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(57) Sang ché thudc linh vyec tri liéu khdi u va mién dich hoc phan tr, va dé xuat khang thé

don dong khang khang nguyén két hop lympho biao T gay doc té bao 4 (CTLA4) hodc

manh lién két khang nguyén cua chung, phuong phap diéu ché va duoc pham chira khang
thé nay. Khang thé don dong theo sang ché c6 thé phong bé sur lién két cia CLTA4 vé6i B7,

1am thuyén giam sy e ché mién dich trén co thé boi CTLA4, va hoat héa lympho bao T.
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Linh vue k§y thuit dwge dé cap

Sang ché thudc linh vuc tri lidu khdi u va mién dich hoc phan tir. Séng
ché d& cap dén khang thé don dong khéang CTLA4 hozic manh lién két khang
nguyén ctia chung, dugc phdm chira chung, trinh tw ma héa cta chung va
phuong phap va viée str dung trong chin doan, ngan ngira, tri liéu va/hodc tri

lidu bd trg str dung chung.
Tinh trang k§ thuit cia sang ché

Khéng nguyén két hop lympho bao T gy doc t& bao 4 (viét tit 1a
CTLA4) c¢6 mdi quan hé rt gan giii véi phan tir CD28 vé cau tric gen, vi tri
nhiém sic thé, d6 tuong déng trinh tu va su biéu hién gen. Ca hai phan ti nay
d2u 1a thu thé ctia phén tr ddng kich thich B7, dugc biéu hién chu yéu trén bé
mit ctia cac t& bao T d& hoat hoa. Tuy nhién, do tin hiéu ddng kich thich cia su
hoat hoa lympho bao, CTLA4 cé chitc nang trai nguge véi CD28. Sau khi lién
két voi B7, CTLA4 c6 thé e ché su hoat hoa té bao T clia chudt va ngudi,

dong vai tro dieu hoa am trong viéc hoat hda té bao T.

mAb CTLA4 hodc phdi tir CTLA4 c6 thé ngin chin CTLA4 lién két véi
phéi tr tw nhién cta nd, nho dé phong bé su tai nap tin hiéu diéu hoa am té bao
T bing CTLA4 va ting cudng tinh dép Ung cla té bao T d6i véi cac khang
nguyén khéac nhau. Theo khia canh nay, két qua tir cic nghién ctru in vivo va in
vitro gdn nhu ¢6 tinh phdi hop. Hién tai, c6 mot s6 CTLA4 mAb (10D1, 11.2.2)
duge thir nghiém trong céc thir nghiém 1am sang dé didu tri ung thu tuyén tién
liét, ung thu bang quang, ung thu rudt két-truc trang, ung thu dai da day-rudt
non, ung thu gan, u hic sic t6 4c tinh, v.v. (CTLA-4 blockade in tumor models:

an overview of preclinical and translational research. Grosso JF., Jure-Kunkel
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MN., Cancer Immun. 2013; 13:5. Epub 2013 Jan 22; US 6984720 B1; va US
6682736 B1). Trong sb nay, 10D1 va 11.2.2 dugc danh gid 1a cac khang thé
don dong khang CTLA4 c6 hiéu qué tot nhat.

Interleukin 2 (IL-2) dugc san xuét boi t& bao T. Pay 1a yéu té sinh
truéng didu hoa nhém phu cta té bao T. Pay ciing 1a yéu t6 quan trong diéu
bién dap tmg mién dich. N6 c6 thé xtic tién va hoat héa su md rong cia té bao
B, va lién quan dén phan Gng khang thé, su tao huyét va su kiém soét khdi u.
IL-2 tai t5 hop ctia ngudi di dwoc US FDA phé chudn dé diéu trj khdi u 4c tinh
(bao gdm u hic sic t, khoi u than, v.v.). N6 cling dang duoc nghién cttu 14m
sang dé didu tri sy 1ay nhiém virut man tinh (Pharmacologic administration of

interleukin-2. Chavez, A.R., et al., Ann N Y Acad Sci, 2009. 1182: 14-27).

Gibng nhu cac yéu t6 quan trong anh hudng dén chuc ning cta té bao T,
CTLA4 va CTLA4 mAb c6 thé tao ra tac dung tri liéu cu thé ddi véi cac bénh
béng céach can thiép vao vi mdi truong mién dich trong co thé. Chung c6 hidu
qua cao va khic phuc duge khiém khuyét cta thubc truyén théng, mo ra con
duong tri liéu gen mai. CTLA4 va CTLA4 mAb dugc thtr nghiém trong cac
thir nghiém va cac giai doan khac nhau cta cac thr nghiém 1am sang. Vi du,
trong céc bénh tw midn, ching wc ché mdt cach hidu qua tinh dép tng ting
duong khi dao trong md hinh thr nghiém & dong vat vé bénh hen, ngan ngira sy
phat trién ctia bénh thap khép, didu tiét tinh dung nap mién dich d6i véi di ghép
trong co thé, va céc tic dung khac. Mit khac, mic du tri liéu gen sinh hoc da
cho thiy tac dung bt loi bt ky trong cac thir nghiém 1dm sang thdi gian ngn,
can phai chu y dén hiéu qua tiém ning sau khi 4p dung trong thoi gian dai. Vi
du, viéc phong bé qua mirc su truyén tin hiéu CTLA4-B7 bdi CTLA4 mAb c¢6
thé dAn dén sy phat tridn céc bénh ty midn. Vi cac khang thé c6 thé lién két dac
hiéu véi phdi tir cia chung va kich thich su tan té bao dich hodc phong bé su
tién tridn clia bénh, sy phat trién va sir dung céc thudc dua trén khang thé, dic
biét 1a cac khang thé duoc lam giéng nhu clia ngudi cé tAm quan trong dang ké

trong diéu tri 14m sang cac khoi u 4c tinh va cac bénh mién dich khac & nguoi.
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Hién nay, vin c¢6 nhu ciu phét trién khang thé méi phong bé su lién két
ctia CTLA4 véi B7, va khang thé dugc lam gidng nhu ciia ngudi ctia chiing.
Ban chét ki thuét cia sang ché

Sau cac nghién ctu k§ ludng va cac cong viéc sang tao bdi cac tac gia
sang ché, CTLA4 tai t& hop duoc biéu hién bing cach st dung hé bidu hién té
bao dong vat c¢6 vi, va duoc st dung 1am khang nguyén dé gdy mién dich cho
chuét. T& bao lai thu duoc béng cach dung hop t& bao lach chudt véi té bao u
ty. Sau khi sang loc nhiéu mau, céc tac gia sang ché d3 thu duge dong té bao
lai ¢6 kha nang tiét va san xudt khang thé don dong dic hiéu ma lién két dac
hidu véi CTLA4 va c6 thé phong bé lién két ctia CTLA4 v6i B7 mot cach higu
qua. Ngoai ra, cac khang thé duoc 1am giéng nhu cta nguoi duge tao ra. Do do,
céc sang ché sau dugc dé xuét.

Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén khang thé don dong hoac
manh lién két khang nguyén cta ching, trong d6 khang thé don dong nay chtra
ving quyét dinh tinh b trg (CDR) dugc chon tlr céc ving sau:

HCDRI chtra trinh ty axit amin SEQ ID NO: 27,

HCDR2 chira trinh tu axit amin SEQ ID NO: 28, va

HCDR3 chira trinh tu axit amin SEQ ID NO: 29;

va/hoac

LCDRI1 chira trinh tu axit amin SEQ ID NO: 30,

LCDR2 chira trinh tu axit amin SEQ ID NO: 31, va

LCDR3 chira trinh tu axit amin dugc chon tr SEQ ID NO: 32, SEQ ID
NO: 33, va SEQ ID NO: 34.

Khéng thé don dong hozc manh lién két khang nguyén cia ching theo
phuong 4n bt ky trong s6 cac phuong én clia sang ché, trong d6:

trinh ty axit amin cia ving bién dbi chudi ning (VH) ctia khéng thé don
dong dugce chon tir SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 14, va SEQ
ID NO: 18;



39280

va/hodc

trinh ty axit amin cua ving bién dbi chudi nhe (VL) ctia khang thé don
dong duoc chon tir SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 16, SEQ ID
NO: 20, SEQ ID NO: 22, va SEQ ID NO: 24.

Khang thé don dong hoic manh lién két khang nguyén cta ching theo

phuong 4n bt ky trong s6 cdc phuwong 4n cia séng ché, trong d6:

khang thé don dong nay chira:

(1) VH nhu dugc néu trong SEQ ID NO: 6 va VL nhu dugc néu trong
SEQ ID NO: §;

(2) VH nhu dugce néu trong SEQ ID NO: 10 va VL nhu duoc néu trong
SEQ ID NO: 12;

(3) VH nhu dugc néu trong SEQ ID NO: 14 va VL nhu dugc néu trong
SEQ ID NO: 16;

(4) VH nhu dugce néu trong SEQ ID NO: 18 va VL nhu dugc néu trong
SEQ ID NO: 20;

(5) VH nhu duge néu trong SEQ ID NO: 14 va VL nhu dugc néu trong
SEQ ID NO: 22; hodc

(6) VH nhu dugc néu trong SEQ ID NO: 14 va VL nhu dugc néu trong
SEQ ID NO: 24.

Theo sang ché, cac nhém tir (1) dén (6) trén ddy thé hién trinh tu axit
amin cta ving bién dbdi chudi ning va ving bién d6i chudi nhe cia
8D2/8D2(Re), 8D2HI1L1, 8D2H2L2, 8D2H3L3, 8D2H2L15, va 8D2H2L17,
mot cach tuong Ung.

Cu thé, methionin (Met) & vi tri 18 trong SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO:
10, va SEQ ID NO: 14 ddc lap duoc thé béng axit amin dugc chon tir cac axit

amin sau: Leuxin (Leu), Valin (Val), Isoleuxin (Ile), hodc Alanin (Ala).
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Céc thubc tri lidu dua trén khang thé, dic biét 1a khang thé don dong
(MAB) d3 dat dugc hiéu qua tuyét voi trong didu tri mot s6 bénh. Phuong phap
truyén théng dé thu dugc khang thé tri liéu nhu vay 1a gy mién dich dong vat
bing khang nguyén, thu dugc khang thé chdng lai khang nguyén nay tir dong
vat dd duge gy mién dich, hodc cai thién khéng thé ¢6 4i luc thép véi khang
nguyén bang sy trudng thanh 4i lyc. Tuy nhién, phuong phép ndy ton thdi gian
va tén nhén cong, va thudng khéng nhim dich duoc epitop dic hiéu trén khéng

nguyén.

Su lién két v6i khang nguyén phu thude vao ving bién dbi cta chudi
nhe va chudi ning; ving bién déi ciia mdi chudi chita ba ving siéu bién doi,
con duoc goi 13 ving quyét dinh tinh bd trg (CDR) (chudi ning (H) chira
HCDRI1, HCDR2 va HCDR3, va chudi nhe (L) chita LCDR1, LCDR2 va
LCDR3; xem phin giai thich v& cic ving niy trong 4n phdm: Kabat et al.,
Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition (1991), Vol. 1-3,
NIH Publication 91-3242, Bethesda Md).

Trinh ty axit amin ctia CDR trong trinh ty khang thé don dong cta céac
phuong 4n tir (1) dén (6) trén ddy dugc phan tich bang céc bién phap k¥ thuat
d3 biét 13 voi nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét nay, vi du,
bang phép phan tich co s dit liéu VBASE2. Céc két qua duoc cung cip dudi
day.

(1) Trinh ty axit amin ciia 3 CDR ctia ving bién d6i chudi ning duoc thé

hién dudi day:

HCDRI1: GFTFSDNW (SEQ ID NO: 27),
HCDR2: IRNKPYNYET (SEQ ID NO: 28),
HCDR3: TAQFAY (SEQ ID NO: 29).

Trinh ty axit amin cua 3 CDR cua vung bién ddi chudi nhe dugc thé
hién dudi day:
LCDR1: ENIYGG (SEQ ID NO: 30),

LCDR2: GAT (SEQ ID NO: 31),
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LCDR3: QNVLRSPFT (SEQ ID NO: 32).

(2) Trinh ty axit amin ctia 3 CDR cta vung bién dbi chudi ning duoc thé

hién dudi day:

HCDRI1: GFTFSDNW (SEQ ID NO: 27),
HCDR2: IRNKPYNYET (SEQ ID NO: 28),
HCDR3: TAQFAY (SEQ ID NO: 29).

Trinh ty axit amin cia 3 CDR cua vung bién ddi chudi nhe duogc thé

hién dudi day:
LCDRI1: ENIYGG (SEQ ID NO: 30),
LCDR2: GAT (SEQ ID NO: 31),
LCDR3: QNVLRSPFT (SEQ ID NO: 32).

(3) Trinh tu axit amin cia 3 CDR ctia ving bién dbi chudi ning dugc thé

hién dudi day:
HCDRI1: GFTFSDNW (SEQ ID NO: 27),
HCDR2: IRNKPYNYET (SEQ ID NO: 28),
HCDR3: TAQFAY (SEQ ID NO: 29).

Trinh ty axit amin cua 3 CDR cua vung bién d6i chudi nhe dugc thé

hién dudi day:

LCDRI: ENIYGG (SEQ ID NO: 30),
LCDR2: GAT (SEQ ID NO: 31),
LCDR3: QNVLRSPFT (SEQ ID NO: 32).

(4) Trinh ty axit amin cta 3 CDR cua viung bién dbi chudi ning duoc thé

hién dudi day:

HCDR1: GFTFSDNW (SEQ ID NO: 27),
HCDR2: IRNKPYNYET (SEQ ID NO: 28),
HCDR3: TAQFAY (SEQ ID NO: 29).
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Trinh ty axit amin ctia 3 CDR cia ving bién dbi chudi nhe dugc thé

hién duoi day:
LCDRI1: ENIYGG (SEQ ID NO: 30),
LCDR2: GAT (SEQ ID NO: 31),
LCDR3: QNVLRSPFT (SEQ ID NO: 32).

(5) Trinh tu axit amin ctia 3 CDR cua vung bién dbi chudi ning duoc thé

hién dudi day:
HCDR1: GFTFSDNW (SEQ ID NO: 27),
HCDR2: IRNKPYNYET (SEQ ID NO: 28),
HCDR3: TAQFAY (SEQ ID NO: 29).

Trinh ty axit amin ctia 3 CDR ctia vung bién ddi chudi nhe dugc thé

hién dudi day:

LCDRI1: ENIYGG (SEQ ID NO: 30),
LCDR2: GAT (SEQ ID NO: 31),
LCDR3: QNVLSRHPG (SEQ ID NO: 33).

(6) Trinh ty axit amin cia 3 CDR cua vung bién dbi chudi ning duoc thé

hi¢n dudi day:

HCDR1: GFTFSDNW (SEQ ID NO: 27),
HCDR2: IRNKPYNYET (SEQ ID NO: 28),
HCDR3: TAQFAY (SEQ ID NO: 29).

Trinh ty axit amin cua 3 CDR cua vung bién ddi chudi nhe duoc thé

hién dudi day:
LCDRI1: ENIYGG (SEQ ID NO: 30),
LCDR2: GAT (SEQ ID NO: 31),
LCDR3: QNVLSSRPG (SEQ ID NO: 34).
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Khéng thé don dong hoic manh lién két khang nguyén cta ching theo
phuong 4n bt ky trong s6 cac phuong én cua séng ché, trong d6 khang thé don
dong hodc manh lién két khdng nguyén ctia ching dugc chon tir Fab, Fab',
F(ab)y, Fd, Fv, dAb, manh viing quyét dinh tinh bd trg, khéng thé chudi don (v
du, scFv), khang thé duoc lam gidng nhu ctia ngudi, khang thé kham, hodc
khéng thé thé doi.

Khéng thé don dong hodc méanh lién két khang nguyén cta chung theo
phuong 4n bét ky trong sd céc phuong 4n clia sang ché, trong d6 khang thé don
dong nay lién két véi CTLA4 protein véi Kp it hon khoang 10° M, vi du, it
hon khoang 10 M, 107 M, 10% M, 10 M, hodc 101° M hodc it hon.

Khang thé don dong hozic manh lién két khang nguyén cta ching theo
phuong 4n bét ky trong s6 cic phuong 4n clia sang ché, trong d6 khang thé don
dong nay chira ving khong phai CDR, va vung khong phdi CDR nay la tu
khang thé cua loai khac véi chudt, vi dy, ngudi.

Khéng thé don dong hodc manh lién két khang nguyén ctia chiing theo
sang ché 1a khang thé don dong khang CTLA4 hoic manh lién két khang
nguyén cua ching ma cé thé lién két dic hiéu véi CTLA4,

Khéng thé don dong hoic manh lién két khang nguyén cta ching theo
phuong 4n bét ky trong sb céc phuong én clia séng ché dé st dung trong ngén
ngtra va/hodc tri liéu va/hodc tri liu bd tro va/hodc chin doan khdi u; cu thé,
khéi u duoc chon tir u hic sic t6, khéi u than, ung thu tuyén tién liét, ung thu
bang quang, ung thu rudt két-truc trang, ung thu dai da day-rudt non, va ung
thu gan/ung thu thudc gan.

Khéng thé don dong theo phuong 4n bét ky trong s6 cac phuong 4n cua

sang ché dé st dung dé:
phong bé su lién két ctia CTLA4 véi B7,
diéu hoa (vi du, didu hoa giam) hoat tinh cia CTLA4 hodc muc CTLA4,

lam thuyén giam sy trc ché mién dich trén co thé boi CTLA4, hodc
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lam tac nhan hoat hda lympho bao T hodc lam ting sy biéu hién cua IL-

2 trong lympho bao T.

Theo khia canh khac, sang ché dé cdp dén phan tr axit nucleic dugc
phan 1ap, chira trinh tu axit nucleic c¢6 kha ning ma héa ving bién d6i chudi

ning ctia khang thé, trong do:

ving bién dbi chudi ning cta khang thé chita CDR véi trinh tur axit

amin SEQ ID NO: 27-29;

cu thé, vung bién d6i chudi nang cua khang thé c6 trinh ty axit amin nhu
dugc néu trong SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 14, hodc SEQ ID
NO: 18;

cu thé hon, phén tir axit nucleic c6 trinh tu nucleotit nhu dugc néu trong

SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 13, hodc SEQ ID NO: 17.

Séng ché con dé xuét phan tir axit nucleic dugc phan 14p, ma héa khang
thé don dong hodc manh lién két khang nguyén ctia ching theo sang ché. Phan
tir axit nucleic ndy ¢ thé dugc phén lap tir t& bao lai, hodc thu duge théng qua
kg thuét thiét ké gen tai td hop hoic phuong phép tong hop héa hoc.

Theo khia canh khac, sang ché dé cap dén phan tir axit nucleic dugc
phén 18p, chira trinh tu axit nucleic c6 kha ndng ma hoa ving bién d6i chudi
nhe ctia khang thé, trong do:

ving bién dbi chudi nhe ctia khéng thé chua:

1) CDR véi trinh ty axit amin SEQ ID NO: 30-32;

2) CDR véi trinh ty axit amin SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31 va SEQ
ID NO: 33; hoac

3) CDR véi trinh ty axit amin SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31 va SEQ
ID NO: 34,

cu thé, ving bién dbi chubi nhe ctia khang thé c6 trinh tw axit amin nhu
dugce néu trong SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO:
20, SEQ ID NO: 22, hodc SEQ ID NO: 24;

-10-
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cu thé hon, phan tir axit nucleic cé trinh ty nucleotit nhu dugc néu trong
SEQ ID NO: SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO:
19, SEQ ID NO: 21, hodc SEQ ID NO: 23.

Theo khia canh khéc, sang ché @ cap dén vecto, chira phan tir axit
nucleic dugc phan 14p theo phwong 4n bét ky trong s6 cac phuong 4n theo sang
ché. Vecto theo sang ché c6 thé 1a vecto tach dong hoic vecto biéu hién. Theo
phuong an dugc uu tién, vecto theo sang ché 13, vi dy, plasmit, cosmit, thé thuc

khudn, coemit, hodc dang tuong tu.

Theo khia canh khac, sang ché dé cap dén té bao chu, chira phan tir axit
nucleic dugc phan 14p theo phuong 4n bét ky trong s6 cac phuong 4n theo sang
ché, hoiic vecto theo sang ché. Céac t& bao chi nhu viy bao gdm, nhung khong
gi¢i han &, t& bao sinh vat khong ¢6 nhan dién hinh nhu t€ bao E. coli, va té bao
sinh vét c6 nhan dién hinh nhu t& bao nidm men, t& bao con trung, té bao thuc
vat, va té bao dong vt (nhu té bao dong vt c6 vi, bao gbm té bao chudt, té
bao clia ngudi, hodc cac té bio twong tw). Cac t& bao theo sang ché cling c6 thé

1a dong & bao, nhu té bao 293T.

Theo khia canh khac, sang ché d& cdp dén phuong phap diéu ché khang
thd don dong hodc manh lién két khang nguyén cta chiing theo phuong 4n bét
ky trong s6 cac phwong 4n clia sdng ché, phuong phép nay bao gbm céc bude
nudi cly té bao chi theo sang ché trong céc diéu kién thich hop va thu hoi
khang thé don dong hoic manh lién két khang nguyén ctia chiing tir mdi trudng
nudi cdy té bao.

Theo khia canh khéc, sang ché dé cap dén thé lién hop, chira khang thé
don dong hodc manh lién két khang nguyén ctia chung va gbe duoc lién hop,
trong d6 khéng thé don dong nay 1a khang thé don dong hoic manh lién két
khang nguyén cua chung theo phuong an bét ky trong sb6 cac phuong 4n ciia
sang ché, va gbc duoc lién hop 14 nhan phat hién duge. Cu thé, gbc duge lién
hop 1a chét ddng vi phdng xa, chat huynh quang, chét phat quang, chat sinh

mau, hodc enzym (vi dy, peroxidaza cdy cai oc ven bién).

-11-
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Theo khia canh khac, séng ché dé cap dén bo kit, chira khang thé don
dong hoc manh lién két khang nguyén ctia chiing theo phuong 4n bét ky trong

s0O cac phuong an cta sang ché, hodc the lién hgp theo sang che;

cu thé, b kit ndy con chira khang thé thtr hai, khéng thé nay nhan biét
mot cach dic hidu khang thd don dong di néu hodc manh lién két khing
nguyén cia chung; tiy ¥, khang thé thir hai nay con chira nhan phét hién duoc,
vi du, chét déng vi phéng xa, chét huynh quang, chét phat quang, chét sinh mau,

hodc enzym (vi dy, peroxidaza cdy cai Oc ven bi€n).

Theo khia canh khéc, séng ché d& cap dén viéc str dung khéng thé don
dong hoic méanh lién két khang nguyén ctia chiing theo phuong én bat ky trong
s6 céc phuong 4n cta sang ché trong didu ché bg kit d8 str dung trong viéc phat

hién su c6 mat hoic mirc CTL4 trong mau.

Theo khia canh khac, sang ché dé cap dén duoc phdm, chira khang thé
don dong hodc manh lién két khang nguyén ctia chung theo phuong 4n bat ky
trong s céc phuong 4n ctia sang ché hoic thé lién hop theo sang ché; tuy v,

dwoc phim nay con chira chat mang va/hodc t4 duge duge dung.

Theo khia canh khéc, sdng ché dé cap dén viéc st dung khang thé don
dong hodc manh lién két khang nguyén ctia ching theo phuong 4n bét ky trong
s& céc phuong an cua sang ché hoic thé lién hop theo sang ché trong bao ché
thudc dé st dung trong ngin nglra va/hodc tri li¢u va/hodc tri liéu bd tro
va/hodc chdn doan khdi u; cu thé, khéi u dugc chon tir u hic séc td, khdi u
than/khéi u thudc than, ung thu tuyén tién 1iét, ung thu bang quang, ung thu
rudt két-tryc trang, ung thu dai da day-rudt non, va ung thu gan/ung thu thudc

gan.

Theo khia canh khac, sang ché dé cap dén viéc st dung khang thé don
dong hodc manh lién két khang nguyén clia chung theo phuong 4n bét ky trong
s6 cac phuong 4n clia sang ché hogc thé lién hop theo sang ché trong diéu ché

cac tac nhan sau:

tdc nhan phat hi€n sy c6 mat hodc muc CTL4 trong mau,
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tac nhan phong bé sy lién két ctia CTLA4 vé6i B7,

tac nhan diéu hoa (vi du, diéu hoa giam) hoat tinh ctia CTLA4 hodc muc
CTLAA4,

tc nhan lam thuyén giam sy @rc ché min dich trén co thé béi CTLAA4,
tac nhin hoat hoa lympho bao T, hodc
tac nhan 1am ting sy biéu hién cta IL-2 trong lympho bao T.

Theo khia canh khac, sang ché dé cap dén phuong phap in vivo hodc in
vitro bao gdm budc sir dung cho t& bao lugng hitu hidu ctia khéng thé don dong
hodc manh lién két khdng nguyén ctia ching theo phuong 4n bét ky trong s6
céc phuong 4n cia sang ché hoic thé lién hop theo sang ché, trong d6 phuong

phap nay dugc chon tir cac phuong phap sau:
phuong phap phét hién su ¢6 mit hoic mic CTL4 trong mau,
phuong phép phong bé sur lién két ctia CTLA4 véi B7,

phuong phép didu hoa (vi du, didu hoa giam) hoat tinh ctia CTLA4 hodc
muc CTLA4,

phuong phép lam thuyén giam sy uc ché midn dich trén co thé boi
CTLAA,

phuong phép hoat héa lympho bao T, hodc

phuong phép 1am tang sy biéu hién ctia IL-2 trong lympho bao T.

Céc phuong phép nay cé thé dugc sit dung cho muyc dich chan doan
hodc tri liéu, hodc muc dich khong phai dé chin doan hozc khong phai dé tri
liéu (vi du, trong d6 mAu nay 1a mAu té bao, hon 1a miu tir bénh nhan).

Theo khia canh khéc, séng ché dé cip dén phuong phip ngin ngira
va/hodc tri lidu va/hodc tri liéu bd tro va/hoic chin doan khéi u, bao gém cho
dbi tuong dung luong hitu hiéu clia khang thd don dong hogc manh lién két
khang nguyén cua ching theo phuong an bét ky trong sb cac phuong 4n cla

sang ché hodc the lién hop theo sang ché; cu the, khoi u duge chon tir u héc sic
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t8, khdi u than/khdi u thude thén, ung thu tuyén tién liét, ung thu bang quang,
ung thu rudt két-tryc trang, ung thu dai da day-rudt non, va ung thu gan/ung

thu thude gan.

Theo séng ché, trir khi c6 quy dinh khéc, cac thuat ngit khoa hoc va k¥
thuat duoc st dung trong ban mé ta ndy c6 cing nghia nhu dugc hiéu thong
thuong bai ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vue k¥ thuat nay. Ngoai ra,
céc quy trinh nudi cdy té bao, di truyén phan tir, héa hoc axit nucleic, mién dich
hoc dugc st dung trong ban mo ta nay la cac phuong phap da dugc st dung
rong rii trong linh vuc k§ thuét c6 lién quan. Trong khi d6, dé hiéu sang ché
mdt cach rd hon, cac dinh nghia va giai thich vé& cac thudt ngit ¢6 lién quan

dugc dua ra dudi day.

Nhu dugc st dung trong ban md ta nay, khi vién din dén trinh tu axit
amin cia CTLA4 protein (Khéng nguyén lympho bao T gy doc té bao 4), nd
bao gdm chidu dai ddy du cia CTLA4 protein, hoic manh ngoai bao cla
CTLA4, CTLA4ECD (SEQ ID NO: 2), hodc manh chita CTLA4ECD; n6 cling
bao gém protein dung hop cuia CTLA4ECD, vi dy, manh dugc dung hop véi
manh protein Fc cua IgG cta chudt (mFc) (SEQ ID NO: 3). Tuy nhién, ngudi
¢6 hidu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay s& hiéu rang, dot bién hozc
bién ddi (bao gdm, nhung khéng gi6i han 6, thay thé, 1am khuyét va/hoic bd
sung) co thé dugc tao ra mot cach tu nhién trong hodc duoc duwa mét cach nhan
tao vao trinh tu axit amin ciia CTLA4 protein, ma khong anh huong dén cac
chitc nang sinh hoc cua ching. Do do, theo sang ché, thuat ngtt “CTLA4
protein” s€ bao gém tAt ca cac trinh ty nhu vay, bao gém trinh tu nhu dugc néu
trong SEQ ID NO: 2, cling nhu bién thé ty nhién hodc nhan tao clia ching.
Ngoai ra, khi vién dan dén manh trinh tu ctia CTL4 protein, né khong chi bao
gdm manh trinh ty cia SEQ ID NO: 2, ma con bao gdm manh trinh ty twong

ung cta bién thé ty nhién hodc nhéan tao cua ching.

Nhu duge st dung trong ban md ta nay, trir khi duoc néu cu thé, B7 chi
B7-1 va/hoac B7-2; va cac trinh ty protein cu thé ctia ching chi céc trinh tw da

biét trong linh vuc k¥ thuat. Cé thé tham khao cac trinh tu duge boc 16¢ trong
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cac tai liéu chuyén nganh di biét trong tinh trang k¥ thuat hodic Ngan hang gen,
vi du, B7-1 (CD80, NCBI Gene ID: 941), B7-2 (CD86, NCBI Gene ID: 942).

Nhu dugc str dung trong ban mo ta nay, thudt ngit ECso chi néng d6 cho

50% hi€u qua cuc dai, tic 1a, néng d6 tao ra 50% hi€u qua cuc dai.

Nhu duge st dung trong ban mé ta nay, thuat ngit “khang thé” chi phan
tr globulin mién dich nhin chung gém hai cip chudi polypeptit (mdi cdp c6
chudi “nhe” (L) va chudi “nang” (H)). Chudi nhe khing thé c6 thé dugc phan
loai 14 chudi nhe « va \. Chudi nang co thé duoc phén loai 1a p, §, v, a hodc €,
va céc isotyp cta khang thé dugc dinh nghia 1a IgM, IgD, IgG, IgA va IgE, mot
céch tuong Gng. Trong chudi nhe va chudi ning, ving bién dbi va viing khong
dbi duge lién két thong qua ving “J” gdm khoang 12 axit amin hosc nhiéu hon,
va chudi ning con chira ving “D” gdm khoang 3 axit amin hodc nhiéu hon.
MOi chudi ning gdm ving bién déi chudi ning (Vu) va ving khong dbi chudi
ning (Cx). Vung khoéng ddi chudi ning gébm 3 mién (Cul, Cu2 va Cu3). Mbi
chudi nhe gdm ving bién di chudi nhe (V1) va ving khong dbi chudi nhe (Cv).
Ving khong ddi chudi nhe gdbm mién Cr. Ving khong dbi ctia khéng thé c6 thé
didu tiét su lién két cia globulin mién dich véi cac md hodc céc yéu td cua vat
chu, bao gém céc t& bao khéac nhau ctia hé théng mién dich (vi du, cc té bao
hidu tmg) va thanh phén thir nhét ctia hé thong bd thé ¢ dién (C1q). Cic ving
Vi va Vi ¢6 thé duge chia nho tiép thanh cic ving 6 tinh bién ddi cao (duoc
goi 14 ving quyét dinh tinh bd trg (CDR)), dt rai rac v6i cac ving duge goi 1a
ving khung (FR) tuong d6i dugc bao toan. M&i Vi hodc Vi gdm 3 CDR va 4
FR, duogc sép xép theo thtt ty sau tir dAu tAn amino dén ddu tin carboxy: FRI,
CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. Céc ving bién dbi (Vi va Vi) cia mdi
cdp cta chudi ning / chudi nhe tao thanh vi tri lién két khang thé, mot cach
twong ng. Viéc gan axit amin cho mdi ving hogc mién tudn theo dinh nghia
dugc dua ra trong 4n phidm: Kabat, Sequences of Proteins of Immunological
Interest (National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1987 va 1991)), hodc
Chothia & Lesk (1987) J. Mol. Biol. 196: 901-917; Chothia et al. (1989) Nature
342: 878-883. Thuat ngit “khang thé” khong bi gidi han bdi phuong phap cu
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th8 bat ky dé san xuét khang thé nay. Vi du, n6 bao gém, cu thé, khéng thé tai
t6 hop, khang thé don dong va khang thé da dong. Khéng thé c6 thé 1a khang
thé ctia céc isotyp khac nhau, vi du, khang thé IgG (vi du, kiéu phu IgG1, IgG2,
IgG3 hoac IgG4), IgAl, IgA2, IgD, IgE hodc IgM.

Nhu duge st dung trong ban md ta nay, thuat nglt “manh lién két khang
nguyén” cta khang thé chi polypeptit chita manh ctia khang thé chidu dai day
dua, gitt duge kha nang lién két dic hidu véi khang nguyén duoc lién két boi
khang thé chidu dai ddy da nay, va/hodc canh tranh v6i khang thé chidu dai day
do d8 lién két dic hiéu voi khang nguyén. N6 con duge goi 1a “phén lién két
khang nguyén”. Nhin chung, xem 4n phdm: Fundamental Immunology, Ch. 7
(Paul, W., ed., Second Edition, Raven Press, N.Y. (1989)), tai liéu nay dugc
dua vao ban md ta nay bing cach vién din. Manh lién két khang nguyén cla
khang thé c6 thé duoc san xuét boi ki thuat ADN tai tb hop hodc su phan cit
bing enzym hoic héa hoc ctia khang thé nguyén ven. Trong mot s6 truong hop,
manh lién két khéang nguyén bao gdm Fab, Fab', F(ab'),, Fd, Fv, dAb va manh
ving quyét dinh tinh bd trg (CDR), khang thé chudi don (vi du, scFv), khang
thé kham, khéng thé thé d6i va céc polypeptit nhu vy chita it nhat mot phan
cta khéng thé do dé tao ra kha ning lién két khang nguyén dic hiéu cho
polypeptit.

Nhu dugce st dung trong ban md ta nay, thudt nglt “manh Fd” chi manh
khéang thé gdm mién Vu va Cul; thuat ngtt “manh Fv” chi manh khang thé gbm
mién VL va Vi cta nhanh don cta khang thé; thut ngtt “manh dAb” chi manh
khang thé gdm mién Vi (Ward et al., Nature 341: 544-546 (1989)); thuét ngit
“méanh Fab” chi manh khang thé gdm mién Vi, Vi, CL va Cul; va thuat ngit
“manh (ab')y,” chi manh khang thé chtta hai manh Fab dugc lién két boi céc ciu
disulfua trén ving ban 18.

Trong mot sé trudng hop, manh lién két khang nguyén cta khang thé 1a
khang thé chudi don (vi du, scFv), trong d6 mién Vi va Vg bit cip voi nhau
théng qua lién két ma c6 kha niang san xuét chudi polypeptit don dé tao thanh

phén tir don hoéa tri (xem, vi dy, Bird et al., Science 242: 423-426 (1988) va

-16-



39280

Huston et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 5879-5883 (1988)). Phan tit scFv
nhu vy c6 thé c¢6 cu tric chung: NH»-Vi-Lién két-Vu-COOH hozc NHa-Vi-
Lién két-Vi-COOH. Cac lién két thich hop d biét trong tinh trang k¥ thuat
g6m trinh tu axit amin GGGGS ldp lai hodc céc bién thé ctia chiing. Vi dy, c6
thé st dung lién két c6 trinh tu axit amin (GGGGS)s, nhung ciing c6 thé st
dung c4c bién thé ctia ching (Holliger et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
90: 6444-6448). Céc lién két khac hitu dung theo sang ché duge mo ta trong 4n
pham: Alfthan et al. (1995) Protein Eng. 8: 725-731; Choi et al. (2001) Eur. J.
Immunol. 31: 94-106; Hu et al. (1996) Cancer Res. 56: 3055-3061; Kipriyanov
et al. (1999) J. Mol. Biol. 293: 41-56 va Roovers et al. (2001) Cancer Immunol.

Trong mot sb trudng hop, manh lién két khang nguyén cta khang thé 1a
khéng thé thé d6i (khang thé hoa tri hai), trong d6 mién Vi va VL duge bidu
hién trén chudi polypeptit don. Tuy nhién, lién két dugc khai thac 13 qua ngén
nén hai mién trén cung chudi khéng thé bat cap voi nhau, va dugc bét cap
cudng birc voi mién bd sung trén chudi kia. Bang cach nay, hai vi tri lién Kkét
khang nguyén dugc tao thanh (xem, vi du, Holliger P. et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 90: 6444-6448 (1993) va Poljak R. J. et al., Structure 2: 1121-1123
(1994)).

Manh lién két khang nguyén cta khéng thé (vi du, cac manh khang thé
trén day) c6 thé thu duoc tir khang thé d4 cho (vi du, khéng thé don dong 4B3,
13A10, 12B9, hodic 4H4 dugc d& xuét theo sing ché) st dung céc k§ thuit
thong thudng da biét véi ngudi ¢ hidu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét
nay (vi du, k§ thuat ADN tai t6 hop hoic phuong phép phén cit bang enzym
hodic héa hoc), va c6 thé dugc sang loc tinh dic hiéu theo cach gidng nhu cach

duoc thuc hién dbi v6i khang thé nguyén ven.

Trong ban mb ta nay, trir khi dugc néu rd rang, khi vién dan dén thuat
ngtt “khang thé”, né khong chi bao gbm khang thé nguyén ven, ma con bao
gdm manh lién két khdng nguyén cua khéng thé.

Nhu duge st dung trong ban mé ta nay, thuat nglt “mAb” hodc “khing
thé don dong” chi khang thé hodc manh khang thé tir quin thé ciia cc phan tir
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khang thé ddng nhét, tirc 13, cac khang thé riéng r& chira quan thé nay 14 gidng
nhau ngoai trir cac dot bién co trong tu nhién cé thé c6. Khing thé don dong 1a
¢6 tinh ddc hiéu cao dbi véi mot epitop trén khang nguyén. Trai voi khang thé
don dong, ché phim khang thé da dong thudng bao gdm it nhit hai hogc nhidu
hon hai khang thé khac nhau nhén biét c4c epitop khac nhau trén khdng nguyén.
Khang thé don dong nhin chung c6 thé thu dwoc bing cach sir dung k¥ thuat té
bao lai duge md ta 14n diu tién boi Kohler et al. (Nature, 256: 495, 1975), hodc
c6 thé thu duoc bing cach sir dung k¥ thuat ADN tai to hop (xem patent My s6
4,816,567, chang han).

Nhu dugce st dung trong ban md ta nay, khang thé don dong duge dé
cip bang mét con s6 14 giéng voi khang thé don dong thu dugce tir té bao lai
dugc d& cap v6i cling con s6 giéng nhu vay. Vi du, khang thé don dong 4B3
(hodc 13A10, 12B9 hoic 4H4) 1a gidng véi khang thé thu dugc tir dong té bao
lai 4B3 (hodc 13A10, 12B9 hodc 4H4) hodc dong phu cta chung hodc cac té

bao con chau ctia ching.

Nhu duge stt dung trong ban mé ta nay, thuat ngit “khang thé kham” chi
khang thé nhu véy, trong d6 mdt phan ctia chudi nhe va/hoic chudi ning cé
ngudn gdc tir khéng thé (ma co thé cb ngudn gdc tir loai cu thé hodc thudce 16p
hodc 16p phu khang thé cu thé), trong khi phan kia ctia chudi nhe va/hoic chudi
ning c6 ngudn gbe tir khang thé khac (ma c6 thé c6 ngudn gde tir céc lodi gbng
nhau hodc khac nhau hodc thudc 16p hodc 1ép phu khang thé giéng nhau hoic
khac nhau), v6i didu kién 1a n6 gitt dwoc hoat tinh lién két v6i khang nguyén
dich (patent M§ sb 4,816,567 c4p cho Cabilly et al.; Morrison et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 81: 6851-6855 (1984)).

Nhu duge st dung trong ban mé ta ndy, thuat ngt “khéng thé duogc lam
gibng nhu cta ngudi” chi khang thé hoic manh khang thé thu dugc sau khi
thay thé tt ca hodc mot s6 CDR cia globulin mién dich ctia ngudi (khang thé
nhan) bing céc CDR cua khéng thé khong phai cta ngudi (khang thé cho),
trong d6 khang thé cho c6 thé 1 khang thé khong phai ctia ngudi (vi dy, chudt

nhét, chudt céng hodc thd) co tinh déc hi€u, 4i luc hodc tinh phan ng mong
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mudn. Ngoai ra, mot sd gdc axit amin ctia cac ving khung (FR) cta khang thé
nhén c6 thé dugc thay thé bang cic gbc axit amin tuong ng clia khéng thé
khong phai ctia ngudi hodc cac gde axit amin ctia khéng thé khéac dé cai thién
hodc tdi wu héa thém dic tinh cta khéng thé. Chi tiét vé cac khang thé dugc
lam giéng nhu cua ngudi, xem, vi du, Jones et al., Nature, 321: 522-525 (1986);
Reichmann et al., Nature, 332: 323-329 (1988); Presta, Curr. Op. Struct. Biol.,
2: 593-596 (1992); va Clark, Immunol. Today 21: 397-402 (2000).

Nhu duge st dung trong ban mé ta ndy, “khang thé trung hoa” chi
khang thé hodc manh khang thé c6 thé loai bo hodc lam gidm mot cach dang ké
tinh ddc hai ca virut dich (vi dy, kha ning 14y nhiém té bao).

~, 66

Nhu duoc st dung trong ban md ta nay, thudt nglt “epitop” chi phén trén
khang nguyén duoc lién két dic hiéu boi globulin mién dich ho#c khang thé.
Trong linh vuc k§ thudt ndy, “epitop” con dugc goi 1a “quyét dinh khang
nguyén”. Epitop hoic quyét dinh khang nguyén nhin chung gdm céc nhom bé
mit c6 hoat tinh hoa hoc cta phén tir, vi dy, axit amin hodc céc hop chét hydrat
cacbon hodc cac chudi bén cia dudng, va nhin chung c6 dic tinh cAu trc
khong gian ba chiéu dic trung va dic tinh tich dién dic trung. Vi du, epitop
nhin chung chua it nhét 3, 4, 5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, hodc 15 axit amin
lién tiép hodc khong lién tiép trong céu hinh khéng gian riéng biét. N6 c6 the 1a
epitop “tuyén tinh” hodc “céu hinh”. Xem, vi dy, Epitope Mapping Protocols in
Methods in Molecular Biology, Vol. 66, G. E. Morris, Ed. (1996). Trong epitop
tuyén tinh, tit ca cac diém twong téc gitta protein va phan ti twong tac (vi du,
khang thé) c6 mit doc theo trinh tu axit amin so cép clia protein theo dudng
thdng. Trong epitop cau hinh, cic diém tuong tic nay c6 mit dudi dang md

rong cac goc axit amin cta protein ma riéng ré€ véi nhau.

Nhu duge st dung trong ban md ta nay, thuat nglt “duoc phan lap”
nghia 1a thu dugc tir trang thai tyr nhién bﬁng cac bién phap nhéan tao. Néu chét
hogc thanh phén “dwoc phan 14p” xuét hién trong tu nhién, duong nhu 1a moi
trudng ty nhién cta né di thay ddi, hodc chét nay da duoc phan 14p tir moi

trudng tw nhién, hodc ca hai. Vi du, polynucleotit hodc polypeptit khong dugc
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phan l4p xuét hién trong ty nhién trong dong vat séng in vivo, va céc
polynucleotit hodc polypeptit ddng nhat c6 d6 tinh khiét cao duge phan 1ap tir
trang thai ty nhién nhu vy dugc md ta 1a “duogc phéan lap”. Thuét ngit “dugc
phén 18p” khong loai trir hdn hop véi cac chit nhan tao hoic téng hop, va
khong loai trlr sw c6 mét cua cac tap chét khac khéng anh huong dén hoat tinh

cua chat.

Nhu duoc st dung trong ban mo ta nay, thuat ngtt “hé biéu hién E. coli”
chi hé biéu hién gébm E. coli (ching) va vecto, trong d6 E. coli (ching) cé
ngudn gbc tir cac ching ¢ sin trén thi trudng, vi du, nhung khong gidi han &

G1698, ER2566, BL21(DE3), B834(DE3), va BLR(DE3).

Nhu duoc str dung trong ban mo ta nay, thudt ngtt “vecto” chi cong cu
mang axit nucleic ma polynucleotit c6 thé duge cai xen vao d6. Khi vecto c6
thé biéu hién protein duoc ma hoéa bdi polynucleotit da duge cai xen, vecto ndy
duoc goi la vecto bidu hién. Vecto c6 thé dugc dua vao té bao cha bang cach
bién nap, tai nap hodc chuyén nhiém, sao cho thanh phan vat chit di truyén
mang bdi vecto nay dugc biéu hién trong t& bao chu. Cac vecto da duoc biét 18
v6i ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vyuc k¥ thuét ndy, bao gdm, nhung
khong gi6i han &: plasmit; phagemit; cosmit; nhiém séc thé nhan tao, vi du,
nhiém sic thé nhan tao ndm men (YAC), nhiém sic thé nhan tao vi khuén
(BAC) hoic nhifm sic thé nhan tao ¢ ngudn gdc tir P1 (PAC); thé thuc khuén,
vi du, thé thuc khudn A hodc thé thuc khudn M13 ciing nhu virut dong vat, va
cac vecto tuong tu. Céac virut ddng vat ma co thé dugc sir dung lam vecto, bao
gdm, nhung khéng gi¢i han &, retrovirut (bao gém lentivirut), adenovirut, virut
lién quan dén adeno, virut herpes (vi dy, virut herpes simplex), virut gy bénh
d4u mua, baculovirut, virut u nhu, virut papova (vi dy, SV40). Vecto co thé
chtra mot s6 thanh phin dé kiém soét sy biéu hién, bao gbm, nhung khdng gidi
han &, trinh ty gen khoi dAu, trinh tu khoi dau phién ma, trinh ty ting cudng,
thanh phén chon loc va gen chi thi. Ngoai ra, vecto cling c6 thé chira vi tri khoi

dau sao chép.
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Nhu duoce st dung trong ban md ta nay, thut ngit “té bao chd” chi té
bao c6 thé dugc st dung dé dua vecto vao, bao gém, nhung khong giéi han &,
t& bao sinh vat khong c6 nhan dién hinh nhu E. coli hoic Bacillus subtilis, té
bao nidm nhu t& bao ndm men hodc Aspergillus, t& bao con tring nhu t& bao
rudi giém S2 Drosophila hoac S9, hoac t& bao dong vat nhu nguyén bao soi, té
bao CHO, té bao COS, té bao NSO, té bao HeLa, té bao BHK, t€ bao HEK 293

hoéc te bao nguoi.

Nhu dugce st dung trong ban mo ta nay, thudt nglt “do d@)ng nhét” duoc
sir dung dé mé ta su phit hop trinh ty gifta hai polypeptit hodc gifra hai axit
nucleic. Khi vi tri twong ng trong hai trinh tu dugc so sanh dugc choan boi
cing cAu tric siéu phan tir axit amin hodc bazo (vi duy, cac vi tri twong tUng
trong hai phan to ADN ca hai déu duoc choan boi adenin, hodc cac vi tri tuong
g trong hai polypeptit ca hai déu dugc choan béi lysin), thi cac phan tir nay
la d@)ng nhit & vi trf d6. “Phan trim d6 dong nhit” gitta hai trinh tur 13 ham coa
s6 luong vi tri phtt hop c6 chung bdi hai trinh ty nay chia cho s6 luong vi tri
duoc so sanh x 100. Vi du, néu 6 trong sb 10 vi tri ctia hai trinh tir pht hop, hai
trinh ty nay c6 d6 ddng nhat 60%. Vi dy, trinh ty ADN CTGACT va CAGGTT
¢6 chung d6 ddng nhét 50% (tdng cong 3 trong s6 6 vi tri phit hop). Nhin chung,
hai trinh tu dugc so sanh sau khi sép hang dé tao ra d6 déng nhat t6i da. Vi du,
su Sép hang nhu vay c6 thé dat dugc mdt cach thudn tién béng cach st dung
chuong trinh may tinh, vi du, chuong trinh sip hang Align (DNAstar, Inc.),
bing phuong phép ctia Needleman et al. (1970) J. Mol. Biol. 48: 443-453.
Ngoai ra, thuét toan cua E. Meyers va W. Miller (Comput. Appl. Biosci., 4: 11-
17 (1988)) duoc két hop vao chuong trinh ALIGN (phién ban 2.0) c6 thé dugc
stt dung dé x4c dinh phin trim d6 dong nhét gifta hai trinh tu axit amin, st
dung bang gdc trong s6 PAM120, diém phat chidu dai khoang trdng bang 12 va
diém phat khoang trbng bang 4. Ngoai ra, thuat todn cla Needleman va
Wunsch (J Mol Biol. 48: 444-453 (1970)) duoc két hop vao chuong trinh GAP
ctia g6i GCG (c6 sin & trang web www.gcg.com) c6 thé duoc sir dung dé xac

dinh phin trim do6 déng nhét gifta hai trinh tu axit amin, st dyng ma trin
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Blossum 62 hodc ma tran PAM250, trong sb khoang tréng béng 16, 14, 12, 10,
8, 6, hoidc 4 va trong sb chiéu dai béng 1,2, 3,4, 5, hoac 6.

Nhu dugce st dung trong ban md ta nay, thudt ngit “su thay thé bao toan”
chi sy thay thé axit amin khong anh hudng hosc thay dbi mot cach bét loi cac
tinh chét thiét yéu ctia protein/polypeptit chira trinh tu axit amin. Vi dy, su thay
thé bao toan c6 thé duoc dwa vao bing cac ky thudt chun da biét trong linh
vuc k¥ thut, nhu phét sinh dot bién dinh huéng vi tri va phat sinh dot bién
duoc diu tiét boi PCR. Su thay thé axit amin bao toan bao gbm sy thay thé
trong d6 gbc axit amin duoc thay thé bang gdc axit amin c6 chudi bén twong tu,
vi du, gbe twong tu véi gbe axit amin twong tmg vé mit vat Iy hodc chitc ning
(vi dy, c6 kich thude, hinh dang, dién tich, cac tinh chét hoa hoc tuong tu, bao
gdm kha ning tao thanh lién két cong hoa tri hodc lién két hydro, hodc cac kha
nang tuong tu). Ho cac gbc axit amin c6 mach bén tuong tu d3 duge xic dinh
trong linh virc k§ thuat nay. Cac ho nay bao gdm cic axit amin c6 mach bén c6
tinh bazo (vi dy, lysin, arginin va histidin), mach bén c6 tinh axit (vi du, axit
aspartic va axit glutamic), mach bén phén cyuc khong tich dién (vi du, glyxin,
asparagin, glutamin, serin, threonin, tyrosin, Xystein, va tryptophan), mach bén
khong phén cuc (vi duy, alanin, valin, leuxin, isoleuxin, prolin, phenylalanin, va
methionin), mach bén phan nhanh beta (vi dy, threonin, valin va isoleuxin), va
mach bén thom (vi du, tyrosin, phenylalanin, tryptophan, va histidin). Do 4o,
wu tién néu thay thé gbc axit amin tuong tng bang gdc axit amin khéc tir cling
ho mach bén. Céc phuong phép x4c dinh sy thay thé bao toan axit amin la da
biét 18 trong linh vuc k¥ thudt (xem, vi du, Brummell et al., Biochem., 32:
1180-1187 (1993); Kobayashi et al., Protein Eng. 12(10): 879-884 (1999); va
Burks et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 94: 412-417 (1997), céc tai li€u nay
duoc dua vao ban md ta nay bing cich vién dan).

Nhu duge st dung trong ban mo ta nay, thudt nglt “tinh sinh mién dich”
chi kha nang kich thich co thé dé tao ra khang thé dic hiéu hoic gdy cam Ung
cac lympho bao. N6 khong chi chi tinh chit ctia khang nguyén ma cé thé kich

thich cac t& bao mién dich dic hiéu dé kich thich sy hoat héa, ting sinh va biét
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hoéa ctia céc t& bao miln dich, va cudi cing 13 su san xuit cic chét tic dong
mién dich nhu khang thé, va c6 thé gdy cam tng cdc lympho bao, ma con chi
dép tmg mién dich ddc hiéu boi hé théng midn dich ctia co thé dé san xudt
khéng thé hoic giy cam ting cic lympho bao T sau sy kich thich cta co thé boi
khang nguyén. Tinh sinh mién dich 13 tinh chit quan trong nhit cta khéng
nguyén. Viéc khang nguyén c6 thé kich thich thanh cong dép tng mién dich
trong vat chu hay khong tiy thudc vao ba yéu t6: ban chét ctia khang nguyén,
tinh phan tng ctia vat chi va cach gdy mién dich.

A

Nhu duoc st dung trong ban mé ta nay, thuat ngft “lién két dic hidu” chi
phan tmg lién két khong ngiu nhién gitta hai phin tir, nhu phan tng gitta khéng
thé va khang nguyén dugc nhim dich ctia né. Theo mot s6 phuong 4n, khéng
thé lien két dac hiéu khang nguyén (hodc khang thé dic hiéu ddi véi khéng
nguyén) nghia 13 khang thé lién két v6i khang nguyén véi ai luc (Kp) it hon
khoang 105 M, vi du, it hon khoang 10 M, 107 M, 10 M, 10-° M, hodc 101
M hodéc it hon.

Nhu duoc st dung trong ban md ta nay, thuat ngtt “Kp” chi hang s6 can
bang phan ly cua tuong tac khang thé-khang nguyén cu thé, duoc sir dung dé
mb ta 4i lyc lién két gitta khang thé va khang nguyén. Hang sb can bang phan
ly cang thép, su lién két ctia khang thé-khéng nguyén cang chit chg va 4i luc
gitta khang thé va khéng nguyén cang cao. Nhin chung, khang thé (vi du, khang
thé don dong 4B3, 13A10, 12B9, hodc 4H4 theo sang ché) lién két v6i khang
nguyén (vi dy, L1 protein) vé6i héng s6 c4n bang phan ly (Kp) it hon khoang 10-
5 M, vi du, it hon khoang 10 M, 107 M, 10 M, 10° M, hodc 101 M hodc it
hon, vi du, nhu duge x4c dinh bing céch st dung phuong phép cong hudng
plasmon bé mit (SPR) trén thiét bi BIACORE.

Nhu dugc str dung trong ban md ta nay, thuat ngit “khang thé don dong”
v “mAb” c6 cung nghia, va c6 thd duoc sir dung thay thé 14n nhau. Tuong tu,
thuat ngft “khéng thé da dong” va “pAb” cé cung nghia, va c6 thé duogc sir
dung thay thé 13n nhau. Tuong tu, thuét ngft “polypeptit” va “protein” c6 cling

nghia, va c6 thé duoc sir dung thay thé 1dn nhau. Ngoai ra, theo sang ché, axit
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amin nhin chung duoc thé hién béng chit viét tit mot chit cai hodc ba chit cai
da biét 16 trong linh vuc k§ thuat nay. Vi dy, alanin c6 thé duge thé hién bing

chit cai A hoac Ala.

Nhu duge st dung trong ban mé ta nay, thuat ngit “té bao lai” va “dong
té bao lai” c6 thd duge st dung thay thé 14n nhau. Ngoai ra, khi vién din dén
thuét ngfr “té bao lai” hodc “dong té bao lai”, né ciing bao gbm céac dong phu
va cAc t& bao con chéu cta t& bao lai. Vi du, khi vién dan dén dong té bao lai
4B3, n6 cling chita cac dong phu va cac té bao con chau ctia dong té bao lai

4B3.

Nhu duogc st dung trong ban mé ta nay, thudt nglt “vecto va/hodc ta
duoc duge dung” chi vecto va/hodc ta dugce twong thich véi dbi tuong va thanh
phan hoat tinh trong duoc 1y hoc va/hodc sinh 1y hoc, ma d4 biét rd trong linh
vuc k¥ thuit ndy (xem, vi dy, Remington's Pharmaceutical Sciences. Edited by
Gennaro AR, 19th ed. Pennsylvania: Mack Publishing Company, 1995), va bao
gém, nhung khong gidi han &: chit diéu chinh d6 pH, chit hoat dong bé mat,
chét phu tro, chét ting cudng mat d6 ion. Vi duy, chét diéu chinh d6 pH bao
gdm, nhung khéng gi6i han &, chit dém phosphat; chat hoat dong bé mit bao
gdm, nhung khong gi¢i han &, chat hoat dong bé mit cation, anion ho#c khong
ion, vi du, Tween-80; va chit ting cuong mat do ion bao gém, nhung khong

gi6i han &, natri clorua.

Nhu duge st dung trong ban md ta nay, thuat ngh “chit phu tr¢” chi
chét tang cuong mién dich khong dic hiéu, ma co thé ting cudong dap tng mién
dich cta co thé voi khang nguyén hodc thay dbi loai dap tmg mién dich khi
dwoc phan phéi ciing v6i khéng nguyén hodc dugc phan phéi trude vao co thé.
C6 nhiéu chat phu trg, bao gém, nhung khong giéi han 6, chét phu trg nhém (vi
du, nhom hydroxit), chét phu trg Freund (vi duy, chét phu trg Freund hoan chinh
va chit phu tro Freund khéng hoan chinh), Corynebacterium parvum,
lipopolysacarit, xytokin, va cac chit phu tro twong tw. Chat phu trg Freund 14

chét phu trg dugc str dung phé bién nhét trong céc thir nghiém & dong vat hién
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nay, va nhom hydroxit la chét phu tro dugc st dung rong réi trong cac thir

nghi¢m lam sang.

Nhu duoc st dung trong ban mo ta nay, thudt nglt “lugng hitu hi¢u” chi
lugng du dé dat dugc hodc it nhat mot phén dat duoc tac dung mong mubn. Vi
duy, lugng hitu hiéu dé phong nglra bénh (vi du, bénh c6 lién quan dén su lién
két qua muic cia CTLA4 véi B7 hodc hoat tinh CTLA4 nhu khéi u) chi luong
du dé ngan nglra, 1am nglmg, hodc lam chim sy phat trién cua bénh (vi du,
bénh co6 lién quan dén su lién két qua mtc cua CTLA4 véi B7 hodc hoat tinh
CTLA4 nhu khéi u); va luong hitu hiéu dé tri liéu bénh chi lwong du d chita
bénh hodc it nhdt mot phin lam ngimg bénh va cac bién chimg ctia né & bénh
nhan méc bénh. Ngudi ¢ hidu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuit nay da
biét rd cach x4c dinh lugng hitu hiéu ndy. Vi du, lwong hitu hiéu d tri liéu s&
tuy thuoc vao muc do trdm trong clia bénh can duoc diéu tri, tinh trang chung
cua hé théng mién dich ctia bénh nhén, tinh trang chung ctia bénh nhén, vi dy,
do6 tudi, thé trong va gidi tinh, cach thirc st dung chét, céc tri liéu khac dugc sir

dung dong thoi, va cac yeu to tuong tu.
Hiéu qua c6 lgi cua sang ché

Khéng thd don dong 8D2 va cac khang thé dugc lam giéng nhu cta
ngudi cta ching theo sang ché c6 thé lién két dic hiéu véi CTLA4 rat hiéu qua.
Trong sé ndy, khéng thé 8D2 va 8D2(Re) lién két v6i khang nguyén CTLA4
cta chudt véi hiéu qua lién két tét hon so véi khang thé d6i chimg 10D1 (Alan
J. Korman, Edward L. Halk, et al., HUMAN CTLA-4 ANTIBODIES, patent
My sb US 6984720 B1) va 11.2.1 (Douglas Charles Hanson, Mark Joseph
Neveu, et al., Human monoclonal antibodies to CTLA-4, patent M¥y s6 US
682736 B1). Khang thd duoc 1am giéng nhu ctia nguoi 8D2HIL1 lién két véi
khéng nguyén CTLA4 ctia chudt véi hidu qué lién két t6t hon so véi khang thé
dbi chimg 10D1, va tuong duong véi 11.2.1. Khang thé duoc lam gidng nhu
ctia ngudi 8D2H2L2 lién két v6i khang nguyén CTLA4 cua ngudi v6i hiéu qua
lién két tuong duong véi 10D1. Cac khang thé dugc 1am giéng nhu ciia ngudi
8D2H2L2 va 8D2H3L3 lién két véi khang nguyén CTLA4 cta khi v6i hiéu qua
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lién két twong duong v6i 10D1. Khang thé 8D2H2L15and 8D2H2L17 lién két
v6i khéng nguyén CTLA4 ctia ngudi voi hidu qua lién két tot hon so véi khéng

thé dbi chimg 10D1 va 11.2.1.

Khang thé 8D2, 8D2(Re), va céc khang thé 8D2 dugc lam gidng nhur
clia nguoi 8D2H1L1, 8D2H2L2, 8D2H3L3, 8D2H2L15, va 8D2H2L17 c6 thé
canh tranh v&i B7 d& lién két v6i khang nguyén CTLA4. Trong sé nay, 8D2,
8D2(Re), 8D2HI1L1, va 8D2H2L2 manh hon so v&i 10D1 trong vige canh tranh
voi B7-2 dé lién két véi CTLA4; va tat ca 8D2HIL1, 8D2H2L2, 8D2H3L3,
8D2H2L15, va 8D2H2L17 déu manh hon so v6i khang thé 10D1 va 11.2.1
trong viéc canh tranh véi B7-1 va B7-2 dé lién két voi CTLA4.

Khéng thé don dong 8D2 va cic khang thé dugc lam gidng nhu cta
ngudi ciia ching theo séang ché c¢6 thé phong bé sy lién két cia CLTA4 véi B,
cu thé 1am thuyén giam su tc ché mién dich trén co thé boi CTLA4, va hoat
hoa lympho bao T mét cach rét hidu qua. Trong s6 nay, 8D2H2L2 va
8D2H2L15 manh hon so vé6i khéang thé ddi ching 10D1 va 11.2.1 trong viée
hoat hoa lympho bao T.

MO ta vin tit cic hinh vé

Fig. 1. Két qua SDS-PAGE cta protein dung hgp CTLA4ECD-mFec.
Céc mau va luong nap ctia chiing trong 4 1an, tr trdi qua phai, la: M, Chit danh
ddu, 10 pL; protein dung hgp CTLA4ECD-mFc, lug; protein dung hop
CTLA4ECD-mFc, 2 pg; protein dung hop CTLA4ECD-mFc, 3 pg.

Fig. 2. Két qua SDS-PAGE cia khang thé 8D2. Cac mau va lugng nap
cta chung trong 4 lan, tir trai qua phai, la: M, chét danh d4u, 10 uL; miu khang
thé trong dém nap khur dé dién di protein, 0,3 ug; dém nap khong khir dé dién
di protein, 2 pL; mAu khang thé trong dém nap khong khut dé dién di protein,
0,3 ng.

Fig. 3. Két qua SDS-PAGE cua khang thé tii t5 hop 8D2 (8D2(Re)).
Céc mau va luong nap cta chung trong 4 lan, tir trdi qua phai, la: M, chat danh

dAu, 10 puL; mAu khang thé trong dém nap khir dé dién di protein, 1 pg; dém
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nap khéng khir ¢ dién di protein, 2 uL; méu khéng thé trong dém nap khong
khir dé dién di protein, 1 pg.

Fig. 4. Két qua SDS-PAGE ciia khéng thé dugc lam giéng nhu cta
ngudi ctia 8D2, 8D2H1L1. Cac mAu va luong nap cta chung trong 4 1an, tir trai
qua phai, 1a: M, chit d4nh ddu, 10 pL; mAu khéng thé trong dém nap khir dé
dién di protein, 1 pg; dém nap khong khir & dién di protein, 2 uL; miu khang
thé trong dém nap khong khir dé dién di protein, 1 pg.

Fig. 5. Két qua SDS-PAGE ctia khéng thé dugc lam giéng nhu cta
ngudi ctia 8D2, 8D2H2L2. Cac mau va lugng nap cta chiing trong 4 1an, tir tréi
qua phai, la: M, chit danh diu, 10 pL; miu khing thé trong dém nap khir dé
dién di protein, 1 pg; dém nap khdng khir dé dién di protein, 2 pL; miu khang
thé trong dém nap khong khr dé dién di protein, 1 pg.

Fig. 6. Két qua SDS-PAGE cila khang thé dugc lam gibng nhu cia
ngudi ctia 8D2, 8D2H3L3. Cic mAu va lugng nap cla ching trong 4 lan, tir trai
qua phai, 1a: M, chat dénh du, 10 pL; mAu khéng thé trong dém nap khir dé
dién di protein, 1 pg; dém nap khong khir dé dién di protein, 2 pL; mAu khang
thé trong dém nap khong khtr dé dién di protein, 1 pg.

Fig. 7. Két qua SDS-PAGE clia khang thé dugc lam gidng nhu cha
ngudi ctia 8D2, 8D2H2L15. Cac miu va lugng nap cua ching 1a: M, chat danh
d4u, 10 uL; mAu khang thé trong dém nap khong khur dé dién di protein, 1 pg;
mAu khang thé trong dém nap khir dé dién di protein, 1 pg.

Fig. 8. Két qua SDS-PAGE cta khang thé duoc lam gidng nhu cta
ngudi ctia 8D2, 8D2H2L.17. Cic mAu va lugng nap cua chung la: M, chét danh
d4u, 10 uL; mAu khang thé trong dém nap khong khir dé dién di protein, 1 pg;
mAu khéng thé trong dém nap khir dé dién di protein, 1 pg.

Fig. 9. Két qua xéc dinh cac thong s6 dic trung dong luc hoc clia mAb
8D2.

Fig. 10. Két qua xac dinh cédc thong s6 dic trung dong luc hoc cua
8D2HI1L1.
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Fig. 11. Két qua xéac dinh céac thong s6 dic trung dong luc hoc cta
8D2H2L2.

Fig. 12. Két qua xac dinh cac thong s6 dic trung dong luc hoc cua

8D2H3L3.

Fig. 13. Két qua xac dinh céc thong s6 dac trung dong luc hoc clua
8D2H2L15.

Fig. 14. Két qua xac dinh céac thong s6 dic trung dong luc hoc cua
8D2H2L17.

Fig. 15. Biéu dd thé hién su biéu hién ctia CTLA4 trén té bao 293F
khéng duge gin nhén, dbi chimg isotyp, va té bao 293F-CTLA4 nhu dugc phét
hién sir dung bao ké chay (sb luong té bao - huynh quang (FITC)).

Fig. 16. Cudng d¢ huynh quang trung binh (MFI) cta sy biéu hién cta
CTLA4 trén t& bao 293F khong duoc gin nhin, ddi ching isotyp, va té bao
293F-CTLA4 nhu duoc phat hién bing cach st dung bao ké chay.

Fig. 17. Két qua ECso cua su lién két ctia mAb 8D2 véi té bao 293F-
CTLA4 d3 dugc gén nhan.

Fig. 18. Két qua ECso cua su lién két ctia khang thé 8D2(Re) v6i té bao
293F-CTLA4 di dugc gin nhan.

Fig. 19. Két qua ECso ctia su lién két cia 8D2HIL1 véi t& bao 293F-
CTLA4 d3 dugc gén nhan.

Fig. 20. Két qua ECso cua su lién két cia 8D2H2L2 véi té bao 293F-
CTLA4 da dugc gin nhan.

Fig. 21. Két qua ECso ctia su lién két cia 8D2H3L3 véi t& bao 293F-
CTLA4 d3 dugc gin nhén.

Fig. 22. Xéc dinh sy lién két ctia khéng thé 8D2, 8D2HIL1 va 8D2(Re)
véi CTLA4 st dung phuong phap ELISA.

Fig. 23. Xéc dinh su lién két cta khang thé tai tb hop 8D2H2L2 va
8D2H3L3 véi CTLA4 cta nguoi st dung phuong phap ELISA.
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Fig. 24. X4c dinh sy lién két cta khang thé tai to hop 8D2H2L2 va
8D2H3L3 vdi CTLA4 cua khi st dung phuong phap ELISA.

Fig. 25. Xac dinh sy lién két ctia khang thé tai t6 hop 8D2H2L15 va
8D2H2L17 v6i CTLA4 ctia khi st dung phuong phép ELISA.

Fig. 26. K&t qua ELISA v su canh tranh ctia khéng thé 8D2, 8D2H1L1
va 8D2(Re) v6i B7-1.

Fig. 27. Két qua ELISA v& su canh tranh ctia khang thé 8D2, 8D2H1L1
va 8D2(Re) v6i B7-2.

Fig. 28. Két qua ELISA v& sy canh tranh cta khang thé 8D2H2L2 va
8D2H3L3 vé6i B7-1.

Fig. 29. Két qua ELISA v& su canh tranh ciia khang thé 8D2H2L2 va
8D2H3L3 véi B7-2.

Fig. 30. Két qua ELISA v& su canh tranh cta khang thé 8D2H2L15 va
8D2H2L17 véi B7-1.

Fig. 31. Két qua ELISA v& su canh tranh ctia khang thé 8D2H2L15 va
8D2H2L17 véi B7-2.

Fig. 32. Anh huong dén mirc tiét IL-2 béi lympho bao T nhu dugc phat
hién boi phuong phap ELISA sau khi ddng nudi cdy 72 gid véi t€ bao don nhan
méau ngoai vi (PBMC), té bao Raji va céc khing thé duoc 1am giéng nhu cia
ngudi 8D2H1L1, 8D2H2L2 hodc 8D2H3L3, mot cach tuong ung. Cac két qua
cho thdy ring cac khang thé duoc lam gidng nhu ctia ngudi cia mAb 8D2 lam

tang sy tiét IL-2 bai lympho bao T bing cach ngan chan thu thé ctia CTLA4.

Fig. 33. Anh huéng dén mec tiét TL-2 béi lympho bao T nhu dugc phat
hién béi phuong phép ELISA sau khi ddng nudi cly 72 gid v6i té bao don nhan
mau ngoai vi (PBMC), té bao Raji va cac khing thé dugc lam gidng nhu cta
ngudi 8D2H2L15 hodc 8D2H2L17, mot cach twong Umg. Cac két qua cho thiy
réng céc khang thé duoc lam giéng nhu cua nguoi clia mAb 8D2 lam tang su

tiét IL-2 boi lympho bao T bang cach ngén chin thu thé cia CTLA4.
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Fig. 34. Duodng cong sinh trudng cla khdi u duoc cdy dudi da trong mo
hinh thir nghiém hu-SCID-raji dugc xir Iy bang 8D2H2L.2.
MO ta chi tiét sang ché

Céc phuong 4n clia sang ché s& duge mo ta chi tiét dudi ddy dua vao céac
Vi du. Ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vue k§ thuat nay s& hidu ring
cac Vi du sau dugc dua ra chi nhim minh hoa sing ché. Tuy nhién, ching
khong duogc hiéu 13 lam giéi han pham vi ctia séng ché. Cac vi du, ma cac k§
thuét hoac cac diéu kién cu thé khong dugc mo ta, dugce thuc hién béng cach s
dung cac k¥ thudt hodc diéu kién duoc boc 16 trong cac tai liéu chuyén nganh
trong linh vuc k¥ thuat nay (vi du, dugce viét boi J. Sambrook et al., duge dich
boi Peitang HUANG et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Third
Edition, Science Press) hodc theo cac hudng dan duge cung cép cling véi san
phim. Cac thubc thir va thiét bi, ma khong néu tén nha cung cip, 1a cac san

phim thong thuong cé sin trén thi trudng.

Trong cac Vi du theo sang ché sau day, cac con chuét BALB/C dugc
mua tir Guangdong Medical Laboratory Animal Center.

Trong cac Vi duy theo sang ché sau day, té bao T dugce st dung thu duge

tir Akeso Biopharma Inc., Zhongshan.

Khéng thé dbi chimg, 10D1, dugc diéu ché theo patent My s6 6984720
B1;va 11.2.1 theo US 6682736 B1.

Vi du 1. Tao ra dong té bao lai CTLA4-8D2 LT001 va diéu ché khang
thé don dong 8D2

CTLA4 t4i td hop duoc bidu hién trong hé biéu hién t€ bao dong vat c6
va dé gay mién dich chudt duéi dang khang nguyén, va té bao lai thu duoc
bang cach dung hop té bao lach chudt véi t& bao u tuy. Dong té bao lai (dong té
bao lai CTLA4-8D2 LT001) thu duge sau khi sang loc sb lugng 16n mau. Dong
t& bao di néu c6 thé tiét khang thé don dong 8D2, ma lién két dic hiéu véi

CTLAA4. Cac phuong phép cu thé duge md ta dudi ddy.

1. Téng hop gen CTLA4ECD-mFc
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Theo thiét ké (SEQ ID NO: 3), trinh tu axit amin (SEQ ID NO: 2) twong
Ung véi manh ngoai bao cta gen CTLA4 (Khang nguyén lympho bao T gay
doc té bao 4, NCBI Gene ID: 1493, SEQ ID NO: 1) (CTLA4ECD) dugc dung
hop véi manh protein Fe cua IgG chudt (mFc), trong dé mFc chi manh protein
Fc cha IgG chudt véi trinh ty axit amin nhu dugc thé hién béng phén dugce gach
chan cua SEQ ID NO: 3.

Dé lam ting hidu qua bidu hién cta gen quan tAm trong hé biéu hién té
bao 293f, trinh tu axit nucleic mi hda trinh ty protein SEQ ID NO: 3 dugc i
vu héa & Genscript Co., chii yéu tinh dén cac yéu t& nhu sy wu tién codon, ham
luong GC, cAu trac bac hai cia mARN, va trinh tu 13p lai. Gen duge t81 wru cubi
cung mé héa protein dung hgp CTLA4ECD-mFc c¢6 trinh tu sau (SEQ ID NO:

4), va duge tbng hop & Genscript Co..

Trinh tu cia gen CTLA4ECD (375 bp):
GCAATGCACGTGGCCCAGCCTGCTGTGGTACTGGCCAGCAG

CCGAGGCATCGCCAGCTTTGTGTGTGAGTATGCATCTCCAGGCA
AAGCCACTGAGGTCCGGGTGACAGTGCTTCGGCAGGCTGACAG
CCAGGTGACTGAAGTCTGTGCGGCAACCTACATGATGGGGAAT
GAGTTGACCTTCCTAGATGATTCCATCTGCACGGGCACCTCCAG
TGGAAATCAAGTGAACCTCACTATCCAAGGACTGAGGGCCATGG
ACACGGGACTCTACATCTGCAAGGTGGAGCTCATGTACCCACCG
CCATACTACCTGGGCATAGGCAACGGAACCCAGATTTATGTAAT
TGATCCAGAACCGTGCCCAGATTCTGAC (SEQIDNO: 1)

Trinh tu cta protein dugec mé hoa béi CTLA4ECD (125 aa):

AMHVAQPAVVLASSRGIASFVCEYASPGKATEVRVTVLRQADS
QVTEVCAATYMMGNELTFLDDSICTGTSSGNQVNLTIQGLRAMDT
GLYICKVELMYPPPYYLGIGNGTQIYVIDPEPCPDSD (SEQ ID NO:
2)
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Trinh tu cta protein dung hop CTLA4ECD-mFc (364 aa):
trong dé phan CTLA4ECD dugc gach chan bing dudng luon song, va phin

mFc dugc gach chan bang dudng nét dam.

AMHVAQPAVVLASSRGIASFVCEYASPGKATEVRVIVLRQADS
QVTEVCAATYMMGNELTFLDDSICTGTSSGNQVNLTIQGLRAMDT
GLYICKVELMYPPPYYLGIGNGTQIYVIDPEPCPDSDENLYFQGPRG
PTIKPCPPCKCPAPNLLGGPSVFIFPPKIKDVLMISLSPIVICVVVDVS
EDDPDVQISWFVNNVEVHTAQTQTHREDYNSTLRVVSALPIQHQD
WMSGKEFKCKVNNKDLPAPIERTISKPKGSVRAPQVYVLPPPEEEM
TKKQVTLTCMVTDFMPEDIY VEWTNNGKTELNYKNTEPVLDSDGS
YFMYSKLRVEKKNWVERNSYSCSVVHEGLHNHHTTKSFSRTPGK
(SEQID NO: 3)

Trinh tu mi hoéa cla gen tuong tng vai protein dung hop CTLA4ECD-
mFc (1092 bp):

trong d6 phdn CTLA4ECD dugc gach chin bang dudng luon séng, va

phﬁn mFc¢ dugce gach chan bﬁng duong nét dam.
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GCAATGCATGTCGCACAGCCTGCAGTGGTCCTGGCAAGCTC
CAGGGGAATCGCTAGCTTCGTGTGCGAATACGCTTCCCCAGGCA
AGGCAACCGAGGTCCGGGTGACAGTCCTGAGACAGGCCGACAG
CCAGGTGACAGAAGTCTGCGCCGCTACTTATATGATGGGCAACG
AGCTGACCTTTCTGGACGATAGCATTTGTACCGGGACATCTAGT
GGAAACCAAGTGAATCTGACCATCCAGGGCCTGCGCGCTATGG

ACACAGGGCTGTACATTTGTAAAGTGGAGCTGATGTATCCCCCT
CCATACTATCTGGGAATCGGCAACGGGACCCAGATCTACGTGAT
TGATCCTGAACCATGCCCCGACTCCGATGAGAATCTGTATTTCC
AGGGACCACGAGGCCCCACAATTAAGCCATGTCCCCCTTGCAAA
TGTCCTGCACCAAACCTGCTGGGAGGACCAAGCGTGTTCATCTT
TCCACCCAAGATCAAGGACGTGCTGATGATCTCACTGAGCCCCA
TTGTGACCTGCGTGGTCGTGGACGTGAGCGAGGACGATCCTGA

TGTGCAGATCAGTTGGTTCGTCAACAATGTGGAAGTCCACACAG
CTCAGACTCAGACCCATAGGGAGGATTACAATAGTACTCTGCGC
GTCGTGTCAGCACTGCCCATTCAGCACCAGGACTGGATGAGCG

GCAAGGAGTTCAAGTGCAAAGTGAACAACAAGGATCTGCCCGC

ACCTATCGAGAGAACTATTTCCAAGCCTAAAGGGTCTGTGAGGG
CCCCACAGGTGTATGTCCTGCCTCCACCCGAGGAAGAGATGACT
AAGAAACAGGTGACACTGACTTGTATGGTCACCGACTTCATGCC
CGAAGATATCTACGTGGAGTGGACTAACAATGGGAAGACCGAA

CTGAACTATAAAAATACAGAGCCTGTGCTGGACTCAGATGGAAG
CTACTTTATGTATAGCAAGCTGCGAGTGGAAAAGAAAAACTGGG
TCGAGCGGAACAGCTACTCTTGTAGTGTGGTCCACGAAGGGCTG
CATAATCACCACACCACTAAATCATTCTCCCGAACTCCAGGCAA

A (SEQID NO: 4)

2. Tao ra plasmit pUC57simple-CTLA4ECD-mFc
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Gen dung hop CTLA4ECD-mFc di duoc téng hop (SEQ ID NO: 4)
duoc tach dong vao vecto biéu hién pUC57simple (do Genscript Co. cung cip)
& Genscript Co., tao ra plasmit pUC57simple-CTLA4ECD-mFc.

3. Tao clu tric plasmit tai t6 hop pcDNA3.1-CTLA4ECD-mFc

Plasmit pUCS57simple-CTLA4ECD-mFc dugc tiéu hoa bang
endonucleaza Xba I va BamH 1. Manh gen dung hgp CTLA4ECD-mFc duoc
thu hdi thong qua dién di va duoc ndi vao vecto biéu hién pcDNA3.1 (dugc
mua tir Invitrogen Co.). Plasmit pcDNA3.1-CTLA4ECD-mFc thu dugc duoc
st dung dé chuyén nhifm céc té bao kha bién ctia ching DH5a cta E. coli
(dugc mua tir TTANGEN Co.). Viéc chuyén nhiém va nudi cly duoc thyc hién
theo huéng din. Cac khudn lac E. coli duong tinh d6i véi pcDNA3.1-
CTLA4ECD-mFc duoc sang loc va dugc nhan giéng theo cac phuong phép
théng thuong. Sau do, plasmit tai t6 hop pcDNA3.1-CTLA4ECD-mFc duoc
chiét bing cach str dung kit (dugc mua tir Tiangen Biotech (Beijing) Co. LTD,
DP103-03) theo huéng dan duge cung cp cling véi kit.

4. Céc t& bao 293F (dugc mua tir Invitrogen Co.) dugc chuyén nhiém
v6i plasmit téi t hop pcDNA3.1-CTLA4ECD-mFc bang cach st dung kit

chuyén nhiém lipofectamin (dugc mua tir Invitrogen Co.).

5. 7 ngdy sau khi chuyén nhifm t& bao 293F véi plasmit tai t6 hop
pcDNA3.1-CTLA4ECD-mFc, protein dung hgp CTLA4ECD-mFc dugc tinh
ché tir chét 1ong nudi cdy bang ly tdm téc dd cao, loc chan khong thdng qua
mang loc x6p min, va sac ky cot HiTrap protein A HP. Sau khi tinh ché, cac
mau dugc léy, duoc bd sung vao dém nap khir dé dién di protein, va duogc kiém
tra bang dién di SDS-PAGE. Nhu duoc thé hién trén Fig. 1, protein quan tdm
duoc thé hién duéi dang mot bang & khoang 45 kD.

6. Tao ra dong té bao lai CTLA4-8D2 LT001

St dung protein dung hop CTLA4ECD-mFc lam khang nguyén, té bao
lai thu dugc bing cach dung hop té bao 14 lach tir cac con chudt BALB/C da

duge gdy mién dich (dugc mua tir Guangdong Medical Laboratory Animal
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Center) véi té bao u tay chudt theo phuong phap di dugc thiét 1ap (vi du,
Stewart, S. J., “Monoclonal Antibody Production”, in Basic Methods in
antibody Production and Characterization, Eds. G. C. Howard and D. R.
Bethell, Boca Raton: CRC Press, 2000).

CTLA4 duoc st dung lam khang nguyén dé phi dia ELISA, va té bao
lai tiét khang thé moi lién két dac hidu véi CTLA4 thu duoc béng cach sang loc
ELISA gién tiép. Dong té bao lai tiét khang thé don dong canh tranh véi phdi
tr B7-1 (CD80, NCBI Gene ID: 941) hodc B7-2 (CD86, NCBI Gene ID: 942)
dé lién két véi CTLA4 thu duogc b.%mg cach sang loc ELISA canh tranh tr té bao
lai thu dugc trong sang loc ELISA gian tiép. Dong té bao lai 4n dinh thu duoc
thong qua su pha loéing han ché. Dong t€ bao lai duge ky hidu 13 the CTLA4-
8D2 dong té bao lai, va dong té bao 6n dinh CTLA4-8D2 thu duoc thong qua
su pha lodng han ché (con dugc goi 1a LT001 theo sang ché; khang thé don
dong tiét boi né duoc ky hidu 1a 8D2).

7. Didu ché khang thé 8G2

Dong té bao CTLA4-8D2 (LTO001) theo sang ché dugc nudi cdy trong
mdi truong ¢ bd sung 10% huyét thanh bao thai bd v6i IgG thap. 7 ngay sau,
dich ndi b& mit nudi ciy té bao duoc thu gom dé tinh ché khang thé 8D2.

8. Phat hién khang thé 8D2 bing SDS-PAGE

Céc mhu di duoc tinh ché duoc bd sung vao dém nap khir dé dién di
protein va dém nap khong khur dé dién di protein. Sau khi dun s6i, tién hanh
bude phat hién. Cac két qua cho thdy ring protein quan tim dugc thé hién dudi
dang hai bing & khoang 50 kD va 25 kD dbi véi mau protein khir, hodc dudi
dang mot bang & khoang 150 kD d61 v&i mau protein khong khir (Fig. 2).

Vi du 2. Xac dinh trinh ty chudi nhe va chudi ning cua khang thé don
dong 8D2

Theo huéng dan ctia bd kit Cultured Cell/Bacteria Total RNA Extraction

Kit (Tiangen, Cat. No. DP430), mARN dugc chiét tir dong té bao lai CTLA4-
8D2 (t& bao LT001) duoc tao ra trong Vi du 1.

-35-



39280

Theo huéng din cta Invitrogen SuperScript® III First-Strand Synthesis
System cho b kit RT-PCR, cADN dugc tong hop va dugc khuéch dai bang
PCR. San pham khuéch dai PCR duoc cho qua ngay buéc tich dong TA, theo
hudng dén ciia pEASY-T1 Cloning Kit (TransGen, Cat. No. CT101). San phim
tach dong TA duoc dem giai trinh tu ngay, va két qua giai trinh tw duoc dua ra
dudi day.

Két qua giai trinh tu ADN cuia ving bién dbi chudi ning (345 bp):

GAGGTGAAACTGGACGAAACTGGCGGGGGGCTGGTGCAGC
CCGGACGACCTATGAAGCTGTCATGCGTCGCCAGCGGCTTCACC

TTTAGCGACAACTGGATGAATTGGGTGAGGCAGAGCCCAGAGA

AGGGGCTGGAATGGCTGGCTCAGATCCGCAACAAACCCTACAAT

TATGAGACCTACTATTCTGACAGTGTGAAGGGCCGGTTCACAAT

TTCCAGAGACGATTCTAAAAGCTCCGTCTACCTGCAGATGAACA

ATCTGAGAGGCGAAGATATGGGGATCTACTATTGCACAGCACAG

TTCGCTTATTGGGGACAGGGCACTCTGGTCACAGTCTCCGCC
(SEQID NO: 5)

Trinh ty protein dugc méa hoéa béind (115 aa):

EVKLDETGGGLVQPGRPMKLSCVASGFTFSDNWMNWYVRQSP
EKGLEWLAQIRNKPYNYETYYSDSVKGRFTISRDDSKSSVYLQMNN
LRGEDMGIYYCTAQFAYWGQGTLVTVSA (SEQID NO: 6)

Két qua giai trinh tw ADN ctia viing bién dbi chudi nhe (318 bp):

-36-



39280

GACATTCAGATGACACAGAGTCCTGCTTCCCTGAGTGCCTC
AGTGGGGGAGACCGTCACAATCACTTGCGGCACCTCTGAAAACA
TCTACGGCGGGCTGAATTGGTATCAGCGGAAGCAGGGCAAAAG
TCCCCAGCTGCTGATCTTCGGAGCAACAAACCTGGCCGACGGCA
TGAGCTCCCGGTTTAGCGGGTCCGGATCTGGCAGACAGTACAG
CCTGAAGATTTCTAGTCTGCACCCAGACGATGTGGCTACTTACT
ATTGCCAGAATGTCCTGAGGAGTCCCTTCACCTTTGGGTCAGGA
ACAAAGCTGGAGATC (SEQID NO: 7)

Trinh ty protein dugc ma hda bdi no (106 aa):

DIQMTQSPASLSASVGETVTITCGTSENIYGGLNWYQRKQGKS
PQLLIFGATNLADGMSSRFSGSGSGRQYSLKISSLHPDDVATYYCQN
VLRSPFTFGSGTKLEI (SEQID NO: 8)

Vi du 3. Thiét ké trinh tu chudi nhe va chudi ning cta cac khang thé
duoc lam giéng nhu cua ngudi 8D2HIL1, 8D2H2L2, 8D2H3L3, 8D2H2L15
va 8D2H2L.17

Dua trén cAu trac tinh thé khong gian ba chiéu ctia CTL4 protein (Nat.
Struct. Biol. (1997) 4, p. 527) va trinh ty cta khang thé 8D2 thu dugc trong Vi
du 2, céu tric ctia khang thé duoc tao mé hinh trén may tinh. C4c trinh tu ving
bién ddi cua khang thé 8D2HILI1, 8D2H2L2, 8D2H3L3, 8D2H2L15 va
8D2H2L17 dugc thiét ké dua trén trinh ty khang thé va mé hinh cu tric (trinh
tu ving khong dbi ctia khang thé 1a tir co s& dit liéu NCBI). Céc trinh ty ving
bién dbi duoc dua ra dudi day.

1. Trinh tu chudi nhe va chudi ning cta khang thé don dong 8D2H1LI1

Trinh ty ADN cta ving bién d6i chudi ning (345 bp):
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GAAGTGCAGCTGGTCGAGTCCGGGGGGGGCCTGGTGCAGC
CAGGAGGATCAATGCGACTGAGCTGCGCCGCTTCCGGCTTCACC
TTCAGCGACAACTGGATGAATTGGGTCAGGCAGGCACCAGGAA
AGGGACTGGAGTGGCTGGCACAGATCCGCAACAAACCTTACAA
CTACGAAACTTACTACAGCGACTCCGTGAAGGGGCGGTTCACCA
TTTCTAGAGACGATTCTAAAAACAGTGTGTACCTGCAGATGAAT
AGCCTGAAGACCGAGGATACAGGAGTCTACTATTGTACCGCACA
GTTTGCTTATTGGGGGCAGGGCACTCTGGTGACAGTCTCTTCA
(SEQID NO: 9)

Trinh tu protein dugc mé hoéa béi nd (115 aa):
EVQLVESGGGLVQPGGSMRLSCAASGFTFSDNWMNWYVRQAP

GKGLEWLAQIRNKPYNYETYYSDSVKGRFTISRDDSKNSVYLQMNS
LKTEDTGVYYCTAQFAYWGQGTLVTVSS (SEQID NO: 10)

Trinh ty ADN ctia ving bién d6i chudi nhe (321 bp):

GACATTCAGATGACTCAGAGCCCTTCAAGCCTGTCCGCATC
TGTGGGCGACCGAGTCACCATCACATGCAGAACCTCCGAGAACA
TCTACGGCGGGCTGAATTGGTATCAGCGAAAGCAGGGGAAAAG
TCCCAAGCTGCTGATCTACGGGGCAACAAACCTGGCCAGCGGA

ATGAGCTCCAGATTCAGTGGATCAGGCAGCGGGACAGATTATAC
TCTGAAAATTTCTAGTCTGCACCCAGACGATGTGGCAACCTACT
ATTGCCAGAATGTCCTGAGGTCACCCTTCACCTTTGGAAGCGGC
ACAAAACTGGAGATCAAG (SEQID NO: 11)

Trinh tu protein dugc m& héa boi né (107 aa):

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRTSENIYGGLNWYQRKQGKS
PKLLIYGATNLASGMSSRFSGSGSGTDYTLKISSLHPDDVATYYCQN
VLRSPFTFGSGTKLEIK (SEQID NO: 12)
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2. Trinh tu chudi nhe va chudi ning ctia khang thé don dong 8D2 duoc
lam gidng nhu ctia ngudi 8D2H2L.2

Trinh tw ADN ctia viing bién dbi chudi nang (345 bp):

GAAGTGCAGCTGGTCGAGTCCGGGGGGGGCCTGGTGCAGC
CAGGAGGATCAATGCGACTGAGCTGCGCCGCTTCCGGCTTCACC
TTCAGCGACAACTGGATGAATTGGGTCAGGCAGGCACCAGGAA
AGGGACTGGAGTGGCTGGCACAGATCCGCAACAAACCTTACAA

CTACGAAACTTACTACAGCGCCTCCGTGAAGGGGCGGTTCACCA
TTTCTAGAGACGATTCTAAAAACAGTGTGTACCTGCAGATGAAT
AGCCTGAAGACCGAGGATACAGGAGTCTACTATTGTACCGCACA
GTTTGCTTATTGGGGGCAGGGCACTCTGGTGACAGTCTCTTCA

(SEQID NO: 13)

Trinh tu protein dugc ma hoa bdi nd (115 aa):

EVQLVESGGGLVQPGGSMRLSCAASGFTFSDNWMNWVRQAP
GKGLEWLAQIRNKPYNYETYYSASVKGRFTISRDDSKNSVYLQMNS
LKTEDTGVYYCTAQFAYWGQGTLVTVSS (SEQID NO: 14)

Trinh ty ADN ctia ving bién d6i chudi nhe (321 bp):
GACATTCAGATGACTCAGAGCCCTTCAAGCCTGAGTGCCTC

AGTGGGAGACCGGGTCACCATCACATGCAGAACCAGCGAGAAC
ATCTACGGCGGCCTGAACTGGTATCAGCGAAAGCCAGGCAAGA
GCCCCAAGCTGCTGATCTACGGGGCAACCAACCTGGCCTCTGGA
GTGAGCTCCAGATTCAGCGGCAGCGGCTCTGGGACCGACTATA
CTCTGACCATTTCTAGTCTGCAGCCTGAAGATGTGGCAACATAC
TATTGCCAGAATGTCCTGAGGTCCCCATTCACCTTTGGATCTGG
CACCAAGCTGGAGATCAAG (SEQID NO: 15)

Trinh tu protein dugc mé hoa bdi noé (107 aa):
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DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRTSENIYGGLNWYQRKPGKSP
KLLIYGATNLASGVSSRFSGSGSGTDYTLTISSLQPEDVATYYCQNV
LRSPFTFGSGTKLEIK ( SEQ ID NO: 16)

3. Trinh tu chudi nhe va chudi ning ctia khang thé don dong 8D2 duoc
1am gidng nhu ctia ngudi 8D2H3L3
Trinh tw ADN ctia ving bién ddi chudi ning (345 bp):

GAGGTGCAGCTGGTCGAGTCTGGAGGCGGCCTGGTGCAGC
CCGGCGGGTCACTGCGACTGAGCTGCGCCGCTTCCGGCTTCAC
CTTCAGCGACAACTGGATGAATTGGGTGAGGCAGGCACCCGGG
AAGGGGCTGGAGTGGGTCGCTCAGATCCGCAACAAACCTTACA
ATTATGAGACAGAATACGCAGCCTCTGTGAAGGGGCGGTTCACT
ATTAGTAGAGACGATAGCAAGAACAGCGCCTATCTGCAGATGAA
TAGCCTGAAGACCGAAGATACAGCCGTCTACTATTGTACAGCTC
AGTTTGCATACTGGGGCCAGGGAACTCTGGTGACCGTCAGCTCC

(SEQID NO: 17)

Trinh ty protein dugc ma héa bai nd (115 aa):

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDNWMNWVRQAPG
KGLEWVAQIRNKPYNYETEYAASVKGRFTISRDDSKNSAYLQMNSL
KTEDTAVYYCTAQFAYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 18)

Trinh tw ADN ciia ving bién d6i chudi nhe (321 bp):
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GACATTCAGATGACTCAGAGCCCTTCTTCTCTGTCCGCATCT
GTGGGAGACCGGGTCACCATCACATGCAGAGCCAGCGAGAACA
TCTACGGCGGCCTGAACTGGTATCAGCAGAAGCCAGGCAAAGC
TCCCAAGCTGCTGATCTACGGAGCAACCTCCCTGGCATCTGGAG
TGCCATCCCGGTTCAGTGGATCAGGCAGCGGGACCGACTATACT
CTGACCATTAGCTCCCTGCAGCCTGAAGACTTCGCCACATACTA
TTGCCAGAACGTGCTGAGGTCCCCATTCACCTTTGGATCTGGCA
CCAAGCTGGAGATCAAG (SEQ ID NO: 19)

Trinh tu protein dugc mé héa boi néd (107 aa):

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASENIY GGLNWYQQKPGKA
PKLLIYGATSLASGVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLQPEDFATYYCQNV
LRSPFTFGSGTKLEIK ( SEQ ID NO: 20)

4. Trinh tu chudi nhe va chudi ning cua khang thé don dong 8D2 dugc
lam gidng nhu ctia ngudi 8D2H2L15

Trinh tw ADN cua ving bién d6i chudi ning (345 bp):

GAAGTGCAGCTGGTCGAGTCCGGGGGGGGCCTGGTGC
AGCCAGGAGGATCAATGCGACTGAGCTGCGCCGCTTCCGG
CTTCACCTTCAGCGACAACTGGATGAATTGGGTCAGGCAGG
CACCAGGAAAGGGACTGGAGTGGCTGGCACAGATCCGCAA
CAAACCTTACAACTACGAAACTTACTACAGCGCCTCCGTGA
AGGGGCGGTTCACCATTTCTAGAGACGATTCTAAAAACAGT
GTGTACCTGCAGATGAATAGCCTGAAGACCGAGGATACAGG
AGTCTACTATTGTACCGCACAGTTTGCTTATTGGGGGCAGG
GCACTCTGGTGACAGTCTCTTCA (SEQID NO: 13)

Trinh tu protein dugc mé hoéa boi nd (115 aa):
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EVQLVESGGGLVQPGGSMRLSCAASGFTFSDNWMNWVR
QAPGKGLEWLAQIRNKPYNYETYYSASVKGRFTISRDDSKNSV
YLQMNSLKTEDTGVYYCTAQFAYWGQGTLVTVSS ( SEQ ID
NO: 14)

Trinh tw ADN ctia ving bién d6i chudi nhe (321 bp):

GACATCCAGATGACTCAGTCTCCCAGCTCCCTGTCCGC
TTCTGTGGGCGATCGGGTCACTATCACCTGTAGAACCAGCG
AGAACATTTACGGCGGACTGAATTGGTATCAGAGGAAGCCC
GGGAAAAGTCCTAAGCTGCTGATCTACGGAGCAACAAACCT
GGCCTCCGGCGTGTCTAGTCGCTTCAGTGGATCAGGCAGCG
GGACCGACTATACACTGACTATTTCAAGCCTGCAGCCAGAG
GATGTGGCCACATACTATTGCCAGAATGTCCTGAGCCGGCA
CCCCGGATTTGGCTCAGGGACCAAACTGGAAATTAAG (SEQ
ID NO: 21)

Trinh tu protein dugc mé héa bdi n6 (107 aa):

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRTSENIYGGLNWYQRKP
GKSPKLLIYGATNLASGVSSRFSGSGSGTDYTLTISSLQPEDVAT
YYCQNVLSRHPGFGSGTKLEIK (SEQ ID NO: 22)

5. Trinh tu chudi nhe va chudi ning ctia khang thé don dong 8D2 duogc
1am gidng nhu cta ngudi 8D2H2L.17

Trinh tw ADN ctia viing bién dbi chudi ning (345 bp):

GAAGTGCAGCTGGTCGAGTCCGGGGGGGGCCTGGTGC
AGCCAGGAGGATCAATGCGACTGAGCTGCGCCGCTTCCGG
CTTCACCTTCAGCGACAACTGGATGAATTGGGTCAGGCAGG
CACCAGGAAAGGGACTGGAGTGGCTGGCACAGATCCGCAA
CAAACCTTACAACTACGAAACTTACTACAGCGCCTCCGTGA
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AGGGGCGGTTCACCATTTCTAGAGACGATTCTAAAAACAGT

GTGTACCTGCAGATGAATAGCCTGAAGACCGAGGATACAGG
AGTCTACTATTGTACCGCACAGTTTGCTTATTGGGGGCAGG

GCACTCTGGTGACAGTCTCTTCA (SEQID NO: 13)

Trinh ty protein dugc mé hdéa bdi no (115 aa):

EVQLVESGGGLVQPGGSMRLSCAASGFTFSDNWMNWVR
QAPGKGLEWLAQIRNKPYNYETYYSASVKGRFTISRDDSKNSV
YLQMNSLKTEDTGVYYCTAQFAYWGQGTLVTVSS ( SEQ ID
NO: 14)

Trinh ty ADN ctia viing bién doi chudi nhe (321 bp):

GACATCCAGATGACTCAGTCACCCAGCTCCCTGAGTG
CTTCAGTGGGCGATCGGGTCACTATCACCTGTAGAACCAGC
GAGAACATTTACGGCGGACTGAATTGGTATCAGAGGAAGCC
CGGGAAAAGCCCTAAGCTGCTGATCTACGGAGCAACAAACC
TGGCCTCCGGCGTGTCTAGTCGCTTCAGCGGCAGCGGCTCT
GGAACCGACTATACACTGACTATTTCAAGCCTGCAGCCAGA
GGATGTGGCCACATACTATTGCCAGAATGTCCTGTCCTCTC
GACCCGGATTTGGCAGTGGGACCAAACTGGAAATTAAG

(SEQ ID NO: 23)

Trinh tu protein dugc mé héa bdi né (107 aa):

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRTSENIYGGLNWYQRKP
GKSPKLLIYGATNLASGVSSRFSGSGSGTDYTLTISSLQPEDVAT
YYCQNVLSSRPGFGSGTKLEIK (SEQ ID NO: 24)

Vi du 4. Diéu ché khang thé 8D2 tai t& hop, 8D2(Re), va cic khang thé
8D2 dugc lam giéng nhu cta ngudi, 8D2H1L1, 8D2H2L3, 8D2H3L3,
8D2H2L15 va 8D2H2L17, va phét hién bang SDS-PAGE
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1. Diéu ché khang thé 8D2 tai td hop, 8D2(Re), va phét hién bang SDS-
PAGE

Trinh tw cADN cua chudi ning (trinh ty ving bién dbi ctia n6 duge thé
hién trong SEQ ID NO: 5) va trinh ty cADN ctia chudi nhe (trinh ty ving bién
d6i cua n6 dugc thé hién trong SEQ ID NO: 7) ctia 8D2 dugc tach dong vao
vecto pUC57simple (do Genscript Co. cung cdp), mot cach tuong tng, thu
dugc plasmit pUCS57simple-8D2H va pUC57simple-8D2L.

Plasmit pUC57simple-8D2H va pUC57simple-8D2L dugc ti€u hoa bang
endonucleaza (Hind III va EcoR I), mdt cach tuong tmng. Cac manh ma héa
chudi ning va chudi nhe di dwoc thu hdi thong qua dién di dugce tach dong phu
mot c4ch riéng r& vao vecto pcDNA3.1. Céc plasmit téi td hop duogc chiét va
dugc ddng chuyén nhidm vao cac t& bao 293F. Sau 7 ngay nudi cay té bao, chét
1ong nudi cdy dugc dem ly tAm & toc d6 cao, loc chan khong théng qua mang
loc x6p min va tinh ché trén c6t HiTrap Protein A HP. C4c mau da duoc tinh
ché dugc bd sung vao dém nap khir dé dién di protein va dém nap khong khir
@8 dién di protein. Sau khi dun s6i, tién hanh budc phat hién bang SDS-PAGE.
Nhu duge thé hién trén Fig. 3, protein quan tdm dugc thé hién dudi dang hai
bang & khoang 50 kD va 25 kD d6i v6i mau protein khir, hogc duéi dang mot
bang & khoang 150 kD ddi véi mau protein khong khur.

2. Didu ché cac khang thé 8D2 duoc lam giéng nhu cla ngudi,

8D2H1L1, 8D2H2L2 va 8D2H3L3, va phat hién bang SDS-PAGE

Céc trinh tu cADN cua chudi ning (trinh ty ving bién d6i cta ching
duoc thé hién trong SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 17, SEQ ID
NO: 13, SEQ ID NO: 13, mét cach tuong ung) va céc trinh tu cADN cua chudi
nhe (trinh tu ving bién di cia ching dugc thé hién trong SEQ ID NO: 11,
SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 23, mét cach
tuong ng) cua 8D2HI1L1, 8D2H2L2, 8D2H3L3, 8D2H2L15, va 8D2H2L17
duogc tach dong vao vecto pUCS57simple (do Genscript Co. cung cép), mdt cach
twong Ung, tao ra cac plasmit pUC57simple-8D2HIL1, pUCS57simple-
8D2H2L.2, pUCS57simple-8D2H3L3, pUC57simple-8D2H2L15, va
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pUC57simple-8D2H2L17. Chung duge tach dong phu mot cach riéng r€ vao
vecto pcDNA3.1 theo quy trinh dugc mé ta trén ddy doi v6i 8D2(Re).

Céc plasmit tai t6 hop duge chuyén nhiém vao cac té bao 293F. Chit
1ong nudi cly cta cac té bao 293F dugc cho qua budc phét hién sau khi tinh
ché theo quy trinh dugc mb ta trén day dbi véi 8D2(Re). Céc két qua duoc thé
hién trén Fig. 4, Fig. 5, Fig. 6, Fig. 7, va Fig. 8. C4c mAu protein khtt cho thy
céc protein quan tAm dudi dang hai bang ¢ khoang 50 kD va 25 kD, va céc mau
protein khéng khir cho thdy protein quan tAm duéi dang mot bang & khoing
150 kD.

Khéng thé 8D2 tai t& hop, 8D2(Re), va céc khing thé 8D2 dugc lam
gibng nhu cta ngudi, 8D2HIL1, 8D2H2L3, 8D2H3L3, 8D2H2LI5 va
8D2H2117 st dung trong cac vi du sau déy dugc diéu ché theo quy trinh duoc
md ta trong vi du nay.

Vidu 5. Xac dinh cac thong sb dong lyc hoc cuia khang thé

Cac thong s6 dong luc hoc vé su lién két cua khang thé 8D2 va

8D2H1L1, 8D2H2L2 va 8D2H3L3 duoc 1am gidng nhu clia ngudi véi khang

nguyén CTLA4 (NCBI Gene ID: 1493, vdi trinh tu axit nucleic md hoa nhu
duoc thé hién trong SEQ ID NO: 25 va trinh ty axit amin dugc ma héa nhur

duoc thé hién trong SEQ ID NO: 26) dugc xac dinh bang cach st dung thiét
bi phéan tich twong tac phan tir Fortebio.

1. CTLA4-mFc protein (CTLA4-mFc dugc tao ra theo phuwong phdp
gidng nhu phuong phap duge md ta trong Vi du 1 dé tbng hop CTLA4ECD-
mFc) duoc phan cit bang TEV proteaza, va khang nguyén CTLA4 thu duge

béng cach tinh ché trén cot.

Trinh ty ctia gen CTLA4 (636 bp):
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ATGGGCGTCCTGCTGACTCAGAGAACCCTGCTGTCCCTGGT
GCTGGCACTGCTGTTTCCTTCAATGGCTTCAATGGCTATGCATG
TGGCTCAGCCAGCAGTGGTCCTGGCAAGCTCCAGGGGGATCGC.
CAGTTTCGTGTGCGAGTACGCCTCACCTGGAAAGGCTACAGAAG
TCCGGGTGACTGTCCTGAGACAGGCTGACTCTCAGGTGACCGA
GGTCTGCGCCGCTACATATATGATGGGCAACGAACTGACCTTTC
TGGACGATTCCATTTGTACTGGCACCTCTAGTGGGAACCAAGTG
AATCTGACTATCCAGGGACTGCGAGCAATGGACACCGGACTGTA
CATTTGCAAAGTGGAGCTGATGTATCCCCCTCCATACTATCTGG
GCATCGGGAATGGAACACAGATCTACGTGATTGATCCCGAACCT
TGTCCAGACAGCGATTTCCTGCTGTGGATTCTGGCAGCCGTGTC
AAGCGGCCTGTTCTTTTATAGCTTTCTGCTGACTGCCGTCTCCCT
GTCTAAGATGCTGAAGAAACGATCCCCCCTGACCACAGGGGTG
GTCGTGAAAATGCCACCTACCGAGCCCGAGTGCGAAAAACAGTT

CCAGCCATACTTTATCCCTATCAAT (SEQID NO: 25)
Trinh tu axit amin twong ung dugc méa hoa (212 aa):

MGVLLTQRTLLSLVLALLFPSMASMAMHVAQPAVVLASSRGI
ASFVCEYASPGKATEVRVTVLRQADSQVTEVCAATYMMGNELTFL
DDSICTGTSSGNQVNLTIQGLRAMDTGLYICKVELMYPPPYYLGIG
NGTQIYVIDPEPCPDSDFLLWILAAVSSGLFFYSFLLTAVSLSKMLK
KRSPLTTGVVVKMPPTEPECEKQFQPYFIPIN (SEK}U)N(k 26)

2. Khéng thé 8D2 va c4c khang thé dugc 1am giéng nhu clia nguoi cua
ching 8D2H1L1, 8D2H2L2, 8D2H3L3, 8D2H2L15, va 8D2H2L17 duge cb
dinh trén b mit cua cam bién AR2G bang su lién hgp amino, va duge phong
bé bang etanolamin. Sau khi can bang trong PBST, khang nguyén CTLA4 dugc
bd sung dé lién két. CTLA4 dugc pha lodng 2 l4n theo day trong PBST, va thu
c’fuqc cac néng do sau: 300, 150, 75, 37,5, 18,75, 9,38, 4,69, 0 nM. Sy phén ly
xay ra trong PBST. Céc khang thé duoc lam giéng nhu ctia ngudi 8D2HILI,
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H21.2, H3L3, H2L15, va H2L17 duoc phat hién boi phuong phép gidng nhu
8D2, va ndng dd khang nguyén la 180, 90, 45, 22,5, 11,25, 5,625, 2,813, 0 nM.

Céc thong sb dong luc hoc ciia khang thé 8D2 va cac khang thé duoc
lam giéng nhu cla ngudi cua ching 8D2HIL1, 8D2H2L2, 8D2H3L3,
8D2H2L15, va 8D2H2L17 dugc dua ra trong Bang 1, va céc két qua xac dinh
cac thong s6 dic trung dong luc hoc dugc thé hién trén cac Fig. 9 dén 14, mot

cach tuong tUng.

Bang 1. Thong s6 dong luc hoc cua cac khing thé 8D2, 8D2HILI,
8D2H21.2, 8D2H3L3, 8D2H2L15, va 8D2H2L.17

Tén khang

'[hé Kb kon Kon kais kais
M) (1/Ms) Error (1/s) Error
8D2 1,66E-10 | 1,42E+05 | 1,22E+03 | 2,36E-05 | 2,09E-06

8D2HI1L1 | 6,08E-10 | 3,40E+05 | 1,17E+04 | 2,07E-04 | 1,81E-05
8D2H2L2 | 9,55E-10 | 4,07E+05 | 1,59E+04 | 3,88E-04 | 1,60E-05
8D2H3L3 | 1,05E-09 | 3,12E+05 | 1,01E+04 | 3,27E-04 | 1,41E-05
8D2H2L.15 | 1,02E-09 | 4,54E+05 | 8,18E+03 | 4,65E-04 | 9,50E-06
8D2H2L17 | 7,66E-10 | 4,59E+05 | 8,21E+03 | 3,52E-04 | 8,30E-06

10D1 1,21E-09 | 4,67E+05 | 1,15E+04 | 5,65E-04 | 1,51E-05

11.2.1 9,03E-10 | 3,87E+05 | 5,46E+03 | 3,49E-04 | 7,32E-06

Kp, hﬁng s6 4i luc; kon, toc d6 két hop khang nguyén — khang thé; kais,
tdc d6 phéan ly khang nguyén — khang thé; Kp=kdis/Kon.

Céc két qua chimg to ring tht ca sau khang thé déu c6 4i luc 5t di véi
khang nguyén nay, tuong duong hodc thdm chi t6t hon so v&i khang thé d6i
chung 10D1 va 11.2.1.

Vi du thye hién sang ché

Vi du 6. X4c dinh hoat tinh cua khang thé lién két v6i khang nguyén
CTLAA4 trén bé mit cta dong té bao lai bang bao ké chay

Trude tién, t& bao chi 293F biéu hién khang nguyén CTLA4 dugce tao ra,
va duoc gin nhan bing khang thé don dong 8D2 (Vi dul) va 8D2(Re) va céc
khang thé 8D2 dugc lam gidng nhu cla ngudi 8D2HIL1, 8D2H2L2 va
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8D2H3L3 (Vi du 4) dugc didu ché theo sang ché, mot cach tuong Ung. Sau do,
kha ning cia khang thé @& lién két dic hidu véi khang nguyén cé cAu hinh tu

nhién trén bé mit cua té bao dugc x4c nhan bing bao ké chay.
Céc bude cu thé duoc dua ra duéi day.
1. Tao ra té bao chu 293F biéu hién khang nguyén CTLA4

Céc té bao 293F dugc chuyén nhifm v6i plasmit pLenti6.3-CTLA4 dbi
v6i CTLA4 (vecto pLenti6.3 dugc mua tir Invitrogen Co.) str dung kit chuyén
nhiém lipofectamin (duwgc mua tr Invitrogen Co.). Sau khi sang loc, thu dugc

quén thé dong vo tinh cta céc t& bao biéu hién on dinh CTLA4 (293F-CTLA4).
2. Gin nhén v6i khang thé va phat hién sir dung bao ké chay

Té bao chi 293F biéu hién khang nguyén CTLA4 thu duge bang céc
bude trén ddy duoc tiéu hoa bang trypsin theo phuong phép thong thudng, va 2
x 10 té bao duoc bd sung vao mdi éng thu gom. Cac dung dich d& duge pha
loing cua khéng th 8D2 trong PBS chira 1% BSA dugc diéu ché dé dat dugc
ndng d6 bang 20 nM, 10 nM, 5 nM, 1 nM, 0,1 nM, 0,01 nM, va 0 nM, mdt
cach tuong tng. Sau khi 1 véi té bao 293F biéu hién CTLA4 trén nudc da trong
2 gid, 100 pL khang thé ctia dé khang IgG cua chuft dugc lién hgp FITC
(1:500) duge bd sung vao mdi bng, va cac dng dugc 0 trén nude d4 trong 1 gio.
Sau khi bb sung 300 pL PBS, tin hiéu huynh quang duoc phét hién bang cach
st dung kénh FITC trén bao ké chay. Cac khang thé khéac dugc phat hién theo
cach twong ty voi khang thé 8D2.

3. Céc két qua

Ké&t qua kiém tra su biéu hién ctia CTLA4 trén t& bao 293F-CTLA4
duoc thé hién trén Fig. 15 va Fig. 16, mdt cach tuong ung. Céc két qua vé su
lién két cta khang thé 8D2, 8D2(Re), va ba khang thé duoc lam gidng nhu cia
nguoi voi té bao 293F duge thé hién trén cac Fig. 17 dén 21, mét cach twong
tng. Nhu duoc thé hién trén céc hinh v&, khang thé 8D2 va cac khang thé dugc
lam giéng nhu clia ngudi cta ching c6 thé lién két mot cach hidu qua véi

protein dich CTLA4 trén bé mit cta t& bao chi 293F, va hiéu qua lién két cua

-48-



39280

chung 14 phy thudc liéu lugng. Cudng d6 huynh quang & mdi lidu luong duoc
dua ra trong Bang 2.

Hiéu qua lién két, ECso, ctia 8D2 va céc khang thé dugc lam giéng nhu
clia ngudi cia chung thu duge bang dudng cong md phong trong phan tich dinh
luong huynh quang cta khang thé 8D2 d& dugc lién két va cac khang thé duge

lam gibng nhu cta ngudi cia ching, duge thé hién trong Bang 3.

Bang 2. Phan tich cuong dd huynh quang xac dinh sy lién két cua 8D2,
8D2(Re) va céc khang thé 8D2 dugc lam giéng nhu cua ngudi 8D2HILI,
8D2H2L2 va 8D2H3L3 véi khang nguyén CTLA4 trén bé mit ciia té bao chi
293F-CTLA4 bing bao ké chay

8D2 [ 8D2(Re) | 8D2HIL1 | 8D2H2L2 | 8D2H3L3
Nong d6 (nM) cuong do huynh quang
0,001 7,60 | 24,62 10,84 10,85 10,85
0,01 7,70 | 24,72 10,85 32,48 25,14
0,1 9,10 | 66,72 21,25 124,03 108,29
1 25,50 | 321,27 | 103,04 624,65 623,25
5 182,60 | 713,87 | 558,75 972,03 970,80
10 638,60 | 897,63 | 943,84 | 115924 | 1084,74
25 721,80 | 873,24 | 1170,64 | 1132,39 | 1091,77

Bang 3. Hiéu qua lién két, ECso, ctia 8D2, 8D2(Re) va cic khang thé
8D2 duoc lam gidng nhu cia ngudi 8D2H1L1, 8D2H2L2 va 8D2H3L3 véi
khang nguyén CTLA4 trén bé mit cua té bao chit 293F-CTLA4 thu dugc bing
duong cong md phong trong phén tich bang bao ké chay

8D2 8D2(Re) |8D2HIL1 |8D2H2L2 | 8D2H3L3
ECso (nM) |3.,84 1,38 5,06 4,37 4,54

Cac két qua chung to rang tat ca cic khang thé 8D2, 8D2(Re) va céc
khang thé 8D2 dugc lam gidng nhu cta nguoi 8D2HIL1, 8D2H2L2 va
8D2H3L3 déu c6 kha ning lién két rdt manh véi khang nguyén CTLA4 trén
bé mit ca té bao chi 293F-CTLA4.

Vi du 7. X4c dinh hoat tinh cta khéng thé dé lién két v6i khang nguyén
CTLA4 bang ELISA
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Pia ELISA duoc phu CTLA4 & nhiét d6 4°C qua dém. Sau khi phong bé
bing 1% BSA & nhiét d6 37°C trong 2 gid, cac khang thé CTLA4 8D2,
8D2(Re) va céc khang thé 8D2 dugc lam gidng nhu cia ngudi 8D2HILI,
8D2H2L2, 8D2H3L3, $D2H2L15, va 8D2H2L17, va khéng thé ddi chung
10D1 (Alan J. Korman, Edward L. Halk, et al, HUMAN CTLA-4
ANTIBODIES, Patent M§ sb US 6984720 B1) va 11.2.1 (Douglas Charles
Hanson, Mark Joseph Neveu, et al., Human monoclonal antibodies to CTLA-4,
Patent M§ sb US 682736 B1) duoc bd sung cho phan tmg trong 30. Khang thé
thir cAp duge lién hop enzym duge bd sung cho bude 0 trong 30 phut. Sau do,

d6 hap thu & 450 nm duoc xac dinh trén thiét bi doc dia ELISA.

Két qua phat hién sy lién két ctia khang thé 8D2 v céc khang thé duoc
lam gidng nhu clia ngudi ctia chiing véi khéng nguyén CTLA4 dugc thé hién
trén céc Fig. 22 dén 25, mot cach tuong tng. Nhu duge thé hién trén cac hinh
V&, tAt ca cac khang thé 8D2, 8D2(Re) va cac khang thé 8D2 duoc lam gidng
nhu cia ngudi déu c6 thé lién két mot cach hidu qua véi CTLA4 protein, va
hiéu qua lién két ctia chung 13 phu thudc liéu lugng. Cudng @6 huynh quang &
mdi lidu lugng dugc dua ra trong céac Bang 4 dén 8. Hiéu qua lién két, ECso,
ctia 8D2, 8D2(Re) va cac khang thé dugc lam gibng nhu ctia nguoi thu dugce
bang dudng cong md phong trong phan tich dinh lugng huynh quang ctia 8D2,
8D2(Re) d4 duoc lién két va cac khéng thé duge lam gidng nhu clia ngudi
(Bang 9).

Bang 4. Su lién két ctia 8D2 va 8D2(Re) v6i CTLA4 ciia chudt (ELISA)

Néng d6 khang thé Phu khéng nguyén: CTLA4 cia chudt & nong d6 0,5
pg/ml

(kg/m) D2 8D2(Re) 10D1

1 2,823 2,682 2,672 2,769 [2,995 2,975
0,3 2,806 [2,763 2,690 [2,735 2,852 2,900
0,1 2,754 2,718 [2,796 12,685 [2,429 2,538
0,03 2,336 2,381 2,305 [2,259 [1,507 1,704
0,01 1,614 1,560 [1,397 [1,446 (0,673 0,794
0,003 0,784 10,760 10,662 (0,674 (0,292 0,328
0,001 0,358 0,355 0,315 0,321 0,136 0,142
0 0,063 10,052 (0,053 10,046 0,046 0,050
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Khang thé tha cp

Khéng thé thir cAp
Dé khang Chudt

Khéng thé tha cp
Dé khéng Nguoi

Bang 5. Su lién két cia 8D2, 8D2HIL1 va 8D2(Re) véi CTLA4 cla

nguoi (ELISA)

Ndng db khéng thé ilgl}lmlfhang nguyén: CTLA4 cua nguoi & nong d§ 0,5
(ng/ml) 10D1 112.1  [$D2HIL1 [8D2 8D2(Re)

1 3,4793,432|3,584/3,547|3,016/3,0313,029/3,107|3,058|3,085
1:3 3,323|3,155|3,4993,479[2,834[2,9043,076/3,074/2,930]3,072
1:9 2,506[2,293|3,211[3,187[2,6102,6702,878]2,9882,8052,868
1:27 1,331|1,19412,33712,293(1,834(1,944[2,265[2,2872,052[2,064
1:81 0,552/0,528|1,254(1,267/0,969/0,9961,335|1,4791,398]1,271
1:243 0,202/0,222/0,536/0,552/0,450(0,515|0,666/0,770/0,634/0,649
1:729 0,141|0,115|0,253/0,263|0,204(0,206/0,2770,351/0,307|0,309
0 0,090(0,086|0,072|0,064/0,067/0,067|0,064/0,0670,071]0,086
Khéng thé thir cAp Khang thé tht cAp Khang thé thir cap

Dé khang IgG Nguoi Dé khang IgG Chudt

Béng 6. Sy lién két cia 8D2H2L2 va 8D2H3L3 véi CTLA4 cia ngudi

(ELISA)
Néng do khang thé Phu khang nguyén: CTI;L:;IIH c;ua nguoi 6 nong 46 0,5
(ng/mb) 8D2H2L2 | 8D2H3L3 10D1 11.2.1
1 1,489|1,4111,631]1,601]1,775|2,069 |2,206 | 2,150
1:3 1,178(1,262/1,192|1,455]1,527]1,480|1,825 2,047
1:9 0,710/0,87210,943|1,007 | 1,073 1,204 [ 1,292 | 1,409
1:27 0,336 0,370 0,642 0,658 | 0,663 | 0,585|0,893 0,682
1:81 0,19210,195]0,415|0,374 {0,349 0,323 0,499 | 0,426
1:243 0,097]0,109{0,230|0,214|0,132]0,146 0,223 0,219
1:729 0,0751]0,083]0,100|0,130{0,099|0,09910,1270,136
0 0,0520,055|0,052]0,057]0,056|0,053]0,057 0,061
Khang thé thit céip Khang the thtr cap Dé kh’a}ng IgG Nguoi duge lién hop
vo1 HRP
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Bang 7. Su lién két ctia 8D2H2L2 va 8D2H3L3 véi CTLA4 cla khi

(ELISA)
Nbng db khéng thé Phu khang nguyén: CTLﬁégl/;:rlllla khi-hFc ¢ nong d6 0,25
(ng/ml) 8D2H2L2 | SD2H3L3 10D1 11.2.1
1 1,576 | 1,624 | 1,235 [ 1,321 {1,788 | 1,846 | 1,718 | 1,632
1:3 1,223 11,1991 0,921 0,873 | 1,250 | 1,344 | 1,540 | 1,460
1:9 0,793 10,775 | 0,654 | 0,724 | 0,845 | 0,868 | 1,114 | 1,054
1:27 0,471 0,426 | 0,441 | 0,403 | 0,429 | 0,402 | 0,625 | 0,665
1:81 0,220 10,230 0,239 0,218 | 0,190 | 0,191 | 0,297 | 0,313
1:243 0,114]0,117]0,123[0,119]0,104 | 0,108 | 0,130 | 0,172
1:729 0,071 | 0,076 | 0,088 | 0,096 | 0,063 | 0,067 | 0,082 | 0,094
0 0,048 | 0,048 | 0,048 | 0,050 | 0,049 | 0,053 | 0,048 | 0,051
. 2 ..z |Khang thé thir cip Dé khang IgG Ngudi duoc lién hop véi
Khang the thir cap HRP, F(ab')s

Bang 8. Su lién két ctia 8D2H2L15 va 8D2H2L17 véi CTLA4 cla

nguoi (ELISA)

Nong d6|Phu khéng nguyén: CTLA4 & nong d6 0,5 ug/ml

khang thé 8D2H2L.2|8D2H2L.15(8D2H2L17|10D1 11.2.1 |8D2H2L2
(ng/ml) 20150327 20140422
1 2,3412,37(2,58 |2,55 2,61 |2,81 [2,56|2,74|2,75|2,69|2,23 |2,40
1:3 2,2212,09 (2,65 2,72 2,73 |2,78 |2,42|2,44|2,56|2,66|2,09 2,07
1:9 2,03(1,872,79 (2,45 2,59 |2,73 |2,20/2,20|2,69|2,44(1,92 1,95
1:27 1,82(1,93/2,43 |2,21 [2,41 2,28 |1,81|1,70]2,13|2,28|1,47 |1,63
1:81 1,10(1,17/1,95 |1,83 |1,80 |1,68 |1,03|1,09|1,37|1,53|1,10 1,01
1:243 0,65(0,58(1,05 1,02 |1,14 |1,19 |0,51/0,53]0,75|0,79/0,49 |0,50
1:729 0,260,2110,53 ]0,44 |0,57 10,50 |0,21|0,24/0,32|0,31{0,23 |0,20
0 0,04 0,05 10,05 |0,04 10,04 10,05 |0,04/0,05]0,05|0,05]0,05 |0,05

Khang thé thir cAp: khang thé D& khang IgG Ngudi dugc lién hop véi HRP

(1:5000)

Bang 9: Hiéu qua lién két, ECso, ciia 8D2, 8D2(Re) va cac khang thé
8D2 dugc lam gidng nhu cia ngudi 8D2HIL1, 8D2H2L2, 8D2H3L3,
8D2H2L15, va 8D2H2L17 v6i khéang nguyén CTLA4 thu dugc bang dudng

cong mo phong trong phén tich bang ELISA

Ngudn khéng
nguyeén

ECsoKhéang thé
(nM)

ECs010D1
(nM)

ECs011.2.1
(nM)
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CTLA4
8D2 Chudt 0,015 0,062 0,023
0,071 0,24
8D2(Re) Chuot 0,015 0,062 0,023
0,085 0,24
8D2HI1L1 Chuot 0,025 0,062 0,023
8D2H2L2 Nguoi 0,12 0,125 0,09
8D2H2L2 Nguoi 0,082 0,125 0,09
8D2H2L2 Nguoi 0,118 0,125 0,09
8D2H3L3 Nguoi 0,129 0,125 0,09
8§D2H2L2 Khi 0,227 0,258 0,075
8D2H3L3 Khi 0,385 0,258 0,075
8D2H2L15 Nguoi 0,042 0,138 0,075
8D2H2L17 Nguoi 0,047 0,138 0,075

Luu y: 8D2H2L2 dugc xac dinh trong ba ban sao.

Céc két qua trén day ching to rang khang thé 8D2 va 8D2(Re) lién két
v6i khang nguyén CTLA4 cta chudt véi hiéu qua t6t hon so vé6i hidu qua cta
khéng th d6i chimg 10D1 va 11.2.1. Khang thé dugc lam giéng nhu cuia ngudi
8D2H1L1 lién két voi khang nguyén CTLA4 cta chudt voi hiéu qua manh hon
so v6i hidu qua cta khang thé d6i chimg 10D1 va tuong duong véi hiéu qua

cua 11.2.1.

Khéng thé duoc lam gidng nhur ctia ngudi 8D2H2L2 lign két véi khéng
nguyén CTLA4 cta ngudi véi hiu qua twong duong véi hiu qua cua 10D1.
Céc khang thé duge 1am giéng nhu ciia ngudi 8D2H2L2 va 8D2H3L3 lién két
v6i khang nguyén CTLA4 cta khi véi hiéu qua twong duong véi hiéu qua cua
10D1. Khang thé duoc lam giéng nhu cta ngudi 8D2H2L15 va 8D2H2L17
lién két véi khang nguyén CTLA4 cta ngudi véi hiéu qua manh hon mdt cach

dang ké so véi hidu qua cta khang thé dbi ching 10D1 va 11.2.1.

Vi du 8. Phét hién hoat tinh cta khang thé canh tranh véi B7-1/2 @€ lién
két véi khang nguyén CTLA4 bang ELISA canh tranh

1. Phat hién hoat tinh cta khang thé canh tranh véi B7-1 dé lién két véi
khéng nguyén CTLA4 bing ELISA

Céc dia ELISA duoc phu B7-1 ¢ nhiét d6 4°C qua dém. Sau khi phong
bé bing 1% BSA & nhiét d 37°C trong 2 gio, khang thé khang CTLA4, tirc 1,
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khang thé don dong 8D2 va 8D2(Re) va cac khang thé 8D2 dugc lam gidng
nhu cta ngudi 8D2HIL1, 8D2H2L2, 8D2H3L3, 8D2H2L15, va 8D2H2L17,
cling nhu khang thé dbi chimg 10D1 va 11.2.1 duge bd sung. Sau khi U trong
10 phit, CTLA4-mFc dugc bd sung. Sau khi 0 & nhiét d§ 37°C trong 40 phut,
khéng thé thir cip duoc lién hop enzym dugc bd sung. Sau khi 0 & nhiét do
37°C trong 30 phut, d6 hdp thu & 450 nm dwoc phat hién trén thiét bi doc dia
ELISA.

2. Phat hién hoat tinh cua khang thé canh tranh v&i B7-2 dé lién két véi
khang nguyén CTLA4 bang ELISA

Céc dia ELISA duoc phit CTLA4-mFc & nhiét d¢ 4°C qua dém. Sau khi
phong bé bang 1% BSA & nhiét d6 37°C trong 2 gid, khang thé khang CTLA4,
tirc 13, khang thd don dong 8D2 va 8D2(Re) va cac khang thé 8D2 duge lam
gidng nhu cta ngudi 8D2HILI1, 8D2H2L2, 8D2H3L3, 8D2H2L15, va
8D2H2L17, ciing nhu khang thé déi chimg 10D1 va 11.2.1 duge bd sung. Sau
khi 0 trong 10 phut, B7-2-his dugc bd sung. Sau khi 1 & nhiét d6 37°C trong 40
phiit, khéng thé thir cp duge lién hop enzym dugce bb sung. Sau khi 01 & nhiét
do6 37°C trong 30 phut, do hép thu & 450 nm dugc phat hién trén thiét bi doc dia
ELISA. Két qua phat hién su lién két ctia 8D2, 8D2(Re) va cac khang thé duoc
1am gidng nhu ctia ngudi véi khéang nguyén CTLA4 duoc thé hién trén céc Fig.
26 dén 31, mot cach tuong ung. Nhu dugc thé hién trén cac hinh v& ndy, khing
thé 8D2, 8D2(Re) va cac khang thé 8D2 duoc 1am gidng nhu ctia ngudi c6 thé
lién két mot cach hiéu qua véi CTLA preotein, va hiéu qua lién két ctia ching
14 phu thudc lidu lugng. Cudng d6 huynh quang & mdi lidu luong duoc dua ra
trong cac Bang 10 dén 16. Higu qua lién két, ECso, ciia 8D2, 8D2(Re) va cic
khang thé duoc 1am gidng nhu clia ngudi thu duge bang dudng cong md phong
trong phén tich dinh lugng huynh quang cua khang thé 8D2, 8D2(Re) di duoc

lién két va cac khang thé duoc lam gidng nhu ctia ngudi (Bang 17).
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Bang 10. 8D2 va 8D2(Re) canh tranh véi B7-1 trong ELISA

Néng db khang thé Ph}:l khang nguyén: CTLA4-mFc & ndng d6 0,2
(ug/m)) gl

8D2 8D2(Re)
3 0,163 0,149 0,176 0,215
1 0,208 0,188 0,200 0,214
0,3 0,354 0,347 0,355 0,390
0,1 0,680 0,695 0,668 0,721
0,03 1,378 1,262 1,430 1,708
0,01 1,758 1,612 1,630 1,824
0,003 1,982 1,711 1,890 1,937
0 2,228 1,766 1,805 1,779
B7/1-hFc (0,3pg/ml)
Khéng thé thi cap ‘Khéng thé thi cip ctia D& khang Ngudi

Béang 11. 8D2, 8D2H1L1 va 8D2(Re) canh tranh véi B7-1 trong ELISA

Ndng d6 khang thé

Phti: B7/1-hFc & ndng d6 0,2 pg/ml

(ng/ml) 10D1 11.2.1 | 8D2HILI (Egi‘;ﬁﬂ;

3 0,168]0,158/0,101]0,105[0,123]0,138| 0,824 | 0,791

1:3 0,258(0,232/0,119(0,133[0,206/0,231| 0,640 | 0,768

1:9 0,515(0,466|0,381(0,485|0,445|0,529| 0,750 | 0,717

1:27 0,577/0,508{0,597(0,579(0,509{0,659| 0,653 | 0,626 |

1:81 0,801]0,730/0,650{0,613]0,669|0,723| 0,571 | 0,522
1:243 0,814/0,848/0,900[0,520[0,8410,821| 0,459 | 0,327
1:729 0,854]0,732]0,993]0,841]0,848(0,822| 0,312 | 0,232

0 0,856/0,8120,826(0,550[0,672/0,600| 0,071 | 0,074

Khang nguyén CTLA4-mFc 0,3pug/ml Dbi ching

Khing thé thir cp Khang thé thir cip ctia Dé khang IgG Chudt duge lién

hop v6i HRP

Bang 12. 8D2, 8D2HIL1 va 8D2(Re) canh tranh véi B7-2 trong ELISA

Ndng d6 khang thé | Phu khéng nguyén: CTLA4-mFc & ndng d6 0,5 pg/ml
png/ml 10D1 11.2.1 |8D2HIL1| 8D2 | 8D2(Re)
3 0,569)0,550(0,492(0,442/0,450/0,384/0,407/0,336/0,367/0,375
1:3 0,500/0,466(0,387/0,402/0,404/0,332/0,3590,306/0,331|0,289
1:9 0,7360,782(0,412/0,482/0,467|0,371/0,4560,355/0,384/0,315
1:27 0,982/1,137(0,676/0,585/0,671/0,633|0,675/0,675/0,464/0,443
1:81 1,196/1,355|1,120[0,965|1,038]1,007|1,091|1,050/0,713]0,622
1:243 1,171/1,380]1,237|1,214{1,215[1,069]1,154]1,172/0,862/0,766
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1:729 1,307/1,3881,362(1,229/1,231(1,253|1,242/1,264/0,826(0,725
0 1,030(1,171(1,187/1,100/1,1301,076|1,034{1,183]0,915/0,861
Thy thé B7/2-His & ndng d6 1 pg/ml
Khéng thé thit cAp Khang the tht cap ChthH kél;ng His duoc lién ket vo6i

Bang 13. Khang thé 8D2H2L2 va 8D2H3L3 canh tranh véi B7-1 trong
ELISA

Nong d6 khang thé Phu: B7/1-hFc & nong d6 0,3 pg/ml
(pg/ml) 8D2 H2L.2 | 8D2 H3L3 10D1 11.2.1
5 0,207/0,2320,187]0,202|0,166]0,172 0,080 | 0,089
1:3 0,346 |0,267]0,286|0,3270,210]0,194 10,090 | 0,097
1:9 0,625(0,702|0,416|0,388|0,4860,548 |0,160| 0,138
1:27 0,57710,72710,590 0,503 | 0,673 | 0,621 | 0,488 | 0,369
1:81 0,830(0,74310,747|0,617 0,663 | 0,647 | 0,698 | 0,660
1:243 0,7070,760 10,673 0,768 | 0,652 0,775 0,755 | 0,900
1:729 0,7800,882|0,8400,842 0,705 0,691 | 0,909 | 0,793
0 0,57710,752{0,632|0,7450,732/0,909 | 0,683 | 0,735
Khang nguyén CTLA4-mFc & ndng d6 0,3 pg/ml
Khéng thé thit cp Khang the thtr cap cx;zi?iéhﬁrgp IgG Chudt duoc lién

Bang 14. Khéng thé 8D2H2L2 va 8D2H3L3 canh tranh v6i B7-2 d¢ lién
két véi CTLA4 trong ELISA

Nong d6 khéng th8 | Phu khang nguyén: CTLA4-mFc & ndng d6 0,5 pg/ml
(ng/ml) 8D2 H2L2 | 8D2 H3L3 10D1 11.2.1
1,5 0,377/0,376]0,417 0,432 0,449|0,408 0,372 0,494
1:3 0,616]0,537(0,540/0,511]0,553 10,602 | 0,437 |0,348
1:9 0,988(0,927(0,548 /0,614 0,806 | 0,788 |0,479|0,412
1:27 1,085/1,038/0,717]0,72810,969|0,890 0,622 0,529
1:81 1,227/1,059/1,010/0,9510,974 0,916 0,805 | 0,649
1:243 1,136/1,066|1,255|1,160/0,935]0,921|0,930|0,754
1:729 1,218/1,158/1,239|1,162]1,108 1,045 /0,981 | 0,746
0 1,094 |1,068/1,198|1,214]1,082/1,047/0,987 0,819
Phdi tir B7/2-His ¢ ndng d6 1 ug/ml
Khéng thé thir cip Khang thé thtt cAp Chu@tH %ng His duogc lién hop véi
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Bang 15. Khang thé 8D2H2L15 va 8D2H2L17 canh tranh véi B7-1 dé
lién két v6i CTLA4 trong ELISA

Sy pha lodng Phi khang nguyén: B7/1-hFc & ndng dd 0,5 pg/ml

khang thé |8D2 H2L2| 8D2 8D2 10D1 | 11.2.1 |8D2 H2L2
(20150327)| H2L15 | H2L17 (20140422)
5 ug/ml 0,09 10,10 (0,07/0,07|0,06/0,07|0,08]0,11|0,06/0,06| 0,12 | 0,14
1:3 0,13 0,14 10,07/0,07|0,06/0,07|0,33|0,24/0,09/0,08| 0,26 | 0,24
1:9 0,29 | 0,26 /0,07/0,09/0,08|0,08/0,71|0,78|0,33/0,30| 0,45 | 0,49
1:27 0,66 | 0,58 10,70(1,03|0,89/0,93|1,11{1,17|1,14/1,19] 1,06 | 1,10
1:81 0,69 | 0,62 0,68|1,18/0,97|0,79|1,16{1,35/1,17]1,20| 1,09 | 1,09
1:243 0,66 | 0,64 |0,75|1,13]1,05/0,99/1,27|1,48/1,30/1,31] 1,19 0,99
1:729 0,69 | 0,64 |0,74|1,07|1,25/1,35|1,33|1,56/1,32|1,31| 1,16 | 1,12
0 0,59 10,66 (0,53|1,09|1,18/1,18/1,33]1,29(1,28(1,30] 1,11 | 1,04

Phoi tir CTLA4-mFc & nong d6 0,3 pg/ml

Khang ,thé thir

cip Khang thé thit cp Chudt khang His duogc lién két véi HRP
Bang 16. Khang thé 8D2H2L15 va 8D2H2L17 canh tranh véi B7-2 dé
lién két v6i CTLA4 trong ELISA

Su pha lodng CTLA4-mFc & nong d6 2 pg/ml
khang thé |8D2H2L2(8D2H2L15|8D2H2L17| 10D1 | 11.2.1 |8D2H2L2
20140422 20150327
1 ug/ml  ]0,05/0,05/0,05]0,05 0,05 |0,05]0,05/0,05|0,04]0,04/0,05]0,05
1:3 0,05/0,05|0,05| 0,05 |0,05 | 0,05 |0,07|0,07]0,050,05]0,47]0,37
1:9 0,15(0,16/0,17]0,19 0,06 | 0,12 |0,44/0,35|0,17/0,16/0,65|0,58
1:27 0,55/0,59|0,42 0,48 |0,500,57 |0,73]0,70/0,57/0,57/0,79|0,70
1:81 0,7610,84(0,75|0,75|0,77 | 0,81 |0,85|0,86/0,84/0,76|0,86|0,77
1:243 0,84(0,79/0,83 /0,84 0,82 | 0,87 |0,86|0,89/0,84|0,85/0,830,84
1:729 0,77(0,76| 0,94 11,00 0,97 | 0,98 |0,99/0,91/0,87/0,85/0,820,80

0 0,7710,78]0,9210,970,81 | 0,82 |0,76(0,96|0,91/0,80/0,80|0,76
Phoi tir B7/2-His, 0,5 pg/ml
Khéng thé thir| Khang thé thi cap Chuét khang His duogc lién hop véi HRP
clp (1:4000)

Bang 17. Hidu qua lién két, ECso, ctia 8D2, 8D2(Re) va cac khéng thé
8D2 dugc lam giébng nhu cta ngudi 8D2HIL1, 8D2H2L2, 8D2H3L3,
8D2H21.15, va 8D2H2L17 véi khang nguyén CTLA4 trong sy canh tranh v&i
B7 thu dugc bang dudng cong mé phong trong phén tich bang ELISA canh
tranh
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ECsoKhang thé ECs0 10D1 ECs011.2.1

(nM) (nM) (nM)

B7-1 B7-2 B7-1 B7-2 B7-1 B7-2
8D2 0,44 0208 |— 0,464 | — 0,15
8D2(Re) 0,514 (01153 |— 0,464 | — 0,15

8D2HI1L1 2,478 0,178 1,91 0,464 1,691 0,15

8D2H2L2 5,932 1,643 5,15 2,056 1,073 0,172

8D2H2L2 2,973 0,368 — — — —

8D2H2L2 3,118 0,301 — — — —

8D2H3L3 2,144 0,167 5,15 2,056 1,073 0,172

8D2H2L15 1,973 0,227 4,586 0,629 2,606 0,349

8D2H2L17 1,787 0,296 4,586 0,629 2,606 0,349

Luuy: 8D2H2L2 dugc thir nghiém trong ba ban sao.

Céc két qua trén diy ching to rang tat ca cac khang thé 8D2, 8D2 (Re)
va céc khang thé 8D2 duogc lam gidng nhu cta nguoi 8D2HIL1, 8D2H2L2,
8D2H3L3, 8D2H2L15, va 8D2H2L17 déu c¢6 thé canh tranh véi B7 dé lién két
véi khang nguyén CTLA4. Cu thé, 8D2, 8D2(Re), 8D2HI1L1, va 8D2H2L2
manh hon 10D1 trong sy canh tranh véi B7-2 dé lién két v6i CTLA4, trong khi
8D2H21.17 manh hon khang thé 10D1 va 11.2.1 trong su canh tranh véi ca B7-
1 va B7-2 dé lién két voi CTLA4.

Vi du 9. Phén tich hoat tinh sinh hoc cua khang thé don dong 8D2 va
cac khang thé duoc lam giéng nhu ctia ngudi 8D2H1L1, 8D2H2L2, 8D2H3L3,
8D2H2L15, va 8D2H2L17 trong céc té bao

Dé phét hién anh hudng cta khéng thé don dong 8D2 va cac khang thé
duoc lam gibng nhu cta ngudi 8D2H1L1, 8D2H2L2, 8D2H3L3, 8D2H2L15,
va 8D2H2L17, va khang thé déi chung 10D1 va 11.2.1 dén su biéu hién IL-2
clia céc té bao don nhan méu ngoai vi (PBMC), mau ngoai vi tir cac thé cho
khée manh duge thu gom vao dng thu gom chira heparin natri. PBMC thu dugc
dudi dang huyén phi té bao sau khi pha loéing trong PBS va ly tim trén m6i
truong phan tach (6 toc d6 2550 vong/phit trong 20 phit). Huyén pht té bao
duoc bd sung SEB (1 pg/mL) / PHA (30 pl/ml) va duge dit trong thiét bi u &
nhiét d6 37°C véi @ 4m béo hoa chita 5% CO, d& nubi cdy tiép. Lympho bao
Raji va khang thé dugc b6 sung. Sau khi u ddng thoi trong 48 gid, PBMC dugc

rira bing PBS hai lin, va duoc bd sung vao dia c6 96 18 & mat do 10.000 té
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bao/18. Sau d6, gradien ndng dd tuwong tng ctia khéng thé duoc bd sung. Sau
khi & trong 20 phit, céc té bao Raji di duge xir Iy bing MMC trong 1 gio dugce
bd sung & mat d6 10.000 té bao/15 dé ddng nudi cy trong 72 gid. Sau khi dong
nudi cdy trong 72 gid, moi trudng nudi ciy té bao duoc thu gom dich ndi bé
méat va profin biéu hién IL-2 trong dich ndi bé mit ciia méi trudng déng nudi
cdy té bao duoc phat hién bing cach sir dung b kit ELISA theo huéng dén
duoc cung cdp cling voi b kit nay (Dakewe Co., DKW12-1020-096).

Sau khi phén tich thdng k&, két qua cla thi nghiém dugc thé hién trén
cac Fig. 32 va 33. So v&i nhom té bao T va nhém té bao Raji, ddi voi khang thé
don dong 8D2, tht ca céc khang thé dugc lam gidng nhu cta ngudi 8D2HILI,
8D2H2L2, 8D2H3L3, 8D2H2L15, va 8D2H2L17 ciia ching c6 thé phong bé
mot cach hiéu qua sy lién két ctia CTLA4 v6i B7 va cai thién su biéu hién cia
IL-2 trong lympho bao T (Fig. 32 va 33). Cu thé, tac gia sang ché di ngac
nhién phét hién ra ring 8D2H2L2, 8D2H2L15 va $D2H2L17 tot hon mét cach
dang k& so v6i khang thé di ching 10D1 va 11.2.1. O ndng d6 10 nM, ching
dat duge muirc IL-2 tuong duong hodc thdm chi t6t hon so v&i mutrc dat duge boi
10D1 hodic 11.2.1 & ndng d¢ bing 100 nM. Do d6, khang thé theo séng ché c6
thé lam ting mirc IL-2 & ndng d6 thép hon, vi du, khoang 10 nM.

Vi du 10. Hoat tinh khang khdi u in vivo cua khang thé don dong
8D2H2L2

Hoat tinh khang khi u in vivo ctia 8D2H2L2 dugce dénh gia bang cach
st dung mé hinh thtt nghiém dong vat hu-SCID-raji. Té bao don nhan mau
ngoai vi ctia ngudi (PBMC) duge phan lap béng cach st dung thubc thir Ficoll,
va duoc hoat héa bing cach sit dung SEB & ndng d6 1 pg/ml trong 3 ngay. Sau
d6, 1,25 x 106 PBMC di duge hoat hoa dugc tron véi 5 x 10 t€ bao u lympho
raji Burkitt va 8D2H2L2 (20 mg/kg), va duoc tiém dudi da trén lung cua chudt
SCID-mau be. Ddng thdi, nhém dbi ching isotyp duge thiét 18p, 5 dong vat
cho mdi nhém. Tiép theo, liéu 20 mg/kg dugce st dung béng céach tiém trong

tinh mach mot tudn mot 14n trong ba tudn lién tiép. Thé tich khdi u duoc xac
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dinh hai 14n mot tudn cho dén khi két thuc thir nghiém hoic khi thé tich khéi u
dat dén 1000 mm?>.

Nhu duoc thé hién trén Fig. 34, 8D2H2L2 c6 thé tc ché mot cach dang
ké su phat trién khdi u trong mé hinh thir nghiém hu-SCID-raji. Két qua nay
chi ra rang khang thé nay c6 thé duoc st dung vé mit 1am sang dé diéu trj u

lympho.

Mic du cac phuong an cu thé theo sang ché d3 dugc mo ta chi tiét,
ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét nay, khi xem xét phan chi
din duoc boc 16 trong ban md ta ndy, s& hidu ring céc thay ddi va cai bién khac
nhau ¢6 thé dugc thuc hién ddi véi cac chi tiét nay, tit ca cac thay dbi va cai
bién nay déu nim trong pham vi bdo hd clia sang ché. Pham vi ddy du cia sang
ché dugc néu trong cic diém yéu cdu bao ho kém theo va céc dang tuong

duong bat ky ctia chiing.
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YEU CAU BAO HQ
1. Khéng thé hoic manh lién két khang nguyén ciia ching lién két véi CTLA4

ctia nguoi, chira vung bién dbi chudi ning va ving bién dbi chudi nhe, trong dé:
(a) ving bién d6i chudi ning chira:

HCDRI chtra trinh tu axit amin SEQ ID NO: 27,

HCDR2 chtta trinh tu axit amin SEQ ID NO: 28, va

HCDR3 chtra trinh tu axit amin SEQ ID NO: 29; va
(b) ving bién ddi chudi nhe chira:

LCDRI1 chira trinh ty axit amin SEQ ID NO: 30,

LCDR2 chtra trinh tu axit amin SEQ ID NO: 31, va

LCDR3 chtta trinh tu axit amin dugc chon tir SEQ ID NO: 32, SEQ ID
NO:33, va SEQ ID NO:34.

2. Khang th8 hodc manh lién két khang nguyén clia ching theo diém 1, trong
d6 ving bién dbi chudi ning va ving bién déi chudi nhe duoc chon tir nhém

bao gom:

(a) ving bién dbi chudi ning chita HCDR1 chira trinh ty axit amin SEQ
ID NO:27, HCDR2 chua trinh tu axit amin SEQ ID NO:28, va HCDR3 chtra
trinh tu axit amin SEQ ID NO:29 va vung bién d6i chudi nhe chira LCDR1
chira trinh ty axit amin SEQ ID NO:30, LCDR2 chtta trinh tu axit amin SEQ
ID NO:31, va LCDR3 chtra trinh ty axit amin SEQ ID NO:32;

(b) ving bién d6i chudi ning chira HCDR1 chta trinh ty axit amin SEQ
ID NO:27, HCDR2 chtra trinh tu axit amin SEQ ID NO:28, va HCDR3 chtra
trinh ty axit amin SEQ ID NO: 29 va ving bién ddi chudi nhe chita LCDR1
chtra trinh tu axit amin SEQ ID NO:30, LCDR2 chtra trinh tu axit amin SEQ
ID NO:31, va LCDR3 chtra trinh ty axit amin SEQ ID NO:33; va

(c) ving bién dbi chudi ning chita HCDR1 chua trinh ty axit amin SEQ
ID NO:27, HCDR2 chua trinh tu axit amin SEQ ID NO:28, va HCDR3 chita
trinh ty axit amin SEQ ID NO:29 va vung bién ddi chudi nhe chita LCDR1
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chtra trinh tu axit amin SEQ ID NO:30, LCDR2 chtra trinh ty axit amin SEQ
ID NO:31, va LCDR3 chira trinh tu axit amin SEQ ID NO:34.

3. Khang thé hosc manh lién két khang nguyén cla ching theo diém 2, chira:
ving bién dbi chudi ning chira HCDR1 chita trinh tu axit amin SEQ ID NO:27,
HCDR2 chura trinh ty axit amin SEQ ID NO:28, va HCDR3 chtra trinh tu axit
amin SEQ ID NO:29 va ving bién dbi chudi nhe chita LCDR1 chira trinh tu
axit amin SEQ ID NO:30, LCDR2 chtra trinh ty axit amin SEQ ID NO:31, va
LCDR3 chira trinh tu axit amin SEQ ID NO:32.

4. Khang thé hoic méanh lién két khang nguyén ctia ching theo diém bat ky
trong s céc diém tir 1 dén 3, trong d6 trinh ty axit amin cta ving bién dbi
chudi nang (VH) dugc chon tir nhém bao gém: SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO:
18, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 10, va bét ky trong s6 cac SEQ ID NO: 14,
SEQ ID NO: 6, va SEQ ID NO: 10, trong d6 methionin & vi tri 18 cia SEQ ID
NO: 14, SEQ ID NO: 6, and SEQ ID NO: 10 dugc thay thé bang axit amin
dugce chon tir leuxin, valin, isoleuxin, hodc alanin, va trinh tu axit amin cta
ving bién ddi chudi nhe (VL) dugc chon tir nhém bao gdm: SEQ ID NO:16,
SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO:22, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:8, va SEQ ID
NO:12.

5. Khang thé hodc manh lién két khang nguyén cua ching theo diém bt ky

trong s0 cac diém tr 1 dén 4, dugc chon tir nhém bao gom:

(a) khang thé hodc méanh lién két khang nguyén cta ching chita ving bién d6i

chudi nang SEQ ID NO: 6 va ving bién ddi chudi nhe SEQ ID NO:8;

(b) khang thé hoic manh lién két khang nguyén ctia ching chira ving bién dbi

chudi ning SEQ ID NO: 10 va ving bién ddi chudi nhe SEQ ID NO:12;

(c) khang thé hoic manh lién két khang nguyén ctia ching chira ving bién dbi

chudi nang SEQ ID NO: 14 va ving bién d6i chudi nhe SEQ ID NO:16;

(d) khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia chiing chira ving bién ddi

chudi nang SEQ ID NO: 18 va ving bién déi chudi nhe SEQ ID NO:20;

(e) khang thé hoic manh lién két khang nguyén cta ching chira ving bién dbi
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chudi ning SEQ ID NO: 14 va ving bién ddi chudi nhe SEQ ID NO:22;

(f) khang thé hoic manh lién két khéng nguyén cua ching chita ving bién @i
chudi ning SEQ ID NO: 14 va viing bién dbi chudi nhe SEQ ID NO:24;

(g) khang thé hogic manh lién két khéang nguyén cta chung chta ving bién dbi
chudi ning SEQ ID NO: 6, trong d6 methionin ¢ vi tri 18 duoc thay thé bang
leuxin, valin, isoleuxin hodc alanin, va vung bién d6i chudi nhe SEQ ID NO: 8;

(h) khéng thé hozc manh lién két khédng nguyén ctia chung chtra ving bién do6i
chudi ning SEQ ID NO: 10, trong d6 methionin ¢ vi tri 18 duoc thay thé bang
leuxin, valin, isoleuxin hodc alanin, va vung bién d6i chudi nhe SEQ ID NO:
12;

(i) khang thé hodc manh lién két khang nguyén cta ching chira ving bién d6i
chudi ning SEQ ID NO: 14, trong d6 methionin & vi tri 18 dugc thay thé bing
leuxin, valin, isoleuxin hodc alanin, va vung bién ddi chudi nhe SEQ ID NO:
16;

(j) khang thé hodc manh lién két khang nguyén clia chiing chira ving bién d6i
chudi ning SEQ ID NO: 14, trong d6 methionin & vi tri 18 dugc thay thé bang
leuxin, valin, isoleuxin hodc alanin, va vung bién d6i chudi nhe SEQ ID NO:
22;va

(k) khang thé hozc manh lién két khang nguyén cuia chiing chtta ving bién dbi
chudi ning SEQ ID NO: 14, trong d6 methionin & vi tri 18 dugc thay thé bang
leuxin, valin, isoleuxin hodc alanin, va vung bién d6i chudi nhe SEQ ID NO:

24.

6. Khang thé hodc méanh lién két khang nguyén cua ching theo diém 4 hozc
diém 5, trong d6 methionin & vi trf 18 cia SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 10,
hodc SEQ ID NO: 14 dugc thay thé bang leuxin.

7. Khéng thé hosc manh lién két khang nguyén cta ching lién két véi CTLA4
ctia ngudi chira viing bién dbi chudi nang SEQ ID NO:14, trong d6 methionin &
vi tri 18 ctia SEQ ID NO: 14 duogc thay thé bing leuxin va ving bién dbi chudi
nhe SEQ ID NO:16.

8. Khang thé hodc manh lién két khéng nguyén cua chung theo diém bat ky
trong sb cac diém tir 1 dén 7, trong d6 khang thé hosc manh lién két khéng

nguyén nay la khang thé dugc lam gidng nhu ctia nguoi hogc manh lién két
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khang nguyén ctia ching.

9. Khang thd hoic manh lién két khang nguyén cia ching theo diém bét ky
trong s cac diém tir 1 dén 8, trong d6 khéng thé hosc manh lién két khang
nguyén cta chung lién két v6i CLTA4 cta ngudi véi Kp it hon khoang 107 M,
nhu duge xac dinh boi cong hudng plasmon bé mat.
10. Khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia chung theo diém bét ky
trong s6 céc diém tir 1 dén 9, trong d6 khéng th8 hoac manh lién két khang
nguyén cta ching:

(a) phong bé su lién két ctia CTLA4 ciia ngudi véi B7 clia ngudi;

(b) diéu hoa hoat tinh ctia CTLA4 cua ngudi;

(c) lam thuyén gidm sy Grc ché mién dich trén co thé boi CTLA4;

(d) hoat hoa lympho bao T, va/hodc

(e) lam tang su biéu hién ctia IL-2 trong lympho bao T.
11. Phén tir axit nucleic dugc phan 1dp méa hoéa ving bién ddi chudi ning clia
khéng thé hodc manh lién két khang nguyén cua ching, trong do:

() ving bién ddi chudi ning chura trinh ty axit amin nhur duoc néu trong
SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 14, hogc SEQ ID NO: 18 hoac
SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 10, va SEQ ID NO: 14 trong d6 methionin & vi tri
18 ctia SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 10, va SEQ ID NO: 14 dugc thay thé béng

leuxin, valin, isoleuxin, hodc alanin; hodc

(b) phan tir axit nucleic dugce phan 14p chira trinh tu nucleotit nhu dugc
néu trong SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 13, hodc SEQ ID NO:
17.

12.  Phan tit axit nucleic duoc phén 1ap ma héa ving bién d6i chudi nhe ciia
khéang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia ching, trong do:

(a) vung bién dbi chudi nhe chira trinh ty axit amin nhu dugc néu trong
SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 20, SEQ ID
NO: 22 hodc SEQ ID NO: 24; hoac
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(b) phan tlr axit nucleic dugc phan l4p chia trinh tw nucleotit nhu dugc
néu trong SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 19,
SEQ ID NO: 21 hodc SEQ ID NO: 23.

13. Vecto chira phén tir axit nucleic dugc phén lap theo diém 11 va/hodc diém

12.

14. Té bao chu chtra phén ti axit nucleic duge phén l4p theo diém 11 va/hodc

diém 12, hodc vecto theo diém 13.

15. Phuong phéap didu ché khang thé hoic manh lién két khang nguyén cia
ching theo diém bt ky trong s6 céc diém tir 1 dén 10, bao gdm budc nudi cdy
t& bao chu theo diém 14 trong céc diéu kién thich hop va thu hdi khéng thé

ho#c manh lién két khdng nguyén cuia chiing tir moi truong nudi cy té bao.

16. Dugc phdm chira khéng thé hoic manh lién két khang nguyén ctia ching
theo diém bat ky trong sb cac diém tir 1 dén 10 va chat mang va/hoic t4 dugc

dugc dung.

17. Khang thé hodc manh lién két khang nguyén clia chiing lién két vi CTLA4
clia ngudi, chira ving bién ddi chudi ning va ving bién ddi chudi nhe, trong d6
(a) ving bién dbi chudi ning chura:

HCDRI1 chtra trinh ty axit amin SEQ ID NO: 27,

HCDR?2 chra trinh tu axit amin SEQ ID NO: 28, va

HCDR3 chtra trinh tu axit amin SEQ ID NO: 29; va

(b) ving bién dbi chudi nhe chtta:

LCDRI1 chtra trinh tu axit amin SEQ ID NO: 30,

LCDR2 chtra trinh ty axit amin SEQ ID NO: 31, va

LCDR3 chra trinh tu axit amin dugc chon t SEQ ID NO: 32, SEQ ID
NO: 33, va SEQ ID NO:34,

dé st dung trong san xuat thuoc dé dieu tri khoi u.
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<110>

<120>

AKESO BIOPHARMA,

39280

DANH MUC TRINH TU

INC.

Khang thé don dong khang khang nguyén két hop lympho bao T gay déc té

bao 4 (CTLA4) hodc manh lién k&t khang nguyén cta ching, phuong phap diéu
ché va duoc phdm chtta khéng thé nay

CTLA4ECD

gccgaggcat
gggtgacagt
tgatggggaa
atcaagtgaa
aggtggagct

atgtaattga

<130> IEC150044FPCT

<150> 201410377352.9

<151> 2014-08-01

<160> 34

<170> PatentIn version 3.2

<210> 1

<211> 375

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Trinh tu axit nucleic md hdéa protein
<400> 1

gcaatgcacg tggcccagcc tgctgtggta ctggccagca
gtgtgtgagt atgcatctcc aggcaaagcc actgaggtcc
gctgacagcc aggtgactga agtctgtgcg gcaacctaca
ttcctagatg attccatctg cacgggcacc tccagtggaa
caaggactga gggccatgga cacgggactc tacatctgca
ccgccatact acctgggcat aggcaacgga acccagattt
tgcccagatt ctgac

<210> 2

<211> 125

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Trinh tu axit amin cta protein CTLA4ECD
<400> 2

Ala Met His Val

1

Ile Ala Ser Phe

Val Arg Val Thr

5

20

10

-81-

30

cgccagcttt
gcttcggcag
tgagttgacc
cctcactatc
catgtaccca

tccagaaccg

Ala Gln Pro Ala Val Val Leu Ala Ser Ser Arg Gly

15

Val Cys Glu Tyr Ala Ser Pro Gly Lys Ala Thr Glu
25

Val Leu Arg Gln Ala Asp Ser Gln Val Thr Glu Val

60

120

180

240

300

360

375



Cys

Ser

65

Gln

Leu

Ile

Ala

50

Ile

Gly

Met

Tyr

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

<220>
<223>

<400>

35

Ala

Cys

Leu

Tyr

Val
115

3
364
PRT

Thr

Thr

Arg

Pro

100

Ile

Trinh tu

Trinh tu

3

Ala Met His

1

Ile

Val

Cys

Ser

65

Gln

Leu

Ala

Arg

Ala

50

Ile

Gly

Met

Ser

Val

35

Ala

Cys

Leu

Tyr

Val

Phe

20

Thr

Thr

Thr

Arg

Pro
100

Tyr

Gly

Ala

85

Pro

Asp

Met

Thr

70

Met

Pro

Pro

Met

55

Ser

Asp

Tyr

Glu

nhadn tao

40

Gly

Ser

Thr

Tyr

Pro
120

39280

Asn

Gly

Gly

Leu

105

Cys

Glu

Asn

Leu

90

Gly

Pro

Leu

Gln

75

Tyr

Ile

Asp

Thr

60

Val

Ile

Gly

Ser

45

Phe Leu

Asn Leu

Cys Lys

Asn Gly

110

Asp
125

axit amin cua protein kham CTLA4ECD-mFc

Ala

Val

Val

Tyr

Gly

Ala

85

Pro

Gln

Cys

Leu

Met

Thr

70

Met

Pro

Pro

Glu

Arg

Met

55

Ser

Asp

Tyr

Ala

Tyr

Gln

40

Gly

Ser

Thr

Tyr

Val Val Leu

Ala

25

Ala

Asn

Gly

Gly

Leu
105

10

Ser

Asp

Glu

Asn

Leu

90

Gly

-82-

Pro

Ser

Leu

Gln

75

Tyr

Ile

Ala

Gly

Gln

Thr

60

Val

Ile

Gly

Ser Ser

Lys Ala
30

Val Thr
45

Phe Leu

Asn Leu

Cys Lys

Asn Gly
110

Asp Asp

Thr

Val

95

Thr

Arg

Thr

Glu

Asp

Thr

Val

95

Thr

Ile
80

Glu

Gln

Gly

Glu

Val

Asp

Ile

80

Glu

Gln



Ile

Tyr

Lys

145

Pro

Thr

Ser

Ile

225

Asn

Lys

Glu

Phe

Glu

305

Tyr

Arg

His

Tyr

Phe

130

Cys

Pro

Cys

Trp

Arg

210

Gln

Asn

Gly

Glu

Met

290

Leu

Phe

Asn

Thr

Val

115

Gln

Pro

Lys

Val

Phe

195

Glu

His

Lys

Ser

Met

275

Pro

Asn

Met

Ser

Thr

Ile

Gly

Ala

Ile

Val

180

Val

Asp

Gln

Asp

Val

260

Thr

Glu

Tyr

Tyr

Tyr

340

Lys

Asp

Pro

Pro

Lys

165

Val

Asn

Tyr

Asp

Leu

245

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

325

Ser

Ser

Pro

Arg

Asn

150

Asp

Asp

Asn

Asn

Trp

230

Pro

Ala

Lys

Ile

Asn

310

Lys

Cys

Phe

Glu

Gly

135

Leu

Val

Val

Val

Ser

215

Met

Ala

Pro

Gln

Tyr

295

Thr

Leu

Ser

Ser

Pro

120

Pro

Leu

Leu

Ser

Glu

200

Thr

Ser

Pro

Gln

Val

280

Val

Glu

Arg

Val

Arg

39280

Cys

Thr

Gly

Met

Glu

185

Val

Leu

Gly

Ile

Val

265

Thr

Glu

Pro

Val

Val

345

Thr

Pro

Ile

Gly

Ile

170

Asp

His

Arg

Lys

Glu

250

Tyr

Leu

Trp

Val

Glu

330

His

Pro

-83-

Asp

Lys

Pro

155

Ser

Asp

Thr

Val

Glu

235

Arg

Val

Thr

Thr

Leu

315

Lys

Glu

Gly

Ser

Pro

140

Ser

Leu

Pro

Ala

Val

220

Phe

Thr

Leu

Cys

Asn

300

Asp

Lys

Gly

Lys

Asp

125

Cys

Val

Ser

Asp

Gln

205

Ser

Lys

Ile

Pro

Met

285

Asn

Ser

Asn

Leu

Glu

Pro

Phe

Pro

Val

190

Thr

Ala

Cys

Ser

Pro

270

Val

Gly

Asp

Trp

His
350

Asn

Pro

Ile

Ile

175

Gln

Gln

Leu

Lys

Lys

255

Pro

Thr

Lys

Gly

Val

335

Asn

Leu

Cys

Phe

160

Val

Ile

Thr

Pro

Val

240

Pro

Glu

Asp

Thr

Ser

320

Glu

His



355

<210> 4

<211> 1092
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 4

gcaatgcatg
gtgtgcgaat
gccgacagce
tttctggacyg
cagggcctge
cctccatact
tgccececgact
tgtcccecett
ccacccaaga
gtggacgtga
gtccacacag
tcagcactgc
aacaacaagg
agggccccac
acactgactt
aatgggaaga
tactttatgt
tcttgtagtg
actccaggca
<210> 5

<211> 345
<212> ADN
<213>
<220>

<223>
don dong 8D

tcgcacagcc
acgcttccce
aggtgacaga
atagcatttg
gcgctatgga
atctgggaat
ccgatgagaa
gcaaatgtcc
tcaaggacgt
gcgaggacga
ctcagactca
ccattcagca
atctgceccge
aggtgtatgt
gtatggtcac
ccgaactgaa
atagcaagct
tggtccacga

aa

2

360

Trinh ty nhédn tao

tgcagtggtc
aggcaaggca
agtctgcgcece
taccgggaca
cacagggctg
cggcaacggg
tctgtatttc
tgcaccaaac
gctgatgatc
tcctgatgtg
gacccatagg
ccaggactgg
acctatcgag
cctgcctcca
cgacttcatg
ctataaaaat
gcgagtggaa

agggctgcat

Trinh tu nhan tao

39280

Trinh tu axit nucleic m& hda protein

ctggcaagct
accgaggtcc
gctacttata
tctagtggaa
tacatttgta
acccagatct
cagggaccac
ctgctgggag
tcactgagcc
cagatcagtt
gaggattaca
atgagcggca
agaactattt
cccgaggaag
cccgaagata
acagagcctg
aagaaaaact

aatcaccaca

kham CTLA4ECD-mFc

ccaggggaat
gggtgacagt
tgatgggcaa
accaagtgaa
aagtggagct
acgtgattga
gaggccccac
gaccaagcgt
ccattgtgac
ggttcgtcaa
atagtactct
aggagttcaa
ccaagcctaa
agatgactaa
tctacgtgga
tgctggactc
gggtcgageg

ccactaaatc

cgctagcttc
cctgagacag
cgagctgacc
tctgaccatce
gatgtatccc
tcctgaacca
aattaagcca
gttcatcttt
ctgcgtggtc
caatgtggaa
gcgcgtcgtyg
gtgcaaagtg
agggtctgtg
gaaacaggtg
gtggactaac
agatggaagc
gaacagctac

attctcccga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1092

Trinh tu axit nucleic ma& héa mién bién dbi chudi ndng cua khang thé



<400> 5
gaggtgaaac
tcatgcgtcg
ccagagaagg
tactattctg
gtctacctgc
cagttcgcett
<210> 6
<211> 115
<212> PRT
<213> Trin
<220>

<223> Trin
dong 8D2
<400> 6
Glu Val Lys

1

Pro Met Lys

Met Asn

35

Trp

Ala Gln

50

Ile

Ser Val

65

Lys

Val Tyr Leu

Tyr Cys Thr

Ala
115

Val Ser

<210> 17
<211> 318
<212> ADN

tggacgaaac
ccagcggcett
ggctggaatg
acagtgtgaa
agatgaacaa

attggggaca

h tu

h tu

Leu Asp

Leu Ser

20

Trp Val

Arg Asn

Gly Arg

Gln Met

85

Ala
100

Gln

Glu

Cys

Arg

Lys

Phe

70

Asn

Phe

tggcgggggg

cacctttagc
gctggctcag
gggccggtte
tctgagaggc

gggcactctg

nhan tao

. . . Y C A
axit amin cta mién bién

Thr Gly

Val Ala

Gln Ser

40

Pro
55

Tyr

Thr Ile

Leu

Asn

Ala Tyr

39280

ctggtgcagc
gacaactgga
atccgcaaca
acaatttcca
gaagatatgg

gtcacagtct

adi

Gly Gly Leu

10

Ser Phe

25

Gly

Pro Glu Lys

Asn Tyr Glu

Ser Arg Asp

75

Gly Glu

90

Arg

Trp Gly Gln

105

-85-

ccggacgacc
tgaattgggt
aaccctacaa
gagacgattc
ggatctacta

ccgcece

tatgaagctg
gaggcagagce
ttatgagacc
taaaagctcc

ttgcacagca

60

120

180

240

300

345

chudi ning cua khang thé don

Val Gln Pro

Thr Phe Ser

30

Leu Glu

45

Gly

Thr
60

Tyr Tyr

Asp Ser Lys

Asp Met

Gly Thr

110

Gly

Leu

Gly
15

Arg
Asp Asn
Trp Leu
Ser

Asp

Ser
80

Ser

Ile
95

Tyr

Val Thr



<213>

<220>

<223>

don dong 8D
<400> 7
gacattcaga
atcacttgcg
ggcaaaagtc
cggtttagcg
gacgatgtgg
ggaacaaagc
<210> 8
<211> 106
<212> PRT
<213> Trin
<220>

<223> Trin
8D2

<400> 8

Asp Ile Gln
1

Glu Thr Val

Leu Asn Trp

35

Phe Gly Ala

50

Ser Ser

65

Gly

Asp Asp Val

Thr Phe Gly

<210> 9

2

tgacacagag
gcacctctga
cccagctget
ggtccggatc
ctacttacta

tggagatc

h tu

h tu

Met Thr

Thr
20

Ile

Tyr Gln

Thr Asn

Gly

Arg

Thr
85

Ala

Ser
100

Gly

Gln

Thr

Arg

Leu

Gln

70

Tyr

Thr

Trinh ty nhédn tao

tcctgcecttcece
aaacatctac
gatcttcgga
tggcagacag

ttgccagaat

nhdn tao

. . B A A
axit amin cua mién bién

Ser Pro

Cys

Gly

Gln
40

Lys

Ala
55

Asp
Tyr Ser
Tyr

Cys

Lys Leu

39280

ctgagtgect
ggcgggctga
gcaacaaacc
tacagcctga

gtcctgagga

Ala Ser Leu

10

Thr
25

Ser Glu

Gly Lys Ser

Gly Met Ser

Ile
75

Leu Lys

Gln Asn Val

90

Glu
105

Ile

-86-

cagtggggga
attggtatca
tggccgacgg
agatttctag

gtcccttcac

chudi nhe cua khang thé don dong

Ser Ala Ser

Asn Ile Tyr

30

Gln
45

Pro Leu

Ser Phe

60

Arg

Ser Ser Leu

Leu Arg Ser

gaccgtcaca
gcggaageag
catgagctcc
tctgcaccca

ctttgggtca

Val
15

Gly
Gly Gly
Leu Ile
Ser

Gly

Pro
80

His

Pro Phe

95

Trinh tu axit nucleic m& héa mién bién déi chudi nhe cta khang thé

60

120

180

240

300

318



39280

<211> 345
<212> ADN
<213> Trinh ty nhé&n tao
<220>
<223> Trinh tu axit nucleic mi hoéa midn bién déi chudi ning clia khéng thé
don dong 8D2H1L1
<400> 9
gaagtgcagc tggtcgagtc cggggggggc ctggtgcagce caggaggatc aatgcgactg 60
agctgcgccg cttecggett caccttcage gacaactgga tgaattgggt caggcaggcea 120
ccaggaaagg gactggagtg gctggcacag atccgcaaca aaccttacaa ctacgaaact 180
tactacagcg actccgtgaa ggggcggttc accatttcta gagacgattc taaaaacagt 240
gtgtacctgc agatgaatag cctgaagacc gaggatacag gagtctacta ttgtaccgca 300
cagtttgctt attgggggca gggcactctg gtgacagtct cttca 345
<210> 10
<211> 115
<212> PRT
<213> Trinh tu nhédn tao
<220>
<223> Trinh tu axit amin ctGa mién bién ddi chudi nhe cta khang thé don dong
8D2H1L1
<400> 10
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Met Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Asn
20 25 30
Trp Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Leu
35 40 45
Ala Gln Ile Arg Asn Lys Pro Tyr Asn Tyr Glu Thr Tyr Tyr Ser Asp
50 55 60
Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Ser
65 70 75 80
Val Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Gly Val Tyr
85 90 95
Tyr Cys Thr Ala Gln Phe Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr
100 105 110

-87-



Val Ser Ser

115
<210> 11
<211> 321
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
don dong 8D
<400> 11
gacattcaga
atcacatgca
gggaaaagtc
agattcagtg
gacgatgtgg
ggcacaaaac
<210> 12
<211> 107
<212> PRT
<213> Trin
<220>
<223> Trin
8D2H1L1
<400> 12

Asp Ile Gln
1

Asp Arg Val

Leu Asn Trp

35

Tyr Gly Ala

50

Ser Ser

65

Gly

Asp Asp Val

2H1L1

tgactcagag
gaacctccga
ccaagctgct
gatcaggcag
caacctacta

tggagatcaa

h tu

h tu

Met Thr

Thr
20

Ile

Tyr Gln

Thr Asn

Gly Thr

Ala Thr

85

Gln

Thr

Arg

Leu

Asp

70

Tyr

Trinh ty nhédn tao

cccttcaagc
gaacatctac
gatctacggg
cgggacagat
ttgccagaat

g

nhédn tao

. . 53 oA v A
axit amin cla mién bién

Ser Pro

Cys

Arg

Gln
40

Lys

Ala
55

Ser
Thr

Tyr

Tyr Cys

39280

ctgtccgcat
ggcgggctga
gcaacaaacc
tatactctga

gtcctgaggt

adi

Ser Leu

10

Ser

Thr
25

Ser Glu

Gly Lys Ser

Gly Met Ser

Ile
75

Leu Lys

Gln Asn Val

90

-88-

ctgtgggcga
attggtatca
tggccagegg
aaatttctag

cacccttcac

chudi nhe cua khang thé don doéng

Ser Ala Ser

Asn Ile Tyr

30

Pro Lys Leu

45

Ser Phe

60

Arg

Ser Ser Leu

Leu Arg Ser

ccgagtcacc
gcgaaagcag
aatgagctcc
tctgcaccca

ctttggaagc

Val
15

Gly
Gly Gly
Leu Ile
Ser

Gly

Pro
80

His

Pro Phe

95

Trinh tu axit nucleic m& héa midn bién dbi chudi nhe cua khéang thé

60

120

180

240

300

321



39280

Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

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

13
345
ADN

<220>
<223>
don dong 8D

<400> 13
gaagtgcagc

agctgcgccg
ccaggaaagg
tactacagcg
gtgtacctgc
cagtttgctt
<210>
<211>

<212>
<213>

14
115
PRT

<220>
<223>
dong 8D2H2L
<400> 14

Glu Val
1

Gln

Ser Met Arg

Met Asn

35

Trp

Ala Gln

50

Ile

Ser Val

65

Lys

Val Tyr Leu

100

2H212,

tggtcgagtc
cttccggcett
gactggagtg
cctcecgtgaa
agatgaatag

attgggggca

2,

Leu Val

Leu Ser

20

Trp Val

Arg Asn

Gly Arg

Gln Met

85

Glu

Cys

Arg

Lys

Phe

70

Asn

Trinh ty nhédn tao

€ggggggggc

caccttcagc
gctggcacag
ggggcggttce
cctgaagacc

gggcactctg

Trinh ty nhédn tao

Trinh tu axit amin ctia mién bién
8D2H2L15 hoac 8D2H2L17

Ser Gly

Ala Ala

Gln Ala

40

Pro
55

Tyr

Thr Ile

Ser Leu

105

ctggtgcagce
gacaactgga
atccgcaaca
accatttcta
gaggatacag

gtgacagtct

Gly Gly Leu

Ser Phe

25

Gly

Pro Gly Lys

Asn Tyr Glu

Ser Arg Asp

75

Thr
90

Lys Glu

-890-

caggaggatc
tgaattgggt
aaccttacaa
gagacgattc
gagtctacta

cttca

aatgcgactg
caggcaggca
ctacgaaact
taaaaacagt

ttgtaccgca

Trinh tu axit nucleic md héa mién bién ddi chudi n&ng cua khang thé
8D2H2L15 hoac 8D2H2L17

60

120

180

240

300

345

chudi ndng cta khang thé don

Val Gln Pro

Thr Phe Ser

30

Leu Glu

45

Gly

Thr
60

Tyr Tyr

Asp Ser Lys

Asp Thr Gly

Gly Gly

Asp Asn
Trp Leu
Ala

Ser

Ser
80

Asn

Val
95

Tyr



39280

Tyr Cys Thr Ala Gln Phe Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr

Val Ser Ser

115
<210> 15
<211> 321
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
don dong 8D
<400> 15
gacattcaga
atcacatgca
ggcaagagcc
agattcagcg
gaagatgtgg
ggcaccaagc
<210> 16
<211> 107
<212> PRT
<213> Trin
<220>
<223> Trin
8D2H2L2
<400> 16

Asp Ile Gln
1

Asp Arg Val

Leu

Asn Trp

Gly Ala
50

Tyr

Ser Gly Ser

100

2H2L2

tgactcagag
gaaccagcga
ccaagctgct
gcagcggctc
caacatacta

tggagatcaa

h tu

h tu

Met Thr

Thr
20

Ile

Tyr Gln

Thr Asn

Gly Thr

Gln

Thr

Arg

Leu

Asp

Trinh ty nhédn tao

cccttcaagce
gaacatctac
gatctacggg
tgggaccgac
ttgccagaat

)

nhédn tao

. . N N A
axit amin cha mién bién

Ser Pro
Cys

Arg

Pro
40

Lys

Ala
55

Ser

Tyr Thr

105

ctgagtgcct
ggcggcctga
gcaaccaacc
tatactctga

gtcctgaggt

Ser Leu

10

Ser

Thr
25

Ser Glu

Gly Lys Ser

Gly Val Ser

Leu Thr Ile

-90-

110

cagtgggaga
actggtatca
tggcctectgg
ccatttctag

ccccattcac

chudi nhe cua khéng thé don dong

Ser Ala Ser

Asn Ile Tyr

30

Pro Lys Leu

45

Ser Phe

60

Arg

Ser Ser Leu

ccgggtcacc
gcgaaagcca
agtgagctcc
tctgcagcect

ctttggatct

Val
15

Gly
Gly Gly
Leu Ile
Ser

Gly

Gln Pro

Trinh tu axit nucleic m& hoéa mién bién ddi chudi nhe cua khang thé

60

120

180

240

300

321



65

70

39280

75

80

Glu Asp Val Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Asn Val Leu Arg Ser Pro Phe

85

90

Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

<210> 17
<211> 345
<212> ADN
<213>
<220>
<223>

100

don dong 8D2H3L3

<400> 17
gaggtgcagc

agctgcgccg
cccgggaagg
gaatacgcag
gcctatctge
cagtttgcat
<210>
<211>

<212>
<213>

18
115
PRT

<220>
<223>

Trinh tu

Trinh tu

tggtcgagtc
cttccggcett
ggctggagtg
cctctgtgaa
agatgaatag

actggggcca

dong 8D2H3L3

<400> 18

Glu
1

Ser

Trp
35

Ala
50

Val Gln

Leu Arg

Met Asn

Gln Ile

Leu
5

Leu
20

Trp

Arg

Val Glu Ser

Ser Cys Ala

Val Arg Gln

Asn Lys Pro

Trinh tu nhan tao

tggaggcggce
caccttcagc
ggtcgctcag
ggggcggttce
cctgaagacc

gggaactctg

nhédn tao

. . o TP ¢ A
axit amin cua mién bién

Gly

Ala

Ala
40

Tyr
55

105

ctggtgcagc
gacaactgga
atccgcaaca
actattagta
gaagatacag

gtgaccgtca

Gly Gly Leu

10

Ser Phe

25

Gly

Pro Gly Lys

Asn Tyr Glu

-01-

ccggcgggte
tgaattgggt
aaccttacaa
gagacgatag
ccgtctacta

gctcc

95

actgcgactg
gaggcaggcea
ttatgagaca
caagaacagc

ttgtacagct

Trinh tu axit nucleic md héa midn bién ddi chudi ning cua khang thé

60

120

180

240

300

345

chudi ning cua khang thé don

Val Gln Pro

Thr Phe Ser

30

Leu Glu

45

Gly

Thr
60

Glu Tyr

Gly Gly

15

Asp Asn

Trp Val

Ala Ala



Ser Val
65

Ala Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys
85
Tyr Cys Thr Ala Gln Phe Ala Tyr Trp
100
Val Ser Ser
115
<210> 19
<211> 321
<212> ADN
<213> Trinh ty nhé&n tao
<220>
<223>
don dong 8D2H3L3
<400> 19
gacattcaga tgactcagag cccttcttct
atcacatgca gagccagcga gaacatctac
ggcaaagctc ccaagctgct gatctacgga
cggttcagtg gatcaggcag cgggaccgac
gaagacttcg ccacatacta ttgccagaac
ggcaccaagc tggagatcaa g
<210> 20
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh tu nhdn tao
<220>
<223> Trinh tu
8D2H3L3
<400> 20

Asp Ile Gln
1

Asp Arg Val

Leu Asn Trp
35

Met
5

Thr
20

Tyr

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser
70

40

39280

75

90

105

ctgtccgceat
ggcggcectga
gcaacctccc

tatactctga

gtgctgaggt

axit amin cua mién bién adi

Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu

10

Ile Thr Cys Arg Ala Ser Glu

25

Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala

-02-

110

ctgtgggaga
actggtatca
tggcatctgg
ccattagctc

ccccattcac

chudi nhe cua khang thé don dong

Arg Asp Asp Ser Lys Asn Ser

80

Thr Glu Asp Thr Ala Val Tyr

95

Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr

ccgggtcacc
gcagaagcca
agtgccatcc
cctgcagceccet

ctttggatct

Ser Ala Ser Val Gly

15

Asn Ile Tyr Gly Gly

30

Pro Lys Leu Leu Ile

45

Trinh tu axit nucleic m& hoéa mién bién ddi chudi nhe cua khang thé

60

120

180

240

300

321



Tyr Gly Ala Thr
50

Ser Gly Ser Gly
65

Glu Asp Phe Ala

Ser Leu Ala Ser
55

Thr Asp Tyr Thr
70

Thr Tyr Tyr Cys
85

Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu
100

<210> 21

<211> 321

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223>

don dong 8D2H2L15

39280

Gly Val Pro

Thr Ile

75

Leu

Gln Asn Val

90

Glu
105

Ile Lys

<400> 21

gacatccaga tgactcagtc tcccagctcc ctgtccgett
atcacctgta gaaccagcga gaacatttac ggcggactga
gggaaaagtc ctaagctgct gatctacgga gcaacaaacc
cgcttcagtg gatcaggcag cgggaccgac tatacactga
gaggatgtgg ccacatacta ttgccagaat gtcctgagcc
gggaccaaac tggaaattaa g

<210> 22

<211> 107

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Trinh tu axit amin ctia mién bién dbi
8D2H2L15

<400> 22

Asp Ile Gln Met

1

Asp Arg Val Thr

Leu Asn Trp Tyr

35

5

20

Thr Gln Ser Pro Ser Ser

Ile Thr Cys Arg Thr Ser

Gln Arg Lys Pro Gly Lys

40

Leu
10

Glu
25

Ser

-03-

Ser Arg Phe Ser Gly

60

Ser Ser Leu Gln Pro

80

Leu Arg Ser Pro Phe

ctgtgggcga
attggtatca
tggcctcegg

ctatttcaag

ggcaccccgg

chudi nhe cua khéng thé& don dong

95

tcgggtcact
gaggaagccc
cgtgtctagt
cctgcagcca

atttggctca

Ser Ala Ser Val Gly

15

Asn Ile Tyr Gly Gly

30

Pro Lys Leu Leu Ile

45

Trinh tu axit nucleic md héa mién bién ddi chudi nhe cua khang thé

60

120

180

240

300

321



Tyr Gly Ala Thr Asn Leu Ala Ser
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr
65 70
Glu Asp Val Ala Thr Tyr Tyr Cys
85
Gly Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu
100
<210> 23
<211> 321
<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223>

don dong 8D2H2L17

39280

Gly Val Ser

Leu Thr Ile

75

Gln Asn Val

90

Glu Ile
105

Lys

<400> 23

gacatccaga tgactcagtc acccagctcc ctgagtgett
atcacctgta gaaccagcga gaacatttac ggcggactga
gggaaaagcc ctaagctgct gatctacgga gcaacaaacc
cgcttcagcg gcagcggctc tggaaccgac tatacactga
gaggatgtgg ccacatacta ttgccagaat gtcctgtcct
gggaccaaac tggaaattaa g

<210> 24

<211> 107

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Trinh tu axit amin ctla midn bién déi
8D2H2L17

<400> 24

Asp Ile Gln Met

1

Asp Arg Val Thr

Leu Asn Trp Tyr

5

20

Thr Gln Ser Pro Ser Ser

Ile Thr Cys Arg Thr Ser

Gln Arg Lys Pro Gly Lys

Leu
10

Glu
25

Ser

-94-

Ser Arg Phe Ser Gly

60

Ser Ser Leu Gln Pro

80

Leu Ser Arg His Pro

cagtgggcga
attggtatca
tggcctcecgg
ctatttcaag

ctcgacccgg

chudi nhe cua khang thé don dong

95

tcgggtcact
gaggaagccc
cgtgtctagt
cctgcagcca

atttggcagt

Ser Ala Ser Val Gly

15

Asn Ile Tyr Gly Gly

30

Pro Lys Leu Leu Ile

Trinh tu axit nucleic mi hoéa mién bién @8i chudi nhe cua khéng thé

60

120

180

240

300

321



39280

45

Ser Arg Phe Ser Gly

60

Ser Ser Leu Gln Pro

80

Leu Ser Ser Arg Pro

tgctggcact
tggtcctggce
aggctacaga
gcgccgctac
gcacctctag
gactgtacat
atggaacaca
ggattctggc
ccctgtctaa

cacctaccga

35 40
Tyr Gly Ala Thr Asn Leu Ala Ser Gly Val Ser
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Leu Thr Ile
65 70 75
Glu Asp Val Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Asn Val
85 90
Gly Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105
<210> 25
<211> 636
<212> ADN
<213> Trinh tuy nhén tao
<220>
<223> Trinh tu axit nucleic md hdéa CTLA4 protein
<400> 25
atgggcgtcc tgctgactca gagaaccctg ctgtccctgg
tcaatggctt caatggctat gcatgtggct cagccagcag
gggatcgcca gtttcgtgtg cgagtacgcc tcacctggaa
actgtcctga gacaggctga ctctcaggtg accgaggtct
ggcaacgaac tgacctttct ggacgattcc atttgtactg
gtgaatctga ctatccaggg actgcgagca atggacaccg
gagctgatgt atccccctcc atactatctg ggcatcggga
attgatcccg aaccttgtcc agacagcgat ttcctgcectgt
agcggcctgt tcttttatag ctttctgectg actgcegtcet
aaacgatccc ccctgaccac aggggtggtc gtgaaaatgce
gaaaaacagt tccagccata ctttatccct atcaat
<210> 26
<211> 212
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhén tao
<220>
<223> Trinh ty axit amin cua CTLA4 protein
<400> 26

-05-

95

gctgtttcct
aagctccagg
agtccgggtg
atatatgatg
tgggaaccaa
ttgcaaagtg
gatctacgtg
agccgtgtca
gatgctgaag

gcccgagtgce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

636



Met

Leu

Ala

Tyr

Gln

65

Gly

Ser

Thr

Tyr

Pro

145

Ser

Lys

Met

Ile

Gly Val

Leu Phe

Val

Ala

50

Ala

Asn

Val
35

Ser

Asp

Glu

Gly Asn

Gly Leu

Leu

130

Cys

Gly

Met

Pro

Pro
210

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

115

Gly

Pro

Leu

Leu

Pro

195

Ile

27
8
PRT

Trinh ty nhdn tao

Leu

Pro

20

Leu

Pro

Ser

Leu

Gln

100

Tyr

Ile

Asp

Phe

Lys

180

Thr

Asn

Leu

Ser

Ala

Gly

Gln

Thr

85

Val

Ile

Gly

Ser

Phe

165

Lys

Glu

Thr

Met

Ser

Lys

Val

70

Phe

Asn

Cys

Asn

Asp

150

Tyr

Arg

Pro

Gln

Ala

Ser

Ala

55

Thr

Leu

Leu

Lys

Gly

135

Phe

Ser

Ser

Glu

Arg

Ser

Arg

40

Thr

Glu

Asp

Thr

Val

120

Thr

Leu

Phe

Pro

Cys
200

39280

Thr Leu
10

Met Ala
25

Gly Ile

Glu Val

Val Cys

Asp Ser
90

Ile Gln
105

Glu Leu

Gln Ile

Leu Trp

Leu Leu

170

Leu Thr
185

Glu Lys

-06-

Leu

Met

Ala

Arg

Ala

75

Ile

Gly

Met

Tyr

Ile

155

Thr

Thr

Gln

Ser

His

Ser

Val

60

Ala

Cys

Leu

Tyr

Val

140

Leu

Ala

Gly

Phe

Leu

Val

Phe

45

Thr

Thr

Thr

Arg

Pro

125

Ile

Ala

Val

Val

Gln
205

Val

Ala

30

Val

Val

Tyr

Gly

Ala

110

Pro

Asp

Ala

Ser

Val

190

Pro

Leu

15

Gln

Cys

Leu

Met

Thr

95

Met

Pro

Pro

Val

Leu

175

Val

Tyr

Ala

Pro

Glu

Arg

Met

80

Ser

Asp

Tyr

Glu

Ser

160

Ser

Lys

Phe



<220>
<223> Trinh tu

<400> 27

Gly Phe Thr Phe
1

<210> 28
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> Trinh tu

<400> 28

Ile Arg Asn Lys
1

<210> 29
<211> 6
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> Trinh tu

<400> 29

Thr Ala Gln Phe
1

<210> 30
<211> 6
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> Trinh tu

<400> 30

Glu Asn Ile Tyr
1

<210> 31
<211> 3
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> Trinh tu

<400> 31

39280

axit amin cta CDR

Ser Asp Asn Trp
5

nhédn tao

axit amin cua CDR

Pro Tyr Asn Tyr Glu Thr
5 10

nhén tao

axit amin cua CDR

Ala Tyr
5
nhédn tao

axit amin cua CDR

Gly Gly
5
nhén tao

axit amin cua CDR

-97-



Gly Ala Thr

1

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

<220>
<223>

<400>

32

9

PRT
Trinh tu

Trinh tu

32

Gln Asn Val Leu

1

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

<220>
<223>

<400>

33

9

PRT
Trinh tu

Trinh tu

33

Gln Asn Val Leu

1

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

<220>
<223>

<400>

34

9

PRT
Trinh tu

Trinh tu

34

Gln Asn Val Leu

1

39280

nhén tao

axit amin cua CDR

Arg Ser Pro Phe Thr
5

nhdn tao

axit amin cua CDR

Ser Arg His Pro Gly
5

nhan tao

axit amin cua CDR

Ser Ser Arg Pro Gly
5

-08-





