E.A. et al., Sequences
of Proteins of Immunological Interest, 5th ed., Public Health Service, National

Institutes of Health, Bethesda, MD (1991), NIH Publication 91-3242.

“Khung” hodc “FR” dung dé chi cac gbe ctia mién bién ddi ma khong phai 1a
cac gbe cia ving siéu bién (HVR). FR cta mién bién ddi thuong bao gom bdn mién
FR: FR1, FR2, FR3 va FR4. Do d0, cac trinh ty HVR va FR thudong xudt hién theo
trinh tu sau day trong VH (hodc VL): FR1-HI(L1)-FR2-H2(L2)-FR3 -H3(LL3)-FR4.
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Céac thuat nglt “khang thé ¢6 chiéu dai day du”, “khéang thé nguyén ven” va
“khang thé toan phan” duoc st dung trong ban mo ta nay theo cach thay thé cho nhau
@& chi khang thé ¢6 chu tric v& co ban 12 twong tu véi cdu triic ctia khang thé nguyén

gbc hoic c6 chudi ngng chira ving Fc néu trong ban mo ta nay.

Céc thuét ngir “té bao chu”, “dong té bao chi” va “gibng cay té bao cht” dugc
str dung theo cach thay thé cho nhau va dung dé chi té bao trong do axit nucleic ngoai
sinh duoc dua vao, bao gdbm thé hé sau cta té bao nay. Té bao chi bao gdm “thé bién
bnap” va “té bao bién nap”, bao gbm té bao bién nap so cip va thé hé sau c6 ngudn
gbc tir chiing, khong tinh dén b 13n cy chuyén. Thé hé sau c6 thé khong hoan toan
giéng vé thanh phén axit nucleic voi té bao b me, ma cé thé chira dot bién. Thé hé
sau dot bién c6 cling chtrc ndng hodc hoat tinh sinh hoc nhu dugc sang loc hodc chon

loc trong té bao bién nap ban dAu dugc bao gdm trong cc thuét ngit nay.

“Khéng thé cia ngudi” 12 khang thé co trinh tu axit amin twong Ging vdi trinh
tu axit amin cua khang thé duoc tao ra béi nguoi hodc té bao ngudi hodc dugce léy tur
ﬁguén khong phai cua ngudi ma st dung kho khang thé ctia nguoi hodc céc trinh tu
mi hoa khang thé ctia ngudi khac. Dinh nghia nay vé khang thé cia nguoi dac biét
khong bao gdm khang thé dugc bién ddi gidng nhu ctia ngudi chira céc gbc gén két

khang nguyén khong phai ctia nguoi.

“Khung lién ting ctia ngudi” 1a khung dai dién cho cac gbc axit amin xuét hién
phd bién nhat trong mot tap hop trinh ty khung VL hodc VH globulin mién dich clia
ngudi. Nhin chung, tp hop trinh tw VL hodc VH globulin mién dich ctia nguoi la tir
phéan nhom trinh tu mién bién ddi. Thong thuong, phan nhém trinh tu nay 1a phan
nhém nhu néu trong tai liéu Kabat, E.A. et al., Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 5th ed., Bethesda MD (1991), NIH Publication 91-3242,
Vols. 1-3. Theo mdt phuong an, dbi v6i VL, phan nhém nay 1a phan nhom kappa I
nhu néu trong tai liéu Kabat et al., néu trén. Theo mot phuong an, dbi voi VH, phan

nhom nay 14 phan nhom I1I nhu néu trong tai liéu Kabat et al., néu trén.

Khéng thé “dugc bicn doi giong nhu cia ngudi” dung dé chi khang theé thé
kham chua cac gde axit amin tir cic HVR khong phai cua nguoi va cac goc axit amin

tir cac FR cua nguoi. Theo mot s6 phuong én nhét dinh, khang thé dugc bién doi
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oibng nhu ciia ngudi vé co ban 1a chira toan bd it nhat mot, va thuong 1a hai, mién
bién dbi, trong do6 toan bd hodc vé co ban 1a toan bd cac HVR (vi du, CDR) déu tuong
tng véi cac HVR (vi dy, CDR) ctia khang thé khong phai ctia ngudi, va toan b hodc
v& co ban 14 toan bo céc FR déu twong tng v6i cic FR ctia khang thé ngudi. Khang
thé duoc bién dbi gidng nhu ctia ngudi tiy ¥ c6 thé chtra {t nhat mot phan ving hing
dinh cta khang thé dugc lay tir khang thé cua nguoi. “Dang dugce bién dbi gibng nhu
clia ngudi” ctia khang thé, vi du, khang thé khong phai clia ngudi, dung dé chi khéng

thé trai qua qua trinh bién doi giong nhu cia ngudi.

Thuét ngit “vung siéu bién” hodc “HVR” trong ban md ta nay dung dé chi mdi

"“trong s& céc ving ciia mién bién ddi khang thé c6 tinh siéu bién vé trinh tu (“vung
quyét dinh bd sung” hodc “CDR”) va/hogc tao thanh cdc vong xac dinh v& mat chu
tric (“vong siéu bién”) va/hoic chita cac gbc tiép xtc khang nguyén (“vi tri tiép xuc
khang nguyén”). Thong thuong, khang thé chtra séu HVR: ba trong VH (H1, H2,
H3), va ba trong VL (L1, L2, L3). Cac HVR liy 1am vi du trong ban mo ta nay bao

gom:

(a)  cécvong siéu bién xudt hién tai cac gde axit amin 26-32 (L1), 50-52 (L2), 91-
96 (L3), 26-32 (H1), 53-55 (H2) va 96-101 (H3) (Chothia and Lesk, J. Mol. Biol.
196:901-917 (1987));

(b)  céc CDR xudt hién tai cdc gbc axit amin 24-34 (L 1), 50-56 (L2), 89-97 (L3),
31-35b (H1), 50-65 (H2) va 95-102 (H3) (Kabat et al., Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Service, National Institutes of Health,
Bethesda, MD (1991));

(¢)  cécvitri tiép xtc khéng nguyén xuét hién tai cac gdc axit amin 27¢-36 (L1),
46-55 (L2), 89-96 (L3), 30-35b (H1), 47-58 (H2) va 93-101 (H3) (MacCallum et al.
J. Mol. Biol. 262: 732-745 (1996)); va

(d) céac td hop cta (a), (b) vahodc (c), bao gdm cac gbc axit amin HVR 46-56
(L2), 47-56 (L2), 48-56 (L2), 49-56 (L.2), 26-35 (H1), 26-35b (H1), 49-65 (H2), 93-
102 (H3) va 94-102 (H3).
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Trir khi ¢6 quy dinh khac, cdc gbc HVR va céc gde khac trong mién bién do
(vi dy, cac gbc FR) trong ban mo ta nay dugc ddnh s6 theo tai liéu Kabat et al., néu

trén.

“Thé lién hop mién dich” 12 khang thé dugc lién hop véi mét hodc nhidu phan

- tlr khac loai, bao gdm, nhung khong gi6i han &, chét gy doc té bao.

“C4 thé” hodc “dbi tugng” 1a dong vét c6 vi. Bong vat c6 vl bao gdm, nhung
khong giGi han ¢, dong vat da duoc thuan hoa (vi du, bo, ctru, meo, chd va ngua),
dong vat linh trudng (vi du, ngudi va dong vat linh trudng khong phai la nguoi nhu
khi), thé va dong vat gam nhadm (vi du, chudt nhét va chudt céng). Theo mdt 56

phuong an nhat dinh, c4 thé hoic ddi tuong 1a ngudi.

Khéng thé “da duoc phan 14p” 12 khéng thé da duge tach ra khoi mot thanh
phén cua mdi truong tu nhién cua nd. Theo mot sb phuong an, khang thé duoc tinh
ché dén d tinh khiét 16n hon 95% hoiic 99% nhu duge xdc dinh bang, vi du, k¥ thuat
dién di (vi du, SDS-PAGE, tép trung theo diém déng dién (IEF), dién di mao quan)
hodc k¥ thuat sdc ky (vi du, HPLC trao dbi ion hoic HPLC pha dao). Dé biét tong
quan vé cic phuong phép dénh gid do tinh khiét cia khang thé, xem, vi du, tai liéu

Flatman, S. et al., J. Chromatogr. B 848 (2007) 79-87.

Ar0°

Axit nucleic “dd duoc phén 1dp” dung dé chi phan tt axit nucleic da dugc tich
ra khoéi mot thanh phan ctia mdi truong tu nhién cla n6. Axit nucleic da dugc phin
1ap bao gdm phén t axit nucleic chira trong t& bao ma thudng chtra phén tu axit
nucleic nay, nhung phan tir axit nucleic nay ¢6 mét bén ngoai nhiém sdc thé hodc tai

vi tri nhiém séc thé khéac v6i vi tri nhiém sac thé tu nhién cta no.

“Axit nucleic da duoc phan 1p ma héa khang thé khang PD1” ding dé chi
moét hodc nhidu phan tir axit nucleic ma hoa chudi ning va chudi nhe cua khang thé
(ho#c cac manh cta ching), bao gbm (c4c) phan tir axit nucleic trong mot vecto don
1& hodic trong cac vecto riéng biét, va (cac) phan tir axit nucleic ¢ mit tai mot hodc

nhiéu vi tri trong t€ bao chu.

Thuat ngtt “khang thé don dong” trong ban mo td nay dung dé chi khang thé

thu duge tir mot quan thé khang thé vé co ban 1a tuong dong, tc 13, cac khang thé ca
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thé trong quan thé nay giéng nhau va/hodc gén két vao cling mt epitop, ngoai trlr
céc khang thé bién thé c6 thé ¢6, vi du, chira céc dot bién c6 trong ty nhién hogic xuat
hién trong qué trinh tao ra ché phim khang thé don dong, cic bién thé nay thuong c6
mit voi lvong nho. Trai nguoc voi ché phim khang thé da dong, ma thuong chira cac
khéng thé khac nhau huéng t6i cac yéu t6 quyét dinh (epitop) khac nhau, mdi khang
thé don dong cua ché phim khéng thé don dong chi huéng téi mot yéu to quyét dinh
trén khang nguyén. Vi vay, tu bd nghia “don dong” thé hién dic tinh cua khang thé
"1a dugce thu nhan tr mot quin thé khang thé v& co ban 1a twong ddng, va khong duge
hiéu 12 yéu céu phai tao ra khang thé bang phuong phép cu thé bit ky. Vi du, khing
thé don dong dugc st dung theo sang ché c6 thé dugce taora béng nhiéu k¥ thuat khac
nhau, bao gém, nhung khong gidi han ¢, phuong phip té bao lai, phurong phap ADN
tai tb hop, phuong phép biéu hién thé thuc khudn, va phuong phap st dung dong vat
chuyén gen chia toan bd hodc mot phén locus globulin mién dich clia nguoi, cac
phuong phép ndy va cac phuong phap 14y 1am vi du khac d8 tao ra khang thé don

dong dugc trinh bay trong bdn md ta nay.

“Khang thé tran” ding dé chi khang thé khong duoc lién hop vai gbc khac
loai (vi du, gbc gy doc té bao) hodc chat danh d4u phéng xa. Khéng thé trin co thé
¢ mit trong duge phdm. (Bao gbm néu tinh trang k¥ thudt c6 cac thé lién hop mién

dich)

“Khang thé nguyén gbc” ding dé chi phan ti globulin mién dich c6 trong tu
nhién c¢6 céc chu tric khac nhau. Vi du, khang thé IgG nguyén gbc 1a glycoprotein di
tetrame khoang 150.000 dalton, gdm hai chudi nhe gidng nhau va hai chudi ning
gibng nhau dugc néi v6i nhau bang lién két disulfua. Tu diu tan N dén dau tan C,
1ﬁ5i chudi ning c6 mot vung bién ddi (VH), con dugc goi 1a mién ning bién dbi hodc
mién bién ddi chudi ndng, sau do6 12 ba mién hing dinh (CH1, CH2 va CH3). Tuong
tu, ti‘I dau tan N dén dAu tan C, mdi chudi nhe c6 mot ving bién dbi (VL), con dugc
goi la mién nhe bién d6i hoic mién bién dbi chudi nhe, sau d6 12 mot mién héng dinh
chudi nhe (CL). Chudi nhe cua khang thé c6 thé duoc gan vao mot trong hai typ,
dugc goi 1a kappa (k) va lambda (), trén co s¢ trinh tur axit amin ctia mién hing dinh

cua no.
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Thuét nglt “to huéng dan st dung” ding dé chi cac huéng dan thuong duoc
dua vao trong cdc goi hang thuong mai chira san phim tri liéu, chira thong tin vé chi
dinh, cach st dung, lidu lugng, cach dung, liéu phap két hop, chéng chi dinh va/hoac

canh b4o lién quan dén viéc str dung san pham tri liu nay.

“Phan tram (%) d6 dong nhét trinh ty axit amin” so véi trinh tu polypeptit
-~ tham chiéu duogc dinh nghia l1a phan trim cic gbc axit amin trong trinh tu ing vién
| ,mé gidng véi céc gdc axit amin trong trinh tu polypeptit tham chiéu, sau khi sap hang
cac trinh tu nay va dua céc khoang tréng vao, néu can, dé dat duoc phan tram do
ddng nhét trinh tu t5i da, va khong coi bat ky cai bién thay thé bao toan nao la mot
phén cua do déng nhét trinh tu. Viéc sép hang nhim muc dich x4c dinh phﬁn tram do
déng nhét trinh tu axit amin ¢ thé dat duoc béng nhiéu cach ma ngudi c6 hiéu biét
trung binh trong linh vuc nay da biét, vi du, bang cach st dung phin mém mdy tinh
cong bd cong khai nhu phin mém BLAST, BLAST-2, ALIGN hodc Megalign
(DNASTAR). Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vire nay ¢6 thé x4c dinh cac
thong sd thich hop dé sdp hang c4c trinh tu, bao gdm céc thudt toan bat ky can dé dat
duoc mirc thing hang t61 da trén toan bo chiéu dai clia céc trinh ty dang duoc so sanh.
Tuy nhién, dbi voi cac muc dich trong ban md ta nay, gid tri %o do ddng nhét trinh tu
axit amin dugc tao ra béng cach st dung chuong trinh may tinh so sénh trinh tu
ALIGN-2. Chuong trinh mdy tinh so sanh trinh ty ALIGN-2 dugc tao ra boi
Genentech, Inc., va ma nguén da duoc ndp voi tai liéu hudng dan st dung tai Co
quan ban quyén Hoa Ky (U.S. Copyright Office), Washington D.C., 20559, duoc
dang ky tai do voi s6 ding ky béan quyén Hoa Ky la TXU510087. Chuong trinh
ALIGN-2 dugc cdng bd cong khai béi Genentech, Inc., South San Francisco,
California, hodc c6 thé dugc bién dich tir ma ngudn. Chuong trinh ALIGN-2 nay nén
duoc bién dich d& st dung trén hé diéu hanh UNIX, bao gdm UNIX V4.0D s6 hoa.
T4t ca c4c thong s6 so sénh trinh tu déu duoc thiét 1ap béi chuong trinh ALIGN-2 va
khong thay dbi.

Trong trudng hop ALIGN-2 dugc st dung dé so sanh trinh tu axit amin, % do
déng nhét trinh ty axit amin cda trinh tu axit amin A da cho v6i, dbi véi hodc so véi

trinh ty axit amin B d& cho (c6 thé dugc dién dat theo cach khac la trinh tu axit amin
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A @3 cho c6 hodc chira % dd dong nhat trinh tu axit amin cu thé v6i, doi v6i hodc so

vé&i trinh tu axit amin B d4 cho) duoc tinh nhu sau:
100 14n ctia phan sb X/Y

trong dé X 1a sd lwong gde axit amin duge chdm diém 1a cac cip so khép gidng nhau
:'v‘b(")'i chuong trinh sdp hang trinh ty ALIGN-2 trong budc sép hang A va B bang
chuong trinh d6, va trong d6 Y 1a tbng s6 lugng gbc axit amin trong B. Cén phai hiéu
rang khi chidu dai cta trinh ty axit amin A khong bang v6i chiéu dai cua trinh ty axit
amin B, thi % d6 ddng nhét trinh ty axit amin cia A so véi B s& khong bing voi %
do déng nhét trinh ty axit amin ctia B so v6i A. Trir khi ¢6 quy dinh cu thé khéc, tat
c4 cac gia tri % do déng nhét trinh ty axit amin duoc st dung trong ban mo ta nay
dugc thu lai nhu duge md ta trong doan ngay trén day bing cach st dung chuong

trinh may tinh ALIGN-2.

Thuét nglt “dugc pham” dung dé chi ché pham & dang cho phép hoat tinh sinh
hoc cta thanh phan hoat tinh chtta trong d6 c6 tic dung, va khong chira cac thanh
phan bd sung ddc khong thé chép nhan dugc dbi v6i ddi tugng st dung ché phim

nay.

“Chét mang duge dung” ding dé chi thanh phan trong dugc pham, khong phai
1a thanh ph?m hoat tinh, ma khong ddc dbi voi dbi tuong. Chét mang dugc dung bao
g@)m, nhung khong gidi han 6, chit dém, ta dugc, chit 1am dn dinh hodc chét bao

quan.

Trong ban mo ta nay, “didu tri” (va cac bién thé ngit phdp cuia né nhu “su didu
tri” hodc “viéc didu tri”) dung dé chi su can thiép 1am sang nhim nd lyc lam thay doi
chu trinh tu nhién cta ca thé dugc diéu tri, va co thé duoc thuc hién dé phong ngura
hodc trong chu trinh bénh ly 1dm sang. Céc tdc dung diéu tri mong mudn bao gbm,
nhung khong gidi han ¢, ngan nglra sy xuét hién hodc tai phat ctia bénh, cai thién cac
friéu chimg, giam b6t cac hiu qua bénh 1y truc tiép hodc gian tiép bét ky ctia bénh,
ngidn ngua di can, gidam tdc do tién trién ctia bénh, cai thién hodc giam nhe tinh trang
bénh, va lam thuyén giam hodc cai thién tién lugng. Theo mot sb phuong 4an, khang
thé theo sang ché duoc str dung dé 1am cham su phat trién ctia bénh hodc 1am chdm

su tién trién cua bénh.
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Thuét ngit “ving bién d6i” hodc “mién bién dbi” dung dé chi mién ctia chudi
ning hodc chudi nhe cta khang thé ma lién quan dén viéc gin két khang thé vao
khang nguyén. Cac mién bién ddi cua chudi ning va chudi nhe (VH va VL, mdt cach
;uorig ung) cia khang thé nguyén gdc thuong cé chu trac twong tu, trong d6 mdi mién
“thira bén ving khung (FR) béo toan va ba ving siéu bién (HVR). (Xem, vi dy, tai
iiéu Kindt, T.J. et al. Kuby Immunology, 6th ed., W.H. Freeman and Co., N.Y.
(2007), trang 91). Mot mién VH hoic VL don 1& c6 thé 1a di ¢é mang lai tinh déc
hiéu gin két khang nguyén. Ngoai ra, khang thé ma gin két vao khang nguyén cu thé
c6 thé dugc phan lap bang cach str dung mién VH hogic VL tir khéng thé ma gin két
vao khang nguyén do dé sang loc thu vién mién VL hodc VH bd sung, mot cach
tuong tmg. Xem, vi du, tai liéu Portolano, S. et al., J. Immunol. 150 (1993) 880-887,
Clackson, T. et al., Nature 352 (1991) 624-628).

Thuét ngtt “vecto” trong ban md t4 nay dung dé chi phan tlr axit nucleic c6
kha ning nhan rong mot axit nucleic khac ma né dugc lién két vao d6. Thuat ngit nay
bao gdm vecto dudi dang cAu truc axit nucleic tu sao chép cling nhu vecto dugc két
hop vao hé gen cua t& bao chi ma né duoc dua vao do. Mot s6 vecto cu thé c6 kha
nang didu khién su biéu hién cua axit nucleic ma n6 dugc lién két theo céch co thé
kiém soét vao do. Cac vecto nhu vay trong ban md ta nay dugc goi la “vecto biéu
hién”.

1. Ché pham va phuong phap

Theo mdt khia canh, sang ché dira mot phan vao két qua ring khang thé khang
PD1 dugc chon lgc theo sang ché gin két vao mot sb epitop cu thé ctia PD1, va co
kha nang lam ting sy hoat hoa cac té bao mién dich khac nhau (vi du, té bao T, té
bao B, té bao NK, té bao dudi gai (DC), bach cu don nhan to va dai thuc bao). Vi
du, chiing lam tang su giai phong (tiét) xytokin didu bién mién dich (vi du, interferon
gamma va granzym B). Cac xytokin diéu bién mién dich khac ma dugc hodc c6 thé
duogc lam tang 1a, vi du, su tiét yéu td hoai tir khdi u alpha (TNF alpha) va IL-12.
Trong ban md ta nay, cdc thuat ngl tiét interferon-gamma (IFN-gamma), yéu t6 hoai

ttr khdi u alpha (TNF alpha), IL-12, v.v., ding dé chi cac xytokin clia ngudi.
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Theo mdt s& phuong 4n nhét dinh, séng ché dé cap dén khang thé gin két vao
PD1. Khéng thé theo sang ché hitu ich, vi du, dé chin doan hoic diéu tri bénh ung
thu.

A Céc khang thé khang PD1 1dy lam vi du

Theo mdt khia canh, sang ché d& cap dén khang thé da dugc phan lap gan két
vao PD1 cua nguoi.

Theo mot sé phuwong 4n nhét dinh, sang ché d& cap dén khang thé khang PD1
trong d6 khang thé nay:

i) canh tranh dé gén két vao PD-1 véi khang thé khang PD1 chira VH va VL cua
PD1-0103, va

ii)  gin két vao PD-1 ctia ngudi va cta khi dudi dai; va

iii)  lam ting sy tiét interferon-gamma (IFN-gamma) béi céc té bao T da dugc kich
thich di sinh dén 85% hodc hon (theo mot phuong 4n dugc uu tién, dén 90% hoic
hon, theo mot phuong éan dugce wu tién, dén 95% hodc hon) & ndng d6 khang thé 1a
10 pg/mL (trong d6 muc tiét khi khong c6 khang thé duge thiét 1ap 12 0% (mic co
s& cua IFN gamma) va mirc tiét khi c6 IL-2 tai t6 hop ctia ngudi 20 EU/mL dugc
thiét 14p 12 100% (trong thir nghiém phan tng lympho bao hdn hop (MLR) (di sinh)

theo vi du 3); va/hodc

iv)  lam tdng sy tiét yéu t6 hoai tir khdi u alpha (TNF alpha) béi céc té bao T da
duoc kich thich di sinh dén 200% hodc hon (theo mot phuwong an duge wu tién, dén
250% hodic hon) & ndng do khang thé 1a 10 pg/mL (trong d6 sy tiét khi khong c6
khang thé duogc thiét 1ap 12 0% (mirc co s& ctia IFN gamma) va mirc tiét khi c6 IL-2
tai td hop ctia ngudi 20 EU/mL dugc thiét 1ap 1a 100% (trong thtr nghiém phén ting
lympho bao hdn hgp (MLR) (di sinh) theo vi du 3).

Theo mot khia canh, sang ché d& cap dén khang thé khang PD1 chtta (a) HVR-
H1 chira trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:1; (b) HVR-H2 chtra trinh tu axit amin la
SEQ ID NO:2; (c) HVR-H3 chta trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:3; (d) HVR-LI
chtra trinh tu axit amin la SEQ ID NO:4; (¢) HVR-L2 chtra trinh tu axit amin 1a SEQ
ID NO:5 va (f) HVR-L3 chtra trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:6.
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Theo mdt khia canh khéc, khang thé theo sang ché chira (a) mién VH chtra (i)
HVR-HI chtra trinh tu axit amin 1la SEQ ID NO:1, (ii) HVR-H2 chtra trinh tu axit
amin 1a SEQ ID NO:2 va (iii) HVR-H3 chtra trinh ty axit amin dugc chon tt SEQ ID
NO:3; va (b) mién VL chtra (i) HVR-L1 chtra trinh ty axit amin 12 SEQ ID NO:4; (ii)
HVR-L2 chtra trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:5 va (iii) HVR-L3 chtra trinh ty axit

~amin la SEQ ID NO:6.

Theo mot phuong 4n, khang thé khang PD1 nay chira
i) trinh tu VH l1a SEQ ID NO:7 va trinh ty VL 1a SEQ ID NO:8;
i1) hodc bién thé dugc bién ddi gibng nhu ctia ngudi cia VH va VL cia khang
thé néu trong 1).

Theo mot phuong én, khang thé khang PD1 nay chia
i) trinh ty VH 14 SEQ ID NO:57 va trinh tu VL 1a SEQ ID NO:58; hodc
i1) trinh ty VH 1a SEQ ID NO:57 va trinh tu VL 1a SEQ ID NO:59; hoac
iii)  trinh ty VH la SEQ ID NO:57 va trinh tv VL 1a SEQ ID NO:60; hodc
iv)  trinh ty VH la SEQ ID NO:57 va trinh tv VL 1a SEQ ID NO:61.

Theo mot phuong 4n, khang thé khang PD1 nay chia trinh tu VH 1a SEQ ID
NO:57 va trinh tu VL 1a SEQ ID NO:58.

Theo mét phuong 4n, khéng thé khdng PD1 nay chira trinh ty VH 1a SEQ ID
NO:57 va trinh ty VL 1a SEQ ID NO:59.

Theo mot phuong 4n, khang thé khang PD1 nay chtra trinh ty VH 1a SEQ ID
NO:57 va trinh ty VL 1a SEQ ID NO:60.

Theo mot phuong an, khéng thé khang PD1 nay chira trinh tw VH 1a SEQ ID
NO:57 va trinh ty VL 1a SEQ ID NO:61.

Theo mot khia canh, séng ché dé cap dén khang thé khang PD1 chua it nhit
mot, hai, ba, bdn, nam hoic sau HVR dugc chon tir (a) HVR-HI chira trinh tu axit
amin 12 SEQ ID NO:9; (b) HVR-H2 chira trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:10; (¢)
HVR-H3 chtra trinh tu axit amin 13 SEQ ID NO:11; (d) HVR-L1 chtra trinh tu axit
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amin 12 SEQ ID NO:12; (e) HVR-L2 chtra trinh ty axit amin la SEQ ID NO:13 va (f)
HVR-L3 chira trinh tu axit amin la SEQ ID NO:14.

_ Theo mdt khia canh, sang ché d& cap dén khang thé khang PD1 chira (a) HVR-
ﬂl chira trinh tu axit amin la SEQ ID NO:9; (b) HVR-H2 chtra trinh ty axit amin la
SEQ ID NO:10; (¢c) HVR-H3 chtra trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:11; (d) HVR-L1
chtra trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:12; (e) HVR-L2 chtra trinh tu axit amin la
SEQ ID NO:13 va (f) HVR-L3 chira trinh tu axit amin la SEQ ID NO:14.

e Theo mdt khia canh khéc, khang thé theo sang ché chira (a) mién VH chira it
- nhét mot, it nhit hai hodc ca ba trinh tv VH HVR duoc chon tir (i) HVR-H1 chira
trinh tu axit amin la SEQ ID NO:9, (ii) HVR-H2 chtra trinh ty axit amin la SEQ 1D
NO:10 va (iii) HVR-H3 chira trinh tu axit amin dugc chon tir SEQ ID NO:11; va (b)
mién VL chtra it nhdt mot, it nhat hai hodc ca ba trinh ty VL HVR dugc chon tir (i)
HVR-L1 chira trinh tu axit amin la SEQ ID NO:12; (ii) HVR-L2 chtra trinh tu axit
amin 1a SEQ ID NO:13 va (¢) HVR-L3 chtra trinh tu axit amin [a SEQ ID NO:14.

Theo mot khia canh khéc, khéng thé theo sang ché chira (a) mién VH chta (i)
HVR-H1 chtra trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:9, (ii) HVR-H2 chta trinh tu axit
amin 1a SEQ ID NO:10 va (iii) HVR-H3 chta trinh ty axit amin duoc chon tir SEQ
ID NO:11; va (b) mién VL chra (i) HVR-L1 chira trinh tu axit amin 1a SEQ ID
NO:12; (ii) HVR-L2 chira trinh ty axit amin [a SEQ ID NO:13 va (iii)) HVR-L3 chtra
trinh tu axit amin la SEQ ID NO:14.

Theo mot phuong 4an, khang thé khang PD1 nay chira
i) trinh ty VH la SEQ ID NO:15 va trinh ty VL 1a SEQ ID NO:16;
ii) hoic bién thé duoc bién dbi gidng nhu ctia ngudi cia VH va VL clia khang
thé néu trong i).

Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén khéng thé khang PD1 chua it nhit
mot, hai, ba, bdn, nam hodc sdu HVR duoc chon tir (a) HVR-H1 chtra trinh tu axit
amin 1a SEQ ID NO:17; (b) HVR-H2 chtra trinh tu axit amin la SEQ ID NO:18; (¢)
HVR-H3 chtra trinh tu axit amin 1la SEQ ID NO:19; (d) HVR-L1 chtra trinh tu axit
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amin 1a SEQ ID NO:20; (¢) HVR-L2 chira trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:21 va (f)
HVR-L3 chira trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:22.

E Theo mdt khia canh, sang ché dé cap dén khang thé khang PD1 chira (a) HVR-
Hl chtra trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:17; (b) HVR-H2 chura trinh tu axit amin la
SEQ ID NO:18; (¢c) HVR-H3 chura trinh tur axit amin 1a SEQ ID NO:19; (d) HVR-L1
chura trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:20; (e) HVR-L2 chtra trinh ty axit amin la
SEQ ID NO:21 va (f) HVR-L3 chtra trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:22.

Theo mot khia canh khéc, khang thé theo sang ché chira (a) mién VH chua it
nhAt mét, it nhat hai hodc c4 ba trinh tw VH HVR duoc chon tir (i) HVR-HI1 chtra
trinh tu axit amin 12 SEQ ID NO:17, (ii) HVR-H2 chtra trinh tu axit amin la SEQ ID
NO:18 va (iii) HVR-H3 chtta trinh tu axit amin dugc chon tir SEQ ID NO:19; va (b)
mién VL chtra it nhit mot, {t nhat hai hodc ca ba trinh tw VL HVR dugc chon tir (i)
HVR-L1 chira trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:20; (ii) HVR-L2 chtra trinh tu axit
amin la SEQ ID NO:21 va (¢) HVR-L3 chtra trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:22.

Theo mdt khia canh khéc, khang thé theo sang ché chira (a) mién VH chua (i)
HVR-H1 chtra trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:17, (ii) HVR-H2 chtra trinh ty axit
amin 12 SEQ ID NO:18 va (iii) HVR-H3 chtra trinh ty axit amin duoc chon tr SEQ
ID NO:19; va (b) mién VL chira (i) HVR-L1 chta trinh tu axit amin 1a SEQ ID
NO:20; (ii) HVR-L2 chira trinh ty axit amin la SEQ ID NO:21 va (iii) HVR-L3 chua
trinh tu axit amin la SEQ ID NO:22.

Theo mdt phuong 4n, khang thé khang PD1 nay chtra
i) trinh tuv VH 1a SEQ ID NO:23 va trinh ty VL 1a SEQ ID NO:24;
ii)  ho#c bién thé dugc bién ddi gidng nhu clia ngudi ciia VH va VL cua khang
thé néu trong i).

Theo mdt khia canh, sang ché dé cap dén khang thé khang PD1 chta it nhét
mot, hai, ba, bdn, ndm hoic sau HVR duoc chon tir (a) HVR-H1 chira trinh tu axit
amin 12 SEQ ID NO:25; (b) HVR-H2 chtra trinh tu axit amin la SEQ ID NO:26; (¢)
HVR-H3 chtra trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:27; (d) HVR-L1 chua trinh tu axit
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amin 12 SEQ ID NO:28; (¢) HVR-L2 chira trinh tu axit amin 12 SEQ ID NO:29 va (f)
HVR-L3 chtra trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:30.

Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén khang thé khang PD1 chtra (a) HVR-

Hl chta trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:25; (b) HVR-H2 chura trinh tu axit amin 1a

‘TSEQ ID NO:26; (c) HVR-H3 chuira trinh ty axit amin 12 SEQ ID NO:27; (d) HVR-L1

chtra trinh tu axit amin 13 SEQ ID NO:28; (e¢) HVR-L2 chtra trinh ty axit amin la
SEQ ID NO:29 va (f) HVR-L3 chtra trinh tu axit amin la SEQ ID NO:30.

Theo mot khia canh khac, khéng thé theo sang ché chia (a) mién VH chura it
nhét mot, it nhit hai hodc ca ba trinh ty VH HVR dugc chon trr (i) HVR-H1 chua
trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:25, (ii) HVR-H2 chua trinh tu axit amin la SEQ ID
NO:26 va (iii) HVR-H3 chira trinh ty axit amin duoc chon tir SEQ ID NO:27; va (b)
mién VL chira it nhdt mot, {t nhat hai hodc ca ba trinh tu VL HVR dugc chon tur (i)
HVR-L1 chtra trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:28; (i) HVR-L2 chtra trinh tu axit
amin 1a SEQ ID NO:29 va (¢) HVR-L3 chtta trinh tu axit amin la SEQ ID NO:30.

Theo mot khia canh khéc, khang thé theo sang ché chtra (a) mién VH chira (i)
HVR-H]1 chua trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:25, (ii) HVR-H2 chtra trinh tu axit
amin 12 SEQ ID NO:26 va (iii) HVR-H3 chtra trinh tu axit amin dugc chon tr SEQ
ID NO:27; va (b) mién VL chita (i) HVR-L1 chta trinh ty axit amin la SEQ ID
NO:28; (ii) HVR-L2 chra trinh ty axit amin la SEQ ID NO:29 va (iii) HVR-L3 chra
trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:30.

Theo mot phuong 4n, khang thé khang PD1 nay chira
1) trinh tuv VH 1a SEQ ID NO:31 va trinh ty VL 1a SEQ ID NO:32;

ii)  hodc bién thé dugc bién dbi giéng nhu ciia ngudi cua VH va VL ciia khang
thé néu trong i).

Theo mdt khia canh, sang ché dé cap dén khang thé khang PD1 chtra it nhat
mot, hai, ba, bdn, nam hodc sdu HVR duoc chon tir (a) HVR-HI chtra trinh tu axit
amin 12 SEQ ID NO:33; (b) HVR-H2 chtra trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:34; (c)
HVR-H3 chira trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:35; (d) HVR-L1 chira trinh ty axit
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amin 1a SEQ ID NO:36; (¢) HVR-L2 chtra trinh ty axit amin la SEQ ID NO:37 va (f)
HVR-L3 chtra trinh tu axit amin l1a SEQ ID NO:38.

Theo mdt khia canh, sang ché d& cap dén khang thé khang PD1 chtra (a) HVR-

H1 chira trinh tu axit amin 13 SEQ ID NO:33; (b) HVR-H2 chtra trinh ty axit amin la

SEQ ID NO:34; (¢) HVR-H3 chtra trinh ty axit amin la SEQ ID NO:35; (d) HVR-L1

chtra trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:36; (e) HVR-L2 chtra trinh ty axit amin la
: SEQ ID NO:37 va (f) HVR-L3 chta trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:38.

Theo mdt khia canh khac, khang thé theo sang ché chua (a) mién VH chua it
nhat mot, it nhat hai hodc ca ba trinh twv VH HVR dugc chon tir (i) HVR-HI chira
trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:33, (ii) HVR-H2 chua trinh tu axit amin 1a SEQ ID
NO:34 va (iii) HVR-H3 chtra trinh ty axit amin dugc chon tir SEQ ID NO:35; va (b)
mién VL chtra it nhat mot, {t nhét hai hodc ca ba trinh tw VL HVR duoc chon tir (i)
HVR-L1 chtra trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:36; (ii) HVR-L2 chtra trinh ty axit
amin la SEQ ID NO:37 va (¢) HVR-L3 chira trinh tu axit amin [a SEQ ID NO:38.

Theo mdt khia canh khac, khang thé theo sang ché chua (a) mién VH chua (i)
HVR-HI chtra trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:33, (ii) HVR-H2 chtra trinh tu axit
amin 1a SEQ ID NO:34 va (iii) HVR-H3 chtra trinh ty axit amin dugc chon tir SEQ
ID NO:35; va (b) mién VL cha (i) HVR-L1 chtta trinh ty axit amin 1a SEQ ID
NO:36; (ii) HVR-L2 chtra trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:37 va (iii) HVR-L3 chtra
trinh tu axit amin la SEQ ID NO:38.

Theo mot phuong an, khang thé khang PD1 nay chta
1) trinh ty VH 1a SEQ ID NO:39 va trinh ty VL 1a SEQ ID NO:40;

i1) hoic bién thé duoc bién ddi giéng nhu ctia ngudi cia VH va VL cia khang
thé néu trong i).

Theo mdt khia canh, sang ché dé cap dén khéng thé khang PD1 chua it nhat
mdt, hai, ba, bdn, nam hoic sdu HVR dugce chon tir (a) HVR-H1 chua trinh tu axit
amin 1a SEQ ID NO:41; (b) HVR-H2 chira trinh ty axit amin la SEQ ID NO:42; (c)
HVR-H3 chira trinh tu axit amin 13 SEQ ID NO:43; (d) HVR-L1 chtra trinh tu axit
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amin 1a SEQ ID NO:44; (e) HVR-L2 chira trinh tu axit amin la SEQ ID NO:45 va (1)
HVR-L3 chira trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:46.

Theo mot khia canh, sang ché d& cap dén khang thé khang PD1 chta (a) HVR-
H1 chtra trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:41; (b) HVR-H2 chtra trinh tu axit amin la
SEQ ID NO:42; (¢) HVR-H3 chura trinh ty axit amin la SEQ ID NO:43; (d) HVR-L1
chtra trinh tu axit amin 13 SEQ ID NO:44; (e) HVR-L2 chtra trinh tu axit amin la
SEQ ID NO:45 va (f) HVR-L3 chura trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:46.

| Theo mdt khia canh khac, khang thé theo sang ché chira (a) mién VH chira it
nhét mot, it nhat hai hofic c& ba trinh tu VH HVR duoc chon tir (i) HVR-HI chira
trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:41, (ii) HVR-H2 chira trinh tu axit amin 1a SEQ ID
NO:42 va (iii) HVR-H3 chira trinh ty axit amin dugc chon tir SEQ ID NO:43; va (b)
mién VL chta it nhAt mot, it nhit hai hodic ca ba trinh tv VL HVR dugc chon tir (i)
HVR-L1 chtra trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:44; (ii) HVR-L2 chta trinh tu axit
amin 1a SEQ ID NO:45 va (¢) HVR-L3 chtra trinh tu axit amin la SEQ ID NO:46.

Theo mdt khia canh khac, khang thé theo séang ché chia (a) mién VH chua (i)
HVR-H1 chtra trinh tu axit amin 1a3 SEQ ID NO:41, (ii)) HVR-H2 chtra trinh ty axit
amin 1a SEQ ID NO:42 va (iii) HVR-H3 chtra trinh ty axit amin duoc chon tir SEQ
ID NO:43; va (b) mién VL chtta (i) HVR-L1 chra trinh ty axit amin 1a SEQ ID
NO:44; (ii) HVR-L2 chia trinh ty axit amin la SEQ ID NO:45 va (iii) HVR-L3 chtra
trinh tu axit amin la SEQ ID NO:46.

Theo mot phuong én, khang thé khang PD1 nay chira
1) trinh tuv VH 1a SEQ ID NO:47 va trinh tu VL la SEQ ID NO:48;
ii) hodc bién thé duoc bién dbi giéng nhu ctia ngudi cia VH va VL cia khang
thé néu trong i).

Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén khang thé khang PD1 chira it nhét
mot, hai, ba, bdn, ndm hodc sdu HVR duoc chon tir (a) HVR-HI1 chia trinh tu axit
amin 1a SEQ ID NO:49; (b) HVR-H2 chtra trinh ty axit amin la SEQ ID NO:50; (c)
HVR-H3 chtta trinh tu axit amin 12 SEQ ID NO:51; (d) HVR-L1 chtra trinh tu axit
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amin 1a SEQ ID NO:52; (¢) HVR-L2 chira trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:53 va (f)
HVR-L3 chtra trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:54.

Theo mot khia canh, sang ché d& cap dén khang thé khéng PD1 chtra (a) HVR-
H1 chtra trinh ty axit amin la SEQ ID NO:49; (b) HVR-H2 chura trinh ty axit amin la
SEQ ID NO:50; (¢) HVR-H3 chira trinh ty axit amin 12 SEQ ID NO:51; (d) HVR-L1
chira trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:52; (e) HVR-L2 chta trinh ty axit amin la
SEQ ID NO:53 va (f) HVR-L3 chta trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:54.

Theo mot khia canh khéc, khang thé theo séang ché chira (a) mién VH chua it
nh4t mot, it nhét hai hodc ca ba trinh tw VH HVR dugc chon tir (i) HVR-H1 chira
trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:49, (ii) HVR-H2 chtra trinh tu axit amin 1a SEQ ID
NO:50 va (iii) HVR-H3 chira trinh ty axit amin dugc chon tir SEQ ID NO:51; va (b)
mién VL chtra it nhat mot, {t nhét hai hodc ca ba trinh tw VL HVR dugc chon tir (i)
HVR-L1 chta trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:52; (ii) HVR-L2 chtra trinh tyu axit
amin 1a SEQ ID NO:53 va (¢) HVR-L3 chtra trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:54.

Theo mot khia canh khac, khang thé theo sang ché chira (a) mién VH chira (i)
HVR-HI1 chtra trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:49, (ii) HVR-H2 chtra trinh tu axit
amin la SEQ ID NO:50 va (iii) HVR-H3 chtra trinh tu axit amin dugc chon tur SEQ
ID NO:51; va (b) mién VL chra (i) HVR-L1 chtra trinh tu axit amin 1a SEQ ID
NO:52; (ii) HVR-L2 chira trinh ty axit amin la SEQ ID NO:53 va (iii) HVR-L3 chtra
trinh tu axit amin la SEQ ID NO:54.

Theo mot phuwong én, khang thé khang PD1 nay chtta
i) trinh tv VH 1a SEQ ID NO:47 va trinh tu VL 1a SEQ ID NO:48;

ii) ho#c bién thé duogc bién d6i gidng nhu clia nguoi ctia VH va VL cua khing
thé néu trong i).

Theo mot phuwong an dugc vu tién, sdng ché d& cap dén khang thé gén két vao
cung mot epitop nhu khang thé khang PD1 chtra trinh ty VH 1a SEQ ID NO:7 va
trinh tu VL 1a SEQ ID NO:8.

Theo mdt phuong an dugc uu tién, sang ché d& cap dén khang thé canh tranh

dé gén két vao PD1 cua ngudi voi khéng thé khang PD1 chta trinh tw VH 1a SEQ ID
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NO:7 va trinh tu VL 13 SEQ ID NO:8 (nhu duogc x4c dinh trong thr nghiém canh
tranh dugc mé ta trong vi du 2 (ELISA 1ap ban dd epitop/thtr nghiém canh tranh gén
két)).

Theo mét khia canh, sang ché d& cép dén khang thé khang PD1 (vi dy, khang

thé gén két vao PDI ctia nguoi) chtra

A) (a) HVR-HI chira trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:1; (b) HVR-H2 chtra trinh
tu axit amin 1a SEQ ID NO:2; (¢) HVR-H3 chira trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:3;
(d) HVR-L1 chta trinh tu axit amin la SEQ ID NO:4; (e) HVR-L2 chtra trinh ty axit
amin 1a SEQ ID NO:5 va (f) HVR-L3 chtra trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:6; hodc

Theo mot khia canh khac, séng ché dé cip dén khang thé khang PD1 (vi du,

khang thé gan két vao PD1 cuia ngudi) chira

( a) mién VH chtra (i) HVR-H1 chtra trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:1, (ii) HVR-
H2 chtra trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:2 va (iii) HVR-H3 chtra trinh ty axit amin
duoc chon tr SEQ ID NO:3; va (b) mién VL chtra (i) HVR-L1 chia trinh ty axit amin
14 SEQ ID NO:4; (ii) HVR-L2 chira trinh ty axit amin la SEQ ID NO:5 va (iii) HVR-
L3 chtra trinh tu axit amin la SEQ ID NO:6.

Theo mot khia canh, sang ché d& cap dén khang thé gan két vao PD1 ciia nguoi
A)
i) chira trinh tu VH 1a SEQ ID NO:7 va trinh ty VL 1a SEQ ID NO:8;

1) hosic bién thé duge bién dbi gidng nhu clia nguoi cia VH va VL cua khang

thé néu trong i);

hodc B)

i) chtra trinh tu VH 1a SEQ ID NO:57 va trinh ti.r VL 1a SEQ ID NO:58.
i) chtra trinh ty VH 1a SEQ ID NO:57 va trinh ty VL 1a SEQ ID NO:59.
iii)  chta trinh tw VH 12 SEQ ID NO:57 va trinh tu VL la SEQ ID NO:60.

iv) chira trinh ty VH 1a SEQ ID NO:57 va trinh tu VL 1la SEQ ID NO:61.
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hoédc C)
i) chtra trinh ty VH 14 SEQ ID NO:15 va trinh ty VL 13 SEQ ID NO:16;

ii) hodc bién thé dugc bién doi giong nhu cia ngudi cia VH va VL cua khang

thé néu trong i);
hoac D)
i) chtra trinh ty VH 1a SEQ ID NO:23 va trinh ty VL 1a SEQ ID NO:24;

ii) hoidc bién thé duoc bién doi giong nhu cia nguoi cia VH va VL cua khang

thé néu trong i);
hoac E)
i) chtra trinh tv VH 1a SEQ ID NO:31 va trinh ty VL 1a SEQ ID NO:32;

ii) hoiic bién thé dugc bién doi giong nhu cia nguoi cia VH va VL cta khang

thé néu trong i);

hoac F)

1) chtra trinh ty VH 12 SEQ ID NO:39 va trinh tw VL la SEQ ID NO:40;

ii)  hoic bién thé duoc bién dbi gibng nhu clia ngudi cia VH va VL cia khang
thé néu trong i);

hodc G)

i) chtra trinh tv VH 1a SEQ ID NO:47 va trinh ty VL 1a SEQ ID NO:48;

ii)  hodc bién thé dugc bién ddi gidng nhu cta ngudi ciia VH va VL cia khang

thé néu trong i);
hodc H)
i) chra trinh tuv VH 1a SEQ ID NO:55 va trinh tu VL 1a SEQ ID NO:56;

ii) ho#c bién thé dugc bién doi giong nhu cia nguoi cia VH va VL cta khang

thé néu trong i).
Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén khang thé gén két vao PD1 ctia nguoi

i) chtta trinh tv VH 1a SEQ ID NO:7 va trinh ty VL 1a SEQ ID NO:8;
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ii) hodc bién thé dugc bién doi giong nhu cia nguoi cia VH va VL cua khang

thé néu trong 1);

Theo mdt khia canh, sang ché dé cap dén khang thé gén két vao PD1 clia nguoi

“chira trinh ty VH 12 SEQ ID NO:57 va trinh tu VL la SEQ ID NO:58.

Theo mot khia canh, sang ché d& cap dén khang thé gan két vao PD1 cta nguoi

chtra trinh ty VH 1a SEQ ID NO:57 va trinh tu VL 1a SEQ ID NO:59.

Theo mot khia canh, sang ché d& cap dén khang thé gin két vao PD1 clia nguoi

chtra trinh tu VH la SEQ ID NO:57 va trinh tu VL 1a SEQ ID NO:60.

Theo mot khia canh, sang ché d& cap dén khang thé gan két vao PD1 ctia nguoi

chtra trinh ty VH 1a SEQ ID NO:57 va trinh tu VL 1a SEQ ID NO:61.

Theo khia canh khac, sang ché dé cap dén khang thé khang PD1 (vi dy, khang

thé gin két vao PDI1 ctia ngudi) chira

A) (a) HVR-HI1 chta trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:1; (b) HVR-H2 chtra trinh
tu axit amin 1a SEQ ID NO:2; (¢) HVR-H3 chra trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:3;
(d) HVR-L1 chtra trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:4; () HVR-L2 chura trinh tu axit
amin la SEQ ID NO:5 va (f) HVR-L3 chtra trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:6; hodc

B) (a) HVR-H1 chta trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:9; (b) HVR-H2 chtra trinh
tu axit amin la SEQ ID NO:10; (¢) HVR-H3 chtra trinh ty axit amin la SEQ ID
NO:11; (d) HVR-L1 chtra trinh ty axit amin la SEQ ID NO:12; (e¢) HVR-L2 chtra
trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:13 va (f) HVR-L3 chura trinh ty axit amin [a SEQ
ID NO:14; hodc

C) (a) HVR-HI chura trinh ty axit amin & SEQ ID NO:17; (b) HVR-H2 chta
trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:18; (c) HVR-H3 chura trinh tu axit amin la SEQ ID
NO:19; (d) HVR-L1 chta trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:20; (e) HVR-L2 chtra
trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:21 va (f) HVR-L3 chtra trinh tu axit amin la SEQ
ID NO:22; hoac

D) (a) HVR-HI1 chira trinh ty axit amin la SEQ ID NO:25; (b) HVR-H2 chira
trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:26; (¢) HVR-H3 chtra trinh ty axit amin 1a SEQ ID
NO:27; (d) HVR-L1 chtra trinh ty axit amin la SEQ ID NO:28; (e) HVR-L2 chtra
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trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:29 va (f) HVR-L3 chtra trinh tu axit amin 1a SEQ
ID NO:30; hodc

E) (a) HVR-HI chua trinh ty axit amin la SEQ ID NO:33; (b) HVR-H2 chira
trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:34; (¢) HVR-H3 chtra trinh ty axit amin 1a SEQ ID
NO:35; (d) HVR-L1 chtra trinh ty axit amin la SEQ ID NO:36; (¢) HVR-L2 chira
trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:37 va (f) HVR-L3 chta trinh tu axit amin 1a SEQ
ID NO:38; hodc

F) (a) HVR-HI chtra trinh ty axit amin la SEQ ID NO:41; (b) HVR-H2 chura
trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:42; (¢c) HVR-H3 chtra trinh ty axit amin 1a SEQ ID
NO:43; (d) HVR-L1 chta trinh ty axit amin la SEQ ID NO:44; () HVR-L2 chtra
trinh tu axit amin 1 SEQ ID NO:45 va (f) HVR-L3 chta trinh ty axit amin 1a SEQ
ID NO:46; hodc

G) (a) HVR-H1 chua trinh ty axit amin la SEQ ID NO:49; (b) HVR-H2 chira
trinh ty axit amin 12 SEQ ID NO:50; (¢) HVR-H3 chtra trinh ty axit amin 1a SEQ ID
NO:51; (d) HVR-L1 chtra trinh ty axit amin la SEQ ID NO:52; (¢) HVR-L2 chua
trinh tu axit amin la SEQ ID NO:53 va (1) HVR-L3 chira trinh tu axit amin la SEQ
ID NO:54;

trong d6 khang thé nay duoc dac trung mot cach doc 1ap boi mot hodc nhiéu tinh chét

néu dudi day: khang thé khang PD-1 nay

i) canh tranh v6i khang thé khang PD-1 chtta VH va VL ctia PD1-0103 dé gin
két vao PD-1, va/hodc

i) gén két vao PD-1 clia nguoi va ctia khi dudi dai; va/hodc

iii)  lamténg su tiét interferon-gamma (IFN-gamma) béi céc té bao T da duoc kich
thich di sinh dén 85% hodc 16n hon (theo mdt phwong 4n dugce vu tién, dén 90% hoic
16n hon, theo mdt phuong an dugce vu tién, dén 95% hoic 16n hon) & néng do khéng
thé 14 10 pg/mL (trong do s tiét khi khong c6 khang thé duoc thiét 1ap 1a 0% (muc
éo s¢ cia IFN gamma) va su tiét khi c6 IL-2 tai to hop cta ngudi 20 EU/mL duge
thiét 1ap 1a 100% (trong thr nghiém phan tng lympho bao hén hop (MLR) (di sinh)

theo vi du 3); va/hoic
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iv)  lam ting su tiét yéu 6 hoai tir khéi u alpha (TNF alpha) béi cdc té bao T da
duoc kich thich di sinh dén 200% hoic hon (theo mdt phuwong dn dugc uu tién, dén
250% hoac hon) ¢ ndng d6 khang thé 1a 10 pg/mL (trong d6 muc tiét khi khong co
,.kjhang thé dwoc thiét 1ap 1a 0% (mirc co s& ciia IFN gamma) va muc tiét khi c6 IL-2
i'téi td hop ctia nguoi 20 EU/mL duge thiét 1ap 12 100% (trong thtr nghiém phan Gng
lympho bao hdn hgp (MLR) (di sinh) theo vi du 3).

Theo mdt khia canh khéc, sang ché dé cap dén khang thé khang PD1 (vi du,

khang thé gin két vao PD1 cia ngudi) chira

A) (a) mién VH chtra (i) HVR-H1 chira trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:1, (ii)
HVR-H2 chra trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:2 va (iii) HVR-H3 chtra trinh tu axit
amin dugc chon tr SEQ ID NO:3; va (b) mién VL chua (i) HVR-L1 chua trinh tu
axit amin 13 SEQ ID NO:4; (ii) HVR-L2 chia trinh ty axit amin la SEQ ID NO:5 va
(iii) HVR-L3 chira trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:6; hodc

B) (a) mién VH chira (i) HVR-HI1 chua trinh tu axit amin la SEQ ID NO:9, (ii)
HVR-H2 chtra trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:10 va (iii) HVR-H3 chua trinh tu
axit amin dugc chon tir SEQ ID NO:11; va (b) mién VL chtra (i) HVR-L1 chtra trinh
tw axit amin 1a SEQ ID NO:12; (i) HVR-L2 chtra trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:13
va (iii) HVR-L3 chta trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:14; hodc

©) (a) mién VH chtra (i) HVR-H1 chtra trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:17, (ii)
HVR-H2 chira trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:18 va (iii) HVR-H3 chtra trinh tu
axit amin duoc chon tir SEQ ID NO:19; va (b) mién VL chua (i) HVR-L1 chira trinh
tu akit amin 1a SEQ ID NO:20; (ii) HVR-L2 chira trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:21
va (iii) HVR-L3 chtra trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:22; hodc

D) (a) mién VH chtra (i) HVR-HI1 chtra trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:25, (ii)
HVR-H2 chia trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:26 va (iii) HVR-H3 chira trinh tur
axit amin duoc chon tir SEQ ID NO:27; va (b) mién VL chtra (i) HVR-L1 chira trinh
tu axit amin 1a SEQ ID NO:28; (ii) HVR-L2 chira trinh tir axit amin la SEQ ID NO:29
va (iii) HVR-L3 chra trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:30; hodc
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E) (a) mién VH chira () HVR-HI1 chira trinh tu axit amin la SEQ ID NO:33, (ii)
HVR-H2 chtra trinh tu axit amin a2 SEQ ID NO:34 va (iii) HVR-H3 chua trinh tu
axit amin dugc chon tir SEQ ID NO:35; va (b) mién VL chira (i) HVR-L1 chtta trinh .
ty axit amin 1a SEQ ID NO:36; (ii) HVR-L2 chira trinh tyr axit amin 1a SEQ ID NO:37
- va (iii) HVR-L3 chtra trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:38; hodc

F) (a) mién VH chra (i) HVR-H1 chtra trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:41, (ii)
HVR-H2 chtra trinh tu axit amin 12 SEQ ID NO:42 va (iii) HVR-H3 chta trinh tu
axit amin dugc chon tir SEQ ID NO:43; va (b) mién VL chua (i) HVR-L1 chira trinh
tu axit amin 1a SEQ ID NO:44; (ii) HVR-L2 chura trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:45
va (iii) HVR-L3 chtra trinh ty axit amin [a SEQ ID NO:46; hodc

G)  (a) mién VH chtra (i) HVR-HI chira trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:49, (ii)
HVR-H2 chtra trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:50 va (iii) HVR-H3 chtra trinh tu
axit amin duoc chon tir SEQ ID NO:51; va (b) mién VL chia (i) HVR-L1 chta trinh
tu axit amin 1a SEQ ID NO:52; (ii) HVR-L2 chira trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:53
va (iii) HVR-L3 chira trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:54;

trong do6 khang thé nay duoc dic trung mot cach doc 1ap béi mot hogic nhiéu tinh chat

néu dudi day: khang thé khang PD-1 nay

1) canh tranh v6i khang thé khang PD-1 chira VH va VL cta PD1-0103 dé gin
két vao PD-1, va/hodc

ii) gin két vao PD-1 ctia ngudi va ctia khi dudi dai; va/hodc

iii)  lamtang su tiét interferon-gamma (IFN-gamma) béi céc té bao T da dugc kich
thich di sinh dén 85% hodc hon (theo mot phwong 4n dugc uu tién, dén 90% hoic
hon, theo mdt phuong 4n dugce vu tién, dén 95% hodc hon) & ndng do khang thé la
10 pg/mL (trong dé muc tiét khi khong c6 khang thé duoc thiét 1ap 1a 0% (mirc co
s& cta IFN gamma) va muec tiét khi c6 IL-2 tai td hop cia ngudi 20 EU/mL duge
thiét 1ap 1a 100% (trong thir nghiém phan tng lympho bao hdn hop (MLR) (di sinh)

thco vi du 3); va/hodc

iv)  lam tdng su tiét yéu t6 hoai tir khdi u alpha (TNF alpha) boi cac té bao T da

dugec kich thich di sinh dén 200% hoic hon (theo mdt phuong an duoc uu tién, dén
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250% hodc hon) & ndng d6 khang thé 14 10 pg/mL (trong d6 muc tiét khi khong c6
khang thé duoc thiét 1ap 1a 0% (mtrc co s clia IFN gamma) va mc tiét khi c6 IL-2
tai to hop ctia ngudi 20 EU/mL dugc thiét 1ap 14 100% (trong thtr nghiém phan tng
- lympho bao hdn hop (MLR) (di sinh) theo vi du 3).

Theo mot khia canh khéc theo sang ché, khang thé khang PD1 theo phuong
- 4n bt ky trong sb cac phwong 4n néu trén 1a khang thé don dong, bao gém khéng thé
thé kham, khang thé duoc bién dbi gibng nhu ciia ngudi hodc khang thé ciia nguoi.
Theo mot phuong 4n, khang thé khang PD1 la manh khéng thé, vi du, manh Fv, Fab,
Fab’, scFv, khang thé thé doi hodc méanh F(ab’),. Theo mot phwong 4n khac, khang
thé nay 1a khang thé ¢6 chidu dai ddy da, vi du, khédng thé IgG1 hodc IgG4 nguyén

ven hodc 16p hodc isotyp khang thé khac nhu duogc xac dinh trong ban md ta nay.

Theo mot khia canh khéc, khang thé khang PD1 theo phuong 4n bat ky trong
sb cdc phuong 4n néu trén co thé két hop dau hidu bat ky trong s6 céc déu hiéu dugc

md t& trong cac phan 1-7 dudi dy, & dang don 1¢ hodc két hop:
1. Ai lyc cia khang thé

Theo mot sb phuong an nhét dinh, khang thé duoc dé cép trong ban mo ta nay
c6 hé sé phan ly KD 12 <1 puM, <100 nM, <10 nM, <1 nM, <0,1 nM, 0,01 nM
hosic < 0,001 nM (vi du, 10" M hozc nho hon, vi du, tir 10 M dén 1073 M, vi du, tir
10°M dén 107> M).

Theo mdt phuong an duge vu tién, KD duoc do bang cach sir dung thit nghiém
cdng hudng plasmon bé mit st dung BIACORE®) ¢ nhiét dd 25°C véi chip CMS5 ¢6
khang nguyén duoc gity ¢ dinh trén d6 & ~10 don vi dép Gng (RU). Mot cach ngin
gon, chip cdm bién sinh hoc dextran dd dugc carboxymetyl hoa (CMS5, BIACORE,
Inc.) dugc hoat hoa bang N-etyl-N’- (3-dimetylaminopropyl)-carbodiimit
hydroclorua (EDC) va N-hydroxysuxinimit (NHS) theo hudng din cua nha cung cap.
Khéng nguyén dugc pha loang v6i natri axetat 10 mM, d6 pH=4,8, dén 5 pg/mL
(~0,2 uM) trude khi tiém v6i tbc dd dong chay 1a 5 puL/phut dé dat dugc xdp xi 10
don vi dép ting (RU) ctia protein da ghép cdp. Sau khi tiém khang nguyén, etanolamin
1 M duoc tiém dé phong bé cac nhom khong phan tng. Pé do céc thong s6 dong hoc,

céc dich pha loang hai 14n theo ddy cta Fab (0,78 nM dén 500 nM) duoc tiém vao
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PBS v&i chit hoat dong bé mit polysorbat 20 (TWEEN-20™) 0,05% (PBST) & nhiét
do 25°C véi tde d6 dong chay 1a xép xi 25 pL/phut. Toc dd két hop (kon hodc ka) va
tdc do phan ly (koff hodc kd) duoc tinh bang cach str dung md hinh gén két Langmuir
mdt-mot don gian (phdn mém danh gia BIACORE® phién ban 3.2) bing céch lam
khép dong thoi cac do thi (sensorgram) két hop va phén ly. Hé s6 phan ly cin bing
KD duoc tinh dudi dang ty sb kd/ka (koff/kon.) Xem, vi du, tai liéu Chen, Y. et al.,
J. Mol. Biol. 293 (1999) 865-881. Néu téc dd két hop (on-rate) vuot qua 106 M s™!
theo thtr nghiém cdng hudng plasmon b& mit néu trén, thi téc do két hop nay co thé
duoc xac dinh bing cach st dung k¥ thuat tit huynh quang ma do lugng tang hogc
giam cuong do phat huynh quang (kich thich =295 nm; phat xa = 340 nm, dai thong
16 nm) & nhiét dd 25°C ctia khang thé khing khang nguyén (dang Fab) 20 nM trong
PBS, d6 pH=7,2, v&i sy c6 mat cua cac ndng do khang nguyén ting nhu duogc do
trong thiét bi do phd, nhu thiét bi do quang phd c6 trang bi bd phan chin dong (Aviv
Instruments) hodc thiét bi do quang phd SLM-AMINCO ™ sé-ri 8000

(ThermoSpectronic) véi cuvet co khudy.
2. Manh khang thé

Theo mdt sé phuwong 4n nhét dinh, khang thé duoc dé cap trong ban md ta nay
12 méanh khang thé. Manh khang thé bao gdm, nhung khong giéi han &, manh Fab,
Fab’, Fab’-SH, F(ab’),, Fv va scFv, va cdc manh khéc duge md ta dusi day. Dé biét
téng quan vé c4c manh khéng thé cu thé, xem tai liéu Hudson, P.J. et al., Nat. Med.
9 (2003) 129-134. D& biét tong quan vé& cdc manh scFv, xem, vi du, tai liéu
Plueckthun, A., In; The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, Vol. 113,
Rosenburg and Moore (eds.), Springer-Verlag, New York (1994), pp. 269-315; xem
thém WO 93/16185; va cac patent M§ s6 5571894 va 5587458, Dé biét cac thao luan
vé cac manh Fab va F(ab'), chira cac gbc epitop gan két thu thé ctu trg (salvage

receptor) va lam tang thoi gian ban huy in vivo, xem patent My s6 5869046.

Khang thé thé d6i 12 manh khang thé c¢6 hai vi trf gin két khang nguyén ma c6
thé ¢6 hoéa tri hai hodc dic hidu kép. Xem, vi du, EP 0 404 097; WO 1993/01161;
Hudson, P.J. et al., Nat. Med. 9 (2003) 129-134; va Holliger, P. et al., Proc. Natl.
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Acad. Sci. USA 90 (1993) 6444-6448. Cac khang thé thé ba va khang thé thé bon
cling dugc md ta trong tai liéu Hudson, P.J. et al., Nat. Med. 9 (20039 129-134).

Khéng thé mién don 1a manh khang the chira toan bd hodc mot phan mién bién
doi chudi ning hodc toan bo hodc mot phan mién bién doi chudi nhe cua khéang the.
Theo mot s6 phuong an nhat dinh, khang thé mién don 1a khang thé mién don cua

nguoi (Domantis, Inc., Waltham, MA; xem, vi dy, patent My§ s6 6248516 B 1).

Manh khéng thé co thé dugc tao ra béing céc k§ thuat khac nhau, bao gom,
- nhung khong gi¢i han &, k§ thudt phin giai protein d6i v6i khang thé nguyén ven
cling nhu k¥ thuat tao ra boi té bao chi tai td hop (vi du, E. coli hodc thé thuc khuén),

nhu dugc néu trong ban mo ta nay.
3. Khang thé thé kham va khang thé dugc bién doi gidng nhu cia nguoi

Theo mdt s6 phuong an nhét dinh, khang thé dugc dé cap trong ban mo t nay
la khéng thé thé kham. Céc khéng thé thé kham cu thé dugc mé ta, vi du, trong patent
My s6 4816567; va Morrison, S.L. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81 (1984) 6851-
6855). Trong mot vi dy, khang thé thé kham chtra viing bién ddi khong phai ctia ngudi
(vi duy, ving bién ddi duoc léy tir chu6t nhét, chudt céng, chudt df”)ng, thd, hodc dong
vat linh truéng khoéng phai 1a nguoi, nhu khi) va vung hing dinh cua ngudi. Trong
mdt vi du khac, khang thé thé kham 14 khang thé “dugc chuyén 16p” trong d6 16p
hodc phan 16p duoc thay dbi so voi 16p hodc phan 16p ctia khang thé b me. Khang

thé thé kham bao gdm manh gin két khang nguyén ctia ching.

Theo mot s6 phuong an nhit dinh, khéng thé thé kham 1a khang thé dugc bién
dbi gibng nhu ctia ngudi. Thong thuong, khang thé khong phai ctia ngudi duge bién
dbi gibng nhu ctia ngudi dé 1am giam tinh sinh mién dich ddi v6i ngudi, nhung van
gitt duoc tinh dédc hi¢u va ai luc cia khang thé b me khong phai ctia nguoi d6. Thong
thub’ng, khang thé dugc bién ddi gibng nhu ctia ngudi chira mot hodc nhidu mién bién
ddi trong d6 cac HVR, vi dy, cdc CDR, (hodc céc phin ctia chung) duoc lay tir khang
thé khong phai clia ngudi, va cdc FR (hodc céc phin ciia ching) duge l4y tir cac trinh
tu khang thé cia ngudi. Khéng thé dugc bién ddi gibng nhu cta ngudi tiy y cling
chira it nhit mot phan ctia ving hing dinh cia ngudi. Theo mot s phuong an, mot

s6 gbc FR trong khang thé dugc bién dbi gibng nhu cta ngudi dugc thay thé bing
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cac gbe tuong ting tlr khang thé khong phai ctia nguoi (vi du, khang thé ma cac goc
HVR duge 14y tir d6), vi du, dé khdi phuc hodc cdi thién tinh dic hiéu hodc ai luc cua
‘khéng the.

= Céc khang thé duoc bién ddi gidng nhu ctia ngudi va cdc phuong phép tao ra
v éfu’mg duoc md ta, vi du, trong tai liéu Almagro, J.C. and Fransson, J., Front. Biosci.
13 (2008) 1619-1633, va dugc md ta thém, vi du, trong tai liéu Riechmann, I. et al,,
Nature 332 (1988) 323-329; Queen, C. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86 (1989)
10029-10033; c4c patent My s6 5821337, 7527791, 6982321 va 7087409; Kashmiri,
S.V. et al., Methods 36 (2005) 25-34 (md ta k¥ thuét ghép SDR (a-CDR)); Padlan,
E.A., Mol. Immunol. 28 (1991) 489-498 (md td “ky thuat tdi tao bé mat”);
Dall’Acqua, W.F. et al., Methods 36 (2005) 43-60 (md ta “k¥ thuét xdo tron FR”);
va Osbourn, J. et al., Methods 36 (2005) 61-68 va Klimka, A. et al., Br. J. Cancer &3

A

(2000) 252-260 (md ta phuong phap “chon loc ¢6 hudng dan” dé 1am x4o tron FR).

Céc vung khung cua ngudi ma co6 thé duoc st dung trong budc bién doi gidng
nhu cta ngudi bao gdm, nhung khong giéi han ¢: vung khung duogc chon loc bing
cach st dung phuong phap “khép 5t nhéat” (xem, vi du, tai liéu Sims, ML.J. et al., J.
Immunol. 151 (1993) 2296-2308; vung khung dugc 14y tir trinh tw lién ing ctia khéng
thé ctia ngudi thude phan nhom cu thé cta cac vung bién d6i chudi nhe hoic chudi
ning (xem, vi du, tai liéu Carter, P. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89 (1992) 4285-
4289; va Presta, L.G. et al., J. Immunol. 151 (1993) 2623-2632); vung khung thuan
thuc (dugc gdy dot bién soma) clia ngudi hodc ving khung dong mam clia ngudi
(xem, vi du, tai liéu Almagro, J.C. and Fransson, J., Front. Biosci. 13 (2008) 1619-
1633); va ving khung thu dugc thdng qua sang loc cc thu vién FR (xem, vi dy, tai
liéu Baca, M. et al., J. Biol. Chem. 272 (1997) 10678-10684 va Rosok, M.J. et al., J.
Biol. Chem. 271 (19969 22611-22618).

4. Khang thé cta nguoi

Theo mét s& phuong 4n nhét dinh, khang thé dugc dé cap trong ban mo ta nay
1a khang thé cia nguoi. Khéng thé ctia ngudi co thé Chch tao ra bang cach st dung

nhiéu k¥ thuat da biét trong linh vuc nay. Cac khang thé ctia nguoi duoc mo ta chung
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trong tai liéu van Dijk, M.A. and van de Winkel, J.G., Curr. Opin. Pharmacol. 5
(2001) 368-374 va Lonberg, N., Curr. Opin. Immunol. 20 (2008) 450-459.

Khéng thé ctia ngudi c¢6 thé duoc tao ra bing cach sir dung chét sinh mién dich
cho dong vat chuyén gen d3 dugc cai bién dé tao ra khang thé nguyén ven ctia ngudi
hodc khang thé nguyén ven c6 ving bién ddi ctia ngudi nhim dap ng lai thach thire
khang nguyén. Bong vat nay thuong chira toan bo hodc mot phén locus globulin mién
dich cta nguoi, thay cho locus globulin mién dich ndi sinh, hodc c6 mit bén ngoéi
nhidm sc thé hodc duge két hop mot cach ngiu nhién vao nhiém sic thé cla dong
vat. O chudt nhit chuyén gen nhu vay, locus globulin mién dich ndi sinh thuong bi
Jam bét hoat. D& biét téng quan vé cac phuwong phap thu duge khang thé clia nguoi
tir dong vat chuyén gen, xem tai liéu Lonberg, N., Nat. Biotech. 23 (2005) 1117-
1125. Xem thém, vi du, cac patent My sd 6075181 va 6150584 md ta cong nghé
XENOMOUSE™; patent M§ s6 5770429 md ta cong nghé¢ HUMAB®; patent My
s& 7041870 md ta cong nghé K-M MOUSE® va cong bd don sang ché My s6 US
2007/0061900 md ta cong nghé VELOCIMOUSE®). Vung bién d6i ctia nguoi tir khang
thé nguyén ven dugc tao ra bdi dong vét nay cé thé duoc cai bién tiép, vi du, bang

cach két hop v6i ving hing dinh khic ctia nguoi.

Khéng thé ctia ngudi cling 6 thé duoc tao ra bing cac phuong phép trén co
s& té bao lai. Dong té bao u tliy clia nguoi va dong té bao u tiy khac loai ctia chudt
nhit-ngudi ding dé tao ra khang thé don dong cua ngudi di duge mo ta. (Xem, vi
du, tai liéu Kozbor, D., J. Immunol. 133 (1984) 3001-3005; Brodeur, B.R. et al.,
Monoclonal ‘Antibody Production Techniques and Applications, Marcel Dekker, Inc.,
New York (1987), pp. 51-63; va Boerner, P. et al., J. Immunol. 147 (1991) 86-95).
Khang thé ctia nguoi dugce tao ra bing cong nghé té bao lai d6i véi té bao B clia ngudi
cling dugc md ta trong tai liéu Li, J. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 103 (20006)
3557-3562. Cac phuong phap khic bao gdm céc phuong phap duge md ta, vi du,
trong patent My s6 7189826 (mo ta viéc tao ra khang thé IgM don dong clia ngudi tir
dong té bao lai) va trong tai liéu Ni, J., Xiandai Mianyixue 26 (2006) 265-268 (mo ta
té bao lai ngudi-nguoi). Cong nghé té bao lai cia nguoi (cong nghé Trioma) cling

dugc mod ta trong tai liéu Vollmers, H.P. and Brandlein, S., Histology and
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" Histopathology 20 (2005) 927-937 va Vollmers, H.P. and Brandlein, S., Methods and
Findings in Experimental and Clinical Pharmacology 27 (2005) 185-191.

Khéng thé ctia ngudi cling ¢6 thé dugc tao ra bang cach phan 1ap trinh tu mién

bién dbi dong vo tinh Fv duoc chon loc tir cac thur vién biéu hién thé thuc khuéan thu
duoc tir ngudi. Trinh tu mién bién dbi nay sau d6 co thé dugc két hop voi mién hing
dinh mong mudn cta ngudi. Cac ky thuét chon loc khang thé ctia ngudi tir cac thu

vién khang thé duogc mb ta duési day.
5. Khang thé duoc 14y tir thu vién

Khéng thé theo sang ché co thé duoc phén lap béng cach sang loc cac thu vién
tb hop dé thu nhan khang thé c6 hoat tinh hodc cac hoat tinh mong mudn. Vi du, ¢6
nhiéu phuong phép da biét trong linh vuc nay dé tao ra cdc thu vién bidu hién thé
thuc khudn va sang loc cdc thur vién nay dé thu nhan khang thé co cac dic tinh gfm
két mong mudn. Cic phuong phép nhu vay dugc md ta, vi du, trong tai ligu
Hoogenboom, H.R. et al., Methods in Molecular Biology 178 (2001) 1-37 va dugc
mb ta thém, vi du, trong tai liéu McCafferty, J. et al., Nature 348 (1990) 552-554;
Clackson, T. et al., Nature 352 (1991) 624-628; Marks, J.D. et al., J. Mol. Biol. 222
(1992) 581-597; Marks, J.D. and Bradbury, A., Methods in Molecular Biology 248
(2003) 161-175; Sidhu, S.S. et al., J. Mol. Biol. 338 (2004) 299-310; Lee, C.V. et al.,
J. Mol. Biol. 340 (2004) 1073-1093; Fellouse, F.A., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101
(2004) 12467-12472; va Lee, C.V. et al., J. Immunol. Methods 284 (2004) 119-132.

Trong cac phuong phép biéu hién thé thuc khuén cu thé, cic kho gen VH va
VL duoc taich dong mot cach riéng biét bang phan tmg chudi polymeraza (PCR) va
duoc tai td hop mot cach ngéNiu nhién trong céc thu vién thé thuc khuén, céc thu vién
nay sau do co thé duoc sang loc dé thu nhan thé thuc khuén gén két khang nguyén
nhu duge mo ta trong tai liéu Winter, G. et al., Ann. Rev. Immunol. 12 (1994) 433-
455. Thé thuc khudn thuong biéu hién manh khang thé dudi dang manh Fv chudi don
(scFv) hodc dudi dang manh Fab. Céc thu vién tir cac ngudn da duoc gay mién dich
cung cép khang thé ¢6 4i luc cao dbi voi chit sinh mién dich ma khong can phai tao
cAu tric té bao lai. Theo cach khéc, kho chua quen vé&i thir nghiém cé thé duoc tach

dong (vi du, tir ngudi) dé tao ra ngudn khang thé don 1é déi véi nhidu loai khang
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nguyén khong tu than va ca khang nguyén tu thdn ma khong can dén bat ky qua trinh
gy mién dich nao nhu duoc mo ta trong tai liéu Griffiths, A.D. et al., EMBO J. 12
i(fi’993) 725-734. Cubi cing, céc khang thé chua quen vdi thir nghiém cling c6 thé
Cﬁrqc tao ra mot cach téng hop bang cach tich dong cdc phan doan gen V khong duoc
tai sp xép tir té bao gbc, va bang cach str dung cac doan mdi PCR chwa trinh tu ngau
nhién dé ma hoa céc ving CDR3 c¢6 tinh bién ddi cao va d8 thuc hién viéc tai sap xép
in vitro, nhu dugc md ta trong tai liéu Hoogenboom, H.R. and Winter, G., J. Mol.
Biol. 227 (1992) 381-388. Céc cong bd don sang ché md ta cac thu vién thé thuc
khuin biu hién khang thé ctia ngudi bao gbm, vi du: patent My s6 5750373, va céc
cong bd don sang ché My sb 2005/0079574, 2005/0119455, 2005/0266000,
2007/0117126, 2007/0160598, 2007/0237764, 2007/0292936 va 2009/0002360.

Khéng thé hoic manh khéng thé da dugc phéan lap tr cac thu vién khang thé
cta nguoi dugc xem la khang thé ctia ngudi hodc manh khang thé ctia nguoi trong
ban mo ta nay.

6. Khang thé da dic hiéu

Theo mot s6 phuong an nhét dinh, khang thé dugc dé cap trong ban mo ta nay
12 khang thé da diic hidu, vi dy, khang thé dic hiéu kép. Khang thé da ddc hiéu la
‘khang thé don dong ¢6 tinh dic hiéu gén két ddi v6i it nhét hai vi tri khac nhau. Theo
mot sd phuong an nhét dinh, mot trong céc tinh dic hiéu gén két nay la cho PD1 va
tinh dic hiéu gin két con lai 1 cho khang nguyén khéc bat ky. Theo mdt s6 phuong
4n nhét dinh, khang thé dac hiéu kép c6 thé gén két vao hai epitop khac nhau cia
PD1. Khéng thé dac hiéu kép cling ¢6 thé duoc st dung dé dinh vi chét gay doc té
bao dén té bao biéu hién PD1. Khang thé dic hiéu kép co thé dugc tao ra dudi dang

khéng thé c6 chidu dai ddy du hodc manh khang theé.

Céc k¥ thuat tao ra khang thé da dic hiéu bao gém, nhung khong gidi han 6,
ddng biéu hién t4i td hop hai cip chudi ning-chudi nhe cua globulin mién dich c6
tinh dic hiéu khac nhau (xem tai liéu Milstein, C. and Cuello, A.C., Nature 305
(1983) 537-540, WO 93/08829, va Traunecker, A. et al., EMBO J. 10 (1991) 3655-
3659), va k¥ thuat “tra khoa vao 6” (xem, vi du, patent M§ s 5731168). Cac khéng

thé da dic hiéu cling c6 thé dugc tao ra bang cach xtr Iy k¥ thuat cac hiéu ing diéu
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huéng tinh dién dé tao ra phan ti Fc khang thé di dime (WO 2009/089004); lién két
ngang hai hodc nhiéu hon hai khang thé hodc manh (xem, vi du, patent My sb
4676980, va Brennan, M. et al., Science 229 (1985) 81-83); st dung khoa kéo leuxin
dé tao ra khang thé dac hiéu kép (xem, vi dy, tai liéu Kostelny, S.A. et al., J. Immunol.
148 (1992) 1547-1553; st dung cong nghé “khang thé thé doi” dé tao ra manh khang

| thé dic hiéu kép (xem, vi du, tai liéu Holliger, P. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
90 (1993) 6444-6448); va st dung dime Fv chudi don (sFv) (xem, vi duy, tai liéu
Gruber, M et al., J. Immunol. 152 (1994) 5368-5374); va tao ra khang thé thé ba nhu
duoc mo ta, vi duy, trong tai liéu Tutt, A. et al., J. Immunol. 147 (1991) 60-69).

Céc khang thé dugc xtr ly k¥ thuat véi ba hodc nhiéu hon ba vi tri gén két
khang nguyén chirc ndng, bao gdm “khang thé Octopus (khang thé ¢6 nhiéu vi tri dic

hiéu)”, cling dugc bao gbm trong ban md ta nay (xem, vi dy, US 2006/0025576).

Khéng thé hoic manh néu trong ban mo ta ndy con bao gbm “Fab chiic ning
kép” hay “DAF” chtra vi tri gin két khang nguyén ma gin két vao PDI ciling nhu

khang nguyén khéac (xem, vi du, US 2008/0069820).

Khang thé hozc manh néu trong ban md ta nay con bao gbm khéng thé da dic
hiéu dugc mo ta trong WO 2009/080251, WO 2009/080252, WO 2009/080253,
WO 2009/080254, WO 2010/112193, WO 2010/115589, WO 2010/136172, WO
2010/145792, va WO 2010/145793, WO2011/117330, WO02012/025525,
W02012/025530, W0O2013/026835, W02013/026831, W02013/164325 hodc WO
2013/174873.

7. Bién thé ctia khang thé

Theo mot sb phuong an nhét dinh, sang ché dé cap dén bién thé cua trinh tu
axit amin cua khang thé duoc dé xuét trong ban mo ta nay. Vi du, co thé mong mudn
1 cai thién dwoc 4i luc gén két va/hodc céc tinh chét sinh hoc khac cta khang thé.
Bién thé cua trinh tu axit amin cia khéng thé c6 thé dugc tao ra béng cach dua céac
cai bién thich hop vao trinh tw nucleotit ma hoa khang thé, hodic bang cach tong hop
peptit. Cac cai bién nhu vay bao goém, vi du, cai bién lam khuyét va/hoic cai bién cai
xen va/hodic cai bién thay thé cac gbc trong trinh tw axit amin cta khéng thé. T hop

bét ky ctia cai bién lam khuyét, cai bién cai xen va cai bién thay the c6 thé dugc thuc
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hién dé thu dugc cau tric cudi cung, vai dicu kién 1a cdu tric cudi cung nay co cac

dic tinh mong mudn, vi du, gin két khang nguyén.
a) Bién thé thay thé, bién thé cai xen va bién thé lam khuyét

Theo mdt s phuong 4n nhét dinh, sang ché d& cap dén bién thé ctia khang thé
c6 mot hodc nhiéu cai bién thay thé axit amin. Céc vi tri duge quan tim dé gy dot
bién thé thay thé bao gbm HVR va FR. Cac thay ddi lay lam vi du duoc trinh bay
trong bang 1 v6i tidu dé 1a “cai bién thay thé 14y 1am vi du”, va nhu duge mo ta thém
dudi day lién quan dén cac nhém chudi bén axit amin. Céc cai bién thay thé bao toan
duge thé hién trong bang 1 véi tiéu d& 12 “cai bién thay thé dugc wu tién”. Cai bién
thay thé axit amin c6 thé dugc dua vio khang thé dang quan tdm va céc san phdm
duoc sang loc dé thu nhan hoat tinh mong mudn, vi du, sy gin két khang nguyén

duogc gitr lai/cai thién, tinh sinh mién dich giam, hoic ADCC hozc CDC cai thién.

Béang 1
Géoban ddu | Cai bién thay thé ldy lam vidy | C% OIéD th?iyértlhe dugc uu

Ala (A) Val; Leu; Ile Val
Arg (R) Lys; Gln; Asn Lys
Asn (N) Gln; His; Asp, Lys; Arg Gln
Asp (D) Glu; Asn Glu
Cys (C) Ser; Ala Ser
Gln (Q) Asn; Glu Asn
Glu (E) Asp; Gln Asp
Gly (G) Ala Ala
His (H) Asn; Gln; Lys; Arg Arg

Ile (I) Leu; Val; Met; Ala; Phe; Norleuxin Leu
Leu (L) Norleuxin; Ile; Val; Met; Ala; Phe Ile
Lys (K) Arg; Gln; Asn Arg
Met (M) Leu; Phe; Ile Leu
Phe (IF) Trp; Leu; Val; lle; Ala; Tyr Tyr
Pro (P) Ala Ala
Ser (S) Thr Thr
Thr (T) Val; Ser Ser
Trp (W) Tyr; Phe Tyr
Tyr (Y) Trp; Phe; Thr; Ser Phe
Val (V) Ile; Leu; Met; Phe; Ala; Norleuxin Leu
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Céc axit amin c6 thé dugc nhém theo céc tinh chit chudi bén chung:
(1) ky nuéc: Norleuxin, Met, Ala, Val, Leu, Ile;

(2) wa nuéc trung tinh: Cys, Ser, Thr, Asn, Gln;

(3) o6 tinh axit: Asp, Glu;

(4) ¢6 tinh bazo: His, Lys, Arg;

(5) cac gbc gy anh hudng dén sy dinh hudéng chudi: Gly, Pro;

(6) thom: Trp, Tyr, Phe.

Céc cai bién thay thé khong bao toan s& phai trao d6i thanh vién thudc mot

trong s cac 16p nay cho mot 16p khéc.

Mot loai bién thé thay thé bao gbm thay thé mot hodc nhidu gde ving siéu
bién cta khang thé bd me (vi du, khang thé duoc bién dbi gibng nhu ciia ngudi hodc
khéng thé ctia ngudi). Thong thuong, (cc) bién thé tao thanh dugc chon loc dé
nghién ctru tiép $& ¢c6 cac cai bién (vi du, céc cai thién) vé& mot s6 tinh chét sinh hoc
cu thé (vi du, ai luc tang, tinh sinh mién dich giam) so v&i khang thé bd me va/hodc
s& ¢ mot sb tinh chét sinh hoc cu thé ciia khang thé bd me vé co ban dugc giit lai.
Cai bién thay thé léy lam vi du l1a khang thé thudn thuc ai luc, ma c6 thé duogc tao ra
moOt cich thong thuong, vi du, bang cach st dung céc k¥ thuat thuan thuc &i luc trén
co s& bidu hién thé thuc khuén nhu céc k¥ thuat néu trong ban md ta nay. Mot cach
ngén gon, mot hodc nhiéu gbc HVR duogc gay dot bién va khang thé bién thé dugc
biéu hién trén thé thuc khuén va dugc sang loc dé thu nhan hoat tinh sinh hoc cu thé

(vi du, ai luc gén két).

Cac thay dbi (vi du, cai bién thay thé) 6 thé dugce tao ra trong HVR, vi du, aé
cai thién ai luc ctia khang thé. Céc thay d6i nay co6 thé dugc tao ra trong “diém néng”
HVR, tuc la, céac géc dugc ma hoa boi cac codon ma trai qua qué trinh dot bién véi
tAn sudt cao trong qua trinh thudn thuc soma (xem, vi du, tai liéu Chowdhury, P.S.,
Methods Mol. Biol. 207 (2008) 179-196), va/hodc SDR (a-CDR), va bién thé VH
hodc VL tao thanh dugc thtr nghiém vé ai luc gz"m két. Su thudn thuc ai luc béng cach
tao cdu trac va chon loc lai tr cdc thu vién thir cép da dugce mo ta, vi dy, trong tai liéu

Hoogenboom, H.R. et al. in Methods in Molecular Biology 178 (2002) 1-37. Theo
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mot sb phuong an vé viée thudn thuc 4i luc, tinh da dang duoc dua vao gen c6 kha
ning bién dbi duoc chon dé thudn thuc bang phwong phap bét ky trong sb cac phuong
an néu o trén (vi du, PCR dé bi 13i, x40 tron chudi, hodc gay dot bién dinh huéng
oligonucleotit). Thu vién thir cép duoc tao ra sau d6. Thu vién nay sau d6 dugc sang
loc dé nhan biét bién thé khing thé bt ky ¢6 4i lvc mong mudn. Phuong phép khac
@& dua sy da dang vao bao gdm phuong phép dinh hudéng HVR, trong d6 mot vai gbc
HVR (vi du, 4-6 gbc mot lic) duge chon ngau nhién. Cac gbc HVR tham gia vao sy
gin két khing nguyén ¢ thé duoc nhan biét mot cach dic hiéu, vi du, bang céch st
dung k¥ thuét 1&p mo6 hinh hodc gy dot bién quét alanin. Cu thé, CDR-H3 va CDR-

1.3 thuong duge nhim téi.

Theo mot s6 phuong an nhét dinh, cai bién thay thé, cai bién cai xen hodc cai
bién lam khuyét c6 thé xuét hién trong mot hojc nhiéu HVR, mién la cdc thay doi
nay vé co ban khong lam giam kha nang gin két khang nguyén cta khang thé. Vi du,
céc thay dbi bao toan (vi du, cai bién thay thé bao toan néu trong ban md ta nay) ma
vé co ban khong lam giam &i lyc gin két c6 thé dugc tao ra trong HVR. Céc thay dbi
nay c6 thé & bén ngoai “diém noéng” HVR hodc SDR. Theo mot s6 phuong 4n nhét
dinh vé trinh tu VH va VL bién thé néu & trén, m&i HVR khong dugc 1am thay doi,

hogc chtra khong nhi¢u hon mot, hai hodc ba cai bicn thay thé axit amin.

Phuong phéap hitu ich dé nhan biét cac gbc hodc cac ving cta khang thé ma
¢6 thé duge nhim t6i dé gay dot bién dugc goi 1a “gay dot bién quét alanin” nhu duge
md ta trong tai liéu Cunningham, B.C. and Wells, J.A., Science 244 (1989) 1081-
1085. Trong phuong phép nay, gbc nhodc nhém céc gbc dich (vi du, cac gbc mang
dién nhu arg, asp, his, lys va glu) duoc nhén biét va thay thé biang axit amin trung
tinh hodc mang dién 4m (vi duy, alanin hodc polyalanin) dé x4c dinh xem liéu tuong
tac ctia khang thé véi khang nguyén c6 bi anh hudng hay khong. Cac cai bién thay
thé khac nita c6 thé dugc dua vao tai cac vi tri axit amin thé hién d6 nhay chtic nang
dbi voi cac cai bién thay thé ban diu. Theo cach khac, hodc ngoai ra, cAu trtc tinh
thé ctia phire hop khéng nguyén-khang thé dé nhan dién céc diém tiép xic gitra khang

thé va khang nguyén. Cac goc tiép xuc ndy va céc goc lan cén co thé duoc hudng
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dich hoic loai bd v6i vai tro 12 Gng vién thay thé. Cac bién thé co thé dugc sang loc

dé x4c dinh xem liéu ching ¢6 chira cac tinh chat mong muon hay khong.

| Cai bién cai xen trinh tu axit amin bao gdm dot bién dung hop dau tdn amino
. va/hodc dAu tan carboxyl c6 chiéu dai nim trong khodng tir mot gbc dén polypeptit
chira mot tram géc hodc nhiéu hon, cling nhu cai bién cai xen mdt hodc nhiéu géc
axit amin bén trong chudi. Cac vi du vé cai bién cai xen dau tan bao gém khang thé
c6 gbc methionyl dau N. Cac bién thé cai xen khac ciia phan tir khang thé bao gom
dot bién dung hop véi dAu tan N hoic diu tan C cia khang thé v6i enzym (vi du, dbi
vdi ADEPT) hodc polypeptit lam tang thoi gian ban huy trong huyét thanh cia khang
thé.

b) Bién thé cta ving Fe

Theo mot sd phuong an nhét dinh, mot hodc nhiu cai bién axit amin c6 thé
dugc dua vao ving Fe ctia khang thé duoc dé cap trong ban md ta nay, tir d6 tao ra
bién thé cua ving Fc. Bién thé ciia ving Fc ¢6 thé chta trinh ty ving Fe clia nguoi
(vi du, ving Fc cua IgG1, 1gG2, IgG3 hodc IgG4 ctia nguoi) chira cai bién axitv amin

(vi du, cai bién thay th€) tai mgt hodc nhiéu vi trf axit amin.

Céc khéang thé c6 chiic ning tac dong giam bao gdm céc khang thé co cai bién
thay thé mot hodc nhiéu gde ving Fe 238, 265, 269, 270, 297, 327 va 329 (patent My
s6 6737056). Céc thé dot bién Fc nay bao gdm céc thé dot bién Fc co céac cai bién
thay thé tai hai hoic nhiéu vi trf axit amin 265, 269, 270, 297 va 327, bao gé)ln thé
dot bién Fe duoc goi 1a “DANA” ¢6 cai bién thay thé gbc 265 va 297 thanh alanin
(patent My sb 7332581).

Mot s6 bién thé khang thé nhét dinh c6 kha ning gan két vao FcR duogc cdi
thién hodc giam di dugc md td. (Xem, vi du, patent My sb 6737056; WO
2004/056312, va Shields, R.L. et al., J. Biol. Chem. 276 (2001) 6591-6604).

Theo mdt phuong 4n cta sang ché, khang thé nay 1a IgG1 c6 cic dot bién
[.234A va LL235A hodc ¢6 cac dot bién L234A, L235A va P329G. Theo mdt phuong

4n khéc, khang thé nay 1a IgG4 c6 cic dot bién S228P va L235E hodc S228P, 1.235E
hodc va P329G (danh s theo chi s6 EU dugc md ta trong tai liéu Kabat et al.,
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Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Service,

National Institutes of Health, Bethesda, MD, 1991).

Khéng thé ¢ thoi gian ban hity ting va kha ning gén két cai thién vao thu thé
- Fcméi sinh (FeRn), ma chiu trdch nhiém vén chuyén IgG tir me sang bao thai (Guyer,
RL et al., J. Immunol. 117 (1976) 587-593, va Kim, J.K. et al., J. Immunol. 24
(1994) 2429-2434), dugc md ta trong US 2005/0014934. Khang thé nay chua ving
Fc voi mdt hoac nhiéu cai bién thay thé trong do dé cai thién su gén két cua vung Fc
vao FcRn. Céc bién thé Fe nhu vy bao gdm céc bién thé Fc ¢6 céc cai bién thay thé
tai mot hodc nhiéu gbc vung Fe: 238, 256, 265, 272, 286, 303, 305, 307, 311, 312,
317, 340, 356, 360, 362, 376, 378, 380, 382, 413, 424 hodc 434, vi du, cai bién thay
thé gbc ving Fc 434 (patent M§ sb 7371826).

Xem thém tai liéu Duncan, A.R. and Winter, G., Nature 322 (1988) 738-740;
US 5648260; US 5624821; va WO 94/29351 lién quan dén céc vi du khac vé bién

thé cia viung Fe.
¢) Bién thé khéng thé dugc xtr Iy k§ thuat bang xystein

Theo mdt s& phuong 4n nhat dinh, c6 thé mong mudn 1a tao ra dugc khang thé
dugc xt ly k¥ thuat bang xystein, vi du, “thioMAb”, trong d6 mdt hodc nhiéu gbc
cta khang thé dugc thay thé bang gbc xystein. Theo mot s6 phuong an nhét dinh, cic
géc duogc thay thé xuét hién tai cac vi tri c6 thé tiép can duogc cua khang thé. Nho
viée thé cac gbe nay bang xystein, cdc nhom thiol ¢6 tinh phan tng nho do duge dinh
vi tai cac vi tri co thé tiép can duoc cia khang thé va co thé dugce st dung dé lién hop
khang thé v6i cac gbe khac, nhu gbc thube hodc gbe thudc-nhom lién két, dé tao ra
thé lién hop mién dich, nhu duge md ta thém trong ban mo ta nay. Theo mot s6
phuong 4n nhat dinh, mot hodc nhiéu gdc bét ky trong s6 cac gbc sau day c6 thé duoc
thay thé bing xystein: V205 (danh s6 Kabat) ctia chudi nhe; A118 (danh sé EU) cua
chudi niang; va S400 (danh s6 EU) ctia ving Fc chudi nang. Khang thé duoc xtr Iy k§
thuat bang xystein c6 thé duoc tao ra nhu duge md ta, vi dy, trong patent My s6

7521541.
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d) Dan xuit cta khang thé

Theo mot sb phuong an nhét dinh, khang thé duogc dé cap trong ban mo ta nay
6 thé duoc cai bién tiép dé chira cac gbc khong chira protein khac da biét trong linh
vuc nay va da co san. Céc géc thich hop dé tao dan Xuét cla khéng thé bao gé“)m,
nhung khong giéi han &, polyme tan trong nudc. Cac vi du khong nhim giéi han sdng
_ché vé polyme tan trong nugc bao gbm, nhung khong gi¢i han 6, polyetylen glycol
‘(PEG), copolyme cta etylen glycol/propylen glycol, carboxymetylxenluloza,
dextran, ruou polyvinylic, polyvinyl pyrolidon, poly-1, 3-dioxolan, poly-1,3,6-
trioxan, copolyme cta etylen/maleic anhydrit, axit polyamin (homopolyme hodc
copolyme ngiu nhién), va dextran hodc poly(n-vinyl pyrolidon)polyetylen glycol,
propropylen glycol homopolyme, copolyme clia prolypropylen oxit/etylen oxit,
polyol di dugc polyoxyetyl hoa (vi du, glyxerol), rugu polyvinylic, va hén hop cua
chung. Polyetylen glycol propionaldehyt cé thé ¢6 wu diém trong san xudt nho tinh
dn dinh trong nude ctia né. Polyme c6 thé ¢6 phan tir lugng bat ky, va c6 thé 1a mach
phéan nhanh hodc mach khong phan nhanh. Sé lugng polyme gin vao khang thé c6
thé thay dbi, va néu nhiéu hon mot polyme duogc gén vao, thi chiing c6 thé 1a cac
phén tu gidng nhau hodc khac nhau. Thong thuong, s6 luong va/hodc loai polyme
duoc st dung dé tao dan xuAt co6 thé duogc xac dinh dua trén cic yéu td can nhéic bao
gbém, nhung khong gidi han &, tinh chét hodc chtc ning cu thé clia khang thé can
duoc cai thién, liéu din xuit ctia khang thé nay c6 dugc st dung trong tri liéu trong

diéu kién xac dinh hay khong, v.v..

Theo mot phuong én khéc, sang ché dé cap dén thé lién hop ctia khang thé va
gbc khong chtra protein ma cé thé dugc 1am néng mot cach chon loc bang cach cho
tiép xtc v6i birc xa. Theo mot phuong 4n, gbc khong chira protein 1a dng nano cacbon
(Kam, N.W. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 102 (2005) 11600-11605). Blrc xa co
thé c6 budce song bat ky, va bao gdm, nhung khong gidi han &, cac budce song khong
gdy hai cho céc té bao binh thudong, nhung la céc budc séng lam noéng gbc khong
chira protein dén nhiét do ma tai d6 cac t€ bao trong ving lan cin khang thé-gbe

khong chtra protein bi tiéu diét.
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B. Phuong phap tai tb hop va ché phim

Khang thé c6 thé duoc tao ra bang cach st dung phuong phap tai td hop va
ché pham, vi dy, nhu duge mo ta trong patent My s 4816567. Theo mot phuong 4n,
sang ché dé cap dén axit nucleic di dugc phéan 14p ma hoa khéang thé khang PD1 néu
trong ban mo ta nay. Axit nucleic nay co thé ma hoa trinh ty axit amin chtra VL
va/hodc trinh tu axit amin chita VH cua khang thé (vi du, chudi nhe va/hodc chudi
nang cua khéang thé). Theo mot phuong 4n khac, sang ché dé cap dén mot hodc nhidu
vecto (vi du, vecto biéu hién) chira axit nucleic ndy. Theo mot phuong 4n khac, sing
ché d& cap dén té bao chu chira axit nucleic nay. Theo mdt phuong an nhu vy, té

‘bao chi chira (vi du, duoc bién nap vé6i): (1) vecto chira axit nucleic ma hoa trinh tu
axit amin chra VL ctia khang thé va trinh tw axit amin chtta VH cta khang thé, hozc
(2) vecto thir nhét chira axit nucleic ma héa trinh tu axit amin chtra VL ctia khang thé
va vecto thit hai chira axit nucleic ma héa trinh tu axit amin chira VH ctia khéng thé.
Theo mot phuong an, té bao cht 12 té bao nhan chuén, vi duy, t& bao buéng tring chudt
ddéng Trung Hoa (CHO) hodc té bao dang lympho (vi du, té bao YO0, NSO, Sp20).
Theo mot phuong 4n, sang ché d& cap dén phuong phép tao ra khang thé khang PD1,
trong d6 phuong phap nay bao gdm budc nudi cdy té bao chu chira axit nucleic ma
hoa khang thé néu & trén trong diéu kién thich hop déi véi viée biéu hién khéng thé,

va tily ¥ thu hoi khang thé nay tir té bao chii (hodc moi truong nudi cdy té bao chu).

Dé tao ra khang thé khang PD1 theo cich téi td hop, axit nucleic ma hoa khang
thé, vi du, nhu néu & trén, dugc phan 14p va duoc cai xen vao mot hodc nhiéu vecto
dé tiép tuc tach dong va/hodc biéu hién & té bao chi. Axit nucleic nay c6 thé duoc
phén 1dp va giai trinh ty mot cach d& dang bang cach st dung cic quy trinh thong
thuong (vi du, bing cach sit dung mau do oligonucleotit c6 kha ning gén két dac hidu

vao gen ma hoa chudi nang va chuoi nhe cta khang the).

Céc té bao chu thich hop dé tach dong hoac biéu hién vecto ma hoa khang thé
bao gdm té bao nhan so hodc t& bao nhan chuén néu trong ban mo ta nay. Vi du,
khang thé ¢6 thé duoc tao ra & vi khuén, dic biét 1a khi khong can dén qua trinh

-glycosyl hoa va chuc ning tdc dong Fc. Déi v6i viée biéu hién manh khang thé va

polypeptit & vi khuén, xem, vi du, US 5648237, US 5789199 va US 5840523. (xem
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thém tai liéu Charlton, K. A., In: Methods in Molecular Biology, Vol. 248, Lo, B.K.C.
(ed.), Humana Press, Totowa, NJ (2003), pp. 245-254, m0 ta su biéu hién manh khéng
thé & E. coli.). Sau khi bidu hién, khang thé nay c6 thé dugc phan 1ap tir té bao vi

khudn thé nhio trong phan doan tan duoc va cé thé duoc tinh ché tiép.

Ngoai sinh vét nhan so, vi sinh vat nhan thuc nhu ném soi hodc nAm men cling
1a vat chu tach dong hodc biéu hién thich hop dbi véi vecto ma hoa khang thé, bao
gdm cic chiing ndm va ndm men ma qua trinh glycosyl héa cia chting da “dugc bién
dbi gidng nhu ctia nguoi”, dn dén viéc tao ra khang thé c6 mé hinh glycosyl hoa cua
nguoi mot phﬁn hodc hoan toan. Xem tai li€u Gerngross, T.U., Nat. Biotech. 22

(2004) 1409-1414; va Li, H. et al., Nat. Biotech. 24 (2006) 210-215.

Té bao chu thich hop dé biéu hién khang thé da dugc glycosyl héa con duge
14y tir sinh vt da bao (dong vat khdng xuong séng va dong vit c6 xuwong song). Cac
vi du v& té bao dong vét khong xuong sdng bao gdbm té bao thuc vat va té bao con
trung. Nhiu ching baculovirus da dwgc nhan biét ¢6 thé duogc str dung két hop véi

té bao con trung, dic biét 1a dé chuyén nhiém té bao Spodoptera frugiperda.

Céc gibng cdy té bao thuc vat ciing c6 thé duoc st dung lam vat chi. Xem, vi
du, cac patent My s6 5959177, 6040498, 6420548, 7125978 va 6417429 (cong nghé
md t& PLANTIBODIES™ @8 tao ra khang thé & thuc vat chuyén gen).

Té bao dong vat c6 xuong séng cling c6 thé duogc st dung lam vat chu. Vi duy,
cac dong té bao dong vat c6 vii duoc lam thich nghi dé sinh trudng trong huyén phu
c6 thé 1a hitu ich. Cac vi du khac vé dong té bao vat chu dong vét c6 vu hitu ich la
dong CV1 than khi duge bién nap boi SV40 (COS-7); dong té bao than phdi nguoi
(293 hodc té bao 293 dugc md ta, vi du, trong tai liéu Graham, F.L. et al., J. Gen
Virol. 36 (1977) 59-74); t& bao than chudt ddng con (BHK); té bao Sertoli chudt nhit
(té bao TM4 nhu dugc mo ta, vi du, trong tai liéu Mather, J.P., Biol. Reprod. 23

(1980) 243-252); té bao than khi (CV1); t bao than khi xanh chau Phi (VERO-76);
té bao canxinom ¢ tir cung ngudi (HELA); té bao than ché (MDCK; té bao gan chudt
Buffalo (BRL 3A); t& bao phdi ngudi (W138); té bao gan nguoi (Hep G2); khdi u via
chudt nhét (MMT 060562); té bao TRI, nhu dugc md ta, vi du, trong tai liéu Mather,
J.P. et al., Annals N.Y. Acad. Sci. 383 (1982) 44-68; té bao MRC 5; va t€ bao FS4.
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Céc dong té bao vat chi dong vat c6 v hitu ich khac bao gbm té bao budng trimg
chudt ddng Trung Hoa (CHO), bao gdm té bao DHFR- CHO (Urlaub, G. et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 77 (1980) 4216-4220); va dong t€ bao u tiy nhu Y0, NSO va
Sp2/0. Bé biét tong quan vé cac dong té bao vat chi dong vat ¢6 vi cu thé thich hop
}dé tao ra khang thé, xem, vi dy, tai liéu Yazaki, P. and Wu, A.M., Methods in
- Molecular Biology, Vol. 248, Lo, B.K.C. (ed.), Humana Press, Totowa, NJ (2004),
pp. 255-268.

C. Thtr nghiém
Khéng thé khang PD1 dugc dé cap trong ban md ta nay co thé duoc nhén biét,
sang loc hodc xac dinh ddc didm v& cac tinh chét ly/héa va/hodc cac hoat tinh sinh

hoc bang nhiéu thir nghiém da biét trong linh vuc nay.
1. Thir nghiém gén két va céc thir nghiém khac

Theo mot khia canh, khang thé theo sang ché duoc thir nghiém vé hoat tinh
gén két khang nguyén ctia né, vi dy, bang céc phuong phap da biét nhu ELISA, tham

tach Western, v.v..

Theo mot khia canh khac, cac thir nghiém canh tranh ¢6 thé duoc st dung dé
nhan biét khang thé canh tranh véi PD1-0103 (chtra trinh ty VH 1a SEQ ID NO:7 va
trinh tw VL 12 SEQ ID NO:8) dé gin két vao PD1 (hodc theo cach khac 1a véi cac
khéng thé bién thé PD1-0103 dugc bién dbi gidng nhu cua nguoi PD1-0103-0312,
PD1-0103-0313, PD1-0103-0314, PD1-0103-0315, ¢6 5 dén 6 HVR gidng nhau).
Mot phuong &n cua sang ché 12 khang thé canh tranh v6i khang thé khang PD1 chira
tht ca 3 HVR ctia trinh tu VH 13 SEQ ID NO:7 va tht ca 3 HVR ctia trinh tu VL la
SEQ ID NO:8 dé gin két vao PD1 ctia ngudi. Mot phuong 4n cia sang ché 1a khang
thé canh tranh v6i khang thé khang PD1 chira tat ca 3 HVR cta trinh tu VH 1a SEQ
ID NO:57 va tit ca 3 HVR cta trinh tu VL 1a SEQ ID NO:58 dé gén két vao PD1 cua
nguoi. Theo mot s6 phuong 4n nhét dinh, khang thé canh tranh nay gén két vao cling
mot epitop (vi du, epitop thang hodc epitop chu trauc khong gian) ma duoc gan két boi
Kkhéng thé khang PD1 PD1-0103. Cac phuong phép chi tiét ldy lam vi du dé 1ap ban

‘dd epitop ma khang thé gin két vao do dugc néu trong tai liéu Morris, G.E. (ed.),
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Epitope Mapping Protocols, In: Methods in Molecular Biology, Vol. 66, Humana
Press, Totowa, NJ (1996).

Trong thr nghiém canh tranh 14y 1am vi dy, PD1(-ECD) da dugc gift c¢b dinh

’ _dﬁgc U trong dung dich chura khéng thé thir nhat dugc danh ddu ma gan két vao PD1
(vi du, khang thé khang PD1 PD1-0103 hoic khang thé dugc bién dbi giong nhu cia
ngudi PD1-0103-0312) va khang thé thi hai khong duge danh ddu ma dugc thir
nghiém vé kha ning canh tranh v6i khdng thé thi nhét d& gin két vao PD1 ctia né.
Khang thé thir hai c6 thé c6 mit trong dich ndi bé& mit cua té bao lai. Dé lam déi
chimg, PD1 da duge gitt ¢b dinh dugc U trong dung dich chira khéng thé thir nhat
dugc danh ddu nhung khong chira khang thé tht hai khong dwoc danh déu. Sau khi
0 trong diéu kién cho phép khang thé thtr nhét gin két vao PDI, lugng khang thé du
khong gin két dugc loai bo, va lugng chét danh du gén lién v6i PD1 dia duoc gift ¢
dinh duge do. Néu luong chat danh dau gén lidn véi PD1 da duge gitt ¢6 dinh giam
di mot cach dang ké trong mau thir nghiém so véi mAu dbi chimg, thi diéu nay thé
hién ring khang thé tht hai canh tranh vé&i khang thé thr nhéat dé gin két vao PD1.
Xem tai liéu Harlow, E. and Lane, D., Antibodies: A Laboratory Manual, Chapter
14, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1988). Dé biét vé thir
nghiém canh tranh 1y lam vi du khac, xem vi du 2 (ELISA lép ban d6 epitop/thir

nghiém canh tranh ghn két).
2. Tht nghiém vé hoat tinh

Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén thir nghiém nhan biét khang thé
khang PD1 c6 hoat tinh sinh hoc. Hoat tinh sinh hoc ¢6 thé bao géln, vi du, kha ndng
ting cuong su hoat héa va/hodc ting sinh cua cac té bao mién dich khac nhau, dic
biét 1a té bao T. Vi du, chung lam ting sy tiét xytokin didu bién mién dich (vi du,
interferon-gamma (IFN-gamma) va/hodc yéu td hoai tir khdi u alpha (TNF alpha)).
Céc xytokin diéu bién mién dich khac ma dugc hodc ¢6 thé duoc ting cuong 1a, vi
du, IL12, granzym B v.v.. Hoat tinh sinh hoc cling ¢6 thé bao gdm, kha ning phan
g chéo gin két vao té bao khi dudi dai, ciing nhu gan két vao cac loai té bao khac.
Séang ché ciing dé cap dén khang thé c6 hoat tinh sinh hoc nhu vy in vivo va/hodc in

Vitro.
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Theo mot sé phuong 4n nhét dinh, khang thé theo séng ché dugc thir nghiém
vé hoat tinh sinh hoc nhu duge mo ta, vi dy, trong phén Vi du thuc hién sang ché
dudi day.

D. Thé lién hop mién dich (chi déi véi bénh ung thu hodc cai bién dbi véi dich)

Sang ché ciing d& cap dén thé lién hop mién dich chira khang thé khang PD1
- néu trong ban md ta nay lién hgp voi mot hodc nhidu chit gay doc té bao, nhu chat
hoa tri hodc thudc hoa tri, chit G ché sinh truong, doc tb (vi dy, doc td protein, doc
td 6 hoat tinh enzym c6 nguén géc tlr vi khuén, ndm, thuc vat hodc dong vat, hoic

céc méanh ctia chung) hodic chat ddng vi c6 hoat tinh phéng xa.

Theo mot phuong an, thé lién hop mién dich 1a thé lién hop khang thé-thude
(ADC: antibody-drug conjugate) trong d6 khang thé duoc lién hop véi mot hodc
nhidu thudc, bao gbm, nhung khong giéi han &, maytansinoit (xem US 5208020,
US 5416064 va EP 0425 235 B1); auristatin nhu céc gbc thude monometyl auristatin
DE va DF (MMAE va MMAF) (xem US 5635483, US 5780588 va US 7498298);
dolastatin; calicheamixin hodc dan xuét cia chung (xem US 5712374, US 5714586,
US 5739116, US 5767285, US 5770701, US 5770710, US 5773001 va US 5877296;
Hinman, L.M. et al., Cancer Res. 53 (1993) 3336-3342; va Lode, H.N. et al., Cancer
Res. 58 (1998) 2925-2928); anthraxyclin nhu daunomyxin hodc doxorubixin (xem
tai liéu Kratz; F. et al., Curr. Med. Chem. 13 (2006) 477-523; Jeffrey, S.C. et al,,
Bioorg. Med. Chem. Lett. 16 (2006) 358-362; Torgov, M.Y. et al., Bioconjug. Chem.
16 (2005) 717-721; Nagy, A. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97 (2000) 829-834;
Dubowchik, G.M. et al., Bioorg. & Med. Chem. Letters 12 (2002) 1529-1532; King,
H.D. et al., J. Med. Chem. 45 (20029 4336-4343; va Patent My s6 6630579);
metotrexat; vindesin; taxan nhu doxetaxel, paclitaxel, larotaxel, tesetaxel va

ortataxel; trichothexen; va CC1065.

Theo mot phuong én khéc, thé lién hop mién dich chira khéng thé nhu duoc
néu trong ban md ta nay duogc lién hop véi doe t6 c6 hoat tinh enzym hodc manh cia
n6, bao gdm, nhung khong gi6i han &, diphtheria chudi A, cac manh khong gan két
¢c6 hoat tinh ciia doc td diphtheria, ngoai doc t§ chudi A (tt Pseudomonas

aeruginosa), rixin chudi A, abrin chu6i A, modecxin chuoi A, alpha-sarxin, protein
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t Aleurites fordii, protein dianthin, protein tt Phytolaca americana (PAPI, PAPII
va PAP-S), chét wc ché tr Momordica charantia, curxin, crotin, chit e ché tir
Sapaonaria officinalis, gelonin, mitogellin, restrictoxin, phenomyxin, enomyxin va

tricothexen.

Theo mot phuong an khéc, thé lién hop mién dich chia khéng thé néu trong
ban md ta nay dugc lién hop véi nguyén tir c6 hoat tinh phong xa dé tao ra thé lién
hop phong xa. Di ¢6 sin nhiu chét déng vi ¢6 hoat tinh phong xa dé tao ra thé lién
hop phéng xa. Cac vi du bao gdm A1, 1131 1125, Y90, Re!®, Re!®¥, Sm'%, Bi*'?, P,
Pb2'2 va c4c chit ddng vi ¢ hoat tinh phéng xa ctia Lu. Khi thé lién hop phéng xa

“duoce st dung dé phat hién, n6 c6 thé chira nguyén tir c6 hoat tinh phong xa dung cho
nghién ctru ghi dd thi nhép nhéy, vi du TC*™ hodc '}, hodc chét ghi nhan spin ding
dé chup cong hudng tir hat nhan (NMR) (con dugc goi 1a chup cong hudng tir, MRI),
nhu iot-123, iot-131, indi-111, flo-19, cacbon-13, nito-15, oxy-17, gadolini, mangan

hodac sat.

Thé lién hop ciia khang thé va chét gy doc té bao c6 thé duoc tao ra bang
cach st dung nhiéu loai chét ghép cap protein hai chitc nhu N-suxinimidyl-3-(2-
pyridyldithio) propionat (SPDP), suxinimidyl-4-(N-maleimidometyl) xyclohexan-1-
carboxylat (SMCC), iminothiolan (IT), céc dan xuét hai chtc cia imidoeste (nhu
dimetyl adipimidat HCI), este ¢6 hoat tinh (nhu disuxinimidyl suberat), aldehyt (nhu
glutaraldehyt), hop chét bis-azido (nhu bis (p-azidobenzoyl) hexandiamin), dan xudt
bis-diazoni (nhu bis-(p-diazonibenzoyl)-etylendiamin), diisoxyanat (nhu toluen 2,6-
diisoxyanat), va hop chét flo c6 hoat tinh bis (nhu 1,5-diflo-2,4-dinitrobenzen). Vi
du, doc td mién dich rixin c6 thé dugc tao ra nhu dugc mo ta trong tai liéu Vitetta,
E.S. et al, Science 238 (1987) 1098-1104. Axit I-isothioxyanatobenzyl-3-
‘metyldietylen triamin pentaaxetic da dugc dénh du bing cacbon-14 (MX-DTPA) la
vcﬂhét tao chelat 14y lam vi du dé lién hop nucleotit phong xa voi khang thé. Xem WO
04/11026. Nhom lién két c6 thé 13 “nhém lién két c6 thé phan cit”, tao dicu kién cho
viéc giai phong thubc gay doc té bao trong té bao. Vi du, nhém lién két dé phan hity

boi axit, nhom lién két man cam véi peptidaza, nhom lién két dé phén hiy boi anh
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sang, nhém lién két dimetyl hodc nhom lién két chua disulfua (Chari, R.V. et al.,

Cancer Res. 52 (1992) 127-131; patent M§ s6 5208020) c6 thé duoc st dung.

‘Thé lién hop mién dich hodic ADC néu trong ban md ta nay rd rang bao gdm,
‘nhung khong giéi han 6, thé lién hop nhu vay dugc tao ra voi chét phan tng lién két
ngang bao g@)ln, nhung khong giéi han &, BMPS, EMCS, GMBS, HBVS, LC-SMCC,
MBS, MPBH, SBAP, SIA, SIAB, SMCC, SMPB, SMPH, sulfo-EMCS, sulfo-
GMBS, sulfo-KMUS, sulfo-MBS, sulfo-SIAB, sulfo-SMCC va sulfo-SMPB, va
SVSB (suxinimidyl-(4-vinylsulfon)benzoat) c6 ban trén thi truong (vi du, tir Pierce

Biotechnology, Inc., Rockford, IL., Hoa Ky).
E. Phuong phép va ché phdm dung dé chén doan va phat hién

Theo mdt sb phuong an nhat dinh, khang thé bat ky trong s cic khing thé
khang PD1 duogc dé cép trong ban mo ta nay hitu ich trong viéc phat hién su c6 mat
ctia PD1 trong mau sinh hoc. Thuét ngit “phat hién” trong ban md ta nay bao gbm sur
phét hién dinh tinh hodc dinh luong. Theo mot 36 phuong éan nhit dinh, mau sinh hoc

chtra té bao hodc md, nhu té bao mién dich hodc t€ bao T thdm nhiém.

Theo mdt phuong an, sang ché dé cap dén khang thé khang PD1 dé st dung
trong phuong phép chan doéan hoic phét hién. Theo mot khia canh khac, sang ché md
ta phuong phap phat hién sy c6 mat cia PD1 trong mAu sinh hoc. Theo mét s6 phuong
4n nhét dinh, phuong phap nay bao gbm budc cho miu sinh hoc tiép xtic v6i khang
thé khang PD1 nhu dugc néu trong ban mo ta nay trong diéu kién cho phép khang
thé khang PD1 gin két vao PD1, va phét hién xem liéu c6 tao ra phirc hop gitta khang
thé khang PD1 va PD1 hay khong. Phuong phap nay c6 thé 1a phuong phap in vitro
hodc in vivo. Theo mot phuong 4n, khéng thé khang PD1 duoc st dung dé lua chon
b1 twong du didu kién dé tri liéu bing khang thé khang PD1, vi du khi PD1 2 chi thi

sinh hoc dé chon loc bénh nhén.

Theo mot sd phuong 4n nhat dinh, sang ché dé cap dén khang thé khang PD1
da dugc danh du. Chat danh d4u bao gdm, nhung khong giéi han &, chét dénh diu
hoidc gbc dugce phéat hién mot cach truc tiép (nhu chit danh ddu huynh quang, chét
danh d4u sinh mau, chit danh déu day déc dién t, chét danh ddu phét quang va chét

dénh dau c¢6 hoat tinh phéng xa), cling nhu gbc, nhu enzym hoic phdi tir, duoc phét
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hién mot cach gian tiép, vi du, thong qua phan (ng enzym hodc tuong tic phan tu.
Céac chat danh diu 14y lam vi du bao gdm, nhung khong gi6i han 6, chét dong vi
~ phéng xa 32P, 1C, 125, 3H va B'I, nhém huynh quang nhu chelat dét hiém hodc
floresxein va din xuét cta no, rhodamin va din xuét cta no, dansyl, umbelliferon,
luXeriferaza, vi du, luxiferaza dom dém va luxiferaza vi khuin (patent My 5O
4737456), luxiferin, 2,3-dihydrophtalazindion, peroxidaza hdi hai ma (HRP),
phosphataza kiém, B-galactosidaza, glucoamylaza, lysozym, sacarit oxidaza, vi du,
glucoza oxidaza, galactoza oxidaza va glucoza-6-phosphat dehydrogenaza, oxidaza
di vong nhu uricaza va xantin oxidaza, két hop véi enzym ma sir dung hydro peroxit
dé oxy hoa tién chit thuéc nhuom nhu HRP, lactoperoxidaza hodc microperoxidaza,
biotin/avidin, chét ghi nhan spin, chét danh dAu thé thuc khuan, géc tw do 6n dinh,

va dang tuong tu.
F. Dugc phdm

Duoc pham chira khang thé khang PD1 nhu duge néu trong ban md ta nay
duoc bao ché bang cach tron khang thé c6 mtre do tinh khiét mong mudn nay véi mot
hodc nhiéu chit mang dugc dung tuy y (Remington's Pharmaceutical Sciences, 16th
edition, Osol, A. (ed.) (1980)), 6 dang ché phdm duoc 1am kho lanh hodc dung dich
chtra nude. Chat mang duoc dung thuong 12 khong doc d6i v6i dbi twong nhan & lidu
lugng va ndng do duge st dung, va bao gbm, nhung khong gi6i han 6: chit dém nhu
phosphat, xitrat va céc axit hitu co khéc; chét chdng oxy héa bao gdm axit ascorbic
va methionin; chit bao quan (nhu octadexyl dimetylbenzyl amoni clorua;
hexamethoni clorua; benzalkoni clorua; benzethoni clorua; phenol, ruou butylic hodc
benzylic; alkyl paraben nhu metyl hodc propyl paraben; catechol; resorxinol;
xyclohexanol; 3-pentanol; va m-cresol); polypeptit ¢ phan tir lugng thap (it hon
khoang 10 gdc); protein nhu albumin huyét thanh, gelatin hodc globulin mién dich;
polyme wa nuéc nhu poly(vinylpyrolidon); axit amin nhu glyxin, glutamin,
asparagin, histidin, arginin hodc lysin; monosacarit, disacarit va cac hydrat cacbon
khéc bao gbm glucoza, mannoza hogc dextrin; chét tao chelat nhu EDTA; duong nhu
sucroza, mannitol, trehaloza hodc sorbitol; dbi ion tao mudi nhu natri; phtrc kim loai

(vi du, phic Zn-protein); va/hodc chét hoat déng bé mit khong ion nhu polyetylen

-58-



33109

glycol (PEG). Cac chét mang duoc dung liy 1am vi du trong ban md ta nay con bao
gbm chét phan tdn thudc trong k& nhu hyaluronidaza glycoprotein dé tan c6 hoat tinh
trung tinh (sHASEGP), vi dy, PH-20 hyaluronidaza glycoprotein dé tan cua nguoi,
nhu rthuPH20 (HYLENEX®, Baxter International, Inc.). Cac sHASEGP va phuong
phép stir dung ldy lam vi du cu thé, bao gdm rhuPH20, dugc md ta trong cac cong b
don séang ché My sd 2005/0260186 va 2006/0104968. Theo mot khia canh,
SHASEGP duoc két hop v6i mot hodc nhiéu glycosaminoglycanaza b6 sung nhur

chondroitinaza.

Céc ché pham khang thé duge 1am kho lanh 14y 1am vi du dugc mo ta trong
patent My s6 6267958. Céc ché pham khang thé chira nuéc bao gdbm céac ché pham
duroc mb ta trong patent My sb 6171586 va WO 2006/044908, ché pham trong WO
2006/044908 chita chit dém histidin-axetat.

Duoc phdm néu trong ban md ta nay co thé con chira nhiéu hon mot thanh
phan hoat tinh khi cAn d6i v6i chi dinh cu thé dugc didu tri, t5t hon 1a c4c thanh phan
¢6 hoat tinh bd sung ma khong gy dnh hudng c¢6 hai cho nhau. Vi dy, ¢6 thé mong
mudn 12 tiép tuc tao ra ching. Céc thanh phén hoat tinh nay c6 mit mdt cach thich

hop ¢ dang két hop véi lugng c6 hiéu qua ddi véi muc dich du dinh.

Cac thanh phén hoat tinh c6 thé duoc giit trong vi nang dugc tao ra, vi du,
béng k¥ thudt tu giot hodc polyme hoa bé mit phdn cach, vi du,
hydroxymetylxenluloza hodc vi nang gelatin va vi nang poly-(metyl metacrylat), mot
cach trong tng, trong hé phin phéi thude dang keo (vi dy, liposom, vi cau albumin,
vi nhil twong, hat nano va vién nang nano) hodc trong dai nhil twong. Céac k¥ thuat
nhu vdy dugc mo td trong tai liéu Remington’s Pharmaceutical Sciences, 16th
edition, Osol, A. (ed.) (1980).

Duoc phém gidi phong kéo dai c6 thé duge bao ché. Cac vi du thich hop vé
dugc phiam giai phong kéo dai bao gdm co chét ban thAm gdém polyme ran ky nude
chtra khéng thé, co chét nay ¢ dang vat phém duoc tao hinh, vi duy, mang hodc vi
nang.

Duoc phdm dé st dung in vivo thudng 1a vo trung. Tinh vo tring ¢6 thé duoc

tao ra dé dang, vi du, bang cach loc qua mang loc vo trung.
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G. Phuong phép tri liéu va ché pham

Khang thé bét ky trong sd céc khang thé khang PD1 (hodc protein gin két
khang nguyén) dugc dé cap trong ban mo ta ndy c6 thé dugc st dung trong phuong

phép tri li€u.

Theo mot khia canh, sang ché d& cap dén khang thé khang PD1 dé st dung
lam thudc. Theo cac khia canh khéc, sang ché d& cap dén khéng thé khang PD1 hodc
g dung trong diéu tri bénh ung thu. Theo mot s6 phuong an nhét dinh, sdng ché dé
cip dén khang thé khang PD1 dé str dung trong phuong phép diéu tri. Theo mot sd
phuong an nhit dinh, sang ché d& cap dén khang thé khang PD1 dé str dung trong
phuong phép didu tri cho c4 thé méc bénh ung thu, bao gdm budc cho cd thé nay

ding lugng c6 tic dung ctia khang thé khang PD1.

Theo cac phuong an khéc nfta, sang ché dé cap dén khang thé khang PD1 daé
st dung lam chét kich thich mién dich/ hodc kich thich su tiét interferon-gamma
(IFN-gamma). Theo mot s6 phuong 4n nhit dinh, sang ché dé cap dén khéang thé
khang PD1 dé str dung trong phuong phép kich thich mién dich/ ho#c kich thich sy
tiét interferon-gamma (IFN-gamma) & cé thé, bao gdm budc cho cé thé nay dung
luong c6 téc dung cia khang thé khang PD1 dé kich thich mién dich/ hodc kich thich

su tiét interferon-gamma (IFN-gamma).

Theo cac phuong an khéc, sang ché d& cap dén khang thé khang PD1 dé st
dung lam chét kich thich mién dich/ hodc kich thich su tiét yéu t6 hoai tir khéiu alpha
(TNF alpha). Theo mot s6 phuong én nhét dinh, séng ché dé cap dén khang thé khéng
PD1 dé str dung trong phuong phap kich thich mién dich/ hodc kich thich su tiét yéu
td hoai tir khéi u alpha (TNF alpha) & c4 thé, bao gdm budc cho ca thé nay ding
lugng ¢ tac dung ctia khang thé khang PD1 dé kich thich mién dich/ hoic kich thich
su tiét yéu t6 hoai tir khéi u alpha (TNF alpha).

Tét hon 1a “ca thé” theo phuong 4n bat ky trong sb cac phuong 4n néu trén 1a
nguoi. Theo mot khia canh khéc, sang ché dé cap dén viéc st dung khang thé khang
PD1 trong san xuat hozc bao ché thubc. Theo mot phuong én, thubc nay duoc dung
dé diéu tri bénh ung thu. Theo mot phuong an khéc, thudc nay dugc str dung trong

phuong phap diéu tri bénh ung thu, bao gdm budc cho cé thé mac bénh ung thu nay
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dung luong cé tadc dung cua thudc d6. Theo mdt phuong én khéc, thube nay duoc st
dung dé cam g su phan giai qua trung gian té bao dbi véi cac té bao ung thu. Theo
mot phuong an khéc, thude nay duoc st dung trong phwong phép cam tng su phén
| giai qua trung gian té bao dbi vai cac té bao ung thu & c4 thé méic bénh ung thu, bao
“gdm viéc str dung cho ca thé nay luong c6 tic dung cta thudc nay dé gay ra su chét
theo chuong trinh & té bao ung thu/ hodc dé trc ché sy ting sinh cia té bao ung thu.

“C4 thé” theo phuong 4n bat ky trong sb cac phuong 4n néu trén c6 thé 1a nguoi.

Theo khia canh khac, sang ché d& xuét phuong phép diéu tri bénh ung thu.
Theo mot phuong an, phuong phép nay bao gbm budc cho céd thé méc bénh ung thu
nay dung lugng co tac dung cia khang thé khang PD1. “Ca thé” theo phuong 4n bét

ky trong sO cac phuong an néu trén co the la nguoi.

Theo mot khia canh khéac, sang ché d& cap dén phuong phap cam tng sy phan
giai qua trung gian té bao dbi voi cac té bao ung thu & ca thé méc bénh ung thu. Theo
mot phuong 4n, phuong phap nay bao gbm buée cho ca thé nay dung lugng c6 tac
dung cua khéng thé khang PD1 dé cam ung su phan giai qua trung gian té bao dbi
v6i céc té bao ung thu & cé thé mic bénh ung thu. Theo mot phuong an, “ca thé” 1a
nguoi.

Theo mdt khia canh khac, sang ché dé cap dén duoc phdm chira khang thé bat
ky trong s6 cac khang thé khang PD1 dugc dé xudt trong ban mo ta nay, vi du, dé st
dung trong phuong phap bat ky trong sb cac phuong phép tri liéu néu trén. Theo mot
phuong 4n, dugc phdm chtra khang thé bat ky trong s cac khang thé khang PD1

duogc dé cap trong ban mo td ndy va chit mang dugc dung.

Khéng thé theo sang ché (va chét tri liéu bd sung bét ky) c6 thé duge st dung
theo céch thich hgp bt ky, bao gbm st dung ngoai dudng tiéu hoa, trong phoi va
trong miii, va néu can dé diéu tri khu tra, st dung trong thuong tdn. Viéc truyén ngoai
duong tiéu héa bao gém sit dung trong co, trong tinh mach, trong dong mach, trong
mang bung hoic duéi da. Viée ding lidu ¢6 thé 12 theo dudng thich hop bét ky, vi
du, béng céach tiém, nhu tiém trong tinh mach hogc tiém dudi da, tiry thugc mot ph?m
vao viéc liéu viéc st dung nay la ngén ngay hay ca doi. Cac lich trinh ding lidu khac

nhau bao gdm, nhung khong giéi han 6, st dung mot 1an hodc st dung nhiéu lan ¢
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cac thoi diém khac nhau, ding lidu cao (bolus) va truyén theo xung duoc du tinh dén

trong ban mo ta nay.

| Khéng thé theo sang ché dugc phdi tron, dinh lidu va sir dung theo cach thirc
phu hop voi tiéu chudn thyc hanh y té t5t (GMP: good medical practice). C4c yéu t&
can xem xét trong ngit canh ndy bao gém rdi loan cu thé can diéu tri, dong vat c6 vi
cu thé cin didu tri, tinh trang 1dm sang cua tirng bénh nhan, nguyén nhén gy ra roi
loan, vi tri dua chat vao co thé, phuong phép st dung, lich trinh stt dung va cic yéu
t6 khac da biét ddi vai bac si. Khang thé khong cin phai, nhung tiry y duge phdi tron
v&i mot hodc nhiéu chét hién dang dugc st dung aé ngdn ngura hodc diéu tri réi loan
dang quan tdm. Luong ¢ tdc dung cua cac chét khac nay phu thudc vao luong khang
thé c6 mat trong ché phém, loai r61 loan hodc kiéu diéu tri, va cac yéu td khéac néu &
trén. Céc chit nay thuong dugc st dung & clng lidu lugng va dudng st dung nhu
duoc néu trong ban md ta nay, hoic khoang tir 1 dén 99% liéu lugng néu trong ban
md ta nay, hodc & lidu lugng bit ky va theo dudng bat ky ma duge xic dinh 14 thich

hop dua vao kinh nghiém/lam sang.

Dé ngan ngira hodc diéu tri bénh, lidu lugng thich hop ciia khang thé theo sang
ché (khi duge st dung mot minh hodc két hop véi mét hode nhiéu chét tri liéu bd
sung khac) s&€ phu thudc vao loai bénh can diéu tri, loai khéng thé, mac do trim trong
va chu trinh ctia bénh, lidu khang thé duge st dung nhim muc dich ngin nglra hay
tri liéu, liéu phép tri liéu da dung trude do, tién sir 1am sang va dap ung cta bénh
nhan vo6i khang thé, va quyét dinh cua béc s diéu tri. Khéang thé dugc st dung mot
cach thich hop cho bénh nhan & mot thoi diém hoic trong mot dot diéu tri. Tuy thudce
vao loai va mtrc do trAm trong ca bénh, liéu lugng khang thé nim trong khoang tur
1 pg/kg dén 15 mg/kg (vi du 0,5mg/kg - 10 mg/kg) c6 thé 14 lidu luong ting vién ban
dau dé str dung cho bénh nhén, cho du, vi du, béng cach str dung riéng biét mot hodc
nhidu 14n, hay bang cach truyén lién tuc. Mot lidu lvong hing ngay dién hinh c6 thé
ndm trong khoang tir 1 pg/kg dén 100 mg/kg hoic 16n hon, tily thudc vao cac yéu td
néu & trén. DEé st dung lap lai trong vai ngay hodc l1au hon, ty thudc vao tinh trang
bénh, viéc diéu tri thudong s& duge duy tri cho dén khi c6 duoc sy e ché triéu chimg

bénh mong mudn. Mot liéu luong 1y 1am vi du cta khang thé s& nim trong khoang
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tr 0,05 mg/kg dén 10 mg/kg. Vi vay, mot hoic nhiéu lidu khoang 0,5 mg/kg, 2,0
mg/kg, 4,0 mg/kg hodc 10 mg/kg (hoic t& hop bat ky ciia chiing) ¢6 thé duge st dung
cho bénh nhan. Céc lidu nay c6 thé duoc st dung mdt cach ngit quang, vi du mot
tudn mot 14n hoic ba tudn mot 1an (vi du, sao cho bénh nhan nhan khoang tir hai dén
hai muoi hodc, vi du, khoang sdu lidu khéng thé). Liéu nap ban dau cao, sau do la
mot hodc nhiéu lidu thép hon ¢6 thé duoc str dung. Ché do dung lidu léy lam vi du
bao gdm viéc dung liéu nap khang thé ban ddu khoang 4 mg/kg, sau d6 dung lidu duy
tri khang thé hing tuan khoang 2 mg/kg. Tuy nhién, cac ché d6 dung liéu khac ciing
¢6 thé hitu ich. Tién do cua liéu phap nay duoc theo doi mot cach d& dang bang cac

k¥ thuat va thir nghiém thong dung.

Cén phai hiéu ring ché phim hoidc phuong phap tri lidu bét ky trong sd cac
ché phdm hozc phuong phap trj lidu & trén co thé duoc thuc hién bang cach st dung
thé lién hop mién dich theo sang ché thay thé cho hoic bd sung cho khang thé khang

PDI1.

Cén phai hidu ring ché phidm hodc phuong phap tri liéu bét ky trong sd cac
ché phém hodc phuong phép tri li€u ¢ trén co thé duoc thuc hién béng cach st dung
thé lién hop mién dich theo sang ché thay thé cho hoic bd sung cho khang thé khang
PDI1.

II. Vat phim san xuat

Theo mdt khia canh khéc cua sdng ché, sang ché dé cap dén vat phém s4n xuét
chira cac nguyén li¢u htu ich cho diéu tri, ngan ngira va/hodc chan dodn cac rdi loan
nhu dugc néu trén. Vat phém san xuét chtra vat chira va nhan hogc to hudng dan su
dung nam trén hoic gén lién vé6i vat chira. Cac vat chtra thich hop bao gé)m, vi du,
chai, lo, bom tiém, t0i dung dung dich dung trong tinh mach, v.v.. Vit chtra ¢6 thé
dugc tao ra tir cac vat lidu khic nhau nhu thiy tinh hodc chit déo. Vat chua dung ché
phém'me‘l ban than n6 hodc ¢ dang két hop véi mot ché phém khac c¢6 tac dung diéu
tri, ngdn ngra va/hodc chdn doan tinh trang bénh 1y, va co thé ¢6 cong vao v tring
(vi dy, Vét chtra c6 thé 1a tai dung dung dich dung trong tinh mach hodc lo ¢6 nut day
c¢6 thé choc thung béng kim tiém dudi da). {t nhAt mot hoat cht trong ché phém la

khang thé theo sang ché. Nhan hogc t& huéng dan st dung thé hién ring ché pham
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nay dugc st dung dé diéu tri tinh trang bénh ly dugc lua chon. Ngoai ra, vat phém
san xu’ét c¢6 thé chira (a) vat chira thir nhat chira ché phdm trong dé, trong do ché
phéﬁl nay chtra khéng thé theo sang ché; va (b) vat chira thi hai chira ché pham trong
6, trong d6 ché pham nay chira chét tri liéu khéc nita c6 hoat tinh gy doc té bao
hodc ¢6 hoat tinh khac. Vat phdm san xuit theo phuong 4n ndy ciia sdng ché co thé
~con chira to hudng dén st dung thé hién ring ché phdm nay c6 thé duoc st dung dé
diéu tri tinh trang bénh ly cu thé. Theo cach khac, hoic ngoai ra, vat phém san xuat
c6 thé con chtra vat chira thtr hai (hodc thit ba) chira chét dém duogc dung, nhu nudc
kim khuin dung cho tiém (BWFI), nuéc mudi dém phosphat, dung dich Ringer va
dung dich dextroza. N6 ¢o thé con bao gdm cac nguyén lidu khéc dwgec mong mudn
theo quan diém thuong mai va quan diém cta nguoi str dung, bao gdm cac chit dém

khac, chat pha loang, chit don, kim tiém va bom tiém.

_ Cén phai hiéu ring vt pham san xuit bét k¥ trong s cac vat phdm san xuit
néu trén c6 thé chira thé lién hop mién dich theo séng ché thay thé cho hodc bd sung

cho khang thé khang PDI.
M6 ta trinh tu axit amin
| SEQ ID NO: 1 HVR-HI chubi ning, PD1-0103
SEQ ID NO: 2 HVR-H2 chudi ning, PD1-0103
'SEQ ID NO: 3 HVR-H3 chudi ning, PD1-0103
SEQ ID NO: 4 HVR-L1 chudi nhe, PD1-0103
SEQ ID NO: 5 HVR-L2 chudi nhe, PD1-0103
SEQ ID NO: 6 HVR-L3 chudi nhe, PD1-0103
- SEQIDNO:7 VH mién bién ddi chudi nang, PD1-0103
'SEQ ID NO: 8 VL mién bién dbi chudi nhe, PD1-0103
SEQ ID NO: 9 HVR-HI chudi ning, PD1-0098
SEQIDNO: 10  HVR-H2 chudi ning, PD1-0098

SEQ ID NO: 11 HVR-H3 chudi ning, PD1-0098



SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
- SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
“SEQID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36
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HVR-L1 chudi nhe, PD1-0098

HVR-L2 chudi nhe, PD1-0098

HVR-L3 chudi nhe, PD1-0098

VH mién bién déi chudi ning, PD1-0098
VL mién bién d6i chudi nhe, PD1-0098
HVR-H1 chudi ning, PD1-0050
HVR-H2 chudi ning, PD1-0050
HVR-H3 chudi ning, PD1-0050
HVR-L1 chudi nhe, PD1-0050

HVR-L2 chudi nhe, PD1-0050

HVR-L3 chubi nhe, PD1-0050

VH mién bién d6i chudi nang, PD1-0050
VL mién bién d6i chudi nhe, PD1-0050
HVR-H1 chudi ning, PD1-0069
HVR-H2 chudi ning, PD1-0069
HVR-H3 chudi ning, PD1-0069
HVR-L1 chudi nhe, PD1-0069

HVR-L2 chudi nhe, PD1-0069

HVR-L3 chudi nhe, PD1-0069

VH mién bién dbi chudi ning, PD1-0069
VL mién bién d6i chudi nhe, PD1-0069
HVR-H1 chudi ning, PD1-0073
HVR-H2 chudi ning, PD1-0073
HVR-H3 chudi ning, PD1-0073

HVR-L1 chubi nhe, PD1-0073
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SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SVEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
' SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58
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HVR-L2 chudi nhe, PD1-0073

HVR-L3 chudi nhe, PD1-0073

VH mién bién ddi chudi ning, PD1-0073
VL mién bién dbi chudi nhe, PD1-0073
HVR-H1 chudi ning, PD1-0078
HVR-H2 chudi ning, PD1-0078
HVR-H3 chudi ning, PD1-0078
HVR-LI chudi nhe, PD1-0078

HVR-L2 chudi nhe, PD1-0078

HVR-L3 chudi nhe, PD1-0078

VH mién bién ddi chudi ning, PD1-0078
VL mién bién dbi chudi nhe, PD1-0078
HVR-H1 chudi ning, PD1-0102
HVR-H2 chudi ning, PD1-0102
HVR-H3 chudi nang, PD1-0102
HVR-L1 chudi nhe, PD1-0102

HVR-L2 chudi nhe, PD1-0102

HVR-L3 chudi nhe, PD1-0102

VH mién bién ddi chudi ning, PD1-0102
VL mién bién ddi chudi nhe, PD1-0102

VH mién bién doi chudi niang - bién thé dugc bién do1

gidéng nhu ctia nguoi cia PD1-0103_01

VL mién bién doi chudi nhe - bién thé dugc bién doi

gidng nhu ctia nguoi ctia PD1-0103_01
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" SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

' SEQ ID NO:

SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71:

72:
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VL mién bién ddi chudi nhe - bién thé dugc bién doi

gidng nhu cta ngudi cia PD1-0103 02

VL mién bién doi chudi nhe - bién thé dugc bién doi

gidng nhu clia ngudi ctia PD1-0103 03

VL mién bién doi chudi nhe - bién thé dugc bién doi

gidng nhu cia ngudi cia PD1-0103 04

ving hing dinh chudi nhe kappa ctia nguoi

ving hing dinh chudi nhe lambda cua ngudi

ving hing dinh chudi ning ctia nguoi duge ldy tir IgG1
vung hing dinh chudi ning ctia nguoi dugc lay tur IgG1
c6 cac dot bién L234A va L235A

vung hing dinh chudi ning ctia ngudi duge lay tir 1gG1
6 cac dot bién L234A, 1.235A va P329G

viing hang dinh chudi ning ctia nguoi dugce ldy tir IgG4
trinh tw PD1 cua nguoi ldy 1am vi du (khong c6 trinh tu
tin hi¢u)

mién ngoai bao (ECD) PD1 ctia ngudi

trinh tu PD1 cua nguoi léy lam vi du (bao gém trinh tu
tin higu)

HVR1 t6i thiéu cia PD1-0103 va bién thé dugc bién doi
gibng nhu clia nguoi ctia PD1-0103 bao gdm PD1-0103-
0312, PD1-0103-0313, PD1-0103-0314 va PDI1-0103-
0315

HVR2 téi thidu ctia PD1-0103 va bién thé duoc bién dbi
gibng nhu cia nguoi ciia PD1-0103 bao gdbm PD1-0103-
0312, PD1-0103-0313, PD1-0103-0314 va PDI1-0103-
0315
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SEQ ID NO: 73:

SEQ ID NO: 74:

SEQ ID NO: 75:

SEQ ID NO: 76:

SEQ ID NO: 77:

33109

HVR3 t4i thidu ctia PD1-0103 va bién thé duge bién dbi
gidng nhu ctia ngudi ctia PD1-0103 bao gém PD1-0103-
0312, PD1-0103-0313, PD1-0103-0314 va PD1-0103-
0315

LVRI t4i thiéu cia PD1-0103 va bién thé dugc bién dbi
gidng nhu ctia ngudi ctia PD1-0103 bao gdbm PD1-0103-
0312, PD1-0103-0313, PD1-0103-0314 va PD1-0103-
0315

LVR2 téi thiéu cia PD1-0103 va bién thé dugc bién ddi
gibng nhu cia ngudi ctia PD1-0103 bao gdm PD1-0103-
0312, PD1-0103-0313, PD1-0103-0314 va PD1-0103-
0315

LVR3 t5i thiéu cia PD1-0103 va bién thé dugc bién doi
gibng nhu ctia ngudi cia PD1-0103 bao gém PD1-0103-
0312, PD1-0103-0313, PD1-0103-0314 va PD1-0103-
0315

manh cua FR-H3 chira trinh tu axit amin RDN & céc vi

tri 14 71, 72, 73 theo hé théng dénh sb Kabat

Céc trinh tu axit amin cta cdc mién VH va VL bao gom cdc HVR dugc danh

dau (cac HVR dugc thé hién bang cac chir cai in ddm va dugc gach chén) cua cac

khang thé khang PD1, bao gdm PD1-0016 (va céc bién thé dugc bién doi gidng nhu
ctia ngudi cia né 1a PD1-0103-0312, PD1-0103-0313, PD1-0103-0314 va PDI-
0103-0315), PD1-0098, PD1-0050, PD1-0069, PD1-0073, PD1-0078 va PD1-0102

duoc liét ké dudi day:

Khéng thé khang PD1 PD1-0103:

VH PD1-0103:

EVILVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFSFSSYTMSWVRQTPEKRLDWVATI
SGGGRDIYYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLEMSSLMSEDTALYYCVLLTG
RVYFALDSWGQGTSVTVSS
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VL PD1-0103:

AKIVLTQSPASLPVSLGQRATIS CRASESVDTSDNSFIHWYQQRPGQSPKLLIY
| RSSTLESGVPARFSGSGSRTDFTLTIDPVEADDVATYYCQQNYDVPWTFGG
"GTKLEIK

Bién thé duoc bién ddi gidng nhu ciia ngudi ctia PD1-0103 khéng PD1 PD1-0103-
0312, PD1-0103-0313, PD1-0103-0314 va PD1-0103-0315:

VH PD1-0103-0312= VH PD1-0103-0313= VH PD1-0103-0314= VH PD1-0103-
0315:

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFSFSSYTMSWVRQAPGKGLEWVAT
ISGGGRDIYYPDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCVLLTG
RVYFALDSWGQGTLVTVSS

VL PD1-0103-0312:

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKASESVDTSDNSFIHWYQQKPGQSPKLLI
YRSSTLESGVPDRESGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQQNYDVPWTFG
QGTKVEIK

VL PD1-0103-0313:

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCRASESVDTSDNSFIHWYQQRPGQSPRLLI
YRSSTLESGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCQQNYDVPWTFG
QGTKVEIK

VL PD1-0103-0314:

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASESVDTSDNSFIHWYQQKPGQSPRLLIY
RSSTLESGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQNYDVPWTFGQG
TKVEIK

VL PD1-0103-0315:

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASESVDTSDNSFIHWYQQKPGQSPRLLIY
RSSTLESGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQNYDVPWTFGQG
TKVEIK
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Khang thé khang PD1 PD1-0098:
VH PD1-0098:

DVQLQESGPGLVKPSQSLSLTCTVTGYSITSDYAWNWIRQFPGDKLEWLG
YITYSGFTNYNPSLKSRISISRDTSKNQFFLQLNSVATEDTATYYCARWHGS
APWYFDYWGRGTTLTVSS

VL PD1-0098:

DVLMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSONIVHSDGNTYLEWYLQKPGQSPNL
LIYKVSRRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCFQGSHFPLTF
GAGTKLELK

VH: 0050

DVQLQESGPGLVKPSQSLSLTCTVTGYSITSDYAWNWIRQFPGNKLEWMG
YITYTGRTSYNPSLKSRISITRDTSKNQFFLQLNSVITEDTATYYCAREMDY
YGSTLDYWGQGTTLTVSS

VL: 0050

KIVLTQSPASLAVSLRQRATISCRASESVDRYGNSFIHWYQQKPGQPPKVLI
YRASNLESGFPARFSGSGSRTDFTLTIDPVEADDAATYYCQQNNEDPYTFG
SGTKLEIK

VH: 0069

QVQLQQSGPELVRPGVSVKISCKGSGYTFTDYAMHWVKQSHARTLEWIG
VISTYSGDTNYNQKFKDKATMTVDKSSSTAYLELARMTSEDSAIYYCARL
GITTGFAYWGQGTLVTVSA

VL: 0069

DIVLTQSPASLAVSLGQRATISCRASKGVSTSSYSFMHWYQQKPRQPPKLLI
‘KYASYLESGVPARFSGSGSGTDFTLNIHPVEEEDAATYYCHHSREFPWTFG
'GGTKLEIK

VH: 0073
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EVKLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTFSNYGMSWIRQTPEKGLEWVAT
ISGGGRDTYYPDSVKGRFTISRDNVKNNLYLQMSSLRSEDTAFYYCASYYY
GIDYWGQGTSVTVSS

VL: 0073

DIVMTQPHKFMSTSVGDRVRITCKASQDVTTAVAWYQQKPGQSPKLLIYW
ASTRHTGVPDRFTGSGSGTEFTLTISSVQAEDLALYYCQQHYSIPWTFGGG
TKLEIK

VH: 0078

QVQLQQPGAELVKPGASVKMSCKASGYTFTSTWMHW VKQRPGQGLEWI
GAIDPSDSYTTYNQKFKGKATLTVDTSSTTAYMQLSSLTSEDSAVYYCTRS
PEDYWGQGTTLTVSS

VL: 0078

DIVMTQSHKFMSTSVGDRVSITCKASQDVSTAVAWYQQKPGQSPKLLIYS
ASYRYTGVPDRFTGSGSGTDFTFAISSVQAEDLAVYYCQQHYSHPFTFGSG
TKLEIK

VH: 0102

DVQLQESGPDLVKPSQSLSLTCTVTGYSITSGYSWHWIRQFPGNKLEWMG
FIHSSGDTNYNPSLKSRISFTRDTSKNQFFLQLSSLTDEDTATYYCATYRNW
YFDVWGAGTTVTVSS

VL: 0102

DIVMTQSPSSLTVTAGEKVTMRCKSSQSLLNSGTQKNYLTWYQQKPGQPP
KLLIYWASTRESGVPNRFTGSGSGTDFTLTISSVQAEDLSVYYCQSDYTFPL
TFGGGTKLELK

Céc phuong 4n cu thé cta sang ché duoc liét ké dudi day:

1. Khang thé da dugc phén lap gin két vao PD1 clia ngudi, trong d6 khang thé nay
ghn két vao chudi duong (151) tai Asn58 ctia PD1 da dugc glycosyl hoa ctia nguoi co

SEQ ID NO: 70 ma dugc glycosyl hoa tai Asn58.
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2. Khéng thé theo diém 1, trong d6 khang thé nay con gan két vao mot hodc nhidu

axit amin & cac vi tri 60 dén 64, 68, 78 dén 84, 126 dén 134 cua PD1 cua ngudi.

3. Khang thé theo didm bat ky trong sb cac diém 1 hodc 2, trong d6 khang thé nay

gan ket bang chuoi ndng ctia nd vao chudi duong tai Asn58.

4. Khang thé theo diém bét ky trong sd cac diém tir 2 dén 3, trong d6 khéang thé nay
oén két vao mot hodc nhidu axit amin & cdc vi tri 61, 62, 64, 83, 126, 128, 132, 134
ctia PD1 ctia nguoi.

5. Khéng thé theo diém bét ky trong s6 cac didm tir 2 dén 3, trong d6 khang thé nay
gén két vao cac axit amin & céc vi tri 61, 62, 64, 83, 126, 128, 132, 134 cia PD1 cua
nguoi.

6. Khang thé theo didm bét ky trong s6 cac diém tir 2 dén 3, trong d6 khang thé nay
gén két vao cac axit amin & cac vi tri 60, 61, 62, 63, 64, 68, 78, 82, 83, 84, 126, 127,
128, 130, 131, 132, 133, 134 ctia PD1 clia nguoi.

7. Khang thé theo diém bét ky trong sé cac didm tir 1 dén 6, trong d6 khang thé nay
gén két vao PD1 cuia ngudi, trong d6 khang thé nay gin két vao GINac thir nhét va
thtr hai, FUC, BMA va MAN trong chudi duong (151) tai Asn58 ctia PD1 da dugc
glycosyl hoa ctia ngudi c6 SEQ ID NO: 70 ma duge glycosyl hoa tai Asn58.

8. Khang thé theo diém bét ky trong sd cc diém tir 1 dén 7, trong d6 khang thé nay
thé hién su gén két vao PD1 ctia ngudi c6 SEQ ID NO: 70 khong dugc glycosyl hoa

tai Asn58 giam di so voi su gén két vao PD1 clia ngudi dugc glycosyl hoa tai AsnS8.

9. Khang thé da duoc phan 1ap gén két vao PD1 clia ngudi, trong d6 khéng thé nay

chtra

(a) HVR-HI chira trinh tu axit amin la SEQ ID NO:71; (b) HVR-H2 chtra trinh tu
axit amin 1a SEQ ID NO:72; (c¢) HVR-H3 chua trinh ty axit amin la SEQ ID NO:73;
(d) HVR-L1 chira trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:74; (¢) HVR-L2 chua trinh tu
axit amin 13 SEQ ID NO:75; (f) HVR-L3 chura trinh ty axit amin la SEQ ID NO:76
va (g) FR-H3 chtra trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO: 77 (ciia RDN) & céac vitri 1a 71,
72 va 73 theo hé thdng danh s6 Kabat
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10. Khéng thé da duoc phén lap gén két vao PD1 ctia ngudi theo diém 9, trong d6
khéng thé nay
A)
vi) chra trinh tu VH 1a SEQ ID NO:7 va trinh tu VL 1a SEQ ID NO:8;

ii) hodc bién thé dugc bién dbi giéng nhu cia ngudi cia VH va VL cia khing
thé néu trong i);

hodc B)

1) chtra trinh ty VH 1a SEQ ID NO:57 va trinh ty VL 1a SEQ ID NO:58.

ii) chtra trinh tr VH 1a SEQ ID NO:57 va trinh ty VL 1a SEQ ID NO:59.

iii)  choa trinh ty VH la SEQ ID NO:57 va trinh ty VL 1a SEQ ID NO:60.

iv)  chtra trinh ty VH 1a SEQ ID NO:57 va trinh ty VL 1a SEQ ID NO:61.

| Céc phuong 4n cu thé ciia sdng ché dugc liét ké dudi day:

l. Khang thé da duoc phan lap gén két vao PD1 clia nguoi, trong d6 khang thé
nay chua

A) (a) HVR-H1 chtra trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:1; (b) HVR-H2 chira trinh
tu axit amin 1a SEQ ID NO:2; (¢) HVR-H3 chtra trinh tu axit amin la SEQ ID NO:3;
(d) HVR-L1 chtra trinh tu axit amin la SEQ ID NO:4; (¢) HVR-L2 chura trinh tu axit
amin 1a SEQ ID NO:5 va (f) HVR-L3 chta trinh ty axit amin la SEQ ID NO:6; hoac

B) (a) HVR-HI chtra trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:9; (b) HVR-H2 chira trinh
ty axit amin 1a SEQ ID NO:10; (¢) HVR-H3 chtra trinh tu axit amin la SEQ ID
NO:11; (d) HVR-L1 chtra trinh ty axit amin 12 SEQ ID NO:12; () HVR-L2 chtra
trinh tu axit amin 1 SEQ ID NO:13 va (f) HVR-L3 chta trinh ty axit amin la SEQ
ID NO:14; hodc

C) (a) HVR-H1 chtra trinh ty axit amin la SEQ ID NO:17; (b) HVR-H2 chtra
trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:18; (¢) HVR-H3 chtra trinh ty axit amin la SEQ ID
NO:19; (d) HVR-L1 chtra trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:20; (¢) HVR-L2 chua
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trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:21 va (f) HVR-L3 chtra trinh ty axit amin [a SEQ
ID NO:22; hodc

D)  (a) HVR-HI chtra trinh ty axit amin la SEQ ID NO:25; (b) HVR-H2 chua
trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:26; (¢) HVR-H3 chtra trinh ty axit amin 1a SEQ ID
NO:27; (d) HVR-L1 chta trinh tu axit amin la SEQ ID NO:28; (e) HVR-L2 chura
trinh tu axit amin a2 SEQ ID NO:29 va (f) HVR-L3 chtra trinh ty axit amin la SEQ
ID NO:30; hodc

E) (a) HVR-HI1 chtra trinh ty axit amin la SEQ ID NO:33; (b) HVR-H2 chua
trinh tu axit amin la SEQ ID NO:34; (¢) HVR-H3 chtra trinh ty axit amin la SEQ ID
NO:35; (d) HVR-L1 chtra trinh tu axit amin la SEQ ID NO:36; (¢) HVR-L2 chta
trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:37 va (f) HVR-L3 chtra trinh ty axit amin 1a SEQ
ID NO:38; hodc

F) (a) HVR-HI1 chta trinh ty axit amin la SEQ ID NO:41; (b) HVR-H2 chua
trinh tu axit amin la SEQ ID NO:42; (¢) HVR-H3 chtra trinh ty axit amin la SEQ ID
NO:43; (d) HVR-L1 chta trinh ty axit amin la SEQ ID NO:44; (e) HVR-L2 chua
trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:45 va (f) HVR-L3 chtra trinh tu axit amin 1a SEQ
ID NO:46; hodc

G) (a) HVR-HI chta trinh ty axit amin [a SEQ ID NO:49; (b) HVR-H2 chtra
trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:50; (¢) HVR-H3 chtra trinh tu axit amin 1a SEQ ID
NO:51; (d) HVR-L1 chtra trinh tu axit amin la SEQ ID NO:52; (¢) HVR-L2 chtra
trinh tu axit amin la SEQ ID NO:53 va (f) HVR-L3 chtra trinh tu axit amin la SEQ
[D NO:54.

2. Khang thé da duoc phén l4p gin két vao PDI1 clia nguoi, trong d6 khang thé
nay chira

A)  (a) mién VH chira (i) HVR-H1 chira trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:1, (i)
HVR-H2 chtra trinh tu axit amin la SEQ ID NO:2 va (iii) HVR-H3 chira trinh tu axit
amin duoc chon tir SEQ ID NO:3; va (b) mién VL chira (i) HVR-L1 chira trinh tu
axit amin 1la SEQ ID NO:4; (ii) HVR-L2 chtra trinh tu axit amin [a SEQ ID NO:5 va
(iii) HVR-L3 chtra trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:6; hodc
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B) (a) mién VH chtra (i) HVR-HI chtra trinh tur axit amin 1a SEQ ID NO:9, (ii)
HVR-H2 chtra trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:10 va (iii) HVR-H3 chura trinh tu
axit amin duoc chon tir SEQ ID NO:11; va (b) mién VL chtra (i) HVR-L1 chira trinh
tu axit amin 1a SEQ ID NO:12; (ii) HVR-L2 chtra trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:13
- va (iii) HVR-L3 chira trinh ty axit amin 12 SEQ ID NO:14; hodc

O (a) mién VH chira (i) HVR-HI chta trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:17, (ii)
HVR-H2 chtra trinh tu axit amin la SEQ ID NO:18 va (iii) HVR-H3 chua trinh tu
“axit amin duoc chon tir SEQ ID NO:19; va (b) mién VL chira (i) HVR-L1 chira trinh
tu axit amin 1a SEQ ID NO:20; (ii) HVR-L2 chira trinh ty axit amin la SEQ ID NO:21
va (iii) HVR-L3 chtra trinh ty axit amin la SEQ ID NO:22; hodc

D) (a) mién VH chtra (i) HVR-HI chta trinh ty axit amin 12 SEQ ID NO:25, (ii)
HVR-H2 chtra trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:26 va (iii) HVR-H3 chtra trinh tu
axit amin dugc chon tir SEQ ID NO:27; va (b) mién VL chtra (i) HVR-L1 chira trinh
tu axit amin 1a SEQ ID NO:28; (ii) HVR-L2 chtra trinh ty axit amin [a SEQ ID NO:29
va (iii) HVR-L3 chtra trinh ty axit amin la SEQ ID NO:30; hodc

E) (a) mién VH chtra (i) HVR-H1 chaa trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:33, (ii)
HVR-H2 chtra trinh tu axit amin la SEQ ID NO:34 va (iii) HVR-H3 chtra trinh tu
axit amin dugc chon tir SEQ ID NO:35; va (b) mién VL chira (i) HVR-L1 chta trinh
tu axit amin 1a SEQ ID NO:36; (ii) HVR-L2 chtra trinh ty axit amin [a SEQ ID NO:37
va (iii) HVR-L3 chtra trinh ty axit amin la SEQ ID NO:38; hodc

F) (a) mién VH chira (i) HVR-H1 chia trinh ty axit amin 12 SEQ ID NO:41, (ii)
HVR-H2 chtra trinh tu axit amin la SEQ ID NO:42 va (iii) HVR-H3 chua trinh tu
axit amin dugc chon tir SEQ ID NO:43; va (b) mién VL chtra (i) HVR-L1 chtra trinh
tu axit amin 1a SEQ ID NO:44; (ii) HVR-L2 chtra trinh tyr axit amin 1a SEQ ID NO:45
va (iii) HVR-L3 chia trinh tu axit amin la SEQ ID NO:46; hoac

G) (a) mién VH chtra (i) HVR-H1 chta trinh ty axit amin la SEQ ID NO:49, (ii)
HVR-H2 chtra trinh tu axit amin la SEQ ID NO:50 va (iii) HVR-H3 chtra trinh tu
axit amin duoc chon tir SEQ ID NO:51; va (b) mién VL chtra (i) HVR-L1 chtta trinh
tu axit amin 1a SEQ ID NO:52; (ii) HVR-L2 chtra trinh ty axit amin la SEQ ID NO:53
va (iii) HVR-L3 chira trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:54.
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.3.' Khéng thé da duoc phan lap gin két vao PDI ctia ngudi, trong d6 khang thé
nay

A)

i) chtra trinh ty VH 1a SEQ ID NO:7 va trinh tu VL 1a SEQ ID NO:8;

ii)  hodc bién thé dugc bién ddi gidng nhu ctia ngudi cia VH va VL ctia khéng
thé néu trong 1);

hodc B)

i) chira trinh ty VH 1a SEQ ID NO:57 va trinh tu VL 1a SEQ ID NO:58.

i1) chtra trinh ty VH l1a SEQ ID NO:57 va trinh ty VL 1a SEQ ID NO:59.

iii)  chua trinh ty VH la SEQ ID NO:57 va trinh ty VL 1a SEQ ID NO:60.

iv)  chua trinh ty VH la SEQ ID NO:57 va trinh tu VL 1a SEQ ID NO:61.

hodc C)

i) chira trinh ty VH 1a SEQ ID NO:15 va trinh ty VL 1a SEQ ID NO:16;

ii)  hoic bién thé dugc bién ddi gidng nhu cia ngudi clia VH va VL cia khang

thé néu trong 1);
hodc D)
i) ~ chita trinh tu VH 1a SEQ ID NO:23 va trinh ty VL 1a SEQ ID NO:24;

i1) hodc bién thé dugc bién doi giong nhu cua nguoi cua VH va VL cua khang

thé néu trong 1);
hodc E)
i) chira trinh ty VH 1a SEQ ID NO:31 va trinh tu VL 1a SEQ ID NO:32;

ii) hodc bién thé dugc bién doi giong nhu cua nguodi cua VH va VL cua khang

thé néu trong 1);
hoacF)

1) chtra trinh ty VH 1a SEQ ID NO:39 va trinh tu VL 1a SEQ ID NO:40;
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ii) hodc bién thé dugc bién d6i giong nhu cida nguodi cua VH va VL cua khéang

thé néu trong 1);
hodc G)
i) chira trinh tv VH 1a SEQ ID NO:47 va trinh ty VL 1a SEQ ID NO:48;

ii)  hoic bién thé dugc bién dbi giéng nhu cta nguoi cia VH va VL ciia khang

thé néu trong 1);

hoac H)

1) chira trinh tuy VH 1a SEQ ID NO:55 va trinh tu VL 1a SEQ ID NO:56;

ii)  hodc bién thé duoc bién dbi giéng nhu clia ngudi cia VH va VL cta khang
thé néu trong 1).

4. Khang thé da dugc phan lap gén két vao PD1 clia nguoi, trong d6 khéng thé
nay

1)) chtra trinh tu VH 1a SEQ ID NO:7 va trinh ty VL 1a SEQ ID NO:g;

ii) hodc bién thé dugc bién dbi giéng nhu clia ngudi ciia VH va VL cua khéng
thé néu trong 1).

S. Khang thé da dugc phéan lap gén két vao PDI ctia nguoi, trong dé khang thé
nay chia trinh ty VH 1a SEQ ID NO:57 va trinh ty VL 1a SEQ ID NO:58.

6. Khang thé da duoc phéan l1ap gan két vao PDI clia ngudi, trong d6 khang thé
nay chira trinh ty VH 1a SEQ ID NO:57 va trinh ty VL 1a SEQ ID NO:59.

7. Khang thé da duoc phéan 1ap géan két vao PDI ctia ngudi, trong d6 khang thé
nay chaa trinh ty VH 1a SEQ ID NO:57 va trinh ty VL 1a SEQ ID NO:60.

8. Khang thé da dugc phéan 1ap gin két vao PD1 cua ngudi, trong d6 khang thé
nay chta trinh ty VH 1a SEQ ID NO:57 va trinh ty VL 1a SEQ ID NO:61.

9. Khang thé khang PD1 theo phuong 4n bat ky trong sd cac phuong an néu trén,
trong dé khéng thé nay duogc dac trung mot cach doc [ap bdi mot hode nhiéu tinh chét

néu dué6i day: khang thé khang PD-1 nay
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1) canh tranh v6i khang thé khdng PD-1 chira VH c6 trinh tu axit amin la SEQ
ID NO:7 va VL ¢4 trinh tu axit amin 12 SEQ ID NO:8 dé gin két vao PD-1, va/hodc

ii)  gén két vao PD-1 ctia ngudi va clia khi dudi dai; va/hogc
iii)  lam ting sy tiét interferon-gamma (IFN-gamma) béi cac té bao T da duoc kich

thich di sinh dén 85% ho#ic hon & ndng d6 khang thé 13 10 ug/mL; va/hosic

iv)  lam ting su tiét yéu t hoai tir khdi u alpha (TNF alpha) béi cac té bao T da
duoc kich thich di sinh dén 200% hodc hon & ndng do khang thé 14 10 pg/mL.

10.  Khéng thé da duoc phén 1ap gin két vao PDI, trong d6 khang thé nay lam ting
su tiét yéu t6 hoai tir khéi u alpha (TNF alpha) bdi cac té bao T da duoc kich thich di
sinh dén 200% hodc hon (theo mot phuong 4n duoc uu tién, dén 250% hozc hon) &
ndng d6 khang thé 1a 10 pg/mL trong thir nghiém phan tng lympho bao hdn hop
(MLR).

11.  Khéng thé da duoc phan 1ap gin két vao PD1, trong d6 khang thé nay lam ting
su tiét interferon-gamma (IFN-gamma) béi céc té bao T dd duoc kich thich di sinh
dén 85% hoic hon (theo mot phuong an dugce uu tién, dén 90% hoic hon, theo mot
phuong an dugc uu tién, dén 95% hodc hon) & ndng d6 khang thé 1a 10 pg/mL trong
tht nghiém phan ting lympho bao hdn hop (MLR).

12.  Khang thé da dugc phan lap gén két vao PD-1 cia ngudi, trong d6 khéng thé
nay:

i) canh tranh véi khang thé khang PD1 chira VH ¢ trinh tu axit amin la SEQ ID
NO:7 va VL ¢6 trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:8 dé gin két vao PD-1, va/hoic

ii)  gin két vao PD-1 clia ngudi va clia khi dudi dai; va

iii)  lam tdng su tiét interferon-gamma (IFN-gamma) bi cac té bao T da duoc kich
thich di sinh dén 85% hodc hon & ndng d6 khang thé 1a 10 pg/mL; va

iv)  lam ting su tiét yéu t6 hoai tir khéi u alpha (TNF alpha) bai cac té bao T da
duoc kich thich di sinh dén 200% hogc hon & ndng d6 khéng thé 1a 10 pg/mL.

13.  Khang thé theo phuong 4n bat ky trong sb cic phwong 4n néu trén, trong d6

khang thé nay 1a khang thé don dong.
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14.  Khang thé theo phuong 4n bét ky trong sb cac phuong 4n néu trén, trong dé
khéng thé nay 1 khang thé ctia ngudi, khang thé duge bién dbi gibng nhu ctia ngudi
hodc khang thé thé kham.

15.  Khang thé theo phuwong an bét ky trong s6 cac phuong an néu trén, trong do
khéng thé nay 1a manh khang thé gén két vao PDI.

16.  Khéng thé theo phuong 4n bit ky trong sb cac phuong an néu trén, trong do
khéng thé nay 1a khang thé IgG1 c6 chiéu dai day du.

17. Khang thé theo phuong an bét ky trong sb cac phwong 4n néu trén, trong d6
khéng thé nay 1a khang thé IgG1 ¢6 chiéu dai day du c6 cc dot bién L234A, 1.235A
va P329G (dénh s theo chi s6 EU ctia Kabat).

18.  Axit nucleic da dugc phan 14p ma hoa khang thé theo phuong an bét ky trong
sb cac phuong 4n néu trén.

19.  Té bao cht chira axit nucleic theo phuong an 19.

20. Phuongphéptaorakhéngthé,baogénlbudcnuﬁicéytébaochﬁtheophuong
an 20 sao cho khang thé duoc tao ra.

21. Phuongphéptheophuongéniﬂjcbnbaog6n1buécthuhﬁikhéngthét&té
bao chu.

22.  Dugc phdm chira khdng thé theo phuong 4n bét ky trong sd cac phuong én tir
1 dén 18 va chét mang dugc dung.

23. Khang thé theo phuong an bét ky trong sb cac phuong an tur 1 dén 18 dé sur
dung lam thude.

24.  Khang thé theo phwong 4n bét ky trong s cac phuong 4n tir 1 dén 18 dé su
dung trong diéu tri bénh ung thu,

25. St dung khéang thé theo phuong an bat ky trong sd cac phuong 4n tir 1 dén 18
trong san xuét thude.

26. St dung theo phuong an 26, trong do thude duoc dung dé diéu tri bénh ung

thu.
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- 27.  Phuong phéap diéu tri cho cé thé mic bénh ung thu, bao géln budc cho cé thé

nay dung lugng cé tic dung ctia khang thé theo phuong 4n 1.
Vi du thuwe hién sang ché

Duéi déy la cac vi du vé& phuong phép va ché phim theo sang ché. Can phai
hiéu rang nhiéu phuong 4n khic nhau khéc ciing ¢6 thé dugc thuc hién dya vao phén

md ta chung néu trén.

Mic du séang ché dugc mo ta chi tiét phdn nao bing cdch minh hoa va bing
cac vi du nham muc dich giup hiéu rd sang ché, nhung phan mo ta va céc vi du nay
khong nén dugc hiéu 1a 1am gid1 han pham vi cua séng ché. Noi dung boc 10 cta tit
cé cac patent va tai liéu khoa hoc dugc trich dan trong ban md ta nay duoc dua toan

bd vao badn mo t4 nay mdt cach rd rang bang cach vién dan.

Vidu 1:
Tao khang thé khang PD-1

Gay mién dich & chudt nhat

Céc con chudt nhat NMRI duge gay mién dich v& mit di truyén, bang céach str
dung vecto biéu hién plasmit ma hoa PD-1 c6 chiéu dai diy du ctia ngudi, bing cach
sir dung dudi da 100 ug vecto ADN (plasmid15300 hPD1-fl), sau d6 xung dién (2
xung vudng 1000 V/cm, thoi gian 0,1 mili gidy, khoang cach 0,125 gidy; sau do dén
4 xung vudng 287,5 V/cm, thoi gian 10 mili gidy, khoang cach 0,125 gidy). Cac con
chudt nhét nay nhén 6 lan gay mién dich lién tiép vao cac ngay 0, 14, 28, 42, 56, 70
va 84. Mau duoc 1iy vao céc ngdy 36, 78 va 92 va huyét thanh dugc chudn bi, huyét
thanh nay duoc sir dung dé x4c dinh d6 chuén bing ELISA (xem dudi day). Céc con
chudt nhét c6 d6 chuin cao nhét duoc chon dé tiém nhéc lai vao ngay 96, béng cach
tiém trong tinh mach 50 ug thé kham tai t& hop Fc cta ngudi PD1 cua ngudi, va cac
khang thé don dong dugc phan 1ap bing cong nghé té bao lai, bang cach dung hop
cac té bao lach vao dong té bao u tily 3 ngdy sau khi tiém nhic lai. X4c dinh do chuin

huyét thanh (ELISA).

Thé kham ti t& hop Fc cta ngudi PD1 cua ngudi duge giit ¢b dinh trén dia

NUNC Macxisorp loai 96 18 & ndng d6 13 0,3 ug/mL, 100 uL/13, trong PBS, sau do6:
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phong bé dia d6 bang Crotein C 2% trong PBS, 200 uL/15; cép céc dich pha lodng
theo day cua khang huyét thanh, ldp lai hai lan, trong Crotein C 0,5% trong PBS, 100
ul/13; phat hién bing khang thé dé khédng chuot nhat dugc lién hop véi HRP (Jackson
Immunoresearch/Dianova 115-036-071; 1/16 000). Déi vdi tit ca cac budc, cac dia
duoc G trong 1 gior & nhiét do 37°C. Gita tt ca cac budc, cac dia dugc rira 3 1an bang
Tween 20 0,05% trong PBS. Tin hi¢u dugc lam hién b%mg cach thém co chit BM
Blue POD tan dugc (Roche), 100 uL/13; va dirng bing cach thém HCI 1 M, 100 uL/13.
bo hép thu dugc doc & bude song 450 nm, dua vao tham chiéu 1a bude song 690 nm.
Do chuén dugce dinh nghia 14 d6 pha lodng cuia khéng huyét thanh tao ra tin hiéu nira
t6i da.

Vidu 2:

Xéc dinh dic diém cta khang thé khang PD1

Su gén két ctia khang thé khang PD1 vao PD1 clia ngudi

ELISA dbi v6i huPD1 (PD1 ciia ngudi)

Céc dia Nunc Maxisorp da dugc pht streptavidin (MicroCoat #11974998001)
duogc pht PD1-ECD-AviHis di dugc biotinyl héa voi thé tich 1a 25 pl/15 va duge u
& nhiét d6 4°C qua dém. Sau khi rira (3x90 pL/15 bang dung dich dém PBST), 25 uL
mau khang PD1 ho#c khang thé tham chiéu (khang thé khang PDI1 cua nguoi;
Roche/khang thé khang PD1 & chudt nhit; Biolegend; cat.:329912) dugc thém vao
va duoc t 1 gid & nhiét do trong phong. Sau khi rira (3x90 uL/15 bang dung dich dém
PBST), khang thé dé khang H+L-POD cta nguoi (JIR, JIR109-036-088)/khang thé
ciru khédng POD ctia chudt nhit (GE Healthcare; NA9310) v6i thé tich 1a 25 pL/16
duoc thém & ty 1€ pha lodng 1:2000/1:1000 va dugce 0 ¢ nhiét do trong phong trong
1 gid trén thiét bi ldc. Sau khi rira (3x90 pL/1 bing dung dich dém PBST), co chat
TMB (Roche Catald s6 11835033001) v6i thé tich 1a 25 ul/Id dugc thém vao va
duoc t cho dén khi OD =2 — 3. Phép do dién ra & buéc song 370/492 nm.

Cac két qua ELISA dugc liét ké duéi dang gié tri EC50 [ng/mL] trong bang 2

va bang 3 tom tit dudi day.
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ELISA té bao ddi véi PD1

Dong té bao CHO-KI1 bam dinh duoc chuyén nhiém 6n dinh véi plasmit

15311 hPDI-fl pUC_Neo ma héa PD1 c6 chiéu dai ddy du cua ngudi va chon loc
':’bf?lng G418 (chi thi khang neomyxin trén plasmit) duoc gieo voi ndng do la
0,01x10E6 té bao/1d trong cac dia ddy phang loai 384 15 va dugc cho sinh trudng qua

dém.

Ngay tiép theo, miu PD1 hogc khang thé tham chiéu 1a khang thé khang PD1
cua nguoi (Roche)/khang thé khang PD1 ¢ chudt nhit (Biolegend; cat.:329912) véi
thé tich 14 25 uL/18 dugc thém vao va dugc i trong 2 gidr & nhiét do 4°C (dé tranh noi
héa). Sau khi rira cin than (1x90 pL/18 bing PBST), cic té bao duoc ¢ dinh bang
cach thém 30 uL glutaraldehyt 0,05% (Sigma, Cat.No: G5882, 25%) loang trong 1x
dung dich dém PBS vao mdi 16 va dugc U trong 10 phit & nhiét d6 trong phong. Sau
khi rira (3x90 pL/13 bing PBST), khang thé thtr cap véi thé tich 1a 25 pL/18 duge
thém vao dé phat hién: khang thé dé khang H+L-POD ctia nguoi (JIR, JIR109-036-
088)/khéng thé ciru khang POD ctia chudt nhit (GE NA9310), sau d6 4 1 gio' & nhiét
6 trong phong trén thiét bi lic. Sau khi rira (3x90 plL/16 bang PBST), dung dich co
chit TMB (Roche 11835033001) véi thé tich 1a 25 puL/1d duge thém vao va duge
cho dén khi OD = 1,0 — 2,0. Céc dia dugc do & budc séng 370/492 nm.

Céc két qua ELISA té bao dugc liét ké duéi dang gia tri “EC50 CHO-PD1”
[ng/mL] trong bang 3 tom tat dudi dy.

ELISA déi véi cynoPD1 (PD1 ca khi dudi dai)

Céc dia Nunc Maxisorp da dugc pht streptavidin (MicroCoat #11974998001)
duge pht cynoPD1-ECD-Biotin d& duoc biotinyl hoa vai thé tich 1a 25 ul/16 va dugc
U & nhiét do 4°C qua dém. Sau khi rira (3x90 uL/156 bang dung dich dém PBST), 25
uL miu khang PD1 hoic khang thé tham chiéu (khéng thé khang PD1 clia nguoi;
Roche) duoc thém vao va duge u 1 gio & nhiét do trong phong trén thiét bi lac. Sau
khi rira (3x90 pL/13 bang dung dich dém PBST), khéng thé dé khang H+L-POD cua
nguoi (JIR, JIR109-036-088) vé6i thé tich 14 25 pL/1d duge thém vao & ty 1€ pha loang
1:1000 va duoc @ & nhiét do trong phong trong 1 gid trén thiét bi lac. Sau khi rua

(3x90 pL/16 bang dung dich dém PBST), co chdt TMB (Roche, 11835033001) véi
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thé tich 1a 25 uL/13 duoc thém vao va dugce G cho dén khi OD =2 — 3. Phép do dién

ra & budc song 370/492 nm.

Céac két qua ELISA duoc liét ké dudi dang gia tri EC50 [ng/mL] trong bang 2

va bang 3 tom tit dudi day.
Thir nghiém thay thé phdi t&r PD-L1

Céc dia Nunc Maxisorp da dugc phu streptavidin (MicroCoat #11974998001)
duoc pht bing PD1-ECD-AviHis dd dugc biotinyl héa véi thé tich 1a 25 pL/16 va
dugc U & nhiét dd 4°C qua dém. Sau khi rtra (3x90 uL/18 bang dung dich dém PBST),
25 uL mau khang PD1 hogc khang thé tham chiéu (khang thé khang PD1 & chudt
nhét; Biolegend; cat.:329912) dugc thém vao va dugc i 1 gio ¢ nhiét do trong phong
trén thiét bi lic. Sau khi réra (3x90 pL/15 béng dung dich dém PBST), PD-L1 (thé
kham téi td hop Fc B7-H1/PD-L1 cua ngudi; 156-B7, R&D) véi thé tich 14 25 pL/15
duoc thém vao va duge 4 1 gid ¢ nhiét do trong phong trén thiét bi ldc. Sau khi rira
(3x90 pL/18 bang dung dich dém PBST), khang thé dé khang H+L-POD clia ngudi
(JIR, 109-036-088) v6i thé tich 1a 25 uL/Id duge thém vao & ty 1€ pha loang 1:1000
va duoc t ¢ nhiét dd trong phong trong 1 gio trén thiét bi lic. Sau khi rtra (3x90 pL/16
bing dung dich dém PBST), co chit TMB (Roche, 11835033001) véi thé tich 1a 25
nL/16 duge thém vao va dugce t cho dén khi OD =2 — 3. Phép do dién ra & budc song

370/492 nm.

Céac két qua ELISA duoc liét ké dudi dang gid tri IC50 [ng/mL] trong bang 2
tom tit dudi day.
Thir nghiém thay thé phéi tir PD-L2

Céc dia Nunc Maxisorp da dugc phu streptavidin (MicroCoat #11974998001)
dugc phu PD1-ECD-AviHis da dugc biotinyl hoa véi thé tich 14 25 pL/16 va duoc u
& nhiét do 4°C qua dém. Sau khi rira (3x90 uL/1d bang dung dich dém PBST), 25 pL
mau khang PD1 hodc khang thé tham chiéu (khang thé khang huPD1 & chudt nhit;
Roche) dugc thém vao va duge 0 1 gid ¢ nhiét do trong phong trén thiét bi lic. Sau
khi rira (3x90 pL/13 bing dung dich dém PBST), PD-L2 (thé kham t4i t6 hgp Fc B7-
DC/PD-L2 cua ngudi; 1224-PL-100, R&D) voi thé tich 1a 25 pL/16 dugc thém vao
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va duoc i 1 gidr & nhiét do trong phong trén thiét b lic. Sau khi rira (3x90 uL/13 bing
dung dich dém PBST), khang thé dé khang H+L-POD ctia ngudi (JIR, 109-036-088)
voi thé tich 14 25 uL/16 duoce thém vao & ty 1& pha lodng 1:2000 va duogc G & nhiét dd
trong phong trong 1 gid trén thiét bi lic. Sau khi rira (3x90 puL/16 bang dung dich dém
PBST), co chit TMB (Roche, 11835033001) véi thé tich 12 25 uL/16 dugc thém vao
va dugce G cho dén khi OD =2 — 3. Phép do dién ra & budc séng 370/492 nm.

Céc két qua ELISA duoc liét ké dudi dang gia tri IC50 [ng/mL] trong bang 2

tom tat dudi déy.
ELISA 1ap ban d epitop/thir nghiém canh tranh gén két

Céc dia Nunc Maxisorp (Nunc #464718) duoc phi khang thé bét gitt (khang
thé dé khang IgG cua chudt nhit; JIR; 115-006-071) véi thé tich 14 25 uL/16 va duge
U trong 1 gid & nhiét do trong phong trén thiét bi lic. Sau khi rira (3x90 pL/15 bing
dung dich dém PBST), cac dia duoc phong bé trong 1 gio bing BSA 2% chira dung
dich dém PBS & nhiét do trong phong trén thiét bi lac. Sau khi rira (3x90 pL/1d bang
dung dich dém PBST), 25 pL mAu khang PD1 & chuft nhit duge thém vao va duoc
0 1 gir & nhiét do trong phong trén thiét bi lic. Sau khi rira (3x90 uL/18 bing dung
dich dém PBST), khang thé bt gitt duoc phong bé biang IgG cua chudt nhat (JIR;
015-000-003) vai thé tich 1 30 uL/16 trong 1 gi: & nhiét do trong phong trén thiét bi
lic. Cung luc d6, PD1-ECD-AviHis da dugc biotinyl hoa duge t trudc véi mau khang
thé thtr hai trong 1 gid & nhiét do trong phong trén thiét bi lac. Sau khi ria dia thir
nghiém (3x90 pL/1& bing dung dich dém PBST), hdn hop khéng thé PD1 dugc
chuyén sang dia thir nghiém va dugc G & nhiét do trong phong trong 1 gio trén thiét
bi lic. Sau khi rtra (3x90 puL/18 bang dung dich dém PBST), streptavidin POD (Roche,
#11089153001) voi thé tich 1a 25 puL/16 duge thém vao & ty 1€ pha lodng 1:4000 va
dugce i ¢ nhiét do trong phong trong 1 gid trén thiét bi lic. Sau khi rira (3x90 pL/16
bing dung dich dém PBST), co chdt TMB (Roche, #11089153001) véi thé tich 1a 25
uL/15 dugce thém vao va duge u cho dén khi OD = 1,5 —2,5. Phép do dién ra & bude
song 370/492 nm. Céc nhom epitop dugc xac dinh bang cach phan nhém theo thir

béc dua vao khang thé tham chiéu.
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Béang 2: Su gin két, e ché PD-L1 va cac nhom ving epitop clia cac khang thé lay

lam vi du (ELISA)
EC50 ECS0 1 1050 o ché  [1C50 e ché|  Nhom ving
huPD1 | cyPDI :
. 2 PD-L1 theo |PD-L2 theo epitop
Khang thé Theo theo \ A
ELISA ELISA (theo thr nghiém
ELISA | ELISA [ng/mL] [ng/mL] h tranh)
[ng/mL] | [ng/mL] & &l canhi tran
PD1- 0050 17,9 9,8 128 34 1
PD1- 0069 | 45,7 22,7 225 89 6
PD1- 0073 15,1 8,3 124 65 5
PDI1- 0078 | 26,3 22,4 X 86 2
PD1- 0098 | 50,8 54,6 174 45 5
PD1- 0102 | 342 52,7 | >35,5 pg/mL 140 4
PD1-0103 33,7 36,9 182 51 5

Béang 3: Su gén két sinh hoa va su gén két té bao ctia cac khang thé PD1 dugc bién

dbi gidng nhu ctia ngudi thu duge tir khang thé chudt nhit bé me PD1-0103

(ELISA).
Khing thé dugc bién EC50 huPD1 | EC50 cyPD1 | EC50 CHO-PDI1
do6i giong nhu cua theo ELISA theo ELISA theo ELISA
nguoi [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
PD1-0103-0312 11 8,3 10,1
PD1-0103-0313 15 11 10,8
PD1-0103-0314 11 8,3 N
PD1-0103-0315 10 7,9 7,3

Xéc dinh dic diém ctia cac khang thé khang PD-1 dugc bién ddi gidng nhu ctia ngudi

bang Biacore

Thir nghiém dya trén cdng hudng plasmon bé& mit (SPR) duge sir dung dé xac

dinh cac thong sb dong hoc cua su gén két gifra mot sb yéu td gén két PD1 cta chudt

cling nhu cac tham chiéu gén két PD1 cta ngudi ¢ bén trén thi truong. Theo do,
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khang thé khang IgG ctia ngudi duge giit c¢b dinh bang cach ghép cip amin vao bé
mat cua chip cam bién CMS5 (Biacore). Sau d6, cdc mau dugc bét gitt va huPD1-ECD
duoc gin két vao chung. B& miit chip cam bién duogc tai tao sau mdi chu ky phan tich.
Cubi cung hing sb can bang va cac hing s tbc dd dong hoc thu duoc bang cach khép

dir liéu vao mo hinh twong tdc Langmuir 1:1.

Khoang 2000 don vi dap tng (RU) cua 20 pg/mL khang thé khang IgG cua
ngudi (GE Healthcare #BR-1008-39) duoc ghép cdp 1én céc té bao dong chay 1 va 2
(theo cach khac: 3 va 4) cta chip cam bién CM5 trong Biacore T200 & do pH=5,0

bing céch st dung bo kit ghép cip amin dugc cung cép boi GE Healthcare.

Mau va dung dich dém chay 1a HBS-EP+ (HEPES 0,01 M, NaCl 0,15 M,
EDTA 3 mM, chét hoat dong bé mit P20 0,05% thé tich/thé tich, do pH=7,4). Nhiét
do té bao dong chay dugc thiét 1ap dén 25°C va nhiét do buéng mau dugc thiét lap
dén 12°C. Hé thong nay dugc moi bang dung dich dém chay.

Cac mau dugce tiém trong 20 gidy voi ndng do 12 10 nM va dugc gin két vao
té bao dong chay tht hai. Sau do, tip hop dy du cdc ndng do PD1-ECD ctia ngudi
(144 nM, 48 nM, 16 nM, 5,33 nM, 1,78 nM, 0,59 nM, 0,20 nM va 0 nM) dugc tiém
vao mdi mau trong 120 gidy, sau d6 dén thoi gian phan ly 1a 30/300 gidy va hai bude
tai tao trong 20 gidy bang MgCl,3 M, trong d6 budce cudi bao gdm “budc rira bd sung

sau khi tiém” bang dung dich dém chay.

Cudi cung, dit lidu tham chiéu kép duge khép vao mo hinh trong tc Langmuir
1:1 béng phén mém danh gia Biacore T200. Céc gia tri Kp, ka va ka thu duoc dugc

thé hién trong bang 4.
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Bang 4: Cac hing sé tdc d dong hoc va hing sb cn bang ddi véi PD1-0103 thé

kham va cic PD1-Ab duoc bién ddi gibng nhu ctia ngudi duoc xac dinh bang

Biacore
Phoi tir ka [M 11 ka[s] Kp [nM]
PD1-0103 thé kham 3,86E+05 3,07E-04 0,8
PD1-0103-0312 1,95E+05 3,45E-04 1,8
PD1-0103-0313 1,60E+05 3,67E-04 2,3
PD1-0103-0314 1,87E+05 2,79E-04 1,5
PD1-0103-0315 1,89E+05 2,91E-04 1,5

Nhu duge thé hién trong bang 4, tat ca cac bién thé duoc bién ddi giéng nhu
ctia ngudi cia PD1-0103 thé kham (xem vi du 6 vé viéc tao ra ching) déu thé hién

céc tinh chét dong hoc twong tu voi khang thé b6 me (PD1-0103 thé kham).
Céc tinh chit dong hoc

Cam bién CMS5 sé-ri S duoc gin vao hé théng Biacore 4000 va céc diém phat

hién dugc chi dinh bing phuong phap thiiy dong theo hudng dan cta nha san xuat.

Khéng thé da dong khang IgG cta thd <IgGFCYM>R (Jackson
ImmunoResearch Laboratories Inc.) duoc giit ¢ dinh & mirc 10000 Ru trén céc diém
phat hién 1 va 5 trong cac té bao dong chay 1, 2, 3 va 4. Qua trinh ghép cap duoc
thuc hién thong qua héa hoc EDC/NHS theo hudng din ctia nha san xudt. Cac diém
con lai trong cac té bao dong chay dong vai trd lam didm tham chiéu. Dung dich dém

chay miu 1a dung dich dém h¢ théng duoc bd sung carboxymetyldextran 1 mg/mL.

Theo mot phuong an, thtt nghiém nay dugc thyc hign ¢ nhiét do 25°C. Theo
mdt phuong an khéc, thir nghiém nay duoc thyc hién & nhiét do 37°C..50 nM cua
mdi khang thé don dong chudt duge bét giff trén bé mit cam bién bang viéc tiém
trong 1 phat véi te do 1a 10 pL/phut. Sau do, cac khang nguyén tuong ng dugc
tiém véi day néng do 1a 100 nM, 2x 33 nM, 11 nM, 4 nM, 1 nM va dung dich dém
hé thdng 0 nM v&i tdc @6 1a 30 pL/phut trong khodng thoi gian pha két hop dai 4
phut. Su phén ly duoc theo ddi trong 4 phit ntra. Hé bét giit duogc tai tao bang cach
tiém glyxin 10 mM, d6 pH=1,5 trong 3 phut véi tdc d6 14 30 puL/phut. Dit liéu dong
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hoc lién quan dugc tinh todn bang cach st dung phdn mém danh gid Biacore theo

hudng dan ciia nha san xuat.
Lép ban dd epitop

Thiét bi Biacore 4000 dugc gén cam bién Biacore CAP va duoc chuin bi nhu
theo khuyén nghi ctia nha san xuét. Dung dich dém chay thiét bi 1a HBS-ET (HEPES
10 mM, do pH=7,4, NaCl 150 mM, EDTA 3 mM, Tween 20 0,005% trong lu'(_mg/thé
tich). Thiét bi duoc chay & nhiét do 25°C.

T4t ca cac miu déu dugc pha lodng trong dung dich dém hé théng. Khang
nguyén PD1-ECD-AviHis 35 kDa dd dugc biotinyl hoa dugc bt gitt & mirc 200 RU
trén bé mat cam bién CAP bang viéc tiém trong 1 phiit v6i tdc d6 14 30 uL/phut trong
cac t& bao dong chay 1,2, 3 va 4 & cac diém 1 va 5. Cac diém 2, 3 va 4 dong vai trd
lam diém tham chiéu. Theo mdt phuong an khac, khang nguyén PD1-ECD-AviHis
35 kDa da duoc biotinyl héa duge bat gitt & mtre 200 RU trén cam bién CAP theo

cach giébng nhu vay.

Sau d6, khang thé so cap dugc tiém & ndng do 100 nM trong 3 phit vai toe do
1a 30 pL/phut, sau d6 tiém khang thé thir cip & ndng do 100 nM trong 3 phut véi toe
d6 1a 30 uL/phut. Khang thé so cip duge tiém cho dén khi bao hoa hoan toan khang
nguyén da dugc trinh dién bé mit. Tai thoi diém két thic cua céc pha tiém khéng thé
so cAp va khang thé tht cép, cac diém bao cdo “odn két mudn” (BL: Binding Late)
dwoc thiét 1ap dé theo doi dép tng gén két clia cac khing thé tuong tng. Ty s6 mol,
1a thuong sb gifta dép tmg gin két ctia khang thé thir cip “BL2” va dap tng ctia khang
thé so cdp “BL1” duoc tinh toan. Ty s& mol nay dugc st dung lam chi sd cho kha
ning tiép can khang nguyén ctia khdng thé thir cap, khi khang nguyén nay da tao phire
v6i khang thé so cap.

Céc phtrc hgp nay dugc loai bd hoan toan ra khoi b& mit cam bién bang cach
tiém dung dich dém tai tao chira guanidin-HCL 2M va NaOH 250 mM trong 2 phut
vé6i the do 1a 30 pL/phut theo khuyén nghi ctia nha san xuét, sau d6 tiém dung dich

dém hé théng trong 1 phit véi tbc d6 1a 30 pL/phut.
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Vidu 3:
Téc dung cua cic khang thé khang PD-1 khac nhau d6i voi su san xuat xytokin trong

phén tng lympho bao hdn hgp (MLR)

3A) Phan tng lympho bao hdn hop (MLR) la thit nghiém té bao mién dich do sy hoat
hoa cac lympho bao tir mdt ca thé (c4 thé cho X) dén cac lympho bao tir mot ca thé
khac (c4 thé cho Y). Phan tmg lympho bao hdn hop duge st dung dé chimg minh tac
dung ctia viéc phong bé con dudng PD1 ddi véi cac lympho bao tic dong. Cac té bao
T trong thir nghiém nay duoc thtr nghiém v& su hoat héa va sy tiét IFN-gamma cta

ching khi c¢6 méat hodac khong c6 mat cac mAb khang PD1.

Dé thuc hién MLR di sinh, cic té bao don nhan mau ngoai vi (PBMC) tir it
nhét bbn c4 thé cho khée manh thudce typ HLA chua biét duoc phan 14p bang cach ly
tAm dwa vao gradien ty trong st dung Leukosep (Greiner Bio One, 227 288). Mot
cach ngdn gon, cac mau mau da dugc bd sung heparin dugc pha lodng bing ba lan
thé tich PBS va c4c luong nho 25 mL clia méu da dugc pha lodng dugc phéan 16p
trong cac dng Leukosep dung tich 50 mL. Sau khi ly tdm tai tdc d6 800 x g trong 15
phit & nhiét do trong phong (khong phé vd), cac phan doan chira lympho bao duoc
thu lai, rira trong PBS va sir dung truc tiép trong thr nghiém chtrc nang hodc dugc
tai tao huyén phi trong méi trudng cip dong (DMSO 10%, FCS 90%) ¢ mat do 1a
1,0E+07 té bao/mL va duoc luu trit trong nito 16ng. Céc phan tmg MLR hai chiéu
riéng 1& duoc thiét 1ap bang cach tron cic PBMC tir hai cé thé cho khac nhau véi ty
16 té bao kich thich/dap tng 12 1:1 va céc cong doan cdy dong thoi dugc thuc hién it
nhét hai 14n lap lai trong cac dia dy phéng loai 96 15 trong 6 ngay & nhiét d 37°C,
CO2 5%, v6i su ¢6 mat hodc khdng c6 mat ciia khoang gid tri néng d0 khac nhau cia
céc khang thé don dong khang PD1 di dugc tinh ché: PD1-0050, PD1-0069, PD1-
0073, PD1-0078, PD1-0098, PD1-0102, PD1-0103. Pé dung lam khang thé khang
PD1 tham chiéu, khang thé chtra cidc mién VH va VL cua nivolumab (con duoc goi
la MDX-5C4 hoic MDX-1106) hodc pembrolizumab (con dugc goi 1a MK-3475
hodc Org 1.09A) duge tong hop va tach dong véi khung chinh IgG1 ciia nguoi (c6
cac dot bién 1.234A, 1.235A va P329G (chi s6 EU cua Kabat)). Khong ¢6 khang thé

nao hodc khang thé doi ching isotyp nao dugc st dung lam doi chirng 4m va rec hu
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IL-2 (20 EU/mL) duoc st dung lam d6i chimg dwong. Sau ngay 6, 100 pL mdi trudng
duoc 14y ra tir mdi gidng cdy dé do xytokin. Mirc IFN-gamma duoc do bang cach sir

dung b6 kit OptEIA ELISA (BD Biosciences).

Céc két qua dugc thé hién trong bang 5 (giai phong/tiét IFN-g). Cac khang thé
don dong khang PD1 thuc diy su hoat hoa té bao T va su tiét IFN-gamma theo céch
phu thudc vao 116ng do. Gié tri % tang tiét IFNg dugc tinh toan dbi voi su san xuét
[FN-g ctia MLR trong diéu kién khong bd sung bat ky mAb phong bé nao (su kich
thich di sinh co s& tao ra gia tri IFNg dudi dang E-c) va MLR trong didu kién c6 bd
sung 20 EU/mL rec hu IL-2 (ddi ching duwong = gié tri IFNg 100% duéi dang E+c)
va dugce tinh todn theo cong thirc: Sy kich thich tuong d6i [%] = ((Esampel - E-
¢)/(E+c - E-¢)*100

Bang 5: Ty 1é phan trim tiét IFN gamma sau khi kich thich di sinh va diéu tri bing
khang thé khang PD-1 so véi tic dung clia viéc didu tri bang IL-2 tai td hop cua
nguoi (20 EU/mL) (= tang 100%) véi vai tro lam d6i ching duong

Nong do (pg/mL) | 1:12 | 1:120 | 1:1200 | Tac dung trong MLR
PD1-0050 44 136 | 96 33 +++
PD1-0069 60 76 71 55 +++
PD1-0073 43 103 | 63 38 ++
PD1-0078 64 99 72 21 ++

Mot s6 khang thé phong bé PD1 1a PD1-0050, PD1-0069, PD1-0073, PD1-
0078, PD1-0098, PD1-0102, PD1-0103 thé hién hoat tinh diéu bién mién dich manh
thong qua viéc lam tang sy tiét interferon gamma (IFN-g) (dit liéu khong dugc thé
hién ddi véi tit ca cac khang thé).
3B) Trong thr nghiém khéc, PD1-0103 thé kham (isotyp IgG1 clia ngudi c6 cac dot
bién L234A, L235A va P329G (chi s§ EU cta Kabat)) duoc danh gia. Su phong bé
PDI bang PD1-0103 thé kham lam ting manh sy tiét IFN-gamma boi cac té bao T
so cAp clia ngudi da duoc kich thich di sinh. PD1-0103 thé kham c6 hoat luc hon so

v6i cac khang thé khang PD1 tham chiéu (xem Fig.1).

Dé so sanh, cac khang thé khang PD1 tham chiéu chira cac mién VH va VL

cta nivolumab (con dugc goi 1a MDX5C4 hodc MDX-1106) va pembrolizumab (con
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dugc goi la MK-3475 hodc Org 1.09A) dugc tdng hop va duoc tach dong véi khung
chinh IgG1 cta nguodi (c6 cic dot bién L234A, L235A va P329G (chi s6 EU cua
Kabat)) duoc st dung.

3C) Trong céc thir nghiém bd sung, hoat tinh diéu bién mién dich cta cic bién thé
duoc bién ddi gibng nhu ctia ngudi ctia khéng thé khang PD-1 PD1-0103 (c4c khang
thé duoc bién dbi gibng nhu ciia ngudi PD1-0103-0312, PD1-0103-0314 trén Fig.2
va Fig.3, xem thém vi du 6 dudi ddy) a) su gidi phong (tiét) IFN; b) su giai phong
(tiét) TNF-alpha dugc danh gi4 trong MLR nhu néu & trén. Tac dung cta khang thé
PD1-0103 thé kham va céc bién thé duoc bién ddi gidng nhu cia ngudi ctia n6 dugce
so sanh voi cac khang thé khang PDI1 tham chiéu chua cac mién VH va VL cla
nivolumab (cOn duoc goi la MDX5C4 hoac MDX-1106) va pembrolizumab (con
dugc goi 1a MK-3475 hodc Org 1.09A) véi khung chinh IgG1 ctia nguoi (c6 cac dot
bién L234A, L235A va P329G (chi s6 EU cua Kabat)). Sau 6 ngay nudi ciy MLR,
50 pL dich ndi bé mat duoc ldy ra va cc xytokin duge do trong gibng cdy don 1¢
bang céch sir dung thir nghiém xytokin Th1/Th2 ctia ngudi Bio-Plex Pro™ (Bio-Rad

Laboratories Inc.). (dit liéu khong duge thé hién déi véi tht ca cac xytokin).

Khéng thé PD1-0103 thé kham va céc bién thé dugc bién dbi gidng nhu clia
ngudi ctiand (PD1-0103 0312 vaPD1-0103_0314) c6 hoat luc hon so véi cdc khang
thé khang PD1 tham chiéu trong viéc lam tang su hoat hoa té bao T va su tiét IFN-
gamma (xem Fig.2).

Ngoai ra, khéng thé PD1-0103 thé kham va céc bién thé duoc bién ddi gidng
nhu ciia nguoi clia n6 lam tdng sy tiét yéu t6 hoai tir khéi u alpha (TNF alpha) (xem
Fig.3) va IL-12 (d@ liéu khong dugce thé hién) boi cac té bao trinh dién khang nguyén
va lam ting kha nang kich thich té bao T cua cic bach cdu don nhan to/dai thuc bao

hodc céc té bao trinh dién khang nguyén.
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Vidu4:

Téc dung cia viéc phong bé khang thé khang PD-1 dbi v&i su tiét IFN-y va sy giai
phoéng granzym B gdy doc té bao boi cic té bao CD4 T ctia ngudi duoc nudi cdy dong

thoi voi cac té bao dudi gai thuan thuc di sinh

Dé nghién ctru thém tac dung cia viéc didu tri bang khang thé khang PD-1
trong moi truong di sinh, céc tdc gia sang ché da phat trién thi nghiém trong do6 cac
té bao CD4 T méi duoc tinh ché duoc nudi ciy dong thoi trong 5 ngdy véi su c6 mit
clia t& bao dudi gai thuan thuc di sinh (mDC) ¢ ngudn gbe tir bach ciu don nhan to.
Céc bach ciu don nhén to dugc phan lap tir caic PBMC méi mét tuan trude do thong
qua su bam dinh vao chét déo, sau do6 loai bo cac té bao khong bam dinh. Sau dé, cac
tac gia sang ché tao ra cac DC chura thudn thuc tir cdc bach cau don nhén to bang cich
nuéi cdy chung trong 5 ngay trong mdi truong chira GM-CSF (50 ng/mL) va IL-4
(100 ng/mL). Bé cam ting su thudn thuc céc iDC, céc tac gia sang ché bd sung TNE-
alpha, IL-1beta va IL-6 (mdi loai 50 ng/mL) vao moi trudong nudi cdy trong 2 ngay
nita. Sau d6, cac tac gia sang ché dénh gia su thudn thuc cta cic DC bang cach do
mure biéu hién bé mit cia chung cta phirc hop twong thich mé chinh 1¢p I (MHCID),
CD80, CD83 va CD86 bang k§ thuat phén tich té bao theo dong chay (LSRFortessa,

BD Biosciences).

Vo ngay phan tng lympho bao hdn hop tb1 thiéu (mMLR), cac té bao CD4
T duoc lam giau bang bo kit MicroBead (Miltenyi Biotec) tir 108 PBMC thu dugc tur
cé thé cho khong lién quan. Trude khi nudi cdy, cic té bao CD4 T duge danh diu
bing carboxy-floresxein-suxinimidyl este (CFSE) 5 uM. Sau d6, 105 té bao CD4 T
duoc dat vao dia loai 96 16 ciing véi cac allo-DC thudn thuc (5:1) v&1i su c6 mét hodc
khong c6 mit cua khang thé phong bé khang PD1 (PD1-0103, PD1-0103 thé kham,
hoidc cac khang thé duge bién dbi gidng nhu ctia ngudi PD1-0103-0312, PD1-0103-
0313, PD1-0103-0314, PD1-0103-0315, duoc viét tit 1a 0312, 0313, 0314, 0315 trén
Fig.4A va Fig.4 B), 3 ndng do 1 10 pg/mL néu khong duoc chi khac di trén cac hinh

ve.

Nam ngay sau do, céc tac gia sang ché thu dich noi bé mit cua gidng cay té

bao, dugc sit dung sau d6 dé do lwgng IFN-gamma bang ELISA (R&D Systems), va
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dé yeén céac té bao ¢ nhiét d6 37°C trong 5 gid nita v6i su cd mit ciia Golgi Plug
(Brefeldin A) va Golgi Stop (Monensin). Sau do, cac té bao nay duoc rira, duoc
nhudm trén bé mit bang khang thé khang CD4 ciia ngudi va thude nhudm co thé cd
dinh duoc Live/Dead Aqua (Invitrogen) truée khi duoc gitt ¢d dinh/thdm thiu bang
dung dich dém Fix/Perm (BD Bioscience). Céac tdc gid sang ché thyc hién budc
nhudm ndi bao déi véi granzym B (BD Bioscience), IFN-gamma va IL-2 (ca hai déu

tir eBioscience). Céc két qua duge thé hién trén Fig.4A va Fig.4B.

Céc téc gia sang ché cling thir nghiém cac ndng do khéac nhau cua céc bién thé
duoc bién dbi giéng nhu ctia ngudi cia PD1-0103 (cac khang thé duge bién doi gidng
nhu cia nguoi PD1-0103-0312, PD1-0103-0313, PD1-0103-0314, PD1-0103-0315,
duoc viét tit 1 0312, 0313, 0314, 0315 trén cac hinh v&, xem thém vi du 6 dudi day)
va phat hién thdy 1a chung t6t ngang nhau trong viéc lam ting granzym B va
interferon gamma. DP47 1a IgG khong gin két cia nguoi ¢ dot bién LALA trong

phr?ln Fc dé tranh bi nhén dién bdi FegammaR va duoc str dung 1am dbi chirng am.
Vidu 5S:
Céc dan xudt khang thé thé kham

Céc khang thé PD1 thé kham duoc tao ra bang cach khuéch dai cac viing bién
d6i chudi nang va chudi nhe clia cac khang thé ctia chudt nhat khang PD1 1a PD1-
0098, PD1-0103 bing PCR va tach dong ching vio trong cac vecto biéu hién chudi
nang dudi dang cac protein dung hop véi khung chinh IgG1 cua nguoi/CHI-vung
ban 18-CH2-CH3 ctia ngudi c¢6 cac dot bién L234A, L235A va P329G (chi s6 EU cia
Kabat)) (leuxin 234 thanh alanin, leuxin 235 thanh alanin, prolin 329 thanh glyxin)
phéa huy céc chirc ndng tdc dong va vao trong cac vecto biéu hién chudi nhe dudi
dang cac protein dung hop véi C-kappa ctiia nguoi. Sau do, cdc plasmit LC va HC
duoc chuyén nhim ddng thoi vao HEK293 va dugc tinh ché sau 7 ngay tir cac dich
ndi bé mit bing cdc phuong phép tinh ché khang thé tiéu chuin. Céc khang thé PD1
thé kham dugc dit tén lai 1a PD1-0098 thé kham (chiPD1-0098) va PD1-0103 thé
kham (chiPD1-0103). Dé so sanh, cac khang thé khang PD1 tham chiéu chira céc
mién VH va VL cta nivolumab (con dugce goi 1a MDX-5C4 hoic MDX-1106) va
pembrolizumab (con duoc goi 1a MK-3475 hodc Org 1.09A) duoc téng hop va tach
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dong v6i khung chinh IgG1 ctia nguoi (cé cac dot bién L234A, 1.235A va P329G
(chi s6 EU ctia Kabat)) dugc stt dung.

Vidu 6:

Tao, biéu hién va tinh ché cac bién thé duoc bién doi giong nhu cia nguoi cua khang

thé khang PD1 PD-0103 (huMab PD-0103) va x4c dinh dic diém

Bién ddi cac mién VH va VL cia khang thé khang PD1 ctia chudt 0103 tré thanh

giong nhu cua nguoi

C4c bién thé khang thé khang PD1 dugc bién doi giong nhu cua ngudi dugc
tao ra trén co sé trinh tu axit amin ctia cac mién VH va VL cua chudt cua khang thé

khang PD1 cta chudt 0103 (SEQ ID NO: 7 va SEQ ID NO: 8).

Bién thé VH dugc bién d6i gidng nhu ctia ngudi 1a dua trén dong mam cla
ngudi IMGT hVH_3 23 & dang t hop véi dong mam yéu t6 J ciia ngudi IGHIS-01
c6 mot vai dot bién. (tao ra SEQ ID NO: 57).

Céc bién thé duoc bién dbi gibng nhu ctia ngudi cia VL 1a dua trén cac dong
mam cua ngudi IMGT hVK 4 1, IMGT hVK 2 30, IMGT_hVK 3 11 va
IMGT hVK 1 39 & dang t& hop v6i dong mam yéu 6 J cia ngudi IGKJ1-01. Cac
dot bién khéc nhau tao ra céc bién thé duoc bién ddi gidng nhu ctia ngudi c6 SEQ ID

NO: 58 dén SEQ ID NO: 61.

Céc trinh ty axit amin dugc bién doi gidng nhu clia ngudi dbi v6i céc ving
bién d6i chudi nin gva chudi nhe ctia PD1-0103 dugc dich ma ngugc thanh ADN va
cADN thu duoc dugc téng hop (GenArt) va sau dé dugc tach dong vao trong cac
vecto biéu hién chudi ning dudi dang cac protein dung hop voi khung chinh IgG1
cia nguoi/CHI-viung ban 18-CH2-CH3 ctia ngudi c¢6 cac dot bién LALA va PG
(leuxin 234 thanh Alanin, leuxin 235 thanh Alanin, prolin 329 thanh glyxin) phé huy
c4c chuc nang tdc dong hodc vao trong cac vecto biéu hién chudi nhe dudi dang cac
protein dung hop v6i C-kappa clia ngudi. Sau do, cac plasmit LC va HC dugc chuyén
nhim ddng thoi vao HEK293 va dugce tinh ché sau 7 ngay tir cac dich ndi bé mit
bang céc phuong phap tinh ché khéang thé tiéu chuan. Céac khing thé PD1 duoc bién

d6i gidng nhu ctia ngudi thu duge duge dat tén nhu sau:
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Bang 6: Céc trinh ty VH va VL ctia cc khéng thé bién thé duoc bién ddi gidng nhu

ctia nguoi cua PD1-0103

Khang theé dugc bién Bién thé duoc bién ddi | Bién thé duoc bién doi
dbi gibng nhu ctia gidng nhu clia nguoi gidng nhu ctia nguoi

nguoi cia PD1-0103 cia VH/SEQ ID NO: cua VL/SEQ ID NO:
PD1-0103-0312 SEQ ID NO: 57 SEQ ID NO: 58
PD1-0103-0313 SEQ ID NO: 57 SEQ ID NO: 59
PD1-0103-0314 SEQ ID NO: 57 SEQ ID NO: 60
PD1-0103-0315 SEQ ID NO: 57 SEQ ID NO: 61

Bang 7: Céc trinh tw HVR ctia céc khéang thé bién thé duoc bién ddi giéng nhu cuia

ngudi cua PD1-0103

Khang t,hé duogc bién
doi gidong nhu cua
nguoi cia PD1-0103

HVR-HI1, HVR-H2 va
HVR-H3 ctia bién thé
duoc bién ddi gidng nhu
cta nguoi/SEQ ID NO:

HVR-L1, HVR-L2 va
HVR-L3 ctia bién thé
duoc bién ddi gidng nhu
cua nguoi/SEQ 1D NO:

PD-0103-0312

Cac SEQIDNO:1,2va3

Céc SEQID NO:4,5va6

PD-0103-0313

Cac SEQIDNO: 1,2va3

Céc SEQIDNO:4,5va 6

PD-0103-0314

Cac SEQIDNO: 1,2va3

Céc SEQIDNO:4,5va6

PD-0103-0315

Cac SEQIDNO: 1,2va3

Céac SEQIDNO:4,5va6

Céc bién thé khang thé PD1-0103 duoc bién dbi gidng nhu cia ngudi va PD1-

0103 thé kham bb me duogc xac dinh dic diém nhu dugc md ta dudi day. Céc két qua

duoc thé hién trong bang 8.
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Bang 8: Tém tht cac két qua dbi vai cac bién thé khang thé PD1-0103 duoc bién dbi

gidng nhu clia ngudi va PD1-0103 thé kham bd me

Thi nehiém PDql-OlO3 PD-0103- | PD-0103- | PD-0103- | PD-0103-
ghe thé kham 0312 0313 0314 0315
Al Iue Kp 37°¢
[mM] *) 2,0/0,8 1,5/1,8 1,9/2,3 1,6/1,5 1,7/1,5
ELISA EC50 0,2
[nM] 0,1 0,07 0,07 0,06
CHO-PD1 EC50 + + + + +
IC0PD-LL, 2y 55 tbd tbd tbd tbd
[nM]
Tht nghiém phan
trng lympho bao 4+ 4+ +++ -+ ++
hdn hop
Kha ndng phan
(ing chéo voi khi + 0,08 0,06 0,05 0,04
dudi dai
(EC50 [nm]

Vidu7:

Hoat luc trung hoa ctia cac khang thé PD-1

Dé thir nghiém hiéu lyc trung hoa cta cac khang thé PD-1 duogc san xuét noi
bd trong viée bit chude su phuc héi dap ung cla té bao T bi tc ché in vitro, thir
nghiém chi thi PD1/PD-L1 ¢6 ban trén thi truong (Promega) dugc st dung. HE nay
bao gbém céc té bao PD1+ NFAT Jurkat va té bao déi PD-L1+ CHO ma ciing tao ra
tin hiéu hoat hoa. Vé nguyén 1y, hé chi thi nay dugc dua trén ba budc: (1) hoat hoa
NFAT duogc didu tiét boi TCR, (2) Gre ché tin hiéu NFAT sau khi hoat héa boi truc
PD-1/PD-L1 va (3) thu hdi tin hiéu NFAT bang cac khang thé phong bé PD-1.

Nguyén liéu va phuong phap
. Moi trudong PD-L1: PAN Biotech (#P04-03609); FBS (10%) va L-Gln (4 mM)

. Moi trudng thir nghiém: RPMI 1640 (#31870; Invitrogen), HEPES 25 mM,
L-Gln 2 mM, FBS (2%)
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. Céc té bao duoc str dung trong thir nghiém nay (ca hai loai té bao déu duge

mua tu Promega):
" Té bao PD-L1+ CHO (s6 mé #139147): 2-3x10* t& bao/96 15
Té bao PD-1+ NFAT Jurkat (s6 mé #133024: 3,5x10* té bao/15

Vao ngay 1, céc té bao PD-L1+ duogc rd dong, duge gieo véi nong do té bao
da dinh trong méi trudng néu trén va dugc nudi cay qua dém & nhiét do 37°C va CO,
5%. Vao ngay tiép theo, mdi truong duge ldy ra va cic t€ bao PD-L1+ duoc U véi
cac khang thé da dugc chudn bi véi cac ndng d6 da dinh (trong mai trudong thix
nghiém). Cung lic d6, cac té bao PD-1+ NFAT Jurkat duge rd dong va sO lwong té
bao néu trén duoc chuyén vao va duoc nudi cdy dong thoi véi cdc té bao PD-L1+.
Sau khi 1 trong 6 gid & nhiét dd 37°C va CO2 5%, co chét Bio-Glo dugc lam 4m dén
nhiét do trong phong (1-2 gidr truée khi bd sung). Dia nudi cdy té bao dugc lay ra
khoi thiét bi G va duge diéu chinh dén nhiét do trong phong (10 phut) trude khi bo
sung 80 pL dung dich Bio-Glo vao mdi 16, dugc u trong 5-10 phut trude khi do do
phét quang bang thiét bi doc Tecan Infinite theo khuyén nghi st dung b kit ctia nha
san xuét. Cac két qua co thé dugc thay trén Fig.SA va Fig.5B trong d6 sy phuc hoi
su (e ché duge didu tiét boi PD-1/PD-L1 ddi v6i tin hiu NFAT béi cac khang thé
PD-1 khac nhau sau khi kich thich TCR dugc thé hién: Fig.5A: PD1_0103 thé kham
cho thdy hiéu qua tot hon c6 thé lip lai so v&i khang thé tham chiéu. Dé lam khang
thé tham chiéu, khang thé khang PD1 chita cac mién VH va VL ctia nivolumab (con
duge goi 1a MDX-5C4 hodc MDX-1106) dugce tbng hop va tach dong voi khung
chinh IgG1 cua ngudi (c6 cac dot bién L234A, L235A va P329G (chi s6 EU cua
Kabat)). Fig.5B: Bbn bién thé dugc bién ddi gidng nhu cia ngudi cia PD1_0103 thé
hién hoat luc in vitro tuong tu vdi khang thé dan dau va cling tdt hon d6i chat so voi

khéng thé tham chiéu.
Vidu 8:
K&t tinh Fab PD1-0103 v6i mién ngoai bao PD-1:

D4 tao phtrc hgp, Fab PD1-0103 dugc trdn & lugng du mol 1a 1,1 véi mién

ngoai bao PD-1. Sau khi G trén nudc dé trong 1 gio, phirc hgp nay dugc loai nhom
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glycosyl bang buéc PNGaza dé loai bo cac glycan ma khong tham gia vao quaé trinh
tao thanh phurc hop. Bude sang loc két tinh dbi véi céc tinh thé phtrc hgp ctia manh
Fab PD1-0103 (véi CH1 va CL ctia nguoi) voi PD-1 ECD dugc thuc hién ¢ néng do
la 15 mg/mL. Cac giot két tinh duoc tao ra & nhiét do 21°C béng cach tron 0,1 pL
dung dich protein véi 0,1 pL dung dich chia trong cac thi nghiém giot ngdi khuéch
tan hoi. Cac tinh thé xuét hién trong céac diéu kién khéc nhau chta PEG lam chét 1am
két tia. Céc tinh thé duoc st dung dé xé4c dinh cAu tric xuét hién trong vong 4 ngay
trong PEG1500 30% va phat trién dén kich c¢& cubi cing 1 0,03 x 0,06 x 0,02 um
trong 7 ngay.

Céc tinh thé dugc chuyén vao dung dich chia c6 bd sung glyxerol 20% lam
chét bao quan lanh va sau d6 duoc lam lanh nhanh trong N> 16ng. Céc hinh anh nhiéu
xa duoc thu thap bang thiét bi phét hién Pilatus 6M & nhiét do 1a 100K tai dong chum
X10SA cua thiét bi Swiss Light Source va dugc xir Iy bang goi XDS [Kabsch, W.
Automatic processing of rotation diffraction data from crystal of initially unknown
symmetry and cell constants. J. Appl. Cryst. 26, 795-800 (1993)]. Dt liéu tr m0t tinh
thé dugc hop nhét dé thu duoc tap hop dit liéu do phan giai 1,9 A trong nhém khong
gian P1 véi hai phén tit phirc hop trén mdi don vi khong 61 xtmg v& mit tinh thé hoc

(xem bang 1).

Céu tric nay duge xac dinh bang phuong phap thay thé phan tir bing cach sir
dung céc chi s6 phéi trf cia manh Fab tir PDB-ID 3UTZ lam m4 hinh tim kiém. PDB-
ID 3RRQ duogc st dung lam céc chi sb phéi tri tim kiém cho PD-1 ECD. Fab duoc
phén chia thanh mién hang dinh va mién bién ddi, va ca hai tim kiém riéng biét trong
chuong trinh CCP4 PHASER CCP4 déu duoc thuc hién [CCP4 (Collaborative
Computational Project, N. The CCP4 suite: programs for protein crystallography.
Acta Crystallogr. D, 760-763 (1994)] dé giai thich cho cac thay dbi c6 thé c6 & goc
khuyu. M6 hinh nay dugc xay dung lai trong COOT (Emsley, P., Lohkamp, B., Scott,
WG. & Cowtan, K. Features and development of COOT. Acta Crystallogr. D Biol.
Crystallogr. 60, 486-501 (2010)) va dugc tinh chinh bing chuong trinh CCP4
REFMAC. Céc budc tinh chinh cudi cing duoc thuc hién bing chwong trinh
BUSTER (Bricogne G., Blanc E., Brandl M., Flensburg C., Keller P., Paciorek
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W.Roversi P, Sharff A., Smart O.S., Vonrhein C., Womack T.O. (2016). BUSTER
version 2.11.6. Cambridge, United Kingdom: Global Phasing Ltd.).

Bang 9: Tap hop dit lidu va sb lidu théng ké tinh chinh cAu truc ddi véi tinh thé Fab

PD1-0103-PD-1 ECD

Tép hop dit li€u

Budc séng (A) 1,0

Do phan giai! (A) 48,27 - 1,90 (1,99 - 1,90)
Nhom khong gian Pl

O mang don vi (A, ©) 66,37 69,82 86,09 99,17 98,01 119,40
Phan xa tong s6 170515 (20750)
Phan xa doc nhat 97997 (12250)
Do boi 1,72 (1,66)

D06 hoan chinh (%) 0,97 (0,96)
I/o(I) trung binh 8,02 (0,86)

Heé s6 B Wilson 30,30

R-meas 0,093 (0,610)
CC1/2 0,999 (0,290)
Tinh chinh

Phan xa dung trong tinh chinh 97986 (6792)
Phan xa dung cho R-tu do 4754 (3595)
R-lam viéc ? 0,1899 (0,2290)
R-tu do * 0,2291 (0,2628)
S6 luong nguyén tir khong phéi 1a hydro | 9235

Dai phan t 8199

Hydrat cacbon 162

Gbc protein 1068

Lién két RMS (A) 0,013

Goc RMS (°) 1,81
Ramachandran uu tién (%) 97
Ramachandran cho phép (%) 2,9
Ramachandran bén ngoai (%) 0,38

Rotamer bén ngoai (%) 2,1

Piém s6 va cham (Clashscore) 2,60

Hé sd B trung binh (A?) 36,98

Dai phan tir 36,01

Hydrat cacbon 49,62

Dung moi 38,12
1 C4c gid tri trong ddu ngodc don ding dé chi céc phan khoang c6 dd phan giai cao

nhét.

2 Rhop nhé=2 | 1-<I>| /21 trong d6 I 14 cuong do.
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3 Riam viee=2 | Fo-<Fe>|/2F, trong do F, 1a bién do hé sd cAu tric quan sat dugc va Fc

12 bién do hé so cau tric theo tinh toén.

4 Ry do duoc tinh toan dua trén 5% trong dir li¢u téng sb duogc bo qua trong qua trinh

tinh chinh.
Xéc dinh céu tric cia Fab PD1-0103 trong phitc hop véi mién ngoai bao PD-1

D8 x4c dinh dic diém cta epitop va paratop mot cach chi tiét, cac tac gia sang
ché da xéc dinh cAu truc tinh thé ctia mién ngoai bao PD-1 trong phirc hop véi Fab
PD1-0103 dén do phan gii 1a 1,9A. Chu tric nay cho thiy la Fab PD1-0103 nhén
dién epitop dugc tao thanh badi cac vung vong BC va FG va boi cac gbe cla soi B
CC’FG cua phién p mat truée clia mién PD-1 Ig typ V. Ngoai ra, epitop nay bao gom
nhanh glycosyl hoa lién két N & vi tri Asn58 ma 1a mot phén ctia vong BC ctia PD-1.
T4t ca cac CDR ngoai trir CDR2 ctia chudi nhe ctia Fab PD1-0103 déu gop phan vao
paratop.

Dién tich bé mit 1a 1063A2 cia PD-1 dugc bao pht béi Fab PD1-0103 véi
743 A? do chudi ning gép phan va 320 A% do chudi nhe déng gép phan. Viéc phén
tich bé mat chung gin két bing chuong trinh PISA cho thdy mo hinh twong tac cta
Fab PD1-0103 v6i PD-1 ECD théng qua 6 lién két hydro va luc Van der Waal. Cac
lien két hydro chudi bén duoc tao thanh gitra cic gde ctia CDR1 (Thr33) va CDR2
(Ser52, Arg56, Asp57) clia chudi nang voi Glu61 va Ser62 cia vong BC cua PD-1.
Céc diém tiép xac Van der Waals dugc diéu khién cht yéu boi CDR3 ctia chudi nhe
va chudi ning, cu thé 12 Phel05 ctia HCDR3, va béi Tyr32 cia HCDRI ¢ khoang
cach gén véi cic gbc Val64 cua vong BC, Pro83 va véi 1le126 va Leul28 clia vong
FG. Ngoai ra, céc diém tiép xtc Van der Waals con dugc quan sét thay gitta cac gdc
cua vong FG Pro130, Alal32, Ile134 véi CDR2 cua chudi ning va CDR3 cuia chudi
nhe ctia Fab PD1-0103. Chudi nhe cua Fab PD1-0103 tiép xtc theo cach doc chiém
vong FG cta PD-1. Khong ¢6 diém tiép xtic ndo dugc tao ra bdi CDR2 ctia chudi nhe

dé tao thanh phtrc hop.

Nhénh glycosyl hoa lién két N & vi tri Asn58 ctia PD-1 1a m6t phan ctia epitop

va chi tuong tac vdi duy nhét céc gbe ctia chudi ning ctia Fab PD1-0103.
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Nhénh chudi dudng 13i (glycosyl hoa lién két N) & vi tri Asn58 ctia PD-1 ¢
chu triic néu dudi day dbi v6i cac monosacarit
AsnS58-N-GleNAc(FUC) — GleNAc- — BMA — MAN (xem Fig.9) trong do6 cac ky
hiéu viét tit dudi day dugc st dung.

[GIcNAc]= NGA = N-axetyl-beta-D-galactosamin = 2-(axetylamino)-2-deoxy-beta-
D-galactopyranoza

[FUC] = alpha-L-fucoza

[BMA] = beta-D-mannopyranoza

[MAN] = alpha-D-mannopyranoza

GIcNAC dau tién trong chudi dudng duge fucosyl hoa, duge viét tat la
GleNACc(FUC).

Trong ciu tric nay, cac glycan 18i duge xéac dinh rd trong mét do dién tir ngoai
trir mOt don vi mannoza. Gbc fucoza gén dau nhon vao khoang wa nuéc tao thanh bdi
PD-1 véi CDR1 va CDR2. Su gén két ciia fucoza duoc diéu phdi boi mang luéi lién
két hydro v&i Ser30 va Ser31 ctia CDRI cung v6i Glu61 va GIn99 cta PD-1. Céc
diém tiép xuc khac dugc tao ra bang lién két hydro ctia GIeNAC dau tién véi ArgS6

va céc gbe khung Arg72, Asp73, Asn74 v6i Man.
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Bang 10: Danh sach cac diém tiép xic PD1 — chudi nhe Fab PD1-0103

Cac diém tiép xuc dugc nhén biét theo diém cét khoang cach 1a SA

PD1 HC cta PD-103

Ser60 AspS7, Tyr59

Gluo6l Thr33, Ser52, GlyS3, Gly54, Arg56, Asp57
Ser62 Thr33, Ser52, Asp57, Phel05
Phe63 | PhelO5

Val64 | Glyl01, Argl02, Phel05
Tyr68 Tyr104 |

Lys78 | Argl02

Phe82 | Ser31

Pro83 Ser31, Tyr32

Glu84 | Tyr32

Ile126 | Glyl01, Tyr104, Phel05
Ser127 | Phel05

Leul28 | Tyr59, Leu99, Phel05
Pro130 | Tyr59

Ile134 | Tyrl04

Béang 11: Danh s4ch céc diém tiép xc PD1 — chudi nhe Fab PD1-0103

Cac diém tiép xuc duge nhan biét theo diém cét khodng cach 1a SA

PD-1 LC ctia PD-103

[le126 | Phe36

Leul28 | Asn95, Trpl00

Prol30 | Asn95, Tyr96, Asp97, Val98
Lys131 | Tyr96, Asp97

Alal32 | Asn95, Tyr96, Asp97, Thr31, Phe36
GIn133 | Thr31

[le134 | Thr31, Ser32, ASn34, Phe36
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Bang 12: Danh sach céc diém tiép xic PD1 ctia chudi dudng 15i tai Asn58 — chudi

nang Fab PD1-0103

Céc diém tiép xuc dugc nhén biét theo diém cit khoang cach 1a SA

PD1 - N-glycosy} héa ~t_ai Asn58 (chudi TIC ctia PD-103
duong 161)
GlcNAc thi nhit Arg56, Asp57
FUC Ser30, Ser31, Tyr32, GlyS3, Gly54,
GlcNAc thtr hai Gly54, Gly55, Arg56
BMA Gly54, Asn74
s G st A,

Tom tit
* Epitop trén PD1 gidng nhu bé mit phing
> sur gén két chi yéu do phién B mit trudc va CDR3 ctia PD1
e Su tuwong téc bao gdm tiép xuc phan cuc va tiép xtc van der Waals
*- Dién tich bé mat tuong tac 1én ctia PD1 véi chudi nang cua Fab
*  Glycosyl hoa ¢ vi tri Asn58 tham gia vao su gén két ctia PD1 v6i manh Fab

Don vi fucoza chiém khoang tao thanh b&i PD1 va chudi ning cua Fab PD1-

0103
Vi du 9:
Su gén két ciia khang thé vao PD1 ctia ngudi ma khong duoc glycosyl hoa tai Asn58
giam di so v6i su gin két vao PD1 ctia ngudi ma duoc glycosyl hoa tai Asn58 (xéac
dinh dic diém cta cac khang thé khang PD-1 ddi v6i PDI tdi t6 hop dugce glycosyl
hoéa va khong duoc glycosyl hoa bang Biacore)

Thtr nghiém dua trén cdng hudng plasmon bé mat (SPR) duoc st dung dé xéc

dinh céc thong sb dong hoc ciia su gén két gitta PD1 da dugc glycosyl hoa va PD1
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tai t6 hop clia ngudi khong duge glycosyl hoa. Theo do, khang thé khang IgG cla
nguoi dugc gitt c¢d dinh bang cach ghép cip amin vao b& mit cua chip cam bién CMS5
(Biacore). Sau d6, cac mau dugc bt gitt va huPD1-ECD dugc ghn két vao chung. Bé
mat chip cam bién duoc tai tao sau mdi chu ky phan tich. Cudi cing hing s6 can biang
va céc hang sb tde do dong hoc thu duge bang cach khép dit liéu vao mo hinh twong

tac Langmuir 1:1.

~ Khoang 2000 don vi dép tng (RU) cta 20 pg/mL khang thé khéang IgG cuia
ngudi (GE Healthcare #BR-1008-39) dugce ghép cip 1én cac t€ bao dong chay 1 va 2
(theo céch khéac: 3 va 4) cta chip cam bién CM5 trong Biacore T200 & d6 pH=5,0

bang cach st dung b kit ghép cdp amin dugc cung cAp boi GE Healthcare.

Méu va dung dich dém chay la HBS-EP+ (HEPES 0,01 M, NaCl 0,15 M,
EDTA 3 mM, chét hoat dong bé mit P20 0,05% thé tich/thé tich, do pH=7,4). Nhiét
6 té bao dong chay dugc thiét 1ap dén 25°C va nhiét do budng mau duge thiét 1ap

dén 12°C. Hé thdng nay duoc mdi bing dung dich dém chay.

Cac mau duoc tiém trong 20 gidy véi ndng d6 1a 10 nM va duoc ghn két vao
té bao dong chdy tht hai. Sau do, tip hop ddy da cac ndng do PD1-ECD cua ngudi
(da duge glycosyl hoa hodc khong duge glycosyl hoa) (200 nM, 66,6 nM, 22,2 nM,
7.4 1M, 2,46 nM va 0 nM) dugc tiém vao mdi mau trong 200 gidy, sau do l1a thoi
gian phén ly 1a 0/2000 gidy (66,6 nM & 22,2 nM) va hai budc téi tao trong 20 gidy
bing MgCly 3 M, trong d6 budc cubi bao gdm “budc rira bd sung sau khi tiém” bang

dung dich dém chay.

Cubi ciing, dit lidu tham chiéu kép duoc khép vao md hinh twong tac Langmuir
1:1 bang phan mém danh gid Biacore T200. Cac gia tri Kp, ka va ka thu duoc duge
thé hién trong bang 13.
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Bang 13: Cac hing sé tbe do dong hoc va hing s6 can bang duoc x4c dinh bing

Biacore.

Phéi tir Mau ka (1/Ms)| kd (1/s) | KD (M)
PDé;(ile& PD1 khong dlﬁisgéycosyl hoa tai 3.36E+05| 2,705-02 | 8,02E-08
PD(;(;;O} PD1 da duqxsgrggosyl hoa tai 7.77E+05| 7.46E-05 |9.61E-11

pembrolizumab| | 01 Knong di‘-’sifgcosyl héatail; 515 06| 2,46E-03 | 1,63E-09
pembrolizumab| 01 48 du"i: Sgnlggosyl héatal |} ¢7p106| 4,50E-03 |2,41E-09
nivolumab | 01 Kbong d‘i‘-’s‘ﬁgcosyl hoa tails 4op405| 3,66E-03 | 6,66E-09
nivolumab | © D¢ 44 4UO8 Sgrg/;osyl héatai 1) 44p105| 1,63E-03 |3,68E-09

C6 su khac biét 13 rang gitta su gin két ctia PD-103-0312 vao PD-1 khong
duoc glycosyl héa va PD-1 da dugce glycosyl hoa, trdi nguoc véi pembrolizumab va

nuvolumab (xem thém Fig.13A va Fig.13B).
Vidu 10:

Coéng dung chdng khdi u in vivo ctia cac khang thé PD1 & dang t6 hop véi khang thé
dic hiéu kép té bao T chdng lai CEA

Dong vat dugc bién ddi gibng nhu ngudi duge tao ra bang cach diéu hoa cac
con chudt nhit NOG, sau d6 chuyén giao nudi cc té bao gbe tao mau ctia nguoi. Céc
con chlicf)t nhit thu duoc thé hién ty 1€ kham gitra bach ciu clia ngudi va bach cdu cla
chudt nhit nim trong khoang tir 20 dén 85% cac té bao c6 ngudn gde tir ngudi. Trong
mo hinh nay, céc t€ bao T ¢6 chtc ning va cé thé duoc hoat hoa dé tiéu diét cac té
bao khdi u boi khang thé dac hidu kép gin két vao CEA va CD3 (dugc md ta trong
W02014/131712). Céc con chudt nhét duge bién ddi gidng nhu ngudi nay sau do
duoc tiém mat triéu té bao khdi u duwong tinh voi CEA, canxinom da day MKN45,
theo duong dudi da & vi tri bén hong. Su phat trién khdi u c6 thé duoc danh gid bing
cach do truc 3 chiéu cua khéi u béng thudc kep diéu khién boi nguoi do, 3 lan mot

tudn (Fig.14A va Fig.14B). Vao ngay 9 sau khi tiém khdi u, cac con chudt nht nay
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duoc chon ngiu nhién dua vao kich thudce khdi u d& c6 cac nhom chudt nhat dong
nhét va bat dau qué trinh diéu tri tri liéu. Ngoai trtr cdc nhém dugce diéu tri br?mg chét
din (Fig.xA va Fig.XB, céc hinh tron), tit ci cdc nhém chudt nhat déu dugc cho su
dung CEACD3TCB trong tinh mach véi lidu 1a 2,5 mg/kg hai 14n mdt tudn. Ngoai
ra, mdi nhém chudt nhét ciing dugc didu tri bing mot d6i tac két hop: khang thé
khang PD1 (PD1-0103-0312) véi lidu 12 0,15 mg/kg mdi tuan (Fig.14A, cic hinh
vubng) hodc 1,5 mg/kg mdi tudn (Fig.14B, c4c hinh vuong) trong mang bung;
nivolumab véi lidu 14 0,15 mg/kg mdi tudn (Fig.14A, céc hinh thoi) hodc 1,5 mg/kg
mdi tudn (Fig.14B, cic hinh thoi) trong mang bung. Gi4 tri trung binh ctia kich thudc
khéi u trong mot nhoém diéu tri duoc thé hién theo thoi gian. Mdi nhém bao gbm 9-
10 con chudt nhit va tiép tuc do cho dén khi ¢6 it nhat 3 con chudt nhit mdi nhom.
Dién tich du6i duong cong di dugc chudn héa (sAUC) duge tinh toan va phan tich

ANOVA mdt chidu dugc st dung dé tinh mic y nghia théng ké.
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YEU CAUBAO HQ
1. Khang thé da dugc phén 14p gén két vao PD1 cua ngudi, trong d6 khiang thé
nay
i) chira trinh ty VH cta SEQ ID NO:57 va trinh tg VL ctia SEQ ID NO:58, hodc
ii) chtra trinh ty VH ctia SEQ ID NO:57 va trinh tw VL cua SEQ ID NO:59, hoédc
iii) chira trinh tr VH ctia SEQ ID NO:57 va trinh tu VL cua SEQ ID NO:60, hodc
iv) chira trinh tu VH cta SEQ ID NO:57 va trinh tu VL ctia SEQ ID NO:61.

2. Khéng thé da dugc phén 1ap gén két vao PD1 cta ngudi, trong d6 khang thé
nay chira trinh ty VH cia SEQ ID NO:57 va trinh tu VL ctia SEQ ID NO:58.

3. Khang thé da duoc phén lap gin két vao PD1 ctia ngudi, trong d6 khang thé
nay chira trinh ty VH cta SEQ ID NO:57 va trinh ty VL cua SEQ ID NO:59.

4. Khang thé da duoc phén 1ap gin két vao PD1 clia nguoi, trong d6 khang thé
nay chira trinh ty VH ctia SEQ ID NO:57 va trinh tu VL ctia SEQ ID NO:60.

5. Khang thé da duoc phén 1ap gin két vao PD1 clia ngudi, trong d6 khang thé
nay chira trinh ty VH ctia SEQ ID NO:57 va trinh tr VL ctia SEQ ID NO:61.

6. Khang thé theo diém bét k¥ trong s céc diém néu trén, trong d6 khang thé
nay 1 khang th8 IgG1 c6 chiéu dai day du c6 cac dot bién L234A, 1L235A va P329G
theo cach danh s chi s6 EU.

7. Axit nucleic d4 duoc phan 14p ma héa khang thé theo diém bt ky trong s6 cac
diém néu trén.
8. Té bao chu chira axit nucleic theo diém 7.

9. Phuong phép tao ra khéng thé bao gdm budc nudi cdy t& bao chi theo diém 8

sao cho khang thé duoc tao ra.

10.  Phwong phap theo diém 9, trong d6 phwong phép nay con bao gébm budc thu
hdi khang thé tir t bao chil.

11.  Dugc phim chira khéng thé theo diém bt ky trong sb cac diém tir 1 dén 6 va

chét mang dugc dung.
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Fig. 5A va 5B

(1) Téc dong cua viéc phong b& PD1/PD-L1 dbi véi su
tai hoat hoa qu4 trinh phét tin hiéu TCR da bi tc ché
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DANH MUC TRINH TU
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<400> 56

Asp Ile val Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Thr Val Thr Ala Gly
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33109

Glu Lys Val Thr Met Arg Cys Lys Ser
20 25

Gly Thr Gln Lys Asn Tyr Leu Thr Trp
: 35 40

Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala
50 55

Pro Asn Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser
65 70

Ile Ser Ser Val Gln Ala Glu Asp Leu
85

Asp Tyr Thr Phe Pro Leu Thr Phe Gly
100 105

Lys

<210> 57
<211> 120
<212> PRT

<213> Nhéan tao

<220>

<223> bién thé duoc bién d@bdi gidng
ndng cua PD1-0103_01

<400> 57

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly
1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser
20 25

Thr Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro
35 40

Ala Thr Ile Ser Gly Gly Gly Arg Asp
50 55

-142-

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ser

90

Gly

nhu

Gly

10

Gly

Gly

Ile

Gln

Gln

Thr

Thr

75

Val

Gly

cua

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

Gln

Arg

Asp

Tyr

Thr

Leu

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Lys

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
110

15

Asn

Gly

Gly 1\

Leu

Gln
95

Glu

Ser

Gln

Thr
80

Ser

Leu

ngudi -VH mién bién

Val

Ser

Gly

Tyr
60

Gln

Phe

Leu

45

Pro

Pro

Ser
30

Glu

Asp

Gly

Ser

Trp

Ser

Gly

Tyr

Val

Val

ddi chudi



33109

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Val Leu Leu Thr Gly Arg Val Tyr Phe Ala Leu Asp Ser Trp Gly Gln
e 100 105 110

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115 120
<210> 58
<211> 111
<212> PRT

<213> Nhéan tao

<220>

<223> bién thé duoc bién d8i gibdng nhu cua ngudi -VL mién bién ddi chudi
nhe ctia PD1-0103 01

<400> 58

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

1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ala Ser Glu Ser Val Asp Thr Ser
20 25 30

Asp Asn Ser Phe Ile His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro
35 40 45

Lys Leu Leu Ile Tyr Arg Ser Ser Thr Leu Glu Ser Gly Val Pro Asp
50 55 60

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser

Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Asn Tyr
85 90 95

Asp Val Pro Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 59
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33109

<211> 111
<212> PRT
<213> Nhéan tao

<220>
<223> bién thé duoc bién ddi gibng nhu ctua ngudi -VL mién bién dbi chudi
nhe cua PD1-0103 02

<400> 59
Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Leu Gly

iR 5 10 15

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ala Ser Glu Ser Val Asp Thr Ser
20 25 30

Asp Asn Ser Phe Ile His Trp Tyr Gln Gln Arg Pro Gly Gln Ser Pro
' 35 40 45

Arg Leu Leu Ile Tyr Arg Ser Ser Thr Leu Glu Ser Gly Val Pro Asp
50 55 60

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile Ser
65 70 75 80

Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Asn Tyr
85 90 95

Asp Val Pro Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 60

<211> 111
<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>

<223> bién thé duoc bién ddi gibng nhu cta ngudi -VL mién bién ddi chudi
nhe cua PD1-0103 03

<400> 60

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Glu Ser Val Asp Thr Ser
20 25 30

-144-



Asp Asn

Aig Leu
50

Afg Phe
65

Ser Leu
Asp Val

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Glu Ile
1

Glu Arg
Asp Asn

Arg Leu
50

Arg Phe
65

Ser Leu

Asp Val

Ser Phe
35

Leu Ile

Ser Gly

Glu Pro

Pro Trp
100

6l
111
PRT
Nhan tao

bién thé

61

Val Leu

Ala Thr
20

Ser Phe

35

Leu Ile

Ser Gly

Glu Pro

Pro Trp
100

Ile

Tyr

Ser

Glu

85

Thr

His

Arg

Gly

70

Asp

Phe

Trp

Ser

55

Ser

Phe

Gly

33109

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

Gln

Thr

Thr

Val

Gly
105

duoc bién dbdi gidbng
nhe cua PD1-0103_04

Thr

Leu

Ile

Tyr

Ser

Glu

85

Thr

Gln

Ser

His

Arg

Gly

70

Asp

Phe

Ser

Cys

Trp

Ser

55

Ser

Phe

Gly

Pro

Arg

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Gln

Ala

Ala

25

Gln

Thr

Thr

Val

Gly
105

-145-

Gln

Leu

Asp

Tyr

90

Thr

nhu

Thr

10

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

Thr

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

cua

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Gln

Ile

Thr

Gln

Ile
110

Ser

Pro

Ile

Asn

95

Lys

Pro

Ala

Ser

80

Tyr

ngudi -VL mién bién

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Val

Leu

Val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

Asp

30

Gln

Ile

Thr

Gln

Ile
110

Pro

15

Thr

Ser

Pro

Ile

Asn

95

Lys

Gly

Ser

Pro

Ala

Ser

80

Tyr

adi chudi



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

<400>

62
107
PRT
Homo

62

Arg Thr val

1

Gln

Tyr

Ser

Thr

65

Lys

Pro

Leu

Pro

Gly

Tyr

His

val

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

<400>

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr

63
105
PRT
Homo

63

Gln Pro Lys

1

Glu Leu Gln

Tyr Pro Gly

35

Lys Ala Gly

Sapiens

Ala

Ser

20

Glu

Ser

Leu

Val

Lys
100

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

Tyr

85

Ser

Sapiens

Ala

Ala

20

Ala

Val

Ala

Asn

Val

Glu

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

70

Ala

Phe

Pro

Lys

Thr

Thr

Ser

Ala

vVal

Ser

55

Thr

Cys

Asn

Ser

Ala

Val

Thr

33109

Val

Ser

Gln

40

Val

Leu

Glu

Arg

Val

Thr

Ala

40

Thr

Phe

Val

25

Trp

Thr

Thr

Val

Gly
105

Thr

Leu

25

Trp

Pro
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Ile

10

Val

Lys

Glu

Leu

Thr

90

Glu

Leu

10

Val

Lys

Ser

Phe

Cys

Val

Gln

Ser

75

His

Cys

Phe

Cys

Ala

Lys

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln

Pro

Leu

Asp

Gln

Pro

Leu

Asn

45

Ser

Ala

Gly

Pro

Ile

Ser

45

Ser

Ser

Asn

30

Ala

Lys

Asp

Leu

Ser

Ser

30

Ser

Asn

Asp

15

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ser
95

Ser

15

Asp

Pro

Asn

Glu

Phe

Gln

Ser

Glu

80

Ser

Glu

Phe

Val

Lys



50

Tyr Ala
65

His Arg

Lys Thr

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

<400>
Ala Ser

1

Ser Thr
Phe Pro
Gly Val

50

Leu Ser
65

Tyr Ile
Lys Val

Pro Ala

Lys Pro
130

Ala

Ser

Val

64
330
PRT
Homo

64

Thr

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Pro

115

Lys

Ser

Tyr

Ala
100

Ser

Ser
85

Pro

Sapiens

Lys

Gly

20

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Gly

Gly

Val

Phe

Val

Val

85

Lys

Leu

Thr

Tyr
70

Cys

Thr

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Ser

Leu

Leu

55

33109

Leu Ser Leu

Gln Val Thr

Glu

Ser

Ala

Val

Ala

55

Val

His

Cys

Gly

Met
135

Cys

Val

Ala

Ser

40

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

120

Ile

Ser
105

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

105

Pro

Ser
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60

Thr Pro Glu Gln Trp Lys Ser

75

80

His Glu Gly Ser Thr Val Glu

90

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Thr

Ser

Arg

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

His

Val

Thr

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro
140

Pro

Val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

110

Phe

Val

95

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

95

Pro

Pro

Thr

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Cys

Pro

Cys



Val

145

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

225

Leu

Pro

Asn

Leu

Val

305

Gln

Val

Val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

290

Phe

Lys

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

<400>

vVal

Asp

Tyr

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

275

Ser

Ser

Ser

65
330
PRT
homo

65

Ala Ser Thr

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Lys

Cys

Leu

Val

Val

165

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
325

sapiens

Lys

Gly

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

230

Val

Val

Pro

Thr

Val

310

Leu

His

Val

Tyr

Gly

Ile

215

Val

Ser

Glu

Pro

Val

295

Met

Ser

33109

Glu

His

Arg

Lys

200

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

280

Asp

His

Pro

Asp

Asn

Val

185

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

265

Leu

Lys

Glu

Gly

Pro

Ala

170

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

250

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
330

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
315

Val

Thr

vVal

Cys

Ser

220

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

300

His

Lys

Lys

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

285

Gln

Asn

Phe

Pro

Thr

190

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

270

Ser

Gln

His

Asn

Arg

175

Val

Ser

Lys

Asp

Phe

255

Glu

Phe

Gly

Tyr

Trp

160

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

240

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
320

Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys
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Ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Lys

Pro

Lys

Val

145

Tyr

Glu

His

Lys

Gln
225

Thr

Pro

Val

50

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

130

Val

Val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Pro

115

Lys

vVal

Asp

Tyr

Asp

195

Leu

Arg

Gly

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Pro

Glu

Gly

Val

Phe

Val

Val

85

Lys

Ala

Thr

vVal

Val

165

Ser

Leu

Ala

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Ser

Ala

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln
230

Ala

val

Ala

55

vVal

His

Cys

Gly

Met

135

His

Val

Tyr

Gly

Ile

215

Val

33109

Ala

Ser

40

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

120

Ile

Glu

His

Arg

Lys

200

Glu

Tyr

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

105

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

185

Glu

Lys

Thr

-149-

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

170

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

His

Val

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro
235

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

140

Val

Thr

Val

Cys

Ser

220

Pro

Val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Lys

30

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

110

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

190

Val

Ala

Arg

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

95

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

175

Val

Ser

Lys

Asp

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

160

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu
240



Leu
2o
Asn
Leu
Val

305

Gln

Thr

Ser

Tyr

Tyr

290

Phe

Lys

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

<400>

Lys

Asp

Lys
275

Ser

Ser

Ser

066
330
PRT
homo

66

Ala Ser Thr

1

Ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Thr

Pro

Val

50

Ser

Ile

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Asn

Ile

260

Thr

Lys

Cys

Leu

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
325

sapiens

Lys

Gly

20

Pro

Thr

Val

Asn

Gly

Gly

Val

Phe

vVal

Val
85

Val

Val

Pro

Thr

Val

310

Leu

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Ser

Glu

Pro

Val

295

Met

Ser

Ser

Ala

Val

Ala

55

Val

His

33109

Leu

Trp

Val

280

Asp

His

Pro

Val

Ala

Ser

40

val

Pro

Lys

Thr

Glu

265

Leu

Lys

Glu

Gly

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

-150-

Cys

250

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
330

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser
90

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
315

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

Val

Gly

Asp

Trp

300

His

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Lys

Gln

Gly

285

Gln

Asn

Pro

Val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Gly

Pro

270

Ser

Gln

His

Ser

Lys

30

Leu

Leu

Thr

Val

Phe

255

Glu

Phe

Gly

Tyr

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp
95

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
320

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys



Lys
Pro
Lys
Val
145
Tyr
Glu
His
Lys
Gln
225
Leu
Pro
Asn
Leu
Val

305

Gln

Val

Ala

Pro

130

Val

Val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

290

Phe

Lys

Glu

Pro

115

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

275

Ser

Ser

Ser

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Gly

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Lys

Cys

Leu

Lys

Ala

Thr

Val

Val

165

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu_

Ser

Ser

Ser

Ala

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

230

Val

Val

Pro

Thr

Val

310

Leu

Cys

Gly

Met

135

His

Val

Tyr

Gly

Ile

215

val

Ser

Glu

Pro

Val

295

Met

Ser

33109

Asp

Gly

120

Ile

Glu

His

Arg

Lys

200

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

280

Asp

His

Pro

Lys

105

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

185

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

265

Leu

Lys

Glu

Gly

-151-

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

170

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

250

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys

His

Val

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
315

Thr

Phe

Pro

140

Val

Thr

Val

Cys

Ser

220

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

300

His

Cys

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

285

Gln

Asn

Pro

110

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

190

vVal

Ala

Arg

Gly

Pro

270

Ser

Gln

His

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

175

Val

Ser

Lys

Asp

Phe

255

Glu

Phe

Gly

Tyr

Cys

Pro

Cys

Trp

160

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

240

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
320



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

<400>

67
327
PRT
Homo

67

Ala Ser Thr

1
Ser
Phe
Gly
Leu
65
Tyr
Arg
Glu
Asp
Asp
145

Gly

Asn

Thr

Pro

vVal

50

Ser

Thr

Val

Phe

Thr

130

Val

vVal

Ser

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Leu

115

Leu

Ser

Glu

Thr

325

Sapiens

Lys

Glu

20

Pro

Thr

Val

Asn

Ser

100

Gly

Met

Gln

Val

Tyr
180

Gly

Ser

Val

Phe

Val

Val

85

Lys

Gly

Ile

Glu

His

165

Arg

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asp

Tyr

Pro

Ser

Asp

150

Asn

Val

Ser

Ala

Val

Ala

55

Val

His

Gly

Ser

Arg

135

Pro

Ala

Val

33109

Val

Ala

Ser

40

Val

Pro

Lys

Pro

Val

120

Thr

Glu

Lys

Ser

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Pro

105

Phe

Pro

Val

Thr

Val
185

-152-

330

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Cys

Leu

Glu

Gln

Lys

170

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

Pro

Phe

Val

Phe

155

Pro

Thr

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Ser

Pro

Thr

140

Asn

Arg

Val

Pro

Val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Pro

125

Cys

Trp

Glu

Cys

Lys

30

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

110

Lys

Val

Tyr

Glu

His
190

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Lys

Asp

95

Ala

Pro

Val

Val

Gln

175

Gln

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Pro

Lys

Val

Asp

160

Phe

Asp



Trp

Pro

Glu

225

Asn

Ile

Thr

Arg

Cys

305

Leu

Leu

Ser

210

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

290

Ser

Ser

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

<400>

Asn
195

Ser

Gln

Val

Val

Pro

275

Thr

Val

Leu

68
268
PRT
Homo

68

Gly Lys

Ile Glu

Val Tyr

Ser Leu

245

Glu Trp

260

Pro Val

Val Asp

Met His

Ser Leu
325

Sapiens

Pro Gly Trp Phe Leu

1

Phe

Thr

Arg

Ser

Cys

Met

Pro

Ser
35

Ser

5

Ala Leu
20

Phe Ser

Pro Ser

Glu

Lys

Thr

230

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

310

Gly

Asp

Leu

Asn

Asn

Tyr

Thr

215

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

295

Ala

Lys

Ser

Val

Thr

Gln

33109

Lys

200

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

280

Arg

Leu

Pro

Val

Ser

40

Thr

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

265

Asp

Trp

His

Asp

Thr

25

Glu

Asp

-153-

Lys

Lys

Ser

Lys

250

Gln

Gly

Gln

Asn

Arg

Glu

Ser

Lys

Val

Ala

Gln

235

Gly

Pro

Ser

Glu

His
315

Pro

Gly

Phe

Leu

Ser

Lys

220

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

300

Tyr

Trp

Asp

Val

Ala

Asn

205

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

285

Asn

Thr

Asn

Asn

Leu

45

Ala

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

270

Leu

Val

Gln

Pro

Ala
30

Asn

Phe

Gly

Pro

Thr

Ser

255

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Pro

15

Thr

Trp

Pro

Leu

Arg

Lys

240

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
320

Thr

Phe

Tyr

Glu



Asp
Pro
‘ Asp
Gln
Ala
Gln
145
Leu
Arg
Pro
Gln
Gln
225

Ser

Leu

50

Arg

Asn

Ser

Ile

Glu

130

Phe

Val

Gly

Ser

Trp

210

Thr

Pro

Arg

<210>
<211>

Ser

Gly

Gly

Lys

115

Val

Gln

Leu

Thr

Ala

195

Arg

Glu

Ala

Pro

69
150

Gln

Arg

Thr

100

Glu

Pro

Thr

Leu

Ile

180

Val

Glu

Tyr

Arg

Glu
260

Pro

Asp

Tyr

Ser

Thr

Leu

Val

165

Gly

Pro

Lys

Ala

Arg

245

Asp

Gly

70

Phe

Leu

Leu

Ala

Val

150

Trp

Ala

Val

Thr

Thr

230

Gly

Gly

55

Gln

His

Cys

Arg

His

135

Val

vVal

Arg

Phe

Pro

215

Ile

Ser

His

33109

Asp

Met

Gly

Ala

120

Pro

Gly

Leu

Arg

Ser

200

Glu

Val

Ala

Cys

Cys

Ser

Ala

105

Glu

Ser

Val

Ala

Thr

185

vVal

Pro

Phe

Asp

Ser
265

-154-

Arg

Val

90

Ile

Leu

Pro

Val

vVal

170

Gly

Asp

Pro

Pro

Gly

250

Trp

Phe

75

Val

Ser

Arg

Ser

Gly

155

Ile

Gln

Tyr

Val

Ser

235

Pro

Pro

60

Arg

Arg

Leu

Val

Pro

140

Gly

Cys

Pro

Gly

Pro

220

Gly

Arg

Leu

Val

Ala

Ala

Thr

125

Arg

Leu

Ser

Leu

Glu

205

Cys

Met

Ser

Thr

Arg

Pro

110

Glu

Pro

Leu

Arg

Lys

190

Leu

Val

Gly

Ala

Gln

Arg

95

Lys

Arg

Ala

Gly

Ala

175

Glu

Asp

Pro

Thr

Gln
255

Leu

80

Asn

Ala

Arg

Gly

Ser

160

Ala

Asp

Phe

Glu

Ser

240

Pro



<212>
<213>

<400>

Pro

1

Phe

Thr

Arg

Asp

65

Pro

Asp

Gln

Ala

Gln
145

Gly

Ser

Cys

Met

50

Arg

Asn

Ser

Ile

Glu

130

Phe

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

<400>

PRT
Homo

69

Trp

Pro

Ser

35

Ser

Ser

Gly

Gly

Lys

115

Val

Gln

70
288
PRT
homo

70

Met Gln Ile

1

Leu Gly Trp

Sapiens

Phe

Ala

20

Phe

Pro

Gln

Arg

Thr

100

Glu

Pro

Thr

Leu

Leu

Ser

Ser

Pro

Asp

85

Tyr

Ser

Thr

Leu

sapiens

Pro

Arg

Gln

Pro

Asp

Leu

Asn

Asn

Gly

70

Phe

Leu

Leu

Ala

Val
150

Ser

Val

Thr

Gln

55

Gln

His

Cys

Arg

His
135

33109

Pro

Val

Ser

40

Thr

Asp

Met

Gly

Ala

120

Pro

Asp

Thr

25

Glu

Asp

Cys

Ser

Ala

105

Glu

Ser

Arg

10

Glu

Ser

Lys

Arg

Val

90

Ile

Leu

Pro

Pro

Gly

Phe

Leu

Phe

75

Val

Ser

Arg

Ser

Trp

Asp

val

Ala

60

Arg

Arg

Leu

Val

Pro
140

Asn

Asn

Leu

45

Ala

Val

Ala

Ala

Thr

125

Arg

Pro

Ala

30

Asn

Phe

Thr

Arg

Pro

110

Glu

Pro

Pro

15

Thr

Trp

Pro

Gln

Arg

95

Lys

Arg

Ala

Thr

Phe

Tyr

Glu

Leu

80

Asn

Ala

Arg

Gly

Ala Pro Trp Pro Val Val Trp Ala Val Leu Gln

10

15

Gly Trp Phe Leu Asp Ser Pro Asp Arg Pro Trp
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Asn

Asn

Leu

65

Ala

Val

Ala

Ala

Thr

145

Arg

Leu

Ser

Leu

Glu

225

Cys

Pro

Ala

50

Asn

Phe

Thr

Arg

Pro

130

Glu

Pro

Leu

Arg

Lys

210

Leu

vVal

Pro

35

Thr

Trp

Pro

Gln

Arg

115

Lys

Arg

Ala

Gly

Ala

195

Glu

Asp

Pro

20

Thr

Phe

Tyr

Glu

Leu

100

Asn

Ala

Arg

Gly

Ser

180

Ala

Asp

Phe

Glu

Phe

Thr

Arg

Asp

85

Pro

Asp

Gln

Ala

Gln

165

Leu

Arg

Pro

Gln

Gln
245

Ser

Cys

Met

70

Arg

Asn

Ser

Ile

Glu

150

Phe

Val

Gly

Ser

Trp

230

Thr

Pro

Ser

55

Ser

Ser

Gly

Gly

Lys

135

Val

Gln

Leu

Thr

Ala

215

Arg

Glu

33109

Ala

40

Phe

Pro

Gln

Arg

Thr

120

Glu

Pro

Thr

Leu

Ile

200

Val

Glu

Tyr

25

Leu

Ser

Ser

Pro

Asp

105

Tyr

Ser

Thr

Leu

Val

185

Gly

Pro

Lys

Ala

-156-

Leu

Asn

Asn

Gly

90

Phe

Leu

Leu

Ala

Val

170

Trp

Ala

Val

Thr

Thr
250

Val

Thr

Gln

75

Gln

His

Cys

Arg

His

155

Val

Val

Arg

Phe

Pro

235

Ile

Val

Ser

60

Thr

Asp

Met

Gly

Ala

140

Pro

Gly

Leu

Arg

Ser

220

Glu

Val

Thr

45

Glu

Asp

Cys

Ser

Ala

125

Glu

Ser

Val

Ala

Thr

205

Val

Pro

Phe

30

Glu

Ser

Lys

Arg

Val

110

Ile

Leu

Pro

Val

Val

130

Gly

Asp

Pro

Pro

Gly

Phe

Leu

Phe

95

Val

Ser

Arg

Ser

Gly

175

Ile

Gln

Tyr

Val

Ser
255

Asp

vVal

Ala

80

Arg

Arg

Leu

Val

Pro

160

Gly

Cys

Pro

Gly

Pro

240

Gly



33109

Met Gly Thr Ser Ser Pro Ala Arg Arg Gly Ser Ala Asp Gly Pro Arg
260 265 270

Ser Ala Gln Pro Leu Arg Pro Glu Asp Gly His Cys Ser Trp Pro Leu
275 280 285

<210> 71
<211> 4

<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>

<223> HVR1 téi thidu cta PD1-0103 va bién thé duoc bién dbi gidng nhu cua
ngudi cua PD1-0103-0312, PD1-0103-0313, PD1-0103-0314 va PD1-0103-0315
<400> 71

Ser Ser Tyr Thr

1
<210> 72
<211> 8

<212> PRT
<213> ©Nhéan tao

<220>

<223> HVR2 tbi thidu cua PD1-0103 va bién thé& duoc bién dbi gidbng nhu cua
ngudi cua PD1-0103-0312, PD1-0103-0313, PD1-0103-0314 va PD1-0103-0315
<400> 72

Ser Gly Gly Gly Arg Asp Ile Tyr

1 5
<210> 73
<211> 5

<212> PRT
<213> Nhéan tao

<220>

<223> HVR3 tbdi thidu cua PD1-0103 va bién thé& ducoc bién dbdi gidng nhu cua
ngudi cua PD1-0103-0312, PD1-0103-0313, PD1-0103-0314 va PD1-0103-0315
<400> 73

Gly Arg Val Tyr Phe

1 5
<210> 74
<211> 6
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33109

<212> PRT
<213> Nhéan tao

<220>

<223> LVR1 tbéi thiéu cta PD1-0103 va bién thd duoc bién dbdi gidng nhu cua
ﬁguéi cta PD1-0103-0312, PD1-0103-0313, PD1-0103-0314 va PD1-0103-0315
<400> 74

Thr Ser Asp Asn Ser Phe

1 5
<210> 75
<211> 7

<212> PRT
<213> ©Nhan tao

<220>

<223> LVR2 tbi thidu cha PD1-0103 va bién thé dugc bién dbéi gidng nhu cua
ngudi cua PD1-0103-0312, PD1-0103-0313, PD1-0103-0314 va PD1-0103-0315
<400> 75

Arg Ser Ser Thr Leu Glu Ser

1 5
<210> 76

<211> 6

<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>

<223> LVR3 téi thidu cia PD1-0103 va bién thd& dugc bién dbéi gibng nhu cua
ngudi cha PD1-0103-0312, PD1-0103-0313, PD1-0103-0314 va PD1-0103-0315
<400> 76

Asn Tyr Asp Val Pro Trp

1 5
<210> 77

<211> 3

<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>

<223> Poan clia FR-H3 ch@ta trinh tu axit amin RDN tai cac vi tri la 71,
72, 73 theo hé thbéng danh sbé Kabat

<400> 77

Arg Asp Asn
1
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