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Linh vuc ky thuat dugc dé cap

Sang ché d& cap dén thé lién hop mién dich, cu thé 12 thé lién hop mién dich
chira interleukin-2 polypeptit dot bién va khang thé gin két véi PD-1. Ngoai ra, sing
ché dé cap dén phén tir polynucleotit ma hoa thé lién hop mién dich nay, va véc-to va
té bao vét chu chira phan tir polynucleotit nhu vay. Sang ché ciing dé cép dén phuong
phép tao ra céc thé lién hop mién dich dot bién, duoc phém chira chung, va s dung

chung.
Tinh trang k¥ thuit ctia sang ché

Interleukin-2 (IL-2), con dugc goi la yéu t6 sinh truérng t& bao T (T cell growth
factor - TCGF), 1a glycoprotein dang hinh ciu 15,5 kDa déng vai trd trung tdm trong
su sén sinh, sy séng va tinh ndi can béng cua té bao lympho. N6 ¢6 chidu dai 133 axit
amin va dugc ciu thanh béi bén dudng x0én b¢ o dbi song song, ludng cuc tao ra ciu
tric bac bdn khong thé thiéu chirc ning ciia né (Smith, Science 240, 1169-76 (1988);
Bazan, Science 257, 410-413 (1992)). Céc trinh ty cua IL-2 tir cdc loai khéc nhau dugc
tim thdy trong NCBI RefSeq sé NP000577 (ngudi), NP032392 (chudt nhit),
NP446288 (chudt céng) hodc NP517425 (tinh tinh).

IL-2 lam trung gian cho su tac dong cuia nd bang cach gin két v6i thu thé IL-2
(IL-2R), ma dugc c4u thanh béi 1én dén ba chu triic dudi don vi riéng biét, sy két hop
khac nhau ctia chung c6 thé tao ra dang thu thé khac vé 4i luc cta ching d6i véi IL-2.
Su két hop ctia cac cdu trac du6i don vi a (CD25), B (CD122), va v (ye, CD132) din
dén viéc tao ra thu thé trime, &i luc céo d6i v6i IL-2. Thu thé IL-2 dime dugc chu
thanh boi cac chu tric dudi don vi B va y duoc goi 1a IL-2R & lyc trung binh. Céu tric
dudi don vi a tao ra thu thé IL-2 monome &i luc thép. Mic du thu thé IL-2 dime 4i luc
trung binh gén két IL-2 v6i 4i lyc thap hon khoang 100 14n so v6i thu thé trime 4i luc
cao, ca cac bién thé thu thé IL-2 dime 14n trime déu c6 thé truyén tin hiéu khi gén két
IL-2 (Minami va céc ddng tac gid, Annu Rev Immunol 11, 245-268 (1993)). Do do,

chu tric dudi don vi @, CD25, 1a khong thiét yéu ddi véi sy truyén tin hiéu IL-2. N6
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tao gz"m két 4i luc cao véi thu thé cia né, trong khi cAu tric dudi don vi B, CD122, va
chu tric dudi don vi y 12 rit quan trong dbi véi su tai nap tin hiéu (Krieg va cac dong
tac gia, Proc Natl Acad Sci 107, 11906-11 (2010)). Thu thé IL-2 trime chira CD25
duge biéu hién béi t& bao T (Treg) didu hoa P3 (FoxP3)" hop dau chac CD4* (nghi).
Chung ciling dugc tao ra tam thoi trén cac té bao T dugc hoat hoa thong thudng, trong
khi & trang thai nghi c4c té bao nay chi biéu hién thy thé IL-2 dime. Té bao Treg biéu
hién nhét quan mic CD25 cao in vivo (Fontenot va céc ddng tac gia, Nature Immunol
6, 1142-51 (2005)).

IL-2 dugc tdng hop cha yéu bing té bao T da hoat hoa, cu thé 1a t& bao T trg
gitip CD4+. N6 kich thich qua trinh tdng sinh va qua trinh biét hoa cta té bao T, gdy ra
qué trinh san sinh té bao lympho T gy dc té bao (cytotoxic T cell - CTL) va qua
trinh biét hoa cua té bao lympho mau ngoai vi thanh té bao gy doc té bao va té bao
tiéu diét dugce hoat hda bai lymphokin (LAK), kich thich xytokin va su biéu hién phan
tir tidu t& bao béi té bio T, tao thuan loi cho qué trinh ting sinh va qua trinh biét hoa té
bao B va qué trinh tdng hop globulin mién dich béi té bao B, va kich thich sy san sinh,
su tdng sinh va su hoat héa cua té bao tiéu diét tu nhién (xem xét, vi dy, trong céc 4n
phém Waldmann, Nat Rev Immunol 6, 595-601 (2009); Olejniczak va Kasprzak, Med
Sci Monit 14, RA179-89 (2008); Malek, Annu Rev Immunol 26, 453-79 (2008)).

Kha ning ciia n6 dé mé rong qun thé t& bao lympho in vivo va lam ting chirc
ning tac dong cua cac té bao nay mang lai téc dung khang khéi u cho IL-2, khién cho
lidu phép mién dich IL-2 tr& thanh mot lya chon didu tri hip dn déi véi cac ung thu di
can nhét dinh. Do d6, phuong phap didu tri bang IL-2 lidu cao da dugc phé chuin dé

dung cho bénh nhan ung thu biéu mo té bao than di cin va khdi u 4c tinh.

Tuy nhién, IL-2 c6 chitc niang kép trong dap ing mién dich vi n6 khong nhitng
lam trung gian cho sy m& rdng va tinh hoat dong cua té bao tac dong, ma con tham gia

vao viéc duy tri tinh dung nap mién dich ngoai vi.

Mot co ché chinh ndm dudi tinh tu dung nap ngoai vi 1a sy chét té bao duogc tao
ra béi IL-2 (AICD) trong céc té bao T. AICD 1a mdt qua trinh trong do6 céc té bao T da
dugc hoat hoa ddy du trai qua qua trinh gly chét t& bao theo chuong trinh thong qua sy
tham gia cta cac thy thé chét dugc biéu hién trén bé mit t€ bao nhuw CD95 (con duge

goi 12 Fas) hodic thy thé TNF. Khi té bao T duge hoat héa bsi khang nguyén biéu hién
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thu thé IL-2 ¢6 4i luc cao (sau khi tiép xuic trudc véi IL-2) trong qua trinh ting sinh
duoc kich thich lai bing khang nguyén nhd thu thé té bao T (phtrc hgp TCR)/CD3, su
biéu hién cta phéi tir Fas (FasL) va/hodc yéu t6 hoai tir khéi u (tumor necrosis factor -
TNF) dugc tao ra, lam cho cac té bao d& bi chét theo chuong trinh qua trung gian Fas.
Quy trinh nay 1a quy trinh phy thudc vao IL-2 (Lenardo, Nature 353, 858-61 (1991))
va qua trung gian STATS. Nho quy trinh cia AICD trong té bao lympho T tinh dung
nap c6 thé khong nhitng dugc thiét 1ap d6i v6i chinh khéng nguyén, ma con d6i véi
céc khang nguyén séng dai rd rang khong phai 12 mot phén ctia viéc tao ra vat chi, nhu

khang nguyén khéi u.

Hon nita, IL-2 ciing lién quan dén sy duy tri té€ bao T diéu hoa (Treg) CD4*
CD25" ngoai vi (Fontenot va cac dong tac gia, Nature Immunol 6, 1142-51 (2005);
D’Cruz and Klein, Nature Immunol 6, 1152-59 (2005); Maloy and Powrie, Nature
Immunol 6, 1171-72 (2005), con duge goi 1a t& bao T te ché. Ching e ché té bao T
tac dong tranh bi phé hiy (chinh) dich ctia chiing, hodc thong qua sy tiép xtic té bao-té
bao bang cach tic ché té bao T trg gitp va hoat héa, hodc théng qua su gidi phong
xytokin trc ché mién dich nhu IL-10 hogc TGF-B. Da cho thy sy tiéu dich té bao Treg
ting cuong mién dich khang khdi u dugc tao ra bai IL-2 (Imai va cac dong tac gia,

Cancer Sci 98, 416-23 (2007)).

Vi vdy, IL-2 khong phai 1 ti wu dé rc ché sy phét trién ctia khoi u, vi véi sy
c6 mit cua IL-2 hodc CTL dugc san sinh ¢o6 thé nhan dién chinh khdi u va trai qua

AICD hoic dap ing mién dich c6 thé dugc e ché béi té bao Treg phu thude vao IL-2.

Mot mbi quan tim nita lién quan dén liéu phap mién dich IL-2 1a céc tac dung
phu duogc tao ra tir viée xi Iy IL-2 tai t& hop & ngudi. Bénh nhan dugc diéu tri bang
IL-2 lidu cao thudng xuyén gip phai cac vén @& nghiém trong v& tim mach, phdi, than,
gan, duong tiéu hoa, than kinh, da, mau va ndi hip, ma cén phai theo ddi chuyén sau
va quan ly bénh nhén. Phén 16n céc tic dung phy nay co6 thé dugc giai thich bang su
phét trién cta céi goi 1a hoi chung ro ri mach mau (hay mao mach), sy gia tdng bénh ly
vé tinh thdm ctia mach mau din dén sy tran dich trong nhiéu co quan (gdy ra, vi du,
bénh phi phdi va té bao da va phé hiy té bao gan) va su tiéu dich 16ng ndi mach (gay
ra bénh giam huyét 4p va bénh tang bu nhip tim). Khong cé phuong phap diéu tri VLS
ngodi viée rat bét IL-2. Phac dd IL-2 liéu lugng thép da duoc thir nghiém & cc bénh

nhan dé tranh VLS, tuy nhién, véi chi phi ctia két qua diéu tri dudi muc t6i wu. Tin
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rang VLS dugc tao ra bdi sy giai phong xytokin tidn viém, nhu (TNF)-0, yéu t6 hoai tir
khéi u tir céc té bao NK duoc hoat héa bdi IL-2, tuy nhién gin ddy da thdy ring bénh
phu phdi gay ra béi IL-2 1a két qua ctia su gén két tryc tiép ca IL-2 voi t€ bao ndi md
phdi, ma biéu hién cac mirc thy thé IL-2 ofy chirc ning tir mirc thip dén muc trung

binh (Krieg va céc ddng tac gia, Proc Nat Acad Sci USA 107, 11906-11 (2010)).

Mot vai phuong phap da dugc thuc hién d8 giai quyét cac van d& lién quan dén
liéu phap mién dich IL-2 nay. Vi dy, d3 phat hién ra réng su két hop cua IL-2 véi mot
s6 cac khang thé don dong khéng IL-2 nhét dinh 1am ting cuong tac dung diéu tri cia
IL-2 in vivo (Kamimura va cac ddng tac gia, J Immunol 177, 306-14 (2006); Boyman
va cac ddng tac gia, Science 311, 1924-27 (2006)). Theo mot phuong én thay thé, IL-2
da dugc gay dot bién theo nhidu cach khac nhau dé lam giam doc tinh cia né va/hodc
lam tang hiéu lyc cua nd. Hu va cac ddng tac gia (Blood 101, 4853-4861 (2003), Cong
b6 don yéu ciu cip patent My s6 2003/0124678) da thay thé gdc arginin & vi tri 38 cua
IL-2 bang tryptophan dé khir bo hoat tinh thdm ctia mach méu cta IL-2. Shanafelt va
cac ddng tac gia (Nature Biotechnol 18, 1197-1202 (2000)) da gy dot bién asparagin
88 thanh arginin dé ting cudng tinh chon loc déi véi té bao T so véi t& bao NK.
Heaton va céc ddng téc gia (Cancer Res 53, 2597-602 (1993); patent M§ s6 5,229,109)
da dua vao hai dot bién, Arg38Ala va Phe42Lys, dé 1am giam sy tiét xytokin tién viém
tir t& bao NK. Gillies va cac ddng tic gia (cong bd don yéu ciu cip patent My s6
2007/0036752) da thay thé ba gbc cta IL-2 (Asp20Thr, Asn88Arg, va Gln126Asp)
g6p phan vao 4i lyc cho thy thé IL-2 c6 4i lyc trung binh dé lam giam VLS. Gillies va
céc ddng tac gia (WO 2008/0034473) ciing da gay dot bién bé mit chung cia IL-2 véi
CD25 bang cach thay thé axit amin Arg38Trp va Phe42Lys dé 1am giam su tuong tac
v6i CD25 va su hoat héa ciia té bao Treg dé tang cudng hiéu lyc. Ciing nhim muc dich
ndy, Wittrup va cic ddng tac gid (WO 2009/061853) da tao ra thé dot bién IL-2 da
tang cuong 4i lyc v6i CD25, nhung khong hoat héa thu thé, do d6 né hoat dong nhu
chét dbi khéng. Cac dot bién dugc dua vao 12 nhim muyc dich phé v& twong téc v6i cau
trac dudi don vi B va/hodc y cta thu thé.

IL-2 polypeptit dot bién cu thé, ding dé giai quyét cac vén @ lién quan dén liéu
phép mién dich IL-2 (ddc tinh gy ra béi sy tao ra VLS, tinh dung nap khdi u gay ra
boi su tao ra AICD, va su trc ché mién dich giy ra boi sy hoat héa cuia té bao Treg) néu

trén, dugc md ta trong WO 2012/107417. Sy thay thé gdc phenylalanin & vi tri 42
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bing alanin, gdc tyrosin & vi tri 45 bang alanin va gbc leuxin & vi tri 72 cta IL-2 béng
glyxin v& co ban khir bo gin két ctia IL-2 polypeptit dot bién nay véi chu tric dudi
don vi a cia thu thé IL-2 (CD25).

Tiép theo cac phuwong phap néu trén, liéu phap mién dich IL-2 ¢6 thé dugc cai
thién bang cach huéng dich chon loc IL-2 véi khéi u, vi du, & dang thé lién hop mién
dich chira khang thé gén két v6i khang nguyén dugc biéu hién trén t& bao khéi u. Mot
vai thé lién hop mién dich nhu vy da dugc mé ta (xem, vi du, n phém Ko va céc
déng tac gia, J Immunother (2004) 27, 232-239; Klein va céac déng tac gia,
Oncoimmunology (2017) 6(3), €1277306).

Tuy nhién, khéi u c6 thé thoét dugc dich nhw vay bing céch chén, gay dot bién
hodc diéu hoa giam khang nguyén dich cua khang thé. Ngoai ra, IL-2 hudng dich khi
u c6 thé khong tiép xtic t5i wu véi té bao tac dong nhu té bao lympho T gy dc té bao

(CTL), trong vi mdi truong khdi u ma chii dong loai trir té bao lympho.

Do d6, vAn c6 nhu cdu cai thién tiép liéu phép mién dich IL-2. Phuong phép,
ma c6 thé han ché dugc cic vAn d& v& vide huéng dich khdi u, 1a huéng dich tryc tiép

IL-2 vao té bao tac dong, cu thé 1a CTL.

Ghasemi va cac dong tac gia dd mo ta protein dung hop cuia IL-2 va protein gin
két NKG2D (Ghashemi va céc ddng téc gi, Nat Comm (2016) 7, 12878), dé huéng
dich IL-2 vao té& bao mang NKG2D nhu té bao tidu diét tu nhién (NK).

Protein gy chét theo chuong trinh 1 (PD-1 hogc CD279) la thanh vién gy tc
ché ctia ho thu thé CD28, ciing chita CD28, CTLA-4, ICOS va BTLA. PD-1 la thu thé
bé mit t& bao va duoc biéu hién trén céc té bao B, té bao T, va té bao tay séng da dugc
hoat hoa (Okazaki et al (2002) Curr. Opin. Immunol. 14: 391779-82; Bennett va cac
ddng tac gia (2003) J Immunol 170:711-8). Céu tric clia PD-1 12 protein xuyén mang
dang monome 1, dugc c4u thanh bdi mdt mién ngoai bao gibng bién thé globulin mién
dich va mién t& bao chét chtra motif rc ché trén co sé tyrosin-thu thé mién dich (ITIM)
va motif chuyén trén co sé tyrosin thu thé mién dich (immunoreceptor tyrosine-based
switch motif - ITSM). Hai phéi t cho PD-1 da duoc x4c dinh, PD-LI va PD-L2, da
cho thiy sy diéu hoa gidm qua trinh hoat hoa té bao T khi gin két v6i PD-1 (Freeman
et al (2000) J Exp Med 192: 1027-34; Latchman et al (2001) Nat Immunol 2:261-8;
Carter etal (2002) Eur J Immunol 32:634-43). Ca PD-LI va PD-L2 déu 1a chét tuong
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ddng B7 gin két voi PD-1, chir khong gén két véi cac thanh vién ho CD28 khéc. Mot
phdi tir cho PD-1, PD-LI ¢6 nhiu & cac dang ung thu khac nhau cta ngudi (Dong et al
(2002) Nat. Med 8:787-9). Sy tuong tac giita PD-1 va PD-LI din dén viéc lam giam s6
lwong té bao lympho thdm nhép vao khéi u, 1am gidm qué trinh ting sinh qua trung
gian thu thé té bao T, va sy 14n tranh mién dich béi té bao ung thu (Dong va cac dong
tac gia (2003) J. Mol. Med. 81:281-7; Blank va cac ddng tac gia (2005) Cancer
Immunol. Immunother. 54:307-314; Konishi va cac dong tac gia (2004) Clin. Cancer
Res. 10:5094-100). Sy ¢ ché mién dich ¢6 thé dugce dao ngugc bﬁng cach trc ché sy
tuong tac khu tri cia PD-1 v6i PD-LI, va hiéu qua nay cling dugc bd sung khi sy
tuong tac gitta PD-1 v6i PD-L2 bi phong bé (Iwai va cac ddng tac gia (2002) Proc. Nat
7. Acad. ScL USA 99: 12293-7; Brown va céc dong tdc gia (2003) J. Immunol.
170:1257-66).

Céc khang thé gin két v6i PD-1 dugc md ta, vi du, trong don PCT sb
PCT/EP2016/073248.

Ban chét k§ thuit ciia sang ché

Do d6, muc dich ctia sang ché dé xuét phuong phap hudng dich méi dang dot
bién ctia IL-2 véi cac dic tinh ¢6 loi di véi lidu phap mién dich truc tiép vao té bao
tic dong mién dich, nhu té bao lympho T gay doc té bao, thay vi té bao khéi u. Vige
huéng dich vao té bao tac dong mién dich dat dugc bang cach tiép hop phan tir IL-2
dot bién v6i khang thé gén két véi PD-1.

Thé dot bién IL-2 ding theo sang ché da duoc ding dé giai quyét cac vén dé
lién quan dén liéu phap mién dich IL-2, cu thé 1a doc tinh giy ra bdi sy tao ra VLS,
tinh dung nap khdi u gy ra béi su tao ra AICD, va sy lc ché mién dich gy ra béi su
hoat hoa té bao Treg. Ngodi viéc han ché viéc thoat khdi u khoi sw huéng dich khdi u
nhu duge md ta trén day, viéc hudng dich thé dot bién IL-2 véo té bao tac dong mién
dich c6 thé 1am tang tiép su hoat héa wu tién ciia CTL so v6i té bao Treg trc ché mién
dich. Bang cach st dung khéng thé gén két voi PD-1, sy uc ché hoat tinh té bao T
dugc tao ra bdi su twong tac gitta PD-1 va PD-L1 phéi tir ctia n6 co thé duge dao

nguge tiép, do d6 lam ting cudng tiép dép tmg mién dich.
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Protein dung hgp IL-2 bao gbm khang thé atezolizumab khéng PD-L1 da dugc
md ta boi Chen va cac dong tac gia (Chen va céc ddng tac gia, Biochem Biophys Res
Comm (2016) 480, 160-165).

Tét nhién 13, thé lién hop mién dich theo sang ché, chira khéng thé gén két véi
PD-1, c6 hidu qua khéng khdi u in vivo vugt troi dang ké so v6i thé lién hop mién dich

huéng dich PD-L1 twong ty (xem, Vi du 3 trong phan dudi day).

Theo khia canh chung, séng ché dé xuét thé lién hop mién dich chita khang thé
gén két v6i PD-1 va polypeptit truyén tin hiéu qua IL-2RBy. Polypetit truyén tin hiéu
qua IL-2RBy, cu thé 1a IL-2 polypetit hodc IL-15 polypeptit. Theo khia canh thir nhét,
sang ché dé xuét thé lién hop mién dich chtra IL-2 polypeptit dot bién va khang thé
g#n két v6i PD-1, trong d6 TL-2 polypeptit dot bién 12 phan tir IL-2 ctia ngudi bao gdm
chc thay thé axit amin F42A, Y45A va L72G (dénh s6 theo trinh ty IL-2 cla ngudi
SEQ ID NO: 19).

Theo mot khia canh khéc nita, sang ché d& xuét thé lién hgp mién dich chtra IL-
2 polypeptit dot bién va khang thé gin két v6i PD-1, trong d6 IL-2 polypeptit dot bién
1 phan tir IL-2 ciia ngudi bao gdm céc thay thé axit amin F42A, Y45A va L72G (dénh
56 theo trinh twr IL-2 ctia ngudi SEQ ID NO: 19); va trong d6 khang thé nay bao gdm
(a) ving bién ddi chudi ning (heavy chain variable region - VH) bao gébm HVR-H1
chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:1, HVR-H2 chira trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO:2, HVR-H3 chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:3, va FR-
H3 chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:7 & cac vi tri 71-73 theo hé déanh sb
Kabat, va (b) ving bién ddi chudi nhe (light chain variable region - VL) bao gdm
HVR-L1 chtta trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:4, HVR-L2 chira trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO:5, va HVR-L3 chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO:6, hoidc trong d6 khang thé bao gdm (a) ving bién dbi chudi niing (VH) bao gdm
HVR-H1 chta trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:8, HVR-H2 chua trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:9, va HVR-H3 chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO:10, va (b) ving bién ddi chudi nhe (VL) bao gdm HVR-L1 chtra trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO:11, HVR-L2 chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:12,
va HVR-L3 chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:13.
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Theo mdt khia canh khéc, séng ché d& xuét thé lién hop mién dich chira IL-2
polypeptit dot bién va khang thé gén két v6i PD-1, trong d6 IL-2 polypeptit dot bién 1a
phén tir IL-2 ciia ngudi bao gdm cac thay thé axit amin F42A, Y45A va L72G (dénh
s6 theo trinh tw IL-2 cta ngudi SEQ ID NO: 19); va trong d6 khéng thé bao gbdm (a)
ving bién d6i chudi ning (VH) chira trinh ty axit amin c6 mirc ddng nhét it nhat 13
95%, 96%, 97%, 98%, 99% hodc 100% véi trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO:14, va (b) ving bién ddi chudi nhe (VL) chita trinh ty axit amin c6 mtc dong nhat
it nhét 13 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hodc 100% véi trinh ty axit amin dugc chon tur
nhém chtra trinh tu néu trong SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO: 17, va
SEQ ID NO:18.

Thé lién hop mién dich theo mdt s phuong 4n clia sang ché, IL-2 polypeptit
d6t bién con bao gém su thay thé axit amin T3A va/hoic su thay thé axit amin C125A.
Theo mot sb phuong an, IL-2 polypeptit dot bién chira trinh ty néu trong SEQ ID NO:
20. Theo mot s& phuong 4n, thé lién hop mién dich chira khong nhiéu hon mot IL-2
polypeptit dot bién. Theo mét sé phuong &n, khang thé chra mién Fc gdm ciu tric
dudi don vi thit nhét va cdu tric dudi don vi thit hai. Theo céc phuong 4n nhu vy,
mién Fc 13 16p IgG, cu thé 14 phan 16p IgG1, mién Fc, va/hodc mién Fe 12 mién Fc cua
ngudi. Theo mdt s& phuong an, khang thé 1a 16p IgG, cu thé 1a globulin mién dich cua

phén 16p 1gGi.

Theo mot sé phuong 4n, trong d6 thé lién hop mién dich chira mién Fc, mién Fe
bao gdm su cai bién thic diy viéc két hop ciia cAu tric duéi don vi thir nhét va ciu
tric dudi don vi thir hai cia mién Fc. Theo mot sb phuong 4n, trong mién CH3 clia
chu trac duéi don vi thit nhat cia mién Fc, gbc axit amin dugc thay thé bang gbc axit
amin ¢6 thé tich chudi bén 16n hon, nhd d6 tao ra phan nhd ra trong mién CH3 cua cdu
trac dudi don vi thir nht ma c6 thé dinh vi trong mot khoang trong mién CH3 cua cdu
triic dudi don vi thit hai, va trong midn CH3 ciia cAu tric dui don vi thit hai ctia mién
Fc, gbc axit amin dugc thay thé bang gbc axit amin c6 thé tich chudi bén nhé hon, nhd
d6 tao ra mot khoang trong mién CH3 ctia cdu triic duéi don vi thir hai trong phan nhé
ra trong mién CH3 cua ciu tric dudi don vi tha nhét c6 thé dinh vi. Theo mot )
phuong éan, trong céu triic dudi don vi thur nhit ciia mién Fc, ngoai ra gbc threonin & vi
tri 366 dugc thay thé bing gbc tryptophan (T366W), va trong cAu tric duéi don vi thu

hai ctia mién Fc ngoai ra gdc tyrosin & vi tri 407 duoc thay thé bing gbc valin
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(Y407V) va tuy ¥ gde threonin & vi tri 366 dugc thay thé bang gdc serin (T3668) va
gbc leuxin & vi tri 368 dugc thay thé bang gbc alanin (L368A) (danh s6 theo chi sb
Kabat EU). Theo céc phuong 4n nhu vay, trong chu tric dudi don vi thir nhit ciia mién
Fc gbc serin & vi tri 354 dugc thay thé biang gbc xystein (S354C) hodc gbc axit
glutamic ¢ vi tri 356 dugc thay thé bang gdc xystein (E356C), va trong chu tric duéi
don vi thtt hai ciia mién Fc gbc tyrosin & vi tri 349 dugc thay thé bing gbc xystein
(Y349C) (d4nh sb theo chi sé Kabat EU). Theo mdt sé phwong 4n, IL-2 polypeptit dot
bién dugc dung hop & axit amin d4u tan ciing amino ctia n6 véi axit amin dAu tan cling
carboxy cua mot trong sé cac cAu trac dudi don vi cia mién Fe, cu thé 1a céu trac dudi
don vi thr nhét cia mién Fc, tuy ¥ thong qua peptit cau ndi. Theo c4c phuong an nhu

vay, peptit cau ndi co trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:21.

Theo mot sb phwong 4n, trong d6 thé lién hop mién dich chtra mién Fc, mién Fc
bao gdm mdt hoic nhiéu thay thé axit amin lam giam gén két vé6i thy thé Fc, cu thé 1a
thu thé Fey, va/hodc chitc ning tac dong, cu thé 1a tinh gay doc té bao qua trung gian té
bao phu thudc vao khang thé (ADCC). Theo mot s6 phuong 4n nhu vy, mét hodc
nhiéu thay thé axit amin 1a & mdt hodc nhiéu vi tri dugc chon tir nhém bao gém L.234,
1235, va P329 (d4nh s theo chi sé Kabat EU). Theo mt s6 phuong én, mdi cau tric
dudi don vi ctia mién Fc bao gdm céc thay thé axit amin L234A, L235A va P329G
(d4anh sb theo chi s6 Kabat EU).

Theo mot s& phuong 4n, thé lién hop mién dich theo séng ché chira polypeptit
chtra trinh ty axit amin c6 muc ddng nhét it nhat 1a 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99% hodc 100% véi trinh tu néu trong SEQ ID NO:22, polypeptit chira trinh tur
axit amin c6 mirc ddng nhét it nhit 12 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%
hoic 100% véi trinh tw néu trong SEQ ID NO:23 hoic SEQ ID NO:24, va polypeptit
chtra trinh tr axit amin c6 muc ddng nhét it nhét 13 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99% hoidc 100% vé6i trinh ty néu trong SEQ ID NO:25. Theo mot s6 phuong 4n,
thé lién hop mién dich vé co ban dugc ciu thanh boi IL-2 polypeptit dot bién va phéan
it globulin mi&n dich IgG1, dugc néi béi trinh tw cau ndi.

Sang ché con d& xuAt mot hodc nhidu polynucleotit phan 14p ma héa thé lién
hop min dich theo sang ché, mét hodic nhidu véc-to (cu thé 1a véc-to biéu hién) bao
gbm polynucleotit, va té bao vat chu bao gdm (cac) polynucleotit hodc (céc) véc-to da

néu.
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Sang ché ciing dé xuét phuong phap tao ra cac thé lién hop mién dich chira IL-2
polypeptit dot bién va khang thé gin két v6i PD-1, bao gbm céc bude (a) nudi cly té
bao vat chu theo sang ché trong cac didu kién thich hop dé biéu hién thé lién hop mién
dich, va tuy ¥ (b) thu hdi thé lién hop mién dich ndy. Sang ché ciing dé xudt thé lién
hop mién dich chua IL-2 polypeptit dot bién va khang thé gin két v6i PD-1, dugc tao
ra bing phuong phap nay.

Sang ché con d& xuit dugc phim chira thé lién hop mién dich theo sing ché va

chit mang dugc dung, va phuong phap sir dung thé lién hop mién dich theo sang ché.

Cu thé, sang ché d& xuét thé lién hgp mién dich theo sang ché dé dung lam
thudc, va @ dung trong diéu tri bénh. Theo phuong 4n cu thé, bénh nay 1a bénh ung
thu.

Sang ché cling mo ta viéc sit dung thé lién hop mién dich theo sang ché dé bao
ché thudc didu tri bénh. Theo phuong 4n cu thé, bénh nay 13 bénh ung thur.

Séang ché cling md ta phuong phép didu tri bénh & c4 thé, phuong phap ndy bao
gém budc cho ca thé ndy ding luong hitu hiéu c6 tic dung diéu tri cua dugc phém
chira thé lién hop mién dich theo séng ché & dang dugc dung. Theo phuong 4n cu thé,
bénh nay 1a bénh ung thu.

Sang ché cling mo ta phwong phéap kich thich hé mién dich cua c4 thé, phuong
phap nay bao gdm budc cho ca thé nay dung lugng hitu hiéu cia duge phim chira thé

lién hop mién dich theo sang ché & dang dugc dung.
MO ta viin tit cac hinh vé

Fig. 1 1a so dd thé hién dang thé lién hop mién dich IgG-IL-2, bao gbm IL-2
polypeptit dot bién.

Fig. 2 thé hién gén két ciia PD1-IL2v véi té bao T CD4 (A) va té bao T CD8 (B)
trong PBMC dugc hoat h6a PHA, so v6i PD1 IgG va CEA-IL2v.

Fig. 3 thé hién qué trinh ting sinh cta t& bao NK (A), té bao T CD8 (B) va té
bao T CD4 (C) trong PBMC véi PD1-IL2v, CEA-IL2v, va t5 hop cia PD1 IgG cong
CEA-IL2v. PD1 IgG dugc chira lam mdu d6i chung.

Fig. 4 thé hién sy hoat héa cia té bao NK (A), t€ bao T CD8 (B) va té bao T
CD4 (C) trong PBMC véi PD1-IL2v, CEA-IL2v, va t6 hop cua PD1 IgG cong CEA-
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IL2v. PD1 IgG duoc chira lam mu déi chimg. CD25 biéu hién trén té bao NK, té bao
T CD4 va té bao T CD8 dugc ding 1am chit danh déu hoat héa.

Fig. 5 thé hién qué trinh ting sinh cia té bao T CD8 (A) va té bao T CD4 (B)
dwoc hoat hoa so bo bing PHA trong PBMC véi PD1-IL2v, CEA-IL2v, va t hop ctia
PD1 IgG cdng CEA-IL2. PD1 IgG dugc chira lam mAu dbi chimg.

Fig. 6 thé hién su hoat héa ciia t& bao T CD8 (A) va té bao T CD4 (B) duoge
kich thich so bo bing PHA trong PBMC v6i PD1-IL2v, CEA-IL2v, va t6 hop ctia PD1
TeG cong CEA-IL2v. PD1 IgG dugc chira 1am méu déi chimg. CD25 biéu hién trén €
bao T CD4 va té bao T CD8 duge ding lam chét d4nh diu hoat héa.

Fig. 7 thé hién qué trinh ting sinh cta dong té bao NK ciia ngudi NK92 géy ra
b&i PD-L1-IL2v so v&i CEA-IL2v (A), hodc bing PD-L1-IL2v so véi PD1-IL2v (B),

dugce do sau 2 ngay.

Fig. 8 thé hién gn két ciia PD-L1-mulL2v va PD-L1 mulgGi véi dong té bao T
chudt nhit dwong tinh véi PD-L1 CTLL2.

Fig. 9 thé hién qu4 trinh ting sinh ciia dong té bao T chudt nhat duong tinh véi
PD-L1 CTLL2 giy ra béi PD1-mulL2v so v6i CEA-mulL2v (A), hodc béi PDI-
mulL2v so véi PD-L1-mull2v (B), dugc xac dinh sau 3 ngay.

Fig. 10 thé hién két qua ciia thir nghiém hiéu lyc véi khang thé PD1-IL2v, PD-
L1-IL2v hodc PD1 va PD-L1 duéi dang mot tic nhén duy nhit. Dong té bao ung thu
bidu md tuyén tuy chuyén nhiém Panc02-H7-Fluc dugc tiém vao tuyén tuy cia chudt
nhét Black 6 dé nghién ctru sy séng s6t & mo hinh ddng gen thing tuyén tuy.

Fig. 11 thé hién két qua ctia thir nghiém hiéu lyc véi khang thé PD1-IL2v, PD-
L1-IL2v hodc PD1 va PD-L1 duéi dang mot tac nhan duy nhit. Dong té bao ung thu
bidu mé tuyén tuy chuyén nhiém Panc02-H7-Fluc dugc tiém vao tuyén tuy & chudt
nhit Black 6 d& nghién ctru muc séng s6t & md hinh ddng gen thing tuyén tuy bang
phat quang sinh hoc.

Fig. 12 thé hién kha ning cta té bao T CD4 dé tiét IL-2 (A), IL-2 va IFN-y (B)
ho#c IFN-y (C) sau 48 gi¢ thu hdi protein sinh mién dich CMV pp65 véi sy c6 mit cua
chi mot minh holic khéng thé khéng PD-1 hojc khang thé khang PD-L1, két hop véi
IL-2v, hodc duéi dang protein dung hop.
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Fig. 13 thé hién trang thai biét héa ctia té bao T CD4 dic hiéu virut tiét chi IL-2
(A), ca IL-2 1an IFN-y (B), hodc chi IFN-y (C va D) sau 48 gi¢ thu hdi protein sinh
mién dich CMV pp65 véi sy ¢6 mit cia chi mdt minh hodc khang thé khang PD-1
hodc khang thé khang PD-L1, két hop vé6i IL-2v, hodc dudi dang protein dung hop.

Fig. 14 thé hién thir nghiém gén két canh tranh ciia PD1 va PD1-IL2v véi t€ bao
T thong thudng va té bao T diéu hoa duoc hoat héa. Delta cia tan suét duoc gin két

trén Toonv VA Treg (Fig. 14A) va gén két v6i Teonv VA Treg (Fig. 14B).

Fig. 15 thé hién sy ddo ngugc PD1-IL2v ciia mtc e ché Treg clia Teonv. TY 18
phan trim muc Gc ché bdi Treg ciia granzym B (Fig. 15A) va interferon-y (Fig. 15B)
dugc tiét béi Teonv Sau 5 ngdy nudi cdy ddng thoi.

Fig. 16 thé hién két qua cua thir nghiém hiéu lyc so sinh khéang th8 muPD1-
IL2v v6i khang thé muFAP-IL2v va muPD-1 dué6i dang mdt téc nhan duy nhét va &
dang két hop.

Fig. 17 thé hién két qua ciia thir nghiém hi¢u lyc so sénh muPDI1-IL2v véi
FAP-IL2v, muPD1 va t hop cua chung.

Fig. 18A va Fig.18B thé hién hinh anh h6a md mién dich ctia khoi u tuyén tuy
duoc nhudm dé phan tich khang thé CD3 khéang chudt (Fig. 18A) va phan tich dinh
lugng té bao T (Fig. 18B).

Fig. 19 thé hién hinh anh héa mo mién dich cta khéi u tuyén tuy dugc nhuom
cho khang thé PD1 khang chudt.

Fig. 20 thé hién hinh &nh héa mé mién dich ciia khdi u tuyén tuy dugc nhudm
cho khéang thé ICOS khang chudt .

Fig. 21 thé hién két qua clia thtr nghiém higu lyc so sénh muPDI1-IL2v véi
FAP-IL2v va muPD1 duéi dang mét tac nhan duy nhét va & dang két hop.

Fig. 22 thé hién két qua cta thir nghiém higu lyc so sénh muPDI-IL2v véi
FAP-IL2v, muPD1 va td hop ciia ching vé6i hai liéu dung khac nhau.

Fig. 23 thé hién hinh anh héa mo mién dich cta khéi u tuyén tuy duwgc nhudm
cho khéang thé CD3 khang chudt.
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Fig. 24A va Fig. 24B thé hién hinh anh hoa mé mién dich cita khéi u tuyén tuy
dugc nhudm cho khéng thé CD8 khang chudt (Fig. 24A) va phan tich dinh lugng té
bao T (Fig. 24B).

Fig. 25A va Fig. 25B thé hién hinh anh hoa md mién dich ciia khoi u tuyén tuy
dugc nhudm cho phan tich dinh lugng viing danh diu khang Granzym B (Fig. 25A) va
Granzym B (Fig. 25B).

Fig. 26A va Fig.26B thé hién hinh anh héa mé mién dich cia khdi u tuyén tuy
dugc nhudm cho khang thé PD1 khang chudt (Fig. 26A) va phan tich dinh luong té
bao duong tinh v4i PD1 (Fig. 26B).

Fig. 27A-D thé hién kha ning cta té bao T CD4 d¢ tiét IL-2 (A), IL-2 va IFN-y
(B) hodc IFN-y(C) va dé tang sinh (D) sau 48 gio thu hdi protein sinh mién dich CMV
pp65 voi sy ¢6 mit ciia hodc khang thé khang PD-1 mdt minh, két hop véi IL-2v, hodc
duéi dang protein dung hop.

Fig. 28 thé hién trang thai biét hoa, cho mdi sy biéu hién cia CD45RO va
CD62L, té bao T CD4 dic hiéu virut tiét IFN-y sau 48 gio thu hdi protein sinh mién
dich CMV pp65 véi sy ¢ mit clia hoge khang thé khang PD-1 mt minh, két hop véi
IL-2v, hoic duédi dang protein dung hop.

Fig. 29A-D thé hién thir nghiém STATS trén PBMC nghi cia thé nhan thir nhét
(& bao T CD8 (A), té bao NK (B), té bao T CD4 (C) va té bao T diéu hoa (D)).

Fig. 30A-D thé hién thir nghiém STATS trén PBMC nghi cia thé cho thir hai
(t& bao T CD4 (A), t& bao T CD8 (B), té bao T diéu hoa (C) va té bao NK (D)).

Fig. 31A-D thé hién thir nghiém STATS5 trén PBMC nghi ctia thé cho thir ba (t
bao T CD8 (A), t& bao NK (B), té bao T CD4 (C) va té bao T diéu hoa (D)).

Fig. 32A-D thé hién thtr nghiém STATS trén PBMC nghi cta thé cho thir tu (t
bao T CD8 (A), té bao NK (B), té bao T CD4 (C) va té bao T didu hoa (D).

Mb ta chi tiét sang ché
Dinh nghia

Céc thuét ngit duge st dung & ddy nhu thudng dugc st dung trong linh vyc k¥

thuét nay, trir khi c6 quy dinh khéc.
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Thuét ngit “interleukin-2” hodc “IL-2”, nhu duoc sir dung trong ban md ta nay,
ding d& chi IL-2 nguyén thé bét ky tir ngudn dong vat c6 xuong sdng bét ky, bao gdm
dong vat ¢6 v nhu dong vt linh trudng (vi du, ngudi) va loai gdm nhim (vi du, chudt
nhit va chudt cbng), trir khi ¢6 quy dinh khéc. Thuat ngit nay ciling bao gbm IL-2 chua
dugc xtt ly cling nhu dang bt ky ctia IL-2 thu dugc tir qua trinh xir ly trong té bao.
Thuét ngit nay cling bao gbm c4c bién thé tu nhién cua IL-2, vi dy, cac bién thé ghép
hodc cac bién thé alen. Trinh tu axit amin cia IL-2 ctia ngudi dugc léy lam vi du dugc
néu trong SEQ ID NO: 19. IL-2 ctia nguoi chua duge xtt Iy con bao gbm peptit truyén
tin hiéu ¢6 20 axit amin d4u tan cung N ¢6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 26, khong
c6 mit trong phén tir IL-2 truéng thanh.

14
A

Thuat ngit "thé dot bién IL-2" hodc "IL-2 polypeptit dot bien" nhw dugc sir
dung trong ban mé ta dugc dy dinh @8 bao ham céc dang dot bién bét ky cia cac dang
khic nhau cta phan tir IL-2 bao gbdm IL-2 ¢6 chidu dai ddy du, IL-2 dang cut va céc
dang trong d6 IL-2 dugc lién két voi phan tir khac nhu bang cach dung hop hogc lién
hop héa hoc. "Cé chidu dai ddy du" khi duge dung déi véi IL-2 dugc dy dinh dé chi
phan tir [L-2 dai tw nhién, trwéng thanh. Vi dy, IL-2 clia ngudi c6 chiéu dai day da
dung dé chi phan tir c6 133 axit amin (xem, vi du, SEQ ID NO: 19). Cac dang khac
nhau cia thé dot bién IL-2 duge dic trung bdi c6 it nhdt mot dot bién axit amin tac
dong dén su twong tac cta IL-2 vai CD25. Dot bién nay c6 thé bao gdm sy thay thé, su
khuyét doan, su 1am cut hodc sy cai bién gbc axit amin kiéu dai thuong nam & vi tri
nay. Thé dot bién thu dugc bang céch thay thé axit amin duge wu tién. Trir khi ¢6 quy
dinh khac, thé dot bién IL-2 trong ban md ta ¢6 thé dugc ding dé chi trinh ty IL-2
peptit dot bién, IL-2 polypeptit dot bién, IL-2 protein dot bién hodc chét twong tu IL-2
dot bién.

Viéc thiét ké cac dang khic nhau cta IL-2 trong ban mo ta duge thuc hién dbi
véi trinh ty néu trong SEQ ID NO: 19. Céc tén goi khac nhau c6 thé dugc ding trong
ban mod ta d& chi cing mot loai dot bién. Vi dy, dot bién tir phenylalanin & vi tri 42
thanh alanin c6 thé dugc chi ra duéi dang 42A, A42, As, FA2A, hodc Phed2Ala.

Thuat ngir “phan tir IL-2 cta ngudi”, nhu dugc sir dung trong ban md ta nay,
nghia 13 phan tir IL-2 chwra trinh ty axit amin ¢4 mirc ddng nhét it nhét 12 khoang 90%,
it nhét 12 khoang 91%, it nhat 1a khoang 92%, it nhét 12 khoang 93%, it nhat 1a khoang
94%, it nhit 13 khoang 95% hodc it nhét 12 khoang 96% v6i trinh ty IL-2 cla ngudi
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néu trong SEQ ID NO:19. Cu thé, mirc ddng nhét trinh tu it nhat 1a khoang 95%, cu
thé hon it nhét 13 khoang 96%. Theo cic phuong 4n cu thé, phan t& IL-2 clia ngudi 1a
phan tir IL-2 ¢6 chiéu dai diy du.

Thuat ngtr “dot bién axit amin”, nhu dugc st dung trong ban mé ta nay, cé
nghia 1a c4c dot bién thay thé, cac khuyét doan, cac cai xen, va cac cai bién axit amin.
Su két hop bat ky ctia cic thay thé, cac khuyét doan, cc cai xen, va cac cai bién nay
¢6 thé duge thuc hién dé thu dugc chu truc hoan thién, véi diéu kién cdu tric hoan
thién nay c6 céc dic diém dic trung mong mudn, vi dy, su gin két véi CD25 giam. Su
khuyét doan va sy cai xen trinh ty axit amin bao gém su khuyét doan va sy cai xen du
tdn cliing amino vd/hodc carboxy cua axit amin. Mot vi du vé su khuyét doan dau tan
cing 13 su khuyét doan cia gbc alanin & vi tri 1 cua IL-2 cia ngudi co chiéu dai day
da. Dot bién axit amin duge wu tién 1a dot bién thay thé axit amin. Nhdm muc dich
bién @bi, vi dy, dic diém gin két ciia IL-2 polypeptit, sy thay thé axit amin khong bao
toan, tic 1a sy thay thé mot axit amin b%mg mot axit amin khac c¢6 déc tinh héa hoc
va/hodc cu trac khac nhau, dugc dic biét vu tién. Sy thay thé axit amin dugc wu tién
bao gdm su thay thé axit amin ky nudc bang axit amin wa nuéc. Sy thay thé axit amin
bao gdm sy thay thé bing din xuit axit amin khong c6 trong tw nhién hogc bang dn
xudt axit amin ¢ trong tw nhién cda hai muoi axit amin chuén (vi dy, 4-hydroxyprolin,
3-metylhistidin, ornithin, homoserin, 5-hydroxylysin). Dot bién axit amin c¢6 thé dugc
tao ra bing cach st dung cac phuong phép hoéa hoc hodc di truyén da biét trong linh
vuc k¥ thuét nay. Cac phuong phép di truyén c6 thé bao gbm gay dot bién hudéng vi tri,
PCR, téng hop gen va céc phuong phép tuong tu. Pugc dy tinh la phuong phap bién
d6i nhém chudi bén cua axit amin bing cac phuong phép khéac véi phuong phép st

dung thao tac di truyén, nhu cai bién héa hoc, ciing c6 thé 13 hitu ich.

Nhu duogc st dung trong ban md ta nay, dang IL-2 “kiéu dai” 1a dang IL-2 khac
v6i IL-2 polypeptit dot bién chi khac 1a dang kiéu dai c6 axit amin kiéu dai & mbi vi tri
axit amin cta IL-2 polypeptit dot bién. Vi du, néu thé dot bién IL-2 1a IL-2 ¢6 chiéu
dai ddy da (tire 12 IL-2 khong duge dung hop hodic lién hop véi phén tir khac bét ky),
dang kiéu dai ciia dot bién nay 1a IL-2 nguyén thé c6 chidu dai diy du. Néu thé dot
bién IL-2 12 thé dung hop gitta IL-2 va polypeptit khac ma héa xudi chiéu IL-2 (vi dy,
chudi khang thé) dang kiéu dai cta thé dot bién IL-2 nay 1a IL-2 véi trinh ty axit amin

kiéu dai, dugc dung hop vao cung polypeptit xudi chiéu. Hon nita, néu thé dot bién IL-
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2 1a dang IL-2 cut (trinh ty dot bién hodc cai bién trong vi tri khong cit cut cua IL-2)
thi dang kiéu dai cia thé dot bién IL-2 nay 12 IL-2 duge cét cut twong ty ¢6 trinh ty
kiéu dai. Nhim muc dich so sénh &i luc gén két thu thé IL-2 hodc hoat tinh sinh hoc
cta cac dang khac nhau cua thé dot bién IL-2 v&i dang IL-2 kiéu dai tuong Gng, thuat
ngit dang kiéu dai bao gém cac dang IL-2 chira mdt hodc nhiéu do6t bién axit amin
khong anh huéng dén gan két thu thé IL-2 so v&i IL-2 nguyén thé c6 trong ty nhién
nhu, vi du, su thay thé xystein & vi tri twong Ung véi gbc 125 ciia IL-2 cua ngudi bang
alanin. Theo mot s phwong an, IL-2 kiéu dai nhim muc dich theo séng ché bao gdm
su thay thé axit amin C125A (xem trinh ty néu trong SEQ ID NO: 29). Theo mét s6
phuong an theo sang ché, IL-2 polypeptit kiéu dai ma IL-2 polypeptit dot bién duge so
sanh chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 19. Theo cac phuong an khac, IL-
2 polypeptit kiéu dai ma IL-2 polypeptit dot bién dugc so sanh chia trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO: 29.

Thuét ngit “CD25” hodc “cAu tric dudi don vi o cta thy thé IL-2”, nhu duoc st
dung trong ban mo ta nay, dung dé chi CD25 nguyén thé bat ky tir ngudn dong vat cb
xuong song bét ky, bao gdbm dong vét c6 vi nhu dbi v4i dong vat linh trudng (vi du,
ngudi) va loai gdm nhAm (vi dy, chudt nhit va chudt cong), trir khi c6 quy dinh khéc.
Thuét ngit ndy bao gdm CD25 “c6 chidu dai ddy du”, chua xt ly ciing nhu dang bét ky
cia CD25 thu dugc tr qué trinh xtr Iy trong té bao. Thuat ngit nay ciling bao gbm céc
bién thé tu nhién cia CD25, vi du, cac bién thé ghép hoic cac bién thé alen. Theo mot
sb phuong an, CD25 1a CD25 ctia ngudi. Trinh ty axit amin cua CD25 cia nguoi duge
tim tha”'ly, vi du, trong UniProt muc s6 P01589 (phién ban 185).

Thuét ngit “thu thd TL-2 ¢6 i luc cao”, nhu dugc sir dung trong ban md ta nay,
dung d& chi dang di trime ctia thy thé IL-2, duge cdu thanh béi chu tric dudi don vi y
ctia thu thé (con duge goi chung 1a cAu trac duéi don vi y cua thy thé xytokin, vy, hode
CD132, xem UniProt muc s6 P14784 (phién ban 192)), cu triic dudi don vi B clia thy
thé (con duge goi 1a CD122 hogc p70, xem UniProt muc s6 P31785 (phién ban 197))
va cAu tric dudi don vi a cla thy thé (con duge goi 1a CD25 hodc p55, xem UniProt
muc s6 P01589 (phién ban 185)). Nguoc lai, thuat ngit “thu thé IL-2 ¢6 4i lyc trung
binh” ding dé chi thy thé TL-2 chi bao gdm cAu tric du6i don vi y va cdu tric dudi
don vi B, khong ¢o chu trac dudi don vi a (dé xem xét, xem, vi du, Olejniczak va

Kasprzak, Med Sci Monit 14, RA179-189 (2008)).
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“Ai luc” ding dé chi @0 bén cua tdng tit ca cic twong tac khong cong hoa tri
gitta mot vi tri gn két don 18 clia phan tir (vi dy, thy thé) va phén tir gan két kem theo
ctia né (vi duy, phéi ttr). Trir khi c6 quy dinh khac, nhu duogc st dung trong ban mo ta
nay, “4i luc gén két” dung dé chi 4i lyc gin két thuc chat phan 4nh tuong téc 1:1 gitta
thanh vién cta cip gin két (vi dy, gbc gin két khang nguyén va khang nguyén, hogc
thu thé va phéi tir ctia nd). Ai luc ctia phén tir X ddi véi phan tir di kem Y ciia n6 c6
thé thuomg duoc biéu didn bing hing sé phan ly (Kp), 1a ty 18 giita hing s6 phén Iy va
hing s6 lién két (1an luot 12 Kofr va Kon). Do d6, 4i lyc twong dwong c6 thé bao gdm cac
hing sb ty 1é khac mién 1a ty 1€ gitra cac héng sb tdc d6 khong ddi. Ai luc 6 thé dugce
do bing cac phwong phap da thiét 14p da biét trong linh vyc k¥ thuat nay, bao gbm céc
phuong phép dugc dé cap trong ban mo ta nay. Mot phuong phép do ai luc cu thé 1a

phuong phép cdng hudng plasmon bé mat (Surface Plasmon Resonance - SPR).

Al luc cua IL-2 polypeptit dot bién hodc kiéu dai cho cac dang thu thé 1L-2
khéc nhau cé thé duge xé4c dinh theo phwong phap duge néu trong WO 2012/107417
bang cong hudng plasmon bé mit (SPR), bing cach st dung thiét bi chun nhu thiét bi
BIAcore (GE Healthcare) va chu trac dudi don vi thu thé ma c6 thé thu dugc bing su
biéu hién tai td hop (xem, vi du, Shanafelt va cac déng tac gia, Nature Biotechnol 18,
1197-1202 (2000)). Theo cach khéc, 4i luc gin két ciia thé dot bién IL-2 cho cac dang
thu thé IL-2 khic nhau ¢ thé duoc danh gia bang cach sir dung céc dong té bao da biét
d& bidu hién mot hodc dang nhu vay khac nita ciia thy thé. Cac phuong 4n cy thé minh

hoa va dugc 14y 1am vi du dé do 4i lyc gén két 1a nhu dugc md ta dudi day.

“Té bao T didu hoa” hodc “té bao Tre” nghia 1a dang té bao T CD4" cu thé c6
thé e ché cac dap tmg cua cac té bao T khac. Té bao Treg dugc dic trung bai su biéu
hién ctia cdu tric dudi don vi @ cla thy thé IL-2 (CD25) va hop dau hinh dia yéu t6
phién ma P3 (FOXP3) (Sakaguchi, Annu Rev Immunol 22, 531-62 (2004)) va dong
vai trd quan trong trong viéc tao ra va duy tri qué trinh ty dung nap ngoai vi véi khang
nguyén, bao gbm cac té bao dugc biéu hién boi khdi u. Té bao Treg can IL-2 cho chirc
nang va su phat trién cua ching va sy tao ra dic tinh tc ché cua chung.

Trong ban mo ta nay, thuat ngi “t& bao tac dong” ding d8 chi quan thé té bao
lympho 1am trung gian tdc dong gy doc té bao ctia IL-2. Té bao tac dong bao gom té
bao T tac dong nhu t& bao T gdy doc té bao CDS, té bao NK, té bao tiéu diét dugo
hoat hoa boi lymphokin (LAK) va dai thuc bao/bach ciu don nhan.
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Trong ban md ta ndy, thuét ngir “PD1”, “PD1 ctia nguoi”, “PD-1” hodc “PD-1
cua ngudi” (con duge goi la protein gly chét té bao theo chuong trinh 1, hodc sy chét
theo chwong trinh 1) ding d chi protein PD1 cua ngudi (SEQ ID NO: 27, protein
khong c6 trinh tu truyén tin hiéu)/(SEQ ID NO: 28, protein c6 trinh tu truyén tin higu).
Ciing xem sb nhap UniProt Q15116 (phién ban 156). Nhu dugc st dung trong ban mo
ta nay, khang thé "gén két voi PD-17, " gin két ddc hiu véi PD-17, “ofin két véi PD-1”
hodc “khéng thé khang PD-1” dung @ chi khang thé c6 kha ning gén két PD-1, dic
biét 1a PD-1 polypeptit duge biéu hién trén bé mit t& bao, véi 4i lyc dit ¢ khang thé co
thé dung 1am tac nhan chin doan va/hoic chita bénh & PD-1 hudng dich. Theo mot
phuong an, murc gin két cia khang thé khang PD-1 vé6i protein khong PD-1 khong lién
quan 13 thip hon 10% mitc gén két clia khang thé v6i PD-1 nhu do duge, vi du, bang
thir nghiém mién dich phéng xa (RIA) hogc phuong phép dém té bao dong chay
(FACS) hodc béng thir nghiém cdng huéng plasmon bé mit bang cach sir dung hé
théng cam bién sinh hoc nhu hé théng Biacore®. Theo mot s6 phuong 4n, khéng thé
gin két v6i PD-1 c6 gid tri KD ctia 4i luc gin két d6i véi gin két v6i PD-1 cua ngudi
1a<1pM, <100 nM, <10 nM, < 1 nM, <0,1 nM, <0,01 nM, hogc < 0,001 nM (vi du,
bang hozc nhd hon 10 M, vi du, nim trong khoang tir 10 M dén 10"3 M, vi dy, nam
trong khoang tir 10° M dén 10”3 M). Theo mét phuong 4n, gi tri KD cta i lyc gin
két dugc xac dinh trong thir nghiém cdng hudng plasmon bé mat bang cach sir dung
mién ngoai bao (ECD) cia PD-1 cua nguoi (PD-1-ECD, xem trinh ty néu trong SEQ
ID NO: 43) lam khang nguyén.

"Gén két dic hidu" nghfa 1a gén két c6 chon loc dbi voi khang nguyén va c6 thé
duoc phan biét voi cac twong tac khong mong mubn hoic khong dic hiéu. Kha ning
gin két ciia khang thé véi khang nguyén dic hiéu (vi du, PD-1) c6 thé dugc do hoic
thong qua thtr nghiém hép thu mién dich dugc lién két v4i enzym (enzyme-linked
immunosorbent assay - ELISA) hodc cac k¥ thuat khac twong tu da biét d6i voi nguoi
¢6 hidu biét trong linh vuc k¥ thuét ndy, vi du, k§ thuat cong huong plasmon bé mit
(SPR) (dugc phéan tich, vi dy, trén thiét bi BIAcore) (Liljeblad va céc ddng tac gia,
Glyco J 17, 323-329 (2000)), va thir nghiém gén két truyén thng (Heeley, Endocr Res
28, 217-229 (2002)). Theo modt phuong 4n, muc gin két cia khang thé véi protein
khong lién quan la thap hon 10% ml'Ic'gén két cuia khang thé v6i khang nguyén nhu
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duoc do, vi du, b%mg SPR. Khéng thé chira trong thé lién hop mién dich dugc dé cap

trong ban mo ta nay gin két dic hiéu véi PD-1.

Nhu duoc sir dung trong ban mé ta nay, thuat ngit "polypeptit” dung dé chi
phén tu gdbm monome (axit amin) dugc lién két tuyén tinh bing lién két amit (con
duogc goi 1a lién két peptit). Thuat ngit "polypeptit” ding dé chi chudi bat ky cta hai
hodc nhiéu axit amin, va khong ding @8 chi chidu dai cu thé cia san phdm. Do do,
peptit, dipeptit, tripeptit, oligopeptit, "protein", "chudi axit amin", hodc thuit ngir khac
bét ky dugce str dung dé chi chudi gbm hai hodc nhidu axit amin, ndm trong dinh nghia
vé "polypeptit", va thuat ngir "polypeptit" c6 thé dugc dung thay cho, hodc hoan d6i,
cac thuat ngft bat ky trong s6 cac thuét ngit nay. Thudt ngir "polypeptit" cling du dinh
dé chi san phdm cta qua trinh cai bién sau biéu hién cua polypeptit chita, ma khong
chi gi6i han &, qué trinh glycosyl hoa, qua trinh axetyl héa, qua trinh phosphoryl hoa,
qua trinh amit héa, sy dAn xult bdi cac nhém bao vé/phong bé da biét, phan cét bang
enzym phan huy protein, hodc cai bién bing axit amin khdng c6 trong tu nhién.
Polypeptit c6 thé c6 ngudn gdc tir ngudn sinh hoc ty nhién hodc dugc tao ra bing cong
nghé tai td hop, nhung khong nhét thiét duge dich ma tir trinh tu axit nucleic da dugc
dinh danh. N6 ¢6 thé dugc tao ra theo cach bat k¥, bao gdbm bing phuong phap téng
hop hoa hoc. Polypeptit co thé c6 cAu trac ba chidu xéc dinh, mic du ching khong
nhAt thiét phai c6 céu tric nhu vay. Polypeptit voi cAu tric ba chiéu x4c dinh dugc goi
14 cudn xo&n, va polypeptit khéng c6 céu trac ba chidu x4c dinh, nhung c6 thé chip

nhan mot luong 16n cac dang cau tao khac nhau, va dugc goi 1a khong cudn xoan.

Thuat ngit polypeptit hodc bién thé "phan 1ap", hodc dan xuét cta ching duge
du dinh @& chi polypeptit khong phai 1a trong mdi truong tu nhién cia nd. Khong c6
yéu cdu vé mirc tinh khiét cu thé. Vi du, polypeptit phan 1ap co thé dugc loai bd khoi
mdi trudng nguyén thé hoic tu nhién cia né. Polypeptit va protein dugce tao ra bing
céch tai t6 hop duge biéu hién trong té bao vat chu duoc xem 13 dugc phén 14p nhim
muc dich cta sang ché, nhur 14 céc polypeptit nguyén thé hodc tai tb hop da duge téch,
phan doan, hoic duge tinh ché mét phin hogc v& co ban bing k¥ thuét thich hop bat
ky.

“Ty 1& phan trim (%) mirc ddng nhit ciia trinh ty axit amin" dbi véi trinh ty
polypeptit tham chiéu dugc x4c dinh bing ty 1é phan trim cla gbc axit amin trong

trinh tu (mg vién ma dong nhét voi gde axit amin trong trinh ty polypeptit tham chiéu,
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sau khi sip thing hang cac trinh ty va dua vao cac khoang trbng, néu can, dé dat duoc
ty 18 phan trim mirc ddng nhét trinh tu t8i da, va khong xem xét sy thay thé bao toan
bét ky nhu 12 mot phan ctia mirc dong nhét trinh tu. Sy sip thing hang nhim muc dich
xac dinh ty 1€ phz‘in tram mirc dong nhét cta trinh ty axit amin c6 thé dat duge theo
nhidu cach khac nhau nim trong pham vi hiéu biét trong linh vyc k¥ thuét nay, vi du,
bang cach sir dung phin mém may tinh ¢6 san cong khai nhu BLAST, BLAST-2,
Clustal W, phAn m&m Megalign (DNASTAR) hogc géi chuong trinh FASTA. Ngudi
¢6 hiéu biét trong linh vuc k¥ thuat nay c6 thé x4c dinh cac thong sb thich hop dé sap
th%mg hang céc trinh ty, bao gém céc thuat toan bét ky can dé dat duoc su sép hang tdi
da so vé6i chifu dai diy du cta céc trinh ty duge so sanh. Nhim cac muc dich trong
ban mo ta nay, tuy nhién, gié tri % muic ddng nhét cua trinh ty axit amin dugc tao ra
bang cach sit dung chuong trinh ggsearch cla gbi phin mém FASTA phién ban
36.3.8¢ hodc phién ban méi hon v6i ma trén so sinh BLOSUMS0. Géi churong trinh
FASTA cua tac gia W. R. Pearson va D. J. Lipman (1988), “Improved Tools for
Biological Sequence Analysis”, PNAS 85:2444-2448; W. R. Pearson (1996)
“Effective protein sequence comparison” Meth. Enzymol. 266:227- 258; va Pearson et.
al. (1997) Genomics 46:24-36, va duogc cong khai trén
http://fasta.bioch.virginia.edu/fasta_www2/fasta_down.shtml. Theo cach khéc, may
chu cong cong co thé truy cép tai http:/fasta.bioch.virginia.edu/fasta_www?2/index.cgi
¢6 thé dugc ding dé so sanh céc trinh tu, bang cach sit dung chuong trinh ggsearch
(protein toan cau: protein) va céc tily chon médc dinh (BLOSUMS0; diém ma: -10; ext:
-2; Ktup = 2) dé dam bao thuc hién dugc su sép théng hang toan cau, thay vi cuc bd.
Ty 1€ phén trim mirc ddng nhét axit amin dugc dua ra trong tiéu dé sép thing hang dau

ra.

Thu4t ngit "polynucleotit” dung dé chi phan tir hodc cAu tric axit nucleic phan
lap, vi dy, ARN thong tin (mARN), ARN c6 ngu(“)n géc tir virut, hodc ADN plasmit
(pADN). Polynucleotit c6 thé bao gdm gin két phosphodieste thong thuong hodc gin
két khong thong thuong (vi dy, gin két amit, nhu dugc tim thdy trong axit peptit
nucleic (PNA). Thuét ngit "phan tr axit nucleic” dung dé chi mdt hoic nhiéu méanh
axit nucleic bat ky, vi dy, manh ADN hodc ARN, c6 mat trong polynucleotit.

A

Phan & axit nucleic hodc polynucleotit "dugc phan 1ap" duge dung dé chi phan

tir axit nucleic, ADN hodc ARN, ma d3 dugc loai bé khéi méi truong nguyén thé cua
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nd. Vi du, polynucleotit tai td hop ma hoa polypeptit chira trong véc-to duge xem la
dugc phan 14p nhim cac muc dich theo séng ché. Céc vi du khéc nita vé polynucleotit
dugc phan 1ap bao gdm polynucleotit téi t6 hop duoc duy tri trong té bao vat chi khéc
loai hodc polynucleotit dd dugc tinh ché (mot phin hoic vé co ban) trong dung dich.
Polynucleotit dugc phan lap bao gdm phan tir polynucleotit chira trong t€ bao ma ban
ddu chira phéan tir polynucleotit, nhung phén tir polynucleotit c6 mat ngoai nhiém sic
thé hodc & vi tri nhidm séc thé khac v6i vi tri nhidm sic thé tw nhién cta nd. Phan tir
ARN dugc phan 1dp bao gdm san phim phién ma ARN in vivo hodc in vitro theo séng
ché, ciing nhu dang s¢i dwong va am, va dang soi kép. Polynucleotit hodc axit nucleic
dugc phan 1ap theo sang ché con bao gdm cac phan tir dugc tao ra bing cach tdng hop
ndy. Ngoai ra, polynucleotit hodc axit nucleic ¢6 thé 1a hodc c6 thé bao gdm yéu td

diéu hoa nhu gen khai dau, vi tri gan két ribosom, hodc gen két thiic phién ma.

“Polynucleotit (hoic axit nucleic) dugc phan 1dp ma héa [vi dy, thé lién hop
mién dich theo sang ché]” ding dé& chi mot hodc nhiéu phén tir polynucleotit ma hoa
chudi ning va chudi nhe khéang thé va/hoic IL-2 polypeptit (hodc cac manh cia ching),
bao gdm céc phan tr polynucleotit nhu vy trong mot véc-to duy nhét hoic céc véc-to
riéng biét, va cac phan tir axit nucleic nay c6 mit & mot hodc nhiéu vi trf trong té bao

vat chu.

Thudt ngit "cat-xét biéu hién” dung dé chi polynucleotit dugc tao ra bang céch
t4i t6 hop hodc bang cach tdng hop, véi nhidu yéu t6 axit nucleic cu thé cho phép qua
trinh phién ma axit nucleic cu thé trong té bao dich. Cat-xét bidu hién tai t& hop c6 thé
dugc dua vao plasmit, nhiém séc thé, ADN ty thé, ADN plastit, virut, hofic méanh axit
nucleic. Thong thudng, phan cét-xét biéu hién tai t6 hop ctia véc-to bidu hién bao gdm,
trong sb céc trinh tu khéc, trinh ty axit nucleic can dugc phién ma va gen khoi dau.
Theo mét sé phuwong 4n, cat-xét biéu hién bao gdm trinh ty polynucleotit ma hoa thé

lién hop mién dich theo sang ché hodc cac manh clia chung.

Thuét ngit “véc-to” hodc "véc-to bidu hién” dung dé chi phan tr ADN dugc sit
dung dé dua vao va dinh huéng sw biéu hién cta gen dic hiéu ma dugc lién két c6 dieu
khién trong té bao. Thuat ngit nay bao gbm véc-to dudi dang cAu tric axit nucleic ty
sao chép cling nhu véc-to duge dua vao by gen cua té bao vat chil ma né dugc dua vao.
Véc-to bidu hién theo sang ché bao gdbm cat-xét bidu hién. Véc-to biéu hién cho phép

phién ma mot luong 16n mARN bn dinh. Ngay khi véc-to bidu hién & bén trong té bao,
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phén tir axit ribonucleic hodc protein dugc ma hoéa bdi gen nay duoc tao ra b%mg co
ché phién mi té bao va/hogc dich ma té bao. Theo mdt phuong 4n, véc-to biéu hién
theo sang ché bao gém cét-xét biéu hién ma chira trinh tu polynucleotit ma hoa thé lién

hop mién dich theo sang ché hodc cac manh cua ching.

Céc thuat ngit "té bao vat chi", "dong té bao vat chi," va "mdi trudng nudi chy
té bao vat chi" duge sir dung hoan d6i cho nhau va dé chi cac t& bao ma axit nucleic
ngoai sinh dugc dua vao, bao gém thé hé con cla céc t€ bao nay. Té bao vat chu bao
gém "thé bién nap" va "t& bao d3 dugc bién nap," bao gém té bao da dugc bién nap
chinh va thé hé con thu dugc tir cac té bao nay ma khong lién quan dén s6 1an cdy
chuyén. Thé hé con ¢6 thé khong hoan toan gidng hét vé& ham luong axit nucleic véi té
bao bd me, nhung ¢ thé chira cac dot bién. Thé hé con dot bién ma c6 cung chirc ning
hodic hoat tinh sinh hoc nhw dugc sang loc hodc duge chon déi véi té bao dugc bién
di ban diu duoc bao gdm trong ban md ta ndy. Mot té bao vat chi 14 loai bat ky cia
hé t& bao ma c6 thé dugc ding dé tao ra thé lién hop mién dich ciia sang ché. T¢ bao
vat cha bao gém té bao da dugc nudi céy, vi duy, t& bao dong vat c6 vi da dugc nudi
cAy nhu t& bao HEK, té bao CHO, té bao BHK, té bao NSO, té bao SP2/0, t€ bao YO u
tuy, t& bao u tuy P3X63 & chudt céng, té bao PER, té bao PER.C6 hoc té bao lai hoa,
t& bao ndm men, t& bao con tring, va té bao thuc vat, chi ké tén mot vai té bao, ma con
ca cac té bao chira trong dong vt chuyén gen, thuc vat chuyén gen hodc md dong vat

hodc md thyc vat da dugce nuodi cay.

Thuét ngit "khéng thé" trong ban mo ta dugc sir dung theo nghia rong va chua
céc cu trac khang thé khac nhau bao gbm, nhung khdng chi giéi han &, khdng thé don
dong, khéng thé da dong, khang thé da dc hiéu (vi dy, khang thé ludng dic hiéu), va

c4c méanh khang thé mién 1a ching c6 hoat tinh gin két khang nguyén mong mudn.

Thuét nglt "khang thé don dong" nhu dugc st dung trong ban md ta dung dé chi
khang thé thu dugc tir quin thé céc khéng thé v& co ban twong ddng, tirc 13 céc khang
thé riéng r& chira trong quan thé 13 ddng nhit va/hodc gén két cling epitop, ngoai trir
cac khéng thd bién thé sén c6, vi dy, chira cac dot bién c6 trong tw nhién hodc sinh ra
trong qua trinh tao ra ché phdm khéng thé don dong, céac bién thé nhu vay néi chung
c6 mit v4i lugng nhd. Nguge lai voi ché pham khang thé da dong, ma dién hinh 13 bao
gdm céc khéng thé khang nhau huéng dén cac yéu t& quyét dinh khac nhau (epitop),

m3i khéng thé don dong ctia ché phdm khang thé don dong dugc dinh huong chong lai
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yéu t& quyét dinh don 18 trén khang nguyén. Do do6, dang cai bién “don dong” chi ra
dic diém cua khang thé thu dugc tr quin thé khang thé v& co ban tuong dong, va
khong dugc hidu 13 yéu cu tao ra khéng thé bang phuong phép cu thé bat ky. Vi du,
khéng thé don dong dé diing theo sang ché c6 thé duoc tao ra bing nhidu k¥ thuat khac
nhau bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, phuong phap lai héa, phuong phap AND
tai t6 hop, phwong phép hién thi thé thuc khuén, va phuong phap sit dung dong vat
chuyén gen chira tAt ca hodc mot phin locut globulin mién dich cua ngudi, cic phuong
phép nay va cac phuong phap dugc 14y 1am vi du khac d8 tao ra khang thé don dong

dugc dé cap trong ban mo ta ndy.

Khéng thé "dugc phan 14p" 12 khang thé da dugc tach khoi thanh phan ctia moi
trudng tu nhién cta né, tic 1a khong phai trong mdi truong ty nhién cia n6. Khong doi
héi mirc tinh khiét cu thé. Vi du, khang thé phan ldp c6 thé dugc loai bé khoi moi
treong nguyén thé hodc tw nhién cua nd. Khang thé duoc tao ra bang céach tai t6 hop
dugc biéu hién trong té bao vat chi duge xem 1a dugce phan lap nham muc dich theo
séng ché, 1a khang thé nguyén thé hoic tai td hop da dugc tach, dugc phan doan, hodc
dugc tinh ché mot phﬁn hoidc vé co ban béng k¥ thuét thich hgp bét ky. Nhu vay, thé
lién hop mién dich theo sang ché 1a thé phan 1ap. Theo mot s6 phuong én, khang thé
duoc tinh ché dén d6 tinh khiét 16n hon 95% hogc 99% nhu duge xéc dinh bang, vi dy,
dién di (vi du, SDS-PAGE, déng dién hoi tu (IEF), dién di mao quan) hodc phuong
phap sic ky (vi du, HPLC trao dbi ion hogic pha dao). Dé xem xét vé phuong phap do
do tinh khiét cia khang thé, xem, vi du, Flatman va céc ddng tac gia, J. Chromatogr. B

848:79-87 (2007).

Céc thuat ngit “khang thé co chidu dai diy du,” “khang thé nguyén ven,” va
“t0an bo khang thé” dugc sir dung hoén ddi cho nhau trong ban md ta dé chi khang thé

¢6 cAu tric vé co ban twong tu voi cau tric khang thé nguyén the.

"Manh khang thé” diing dé chi phén tir khong phai 1a khéng thé nguyén ven bao
g6m phén khang thé nguyén ven gin két khang nguyén ma khang thé nguyén ven gin
két vao d6. Vi du vé cac manh khéng thé bao gdm, nhung khong chi gii han &, Fv,
Fab, Fab', Fab’-SH, F(ab')s, khang thé thé doi, khang thé tuyén tinh, phan tir khang thé
soi don (vi duy, scFv), va khang thé mién don. D& xem xét mot s6 manh khang thé nhét
dinh, xem Holliger and Hudson, Nature Biotechnology 23:1126-1136 (2005). Dé xem

xét cac manh scFv, xem, vi du, Pliickthun, trong The Pharmacology of Monoclonal
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Antibodies, vol. 113, Rosenburg and Moore eds., Springer-Verlag, New York, céac
trang 269-315 (1994); ciing xem WO 93/16185; va cac patent My sb 5,571,894 va
5,587,458. D& md ta vé& cac manh Fab va F(ab'): bao gdm gbc epitop gin két thu thé
thu hdi va cé chu ky ban rd in vivo ting, xem patent My s 5,869,046. Khang thé thé
d6i 1a manh khang thé c6 hai vi tri gin két khang nguyén c thé ¢6 hoa tri hai hodc
ludng dic hiéu. Xem, vi du, EP 404,097; WO 1993/01161; Hudson va cac déng tac gia,
Nat Med 9, 129-134 (2003); va Hollinger va cac dﬁ“)ng tac gia, Proc Natl Acad Sci
USA 90, 6444-6448 (1993). Khang thé thé ba va khang thé thé bon ciing duge md ta
trong Hudson va cac ddng téc gia, Nat Med 9, 129-134 (2003). Khang thé mién don 12
manh khéng thé bao gém tat ca hodc mot phén mién bién ddi chudi ning hoic tat ca
hodc mot phin mién bién di chudi nhe cua mot khang thé. Theo mot sé phwong 4n,
khang thé mién don 13 khang thé mién don cta ngudi (Domantis, Inc., Waltham, MA;
xem, vi du, patent My s6 6,248,516 B1). Méanh khang thé c6 thé dugce tao ra b%mg
nhiu k¥ thuat khéc nhau bao gbm, nhung khong chi gi6i han &, phén cit bing enzym
phén giai protein cta khang thé nguyén ven cling nhu san xut bang té bao vat chu tai

t hop (vi du, E. coli hogc thé thuc khudn), nhu dugc dé cap trong ban mo ta ndy.

Thuét ngit “phén tir globulin mién dich” dung @& chi protein co cdu tric cua
khang thé c6 trong ty nhién. Vi dy, globulin mién dich cta 16p IgG 1a cac glycoprotein
di tetrame c6 kich thuéc khoang 150.000 dalton, bao gbm hai chudi nhe va hai chudi
ning dugc lién két disulfua. Tir ddu tin cing N dén C, mdi chudi ning ¢6 mién bién
d6i (VH), ciing duge goi 1a mién bién ddi chudi ning hodc ving bién dbi chudi ning,
tiép theo 1a ba mién én dinh (CH1, CH2, va CH3), ciing dugc goi 1a ving 6n dinh
chudi ning. Tuong tu, tir dau tan cing N dén C, m3i chudi nhe c6 mién bién dbi (VL),
cling duoc goi 1a mién bién ddi chudi nhe hojc ving bién ddi chudi nhe, tiép theo 1a
mién 8n dinh chudi nhe (CL), ciing dugc goi 1a ving 6n dinh chudi nhe. Chudi ning
cta globulin mién dich c6 thé dugc gan cho mot trong ndm kiéu, dugc goi 1a a (IgA), d
(IgD), & (IgE), y (IgG), hodc p (IgM), mot sb trong d6 co thé dugc chia tiép thanh céc
kiéu phuy, vi du, y1 (IgG1), 12 (IgG2), 3 (1gG3), v4 (IgGs), a1 (IgA1) va a2 (IgA2). Chudi
nhe ctia globulin mién dich ¢6 thé dugc gan cho mot trong hai kiéu, duoc goi 1a kappa
(x) va lambda ()), dya trén trinh tu axit amin cla mién 6n dinh cta né. Globulin mién
dich v& co ban duge cAu thanh béi hai phan tir Fab va mién Fe, duge lién két qua ving

ban 18 globulin mién dich.
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Thuét ngir "mién gan két khang nguyén” dung dé chi phan khang thé bao gébm
vung gén két dic hiéu véi va bd sung vao mot phﬁn ho#c toan bd khang nguyén. Mién
ge"m Két khéng nguyén cé thé dugc tao ra boi, vi dy, mdt hogc nhidu mién bién dbi
khang thé (con duge goi 12 ving bién ddi khang thé). Cu thé, mién gin két khang
nguyén bao gdm mién bién ddi chudi nhe cia khang thd (VL) va mién bién d6i chudi

nang cuia khéng thé (VH).

Thuédt ngit “vung bién di” hodc “mién bién d6i” ding dé chi mién cta chudi
ning hodc chudi nhe khéng thé lién quan dén su gén két clia khang thé vao khang
nguyén. Mién bién déi ctia chudi nang va chudi nhe (an luot 12 VH va VL) ciia khing
thé nguyén thé thudong c6 chu triic tuong tu, voi mdi mién bao gdm bén ving khung
bao toan (FR) va ba ving si€u bién (HVR). Xem, vi dy, Kindt va cic ddng tac gia,
Kuby Immunology, 6% ed., W.H. Freeman and Co., trang 91 (2007). Mién VH hogc
VL duy nhét c¢6 thé du dé tao ra tinh ddc hiéu gin két khang nguyén. Nhu dugc st
dung trong ban md ta khi no6i dén trinh tu ving bién dbi, "danh s theo hé Kabat” dung
dé chi hé théng danh sb dugc néu trong Kabat va céc ddng tac gia, Sequences of
Proteins of Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Service, National Institutes
of Health, Bethesda, MD (1991).

Nhu dugce st dung trong ban md ta nay, cac vi tri axit amin cla tit ca cac ving
va mién én dinh cta chudi ning va chudi nhe duge danh sé theo hé théng danh sb
Kabat dugc md ta trong Kabat va cac ddng tic gia, Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 5th ed., Public Health Service, National Institutes of Health,
Bethesda, MD (1991), dé chi “danh sé theo Kabat” hodc “danh s6 Kabat” trong ban
mb ta. Cu thé, hé théng danh s6 Kabat (xem cac trang 647-660 ctia Kabat, va cac ddng
tac gia, Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th ed., Public Health
Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991)) dugc sir dung cho mién
dn dinh chudi nhe CL cla isotyp kappa va lambda va hé théng dénh sb theo chi sb
Kabat EU (xem céc trang 661-723) dugc st dung cho mién 8n dinh chudi ning (CH1,
ving ban 18, CH2 va CH3), ma trong ban m6 ta dugc 1am 16 thém bing cach dé cap
dén “danh sb theo chi s6 Kabat EU” trong truong hop nay.

Thuét ngit “ving si€u bién” hodc “HVR”, nhu dugc st dung trong ban mo ta
ndy, ding dé chi mdi ving ctia mién bién doi khang thé 12 siéu bién vé trinh ty (“ving
xac dinh bd thé” hogc “CDR”) va/hoic tao ra vong duge xéac dinh vé mat ciu tric
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(“vong siéu bién”) vi/hoic chira gbc tiép xtic khang nguyén (“tiép xuc khang nguyén”).
No6i chung, khang thé bao gém sau HVR; ba HVR trong VH (H1, H2, H3), va ba HVR
trong VL (L1, L2, L3). HVR dugc 14y 1am vi du trong ban md ta bao gbm:

(a) vong siéu bién xut hién & cic gbe axit amin 26-32 (L1), 50-52 (L2), 91-96
(L3), 26-32 (H1), 53-55 (H2), va 96-101 (H3) (Chothia and Lesk, J. Mol. Biol.
196:901-917 (1987));

(b) CDR xuét hién & gbc axit amin 24-34 (L1), 50-56 (L2), 89-97 (L3), 31-35b
(H1), 50-65 (H2), va 95-102 (H3) (Kabat va cac ddng tac gia, Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Service, National Institutes of Health,
Bethesda, MD (1991));

(c) cac tiép xuc khang nguyén xuét hién & gdc axit amin 27¢-36 (L1), 46-55
(L2), 89-96 (L3), 30-35b (H1), 47-58 (H2), va 93-101 (H3) (MacCallum va cac dong
tac gia J. Mol. Biol. 262: 732-745 (1996)); va

(d) t& hop ciia (a), (b), vi/hoic (c), bao gdm céc gde axit amin HVR 46-56 (L2),
47-56 (L2), 48-56 (L2), 49-56 (L2), 26-35 (H1), 26-35b (HL), 49-65 (H2), 93-102
(H3), va 94-102 (H3).

Tru khi ¢6 quy dinh khéc, cac gbc HVR va cac gbc khac trong mién bién ddi (v
du, gbc FR) dugc dénh s6 trong ban mo ta theo Kabat va céc ddng tac gia, néu trén.

"Ving khung" hozc "FR” dung dé chi gbc mién bién doi khong phai 1a gbc
viing siéu bién (HVR). FR cila mién bién ddi thuong dugc cdu thanh b bbn mién FR:
FR1, FR2, FR3, va FR4. Do d9, céc trinh ty HVR va FR thuong xuét hién theo trinh tu
sau trong VH (hozc VL): FR1-H1(L1)-FR2-H2(L2)-FR3-H3(L3)-FR4.

Khang thé “dugc 1am gidng nhu khang thé cua ngudi” ding dé chi khang thé
kham bao gdm gbc axit amin tir HVR khong phdi cuia nguoi va gdc axit amin tir FR
cia ngudi. Theo mot s phuong 4n, khéng thé dugc lam gibng nhu khang thé cua
nguodi sé bao gbm vé co ban tAt ca it nhat mot, va thudng 12 hai, mién bién ddi, trong
d6 tt ca hodc v& co ban tit ca HVR (vi dy, CDR) tuong tng véi HVR ciia khéng thé
khong phai cia ngudi, va tht ca hodic v& co ban tit ca FR tuong ing v6i FR cua khang
thé ctia nguoi. Céc mién bién ddi nay duoc dung trong ban md ta dung dé chi “ving

bién ddi duoc lam gibng nhu khéng thé cta ngudi”. Khang thé duoc lam gidng nhu
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khang thé ctia ngudi tuy y 6 thé bao gdm it nhit mét phan ving bn dinh khang thé c6
ngudn gbc tir khang thé ctia ngudi. Theo mot sb phuong 4n, mot sd gbc FR trong
khang thé dugc 1am gidng nhu khang thé cua nguoi dugc thay thé bang céc gdc twong
tmg tir khang thé khong phai ctia nguoi (vi dy, khang thé ma tir d6 gbc HVR dugc tao
ra, vi du, dé khoi phuc hoic cai thién tinh dic hiéu hodc ai luc khang thé. “Dang dugc
lam giéng nhu khang thé ciia ngudi” clia khang thé, vi dy, cta khang thé khong phai
clia nguoi, dung dé chi khang thé da trai qua qué trinh duge lam gidng nhu khing thé
cua ngudi. Dang khac cua "khang thé duoc 1am gidng nhu khéng thé cua ngudi" nim
trong pham vi cua sang ché 1a cac khang thé trong d6 ving n dinh da dugc cai bién
hogc thay dbi thém tir dang khéng thé ban dAu dé tao ra cac dic tinh theo sang ché, dic

biét 1a lién quan dén gin két C1q va/hodic gin két thu thé Fc (FcR).

“Khang thé ctia ngudi” 1a khéng thé c6 trinh tu axit amin twong Ung véi trinh ty
ctia khang thé duogc tao ra boi ngudi hodc té bao ciia ngudi hodc c6 ngudn gbc tir
ngudn khéng phéi ctia ngudi ma st dung kho vbn khang thé ciia ngudi hodc céc trinh
tu ma hoa khang thé cua nguoi khac. Dinh nghia nay v& khang thé ctia ngudi khong
bao gdbm cu thé khang thé dwoc lam gidng nhu khing thé cta ngudi chira gbc gén két
khang nguyén khong phai cla nguoi. Theo mot s6 phuong 4n, khang thé ciia ngudi cé
ngudn gbc tir dong vat c6 v chuyén gen khong phai 12 ngudi, vi du, chudt ddng, chudt
nhét, hodc tho. Theo cac phuong 4n nhit dinh, khang thé cta nguoi c6 ngudn gde tir
dong té bao lai. Khang thé hoic manh khang thé dugc phan 1ap dugc tir thu vién khang
thé cta ngudi cling dugc xem 1a khang thé ctia ngudi hodic manh khang thé clia ngudi

trong ban mo ta.

“Lép” khang thé hodc globulin mién dich ding dé chi kiéu mién 6n dinh hogc
ving 6n dinh c6 trong chudi ning cia nd. C6 ndm 16p khang thé chinh: IgA, IgD, IgE,
IgG, va IgM, va mot vai 16p trong s6 nay c6 thé dugc chia thanh cac 16p phu (isotyp),
vi du, 1gGi1, IgG2, 1gGs, IgGs, IgAi, va IgAa. Mién 8n dinh chudi ning twong ng véi

cac 16p globulin mién dich khac nhau 14n luot duoc goila o, 8, €, v, va .

Thuét ngit “mién Fc” hogc “ving Fc” trong ban md ta dwoc s dung dé xéac
dinh ving dau tan cing C cla chudi ning globulin mién dich chura it nhit mot phin
ving &n dinh. Thuét ngit nay bao gbm ving Fc trinh tu nguyén thé va ving Fc bién thé.
Mic du cac duong ranh gidi cia vung Fc cua chudi ning IgG c6 thé thay d6i mot chut,

vung Fc chudi niing IgG cla nguoi thuong duge xac dinh kéo dai tr Cys226, hodc tur
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Pro230, dén du tan cung carboxyl cia chudi ning. Tuy nhién, khang thé dugc tao ra
b&i t& bao vat chii ¢6 thé trai qua qua trinh phén cét sau dich ma mot hogc nhiéu, cy thé
12 mot hodc hai, axit amin tir diu tan cing C clia chudi niing. Vi vy, khang thé dugc
tao ra boi té bao vat chi nho sy biéu hién cua phan tir axit nucleic ddc hiéu mi hoa
chudi ning c6 chiéu dai day di c6 thé chtra chudi niing c6 chidu dai ddy du, hodc n6 c6
thé chira bién thé da dwoc phan cit ctia chudi ning c6 chidu dai diy du (trong ban md
ta cling dugc dung dé chi “bién thé chudi ning di dugc phin cét”). Pay co thé 1a
trudng hop trong d6 hai axit amin dAu tan cing C cia chudi ning cubi cing 12 glyxin
(G446) va lysin (K447, danh sé theo chi s& Kabat EU). Vi véy, lysin dau tan cing C
(Lys447), hodc glyxin dau tan ciing C (Gly446) va lysin (K447), cta ving Fe ¢6 thé ¢6
mit hodc c6 thé khong c6 mit. Trinh ty axit amin cua chudi ning bao gém mién Fc
(hodc chu tric dudi don vi cia mién Fc nhu duge xé4c dinh trong ban mod ta) dugc ky
hiéu trong ban md ta khong co6 glyxin d4u tan cung C-lysin dipeptit, néu khong c6 quy
dinh khac. Theo m{t phuong 4n theo sang ché, chudi ning bao gdm cu tric dudi don
vi ciia mién Fc nhu duge dé cap trong ban mo ta nay, chira trong thé lién hop mién
dich theo sang ché, bao gbm glyxin dAu tan cung C b sung - lysin dipeptit (G446 va
K447, danh s theo chi s6 EU ciia Kabat). Theo mdt phuong 4n theo séng ché, chubi
ning bao gébm cAu tric duéi don vi cia mién Fc nhu duge mo ta trong ban mo ta nay,
chira trong thé lién hop mién dich theo sang ché, bao gbm gbc glyxin dau tan cing C
bb sung (G446, danh s6 theo chi sé EU cua Kabat). Dugc phim theo séng ché, nhu
dugc phim duge dé cép trong ban mo ta ndy, bao gbm quin thé cua thé lién hop mién
dich theo sang ché. Quan thé ciia thé lién hop mién dich ¢6 thé bao gom céc phan tir c6
chudi nang c6 chiéu dai ddy di va céc phén ti c6 bién thé chudi ning da dugc phan cét.
Quén thé cac thé lién hop mién dich ¢6 thé bao gdm hdn hop cia cac phén tir ¢ chudi
nang c6 chidu dai ddy da va cac phan ti co bién thé chudi ning da dugc phéin cét,
trong d6 it nhét 50%, it nhét 60%, it nhdt 70%, it nhét 80% hoc it nhét 90% thé lién
hop mién dich c6 bién thé chudi ning da dugc phan cit. Theo mdt phuong 4n cia sang
ché, dugc phdm nay chira quan thé cta thé lién hop mién dich theo sang ché bao gdbm
thé lién hop min dich chira chudi ning bao gdm cau tric dudi don vi cla mién Fc nhu
dugc dé cap trong ban md ta voi glyxin dAu tan cing C bd sung - lysin dipeptit (G446
va K447, danh s theo chi s§ EU ctia Kabat). Theo mdt phuong 4n theo sang ché, dugc

phim chira quéan thé cua thé lién hop mién dich theo sang ché bao gdm thé lién hop
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mién dich chtra chudi nang bao gém ciu tric dudi don vi cla mién Fc nhu dugc @&
cép trong ban mo ta vo6i gbc glyxin dau tan cing C bd sung (G446, danh s6 theo chi s6
EU cua Kabat). Theo mét phuong an theo sang ché, dugc phim nhu vy chia quin thé
cla thé 1ién hop mién dich chira cdc phén tir bao gdm chudi ning chta cAu tric dudi
don vi ctia mién Fe nhu duge d cdp trong ban mo ta; cac phan tir bao gdm chudi ning
chtra chu trac dudi don vi ciia mién Fc nhu dugc dé cap trong ban md ta voi gbe
glyxin du tan cing C bd sung (G446, danh sé theo chi s6 EU ciia Kabat); va céc phan
ti bao gém chudi ning chira cAu trac dudi don vi cia mién Fe nhu dugc dé cép trong
ban mo ta voi glyxin diu tan ciing C-lysin dipeptit bb sung (G446 va K447, dénh s6
theo chi s6 EU ctia Kabat). Trir khi ¢6 quy dinh khéc trong ban m6 ta nay, viéc danh
s6 gbc axit amin trong ving Fc hodc viing 4n dinh tuan theo hé théng danh s6 EU,
cling duge goi la chi s EU, nhu dugc md ta trong Kabat va céc ddng tac gia,
Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Service,
National Institutes of Health, Bethesda, MD, 1991 (cling xem trén day). “CAu tric
dudi don vi” cia mién Fe nhu duge st dung trong ban md ta ding dé& chi mot trong sb
hai polypeptit tao thanh mién Fc dime, tirc 1a polypeptit chira ving 6n dinh dAu tan
ciing C cita chudi nang globulin midn dich, c6 kha nang ty két hop on dinh. Vi dy, chu

tric dudi don vi ctia mién Fe IgG bao gdm mién 6n dinh IgG CH2 va IgG CH3.

“Cai bién thuc ddy viéc két hop gitra chu triic dudi don vi thir nhét va clu tric
duédi don vi thir hai cua mién F¢” 1a viéc thuc hién su cai bién khung peptit hodc cai
bién sau dich ma céu trac duéi don vi mién Fc dé 1am giam hodc ngan ngira sy két hop
cua polypeptit chira chu tric dudi don vi mién Fc véi polypeptit dbng nhit dé tao ra
homodime. Cai bién thiic dy viéc két hop nhu dugc st dung trong ban mo ta cy thé
bao gém su cai bién riéng biét duge thyc hién cho mdi trong sb hai cdu trac dudi don
Vi mién Fc mong mubn dugc Két hop (tuc 1a chu tric dudi don vi thir nhét va clu trac
duéi don vi tht hai ciia mién Fc), trong d6 cac cai bién nay bd trg v6i nhau dé thuc
day su két hop ciia hai cAu triic duéi don vi mién Fe. Vi dy, cai bién thic diy viec két
hop c6 thé bién dbi cAu trac hodc thay dbi mot hodc ca hai céu tric dudi don vi mién
Fc @ tao ra su két hop cua ching 13n luot v& mit khong gian hodc ¢ trang thai tinh
dién thuén lgi. Do d6, qua trinh (di) dime hoa xay ra gitra polypeptit chira chu tric
duéi don vi mién Fe thir nhit va polypeptit chia chu trac dudi don vi mién Fe tht hai,

¢6 thé khong dong nhét trong trudng hop cac thanh phén khéc nita dung hop vao mdi
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chu triic duéi don vi (vi du, gbc gin két khang nguyén) khong gidng nhau. Theo mot
s6 phuong 4n, su cai bién thuc déy viéc két hop bao gém dot bién axit amin trong mién
Fc, cu thé 1a sy thay thé axit amin. Theo phuong an cu thé, cai bién thuc diy viéc két
hop bao gdm dot bién axit amin riéng biét, cu thé 13 su thay thé axit amin, trong mdi

trong sO hai cau truc dudi don vi ciia mién Fe.

Thuét ngit “chic niang tac dong” khi dugc sur dung lién quan dén khang thé
ding dé chi cac hoat tinh sinh hoc ctia n6 ¢6 thé gop phén vao ving Fe ciia khang thé,
ma thay ddi theo isotyp khang thé. Vi du vé chirc ning tic dong khang thé bao gbdm:
tinh gdy doc té bao gén két Clq va phu thudc bd thé (CDC), sur gin két thu thé Fe, tinh
gay doc té bao qua trung gian té bao phu thudc vao khang thé (ADCC), thuc bao phy
thudc vao khang thé (ADCP), su tiét xytokin, su hép thu khang nguyén qua trung gian
phirc hop mién dich béi té bao trinh dién khang nguyén, su didu hoa giam thu thé bé

mit t& bao (vi duy, thu thé té bao B), va su hoat hoa té bao B.

Tinh giy doc té bao qua trung gian té bao phu thudc vao khang thé (antibody-
dependent cell-mediated cytotoxicity - ADCC) la co ché mién dich dan dén sy phan
giai cac té dich dugc phi khang thé nho t€ bao tic dong mién dich. Céc té bao dich 1a
cac té bao ma khang thé hodc din xuét cua chiing chira ving Fc gén két dic hidu vao,
thuong 1a qua phén protein 1a d4u tan cing N véi vung Fe. Trong ban mo ta nay, thuét
ngit “giam ADCC” dugc xéc dinh 12 viéc giam sb lugng té bao dich ma dugc phan giai
trong mét thoi gian nhét dinh, & ndng 46 khéng thé nhét dinh & mdi trudng xung quanh
cac té bao dich, bing co ché cia ADCC dugc xéac dinh trén diy, va/hodc viéc tang
ndng do khang thé & moi trudng xung quanh céc té bao dich, cin dat dwgc mirc phan
gidi s§ lugng nhét dinh cua t& bao dich trong thoi gian nhat dinh, nho co ché coa
ADCC. Viéc giam ADCC so véi ADCC dugc tao ra bdi cung khéng thé duoc tao ra
boi clng té bao vat chi, bang cach sit dung phuong phép san xudt, tinh ché va cit gitt
chudn (da biét dbi voi ngudi c6 hiéu biét trong linh vye k¥ thudt nay) gidng nhau,
nhung chua dugc thao tac di truyén. Vi dy, viéc giam ADCC duoc tao ra bdi khang thé
chira trong mién Fc clia no, thay thé axit amin lam giam ADCC, so véi ADCC dugc
tao ra boi cung khang thé ma khong c6 su thay thé axit amin trong mién Fc. Thir
nghiém thich hop d8 do ADCC la da biét trong linh vuc k¥ thuat nay (xem, vi dy,
Cong bé don PCT sé WO 2006/082515 hodc Cong bé don PCT s6 WO 2012/130831).
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“Thu thé Fc hoat hoa” 1a thy thé Fc ma sau khi ge‘in két boi mién Fe cua khang
thé tao ra cac su kién truyén tin hiéu ma kich thich té bao mang thu thé thuc hién chirc
ning tac dong. Thu thé Fc hoat héa clia ngudi bao gdbm FcyRIITa (CD16a), FcyRI
~ (CD64), FeyRlIla (CD32), va FcoRI (CDR9).

Trong ban mo ta ndy, céc thuat ngir “thao tac di truyén, dugc thao tac di truyén,
viéc thao tac di truyén”, dugc xem la bao gém viéc thuc hién su cai bién thao tac bat
ky khung peptit hodc cai bién sau dich ma polypeptit c6 trong ty nhién hodc tai t6 hop
hodc manh cua chung. Thao tac di truyén bao gbm su cai bién trinh ty axit amin, kiéu
glycosyl héa, hoic nhém chudi bén cla axit amin riéng 1é, cling nhu sy két hop cua

cac phuong phép nay.

“Gin két giam”, vi duy, g:fm két vé6i thu thé Fc hodc CD25 giam, dung dé chi su
giam &i luc dbi véi tuong tac tuong tng, nhu duge do, vi dy, béng SPR. Pé 1am rd,
thudt nglt nay cling bao gbm su giam 4i luc dén 0 (hodc dudi giéi han phat hién cia
phuong phép phén tich), tirc 1a loai bo hoan toan twong tac. Nguoc lai, “ofin két ting”

dung dé chi su tang 4i luc gin két di véi tuong tic tuong tng.

Trong ban mé ta nay, thuat ngit "thé lién hgp mién dich” ding dé chi phan tir
polypeptit chura it nhét mot phan tir IL-2 va it nhit mot khang thé. Phan tir IL-2 nay ¢
th8 duge ndi voi khang thé bang cac tuong tac khac nhau va theo nhiéu cdu dang khéac
nhau nhu dugc d& cdp trong ban mo ta nay. Theo cc phuong 4n cu thé, phan tir IL-2
duge dung hop vao khang thé nho lién két ciu ndi peptit. Thé lién hgp mién dich cu
thé theo sang ché vé co ban bao gdbm mdt phan tit IL-2 va khang thé duoc ndi boi mot

hodc nhiéu trinh tu cau noi.

Thuét ngit “dugc dung hop” nghia 14 cac thanh phan (vi du, khang thé va phan
tir TL-2) dwoc lign két béi lien két peptit, hodic truc tiép hogc qua mot hogc nhidu lién

két cau ndi peptit.

Trong ban md ta nay, cdc thuit ngit "thr nh4t" va "thir hai" khi dé cap dén cdu
tric dudi don vi mién Fe v.v, dugc dung nhdm 1am thuén tién cho viéc phan biét khi
¢6 nhidu hon mot trong sb cac gbc. Viée st dung céc thuat ngit ndy khong nhim muc
dich dwa ra mot hudng hoic trinh ty cu thé ciia thé 1ién hgp mién dich, trir khi c6 quy

dinh 10 rang.
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"Luong hiru hiéu" ctia chat dung dé chi lugng can thiét d¢ dan dén viéc tao ra

su thay dbi sinh ly trong t& bao hoic md ma né dugc dung.

"Luong hitu hiéu c6 tac dung diéu tri" cua chét, vi du, dugc phém, dung dé chi
lwong hiru hiéu, & liéu lugng va trong khoang thoi gian can thiét, dé dat duoc két qua
diéu tri hodc phong bénh mong mudn. Luong hitu hiéu c6 tac dung diéu tri ctia chit, vi

du, khir bo, 1am giam, tri hodn, giam thiéu hodc ngin ngira tac dung phu ctia bénh ly.

“C4 thé” hoac “ddi tuong” 1a dong vat cé vi. Dong vat c6 vl bao gém, nhung
khong chi giéi han ¢, dong vat thudn hoa (vi du, bo, clru, meo, cho, va ngua), dong vat
linh trudéng (vi du, ngudi va dong vét linh trudng khong phai 1a nguoi nhu khi), thd, va
loai gdm nhdm (vi du, chuot nhit va chudt cdng). Cu thé, c4 thé hodc dbi tuong la
nguoi.

Thuét ngir "duoc pham” dung dé chi ché phim & dang cho phép hoat tinh sinh
hoc ctia hoat chét chira trong d6 c6 hiéu qué, va khong chira cac thanh phan bd sung c6

doc tinh khong thé chép nhan duoc d6i voi dbi tuong ma dugce phém s€ dugc cho dung.

“Chét mang dugc dung” ding dé chi thanh phan trong dugc phim, ngoai hoat
chit, ma khong doc v6i dbi twong. Chét mang duoc dung bao gdm, nhung khong chi

gi6i han ¢, dung dich dém, ta dugc, chét 1am 6n dinh, hodc chit bao quan.

Nhu dugc st dung trong ban mo ta nay, “phuong phap didu tri” (va céc bién thé
ngft phép cta chung nhu “diéu tri” hodc “viée didu tri”) ding dé chi su can thiép 1am
sang nhim lam thay ddi tién trinh tu nhién ctia bénh Iy & ca thé can duoc didu tri, va c6
thé duoc thuc hién dé didu tri phong hodc trong thoi ky biéu hién bénh Iy 1am sang.
Hiéu qua mong mudn cia viée diéu tri nay bao gbm, nhung khong chi gi¢i han &, ngin
nglra sy xudt hién hodc tai phéat ctia bénh ly, giam cac triéu chimng, thuyén gidm hau
qué bénh ly truc tiép hodc gian tiép bat ky ctia bénh 1y, ngin nglra su di cin, gidm tde
do tién trién cua bénh ly, cai thién hodc giam nhe tinh trang bénh 1y, va thuyén gidm
hodc tién lugng cai thién. Theo mot 56 phuong an, thé lién hop mién dich theo sang
ché duoc sir dung dé tri hodn su phét trién ctia bénh 1y hodc lam chim su tién trién cua

bénh 1.
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IL-2 polypeptit dot bién

Thé lién hop mién dich theo sang ché chira IL-2 polypeptit dot bién c6 cac dic
tinh c6 lgi dbi v6i liéu phap mién dich. Cu thé, dic tinh dugc 1y ciia IL-2 gép phan vao
doc tinh nhung khong cén thiét cho hiéu luc cia IL-2 dugc khir bd trong IL-2
polypeptit dot bién. IL-2 polypeptit dot bién nay dugc mod ta chi tiét trong WO
2012/107417, toan bd ndi dung cua tai liéu ndy dugc dua vao ban mo ta bang cach
vién din. Nhu md ta trén day, cac dang thu thé TL-2 khac nhau bao gdm cac cAu tric
du6i don vi khdc nhau va 6 i lyc khac nhau dbi véi IL-2. Thy thé IL-2 ¢6 4i lyc
trung binh, dugc cAu thanh béi cdu trac dudi don vi thu fhé B vay, dugc biéu hién trén
té bao tac dong nghi va da dé truyén tin hiéu IL-2. Thu thé IL-2 ¢6 &i luc cao, con bao
gdm céu tric dudi don vi a cia thu thé, chi yéu duge bidu hién trén té bao T diéu hoa
(Treg) cling nhu trén té bao tac dong da dugc hoat hoa trong d6 su tham gia ctia né nho
TL-2 ¢6 thé thic ddy su e ché mién dich lan luot qua trung gian t€ bao Treg hodc qud
trinh gy chét té bao gy ra bdi sy hoat héa (AICD). Do d6, khong mong mubn bi rang
budc baoi ly thuyét, viéc 1am giam hodc loai bé ai lyc cua IL-2 véi cAu trac dudi don vi
o cta thu thé IL-2 nén 1am giam sy didu hoa giam giy ra bdi IL-2 cua chirc ning té
bao tac dong boi té bao T didu hoa va su phat trién cta tinh dung nap khéi u nho quy
trinh cia AICD. Mit khéc, viéc duy tri ai luc dbi vé6i thy thé IL-2 ¢ 4i luc trung binh
nén bao toan viéc gy ra qua trinh ting sinh va hoat héa té bao tac dong nhur t& bao NK

va té bao T bang IL-2.

Interleukin-2 (IL-2) polypeptit dot bién chira trong thé lién hop mién dich theo
sang ché bao gbm it nhét mot dot bién axit amin ma khir bo hodc 1am giam 4i lyc cua
IL-2 polypeptit dot bibn v6i chu triic dudi don vi o cta thu thé TL-2 va bao toan éi luc
cua IL-2 polypeptit dot bién v6i mdi thu thé IL-2 c6 4i lyc trung binh so véi IL-2
polypeptit kiéu dai.

IL-2 dot bién ciia ngudi (hIL-2) véi &i lye véi CD25 gidm c6 thé, vi du, dugc
tao ra bai sy thay thé axit amin & vi tri axit amin 35, 38,42, 43,45 ho#c 72 hodc céac td
hop cua chung (danh sb theo trinh ty IL-2 cua ngudi SEQ ID NO: 19). Céc thay thé
axit amin duoc 14y 1am vi du bao gdbm K35E, K35A, R38A, R38E, R38N, R38F, R38S,
R38L, R38G, R38Y, R38W, F42L, F42A, F42G, F42S, F42T, F42Q, FA2E, F42N,
F42D, F42R, F42K, K43E, Y45A, Y45G, Y45S, Y45T, Y45Q, Y4SE, Y45N, Y45D,
Y45R, Y45K, L72G, L72A, L72S, L72T, L72Q, L72E, L72N, L72D, L72R, va L72K.
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Thé d6t bién IL-2 cu thé hitu ich trong thé lién hop mién dich theo sang ché bao gdm
dot bién axit amin & vi tri axit amin twong ing véi gbc 42, 45, hodc 72 cua IL-2 cua
ngudi, hogc td hop cia chung. Theo mt phwong én, dot bién axit amin ndy 13 sy thay
thé axit amin duoc chon tir nhém bao gdm F42A, F42G, F42S, F42T, F42Q, F42E,
F42N, F42D, F42R, F42K, Y45A, Y45G, Y45S, Y45T, Y45Q, Y45E, Y45N, Y45D,
Y45R, Y45K, L72G, L72A, L728, L72T, L72Q, L72E, L72N, L72D, L72R, va L72K,
cu thé hon 13 sy thay thé axit amin dugc chon tir nhom bao gém F42A, Y45A vaL72G.
Céc dot bién nay vé co ban c6 &i luc gin két twong ty voi thy thé IL-2 ¢6 ai lyc trung
binh, va v& co ban c6 4i luc gidm dbi véi chu tric duéi don vi a clia thy thé IL-2 va thy

thé TL-2 ¢6 ai luc cao so véi dang kiéu dai cta thé dot bién IL-2.

Céc dic didm khac cua cac thé dot bién hitu ich c6 thé bao gdm kha ning gy ra
qua trinh ting sinh cua té bao T va/hoic té bao NK mang thy thé IL-2, kha ning tao ra
s truyén tin hiéu IL-2 & t& bao T va/hodc té bao NK mang thy thé IL-2, kha néng tao
ra interferon (IFN)-y dudi dang xytokin thu cip boi té bao NK, giam kha ning tao ra
xytokin thu cép — cu thé 13 IL-10 va TNF-a — boi té bao don nhan mau ngoai vi
(PBMC), giam kha ning hoat héa té bao T diéu hoa giam, gidm kha ning tao ra hién

tuong gy chét té bao theo chuong trinh & té bao T, va gidm profin doc tinh in vivo.

IL-2 polypeptit dot bién cu thé hitu ich theo séng ché bao gdm ba dot bién axit
amin ma kht bo hodc 1am giam i lyc cta IL-2 polypeptit dot bién voi cdu trac dudi
don vi o cua thu thé IL-2 nhung bao toan 4i luc cua IL-2 polypeptit dot bién véi 4i luc
thu thé IL-2 trung gian. Theo mdt phuong én, ba dot bién axit amin nay 1a & céc vi tri
twong tmg véi gbc 42, 45 va 72 clia IL-2 clia ngudi. Theo mdt phuong 4n, ba dot bién
axit amin nay la cdc thay thé axit amin. Theo mdt phuong 4n, ba dot bién axit amin
nay la cac thay thé axit amin dugc chon tir nhém bao gdm F42A, F42G, F428S, F42T,
F42Q, F42E, F42N, F42D, F42R, F42K, Y45A, Y45G, Y45S, Y45T, Y45Q, Y4SE,
Y45N, Y45D, Y45R, Y45K, L72G, L72A, L728, L72T, L72Q, L72E, L72N, L72D,
L72R, va L72K. Theo phuong an cu thé, ba dot bién axit amin nay 14 céc thay thé axit
amin F42A, Y45A va L72G (danh sb theo trinh ty IL-2 ctia ngudi néu trong SEQ ID
NO: 19).

Theo mot sb phuong &n, dot bién axit amin nay lam gidm ai luc cua IL-2
polypeptit dot bién véi céu tric dudi don vi o ciia thy thé IL-2 xubng it nhit 5 lan, cu

thé 12 it nhét 10 13n, cu thé hon 13 it nhét 25 14n. Theo céc phuong 4n, khi c6 nhiéu hon
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mot dot bién axit amin ma 1am gidm &i lyc cta IL-2 polypeptit dot bién véi ciu tric
dudi don vi a cta thu thé IL-2, td hop cua cac dot bién axit amin ndy c6 thé 1am giam
ai luc cua IL-2 polypeptit dot bién v6i chu tric dudi don vi o clia thy thé IL-2 xubng it
nhét 30 1n, it nhit 50 14n, hodc thim chi 1a it nhét 100 1an. Theo mot phuong an, dot
bién axit amin nay hodc td hop ciia dot bién axit amin khir bo &i lyc cia IL-2
polypeptit dot bién v6i chu tric duéi don vi o cta thy thé IL-2 dé khong thé do duge

gin két bang cong huéng plasmon bé mit.

Su gén két v& co ban twong tu véi thu thé ¢6 4i luc trung binh, tirc 1a bao toan ai
luc cta IL-2 polypeptit dot bién véi thu thé nay, dat dugc khi thé dot bién IL-2 c6 ai
Iyc cao hon khoang 70% ctia dang kiéu dai ctia thé dot bién IL-2 dbi voi thy thé IL-2
¢6 4i luc trung binh. Thé dot bién IL-2 theo séng ché ¢6 thé ¢6 4i luc cao hon khoang

80% va tham chi cao hon khoang 90%.

Viéc giam 4i lyc cia IL-2 d6i véi cdu tric dudi don vi o cla thy thé IL-2 két
hop v6i sy khir bo O-glycosyl hoa cia IL-2 dAn dén thu dugc IL-2 protein c6 cic dac
tinh dugc cai thién. Vi dy, su khir bd vi tri O-glycosyl hoa din dén san phém tuong
ddng hon khi IL-2 polypeptit dot bién dugc biéu hién trong té bao ddng vat ¢6 va nhu
té bao CHO hogc HEK.

Do d6, theo mot s6 phuong an, IL-2 polypeptit dot bién bao gdm dot bién axit
amin bd sung ma kht bo vi tri O-glycosyl hoa cua IL-2 & vi tri twong Gng véi gbe 3
ctia IL-2 cta ngudi. Theo mdt phuong an, dot bién axit amin bd sung ma khir bo vi tri
O-glycosyl héa cua IL-2 & vi tri tuong Ung v6i gbe 3 cua IL-2 clia nguoi la sy thay thé
axit amin. Su thay thé axit amin dugc 4y 1am vi du bao gom T3A, T3G, T3Q, T3E,
T3N, T3D, T3R, T3K, va T3P. Theo phuong 4n cu thé, dot bién axit amin bd sung nay
1a sy thay thé axit amin T3A.

Theo mdt sé phuong 4n, IL-2 polypeptit ddt bién v& co ban 1a phén tr IL-2 c6
chidu dai ddy du. Theo mot sé phwong 4n, IL-2 polypeptit dot bién 1a phan tir IL-2 cua
ngudi. Theo mdt phuong an, IL-2 polypeptit dot bién chira trinh tu néu trong SEQ ID
NO: 19 ¢6 it nhit mot dot bién axit amin khir bd hoc lam gidm &i lyc cua IL-2
polypeptit dot bién véi cu tric dudi don vi a cla thu thé IL-2 nhung bao toan &i luc
cua IL-2 polypeptit dot bién véi thu thé IL-2 4i lyc trung gian, so v6i IL-2 polypeptit
chira trinh tu néu trong SEQ ID NO: 19 khong c6 dot bién nay. Theo phwong én khéc,
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IL-2 polypeptit dot bién chtra trinh tu néu trong SEQ ID NO: 29 ¢6 it nhéit mot dot
bién axit amin ma kh bo hoic lam gidm &i lyc ciia IL-2 polypeptit dot bién véi cAu
tric dudi don vi o coa thu thé IL-2 nhung béo toan &i lyc cia IL-2 polypeptit dot bién
v6i thu thé IL-2 4i luc trung gian, so véi IL-2 polypeptit chita trinh ty néu trong SEQ
ID NO: 29 khong c6 dot bién nay. ‘

Theo phuong 4n cu thé, IL-2 polypeptit dot bién c6 thé tao ra mot hodic nhidu
dap tmg té bao dugc chon tir nhém bao gdm: qué trinh tdng sinh & t& bao lympho T di
dugc hoat hda, qua trinh biét hoa ¢ té bao lympho T da dugc hoat héa, hoat tinh té bao
T gy doc té bao (CTL), qu4 trinh ting sinh & t€ bao B da dugc hoat héa, qué trinh biét
héa & t& bao B di dugc hoat hoa, qué trinh tang sinh & t€ bao giét tw nhién (NK), qua
trinh biét héa & t& bao NK, su tiét xytokin bi té bao T di duge hoat héa hogc té bao

NK, va tinh gay doc té bao khang khéi u NK da dugc hoat héa/té bao lympho (LAK).

Theo mdt phuong an, IL-2 polypeptit dot bién c6 kha ning lam gidm tao ra su
truyén tin hiéu IL-2 & té bao T diéu hoa, so vé&i IL-2 polypeptit kiéu dai. Theo mot
phuong an, IL-2 polypeptit dot bién gy ra qué trinh gdy chét t& bao gy ra boi sy hoat
héa (activation-induced cell death - AICD) kém hon ¢ té bao T, so véi IL-2 polypeptit
kiéu dai. Theo mot phuong an, IL-2 polypeptit dot bién c6 profin ddc tinh in vivo giam,
so v&i IL-2 polypeptit kiéu dai. Theo mot phuong an, IL-2 polypeptit dot bién c6 chu
ky ban rd huyét thanh kéo dai, so véi IL-2 polypeptit kiéu dai.

IL-2 polypeptit dot bién hitu ich dic biét theo sang ché bao gém bdn su thay thé
axit amin & céac vi tri twong ting véi cic gbc 3, 42, 45 va 72 cta IL-2 cua ngudi. Cac
thay thé axit amin cu thé 1a T3A, F42A, Y45A va L72G. Nhu da chimg minh trong
WO 2012/107417, IL-2 polypeptit dot bién boi bén nay khong phét hin thdy gin ket
véi CD25, giam kha ndng tao ra co ché gay chét theo chuong trinh & té bao T, kha
nang tao ra sy truyén tin hiéu IL-2 & t& bao Treg gidm, va gidm profin ddc tinh in vivo.
Tuy nhién, né van giit kha nang hoat héa sy truyén tin hi¢u IL-2 & té bao tac dong, gy
ra qua trinh ting sinh té bao tac dong, va tao ra IFN-y dudi dang xytokin thr cAp bing
té bao NK.

Ngoai ra, IL-2 polypeptit dot bién nay c6 cac dic tinh c6 loi khéc nita nhu tinh

ky nuéc bé miat giam, d6 on dinh tot, va hiéu suat bi€u hién tot, nhu dugc mo ta trong
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WO 2012/107417. Bét ngd 13, IL-2 polypeptit dot bién nay ciing tao ra chu ky bén ra
huyét thanh kéo dai, so v6i IL-2 kiéu dai.

Thé ot bién IL-2 hitu ich theo sang ché, ngoai viéc ¢6 cac dot bién trong viing
IL-2 tao ra giao dién cta IL-2 v6i CD25 hodc vi tri glycosyl hoa, cling c¢6 thé c6 mot
hoic nhidu dot bién trong trinh ty axit amin bén ngoai cdc vung nay. Dot bién bb sung
nhu vay trong IL-2 cla ngudi co thé tao ra loi ich khéc nita nhu sy biéu hién hoic @0
4n dinh ting. Vi dy, xystein ¢ vi trf 125 ¢c6 thd dugc thay thé bang axit amin trung tinh
nhu serin, alanin, threonin hodc valin, thu dugc lan lugt C1258 IL-2, C125A IL-2,
C125T IL-2 hoic C125V IL-2, nhu dugc md ta trong patent MY sb 4,518,584. Nhu
duoc mo ta trong tai liéu nay, cling ¢ thé gay khuyét doan gbc alanin d4u tan cing N
cia IL-2 d& thu dugc cac thd dot bién nhu vay nhu des-A1 C125S hodc des-Al CI125A.
Theo céch khéc hodc & dang két hop, thé dot bién IL-2 c6 thé bao gdm dot bién ma
nhd d6 methionin thudng xay ra su thay thé & vi tri 104 cda IL-2 kiéu dai ctia nguoi
bing axit amin trung tinh nhu alanin (xem patent My 56 5,206,344). Céc thé dot bién
thu duoc, vi du, des-Al MI104A IL-2, des-Al M104A C125S IL-2, M104A IL-2,
M104A C125A IL-2, des-A1 M104A C125A IL-2, hoic M104A C1258 IL-2 (céac thé
dot bién nay va céc thé dot bién khac ¢ thé dugc tim thdy trong patent My sb
5,116,943 va trong 4n phAm ciia Weiger va céc dong téc gia, Eur J Biochem 180, 295-
300 (1989)) c6 thé duoc ding két hop v6i dot bién IL-2 cu thé theo sang ché.

Do d6, theo mot sé phuwong 4n, IL-2 polypeptit dot bién bao gdm dot bién axit
amin bd sung & vi tri twong tmg vai gbc 125 clia IL-2 ctia ngudi. Theo mot phuong an,

d6t bién axit amin bd sung nay 1a sy thay thé axit amin C125A.

Ngudi ¢6 hiéu biét trong Iinh vuc ky thuat ndy c6 thé x4c dinh dugc dot bién bd
sung cO thé tao ra loi ich khéc nira nhim muc dich theo sdng ché. Vi du, nguoi c6 hiéu
biét trong linh vyc k¥ thuat nay hiéu dugc rang dot bién axit amin trong trinh tu IL-2
1am giam hogc khur b6 4i luc cta IL-2 d6i v6i thy thé IL-2 ¢6 4i lyc trung binh, nhu
D20T, N88R hoic Q126D (xem, vi du, US 2007/0036752), c6 thé khong thich hop aé
chira trong IL-2 polypeptit dot bién theo sang ché.

Theo mdt phuong 4an, IL-2 polypeptit dot bién bao gdm khong nhiéu hon 12,
khong nhidu hon 11, khong nhidu hon 10, khong nhiéu hon 9, khong nhiéu hon 8,
khong nhidu hon 7, khéng nhiéu hon 6, hogc khong nhiéu hon 5 dot bién axit amin so
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vé6i trinh tu IL-2 kiéu dai tvong tng, vi dy, trinh ty IL-2 cia ngudi néu trong SEQ ID
NO: 19. Theo phuong 4n cu thé, IL-2 polypeptit dt bién bao gdm khong nhiéu hon §
dot bién axit amin so véi trinh tu IL-2 kiéu dai twong tUng, vi dy, trinh ty IL-2 cla
ngudi néu trong SEQ ID NO: 19.

Theo mot phuong an, IL-2 polypeptit dot bién chira trinh tu néu trong SEQ ID
NO: 20. Theo mét phuong an, IL-2 polypeptit dot bién dwgc cdu thanh béi trinh tu néu
trong SEQ ID NO: 20.

Thé lién hop mién dich

Thé lién hop mién dich nhu dugc dé cap trong ban mé ta ndy bao gdm phén tir
IL va khang thé. Thé lién hop midn dich nhu vy lam ting dang ké hiéu lyc cla
phuong phép tri liéu bang IL-2 nhd hudng dich truc tiép IL-2, vi dy, vao mdi trudng vi
md khdi u. Theo sang ché, khang thé chira trong thé lién hgp mién dich c6 thé 13 toan
b6 khang thé hoic globulin mién dich, hoiic mdt phan hoc bién thé cla ching c6 cac

chirc ning sinh hoc nhu 4i luc gin két dic hiéu khang nguyén.

Loi ich chung cia phuong phap didu tri bang thé lién hop mién dich 13 hién
nhién 18 rang. Vi duy, khang thé chira trong thé lién hop mién dich nhan dién epitop déc
hiéu khéi u va din dén huéng dich phan tir thé lién hop mién dich vao vi tri khéi u. Vi
vay, IL-2 véi ndng dd cao c6 thé duge chuyén vao mdi trudng vi mo khéi u, nhd @6
gdy ra su hoat hoa va sy ting sinh cia cac dang té bao tac dong mién dich khac nhau
dugce @& cap trong ban md ta bang cach dung lidu thé lién hop mién dich thap hon
nhidu so véi lidu diing duoc yéu cu déi véi IL-2 khong dugc lién hop. Ngoai ra, do
viéc ding IL-2 & dang thé lién hop mién dich cho phép céc lidu ding cta chinh
xytokin thip hon, kha ning gfy ra tac dung phy khong mong mudn cta IL-2 dugc han
ché, va viéc huong dich IL-2 vao vi tri dic hiéu trong co thé bang thé lién hop mién
dich ciing c6 thé din dén viéc 1am gidm sy phoi nhiém ndi hép va do d6 ghy ra tac
dung phu it hon so véi IL-2 khong dugc lién hop. Ngoai ra, thoi gian ban rd cia thé
lién hop mién dich ting so v6i IL-2 khong dugc lién hop gop phan lam ting hiéu luc
ciia thé lién hop mién dich. Tuy nhién, dic diém nay ciia thé lién hop mién dich IL-2
¢6 thé mot 1an nita 1am trAm trong thém céc tac dung phu tiém 4n cta phan tir IL-2: Do
thoi gian ban ra tudn hoan cta thé lién hop mién dich IL-2 trong dong méau dai hon

dang ké so vé6i IL-2 khong dugce lién hop, xac suét cho IL-2 hodc céc vi tri khic cua
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phan t protein dung hgp hoat héa cac thanh phan thuong c¢6 mit trong hé mach gia
ting. Mbi quan tdm tuong tu dbi voi cac protein dung hop khac chira IL-2 dung hop
vao gbc khac nhu Fc hodc albumin, din dén chu ky ban rd cua IL-2 trong tudn hoan
kéo dai. Vi vy, thé lién hop mién dich chtra IL-2 polypeptit dot bién nhu dugc dé cap
trong ban mo ta nay va trong WO 2012/107417, ¢6 doc tinh giam so véi IL-2 kiéu dai,
14 diic biét 6 lgi. |

Nhu duoc md ta trén ddy, viée huéng dich IL-2 truc tiép vao té bao tac dong

midn dich thay vi t& bao khéi u c6 thé c6 loi dbi véi liéu phap mién dich IL-2.

Do d6, sang ché d& xuét IL-2 polypeptit dot bién nhu duoc mo ta trén day, va
khang thé gin két v6i PD-1. Theo mdt phuong an, IL-2 polypeptit dot bién va khéng
thé tao ra protein dung hop, tirc 1a IL-2 polypeptit dot bién c6 chung gén két peptit véi
khang thé. Theo mot s6 phwong 4n, khang thé chita mién Fc gdm ciu trac dudi don vi
thir nhét va ciu tric dudi don vi thir hai. Theo phuong an cu thé, IL-2 polypeptit dot
bién dugc dung hop & axit amin du tan cing amino cta n6 véi axit amin dau tin cling
carboxy cia mot trong sé cac cu triic dudi don vi ciia mién Fc, tuy y thong qua peptit
ciu ndi. Theo mdt s6 phwrong an, khang thé 1a khang thé c6 chiéu dai ddy di. Theo mdt
s6 phuong 4n, khang thé 12 phan tr globulin mién dich, cu thé 1 phén tir globulin mién
dich 16p IgG, cu thé hon 1a phan tir globulin mién dich cta phéan 16p IgG1. Theo mot
phuong an, IL-2 polypeptit dot bién c6 chung gén két peptit du tan cling amino véi
mdt trong sb cac globulin mién dich chudi ning. Theo mdt s6 phuong 4n, khéang thé 13
manh khang thé. Theo mot s6 phuong an, khang thé 13 phan t Fab hodc phan tir scFv.
Theo mot phuong an, khéng thé 13 phan t& Fab. Theo phuong 4n khic, khang thé 1a
phén tr scFv. Thé lién hop mién dich ciing c6 th& bao gbm nhiéu hon mot khang thé.
Khi nhidu hon mot khang thé chira trong thé lién hop mién dich, vi dy, khang thé thu
nhit va khang thé thir hai, mdi khang thé c6 thé dugc chon doc 1ap tir céc dang khac
nhau ciia khang thé va manh khéng thé. Vi du, khang thé thir nhét c6 thé 1a phan tir
Fab va khang thé tht hai c6 thé 14 phan ti scFv. Theo phuong 4n cu thé, mdi khang
thé thir nht va khang thé thtr hai 12 phan t scFv hosic mdi khang thé tht nhat va
khéang thé thtr hai 13 phan tir Fab. Theo phuong 4n cu thé, mbi khéng thé thir nhit va
khang thé thtt hai 1a phan tir Fab. Theo mot phuong 4n, mdi khang the thir nhét va
khéng thé thr hai gén két véi PD-1.

CAu trtc thé lién hop mién dich
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CAu trac thé lién hop mién dich dugc 14y 1am vi du dugc md ta trong Cong b
don PCT s6 WO 2011/020783, ndi dung clia tai liéu ndy dwgc dua vao ban md ta bing
céch vién din. Céc thé lién hop mién dich nay chura it nhat hai khang thé. Do d6, theo
mdt phuong an, thé lién hop mién dich theo sang ché chura IL-2 polypeptit dot bién
nhu dwoc d& cap trong ban mé ta ndy, va it nht khang thé thtr nhét va khéng thé thir
hai. Theo phuong 4n cu thé, khang thé thtr nhét va khéng thé thir hai doc 1ap duge
chon tr nhém bao gébm phan tir Fv, cu thé 13 phéan tir scFv, va phén tir Fab. Theo
phuong an cu thé, IL-2 polypeptit dot bién c6 chung gin két peptit d4u tn cling amino
hodc carboxy vé&i khang thé thir nhit va khang thé thir hai c6 chung gin két peptit dau
t4n cling amino hodc carboxy véi hodc i) IL-2 polypeptit dot bién hogc ii) khang thé
thtt nhat. Theo phuong 4n cu thé, thé lién hop mién dich vé co ban dugc cau thanh boi
IL-2 polypeptit dot bién va khang thé thir nhat va khéng thé thtr hai, cu thé 13 cac phan
tr Fab, dugc néi boi mot hode nhidu trinh ty cAu ndi. Chu triic nhw vay c6 loi & chd
chiing gén két v6i 4i lyc cao voi khang nguyén dich (PD-1), nhung chi tao ra ghn két
monome véi thu thé IL-2, do d6 tranh dugc viéc hudéng dich thé lién hop mién dich
vao thy thé IL-2 mang t& bao mién dich & cac vi tri khac ngoai vi tri dich. Theo
phuong an cu thé, IL-2 polypeptit dot bién c6 chung gén két peptit ddu tan clng
carboxy vdi khang thé tht nhit, cu thé 13 phan ti Fab thir nhét, va con ¢ chung gin
két peptit ddu tan cing amino véi khang thé thir hai, cu thé 12 phén tir Fab tht hai.
Theo phuong 4n khac, khang thé thir nhét, cu thé 1a phan tir Fab thir nhét, c6 chung
gin két peptit déu tan cung carboxy véi IL-2 polypeptit dot bién, va con c6 chung gin
két peptit ddu tan ciing amino véi khang thé thir hai, cu thé 12 phén tir Fab thir hai.
Theo phuong an khac, khang thé tht nhit, cu thé 13 phan tt Fab tht nhét, c6 chung
gin két peptit ddu tan cung amino véi IL-2 polypeptit dot bién thir nhit, va con c6
chung peptit d4u tan cung carboxy voi khang thé tht hai, cu thé 1a phan ti Fab th hai.
Theo phuong 4n cu thé, IL-2 polypeptit dot bién ¢6 chung gin két peptit dau tan cing
carboxy vd&i ving bién dbi chudi ning thir nhét va con ¢6 chung gén két peptit dau tan
cung amino véi vung bién dbi chudi ning thr hai. Theo phuong én khéc, IL-2
polypeptit dot bién c6 chung gin két peptit d4u tan clng carboxy véi ving bién dbi
chudi nhe thtr nhit va con c6 chung ghn két peptit du tan cling amino v6i ving bién
i chudi nhe thir hai. Theo phuong 4n khac, ving bién ddi chudi nhe hodc chudi ning

thtr nhét dugc ndi boi gin két peptit du tan cing carboxy voi IL-2 polypeptit dot bién
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va duoc nbi tiép boi gin két peptit du tn cling amino vGi ving bién d6i chudi nhe
hodc chudi ning tht hai. Theo phuong an khac, vung bién ddi chudi nhe hogc chudi
nang thu nhét dugc ndi béi gin két peptit d4u tan cung amino v6i IL-2 polypeptit dot
bién va duogc ndi tiép boi gin két peptit du tin cling carboxy vdi ving bién ddi chudi
nhe hodc chudi ning thir hai. Theo mt phwong an, IL-2 polypeptit dot bién c6 chung
gén két peptit dAu tin cliing carboxy v6i chudi nhe hogc chudi nang Fab thir nhit va
con c6 chung gén két peptit diu tin ciing amino v6i chudi nhe hoge chudi ning Fab
tht hai. Theo phuong én khac, chudi nhe hoic chudi ning Fab thir nhét c6 chung gén
két peptit ddu tan cing carboxy v6i IL-2 polypeptit dot bién va con c¢6 chung gin két
peptit diu tan cing amino véi chudi nhe hojc chudi ning Fab thir hai. Theo cac
phuong 4n khéc, chudi nhe hogc chudi ngng Fab thir nhét ¢6 chung gin két peptit dau
tin cung amino vGi IL-2 polypeptit dot bién va con ¢ chung gin két peptit dau tan
cling carboxy vé6i chudi nhe hogc chudi ning Fab thir hai. Theo mét phuong an, thé
lién hop mién dich chtra IL-2 polypeptit dot bién c6 chung gén két peptit dau tan cing
amino véi mdt hodc nhidu phan ti scFv va con c6 chung gin két peptit du tan clng

carboxy v6i mot hodc nhiu phan tir scFv.

Tuy nhién, cAu tric dac biét thich hop d6i véi thé lién hop mién dich theo séng
ché chira phan tir globulin mién dich duéi dang khang thé. Céu triic thé lién hop mién
dich nhu vay dugc md ta trong WO 2012/146628, ndi dung cua tai liéu ndy dugc dua
vao ban md ta bing cach vién dan.

Do d9, theo cac phuong an cu thé, thé 1ién hop mién dich chira IL-2 polypeptit
dét bién nhu duge dé cdp trong ban mé ta ndy va phan tir globulin mién dich ghn két
v6i PD-1, cu thé 12 phén tir IgG, cu thé hon 1a phan tir [gG1. Theo mét phuong an, thé
lién hop mién dich chira khéng nhiéu hon mot IL-2 polypeptit dot bién. Theo mot
phuong 4n, phén tir globulin mién dich 1a phan tir globulin mién dich ctia nguoi. Theo
mdt phuong an, phan tr globulin mién dich bao gbm ving dn dinh ctia nguoi, vi du,
mién CH1, CH2, CH3 v&/hoic CL cia nguoi. Theo mét phuong an, globulin mién
dich bao gdbm mién Fc clia nguoi, cu thé 12 mién Fc IgGi ctiangudi. Theo mot phuong
an, IL-2 polypeptit dot bién c6 chung gén két peptit d4u tan cing amino hodc carboxy
v6i phén tir globulin midn dich. Theo mdt phuong 4n, thé lién hop mién dich v& co ban
duoc cAu thanh bai IL-2 polypeptit dot bién va phan tir globulin mién dich, cu thé 1a

phén tir IgG, oy thé hon 12 phan tir IgG1, dugc ndi bsi mdt hodc nhiéu trinh tu cu néi.
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Theo phuong an cu thé, IL-2 polypeptit dot bién dugc dung hop & axit amin dAu tan
cing amino cuia nd véi axit amin ddu tin cing carboxy ciia mdt trong sb cac globulin

mién dich chudi ning, tuy y thong qua peptit cau ndi.

IL-2 polypeptit dot bién c6 thé dugc dung hop vao khang thé truc tiép hoic
théng qua peptit cAu ndi, bao gdbm mot hodc nhiéu axit amin, thudong 1a khoang 2-20
axit amin. Peptit ciu ndi 1a da biét trong linh vuc k¥ thuét nay va dugc dé cap trong
ban mo ta ndy. Peptit ciu nbi khong gdy mién dich, thich hop bao gbm, vi duy, peptit
chu n6i (GaS)n, (SGa)a, (GaS)a hodic Ga(SGa)n. “n” thudng 1a sd nguyén nam trong
khoang tur 1 dén 10, thudong 13 ndm trong khoang tir 2 dén 4. Theo mdt phuong 4n,
peptit cau ndi c6 chidu dai it nhét 13 5 axit amin, theo mdt phuong an, chidu dai ndm
trong khoang tir 5 dén 100, theo phuong 4n khéc nita, 1a ndm trong khoéng tir 10 dén
50 axit amin. Theo phuong an cu thé, peptit cAu nbi c6 chidu dai 15 axit amin. Theo
mot phuong an, peptit cAu nbi 12 (GxS)n hodc (GxS)aGm v6i G=glyxin, S=serin, va
(x=3, n= 3, 4, 5 hodc 6, va m=0, 1, 2 hodc 3) hodc (x=4, n=2, 3, 4 hodc 5vam=0, 1, 2
hodc 3), theo mot phuong 4n, x=4 va n=2 hogc 3, theo phuong an khac nfra, x=4 va
n=3. Theo phuong an cu thé, peptit cdu ndi 1a (GsS); (SEQ ID NO: 21). Theo mot
phuong éan, peptit cau ndi c6 (hodc duge cAu thanh bai) trinh ty axit amin néu trong

SEQ ID NO: 21.

Theo phuong 4n cu thé, thé lién hop mién dich chira phan tir IL-2 dot bién va
phén tir globulin mién dich, cu thé 1a phﬁn tir globulin mién dich cua phén 16p IgGi,
gén két véi PD-1, trong d6 phan tir IL-2 dot bién duoc dung hop & axit amin dau tan
cling amino cta né v6i axit amin d4u tin cung carboxy ciia mdt trong s6 cac globulin

mién dich chudi ning thong qua peptit ciu ndi cua trinh ty néu trong SEQ ID NO: 21.

Theo phuong 4n cu thé, thé lién hop mién dich chtra phén tir IL-2 dot bién va
khéng thé gin két v6i PD-1, trong d6 khang th8 bao gdm mién Fc, cu thé 12 mién Fc
IgGi cia nguoi, gém chu tric dudi don vi thit nhét va ciu tric dudi don vi thit hai, va
phén tr IL-2 dot bién duoc dung hgp & axit amin dau tan cung amino cia n6 voi axit
amin diu tin cing carboxy ciia mdt trong s& céc cAu triic dudi don vi cliia mién Fe

thong qua peptit cAu ndi cua trinh ty néu trong SEQ ID NO: 21.

Khang thé PD-1
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Khéng thé chira trong thé lién hop mién dich theo sang ché gin két véi PD-1, cu
thé 12 PD-1 ciia ngudi, va ¢6 thé dinh hudng IL-2 polypeptit dot bién vao vi tri dich tai
d6 PD-1 duoc bidu hién, cu thé 13 vao té bao T bidu hién PD-1, vi dy, lién quan dén
khéi u.

Khang thé PD-1 thich hop c6 thé dugc ding trong thé lién hop mién dich theo
séng ché duoc mo ta trong don PCT sé PCT/EP2016/073248, ndi dung cua tai liéu nay

duoc dua vao ban mo ta bang cach vién dan.

Thé lién hop mién dich theo sang ché ¢6 thé chira hai hogc nhidu khang thé, ma
¢6 thé gén két véi khang nguyén gidng nhau hogc véi khang nguyén khac nhau. Theo
cac phuong an cu thé, tuy nhién, mdi khéng th8 nay gin két véi PD-1. Theo mot
phuong an, khang thé chira trong thé lién hop mién dich theo sang ché 14 don dic hiéu.
Theo phuong 4n cu thé, thé lién hop mi&n dich chira mot khang thé don dic hiéu duy

nhét, cu thé 13 phan tit globulin mién dich don dic hiéu.

Khang thé c6 thé 1a dang bat ky ctia khing thé hoic manh cta ching ma van
gitt ghn két dic hidu véi PD-1, cu thé 1a PD-1 ctia ngudi. Méanh khang thé bao gbm,
nhung khong chi gi6i han &, phan tir Fv, phan ti scFv, phan ti Fab, va phéan t F(ab')..
Tuy nhién, theo cac phuong an cu thé, khang thé 13 khang thé ¢6 chidu dai dy du.
Theo mot sé phwong 4n, khéng th8 bao gdbm mién Fc, gbm céu tric dudi don vi thu
nhét va cdu triic dudi don vi thu hai. Theo mot s phuong an, khang thé 1a globulin

midn dich, cu thé 1a 16p IgG, cu thé hon 14 globulin mién dich ctia phan 16p IgGi.
Theo mdt s6 phuong 4n, khéng thé 13 khang thé don dong.

Theo mot sé phuong 4n, khang thé bao gdbm HVR-HI1 chira trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO:1, HVR-H2 chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:2,
HVR-H3 chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:3, FR-H3 chira trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO:7 & cac vi tri 71-73 theo h¢ danh sd Kabat, HVR-L1 chtra
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:4, HVR-L2 chira trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO:5, va HVR-L3 chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:6.

Theo mdt s6 phuong 4n, khang thé bao gdm (a) ving bién dbi chudi ning (VH)
bao gbm HVR-HI chua trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:1, HVR-H2 chtra

trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:2, HVR-H3 chira trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO:3, va FR-H3 chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:7 & céc vi tri
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71-73 theo hé danh s Kabat, va (b) ving bién déi chudi nhe (VL) bao gom HVR-L1
chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:4, HVR-L2 chura trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO:5, va HVR-L3 chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:6.
Theo mdt sb phuong 4n, ving bién dbi chudi ning va/hodc ving bién d6i chudi nhe 12
ving bién d6i duoc 1am giéng nhu khéang thé ctia ngudi. Theo mot s6 phuong 4n, ving
bién dbi chudi ning va/hodc ving bién ddi chudi nhe bao gdm ving khung ciia ngudi

(framework region- FR).

Theo mdt s6 phuong 4an, khang thé bao gdbm HVR-H1 chira trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO:8, HVR-H2 chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:9,
HVR-H3 chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:10, HVR-L1 chira trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:11, HVR-L2 chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO:12, va HVR-L3 chura trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:13.

Theo mdt s6 phuwong an, khang thé bao gdm (a) ving bién dbi chudi ning (VH)
bao gdbm HVR-HI chua trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:8, HVR-H2 chira
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:9, va HVR-H3 chtra trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO:10, va (b) ving bién ddi chudi nhe (VL) bao gdbm HVR-L1 chira
trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:11, HVR-L2 chtra trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO:12, va HVR-L3 chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:13.
Theo mot sé phuong 4n, ving bién d6i chudi ning va/hogc ving bién dbi chudi nhe 12
ving bién dbi dugc 1am gidng nhu khang thé ctia ngudi. Theo mot s6 phuong 4n, ving
bién dbi chudi ning va/hodc ving bién ddi chudi nhe bao gdm ving khung clia ngudi

(FR).

Theo mdt s6 phuong 4an, khang th8 bao gdm ving bién dbi chudi ning (VH)
chira trinh ty axit amin c6 muc déng nhét it nhét 13 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hodc
100% véi trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:14. Theo mot s6 phuong 4n, khang
thé bao gdm viing bién ddi chudi nhe (VL) chta trinh ty axit amin c6 muc ddng nhit it
nhét 13 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hodc 100% voi trinh ty axit amin dugc chon tur
nhém chira trinh tu néu trong SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO: 17, va
SEQ ID NO:18. Theo mét s phuong 4n, khang thé bao gdm (a) ving bién d6i chudi
ning (VH) chira trinh ty axit amin c6 mic ddng nhét it nhit 12 95%, 96%, 97%, 98%,
99% hodc 100% véi trinh tur axit amin néu trong SEQ ID NO:14, va (b) ving bién dbi
chudi nhe (VL) chira trinh ty axit amin c6 mirc ddng nhét it nhat 1a 95%, 96%, 97%,
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98%, 99% hodc 100% véi trinh ty axit amin dugc chon tir nhém chua trinh tu néu

trong SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO: 17, va SEQ ID NO:18.

Theo phuong an cu thé, khang thé bao gdm (a) ving bién ddi chudi nang (VH)
chira trinh tw axit amin néu trong SEQ ID NO: 14, v (b) ving bién ddi chudi nhe (VL)
chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 15.

Theo mot sb phwong 4n, khéng thé 12 khang thé dugc lam gidng nhu khéng thé
cua ngudi. Theo mdt phuong an, khang thé 13 phan tir globulin mién dich bao gdm
ving 6n dinh ctia ngudi, cu thé 13 phan t& globulin mién dich 16p IgG bao gdm mién
CH1, CH2, CH3 va/hoic CL cua ngudi. Céc trinh ty cia mién dn dinh cla ngudi dugc
14y 1am vi dy dugc néu trong SEQ ID NO 31 va 32 (lin luot céc mién CL kappa va
Jambda ctia ngudi) va SEQ ID NO: 33 (mién on dinh chudi ning IgG: ciia ngudi CHI-
CH2-CH3). Theo mot s6 phuong 4n, khang thé bao gébm ving dn dinh chudi nhe chira
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 31 hogdc SEQ ID NO: 32, cu thé 13 trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO: 31. Theo mot sd phuong 4n, khang thé bao gdm viing
én dinh chubi ning chira trinh tw axit amin ¢6 mic dong nhét it nhét 1a 95%, 96%,
97%, 98%, 99% hozc 100% véi trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 33. Cu thé,
vung 6n dinh chudi ning c6 thé bao gdm dot bién axit amin trong mién Fc nhu dugc

d8 cap trong ban mo ta nay.
Mién Fc

Theo céc phuong 4n cu thé, khéng thé chtra trong thé lién hop mién dich theo
sang ché bao gdbm mién Fc, gdm céu triic duéi don vi thir nhét va céu trac dudi don vi
thtr hai. Mién Fc cua khang thé dugc cAu thanh béi mot cip chudi polypeptit chira
mién chudi ning ctia phan tir globulin min dich. Vi dy, mién Fc clia phan tir globulin
midn dich G (IgG) 1a dime, mdi cdu tric dudi don vi cia mién on dinh chudi ning
CH2 va CH3 IgG. Hai chu tric dudi don vi ctia mién Fe c6 kha néng két hop 6n dinh
v6i nhau. Theo mdt phuwong én, thé lién hop mién dich theo sang ché bao gdm khong
nhidu hon mot mién Fc. Theo mot phuong an, mién Fc ctia khang thé chua trong thé
lién hop mién dich 1a mién Fc IgG. Theo phuong an cu th&, mién Fc 12 mién Fc IgGu.
Theo phuong an khéc, mién Fc 1a mién Fc IgGs. Theo phuong 4n cu th hon, mién Fc
12 mién Fc IgGs bao gbm sy thay thé axit amin & vi tri $228 (d4nh s theo chi s6 Kabat

EU), cu thé 1a su thay thé axit amin S228P. Su thay thé axit amin nay 1am giam su trao
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di canh tay don Fab in vivo ciia khang thé IgGs (xem Stubenrauch va céc dong tac gia,
Drug Metabolism and Disposition 38, 84-91 (2010)). Theo phuong an cy thé khéc nira,
mién Fc 13 mién Fc cta nguoi. Theo phuong an cy thé hon nita, mién Fc 1a mién Fc
IgG1 ctia nguoi. Trinh ty cta ving Fc IgGi cla ngudi dugc 14y 1am vi du dugc néu
trong SEQ ID NO: 30.

Cai bién mién Fc thuc ddy di dime héa

Thé lién hop mién dich theo sang ché chira IL-2 polypeptit dot bién, cu thé 13
mét IL-2 polypeptit dot bién duy nhit (khéng nhidu hon mét), dung hop vao mt hoge
hai cAu tric du6i don vi khac ca mién Fc, do d6 hai cAu tric dudi don vi ciia mién Fe
thudng chira trong hai chudi polypeptit khong ddng nhét. Sy biéu hién dong thoi tai t6
hop ctia céc polypeptit nay va dime héa sau do din dén mot sb két hop c6 kha ning
clia hai polypeptit. Do d6, dé cai thién hiéu suit va do tinh khiét cta thé lién hop mién
dich trong san xuét tai td hop, s& thuan loi néu dua vao mién Fc ciia khang thé sy cai

bién thuc ddy viéc két hop cua polypeptit mong mudn.

Do d6, theo céc phuong an cu thé, mién Fc cua khang thé chta trong thé lién
hop mién dich theo sang ché bao gbm sy cai bién thuc ddy viéc két hop cua chu tric
dudi don vi thir nhét va cdu triic dudi don vi thir hai ctia mién Fe. Vi tri ctia twong téc
protein-protein rong nhét giita hai cdu trac duéi don vi cua mién Fc IgG cuia ngudi 12
trong mién CH3 cla mién Fc. Do d6, theo mdt phuong én, cai bién nay 12 trong mién
CH3 ctia mién Fc. C6 mot sd phuwong phap cai bién trong mién CH3 clia mién Fc dé
thac déy qua trinh di dime hda, dugc md ta rd, vi dy, trong WO 96/27011,
WO 98/050431, EP 1870459, WO 2007/110205, WO 2007/147901, WO 2009/089004,
WO 2010/129304, WO 2011/90754, WO 2011/143545, WO 2012058768,
WO 2013157954, WO 2013096291. Thong thudng, trong tAt ca cac phuong phap nhu
vay, midn CH3 clia cdu tric dudi don vi thir nhét cia mién Fc va mién CH3 cua cu
triic duéi don vi thir hai ca mién Fe ddu dugc thao téc di truyén theo cach bd thé dé
m&i midn CH3 (hoic chudi ning bao gdm né) khong thé homodime héa véi chinh né
nhung duge thic ddy qué trinh di dime héa véi mién CH3 khac da dugc thao téc di
truyén bd thé (dé mién CH3 thir nhét va thir hai di dime hoa va cdc homodime giita hai

mién CH3 tht nhét hodc thir hai khong dugc tao ra).
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Theo phuong an cu thé, cai bién nay thiic dy su két hop clia cAu triac dudi don
vi thir nhét va cAu tric duéi don vi thir hai cua mién Fc duoc goi 1a cai bién “niim van-
va0-16" (“knob-into-hole™), bao gbm cai bién “nim vin” mot trong sd hai chu tric
dudi don vi ctia mién Fe va cai bién “15” mot trong sb hai céu tric dudi don vi clia

mién Fc kia.

Cong nghé nim vian-vao-16 duoc md ta, vi dy, trong US 5,731,168; US
7,695,936; Ridgway va céc dﬁ”)ng tac gia, Prot Eng 9, 617-621 (1996) va Carter, J
Immunol Meth 248, 7-15 (2001). N6i chung, phuong phap nay bao gbm bude dua vao
phén nhd ra (“nim vin”) & giao dién clia polypeptit thir nhét va khoang tuong (mg
(“15”) trong giao dién cta polypeptit thir hai, dé phén nho ra c6 thé duogc dinh vi trong
khoang nhim thic diy su tao thanh heterodime va su tao thanh homodime & phia sau.
Phin nhé ra dugc ciu tric bing cich thay thé chudi bén axit amin nho tir giao dién cla
polypeptit thur nhét véi chudi bén 16n hon (vi du, tyrosin hodc tryptophan). Khoang bu
¢6 kich thudc gidng nhau hodc twong ty véi phén nhd ra dugc tao ra trong giao dién
ctia polypeptit thir hai bang cach thay thé chudi axit amin bén 16n hon bing chudi bén

axit amin nho hon (vi dy, alanin hodc threonin).

Do d6, theo phuong an cu thé, trong mién CH3 cta ciu tric duéi don vi thi
nhét ctia mién Fc cta khang thé chtra trong thé lién hop mién dich, gbc axit amin dugc
thay thé bang gbc axit amin c6 thé tich chudi bén 16n hon, nh&r d6 tao ra phan nho ra
trong mién CH3 cua chu triic duéi don vi tht nhit c6 thé dinh vi trong mot khoang
trong mién CH3 cua chu trac duéi don vi thr hai, va trong mién CH3 cia chu tric
dudi don vi thtt hai ciia mién Fc gbc axit amin dugc thay thé bing gdc axit amin c6 thé
tich chudi bén nhé hon, nhd d6 tao ra mot khoang trong mién CH3 cia cu tric duéi
don vi th hai trong phan nhd ra trong midn CH3 caa cAu triic dudi don vi thir nhét cé

thé dinh vi.

Tét hon 13, géc axit amin c6 thé tich chudi bén 16n hon dugc chon tir nhém bao

gbm arginin (R), phenylalanin (F), tyrosin (Y), va tryptophan (W).

Tt hon 13, gbc axit amin nay c6 thé tich chudi bén nhé hon dugce chon tir nhém

bao gbém alanin (A), serin (S), threonin (T), va valin (V).
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Phén nhé ra va khoang c6 thé dugc tao ra bang cach bién d6i axit nucleic ma
héa polypeptit, vi du, bang cach gy dot bién dac hiéu vi tri, hodc bang cach tdng hop
peptit.

Theo phuong 4n cu thé, trong mién CH3 cia chu trac dudi don vi thir nhit cia
mién Fc (cdu tric dudi don vi “niim vin”) gbc threonin & vi tri 366 dugc thay thé bang
gbc tryptophan (T366W), va trong mién CH3 cua céu trac dudi don vi thir hai cia
mién Fe (cdu tric dudi don vi “15”) gdc tyrosin & vi tri 407 dugc thay thé bang gbc
valin (Y407V). Theo mgt phuong an, trong chu triic dudi don vi thir hai ciia mién Fe,
gdc threonin & vi tri 366 dugc thay thé bang gdc serin (T366S) va gbc leuxin & vi tri

368 duoc thay thé bing gbc alanin (L368A) (danh sé theo chi s6 Kabat EU).

Theo phuong &n khéc nita, trong cu tric dudi don vi thir nhit ctia mién Fe gbe
serin & vi tri 354 dugc thay thé bang gdc xystein (S354C) hodc gbc axit glutamic & vi
tri 356 dugc thay thé bing gbc xystein (E356C) (cu thé 1a gbc serin & vi tri 354 duoc
thay thé bang gbc xystein), va trong chu trac dudi don vi thtr hai ciia mién Fe gbe
tyrosin & vi tri 349 duogc thay thé bang gbc xystein (Y349C) (danh sd theo chi sb
Kabat EU). Viéc dua vao hai gdc xystein ndy din dén sy tao thanh ciu nbi disulfua
gitta hai chu trac dudi don vi ciia mién Fc, lam 4n dinh hon nita dime (Carter, J

Immunol Methods 248, 7-15 (2001)).

Theo phuong an cu thé, cu trac dudi don vi tht nhét ctia mién Fc bao gdm cac
thay thé axit amin S354C va T366W, va cau triic dudi don vi thtr hai clia mién Fc bao
gdm cac thay thé axit amin Y349C, T366S, L368A va Y407V (danh s6 theo chi sb
Kabat EU). Theo mot s6 phuong an, chu tric dudi don vi thir hai ciia mién Fe ngodi ra
bao gbm cic thay thé axit amin H435R va Y436F (d4nh sb theo chi s6 Kabat EU).

Theo phuong 4n cu thé, IL-2 polypeptit dot bién duoc dung hop (tuy y thong
qua peptit cau ndi) vao ciu tric dudi don vi thir nhit ctia mién Fc (bao gdm cai bién
“num vin”). Khong mong mubn bi rang budc boi ly thuyét, sy dung hop cua IL-2
polypeptit dot bién vao clu tric dudi don vi chira nim vén cua mién Fc s& (tiép tuc)
giam thidu sy san sinh thé lién hop mién dich chira hai IL-2 polypeptit dot bién (su va
cham vé& mit khong gian cua hai polypeptit chira nim van).

Céc k§ thudt cai bién CH3 khac dé thuc ddy qua trinh di dime héa dugc dy tinh

1a lya chon thay thé theo sang ché va dugc md ta, vi dy, trong WO 96/27011,
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WO 98/050431, EP 1870459, WO 2007/110205, WO 2007/147901, WO 2009/089004,
WO 2010/129304, WO 2011/90754, WO 2011/143545, WO 2012/058768,
WO 2013/157954, WO 2013/096291.

Theo mot phuong 4n, phuong phéap di dime héa dugc md ta trong EP 1870459,
duoc st dung theo cach khac. Phuong phép nay dya trén vige dua vao céac axit amin
tich dién véGi dién tich tréi diu tai céac vi tri axit amin cu thé trong giao dién mién
CH3/CH3 gitra hai chu tric duéi don vi ciia mién Fe. Khang thé chua trong thé lién
hop mién dich theo mot phwong 4n dugc vu tién theo sang ché 13 dot bién axit amin
R409D; K370E trong mdt trong sb hai mién CH3 (cta mién Fc) va dot bién axit amin
D399K; E357K trong mot trong sé cdc mién CH3 khéc ciia mién Fe (dénh s6 theo chi
s6 Kabat EU).

Theo phuong an khac, khang thé chira trong thé lién hop mién dich theo séng
ché bao gém dot bién axit amin T366W trong mién CH3 cia cAu tric dudi don vi thi
nhét ciia midn Fe va dot bién axit amin T366S, L368A, Y407V trong mién CH3 ciia
chu tric dudi don vi thit hai cia mién Fc, va ngoai ra la dot bién axit amin R409D;
K370E trong mién CH3 ctia cu tric du6i don vi thit nhét ctia mién Fe va dot bién axit
amin D399K; E357K trong mién CH3 cua cAu trac dudi don vi thir hai ciia mién Fe

(d4nh s theo chi s6 Kabat EU).

Theo phuong an khac, khang thé chira trong thé lién hop mién dich theo séng
ché bao gdm dot bién axit amin S354C, T366W trong mién CH3 cilia cAu tric dudi don
vi thr nhit ctia mién Fc va dot bién axit amin Y349C, T366S, L368A, Y407V trong
mién CH3 cla ciu trac duéi don vi tht hai cla mién Fc, hogc khang thé nay bao gbm
dot bién axit amin Y349C, T366W trong mién CH3 clia chu tric dudi don vi thu nhét
ciia mién Fe va dot bién axit amin S354C, T366S, L368A, Y407V trong mién CH3 ctia
chu tric duédi don vi thir hai cla mién Fc va ngoai ra dot bién axit amin R409D;
K370E trong mién CH3 cta ciu tric dudi don vi thit nhét ciia mién Fc va dot bién axit
amin D399K; E357K trong mién CH3 clia ciu tric dudi don vi thir hai cia mién Fc

(tht ca ddu danh sb theo chi sb Kabat EU).

Theo mot phuwong 4an, phuong phdp di dime hoa dugc mé ta trong WO
2013/157953 duoc st dung theo cach khéc. Theo mot phuong 4n, mién CH3 thir nhét

bao gdm ddt bién axit amin T366K va mién CH3 tht hai bao gdm dot bién axit amin
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1351D (dénh sb theo chi s& Kabat EU). Theo phuong 4n khac, mién CH3 thit nhét con
bao gdm dot bién axit amin L351K khéc nita. Theo phuong én khéc, mién CH3 th hai
con bao gém dot bién axit amin dugc chon tr Y349E, Y349D va L368E (tét hon 1a
L.368E) (danh sb theo chi s6 Kabat EU).

Theo mdt phwong 4an, phuong phdp di dime héa dugc md ta trong WO
2012/058768 dugc st dung theo cach khac. Theo mot phuong an, mién CH3 thir nhit
bao gdm ddt bién axit amin L351Y, Y407A va mién CH3 thir hai bao gdm dot bién
axit amin T366A, K409F. Theo phuong 4n khéc, mién CH3 thir hai bao gdm dot bién
axit amin khac nita & vi tri T411, D399, S400, F405, N390, hodc K392, vi du, dugc
chon tir a) T411N, T411R, T411Q, T411K, T411D, T411E hogc T411W, b) D3%9R,
D399W, D399Y hodc D399K, c) S400E, S400D, S400R, hoic S400K, d) F405I,
F405M, F405T, F405S, F405V hodc F405W, e) N390R, N390K hodc N390D, f)
K392V, K392M, K392R, K392L, K392F hoic K392E (danh s theo chi s6 Kabat EU).
Theo phuong 4n khac, mién CH3 thi nhit bao gdm dot bién axit amin L351Y, Y407A
va mién CH3 thir hai bao gdm dot bién axit amin T366V, K409F. Theo phuong an
khéc nita, midn CH3 thi nhét bao gdm dot bién axit amin Y407A va mién CH3 thi hai
bao gdm dot bién axit amin T366A, K409F. Theo phuong an khac, mién CH3 thtt hai
con bao gdm dot bién axit amin K392E, T411E, D399R va S400R (ddnh s6 theo chi sb
Kabat EU).

Theo mdt phuong é&n, phuong phép di dime héa dugc mo6 ta trong WO
2011/143545 duoc st dung theo cach khéc, vi du, v6Gi cai bién axit amin & vi tri dugc

chon tir nhém bao gdm 368 va 409 (danh sb theo chi s6 Kabat EU).

Theo mot phuong 4an, phuwong phap di dime hoa dugc mo6 ta trong WO
2011/090762, cling st dung cdng ngh¢ nim van-vao-18 dugc mo ta trén diy, duge st
dung theo cach khac. Theo mot phuong an, midn CH3 th&r nhit bao gdm dot bién axit
amin T366W va mién CH3 thir hai bao gdm dot bién axit amin Y407A. Theo mot
phuong 4n, mién CH3 thir nhét bao gdm dot bién axit amin T366Y va mién CH3 thtt
hai bao gém dot bién axit amin Y407T (danh sé theo chi s6 Kabat EU).

Theo mdt phuong én, khang thé chira trong thé lién hop mién dich hodc mién
Fc ciia né 1a cta phan 16p IgG2 va phuong phép di dime héa dugc md ta trong WO
2010/129304 duoc st dung theo cach khac.
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Theo phuong an thay thé, su cai bién thuc day viéc két hop cua céu trac dudi
don vi thir nhét va cu trac duéi don vi thi hai cua mién Fc bao gdm cai bién gay ra
hiéu Ung dan 14i tinh dién, vi dy, nhu dugc mo ta trong Cong bd don PCT s6 WO
2009/089004. N6i chung, phuong phép nay li€n quan dén su thay thé mot hoic nhidu
gbc axit amin & giao dién cua hai chu triic du6i don vi mién Fc boi gbe axit amin tich
dién d sy hinh thanh homodime tré nén bat lgi vé mit tinh di¢n nhung sy di dime héa
lai ¢ loi v& mit tinh dién. Theo phwong an nhu vay, mién CH3 tht nhét bao gém thay
thé axit amin cua K392 hoic N392 b%mg axit amin tich dién 4m (vi du, axit glutamic
(E), hoic axit aspartic (D), tét hon 1a K392D hogc N392D) va mién CH3 thit hai bao
gém thay thé axit amin cta D399, E356, D356, hodc E357 b%lng axit amin tich dién
duong (vi dy, lysin (K) hodc arginin (R), t6t hon 1a D399K, E356K, D356K, hoac
E357K, va tt hon nita 1a D399K va E356K). Theo phuong 4n khac, mién CH3 thu
nhit con bao gdm thay thé axit amin cia K409 hogc R409 bang axit amin tich dién 4m
(vi dy, axit glutamic (E), hodc axit aspartic (D), tdt hon 1a K409D hoic R409D). Theo
phuong én khac, mién CH3 thtt nhit con bao gém hoic theo cach khéc bao gbdm thay
thé axit amin cia K439 va/hoic K370 bing axit amin tich dién 4m (vi dy, axit

glutamic (E), hodc axit aspartic (D)) (tht ca déu danh s6 theo chi s6 Kabat EU).

Theo phuong 4n khac nita, phwong phép di dime hoa dugc mo ta trong WO
2007/147901 duoc sir dung theo céch khéc. Theo mdt phuong an, mién CH3 thtr nhét
bao gdm dot bién axit amin K253E, D282K, va K322D va mién CH3 thi hai bao gdm
dot bién axit amin D239K, E240K, va K292D (dénh s theo chi s6 Kabat EU).

Theo phuong 4n khac nita, phwong phap di dime héa dugc mo ta trong WO
2007/110205 c6 thé duge dung theo cach khéc.

Theo mot phuong an, chu triic dudi don vi thir nhit cua mién Fc bao gém thay
thé axit amin K392D va K409D, va céu triic duéi don vi thir hai clia mién Fc bao gdbm
thay thé axit amin D356K va D399K (danh sé theo chi s6 Kabat EU).

Cadi bién mién Fe lam gidm gdn két thu thé Fc va/hodc chitc ndng tdc dong

Mién Fe lién quan dén cdc dic tinh dugc dong hoc ¢6 li cita thé lién hop mién
dich, bao goém thoi gian béan 1a trong huyét thanh dai gop phan vio sy tich lity tbt trong
mb dich va ty 1é phan phdi méu-mb c6 lgi. Tuy nhién, dong thdi, n6 c6 thé dan dén

viéc huéng dich khong mong mudn cia the lién hop mién dich vao céac t€ bao bicu
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hién thu thé Fc ma khong phai 1a cac té bao mang khang nguyén duoc vu tién. Hon
nita, sy hoat héa ddng thoi cac con dudng truyén tin hiéu thu thé Fc c6 thé din dén
viéc giai phong xytokin, két hop véi IL-2 polypeptit va thoi gian ban rd dai cia thé
lién hop midn dich, din dén sy hoat hoa qua mtc thu thé xytokin va téc dung phu
nghiém trong khi st dung noi hép. Cling v6i didu nay, céc thé lién hop mién dich IgG-
IL-2 thong thuong di dugc md ta la ¢6 lién quan dén cac phan g tiém truyén (xem,

vi dy, King va cac ddng tac gia, J Clin Oncol 22, 4463-4473 (2004)).

Do d6, theo cac phuong an cu thé, mién Fc cua khang thé chua trong thé lién
hop mién dich theo sang ché c6 4i luyc gin két voi thy thé Fc giam va/hodc chirc ning
tac dong giam, so voi mién Fc IgGi nguyén thé. Theo phuong 4n nhu vy, mién Fc
(hoic khang thé bao gdm mién Fc nay) c6 thap hon 50%, tt hon 12 thdp hon 20%, tdt
hon nita 12 thép hon 10% va t5t nhét 1a thip hon 5% 4i luc gén két v6i thu thé Fc, so
v6i mién Fc IgG1 nguyén thé (hodc khéang thd bao gbm mién Fc IgG1 nguyén thé),
va/hoc thAp hon 50%, tét hon 1a thip hon 20%, tot hon nita 1a thap hon 10% va tbt
nhét 13 thip hon 5% chirc ning tac dong, so véi mién Fc IgG1 nguyén thé (hoic khing
thé bao gdm mién Fc IgG1 nguyén thé). Theo mot phuong 4n, mién Fc (hoic khéng thé
bao gdm mién Fc nay) vé co ban khong gin két véi thu thé Fc va/hodc giy ra chirc
ning tac dong. Theo phuong an cu thé, thy thé Fc 1a thu thé Fcy. Theo mot phuong 4n,
thy thé Fc 13 thu thé Fc cta ngudi. Theo mot phirong 4n, thy thé Fc 1a thy thé Fc hoat
héa. Theo phuong 4n cu thé, thu thé Fc 1a thu thé Fcy hoat hoa clia ngudi, cu thé hon
12 FcyRlIla, FeyRI hogc FeyRlIla cua ngudi, cu thé nhét 12 FeyRIlla cua ngudi. Theo
mot phuong 4n, chirc ning tic dong 1a mot hodc nhiéu chirc ning duge chon tir nhom
bao gdbm CDC, ADCC, ADCP, va tiét xytokin. Theo phuong an cu thé, chirc ning tac
dong 1a ADCC. Theo mdt phuong an, mién Fc v& co ban ¢6 4i luc gin két twong tu v6i
thu thé Fc so sinh (FcRn), so v6i mién Fc IgG1 nguyén thé. Sy gin két vé& co ban twong
tu v6i FcRn dat dugce khi mién Fc (hoic khéng thé bao gdm mién Fc nay) c6 cao hon
khoang 70%, cu thé 13 cao hon khoang 80%, cu thé hon cao hon khoang 90% ai luc
gin két cia mién Fc IgG1 nguyén thé (hodc khang thé bao gdm mién Fc IgG1 nguyén
thé) véi FeRn.

Theo mdt sé phuong é&n, mién Fc duge thao tac di truyén dé c6 4i luc gin két
giam vo6i thy thé Fc va/hoic chirc ning tac dong giam, so voi mién Fc khong duge thao

tac di truyén. Theo céc phuong an cu thé, mién Fc cia khang thé chua trong thé lién
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hop mién dich chira mot hodc nhidu dot bién axit amin lam giam 4i lyc gn két clia
mién Fc véi thu thé Fc va/hodic chirc ning tdc dong. Thong thudng, cung mot hodc
nhiéu dot bién axit amin c6 mit trong mdi trong s hai cdu triic dudi don vi cia mién
Fc. Theo mot phuong én, dot bién axit amin 1am giam &i lyc gin két clia mién Fc véi
thu thé Fc. Theo mdt phuong an, dot bién axit amin 1am gidm &i luc g'fm két ctia mién
Fc véi thu thé Fe 13 it nhét 2 13n, it nhét 5 1in, hogc it nhat 10 1an. Theo céc phuong 4n,
khi c6 nhiéu hon mot dot bién axit amin ma lam giam &i lyc gén két ciia mién Fc voi
thu thé Fc, t6 hop cia cic dot bién axit amin ndy c6 thé 1am giam &i luc gin két cta
midn Fe véi thu thé Fe 12 it nhit 10 14n, it nhit 20 14n, hogc tham chi 14 it nhét 50 lan.
Theo mot phuwong an, khang thé bao gdbm mién Fc dugc thao tac di truyén c6 thap hon
20%, cu thé 13 thip hon 10%, cu thé hon thip hon 5% éi lyc gén két v6i thy the Fe so
v6i khang thé bao gdm mién Fc khong dugc thao tac di truyén. Theo phuong an cu thé,
thu thé Fc 13 thu thé Fcy. Theo mot sé phuong 4n, thu thé Fc 1a thu thé Fc cua nguoi.
Theo mot sb phuong an, thy thé Fc 1a thu thé Fc hoat héa. Theo phwong 4n cu thé, thu
thé Fc 12 thu thé Fey hoat héa cua ngudi, cu thé hon 1a FcyRIIla, FcyRI hodc FeyRIla
cia ngudi, cu thé nhit 13 FcyRIIla cia nguoi. Tét hon 13, su gin két véi mdi thy thé
nay dugc gidm. Theo mot sd phuong 4n, 4i luc gin két v6i thanh phan bd thé, cu thé 1a
& luc gén két véi Clq, cling duoc giam. Theo mdt phuong &n, 4i luc gin két véi thy
thé Fc so sinh (FcRn) khong dugc gidm. Su gén két v& co ban tuong tu v6i FeRn, tic
13 bao toan 4&i luc gin Kkét ctia mién Fc vé6i thu thé nay, dat dugc khi mién Fc (hoidc
khang thé bao gbm mién Fc nay) c6 &i luc gin két cao hon khoang 70% cua dang
khong dugc thao tac di truyén ctia mién Fc (hodc khéng thé bao gdm dang khong dugc
thao tac di truyén nay clia mién Fc) v6i FcRn. Mién Fc, hodc khang thé chira trong thé
lién hop mién dich theo sang ché bao gbm mién Fc nay, c6 thé c6 4i luc cao hon
khoang 80% va thim chi cao hon khoang 90% ai luc nhur vay. Theo mét s6 phuong an,
mién Fc ctia khang thé chira trong thé lién hop mién dich dugc thao tac di truyén dé c6
chirc ning tac dong giam, so véi mién Fc khong dugc thao tac di truyén. Chirc ning
tac dong giam c6 thé bao gdm, nhung khong chi giéi han ¢, mdt hodc nhiéu dic diém
sau: tinh géy doc té bao phu thudc bd thé (CDC) giam, tinh gy doc té bao qua trung
gian té bao phu thudc vao khang thé (ADCC) giam, su thuc bao phu thudc vao khang
thé (ADCP) giam, su tiét xytokin giam, sy hép thu khang nguyén qua trung gian phuc

hop mién dich béi té bao trinh dién khang nguyén gidm, su gén két v6i té bao NK
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giam, sy gén két voi dai thuc bao giam, su gén két vai cac bach ciu don nhan giam, su
gin két véi té bao da nhan giam, su truyén tin hiéu truc tiép gdy ra co ché gy chét
theo chuong trinh gidm, su lién két chéo cta khang thé gin két dich giam, su trudng
thanh cia té bao tua gidm, hodc su mdi té bao T gidm. Theo mt phuong an, chirc
ning tac dong giam 1a mot hodc nhiéu dugc chon tir nhém bao gdbm CDC giam, ADCC
giam, ADCP giam, va sy tiét xytokin giam. Theo phuong an cu thé, chic ning tac
dong giam 1a ADCC giam. Theo mdt phuong an, ADCC giam thip hon 20% ADCC
gdy ra boi mién Fc khong dugc thao tac di truyén (hodc khang thé bao gébm mién Fc

khong dugc thao tac di truyén).

Theo mét phuong 4n, dot bién axit amin lam giam 4i lyc gén két cia mién Fe
v6i thu thé Fe vi/hodc chic ning tac dong la thay thé axit amin. Theo mot phuong én,
mién Fc bao gdm sy thay thé axit amin & vi tri dugc chon tir nhém bao gbém E233,
1234, 1.235, N297, P331 va P329 (d4nh s theo chi s6 Kabat EU). Theo phuong 4n cu
th hon, mién Fc bao gdm sy thay thé axit amin & vi tri dugc chon tir nhém bao gbm
1234, 1235 va P329 (dénh sé theo chi s Kabat EU). Theo mét s phuong an, mién Fc
bao gdm céc thay thé axit amin L234A va L235A (dénh s6 theo chi s6 Kabat EU).
Theo phuong én nhu vay, mién Fc 12 mién Fc IgGi, cu thé 12 mién Fc IgG1 clia ngudi.
Theo mdt phuong an, mién Fc bao gém su thay thé axit amin & vi tri P329. Theo
phuong 4n cu thé hon, sy thay thé axit amin 1a P329A hodic P329G, cu thé 1a P329G
(danh sb theo chi sb Kabat EU). Theo mdt phuong én, mién Fc bao gdm sy thay thé
axit amin & vi tri P329 va sy thay thé axit amin khac nita & vi tri dugce chon tir E233,
1234, 1235, N297 va P331 (dénh s6 theo chi sé Kabat EU). Theo phuong an cu thé
hon, sy thay thé axit amin khac nita 1a E233P, L234A, 1L235A, L235E, N297A,
N297D hoic P3318S. Theo cac phuong an cu thé, mién Fc bao gdm thay thé axit amin
& cée vi tri P329, 1234 va 1235 (d4nh s theo chi s6 Kabat EU). Theo céc phuong 4n
cu thé hon nita, mién Fc bao gém dot bién axit amin L234A, L235A va P329G
(“P329G LALA”, “PGLALA” hodc “LALAPG”). Cu thé 13, theo cac phuong an cu
thé, mbi chu trac duédi don vi cua mién Fc bao gém cac thay thé axit amin L234A,
1235A va P329G (danh s theo chi sb Kabat EU), tirc 1a trong mdi chu tric dudi don
vi thir nhét va chu truc dudi don vi thi hai cia mién Fc géc leuxin & vi tri 234 dugc
thay thé bing gdc alanin (L234A), gdc leuxin & vi tri 235 dugc thay thé bing gbe
alanin (L235A) va gbc prolin & vi tri 329 dugc thay thé bang gdc glyxin (P329G)
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(d4nh sb theo chi s6 Kabat EU). Theo phuong an nhu vy, mién Fc 12 mién Fc IgGi,
cu thé 13 mién Fc IgGi cua ngudi. T hop “P329G LALA” cua thay thé axit amin khtt
b6 hiu nhu hoan toan thu thé Fey (ciing nhu bd thé) gin két cla mién Fc IgGi cua
ngudi, nhu duge md ta trong Cong bd don PCT s6 WO 2012/130831, ndi dung cia tai
liéu nay dugc dua vao ban mo ta béng cach vién din. WO 2012/130831 cling md ta
phuong phdap tao ra mién Fc dot bién nhu vay va phuong phap xac dinh cac dic tinh

cua no nhu su gén két thu thé Fc hodc chitc ndng tac dong.

Khang thé I1gG4 ¢6 4i luc gin két véi thu thé Fc giam va chirc ning tac dong
giam so véi khang thé IgG1. Do d6, theo mot s6 phuong 4n, mién Fc ciia khang thé
chira trong thé lién hop mién dich theo sang ché 12 mién Fc IgGy, cu thé 1a sy thay thé
axit amin S228P (danh sd theo chi sb Kabat EU). Bé 1am giam tiép 4i luc gfin két clia
né véi thu thé Fc va/hodc chie ning tac dong clia no, theo mot phuong an, mién Fc
IgG4 nay bao gdm su thay thé axit amin & vi tri L2335, cu thé 1a sy thay thé axit amin
L.235E (danh sb theo chi s6 Kabat EU). Theo phuong an khéc, mién Fc IgG4 nay bao
gdm su thay thé axit amin & vi tri P329, cu thé 1a sy thay thé axit amin P329G (danh sb
theo chi s6 Kabat EU). Theo phuong 4n cu thé, mién Fc IgG4 ndy bao gbm su thay thé
axit amin & céc vi tri S228, L.235 va P329, cu thé 1a su thay thé axit amin S228P,
1235E va P329G (d4nh sb theo chi sé Kabat EU). Thé dot bién mién Fc IgG4 nhu vay
va cac dic tinh gén két thu thé Fey cua chiing dugc md ta trong Cong bb don PCT sb
WO 2012/130831, toan bd ndi dung cia tai liéu duge dua vao ban md ta bing cach
vién dan.

Theo phuong 4n cu thé, mién Fc ¢6 &i lyc gén két véi thu thé Fc giam va/hodc
chitc ning tac dong giam, so vdi mién Fc IgG1 nguyén thé, 12 mién Fc IgGi cta ngudi
bao gdm céc thay thé axit amin L234A, L235A va tuy y P329G, hoac mién Fc IgG4
clia ngudi bao gdm céc thay thé axit amin $228P, L235E va tuy ¥ P329G (dénh )
theo chi s Kabat EU).

Theo mot s§ phuong 4n, qué trinh N-glycosyl hoa mién Fc d3 duge khir bo.
Theo phuong an nhu vay, mién Fc bao gém dot bién axit amin & vi tri N297, cu thé 1a
thay thé axit amin asparagin bang alanin (N297A) hoc axit aspartic (N297D) (danh sb
theo chi s6 Kabat EU).
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Ngoai mién Fc dugc md ta trén ddy va trong Cong b6 don PCT s6 WO
2012/130831, mién Fc véi gén két thy thé Fc va/hoidc chirc ning tac dong gidm cling
bao gém mién Fc véi su thay thé mot hoic nhiéu géc cua mién Fc 238, 265, 269, 270,
297, 327 va 329 (patent My sb 6,737,056) (dénh sb theo chi s Kabat EU). Céc thé dot
bién Fc nhu vy bao gdm thé dot bién Fc véi cac thay thé & hai hogc nhiéu vi tri axit
amin 265, 269, 270, 297 va 327, bao gém cai dugc goi la thé dot bién Fc “DANA” v6i
su thay thé gbc 265 va 297 bang alanin (patent M¥ s6 7,332,581).

Mién Fc dot bién ¢ thé dugc tao ra bang cach gay khuyét doan, thay thé, cai
xen hodc cai bién axit amin nhd st dung cdc phuong phéap héa hoc hodc di truyén da
biét trong linh vuc k§ thuat ndy. Cac phuong phap di truyén c6 thé bao gdm budc gy
dét bién ddc hiéu vi tri trinh tw ADN dd duge md héa, PCR, tong hop gen, va cdc
phuong phép tuong tu. Céac thay dbi nucleotit dang c6 thé dugc kiém tra, vi du, bing

cach giai trinh ty.

Sy gén két v6i thu thé Fe c6 thé dé dang duge xac dinh, vi dy, bing ELISA,
hodc bing cong huéng plasmon bé mit (SPR) bing cach st dung thiét bi chudn nhu
thiét bi BIAcore (GE Healthcare), va thy thé Fc 6 thé thu dugc bing cach biéu hién
t4i t hop. Theo cach khac, ai luc gén két clia mién Fc hodc khang thé bao gbdm mién
Fc d6i véi thu thé Fc ¢6 thé duge dénh gia bang céach sit dung céc dong té bao da biét

d2 bidu hién thu thé Fe cu thé, nhu té bao NK cia ngudi biéu hién thy thé Feyllla.

Churc ning tac dong cua mién Fc, hoic khang thé bao gbm mién Fe, c¢6 thé dugce
do bang cac phuong phap da biét trong linh vyc k¥ thuat nay. Vi du vé thir nghiém in
vitro & dénh gia hoat tinh ADCC ciia phén tir dang quan tam dugc md ta trong patent
M§ s6 5,500,362; Hellstrom va céc ddng tac gid Proc Natl Acad Sci USA 83, 7059-
7063 (1986) va Hellstrom va cac df“)ng tac gia, Proc Natl Acad Sci USA 82, 1499-1502
(1985); patent My sb 5,821,337; Bruggemann va céc ddng tac gia, J Exp Med 166,
1351-1361 (1987). Theo cach khac, phuong phap thir nghiém khong phong xa cd thé
dugce dung (xem, vi dy, thir nghiém gy doc té bao khong phong xa ACTI™ dung cho
phuong phép dém té bao dong chay (CellTechnology, Inc. Mountain View, CA); va
thtr nghiém géy doc té bao khong phong xa CytoTox 96® (Promega, Madison, WI)).
Té& bao tac dong hitu ich cho cac thir nghiém nay bao gdm té bao don nhan méau ngoai
vi (PBMC) va té bao tidu diét ty nhién (NK). Theo cach khéc, hodc ngoai ra, hoat tinh

ADCC cua phéan tir dang quan tdm co thé duogc danh gia in vivo, vi du, trong m6 hinh
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dong vat nhu md hinh dugc dé cap trong 4n phdm cua Clynes va cic ddng tac gia, Proc
Natl Acad Sci USA 95, 652-656 (1998).

Theo mot sé phuong é4n, sy gén két ctia mién Fc véi thanh phén bd thé, cu thé 1a
v6i Clq, giam. Do d6, theo mot s phuong 4n trong do6 mién Fc dugc thao tac di
truyén dé c6 chic ning tac dong gidm, chirc nang tac dong gidm nay bao gbm CDC
giam. Thir nghiém gén két Clq c6 thé duoc thyc hién dé xac dinh lidu mién Fc, hoic
khang thé bao gdm mién Fec, c6 thé gin két Clq va do d6 co6 hoat tinh CDC. Xem, vi
du, ELISA ghn két C1q va C3c trong WO 2006/029879 va WO 2005/100402. DPé danh
gia su hoat hoa bd thé, thtr nghiém CDC ¢6 thé dugc thuc hién (xem, vi du, Gazzano-
Santoro va cac ddng tac gia, J Immunol Methods 202, 163 (1996); Cragg va cac dong
tac gia, Blood 101, 1045-1052 (2003); va Cragg va Glennie, Blood 103, 2738-2743
(2004)).

Céc xé4c dinh viéc gén két FcRn va muc thanh thai/chu ky ban rd in vivo cling
¢6 thé duge thuc hién bing cach st dung cic phuong phdp da biét trong linh vyc k¥
thuét nay (xem, vi du, Petkova, S.B. va céac d(“)ng tac gia, Int’l. Immunol. 18(12):1759-
1769 (2006); WO 2013/120929).

Céac khia canh dac biét theo sang ché

Theo mot khia canh, séng ché d& xudt thé lién hop mién dich chtra IL-2
polypeptit dot bién va khang thé gin két v6i PD-1,

trong d6 IL-2 polypeptit dot bién 13 phan ti IL-2 cua ngudi bao gbm céc thay
thé axit amin F42A, Y45A va L72G (d4nh s theo trinh ty IL-2 ctia ngudi SEQ ID NO:
19); va

trong d6 khang thé bao gdm (a) ving bién d6i chudi ning (VH) chua trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO:14, va (b) vung bién dbi chudi nhe (VL) chira trinh ty
axit amin néu trong SEQ ID NO:15.

Theo mot khia canh, sang ché dé xuét thé lién hop mién dich chira IL-2
polypeptit dot bién va khang thé gén két voi PD-1,

trong d6 IL-2 polypeptit dot bién 13 phan ti IL-2 clia ngudi bao gdm cac thay
thé axit amin T3A, F42A, Y45A, L72G va CI25A (danh s6 theo trinh ty IL-2 cla
ngudi SEQ ID NO: 19); va
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trong d6 khéng thd bao gdm (a) ving bién ddi chudi ning (VH) chura trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO:14, va (b) vung bién ddi chudi nhe (VL) chira trinh ty
axit amin néu trong SEQ ID NO:15.

Theo mot khia canh, sang ché @ xuét thé lién hop mién dich chua IL-2

polypeptit dot bién va khang thé gn két v6i PD-1,

trong d6 IL-2 polypeptit dot bién chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:
20; va

trong d6 khéng thé bao gdm (a) ving bién ddi chudi ning (VH) chira trinh ty
axit amin néu trong SEQ ID NO:14, va (b) viing bién doi chudi nhe (VL) chira trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO:15.

Theo mdt phuong an theo khia canh bt ky trong sb céac khia canh néu trén cia
sang ché, khang thé 1a globulin mién dich 16p IgG, bao gdm mién Fc IgGi1 ciia ngudi

gbm cau trac dudi don vi thir nhat va cau trac duéi don vi thir hai,

trong d6 trong chu trac dudi don vi thir nhit cia mién Fc, gbc threonin & vi tri
366 dugc thay thé bang gbc tryptophan (T366W), va trong cAu tric dudi don vi thir hai
ctia mién Fc, gdc tyrosin & vi tri 407 duge thay thé bang gbc valin (Y407V) va tuy y
gbc threonin & vi tri 366 dugc thay thé bang gdc serin (T366S) va gbc leuxin & vi tri

368 duoc thay thé bing gbc alanin (L368A) (danh sb theo chi s6 Kabat EU),

va trong d6 mdi cau trac dudi don vi ciia mién Fe bao gom cac thay the axit

amin L234A, L235A va P329G (danh s theo chi s6 Kabat EU).

Theo phuong én nay, IL-2 polypeptit dot bién c6 thé dugc dung hop & axit amin
dAu tan cing amino ciia nd vao axit amin dau tan cling carboxy cua chu trac duéi don
vi thit nhit cia mién Fc, thong qua peptit ciu ndi cta trinh ty néu trong SEQ ID NO:
21.

Theo mdt khia canh, sang ché d& xuét thé lién hop mién dich chira polypeptit
chita trinh tw axit amin c6 mérc ddng nhét it nhét 1a 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99% hodc 100% vé6i trinh ty néu trong SEQ ID NO:22, polypeptit chira trinh tu
axit amin ¢6 mirc ddng nhét it nhit 1a 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%
hodic 100% v6i trinh ty néu trong SEQ ID NO:23 hodc SEQ ID NO:24, va polypeptit
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chtra trinh tu axit amin c6 mac ddng nhét it nhat 1a 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99% hodc 100% véi trinh ty néu trong SEQ ID NO:25.

Polynucleotit

Sang ché con d& xuét polynucleotit phan 1dp ma héa thé lién hop mién dich nhu
dugc d& cép trong ban md ta nay hodc manh cua chung. Theo mot s& phuong an, manh

nay 1a manh gén két khang nguyén.

Polynucleotit ma hoa thé lién hop mién dich theo sing ché c6 thé dugc biéu
hién dudi dang mot polynucleotit duy nhit ma héa toan bd thé lién hgp mién dich hodc
dudi dang nhiéu (vi dy, hai hodc nhiéu) polynucleotit dugc biéu hién dﬁ“)ng thoi.
Polypeptit ma hoa bai polynucleotit dugc bidu hién dong thoi c6 thé két hop thong
qua, vi duy, su gin két disulfua hodc cac phuong tién Khac 8 tao ra thé lién hop mién
dich chtc nang. Vi du, phﬁn chudi nhe cua khang thé c6 thé dugc ma hda bai
polynucleotit riéng biét tir phan thé lién hop mién dich chira phan chudi ning cua
khang thé va IL-2 polypeptit dot bién. Khi dugc biéu hién ddng thoi, polypeptit chudi
ning s& két hop voi polypeptit chudi nhe d& tao ra thé lién hop mién dich. Theo vi du
khéac, phan thé lién hop mién dich chra mot trong hai céu tric dudi don vi mién Fe va
IL-2 polypeptit dot bién c6 thd dugc ma hoa béi polynucleotit riéng biét tir phin thé
lién hop mién dich chtra phén kia ciia hai cu trac duéi don vi mién Fc. Khi duogc biéu

hién dong thoi, ciu trac dudi don vi mién Fc s& két hgp dé tao ra mién Fc.

Theo mdt s6 phuong én, polynucleotit phén 1dp ma hoéa toan bd thé lién hop
mién dich theo sang ché nhu duoc dé cép trong ban md ta ndy. Theo céc phuong an
khac, polynucleotit phan 14p ma héa polypeptit chira trong thé lién hop mién dich theo

sang ché nhu dugc dé cép trong ban mo ta nay.

Theo mot phuwong 4n, polynucleotit phan 1ap theo sang ché ma héa chudi ning
cia khang thé chira trong thé lién hop mién dich (vi dy, globulin mién dich chudi
ning), va IL-2 polypeptit dot bién. Theo phuong an khéc, polynucleotit phan 13p theo

sang ché ma héa chudi nhe ctia khang thé chira trong thé 1ién hop mién dich.

Theo mdt s phuong 4n, polynucleotit hogc axit nucleic la ADN. Theo cac
phuong 4n khac, polynucleotit theo sing ché 1a ARN, vi dy, & dang ARN thdng tin
(mARN). ARN theo sang ché c6 thé 1a sgi don hodc soi kép.
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Phuong phép tai t6 hop

IL-2 polypeptit dot bién hitu ich theo sang ché c6 thé duoc tao ra bang khuyét
doan, thay thé, cai xen hogc cai bién bang cach sit dung céc phwong phép héa hoc hodc
di truyén da biét trong linh vuc k¥ thuat nay. Cac phuong phap di truyén c6 thé bao
gém gdy dot bién dic hiéu vi tri trinh ty ADN ma héa, PCR, téng hop gen, va céac
phuong phap tuong tu. Céac thay dbi nucleotit diang c6 thé duge kidm tra, vi du, bing
cach giai trinh tu. V& vén dé nay, trinh ty nucleotit ciia IL-2 nguyén thé d3 duge mo ta
bdi Taniguchi va cac ddng tac gia (Nature 302, 305-10 (1983)) va axit nucleic ma héa
[L-2 cua ngudi cé sin tir cac bd luu gilt cong cong nhu Bo suu tdp moi truong nudi
cdy My (the American Type Culture Collection) (Rockville MD). Trinh ty cua IL-2
cla ngudi nguyén thé dugc néu trong SEQ ID NO: 19. Thay thé hogc cai xen c6 thé
bao gém gbc axit amin ty nhién ciing nhu khong c6 trong tu nhién. Cai bién axit amin
bao gdm cac phuong phap cai bién héa hoc da biét nhu bd sung vi tri glycosyl hoa

hodc gin két hydrat cacbon, va cac phuong phap tuong tu.

Thé lién hop mién dich theo sang ché ¢6 thé thu duoc, vi du, bing cach tdng
hop peptit trang thai rén (vi dy, tong hop pha ran Merrifield) hodc san xudt tai t6 hop.
Pé san xudt tai tb hop mot hodc nhiéu polynucleotit ma hoa thé lién hop mién dich
(manh), vi dy, nhu dugc md ta trén déy, duoc phan 1ap va cai xen vao mdt hodc nhiéu
véc-to dé tach dong vo tinh va/hodc bidu hién tiép trong té bao vat chi. Polynucleotit
nhu vay ¢ thé d& dang dugc phén 1ap va gidi trinh tu bang cach st dung céc quy trinh
thong thudong. Theo mot phuong an, véc-to, tot hon 13 véc-to biéu hién, bao gém mot
hodc nhiéu polynucleotit theo séang ché dugc @ xuét. Cac phuong phép 1a da biét dbi
véi nguoi co hiéu biét trong linh vyc k¥ thuat nay c6 thé dugc ding dé cAu trac véc-to
bidu hién chra trinh ty ghi ma cia thé lién hop mién dich (méanh) cing v6i tin hiu
kidm soat phién ma/dich ma thich hop. Céc phuong phap nay bao gdm k§ thuat ADN
tai td hop in vitro, k§ thuat tbng hop va téi t6 hop/tai t hop di truyén in vivo. Xem, vi
dy, k¥ thut dugc md ta trong Maniatis va cac déng tac gia, MOLECULAR CLONING: A
LABORATORY MANUAL, Cold Spring Harbor Laboratory, N.Y. (1989); va Ausubel va
c4c ddng tac gia, CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, Greene Publishing
Associates and Wiley Interscience, N.Y (1989). Véc-to bidu hién c6 thé 13 mot phén
cua plasmit, virut, hodc cé th& 13 manh axit nucleic. Véc-to biéu hién bao gbm cat-xét

bidu hién ma polynucleotit ma héa thé lién hop mién dich (méanh) (tire 1a ving ghi mé)
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dugc tach dong vo tinh trong su két hop co diéu khién véi gen khoi dau va/hodc cic
yéu té kiém soét phién ma hogc dich ma khac. Nhu dugc sir dung trong ban md ta nay,
"vung ghi ma" 1a mot phén axit nucleic ma duge ciu thanh boi cac codon duge dich
ma thanh axit amin. Mic du "codon két thac" (TAG, TGA, hoic TAA) khong dugc
dich mi thanh axit amin, n6 ¢ thé dugc xem 13 mot phﬁn cua vung ghi ma, néu co,
nhung trinh ty sudn bén bét ky, vi du, gen khéi dAu, vi tri gin két ribosom, gen két
thic phién ma, intron, cic ving chua duge dich ma diu 5’ va 3°, va céc trinh tu tuong
tu, khong phai 12 mot phan cta ving ghi ma. Hai hodic nhiéu ving ghi ma c6 thé c6
mat trong mot cAu tric polynucleotit duy nhét, vi du, trén mot véc-to duy nhét, hodc
trong cdu tric polynucleotit riéng biét, vi dy, trén véc-to (khac nhau) riéng biét. Hon
nita, véc-to bit ky c6 thé chira ving ghi ma duy nhét, hodic c6 thé bao gdm hai hodc
nhidu ving ghi ma, vi du, véc-to theo séng ché c6 thé ma héa mot hodc nhiéu
polypeptit, ma dugc tich sau dich ma hodc ddng thoi khi dich ma thanh cac protein
cudi nho phan cit bing enzym phan huy protein. Ngoai ra, véc-to, polynucleotit, hodc
axit nucleic theo sang ché c6 thé ma héa ving ghi ma khéc loai, hodc dugc dung hop
hoic khong dung hop vao polynucleotit ma héa thé lién hop mién dich theo sang ché,
hodc bién thé hodc din xuét clia ching. Ving ghi ma khac lodi bao gom, ma khong bi
gidi han ¢, cac yéu td hodc mo-tip dic hiéu nhu peptit truyén tin hi€u tiét hodc mién
chirc nang khac loai. Sy két hop c6 diéu khién 1a khi ving ghi ma cho san phém gen,
vi du, polypeptit, lién quan dén mot hodc nhiéu trinh tu didu hoa theo cach dé dat su
bidu hién cta san phim gen dudi sy tac dong hodc kidm soét cta trinh ty diéu hoa. Hai
ménh ADN (nhu ving ghi ma polypeptit va gen khoi dau két hop trong d6) "dugc két
hop co didu khién" néu tao ra chirc ning cta gen khoi diu din dén su phién ma cla
mARN m4 hoa san phdm gen mong mudn va néu ban chat cta lién két cau néi gifta hai
manh ADN khong can thiép vao kha ning cla trinh ty didu hoa biéu hién dé dinh
huéng sy biéu hién cua san phdm gen hodc can thiép vao kha nang cia khudn mau
ADN dé dugc phién ma. Do d6, ving gen khéi déu s& c6 lién quan ¢c6 didu khién dén
axit nucleic ma hoa polypeptit néu gen khéi d4u nay c6 kha nang tac dong dén su
phién ma cta axit nucleic d6. Gen khoi dau c6 thé 1a gen khoi dau dic hiéu té bao ma
dinh huéng sy phién ma dang ké chi cia ADN trong céac té bao da dugc xac dinh so
bo. Cac yéu tb kiém soat sy phién ma khac, ngoai gen khoi dau, vi du, gen ting cudng,

gen chi huy, gen tc ché, va tin higu két thuc phién ma, cb thé c6 lién quan c6 dicu
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khién dén polynucleotit dé dinh huéng sy phién ma dac hi¢u té bao. Gen khoi dau
thich hop va vung kiém soat su phién ma khac dugc boc 1 trong ban mo ta. Su da
dang v& ving kidm soét sy phién ma la da biét dbi v6i ngudi c6 hiéu biét trong linh
vue k¥ thuat nay. Cac ving nay bao gdm, ma khong chi gii han &, ving kiém soat su
phién ma, ma hoat dong chirc nang trong té bao dong vat c6 xuong séng, nhu, nhung
khong chi gi6i han &, manh gen khéi dAu va gen ting cudng tir xytomegalovirut (vi dy,
gen khoi d4u sém trung gian, két hop véi intron-A), virut 40 cua khi (vi du, gen khoi
diu s6m), va retrovirut (nhw, vi dy, virut gdy bénh sacom Rous). Cac viung kiém soét
su phién ma khéc bao gdm céc vung ¢6 ngudn gbc tir gen ctia dong vét cb xuong sdng
nhu actin, protein sdc nhiét, hormon sinh truéng cta bo va B-globin cua thd, ciing nhu
céc trinh tu khéc c6 kha ning kidm sodt su biéu hién gen & té bao c6 nhan dién hinh.
Vang kiém soat sy phién ma thich hop bd sung bao gbm gen khoi dau va gen ting
cudng dic hidu mod ciing nhu gen khoi dau tao ra (vi du, gen khdi dau tao ra
tetraxyclin). Tuong tu, sy da dang cua cac yéu td kiém soat su dich ma 1a da biét d6i
véi nguoi ¢o hiéu biét trung binh trong linh vyc k¥ thuat nay. Cac yéu t6 nay bao gbm,
nhung khong chi gi6i han 6, vi tri ga"m két ribosom, cac codon khdi dau dich ma va két
thuc dich ma, va cac yéu td c6 nguén géc tur hé virut (cu thé 1a vi tri tiép nhén ribosom
bén trong, hodc IRES, ciing duge goi la trinh tu CITE). Cat-xét biéu hién cling ¢6 thé
bao gdm cic dic diém khac nhu ngudn gbc sao chép, va/hodc sy nhép nhidm sic thé
cac yéu td nhu cac lip doan cubi dai retrovirut (LTR), hodc 1dp doan cudi dao nguge

(ITR) virut lién quan dén adeno (AAV).

Polynucleotit va ving ma héa axit nucleic theo sang ché c6 thé lién quan dén
vung méa hoa bd sung ma hoa peptit tiét hodc truyén tin hiu, ma dinh huéng sy tiét
ctia polypeptit dugc ma héa boi polynucleotit theo sang ché. Theo gia thuyét truyén tin
hiéu, protein dugc tiét bsi té bao dong vat c6 vii c6 peptit truyén tin hiéu hogc trinh tu
dan ddu tiét dugc phan cit tir protein trudng thanh khi xuét vao chudi protein sinh
truéng qua mang ludi ndi chét tho da duoc khoi mao. Ngudi ¢o hiéu biét trung binh
trong linh vuc ky thuat nay hiéu ring polypeptit dugc tiét bai té bao dong vét co
xuong sdng thudng cbé peptit truyén tin hiéu dung hop vao dau tan cing N cula
polypeptit, dugc phan cit tir polypeptit dd duogc dich mé dé tao ra dang polypeptit da
dugc tiét hodc “trudng thanh”. Vi dy, IL-2 cua nguoi dugc dich ma véi trinh ty truyén

tin hiéu 20 axit amin & dAu tan cing N cua polypeptit, ma dugc phén cét ra sau d6 dé
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tao ra 133 axit amin IL-2 cta ngudi trudng thanh. Theo mét s6 phuong 4n, peptit
truyén tin hiéu nguyén thé, vi dy, IL-2 peptit truyén tin hiéu hodc globulin mién dich
chudi ning hodc chudi nhe dugc st dung, hogc din xuét chirc nang cta trinh ty 6 ma
van giit kha nang dinh hudng sy tiét ctia polypeptit ma lién quan c6 didu khién dén n.
Theo cach khéac, peptit truyén tin hiéu khéac loai cia dong véat cé v, hodc din xuét
chirc ning cua ching, co thé dugc dung. Vi duy, trinh tu din déu kiéu dai c6 thé dugc
thay thé bang trinh tu din dAu cha chét hoat héa plasminogen md cuia ngudi (TPA)

hodc B-glucuronidaza cua chudt nhit.

ADN ma hoa trinh tg protein ngén 6 thé duge ding dé 1am thuén tién viéc tinh
ché sau d6 (vi du, nhan histidin) hogc hd trg viéc dan nhan thé lién hop mién dich ¢6
thé duoc chira trong hodc & cac doan két thiic cua thé lién hop mién dich (manh) ma

hoéa polynucleotit.

Theo phuong 4n khac, sang ché d& xuét té bao vat chi bao gdm mot hodc nhidu
polynucleotit theo sang ché. Theo mot sd phuong én, séng ché @ xuit té bao vat chu
bao gdm mot hodc nhidu véc-to theo sang ché. Polynucleotit va véc-to 6 thé dua vao
dic diém bét ky, don 1é hodc két hop, duoc dé cap trong ban md ta ndy li€n quan dén
14n luot polynucleotit va véc-to. Theo mdt phuong an, té bao vat chi nhu vay bao gdm
(vi du, da duogc bién nap hodc dugc chuyén nhiém) mot hodc nhiéu véc-to bao gém
mot hodc nhiéu polynucleotit ma hoa thé lién hop mién dich theo sang ché. Trong ban
mé ta ndy, thudt ngit "té bao vét chi” dung dé chi dang hé té bao bét ky co thé duoc
thao tac di truyén dé tao ra thé lién hop mién dich theo sang ché hodc cac manh cua
ching. Té bao vat chu thich hop dé sao chép va dé hd trg sy bidu hién cta thé lién hop
mién dich 13 da biét trong linh vy ky thuat nay. Cac t€ bao nhu vy c6 thé dugc
chuyén nhiém hodc dugc bién nap khi thich hop véi véc-to bieu hién cu thé va luong
16n véc-to chira té& bao c6 thé dugce sinh trudng dé gieo mam thiét bj 1én men quy md
16n dé thu dugc lugng thé lign hop midn dich dii cho céc ing dung Iam sang. Té bao
vét chu thich hop bao gdm vi sinh vét chua ¢6 nhén dién hinh nhu E. coli, hogc té bao
6 nhan dién hinh khéc nhau nhu té bao budng trimg chudt ddng Trung Qudc (Chinese
hamster ovary cell - CHO), t& bao cdn trung, hodc cac té bao tuong tw. Vi du,
polypeptit co thé duoc tao ra & vi khuin cu thé khi khong can qua trinh glycosyl hoa.
Sau khi bidu hién, polypeptit ¢6 thé dugc phan 1ap tir huyén phi ddc chta té bao vi

khuan trong phan doan hoa tan va ¢ thd duogc tinh ché tiép. Ngoai vi sinh vat chwa ¢
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nhan dién hinh, sinh v4t c¢6 nhan dién hinh nhu nim soi hodc nim men 13 cic vat chi
tach dong vo tinh hodc bidu hién thich hop d6i véi véc-to ma héa polypeptit, bao gdm
ching ndm va ndm men c6 con dudng glycosyl hoa dd duoc “lam gidng nhu khing thé
cta ngudi”, din dén viéc tao ra polypeptit v6i kiéu glycosyl héa ctia ngudi mot phén
hodc hoan toan. Xem Gerngross, Nat Biotech 22, 1409-1414 (2004), va Li va céac dﬁ”)ng
tic gia, Nat Biotech 24, 210-215 (2006). Té bao vat chii thich hop dé biéu hién
polypeptit (dugc glycosyl hda) cling co ngudn gbc tir sinh vat da bao (dong vat khong
xuong sdng va dong vat c6 xuong sbéng). Vi du vé té bao dong vat khong xuong song
bao gdm té bao thuc vat va té bao con tring. Rat nhiéu ching virut hinh que da duoc
nhan dién ma c6 thé duge dung két hop voi té bao con tring, cu thé 1a dé chuyén
nhidm té bao Spodoptera frugiperda. Mdi trudng nudi cdy té bao thyc vat ciing cb thé
duoc dung lam vét chu. Xem, vi du, patent My sb6 5,959,177, 6,040,498, 6,420,548,
7,125,978, va 6,417,429 (mo ta cong nghé PLANTIBODIES™ dé tao ra khang thé &
thuc vét chuyén gen). Té bao dong vat c6 xuong sdng cling c6 thé dugce dung 1am vat
cht. Vi du, céc dong t& bao dong vét c6 vi dugc lam thich nghi dé sinh truong khi te
ché ¢6 thé 13 hitu ich. Vi du khac vé& dong té bao vat chi dong vét c6 v hitu ich la
dong té bao CV1 than khi dugc bién nap bing SV40 (COS-7); dong té bao than phoi
clia ngudi (té bao 293 hoic té bao 293T nhu duge md ta, vi dy, trong Graham va cac
ddng tac gia, ] Gen Virol 36, 59 (1977)), té bao than chudt Hamster non (BHK), té bao
Sertoli chudt nhit (t& bao TM4 nhu duge mo ta, vi du, trong Mather, Biol Reprod 23,
243-251 (1980)), té bao than khi (CV1), té bao than khi xanh chau Phi (VERO-76), té
bao ung thu biéu md cd ctia nguodi (HELA), té bao than ché (MDCK), té bao gan chudt
buffalo (BRL 3A), té bao phdi ctia ngudi (W138), té bao gan ctia ngudi (Hep G2), té
bao u vii chudt nhit (MMT 060562), té bao TRI (nhu dwgc md ta, vi dy, trong Mather
va cdc ddng tac gia, Annals N.Y. Acad Sci 383, 44-68 (1982)), t€ bao MRC 5, va té
bao FS4. Céc dong té bao vat chu dong vt ¢ vi hitu fch khéc bao gdm té bao budng
trimg chudt ddng Trung Quéc (Chinese hamster ovary cells - CHO), bao gbm té bao
dhfr-CHO (Urlaub va céac ddng tac gia, Proc Natl Acad Sci USA 77, 4216 (1980)); va
cdc dong té bio u tuy nhu YO, NSO, P3X63 va Sp2/0. Dé xem xét vé cac dong té bao
vat chu dong vat c6 va nhét dinh thich hop dé san xuét protein, xem, vi du, Yazaki va
Wu, Methods in Molecular Biology, Vol. 248 (B.K.C. Lo, ed., Humana Press, Totowa,
NJ), cac trang 255-268 (2003). Té bao vat chi bao gbm té bao nudi cdy, vi du, té bao
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nuoi céy dong vat co vu, té bao nAm men, t& bao con tring, t& bao vi khudn va té bao
thuc vat, chi liét ké mdt vai tén, ma ca té bao chira trong dong vét chuyén gen, thuc vat
chuyén gen hodc thuc vat nudi cAy hoic mo dong vat. Theo mot phuong én, té bao vat
chit 12 t& bio 6 nhan didn hinh, t&t hon 12 té bao dong vét c6 vi, nhu té bao budng
trimg chudt ddng Trung Qudc (CHO), € bao thin phdi thai cia ngudi (HEK) hodc té
bao bach huyét (vi du, té bao YO0, NSO, Sp20).

Céac cong nghé chuin da biét trong linh vuc k¥ thuat nay dé biéu hién cac gen
ngoai lai trong cac hé théng nay. T& bao biéu hién IL-2 polypeptit dt bién dung hop
vao chudi nang hoic chudi nhe cuia khang thé c6 thé dugce thao tac di truyén dé ciing
biéu hién chudi khang thé khac dé san phdm dung hop IL-2 dot bién d dugc bicu hién

12 khéng thé c6 ca chudi ning va chudi nhe.

Theo mdt phuong an, sang ché dé xuét phuong phdp tao ra cic thé lién hop
mién dich theo séng ché, trong d6 phuong phap nay bao gdm budc nudi chy té bao vat
chu chira mot hodc nhiéu polynucleotit ma hoa thé lién hop mién dich, nhu dugc dé
xuét trong ban mo ta ndy, trong céc didu kién thich hop dé biéu hién thé lién hop mién
dich, va tuy ¥ thu hdi thé lién hop mién dich tir t& bao vt chii (hodc moi trudng nudi

cy té bao vt ch).

Trong thé lién hop mién dich theo sang ché, IL-2 polypeptit dot bién c6 thé
duoc dung hogp vé mat di truyén vao khang thé, hoic co thé dugc lién hop bing héa
hoc véi khéng thé. Su dung hop di truyén ciia IL-2 polypeptit vao khéng thé c6 thé
duogc thiét ké dé trinh ty IL-2 dugc dung hop truc tiép vao polypeptit hodc gian tiép
théng qua trinh tu cAu ndi. Duge phém va chidu dai cia lién két cAu ndi c6 thé duoc
x4c dinh theo cac phuong phép da biét trong linh vyc k¥ thuat ndy va c6 thé dugc thir
nghiém vé hiéu lyc. Peptit cdu ndi cu thé duge dé cap trong ban md ta nay. Cling cb
thé bao gbdm céc trinh tu bd sung dé dua vi tri phan cét vao cac thanh phan riéng biét
cua qua trinh dung hgp néu mudn, vi du, trinh ty nhan bién endopeptidaza. Ngoai ra,
IL-2 protein dung hop cling co thé dugc tong hop bang héa hoc bang céach st dung céc
phuong phap tbng hop polypeptit da biét trong linh vyc k¥ thuét nay (vi du, phuong
phap téng hop pha rén Merrifield). IL-2 polypeptit dot bién c6 thé duoc lién hop bing
hoa hoc v6i cac phan tir khéc, vi du, khang thé, bang cach sir dung cac phuong phép
lién hop bang héa hoc da biét. Chét tao lién két ngang chirc ning kép nhu chét tao lién

két ngang c6 nhom chirc dbng nhit va hai nhom chirc khong gidng nhau da biét 1o
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trong linh vyc k¥ thuat nay co thé duge dung nhim muc dich nay. Dang chét tao lién
két ngang dé st dung phuy thudc vao ban chét cta phan tir dugc dung hop vao IL-2 va
¢6 thé d& dang dugc xéc dinh boi ngudi c6 hidu biét trong linh vuc k§ thuét nay. Theo
cach khac, hodc ngoai ra, IL-2 va/hodc phan tir dot bién ma dy dinh dé lién hop ¢ thé
duoc tao din xuét bang hoa hoc d8 hai phan tir nay duoc lién hop trong phan Umg riéng

biét cling da biét trong linh vuc k¥ thuét nay.

Thé lién hop mién dich theo sang ché chira khang thé. Phuong phép dé tao ra
khang thé 1a da biét trong linh vuc k§ thuat nay (xem, vi du, Harlow and Lane,
"Antibodies, a laboratory manual”, Cold Spring Harbor Laboratory, 1988). Khang thé
khong ¢6 trong tu nhién cd thé duoc chu trac bang cach st dung phuwong phap tong
hop peptit pha rin, c6 thé dugc tao ra bang cach tai td hop (vi dy, nhu dugc mo ta
trong patent My sb 4,186,567) hoic ¢co thé thu dugc, vi du, b%mg cach sang loc céc thu
vién két hop chira chudi ning bién ddi va chudi nhe bién dbi (xem, vi du, patent M§ sb
5,969,108 cép cho McCafferty). Thé lién hop mién dich, khang thé, va phuwong phap
tao ra chiing cling dugc mo ta chi tiét, vi dy, trong cac Cong bb don PCT s6 WO
2011/020783, WO 2012/107417, va WO 2012/146628, nfi dung ciia mdi tai liu duge
dua vio ban mo ta ndy bang cach vién dan.

Céc loai dong vat bat ky chira khang thé c6 thé duoc dung trong thé lién hop
mién dich theo sang ché. Khang thé hitu ich khong gi6i han pham vi cia sing ché c6
thé 1a khang thé c6 ngudn gbc tir lodi gdm nhim, dong vt linh trudng, hodc ngudi.
Néu thé lién hop mién dich dugc dy dinh dé dung cho ngudi, dang kham ciia khang
thé ¢6 thé dugc dung trong d6 ving 4n dinh cua khang thé 13 tir nguoi. Dang khang thé
duoc 1am gidng nhu khang thé ctia nguoi hodc dang khang thé ctia nguoi hoan toan
cling co thé duoc tao ra bing cac phuong phap da biét trong linh vyc k¥ thudt nay
(xem, vi dy, patent My s& 5,565,332 cép cho Winter). Viéc lam gidng nhu khang thé
cia nguoi co thé dat dugc bang cac phuong phap khac nhau bao gbm, nhung khong
chi giéi han & (a) ghép CDR khong phai cua nguoi (vi dy, khang thé thé cho) vao
khung cta nguoi (vi du, khang thé thé nhan) va ving dn dinh c6 hodc khong co viéc
gift gbc khung quan trong (vi dy, cac gbc khung quan trong dé giit 4i lyc gin két khang
nguyén hoiic chirc nang khang thé tét), (b) chi ghép ving xdc dinh tinh dic hiéu khong
phai ctia nguoi (SDR hodc a-CDR; gbc quan trong dbi voi twong tac khang thé-khang

nguyén) vao khung ctia ngudi va vung 6n dinh, hoic (c) cdy ghép toan bo mi€n bien
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d6i khong phai ciia ngudi, nhung "che phi" chiing bing phin giéng nhu cia ngudi
bang cach thay thé gbc bé mit. Khang thé duoc 1am gidng nhur khéng thé clia ngudi va
cac phuong phap tao ra ching dugc xem xét, vi du, trong Almagro and Fransson,
Front. Biosci. 13:1619-1633 (2008), va dugc mo ta tiép, vi du, trong Riechmann va
cac ddng tac gia, Nature 332:323-329 (1988); Queen va céc ddng tac gia, Proc. Nat’l
Acad. Sci. USA 86:10029-10033 (1989); patent My s& 5, 821,337, 7,527,791,
6,982,321, va 7,087,409; Kashmiri va cac déng tac gia, Methods 36:25-34 (2005) (m6
ta ving x4c dinh tinh d3c hiéu (SDR) ghép); Padlan, Mol. Immunol. 28:489-498 (1991)
(mo ta “su tao lai bé mit ”); Dall’ Acqua va céc ddng tac gia, Methods 36:43-60 (2005)
(md ta “tai sip xép FR ”); va Osbourn va céc dong téc gia, Methods 36:61-68 (2005)
va Klimka va cac ddng tac gia, Br. J. Cancer, 83:252-260 (2000) (md t& phuong phap
“chon loc ¢6 chi dan” dé tai sip xép FR). Vung khung cua ngudi cb thé duoc ding dé
1am gidng nhu khang thé ctia ngudi bao gdbm, nhung khong chi gidi han &: ving khung
dugc chon loc bang cach st dung phwong phap "phi hop nhat" (xem, vi du, Sims va
cac ddng tac gia J. Immunol. 151:2296 (1993)); vung khung c6 ngudn gbc tir trinh ty
lién tmg cta khang thé ciia ngudi clia phan nhém ving bién dbi chudi ning hogc chudi
nhe cu thé (xem, vi du, Carter va cac dong tac gia Proc. Natl. Acad. Sci. US4, 89:4285
(1992); va Presta va cac ddng tac gia J. Immunol., 151:2623 (1993)); ving khung
truéng thanh cia nguoi (duoc gy dot bién sinh dudng) hoic ving khung dong mam
cia ngudi (xem, vi du, Almagro and Fransson, Front. Biosci. 13:1619-1633 (2008));
va ving khung ¢6 ngudn gbc tir qua trinh sang loc thu vién FR (xem, vi du, Baca va
cac ddng tac gia, J. Biol. Chem. 272:10678-10684 (1997) va Rosok va cac dong tac gia,
J. Biol. Chem. 271:22611-22618 (1996)).

Khéng thé ciia ngudi ¢6 thé dugc tao ra bang cach st dung céc k¥ thuat khic
nhau da biét trong linh vuc k¥ thuét ndy. Khang thé ctia nguoi duge mo ta chung trong
van Dijk and van de Winkel, Curr Opin Pharmacol 5, 368-74 (2001) va Lonberg, Curr
Opin Tmmunol 20, 450-459 (2008). Khéng thé ctia ngudi c6 thé dugc tao ra bang cach
dung chit khang nguyén cho dong vét chuyén gen di dugc cai bién dé tao ra khang thé
nguyén ven cua ngudi hodc khang thé nguyén ven c6 ving bién ddi cta ngudi dap tmg
v6i sy tang liéu khang nguyén. Cac dong vat nhu vdy thuong chira tht ca hodc mot
phan locut globulin mién dich ciia ngudi, ma thay thé cho locut globulin mién dich ndi

sinh, hodc ¢4 mit ngoai nhiém sdc thé hodc nhdp ngau nhién vao nhiem sac thé cua
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dong vat. G chudt nhit chuyén gen nhu vy, locut globulin mién dich ndi sinh thudng
da duge 1am bt hoat. D& xem xét vé& cdc phuong phép thu nhan khéng thé ctia ngudi
tr dong vit chuyén gen, xem Lonberg, Nat. Biotech. 23:1117-1125 (2005). Cling xem,
vi du, céc patent M§ s 6,075,181 va 6,150,584 md ta cong nghé XENOMOUSE™;
patent My $6 5,770,429 md ta cdng nghé HUMAB®; patent M§ s6 7,041,870 mod ta
cong nghé K-M MOUSE®, va Cong b6 don yéu ciu cAp patent M¥ sé US
2007/0061900, md ta cong nghé VELOCIMOUSE®). Vung bién ddi ctia ngudi tir khang
thé nguyén ven dugce tao ra tir cdc dong véat nhu vay co thé dugc cai bién tiép, vi du,

bang cach két hgp véi cac viung 6n dinh clia ngudi khéac nhau.

Khang thé ciia ngudi ciing c6 thé dugc tao ra bang cac phuong phép trén co s&
thé lai héa. Cac dong té bao u tily khac dong u tuy ctia ngudi va cta chudt nhét-ngudi
dé tao ra khang thé don dong ctia ngudi d3 duge mo ta. (xem, vi dy, Kozbor J.
Immunol., 133: 3001 (1984); Brodeur va cac ddng tac gid, Monoclonal Antibody
Production Techniques and Applications, cac trang 51-63 (Marcel Dekker, Inc., New
York, 1987); va Boerner va cac ddng tac gia, J. Immunol., 147: 86 (1991).) Khang thé
cla nguoi duge tao ra bang k§ thut lai hoa té bao B clia ngudi cling duge mo ta trong
Li va cac ddng tac gia, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 103:3557-3562 (2006). Cac
phuong phap bd sung bao gdm cac phuong phap duge mo ta, vi du, trong patent My s6
7,189,826 (md ta phuong phéap tao ra khing thé IgM don dong cta ngudi tir cac dong
t& bao thé lai hoa) va Ni, Xiandai Mianyixue, 26(4):265-268 (2006) (mo ta thé lai hoa
ngudi-ngudi). Ky thuat lai héa ciia ngudi (cong nghé Trioma) cling duge mo ta trong
Vollmers and Brandlein, Histology and Histopathology, 20(3):927-937 (2005) va
Vollmers and Brandlein, Methods and Findings in Experimental and Clinical

Pharmacology, 27(3):185-91 (2005).

Khang thé ctia ngudi cling c6 thé dugc tao ra biang cach phan 18p tir thu vién

khang thé ctia ngudi, nhu duge dé cap trong ban md ta nay.

Khang thé hiru ich theo sang ché c6 thé dugc phan 14p bang cach sang loc cac
thu vién két hop dbi vé6i khang thé ¢ hoat tinh ho#ic cac hoat tinh mong mubn. Céc
phuong phép sang loc thu vién két hop dugce xem xét, vi dy, trong Lerner va cac dong
tac gia trong Nature Reviews 16:498-508 (2016). Vi du, su da dang cua cac phuong
phép da biét trong linh vuc k¥ thuat nay d8 tao ra thu vién hién thi thé thuc khuin va

sang loc c4c thu vién nhu vy dé khang the c6 cac dic diém gan két mong muodn. Cac

-69-



35760

phuong phép nhu vy duge xem xét, vi du, trong Frenzel va cac ddng tic gia trong
mAbs 8:1177-1194 (2016); Bazan va cac ddng tac gia trong Human Vaccines and
Immunotherapeutics 8:1817-1828 (2012) va Zhao va cac ddng tac gia trong Critical
Reviews in Biotechnology 36:276-289 (2016) ciing nhu trong Hoogenboom va cac
ddng téc gia trong Methods in Molecular Biology 178:1-37 (O’Brien va cdc ddng tac
gia, ed., Human Press, Totowa, NJ, 2001) va trong Marks and Bradbury trong Methods
in Molecular Biology 248:161-175 (Lo, ed., Human Press, Totowa, NJ, 2003).

Trong cac phuong phép hién thi thé thuc khuin nhit dinh, kho vén chtra gen
VH va VL dugc tach dong vo tinh riéng biét bing phan ng chudi polymeraza
(polymerase chain reaction - PCR) va dugc két hop lai nghu nhién trong thu vién thé
thuc khuén, sau d6 c6 thé duge sang loc thé thuc khudn gin két khing nguyén nhu
dugc mo ta trong Winter va cac ddng tac gia trong Annual Review of Immunology 12:
433-455 (1994). Thé thyc khun thuong hién thi manh khéng thé, hogc dudi dang
ménh Fv chudi don (scFv) hoic duéi dang manh Fab. Thu vién tir cac ngudn da dugc
gy midn dich tao ra khéng thé &i lyc cao d6i v6i thé sinh mién dich khong doi héi vé
viéc chu tric thé lai héa. Theo cach khac, kho vbn nguyén thé c6 thé dugc tach dong
vo tinh (vi dy, tir nguoi) 8 thu duoc mot ngudn khang thé duy nhét dén khoang khong
phai tw khédng nguyén va ca tu khang nguyén rong khong c6 kha ning mién dich bat ky
nhu dugc md ta boi Griffiths va cac ddng tac gia trong EMBO Journal 12: 725-734
(1993). Cudi cung, thu vién nguyén thé ciling c6 thé duoc tao ra bang tong hop bing
cach tach dong vo tinh cdc manh gen V chua dugc sap xép lai tr té bao mam, va bing
céch sir dung doan mdi PCR chira trinh ty ngdu nhién dé ma héa ving CDR3 bién thé
cao va dé thuc hién su sa‘ip xép lai in vitro, nhu dugc mo ta boi Hoogenboom and
Winter trong Journal of Molecular Biology 227: 381-3 88 (1992). Cong bd patent md
ta thu vién thé thuc khuén khéang thé cta ngudi bao gdm, vi du: patent My sd
5.750,373; 7,985,840; 7,785,903 va 8,679,490 cling nhu cac Cong bb don yéu cau cép
patent My s& 2005/0079574, 2007/0117126, 2007/0237764 va 2007/0292936. Vi du
khéc nita vé& cac phuong phap da biét trong linh vyc k¥ thudt nay dé sang loc céc thu
vién két hop d6i v6i khang thé c¢6 hoat tinh hodc cac hoat tinh mong muén bao gdm
hién thi ribosom va mARN, ciing nhu cac phuong phap dé hién thi va chon loc khang
thé trén vi khuén, t& bao dong vat c6 vu, té bao con trung hodc té bao nidm men. Céc

phuong phap hién thi bé mat nAm men dugc xem xét, vi du, trong Scholler va cac dong
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tac gia trong Methods in Molecular Biology 503:135-56 (2012) va trong Cherf va céac
ddng tac gia trong Methods in Molecular Biology 1319: 155-175 (2015) cling nhu trong
Zhao va cac ddng tac gia trong Methods in Molecular Biology 889:73-84 (2012). Cac
phuong phép dé hién thi ribosom dugc mod ta, vi dy, trong He va cac ddng tac gia trong
Nucleic Acids Research 25:5132-5134 (1997) va trong Hanes va cac ddng tac gia trong
PNAS 94:4937-4942 (1997).

Cai bién hoa hoc thé lién hop mién dich theo sang ché khéc nita c6 thé duoc md
ta. Vi du, cac van d& vé tinh sinh mién dich va chu ky béan ra ngin c6 thé dugc cai
thién bang cach lién hop vé co ban véi polyme mach thing nhu polyetylen glycol
(PEG) hoic polypropylen glycol (PPG) (xem, vi du, WO 87/00056).

Thé lién hop mién dich dugc tao ra nhu duge dé cap trong ban mo ta nay co thé
duoc tinh ché bang k¥ thuat da biét trong linh vyc ky thuat nay nhu sac ky léng hiéu
nang cao, sic ky trao dbi ion, dién di gel, sic ky ai luc, sic ky loai trir kich ¢@, va céc
ky thuat tuong tu. Diéu kién thuc té dugc st dung dé tinh ché protein cu thé s& phu
thudc, mot phén, Vao cac yéu td nhu dién tich toan ph?m, tinh ky nudc, tinh wu nudc
v.v, va s& 12 hién nhién d8i v6i ngudi c6 hiéu biét trong linh vuc k¥ thuat nay. Déi véi
sur tinh ché bing séc ky 4i luc, khang thé, phéi tir, thy thé hoge khang nguyén ma thé
lién hop mién dich gén két c6 thé dugc dung. Vi dy, khéng th8 ma gén két dic hiéu IL-
2 polypeptit dot bién, c6 thé dugc dung. Déi véi su tinh ché bang sdc ky 4i luc thé lién
hop mién dich theo séng ché, ma tran véi protein A hodc protein G ¢ thé duoc dung.
Vi duy, sic ky 4i lyc va sic ky loai trir kich ¢ Protein A hodc G ¢6 thé dugc ding dé
phan 1ap thé lién hop mién dich v& co ban nhu duge md ta trong phin Vi dy thyc hién
sang ché. Do tinh khiét cia thé lién hop mién dich c6 thd dugc xac dinh bang cac
phuong phép phén tich da biét bat ky bao gom dién di gel, sic ky 16ng hiéu néng cao,
va cac phuong phép tuong tu.

Dugc phim, ché phim, va dudng dung

Theo mot khia canh khac nita, sang ché @ xuét dugc phdm chua thé lién hop
mién dich nhu dugc dé cp trong ban mé ta nay, vi du, dé dung trong cac phuong phap
didu tri bit ky dudi day. Theo mdt phuong an, dugc phém chira thé lién hop mién dich

bét ky dugc dé xuét trong ban md ta va chit mang dugc dung. Theo phuong dn khac,
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duoc phdm chira thé lién hop mién dich bét ky dugc dé xuét trong ban md ta va it nhét

mot tac nhan tri liéu bd sung, vi du, nhu duge md ta dudi day.

Sang ché ciing dé xuét phurong phép tao ra cac thé lién hop mién dich theo sang
ché & dang thich hop dé dung in vivo, phuong phap nay bao gdm (a) thu nhan thé lién
hop mién dich theo sang ché, va (b) pha ché thé lién hop midn dich c6 it nhét mot chat
mang dugc dung, nho do ché pham chira thé lién hop mién dich dugc pha ché dé dung

in vivo.

Dugc phém theo sang ché chura lugng hitu hiéu c6 tac dung diéu tri cua thé lién
hop mién dich dugc hoa tan hodc phéan tan trong chit mang dugc dung. Cum tir "dugc
dung hodc duogc chip nhéan vé& mit duge ly” dung dé& chi thyc thé phan tir va dugc
phim thudng khong doc dbi voi dbi twong tiep nhan & lidu lwong va ndng @ dugce
dung, tirc 14 khong tao ra phan ung bt loi, di tmg hodc phan mg khong mong mudn
khac khi dugce ding cho dong vét, nhu, vi dy, ngudi, khi thich hgp. Viée bao ché duoc
phAm chira thé lién hop mién dich va tuy y hoat chét b sung 1a da biét dbi véi ngudi
¢6 hiéu biét trong linh vuc k¥ thuft nay khi xem xét sang ché, nhu dugc 14y 1am vi du
boi Remington's Pharmaceutical Sciences, 18th Ed. Mack Printing Company, 1990,
duoc dua vao ban mo ta bang cach vién dan. Ngoai ra, dbi véi dong vat (vi du, nguoi)
dung, da biét rang cic ché phdm phai dap tng tiéu chudn vd trung, tinh gy sot, an
toan chung va d¢ tinh khiét theo yéu cu ctia FDA Office of Biological Standards hodc
co quan chic nang tuong Gng & cac nudce khac. Dugc phim dugc vu tién 1a ché phim
dong khd hogc dung dich nuée. Nhu dugce st dung trong ban mo ta nay, "cht mang
dugc dung" bao gdm dung moi bat ky va tat ca dung mdi, chit dém, mdi truong phan
tan, chét phu, chit hoat dong bé miit, chét chéng oxy hoa, chit bao quan (vi du, chét
khang khuén, thubc chéng ndm), chét ding truong, chit 1am cham hip thy, mubi, chit
bao quan, chét chdng oxy hoéa, protein, thudc, chét 1am én dinh thudc, polyme, gel,
chit két dinh, ta dugc, chét gy 14, chit bbi tron, chit 1am ngot, chit tao mui, thube
nhudm, nhu cac vét liéu va cac hdn hgp cua ching, 1a da biét dbi voi nguoi co hiéu
biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay (xem, vi dy, Remington's Pharmaceutical
Sciences, 18th Ed. Mack Printing Company, 1990, cac trang 1289-1329, dugc dua vao
ban mo ta bang cach vién dén). Ngoai trir chit mang thong thuong bét ky khong tuong

hop véi hoat chét, viéc str dung no trong tri li¢u hodc duoc phém ciing dugc du tinh.
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Thé lién hop mién dich theo sang ché (va tac nhan tri liéu bd sung bét ky) c6
thé dugc ding bing phwong tién thich hop bét ky, bao gdm ngoai dudng tiéu hoa,
trong phéi, va trong mili, va, néu mudn dé diéu tri khu tra, dung trong thwong tdn.
Viéc truyén ngoai duong tiéu hoa bao gdm dung trong co, trong tinh mach, trong dong
mach, trong mang bung, hodc duéi da. Viéc dinh lidu c6 thé bang con dudng thich hop
bét ky, vi du, béng cach tiém nhu tiém trong tinh mach hodc tiém duéi da ti€ém, phu

thudc, mot phan, vao viéc ding 1a ngén han hay 1au dai.

Duoc pham diing ngoai dudng tiéu hoa bao gbm céc duge phim dugc thiét ké
d8 dung bing cach tiém, vi dy, tiém dudi da, trong da, trong thuong tdn, trong tinh
mach, trong ddng mach, trong co, ndi tiy mac hogc trong mang bung tiém. bé tiém,
thé lién hop mién dich theo sang ché c6 thé dugc pha ché trong dung dich nudc, tbt
hon 13 trong céc dung dich dém twong hop véi co thé nhu dung dich Hanks, dung dich
Ringer, hodc dung dich dém mudi sinh ly. Dung dich c6 thé chira tic nhan didu ché
nhu chét tao huyén phu, chit 1am 8n dinh va/hodc chit gay rd. Theo cach khac, thé lién
hop midn dich c6 thé & dang bot dé hoan nguyén bang ta duge thich hep, vi dy, nude
khong chira chét gay sét vo tring, trude khi st dung. Dung dich tiém vd trung dugc
tao ra bang cach dua vao thé lién hop mién dich theo sang ché v6i lugng cén thiét
trong dung mdi thich hop véi véi nhidu thanh phan khéc liét k& dudi day, theo yéu
clu. Viéc 1am vo tring c6 thé duge thuc hién dé dang, vi dy, bang c4ch loc qua mang
loc vo tring. Néi chung, viéc phan tan dugc thyc hién bang cach dua céc hoat chét a3
duoc 1am vo tring khic nhau vao t4 dugc vo tring chra moi truong phéan tan bazo
va/hodc céc thanh phan khac. Trong trudong hop cla bdt vo trung dung dé didu ché
dung dich tiém, huyén phu hogc nhil twong vo tring, cac phuong phép didu ché dugc
wu tién 13 k¥ thuat 1am kho trong chan khong hodc lam dong kho thu dugc bdt chira
hoat chét cong véi thanh phan mong muén bd sung bat ky khic tir mdi truong da loc
v tring trude d6 cla chung. Moi trudng 16ng nén dugc tao dém phu hop néu cin va
chét pha loang 1éng trudc tién dugc lam cho déng truong trude khi tiém bang nuéc
mubi hodc glucoza du. Duge phim phai 4n dinh trong céc didu kién san xuét va cat git,
va dugc bao quan chéng lai cic tac dong nhiém tap cua vi sinh vét, nhu vi khuén va
nAm. Cén phai hiéu rang nhiém tap ndi doc t6 nén dugc giit tdi thiéu & muc an toan, vi
du, thép hon 0,5 ng/mg protein. Chit mang dugc thich hop dung bao gdm, nhung

khong chi gi6i han ¢: dung dich dém nhu phosphat, xitrat, va cac axit hitu co khac;
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chit chéng oxy héa bao gdm axit ascorbic va methionin; chit bao quan (nhu
octadexyldimetylbenzyl amoni clorua; hexametoni clorua; benzalkoni clorua;
benzethoni clorua; rugu phenolic, butylic hodc benzylic; alkyl paraben nhu metyl hodc
propyl paraben; catechol; resorxinol; xXyclohexanol; 3-pentanol; va m-cresol);
polypeptit c6 khéi luong phan tir thip (thép hon khoang 10 gbc); protein, nhu albumin
huyét thanh, gelatin, hodc globulin mién dich; polyme wa nuéc nhu
polyvinylpyrolidon; axit amin nhu glyxin, glutamin, asparagin, histidin, arginin, hodc
lysin; monosacarit, disacarit, va céc hydrat cacbon khac bao gdm glucoza, mannoza,
hoac dextrin; chét chelat hoa nhu EDTA; dudng nhu sucroza, mannitol, trehaloza hodc
sorbitol; c4c ion trai d4u tao thanh mubi nhu natri; phtc hop kim loai (vi dy, phirc hop
Zn-protein); va/hodc cac cht hoat dong bé mit khdng ion nhu polyetylen glycol
(PEG). Huyén phu tiém dang nudc c6 thé chira hop chét 1am ting dd nhét cua huyén
phu, nhu natri carboxymetyl xenluloza, sorbitol, dextran, hodc cac hgp chét tuong tu.
Tuy ¥, huyén phu ciing c6 thé chtra chit 1am 6n dinh thich hop hodc tic nhin 1am ting
d0 hoa tan cua hop chét d& cho phép diéu ché duogc dung dich co ddc cao. Ngodi ra,
huyén phti chira hoat chét co6 thé duoc tao ra dudi dang huyén phti tiém dang dau thich
hop. Dung mdi ua chit chat béo hodc chét dan thubc thich hgp bao gbm diu béo nhur
diu vimg, ho#ic este cua axit béo tong hop, nhu etyl cleat hodc triglyxerit, hodc

liposom.

Hoat chit c6 thé dugc biy trong vi nang dugc tao ra, vi du, 14n luot bang k¥
thudt giot tu hodc bing qua trinh polyme hoa bé mit chung, vi dy, vi nang
hydroxymetylxenluloza hodc gelatin-vi nang va poly(metylmetaxylat), trong hé théng
phan phdi thudc dang keo (vi du, liposom, vi cau albumin, vi nhil tuong, hat c6 kich
thuéc nano va vién nang c6 kich thuéc nano) hodc trong dai nhil twong. Cac k¥ thuéat
nhu vdy dugc d& cdp trong Remington's Pharmaceutical Sciences (18th Ed. Mack
Printing Company, 1990). Ché pham gidi phong kéo dai co thé duoc tao ra. Vi dy thich
hop v& ché pham giai phéng kéo dai bao gbm thé ban thdm cta polyme ky nudc rn
chtra polypeptit, ma thé nay 1a & dang vat pham c6 hinh, vi du mang, hodc vi nang.
Theo cac phuong an cu thé, sy hép thu kéo dai duge phim ding dé tiém c6 thé dugc
tao ra bang cach st dung trong dugc phim chira tdc nhan 1am cham sy hép thu nhu, vi

du, alumin monostearat, gelatin hodc cac hon hop cla ching.
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Ngoai dugc phim dugc mb ta trén déy, thé lién hop mién dich cling c6 thé duoc
pha ché duéi dang dugc phim chira. Dugc phim tac dong dai nhu vy co thé duoc
ding bang cach cdy ghép (vi du, dudi da hodc trong co) hodc bang cach tiém trong co.
Do d6, vi du, thé lién hop midn dich c6 thé dugc pha ché bang vt ligu polyme hodc ky
nudce thich hop (vi dy, dudi dang nhii twong trong dau chép nhén dugc) hodc nhya trao

dbi ion, hodc dudi dang dan xuat it hoa tan, vi du, dudi dang mudi it hoa tan.

Dugc phim chira thé lién hop mién dich theo sang ché c6 thé duoc san xuét
bang quy trinh trdn, hoa tan, nhii hoa, tao nang, biy hodc dong kho thong thudng.
Dugc phim c6 thé dugc pha ché theo cach thong thuong bang cach sir dung mdt hodc
nhiéu chit mang, chét pha lodng, ta dugc, chét phu trg dugc chép nhin dung trong co
thé gitip 1am thuan loi qua trinh xir ly protein thanh ché phdm ma c6 thé dugc ding

trong dugc pham. Ché phim phit hgp phu thudc vao dudng ding dugc chon.

Thé lién hop mién dich c6 thé dugc pha ché vao dugc phém trong axit hodc
bazo tu do, dang trung tinh hodc dang mubdi. Mudi duge dung 1a mudi vé co ban giit
dugc hoat tinh sinh hoc cta axit hodc bazo ty do. Cac mudi nay bao gém mubi cong
axit, vi du, cac mudi dugc tao ra bang nhém amino ty do cia duge phém ¢6 protein,
hodc dugc tao ra bang axit vd co nhu, vi dy, axit clohydric hodc axit phosphoric, hodc
cac axit hiru co nhu vdy nhu axit axetic, axit oxalic, axit tartric hodc axit mandelic.
Mudi dugc tao ra bang nhém carboxyl tu do cling c6 thé ¢6 ngudn gbc tir bazo vd co
nhu, vi duy, natri, kali, amoni, canxi hodc sat hydroxit; hodc bazo hitu co nhu vy nhu
isopropylamin, trimetylamin, histidin hodc procain. Mubi dugc c¢é xu huéng hoa tan
hon trong dung dich nuéc va cac dung mdi proton khéc so véi thé bazo tu do twong
ung.

Céac phuong phap tri liéu va duge phim

Thé lién hop mién dich bat ky dugc d& xuét trong ban md ta co thé duoc ding
trong cac phwong phép tri liéu. Thé lién hop mién dich theo sang ché ¢6 thé dugc dung
1am t4c nhan tri liéu mién dich, vi du, dé diéu trj ung thu.

Pé dung trong cac phuong phép tri lidu, thé 1ién hop mién dich theo sang ché s&
dugc pha ché, dinh liéu, va dung theo cach phu hop voi viéc (ng dung thuc té thube
tbt. Cac yéu td dé xem xét trong ban md ta bao gbm rdi loan cu thé dugc didu tri, dong

vt ¢6 vii cu thé duoc dicu tri, tinh trang 1am sang cua bénh nhén riéng le, nguyén nhan
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cta rbi loan, vi tri ding tic nhéan, phuong phap dung, lich trinh dung, va cac yéu td
khac da biét dbi véi bac s§ y khoa.

Thé lién hop mién dich theo sang ché co thé dgc biét hitu ich dé didu trj tinh
trang bénh ly trong d6 kich thich hé mién dich ctia vat chu 1a ¢6 1¢i, cu thé 1 tinh tranh
bénh mong mudn c6 phén ng mién dich té bao ting cudng. Céc tinh trang bénh ly nay
¢6 thé bao gdm tinh trang bénh ly trong d6 dap Ung mién dich vat chu 13 khong du
hodc thiéu hut. Tinh trang bénh 1y ma thé lién hop mién dich theo sang ché co thé
dugc ding bao gdm, vi dy, khéi u hogc nhiém khuén trong d6 dap img mién dich té
bao s& 13 co ché quan trong cho tinh sinh mién dich dc hi¢u. Thé lién hop mién dich

theo sang ché c6 thé dugc dung tw né hodc trong dugc phém thich hgp bt ky.

Theo mot khia canh, sang ché d& xuét thé lién hop mién dich theo sang ché dé
dung 1am thudc. Theo cac khia canh khéc nita, séng ché dé& xuét thé lién hop mién dich
theo sang ché dung @8 diéu tri bénh. Theo mot sb phuong 4n, sang ché d& xuét thé lién
hop mién dich theo sang ché dé dung trong phuong phip diéu tri. Theo mdt phuong
an, sang ché d& xuAt thé lién hop mién dich nhu duge dé cap trong ban mo ta ndy dung
dé didu tri bénh & cé thé cAn diéu tri bénh nay. Theo mot sd phuong 4n, sang ché @&
xuit thé lién hop midn dich dé ding trong phuong phap diu trj ca thé c6 bénh bao
gdm budc cho ca thé dung lugng hitu hiéu cé tac dung didu tri cua thé lién hop mién
dich. Theo mdt sé phwong 4n, bénh dugc diéu tri 12 ching rdi loan tang sinh. Theo
phuong an cu thé, bénh 12 ung thu. Theo mot s& phuong an, phuong phap nay con bao
gdm bude cho c4 thé dung lwong hiru hi¢u c6 tac dung didu tri cta it nhat mot tac nhan
tri liéu bd sung, vi dy, chét chéng ung thu néu bénh duoc diéu tri 12 ung thu. Theo cac
phuong én khac nira, sang ché d& xuét thé lién hop mién dich ding dé kich thich hé
mi&n dich. Theo mdt sé phuong 4n, sang ché d& xuét thé lién hop mién dich dé dung
trong phuong phap kich thich hé mién dich & ca thé bao gbm budc cho ca thé ding
lwong hitu hiéu cta thé lién hop mién dich dé kich thich h¢ mién dich. “Ca thé” theo
phuong an bt ky trong s6 cac phuong an néu trén la dong vét co vu, t6t hon 13 nguoi.
“Sy kich thich hé mién dich” theo phuong én bét ky trong sb cac phuong an néu trén
¢6 thé bao gdm sy ting bét ky trong sé mot hodc nhidu sy ting chung vé chuic ning
mién dich, su ting chic ning té bao T, su ting chic ning té bao B, su phuc hoi chirc

ning té bao lympho, sy ting mirc bidu hién thu thé IL-2, sy ting dap Ung té bao T, su
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ting hoat tinh té bao tiéu diét ty nhién hoic hoat tinh té bao tiéu diét dugc hoat hoa boi

lymphokin (LAK), va céc chirc ndng tuong tu.

Theo mot khia canh khéc nita, sang ché mo ta viéc st dung thé lién hop mién
dich theo sang ché @8 san xuét hodc didu ché thudc. Theo modt phwong an, thude 12
ding dé didu tri bénh & c4 thé cAn didu tri bénh nay. Theo mdt phuong én, thude la dé
dung trong phuong phép diéu tri bénh bao gdm budc cho cé thé méc bénh ding lugng
hitu hidu c6 téc dung didu tri ctia thubc. Theo mot s& phuong &n, bénh dugc diéu tri 12
chimg rbi loan ting sinh. Theo phuong 4n cu thé, bénh 13 ung thu. Theo mdt phuong
4n, phuong phép nay con bao gdm budc cho ca thé dung lwong hitu hiéu c6 tac dung
diéu tri cua it nhat mot tac nhan tri liéu bd sung, vi du, chét chéng ung thu néu bénh
dwoc didu tri 12 ung thw. Theo phuong 4n khac, thude 1a dé kich thich hé mién dich.
Theo phuong an khac, thudc 12 dé dung trong phuong phap kich thich hé mién dich &
c4 thé bao gém budc cho ca thé dung lwong hitu hidu cia thubc dé kich thich hé mién
dich. “C4 thé” theo phuong an bét ky trong sb cac phuong 4n néu trén cé thé 1a dong
vat ¢6 vi, tét hon 1a ngudi. “Sy kich thich h¢ mién dich” theo phuong én bét ky trong
s6 cac phuong 4n néu trén co thé bao gdm su ting bét ky trong s6 mdt hodc nhiéu su
ting chung vé chirc ning mién dich, sy ting chirc ning té bao T, su ting chlrc ning té
bao B, su phuc hoi chic ning té bao lympho, sy tdng murc biéu hién thu thé 1L-2, su
ting dap tmg té bao T, su tang hoat tinh t€ bao tiéu diét ty nhién hogc hoat tinh té bao
tiéu diét dugc hoat hoa bsi lymphokin (LAK), va céc chirc nang tuong ty.

Theo mot khia canh khac nita, sang ché mé ta phuong phap diéu tri bénh & ca
thé. Theo mot phuong an, phuwong phip nay bao gbm budc cho ca thé mic bénh nhu
vay dung lugng hitu hiéu c6 tac dung didu trj cta thé lién hop mién dich theo séng ché.
Theo mdt phuong an, dugce phim dugc dung cho ca thé nay, chira thé lién hop mién
dich theo sang ché & dang dugc dung. Theo mot sb phuong an, bénh dugc diéu tri 1a
chimg r6i loan ting sinh. Theo phuong 4n cy thé, bénh 13 ung thu. Theo mdt s6
phuong 4n, phuong phap nay con bao gdm budc cho ca thé dung lugng hitu hiéu c6
tac dung diéu tri cua it nhét mot tac nhén tri liéu bd sung, vi du, chét chéng ung thu
néu bénh duoc diéu tri 12 ung thu. Theo mdt khia canh khac nira, sang ché dé xuét
phuong phap kich thich hé mién dich & cé thé, bao gbm budce cho ca thé dung luong
hitu hiéu ciia thé lién hop midn dich dé kich thich hé mién dich. “C4 thé” theo phuong

an bat ky trong sb cac phuong 4n néu trén cd thé 1a dong vat c6 vu, tot hon 1a ngudi.
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“Sy kich thich hé mién dich” theo phwong 4n bat ky trong sb cac phuong 4n néu trén
¢6 thé bao gdm su ting bét ky trong s& mdt hoic nhiéu sy ting chung vé chiic ning
mién dich, su ting chirc nang té bao T, su ting chirc ning té bao B, su phuc hoi chire
nang té bao lympho, sy tdng muc biéu hién thu thé IL-2, su ting dap Gng té bao T, su
ting hoat tinh t& bao tiéu diét tw nhién hogc hoat tinh t& bao tiéu diét dugc hoat héa boi

lymphokin (LAK), va cdc chirc néng tuong tu.

Theo mdt sd phuong 4n, bénh dugc diéu tri 14 ching r6i loan ting sinh, cu thé
12 ung thu. Vi du khong gi¢i han pham vi cua sang ché vé ung thu bao gbm ung thu
bang quang, ung thu ndo, ung thu dAu va cb, ung thu tuyén tuy, ung thu phdi, ung thu
v, ung thu budng trimg, ung thu da con, ung thu c¢d, ung thu mang trong da con, ung
thu thuc quan, ung thu rudt két, ung thu dai truc trang, ung thu tryc trang, ung thu da
day, ung thu tuyén tién liét, ung thu mau, ung thu da, ung thu biéu mb té bao hinh vay,
ung thu xwong, va ung thu théan. Réi loan ting sinh té bao khac ¢6 thé dugc diéu tri
bing céch st dung thé lién hop mién dich theo sing ché bao gbm, nhung khong chi
gi6i han &, ung thu nam &: bung, xwong, va, h¢ tiéu hda, gan, tuyén tuy, mang bung,
tuyén noi tiét (thwong than, tuyén cén giép, tuyén yén, tinh hoan, budng trimg, tuyén
uc, tuyén giap), mét, dau va cb, hé than kinh (trung tim va ngoai vi), h¢ bach huyét,
khung xuong chiu, da, md mém, 14 lach, ving ngyuc, va hé niéu sinh dyc. cling bao
gdm c4c tinh trang bénh hodc tdn thuong tién ung thu va céac di can ung thu. Theo mot
s§ phuong 4n, ung thu duge chon tir nhém bao gdm ung thu than, ung thu da, ung thu
phdi, ung thu dai tryc trang, ung thu va, ung thu ndo, ung thu ddu va cd, ung thu tuyén
tién liét va ung thu bang quang. Nguoi c6 hiéu biét trong linh vyc k¥ thudt nay dé
dang xac dinh dugc rang trong mot sb truomg hop thé lién hop mién dich c6 thé khong
tao ra hiéu qua chira bénh ma chi cé thé tao ra dugc loi ich mot phé‘m. Theo mdt sd
phuong én, thay dbi sinh 1y c6 mdt s6 1¢i ich cling 1a céc loi ich diu tri dugc xem xét.
Do d6, theo mot s6 phuong 4n, mét luong thé lién hop mién dich tao ra thay dbi sinh
Iy dugc xem I3 "lugng hitu hiéu" hofic "lugng hiru hiéu c6 tic dung didu tri". D6i
tuong, bénh nhéan, hodc ca thé can diéu tri thudong 1a dong vat c6 vi, cu thé hon 12
nguoi.

Theo mdt sé phuong 4n, lugng hitu hiéu cla thé 1ién hop mién dich theo sang
ché dugc dung cho té bao. Theo cac phuong 4n khéc, luong hitu hiéu ¢6 tac dung diéu

trj cia thé lién hop mién dich theo sang ché dugce ding cho c4 thé dé diéu tri bénh.
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Pé ngin ngira hodc didu tri bénh, lidu lwong thich hop cia thé lién hop mién
dich theo sang ché (khi dugc st dung mdt minh hodc két hop véi mot hodc nhiéu tac
nhan tri liéu bd sung khéc) s& phu thudc vao dang bénh dugc diéu tri, dudng dung, thé
trong cia bénh nhan, dang phén t (vi dy, bao gdm hozc khong bao gdm mién Fc),
murc nghiém trong va thoi gian bénh, liéu thé lién hop mién dich dugc dung cho muc
dich phong bénh hay chira bénh, cac can thiép didu tri trudc d6 hogc ddng thoi, tién st
14m sang ctia bénh nhan va sy dép ung voi thé lién hop mién dich, va su quyét dinh
cua bac s§ dang didu tri. Bac s§ chiu trich nhiém cho viéc dung s&, trong truong hop
bAt ky, x4c dinh ndng do ctia hoat chit trong dugc pham va lidu dung thich hop dbi véi
d6i tugng riéng ré. Phac dd dinh liéu khéc nhau bao gom, nhung khong chi gi6i han &,
viéc dung mot 1an hoic nhidu 13n & cac thoi diém khéac nhau, dung vién thudc to, va

truyén xung cling dugc du tinh trong ban md ta.

Thé lién hop mién dich dugc st dung pht hop cho bénh nhén tai mot thoi diém
hodc qua nhiéu phuong phép diéu tri. Ty thudc vao loai va mirc do nghiém trong cia
bénh 1y, vi dy, khoang 1 pg/kg dén 15 mg/kg (vi du 0,1 mg/kg - 10 mg/kg) cua thé lién
hop midn dich c6 thé 1a lidu Gmg cfr vién ban dau cho bénh nhan, bing mot hoic nhiéu
14n dung riéng biét, hogc bing cach truyén lién tuc. Mot lidu hang ngay dién hinh c6
thé nidm trong khoang tir 1 pg/kg dén 100 mg/kg hodc cao hon, tly thude vao cac yéu
t5 néu trén. D6i véi viec dung 13p di 13p lai trong vai ngay hodc 1au hon, tuy thudc vao
tinh trang bénh, viéc diéu tri thuong s& dugc duy tri cho dén khi xay ra su ¢ ché mong
muén cita cc tridu ching bénh. Lidu lwong duge 14y lam vi du vé thé lién hop mién
dich 13 nim trong khoang tir 0,005 mg/kg dén khoang 10 mg/kg. Theo vi du khong
giéi han pham vi cla sang ché khac, liéu dung cling cb thé chta trong khoang tir 1
microgam/kg/thé trong, khoang 5 microgam/kg/thé trong, khoang 10 microgam/kg/thé
trong, khoang 50 microgam/kg/thé trong, khoang 100 microgam/kg/thé trong, khoang
200 microgam/kg/thé trong, khoang 350 microgam/kg/thé trong, khoang 500
microgam/kg/thé trong, khoang 1 miligam/kg/thé trong, khoang 5 miligam/kg/thé
trong, khoang 10 miligam/kg/thé trong, khoang 50 miligam/kg/thé trong, khoang 100
miligam/kg/thé trong, khoang 200 miligam/kg/thé trong, khoang 350 miligam/kg/thé
trong, khoang 500 miligam/kg/thé trong, dén khoang 1000 mg/kg/thé trong hodc 16n
hon cho mdi 14n dung, va khoang dan xult bit ky trong d6. Theo vi du khong gidi han

pham vi cla sang che ve khoang dAn xuét tir cac con s6 duge néu trong ban mo ta nay,
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khoang tor 5 mg/kg/thé trong dén khoang 100 mg/kg/thé trong, khoing 5
microgam/kg/thé trong dén khoang 500 miligam/kg/thé trong, v.v., c6 thé dugc ding,
trén co s& cac khoang gid tri dugc md ta trén day. Do d6, mot hodc nhiéu lidu dung
khoang 0,5 mg/kg, 2,0 mg/kg, 5,0 mg/kg hodc 10 mg/kg (hodc sy két hop bt ky cua
chiing) c6 thé dugc dung cho bénh nhan. Lidu nhu vay c6 thé dugc ding khong lién
tuc, vi du, mdi tudn hoic ba tudn mot lan (vi du, bénh nhén tiép nhén tr khoang hai
dén khoang hai muoi, hotic vi dy, khoang séu lidu thé lién hop mién dich). C6 thé dung
mbt lidu ban diu cao hon, tiép theo 1 mot hodc nhiéu lidu thép hon. Tuy nhién, phic
d lidu luong khéc c6 thé hitu ich. Tién trinh cla ligu phép nay dé dang dugc theo ddi

bang cac k§ thuat va xét nghiém théng thuong.

Thé lién hop mién dich theo séng ché no6i chung s& dugc st dung mdt cach hiéu
quéa dé dat duoc muc dich da dinh. Pé sir dung trong didu tri hodc ngdn ngira tinh trang
bénh, thé lién hop mién dich theo sing ché, hodc dugc phém chira ching, dugc su
dung hoic dung véi lugng hitu higu ¢6 tac dung diéu tri. Viéc x4c dinh lugng hiru hiéu
¢6 tac dung diéu tri cling nam trong kha niing cua ngudi co hiéu biét trong linh vuc k¥

thuat ndy, ddc biét la theo thong tin chi tiét dwgc cung cp trong ban md ta.

Déi véi viée dung ndi hdp, lugng hitu hiéu 6 tac dung didu tri c6 thé dugc wéc
tinh ban diu tir cac thir nghiém in vitro, nhu thir nghiém nudi chy té bao. Sau do, lidu
dung co thé duoc xdy dung & cac md hinh dong vat dé dat dugc khoang ndéng do tudn
hoan bao gbm ICso nhu dugc xéac dinh trong nudi ciy té bao. Thong tin nhu vy c6 thé

dugc ding dé x4c dinh chinh x4c hon lidu ding hitu ich & ngudi.

Liéu lugng ban dau cling co thé dugc udce tinh tir dit liéu in vivo, vi du: m6 hinh
dong vat, st dung cac ky thuat da biét trong linh vy ky thuat ndy. Ngudi ¢6 hiéu biét
trung binh trong linh vyc k¥ thuét nay co thé d& dang tdi wu héa viéc dung cho nguoi

duva trén dit liéu dong vat.

Liéu luong va khoang cach ding cé thé dugc diéu chinh riéng biét dé tao ra
ndng d6 thé lién hop mién dich trong huyét twong du dé duy tri hiéu qua didu tri. Lidu
dung thong thudong cho bénh nhén bang cach tiém ndm trong khoang tir 0,1 dén 50
mg/kg/ngdy, thuong la nam trong khoang tir 0,5 dén 1 mg/kg/ngay. Mirc huyét trong
¢6 tac dung didu tri co thé dat dwoc bang cach dung nhiéu lidu mdi ngay. Mirc huyét

twong c6 thé dugc do, vi dy, bing HPLC.
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Trong trudng hop diéu tri khu tra hodc hép thu ¢6 chon loc, néng db tai chd hitu
hiéu cua thé lién hop mién dich co thé khong lién quan dén ndng do trong huyét twong.
Ngudi ¢6 hiéu biét trong linh vue k¥ thudt nay c6 thé tdi uu héa duge lidu lrong hitu

hiéu c6 tac dung diéu tri khu tri ma khong cén thir nghiém qué mirc.

Lidu hitu hidu c6 tac dung didu trj ctia thé lién hop mién dich dugc dé cép trong
ban md ta ndy ndi chung s& mang lai lgi ich diéu tri ma khong gy doc tinh déng ké.
Doc tinh va hi¢u qua didu tri cua thé lién hop mién dich ¢6 thé dugc xac dinh bang cac
quy trinh duoc chuén trong nudi céy té bao hodc dong vat thi nghiém. Céc thir nghiém
nuéi cdy t& bao va nghién ciru trén dong vat c6 thé duoc dung @ x4c dinh LDso (liéu
gay chét t6i 50% quan thé) vé EDso (lidu didu tri c6 c6 tac dung trong 50% quén thé).
Ty 16 lidu giira tic dung doc va trj liéu 1a chi s diéu tri, ma ¢4 thé dugc bidu thi bing
ty 1€ LDso/EDso. Thé lién hop mién dich c6 chi s6 diéu tri cao dugc vu tién. Theo mot
phuong 4n, thé lién hop mién dich theo séng ché ¢6 chi s6 didu tri cao. Dt lidu thu
dugc tir cac thir nghiém nudi céy té bao va nghién ctru trén dong vat co thé dugc dung
dé xay dung mot loat cac lidu lwong phu hop dé st dung & nguoi. Tét hon 13, lidu
luong nay nam trong khoang tir ndng d6 tudn hoan bao gdm EDso v6i doc tinh it hodc
khong c6 doc tinh. Liéu luong c6 thé thay dbi trong khoang nay tiry thudc vao nhidu
yéu td, vi du, dang bao ché dugc st dung, cach dung thudc, tinh trang bénh cia dbi
tugng va cac yéu td twong ty. Cong thirc chinh xdc, duong dung va lidu luong ¢6 thé
duoc lva chon bdi tiing bic si theo quan diém v& tinh trang bénh cuia bénh nhén. (Xem,
vi du, Fingl va cac ddng tac gia, 1975, trong tai li¢u: The Pharmacological Basis of
Therapeutics, Ch. 1, p. 1, toan bo ndi dung cta tai liéu duogc dua vao ban mo ta bang
cach vién dan).

Béc si didu tri cho bénh nhan dugc didu tri bing thé lién hop mién dich theo
sang ché s& biét cach thic va thoi diém chim dat, gidn doan hode diu chinh viéc dung
do ddc tinh, rdi loan chtrc nang ndi tang va cac yéu td twong tu. Nguoc lai, bac st didu
tri cling s€ biét didu chinh viéc diu tri & mirc cao hon néu dap ung 14m sang khong
ddy du (loai trir doc tinh). Tam quan trong cua mot liéu dung trong quan ly rdi loan
dang quan tdm s€& thay ddi theo murc nghiém trong cua tinh trang bénh cAn diéu tri, véi
10 trinh diéu tri, va céc yéu t6 twong tw. Mirc nghiém trong cua tinh trang bénh cb thé,

vi dy, dugc danh gid, mot phin, bang cac phuong phép danh gia tién lugng chuén.
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Hon nita, lidu lugng va ¢6 1& ca tin suat dung liéu ciing s& thay doi theo do tudi, thé

trong va phan tng cla timg bénh nhan.

Lidu ding c6 tac dung didu trj tdi da ciia thé lién hop mién dich chira IL-2
polypeptit dot bién nhu dugc dé cap trong ban md ta nay co thé duoc ting tir liéu dung

duoc st dung d6i véi thé lién hop mién dich chtra IL-2 kicu dai.
T4c nhan khéc va phuong phap diéu tri

Thé lién hop mién dich theo sang ché ¢6 thé duoc dung két hop véi mot hoge
nhidu tac nhan khac trong tri liéu. Vi dy, thé lién hop mién dich theo sang ché c6 thé
dugc dung df‘)ng thoi voi it nhit mot tac nhan tri liéu bd sung. Thuét ngit "tdc nhén tri
liéu” bao gbém tac nhan bét ky dugc dung dé didu tri triéu chirg hodc bénh ly & ca thé
cAn diéu tri bénh nay. Téc nhan tri liéu bd sung nhu vay ¢6 thé bao gdm hoat chét bét
ky thich hop cho céc déu hiéu cu thé dugc didu tri, tt hon 1a hoat chit v6i hoat tinh bd
thé ma khong gay tac dong bét 1gi cho nhau. Theo mét ) phuong an, tdc nhén tri ligu
b sung 13 tic nhan didu bién mién dich, chét kim ham té bao, chét @c ché sy bam dinh
té bao, chét gay doc té bao, chit hoat héa co ché gay chét theo chuong trinh cia té bao,
hodc tac nhan lam tang tinh nhay cia té bao véi chit giy ra co ché gay chét theo
chuong trinh. Theo phuong an cu thé, tac nhan tri liéu bd sung 1a chét chéng ung thu,
vi dy, chat pha v vi ong, chit chéng trao dbi chét, chét rc ché topoisomeraza, chét cai
xen ADN, chét alkyl hoa, tdc nhan tri li€u bz“mg hormon, chét trc ché kinaza, chét dbi
khang thu thé, chit hoat hoa co ché gay chét theo chuong trinh ciia t& bao khdi u, hodc

chit chéng tao mach.

Téc nhan khéc nhu vay c6 mit thich hop trong t6 hop v6i lugng hitu hiéu nhim
muc dich da dy dinh. Lugng hiru higu cta téc nhén khéac nhu vay phu thudc vao lugng
thé lién hop mién dich duge sir dung, dang 161 loan ho#c phuong phéap diéu tri, va céc
yéu t6 khic dugce thao luén trén day. Thé lién hop mién dich thuong dugce dung trong
cung mot lidu luong va véi cac dudong dung nhu duge dé cap trong ban mé ta nay,
hodc v6i lidu lugng nam trong khoang tir 1 dén 99% nhu dugc dé cdp trong ban md ta
nay, hodc v6i lidu luong bét ky va bing dudng ding bt ky duge xéc dinh theo kinh
nghiém/14m sang la phu hop.

Liéu phéap két hop duoc luu y trén ddy bao gbm viéc dung két hop (trong d6 hai

hodc nhiéu tic nhan tri liéu chira trong cing dugce phém hodc dugc phém riéng bict),
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va viéc dung riéng biét, trong do trudng hop, dung thé lién hop mién dich theo sang
ché co thé xay ra truge khi, déng thoi, va/hodc sau khi, dung tic nhén tri liéu bd sung
va/hodc ta duge. Thé lién hop mién dich theo sang ché ciing c6 th8 dugc dung két hop
voi xa tri lidu.

Vat phdm

Theo mot khia canh khéc, sang ché d& xuét vat phém chira vét liéu hitu ich dé
diéu tri, ngin nglra va/hodc chin doan cac rbi loan duge md ta trén ddy. Vit phém bao
gbm db chira va nhén dan hogc to roi trén hodc c6 lién quan dén db chtra. PO chira
thich hop bao gdm, vi du, chai, lo nhd, éng tiém, tai dung dich IV, v.v. Db chira c6 thé
duoc tao ra tr nhidu dang vt liéu nhu thiy tinh hogc chét déo. PO chira gifr duge
phém ma 13 chinh n6 hodc dugc két hop véi dugc phém khac hitu hiéu dé didu tri,
ngédn ngra va/hodc chén doén tinh trang bénh va c6 thé ¢6 cdng tiép can vo tring (vi
du, dd chira c6 thé 1a tai dung dich trong tinh mach hodc lo nhé ¢co nép ¢6 thé choc
thing dugc bing mili tiém dudi da). ft nhit mot hoat chit trong duge phim 12 thé lién
hop mién dich theo sang ché. Nhan hodc td roi chi ra dugc phém duoc st dung dé didu
tri tinh trang bénh lya chon. Ngoai ra, vat phém nay co thé bao g(“)m (a) dd chua thu
nhit v6i dugc phdm chira trong d6, trong d6 dugce phim chta thé 1ién hop mién dich
theo sang ché; va (b) dd chira thir hai v6i dugc phim chira trong do, trong d6 dugc
phim bao gbm tac nhan gy doc t& bao khac nita hodc bing cach khéc 13 tc nhan tri
liéu. Vat phdm theo phwong 4n nay theo sing ché c6 thé con bao gdm to roi chi ra
duogc phém ¢6 thé dugce ding dé diéu tri tinh trang bénh cu thé. Theo cach khac, hodc
ngodi ra, vat pham c6 thé con bao gdm dd chira thir hai (hodc thir ba) bao gbdm dung
dich dém duoc dung, nhu nuéc kim khudn ding dé tiém (BWFI), dung dich nudc
mudi dém phosphat, dung dich Ringer va dung dich dextroza. N6 c6 thé con bao gdm
cac vt liéu khac mong mudn tir quan diém thuong mai va ngudi dung, bao gbm céc

dung dich d¢m khac, chét pha lodng, chét loc, kim tiém, va 6ng tiém.

Trinh tu axit amin

Trinh ty axit amin SEQID
NO
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PD-1 tbi
thidu HVR-
H1

SSYT

PD-1 tdi
thiéu HVR-
H2

SGGGRDIY

PD-1 tbi
thiéu HVR-
H3

GRVYF

PD-1 tbi
thidu HVR-
L1

TSDNSF

PD-1 tbi
thiéu HVR-
L2

RSSTLES

PD-1 tbi
thiéu HVR-
L3

NYDVPW

manh FR-H3
(RDN ¢ vi tri
Kabat 71-73)

PD-1 HVR-
HI

GFSFSSY

PD-1 HVR-
H2

GGR
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PD-1 HVR- TGRVYFALD 10
H3
PD-1 HVR- SESVDTSDNSF 11
L1
PD-1 HVR- RSS 12
L2
PD-1 HVR- NYDVPW 13
L3
PD-1 VH (1, EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFSFSSYTMSW 14
2,3,4) VRQAPGKGLEWVATISGGGRDIYYPDSVKGRFTISRD
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCVLLTGRVYFALDS
WGQGTLVTVSS
PD-1 VL (1) DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKASESVDTSDNSFIH 15
WYQQKPGQSPKLLIYRSSTLESGVPDRFSGSGSGTDF
TLTISSLQAEDVAVYYCQQNYDVPWTFGQGTKVEIK
PD-1 VL (2) | DVV MTQSPLSLPVTLGQPASISCRASESVDTSDNSFIH 16
WYQQRPGQSPRLLIYRSSTLESGVPDRFSGSGSGTDF
TLKISRVEAEDVGVYYCQQNYDVPWTFGQGTKVEIK
PD-1 VL (3) EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASESVDTSDNSFIH 17
WYQQKPGQSPRLLIYRSSTLESGIPARFSGSGSGTDFT
LTISSLEPEDFAVYYCQQNYDVPWTFGQGTKVEIK
PD-1 VL (4) EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASESVDTSDNSFIH 18

WYQQKPGQSPRLLIYRSSTLESGIPARFSGSGSGTDFT
LTISSLEPEDFAVYYCQQNYDVPWTFGQGTKVEIK
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IL-2 cua APTSSSTKKTQLQLEHLLLDLQMILNGINNYKNPKLT 19

ngudi RMLTFKFYMPKKATELKHLQCLEEELKPLEEVLNLA
QSKNFHLRPRDLISNINVIVLELKGSETTFMCEYADET

ATIVEFLNRWITFCQSIISTLT

IL-2 cta APASSSTKKTQLQLEHLLLDLQMILNGINNYKNPKLT 20

ngudi (T3A, | RMLTAKFAMPKKATELKHLQCLEEELKPLEEVLNGA

F42A, Y45Y, | QSKNFHLRPRDLISNINVIVLELKGSETTFMCEYADET

L72G, ATIVEFLNRWITFAQSIISTLT

C125A)

Cau ndi GGGGSGGGGSGGGGS 21

PD-11L2v— | evqllesggglvgpggsliriscaasgfsfssytmswvrqapgkglewvatisggg 22

HC vé6iIL2v | rdiyypdsvkgrftisrdnskntlylgmnslraedtavyycvlltgrvyfaldswg

(nam vin Fe, | qgtlvtvssastkgpsvfplapsskstsggtaalgelvkdyfpepvtvswns galts

LALAPG) gvhtfpavlgssglyslssvvtvpssslgtqtyicnvnhkpsntkvdkkvepksc

dkthtcppepapeaaggpsvilfppkpkdtimisrtpevtevvvdvshedpevk
fnwyvdgvevhnaktkpreeqynstyrvvsvltvihgdwingkeykckvsnk
algapiektiskakgqprepqvytlpperdeltknqvsiwelvkgfypsdiavew
esngqpennykttppvldsdgsfflyskltvdksrwqqgnvfscsvmhealhnh
ytqkslslspgggggsggggsggggsapassstldctqlqlehllldlqmilnginn
yknpkltrmltakfampkkatelkhlqcleeelkpleevlngaqsknﬂllrprdli

sninvivlelkgsettfimceyadetativeflnrwitfagsiistlt
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PD-11L2v —
HC khong co
IL2v (15 Fe,
LALAPG)

evqllesggglvgpggslriscaas gfsfssytmswvrqapgkglewvatisggg
rdiyypdsvkgrftisrdnskntlylqmnslraedtavyycvlltgrvyfaldswg
qgtlvtvssastkgpsvfplapsskstsggtaalgclvkdyfpepvtvswns galts
gvhtfpavlgss glys1ssvvtvpssslgtqtyicnvnhkpsntkvdkkvepksc
dkthtcppcpapeaaggpsvﬂfppkpkdtlmisrtpevtcvvvdvshedpevk
fnwyvdgvevhnaktkpreeqynstyrvvsvltvlhqdwlngkeykckvsnk
algapiektiskakgqprepqvbtlppsrdeltknqulscavkgfypsdiavew
esngqpennykttppvldsdgsfﬂvskltvdksrwqqgnvfscsvmhealhnh

ytqkslslsp

23

PD-11L2v —
HC khong cé
IL2v (15 Fe,
LALAPG,
HYRF)

evqllesggglvqpggslrlscaasgfsfssytmswvrqapgkglewvatisggg
rdiyypdsvkgrftisrdnsknﬂy1qmnslraedtavyycvlltgrvyfaldswg
qgtlvtvssastkgpsvfp1apsskstsggtaalgclvkdyfpepvtvswns galts
gvhtfpavlqssglyslssvvtvpssslgtqtyicnvnhkpsntkvdkkvepksc
dkthtcppcpapeaaggpsvﬂfppkpkdtlmisrtpevtcvvvdvshedpevk
fnwyvdgvevhnaktkpreeqynstyrvvsvltvlhqdwlngkeykckvsnk
algapiektiskakgqprepqvctlppsrdeltknqulscavkgfypsdiavew
esngqpennykttppvldsdgsfﬂvskltvdksrwqqgnvfscsvmhealhnr
ftqkslslsp

24

PD-11L2v -
LC

divmtqspdslavslgeratinckasesvdtsdnsﬁhquqkpgqspklliyrss

tlesgvpdrfsgsgsgtdftltisslqaedvavyycqqnydvpmfgqgtkveikrt

vaapsvﬁfppsdeqlksgtasvvcllnnfypreakvqwkvdnalqsgnsqesvt
equkdstyslsstltlskadyekhkvyacevthqglsspvtksfnrgec

25

hIL-2 peptit
truyén tin

hiéu

MYRMQLLSCIALSLALVTNS

26
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hPD-1
(khong c6
trinh tu
truyén tin

hiéu)

PGWFLDSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGDNATFTCSFES
NTSESFVLNWYRMSPSNQTDKLAAFPEDRSQPGQDC
RFRVTQLPNGRDFHMSVVRARRNDSGTYLCGAISLA
PKAQIKESLRAELRVTERRAEVPTAHPSPSPRPAGQFQ
TLVVGVVGGLLGSLVLLVWVLAVICSRAARGTIGAR
RTGQPLKEDPSAVPVFSVDYGELDFQWREKTPEPPVP
CVPEQTEYATIVFPSGMGTSSPARRGSADGPRSAQPL
RPEDGHCSWPL

27

hPD-1 (c6
trinh tu
truyén tin

hi¢u)

MQIPQAPWPVVWAVLQLGWRPGWFLD SPDRPWNPP
TFSPALLVVTEGDNATFTCSFSNTSESFVLNWYRMSP
SNQTDKLAAFPEDRSQPGQDCRFRVTQLPNGRDFHM
SVVRARRNDSGTYLCGAISLAPKAQIKESLRAELRVT

' ERRAEVPTAHPSPSPRPAGQFQTLVVGVVGGLLGSLV

LLVWVLAVICSRAARGTIGARRTGQPLKEDPSAVPVF
SVDYGELDFQWREKTPEPPVPCVPEQTEYATIVFPSG
MGTSSPARRGSADGPRSAQPLRPEDGHCSWPL

28

IL-2 cua
nguoi
(C125A)

APTSSSTKKTQLQLEHLLLDLQMILNGINNYKNPKLT

RMLTFKFYMPKKATELKHLQCLEEELKPLEEVLNLA

QSKNFHLRPRDLISNINVIVLELKGSETTFMCEYADET
ATIVEFLNRWITFAQSIISTLT

29

Mién Fc IgGi

clia nguoi

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPE

VTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPRE

EQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKAL

PAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLT

CLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGS

FFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQ
KSLSLSP

30
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Mién kappa

CL cia nguoi

RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREA
KVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT
LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

31

Mién lambda

CL cua nguoi

QPKAAPSVTLFPPSSEELQANKATLVCLISDFYPGAVT
VAWKADSSPVKAGVETTTPSKQSNNKYAASSYLSLT
PEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAPTECS

32

Ving on dinh
chudi ning
IgGi cla
nguoi (CHI1-
CH2-CH3)

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPV
TVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSS
SLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPP
CPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDV
SHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYP
SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLT
VDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP

33

Dang thay
thé ctia PD-1
IL2v-HC
loai gdm
nhdm bang
IL2v

evqlqesgpglvkpsgslsltcsvtgysitssyrwnwirk fpgnrlewmgyinsa
gisnynpslkrrisitrdtsknqfflqvnsvttedaatyycarsdnmgttpftywgq
gtlvtvssakttppsvyplapgsaaqtnsmvtlgclvkgyfpepvtvtwnsgslss
gvhtfpavlgsdlytlsssvtvpsstwpsqtvtenvahpasstkvdkkivprdege
kpcictvpevssvfifppkpkdvltitltpkvtcvvvaiskddpevgfswivddv
evhtaqtkpreeqinstfrsvselpimhqdwingkefkcrvnsaafgapiektisk
tkgrpkapqvytipppkeqmakdkvsltcmitnffpeditvewqwngqgpaen
ydntqpimdtdgsyfvysdlnvqksnweagntftcsvlheglhnhhtekslshs
pgggegsgggesggggsapassstssstacaqqqqqqqqqqqqhleqlimdiq
ellsrmenyrnlklprmltakfalpkqatelkdlqcledelgplrhvldgtqsksfql
edaenfisnirvtvvklkgsdntfecqfddesatvvdflrrwiafagsiistspq

34
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Dang thay evqlqesgpglvkpsgsisltesvtgysitssyrwnwirkfpgnrlewmgyinsa 35
thé PD-1 gisnynpslkrrisitrdtsknqfflqgvnsvttedaatyycarsdnmgttpftywgq
IL2v—-HC gtivtvssakttppsvyplapgsaaqtnsmvtlgclvkgy fpepvtvtwnsgslss
cla loai gdm gvhtfpavlqsdlytlsssvtvpsstwpsqtvtcnvahpasstkvdkkivprdcgc
nhim khong kpcictvpevssvﬁfppkpkdvltitltpkvtcvvvaiskddpevqfswfvddv
c6 IL2v evhtaqtkpreeqinstfrsvselpimhqdwlngkeﬂ<crvnsaafgapiektisk
tkgrpkapqvytipppkkqmakdkvsltcmitnffpeditvewqwnggpaen
ykntqpimktdgsyfvysklnvqksnweagntftcsvlheglhnhhtekslshs
p
Dang thay divmtqgtlpnpvpsgesvsitcrssksllysdgktylnwylqrpgqspqlliyw 36
thé PD-1 mstrasgvsdrfsgsgsgtdfilkisgveaedvgiyycqqglefptfgggtklelkr
IL2v-LC tdaaptvsifppsseqlts ggasvvcflnnfypkdinvkwkidgsergngvinsw

cda loai gam

nham

tdqdskdstysmsstltltkdeyerhnsytceathktstspivksfnrnec
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PD-L1
IL2v-HC
voi IL2v
(nim vén Fc,

LALAPG)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDSWIHW
VRQAPGKGLEWVAWISPYGGSTYYADSVKGRFTISA
DTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCARRHWPGGFDY
WGQGTLVTVSAASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALG
CLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGL
YSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVE
PKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMIS
RTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKT
KPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVS
NKALGAPIEK TISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKN
QVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV
LDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALH
NHYTQKSLSLSPGGGGGSGGGGSGGGGSAPASSSTK
KTQLQLEHLLLDLQMILNGINNYKNPKLTRMLTAKF
AMPKKATELKHLQCLEEELKPLEEVLNGAQSKNFHL
RPRDLISNINVIVLELKGSETTFMCEYADETATIVEFL
NRWITFAQSISTLT

37

PD-L1
IL2v —HC
khong co
IL2v (16 Fc,
LALAPG)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTF SDSWIHW
VRQAPGKGLEWVAWISPYGGSTYYADSVKGRFTISA
DTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCARRHWPGGFDY
WGQGTLVTVSAASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALG
CLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGL
YSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVE
PKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMIS
RTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKT
KPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVS
NKALGAPIEK TISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTKN
QVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVL
DSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHN
HYTQKSLSLSP

38
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PD-L1
IL2v-LC

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVSTAVAWY
QQKPGKAPKLLIYSASFLYSGVPSRFSGSGSGTDFILT
ISSLQPEDFATYYCQQYLYHPATFGQGTKVEIKRTVA
APSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQW
KVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKAD
YEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

39

Dang thay
thé PD-L1
IL2v-HC
cia loai gdm
nhim bing
IL2v

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDSWIHW
VRQAPGKGLEWVAWISPYGGSTYYADSVKGRFTISA
DTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCARRHWPGGFDY
WGQGTLVTVSAAKTTPPSVYPLAPGSAAQTNSMVTL
GCLVKGYFPEPVTVTWNSGSLSSGVHTFPAVLQSDL
YTLSSSVTVPSSTWPSETVTCNVAHPASSTKVDKKIV
PRDCGCKPCICTVPEVSSVFIFPPKPKDVLTITLTPKVT
CVVVAISKDDPEVQFSWFVDDVEVHTAQTQPREEQF
NSTFRSVSELPIMHQDWLNGKEFKCRVNSAAFGAPIE
KTISKTKGRPKAPQVYTIPPPKEQMAKDKVSLTCMIT
DFFPEDITVEWQWNGQPAENYDNTQPIMDTDGSYFV
YSDLNVQKSNWEAGNTFTCSVLHEGLHNHHTEKSLS
HSPGGGGGSGGGGSGGGGSAPASSSTSSSTAEAQQQ
QQQQQQQQQHLEQLLMDLQELLSRMENYRNLKLPR
MLTAKFALPKQATELKDLQCLEDELGPLRHVLDGTQ
SKSFQLEDAENFISNIRVTVVKLKGSDNTFECQFDDES
ATVVDFLRRWIAFAQSIISTSPQ

40
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Dang thay
thé cia PD-
L1IL2v-
HC loai gam
nhim khong
c6 IL2v

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDSWIHW
VRQAPGKGLEWVAWISPYGGSTYYADSVKGRFTISA
DTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCARRHWPGGFDY
WGQGTLVTVSAAKTTPPSVYPLAPGSAAQTNSMVTL
GCLVKGYFPEPVTVTWNSGSLSSGVHTFPAVLQSDL
YTLSSSVTVPSSTWPSETVTCNVAHPASSTKVDKKIV
PRDCGCKPCICTVPEVSSVFIFPPKPKDVLTITLTPKVT
CVVVAISKDDPEVQFSWFVDDVEVHTAQTQPREEQF
NSTFRSVSELPIMHQDWLNGKEFKCRVNSAAFGAPIE
KTISKTKGRPKAPQVYTIPPPKKQMAKDKVSLTCMIT
DFFPEDITVEWQWNGQPAENYKNTQPIMKTDGSYFV
YSKLNVQKSNWEAGNTFTCSVLHEGLHNHHTEKSLS
HSP

41

Dang thay
thé PD-L1
IL2v-LC
cua loai gdm

nham

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVSTAVAWY
QQKPGKAPKLLIYSASFLYSGVPSRFSGSGSGTDFTLT
ISSLQPEDFATYYCQQYLYHPATFGQGTKVEIKRADA
APTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPKDINVKW
KIDGSERQNGVLNSWTDQDSKDSTYSMSSTLTLTKD
EYERHNSYTCEATHKTSTSPIVKSFNRNEC

42

Mién ngoai
bao hPD-1
(ECD)

PGWFLDSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGDNATFTCSFS

NTSESFVLNWYRMSPSNQTDKLAAFPEDRSQPGQDC

RFRVTQLPNGRDFHMSVVRARRNDSGTYLCGAISLA

PKAQIKESLRAELRVTERRAEVPTAHPSPSPRPAGQFQ
TLV

43
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muCEA HC-
Fc (DD)-
mullL2v

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTEFGMN
WVRQAPGQGLEWMGWINTKTGEATY VEEFKGRVTF
TTDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCARWDFAYYVE
AMDYWGQGTTVTVSSAKTTPPSVYPLAPGSAAQTNS
MVTLGCLVKGYFPEPVTVTWNSGSLSSGVHTFPAVL
QSDLYTLSSSVTVPSSTWPSQTVTCNVAHPASSTKVD
KKIVPRDCGCKPCICTVPEVSSVFIFPPKPKDVLTITLT
PKVTCVVVAISKDDPEVQFSWFVDDVEVHTAQTKPR
EEQINSTFRSVSELPIMHQD WLNGKEFKCRVNSAAFG
APIEKTISKTK GRPKAPQVYTIPPPKEQMAKDKVSLTC
MITNFFPEDITVEWQWNGQPAENYDNTQPIMDTDGS
YFVYSDLNVQKSNWEAGNTFTCSVLHEGLHNHHTE
KSLSHSPGGGGGSGGGGSGGGGSAPASSSTSSSTAEA
QQQQQQQQQQQQHLEQLLMDLQELLSRMENYRNLK
LPRMLTAKFALPKQATELKDLQCLEDELGPLRHVLD
GTQSKSFQLEDAENFISNIRVTVVKLKGSDNTFECQF
DDESATVVDFLRRWIAFAQSIISTSPQ

44

muCEA HC-
Fc (KK)-
mull2v

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTEFGNH\I
WVRQAP GQGLEWMGWINTKTGEATY VEEFKGRVTF
TIDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCARWDFAYYVE
AMDYWGQGTTVTVSSAKTTPPSVYPLAPGSAAQTNS
MVTLGCLVKGYFPEPVTVTWNSGSLSSGVHTFPAVL
QSDLYTLSSSVTVPSSTWP SQTVTCNVAHPASSTKVD
KKIVPRDCGCKPCICTVPEVSSVFIFPPKPKDVLTITLT
PKVTCVVVAISKDDPEVQFSWFVDDVEVHTAQTKPR
EEQINSTFRSVSELPIMHQDWLNGKEFKCRVNSAAFG
APIEKTISK TKGRPKAPQVYTIPPPKKQMAKDKVSLT
CMITNFFPEDITVEWQWNGQPAENYKNTQPIMKTDG
SYFVYSKLNVQKSNWEAGNTFTCSVLHEGLHNHHTE
KSLSHSPGK

45
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muCEA LC

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASAAVGTYVAWY
QQKPGKAPKLLIYSASYRKRGVPSRFSGSGSGTDFTL
TISSLQPEDFATYYCHQYYTYPLFTFGQGTKLEIKRA
DAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPKDINVK
WKIDGSERQNGVLNSWTDQDSKDSTYSMSSTLTLTK
DEYERHNSYTCEATHKTSTSPIVKSFNRNEC

46

muFAP HC-
Fc (DD)-
mull.2v

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSW
VRQAPGKGLEWVSAIIGSGASTYYADSVKGRFTISRD
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKGWFGGFNYW
GQGTLVTVSSAKTTPPSVYPLAPGSAAQTNSMVTLG
CLVKGYFPEPVTVTWNSGSLSSGVHTFPAVLQSDLYT
LSSSVTVPSSTWPSQTVTCNVAHPASSTKVDKKIVPR
DCGCKPCICTVPEVSSVFIFPPKPKDVLTITLTPKVTCV
VVAISKDDPEVQFSWFVDDVEVHTAQTKPREEQINST
FRSVSELPIMHQDWLNGKEFKCRVNSAAFGAPIEKTI
SKTKGRPKAPQVYTIPPPKEQMAKDKVSLTCMITNFF
PEDITVEWQWNGQPAENYDNTQPIMDTDGSYFVYSD
LNVQKSNWEAGNTFTCSVLHEGLHNHHTEKSLSHSP
GGGGGSGGGGSGGGGSAPASSSTSSSTAEAQQQQQQ
QQQQQQHLEQLLMDLQELLSRMENYRNLKLPRMLT
AKFALPKQATELKDLQCLEDELGPLRHVLDGTQSKS
FQLEDAENFISNIRVTVVKLKGSDNTFECQFDDESAT
VVDFLRRWIAFAQSIISTSPQ

47
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muFAP HC-
Fc (KK)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSW
VRQAPGKGLEWVSAIIGSGASTYYADSVKGRFTISRD
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKGWFGGFNYW
GQGTLVTVSSAKTTPPSVYPLAPGSAAQTNSMVTLG
CLVKGYFPEPVTVTWNSGSLSSGVHTFPAVLQSDLYT
LSSSVTVPSSTWPSQTVTCNVAHPASSTKVDKKIVPR
DCGCKPCICTVPEVSSVFIFPPKPKDVLTITLTPKVTCV
VVAISKDDPEVQFSWFVDDVEVHTAQTKPREEQINST
FRSVSELPIMHQDWLNGKEFKCRVNSAAFGAPIEKTI
SKTKGRPKAPQVYTIPPPKKQMAKDKVSLTCMITNFF
PEDITVEWQWNGQPAENYKNTQPIMKTDGSYFVYSK
LNVQKSNWEAGNTFTCSVLHEGLHNHHTEKSLSHSP
GK

48

muFAP LC

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVTS SYLAWYQ
QKPGQAPRLLINVGSRRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTI
SRLEPEDFAVYYCQQGIMLPPTFGQGTKVEIKRADAA
PTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPKDINVKWKI
DGSERQNGVLNSWTDQDSKDSTYSMS STLTLTKDEY
ERHNSYTCEATHKTSTSPIVKSFNRNEC

49
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khéng
muPD1-

HC _mlgG2a-
LALAPG

EVQLQESGPGLVKPSQSLSLTCSVTGYSITSSYRWNW
JRKFPGNRLEWMGYINSAGISNYNPSLKRRISITRDTS
KNQFFLQVNSVTTEDAATYYCARSDNMGTTPFTYW
GQGTLVTVSSASTTAPSVYPLAPVCGDTTGSSVTLGC
LVKGYFPEPVTLTWNSGSLSSGVHTFPAVLQSDLYTL
SSSVTVTSSTWPSQSITCNVAHPASSTKVDKKIEPRGP
TIKPCPPCKCPAPNAAGGPSVFIFPPKIKDVLMISLSPI
VTCVVVDVSEDDPDVQISWFVNNVEVHTAQTQTHR
EDYNSTLRVVSALPIQHQDWMSGKEFKCKVNNKDL
GAPIERTISKPKGSVRAPQVYVLPPPEEEMTKKQVTL
TCMVTDFMPEDIYVEWTNNGKTELNYKNTEPVLDSD
GSYFMYSKLRVEKKNWVERNSYSCSVVHEGLHNHH
TTKSFSRTPGK

50

khéng
muPD1-LC

DIVMTQGTLPNPVPSGESVSITCRSSKSLLYSDGKTYL
NWYLQRPGQSPQLLIYWMSTRASGVSDRFSGSGSGT
DFTLKISGVEAEDVGIYYCQQGLEFPTFGGGTKLELK
RTDAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPKDIN
VKWKIDGSERQNGVLNSWTDQDSKDSTYSMSSTLTL
TKDEYERHNSYTCEATHKTSTSPIVKSFNRNEC

51

Vi du thye hién sang ché

Duéi day 1a cac vi du v& phuong phap va dugc phim theo sang ché. Cin hiéu

rang cic phuong an khic khéc nhau co thé dugc ing dung thuc té, dya trén phin mo ta

chung dugc dé cap trén day.

Vidul

Vi du 1A. Didu ché protein dung hop PD1-IL2v

Cét-xét bidu hién cho protein dung hop chudi ning khang thé — interleukin-2
(IL-2) [ving bién déi chudi ning cta khang thé khang PD-1 cua ngudi, IgGi chudi
ning ctia ngudi (mang dot bién L234A, L235A va P329G (danh s EU) dé loai bd
chirc ning tac dong, va dot bién S354C va T366W (danh s6 EU) dé di dime hoéa (“nim
van™)), ciu ndi (G48)3, va IL-2v ctia ngudi (mang dot bién T3A, F42A, Y45A, L72G
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va C125A)], cat-xét bidu hién cho chudi nang khang thé [ving bién ddi chudi ning ctia
khang thé khang PD-1 cua ngudi, va IgGi chudi ning cta nguodi (mang dot bién
1234A, L235A va P329G (danh sé EU) dé loai bo chic nang tic dong, dot bién
Y349C, T366S, L368A va Y410V (dénh sé EU) dé di dime hoa (“15”), va tuy y dot
bién H435R va Y436F (danh sb EU)] va cat-xét bidu hién cho chudi nhe khang thé
[ving bién dbi chudi nhe cua khang thé khang PD-1 cuia ngudi, va ving dn dinh Ciappa

clianguoi] va dugc tao ra bang tong hop gen.

M3di cat-xét nay duge tach dong vd tinh bang cach phan c4t bang HindIII va
Nhel thanh véc-to bidu hién trong didu kién kiém soat gen khéi ddu CMV tiép theo la
IntronA va dugc két thic bing tin hiéu BGH-poly A. Véc-to con chira gen khang

ampixilin vi khuan va ngudn goc sao chép tir E.coli.

Protein dung hop PD1-IL-2v ctia ngudi (SEQ ID NO 22, 24 va 25) duogc tao ra
bing déng chuyén nhiém cua té bao HEK293F (Invitrogen) véi véc-to duge mo ta trén
day voi ty 1€ 1:1:1 trong binh lic. Sau mot tudn, dich ndi bé mit duoc thu hoach va

dugc loc qua mang loc vo trung.

Protein dung hop dugc tinh ché tir dich nbi bé mit bing cach két hop séc ky &i
luc Protein A va séc ky loai trr kich ¢&. San phém thu dugce dugc dic trung dé sy nhan
dién bing phép do phd khéi va céc dic tinh phan tich nhu do tinh khiét bing dién di
mao quan (CE-SDS), thanh phﬁn monome va dd dn dinh.

Protein dung hop PD1-IL2v thay thé cia loai gdm nhdm (SEQ ID NO 34-36)
duogc tao ra twong tu. Phén tir thay thé bao gf‘)m khang thé PD-1 khang chudt IgGi cta
loai gdm nhAm (mang dot bién Fc d€ loai bo chirc nang tac dong va dé di dime hoéa) va
interleukin-2 ctia loai ggm nhim c6 dot bién twong tu v6i phén tr ciia nguoi.

Ca hai protein dung hgp c6 thé dugc tao ra véi hiu suét t6t va on dinh.

Vi du 1B. Didu ché protein dung hgp PD-L1-IL2v

Cat-xét biéu hién cho protein dung hop chudi ning khang thé — interleukin-2
(IL-2) [vung bién dbi chudi ning ctia khang thé PD-L1 khéang ngudi, chudi ning 1gG1
clia ngudi (mang dot bién L234A, L235A va P329G (dénh s6 EU) dé loai bo chirc
ning thc dong, va dot bién S354C va T366W (dénh s6 EU) dé di dime héa (“nim
vin™)), cAu ndi (G4S)3, va IL-2v ciia ngudi (mang dot bién T3A, F42A, Y45A, L72G
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va C125A)], cat-xét biéu hién cho chudi niing khéng thé [ving bién ddi chudi ning cla
khang thé PD-L1 khéng ngudi, va chudi ning IgG cia ngudi (mang dot bién L234A,
L235A va P329G (d4nh s§ EU) dé loai b6 chiic ning téc dong, dot bién Y349C,
T366S, L368A va Y410V (danh sé EU) dé di dime hoa (“16™))], va cat-xét biéu hién
cho chudi nhe khang thé [viing bién ddi chudi nhe ctia khéng thé PD-L1 khang ngudi,
va ving 6n dinh Ciappa clia nguoi] dugc tao ra bang tdng hop gen. Sy biéu hién khang
thé duoc didu khién bing gen khoi ddu MPSV thé kham va trinh tu truyén tin hiéu
polyA tdng hop nim & diu 3° ciia CDS. Ngoai ra, mdi véc-to chira trinh ty EBV OriP.

Céc phén tir dugc tao ra bang cach dong chuyén nhiém té bao HEK293-EBNA
sinh trudéng khi ¢ ché v6i véc-to bidu hién & dong vat cd vi bing céch st dung
polyetylenimin. Té bao duge chuyén nhiém véi véc-to biéu hién twong Gng voi ty 18
1:1:2 (“chudi ngng véc-to (VH-CH1-CH2-CH3-IL2v)™: “chudi ning véc-to (VH-CHI1-
CH2-CH3)”: “chudi nhe véc-to (VL-CL)”).

DPé chuyén nhiém, té bao HEK293 EBNA duoc nudi cy trong huyén phu trong
moi truong nudi ciy Excell khong chira huyén thanh chira 6 mM L-glutamin va mdi
truong nudi cdy 250 mg/l G418. Pé san phim trong binh tubespin dung tich 600 ml
(thé tich hoat dong tdi da 12 400 mL) 600 triéu té bao HEK293 EBNA dugc gieo mam
24 gi¢ trude khi chuyén nhiém. DPé chuyén nhiém, té bao dugc ly tAm trong 5 phut &
the @ 2100 m/s?, va dich ndi bé mit dugc thay thé bang 20 ml méi truong CD CHO
duge 1am 4m so bd. Véc-to biéu hién duge trdn trong 20 ml mdi treong CD CHO dén
lugng cudi 14 400 ug ADN. Sau khi bd sung 1080 ul dung dich PEI (2,7 pg/ml), hdn
hop dugce tao xody trong 15 gidy va tiép theo 1a duge @ trong 10 phit & tbc do nhiét do
trong phong. Sau do, té bao dugc tron véi dung dich ADN/PEI, dugc chuyén vao binh
tubespin dung tich 600 ml va duoc u trong 3 gior & 37°C trong tu 4m v6i khi quyén
CO; 5%. Sau thoi gian & moi trudng 360 ml Excell + 6 mM L-glutamin + 5g/L Pepsoy
+ 1,0mM VPA duogc bd sung va té bao dugc cly trong 24 gid. Mot ngay sau khi
chuyén nhiém 7% Feed 7 dugc bd sung. Sau 7 ngay céy, dich ndi bé mit duoc thu
gom dé tinh ché bang céch ly tm trong 20 - 30 phut & 36000 m/s? (may ly tim Sigma
8K), dung dich dugc loc vd tring (mang loc 0,22 mm) va natri azit ¢ ndéng do cubi 1a

0,01% (khéi lugng/thé tich) duge bd sung. Dung dich dugec gitr & 4°C.

Céu triic PD-L1-IL2v ciia ngudi (SEQ ID NO 37-39) dugc tinh ché bang mot
budc 4i lyc bang proteinA (MabSelectSure, GE Healthcare) tiép theo 12 sic ky loai trix
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kich ¢& (HiLoad 16/60 Superdex 200, GE Healthcare). D& sdc ky 4i luc, dich nbi bé
mit dugc dua 1én cot HiTrap ProteinA HP (CV=5 mL, GE Healthcare) duge lam cén
bing bing 25 ml natri phosphat 20 mM, natri xitrat 20 mM, pH 7.5. Protein chua gin
két duoc loai bo bing cach ria bing it nhat 10 thé tich c6t natri phosphat 20 mM, natri
xitrat 20 mM, pH 7,5 va protein dich dugc rira gidi trong 6 thé tich cot natri xitrat 20
mM, natri clorua 100 mM, glyxin 100 mM, Tween20 0,01% pH 3,0. Dung dich
protein dugc trung hoa bang cich bd sung 1/10 0,5M natri phosphat, pH 8,0. Protein
dich dugc ¢d va duge loc trude khi dua 1én cot HilLoad Superdex 200 (GE Healthcare)
duoc lam cin bang bang 20 mM histidin, 140 mM natri clorua, pH 6,0, Tween20
0,01%.

Chu trac PD-L1-IL2v cua lodi gam nhim (SEQ ID NO 40-42) cling dugc tinh
ché bing mét budc 4i lyc véi proteinA (MabSelectSure, GE Healthcare) tiép theo 1a
séc ky loai trir kich ¢& (HiLoad 16/60 Superdex 200, GE Healthcare). Dé sic ky ai luc
dich ndi bé mit dugce tron 1:1 véi glyxin 2 M, NaCl 0,6 M pH 8,6 va dugc dua 1én cot
HiTrap ProteinA HP (CV=5 mL, GE Healthcare) dugc lam cén bing bing 25 ml
glyxin 1 M, NaCl 0,3 M pH 8,6. Protein chua gn két dugc loai bo bang cach rira voi it
nhét 10 thé tich cot cia glyxin 1 M, NaCl 0,3 M pH 8,6 va protein dich dugc rira giai
trong 6 thé tich cot cta glyxin 1 M, NaCl 0,3 M, pH 4.,0. Dung dich protein dugc trung
hoa bing cich bd sung 1/10 natri phosphat 0,5 M, pH 8,0. Protein dich dugc c6 va
duoc loc truéc khi dua 1én cot HiLoad Superdex 200 (GE Healthcare) dugc lam cén

b%mg b%lng 20 mM histidin, 140 mM natri clorua, pH 6,0, Tween20 0,01%.

Ché pham cubi ctia PD-L1-IL2v cta ngudi chita 99% monome (dugc xéc dinh
trén cdt loai trir kich c¢& phan tich TSKgel G3000 SW XL (Tosoh) trong 25 mM
K,HPO4, 125 mM NaCl, 200 mM L-arginin monohydroclorua, 0,02% (khéi lu’()ng/thé
tich) NaNs, dung dich dém xit Iy pH 6,7 6 25°C) va ¢6 @0 tinh khiét 100% (duge xac
dinh bing dién di mao din SDS khong duge khi trén h¢ thong Caliper LabChip GXII
(Caliper lifescience) dugc st dung theo hudng din ctia nha san xuit). Hiéu suit san
xuét 12 23 mg/L. Phép phén tich do khéi phd da cho thiy phén tir dugc 14p rép chinh
x4c nhét véi cac vét (<5%) clia cac phan tir khong c6 interleukin-2 (do khéi phd duge
thuc hién trén h¢ théng Agilent LC-MS (Agilent Technologies) v&i cot NUCLEOGEL
RP1000-8, 250 mm x 4,6 mm (MACHEREY-NAGEL GmbH) va gradien axetonitril-

axit formic).
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Déi véi PD-L1-IL2v cia loai gim nhim, thanh phin monome 1a 96%, do tinh
khiét 100% va hiéu sut san xuat 3,8 mg/L.

Vi du 1C. Pidu ché CEA-IL2v thay thé cta loai gim nhim va FAP-IL2v thay

thé ctia loai gdm nham

Phan t thay thé dd dwoc lam gidng nhu khang thé cta loai gim nhim cia
xytokin mién dich CEA-IL2v ctia bién thé IL-2 huéng dich CEA, dugc goi 12 muCEA-
mulL2v (ciing dugc goi 1a muCEA-IL2v), dugce tao ra dé dung trong mo hinh khéi u
vivo ¢ chudt nhét c6 sttc d& khang hoan toan dé lam giam sy tao thanh khang thé
khéng thudc (ADA). Ngoai ra, phién ban thé kham da duge lam giéng nhu khang thé
cia loai gam nham cua xytokin mién dich FAP-IL2v ciia lan lugt bién thé IL-2 huéng
dich FAP, dugc goi 1a muFAP-mulL2v (cling dugc goi 12 muFAP-IL2v), dugc tao ra
dé dung trong md hinh khdi u in vivo & chudt nhét c6 stc dé khang hoan toan dé 1am
gi4m sy tao thanh khang thé khang thudc (ADA). O céc phan tir thay thé da dugc 1am
gidng nhu khang thé cia loai gim nhim, dot bién nim vin-vao-15 ciia mién Fc dugce
thay thé bing dot bién DDKK trén mulgGi va dot bién LALA P329G dugc thay thé
bing dot bién DAPG trén mulgGi (nhu duge boe 10 trong cong b6 don PCT sb
2016/0330350 A1, toan bd ndi dung cia tai liéu dugc dua vao ban mo ta nay b%mg

cach vién dan).

Vi dy, muCEA-mulL2v dugc dafic trung boi cac dic didm sau. Dbi véi khang
thé bd me, khang thé IgG: thé kham ngudi-chudt nhét dugc dung véi ving bién dbi
cua nguodi (da duge lam gidng nhu khéng thé ctia nguoi), ma 1a ving 4n dinh cua loai
gdm nhim. P& tranh tinh sinh mién dich tiém ning alen Black 6 twong ung dugc su
dung (trinh tu duoc cong bd boi Du 4n bd gen chudt nhét (Mouse Genomes Project)).
Su gén két véi mulL2Ra duge khir bd bing ba dot bién twong ddng v6i ba dot bién
dwoc x4c dinh trong IL-2v clia ngudi va vi tri O-glycosyl héa tuong g dugc loai bo:
T23A (O-Glyco), F76A, Y79A, L106G. Ngoai ra, nhu trong aldesleukin, gbc xystein
dugc gay dot bién @8 tranh su két tap bdi dot bién C160A (danh sb trén co s& UniProt
ID P04351 bao gdm peptit truyén tin hiéu). Mic di mulgG: da lam giam gén két FcyR,
gén két v6i FeyRs cia loai gdm nhim dugc 1am mét hoan toan bang cach dua vao dot
bién DAPG (D265A, P329G), trong khi gén két muFcRn van dugc gitt. mulL-2v dugc
dung hgp qua phan két ndi (G4S)2 khong gay mién dich chi v6i ddu tan cing C cla
mot chudi niing cla khang thé mulgGi. Dé dat duogc diéu nay, xytokin mién dich duoc
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thao tac di truyén bang cach st dung su didu khién tinh dién nho d6t bién DDKK trong
mién Fc dé cho phép di dime hoa trong nén chudt nhit.

Céc trinh tu polypeptit cia muCEA-mulL2v 1a nhu sau:

Chudi ning voi dot bién DD va véi mulL2v (SEQ ID NO:44) da dugc dung
hop:

QVQLVQ SGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTEFGMNWVRQAPGQGLE
WMGWINTKTGEATYVEEFKGRVTFTTDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCAR
WDFAYYVEAMDYWGQGTTVTVSSAKTTPPSVYPLAPGSAAQTNSMVTLGCL
VKGYFPEPVTVTWNSGSLSSGVHTFPAVLQSDLYTLSSSVTVPSSTWPSQTVT
CNVAHPASSTKVDKKIVPRDCGCKPCICTVPEVSSVFIFPPKPKDVLTITLTPKV
TCVVVAISKDDPEVQFSWEFVDDVEVHTAQTKPREEQINSTFRSVSELPIMHQD
WLNGKEFKCRVNSAAFGAPIEKTISKTKGRPKAPQVYTIPPPKEQMAKDKYVSL
TCMITNFFPEDITVEWQWNGQPAENYDNTQPIMDTDGSYFVYSDLNVQKSNW
EAGNTFTCSVLHEGLHNHHTEK SLSHSPGGGGGSGGGGSGGGGSAPASSSTSS
STAEAQQQQQQQQQQQQHLEQLLMDLQELLSRMENYRNLKLPRMLTAKFAL
PKQATELKDLQCLEDELGPLRHVLDGTQSKSFQLEDAENFISNIRVTVVKLKG
SDNTFECQFDDESATVVDFLRRWIAFAQSIISTSPQ

Chudi ning véi dot bién KK (SEQ ID NO:45):

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTEFGMNWVRQAPGQGLE
WMGWINTKTGEATYVEEFKGRVTFTTDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCAR
WDFAYYVEAMDYWGQGTTVTVSSAKTTPPSVYPLAPGSAAQTNSMVTLGCL
VKGYFPEPVTVTWNSGSLSSGVHTFPAVLQSDLYTLSSSVTVPSSTWPSQTVT
CNVAHPASSTKVDKKIVPRDCGCKPCICTVPEVSSVFIFPPKPKDVLTITLTPKV
TCVVVAISKDDPEVQFSWFVDDVEVHTAQTKPREEQINSTFRSVSELPIMHQD
WLNGKEFKCRVNSAAF GAPIEKTISK TK GRPKAPQVYTIPPPKKQMAKDKVSL
TCMITNFFPEDITVEWQWNGQPAENYKNTQPIMKTDGSYFVYSKLNVQKSNW
EAGNTFTCSVLHEGLHNHHTEKSLSHSPGK

Chudi nhe (SEQ ID NO:46):

DIQMTQ SPSSLSASVGDRVTITCKASAAVGTYVAWYQQKPGKAPKLLI
YSASYRKRGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCHQYYTYPLFTFGQG
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TKLEIKRADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPKDINVKWKIDGSER
QNGVLNSWTDQDSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNSYTCEATHKTSTSPIVKS
FNRNEC

Céc trinh tu polypeptit muF AP-mulL.2v la nhu sau:

Chudi ning véi dot bién DD va voi mulL2v (SEQ ID NO:47) di dugc dung
hop:

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEW
VSAIIGSGASTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKG
WFGGFNYWGQGTLVTVSSAKTTPPSVYPLAPGSAAQTNSMVTLGCLVKGYFP
EPVTVTWNSGSLSSGVHTFPAVLQSDLYTLSSSVTVPSSTWPSQTVTCNVAHP
ASSTKVDKKIVPRDCGCKPCICTVPEVSSVFIFPPKPKDVLTITLTPKVTCVVVA
ISKDDPEVQFSWFVDDVEVHTAQTKPREEQINSTFRSVSELPIMHQDWLNGKE
FKCRVNSAAFGAPIEK TISKTKGRPKAPQVYTIPPPKEQMAKDKVSLTCMITNF
FPEDITVEWQWNGQPAENYDNTQPIMDTDGSYFVYSDLNVQKSNWEAGNTF
TCSVLHEGLHNHHTEKSLSHSPGGGGGSGGGGSGGGGSAPASSSTSSSTAEAQ
QQQQQQQQQQQHLEQLLMDLQELLSRMENYRNLKLPRMLTAKFALPKQATE
LKDLQCLEDELGPLRHVLDGTQSKSFQLEDAENFISNIRVTVVKLKGSDNTFEC
QFDDESATVVDFLRRWIAFAQSIISTSPQ

Chudi ning véi dot bién KK (SEQ ID NO:438):

, EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEW
VSAIIGSGASTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKG
WFGGFNYWGQGTLVTVS SAKTTPPSVYPLAPGSAAQTNSMVTLGCLVKGYFP
EPVTVTWNSGSLSSGVHTFPAVLQSDLYTLSSSVTVPS STWPSQTVTCNVAHP
AS STKVDKKIVPRDCGCKPCICTVPEVSSVFIFPPKPKDVLTITLTPKVTCVVVA
ISKDDPEVQFSWFVDDVEVHTAQTKPREEQINSTFRSVSELPIMHQDWLNGKE
FKCRVNSAAFGAPIEKTISKTKGRPKAPQVYTIPPPKKQMAKDKVSLTCMITNF
FPEDITVEWQWNGQPAENYKNTQPIMKTDGSYFVYSKLNVQKSNWEAGNTF
TCSVLHEGLHNHHTEKSLSHSPGK

Chudi nhe (SEQ ID NO:49):
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EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVTSSYLAWYQQKPGQAPRLLIN
VGSRRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQGIMLPPTFGQGTK
VEIKRADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPKDINVKWKIDGSERQN
GVLNSWTDQDSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNSYTCEATHKTSTSPIVKSFN
RNEC

Céc trinh tu polypeptit muPD1 1a nhu sau:
Chubi nang (SEQ ID NO:50):

EVQLQESGPGLVKPSQSLSLTCSVTGYSITS SYRWNWIRKFPGNRLEWM
GYINSAGISNYNPSLKRRISITRDTSKNQFFLQVNSVTTEDAATYYCARSDNMG
TTPFTYWGQGTLVTVSSASTTAPSVYPLAPVCGDTTGSSVTLGCLVKGYFPEP
VTLTWNSGSLSSGVHTFPAVLQSDLYTLSSSVTVTSSTWPSQSITCNVAHPASS
TKVDKKIEPRGPTIKPCPPCKCPAPNAAGGPSVFIFPPKIKDVLMISLSPIVICVV
VDVSEDDPDVQISWFVNNVEVHTAQTQTHREDYNSTLRVVSALPIQHQDWM
SGKEFKCKVNNKDLGAPIERTISKPKGSVRAPQVYVLPPPEEEMTKKQVTLTC
MVTDFMPEDIYVEWTNNGK TELNYKNTEPVLDSDGSYFMYSKLRVEKKNW
VERNSYSCSVVHEGLHNHHT TKSFSRTPGK

Chudi nhe (SEQ ID NO:51):

DIVMTQGTLPNPVPSGESVSITCRS SKSLLYSDGKTYLNWYLQRPGQSP
QLLIYWMSTRASGVSDRFSGSGSGTDFTLKISGVEAEDVGIYYCQQGLEFPTFG
GGTKLELKRTDAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPKDINVKWKIDGS
FERQNGVLNSWTDQDSKDSTYSMS STLTLTKDEYERHNSYTCEATHKTSTSPIV
KSFNRNEC

Thé lién hop mién dich dugc tao ra trong vi dy nay dugc su dung tiép trong vi
du sau.

Vidu2

Vi du 2A. Gén két cua PD1-IL2v v6i té€ bao T CD8 va CD4 da dugc hoat hoa

PBMC méi phén 1ap tu d6i twong cho 12 ngudi khoe manh duoc kich thich qua
dém véi CD3 va CD28 dé gy ra qué trinh didu hoa ting ctia PD1 dbi véi t€ bao T.
PBMC duoc gieo mam trong mdi truong (RPMI1640, FCS 10%, Glutamin 2 mM)
vao binh nudi cdy té bao duge phu trong 1 git & 37°C v6i 1 ug/ml CD3 (dong vo tinh
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OKT3, #317304, BioLegend). CD28 duogc bd sung trong dung dich vao PBMC & ndng
d6 1a 2 pg/ml (dong vo tinh CD28,2, #302914, BioLegend). Vao ngay tiép theo,
PBMC dugc thu hoach va duge chuyén vao dia day tron 96 giéng (200.000 té bao
trong mdi giéng). Té bao duoc rira bang dung dich dém FACS (PBS, FBS 2%, 5 mM
EDTA, NaNj3 0,025%) va dugc nhudm bang 40 pl cac phan tir dugc chi dinh (PD1 IgG,
PDI-IL2v va CEA-IL2v) trong dung dich dém FACS trong 30 phut & tdc do 4°C. Té
bao dugc ria hai 1an bing dung dich dém FACS dé loai bo cac phan tir khong gin két.
Sau d6, 40 pl khéng thé thir cdp dic hi¢u Fe khéng ngudi PE pha loang (#109-116-170,
Jackson ImmunoResearch) dugc bd sung vao té bao. Sau 30 phut u & 4°C té bao dugc
rira hai Iin bing dung dich dém FACS. D& do té bao T, PBMC dugc nhuém bing 40
ul hdn hop ciia CD3 FITC (dong vo tinh UCHT1, #300406, BioLegend), CD4 APC
(dong vo tinh RPA-T4, 300514, BioLegend) va CD8 BV421 (dong v tinh RPA-TS,
#301036, BioLegend) trong 30 phut & tdc do 4°C. Khang thé khong gin két duoc loai
b bing céch rira hai lin bing dung dich dém FACS. Cudi cling, té bao dugc ¢b dinh
b%lng PFA 1% trong dung dich dém FACS va duoc do b?mg cach st dung BD Fortessa
Kidm sodt trén t& bao CD3+CD4+ (€ bao T CD4) va té bao CD3+CD8+ (té bao T
CD8).

Nhu duge thé hién trén Fig. 2, PD1-IL2v va PD1 IgG tuong tng gin két twong
ty v6i té bao T CD4 va CD8. Xytokin mién dich twong ty: CEA-IL2v, huéng dich vao
CEA trén té bao khdi u thay vi PD1 hoat ddng nhu mau dbi chimg chua duge hudng
dich dé so sanh v6i hidu qua cua xytokin mién dich mot minh trén co s& IL2v khong

hudéng dich vao PD1.
Vi du 2B. Hoat héa va tang sinh té bao T va té bao NK bang PD1-IL2v

PBMC méi phan lép tu d6i tuong cho 1a ngudi khoe manh dugc U qua dém va
sau d6 duoc dan nhan bang CFSE (5(6)-Carboxyfluorescein diaxetat N-sucxinimidyl
este, #21888, Sigma-Aldrich). Tém lai, 30 trigu PBMC duoc rira mot 1an bang PBS.
Ddng thdi, dung dich gbc CSFE (2 mM trong DMSO) dugc pha lodng 1:20 trong PBS.
PBMC duoc tao lai huyén phi trong 30 ml PBS da dugc 1am am so b9, 30 pl dung
dich CFSE duogc bd sung va té bao dugc tron ngay. Pé dan nhan t6i wu, t& bao dugc 4
trong 15 phut & 37°C. Sau d6, 10 ml mdi truong da duge lam 4m so bd (RPMI1640,
FCS 10%, Glutamin 1%) dugc bd sung dé dirng phan tmg dan nhan. Té bao dugc xody
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xubng trong 10 phit & tdc dd 4000 m/s? va duogc tao lai huyén phtl trong 20 ml mdi
trudng m6i va dugc i thém trong 30 phit nita & 37°C. Cubi cing, té bao dugc rira mot
14n bang moi trudng va duge tao lai huyén phi trong mdi truong méi & mat do 1 triéu
té bao trong mdi ml. PBMC dugc dén nhan dugc gieo mam trong dia day tron 96
giéng (200.000 té bao trong mdi giéng) va dwoc xir 1y trong 5 ngay voi cic phan tir
dugc chi dinh (PD1-IL2v, CEA-IL2v, PD1 IgG, va td hop ctia PD1 IgG cong CEA-
IL2v). Sau khi u, té bao dugc rira mot 14n bang dung dich d¢ém FACS va dugc nhudm
béng 20 pl hdn hop cia CD3 APC/Cy7 (dong v tinh UCHT1, #300426, BioLegend),
CD56 APC (dong vo tinh HCHS6, 3#18310, BioLegend), CD4 PE (dong vo tinh RPA-
T4, #300508, BioLegend) va CD25 BV421 (dong v tinh M-A251, BioLegend) trong
dung dich dém FACS trong 30 phut & 4°C. Sau 46, PBMC duogc rira hai 14n bing dung
dich dém FACS trudc khi c¢b dinh chung bing PFA 1% trong dung dich dém FACS va
do huynh quang bing BD Fortessa. Qua trinh ting sinh dugc xdc dinh bang cach do
mirc pha loang CFSE ciia t€ bao T CD8 (CD3+CD4-), té bao T CD4 (CD3+CD4+) va
té bao NK (CD3-CD56+).

Nhu duoc thé hién trong Fig. 3, hoat tinh ciia PD1-IL2v la twong duong véi
hoat tinh ctia CEA-IL2v, va CEA-IL2v két hop véi PD1 IgG. PD1 IgG mot minh
khong c6 hoat tinh trong thiét 1ap nay.

Fig. 4 cho thy PD1-IL2v gy ra qua trinh hoat hoa (nhu dugc do bang qui
frinh didu hoa tang CD25) ciia t& bao NK, té bao T CD8 va t€ bao T CD4. Qu trinh
hoat hoa gy ra bai CEA-IL2v va t6 hop ctia CEA-IL2v v6i PD1 IgG 1a tuong tu. PD1
IgG mdt minh khong gdy ra qua trinh hoat hoéa trong thiét 1ap nay.

Vi du 2C. Hoat hoa va tang sinh cia té bao T CD8 va CD4 da dugc hoat hoa so
bd bang PD1-IL2v

PBMC m¢i phan 14p tur d6i tuong cho 12 ngudi khoe manh duge d4an nhan bang
CFSE (5(6)-Carboxyfluorescein diaxetat N-sucxinimidyl este, #21888, Sigma-Aldrich).
Tém lai, 30 triéu PBMC dugc rira mot 1an bing PBS. Dong thoi, dung dich gbc CSFE
(2 mM trong DMSO) dugc pha loéing 1:20 trong PBS. PBMC dugc tao lai huyén phi
trong 30 ml PBS da dugc lam 4m so b0, 30 ul dung dich CFSE dugc bd sung va té bao
duoc tron ngay. D& dén nhan t6i wu té bao dugc 1 trong 15 phit & 37°C. Sau do, 10 ml
mdi truong dd dugc lam 4m so bd (RPMI1640, FCS 10%, Glutamin 1%) duoc b sung
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vao dé dimg phan tmg dan nhan. Té bao duge xody xubng trong 10 phiit & tbc do 4000

m/s? va duge tao lai huyén phu trong 20 ml mdi truong mdi va dugc 0 thém trong 30

phat & 37°C. Cuéi ciing, té bao duge rira mot 1an bing mdi trudng va dugc tao lai

huyén phil trong mdi trudng méi ¢ 1 triéu té bao trong mdi ml. PBMC di dugc dan
nhan CFSE dugc hoat hda so by qua dém bing 1 pg/ml PHA (#L.8902, Sigma-Aldrich)
dé gay ra qué trinh diéu hoa ting cta PD-1 trén T té bao. Vao ngay tiép theo, PBMC

da dugc hoat hoa so bd dugc thu gom va dém. Sau d6, PBMC duogc gieo mam trong

dia day tron 96 giéng (200.000 té bao trong mdi giéng) va dugc xir Iy trong 4 ngay

bing cc phén tir duge chi dinh (PD1-IL2v, CEA-IL2v, PD1 IgG, va t6 hop ctia PD1

IgG cdng CEA-IL2v). Sau khi u té bao duoc rira mot 14n bang dung dich dém FACS

va dugc nhudm bing 20 ul hdn hop ciia CD3 APC/Cy7 (dong v tinh UCHTI,

#300426, BioLegend), CD8 APC (dong vo tinh SKI, BioLegend) va CD25 BV421

(dong vo tinh M-A251, BioLegend) trong dung dich d&m FACS trong 30 phut & tbc do

4°C. Sau d6, PBMC dugc rira hai 13n bing dung dich dém FACS trudce khi c¢b dinh
chung bang PFA 1% trong dung dich dém FACS va do huynh quang bang BD

Fortessa. Qua trinh ting sinh dugc xéac dinh bang cach do mirc pha loing cua CFSE té
bao T CD8 (CD3+CD8+) va té bao T CD4 (CD3+CD8-).

Fig. 5 cho thy PD1-IL2v gy ra qué trinh tang sinh cta té bao T CD8 va CD4
dd duogc hoat hoa PHA ma bidu hién PD-1. Hoat tinh ndy 13 tuong duong véi CEA-
IL2v va td hop ctia CEA-IL2v véi PDI1 IgG. PDI IgG mot minh khong c6 hoat tinh
trong thiét 1ap nay. Khong quan sat duoc hiéu qua phong bé PD-1 bd sung trong thiét
1ap nay c6 1€ 1a do sy khong c6 mét cia t& bao khdi u duong tinh PD-L1.

Nhu duge thé hién trong Fig. 6, PD1-IL2v tao ra hoat héa cua té bao T CDS8 va
CD4 d3 duge hoat hoa PHA ma biéu hién PD-1 (st dung CD25 biéu hién lam gen
danh diu sy hoat hoa). CEA-IL2v va td hop ctia CEA-IL2v véi PD1 IgG tao ra sy hoat
hoa twong duong cia té bao T. PD1 IgG mot minh khong ¢6 hoat tinh trong thiét 18p
nay. Khong quan sat dugc hi¢u qua phong bé PD-1 bd sung trong thiét 1ap nay, c6 18 1a
do su khong c6 mat cua té bao khéi u duong tinh PD-L1.

Vi du 2D. Qué trinh ting sinh cia NK92 v6i PD1-IL2v va PD-L1-IL2v

Té bao NK92 dugc thu hoach, dém va danh gia vé kha ning séng. Té bao duoc

rira ba 1in biang PBS dé loai b6 IL-2 con lai va dugc tao huyén phu lai trong moi
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truong (RPMI1640, FCS 10%, Glutamin 1%) khong c6 IL-2. Té bao NK92 da ria
duoc @ trong hai gio trong ti 4m nudi cdy té bao (b6 doi khong c6 IL-2). Sau khi bo
d6i, té bao dugc tao huyén phi lai trong méi trudng méi khong c6 IL2- dén 200.000 té
bao trong mdi ml va 50 ul huyén phu té bao dugc chuyén vao dia day tron 96 giéng
chtra moi trudng nudi cdy té bao d duge xir Iy va duge bd sung 50 pl khang thé da
dugc pha lodng (trong méi truong khong c6 IL-2), Proleukin (1,5 pg/ml ndng d6 cudi)
hodic moi trudng (giéng déi chimg) dé dat dén thé tich cudi 12 100 pl trong mdi giéng.
Dia nay dugc U trong 2 ngdy trong tu 4m. Sau 2 ngay, chét phan tng CellTiter-Glo
(Promega) va dia mdi trudng nudi chy té bao dugc @ can bang dén nhiét do trong
phong. Dung dich CellTiter-Glo dugc tao ra nhu dugc md ta theo hudng din cta nha
san xuét va 100 pl dung dich dugc bd sung vao mdi giéng. Sau 10 phit 4, phén két tu
con lai dugc tao huyén phu lai bang cich nho giot va 150 pl hdn hop duge chuyén vao
dia ddy tron mau tring. Su phét quang dugc do bang thiét bi doc da ché d6 Tecan
Spark 10M.

Fig. 7A cho thiy PD-L1-IL2v gy ra qua trinh ting sinh cla té bao NK92 hiéu
qua nhu CEA-IL2v. Fig. 7B cho thy PD-L1-IL2v va PDI-IL2v c6 cung hoat tinh
trong viéc gay ra qué trinh ting sinh cia té bao NK92. Té bao NK92 1a 4m tinh PD1.

Vi du 2E. Gén két cia PD-L1-IL2v véi té bao CTLL2

Dong té bao T cita loai ggm nhdm CTLL2 biéu hi¢n PD-L1. Céc té bao nay
duoc st dung dé thir nghiém gén két ciia PD-L1-IL2v (dang thay thé cua loai gam
nhim) vé6i PD-L1. Té bao dugc thu hoach, kha ning séng dugc kiém tra va chung
dugc chuyén vao dia déy tron 96 giéng (200.000 té bao trong mdi giéng). Té bao dugc
rira bing dung dich dém FACS (PBS, FBS 2%, 5 mM EDTA, NaN3 0,025%) va dugc
nhudm bing 40 pl phan tir dugc chi dinh trong dung dich dém FACS trong 30 phut &
téc d6 4°C. Té bao dugc rira hai 1an béng dung dich dém FACS dé loai bo cac phan tir
khong gén két. Sau d6, 40 pl khang thé thir cip ddc hi¢u Fe khang chudt APC da duge
pha loang (#115-136-071, Jackson ImmunoResearch) dugc bd sung vao t& bao. Sau 30
phut G & 4°C té bao dugc rira hai lan bing dung dich dém FACS. Té bao dugc phan
tich bang BD LSR Fortessa.

Fig. 8 cho thdy PD-L1-IL2v gén két véi té bao CTLL2 t6t nhu PD-L1 mulgGi
twong tmg. Céc té bao ndy 1a 4m tinh PD1.

-108-



35760

Vi du 2F. Qua trinh téng sinh cua té bao CTLL2 v6i PD1-IL2v va PD-L1-IL2v

Té bao CTLL2 duoc thu hoach, dém va dénh gia vé kha ning séng. Té bao
dugc rira ba lan béng PBS (dé loai bo IL-2 con lai), dugc tao lai huyén phu trong moi
truomg (RPMI1640, FCS 10%, Glutamin 1%) khong c6 IL-2 va dugc U trong hai gio
trong ti Am nudi cAy té bao (bd d6i khong c6 IL-2). Sau khi bo déi, 200.000 té bao
CTLL2 trong mdi ml dugc tao huyén phu lai trong mdi trudng méi khong co IL2 va
50 pl huyén phu té bao dugc chuyén vao dia day tron duogc xir Iy mdi trudng nudi cly
té bao 96 giéng. 50 ul PD1-IL2v thay thé ctia loai gam nham da dugc pha loang, PD-
L1-IL2v thay thé cia loai gim nhdm, CEA-IL2v thay thé cua loai gam nhim,
Proleukin d3 dugc pha lodng (1,5 pg/ml ndng do cudi) hoic mdi trudng mot minh (tht
c4 déu st dung moi trudng khong chira IL-2) duoc bd sung vao giéng dén thé tich cudi
12 100 pl/giéng. Cac miu dugc u trong 3 ngay trong ti 4m nudi cdy té bao va qua trinh
ting sinh dugc danh gia bang céach st dung CellTiter-Glo theo huéng din cta nha san
xuét. Tom lai, 100 pl chét phan tng duoc bd sung vao mdi giéng va dugc u trong 10
phut. Phan két tu con lai dugce tao huyén phu lai bang cach nho giot va 150 pl hdn hop
duoc chuyén vio dia ddy tron mau tréng. Su phat quang dugc do bang thiét bi doc da
ché @6 Tecan Spark 10M.

Fig. 9A cho thdy PD-L1-IL2v gdy ra qua trinh tang sinh clia té bao CTLL2.
Hoat tinh nay duong nhu cao hon so véi CEA-IL2v, ¢6 1€ 1a do biéu hién PD-L1 trén
t& bao CTLL2. Fig. 9B lai cho thiy PD1-IL2v gy ra qué trinh tang sinh cua té bao
CTLL2. Hoat tinh nay dudng nhu thip hon so véi PD-L1-IL2v ¢6 1& 1a do céc té bao
nay chi biéu hién PD-L1 cht khong phai 1a PDI.

Vidu3

Hiéu qué in vivo cia PD1-IL2v va PD-L1-IL2v & mo hinh khdi u chudt nhat
ddng gen

Thé lién hop mién dich PD1-IL2y va PD-L1-IL2v (dang thay thé cta loai gdm
nh&m) duge thir nghiém mot minh va so véi khang thé PD1 va PD-L1 tuong tng vé
hiéu qua khang khdi u ctia ching & mo hinh ddng gen Panc02-Fluc.

Té bao Panc02-H7 (ung thu bidu md tuyén tuy cla chudt nhét) thu duge ban
dAu tir Trung tdm Ung thu MD Anderson (MD Anderson cancer center) (Texas, M¥)

va sau khi dugc luu gitt mé rong tai ngan hang té bao ndi bd Roche-Glycart. Dong té
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bao Panc02-H7-Fluc dugc tao ra trong nha bang k¥ thuat chuyén nhiém canxi va tach
duéi dong vo tinh. Panc02-H7-Fluc duge nudi cdy trong moi trudng RPMI chira FCS
10% (Sigma), 500 pg/ml hygromixin va 1% Glutamax. T¢ bao dugc nudi cay & 37°C
trong khong khi bdo hoa nudc & CO2 5%. Ong 23 duge st dung dé cdy ghép. Kha
ning sdng ctia té bao 12 90,4%. 1x10° t& bao cho mdi dong vat dugc tiém vao tuyén tuy
ctia chudt nhét Black 6 bang cach sit dung 6ng tiém tuberculin dung tich 0,3 ml (BD
Biosciences, buc). Pé thyc hién viéc nay, mot vét md nhé di dugc thuc hién tai vi tri
bung trai ctia chudt da dugc gy mé. Thanh phuc mac duoc md va tuyén tuy dugc tach
ra cAn than bing fooc-xép. 10 microlit (1x10° té bao Panc02-H7-Fluc trong moi truong
RPMI) huyén phu té bao di duogc tiém vao phan dudi cua tuyén tuy. Thanh phuc mac

va vét thuong ngoai da duoc 1am kin lai bang cach st dung 5/0 chi khau phén hiy.

Chudt nhét Black 6 cai 10-12 tun tudi khi bat déu thi nghi¢m (Charles Rivers,
Lyon, Phap) dugc duy tri trong didu kién khong c6 tic nhan gy bénh déc hi€u véi chu
ky hang ngay 1a 12 gio séng / 12 gio t8i theo cac huéng dan da duge cam két (GV-
Solas; Felasa; TierschG). Quy trinh nghién ctru thir nghiém d3 dugc xem xét va duoc
chinh quyén dia phuong phé duyét (ZH193/2014). Sau khi dugc dua dén noi thtr
nghiém, cac dong vét dugc duy tri trong mot tudn dé 1am quen véi moi truong méi va

dé quan s4t. Viéc theo ddi sirc khoe lién tuc dugc thuc hién mot cach thuong xuyén.

Céc con chudt nhét dugc tiém trong tuy vao ngay nghién ciru 0 vé6i 1x10° té bao
Panc02-Fluc, dugc sép xép ngiu nhién va can. Mot tudn sau khi tiém té bao khdi u cac
con chudt dugc tiém trong tinh mach véi khang thé PD1-IL2v, PD-L1-IL2v hoic PD1

va PD-L1, mdi tuAn mt 1in trong bdn tudn.

T4t ca chudt dugc tiém trong tinh mach v6i 200 pl dung dich thich hgp. Céc
con chudt trong nhom dung chit din thubc duge tiém dung dich dém histidin va nhom
didu trj dung PD1-IL2v thay thé ciia loai gim nhdm va thé lién hop PD-L1-IL2v hogc
khang thé PD1 va PD-L1 tuong tng, dugc pha lodng bang dung dich dém histidin khi
thich hop. Lugng khang thé dugc tiém cho mdi chudt nhét theo mg/kg 1a nhu sau: 1,5
mg/kg khéng thé PD1-IL2v va PD-L1-IL2v, 10 mg/kg PD1 va PD-L1.

Fig. 10 va Bang 1 cho thiy hiéu qua vuot trdi ddng ké qua trung gian PD1-IL2v
vé muc sdng st trung binh va chung ting cudng so v6i tit ca cac tac nhan riéng 1é

khac duoc thir nghiém, dac biét 1a bao gdm PD-L1-IL2v.
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Bang 1. Muc sdng sbt trung binh va chung cta chudt nhét Black 6 dugc xit Iy
bing khang thé PD1-IL2v, PD-L1-IL2v, PD1 hogc PD-L1, & md hinh khéi u déng gen
Panc02-Fluc.

Nhoém Mitc séng sét trung | Gid tri pvamdu ddi | Mic séng sot
binh vao ngay chung chung
muPD1-1L2v Khong dat dugc <0,0001*** 7/8
muPD-L1-IL2v 43 0,0045* 0/8
muPD1 58 0,0002** 0/8
muPD-L1 28 0,0985 0/8
Chét d&n thubc 24 1 0/8

Pé chup anh phét quang sinh hoc bang IVIS® SPECTRUM, nhimng con chudt
dugc tiém vao mang bung bing 150 mg/kg D-Luciferin 10 phut trudc khi thu dugc
hinh anh phat quang sinh hoc (BLI) va dugc gdy mé sau do bing isoflurane 4%. Tiép
theo 14, cac con chudt nhét nay duge chuyén vao budng phan 1ap, ma dugc dinh vi
trong phé IVIS®. Viéc dat dugc BLI in vivo duge thyc hién bé’mg tin hiéu phat quang
dat duoc trong 10-50 gidy. Dit liéu dwoc luu trit dudi dang Radiance (photon) / gidy /
cm? / sr. Viéc phan tich dit liéu BLI in vivo dugce thuc hién bang phﬁn mém Living

Image® 4.4 va dugc biéu thi bing dudng cong e ché khéi u.

Fig. 11 cho thdy hi¢u qua vugt trdi ciia PD1-IL2v vé viéc 1am giam tin hiéu
phat quang sinh hoc (photon/gidy) so v6i tht ca cac nhom khac, dac biét 1a bao gdm
PD-L1-IL2v. Ngay sau khi dung li¢u phap dAu tién vao ngay 7, viéc giam tin higu phat
quang sinh hoc Panc02-Fluc dugc phat hién bang phd IVIS® trong mdt vai nhém da
duoc xir 1y, nhung chi PD1-IL2v cho thdy su bién mét hoan toan cta tin hiéu BLI &
hau hét cac con chudt kéo dai toan bd thoi gian cua thi nghiém, cho thdy phan tng

hoan toan & 7 trén 8 con chudt.

Vidu4
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Hiéu qua cda viéc phin phéi IL-2v dén té bao T dic hiéu virut da bi suy giam

chirc nang thong qua hodc su phong bé PD-1 hodc PD-L1

Biéu hién PD-1 d dugc md ta cho lan ddu tién trén té bao T dic hiéu virut da bi
suy giam chirc ning nhu 1a hau qua cla viéc phoi nhiém man tinh véi khang nguyén
virut va né c6 lién quan dén viéc té bao T khong c6 kha ning thyc hién dap ing chéng
virut hi€u qua. Té bao T CD4 dic hiéu virut c¢6 kha nang ddng thoi tiét IL-2 va IFN-y
mang lai kha néng bao vé chéng lai viéc gay bét hoat lai virut & nhiém khuén man tinh.
Thuc vay, d4u hiéu da chirc ning cua t& bao T CD4 c6 lién quan dén viée kiém soat
virut & céc ca thé khée manh bi 14y nhiém Cytomegalovirut (CMV), virut Epstein-Barr
(EBV) va virut gdy bénh mun giép (HSV) cling nhu & cac cé thé bj lay nhiém virut
gay thiéu hut mién dich mic phai cua ngudi (HIV) ma van khong c6 cac triéu chirmg

trong vai ndm.

Vi vay, trong truong hop cua nhiém khuén virut man tinh, céc tic gia sang ché
da phat trién thir nghiém in-vitro dé danh gia hiéu qua cua viéc huéng dich PD-1 va
PD-L1 d& chuyén phién ban da dugc gay dot bién cua IL-2 (IL-2v) dén té€ bao T dic
hiéu khang nguyén r6i loan chirc nang. Pé tranh sy han ché ddi véi luong thé nhan
thich hop ddi véi thir nghiém theo sdng ché, cac tac gia sang ché d3 chon lya protein-
virut sinh mién dich CMV (pp65) lam khéng nguyén nhic lai di vai té bao T cho rang
khoang 80% quan thé c6 huyét thanh dwong tinh véi CMV. Do d9, cic tac gia sang
ché d3 kich thich té bao don nhan mau ngoai vi (PBMC) thé nhén 12 ngudi khée manh
véi CMV-pp65 trong mot vai gio trude khi bd sung cac cAu triic & ndng do6 1a 10 pg/ml.
43 gidr sau céc tdc gia sang ché da phong bé viéc van chuyén protein tir Golgi bang
cach bd sung Golgi Plug (Brefeldin A) va Golgi Stop (Monensin) va & té bao & 37°C
thém trong 5 gio. Sau do, cac té bao dugc rra, dugc nhudm trén bé mit béng khang
thé khang ngudi CD3, CD4, CD8, CD62L va CD45RO trude khi duge c¢b dinh/dugc
thAm bang dung dich dém Fix/Perm (BD Bioscience). Cudi cung, cic tac gia sang ché
da thyue hién viéc nhudm ndi bao cho IL-2, IFN-y va Ki67 (ca hai déu tir eBioscience).

Céc tac gia sang ché da quan séat dugc rang ca PD1-IL2v va PD-L1-IL2v, ciing
nhu t6 hop ctia khang thé IgG twong tng voi IL-2v, da tdng, ¢ mirc twong dwong, tin
suit cia t& bao T CD4 da chirc (Fig. 12B) va lan luot IL-2 va IFN-y don chirc (Fig.
12A va 12C), tao ra hiéu qua ting cudng so voi 14n luot sy phong bé khéang thé khang
PD-1 v khéng PD-L1. Quin thé mé rong & té bao T CD4 da chire (Fig. 13B) va IFN-y

-112-



35760

don chirc (Fig. 13C va 13D) cho thdy profin hiéu ung biét hoa két thuc va higu ung-
nh¢ (CD45RO* CD62L") (CD45RO- CD62L). Nguge lai, té bao T CD4 IL-2-don
chirc gy ra bdi co ché dbi khang PD-L1, va dugc mé rong tiép bang cach phan phdi

ddng thdi IL-2v, cho thiy tin hiéu nguyén thé (CD62L* CD45RO") (Fig. 13A).

Céc thc gia sang ché c6 thé két luan dugc ring viéc phan phéi IL-2v dén té bao
T CD4 dic hiéu CMV da bi suy yéu chirc ning thong qua protein dung hop PD1-IL-2v
din dén viéc mo rong qu?m thé dic hiéu virut bao vé su tdn tai 1au dai, duoc dic trung

boi kha nang tiét ddng thoi IL-2 va IFN-y.
Vidus

Vi du 5A. Gén két uu tién ciia PD1-IL2v véi té bao T thong thuong da hoat hoa

so v6i té bao T diéu hoa da duogc hoat héa

Céc dic tinh gén két cia PD1-IL2v v6i té bao T diéu hoa va thong thuong da
duoc hoat hoa duge danh gid trong thir nghiém gin két canh tranh. Té bao T diéu hoa
CD4* CD25* CD1279™ (Tie) duge phan 1ap bing kit phén 1ap té bao T diu hoa hai
bude (Miltenyi, #130-094-775). Dong thoi, té bao T thong thuong CD4" CD25 (Teonv)
dugc phén lap bang cach thu gom phan doan am tinh cia qua trinh chon loc duong
tinh CD25 (Miltenyi, #130-092-983), tiép theo 1a 1am giau CD4" (Miltenyi, #130-045-
101). Teonv duge dén nhén bing CFSE (eBioscience, #65-0850-84) va Treg dugc dan
nhan bing Cell Trace Violet (ThermoFisher Scientific, C34557) dé kidm tra qué trinh
tang sinh cla ca hai qun thé. Teony va Treg cling dugc gieo mam vao dia nudi cdy dugce
pht qua dém & 4°C vé6i 1 pg/ml CD3 (dong v tinh OKT3, #317315, BioLegend).
CD28 dugc bd sung trong dung dich & ndng d6 13 1 pg/ml CD28 (dong vo tinh
CD28,2, #302923, BioLegend). Sau 5 ngay kich thich, tht nghiém gin két dugc thuc
hién v6i PD1 (0376) va PD1-IL2v (0590), cé hai déu dugc dén nhén trong nha bing
AF647.

Khang thé luong dic hiéu PD1-IL2v ¢6 profin gén két tuong duong véi PD1
(Fig. 14A va 14B). Fig. 14A thé hién Delta ctia tin suét clia khing thd da cho gin két
trén Teonv VA Treg trong cling mot mau. Mbi ky hiéu dai dién cho mot thé cho riéng biét,
dudng nim ngang biéu thi trung vi v6i N=4. Ca hai phan tir ddu c6 kha ning gin két
v6i Teonv a0 hon so v&i Treg do mitc biéu hién ctia PD-1 trén Teonv cao hon so v6i trén

Treg (Fig. 14B; dit liéu tir mot thé cho dai dién cho thy su gin két véi Teonv (dudng
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mau den) va Treg (dudng mau xam)). Do d6, khang thé ludng dic hiéu PD1-IL2v duy
tri dic tinh gén két cia PD1 mic du IL2v dugc ngau hop véi khing thé.

Vi du 5B. Ctru chita chic nang tac dong Teonv khi didu tri bing PD1-IL2v trong

thtr nghiém trc ché Treg

Trong budce tiép theo, nd dugc thir nghiém, néu PD1-IL2v c6 thé dao nguoc sy
ttc ché Treg clia Teony. Vi vdy, thir nghiém chirc nang uc ché dugc thiét lap, trong d6
Teonv VA Treg duge nuodi cdy cting nhau trong 5 ngay, ¢6 hogdc khong c6 khang thé phong
bé, véi su ¢6 mit cia CD4" CD25" tir thé cho khong lién quan d6i véi su kich thich dic
hiéu khac loai. Nhim muc dich nay, Teonv V& Treg duge phén 13p va duge dan nhan nhu
dwoc mo ta trén day. Viée tich ty xytokin trong phie Golgi dugc tang cuong bang cach
ding chét e ché van chuyén protein (GolgiPlug #555029, BD va GolgiStop #554724,
BD) trong 5 gid trude khi nhuom FACS.

Kha ning ciia Teonv d4 dugc 1am tang sinh dé tiét granzym B (GrzB; Fig. 15A)
va interferon gamma (IFNy; Fig. 15B) v6i sy c6 mét va khong c6 mit clia Treg dugc do.

Mitc tc ché Treg dugc tinh theo cong thirc sau:

% mutc ke ché xytokin = 100—(% xytokinTtconv+Tregs khing thé phong vé)/(% xytokintcony

khong dwge xirly) *100)

trong d6 Y% XytoKiNTeonv+Tregs khing thé phong bé 12 mitc Xytokin dugce tiét boi Teony Vi
su ¢6 mit cia Trg + khang thé phong bé, % xytoKinTeonv khong duge xi 1y 14 mirc xytokin
duoc tiét boi Teony trung binh véi su khong c6 mit cua Treg. Trén Fig. 15A va 15B,
mdi ky hiéu dai dién cho mdt thé cho riéng biét, dudng nim ngang biéu thi trung vi
v&i N=5, duong chém chdm & 0% thé hién khong ¢6 s tc ché boi Treg. P duoc tinh
b%mg cach st dung ANOVA mot chidu (*p<0,05, **p<0,01, **%*p<0,001,
#kkxp<0,0001).

Fig. 15A cho thiy viéc diéu tri bing khang thé PD1 (0376) din dén muc trc ché
chirc néng Teonv bang 47,7%, so v6i mirc rc ché trung binh 68,6% & nhom khong dugc
xut Iy (khong cé y nghia théng ké). Tuong ty, mirc phong bé twong tac PD-1/PD-L1
bing Atezolizumab, Nivolumab va Pembrolizumab cho thdy ciing xu hudéng nhu d6i
v6i khang thé PD1. Thu vi 13, DP47-IL2v (gia tri trung binh = -11,3%, p = 0,0011) va
PD1-IL2v (gi4 tri trung binh = -43,6%, p < 0,0001) da ciru chita chic nang tac dong
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Teony GrzB tir sy ttc ché Treg. Hon nita, PD1-IL2v tham chi con manh hon dang ké (p =
0,0026) khang thé PD1 mot minh.

DPdng thoi, phan tich twong tu da dugc thuc hién dbi véi su e ché INFy cua
Teony Nhd Treg (Fig. 15B). DP47-IL2v (gi4 tri trung binh= 51,77%, p= 0,0251) va PD1-
IL2v (gi4 tri trung binh= 31,23%, p= <0,0001) da clru chita chirc ning tdc dong Teconv
IFNy tir syt ¢ ché Treg.

Vidu6

Hiéu qua in vivo cia thé lién hop mién dich PD1-IL2v & md hinh ddng gen cua
cac dong té bao khéi u chudt nhit so v6i khang thé PD1 va FAP-IL2v dudi dang mot
tac nhan duy nht va & dang két hop

Thé lién hop mién dich thay thé PD1-IL2v cua loai gdm nhdm (muPD1-IL2v)
dugce thit nghiém so véi td hop cia khéng thé thay thé PD1 cua loai gim nhim va
FAP-IL2v thay thé ciia lodi gim nhém (muFAP-IL2v) vé hi¢u qua khéng khéi u ciia
n6 & mod hinh déng gen. Md hinh d6ng gen dugc st dung la m6 hinh ddng gen tuyén
tuy Panc02-Fluc.

Thé lién hop mién dich thay thé PD1-IL2v ctia loai gam nhim dugc thir nghiém
& dong té bao chuyén nhiém Panc02-Fluc tuyén tuy & chudt nhét duge tiém vao tuy
ctia chudt nhit Black 6. Té bao Panc02-H7 (ung thu biéu md tuyén tuy cua chudt nhit)
thu dwoc ban dau tir Trung Tam Ung thu MD Anderson (Texas, M) va sau khi dugc
luu giit m6 rong tai Ngan hang té bao ndi by Roche-Glycart. Dong té bao Panc02-H7-
Fluc dugc tao ra trong nha bang k¥ thuat chuyén nhiém canxi va tach dudi dong vO
tinh. Panc02-H7-Fluc duge nudi cdy trong moi truong RPMI chira FCS 10% (Sigma),
500 pg/ml hygromixin va Glutamax 1%. Té bao duge nudi cdy & 37°C trong khong
khi bo hoa nuéc & CO2 5%. Ong 23 dugc st dung dé ciy ghép. Kha ning séng clia té
bao 1a 87,5%. 1x10° té bao cho mdi con chudt dugce tiém vao tuyén tuy cta chudt nhét
bang cach st dung 6ng tiém tuberculin dung tich 0,3 ml (BD Biosciences, Puc). Dé
thuc hién viéc nay, mot vét mb nho da dugc tao ra tai vi tri bung trai cla chudt nhét
Black 6 da dugc gy mé. Thanh phuc mac dugc mé va tuyén tuy dugc tach ra cén than
bang fooc-xép. 10 microlit (1x10° té bao Panc02-H7-Fluc trong mdi trudng RPMI)
huyén phu té bao dugc tiém vao phén cubi cta tuyén tuy. Thanh phic mac va vét

thuvong ngoai da dugc lam kin lai bang cach st dung chi khiu phén hiy 5/0.
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Chudt nht Black 6 ci 10-12 tuin tudi khi bat dau thi nghiém (Charles Rivers,
Lyon, Phép) dugc duy tri trong didu kién khong c6 tac nhan gy bénh ddc hiéu véi chu
ky hang ngay 1a 12 gi¢ séang/12 gio t8i theo huéng din da cam két (GV-Solas; Felasa;
TierschG). Quy trinh nghién ctru thir nghiém duge xem xét va phé duyét bdi chinh
quyén dia phuong (ZH193/2014). Sau khi dugc dua dén noi thir nghiém, céc con chudt
dugc duy tri trong mot tudn dé 1am quen véi mdi trudong méi va quan sat. Viéc theo

dsi strc khoe duge thuce hién mot cach thuong xuyen.

Chu6t dugce tiém trong tuy vao ngay nghién ctru 0 véi 1x10° t& bao Panc02-Fluc,
duoc sip xép nghu nhién va can. Mot tudn sau khi tiém, t& bao khdi u cta chudt nhit
duoc tiém trong tinh mach bang hai liéu ding khéc nhau cia PD1-IL2v va so sanh voi

t hop ctia khang thé PD1 va FAP-IL2v, mot 1an mi tudn trong bén tuan.

TAt ca cac con chudt nhit duge tiém trong tinh mach bang 200 pl dung dich
thich hop. Céc con chudt trong nhom dung chit din thudc dugce tiém bang dung dich
dém histidin va nhém diéu tri dugc tiém bang khang thé PD1-IL2v (0,5 mg/kg hodc 1
mg/kg), PD1 (10 mg/kg) va FAP-IL2v (2,5 mg/kg) hodc hon hop cua khang thé PD1
va FAP-IL2v (10mg/kg PD1 va 2,5 mg/kg FAP-IL2v). Bé thu dugc luong thé lién hop
mién dich thich hgp trong mdi 200 pl, dung dich gbc dugc pha lodng bing dung dich
dém histidin khi cAn theo Bang 2.

Bang 2. Hop chét, 1iéu dung, dung dich dém pha ché va ndng do dung dich gbc.

. 5 , Nong do dung
Hop chat Lic¢u dung Dung dich dém pha ché ) ,
dich gbc (mg/mL)

muPD1-IL2v 10 pgva30 | 20 mM Histidin, 140 mM 3,63
ug NaCl, Tween20 0,01%; pH6,0

muFAP -1L2v 50 ug 20 mM Histidin, 140 mM 491
NaCl, Tween20 0,01%; pH6,0

muPD1 200 pg 20 mM Histidin, 140 mM 5,84
NaCl, Tween20 0,01%; pH6,0
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Pé tao anh phat quang sinh hoc béng phd IVIS®, cac con chudt dugce ti€ém vao
mang bung bing 150 mg/kg D-Luciferin 10 phut truée khi thu dugc hinh anh phat
quang sinh hoc (BLI) va dugc géy mé sau d6 bang isoflurane 4%. Tiép theo, cic con
chudt dugce chuyén vao budng phén 13p, ma dugc dat vao phé IVIS®. Viéc dat dugce
BLI in vivo dugc thyc hién bang tin hiéu phét quang dat dugc trong 10-50 giay. Dix
liéu duoc luu trit dudi dang buc xa (photon)/ gidy/cm?/sr. Phan tich dit liéu BLI in vivo
dugce thue hién bing phan mém Living Image® 4.4 va dugc thé hién bang dudng cong
ttc ché khéi u.

DPé danh gia mién dich-dugc luc hoc bang mo hoc, 3 con chudt trong mdi nhém
da duogc giét 4 ngay sau 1an tri liéu trat khép cb du tién. Khdi u tuyén tuy dugc thu
hoach va ¢ dinh ngay trong formalin 10%. Cac mo dugc dé trong dung dich formalin
qua dém va sau d6 dugc xtt Iy cho FFPET (Leica 1020, buc). Tiép theo, phén parafin
4 um duge ct bing thiét bi vi phlu (Leica RM2235, Dirc). Hoa md mién dich CD3,
PD1 va ICOS chudt nhét dugc thyc hién trong thiét bi nhudm tu dong Leica (Leica
ST5010, Ptrc) theo quy trinh ctia nha san xuét. Hinh anh dugc quét bing may quét
Olympus.

Fig. 16 thé hién két qua ciia thir nghiém higu Iyc so sanh PD1-IL2v thay thé cia
loai gdm nhdm v&i FAP-IL2v thay thé cla loai gdm nhim va khang thé PD-1 thay thé
cda loai gam nhdm duéi dang mot tc nhan duy nhit va & dang két hop. Dong té bao
ung thu biéu mod tuyén tuy chuyén nhiém Panc02-H7-Fluc dugc tiém vao tuyén tuy &
chuot nhét Black 6 dé nghién ctru mirc séng s6t & md hinh ddng gen thing tuyén tuy.
Luong khang thé duoc tiém cho mdi chudt nhét theo mg/kg 13 nhu sau: 0,5 va 1 mg/kg
PD1-IL2v thay thé cita loai gam nhdm, 10 mg/kg khang thé thay thé PD1 cua loai gdm
nhim va 2,5 mg/kg FAP-IL2v thay thé ctia loai gam nhim khang thé. Khang thé dugc
tiém trong tinh mach mot 1An m&i tudn trong 4 tudn. Mirc sbng sét trung binh va chung
vuot troi dang ké quan sat duge & 0,5 va 1 mg/kg PD1-IL2v thay thé cua loai gim
nhim so véi tit ca cac tdc nhén duy nhét khac va hon hgp cia khang th& thay thé PD-1
cda loai gam nhadm va FAP-IL2v thay thé cta loai gim nham. Fig. 16 va Bang 3 cho
thdy ca hai lidu ding c6 hiéu qua vuot trdi qua trung gian PDI1-IL2v vé& murc sdng st
trung binh va chung ting cuong so voi t4t ca céc tac nhan duy nhit khac, cling nhu hdn

hop cua PD1 va FAP-IL2v.
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Béang 3: Mirc séng sét trung binh va chung cuia chudt nhét Black 6 dugc xtt ly
bing PD1-IL2v, PD1, FAP-IL2v va hdn hop ciia khang thé PD-1 va FAP-IL2v, ¢ mé
hinh khdi u ddng gen Panc02-Fluc.

Nhém Miic séng s6t trung | Gid tri p vamau | Mirc song sot
binh vao ngay d6i ching chung

muPD1-IL2v (0,5 Khong dat dugc <0,0001%** 4/7
mg/kg)

muPDI1-IL2v (1 mg/kg) Khong dat duoc <0,0001%** 7/7
muPD1 (10 mg/kg) 63 0,0014* 0/7
muFAP-IL2v 45 0,0941 0/6
muPD-1 va muFAP- 75 0,0002%** 1/7
IL2v

Chét dan thude 37 1 0/6

Fig. 17 thé hién két qua ciia thir nghiém higu lyc so sanh gitra PD1-IL2v thay
thé ctia 10di gim nham véi FAP-IL2v, khang thé thay thé PD1 cta loai gdm nhim va
hdn hop cua chung. Dong té bao ung thu biéu md tuyén tuy chuyén nhiém Panc02-H7-
Fluc dugc tiém vao tuyén tuy & chudt nhét Black 6 dé nghién ciru mirc sbéng s6t & md
hinh ddng gen thing tuyén tuy bang phuong phap phat quang sinh hoc. Ngay sau lan
tri liéu thu nhét vao ngdy 7 muc giam tin hi¢u phat quang sinh hoc Panc02-Fluc dugc
phat hién bing phd IVIS® trong mdt vai nhém da duge xir 1y, nhung chi PD1-IL2v
méi cho thiy su bién mat hoan toan cta tin hiéu BLI & hdu hét cac con chudt kéo dai
trong sudt thdi gian thir nghiém, cho thdy su dap Gng hoan toan & 4 trén 7 con chudt
dbi voi lidu dung 0,5 mg/kg va 7 trén 7 con chudt dbi véi lidu dung 1 mg/kg. Fig. 17
cho théy c& hai lidu dung PD1-IL2v déu tao ra hiéu qua vuot trdi v& viéc giam tin hidu
phat quang sinh hoc (photon/gidy) so voi tAt ca cac tac nhan duy nhét khac va nhom
két hop.
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Fig. 18A va 18B thé hién két qua vé hinh anh héa md mién dich cta khéi u
tuyén tuy duge nhudm cho khéng thé CD3 khang chudt (Fig. 18A) va phén tich dinh
lugng t& bao T (Fig. 18B). Nhuom md héa mién dich té bao T CD3 dugc thyuc hién
trén khéi u tuyén tuy chudt nhit Black 6 c6 ngudn gdc tir cdc nhom didu tri dugc chi
dinh. Mau m6 dugc tao ra d& nhudm mo hoéa mién dich: khéi u duge thu hoach tir dong
vat sau khi dugc diéu tri, ¢ dinh trong formalin 10% (Sigma, DPurc) va sau d6 dugce xur
Iy vé FFPET (Leica 1020, Dirc). Tiép theo, phén parafin 4 pm duge c4t bang thiét bi vi
phau (Leica RM2235, Dtrc). M6 héa mién dich CD3 chudt nhit duogc thuc hién vai
khang thé CD3 khang chudt (Diagnostic Biosystem, Duc) trong thiét bi nhudém tu
dong Leica (Leica ST5010, Duc) theo quy trinh cta nha san xuit. Hinh &nh dugc quét
bing may quét Olympus. Viéc dinh lugng té bao T dwong tinh muCD3 dugc thuc hién
bang phan mém Definiens (Definiens, Duc). Théng ké dugc phan tich bang ANOVA 1
chidu véi nhidu thir nghiém so sanh. Ngay sau 14n tri liéu thtr nhét, vao ngay thi 4, da
phat hién su gia ting dang ké sb lugng té bao T duong tinh véi CD3 trong nhom dugce
didu tri bing PD1-IL2v so véi nhom dung chit din thudc. Xu hudng ting té bao
dwong tinh véi CD3 cling quan sat dugc trong hdn hgp cia khéng thé thay thé PD1 cla
loai gdm nhdm va FAP-IL2v thay thé cta loai gdm nhim so véi chit din thube, nhung
khong dang ké. Fig. 18A va 18B cho thiy PD1-IL2v da tao ra mrc gia tang hién tugng
thAm nhap CD3 trong khéi u tuyén tuy 4 ngdy sau 14n tri lidu thir nhét so v6i tit ca cac
nhom.

Fig. 19 thé hién két qua cta hinh dnh héa md midn dich ctia khéi u tuyén tuy
dugc nhudm cho khang thé PD1 khéang chudt. Nhuém mo hoa mién dich té bao T
dwong tinh v6i PD1 dugc thue hién trén khéi u tuyén tuy chudt nhét Black 6 ¢6 ngudn
géc tir nhém diéu tri duge chi dinh. Mau md duoc tao ra d& nhudm mo hoa mién dich:
khéi u duogc thu hoach tir dong vét sau khi duoc diéu tri, ¢ dinh trong formalin 10%
(Sigma, Dirc) va sau d6 duge xir 1y vé FFPET (Leica 1020, Dic). Tiép theo, phéan
parafin 4 pm dugc cét bing thiét bj vi phiu (Leica RM2235, Dic). M hoéa mién dich
PD1 chudt nhét dugc thuc hién véi khang thé PD1 khang chut (R&D System, Pric)
trong thiét bi nhuém tu dong Leica (Leica ST5010, Piic) theo quy trinh cta nha san
xuAt. Hinh anh dugc quét bang méy quét Olympus. Ngay sau 1an tri lidu thir nhét, vao
ngay thir 4, da phét hi¢n muc gia tang rht cao sb lugng té bao T dwong tinh v6i PD1 &

nhém duge didu tri bing PD1-IL2v so véi nhém duge dung chit dan thudc. Ciing quan
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sat dugc muc gia ting vira phai té bao duong tinh véi PD1 trong hdn hop ctia khang
thé thay thé PD1 cua loai gim nhém vi FAP-IL2v thay thé cua loai gim nhAm khi so
vé6i chét dan thude. Fig. 19 cho thiy PD1-IL2v da tao ra mirc gia tang hién tuong tham
nhap té bao T duong tinh véi PD1 trong khéi u tuyén tuy 4 ngdy sau 14n trj liéu thi

nhat so v&i tat ca cac nhom.

Fig. 20 thé hién két qua ctia hinh anh hda md mian dich cta khéi u tuyén tuy
dugc nhudm cho khéng thé ICOS khéang chudt. Nhuom mo hoa mién dich té bao T
duong tinh v6i ICOS dugce thyc hién trén khéi u tuyén tuy chudt nhit Black 6 thu duoc
tir nhém didu tri duoc chi dinh. MAu mé duge tao ra dé nhudm md hoa mién dich: khéi
u duge thu hoach tir cac con chudt sau khi dugce didu tri, ¢d dinh trong formalin 10%
(Sigma, Dirc) va sau d6 duge xir Iy vé FFPET (Leica 1020, Dic). Tiép theo, phin
parafin 4 pm dugc cit bing thiét bj vi phau (Leica RM2235, Bic). Mb héa mién dich
ICOS chudt nhit duge thuc hién v6i khang th8 1COS khang chudt (My Biosource, Dirc)
trong thiét bi nhudém tu dong Leica (Leica ST5010, Dtc) theo quy trinh cua nha san
xuit. Hinh anh dugc quét bing may quét Olympus. Ngay sau 1An tri liéu thir nhét, vao
ngay thir 4, d& phat hién muc giam té bao T dwong tinh v6i ICOS trong nhém dugc
diéu tri PD1-IL2v so v6i nhém dugc dung chét dan thubc. Fig. 20 cho thiy PD1-IL2v
d3 tao ra muc giam hién twong tham nhép té bao T duong tinh vgi ICOS trong khéi u

tuyén tuy 4 ngay sau 14n tri liéu tht nhét so v6i tht ca cac nhom.
Vidu7

Hiéu qua in vivo cia thé lién hop mién dich PD1-IL2v & md hinh ddng gen clia
cdc dong té bao khéi u chudt nhit so véi khang thé PD1 va FAP-IL2v (hai lidu dung
khac nhau) duéi dang mdt tic nhén duy nhét va & dang két hop.

Thé lién hop mién dich PD1-IL2v duoc thir nghiém so v6i khing thé thay thé
PD1 ciia lodi ggm nhim cong véi hdn hgp FAP-IL2v thay thé cia loai gim nham véi
hai lidu dung khic nhau cho hi¢u qua khang khéi u clia n6 & mot md hinh dong gen.
Mo hinh ddng gen duge sit dung 1a m6 hinh ddng gen tuyén tuy Panc02-Fluc. Thé lién
hop mién dich PD1-IL2v thay thé cua loai ggm nhdm duoc thir nghiém & dong té bao
chuyén nhiém Panc02-Fluc tuyén tuy chudt nhit dugce tiém vao tuy ctia chudt nhét
Black 6. Té bao Panc02-H7 (ung thu biéu mo tuyén tuy cta chudt nhét) thu duge ban
du tir Trung tAm Ung thu MD Anderson (Texas, My¥) va sau khi duoc luu gilt mé
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rong tai Ngan hang té bao ndi bo Roche-Glycart. Dong té bao Panc02-H7-Fluc dugc
tao ra trong nha bang k¥ thuat chuyén nhiém canxi va tach dudi dong vo tinh. Panc02-
H7-Fluc duge nudi cdy trong moi truong RPMI chita FCS 10% (Sigma), 500 pg/ml
hygromixin va Glutamax 1%. Té bao dugc nudi cdy & 37°C trong khong khi bao hoa
nuée & COz2 5%. Ong 16 duge su dung dé cdy ghép. Kha ning séng cta té bao 1a
83,3%. 1x10° té bao cho mdi con chudt dugc tiém vao tuyén tuy ctia chudt nhét bang
cach st dung dng tiém tuberculin dung tich 0,3 ml (BD Biosciences, Puc). Dé thuc
hién diéu nay, mot vét md nho da duoc tao ra tai vi tri bung bén trai cla chudt nhét
Black 6 d& dugc gdy mé. Thanh phic mac dugec mo va tuyén tuy duoc tach ra cAn than
bang fooc-xép. 10 microlit (1x10° té bao Panc02-H7-Fluc trong modi truong RPMI)
huyén phu té bao dugc tiém vao phin cubi cia tuyén tuy. Thanh phuc mac va vét

thuwong ngoai da dugc lam kin lai bang cach st dung chi khau phan huy 5/0.

Chudt nhét Black 6 c&i 10-12 tuln tudi khi bét dau thir nghiém (Charles Rivers,
Lyon, Phéap) dugc duy tri trong didu kién khong c6 tac nhan gy bénh dic hiéu véi chu
ky hang ngay 12 gi¢ sang/12 gio t6i theo hudéng din da cam két (GV-Solas; Felasa;
TierschG). Quy trinh nghién ctru thir nghi¢ém da dugc xem xét va phé duyét boi chinh
quyén dia phuong (ZH193/2014). Sau khi dugc dua dén noi thir nghiém, dong vt
dugc duy tri trong mot tudn dé 1am quen véi mdi truong méi va quan sat. Viéc theo

d5i strc khoe lién tuc dugc thue hién mdt cach thuong xuyeén.

Chudt dugc tiém trong tuy vao ngy nghién ctru 0 bang 1x10° té bao Panc02-
Fluc, duogc 1éy ngau nhién va can. Mot tudn sau khi tiém, t& bao khéi u chudt nhét
dugc tiém trong tinh mach bang PD1-IL2v va so sénh v6i hén hgp cia PD1 + FAP-

IL2v Mabs véi hai lidu diing khac nhau, m3i tudn mét lan trong ba tuln.

Tht ca céc con chudt nhit duge tiém trong tinh mach bang 200 pl dung dich
thich hgp. Chudt nhét trong nhém duge ding chit din thudc dugce tiém dung dich dém
histidin vA nhém didu tri bing khang thd PD1-IL2v (1 mg/kg), PD1 (10 mg/kg) va
FAP-IL2v (0,625 mg/kg hogc 1,25 mg/kg) hoc hdn hgp cia khang thé PD1 + FAP-
IL2v (10 mg/kg + 1,25 mg/kg hogc 10 mg/kg + 0,625 mg/kg). Pé thu duoc lugng thé
lién hop midn dich thich hop trong mdi 200 pl, dung dich gbc dugc pha lodng bing
dung dich d¢ém histidin khi can theo Bang 4.

Bang 4. Hop chét, lidu ding, dung dich dém pha ché va ndng do dung dich gbe.
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Nong d6 dung
Hop chét Liéu ding Dung dich dém pha ché dich gbc
(mg/mL)
muPD1-1L2v 10 pgva30 {20 mM Histidin, 140 mM 3,63
ng NaCl, Tween20 0,01%; pH6,0
muFAP-IL2v 50 pug 20 mM Histidin, 140 mM 4,91
NaCl, Tween20 0,01%; pH6,0
muPD1 200 pg |20 mM Histidin, 140 mM 5,84
NaCl, Tween20 0,01%; pH6,0

Dé tao anh phat quang sinh hoc bing phd IVIS®, chudt nhét duge tiém vao
mang bung bing 150 mg/kg D-Luciferin 10 phut trude khi thu duge hinh anh phat
quang sinh hoc (BLI) va dugc gy mé sau d6 bang isoflurane 4%. Tiép theo, chudt
nhit duge chuyén vao budng phan lap, ma dugc dat vao phd IVIS®. Viéc dat duge
BLI in vivo dugc thuc hién b%lng tin hiéu phat quang dat dugc trong 10-50 giay. Dix
liéu duge luru trir dudi dang Bure xa (photon)/gidy/ cm?/sr. Phan tich dit liéu BLI in vivo
duoc thuce hién bing phan mém Living Image® 4.4 va dugc thé hién bang dudng cong
trc ché khoi u.

Pé danh gia mién dich-dugc luc hoc béng md hoc, 3 chudt nhét tr nhém da
chon loc dugc giét 4 ngay sau lan tri ligu trat khép ¢b thir nhat. Khéi u tuyén tuy dugc
thu hoach va ¢ dinh ngay trong formalin 10%. Cac md duoc dit trong dung dich
formalin qua dém va sau d6 dugc xi ly vé FFPET (Leica 1020, Duc). Tiép theo, phan
parafin 4 pm dugc cit bing thiét bi vi phau (Leica RM2235, Drc). M6 hoéa mién dich
CD3, CD8, PD1 va Granzym B chudt nhit duge thue hién trong thiét bi nhudém tu
dong Leica (Leica ST5010, Dtc) theo quy trinh ctia nha san xuét. Hinh anh duge quét
bang may quét Olympus.

Fig. 21 va Bang 5 thé hién két qua cua thir nghiém hi€u lyc so sanh gitta khang

thé muPD1-IL2v v6i khang thd muFAP-IL2v va muPD-1 duéi dang mot tac nhén duy
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nhit va & dang két hgp. Dong té bao ung thu biéu md tuyén tuy chuyén nhiém Panc02-
H7-Fluc duoc tiém vao tuyén tuy & chudt nhét Black 6 dé nghién ctru muc séng s6t &
mb hinh ddng gen thing tuyén tuy. Luong khang thé dugc tiém cho mdi chudt nhit
theo mg/kg 1a nhu sau: 1 mg/kg khang thé muPD1-IL2v, 10 mg/kg muPD1 va 0,625
hodc 1,25 mg/kg muFAP-IL2v. Khéang thé duoc tiém trong tinh mach mot 1an mbi
tuan trong 4 tudn. Mac sdng st trung binh va chung vuot trdi dang ké quan sét dugc
trong 1 mg/kg muPD1-IL2v so véi tht ca cac tac nhan duy nhét khac va hdn hop cla
muPD-1 + muFAP-IL2v & ca hai lidu dung dugc thir nghiém. Do do, co thé két luan
dugc rang hiéu qua vugt trdi qua trung gian PDI1-IL2v vé& mirc séng sét trung binh va
chung ting cudng so véi tht ca cAc tac nhan duy nhét khic, cling nhu hdn hop ctia PD1
+ FAP-IL2v & c4 hai liéu ding dugc thir nghiém.

Bang 5: Murc séng sbt trung binh va chung ctia chudt nhét Black 6 dugc xir ly
bing PD1-IL2v, PD1, FAP-IL2v va hén hop ciia khéng thé PD-1 va FAP-IL2v, & md
hinh khéi u ddng gen Panc02-Fluc.

Nhém Mt séng s6t Giatripva Mirc sdng sét
trung binh vao | mau déi chimg chung
ngay
Chét din thude 30 1,0000 0/6
1 mg/kg muPD-1-IL2v Khong dat dugc <0,0001*** 6/6
10 mg/kg muPD1 + 0,625 62 0,0053* 1/6

mg/kg muFAP-IL2v

10 mgkg muPDl1 + 1,25 86 0,0005** 0/6
mg/kg muFAP-IL2v

0,625 mg/kg muFAP-IL2v 36 0,2607 0/6

1,25 mg/kg muFAP-IL2v 31 0,6834 0/6
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10 mg/kg muPD1 48 0,0005%* 0/6

Fig. 22 thé hién két qua cua thir nghiém hiéu lyc so sanh muPDI1-IL2v voi
FAP-IL2v, muPDI va hén hop cta ching véi hai lidu ding khic nhau. Dong té bio
ung thu biéu md tuyén tuy chuyén nhiém Panc02-H7-Fluc duoc tiém vao tuyén tuy &
chudt nhét Black 6 dé nghién ciru mirc séng s6t & mod hinh ddng gen thing tuyén tuy
bang phwong phép phét quang sinh hoc. Trong qua trinh nghién ciru, do dugc sy giam
tin hién phat quang sinh hoc Panc02-Fluc bang phd IVIS® trong mét vai nhom da
dugc xir Iy, nhung chi ¢6 liéu phap muPD1-IL2v cho thy su bién mét hoan toan cua
tin hiéu BLI & tt ca cac con chudt kéo dai trong subt thoi gian thi nghiém, cho thiy
phan tng hoan toan & ca 6 con chudt nhét. Fig. 22 cho thdy hiéu qua vuot trdi qua
trung gian PD1-IL2v vé mitc giam tin hiéu phat quang sinh hoc (photon/gidy) so v&i
tt ca cc tac nhan duy nhét khac, ciing nhu nhém hon hop.

Fig. 23 thé hién két qua ciia hinh 4nh héa md mién dich cua khéi u tuyén tuy
dugc nhudm cho khang thé CD3 khéang chudt. Nhudm md hoa mién dich té bao T CD3
dugc thuc hién trén khdi u tuyén tuy chudt nhit Black 6 thu dugc tir nhém diéu tri
duoc chi dinh. MAu md dugc tao ra & nhuom md hoa mién dich: khéi u dugc thu
hoach tir cac con chudt sau khi dugc diéu tri, ¢b dinh trong formalin 10% (Sigma, Drc)
va sau d6 dugc xir Iy vé& FFPET (Leica 1020, Dtc). Phén parafin 4 pm tiép theo dugc
c4t bing thibt bi vi phiu (Leica RM2235, Dirc). M6 hoa mién dich chudt nhit CD3
dugc thuc hién véi khang thé CD3 khang chudt (Diagnostic Biosystem, Dtc) trong
thiét bi nhudm tu dong Leica (Leica ST5010, Puc) theo quy trinh cla nha san Xuét.
Hinh anh dugc quét bing may quét Olympus. Ngay sau 1An tri liéu thtr nhit, & ngay 4,
da phét hién dugc mirc rét cao vé sb lugng té bao T dwong tinh véi CD3 trong nhom
duogc didu tri bang muPD1-IL2v so v6i nhém duge dung chét din thudc. Ciing quan
st dugc muc ting vira phai té bao duong tinh v6i CD3 & tht ca cac nhom diéu tri khac
so v6i nhom dung chit dan thudc. Fig. 23 cho thiy PD1-IL2v tao ra sy gia ting hién
tuong tham nhép té bao T duong tinh vi CD3 trong khéi u tuyén tuy 4 ngay sau lan

tri liéu thir nhat so v6i tat ca cac nhom.
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Fig. 24A va 24B va Bang 6 thé hién két qua ctia hinh anh héa m6 mién dich cta
khéi u tuyén tuy dugc nhudm déi véi khang thé CD8 khang chudt (Fig. 24A) va phén
tich dinh luong t& bao T (Fig. 24B). Nhuom md héa mién dich té bao T CD8 dugc
thyc hién trén khéi u tuyén tuy chudt nhit Black 6 thu dugc tir nhom diéu tri duge chi
dinh. MAu md dugc tao ra & nhudm md héa mién dich: khdi u duge thu hoach tir cac
con chudt sau khi dugc didu tri, ¢ dinh trong formalin 10% (Sigma, Durc) va sau d6
duogc xtt Iy vé FFPET (Leica 1020, D). Tiép theo, phén parafin 4 pm dugc cit bang
thiét bi vi phau (Leica RM2235, Ptrc). M6 hoa mién dich CD8 chudt nhét duoc thuc
hién véi khang thé CD8 khang chudt (Serotec, Dirc) trong thiét bi nhudm tu dong
Leica (Leica ST5010, buc) theo quy trinh ctia nha san xuét. Hinh 4nh dugc quét bang
may quét Olympus. Viéc dinh luong té bao T dwong tinh v6i muCD8 duge thye hién
bing phin mém Definiens (Definiens, Ptc). Viéc théng ké dugc phan tich theo
ANOVA mdt chiéu véi nhiéu thir nghiém so sanh. Ngay sau 14n tri liéu thi nhét, vao
ngay 4, sy gia tdng dang ké sb lwong té bao T duong tinh CD8 da dugc phat hién trong
nhém dugc didu tri bing muPD1-IL2v so véi tét ca cdc nhém khéc. Xu huéng ting té
bao duong tinh vai CD8 cling dugc thy trong tit ca cac nhom tri liéu khéc duoc thir
nghiém, nhung khong dang ké. Do d9, Fig. 24A va 24B cho thiy PD1-IL2v tao ra su
gia ting hién tuong thim nhép CD8 trong khéi u tuyén tuy 4 ngdy sau l4n tri liéu tht

nhat so véi tat ca cac nhom.

Béng 6. Té bao T duong tinh v6i CD8.

Nhém S lugng té bao T dwong tinh véi Gia tri p va
CD8/mm> mau dbi
ching

[L.2v 1,25 mg/kg

muPD1-IL2v 1 mg/kg 4914 0,0032°%**
muPD1 10 mg/kg 974 0,7395
muFAP-IL2v 1,25 mg/kg 872 0,8066
muPD-1 10 mg/kg + muFAP- 1899 0,2703
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Chét din thudc 590 1

Fig. 25A va Fig. 25B va Bang 7 thé hién két qua cta hinh dnh héa md mién
dich cia khéi u tuyén tuy duge nhudm dbi v6i phan tich dinh lugng ving dénh déu
khang Granzym B (5A) va Granzym B (5B). Nhudém mo hoa mién dich Granzym B
dugce thuc hién trén khdi u tuyén tuy chudt nhét Black 6 thu dugc tir nhom diéu tri
duge chi dinh. MAu md dugce tao ra dé nhuom md hoa mién dich: khéi u duge thu
hoach tlr cac con chudt sau khi dugc didu tri, cb dinh trong formalin 10% (Sigma, buc)
va sau d6 duge xit Iy vé FFPET (Leica 1020, Duc). Tiép theo, phan parafin 4 pm duoc
cht bing thiét bi vi phau (Leica RM2235, Dirc). M6 hoa mién dich Granzym B chudt
nhét duoc thuc hién v6i Granzym B khéng chudt nhét (Abcam, Dic) trong thiét bi
nhudm ty dong Leica (Leica ST5010, Duc) theo quy trinh clia nha san xuit. Hinh &anh
dugc quét bing may quét Olympus. Viéc dinh luong vung gen danh d4u Granzym B
dugc thuc hién bang phﬁn mém Definiens (Definiens, Puc). Viéc théng ké dugc phan
tich bing ANOVA mot chidu vé&i nhiéu thir nghiém so sanh. Ngay sau 1an tri lidu thir
nhét ding, vio ngdy 4, su gia ting dang k& v& Granzyme B d3 dugc phat hién trong
nhém duoc didu tri bang muPD1-IL2v so véi tAt ca cac nhom khac. Xu hudng tang
vung gen danh d4u Granzyme B ciing dugc thdy trong tAt ca cac nhom tri liéu khac
dugc thir nghiém, nhung khong dang ké. Do @0, Fig. 25A va 25B cho thiy PD1-IL2v
tao ra sy gia ting ving duong tinh v6i Granzym B trong khdi u tuyén tuy 4 ngdy sau

13n tri liéu thir nhat so voi tat ca cdc nhom.

Bang 7. Ving duong tinh v6i Granzym B.

Nhom % vung duong tinh véi Gi4 tri p va mau déi
Granzym B ching
muPD1-IL2v 1 mg/kg 16,67 0,0006**
muPD1 10 mg/kg 1,867 0,6709
muFAP-IL2v 1,25 mg/kg 1,533 0,7442
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muPD-1 10 mg/kg + muFAP- 2,033 0,6355
1L2v 1,25 mg/kg

Chét din thubc 0,44 1

Fig. 26A va 26B va Bang 8 thé hién két qua cia hinh anh héa mé mién dich ctia
khéi u tuyén tuy dugc nhudm cho khang thé PD1 khang chudt (Fig. 26A) va phan tich
dinh luong t& bao dwong tinh v6i PD1 (Fig. 26B). Nhuém md hoéa mién dich té bao
PD1 dugc thuc hién trén khéiu tuyén tuy chudt nhét Black 6 thu dugc tir nhém diéu tri
dugc chi dinh. MAu md dugc tao ra dé nhudm md hoa mién dich: khéi u duge thu
hoach tir c4c con chudt sau khi dugc diéu tri, ¢b dinh trong formalin 10% (Sigma, Dirc)
va sau d6 duoc xir Iy vé FFPET (Leica 1020, Dirc). Tiép theo, phan parafin 4 pm duoc
cht bing thiét bi vi phiu (Leica RM2235, Dirc). M6 héa mién dich PD1 chudt nhit
duoc thyc hién v6i khang thé PD1 khang chudt (Serotec, Dirc) trong thiét bi nhudém ty
dong Leica (Leica ST5010, Dic) theo quy trinh cta nha san xuit. Hinh anh dwgc quét
bing médy quét Olympus. Viée dinh lugng té bao duong tinh v6i muPD1 dugc thue
hién bing phan mém Definiens (Definiens, Dtrc). Viéc théng ké dugc phan tich bang
ANOVA mot chiéu véi nhiéu thtr nghiém so sanh. Ngay sau 1an tri liéu thu nhét, &
ngdy 4, muc gia ting dang ké vé& sb lugng cua té bao duong tinh véi PD1 dugc phat
hién trong nhém dugc didu tri bang muPD1-IL2v so véi tAt ca cac nhom khac. Xu
huéng gia ting té bao duong tinh véi PD1 ciing thdy dugc trong tAt ca cac nhém diéu
tri khac dugc thtt nghiém, nhung khong dang ké. Do d6, Fig. 26A va 26B cho thiy
PD1-IL2v tao ra sy gia tdng té bao duong tinh véi PD1 trong khéi u tuyén tuy 4 ngay

sau 1an tri liéu thtr nhat so véi tat ca cdc nhom.

Béng 8. Té bao duong tinh véi PD1.

S8 lugng té bao duong tinh Giatripva mau dbi
Nhém ) ,
véi PD1/mm chimg
muPD1-IL2v 1 mg/kg 6628 0,0004%*
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muPD1 10 mg/kg 1582 0,5331
muFAP-IL2v 1,25 mg/kg 1350 0,6705
muPD-1 10 mg/kg + muFAP-
3038 0,0803
[L2v 1,25 mg/kg
Chét dan thudc 858 1

Vidu7

Hiéu qua cia sy phén phéi IL-2v dén té bao T dic hiéu virut di bi suy giam

chirc niang thong qua su phong bé PD-1

Su biéu hién PD-1 da dugc mo ta 14n ddu tién & cac té bao T dic hiéu virut da
bi suy gidm chirc nang do phoi nhi®m man tinh v6i cac khang nguyén virut va no6 co
lién quan dén viéc té bao T khong c6 kha ning tao ra dép ung chéng virut hi€u qua. Té
bao T CD4 dic hiéu virut c6 thé tiét ddng thoi IL-2 va IFN-y gitip bao v¢ tranh khoi sy
hoat hoa lai virut trong cac nhidm khuin man tinh. That vay, dAu hiéu da chtrc ning
ctia cac té bao T CD4 ¢ lién quan dén su kiém soét virut & cac ca thé khoe manh bi
lay nhiém Cytomegalovirut (CMV), virut Epstein-Barr (EBV) va virut gy bénh muyn
giop (HSV) ciing nhu & cac c4 thé bj 1dy nhiém virut gy thiéu hut mién dich mic phai

cua nguoi (HIV), ma van khong ¢6 triéu ching trong vai nam.

Vi vay, trong pham vi nhiém khuin virut man tinh, cac tac gia sdng ché @3 phat
trién tht nghiém in-vitro & danh gia hidu qua cia viée huéng dich PD-1 d8 phan phdi
phién ban di dugc gy dot bién cta IL-2 (IL-2v) vao té bao T dic hiéu khang nguyén
r6i loan chirc ning. DPé tranh sy han ché v& luong thé cho thich hop cho cac thir
nghiém theo sang ché, cac tac gia sang ché da chon lya protein virut sinh mién dich
CMV (pp65) 1am khang nguyén nhé lai cho céc té bao T voi khoang 80% quin thé 1a
phan tmg duong tinh véi CMV. Do d6, cdc téc gia sing ché da kich thich té bao don
nhdn mau ngoai vi cua thd nhan 12 ngudi khoe manh (PBMC) véi CMV-pp65
(Miltenyi) vé&i sy c6 mit cua cAu tric theo sang ché & ndng do 1a 10 pg/ml. 43 gio sau,

cac tac gia sang ché da phong bé sy van chuyén protein tir Golgi bang cach bd sung
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Golgi Plug (BD Bioscience, Brefeldin A) va Golgi Stop (BD Bioscience, Monensin)
va 1 6 bio & 37°C thém trong 5 gidr. Sau d6, cac té bao duge rira, dwoc nhudm 1én bé
mat bang khéng thd CD3, CD4, CD8, CD62L va CD45RO khang ngudi trude khi
duoc cb dinh/dugc thim bing bo dung dich dém nhudm yéu to phién ma FoxP3
(eBioscience). Cubi cling, cic tac gia sing ché da thuc hién nhudm ndi bao d6i véi IL-

2, TFN-y va Ki67 (tht ca déu tir eBioscience) dé do qua trinh ting sinh té bao.

Fig. 27 thé hién kha niing ciia té bao T CD4 dé tiét IL-2 (A), IL-2 va IFN-y (B)
hodc TFN-y (C) va d& ting sinh (D) sau 48 gio nh6 lai bing protein sinh mién dich
CMV pp65 v6i sy c6 mat cia hodc khang thé khang PD-1 mt minh, két hop véi IL-
2v, hodc duédi dang protein dung hop. Céc tic gia sang ché da quan sat duge xu hudng
vé kha ning ctia PD1-IL2v d8 1am ting tin suit cua té bao T CD4 da chirc, c6 kha
ning tiét d6ng thoi IL-2 va IFN-y (Fig. 21B), va gia ting dang ké quin thé tiét IFN-y
don 1& (Fig. 21C), khi so v6i cac mAu dugc x 1y bang pp65 va khang thé khang PD1.
Nguoc lai, hdn hop cia pp65 va IL-2v (DP47-IL2v) khong dugc huéng dich lam téng
tAn suét cia té bao T CD4 don chuc IL-2 (Fig. 21A). Nhu mong mudn, tt ca cac té
bao dugc didu tri bing IL-2v hudng dich hodc khong dugc huéng dich di ting sinh

nhu dugc chi ra bdi sy duong tinh v6i viéc nhuom Ki67

Fig. 28 thé hién trang thai biét hoa, cho mdi su biéu hién cua CD45RO va
CD62L, t& bao T CD4 dic hiéu virut tiét IFN-y sau 48 gio thu hdi protein sinh mién
dich CMV pp65 v6i sy c6 mit cua khang thé khang PD-1 m{t minh, két hop véi IL-2v,
hoic duédi dang protein dung hgp. Déc diém phenotyp cla té bao T CD4 dic hiéu virut
tiét IFN-y dd dugc mé rong (Fig. 22) da cho thdy profin hiéu tmg nhé
(CD45RO+CD62L-). Céc téc gia sang ché c6 thé két luan dugc ring viéc phén phéi
IL-2v dén té bao T CD4 dic hiéu CMV da suy yéu vé mit chirc ning théng qua
protein dung hop PD1-IL2v din dén viéc md rong quin thé dic hiéu virut bao vé cudc
séng kéo dai dugc dic trung bdi profin nhé da duge biét hoa va kha ning tiét ca IL-2

13n IFN-y.
Vidu8
Vi du 8A. Hoat hoa té bao ctia thé cho 1 va 2 (thit nghiém pSTATS)
PBMC méi phan 1dp tir cac thé cho khée manh dugc gieo mam trong moi

truong Am (RPMI1640, FCS 10%, 2 mM Glutamin) vao dia ddy tron 96 giéng
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(200.000 té bao/giéng). Cac dia nay dugc ly tim & 3000m/s? trong 10 phut va dich nbi
bé mit duge loai bod. Cac té bao dugc tao huyén phu lai trong 50 pl moi trudng chira
cac phan tir IL2 va dugc kich thich trong 20 phut & 37°C. Dé bao quan trang thai
phosphoryl hoa, té bao duogc cb dinh ngay sau khi kich thich bang luong bang nhau
ctia dung dich dém Cytofix dugc lam 4m so bd (554655, BD Bioscience) trong 10 phut
& 37°C. Sau d6, cac dia nay dugc ly tdm trong 10 phut & 3000 m/s? va dich nbi bé miit
duoc loai bo. Pé cho phép nhudm ndi bao, té bao duoc thdm trong 200 ul dung dich
dém Phosflow Perm III (558050, BD Bioscience) trong 30 phat ¢ 4°C. Sau do, té bao
dwoc rira hai 1an bing 150 pl dung dich d&ém FACS lanh va dugc téch vao hai dia ddy
tron 96 giéng va mdi dia dugc nhudém bang 20 ul hdn hop khang thé I hodc II trong 60
phut trong tt lanh. H8n hop khang thé I dugc st dung @ nhuom pSTATS trong té bao
T CD4 va té bao T didu hoa va hdn hgp khang thé 11 dugc st dung dé nhudm pSTATS
trong té bao T CD8 va té bao NK. Sau d6, cac té bao dugc rira hai 1an bang dung dich
dém FACS va duogc tao lai huyén phu trong 200 pl dung dich d&&m FACS chta PFA
2% trong mdi giéng. Viéc phén tich duge thye hién bang cach sir dung thiét bi dém té

bao dong BD Fortessa.
Hon hop khéng thé FACS theo Bang 9 va Bang 10 duoc st dung.

Bang 9. Hon hop khang thé FACS I (€ bao T CD4 va té bao T diéu hoa)

Khang thé Thé tich/Miu

CD4 PE/Cy7, dong vo tinh SK3, IgGi chudt nhit, x

0,5 pl /giéng
(557852, BD Bioscience)

CD25 APC, dong vo tinh M-A251, IgGi chudt nhit, x

4 pl /giéng
(356110, BioLegend)

FoxP3 khang ngudi ciia chudt nhat PE, dong vo tinh

. 1 pl /giéng
259D/C7 (560046, BD Bioscience)

A488 pSTATS (pY694), dong vo tinh 47, IgG1 chudt nhiét

1 pl /giéng
(562075, BD Bioscience)
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Bang 10. Hon hop khang thé FACS II (té bao T CD8 va té bao NK)

Khang thé Thé tich/mAu

CD3 PE/Cy7, dong vé tinh UCHTI, IgGi chudt nhit, k

1 pl /gién
(300420, BioLegend) ul /gieng

CD56 APC, dong vo tinh HCD56, IgGi chudt nhit, k

1 pl /gién
(318310, BioLegend) ul /gieng

CD8 PE, dong vo tinh HIT8a, IgG1 chudt nhét (555635, BD ,
o 1 ul /giéng
Bioscience)

A488 pSTATS (pY694), dong vo tinh 47, IgGi chudt nhit

1 ul /gién
(BD Bioscience) HIgIenE

Fig. 29 thé hién qua trinh phosphoryl héa STATS trong t& bao T CD8 (A), té
bao NK (B), t& bao T CD4 (C) va té bao T diéu hoa (D) khi didu tri PBMC nghi cia
thé cho 1 bing PD1-IL2v, FAP-IL2v va FAP-IL2wt. T4t ca ba phén ti da thir nghiém
déu co tiém ning nhu nhau d6i voi té bao T CDS, té bao NK va té bao T CD4 (ngoai
trr Tregs). FAP-IL2wt ¢6 tiém ning hon khi khir qué trinh phosphoryl héa STATS
trong Tregs tiép theo 1a PD1-IL2v. FAP-IL2v ¢6 hoat tinh thap nhét dbi véi Tregs.

Fig. 30 thé hién qué trinh phosphoryl héa STATS trong té bao T CD4 (A), té
bao T CD8 (B), té bao T diéu hoa (C) va té bao NK (D) khi didu tri PBMC nghi cta
thé cho 2 bing FAP-IL2v, PD1-IL2¢c, FAP-IL2wt va PD1-TIM3-IL2v. Tét ca bdn
phén tir da thir nghiém déu c6 hoat tinh twong duong dbi véi té bao T CD8, té bao NK
va té bao T CD4 (ngoai trir Tregs). FAP-IL2wt ¢6 tiém nang hon khi khtr qua trinh
phosphoryl hoa STATS trong Tregs tiép theo 1a PD1-IL2v. FAP-IL2v ¢6 hoat tinh thip
nhét d6i véi Tregs.

Vi du 8B. Hoat hoa t& bao cta cac thé cho 3 va 4 (thtt nghiém pSTATS)

PBMC dong lanh phan 14p tir thé cho khde manh dugc gid déng va nudi cdy qua
dém & 37°C. Vao ngay tiép theo, té bao duogc gieo mAm trong mdi truong 4m

(RPMI1640, FCS 10%, 2 mM Glutamin) vao dia ddy tron 96 giéng (200.000 té
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bao/giéng). Céc dia nay dugc ly tam ¢ 3000 m/s? trong 10 phut va dich nbi bé mit
duoc loai bo. Té bao duge tao huyén phi lai trong 50 pl mdi trudng chira phén tir IL2
va dugc kich thich trong 20 phut & 37°C. DPé bao quan trang thai phosphoryl hoa, cac
té bao duge ¢ dinh ngay sau khi kich thich bang luong bang nhau cia dung dich dém
Cytofix dugc lam 4m so bod (554655, BD Bioscience) trong 10 phut & 37°C. Sau do,
céc dia nay dugc ly tAm trong 10 phut & 3000 m/s? va dich ndi bé mit dugce loai bo. Dé
cho phép nhuém ndi bao, t6 bao dugc thdm trong 200 pl dung dich dém Phosflow
Perm I1I (558050, BD Bioscience) trong 30 phit & toc do 4°C. Sau do, cac té bao dugc
rira hai 1in bang 150 pul dung dich dém FACS lanh va dugc tach vao hai dia day tron
96 giéng va mBi dia duge nhudm béng 20 pl hon hop khing thé I hogc II trong 60 phut
trong tu lanh. Hon hop khéang thé I duoc sit dung dé nhuom pSTATS trong té bao T
CD4 va té bao T didu hoa va hdn hop khang thé 1T duge sir dung dé nhudm pSTATS
trong té bao T CD8 va té bao NK. Sau d6, cac t& bao duge rira hai 14n bang dung dich
dém FACS va duoc tao lai huyén phu trong 200 pl dung dich dém FACS chira PFA
2% trong mdi giéng. Viéc phén tich dugc thuc hién bang céach sit dung thiét bi dém té
bao dong BD Fortessa. Hbn hop khang thé FACS theo Bang 11 va Bang 12 dugc sur
dung.

Bang 11. H3n hop khéng thé FACS I (t€ bao T CD4 va té bao T diéu hoa)

Khéng thé Thé tich/Mau

CD4 PE/Cy7, dong vO tinh SK3, IgGi chudt nhit, «

0,5 pl /giéng
(557852, BD Bioscience)

CD25 APC, dong vo tinh M-A251, IgGi chudt nhét, x

4 pl /giéng
(356110, BioLegend)

FoxP3 khéng ngudi cia chudt nhét PE, dong vo tinh

1 pl /giéng
259D/C7 (560046, BD Bioscience)

A488 pSTATS (pY694), dong vo tinh 47, IgGi chudt nhat

1 pl /giéng
(562075, BD Bioscience)
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Bang 12. H3n hop khéng thé FACS II (té bao T CD8 va té bao NK)

Khang thé Thé tich/mau

CD3 PE/Cy7, dong vo tinh UCHTI, IgGi chudt nhét, «

1 pl /gién
(300420, BioLegend) pl/gieng

CD56 APC, dong vo tinh HCDS56, IgGi chudt nhit,

1 pl/gién
(318310, BioLegend) pl/gieng

CD8 PE, dong vo tinh HIT8a, IgG1 chudt nhét (555635, BD ,
o 1 pl/giéng
Bioscience)

A488 pSTATS (pY694), dong vo tinh 47, IgG1 chudt nhit

1 ul /gién
(BD Bioscience) Hgiene

Fig. 31 thé hién qua trinh phosphoryl hoa STATS trong té bao T CD8 (A), té
bao NK (B), t& bao T CD4 (C) va té bao T diéu hoa (D) khi diéu tri PBMC nghi cta
thé cho 3 bing FAP-IL2v, PD1-IL2v, FAP-IL2wt, PD1-TIM3-IL2v. T4t c4 bdn phan
t&r da thir nghiém déu c6 hoat tinh twong duwong ddi véi t€ bao T CD8, té bao NK va té
bao T CD4 (ngoai trir Tregs). FAP-IL2wt ¢6 tiém ning hon khi khir qud trinh
phosphoryl héa STATS & Tregs tiép theo 1a PD1-IL2v. FAP-IL2v c6 hoat tinh thp
nhét d6i véi Tregs.

Fig. 32 thé hién qua trinh phosphoryl hoa STATS trong té bao T CD8 (A), té
bao NK (B), té bao T CD4 (C) va té bao T diéu hoa (D) khi didu tri PBMC nghi cua
thé cho 4 bing FAP-IL2v, PD1-IL2v, FAP-IL2wt, PD1-TIM3-IL2v. Tét ca bdn phan
tir da thir nghiém déu c6 hoat tinh tuong duong déi véi t€ bao T CD8, té bao NK va té
bao T CD4 (ngoai trix Tregs). FAP-IL2wt c6 tiém ning hon khi khir quéd trinh
phosphoryl héa STATS & Tregs tiép theo 1a PD1-IL2v. FAP-IL2v c6 hoat tinh thip
nhit d6i véi Tregs.

Céc khia canh khac nita theo sang ché

1. Thé lién hop midn dich chira IL-2 polypeptit dot bién va khang thé gén két
v6i PD-1,
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trong d6 IL-2 polypeptit dot bién 13 phan tir IL-2 cua ngudi bao gdm cac thay
thé axit amin F42A, Y45A va L72G (danh sb theo trinh ty IL-2 cta nguoi SEQ ID
NO: 19).

2. Thé lién hop mién dich chtra IL-2 polypeptit dot bién va khéng thé gén két
voi PD-1,

trong d6 IL-2 polypeptit dot bién 13 phéan t& IL-2 clia ngudi bao gdm cac thay
thé axit amin F42A, Y45A va L72G (danh sb theo trinh tu IL-2 cua ngudi SEQ ID
NO: 19); va

trong d6 khang thé bao gdm (a) vung bién ddi chudi niing (VH) bao gébm HVR-
H1 chua trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:1, HVR-H2 chtra trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO:2, HVR-H3 chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:3, va
FR-H3 chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:7 & céc vi tri 71-73 theo hé danh
sb Kabat, va (b) ving bién dbi chudi nhe (VL) bao gdbm HVR-L1 chira trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO:4, HVR-L2 chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO:5, va HVR-L3 chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:6.

3. Thé lién hop min dich chira IL-2 polypeptit dot bién va khéng thé gén két
v6i PD-1,

trong do6 IL-2 polypeptit dot bién 13 phan t& IL-2 cta nguoi bao gdm céc thay
thé axit amin F42A, Y45A va L72G (d4nh sb theo trinh tw IL-2 clia nguoi SEQ ID
NO: 19); va

trong d6 khang thé bao gdm (a) ving bién ddi chudi nang (VH) bao gébm HVR-
H1 chta trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:8, HVR-H2 chira trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO:9, va HVR-H3 chta trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO:10, va (b) ving bién dbi chudi nhe (VL) bao gdm HVR-L1 chira trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO:11, HVR-L2 chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:12,
va HVR-L3 chtra trinh ti axit amin néu trong SEQ ID NO:13.

4. Thé lién hop mién dich chua IL-2 polypeptit dot bién va khéang thé gin két
v6i PD-1,
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trong d6 IL-2 polypeptit dot bién 13 phan tir IL-2 cta ngudi bao gbm cac thay
thé axit amin F42A, Y45A va L72G (d4nh s theo trinh ty IL-2 ctia ngudi SEQ ID
NO: 19); va

trong d6 khang thé bao gdm (a) ving bién doi chudi ning (VH) chtra trinh tu
axit amin c6 mirc ddng nhét it nht 12 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hodc 100% voi trinh
ty axit amin néu trong SEQ ID NO:14, va (b) vung bién dbi chudi nhe (VL) chira trinh
tir axit amin c6 muc ddng nhét it nhét 1a 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hodc 100% véi
trinh tu axit amin dugc chon tir nhom chira trinh ty néu trong SEQ ID NO:15, SEQ ID
NO:16, SEQ ID NO: 17, va SEQ ID NO:18.

5. Thé lién hop mi&n dich theo khia canh bt k¥ trong s cac khia canh tir 1 dén
4, trong d6 IL-2 polypeptit dot bién con bao gdm su thay thé axit amin T3A va/hodc sy
thay thé axit amin C125A.

6. Thé lién hop mién dich theo khia canh bét ky trong sé cac khia canh tir 1 dén
5, trong d6 IL-2 polypeptit dot bién chtra trinh ty néu trong SEQ ID NO: 20.

7. Thé lién hop mién dich theo khia canh bét ky trong sb cac khia canh tir 1 dén
6, trong do6 thé lién hop mién dich chira khong nhiéu hon mot IL-2 polypeptit dot bién.

8. Thé lién hop mién dich theo khia canh bét ky trong s cac khia canh tir 1 dén
7, trong d6 khang thé chira mién Fc gdm chu tric dudi don vi thir nhit va céu trac du6i
don vi th{ hai.

9. Thé lién hop mién dich theo khia canh 8, trong d6 mién Fe 14 16p IgG, cu thé
1a phan 16p IgG1, mién Fe.

10. Thé lién hop mién dich theo khia canh 8 hogc 9, trong d6 mién Fc 12 mién
Fc cia nguoi.

11. Thé lién hop mién dich theo khia canh bat ky trong s6 cac khia canh tir 1
dén 10, trong d6 khang thé 1a 16p IgG, cu thé 1a globulin mién dich cua phén 16p IgGi.

12. Thé lién hop mién dich theo khia canh bét k¥ trong sb6 cac khia canh tir 8
dén 11, trong d6 mién Fc bao gdm sy cai bién thuc ddy viéc két hop cla cAu trac duéi
don vi thtt nhét va céu triic dudi don vi th hai cila mién Fe.

13. Thé lién hop mién dich theo khia canh bt ky trong sb cac khia canh tir 8

dén 12, trong d6 trong mién CH3 cia cdu tric dudi don vi thi nhét ctia mién Fc gbc
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axit amin dwoc thay thé bing gbc axit amin c6 thé tich chudi bén 16n hon, nho dé tao
ra ph?m nhd ra trong mién CH3 cua ciu truc dudi don vi tht nhét ma c6 thé dinh vi
trong mot khoang trong mién CH3 cua ciu tric dudi don vi thit hai, va trong mién
CH3 ciia chu trac dudi don vi thir hai cia mién Fe gbc axit amin dugc thay thé bang
gbc axit amin c6 thé tich chudi bén nhd hon, nhd d6 tao ra mot khoang trong mién
CH3 cua céu trac dudi don vi thtr hai trong phan nhd ra trong mién CH3 cua ciu tric

dudi don vi thi nhét c6 thé dinh vi.

14. Thé lién hop mién dich theo khia canh bét ky trong sb cac khia canh tir 8
dén 13, trong @6 trong chu tric duéi don vi thir nhét cta mién Fc gbc threonin & vi tri
366 dugc thay thé bing gbc tryptophan (T366W), va trong cdu tric duéi don vi tht hai
ctia mién Fc gde tyrosin & vi tri 407 dugc thay thé bang gdc valin (Y407V) va tuy ¥
gbc threonin & vi tri 366 dugc thay thé bang gbc serin (T366S) va gbc leuxin & vi tri

368 duoc thay thé bing gbc alanin (L368A) (danh s6 theo chi s6 Kabat EU).

15. Thé lién hop mién dich theo khia canh 14, trong do trong cAu tric dudi don
vi thir nhét cua mién Fc gdc serin & vi tri 354 dugc thay thé bang gdc xystein (S354C)
hodc gbc axit glutamic & vi tri 356 dugc thay thé bang gbc xystein (E356C), va trong
cAu tric dudi don vi tht hai ciia mién Fc gbc tyrosin & vi tri 349 dugc thay thé bang

gbe xystein (Y349C) (danh sb theo chi s6 Kabat EU).

16. Thé lién hop mién dich theo khia canh bt ky trong s céc khia canh tir 8
dén 15, trong @6 IL-2 polypeptit dot bién dugc dung hop ¢ axit amin du tan clng
amino clia né vao axit amin dau tan cling carboxy clia mét trong s6 cac céu tric dudi
don vi cua mién Fc, cu thé 1a ciu trac dudi don vi thit nhét ctia mién Fe, tuy y thong
qua peptit cau nbi.

17. Thé lién hop mién dich theo khia canh 16, trbng do peptit cAu ndi ¢6 trinh ty
axit amin néu trong SEQ ID NO:21.

18. Thé lién hop mién dich theo khia canh bét ky trong sb cac khia canh tir 8
dén 16, trong d6 mién Fc bao gdm mot hogc nhiéu thay thé axit amin lam giam ghn két
v&i thy thé Fe, cu thé 1 thy thé Fey, va/hogc chire néng tac dong, cu thé 1a tinh gay doc
té bao qua trung gian té bao phu thudc vao khang thé (ADCC).
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19. Thé lién hop mién dich theo khia canh 18, trong d6 mdt hodc nhiéu thay thé
axit amin 13 & mdt hodic nhidu vi tri dugc chon tir nhém bao gém 1.234, 1235, va P329
(danh s theo chi s6 Kabat EU).

20. Thé lién hop mién dich theo khia canh bt ky trong sb céc khia canh tir 8
dén 19, trong d6 mdi cAu tric dudi don vi ciia mién Fc bao gbm cac thay thé axit amin

1.234A, 1L235A va P329G (danh s theo chi s Kabat EU).

21. Thé lién hop mién dich theo khia canh bét ky trong sb cac khia canh tir 1
dén 20, bao gdm polypeptit chita trinh ty axit amin c¢6 mirc ddng nhét it nhét 13 80%,
85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hodc 100% véi trinh tu néu trong SEQ ID
NO:22, polypeptit chira trinh tu axit amin c6 m@c déng nhét it nhét 13 80%, 85%, 90%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% hodc 100% véi trinh tu néu trong SEQ ID NO:23 hodc
SEQ ID NO:24, va polypeptit chira trinh tur axit amin ¢ mitc ddng nhét it nht 1a 80%,
85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hodc 100% v6i trinh tu néu trong SEQ ID
NO:25.

22. Thé lién hop mién dich theo khia canh bét ky trong sb céac khia canh tir 1
dén 21, vé& co ban duge chu thanh béi IL-2 polypeptit dot bién va phéan tir globulin
mién dich IgG1, duge ndi béi trinh ty cau néi.

23. Mdt hoiic nhidu polynucleotit phan 14p ma héa thé lién hop mién dich theo
khia canh bat k¥ trong s cac khia canh tir 1 dén 22.

24. Mot hodc nhiu véc-to, cu thé 1a véc-to bidu hién, bao gém (céac)
polynucleotit theo khia canh 23.

25. Té bao vat chi bao gém (c4c) polynucleotit theo khia canh 23 hodc (cac)
véce-to theo khia canh 24.

26. Phuong phap tao ra cac thé lién hop mién dich chira IL-2 polypeptit dot
bién va khang thé gin két v6i PD-1, bao gdm (a) nudi chy té bao vat chii theo khia
canh 25 trong c4c didu kién thich hgp d& biéu hién thé lién hop mién dich, va tuy ¥ (b)
thu hdi thé lién hop mién dich nay.

27. Thé lién hop mién dich chira IL-2 polypeptit dot bién va khang thé gén ket
véi PD-1, dugc tao ra bing phuong phép theo khia canh 26.
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28. Dugc phim chira thé lién hop mién dich theo khia canh bt ky trong so céc
khia canh tir 1 dén 22 hodc 27 va chit mang dugc dung.

29. Thé lién hop mién dich theo khia canh bét ky trong sb cac khia canh tir 1
dén 22 hoic 27 d& dung lam thudc.

30. Thé lién hop midn dich theo khia canh bét ky trong s6 céc khia canh tir 1
dén 22 hogc 27 dung dé diéu trj bénh.

31. Thé lién hop mién dich dé dung trong diu tri bénh theo khia canh 30, trong
do6 bénh nay 1a bénh ung thu.

32. St dung thé lién hop mién dich theo khia canh bét ky trong s6 cac khia canh
tir 1 dén 22 hogic 27 dé bao ché thude diéu trj bénh.

33. St dung theo khia canh 32, trong d6 bénh nay 1a bénh ung thu.

34. Phuong phép didu trj bénh & ca thé, bao gdm bude cho ca thé ndy dung
lugng hiru hiu co tdc dung diéu tri cua duoc phém chira thé lién hop mién dich theo
khia canh bét ky trong sb céac khia canh tir 1 dén 22 hoic 27 & dang dugc dung.

35. Phuong phap theo khia canh 34, trong d6 bénh nay 1a bénh ung thu.

36. Phuong phép kich thich hé min dich ctia c4 thé, bao gom budc cho ca thé
ndy dung luong hitu hiéu cta duge phim chira thé 1ién hop mién dich theo khia canh
bét ky trong sb céac khia canh tir 1 dn 22 hodc 27 & dang duoc dung.

37. Sang ché nhu duge mo ta trén day.

Mic du séng ché néu trén duge md ta mot cach chi tiét bing cach minh hoa va
vi du nhim muc dich 1 rang, cAn hiéu rdng phin md ta va phan Vi du thyc hién sang
ché khong giéi han pham vi cua sang ché. Phin boc 1 cua tt ca ndi dung cac patent
va tai liéu khoa hoc dugc trich dan trong ban md ta dugc dua mot cach rd rang vao ban

mo ta bang cach vién dan.
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YEU CAU BAO HO
1. Thé lién hop mién dich chira (i) khéng thé gén két v6i PD-1 va (ii) IL-2 polypeptit
dot bién,
trong d6 IL-2 polypeptit dot bién 13 IL-2 polypeptit & ngudi bao gdm cic thay thé axit
amin F42A, Y45A va L72G déanh sb theo trinh tw IL-2 cua ngudi SEQ ID NO: 19.

2. Thé lién hop mién dich theo diém 1, trong d6 IL-2 polypeptit 12 IL-2 polypeptit dot
bién,

trong d6 IL-2 polypeptit dot bién 13 phan tir IL-2 & ngudi bao gdm céc thay thé axit
amin F42A, Y45A va L72G, danh s6 theo trinh ty IL-2 ctia ngudi SEQ ID NO: 19; va

trong d6 khang thé nay bao gbm (a) vung bién dbi chudi ning (VH) bao gdm HVR-H1
bao gém trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 1, HVR-H2 bao gém trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:2, HVR-H3 bao gOm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO:3, va FR-H3 bao gbm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:7 & cac vi tri 71-73
theo dénh sb Kabat, va (b) ving bién di chudi nhe (VL) bao gdbm HVR-LI bao gbdm
trinh tw axit amin néu trong SEQ ID NO:4, HVR-L2 bab gbm trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO:5, va HVR-L3 bao gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:6.

3. Thé 1ién hop mién dich theo diém 1, trong @6 IL-2 polypeptit 1a IL-2 polypeptit dot
bién,

trong d6 IL-2 polypeptit dot bién 14 phan tir IL-2 & ngudi bao gbm céc thay thé axit
amin F42A, Y45A va L72G, danh sé theo trinh tu IL-2 ctia ngudi SEQ ID NO: 19; va
trong d6 khang thé nay bao gbm (a) ving bién d6i chudi ning (VH) bao gdm HVR-H1
bao gdm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:8, HVR-H2 bao gbm trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO:9, va HVR-H3 bao g&“)m trinh ty axit amin néu trong SEQ
ID NO:10, va (b) ving bién déi chudi nhe (VL) bao gom HVR-LI bao gdm trinh ty
axit am.in néu trong SEQ ID NO:11, HVR-L2 bao gbm trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO::2, va HVR-L3 bao gém trinh ty axit arain néu trorg SEQ ID NO: 13.

4. Th& én hep mién dich theo diém 1, trong d6 IL-2 polypeptit 12 IL-2 polypeptit dot
bién,

trong ¢6 IL-2 polypeptit dot bién 1 phéan tir TL-2 & ngudi bao gdm céc thay thé axit
amin F42A, Y45A va L72G, danh s6 theo trinh tu IL-2 cia ngudi SEQ ID NO:19; va
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trong d6 khang thé nay bao gdm (a) ving bién ddi chudi ning (VH) bao gdm trinh tir
axit amin ma c6 mirc ddng nhét it nhét 12 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hodc 100% véi
trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:14, va (b) ving bién di chudi nhe (VL) bao
gdm trinh ty axit amin ma c6 mirc ddng nhit it nhat 1a 95%, 96%, 97%, 98%, 99%
hoic 100% vé6i trinh ty axit amin dugc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO:15, SEQ
ID NO:16, SEQ ID NO: 17, va SEQ ID NO: 18.

5. Thé lién hop mién dich theo diém bét ky trong sb céc diém tir 1 dén 4, trong d6 IL-2
polypeptit dot bién con bao gdm sy thay thé axit amin T3A vi/hodc su thay thé axit
amin C125A.

6. Thé lién hop mién dich theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 5, trong d6 IL-2
polypeptit dot bién chura trinh ty néu trong SEQ ID NO: 20.

7. Thé lién hop mién dich theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 6, trong do6 thé
lién hop mién dich nay chira khong nhidu hon mt IL-2 polypeptit dot bién.

8. Thé lién hop mién dich theo diém bat ky trong sé cac diém tir 1 dén 7, trong do
khang thé nay chta mién Fc bao gdm céu triic duéi don vi thir nhit va ciu tric dudi

don vi tht hai.

9. Thé lién hop mién dich theo diém 8, trong d6 mién Fe 12 16p IgG, cu thé 1a phén 16p
IgGl, mién Fc.

10. Thé lién hop mién dich theo diém 8 hodc 9, trong 6 mién Fec 13 mién Fc ciia ngudi.

11. Thé lién hop mién dich theo didm bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 10, trong d6
khang thé nay 1a 16p IgG, cu thé 12 globulin mién dich cta phén 16p IgGi.

12. Thé lién hop mién dich theo diém bét ky trong sb cac diém tir 8 dén 11, trong d6
mién Fc bao gdm su céi bién thic ddy viéc két hop cia cdu tric duéi don vi thir nhét

va cau trac dudi don vi thir hai cia mién Fec.

13. Thé lién hop midn dich theo diém bét ky trong s cc diém tir 8 dén 12, trong do
trong mién CH3 cia chu trac dudi don vi thir nhit cia mién Fe gbc axit amin dugc
thay thé bang gdc axit amin c6 thé tich chudi bén 16n hon, nhd d6 tao ra phan nho ra
bén trong mién CH3 cta ciu tric dudi don vi thu nhit ma c6 thé dugc dinh vi trong
mot khoang trong midn CH3 ciia cdu tric duéi don vi thir hai, va trong mién CH3 cta

chu triic dudi don vi tht hai cia mién Fc gbc axit amin duge thay thé bang goc axit
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amin c6 thé tich chudi bén nhd hon, nhd d6 tao ra mot khoang trong mién CH3 cia ciu
trac dudi don vi thi hai trong phan nh ra trong mién CH3 cta ciu triic dudi don vi

thtr nhét ¢6 thé duge dinh vi.

14. Thé lién hop mién dich theo diém bét ky trong sé céc diém tir 8 dén 13, trong d6
trong céu trac dudi don vi thi nhit ctia mién Fc gbc threonin & vi tri 366 dugc thay thé
bang gdc tryptophan (T366W), va trong cu tric dudi don vi thir hai cia mién Fe gbe
tyrosin & vi tri 407 duoc thay thé bang gdc valin (Y407V) va tiy y gbc threonin & vi tri
366 dugc thay thé bing gdc serin (T366S) va gbc leuxin & vi tri 368 dugc thay thé
bing gdc alanin (L368A), danh s6 theo chi s6 Kabat EU.

15. Thé lién hop mién dich theo diém 14, trong @6 trong céu tric dudi don vi thir nhét
ctia mién Fc gbc serin & vi tri 354 dugc thay thé bang gdc xystein (S354C) hodc gbc
axit glutamic & vi tri 356 dugc thay thé bang gdc xystein (E356C), va trong chu trac
dudi don vi th hai cua mién Fc gbc tyrosin & vi tri 349 dugc thay thé bing gbc

xystein (Y349C), danh sé theo chi s6 Kabat EU.

16. Thé lién hop mién dich theo diém bét ky trong sb cac diém tir 8 dén 15, trong d6
IL-2 polypeptit dot bién duoc dung hop & axit amin d4u tin cung amino clia nd vao
axit amin dAu tin cling carboxy ctiia mot trong sb cac cau trac dudi don vi ciia mién Fc,

cu thé 1a cdu trac duéi don vi thir nhét ctia mién Fc, tlly y thdng qua peptit chu ndi.

17. Thé lién hop mién dich theo diém 16, trong d6 peptit ciu ndi ¢6 trinh tr axit amin

néu trong SEQ ID NO:21.

18. Thé lién hop mién dich theo diém bét ky trong sé céc diém tir 8 dén 16, trong d6
mién Fc bao gdm mdt hodc nhiéu thay thé axit amin 1am giam gén két vé6i thy thé Fe,
cu thé 13 thu thé Fcy, vi/hodc chuc nang tac dong, cu thé 1a tinh giy doc té bao qua
trung gian té bao phu thudc vao khang thé (ADCC).

19. Thé lién hop mién dich theo diém 18, trong d6 mot hogc nhiéu thay thé axit amin
14 & mot hodc nhidu vi tri dugc chon tir nhém bao gdm 1234, L235, va P329, danh s&
theo chi s6 Kabat EU.

20. Thé lién hop midn dich theo diém bét ky trong sb cac diém tir 8 dén 19, trong d6
mdi chu triic dusi don vi cia mién Fe bao gbm su thay thé axit amin L234A, L235A

va P329G, danh s theo chi s6 Kabat EU.
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21. Thé lién hop mién dich theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 20, trong d6
thé lién hop mién dich nay chira polypeptit chtra trinh ty axit amin ma c6 mirc dong
nhit it nhit 1a 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hodc 100% véi trinh tu
néu trong SEQ ID NO:22, polypeptit chira trinh tyr axit amin ma ¢é muc ddng nhat it
nhét 12 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hodc 100% v6i trinh ty néu trong
SEQ ID NO:23 hoic SEQ ID NO:24, va polypeptit chira trinh ty axit amin ma c6 muc
ddng nhat it nhat 1a 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hodc 100% vdi trinh
tu néu trong SEQ ID NO:25.

22. Thé lién hop mién dich theo diém bét ky trong sé cac diém tir 1 dén 21, trong d6
thé lién hop mién dich vé& co ban duge cdu thanh bai IL-2 polypeptit dot bién va phan
tir globulin mién dich IgG1, duoc ndi boi trinh tw cau ndi.

23. Polynucleotit dugc phéan 14p ma hda thé lién hop mién dich theo diém bat ky trong
s6 cdc diém tir 1 dén 22.

24. Véc-to, cu thé 1a véc-to biéu hién, chira polynucleotit theo diém 23.

25. Té bao vat chii bao gdm polynucleotit theo diém 23 hoic véc-to theo diém 24.

26. Phuong phép tao ra thé lién hop mién dich chira IL-2 polypeptit dot bién va khang
thé gén két voi PD-1, bao gdbm céc bude (a) nudi cdy té bao vat chi theo diém 25 trong
cac diéu thich hop dé biéu hién thé lién hop mién dich, va tiy y (b) thu héi thé lién hop
mién dich nay.

27. Dugc pham chta thé lién hop mién dich theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1

dén 22 va chat mang dugc dung.
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Lys
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Leu
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Thr Ile Val Glu
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Ile Ser Thr Leu
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<213>
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<400>
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Trinh tu

ciu truc
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Glu Val Gln

1

Ser

Thr
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Lys

65

Leu

Val

Gly

Phe

Leu
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Leu

Met

Thr

50

Gly

Gln

Leu

Thr

Pro

130

Gly

Arg
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35
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Leu

Cys

Leu
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Trp
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Phe
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Thr
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Thr
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Gly
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Cys

Arg
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Leu
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Val
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Gln

Gly
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Arg

val
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Gly Gly
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Ala Pro
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Arg Asp
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Lys Ser
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10

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

90

Ala
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Thr
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Tyr
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Thr

Leu
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Glu
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Tyr
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Gln

Phe

Leu

45

Pro
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Gly
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30
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Trp

Leu
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Pro

Lys
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305
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Lys
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Ser

Asn

Gln
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210

Thr

Ser

Arg
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290

Val
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Thr

Leu
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370
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Asn
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Thr

Glu
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Ser
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355
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Leu

Thr
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Phe
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260
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Thr

Val

Cys

Ser
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Pro

val
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Gly

Lys
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Leu

245
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Lys

Lys

Leu

Lys

325

Lys
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Leu
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Val

Pro

230

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

310

Val
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Arg

Gly

Thr

Tyr

Gln
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215

Pro
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Thr

Asn

Arg

295
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Ser

Lys
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Lys

Cys

Pro
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Trp

280
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Leu

Asn

Gly
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Tyr

35760

Gly

Leu
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Tyr

Lys

Pro

Lys

Val

265

Tyr

Glu

His

Lys

Gln
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Leu

Pro
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Ile

Val

Ala

Pro

250

val
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Gln

Gln

Ala

330

Pro

Thr

Ser
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Ser

Cys

Glu

Pro

235

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

315

Leu

Arg

Lys

Asp

Thr

Val

Asn

Pro

220

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

300

Trp

Gly

Glu

Asn

Ile
380

Phe

Val
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Lys

Ala

Thr
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285
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Leu

Ala

Pro

Gln
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Thr
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Asn
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Ala

Leu
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270

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln
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Ala
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Cys

Gly
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Val

Tyr

Gly
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Glu

Val
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Lys
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Gly
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Glu Ser Asn
385

Leu Asp Ser

Lys Ser Arg

Glu Ala Leu
435
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<211>
<212>
<213>

24
448
PRT

<220>
<223>
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Glu Val Gln
1

Ser Leu Arg

Thr Met Ser
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Thr
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Lys
65
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Leu Gln Met

Val Leu Leu

Gly Thr Leu
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Trp

420
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Trinh tu
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Trp
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Phe

Asn

Thr
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Gln Pro Glu
390
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nhén tao

tdng hop
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Val Arg Gln
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Thr Ile

70
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Val
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Thr Val Ser

Asn

Phe
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Thr
440

Gly

Ala
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Arg

Arg
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Tyr
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Leu

val

425

Gln

Gly

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Phe

105

Ala
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Tyr

vVal
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Phe

Lys

Gly

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

Ala

Ser

Lys

395

Ser

Ser

Ser

Leu

Phe

Lys

Tyr
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75

Thr

Leu

Thr

Thr

Lys

Cys
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Gly

Tyr
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Lys

Ala
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Leu

Ser
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445

Gln

Phe

Leu

45

Pro

Asn
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Gly
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Pro

Thr

Val

430

Leu

Pro
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30

Glu
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Tyr

Trp
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Pro
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Met
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Gly
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Trp
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Leu

Tyr

Gly
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Gly
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val
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Phe

Leu

145

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

225

Pro

Ser

Asp

Asn

val

305

Glu

Lys

Pro

130

Gly

Asn

Gln

Ser
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210

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

290

val

Tyr
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Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

195

Asn

His
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Thr

Glu

275

Lys

Ser

Lys

Ile

Ala

Leu

Gly

Ser

180

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

260

Val

Thr

val

Cys

Ser
340

Pro

Val

Ala

165

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

245

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

325

Lys

Ser

Lys

150

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

230

Phe

vVal

Phe

Pro

Thr

310

vVal

Ala

Ser

135

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

215

Pro
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Thr

Asn

Arg

295

vVal

Ser

Lys

Lys

Tyr

Ser
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Thr

200

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

280

Glu

Leu

Asn

Gly
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Phe

Gly

Leu

185

Tyr

Lys

Pro

Lys

vVal

265

Tyr

Glu

His

Lys

Gln
345
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Thr
Pro
val
170
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Ile
vVal
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Pro
250
Val
Val
Gln
Gln
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330

Pro

Ser

Glu

155

His

Ser

Cys

Glu

Pro

235

Lys

val

Asp

Tyr

Asp

315

Leu

Arg

Gly

140

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

220

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

300

Trp

Gly

Glu
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Val
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Lys
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Thr

Val
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285

Ser

Leu
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Pro

Thr
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Pro
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Leu
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270

Glu

Thr
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Pro
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Val
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Val
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Gly
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Val
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Gly
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Val
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Thr Leu

Ser Cys
370

Glu Ser
385

Leu Asp

Lys Ser

Glu Ala

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

<220>
<223>

<400>
Asp Ile

1

Glu Arg

Asp Asn

Lys Leu
50

Arg Phe
65

Ser Leu

Pro Pro
355

Ala Val

Asn Gly

Ser Asp

Arg Trp
420

Leu His
435

25
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PRT
Trinh tu

Ciu truc
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Val Met

Ala Thr
20

Ser Phe

35

Leu Ile

Ser Gly

Gln Ala

Ser Arg Asp

Lys Gly Phe
375

Gln Pro Glu
390

Gly Ser Phe
405
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nhén tao

tdng hop

Thr Gln Ser
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Tyr Arg Ser
55
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85
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Phe
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Thr
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Lys

Tyr
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Gly
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Leu
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Asn

Leu

Val

425

Gln
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Val

Thr

Ser

Tyr
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410

Phe
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Ser
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Ser
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Leu

Asp

Tyr
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Asp
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Ser

Ser

Leu
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Lys
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Phe
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Tyr

Asn
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380

Thr

Lys
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Leu

Ala
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Thr
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Gln
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Leu
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445

Val
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Gly

45
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Leu

Gln

Val
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Pro

Thr
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Leu
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Gln
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Thr

Gln

Ser
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Pro

Val

415

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

Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln
115 120 125

Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr
130 135 140

Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys vVal Asp Asn Ala Leu Gln Ser
145 150 155 160

Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr
165 170 175

Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys
180 185 190

His Lys Val Tyr Ala Cys Glu val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro
195 200 205

Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210 215
<210> 26
<211> 20
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 26
Met Tyr Arg Met Gln Leu Leu Ser Cys Ile Ala Leu Ser Leu Ala Leu
1 5 10 15
Vval Thr Asn Ser
20
<210> 27
<211> 268
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 27
Pro Gly Trp Phe Leu Asp Ser Pro Asp Arg Pro Trp Asn Pro Pro Thr

1 5 10 15

Phe Ser Pro Ala Leu Leu Val Val Thr Glu Gly Asp Asn Ala Thr Phe
20 25 30
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Thr

Arg

Asp

Pro

Asp

Gln

Ala

Gln

145

Leu

Arg

Pro

Gln

Gln
225

Ser

Cys

Met

50

Arg

Asn

Ser

Ile

Glu

130

Phe

val

Gly

Ser

Trp
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Thr

Pro

Ser

35

Ser
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Gly

Lys
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Val

Gln

Leu

Thr

Ala
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Arg

Glu
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Phe

Pro

Gln

Arg
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Glu

Pro

Thr

Leu

Ile
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vVal

Glu
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Arg

Ser

Ser

Pro

Asp
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Tyr
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Leu
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Gly

Pro

Lys

Ala

Arg
245

Asn
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Phe
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Val
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Thr
230

Gly
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Gln
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Arg
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val
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Pro

215
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Thr
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Gly

Ala
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Gly

Leu

Arg

Ser

200

Glu

vVal

Ala
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Glu

Asp

Cys

Ser

Ala

105

Glu

Ser

Val

Ala

Thr

185

Val

Pro

Phe

Asp

Ser

Lys

Arg

Val

90

Ile

Leu

Pro

vVal

vVal

170

Gly

Asp

Pro
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Gly
250

Phe

Leu

Phe
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Val
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Arg
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Gly
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Gln

Tyr
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Pro

Val

Ala
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Arg

Arg

Leu
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Pro

140

Gly

Cys

Pro
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Gly

Arg

Leu

45

Ala
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Ala
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Arg

Leu

Ser

Leu

Glu
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Arg
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Arg
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Leu
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Trp
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Gln

Arg
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Gln
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Leu Arg Pro
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Val

Ala

Ala

Thr

145

Arg
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Trp
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Val
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Trp
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Met

Gly

Ala

140

Pro

Gly

Leu

Ala

Asp
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Val

vVal
190

Leu

15

Pro

Gly

Phe

Leu

Phe

95

Val

Ser

Arg
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Trp
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Arg
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Thr

250

Gly
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Arg
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Asn

Val

Gly

Asp
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Trp

Leu
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95

Pro

Gly
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Lys Gly Ser
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Arg
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Lys
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vVal
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Trp
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Asn

Trp
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val

Ser

Leu
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Lys

Glu
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32
105
PRT
Homo
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Ser

180

Arg

Leu

Gly

165

Asp

Trp

His
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Ala

Ser

20

Glu

Ser

Leu

Val

Lys
100

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

Tyr

85

Ser

sapiens

Gln

Gly

Gln

Asn

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

70

Ala

Phe

Pro

Ser

Gln

His
215

Ser

Ala

Val

Ser

55

Thr

Cys

Asn

Glu

Phe
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200

Tyr

Val

Ser

Gln

40

Val

Leu

Glu

Arg
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Asn

Phe

185

Asn

Thr

Phe

val

25

Trp

Thr

Thr

Val

Gly
105
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Asn

170

Leu

vVal

Gln

Ile
10

val

Lys

Glu

Leu

Thr

90

Glu

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Phe

Cys

Val

Gln

Ser

75

His

Cys

Lys

Ser

Ser

Ser
220

Pro

Leu

Asp

Asp

60

Lys

Gln

Thr

Lys

Cys

205

Leu

Pro

Leu

Asn

45

Ser

Ala

Gly

Thr

Leu

190

Ser

Ser

Ser

Asn

30

Ala

Lys

Asp

Leu

Pro

175

Thr

Val

Leu

Asp

15

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ser
95

Pro

Val

Met

Ser

Glu

Phe

Gln

Ser

Glu

80

Ser



<400>

Gln

1

Glu

Tyr

Lys

Tyr

65

His

Lys

Pro

Leu

Pro

Ala

50

Ala

Arg

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

32

Lys

Gln

Gly

Gly

Ala

Ser

Val

33

328

PRT

Homo
33

Ala Ser Thr

1

Ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Thr

Pro

val

50

Ser

Ile

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Ala

Ala

20

Ala

Val

Ser

Tyr

Ala
100

Ala

Asn

val

Glu

Ser

Ser

85

Pro

sapiens

Lys

Gly

20

Pro

Thr

val

Asn

Gly

5

Gly

vVal

Phe

val

Val
85

Pro

Lys

Thr

Thr

Tyr

Cys

Thr

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Ser

Ala

vVal

Thr

55

Leu

Gln

Glu

Ser

Ala

val

Ala

55

Val
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val

Thr

Ala

40

Thr

Ser

vVal

Cys

Val

Ala

Ser

40

vVal

Pro

Lys

35760

Thr

Leu

25

Trp

Pro

Leu

Thr

Ser
105

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro
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Leu

10

Val

Lys

Ser

Thr

His
90

Pro
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Gly

Asn

Gln

Ser

Ser
90

Phe

Cys

Ala

Lys

Pro

75

Glu

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

Pro

Leu

Asp

Gln

60

Glu

Gly

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Pro

Ile

Ser

45

Ser

Gln

Ser

Pro

Val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Ser

Ser

30

Ser

Asn

Trp

Thr

Ser

Lys

30

Leu

Leu

Thr

val

Ser

15

Asp

Pro

Asn

Lys

vVal
95

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp
95

Glu

Phe

Val

Lys

Ser

80

Glu

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys



Lys

Pro

Lys

Val

145

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

225

Leu

Pro

Asn

Leu

val
305

Val

Ala

Pro

130

vVal

val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

290

Phe

Glu

Pro

115

Lys

vVal

Asp

Tyr

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

275

Ser

Ser

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Lys

Cys

Lys

Leu

Thr

Val

Val

165

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser

Leu

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

230

val

vVal

Pro

Thr

val
310

Cys

Gly

Met

135

His

Val

Tyr

Gly

Ile

215

val

Ser

Glu

Pro

Val

295

Met

Asp

35760

Lys
105

Gly Pro

120

Ile

Glu

His

Arg

Lys

200

Glu

Tyr

Leu

Trp

vVal

280

Asp

His

Ser

Asp

Asn

val

185

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

265

Leu

Lys

Glu
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Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

170

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

250

Ser

Asp

Ser

Ala

His

val

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
315

Thr

Phe

Pro

140

Val

Thr

vVal

Cys

Ser

220

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

300

His

Cys

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

285

Gln

Asn

Pro

110

Phe

val

Phe

Pro

Thr

190

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

270

Ser

Gln

His

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

175

Val

Ser

Lys

Asp

Phe

255

Glu

Phe

Gly

Tyr

Cys

Pro

Cys

Trp

160

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

240

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
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Gln Lys Ser Leu

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

<220>
<223>

<400>

34
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PRT

Trinh tu

Ciu truc

34

Glu Val Gln

1

Ser

Tyr

Met

Lys

Leu

Ala

Gly

Tyr

Leu

145

Trp

Leu

Arg

Gly

50

Arg

Gln

Arg

Thr

Pro

130

Gly

Asn

Ser

Trp

35

Tyr

Arg

Val

Ser

Leu

115

Leu

Cys
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Leu

Leu

20

Asn

Ile

Ile

Asn

Asp

100

vVal

Ala

Leu

Gly

Ser Leu Ser Pro

325

nhan tao

tdng hop

Gln

Thr

Trp

Asn

Ser

Ser

85

Asn

Thr

Pro

Val

Ser
165

Glu

Cys

Ile

Ser

Ile

70

vVal

Met

vVal

Gly

Lys

150

Leu

Ser

Ser

Arg

Ala

55

Thr

Thr

Gly

Ser

Ser

135

Gly

Ser

Gly

val

Lys

40

Gly

Arg

Thr

Thr

Ser

120

Ala

Tyr

Ser
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Pro

Thr

25

Phe

Ile

Asp

Glu

Thr

105

Ala

Ala

Phe

Gly
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Gly

10

Gly

Pro

Ser

Thr

Asp

90

Pro

Lys

Gln

Pro

val
170

Leu

Tyr

Gly

Asn

Ser

75

Ala

Phe

Thr

Thr

Glu

155

His

Val

Ser

Asn

Tyr

Lys

Ala

Thr

Thr

Asn

140

Pro

Thr

Lys

Ile

Arg

45

Asn

Asn

Thr

Tyr

Pro

125

Ser

Val

Phe

Pro

Thr

30

Leu

Pro

Gln

Tyr

Trp

110

Pro

Met

Thr

Pro

Ser

15

Ser

Glu

Ser

Phe

Tyr

95

Gly

Ser

val

vVal

Ala
175

Gln

Ser

Trp

Leu

Phe

80

Cys

Gln

Val

Thr

Thr

160
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Leu

Ser

Ser

Lys

225

Pro

Thr

Ser

Arg

Ile

305

Asn

Lys

Glu

Phe

Ala
385

Gln

Thr

Ser

210

Pro

Pro

Cys

Trp

Glu

290

Met

Ser

Gly

Gln

Phe

370

Glu

Ser

Trp

195

Thr

Cys

Lys

vVal

Phe

275

Glu

His

Ala

Arg

Met

355

Pro

Asn

Asp

180

Pro

Lys

Ile

Pro

Val

260

val

Gln

Gln

Ala

Pro

340

Ala

Glu

Tyr

Leu

Ser

Val

Cys

Lys

245

Val

Asp

Ile

Asp

Phe

325

Lys

Lys

Asp

Asp

Tyr

Gln

Asp

Thr

230

Asp

Ala

Asp

Asn

Trp

310

Gly

Ala

Asp

Ile

Asn
390

Thr

Thr

Lys

215

vVal

val

Ile

val

Ser

295

Leu

Ala

Pro

Lys

Thr

375

Thr

Leu

val
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Lys

Pro

Leu

Ser

Glu

280

Thr

Asn

Pro

Gln

val
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val

Gln
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35760

Ser

185

Thr

Ile

Glu

Thr

Lys

265

vVal

Phe

Gly

Ile

Val

345

Ser

Glu

Pro

Ser

Cys

Val

vVal

Ile

250

Asp

His

Arg

Lys

Glu

330

Tyr

Leu

Trp

Ile

Ser

Asn

Pro

Ser

235

Thr

Asp

Thr

Ser

Glu

315

Lys

Thr

Thr

Gln

Met
395

Val

vVal

Arg

220

Ser

Leu

Pro

Ala

Val

300

Phe

Thr

Ile

Cys

Trp

380

Asp

Thr

Ala

205

Asp
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Thr

Glu

Gln

285

Ser

Lys

Ile

Pro

Met
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Asn

Thr

val
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His

Cys

Phe

Pro

Val

270

Thr

Glu

Cys

Ser

Pro

350

Ile

Gly

Asp

Pro

Pro

Gly

Ile

Lys

255

Gln

Lys

Leu

Arg

Lys

335

Pro

Thr

Gln

Gly

Ser

Ala

Cys

Phe

240

val

Phe

Pro

Pro

val
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Thr

Lys

Asn

Pro

Ser
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Tyr

Gly

His

Gly

Thr

465

Gln

Leu

Thr

Gln

Thr

545

Asn

Glu

Arg

Phe

Asn

Thr

Gly

450

Ser

Gln

Ser

Ala

Cys

530

Gln

Ile

Cys

Trp
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<211>
<212>
<213>

Val Tyr

Thr Phe

420

Glu Lys
435

Gly Gly

Ser Ser

Gln Gln

Arg Met
500

Lys Phe
515

Leu Glu

Ser Lys

Arg Val

Gln Phe
580

Ile Ala
595
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Trinh tu

Ser Asp
405

Thr Cys

Ser Leu

Ser Gly

Thr Ala

470

His Leu
485

Glu Asn

Ala Leu

Asp Glu

Ser Phe

550

Thr Val
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Asp Asp

Phe Ala

nhdn tao

Leu
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Ser

Gly

455

Glu

Glu

Tyr

Pro

Leu

535

Gln

Val
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Gln

Asn

Val
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440

Gly
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Gln

Arg

Lys

520

Gly

Leu

Lys

Ser

Ser
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Leu

425

Ser

Gly

Gln

Leu

Asn

505

Gln

Pro

Glu

Leu

Ala

585

Ile
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Gln
410

His

Pro

Ser

Gln

Leu

490

Leu

Ala

Leu

Asp

Lys
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Thr

Ile

Lys

Glu

Gly

Ala

Gln

475

Met

Lys

Thr

Arg

Ala
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Gly

val

Ser

Ser

Gly

Gly

Pro

460

Gln
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Leu

Glu

His

540

Glu

Ser

val

Thr

Asn

Leu

Gly
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Ala

Gln

Leu

Pro

Leu
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Asp
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Trp

His

430

Gly
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Gln

Gln

Arg
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Lys

Leu

Phe

Asn
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Pro

Glu
415
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Ser

Gln

Glu

495

Met

Asp
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Ile

Thr
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Leu

Gln
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Ser
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Leu
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<220>
<223>

<400>
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1

Ser

Tyr

Met

Lys
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Leu
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Gly

Tyr

Leu
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Trp

Leu
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Leu

Arg

Gly

50

Arg

Gln

Arg

Thr

Pro

130

Gly

Asn

Gln

Thr

35

Gln
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Trp
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Tyr
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Leu

115

Leu
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Trp
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Leu

Leu
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Asn

Ile

Ile
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Asp

100
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Ala

Leu

Gly

Asp

180

Pro

tdng hop

Gln

Thr

Trp

Asn

Ser

Ser
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Asn

Thr

Pro
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Ser
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Leu

Ser

Glu

Cys

Ile

Ser

Ile

70
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Lys

150

Leu

Tyr

Gln

Ser

Ser

Arg

Ala
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Thr

Thr

Gly

Ser

Ser

135

Gly

Ser

Thr

Thr

Gly

vVal

Lys
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Gly

Arg

Thr

Thr

Ser

120

Ala

Tyr

Ser

Leu
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Thr

25

Phe

Ile
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Glu

Thr
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Phe
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Ser

185

Thr
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Gly

10

Gly

Pro

Ser

Thr

Asp
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Pro

Lys

Gln

Pro

val
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Ser

Cys

Leu

Tyr

Gly

Asn

Ser
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Ala

Phe

Thr

Thr

Glu

155

His

Ser

Asn

Val

Ser

Asn

Tyr
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Lys

Ala

Thr

Thr

Asn

140

Pro

Thr

Val
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Lys

Ile

Arg
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Thr

Tyr

Pro
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Ser

val

Phe

Thr
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Pro

Thr
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Leu
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Gln

Tyr

Trp
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Ser
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Ser

Glu
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Phe

Tyr
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Pro

Gln

Ser

Trp

Leu
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Val

Thr

Thr

160
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Ser

Lys
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Pro

Thr

Ser

Arg

Ile

305

Asn

Lys

Lys

Phe

Ala
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Tyr

Gly
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Pro

Pro

Cys

Trp

Glu

290

Met
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Gly

Gln

Phe

370

Glu
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Thr
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Lys

Val
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Arg
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Pro

Asn
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Thr

Lys

Ile

Pro

Val
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Gln
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Pro

340
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Glu

Tyr
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Phe
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Val
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Lys

245
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Asp

Ile

Asp

Phe
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Lys

Lys

Asp

Lys

Ser

405

Thr

Asp

Thr

230

Asp

Ala

Asp

Asn

Trp

310

Gly

Ala

Asp

Ile

Asn

390

Lys

Cys

Lys
215

Val
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Ile
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Ser
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Leu
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Pro

Lys

Thr
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Thr

Leu

Ser
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Pro

Leu
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Glu
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Thr

Asn

Pro

Gln

Val
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Gln
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Ile
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Thr

Lys
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Glu

Pro

vVal

Leu
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Tyr
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Trp

Ile
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Ser

235

Thr

Asp
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Glu
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Lys

Thr

Thr

Gln

Met

395
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Leu
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300
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Thr

Ile
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Trp
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Lys
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Thr
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Leu
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Pro
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Ser
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Asp

Trp
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Lys
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Pro

Thr
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Glu
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Pro
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320

Thr
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His Thr Glu Lys
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Asp

Glu

Asp

Pro

Asp
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Leu

Thr

Leu

Pro

145

Asn

Ile

Ser

Gly

Gln

50

Arg

Gly

Glu
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Thr
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Lys

Gly
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Trinh tu
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36

Val
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Leu
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tbéng hop
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Thr

Leu
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Glu
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val

150

Ser

Gly
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Trp
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Gly

Asp
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Ser

135

Lys

Trp
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Thr

Arg

Trp

Met

Ser
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Trp

Thr

Leu
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25

Tyr
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Gly
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105

Ile
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Ser

Leu

Thr

Thr

Ile
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Phe
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Lys
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Arg

Asp

Tyr
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Pro

Phe
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Pro

Ser
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Phe

Tyr

Leu

Pro

Leu
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Gly

Ser
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Leu

Pro
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Ser

Thr

Cys
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Ser
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Asn

Ser
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Leu
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Gly
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Leu

Gln
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Glu
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Tyr
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Lys
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Tyr
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Tyr Ser Met
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<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
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Tyr
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Trinh tu
Ciu trtc
37
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1
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Trp
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Trp

50
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Arg
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Arg
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35
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Thr
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Leu

Leu

20

Trp

Ser
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vVal
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Phe Asn Arg
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Trp
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185
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Glu

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Phe

105

Thr

Ser
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Thr Lys Asp Glu Tyr Glu Arg

190

His Lys Thr Ser Thr Ser Pro

Cys

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Asp

Lys

Gly

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Tyr

Gly

Gly

vVal

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Pro

Thr
140

205

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Gly

Ser

125

Ala

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln

110

Val

Ala

Gly

15

Asp

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Gly

Phe

Leu

Gly

Ser

val

Val

Tyr

80

Cys

Thr

Pro

Gly



Cys

145

Ser

Ser

Ser

Asn

His

225

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

305

Lys

Ile

Pro

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

210

Thr

Phe

Pro

val

Thr

290

val

Cys

Ser

Pro

val

Ala

Gly

Gly

195

Lys

Cys

Leu

Glu

Lys

275

Lys

Leu

Lys

Lys

Cys
355

Lys

Leu

Leu

180

Thr

val

Pro

Phe

vVal

260

Phe

Pro

Thr

val

Ala

340

Arg

Asp

Thr

165

Tyr

Gln

Asp

Pro

Pro

245

Thr

Asn

Arg

vVal

Ser

325

Lys

Asp

Tyr

150

Ser

Ser

Thr

Lys

Cys

230

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

310

Asn

Gly

Glu

Phe

Gly

Leu

Tyr

Lys

215

Pro

Lys

val

Tyr

Glu

295

His

Lys

Gln

Leu

Pro

val

Ser

Ile

200

val

Ala

Pro

Val

val

280

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr
360
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Glu

His

Ser

185

Cys

Glu

Pro

Lys

val

265

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

345

Lys

Pro

Thr

170

val

Asn

Pro

Glu

Asp

250

Asp

Gly

Asn

Trp

Gly

330

Glu

Asn

vVal

155

Phe

Val

Val

Lys

Ala

235

Thr

val

val

Ser

Leu

315

Ala

Pro

Gln

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser

220

Ala

Leu

Ser

Glu

Thr

300

Asn

Pro

Gln

val

Val

Ala

vVal

His

205

Cys

Gly

Met

His

Val

285

Tyr

Gly

Ile

val

Ser
365

Ser

Val

Pro

190

Lys

Asp

Gly

Ile

Glu

270

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

350

Leu

Trp

Leu

175

Ser

Pro

Lys

Pro

Ser

255

Asp

Asn

val

Glu

Lys

335

Thr

Trp

Asn

160

Gln

Ser

Ser

Thr

Ser

240

Arg

Pro

Ala

val

Tyr

320

Thr

Leu

Cys



Leu

Asn

385

Ser

Arg

Leu

Gly

Ala

465

Leu

Lys

Thr

Glu

Arg

545

Ser

val

vVal
370

Gly

Asp

Trp

His

Gly

450

Ser

Asp

Leu

Glu

Glu

530

Asp

Glu

Glu

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn

435

Gly

Ser

Leu

Thr

Leu

515

vVal

Leu

Thr

Phe

Gly

Pro

Ser

Gln

420

His

Ser

Ser

Gln

Arg

500

Lys

Leu

Ile

Thr

Leu
580

Phe

Glu

Phe

405

Gly

Tyr

Gly

Thr

Met

485

Met

His

Asn

Ser

Phe

565

Asn

Tyr

Asn

390

Phe

Asn

Thr

Gly

Lys

470

Ile

Leu

Leu

Gly

Asn

550

Met

Arg

Pro
375

Asn

Leu

val

Gln

Gly

455

Lys

Leu

Thr

Gln

Ala

535

Ile

Cys

Trp

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys

440

Gly

Thr

Asn

Ala

Cys

520

Gln

Asn

Glu

Ile
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Asp

Lys

Ser

Ser

425

Ser

Ser

Gln

Gly

Lys

505

Leu

Ser

val

Tyr

Thr
585

Ile

Thr

Lys

410

Cys

Leu

Gly

Leu

Ile

490

Phe

Glu

Lys

Ile

Ala

570

Phe

Ala

Thr

395

Leu

Ser

Ser

Gly

Gln

475

Asn

Ala

Glu

Asn

val

555

Asp

Ala

val
380

Pro

Thr

vVal

Leu

Gly

460

Leu

Asn

Met

Glu

Phe

540

Leu

Glu

Gln

Glu

Pro

val

Met

Ser

445

Gly

Glu

Tyr

Pro

Leu

525

His

Glu

Thr

Ser

Trp

Val

Asp

His

430

Pro

Ser

His

Lys

Lys

510

Lys

Leu

Leu

Ala

Ile
590

Glu

Leu

Lys

415

Glu

Gly

Ala

Leu

Asn

495

Lys

Pro

Arg

Lys

Thr

575

Ile

Ser

Asp

400

Ser

Ala

Gly

Pro

Leu

480

Pro

Ala

Leu

Pro

Gly

560

Ile

Ser
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Thr Leu Thr

595
<210> 38
<211> 446
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> CAu truc tdéng hogp

<400> 38

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 Asp Ser
20 25 30

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

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

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

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

Ala Arg Arg His Trp Pro Gly Gly Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Leu Val Thr Val Ser Ala Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro
115 120 125

Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly
130 135 140

Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn
145 150 155 160

Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln
165 170 175
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Ser

Ser

Asn

His

225

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

305

Lys

Ile

Pro

Ala

Asn
385

Ser

Leu

Thr

210

Thr

Phe

Pro

val

Thr

290

val

Cys

Ser

Pro

vVal

370

Gly

Gly

Gly

195

Lys

Cys

Leu

Glu

Lys

275

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

355

Lys

Gln

Leu

180

Thr

vVal

Pro

Phe

Val

260

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

340

Arg

Gly

Pro

Tyr

Gln

Asp

Pro

Pro

245

Thr

Asn

Arg

vVal

Ser

325

Lys

Asp

Phe

Glu

Ser

Thr

Lys

Cys

230

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

310

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn
390

Leu

Tyr

Lys

215

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

295

His

Lys

Gln

Leu

Pro

375

Asn

Ser

Ile

200

Val

Ala

Pro

Val

Val

280

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

360

Ser

Tyr
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Ser

185

Cys

Glu

Pro

Lys

val

265

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

345

Lys

Asp

Lys

vVal

Asn

Pro

Glu

Asp

250

Asp

Gly

Asn

Trp

Gly

330

Glu

Asn

Ile

Thr

Val

Val

Lys

Ala

235

Thr

Val

vVal

Ser

Leu

315

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr
395

Thr

Asn

Ser

220

Ala

Leu

Ser

Glu

Thr

300

Asn

Pro

Gln

Val

val

380

Pro

Val

His

205

Cys

Gly

Met

His

Val

285

Tyr

Gly

Ile

vVal

Ser

365

Glu

Pro

Pro

190

Lys

Asp

Gly

Ile

Glu

270

His

Arg

Lys

Glu

Cys

350

Leu

Trp

Val

Ser

Pro

Lys

Pro

Ser

255

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

335

Thr

Ser

Glu

Leu

Ser

Ser

Thr

Ser

240

Arg

Pro

Ala

vVal

Tyr

320

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp
400



Ser Asp Gly Ser

Arg Trp Gln Gln

420

Leu His Asn His

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

<220>
<223>

<400>

435

39
214
PRT

Trinh tu

Cciu truc

39

Asp Ile Gln

1

Asp

Val

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Arg

Ala

Ser

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala
130

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Val

115

Ser

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Phe

val

35760

Phe Phe Leu Val Ser

405

Gly Asn Val Phe Ser

Tyr Thr Gln Lys

nhan tao

tdng hop

Thr

Ile

Gln

Phe

Thr

Thr

85

Gly

Ile

val

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu
135

440

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

120

Leu

425

Ser

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn
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Lys
410

Cys

Leu

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Asp

Asn

Leu Thr Val

Ser Val Met

Ser Leu Ser

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Glu

Phe

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Leu

Arg

Gln

Tyr
140

445

Ala

Val

Lys

45

Arg

Ser

Tyr

Thr

Leu

125

Pro

Asp

His

430

Pro

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

His

Val

110

Lys

Arg

Lys
415

Glu

vVal

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Ala

Gly

Ala

Ile

Gly

Pro

80

Ala

Ala

Gly

Ala



Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
210

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

<220>
<223>

<400>

Gln

vVal

Leu

Glu
195

Arg

40
605
PRT

Trp

Thr

Thr

180

val

Gly

Trinh tu

Ciu truc

40

Glu Val Gln

1

Ser

Trp

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Leu

Ile

Trp

50

Gly

Gln

Arg

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Arg

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

His
100

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

vVal

150

Gln

Ser

His

Cys

nhan tao

tdng hop

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Trp

Glu

Cys

Arg

Tyr

Ile

70

Leu

Pro

Asp

Asp

Lys

Gln

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Gly
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Asn Ala Leu

Ser Lys Asp

170

Ala Asp Tyr

Gly
200

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ala

Gly

185

Leu

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Phe
105
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Ser

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Asp

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Gly

Tyr

His

Val
205

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

vVal

Gly

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln
110

Ser

Leu

175

vVal

Lys

Gly

15

Asp

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Gly

Gln

160

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ser

val

Val

Tyr

80

Cys

Thr



Leu

Leu

Cys

145

Ser

Ser

Trp

Thr

Cys

225

Lys

vVal

Phe

Glu

His

305

Ala

val

Ala

130

Leu

Gly

Asp

Pro

Lys

210

Ile

Pro

val

val

Gln

290

Gln

Ala

Thr

115

Pro

vVal

Ser

Leu

Ser

195

val

Cys

Lys

val

Asp

275

Phe

Asp

Phe

vVal

Gly

Lys

Leu

Tyr

180

Glu

Asp

Thr

Asp

Ala

260

Asp

Asn

Trp

Gly

Ser

Ser

Gly

Ser

165

Thr

Thr

Lys

vVal

vVal

245

Ile

val

Ser

Leu

Ala
325

Ala

Ala

Tyr

150

Ser

Leu

Val

Lys

Pro

230

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

310

Pro

Ala

Ala

135

Phe

Gly

Ser

Thr

Ile

215

Glu

Thr

Lys

Val

Phe

295

Gly

Ile

Lys

120

Gln

Pro

val

Ser

Cys

200

vVal

val

Ile

Asp

His

280

Arg

Lys

Glu
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Thr

Thr

Glu

His

Ser

185

Asn

Pro

Ser

Thr

Asp

265

Thr

Ser

Glu

Lys

Thr

Asn

Pro

Thr

170

val

Val

Arg

Ser

Leu

250

Pro

Ala

vVal

Phe

Thr
330

Pro

Ser

val

155

Phe

Thr

Ala

Asp

Val

235

Thr

Glu

Gln

Ser

Lys

315

Ile

Pro

Met

140

Thr

Pro

Val

His

Cys

220

Phe

Pro

val

Thr

Glu

300

Cys

Ser

Ser

125

val

val

Ala

Pro

Pro

205

Gly

Ile

Lys

Gln

Gln

285

Leu

Arg

Lys

vVal

Thr

Thr

Val

Ser

190

Ala

Cys

Phe

vVal

Phe

270

Pro

Pro

val

Thr

Tyr

Leu

Trp

Leu

175

Ser

Ser

Lys

Pro

Thr

255

Ser

Arg

Ile

Asn

Lys
335

Pro

Gly

Asn

160

Gln

Thr

Ser

Pro

Pro

240

Cys

Trp

Glu

Met

Ser

320

Gly



Arg

Met

Pro

Asn

385

Val

Thr

Glu

Gly

Ser

465

Gln

Arg

Lys

Leu

Ser
545

Pro

Ala

Glu

370

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Gly

450

Ser

Gln

Met

Phe

Glu

530

Lys

Lys

Lys

355

Asp

Asp

Ser

Thr

Ser

435

Ser

Thr

His

Glu

Ala

515

Asp

Ser

Ala
340

Asp

Ile

Asn

Asp

Cys

420

Leu

Gly

Ala

Leu

Asn

500

Leu

Glu

Phe

Pro

Lys

Thr

Thr

Leu

405

Ser

Ser

Gly

Glu

Glu

485

Tyr

Pro

Leu

Gln

Gln

Val

val

Gln

390

Asn

Val

His

Gly

Ala

470

Gln

Arg

Lys

Gly

Leu
550

Val

Ser

Glu

375

Pro

vVal

Leu

Ser

Gly

455

Gln

Leu

Asn

Gln

Pro

535

Glu

Tyr
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Thr
345

Leu Thr

360

Trp

Ile

Gln

His

Pro

440

Ser

Gln

Leu

Leu

Ala

520

Leu

Asp

Gln

Met

Lys

Glu

425

Gly

Ala

Gln

Met

Lys

505

Thr

Arg

Ala
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Cys

Trp

Asp

Ser

410

Gly

Gly

Pro

Gln

Asp

490

Leu

Glu

His

Glu

Pro

Met

Asn

Thr

395

Asn

Leu

Gly

Ala

Gln

475

Leu

Pro

Leu

Val

Asn
555

Pro

Ile

Gly

380

Asp

Trp

His

Gly

Ser

460

Gln

Gln

Arg

Lys

Leu

540

Phe

Pro

Thr

365

Gln

Gly

Glu

Asn

Gly

445

Ser

Gln

Glu

Met

Asp

525

Asp

Ile

Lys
350

Asp

Pro

Ser

Ala

His

430

Ser

Ser

Gln

Leu

Leu

510

Leu

Gly

Ser

Glu

Phe

Ala

Tyr

Gly

415

His

Gly

Thr

Gln

Leu

495

Thr

Gln

Thr

Asn

Gln

Phe

Glu

Phe

400

Asn

Thr

Gly

Ser

Gln

480

Ser

Ala

Cys

Gln

Ile
560
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Arg Val Thr Val Val Lys Leu Lys Gly Ser Asp Asn Thr Phe Glu Cys
565 570 575

Gln Phe Asp Asp Glu Ser Ala Thr Val Val Asp Phe Leu Arg Arg Trp
580 585 590

Ile Ala Phe Ala Gln Ser Ile Ile Ser Thr Ser Pro Gln

595 600 605
<210> 41
<211> 440
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> CAu truc téng hop

<400> 41
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu vVal Gln Pro Gly Gly

1 5 10 15

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

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

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

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala 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 Arg Arg His Trp Pro Gly Gly Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Leu Val Thr Val Ser Ala Ala Lys Thr Thr Pro Pro Ser Val Tyr Pro
115 120 125

Leu Ala Pro Gly Ser Ala Ala Gln Thr Asn Ser Met Val Thr Leu Gly
130 135 140
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Cys

145

Ser

Ser

Trp

Thr

Cys

225

Lys

vVal

Phe

Glu

His

305

Ala

Arg

Met

Leu

Gly

Asp

Pro

Lys

210

Ile

Pro

vVal

Val

Gln

290

Gln

Ala

Pro

Ala

Val

Ser

Leu

Ser

195

Val

Cys

Lys

Val

Asp

275

Phe

Asp

Phe

Lys

Lys
355

Lys

Leu

Tyr

180

Glu

Asp

Thr

Asp

Ala

260

Asp

Asn

Trp

Gly

Ala

340

Asp

Gly

Ser

165

Thr

Thr

Lys

Val

Val

245

Ile

val

Ser

Leu

Ala

325

Pro

Lys

Tyr

150

Ser

Leu

vVal

Lys

Pro

230

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

310

Pro

Gln

Val

Phe

Gly

Ser

Thr

Ile

215

Glu

Thr

Lys

Val

Phe

295

Gly

Ile

val

Ser

Pro

val

Ser

Cys

200

Val

Val

Ile

Asp

His

280

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu
360
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Glu

His

Ser

185

Asn

Pro

Ser

Thr

Asp

265

Thr

Ser

Glu

Lys

Thr

345

Thr

Pro

Thr

170

vVal

vVal

Arg

Ser

Leu

250

Pro

Ala

vVal

Phe

Thr

330

Ile

Cys

vVal

155

Phe

Thr

Ala

Asp

vVal

235

Thr

Glu

Gln

Ser

Lys

315

Ile

Pro

Met

Thr

Pro

Val

His

Cys

220

Phe

Pro

Val

Thr

Glu

300

Cys

Ser

Pro

Ile

Val

Ala

Pro

Pro

205

Gly

Ile

Lys

Gln
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