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CHUA KHANG THE NAY

(57) Sang ché dé xuat khang thé don dong khang protein lam chét t& bao duogc 1ap trinh 1

(PD-1), ma c6 thé ngan chan viée lién két phdi tir PD-1 voi PD-1, va do d6 ngan chin chirc

nang trc ché cua phdi tir PD-1 trén té bao T biéu hién PD-1. Khang thé cua sang ché cung

cap tac nhan rat manh dé diéu tri nhidu bénh ung thu théng qua viéc diéu bién chirc ning

mién dich cua nguoi.
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Linh vue k¥ thuit dwec dé cap
Nhin chung, sang ché nay lién quan dén khang thé khang PD-1 mdi.

Tinh trang k§ thuét ciia sang ché

Cang ngay cang c6 nhiéu bang chimg tir két qua cin 1am san va lam san
cho thiy rang viéc dit dich nham vao céc diém kiém soat dép ing mién dich dang
tré thanh mot hudng tiép can hra hen nhét dé chita tri bénh nhan ung thu. Su chét
té bao dugc l4p trinh 1, mét trong cac diém kiém soat dép tmg mién dich protein,
déng mot vai tro chinh trong viéc han ché hoat dong cua té bao T ma cung cép co
ché d& khang quan trong nhd d6 ma té bao khdi u thoat khéi giam sat mién dich.
Su tuong tac cia PD-1 biéu hién trén céc té bao T hoat hoa, va PD-L1 biéu hién
trén cac té ba ung thu diéu hoa tiéu cuc dap img mién dich va kim him mién dich
khang ung thu. Biéu hién cia PD-L1 trén khdi u tuong quan véi ty 18 sbng sot
trong thuc quan, tuy va cac dang ung thu khac, lam ndi bat hoat dong nay la mat
muc tiéu htra hen cho liéu phap mién dich khéi u. Nhiéu tac nhan dat dich nham
vao qué trinh PD-1 da dugc phat trién béi cac cong ty duge phdm, chiang han nhu
Bristol-Myers Squibb (BMS), Merck, Roche va GlaxoSmithKline (GSK). Dit li¢u
tir cc thir nghiém 1am sang thé hién cac bang chimg som ciia hoat dong 1am sang
lau bén va dic trung an toan dang khich 18 & nhimng bénh nhan véi céc loai khdi u
khéc nhau. Nivolumab, mét loai thudc PD-1 do BMS phat trién hién dang la tam
diém cua thé hé tiép theo. Hién tai, trong 6 nghién ctru giai doan cudi, phwong
phap didu trj thuc ddy su thu nhé lai cia khéi u & ba trong s6 nim nhém ung thﬁ
duoc nghién ctru, trong d6 ¢6 18% trong s6 72 bénh nhan ung thu phéi, gan mot
phén ba trong s6 98 bénh nhan u héc t6 va 27% trong s6 33 bénh nhan bi ung thu
than. Pugc phat trién boi Merck, lambrolizumab 1a mét khang thé IgG4 don dong
hoan toan ctia ngudi tac dong khang PD-1, gianh duge FDA chi dinh 1a san phim
dot phd mai sau khi thong qua dit lidu giai doan IB an tugng danh cho ung thur da.
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Céc két qua tir mot nghién ctru giai doan IB di cho thay mot phan ing khoi u dat
* muc tiéu & 51% trong sb 85 bénh nhan ung thu va dap tmg hoan toan & 9% bénh
nhan. M4y thi nghiém MPDL3280A cuia Roche da cho thiy duoc kha ning lam
nho lai khdi u & 29 trong sé 140 (21%) bénh nhan c6 ung thu gia doan sau véi cac
khéi u kich thuéc khac nhau.

Tuy nhién, nhitng liéu phép hién tai c6 thé khéng théa mén hoan toan va vi

thé van cén cac khang thé khang PD-1 méi.

Ban chit k§ thuit cia sang ché

Boc 16 nay cung cip khang thé khang PD-1 méi (dic biét 1a cac khang thé
hoan chinh ctia ngudi), cac polynucleotit ma hoéa va phuong phap sir dung khang
thé nay.

Theo mot khia canh, boc 16 nay cung cép khéang thé don dong phan 14p hoic
manh lién két khang nguyén ctia né ma c6 kha ning lién két dac hiéu véi PD-1
clia nguoi tai tri s6 Kd khéng qué 10® M (vi du nhu khong qua < 9x10° M, <
8x10° M, < 7x10° M, < 6x10° M, < 5x10° M, <4x10° M, <3x10” M, <2x10?
M, hoiic < 10 M) nhu duoc do bang phan tich cong hudng plasmon bé mat.Theo
céc phwong 4n nhat dinh, khang thé hoic manh lién két khang nguyén ctia n6 két
hop vé6i PD-1 6 khi tai ndng d6 ECso t6i da 100nM hodc t6i da 10nM (vi du t6i da
50nM, 40nM, 30nM, 20nM, 10nM, 9nM, &M, 7nM, 6nM, 5nM, 4nM, 3nM,
2nM, hodc 1nM). Theo cac phuong an nhét dinh, khéng thé va manh lién két
khang nguyén ctia né khong lién két v&i PD-1 ctia chudt ma lién két véi PD-1 ctia
khi v6i 4i luc lién két twong tw nhu i lyc dbi v6i PD-1 ctia ngudi. Theo cac
phuong 4n nhét dinh, khang thé hogic manh lién két khang nguyén ctia né c6 thé
trc ché viéc lién két cia PD-1 ctia nguoi hodc khi véi phéi tt ctia né (vi du PD-
L1 hoic PD-L2), tai ndng do IC50 t6i da 100nM (vi du tdi da 50nM , 40nM,
30nM, 20nM, 10nM, 9nM, 8nM, 7nM, 6nM, 5nM, 4nM, 3nM, 2nM, 1 nM,
0,9nM, 0,8nM, 0,7nM, 0,6nM, 0,5nM, 0,4nM, 0,3nM, 0,2nM, hodc 0,1nM). Theo
cac phuong an nhét dinh, néng dd ECs hoic ICsy dugc do bang phan tich phan
loai té bao huynh quang kich hoat (FACS).
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Theo cac phuong 4n nhét dinh, khang thé hozic manh lién két khéang nguyén
da lam giam dang ké chirc ning tac dong.Theo cdc phuong 4n nhét dinh, khang
thé hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 khong tao ra ADCC hodc CDC hodc
cihai.

Theo céc phuong an nhit dinh, khang thé hodc manh lién két khang nguyén
ctia n6 dugc cung cp trong tai lidu nay chira trinh ty CDR cua chudi niing dugc
chon tir nhém chra trinh tu néu trong: SEQ ID NO: 1, 3, 5, 13, 15, 21, 23, 25, 33,
35va37.

Theo mdt khia canh, khang thé hodc manh lién két khdng nguyén duoc cung
cép trong tai liéu nay chua trinh ty CDR cua chudi nhe duoc chon cé trinh tu néu
trong: SEQ IDNO: 7,9, 11, 17, 19, 27, 29, 31, 39, 41, 43 va 65.

Theo c4c phuong 4n nhét dinh, khéng thé hosc manh lién két khang nguyén
cua no dugc cung cép trong tai liéu nay chtra it nhéit mot, hai, ba, bdn, nam hodc
sdu CDR duoc lua chon tir nhém c6 trinh ty néu trong: SEQ ID NO: 1, 3,5,7,9
va 11; hodc dugce chon tir nhém c6 trinh tu néu trong: SEQ ID NO: 13, 15, 5, 7,
17 va 11; hodc dugc chon tir nhém c6 trinh ty néu trong: SEQ ID NO: 1, 15, 5,7,
17 va 19; hodc duogc chon tir nhém c6 trinh ty néu trong: SEQ ID NO: 1, 15,5, 7,
17, va 65; hodc duoc chon tir nhom c6 trinh tu néu trong: SEQ ID NO: 21, 23, 25,
27,29 va 31; hodc dugce chon tir nhém c6 trinh ty néu trong: SEQ ID NO: 33, 35,
37,39, 41 va 43.

Theo cac phuong an nhat dinh, khéng thé hodc manh lién két khang nguyén
ctia n6 dugc cung cip trong tai lidu ndy chira ving bién d6i chudi ning duoc chon
tir nhém bao gdm:

a) ving bién dbi ch_uSi nang chua trinh ty néu trong SEQ ID NO: 1, SEQ
ID NO: 3, va/hoiac SEQ ID NO: 5;

b) ving bién dbi chudi ning chira trinh tu néu trong SEQ ID NO: 13, SEQ
ID NO: 15, va/hoac SEQ ID NO: 5;

¢) ving bién dbi chudi ning chira trinh tu néu trong SEQ ID NO: 1, SEQ
ID NO: 15, va/hoac SEQ ID NO: 5;
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d) ving bién déi chudi nang chira trinh tu néu trong SEQ ID NO: 21, SEQ
ID NO: 23, va/hodac SEQ ID NO: 25; va

e) ving bién dbi chudi ning chira trinh tw néu trong SEQ ID NO: 33, SEQ
ID NO: 35, va’hoac SEQ ID NO: 37.

Trong cac phuong 4n nhat dinh, khéang thé hoic manh lién két khang
nguyén cia n6 dugc cung cAp trong tai liéu nay bao gdm vung bién dbi chudi nhe
duge chon tir nhém bao gdm:

a) ving bién dbi chudi nhe chira trinh tu néu trong SEQ ID NO: 7, SEQ ID
NO: 9, va’hoac SEQ ID NO: 11;

b) ving bién dbi chudi nhe chira trinh tw néu trong SEQ ID NO: 7, SEQ ID
NO: 17, va’/hoac SEQ ID NO: 11;

¢) ving bién dbi chudi nhe chira trinh ty néu trong SEQ ID NO: 7, SEQ ID
NO: 17, va/hoac SEQ ID NO: 19;

d) ving bién ddi chudi nhe chira trinh tw néu trong SEQ ID NO: 27, SEQ
ID NO: 29, va/hoac SEQ ID NO: 31;

e) ving bién dbi chudi nhe chira trinh ty néu trong SEQ ID NO: 39, SEQ
ID NO: 41, va/hoac SEQ ID NO: 43; Va

f) ving bién ddi chudi nhe chtra trinh tu néu trong SEQ ID NO: 7, SEQ ID
NO: 17, va/hoac SEQ ID NO: 65.

Theo cac phuong an nhat dinh, khéng thé hodc manh lién két khang nguyén
ctia nd duoc cung cAp trong tai lidu nay bao gom:

a) vung bién ddi chudi ning chira trinh ty néu trong SEQ ID NO: 1, SEQ
ID NO: 3, vi/hoiic SEQ ID NO: 5; va ving bién dbi chudi nhe chta trinh tu néu
trong SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, va/hodc SEQ ID NO: 11;

b) ving bién d6i chudi ning chira trinh ty néu trong SEQ ID NO: 13, SEQ
ID NO: 15, va/hoac SEQ ID NO: 5; va vung bién doi chudi nhe chira trinh tu néu
trong SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 17, va/hoac SEQ ID NO: 11;

c) Vﬁngbién d6i chudi ning chira trinh tu néu trong SEQ ID NO: 1, SEQ
ID NO: 15, va/hoac SEQ ID NO: 5; va vung bién ddi chudi nhe chira trinh tu néu
trong SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 17, va’/hoac SEQ ID NO: 19;
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d) viing bién d6i chudi ning chira trinh tu néu trong SEQ ID NO: 21, SEQ
ID NO 23, va/hoic SEQ ID NO: 25 va ving bién ddi chudi nhe chira trinh tw néu
trong SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO 29, va/ hodc SEQ ID NO: 31,

e) ving bién ddi chudi ning chira trinh tu néu trong SEQ ID NO: 33, SEQ
ID NO: 35, va/hoic SEQ ID NO: 37; va mdt ving bién d6i chudi nhe chia trinh
tu néu trong SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 41, va/hodc SEQ ID NO: 43; hoac

f) ving bién d6i chudi ning chira trinh ty néu trong SEQ ID NO: 1, SEQ
ID NO: 15, va/hoac SEQ ID NO: 5; va vung bién d6i chudi nhe chira trinh tu néu
trong SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 17, va/hodc SEQ ID NO: 65.

Theo cac phuong 4n nhit dinh, khang thé hodc méanh lién két khang nguyén
clia n6 duge cung cip trong tai lidu nay chfra viing bién dbi chudi nang dugc chon
tr nhém ¢6 trinh tu néu trong: SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO 49, SEQ ID NO 53,
SEQ ID NO 57 va SEQ ID NO: 61.

Theo céc phuong 4n nhét dinh, khéng thé hodc manh lién két khang nguyén
dugc cung cép trong tai li€éu nay chura vung bién d6i chudi nhe duoc chon tir nhém
c6 trinh tu néu trong: SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO 51, SEQ ID NO: 55, SEQ ID
NO 59, SEQ ID NO: 63 va SEQ ID NO: 67.

Theo céc phuong an nhét dinh, khéng thé hoic manh lién két khang nguyén
ctia n6 dugc cung cip trong tai liéu ndy bao gbm:

a) ving bién d6i chudi ning chia trinh ty néu trong SEQ ID NO: 45; va
vung bién d6i chudi nhe c6 trinh tu chira trinh ty néu trong SEQ ID NO: 47,

b) vung bién ddi chudi ning chira trinh tu néu trong SEQ ID NO: 49; va
vung bién dbi chudi nhe chira trinh tu néu trong SEQ ID NO: 51;

¢) ving bién d6i chudi ning chua trinh ty néu trong SEQ ID NO: 53; va
ving bién déi chudi nhe chira trinh tw néu trong SEQ ID NO: 55;

d) ving bién ddi chudi ning chtra trinh ty néu trong SEQ ID NO: 57; va
vung bién ddi chudi nhe chira trinh tu néu trong SEQ ID NO: 59;

e) vung bién d6i chudi ning chia trinh tu néu trong SEQ ID NO: 61; va
ving bién ddi chudi nhe chira trinh tu néu trong SEQ ID NO: 63; hodc
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f) ving bién ddi chudi ning chira trinh tu néu trong SEQ ID NO: 53; va
ving bién d6i chudi nhe chira trinh ty néu trong SEQ ID NO: 67.

Theo cac phuong 4n nhat dinh, khang thé duogc cung cip trong tai liéu nay
bao gdm, vi du, 1.7.3 hAb, 1.49.9 hAb, 1.103.11 hAb, 1.103.11-v2 hAb, 1.139.15
hAb, va 1.153.7 hAb. |

Theo c4c phuong 4n nhit dinh, khang thé hodc manh lién két khang nguyén
ctia né duoc cung cAp trong tai lidéu nay canh tranh cho cing epitop véi cac khang
thé 1.7.3 hAD, 1.49.9 hAb, 1.103.11 hAb, 1.103.11-v2 hAb, 1.139.15 hAb, hodc
1.153. 7 hAb.Theo cac phuong 4n nhat dinhh, khéng thé hoic manh lién két khang
nguyén cua no cung cip trong tai liéu nay lién két v6i epitop chira it nhat mot
trong cac phﬁn du axit amin sau diy cua PD-1: V64, P83, D85, L128, A129, P130,
K131, A132 va Q133.

Theo c4c phuong 4n nhét dinh, khang thé hodc manh lién két khang nguyén
ctia n6 c6 kha ning chin viéc lién két PD-1 véi phdi tir ctia né va do d6 cung cip
it nhat mét trong cc hoat dong sau:

a) tao ra sy san xuét ctia IL-2 trong té bao T CD4";

b) tao ra su san xuét ctia IFNy trong té bao T CD4;

¢) tao ra su phaét trién ctia té bao T CD4* va

d) dao nguoc chuc nang trc ché cta T reg.

Theo cac phuong an nhét dinh, khang thé dugc cung cép trong tai lidu nay
1a khang thé don dong, khang thé hoan toan ciia ngudi, khang thé duge ngudi héa,
khang thé kham, khang thé tai t6 hop, khéng thé chimeric, khéng thé dugc dan
nhan, khang thé hai héa tri, hoic khang thé khang idiotypic. Theo c4c phurong 4n
nhét dinh, khang thé hodc méanh lién két khang nguyén ctia né 1a khéng thé don
dong hoan toan cua nguoi, dugc san XUuét str dung chuot chuyén gen, vi du nhu
chudt chuyén gen cé biéu hién ndi sinh khdng duoc kich hoat cuia gen globulin
mién dich cua chudt va mang céc globulin mién dich cua nguoi téi t6 hop ¢6 su
mat J-locu va c6 dot bién C-kappa.

Theo cac phuong 4n nhat dinh, manh lién két khang nguyén ctia né duoc

cung cép trong tai liéu nay la khang thé don mién duoc lac da hoa, doan khang
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thé d6i, scFv, dime scFv, BsFv, dsFv, (dsFv) 2, dsFv-dsFv ', manh Fv, Fab, Fab ',
F(ab') 2, doan khang thé déi ds, khang thé siéu vi, khang thé mién hogc khang thé
mién hai héa tri.

Theo céc phuong 4n nhit dinh, khang thé hodc méanh lién két khang nguyén
ctia né dugc cung cip trong tai liéu nay chtra thém ving c¢b dinh globulin mién
dich.

Theo c4c phuong 4n nhit dinh, cac khang thé hoic manh lién két khang
nguyén dugc cung cAp trong tai liéu ndy chira thém chét cong hop.

Theo c4c phuong 4n nhét dinh, lién hop c6 thé 1 mdt nhan c6 thé phét hién
dugce, phan tir véi dic tinh diéu chinh dugc dong hoc, ho#ic phan tir ¢6 dic tinh
tinh sach.

Trong mdt khia canh khéc, sang ché nay cung cép céac polynucleotit da dugc
phéan 1dp mé hoa cac khang thé hodc manh lién két khang nguyén dugc cung cép
trong tai liéu nay. Theo cac phuong an nhét dinh, cac polynucleotit dugc dé xuat
ma m3 héa trinh ty axit amin cta cac khang thé hodc manh lién két khang nguyén
dugc trinh bay trong tai liéu nay. Theo cac phuong an nhét dinh khéc, vat truyén
dugc cung cip chita cac polynucleotit ndy, va theo cac phuong an nhat dinh khac,
té bao chii duoc cung cip chira cac vt truyén nay. Theo cac phuong 4n nhét dinh,
cac phuong phép duoc sir dung dé biéu hién mét hogc nhidu khang thé hodc manh
lién két khang nguyén dugc boc 16 trong tai liéu nay thong qua viéc nudi cAy cac
té bao chu trong diéu kién trong d6 khang thé hodc manh lién két khang nguyén
duoc mi héa béi cac polynucleotit duogc biéu hién tir vat truyén. Theo cac phuong
4n nhit dinh, polynucleotit dugc cung clp trong tai lidu nay duoc két hop véi
vung khéi dong nhu vung khoi dong SV40 trong vat truyén. Theo cic phuong 4n
nhét dinh, t& bao chu chira cac vét truyén cung cap trong tai liéu nay 1a té bao
budng trimg ctia chudt lang Trung Qudc, hoic té bao 293F.

Tfong khia canh khac, boc 16 nay cung cép bo kit chira khang thé hodc
manh lién két khang nguyén ctia né.

Trong khia canh khéc, khang thé PD-1 duoc cung cp trong tai lidu nay, vi
dunhu 1.7.3 hAb, 1.49.9 hAb, 1.103.11 hAb, 1.103.11-v2 hAb, 1.139.15 hAb, va
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1.153.7 hAb c6 kha ndng dung nap t6t va hoat tinh chdng khéi u trong co thé dong
vat cao. Theo cac phuong an nhét dinh, con vt mang té& bao khdi u st dung khang
thé PD-1 dugc cung cp trong tai liéu nay di gidm khéi luong khéi u it nhit 1a
20%, it nhét 30%, it nhat 40%, it nhat 50%, it nhat 60%, it nhat 70%, it nhat 80%,
it nhat 90%, hodc it nhat 95% so voi dong vat co khdi lugng khdiu tuong ty nhung
chi str dung ta dugc.

Trong mot khia canh khéc, bdc 16 nay cung cAp phuong phép diéu tri tinh
trang lién quan dén PD-1 trong c4 nhén, bao gbm: st dung trén c4 nhan mot lugng
hiéu qua diéu tri ctia khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia né dugc
cung cip trong tai lidu nay. Theo cic phuong 4n nhét dinh, c4 thé di duge xac
dinh 1a cé r6i loan hodc mot tinh trang c6 kha nang cao s& phan Gmg véi chat dbi
van PD-1. Theo cac phuong an nhét dinh, c4 nhan dd duoc x4c dinh 1a dwong tinh
ddi voi mot mie hién c6 hodc mire ting cudng diéu chinh ctia PD-L1 trong mot
mau thir nghiém sinh hoc tir c4 nhan.

Trong mot khia canh khac, sang ché dé xuit duoc pham chira khang thé
hodc manh lién két khang nguyén dugc cung cAp trong tai liéu nay va mét hoic
nhiéu chat mang duoc dung. Theo cdc phuong an nhét dinh nay, cic chat mang
duge dung c6 thé 13, vi du, chét pha loéing, chét chéng oxy hoa, chét phu gia, chét
tay rira, hodc céac chét phu gia khong doc hai.

Trong mdt khia canh khac, bdc 16 nay cung clp cac phuong phap diéu tri
tinh trang trong ddi tuong ma huéng loi tir viée tang cuong diéu chinh dép tng
mién dich, bao gém viéc st dung mot lugng hiéu qua diéu tri khang thé hodc manh
lién két khang nguyén ctia né dugc cung cap trong tai liéu nay cho d6i tugng.
Theo cac phuong an nhit dinh, déi trong da c6 sy ting cuong didu chinh biéu
hién ctia PD-L1, hodic di duoc xac dinh 14 duong tinh véi biéu hién PD-L1.

Viée st dung khang thé hodc manh lién két khang nguyén duoc cung cép
trong tai liéu nay trong san xuit dugc pham dé didu tri mot tinh trang c6 thé hudng
loi tir viéc ting cuong diéu chinh dép tng mién dich. Theo cic phuong an nhat

dinh, tinh trang l1a bénh ung thu hodc nhiém virut man tinh.
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Mo ta vin tit hinh vé

Hinh 1 cho thiy viéc lién két ctia khéng thé khang PD-1 & ngudi hoan toan
v6i t& bao CHO biéu hién PD-1 biéu hién t& bao CHO dugc do bang phan tich
phan loai té bao huynh quang kich hoat (FACS).

Hinh 2 cho thdy viéc lién két ctia khang thé PD-1 & ngudi hoan toan véi té
bao CHO bidu hién PD-1 tai ndng d6 ECso khoang 2nM dugc do bang phan tich
FACS.

Hinh 3 12 viéc lién két cta khang thé khang PD-1 & ngudi hoan toan véi
PD-1 biéu hién trén té bao T CD4" hoat héa duge do bang phén tich FACS.

Hinh 4 cho thdy ring khang thé khang PD-1 & ngudi hoan toan e ché lién
két ctia PD-L1 véi PD-1 dugc chuyén nhidm té bao CHO véi ndong do ICso nam
trong khoang tir 3 dén 8 nM dugc do bang phén tich FACS.

Hinh 5 cho thdy ring khéng thé khang PD-1 & ngudi hoan toan lién két dic
hiéu v6i PD-1, nhung khéng lién két vé6i thanh vién ho CD28 va CTLA4, duge
do bang phén tich FACS.

Hinh 6 cho thiy khang thé khang PD-1 & ngudi hoan toan khang viéc lién
két PD-1 v6i PD-1 & khi dudi dai nhung khéng khang viéc lién két PD-1 & chudt.

Hinh 7 13 do ludng dong hoc hoan chinh ctia i luc lién két ctia khéng thé
PD-1 véi PD-1 & nguoi ndm trong khoang tir 3.76E-9 dén 1.76E-10 mol/L nhu
dugce xac dinh qua cong huong Plasmon bé mit.

Hinh 8 thé hién tac dung ctia khang thé khang PD-1 & nguoi hoan toan dbi
v6i san phdm IL-2 trong phan tmg hdn hop u bach huyét (MLR).

Hinh 9 thé hién tac dung cua khéng thé khang PD-1 & nguoi hoan toan d6i
v6i san pham IFNy trong phan tmg MLR.

Hinh 10 cho thiy khang thé khang PD-1 & ngudi hoan toan thiic d4y su phat
trién té bao T trong phan img MLR.

Hinh 11 cho thiy khéng thé khdng PD-1 & ngudi hoan toan thiic d4y su phat
trién trong phan tng té bao T dic hiéu.

Hinh 12 cho thiy khang thé khang PD-1 dao ngugc chirc ning tic ché cua
té bao T diéu hoa (Treg).

-10-



36585

Hinh 13 cho thdy khang thé khang PD-1 thiéu ADCC trén té bio T hoat
hoa.

Hinh 14 cho thiy khang thé khang PD-1 thiéu CDC trén té bao T hoat hoa.

Hinh 15 cho thay rang 1.103.11-v2 hAbs trong chét dém khéc nhau lién két
v6éi mién ngoai bao PD-1 & ngudi véi 4i lyc gidng nhau dugc do bing ky thuat
ELISA. “1.103.11-v2 hAb trong chét dém” dung dé chi khang thé trong chét dém
theo ché phim dém, va “1.103.11-v2 hAb trong PBS” dung dé chi khang thé trong
1x dung dich mudi dém phosphat, d6 pH 7,4.

Hinh 16 cho thay 1.103.11-v2 hAbs trong chit dém khac nhau lién két vé6i
té bao CHO biéu hién PD-1 véi 4i luc gidng nhau duge do bang phan tich FACS.
“1.103.11-v2 hADb trong chét dém” dung dé chi khang thé trong chat dém theo ché
pham dém, va “1.103.11-v2 hAb trong PBS” dung dé chi khang thé trong 1x dung
dich mubi dém phosphat, d6 pH 7,4.

Hinh 17 cho thiy diém néng phan du (ving mau den) trén cAu tric tinh thé
ctia PD-L1 & ngudi ma khang thé lién két vao. A cho thay diém néng phan du
thong thudong, B dén D cho thdy diém néng phan du cho lan luot 1.103.11 hAb,
Keytruda and 11.148.10 hAD. |

MO t chi tiét sang ché

Mo ta sau ddy ctia boc 16 chi nham muc dich minh hoa c4c phuong 4n khac
nhau cuia boc 10 nay. Do do, cac stra ddi cu thé duoc thao luan khoéng nén duogc
hiéu 14 nhing han ché vé pham vi cla sang ché. S& 3 rang v4i cac chuyén gia
trong linh vuc rang cac didu twong tu, cc thay doi va céc stra d6i khac nhau co
thé dugc dua ra ma khong phai roi khoi pham vi sang ché, va duogc hiéu rang céac
phuong an tuong tu dugc dua vao tai liéu nay. TAt ca céc tai liéu tham khao dugc
trich din trong tai liéu nay, bao gém céc 4n pham, bang sang ché va cac tmg dung
bing sang ché dugc din chiéu toan bd va dua vao tai liéu nay.

Cac dinh nghia

Thuét ngtr "khang thé" dugc st dung trong tai liéu nay bao gbm bt ky
globulin mién dich, khéng thé don dong, khang thé da dong, khang thé lién két
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nhidu khéng nguyén hodc khang thé dic higu kép (hai héa tri) lién két véi mot
khang nguyén dic hiéu. Mot khang nguyén nguyén ban chira hai chudi ning va
hai chudi nhe. M&i chudi ning chira mét ving bién ddi va mét ving c6 dinh thi
nhét, thit hai va tht ba, trong khi m3i chudi nhe bao gdm mét ving bién doi va
mot vung c¢6 dinh. Chudi ning ctia dong vat ¢6 vi dugc phan loai la a, 8, €, v, va
W, va cac chudi nhe ctia ddng vat c6 vl dugce phan loai 12 A hodc k. Khang thé ¢6
dang "Y", v6i chan ciia Y bao gdbm cic ving ¢ dinh thir hai va tht ba cia hai
chudi nang lién két lai voi nhau théng qua lién két disulfit. Mbi canh tay ctia Y
bao gbm ving bién dbi va ving cb dinh dAu tién cta chudi ning duy nhit lién két
voi vung bién ddi va héng dinh ctia mot chudi nhe duy nhét. Vung bién ddi chudi
nhe va nang Ia tdc nhan cho lién két khang nguyén. Ving bién ddi trong ca hai
chudi thuong chira ba viing do bién thién cao duge goi 1a cc ving bb trg x4c dinh
(CDRs) (chudi nhe (L) CDRs bao gdbm LCDR1, LCDR2 va LCDR3, va chudi
ning (H) CDR bao gdbm HCDR1, HCDR2, HCDR3). Céc ranh giéi CDR db6i vai
c4c khang thé va manh lién két khang nguyén dugc trinh bay trong tai liéu nay c6
thé duoc dinh nghia hodc x4c dinh bing cac quy uéc cuia Kabat, Chothia, hodc
Al-Lazikani (Al-Lazikani, B., Chothia, C., Lesk, A. M., J. Mol. Biol., 273(4), 927
(1997); Chothia, C. et al., J Mol Biol.Dec 5;186(3):651-63 (1985); Chothia, C. va
Lesk, A.M., J.Mol.Biol., 196,901 (1987); Chothia, C. et al., Nature.Dec 21-
28;342(6252):877-83 (1989) ; Kabat E.A. et al., National Institutes of Health,
Bethesda, Md. (1991)). Ba CDR duogc dét giita cac doan tiép gidp goi 1a céc ving
khung (FRs), dugc giit tot hon cadc CDR va tao ra mdt khung sinh hoc dé hd trg
céc ving sidu bén. Cac ving cb dinh ctia chudi nang va nhe khong lién quan dén
su lién két khang nguyén, nhung biéu hién cac chiic ning tic dong khac nhau.
Céc khang thé duogc phan thanh céc 16p dua trén trinh tu axit amin cta ving cb
dinh ctia chudi ning ctia chung. Nim 16p chinh hodc cac isotype ctia cac khang
thé bao gém IgA, IgD, IgE, IgG va IgM, dugc dac trung bdi sy ¢6 mat cla céc
chudi ning a, §, &, y va p tuong tmg. Mot vai 16p khang thé chinh duoc chia thanh
céc 16p phu nhu IgG1 (chudi ning y1), 1gG2 (chudi nang y2), IgG3 (chudi ning
v3), IgG4 (chudi niing y4), [gAl (chudi ning al), or IgA2 (chubi nang a2).
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Thuét ngit "manh lién két khang nguyén" duoc st dung trong tai liéu nay
d& cap dén mot manh khang thé duoc tao thanh tir mot phan cia mot khang thé
chtta mot hozic nhidu CDR hodc bat ky manh khang thé nao khac lién két véi mot
khang nguyén nhung khong bao gdbm cAu tric khang thé ty nhién nguyén ban.Céc
vi du v& manh lién két khang nguyén bao gém, nhung khong han ché, trong s
doan khang thé doi, Fab, Fab', F(ab')2, manh Fv, manh Fv 6n dinh sulfua (dsFv),
(dsFv)2, dsFv (dsFv-dsFv'") dic hiéu kép, doan khang thé doi 6n dinh sulfua (doan
khéang thé d6i ds), phan ti khang thé don chudi (scFv), scFv dime (doan khang
thé d6i hai hod tri), khang thé lién két nhiéu khang nguyén, khang thé don mién
duoc lac da héa, khang thé siéu vi, khang thé mién va khang thé mién héa tri hai.
Manh lién két khang nguyén c6 kha ning lién két v6i cling mot khang nguyén ma
khang thé me lién két v6i. Theo céc phuong én nhat dinh, manh khang thé c6 thé
chira mot hodic nhiéu CDR tir mét khéng thé cu thé cta nguoi duoc céy vao vung
khung tir mét hodc nhidu khang thé khac nhau ctia nguoi.

"Fab" dbi véi khang thé dé cap dén phan khang thé chira mét chudi nhe duy
nhét (ca ving bién ddi va ving c¢b dinh) lién két véi ving bién d6i va ving ¢
dinh tht nhat cua chudi nang bing mot lién két disulfua.

"Fab" dé cap dén manh Fab chira mot phén ctia khu vuc ban 8.

"F(ab')2" dé cap dén dime ctiia Fab'.

"Fc¢" lién quan dén khang thé dé cap dén phan khang thé bao gdbm cac ving
¢b dinh thtt hai va thit ba cua chudi nang thi nhat lién két véi cac ving c¢b dinh
th(r hai va tht ba ctia chudi ning thir hai thdng qua lién két disulfua. Phan Fc cia
khang thé chiu trach nhiém cho cac chirc ning tic dong khac nhau nhu ADCC, va
CDC, nhung khong c6 chirc nang trong viéc lién két khang nguyén.

"Fv" lién quan dén khang thé dé& cap dén manh nhé nhat ctia khéng thé dé
chira vi tri lién két khang nguyén hoan chinh. Manh Fv chtra ving bién d6i chudi
nhe duy nhét lién két v6i viing bién d6i chudi nang duy nhét.

"Khang thé Fv chudi don" hodc "scFv" dé cap dén khang thé duoc nudi céy

chta mot ving bién d6i chuoi nhe va mot vung bién doi chuoi nang lién két véi
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nhau truc tiép hodc thong qua trinh tu lién két peptit (Huston JSet al.Proc Natl
Acad Sci USA, 85:5879(1988)).

"Khang thé Fv-Fc chudi don" hodc "scFv-Fc" dé cap dén khang thé duogc
nudi ciy bao gdm mét scFv lién két véi ving Fe ctia mot khang thé.

“Khang thé don mién duoc lac da hoa”, “khang thé chudi nang” hodc
“HCAb” d@ cap dén mot khang thé ¢6 chira hai mién VH va khong chira chudi
nhe (Riechmann L. and Muyldermans S., J Immunol Methods. Dec 10;231(1-
2):25-38 (1999); Muyldermans S., J Biotechnol.Jun;74(4):277-302 (2001);
W094/04678; W094/25591; U.S. Patent No. 6,005,079). Cac khang thé chudi
ning ban diu c6 ngudn gdc tir lac da (lac da, lac da mot budu, va lac da khong
budu).Mac du khong co chudi nhe, cac khang thé duoc lac da héa c6 kho lién két
khing nguyén nguyén ban (Hamers-Casterman C. et al.,, Nature.Jun
3;363(6428):446-8 (1993); Nguyen VK. et al.“Heavy-chain antibodies in
Camelidae; a case of evolutionary innovation,” Immunogenetics. Apr;54(1):39-
47 (2002); Nguyen VK. et al.Immunology. May;109(1):93-101 (2003)). Mién
bién thién cta khang thé cua chudi ning (mién VHH) dic trung cho don vi lién
két khang nguyén nhé nhat dugc tao ra béi cac dép ung mién dich thich Umg
(Koch-Nolte F. et al., FASEB J. Nov;21(13):3490-8 . Epub 2007 Jun 15 (2007) ).

Mot "khéng thé siéu vi" dé cap dén manh khéang thé bao gébm mién VHH tir
khang thé chudi niang va hai mién hing dinh, CH2 va CH3.

"Doan khéng thé dbi" bao gdm manh khang thé nho véi hai vi tri lién két
khang nguyén, trong d6 manh bao gom mién VH lién két véi mién VL trong cting
chudi polypeptit (VH-VL hodc VL-VH) (xem, vi dy, Holliger P. et al., Proc Natl
Acad Sci U S A. Jul 15;90(14):6444-8 (1993); EP404097; W093/11161). Bang
céch str dung doan ndi ma qua nlién két dé cho phép ghép cip giita hai mién ciing
mot chudi, cac mién bude phai ghép ciip véi cac mién bb sung cta chudi khéc, do
d6 tao ra hai vi tri lién két khang nguyén. Céc vi tri lién két khang nguyén c6 thé
nhém téi cing mot loai khang nguyén khac nhau (hodc céc epitop).

"Khéng thé don mién" d& cap dén mot manh khang thé chi chira viing bién

doi chuoi ndng hodc vung bién doi chuoi nhe. Trong céac vi du nhat dinh, hai hoac
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nhiéu mién Vy lién két céng hoa tri v6i doan ndi peptit dé tao ra khang thé don
mién mot hodc nhiéu hoa tri. Mién VH ctia mot khang thé don mién hoéa tri hai c6
thé dit dich nhim vao cac khang nguyén giéng nhau hoic khéac nhau.

Theo céc phuong 4n nhét dinh, "(dsFv)" chtta ba chudi peptit: hai phan tir
VH lién két béi doan ndi peptit va duogc lién két boi cac cau disulfua thanh hai
phan tir VL.

Theo céc phuong 4n nhét dinh, “doan khéng thé d6i ds ddc higu kép” chta
VH1-VL2 (lién két bang doan lién két peptit) lién két véi dé VL1-VH2 (con duoc
lién két bbang doan lién két peptit) thong qua cau disulfua gitta VHI va VL1,

Theo cac phuong an nhét dinh, "ds dsfv dic hiéu kép" hoic "dsFv-dsFv "
chira ba chudi peptit: phan tir VH1-VH2, trong d6 chudi ning dugc lién két bang
doan néi peptit (vi du, doan ndi dai linh hoat) va lién két 1an lugt v6i phan phan
tt VL1 va VL2, bang ciu sulfua, trong d6 mdi sulfua ghép cip véi chudi ning va
nhe ¢6 dac tinh khang nguyén khéc nhau.

Theo cc phuong an nhét dinh, “dime scFv” 1 doan khang thé d6i hai héa
tri hoiic ScFv (BsFv) chira VH-VL (lién két bing doan ndi peptit) dugc dime héa
v6&i phan tr VH-VL sao cho mét phan tir cua VH cung véi mot phén tur cuia VL
va tao ra hai vi tri lién két ma c6 thé nhim dén cac khang nguyén gidng nhau
(hoic epitop) hodc cac khang nguyén khac nhau (hodc epitop). Theo cac phuong
4n khéc, “dime scFv” 1a doan khang thé doi ddc hiéu kép gom VHI1-VL2 (lién két
bang doan nbi peptit) lién két véi VL1-VH2 (cling duoc lién két bang doan nbi
peptit) sao cho VHI ciing v6i VL1 va VH2 cung vé1 VL2 va mdi cip két hop ¢6
dic tinh khang nguyén khac nhau.

Thuét ngft "hoan toan ctia nguoi" dugc st dung trong tai liéu nay, dung dé
chi khang thé hoic ménh lién két khang nguyén, c6 nghia 1a khéng thé hodc manh
lién két khang nguyén c6 hodc bao gbm (céc) trinh tu axit amin tuong Gng véi
khéng thé dugc san sinh boi ngudi hoic té bao mién dich ctia ngudi, hodc ¢6
ngudn gbc khong phai tir ngudi vi du nhu dong vét khac con ngudi bién doi gen
ma tan dung kho khang thé cua nguoi hodc trinh tu ma hoéa khang thé khac cta

nguoi. Theo céc phuong an nhét dinh, khang thé hoan toan ctia nguoi khong chira
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phan du axit amin (d3c biét 1a phan du lién két khang nguyén) c6 ngudn gdc tir
khang thé khong phai ctia ngudi.

Thuat nglt "duogc nguoi héa" duge st dung trong tai liéu nay, c6 lién quan
dén khang thé hodc mang lién két khang nguyén, c6 nghia 1a khéng thé hoic manh
lién két khang nguyén chira cac CDR c6 ngudn g tir dong vat khac con nguoi,
céc ving FR ¢6 ngudn gbc tir ngudi va khi st dung, cic ving ¢b dinh c6 ngudn
gbc tir nguoi. Khang thé hodc manh lién két khang nguyén duoc duoc ngudi hoa
rAt hitu ich nhu liéu phap didu tri & ngudi trong céc phuong 4n nhét dinh béi vi né
da lam giam tinh sinh mién dich cia ngudi. Theo mot sb phuong an, dong vat
ngoai con ngudi 1a dong vat c6 va, vi du nhu chudt, chudt, tho, dé, ctru, chudt lang
nha, hodc chudt hang. Theo mot sb phuong an, khang thé hodc manh lién két
khang nguyén dugc ngudi hoa bao gdm vé co ban 13 toan bo trinh tu ctia ngudi
trir cac trinh tw CDR khong phai cia nguoi. Theo mot sb phuong 4n, ving FR ¢6
ngudn gbc tir nguoi co thé bao gdm trinh tu axit amin giéng nhu khang thé &
ngudi ma chiing bt ngudn, hoic chiing cé thé bao gdm mdt sb thay ddi axit amin,
Vidu,khéngrﬂﬂéulunl10,9,8,7,6,5,4,3,2,hoéc1 m;ﬂunrdéicﬁaaxﬁxnnhL
Theo mot s6 phuong 4n, su thay doi nhu vy trong axit amin chi c6 thé xay ra &
cac ving FR cua chudi ning, ving FR cua chudi nhe hoic trong ca hai. Theo mot
séphuongénqucuaﬂﬁdLcﬁckhéngthéduqcdugcngubihéachﬁaFRJ—3cﬁa
nguoi va JH ciia nguoi va Jk.

Thuat ngtt "chimeric" dugc st dung trong tai li€u nay, c6 nghia la khang
thé ho#ic manh lién két khang nguyén, c6 mot phan ciia chudi ning va/hodc chudi
nhe ¢6 ngudn gbe tir mot loai, va phan con lai ctia chudi ning va/hodc chudi nhe
¢ ngudn gbe tir mot loai khac. Trong vi du minh hoa, khang thé chimeric c6 thé
bao gdm mét ving ¢b dinh c6 ngudn gde tir ngudi va mot ving bién ddi tir mot
loai khong phai 14 con ngudi, chang han nhu tir chudt.

"PD-1" duge st dung & dy dé cap dén protein lam chét t& bao theo chuong
trinh, thudc vé siéu ho cta globulin mién dich va ¢ chirc ning nhu dong tic ché
thu thé dé diéu chinh tiéu cuc hé mién dich. PD-1 13 thanh vién ctia ho CD28 /
CTLA-4, va c6 hai phéi tir duoc biét dén bao gom PD-L1 va PD-L2. Trinh tu axit
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amin dai dién cua PD-1 cua nguoi duoc boc 16 dudi accession number ciia NCBI:
NP_005009.2, va trinh t axit nucleic dai dién ma héa PD-1 ctia ngudi duoc thé
hién dudi accession number cia NCBI: NM_005018.2.

"PD-L1" dugce st dung trong tai liéu nay lién quan dén phéi tir ctia protein
1am chét t& bao duoc 1ap trinh 1 (PD-L1, xem, vi du, Freeman et al.(2000) J. Exp.
Med. 192:1027). Trinh ty axit amin dai dién cia PD-L1 nguoi duge bdc 16 dudi
accession number cia NCBI: NP_054862.1 va trinh tu nucleic axit dai dién ma
héa PD-L1 nguodi dugc thé hién dudi accession number cta NCBI:
NM_014143.3.PD-L1 dugc bién hién trong nhau thai, 14 lach, hach bach huyét,
tuyén trc, tim, gan bao thai, va cling dugc tim thay trén nhiéu khéi u hoic té bao
ung thu.PD-L1 lién két v6i thu thé PD-1 hogc B7-1 clia nd, dugc biéu hién trén
c4c t& bao T hoat hoa, t& bao B va cac té bao tay. Viéc lién két cua PD-L1 va thu
thé cua né tao ra su truyén tin hiéu dé e ché sy hoat hoa trung gian TCR cua su
san xuét xytokin va su phat trién té bao T. Theo d6, PD-L1 déng mot vai tro quan
trong trong viéc Uc ché hé théng mién dich trong cac su viéc dic biét nhu mang
thai, bénh ty mién dich, cdy ghép mé va duoc cho 13 cho phép khéi u hoic té bao
ung thu pha hoai diém kiém soat dap g mién dich va tranh dugc dép ing mién
dich.

"Khéng thé khang PD-1" duoc st dung trong tai liéu nay dé cap dén mot
khang thé c¢6 kha ning lién két dic hiéu véi PD-1 (vi du PD-1 ctia nguoi hoic khi)
v61 mot ai luc du cho viéc chan doan va/hodc diéu tri.

Thuat ngit "lién két dic hiéu" hodc "lién két mot cach dic hiéu" nhu duge
stt dung trong tai liéu ndy d& cap dén mot phan tmg khong lién két ngiu nhién
giita hai phén tr, chang han nhu vi du gitta mot khang thé va mot khang nguyén.
Trong cac phuong 4n nhit dinh, cdc khang thé hodc cac manh lién két khang
nguyén cung cp trong tai lidu nay lién két mot cach dic hiéu véi PD-1 ctia nguoi
va/hoic khi véi ai luc lién két (Kp) (Kp) ctia < 10 M (vi du nhu, < 5x107 M, <
2x107 M, <107 M, <5x108 M, <2x10° M, <108 M, <5x10° M, <2x10° M, <
10° M, 10719 M). Kp nhu duoc st dung trong tai lidu nay dé cap dén téc do phan
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ly v6i toe do két hop (Kos'kon), €6 thé duoc xac dinh bang phuong phap cong
hudng plasmon bé mat vi du st dung cong cu nhu cta Biacore.

Kha ning "chin viéc lién két" hodc "canh tranh cho cling epitop" nhu duoc
st dung trong tai liéu nay dé cap dén kha ning ctia khang thé hodc manh lién két
khang nguyén dé trc ché sy tuong tac lién két giita hai phan tt (vi du nhu PD-1
clia ngudi va khang thé khang PD-1) & bt ki muc do nhan biét dugc. Theo cac
phuong 4n nhét dinh, khang thé hodc manh lién két khang nguyén ma chin lién
két giita hai phan tr Grc ché su tuong tac lién két gitta hai phén tir it nhat 13 50%.
Theo cac phuong 4n nhit dinh, sy e ché ndy c6 thé 16n hon 60%, 16n hon 70%,
16n hon 80%, hoac 16n hon 90%.

Thuét ngit "epitop" duogc st dung trong tai liu nay dé cap dén nhém céc
nguyén tu hoac axit amin cu thé trén mot khang nguyén ma khang thé lién két.
Hai khéng thé c6 thé lién két v6i cling mét epitop trong khang nguyén néu chung
thé hién lién két canh tranh cho khang nguyén. Vi du, néu khang thé hoic manh
lién két khang nguyén duoc bdc 16 trong tai liéu ndy chan viée lién két cua céc
khéang thé duoc 1am vi du nhu 1.7.3 hAb, 1.49.9 hAb, 1.103.11 hAb, 1.103.11-v2
hAb, 1.139.15 hAb, va 1.153.7 hAb dbi v6i PD-1 cuia ngudi, sau d6 khang thé
ho#ic méanh lién két khang nguyén c6 thé duoc coi 1a lién két véi cing mét epitop
véi céce khang thé dugc lam vi du.

Phin du axit amin cu thé trong epitop cé thé dugc dot bién, vi du nhu dot
bién quét alanin, va cac dot bién lam giam hoac uc ché lién két protein dugc xac
dinh."quét dot bién alanin" 12 mot phuong phap c6 thé duge thyc hién dé x4c dinh
phan du hogc cic viing cla protein anh hudng dén su tuong tac gitta cac epitop
v6i hop chét hodc protein lién két véi n6.Phan du hodc nhém phan du trong
protein dugc thay bang axit amin trung tinh hodc Am tinh (t6t nhat 13 alanin hoic
polyalanin, hoac mot axit amin thay thé bao thit). Dot bién bat ky ctia phan dur axit
amin hoac cac ma di truyén mi héa tuong tu 1am giam sy lién két cua protein
nhiéu hon ngudng hodc lam giam sy lién két ctia protein dén murc do tdi da hon
so v6i cac dot bién khac co thé nim trong cac epitop bi rang budc bdi protein.

Trong cac phuong an nhét dinh cua boc 16 nay, epitop ma quan trong ddi véi
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khang thé PD-1 chira it nhit mot trong cac ph@ln du axit amin cuia V64, P83, D85,
L128, A129,P130, K131, A132 va Q133.

"1.7.3 hAb" dugc sir dung trong tai liéu nay dé cap dén mét khang thé don
dong hoan toan & nguodi cé vung bién d6i chudi ning chua trinh ty néu trong SEQ
ID NO: 45, vung bién dbi chudi nhe chira trinh tu néu trong SEQ ID NO 47 va
ving ¢b dinh ctia ngudi cua 16p isotype IgG4.

"1.49.9 hAb" duoc sir dung trong tai liéu nay dé cap dén mot khang thé don
dong hoan toan & nguodi cé vung bién d6i chudi ning chta trinh tu néu trong SEQ
ID NO: 49, vung bién d6i chudi nhe chira trinh ty néu trong SEQ ID NO: 51 va
ving ¢b dinh & ngudi ctia 16p isotype IgG4.

"1.103.11 hAb" dugc str dung trong tai liéu nay dé cap dén mot khang thé
don dong hoan toan & nguoi c6 vung bién d6i chudi ning chira trinh tu néu trong
SEQ ID NO: 53, viing bién d6i chudi nhe chira trinh tu néu trong SEQ ID NO: 55
va ving cb dinh cta ngudi clia 16p isotype IgG4.

"1.103.11-v2 hAb" duogc sir dung trong tai liéu nay dé cap dén mot khang
thé don dong hoan toan & ngudi c6 ving bién ddi chudi ning c6 trinh tu néu trong
SEQ ID NO: 53, ving bién ddi chudi nhe c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 67
va ving cd dinh ctia ngudi clia 16p isotype IgG4 .

"1.139,15 hAb" duoc st dung trong tai lidu nay d& cap dén mot khang thé
don dong hoan toan ¢ nguoi c6 vung bién d6i chudi niang cé trinh tu néu trong
SEQ ID NO: 57, vung bién dbi chudi nhe c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 59
va ving c¢b dinh cia ngudi véi 16p isotype IgG4.

"1.153.7 hAb" duoc st dung trong tai lidu nay d& cap dén mot khang thé
don dong hoan toan ¢ nguoi cd vung bién doi chudi niang c6 trinh ty néu trong
SEQ ID NO: 61, vung bién ddi chudi nhe ¢6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 63
va ving ¢b dinh ctia ngudi véi 16p isotype IgG4.

"Thay thé bao thu" lién quan tdi trinh ty axit amin dé cap dén viéc thé phan
du axit amin véi phﬁn du axit amin khac ¢6 mach bén c6 cac dic tinh sinh hoa
tuong tu. Vi duy, thay thé bao thi ¢6 thé duoc tao ra trong cac phan du axit amin

véi cac mach bén ky nuéce (vi du Met, Ala, Val, Leu, vaIle), trong sd cac phén du
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véi cadc mach bén canh trung tinh va nude (vi du Cys, Ser, Thr, Asn va Gln) trong
cac axit amin véi cadc mach bén co ban (vi du His, Lys, va Arg), hoac trong 36 cac
phan du ¢6 cic mach bén thom (vi du nhu Trp, Tyr, va Phe). Nhu dugc biét dén
trong linh vuc, thay thé bao thil thudng khong gly ra sy thay d6i dang ké trong
hinh dang cAu triic protein, va do d6 cé thé gift lai hoat tinh sinh hoc ctia mét
protein.

"Phan trim (%) ddng nhét trinh tu" dbi véi trinh tu axit amin (hodc chudi
axit nucleic) duge dinh nghia 13 phén trim phan du axit amin (hodc axit nucleic)
trong trinh ty (mg ctr vién ma giong hét véi phan du axit amin (hodc axit nucleic)
trong trinh tu dan chiéu, sau khi sép xép c4c trinh tu, va néu can thiét, dua vao cac
khoang tréng, dé thu duoc s6 luong tbi da céc axit amin giéng hét nhau (hodc céc
axit nucleic). Thay thé béo thu ctia axit amin c6 thé hodc khong duge coi 1a phan
du gibng hét nhau. Viéc sip xép dé x4c dinh trinh ty nhan dang phén tram axit
amin (hodc axit nucleic) c¢6 thé dat duge, vi du nhu st dung céc cong cu san trén
thi trudong nhu BLASTN, BLASTp (c6 trén trang web cua Trung tdm Thong tin
Cong nghé sinh hoc Hoa Ky (NCBI), cling c6 thé xem Altschul S.F. et al, J.
Mol.Biol., 215:403—410 (1990); Stephen F. et al, Nucleic Acids Res., 25:3389—
3402 (1997)), ClustalW2 (c6 trén trang web European Bioinformatics Institute,
cling c¢6 thé xem, Higgins D.G. et al, Methods in Enzymology, 266:383-402
(1996); Larkin M.A. et al, Bioinformatics (Oxford, England), 23(21): 2947-8
(2007)), va phan mém ALIGN or Megalign (ADNSTAR). Céc chuyén gia trong
linh vuc nay c6 thé st dung cac tham s mic dinh duoc cung cdp boi cong cu
hozic c6 thé tiy chinh cac thong s6 ma thich hgp cho viéc sap xép, vi du nhu bang
cach chon mot thuat toan thich hop.

“Té bao T” duoc sir dung trong tai liéu nay bao gbm té bao T CD4*, té bao
T CD8", té bao Thd tro 1, té bao T hd tro 2, té bao T hd tro 17 va cac té bao T tc
ché.

"Céc chirc ning tac dong" duoc st dung trong tai liéu nay dé cép dén céc
hoat dong sinh hoc lién két 1ién véi ving Fc ctia khang thé véi cac hiéu luc cla

né nhu phirc hop C1 va thu thé Fe. Chiic ning tac dong vi du bao gbm: gy doc
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té bao phu thudc bd thé (CDC) do twong tac gitta khang thé va Clq trén phirc hop
C1; gay doc t& bao phu thudc khang thé (ADCC) gay ra béi su lién két ciia ving
Fc cua khang thé véi thu thé Fe trén mot té bao tac dong; va su thuc bao.

"Ung thu" hodc "tinh trang ung thu" nhu duoc sir dung trong tai li€u nay dé
cap dén bét ky tinh trang sttc khoé nao duoc diéu chinh do su gia tang té bao 4c
tinh hodc ung thu, sy phét trién, va bao gbm ca ung thu thé ran va khong ran vi
du nhu ung thu mau. "Khéi u" nhu dugc st dung trong tai liéu nay dé cap dén mot
khéi rén cta cac té bao ung thu va/hodc 4c tinh.

"Didu tri" hodc "viéc diéu tri" cta tinh trang nhu duoc st dung trong tai
liéu nay bao gém viéc ngan ngura hodc giam bét tinh trang, 1am cham sy khoi phat
hoiic ty 18 phat trién cla tinh trang, gidm nguy co phat trién tinh trang, ngan ngira
hoc tri hodn su phat trién cac tridu ching lién quan dén tinh trang, thuyén giam
hoiic két thuc c4c triéu chung lién quan dén tinh trang, tao ra sy suy giam toan bd
hoac mot phﬁn cua tinh trang, chita tri, hodc céc sy két hop cua ching. DPéi véi
ung thu, "diéu tri" hodc "viéc diéu tri" c6 thé dé cap dén viéc tc ché hoic lam
cham su tang trudng té bao ung thu hodc ac tinh, su phat trién hodc di can, ngan
chan hodc tri hoan sy phat trién cua té bao ung thu hodc 4ac tinh, sy phat trién,
hoic di cin, hoic cac két hop cua chung. Ddi véi khdi u, "didu tri" hogc "viée didu
tri" bao gom tiéu diét toan bd hodc mot phan khdi u, Ge ché hodc 1am cham sy
phmiﬁéncﬁakhéiuvéchcén,ngmnng&ahoécuihoalm;phﬁiﬁénkhéiu,hoéc
cac két hop cua ching.

Chét "duogc phéan 1ap" da bi thay dbi béi ban tay con ngudi tir trang thai tur
nhién.Néu ché phém hoic chét "duogc phén 1ap" xay ra trong ty nhién, n6 da dugc
thay ddi hoic loai bo khoi moéi trudng ban dau cta nd, hodc ca hai. Vi du, mot
polynucleotit hodc mét polypeptit c6 mét tu nhién trong mot dong vat séng ma
khong "duoc phén 14p", nhung polynucleotit hodc polypeptit gidng nhau "duoc
phan 1ap" néu né da dugce tach ra dly du khoi cac chét cing ton tai cua dang tu
nhién ctia né dé ton tai trong dang tinh khiét. Theo cac phuong 4n nhét dinh, khang
thé va manh lién két khang nguyén c6 do tinh khiét it nhat 90%, 93%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99% dugc xéac dinh bang phuong phép dién di (nhu SDS-PAGE, dién
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di tap trung diém dang dién, dién di mao quan), hodc cic phuong phap sic ky
(nhu sic ky trao ddi ion hozc HPLC pha d4o).

Thuat ngtt "vat truyén" dugc st dung trong tai lidu nay dé cap dén mot ta
dugc 16ng ma trong d6 polynucleotit ma hoa protein c6 thé dugc dua vao dé dem
lai biéu hién ctia protein d6. V4t truyén c6 thé duoc st dung dé bién doi, chuyén
nap, hosic chuyén nhidm moét t& bao chii dé& dem lai biéu hién ctia cac yéu t6 di
truyén ma né sé hiru trong té bao chu. Cac vi du vé vat truyén bao gdm plasmit,
thé thuc khuAnmid, cosmid, nhi®m séc thé nhan tao nhu nnhidm sic thé nhan tao
nAm men (YAC), nhi®ém séc thé nhan tao vi khuan (BAC), hosic Nhiém sic thé
nhan tao c6 ngudn gbc tir P1 (PAC), cac thuc khuén thé nhu Thuc khuén thé
Lambda hoic thé thuc khuan M13, va virus dong vat. Cac loai virus dong vat duoc
str dung nhu céc vt truyén bao gbm retrovirus (bao gbm lentivirus), adenovirus,
virut lién quan dén adeno, herpesvirus (vi du virus herpes simplex), poxvirus,
baculovirus, papillomavirus, va papovavirus (vi du SV40). Mgt vat truyén c6 thé
chira nhiéu yéu t§ dé kiém soét biéu hién, bao gdm trinh tu ving khéi dong, trinh
tu khoi dau mé hoa, trinh tu ving ting cudng, cac yéu t6 ¢6 thé chon duoc, va cac
gen chi thi. Ngoai ra, vt truyén c6 thé chira trinh ty khéi dAu sao chép. Vat truyén
c6 thé chira cac chit dé hd trg cho s xAm nhap ctia né vao té bao, bao g(‘A)m nhung
khong han ché trong viéc xdm nhap hat virut, liposome, hodc bao phu protein.

Cum tir "té bao chu" dugc st dung trong tai liéu nay de cap dén mot té bao
ma trong d6 mét polynucleotit ngoai lai va/hodc mot vat truyén dd duoc dua vao.

"Bénh lién quan hodc lién quan dén PD-1" duoc sir dung trong tai liéu nay
dé cap dén bt ky tinh trang nao bj gdy ra, lam trdm trong hodc lién quan dén biéu
hién ting hodc giam hoac hoat dong ciia PD-1 (vi du nhu PD-1 ctuia nguoi).

Thuat ngtt "lugng hiéu qua diéu tri" hodc "liéu hiéu qua" dugc su dung
trong tai liéu nay de cap dén lidu lwong hodc néng dd ctia mdt loai thudc c6 hiéu
qua dé diéu tri mot bénh hodc tinh trang lién quan dén PD-1 ctia ngudi. Vi dy, déi
vé6i viéc st dung khang thé hodc manh lién két khang nguyén duogc boc 16 trong
tai lidu nay dé didu trj ung thu, lugng hiéu qua diéu tr 13 lidu lugng hogic nong do

ctia khang thé hoic manh lién két khang nguyén c6 kha ning loai bo tit ca hoic
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mot phén khdi u, Grc ché hodc 1am cham su tdng trudng cua khdi u, Gre ché su tang
trudng hodc sy phat trién clia cac té bao trung gian didu kién ung thu, trc ché di
cin té bao khdi u, cai thién bat ky triéu chimg hodc déu hidu nao lién quan dén
khéi u hodc tinh trang ung thu, ngin ngira hoic tri hodn su phét trién khdi u hodc
tinh trang ung thu, hodc su két hop ctia chiing.

Thuat nglt "dugc chép nhan vé& mat duoc liéu" chi ra réng chét mang, ta
duoc 16ng, chét pha lodng, chét tiy rira va/hodc mudi duge chi dinh néi chung 13
twong thich vé mit héa hoc va/hodc vat Iy véi cdc thanh phan khéc c6 chira cong
thtrc va tuong thich vé sinh 1y véi ngudi nhan.

Khéng thé khéng PD-1

Theo mét khia canh, boc 16 ndy cung cp khang thé khang PD-1 va manh
lién két khang nguyén cia né. PD-1, con dugc goi 1a CD279, duge biét dén nhu
12 mot thu thé diém kiém soat dap img mién dich dugc biéu hién bang céc té bao
T hoat héa, ma trung gian cho viéc trc ché mién dich. Phéi tir 1 cua PD-1 (PD-L1)
la protein mang t& bao 40 kDa duoc biéu hién trén céc t& bao khéi u, t& bao dém
hotic ca hai, va lién két v6i PD-1. Sy trc ché cta twong tac giita PD-1 va PD-L1
c6 thé ting cudng phan umg té bao T va do d6 trung gian hoat tinh chbng ung thu.

Theo céc phuong 4n nhét dinh, bdc 16 ndy cung cAp cac khang thé don dong
ctia nguoi hoan chinh dugc léy lam vi du 1.7.3 hAb, 1.49.9 hAb, 1.103.11 hAb,
1.103.11-v2 hAb, 1.139.15 hAb, va 1.153.7 hAb, ma c6 trinh tw CDR thé hién

trong bang 1 dudi day, va trinh tu vung bién ddi chudi nang hoac nhe cling dugc

trinh bay dudi day.
Bang 1
CDR1 CDR2 CDR3
1.7.3 SEQ ID NO: 1 SEQ ID NO:3 SEQ ID NO:5
hAb-VH
(23466-
VH)
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STTYYWV SISYSGNTYYNPSL | HLGYNGRYLPFD
KS Y
SEQ ID NO:2 SEQ ID NO:4 SEQ ID NO:6
AGT ACT ACT TAC | AGT ATC TCT TAT |CAT CTA GGG
TAC TGG GTC AGT GGG AAC ACC | TAT AAT GGG
TAC TAC AAT CCG|AGG TAC CTC
TCC CTC AAG AGT |CCC TTT GAC
TAC
1.7.3 SEQ ID NO:7 SEQ ID NO:9 SEQ ID NO:11
hAb-VL
(23195-
VL)
TGTSSDVGFYNYV | DVINRPS SSYTSISTWV
S
SEQ ID NO:8 SEQ ID NO:10 SEQ ID NO:12
ACT GGA ACC|GAT GTC ACT AAT|AGC TCA TAT
AGC AGT GAC GTT | CGG CCC TCA ACA AGC ATC
GGT TTT TAT AAC AGC ACT TGG
TAT GTC TCC GTG
1.499 |SEQID NO:13 SEQ ID NO:15 SEQ ID NO:5
hAb -
VH(209
51-VH)
SSTYYWG SISYSGSTYYNPSLK | HLGYNGRYLPFD
S Y
SEQ ID NO:14 SEQ ID NO:16 SEQ ID NO:6
AGT AGT ACT TAC | AGT ATC TCT TAT|CAT CTA GGG
TAC TGG GGC AGT GGG AGC ACC | TAT AAT GGG

AGG TAC CTC
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TAC TAC AAT CCG

CCC TTIT GAC

TCC CTC AAG AGT | TAC
1.49.9 |SEQID NO:7 SEQ ID NO:17 SEQ ID NO: 11
hAb -
VH(209
51-VL)
TGTSSDVGFYNYV | DVSNRPS SSYTSISTWV
S
SEQ ID NO: 8 SEQ ID NO:18 SEQ ID NO:12
ACT GGA ACC|GAT GTC AGT AAT |AGC TCA TAT
AGC AGT GAC GTT | CGG CCC TCA ACA AGC ATC
GGT TTT TAT AAC AGC ACT TGG
TAT GTC TCC GTG
1.103.11 | SEQ ID NO:1 SEQ ID NO:15 SEQ ID NO:5
hAb-VH
(20975-
VH)
STTYYWV SISYSGSTYYNPSLK | HLGYNGRYLPFD
S Y
SEQ ID NO:2 SEQ ID NO:16 SEQ ID NO:6
AGT ACT ACT TAC | AGT ATC TCT TAT|CAT CTA GGG
TAC TGG GTC AGT GGG AGC ACC | TAT AAT GGG
TAC TAC AAT CCG |AGG TAC CTC
TCC CTC AAG AGT |CCC TTIT GAC
TAC
1.103.11 | SEQ ID NO:7 SEQ ID NO:17 SEQ ID NO:19
hAb-VH
(20975-
VL)
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TGTSSDVGFYNYV | DVSNRPS SSYTNISTWV
S
SEQ ID NO:8 SEQ ID NO:18 SEQ ID NO:20
ACT GGA ACC|GAT GTC AGT AAT |AGC TCA TAT
AGC AGT GAC GTT | CGG CCC TCA ACA AAC ATC
GGT TTT TAT AAC AGC ACT TGG
TAT GTC TCC GTG
1.139.15 | SEQ ID NO:21 SEQ ID NO:23 SEQ ID NO:25
hAb -
VH(235
21-VH)
STTYYWG SISYSGTTYYNPSLK | HLGYNSNWYPFD
S Y
SEQ ID NO:22 SEQ ID NO:24 SEQ ID NO:26
AGT ACT ACT TAC | AGT ATC TCT TAT|CAT CTC GGG
TAC TGG GGC AGT GGG ACC ACC |TAT AAC AGC
TAC TAC AAC CCG |AAC TGG TAC
TCC CTC AAG AGT |CCT TTT GAC
TAC
1.139.15 | SEQ ID NO:27 SEQ ID NO:29 SEQ ID NO:31
hAb -
VH(235
21-VL)
TGTSSDVGSYNRV | EVSNRPS SSYTSSSTWV
S
SEQ ID NO:28 SEQ ID NO:30 SEQ ID NO:32
ACT GGA ACC|GAG GTC AGT AAT |AGC TCA TAT
AGC AGT GAC GTT | CGG CCC TCA ACA AGC AGC
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GGT AGT TAT AAC AGC ACT TGG
CGT GTC TCC GTG
1.153.7 | SEQ ID NO:33 SEQ ID NO:35 SEQ ID NO:37
hAb -
VH(209
42-VH)
SHAMS TITGGGGSIYYADS |NRAGEGYFDY
VKG
SEQ ID NO:34 SEQ ID NO:36 SEQ ID NO:38
AGC CAT GCC ATG | ACT ATT ACT GGT | AAC CGC GCT
AGC GGT GGT GGT AGC |GGG GAG GGT
ATA TAC TAC GCA |TAC TIT GAC
GAC TCC GTG AAG | TAC
GGC
1.153.7 | SEQ ID NO:39 SEQ ID NO:41 SEQ ID NO:43
hAb - | GGDNIGNKDVH | RDSNRPS QVWDSIWV
VH(209 | SEQ ID NO:40 SEQ ID NO:42 SEQ ID NO:44
42-VL) [GGG GGA GAC |AGG GAT AGC AAC |CAG GTG TGG
AAC ATT GGA AAT | CGG CCC TCT GAC AGC ATT
AAA GAT GTG TGG GTG
CAC
1.103.11 | SEQ ID NO:1 SEQ ID NO:15 SEQ ID NO:5
-v2 hAb-
VH
(20975-
VH)
STTYYWV SISYSGSTYYNPSLK | HLGYNGRYLPFD
S Y
SEQ ID NO:2 SEQ ID NO:16 SEQ ID NO:6
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AGT ACT ACT TAC | AGT ATC TCT TAT|CAT CTA GGG
TAC TGG GTC AGT GGG AGC ACC | TAT AAT GGG
TAC TAC AAT CCG |AGG TAC CTC
TCC CTC AAG AGT |CCC  TIT GAC
TAC
1.103.11 | SEQ ID NO:7 SEQ ID NO:17 SEQ ID NO+65
V2 hAb G TSSDVGFYNYV | DVSNRPS SSYTSISTWV
- S
VHR09 er D NO=3 SEQ ID NO:18 SEQ ID NO:66
Z,SL? ACT GGA ACC|GAT GTC AGT AAT |AGC TCA TAT

AGCAGT GACGTT
GGT TTT TAT AAC
TAT GTC TCC

CGG CCCTCA

ACA AGC ATC
AGC ACT TGG
GTG

1.7.3 hAb-VH (23466-VH): SEQ ID NO: 45 d6i voi axit amin va SEQ ID

NO: 46 dbi v6i axit nucleic) véi CDR chudi ning nim trong khoang tir 1 dén 3:

SEQ ID NO: 1, 3, 5 1an luot 13 trinh ty axit amin va SEQ ID NO: 2, 4, 6 14n luot

14 cac trinh tu axit nucleic:
Doan V: IGHV4-39*01
Poan D: IGHD1-26*01
Doan J: IGHJ4*02

Q L

E S

Q L Q

G P

G L VvV K

P S

1 CAG CTG CAG CTG CAG GAG TCG GGC CCA GGA CTG GTG AAG CCT TCG

E T

L T L T

C

T VvV S G D

S I S

46 GAG ACC CTG ACC CTC ACC TGC ACT GTC TCT GGT GAC TCC ATC AGC
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CDRI1

e a e

s T T Yy Y w v w I R Q P P G K
91 AGT ACT ACT TAC TAC TGG GTC TGG ATC CGC CAG CCC CCA GGG AAG

CDR2

e e o e o e e e e e e e e e e o e e I e e o e I I e

G L E W I G S I S Y S G N T Y
136 GGA CTG GAG TGG ATT GGG AGT ATC TCT TAT AGT GGG AAC ACC TAC

CDR2

e D DI I e e o o e D e e I I I I~

Yy N P S L K S R VvV T I S V D T
181 TAC AAT CCG TCC CTC AAG AGT CGA GTC ACC ATA TCC GTA GAC ACG

S K N H F S L K L S S VvV A A T
226 TCC AAG AAC CAC TTC TCC CTG AAG CTG AGT TCT GTG GCC GCC ACA

CDR3

S  a Y a a e e]

D T A L Y Y C A R H L G Y N G
271 GAC ACG GCT CTA TAT TAC TGT GCG AGA CAT CTA GGG TAT AAT GGG

CDR3

I e e e e o ) I I IS~

R Yy L p F D Y W G Q GG T L VvV T
316 AGG TAC CTC CCC TTT GAC TAC TGG GGC CAG GGA ACC CTG GTC ACC

vV S S (SEQ ID NO: 45)
361 GTC TCC TCC (SEQ ID NO: 46)

1.7.3 hAb-VL (23195-VL): (SEQ ID NO: 47 d6i véi axit amin va SEQ ID
NO: 48 dbi véi axit nucleic) véi CDR chudi nhe tir 1 dén 3: SEQ ID NO: 7,9, 11
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1an luot 13 trinh ty axit amin va SEQ ID NO: 8, 10, 12 1an luot 13 trinh ty axit
nucleic:

Poan V: IGLV2-14*01

Doan J: IGLJ3*02

Q S A L T Q P A S V S G S P G
1 CAG TCT GCC CTG ACT CAG CCT GCC TCC GTG TCT GGG TCT CCT GGA

P 2]

Q S I T 1 S C T G T S S D V G
46 CAG TCG ATC ACC ATC TCC TGC ACT GGA ACC AGC AGT GAC GTT GGT

CDRI1

e U I I e e D D e I I I I~

F Y N Y VvV S W Y Q Q H P G K A
91 TTT TAT AAC TAT GTC TCC TGG TAC CAA CAG CAC CCA GGC AAA GCC

CDR2

e I D e D e e e e D D e I~ I~

P E L M I Y DV T N R P S G V
136 CCC GAA CTC ATG ATT TAT GAT GTC ACT AAT CGG CCC TCA GGG GTT

S D R F S G S K S G N T A S L
181 TCT GAT CGC TTC TCT GGC TCC AAG TCT GGC AAC ACG GCC TCC CTG

T I S G L Q A E D E A D Y Y C
226 ACC ATC TCT GGG CTC CAG GCT GAG GAC GAG GCT GAT TAT TAC TGC

CDR3

P A A A e N

s S Y T S 1 s T w VvV F G G G T
261 AGC TCA TAT ACA AGC ATC AGC ACT TGG GTG TTC GGC GGA GGG ACC
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K L T V L(SEQIDNO:47)
316 AAG CTG ACC GTC CTA (SEQ ID NO: 48)

1.49,9 hAb-VH (20951-VH): (SEQ ID NO: 49 ddi véi axit amin va SEQ
ID NO: 50 dbi véi axit nucleic) véi CDR chudi nang tir 1 dén 3: SEQ ID NO: 13,
15, 5 14n luot 13 trinh ty axit amin va SEQ ID NO: 14, 16, 6 1an luot 14 trinh tu
axit nucleic:

Poan V: IGHV4-39*01

Poan D: IGHD1-26*01

Poan J: IGHI4*02

Q L Q L Q E S G P G L V K P S
1 CAG CTG CAG CTG CAG GAG TCG GGC CCA GGA CTG GTG AAG CCT TCG

E T L S L T C T VvV S G G S 1T S
46 GAG ACC CTG TCC CTC ACC TGC ACT GTC TCT GGT GGC TCC ATC AGC

CDR1

P a2

S S T Y Y W G W I R Q P P G K
91 AGT AGT ACT TAC TAC TGG GGC TGG ATC CGC CAG CCC CCA GGG AAG

CDR2

U I I D e D ) e e e e D o I o I I I D I IS~

G L E W I GG S I S Y S GG S T Y
136 GGA CTG GAG TGG ATT GGG AGT ATC TCT TAT AGT GGG AGC ACC TAC

CDR2

U I I I I e o I e I I IS IS I

Y N P S L KX S R VvV T I S VvV D T
181 TAC AAT CCG TCC CTC AAG AGT CGA GTC ACC ATA TCC GTA GAC ACG
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s XK N Q F S L K L S S VvV T D A
226 TCC AAG AAC CAG TTC TCC CTG AAG CTG AGC TCT GTG ACC GAC GCA

CDR3

Y N a e a e

D T A VvV Y Y C A R H L G Y N G
261 GAC ACG GCT GTG TAT TAC TGT GCG AGA CAT CTA GGG TAT AAT GGG

CDR3

I U I I I D D e e e D I I I I

R vy L p F D Y W G Q G T L V T
316 AGG TAC CTC CCC TTT GAC TAC TGG GGC CAG GGA ACC CTG GTC ACC

V S S(SEQIDNO: 49)
361 GTC TCC TCC (SEQ ID NO: 50)

1.49.9 hAb -VL(21526-VL): (SEQ ID NO: 51 d6i v6i axit amin va SEQ ID
NO: 52 dbi véi axit nucleic véi CDR chudi nhe tir 1 dén 3: SEQ ID NO: 7, 17, 11
lan luot 13 trinh tu axit amin va SEQ ID NO: 8, 18, 12 14n luot 13 trinh tu axit
nucleic:

Poan V: IGLV2-14*01

Doan J: IGLJ3*02

Q s A L T Q P A S V S G S P G
1 CAG TCT GCC CTG ACT CAG CCT GCC TCC GTG TCT GGG TCT CCT GGA

CDRI1

O U I o o D s s s o o e e e o D D e e )

Q S I T I s ¢ T 66 T S S D V G
46 CAG TCG ATC ACC ATC TCC TGC ACT GGA ACC AGC AGT GAC GTT GGT
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CDRI1

e

F Y N Y v § wWwW Y Q Q H P G K A
91 TTT TAT AAC TAT GTC TCC TGG TAC CAA CAG CAC CCA GGC AAA GCC

CDR2

P N a a a a

P E VvV M I Y DV S N R P S G V
136 CCC GAA GTC ATG ATT TAT GAT GTC AGT AAT CGG CCC TCA GGG GTT

s D R F S G S K S G N T A S L
181 TCT GAT CGC TTC TCT GGC TCC AAG TCT GGC AAC ACG GCC TCC CTG

T I S G L Q A E D E A DY Y C
226 ACT ATC TCT GGG CTC CAG GCT GAG GAC GAG GCT GAT TAT TAC TGC

CDR3

I e e D I e o e D I I I I D I I NI I I I IS

S S Y T S I §S T wW VvV F G G G T
261 AGC TCA TAT ACA AGC ATC AGC ACT TGG GTG TTC GGC GGA GGG ACC

K L T V L(SEQIDNO:S5I)
316 AAG CTG ACT GTC CTA (SEQ ID NO: 52)

1.103.11 hAb -VH(20975-VH): (SEQ ID NO: 53 d6i véi axit amin va SEQ
ID NO: 54 dbi véi axit nucleic) véi CDR chudi ning tir 1 dén 3: SEQ ID NO: 1,
15, 5 1an luot 1a trinh ty axit amin va SEQ ID NO: 2, 16, 6 lan luot 14 cac trinh tu
axit nucleic:

Doan V: IGHV4-39*01

Doan D: IGHD1-26*01
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Poan J: IGHI4*02

Q L QL Q E S G P G L V K P S
1 CAG CTG CAG CTG CAG GAG TCG GGC CCA GGA CTG GTG AAG CCT TCG

E T L T L T C T V S A D S I S
46 GAG ACC CTG ACC CTC ACC TGC ACT GTC TCT GCT GAC TCC ATC AGC

CDRI1

e a a aaand

s T T Y Y W V W I R Q P P G K
91 AGT ACT ACT TAC TAC TGG GTC TGG ATC CGC CAG CCC CCA GGG AAG

CDR2

e e s e e o e e e e e e e e e e e e e I I I I D I I

G L E W I G S I s Y S G S T Y
136 GGA CTG GAG TGG ATT GGG AGT ATC TCT TAT AGT GGG AGC ACC TAC

CDR2

e I I I e I e D I e I e I I D I

Y N P S L X S R Vv T Vv § VvV D T
181 TAC AAT CCG TCC CTC AAG AGT CGA GTC ACC GTA TCC GTA GAC ACG

S K N Q F S L XK L N S V A A T
226 TCC AAG AAC CAG TTC TCC CTG AAG CTG AAC TCT GTG GCC GCC ACA

CDR3

e U I I D I D DD D I D IS )

D T A L Y Y C A R H L G Y N G
261 GAC ACG GCT CTA TAT TAC TGT GCG AGA CAT CTA GGG TAT AAT GGG
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CDR3

U I s e D e D e D I IS I~

R Yy L P F D Y W G Q G T L V T
316 AGG TAC CTC CCC TTT GAC TAC TGG GGC CAG GGA ACC CTG GTC ACC

V S  S(SEQIDNO: 53)
361 GTC TCC TCC (SEQ ID NO: 54)

1.103.11 hAb -VL(21038-VL): (SEQ ID NO: 55 d6i v&i axit amin va SEQ
ID NO: 56 dbi véi axit nucleic) v6i CDR chudi nhe nam trong khoang tir 1 dén 3:
SEQ ID NO: 7, 17, 19 1an luot 14 trinh ti axit amino va SEQ ID NO: 8, 18, 20 1an
luot 14 trinh tu axit nucleic:

Doan V: IGLV2-14*01

Poan J: IGLJ3*02

Q S A L T Q P A S V S G S P G
1 CAG TCT GCC CTG ACT CAG CCT GCC TCC GTG TCT GGG TCT CCT GGA

CDR1

e e

Q s 1 T I S ¢ T G T S S D V G
46 CAG TCG ATC ACC ATC TCC TGC ACT GGA ACC AGC AGT GAC GTT GGT

CDR1

e

F Y N Y vV S W Y Q Q H P G K A
91 TTT TAT AAC TAT GTC TCC TGG TAC CAA CAG CAC CCA GGC AAA GCC
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CDR2

P e

P E L M I Y D V S N R P S G V
136 CCC GAA CTC ATG ATT TAT GAT GTC AGT AAT CGG CCC TCA GGG GTT

S D R F S G S K S G N T A S L
181 TCT GAT CGC TTC TCT GGC TCC AAG TCT GGC AAC ACG GCC TCC CTG

T I S G L Q A E D E A D Y Y C
226 ACC ATC TCT GGG CTC CAG GCT GAG GAC GAG GCT GAT TAT TAC TGC

CDR3

e U e o e e e o D e e ) o o o e e I e I I I I P SIS I

S S Y T N I s T w VvV F G G G T
261 AGC TCA TAT ACA AAC ATC AGC ACT TGG GTG TTC GGC GGA GGG ACC

K L T V L(SEQIDNO:55)
316 AAG CTG ACC GTC CTA (SEQ ID NO: 56)

1.139.15 hAb -VH(23521-VH) (SEQ ID NO: 57 dbi véi axit amin va SEQ
ID NO: 58 dbi véi axit nucleic) véi CDR chudi ning ndm trong khoang tir 1 dén
3: SEQ ID NO: 21, 23, 25 lan luot 13 trinh tu axit amin va SEQ ID NO: 22, 24,
26 1an lugt 14 trinh ty axit nucleic:

Poan V: IGHV4-39*01

Poan D: IGHD6-13*01

Poan J: IGHJ4*02
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Q L Q L Q E S G P G L V K P S
1 CAG CTG CAG CTG CAG GAG TCG GGC CCA GGA CTG GTG AAG CCC TCG

E T L s L T C¢C T Vv S G G S 1 S
46 GAG ACC CTG TCC CTC ACC TGC ACT GTC TCT GGT GGC TCC ATC AGC

CDR1

I I D e ) D I e e e e ) D b S )

s T T Y Y W G W I R Q P P G K
91 AGT ACT ACT TAC TAC TGG GGC TGG ATC CGC CAG CCC CCA GGG AAG

e I e e o e e e s e e e e o e o e e e e o D I I )

G L E wW 1 G S I S Y S G T T Y
136 GGG CTG GAG TGG ATT GGG AGT ATC TCT TAT AGT GGG ACC ACC TAC

CDR2

I I D e D e I I I D I I I

Y N P S L K S R VvV T 1 p VvV D T
181 TAC AAC CCG TCC CTC AAG AGT CGA GTC ACC ATC CCC GTA GAC ACG

S K N Q I S L K L S S v T A A
226 TCC AAG AAC CAG ATC TCC CTG AAA CTG AGC TCT GTG ACC GCC GCA

CDR3

e el

D T S L Y Y C€C A R H L G Y N S
261 GAC ACG TCT TTG TAT TAT TGT GCG AGA CAT CTC GGG TAT AAC AGC

CDR3

e e e e e i o e e e e e e e e I~

N wW Y P F D Y W G Q G T L V T
316 AAC TGG TAC CCT TTT GAC TAC TGG GGC CAG GGA ACC CTG GTC ACC
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v S S (SEQ ID NO: 57)
361 GTC TCC TCA (SEQ ID NO: 58)

1.139.15 hAb -VL(22895-VL) (SEQ ID NO: 59 dbi véi axit amin va SEQ
ID NO: 60 dbi véi axit nucleic) vdi CDR chudi nhe ndm trong khoang tir 1 dén 3:
SEQ ID NO: 27, 29, 3114n luot 13 trinh ty axit amin va SEQ ID NO: 28, 30, 32
1an luot 1 trinh tu axit nucleic:

Poan V: IGLV2-18*02

Poan J: IGLJ3*02

Q S A L T Q P P S V S G S P G
1 CAG TCG GCC CTG ACT CAG CCT CCC TCC GTG TCC GGG TCT CCT GGA

CDR1

A Y

Q S VvV T I S c T G T S S D V G
46 CAG TCA GTC ACC ATC TCC TGC ACT GGA ACC AGC AGT GAC GTT GGT

CDR1

e e e

S Y N R vV S W Y Q Q p P G T A
91 AGT TAT AAC CGT GTC TCC TGG TAC CAG CAG CCC CCA GGC ACA GCC

CDR2

U D I N e ) e e e e e e e I D~

P E v 1 1 Y E VvV S N R P S G V
136 CCC GAA GTC ATT ATT TAT GAG GTC AGT AAT CGG CCC TCA GGG GTC

P D R F S G S K S G N T A S L
181 CCT GAT CGC TTC TCT GGG TCC AAG TCT GGC AAC ACG GCC TCC CTG
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T 1 8§ G L Q A E D E A D Y Y C
226 ACC ATC TCT GGG CTC CAG GCT GAG GAC GAG GCT GAT TAT TAC TGC

CDR3

e e e e e e o e e e e e e e e o o e o e e e I I I

S S Y T S S s T wW VvV F G G G T
261 AGC TCA TAT ACA AGC AGC AGC ACT TGG GTG TTC GGC GGA GGG ACC

K L T V L(SEQIDNO:59)
316 AAG CTG ACC GTC CTA (SEQ ID NO: 60)

1.153.7 hAb -VH(20942-VH): (SEQ ID NO: 61 d6i voi axit amin va SEQ
ID NO: 62 déi véi axit nucleic) véi CDR chudi ning nam trong khoang tir 1 dén
3: SEQ ID NO: 33, 35, 37 lan luot 13 trinh ty axit amin va SEQ ID NO: 34, 36,
38 1an luot 1 trinh tu axit nucleic:

Poan V: IGHV3-23*01

Doan D: IGHD7-27*01

Poan J: IGHJ4*02

E V. Q L L E S G G G L VvV Q P G
1 GAG GTG CAG CTG TTG GAG TCT GGG GGA GGC TTG GTA CAG CCT GGG

G S L R L S ¢ A A S G F T F S
46 GGG TCC CTG AGA CTG TCC TGC GCA GCC TCT GGA TTC ACC TTT AGC

CDRI1

e I D I I I I~

S H A M S wW vV R Q A P G K G L
91 AGC CAT GCC ATG AGC TGG GTC CGC CAG GCT CCA GGG AAG GGG CTG
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CDR2

e e e e e e e e s P e e D o o o o o o o e I e e [ I D I D DI

E W VvV S T 1 T G G G G S I Y Y
136 GAG TGG GTC TCA ACT ATT ACT GGT GGT GGT GGT AGC ATA TAC TAC

e e e e e ]

A D S V K G R F T I S R D N S
181 GCA GAC TCC GTG AAG GGC CGG TTC ACC ATC TCC AGA GAC AAT TCC

K N T L Y L Q M N S L R A E D
226 AAG AAC ACG CTG TAT CTG CAA ATG AAC AGC CTG AGA GCC GAG GAC

e e e

T A V Y Y C A K N R A G E G Y
261 ACG GCC GTA TAT TAT TGT GCG AAA AAC CGC GCT GGG GAG GGT TAC

CDR3

I IS~~~

F D Y W G Q G T L VvV T V S S(SEQIDNO:6I)

316 TTT GAC TAC TGG GGC CAG GGA ACC CTG GTC ACC GTC TCC TCA(SEQ ID NO:
62)

1.153.7 hAb -VL(21110-VL) (SEQ ID NO: 63 ddi véi axit amin va SEQ
ID NO: 64 dbi véi axit nucleic) véi CDR chudi nhe nam trong khoang tir 1 dén 3:
SEQ ID NO: 39, 41, 43 1an luot 1a axit amin va SEQ ID NO: 40, 42, 44 1an luot
1a trinh tu axit nucleic:
Poan V: IGLV3-9%01
Poan J: IGLJ3*02
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sy E L T Q p L S V S V A L G
1 TCC TAT GAG CTG ACT CAG CCA CTC TCA GTG TCA GTG GCC CTG GGA

e D I I I ) D e e e o e e e I D D I D I I I S I~

Q T A R I T C G G D N I G N K
46 CAG ACG GCC AGG ATT ACC TGT GGG GGA GAC AAC ATT GGA AAT AAA

CDRI1
DV H W Y Q Q K P G Q A P V L
91 GAT GTG CAC TGG TAC CAG CAG AAG CCA GGC CAG GCC CCT GTG CTG

CDR2
v 1 Y R D S N R P S G I P E G
136 GTC ATC TAT AGG GAT AGC AAC CGG CCC TCT GGG ATC CCT GAG GGA

F S G §S N S G N T A T L T I S
181 TTC TCT GGC TCC AAC TCG GGG AAC ACG GCC ACC CTG ACC ATC AGC

CDR3
R A Q A G D E A DY Y C Q V W
226 AGA GCC CAA GCC GGG GAT GAG GCT GAC TAT TAC TGT CAG GTG TGG

CDR3

P e

p s I w VvV F G G G T K L T V L(SEQID
NO: 63)
261 GAC AGC ATT TGG GTG TTC GGC GGA GGG ACC AAG CTG ACC GTC CTA (SEQ
ID NO: 64)
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1.103.11-v2 hAb -VH(20975-VH): (SEQ ID NO: 53 dbi véi axit amin va SEQ ID NO:
54 dbi voi axit nucleic) véi CDR chudi nng ndm trong khoang tir 1 dén 3: SEQ ID NOs: 1, 15,
5 14n luot 13 trinh tu axit amin va SEQ ID NO: 2, 16, 6 14n luot 12 trinh tu axit nucleic:

Doan V: IGHV4-39*01

Doan D: IGHD1-26*01

Doan J: IGHJ4*02

Q L Q L Q E S G P G L V K P S
1 CAG CTG CAG CTG CAG GAG TCG GGC CCA GGA CTG GTG AAG CCT TCG

E T L T L T C T VvV S A D S I S
46 GAG ACC CTG ACC CTC ACC TGC ACT GTC TCT GCT GAC TCC ATC AGC

CDR1

e e I e e e e o e ) D ) D I DI

s T T Y Y w v w I R Q P P G K
91 AGT ACT ACT TAC TAC TGG GTC TGG ATC CGC CAG CCC CCA GGG AAG

CDR2

e e e D e D e et o e e e o e o e e e o e I I I I~

G L E W I G S I s Y S G S T Y
136 GGA CTG GAG TGG ATT GGG AGT ATC TCT TAT AGT GGG AGC ACC TAC

CDR2

P e N ]

Y N P S L K S R v T v § V D T
181 TAC AAT CCG TCC CTC AAG AGT CGA GTC ACC GTA TCC GTA GAC ACG

S K N Q F S L K L N S V A A T
226 TCC AAG AAC CAG TTC TCC CTG AAG CTG AAC TCT GTG GCC GCC ACA
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CDR3

B e )

D T A L Y Y C A R H L G Y N G
261 GAC ACG GCT CTA TAT TAC TGT GCG AGA CAT CTA GGG TAT AAT GGG

CDR3

e I I s e D D I e I I I I~

R ¥y L P F DY W G Q G T L V T
316 AGG TAC CTC CCC TTT GAC TAC TGG GGC CAG GGA ACC CTG GTC ACC

V S  S(SEQID NO: 53)
361 GTC TCC TCC (SEQ ID NO: 54)

1.103.11-v2 hAb -VL(21038-2-VL): (SEQ ID NO: 67 d6i véi axit amin va
SEQ ID NO: 68 dbi véi axit nucleic) véi CDR chubi nhe nim trong khoang tir 1
dén 3: SEQ ID NO: 7, 17, 65 lan luot 13 trinh ty axit amin va SEQ ID NO: 8, 18,
66 1an luot 13 trinh tu axit nucleic:

Poan V: IGLV2-14*01

Poan J: IGLJ3*02

Q S A L T Q P A S§ V S G S P G
1 CAG TCT GCC CTG ACT CAG CCT GCC TCC GTG TCT GGG TCT CCT GGA

CDR1

e e N e

Q S 1 T I s ¢ T G T S S D V G
46 CAG TCG ATC ACC ATC TCC TGC ACT GGA ACC AGC AGT GAC GTT GGT

CDR1

P N

F Y N Y vV s wW Y Q Q H P G K A
91 TTT TAT AAC TAT GTC TCC TGG TAC CAA CAG CAC CCA GGC AAA GCC
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P e e /e ]

P E L M I Y D V S N R P S G V
136 CCC GAA CTC ATG ATT TAT GAT GTC AGT AAT CGG CCC TCA GGG GTT

S D R F S G S K S G N T A S L
181 TCT GAT CGC TTC TCT GGC TCC AAG TCT GGC AAC ACG GCC TCC CTG

T 1 S G L Q A E D E A D Y Y C
226 ACC ATC TCT GGG CTC CAG GCT GAG GAC GAG GCT GAT TAT TAC TGC

CDR3

P A e i araad

s S Y T S I §s T w VvV F G G G T
261 AGC TCA TAT ACA AGC ATC AGC ACT TGG GTG TTC GGC GGA GGG ACC

K L T V L(SEQIDNO:G67)
316 AAG CTG ACC GTC CTA (SEQ ID NO: 68)

Theo mét s6 phuong 4n, khang thé khang PD-1 va manh lién két khang
nguyén cta né chua trinh tu CDR chudi nang dugc chon tir nhém ¢6 trinh tu néu
trong: SEQ IDNO: 1, 3, 5, 13, 15, 21, 23, 25, 33, 35 va 37. Theo mot sb phuong
4n, khang thé khang PD-1 va manh lién két khang nguyén ctia né bao gdm trinh
tw CDR chudi nhe duge chon tir nhém c6 trinh tir néu trong: SEQ ID NO: 7, 9,
11,17, 19,27, 29,31, 39, 41, 43 va 65. Theo mét s phuong an, mét hogc nhiéu
trinh ty CDR duogc cung cAp trong tai liéu ndy c6 thé duoc bién d6i hodc thay dbi
sao cho khang thé thu dugc cai thién trén khang thé me trong mot hosc nhiéu tinh
chét (nhu cai thién su lién két khang nguyén, cai thién m6 hinh glycosyl héa, giam

nguy co glycosyl hoa trén phan du CDR, lam gidm sy khtr amin trén phan du
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CDR, kéo dai thoi gian ban huy dugc dong hoc, tang do nhay pH va kha nang
tuong thich véi lién hop) va cé thé so sanh dugc véi khang nguyén me (tie 1a
khang thé c6 cting mdt bd céc trinh ty CDR ngoai trir cac bién ddi hoic thay do6i
néu trén), hoic it nhit vé& co ban 14 gifr lai dic tinh lién két khang nguyén cua
khang thé me.

Theo mdt sd phuong 4n, khang thé khang PD-1 va manh lién két khang
nguyén ctia n6 chira mot vung bién d@di chudi nang duoc chon tir nhém bao gom:
ving bién dbi chudi niing chira trinh tu néu trong SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3
va’/hodc SEQ ID NO: 5; m{t vung bién ddi chudi nang chira trinh ty néu trong
SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 15, va/hodc SEQ ID NO: 5; mét vung bién dbi
chudi niang chira trinh tu néu trong SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 15, va/hodc SEQ
ID NO: 5; mot ving bién d6i chudi ning chira trinh t néu trong SEQ ID NO: 21,
SEQ ID NO: 23, va/hodc SEQ ID NO: 25; va mot vung bién ddi chudi nédng chtra
trinh tu néu trong SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 35, va/hodc SEQ ID NO: 37.

Theo mét sb phuong 4n, khang thé khang PD-1 va manh lién két khéng
nguyén cua n6 chira mot vung bién d6i chudi nhe duge chon tir nhém bao gf“)m:
vung bién ddi chudi nhe chira trinh tu néu trong SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9
va/hodc SEQ ID NO: 11; mot vung bién dbi chudi nhe chia trinh tu néu trong
SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 17, va/hodc SEQ ID NO: 11; mot vung bién d6i
chudi nhe chtra trinh ty néu trong SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 17, va/hode SEQ
ID NO: 19; mdt vung bién dbi chudi nhe chira trinh ty néu trong SEQ ID NO: 27,
SEQ ID NO: 29, va/hodc SEQ ID NO: 31; mdt vung bién ddi chudi nhe chtra trinh
tu néu trong SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 41, va/hodc SEQ ID NO: 43; va mot
vung bién dodi chudi nhe chira trinh tu néu trong SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 17,
va/hodc SEQ ID NO: 65.

Theo mét s phuong 4an, khang thé khang PD-1 va manh lién két khang
nguyén bao gbdm: a) ving bién ddi chudi ning chira trinh tu néu trong SEQ ID
NO: 1, SEQ ID NO: 3, va/hogc SEQ ID NO 5; va viing bién doi chudi nhe chira
trinh ty néu trong SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, va/hodc SEQ ID NO: 11; b)
ving bién ddi chudi ning chira trinh tu néu trong SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO:
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15, va’/hodac SEQ ID NO: 5; va vung bién doi chudi nhe chira trinh ty néu trong
SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 17, va/hodc SEQ ID NO: 11; ¢) vung bién ddi chudi
ning chira trinh ty néu trong SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 15, va/hodc SEQ ID
NO: 5; va vung bién ddi chudi nhe chtra trinh tu néu trong SEQ ID NO: 7, SEQ
ID NO: 17, va/hoiic SEQ ID NO: 19; d) ving bién d6i chudi ning chira trinh tu
néu trong SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO 23, va/hodc SEQ ID NO: 25 va vung bién
ddi chudi nhe chira trinh tu néu trong SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 29, va/hodc
SEQ ID NO: 31; e) vung bién dbi chubi ning chira trinh tu néu trong SEQ ID NO:
33, SEQ ID NO: 35, va/hodc SEQ ID NO: 37; va viing bién d6i chudi nhe chira
trinh tu néu trong SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 41, va/hodc SEQ ID NO: 43;
hodc f) ving bién dbi chudi ning chira trinh ty néu trong SEQ ID NO: 1, SEQ ID
NO: 15, va/hodc SEQ ID NO: 5; va vung bién dbi chudi nhe chtra trinh tu néu
trong SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 17, va/hodc SEQ ID NO: 65.

Chuyén gia trong linh vuc sé& hidu rang trinh tu CDR duoc cung cép trong
Bang 1 ¢6 thé dugc bién dbi dé chira mdt hodc nhiéu thay thé cia cac axit amin,
dé cung Cé(lp hoat dong sinh hoc dugc cai thién vi du nhu cai thién viéc lién két
v&i PD-1 clia ngudi. Vi du, mot thu vién cac bién thé clia khéng thé (nhu c4c bién
thé Fab holic scFv) c6 thé dugc tao ra va biéu hién biang cong nghé biéu hién thé
thuc khuan, va sau d6 sang loc cho i luc v6i PD-1 cta nguoi. Vi du khéc, phan
mém may tinh c6 thé duoc st dung dé mé phong hau hét viéc lién két cua cac
khang thé v6i PD-1 ctia ngudi, va xéc dinh phan du axit amin trén cac khang thé
tao thanh giao dién lién két. Phan du nhu vay c6 thé tranh duoc trong su thay thé
dé ngan ngira sy gidm 4i lyc lién két, hodc nhim dén sy thay thé dé dem lai lién
két manh hon. Theo céc phuong 4n nhat dinh, it nhat mot (hodc tat ca) sy thay thé
trong c4c trinh tw CDR 14 d6t bién thay thé bao thu.

Theo mot s6 phuong 4n, khéng thé va manh lién két khang nguyén ctia né
chira mét hodc nhidu trinh ty CDR c6 it nhat 80% (vi du: it nhat 85%, 88%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95 %, 96%, 97%, 98%, 99%) trinh ty trong ddng vai trinh
ty (hodc c4c trinh ty) dugc liét ké trong Bang 1, va cung luc do, gitt lai ai lyc lién

két véi PD-1 ctia nguoi & muc tuong duong hodc thdm chi cao hon khang thé me
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c6 trinh tu gibng nhau, ngoai trir trinh ty CDR tuong tmg tuong doéng 100% voi
trinh tu (hodc céc trinh tu) duoc liét ké trong Bang 1.

Theo céc phuong an nhat dinh, khang thé khang PD-1 va manh lién két
khang nguyén cia no la khang thé va manh lién két khang nguyén hoan toan ctia
ngudi. Cac khang thé hoan toan ctia ngudi khdng cé cac van dé gy mién dich &
nguoi va/hodc giam ai lyc lién két thuong thdy véi cac khang thé duoc ngudi hoa.

Theo mét s phuong an, khéng thé khang PD-1 hoan toan cta ngudi va
manh lién két khang nguyén ctia né chita ving bién d6i chudi ning duoc chon tir
nhém c¢o trinh tu néu trong: SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO 49, SEQ ID NO 53,
SEQ ID NO: 57, SEQ ID NO: 61, va trinh tu twong dong ctia chiing 6 it nhét
80% (vi du: it nhat 85%, 88%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95% , 96%, 97%,
98%, 99%) twong dong trinh ty; va/hodc ving bién d6i chudi nhe duoc chon tir
nhém cé trinh tu néu trong: SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO 51, SEQ ID NO: 55,
SEQ ID NO 59, SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 67, va trinh ty tuong ddng co it
nhét 80% (vi du, it nhat 85%, 88%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99% ) tuwong dong trinh tu. Khang thé hoan toan cta ngudi gitt duoc 4i luc
lién két v6i PD-1 clia ngudi, tot hon & mirc dd twong ty nhu mot trong cac khang
thé mau: 1.7.3 hAb, 1.49.9 hAb, 1.103.11 hAb, 1.103.11-v2 hAb, 1.139. 15 hAb,
va 1.153.7 hAb.

Theo mdt sb phuong 4n, khang thé khang PD-1 hoan toan cia nguoi va
manh lién két khang nguyén ctia né bao gbm: a) ving bién dbi chudi ning chira
trinh tu néu trong SEQ ID NO: 45; va vung bién d6i chudi nhe chira trinh ty néu
trong SEQ ID NO: 47; b) vung bién ddi chudi ning chira trinh tw néu trong SEQ
ID NO: 49; va ving bién d6i chudi nhe chua trinh ty néu trong SEQ ID NO: 51;
¢c) vung bién d6i chudi ning trinh tw néu trong SEQ ID NO: 53; va ving bién ddi
chudi nhe trinh tu néu trong SEQ ID NO: 55; d) ving bién ddi chudi ndng trinh
tu néu trong SEQ ID NO: 57; va vung bién ddi chudi nhe chira trinh tu néu trong
SEQ ID NO: 59; e) vung bién dbi chudi nang chira trinh ty néu trong SEQ ID NO:
61; va vung bién ddi chudi nhe chtra trinh tu néu trong SEQ ID NO: 63; hoac f)
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vung bién d6i chudi ning chita ¢6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 53; va vung
bién d@di chudi nhe chira trinh tu néu trong SEQ ID NO: 67.

Ciing dugc d& cap trong tai lidu ndy 1a khang thé va manh lién két khéng
nguyén ma canh tranh v&i cung epitop véi khang thé khang PD-1 va manh lién
két khang nguyén ctia né dugc cung cAp trong tai liéu nay. Theo c4c phuong an
nhit dinh, khang thé chin lién két cta 1.7.3 hAb, 1.49.9 hAb, 1.103.11 hAb,
1.103.11-v2 hAb, 1.139.15 hAb, or 1.153.7 hAb v6i PD-1 ctia ngudi hodc khi, Vi
du, tai tri s8 IC50 (tirc 12 50% ndng do e ché) dudi 10 M, dudi 107 M, dudi 10-
7.5 M, dudi 10 M, duéi 1055 M, duéi 10° M, hodc dusi 1071 M. Tri s6 ndng do
ICso dugc xac dinh dua trén thir nghiém canh tranh nhu thir nghiém ELISA, thir
nghiém lién két canh tranh radioligand, va phéan tich FACS.

Theo mét s6 phuong 4n, khang thé khang PD-1 va manh lién két khang
nguyén cua n6 dugc cung cAp trong tai liéu ndy c6 kha nang lién két dic hidu véi
PD-1 cta ngudi véi 4i luc lién két (Kd) <10 M (vi du <5x107 M, <2x107 M,
<107 M, <5x108 M, <2x10°® M, <10 M, <5x10” M, <2x10 M, <10®° M, 10"
M) duoc do bang phuong phép cong huéng plasmon bé mat. Ai lyc lién két c6
thé duoc thé hién bing tri sé KD, dugc tinh bing cach lay ty 1 gifta téc d6 phan
ly va téc doc két hop (koff/kon) khi lién két gitta khang nguyén va phén tir lién
két khang nguyén dat trang thai can bang. Ai luc lién két khang nguyén (vi du
KD) c6 thé dugc thich hop xéc dinh bing cac phuong phap thich hop duoc biét
trong linh vuc, bao gém, vi du, str dung céac cong cu nhu Biacore (c6 thé xem, vi
du, Murphy, M. et al, Current protocols in protein science, Chapter 19, unit 19.14,
20006).

Theo cac phuong 4n nhat dinh, cac khéng thé va cac manh khang thé nay
duoc cung cAp & day lién két v6i PD-1 ctia ngudi véi (tie 1a ndng do lién két 50%)
ECso cua 0,1nM-100nm (vi du 0,1nM-50nm, 0,1nM-30nm, 20nm-0,1nM- ,
0,1nM-10nM, hodc 0.1nM-1nM). Viée lién két ctia cac khéng thé véi PD-1 cua
nguoi co thé dugc do bang cac phuong phéap da biét trong linh vuc, vi du nhu thi
nghiém kiéu banh my kep cha nhu ELISA, Phan tach T4y, FACS hodc cac xét

nghiém lién két khac. Trong mét vi du minh hoa, khang thé thir nghiém (ttc 1a
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khéng thé dau tién) duoc cho phép lién két voi PD-1 cuia ngudi bi bat hoat hosc
t& bao bidu hién PD-1 clia ngudi, sau khi rira di khéng thé khong lién két, khang
thé thit cép dugc dan nhan dugc dua vao dé lién két va do d6 cho phép viéc phat
hién cac khang thé dau tién da lién két.Viéc phat hién c6 thé duoc thuc hién véi
mot may doc vi phién khi str dung PD-1 bi bét hoat hoéc bang cach sir dung phan
tich FACS khi céc té bao biéu hién PD-1 cla ngudi dugc st dung. Trong céc
phuong an nhat dinh, cac khang thd va manh khéang thé cia ching duoc d& xuat
trong tai liéu nay lién két v6i PD-1 cta ngudi véi ECso (tc 1a ndng @6 hidu qua
50%) nam trong khoang tir Inm dén 10nm, hodc 1nm dén 5nm duoc do bang phan
tich FACS.

Theo céc phuong 4n nhit dinh, cac khang thé va manh khéng thé ctia chung
dugc dé xuét trong tai liéu nay we ché viée lién két PD-1 clia ngudi vé6i phdi tir &
ICso ndm trong khoang tir 0,2nM dén 100nM (vi du nim trong khoang tir 0,2nM
dén 50nM, 0,2nM dén 30nM, 0,2nM dén 20nM, 0,2nM dén 10nM, hodc 1nM dén
10nM), dugce do trong thir nghiém canh tranh.

Theo céc phuong 4n nhét dinh, cac khang thé va manh khang thé cia ching
duoc dé xuét trong tai liéu nay chin viéc lién két ciia PD-1 ctia ngudi véi phdi tix
cua nd va do do6 cung cép hoat tinh sinh hoc bao gém, vi du, dem lai su sinh ra
xytokin tir cac té bao T hoat hoa (nhu t& bao T CD4" va CD8"), dem lai su phat
trién ctia t& bao T hoat hoa (nhu té bao T CD4" va CD8"), va ddo ngugc chitc ning
{rc ché ctia té bao T reg. Céc xytokin vi du bao gdm IL-2 va IFNy. Thuat ngit "IL-
2" diing d& chi interleukin 2, mot loai xytokin bao hidu phan ti trong hé thong
mién dich ma trong do diéu chinh hoat tinh ctia bach cau (vidu t€ bao bach céu).
Thuat ngit "Interferon gamma (IFNy)" 1a mot xytokin dugc sinh ra béi cac té bao
an mdi tw nhién (NK), té bao T NK, té bao T CD4* va CD8*, ma chét hoat héa
quan trong cua cdc dai thuc bao va tac nhan gdy cam ung cta phuc hop phu hop
t6 chirc chinh (MHC) ctia biéu hién phén tir. Viéc san xuét xytokin cé thé dugc
x4c dinh duoc bang cach sir dung cac phuong phép da biét trong linh vuc, vi du
nhu ELISA. Cac phuong phéap cling co6 thé duoc str dung dé phét hién su phat trién
céc té bao T, bao gdm thir nghiém su két hop thymidine [3H].
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Céc khang thé khang PD-1 va manh lién két khang nguyén cta né dic hiéu
v&i PD-1. Theo cac phuong 4n nhét dinh, céc khang thé va manh lién két khang
nguyén ctia né khong lién két véi CD28 va/hoic CTLA-4. Vi duy, 4i lyc lién két
véi CD28 va/hodc CTLA-4 nho hon 15%, 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%,
2% hodc 1% cuia ching vé1 PD-1.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, cc khang thé va manh lién két khang
nguyén cua no lién két v6i PD-1 cta khi & ndng dd ECso khong qua 100nM, vi
du, téi da hodc & khoang 10nM, 9nM, 8nM, 7nM, 6 nM, 5nM, 4nM, 3nM, 2nM,
InM, 0,9nM, 0,8nM, 0,7nM, 0,6nM, 0,5nM, 0,4nM, 0,3nM, 0.2nM, 0,1nM,
0,09nM, 0,08nM, 0,07nM , 0,06nM, 0,05nM, 0,04nM, 0,03nM, 0,02nM, hodc
0,01nM, duogc do béng ELISA. Theo cac phuong an nhét dinh, cac khang thé va
manh lién két khang nguyén lién két v6i PD-1 ctia khi & ndng dd ECso khoang
1nM-10 nM.

Theo cic phuong 4n nhat dinh, cic khang thé va manh lién két khang
nguyén cua no6 khong lién két v&i PD-1 ctia chudt nhung lién két véi PD-1 ciia khi
v&i 4i luc lién két gidng nhu 4i lyc v6i PD-1 ctia ngudi. Vi dy, viée lién két cta
khéang thé vi du 1.7.3 hAb, 1.49.9 hAb, 1.103.11 hAb, 1.103.11-v2 hAb, 1.139.15
hAb, va 1.153.7 hAb ddi v&i PD-1 ctia chuot khong thé phat hién dugc theo thir
nghiém lién két thong thuong nhu ELISA, hodc phan tich FACS, trong khi viéc
lién két cta cac khang thé nay véi PD-1 cua khi ¢6 cung tri s6 4i luc hodc tri sb
ECso v6i PD-1 cua nguoi duge do béng ELISA hoac FACS.

Theo céc phuong 4n nhét dinh, céc khang thé khéang PD-1 va manh lién két
khang nguyén cta né c6 chic nang tdc dong bi han ché hodc méat di.Theo céc
phuong an nhat dinh, céc khang thé khang PD-1 va manh lién két khang nguyén
cua nb ¢ vung ¢b dinh cua isotype IgG4, c6 chltc ndng tac dong bi han ché hoic
mét di.Céc chire ning tac dong nhu ADCC va CDC c6 thé gay doc té bao dbi voi
céc té bao thé hién PD-1. Thong thudng, cic té bao nhu té bao T biéu hién PD-
1. Pé tranh nhitng doc tinh khong mong mudn tiém tang ddi véi nhing té bao
binh thudng, cac phuong 4n nhat dinh cia céc khéng thé va manh lién két khang

nguyén dugc dé xuat trong tai lidu nay c6 thé c6 cac chuc ning tac dong bi han
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ché hoic tham chi mét di. C4c thir nghiém khac nhau da biét dé danh gié cac hoat
tinh ADCC hosic CDC, vi du, tht nghiém lién két thu thé Fe, thir nghiém lién két
Clq va thtr nghiém phan tach té bao, va c6 thé duge chon béi nhitng ngudi trong
linh vuc. Mic dit khong mudn b rang budc boi 1y thuyét, nhung céc khang thé
véi cde chire nang tac dong bi han ché hoic mét di nhu ADCC hoic CDC duoc
tin riing s& khong gay ra hodc it gy doc té bao d6i véi cac té bao biéu hién PD-1,
vi du cac té bao T néu trén, va do d6 tranh cho ching khoi cac phan Umg phu
khong mong mubn, trong khi d6, viéc ngén chin PD-1 s& tang cudong hé mién dich
dé diéu tri cac bénh nhu ung thu hoic nhiém trung mén tinh.

Theo c4c phuong an nhit dinh, cac khang thé khang PD-1 va méanh lién két
khang nguyén cta n6 dugc d& xuAt trong tai liéu nay c6 han ché cac tac dung phu.
Vi duy, cac khang thé va manh lién két khang nguyén ctia n6 duge dé xuat trong
tai liéu ndy c6 thé c6 trinh tu IgG hoan toan ciia ngudi va do d6 lam gidm kha
niang mién dich hon so véi trinh tu IgG hoan toan cta khang thé dugc ngudi hoa.
Trong vi du khac, cac khang thé va manh lién két khang nguyén ctuia n6 dugc dé
xuét trong tai liéu nay c6 thé 14 kiéu IgG4 dé loai b6 ADCC va CDC.

Theo cc phuong 4n nhét dinh, cac khéng thé khang PD-1 va manh lién két
khéng nguyén ctia né duoc dé xuat trong tai lidu nay wu thé & chd ching c6 thé
duogc st dung két hop véi céc tac nhan midn dich nhu té bao khdi u, khang nguyén
khéi u tinh khiét va cac té bao dugc truyén nhiém véi cac gen ma héa kich thich
mi&n dich xytokin, véc xin khdi u. Ngoai ra, khéng thé khang PD-1 va manh lién
két khang nguyén cua né c6 thé dugc dua vao trong cac liéu phap két hop, bao
¢dm héa tri liéu va liéu phép séng radio, liéu phép nhdm muc tiéu phan tir nho,
lidu phap didu ché diém kiém so4t dép ing mién dich dang phat trién khac. Theo
c4c phuong an nhét dinh, cic khang thé va manh lién két khang nguyén ctia né cé
thé duoc str dung 1am co s& cta cac lién hgp khang thé, thudc khang thé dac hiéu
kép hogc khang thé nhiéu héa tri.

Céc khang thé khang PD-1 hoic manh lién két khang nguyén cta né duoc
d@ xuét trong tai lidu nay co thé 1a mot khang thé don dong, khang thé da dong,

khang thé hoan toan cta ngudi, khang thé duoc nguoi hoa, khang thé chimeric,
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khang thé t4i t& hop, khang thé ddc hidu kép, khang thé duoc dan nhén, khéng thé
hai hoa tri, hoic khang thé khang idiotypic. Khéng thé tai két hop la khang thé
duoc didu ché in vitro bing phuong phap tai tb hop hon 1a & dong vat. Khéng the
dic hidu kép hoic khang thé hai hoa tri 12 khang thé nhan tao c6 cac méanh ciia hai
khéang thé don dong khac nhau va c6 thé lién két hai khang nguyén khac nhau.
Khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia ndé ma c6 "hai hoa tri" chira hai
vi trf lién két khang nguyén. Hai vi tri lién két khang nguyén co thé lién két voi
cung mot khang nguyén, hodc ching c6 thé lién két v4i khang nguyén khac nhau,
trong truong hgp nay, khang thé hodc manh lién két khang nguyén dugc dic trung
1a "dac hiéu kép".

Trong mét sd phuong 4n, cic khang thé khang PD-1 hodc manh lién két
khang nguyén ctia né dugc dé xuét trong tai liéu nay 1a cac khang thé hoan toan
cua ngudi. Trong cac phuong an nhét dinh, cac khang thé hoan toan cia ngudi
duoc didu ché bing phuong phap téi td hop. Vi dy, dong vat bién doi gen nhu
chudt ¢6 thé duoc khién cho mang gen bién déi hodc nhidm sic thé bién doi cua
gen globulin mién dich ctia nguoi, va do d6 c6 kha ning san xuét khang thé hoan
toan cua ngudi sau khi tao mién dich véi khang nguyén thich hop nhu PD-1 cua
nguoi. Cac khang thé hoan toan ctia ngudi c6 thé dugc phan lap tir dong vat bién
81 gen ny, hodc c6 thé dugc thuc hién bing cong nghé té bao lai bang cach két
hop cac té bao 14 lach ciia dong vAt bién dbi gen véi mot dong té bao bat tir dé
sinh ra c4c té bao lai tao ra cac khang thé hoan toan cia ngudi. Pong vt bién doi
gen vi du bao gém, nhung khong gi6i han, trong s6 OmniRat, ma c6 biéu hién gen
ndi tiét cia globulin mién dich ciia chudt bi bit hoat va ddng thdi duge nudi cdy
dé chira cac loci globulin mién dich tai t hop chirc ning; OmniMouse, ma c6
bidu hién gen noi tiét mién dich ctia chudt bi bét hoat va dong thoi dugc nubdi cay
8 chira cac loci globulin mién dich tai t6 hop ctia ngudi ¢6 loai bo J-locus va dot
bién C-kappa; OmniFlic, 1a chudt bién dbi gen c6 biéu hién gen ndi tiét mién dich
ctia chudt bi bat hoat va dong thoi duoc nudi cly dé chira cac loci globulin mién
dich tai t6 hop ctia nguoi c6 duy nhit mot chudi nhe VkJk théng thudng, duge

sap xép lai va chudi ning chirc ning. Thong tin chi tiét c6 thé duge tim thay tai:
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Osborn M. et al, Journal of Immunology, 2013, 190: 1481-90; Ma B. et al, Journal
of Immunological Methods 400401 (2013) 78-86; Geurts A. et al, Science, 2009,
325:433; U.S. Pat. 8,907,157; EP patent 2152880B1; EP patent 2336329B1, tat
ca déu duoc két hop trong tai liéu nay qua dan chiéu toan bd.Pong vét bién doi
gen thich hgp khac cling c6 thé duoc str dung, vi du nhu chuét HuMab (xem chi
tiét,Lonberg, N. et al. Nature 368(6474): 856 859 (1994)), Xeno-Mouse (Mendez
et al. Nat Genet., 1997, 15:146—156), TransChromo Mouse (Ishida et al.Cloning
Stem Cells, 2002, 4:91-102) and VelocImmune Mouse (Murphy et al.Proc Natl
Acad Sci USA, 2014, 111:5153-5158), Kymouse (Lee et al. Nat Biotechnol,
2014, 32: 356-363), va tho bién doi gen (Flisikowska et al.PLoS One, 2011,
6:21045).

Theo mdt s6 phuong 4n, cac khang thé khang PD-1 va manh lién két khang
nguyén cua no6 la khang thé lac da don mién, doan khang thé d6i (diabody), scFv,
dime scFv, BsFv, dsFv, (dsFv)2, dsFv- dsFv', doan Fv, Fab, Fab', F(ab")2, doan
khéng thé dbi ds, doan khang thé sidu nhé, khang thé mién hodc mot khang thé
mién hai héa tri.

Theo mdt sé phuong an, cac khang thé khang PD-1 va manh lién két khang
nguyén cua n6 con chira vung c¢b dinh lién két globulin mién dich. Theo mot s6
phuong an, vung c¢b dinh lién két globulin mién dich bao gdm ving ¢b dinh cua
chudi ning va/hoic ving ¢ dinh ctia chudi nhe. Ving ¢ dinh cua chudi ning bao
gdm ving CHI1, CHI-CH2, hogc CH1-CH3. Theo mét sb phuong én, ving co
dinh c6 thé bao gdm mot hodc nhiéu bién d6i dé dem lai cac ddc tinh mong
muén. Vi du, ving cé dinh c6 thé dugc bién dbi dé han ché hodc lam mét mot
hoic nhidu chirc ning téc dong dé cai thién kha ning lién két cta thu thé FcRn,
hodc dé dua vao mot hodc nhiéu phan du cystein.

Theo mot sé phuong 4n, cac khang thé khang PD-1 va manh lién két khang
nguyén cua nd con chira lién hop. Co thé du tinh réng mot loat cac lién hop co thé
duoc lién két véi cac khang thé hodc manh lién két khang nguyén dugc dé xuét
trong tai liéu nay (xem, vi du: "Conjugate Vaccines", Contributions to

Microbiology and Immunology, J. M. Cruse and R. E. Lewis, Jr. (eds.), Carger
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Press, New York, (1989)). Cac lién hop nay c6 thé lién két véi cac khang thé hodc
manh lién két khang nguyén béng cach lién két cong héa tri, lién két 4i luc, tron
hop, lién két cong hoa tri phéi hop, phurc hop, két hop, pha tron hodc b sung,
trong sb cac phuong phép khac. Theo cac phuong 4n nhét dinh, cac khang thé va
manh lién két khang nguyén dugc boc 10 trong tai liéu nay co6 thé duoc nudi ciy
dé chira cac vi tri cu thé bén ngoai phan lién két epitop ma co thé duoc st dung
d lien két véi mot hodc nhidu lién hop. Vi du, mét dia diém nhu vay c6 thé bao
gdm mot hodc nhiéu phan du axit amin phan tmg, vi du nhu phén du cystein hoic
histidin, dé tao didu kién lién két cong hoa tri v6i lién hop. Theo cac phuong dn
nhét dinh, cac khang thé c6 thé lién két v6i lién hop mét cach gidn tiép, hosc thong
qua lién hop khac. Vi dy, khang thé hodc manh lién két khang nguyén cé thé duoc
lién hop vdi biotin, sau do lién két gian tiép v6i lién hop thi hai ma di duoc lién
hop véi avidin. Lién hop nay c6 thé 12 mot nhan c6 thé phat hién dugc, phén i
bién dbi duoc dong hoc, phén phén tir tinh ché, hoidc phan tir gy doc t& bao. Vi
du v& nhin ¢6 thé phét hién dugc c6 thé bao gom céc nhén huynh quang (vi du
huynh quang, thodamin, dansyl, phycoerythrin hodc Texas Red), nhan enzym-
chit nén (vi du peroxidaza cai ngya, phosphataza kiém, luceriferase, glucoamylas,
lyszym, sacharit oxidaza hodc p-D- galactosidaza), hat nhan phong xa (vi duy,
1231, 1241, 1251, 1311, 35S, 3H, 111In, 112In, 14C, 64Cu, 67Cu, 86Y, 88Y, 90Y,
177Lu, 211At, 186Re, 188Re, 153Sm, 212Bi, va 32P, other lanthanit, nhan phat
quang), phan t&r mang mau, digoxigenin, biotin/avidin, phan tor ADN hodc vang
dé phat hién.Theo céc phuong an nhat dinh, lién hop nay c6 thé 12 mot phan ti
bién déi duoc dong hoc nhu PEG gitp gia ting chu ky ban ra clia khang thé. Céc
polyme phu hgp khac bao gdm, nhu cacboxymetylxenluloza, dextran, rugu
polyvinyl, polyvinyl pyrolidon, copolyme cta etylen glycol/propylen glycol, va
céc chit tuong tu. Theo cdc phuong én nhét dinh, lién hop nay ¢6 thé 1a phan phan
tir tinh ché vi du nhu hat tir tinh. “Phan phan tir gdy doc té bao” c6 thé 1a bat ky
thc nhan ma gdy hai dbi véi céc t& bao hodc c6 thé gay ton hai hogc diét té bao.
Céc vi dy vé phén phan tu gdy doc té bao bao g@)m nhung khong gi61 han trong

sb taxol, cytochalasin B, gramicidin D, ethidium bromide, emetine, mitomycin,
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etoposide, tenoposide, vincristin, vinblastin, colchicin, doxorubicin,
daunorubicin, dihydroxy anthracin dion, mitoxantrone, mithramycin, actinomycin
D, -dehydrotestosterone, glucocorticoid, procaine, tetracaine, lidocaine,
propranolol, puromycin va cac chét tuong tu, cac tac nhan chong chuyén hoa (vi
du, methotrexate, 6-mercaptopurine, 6-thioguanine, cytarabine, 5-fluorouracil
decarbazine), cdc tdc nhan alkyl hdéa (vi du: mechlorethamin, thioepa
chlorambucil, melanin va cis-dichlorodiamin platinum (II) (DDP) cisplatin),
anthracycline (vi dy, daunorubicin (ban dau 12 daunomycin) va doxorubicin),
khang sinh (vi du, dactinomycin (ban dau 1a actinomycin), bleomycin,
mithramycin va anthramycin (AMC)), va cac tdc nhan chdng phén bao (vincristin
va vinblastin).

Polynucleotit va phuong phap tai t6 hop

Sang ché nay dé xuét cac polynucleotit dugc phan 13p ma hoa cac khang
thé khang PD-1 va manh lién két khang nguyén ctia n6. Theo cc phuong an nhét
dinh, c4c polynucleotit dugc phan lép bao gém mot hodc nhiéu trinh tu nucleotit
nhu trong Bang 1 ma hoa céc trinh tw CDR dugc dé xuét trong Bang 1.

Theo mdt sé phuong 4n, cac polynucleotit duge phén 14p mé héa mot ving
bién ddi chudi ning va bao gém trinh tu dugc chon tir nhém néu trong SEQ ID
NO 46, SEQ ID NO 50, SEQ ID NO 54, SEQ ID NO 58, SEQ ID NO: 62, va trinh
tu twong tu v4i ching ¢ muc do tuong ddng it nhat 80% (vi du: it nhét 85%,
88%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% , 99%).Theo mat 5O
phuong 4n, cac polynucleotit dugc phan 1ap mé hoa vung bién dbi ctia chudi nhe
va bao g@)m trinh tu dugc chon tir nhém néu trong SEQ ID NO 48, SEQ ID NO
52, SEQ ID NO 56, SEQ ID NO 60, SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO: 68, va trinh tu
twong tu véi chiing c6 mirc do twong ddng it nhat 80% (vi du: it nhat 85%, 88%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96% , 97%, 98%, 99%). Theo cac phuong an
nhét dinh, ty 1é twong ddng 1a do tinh thodi hda ma di truyén, trong khi trinh tu
protein ma hod van khéong thay doi.

Céc polynucleotit dugc phan 1ap ma hoéa cac khang thé khang PD-1 va

manh lién két khang nguyén ctia né (vi dy, bao gdm céc trinh tu trong Bang 1) ¢6
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thé duoc chén vao vat truyén dé nhan ban tiép (khuéch dai ADN) hodc dé biéu
hién, str dung céc k§ thuat tai t6 hop duoc biét dén trong linh vuc. Theo mot
phuong an khéc, khang thé co thé dugc tao ra boi viée tai td hgp dong nhét duge
biét dén trong linh vuc. ADN m4 ho4 khang thé don dong duoc phén lap dé dang
va sp xép trinh tu st dung quy trinh thong thudng (vi du béang cach sir dung céc
dAu do oligonucleotit c6 kha ning lién két dic hidu véi cdc gen ma héa chudi ning
va chudi nhe ctia khang thé). C6 nhiéu vat truyén c6 sin. Cac thanh phan vat
truyén thudng bao gdm, nhung khong gisi han, mdt hodc nhiéu cac yéu td sau:
trinh tu thong béo, gbc ciia sao chép, mdt hozic nhiéu gen tin hiéu, yéu t6 khuéch
dai, ving khéi dong (vi du SV40, CMV, EF-1a), va trinh tw chdm dit m3 héa.

Theo mdt sé phuong 4n, hé thong vat truyén bao gdm cac 16p thu, vi khuan,
ndm men, v.v., va bao gdbm céc plasmit nhu, nhung khong gi6i han, pALTER,
pBAD, pcADN, pCal, pL, pET, pPGEMEX, pGEX, pCI, pCMV, pEGFP, pPLD,
pVTRO, pVIVO, pMAL, pMONO, pSELECT, pUNO, pDUO, Psg5L, pBABE,
pWPXL, pBI, p15TV-L, pProl8, pTD, pRS420, pLexA, pACT2.2 v.v. va cac vat
truyén trong phong thi nghiém va c6 sin trén thi truong khac. Cac vt truyén thich
hop co6 thé bao gém, plasmit, hodc cac vat truyén virut (vi duy, retrovirust tai tao
khong hoan toan, adenovirut va céc virut lién quan dén adeno).

Céacvat truyén chira trinh tu polynucleotit ma héa khang thé hodc manh lién
két khang nguyén c6 thé duoc dua vao mot t& bao chui dé nhan ban hoic biéu hién
gen.Céc té bao chii thich hgp dé nhén ban hogc biéu hién ADN trong céc vat
truyén trong tai liéu nay la cac t& bao sinh vAt nhan so, nAm men, hoic t& bao bac
cao cua sinh vat nhan thuc duge md ta & trén. Céc sinh vat nhan so thich hgp cho
muc dich nay bao g(‘A)m vi khuén, thi du nhu Gram 4m hoic Gram duong, vi du
nhu ho Enterobacteriaceae nhu Escherichia, vi dy, E. coli, Enterobacter, Erwinia,
Klebsiella, Proteus, Salmonella, vi du Salmonella typhimurium, Serratia, vi du
nhu Serratia marcescans, va Shigella, cling nhu truc khuén nhu B. subtilis va B.
licheniformis, Pseudomonas nhu P. aeruginosa, va Streptomyces.

Ngoai céac sinh vat nhén so, cac vi sinh vét nhan thuc nhu ndm soi hodc

nam men thich hgp cho viéc nhan ban nhan hoac biéu hién té bao chu cho cac vat
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truyén mé hod khang thé khang PD-1. Saccharomyces cerevisiae, hodc men lam
banh théng thuong, dugce st dung phé bién nhit trong s6 céc vi sinh vét bac thap
6 ngudn gbe sinh vat nhan thuc. Tuy nhién, mot s6 chi, loai va chiing khac thudng
¢6 sin va hitu ich trong tai lidu nay, chang han nhu Schizosaccharomyces pombe;
Céc té bao chu Kluyveromyces vi du 1a K. lactis, K. fragilis (ATCC 12,424), K.
bulgaricus (ATCC 16,045), K. wickeramii (ATCC 24,178), K. waltii (ATCC
56,500), K. drosophilarum (ATCC 36,906) , K. thermotolerans, va K. marxianus;
yarrowia (EP 402,226); Pichia pastoris (EP 183,070); Candida; Trichoderma
reesia (EP 244.234); Neurospora crassa; Schwanniomyces nhu Schwanniomyces
occidentalis; va nidm soi nhu Neurospora, Penicillium, Tolypocladium,
Aspergillus va céc té bao chi nhu A. nidulans va A. niger.

Céc té bao chu thich hop d8 biéu hién cac khang thé dugc glycosyl hoa hodc
manh khang nguyén dugc dé xuét trong tai lidu nay co ngudn héc tir cac sinh vat
da bao. Vi du vé cac té bao khong xwong bao gbm té& bao cia thuc vat va coén
trung. P2 xac dinh dugc rAt nhiéu chung va bién thé ciia vi khuan va céc té bao
chti con tring tiy chon twong ung tir cac vat chi nhu Spodoptera frugiperda (sau
buém), Aedes aegypti (mudi), mudi Aedes albopictus (mudi), Drosophila
melanogaster (fruiffly) va Bombyx mori. Mot loat chung virut dé chuyén nhiém
¢6 san cong khai, vi du nhu bién thé L-1 ctia Autographa californica NPV va
ching Bm-5 ctia Bombyx mori NPV, va nhitng virut nhu vay ¢6 thé dugc sir dung
nhu virut theo séng ché trong tai liéu nay, dic biét cho su chuyén nhiém cua té
bao Spodoptera frugiperda. Viéc nudi cly té bao thuc vt cua bong, ngd, khoai
tay, dau tuong, D3 yén thao, ca chua va thudc 14 cling c6 thé dugc st dung nhu
vat chu.

Tuy nhién, sy quan tdm 1én nhét ddi véi céc té bao déng vat co xuong, va
su phat trién cua té bao doéng vat c6 xuong (nudi cdy mo) da trd thanh mot quy
trinh théng thuong. Vi du v& cc dong té bao chi ctia dong vat c¢6 vi hitu ich 1a
dong CV1 than cta khi dugc bién d6i boi SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651); dong
t& bao than clia ngudi (293 hodc 293 té bao duoc tai tao dong dé ting truéng trong

moi truong huyén phu, Graham et al., J. Gen Virol. 36:59 (1977)); té bao than cla
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chudt hang so sinh (BHK, ATCC CCL 10); Té bao budng trimg clia chudt lang
Trung Qubc/-DHFR (CHO, Utrlaub et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216
(1980)); mouse sertoli cells (TM4, Mather, Biol. Reprod. 23:243-251 (1980)); té
bao than ciia khi (CV1 ATCC CCL 70); Té bao than cta khi chau Phi (VERO-76,
ATCC CRL-1587); té bao ung thu cd tir cung cuia ngudi (HELA, ATCC CCL 2);
t bao than cta ché (MDCK, ATCC CCL 34); cac té bao gan chudt buffalo
(BRL3A, ATCC CRL 1442); t& bao phéi ctia ngudi (W138, ATCC CCL 75); t€
bao gan cua nguoi (Hep G2, HB 8065); khéi u va cta chudt (MMT 060562,
ATCC CCL51); Té bao TRI (Mather et al., Annals N.Y. Acad.Sci. 383:44-68
(1982)); MRC 5 cells; FS4 cells; and a human hepatoma line (Hep G2). Theo mot
s6 phuong 4n wu tién, té bao chu 1a té bao 293F.

Céc té bao chi dugc bién dbi vé6i cac bicu hién dugc md ta & trén hodc cac
vét truyén nhan ban dé san xuét khang thé khéang PD-1 va nudi cly trong moi
trudng dinh dudng théng thudng dugc bién déi thich hop dé kich thich ving khéi
dong, chon cac bién dbi hodc khuéch dai cac gen mé ho4 trinh ty mong mubn.

Céc té bao chu duogc sir dung dé tao ra cac khang thé hodc manh lién két
khang nguyén duoc dé xuét trong tai liéu ndy cé thé dugc nubi ciy trong mot moi
truong da dang.Cac moi truong co san c6 trén thi trudng nhu Ham's F10 (Sigma),
Minimal Essential Medium (MEM), Sigma, RPM 1640 (Sigma), va Dulbecco's
Modified Eagle's Medium (DMEM), Sigma) 1a thich hop dé nubi cdy té bao chi.
Ngoai ra, bt ky méi trudng dugc mo ta trong Ham et al., Meth. Enz. 58:44 (1979),
Barnes et al., Anal. Biochem. 102:255 (1980), U.S. Pat. No. 4,767,704; 4,657,866,
4,927,762; 4,560,655; or 5,122,469; WO 90/03430; WO 87/00195; or U.S. Pat.
Re. 30,985 c6 thé duogc sir dung lam mdi trudng nudi cdy cho té bao chu.Bat ky
moi trudng nao trong s6 cac mdi truong ndy cd thé duoc bd sung khi can véi cac
hooc mén va/hodc cac yéu th ting truéng khic (nhu insulin, transferrin, hodc yéu
td tang truéng biéu bi), mubi (nhu natri clorua, canxi, magié va phosphat), cac
chit dém (nhu HEPES), nucleotit (nhu adenosine va thymidine), khang sinh (nhu
thubc GENTAMYCINTM), céc yéu tb vi lugng (duge dinh nghia 1a cac hop chét

v0 co thudng c6 mit & nong do cudi trong dai micromol) va glucoza hodc nguén
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nang lugng tuong tu. Cac yéu bd sung can thiét khac ciing c6 thé duoc sir dung &
ndng d6 thich hop ma da biét boi nhimg chuyén gia trong linh vyc. Céc diéu kién
nuéi cy, ching han nhu nhiét do, do pH, va didu kién tuong tu, 1a nhimg diéu
kién dugc st dung trudc d6 voi té bao chu dugc chon dé biéu hién va s& r5 rang
dbi v&i cac chuyén gia trong linh vuc.

Khi str dung céc k¥ thuét tai t6 hop, khang thé c6 thé dugc san sinh trong
té bao, trong chu chét, hoic truc tiép duoc céy vao moi truong. Néu khang thé
duoc tao ra bén trong té bao, nhu budc thi nhét, cac manh hat, 13 cac t& bao chu
hoidc cadc manh duoc phan giai, s€ dugc loai bo, vi du bang cach ly tAm hoic sidu
loc. Carter et al., Bio/Technology 10:163-167 (1992) mé ta quy trinh dé phan lap
cac khang thé duoc céy vao chu ché‘t cua E. coli. Tém lai, viéc dan té bao duogc
lam tan khi c6 mat ca natri axetat (pH 3,5), EDTA, va phenylmetylsulfonylflorua
(PMSF) trong khoang 30 phat. Manh t& bio c6 thé duge loai b bang cach ly tam.
Noi ma khang thé dugc cy trong méi truong, dich bé mit tir cac hé thdng biéu
hién nay thuong dau tién duoc tip trung bﬁng cach str dung bd loc tap trung protein
c6 san trén thi trudng, vi du nhu thiét bi siéu loc Amicon ho#c Millipore Pellicon.
Chét trc ché proteaza nhu PMSF c6 thé dugc dua véao trong budc bat ky néu trén
dé e ché sy phan giai protein va cac khang sinh ¢6 thé duoc dua vao dé ngin
ngura sy sinh trudng cla céc tac nhan gy o nhiém ngau nhién.

Cac khang thé duoc didu ché tir té bao c6 thé duge tinh ché bang cach st
dung, vi du, sic ky hydroxylapatit, dién di gel, thim tach, sdc ky trao doi ion
DEAE-xenloluza, két tia amoni sulfat, loai mudi, sic ky ai luc, voi sic ky ai luc
14 k§ thuat tinh ché duoc wu tién. Sy thich hop cla protein A nhu phoi tir i luc
phu thudc vao céc loai va isotype cua bét ky mién Fc globulin mién dich nao c6
mit trong khang thé. Protein A c6 thé duoc st dung dé tinh ché cac khang thé dya
trén c4c chudi nang clia gammal, .gamma.2 hodc .gamma.4 (Lindmark et al., J.
Immunol. Meth. 62:1-13 (1983)). Protein G duogc khuyén dung cho tit ca cac
isotype ctia chut va gamma.3 ddi v6i nguoi (Guss et al., EMBO J. 5:1567 1575
(1986)). Ma tran ma phéi tir lién két v6i thudng 1a agarose, nhung ma trén khac

14 c6 sin. Céac ma tran on dinh vé mit co hoc nhu thuy tinh x0p ¢6 kiém soat hodc
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poly (styrenedivinyl)benzen cho phép tdc d6 dong chay nhanh hon va thoi gian
xtr 1y nlién két hon so v&i khi str dung agarose. Trudng hop khang thé chira mét
mién CH3, nhua Bakerbond ABX.TM. (J. T. Baker, Phillipsburg, N.J.) 1 hitu ich
cho viéc tinh ché.Cac k¥ thuat khac dé tinh ché protein nhu chung cAt trén cot trao
dbi ion, két tia etanol, HPLC pha dao, sic ky trén silic, sic ky trén SEPHAROSE
TM, séc ky trén nhya trao dbi cation ho#ic anion (nhu ¢t axit polyaspartic), séc
ky theo diém déng nhiét, SDS-PAGE, va két tiia sunfat amoni cling c6 san tiy
thudc vao khang thé duoc thu hdi.

Sau bét ky bude tinh loc so bd ndo, hdn hop chira khang thé mong mubn
va céc tac nhan gy 6 nhiém cé thé duge trai qua 4p phuong phép sac ky tuong
tac ky nude voi do pH thap bang cach sir dung chét dém rira giai & d6 pH nam
trong khoang tir 2,5 dén 4,5, tt hon 1a thyc hién & ndng do mudi thip (vi du, ndng
d6 nay nam trong khoang tir 0 dén 0,25M).

Kit

Sang ché nay dé xuét kit chira cac khang thé khang PD-1 ho#ic manh lién
két khang nguyén ctia n6. Theo mot s6 phuong 4n, kit hitu ich cho viéc phét hién
su ¢6 mat hodc muc d cua PD-1 trong mau sinh hoc.Mau sinh hoc cé thé chira
mdt té bao hodc mot mo.

Theo mdt sb phuong 4n, kit ndy chira khang thé khang PD-1 ho#c manh
lién két khang nguyén duoc lién hop véi nhin ¢ thé phat hién dugc. Theo cac
phuong an khac, kit chira khang thé khang PD-1 hodc méanh lién két khang nguyén
khong lién két nhan va con chira mot khang thé dugec lién két nhan th cap c6 kha
ning lién két véi khang thé khang PD-1 khéng lién két nhan. Kit nay c6 thé bao
gdm huéng dan sir dung va gbi ma tach timg phén trong kit.

Theo céc phuong an nhét dinh, khéng thé khang PD-1 hoic manh lién két

khang nguyén cuia no lién két véi nén hoic thiét bi hitu ich trong thir nghiém kiéu
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banh my kep nhu ELISA hodc trong thir nghiém mién dich. Nén hoc thiét bi hitu
ich c6 thé 13, vi dy, vi phién va dai thi nghiém.

Duoc pham va phuwong phap diéu tri

Sang ché nay con dé xuét duge phidm chira khéng thé khang PD-1 hodc
manh lién két khang nguyén ctia n6 va mot hodc nhiéu chit mang duoc dung vé
mit dugc liéu.

Céc chit mang dugc dung dé st dung trong tai liéu ndy dugc tiét 16 trong
tai li€u nay co thé bao gém, vi du, chét long, gel, hodc chét mang dang rén, chét
mang chira nudc, chit mang khong chira nudc, chét chéng vi tring, chit dong
notron, chit dém, chét chéng oxy hoa, thude gdy mé, tac nhan ngung tu/phan ra,
chét tao cang hoac chét tach ion, chét pha lodng, chét phu trg, ta dugc hodc chét
bd trg khong doc, cac thanh phén khac da biét hodc cac hop chét cua ching.

Céc thanh phan thich hop c6 thé bao gdm, vi du, cac chat chdng oxy hoa,
chit d6n, chat két dinh, chit phan huy, chét dém, chit bao quan, chit bdi tron,
huong lidu, chit 1am dic, chét nhuém mau, chét nhii hoa hogc chét lam on dinh
nhu duong va xichlodextrin. Céac chét chéng oxy ho4 thich hgp c6 thé bao gbm,
vi du, methionin, axit ascorbic, EDTA, natri thiosulfat, bach kim, catalas, axit
xitric, cystein, thioglyxerol, axit thioglycolic, thiosorbitol, hydroxanisol dugc
butylat hoa, hydroxytoluen dugc butylat héa, va/hodc propyl gallat. Nhu duge boc
16 trong tai liéu ndy, viéc dua vao mot hodc nhiéu chét chéng oxy hoa nhu
methionin trong ché pham hozc manh lién két khang nguyén chira mdt khang thé
va cac lién hop nhu duge d& xuét trong tai ligu ndy 1am giam qua trinh oxy hoa
ctia khang thé hodc manh lién két khang nguyén. Su giam trong qué trinh oxy hoa
nay ngan ngua hodc han ché su mét di cua ai luc lién két, do do cai thién su on
dinh cua khang thé va t6i da hoa thoi han st dung. Do d6, theo cac phuong an
nhit dinh, ché phdm chra mét hodc nhiéu khang thé hoic manh lién két khang
nguyén nhu dugce bdc 1 trong tai liéu nay va mot hoac nhiéu chét chdng oxy hod
nhu methionin. Sang ché con dé xuat cac phuong phap dé ngan ngira qua trinh
oxy hoa, kéo dai thoi han st dung, va/hodc nang cao tinh hi€u qua cua khang thé

hodc manh lién két khang nguyén nhu dugc dé xuét trong tai liéu nay bang cach
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tron khang thé hodc manh lién két khang nguyén véi mot hodc nhidu chét chéng
oxy hoéd nhu methionin.

Pé minh hoa thém, chét mang dugc dung co thé bao gém, vi du, céc chét
mang chira nuGe nhu natri clorua, Ringer's injection, chit déng truong, nudc vo
trung, hodc Ringer's injection dextroza va lactat hoa, cac chit mang khong chia
nuée nhu du nén c6 nguén géc thuc vat, dau hat béng, dau ngo, dau me, dau
vung, dau lac, chét chéng Vi trung, chét trc ché vi khudn, chét trc ché ndm, chét
ddng notron nhu natri clorua, dextroza, thudc gy mé cuc bd vi du nhu procain
hydroclorua, chdt ngung tu va phan tdn nhu natri cacboxymetylxenluloza,
hydroxypropyl metylxenluloza, hodc polyvinylpyrolidon, cac chét nhii trong héa
nhu Polysorbate 80 (TWEEN-80), hodc chét cang hoa hodc tach ion nhu EDTA
(axit etylendiamintetraaxetic) hodc EGTA (axit etylen glycol tetraaxetic), rugu
etyl, polyetylen glycol, propylen glycol, natri hydroxit, axit clohidric, axit xitric,
hodc axit lactic. Céc chét khang khuan dugc st dung 1am chit mang c6 thé duoc
thém vao dugc phém trong cac hdp chia da liu bao gdm céc phenol hoic cresol,
ché pham thuy ngan, rugu benzyl, chlorobutanol, este axit metyl va propyl p-
hydroxybenzoic, thimerosal, benzalkonium clorua va benzethonium clorua. Cac
ta duoc thich hgp co thé bao gém, vi du, nudc, mudi, dextroza, glyxerol, hoac
etanol. Céc chit phu tro khong doc thich hop c6 thé bao gom, vi du, chat 1am uét
hoic chét nhii twong hoéa, chit dém pH, chit 1am 6n dinh, cic chat ting cuong do
hoa tan, hodc chit nhu natri axetat, monoraurat sorbitan, olean triethanolamin
hodc cyclodextrin.

Duoc phém 6 thé 1a dung dich nudc, dung dich, nhil tuong, thudc vién,
vién nang, vién nén, ché phdm phong thich kéo dai hodc bot. Ché pham udng c6
thé chtra chét mang tiéu chuén nhu cac duoc phém cuia mannitol, lactoza, tinh bot,
magié stearat, polyvinyl pyrolidon, natri saccharin, xenluloza, magié
cacbonat,v.v.

Theo cac phuong an, dugc phém dugc dugc tao thanh mot ché phém c6 thé
tiém. Duoc phédm c6 thé tiém c6 thé dugc diéu ché & bat ky dang théng thudng

nao, chang han nhu dung dich long, huyén phu, nhii trong hoic thé rén thich hop
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@8 tao thanh dung dich 16ng, huyén phu hodc nhii twong. Viéc chuan bi cho viée
tiém c6 thé bao gébm dung dich vo trung va/hodc dung dich giam s6t san cho viéc
tiém, san phadm hoa tan kho khir tring, nhu bot da duoc 1am kho lanh, sén dé két
hop véi dung méi ngay trude khi st dung, bao gdm thubc tiém duéi da, huyén
phtl v6 tring sén cho viéc tiém, san phim vb tring kho khong hoa tan sin dé két
hop v6i chat mang ngay trude khi sir dung, nhii tuong v trung va/hoic nhil twong
giam sbt. Céc dung dich c6 thé chira nuéc hodc khong chira nuée.

Theo céc phuong 4n nhat dinh, ché pham dung ngoai dudng tiéu hoa theo
liéu don duoc déng géi trong 1o nho, éng nho hoic dng tiém co kim. T4t ca cac
ché phdm danh cho viéc sir dung ngoai duong tiéu hoa phdi la vo tring va khong
gdy s6t, nhu dé biét va thuc hién trong linh vuec.

Theo cac phuong 4n nhéat dinh, bt v6 trang dd dugc lam khé lanh duoc
didu ché bang cach hoa tan khang thé hodc manh lién két khang nguyén nhu dugc
trinh bay trong tai liéu nay trong dung moi thich hgp. Dung méi c6 thé chira ta
dugc cai thién tinh 4n dinh ho#c thanh ph?m duoc liéu khac cia bot hodc dung
dich duogc pha ché lai duoc diéu ché tir bét. T4 duge cb thé duogc sir dung bao
gé)m, nhung khong giéi han, trong sb6 nudc, dextroza, sorbital, fructoza, sird ngd,
xylitol, glyxerin, glucoza, sucroza hodc cic ta duge thich hop khac. Dung moi nay
c6 thé chita chét dém, nhu xitrat, natri hodc kali phosphat hogc chét dém khac da
biét boi cac chuyén gia trong linh vyc, theo mét phuong an, vé d6 pH trung tinh.
Viéc loc vo trung sau d6 ctia dung dich tiép theo viéc 1am kho theo cac diéu kién
chuin da biét boi cac chuyén gia trong linh vuc nay tao ra ché phim mong mudn.
Theo mot phuong 4n, dung dich thu dugc s& dugc phan bd vao cac lo dé lam kho
lanh. Mdi lo 6 thé chira lidu don hodc nhidu lidu cia khang thé khang PD-1 hogc
manh lién két khang nguyén ctia n6 hodc ché phdm ctia ching. Viéc lam day céc
lo véi lugng nhé trén mic can thiét cho mét lidu hodc nhidu lidu (vi du khoang

10%) 1a chip nhan duoc dé tao didu kién cho viéc thu hdi mau va dung liéu chinh
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x4c. Bot dugc lam dong lanh c6 thé dugc luu trit trong diéu kién thich hop, chéng
han nhu ndm trong khoang tir 4°C dén nhiét d6 phong.

Viéc tai cAu tric cia bdt duge 1am dong lanh véi nudce dé tiém cho ra ché
phim dé str dung ngoai dudng tiéu héa. Theo mot phuong én, dé tai cAu tric nudc
vd trung va/hodc nudc giam s6t hodc chat mang dang 16ng thich hop khac duge
dua vao bot dugc lam doéng lanh. Lugng chinh xac tuy thudc vao liéu phap da
chon, va co thé duoc x4c dinh theo thir nghiém.

Phuong phép diéu tri ciing duoc dé xuét, bao gém: st dung luong hiéu qua
didu tri khang thé hodc manh lién két khang nguyén nhu duoc dé xuét trong tai
liéu nay cho ddi tuong can diéu tri, nho do diéu tri hodc ngan ngura tinh trang hodc
rdi loan ¢6 lién quan dén PD-1. Trong mot khia canh khéc, phwong phap dugc de
xut dé diéu tri tinh trang trong ddi tuong c6 thé hudng loi tr viéc tang cuong
didu chinh ctia dp tmg mién dich, bao gdm viéc sir dung lugng hidu qua diéu tri
khéng thé hozic manh lién két khang nguyén nhu dugc dé xuét trong tai liéu nay
cho dbi tuong can né.

Luong diéu tri t6i da ctia khang thé hodc ménh lién két khang nguyén duoc
d@ xudt trong tai liéu nay s& phu thudc vao céac yéu t6 khac nhau d biét trong linh
vuc, chéng han nhu trong lugng co thé, tudi tac, bénh s, liéu phéap hién tai, tinh
trang suc khode cua déi tuong va tiém ning phan tng chéo, di img, nhay cam va
cac phan Umg phu bét loi, cling nhu dudng st dung va mire dd phat trién khdi u.
Céc liéu c6 thé dugc giam hoic ting can dbi boi chuyén gia thong thudng trong
linh vuc (tc 13, bac sT hodc béc s§ thi y) dugc chi dinh boi cac chuyén gia nhu
vay va cac hoan canh hodc yéu cau khac.

Theo céc phuong 4n nhét dinh, khang thé hoic manh lién két khdng nguyén
duoc dé xuét trong tai liéu nay co thé dugc st dung véi lidu hiéu qua diéu tri ndm
trong khoang tur 0,01mg/kg dén khoang 100mg/kg (vi du khoang 0,01mg/kg,
khoang 0,5mg/kg, khoang 1mg/kg, khoang 2mg/kg, khoang Smg/kg, khoang
10mg/kg, khoang 15mg/kg, khoang 20mg/kg, khoang 25mg/kg, khoang 30mg/kg,
khoang 35mg/kg, khoang 50mg/kg, khoang 55mg/kg, khoang 60mg/kg, khoang
65mg/kg, khoang 70mg/kg, khoang 75mg/kg , khoang 80mg/kg, khoang
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85mg/kg, khoang 90mg/kg, khoang 95mg/kg, hodc khoang 100mg/kg). Theo cac
phuong 4n nhét dinh nay, khang thé hoic manh lién két khang nguyén duoc sir
dung tai liéu luong khodng 50mg/kg hodc thap hon, va theo cac phuong 4n nhét
dinh nay, lidu luong 12 10mg/kg hoic thap hon, Smg/kg hodc it hon, 1mg/kg hodc
it hon, 0,5mg/kg hoic thip hon, hoic 0,1mg/kg hodc thap hon. Theo céc phuong
an nhét dinh, lidu luong st dung c6 thé thay dbi trong qua trinh diéu tri. Vi du,
theo cac phuong 4n nhat dinh, lidu lugng st dung ban dau c6 thé cao hon liéu
luong st dung tiép theo. Theo cac phuong an nhét dinh, liéu luong sir dung c6 thé
khac nhau trong qua trinh diéu tri tuy thudc vao phan Ung clia ngudi bénh.

Ché d6 st dung lidu c6 thé duoc didu chinh d& dem lai phan mg mong
mubdn ti wu (vi du, phan tmg didu tri). Vi dy, liéu don ¢6 thé duge sir dung, hodc
mét sd lidu duoc chiara co thé dugc str dung theo thoi gian.

Khang thé va manh lién két khang nguyén duge boc 19 trong tai liéu nay cd
thé duge st dung qua dudng bét ky trong linh vuc, vi du nhu tiém dudi da (vi du
tiém dudi da, mang bung, tinh mach, ké ca tiém truyén tinh mach, tiém bép, hoac
tiém trong da) hodc cic dudng khong dudi da (vi du miéng, miii, trong mit, dudi
ludi, truc trang, hodc cuc bd).

Tinh trang va réi loan lién quan dén PD-1 c6 thé 1a bénh hodc r6i loan lién
quan dén mién dich. Theo c4c phuong 4n nhét dinh, tinh trang va rdi loan lién
quan dén PD-1 bao gbm khdi u va ung thu, vi du nhu ung thu phéi té bao khong
nho, ung thu phoi té bao nhod, ung thu té bao than, ung thu két trang, ung thu
buéngtnhm;ungthuvﬁ,ungthutuyéntuy,ungﬂnxdadéy,ungthubéngquang,
ung thu thuc quan, u trung bidu md, khdi u 4c tinh, ung thu dau cb, ung thu tuyén
giap, sacom, ung thu tuyén tién liét, u nguyén bao dém, ung thu cd tir cung, ung
thu biéu mé tuyén giap, ung thu bach cdu, ung thu bach huyét, u tiy, u sui dang
néﬁ,ungthutébéoIneﬂ«ﬂ,Vécécbénhlyluqéthocécthﬂlkhécviduxﬂurung
thu Hodgkin (CHL), ung thu té bao lympho B 16n trung that chinh, ung thu
lympho B giau mo bao/té bao T, duong tinh v6i EBV duong tinh va u lympho thé
lan toa té bao B 16n lién quan té6i EBV (DLBCL), lympho nguyén bao twong, u
lympho té bao T/NK/, lympho tran dich nguyén phat lién quan HHV8, u lympho
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Hodgkin, u h¢ than kinh trung vong (CNS), vi du nhu u lympho CNS nguyén
phat, u cot séng, u than kinh dém than nfo. Theo cic phuong 4n nhét dinh, khdiu
va ung thu 12 di can, dic biét 1a khéi u di cin biéu hién PD-L1. Theo cac phuong
4n nhat dinh, tinh trang va roi loan lién quan dén PD-1 bao gém cac bénh tu mién
dich, nhu lupus ban do hé thong (SLE), véy nén, xo ctng bi toan than, tiéu dudng
tu mién dich va cic bénh tuong tu.Theo cac phuong 4n nhét dinh, tinh trang va
rdi loan lién quan dén PD-1 bao gbm céac bénh truyén nhidém nhu nhiém virut man
tinh, vi du, nhiém virut viém gan B, viém gan C, virut muyn rop, virut Epstein-
Barr, HIV, virut cytomegalo, virut herpes simplex loai I, virut herpes simplex 2,
virut HPV, virut adeno, virut Kaposi West sarcoma lién quan dén dich bénh virut
herpes, virus vong mong (Torquetenovirus), virus JC hodc vi rat BK.

Phuong phap st dung

Séang ché nay con dé xuét phuong phép st dung cac khang thé khéng PD-1
hodc manh lién két khang nguyén ctia né.

Theo mét sé phuong an, sng ché nay dé xuét cac phuong phap diéu tri tinh
trang hodc réi loan lién quan dén PD-1 & mot c4 nhan, bao gdm viéc str dung
luong hiéu qua diéu trj khang thé khang PD-1 hodc manh lién két khdng nguyén
cua n6.Theo cac phuong an nhét dinh, c4 nhan d3 dugc x4c dinh 1a c6 rbi loan
hoic tinh trang c6 thé phan tng véi chét dbi van PD-1.

Su ¢6 mat hodc murc do PD-L.1 trén mot mau sinh hoc mong mubn c6 thé
chi ra liéu c4 thé ma mau sinh hoc bét ngudn c6 thé tmg véi chét d6i van PD-1.
Phuong phap khac nhau c6 thé dugc str dung dé x4c dinh sy ¢6 mit hodc mirc do
cua PD-L1 trong mau sinh hoc thir nghiém tir ¢4 nhan nay. Vi du, mau sinh hoc
thir nghiém c6 thé duoc tiép xtic véi khang thé khéang PD-L1 hodc manh khéng
thé ctia né ma lién két va phat hién protein PD-L1 dugc biéu hién. Ngoai ra, PD-
L1 cling c6 thé dugc phéat hién & muic dd biéu hién axit nucleic, st dung cac
phuong phap nhu gPCR, m& hoa nguoc PCR, phuong phép vi mang, SAGE,
FISH, va phuong phap tuong tw. Theo mdt s6 phuong 4n, mau thir nghiém duoc
léy tlr té bao hodc mé ung thu, hoic cac té bao mién dich xam nhap khdi u. Theo

cac phuong an nhét dinh, su ¢6 mat hodc muic do ting cudng diéu chinh cua PD-
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L1 trong mau sinh hoc thir nghiém cho thiy kha niang phan tmg. Thuét ngit "ting
cuong diu chinh" duge st dung trong tai liéu nay, dé cap dén muc ting tong thé
khéng thdp hon 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60% ,
65%, 70%, 75%, 80% hodc cao hon, & mirc protein cua PD-L1 trong mau thi
nghiém dugc phat hién sir dung khang thé hodc manh lién két khang nguyén dugc
dé xuét trong tai liéu ndy, so véi muc protein Protein PD-L1 mot mau tham chiéu
duoc phat hién st dung cing mot khang thé. MAu tham chiéu c6 thé 1a mAu déi
chting thu duge tir mét ca thé khée manh hoic khong méic bénh, hosic mau khoe
manh hodc khoéng méc bénh thu dugc tir cing mdt c4 nhan ma mau xét nghiém
thﬁ duge. Vi du, mau tham chiéu c¢6 thé 13 mau khong méc bénh gén vo1 hoac
trong ving 14n can ctia mau thir nghiém (vi du khéi u).

Khang thé hoic manh lién két khéng nguyén dugc boc 19 trong tai liéu nay
c6 thé duoc st dung mot minh hodic két hop véi mot hodc nhidu cac liéu phép diéu
tri hodc tac nhan b sung. Vi dy, khang thé hodc ménh lién két khang nguyén duoc
boc 16 trong tai lidu nay c6 thé dugc két hop véi héa tri lidu, xa tri, phAu thuat
diu tri ung thu (vi du phiu thuat khéi u), mét hoic nhiéu thudc chéng nén hoic
cac phuong phép diéu tri khéc cho céc bién chimg phat sinh tlr héa tri liéu, hodc
bét ky thudc didu tri khac dé st dung trong didu tri ung thw hogc bt ky rdi loan
bénh ly duoc bt ngudn tir PD-1. Theo céc phuong 4n nhét dinh nay, khang thé
ho#ic méanh lién két khéang nguyén duoc boc 19 trong tai liéu ndy ma duoc str dung
két hop v6i mot hodc nhidu chét didu tri bo sung c6 thé dugc ding clng lic véi
mat hodc nhidu thudc didu tri bd sung, va theo cac phuong 4n nhét dinh nay khang
thé hodc manh lién két khang nguyén va chét didu tri bd sung c6 thé dugc sir dung
nhutn@tphﬁncﬁacﬁngrnétduqcphénLTuyIﬂﬁén,khéngthéhoécrn%ﬂlhénkét
khang nguyén dugc st dung "két hop" v&i mot chat didu tri khac khong nhét thiét
phéidugcdﬁngcﬁnglﬁcVéihoécUDngcﬁngtn@tchéphénlvéichétnénghéng
thé hodc manh lién két khang nguyén duoc st dung trude hodc sau chét khac duoc
coi 1a dugc st dung "két hop" véi chét nay nhu mot cum tir dugc sir dung trong
tai liéu nay, ngay ca khi khang thé hoic manh lién két khang nguyén va chat thir

hai duoc sir dung theo cac duomg khac nhau. Néu c6 thé, tac nhan didu tri bo sung
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két hop vé6i khang thé hodc manh lién két khang nguyén dugc boc 19 trong tai liéu
ndy duoc thuc hién theo 16 trinh dugc liét ké trong to thong tin san phém cua tac
nhan diéu tri bd sung hodc theo the Physicians' Desk Reference 2003 (Physicians'
Desk Reference, 57th Ed; Medical Economics Company; ISBN: 1563634457,
57th edition (thang 11, 2002)) hodc quy chuén da biét trong linh vuc.

Theo c4c phuong 4n nhét dinh, tac nhan didu tri ¢6 thé kich thich hogc ting
cudng dap tmg mién dich chdng lai ung thu. Vi du, véc xin cho khéi u ¢6 thé dugc
stt dung dé kich thich dap tmg mién dich ddi v6i mot khéi u nhat dinh hodc ung
thu. Liéu phap xytokin cling c6 thé duoc sir dung dé ting cudng sy c6 mit cia
khang nguyén khdi u déi véi hé théng mién dich.Céc vi du vé didu tri bang xytokin
bao gébm nhung khong gidi han trong s6 cac interferon nhu interferon-a., -B, va -
v, yéu t8 kich thich cum khuin nhu dai thuc bao-CSF, va bach cau hat-CSF,
interleukin vi du nhu IL-1, IL-1a , IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9,
IL-10, IL-11 va IL-12, c4c yéu té hoai tir khdi u nhu TNF-a. va TNF-B. T4c nhan
ma 1am bt hoat cac muc tiéu tc ché mién dich ciing c6 thé duge st dung, vi du,
céc tac nhan trc ché TGF-beta, IL-10, va tac nhan trc ché phéi te Fas. Nhom cac
thc nhan khac bao gdm céc tac nhan ma hoat héa dap img mién dich déi véi khoi
u hodc té bao ung thu, vi du nhu ting cudng hoat tinh cta té bao T (vi du nhu chét
dbi van cua phan tir ddng kich thich té bao T nhu CTLA-4, ICOS va OX-40) va

céc té bao ndy ting cudng chlrc ning t€ bao tua va sy c6 mit cua khang nguyén.

Vi du thyc hién sang ché

Céc vi du sau day duogc cung cip d& thé hién t8t hon sang ché duoc yéu cau
béo ho va khong duogc hidu 1a giéi han pham vi ctia sang ché. T4t ca céc ché pham,
chét va phuong phép cu thé dugc mé ta dudi déy, toan bd hodc mot phan nam
trong pham vi cia sang ché. Céac ché pham, chét va phuong phép nay khong nhim
muc dich giéi han sang ché nay, ma chi nhdm minh hoa céc phuong 4n cu thé
thudc pham vi clia sang ché nay. Chuyén gia trong Iinh vuc ¢6 thé phat trién ché
phim, chat va phuong phép twong dwong ma khong can str dung ning luc sang

tao va khong roi khéi pham vi cua sang ché. Can dugc hiéu rang nhiéu bién thé
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c6 thé dugc thuc hién trong cac quy trinh dugc mé ta dudi day trong khi vAn nim
trong pham vi cua sang ché. Muc dich cta tdc gia phat minh 12 céc bién thé nay
duqcbaogén1ﬁongphan1vicﬁaséngché

Vi du 1: Tao ra khang thé té bao lai

1.1 Su tao ra khang nguyén: Cac ADN ma hoa ECD PD-1 va PD-L1 hodc
chidu dai hoan chinh duoc tong hop va chén vao trong vat truyén biéu hién
pcADN3.3. Bidu ché t6i da cac ADN plasmit va céc trinh ty ADN chén dugc xac
dinh bing céch sip xép. Viéc dung hop protein lién két PD-1 ECD va PD-L1 ECD
¢ chira cac thé khac nhau, bao gdm Fc ctia ngudi, Fc ctia chudt va thé His, thu
duogc bing cach chuyén nhiém ECD PD-1 clia ngudi vao cac t& bao CHO-S hoic
HEK?293. Sau 5 ngay, dich bé mit thu dugc tir nudi ciy cta té bao dugc chuyén
nhidm nhét thoi d duoc s dung dé tinh ché protein. Protein dung hop dugc tinh
ché va dinh luong dé sur dung cho viéc tao mién dich va sang loc.

1.2 Sy hinh thanh cac dong t& bao dn dinh. DPé thu duoc cong cu cho viée
sang loc va xac nhan khang thé, chiing toi d tao ra cdc dong té bao chuyén nap
PD-1 va PD-L1. Trong thoi gian nlién két, t& bao CHO-K 1, 293F ho#c Ba/F3 da
dugc chuyén nhiém véi vat truyén biéu hién pCND3.3 chira PD-1 hogic PD-L1 sir
dung st dung kit chuyén nhiém Lipofectamine 2000 theo quy chuén cta nha san
xuét. Tai 48 dén 72 gid sau khi chuyén nhiém, t& bao duoc chuyén nhiém di duoc
nudi ciy trong moi trudng chira Blasticidin hodc G418 cho viéc chon. Cubi cung,
viéc nay s& chon té bao dugc két hop 6n dinh gen PD-1 hodc PD-L1 vao ADN di
truyén ciia chung. Trong khi, té bao da duogc kiém tra cho biéu hién gen PD-1 va
PD-L1 mong mudn. Mot khi biéu hién dd dugc xac minh, clon don mong mudn
duoc chon loc boi su pha lodng c6 gi6i han va tang thé tich 16n. Dong té bao don
dong dugc duy tri trong mdi truong chira lidu luong thap cua khang sinh
Blasticidin hodc G418.

1.3 Su tao ra khang thé té bao lai.

1.3.1 Tao mién dich va dung hop t& bao: chugt OMT (lay tir Open
Monoclonal Technology, Inc., Palo Alto, US), nim trong khoang tir 8 dén 10 tuan
tudi, dwoc tao mién dich bing 10 pg protein ECD PD-1 cua ngudi trong TiterMax
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tai ban chan dé ting cudng lan thi nhat, 13p lai viéc tao mién dich mdi 3 ngay véi
protein ECD PD-1 trong nhém. Chudt bi lam chay mau mdi hai tudn dé 1y huyét
thanh va ham lugng khang thé dugc do bang phuong phip ELISA hodc
FACS. Khi ham luong khang thé dat dén muc cao, chudt duge ting cudng lan
cudi cting ma khéng c6 chét b trg (thém 100 ul 1XPBS thay vao d6) va su dung
hop té bao dugc thuc hién nhu sau: té bao lympho B phan 14p tir hach bach huyét
ctia chudt OMT di duoc tao mién dich duge két hop véi té bao tiy (& ty 18 1:1).
Hdn hop té bao duoc rira sach va ngung tu voi dung dich ECF nam trong khoang
tir 5 dén 10ml. Thém dung dich ECF dé didu chinh ndng 5 1én 2x106 t& bao/ml.
Sau khi dung hop té bao bang dién, huyén phu té bao tir budng dung hgp da dugc
chuyén ngay vao 6ng vo trung chtra lugng 16n hon clia méi truong. Sau khi 4
trong hon 24 gio & 37°C, huyén phu té bao duge tron va hit vao dia c6 96 16
(0.5x106 té bao/tAm).Té bao dugc G & 37°C, 5% CO,.Khi clon du 1én, chuyén
100ul dich bé mit tir dfa c6 96 13 dé thir nghiém cho viée sang loc khéng thé.
1.3.2 Sang loc 14n thtr nhét va x4c nhan dich bé mit té bao lai: thir nghiém
ELISA duogc st dung nhu phuong phép sang loc 1an thtr nhét dé kiém tra lién két
ctia ctia dich bé mit té bao lai véi protein PD-1. Tém lai, tAm (Nunc) dugc bao
phu véi protein hoa tan trong mién ngoai té bao PD-1 clia ngudi & 1pg/ml qua
dém & 4°C. Sau khi chin va rira, dich bé mit t& bao lai dugc chuyén vao dia dugc
bao phtl va U & nhiét d§ phong trong 1 gio. Dia sau d6 dugc rira va sau d6 u voi
IgG1 HRP (Bethyl) chudt khang khang thé dé va IgP HR2 (Bethyl) chudt khang
khéng thé dé trong 45 phut. Sau khi rira, nén TMB d3 duogc thém va su tuong tac
d3 duoc dimg lai boi HC1 2M. Do hép thu & budc séng 450nm da dugce doc bing
cach str dung may doc vi phién (Molecular Device). Pé x4c nhan lién két nguyén
thé ctia khang thé PD-1 trén c4c phan tir cAu trac PD-1 biéu hién trén mang t€ bao,
phén tich FACS duoc thyc hién trén dong té bao CHO-S chuyén nhiém PD-1. Té
bao CHO-S biéu hién PD-1 clia ngudi duge chuyén vao dia day chit U c6 96 15
(BD) ¢ méat d6 1x106 té bao/ml.Dich bé mit t& bio lai sau d6 dugc chuyén sang
cac dia va u trong 1 gio & 4°C. Sau khi rua bang 1XPBS/1% BSA, FITC chudt

khang khang thé dé thu cap (Jackson Immunoresearch Lab) dugc ap dung va u
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v6i t& bao & 4°C trong bong tbi trong 1 gio. Té bao sau d6 duoc rira sach va duoc
t4i huyén phu trong 1XPBS/1% BSA hodc cd dinh véi 4% paraformldehyt, va
dugc phan tich bng phén tich t& bao theo dong chay (BD). Khang thé lién két véi
dong té bao CHO-S tién than duge thuc hién béng phuong phép tuong tu. Hinh 1
cho thiy su lién két clia céc khang thd PD-1 khang ngudi véi té bao CHO biéu
hién PD-1. Té bao CHO duoc chuyén nhiém vé&i PD-1 ciia ngudi ¢6 dd dai hoan
chinh dugc chuyén nhiém béng khang thé khang PD-1 ctia ngudi tir té bao lai cia
chudt, tiép theo 1a chuyén nhiém khang thé tht 2 v6i FITC dugce lién hop véi Fe
dé khang 1gG chudt va phan tich bang FACS. Dit liéu cho thdy cac khang thé lién
két dc hidu v6i PD-1 biéu hién trén té bao CHO.

P8 kidm tra 4i luc lién két ctia khang thd v6i PD-1 nguyén thé di duoc biéu
hién trén té bao T CD4" cuia nguoi, té bao T CD4" ctia nguoi duge tao ra tir PBMC
dd duoc nudi cdy trong IL-2 va OKT3 trong 3 ngdy va dugc chuyén nhiém véi
khang thé déi véi PD-1 ctia ngudi. Viée lién két clia khang thé v6i PD-1 trén té
bao T duge phan tich bang FACS. Nhu thé hién trong hinh 3, phan tich FACS cho
thrfly khang thé lién két dic hiéu vdi PD-1 nguyén thé d3 duoc biéu hién trén té
bao T CD4". |

Kiém tra hoat tinh ngin chin cta khang thé da duoc str dung nhu mang loc
xAc nhan dé chon cac khang thé khang thé HIT tiém an. Khang thé da dugc chon
duoc kiém tra vé kha ning ngin chin sy lién két ctia phdi tir PD-L1 véi cac té bao
CHO-S da duoc chuyén nhidm PD-1 béi phan tich FACS. Té bao CHO-S biéu
hién PD-1 ctia ngudi duge chuyén t6i dia ddy chit U ¢6 96 16 (BD) § mat do 1x106
té bao/ml. Khang thé dugc pha lodng timg ky trong chit dém rta (1XPBS / 1%
BSA) va U véi té bao & 4°C trong 1 gid. Sau khi rira, protein PD-L1 ngudi dung
hop Fc nguoi da duge thém vao va u ¢ 4°C trong 1 gio. Khang thé FITC IgG Fc
ngudi khang khang thé dé thir cap (khéng c6 phan tmg chéo v6i IgG Fe chudt,
Jackson Immunoresearch Lab) d& dugc U voi té bao & 4°C tfong béng t6i trong 1

gio. Té bao sau d6 duoc rira sach va dugc tai huyén phu trong 1XPBS/1% BSA
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hodc ¢6 dinh véi 4% paraformldehyt, va dugc phan tich bang phan tich t& bao
theo dong chay (BD).

1.3.3 Tai tao dong té bao lai: mot khi viée lién két va ngan chan dac hiéu
d& duoc xac dinh thong qua sang loc thir nhét va xac dinh, dong té bao clia té bao
lai duong tinh c6 thé duogc stir dung dé tai tao dong. Tém lai, dbi voi mbi dong té
bao cia té bao lai, t& bao dugc dém va pha lodng dé cho 5 té bao/15, 1 té bao/15 va
0,5 té bao/1d trong mdi trudng clon. Pia 200ul/18 vao dia c6 96 16, mét dia 5 té
bao/13, mot dia 1 t& bao/1d va 4 dia tai 0.5 t& bao/13. Dt tt ca cac dia trong thiét
bi i & 37°C, 5% CO2. U cho dén khi tit ca cac dong té bio c6 thé duge kiém tra
bang phuong phap ELISA.

Vi du 2: Trinh tu t& bao lai cua khang thé va dic tinh khang thé ctia ngudi
hoan chinh

2.1 Trinh tu té bao lai cia khéng thé: ARN da dugc phan lap tir t& bao lai
don dong véi thudc thir Trizon.VH va VL cta cac khang thé PD-1 duoc khuéch
dai theo quy chuan sau: trong mot thoi gian nlién két, ARN dau tién dugc ma hoa

ngugc vao cADN st dung enzym mé hoa ngugc nhu dugc mé ta dudi day, Hé

théng phan tmg (20ul):

Chét dém RT x 10 2,0ul

dNTP Tron x 25 (100mM) 0,8ul

Poan mdi RT ngau nhién/oligodT/doan moi 2,0ul

dac hiéu

Enzym m3 héa ngugc MultiScribe™ 1,0ul

Enzym (rc ché RNase 1,0pl

ARN 2ug

H>O khong c6 nuclease 1én dén 20,0pl
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Diéu kién phan tmg

Buéc1 | Budc2 |Budc3 | Budc4
Nhiét do 25 37 85 4
Thoi gian | 10 phtt | 120 phat | 5 phat 0

cADN thu dugc dugc str dung lam kiéu mau cho viéc khuéch dai PCR tiép
theo sir dung doan mdi dic hiéu cho gen mong muén. Phan tmg PCR d3 dugc

thuc hién theo quy trinh sau;

cADN Tl
Dung dich dém PCR S5ul
dNTP 2ul
P1(25pM) 0,5ul
P2(25pM) 0,5ul
P2(25pM) 0,5ul
ddH20 40,5ul

Diéu kién phan tmg:

94°C 3 phut

94°C 30 giay

60°C 30 giay 30 vong

72°C 1 phut

72°C 10 phut

L4y 10l ctia phan tmg PCR dé thuc hién viéc thit budc véi vat truyén
pMD18-T. Thyc hién viéc bién ddi cac té bao kha bién Top10 véi 10l san phém

thét budc va chuyén hon hop vao dia 2-YT + Cab da duoc lam néng trude do theo
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quy chuan, i qua dém. Clon duong tinh duoc kiém tra bang PCR stt dung doan
mdi M13-48 va M13-47 sau d6 14 sip xép trinh ty.

2.2 XAy dung phan t khang thé hoan chinh cta nguoi: VH va VL cua
khéng thé PD-1 dugc khuyéch dai nhuw mo ta & trén. Phan ing PCR dugc tinh ché
bang kit lam sach PCR va VL va vét truyén pCI dugc tiéu hoéa véi cdc enzym gidi
han Pme I va BssH II & 37°C trong 2 gio. Bit dau phan ung trong 1% agarose va
chiét xut gel véi kit theo huéng dan cua nha san xuét. Su thit budc cia VL da

duogc ti€éu hoa va vat truyén pCI nhu sau:

Thanh phan Luong
vat truyén pCI 80ng
Manh VL (chén) 100ng
Dung dich dém T4 ADN Tl
ligase
Ligase ADN T4 0,5ul
ddH20 Lén dén 10pl

Hon hop duge 01 & 16°C trong 30 phit. 10 pl cia phan ing da duge st dung
cho su bién ddi va tang truong clon. Clon d& duge xac dinh duge s dung cho
viée chiét xuét ADN plasmit pCI-VL. Vit truyén pCI-VL va manh VH sau d6
duoc tiéu hoa véi Xbal va Sal I va VH di dugce tiéu hoa va tinh khiét va vat truyén
duoc thit budc véi ligase ADN T4 trong 30 phut ¢ 16°C. Khi trinh tu cia VL va
VH d3a dugc lién két duogc xac nhan qua viéc sép Xép, vat truyén biéu hién chira
toan bo IgG cua khang thé PD-1 ctia ngudi hoan chinh duge st dung cho chuyén
nhidm nhanh chéng va phat trién dong té bao on dinh.

Vi du 3: Dac tinh khang thé cia nguoi hoan chinh

3.1 Lién két 4i Iuc ctia cac khéng thé PD-1 v6i phén tir PD-1 bé mit té bao
duoc kidm tra boi phan tich t& bao theo dong chay (FACS): 4i luc lién két cia
khang thé véi bé mat té bao PD-1 dugc thuc hién bing phan tich FACS. Té bao
CHO-S biéu hién PD-1 ctia ngudi da dugc chuyén vao dia day chit U c6 96 16
(BD) & mat d 5x105 t& bao/ml. Khang thé da dugc kiém tra dugc pha lodng theo
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ty 1€ 1:2 trong timg ky trong dung dich dém rira (1XPBS/1% BSA) vau véi té bao
6 4°C trong 1 gio. Khang thé dé khang nguoi thir phat IgG Fe, FITC (3,0mol FITC
trén mdi mol IgG, (Jackson Immunoresearch Lab) dd duoc thém va u ¢ 4°C trong
bong tdi trong 1 gid.Té bao sau d6 dugc rira mot 14n va duoc tai huyén phu trong
1XPBS/1% BSA, va dugc phan tich bang phan tich té bao theo dong chay (BD).
Cuong dd huynh quang s€ dugc chuyén d6i thanh phan ti/té bao dua trén s lugng
hat QuantumTM MESF Kits, Bangs Laboratories, Inc. KD d dugc tinh toan béng
cach st dung Graphpad Prism5. Hinh 2 cho thdy su lién két ctia khang thé PD-1
cia ngudi hoan chinh (tirc 14 1.7.3 hAb, 1.49.9 hAb, 1.103.11 hAb, 1.139.15 hAb,
va 1.153.7 hAb) v6i PD-1 bidu hién t& bao CHO. Khang thé ngudi hoan chinh
khéng PD-1 cta ngudi dugc sir dung dé chuyén nhiém té bao CHO da dugc
chuyén nhiém PD-1 va phan tich FACS cho thay rang khang thé PD-1 cta ngudi
hoan chinh lién két déc hidu véi PD-1 véi ECsp vé 2nmol/L.

HADb 1.103.11-v2 duoc tao ra béi viéce dot bién axit amin don Asn93 (Kabat
Numbering) trén khang thé gbc 1.103.11 hAb-VH (20975-VL) t6i phan du serin
dé giam nguy co glycosyl héa trén phin du CDR. Mic di Asn93 nam trong CDR3
ctia chudi nhe, md hinh phtc hop khéng thé va khang nguyén duoc tao ra tir k¥
thust m6 hinh héa may tinh cho thiy Asn93 khong c6 tiép xic truc tiép véi bat ky
phan du nio trén khang nguyén ctia PD-1 ciia nguoi.

HAu hét cic chirc nang lién két cia CDR3 clia chudi nhe c6 vé duogc gop
phan boi phan du Tyr91 1an cdn ma cé tuong tac v6i mot s6 phéan du trén vong
lap PD-1 FG. Thir nghiém chtrc ndng dua trén té bao ctia hAb3.11-v2 d3 xac dinh
duge ring dot bién khong anh huéng dén kha nang lién két (xem két qua thuc
nghiém duéi ddy va Hinh 15 va 16). Ai lyc lién ekets ctia hAg101.11-v2 v6i PD-
1 clia ngudi duoc do bang thir nghiém FACS va ELISA. Hinh 16 cho thay lién
két ctia cdc hAbs 1.103.11-v2 trong cac dung dich dém khéac nhau véi PD-1 biéu
hién t& bao CHO, va lién két ciing dugc kiém tra trong diéu kién tuong tu nhu thir
nghiém FACS nhu dugc mo ta ¢ trén, ngoai trir viéc khang thé & trong ché phém
dém hoic trong 1xPBS (d6 pH 7,4) va cac té bao cHO-S biéu hién PD-1 ctia ngudi
da duoc chuyén vao dia day chit U ¢6 96 16 (BD) vé&i mat d6 2x105 té bao/ml.Két
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qua la tuong duong ddi véi 1.103.11 Hab."1.103.11-v2 hAb trong dung dich dém"
d8 cap dén khang thé trong ché phim dém, va "HbA1103.11-v2 trong PBS" dé
cap dén khang thé trong 1xPBS, pH 7.4. Khang thé trong c4 hai dung dich lién két
v&i bé mit té bao PD-1 trén t& bao CHO va khong c6 sy khac biét 16n vé ai luc
v6i PD-1 cua nguoi gitta hai diéu kién (véi 1xPBS cb ndng do6 EC50 khoang
2.52nmol/L, va ché phdm dém 1a khoang 3,12nmol/L).

Hinh 15 cho thiy viéc lién két khang thé 1.103.11-v2 hAbs véi protein PD-
1 trong dung dich khac nhau dugc do bang ELISA. Sau ciing mot quy chuén
ELISA nhu dugc md ta & trén, thoi gian u ddi véi hAb 1.103.11-v2 13 2 giod, va
thoi gian G di voi khang thé dé khang ngudi thir IgG, FcHRP (1:5000, Abcam)
1a 1 giv."1.103.11-v2 hAD trong dung dich dém" dé cap dén khang thé trong ché
pham dém , va "1.13.11-v2 hAb trong PBS" dung dé chi khang thé trong 1xPBS
(d6 pH 7.4). Ai lyc lién két v6i PD-1 clia ngudi di duge thé hién trong cé hai diéu
kién.

Té bao CHO biéu hién PD-1 cta ngudi dugc 4 véi né)ng dd khac nhau cua
khang thé khang PD-1, sau d6 PD-L1 nguoi dugc lién két thé Fe ciia chudt dugc
thém vao té bao. Viéc lién két PD-L1 ciia ngudi véi té bao biéu hién PD-1 cua
nguoi dugce phat hién béang cach sir dung IgG khang chudt dé dugc lién hop-FITC,
sau d6 13 phan tich FACS.Nhu thé hién trong hinh 4, khang thé khang PD-1 ngén
chin su lién két gitta PD-L1 vé6i PD-1 dugc chuyén nhiém té bao CHO.HAD
1.103.11-v2 cling d& dugc kiém tra cho viéc ngan chin cta lién két gitta PD-L1
v6i PD-1 chuyén nhiém té bao CHO, va két qua 1 tvong duong d6i véi 1.103.11
hAb.

3.2 Ai luc lién két dong hoc toan bd duge kiém tra béng cong hudng
Plasmon bé mit (SPR): Khang thé duoc dic tinh cho &i luc va lién két dong hoc
v6i PD-1 bang thir nghiém SPR st dung ProteOn XPR36 (Bio-Rad). Protein A
Protein (Sigma) da dugc ¢b dinh vao mdt con chip cam bién GLM (Bio-Rad) qua
ghép d6i amin. Khéng thé duoc tinh ché da dugc chay qua chip cam bién va bj bat
boi Protein A. Chip dugce xoay 90° va rira voi dung dich dém dang chay (1XPBS
/0,01% Tween 20, Bio-Rad) cho dén khi dudng co s 6n dinh. Nam ndng d6 PD-
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1 cua nguoi va dung dich dém dugc chay vao té bao dong khang thé véi téc do
dong chay 1a 100pL/phit véi giai doan lién két trong 240 gidy, sau d6 1a phan ly
trong 600. Chip dugc tai tao véi do pH 1,7 H3PO,4 sau mdi 14n chay. Pudng cong
lién két va phan ly duge 1am khép v6i ty 16 mo hinh lién két Langmiur 1: 1 bang
phan mém ProteOn.

Nhu thé hién trong hinh 7, sit dung cdng hudng plasmon bé mat, ai luc cla
khang thé khang PD-1 v6i PD-1 ctia ngudi tai to hop nam trong khoang tir 3,76E-
9 dén 1,76E-10 mol/L. Ai lyc ctia 1.103.11-v2 hAb du kién s& turong duong dbi
véi véi 1.103.11 hAb.

3.3 Sang loc ddng dang (vuot loai) va ddng déng (vugt ho):

3.3.1 Phéan tmg chéo d6i véi PD-1 ctia khi dudi dai va PD-1 ctia chudt: Mic
do phan tng chéo duoc do bang ELISA. Pia (Nunc) dugc pht bang PD-1 ctia khi
dudi dai (Sino Biological) va PD-1 ctia chudt (Sino sinh hoc) ¢ 1 pg/ml va dé qua
dém & 4°C. Sau khi chin va rira, khang thé 1 pg/ml da duoc thém vao cac dia va
U & nhiét d6 phong trong 1 gio.Dia sau d6 duoc rira sach va sau d6 u véi khang
thé dé khang chudt thir phat IgG1 HRP (Bethyl) va IgP HR2 (Bethyl) trong 45
phut. Sau khi rira, thém chit nén TMB va tuong téc da duoc dimg boi 2M HCL.
D6 hap thu & budc séng 450nm da duge doc bing céch st dung may doc vi phién
(Molecular Device).

K&t qua cia thir nghiém chéo cho thiy khang thé khang PD-1 lién két véi
PD-1 cua khi dudi dai nhung khong lién két v6i PD-1 cuia chuot (Hinh 6). HAb
1.103.11-v2 trong cung mdt thtr nghiém dy kién s& c6 két qua tuong duong véi
1.103.11 hAb.

3.3.2 Phan tmg chéo véi cac thanh vién trong ho PD-1 CD28, CTLA4 va
ICOS: dé kiém tra hoat tinh lién két vuot ho gitra khang thé cua nguoi hoan chinh,
dong t& bao ma biéu hién PD-1, CD28, CTLA4 hodc ICOS dugc nhudm véi khang
thé , tiép theo 1a nhudm khang thé tht hai véi lién hop dé khang IgG Fe, FITC.PD-
| biéu hién t& bao di duge sit dung nhu dbi ching duong. Dong té bao tién than

tuong ung duoc st dung nhu dbi chimg am. Té bao di dugc nhudém dugc phan
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tich bang cach st dung phin mém BD Bioséiences FACSCanto IT va FlowJo
Version.

Hinh 5 cho thy rang t& bao CHO duoc chuyén nhiém véi PD-1, CD28 va
293F chuyén nhi®m v6i CTLA4 duoc nhudém véi khang thé khéang PD-1 va dugc
phan tich bang FACS. Két qua cho thdy khang thé PD-1 lién két dic biét v6i PD-
1, nhung khéng lién két véi CD28 va CTLA4 ciaho PD-1.HAb 1.103.11-v2 trong
cing mot thir nghiém du kién s& c6 két qua tuong duong véi 1.103.11 hAb.

3.4 Tht nghiém lién két epitop:

3.4.1 epitop lién két ctia khang thé PD-1 d3 duogc dit trong lo canh khang
thé A va B tiéu chudn bing thir nghiém SPR sir dung ProteOn XPR36 (Bio-Rad.
Khang thé A va B tiéu chun dugc cb dinh trén chip cam bién GLC (Bio-Rad)
thong qua ghép déi amin. Dung dich PD-1 cia nguoi dugce chay qua cac kénh cd
dinh khang thé va thu dugc béi khang thé tiéu chudn. Sau d6, chip duoc xoay 90°
va rira v6i dung dich dém cho dén khi duong co s& on dinh. Khang thé da dugc
chon dugc chay qua chip cam bién.

3.4.2 Céc epitop lién két cia khang thé PD-1 d4 duge dit vao lo canh khang
thd A va B tiéu chudn bing FACS. Té bao CHO biéu hién PD-1 ctia ngui trén bé
mit t& bao duge U véi khang thé tiéu chudn A hoic B & nodng d6 10pg/ml trong 1
gid. Té bao duoc rira sach va khang thé PD-1 cia sang ché nay dugc thém vao va
u trong 1 gid.Khang thé thir phat khang chudt [gG-FITC dugc thém vao va i trong
1 gir & 40C. Té bao sau d6 dugc rira mot 14n va tai huyén phu trong 1XPBS/1%
BSA, va duge phan tich bing phan tich té bao theo dong chay (BD).

Két qua cta thir nghiém SPR va FACS cho thir nghiém binning cho thy
epitop trén PD-1 cua ngudt duge lién két bsi khang thé PD-1 clia ngudi hoan
chinh (trc 12 1.7.3 hAb, 1.49.9 hAb, 1.103.11 hAb, 1.139.15hAb, va 1.153.7 hAb)
khac véi khang thd PD-1 hién c6 (tirc 1a khang thé tiéu chuan A va B). HAb
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1.103.11-v2 trong cung mdt thi nghiém duy kién s& c6 két qua tuong duong ddi
v6i 1.103.11 hAb.

3.5 Churc nédng in vitro cua khang thé PD-1 dugc kiém tra bang thir nghiém
duaﬁéntébéo:

3.5.1 Anh hudéng cta khang thé PD-1 clia nguoi d6i v6i su tang trudng té
bao T. Phan tng di sinh d& dugc sir dung dé kiém tra c4c anh hudng cia khang
thé PD-1 d6i véi su ting trudng cla té bao lympho T. Té bao tua so cép (DC)-
MLR d3 dugec kich thich dugc thuc hién trong dia nudi céy mo day chit U c6 96
15 & 200 pl RPMI 1640 chira 10% FCS va khang thé. DC dugc tron véi tong cong
1X105 t& bao T CD4+ di sinh véi ty 16 ndm trong khoan 1:10 va 1:100, DC: té
bao T. Nudi céy cling dugc tién hanh v&i su c6 mit hodc khong c6 mit cia mAbs
trung hoa: khang thé PD-1 cta nguoi va khang thé tiéu chuén A va B va duoc st
dung & liéu lugng 10pg/ml. Thir nghiém dugc 0 trong 5 ngay, va trong 16 gio
cudi, [3H]thymidin d3 duoc thém & mue 1 uCi/ giéng. Viéc hop nhét [3H]thymidin
duogc do bing cach do sang nhép nhéy, va phan tmg tang sinh duge bieu hién dudi
dang két hop [3H]thymidin (s6 dém mdi phut) cuia ba 13. S dém chi tinh riéng
DC thudng <1000 cpm. Két qua dugc trinh bay 1a vi du dai dién cta t1 thiéu nam
thi nghiém dugc thuce hién.

Té bio tua ctia ngudi (DC) va té bao T CD4Y, CDS* va tong té bao duge sir
dung trong allo-MLR & trén duoc tao ra tir PBMC theo quy trinh sau: Cac
monocyte cua nguoi da duoc tinh ché tir PBMC bé‘mg cach chon loc 4m tinh st
dung kit cocktail giau monocyte cia nguoi theo hudng dan cta nha san xuét
(StemCell Meylan). Trong thoi gian nlién két, PBMC d3 dugc phan 14p tir mau
ctia nguoi hién khoe manh st dung 16p Ficoll-Paque. Té bao duoc rira hai 1an véi
PBS, sau d6 ngung tu & 1x10® té bao/ml trong dung dich dém phén 14p, va i véi
hdn hop monocyte giau Ab & 4°C trong 30 phut. Té bao duoc rira sach va sau d6
{1 v6i keo tir tinh & 4°C trong 30 phat. Monocyte khong lién két nhan dé chay qua
cdt MACS va da thu dugc. Pé tao ra iDC, monocyte dugc nudi céy trong moi
truong RPMI 1640 chira 10% FCS va khang thé v6i GM-CSF (PeproTech, Rocky
Hill, NJ 800 U/ml) va IL-4 (PeproTech 500 U/ml) & ndng d6 2x10° t& bao/ml.
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Giam nira mdi trudong dugc thay thé mdi ngay v6i mdi truong chira GM-CSF va
IL-4. DC trudng thanh dugc tao ra bang cach kich thich iDC véi LPS (026: B6,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 1pg/ml) vao ngay thir 5 trong thém 24 gio. Té bao
T CD4", CD8" va tdng té bao T dugc tinh ché bang cach chon loc &m tinh béi viée
i PBMC véi Té bao T CD4*, CD8" va tdng hdn hop giau té bao T va va keo tir
tinh theo hudng dan ctia nha san xuét (Stemsep).

Té bao T CD4* ciia ngudi duoc kich thich véi DC di sinh trong su ¢ mét
hay ving mit ciia khang thé PD-1 1.7.3 HAB, 1.49.9 HAB, 1.103.11 HAB,
1.139.15 HAB va 1.153.7 Hab. Su ting truéng cia té bao T CD4" dugce danh gia
bdi hop nhit [3H] thymidin. Hinh 10 cho thdy ring 1.7.3 hAb, 1.49.9 hAb,
1.103.11 hAb, 1.139.15 hAb va 1.153.7 hAb ting cudng su ting trudng nong do
té bao T. HAb 1.103.11-v2 trong ciing mdt thi nghiém du kién s& c6 két qua twong
duong dbi voi 1.103.11 hAb.

3.5.2 Anh hudng ctia khang thé PD-1 cia nguoi dbi véi sy bai tiét xytokin
IFNy in vitro: dé truc tiép danh gia tac dung ctia khang thé PD-1 ctia ngudi chin
viéc sinh ra xytokin IFNy, ching t6i da thuc hién cac thi nghiém vé su sinh ra
IFNy trong allo-MLR. Trong thoi gian nlién két, t& bao T CD4 ciia ngudi duge
tinh ché tir PBMC bing cach chon loc 4m tinh véi kit cocktail 1am giau té bao T
CD4" theo huéng dan ciia nha san xuét. DC chua trudng thanh duoc tao ra tir
monocyte bang cach nudi ciy trong GM-CSF va IL-4 trong 5 ngay va DC trudng
thanh duoc phan biét bing kich thich véi LPS & 1pg/ml va dé qua dém. Té bao T
CD4* dugc tron véi iDC/mDce & ty 1€ T:DC nam trong khoang tir 10:1 va 100:1.
Nuéi cdy di duge tién hanh khi c6 mit hodc khong c6 mit khang thé PD-1 cia
nguoi va khang thé tidu chuén. Sau 5 ngay, dich bé mit tir mdi nuoi cly da duogc
thu thap cho viéc do xytokine IFNy. Mtrc d6 IFNy trong dich bé mit d3 duge do
bang thir nghiém ELISA.Trong thoi gian nlién két, dia Coat Maxisorp véi mAbs
[FN-gamma khéng nguoi duge pha lodng trong dung dich dém phu (0,75pg/ml,
tic 12 pha loang 1/1360), S0ul/18 (vi du cho dia c6 96 15 thém 3,7 pl khang thé
vao 5 ml ctia dung dich dém pht) va i qua dém & 4°C. Ngan chan kha ning lién

két protein phu bang céch thém 200pl/16 ctia dung dich dém ngan chan trong 2
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gid. Diéu ché pha loding clia IFN-gamma tai t6 hop dé lam tiéu chuan, pha loing
gép doi tir 8000g/ml xubng 125gp/ml, pha lodng trong mdi trudng hoan chinh,
thém v&i chi méi trudng hoan chinh. Rira cac dia va thém tiéu chuén nay va kiém
tra chét dich bé mit (100ul/13), 1 trong tir 2 dén 4 gid. mAb khang IFN-gamma
duoc biotinyl hoé (1/1333) trong dung dich dém ngin chin duge thém theo sau
d6 thém Extra-avidin Peroxidaza. Phan mg di dugc phat trién béng cach thém
chit nén TMB va dimg lai v6i 2M HCL. Do d6 hap thu & budc séng 450nm.

Hinh 9 cho thiy té bao T CD4" ctia ngudi dugc kich thich v6i DC di sinh
khi c6 mit hodc khdng cé6 mat khang thé 1.7.3 hAb, 1.49.9 hAb, 1.103.11 hAb,
1.139.15 hAb, va 1.153.7 hAb. Mtrc d6 IFNy dugc do bing ELISA. Két qua cho
thay cac khang thé PD-1 ctia nguoi hoan chinh lam tdng bai tiét IFNy theo lidu.
HAD 1.103.11-v2 trong cung mot thi nghiém du kién s& co két qué tuong duong
d6i v6i 1.103.11 hAb.

3.5.3 Anh huéng ctia khang thé PD-1 ctia ngudi dbi véi san xuét interleukin
2 (IL-2) in vitro: t& bao T CD4" 13 hdn hop véi iDC/mDe & ty 1€ T:DC nam trong
khoang tir 10:1 va 100:1. Nubi ciy di duogc tién hanh khi ¢6 mat hodc khong c6
mit khéng thé PD-1 ctia ngudi va khang thé tidu chudn. Sau 5 ngdy, dich bé mit
tlr moi moéi trudong da thu duge dé do xytokin. Mtc do IL-2 trong dich bé mit
duoc do bang thir nghiém ELISA.

Hinh 8 cho thiy té bao T CD4" ctia ngudi dugce kich thich véi DC di sinh
khi ¢6 mit hodc khong c6 mit khéng thé din hodc Ab déi chimg. Muc do IL-2
duoc do bing ELISA. K&t qua cho thdy khang thé khang PD-1 tang bai tiét IL-2
theo cach phu thudc vao lidu. hAb 1.103.11-v2 trong cung thir nghiém du kién s&
c6 két qua twong duong dbi v6i 1.103.11 hAb.

3.5.4 Anh huong cua khang thé PD-1 clia ngudi ddi véi sy ting trudng té
bao va su sinh ra xytokin bang dap tmg mién dich khang nguyén dic hiéu tu khang
nguyén: trong thir nghiém nay, té bao T va DC 14y tir cing mot nguoi hién. Trong
thoi gian nlién két, té bao T CD4" dd duogc tinh ché tr PBMC va nudi ciy vdi su
cb mit cia cua CMV pp65 peptit va lidu thip cta IL2 (20U/ml), trong luc d6, DCs

duoc tao ra boi viéc nudi cdy monocyte tit PBMC clng nguoi hién trong GM-

-81-



36585

CSF va IL-4. Sau 5 ngay, peptit pp65 CMV diéu tri té bao T CD4" da ddng nubdi
ciy v6i DC rung véi peptit pp65 c¢6 mat hodc khong c6 mit ctia khang thé PD-1
cua nguoi va khang thé tidu chudn (nhu dbi chimg). Vao ngdy thir nim, 100pl cua
dich b mat duoc 14y tir mdi nudi cay dé do xytokin IFNy va IL-2. Mtrc d6 IFNy
va san sinh IL-2 dugc phat hién br?lng thir nghiém ELISA.Su phat trién cta té bao
T dic hiéu cho peptit CMVpp65-DC dugce rung duge danh gid boi sy két hop
[3H]thymidin.

Nhur thé hién trong hinh 11, khéng thé PD-1 ting cudng su phat trién té bao
T CMV*- CD4" phu thudc nong d6 dugc kich thich peptit CMV pp65-nap DC tur
than. hAb 1.103.11-v2 trong cung mot thir nghiém du kién s& c6 két qua tuong
duong dbi voi 1.103.11 hAb.

3.5.5 Anh huéng cta khang thé PD-1 cta ngudi di véi chirc ning tc ché
té bao T diéu hoa (Treg): Treg, mdt quén thé phu cia té bao T, 12 tac nhén didu
bién mién dich chinh va déng vai tro chinh trong viéc duy tri kha ning dung tu
dung nap. Té bao T CD4*CD25" diéu hoa c6 lién quan dén khéi u do sb lugng
Treg gia tang duoc tim thay & céc bénh nhan véi céc loai ung thu va lién quan dén
viéc chn doan bénh kém hon. D& truc tiép danh gia hidu qua cia khang thé PD-
1 & dbi v6i phan Gng e ché mién dich, ching t6i da thuc hién thir nghiém trén
Treg. Té bao T CD4"CD25" va CD4"CD25" dugc tach ra bang cach st dung cac
loai vi hat khang CD25 dic hiéu (Miltenyi Biotec, Auburn, CA) va tuong ung
chon loc duong tinh hodc am tinh. Ban dau, té bao T CD4" da duoc tinh sach béi
chon loc 4m tinh bang cach G PBMC véi hdn hop 1am giau té bao T CD4* ngudi
va keo tir tinh theo huéng dan ctia nha san xuét (Stemsep). Té bao T CD4* sau d6
dugc tai huyén pht trong chit dém MACS, dugc 1 véi vi hat CD25" trén nudc da
trong 30 phut, rira sach, va dugc dd 1én cot. Té bao T CD4"CD25", khong lién két
v6i ¢cot, dugc thu thap tir dong chay va rira sach trude khi sir dung. Sau do, té bao
T CD4"CD25" duogc 1ay ra tir cot va rira sach trude khi sir dung. Treg dugc nubi
chy vé6i té bao T CD4*CD25" va DC (ty 1& Treg:Teff 12 1:1) khi c6 mat hogc khong
c6 mit khang thé PD-1 & nguoi & ndng do 10pg/ml. Khong c6 khang thé hogic c6

isotype ciia khang thé duoc st dung nhu déi chimg am. Dich bé mit tlr nudi cay
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da dugc 13y ra vao ngay thit nim dé phat hién cac xytokin bang k¥ thuat ELISA
va su phat trién té bao dugc do bang cach thém [3H]thymidin & ndng do 1uCi/15
va i thém 18 gid. Su két hop [3H]thymidin duoc do bing cach dém sang nhép
nhay. Nhu thé hién trong hinh 12, khang thé PD-1 d3 loai b6 chirc ning tic ché
cua Treg va khoi phucsu phat trién t& bao T phan tng va sy bai tiét IFNy.HAb
1.103.11-v2 trong cung mdt cudc thir nghiém s& co két qua twong duong dbi véi
1.103.11 hAb.

3.6 Thir nghiém ADCC/CDC: dé giam thiéu doc tinh khong mong mudn
trén t& bao PD-1" khde manh, khang thé khang PD-1 ngudi hoan chinh da duge
chon duogc x4c dinh 1a khong c6 chire naing ADCC va CDC.

3.6 ADCC: Té bao T hoat héa biéu hién PD-1 trén bé mit té bao da dugc
st dung lam té bao dich va dugc U trudce voi ndng d6 khac nhau ctia khang thé
hoan toan clia ngudi trong dia c6 96 16 trong 30 phut, sau dé t& bao PBMC hoat
hoa IL-2- (dugc st dung nhu ngudn cla cac té bio in mdi tu nhién (NK), tic 13
t& bao hiéu luc) duogc thém & ty 18 t& bao hidu luc/té bao dich 1a 50:1. Pia duoc u
trong 6 gio & 37°C trong thiét bi & 5% CO,. Phén ly t& bao dich dugc x4c dinh
bang kit phat hién doc tinh té bao (Roche). Mat d6 quang hoc dugc do bang may
doc dia Molecular Devices SpectraMax M5e. Két qua cho thdy rang ADCC khéng
c6 ngudn gbe tir khang thé hoan toan ctiia ngudi khang PD-1 di duoc kiém tra
(Hinh 13). HAb 1.103.11-v2 trong cung mdt thir nghiém s& c6 két qua tuong
duong d6i véi 1.103.11 hAb.

3.6.2 CDC: té bao dich (té bao T hoat h6a), huyét thanh bd sung duge pha
lodng cia ngudi (Quidel-A112) va ndng d6 khac nhau ctia khang thé PD-1 hoan
toan duoc tron vao dia c¢6 96 16. TAm dugce U trong 4 gidr & 37°C trong thiét bi 0
5% CO2. Viéc phan ly t& bao dich dugc xé4c dinh boi CellTiter glo (Promega-
G7573). Rituxan (Roche) va dong t& bao u bach huyét B nguoi Raji (CD20 duong
tinh) dugc st dung lam ddi chimg duong. Dit liéu cho thdy CDC khong bat ngudn
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tir khang thé PD-1 (Hinh 14).HAD 1.103.11-v2 trong ciing thir nghiém dur kién s&
6 két qua twong duong ddi véi 1.103.11 hAb.

Vi du 4: Lap ban dd epitop ctia khang thé hoan toan cia ngudi

Dé x4c dinh su khac biét giita epitop gitta khang thé 1.103.11 hAb nay duoc
dé xudt trong tai liéu nay va Keytruda, mot khang thé hPD-1 da biét, thir .nghiém
quét alanin trén hPD-1 va su d4nh gia tac dung ddi véi viée lién két khéng thé
duoc thuc hién bang 1.103.11 hAb, Keytruda va 11.148 .10 (mdt khang thé hPD-
1 d6i chung v6i epitop khong chdng chéo véi epitop ctia 1.103.11 hAb hodc epitop
cua Keytruda).

Phan du alanin trén hPD-1 dugc dot bién thanh codon glycine, va tAt ca
phan du khac dugc dot bién thanh codon alanin. Déi véi mdi phan du clia mién
ngoai bao hPD-1 (ECD), viéc thé thé diém axit amin duoc thuc hién béng cach st
dung hai bu6c PCR theo tuan tu. Plasmit pcADN3.3-hPD-1_ECD. His ma ma hoa
ECD ctia PD-1 ctia ngudi va thé His dau C da dugce sir dung lam kiéu mAau, va mot
b6 doan mdi gay dot bién d& dugc st dung cho bude dau ctua PCR str dung kit tao
d6t bién dinh huéng nhidu diém anh sang QuikChange (Agilent technologies, Palo
Alto, CA). Dpnl endonuclease duoc str dung dé tiéu hoa kiéu miu me sau phan
ting téng hop ching dot bién. Trong budc thir hai ctia PCR, trinh tw biéu hién
ADN tuyén tinh bao gdm mdt ving khéi dong CMV, mién ngoai bao (ECD) cua
PD-1, thé His va polyadenylation thymidin kinase (TK) polyadenylation dugc
khuéch dai va biéu hién tirc thoi trong té bao HEK293F (Life Technologies,
Gaithersburg, MD).

Khang thé don dong 1.103.11 hAb, keytruda va 11.148.10 hAb dugc phu
trong dia cho thr nghiém lién két ELISA. Sau khi tuong tic véi dich bé mit c6
chira dot bién PD-1 dugc dinh luong, khang thé khang His dugc lién hop HRP
(Rockland, Cat#200-303-3 82) da dugc thém vao nhu la khang thé phat hién. Sy
hép thu duoc chun héa theo mirc trung binh ctia dot bién ddi chiing. Sau khi thiét
1ap gié tri ngat bd sung dé thay d6i sb lan lién két (<0.55), phan du epitop di dugc

x4c dinh dugc nhan biét.
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30 d6t bién hPD-1 duoc thé didm din déu ma lam giam déng ké viéc lién
két khang thé dugc trinh bay trong Bang 2. Viéc kiém tra vi trf ctia tit ca phan du
trén cAu trac tinh thé hPD-1 (m3 PDB 1a 3RRQ va 4ZQK) tiét 16 rang mot sb axit
amin (vi du Vall44, Leul42, Vall10, Met108, Cys123 v.v.) di dugc chon chat
hoan toan trong protein, va khong c6 kha nang truc tip tiép xtic véi bit ky khang
thé nao. Su giam viée lién két quan sét dugc c6 18 1a do su bat on hodc tham chi
su phé v& ctia cAu tric hPD-1 sau su thé alanin. Dé tranh hiéu sai nhiing dit ligu
ndy nhu diém néng epitop, ching t6i di tan dung khang thé doi chimg 11.148.10
HAB ma lién két véi vi tri kha khac trén khang nguyén, nhung dy kién s& phan
ing v6i sy phd v clua cAu tric HPD-1 néu né thuc su xay ra. Dot bién ma anh
huéng dén ca hai khang thé dugc coi 1a cic diém néng gia va da duoc loai bo khoi
danh sach. Sau khi thiét 13p gia tri ngét bd sung dé thay dbi s6 1an lién két (<0.55),
phr?m du epitop dugc xac dinh cudi cung duoc liét ké trong Bang 3. C6 9 vi tri véi
1.103.11 hAb va 5 vi tri v6i Keytruda, va 10 phan du con lai v6i khang thé kiém
so4t 11.148.10 hAb.

Bang 2: Anh huéng cua dot bién diém PD-1 d6i véi viéc lién két khang the

Phan
Phan du Phan du du PD- 11.148.10
PD-1# 1.103.11 hAb PD-1# Keytruda 1# hAb
S6 lan S4 lan S4 1an
thay thay thay
d6i* SD d6i* SD d6i* SD

V144 022 000 |P8 0,18 002 |V144 0,03 0,01
A129 022 0,00 |D8 038 001 |[F5 006 0,02
D85 024 001 |V144 040 0,01 |[L142 0,09 0,00
P83 030 001 |R9%4 046 004 |D48 021 0,01

128 032 0,01 |F106 047 005 |R143 0,26 0,01

V64 032 001 |K78 048 000 |[C123 0,27 0,01

Q133 037 0,03 |P&3 0,50 0,01 |F106 029 0,04
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P130 041 0,00 |D92 0,550 002 |V44 034 001
F106 041 002 |[P39 054 000 |[L41 035 0,00
K131 043 001 |A8 0557 001 [A50 035 0,02
L142 044 000 |C123 057 001 |[F95 037 0091
C123 046 000 [N66 057 003 |[V43 037 0,01
A132 053 001 |L142 059 001 |V110 041 0,01
P39 055 0,02 |F82 0,61 0,03 |M108 043 0,11
M 108 0,556 000 |F95 061 004 |R94 046 0,12
F5 059 000 |F.52 063 001 [C9 048 0,03
K135 062 0,01 |M108 064 006 |R8 049 0,01
$137 062 001 |L128 068 001 D117 049 0,12
F 95 063 0,02 |I126 0,72 0,01 [A113 0,51 0,01
1126 064 001 |A113 0,72 0,01 |[T45 051 0,03
F8 065 001 |V110 0,73 0,04 |[L42 053 0,01
1134 069 001 |G47 073 001 |A40 054 0,00
R94 0,70 001 |D117 073 0,07 |P39 055 0,00
A50 073 0,01 |N49 073 0,00 [G9 056 0,08
D117 073 0,01 |S87 0,74 0,06 |N49 0,58 0,01
Al113 073 0,02 |L42 0,76 0,01 [S137 058 0,02
N4 0,73 0,01 |[N102 0,76 0,01 |Y68 058 0,03
Le6s 075 001 |W67 081 001 |Weé7 060 0,03
W67 076 001 |P101 081 004 |E52 060 0,05
G47 077 000 |A8 0,82 001 |[R69 061 0,05

In dam: cac axit amin chdng 1én nhau véi 11.148.10 hAb d6i chimg dé

duy tri cau trac d& dugc loai bo khoi danh sach cac diém nong.

Thay doi so lan trong viéc lién ket lién quan den viéc lién két cia mot s6

the alanin im lang.
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Bang 3: Xéac dinh cac epitop tiém ning

PD-1 véi PD-1  vdéi
1.103.11 i tri PD-1 véi vi tri 11.148.10 vi tri
hAb phandu  Keytruda phindu  hAb phén du
V 64 C K78 C' L 41 A'
P 83 C' P 83 C' V 43 A
D 85 C" D 85 C" V 44 A'
L 128 FG P 89 C" T 45 A'
A 129 FG D 92 C"D D 48 A'B
P 130 FG A50 B
K 131 G F 56 B
A 132 G R 86 C"
Q133 G C93 C'D
R 143 G

Gid tri ngét: s 1an thay ddi <0,55

*C,C"',C",F, G, A'dai dién cho céc sgi peptit trong cAu trtc tinh thé cua
hPD-1 nhu thé hién trong hinh 17. Ching C' dugc quan sat trén mPD-1 khong ton
tai trén cAu trac hPD-1. Bang B ndy dugc thay bang vong lap khong co cAu tric
trén hPD-1. Chiing t6i vAn st dung C" d lién két nhan ving nay, vi muc dich so
sanh dé& dang véi mPD-1,

So sanh phan du epitop ctia 1.103.11 hAb va Keytruda trong Bang 3 chi
cho thay hai diém néng phan du dugc chdng 1én. Phan con lai kh4 da dang, trong
d6 chi ra ring hai khang thé c6 thé d4 4p dung cic co ché rit khac nhau v& sy ngan
chin hPD-1va hPD-L1. Viéc doc cac ID phan du trong Bang 3 khong truc tiép
giai thich co ché. T4t ca dir lidu trong bang 3, ciing nhur vi trf lién két hPD-L1, do
d6 dugc anh xa trén cAu tric tinh thé ctia hPD-1 dé tao ra sy hinh dung va so sanh
t6t hon. (Hinh 17).

Nhu thy duogc tir hinh 17, diém néng phan du phu trach viée lién két hPD-
L1 thu thip duoc & gitta cac sgi C, F va G (Hinh 17A). Hai khéang thé dugc khao
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sat 1.103.11 hAb va Keytruda, mic di ca hai déu cé chtic ning trong viéc lién két
hPD-1 va ngan chian hPD-L1, nhung cé epitop khac nhau rd rang (hinh 17B cho
1.103.11 hAb, 17C cho Keytruda). epitop ctia Keytruda chu yéu dong gop boi
phén du trén vong 1ip C'D (tuong tmg véi soi C 'trén mPD-1) ma hoan toan khong
giao cdt vi tri lién két PD-L1. Didu nay cho thdy chirc nang ngin chin hPD-L1
cua Keytruda dya nhiéu hon véao anh hudng can tré khong gian ctia né dugce dem
lai béi kich thudce cia khang thé. Nguoc lai, epitop ctia khang thé 1.103.11 hAb
clia chung t61 bao gdm cac diém néng dugc phan b trén nhidu vi tri, va d4 chong
chéo truc tiép véi vi tri lién két hPD-L1 (Hinh 17A, 17B). 1.103.11 hAb nay chdn
hPD-L1 bing phuong tién c6 tinh canh tranh hon hPD-L1 khi phan tng véi vi tri
lién két théng thuong ctia chiing. Do d6, 1.103.11 hAb dugce du kién s& c6 nhiéu
chirc niang hon trong qua trinh phat trién xubi dong.

Tuy nhién, khang thé 11.148.10 hAb lién két véi mot vi tri hoan toan khéc
(Hinh 17D) tir hai khéng thé chtrc ning ma ty x4c nhén 12 khang thé dbi chimg tét
dé theo dbi chirc nang cia hPD-1 trong viéc thé alanin.

Mic du viée tiét 16 da duoc thé hién va mé ta vai vi du cu thé (mét sb trong
dé 1a cac phuong an dugc uu tién), can dugc hiéu ring thay ddi vé hinh thic va
chi tiét c6 thé duoc thuc hién bdi cac chuyén gia trong linh vire ma khong roi khoi

¥ tudng va pham vi ciia sang ché nhu d3 trinh bay trong tai liéu nay.

-88-



36585

Yéu cau bao ho

1. Khang thé khang PD-1 dugc phén 14p hodc manh lién két khang nguyén cta
no, chura’,

a)  vung bién ddi chudi niang chtra ving quyét dinh tinh bd sung (CDR) cta
chudi ning (H) 1 chua trinh ty néu trong SEQ ID NO: 1, HCDR2 chta trinh ty
néu trong SEQ ID NO: 3, va HCDR3 chta trinh tu néu trong SEQ ID NO: 5; va
vung bién ddi chudi nhe chira CDRI cta chudi nhe (L) chta trinh ty néu trong
SEQ ID NO: 7, LCDR2 chira trinh ty néu trong SEQ ID NO: 9, va LCDR3 chira
trinh tu néu trong SEQ ID NO: 11;

b)  vung bién ddi chudi ning chita HCDR1 chira trinh tu néu trong SEQ ID
NO: 13, HCDR2 chtra trinh tu néu trong SEQ ID NO: 15, va HCDR3 chira trinh
tw néu trong SEQ ID NO: 5; va viing bién dbi chudi nhe chita LCDRI chtra trinh
tu néu trong SEQ ID NO: 7, LCDR2 chira trinh tu néu trong SEQ ID NO: 17, va
LCDR3 chura trinh tu néu trong SEQ ID NO: 11;

c) vung bién ddi chudi ning chita HCDR1 chira trinh tu néu trong SEQ ID
NO: 1, HCDR2 chta trinh tu néu trong SEQ ID NO: 15, va HCDR3 chtra trinh tu
néu trong SEQ ID NO: 5; va vung bién ddi chudi nhe chira LCDR1 chira trinh ty
néu trong SEQ ID NO: 7, LCDR2 chira trinh ty néu trong SEQ ID NO: 17, va
LCDR3 chtra trinh tu néu trong SEQ ID NO: 19;

d)  ving bién déi chudi ning chira HCDR1 chua trinh ty néu trong SEQ ID
NO: 21, HCDR2 chtra trinh tu néu trong SEQ ID NO: 23, va HCDR3 chua trinh
tu néu trong SEQ ID NO: 25 va vung bién ddi chudi nhe chira LCDRI1 chtra trinh
tu néu trong SEQ ID NO: 27, LCDR2 chira trinh tu néu trong SEQ ID NO: 29, va
LCDR3 chtra trinh ty néu trong SEQ ID NO: 31;

e)  vung bién ddi chudi ning chita HCDR1 chira trinh ty néu trong SEQ ID
NO: 33, HCDR2 chira trinh tu néu trong SEQ ID NO: 35, va HCDR3 chtra trinh
tu néu trong SEQ ID NO: 37; va vung bién d6i chudi nhe chira LCDR1 chtra trinh
tu néu trong SEQ ID NO: 39, LCDR2 chira trinh tu néu trong SEQ ID NO: 41, va
LCDR3 chtra trinh ty néu trong SEQ ID NO: 43; hodc
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) ving bién d6i chudi ning chira HCDRI1 chira trinh tu néu trong SEQ ID
NO: 1, HCDR2 chtra trinh tu néu trong SEQ ID NO: 15, va HCDR3 chura trinh tu
néu trong SEQ ID NO: 5; va vung bién d6i chudi nhe chira LCDRI1 chira trinh tu
néu trong SEQ ID NO: 7, LCDR2 chira trinh tu néu trong SEQ ID NO: 17, va
LCDR3 chura trinh tu néu trong SEQ ID NO: 65.

2. Khang thé hoic manh lién két khang nguyén cua né theo diém 1, chira:

a)  ving bién ddi chudi ning c6 it nhit 80% trinh ty twong dong véi trinh tu
duoc néu trong SEQ ID NO: 45; va vung bién dbi chudi nhe c6 it nhit 80% trinh
tu tuong déng v6i trinh tu duoc néu trong SEQ ID NO: 47;

b)  ving bién dbi chudi ning c6 it nhit 80% trinh tu twong ddng véi trinh tu
duoc néu trong SEQ ID NO: 49; va viing bién ddi chudi nhe c6 it nhéat 80% trinh
tu twong dong vai trinh trr duge néu trong SEQ ID NO: 51;

c) ving bién d6i chudi ning cé it nhét 80% trinh ty twong déng véi trinh tur
dugc néu trong SEQ ID NO: 53; va vung bién d6i chudi nhe c¢6 it nhat 80% trinh
tu twong dong vai trinh tu duge néu trong SEQ ID NO: 55;

d)  ving bién dbi chudi ning c6 it nhit 80% trinh tu tuong dong véi trinh tu
dugc néu trong SEQ ID NO: 57; va vung bién d6i chudi nhe c6 it nhat 80% trinh
tu tuong déng vdi trinh tu duoc néu trong SEQ ID NO: 59;

e) vung bién dbi chudi ning co it nhét 80% trinh ty twong ddng véi trinh tu
duoc néu trong SEQ ID NO: 61; va viing bién ddi chudi nhe c6 it nhat 80% trinh
tu tuong ddng véi trinh tur dugc néu trong SEQ ID NO: 63; hodc

f) ving bién d6i chudi ning c6 it nhét 80% rinh ty twong dong véi trinh tu
duoc néu trong SEQ ID NO: 53; va viing bién dbi chudi nhe c6 it nhat 80% trinh
tu twong dong véi trinh tw duge néu trong SEQ ID NO: 67.

3. Khang thé hodc manh lién két khang nguyén clia n6 theo diém 1 hodc 2, bao
gdm:

a) ving bién d6i chudi ning chira trinh ty néu trong SEQ ID NO: 45; va ving
bién ddi chudi nhe chira trinh tir néu trong SEQ ID NO: 47,
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b)  vung bién ddi chudi niang chira trinh ty néu trong SEQ ID NO: 49; va ving
bién ddi chudi nhe chira trinh tw néu trong SEQ ID NO: 51;

¢)  ving bién ddi chudi niing chira trinh ty néu trong SEQ ID NO: 53; va ving
bién ddi chudi nhe chira trinh tu néu trong SEQ ID NO: 55;

d)  vung bién ddi chudi ning chira trinh ty néu trong SEQ ID NO: 57; va ving
bién dbi chudi nhe chira trinh tu néu trong SEQ ID NO: 59;

e) ving bién dbi chudi niing chia trinh tu néu trong SEQ ID NO: 61; va ving
bién ddi chudi nhe chira trinh tu néu trong SEQ ID NO: 63; hodc

f) ving bién dbi chudi ning chta trinh tu néu trong SEQ ID NO: 53; va ving
bién ddi chudi nhe chira trinh tu néu trong SEQ ID NO: 67.

4. Khang thé hodc manh lién ket khang nguyén cua n6 theo diém bat ky trong s6
c4c diém néu trén, c6 kha nang lién két dac hiéu voi PD-1 clia nguoi tai tri s6 KD

khong qua 10*M nhu dugc do bang thir nghiém cdng hudng plasmon bé mit.

5. Khéng thé hoic manh lién két khang nguyén ciia n6 theo diém bét ky trong s
céc didm néu trén, trong d6 khang thé hoic manh lién két khang nguyén ciia né
lién két véi PD-1 ctia khi & ndng do ECso tdi da 100nM, hoic t6i da 10nM, va/hodic

khong lién két v6i PD-1 ctia chudt.
6. Khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 theo diém bét ky trong sd
céc didm néu trén, ma c6 kha ning Gc ché lién két ctia PD-1 clia ngudi hodc khi

v6i phéi tir cia né & ndng d6 ICso t6i da 100 nM.

7. Khéang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia né theo diém bét ky trong sb

céc diém néu trén, ma vé& co ban 12 khong lién két véi CD28 hodc CTLAA4.

8. Khang thé hoic manh lién két khang nguyén ctia n6 theo diém bt ky trong s

c4c diém néu trén, ma khong tao ra ADCC hodc CDC hodc c4 hai.
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9. Khang thé hoic manh lién két khang nguyén ctia n6 theo didm bét ky trong sd

c4c diém néu trén, ma 1a khang thé don dong hoan toan clia nguoi.

10. Khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 theo diém 14, trong d6

khéng thé don dong hoan toan ctia nguoi dugc san xuat boi chudt chuyén gen.

11. Khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia né theo diém bét ky trong sb
c4c diém néu trén, ma c6 kha niang ngin chén viéc lién két PD-1 cta ngudi véi
phéi tir ctia né va do d6 dem lai it nhéat mot trong cc hoat dong sau:

a) tao ra sy san sinh cua IL-2 trong té bao T CD4™;

b) tao ra sy san sinh cta IFNy trong té bao T CD4";

¢) tao ra su phat trién cua té bao T CD4"; va

d) dao ngugc chirc nang tic ché cua T reg.

12. Khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 theo diém bét ky trong sd
c4c diém néu trén, ma 1a khang thé don mién dugc lac da hda, doan khang thé doi,
scFv, dime scFv, BsFv, dsFv, (dsFv)2, dsFv-dsFv', manh Fv, Fab, Fab', F(ab")2,
doan khang thé doi ds, khang thé siéu vi, khang thé mién hogc khéng thé mien hai

héa tri.

13. Khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 theo diém bét ky trong sb

céc didm néu trén, trong dé chira thém ving c6 dinh globulin mién dich.

14. Thé lién hop chita khang thé khang PD-1 ho#c méanh lién két khang nguyén
ctia n6 theo diém bét ky trong s6 cac diém néu trén va mot nhén co thé phét hién
dugc, phan tir voi ddc tinh diéu chinh dugc dong hoc, hodc phan tur c6 dic tinh

tinh sach.

15. Polynucleotit dugc phéan lap ma hoa khang thé hodc manh lién két khang

nguyén cua no theo diém tir 1 dén 13.
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16. Vat truyén chira polynucleotit dugc phan 1ap theo diém 15.

17. Té bao cht biéu hién khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 theo

diém bét ky trong s cac didm tir 1 dén 13, chira vat truyén theo diém 16.

18. Phuong phap biéu hién khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia né
theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 13, trong d6 phuong phap bao gom
viéc nudi cay té bao chu theo diém 17 trong diéu kién ma & d6 khang thé hoic

manh lién két khang nguyén dugc biéu hién.

19. B6 kit dé phat hién su ¢6 mit hodc mirc PD-1 trong mau sinh hoc, chira khang
thé hosic manh lién két khang nguyén cua né theo diém bét ky trong sd cac diém

tir 1 dén 13 hosc thé lién hop theo diém 14 va huéng dan st dung.

20. Duoc phém dé diéu tri hodc ngan nglra tinh trang hodc 161 loan lién quan hodc
két hop v6i PD-1 hoiic ¢6 thé huong loi tir viée ting cuong diéu chinh dép tng
mién dich, chira lugng hiéu qua trong tri lidu cia khang thé hoic manh lién két
khang nguyén cua n6 theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 13 hozc thé lién

hop theo diém 14 va mdt hoic nhiéu chit mang dugc dung.
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Tyr



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

46
369
ADN

<400> 46
cagctgcagc
acctgcactg
cagcccccag
tacaatccgt
tccectgaagce
ctagggtata

gtctcctcc

Homo sapiens

tgcaggagtc
tctctggtga
ggaagggact
ccctcaagag
tgagttctgt

atgggaggta

gggcccagga
ctccatcagc
ggagtggatt
tcgagtcacc
ggccgcecaca

cctccecettt

36585

ctggtgaagc
agtactactt
gggagtatct
atatccgtag
gacacggctc

gactactggg

cttcggagac
actactgggt
cttatagtgg
acacgtccaa
tatattactg

gccagggaac

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

<400>

47
110
PRT
Homo

47

Gln Ser Ala

1

Ser

Asn

Met

Ile

Tyr

Ile

50

Ser
65

Gln

Ser

Gly

Ala

Thr

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

<400>

cagtctgccc tgactcagcc tgcctccgtg
tcctgcactg gaaccagcag tgacgttggt

cacccaggca aagcccccga actcatgatt

Thr

Val
35

Tyr

Ser

Glu

Trp

48
330
ADN
Homo

48

sapiens

Leu

Ile

20

Ser

Asp

Lys

Asp

Val
100

Thr

Ser

Trp

Val

Ser

Glu

85

Phe

sapiens

Gln

Cys

Tyr

Thr

Gly

70

Ala

Gly

Pro

Thr

Gln

Asn

55

Asn

Asp

Gly

Ala

Gly

Gln

40

Arg

Thr

Tyr

Gly

Ser

Thr

25

His

Pro

Ala

Tyr

Thr
105

tctgggtctc ctggacagtc gatcaccatc

ttttataact atgtctcctg gtaccaacag

Val

10

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys

90

Lys

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Ser

Leu

Gly

Asp

Lys

Val

60

Thr

Ser

Thr

Ser

Val

Ala

45

Ser

Ile

Tyr

Val

Pro

Gly

Pro

Asp

Ser

Thr

Leu
110

cctgaccctc
ctggatccgce
gaacacctac
gaaccacttc
tgcgagacat

cctggtcacc

Gly Gln

15

Phe Tyr

Glu Leu
Arg Phe

Leu
80

Gly

Ser Ile

95

tatgatgtca ctaatcggcc ctcaggggtt

-119-

60

120

180

240

300

360

369

60

120

180



36585

tctgatcget tctctggctc caagtctgge aacacggcct ccctgaccat ctctgggetce

caggctgagg acgaggctga ttattactgc agctcatata caagcatcag cacttgggtg

ttcggcggag ggaccaagct gaccgtccta

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

<400>

Gln

1

Thr

Thr

Trp

Leu

65

Ser

Cys

Trp

Leu

Leu

Tyr

Ile

50

Lys

Leu

Ala

Gly

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

<400>

49
123
PRT
Homo

49

Gln

Ser

Tyr

Gly

Ser

Lys

Arg

Gln
115

50
369

ADN

Homo

50

sapiens

Leu Gln

Leu Thr

20

Trp Gly

Ser Ile
Arg Val

Ser
85

Leu

His Leu

100

Gly Thr

sapiens

Glu

Cys

Trp

Ser

Thr

70

Ser

Gly

Leu

Ser

Thr

Ile

Tyr

55

Ile

Val

Tyr

Val

Gly

Val

Arg

40

Ser

Ser

Thr

Asn

Thr
120

Pro

Ser

25

Gln

Gly

Val

Asp

Gly

105

Val

Gly

10

Gly

Pro

Ser

Asp

Ala

90

Arg

Ser

Leu

Gly

Pro

Thr

Thr

75

Asp

Tyr

Ser

Val

Ser

Gly

Tyr

Ser

Thr

Leu

Lys

Ile

Lys

Tyr

Lys

Ala

Pro

Pro

Ser

30

Gly

Asn

Asn

Val

Phe
110

Ser

15

Ser

Leu

Pro

Gln

Tyr

Asp

Glu

Ser

Glu

Ser

Phe

80

Tyr

Tyr

cagctgcagc
acctgcactg
cagcccccag
tacaatccgt
tccctgaage
ctagggtata

gtctcctcc

tgcaggagtc
tctctggtgg
ggaagggact
ccctcaagag
tgagctctgt

atgggaggta

gggcccagga
ctccatcagc
ggagtggatt
tcgagtcacc
gaccgacgca

cctccceccecttt

ctggtgaagc
agtagtactt
gggagtatct
atatccgtag
gacacggctg

gactactggg

-120-

cttcggagac
actactgggg
cttatagtgg
acacgtccaa
tgtattactg

gccagggaac

cctgtcccte
ctggatccgce
gagcacctac
gaaccagttc
tgcgagacat

cctggtcacc

240

300

330

60

120

180

240

300

360

369



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

<400>

51
110
PRT
Homo

51

Gln Ser Ala

1

Ser

Asn

Met

Ser

65

Gln

Ser

Ile

Tyr

Ile

50

Gly

Ala

Thr

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

<400>

Thr

Val

35

Tyr

Ser

Glu

Trp

52
330

ADN

Homo

52

sapiens

Leu Thr

Ile
20

Ser

Ser Trp

Asp Val
Ser

Lys

Glu
85

Asp

Val
100

Phe

sapiens

Gln

Cys

Tyr

Ser

Gly

70

Ala

Gly

Pro

Thr

Gln

Asn

55

Asn

Asp

Gly

Ala

Gly

Gln

40

Arg

Thr

Tyr

Gly

36585

Ser

Thr

25

His

Pro

Ala

Tyr

Thr
105

Val

10

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys

Lys

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Ser

Leu

Gly

Asp

Lys

Val

60

Thr

Ser

Thr

Ser

Val

Ala

45

Ser

Ile

Tyr

Val

Pro

Gly

Pro

Asp

Ser

Thr

Leu
110

cagtctgccc
tcctgcactg
cacccaggca
tctgatcgcet
caggctgagg
ttcggcggag
<210>
<211>

<212>
<213>

53
123
PRT

<400> 53

tgactcagcc
gaaccagcag
aagcccccga
tctctggctce
acgaggctga

ggaccaagct

Homo sapiens

tgcctecegtg
tgacgttggt
agtcatgatt
caagtctggc
ttattactgc

gactgtccta

tctgggtctc
ttttataact
tatgatgtca
aacacggcct

agctcatata

ctggacagtc
atgtctcctg
gtaatcggcc
ccctgactat

caagcatcag

Gly Gln

15

Phe Tyr

Glu Vval
Arg Phe

Leu
80

Gly

Ser Ile

95

gatcaccatc
gtaccaacag
ctcaggggtt
ctctgggctc

cacttgggtg

Gln Leu Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu

1

5

10

15

Thr Leu Thr Leu Thr Cys Thr Val Ser Ala Asp Ser Ile Ser Ser Thr

20

25

-121-

30

60

120

180

240

300

330



Thr

Trp

Leu

65

Ser

Cys

Trp

Tyr

Ile

50

Lys

Leu

Ala

Gly

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

<400>

Tyr

35

Gly

Ser

Lys

Arg

Gln
115

54
369

ADN

Homo

54

Trp

Ser

Arg

Leu

His

100

Gly

Val

Ile

Val

Asn

85

Leu

Thr

sapiens

Trp

Ser

Thr

70

Ser

Gly

Leu

Ile

Tyr

Val

Val

Tyr

Val

Arg

40

Ser

Ser

Ala

Asn

Thr
120

36585

Gln Pro
Gly Ser
Val Asp

Thr
90

Ala

Gly
105

Arg

Val Ser

Pro

Thr

Thr

75

Asp

Tyr

Ser

Gly

Tyr

60

Ser

Thr

Leu

Lys

45

Tyr

Lys

Ala

Pro

Gly

Asn

Asn

Leu

Phe
110

cagctgcagc
acctgcactg
cagcccccag
tacaatccgt
tccctgaage
ctagggtata

gtctcctcc

tgcaggagtc
tctctgctga
ggaagggact
ccctcaagag

tgaactctgt

atgggaggta

gggcccagga
ctccatcagce
ggagtggatt
tcgagtcacc
ggccgccaca

cctccececttt

ctggtgaagc
agtactactt
gggagtatct
gtatccgtag
gacacggctc

gactactggg

cttcggagac
actactgggt
cttatagtgg
acacgtccaa
tatattactg

gccagggaac

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

<400>

Gln

1

Ser

Asn

Met

Ser
65

Ser
Ile
Tyr
Ile

50

Gly

55
110
PRT
Homo
55

Ala

Thr

Val

35

Tyr

Ser

sapiens

Leu

Ile

20

Ser

Asp

Lys

Thr

Ser

Trp

Val

Ser

Gln

Cys

Tyr

Ser

Gly
70

Pro

Thr

Gln

Asn

55

Asn

Ala

Gly

Gln

40

Arg

Thr

Val
10

Ser

Thr
25

Ser
His Pro
Ser

Pro

Ala Ser

-122-

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu
75

Gly

Asp

Lys

vVal

60

Thr

Ser

Val

Ala

45

Ser

Ile

Pro

Gly

Pro

Asp

Ser

Leu Glu

Pro Ser

Gln Phe

80

Tyr Tyr

Asp Tyr

cctgaccctc
ctggatccgce
gagcacctac
gaaccagttc
tgcgagacat

cctggtcacc

Gly Gln

Phe Tyr

Glu Leu

Arg Phe

Leu
80

Gly

60

120

180

240

300

360

369



36585

Gln Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ser Ser Tyr Thr Asn Ile

85

90

Ser Thr Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu

105

tctgggtctc
ttttataact
tatgatgtca
aacacggcct

agctcatata

110

ctggacagtc
atgtctcctg
gtaatcggcc
ccctgaccat

caaacatcag

95

gatcaccatc
gtaccaacag
ctcaggggtt
ctctgggctc

cacttgggtg

100

<210> 56

<211> 330

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 56

cagtctgccc tgactcagcce tgcectcegtg

tcctgcactg gaaccagcag tgacgttggt

cacccaggca aagcccccga actcatgatt

tctgatcgct tctctggectce caagtctgge

caggctgagg acgaggctga ttattactgce

ttcggcggag ggaccaagct gaccgtccta

<210> 57

<211> 123

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 57

Gln Leu Gln Leu Gln Glu Ser Gly

1 5

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val
20

Thr Tyr Tyr Trp Gly Trp Ile Arg

35 40
Trp Ile Gly Ser Ile Ser Tyr Ser
50 55

Leu Lys Ser Arg Val Thr Ile Pro

65 70

Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr

85

Cys Ala Arg His Leu Gly Tyr Asn
100

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr

115 120

<210> 58

<211> 369

<212> ADN

Pro Gly

10

Ser
25

Gly

Gln Pro

Gly Thr

Val Asp

Ala Ala

90

Ser Asn

105

Val Ser

-123-

Leu

Gly

Pro

Thr

Thr

75

Asp

Trp

Ser

Val

Ser

Gly

Tyr

60

Ser

Thr

Tyr

Lys

Ile

Lys

45

Tyr

Lys

Ser

Pro

Pro

Ser

30

Gly

Asn

Asn

Leu

Phe
110

Ser

15

Ser

Leu

Pro

Gln

Tyr

95

Asp

Glu

Thr

Glu

Ser

Ile

80

Tyr

Tyr

60

120

180

240

300

330



<213>

<400> 58
cagctgcagc

acctgcactg
cagcccccag
tacaacccgt
tccctgaaac
ctcgggtata
gtctcctca

<210>
<211>

<212>
<213>

59
110
PRT

<400> 59

Gln
1

Ser

Ser Val

Asn Arg

35
Ile Ile
50

Ser
65

Gly

Gln Ala

Ser Thr

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

60
330
ADN

<400> 60

cagtcggccc
tcctgcactyg
cccccaggcea

cctgatcgcet

Homo

Ala

Thr

Val

Tyr

Ser

Glu

Trp

Homo

Homo sapiens

tgcaggagtc
tctctggtgg
ggaaggggct
ccctcaagag
tgagctctgt

acagcaactg

sapiens

Leu Thr

Ile
20

Ser
Ser

Trp

Glu Val

Ser

Lys

Glu
85

Asp

Val
100

Phe

sapiens

tgactcagcc
gaaccagcag
cagcccccga

tctctgggtce

Gln

Cys

Tyr

Ser

Gly

70

Ala

Gly

gggcccagga
ctccatcagc
ggagtggatt
tcgagtcacc
gaccgccgca

gtaccctttt

Pro Pro

Thr Gly

Gln Gln

40

Asn
55

Arg

Asn Thr

Asp Tyr

Gly Gly

tcccteegtg
tgacgttggt
agtcattatt

caagtctggc

36585

ctggtgaagc
agtactactt
gggagtatct
atccccgtag
gacacgtctt

gactactggg

Val
10

Ser Ser

Thr
25

Ser Ser

Pro Pro Gly

Pro Ser Gly

Ala Leu

75

Ser

Tyr Cys Ser

Thr
105

Lys Leu

tccgggtcectce
agttataacc
tatgaggtca

aacacggcct

-124-

cctcggagac
actactgggg
cttatagtgg
acacgtccaa
tgtattattg

gccagggaac

Gly Ser Pro

Asp Val Gly

30
Thr Ala
45

Pro

Val
60

Pro Asp

Thr Ile Ser

Ser Tyr Thr

Thr Val Leu

110

ctggacagtc
gtgtctcctyg
gtaatcggcc

ccctgaccat

cctgtccecctce
ctggatccgce
gaccacctac
gaaccagatc
tgcgagacat

cctggtcacc

Gly Gln

15

Ser Tyr

Glu Val
Arg Phe

Leu
80

Gly

Ser Ser

95

agtcaccatc
gtaccagcag
ctcaggggtc

ctctgggctc

60

120

180

240

300

360

369

60

120

180

240



36585

caggctgagg acgaggctga ttattactgc agctcatata caagcagcag cacttgggtg

ttcggcggag ggaccaagct gaccgtccta

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

<400>

61
119
PRT
Homo

61

Glu val Gln

1

Ser

Ala

Ser

Lys

Leu

Ala

Thr

Leu

Met

Thr

50

Gly

Gln

Lys

Leu

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

<400>

Arg

Ser
35

Ile

Arg

Met

Asn

Val
115

62
357
ADN
Homo

62

sapiens

Leu

Leu

20

Trp

Thr

Phe

Asn

Arg
100

Thr

Leu

Ser

Val

Gly

Thr

Ser
85

Ala

Val

sapiens

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Gly

Ser

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Glu

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Gly

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Tyr
105

Gly

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp
90

Phe

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Asp

Val

Thr

Gly

Tyr

Lys

Ala

Tyr

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Trp

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly
110

gaggtgcagc
tcctgcgecag
ccagggaagg
gcagactccg

ctgcaaatga

gctggggagg

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

63
105
PRT

tgttggagtc
cctctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgag

gttactttga

Homo sapiens

tgggggaggc

cacctttagce
ggtctcaact
gttcaccatc
agccgaggac

ctactggggc

ttggtacagc
agccatgcca
attactggtg
tccagagaca
acggccgtat

cagggaaccc

-125-

ctggggggtc
tgagctgggt
gtggtggtag
attccaagaa
attattgtgc

tggtcaccgt

Gly
15

Gly

Ser His

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

80

Tyr
95

Cys

Gln Gly

cctgagactg
ccgccaggcet
catatactac
cacgctgtat
gaaaaaccgc

ctcctca

300

330

60

120

180

240

300

357



36585

Ser

Asp

Gln

Ile

Thr

Val

Leu
105

Val

10

Asn

Ala

Pro

Ile

Trp
90

Ser

Ile

Pro

Glu

Ser

75

Asp

Val Ala

Gly Asn

Val Leu

45
Gly Phe
60

Arg Ala

Ser Ile

Leu

Lys

Val

Ser

Gln

Trp

Gly

15

Asp

Ile

Gly

Ala

Val
95

Gln

Val

Tyr

Ser

Gly

Phe

<400> 63

Ser Tyr Glu Leu Thr Gln Pro Leu

1 5

Thr Ala Arg Ile Thr Cys Gly Gly
20

His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly

35 40
Arg Asp Ser Asn Arg Pro Ser Gly
50 55

Asn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu

65 70

Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln

85

Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val
100

<210> o4

<211> 315

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> o4

tcctatgagec tgactcagcc actctcagtg

acctgtgggg gagacaacat tggaaataaa

caggcccctg tgctggtcat ctatagggat

ttctctggct ccaactcggg gaacacggcc

gatgaggctg actattactg tcaggtgtgg

aagctgaccg tccta

<210> 65

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>

<223> Tbéng hop

<400> 65

tcagtggccc
gatgtgcact
agcaaccggc
accctgacca

gacagcattt

Ser Ser Tyr Thr Ser Ile Ser Thr Trp Val

1

<210> 66
<211> 30
<212> ADN

5

10

-126-

tgggacagac
ggtaccagca
cctctgggat
tcagcagagc

gggtgttcgg

ggccaggatt
gaagccaggc
ccctgaggga

ccaagccggg

cggagggacc

60

120

180

240

300

315



<213>

<220>
<223>

<400>

agctcatata caagcatcag cacttgggtg

Trinh ty nhdn tao

Téng

66

hop

36585

Ser

Thr

25

His

Pro

Ala

Tyr

Thr

Val

10

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys

90

Lys

Ser

Ser

Gly
Leu
75

Ser

Leu

Gly

Asp

Lys

Val

60

Thr

Ser

Thr

Ser

Val

Ala

45

Ser

Ile

Tyr

Val

Pro

Gly

Pro

Asp

Ser

Thr

Leu

<210> 67

<211> 110

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Tbdng hop

<400> 67

Gln Ser Ala Leu Thr Gln Pro Ala

1 5

Ser Ile Thr Ile Ser Cys Thr Gly
20

Asn Tyr Val Ser Trp Tyr Gln Gln

35 40
Met Ile Tyr Asp Val Ser Asn Arg
50 55

Ser Gly Ser Lys Ser Gly Asn Thr

65 70

Gln Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr

85

Ser Thr Trp Val Phe Gly Gly Gly
100

<210> 68

<211> 330

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Tbng hop

<400> 68

cagtctgccc tgactcagcc tgcctccecgtg

tcctgcactg gaaccagcag tgacgttggt

cacccaggca aagcccccga actcatgatt

tctgatcgct tctctggctc caagtctggce

caggctgagg acgaggctga ttattactgc

ttcggcggag ggaccaagct gaccgtccta

105

tctgggtctc
ttttataact
tatgatgtca
aacacggcct

agctcatata

-127-

110

ctggacagtc
atgtctcctg
gtaatcggcc
ccctgaccat

caagcatcag

Gly Gln

Phe Tyr

Glu Leu

Arg Phe

Leu
80

Gly

Ser Ile

95

gatcaccatc
gtaccaacag
ctcaggggtt
ctctgggctc

cacttgggtg

30

60

120

180

240

300

330





