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(57) Séang ché dé xuat dugc pham bao gdm khang thé khang PD-L1. Cu thé, sang ché dé

xuét dugc phim bao gdm khang thé khang PD-L1 hodc doan lién két khang nguyén cta nd

trong chat dém suxinat. Ngoai ra, dugc phim nay con bao gdm dudng va chit hoat dong bé

mat khong ion. Sang ché con dé xuat phuong phéap bao ché duoc pham néu trén.
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Linh vue ki thuat dwoc dé cap
Sang ché dé cap dén linh vue duge phdm, cu thé 1a dugc phdm bao gdm khang thé

khang PD-L1 hoac doan lién két khang nguyén cta no.

Tinh trang ky thuat cua sang ché

Thu thé chét theo chuong trinh 1 (PD-1: Programmed death-1), 1a thy thé
protein dugc biéu hién trén bé mat cla té bao T va duogc phat hién vao ndm 1992,
¢6 lién quan dén qué trinh chét té bao theo chuong trinh. PD-1 ¢6 hai phéi i, cu
thé 1a PD-L1 va PD-L2. PD-L1 cht yéu duoc biéu hién trén té bao T, té bao B, dai
thire bao, va té bao dudi gai (DC: dendritic cell), va su biéu hién trén cac té bao
hoat héa ¢6 thé duoc diéu hoa tang. Viéc bicu hién ciia PD-L2 twong d6i bi gioi
han, cht yéu dugc bidu hién trén té bao trinh dién khang nguyén, nhu dai thuc bao
va té bao dubi gai hoat hoa.

PD-L1 trc ché hé midn dich bing cach lién két v6i PD-1 va B7-1, va nhiéu té
bao khdi u trong vi méi trudng khdi u biéu bién PD-L1. Cac nghién ctru gén day da
phat hién ra rang sy biéu hién cao cua protein PD-L1 trong cac md khdi u & nguoi
nhu bénh ung thu v, bénh ung thu phdi, bénh ung thu da day, bénh ung thu duong
rudt, bénh ung thu than, bénh ung thu u melanin, bénh ung thu phdi khong phai té
bao nho, bénh ung thu rudt két, bénh ung thu bang quang, bénh ung thu budng
tring, bénh ung thu tuy, bénh ung thu gan va cac bénh ung thu khéc, va muc biéu
hién cua PD-L1 ¢6 lién quan mat thiét voi tinh trang 1am sang va tién lugng cho
bénh nhan. Vi PD-L1 hoat dong nhu con dudng truyén tin hiéu tht hai dé uc ché
viée tang sinh té bao T, nén viéc phong bé lién két gitta PD-L1/PD-1 da tr¢ thanh
muc tiéu méi tiém nang trong linh vue ligu phap mién dich khéi u.

So sanh vdi dugce chat héa hoc khac, duogc chit khang thé trd nén khong 6n
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dinh do chung c6 khéi lwong phan tir 16n hon, cdu tric phiic tap hon, va dé& dang bi
phan huy, bi polyme ho, hodc c6 bién dbi hoa hoc khéng mong mudn. Céc nghién
ctru diéu ché cac duge chét khang thé 13 dic biét quan trong dé tao ra cac phén tr
khang thé thich hop dé st dung, va dé duy tri sy 6n dinh trong qué trinh béao quan va

str dung sau d6 va phat huy hiéu qué tot hon.

Nhidu cong ty duge phdm da qudc gia hién dang phat trién cac duoc phim bao
gdm céc khang thé PD-L1/PD-1, nhu CN105793288A, CN103429264A, va
CN105960415A.

Sang ché d& xuat dugce phdm bao gdm khéng thé khang PD-L1 hogc doan lién
két khang nguyén ctia né ma du 6n dinh va thich hop dé str dung.

Ban chét k§ thuit clia sang ché

| Sang ché dé xuét dugc pham bao gdm khang thé khang PD-L1 hoic doan lién
két khéng nguyén ctia n6 va chit dém, trong d6 chit dém nay t5t hon 14 chit dém

suxinat hodc chat dém axetat, tot hon nita 1a chat dm suxinat.

Theo céc phuong 4n cta sang ché, ndng d6 ctia chit dém 13 tir 5 mM dén 50
mM, t6t hon 13 tir 10 mM dén 30 mM, t6t hon nita 1a tir 10 mM dén 20 mM; céc
phuong 4n khong gidi han vé ndng d6 ciia chit dém bao gdm 10 mM, 12 mM, 14

mM, 16 mM, 18 mM va 20 mM.

Theo céac phuong an cua sang ché, d6 pH cua dugc phém nay la tir 4,5 dén 6,0,
t6t hon 1a tir 4,8 dén 5,7, t6t hon nita 1a tir 5,0 &én 5,5, va c6 thé 14 5,0, 5,1, 5,2, 5,3,
5,4 hoac 5,5.

Theo céc phuong 4n cta sang ché, ndng d6 ciia khang thé trong dugce phim
nay 1a tir 30 mg/mL dén 80 mg/mL, t&t hon 13 tir 40 mg/mL dén 60 mg/mL, t6t hon
nita 13 tir 45 mg/mL dén 55 mg/mL; cc phuong 4n khong gii han vé ndng d6 cua
khéng thé bao gdbm 45 mg/mL, 46 mg/mL, 47 mg/mL, 48 mg/mL, 49 mg/mL, 50
mg/mL, 51 mg/mL, 52 mg/mL, 53 mg/mL, 54 mg/mL va 55 mg/mL.
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Ngoai ra, dugc phdm theo séng ché con bao gdm sacarit. “Sacarit” theo sang
ché bao gdm thanh phén théng thuong (CH20), va cic dan Xuat ctia n6, bao gébm
monosacarit, disacarit, trisacarit, polysacarit, rugu dudng, dudng khir, duong khong
khtr va twong tu, co thé dugc chon tir nhém bao gém glucoza, sucroza, trehaloza,
lactoza, fructoza, maltoza, dextran, glyxerol, dextran, erythritol, glyxerol, arabitol,
xylitol, sorbitol, manitol, melibioza, melezitoza, melitrioza, mannotrioza, stachyoza,
maltoza, lactuloza, maltuloza, sorbitol, maltitol, lactitol, isomaltuloza va cac chét
twong tw. Sacarit nay tot hon 1a disacarit khong kh, t6t hon nita 13 trehaloza hoic

sucroza.

Theo cac phuong an clia sang ché, ndng d6 cia sacarit trong dugc phém nay
la tr 30 mg/mL dén 90 mg/mL, t&t hon 13 tir 50 mg/mL dén 70 mg/mL, t6t hon nita
1a tir 55 mg/mL dén 65 mg/mL; cac phuong 4n khong giéi han vé ndng d6 clia sacarit
nay bao gdm 55 mg/mL, 57 mg/mL, 59 mg/mL, 60 mg/mL, 61 mg/mL, 63 mg/mL
va 65 mg/mL.

Ngoai ra, dugc phém con bao gém chét hoat dong bé mat, c6 thé duoc chon tir
nhém bao gdm polysorbat 20, polysorbat 80, poloxamer, Triton, natri dodecyl sulfat,
natri lauryl sulfonat, natri octyl glycosit, lauryl-sulfobetain, myristyl-sulfobetain,
linoleyl-sulfobetain, hodc stearyl-sulfobetain, lauryl-sarcosin, myristyl-sarcosin,
linoleyl-sarcosin, stearyl-sarcosin, linoleyl-betain, myristyl-betain, xetyl-betain,
lauryl amidopropyl-betain, cocaramidopropyl-betain, linoleamidopropyl-betain,
myristamidopropyl-betain, palmitoylamidopropyl-betain, hodc isostearamidopropyl-
betain,  myristamidopropyl-dimetylamin,  palmitoylamidopropyl-dimetylamin,
isostearamidopropyl-dimetylamin, natri metyl cocoyl-taurat, hodc disnatri metyl
oleyl-taurat, polyetylen glycol, polypropylen glycol, va copolyme cua etylen va
propylen glycol, v.v... Chét hoat dong bé mit nay t6t hon 1 polysorbat 80 hoic
polysorbat 20, tdt hon nita la polysorbat 80.

Theo cac phuong an cla sang ché, ndng d6 cta chit hoat dong bé mit trong

dugc phim nay 1a tir 0,1 mg/mL dén 1,0 mg/mL, 5t hon 14 tir 0,2 mg/mL dén 0,8
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mg/mL, t6t hon nita 14 tir 0,4 mg/mL dén 0,8 mg/mL; cac phuong 4n khdng giéi han
vé& ndng d6 cta chit hoat dong bé mit nay bao gém 0,1 mg/mL, 0,2 mg/mL, 0,3
mg/mL, 0,4 mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,6 mg/mL, 0,7 mg/mL va 0,8 mg/mL.

Theo cac phuong an cla sang ché, trong d6, khang thé hodc doan lién két
khang nguyén cta né trong dugc phim néu trén bao gdm trinh tu bét ky trong cac
trinh tu ving CDR hodc céc trinh ty dot bién cia chung dugc chon tir nhém bao gc‘Sm:
trinh ty HCDR vung bién ddi chudi ning ctia khang thé: SEQ ID NO: 1-3, SEQ ID
NO: 7-9; va/hoac, cac trinh ty LCDR vung bién d6i chudi nhe cta khang thé: SEQ
ID NO: 4-6, SEQ ID NO: 10-12;

Cu thé nhu sau:

HCDRI1 dugc chon tir: NDYWX; SEQ ID NO: 1
hodc SYWMH SEQ ID NO: 7,

HCDR2 duge chon tir: YISYTGSTYYNPSLKS SEQ ID NO: 2
hoic RIX4PNSG XsTSYNEKFKN SEQ ID NO: 8, va/hodc
HCDR3 dugc chon tir: SGGWLAPFDY SEQ ID NO: 3

hodc GGSSYDYFDY SEQ ID NO: 9; va/hodc

LCDRI1 duge chon tir: KSSQSLFY X2 SNQK X3SLA SEQ ID NO: 4
hodc RASESVSIHGTHLMH SEQ ID NO: 10,

LCDR2 duge chon tir: GASTRES SEQ ID NO: 5
hoic AASNLES SEQ ID NO: 11, va/hodc

LCDR3 dugc chon tir: QQYYGYPYT SEQ ID NO: 6
hodc QQSFEDPLT SEQ ID NO: 12;

trong d6, X1 duge chon tir N hodc T, Xz duge chon tir R hodc H, X3 dugc chon
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ti N ho#ic H, X4 dugce chon tH hodc G, va Xs dugce chon tir G hodc F.

Theo cac phuong én cua sang ché, t6t hon 13, khang thé hogc doan lién két
khang nguyén cta nd trong dugc pham néu trén bao gbm trinh tw CDR vf]ﬂg bién dbi
chudi nhe dugc chon tir nhém bao gém: SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID
NO: 12 ho#c trinh tu dot bién ctia no, va trinh tuy CDR viing bién ddi chudi néng dugc
chon tir nhom bao gém: SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 va SEQ ID NO: 9 hodc trinh
tw dot bién ctia no; t5t hon nita 13, khang thé hodc doan lién Kkét khang nguyén ctia n6
bao gdm c4c trinh ty LCDR1, LCDR2 va LCDR3 nhu duge thé hién lan luot trong,
SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11 va SEQ ID NO: 12, va céc trinh ty HCDR1, HCDR2
va HCDR3 nhu dugc thé hién 1an lugt trong SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 va SEQ
ID NO:9;

hodc, t8t hon 13, khang thé hodc doan lién két khéang nguyén ctia né trong dugc
pham néu trén bao gdm trinh ty CDR ving bién dbi chudi ning duge chon tir nhém
bao gdm: SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 hofc trinh ty d6t bién cta
no, va trinh tu CDR vung bién ddi chudi nhe dugc chon tir nhém bao gém: SEQ ID
NO: 4, SEQ ID NO: 5 va SEQ ID NO: 6 hodc trinh twr dot bién cua nd; tdt hon nita
1a, khang thé hodc doan lién két khang nguyén ctia né bao gém céc trinh ty HCDRI,
HCDR2 va HCDR3 nhu duoc thé hién 1an lugt trong SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2
va SEQ ID NO: 3, va céc trinh ty LCDR1, LCDR2 va LCDR3 nhu dugc thé hién lan
luot trong SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 va SEQ ID NO: 6.

Theo cac phuong an cta sang ché, khang thé hoic doan lién két khang nguyén
clia n6 trong duge phim néu trén bao gdm trinh tu CDR ving bién d6i chudi nhe c6
it nhét 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, hodic 99% do tuong ddng trinh ty v6i cac trinh tu axit amin nhu duge thé hién
trong SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11 va SEQ ID NO: 12, va trinh ty CDR ving
bién ddi chudi ning c6 it nhit 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99% do tuong déng trinh tu véi cac trinh tu axit
amin nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 va SEQ ID NO: 9.
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Theo cac phuong an clia sang ché, trong d6 khang thé hoic doan lién két khang
nguyén cia né trong dugc phim néu trén c6 th8 duoc chon tir nhom bao gém khéng
thé chudt, khéng thé kham, khang thé dugc 1am tuong thich véi ngudi va khéng thé

ngudi, tot hon 13 khang thé duoc 1am twong thich véi ngudi.

Theo céac phuong an ctia sang ché, trong d6 khang thé hoic doan lién két khang
nguyén cua nd trong duogc pham néu trén bao gdm trinh tw ving bién dbi trong chudi
ning c6 it nhit 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%., 98%, hodc 99% do twong ddng trinh tw véi trinh ty axit amin nhu duge thé hién
trong SEQ ID NO: 13, va trinh t ving bién di chudi nhe c6 it nhat 85%, 86%, 87%,
88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99% do tuong
déng trinh tu v6i trinh tu axit amin nhu dugce thé hién trong SEQ ID NO: 14.

Theo cac phuong én clia sang ché, khang thé hoic doan lién két khang nguyén
clia né trong duge phidm néu trén bao gbm trinh ty ving bién dbi trong chudi ning c6
it nhét 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, hodc 99% dd tuong dc‘Sng trinh tu v&i trinh ty axit amin nhu dugce thé hién trong
SEQ ID NO: 15, va trinh ty ving bién di chudi nhe c6 it nht 85%, 86%, 87%, 88%,
89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%., 98%, hodc 99% 46 tuong dong
trinh tu véi trinh tu axit amin nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 17.

Sang ché con dé xudt dugce phdm bao gdm khang thé khang PD-L1 hogc doan
lién két khang nguyén ctia nd c6 ndng d6 trong khoang tir 30 mg/mL dén 80 mg/mL,
chit dém suxinat & d6 pH=5,0-6,0 ¢4 n?)ng dd trong khodng tir 5 mM dén 50 mM,
disacarit c6 ndng d6 trong khoang tir 30 mg/mL dén 90 mg/mL, va polysorbat 80 c6
ndng d6 trong khoang tlr 0,1 mg/mL dén 1,0 mg/mL.

Sang ché con dé xudt dugc phim bao gdm 40 mg/mL-60 mg/mL khang thé
khang PD-L1 hodc doan lién két khang nguyén cua nd, 10 mM -30 mM chit dém
suxinat & d6 pH=5,0-5,5, 40 mg/mL-80 mg/mL sucroza va 0,4 mg/mL-0,8 mg/mL
polysorbat 80.
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Sang ché con dé xult duoc phdm bao gdm 45 mg/mL-55 mg/mL khang thé
PD-L.1 hoic doan lién két khang nguyén ctia n6, 10 mM-20 mM chét dém suxinat &
d6 pH=5,0-5,5, 55 mg/mL-65 mg/mL sucroza va 0,5 mg/mL-0,7 mg/mL polysorbat
80.

Séang ché con dé xut dugc phim bao gbm khéng thé khang PD-L1 hoic doan
lién két khang nguyén ctia né ¢ ndng do trong khoang tir 30 mg/mL dén 80 mg/mL,
chit dém axetat & @6 pH=5,0-6,0 c6 né)ng d6 trong khoang tr 5 mM dén 50 mM,
disacarit c6 ndng d6 trong khoang tir 30 mg/mL dén 90 mg/mL, va polysorbat 80 c6
ndng dd trong khoang tir 0,1 mg/mL dén 1,0 mg/mL.

Sang ché con dé xut dugc phdm bao gbm 50 mg/mL khang thé khang PD-L1
hozic doan lién két khang nguyén cta n6, 10 mM chét dém suxinat & d6 pH=5,3 va

60 mg/mL sucroza.

Sang ché con & xuét dugc phdm bao gbm 50 mg/mL khang thé khang PD-L1
ho#c doan lién két khang nguyén ctia n6, 10 mM chét dém axetat & d6 pH=5 va 90

mg/mL sucroza.

Sang ché con & xuét dugc phdm bao gdm 50 mg/mL khang thé khang PD-L1
hodic doan lién két khang nguyén ctia n6, 30 mM chét dém axetat & d6 pH=5 va 60

mg/mL trehaloza.

Sang ché con dé xuét dugc phim bao gém 50 mg/mL khang thé khang PD-L1
hodc doan lién két khang nguyén ctia nd, 30 mM chit dém axetat & d6 pH=5 va 60

mg/mL trehaloza.

Sang ché con dé xuét dugc phdm bao gdm 50 mg/mL khang thé khang PD-L1
hodic doan lién két khang nguyén cua nd, 30 mM chét dém axetat & 46 pH=5,6 va 90

mg/mL sucroza.

Sang ché con d& xuét dugc phim bao gbm 50 mg/mL khang thé khang PD-L1
hodc doan lién két khang nguyén cia nd, 10 mM chit dém suxinat & d6 pH=5,0-5,5,

60 mg/mL sucroza va 0,2 mg/mL polysorbat 20.
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Sang ché con dé xudt dugc pham bao gdm 50 mg/mL khéng thé khang PD-L1
hodc doan lién két khang nguyén ctia n6, 10 mM-20 mM chit dém suxinat & dd

pH=5,2, 60 mg/mL sucroza va 0,2 mg/mL polysorbat 20.

Sang ché con dé xuét dugc phdm bao gdbm 50 mg/mL khéng thé PD-L1 hoic
doan lién két khang nguyén cta nd, 20 mM chit dém axetat & 46 pH=5,2, 60 mg/mL
sucroza va 0,1 mg/mL-0,3 mg/mL polysorbat 20.

Séang ché con dé xuit duge phdm bao gdm 50 mg/mL khéng thé PD-L1 hoic
doan lién két khang nguyén ctia n6, 20 mM chét dém axetat & d6 pH=5,2, 60 mg/mL
sucroza va 0,1 mg/mL-0,3 mg/mL polysorbat 80.

Sang ché con dé xudt dugc phdm bao gdm 50 mg/mL khéng thé PD-L1 hoic
doan lién két khang nguyén ctia né, 20 mM chét dém suxinat & d6 pH=5,2, 60 mg/mL
sucroza va 0,2 mg/mL-0,6 mg/mL polysorbat 20.

Séang ché con dé xuit duoc phdm bao gdm 50 mg/mL khang thé PD-L1 hoic
doan lién két khang nguyén ctia n6, 20 mM chét dém suxinat & d§ pH=5,2, 60 mg/mL
sucroza va 0,4-0,8 mg/mL polysorbat 80.

Sang ché con dé xut dugc phim bao gdm 50 mg/mL khang thé PD-L1 hoic
doan lién két khang nguyén ctia n6, 20 mM chét dém suxinat & d§ pH=5,2, 60 mg/mL
sucroza va 0,4 mg/mL polysorbat 80.

Sang ché con dé xudt dugce phim bao gdbm 50 mg/mL khéng thé PD-L1 hodc
doan lién két khang nguyén ctia n6, 20 mM chét dém suxinat & d§ pH=5,2, 60 mg/mL
sucroza va 0,6 mg/mL polysorbat 80.

Séang ché con @2 xuit duoc phdm bao gbém 50 mg/mL khéng thé PD-L1 hozc
doan lién két khang nguyén ctia n6, 20 mM chit dém suxinat & d6 pH=5,2, 60 mg/mL
sucroza va 0,8 mg/mL polysorbat 80.

Theo mdt sb phuong an, néng dd coa chat dém suxinat trong duge phém nay

13 tir 5 mM dén 50 mM. Theo mét s& phuong 4n, ndng do ctia chét dém suxinat trong
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dugc phdm nay 1 tir 10 mM dén 30 mM. Theo mét s6 phuong én, ndng do6 cta chét

dém suxinat trong dugc phim nay 12 khodng 20 mM.

Theo mét sb phwong 4n, ndng do ctia chit dém axetat trong dugc phdm nay 13
tir 5 mM dén 50 mM. Theo mot sb phuong én, néng d6 cua chat dém axetat trong
dugc phdm nay 1 tir 10 mM dén 30 mM. Theo mdt s§ phuong én, ndng d6 cia chét

dém axetat trong dugc pham nay 13 tir 20 mM.

Theo mdt s6 phuong 4n, d6 pH ctia duge phim nay 13 tir 5,0 dén 6,0. Theo mdt
sd phwong 4n, d6 pH ctia duoc pham nay 14 tir 5,0 dén 5,5. Theo mot sb phuong 4n,

d6 pH cta dugc phém nay 1a 5,2 hodc 5,5.

Theo mdt s& phuong 4n, néng d6 ctia khéng thé trong duoc pham nay 1a tir 30
mg/mL dén 80 mg/mL. Theo mot s6 phuong an, ndng do cta khang thé trong dugc
pham nay 14 tir 40 mg/mL dén 60 mg/mL. Theo mot s& phuong 4n, ndng d6 ctia khang
thd trong duoc phdm nay 1a khodng 50 mg/mL.

Theo mdt s6 phuong 4n, ndng d6 cia disacarit trong dugc pham nay 14 tir 30
mg/mL dén 90 mg/mL. Theo mdt s6 phuong an, ndng d6 cua disacarit trong dugc
phim nay 1a tir 40 mg/mL dén 80 mg/mL. Theo mét s6 phuong 4n, ndng d6 cta

disacarit trong dugc phim nay 14 khoang 60 mg/mL.

Theo mdt s6 phuwong 4n, polysorbat trong dugc phdm nay 14 polysorbat 20
ho#c polysorbat 80. Theo mot s6 phuong 4n, polysorbat trong dugc phim nay la
polysorbat 80. Theo mét s6 phuong 4n, ndng d6 ctia polysorbat trong dugc phim nay
1a tr 0,1 mg/mL dn 1,0 mg/mL. Theo mot sé phuong 4n, ndng o cua polysorbat
trong dugc phim nay 14 tlr 0,4 mg/mL dén 0,8 mg/mL. Theo mdt s6 phuong an, ndng

do ctia polysorbat trong dugc phdm nay 14 khoang 0,6 mg/mL.

Theo mot s phuong 4n, ché phdm nay 6n dinh & 2-8°C trong it nhét 3 thang,
it nhét 6 thang, it nhét 12 thang, it nhit 18 thang, hodc it nhit 24 thang. Theo mot s6
phuong an, ché phim nay 4n dinh & 40°C trong it nhit 7 ngay, it nhat 14 ngay hoic
it nhat 28 ngay.

-10-
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Séang ché con d& xuét san phdm hodc kit bao gdm dd bao géi chira cac duge
phim én dinh bét ky duge mb ta & ddy. Theo mot s phuong 4n, do bao géi nay 1a lo

thuy tinh, va lo thuy tinh nay 14 lo thity tinh borosilicat trung tinh dé tiém.

Séang ché con d8 xuét phuong phép didu ché cac duge pham da mo ta trén day,
bao gdm hdn hop clia khéng thé khang PD-L1 hogc doan lién két khang nguyén clia

né véi ta duge duge dung.

Sang ché con mé ta viec st dung duogc phim d3 md ta trén day dé san xuét
thudc diéu tri bénh hoic tinh trang qua trung gian boi PD-L1, trong d6 bénh hodc tinh
trang nay tot hon 1a bénh ung thu; t6t hon nita 14 bénh ung thu bién hién PD-L1; tbt
nhét 1 bénh ung thu vii, bénh ung thu phdi, bénh ung thu da day, bénh ung thu duong
rudt, bénh ung thu than, u melanin hodc bénh ung thu phéi khong phai té bao nho;
con tét hon nita 12 bénh ung thu phdi khéng phai t€ bio nho, u melanin, bénh ung thu

bang quang hodc bénh ung thu than.

Sang ché con mo t& phuong phéap diéu tri hodc ngan ngira bénh hodc tinh trang
qua trung gian boi PD-L1, bao gém viéc cho dbi tuwong cin diéu tri str dung lidu ¢6
hiéu qua diéu tri cua duge phém bao gém khang thé khang PD-L1 ho#c doan lién két
khang nguyén cta nd; trong d6, bénh nay t5t hon 13 bénh ung thu; tdt hon nira 1 bénh
ung thu biéu hién PD-L1; bénh ung thu nay t5t nhat 13 bénh ung thu v, bénh ung thu
phéi, bénh ung thu da day, bénh ung thu dudng rudt, bénh ung thu than, u melanin,
bénh ung thu phdi khong phai té bao nhd hogc bénh ung thw bang quang; t6t nhét 1
bénh ung thu phbi khong phai t& bao nho, u melanin, bénh ung thu bang quang hozc
bénh ung thu thén.

Puogc hiéu 13 réng mét, mot s6 ho#c tat ca cac dau higu cua cac phuong an
khéc nhau duoc md ta & ddy con cé the duge ket hop voi nhau de tao ra cac phuong
4n khac theo sang ché. Cac phuong an khéc thu dugc bang cach ket hop cac phuong

an trén day theo sang ché cling duge mo ta trong phan md ta chi tiét sang ché sau day.

M6 ta van tat cac hinh vé
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Fig. 1: So d6 thiét ké mdi trong qua trinh tao ra ban sao twong tich véi nguoi.

Fig. 2: So d6 xdy dung vec-to trong qué trinh tao ra ban sao tuong tich voi

nguoi.

Fig. 3: Biéu db hiéu timg chinh cho céc yéu t6 Tm (bao gdm hé chét dém, nong

d6 ctia chat dém, d6 pH ctia dugc phim, ndng do clia sacarit, va loai sacarit).
MO ta chi tiet sang che
Cac thuat ngit

Mot sb khai niém k§ thuat va khoa hoc duge xé4c dinh cu thé dusi ddy dé lam
cho sang ché nay dé hiéu hon,. Trir khi dugc cu thé x4c dinh khéc trong ban mo ta
ndy, tit ca cac thuét ngit k¥ thuat va khoa hoc khac dugc sir dung trong ddy s& duoc
hidu theo nghia thong thudng boi ngudi ¢ hiéu biét trung binh vé linh vue k thudt

ma sang che thudc ve.

“Chit dém” dé cap dén chét dém chéng lai nhiing sy thay d6i ctia d6 pH nho
su lién hop ctia n6 véi thanh phéan axit-bazo. Gia tri pH cua chit dém theo sang ché
1a tir 4,5 dén 6,0, tot hon 1a tir 5,0 dén 6,0, tt hon ni¥a 12 tir 5,0 dén 5,5, t6t nhat 1
5,2. Cacvidu vé chit d¢m kiém soat do pH trong pham vi néu trén bao gém chit dém
axetat, chit dém suxinat, chét dém gluconat, chit dém histidin, chét dém oxalat, chét
dém lactat, chit dém phosphat, chit dém xitrat, chit dém tartrat, chit dém fumarat,
glyxylglyxin va cac chit dém axit hitu co khac. Chét dém theo sang ché tét hon 1a

chit dém suxinat hodc chit dém axetat, t5t hon nita 12 chat dém suxinat.

“Chat dém suxinat” dé& cap dén chat dém bao gom ion suxinat. Cac vi du vé
chit dém suxinat bao gom axit suxinic-natri suxinat, suxinat histidin, axit suxinic-
kali suxinat, axit suxinic-canxi suxinat, va tuong tu. Chat dém suxinat theo sang ché

t6t hon 13 axit suxinic-natri suxinat.

“Chét dém axetat” deé cap dén chit dém bao gém ion axetat. Cc vi du vé chit
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dém axetat bao gém axit axetic-natri axetat, axit axetic histidin, axit axetic-kali axetat,
canxi axetat axetat, axit axetic-magie axetat, va tuong tu. Chét dém axetat dugc uu

tién theo sang ché 13 axit axetic-natri axetat.

“Duogc phém” dé cap dén hdn hop bao g@)m mot hodc nhidu hop chit dugec mo
ta & day hodc mubi duge dung/sinh 1y ctia chung hozc tién duoc chét cta ching voi
cac thanh phén hoda hoc khac. Cac thanh ph?m hda hoc khac néu trén 14, vi dy, céc
chit mang duoc dung/sinh 1y va céc td duge. Muc dich cta dugc phém nay la cai
thién viéc str dung cho sinh vét, tao thudn lgi cho viéc hép thu thanh phﬁn hoat tinh,
nho vdy tao ra hoat tinh sinh hoc.

Dugc phim theo sang ché c6 kha ning dat dugchiéu qua dn dinh: khang thé
trong d6 co thé gén nhu gilt dugc su dn dinh vét Iy va/hodc su 4n dinh héa hoc va/hoiic
hoat tinh sinh hoc ctia né sau khi bao quan; t6t hon 13, duoc phém gén nhu gitt dugce
su 6n dinh vit ly, su dn dinh héa hoc va hoat tinh sinh hoc sau khi bao quan. Thoi
gian bao quan thudng duge chon dya trén thoi gian bao quan xé4c dinh truge clia dugce
phém. Hién nay c6 mdt sb k¥ thudt phan tich d& do su 6n dinh cua protein ma do su

dn dinh sau khi bao quan trong mdt khoang thoi gian da chon 6 nhiét do da chon.

Ché phim dugc khang thé on dinh 14 ché phdm trong d6 khong cé su thay do6i
dang ké quan sat dugc trong cac diéu kién sau day: bao quan & nhiét do lanh (2-8°C)
trong it nhit 3 thang, t5t hon 1 6 thang, t6t hon nita 13 1 nim, va thap chi t6t hon nita
13 1én dén 2 nim. Ngoai ra, ché phdm 1ong 6n dinh bao gbm ché phim long thé hién
dac tinh mong mudn khi bio quan & nhiét do 25°C va 40°C trong khoang thoi gian 1
thang, 3 théng, va 6 thang. Tiéu chi thuong chdp nhan duge cho sy 6n dinh 14 nhu
sau: monome khang thé bi phan huy thudng khong 16n hon khoang 10%, t6t hon 13
khong 16n hon khoang 5%, khi dugc danh gia bang SEC-HPLC. Theo phan tich truc
quan, ché phdm duoc 16ng ndy 1a khong mau hodc tir trong sudt dén hoi tréng duc .
Néng do, dd pH va do thim thdu ctia ché phdm nay c6 sy thay d6i khong 16n hon
+10%. Thong thudng, su cat xén quan sat duge khong 16n hon 10%, t6t hon 14 5% .

Thong thudng, két tu dugc tao thanh khéng 16n hon 10%, ot hon 1a 5%.
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Khang thé “gitt dugc su dn dinh vat ly ctia né” trong ché phdm dugc néu né
khong thé hién sy téng 1én déng k& ctia sw két tu, két tiia va/hodc bién tinh khi danh
gié truc quan v& mau sic va/hodc do trong sudt, hodc khi do bﬁng tan xa anh sang UV,
sic ky loai trir kich thuéc (SEC : size exclusion chromatography) va tin xa anh sang
dong (DLS : dynamic light scattering). Nhitng sy thay ddi hinh thé protein ¢6 thé
duoc danh gid bing quang phd huynh quang (xac dinh cAu tric bac ba ctia protein),
va bang quang phd FTIR (xac dinh cAu trc bac hai clia protein).

Khéng thé “gilt dugc su 4n dinh héa hoc ctia né” trong ché phém duge, néu
n6 khong thé hién su bién déi héa hoc dang ké. Sy 6n dinh héa hoc 6 thé duge dénh
gia bang cach phat hién va dinh luong cac dang bién dbi héa hoc cia protein. Céc
qua trinh phéan huy thuong bién ddi cAu tric hoa hoc clia protein bao gbm thity phan
hodc cit xén (duoc danh gia bang cac phuong phép nhu sic ky loai trir kich thuée va
SDS-PAGE), oxy hoa (dugc danh gia bang cac phuwong phép nhu 14p ban 6 peptit
két hop v6i quang phd khdi hodc MALDI/TOF/MS), khir amit héa (dugc dénh gia
bang céc phuong phép nhu sdc ky trao ddi ion, hdi tu déng dién mao quan, 13p ban
dd peptit, do axit isoaspartic), va ddng phan héa (duge dénh gia bang cach do ham

luong axit isoaspartic, 1ap ban dd peptit, v.v...).

Khang thé “gitt duoc hoat tinh sinh hoc ctia né” trong ché phém duoc, néu
hoat tinh sinh hoc cuia khang thé nay trong khoang thoi gian dé cho 1a nim trong
pham vi hoat tinh sinh hoc x4c dinh trudc duge thé hién tai thoi gian ché phém duoc
nay dugc diéu ché. Hoat tinh sinh hoc ctia khang thé ¢6 thé dugc xé4c dinh, vi du, béng

thir nghiém lién két khang nguyén.

Céc ma ba chit ci va cdc ma mdt chit cai cho cac gdc axit amin dugc sit dung

trong ddy dugc md ta trong J. Biol. Chem. 243, p. 3558 (1968).

“Khang thé&” duoc str dung theo séang ché dé cap dén globulin mién dich, 1a ciu
tric chudi tetra-peptit dugc néi voi nhau bang cac lién két disulfit gitra hai chudi ning
giéng nhau va hai chudi nhe giéng nhau. Sy khéc nhau trong thanh phén axit amin va

trinh ty vung khong ddi chudi ning tao nén nhiing sy khac nhau trong tinh khéang
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nguyén cla globulin mién dich. Theo d6, cac globulin mién dich c6 thé duoc phéan
loai thanh 5 16p, hodc dugc goi 1a céc isotyp globulin mién dich, tén 1a IgM, IgD, IgG,
IgA, va IgE, cac chudi ning tuong ung clia ching la chudi p, chudi 5, va chudi v,
chudi o va chudi &. Ty theo thanh phén axit amin ving khép ndi va sd luong hoic
vi tri cta céc lién két disulfit chudi ning ctia né, isotyp ctia Ig c6 thé duoc chia thanh
céac phan 16p khac nhau, vi dy, IgG ¢6 thé duoc phan loai thanh IgG1, 1gG2, IgG3, va
IgG4. Céac chudi nhe duoc phan loai thanh chudi « hodc chudi A tiy theo sy khac biét

trong vung khong d61. Mdi 16p trong 5 16p cuaIg c6 thé c¢6 chudi k hodc chudi A.

Trong sang ché, chudi nhe ctia khang thé theo sang ché con c6 theé bao gom
vung khong do6i chudi nhe bao gom chudi «, A ctia nguoi hodc chudt hodc bién the

cua chung.

Trong séng ché, chudi ning ctia khang th8 theo sang ché con ¢6 thé bao gdbm
ving khong dbi chudi ning bao gbm IgG1, IgG2, 1gG3, IgG4 cua ngudi hodc chudt

hodc bién thé cua chung.

Khoéang 110 trinh ty axit amin lién k& véi dau cung N cia cac chudi ning va
chudi nhe ciia khang thé 1a bién ddi rét nhidu, dugc biét dén nhu ving bién ddi (vimg
Fv); phan con lai cua trinh ty axit amin gan voi d4u cung C 1a tuong d6i 6n dinh,
duoc biét dén nhu cac ving khong dbi. Ving bién dbi bao gbm 3 ving siéu bién dbi
(HVR : hypervariable region) va 4 ving khung tuong d6i bao toan (FR : framework
region). 3 vung siéu bién ddi nay quyét dinh su dic hiéu ctia khang thé, con duogc biét
dén nhu ving x4c dinh bd sung (CDR : complementarity determining region). Mbi
vung bién ddi chudi nhe (LCVR : light chain variable region) va mdi ving bién dbi
chudi ning (HCVR : heavy chain variable region) bao gdm 3 ving CDR va 4 ving
FR, véi thir tw 1an luot tir dau cing amino dén dau cung carboxyl theo thtr ty sau:
FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, va FR4. 3 ving CDR cua chudi nhe & cap
dn LCDR1, LCDR2, v LCDR3, va 3 ving CDR ciia chudi nang dé cdp dén HCDR1,
HCDR?2, va HCDR3. S6 lugng va vi tri cac gbc axit amin ctia ving CDR trong céc
ving LCVR va HCVR ctia khéng thé ho#ic cc doan lién két khang nguyén & ddy phu
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hop véi tiéu chi danh s6 Kabat da biét (LCDR1-3, HCDE2-3), hogc phi hop véi tiéu
chi d4nh s Kabat va Chothia (HCDR1).

Khang thé theo sang ché bao gdm khéang thé chudt, khéng thé kham va khéng
thé duoc 1am tuong thich v&i nguoi, t5t hon 13 khang thé dugc 1am twong thich véi

nguoi.

Thuat ngit “khang thé chudt” theo sang ché dé cép dén khang thé don dong
chdng lai PD-L1 ctia ngudi duge didu ché theo kién thirc clia ngudi c6 hiéu biét trung
binh v& linh vuc k§ thuat nay. Trong khi didu ché, dbi twong thir nghiém duogc tiém
véi khang nguyén PD-L1, va sau d6 tich khéi lai bidu hién khang thé c6 trinh tw hodc
cac dac tinh chirc ndng mong muén. Trong phuong an duge uu tién theo sang ché,
khang thé PD-L1 chudt hodc doan lién két khang nguyén ctia n6 c6 thé con bao gém
vung khong ddi chudi nhe ctia chudi «, A & chudt hodc bién thé cta nd, hodc cb thé
con bao gdm ving khong dbi chudi ning cta IgG1, IgG2, IgG3 chudt hodc bién thé

cua no.

Thuat ngft “khéng thé kham” 1a khang thé dugc tao thanh biang cach dung hop
ving bién i ctia khang thé chudt véi ving khong d6i ctia khang thé ngudi, va khang
thé kham c6 thé 1am giam bét dap Gmg mién dich gdy ra béi khang thé chud6t. Dé tao
ra khang thé kham, d4u tién khéi lai tiét khang thé don dong dic hiéu ctia chudt duge
tao ra, gen vung bién ddi duoc tao ban sao tlr cac té bao khbi lai chudt. Sau d6, gen
ving khéng dbi ctia khéng thé ngudi dugc tao ban sao nhu mong mudn, gen ving
bién dbi ctia chudt duge ndi véi gen ving khong dbi ctia ngudi dé tao thanh gen kham
6 thé dugc chén vao vecto ngudi, va cubi ciing phan tir khang thd kham dugc biéu
hién trong hé théng cong nghiép nhan chuén hodc tién nhan. Trong phuong 4n dugc
uu tién theo sang ché, chudi nhe ctia khéng thé kham PD-L1 con bao gdm céc ving
khong dbi chudi nhe trong chudi , A clia ngudi, hodc bién thé cia chung. Chudi ning
ctia khang thé kham PD-L1 con bao gdm cac ving khong ddi chudi nang trong 1gG1,
IgG2, IgG3, hodc IgG4 clia ngudi, hodc bién thé cta ching. Ving khong ddi cta
khang thé ngudi c6 thé duoc chon tir ving khong ddi chudi ning trong IgGl, 1gG2,
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IgG3 hodc IgG4 ctia ngudi hodc bién thé ctia n6, tot hon 1a bao gdm ving khong dbi
chudi ning trong I1gG2 hodc IgG4, hodc I1gG4 cua ngudi ma khéng c6 ADCC
(antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity : tinh géy ddc té bao qua trung gian

boi khang thé) sau dot bién axit amin.

Thuét ngit “khang thé duoc 1am twong thich véi ngudi”, con duoc biét dén nhu
khang thé ghép CDR, & cap dén khang thé dugc tao ra bang cach ghép céc trinh ty
CDR chu6t vao khung ving bién dbi ctia khang thé nguoi, 13, khang thé duoc tao ra
tt loai khac nhau cua trinh tu khung khang thé mdm ngudi. Khang thé dugc 1am
tuong thich v&i ngudi khic phuc nhugc diém ctia dap ing khéng thé manh gay ra bai
khang thé kham, mang lugng 16n c4c thanh ph?ln protein cua chudt. Céc trinh tu khung
ndy c6 thé thu duge tir co s¢ ADN cdng cdng bao gdm céc trinh tu gen khang thé
mAam hoic tai liéu tham khao da duge cong bd. Vi du, cac trinh tw ADN mam trong
cac gen vung bién dbi chudi niing va chudi nhe ctia ngudi co thé duoc tim thiy trong
co s& dit liéu trinh ty mim cia ngudi “VBase” (c6 san trén trang web
www.mrccpe.com.ac.uk/vbase), cling nhu ¢6 th8 duoc tim thdy trong Kabat, E A4, et
al, 1991 Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed. Dé tranh 1am giam
hoat dong trong khi lam giadm tinh gay mién dich, cic trinh ty khung trong ving bién
dbi ctia khéng thé ngudi dugc tao cac dot bién dao t6i thidu hodc cac dot bien ngugc
dé duy tri hoat dong. Khang thé dugc 1am tuong thich véi nguoi theo sang ché con
bao gém khang thé duoc 1am tuong thich v&i nguoi ma su thudn thuc 4i lyuc CDR

duoc thuc hién béng biéu hién thuc khuén.

“Poan lién két khang nguyén” theo sang ché @& cap dén doan Fab, doan Fab/,
hodc doan F(ab')2 cé hoat ddng lién két khang nguyén, cling nhu doan Fv hodc scFv
lién két v6i PD-L1 clia ngudi; N6 bao gdm mot hodc nhidu ving CDR ctia c4c khang
thé dugc mb ta trong ban md ta nay, dugc chon tir nhém bao gdbm SEQ ID NO: 1 dén
SEQ ID NO: 12. Boan Fv bao gdm ving bién dbi chudi ning va ving bién dbi chudi
nhe, khong c¢6 vung khong dbi, va né 1a doan khang thé t8i thidu co tat ca cac vi tri
lién két khang nguyén. Thong thuong, khang thé Fv con bao gdbm doan lién két

polypeptit gita cac ving chirc ndng VH va VL, va c6 kha ning tao ra cau tric can
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thiét cho lién két khang nguyén. Ngoai ra, cac doan lién két khac nhau c6 thé dugc
st dung dé nbi cac ving bién ddi cua hai khang thé dé tao thanh chudi polypeptit,
duge dé cap dén nhu khang thé chudi don hogc Fv chudi don (scFv). Thuét ngit “lién
két v6i PD-L1” theo sang ché c6 nghia 1a né c6 kha ning tuong tac v6i PD-L1 cla
ngudi. Thudt nglt “céc vi tri lién két khang nguyén” theo séng ché dé cap dén cac vi
tri ba chiéu khong lién tuc trén khang nguyén, dugc nhan ra boi khang thé hodc doan

lién két khang nguyén theo sang ché.

Cac phuong phap san xuét va tinh ché c4c khang thé va cac doan lién két khang
nguyén 13 duoc biét 1 trong linh vuc k§ thuat nay va c6 thé dugc tim thiy trong, vi
du, Antibody Experimental Technology Guide of Cold Spring Harbhodc, Chapters 5-
8va 15.Vidy, chudt cé thé duogc gay mién dich v§i PD-L1 cua ngudi hodc mdt doan
cua PD-L1 ctia nguoi, va khang thé tao ra c6 thé duoc hdi tinh, dugc tinh ché, va
duogc dua vao giai trinh ty axit amin bang phuong phap thong thuong. Poan lién két
khang nguyén cling co th8 duge tao ra bang phuong phép thong thudng. Khang thé
hodic cac doan lién két khéang nguyén theo sang ché dugc chinh stra di truyén dé dua
mot hodc nhidu ving khung ctia ngudi (Frs : framework regions) vao ving CDR ¢6
ngudn gbc khong tir ngudi. Céc trinh tu man FR cta ngudi ¢b thé thu duge tir
ImMunoGeneTics (IMGT) qua trang web http://imgt.cines.fr, hodc tx The
Immunoglobulin FactsBook, 20011SBN012441351.

Khéng thé hoic cac doan lién két khang nguyén dugc chinh sira theo sing ché
¢6 thé duoc tao ra va duge tinh ché bang cic phuong phép thong thuong. Vi du, cac
trinh tw cADN m4 hoa chudi ning va chudi nhe ¢6 thé dugc tao ban sao va duge tai
td hop thanh vecto biéu hién GS. Sau dé, vecto biéu hién globulin mién dich tai t6
hop c6 thé chuyén nap 6n dinh vao céc té bao CHO. Nhu phuong phép duge khuyén
nghi nhidu hon dugc biét o trong linh vuc k¥ thuét nay, cac hé théng biéu hién &
dong vét c6 vi s& tao nén su glycosyl héa ciia cac khang thé, thuong 14 & diu cing N
duoc bao toan cao trong vung Fc. Cac ban sao dn dinh c6 thé thu duoc thong qua su
bidu hién ctia khang thé lién két dic hidu véi PD-L1 clia ngudi. Céc ban sao duong

tinh ¢ thé dugc phat trién trong moi trudong nudi chy khong c6 huyét thanh dé san
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xut khang thé trong céc bé phan tmg sinh hoc. Mbi trudng nudi cdy, ma tai d6 khang
thé duoc tiét vao, c6 thé dugce tinh ché biang céc k§ thuat thong thudong. Vi du, méi
truong nay co thé dugc thuan tién cho vao cdt Protein A hodc G Sepharose FF di
duoc can béng véi chit dém diéu chinh. Cot nay duoc rira dé loai bo céac thanh phﬁn
lién két khong dic hidu. Khang thé da lién két duoc rira giai bang gradien pH va céc
doan khang thé duoc phat hién bing SDS-PAGE, v sau d6 dugc gdp lai. Khang thé
¢6 thé duoc loc va duge cd dic b%lng céach sir dung cac k¥ thuat thong thuong. Két tu
hoa tan va cac multime c6 thé dugc hidu qua loai bd béng cac k¥ thuat thong thuong,
bao gém k¥ thudt loai trir kich thudc hodc trao ddi ion. San phém tao ra c6 thé dugc

bao quan lanh ngay 18p tirc, vi du & -70°C, hodc ¢ thé dugc dong kho.

“Céc bién ddi bao toan” hodc “thay thé hogc thé bao toan” dé cap dén cac thay
thé c4c axit amin trong protein v&i cdc axit amin khac ¢6 cac dac tinh twong ty (vi du
dién tich, kich thudc chudi bén, tinh ky nudc/ua nude, c4u truc khung va do clng,
v.v...), nhitng sy thay dbinay co6 thé thudng xuyén dugc tao ra ma khong lam bién dbi
hoat tinh sinh hoc ctia protein. Ngudi ¢ hidu biét trung binh v& linh vuc k¥ thuit nay
nhén biét ring, nhin chung, cac thay thé axit amin don trong cdc ving khong thiét
yéu ctia polypeptit khong lam bién dbi dang ké hoat tinh sinh hoc (xem, vi du, Watson
et al. (1987) Molecular Biology of the Gene, The Benjamin/Cummings Pub. Co., p.
224 (4" Ed.)). Ngoai ra, cac thay thé cua céc axit amin giéng nhau vé cu tric hodc

chirc nang it c6 kha nang gay 161 loan hoat tinh sinh hoc.

“DJ tuong déng” deé cap dén su giéng nhau vé trinh tu gifta hai trinh ty
polynucleotit hogc gifta hai polypeptit. Khi mét vi tri trong ca hai trinh ty so sanh
duoc gilt bdi cung bazo hodc tiéu don vi monome axit amin, vi dy, néu mot vi tri
trong mdi phén tir trong hai phan tit ADN dugc gifr boi adenin, thi cic phén tir nay la
tuong ddng tai vi tri do. Phin trim tuong ddng gitta hai trinh tw 12 mot ham cta 56
céc vi tri twong thich hozic phit hop duge chia sé boi hai trinh tu duge chia boi sb vi
tri duogc so sanh x 100. Vi dy, trong xép thing hang t6i wu cach trinh tw, néu ¢ 6 vi
tri twong thich hozic phit hgp trong 10 vi tri cia hai trinh ty, thi hai trinh tu d6 c¢6 60%

tuong ddng. Nhin chung, cac so sénh duge thuc hién khi hai trinh ty xép thing hang
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d8 dat duoc phin tram tuong ddng cao nhit.

“Viée st dung” va “viéc diéu tri” cho ddng vét, ngudi, ddi tuong thi nghiém,
té bao, mé, co quan, hozc dich sinh hoc, dé cap dén viéc tiép xuc clia dong vat, ngudi,
dbi tugng, té bao, mo, co quan, hodc chét 1éng sinh hoc véi tdc nhan chuén doan, tri
liéu, dugc ngoai sinh, hodc ché phém. “Viéc str dung” va “viéc didu tri” ¢6 thé dé cap
dén, vi du, nghién ct, chuén doan, duqc dong hoc, tri liéu va cac phuong phdp thi
nghiém. Viéc didu tri t& bao bao gdm viée tiép xuc clia chit phan tng véi té bao, ciing
nhu viée tiép xtc cia chét phan ung véi chét 16ng, noi chit 1ong nay tiép xtic véi té
bao. “Viéc str dung” va “viéc diéu tri” con nghia la cac diéu tri in vitro va ex vivo, vi
duy, cho té bao, béng chét phan Ung, hop chét lién két, chuin doén, hoic b%lng té bao
khéc. “Viéc didu tri”, khi 4p dung cho ngudi, dong vét, hodc dbi tugng nghién ciu,
d3 cap dén cac phuong phap didu tri chita bénh, phong bénh hodc ngin ngira bénh,

nghién ctru va cac ung dung chuin doan.

“Diéu tri” nghia 13 str dung chit didu tri, nhu ché phim bao gbm hop chét bat
ky trong cac hop chét lién két theo sang ché, vao bén trong ho#c bén ngoai cho bénh
nhén ¢6 mdt hodc nhiéu tridu chimg bénh ma chét didu tri nay da biét 1a ¢6 hoat tinh
didu tri. Thong thudng, chét nay duoc sir dung véi lugng hiéu qua dé giam bot mot
hodc nhiéu triéu chitng bénh cho bénh nhan hodc cong déng duoc didu tri, sao cho
tao ra su thoai lui hodc uc ché su tién trién cua (céc) triéu ching dén murc d6 bat ky
¢6 thé do dugc mot cach 1am sang. Luong chét diéu tri hidu qua dé lam giam bét triéu
chimg bénh cu thé bt ky (con duge d& cip 1a “lugng c6 hidu qua didu tri”) c6 thé
khac nhau tuy theo cac yéu t5 nhu tinh trang bénh, do tudi, va cin ning ctia bénh
nhan, va kha nang cua thubc dé gay ra dap ing mong mudn cho bénh nhén. Viéc giam
b6t triéu chimg bénh ¢6 thé duge danh gid bing phép do 14m sang bat ky thuong dugc
st dung bdi céc bac si diéu tri hoic nhitng ngudi chim sdc sirc khoe c6 tay nghé khac
dé danh gia mirc d6 nghiém trong hodc tinh trang tién trién cia tridu ching d6. Trong
khi mot phuong an theo sang ché (vi dy, phuong phép didu tri hodc san phim didu
ché) c6 thé khéng higu qua trong viéc giam bét (cac) triéu chimg bénh duge quan tim

cho moi bénh nhan, nhung nén lam gidm bét (cac) triéu chimg ctia bénh dich duge

-20-



40898

quan tAm cho s lugng bénh nhan déng k& c6 ¥ nghia théng ké nhu dugc xéc dinh
bing kiém dinh théng k& bat ky da biét trong linh vuc k¥ thuat ndy nhu kiém dinh t
Student, kiém dinh chi binh phuong (chi-square test), kiém dinh U theo Mann va
Whitney, kiém dinh Kruskal-Wallis (Kiém dinh H), kiém dinh Jonckheere-Terpstra

va kiém dinh Wilcoxon.

“Lugng c6 hi€u qua” bao gém luong da dé cai thién hodc ngin chin tridu
ching hoac d4u hiéu cta tinh trang bénh. Lugng c6 hiéu quéa con nghia 1a lugng du
dé cho phép hodc hd tro viée chuén doén. Luong ¢6 hiéu qua cho bénh nhan hodc dbi
tugng dong vat cu thé ¢4 thé khac nhau tly vao céc yéu t6 nhu tinh trang duoc diéu
tri, strc khoe téng thé cta bénh nhén, con duong va lidu st dung va mtrc d6 nghiém
trong cua cac tac dung phy. Luong c¢6 hiéu qua cé thd 1a lidu ti da hodc phac dd st

dung liéu dé tranh céac tac dung phu dang ké hoic tac dung doc hai.

“Gié tri Tm” d& cap dén diém gitra bién tinh nhiét ctia protein, 13, nhiét d6 ma
mdt nira protein bi mé gép va cAu trac khéng gian ctia protein bi pha huy. Do do, gia

tri Tm cang cao, thi d 6n dinh nhiét cta protein s&€ cang cao.

Séng ché con duge mé ta voi cée phuong 4n dudi ddy, ma khong nhim lam
gi6i han pham vi cua sang ché. Cac phuong phap thir nghiém trong cac phuong an
ctia sang ché khong quy dinh céc diéu kién cu thé ma thudng duoc thuc hién theo céc
didu kién thong thuong duge khuyén nghi bdi nha san xuét nguyén lidu thd hodc hang
hoa. Cac chit phan tmg khéng c6 ngudn cu thé 14 cac chét phan tmg thong thudng cé

san trén thi trudng.

Theo c4c phuong 4n, sic ky long 4p sudt cao Agilent-HPLC 1260 (cot Waters
Xbridge® BEH 200A SEC 3,5 um 7,8 x 300 mm va cdt Thermo ProPac™ WCX-10
BioLC™, 250 x 4 mm) dugc st dung d8 do SE-HPLC va IEC-HPLC. Thiét bi dién
di mao quan Beckman PA800 plus (Kit phan tich SDS-Gel MW) duoc st dung dé do
CE-SDS khir va CE-SDS khong khtr. Nhiét lugng ké quét vi sai GE MicroCal VP-
Capillary DSC dugc sur dung d& do diém gitta nhiét 46 bién tinh nhiét ctia protein
(Tm). Chiét ap kich thuéc hat nano Malvern Zetasizer Nano ZS dugc st dung dé do
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kich thuéc hat trung binh DLS (Dynamic Light Scattering : Tan xa 4nh sdng dong).
Phuong 4n 1: Didu ché khang thé PD-L1
(1) Diéu ché khang nguyén PD-L1 va protein dugc sir dung dé phat hién

GenPD-L1 ngudi d6 dai dy du (Sino Biological Inc., HG10084-M) ctia dong
dang 1 phéi tir 1 chét t& bao c6 14p trinh UniProt (PD-L1 : Programmed Cell Deathl
Ligand1) (SEQ ID NO: 19) duoc st dung lam khu6n cho PD-L1 theo sang ché. Trinh
tu gen mé hoa khang nguyén theo sang ché va protein dugc st dung dé phét hién
duoc tao ra, tiy v duge tai td hop v6i doan chudi ndng Fe ciia khang thé (nhu IgG1
ctia ngudi), duge tdch dong vao vecto pTT5 (Biovecto, Cat#: 102762) hodc vecto
pTargeT (promega, A1410), duoc biéu hién tam thoi trong cac té bao 293F
(Invitrogen, R79007) hodc biéu hién n dinh trong céc té bao CHO-S (Invitrogen,
k9000-20), va dugc tinh ché dé thu duge khdng nguyén va protein phat hién theo sang
ché. Gen PD-1 ctia ngudi duge mua tt ORIGENE, Art. No. SC117011, NCBI
Reference Sequence: NM_005018.1

1. Trinh tu axit amin PD-L1 d6 dai day dt ctia ngudi

MRIFAVFIFM TYWHLLNAFT VIVPKDLYVV EYGSNMTIEC KFPVEKQLDL
AALIVYWEME DKNIQFVHG EEDLKVQHSS YRORARLLKD
QLSLGNAALQ ITDVKLQDAG VYRCMISYGG ADYKRITVKV
NAPYNKINQR ILVVDPVTSE HELTCQAEGY PKAEVIWTSS DHQVLSGKTT
TTNSKREEKIL, FNVTSTLRIN TTTNEIFYCT FRRLDPEENH TAELVIPELP

KOSDTHLEET
SEQ ID NO: 19

Luu ¥: Phan dugc gach chan dbi 1a peptit tin hiéu (1-18); pha‘in duoc gach chan
don 13 viing ngoai bao (19-238) cua PD-L1, trong d6 19-127 1a vung typ V gidng Ig,
133-225 1a ving typ C2 gidng Ig; phan dugc gach chan nét dit 1a ving xuyén mang
(239-259); va phén duoc in nghiéng 13 ving trong t& bao chat (260-290).
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2. Khang nguyén: PD-L1 véi cac dudi His va PADRE: PD-L1 (Vung ngoai
bao, abbr. ECD) -PADRE-His6

FT VIVPKDLYVV EYGSNMTIEC KFPVEKQLDL AALIVYWEME

DKNIIQFVHG EEDLKVQHSS YRQRARLLKD QLSLGNAALQ ITDVKLODAG
VYRCMISYGG ADYKRITVKYV NAPYNKINQR ILVVDPVTSE HELTCOAEGY
PKAEVIWTSS DHQVLSGKTT TTNSKREEKL FNVTSTLRIN TTTNEIFYCT
FRRLDPEENH TAELVIPELP LAHPPNERGS GAKFVAAWTL
KAAAHHHHHH

SEQ ID NO: 20

Luu ¥: Phin dugc gach chan don 1a ving ngoai bao ciia PD-L1; phan duoc

gach chan nét dt 1a nhan PADRE; va phan duge in nghiéng 13 nhan dudi His6.

3. PD-L1 véi cac dudi FLAG va HIS dugc tao ra; PD-L1(ECD)-Flag-His6

duoc sir dung dé kiém tra hoat dong cuia cac khang thé theo sang ché.

FT VIVPKDLYVV EYGSNMTIEC KFPVEKQLDL AALIVYWEME
DKNIIQFVHG EEDLKVQHSS YROQRARLLKD QLSLGNAALQ ITDVKLODAG
VYRCMISYGG ADYKRITVKV NAPYNKINQR ILVVDPVTSE HELTCOAEGY
PKAEVIWTSS DHQVLSGKTT TTNSKREEKL FNVTSTLRIN TTTNEIFYCT

SEQ ID NO: 21

Luu y: Phan duge gach chan don 13 ving ngoai bao clia PD-L1; phan dugc

gach chin nét dit 1a nhan duéi FLAG; va phan dugc in nghiéng 1a nhan dudi His6.

4. Protein dung hop Fc ctia PD-L1: PD-L1 (ECD)-Fc duoc st dung 1am khang

nguyén mién dich hoic chét phan tmg phét hién theo sang ché.

VKL-PD-L1(ECD)-Fc(IgG1 cta nguoi)
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FT _VTVPKDLYVV EYGSNMTIEC KFPVEKQLDL AALIVYWEME
DKNIIQFVHG EEDLKVQHSS YRORARLLKD QLSLGNAALQ ITDVKLOQDAG
FTVIVPKDLYVVEYGSNMTIECKFPVEKQLDLAALIVYWEMEDKNIIQOFVH
GEEDLKVQHSSYRQRARLLKDQLSLGNAALQITDVKLQDAGVYRCMISYG
GADYKRITVKVNAPYNKINQRILVVDPVTSEHELTCQAEGYPKAEVIWTSS
DHQVLSGKTTTTNSKREEKLFNVTSTLRINTTTNEIFYCTFRRLDPEENHTAE
LVIPELPLAHPPNER DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDW
LNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCL
VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNV
FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

SEQ ID NO: 22

Luu ¥: Phan dugc gach chan don 1a ving ngoai bao ctia PD-L1; va phan dugc

in nghiéng 1a phan IgG1 Fc clia nguoi.

5. Protein dung hop Fc ctia PD-L1: PD-L1 (ECD)-Fc duoc sir dung dé kiém

tra hoat ddng cta cac khang thé theo sang ché.

PGWFLDSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGDNATFTCSFSNTSESFVLNWYRMSP
SNOQTDKLAAFPEDRSQPGQDCRFRVTQLPNGRDFHMSVVRARRNDSGTYL
CGAISLAPKAQIKESLRAELRVTERRAEVPTAHPSPSPRPAGQFQTLVEPKSSD
KTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVKF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKAL
PAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYT
QKSLSLSPGK

SEQ ID NO: 23

Luu y: Phin dugc gach chan don 1a viing ngoai bao (ECD) ctia PD-L1; va phan
duoc in nghiéng la phan hFc (IgG1 clia ngudi).
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(2) Tinh ché PD-L1, protein tai t6 hop PD-1 cling nhu khang thé khdi lai va
khang thé tai t5 hop

1. Tinh ché “PD-L1 véi dudi His va PADRE?”: Protein tai tb hop PD-L1 (ECD)-
PADRE-His6 (SEQ ID NO: 20)

MAu dich ndi bidu hién t& baoduoc ly tam & téc d6 cao dé loai bo cée tap chat,
va chét dm duoc thay thé béng PBS, sau d6 thém imidazol dén n6ng do cudilas
mM. Cot niken dugc can bang véi dung dich PBS bao gbém 5 mM imidazol va dugc
rita bang 2-5 thé tich cot. Méu dich ndi dugc nap vao cdt Ni (GE, 17-5318-01). Cot
nay duoc rira bang PBS bao gdm 5 mM imidazol cho dn khi chi s6 A280 giam xudng
duong co so. Cot nay dugc rira béng PBS cdng v6i 10 mM imidazol dé loai bo protein
khong tinh khiét lién két khong dic hiéu, va thu chat rira thai ra. Protein dich dugc
ria giai béng PBS bao gém 300 mM imidazol, va dinh rira giai dugc thu lai. Dich rira
giai thu dugce dugce cd ddc va dugce tinh ché thém bing sic ky gel Superdex 200 (GE)
v6i PBS lam pha dong. Céc dinh polyme dugc loai bo va cac dinh rira giai duge thu
lai. Protein thu dugc dugc x4ac nhin béng x4c dinh dién di, 1ap ban dd peptit (Agilent,
6530 Q-TOF) va LC-MS (Agilent, 6530 Q-TOF), va dugc chiara dé st dung sau do6.
PD-L1 v&i dudi His va PADRE: Protein ti tb hop PD-L1 (ECD)-PADRE-His6 (SEQ
ID NO: 2) duge thu lai va duge st dung lam khéng nguyén cho khang thé theo séng
che.

2. Tinh ché protein téi td hop PD-L1 (ECD)-Flag-His6 (SEQ ID NO: 21) véi

du6i His va duoi Flag

Mau nay duogc ly tim & tdc do cao dé loai bo céc tap chéit va duoc ¢o dic dén
thé thich mong mudn. Pinh protein dugc rira giai tir ct IMAC trén ddy duogc nap vao
cot &i luc flag d3 dugc can bing béi 0,5xPBS (Sigma, A2220) va dugc rita bang 2-5
thé tich cot. MAu dich nbi biéu hién té bao duoc nap vao cot ndy sau khi loai bo cac
tap chit. Cot nay dugce rira béang 0,5xPBS cho dén khi chi s6 A280 giam xubng dudng
co s&. Cot nay duoc rira bing PBS bao gdm 0,3 M NaCl, va protein khéng tinh khiét

duoc rira giai va dugc thu lai. Protein dich duoc rira giai bang 0,1 M axit axetic (pH
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3,5-4,0) va dugc thu lai, sau do6 diéu chinh d6 pH dén trung hoa. Dich rira thu dugc
duge ¢ dic va duge tinh ché thém bing séc ky gel Superdex 200 (GE) v6i PBS lam
pha ddng. Céc dinh polyme dugc loai bo va céc dinh rira gidi dugc thu lai. M4u thu
duoc dugce xac nhan béng xac dinh dién di, 1ap ban dd peptit va LC-MS, va dugc chia
ra d& sir dung sau d6. PD-L1 véi dudi His va dubi Flag, tic 1a PD-L1 (ECD)-Flag-
His6 (SEQ ID NO: 3) dugc thu lai dé kiém tra hoat dong ctia khang thé theo séng ché.

3. Tinh ché protein dung hop Fc ctia PD-L1 va PD-1

M3u dich ndi bidu hién té bao duoc ly tim & tdc d6 cao dé loai bd céc tap chat,
duoc ¢ dic dén thé thich mong mudn, va dugc nap 1én cot Protein A (GE, 17-5438-
01). Cot nay duoc rira bang PBS cho dén khi chi s6 A280 giam xudng dén dudng co
s&. Protein quan tdm dugc rira giai bang 100 mM natri axetat & d6 pH 3,0. Protein
duoc d4 trung hoa bang 1M TrisHCI duge tinh ché thém bang sic ky gel di can bang
v6i PBS Superdex 200 (GE). C4c dinh polyme dugc loai bo va cac dinh rira giai duoc
thu lai va dugc chiara dé str dung sau d6. Phuong phap nay dugc st dung & tinh ché
PD-L1 (ECD)-Fc (SEQ ID NO: 4) va PD-1 (ECD)-Fc (SEQ ID NO: 5). PD-LI
(ECD)-Fc c6 thé duoc st dung 1am khéng nguyén gay mién dich hodc thudc thir phat
hién theo sang ché, va PD-1 (ECD)-Fc ¢6 thé dugc st dung dé kiém tra hoat dong

cta khang thé theo sang ché.
(3) Diéu ché khang thé don dong khé1i lai khang PD-L1 cua ngudi
1. Gay mién dich

Khéng thé don dong khéng PD-L1 cua ngudi dugc tao ra bing cach gay mién
dich chuét, trong d6 chudt dugc sit dung 1a chudt tring SIL c4i 6 tuan tudi (Beijing
Vital River Laboratory Animal Technology Co., Ltd., sb gidy phép san xuit dong vat:
SCXK (Beijing) 2012-0001). Mudi trudng nudi dudng: Mic SPF. Sau khi mua, cac
con chudt dugce nudi trong mdi trudng phong thi nghiém (diéu chinh chu ky sang/tbi
12/12 gid, nhiét d 20-25°C; d6 4m 40-60%) trong 1 tudn. Céc con chuft thich nghi

v6i mbi trudmg nay duge gdy midn dich theo hai so dd (So dd A va So d6 B), 6-10
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mdi nhom. Khang nguyén gay mién dich 1a PD-L1 véi dudi His va PADRE: Protein
t4i t6 hop PD-L1 (ECD)-PADRE-His6 (SEQ ID NO: 20).

Trong So dd A, ta dugc Freund (sigma Lot Num: F5881/F5506) dugc st dung
d8 nhii ho4: t& duge Freund diy da (CFA : complete Freund’s adjuvant) dugc st dung
dé gay mién dich so cAp, va ta dugc Freund khong day @i (IFA : incomplete Freund’s
adjuvant) dugc sir dung dé gay mién dich ting cuong nghi. Ty 18 ctia khang nguyén
so v6i ta duge 1a 1:1, 100 pg/chudt (gay mién dich so clp), 50 pg/chudt (gdy mién
dich ting cudng). Khéng nguyén d nhii hod dugc tiém trong mang bung voi
100pg/chudt & Ngay 0, va duge tiém mot 14n mdi hai tudn sau khi gy mién dich so

cép trong tong s6 6-8 tuan.

Trong So dd B, Titermax (sigma Lot Num: T2684) va Alum (Thremo Lot Num:
77161) duge st dung dé gay mién dich chéo. Ty 1& cua khang nguyén so v6i ta dugce
(titermax) 13 1:1, va ty 1 cta khang nguyén so véi td duoc (Alum) 1a 3:1, 10-20
ng/mdi chudt (gdy mién dich so cap), va 5 pg/mudi chudt (giy mién dich tdng cudng).
Khéng nguyén da nhii hod dugc tiém trong mang bung véi 20/10pg/chudt & Ngay 0,
va duogc tiém maot 14n mot tudn sau khi gay mién dich so cép. Titermax dugc st dung
hoan ddi v6i Alum trong 6-11 tuan. Sau 4 tudn gdy mién dich, khang nguyén dugc
dua vao bang cach tiém lung hogc trong mang bung tuy vao tinh trang ctia cyc lung

va su sung cla bung.
2. Dung hop té biao

Céc con chudt vdi hiéu gi4 khéng thé huyét thanh cao ma c6 xu huéng dat dén
trang thai 4n dinh dugc chon dé dung hop té bao lach. Viéc giy mién dich s6¢ duge
tién hanh bang cach tiém trong mang bung 72 gid trude khi dung hop té bao lach.
Céc 8 bao khi lai thu duoc bing cach dung hop céc té bao lympho 14 lach véi cac
té bao myeloma Sp2/0 (ATCC® CRL-8287™) théng qua quy trinh dung hop qua
trung gian PEG dugc t6i wu hod. Céc t& bao khdi lai dwoc tai huyén phi trong mdi
truong ddu do HAT (moéi trudng RPMI-1640 bao gdm 20% FBS, 1XHAT va 1xOPI)

va duoc chia ra vao cac dia nudi té bao 96 giéng (1x10%/150 ul/giéng), sau d6 0 &
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37°C trong 5% CO,. O ngay thir 5 sau dung hop, thém mdi trudng dau di HAT véi
50 pL/giéng, va dugc &t & 37°C trong 5% COa. Tlrngay thit 7 dén ngay thir 8 sau dung
hop, theo mat d6 phat trién cta t bao, toan bd méi truong dugc thay bang mbi trudng
ddy @i HT (méi truong RPMI-1640 bao gdm 20% FBS, 1xHT va 1xOPI) véi 200
uL/giéng, va dugc 1 & 37°C trong 5% COs.

3. Sang loc t& bao khéi lai

Tu ngay tht 10 dén ngay thir 11 sau dung hop, phwong phap ELISA cho lién
kiét PD-L1 dugc tién hanh theo mat d9 phét trién cta té bao. Cac té bao trong giéng
duong tinh ma duge phat hién trong ELISA duoc dua vao phong bé ELISA cho lién
két PD-L1/PD-1. Mbi trudng trong céc giéng duong tinh dugc thay dbi, va céc té bao
duong tinh dugc md rong vao cac dia 24 giéng theo mat do té bao. Céc té bao nay
duge chuyén vao dia 24 giéng dugc dua vao kiém tra lai va sau d6 dugc dua vao bao
quén t& bao va tao dong thi cAp ban dau. Té bao duong tinh da dugce séng loc sau khi
tao dong thir cip ban diu duge dua vao bao quan té bao, sau d6 tao dong thi cap lan
the hai. Té bao dugc sang loc sau khi tao dong thir cép ban dau duge dua vao bao
quan té bao, sau dé biéu hién protein. Céc té bao khdi lai ma phong bé lién két cua

PD-L1 va PD-1 thu dugc bing nhiéu dung hop.

Céc t& bao ban sao khéi lai 1 va 2 duge sang loc bang thir nghiém phong bé va
thir nghiém lién két. C4c khang thé nay con dugc diéu ché bing phuong phép cb
truong hodc bang phuong phap nudi t& bao khong huyét thanh, va cac khéng thé nay
dugce tinh ché theo cac phuong én tinh ché dé sir dung trong cac phuong an thir

nghiém.

Céc trinh ty ving bién dbi cia khang thé chudt thu duge bang céch giai trinh
tur, trong d6 céc trinh tw ving bién di CDR cua céc ban sao khéi lai dugc thé hign

trong Bang 1 dudi day:

Bang 1

Chudi ning Chudi nhe
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1 | HCDR1 | NDYWX1 LCDR1 | KSSQSLFYX2SNQKX3SLA
SEQ ID NO: 1 SEQ ID NO: 4
HCDR2 | YISYTGSTYYNPSLKS LCDR2 | GASTRES
SEQ ID NO: 2 SEQ ID NO: 5
HCDR3 | SGGWLAPFDY LCDR3 | QQYYGYPYT
 SEQID NO: 3 SEQ ID NO: 6
2 | HCDR1 | SYWMH LCDR1 | RASESVSIHGTHLMH
SEQ ID NO: 7 SEQ ID NO: 10
HCDR?2 | RIX4PNSGX5TSYNEKFKN | LCDR2 | AASNLES
SEQ ID NO: 8 SEQ ID NO: 11
HCDR3 | GGSSYDYFDY LCDR3 | QQSFEDPLT
SEQ ID NO: 9 SEQ ID NO: 12

trong d6 X1 duge chon tit N hodc T, X2 dugc chon tir R hodc H, X3 dugc chon
ti N hodc H, X4 dugce chon tir H hodc G, va Xs duge chon tir G hodc F.

(4) Lam tuong thich véi ngudi khang thé don dong khdi lai khang PD-L1 cua

nguoi

Céc gen mau véi do tuong ddng cao trong ving bién dbi chudi ning va nhe
duoc chon lam céc khudn bing cach xép thing hang véi co s& dit lidu gen mam ving
bién dbi chudi nhe va ning clia khang thé nguoi trong phan mém IMGT va MOE.
Céac CDR cua khang thé chudt 1 va 2 dugc ghép vao khudn duoc lam tuong thich véi
nguoi tuong Ung, va dugce lam thuén thuc 4i luc dé tao thanh trinh tu ving bién dbi

cta FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4.

Khudn chudi nhe dugc 1am tuong thich voi ngudi ctia khang thé chudt 1 13
IGKV4-1*01 va hjk4,1, khudén chudi ning duge lam twong thich véi nguoi 1a IGHV4-
30-4*01 va hjh2, va céc trinh tu ving bién ddi dugc lam twong thich v6i nguoi nhu

sau:

>Ghép 1 hVH- CDR
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OVOLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGGSISNDY WNWIRQHPGKGLEWIGY1
SYTGSTYYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARSGGWLAPFD
YWGRGTLVTVSS

SEQ ID NO: 24

>Ghép 1 hVL CDR

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSLFYRSNQKNSLAWYQQKPGQOPP
KLLIYGASTRESGVPDRESGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQQYYGYPYTF
GGGTKVEIK

SEQ ID NO: 25

Khudn chudi nhe duoc 1am tuong thich véi ngudi ctia khang thé chudt 2 1a
IGKV7-3*01 vahjk2,1, khudn chudi niing duoc 1am twong thich véinguoi la IGHV1-
46*01 va hjh6,1, va trinh ty ving bién dbi duoc 1am twong thich véi ngudi la nhu sau:

>2-hVH.1

OVOLVOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYWMHWVRQOAPGQGLEWM
GRIHPNSGGTSYNEKFKNRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARGGSS
YDYEDYWGQGTTVTVSS

SEQ ID NO: 26

>2-hVL.1

DIVLTQSPASLAVSPGQRATITCRASESVSIHGTHLMHWYQQKPGQPPKLLI
YAASNLESGVPARFSGSGSGTDFTLTINPVEANDTANYYCQQSFEDPLTFGQGT
KLEIK

SEQ ID NO: 27

Luu y: Thit ty 1a FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4, trong dé phén
duoc in nghiéng 1a trinh ty FR va phz‘?m dugc gach chén la trinh ty CDR.
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(5) Tao ra ban sao tuwong tich vdi nguoi

Cac mdi duoc thiét ké dé tao ra doan gen VH/VK cta timg khéang thé duoc
lam tuong thich v4i nguoi, va sau d6 dugce tai t hop tuong dong véi vecto biéu hién
pHr (véi peptit tin hiéu va doan gen viung khong d6i (CH1-FC/CL)) dé tao ra vecto
bidu hién khang thé d6 dai ddy du VH- CH1-FC-pHr/VK-CL-pHr.

1. Thiét k& mdi: Phin mém truc tuyén DNAWorks (v3,2,2)
(http://helixweb.nih.gov/dnaworks/) duoc st dung 8 thiét két sb luong 16n cac moi
cho tdng hop céc doan gen bao gdm VH/VK can cho viéc t4i t6 hop: 5'-30bp peptit
tin hiéu + VH/VK + 30bp CH1/CL-3'. Nguyén tic thiét ké moi: Néu c6 céc axit amin
khac nim gifta gen Gen dich 2 va Gen dich 1, thi m{t mdi khac gém vi tri d6t bién

duoc thiét ké, nhu duoc thé hién trong Fig. 1.

2. Cht ndi doan: Theo huéng dan st dung cia ADN polymeraza TaKaRa
Primer STAR GXL, cac doan gen bao gém VH/VK can cho viéc tai td hop dugc thu

lai bing hai budc khuéch dai PCR stt dung s6 Iugng 16n cac mdi duge thiét ké & trén.

3. Xay dung va cit bang enzym vecto biéu hién pHr (v6i peptit tin hiéu va

doan gen vung khong d6i (CH1-FC/CL))

Vecto biéu hién pHr (véi peptit tin hiéu va doan gen ving khdng d6i (CH1-
FC/CL)) duogc tao ra béng cach sir dung mot s6 endonucleaza gi6i han dic biét v6i
thiét k& dic biét trong d6 trinh tir nhan biét khac véi cac vi tri gidi han, nhu BsmBL
So d6 xay dung nhu dugc thé hién trong Fig. 2. Vecto nay dugc cit bang BsmBI, va

gel dugc tach ra dé str dung.
4. Xay dung tai td hop vecto biéu hién VH-CH1-FC-pHr/VK-CL-pHr

Cac doan gen bao gdm VH/VK cén cho viéc téi t6 hop va cét bing BsmBI va
vecto bidu hién pHr phuc hdi (v&i peptit tin hiéu va doan gen vung khong d6i (CH1-
FC/CL)) duge cho vao cac t& bao kha nap DHSH véi ty 18 mol 14 3:1, dugc giit & bé
da 0°C trong 30 phut, dugc dua vao soc nhiét & 42°C trong 90 gidy, sau d6 thém 5
14n thé tich méi trudng LB, duogc @ & 37°C trong 45 phit, va trai 1én dia LB-Amp va
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duoc 1 ¢ 37°C qua dém. Ban sao duy nhét dugc chon va duoc giri di giai trinh tu dé

thu dugc ban sao dich.

(6) Sy thuan thuc 4i luc ctia khéng thé khang PD-L1 dugc lam twong thich véi

ngudi

1. X4y dung cac vecto phagemid ctia cac khang thé PD-L1 1 va 2 duge lam

tuong thich véi ngudi

Céc khang thé PD-L1 1 va 2 dugc 1am tuong thich véi ngudi duge xay dung
thanh céc vecto phagemid trong kiéu scFv (VH-(GGGGS)s3-VL), tuong tmg lam céc
trinh tu kidu hoang (ttrc 13, trinh tu bt dAu hodc ban du ctia nd twong Ung vdi céc
trinh tu dot bién duge sang loc d& thudn thuc 4i luc). VH, doan lién két (GGGGS)s va
VL dugc lip rap bang PCR chdng chéo va duge ndi lai thanh vecto phagemid thong

qua céc vi tri nhan biét gii han Ncol va Notl.
2. X4y dung thu vién biéu hién thyc khuén

scFv kiéu hoang d3 dugc xay dung dugc st dung lam khudn va céc mdi dua
trén codon dugc st dung. Trong qué trinh tdng hgp mdi, mdi codon trong ving dot
bién ¢6 50% codon kiéu hoang va 50% NNK (mdi nguoc 14 MNN), da dua cac dot
bién vao tit ca cac ving CDR dé x4y dung thu vién dot bién. Poan PCR dugc cét
béng Ncol va Notl, duge ndi thanh vecto phagemid, va cudi cung duogc bién nap dién
vao E. coli TG1. Mot thu vién ddc 14p dugc xay dung bang mdi mdi dua trén codon,
trong d6 khang thé 1 dugc chia thanh 7 thu vién va khang thé 2 dugc chia thanh 8 thu
vién.

3. Quét thu vién

Sau khi thu vién dugc phuc hdi va déng goi cho céc hat thuc khuén dé quét,
khang nguyén PD-L1 d3 biotin hoa ctia ngudi (ECD) va céc hat tir streptavidin duoc
stt dung dé quét pha l6ng, va nong do khéng nguyén sau mdi vong sang loc bi giam
xubng so véi vong truée d6. Sau 3 vong quét, 250 ban sao duge chon tur khang thé 1

va khéng thé 2 va duoc dua 1an luot vao ELISA thuc khuén dé phat hién hoat dong
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lien két, sau d6 giai trinh tu cac ban sao dwong tinh.

4. Phat hién 4i luc bang cong hudng plasmon bé mit (SPR : surface plasmon

resonance)

Sau khi giai trinh tu cac bén sao, céc trinh tu du thira duge loai bo, va cac trinh
tu khéng du thira duge chuyén hoa thanh IG do dai diy du (y1, x) dé biéu hién t€ bao
dong vat c6 vi. IG do dai ddy da sau khi tinh ché 4i luc dugc dua vao phat hién &i luc

stt dung thiét bi BIAcoreTM X-100 (GE Life Sciences).

Céc trinh tu ving bién ddi ctia khéng thé dugc 1am tuong thich v&i ngudi 2

sau khi thudn thuc 4i lyc dugc thé hién nhu duéi day:
Ving bién ddi trong chudi ning:

OVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYWMHWVRQOAPGQGLEWM
GRIGPNSGFTSYNEKFKNRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARGGSSY
DYFDYWGQGTTVTVSS

SEQ ID NO: 13
trong dd, X4 trong CDR21a G, Xs1a F.
Ving bién dbi trong chudi nhe:

DIVLTQSPASLAVSPGQRATITCRASESVSIHGTHLMHWYQQKPGQOPPKLLI
YAASNLESGVPARFSGSGSGTDFTLTINPVEAEDTANYYCQQSFEDPLTFGQOGT
KLEIK

SEQ ID NO: 14

Luu y: Phin duge in nghiéng trong trinh ty 14 trinh tw FR; phén dugc gach
chén 13 trinh tu CDR; va vi tri dugc gach chan d6i 1a vi tri thu dugc sau khi sang loc

thuan thuc ai luc.

Céc trinh tu ving bién ddi ctia khéng thé duoc 1am twong thich véi nguoi 1
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sau khi thudn thuc 4i luc 14 nhu sau:
Ving bién dbi trong chudi ning:

OVOLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGGSISNDYWTWIRQHPGKGLEYIGYI
SYTGSTYYNPSLKSRVTISRDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARSGGWLAPFD
YWGRGTLVTVSS

SEQ ID NO: 28

trong d6, X4 trong CDR11a T.
Ving bién dbi trong chudi nhe:

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSLFYHSNQKHSLAWYQOKPGQOPP
KLLIYGASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLOQAEDVAVYYCQQYYGYPYTF
GGGTKVEIK

SEQ ID NO: 29
trong d6, CDR1 X>1a Hva X3 1a H.

Ban sao thu duge bang thudn thuc 4i luc duge chuyén ho4 thanh typ IgG4, va
vung khép ndi 161 ctia IgG4 bao gbm dot bién S228P dugc chon dé thu duoc khang
thd khong c6 ADCC va CDC, trong d6 khéng thé thu duge tir khang thé 2 ¢6 tén 1a
HRP00052.

Ba nucleotit cudi “TGA” ctia cac trinh ty gen SEQ ID NO: 16 va 18 sau déy

1a cac codong dirmg va khong ma hoa bét ky axit amin ndo.
Trinh tu chudi ning ctia khang thé HRP00052

QVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYWMHWVROAPGQGLE
WMGRIGPNSGFTSYNEKFKNRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCA
RGGSSYDYFDYWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVK
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DYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTC
NVDHKPSNTK VDKRVESKYGPPCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISR
TPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSV
LTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEK TISKAKGQPREPQVYTLPPSQEE
MTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SR
LTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

SEQ ID NO: 15
Trinh tu gen ma ho4 trinh ty chudi ning ctia khang thé HRP00052

CAGGTGCAACTGGTGCAGAGCGGTGCCGAGGTGAAGAAGCCTGGC
GCAAGCGTGAAAGTGAGCTGCAAGGCCAGCGGCTACACCTTCACCAGCT
ACTGGATGCACTGGGTGAGGCAGGCCCCTGGACAGGGCCTGGAGTGGAT
GGGCAGGATCGGGCCCAACAGTGGTTTCACTAGCTACAATGAAAAGTTC
AAGAACAGGGTAACCATGACCAGGGACACCTCCACCAGCACAGTGTATA
TGGAGCTGAGCAGCCTGAGGAGCGAGGACACCGCCGTGTACTACTGTGC
CAGAGGCGGCAGCAGCTACGACTACTTCGACTATTGGGGCCAGGGCACC
ACCGTGACCGTGAGCAGTGCTTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCT
GGCGCCCTGCTCCAGGAGCACCTCCGAGAGCACAGCCGCCCTGGGCTGC
CTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAG
GCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTC
AGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTG
GGCACGAAGACCTACACCTGCAACGTAGATCACAAGCCCAGCAACACCA
AGGTGGACAAGAGAGTTGAGTCCAAATATGGTCCCCCATGCCCACCATG
CCCAGCACCTGAGGCTGCTGGGGGACCATCAGTCTTCCTGTTCCCCCCAA
AACCCAAGGACACTCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACGTGCGT
GGTGGTGGACGTGAGCCAGGAAGACCCCGAGGTCCAGTTCAACTGGTAC
GTGGATGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAG
CAGTTCAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACC
AGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAG
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GCCTCCCGTCCTCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCC
CCGAGAGCCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCAGGAGGAGATGACC
AAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTACCCCAGCG
ACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACA
AGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGC
AGGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGGAGGGGAATGTCTTCTCAT
GCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCT
CTCCCTGTCTCTGGGTAAATGA

SEQ ID NO: 16
Trinh tu chudi nhe cua khang thé HRP00052

DIVLTQSPASLAVSPGQRATITCRASESVSIHGTHLMHW YQQKPGQPPKL
LIYAASNLESGVPARFSGSGSGTDFTLTINPVEAEDTANYYCQQSFEDPLTFG
QGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVD
NALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLS
SPVTKSFNRGEC

SEQ ID NO: 17
Trinh tu gen mé hoa trinh tu chudi nhe ctia khang thé HRP00052

GACATCGTGCTGACCCAGAGTCCCGCCTCACTTGCCGTGAGCCCCGG
TCAGAGGGCCACCATCACCTGTAGGGCCAGCGAGAGCGTGAGCATCCAC
GGCACCCACCTGATGCACTGGTATCAACAGAAACCCGGCCAGCCCCCCA
AACTGCTGATCTACGCCGCCAGCAACCTGGAGAGCGGCGTGCCCGCCAG
GTTCAGCGGCTCCGGCAGCGGCACCGACTTCACCCTCACTATCAACCCC
GTGGAGGCCGAGGACACCGCCAACTACTACTGCCAGCAGAGCTTCGAGG
ACCCCCTGACCTTCGGCCAGGGCACCAAGCTGGAGATCAAGCGTACGGT
GGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATC
TGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGG
CCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCA
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GGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAG
CAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTA
CGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGC
TTCAACAGGGGAGAGTGTTGA

SEQ ID NO: 18

Luu ¥: Phin duoc gach chan 14 trinh ty ving bién ddi chudi ning hogc chubi
nhe ctia khang thé, hodc trinh ty nucleotit ma héa trinh tu ving bién ddi nay; phan
khong duge gach chén la trinh tyr viing khong dbi ctia khang thé va trinh tu nucleotit

tuong (ng mi hoa trinh ty ving khong d6i nay.

Plasmit bidu hién dé biéu hién khang thé PD-L1 HRP00052 dugc xdy dung.
Céc trinh tu nucleotit ma hoa chudi ning va chudi nhe, va trinh ty khoi dong tuong
tng cta chiing va c4c trinh ty tin hiéu polyadenyl hod ctia chiing dugc xac nhén bang
phén tich trinh ty ADN. Vecto bidu hién dugc bién nap vao dong té bao CHO. Cac
béan sao biéu hién khang thé duoc chon dua trén sy 4n dinh sinh trudng va sinh s6i,
sau d6 tao ra ngan hang gidng chu, duge st dung @ didu ché cac khang thé va tao ra

ngan hang té bao chii sau do.

Céc té bao tlr ngan hang té bao chi duge nhan gibng trong céc binh lic, cac
ti nudi va cac bé phan g sinh hoc giéng, va cac té bao giéng tao ra dugc st dung
didu ché cac san phdm khang thé bang bé phan tmg. Khang thé tao ra duoc tinh ché
thém béng sic ky 4i luc protein A, sdc ky trao ddi cation va sdc ky trao d6i anion,
cing nhu bt hoat virut pH thip va cac bude loc 8 loai bd virut. Céc budc tinh ché
d3c hidu nhu sau. Mau dich ndi bidu hién t& bao dugc nap vao cot Protein A dugc can
béng chit dém PBS (Merck, 175118824). Cot nay dugc ria bang PBS cho dén khi
chi s6 A280 giam xudng duong co sd, va sau d6 duoc ria béng chit dém PB 8 loai
b protein khong tinh khiét. Protein dich dugc rira giai bang 50 mM natri xitrat & do
pH=3,5 va dinh rira giai duoc thu lai. San phim tinh ché dugc trung hoa bing 1M
Tris va dugc nap 1én ¢t séc ky anion (GE, 17-5316-10) duoc can béng v6i chét dém

PB, va dinh chay qua dugc thu lai va dugc didu chinh dén @6 pH=5,0 b%mg 1 M axit
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xitric. Sau séc ky anion, protein dugc tinh ché thém trén cot séc ky cation (Merck,
1,168882) duoc can bang véi chit dém xitrat (pH=5,0). Protein dich duoc rira giai
bing chét dém xitrat (pH=5,0) bao gdm 0,18 M natri clorua, va dinh rira giai duoc

thu lai va dugc chia ra dé str dung sau do.
Phuong 4n 2

Céc thir nghiém nay duoc thiét ké dya trén hé chit dém, ndng d6 chat dém, gia
tri pH, loai sacarit va ndng d6 sacarit trong san phim diéu ché PD-L1 (1 mg/mL). Gia
tri Tm ctia mau duge xéc dinh bang k§ thuat DSC dé sang loc ban dAu ché phim diéu

che.

Hé chit dém, ndng d6 chét dém, gié tri pH, loai sacarit va ndng d6 sacarit duge
sit dung lam céc yéu td, va gia tri Tm duoc sir dung lam gia tri dap ng dé thiét ké
thir nghiém va tao ra bang thiét ké. Gia tri Tm duoc xéac dinh theo cac nhém thir

nghiém trong bang thiét ké.

Bang 2 Két qua DSC v6i dém g gia tri Tm

Nong d6 chét Ndng do
Hé chit dém dém Do pH Loai sacarit sacarit Tm
(mM) (%)
Axit suxinic-natri
1 10 5 Trehaloza 3 83,35
suxinat
Axit suxinic-natri
2 10 5,3 Sucroza 6 84,13
suxinat
Axit suxinic-natri
3 20 5,6 Sucroza 6 83,89
suxinat
Axit suxinic-natri
4 30 5 Sucroza 6 83,06
suxinat
Axit suxinic-natri
5 30 5,6 Trehaloza 3 83,49
suxinat
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Axit axetic-natri
6 10 5 Sucroza 9 84,57
axetat

Axit axetic-natri
7 10 5,6 Sucroza 3 84,15
axetat

Axit axetic-natri
8 30 5 Trehaloza 6 84,03
axetat

Axit axetic-natri
9 30 5,6 Sucroza 9 84,51
axetat

Histidin-histidin

10 10 5 Sucroza 6 82,41
hydroclorua
Histidin-histidin
11 10 5,6 Trehaloza 9 83,96
hydroclorua
Histidin-histidin
12 20 5,3 Trehaloza 3 81,92
hydroclorua

Histidin-histidin

13 30 5 Trehaloza 9 80,85
hydroclorua
Histidin-histidin
14 30 5,6 Sucroza 6 83,03
hydroclorua

Axit xitric-dinatri

15 10 5 Trehaloza 6 83,41
phosphat
Axit xitric-dinatri
16 10 5,6 Sucroza 3 83,53
phosphat
Axit xitric-dinatri
17 30 5 Sucroza 3 82,61
phosphat
Axit xitric-dinatri
18 30 5,6 Trehaloza 6 83,87
phosphat

Gié tri Tm dugc st dung 1am gié tri dap tmg va md hinh dugc pht hop theo
céc két qua thir nghiém. R? 1a 0,99987, R* dugc diéu chinh 13 0,9979113, va P =
0,0348< 0,05 trong phan tich phuong sai, chira ring mo hinh nay 1a hiéu qua va cac
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két qua 1a dang tin cdy.
Luu y: Pon vi cia ndng d6 sacarit 1a trong g/100mL.

Theo nguyén tic tdi da hoa gi4 tri cua Tm, ché phdm Iya chon so bd bdi céc
so dd hiéu tmg chinh cia céc yéu td Tm (Fig. 3). D4i voi hé chat dém, (natri) axetat
14 t6t hon, sau d6 12 (natri) suxinat; khi ndng d¢ chat dém 1a 20-30 mM, thi gia tri Tm
14 cao hon; d6 pH=5-5,6 khong co tdc dong dang ké dén gi4 tri Tm; ndng do sacarit

t8t nhat 1a 6%.
Phuong én 3

Khéng thé khang PD-L1 (HRP00052) duoc didu ché thanh ché phdm lan luot
bao gdm 10 mM (natri) suxinat, (natri) axetat, 60 mg/mL sucroza va 0,2 mg/mL
polysorbat 20 & @6 pH=5,0-5,5 va ndng d6 protein 1a 50 mg/mL. Ting ché pham dugc
loc va duge nap vao lo tiém thuy tinh borosilicat trung tinh duoc bit kin béng nut cao
su bromobutyl dé quan sat &n dinh 14u dai & 2-8°C. Do dn dinh ctia mau dugc thé

hién bo1i céc dac didm khac nhau duogc hién thi trong Bang 3.

Mau, vé bé ngoai va do rd rang cua mau dugc xac dinh bﬁng kiém tra truc quan
mau dudi dnh sadng huynh quang tring & nhiét d6 trong phong véi nén den. DJ tinh
khiét ctia cdc mAu dugce danh gia thém bang séc ky loai trir kich thude hiéu néng cao
(HP-SEC), trong d6 phan tram ctia monome cfing nhu phén trim ctia chit khéi lugng
phén tir 16n (c6 thé 1a cac chét két tu) va c4c dinh rira giai ra mudn (c6 thé 1a cic san
phim phan huy) duge x4c dinh. Do tinh khiét dugc danh gia bing tim ra sy ¢6 mat
clia c4c bién thé axit hodc bazo sir dung séc ky trao ddi ion hiéu ning cao (HP-IEX)
va céc két qua duoc thé hién dusi dang phdn trdm trong tong chét dugc quan séat. Céac
mAu dugc phén tich bang k§ thuat CE-SDS trong d6 céc protein dugc bién tinh bang
natri dodecyl sulfat (SDS) trong cac diéu kién khir va khong khtr va duge tach bang
cach st dung dién di mao quéan (CE : capillary electrophoresis). Cac protein dugc
tach dua trén khéi luong phan tir biéu kién ctia ching. Trong diéu kién khong khur,

tAt c& cac chit ngoai trit dinh IgG chinh dugc phan loai 1a céac tap chét. Trong diéu

-40-



40898

kién khir, IgG duoc téch ra thanh chudi nang va chudi nhe, va tit ca céc chat khac

dugc phén loai la céc tap chét.

Céc két qua cho thiy rang d6 6n dinh ctia khang thé khang PD-L1 trong hé

chét dém suxinat 13 tSt hon déng ké so vé6i hé chét dém axetat; va khang thé khang

PD-L1 r4t én dinh & d6 pH=5,0-5,5.

Bang 3. Téc dong ciia d6 pH va hé chat dém dén d6 6n dinh lau dai cia khang
thé PD-L1 & 2-8°C

Thoi SEC (%khu CE-SDS
. IEC (%khu vuc)
. b6 | gian Vé bé vuc) (%CPA)
Chat dém
pH | (than ngoai Pinh | Dinh
Monome | Polyme | Pinh axit Khir Khong khir
g) chinh bazo
R3 rang
97,4
0 va trong 98,30 1,0 21,0 63,7 | 153 96,00
0
subt
R& rang
98,7
(natri) 3 va trong 98,30 1,0 24,1 62,2 | 13,7 95,30
' 5,0 ) 6
axetat suot
Véi cac
hat lo
6 N/A N/A N/A N/A | N/A | N/A N/A
Iimg nho
nhu khéi
RO rang
97,2
0 va trong 98,3 1,0 21,1 63,7 | 15,2 96,10
0
sudt
(natri)
5,2 RO rang
axetat 98,7
3 va trong 98,2 1,1 24,1 61,8 | 14,0 95,45
4
subt
6 Véi céac N/A N/A N/A N/A | N/A | N/A N/A
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hat lo
g nhd
nhu khéi
Rd rang
97,2
va trong 98,3 1,0 21,0 64,1 15,0 96,10
0
subt
R3 rang
98,7
(natri) va trong 98,2 1,1 24,0 62,4 | 13,6 95,41
5,5 ’ 6
axetat suot
Véi cac
hat lo
N/A N/A N/A N/A | N/A | N/A N/A
Itrng nhd
nhu khoéi
R3 rang
97,8
va trong 98,4 1,0 214 63,6 | 14,9 96,10
0
sudt
R& rang
(natri) 98,6
5,0 va trong 98,3 1,0 24,4 61,5 | 14,1 95,85
suxinat . 5
suot
RO rang
98,4
va trong 97,2 0,7 25,0 60,6 | 14,4 96,11
3
subt
RO rang
97,4
va trong 98,2 1,0 21,9 62,5 | 15,6 95,80
0
sudt
(natri)
5,2 R3 rang
suxinat 98,6
va trong 98,2 1,0 24,3 61,1 | 14,6 95,20
4
sudt
RG rang 97,2 0,7 24,9 60,7 | 14,4 | 98,4 96,15
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va trong 4
sudt
RO rang
97,5
0 va trong 98,2 1,1 23,0 62,4 | 14,7 95,90
0
sudt
RO rang
(natri) 98,6
5,5 3 va trong 98,2 1,1 24,1 61,6 | 14,3 95,45
suxinat ) 1
sudt
RO rang
97,6
6 va trong 97,2 0,7 249 | 60,6 | 14,5 96,19
6
sudt
Phuong an 4

Khang thé khang PD-L1 duoc diéu ché thanh ché pham lan lugt bao gdm 60

mg/mL sucroza va 0,2 mg/mL polysorbat 20 trong 10 mM va 20 mM (natri) suxinat

& do pH=5,2, va néng do protein 1a 50 mg/mL. Tung ché phém duoc loc va duge nap

vao lo tiém thuy tinh borosilicat trung tinh dugc bit kin bang nit cao su bromobutyl,

sau d6 tang tbc & 40°C va quan s4t do bn dinh 1au dai & 2-8°C. Cac két qua cho thay

ring khang thé khang PD-L1 kha 4n dinh trong 10-20 mM chét dém suxinat system.

Bang 4. Két qua d6 6n dinh clia céc ché phim c6 ndng d6 hé chat dém khéc

nhau & 40°C
Thoi . SEC (%khu vyc) IEC (%khu vyc) Khoéng khir
Vé bé
Nongdo | gian Pinh | Dinh | Pinh | CE-SDS
ngoai Monome | Polyme
(ngay) axit | chinh | bazo | (%CPAD
R3 rang
10 mM 0 va trong 98,2 1,2 234 | 60,4 | 16,2 95,28
sudt
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28

RO rang
va trong

suot

96,9

2,0

35,0

51,8

13,1

93,66

20 mM

RO rang
va trong

suot

98,1

1,2

23,5

60,9

15,6

95,30

28

RO rang
va trong

suot

96,8

2,1

35,5

52,2

12,3

93,74

Bang 5. Két qua do bn dinh cua cac ché phérn co néng d6 hé chat dém khac nhau &

40°C
Thoi . SEC (%khu vuc) IEC (%khu vyc) Khong khir
Vé bé
Nong d6 gian Pinh | Pinh | Pinh | CE-SDS
ngoai | Monome | Polyme
(thang) axit | chinh | bazo | (%CPA)D
R3 rang
0 va trong 98,2 1,2 234 | 60,4 | 16,2 95,28
subt
R rang
1 va trong 98,1 1,1 242 | 60,4 | 154 96,31
subt
10 mM
R3 rang
3 va trong 96,9 1,0 24,8 | 58,7 | 16,5 96,10
sudt
R rang
6 va trong 98,2 1,1 23,6 | 60,9 | 15,5 94,86
subt
20 mM 0 R® rang 98,1 1,2 23,5 | 60,9 | 15,6 95,30
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va trong

suot

RO rang
1 va trong 98,0 L1 242 | 60,2 | 15,6 95,78

suot

R3 rang
3 va trong 96,9 1,0 24,9 | 58,7 | 16,4 96,05

suot

RO rang

6 va trong 98,2 L1 23,3 | 61,5 | 15,2 95,70

suot

Phuong 4n 5

Didu ché cac ché phdm khang thé khang PD-L1 bao gbém 50 mg/mL PD-LI
khang thé (HRP00052), 20 mM (natri) axetat & d6 pH=5,2 va 60 mg/mL sucroza, va
cac loai va cac néng dd khac nhau cua chét hoat dong bé mat. Ting ché phém duoc
loc va dugc nap vao lo tiém thuy tinh borosilicat trung tinh duoc bit kin béng nut cao
su bromobutyl va duoc dat 1én may lic nhiét d khong dbi 25°C, va dugce lic & 200

vong mdi phut.

DLS (Té4n xa anh sang dong) duoc str dung dé do hé sb khuéch tan trung binh,
duogc st dung d& x4c dinh dic diém kich thudc hat va phéan phdi kich thudce hat ciia
cac hat kich thuéc nano trong dung dich Hé s6 phan phdi chi s6 phén tan hat (PDI:
particle dispersion index) thé hién d6 ddng nhit cta kich thuéc hat. Gia tri PDI cang

thip, phan phéi kich thiic hat cang hep va kich thudc hat cang ddng nhét.

Céac két qua d6 én dinh chi ra rang 0,1-0,3 mg/mL polysorbat 20 hozc
polysorbat 80 1a hiéu qua dé ngan chin su két tu cia céc khang thé khang PD-L1 va

ché phém cta cac hat 16n két tu.
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Bang 6. Két qua tht nghiém lac c4c loai va cic nong d6 khéc nhau cta

polysorbat
DLS (nm) SEC (%khu vuc)
. Thoi
Nong dd . Z-Ave
Loai gian Vé bé ngoai
(mg/mL) Trung PDI Monome | Polyme
(ngay)
binh
RJ rang va
0 ) 17,27 0,29 98,8 1,2
Khong c6 trong suot
0
polysorbat 3 Mo 16,23 0,25 98,2 1,3
7 Mo 15,41 0,25 97,9 1,4
R& rang va
0 ) 13,98 0,13 98,7 1,3
trong sudt
Polysorbat Doi khi co cac
0,1 3 14,08 0,13 98,2 1,3
20 hat lo limg
Poi khi ¢ cac
7 13,80 0,10 97,8 1,4
hat lo ling
R& rang va
0 ) 14,08 0,14 98,7 1,3
trong suot
Polysorbat Doi khi c6 cac
0,2 3 14,13 0,14 98,0 1,4
20 hat lo ling
boi khi co cac
7 13,82 0,09 97,8 L5
hat lo ltng
R rang va
0 . 14,13 0,14 98,7 1,3
trong suot
Polysorbat Doi khi ¢ cac
0,3 3 13,90 0,13 98,1 1,3
20 hat lo Iimg
D6i khi c6 cac
7 14,13 0,15 97,8 L5
hat lo ling
Polysorbat 0,1 0 R3 rang va 14,22 0,16 98,7 1,3
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80 trong subt

Doi khi c6 cac

3 14,07 0,12 98,1 1,4
hat lo ling
Doi khi ¢ cac
7 15,08 0,17 98,0 1,3
hat lo limg
R3 rang va
0 . 14,51 0,18 98,7 1,3
trong suot
Polysorbat Poi khi cb cac
0,2 3 13,73 0,10 98,2 1,2
80 hat lo ling
Doi khi c6 cac
7 14,15 0,13 97,4 1,9
hat lo ltng
R3 rang va
0 . 13,74 0,12 98,8 1,2
trong sudt
Polysorbat Doi khi c6 cac
0,3 3 14,10 0,14 98,3 1,2
80 hat lo ling
Poi khi c6 cac
7 14,15 0,13 97,9 1,4

hat lo ling

Phuong én 6

Didu ché cac ché phdm khang thé khang PD-L1 bao gbém 50 mg/mL PD-LI
khang thé (HRP00052), 20 mM (natri) suxinat & do pH=5,2 va 60 mg/mL sucroza,
va cac loai va cac néng d6 khac nhau cta chét hoat dong bé mit. Ting ché phém
duoc loc va duoc nap vao lo tiém thuy tinh borosilicat trung tinh duoc bit kin b%mg
nut cao su bromobutyl va dugc dit & 2-8°C d8 kidm tra d6 6n dinh. Céc Kkét qua cho
thdy rang polysorbat 80 tt hon déng ké so v&i polysorbat 20, va khong ¢ su khac

biét dang ké gitta mdi nong do.

Bang 7. Két qua d on dinh cua cac ché pham véi cac loai va cac nong d0 khac

nhau cua polysorbat ¢ 2-8°C
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Loai

Nbng d6

mg/mL

Thoi
gian

(thang)

Vé bé

ngoai

SEC (%khu vyc)

IEC (%khu vuc)

CE-SDS

Monome

Polyme

Dinh

axit

binh

chinh

Dbinh

bazo

khong
khtr

(%CPA)

Polysorbat
20

0,2

RO rang
va trong

suot

98,1

1,20

24,3

60,5

15,2

95,9

Véi cac
hat lo
ling

nho

N/A

N/A

24,5

59,6

15,9

96,6

Vi céc
hat lo
Iing c6
thé nhin

thy

98,3

L15

23,8

60,3

15,9

96,2

0,4

RO rang
va trong

subt

98,2

1,20

24,4

59,4

16,2

96,0

Véi cac
hat lo
Iimg

nho

N/A

N/A

24,7

59,5

15,8

95,9

Vi céc
hat lo
Itrng c6
thé nhin

thdy

98,2

1,17

23,6

58,7

17,7

95,9

0,6

RO rang

98,1

1,20

24,3

60,2

15,5

95,3
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va trong

suot

R& rang
3 va trong N/A N/A 24,6 59,3 16,1 95,9

suot

Vi céc
hat lo
6 ling cé 98,3 1,16 24,1 60,0 15,9 95,9
thé nhin

thdy

RO rang
0 va trong 98,1 1,20 23,7 | 60,5 | 15,8 96,0

suot

RO rang
0,4 3 va trong N/A N/A 24,7 | 59,5 | 15,8 95,3

suot

Rd rang
6 va trong 98,3 1,17 23,3 58,7 | 18,0 95,8

subt

Polysorbat
RG rang
80
0 va trong 98,2 1,10 24,7 | 59,8 | 15,5 94,8

suot

RO rang
0,6 3 va trong N/A N/A 25,0 | 58,7 | 16,3 96,6

suot

RO rang
6 va trong 98,3 1,15 23,6 58,5 17,9 95,7

suot

0,8 0 RO rang 98,1 1,20 242 | 59,8 | 16,0 95,7
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va trong

Suét

R& rang
va trong

suot

N/A

N/A

24,8

59,4

15,9

95,7

RO rang
va trong

suodt

98,3

1,14

23,9

59,9

16,2

95,4
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YEU CAUBAO HQ
1. Dugc phim, bao gdm khang thé khang PD-L1 hogc doan lién két khang nguyén

cta nd, va chat dém; trong do:

chit dém nay tdt hon 14 chit dém suxinat hozic chit dém axetat, t8t hon nita 1a chét

dém suxinat;

khang thé khang PD-1 bao gdm viing bién ddi chudi niing va viing bién d6i chudi nhe,
vimg bién ddi chudi ning bao gdm HCDR1, HCDR2 va HCDR3 nhu dugc thé hién
14n luot trong SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 va SEQ ID NO: 9 va ving bién doi
chudi nhe bao gdm LCDR1, LCDR2 va LCDR3 nhu duge thé hién 1an lugt trong
SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, va SEQ ID NO: 12; hogc

vung bién d6i chudi ning bao gém HCDR1, HCDR2 va HCDR3 nhu dugc thé hién
13n luot trong SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 va SEQ ID NO: 3 va ving bién doi
chudi nhe bao gém LCDRI1, LCDR2 va LCDR3 nhu dugc thé hién lan luot trong
SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 va SEQ ID NO: 6, va trinh tu CDR nhu sau:

HCDRI1 la NDYWX; SEQ ID NO: 1

hoéc SYWMH SEQ ID NO: 7,
HCDR2 1a YISYTGSTYYNPSLKS SEQ ID NO: 2

hodc RIX4PNSG XsTSYNEKFKN SEQ ID NO: 8, va/hoac
HCDR3 la SGGWLAPFDY SEQ ID NO: 3

hoac GGSSYDYFDY SEQ ID NO: 9; va/hodc

LCDRI1 12 KSSQSLFY X, SNQK X3SLA SEQID NO: 4
hodc RASESVSIHGTHLMH SEQ ID NO: 10,

LCDR2 12 GASTRES SEQ ID NO: 5
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hodc AASNLES SEQ ID NO: 11, va/hodc
LCDR3 1a QQYYGYPYT SEQID NO:6
hodc QQSFEDPLT SEQ ID NO: 12;

trong d6, X1 duge chon tir N hodc T, X» duge chon tir R hodc H, X3 dugc chon tir N

hodc H, X4 dugc chon tir H hodc G, va Xs duge chon tir G hoac F.

2. Dugc phim theo diém 1, trong d6 d6 pH cua dugc pham nay 1a tir 4,5 dén 6,0, tot
hon 14 tir 5,0 dén 6,0, tét hon nita 12 tir 5,0 dén 5,5, ot nhét 1 5,2.

3. Duoc pham theo diém 1 hogc 2, trong d6 ndng dd ctia chat dém 1a tir S mM dén 50
mM, t6t hon 1 tir 10 mM dén 30 mM, 5t hon nita 1a tir 10 mM dén 20 mM, t6t nhét
13 20 mM.

4. Dugc phim theo diém bat ky trong céc diém tir 1 dén 3, trong d6 nong do cua
khéng thé khang PD-L1 1a tir 30 mg/mL dén 80 mg/mL, t6t hon 12 tir 40 mg/mL dén
60 mg/mL, t6t hon nita 1a tir 45 mg/mL dén 55 mg/mL, t6t nhét 13 50 mg/mL.

5. Dugc phim theo didm bét ky trong cac didm tir 1 dén 4, con bao gdm sacarit;
sacarit nay t&t hon 1a disacarit, t8t hon nita 1a trehaloza hoac sucroza, t8t nhat 1a

sucroza.

6. Duoc phim theo diém 35, trong d6 ndng do clia sacarit nay 1a tir 30 mg/mL dén 90
mg/mL, t6t hon 1 tir 40 mg/mL dén 80 mg/mL, t6t hon nita 14 tir 55 mg/mL dén 65
mg/mL, t6t nhét 13 60 mg/mL.

7. Dugc pham theo diém bat ky trong céc didm tir 1 dén 6, con bao gdm chét hoat
dong bé mat; chit hoat dong bé mit nay tbt hon 1a polysorbat, tbt hon nita 12

polysorbat 80 hodc polysorbat 20.

8. Duogc phém theo diém 7, trong d6 ndng do cta chét hoat dong bé mat nay 1a tir 0,1
mg/mL dén 1,0 mg/mL, t6t hon 13 tir 0,4 mg/mL dén 0,8 mg/mL, t5t hon nita 1a tir
0,5 mg/mL dén 0,7 mg/mL, t5t nhét 12 0,6 mg/mL.
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9. Dugc phdm theo diém bat ky trong cac diém tir 1 dén 8, bao gdm:

(a) 30 mg/mL - 80 mg/mL khang thé khang PD-L1 hogc doan lién két khang

nguyén cua no;
(b) 5 mM - 50 mM chét dém suxinat & d6 pH=5,0-6,0;
(c) 30 mg/mL - 90 mg/mL disacarit; va,
(d) 0,1 mg/mL - 1,0 mg/mL polysorbat 80;

t6t hon 13, duoc phdm nay bao gbm: 40 mg/mL-60 mg/mL khang thé khang PD-
L1 ho#c doan lién két khang nguyén cta n6, 10 mM-30 mM chét dém suxinat & d6
pH=5,0-5,5, 40 mg/mL-80 mg/mL sucroza va 0,4 mg/mL-0,8 mg/mL polysorbat 80;

t6t hon nita 13, dugc phdm ndy bao gbém: 45 mg/mL-55 mg/mL khang thé khéang
PD-L1 hodc doan lién két khang nguyén ctia no, 10 mM-20 mM chét d&m suxinat &
d6 pH=5,0-5,5, 55 mg/mL-65 mg/mL sucroza va 0,5 mg/mL-0,7 mg/mL polysorbat
80.

10. Duogc phém theo diém 9, trong d6 dugc phém nay dugc chon tlr mot trong s6 cac

dugc phdm sau day:

dugc phdm A bao gbém: 50 mg/mL khang thé khang PD-L1 hogc doan lién két
khéng nguyén cta no, 20 mM chit dém suxinat & 40 pH=5,2, 60 mg/mL sucroza va

0,4 mg/mL polysorbat 80;

duoc pham B bao gbém: 50 mg/mL khang thé khang PD-L1 hodc doan lién két
khéang nguyén cta nd, 20 mM chit dém suxinat & d§ pH=5,2, 60 mg/mL sucroza va

0,6 mg/mL polysorbat 80;

dugc pham C bao gdm: 50 mg/mL khéng thé khang PD-L1 hodc doan lién két
khang nguyén cta néd, 20 mM chét dém suxinat & d6 pH=5,2, 60 mg/mL sucroza va

0,8 mg/mL polysorbat 80;

dugc phdm D bao gdm: 50 mg/mL khang thé khang PD-L1 hogc doan lién két
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khéang nguyén cta nd, 20 mM chit dém suxinat & d6 pH=5,5, 60 mg/mL sucroza va

0,6 mg/mL polysorbat 80;

dugc phdm E bao gdm: 50 mg/mL khang thé khang PD-L1 ho#c doan lién két
khang nguyén cta n6, 20 mM chit dém suxinat & d§ pH=5,8, 60 mg/mL sucroza va

0,6 mg/mL polysorbat 80.

11. Dugc phim theo didm bat ky trong s6 céc diém tir 1 dén 10, trong d6 khang thé
khang PD-L1 hogc doan lién két khang nguyén clia n6 bao gém céc trinh tv LCDR1,
LCDR2 va LCDR3 nhu duge thé hién 1an luot trong SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO:
11 va SEQ ID NO: 12 va c4c trinh tw HCDR1, HCDR2 va HCDR3 nhu duoc thé hién
14n luot trong SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 va SEQ ID NO:9; va trong d6 X4 1a G,
vaXslaF;

hoic, khang thé khang PD-L1 hozc doan lién két khang nguyén cua nd bao gbdm
c4c trinh ty HCDR1, HCDR2 va HCDR3 nhu dugc thé hién 1an luot trong SEQ ID
NO: 1, SEQ ID NO: 2 va SEQ ID NO: 3, va c4c trinh ty LCDR1, LCDR2 va LCDR3
nhu dwoc thé hién 14n luot trong SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 va SEQ ID NO: 6;
vatrong 36 X112 T, X2 1a H, va X3 la H.

12. Dugc phim theo didm bat ky trong céc didm tix 1 dén 11, trong d6 khang thé
khang PD-L1 hodc doan lién két khang nguyén cua n6 duge chon tir nhém bao gdm
khéng thé chudt, khang thé kham, khang thé dugc lam tuong thich v6ingudi va khang

thé nguoi, tét hon 12 khang thé dugc 1am tuong thich véi nguoi.

13. Duoc phdm theo diém 12, trong @6 trinh tu ving bién d6i chudi ning cta khang
thé khang PD-L1 hodc doan lién két khang nguyén ctia n6 dugc thé hién trong SEQ
ID NO: 13, trinh ty ving bién @i chudi nhe ciia khéng thé hodc doan lién két khang
nguyén ctia n6 dugc thé hién trong SEQ ID NO: 14.

14. Dugc phém theo diém 12, trong @6 trinh tyr chudi ning cta khang thé khang PD-
L1 duge thé hién trong SEQ ID NO: 15, trinh tw chudi nhe cta khang thé khang PD-
L1 duoc thé hién trong SEQ ID NO: 17.
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15. Phuong phap bao ché duoc phim theo diém bAt ky trong cac diém tir 1 dén 14,
bao gdm bude tron khang thé khang PD-L1 hodc doan lién két khang nguyén cua nd

véi ta dugce duge dung.
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<120> Duoc pham bao gdm khang thé khang PD-L1 va phuong phép bao
ché duoc phdm nay

<130> P184014191VN
<150> CN201710341680.7
<151> 2017-05-16

<160> 29

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1
<211> 5
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> HCDR1 cua khang thé 1
<220>

<221> KHONG CHAC CHAN

<222>  (5)..(5)

<223> Xaa la N hodc T.
<220>

<221> KHONG CHAC CHAN

<222> (5)..(5)

<223> 'Xaa' & vi tri 5 la Asn hodc Thr.
<400> 1

Asn Asp Tyr Trp Xaa

1 5
<210> 2
<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> HCDR2 cua khang thé 1

<400> 2

Tyr Ile Ser Tyr Thr Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser
1 5 10 15
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<210> 3

<211l> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<223> PD-L1 (ECD)-Flag-Hisé

<400> 3

Ser Gly Gly Trp Leu Ala Pro Phe Asp Tyr

1 5 10
<210> 4
<211> 17

<212> PRT
<213> Trinh tu nhidn tao

<220>
<223> LCDR1 clia khang thé 1

<220>

<221> KHONG CHAC CHAN

<222> (9)..(9)

<223> ‘Xaa' tai vi tri 9 la Arg hodc His.

<220>

<221> KHONG CHAC CHAN
<222> (14)..(14)

<223> Xaa 1la N hodc H.

<220>

<221> KHONG CHAC CHAN

<222> (14)..(14)

<223> ‘Xaa’ tai vi tri 14 13 Asn hodc His.

<400> 4

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Phe Tyr Xaa Ser Asn Gln Lys Xaa Ser Leu

1 5 10 15
Ala

<210> 5

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhidn tao
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<220>
<223> LCDR2 cta khang thé 1

<400> b5

Gly Ala Ser Thr Arg Glu Ser

1 5
<210> 6

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> LCDR3 cla khang thé 1

<400> 6

Gln Gln Tyr Tyr Gly Tyr Pro Tyr Thr
1 5

<210> 7
<211l> 5
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> HCDR1 cla khéng thé 2

<400> 7

Ser Tyr Trp Met His

1 5
<210> 8

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> HCDR2 cta khang thé 2

<220>
<221> KHONG CHAC CHAN
<222>  (3)..(3)

<223> Xaa la H hodc G.
<220>

<221> KHONG CHAC CHAN
<222>  (3)..(3)

-5O-
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<223> ‘Xaa’ tai vi tri 3 la His hodc Gly.

<220>

<221> KHONG CHAC CHAN
<222> (8)..(8)

<223> Xaa la G hoac F.

<220>

<221> KHONG CHAC CHAN

<222> (8)..(8)

<223> ‘Xaa'’ tali vi tri 8 1la Gly hodc Phe.
<400> 8

Arg Ile Xaa Pro Asn Ser Gly Xaa Thr Ser Tyr Asn Glu Lys Phe Lys

1 5 10 15
Asn

<210> 9

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> HCDR3 cua khang thé 2

<400> 9

Gly Gly Ser Ser Tyr Asp Tyr Phe Asp Tyr

1 5 10
<210> 10

<211> 15

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhan tao

<220>
<223> LCDR1 cla khang thé 2

<400> 10

Arg Ala Ser Glu Ser Val Ser Ile His Gly Thr His Leu Met His

1 5 10 15
<210> 11

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhdn tao
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<223> LCDR2 cua khang thé 2

<400> 11

Ala Ala Ser Asn
1

<210> 12

<211> 9

<212> PRT
<213> Trinh tu

<220>

Leu Glu Ser
5

nhén tao

<223> LCDR3 céa khang thé 2

<400> 12

Gln Gln Ser Phe
1

<210> 13
<211> 119
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
thich véi ngudi
<400> 13

Gln vVal Gln Leu
1

Ser Vval Lys Val
20

Trp Met His Trp
35

Gly Arg Ile Gly

Lys Asn Arg Val
65

Glu Asp Pro Leu Thr
5

nhén tao

ving bién dbi chudi ning cta khang thé duoc

2 sau khi thanh thuc ai

Val Gln Ser Gly Ala Glu
5 10

Ser Cys Lys Ala Ser Gly
25

Val Arg Gln Ala Pro Gly
40

Pro Asn Ser Gly Phe Thr
55

Thr Met Thr Arg Asp Thr
70

-61-

luc

Val

Tyr

Gln

Ser

Ser
75

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Gly

15

Ser

Trp

Lys

val

lam tuong

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr
80
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Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

85

90

95

Ala Arg Gly Gly Ser Ser Tyr Asp Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly

100

Thr Thr vVal Thr Val Ser Ser

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
ngudi 2
<400>
Asp Ile
1

Gln Arg

Gly Thr

Lys Leu
50

Arg Phe
65

Pro Val

Glu Asp

<210>
<211>

115

14
111
PRT

Trinh ty nh8n tao

viang

105

sau khi thanh thuc ai luc

14

Val Leu Thr

Ala Thr Ile
20

His Leu Met
35

Leu Ile Tyr

Ser Gly Ser

Glu Ala Glu
85

Pro Leu Thr
100

15
446

Gln

Thr

His

Ala

Gly

70

Asp

Phe

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Thr

Gly

Pro

Arg

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Gln

Ala

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Asn

Gly
105

Ser

10

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

90

Thr

-62-

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Ala

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Leu

val

val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

110

Ser

Ser

30

Gln

val

Thr

Gln

Ile
110

bién ddi chudi nhe ctia khang thé dugc lam tuong

Pro

15

Ile

Pro

Pro

Ile

Ser

95

Lys

thich véi

Gly

His

Pro

Ala

Asn

80

Phe



<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gln

Ser

Trp

Gly

Lys

65

Met

Ala

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

val

val

Met

Arg

50

Asn

Glu

Arg

Thr

Leu

130

Cys

Ser

Ser

PRT
Trinh tu

Trinh tu
15

Gln Leu

Lys Val
20

His Trp
35

Ile Gly

Arg Val

Leu Ser

Gly Gly

100

Val Thr

115

Ala Pro

Leu Val

Gly Ala

Ser Gly
180

nhédn tao

40898

chudi n&ng cta khéng thé HRP00052

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Ser

val

Cys

Lys

Leu

165

Leu

Gln

Cys

Arg

Asn

Met

70

Leu

Ser

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Arg

Tyr

Ser

Arg

135

Tyr

Ser

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Asp

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Ala

Ser

25

Pro

Phe

Asp

Glu

Tyr

105

Ser

Thr

Pro

Val

Ser
185

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Phe

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

-63-

Val

Tyr

Gln

Ser

Ser

75

Thr

Asp

Lys

Glu

Pro

155

Thr

val

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Tyr

Gly

Ser

140

val

Phe

vVal

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

vVal

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyxr

Gly

110

Ser

Ala

Val

Ala

val
190

Gly

15

Ser

Trp

Lys

val

Tyr

95

Gln

Val

Ala

Ser

val

175

Pro

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser
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Ser Ser Leu Gly Thr Lys Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys Pro
195 200 205

Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro
210 215 220

Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Ala Ala Gly Gly Pro Ser Val Phe
225 230 235 240

Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro
245 250 255

Glu Vval Thr Cys Val Vval Val Asp Val Ser Gln Glu Asp Pro Glu Val
260 265 270

Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr
275 280 285

Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val
290 295 300

Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys
305 310 315 320

Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ser Ser Ile Glu Lys Thr Ile Ser
325 330 335

Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro
340 345 350

Ser Gln Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val
355 360 365

Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly
370 375 380

Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp
385 390 395 400
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Gly Ser Phe Phe Leu

405

Tyr Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp
410 415

Gln Glu Gly Asn Val

420

Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His
425 430

Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys

435 440 445
<210> 16
<211> 1341
<212> DNA
<213> Trinh ty nhin tao
<220>
<223> Trinh ty gen md hod trinh tu chudi ning cta khang thé HRP00052
<400> 16
caggtgcaac tggtgcagag cggtgccgag gtgaagaagc ctggcgcaag cgtgaaagtg
60
agctgcaagg ccagcggcta caccttcacc agctactgga tgcactgggt gaggcaggcc
120
cctggacagg gcctggagtg gatgggcagg atcgggccca acagtggttt cactagcectac
180
aatgaaaagt tcaagaacag ggtaaccatg accagggaca cctccaccag cacagtgtat
240
atggagctga gcagcctgag gagcgaggac accgccgtgt actactgtgce cagaggcggc
300
agcagctacg actacttcga ctattggggc cagggcacca ccgtgaccgt gagcagtget
360
tccaccaagg gcccatcggt cttcccececetg gecgeccecctget ccaggagcac ctccgagagce
420
acagccgccc tgggctgect ggtcaaggac tacttccccg aaccggtgac ggtgtcegtgg
480
aactcaggcg ccctgaccag cggcgtgcac accttcccgg ctgtcctaca gtcctcagga
540
ctctactecece tcagcagcgt ggtgaccgtg cccteccagca gcecttgggcac gaagacctac
600
acctgcaacg tagatcacaa gcccagcaac accaaggtgg acaagagagt tgagtccaaa
660
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tatggtcccc catgcccacc atgcccagca cctgaggctg ctgggggacc
720

ctgttcccece caaaacccaa ggacactctc atgatctccc ggacccctga
780

gtggtggtgg acgtgagcca ggaagacccc gaggtccagt tcaactggta
840

gtggaggtgc ataatgccaa gacaaagccg cgggaggagc agttcaacag
900

gtggtcagcg tcctcaccgt cctgcaccag gactggcectga acggcaagga
960

aaggtctcca acaaaggcct cccgtcctcce atcgagaaaa ccatctccaa
1020

cagccccgag agccacaggt gtacaccctg cccccatccce aggaggagat
1080

caggtcagcc tgacctgcct ggtcaaaggc ttctacccca gcgacatcge
1140

gagagcaatg ggcagccgga gaacaactac aagaccacgc ctcccgtget
1200

ggctccttet tcctctacag caggctcacc gtggacaaga gcaggtggca
1260

gtcttctcat gctcecgtgat gcatgaggct ctgcacaacc actacacaca
1320

tccectgtecte tgggtaaatg a

1341

<210> 17

<211> 218

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Trinh tu chudi nhe clia khidng thé HRP00052

<400> 17

Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ser

1

Gln Arg Ala Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser
25

5

20

10

-66-

30

atcagtcttc

ggtcacgtgce

cgtggatggce

cacgtaccgt

gtacaagtgc

agccaaaggg

gaccaagaac

cgtggagtgg

ggactccgac

ggaggggaat

gaagagcctc

Leu Ala Val Ser Pro Gly

15

Glu Ser Val Ser Ile His
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Gly Thr His Leu Met His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro
35 40 45

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

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

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

Glu Asp Pro Leu Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg
100 105 110

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

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

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

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

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

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

Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210 215
<210> 18
<211> 657

<212> DNA
<213> Trinh tyu nhén tao
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<220>
<223>
<400> 18
gacatcgtgce
60
atcacctgta
120
caacagaaac
180
ggcgtgceccg
240
cccegtggagg
300
accttcggcce
360
atcttcccgce
420
aataacttct
480
ggtaactccc
540
agcaccctga
600
acccatcagg
657

<210> 19
<211l> 290
<212> PRT
<213>
<220>
<223>
<400> 19

Met Arg Ile Phe Ala Val Phe Ile Phe Met

1

Asn Ala Phe Thr Vval Thr Val Pro Lys Asp
25

tgacccagag

gggccagcga

ccggecagcec

ccaggttcag

ccgaggacac

agggcaccaa

catctgatga

atcccagaga

aggagagtgt

cgctgagcaa

gcctgagetce

5

20

Trinh ty gen md hod trinh

tccegectea

gagcgtgage

ccccaaactg

cggctecegge

cgccaactac

gctggagatc

gcagttgaaa

ggccaaagta

cacagagcag

agcagactac

gcccegtcaca

Trinh ty nhén tao

Trinh ty axit amin &6 dai day du

40898

tu chudi nhe ctia khang thé HRP00052

cttgccgtga

atccacggca

ctgatctacg

agcggcaccg

tactgccagc

aagcgtacgg

tctggaactg

cagtggaagg

gacagcaagg

gagaaacaca

aagagcttca

10

-68-

gcceeggtea

cccacctgat

ccgeccagcaa

acttcaccct

agagcttcga

tggctgcacc

cctectgttgt

tggataacgc

acagcaccta

aagtctacgc

acaggggaga

PD-L1 cla ngudi

30

gagggccacc

gcactggtat

cctggagagce

cactatcaac

ggaccccctg

atctgtcttc

gtgcctgetg

cctccaatceg

cagcctcage

ctgcgaagtc

gtgttga

Thr Tyr Trp His Leu Leu

15

Leu Tyr Val Val Glu Tyr
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Gly Ser Asn Met Thr Ile Glu Cys Lys Phe Pro Val Glu Lys Gln Leu
35 40 45

Asp Leu Ala Ala Leu Ile Val Tyr Trp Glu Met Glu Asp Lys Asn Ile
50 55 60

Ile Gln Phe Val His Gly Glu Glu Asp Leu Lys Val Gln His Ser Ser
65 70 75 80

Tyr Arg Gln Arg Ala Arg Leu Leu Lys Asp Gln Leu Ser Leu Gly Asn
85 90 95

Ala Ala Leu Gln Ile Thr Asp Val Lys Leu Gln Asp Ala Gly Val Tyr
100 105 110

Arg Cys Met Ile Ser Tyr Gly Gly Ala Asp Tyr Lys Arg Ile Thr Val
115 120 125

Lys Val Asn Ala Pro Tyr Asn Lys Ile Asn Gln Arg Ile Leu Val Val
130 135 140

Asp Pro Val Thr Ser Glu His Glu Leu Thr Cys Gln Ala Glu Gly Tyr
145 150 155 160

Pro Lys Ala Glu Val Ile Trp Thr Ser Ser Asp His Gln Val Leu Ser
165 170 175

Gly Lys Thr Thr Thr Thr Asn Ser Lys Arg Glu Glu Lys Leu Phe Asn
180 185 190

Val Thr Ser Thr Leu Arg Ile Asn Thr Thr Thr Asn Glu Ile Phe Tyr
195 200 205

Cys Thr Phe Arg Arg Leu Asp Pro Glu Glu Asn His Thr Ala Glu Leu
210 215 220

Val Ile Pro Glu Leu Pro Leu Ala His Pro Pro Asn Glu Arg Thr His
225 230 235 240
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Leu Val Ile Leu Gly Ala Ile Leu Leu Cys Leu Gly Val Ala Leu Thr
245 250 255

Phe Ile Phe Arg Leu Arg Lys Gly Arg Met Met Asp Val Lys Lys Cys
260 265 270

Gly Ile Gln Asp Thr Asn Ser Lys Lys Gln Ser Asp Thr His Leu Glu
275 280 285

Glu Thr
290

<210> 20

<211> 242

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> PD-L1 vdi dudi His, PADRE

<400> 20
Phe Thr val Thr Val Pro Lys Asp Leu Tyr Val Val Glu Tyr Gly Ser

1 5 10 15

Asn Met Thr Ile Glu Cys Lys Phe Pro Val Glu Lys Gln Leu Asp Leu
20 25 30

Ala Ala Leu Ile Val Tyr Trp Glu Met Glu Asp Lys Asn Ile Ile Gln
35 40 45

Phe Val His Gly Glu Glu Asp Leu Lys Val Gln His Ser Ser Tyr Arg
50 55 60

Gln Arg Ala Arg Leu Leu Lys Asp Gln Leu Ser Leu Gly Asn Ala Ala
65 70 75 80

Leu Gln Ile Thr Asp Val Lys Leu Gln Asp Ala Gly Val Tyr Arg Cys
85 90 95

Met Ile Ser Tyr Gly Gly Ala Asp Tyr Lys Arg Ile Thr Val Lys Val
100 105 110
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Asn Ala Pro Tyr Asn Lys Ile Asn Gln Arg Ile Leu Val Val Asp Pro
115 120 125

vVal Thr Ser Glu His Glu Leu Thr Cys Gln Ala Glu Gly Tyr Pro Lys
130 135 140

Ala Glu Val Ile Trp Thr Ser Ser Asp His Gln Val Leu Ser Gly Lys
145 150 155 160

Thr Thr Thr Thr Asn Ser Lys Arg Glu Glu Lys Leu Phe Asn Val Thr
165 170 175

Ser Thr Leu Arg Ile Asn Thr Thr Thr Asn Glu Ile Phe Tyr Cys Thr
180 185 190

Phe Arg Arg Leu Asp Pro Glu Glu Asn His Thr Ala Glu Leu val Ile
195 200 205

Pro Glu Leu Pro Leu Ala His Pro Pro Asn Glu Arg Gly Ser Gly Ala
210 215 220

Lys Phe val Ala Ala Trp Thr Leu Lys Ala Ala Ala His His His His

225 230 235 240
His His

<210> 21

<211> 234

<212> PRT
<213> Trinh ty nh8n tao

<220>
<223> PD-L1 v&i dudi FLAG, HIS: PD-L1 (ECD) -Flag-Hisé

<400> 21
Phe Thr Val Thr Val Pro Lys Asp Leu Tyr Val Val Glu Tyr Gly Ser

1 5 10 15

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

Phe Vval His Gly Glu Glu Asp Leu Lys Val Gln His Ser Ser Tyr Arg
50 55 60

Gln Arg Ala Arg Leu Leu Lys Asp Gln Leu Ser Leu Gly Asn Ala Ala
65 70 75 80

Leu Gln Ile Thr Asp Val Lys Leu Gln Asp Ala Gly Val Tyr Arg Cys
85 90 95

Met Ile Ser Tyr Gly Gly Ala Asp Tyr Lys Arg Ile Thr Val Lys Val
100 105 110

Asn Ala Pro Tyr Asn Lys Ile Asn Gln Arg Ile Leu Val Val Asp Pro
115 120 125

Val Thr Ser Glu His Glu Leu Thr Cys Gln Ala Glu Gly Tyr Pro Lys
130 135 140

Ala Glu Val Ile Trp Thr Ser Ser Asp His Gln Val Leu Ser Gly Lys
145 150 155 160

Thr Thr Thr Thr Asn Ser Lys Arg Glu Glu Lys Leu Phe Asn Val Thr
165 170 175

Ser Thr Leu Arg Ile Asn Thr Thr Thr Asn Glu Ile Phe Tyr Cys Thr
180 185 190

Phe Arg Arg Leu Asp Pro Glu Glu Asn His Thr Ala Glu Leu val Ile
195 200 205

Pro Glu Leu Pro Leu Ala His Pro Pro Asn Glu Arg Asp Tyr Lys ASp
210 215 220

Asp Asp Asp Lys His His His His His His

225 230
<210> 22
<211> 447

-72-



<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

PRT

Trinh ty nhan tao

Protein dung hgp Fc cua PD-L1:

22

Phe Thr Vval

1

Asn

Ala

Phe

Gln

65

Leu

Met

Asn

val

Ala

145

Thr

Ser

Met

Ala

val

50

Arg

Gln

Ile

Ala

Thr

130

Glu

Thr

Thr

Thr

Leu

35

His

Ala

Ile

Ser

Pro

115

Ser

val

Thr

Leu

Thr

Ile

20

Ile

Gly

Arg

Thr

Tyr

100

Tyr

Glu

Ile

Thr

Arg
180

val

Glu

val

Glu

Leu

Asp

85

Gly

Asn

His

Trp

Asn

165

Ile

Pro

Cys

Tyr

Glu

Leu

70

val

Gly

Lys

Glu

Thr

150

Ser

Asn

Lys

Lys

Trp

Asp

55

Lys

Lys

Ala

Ile

Leu

135

Ser

Lys

Thr

Asp

Phe

Glu

40

Leu

Asp

Leu

Asp

Asn

120

Thr

Ser

Arg

Thr

40898

Leu

Pro

25

Met

Lys

Gln

Gln

Tyr

105

Gln

Cys

Asp

Glu

Thr
185

Tyr

10

val

Glu

val

Leu

Asp

90

Lys

Arg

Gln

His

Glu

170

Asn

-73-

val

Glu

Asp

Gln

Ser

75

Ala

Arg

Ile

Ala

Gln

155

Lys

Glu

val

Lys

Lys

His

60

Leu

Gly

Ile

Leu

Glu

140

Val

Leu

Ile

PD-L1 (ECD) -Fc

Glu

Gln

Asn

45

Ser

Gly

val

Thr

val

125

Gly

Leu

Phe

Phe

Tyr

Leu

30

Ile

Ser

Asn

Tyr

val

110

val

Tyr

Ser

Asn

Tyr
190

Gly

15

Asp

Ile

Tyr

Ala

Arg

95

Lys

Asp

Pro

Gly

Val

175

Cys

Ser

Leu

Gln

Arg

Ala

80

Cys

val

Pro

Lys

Lys

160

Thr

Thr
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Phe Arg Arg Leu Asp Pro Glu Glu Asn His Thr Ala Glu Leu Val Ile
195 200 205

Pro Glu Leu Pro Leu Ala His Pro Pro Asn Glu Arg Asp Lys Thr His
210 215 220

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val
225 230 235 240

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr
245 250 255

Pro Glu Val Thr Cys Val val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu
260 265 270

Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys
275 280 285

Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser
290 295 300

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys
305 310 315 320

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile
325 330 335

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro
340 345 350

Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu
355 360 365

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn
370 375 380

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser
385 390 395 400

-74-



Asp Gly Ser

Trp Gln Gln

His Asn His

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

<220>
<223>

<400>

435

23
382
PRT

Trinh ty nh8n tao

Protein dung hgp Fc cua PD-L1:

23

Pro Gly Trp

1

Phe

Thr

Arg

Asp

65

Pro

Asp

Gln

Ser

Cys

Met

50

Arg

Asn

Ser

Ile

Pro

Ser

35

Ser

Ser

Gly

Gly

Lys
115

40898

Phe Phe Leu Tyr Ser Lys

405

Gly Asn Val Phe Ser Cys

420

425

Tyr Thr Gln Lys Ser Leu

Phe

Ala

20

Phe

Pro

Gln

Arg

Thr

100

Glu

Leu

Leu

Ser

Ser

Pro

Asp

85

Tyr

Ser

Asp

Leu

Asn

Asn

Gly

70

Phe

Leu

Leu

Ser

val

Thr

Gln

55

Gln

His

Cys

Arg

440

Pro

val

Ser

40

Thr

Asp

Met

Gly

Ala
120

Asp

Thr

25

Glu

Asp

Cys

Ser

Ala

105

Glu

Leu
410

Ser

Ser

Arg

10

Glu

Ser

Lys

Arg

val

90

Ile

Leu

-75-

Thr Val Asp

Val

Leu

Pro

Gly

Phe

Leu

Phe

75

val

Ser

Arg

Met His

Ser Pro
445

PD-1 (ECD) -Fc

Trp Asn

Asp Asn

Val Leu

45

Ala Ala

60

Arg Val

Arg Ala

Leu Ala

Val Thr
125

Lys

Glu
430

Gly

Pro

Ala

30

Asn

Phe

Thr

Arg

Pro

110

Glu

Ser
415

Ala

Lys

Pro

15

Thr

Trp

Pro

Gln

Arg

95

Lys

Arg

Arg

Leu

Thr

Phe

Tyr

Glu

Leu

80

Asn

Ala

Arg
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Ala Glu Val Pro Thr Ala His Pro Ser Pro Ser Pro Arg Pro Ala Gly
130 135 140

Gln Phe Gln Thr Leu Val Glu Pro Lys Ser Ser Asp Lys Thr His Thr
145 150 155 160

Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe
165 170 175

Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro
180 185 190

Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val
195 200 205

Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr
210 215 220

Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val
225 230 235 240

Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys
245 250 255

Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser
260 265 270

Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro
275 280 285

Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val
290 295 300

Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly
305 310 315 320

@Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp
325 330 335

Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp
340 345 350
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Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His

355

360

365

Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

370

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

<220>
<223>

<400>

24
118
PRT

Trinh tu nhan tao

Ghép

24

Gln Vval Gln

1

Thr

Tyr

Gly

Ser

65

Lys

Arg

Leu

Leu

Trp

Tyr

50

Arg

Leu

Ser

val

<210>
<211>

Ser

Asn

35

Ile

vVal

Ser

Gly

Thr

115

25
113

1 hVvH- CDR

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Thr

Ser

Gly

100

val

Gln

Thr

Ile

Tyr

Ile

val

85

Trp

Ser

Glu

Cys

Arg

Thr

Ser

70

Thr

Leu

Ser

375

Ser

Thr

Gln

Gly

55

val

Ala

Ala

Gly

val

His

40

Ser

Asp

Ala

Pro

Pro

Ser

25

Pro

Thr

Thr

Asp

Phe
105

Gly

10

Gly

Gly

Tyr

Ser

Thr

90

Asp

-77-

Leu

Gly

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Tyr

380

Val

Ser

Gly

Asn

60

Asn

Val

Trp

Lys

Ile

Leu

45

Pro

Gln

Tyr

Gly

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Phe

Tyr

Arg
110

Ser

15

Asn

Trp

Leu

Ser

Cys

95

Gly

Gln

Asp

Ile

Lys

Leu

80

Ala

Thr



<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Asp

Glu

Ser

Pro

Pro

65

Ile

Tyr

Lys

Ile

Arg

Asn

Pro

50

Asp

Ser

Tyr

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

<220>
<223>

<400>

PRT

Trinh ty nhdn tao

Ghép 1 hVL CDR

25

Val Met

Al

Gl
35

a Thr
20

n Lys

Lys Leu

Arg Phe

Se

Gl

26
119
PRT

Trinh tu nhén tao

2-

26

r Leu

y Tyr
100

hvH.1

Thr

Ile

Asn

Leu

Ser

Gln

85

Pro

Gln

Asn

Ser

Ile

Gly

70

Ala

Tyr

Ser Pro

Cys Lys

Leu Ala

40

Tyr Gly

55

Ser Gly

Glu Asp

Thr Phe

40898

Asp Ser Leu
10

Ser Ser Gln
25

Trp Tyr Gln

Ala Ser Thr

Ser Gly Thr
75

val Ala Vval
90

Gly Gly Gly
105

Ala

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

val

Leu

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Lys

Ser

Phe

30

Pro

Ser

Thr

Cys

vVal
110

Leu

15

Tyr

Gly

Gly

Leu

Gln

95

Glu

Gly

Arg

Gln

val

Thr

80

Gln

Ile

@ln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala

1

5

10

-78-
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Ser Val Lys

His
35

Trp Met

Gly Arg Ile

50

Lys Asn

65

Arg

Met Glu Leu

Ala Arg Gly

Thr Thr Val

115

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

27
111
PRT

<220>
<223>
<400> 27
Asp Ile Vval
1

Gln Arg Ala

Gly Thr His
35

Lys Leu Leu
50

Val

20

Trp

His

val

Ser

Gly

100

Thr

Trinh tu

2-hvL.1

Leu

Thr

20

Leu

Ile

Ser Cys Lys

Val Arg Gln

Ser
55

Pro Asn

Thr Met Thr

70

Ser Leu

85

Arg

Ser Ser Tyr

Val Ser Ser

nhan tao

Thr Gln Ser
5

Ile Thr Cys

Met His Trp

Tyr Ala Ala
55

40898

Ala Ser

25

Ala
40

Pro

Gly Gly

Arg Asp

Ser Glu

Asp Tyr

105

Pro Ala

Arg Ala
25

Tyr Gln
40

Ser Asn

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Phe

Ser

10

Ser

Gln

Leu

-79-

Tyr

Gln

Ser

Ser

75

Thr

Asp

Leu

Glu

Lys

Glu

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Tyr

Ala

Ser

Pro

Ser
60

Thr
30

Phe

Leu Glu

45

Asn Glu

Ser Thr

val Tyr

Trp Gly

110

Val Ser

vVal Ser
30

Gly Gln
45

Gly val

Ser

Trp

Lys

val

Tyr

95

Gln

Pro

15

Ile

Pro

Pro

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Gly

His

Pro

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

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

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

<210> 28
<211> 118
<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>

<223> Ving bién d8i chudi ning cua khadng thé 1 dugc lam tuong thich véi
ngudi sau khi thanh thuc ai luc

<400> 28

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

1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly Ser Ile Ser Asn Asp
20 25 30

Tyr Trp Thr Trp Ile Arg Gln His Pro Gly Lys Gly Leu Glu Tyr Ile
35 40 45

Gly Tyr Ile Ser Tyr Thr Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys
50 55 60

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

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95

Arg Ser Gly Gly Trp Leu Ala Pro Phe Asp Tyr Trp Gly Arg Gly Thr
100 105 110

Leu Val Thr Val Ser Ser
115

-80-
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<210> 29
<211> 113
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Vang bién d8i chudi nhe c@ia khadng thé 1 dugc lam tuong thich véi
ngudi sau khi thanh thuc ai luc

<400> 29

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

1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Phe Tyr His
20 25 30

Ser Asn Gln Lys His Ser Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 45

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

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

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

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

Lys
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