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Linh vue sang ché dwgc dé cip

Sang ché dé cap dén linh vuc khang thé don dong tri liéu va cy thé hon 12 khang
thé khang protein chét theo chwong trinh 1 (programmed death-1 - PD-1). Sang ché dé
cap dén phan tir ADN mi hoa khang thé nay, vecto biéu hién chira phan t&r nay, té bao
cht duoc chuyén vecto bién hién nay, phan ttr dic hidu kép va thé tiép hop mién dich

va duoc pham chita khéng thé nay, va phwong phap san xuét khang thé.
Tinh trang k¥ thuit ciia sang ché

Protein PD-1 1a thanh vién ctia ho CD28 va la thy thé rc ché mién dich thé hién
trén bé mat cha t& bao B va té bao T hoat héa (Yao Z et al., 2013, Nat Rev Drug
Discov, 12(2):130-146), ban dau duoc thu tir khéi t& bao lai (hybridoma) cua t& bao T
chét theo churong trinh bang k§ thuét lai loai trir. PD-1 dugc biéu hién chu yéu trén bé
mit té bao T CD4*, t€ bao T CD8", t& bao NKT, té bao B va té bao don nhan hoat héa.
Biéu hién ciia n6 trén bé mit cua t& bao dugc cdm ung béng cach phat tin héu thu thé
té€ bao T (T cell receptor - TCR) hoic thu thé t& bao B (B cell receptor - BCR) va duoc
tang cuong bdi TNF-a (Francisco LM et al., 2010, Immunol Rev, 236: 219-242). Phin
tir PD-1 bao gdm viing ngoai bdo, ving xuyén mang va dudi ndi bao. Ving ngoai bao
¢6 ving IgV ciia viing bién ddi globulin mién dich, va dudi ndi bao chira hai métip
truyén tin hi€u dua trén tyrosin: moétip Uc ché dya trén thu thé mién dich tyrosin
(Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motif - ITIM) va métip chuyén dbi dwa
trén thu thé mién dich tyrosin (Immunoreceptor Tyrosine-based Switch Motif - ITSM).
Sau khi hoat hoa té bac T, PD-1 chiéu mé tyrosin phospholipaza SHP2 cha yéu thong
qua métip ITSM, din dén sy khir phospho ciia cic phén ti thuc hién bao gbdbm CD3(,
PKCS, va ZAP70. PD-1 ¢6 hai phdi tir, PD-L1 va PD-L2. PD-L1 ciing duoc biét nhu
1a B7H1 hodc CD274, va PD-L2 cling dugc goi 1a B7DC hoic CD273. PD-L1 va
PD-L2 dugc biéu hién trong céc loai t€ bao khac nhau (Shimauchi, Kabashima et al.,
2007, Int J Cancer, 121 (12):2585-2590). V& kiéu bién hién, sy bién hién PD-L2 bi han
ché & mtrc d6 cao, chi yéu & dai thuc bao hoat hoa, té bao dudi gal va mot ph?ln nho

cta té bao khéi u. Nguoe lai, PD-L1 dugc biéu hién rong rai & t& bao T hoat hoa, t&
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bao B, dai thuc bao, t€ bao dudi gai va t€ bao khoi u, va tai cac vi tri dic quyén mién
dich, bao gom nhau thai va mat, cling nhu té bao ndi md mach mau, t€ bao bi€u md, té

bao co va t€ bao gan.

PD-1 twong tic véi phdi tr cia né PD-L1 va PD-L2 (programmed death-1
ligands - PD-Ls) dé trc ché déng k& sy hoat hoa té bao T qua trung gian CD3/CD28 va
san xuit xytokin théng qua con dudng truyén tin hiéu nodi bao, va do d6 PD-1 va
PD-Ls 14 c4c protein diém kiém so4t mién dich quan trong diéu hoa cic phan @ng ciia
té bao T. O trang thai binh thudong, con dudng phat tin hiéu PD-1/PD-Ls ¢6 thé cam
ing va duy tri sy dung nap mién dich ctia md ngoai bién, c6 tac dung tich cuc trong
viéc ngan ngura viém mod qua mirc va sy xuét hién cta cac bénh ty mién (Latchman Y
et al., 2001, Nat Immunol, 2:261-268). O trang thai bénh ly, su tuong tic cua PD-1 va
PD-L1/PD-L2 giam diéu hoa su tiét cac xytokin kich thich mién dich t& bao T nhu
IFN-y, IL-2 va TNF-a va su biéu hién ctia protein séng sot, va thic ddy su tiét xytokin
rc ché mién dich IL-10, do d6 trc ché phan Ung mién dich cta té bao T (Hamid O et al.,‘
2013, Expert Opin Biol Ther, 13(6):847-861). Cac nghién ctru da chi ra ring su phat
tin hiéu déng trc ché PD-1 ¢6 lién quan mét thiét dén su xuit hién cia cac bénh khac
nhau & ngudi va phan tir phét tin hiéu ddng trc ché PD-1 ¢6 thé dwgc nhim dich dé

diéu tri bénh (Okazaki T et al., 2007, J Immunol; 19:813-824).

Con duong phat tin hiéu PD-1/PD-L1 lién quan mat thiét dén sy tién trién cua
khéi u. O bénh nhan ung thu, sy biéu hién qua mic PD-L1 ¢6 thé ting cuong kha ning
di cin cta khdi u, dan dén tang ty 18 tir vong va tién lugng xAu. Cac nghién ciru da chi
ra rang su bién hién cao cia PD-L1 dugc phat hién trong cac mo khdi u cia ung thu
phoi, ung thu gan, ung thu budng trimg, ung thu ¢b tir cung, ung thu da, ung thu bang
quang, ung thu rudt két, ung thu vi, u thin kinh dém, ung thu than, ung thu da day,
ung thu thuc quan, ung thu biéu mé t€ bao vay miéng va ung thu diu va ¢b & nguoi.
Ngoai ra, PD-L1 dugc biéu hién cao trong céac té bao khéi u véi su hién dién clia nhiéu
loai xytokin v lién quan dén su trén tranh mién dich cia té bao khéi u. Trong khi dé,
1€ bao T CD8" xam nhap khdi u tai vi tri khdi u cling bi anh hudng béi méi truong vi
mb ciia khéi u, va bién hién PD-1 cao hon so véi té bao T trong méau ngoai bién. PD-1
twong tac vai PD-L1 trén bé& mat t& bao khdi u, trc ché sy hoat héa va tdng sinh cia té
bao T. Té bao khdi u c6 thé tron tranh sy tiéu diét boi cac t& bao lympho giy doc

(cytotoxic lymphocytes - CTLs), va 1am suy yéu phan tmg mién dich khang ung thu
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ctia co thé. Viéc phong téa sy phat tin hidu PD-1/PD-L1 béi khéng thé don dong khéng
PD-1 c6 thé ting didu hoa su tiét IFN-y, IL-2, va IL-10, dao nguoc c6 hiéu qua su e
ché tiang sinh cia té bao T CD4" va CD8", va ting cuodng rd rét sy hoat hoa va kha

ning tidu diét té bao T (Dong HD et al., 2002, Nat Med, 8:793-800).

Nhiéu su 1ay nhi®m virut cdp tinh va man tinh ciing trén tranh sy giam sat mién
dich & ngudi thong qua tuong tic PD-1/PD-Ls. Céc té bao T CD4*, CD8" dic higu cho
virut ngoai bién biéu hién qua muc PD-1, din dén rbi loan churc nang hodc bét toan
trong viéc loai bo virut 1ay nhiém kip thoi va hiéu qua (Venkatachari NJ et al., 2008,
Virology, 376:140-153). Gan diy, mot lugng 16n cac nghién ctru di chi ra rang viée
phong tda con dudng e ché PD-1/PD-Ls boi khang thé don dong dic hidu ¢6 thé hoat
héa va tang sinh hi¢u qua té bao T CD4*, CD8" dic hiéu cho virut HIV, HBV va HCV,
tao ra cac yéu td tidu diét nhu IFN-y, TNF-a va granzym B, va khoi phuc cac dic tinh

khang virut ddc hi¢u té bao mién dich (Barber DL et al., 2006, Nature, 439:682-687).

Do d6, khang thé don dong khang PD-1 dic hiéu dugc diéu ché dé phong toa
viéc phat tin hi¢u PD-1/PD-L1 va déng con duong Uc ché, diéu nay s& ting cudng
chirc nang ciia CTL dé tiéu diét t& bao khdi u, va trc ché hiéu qua sy hinh thanh va phat
trién khdi u. Hién nay trén thi truong c6 hai loai thuéc khang thé khang PD-1 khang
ung thu 1a Pembrolizumab (tén thuong mai la Keytruda, Merck Sharp & Dohme) va
Nivolumab (tén thuong mai 1a Opdivo, Ono Pharmaceutical/Bristol-Myers Squibb).
Pidilizumab, dugc phat trién béi Cure Tech, trong giai doan thir nghiém 1am sang giai
doan II. AMP-224 va AMP-514, duoc phat trién bdi MedImmune, trong giai doan thir
nghiém 1am sang giai doan I. Mic dii ¢6 nhiéu khang thé don dong theo diém kiém
soat mién dich chéng lai PD-1, PD-L1 va CTLA4 dugc st dung trong diéu tri 1am sang,
1y 1& dap Gmg cta cic khang thé nay duge sir dung nhu loai thudc don van con thip,
trung binh chi 15-20%. Do d6, cin thiét dé phat trién khang thé don dong khang PD-1
ma&i véi d¢ dac hiéu cao hon, tac dung phu doc hai thép hon, va hiéu qua 1am sang 1ot
hon, s€& cung cép nhiéu Iya chon thubc hon cho bénh nhan ung thu va bénh nhan mac

bénh lay nhiém.
Ban chit k§ thuat clia sang ché

Muc tiéu ciia sang ché 13 d& xudt khang thé don dong khang PD-1 ¢6 4i luc cao

v6i phan t PD-1.
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Mot khia canh ctia sang ché dé xut khang thé don dong dugc phan lap lién két

v6i PD-1, bao gdm:

ving bién ddi cta chudi ning chira trinh ty axit amin CDR-HI, CDR-H2 va
CDR-H3, va

ving bién ddi cha chudi nhe chia trinh ty axit amin CDR-L1, CDR-L2 vi

CDR-L3,
trong do:

(i) vung bién ddi ctia chudi ning chira trinh ty CDR-H1 dugc chon tir SEQ ID
NO: 1 hodc 2, trinh ty CDR-H2 dugc chon tr SEQ ID NO: 3 hoac 4, va trinh tu
CDR-H3 dugc chon tir SEQ ID NO: 5 hodc 6; va

(ii) ving bién doi ctia chudi nhe chira trinh ty CDR-L1 dugc chon tir SEQ ID NO:
7 hoac 8, trinh ty CDR-L2 duoc chon tir SEQ ID NO: 9 hoéc 10, va trinh ty CDR-L3
duge chon tir SEQ ID NO: 11 hoic 12. |

Trong phuong 4n duoc vu tién cia sang ché, ving bién ddi chudi nang ctia khang
thé chira trinh ty CDR-H1 dugc thé hién & SEQ ID NO: 1, trinh ty CDR-H2 dugc thé
hién & SEQ ID NO: 3, trinh tw CDR-H3 duoc thé hién & SEQ ID NO: 5; va ving bién
d6i chudi nhe cua khang thé chua trinh ty CDR-L1 duge thé hién ¢ SEQ ID NO: 7,
trinh ty CDR-L2 dugc thé hién & SEQ ID NO: 9, va trinh tw CDR-L3 duoc thé hién &
- SEQ ID NO: 11.

Trong phuong an dugc wu tién khic cia sang ché, ving bién doi cia chudi ning
ciia khang thé chira trinh tw CDR-H1 dugc thé hién & SEQ ID NO: 2, trinh tw CDR-H2
dugc thé hién & SEQ ID NO: 4, va trinh tw CDR-H3 duoc thé hién ¢ SEQ ID NO: 6;
va viing bién dbi ctia chudi nhe ctia khang thé chira trinh tw CDR-L1 duoc thé hién &
SEQ ID NO: 8, trinh tu CDR-L2 duogc thé hién & SEQ ID NO: 10, va trinh ty CDR-L3
dugc thé hién & SEQ ID NO: 12.

Ngoai ra, khang thé chira trinh ty CDR duoc mé ta & trén 14 thude chudt, kham,
hodc dugc 1am giéng ngudi.

Vi dy, khang thé 13 thudc chudt hoic kham. Ving bién ddi coa chudi ndng ciia nd
con chira ving FR chudi nang cua IgGi, 1gG, IgGs, 1gGa & chudt, hodc thé bién di cia

ching; ving bién doi clia chudi nhe chira viing FR chudi nhe cta chudi x, A & chudt

-5



34271

hoic thé bién di cta ching.
Hon nita, khang thé chu6t hoic khang thé kham chua:

(a) vung bién doi cia chudi ndng bao gdm trinh tu axit amin dugc thé hién &

SEQ ID NO: 15,

(b) ving bién dbi cta chudi nhe bao gdm trinh ty axit amin dugc thé hién & SEQ

ID NO: 16.

Vi du, trong phuong an dugc uu tién cua sang ché, khang thé AB12N1 thudc
chudt va khang thé AB12N2 kham, ving bién dbi chudi ning cia chiing bao gbm trinh
tu axit amin duoc thé hién & SEQ ID NO: 15, va ving bién ddi chudi nhe ctia ching

bao gdm trinh tu axit amin duge thé hién & SEQ ID NO: 16.
Hon nita, khang thé chudt hoic khang thé kham chira:
(a) viing bién ddi ciia chudi nang bao gdm trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 13;
(b) ving bién ddi cta chudi nhe bao gdm trinh ty axit amin ciia SEQ ID NO: 14.

Vi du, trong phuong 4n duoc vu tién cia sang ché, khang thé chudt AB12MI1 va
khang thé kham AB12M2, viing bién dbi chudi ning cua chiing bao gdm trinh tur axit
amin dugc thé hién & SEQ ID NO: 13, va ving bién ddi chudi nhe cia chiing bao gbm

trinh ty axit amin dugc thé hién & SEQ ID NO: 14.

Vi dy, khang thé duoc lam gidng ngudi. Phuong phap san xuit khang thé lam
gibng ngudi duge biét 5 béi nhitng ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay.
Vi du, khang thé khang PD-1 1am giéng ngudi cua sang ché c6 thé dugc san xuét bang
cach chuyén trinh tw CDR ciia sang ché vao viing bién ddi khang thé ctia ngudi. Khang
thé 1am gibng ngudi khong tao ra phan tng khang khang thé (anti-antibody response -
AAR) hodc phan tmg khang khéng thé chudt & ngudi (human anti-mouse antibody
response - HAMA), va khong bi loai bé nhanh chong béi sy trung hoa béi khang
khang thé.

Trong phuong an duge wu tién cia sang ché, khang thé chudt AB12M1 duge lam
gidng nguoi bang cach ghép CDR. Trong két qua khang thé 1am gidng ngudi, tot nhét
1a, ving bién dbi chudi nang cua chung bao gém trinh tur axit amin duoc chon tir nhém
gom SEQ ID NO: 17, 19, 21, 23, 25, 27 va 29, va ving bién doi chudi nhe ctia ching
bao gém trinh tu axit amin dugc chon tir nhéom chira SEQ 1D NO: 18, 20, 22, 24, 26,
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28 va 30. Hon nita, trong két qua khang thé lam giéng nguoi AB12M3, AB12M4,
AB12M5, AB12M6, AB12M7, AB12M8 va AB12M9, viing bién d6i chudi nang cta
chung bao gé)m 14n luot trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 17, 19, 21, 23, 25, 27 va
29, va ving bién ddi chudi nhe tuong tmg bao gdm lan hugt trinh t axit amin cia SEQ

ID NO: 18, 20, 22, 24, 26, 28 va 30.

Trong phuong 4n duoc vu tién khac ciia sang ché, khang thé chuét AB12N1 duoc
lam gibng ngudi bang cach ghép CDR. Trong két qua khang thé 1am giéng nguoi, ot
nhit 13, ving bién ddi chudi ning bao gém trinh tu axit amin dugc chon tir nhém gém
SEQ ID NO: 31, 33 va 35, va viung bién dbi chudi nhe bao gdm trinh twr axit amin
duoc chon tir nhém gdm SEQ ID NO: 32, 34 va 36. Hon nita, trong két qua khéng thé
lam gibng ngudi ABI12N3, AB12N4 va AB12NS5, ving bién ddi ctia chudi ning bao
gbm 14n luot trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 31, 33 va 35, va ving bién dbi cua
chudi nhe twong ng bao gém lan luot trinh tw axit amin ciia SEQ ID NO: 32, 34 va
36.

Khong anh huéng dang ké dén hoat dong cia khang thé, mot ngudi c6 hiéu biét
trung binh trong linh vuc nay c6 thé thay thé, thém va/hoic loai bé mot hodc nhiéu (vi
du, 1, 2, 3,4, 5, 6,7, 8,9 hoac 10 hodc hon) axit amin tr trinh tu khang thé coa sang
ché dé thu dugc thé bién di cia khang thé, ma duoc coi 1a trong pham vi clia sang ché.
Vi du, thay thé axit amin c6 dic tinh tuong ty trong vung bién dbi. Trinh ty axit amin
ctia thé bién di cua sang ché c6 thé c6 it nhat 80% trinh tu déng nhét vé6i trinh tu axit
amin nguén ctia chung truéce khi bién ddi; hon nita, trinh tu axit amin ctia thé bién di
ctia sang ché co thé co it nhat 85%, 90%, 95%, 96%, 97% 98% hodc 99% trinh tu

dong nhat véi trinh ty axit amin nguon cia ching trudce khi bién doi.

Khang thé cia sang ché co thé 1a khang thé c6 chiéu dai ddy du. Vi du, trong mot
s6 phwong 4n dugc wu tién, khang thé khang PD-1 ngudi cia sang ché con bao gbm
viing ¢6 dinh chudi ning cta nguoi IgGs hoidc IgGi va viing ¢b dinh chudi nhe « &
ngudi. Ngoai ra, khang thé c6 thé chi bao gém doan lién két khang nguyén, nhu doan

Fab hodc F(ab'), , hoic khang thé chudi don scFv.

Trong bét ky phwong 4n dugc mé ta & trén, khang thé cia sang ché c6 thé lién két
v6i PD-1 ¢6 Kp khoang 1 nM hoic thap hon; trong phuong 4n duoc wu tién, khang thé
¢6 thé lién két véi PD-1 ¢6 Kp khoang 100 pM hoic thap hon; trong phuong an duge
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vu tién hon, khang thé co thé lién két v6i PD-1 ¢6 Kp khoang 10 pM hoic thip hon;
trong phuong an dugc uu tién nhét, khang thé c6 thé lién két v6i PD-1 ¢6 Kp khoang 1

pM hoic thap hon.

Khia canh khéc ctia sang ché dé xuét phan tir ADN ma héa bat ky mot khang thé

nhu mo ta & trén.

Vi du, phan tir ADN m4 héa ving bién doi chudi nang cia khang thé kham duoc
vu tién AB12M2 cua sang ché dugc thé hién & SEQ ID NO: 37, va phéan tr ADN ma
héa ving bién ddi chudi nhe cia chung dugc thé hién & SEQ ID NO: 38.

Vi du khac, phan tir ADN ma héa ving bién d6i chudi niang cta khang thé 1am
gidng nguoi duoc vu tién AB12M3 cia sang ché duge thé hién & SEQ ID NO: 39, va
phan tt ADN m3 héa ving bién ddi chudi nhe ciia ching dugc thé hién & SEQ ID NO:
40.

Vi dy khéac, phan tir ADN mé héa ving bién ddi chudi ning cta khéng thé lam
gidng ngudi dugc uu tién khac AB12M4 cia sang ché duoc thé hién & SEQ ID NO: 41,
va phan tir ADN ma héa ving bién d6i chudi nhe cua ching duoc thé hién & SEQ ID
NO: 42.

Khia canh khéc cta sang ché dé xuit vecto biéu hién chira bat ky mot phan tir

ADN nao cuia sang ché nhu mo ta & trén.

Khia canh khac ciia sdng ché dé xuat t€ bao chi dugc chuyén nap véi mot vecto

biéu hién bit ky nhu mo ta & trén. TE bao chii t6t nhat 14 té bao CHO.

Khia canh khéc ciia sang ché d& xuit thé 1iép hop mién dich bao gom khang thé
clia sang ché tiép hop v6i tac nhan tri lidu. Tac nhén tri liéu tt nhat 1a doc td, ddng vi

phong xa, thude, hodc tic nhan giy doc té bao.

Khia canh khac cia sang ché dé& xudt phan tir dic hidu kép chira mot khang thé
bat ki ciia sang ché. Vi dy, khang thé PD-1 miéu t3 & trén c6 thé duoc lién két vé mat
chirc nang voi khang thé hodc doan khang thé c6 tinh dac hiéu lién két khang nguyén
khac dé tao thanh khang thé dic hidu kép. Vi duy, khang thé dic hidu kép con bao gdm,
nhung khong gi6i han, khang thé chéng lai phan tir nhu VEGF, EGFR, HER2/neu, thu
thé VEGF hoic thy thé cta nhan 6 sinh truong khac, CD20, CD40, CTLA-4, OX-40,
4-1BB, va ICOS.
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Khia canh khac ctia sang ché d¢ xuat dugc pham chira khang thé cia sang ché va

t4 duoc, chit mang, hodc chit pha lodng dugc dung.

Khia canh khac cia sang ché dé xuat phuong phéap san xuat khang thé cia sang
ché, bao gom: (a) nudi cdy te bao chi duge miéu td & trén trong di€u kién cho phép san

xuét khang thé, (b) thu hoi va phan 1ap khang thé duoc tao ra.

Khia canh khac cia sang ché mé ta cach sir dung khang thé khang PD-1, duoc
phéam, thé tiép hop mién dich, va phan tir dac hiéu kép cta sang ché trong san xuét

thudc dé diéu tri bénh hoic tinh trang trung gian qua PD-1.

Dic biét, bénh hodc tinh trang 13 ung thu, dic biét hon 13 ung thu véi biéu hién
cao ctia PD-L1, va ung thu bao gém, nhung khéng giéi han &, ung thu phéi, ung thu
gan, ung thu budng tring, ung thu ¢d tir cung, ung thu da, ung thu bang quang, ung
thu rudt két, ung thu vi, u than kinh dém, ung thu thin, ung thu da day, ung thu thuc
quéan, ung thu biéu mé té bao vay miéng, va ung thu dau va cd; dac biét hon ung thu 13
ung thu v, ung thu phdi, ung thu da day, ung thu rudt két, ung thu than hodc khéi u ac
tinh; diic biét nhit ung thu 13 ung thu phi tiéu bao phéi, khdi u 4c tinh hoic ung thu
than.

Dic biét, bénh 12 mot bénh lay nhiém, vi dy, nhiém virut man tinh, nhiém vi
khuén hodc nhiém ky sinh trung, va déc biét hon bénh truyén nhiém 13 HIV, HBV hoic
HCV.

biac biét, trong san xuét thube didu tri ung thu hodc cic bénh truyén nhiém,
khang thé khang PD-1 lam gidng ngudi hodc kham dugc st dung; dic biét hon 14,
khang thé khang PD-1 lam giéng nguoi duge sir dung.

Khang thé d& xuét boi sang ché c6 thé duoc st dung doc 1ap hoic két hop véi tac
nhén tri liéu hodc phuong phap tri liéu khac: vi du, tdc nhin chéng ung thu hodc tac
nhan mién dich (vi dy, khang nguyén khéi u), té bao trinh dién khang nguyén (e.g., té
bao dudi gai duge kich thich véi khang nguyén hodc axit nucleic ¢6 nguodn gde tir khdi
u), xytokin kich thich mién dich (vi du, IL-2, IFNA2, GM-CSF), va té bao dugc
chuyén nap véi gen ma héa xytokin kich thich mién dich (vi dy, bao gdm nhung khong
giol han & GM-CSF); phuong phap diéu tri ung thu tiéu chuén (vi du, hoa tri, xa tri
hodc phiu thuit); hoic cac khang thé khac (bao gom nhung khong giéi han & khang
thé chéng lai VEGF, EGFR, HER2/neu, thu thé VEGF hodc thu thé cia nhan t6 sinh
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trudng khac, CD20, CD40, CTLA-4, 0X-40, 4-IBB, hodc ICOS).

So v6i Keytruda va Opdivo duoc sir dung trong diéu trj 14m sang, khang thé
khang PD-1 1am gidng ngudi duge dé xuit bai sang ché khong chi c6 ai luc lién két
PD-1 cao hon, v&i hing sb 4i lyc Kp nhé hon 1 pM, ma con ¢6 tinh dic hiéu manh. Dix
liéu khang khéi u in vivo da chi ra ring khang thé 1am giéng nguoi duoc dé xudt boi
sang ché ¢ ché dang ké sy phat trién cua khdi u cdy ghép & chudt chuyén gen, va
tham chi loai bd hoan toan khéi u & mot sé chudt. Hon nita, khang thé cia sang ché
duoc bidu hién trong t€ bao CHO, va ¢6 cac vu diém nhu ning suit cao, hoat dong cao,

quy trinh tinh ché don gian va chi phi san xuét thép.
M6 ta vin tit cic hinh vé

Fig. 1: Xac dinh su lién két cia AB12N1 va AB12MI vé6i PD-1 ctia ngudi bing
ELISA.

Fig. 2-1: X4c dinh phan Uing chéo cia AB12N1 va AB12M1 véi PD-1 cia khi
cynomolgus va ICOS cta ngudi bang ELISA.

Fig. 2-2: X4c dinh phan Ung chéo cia AB12N1 va AB12M1 v6i CTLAA4 cua
ngudi bang ELISA.

Fig. 2-3: Xéc dinh phan g chéo cia AB12N1 va AB12M1 véi CD28 clia ngudi
bang ELISA.

Fig. 3: X4c dinh kha ning cia AB12N1 va AB12M1 dé phong toa lién két
PD-1/PD-L1 cuia ngudi bang ELISA canh tranh.

Fig. 4: Phan tich dinh tinh ABI2N1 va AB12MI bang SDS-PAGE trong diéu
kién khtr.

Fig. 5: X4ac dinh gié tri ECse va tinh ddc hiéu cua AB12M2, AB12M3 va
AB12M4 bang ELISA.

Fig. 6: Xac dinh phan ing chéo cia AB12M2, AB12M3 va AB12M4 v§i PD-1
ctia chudt bang ELISA.

Fig. 7: X4c dinh 4i Iuc ciia AB12M2, AB12M3, AB12M4 lién quan dén Keytruda
bang ELISA canh tranh.

Fig. 8: Xac dinh ai lyc cia AB12M2, AB12M3, AB12M4 lién quan dén Opdivo
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bang ELISA canh tranh.
Fig. 9: ABI2M3 va AB12M4 lién két véi té bao CHO biéu hién qua mirc PD-1.
Fig. 10: ABI2M3 va AB12M4 lién két véi t& bao T ciia ngudi duoc hoat hoa.

Fig. 11: AB12M3 va AB12M4 thiic déy tang sinh t€ bao T theo cach phu thudc

ndng db.
Fig. 12: AB12M3 va AB12M4 thiic day tiét IFN-y theo cach phu thudc ndng do.
Fig. 13: AB12M3 va AB12M4 thuc day tiét IL-2 boi té bao T.
Fig. 14: AB12M4 tre ché su phat trién khdi u & chudt.
M ta chi tiét sang ché
Chir viét tit va dinh nghia
hPD-1, protein PD-1 & nguoi;

CDR, vung x4ac dinh b6 sung cia ving bién ddi ciia globulin mién dich , dugc

x4c dinh béi so dd danh sb Kabat;
ECso, néng do cia khang thé mang lai lién két nira tdi da;
ELISA, xét nghiém hép thy mién dich lién két enzym;

FR, ving khung khang thé, ving bién di ciia globulin mién dich khong bao gém

cac vung CDR;
HRP, peroxidaza cu cai den;
IL-2, interleukin 2;
IFN, interferon;
ICsq, néng do ctia chét vrc ché mang lai su tc ché 50%:
IgG, globulin mién dich G;

Kabat, so d0 danh s6 va can chinh cta globulin mién dich chu trwong béi Elvin A
Kabat;

mADb, khang thé don dong;

PCR, phan g chudi polymeraza;
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V ving, doan trinh tur bién dbi cta IgG trong sb cac khang thé khac nhau, bao
gbm gdc Kabat vi tri tir 1 dén 109 trong chudi nhe va gbc Kabat vi tri tir 1 dén 113

trong chudi ning;
Vi, viing bién ddi cta chudi ning globulin mién dich;
Vi, viing bién ddi ctia chudi nhe « globulin mién dich;
Kb, hing s6 phén ly can bang;
Kka, héng sb ty 1€ lién Két;
kq, hing sb ty 1& phan ly.

Thuét ngir "khang thé" dugc st dung & ddy bao gdm cac khang thé ¢ chiéu dai
day du (vi du, khang thé IgGy hodc IgGa), cac doan chirc ning khac nhau cta ching (vi
du, ¢6 thé chi bao gdm cac gbc lién két khang nguyén, (vi du doan Fab, F(ab'"), hodc
scFv), va cac khang thé bién ddi (vi du, duoc 1am gidng ngudi, glycosylat héa, v.v).
Sang ché ciing bao gébm khang thé khang PD-1 v&i nhitng bién ddi boi su glycosylat
hoéa hoic khtr glycosylat héa. Trong mét sb img dung, su bién d6i duge thuc hién bing
cach loai bod céc vi tri glycosylat hoa khong mong mudn, ching han nhu sy bién déi
bang cach loai bo fucoza tir chudi oligosacarit dé tang cudng chirc ning gy doc té bao
trung gian qua t& bao phu thudc khang thé (antibody-dependent cell-mediated
cytotoxicity - ADCC); trong ung dung khac, su bién ddi galactosylat hoa duge thuc
hién dé thay thé hoat dong gy doc té bao phu thudc b6 xung trung gian qua khang thé
(complement dependent cytotoxicity - CDC).

Thuét ngit "khang thé don dong hodc mAb" dé cap dén khang thé thu duoc tir
chung don dong, khong giéi han & céc t& bao nhan chudn, té bao nhan so hoic thuc
khudn thé. Khang thé don dong hodc doan lién két véi khang nguyén c6 thé thu dugc
sir dung, vi du, k¥ thuat lai, k§ thuét tai t& hop, k§ thuat boc 16 trén thuc khuan thé, k¥
thuat cdu thanh (vi dy, ghép CDR), hoidc két hop mot s6 k§ thuat hién hanh, v.v.

Thuét ngit "doan khéng thé" va "doan lién két khang nguyén" dé cap dén doan
lién két khang nguyén cta khang thé hoac tuong déng khang thé, thuong bao gdm it
nhit mot phan cia ving lién két khang nguyén hodc ving bién dbi (vi du, mot hodc
nhidu CDR) ciia khang thé bé me. Poan khang thé giir lai it nhat mdt sb tinh dic tinh
lién két cia khang thé b me. Thong thudng, doan khang thé giir lai it nhat 10% hoat
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tinh lién két cta bd me khi hoat tinh dugc biéu hién & chudt chiii. Hon nira, doan
khang thé gitr lai it nhat 20%, 50%, 70%, 80%, 85%, 90%, 95% hodc 100% hoic hon
41 luc lién két ctia khang thé b me véi dich. Vi du vé doan khang thé bao gbm, nhung
khong gidi han &, doan Fab, Fab', F(ab'), va Fv; khang thé doi; khéng thé tuyén tinh;
phan tr khéang thé chudi don, vi du, scFv va UniBody (Genmab); vat thé nano
(Ablynx); khang thé viung (Domantis); va khang thé da hiéu duoc hinh thanh boi cac
doan khang thé. Dé xem xét cac thé bién di khang thé duoc thiét ké, xem Holliger Bet

al., 2005, Nat Biotechnol, 23:1126-1136.

Thuat ngit " doan Fab" bao gdm chudi nhe va ving Cul va ving bién ddi cia
chudi ning. Chudi ning ciia phan tir Fab ¢6 thé khong hinh thanh lién két disunfit véi

chudi ning ctia phan tir Fab khéc.

Thuat ngit ving "Fc" bao gdm hai doan chudi ning, mdi doan chira ving Cn2 va
Cu3 ctia khang thé. Hai doan chudi ning dugc ¢d dinh véi nhau béi hai hay nhiéu lién

két disunfit lién chudi va tuong tac ky nuée lién ving Cr3.

Thuat ngit "doan Fab' " bao gébm ving VH, Cul cta chudi ning va chudi nhe, va
ving cb dinh gitta ving Cul va Cu2, va do d6 hai chudi ning cua hai ‘doan Fab' ¢6 thé

hinh thanh lién két disunfit lién chudi dé tao thanh phan tir F(ab"),.

Thuat ngit "doan F(ab'), " bao gdm cac ving VH, Cul ctia hai chudi ning va hai
chudi nhe, va cic ving ¢ dinh giita ving Cul va Cu2, do d6 hinh thanh lién két
disunfit lién chudi giita hai chudi nang. Do d6, doan F(ab') bao gdm hai doan Fab'

dugc cd dinh v6i nhau béi lién két disunfit gitta hai chudi ning.

Thuat ngt vung "Fv" bao gom ving bién doi tir ca chuoi nang va chudi nhe,

nhung thiéu ving ¢ dinh.

Thuat ngir "khéng thé Fv chudi don" (hodc "khang thé scFv") dé cdp dén doan
khang thé bao gdbm ving VH va VL ctia khang thé, trong d6 cac ving nay c6 mat trong
chudi polypeptit don. Dé danh gia scFv, xem Pliickthun, 1994, The pharmacology of
monoclonal antibodies, Rosenberg M and Moore GP, eds, Vol. 113, pp 269-315,
Springer Verlag, New York. Ciing xem cbng bd don xin cip patent qubc té s6 WO

88/01649 va U.S. Patent No. 4,946,778 va 5,260,203.

Thuat ngit "doan lién két khang nguyén" 13 doan globulin mién dich cé chirc
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ning mién dich chtra chi viing bién doi ctia chudi ning hoic ving bién doi cta chudi

nhe.

Thuét ngit "ving siéu bién" dugc sir dung & diy dé cap dén gdc axit amin cua
khang thé chiu tranh nhiém cho lién két khang nguyén. Ving siéu bién bao gém gdc
axit amin sau: gdc axit amin t "ving x4c dinh bd xung" hoic "CDRs"
(complementarity determining regions — CDRs), dwoc x4c dinh béi trinh tw dang thing,
gbc 24-34 (L1), 50-56 (L2), va 89-97 (L3) cta ving bién ddi chudi nhe, va gbc 31-35
(H1), 50-65 (H2), va 95-102 (H3) ctia ving bién ddi chudi ning, xem Kabat EA et al.,
1991, Sequences of Proteins of Immunological Interest, Sth edition, Public Health
Service, National Institutes of Health, Bethesda, Md.; va/hoac géc axit amin tr "vong
sidu bién" (hypervariable loops - HVL), dugc xac dinh béi cdu trac, goe 26-32 (L1),
50-52 (L2), va 91-96 (L3) cua ving bién ddi chudi nhe, va gbe 26-32 (H1), 53-55 (H2),
va 96-101 (H3) ctia ving bién ddi chudi nang, xem Chothia C and Leskl, 1987, J Mol
Biol, 196:901-917.

Thuit ngit gbe "ving khung" (framework region - FR) dé cdp dén gdc trong ving
bién dbi residues refer to the residues in a variable region ngoai trir gbc trong ving

siéu bién dugc xéc dinh & day.

Thuét ngit "khang thé kham" 14 khang thé hop nhét ving bién d6i ctia khang thé
chudt voi ving ¢b dinh ciia khang thé nguoi dé giam dap tmg mién dich gay ra boi
khang thé chudt. Dé tao ra khang thé kham, cin thiét dé phat trién t€ bao lai tiét khang
thé don dong chudt dic hiéu. Sau d6 gen ving cb dinh dugc tach dong tir t& bao lai ciia
chudt, va gen ving ¢ dinh cia khang thé ngudi duoc tach dong khi cn thiét. Gen
vung bién dbi cta chudt va gen ving ¢b dinh cta ngudi duoc gin vao gen kham. Gen
kham duoc chén vao vector, va cubi cung dugce biéu hién trong hé théng biéu hién té
bao nhin so hodc nhén chudn dé san xuit khang thé kham. Trong phuong an duoc wu
tién cta sang ché, ving bién ddi chudi nhe ciia khang thé PD-1 kham ciing bao gom
viing FR chudi nhe cta chubi «, A thudc chudt hoic thé bién di cua ching. Vung bién
ddi chudi nang ciia khang thé PD-1 kham ciing bao gém ving FR chudi ning cta IgGs,
1eGy, IgGs, IgGa thude chudt, hodc thé bién di cia ching. Ving ¢b dinh cta khang thé
PD-1 kham c6 thé duge chon tir ving ¢6 dinh cta IgGi, IgGa, IgGs, IgGa thudc ngudi,
hodc thé bién di ctia ching, dac biét 14 ving ¢b dinh IgG2 hoac IgGs thude ngudi, hodc

viing ¢6 dinh IgGi ma khong c6 tinh ddc ADCC (tinh gay doc té bao trung gian qua té
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bao phu thudc khang thé) sau khi dot biét axit amin.

Thuét ngir "phan tir dic hiéu kép" nghia 14 khang thé khang PD-1 hoic doan lién
két khang nguyén cia chung ciia sdng ché ¢6 thé dugc tao din xuit hodc gin vao phan
ttr chirc nang khac, ching han protein hodc peptit khac (vi du, khang nguyén, xytokin,
va thu thé b& mit t& bao lién quan dén khéi u) dé san xuit phéan tir dic hiéu kép lién két
v6i it nhat hai vi tri lién két hodc phén ti dich khac nhau. Dé tao ra phéan t dic hiéu
kép cua sang ché, khang thé ctia sang ché c6 thé dugc lién két vé mit chirc ning (vi du,
bang cach ghép d6i hoa hoc, dung hop gen, twong tac khong cong héa tri hodc cach
khéc) véi mot hodc nhiéu phén tir lién két khac, chéng han khang thé khac, doan khéng
thé, peptit, hodc md phdng lién két, do d6 tao ra phén tir dac hiéu kép. Vi dy, thuat nglt
"khéang thé dic hidu kép” nghia 13 hai ving bién dbi hoic don vi scFv khéc nhau dugc

1én két v6i nhau két qué 13 khang thé nhan dién hai khang nguyén khac nhau.

Thuét ngit "lién két min dich" hodc "dac tinh lién két mién dich" dugc st dung &
day d& cap dén cac tuong tac khong cong hoa tri xay ra giita phan tir globulin mién
dich va khang nguyén dic hiéu cho phén tir globulin mién dich. D6 bén lién két hoic
ai Iuc cua tuong tac lién két mién dich c6 thé dugc biéu thi bing hing sé phan ly can
bang (equilibrium dissociation constant - Kp) cho twong tac, trong d6 gia tri Kp cang
nhé thi 4i luc cang cao. Pic tinh lién két mién dich ciia polypeptit c6 thé duge dinh
lwong bang cic phuong phap di biét trong linh vic nay. Mot phuong phap lién quan
dén viée do ty 1& cac phirc hop ddi tac lién két khang nguyén /khang nguyén duoc hinh
thanh va phan ly. Ca "hing s6 ty 18 lién két" (K, hodc Kon) va "hang s6 ty 1& phan ly"
(K4 hodc Kofr) co thé dugc tinh toan véi néng do va ty 1¢ thuc té cta sy lien két va
phan ly (xem Malmqvist M, 1993, Nature, 361:186-187). Ty 1é Ko/K, bang véi hang
sb phan ly Kp (xem Davies et al., 1990, Annual Rev Biochem, 59:439-473). Gia tri Kb,
ka va kq c6 thé duoc do bang bit ki phuong phép hiéu qua nio. Trong phuong 4n durge
uu tién khac, hang sé phéan ly cin bang dugc xac dinh bang cach st dung nguyén 1y
giao thoa quang hoc (vi dy, thiét bi Octet cia Pall ForteBio dwoc miéu ta trong vi du
3.4). Trong phuong 4n dugc uu tién khac, hing sé phan ly cin bang c6 thé duoc xédc
dinh bang cach sir dung k§ thuat cong hudng plasmon bé mit (vi du, Biacore) hodc xét
nghiém dua trén KinExA. Khang thé cta sang ché duogc coi 13 ¢6 kha nang lién két dic
hiéu véi epitop PD-1, trong d6 hang sé phén ly can bang Kp < 10 uM, t6t 1a < 100 nM,
t6t hon 14 < 10 nM, va t6t nhat 13 < 100 pM dén khoang 1 pM.
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Khang thé tvong dong

O khia canh khac, ving bién d6i chudi ning va chudi nhe ctia khang thé cua sang
ché bao gom trinh ty axit amin twong dong v6i cac khang thé duge wu tién mo ta & day,
trong khi khang thé giir lai cac dic tinh chirc ndng mong mudn cua khang thé khang

PD-1 cua séng ché.

Vi du, sang ché dé& xuit khang thé lién két PD-1 lam giéng ngudi hodc doan lién
két khang nguyén cua chung chira ving bién ddi chudi niang va ving bién ddi chudi
nhe, trong d6: (a) ving bién ddi chudi ning bao gbém trinh ty axit amin ¢6 it nhit 80%
trinh tu axit amin déng nhét v6i trinh tr duge chon tir SEQ ID NO: 17, 19, 21, 23, 25,
27, va 29; tbt hon 13, vung bién ddi chudi nang bao g@‘)m trinh tu axit amin c6 it nhit
85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, hodic 9% trinh ty axit amin dong nhét v6i trinh ty
duge chon tir SEQ ID NO:17, 19, 21, 23, 25, 27, va 29; (b) ving bién ddi chudi nhe
bao g(‘Sm trinh tu axit amin c6 it nhat 80% trinh ty axit amin déng nhét vé6i trinh tu
dugc chon tir SEQ ID NO: 18, 20, 22, 24, 26, 28, va 30; tot hon 13, ving bién ddi
chudi nhe bao gém trinh fu axit amin c6 it nhét 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%,
hodc 99% trinh tu axit amin déng nhét véi trinh tu duge chon tir SEQ ID NO: 18, 20,
22,24, 26, 28, hoac 30.

Khéng thé bién ddi bao toan

Thuét ngir "bién ddi bao toan" nghia Ia bién ddi axit amin khong anh hudéng hodc
thay ddi dang ké dic tinh lién két cia khang thé chira trinh tir axit amin. Su bién ddi
bao toan nay gém su thay thé, thém va mat axit amin. Sw bién ddi ¢6 thé duge dua vao
céc khang thé cta sang ché bang cac ky thuat tiéu chudn dugc biét trong linh vuc nay,
chang han gy dot bién dinh huéng diém va gy dot bién trung gian qua PCR. Su thay
thé axit amin bao toan dé cdp dén su thay thé thay ddi axit amin bang axit amin khac
v6i chudi bén tuong tu. Cac ho bao gdm céac axit amin véi chudi bén tuong ty da dugc
md t4 chi tiét trong sang ché. Cac ho bao gdm cac axit amin véi chudi bén bazo (vi dy,
lysin, arginin, histidin), chudi bén axit (vi du, axit aspartic, axit glutamic), chudi bén
phén cuc khong mang dién (vi du, glycin, asparagin, glutamin, serin, threonin, tyrosin,
cystein, tryptophan), chudi bén khong phan cyc (vi dy, alanin, valin, leuxin, isoleuxin,
prolin, phenylalanin, methionin), chudi bén phan nhanh beta (vi du, threonin, valin,

isoleuxin), va chudi bén thom (vi du, tyrosin, phenylalanin, tryptophan, histidin). Do
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d6, mot hay nhiéu gdc axit amin trong viing CDR ctia khang thé cia sang ché c6 thé

duoc thay thé bang gbc axit amin tir ho chudi bén twong tu.

Trong mdt s§ phuong 4n, khang thé cta sang ché chira ving bién déi chudi ning
chtra trinh ty CDR-H1, CDR-H2 va CDR-H3 va viing bién dbi chudi nhe chira trinh ty
CDR-L1, CDR-L2 va CDR-L3, trong d6 mot hodc nhiéu trinh ty CDR chua trinh tu
axit amin dic hiéu dya vao khang thé dugc wu tién (vi du AB12M1 hodc ABI2N1)
dwoc miéu ta & diy hodc su bién ddi bao toan cia chiing, va khang thé giir lai cac dic
tinh chirc ning mong mudn ciia khang thé khang PD-1 cta sang ché. Do d6, sang ché
d& xuét khang thé lién két PD-1 duoc phan 14p hoic doan lién két khang nguyén cia
ching chtra ving bién d6i chudi ning chira trinh tw CDR-H1, CDR-H2 va CDR-H3 va
ving bién dbi chudi nhe chira trinh ty CDR-L1, CDR-L2, va CDR-L3, trong do: (a)
vung bién dbi chudi nang trinh tw CDR-H1 bao gém trinh tu axit amin dugc chon tir
SEQ ID NO: 1 hoic 2 hodc su bién dbi bao toan ciia ching; va/hodc ving bién db6i
chudi ning trinh ty CDR-H2 bao gdm trinh tu axit amin duoc chon tir SEQ ID NO: 3
hodc 4 hoic su bién d6i bao toan cua ching; va/hoic ving bién d6i chudi ning trinh ty
CDR-H3 bao gém trinh tu axit amin duogc chon tir SEQ ID NO: 5 hoic 6 hoic sy bién
d6i bao toan ctia chung; va/hodc (b) ving bién ddi chudi nhe trinh ty CDR-L1 bao
gbm trinh tu axit amin dugc chon tir SEQ ID NO: 7 hodc 8 hoic su bién dbi bao toan
cua ching; va/hodc vung bién dbi chudi nhe trinh ty CDR-L2 bao gém_ trinh fu axit
amin duoc chon tr SEQ ID NO: 9 hoidc 10 hodc sy bién ddi bao toan ciia ching;
va’/hodc vung bién d6i chudi nhe trinh ty CDR-L3 bao gém trinh tu axit amin dugc

chon tir SEQ ID NO: 11 hoiic 12 hoic su bién d6i bao toan cia chung.
Céch sir dung khang thé khang PD-1 trong diéu tri

Khang thé ciia sang ché bao gdm khang thé dac hidu kép, da dong, don dong va
1am gidng nguoi, va c6 thé duge st dung nhu tac nhan tri liéu. Céc tac nhin nay co thé
dwoc str dung phd bién dé diéu tri hoic ngin ngira ung thu & dbi fwong, ting hidu qua
vacxin hodc tang cuong dap tmg mién dich bim sinh. Khang thé hodc doan khang thé
cua sang ché lién két dac hiéu véi protein PD-1 c6 thé dugc st dung dudi dang dugce

pham dé diéu trj ung thu hodc bénh 14y nhiém man tinh.

Luong c6 hiéu qua di€u tri ciia khang theé cia sang ché thuong lién quan dén

lugng can thiét dé dat dugc muyc tiéu diéu tri. Nhu da lvu y & trén, n6 c6 lién quan dén
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su tuong tac lién két giita khéang thé va khang nguyén dich cta n6. Luong dung khong
chi phu thudc vao i luc lién két ciia khang thé dbi v6i khang nguyén dic hiéu cia né
ma con phu thudc vao dic tinh duge dong hoc cua khéng thé trong dbi tuong. Trong vi
du khong gi6i han, khoang liéu lwong diéu tri c¢6 hiéu qua cta khang thé va doan
khang thé cua sang ché co thé tir khoang 0.1 mg/kg trong lugng co thé dén khoang 50
mg/kg trong luong co thé. Tan sudt sir dung thong thudng c6 thé 1a, vi du, tir hai lan

mot ngdy dén mot 1an mot tuln.

Trong trudng hop sir dung doan khang thé, doan trc ché ti thiéu lién két dac hidu
vGi vung lién két cua protein dich dugc wu tién, vi dy, doan dua trén trinh tu ving bién
ddi cta khang thé va duy tri kha nang lién két v6i protein dich. Céac peptide nay co thé
duoc téng hop héa hoc va’hodc diéu ché béng cac k¥ thuat ADN tai td hop (xem, vi dy,
Marasco et al., 1993, Proc Natl Acad Sci USA, 90:7889-7893). Tuy thudc vao chi dinh
didu tri cu thé, cong thirc cling c6 thé chtra nhiéu hon mét hop chét hoat dong, t6t nhét
1a céc hop chit khong ¢6 tac dung phu véi nhau nhung c6 hoat dong bd sung. Ngoai ra,
thanh phan c6 thé chira cac tic nhan gitp ting cudng chirc ning ctia nd, vi du, tic nhan

gdy doc té bao, xytokin, tic nhan héa tri hodc cac chit {rc ché ting truéng. Ung thur

Khang thé hoic doan lién két khang nguyén cua sang ché c6 thé dugc st dung dé
diéu tri ung thu, tirc 13, dé wc ché sy tang trudng va ton tai cua té bao khdi u. Su ting
truéng clia cac bénh ung thu dwoc wu tién ¢ thé bi trc ché bang cach sir dung khang
thé ctia sang ché, bao gbm khang thé dap tmg binh thudong véi liéu phap mién dich.
Céc vi du khéng gi6i han cta cac bénh ung thu dugce wu tién bao gdm u 4c tinh (vi du,
khdi u di can 4c tinh), ung thu than (vi dy, ung thu biéu mé té bao sach), ung thu tuyén
tién liét (vi du, ung thu tuyén tién liét khang hoocmon), ung thu tuyén tuy, ung thu vi,
ung thu rudt két, ung thu phdi (vi dy, ung thu phi tiéu bao phdi), ung thu thuc quan,
ung thu biéu mé t€ bao vay & dau va cb, ung thu gan, ung thu budng trimg, ung thu cd
tir cung, ung thu tuyén giap, u nguyén bao thin kinh dém, u than kinh dém, bénh bach

cau, u bach huyeét va cac khoi u ac tinh khac.
Bénh 14y nhiém

Khéng thé hoac doan khang thé clia sang ché c6 thé ciing duoc st dung dé phong
chéng va diéu tri nhiém tring va bénh 1ay nhiém. Khang thé hoic doan khang thé c6

thé dugc sir dung doc lap hoac két hop v6i vacxin dé kich thich phan g mién dich
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chéng lai mam bénh, doc t6 va ty khang nguyén. Khang thé hoic doan lién két khang
nguyén cua chiing c6 thé dugc sir dung dé kich thich phan ng mién dich véi virut gy
bénh truyén nhidm cho ngudi, va vi du cia cac virut gdy bénh nay bao gdm, nhung
khong gidi han &, HIV, virut viém gan (A, B hodc C), virut ecpet (vi du, VZV, HSV-1,
HAV-6, HSV-II, CMV, va virut Epstein-Barr), adenovirut, virut cim, flavivirut,
echovirut, rhinovirut, virut coxsackie, cornovirut, virut hop bao dwdng hé hap, virut
quai bi, rotavirut, virut s&i, virut rubella, parvovirut, virut vaccinia, virut HTLV, virut
sbt xuét huyét, papillomavirus, virut nhuyén thé, virut bai liét, virut dai, virut JC va
virut viém ndo thudc arbovirus. Khang thé hoic doan lién két khang nguyén ctia chung
c6 thé ciing duoc sir dung dé kich thich phan tng mién dich v6i nhiém tring do vi

khuén, nam, ky sinh tring hodc mam bénh khac.
Thubc b6 trg mién dich

Khang thé hodc doan khang thé cta sang ché c6 thé duge sir dung két hop véi
protein tai tb hop va/hoic peptit khac (vi du, khang nguyén khéi u hodc té bao ung thw)
dé tang cudng dap tmg mién dich véi cac protein ndy, tirc 13, duge sit dung trong ché
d¢ tiém chung.

Vi du, khang thé khang PD-1 va doan khang thé cia ching c6 thé dugc sir dung
dé kich thich dap img mién dich dic hidu khang nguyén bang viéc dong st dung khang
thé khang PD-1 va khéng nguyén dich (vi dy, vacxin). Do d6, khia canh khac ciia sang
ché dé xuit phuong phap ting cudong dap tng mién dich cia dbi twong véi khang
nguyén, trong dé bao gdm viéc sit dung v6i ddi trong (i) khang nguyén va (ii) khang
thé khang PD-1 hoic doan lién két khang nguyén ctia sang ché dé tang cuong dap tmg
mién dich cta ddi twong vé6i khang nguyén. Vi du, khang nguyén c6 thé 1a khang
nguyén khéi u, khang nguyén virut, khang nguyén vi khuan, hodc khang nguyén tir
mam bénh. Vi dy khéng gi6i han cua cic khang nguyén nay bao gdm, nhung khong
gi6i han &, khang nguyén khéi u hodc khang nguyén tir virut, vi khudn hodc cac mam
bénh khac.

Céch str dung khang thé va doan khéng thé cia sang ché khong trong diéu tri

San phim khang thé khang PD-1 khéng diéu tri da ton tai, vi du, khang thé don
dong khéng hPD-1 J116 va J105 duge ban boi eBioscience cua San Diego, CA, Hoa

Ky cho phwong phap phén tich té bao theo dong, héa mé mién dich, héa mé mién dich,
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va phan tich chirc nang in vitro, va vi dy, khang thé don dong khang hPD-1 MAB1086
duoc ban bai hé théng R & D ctiia Minneapolis, MN, USA cho phuong phap phan tich
té bao theo dong, thim tach Western, va ELISA. Khang thé ciia sang ché c6 thé duoc
str dung cho bt ki muc dich phi diéu tri ndo duge cung cép bai J116, J105 va/hoidc

MAB1086 hién nay.
Khang thé cua sang ché c6 thé duoc sir dung nhu thudc thir tinh ché ai luc.

Khang thé c6 thé duge st dung trong cic xét nghiém chin doan, vi du, dé phat
hién sy biéu hién caa PD-1 trong cac t& bao, md hoic huyét thanh dic hiéu. Di véi
céc (mg dung chan dodn, khang thé c6 thé dugc danh dau truc tiép hodc gian tiép véi
cac géc c6 thé phét hién dugc. Nhiéu chi thi c6 thé dugc sir dung, thuong dugc phan
thanh cac loai sau: biotin, thudc nhuém huynh quang, nucleotit phong xa, enzym, i6t

va chi thi sinh téng hop.

Khang thé cua sang ché c6 thé duoc sir dung trong bat ky xét nghiém da biét nao,
chéng han xét nghiém lién két canh tranh, xét nghiém banh kep (sandwich) truc tiép va
gian tiép va xét nghiém két tha mién dich (Zola H, 1987, Monoclonal antibodies: a

manual of techniques, pp 147-158, CRC Press, Inc.).

Khéng thé c¢6 thé duoc st dung trong cic xét nghiém chin dodn in vivo. Khing
thé thuong dugc danh déu véi cac nucleotit phéng xa (vi du, 111In, 99Tc, 4C, 1311,
1251, 3H, 32P, 35S, hoic 18F) dé cac khang nguyén hoic t& bao biéu hién khang

nguyén c6 thé duge dinh vi bang hinh 4nh immunoscintigraphy hoic pozitron.
Su san xuét khang thé don dong

Khang thé don dong (monoclonal antibodies - mAbs) clia sang ché c6 thé dugc
didu ché bang nhiéu k¥ thuat bao gdm cdc phuong phap khang thé don dong thong
thuong nhu cac ky thudt lai soma tiéu chudn dugc mé ta trong Kohler G and Milstein
C, 1975, Nature, 256:495. Mic du quy trinh lai t& bao soma dugc va tién, cac phuong
phap khac dé diéu ché cac khang thé don dong, nhu bt tir 1€ bao B trung gian qua

virut, ciing c6 thé duge sir dung trén nguyén ly.

Hé thong dong vét dugc uu tién dé didu ché khéi té bao lai 13 hé thdng cia chudt.
Diéu ché khéi té bao lai sir dung chudt 13 quy trinh da c6 tir 1au. Quy trinh va k§ thuat

mién dich dé phan l4p té bao 13 lach dugce gay mién dich dé dung hop duoc biét dén
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trong linh vue nay. D6i tic dung hop chang han té bao u tay chudt va quy trinh dung

hop ciing da duge biét.

Pé biéu hién khéng thé hoic doan khang thé cua ching, trinh ty ADN ma hoa
mot phﬁn hoac toan bd chudi nhe va chudi ning cé thé thu duoc béng k¥ thuit sinh
hoc phéan tr tiéu chuén, vi du, khuéch dai PCR hoic tach dong cADN bfmg cach str
dung t& bao lai biéu hién khang thé dich, va chén vao vecto biéu hién sao cho gen dich
duge lién két hoat dong véi cac trinh tu diéu hoa phién mi va dich ma. Vecto thiét ké
duoc chuyén nap vao té bao cha dé biéu hién protein, va t& bao chu tdt 13 t& bao nhan
chudn, 6t hon 1a t& bao dong vat c6 vii, ching han té bao CHO va dong té bao cb

ngudn gbc CHO.

Khang thé dugc tinh sach bang cac k¥ thuat da biét, ching han sic ky ai luc st
dung Protein A hoic Protein G. Sau d6 hodc thay thé, khang nguyén hoic epitop dic
hiéu ctia chiing ¢6 thé duoc ¢ dinh trén cot dé tinh ché khang thé dac hiéu mién dich
bang sic ky 4i luc mién dich. Tinh ché globulin mién dich d3 dwoc mé t3 bdi
Wilkinson D (The Scientist, 2000, Vol 14, No. 8, pp 25-28, published by The Scientist,
Inc., Philadelphia PA).

Khang thé kham hozc khang thé 1am gidng ngudi cua séang ché c6 thé duge diéu
ché dua trén trinh tu ca khéng thé don dong chudt duge diéu ché nhu mo ta néu trén.
Trinh tu ADN ma héa chudi ning va chudi nhe cia globulin mién dich ¢6 thé duge thu
tir khéi t€ bao lai cta chudt dich va duoc thiét ké dé bao g@)m trinh tu globulin mién
dich khong phai ctia chudt (vi du, nguoi) st dung k¥ thuat sinh hoc phan tir tiéu chuén.
Vi du, dé tao ra khang thé kham, ving bién ddi cta chudt ¢ thé duoge lién két vung ¢b
dinh ctia nguoi st dung cac phuong phap da biét trong linh vuc nay (xem, vi du, U.S.
Patent No. 4,816,567 béi Cabilly va cong su). Trinh tu ADNdugc phan 1dp mi hoa
viing VH ¢6 thé dugc chuyén dbi thanh gen chudi ning c6 chidu dai ddy du bang cach
lién két hoat dong trinh ty ADNcta VH véi trinh tu ADNkhac ma hoa ving ¢ dinh
ciia chudi nang (Cul, Cn2 va Cy3). Trinh tw gen ving c¢b dinh chudi ning cia ngudi
duoc bibt dén trong linh vuc nay (xem, vi du, Kabat EA et al., 1991, Sequences of
Proteins of Immunological Interest, 5th edition, US Department of Health and Human
Services, NIH Publication No. 91-3242), va doan ADN cuia ving ¢b dinh nay cé thé
duoc thu bang khuéch dai PCR tidu chudn. Ving ¢6 dinh chudi nang c6 thé 1a ving ¢b

dinh cia IgGi, 1gGa, 1gGs, 1gGs, IgA, IgE, IgM hodc IgD, nhung t6t nhét 13 ving cb
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dinh ctia IgGi hodc IgGa.

Dé tao ra khang thé 1am giéng ngudi, trinh tr ving CDR clia chudt c6 thé duogc
chén vao trinh ty ving khung cia nguoi st dung phuong phap da biét trong linh vuc
nay (xem U.S. Patent No. 5,225,539 béi Winter va U.S. Patent No. 5,530,101;
5,585,089; 5,693,762 va 6,180,370 bdi Queen va cdng su). Ngoai ra, dong vat chuyén
gen ¢6 thé ciing dugc sir dung cho lam gibng nguoi khang thé, vi du, chudt HuMAb
(Medarex Inc.), bao gom tiéu locut ciia gen globulin mién dich ma héa trinh tu
globulin mién dich ctia chudi nhe x va chudi ning p va y chwa dugc sip xép lai, cling
v6i dot bién duge nhdm dich 1am bét hoat locut ctia chudi p va k ndi sinh (xem, vi du,
Lonberg et al., 1994, Nature, 368:856-859); hodc chu¢t KM, mang gen chuyén chudi
ning cia ngudi va nhiém sic thé chuyén chudi nhe cia nguoi (xem patent
W002/43478). Phuong phap khac dé 1am gidng nguoi khang thé bao gdm cdng nghé

boc 16 trén thue khuin thé.

Sang ché s& duoc minh hoa thém bang cac vi du sau, ma khong nén dugc hiéu Ia
nhitng han ché thém trong pham vi ctia sang ché. Tét ca cc ban v&, tai liéu tham khao,
patent va patent duoc cong bd duoc trich din xuyén sudt img dung nay déu duoc két

hop rd rang & day bang cach tham khéo.
Vi du thue hién sang ché
Vi du 1: Tao ra khang thé don dong khang PD1 cta ngudi thude chudt

G4y mién dich da diém chudt BALB/c duc v6i 50 pg doan ving ngoai bio ciia
ngudi duge tinh ché (Sino Biological Inc., Beijing, China) nhii héa véi ta duge hoan
toan cia Freund. Chu ky mién dich 13 ba tudn mdt 1dn. Vao ngay thir 10 sau lan gay
mién dich thi ba, thu thip méau thong qua hdc mat dé danh gia hiéu gia khang thé
khang PD-1 trong huyét twong bang ELISA dé theo doi mirc d6 dép ting mién dich &
chudt. Tang cudng ba ngay mot 1an trude khi dung hop véi chudt c¢é hiéu gia khing
thé khang PD-1 cta ngudi cao nhét. Sau d6 hy sinh chudt dé phan 1ap té bao 14 lach va
dung hop v6i té bao u tiy ciia chudt Sp2/0. PE dung hop, tron 2 x 10% t€ bao Sp2/0 véi
2 x 108 té bao 14 1ach trong dung dich chira 50% polyetylen glycol (khdi lugng phén t:
1450) va 5% dimetylsulfoxit (DMSO). Pidu chinh sb lugng té bao 14 lach dén 5 x
105/mL bing mdi truong cia Iscove (chira 10% huyét thanh bao thai bo, 100 don
vi/mL penixilin, 100 pg/mL streptomyxin, 0,1 mM hypoxantin, 0,4 pM aminopterin,
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va 16 uM tymidin). Dit dia nudi ciy 96 18 vai 0,3 mL dich huyén phu té bao vao ti 4m
37 °C, 5% CO». Sau 10 ngay 0, sit dung phan dich ndi nudi ciy té bao lai dé canh tranh
v6i PD-L1-Fc ctia ngudi dwoe danh ddu bang biotin dé lién két véi PD-1 bang ELISA
nhu trong vi du 3.2. Xac dinh tdm dong té bao lai duorng tinh canh trahh cao. T4i tach
dong dong té bao, sang loc va xéac dinh lai khéng thé chudt duge tinh ché tir phan dich

ndi. Thu duoc hai dong té bao don dong lai duong tinh #22 va #32.

Vi dy 2: Xac dinh gia tri ECso ciia khang thé khang PD-1 thudc chudt bing
ELISA

Xac dinh gid tri ECso cua khang thé don dong chudt tinh ché tir phan dich ndi
nudi cdy cta ching té bao lai #22 va #32 bang ELISA. Dit tén khang thé don dong tiét
bai ching té bao lai #22 va #32 1an luot 13 AB12N1 va AB12M1. Pha loang PD-1
nguoi (Sino Biological Inc., Beijing, China) xudng 0,1 pg/mL véi dém PBS, va bd
sung 100 pL/16 vao dia 96 16 va dit & nhiét do 4 °C trong 16-20 gid. Hat dém PBS tur
dia 96 15, va rira mot 1an voi PBST (PBS chira 0,05% Tween 20, pH 7,4). B sung 200
uL PBST/1% sita khong béo vao mdi 16 va & & nhiét d6 trong phong trong 1 gid dé
phong toa. Loai bo dung dich phong téa va rira 3 lan voi PBST. Pha lodng khang thé
khang PD-1 chudt duoc kiém tra voi PBST/1% sita khong béo dén ndng do thich thich
hop. B6 sung 100 pL khang thé khang PD-1 vao mdi 16 va 0 & nhiét do trong phong
trong 1,5 gio. Loai bo dung dich phan tmg va rira dia 3 1an v6i PBST. B6 sung 50 puL
khang thé thir cp khang IgG chudt & dé dugc danh diu bang HRP (Phong thi nghiém
Jackson) dugc pha lodng véi PBST/1% sita khong béo (ty 1€ pha loang 1:4000) vao
mdi 1 va i & nhiét do trong phong trong 1 gidr. Rira dia 3 1an voi PBST. B6 sung 100
ul 3,3",5,5"-Tetrametylbenzidin (TMB) vao mdi 16 va hién mau béng cach 0 & nhiét do
trong phong trong 10-30 phit. B sung 50 pL axit sulfuric 0,2 M vao mdi 18 dé két
thic phan tmg. Po gia tri hap thu (0.D.) & biic séng kép 450/620 nm trong may doc vi

thé va tinh toan gia tri ECso.

Nhu duge thé hién trong Fig. 1, khang thé don dong chudt ABI12N1 va ABI2M,
duoc biu hién 14n fuot boi dong té bao lai #22 va #32, ¢6 thé lién két voi PD-1. Gia tri
ECso hodc hoat tinh 1ién két khang nguyén cia AB12MI 13 khoang 0,002 pg/mL, va
cua AB12N1 1a khoang 0,1 pg/mL.

Vi du 3: Sang loc va x4c dinh khang thé don dong khang PD-1 & chudt
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3.1. Xac dinh dic tinh lién két cia khang thé khang PD-1 & chudt

Dé x4c dinh hoat tinh lién két dic hidu cia khang thé khang PD-1 véi protein
khac trong ho PD-1, sir dung CTLA4 ngudi, CD28 ngudi, va ICOS ngudi dé kiém tra.
Trong khi d6, dé xac dinh su khéac biét lién két cua khang thé khang PD-1 cta chudt
vGoi PD-1cia cac loai khic ngoai PD-1 nguoi, st dung PD-1 tr chudt va khi

cynomolgus dé kiém tra.

Pha loang PD-1/His ngudi, ICOS/Fc nguoi, CTLA4/His ngudi, CD28/Fc nguoi,
PD-1/Fc khi cynomolgus, va PD-1/His chudt (tit ¢4 tir Sino Biological Inc., Beijing,
China) v&i dém PBS dén 0,1 pg/mL, va bd sung 100 pL/15 vao dia 96 15 va dat & nhiét
d6 16 °C trong 16 dén 20 gio. Hat dém PBS tir dia 96 13, va rira dia 1 1dn v6i PBST
(PBS chira 0,05% Tween 20, pH 7,4). B6 sung 200 uL. PBST/1% sita khong béo vao
mdi 18 va i & nhiét d6 trong phong trong 1 gior dé phong to6a. Loai bd dung dich phong
tda va raa dia 3 14n v6i PBST. BS sung 100 pL khang thé khang PD-1 duoc kiém tra
vao mdi 16, va i & nhiét do trong phong trong 1,5 gid. Loai bo dung dich phan tng va
rira dia 3 14n voi PBST. Bb sung 50 pL khang thé thi cip khang IgG chudt & dé duoc
danh diu bang HRP (Phong thi nghiém Jackson) pha lodng (ty 1& pha lodng 1:4000)
vao mdi 15. U & nhiét do trong phong trong 1 gid. Rua dia 3 1an véi PBST. Bo sung
100 pL TMB vao mdi 18 va G & nhiét d6 trong phong trong 5-10 phit. B6 sung 50 pL
axit sulfuric 0,2 M vao mdi 18 dé két thic phan tmg. Poc gi tri hap thu & budc song

kép 450/620 nm trong may doc khay vi thé.

Nhu duogc thé hién trong Fig.s 2-1 dén 2-3, AB12N1 va AB12M1 khéng c6 lién
két dic hidu voi ba protein khac ciia ho PD-1. Trong khi d6, AB12N1 va ABI12MI
khong phan timg chéo véi PD-1 ciia chudt, nhung AB12M1 lién két dic hiéu véi PD-1
ctia khi cynomolgus, ma AB12N1 khong lién két véi.

3.2. Khang thé khang PD-1 ciia chudt phong toa lién két ciia PD-1 véi PD-L1

Str dung PD-L1 ciia nguoi dugce danh ddu bang biotin 1am thudc thir. Pha lodng
PD-1 cta ngudi (Sino Biological Inc., Beijing, China) dén 2,0 pg/mL véi dém PBS, bd
sung 100 pL/16 vao dia 96 18, va dé qua dém & nhiét d6 trong phong. Loai bo dung
dich phii, bé sung 200 pL PBST/1% sita khong béo vao mdi 16, va G & nhiét do trong
phong trong 1 gid. Loai bé dung dich phong toéa va riia dia 3 14n véi PBST. Sau d6 bd
sung hdn hop 50 pL khang thé don dong & chudt duoc pha loing ABI2NI hodc
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AB12MI1 va 50 puL PD-L1 cta ngudi dugc danh ddu bang biotin vao mbi 16, va u k.
Rira troi khang thé khong lién két va PD-L1 dugc danh d4u bing biotin véi PBST. Sau
d6 bd sung 100 pL avidin duoc danh diu bang HRP vao mdi 16. Sau khi u k¥, rira trdi
avidin duoc ddnh ddu bang HRP khong lién két véi PBST. Bé sung 100 pL dung dich
nén TMB vao mdi 16 va hién mau trong 30 phat. Lam ngudi phan tng véi axit sulfuric
0,2 M va doc gi4 tri hip thu & budc séng kép 450/620 nm sir dung may doc khay vi thé.
Nhu dugce thé hién trong Fig. 3, khang thé ABI12N1 va AB12M1 & chudt phong téa
dac hiéu lién két cia PD-1 v6i PD-L1, va AB12M1 tt hon 3 rét AB12N1 trong viéc
phong toa lién két cia PD-1 véi PD-L1.

3.3. Phén tich SDS-PAGE va xac dinh Western blot ctia khang thé khang PD-1 &

chudt duoc tinh ché

Phan tich dinh tinh va ban dinh luvong khang thé don dong & chuot duge tinh ché
AB12N1 va AB12M1 bing dién di SDS-PAGE va thim mién dich (thAm tach Western).
Chudn bi gel SDS-PAGE 12% gel theo cong thirc, va tai 1dn luot 4 pg khang thé
AB12N1, AB12M1, Keytruda, va Opdivo vao mdi lan. Chay gel cho dén khi thudc
nhuém cham dén dy cua gel phan giai. Ngit ngudn dién. Quan sat két qua dién di sir
dung hé théng hinh anh gel. Nhu duogc thé hién trong Fig. 4, trong diéu kién khir, gel
SDS-PAGE gel cho thdy hai bang ddng nhét va rd rang cho ca hai khang thé chudt
ABI12N1 va AB12M1, v6i I4n Iuot mot bang 13 chudi niang khoang 50 kD va bang
khéc 12 chudi nhe khoang 25 kD. Tai lan nhu sau: 1an 1, chi thi; lan 2, ABI12N1; lan 3,
ABI12NT1; lan 4, AB12M1; lan 5, AB12M1; lan 6, Keytruda; va lan 7, Opdivo.

Theo cong thic tao gel SDS-PAGE, chuin bi gel SDS-PAGE khong khir 15%.
Tai 5 ug miu PD-1 ciia ngudi vao gel. Chay gel cho dén khi thudc nhudm cham dén
day cia gel phan giai. Loai bo gel va dat phang trén mang nitrocelluloza ¢ cung kich
thuée. Theo dién tich gel, cung cip ngudn dién & mic 1mA/cm? was supplied, vad
truyén dién trong 2 dén 4 gid. Ngam mang trong dung dich phong t6a va i & 4 °C qua
dém. Rira mang 3 14n véi PBST, mdi 1an 10 phit. Sau d6 bd sung khang thé AB12N1
or AB12M1 du thira va U trong 1 gid. Rira mang 3 I4n v6i PBST, mdi 1an 10 phit, va
sau d6 0 trong 1 gio v6i khang thé thir cdp Fe khang IgG chudt ctia dé duoc danh diu
bang HRP pha lodng & muc 1:5000. Rira mang 3 1an véi dém PBST. Hién mau ma
khong c6 anh séng trong dung dich nén DAB trong 15 phut. Tiép theo 1a rira sach bang
nuée dé két thic phan vng ngay sau khi bang xuat hién. Chup anh dé phan tich dinh
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tinh va ban dinh lugng.

Két qua thim tach Western cho thdy bang dich PD-1 khoang 34 kD, chi ra rang
cad AB12N1 va AB12M1 lién két ddc hiéu voi PD-1 cua ngudi.

3.4. Phén tich ddng hoc va x4c dinh &i lyc cia khang thé khang PD-1 thudc chudt

Chung t61 sir dung k¥ thuat giao thoa 16p sinh hoc (bio-layer interferometry - BLI)
dé dic tinh hoa dong hoc va ai lyc lién két coa khang thé don dong thudc chudt duoc
tinh ché. Theo quy trinh tidu chudn, vin hanh thiét bi twong tic phan t& Octet
(ForteBio Octet RED & QK system, PALL corp.). Sir dung khang thé Keytruda va
Opidivo nhu 13 dbi chung. D4i v6i phén tich dinh lugng song song da kénh, gradient
ndng do cla khang thé duoc dat ¢ 3,125, 6,25, 12,5, 25, 50 va 100 nM, va ghép ddi
PD-1 ngudi/His (Sino Biological Inc., Beijing, China) véi dau do Ni-NTA. Sau d6
theo ddi dong hoc lién két va phan ly cta khang nguyén-khang thé. Phan tich sé lidu
dé tao ra gia tri ka (kon), ka (kofr), va Kp, duoc thé hién trong bang 1. Hang s phan ly
can bang Kp giita khang thé don dong & chuot AB12M1 va PD-1 & nguoi la <1,00 x
10712 M, dugc so sanh v6i khéng thé d6i chimg Keytruda va Opidivo. Trong khi do, gia
- tri Kp cia AB12N1 12 3,51 x 10" M, chi ra rang i luc lién két ciia n6 thip hon khéng
thé déi chimg Keytruda va Opidivo.

Béng 1. Xéc dinh hang s6 ai Iyc ciia khang thé don dong & chudt AB12M1 va AB12N1

Khang thé Kp (M) Ko (M/s) Kq (1/s)
ABI2M1 <1,00E-12 1,09E+05 <1,00E-07
ABI2N1 3,51E-10 6,92E+04 2,08E-05
Keytruda 2,05E-12 2,48E+05 5,08E-07
Opdivo 5,60E-12 1,92E+05 1,07E-06

Vi dy 4: Nhan dang phan 16p va khuéch dai ving bién ddi cua khang thé don
dong khang PD-1

Nhan dang phén 16p khang thé: Str dung bd tao 16p khang thé don dong & chudt
IsoStrip™ (Santa Cruz Biotechnology, Cat. No. sc-24958), 14y dich ndi nudi cdy té bao
lai dé nhan dang phén 16p khang thé. Phan 16p ciia khang thé don dong AB12N1 duogc
nhén dinh nhu 13 IgG: (Kappa) va phén 16p clia khang thé don dong ABI12M1 la IgGop
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(Kappa).

Khuéch dai ving bién ddi cua khang thé: Nuoi ciy té bao lai tng cr vién #22
hodc #32 dén téng sb 107 té bao, va thu té bao bang ly tdm & tc do 1000 rpm trong 10
phut. Tach chiét ARN tong sb sir dung bd TRIzol (Invitrogen). Tao ra cADN ctia mach
thir nhét str dung bd phién ma nguoc SMARTer RACE (Clontech). St dung cADN cua
mach tht nhét 1am khuén, khuéch dai trinh tu ADN ving bién ddi ctia khang thé don
dong tiét boi té bao lai sau khi thiét ké mdi. Dua trén két qua nhan dang phén 16p, biét
duge trinh ty ving c¢b dinh chudi nhe va chudi nhe ctia phén 16p khang thé, va thiét ké
moi PCR 1dng dic hiéu theo trinh tu. Trinh tur mdi str dung trong phan tng khuéch dai
1a bd sung v6i trinh ty nucleotit ctia ving khung thir nhét ctia ving bién d6i va cia
ving c¢b dinh ctia khang thé. Khéch dai gen dich bang phuong phap PCR thong thuong
va giéi trinh tw san phim dwoc khuéch dai. D4i véi khang thé AB12N1 tiét bai dong té
bao lai #22, trinh tu viing bién déi chudi ning 13 SEQ ID NO: 15 va trinh tu ving bién
dbi chudi nhe 12 SEQ ID NO: 16. Trinh tu axit amin cia chudi ning CDRs (CDR-HI,
CDR-H2 va CDR-H3) ctia khang thé duoc thé hién 1an luot trong SEQ ID NO: 2, 4 va
6, va cua chudi nhe CDRs (CDR-L1, CDR-L2 va CDR-L3) dugc thé hién 1an luot
trong SEQ ID NO: 8, 10 va 12. Dbi v6i khang thé AB12M1 tiét béi dong té bao lai
#32, trinh ty vimg bién déi chudi ning 13 SEQ ID NO: 13 va trinh ty ving bién doi
chudi nhe 12 SEQ ID NO: 14. Trinh ty axit amin ctia chudi ning CDRs (CDR-HI,
CDR-H2 va CDR-H3) cua khéang thé dugc thé hién 1an luot trong SEQ ID NO: 1, 3 va
5, va clia chudi nhe CDRs (CDR-L1, CDR-L2 va CDR-L3) dugc thé hién lan luot
trong SEQ ID NO: 7,9 va 11.

Vi du 5. Lam gidéng nguoi khang thé khang PD-1 ctia chudt

Dua vao trinh tu ving bién dbi cia khang thé AB12N1 va AB12M1 thu duge &
trén, thuc hién 1am gidng ngudi khang thé sir dung mo hinh ba chidu duogc hd trg béi
méy tinh va phuong phap phan tinh ciu tric ciia khéng thé. Ghép CDR la phuong
phap 1am gidng ngudi khang thé phd bién, duy tri hoat dong trong khi 1am giam kha
ning giy mién dich cia khang thé chudt bing cach thay thé gbc FR cia khang thé
ngudi v6i gbe FR thude chudt. Phuong phéap 1am gibng ngudi khang thé su dung cong
cy phan tich Discovery Studio chi yéu bao g0m céc budce sau: (1) Mo hinh héa ciu
truc ba chidu cia khang thé (2) Phan tich gbc chi chdt. Phén tich trinh tw axit amin ctia

viing bién d6i va gbc khung xung quanh ching bang cach cip bén phén tir, va nghién
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ctru cach lien két khong gian dé x4c dinh gbe chi chdt can thiét dé duy tri cAu hinh ciia
ving CDR. C¢ ba loai gbc chu chdt chinh: thir nhit, gbc chii chdt ndm trén bé mat
chung lién két giita ving Vi va Vi, déng vai trd quan trong trong viéc cudn gip cia
hai vung; th hai, géc cht chét gén vung CDR va bi chon vui trong protein; thir ba,
gbc chu chdt tuong tac truc tiép v6i ving CDR thong qua tuong tac ky nudc, lién két
hydro, va ciu mudi. (3) Chon khudn khang thé ngudi. Quy trinh chon loc bao gdm hai
bu6e sau. Thir nhit, sip thing hang trinh tu axit amin ciia khang thé tiét boi dong té
bao lai v6i trinh tu axit amin cia khang thé dong mam ngudi dé tim trinh ty twong
ddng cao & ngudi. Thir hai, dé 1am giam kha nang gdy mién dich, chon trinh tu ving
khung cta khang thé dong mam nguoi c6 4i luc lién két thip véi HLA-DR cia MHC
I1. Va (4) dua vao su phén tich ctia gbc chu chét, thuc hién ghép khang thé chudt vao

khang thé dong mam ngudi dé thu duoc trinh ti khang thé 1am gidng nguoi.

Bang cach sir dung trinh ty viing bién d6i chudi ning ctia ngudi Vu3-23 va trinh
tu ving bién ddi chudi nhe cta ngudi Vk3D-11 lam khuon, 7 khéng thé lam gidng
ngudi duge thu tir khang thé chudt ABI2MI1, 1a AB12M3, AB12M4, ABI12MS,
AB12M6, AB12M7, AB12MS, va AB12M9. Trong khi d6, thiét ké khang thé kham
chudt-ngudi AB12M2. Ghép ving bién dbi chudi ning cia khang thé chudt vao ving
¢b dinh chudi ning IgG clia ngudi, va ghép ving bién ddi chudi nhe cia khang thé
chudt vao ving ¢b dinh chudi nhe Kappa ciia ngudi. Trinh fir axit amin viing bién dbi

cta khang thé 1am giéng nguoi mé ta & trén duge thé hién trong bang 2 dudi day.

Bang cach st dung trinh ty ving bién ddi chudi nang cta nguoi Vi3-33 va trinh
tir viing bién d6i chudi nhe ctia ngudi Vi3-11 1am khuon, 3 khang thé lam gidng ngudi
duge thu tir khang thé chuot AB12N1, 1a AB12N3, AB12N4, va AB12NS5. Trong khi
d6, thiét ké khang thé kham chudt-ngudi AB12N2. Ghép ving bién ddi chudi ning cia
khang thé chudt vao ving ¢ dinh chudi ning IgG: ctia ngudi, va ghép ving bién ddi
chubi nhe ciia khang thé chudt vao ving ¢b dinh chudi nhe Kappa ciia ngudi. Trinh tu
axit amin ving bién d6i cua khang thé 1am gidng ngudi mé ta & trén dugc thé hién
trong bang 2 dudi day.

Khéng thé 1am gidng nguoi AB12M3, AB12M4, AB12MS5, AB12M6, AB12M7,
AB12M8 va AB12M9 chta nhiéu hon 95% trinh tu & nguoi. Hang sé dong hoc va ai
Iwc ciia chung duoc liét ké trong bang 3. Theo bang 3, khang thé 1am giéng nguoi hau

hét dau c6 gia tri Kp duéi 1 x 10712 M, va khong bi mit dang ké ai luc lién két so véi
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khang thé chudt AB12M1 va khang thé kham AB12M2. Do d6 khang thé lam gidng
ngudi duy tri 41 luc va dic tinh ciia khang thé don dong chudt bd me va lam giam dang
ké kha nang gay mién dich.

Nhom khang thé lam gidng nguoi khiac AB12N3, AB12N4, va AB12NS ciing
chira nhidu hon 95% trinh tw & ngudi, va céc gia tri Kp theo thir tw 10-1° M, chi ra ring
khang thé 1am gidng nguoi khong cho thiy sw mét dang ké ai Iuc lién két so v6i khang

thé chuot AB12N1 va khang thé kham AB12N2.

Béang 2. Trinh tw axit amin ving bién ddi cua khang thé 1am gibng nguoi

Khang thé Trinh ty VH Trinh ty VL
AB12M3 SEQ ID NO: 17 SEQID NO: 18
AB12M4 SEQID NO: 19 SEQ ID NO: 20
AB12M5 SEQ ID NO: 21 SEQ ID NO: 22
AB12M6 SEQ ID NO: 23 SEQ ID NO: 24
AB12M7 SEQ ID NO:; 25 SEQ ID NO: 26
ABI12M8 SEQ ID NO: 27 SEQ ID NO: 28
ABI12M9 SEQ ID NO: 29 SEQ ID NO: 30
ABI12N3 SEQ ID NO: 31 SEQ ID NO: 32
AB12N4 SEQ ID NO: 33 SEQ ID NO: 34
ABI12N5 SEQ ID NO: 35 SEQ ID NO: 36
Bang 3. So sanh 4i luc cia khang thé 1am gidng nguoi
Khang thé Kp (M) Ka (1/Ms) Ka (1/s)
AB12M2 <1,0E-12 1,98E+05 <1,0E-07
AB12M3 <1,0E-12 2,26E+05 <1,0E-07
AB12M4 <1,0E-12 2,13E+05 <1,0E-07
ABI12M5 <1,0E-12 1,69E+05 <1,0E-07
ABI2M6 <1,0E-12 1,99E+05 <1,0E-07
ABI12M7 2,42E-12 2,41E+05 5,84E-07
AB12M8 <1,0E-12 1,84E+05 <1,0E-07
AB12M9 4,11E-12 1,48E+05 6,08E-07
ABI2N2 3,59E-10 6,58E-+04 2,36E-05
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ABI12N3 3,65E-10 6,24E+04 2,28E-05
AB12N4 3,78E-10 6,37E+04 2,41E-05
ABI12N5 4,14E-10 6,19E+04 2,56E-05

Vi du 6. Dic tinh hoa chire nang ctia khang thé khang PD-1 1am gidng nguoi

6.1. Xac dinh gia tri ECso va didc tinh lién két ciia khang thé lam giéng nguoi
bang ELISA gian tiép.

Xéc dinh gia tri ECso ctia khang thé 1am giéng nguoi AB12M3 va AB12M4 va
khéng th& kham AB12M2 véi khang nguyén PD-1 bang ELISA gian tiép. St dung
Keytruda va Opdivo lam khang thé ddi chang va mdi truong lam dbi ching am. St
dung khéang thé khang IgG ngudi & dé duge danh dau bing HRP (Phong thi nghiém
Jackson) nhu 1a khang thé thu cip, va quy trinh thi nghiém chi tiét duoc mb ta trong Vi
du 2. St dung thi nghiém twong ty dé phét hién su hién dién hay ving mit phan tng
chéo ciia khang thé 1am gidng ngudi ABI2M3 va AB12M4 va khang thé kham
ABI12M2 véi PD-1 chudt (Sino Biological Inc., Beijing, China), cling st dung

Keytruda va Opdivo 1am khang thé déi chimg va moi truong 1am ddi chimg 4m.

Nhu dwgc thé hién trong Fig. 5, khang thé lam gidng ngudi ABI12M3 va
AB12M4 va khéang thé kham AB12M2 déu c6 thé lién két dac hidu véi PD-1 nguoi, va
hoat tinh lién két khang nguyén, gia tri ECso, ¢ giita 0,001-0,01 pg/mL, thip hon
khang thé d6i chimng Keytruda va Opdivo. Piéu nay chi ra rang khang thé khang PD-1
lam gibng ngudi AB12M3 va AB12M4 va khang thé kham AB12M2 thiét ké béi sang
ché khéng cho thdy su giam kha nang lién két PD-1 do lam gidng nguoi, va duy tri 4i
luc cao cua khang thé chudt bd me. Hon nita, ching khong lién két véi PD-1 chudt,

chi ra tinh dic hiéu lién két loai manh mé (Fig. 6).
6.2. Xéc dinh 4i Iyc twong dbi ctia khang thé khang PD-1 lam gidng ngudi

Str dung Keytruda va Opdivo danh ddu bang peroxidaza cii cai den (horseradish
peroxidase - HRP) nhu 14 thudc thir. Pha lodng PD-1 nguoi (Sino Biological Inc.,
Beijing, China) dén 0,1 pg/mL v&i dém PBS va b6 sung 100 pL/18 vao dia 96 & va dé
qua dém & nhiét do trong phong. Loai bd dung dich phu, bé sung 200 pL PBST/1%
sita khong béo vao mdi 16 va ui & nhiét do trong phong trong 1 gid dé phong téa. Loai
b6 dung dich phong téa va rira dia 3 14n véi PBST. Sau d6 bd sung hdn hop 50 pL moi
truong sinh trudng (DMEM + 5% FBS) va 50 pL Keytruda hodc Opdivo dugc danh
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diu bang HRP. Rira tréi Keytruda hoic Opdivo duoc déanh ddu bang HRP khéng lién
két. Sau d6 bd sung khang thé AB12M2, AB12M3, hoic AB12M4, va sir dung
Keytruda hodc Opdivo khéng duge danh dau 1am d6i ching 4m. Sau khi 1 k¥, rira troi
Keytruda hoic Opdivo duoc danh diu bang HRP khéng lién két véi PBS va doc gia tri
hép thu & budce song kép 450/620 nm sir dung may doc khay vi thé.

Két qua dugce thé hién trong Fig. 7 va 8. Khang thé AB12M2, AB12M3 va
AB12M4 phong téa canh tranh dang ké lién két cia Keytruda hoic Opdivo véi PD-1,
va gia tri ECso cua AB12M2, AB12M3 va AB12M4 canh tranh v6i Keytruda-HRP
hoic Opdivo-HRP dé lién két véi PD-1 thdp hon ciia Keytruda hodc Opdivo, déu giita
0,1 va 1 pg/mL. Do d6, ¢6 thé két luan ring 4i luc chia khang thé AB12M2, AB12M3
va AB12M4 tuong duong voi Keytruda va Opdivo.

6.3. Phong téa lién két PD-1/PD-L1 in vitro boi khang thé khang PD-1 Iam gidng

nguoi

Pht doan ving ngoai bao cua protein PD-1 chira du6i His-tag 1én dia ELISA 96
18. Sau khi phong téa va rira, bd sung khang thé khang PD-1 dugc kiém tra, va trong
khi d6 b6 sung PD-L1-Fc¢ dugc danh ddu bang biotin va 1. Sau khi riva dia, do luong
PD-L1-Fc duge danh du bang biotin lién két va tinh toan gia tri ICso ctia khang thé
PD-1 phong t6 lién két ctia PD-1 v6i phdi tir ctia né PD-L1.

Pha lodng PD-1/His dén 2 pg/mL véi dém PBS, pH 7,2, va thém 100 pL/15 vao
dia ELISA 96 18 va i v6i lac & nhiét d6 trong phong trong 1 gio. Hat dém PBS tir dia
ELISA 96 15. Bb sung 200 pL PBST (PBS chira 0,05% Tween 20, pH 7,4)/1% sita
khong béo vao mdi 16 va i & nhiét d6 trong phong trong 1 git dé phong t6a. Rira dia 3
1an v6i PBST. B6 sung 50 pL khang thé khang PD-1 dugc kiém tra voa mbi 16, ma da
pha lodng véi dung dich phong toa dén ndng do thich hop. Trong khi d6, bd sung 50
uL PD-L1/Fc dugc danh déu bang biotin pha lodng dén 200 ng/mL véi dung dich
phong toa vao mdi 15. U & nhiét do trong phong trong 1 gid. Rira dia 3 l4n v6i PBST.
B6 sung 100 puL SA-Avidin-HRP (labeled streptavidin duoc danh ddu bing HRP) pha
lodng ty 1& 1:250 v6i dung dich phong t6a vao mdi 16, va i & nhiét d6 trong phong
trong 1 gior. Rira dia 3 1an voi PBST. B6 sung 100 pL dung dich nén TMB vao mdi 15
va 01 & nhiét do trong phong trong 5-10 phat. B sung 50 pL axit sulfuric 0,2 M vao
moi 16 dé két thiic phan tmg. Poc gia tri hp thu & 450 nm trong may doc khay vi thé.
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Tinh todn gia tri ICso ctia khing thé khang PD-1 phong toa lién két PD-1 véi phdi tir
cua n6 PD-L1.

Nhu két qua thi nghiém trong bang 4 thé hién, khang thé AB12M3 va AB12M4
déu hiéu qua trong viéc phong tda lién két ctia PD-1 v6i PD-L1 va vuot trdi so vé6i

Keytruda va twong tu Opdivo.

Béng 4. Gi4 tri ICso ciia khang thé AB12M3 va AB12M4 trong qua trinh phong tda
lién két PD-1/PD-L1 in vitro

Khing th  ABI2M3  AB12M4  Keytruda Opdivo

ICs0 (pM) 114,3 96 126,5 96

6.4. Hoat tinh lién két té bao in vitro cia khang thé khang PD-1 1am giéng nguoi

Phan loai té bao bang hoat héa huynh quang (fluorescence activated cell sorting -
FACS) 13 thir nghiém dugc dung dé phat hién lién két giita protein va té bao. Thi
nghiém dugc ding dé phat hién hoat tinh lién két ctia khang thé khang PD-1 lam gibng
ngudi cia sang ché voi PD-1 nguyén thé biéu hién trén bé mat té bao. Té bao CHO
biéu hién qua muc PD-1 duogc st dung trong thir nghiém nay. U 3 x 10° t& bao CHO
v6i khang thé thir nghiém AB12M3 hoac AB12M4 (khang thé so cép) trong mot loat
céc ndng dd gradient trong 30 phut. Sau khi rira, bd sung khang thé thi cAp khang IgG |
ngudi & dé duoc danh diu bang FITC (BD Biosciences) va 1 trong 30 phut. Phat hién
tin hiéu FITC bang phan tich t bao theo dong chay. Két qua trong Fig. 9 cho thiy ring
AB12M3 va AB12M4 c6 thé lién két dic hiéu v6i bé mat biéu hidu qua mic PD-1 clia
té bao CHO.

6.5. Kiém tra lién két dic hiéu giira khang thé khang PD-1 1am gidng nguoi va té

bao T hoat hoa ctia ngudi

Thu té bao don nhan twoi tir mau ngoai bién ngudi bang cach ly tm gradient mét
d6 (Lymphoprep™, dung dich tach t& bao lympho nguoi, STEMCELL), va thu té bao
lympho T c6 d6 tinh khiét cao str dung chit thir phén 18p té bao T (STEMCELL). Kich
thich t& bao Iympho T v6i 5 pg/mL khang thé khang CD3 trong 48 gid, va nudi ciy
trong 7 ngay sau khi bd sung 250 TU/mL IL-2 ngudi. Sau d6 thu duge mdt lugng 16n té
bao lympho T hoat héa. U 3 x 10° t& bao lympho T hoat héa véi khang thé thir nghiém
AB12M3 hodc AB12M4 (khang thé so cip) trong mot loat gradient ndng do trong 30
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phut. Sau khi rira, bd sung khang thé thir cép khang IgG ngudi & dé duge dénh diu
bang FITC (BD Biosciences) va Ui trong 30 phut. Phat hién tin hiéu FITC bang phan
tich té bao theo dong chay. Két qua trong Fig. 10 cho thiy AB12M3 va AB12M4 c6

thd lién két dic hiéu v6i bé mit biéu hién PD-1 ctia té bao T hoat hoa.

Vi du 7. Xac dinh hoat tinh sinh hoc ctia khang thé khang PD-1 ngudi 1am gidng
nguoi

7.1. Tac dung ctia khang thé khang PD-1 lam gibng ngudi déi véi su tang sinh té
bao va tiét xytokin trong phan vmg té bao lympho hdn hop

Str dung phan tmg té bao lympho hdn hop dé chiing minh tic dung ciia viéc
phong téa con duong PD-1/PD-L1 trén té bao thuc hién lympho. Xac dinh tic dung
cta khang thé khang PD-1 va khang thé ddi chimg 16p IgG ddi vdi sy tang sinh té bao
T va tiét IFN-y trong phan ting té bao lympho hdn hop.

Diéu chinh té bao don nhan méau ngoai bién ngudi dugce phin 14p twoi (Peripheral
blood mononuclear cells - PBMCs) dén mat do té bao 2,0 x 10° t€ bao/mL, va thu bach
cdu don nhan bang phuong phép két dinh. B4 sung GM-CSF 100 ng/mL va IL-4 100
ng/mL va nudi ciy trong 5 ngady. Sau d6 bd sung TNF-a 100 ng/mL dé cam tng su
truéng thanh té bao DC. Phan Iap t& bao T CD4" tir PBMCs ngudi tuoi st dung bo
chon loc duwong tinh CD4 & ngudi (STEMCELL). Trong dia 96 16, mdi 16 chira 250 plL
mdi trrdng nudi ciy bao gdbm 10° t& bao T dugc phan 1ap, 10* € bao DC trudng thanh,
va mot loat gradient nong do cia AB12M3 hoic AB12M4. Sir dung khang thé dbi
chimg 16p IgG 1am dbi chung 4m. Nudi cdy té bao T va DC trong ti 4m 37 °C, 5%
CO; trong 6 ngdy, va sau dé loai bé 100 pL dich ndi nudi cdy tir mdi 16 ctia dia 96 15 |
dé x4c dinh ndng do IFN-y. Xac dinh nong d6 IFN-y sir dung bd OptEIA ELISA (BD
Biosciences). Xac dinh 36 lugng té bao séng duoc trong dia 96 16 sir dung bo
CellTiter-Glo (Promega) dé do sy tang sinh té bao. Két qua cho thiy ABI12M3 va
AB12MA4 thic diy sy tang sinh té bao T (Fig. 11) va tiét IFN-y (Fig. 12) theo cach phu

thudc nong dg.

7.2. Téc dung cia khang thé khang PD-1 lam gidng nguoi dbi véi su tiét xytokin

cia PBMCs nguoi dugc cam tng boi su kich thich cta siéu khang nguyén

T4i tao huyén phu t& bao PBMC ngudi dugc phan lap twoi thanh 10° té bao/mL
v6i mbi trudng RPMI 1640 chira FBS bt hoat 10% va AB12M3 hoic AB12M4 20
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ng/mL hoic khang thé ddi chimg 16p IgG, va cdy 100 pL/16 vao dia 96 156. Nong do cao
nhit cua siéu khang nguyén SEB 13 2500 ng/mL, pha lodng trong 4 1in cua viéc pha
lodng 10 14n ndi tiép va bd sung vao dia 96 16 trong bd ba. Nudi ciy té bao trong 72
gio. Lay dich ndi dé xac dinh ndng d6 IL-2 st dung bd OptEIA ELISA (BD
Biosciences). Két qua trong Fig. 13 cho thiy AB12M3 va AB12M4 c6 thé thuc day su
tiét IL-2 boi té bao T.

7.3. Tac dung giét t& bao khéi u in vitro cta viée kich thich té bao T bang khang

thé khang PD-1 lam giéng nguoi

CAy dong té bao ung thu phi tiéu bao phdi ngudi HCC827 biéu hién qua mirc
PD-L1 (Ngan hang té bao cta Vién Han Lam Khoa hoc Trung Quéc (Thuwong Hai))
vao dia nuoi céy té bao 96 156. Bo sung mot loat néng do cia AB12MI1, AB12M3,
AB12M4 hoic hulgG. Sau d6 bd sung té bao T dwoc hoat héa bdi ca khang thé CD3
va IL-2 voi i 1& 10:1 tac nhéan thuc hién/dich va nudi ciy trong 48 gid. Rira dia véi
mdi truong dé loai bo hiu hét t& bao T. Phén tich kha ning sdng ciia t& bao HCC827 sir
dung b tang sinh té bao CCK-8 (Dojindo), va tinh toan ty 18 giét. Két qua trong bang
5 cho thdy AB12M3 va AB12M4 ¢6 kha ning tang cuong su giét té bao khéi u cua té
bao T.

Bang 5. Ty 1¢ giét cia khang thé 1am gidng nguoi AB12M3 va AB12M4 dbi véi
té bao khéi u (%)

Licu lugng

ABI2MI AB12M3 ABI12M4 hulgG
(pg/mL)
100 58,2 30,3 59,1 21,8
10 37,3 22,0 32,9 30,8
1 30,2 23,5 21,9 20,0
0,1 28,8 20,0 16,7 28,6

7.4. Hidu qua in vivo cia khang thé khang PD-1 lam gidng nguoi trong mé hinh

chudt 1am giéng ngudi PD-1 duge cdy dudi da té bao ung thu rudt két MC38

Str dung chudt 1am gidng ngudi B-hPD-1 dé danh gia hiéu qua in vive cia khang
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thé khang PD-1 nguoi. Phat trién chudt B-hPD-1 tir chudt ngudn gbc di truyén
C57BL/6 bdi Beijing Biocytogen Co., Ltd. Sir dung k¥ thuit nhim dich gen, phin
exon thir hai cia gen PD-1 cta chudt C57BL/6, bao gbém phan ving IgV, d3 duoc thay
thé bﬁmg doan PD-1 cia ngudi. Chudt dugc thiét ké thanh cong cb thé bidu hién PD-q
kham ngudi-chudt, bao gdm phan ngoai bao ctia hPD-1 va phén ndi bao ctia mPD-1.
Loai PD-1 kham nay c6 kha ndng phat tin hi¢u binh thuong cua PD-1, nhu phdi ti
PD-L1 cuia ngudi hodc chudt c6 thé lién két véi thy thé PD-1 nay dé we ché hoat tinh té
bao T.

Tiém dudi da té bao ung thu rudt két MC38 cta chudt (Shunran Shanghai
Biotechnology Co., Ltd.) véi 5x10° té b0/0.1 mL & sudn trude bén phai clia chudt cdi
lam gidng nguoi B-hPD-1. Khi kich thude khdi u dat khoang 150 mm?, chudt duge
phan ngau nhién thanh 3 nhém, 8 c4 thé mdi nhém, d6 1a (1) nhém ddi chimg dung
mdi (nhém PBS), (2) nhém diéu tri bing AB12M4, va (3) nhém dbi chimg Keytruda
(Merck, sb 16 5SNL80505). Liéu lwong va thé tich sir dung thudc cta ca nhém (2) va
(3) lan lwot 12 20 mg/kg va 10 mL/kg. P61 vdi tat ca cac nhom, dudong st dung 14 tiém
vao trong mang bung. Cac thubc dugce tiém 3 ngay mot lan va téng cong 6 1an lién tuc.

Thi nghiém két thic 28 ngay sau tiém.

Do duong kinh t6i da (L) va dudng kinh t6i thiéu (W) ctia khdi u bing thuéc cip,
va tinh toén thé tich khdi u (V) bing cong thirc V = 1/2 (LxW?2). Po thé tich khdi u 3

lan mot tudn, va trong khi do, do khdi lugng co thé chudt.

Nhu duge thé hién trong Fig. 14, két thuc thi nghiém, thé tich khdi u trung binh
trong nhém ddi chimg dung moi 1a 3405,2 mm?’. Thé tinh khéi u trung binh trong
nhém diéu tri bing AB12M4 va nhém dbi ching Keytruda Ian luot 14 277,4 mm?® va
249 mm?, d chi ra ring AB12M4 c6 tac dung khang khéi u dang ké, va tac dung
khang khéi u ciia né twong dwong véi Keytruda. Hon nita, trong sudt qua trinh thi
nghiém, chudt ¢6 strc khée t6t va khong c¢é con nao chét. Két thac thi nghiém, khéi
lwong co thé ciia mdi nhém ting, va khdng c6 su khic biét dang ké gifta khdi Iuong co
thé cia nhom didu tri bing  AB12M4 va nhém dbi chimg dung mdi (p> 0,05), da
chi ra ring chudt c¢6 kha nang chiu dung 16t véi AB12M4, va AB12M4 khong c6 tac

dung ddc hai 18 rét trén chudt thi nghiém.

Tat ca cac cong bo dugce deé cip trong sang ché déu duge dua vao bang cich tham
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khao & cung mirc do nhu thé mdi tai liéu dugc ké lai riéng dé tham khao. Hon nita, can
phai hiéu rang ngudi c6 hi€u biét trung binh trong linh vuc nay c6 thé tao ra nhiing
thay ddi va sira d6i khic nhau khi doc cdc huéng dan & trén cia sang ché, déu nim

trong pham vi yéu cdu bao ho di kem.
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YEU CAUBAO HOQ
1. Khang thé khéng protein chét theo chwong trinh 1 (programmed death-1 - PD-1),
bao gdm ving bién ddi ctia chudi nang va ving bién doi ciia chudi nhe,
trong do:

(i) ving bién dbi ctia chudi nang bao gobm CDR-H1 gbm c¢6 trinh tw axit amin SEQ
ID NO: 1, CDR-H2 gdm c6 trinh ty axit amin SEQ ID NO: 3, va CDR-H3 gdm ¢6
trinh tu axit amin dugc chon tir SEQ ID NO: 5; va

(ii) ving bién ddi ctia chudi nhe bao gébm CDR-L1 gdm c¢6 trinh ty axit amin SEQ
ID NO: 7, CDR-L2 gém c6 trinh ty axit amin SEQ ID NO: 9, vd CDR-L3 gém c6
trinh tu axit amin SEQ ID NO: 11.

2. Khang thé khang protein chét theo chuong trinh 1 theo diém 1, trong d6 khang thé
1a khang thé chudt hodc khang thé kham, va trong d6 ving bién ddi chudi ning bao
gdm ving FR chudi ning cta IgGi, IgGs, I1gGs hodc thé bién di cia ching, va ving
bién ddi chudi nhe bao gém vung FR chudi nhe cta chudi «, A, hoic thé bién di cua

chiing & chudt.

3. Khang thé khang protein chét theo chwong trinh 1 theo diém 2, trong d6é ving bién
d6i chudi ning bao gdm trinh ty axit amin cta SEQ ID NO: 13, va ving bién dbi chudi

nhe bao gém trinh tu axit amin cua SEQ ID NO: 14.

4. Khang thé khang protein chét theo chuwong trinh 1 theo diém 2, trong dé khang thé

1a khang thé dugc 1am gidng nguoi.

5. Khéang thé khang protein chét theo chwong trinh 1 theo diém 4, trong dé ving bién
d6i chudi nang bao gom trinh tu axit amin dwgc chon tir nhém gdm SEQ ID NO: 17,
19, 21, 23, 25, 27, va 29; va vung bién ddi chudi nhe bao gf”)m trinh tu axit amin duoc

chon tir nhém g@)m SEQ ID NQO: 18, 20, 22, 24, 26, 28, va 30.

6. Khang thé khang protein chét theo chuong trinh 1 theo diém 5, trong d6 ving bién
d6i chudi ning bao gdm trinh tu axit amin SEQ ID NO: 17 va ving bién d6i chudi nhe

bao gbm trinh tir axit amin SEQ ID NO: 18;

viing bién d6i chudi niang bao gdm trinh ty axit amin SEQ ID NO: 19, va ving

bién d6i chudi nhe bao gém trinh tu axit amin SEQ ID NO: 20;
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viing bién ddi chudi niang bao gdm trinh ty axit amin SEQ ID NO: 21 va ving bién

dbi chudi nhe bao gém trinh ty axit amin SEQ ID NO: 22;

ving bién doi chudi ning bao gdm trinh ty axit amin SEQ ID NO: 23 va ving bién

dbi chudi nhe bao g@)m trinh tu axit amin SEQ ID NO: 24;

ving bién d6i chudi nang bao gdm trinh tu axit amin SEQ ID NO: 25 va viing bién

d6i chudi nhe bao gbém trinh tu axit amin SEQ ID NO: 26;

viing bién d6i chudi ning bao gdm trinh ty axit amin SEQ ID NO: 27 va ving bién

ddi chudi nhe bao gom trinh ty axit amin SEQ ID NO: 28; hoc

ving bién ddi chudi ning bao gdm trinh tu axit amin SEQ ID NO: 29 va ving bién

d6i chudi nhe bao gdm trinh ty axit amin SEQ ID NO: 30.

7. Khang thé khéng protein chét theo chwong trinh 1 bao gdm ving bién ddi chudi
nang va vung bién ddi chudi nhe, trong d6 ving bién ddi chudi niang bao gdm trinh tu
axit amin duoc chon tir nhém gém SEQ ID NO: 31, 33 va 35, va ving bién dbi chudi

nhe bao gém trinh tu axit amin dugc chon tir nhom gém SEQ ID NO: 32, 34, va 36.
8. Khang thé khang protein chét theo chuong trinh 1 theo diém 7, trong do:

ving bién ddi chudi ning bao gdm trinh ty axit amin SEQ ID NO: 31, va vung
bién ddi chudi nhe bao gém trinh tu axit amin SEQ ID NO: 32;

ving bién d6i chudi ning bao gdm trinh tu axit amin SEQ ID NO: 33, va ving
bién dbi chudi nhe bao gf’im trinh tu axit amin SEQ ID NO: 34;

ving bién ddi chudi ning bao gdm trinh ty axit amin SEQ ID NO: 35, va vung
bién d6i chudi nhe bao gbm trinh ty axit amin SEQ ID NO: 36.

9. Khang thé khang protein chét theo chwong trinh 1 theo diém 1 bao gdm phép thay
thé mot hay nhidu axit amin so v6i cic SEQ ID NO: 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25,
26,27, 28,29, va 30.

10. Khéng thé khang protein chét theo chwong trinh 1 theo diém 1, bao gdm it nhét
80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, hoic 99% trinh ty axit amin déng nhat véi cac
trinh ty axit amin SEQ ID NO: 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25,26, 27, 28, 29, ho#c 30.

11. Khang thé khang protein chét theo chuong trinh 1 theo diém 1, bao gdém ving ¢d

dinh chudi ning cta IgGs hodc IgGi & ngudi va viing cb dinh chudi nhe « & nguoi,

-38-



34271

hoic doan lién két khang nguyén d6 1a Fab, F(ab"), hoic scFv.

12. Khang thé khang protein chét theo chwong trinh 1 theo diém 1, trong d6 khang thé
duogc glycosylat hoé.

13. Khang thé khang protein chét theo chwong trinh 1 theo diém 1, trong d6 khang thé
lién két voi PD-1 ¢6 Kp bing 1 nM hoic thdp hon. |

14. Phan td ADN ma hoa khang thé khang protein chét theo chuong trinh 1 theo diém
1.

15. Phan tr ADN theo diém 14, trong d6 phan tir ADN bao gom trinh tu axit nucleic
thr nhit ma hoa vung bién ddi chudi nang cua khang thé, trong dé trinh tu axit nucleic
thtr nhit duoc chon tir cac nhém gdom SEQ ID NO: 37, 39, va 41; va trinh tu axit
nucleic thi hai ma hoa viing bién ddi chudi nhe cta khang thé, trong d6 trinh ty axit

nucleic thir hai dugce chon tir cic nhém gém SEQ ID NO: 38, 40 va 42.
16. Vecto biéu hién bao gdm phan tir ADN theo diém 14.
17. Té bao chu duogc bién nap voi vecto biéu hién theo diém 16.

18. Phan tir ddc hiéu kép bao gdm khang thé khang protein chét theo chuong trinh 1
theo diém 1, trong d6 phan tir dac hiéu kép con bao gém khang thé chéng lai phan ti
duoc chon tir nhom gdm VEGF, EGFR, HER2/neu, thu thé VEGF hoic thu thé cua
nhén t6 sinh trudng khac, CD20, CD40, CTLA-4, OX-40, 4-1-BB, va ICOS.

19. Thé tiép hop mién dich bao gdm khang thé khang protein chét theo chuong trinh 1

theo diém 1 va tac nhan tri liéu.

20. Dugc pham bao gom khang thé khang protein chét theo chuong trinh 1 theo diém 1
va ta duoc, chit mang hodc chét pha losng duoc dung.

21. Phuong phép san xuit khang thé bao gdm budc nudi cdy té bao chu theo diém 17
trong diéu kién ma cho phép san xuit khang thé, va budc thu hdi va bude phan lap
khang thé duoc tao ra tir t& bao chu.

22. Khéng thé khang protein chét theo chuong trinh 1 theo diém 13, trong dé khang
thé lién két véi PD-1 ¢6 Kp bang 100pM hodc thap hon.

23. Khang thé khang protein chét theo chuong trinh 1 theo diém 13, trong d6 khang
thé lién két voi PD-1 ¢6 Kpbang 10pM hodc thip hon.
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24. Khang thé khang protein chét theo chuong trinh 1 theo diém 13, trong d6 khang
thé lién két voi PD-1 c6 Kp bang 1pM hodc thip hon.

25. Phén tir ADN theo diém 15, trong d6 phan tir ADN bao gdm trinh tu axit nucleic
th(r nhat ma hoa ving bién ddi chudi ning cua khang thé va trinh ty axit nucleic thir
hai ma héa ving bién dbi chudi nhe ciia khang thé, va trong d6: (a) trinh ty axit
nucleic thi nhat 13 SEQ ID NO: 37, va trinh ty axit nucleic th hai 1a SEQ ID NO: 38;
(b) trinh ty axit nucleic thit nhét 14 SEQ ID NO: 39, va trinh tu axit nucleic thit hai 12
SEQ ID NO: 40; hoic (c) trinh tu axit nucleic thir nhét 1a SEQ ID NO: 41, va trinh tu
axit nucleic thit hai 1a SEQ ID NO: 42.

26. Thé tiép hop mién dich theo diém 19, trong d6 tac nhan tri liéu duge lwa chon tir

nhom gom co doc to, dong vi phong xa, thudc, hodc tdc nhan giy doc t€ bao, -
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DANH MUC TRINH TU
<110> AMPSOURCE BIOPHARMA SHANGHAI INC.
<120> Khang thé& khang protein chét theo chuong trinh 1, phan tu ADN,
vecto biéu hién, té& bao chu, phan ti dic hiéu kép, thé tiép hop mién dich
va duoc phim bao gdm khang thé& nay, va phuong phap san xudt khang thé
<130> 201612
<160> 42

<170> PatentIn version 3.3

<210> 1
<211> 8
<212> PRT

<213> CDR-H1
<400> 1

Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Gly

1 5
<210> 2

<211> 8

<212> PRT

<213> CDR-HI
<400> 2

Gly Ile Thr Phe Ser Asn Ser Gly

1 5
<210> 3

<211> 8

<212> PRT

<213> CDR-H2
<400> 3

Ile Ser Gly Gly Gly Arg Asp Thr

1 5
<210> 4
<211> 7

<212> PRT
<213> CDR-H2
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<400> 4

Trp Tyr Asp Gly Ser Lys Arg

1 5
<210> 5

<211> 11

<212> PRT

<213> CDR-H3
<400> 5

Ala Arg Gln Lys Asp Thr Ser Trp Phe Val His

1 5 10
<210> 6

<211> 6

<212> PRT

<213> CDR-H3
<400> 6

Ala Thr Asn Asp Asp Tyr

1 5
<210> 7

<211> 10

<212> PRT

<213> CDR-L1
<400> 7

Glu Ser Val Asp Asp Tyr Gly Ile Ser Phe

1 5 10
<210> 8

<211> 6

<212> PRT

<213> CDR-L1
<400> 8

Gln Ser Val Ser Ser Tyr

1 5
<210> S
<211> 3

<212> PRT
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<213> mAbl CDR-L2
<400> 9

Val Ala Ser

1

<210> 10
<211> 3
<212> PRT

<213> CDR-L2
<400> 10

Asp Ala Ser

1

<210> 11
<211i> 9
<212> PRT

<213> CDR-L3
<400> 11

Gln Gln Ser Lys Glu Val Pro Trp Thr

1 5
<210> 12

<211> 9

<212> PRT

<213> CDR-L3
<400> 12

Gln Gln Ser Ser Asn Trp Pro Arg Thr

1 5
<210> 13
<211> 118

<212> PRT

<213> Trinh tu axit amin cua vung bién dbi chudi ndng cua khang thé
chuét AB12M1 hoic khang thé khdm AB12M2

<400> 13

Glu Val Lys Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly
1 5 10 15
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Ser

Gly

Ala

Lys

Leu

Ala

Leu

Leu

Met

Thr

50

Gly

Gln

Arg

Val

<210>
<211>
<212>
<213>
AB12M1

<400>

Lys

Ser
35

Ile

Arg

Met

Gln

Thr

115

14
111
PRT

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Ser

Lys
100

Val

Ser

Val

Gly

Ser
85

Asp

Ser

Cys

Arg

Ile

70

Leu

Thr

Ala

Ala

Gln

Gly

¥

55

Ser

Arg

Ser

Ala

Thr

40

Arg

Arg

Ser

Trp

34271

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Phe
105

Gly

Glu

Thr

Asn

Asp

90

Val

Trinh tu axit amin c@a vung bién
hodc khang thé kham AB12M2

14

Asp Ile Val

1

Gln

Gly

Lys

Arg

Arg

Ile

Leu

50

Phe

Ala

Ser

35

Leu

Ser

Leu

Thr

20

Phe

Ile

)
s
<

Thr

Ile

Met

Tyxr

Ser

Gln

Ser

Asn

Val

Gly

Ser

Cys

Trp

Ser

Pro

Arg

Phe

40

Ser

Gly

Ala

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Ser

10

Ser

Gln

Gln

-52-

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

His

Leu

Glu

Lys

Gly

Phe

Thr

Arg

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Phe

Leu

45

Pro

Asn

Leu

Gly

Ser

30

Glu

Asp

Asn

Tyr

Gln
110

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

val

Val

Tyr

80

Cys

Thr

chudi nhe cua khang

Ala

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Val

Val

Leu

Ser

Asp

30

Gln

Val

Asn

Leu

15

Asp

Pro

Pro

Ile

Gly

Tyr

Pro

Ala

His

thé& chudt
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65 70 75 80

Pro Met Glu Glu Asp Asp Thr Ala Met Tyr Phe Cys Gln Gln Ser Lys
85 90 95

Glu Val Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

100 105 110
<210> 15
<211> 111
<212> PRT

<213> Trinh ty axit amin cta vung bién déi chudi ndng cl@ia khang thé
chudét AB12N1 hodc khang thé& kham AB12N2

<400> 15

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Asp Cys Lys Ala Ser Gly Ile Thr Phe Ser Asn Ser
20 25 30

Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ala Val Ile Trp Tyr Asp Gly Ser Lys Arg Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

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

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

Ala Thr Asn Asp Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val

100 105 110
<210> 16
<211> 107
<212> PRT

<213> Trinh ty axit amin c@a vung bién dbi chudi nhe ctia khdng thé& chudt
AB12N1 hodc khang thé kham AB12N2
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<400> 16

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

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Tyr
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile
35 40 45

Tyr Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly
50 55 60

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

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Ser Asn Trp Pro Arg
85 90 95

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 17
<211> 118
<212> PRT

<213> Trinh ty axit amin c@a vung bién dbéi chudi ning cta khang thé lam
giéng ngudi AB12M3
<400> 17

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Gly Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ala Thr Ile Ser Gly Gly Gly Arg Asp Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val
50 55 60
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Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Asn Leu Tyr
65 70 75 80

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

Ala Arg Gln Lys Asp Thr Ser Trp Phe Val His Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Leu Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 18
<211> 111
<212> PRT

<213> Trinh tu axit amin c@a vung bién dbéi chudi nhe cua khang thé lam
gibéng ngusi AB12M3

<400> 18

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 Asp Tyr
20 25 30

Gly Ile Ser Phe Met Asn Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro
35 40 45

Lys Leu Leu Ile Tyr Val Ala Ser Asn Gln Gly Ser Gly Val Pro Ala
50 55 60

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

Ser Leu Glu Pro Asp Asp Thr Ala Met Tyr Phe Cys GIln Gln Ser Lys
85 90 95

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

<210> 19
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<211> 118

<212> PRT

<213> Trinh ty axit amin cta vung bién dbi chudi ning cta khang thé lam
gibéng ngudi AB12M4

<400> 19

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Gly Met Ser Trp Val Arg Gln Thr Pro Glu Lys Arg Leu Glu Trp Val
35 40 45

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

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Asn Leu Tyr

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

Ala Arg Gln Lys Asp Thr Ser Trp Phe Val His Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Leu Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 20
<211> 111
<212> PRT

<213> Trinh ty axit amin cta vung bién ddi chudi nhe cua khang thé& lam
gibéng ngudi AB12M4

<400> 20

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ala Val Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Ile Ser Cys Arg Ala Ser Glu Ser Val Asp Asp Tyr
20 25 30
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Gly Ile Ser Phe Met Asn Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro
35 40 45

Lys Leu Leu Ile Tyr Val Ala Ser Asn Gln Gly Ser Gly Val Pro Ala
50 55 60

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

Pro Met Glu Glu Asp Asp Thr Ala Met Tyr Phe Cys Gln Gln Ser Lys
85 90 95

Glu Val Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

100 105 110
<210> 21
<211> 118
<212> PRT

<213> Trinh ty axit amin c@ia vung bién dbdi chudi ndng cta khdng thé lam
gibéng ngudi ABL2M5

<400> 21
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Gly Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser Ala Ile Ser Gly Gly Arg Asp Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

(]
|_|
<

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
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Ala Arg Gln Lys Asp Thr Ser Trp Phe Val His Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Met Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 22
<211> 107
<212> PRT

<213> Trinh tu axit amin cta ving bién §bi chudi nhe c@ia khang thé lam
gibng ngudi ABI2M5

<400> 22

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

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

Gly Ile Ser Phe Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro
35 40 45

Arg Val Ala Ser Asn Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly
50 55 60

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

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Lys Glu Val Pro Trp
85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210>
<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty axit amin cta viung bién dbi chudi nidng cta khang thé 1lam
gibéng ngudi ABL2M6

3
1

=N

<400> 23
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Glu

Ser

Gly

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Met

Val

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

Arg

Val

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

gibng

<400>

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Gln

Thr

115

24
107
PRT

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Lys

100

Val

Val

Ser

Val

Gly

Thr

Ser

85

Asp

Ser

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Thr

Ser

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Arg

Arg

Ala

Trp

34271

Gly

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Phe
105

Gly

10

Gly

Glu

Thr

Asn

Asp

Val

Trinh tuy axit amin cda vung bién

24

Glu Ile Val

1

Glu Arg Ala

Gly Ile Ser

35

Arg Val Ala

Leu

Thr

20

Phe

Ser

nguoi AB12M6

Thr

Leu

Leu

Asn

Gln

Ser

Ala

Arg

Ser

Cys

Trp

Ala

Pro

Arg

Phe

40

Ser

Ala

Ala

25

Gln

Gly

Thr

10

Ser

Gln

Ile

-5O-

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

His

Leu

Glu

Lys

Pro

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gly

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln
110

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

Gly

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Thr

chudi nhe ciia khang

Ser

Ser

Pro

Ala

Leu

Val

Ser

Asp
30

Gly Gln

45

Arg

Phe

Pro

15

Asp

Ala

Ser

Gly

Tyr

Pro

Gly

thé lam
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50 55 60

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

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Lys Glu Val Pro Trp
85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 25
<211> 118
<212> PRT

<213> Trinh tu axit amin c@a ving bién ddi chudi n3ng cta khang thé lam
gibéng ngudi AB12M7

<400> 25
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Gly Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Glu Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser Ala Ile Ser Gly Gly Gly Arg Asp Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

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

(V)]

Ala Arg Gln Lys Asp Thr Ser Trp Phe Val His Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Met Val Thr Val Ser Ser
115
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<210> 26
<211> 107
<212> PRT

<213> Trinh ty axit amin cua vung bién dbi chudi nhe cua khang thé lam
gibéng ngudi AB12M7

<400> 26
Asp 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 Asp Tyr
20 25 30

Gly Ile Ser Phe Leu Ala Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro
35 40 45

Arg Val Ala Ser Asn Arg Ala Ser Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly
50 55 60

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

Asp Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Lys Glu Val Pro Trp
85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 27
<211> 118
<212> PRT

<213> Trinh ty axit amin cua vung bién @i chudi ndng ctua khéng thé& lam
giéng ngudi AB12MS8

<400> 27

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30
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Gly

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Met

Met

Ala

50

Gly

Gln

Arg

Val

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

gibng

<400>

Ser
35

Ile

Arg

Met

Gln

Thr

115

28
107
PRT

Trp

Ser

Phe

Asn

Lys

100

Val

Val

Gly

Ser
85

Asp

Ser

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Thr

Ser

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Ser

Ala

40

Arg

Arg

Ala

Trp

34271

Pro

Asp

Asp

Glu

Phe
105

Glu

Thr

Asn

Asp

90

vVal

Trinh ty axit amin ctia vung bién

28

Asp Ile Val

1

Glu

Gly

Arg

Ser
65

Arg

Ile

Val
50

Ala

Ala

Ser

Leu

Thr

20

Phe

Ser

G
-
b

ngudi AB12M8

Thr

Leu

Leu

Asn

Thr

Gln

Ser

Ala

Arg

Asp
70

Ser

Cys

Trp

Phe

Pro

Arg

Tyr

40

Ser

Thr

Ala

Ala

25

Gln

Leu

Thr
10

Ser

Gln

=l
-
D

Thr

-62-

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

His

Glu

Lys

Ile
75

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gly

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln
110

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Val

Val

Tyr

80

Cys

Thr

chudi nhe cla khang

Ser 1

Pro

Ala
60

Ser

Val

Gly

45

Arg

Ser

Ser

Asp

30

Phe

Leu

Pro
15

Asp

 Ala

Ser

Glu

Gly

Tyr

Pro

Gly

thé lam
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Asp Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Lys Glu Val Pro Trp
85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 29
<211> 118
<212> PRT

<213> Trinh ty axit amin cla vung bién dbi chudi ndng cua khang thé lam
gidéng ngudi AB12M9

<400> 29
Glu Val Lys Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Gly Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Glu Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser Ala Ile Ser Gly Gly Gly Arg Asp Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
7
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys
Ala Arg Gln Lys Asp Thr Ser Trp Phe Val His Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Met Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 30
<211> 107
<212> PRT

<213> Trinh ty axit amin cia vung bién dbi chudi nhe ctia khang thé& lam
gibéng ngudi AB12M9
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<400> 30

Asp 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 Asp Tyr
20 25 30

Gly Ile Ser Phe Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro
35 40 45

Arg Val Ala Ser Asn Arg Ala Ser Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly
50 55 60

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

Asp Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Lys Glu Val Pro Trp
85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 31

<211> 110

<212> PRT

<213> Trinh tu axit amin cta vung bién dbi chudi ndng cta khang thé lam
gibng ngudi AB12N3

<400> 31
Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg

1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Ile Thr Phe Ser Asn Ser
20 25 30

0

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val

Gly Met H
3 40 45

[S20N el

Ala Val Trp Tyr Asp Gly Ser Lys Arg Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
50 55 60
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Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu
65 70 75 80

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

Thr Asn Asp Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val

100 105 110
<210> 32
<211> 107
<212> PRT

<213> Trinh tu axit amin cta vung bién dbi chudi nhe cta khang thé lam
gibéng ngudi AB12N3
<400> 32

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 Gln Ser Val Ser Ser Tyr
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile
35 40 45

Tyr Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly
50 55 60

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

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Ser Asn Trp Pro Arg
85 90 95

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

100 105
<210> 33
<211> 111
<212> PRT
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<213> Trinh tu axit amin cta vung bién déi chudi ning cia khang thé lam
gibéng ngudi AB12N4

<400> 33

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Ile Thr Phe Ser Asn Ser
20 25 30

Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ala Val Ile Trp Tyr Asp Gly Ser Lys Arg Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

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

Ala Thr Asn Asp Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val

100 105 110
<210> 34
<211> 107
<212> PRT

<213> Trinh ty axit amin cta ving bién d4i chudi nhe cuta khang thé lam
gidng nguoi AB12N4

<400> 34

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 Gln Ser Val Ser Ser Tyr
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile
35 40 45
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Tyr Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly
50 55 60

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

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Ser Asn Trp Pro Arg
85 90 95

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 35
<211> 110
<212> PRT

<213> Trinh tu axit amin cta vung bién dbéi chudi ning cua khang thé lam
gibng ngudi AB12N5

<400> 35

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Ile Thr Phe Ser Asn Ser
20 25 30

Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ala Val Trp Tyr Asp Gly Ser Lys Arg Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
50 55 60

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

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

Thr Asn Asp Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val
100 105 110

<210> 36
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<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh ty axit amin cta vung bién dbi
gibéng ngudi AB12N5
<400> 36
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu
1 5 10
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln
20 25
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala
35 40
Tyr Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr Gly Ile Pro
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile
65 70 75
Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser
85 90
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105
<210> 37
<211> 354
<212> DNA
<213> Trinh tu nucleotit cia vung bién doéi
AB12M2
<400> 37
gaggtgaagc tggtggagag cggaggagga ctggtgaagce
agctgtgctg cctctggett caccttttcc tcttacggea
cccgagaagc gcctggaatg ggtcgctacc atctctggeg
cctgattccg tgaagggcag attcaccatc agccgcgata
ctgcaaatgt cttccctgag gtctgaggac accgctctgt
gatacatctt ggttcgtgca ctggggacag ggcaccctgg

-68-

chudi nhe cta khang thé& lam

Ser Leu Ser

Val Ser

30

Ser

Pro Arg Leu

Ala
60

Arg Phe

Ser Ser

Ser Asn Trp

chudi ning

caggaggatc
tgagctgggt
gcggcagaga
acgccaaaaa
actattgcgc

tgaccgtgtc

Pro
15

Gly

Ser

Tyr

Ile

Leu

Ser

Gly

Glu

Pro
95

clla khéng thé kham

tctgaagctg
gagacagaca
cacatactat
taatctgtat
ccggcagaag

cgcc

60

120

180

240

300

354



<210> 38
<211> 333
<212> DNA
<213>
AB12M2
<400> 38
gacatcgtge
atcagctgte
cagcagaaac
ggagtgcctg
ccaatggagg
acctttggceg
<210> 39
<211> 354
<212> DNA
<213>
gibng
<400> 39
gaggtgcagc
tcttgcgcecg
cctggcaagg
ccagatagcg
ctgcagatga
gatacaagct
<210> 40
<211> 333
<212> DNA
<213>
gibng
<400> 40

tgacccagtc
gggcctctga
ctggccagcc
ctagattcag
aggacgatac

gcggcacaaa

tggtggagtc
cttccggett
gactggagtg
tgaagggcag
actccctgag

ggtttgtgca

tccagctagce
gtctgtcgac
ccctaaactg
cggatctgga
cgccatgtac

gctggagatc

cggaggagga
caccttttcc
ggtggctacc
gttcacaatc
agctgaggac

ctggggccag

34271

Trinh ty nucleotit cha vung bién dbi

ctggccgtgt
gattacggca
ctgatctatg
tctggaaccg
ttctgtcagce

aag

Trinh ty nucleotit cha ving bién dbi
nguoi AB12M3

ctggtgcagc
agctacggca
atctccggag
tctcgggaca
accgccctgt

ggcaccctgg

Trinh tu nucleotit cha ving bién dbi
ngudi AB12M3

gagatcgtgc tgacccagag ccctgccaca ctgagcectgt

ctgtcttgtc gggcctccga gagcgtggac gattacggcea

cagcagaagc caggccaggc tcccaagctg ctgatctatg

-69-

chudi nhe cta khang thé kham

ccctgggaca
tctctttcat
tcgcttccaa
acttcagcct

agtctaaaga

chudi ning

ctggaggcag
tgtcttgggt
gaggaaggga
acgctaagaa
actattgcgc

tgacagtgtc

gagggctacc
gaattggttc
tcagggaagc
gaacatccat

agtcccttgg

cta khang thé

cctgagactg
gagacaggct
cacatactat
caatctgtat
ccgccagaag

ttcc

60

120

180

240

300

333

lam

60

120

180

240

300

354

chudi nhe cta khang thé lam

ctccaggcga
tcteccectteat

tggccagcaa

gagggctacc
gaactggttt

tcagggctct

60

120

180
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ggagtgccag ctcgcttctc tggctccgga agcggaaccg

tctctggage cagacgatac agccatgtac ttctgccagce

acctttggcg gaggaacaaa ggtggagatc aag

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

41
354

<400> 41
gaggtgcagc

agctgtgctyg
cccgagaagc
cctgattccg
ctgcaaatgt
gatacatctt
<210>
<211>
<212>

<213>
gibdng

42
333

<400> 42
gaaatcgtgc

atcagctgtc
cagcagaaac
ggagtgcctg
ccaatggagg

acctttggcg

DNA
Trinh tu nucleotit cta vung bién dbi
nguoi AB12M4

DNA
Trinh tuy nucleotit chia vung bién ddi
nguoi AB1l2M4

tggtggagag
cctctggett
gcctggaatg
tgaagggcag
cttccctgag

ggttcgtgca

tgacccagtc
gggcctctga
ctggccagcc
ctagattcag
aggacgatac

gcggcacaaa

cggaggagga
caccttttcc
ggtcgctacc
attcaccatc
gtctgaggac

ctggggacag

tccagctaca
gtctgtcgac
ccctaaactg
cggatctgga
cgccatgtac

gctggagatc

ctggtgaagc
tcttacggcea
atctctggcg
agccgcgata
accgctctgt

ggcaccctgg

ctggccgtgt
gattacggca
ctgatctatg
tctggaaccg
ttctgtcage

aag

-70-

acttttctct

agtccaagga

chudi nidng

caggaggatc
tgagctgggt
gcggcagaga
acgccaaaaa
actattgcgce

tgaccgtgtc

gacaatcagc

ggtgccatgg

ctia khang thé

tctgaggctg
gagacagaca
cacatactat
taatctgtat
ccggcagaag

ctcc

240

300

333

lam

60

120

180

240

300

354

chudi nhe c@a khang thé& lam

cccctggaga
tctctttcat
tcgcttccaa
acttcaccct

agtctaaaga

gagggctacc
gaattggttc
tcagggaagc
gaacatccat

agtcccttgg

60

120

180

240

300

333





