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Linh vue ki thuit dwoc dé cip
Sang ché dé cap dén khang thé khang PD-1 va dugc phim chira khang thé nay.
Tinh trang ky thuit ciia sdng ché

Céc phin md ta & ddy chi cung cip thong tin co ban lién quan dén sang ché, va
khong nhét thiét phai tao thanh giai phép k¥ thuat da biét.

Liéu phap mién dich khéi u 1a phuong phap diéu tri st dung va huy dong triét dé
t& bao T st thii trong co thé bénh nhan khéi u dé tiéu diét khéi u. Pdng thoi, su 14n tranh
cta té bao khdi u 13 mot tré ngai rat 16n dbi véi lidu phap mién dich khdi u. Cac & bao
khéi u st dung tac dung tic ché ctia chinh chiing déi véi hé théng midn dich dé thuc ddy
s phat trién nhanh chéng ciia khéi u. C6 mbi quan hé rét phic tap gilta co ché 1an tranh
mién dich ctia cic khéi u va dap tng mién dich cia co thé @i véi cac khéi u. Trong giai
doan dau cua liéu phap mién dich khéi u, cic t& bao T tiéu diét khéi u dic hiéu c6 hoat
tinh sinh hoc ctia ching, nhung khi khéi u phét trién, ching s& mat chirc ning tidu diét

trong giai doan sau.

Viéc hoat héa céc té bao T trong co thé ngudi thong qua hai hé thdng con dudng
tin hiéu. Ngoai tin hiéu diu tién .duqc cung cép cho té bao T bing cach trinh dién cac
peptit khang nguyén MHC béi té bao trinh dién khang nguyén, tin hiéu thi hai dugc cung
cap boi mot loat cac phan tir ddng kich thich ciing duge yéu cau dé cho phép té bao T tao
ra cac d4p g mién dich binh thudng. Hé thdng con dudng truyén tin hiéu kép nay déng
vai trd quan trong trong su cAn bang cta hé thdng mién dich trong co thé. N6 didu chinh
nghiém ngit cac dap ung mién dich khac nhau ciia co thé ddi vdi cac tu khang nguyén va
khong tw khang nguyén. Néu khong c6 tin hiéu thtr hai do phan tir ddng kich thich cung
cép, né s& din dén té bao T khong dap tng hodc dap tmg mién dich dic hidu duy tr, do
d6 din dén hién tuong dung nap. Vi vy, con dudng tin hidu th hai dong vai tro didu tiét
rét quan trong trong toan b qué trinh dép tng mién dich cia co thé.

Thu thé giy chét theo chwong trinh -1 (PD-]) 14 thu thé protein biéu hién trén bé
mit ca té bao T dugc phat hién vao ndm 1992 va c6 lién quan dén qua trinh gdy chét té
bao theo chuong trinh. PD-1 thuoc hg CD28. N6 ¢6 23% axit amin trong ddng véi khang
nguyén 4 ciia té bao lympho T gy doc t& bao (CTLA-4), nhung biéu hién cia né khac
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v6i CTLA, va né chi yéu dugce biéu hién trén té bio T hoat héa, t& bao B va té bao dong
tiy. PD-1 c¢6 hai phdi tir, trong tng 13 PD-L1 va PD-L2. PD-L1 cha yéu dugc biéu hién
trén té bao T, té bao B, dai thuc bio va té bao dudi gai (DC), va su biéu hién trén té bao
c6 thé duge diéu chinh sau khi dugc hoat héa. Su biéu hién ciia PD-L2 tuong déi han ché
va cha yéu duge biéu hién trén cac té bao trinh dién khang nguyén, nhu cac dai thuc bao

da hoat hda va cac té bao tua.

PD-L1 trc ché hé théng mién dich bing c4ch gin két véi PD-1 va B7-1. Nhiéu té
bao khdi u va té bao mién dich trong vi moi truomg mé khdi u biél:l hién PD-L1. Nghién
ctru méi d3 phat hién ra ring muc biéu hién cao cta protein PD-L1 dugc phat hién trong
bénh ung thu v, bénh ung thu phéi (vi du, bénh ung thu phdi khong phai t& bao nhd),
bénh ung thu da day, bénh ung thu rudt, bénh ung thu thin, u ic tinh, bénh ung thu dai
trang, bénh ung thu bang quang, bénh ung thu budng trimg, bénh ung thu tuyén tuy va
bénh ung thu gan va cac mé khéi u khac & ngudi, va mirc biéu hién cua PD-L1 ¢6 lién

quan chdt ch& dén bi€u hién 1am sang va tién lugng ctia bénh nhén.

Khang thé don dong khang PD-1 c6 thé t5i da hoa phan Gng cta hé thdéng mién
dich cuia chinh bénh nhan d6i véi khdi u b?mg cach ngan chan sy lién két ciia PD-L1/PD-
1, do d6 dat dugc muc dich tiéu diét t& bao khéi u. Hién khang thé khang PD-1
Pembrolizumab (con dugc goi la Merck keytruda, keytruda, Merck-Pemb, Merck-
keytruda, Merck-PD-1, pembrolizumab) va Novilumab (con dugc goi 1a BMS Opdivo,
Opdivo, BMS-Nivolumab, Novilumab) di dugc FDA chép thuan dé diéu tri cho bénh
nhan mic bénh ung thu hic t5, bénh ung thu hach Hodgkin, bénh ung thu phdi t& bao
khong nhé va cac khdi u khac. Ngoai ra, cc tai liéu séng ché, nhu W0200139722,
W02006121168, W0O2010036959, W02010089411, WO2011110604, WO2013173223,
WO2013181’634, US2014335093, US6803192B1, US8617546B2, va W02015085847,
cling dé cap dén nhiéu loai khang thé don dong khéng PD-1.

Bén chit k¥ thuit ciia sing ché

Sang ché d& cap dén khang thé khang PD-1, manh gan két khang nguyén cia nd
va duoc phdm chira khang thé nay.

Theo mot s6 phuong 4n khéc, sang ché dé cap dén khang thé khang PD-1 hoic
ménh gan két khang nguyén cta ching, dugc chon tir mot trong cac muc i) dén iii) bt ky

Sau:
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i) khang thé khang PD-1 hoic méanh gin két khang nguyén ciia ching, viing bién
dbi chudi ning cia ching bao gdbm HCDR1 nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.8 hoic
c6 nhidu nhit 3, 2 hoic 1 dot bién axit amin tir 46, HCDR2 nhu dugc thé hién trong SEQ
ID NO.9 hodc c¢6 nhiéu nhét 3, 2, hodc 1 d6t bién axit amin tir 46, va HCDR3 nhu duoc
thé hién trong SEQ ID NO.10 hoic c6 nhidu nhét 8, 3, 2, hodc 1 dot bién axit amin tir d6;
ving bién dbi chudi nhe ciia ching bao gdm LCDR1 nhur duge thé hién trong SEQ ID
NO.11 hodc c6 nhiéu nhit 4, 3, 2 hoac 1 dot bién axit amin tir d6, LCDR2 nhu dugc thé
hién trong SEQ ID NO.12 hozc ¢6 nhiéu nhét 3, 2 hodc 1 dot bién axit amin tir’ d6, va
LCDR3 nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.13 hoic cé nhidu nhét 3, 2 hodc 1 dot bién
axit amin tu do;

ii) khang thé khang PD-1 hodc méanh gin két khang nguyén cia ching, ving bién
d6i chudi ning cia ching bao gdm HCDR1 nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.14 hoic
c6 nhidu nhét 3, 2 hodc 1 dot bién axit amin tir d6, HCDR2 nhu dugc thé hién trong SEQ
ID NO.15 hodc ¢ nhidu nhét 3, 2, hodc 1 dot bién axit amin tir d6, va HCDR3 nhu dugc
thé hién trong SEQ ID NO.16 hozc c6 nhiéu nhét 8, 3, 2, hodc 1 d6t bién axit amin tir d6;
ving bién dbi chudi nhe cta ching bao gdm LCDR1 nhu dugc thé hién trong SEQ ID
NO.17 hodc c6 nhiéu nhat 4, 3, 2 hoic 1 dot bién axit amin tir 46, LCDR2 nhu dugc thé
hién trong SEQ ID NO.12 hoic c6 nhiéu nhét 3, 2 hodc 1 dot bién axit amin tir d6, va
LCDR3 nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.18 hodc c6 nhiéu nhét 3, 2 hoic 1 dot bién
axit amin tir do; va

iii) khang thé khang PD-1 hodc méanh gin két khang nguyén ciia chiing, ving bién
d8i chudi ning ctia ching bao gdbm HCDR1 nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO.21 hoic
c6 nhiéu nhét 3, 2 hodc 1 dot bién axit amin tir 46, HCDR2 nhu dugc thé hién trong SEQ
ID NO.22 hoic ¢é nhiéu nhét 3, 2, hodc 1 dot bién axit amin tir d6, va HCDR3 nhu dugc
thé hién trong SEQ ID NO.23 hodc cé nhiéu nhit 3, 2, hodc 1 dot bién axit amin tir do;
ving bién d6i chudi nhe cta ching bao gdbm LCDR1 nhu dugc thé hién trong SEQ ID
NO.24 hoic c6 nhiéu nhit 3, 2 hodic 1 dot bién axit amin tir d6, LCDR2 nhu dugc thé
hién trong SEQ ID NO.25 hodc c6 nhidu nhit 3, 2 hoic 1 dot bién axit amin tir d6, va
LCDR3 nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO.26 hoidc ¢ nhidu nhat 3, 2 hodc 1 dot bién

axit amin tu do.
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Theo mdt s6 phuong 4n, khang thé khang PD-1 hodc manh gin két khang nguyén
clia chiing theo sang ché néu trén gin két voi PD-1 cila ngudi voi hang sé can bang phan
ly 12 107 M hoic thap hon. Theo mét s phuong 4n, né gan két véi PD-1 cla ngudi véi

hing sb can bang phén ly bing hoic thip hon 10°M, 10° M, 10"°M hozc 107 M.

Theo mét sé phuong 4n khéc, sang ché dé cap dén khang thé khang PD-1 hoic
méanh gin két khang nguyén cia ching, ving bién dbi chudi ning cia ching bao gdm:
HCDR1 nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO.65, HCDR2 nhu dugc thé hién trong SEQ
ID NO.66, va HCDR3 nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.67; ving bién dbi chudi nhe
ctia chiing bao gdm: LCDR1 nhu duge thé hién trong SEQ ID NO.68, LCDR2 nhu dugc
thé hién trong SEQ ID NO.12, va LCDR3 nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.69; trinh
tir 1a nhu dugc thé hién trong Bang 1 dudi day:

Béang 1
Chuoi ning Chudi nhe
RSSQSX;VHSX XX sTYL
E, trong d6 X3 duoc chon tir I
] \ - . hodc L, X 4 duoc chon tu N, Q,
gcpr1 | PYE XlH’()S%g“H‘-’; ggré?)r Thode M; | 1 *pR1 | L, T hoic D, X,5 duoc chon i
' G, A hoac V, va X;¢ dugc chon
tr N hoac K;
(SEQ ID NO.68)
LX,DPETGGX;VYNQKFKX,, X, :
duogc chon tir F hoac I, X; dugc chon KVSNREFS;
HCDR2 tr /T va X, duoc chon tr G hodc D; LCDR2 (SEQID NO.12)
(SEQ ID NO.66)
EX XX X YX XX ,:X;,DWYFDV,
X5 duoc chon tﬁ: G hodc R, X dugc
hon s ke gl 15 e RGBTV, e
HCDR3 | . 20& mal As oac vang mat, & | 1 cpR3 chon tir A hoic T;

14 G hoic vang mit, X;o 12 S hoic ving
mat, X;; duoc chon tur N hoac T va X,
duoc chon tir R hoac S;

(SEQ ID NO.67)

(SEQ ID NO.69)

Theo mdt sé phuong 4n khac, trong khang thé khang PD-1 hodc manh gin két
khang nguyén ciia né néu trén, ving bién ddi chudi ning chira HCDR1 nhu dwoc thé hién
trong SEQ ID NO.8, HCDR2 nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.9, va HCDR3 nhu
duoc thé hién trong SEQ ID NO.10; ving bién dbi chudi nhe chira LCDR2 nhu duoc thé
hién trong SEQ ID NO.12, LCDR3 nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.13, va LCDR1
nhu dugc thé hién trong cong thuc chung RSSQSX;3VHSX 4 X 15X TYLE (SEQ ID
NO.68), trong d6 X3 dugc chon tr L, Xy4 dugc chon tr N, Q, L, T hodc D, X;5 dugc
chon tr G, A hoac V, va X4 duoc chon tir N.
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Theo mét s phuong 4n khac, khang thé khang PD-1 hoic manh gin két khang

nguyén ctia chung duge chon tir muc bat ki trong sé cic muc tir (a) dén (e) sau:

(2) khéng thé khang PD-1 hodc méanh gin két khang nguyén cia ching, bao gbm
HCDR1, HCDR2 va HCDR3 nhu dugc thé hién twong Gmg trong SEQ ID NO.8, SEQ ID
NO.9 va SEQ ID NO.10, va LCDR2 va LCDR3 nhu dugc thé hién tuong mg trong SEQ
ID NO.12 va SEQ ID NO.13, vA LCDR1 nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.11, SEQ
ID NO.47, SEQ ID NO.48, SEQ ID NO.49, SEQ ID NO.50, SEQ ID NO.51 hodc SEQ
ID NO.52;

(b) khang thé khang PD-1 hoic manh gin két khang nguyén ctia chiing, bao gdm
HCDR1, HCDR2 va HCDR3 nhu dugc thé hién twvong mg trong SEQ ID NO.14, SEQ
ID NO.15 va SEQ ID NO.16, va LCDR1, LCDR2 va LCDR3 nhu dugc thé hién tuong
tng trong SEQ ID NO.17, SEQ ID NO.12 va SEQ ID NO.18;

(c) khang thé khang PD-1 hodc méanh gin két khang nguyén cta ching, bao gdm
HCDR1, HCDR2 va HCDR3 nhu duoc thé hién twong Gng trong SEQ ID NO.21, SEQ
ID NO.22 va SEQ ID NO.23, va LCDR1, LCDR2 va LCDR3 nhu dugc thé hién tuong
ung trong SEQ ID NO.24, SEQ ID NO.25 va SEQ ID NO.26;

(d) khang thé khang PD-1 hoic manh gin két khang nguyén cia ching, bao gdbm
HCDR1, HCDR2 va HCDR3 nhu duoc thé hién tuong tmg trong SEQ ID NO.14, SEQ
ID NO.15 va SEQ ID NO.16, va LCDR2 va LCDR3 nhu dugc thé hién twong tmg trong
SEQ ID NO.12 va SEQ ID NO.13, va LCDR1 nhu duogc thé hién trong SEQ ID NO.11,
SEQ ID NO.47, SEQ ID NO.48, SEQ ID NO.49, SEQ ID NO.50, SEQ ID NO.51 hodc
SEQID NO.52; va

(e) ving bién dbi chudi ning chira HCDR1, HCDR2 va HCDR3 nhu dugc thé
hién tuong tmg trong SEQ ID NO.8, SEQ ID NO.9 va SEQ ID NO.10, va ving bién d6i
chudi nhe chita LCDR1, LCDR2 va LCDR3 nhu dugc thé hién twong Gng trong SEQ ID
NO.17, SEQ ID NO.12 va SEQ ID NO.18.

Theo mot s6 phuong 4n, khéng thé khang PD-1 hoic manh gin két khang nguyén
ctia ching bao gdm vung bién dbi chudi ning va ving bién d6i chubi nhe, trong d6 ving
bién dbi chudi nang chirta HCDR1, HCDR2 va HCDR3 nhu dugc thé hién teong Ung
trong SEQ ID NO.8, SEQ ID NO.9 va SEQ ID NO.10, va ving bién dbi chudi nhe chira
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LCDR1, LCDR2 va LCDR3 nhu dugc thé hién tuong tmg trong SEQ ID NO.49, SEQ ID
NO.12 va SEQ ID NO.13.

Theo mot s6 phu'ong 4n, khang thé khang PD-1 hoic manh gin két khang nguyén
ctia chiing bao gdm ving bién déi chudi ning va ving bién d6i chudi nhe, trong d6 ving
bién d6i chudi ning chira HCDR1, HCDR2 va HCDR3 nhu duogc thé hién twong tng
trong SEQ ID NO.21, SEQ ID NO.22 va SEQ ID NO.23, va ving bién ddi chudi nhe
chira LCDR1, LCDR2 va LCDR3 nhu dugc thé hién twong Gmg trong SEQ ID NO.24,
SEQ ID NO.25 va SEQ ID NO.26.

Theo mat sé phuong 4n khéc, sang ché dé cap dén khang thé khang PD-1 hoic
ménh gin két khang nguyén clia ching, duge chon tir muc bat ky trong sé cac muyc tir iv)

dén vi) sau:

iv) khang thé khang PD-1 hodc manh gén két khang nguyén ciia chiing, ving bién
d6i chudi ning cta ching bao gdbm HCDR1, HCDR2 va HCDR3 véi trinh tr tuong tu
nhu trinh tu cta ving bién di chudi ning dugc thé hién trong trinh ty SEQ ID NO.4, va
ving bién d6i chudi nhe chitra LCDR1, LCDR2 va LCDR3 véi trinh tur twrong tu nhu trinh
tir cia ving bién d6i chudi nhe duoc thé hién trong trinh tu SEQ ID NO.5;

v) khang thé khang PD-1 hosc manh gin két khang nguyén ciia ching, ving bién
d6i chudi ning cua ching bao gdm HCDR1, HCDR2 va HCDR3 véi trinh tir twong tu
nhu trinh ty cia ving bién dbi chudi ning dwoc thé hién trong trinh tw SEQ ID NO.6, va
ving bién dbi chudi nhe chita LCDR1, LCDR2 va LCDR3 véi trinh ti trong tw nhu trinh
tu cia vung bién d6i chudi nhe duoc thé hién trong trinh ty SEQ ID NO.7; va

vi) khang thé khang PD-1 hoic manh gin két khang nguyén cia ching, ving bién
dbi chudi ning cua ching bao gdm HCDR1, HCDR2 va HCDR3 véi trinh tu tuong tu
nhu trinh tir cia ving bién ddi chudi ning duoc thé hién trong trinh tu SEQ ID NO.19, va
ving bién dbi chudi nhe chira LCDR1, LCDR2 va LCDR3 véi trinh tu trong tu nhu trinh
tir ctia ving bién d6i chudi nhe duoc thé hién trong trinh tu SEQ ID NO.20.

Theo mdt s phuong 4n cua khang thé khang PD-1 hoic manh gin két khang
nguyén ctia né néu trén, khang thé khang PD-1 hodc manh gin két khang nguyén cua
ching 13 khang thé cia chudt nhét hoic manh gin két khang nguyén éﬁa chung, khang

thé thé kham hodc manh gén két khing nguyén cta ching, khang thé hoan toan ctia ngudi
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hodc manh gén két khang nguyén ciia ching, hoic khang thé nhan tao hoic manh gin két
khang nguyén ctia chung.

Theo mot sb phuong 4n cia khang thé khang PD-1 hodc méanh gin két khang
nguyén cua nd néu trén, khang thé khang PD-1 hoic manh gin két khang nguyén cia
chiing 12 khang thé nhén tao hoic méanh gin két khang nguyén clia ching.

Theo mdt s& phuong 4n, khang thé nhan tao chtra ving khung c6 ngudn gdc tir

khang thé ciia ngudi hoic bién thé vung khung cta no.

Theo mét sé phuong 4n, bién thé ving khung ¢ nhiéu nhéit 11 dot bién nguoc axit
amin trén mdi ving khung chudi nhe va/hodc ving khung chudi ning ctia khang thé cia
nguoi.

Theo mot s§ phuong 4n, bién thé ving khung bao gbém cac d6t bién dugc chon tir

muc bét k¥ trong sb cac muc tir (f) dén (h) sau:

(f) dot bién nguoc axit amin 2G chira trong ving bién ddi chudi nhe va/hoic mot
hodc nhiéu d6t bién ngugc axit amin dugc chon tir 27Y, 481, 67T, 69L, 82F va 93T chira
trong ving bién ddi chudi ning;

(g) dot bién ngugc axit amin 2V chira trong ving bién ddi chudi nhe, va/hogdic mot
hodc nhidu d6t bién nguoc axit amin duoc chon tir 26D, 27F, 30T, 38K, 43H, 481, 66K,
67A, 69L, 82F va 93T chira trong ving bién ddi chudi ning; va

(h) mot hodc nhidu dot bién ngugce axit amin dugc chon tr 42G, 44V va 71Y chira
trong vung bién d6i chudi nhe, va/hoic dot bién nguoc axit amin 1K va/hodc 94S chira

trong ving bién doi chudi ning.

Theo mot sb phuong 4n cia khang thé khang PD-1 hosc manh gin két khang
nguyén cia né néu trén, khang thé khang PD-1 hoic manh gan két khang nguyén cla
chiing bao gbm ving bién dbi khang thé dugc chon tir nhém bao gom:

(a2) ving bién d6i chudi ning chira HCDR1, HCDR2 va HCDR3 nhu dugc thé
hién tuong tmg trong SEQ ID NO.8, SEQ ID NO.9 va SEQ ID NO.10, va mdt hodc nhiéu
dot bién nguogc axit amin cda 27Y, 481, 67T, 69L, 82F va 93T chira trong vung khung

chuodi nang, va
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ving bién dbi chudi nhe chita LCDR2 va LCDR3 nhu dugce thé hién twong ung
trong SEQ ID NO.12 va SEQ ID NO.13, va LCDR1 nhu dugc thé hién trong SEQ ID
NO.11, SEQ ID NO.47, SEQ ID NO.48, SEQ ID NO.49, SEQ ID NO.50, SEQ ID NO.51
hoac SEQ ID NO.52, va 2G dot bién ngugc axit amin chita trong viing khung chudi nhe;

(b2) ving bién dbi chudi ning chira HCDRI, HCDR2 va HCDR3 nhu dugc thé
hién twong tng trong SEQ ID NO.14, SEQ ID NO.15 va SEQ ID NO.16, va mot hodc
nhidu dot bién nguoc axit amin dwoc chon tir 26D, 27F, 30T, 38K, 43H, 481, 66K, 67A,

69L, 82F va 93T chira trong ving bién dbi chudi ning; va

ving bién dbi chudi nhe chira LCDR1, LCDR2 vi LCDR3 nhu dugc thé hién
trong tng trong SEQ ID NO.17, SEQ ID NO.12 va SEQ ID NO.18, va dot bién nguoc

axit amin 2V chia trong ving khung chudi nhe;

(¢2) ving bién d6i chudi nang chira HCDR1, HCDR2 va HCDR3 nhu dugc thé
hién tuong tng trong SEQ ID NO.21, SEQ ID NO.22 va SEQ ID NO.23, va dot bién

nguoc axit amin 1K va/hosc 94S chira trong viing khung chudi ning, va

ving bién dbi chudi nhe chita LCDR1, LCDR2 va LCDR3 nhu dugc thé hién
twong g trong SEQ ID NO.24, SEQ ID NO.25 va SEQ ID NO.26, va mot hodc nhiéu
d6t bién nguoc axit amin duoc chon tir 42G, 44V va 71Y chira trong viing khung chudi
nhe.

Theo mét sb phuong an ciia khang thé khang PD-1 hoic manh gin két khang
nguyén ctia né néu trén, khang thé khang PD-1 hoic manh gin két khang nguyén cia
ching bao gdm ving bién dbi khang thé dugc chon tir muc bat ky trong s cac muc tir (1)
dén (o) sau:

(i) ving bién d6i chudi ning c6 trinh tu nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.4
hodc c6 d6 twong ddng trinh t it nhét bang 90% so véi SEQ ID NO.4, va/hoic

ving bién ddi chudi nhe cé trinh tir nhu duge thé hién trong SEQ ID NO.5 hoic c6
d6 twong ddng trinh tyr it nhét bang 90% so véi SEQ ID NO.5;

(j) ving bién dbi chudi ning cé trinh tu nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.6
hoic ¢6 d6 twong ddng trinh tu it nhit bang 90% so véi SEQ ID NO.6, va/hoic

ving bién dbi chudi nhe cé trinh ty nhu duge thé hién trong SEQ ID NO.7 hoic ¢6
d6 trong dong trinh ty it nhat bang 90% so v6i SEQ ID NO.7;
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(k) ving bién dbi chudi ning cé trinh trr nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.19
hodic c6 d6 twong ddng trinh tir it nhit bing 90% so véi SEQ ID NO.19, vi/hoic

ving bién dbi chudi nhe c6 trinh tir nhu duogc thé hién trong SEQ ID NO.20 hoic
c¢6 d6 tuong dong trinh tr it nhit bang 90% so v6i SEQ ID NO.20;

(1) ving bién ddi chudi ning cé trinh tir nhur durge thé hién trong SEQ ID NO.27,
30, 31 ho#c 32, hodc ¢6 d6 twong ddng trinh tir it nhit bang 90% so véi SEQ ID NO.27,
30, 31 hodc 32, tuong tng, va’/hodc

ving bién d6i chudi nhe c6 trinh tw nhu duge thé hién trong SEQ ID NO.28, SEQ
ID NO.29, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63 hodc 64, hodc c6 d6 twong ddng trinh
tir it nhit bang 90% so voi SEQ ID NO.28, SEQ ID NO.29, 34, 35, 53, 54, 55, 56, 57, 58,
59, 60, 61, 62, 63 hoac 64, tuong Ung;

(m) ving bién ddi chudi ning cé trinh tur nhu duge thé hién trong SEQ ID NO.33,
36, 37, 38, 39 hoic 40, hodc c6 dd twong ddng trinh tyr it nhit bing 90% so véi SEQ ID
NO.33, 36, 37, 38, 39 hodc 40, twong tng, va’/hodc

ving bién dbi chudi nhe c6 trinh tir nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.34, 35,
28,29, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63 hoidc 64, hodc c6 do trong ddng trinh tu
it nhat bing 90% so v&i SEQ ID NO.34, 35, 28, 29, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62,
63 hodc 64, tuong Ung;

(n) ving bién ddi chudi nang cé trinh tu nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO.41,
45 hoic 46, hoic c¢6 dd twong ddng trinh tir it nhat bang 90% so véi SEQ ID NO.41, 45
hodac 46, tuong tng, va/hoic ‘

ving bién dbi chudi nhe cé trinh tu nhu duge thé hién trong SEQ ID NO.42, 43
hodc 44, hodc c6 do twong dong trinh tr it nhat bang 90% so véi SEQ ID NO.42, 43 hoic
44, tuong Ung;

(0) ving bién dbi chudi nang c6 trinh tu nhu duge thé hién trong SEQ ID NO.70
hodc ¢6 d6 tuong ddng trinh tu it nhét bang 90% so v6i SEQ ID NO.70, va/hoic

ving bién dbi chudi nhe cé trinh tir nhur dugc thé hién trong SEQ ID NO.71 hoic
c¢6 d6 twong ddng trinh tir it nhat bang 90% so véi SEQ ID NO.71; va
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(p) ving bién dbi chudi ning c6 trinh tr nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.27,
30, 31 ho#ic 32, hoic ¢ do twong ddng trinh tu it nhat bang 90% so véi SEQ ID NO.27,
30, 31 hodc 32, tuong Umg, va’hoac

ving bién d6i chudi nhe ¢4 trinh tr nhur dugc thé hién trong SEQ ID NO.34 hoic
35, hogc c6 do twong dong trinh tur it nhdt bang 90% so véi SEQ ID NO.34 hogc 35,
- tuong Gmng;

trong 46 trinh tr SEQ ID NO.70 va SEQ ID NO.71 dugc dai dién boi trinh tw ¢4
cong thirc chung nhu duoc thé hién trong Bang 2:

Béng 2

EVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASX X ;s TFX,,)DYEX
HWVX,,QAPGX,,GLEWX,;GLX,DPETGGX;VYNQKFK
X X0sXos TX 5 TADKSTSTAYMEX;SSLRSEDTAVYYCX,
sREX s XXX YXX;0X11 X, DWYFDVWGQGTTVTVSS,
trong d6, X; dugc chon tr I hodc M, X, dugc chon tir F hodc
I, X; duoc chon tir /T, X, dugc chon tir G hoac D, X duoc
chon tir G hodc R, X is F hoic Véng mat, X513 S hoac Véng
mat, Xg1a Y hodc Véng mit, X, 13 G hodc ving mit, X;, 13 S
hoac vz“'ing mat, X;; duoc chon tir N hoac T, X;, dugc chon tir
R hodc S, X3 dugc chon tir G hoac D, X4 dugc chon tir G, F
hodc Y, Xy duoc chon tir S hodc T, X,; dugc chon tir R hodc
K, Xy, dugc chon tir Q hodc H, X,; duogc chon tr M hodc I,
Xy4 duge chon tir R hodc K, X,s duoc chon tir V, A hodc T,

DX,VMTQTPLSLPVTPGEP
ASISCRSSOQSX,;VHSX,,X;sX
16 L YLEWYLQKPGQSPQLLI
YKVSNRFSGVPDRFSGSGS
GTDFTLKISRVEAEDVGVY
YCEQGSHVPYX,,FGGGTKV
EIK, trong d6, X,; duogc chon tir
Thoac L, X, dugc chon tir N,
Q, L, T hoac D, X;5 duoc chon
tr G, A hodc V, X4 duoc chon
tr N hoac K, X, duoc chon tir
A hodc T va X,g dugc chon tir I,
V hodc G (SEQ ID NO.71)

X6 duge chon tir R hodc K, Xy; duoc chon tir L hodc F va
X5 dugc chon tir A hodc T (SEQ ID NO.70)

Theo mot sd phuong an, ving bién dbi chudi ning ctia khang thé khang PD-1 14
nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.27 hodc c6 do tuwong ddng it nhit bing 90% vdéi |
SEQ ID NO.27, va trinh tu ving bién dbi chudi nhe ciia khang thé khang PD-1 13 nhu
duoc thé hién trong SEQ ID NO.55 hoic ¢6 d6 trong dong trinh tir it nhat bing 90% so
véi SEQ ID NO.55.

Theo mét s phuong 4n, ving bién dbi chudi ning cta khang thé khang PD-1 14
nhu duge thé hién trong SEQ ID NO.46 hoic c6 do tuong ddng it nhit bing 90% véi
SEQ ID NO.46, va trinh tu ving bién d6i chudi nhe ctia khang thé khang PD-1 14 nhu
duoc thé hién trong SEQ ID NO.43 hoic c6 d6 twong ddng trinh tur it nhit bing 90% so
v6i SEQ ID NO.43.

“Po tuong ddng it nhit bing 90%” néu trén bao gbdbm cd dd tuong ddng it nhit
bang 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hoic 100%.
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Theo mot s6 phurong 4n khac cia khang thé khang PD-1 hodc manh gin két khéang
nguyén cua nd néu trén, khang thé con bao gbm vung hing dinh khéng thé; theo mot sb
phuong 4n khéc, vimg hang dinh chudi ning ciia ving hing dinh khang thé duoc chon tir
ving hang dinh IgG1, IgG2, IgG3 va IgG4 cia ngudi va cac bién thé thong thuong cia
ching, ving hang dinh chudi nhe cta ving hing dinh khang thé duoc chon tir viing hing
dinh chudi « va A clia khang thé clia ngudi va cac bién thé thong thudong cia ching; theo
mot sb phuong 4n khac, ving hing dinh khéng thé bao gbm ving hing dinh chudi ning
IgG4 ma mot hodc nhiéu d6t bién cta S228P, F234A va L235A dugc dua vao, vi dy, bao
gbm ving hang dinh chudi ning IgG4 c6 dot bién ba axit amin clia S228P, F234A va
L235A; theo mdt s6 phuong an khéc, khang thé bao gdm ving hing dinh chudi nang nhu
duoc thé hién trong SEQ ID NO.72 hodc SEQ ID NO.79, va ving hiang dinh chudi nhe
nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO.73.

Theo mdt s6 phuong 4n cua khang thé khang PD-1 hodc manh gén két khang
nguyén ctia né néu trén, khang thé khang PD-1 chira chudi nhe nhu duogc thé hién trong
SEQ ID NO.78 va chudi ning nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO.77 hodc 82; hoic
chudi nhe nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.75 va chudi ning nhu duge thé hién trong
SEQ ID NO.74, 76, 80 hodc 81.

Theo mét sd phuong an, khang thé khang PD-1 chtra chudi ning nhu dugc thé
hién trong SEQ ID NO.74 va chudi nhe nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.75; hoic
chudi nang nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.77 va chudi nhe nhu duc_rc thé hién trong
SEQ ID NO.78.

Theo mot s phuong 4n, sang ché dé cap dén khang thé khang PD-1 hodc manh
gin két khang nguyén ciia ching, khang thé gin két canh tranh véi PD-1 clia ngudi hodc
gin két véi cing epitop PD-1 ciia ngudi véi khang thé bit ky trong sb cac khang thé
khang PD-1 hodc méanh gin két khang nguyén ctia né néu trén.

Theo mdt sb phuong 4n cia khang thé khdng PD-1 hoic méanh gin két khang
nguyén cia n6 néu trén, khang thé 1a khéng thé dic hiéu kép hodc khéng thé da dac hiéu.

Theo mot sé phuong 4n ciia khang thé khang PD-1 hoic manh gin két khang
nguyén cta ching, manh gin két khang nguyén dugc chon tir nhém bao gdm Fab, Fab’,
F(ab’),, khang thé chudi don (scFv), ving V dugc dime héa (khang thé chira hai manh
globulin mién dich) va ving V duogc 13m én dinh lién két disulfua (dsFv).
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Theo mét sb phuong 4n, sang ché dé cap dén khang thé don dong phan Iap hodc
manh gin két khang nguyén cia ching, khang thé nay gin két canh tranh v6i PD-1 cta
ngudi v6i khang thé khang PD-1 hodc méanh gén két khang nguyén ctia ching theo dang

bét ky trong s cac dang néu trén.

Theo mot sd phuong 4n, sang ché ciling dé cap dén dugc phdm, bao gdbm luong
hiru hiéu diéu tri bénh ciia khang thé khang PD-1 hodc manh gin két khang nguyén cua
ching theo dang bét ky trong s6 cac dang néu trén, hodc luong hitu hiéu diéu tri bénh cua
khang thé don dong phan 1ap hoic méanh gin -két khang nguyén cda ching néu trén, va
mot hoac nhiéu chét mang, chét pha loang, chit dém hodc ta dugc duogc dung. Theo mot
sb phuong éan, lugng hiru hiéu diu tri bénh dé chi lidu lugng don vi cua dugce phém chira
0,1 dén 3000 mg khang thé khang PD-1 hodc méanh gin két khang nguyén ctia nd néu
trén.

Theo mdt s6 phuong 4n, sang ché ciling dé cdp dén axit nucleic ma héa khang thé
khang PD-1 hodc méanh gin két khang nguyén cia ching theo dang bat ky trong s cac
dang néu trén, hoic ma héa khang thé don dong phan 1ap hoic manh gin két khing

nguyén cia chung néu trén.

Theo mot s6 phuong an, sdng ché cling dé cadp dén té€ bao vat chu chtra axit nucleic

néu trén.

Sang ché cling mo ta phuong phap phat hién mién dich hodc xac dinh PD-1, bao
gbm budc st dung khang thé khang PD-1 hoic manh gin két khang nguyén cia chung
theo dang bat ky trong sb cac dang néu trén, hodc bude st dung khang thé don dong phan
1ap hodc manh gin két khang nguyén cia ching néu trén.

Theo mét sé phuong 4n, sang ché ciing d& cip dén kit chira khang thé khang PD-1
hoic méanh gan két khang nguyén ciia né néu trén hodc khang thé don dong phan 14p hodc
manh gin két khang nguyén ctia né néu trén.

Sang ché ciing mo ta str dung khang thé khang PD-1 hodc manh gin két khang
nguyén clia né néu trén dé bio ché tac nhan chin doan cac bénh lién quan dén PD-1.

Sang ché ciing m6 ta phuong phéap diéu tri bénh, bao gdm budc cho ddi tugng sir
dung lwong hiru hiéu diéu tri bénh ciia khang thé khang PD-1 hodc manh gin két khang

nguyén cia chiing theo dang bat ky trong s cac dang néu trén, hodc khang thé don dong
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phan 14p hodc manh gin két khang nguyén cuia nd néu trén, hodc dugc pham néu trén,

hodc axit nucleic néu trén.
Theo mot s6 phuong an, bénh 1a khoi u.

Theo mot sd phuong &n khac, bénh dugc chon tir: bénh ung thu biéu mo6 té bao
vay dau va cb, bénh ung thu dau va cb, bénh ung thu nio, u thin kinh dém, u nguyén bio
than kinh dém da dang, u nguyén bao than kinh, bénh ung thu hé than kinh trung uong,
khdi u thin kinh noi tiét, bénh ung thu hau hong, bénh ung thu vom hong, bénh ung thu
thuc quan, bénh ung thu tuyén gidp, u trung biéu moé mang phdi ac tinh, bénh ung thu
phéi, bénh ung thu vi, bénh ung thur gan, u gan, bénh ung thu biéu mé té bio gan, bénh
ung thu gan mat, bénh ung thu tuyén tuy, bénh ung thu da day, bénh ung thu dudng tiéu
héa, bénh ung thu rudt, bénh ung thu dai trang, bénh ung thu dai truc trang, bénh ung thu
than, bénh ung thu biéu mo té bio than té bio sang, bénh ung thu budng trimg, bénh ung
thu ndi mac tir cung, bénh ung thu ¢ tir cung, bénh ung thu bang quang, bénh ung thu
tuyén tién liét, bénh ung thu tinh hoan, bénh ung thu da, u 4c tinh, bénh bach ciu, bénh
ung thu hach, bénh ung thu xuong, bénh ung thu sun, u tuy, da u tuy, hoi chirng loan san
tiy, bénh ung thu ting sinh tiiy, bénh ung thu biéu mé té bio vay, bénh ung thu t chirc
lién két Ewing, bénh tich dam chudi nhe hé théng va bénh ung thu biéu mé té bao
Merkel; theo mét s6 phuong 4n trong sb cac phuong 4n nay, u lympho duoc chon tir: u
lympho Hodgkin, u lympho khong Hodgkin, u lympho t€ bao B 16n lan téa, u lympho
nang, u lympho té bao B 16n trung thit nguyén phat, u lympho té bao 16p vo, bénh ung
thu hach bach huyét nhé, u lympho té bao B 16n giau té bao T/md bio va u lympho twong
bao lympho, bénh ung thu phdi duoc chon tir: bénh ung thu phdi té bao khong nhé va
bénh ung thu phéi t& bao nho, bénh bach ciu dugc chon tir: bénh bach ciu dong tdy man
tinh, bénh bach ciu dong tity cép tinh, bénh bach cdu dong lympho, bénh bach céu
nguyén bao lympho, bénh bach ciu nguyén bao lympho cip tinh, bénh bach _péu dong
lympho man tinh va bénh bach cdu dong tiy; theo mét sb phuong 4n khac, bénh duogc
chon tir: khdi u 4c tinh dwong tinh véi PD-L1, bénh ung thu phdi, bénh ung thu phdi té
bao khéng nhd, bénh ung thu v, bénh ung thu da day, bénh ung thu thdn, bénh ung thu
bang quang, bénh ung thu rudt va bénh ung thu dai trang.

Sang ché ciing mé ta sir dung khang thé khang PD-1 hodc manh gin két khang

nguyén cua chung theo dang bat ky trong so cac dang néu trén, hodc khing thé don dong
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phéan 14p hodc manh gan két khang nguyén cta nd néu trén, hodc dugc phadm néu trén,

hoic axit nucleic néu trén, dé bao ché thubc dé diéu tri hoic phong ngira bénh.
Theo mdt sb phuong an, bénh 1a khdi u.

Theo mdt sb phwong 4n khéc, bénh dugc chon tir: bénh ung thu biéu mé té bao
vay & ddu va cb, bénh ung thu ddu va cb, bénh ung thu nio, u thin kinh dém, u nguyén
bao thin kinh dém da dang, u nguyén bao than kinh, bénh ung thu hé thin kinh trung
uong, u than kinh noi tiét, bénh ung thu hau hong, bénh ung thu vom hong, bénh ung thu
thuc quan, bénh ung thu tuyén gidp, u trung biéu mo mang phéi 4c tinh, bénh ung thu
' phéi, bénh ung thu vi, bénh ung thu gan, u gan, bénh ung thu biéu m6 té bio gan, bénh
ung thu gan mat, bénh ung thu tuyén tuy, bénh ung thu da day, bénh ung thu dudng tiéu
hda, bénh ung thu rudt, bénh ung thu dai trang, bénh ung thu dai truc trang, bénh ung thu
thén, bénh ung thu biéu mo t& bao than té bao sang, bénh ung thu budng trimg, bénh ung
thu ndi mac t cung, bénh ung thu ¢ tir cung, bénh ung thu bang quang, bénh ung thu
tuyén tién liét, bénh ung thu tinh hoan, bénh ung thu da, u ac tinh, bénh bach cﬁu, bénh
ung thu hach, bénh ung thu xuong, bénh ung thu sun, u tiy, da u tuy, ho1i ching loan sdn
tiy, bénh ung thu ting sinh tiy, bénh ung thu biéu mo té bao vay, bénh ung thu t chirc
lién két Ewing, bénh tich dam chudi nhe hé théng va bénh ung thu biéu md té bao
Merkel; theo mdt s6 phuong 4n trong s6 cic phuong an nay, u lympho duge chon tir: u
lympho Hodgkin, u lympho khong Hodgkin, u lympho té bao B 16n lan tda, u lympho
nang, u lympho té bao B 16n trung thit nguyén phat, u lympho té bio 16p 4o, u lympho té
bao nhd, u lympho té bao B 16n giau té bao T/mo bao va u lympho tuwong bao lympho,
béﬁh ung thu phdi duge chon tir: bénh ung thu phdi té bio khong nho va bénh ung thu

phéi t& bao nhé, bénh bach cau duge chon tir: bénh bach cdu dong tiy mén tinh, bénh
| bach cau dong tiy cép tinh, bénh bach ciu dong lympho, bénh bach ciu nguyén bio
lympho, bénh bach cau nguyén bao lympho cép tinh, bénh bach cau lympho bao mén tinh
va bénh bach cau dong tay; theo mdt s6 phuong 4n khac, bénh dugce chon tur: khéi u 4c
tinh dwong tinh v6i PD-L1, bénh ung thu phdi, bénh ung thu phdi té bao khong nhé, bénh
ung thu v, bénh ung thu da day, bénh ung thu thin, bénh ung thu bang quang, bénh ung
thu rudt va bénh ung thu dai trang.

Theo mét s6 phuong 4n, séng ché ciing @& cép dén khang thé khang PD-1 hoic

ménh gén két khang nguyén ctia ching theo dang bt ky trong sd cac dang néu trén, hoic

-15-



41636

khang thé don dong phan lap hoic manh gin két khang nguyén clia né néu trén, hoic axit

nucleic néu trén, hodc dugc pham néu trén, dé st dung lam thudc.

Theo mét sb phuong 4n, thude duoc st dung dé diéu tri hodc phong ngira cac bénh

lién quan dén PD-1.
Theo mét s6 phwong 4n, bénh 13 khdi u.

Theo mdt sb phuong an khac, bénh dugc chon tir: bénh ung thlf biéu mé té bao
vay d4u va cd, bénh ung thu dau va cb, bénh ung thu ndo, u than kinh dém, u nguyén bao -
than kinh dém da dang, u nguyén bao thin kinh, bénh ung thu hé than kinh trung wong, u
than kinh n@i tiét, bénh ung thu hau hong, bénh ung thu vom hong, bénh ung thu thuc
quén, bénh ung thu tuyén gidp, u trung biéu mé mang phdi ac tinh, bénh ung thu phdi,
bénh ung thu vi, bénh ung thu gan, u gan, bénh ung thu biéu mo té bao gan, bénh ung
thu gan mat, bénh ung thu tuy, bénh ung thu da day, bénh ung thu dudng ti€u hoda, bénh
ung thu rudt, bénh ung thu dai trang, bénh ung thu dai truc trang, bénh ung thu than,
bénh ung thu biu mo té bao than té bao trong, bénh ung thu buéng tring, bénh ung thu
n6i mac tir cung, bénh ung thu cb tir cung, bénh ung thu bang quang, bénh ung thu tuyén
tién liét, bénh ung thu tinh hoan, bénh ung thu da, u 4c tinh, bénh bach ciu, bénh ung thu
hach, bénh ung thu xuong, bénh ung thu sun, u tiy, da u tay, hoi ching loan san tuy,
bénh ung thu ting sinh tiy, bénh ung thu biéu mé t& bao vy, bénh ung- thu t6 chic lién
két Ewing, bénh tich dam chudi nhe hé thdng va bénh ung thu biéu mé té bio Merkel;
theo mot s6 phuong 4n trong sé cac phuong 4n niy, u lympho dwgc chon tir: u lympho
Hodgkin, u lympho khéng Hodgkin, u lympho té bao B 16n lan téa, u lympho nang, u
lympho té bao B 16n trung that nguyén phat, u lympho té bao 16p 4o, u lympho té bao
nhé, u lympho té bao B 16n gidu t€ bao T/mé bao va u lympho té bao lympho, bénh ung
thu phdi duge chon tir: bénh ung thu phdi té bao khéng nhé va bénh ung thu phéi té bao
nhd, bénh bach cau duoc chon tir: bénh bach cau dong tiy man tinh, bénh bach cau dong
tiy cp tinh, bénh bach cau dong lympho, bénh bach cau nguyén bao lympho, bénh bach
cAu nguyén bio lympho cip tinh, bénh bach cau dong lympho mén tinh va bénh bach ciu
dong tay; theo mot sb phuong an khéc, bénh dugc chon tu: khéi u 4c tinh duong tinh véi
PD-L1, bénh ung thu phdi, bénh ung thu phdi té bao khéng nhé, bénh ung thu vi, bénh
ung thu da day, bénh ung thu than, bénh ung thu bang quang, bénh ung thu rudt va bénh
ung thu dai trang.
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MBS t4 vit tit cac hinh vé

Fig.1: két qua thir nghiém ctia khang thé khang PD-1 phong bé gan két cuia PD-1
v6i thy thé ciia né;

Fig.2: hiéu qua ciia khang thé khang PD-1 d6i véi viéc tiét IFNy tir t& bio PBMC;

" Fig.3: hiéu luc ciia khang thé khang PD-1 dbi vé6i khdi u ghép ngoai lai cia bénh
ung thu dai tring MC38 & chudt nhét nhit;

Fig.4: hiéu qua ctia khang thé khang PD-1 d6i véi thé tich khéi u ctia bénh ung thu
dai trang MC38 & chudt nhét nhit.

MO t4 chi tiét sang ché
Téng quan

Dé 1am cho sang ché duoc hiéu d& dang hon, mét sb thuat ngit khoa hoc va k¥
thuat nhit dinh duogc dinh nghia cu thé dué6i day. Tru khi dugc dinh nghia rd rang theo
cach khac ¢ day, tat ca thuét ngit khoa hoc va k¥ thuat khéc dugce st dung & ddy c6 nghia
thuong duoc hiéu béi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat cia séng ché.

Thuét ngit “gdy chét theo chwong trinh 17, “gay chét t& bao theo chuong trinh 17,
“protein PD-17, “PD-1”, “PDCD1” va “hPD-1” duoc st dung thay thé cho nhau va bao
gdm PD-1 ctia ngudi bién thé, isotyp, cac dang tuong dong loi, va cac chit twong ty c6
it nhat mot epitop chung véi PD-1. Trinh tu PD-1 hoan chinh c6 thé dugc tim thiy véi sb
truy cap GenBank U64863.

Thuét ngt “phdi tir giy chét theo chwong trinh-1 (PD-L1)” 12 mdt trong hai phéi
tir glycoprotein bé mit té bao ciia PD-1 (phdi tir kia 13 PD-L2), diéu hoa dudi sy hoat héa
té bao T va su tiét xytokin khi né gin két véi PD-1. Thuat ngit “PD-L1” nhu duogc si
dung & diy bao gdm bién thé, isotyp va cac dang tuong ddng gira cac loai PD-L1 (hPD-
L1), hPD-L1 ciia ngudi, va 5 chét trong tu ¢ it nhit mot epitop chung v6i hPD-1. Trinh
tr hPD-L1 hoan chinh c6 thé duoc tim thiy véi s truy cdp GenBank QINZQ7.

Thuét ngit “xytokin” 1la mdt thudt ngit chung cho céc protein dugc giai phdng béi
mdt quan thé té bao va hoat dong trén cac té bao khac nhu chét trung gian t& bao. Vi du

vé cac xytokin nhu vdy bao gdm lymphokin, monokin, chemokin va cic hormon
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polypeptit truyén thong. Xytokin duoc 14y 1am vi dy bao gdm: IL-2, IFN-y, IL-6, TNFo,
IL-17 va IL-5 cua ngudi.

M3 ba chit cai va ma mot chir cai cia axit amin dugc sir dung trong sang ché la

nhu duge mo ta trong J. biol. chem, 243, p3558 (1968).

Thuét ngit “khéng thé” dugc sir dung trong ban md ta dé chi globulin mién dich
n6i chung. Khang thé nguyén ven tir nhién 13 chu trac chudi tetrapeptit bao gdm hai chudi
ning giéng nhau va hai chudi nhe gidng nhau lién két béi cac lién két disulfua lién chudi.
Thanh phan axit amin va trinh tw cta ving héng dinh chudi ning globulin mién dich 13
khac nhau, vi vay tinh khang nguyén cia ching ciing khac nhau. Bing cach 4y, globulin
mién dich c6 thé dugc chia thanh nam 16p, hodc dugc dit tén 12 isotyp cta globulin mién
dich, cu thé 1a IgM, IgD, IgG, IgA va IgE, va cic chudi ning tuong tmg cia ching 13
chubip, chudi &, chudi y, chudi a va chudi e, twong tng. Cuing mét 16p Ig c6 thé dugc
chia thanh c4c phén 16p khic nhau theo sy khac biét vé thanh phan axit amin ctia ving
ban 18 va sb lwong va vi trf cua lién két disulfua chudi nang. Vi du, IgG c6 thé duoc chia
thanh IgG1, IgG2, IgG3 va IgG4. Chudi nhe dugc chia thanh chudi k hodc chubi A béi su
khac biét clia ving hang dinh. Mbi 16p trong s6 nam 16p Ig c6 thé c6 chudi k hodc chudi
). Céc khang thé dugc d& cip dén trong sang ché bao gdbm khang thé hoic manh gin két
khéng nguyén cia ching, bao gébm khang thé hoic manh gin két khang nguyén cua
ching c6 di dugc cai bién trén co sé globulin mién dich trong khi van gitt dugc kha ning
gén két khang nguyén; bao gdbm cac khang thé don dic hiéu, khang thé dic hiéu kép hoic
da dac hiéu; ciing bao gdm khang thé don hoéa tri, khang thé hoa tri hai hodc khang thé da
héa tri. Manh gin két khang nguyén ciia khang thé, vi du, c6 thé 12 manh bao gbm it nhit
mdt chu tric VH-CH]1 va it nhit mot VL-CL, trong d6 cau tric VH va VL c6 thé tiép can
nhau dwa trén su twong tic gitta cic chudi va duy tri kha ning gin két khang nguyén.
Theo mdt sb phuong 4n, manh gan két khang nguyén cta khang thé 13 manh Fab don héa
tri (manh Fab1), manh Fab hoéa tri hai (F (ab) 2), manh Fab hoa tri ba (F(ab)3), manh Fab
da hoa tri (hai hodc nh:_iéu), va c6 thé cling 13 c4c manh gin két khang nguyén don dic

hiéu, dac hiéu kép hodc da dic hiéu khac bao gém it nhAt mot manh Fab.

Thuét ngt “khang thé dic hidu kép” duogc sir dung trong ban mo ta dé chi khang
thé (bao gdm khang thé hodc méanh gin két khang nguyén cua ching, nhu khang thé
chudi don) c6 thé gin két dic hiéu vdi hai khang nguyén khac nhau hodc hai epitop khac
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nhau ctia cung mot khang nguyén. Gidi phép ky thuét da biét d3 boc 16 khang thé dic
hiéu kép véi nhiéu cdu tric khac nhau. Theo tinh todn ven clia phén tir IgG, ching c6 thé
duoc chia thanh khéng thé dic hiéu kép gibng IgG va khang thé dic hiéu kép dang manh
khang thé. Theo sb luong va cdu hinh clia cic ving gin két khang nguyén, ching c6 thé
duoc chia thanh khang thé dac hiéu kép hoa tri hai, héa tri ba, héa tri bén hoic nhiéu héa
tri. Theo cAu triic c6 dbi xtmg hay khong, chiing cé thé dugc chia thanh khing thé dic
hiéu kép cé chu tric dbi xtmg va khang thé dc hidu kép c6 cau tric khong ddi ximg.
Trong s6 ching, khang thé dac hléu kép trén co s& manh khang thé, vi du, manh Fab
thiéu hut manh Fc, tao ra khéng‘thé dac hiéu kép béng cach gén két hai hoac nhiéu manh
trong mdt phan tir. C4c khang thé nay c6 tinh sinh mién dich thip hon va trong lugng
phén tir nhé hon va tinh thAm mé khéi u cao hon. Ciu tric khéng thé didn hinh cta loai
nay 1a khang thé dic hiéu kép nhu F(ab)2, scFv-Fab, (scFv)2-Fab, v.v; Déi v6i khang thé
dac hiéu kép gibng IgG (vi du, v6i manh Fc), loai khang thé nay c6 trong luong phan tir
16n hon. Ménh Fe gitip tinh ché khang thé trong céc giai doan sau va céi thién do hoa tan
va d6 4n dinh cta né. Géc Feco thé ciing gin két véi FeRn thy thé va ting thoi gian ban
hiy trong huyét thanh cta khang thé. M6 hinh chu tric khang thé dac hiéu kép dién hinh
13, nhu, KiH, CrossMAb, Triomab quadroma, FcAAdp, ART-Ig, BiMAb, Biclonics,
BEAT, DuoBody, Azymetric, XmAb, 2:1 TCBs, 1Fab-IgG TDB, FynomAb, two-in-
one/DAF, scFv-Fab-IgG, DART-Fc, LP-DART, CODV-Fab-TL, HLE-BiTE, F(ab)2-
CrossMAD, IgG-(scFv)2, Bs4Ab, DVD-Ig, Tetravalent-DART-Fc, (scFv)4-Fc, CODV-
Ig, mAb2, F(ab)4-CrossMAD va céac khang thé dic hidu kép khac (xem Aran F. Labrijn et
al., Nature Reviews Drug Discovery volume 18, pages 585-608 (2019); Chen S1 et al., J
Immunol Res. 2019 Feb 11;2019:4516041).

Thuét ngir “hoda tri mot”, “hda tri hai”, “hda tri ba” hodc “da hoa tri” duogc st dung
trong ban mo ta dé chi sy hién dién ctia mot s6 vi tri gin két khéang nguyén dic hiéu trong
phirc hop khang thé hoic polypeptit. Vi du, “khang thé héa tri mot “ ¢ nghia 13 ¢6 mot vi
tr{ gén két khang nguyén trong phtic hop polypeptit;” Phic hop polypeptit hoa tri mot «
¢6 nghia 12 c6 mot vi tri gin két khang nguyén trong phirc hop polypeptit;” Khéng thé
héa tri hai “ c¢6 nghia 14 c6 hai vi trf lién két khang nguyén trong khang thé, “Phirc hop
polypeptit hda tri hai” c6 nghia 1a c6 hai vi trf gin két khang nguyén trong phtic hop
polypeptit; “Khang thé hoa tri ba” c¢6 nghia 12 c6 ba vi trf gén két khang nguyén trong
khéng thé, “Phirc hop polypeptit héa tri ba” c¢6 nghia 13 c6 ba vi trf gén két khang nguyén
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trong phtrc hop polypeptit; “Khang thé da héa tri” ¢ nghia 13 c6 nhiéu (ba hodc nhidu
hon) vi trf gin két khang nguyén trong khang thé, va “Phirc hop polypeptit da hoa tri” c6
nghia 13 ¢6 nhiéu (hai hoic nhiéu) vi trf gén két khang nguyén trong phtic hop polypeptit.

Thuat ngit “protein dung hop khang thé “ dé chi protein dung hop c6 hoat tinh sinh
hoc duoc hinh thanh bang cach lién két mot protein quan tam (polypeptit) v6i globulin
mién dich. Protein dung hop c6 hoat tinh sinh hoc ctia ca protein lién két va ctia globulin
mién dich.

Trinh tu cta khoang 110 axit amin gan d4u tan cing N ctia chudi ning va chudi
nhe ctia khang thé thay d6i 16n va 13 ving bién ddi (Fv region); trinh tu axit amin con lai
gan ddu tan cing C twong dbi én dinh va 13 ving hing dinh. Ving bién ddi bao gdm 3
ving siéu bién dbi (HVR) va 4 ving khung (FR) véi trinh tu twong d6i bao toan. 3 ving
siéu bién ddi x4ac dinh tinh ddc hidu cia khang thé con duoc goi 14 ving x4c dinh tinh bd
thé (CDR). Mbi ving bién dbi chudi nhe (VL) va ving bién ddi chudi ning (VH) bao
gbm 3 ving CDR va 4 ving FR. Thir tu tir ddu tin cling amino dén dau tin ciing carboxyl
1a: FR1, CDRI, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. 3 ving CDR ciia chudi nhe dé chi
LCDR1, LCDR2 va LCDR3; va 3 viung CDR ciia chudi ning dé chi HCDR1, HCDR2 va
HCDR3.

Khang thé theo sang ché bao gém khang thé ctia chudt nhét, khang thé thé kham,

khang thé nhan tao va khang thé hoan toan ctia ngudi, tot hon 1a khang thé nhan tao.

Thuét ngir “khang thé cta chudt nhit” trong sang ché 14 khang thé don dong chng
lai PD-1 cta ngudi duoc diéu ché theo kién thirc va hiéu biét trong linh vuc k¥ thuat ndy.
Trong qua trinh diéu ché, d6i tuong thir nghiém dugc tiém khang nguyén PD-1, va sau d6
cac thé lai héa biéu hién khéng thé vé6i cac dic tinh trinh tu hodc chuc ndng mong mudn
duoc phan 14p. Theo phuwong 4n dugc wu tién theo sang ché, khang thé khang PD-1 cia
chudt nhit hoic manh gin két khang nguyén cia ching c6 thé con bao gdm ving hing
dinh chudi nhe ctia chudi , A ctia chudt nhit hoic bién thé ciia ching, hodc con bao gdm
ving hing dinh chudi ning cua IgGl, IgG2, IgG3 cla chudt nhit hoic bién thé cua

ching.

Thuét ngft “khang thé thé kham” 13 khang thé dugc hinh thanh bing cich dung
hop ving bién ddi ciia khang thé cta chudt nhit v6i ving hing dinh ciia khang thé cta

ngudi, c6 thé giam b6t dép tmg mién dich gdy ra bdi khang thé cia chudt nhat. Viée thiét
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1ap khang thé thé kham yéu ciu dau tién thiét 1ap mot thé lai héa tiét ra khang thé don
dong dac hi€éu cua chudt nhét, sau d6 tach dong vo tinh gen vung bién dbi tir té bao lai
hda clia chudt nhit, va sau d6 tach dong vé tinh gen ving hing dinh ciia khang thé cua
ngudi khi can thiét, 1ién két gen viing bién dbi ciia chudt nhat véi gen viing hing dinh cta
nguoi dé tao ra gen kham, cai xen gen kham vao véc-to biéu hién, va cubi cung biéu hién
phan tir khéng thé thé kham trong hé théng nhan chuin hoic hé théng nhan so. Theo
phuong an dugc wu tién theo sang ché, khang thé chudi nhe ctia khang thé thé kham PD-
L1 con bao gf)m viung h%tng dinh chudi nhe caa chudi «, A cla ngubi hodc bién thé cua
ching. Khang thé chudi ning cia khang thé thé kham PD-1 con bao gbm ving hing dinh
chudi ning cua IgG1, IgG2, IgG3, IgG4 cua nguoi hodc bién thé cia ching, t6t hon 14
bao gdm ving hing dinh chudi ning ctia IgG1, IgG2 hoic IgG4 ctia ngudi, hodc bao gdm
bién thé IgG1, IgG2, hodc IgG4 véi cac dot bién axit amin (vi du, cac dot bién L234A
vashodc L235A, va/hodc cac dot bién S228P). '

Thudt ngit “khéng thé nhén tao”, con duoc goi 1a khang thé ghép CDR, dé chi
khéng thé dugc tao ra bang cach ghép céc trinh tw CDR ciia chudt nhit vio ving khung
clia ving bién dbi cia khang thé ciia ngudi, nghia 13, dé chi khang thé dugc tao ra trong
c4c dang trinh tr ving khung khang thé dong mam khac nhau ctia ngudi. N6 c6 thé khic
phuc dugc phan Gng di thé gdy ra boi khang thé thé kham vi né mang mot lugng 16n céc
thanh phin protein cia chudt nhit. Cac trinh tr ving khung nhu vdy cé thé thu dugc tir
co s6 dit liéu DNA cong cong hodc tai liéu tham khao da xuat ban bao gom trinh tw gen
khéng thé dong mam. Vi du, trinh ty DNA dong mam cta gen ving bién dbi chudi ning
va chudi nhe cta ngudi ¢ thé dugc tim thiy trong co s dit liéu trinh tr dong mam cia
ngudi “VBase” (c6 san trén Internet www.mrccpe.com.ac.uk/vbase), cling nhu trong
Kabat, E. A, et al., 1991, Sequences of Proteins of Immunological Interest, 4n ban thtr 5.
Dé tranh giam hoat tinh déng thoi do giam tinh sinh mién dich, trinh tu ving khung viing
bién ddi ctia khang thé ciia ngudi c6 thé bi dot bién nghich tdi thiéu hozc dot bién nguoc
dé duy tri hoat tinh. Khang thé nhén tao theo sang ché ciing bao gdm khang thé nhén tao
da dugc dua tiép vao su trudng thanh ai lyc cia CDR béng cach hién thi ndm men.

Do cac gbe tiép xtic v6i khang nguyén, viéc ghép CDR c6 thé 1am giam i luc cia
khéng thé duroc tao ra hodc manh gan két khang nguyén ctia ching véi khang nguyén do
céc gbe clia ving khung tiép xtc véi khang nguyén. Nhimng tu:o*hg tac nhu vay c6 thé 1a
Két qua cua su siéu dot bién cac té bao xdma. Do do6, van c6 thé cin phai ghép céc axit
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amin ving khung cta thé cho d6 véi ving khung cta khang thé nhan tao. Cac gbc axit
amin lién quan dén gan két khang nguyén va tir cac khang thé khéng phai ctia ngudi hoic
ménh gin két khang nguyén cia ching cé thé duoc xac dinh bang cach kiém tra trinh tur
va cAu tric cta ving bién dbi khang thé don dong ciia dong vat. Cac gbc trong ving
khung thé cho CDR khac v6i dong mam c6 thé dugc coi 12 ¢6 lién quan. Néu dong mim
gan nhit khong thé x4c dinh dugc, trinh tr c6 thé duoc so sanh véi trinh tir lién tng cua
16p phu hodc cua trinh tu khang thé cua dong vat vai ty 1€ phﬁn trdm muc tuong tu cao.
Céc gbe ving khung hiém dugc cho 13 két qua cia sur siéu dot bién cac té bao sofna va do

d6 déng vai trd quan trong trong viée gin két.

Theo mét phuong 4n theo sang ché, khang thé hoic manh gin két khéhg nguyén
ctia chiing ¢6 thé con bao gdm vung hing dinh chudi nhe ctia chudi «, A clia ngudi hoic
chudt nhit hodc bién thé cua chung, hodc con bao gém vung héng dinh chudi ndng cua
ngudi hodc IgGl, IgG2, IgG3 caa chudt nhat, IgG4 hoic bién thé cua ching; tot hon 1a
bao gdm ving hing dinh chudi ning cta IgG1, IgG2 hoic IgG4 cla ngudi, hodc bién thé
IgG1, IgG2 hodc IgG4 vai cac dot bién axit amin (vi du, dot bién L234A va/hodc L235A,
va/hodc dot bién S228P).

“Bién thé thong thuong” cia ving hing dinh chudi ning khang thé clia ngudi va
ving hing dinh chudi nhe khang thé ctia ngudi duge st dung trong ban moé ta dé chi bién
‘ thé cta vung hé'mg dinh chudi ning hoic ving héng dinh chudi nhe d3 dugc boc 16 trong
giai phap k¥ thuat da biét va khong thay ddi ciu tric va chic ning cia ving bién ddi cia
khéng thé. Céc bién thé dugc ldy 1am vi du bao gdm bién thé cta ving hing dinh chudi
ning cta IgG1, IgG2, IgG3 hodc IgG4 véi cac dot bién huéng vi tri va cac thay thé axit
amin cla ving hang dinh chudi nang. Céc thay thé dic hidu 13, nhu dot bién YTE, 1234A
va/hodc dot bién L235A, dot bién S228P, vi/hodc dot bién dé thu duge céu tric nim-vao-
16 (tao ra khang thé chudi niang c6 t6 hop ctia Fc nim va Fc 18) d4 biét trong linh vuc ky
thudt nay. Céc dot bién nay da duoc x4ac nhan 13 tao ra khang thé c¢6 dic tinh méi, nhung
khong thay ddi chirc niang ciia ving bién d6i ciia khang thé.

Thuat ngit “HuMAb”, “khang thé ciia nguoi”, “khang thé hoan chinh clia nguoi”
va “khéang thé hoan toan cia ngudi” c6 thé dugc sit dung thay thé cho nhau, va cé thé dé
chi khang thé c6 ngudn gdc tir ngudi hodc khang thé thu duge tir sinh vat dugc bién ddi

di truyén duge “xir 1y di truyén” dé tao ra khang thé ctia ngudi dac hiéu dé dap Gng véi
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kich thich khing nguyén va cé thé duoc san xuit bang phuong phap bat ky d biét trong
linh vue k¥ thuit nay. Trong mot s6 cong nghé, cac yéu td cia cac locut chudi ning va
chudi nhe ciia ngudi duoc dua vao dong té bao cia sinh vat ¢6 ngudn gde tir dong té bao
géc phoi, trong do6 céc locut chudi ning va chudi nhe noi sinh d3 duoc pha v& dich baoi
nhiing gl hudng dich cac locut chudi ning va chudi nhe noi sinh chira trong cac dong té
bao nay. Sinh vat chuyén gen c6 thé tong hop khang thé cia ngudi dic hidu véi khang
‘nguyén ciia ngudi, va sinh vat c6 thé duoc sir dung dé san xuat thé lai hoa tiét ra khang
thé ciia ngudi. Khang thé ciia ngudi c¢6 thé ciing 13 khang thé trong d6 chudi niang va
chudi nhe dugc m3 héa boi trinh tr nucleotit ¢6 ngudn gdc tir mot hodc nhidu ngudn
DNA cia ngudi. Khang thé hoan toan cia ngudi c6 thé ciing dugc xiy dung bing
phuong phap chuyén nap gen hodc nhidm sic thé va cong nghé hién thi thé thue khudn,
hodc dugc xay dung tir cac té bao B dugc hoat héa in vitro, tit ca cic phuong phap nay 14

d3 biét trong linh vuc k¥ thuat nay.

Thuat ngit “khang thé c6 chidu dai ddy du”, “khang thé nguyén ven”, “khang thé
hoan chinh” va “toan bo khang th&” dugc st dung thay thé cho nhau & ddy va dé chi
khéng thé & dang gin nhu nguyén ven, nhu duogc phin biét v6i manh gin két khang
nguyén dugc xac dinh dudi ddy. Thuat ngit ndy dé chi cu thé khang thé trong d6 chudi

ning bao gdm ving Fc.

Thuat ngit “manh gan két khang nguyén” hodc “manh chirc ning” ctia khang thé
d8 chi mot hodc nhidu manh khang thé giir lai kha nang gin két dic hiéu véi mot khang
nguyén (vi du, PD-1). D3 thiy ring cdc manh cta khang thé c6 chiéu dai day da co thé
duoc st dung dé thuc hién chtc niang gin két khang nguyén cia khang thé. Vi du vé
ménh gin két bao gdm trong thuat ngir “manh gin két khang nguyén” ctia khang thé bao
gbm (i) manh Fab, manh héa tri mdt bao gdbm cac mién VL, VH, CL va CHI; (ii) manh
F(ab’),, bao g@)m cac manh hoéa tri hai cia hai manh Fab duoc lién két boi cdu ndi
disulfua trong ving ban 18, (iii) manh Fd bao gdm cac mién VH va CHI; (iv) manh Fv
bao gdm cac mién VH va VL ctia mot nhanh ctia khang thé; (V) cac mién don hodc manh
dAb (Ward et al., (1989) Nature 341:544-546), bao gdm mién VH; va (vi) phan 1ap ving
x4c dinh bd sung (CDR) hoic (vii) t6 hop ctia hai hodc nhiéu CDR d4 dugc phan 14p, lién
két thy ¥ boi cac lién két cdu ndi tdng hop. Ngoai ra, mic di hai mién VL va VH cia
méanh Fv duge m3 héa bing cic gen riéng biét, phuong phap tai td hop cé thé duge sir

dung dé lién ket chiing bang cau ndi lién két tong hop d€ nd cé thé dugce sdn xuét dudi
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dang mot chudi protein don trong d6 cip ving VL va VH tao ra phan tit héa tri mot
(duoc goi 13 Fv chudi don (scFv); xem, vi du, Bird et al. (1988) Science 242:423-426; va
Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci USA 85: 5879-5883). Khang thé chudi don
nhu vay ciing duge du dinh dugc bao gdm trong thuat ngir “manh g'c"m két khang nguyén”
ctia khang thé. C4c manh khang thé nhu vay thu duoc bang cach sir dung cac k¥ thuat
thong thudng d3 biét dbi voi ngudi cé hidu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuit nay, va
cac chirc niang ctia cac manh dugc sang loc theo cach tuong tu nhu cic chuc nang cua
khang thé nguyén ven. Cac gbc gin két khang nguyén c6 thé duoc san xudt bing cong
nghé DNA tai td hop hodc bang cach phan cit bing enzym hoic héa hoc globulin mién
dich nguyén ven. Khang thé c6 thé 13 khang thé cia cac isotyp khac nhau, vi du, khéng
thé IgG (vi du, cac phan nhém IgG1, IgG2, IgG3 hoic IgG4), IgAl, IgA2, IgD, IgE hoic
IgM.

Manh gin két khang nguyén theo sang ché bao gdm Fab, F(ab’)2, Fab’, khang thé
chudi don (scFv), ving V dugc dime héa (khang thé chira hai manh globulin mién dich),
ving V d& duoc 1am dn dinh lién két disulfua (dsFv), peptit chira CDR va c4c dang tuong
tu.

Fab 13 manh khang thé c6 trong lwong phan tir khoang 50.000 va cé hoat tinh gin
két khang nguyén, va n6 thu dugc bing cach xir 1y cac phan tir khang thé IgG véi
proteaza papain (phan cit gdc axit amin & vi tri 224 cia chudi H), trong d6 khoang mot
nira phia dau tan cting N ctia chudi H va toan bd chudi L dugc ndi véi nhau bang céc lién

két disulfua.

Fab theo sang ché c6 thé duoc san xuit bang cach sir dung papain dé xir Iy khang
thé don dong theo sang ché nhan dién dic hiéu PD-1 cta nguoi va gan két véi trinh tur
axit amin cla ving ngoai bao hodc chu tric ba chidu ciia chiing. Ngoai ra, Fab c6 thé
duoc san xudt bang cach cai xen DNA ma héa Fab cia khang thé vao véc-to biéu hién
nhén so hodc véc-to biéu hién nhan chudn va dua véc-to nay vao sinh vat nhan so hoic

sinh vat nhan chudn dé biéu hién Fab.

F(ab’), 12 manh khéang thé c¢6 trong luong phan tir khoang 100.000 va c6 hoat tinh
gfn két khang nguyén va bao gdm hai ving Fab duoc lién két & vi tri ban 18, va né thu
duogc bang cach phan cét phan dudi ciia hai lién két disulfua trong ving ban 18 cua IgG

bing enzym pepsin.
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F(ab’), theo sang ché c6 thé dugc sin xuit bang cach sir dung pepsin dé xir Iy
khéng thé don dong theo sang ché nhan dién dic hiéu PD-1 cta ngudi va gan két véi
trinh ty axit amin cia ving ngoai bio hoic cdu tric ba chidu cia ching. Ngoai ra,
F(ab’)2 c6 thé dugc san xut bang cach lién két Fab ‘dugc mo ta dudi ddy véi lién két

thioete hodc lién két disulfua.

Fab’ 14 manh khang thé c6 trong lugng phan tir khoang 50.000 va c6 hoat tinh gin
két khang nguyén thu dugc bing cach phan cit lién két disulfua trong ving ban 18 cua
F(ab’)2. Fab’ theo séng ché c6 thé duoc san xuit bing (;,éch st dung tac nhan khi, vi du,
dithiothreitol dé xit Iy F(ab’)2 theo sang ché nhan dién dac hiéu PD-1 va gin két v6i trinh

tu axit amin cia vung ngoai bao hodc cau truc ba chiéu cia ching.

Ngoai ra, Fab’ c¢6 thé dugc san xuat bang cach cai xen DNA ma hoa manh Fab’
cta khang thé vao véc-to bi€u hién nhan so hodc véc-to biéu hién nhan chuin va sau d6

dua véc-to nay vao sinh vat nhan so hoac sinh vat nhan chuan dé biéu hién Fab’.

Thuit ngt “khang thé chudi don”, “Fv chudi don” hoic “scFv” duoc st dung
trong ban mo ta dé chi phén tir bao gdm mién bién ddi chudi ning clia khang thé (hoic
ving; VH) va mién bién déi chudi nhe ctia khang thé (hodc ving; VL) dugc lién két béi
cdu nbi lién két. Cac phan tir scFv nhu vay cé thé c6 cAu trac chung: NH,-VL-lién két cau
ndi-VH-COOH hoic NH,-VH-lién két cu nbi-VL-COOH. Lién két ciu ndi thich hop
trong giai phap k¥ thuat da biét bao gdm céc trinh tur axit amin GGGGS 13p lai hodc cac
bién thé ctia ching, vi dy, bién thé v6i 1 d&én 4 trinh tu 13p lai (Holliger et al. (1993),
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444-6448). Céc lién két cAu ndi khac ¢ thé duge st
dung trong sang ché dugc mo ta trong Alfthan et al. (1995), Protein Eng. 8:725-731, Choi
et al. (2001), Eur. J. Immunol. 31:94-106, Hu et al. (1996), Cancer Res. 56:3055-3061,
Kipriyanov et al. (1999), J. Mol. Biol. 293:41-56 va Roovers et al. (2001), Cancer

Immunol.

scEv theo sang ché c6 thé dugc sin xuét bing cac budce sau: thu nhan cDNA ma
héa VH va VL cta khang thé don dong theo sang ché nhan dién dic hiéu PD-1 ctia ngudi
va gan két vdi trinh tr axit amin ctia ving ngoai bao hodc chu tric ba chiéu cua ching,
cAu tric DNA m3 héa scFv, cai xen DNA vao véc-to biéu hién nhan so hodc véc-to biéu
hién nhan chun, va sau d6 dua véc-to biéu hién vao sinh vt nhan so hodc sinh vat nhan

chuan @€ biéu hién scFv.
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Khéng thé chira hai méanh globulin mién dich 13 manh khang thé trong d6 scFv
duoc dime héa, va 1a manh khang thé véi hoat tinh gin két khang nguyén héa tri hai.
Trong hoat tinh gin két khang nguyén héa tri hai, hai khang nguyén c6 thé 1a gidng nhau
hoac khac nhau.

Khéng thé chira hai manh globulin mién dich theo sang ché c6 thé duoc san xuét
bang cac bude sau: thu nhan cDNA ma héa VH va VL ciia khang thé don dong theo sing
ché nhén dién dic hiéu PD-1 cia nguoi va gén két véi trmh ty axit amin cla viung ngoai
bao hodc chu tric ba chiéu cia chung, cAu tric DNA m3 héa scFv sa-o cho lién két cau
nbi peptit ¢6 chiéu dai 1 8 hodc thap hon gbc trinh tir axit amin, cai xen DNA vao véc-to
biéu hién nhan so hodc véc-to biéu hién nhan chuin, va sau d6 dua véc-to biéu hién vao
sinh vét nhén so hoic sinh vat nhan chudn dé biéu hién khang thé chira hai méanh globulin
mién dich.

dsFv thu duogc bang cach lién két polypeptit trong d6 mét gdc axit amin trong mdi
VH va VL dugc thay thé bang gdc xystein thong qua lién két disulfua gifta cic gbc
xystein. Cac gde axit amin duoc thay thé bing cac gbc xystein ¢ thé duge chon theo
phuong phép da biét (Protein Engineering, 7, 697 (1994)) dya trén du doan vé khang ciu

tric ba chiéu ciia khang thé.

DsFv theo sang ché c6 thé duoc san xut béﬁg cac budc sau: thu nhan cDNA ma
héa VH va VL ctia khang thé don dong theo sang ché nhan dién dic hiéu PD-1 cta ngudi
va gin két v6i trinh tu axit amin cta viing ngoai bao hoic cdu tric ba chidu ciia chung,
cAu tric DNA m3 hoéa dsFv, cai xen DNA vao véc-to biéu hién nhén so hoic véc-to bidu
hién nhan chuin, va sau d6 dua véc-to biéu hién vao sinh vAt nhan so hodc sinh vat nhan

chuan de€ biéu hién dsFv.

Peptit chira CDR dugc cu tric bang mot hodc nhiéu ving bao gdm cac CDR ciia
VH hoic VL. Peptit chira nhidu CDR c¢6 thé duoc lién két truc tiép hodc thong qua lién
két cau nbi peptit phi hop.

Peptit chiza CDR theo sang ché c6 thé dugc san xudt bang cac budc sau: clu tric
cac DNA m3 héa cac CDR ciia VH va VL cia khang thé don dong theo sang ché nhin
dién dic hiéu PD-1 cta ngudi va gin két véi trinh tu axit amin cia ving ngoai bao hoic
cAu tric ba chiéu cia chung, cai xen cac DNA vao véc-to biéu hién nhan so hodc véc-to

biéu hién nhéan chuin, va sau dé dua véc-to biéu hién vao sinh vat nhan so hodc sinh vit

-26-



41636

nhan chuin d& biéu hién peptit. Peptit chira CDR c6 thé ciing dwoc san xuit bang phuong
phép téng hop héa hoc, vi du, phurong phép Fmoc hodc phuong phép tBoc.

Thuit nglt “su khac bi€t axit amin” hodc “ dot bién axit amin” dugc st dung trong
ban md ta dé chi su c6 mat cia cac thay dbi axit amin hodc cac dot bién trong protein
hoic bién thé polypeptit so véi protein hodc polypeptit ban diu, bao gém c6 1, 2, 3 hoic
nhidu cai xen, khuyét doan hoic thay thé axit amin trén co s& protein hodc polypeptit ban -

dau.

Thuat ngit “ving khung khang thé” hoic “ving FR” dugc st dung trong ban moé ta
dé chi gbc cta VL hodc VH ctia mién bién ddi, déng vai trd nhu ving khung cho vong
gén két khang nguyén (CDR) ciia mién bién d6i. V& co ban, né 13 mién bién ddi khéng c6
CDR.

Thuét ngir “ving x4c dinh bd sung”, “CDR” hoic “ving siéu bién d6i” duoc st
dung trong ban md ta d& chi mét trong sdu ving siéu bién dbi trong mién bién ddi cia
khang thé didu d6 chu yéu gbép phan vao viéc gin két khang nguyén. N6i chung, c6 ba
CDR (HCDR1, HCDR2 va HCDR3) trong mdi ving bién ddi chudi ning, va ba CDR
(LCDR1, LCDR2 va LCDR3) trong mdi ving bién d6i chudi nhe. Hé théng danh sb thi
tir d3 biét bit ky c6 thé duge sir dung dé xac dinh ranh gi6i trinh tu axit amin ctia CDR,
bao gébm hé théng danh s§ tha tu “Kabat et al. (1991), “Seqﬁences of Proteins of
Immunological Interest”, 4n ban tht 5, Public Health Service, National Institutes of
Health, Bethesda, MD), hé théng danh sb thér tw “Chothia” (xem Al-Lazikani et al.,
(1997) hé théng danh sé thir ty JMB 273:927-948) va ImmunoGenTics (IMGT) (Lefranc
M. P., Immunologist, 7, 132- 136 (1999); Lefranc, M. P., et al., Dev. Comp. Immunol.,
27, 55-77 (2003)), v.v. Vi du, d6i v6i dinh dang cb dién, tuan theo tiéu chi Kabat, viéc
d4nh s6 gdc axit amin CDR trong mién bién dbi chudi nang (VH) 14 31-35 (HCDR1), 50-
65 (HCDR2) va 95-102 (HCDR3); viéc danh sé gdc axit amin CDR trong mién bién ddi
chudi nhe (VL) 13 24-34 (LCDR1), 50-56 (LCDR2) va 89-97 (LCDR3). Theo tiéu chi
Chothia, viéc danh s6 gbc axit amin CDR trong VH 13 26-32 (HCDR1), 52-56 (HCDR2)
va 95-102 (HCDR3); va viéc danh s gbc axit amin trong VL 13 26-32 (LCDR1), 50-52
(LCDR2) va 91-96 (LCDR3). Theo su két hop ciia cac dinh nghia CDR ctia ca Kabat va
Chothia, CDR bao gbm céc gdc axit amin 26-35 (HCDR1), 50-65 (HCDR2) va 95-102
(HCDR3) & VH ctia ngudi va cac gbe axit amin 24-34 (LCDR1), 50-56 (LCDR2) va 89-
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97 (LCDR3) & VL cua ngudi. Theo tiéu chi IMGT, viéc danh sé gdc axit amin CDR
trong VH 1a xap xi 26-35 (CDR1), 51-57 (CDR2) va 93-102 (CDR3), va viéc d4nh sb
gbc axit amin CDR trong VL 13 xap xi 27-32 (CDR1), 50-52 (CDR2) va 89-97 (CDR3).
Theo tiéu chi IMGT, cac ving CDR ctia khang thé c6 thé duoc x4c dinh bing cach st
dung chuong trinh IMGT/DomainGap Align.

Thuét ngir “epitop” hoic “ yéu td quyét dinh khang nguyén” dugc sir dung trong
ban md ta dé chi vi tri trén khang nguyén ma globulin mién dich hodc khang thé gin két
dac hiéu (vi duy, vi tri dac hiéu trén phan t¢ PD-L1). Epitop thudng bao gdm it nhit 3, 4,
- 5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14 hodc 15 axit amin lién tiép hodc khong lién tiép trong céu
tric khong gian doc ddo. Xem, vi du, Epitope Mapping Protocols in Methods in
Molecular Biology, Vol. 66, G.E.Morris, Ed. (1996).

9% €€ 9% €€

Thuit ng “ge"ln két dac hitu”, gén két chon loc”, gén két mot cach chon loc” va
“ofin két dac hidu” duoc sir dung trong ban mé ta dé chi gin két clia khang thé véi epitop
trén khang nguyén da duoc xac dinh so bd. N6i chung, khang thé gin két véi 4i luc (KD)
thép hon khoang 10® M, vi du, thip hon khoang 10° M, 10"°M, 10" M hoac thip hon.

Thuit ngit “KD” hoidc “Kd” duoc st dung trong ban md ta d& chi hing sb cin
bang phan ly clia twong tic khang thé-khang nguyén cu thé. N6i chung, khang thé theo
séngb ché gin két voi PD-1 v6i hing s6 can bang phan ly (KD) thdp hon khoang 10’7 M, vi
du, thép hon khoang 10 M hoac 10° M, vi du, nhu dugc do trong thiét bi BIACORE sir
dung cong nghé cong huéng plasma bé mit (SPR).

'Khi thuit ngft “canh tranh” dugc st dung trong béi canh cac protein gin két khang
nguyén canh tranh cho cting mét epitop (vi du, trung hoa cac protein gan két khang
nguyén hoic trung hoa khang thé), né dé chi tinh canh tranh giita cic protein gin két
khéng nguyén, va c¢b thé dugc xac dinh bang thir nghiém sau: trong thir nghiém, protein
gén két khang nguyén can thir nghiém (vi du, khang thé hodc doan chirc nang mién dich
ctia n6) phong ngira hodc e ché (vi du, giam) gin két dic hidu ciia protein gin két khang
nguyén tham chiéu (vi du, phéi tir hoic khang thé tham chiéu) v6i khang nguyén chung
(vi du, PD-1 hodc manh cta ching). Nhiéu dang thir nghiém nghiém gén két canh tranh
c6 thé duge sir dung dé xac dinh xem mét protein gin két khang nguyén canh tranh véi

. protein khac khong, cac thir nghiém nay 13, vi du: thir nghiém mién dich phéng xa truc

tiép hodc gian tiép pha rén (RIA), thir nghiém mién dich enzym truc tiép hodc gian tiép
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pha rin (EIA), tht nghiém canh tranh kep (sandwich) (xem, vi du Stahli et al., 1983,
Methods in Enzymology 9:242-253); EIA biotin-avidin truc tiép pha rin (xem, vi du
Kirkland et al., 1986, J. Immunol. 137:3614-3619), thtt nghiém dan nhan truc tiép pha
ran, thir nghiém kep (sandwich) d4n nhén truc tiép pha rén (xem, vi du, Harlow and Lane,
1988, Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press); RIA dén nhan truc
tiép pha rAn v6i cac nhan [-125 (xem, vi du, Morel et al., 1988, Molec. Immunol. 25: 7-
15); EIA biotin-avidin truc tiép pha rin (xem, vi du, Cheung et al., 1990, Virology 176:
546-552); va RIA dan nhan truc tiép (Moldenhauer et al., 1990, Scand. J. Immunol.
32:77-82). N6i chung, thir nghiém lién quan dén viéc st dung khang nguyén tinh khiét
gin két voi bé mat rin hoic té bio mang protein lién két khang nguyén khong dugc dan
nhin dang duoc thtr nghiém hodc protein gin két khang nguyén tham chiéu duoc dén
nhin. Su ¢ ché canh tranh dugc do bing cach do luong nhin gin két v6i bé mit rin
hodc té bao véi sy ¢ mit cia protein lién két khang nguyén dang duoc thir nghiém.
Théng thwong, protein gin két khang nguyén dang dwgc thir nghiém 13 virgt qua. Protein
gin két khang nguyén dugc nhan dién bang thir nghiém canh tranh (protein gin két khang
nguyén canh tranh) bao gdm: protein gin két khang nguyén gin két véi cling epitop nhu
protein gin két khang nguyén tham chiéu; va protein gin két khang nguyén gin két véi
céc epitop lién k& du gan véi epitop gin két ctia protein gin két khang nguyén tham
chiéu, hai epitop can tré 13n nhau trong khong gian khoi su gan két. Chi tiét bd sung vé
cac phuong phap dugc su dung dé x4c dinh gin két canh tranh duoc cung cip trong cic
vi du & day. Thong thudng, khi protein gin két khang nguyén canh tranh c6 mit qua mic,
né s& e ché (vi du, giam) gin két ddc hidu cuia protein gin két khang nguyén tham chiéu
v6i khang nguyén chung it nhat 40-45%, 45-50%, 50-55%, 55-60%, 60-65%, 65-70%,
70%-75% hodc 75% hodc nhiéu hon. Trong mot ) truong hop, gén két nay bi Gc ché it
nhét 80-85%, 85-90%, 90-95%, 95-97%, hodc 97% hodc nhiéu hon.

Thuét ngfr “axit nucleic” dugc sir dung trong ban mo ta & chi ADN va ARN. Axit
nucleic ¢6 thé 13 soi don hodc soi kép, va t6t hon 12 ADN soi kép hodc ARN thong tin soi
don hoic ARN thong tin cai bién. Khi mét axit nucleic dugc dat trong mbi quan hé chic
nang v&i mot trinh ty axit nucleic khéc, axit nucleic dugce “lién két c6 diéu khién”. Vi du,
néu trinh tr khoi dong hodc trinh tu ting cudng anh huéng dén qué trinh phién ma cia
trinh tu ghi m4, thi trinh tir khéi dong hodc trinh tur ting cudong duge lién két co diéu
khién v6i trinh tr ghi ma.
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Thuat ngft “vecto” dugc sir dung trong ban mé ta dé chi axit nucleic c6 kha nang
vén chuyén axit nucleic khac ma né da duoc lién két. Theo mét sb phuong 4n, vecto 1a
“plasmit” dugc st dung trong ban mo ta dé chi mot vong ADN soi kép hinh tron ma cac
doan ADN bd sung c6 thé dugc ndi v6i nhau. Theo phuong an khéc, vecto 13 vecto virut,
trong d6 cac doan ADN bd sung c6 thé dugc gin vio b gen clia virut. Vecto duge mo ta
& day c6 kha nidng tu sao chép trong té bao vat chit ma chung dugc dua vao (vi dy, vecto
vi khudn cé ngudn gdc vi khuan sao chép va vecto dong vat cé vii theo chu ki) hodc cé
thé dugc tich hop vao bd gen éﬂa t€ bao vat chi khi dugce dua vao té bao vat chi, va do
d6 duogc sao chép cung vdi bo gen cda vat chu (vi du, vecto khong phai dong vat cd va

theo chu ky).

Phwong phap san xuét va tinh ché khang thé va manh gin két khang nguyén cia
n6 1a d3 biét trong linh vuc ndy, nhu tai liéu Antibodies: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor, Chapters 5-8 va 15. Vi du, chudt nhét nhit c6 thé dugc gdy mién dich
br?mg PD-1 ctia ngudi, hodc hodc manh cuia nd, sau dé cac khang thé thu dugc c6 thé dugc
t4i tao, tinh ché, va giai trinh tr axit amin bang cach sir dung cc phuong phap thong
thuong d3 biét trong linh vuc ndy. Méanh gin két khang nguyén ciing ¢6 thé dugc san xuit
bang cac phuong phap thong thudng. Mot hodc nhidu ving khung cia nguoi (FR) duge
b sung vao cac ving CDR khéng phai ctia ngudi ciia cac khang thé va cac manh khang
thé gin két khang nguyén theo sang ché bang cach st dung phuwong phép k¥ thuit gen.
Céc trinh tu dong mam FR cta ngudi c6 thé thu duoc tir ImmunoGeneTics (IMGT) trang
web http://imgt.cines.fr bing cach so sanh co s dir liéu gen dong mam ving bién dbi
khang thé cta ngudi va phin mém MOE, va thu duge tr The Immunoglobulin
FactsBook, 2001ISBN012441351.

Thuat ngfr “t& bao vat chu” dugc st dung trohg ban mo ta dé chi té bao ma vecto
biéu hién d3 dugc dua vao. Té bao vat chu cé thé bao gdm vi khudn, vi sinh vat, t& bao
thue vat hodc dong vat. Vi khuan ¢ thé dé dang bién dbi bao gbém cac thanh vién cia cac
ching enterobacteriaceae, vi du Escherichia coli hodc Salmonella; Bacillaceae vi du
Bacillus subtilis; Pneumococcus; Streptococcus va Haemophilus influenzae. Vi sinh vat
thich hop bao gém Saccharomyces cerevisiae va Pichia pastoris. Dong té bao vat chu
dong vat thich hop bao gdm céc t& bao CHO (Chinese Hamster Ovary Cell Line: Dong té
bao budng trimg chudt nhit Cfé)ng Trung Quéc) va NSO.
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Khéng thé duoc thiét ké hoic manh gin két khang nguyén theo sang ché c6 thé
duoc san xuAt va tinh ché bing cac phuong phap da biét. Vi du, trinh tw ADN bd sung mi
héa chudi ning va chudi nhe ¢ thé dugc tich dong va tai td hop vao vecto biéu hién GS.
Sau d6, vecto biéu hién globulin mién dich t4i t6 hop niy cé thé duoc chuyén nap 6n dinh
vao té bao CHO. Theo phuong phap da biét trong linh vuc nay duge khuyén c4o nhidu
hon, céc hé bidu hién cia dong vét c6 vi s& dan dén glycosyl héa khang thé, thong
thudng & céc vi tri dau tan ciing N ¢6 do bao thi cao trong ving Fc. Cac dong n dinh thu
duoc nho biéu hién khang thé gin két déchiéu PD-1 cta nguoi. Cac dong duong tinh cé
thé dugc tiang sinh trén moéi trrong nudi ciy khong chira huyét thanh trong thiét bj phan
trng sinh hoc dé san sinh khang thé. Moi trudng nudi cdy trong d6 cac khang thé dwoc bai
tiét, c6 thé duoc tinh ché bing cac phuong phép thong thudong. Vi du, bang cich st dung
cot A hoiic G Sepharose FF v6i dung dich dém dugc diéu chinh dé tinh ché. Céc thanh
phén gén Kkét khong dic hiéu dugc rra sach. Sau d6, cac khang thé gén két dugc rira giai
bing phuong phép gradien pH, va cic doan khang thé duoc phat hién bang SDS-PAGE
va duge thu thip. Khang thé nay c6 thé dugc loc va co bang cac k¥ thuat thong thudng.
Céc hdn hop va polyme hoa tan c6 thé duge loai bd bang céc phuong phap thong thuong,
vi du rdy phén trir va trao ddi ion. Sau do, san phim thu duge dugc lam dong lanh ngay,
vi du & nhiét 6 -70°C, hodc co thé dugc lam dong kho.

Lién quan dén dong vat, nguoi, dbi tuong, té bao, md, co quan hodc dich sinh hoc,
thudt ngt “st dung”, “cép cho” hodc “diéu tri” dugc st dung trong ban mo ta dé chi qua
trinh tiép xtc cia dugc chét hoic dugc phém diéu tri, chin doan ngoai sinh véi dong vat,
nguoi, dbi tuong, té bao, mo, co quan hodc dich sinh hoc. Thudt nglt “sur dung”, “cép
cho” hodc “didu tri” cling duoc st dung trong ban md ta dé chi, vi du phuong phap didu
tri bénh, nghién ctru duge déng hoc, chan doan, nghién ctru va thit nghiém. Phuong phap
didu tri t& bio bao gdm qua trinh tiép xic cua chét phan tmg véi té bao, ciing nhu qua
trinh tiép xtc cta chit phan Gng vé6i dich thé, trong d6 dich thé nay tiép xtc véi té bao.
Thuat ngt “st dung”, “cép cho” hodc “diéu tri” cling st dung dé chi viéc didu tri, vi du
bing chét phan tmg, chén doan, ché phdm gin két, hodc bang té bao khac in vitro hoic ex
vivo. Lién quan dén ngudi, dong vat, hoic débi tugng nghién clru, thuit ngi “diu tri”
duoc st dung trong ban mé ta dé chi tmg dung diéu tri bénh, phong ngira hoic phong

nglra, nghién ctru va chéan doén.
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Thuit ngit “diéu tri” duoc st dung trong ban mo6 ta dé chi viéc st dung tic nhan
didu tri bén trong hodc bén ngoai, vi du ché phim chira hop chit ghn két theo sang ché,
cho dbi tirong bi bénh c6 mot hodc nhiéu triéu chirng bénh trong d6 dugc chat nay co
hoat tinh diéu tri bénh d biét. Thong thuong, dugce chat ndy dugc sir dung & lwong him
hiéu d8 1am gidm mot hodc nhiéu triéu chitng bénh & d6i trgng bi bénh hodc quan thé dbi
tugng bi bénh can diéu tri, @ gay ra su hdi quy cua cac tn'éu ching nay hodc trc ché tién
trién cua céc triéu chimg ndy & mirc do bét ky do dugc trén 14m sang. Lugng cua dugce
chét hitu hiéu dé 1am giam triéu chimg bénh bt ky (ciing dugc goi 14 “luong hitu hiéu
didu tri bénh”) c6 thé thay dbi phu thude vao cac yéu 6, nhu tinh trang bénh, d6 tudi, va
cin ning cla ddi trong bi bénh, va kha ning cla duge chit dé tao ra dap mg mong mubn
& déi twong bi bénh. Triéu chung bénh d duoc lam giam c6 thé dugc danh gia bing dai
lwong do bit ky trén 1am sang thong thudng dugc sir dung boi cac bac si hodc nhan vién
chim séc stic khde khac dé danh gia mirc do nghiém trong hodc tién trién cia triéu chiing
d6. Mic du cac phuong 4n cia sang ché (vi du, phuong phap diéu tri hogc vat phim san
xuét) c6 thé khéng hiru hiéu trong viéc lam gidm triéu chimg bénh cu thé & moi d6i tuong
bi bénh, nhung nhu dugc xac dinh bing phép kidm dinh thong ké bat ky da biét trong linh
vue nay nhu phép kiém dinh Student t, phép kiém dinh chi binh phuong, phép kiém dinh
U theo Mann va Whitney, phép kiém dinh Kruskal-Wallis (phép kiém dinh H), phép
kim dinh Jonckheere-Terpstra va phép kiém dinh Wilcoxon, chiing ¢ thé s& 1am giam
triéu chimg bénh dich ¢ mét sb déng ké vé mit thong ké cac bénh nhan.

Thuét ngit “gbc cai bién bao thu” hoic “phan tir hoic gbc thay thé bao thu” dugc
str dung dé chi gdc thay fché’ axit amin trong protein bang céc axit amin khac c6 dic tinh
turong ty (vi dy, dién tich, kich c& chudi bén, dic tinh ky nudc/than nuéc, cAu tric vung
khung va d6 bén, v.v.), sao cho cac gbc thay dbi ndy cé thé duoc tao ra thudng xuyén ma
khong lam gidm hoat tinh sinh hoc cta protein. Nguoi co hiéu biét trung binh trong linh
vuc ndy sé hiéu rang gdc thay thé axit amin duy nhét trong cac ving khong thiét yéu ciia
polypeptit gdn nhu khong 1am thay d6i hoat tinh sinh hoc (vi du, xem Watson et al.
(1987) Molecular Biology of the Gene, The Benjamin/Cummings Pub. Co., p. 224 (4th
Ed.)). Ngoai ra, cac gbc thay thé bang céc axit amin twrong tu vé céu tric hoic chic ning
it c6 kha nang lam bién dbi hoat tinh sinh hoc. Cac gbc thay thé bao thi tidu bidu dugc

chi ra trong Bang “Goc thay theé bao thu cua cac axit amin tiéu bi€u”.
Bang 3. Goc cai bién bao thi cla céc axit amin ti€u biéu
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Gbc ban dau | Gdc thay thé bao thu
Ala(A) Gly; Ser
Arg(R) Lys; His
Asn(N) Gln; His; Asp
Asp(D) Glu; Asn
Cys(C) Ser; Ala; Val
GIn(Q) Asn; Glu
Glu(E) Asp; Gln
Gly(G) Ala
His(H) Asn; Gln

Tle(D) Leu; Val
Leu(L) Ile; Val
Lys(K) Arg; His
Met(M) Leu; lle; Tyr
Phe(F) Tyr; Met; Leu
Pro(P) Ala
Ser(S) Thr
Thr(T) Ser
Trp(W) Ty, Phe
Tyr(Y) Trp; Phe
Val(V) Ile; Leu

T ALY

Thuat nglt “luong hitu hiéu” hodc “liéu hiru hiéu” duge st dung dé chi lugng dugc
chét, hop chét hodc duge phém can thiét dé thu dugc mot hodc nhiéu két qua diéu tri ¢
loi hodc mong mudn bit ky. Dé str dung phong ngira, két qua diéu tri ¢6 loi hodc mong
mudn bao gdm loai trir hodc 1am gidm nguy co, 1am giam triéu chimg hoic lam cham sy
khoi phat cia bénh, bao gbm ca cac tridu ching sinh héa, mé hoc va hanh vi cta bénh,
céc bién chimg cta bénh va cac kiéu hinh bénh 1y trung gian xay ra trong qua trinh phét
trién cta bénh. Pbi véi cac ung dung diu tri, cac két qué cé lgi hodc mong mudn bao
gdm céc két qua 1am sang, vi du giam ty 1é méc cac rdi loan lién quan dén khang nguyén
dich khac nhau theo sang ché hodc cai thién mot hodc nhiéu triéu ching cta r6i loan,
gidm lidu clia cac tac nhan khac can thiét dé diéu tri ri loan, ting cudng hiu qua diéu tri
clia mdt tac nhan khac, va/hodc tri hodn sy tién trién cua rbi loan lién quan dén khéang

nguyén dich theo sang ché ciia bénh nhéan.

Thuét ngi “ngoai sinh” duge st dung dé chi cac chit duoc san sinh bén ngoai sinh
vat, té bao hodc co thé nguoi, tuy thudc vao nglt canh. Thudt ngir “ndi sinh” duogc s
dung dé chi cac chat dugc san sinh bén trong sinh vat, té bao hoac co thé nguoi, tuy thude
vao ngit canh.

Thuét ngit “d6 twong dong” dirgc st dung dé chi d6 twong dong trinh tur gitra hai
trinh tg polynucleotit hodc gifta hai polypeptit. Khi cac vi tri trong hai trinh tu dugc so

sénh dugce chiém béi cing mot don vi gbc hodc don vi axit amin, vi du, néu moi vi tri cia
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hai phan tir ADN bi chiém boi adenin, thi cic phan tir 13 twong dong & vi tri d6. Ty 18

phan tram trong ddng gifra hai trinh tr 13 mot ham ctia sb vi tri phi hop hoic twong dong

duoc chia sé boi hai trinh tu chia cho sb vi tri dugc so sanh x 100. Vi du, trong cach sép‘
Xép trinh tu t6i wu, néu c6 6 vi tri trong s6 10 vi tri trong hai trinh tu tuong déng hodc

twong ty v4i nhau, thi hai trinh t nay c6 do trong dong 13 60%; néu c6 95 vi tri trong s6

100 vi tri trong hai trinh tir trong ddng hoic twrong tir v6i nhau, thi hai trinh tr nay c6 do

tirong ddng 12 95%. Néi chung, khi hai trinh trr dugc sdp thing hang, so séanh dwgc thuc

hién d& dura ra ty 16 phin tram twong dong t6i da. Vi du, phép so sanh c6 thé dugc thuc |
hién béng thuat todn BLAST, trong d6 cac tham s6 ctia thuét toan duoc chon dé tao ra sy

pht hop 16m nhét gitta mdi chudi trén toan bd chiéu dai ciia mdi chudi tham chiéu. Céc tai

liéu tham khéo sau lién quan dén thuat toan BLAST thuong duge sir dung dé phén tich

trinh tu: BLAST ALGORITHMS: Altschul, S. F. et al., (1990) J. Mol. Biol. 215:403-

410; Gish, W. et al., (1993) Nature Genet. 3:266-272; Madden, T. L. et al., (1996) Meth.

Enzymol. 266:131-141; Altschul, S. F. et al., (1997) Nucleic Acids Res. 25:3389-3402;

Zhang, J. et al., (1997) Genome Res. 7:649-656. Cac thuit toan BLAST thong thuong

khéc nhu dwoc cung cip bdi NCBI BLAST ciing 14 d3 biét véi nhimng ngudi c6 trinh do

trung binh trong linh vuc k¥ thuét nay.

Khi dugc sir dung trong badn mo ta, thuat ng “t& bao”, “dong té bao” va “ching té
bao” dugc st dung thay thé cho nhau va dé chi té bao va cac thé hé sau cia né. Do do,
thuét ngtt “chuyén gen” va “té bao chuyén gen” dugc sit dung dé chi té bao so cip va cac
ching c¢6 ngudn gde tir té bao nay ma khéng phu thude vao sb l4n cdy chuyén. Can hiéu
réng, do cac dot bién vo v hoac cb ¥, toan bd cac té bao thé hé sau c6 thé khéng giéng hét
nhau vé khia canh ham luong ADN. Dot bién thé hé sau c6 thé ¢ chuc nang hodc hoat
tinh sinh hoc trong tw nhu té bao chuyén gen gbc thu dugc bang cach sang loc. N6 s&

dugc hiéu 16 rang tr ngit canh khi mot tén khéc dugce dé cép dén.

“Phan tmg chudi polymeraza” hoic “PCR” nhu dugc sir dung & day 13 dé chi quy
trinh hodc k¥ thuit trong d6 mot luong vét ciia mot phan cu thé cla axit nucleic, ARN
va/hodc ADN duge khuéch dai nhu duge md ta trong vi du patent My s6 4,683,195. N6i
chung, cin c6 thong tin trinh tir tir phan cubi hodc bén ngoai ving dich dé co thé thiét ké
céc doan mdi oligonucleotit; cac mdi nay giéng nhau hodc tuong tir vé trinh tr d6i véi
céc soi tuong tng cua khudn méu can khuéch dai. Cac nucleotit dau tdn 5’ ctia hai doaﬁ

moi c¢é thé trung vé6i cdc dau cua vat liéu can khuéch dai. PCR ¢6 thé duoc st dung dé
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khuéch dai trinh ty ARN cu thé, trinh tuy ADN cu thé tir téng s6 ADN b6 gen va ADN bb
sung, trinh tir thuc khudn thé hodc plasmit dugce phién m3 tir tdng sé ARN té bao, v.v..
Xem tai li€u Mullis et al. (1987) Cold Spring Harbor, Symp. Ouant. Biol. 51:263; Erlich
ed., (1989) PCR TECHNOLOGY (Stockton Press, N.Y.). PCR duoc str dung & day dugc
coi 14 mot vi du, nhung khong phai 13 vi du duy nhét, v& phuong phap phén tmg
polymeraza axit nucleic dé khuéch dai mAu thir axit nucleic va phuong phap nay bao gom
viéc st dung axit nucleic da biét 1am modi va polymeraza axit nucleic dé khuéch dai hoic

tao ra phan cu thé cua axit nucleic. -

Thudt nglt “duoc phan 14p” dugc st dung trong ban mo ta dé chi trang thai tinh
khiét va trong truong hop niy c6 nghia 13 phan tir duoc chi dinh vé co ban khong chira
cac phan tr sinh hoc khéc, vi du axit nucleic, protein, lipit, carbohydrat hodc cac vat li€u
khac, vi du nhu méanh vun t€ bao va mdi truong ting trudng. Néi chung, thuat ngit “duoc
phan 14p” khong c6 ¥ nghia 12 sy ving mit hoan toan ciia cac vat lidu nay hoic khong cé
nuéce, chit dém hodc mubi, trir khi ching c¢6 mit véi mot luong gy can tré dang ké dén

viéc st dung thir nghiém hodc diéu tri cta hop chét nhu duoc mo ta & day.

Thuét nglt “tuy ¥ hodc “hodc tuy chon” dugc st dung dé chi su viéc hodc tinh
hudng c6 thé xuét hién, nhung khong nhat thiét phai xuét hién, v su mé ta bao gdm cac
truong hop trong d6 su viéc hodc tinh hubng xuét hién hodc khong xudt hién. Vi du, “tuy
¥ chira 1 t6i 3 viing bién ddi ctia chudi nang ciia khang thé” ¢ nghia 13 ving bién dbi cia
chudi ning ctia khang thé c6 trinh tir cu thé, nhung khong nhit thiét phai cé mat.

Thuét ngit “duoc phdm” sir dung dé chi hdn hop ctia mot hoic nhiéu hop chit theo
séng ché nay hoac mubi chép nhan dugc vé& mit sinh ly/muéi dugc dung cua nd véi cac
thanh phin héa hoc khac, va khéac thanh phin khac nhu chit mang va ta dugc chip nhan
d}ro'c v& mit sinh ly/dugc dung. Muc dich cta dugc phém 1a dé tao thuén loi cho viéc st
dung hop chét cho céc co quan, c6 1oi cho viéc ha‘ip thu hoat chit, nho d6 s& thé hién hoat
tinh sinh hoc.

Thuét ngt “chit mang duoc dung” st dung dé chi chat khéng hoat tinh bét ky
thich hop dé st dung trong ché phdm dé phan phdi cac khang thé hodc cac doan lién két
khéng nguyén. Chit mang c6 thé 13 chit chdng két dinh, chit gin két, chit bao, chat gay
r4, chit don hodc chit pha lodng, chit bao quan (nhu chat chéng oxy héa, cht khang

khuén hodc chat chéng ném), chét 13m ngot, chit 1dm chdm hép thu, chét 1am wé6t, chat
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nhii héa, chit dém, v.v. Vi du vé chét mang dugc dung bao gém nudce, etanol, polyol (vi
du, glyxerol, propandiol, polyetylen glycol, v.v.) dextroza, dau thyc vat (vi du dau 6 liu),
nude mubi, dung dich dém, dung dich mubi dém, va cac chit ding truong vi du duong,

polyol, sorbitol va natri clorua.

Ngodi ra, sang ché bao gdm cac tic nhan d€ diéu tri bénh lién quan dén cac té bao
duong tinh khang nguyén dich (vi du PD-1), cac tdc nh&n nay chtra khang thé khang PD-

1 hodc manh gén két khang nguyén ciia n6 theo sang ché 1am hoat chét.

Céc bénh lién quan dén PD-1 trong sang ché khong bi gi6i han, mién 13 n6 13 bénh
lién quan dén PD-1. Vi du, dép tng diéu tri duge tao ra béi phan tir theo sang ché c6 thé
dat dugc bing cach gin két véi PD-1 ctia ngudi, va sau d6 e ché sy gin két cia PD-1 va
cac phéi tr cua nd 1la PD-L1 va PD-L2, hoac giét chét ééc t& bao khédi u biéu hién qua
mtc PD-1. Do d6, khi & trong cac ché phdm va dugc phadm thich hop cho cac tng dung
didu tri, cAc phén tir theo sang ché rat hiru ich cho nhimng ngudi bi khdi u hoic bénh ung
thu, t8t hon 12 u 4c tinh, bénh ung thu dai trang, bénh ung thu vu, bénh ung thu phéi,
bénh ung thu da day, bénh ung thu rudt, bénh ung thu than, bénh ung thu phdi khong
phai t& bao nhé, bénh ung thu bang quang, v.v.

Ngoai ra, sang ché con dé xuét phuong phép phat hién mién dich hodc x4c dinh
khang nguyén dich (vi du PD-D,‘CéC chit phan Gmg dé phat hién mién dich hoic x4c dinh
khang nguyén dich (vi du PD-1), phuong phép phat hién mién dich hoic x4c dinh cac té
bao biéu hién khéng nguyén dich (vi du PD-1) va c4c tac nhan chan doan dé chan doan
bénh lién quan dn cac té bao duong tinh khang nguyén dich (vi du PD-1), bao gdm
khang thé hodc manh khang thé theo sang ché, dic biét nhan ra khang nguyén dich (vi du
PD-1 clia ngudi) va gin két véi trinh tu axit amin ciia ving ngoai bao hogc céu tric 3

chiéu cta nd, dugc st dung 1am hoat chat.

Theo séang ché, phuong phap duoc sit dung dé phat hién hogc do lugng ciia khang
nguyén dich (vi du PD-1) c6 thé 1a phuong phép da biét bat ky. Vi du, né bao gém
phuong phap phét hién mién dich hoic do mién dich.

Phuong phép phat hién mién dich hoic do mién dich 1a phuong phap phét hién
hoic do lugng khang thé hoic khang nguyén bing cach sir dung khang thé hoic khang
nguyén dugc dan nhan. Vi du vé phuong phép phét hién mién dich hodc do mién dich

bao gbém thir nghiém mién dich phéng xa (RIA), thir nghiém mién dich enzym (EIA hoic
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ELISA), thir nghiém mién dich phat huynh quang (FIA), thir nghiém mién dich nhip
nhay, tham tach tdy, cdc phuong phap ly-hda, v.v..

Céc bénh lién quan dén té bao duong tinh PD-1 néu trén c6 thé dugc chin doan
bing cach phat hién hodc do t& bao biéu hién PD-1 bang cach st dung khang thé hoic
ménh khang thé theo sang ché.

P& phat hién c4c t& bao biéu hién polypeptit, c6 thé st dung cac phuong phép phat
hién mién dich da biét, tdt hon 12 sir dung két tiia mién dich, nhudm té bao huynh quang,
nhudm héa mé mién dich, v.v. Ngoai ra, ¢ thé st dung phuong phap nhudm khéang thé
huynh quang st dung hé théng FMAT8100HTS (Applied Biosystem). |

Theo sang ché, khong c6 gidi han cu thé nao déi véi mau in vivo dugc sit dung dé
phat hién hodc do luong khang nguyén dich (vi du PD-1), mién 1a né c6 kha ning chtra
cac té bao biéu hién khang nguyén dich (vi du PD-1), vi du mé6 té bao, mau, huyét tuong,

huyét thanh, dich tuy, nuéc tiéu, phan, dich m6 hodc dich nubi céy.

Theo phuong phap chén doan bat budc, chit chdn doan bao gdm khang thé don
dong hoic doan khang thé cia né theo sang ché ciing c6 thé bao gbm chét phan tng dé
thuc hién phan tng khang nguyén-khang thé hoic chat phan ting dé phat hién phan tng.
Chét phan tng dugc sir dung dé thuc hién phan Gng khang nguyén-khang thé bao gdm
chit dém, mubi, v.v. Chit phan tmg duoc st dung dé phat hién bao gém chat phan tmg
thuong duge st dung trong phuong phap do hodc phat hién mién dich, vi du khéng thé
tht hai duge danh diu nhén biét khang thé don dong, doan khang thé ciia chiing hoic lién

hop cua chiing, va chit nén tuong tmg véi nhin, v.v.
Piéu ché khang nguyén
1. C4u tric cia khang nguyén:

Protein dung hop PD-1-IgG1Fc ctia ngudi dugc thiét ké va tong hop, véi 150 axit
amin cia ving ngoai bdo cia PD-1 ciia ngudi & déu cudi N va doan Fc cia IgGl cta
ngudi (hIgG1Fc) & ddu cubi C. Protein PD-1-Fc t4i td hop c6 d9 tinh khiét cao 6 thé thu
duoc sau khi tinh ché béng cOt ai luc cta Protein A va dugce st dung dé phat hién sy gin

két ctia khang thé khang PD-1 véi khang nguyén.

PD-1 cia nguoi-IgG1Fc (SEQ ID NO.1):
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MEFGLSWLFLVAILKGVQCPGWFLDSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGADNT
FTCSFSNTSESFVLNWYRMSPSNQTDKLAAFPEDRSQPGQDCRFRVTQLPNGRDF
HMSVVRARRNDSGTYLCGAISLAPKAQIKESLRAELRVTERRAEVPTAHPSPSPR

PAGQFQTLVEPKSSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVV
DVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYK

CKVSNKALPAPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAV

EWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMHEALHNH

YTOKSLSLSPGK. | '

Luwu ¥: Phin gach chén 13 peptit tin hiéu, phan binh thuong 13 viing ngoai bao cua
PD-1 ctia ngudi va phin in nghiéng 13 hIgG1Fc (peptit tin hiéu + ving ngoai bao +
hlgG1Fc).

PD-1-his ctia ngudi (SEQ ID NO.2):

MEFGLSWLFLVAILKGVQCPGWFLDSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGADNT
FTCSFSNTSESFVLNWYRMSPSNQTDKLAAFPEDRSQPGQDCRFRVTQLPNGRDF
HMSVVRARRNDSGTYLCGAISLAPKAQIKESLRAELRVTERRAEVPTAHPSPSPR
PAGQFQTLVGSSDYKDDDDKHHHHHH.

Khang nguyén PD-1 duoc ma héa boi axit nucleic dugc chuyén nap vao té bao

(SEQ ID NO.3):

MQIPQAPWPVVWAVLQLGWRPGWFLDSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGAD
NTFTCSFSNTSESFVLNWYRMSPSNQTDKLAAFPEDRSQPGQDCRFRVTQLPNGR
DFHMSVVRARRNDSGTYLCGAISLAPKAQIKESLRAELRVTERRAEVPTAHPSPS
PRPAGQFQTLVVGVVGGLLGSLVLLVWVLAVICSRAARGTIGARRTGQPLKEDP
SAVPVFSVDYGELDFQWREKTPEPPVPCVPEQTEYATIVFPSGMGTSSPARRGSA
DGPRSAQPLRPEDGHCSWPL.

Diéu ché cac khang thé

Khang thé khang PD-1 cta ngudi ¢ thé duoc tao ra bang cach giy dép tmg mién
dich cho chudt nhét va ciing c6 thé duoc Iy tir thu vién gdy dap ting mién dich chudt
nhit thuc khudn khang PD-1 ciia nguoi

Phuong phép didu ché khang thé khang PD-1 ctia ngudi bang cach gay mién dich
cho chudt nhit nhu sau:
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1. G4y dap tng mién dich: chudt nhit bach SIL quy mé phong thir nghiém, céi, 6-

8 tudn tudi va chudt nhét bach Balb/c, cai, 6-8 tudn tudi. Mbi truong nudi nhét: Mtc do
SPF. Sau khi mua chudt nhit, ching dugc nudi trong moi trudng phong thir nghiém trong
1 tudn duéi su didu chinh cia chu k¥ sang/tdi 12/12 gio, & nhiét 4o 20-25°C; do 4m 40-
60%. Cac chudt nhit thich nghi véi méi trudng duge gy dap trﬁg mién dich theo cac
giao thtc khac nhau, véi 6-10 con chudt nhit trong mdi nhém. Khang nguyén mién dich
c6 thé 12 protein t4i t hop tinh khiét PD-1-IgG1Fc (xem SEQ ID NO.1), PD-1-his (xem
SEQ ID NO.2), hodc c4c té bao Jurkat/CHO-PD-1 dugc truyén PD-1 lam khdng nguyén
(xem SEQ ID NO.3). Mot khang nguyén don 1é két hop véi cac chét bd trg mién dich
khéc nhau hodc céc loai khang nguyén khac nhau c6 thé duoc st dung dé gay dap tng
mién dich chéo. Vi tri gdy dap tmg mién dich c6 thé 14 khoang bung hodc duéi da & lung,
hogc gdy dép tmg mién dich luén phién tai hai vi tri. Chét bd trg mién dich TiterMax®
Gold Adjuvant (sau ddy goi 1a Titermax, dugc mua tir Sigma, Cat. S6 T2684) va Imject
Alum Adjuvant (sau ddy goi 1a Alum, mua tur Pierce, Cat. S 77161) dugc st dung cho
gdy d4ap tmg mién dich. Ty 1¢ khang nguyén véi ta dugc (Titermax) la 1:1, ty 1& khang
nguyén v6i ta duoc (Alum) 14 3:1, 25-50ug/con (giy dap Gng mién dich lan déu), 50
‘ng/con (giy dap g mién dich ting cudng), hodc 1 x 107 Jurkat/CHO-PD-1 té bao/dong
~vat. Vao ngay 0, 25-50ug/mdi con khdng nguyén da duoc nhil hda dugce tiém trong mang
bung, mdi tudn mot 1dn hodc hai tudn mot 14n sau 14n gdy dap ung mién dich dau tién,

Titermax va Alum duoc sir dung ludn phién, tong cong 5-8 lan.

2. Dung hop té bao: cac chudt nhit c¢6 hidu gia khang thé cao trong huyét thanh
duoc chon d dung hop t& bao 14 lach. Mét cia chudt nhit bi chiy méu trong 72 gid sau
khi gay dap Gmg mién dich nude rit. Cac chudt nhét bi giét bang cach kéo c6 va cho vao
75% etanol dé khtr tring. Té bao lympho lach duge dugc dung hop véi té bao u tiy bao
Sp2/0 (Chinese Academy of Sciences) dé thu dugc té bao u lai bang cach ap dung quy
trinh dung hop qua trung gian PEG dugc t6i wu héa. Cac té bao thé lai dugc dung hop
duoc tai dinh chi trong mdi truong hoan chinh HAT (mdi truong RPMI-1640 chitra 20%
FBS, 1 x HAT va 1 x OPI), va duogc trich din vao dia nudi ciy té bao 96 giéng (1 x
105/150ul/giéng), 0 & 37°C, 5% CO,, va dugc gieo mam két tinh hoan toan vio khoang
10-30 dia. Vao ngay th 5 sau khi dung hop, moéi trudng hoan chinh HAT duoc bd sung
vao & 50pl/giéng, va i & 37°C, 5% CO,. Tir ngay thir 7 dén ngay thtr 8 sau khi dung hop,
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theo mat d¢ ting truéng cla té bao, moi trudng duoc thay ddi hoan toan & 200ul/giéng,

va dugc 1 ¢ 37°C, 5% CO,.

3. Sang loc t& bao thé lai: 7-9 ngay sau khi dung hop, theo mat do ting truong té
bao, phuong phap ELISA dugc thuc hién dé phéat hién sy ge'ln két cua khang thé véi PD-
1, va cécAté bao trong giéng dwong tinh dwoc phat hién thém bang ELISA dé phét hién su
phong bé 1ién két PD-1/PDL1. M6i trudng trong cac giéng duong duoc thay ddi va céc 6
duoc md rong thanh cac dia 24 giéng theo thai gian theo mat do té bao. Cac dong té bao
dwoc chuyén vao cac dia 24 giéng dugc kiém tra lai, sau d6 duge bao quan va tao dong
v6 tinh phu 1an ddu tién. C4c mAu duong tinh trong 1in s‘éng loc tao dong v tinh phu dau
tién dugc bao toan, va tao dong vo6 tinh phu tht hai hodc tht ba dugc thuc hién cho dén
khi thu dugc cac dong vo tinh don bao. Té bao thé lai véi tac dung ngén chan su lién Kkét

ctia PD-1 va PDL1 duoc thu dugc bang cach két hop nhiéu 1an.

Phuong phép san xuit khang thé khang PD-1 ciia ngudi thong qua thu vién mién

dich cta thyc khudn thé ciia chudt nhat khang PD-1 ctia ngudi nhu sau:

1. Xay dung thu vién mién dich cta thyc khudn thé cta chudt nhit khang PD-1
ctia ngudi: 14 lach cta chudt nhit c6 hidu gia khang thé cao trong huyét thanh duoc chon
va ARN tdng sb cia md dugc chiét xuit bang cach st dung Trizol (Invitrogen Cat No.
15596-018). ADN bd sung thu dugc bang cach sir dung PrimeScript™ II 1st Strand ADN |
bd sung Synthesis Kit (Takara Cat No. 6210A) dé phién m3 nguoc. Cac mdi xay dung
thu vién duqc thiét ké va téng hop theo co s& dir liéu IMGT. Cac doan khang thé chudi
don thu duoc thong qua ba vong phan tmg PCR. Cac doan khang thé chudi don va vecto
xay dung thu Vién duoc cai bién pCantab5E (Amersham Biosciences/GE Cat No. 27-
9400-01) dugc tiéu héa bang Sfil (NEB Cat No. # R0123L), duoc tinh ché va phuc hdi
bing E. Z. N. A.® Gel Extraction Kit (Omega Cat No. D2500-02) sau khi dién di. Sau d6
T4 DNA ligaza (NEB Cat No.#M0202L) dugc sir dung dé that & 16°C trong 16-18 gio,
va bo kit trén duoc sit dung dé tinh ché va phuc hdi, va cubi cling qué trinh rira giai dugc
thue hién bing nudce khir ion. 1pg san pham thit duge 1iy va trdn v6i 1 1o TG1 c6 hidu
luc (Lucigen Cat s§ 60502-2) dé bién dbi electro, va qua trinh bién ddi electro duoc thuc
hién v6i may dién cuc (Bio Rad Micropulser), vdi cac thong s6 dugc dit & 2,5kV, 200Q
va 25uF. Su bién dbi dugc lap lai trong 10 1an. San phdm dugc trai trén céc dia va nuéi

céy tir dudi Ién & 37°C trong 16-18 gi0. Sau dé, tAt ca cac khuén lac duge tach ra va tron
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v6i nhau, duge bd sung véi glyxerin & ndng do cudi cung 1a 15%, va duge bdo quan & -

80°C dé st dung.

2. Sang loc thu vién mién dich ciia chudt nhit thire khuén thé PD-1 khang nguoi:
thu vién mién dich thuc khudn thé PD-1 khang ngudi duge déng goi (1 x 1012 - 1 x
1013) va 100pul vi khuén streptomyxin (Milenvi Biotec, Auburn, CA) dugc dugc bd sung
vao 1ml dung dich mubi dém phosphat c6 chira 2% sita gy (MPBS) va U ¢ nhiét do
phong trong 1 gid, dat trén gia do tir tinh, va dich ndi phia trén duoc thu thap. 10pg/mL
protein ngudi duge danh du sinh hoc PD-1-ECD-his (mua tir Sino Biological) dugc bd
sung vao dich ndi phia trén va dugc G trong 1 gior & nhiét do phong. Sau d6, 100pl hat tir
phu streptavidin (da i so b6 véi 1ml MPBS) dugc bd sung vao va u trong 1 gid & nhiét
d6 phong. Va né dugc dua 1én hé théng gia d& tir tinh dé phan loai, va dich ndi phia trén
duoc hut ra. 1ml PBST (dém phosphat chita 0,1% Tween-20) dugc bd sung vao va dao
qua nhiu 1in. Dung dich rira méi dugc bd sung vao sau khi hit hoan toan, 1ap lai 11 14n
dé loai b cac manh khang thé khong lién két, va thém 0,5ml dung dich rira gidi (50 pul 10
mg/mL dung dich gbc trypsin dugc bd sung vao 450ul PBS). N6 duoc lic trong 15 phit &
nhiét 4§ phong, dat trén mot gia do tir tinh, va dich ndi phia trén dugc hut vao mét éng
EP méi. TG1 dugc cdy giéng vao méi trudng 2YT va md rong cho dén khi mat do vi
khuén nudi cdy OD600 = 0,4. 1,75ml TG1 (OD600 = 0,4) dwoc bd sung vio mbi éng, va
2501 thuc khudn (phage) d3 duoc rira giai duoc bd sung vao, U trong ndi cach thay 37°C
trong 30 phit, va trai trén dia c6 pha loing gradien dé kiém tra hiéu gia. Dung dich TG1
con lai dugc ly tam, trai trén dia va 4 qua dém & 37°C

Thu vién mién dich cta thuc khudn thé chuét nhit duoc sang loc 2-3 vong béng
cach sir dung khang nguyén PD-1-ECD-clia ngudi duoc danh dau sinh hoc, véi sang loc
MACS (hat tur tinh streptomyxin, Invitrogen); va cac khang thé donr dong c6 kha nédng
gan két v6i PD-1 va c6 kha ning ngan chan su lién két ctia PD-1 véi PD-L1 cudi cing da
dugc thu thdp va xac minh béng cach giai trinh tu. Thu dugc trinh tur vung bién d6i cua
céc khang thé.

Tinh ché protein/khang thé khang nguyén tai td hop

1. Tach va tinh ché dich néi hybridoma/Séc k¥ 4i luc protein G:

Dé tinh ché dich ndi phia trén cia hybridoma cta chudt nhét, Protein G ddi véi séc

ky &i lyc 14 lua chon dau tién. Khdi hybridoma d& duoc nudi cdy duoc ly tAm d thu dich
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ndi phia trén, va 10-15% thé tich Tris-HCl 1M (pH 8,0-8,5) dugc bd sung vao tiy theo
thé tich cta dich ndi phia trén dé diéu chinh d6 pH cia dich ndi phia trén. Pdi v6i cot
Protein G, guanidin hydroclorua 6M dugc st dung dé rira 3-5 14n thé tich cot, va sau do6
nude tinh khiét duoc st dung dé rira 3-5 14n thé tich cot; hé théng dém nhu 1 x PBS (pH
7,4) lam dém cén béng dugc st dung dé can b'?lng cdt cho 3-5 1an thé tich cot; Dich ndi
phia trén t& bao duoc nap va gin két bang cach sir dung tdc d6 dong chay thap, tbe do nay
duoc kiém soat sao cho thoi gian luu khoang 1 phut hodc 14u hon; 1 x PBS (pH 7,4) duoc
sir dung dé rira cot shc k§f 3-5 1an thé tich ¢ot cho dén khi d6 hép thu UV giam xubng
muc co ban: dung dich dém 0,1M axit axetic/natri axetat (pH 3,0) dugc su dung dé rira
giai miu, cac dinh ria giai dugc thu thip bang cach phat hién tia cuc tim, va Tris-HCl
1M (pH 8,0) dugc st dung dé nhanh chéng diéu chinh pH ctia san pham rira giai dén 5-6
dé Iuu trit tam thoi. DSi v6i san phim rira gidi, viéc thay thé dung dich c¢6 thé dugc thue
hién bang cac phuong phap dugc nhimng ngudi ¢6 trinh d6 trung binh trong linh vyuc k§
thut nay biét 18, ching han nhu sir dung dng siéu loc dé siéu loc va c¢b dac va thay thé
dung dich vao hé théng dém can thiét hoic sir dung loai trlr phan tir nhu G-25 dé khir
mudi va thay thé vao hé théng dém cén thiét, hodc st dung cot loai trir phan tir ¢6 dd
phan giai cao nhu Superdex 200 dé loai bé cac thanh phan tap hop trong san phim rira
giai nhdm cai thién do tinh khiét cia mau.

2. Tinh ché sic ky 4i luc protein A cho protein hoic khang thé:

Dau tién, dich ndi phia trén clia mdi trudng nudi ciy té bao biéu hién protein
khang nguyén hoic khang thé dugc ly tdm & tbe d6 cao dé thu 1iy dich ndi phia trén. Dbi
véi ¢dt co ai luc Protein A, guanidin hydroclorua 6M dugc sir dung dé rra 3-5 14n thé
tich cot, va sau d6 nuéc tinh khiét duge sir dung dé rira 3-5 1n thé tich cot. Mot hé dém
nhu 1 x PBS (pH 7;4) duoc sir dung lam dém can bing dé can bing cot sic ky chor 3-5
14n thé tich cot. Dich ndi phia trén té bao dugc nap va gin két béng cach st dung tbc do
dong chay thép, tc d6 nay dugc kiém soat sao cho thoi gian luu khoang 1 phit hodc 1au
hon. Sau khi hoan thanh lién két, 1 x PBS (pH 7.4) duoc sir dung dé rira cot sic ky 3-5
14n thé tich cot cho dén khi do hép thu UV gidm xudng murc co ban. Dung dich dém axit
axetic/natri axetat 0,IM (pH 3,0-3,5) duoc st dung dé rira gidi mau, cac dinh rira giai
duogc thu thip theo phat hién tia cuc tim va Tris-HCl 1M (pH 8.,0) dugc st dung dé nhanh
chéng didu chinh d6 pH cla dung dich rira giai san phdm dé 5-6 dé luu tri tam thoi. Déi

v&1 san phém rra giai, viéc thay thé dung dich cé thé dugce thuc hién béng cac phuong
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phép duoc nhitng ngudi ¢6 trinh d6 trung binh trong linh vuc nay biét 15, ching han nhu
st dung 6ng siéu loc dé siéu loc va co dic va thay thé dung dich vao h¢ théng dém cén
thiét hodc sir dung loai trir phan tir nhu G-25 dé khir mudi va thay thé vao hé théng dém
can thiét, hodc str dung cdt loai trir phan tir c6 d) phan gidi cao nhu Superdex 200 dé loai
b6 cac thanh phin tap hop trong sin phdm rira giai nhim céi thién d6 tinh khiét ctia mAu.
Vi du thire hién séang ché

Sang ché s& dugc mé ta chi tiét hon théng qua cac vi du sau, nhung khong chi gisi
han ¢ cac vi du nay. Cac phuong phap thir nghi€ém dé thir nghiém céc diéu kién cu thé
khong dugce thé hién cu thé theo sang ché thuomg duoc thuc hién trong cic diéu kién
thong thuong, nhu Antibodies: A Laboratory Manual and Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor hodc theo céc diéu kién duoc khuyén cdo boi
c4c nha san xuét vat liéu thd va san phdm. C4c chit phan Gmg 1am ngudn ma khéng duoc

thé hién theo sang ché 13 c4c chét phan tmg c6 ban trén thi truong.
Vi du 1. San xuit khang thé ctia chudt nhat khang PD-1 clia ngudi

Céc khang thé ctia chudt nhat khang PD-1 clia ngudi thu duge bing phuong phap
n6i trén dugc dua vao thir nghiém gin két khang nguyén va dugc sang loc dé thu duoc
nhiéu ching khang thé c6 hoat tinh tét: trong d6 M23, M32 va M33 dugc dua vio. Cac
dong don té bao duoc mé rong va nudi céy, RNA duogc chiét, va cac doan mdi thoai héa
ctua Ig chudt nhit duge st dung dé thuc hién khuéch dai phién ma ngugc (RT-PCR) dé
thu duoc trinh ty ving bién dbi ctia khang thé. Trinh tu ving bién ddi cia khang thé cua
chudt nhit duoc gin két vé6i trinh ty ving khong dbi khang thé ctia ngudi. Khang thé thé
kham ciia khang thé don dong ctia chudt nhit dugce nhan ban va biéu hién tai tb hop, va
cac thir nghiém hoat tinh trong bng nghiém da duoc thire hién dé x4c nhan rﬁng trinh tu

ving bién ddi ctia khang thé don dong thu duoc 13 chinh x4c.

Trinh tg ving bién d6i cla cac khéang thé ctia chudt nhat M23, M32 va M33 duoc
xac dinh nhu sau:

Ving bién d6i chudi ning cta khang thé ctia chudt nhat M23 (SEQ ID NO.4):

QVQLQQSGAELVRPGASVTLSCKASGYTFTDYEMHWVKQTPIHGLEWIG
LIDPETGGTVYNOKFKDKTILTADKSSSTAYMEFRSLTSEDSAVYHCTRERESYY
GSTSDWYFDVWGTGTTVTVSS.
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Ving bién @i chudi nhe ctia khang thé ciia chuét nhat M23 (SEQ ID NO.5):

DGLMTQTPLSLPVSLGDHASISCRSSQSLVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPK
LLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGIYYCFOQGSHVPYTFGGG
TKLEIK.

Ving bién di chudi ning ctia khang thé ctia chudt nhit M32 (SEQ ID NO.6):

. QVQLQQSGAELVRPGASVTLSCKASDFTFTDYEIHWVKQTPVHGLEWIGL
FDPETGGIVYNQKFKGKAIL TADKSSNTAYMEFRSLTSEDSAVYYCTREGYNRD
WYFDVWGTGTTVTVSS.

Ving bién d6i chudi nhe ciia khang thé ctia chudt nhit M32 (SEQ ID NO.7):

DVLMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKL
LIYKVSNRESGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGIYYCFQGSHVPYAFGGGT
KLEIK.

Vang bién dbi chudi nang ciia khang thé ctia chudt nhit M33 (SEQ ID NO.19):

KVMLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTFSSYAMSWVRQTPEKRLEWVA
TISGGGVDTYYODNVQGRFTISRADNKNTLYLQMSSLRSEDTALYYCASPYGHG
YEDVWGTGTTVTVSS.

Vung bién déi chudi nhe ciia khang thé ctia chudt nhit M33 (SEQ ID NO.20):

DIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCRASODINNFLNWY QQKPDGTVKLLIYYT
SSLHSGVPSRFSGSGSGTDYSLTISNLEQEDIATYFCQOGNTLPWTFGGGTKLEIK.

Luu ¥: trong cac trinh tr ving bién d6i chudi ning va ving bién d6i chudi nhe cua
c4c khang thé néu trén, gach dudi 14 c4c trinh tu CDR duoc xac dinh béi hé théng danh
s6 thir tu Kabat, theo thir tw nhu sau: FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4.

Béng 4. trinh trr ving CDR chudi ning va chudi nhe ctia khang thé ctia chudt nhit
M23, M32 va M33

Tentﬁgang Chudi ning Chudi nhe
DYEMH RSSQSLVHSNGNTYLE
HCDRI (SEQ ID NO.8) LCDRI (SEQ IDNO.11)
LIDPETGGTVYNQKEFKD KVSNRES
M23 HCDR2 (SEQ ID NO.9) LCDR2 . (SEQ ID NO.12)
ERFSYYGSTSDWYEDV FQGSHVPYT
HCDRS3 (SEQ ID NO.10) LCDR3 (SEQ ID NO.13)
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HEPR (SE(? D 11\%.14) LCDRI Rssgzglﬁﬁgﬁf :
M32 HCDR2 LFDI?SES%@?? KG LCDR2 ( SEIBVSDNI%gi »
o | R | G
HEPRI (SESSIKDAI\IGI(S)QI) LCDRI ?&?&H&?ﬁ?
[ | RN s | S
HeDRe SEQIDNO2) LODRS | SEOmNOS)

Luu ¥: trinh tu clia khang thé CDR trong Bang dugc xé4c dinh theo hé théng danh
s6 thir tu Kabat. '

Vi du 2. Nhan tao héa khang thé don dong khang PD-1 ciia ngudi

Bing cach can chinh duya trén co s dit liu gen mam ving bién dbi chudi ning va
chudi nhe ciia khang thé IMGT va phén tich phin mém MOE, cic gen mam ving bién
déi chudi ning va chudi nhe ciia ngudi c6 d6 ddng nhit cao vdi trinh tu chudi nhe va
ning M23, M32 va M33 di duoc chon 1am mau. CDR cia 3 khang thé ciia chudt nhét
nay duoc ghép vao cac mau khang thé trong tmg ctia ngudi dé tao ra cac khang thé dugc
nhén tao hda twong img ctia chung.

1. Nhan tao héa khang thé cta chudt nhat M23

1.1 Lya chon ving khung nhan tao héa ctia khang thé ctia chudt nhat M23

Cac mau chudi nhe nhéan tao héa cia khang thé cla chudt nhat M23 1a IGKV2-
40*%01 va IGKJ4*01, va cic miu chudi ning nhan tao héa 1a IGHVI1-69%02 va

IGHJ6*01. Trinh tu cda cac vung bién d6i sau khi nhan tao héa nhu sau (dugc gach dudi
13 trinh ty CDR):

Hu23VH-CDR dugc ghép: (SEQ ID NO.27)

EVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSDYEMHWVRQAPGQGLEWM
GLIDPETGGTVYNQKFKDRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARERFSY
YGSTSDWYFDVWGQGTTVTVSS.

Hu23VL-CDR dugc ghép: (SEQ ID NO.28)
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DIVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPQL
LIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCFQGSHVPYTFGGG
TKVEIK.

1.2 Lya chon mAu nhan ban va thiét k& dot bién nguoc cia khang thé cia chudt
nhét M23

Bang 5. Cac dot bién nguoc ciia khang thé ciia chudt nhiat M23 khang thé nhan tao

hoa
VL VH
Hu23VL1 | Duoc ghép | Hu23VHI1 Puoc ghép
Hu23VL2 2G Hu23VH2 G27Y I69L
Hu23VH3 G27Y M481 V67T 169L L82F
Hu23VH4 | G27Y M481 V67T I69L L82F A93T

Luu ¥: ghép c6 nghia 1 cac CDR ciia khang thé cta chudt nhit dugc cdy vao trinh
tir ving FR cta dong mam cta ngudi. Cac gde axit amin duoc xac dinh va chi thich bi
hé thdng danh sb thir tr Kabat, vi du I2G c6 nghia 12 1 & vi trf 2 ctia hé théng danh sé tht
tu Kabat bi dot bién ngugc G theo hé théng danh sb thw tr Kabat.

Trinh trr ving bién di chudi nhe/ning cua cac khang thé duoc nhan tao héa M23

nhu sau:
>Hu23VL1 (tvong tu nhu Hu23VL-CDR dugc ghép): (SEQ ID NO.28)

DIVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPQL
LIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCFQGSHVPYTFGGG
TKVEIK.

>Hu23VL2 (SEQ ID NO.29)

DGVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPQL
LIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCFQGSHVPYTFGGG
TKVEIK.

> Hu23VH]1 (twong tu nhu Hu23VH-CDR duoc ghép): (SEQ ID N0O.27)

EVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSDYEMHWVRQAPGQGLEWM
GLIDPETGGTVYNQKFKDRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARERFSY
YGSTSDWYFDVWGQGTTVTVSS.

> Hu23VH2 (SEQ ID NO.30)
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EVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTFSDYEMHWVRQAPGQGLEWM
GLIDPETGGTVYNQKFKDRVTLTADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARERFS
YYGSTSDWYFDVWGQGTTVTVSS.

>Hu23VH3 (SEQ ID NO.31)

EVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTFSDYEMHWVRQAPGQGLEWI
GLIDPETGGTVYNQKFKDRTTLTADKSTSTAYMEFSSLRSEDTAVYYCARERFSY
YGSTSDWYFDVWGQGTTVTVSS.

> Hu23VH4 (SEQ ID NO.32)

EVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTFSDYEMHWVRQAPGQGLEWI
GLIDPETGGTVYNQKFKDRTTLTADKSTSTAYMEFSSLRSEDTAVYYCTRERFSY
YGSTSDWYFDVWGQGTTVTVSS.

1.3 Sur két hop trinh trr nhan tao héa cia khang thé ctia chudt nhit M23

Céc khang thé va su két hop ving thay d6i ciia ching thu dugc biang cach nhén tao
héa khang thé ctia chudt nhitM23 duoc thé hién trong Bang duéi ddy.

Béng 6. Su két hop ciia cac ving bién dbi khang thé Hu23 duoc nhan tao héa

- VL
VH Hu23VL1 | Hu23VL2
Hu23VH1 Hu23-1 Hu23-5
Hu23VH2 Hu23-2 Hu23-6
Hu23VH3 Hu23-3 Hu23-7
Hu23VH4 Hu23-4 Hu23-8

Luu y: “Hu23-1” st dung dé chi khang thé trong d6 ving bién dbi chudi nhe 13
Hu23VL1 va ving bién ddi chudi nang 13 Hu23VHI, v.v.

Su két hop cua cac ving bién dbi chudi nhe/ning cta khang thé (vi du Hu23-1)
dugc d& cap trong Bang trén c6 thé duoc lién két voi cac ving khong ddi chudi nhe/ning
ctia khang thé dé tao thanh c4c khang thé c6 chidu dai ddy da, twong tmg; trir khi ¢6 quy
dinh khéc trong sang ché, khi tao thanh khang thé cé chiéu dai ddy du, ving bién dbi
chudi nhe duoc lién két véi ving khong dbi chudi Kappa dugc thé hién trong SEQ ID
NO.73 @ tao thanh chudi nhe ctia khang thé, va ving bién déi chudi ning 13 lién két véi
ving khéng dbi chudi ning IgG4-AA duge thé hién trong SEQ ID NO.72 hoic vé6i ving
khong d6i chudi nang IgG4-P dugc thé hién trong ID NO: 79 d tao thanh chudi ning cia
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khang thé va tén trong Bang 13 dé chi sy két hop clia ving bién dbi chudi nhe/ning cua
khang thé (vi du Hu23-1) cong vé6i hau % “IgG4AA” c6 nghia 13 khang thé c6 chidu dai
dly di dugce tao thanh bang cach ndi véi ving khong d6i chudi nang IgG4-AA, cong véi
héu t6 “IgG4P” c6 nghia 13 khang thé c6 chidu dai ddy du duoc hinh thanh bing cach ndi
v6i ving khéng dbi chudi niang IgG4-P, vi du, “Hu23-1.IgG4AA” c6 nghia 12 khang thé
c6 chidu dai ddy di dugc hinh thanh bang cach lién két chudi ning, duoc hinh thanh bing
cach lién két ving bién ddi chudi ning Hu23VHI va ving khong d6i chudi ning IgG4-
AA nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.72, va chudi nhe, dugc hinh thanh bﬁng cach
lién két viing bién ddi chudi nhe Hu23VL1 va ving khéng dbi chudi Kappa nhu duogc thé
hién trong SEQ ID NO.73. “Hu23-1.IgG4P” c6 nghia 13 khang thé c6 chiéu dai ddy du
dugce hinh thanh biang cach lién két chudi ning, dugc hinh thanh bing cach lién két
Hu23VH1 ving bién ddi chudi ning va ving khong d6i chudi ning IgG4-P nhu duogc thé
hién trong SEQ ID NO.79 va chudi nhe, duoc hinh thanh bang cach lién két ving bién
d6i chudi nhe Hu23VL1 va ving khong dbi chudi Kappa nhu duge thé hién trong SEQ
ID NO.73.

2. Nhan tao héa khang thé ciia chudt nhit M32
2.1 Lya chon viing khung nhan tao héa ctia khang thé ctia chudt nhit M32

Céac mAu chudi nhe nhan tao héa cia khang thé cia chudt nhit M32 13 IGKV2-
40*01 va IGKJ4*01, va cac mau chudi ning nhin tao hda 13 IGHV1-69%02 va
IGHJ6*01. Trinh ty ctia cac ving bién dbi dugce nhan tao héa nhur sau (duoc gach dudi 1a
trinh tw CDR):

Hu32VH-CDR duoc ghép: (SEQ ID NO.33) IGHV1-69*02 va IGHI6*01

" EVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSDYEIHWVRQAPGQGLEWM
GLFDPETGGIVYNQKFKGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAREGYN
RDWYFDVWGQGTTVTVSS.

Hu32VL-CDR dugc ghép: (SEQ ID NO.34)

DIVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSOSIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPQLL
IYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCFQGSHVPYAFGGGT
KVEIK.
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2.2 Lua chon mAu nhan ban va thiét ké d6t bién nguoc cia khang thé cia chuot

nhét M32

Bang 7. Cac dot bién ngugc cia khang thé dugc nhan tao héa khang thé cta chudt

nhat M32

VL VH
Hu32VL1 Puoc ghép Hu32VH1 . Duoc ghép

Hu32VH2 G27F, 1691, A93T

Hu32VH3 G26D, G27F, 1691, A93T

Hu32VH4 G27F, M48I, V67A, 1691, L82F- A93T
Hu32VL2 kv Hu32VH5 | G26D, G27F, S30T, M4SL, V67A, 169L, L82F, AO3T

G26D, G27F, S30T, R38K, Q43H, M48L, R66K, V67A,
Hu32VHS 169L, L82F, A93T

Luu ¥: ghép c6 nghia 1 cac CDR ctia khang thé ctia chudt nhét dugc cdy vao trinh
tir vimg FR clia dong mam ctia ngudi. Cac gde axit amin duoc x4c dinh va chi thich béi
hé théng d4nh s tha tu Kabat, vi du 12V c6 nghia 13 I & vi trf 2 ciia hé théng d4nh sb tha
tur Kabat bi d6t bién ngugc V theo hé théng danh s thir ty Kabat.

Trinh tu ving bién dbi chudi nhe va chudi ning cua cac khang thé duoc nhan tao

héa ctia khang thé ctia chudt nhit M32 12 nhu sau:
>Hu32VL1 (twong ty nhu Hu32VL-CDR dugc ghép): (SEQ ID NO.34)

DIVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPQLL
IYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCFQGSHVPYAFGGGT
KVEIK.

>Hu32VL2 (SEQ ID NO.35)

DVVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPQL
LIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCFQGSHVPYAFGGG
TKVEIK.

>Hu32VH1 (tuong tu nhu Hu23VH-CDR dugc ghép): (SEQ ID NO.33)

EVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSDYEIHWVRQAPGQGLEWM
GLFDPETGGIVYNQKFKGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAREGYN
RDWYFDVWGQGTTVTVSS.

>Hu32VH2 (SEQ ID NO.36)
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EVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGFTFSDYEIHWVRQAPGQGLEWMG
LFDPETGGIVYNQKFKGRVTLTADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCTREGYNR
DWYFDVWGQGTTVTVSS.

> Hu32VH3 (SEQ ID N0.37)

EVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASDFTFSDYEIHWVRQAPGQGLEWMG
LFDPETGGIVYNQKFKGRVTLTADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCTREGYNR
DWYFDVWGQGTTVTVSS.

>Hu32VH4 (SEQ ID NO.38)

EVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGFTFSDYEIHWVRQAPGQGLEWIGL
FDPETGGIVYNQKFKGRATLTADKSTSTAYMEFSSLRSEDTAVYYCTREGYNRD
WYFDVWGQGTTVTVSS.

> Hu32VHS5 (SEQ ID NO.39)

EVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASDFTFTDYEIHWVRQAPGQGLEWIGL
FDPETGGIVYNQKFKGRATLTADKSTSTAYMEFSSLRSEDTAVYYCTREGYNRD
WYFDVWGQGTTVTVSS.

> Hu32VH6 (SEQ ID NO.40)

EVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASDFTFTDYEIHWVKQAPGHGLEWIG
LFDPETGGIVYNQKFKGKATLTADKSTSTAYMEFSSLRSEDTAVYYCTREGYNR
DWYFDVWGQGTTVTVSS. '

2.3 Sy két hop trinh tu dugc nhan tao héa ciia khang thé clia chudt nhét M32

Céc khang thé va su két hop ving thay ddi ctia ching thu dugc bang cach nhan tao
héa khang thé ctia chudt nhat M32.

Bang 8. Su két hop cta cac ving bién ddi chudi nhe/ning ciia khang thé duge
nhan tao héa Hu32

VL
VH Hu32VL1 | Hu32VL2
Hu32VH1 Hu32-1 Hu32-7
Hu32VH2 Hu32-2 Hu32-8
Hu32VH3 Hu32-3 Hu32-9
Hu32VH4 Hu32-4 Hu32-10
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Hu32VHS5 Hu32-5 Hu32-11
Hu32VHG6 Hu32-6 Hu32-12

Luwu ¥: trong Bang, vi du, “Hu32-1” duoc sit dung trong ban mé ta dé chi khang
thé c¢6 su két hop cia ving bién dbi chudi nhe ctia khang thé ciia Hu32VL1 va ving bién

di chudi ning cia Hu32VHI1, v.v.

Swr két hop ciia cic ving bién dbi chudi nhe/ning ciia khang thé (vi du Hu32-1)
duoc dé cép trong Béang trén c6 thé dugc lién két v6i cac ving khong ddi chudi nhe_:/néng
ctia khang thé dé tao thanh cac khang thé ¢ chidu dai ddy da, twong tng; trir khi ¢ quy
dinh khéc trong sang ché, khi tao thanh khang thé c6 chidu dai ddy du, ving bién dbi
chudi nhe duoc lién két vé6i ving khong ddi chudi Kappa duoc thé hién trong SEQ ID
NO.73 dé tao thanh chudi nhe ctia khang thé, va ving bién ddi chudi nang 1 lién két voi
ving khong dbi chudi nang IgG4-AA dugc thé hién trong SEQ ID NO.72 hoic véi ving
khéng dbi chudi nang IgG4-P dugc thé hién trong ID NO: 79 d tao thanh chudi ning cta
khang thé va tén trong Béang 1a dé chi su két hop cia ving bién déi chudi nhe/ning cia
khéng thé (vi du Hu32-1) cong véi hau td “.IgG4AA” c6 nghia 13 khang thé ¢ chiéu dai
ddy da duoc hinh thanh bing cach nbi véi ving khong ddi chudi ning IgG4-AA, cong
v6i hau t§ “IgG4P” ¢ nghia 13 khang thé c6 chidu dai diy du dugc hinh thanh bing cach
nbi véi ving khong dbi chudi ning IgG4-P, vi du, “Hu32-1.IgG4AA” c6 nghia 13 khang
thé 6 chidu dai day du dugc hinh thanh bang cach lién két chudi nang, dwoc hinh thanh
bang cach lién két ving bién dbi chudi nang Hu32VHI va ving khong dbi chudi ning
IgG4-AA nhu duogc thé hién trong SEQ ID NO.72, va chudi nhe, dugc hinh thanh bing
cach lién két ving bién ddi chudi nhe Hu32VL1 va ving khong ddi chudi Kappa nhu
duogc thé hién trong SEQ ID NO.73. “Hu32-1.IgG4P” c¢6 nghia 1a khang thé c6 chidu dai
dy @i dugc hinh thanh bang cach lién két chudi ning, dugc hinh thanh bang cach lién
két Hu32VH1 ving bién d6i chudi nang va ving khong ddi chudi ning IgG4-P nhu duge
thé hién trong SEQ ID NO.79 va chudi nhe, dwoc hinh thinh bing cach lién két ving
bién d6i chudi nhe Hu32VL1 va ving khéng ddi chudi Kappa nhu dugc thé hién trong
SEQ ID NO.73.

3. Nhan tao héa khang thé ctia chudt nhat M33

3.1 Lva chon vung khung nhan tao héa cia khang thé cta chudt nhit M33
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Céc mau chudi nhe nhan tao hda clia khang thé cta chudt nhat M33 13 IGKVI-
39*%01 va IGKJ4*01, va cic miu chudi ning nhén tao hoéa 1a IGHV3-7 va IGHI6*01.
Trinh tu ctia cac vung bién dugc nhin tao héa nhu sau (duoc gach dudi 1a trinh tuw CDR):

Hu33VH-CDR dugc ghép (SEQ ID NO.41):

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVA
TISGGGVDTYYQDNVOQGRFTISRADNKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARPYGH
GYFDVWGQGTTVTVSS.

Hu33VL-CDR dugc ghép (SEQ ID NO.42):

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASODINNFLNWYQQKPGKAPKLLIYYT
SSLHSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQOGNTLPWTFGGGTKVEIK.

3.2 Lua chon mﬁu nhan ban va thiét ké dot bién ngugc cua khang thé cua chudt
nhit M33

Béang 9. Cac dot bién ngugc cia khang thé nhan tao héa khéang thé ctia chuodt nhét
M33

: VL VH
Hu33VLI Dugc ghép Hu33VH1 DPugc ghép
Hu33VL2 F71Y Hu33VH2 R94S
Hu33VL3 K42G P44V F71Y | Hu33VH3 E1K R94S

Luu ¥: ghép c6 nghia 13 cac CDR ciia khang thé cta chudt nhit dugc cdy vao trinh
tir ving FR clia dong mam ciia nguoi. Cac gde axit amin dugc xac dinh va cha thich boi
hé théng dénh s6 thir ty Kabat, vi du F71Y c6 nghia 13 F ¢ vi trf 71 ctia hé thdng danh sb
thir tr Kabat bi d6t bién nguoc Y theo hé théng danh s thir ty Kabat.

Trinh ty ving bién doi chudi nhe va vung bién doi chudi ndng cia cac khang thé

dugc nhén tao hda cia khang thé cta chudt nhit M33 nhu sau:
>Hu33VL1 (tuong ty nhu Hu33VL-CDR duogc ghép): (SEQ ID NO.42)

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDINNFLNWYQQKPGKAPKLLIYYT
SSLHSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQGNTLPWTFGGGTKVEIK.

>Hu33VL2 (SEQ ID NO.43)

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDINNFLNWYQQKPGKAPKLLIYYT
SSLHSGVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLQPEDFATYYCQQGNTLPWTFGGGTKVEL
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>Hu33VL3 (SEQ ID NO.44)

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDINNFLNWYQQKPGGAVKLLIYYT
SSLHSGVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLQPEDFATYYCQQGNTLPWTFGGGTKVEL.

> Hu33VHI (twong ty nhu Hu33VH-CDR duoc ghép): (SEQ ID NO.41)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVA
TISGGGVDTYYQDNVQGRFTISRADNKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARPYGH
GYFDVWGQGTTVTVSS.

>Hu33VH2 (SEQ ID NO.45)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVA
TISGGGVDTYYQDNVQGRFTISRADNKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCASPYGH
GYFDVWGQGTTVTVSS.

>Hu33VH3 (SEQ ID NO.46)

KVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVA
TISGGGVDTYYQDNVQGRFTISRADNKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCASPYGH
GYFDVWGQGTTVTVSS.

3.3 Su két hop trinh tir duge nhan tao héa cia khang thé ctia chudt nhit M33

Béng 10. Su két hop ctia cac ving bién dbi chudi nhe va chudi ning ciia khang thé

duoc nhan tao héa

VH VL Hu33VL1 | Hu33VL2 | Hu33VL3
Hu33VHI1 Hu33-1 Hu33-4 Hu33-7
Hu33VH2 Hu33-2 Hu33-5 Hu33-8
Hu33VH3 Hu33-3 Hu33-6 Hu33-9

Luu y: trong Bang, vi du, “Hu33-6” dugc st dung trong ban mé ta dé chi khang
thé c6 su két hop ciia viing bién dbi chudi nhe cta khang thé 13 Hu33VL2 va ving bién

d6i chudi nang ctia Hu33VH3, v.v.

Su két hop cua cic ving bidn dbi chudi nhe/ning clia khang thé (vi du Hu33-6)
duoc dé cap trong Bang trén c6 thé duogc lién két véi cac ving khong ddi chudi nhe/ning
ctia khéng thé @ tao thanh cac khang thé c6 chiéu dai ddy du, trong tmg; trir khi ¢ quy
dinh khéc trong séng ché, khi tao thanh khéng thé c6 chidu dai ddy di, ving bién ddi
chudi nhe duge lién két véi ving khong ddi chudi Kappa duge thé hién trong SEQ ID
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NO.73 dé tao thanh chudi nhe cuiia khang thé, va vimg bién déi chudi nang 13 lién két véi
ving khéng d6i chudi ning IgG4-AA dugc thé hién trong SEQ ID NO.72 hoic vung
khong dbi chudi ning IgG4-P duoc thé hién trong ID NO: 79 dé tao thanh chudi ning cia
khang thé va tén trong Bang 1a dé chi su két hop ciia viing bién dbi chudi nhe/ning cia
khang thé (vi du Hu33-6) cong véi hau t& “IgG4AA” c6 nghia 13 khang thé c6 chidu dai
ddy du dugc hinh thanh bing cach ndi véi ving khong dbi chudi ning IgG4-AA, cong
v6i hau t6 “.IgG4P” c6 nghia 13 khang thé c6 chiéu dai ddy da duoc hinh thanh bing cach
néi v6i ving khong ddi chudi ning IgG4-P, vi du, “Hu32-6.IgG4AA” 6 nghia 13 khang
thé ¢6 chiéu dai diy du duoc hinh thanh bang cach lién két chudi ning, dwgc hinh thanh
bang cach lién két ving bién dbi chudi ning Hu33VH3 va ving khong dbi chudi ning
IgG4-AA nhu duge thé hién trong SEQ ID NO.72, va chudi nhe, dugc hinh thanh bing
cach lién két ving bién dbi chudi nhe Hu33VL2 va ving khéng d6i chudi Kappa nhu
duoc trinh bay trong SEQ ID NO : 73. “Hu33-6.IgG4P” ¢ nghia 13 khang thé c6 chidu
dai déy du dugc hinh thanh béng cach lién két chudi ning, dugc hinh thanh br?mg cach
lién két ving bién ddi chudi ning Hu33VH3 va ving hing sb chudi ning IgG4-P nhu
dugce trinh bay trong SEQ ID NO.79, va chudi nhe, duoc hinh thanh bing cach lién két
ving bién ddi chudi nhe Hu33VL2 va ving khong ddi chudi Kappa nhu dugc thé hién
trong SEQ ID NO.73.

4. Céc dot bién cua céc khéng thé duoc nhan tao héa
4.1 Khang thé dot bién ciia khang thé nhéan tao héa Hu23

Thong qua md phong trén may tinh, cic axit amin tai cc vi trf cu thé cia chudi
nhe LCDR1 (SEQ ID NO.11) ctia khang thé nhén tao héa Hu23 bi dot bién hudng vao vi

tri, va cac dot bién cu thé dugc thé hién trong Bang 11:

Bang 11. Trinh tir dot bién cua chudi nhe Hu23 LCDR1

Ten Trinh tw (SEQ ID NO)
Hu23LCDRI(N28Q) | RSSQSLVHSQGNTYLE (SEQ ID NO.47)
Hu23LCDRI(N28L) | RSSQSLVHSLGNTYLE (SEQ ID NO.48)
Hu23LCDRI(N28T) | RSSQSLVHSTGNTYLE (SEQ ID NO.49)
Hu23LCDR1(N28D) | RSSQSLVHSDGNTYLE (SEQ ID NO.50)
Hu23LCDR1(G29A) | RSSQSLVHSNANTYLE (SEQ ID NO.51)
Hu23LCDR1(G29V) | RSSQSLVHSNVNTYLE (SEQ ID NO.52)

Luu y: Hu23LCDRI (N28Q) ¢4 nghia 12 trinh tu dot bién LCDRI trong d6 N & vi
tri 28 theo hé théng déanh sd thir tu Kabat cia vung bién dbi chudi nhe khéng thé nhan tao
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héa Hu23 Hu23VL1 hodc Hu23VL2 bi dot bién thanh Q, Hu23LCDRI1 (G29A) c6 nghia
13 trinh tu dot bién LCDR1 trong d6 G & vi tri 29 theo hé théng danh sé thir tr Kabat cta
ving bién dbi chudi nhe khang thé nhan tao héa Hu23 Hu23VL1 hoic Hu23VL2 bi dot
bién thanh A (CDR dugc x4c dinh béi hé théng danh sb tha tir Kabat).
Trinh ti ctia ving bién doi chudi nhe ciia khéng thé dugc nhén tao héa Hu23 sau
- 36t bién LCDR1 nhu sau:
> Hu23VL1(N28Q) trinh tir 13:

DIVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLVHSQGNTYLEWYLQKPGQSPQL
LIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCFQGSHVPYTFGGG
TKVEIK (SEQ ID NO.53)

> Hu23VL1(N28L) trinh tur la:

DIVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLVHSLGNTYLEWYLQKPGQSPQLL
IYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCFQGSHVPYTFGGGT
KVEIK (SEQ ID NO.54)

> Hu23VL1(N28T) trinh tur 1a:

DIVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLVHSTGNTYLEWYLQKPGQSPQLL
TYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCFQGSHVPYTFGGGT
KVEIK (SEQ ID NO.55)

> Hu23VL1(N28D) trinh tur 1a:

DIVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLVHSDGNTYLEWYLQKPGQSPQL
LIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCFQGSHVPYTFGGG
TKVEIK (SEQ ID NO.56)

> Hu23VL1(G29A) trinh tu 1a:

DIVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLVHSNANTYLEWYLQKPGQSPQL
LIYKVSNRFSGVPDRESGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCFQGSHVPYTFGGG
TKVEIK (SEQ ID NO.57)

> Hu23VL1(G29V) trinh tu 1a:
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DIVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLVHSNVNTYLEWYLQKPGQSPQL
LIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCFQGSHVPYTFGGG
TKVEIK (SEQ ID NO.58)

> Hu23VL2(N28Q) trinh tu 13:

DGVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLVHSQGNTYLEWYLQKPGQSPQL
LIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCFQGSHVPYTFGGG
TKVEIK (SEQ ID NO.59)

> Hu23VL2(N28L) trinh tur 1a:

DGVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLVHSLGNTYLEWYLQKPGQSPQL
LIYKVSNRESGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCFQGSHVPYTEGGG
TKVEIK (SEQ ID NO.60)

> Hu23VL2(N28T) trinh tr 1a:

DGVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLVHSTGNTYLEWYLQKPGQSPQL
LIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCFQGSHVPYTFGGG
TKVEIK (SEQ ID NO.61)

>Hu23VL2(N28D) trinh tu 1a:

DGVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLVHSDGNTYLEWYLQKPGQSPQL
LIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCFQGSHVPYTFGGG
TKVEIK (SEQ ID NO.62)

>Hu23VL2(G29A) trinh tu la:

DGVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLVHSNANTYLEWYLQKPGQSPQL
LIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCFQGSHVPYTFGGG
TKVEIK (SEQ ID NO.63)

>Hu23VL2(G29V) trinh ty 1a:

DGVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLVHSNVNTYLEWYLQKPGQSPQL
LIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCFQGSHVPYTFGGG
TKVEIK (SEQ ID NO.64)

Bang 12. Su két hop cta ving bién ddi chudi nhe va chudi ning cia khang thé
dugc nhan tao héa Hu23
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VL vH Hu23VH1 | Hu23VH2 | Hu23VH3 | Hu23VH4
Hu23VL1(N28Q) Hu23-9 Hu23-21 Hu23-33 Hu23-45
Hu23VL1(N28L) Hu23-10 Hu23-22 Hu23-34 Hu23-46
Hu23VL1(N28T) Hu23-11 Hu23-23 Hu23-35 Hu23-47
Hu23VL1(N28D) Hu23-12 Hu23-24 Hu23-36 Hu23-48
Hu23VL1(G29A) Hu23-13 Hu23-25 Hu23-37 Hu23-49
Hu23VL1(G29V) Hu23-14 Hu23-26 Hu23-38 Hu23-50
Hu23VL2(N28Q) Hu23-15 Hu23-27 Hu23-39 Hu23-51
Hu23VL2(N28L) Hu23-16 Hu23-28 Hu23-40 Hu23-52
Hu23VL2(N28T) Hu23-17 Hu23-29 Hu23-41 Hu23-53
Hu23VL2(N28D) Hu23-18 Hu23-30 Hu23-42 Hu23-54
Hu23VL2(G29A) Hu23-19 Hu23-31 Hu23-43 Hu23-55
Hu23VL2(G29V) Hu23-20 Hu23-32 Hu23-44 Hu23-56

Luu ¥: trong Bang vi du, “Hu23-11” duoc st dung trong ban mé ta dé chi khang
thé c¢6 su két hop clia ving bién ddi chudi nhe ciia khang thé Hu23VL1 (N28T) va ving

bién doi chudi ndng cia Hu23VHI, v.v.

Su két hop cla cac ving bién ddi chudi nhe/ning cia khang thé (vi du Hu23-11)
duoc dé cap trong Bang trén c6 thé dugc lién két v6i cac ving khong dbi chudi nhe/ning
ctia khang thé dé tao thanh cac khang thé c6 chidu dai ddy du, twong Gng; trir khi cé quy
dinh khéc trong sing ché, khi tao thanh khang thé c6 chiéu dai ddy dd, ving bién dbi
chudi nhe duoc lién két voi ving khong dbi chudi Kappa dugc thé hién trong SEQ ID
NO.73 d tao thanh chudi nhe cta khang thé, va ving bién di chudi niang 13 lién két vai
ving khong dbi chudi ning IgG4-AA dugc thé hién trong SEQ ID NO.72 hoic ving
khong ddi chudi ning IgG4-P duoc thé hién trong ID NO: 79 dé tao thanh chudi ning cia
khang thé va tén trong Bang 1a dé chi su két hop cia ving bién dbi chudi nhe/ning cia
khang thé (vi du Hu23-11) cong v6i hau td “IgG4AA” ¢ nghia 14 khang thé c6 chidu dai
ddy du dugc hinh thanh bing cach ndi véi ving khong ddi chudi ning IgG4-AA, cong
v6i hau t6 “IgG4P” c6 nghia 12 khang thé c6 chidu dai ddy du dugc hinh thanh bing cach
nbi v6i ving khong ddi chudi ning IgG4-P, vi du, “Hu23-11.IgG4AA” c6 nghia 13 khang
thé c¢6 chiéu dai ddy du duoc hinh thanh bang cich lién két chudi nang, dugc hinh thanh
bang cach lién két ving bién d6i chudi ning Hu23VH1 va ving khong d6i chudi ning
IgG4-AA nhu dugce thé hién trong SEQ ID NO.72 va chudi nhe, dugc hinh thanh béng
cach lién két ving bién ddi chudi nhe Hu23VL1 (N28T) va ving khong d6i chudi Kappa
nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.73. “Hu23-11.IgG4P” c6 nghia 13 khang thé ¢
chidu dai ddy du duoc hinh thanh bang cach lién két chudi nang, dugc hinh thanh bing
c4ch lién két ving bién déi chudi ning Hu23VHI va ving khong ddi chudi nang IgG4-P
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nhu duge thé hién trong SEQ ID NO.79, va chudi nhe, duoc hinh thanh bing cach lién
két ving bién dbi chudi nhe Hu23VL1 (N28T) va ving khong dbi chudi Kappa nhu duge
thé hién trong SEQ ID NO.73.

Két qua thir nghiém cho thdy sau khi dot bién vi tri, cac khang thé nhan tao héa
Hu23LCDR1 (N28Q), Hu23LCDRI1 (N28L), Hu23LCDR1 (N28T), Hu23LCDRI
(N28D), Hu23LCDR1 (G29A) va Hu23LCDRI1 (G29V) déu duy tri kha ning gin két véi
PD- 1 (Bang 16).

4.2 Khang thé dot bién cta khang thé nhan tao héa Hu32

Loat khang thé hhén tao héa Hu23 c6 ngudn gbc tir M23 va loat khang thé nhan
tao héa Hu32 c6 ngudn gde tir M32 c6 nhan dang trinh tr cao bang phan tich trinh tu.
Ving bién ddi chubi nhe Hu23 va ving bién ddi chudi niang Hu32 dugc két hop thanh
c4c t& hop ving bién d6i chudi nhe va chudi ning méi. Cac két qua thir nghiém cho thiy
rang cac khang thé duoc nhén tao héa bao goém céc t6 hop ving bién ddi chudi nhe va

chudi ning méi duy tri kha nang gin két v6i khang nguyén PD-1 (Bang 16).

Bang 13. Céng thirc chung ciia trinh ty ddng thuin ving bién ddi khang thé Hu32
va Hu23

- Chudi ning Chuoi nhe
RSSQSX s VHSX ;X sXcTY
LE, trong d6, X;; duoc chon

DYEX H, trong d6 X; dugc chon tir I tr I hodc L, X4 dugc chon tir
HCDRI1 hodc M; LCDR1 | N, Q, L, T hoic D, X;5duoc
(SEQ ID NO.65) chon tir G, A hodc V, va X4
duoc chon tur N hoac K
(SEQ ID NO.68)

LX,DPETGGX;VYNQKFKX,, trong
d6 X, dugc chon tir F hodc I, X; duoc
HCDR2 | chon tr I/T va trong d6 X, duwoc chon | LCDR2
tr G hoac D;
(SEQ ID NO.66)
EX XX XY XX X1 X, DWYFDV,
trong d6 X5 dugc chon tir G hodc R, X,
1a F hodc Véng mat, X, 1a S hodc Véng
mit, X 12 Y hoic ving mit, X, 14 G

KVSNREFS:
(SEQ ID NO.12)

FQGSHVPYX,., trong d6

HCDR3 2y 8 R T LCDR3 | X;;dugc chon tir A hoac T;
ho#c vang mat, X;,1a S hoac vang (SEQ ID NO.69)
mat, X;; duoc chon tir N hodc T va X, ’
duoc chon tir R hoéc S;
(SEQ ID NO.67)
EVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCK DX, VMTQTPLSLPVTPGE
ASX X9 TFX,)DYEX HWVX,; QAP PASISCRSSQSX,;;, VHSX ,X
VH GX,,GLEWX,;GLX,DPETGGX,VY VL 15:X16 L YLEWYLQKPGQSP
NOKFKX, X, X, TX s TADKSTSTAY QLLIYKVSNRFSGVPDRF
MEX,;SSLRSEDTAVYYCXsREXX SGSGSGTDFTLKISRVEAE
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XXX X X X DWYFDVWGQG
TTVTVSS, trong d6, X; dugc chon tir
Thoac M, X, dugc chon tir F hoac I, X5
duoc chon tir T, X, duoc chon tir G
hodc D, X duoc chon tr G hodc R, X
l1a F hodc véng mat, X5 1a S hoac Véng
mit, Xg 12 Y hodc ving miat, X, 13 G
hoic ving mit, X,,1a S hodc ving
mat, X;; dugc chon tir N hoac T, X,
dugc chon tir R hodc S, X5 duoc chon

DVGVYYCFOQGSHVPYX;,
FGGGTKVEIK, trong d6,
X3 dugce chon tir [ hodc L,

X4 duoc chontr N, Q, L, T

hodc D, X5 dugc chon tir G,

A hoac V, X;¢ dugc chon tir

N hoac K, X;; duoc chon tir
A hodc T va X, dugc chon

tr I, V hoac G.
(SEQID NO.71)

tr G hodc D, X,y dugc chon tir G, F
hodc Y, X,y dugc chon tir S hozc T,
X, dugc chon tir R hodc K, X,, duoc
chon tir Q hoac H, X,; duoc chon trt M
hoac I, X,, dugc chon tir R hodc K, X5
dugc chon ttr V, A hodc T, X,¢ duoc
chon tr R hoac K, X, dugc chon tir L
hodc F va X3 dugc chon tir A hoac T

(SEQ ID NO.70)

Bang 14. Su két hop cua ving bién dbi chudi nang Hu32 va ving bién ddi chudi

nhe Hu23
VL VH Hu32VH! | Hu32VH2 | Hu32VH3 | Hu32VH4 | Hu32VHS | Hu32VH6
Hu23VLI(N28Q) | Hu32a-13 Hu32a-27 | Hu32a-41 Hu32a-55 Hu32a-69 | Hu32a-83
Hu23VL1(N28L) | Hu32a-14 | Hu32a-28 Hu32a-42 Hu32a-56 Hu32a-70 Hu32a-84
Hu23VLI(N28T) | Hu32a-15 Hu32a-29 Hu32a-43 Hu32a-57 Hu32a-71 Hu32a-85
Hu23VLI1(N28D) | Hu32a-16 Hu32a-30 Hu32a-44 Hu32a-58 Hu32a-72 | Hu32a-86
Hu23VL1(G29A) | Hu32a-17 Hu32a-31 Hu32a-45 Hu32a-59 Hu32a-73 Hu32a-87
Hu23VL1(G29V) | Hu32a-18 Hu32a-32 | Hu32a-46 Hu32a-60 Hu32a-74 Hu32a-88
Hu23VL2(N28Q) | Hu32a-19 Hu32a-33 Hu32a-47 Hu32a-61 Hu32a-75 Hu32a-89
Hu23VL2(N28L) | Hu32a-20 Hu32a-34 Hu32a-48 Hu32a-62 | Hu32a-76 Hu32a-90
Hu23VL2(N28T) | Hu32a-21 Hu32a-35 Hu32a-49 Hu32a-63 Hu32a-77 Hu32a-91
Hu23VL2(N28D) | Hu32a-22 Hu32a-36 Hu32a-50 Hu32a-64 Hu32a-78 Hu32a-92
Hu23VL2(G29A) | Hu32a-23 Hu32a-37 Hu32a-51 Hu32a-65 Hu32a-79 Hu32a-93
Hu23VL2(G29V) | Hu32a-24 | Hu32a-38 Hu32a-52 Hu32a-66 Hu32a-80 Hu32a-94
Hu23VL1 Hu32a-25 Hu32a-39 Hu32a-53 Hu32a-67 | Hu32a-81 Hu32a-95
Hu23VL2 Hu32a-26 Hu32a-40 Hu32a-54 Hu32a-68 Hu32a-82 Hu32a-96

Luu ¥: trong Bang, vi du, “Hu32a-85” dugc sir dung trong ban mo ta dé chi khang
thé c6 ving bién ddi chudi nhe cua khang thé 13 Hu23VL1 (N28T) va ving bién ddi

chudi ning ctia Hu32VH6, v.v.

Su két hop cua céc ving bién d6i chudi nhe/ning cta khang thé (vi du Hu32a-85)

duoc dé cap trong Bang trén c6 thé duoc lién két véi cac ving khong ddi chudi nhe/ning

ctia khang thé dé tao thanh cac khang thé cé chidu dai day du, twong Gmg; trir khi cé quy

dinh khac trong sang ché, khi tao thanh khang thé c6 chidu dai ddy da, ving bién dbi

chudi nhe duoc lién két véi ving khong dbi chudi Kappa dugc thé hién trong SEQ ID
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NO.73 @ tao thinh chudi nhe cta khang thé, va ving bién dbi chudi ning 13 lién két véi
ving khong ddi chudi ning IgG4-AA dugc thé hién trong SEQ ID NO.72 hoic ving
khong d6i chudi ning IgG4-P duoc thé hién trong ID NO: 79 dé tao thanh chudi ning cua
khéng thé va tén trong Bang 12 dé chi su két hop cta ving bién dbi chudi nhe/ning cta
khang thé (vi du Hu32a-85) cong v6i hdu t6 “IgG4AA” c6 nghia 13 khéng thé c6 chidu
dai ddy du duoc tao thanh bing cach ndi véi ving khong d6i chudi ning IgG4-AA, cong
v6i hau t6 “IgG4P” c6 nghia 13 khang thé c6 chidu dai ddy du duoc hinh thanh bing cach
nbi voi ving khong dbi chudi ning IgG4-P, vi du, “Hu32a-85.IgG4AA” c6 nghia 12
khéng thé ¢6 chidu dai day da dugc hinh thanh bang céch lién két chudi ning, duoc hinh
thanh bing cach lién két ving bién dbi chudi ning Hu32VH6 va ving khong d6i chudi
ning IgG4-AA nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.72, va chudi nhe, dugc hinh thanh
bing cach lién két ving bién dbi chudi nhe Hu23VL1 (N28T) va viing khong ddi chudi
Kappa nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.73. “Hu32a-85.IgG4P” c6 nghia 12 khing thé
c6 chidu dai diy du duoc hinh thanh bing cach lién két chudi ning, dugc hinh thanh bing
cach lién két vimg bién dbi chudi ning Hu32VH6 va ving khong d6i chudi ning IgG4-P
nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO.79, va chudi nhe, duge hinh thanh bang cach lién
két vimg bién dbi chudi nhe Hu23VL1 (N28T) va ving khéng dbi chudi Kappa nhu dugc
thé hién trong SEQ ID NO.73.

Béng 15. Su két hop ciia ving bién ddi chudi ning Hu23 va ving bién dbi chudi

nhe Hu32

VH VL Hu23VH1 | Hu23VH2 | Hu23VH3
Hu32VL1 Hu23a-57 | Hu23a-59 | Hu23a-61
Hu32VL2 Hu23a-58 | Hu23a-60 | Hu23a-62

Luu y: trong Bang vi du, “Hu23a-57” dugc st dung trong ban md ta dé chi khang
thé c6 su két hop cia ving bién ddi chudi nhe cia khang thé Hu32VL1 va ving bién d6i

chudi ning ctia Hu23VHI, v.v.

Su két hop cua c4c ving bién dbi chudi nhe/ning ctia khang thé (vi du Hu23a-57)
duoc dé cap trong Bang trén c6 thé dugc lién két véi cac ving khong ddi chudi nhe/ning
cua khéng thé dé tao thanh c4c khang thé c6 chidu dai day da, twong tng; trir khi c6 quy
dinh khéc trong séng ché, khi tao thanh khéng thé c6 chidu dai diy dd, ving bién déi
chudi nhe duoc lién két voi ving khong ddi chudi Kappa dugc thé hién trong SEQ ID

NO.73 @ tao thanh chudi nhe cta khéng thé, va ving bién d6i chudi ning 12 lién két véi
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ving khéng d8i chudi ning IgG4-AA dugc thé hién trong SEQ ID NO.72 hoic ving
khong ddi chubi nang [gG4-P duogc thé hién trong ID NO: 79 dé tao thanh chudi nang cua
khéng thé va tén trong Bang 1a @& chi su két hop clia ving bién ddi chudi nhe/ning cia
khéng thé (vi du Hu32a-85) cong vdi hau t6 “IgG4AA” cb nghia 12 khang thé c6 chiéu
dai ddy du dugc hinh thanh biang cach ndi véi ving khéng dbi chudi ning IgG4-AA,
cong v&i hau t6 “.IgG4P” c6 nghia 13 khang thé c6 chidu dai ddy di dugc hinh thanh
bing cach thit v6i ving khong doi chudi ning IgG4-P, vi du, “Hu23a-57.1gG4AA” c6
nghfa 13 khang thé c6 chiéu dai day da dugc hinh thanh bang cach lién két chudi ning,
dugc hinh thanh bing cach lién két ving bién dbi chudi ning Hu23VHI va ving khong
@i chudi ning IgG4-AA nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO.72, va chudi nhe, dugc
hinh thanh bing cach lién két ving bién déi chudi nhe Hu32VLI va ving khong dbi
chudi Kappa nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.73. “Hu23a-57.IgG4P” c6 nghia 1a
khéng thé c6 chidu dai diy dii dugc hinh thanh bang cach lién két chudi ning, duoc hinh
thanh bing cach lién két Hu23VHI1 ving bién dbi chudi ning va ving khéng dbi chudi
ning IgG4-P nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.79 va chudi nhe, dugc hinh thanh bing
céch lién két ving bién déi chudi nhe Hu32VLI1 va ving khong ddi chudi Kappa nhu
duoc thé hién trong SEQ ID NO.73.

5. Sang loc cac khang thé dugc nhén tao héa

Viéc phat hién &i luc cua cac khang thé duoc nhan tao héa khac nhau duge thuc
hién boi Biacore (xem Vi du thir nghiém 3 vé phuong phéap nay) va két qua dugc thé hién
trong Bang 16. Két qua cho thiy rang cac khang thé dugc nhan tao héa khac nhau duy tri
kha nang gén két v6i PD-1 va mdt s6 dugce nhan tao hoa cac khang thé c6 4i luc tham chi
vé co ban gin v6i i luc cia khang thé ciia chudt nhit ciia ching.

Béng 16. Ai luc cta khang thé dugc nhan tao héa Hu23 véi PD-1 clia ngudi

Khang thé ka (1/mili gidy) | kd (1/gidy) | Kp (M)

M23 4,57E+04 1,32E-04 | 2,89E-09
Hu23-1,IgG4AA 3,43E+04 1,I0E-04 | 3,20E-09
Hu23-5,1gG4AA 2,99E+04 1,14E04 | 3,82E-09
Hu23-2,IgG4AA 2,74E+04 161E-04 | 5,86E-09
Hu23-6 1gG4AA 2,79E+04 1,55E-04 | 5,57E-09
Hu23-3,IgG4AA 2,93E+04 1,60E-04 | 5,46E-09
Hu23-7,IgG4AA 2,77E+04 1,66E-04 | 5,97E-09
Hu23-4,1gG4AA 4245+04 144E04 | 3,39E-09
Hu23-8,IgG4AA 4,11E+04 147604 | 3,56E-09
Hu23-9,1gG4AA 6,16E+04 1,32E04 | 2,15E-09
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Hu23-10,IgG4AA 5,51E+04 1,53E-04 | 2,77E-09
Hu23-11,IeG4AA 4,22FE+04 1,14E-04 | 2,71E-09
Hu23-12,1gG4AA 5,45E+04 1,10E-04 | 2,02E-09
Hu23-13,IgG4AA 4,24E+04 1,22E-04 | 2,88E-09
Hu23-14,1gG4AA 7,23E+04 1,61E-04 | 2,22E-09
M32 7,83E+04 4,15E-04 5,3E-09

Hu32a-15,IgG4AA 4,89E+04 2,52E-03 | 5,14E-08
Hu32a-29,1gG4AA 7,89E+04 6,20E-04 | 7,86E-09
Hu32a-43,1gG4AA 8,39E+04 6,85E-04 | 8,16E-09
Hu32a-57,1gG4AA 7,94E+04 6,24E-04 | 7,85E-09
Hu32a-71,IgG4AA 8,60E+04 3,96E-04 | 4,61E-09
Hu32a-85,IgG4AA 9,90E+04 3,15E-04 | 3,18E-09
M33 3,08E+05 2,27E-04 | 7,37E-10
Hu33-1,IgG4AA 6,61 E+04 1,28E-03 | 1,93E-08
Hu33-4,IgG4AA 8,11E+04 2,55E-03 | 3,14E-08
Hu33-7,IgG4AA 7,69E+04 2,60E-03 | 3,38E-08
Hu33-2,IgG4AA 1,35E+05 1,43E-04 | 1,06E-09
Hu33-5,IgG4AA 1,46E+05 1,35E-04 | 9,26E-10
Hu33-8,IgG4AA 1,53E+05 1,62E-04 | 1,06E-09
Hu33-3,1gG4AA 1,25E+05 1,36E-04 | 1,09E-09
Hu33-6.1gG4AA 1,30E+05 1,40E-04 | 1,08E-09
Hu33-9,IgG4AA 1,40E+05 1,53E-04 | 1,09E-09

Vi du 3. C4u tao va biéu hién cia khang thé nhan tao héa PD-1

Mbi doan gen VH/VK cua khang thé di duoc nhan tao héa dugc x4y dung béng
cc doan moi duoc thiét ké thong qua PCR, va sau d6 dugc st dung dé tao ra khang thé
c6 chiéu dai ddy du biéu hién vecto VH-CHI-Fc-pHr/VK-CL-pHr bang céch tai t6 hop
twong ddng véi vecto biéu hién pHr (v6i peptit tin hidu va doan gen ving khong dbi
(CHI-Fc¢/CL)). IgG4-P dai dién cho dot bién S228P (twong tmg véi vi tri 108 ctia SEQ
ID NO.72 hodc SEQ ID NO.79) va IgG4-AA dai dién cho F234A (twong Ung véi vi tri
114 cta trinh ty SEQ ID NO.72 hoic SEQ ID NO.79), L235A (twong tmg véi vi tri 115
cia SEQ ID NO.72 hodc SEQ ID NO.79) va S228P (tuong tmg véi vi tri 108 ciia SEQ ID
NO.72 hodc SEQ ID NO.79). Dinh dang khang thé IgG4-AA va IgG4-P c6 thé thu dugc
bang cac dot bién diém don gian & dinh dang khang thé IgG4.

Trinh ti cia ving khong d6i chudi nang IgG4-AA nhu sau (SEQ ID NO.72):

ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVH
TFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPC
PPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDG
VEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENN
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YKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLS
LGK.

Trinhh_r cta ving khong dbi chubi nhe khang thé (chudi Kapp) 14 nhu sau (SEQ
ID NO.73):

RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVADNLQSG
NSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRG
EC.

Trinh ty khang thé c6 chidu dai day di dang IgG4AA dugc xay dung dugc minh

hoa nhu sau:
Hu23-11.IgG4AA khéang thé chudi ning (SEQ ID NO.74):

EVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSDYEMHWVRQAPGQGLEWM
GLIDPETGGTVYNQKFKDRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARERFSY
YGSTSDWYFDVWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDY
FPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDH
KPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEA AGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVV
VDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLN
GKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVK
GFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVES
CSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK.

Hu23-11.IgG4AA chudi nhe (SEQ ID NO.75):

DIVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLVHSTGNTYLEWYLQKPGQSPQLL
IYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCFQGSHVPYTFGGGT
KVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVADNLQS
GNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNR
GEC.

Hu322-85.1gG4AA chudi ning (SEQ ID NO.76):

EVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASDFTFTDYEIHWVKQAPGHGLEWIG
LFDPETGGIVYNQKFKGKATLTADKSTSTAYMEFSSLRSEDTAVYYCTREGYNR
DWYFDVWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPV
vV SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYS LSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNT
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KVDKRVESKYGPPCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
QEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEY
KCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYP
SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVEFSCSVM
HEALHNHYTQKSLSLSLGK.

Hu32a-85.IgG4AA chudi nhe (twong tr nhu Hu23-11.IgG4AA chudi nhe, SEQ ID
NO.75):

DIVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLVHSTGNTYLEWYLQKPGQSPQLL
IYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCFQGSHVPYTFGGGT
KVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVADNLQS
GNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNR
GEC.

Hu33-6.IgG4AA chudi ning (SEQ ID NO.77):

KVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVA
TISGGGVDTYYQDNVQGRFTISRADNKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCASPYGH
GYFDVWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKV
DKRVESKYGPPCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQE
DPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKC
KVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDI
AVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVEFSCSVMHE
ALHNHYTQKSLSLSLGK.

Hu33-6.IgG4AA chudi nhe (SEQ ID NO.78):

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDINNFLNWYQQKPGKAPKLLIYYT
SSLHSGVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLQPEDFATYYCQQGNTLPWTFGGGTKVEIK
RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVADNLQSGNSQE
SVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC.

Trinh tr cia IgG4-P ving khéng ddi chudi nang 1a nhu sau (SEQ ID NO.79):

ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVH
TFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPC
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PPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDG

VEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK VSNKGLPSSIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENN
YKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLS

LGK.

Trinh tu cta cic khang thé c6 chiéu dai ddy di dang IgG4-P duoc tao thanh dugc

vi du nhu sau:
Hu23-11.IgG4P khang thé chudi ning (SEQ ID NO.80):

EVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSDYEMHWVRQAPGQGLEWM
GLIDPETGGTVYNQKFKDRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARERFSY
YGSTSDWYFDVWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDY
FPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDH
KPSNTK VDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVV
VDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLN
GKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISK AKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVK
GFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFS
CSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK.

Hu23-11.IgG4P chudi nhe (tuong tu nhu Hu23-11IgG4AA chudi nhe, SEQ ID
NO.75):

DIVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLVHSTGNTYLEWYLQKPGQSPQLL
IYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCFQGSHVPYTFGGGT
KVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVADNLQS
GNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNR

'GEC.

Hu32a-85.1gG4P chudi ning (SEQ ID NO.81):

EVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASDFTFTDYEIHWVKQAPGHGLEWIG
LFDPETGGIVYNQKFKGKATLTADKSTSTAYMEFSSLRSEDTAVYYCTREGYNR
DWYFDVWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPV
TVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNT
KVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQ
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EDPEVQENWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYK
CKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPS
DIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSLGK.

Hu32a-85.1gG4P chudi nhe (trong tw nhu Hu23-1 1.IgG4AA chudi nhe, SEQ ID
NO.75):

DIVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLVHSTGNTYLEWYLQKPGQSPQLL
IYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCFQGSHVPYTFGGGT
KVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVADNLQS
GNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFENR
GEC.

Hu33-6.IgG4P chudi ning (SEQ ID NO.82):

KVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVA
TISGGGVDTYYQDNVQGRFTISRADNKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCASPYGH
GYFDVWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKV
DKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQED
PEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK
VSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIA
VEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEAL
HNHYTQKSLSLSLGK.

Hu33-6.IgG4P chubi nhe (twong tu nhu Hu33-6.IgG4AA chudi nhe, SEQ ID
NO.78):

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDINNFLNWYQQKPGKAPKLLIYYT
SSLHSGVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLQPEDFATYYCQQGNTLPWTFGGGTKVEIK
RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVADNLQSGNSQE
SVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC.

Vi du thir nghiém
Vi du thir nghiém 1. Thir nghiém ELISA vé khéng thé khang PD-1 gin két véi

phéi tir PD-1 va phong bé gin két in vitro
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PD-L1 trén bé mit t& bao khéi u gin két véi PD-1 trén bé mit té bao T, do d6 e
ché sy tang sinh cta té bao T. Khang thé PD-1 c6 thé phong bé con dudng tin hiéu PD-
L1/PD-1 bang cach gin két voi PD-1, do d6 kich thich tang sinh t€ bao T. Thir nghiém
phong bé gin két PD-1/PD-L1 duoc st dung dé phat hién hoat tinh phong bé cua céc
khéng thé khang PD-1 trén con dudng tin hidu.

Trong thir nghiém nay, sau khi phd protein PD-1-His (Cat. # 10377H08H, Sino
Biological) trén céc dia 96 giéng, cac khang thé khang PD-1 s& duoc kiém tra (bao gdm
cAc khang thé: Hu23-11.IgG4AA, Hu32a-85.IgG4AA va Hu33-6IgG4AA, khang thé d6i
chimg dwong tinh: H005-1 (xem khang thé H005-1 trong W02015085847)) dugc bd
sung vao riéng biét va hén hop phan tng dugc 0; sau d6, khang thé IgG (H+ L) cta dé
danh ddu HRP (Cat. # 109-035-003, Jackson ImmunoResearch) dugc bd sung vao va a.
Sau khi rira cac dia, luong lién két cta IgG khang ngudi (H + L) cia dé dugc dénh du
HRP duoc phat hién va cac gia tri ECs, ctia lién két ciia khang thé khang PD-1 vé6i phdi
td PD-1 duoc tinh toan.

Trong thr nghiém nay, sau khi phud protein PD-1 dugc dung hop véi Fc & ving
ngoai bao (PD-1-Fc, xem SEQ ID NO.1 d6i véi trinh t) trén cac dia 96 giéng, cac khang
thé khang PD-1 s& duoc kiém tra (bao gdm céc khang thé: Hu23-11.IgG4AA, Hu32a-
85IgG4AA va Hu33-6.IgG4AA, khang thé ddi ching duong tinh: H005-1 (xem khéng
thé H005-1 trong W0O2015085847)) duoc bd sung riéng biét va dugc U; sau do, PD-
L1/PD-L2 danh déu biotin dugc bd sung vao va u. Sau khi rtra cac dia, lugng lién két cua
PD-L1/PD-L2 duoc dénh déu biotin dugc phat hién va cac gia tri ICs, cia khang thé
khang PD-1 dé phong bé su gan két ciia phéi tir véi PD-L1/PD-L2 dugc tinh toan.

Dung dich dém CB pH 9,6 (1,59 g Na,CO; va 2,93 g NaHCO; hoa tan trong 1 L
nuée cit) dugc str dung dé pha loang PD-1-Fc thanh 1ug/mL, duge bd sung vao dia 96
giéng v6i thé tich 100pL/giéng va dé & nhiét d6 4°C trong 16 gio-20 gid. Pém PBS dugc
hut tir cac dia 96 giéng, va cac dia dugc rira bang dém PBST (pH 7,4 PBS chira 0,05%
tween 20) mét 1an. 120pL/giéng PBST/1% sira duoc bd sung vao va i & nhiét d6 phong
trong 1 gio dé phong bé. Dung dich phong bé dd duogc loai bd va cac dia duge rira bing
dém PBST mot 1an. 90pL khang thé khang PD-1 cin thir nghiém dugc pha loing dén
ndng do6 thich hop v&i chat pha lodng miu (pH 7,4 PBS chira 5% BSA, 0,05% Tween20)

duoc bd sung vao va i so bd & 4°C trong 1 gid. Nong do 10 1dn ciia ham lugng biotin
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PD-L1/PD-L2 (Beijing Sino Biological Co., Ltd.) (10 pg/mL) duoc bd sung vio véi thé
tich 10 pl/giéng, lic va tron déu trén may lic, va sau d6 u & 37°C trong 1 gid. Hé théng
phan tng dugc loai bd va cac dia duge rira bing PBST 6 14n. 100 pl/giéng Streptavidin-
Peroxidase Polymer 1:400 pha lofing v6i dém PBST dugc bd sung vao va U vdi lic &
nhiét 6 phong trong 50 phit. Cac dia dugc rira bing PBST 6 1dn. 100 pl/giéng TMB
‘duogc bd sung vao va U & nhiét d6 phong trong 5-10 phit. 100pL/giéng H,SO4 1M dugc
bd sung vao dé dimng phan Gmg. Cac gia tri 0 hip thu & budc séng 450 nm duge doc
bing cach st dung bd doc vi dia va céc gid tri ICs, clia khang thé khang PD-1 dé phorig
bé lién két ctia phéi tir v6i PD-L1/PD-L2 da dugc tinh toan. Di liéu duoc thé hién chi tiét
trong Bang 17 duéi day.

Béang 17. ELISA cua c4c khang thé khang PD-1 theo sang ché dé gan két véi PD-1
va dé phong bé su gin két ctia phéi tir v6i PD-L1/PD-L2

Gén két khang nguyén phong bé gan két Ililz)-l va PD-L1/PD-
Khang the hggg;;'gs hu PD-1-his EC50 | Hu PD-1-Fc/ PD- Hulf’DD_ 'IZFC/
MAX (ng/mL) L1 IC50 (ng/mL) IC50(ng/mL)
Hu23-11,IgG4AA 1,46 2373 92,35 245,1
Hu32a-85,IgG4AA 1,265 135,9 78,63 205,9
Hu33-6.IgG4AA 1,706 205,6 103,5 207,2
HO005-1 1,21 113,1 109,6 2253

Cac khang thé khang PD-1 dugc ldy lam vi du Hu23-11IgG4AA, Hu32a-
85.IgG4AA va Hu33-6.IgG4AA theo sang ché déu co thé phong bé hiéu qua gin két cua
PD-1 v6i PD-L1/PD-L2, va hoat tinh phong bé ctia ching twong tu nhu hoat tinh cia
khang thé kiém soét duong tinh.

Vi du thir nghiém 2. Thir nghiém phong bé phdi tir ctia cac khang thé mau

Tac dung phong bé clia khang thé ddi voi sy gin két ctia PD-1 va PD-L1 dugc

nghién ciru. Qua trinh thir nghiém duoc mé ta ngén gon nhu sau:

Té bao CHOKI1/PD-L1 (Promega) duogc tiéu hoa, cho vao dia 96 giéng & 100
uL/giéng va dat trong tu 4m 37°C, 5% CO, dé U trong 24 gio. Pbi ching va miu dugc .
pha loing dén ndng d6 mong mudn bing cach sir dung PBS. Té bao Jurkat/PD-1 (té bao
Jurkat duoc chuyén nap dn dinh véi PD-1) duogc dém va duogc gieo theo ty 1€ nhét dinh
(90 pL/giéng) vao dia nudi cdy té bao co té bao CHOK1/PD-L1 va 10 pL/khang thé dugc
pha loding (khang thé: Hu23-11.IgG4AA, Hu32a-85IgG4AA va Hu33-6IgG4AA, khang
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thé @i chimg duong tinh: H005-1, dbi chimg 4m tinh: protein IgG4, ndng d pha lofing
gradien khéng thé: 0,3 mg/mL, 3 mg/mL, 30 mg/mL) duoc bd sung vao va dit trong tu
4m 37°C, 5% CO, dé 1 trong 5 gior. Cac dia nudi cdy té bao duoc 1dy ra va dit & nhiét do
phong trong 5 phut. Sau d6, 50 pl Bio-GloTM Reagent dugc bd sung vao mbi giéng va o
& nhiét d6 phong trong 5 phut trurée khi doc dia. Két qua thir nghiém duogc thé hién trong
Fig.1.

Két qua cho thiy ring cic khang thé khang PD-1 duoc ldy lam vi du Hu23-
11.IgG4AA, Hu32a-85.1gG4AA va Hu33-6IgG4AA trong sang ché c6 thé phong bé hiéu
qué sy lién két ctia PD-1 va PD-L1

Vi du thir nghiém 3. Thir nghiém 4i luc v6i khang thé BIAcore ctia cac khang thé
13m méu

IgG duoc bét giir 41 luc bang cach st dung chip cam bién sinh hoc Protein A (Cat.
# 29127556, GE). Khang nguyén PD-1 cua ngudi (Cat. # 10377H08H, Sino Biological)
va khang nguyén Cyno PD-1 (mua tir Sino Biological) chay khip bé mit cia chip va cac
duong cong gan két va phén ly thu dugc bing cach phat hién thoi gian thue ciia PD-1 tin
hiéu phan tmg PD-1 ctia khang thé va khang nguyén bang thiét bi Biacore T200. Sau khi
hoan thanh qu4 trinh phan ly ctia mdi chu ky thir nghiém, chip cam bién sinh hoc dugc
rira va tai ché bing dung dich dém 10 mM Glycine-HCI pH 1,5. Hé théng dém thir
nghiém 13 dung dich dém 1 x HBS-EP (Cat # BR-1001-88, GE). Sau thir nghiém, phén
mém Dénh gid GE Biacore T200 phién ban 3.0 duoc st dung dé khép dit liéu véi mé
hinh Langmuir (1: 1) va gié tri 4i luc thu duoc. Két qua duoc thé hién trong Bang 18.

Béng 18. Ai luc ctia khang thé khang PD-1 véi PD1 cua ngudi va PD-1 cua khi

Khéng the Khang nguyén | ka (1/mili gidy) | kd (1/gidy) Kp (M)
naounn [ DL | emet | Litn [0
HS20SSIOIAA | — (e et Tsear | IR0
HuSIGAA oy SiEr0s | Zar0t | 95010

Két qua cho thay céc khang thé khang PD-1 dugc 14y 1am vi du Hu23-11.IgG4AA,
Hu32a-85.IgG4AA va Hu33-6.IgG4AA theo sang ché déu c6 thé gin két voi PD-1 cia

khi va PD-1 cia ngudi.
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Vi du thtr nghiém 4. Anh huéng ciia khang thé dbi véi su bai tiét IFNy ctia té bao
trong thr nghiém hoat hoa té bao lympho PBMC-T

Pé nghién ctru anh huéng cua khang thé khang PD-1 1én chirc ndng cia té bao
lympho T nguyén phat & ngudi, té bao don nhan mau ngoai vi (PBMC) clia ngudi da
duoc thu thip va tinh sach, kich thich bing lao t6 (tuberculin: TB) trong 5 ngay, va mirc
do tiét cua cytokine IFNy duoc phat hién. Qua trinh thir nghiém duge mo ta ngin gon

nhu sau:

PBMC dugc l4y tir mau twoi bang cach st dung Ficoll-Hypaque (17-5442-02, GE)
d8 ly tAm gradien mét d6 (Stem Cell Technologies), dugc nudi cdy trong méi trudng
RPMI 1640 (SH30809.01, GE) dugc bd sung 10% (thé tich) FBS (10099-141, Gibco) &
37°C va 5% CO,.

PBMC méi dugce phan 1ap va tinh khiét duoc didu chinh dén mat do 2 x 10° té
bao/mL v6i méi truong RPMI 1640. 40 pl lao t (97-8800, Synbiotics) dugc bd sung vio
20 mL huyén phi t& bao va duoc nudi ciy trong ta 4m 37°C, 5% CO, trong 5 ngdy. Vao
ngdy thi 5, cic t& bao nudi ciy ndi trén duoc thu thip bing cach ly tAm, dugc tiép tuc
trong moi trudong RPMI 1640 m&i, duoc didu chinh dén mét d6 1,1 x 10° té bao/mL va
duoc gieo vao cac dia nudi ciy t& bao 96 giéng & 90uL mdi giéng. Pdng thoi, cac miu
khang thé dugc bd sung VﬁOA(baO g0m céc khang thé theo sang ché: Hu23-11.IgG4AA,
Hu32a-85.IgG4AA va Hu33-6IgG4AA, khang thé ddi ching duong tinh HO005-1 va
protein IgG4 d6i chimg am tinh, gradien khang thé ndng d6 pha lodng 0,3 mg/mL, 3
mg/mL va 30 mg/mL) gradien pha loang véi PBS (B320, Shanghai BasalMedia
Technologies Co., Ltd.), 10ul/giéng. Céc dia nudi cay té bao dugc dat trong ti 4m 37°C,
5% CO, d& 1 trong 3 ngdy. Cac dia nudi cdy té bao duoc dua ra ngoai va phan ndi phia
trén té bao dugc thu thap bang cach ly tam (4000 vong/phat, 10 phut). Mirc IFN-y dugc
phat hién biang cach st dung phuong phap ELISA (bd kitphat hién IFN-y & ngudi
(EHC102g.96, Neobioscience)). Huéng dén ciia chit phan tmg dugc tham khao cho cac
hoat tinh cu thé.

Két qua thir nghiém dugc thé hién trong Fig.2. Két qua cho thiy rang cac khang
thé khang PD-1 Hu23-11.IgG4AA, Hu32a-85.1gG4AA va Hu33-6IgG4AA theo sing
ché déu c6 thé kich hoat hiéu qua bai tiét IFN-y.
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Vi du thtr nghiém 5. Anh huéng ciia khang thé khang PD-1 trén mé hinh bénh ung
thu dai trang MC38 & chudt nhit PD-1 chuyén gen

Té bao MC38 dugc ciy ¢ 5 x 10° té bao/chudt nhit/100 pl vao 90 hPD-1 TG chudt
nhit (Biocytogen) duéi da & xwong sudn bén phai. Sau 10 ngdy, nhitng con vat ¢6 khdi u
qua 16n hodc qua nho duoc loai trir. Dua trén thé tich khéi u trung binh khoang 120 mm’,
cac chudt nhit dugce chia ngiu nhién thanh: nhém din chét d6i ching trong (PBS), dbi
chung duong H005-1 3 mpk, Hu32a-85.1gG4AA 1 mpk, Hu32a-85.1gG4AA 3 mpk,
Hu23-11.I1gG4AA 1 mpk, Hu23-11.IgG4AA 3 mpk va Hu35-6.IgG4AA 3 mpk, tong
cong c6 7 nhém, mdi nhém 8 con. Khang thé ciia m&i nhém dugce tiém vao mang bung ba
14n mot tudn bét ddu tir Ngay thtr 0. Sau tudn dau tién sir dung thude, cac khdi u d3 duoc
trc ché dang ké. Trong tudn thi hai va thir ba, tAn sudt st dung thudc duoc didu chinh
thanh mot 14n mot tudn cho téng sb6 5 lan st dung. Khdi lugng khéi u va trong lugng
dong vat dugc theo dai hai 1an mot tudn va dir lidu dugc ghi lai. Khi thé tich khéi u vuot
qua 2000 mm® hodc hiu hét cac khdi u bi loét hoic trong lugng co thé giam di 20%, thi

cac dong vat mang khdi u duoc 1y mau lam diém cudi cia thir nghiém.
Thé tich khdi u (TV) = 1/2 % Lepizu azi * Lenibu rong.
Téc @6 phat trién khdi u (T/C%) = (T-T0)/(C-C0) x 100%
Ty 18 &rc ché phat trién khdi u (TGI%) = 1- T/C %

Trong d6 T va TO dai dién cho thé tich khdi u khi két thic thir nghiém va bit dau
thr nghiém trong nhém st dung khéang thé, va C va CO dai dién cho thé tich khdi u khi
két thuc thir nghiém va bit dau thir nghiém trong nhém kiém soét tréng, twong tng.

Két qua thir nghiém dugc thé hién trong Bang 19 va Fig.3. Két qua thir nghiém
cho thy ring so v6i mau tring dbi ching, cac khang thé theo sang ché déu c6 thé tic ché
dang k& su phat trién cta cic khdi u khac loai MC38 & chudt nhét. Trong sé d6, nhém
Hu32a-85.1gG4AA-3 mpk cé ty 16 Gc ché khéi u cao nhit, va ty 18 trc ché khéi u 1a
77,64% & 1an do cubi cing. Khi tn suét st dung thudc 12 ba 1an mét tudn trong 3 14n sir
dung, trong phép do vao ngay thtr bay, két qua cho thdy rang ty 16 trc ché khéi u ctia cac
khang thé theo sang ché déu tét hon dang ké so vdi ty 1 ctia khang thé ddi ching duong
tinh H005-1; sau do, tin suét sir dung thube dugc giam xuéng con mot 14n mdt tudn, sau

hai 14n st dung (Ngay 21), su khac biét vé& hidu qua cia cac khang thé theo sang ché ting
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din va biéu hién phu thudc vao liéu lugng, trong d6 c6 Hu32a-85. I[gG4AA t5t hon dang
ké so v6i clng lidu H005-1 (p <0,05). Ngoai ra, cac chudt nhit mang khéi u c6 thé dung
nap t6t tit ca cac khang thé khang PD-1, véi trong lugng co thé ting déu din trong toan
bd qua trinh sir dung va khong x4y ra hién tuong sut can rd rang do thudc va céac triéu

chiing khac.

Bang 19. Anh hudng ctia khang thé khang PD-1 1én ty 1& trc ché su phat trién khéi
u ctia bénh ung thu dai trang chudt nhit MC38 (mm”)

S6 ngay sau khi st HO005-1 | Hu32a-85,IgG4AA | Hu23-11,IgG4AA | Hu33-6.1gG4AA

dung 14n dau tién 3mpk Impk 3mpk Impk 3mpk 3mpk
21 46,82% | 67,12% | 77,64% | 45,12% | 75,32% 59,31%

Vi du thtr nghiém 6. Anh huéng cta khang thé khang PD-1 trén mé hinh bénh ung
thu dai trang MC38 & chudt nhit PD-1 chuyén gen

Chudt nhit PD-1 chuyén gen dugc mua tir ISIS INNOVATION LIMITED,
Univefsity Office, Wellington Square, Oxford OX1 2JD, England, va dugc lai tao tai
Cephrim Biosciences, Inc. dé thu duoc thé hé chudt nhit tht nam. Té bao MC38 dugc
cdy & 5 x 10° t& bao/100 pl/con vao chudt nhit chuyén gen hPD-1 (nira con cai va nia
con duc) dudi da ¢ sau xuong sudn bén phai. Khi thé tich khéi u trung binh ctia chudt
nhit dat tir 80-100 mm® , nhimg dong vat co trong luong co thé qua 16n hodc qua nho
hodc khéi u s& bi loai trir. Theo thé tich khdi u, cac chudt nhit mang khdi u duoc chia
ngdu nhién thanh 5 nhém (mdi nhém 8 con): nhém kiém soat higG am tinh 30 mpk,
H005-1 10 mpk, H005-1 30 mpk, Hu33-6.1gG4AA 10 mpk va Hu33-6.1gG4AA 30 mpk.
Ngay phan nhém va st dung duoc dat thinh Ngay 0. Sau khi phan nhém, mbi loai thude
duoc st dung trong phiic mac trong khoang thdi gian 22 ngay, hai ngay mot lan, tdng
cong 11 1an. Thé tich khéi u dugc do 2 14n mét tudn, do trong lugng co thé va ghi lai di
liéu. Trong luong co thé dong vat va thé tich khéi u ctia méi nhom déu duogc thé hién
dudi dang trung binh + d6 1éch chudn (Mean + SEM), va phan mém Graphpad Prism 5 va
Excel duoc st dung dé v& db thi va kiém tra student t duoc sir dung dé phén tich théng
keé.

Thé tich khéiu (TV) = 0.5236 % Lepizu aai X Lehiburong

Téc d6 phat trién khdi u T/C% = (T-T0)/(C-C0) x 100%

Ty 18 e ché phat trién khdi u %TGI = 1- T/C %
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Trong d6 T va TO dai dién cho thé tich khéi u khi két thiic thir nghiém va bét dau
thir nghiém trong nhém str dung khang thé, va C va C0 dai dién cho thé tich khéi u khi
két thuc thir nghiém va bat dau thir nghiém trong nhém kiém soat tréng, twong tng.

Két qua thir nghiém duoc thé hién trong Bang 20 va Fig.4. Két qua thir nghiém
cho thdy rang so v6i nhém dbi ching, cac khang thé theo sing ché c6 thé e ché dang ké
sy phat trién coa khéi u ghép khac loai cia bénh bénh ung thu dai trang chudt nhét
MC38. Trong sb d6, nhém Hu33-6.IgG4AA-30 mpk c6 ty 16 tic ché khdi u cao nhét va ty
16 e ché khéi u 12 80,4% & Ngay 20. O nhém sir dung liéu thip (10 mpk), hiéu qua cia
Hu33-6.IgG4AA -10 mpk &t hon so véi diéu khién tich cuc H005-1-10 mpk

Béng 20. Anh hudng cia khéng thé khang PD-1 1én thé tich khéi u ctia bénh ung
thu dai trang chudt nhat MC38

Sg é’f;g f:r‘:éill N2§$n§°l H(ﬁ)};"ﬁ o | Nh6mFO005- | Nhém Hu33- Nhom Hu33-
" ien hTgG mpk 1 30 mpk 6.1gG4AA 10 mpk | 6.IgG4AA 30 mpk
0 96,2 96,1 953 94,7 94,5
20 1797,2 794,0 434,9 550,1 352,8
23 1034,2 534,1 632,4 387,6

Luu y: don vi do thé tich khéi u trung binh ctia mdi nhém trong Bang 1a: mm”.

Vi du thir nghiém 7. Thir nghiém duoc dong hoc clia khang thé khang PD-1 & khi
dudi dai

Khi dudi dai dugce st dung trong thr nghiém 1a 6 khi duc, tur 2-5 tudi, ndng 2-5kg,
dugc mua tr Guangdong Frontier Biotechnology Co., Ltd., license number: SCXK
- (Guangdong) 2015-0037, s6 gidy chirng nhén dong vat: 44613900000219.

M trudong nha &: nhiét d6 phong duoc kiém soat & 18° C-26°C, do am tuong dbi
13 40% -70% va 4nh sang luan phién sang va tbi trong 12 giv. Chudt nhit duge phép tiép

cAn mién phi thirc dn va nudc udng, ngoai trr truong hop bt budc phai nhin n.

Céc con vat duoc can trude khi cho uéng, va trong luong co thé tir 2,81 dén 3,52
kg. Viéc st dung thude dugc thuc hién béng cach st dung mot bom tiém dé truyén tinh
mach du6i da & chi truée hodc chi sau. Liéu ctia mdi nhém 14 1 mg/kg (1 mpk), duoc
tiém tinh mach duy nhét véi téc d6 0,1 mL/kg/phut trong thdi gian st dung thubc khoang
30 phut. Trude khi st dung va 5 phut, 0,25 gio, 0,5 gio (ngay sau khi sir dung xong), 1
gidy, 2 gid, 4 gio, 8 gio, 1 ngay, 2 ngay, 3 ngay, 4 ngay, 5 ngay, 7 ngay, 10 ngay, 13 ngay,
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14 ngay, 21 ngay va 28 ngay sau khi bét diu truyén tinh mach, mau toan phan cta con
vat dugc thu thip tai cac tinh mach chi sau va huyét thanh duogc tach ra. Trong sb do,
khoang 2 mL mau toan phan dugc thu thip trudc khi tiém va 14 ngdy, 21 ngdy va 28
ngay sau khi bt dau truyén tinh mach, va khodng 1 mL mau toan phan duoc thu thép tai
cac thoi diém 14y miu mau con lai. Nong do thudc trong huyét thanh duge phat hién bang

ELISA va phén tich PK dugc thuc hién. Két qud dugc thé hién trong Bang 21.

Bang 21. Dugc dong hoc cua khang thé khang PD1 dugc nhan tao hoa & khi dudi

Hu23-11.IgG4AA | Hu33-6.1gG4AA
t1» (ngay) 5,5+0,7 4,6+1,3
Cmax (ug/mL) 23,75+2,29 21,47+£2,13
AUC (gio*pg/mL) 2775+241 23194518
CL (mL/ngay/kg) 8,7+0,7 10,7423
Vz (mL/kg) 69+3,6 67,9+3,4

Két qua cho thdy Hu23-11.IgG4AA va Hu33-6.IgG4AA c6 hoat tinh dugc dong
hoc tbt.

Mic du dé hiéu 13 rang, sang ché néi trén da dugc mo ta chi tiét véi su hd tro cia
cac sb lidu va vi du, cic mé ta va vi du khong nén duogc hiéu 13 gi61 han pham vi cta sang
ché. Phin mo ta ciia tht ca cac patent va tai liéu khoa hoc duge trich dAn trong tai liéu nay

duoc tng hop day du va rd rang dé tham khao.
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YEU CAUBAO HQ

1. Khang thé khang PD-1 hozc manh gin két khang nguyén ciia né, chira ving bién ddi
chudi ning va ving bién dbi chudi nhe, trong d6 ving bién dbi chudi niang chira HCDRI,
HCDR2 va HCDR3 tuong Gng nhu duge thé hién trong SEQ ID NO.8, SEQ ID NO.9 va
SEQ ID NO.10, va ving bién d6i chudi nhe chira LCDR2 va LCDR3 tuong tmg nhu
dugc thé hién trong SEQ ID NO.12 va SEQ ID NO.13, va LCDR1 nhu dugc thé hién
trong SEQ ID NO.11, SEQ ID NO.47, SEQ ID NO.48, SEQ ID NO.49, SEQ ID NO.50,
SEQ ID NO.51 hoc SEQ ID NO.52. "

2. Khang thé khang PD-1 hoic méanh gin két khang nguyén clia né theo diém 1, trong d6
ving bién ddi chudi nang chra HCDR1, HCDR2 va HCDR3 tuong tmg nhu dugc thé
hién trong SEQ ID NO.8, SEQ ID NO.9 va SEQ ID NO.10, va ving bién déi chudi nhe
chira LCDR1, LCDR2 va LCDR3 twong Gng nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO.49,
SEQ ID NO.12 va SEQ ID NO.13.

3. Khang thé khang PD-1 hodc méanh gin két khang nguyén ctia né theo diém 1, trong do6
khéng thé khang PD-1 hodc méanh gin két khang nguyén ciia né 12 khang thé cta chudt
nhit hoic méanh gén két khang nguyén ciia nd, khang thé thé kham hoic manh gin két

khéng nguyén clia n6, hoic khang thé nhan tao hoic manh gin két khang nguyén ctia né.

4. Khang thé khang PD-1 hoic manh gin két khang nguyén ciia n6 theo diém 3, trong d6
khang thé khang PD-1 nay 1a khang thé nhan tao, khang thé nhan tao nay chira ving
khung c¢6 ngudn gdc tir khang thé ciia ngudi hodc bién thé ving khung ctia né, trong d6
bién thé ving khung ndy c6 nhiu nhit 11 dot bién nguge axit amin trong mdi ving
khung chudi nhe va/hoic ving khung chudi ning ctia khédng thé ctia nguoi.
5. Khéng thé khang PD-1 hoic manh gin két khang nguyén cla né theo diém 3, 6 hop
clia vung bién dbi chudi ning va ving bién dbi chudi nhe cia khang thé nay duoc chon
tu:

(i) ving bién ddi chudi nang ¢6 trinh tw nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO .4, va
ving bién ddi chudi nhe ¢6 trinh tu nhur duge thé hién trong SEQ ID NO.5;

(ii) ving bién dbi chudi ning c6 trinh tw nhu duge thé hién trong SEQ ID NO.27,
SEQ ID NO.30, SEQ ID NO.31 hoic SEQ ID NO.32, va ving bién d6i chudi nhe c6
trinh tu nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.28, SEQ ID NO.29;
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(iii) ving bién dbi chudi nang c6 trinh tyr nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.27,
va ving bién dbi chudi nhe c6 trinh tyr nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.53, SEQ ID
NO.54, SEQ ID NO.55, SEQ ID NO.56, SEQ ID NO.57 hoic SEQ ID NO.58.

6. Khang thé khang PD-1 hodc manh gin két khang nguyén ciia né theo diém 3, t6 hop
ciia ving bién dbi chudi ning va ving bién déi chudi nhe cta khang thé nay dugc chon
tr:

(i) ving bién dbi chudi ning c6 trinh ty c6 do twong ddng trinh tur it nhat bing
90% so véi SEQ ID NO.4, va ving bién ddi chudi nhe c6 trinh tir ¢6 do tuong dong trinh
tu {t nhat bang 90% so v6i SEQ ID NO.5;

(ii) ving bién ddi chudi ning c6 trinh tu c6 d6 twong dong trinh ty it nhit bing
90% so v6i SEQ ID NO.27, SEQ ID NO.30, SEQ ID NO.31 hodc SEQ ID NO.32, va
ving bién d6i chudi nhe c6 trinh ty ¢ d twong dbng trinh ty it nhat bing 90% so véi
SEQ ID NO.28, SEQ ID NO.29;

(iii) ving bién ddi chudi ning cé trinh tw ¢6 d6 twong dong trinh ty it nhit bing
90% so véi SEQ ID NO.27, va ving bién dbi chudi nhe c6 trinh tu c6 do twong dong
trinh tu it nhit bang 90% so véi SEQ ID NO.53, SEQ ID NO.54, SEQ ID NO.55, SEQ
ID NO.56, SEQ ID NO.57 hoic SEQ ID NO.58.

7. Khang thé khang PD-1 hoic manh gin két khang nguyén cta né theo diém 3, trong d6
khéng thé nay hodc manh gin két khang nguyén ctia n6 chtra ving bién ddi chudi nang va
ving bién dbi chudi nhe, trong d6 ving bién d6i chudi ning cé trinh tu nhu dugc thé hién
trong SEQ ID NO.27, va ving bién dbi chudi nhe c6 trinh ty nhu dugc thé hién trong
SEQ ID NO.55.

8. Khang thé khang PD-1 hodc méanh gin két khang nguyén ctia né theo diém 3, trong d6
khang thé nay hodc manh gin két khang nguyén ctia né chira ving bién ddi chudi nang va
ving bién dbi chudi nhe, trong d6 ving bién dbi chudi ning ¢ trinh ti c6 d tuong dong
trinh ty it nhit bing 90% so v6i SEQ ID NO.27, va ving bién dbi chudi nhe cé trinh tir
c6 d6 twong ddng trinh tu it nhat bing 90% so véi SEQ ID NO.55.

9. Khang thé khang PD-1 hodc manh gin két khang nguyén cta né theo diém 1, trong d6
khang thé nay con chira ving hing dinh khéng thé.
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10. Khang thé khang PD-1 hoic manh ghn két khang nguyén ctia né theo diém 9, trong
d6 ving hing dinh chudi ning cta ving hing dinh khang thé dugc chon tir nhém bao
gbm céc ving hing dinh IgGl, IgG2, IgG3 va IgG4 cla ngudi, ving hing dinh chudi
nhe ciia ving hing dinh khang thdduoc chon tir nhém bao gdm cac ving hing dinh

chudi k va A ctia khang thé clia nguoi.

11. Khang thé khang PD-1 hoic méanh gin két khang nguyén clia né theo diém 10, trong
d6 khang thé ndy chua ving hing dinh chudi ning nhu dugc thé hién trong SEQ ID
NO.72 hodc SEQ ID NO.79, va viung héng dmh chubi nhe nhu duge thé hién trong SEQ
ID NO.73.

12. Khang thé khang PD-1 hoic méanh gin két khang nguyén ctia né theo diém 1, trong
d6 khang thé khang PD-1 nay chira chudi nhe nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.75 va
chudi nang nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.74 hoac SEQ ID NO.80.

13. Khang thé khang PD-1 hoic manh gin két khang nguyén ctia né theo diém 12, trong
d6 khang thé khang PD-1 nay chtra chudi ning nhu duge thé hién trong SEQ ID NO.74
va chudi nhe nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO.75.

14. Khang thé khang PD-1 hoic manh gin két khang nguyén ctia n6 theo diém 1, trong
d6 méanh gin két khang nguyén nay duoc chon tir nhém bao gdbm Fab, Fab’, F(ab’),,
khang thé chudi don (scFv), ving V dugc dime héa (khang thé chtra hai manh globulin

mién dich) va ving V duoc lam 4n dinh lién két disulfua (dsFv).

15. Khang thé khang PD-1 hozic manh gin két khang nguyén cia né theo diém 1, trong
d6 khang thé nay 14 khang thé dic hiéu kép, khang thé da dic hiéu hoic protein dung hop
khang thé.

16. Duoc phim chira luong hitu hidu diéu tri bénh ciia khéng thé khang PD-1 hodc ménh
gin két khang nguyén clia né theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 15, va mét
hodc nhidu chit mang, chét pha loang, chéit dém hoic ta dugc duge dung.

17. Axit nucleic mi héa khang thé khang PD-1 hoic manh gin két khang nguyén cia né
theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 15.

18. Té bao vat chi chira axit nucleic theo diém 17.

19. Kit chira khang thé khang PD-1 hoic méanh gin két khang nguyén ctia nd theo diém
bét k¥ trong s6 cac diém tir 1 dén 15.
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- Mau trang d6i chitng
A= HO05-1 3mpk

-z Hu32a-85.1gG4AA 1mpk
~= Hu32a-85.1gG4AA 3mpk
- Hu23-11.1gG4AA Tmpk
£ Hu23-11.1gG4AA 3mpk
- Hu33-8.1gG4AA 3mpk

(mm*)

-

Thé tich khéi u

2000+ o
-8~ higG ctrl 30mpk
) -8 HO05-1 10mpk
1500- b HQOFM Bﬂimpi{ |
= Hu33-6.1gG4AA 10mpk
. - Hu33-6.1gG4AA 30mpk
16004

Thé tich khéi u (mm?)
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DANH MUC TRINH TU

<110> JIANGSU HENGRUI MEDICINE CO., LTD.

SHANGHAI HENGRUI PHARMACEUTICAL CO., LTD.
<120> KHANG THE KHANG PD-1 VA DUQC PHAM CHUA KHANG THE NAY
<130> 2019

<160> 82

<170> SIPOSequenceListing 1.0
<210> 1

<211> 401

<212> PRT

<213> Trinh tu nhidn tao

<220>

<221> Mién
<223> Trinh tu PD-1-IgGlFc cua ngudi
<400> 1
Met Glu Phe Gly Leu Ser Trp Leu Phe Leu Val Ala Ile Leu Lys Gly
1 5 10 15
Val Gln Cys Pro Gly Trp Phe Leu Asp Ser Pro Asp Arg Pro Trp Asn
20 25 30
Pro Pro Thr Phe Ser Pro Ala Leu Leu Val Val Thr Glu Gly Asp Asn
35 : 40 45
Ala Thr Phe Thr Cys Ser Phe Ser Asn Thr Ser Glu Ser Phe Val Leu
50 55 60
Asn Trp Tyr Arg Met Ser Pro Ser Asn Gln Thr Asp Lys Leu Ala Ala
65 70 75 80
Phe Pro Glu Asp Arg Ser Gln Pro Gly Gln Asp Cys Arg Phe Arg Val
85 90 95
Thr Gln Leu Pro Asn Gly Arg Asp. Phe His Met Ser Val Val Arg Ala
100 105 110
Arg Arg Asn Asp Ser Gly Thr Tyr Leu Cys Gly Ala Ile Ser Leu Ala
115 120 125
Pro Lys Ala Gln Ile Lys Glu Ser Leu Arg Ala Glu Leu Arg Val Thr
130 135 140
Glu Arg Arg Ala Glu Val Pro Thr Ala His Pro Ser Pro Ser Pro Arg
145 150 155 160
Pro Ala Gly Gln Phe Gln Thr Leu Val Glu Pro Lys Ser Ser Asp Lys
165 170 175
Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro
180 185 190
Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser
195 200 205
Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp
210 215 220
Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn
225 230 235 240
Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val
245 . 250 255
Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu
260 265 270
Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys
275 280 285 -
Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Glmn Val Tyr Thr
290 295 300
Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr
305 310 315 320
Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu
' 325 330 335
Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu
340 345 350
Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys
355 360 365
Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu
370 375 380
Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly
385 390 395 400
Lys :
<210> 2
<211> 186
<212> PRT
<213> Trinh ty nh3n tao
<220>
<221> Mién
<223> Trinh tu PD-1-his ctia ngudi

<400> 2
Met Glu Phe Gly Leu Ser Trp Leu Phe Leu Val Ala Ile Leu Lys Gly
1 5 10 15

Val Gln Cys Pro Gly Trp Phe Leu Asp Ser Pro Asp Arg Pro Trp Asn
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20 25 30
Pro Pro Thr Phe Ser Pro Ala Leu Leu Val Val Thr Glu Gly Asp Asn
35 40 45
Ala Thr Phe Thr Cys Ser Phe Ser Asn Thr Ser Glu Ser Phe Val Leu
50 55 60
Asn Trp Tyr Arg Met Ser Pro Ser Asn Gln Thr Asp Lys Leu Ala Ala
65 70 75 80
Phe Pro Glu Asp Arg Ser Gln Pro Gly Gln Asp Cys Arg Phe Arg Val
85 90 95
Thr Gln Leu Pro Asn Gly Arg Asp Phe His Met Ser Val Val Arg Ala
100 105 110
Arg Arg Asn Asp Ser Gly Thr Tyr Leu Cys Gly Ala Ile Ser Leu Ala
115 120 : 125
Pro Lys Ala Gln Ile Lys Glu Ser Leu Arg Ala Glu Leu Arg Val Thr
130 135 140
Glu Arg Arg Ala Glu Val Pro Thr Ala His Pro Ser Pro Ser Pro Arg
145 150 155 160
Pro Ala Gly Gln Phe Gln Thr Leu Val Gly Ser Ser Asp Tyr Lys Asp
165 170 175
Asp Asp Asp Lys His His His His His His
180 185 -
<210> 3
<211> 288
<212> PRT
<213> Trinh tuyu nhén tao
<220>
<221> Mién
<223> Trinh tu khang nguyén PD-1 @& chuyén nap té bao
<400> 3
Met Gln Ile Pro Gln Ala Pro Trp Pro Val Val Trp Ala Val Leu Gln
1 5 10 15
Leu Gly Trp Arg Pro Gly Trp Phe Leu Asp Ser Pro Asp Arg Pro Trp
20 25 30
Asn Pro Pro Thr Phe Ser Pro Ala Leu Leu Val Val Thr Glu Gly Asp
35 40 45
Asn Ala Thr Phe Thr Cys Ser Phe Ser Asn Thr Ser Glu Ser Phe Val
50 55 60
Leu Asn Trp Tyr Arg Met Ser Pro Ser Asn Gln Thr Asp Lys Leu Ala
65 70 75 80
Ala Phe Pro Glu Asp Arg Ser Gln Pro Gly Gln Asp Cys Arg Phe Arg
85 90 95
Val Thr Gln Leu Pro Asn Gly Arg Asp Phe His Met Ser Val Val Arg
100 105 110
Ala Arg Arg Asn Asp Ser Gly Thr Tyr Leu Cys Gly Ala Ile Ser Leu
115 120 125
Ala Pro Lys Ala Gln Ile Lys Glu Ser Leu Arg Ala Glu Leu Arg Val
130 135 140
Thr Glu Arg Arg Ala Glu Val Pro Thr Ala His Pro Ser Pro Ser Pro
145 150 155 160
Arg Pro Ala Gly Gln Phe Gln Thr Leu Val Val Gly Val Val Gly Gly
165 170 175
Leu Leu Gly Ser Leu Val Leu Leu Val Trp Val Leu Ala Val Ile Cys
180 185 190
Ser Arg Ala Ala Arg Gly Thr Ile Gly Ala Arg Arg Thr Gly Gln Pro
195 200 205
Leu Lys Glu Asp Pro Ser Ala Val Pro Val Phe Ser Val Asp Tyr Gly
210 215 220
Glu Leu Asp Phe Gln Trp Arg Glu Lys Thr Pro Glu Pro Pro Val Pro
225 230 235 240
Cys Val Pro Glu Gln Thr Glu Tyr Ala Thr Ile Val Phe Pro Ser Gly
245 250 255
Met Gly Thr Ser Ser Pro Ala Arg Arg Gly Ser Ala Asp Gly Pro Arg
260 265 270
Ser Ala Gln Pro Leu Arg Pro Glu Asp Gly His Cys Ser Trp Pro Leu
275 280 285
<210> 4
<211> 125
<212> PRT
<213> Mus musculus
<220>
<221> Mién
<223> Trinh ty ving bién d8i chudi ning M23
<400> 4
Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Val Arg Pro Gly Ala
1 5 10 15
Ser Val Thr Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr
20 25 30
Glu Met His Trp Val Lys Gln Thr Pro Ile His Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45 .
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Gly Leu Ile Asp Pro Glu Thr Gly Gly Thr Val Tyr Asn Gln Lys Phe

50 55 60
Lys Asp Lys Thr Ile Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Phe Arg Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr His Cys
85 90 95
Thr Arg Glu Arg Phe Ser Tyr Tyr Gly Ser Thr Ser Asp Trp Tyr Phe
100 105 110

Asp Val Trp Gly Thr Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser

115 120 125
<210> 5
<211> 112
<212> PRT
<213> Mus musculus
<220>

<221> Mién
<223> Trinh tu ving bién ddi chudi nhe M23
<400> 5 _
Asp Gly Leu Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val Ser Leu Gly
1 5 10 15
Asp His Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser
20 25 30
Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45
Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80
Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Ile Tyr Tyr Cys Phe Gln Gly
85 90 95 .
Ser His Val Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110
<210> 6
<211> 120
<212> 'PRT
<213> Mus musculus
<220>
<221> Mién
<223> Trinh ty ving bién d5i chudi ning M32
<400> 6
Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Val Arg Pro Gly Ala
1 5 10 15
Ser Val Thr Leu Ser Cys Lys Ala Ser Asp Phe Thr Phe Thr Asp Tyr
20 25 30 .
Glu Ile His Trp Val Lys Gln Thr Pro Val His Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45
Gly Leu Phe Asp Pro Glu Thr Gly Gly Ile Val Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 60
Lys Gly Lys Ala Ile Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Asn Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Phe Arg Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Thr Arg Glu Gly Tyr Asn Arg Asp Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly Thr
100 105 110
Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 7
<211> 112
<212> PRT
<213> Mus musculus

<220>

<221> Mién

<223> Trinh ty ving bién &bi chudi nhe M32

<400> 7

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

1 5 10 1

Asp Gln Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Ile Val His. Ser
20 25 30

Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser

35 40 45
Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile

65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Ile Tyr Tyr Cys Phe 'Gln Gly

85 90 95

Ser His Val Pro Tyr Ala Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

100 105 110
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<210> 8

<211> 5

<212> PRT

<213> Mus musculus
<220>

<221> Mién
<223> Trinh tu HCDR1 M23

<400> 8

Asp Tyr Glu Met His
1 5
<210> 9

<211l> 17

<212> PRT

<213> Mus musculus
<220>

<221> Mién
<223> Trinh tyu HCDR2 M23

<400> 9

Leu Ile Asp Pro Glu Thr Gly Gly Thr Val Tyr Asn Gln Lys Phe Lys
1 5 10 15

Asp

<210> 10

<211l> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> Mién

<223> Trinh ty HCDR3 M23

<400> 10

Glu Arg Phe Ser Tyr Tyr Gly Ser Thr Ser Asp Trp Tyr Phe Asp Val
1 5 10 15
<210> 11

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> Mién
<223> Trinh ty LCDR1 M23

<400> 11

Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser Asn Gly Lys Thr Tyr Leu Glu
1 5 10 15
<210> 12

<211> 7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> Mién
<223> Trinh ty LCDR2 M23/M32

<400> 12

Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser
1 5

<210> 13

<211> 9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> Mién

<223> Trinh ty LCDR3 M23

<400> 13

Phe Gln Gly Ser His Val Pro Tyr Thr
1 5

<210> 14

<211> 5

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> Mién
<223> Trinh ty HCDR1 M32

<400> 14

Asp Tyr Glu Ile His
1 5
<210> 15

<211> 17

<212> PRT

<213> Mus musculus
<220>

<221> Mién
<223> Trinh ty HCDR2 M32
<400> 15
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Leu Phe Asp Pro Glu Thr Gly Gly Ile Val Tyr Asn Gln Lys Phe Lys

10

10

15

Arg Ser Sexr Gln Ser Ile Val His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu

10

ndng M33

Gly
10

Gly
Glu
Thr
Asn
Asp

90
Asp

nhe
Ser
10

Ser
Gly
Val
Thr
Gln

90
Ile

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ala
75

Thr

Val

M33
Leu
Gln
Thr
Pro
Ile
75

Gly

Lys

1 5
Gly
<210> 16
<211> 11
<212> PRT
<213> Mus musculus
<220>
<221> Mién
<223> Trinh tu HCDR3 M32
<400> 16
Glu Gly Tyr Asn Arg Asp Trp Tyr Phe Asp Val
1 5
<210> 17
<211> 16
<212> PRT
<213> Mus musculus
<220> -
<221> Mién
<223> Trinh tu LCDR1 M32
<400> 17
1 5
<210> 18
<211> 9
<212> PRT
<213> Mus musculus
<220>
<221> Mién
<223> Trinh ty LCDR3 M32
<400> 18
Phe Gln Gly Ser His Val Pro Tyr Ala
1 5
<210> 19
<211> 118
<212> PRT
<213> Mus musculus
<220>
<221> Mién
<223> Trinh ty ving bién ddi chudi
<400> 19
Lys Val Met Leu Val Glu Ser Gly Gly
1 5
Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser
20 25
Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Thr Pro
35 40
Ala Thr Ile Ser Gly Gly Gly Val Asp
50 55
Gln Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp
65 70
Leu Gln Met Ser Ser Leu Arg Ser Glu
85
Ala Ser Pro Tyr Gly His Gly Tyr Phe
100 105
Thr Vval Thr Val Ser Ser
115
<210> 20
<211> 107
<212> PRT
<213> Mus musculus
<220>
<221> Mién
<223> Trinh ty ving bién ddi chudi
<400> 20
Asp Ile Gln Met Thr Gln Thr Thr Ser
1 5
Asp Arg Val Thr Ile Ser Cys Arg Ala
20 25
Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Asp
35 40
Tyr Tyr Thr Ser Ser Leu His Ser Gly
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Ser Leu
65 70
Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Phe Cys Gln
85
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu
100 105

Val
Thr
Arg
Tyr
60

Lys

Ala

Trp

Ser
Asp
Val
Ser
60

Ser

Asn

Lys
Phe
Leu
45

Gln

Asn

Leu

Gly

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Asn

Thr

-85-

P
S
3
G
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ro
er
0

1lu

sp

Thr

Tyr

T
1

S

hr
10

er

Asn

3
L

P

L

piy

0
eu

he

eu

eu

15

Gly
15

Ser
Trp
Asn
Leu
Tyr

95
Gly

Leu
15

Asn
Leu
Ser

Glu

Pro
95

Gly
Tyr
Val
val
Tyr
80

Cys

Thr

Gly
Phe

Ile



HCDR1 M33

5

HCDR2 M33

41636

Thr Ile Ser Gly Gly Gly Val Asp Thr Tyr Tyr Gln Asp Asn Val Gln

5

HCDR3 M33

Pro Tyr Gly His Gly Tyr Phe Asp Val

5

LCDR1 M33

10

Arg Ala Ser Gln Asp Ile Asn Asn Phe Leu Asn

5

LCDR2 M33

Tyr Thr Ser Ser Leu His Ser

5

LCDR3 M33

Thr Leu Pro Trp Thr
5

nh3n tao

ghép Hu23VHE1/Hu23VH-

Val Gln Ser Gly Ala
5
Ser Cys Lys Ala Ser

<210> 21
<211> 5
<212> PRT
<213> Mus musculus
<220>
<221> Mién
<223> Trinh tu
<400> 21
Ser Tyr Ala Met Ser
1
<210> 22
<211> 17
<212> PRT
<213> Mus musculus
<220>
<221> Mién
<223> Trinh tu
<400> 22
1
Gly
<210> 23
<211> 9
<212> PRT
<213> Mus musculus
<220>
<221> Mién
<223> Trinh tu
<400> 23
1
<210> 24
<211> 11
<212> PRT
<213> Mus musculus
<220>
<221> Mién
<223> Trinh tu
<400> 24
1
<210> 25
<211l> 7
<212> PRT
<213> Mus musculus
<220>
<221> Mién
<223> Trinh tu
<400> 25
1
<210> 26
<211> 9
<212> PRT
<213> Mus musculus
<220>
<221> Mién
<223> Trinh tu
<400> 26
Gln Gln Gly Asn
1
<210> 27
<211> 125
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<221> Mién
<223> Trinh tu
<400> 27
Glu Val Gln Leu
1
Ser Val Lys Val
20

Glu Met His Trp

35

Gly Leu Ile Asp

50

Lys Asp Arg Val

65

25
Val Arg Gln Ala Pro
40
Pro Glu Thr Gly Gly
55
Thr Ile Thr Ala Asp
70

10

CDR
Glu
10

Gly
Gly

Thr

Lys

Val
Gly
Gln
Val

Ser
75

Lys
Thr
Gly
Tyr

60
Thr

Lys
Phe
Leu
45

Asn

Ser

-86-

Pro
Ser
30

Glu
Gln

Thr

15

Gly
15
Asp

Trp
Lys

Ala

Ser
Tyr
Met
Phe

Tyr
80



Met Glu Leu Ser

Ala Arg Glu Arg

Asp Val

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>
Asp Ile
1

Glu Pro

100
Trp Gly
115
28
112
PRT
Trinh tu

Mién
Trinh tu
28

Val Met

Ala Ser
20

Asn Gly Asn Thr

35

Pro Gln Leu Leu

50

Asp Arg Phe Ser

65
Ser Arg

Ser His

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

val Glu

Val Pro
100

29

112

PRT

Trinh tu

Mién

Trinh tu

29

Asp Gly Val Met

1
Glu Pro

Ala Ser
20

Asn Gly Asn Thr

35

Pro Gln Leu Leu

50

Asp Arg Phe Ser

65

Ser Arg Val Glu

Ser His

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>
Glu Vval

Ser Val
Glu Met

Gly Leu
50

Lys Asp

65

Met Glu

Ala Arg
Asp Val

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

Val Pro
100

30

125

PRT

Trinh tu

Mién
Trinh tu
30

Gln Leu

Lys Val
20

His Trp

35

Ile Asp

Arg Val
Leu Ser

Glu Arg
100
Trp Gly
115
31
125
PRT
Trinh tu

41636

Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala

85

90

Phe Ser Tyr Tyr Gly Ser Thr Ser

105

Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser

120

nhin tao

ghép Hu23VL1/Hu23VL-CDR

Thr Gln Tﬁr Pro
5
Ile Ser Cys Arg

Tyr Leu Glu Trp
40
Ile Tyr Lys Val
55
Gly Ser Gly Ser
70

Ala Glu Asp Val
85

Tyr Thr Phe Gly

nhidn tao

Hu23VL2

Thr Gln Thr Pro
5
Ile Ser Cys Arg

Tyr Leu Glu Trp
40
Ile Tyr Lys Val
55
Gly Ser Gly Ser
70

Ala Glu Asp Val
85

Tyr Thr Phe Gly

nhan tao

Hu23VH2

Val Gln Ser Gly

5
Ser Cys Lys Ala

Val Arg Gln Ala
40
Pro Glu Thr Gly
55
Thr Leu Thr Ala
70

Ser Leu Arg Ser
85

Phe Ser Tyr Tyr

Gln Gly Thr Thr
120

nhin tao

Leu Ser
10

Ser Ser

25

Tyr Leu

Ser Asn
Gly Thr

Gly Val

90
Gly Gly
105

Leu Ser
10

Ser Ser

25

Tyr Leu

Ser Asn
Gly Thr

Gly Vval

90
Gly Gly
105

Ala Glu
10

Ser Gly

25

Pro Gly

Gly Thr
Asp Lys

Glu Asp
90

Gly Ser

105

Val Thr

Leu
Gln
Gln
Arg
Asp
75

Tyr

Thr

Leu
Gln
Gln
Arg
Asp
75

Tyr

Thr

Val
Tyr
Gln
Val
Ser
75

Thr

Thr

Val

Pro
Ser
Lys
Phe
60

Phe

Tyr

Lys

Pro
Ser
Lys
Phe
60

Phe

Tyr

Lys

Lys
Thr
Gly
Tyr
60

Thr
Ala

Ser

Ser

Val
Asp

Ser
125

Val
Leu
Pro
45

Ser
Thr
Cys

Val

Val
Leu
Pro
45

Ser
Thr
Cys

Val

Lys
Phe
Leu

45
Asn

Ser

Val
Asp

Ser
125

-87-

Tyr Tyr Cys

95

Trp Tyr Phe

110

Thr

Val
30

Gly
Gly
Leu

Phe

Glu
110

Thr
Val
30

Gly
Gly
Leu

Phe

Glu
110

Pro
Ser
30

Glu
Gln
Thr

Tyr

Trp
110

Pro
15

His
Gln
Val
Lys
Gln

95
Ile

Pro
15

His
Gln
Val
Lys
Gln

95
Ile

Gly
15
Asp

Trp
Lys
Ala
Tyr

95
Tyr

Gly
Ser
Ser
Pro
Ile
80

Gly

Lys

Gly
Ser
Ser
Pro
Ile
80

Gly

Lys

Ser
Tyr
Met
Phe
Tyr
80

Cys

Phe



<221> Mién
<223> Trinh tu
<400> 31
Glu Val Gln Leu
1
Ser Val Lys Val
20
Glu Met His Trp
35
Gly Leu Ile Asp
50
Lys Asp Arg Thr
65
Met Glu Phe Ser
Ala Arg Glu Arg
100
Asp Val Trp Gly
115
<210> 32
<211> 125
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<221> Mién
<223> Trinh tu
<400> 32
Glu Val Gln Leu
1
Ser Val Lys Val
20
Glu Met His Trp
35
Gly Leu Ile Asp
50
Lys Asp Arg Thr
65
Met Glu Phe Ser
Thr Arg Glu Arg
100
Asp Val Trp Gly
115
<210> 33
<211> 120
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<221> Mién
<223> Trinh tu
<400> 33
Glu Val Gln Leu
1
Ser Val Lys Val
20
Glu Ile His Trp
35
Gly Leu Phe Asp
50
Lys Gly Arg Val
€5
Met Glu Leu Ser
Ala Arg Glu Gly
100
Gly Thr Thr Val
115
<210> 34
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<221> Mién
<223> Trinh tu
<400> 34

Asp Ile Val Met

1

Glu Pro Ala Ser

Hu23VH3

Val
5
Ser
Val
Pro
Thr
Ser
85
Phe

Gln

Gln
Cys
Arg
Glu
Leu
70

Leu

Ser

Gly

Ser
Lys
Gln
Thr
55

Thr
Arg
Tyr

Thr

nhdn tao

Hu23VH4

Val

5
Ser

Val
Pro
Thr
Ser
85

Phe

Gln

Gln
Cys
Arg
Glu
Leu
70

Leu

Ser

Gly

Ser
Lys
Gln
Thr
55

Thr
Arg
Tyr

Thr

nhin tao

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Ala
Ser
Tyr

Thr
120

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Ala
Ser
Tyr

Thr
120

Ala Glu
10

Ser Gly

25

Pro Gly

Gly Thr
Asp Lys

Glu Asp
90

Gly Ser

105

Val Thr

Ala Glu
10

Ser Gly

25

Pro Gly

Gly Thr
Asp Lys

Glu Asp
90

Gly Ser

105

Val Thr

ghép Hu32VH1/Hu32VH-CDR

Val
5
Ser
Val
Pro
Thr
Ser
85
Tyr

Thr

Gln Ser Gly Ala Glu

Cys
Arg
Glu
Ile
70

Leu

Asn

Val

Lys
Gln
Thr
55

Thr
Arg

Arg

Ser

nhin tao

Ala
Ala
40

Gly
Ala
Ser

Asp

Ser
120

10
Ser Gly
25
Pro Gly

Gly Ile
Asp Lys

Glu Asp

90
Trp Tyr
105

ghép Hu32VL1l/Hu32VL-CDR

41636

Val
Tyr
Gln
Val
Ser
75

Thr
Thr

Val

Val
Tyr
Gln
Val
Ser
75

Thr

Thr

Val

Val
Gly
Gln
Val
Ser
75

Thr

Phe

Lys
Thr
Gly
Tyr
60

Thr
Ala

Ser

Ser

Lys
Thr
Gly
Tyr
60

Thr
Ala

Ser

Ser

Lys
Thr
Gly
Tyr
60

Thr

Ala

Asp

Lys
Phe
Leu
45

Asn
Ser
Val

Asp

Ser
125

Lys
Phe
Leu
45

Asn
Ser
Val

Asp

Ser
125

Lys
Phe
Leu
45

Asn
Ser

Val

Val

Pro
Ser
30

Glu
Gln
Thr

Tyr

Trp
110

Pro
Ser
30

Glu
Gln
Thr

Tyr

Trp
110

Pro
Ser
30

Glu
Gln
Thr

Tyr

Trp
110

Gly
15
Asp

Trp
Lys
Ala
Tyr

95
Tyr

Gly

1
“

Asp
Trp
Lys
Ala
Tyr

95
Tyr

Gly
15
Asp

Trp
Lys
Ala
Tyr

95
Gly

Ser
Tyr
Ile
Phe
Tyr
80

Cys

Phe

Ser
Tyr
Ile
Phe
Tyr
80

Cys

Phe

Ser
Tyr
Met
Phe
Tyr
80

Cys

Gln

Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly

5

10

15

Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Ile Val His Ser

-88-
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20 25 30

Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser

35 40 45
Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile

65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Phe Gln Gly

85 90 95

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

<210> 35

<211> 112

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<221> Mién

<223> Trinh tyu Hu32VL2

<400> 35

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

1 5 10 15

Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Ile Val His Ser
20 25 30

Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser

- 35 40 45
Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile

65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Phe Gln Gly

85 90 95

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

<210> 36

<211> 120

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<221> Mién

<223> Trinh tu Hu32VH2

<400> 36
Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser
1 5 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr
20 25 30
Glu Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45
Gly Leu Phe Asp Pro Glu Thr Gly Gly Ile Val Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 60
Lys Gly Arg Val Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Thr Arg Glu Gly Tyr Asn Arg Asp Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly Gln
100 105 110
Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 37
<211> 120
<212> PRT
<213> Trinh ty nh3n tao
<220>

<221> Mién

<223> Trinh tu Hu32VH3

<400> 37

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

1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Asp Phe Thr Phe Ser Asp Tyr
20 25 30

Glu Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met

35 40 45
Gly Leu Phe Asp Pro Glu Thr Gly Gly Ile Val Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 60

Lys Gly Arg Val Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr

65 70 75 80

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

85 90 95

Thr Arg Glu Gly Tyr Asn Arg Asp Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly Gln

100 105 110

-890-
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Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser

115 120
<210> 38
<211> 120
<212> PRT
<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<221> Mién
<223> Trinh ty Hu32VH4

<400> 38
Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser
1 5 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr
20 25 30
Glu Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45
Gly Leu Phe Asp Pro Glu Thr Gly Gly Ile Val Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 60
Lys Gly Arg Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Phe Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
: 85 90 95
Thr Arg Glu Gly Tyr Asn Arg Asp Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly Gln
100 105 110
Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 39
<211> 120
<212> PRT
<213> Trinh ty nhidn tao
<220>

<221> Mién
<223> Trinh ty Hu32VHS5

<400> 39
Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser
1 5 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Asp Phe Thr Phe Thr Asp Tyr
20 25 30
Glu Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45
Gly Leu Phe Asp Pro Glu Thr Gly Gly Ile Val Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 60
Lys Gly Arg Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Phe Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Thr Arg Glu Gly Tyr Asn Arg Asp Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly Gln
100 105 110
Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 40
<211l> 120
<212> PRT .
<213> Trinh tu nhin tao
<220>

<221> Mién
<223> Trinh ty Hu32VH6

<400> 40
Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser
1 5 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Asp Phe Thr Phe Thr Asp Tyr
20 25 30
Glu Ile His Trp Val Lys Gln Ala Pro Gly His Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45
Gly Leu Phe Asp Pro Glu Thr Gly Gly Ile Val Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 60
Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Phe Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Thr Arg Glu Gly Tyr Asn Arg Asp Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly Gln
100 105 110
Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 41
<211l> 118
<212> PRT
<213> Trinh tu nhdn tao
<220>

-90-



<221> Mién
<223> Trinh tu
<400> 41
Glu Val Gln Leu
1
Ser Leu Arg Leu
20
Ala Met Ser Trp
35
Ala Thr Ile Ser
50
Gln Gly Arg Phe
65
Leu Gln Met Asn
Ala Arg Pro Tyr
100
Thr Val Thr Val
115
<210> 42
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<221> Mién
<223> Trinh tu
<400> 42
Asp Ile Gln Met
1
Asp Arg Val Thr
20
Leu Asn Trp Tyr
35
Tyr Tyr Thr Ser
50
Ser Gly Ser Gly
65
Glu Asp Phe Ala
Thr Phe Gly Gly
) 100
<210> 43
<211> 107
<212> . PRT
<213> Trinh tu
<220>
<221> Mién
<223> Trinh tu
<400> 43
Asp Ile Gln Met
1
Asp Arg Val Thr
20
Leu Asn Trp Tyr
35
Tyr Tyr Thr Ser
50
Ser Gly Ser Gly
65
Glu Asp Phe Ala
Thr Phe Gly Gly
100
<210> 44
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<221> Mién
<223> Trinh tu
<400> 44
Asp Ile Gln Met
1
Asp Arg Val Thr
20
Leu Asn Trp Tyr
35
Tyr Tyr Thr

50

Ser

ghép Hu33VH1/Hu33VH-CDR

Val
5
Ser
Val
Gly
Thr
Ser
85
Gly

Ser

Glu
Cys
Arg
Gly
Ile
70

Leu
His

Ser

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser

Arg

Gly

nhdn tao

ghép Hu33VL1l/Hu33VL-CDR

Gly
Ala
Ala
40

Val
Arg

Ala

Tyr

Thr Gln Ser Pro

5
Ile

Gln
Ser
Thr
Thr

85
Gly

Thr

Gln

Leu
Asp
70

Tyr

Thr

Cys
Lys
His
55

Phe

Tyxr

Lys

nhin tao

Hu33VL2

Thr Gln

5
Ile

Gln
Ser
Thr
Thr

85
Gly

Thr

Gln

Leu
Asp
70

Tyr

Thr

Ser
Cys
Lys
His
55

Tyxr

Tyr

Lys

nhdn tao

Hu33VL3

Thr Gln Ser

5

Ile Thr Cys

Gln Gln Lys

Ser Leu His

55

Arg
Pro
40

Ser
Thr

Cys

Val

Pro

Arg

Gly Gly
10

Ser Gly

25

Pro Gly

Asp Thr
Asp Asn

Glu Asp

90
Phe Asp
105

Ser Ser
10

Ala Ser

25

Gly Lys

Gly Val
Leu Thr

Gln Gln

90
Glu Ile
105

Ser Ser
10
Ala Ser

. 25

Pro
40

Ser
Thr
Cys

Val

Pro
Arg
Pro

40
Ser

Gly Lys
Gly Val
Leu Thr

Gln Gln

90
Glu Ile
105

Ser Ser
10

Ala Ser

25

Gly Gly

Gly Val
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Leu
Phe
Lys
Tyr
Ala
75

Thr

Val

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Gly

Lys

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Gly

Lys

Leu
Gln
Ala

Pro

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Trp

Ser
Asp
Pro
Ser
60

Ser

Asn

Ser
Asp
Pro
Ser
60

Ser

Asn

Ser
Asp
Val

Ser
60

Gln
Phe
Leu
45

Gln
Asn

Val

Gly

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Thr

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Thr

Ala
Ile
Lys

45
Arg

-01-

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Ser

Tyr

Gln
110

Ser
Asn
30

Leu
Phe

Leu

Leu

Ser
Asn
30

Leu
Phe

Leu

Leu

Ser
Asn
30

Leu

Phe

Gly
15
Ser

Trp
Asn
Leu
Tyr

95
Gly

Val
15

Asn
Leu
Ser

Gln

Pro
95

Val
15

Asn
Leu
Ser

Gln

Pro
95

Val
15
Asn

Leu

Ser

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys

Thr

Gly
Phe
Ile
Gly
Pro

80
Trp

Gly
Phe
Ile
Gly
Pro

80
Trp

Gly
Phe
Ile

Gly



Ser Gly Ser Gly

65

Glu Asp Phe Ala

Thr Phe Gly Gly

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>
Glu Val
1

Ser Leu

Ala Met

Ala Thr
50

45
118
PRT

100

Trinh tu

Mién

Trinh tu

45
Gln

Arg
Ser

35
Ile

Gln Gly Arg

65

Leu Gln Met

Ala Ser Pro

Thr Val

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>
Lys Val
1

Thr

115
46
118
PRT

Leu
Leu
20
Trp
Ser
Phe
Asn
Tyxr

100
Val

Trinh tu

Mién

Trinh tu

46
Gln

Ser Leu Arg

Ala Met

Ser
35

Ala Thr Ile

50

Gln Gly Arg

65

Leu Gln Met

Ala Ser Pro

Thr Val

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

Thr

115
47
16
PRT

Leu

Leu
20
Trp

Ser
Phe
Asn
Tyr

100
Val

Trinh tu

Mién

Trinh ty

47

Arg Ser Ser Gln

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

48
16
PRT

Trinh tu

Mién

Trinh tu

48

Arg Ser Ser Gln

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

49
16
PRT

Trinh tu

Thr Asp Tyr
70

Thr Tyr Tyr

85

Gly Thr Lys

nhidn tao

Hu33VH2

Val Glu Ser
5
Ser Cys Ala

Val Arg Gln

Gly Gly Gly
55
Thr Ile Ser
70
Ser Leu Arg
85
Gly His Gly

Ser Ser

nhin tao

Hu33VH3

Val Glu Ser
5
Ser Cys Ala

Val Arg Gln

Gly Gly Gly
55
Thr Ile Ser
70
Ser Leu Arg
85
Gly His Gly

Ser Ser

nhdn tao

Thr
Cys

Val

Gly
Ala
Ala
40

Val
Arg

Ala

Tyr

Gly
Ala
Ala
40

Val
Arg

Ala

Tyr

Hu23LCDR1 (N33Q)

Ser Leu Val
5

nhdn -tao

His

Hu23LCDR1 (N33L)

Ser Leu Val
5

nhin tao

His

Leu
Gln

Glu
105

Gly
Ser
25

Pro
Asp
Asp

Glu

Phe
105

Gly
Ser
25

Pro
Asp
Asp

Glu

Phe
105

Thr
Gln

90
Ile

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp

90
Asp

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp

90
Asp

41636

Ile Ser Ser Leu Gln Pro

75

80

Gly Asn Thr Leu Pro Trp

Lys

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ala
75

Thr

Val

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ala
75

Thr

Val

Val Gln

Thr Phe

Gly Leu
45

Tyr Gln

60

Lys Asn

Ala Val

Trp Gly

Val Gln

Thr Phe

Gly Leu
45

Tyr Gln

60

Lys Asn

Ala Val

Trp Gly

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Ser
Tyr

Gln
110

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Ser

Tyr

Gln
110

95

Gly
15
Ser

Trp
Asn
Leu
Tyr

95
Gly

Gly
15
Ser

Trp
Asn
Leu
Tyr

95
Gly

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys

Thr

Gly
Tyxr
Val
Val
Tyr
80

Cys

Thr

Ser Gln Gly Asn Thr Tyr Leu Glu

10

15

Ser Leu Gly Asn Thr Tyr Leu Glu

10

-02-

15



<221> Mién
<223> Trinh tu
<400> 49

Arg Ser Ser Gln
1

<210> 50

<211> 16

<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>

<221> Mién
<223> Trinh tu
<400> 50

Arg Ser Ser Gln
1

<210> 51

<211> 16

<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>

<221> Mién
<223> Trinh tu
<400> 51

Arg Ser Ser Gln
1

<210> 52

<211> 16

<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>

<221> Mién
<223> Trinh tu
<400> 52

Arg Ser Ser Gln
1

<210> 53
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<221> Mién
<223> Trinh tu
<400> 53
Asp Ile Val Met
1
Glu Pro Ala Ser
20
Gln Gly Asn Thr
35
Pro Gln Leu Leu
50
Asp Arg Phe Ser
65
Ser Arg Val Glu
Ser His Val Pro
100
<210> 54
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<221> Mién
<223> Trinh tu
<400> 54
Asp Ile Val Met
1
Glu Pro Ala Ser
20
Leu Gly Asn Thr
35
Pro Gln Leu Leu
50
Asp Arg Phe Ser
65
Ser Arg Val Glu
Ser His Val Pro
100

Hu23LCDR1 (N33T)

Ser Leu Val His
5

nhin tao

Hu23LCDR1 (N33D)

Ser Leu Val His
5

nh&n tao

Hu23LCDR1 (G34A)

Ser Leu Val His
5

nhin tao

Hu23LCDR1 (G34V)

Ser Leu Val His
5

nhin tao

Hu23VL1 (N33Q)

Thr Gln
5
Ile

Thr Pro

Ser Cys Arg

Tyr Leu Glu Trp

40
Ile Tyr Lys Val
55
Gly Ser Gly Ser
70
Ala Glu
85

Tyr

Asp Val

Thr Phe Gly

nhin tao

Hu23VL1 (N33L)

Thr Gln Thr
5
Ile

Pro

Ser Cys Arg

Tyr Leu Glu Trp

40

Ile Tyr Lys Val
55

Ser Gly Ser

70

Glu

Gly

Ala
85
Tyr Thr

Asp Val

Phe Gly
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Ser Thr Gly Asn Thr Tyr Leu Glu

10

15

Ser Asp Gly Asn Thr Tyr Leu Glu

10

15

Ser Asn Ala Asn Thr Tyr Leu Glu

10

15

Ser Asn Val Asn Thr Tyr Leu Glu

Leu
Ser
25

Tyr
Ser
Gly

Gly

Gly
105

Leu
Ser
25

Tyr
Ser
Gly

Gly

Gly
105

10

Ser
10

Ser
Leu
Ash
Thr
Val

90
Gly

Ser
10

Ser
Leu
Asn
Thr
Val

90
Gly

Leu
Gln
Gln
Arg
Asp
75

Tyr

Thr

Leu
Gln
Gln
Arg
Asp
75

Tyr

Thr

Pro Val

Ser Leu
Pro
45

Ser

Lys

Phe
60
Phe Thr

Tyr Cys

Lys Val

Pro Val

Ser Leu
Pro
45

Ser

Lys

Phe
60
Phe Thr

Tyr Cys

Lys Val

-03-

Thr
Val
30

Gly
Gly
Leu

Phe

Glu
110

Thr
Val
30

Gly
Gly
Leu

Phe

Glu
110

15

Pro
15

His
Gln
Val
Lys
Gln

95
Ile

Pro
15

His
Gln
Val
Lys
Gln

95
Ile

Gly
Ser
Ser
Pro
Ile
80

Gly

Lys

Gly
Ser
Ser
Pro
Ile
80

Gly

Lys



<210>
<211>
<212>

55
112
PRT

<213> Trinh tu

<220>

<221> Mién
<223> Trinh tu

<400>
Asp Ile
1

Glu Pro

Thr Gly

Pro Gln
50

Asp Arg

65

Ser Arg

Ser His
<210>

<211>
<212>

55

Val
Ala
Asn
35

Leu
Phe

Val

Val

56
112
PRT

Met
Ser
20

Thr
Leu
Ser

Glu

Pro
100

<213> Trinh tu

<220>

<221> Mién
<223> Trinh tu

<400>
Asp Ile
1

Glu Pro

Asp Gly

Pro Gln
50

Asp Arg

65

Ser Arg

Ser His

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

56

Val
Ala
Asn
35

Leu
Phe

Val

Val

57

112
PRT
Trinh tu

<221> Mién

<223>
<400>

Met
Ser
20

Thr
Leu
Ser

Glu

Pro
100

Trinh tu
57

Asp Ile Val Met

1
Glu Pro

Asn Ala

Pro Gln
50

Asp Arg

65

Ser Arg

Ser His

<210>
<211>

Ala
Asn
35

Leu
Phe
Val

Val

58
112

<212> PRT

<213>
<220>

<221> Mién
<223> Trinh tu

<400>

58

Ser
20

Thr
Leu
Ser

Glu

Pro
100

Trinh tu

Asp Ile Val Met

1

Glu Pro Ala Ser

20

Asn Val Asn Thr

nhidn tao

Hu23VL1 (N33T)

Thr Gln Thr Pro
5
Ile Ser Cys Arg

Tyr Leu Glu Trp
40
Ile Tyr Lys Val
55
Gly Ser Gly Ser
70

Ala Glu Asp Val
85

Tyr Thr Phe Gly

nhin tao

Hu23VL1 (N33D)

Thr Gln Thr Pro
5
Ile Ser Cys Arg

Tyr Leu Glu Trp
40
Ile Tyr Lys Val
55
Gly Ser Gly Ser
70

Ala Glu Asp Val
85

Tyr Thr Phe Gly

nhin tao

Hu23VL1 (G34A)

Thr Gln Thr Pro
5
Ile Ser Cys Arg

Tyr Leu Glu Trp
40
Ile Tyr Lys Val
55
Gly Ser Gly Ser
70

Ala Glu Asp Val
85

Tyr Thr Phe Gly

nhdn tao

Hu23VL1 (G34V)

Thr Gln Thr Pro
5
Ile Ser Cys Arg

Leu
Ser
25

Tyr
Ser
Gly
Gly

Gly
105

Leu
Ser
25

Tyxr
Ser
Gly
Gly

Gly
105

Leu
Ser
25

Tyr
Ser
Gly
Gly

Gly
105

Leu

Ser
10

Ser
Leu
Asn
Thr
Val

90
Gly

Ser
10

Ser
Leu
Asn
Thr
Val

90
Gly

Ser
10

Ser
Leu
Asn
Thr
Val

90
Gly

Ser
10
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Leu
Gln
Gln
Arg
Asp
75

Tyr

Thr

Leu
Gln
Gln
Arg
Asp
75

Tyr

Thr

Leu
Gln
Gln
Arg
Asp
75

Tyr

Thr

Leu

Ser Ser Gln

25

Tyr Leu Glu Trp Tyr Leu Gln

Pro
Ser
Lys
Phe
60

Phe

Tyr

Lys

Pro
Ser
Lys
Phe
60

Phe

Tyr

Lys

Pro
Ser
Lys
Phe
60

Phe

Tyr

Lys

Pro
Ser

Lys

Val
Leu
Pro
45

Ser
Thr
Cys

Val

Val
Leu
Pro
45

Ser
Thr

Cys

Val

Val
Leu
Pro
45

Ser
Thr

Cys

Val

Val
Leu

Pro

-94-

Thr
Val
30

Gly
Gly
Leu

Phe

Glu
110

Thr
Val
30

Gly
Gly
Leu

Phe

Glu

110

Thr
Val
30

Gly
Gly
Leu

Phe

Glu
110

Thr

Val
30
Gly

Pro
15

His
Gln
Val
Lys
Gln

95
Ile

Pro
15

His
Gln
Val
Lys
Gln

95
Ile

Pro
15

His
Gln
Val
Lys
Gln

95
Ile

Pro
15
His

Gln

Gly
Ser
Ser
Pro
Ile
80

Gly

Lys

Gly
Ser
Ser
Pro
Ile
80

Gly

Lys

Gly
Ser
Ser
Pro
Ile
80

Gly

Lys

Gly

Ser

Ser -
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35 40 45
Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80
Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Phe Gln Gly
85 90 95
Ser His Val Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110
<210> 59
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh ty nhidn tao

<220>
<221> Mién
<223> Trinh tu Hu23VL2 (N33Q)
<400> 59
Asp Gly Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly
1 5 10 15
Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser
20 25 30
Gln Gly Asn Thr Tyr Leu Glu Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45
Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80
Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Phe Gln Gly
85 90 95
Ser His Val Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110
<210> 60
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh ty nhdn tao
<220>
<221> Mién
<223> Trinh tu Hu23VL2 (N33L)
<400> 60
Asp Gly Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly
1 5 10 15
Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser
20 25 30
Leu Gly Asn Thr Tyr Leu Glu Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45
Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80
Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Phe Gln Gly
85 90 95
Ser His Val Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110
<210> 61
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh tyu nh8n tao
<220>
<221> Mién
<223> Trinh tu Hu23VL2(N33T)
<400> 61
Asp Gly Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly
1 5 10 15
Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser
20 25 30
Thr Gly Asn Thr Tyr Leu Glu Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45
Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80
Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Phe Gln Gly
85 90 95
Ser His Val Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110
<210> 62
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh tu nhin tao
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<220>
<221> Mién
<223> Trinh tu Hu23VL2 (N33D)
<400> 62
Asp Gly Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly
1 5 10 15
Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser
20 25 30
Asp Gly Asn Thr Tyr Leu Glu Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45
Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 . 70 75 80
Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Phe Gln Gly
85 90 95
Ser His Val Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
- 100 105 110
<210> 63
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh tu nhin tao
<220>
<221> Mién
<223> Trinh tu Hu23VL2 (G34A)
<400> 63
Asp Gly Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly
1 5 10 15
Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser
20 25 30
Asn Ala Asn Thr Tyr Leu Glu Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45
Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80
Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Phe Gln Gly
85 90 95
Ser His Val Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110
<210> 64
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<221> Mién
<223> Trinh tu Hu23VL2 (G34V)
<400> 64 .
Asp Gly Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly
1 5 10 15
Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser
20 25 30
Asn Val Asn Thr Tyr Leu Glu Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45
Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80
Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Phe Gln Gly
85 90 95
Ser His Val Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110
<210> 65
<211l> 5
<212> PRT
<213> Trinh ty nhidn tao
<220>
<221> Mién
<223> Trinh tu céng thic chung HCDR1 khang th& Hu32 va Hu23
<220>
<221> Mién

<222>(4)..(4)

<223> Xaa dugc chon tu Ile hodc Met
<400> 65

Asp Tyr Glu Xaa His

1 5

<210> 66

<211> 17

<212> PRT
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<213> Trinh ty nh8n tao

<220>

<221> Mién

<223> Trinh tu céng thtic chung HCDR1 khidng th& Hu32 va Hu23
<220>

<221> Mién

<222>(2)..(2)
<223> Xaa dugc chon tu Phe hodc Ile
<220>

<221> Mién

<222>(9)..(9)

<223> Xaa dugc chon tu Ile hodc Thr
<220>

<221> Mién

<222>(17)..(17)

<223> Xaa dugc chon tu Gly hodc Asp

<400> 66

Leu Xaa Asp Pro Glu Thr-Gly Gly Xaa Val Tyr Asn Gln Lys Phe Lys
1 5 10 15

Xaa

<210> 67

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhin tao

<220>

<221> Mién

<223> Trinh ty cdng thic chung HCDR3 khang th& Hu32 va Hu23
<220>

<221> Mién

<222>(2)..(2)

<223> Xaa dugc chon tu Gly hodc Arg
<220>

<221> Mién

<222>(3)..(3)

<223> Xaa duoc chon tl Phe hodc ving mit
<220>

<221> Mién

<222>(4)..(4)

<223> Xaa dugc chon tu Ser hodc vang mdt

<220>

<221> Mién

<222>(5) .. (5)

<223> Xaa dugc chon tl Tyr hodc ving mit
<220>

<221> Mién

<222>(7)..(7)

<223> Xaa dugc chon tl Gly hodc ving mit
<220>

<221> Mién

<222>(8)..(8)

<223> Xaa dugc chon tir Ser hodc ving mit
<220>

<221> Mién

<222>(9)..(9)

<223> Xaa dugc chon tu Asn hodc Thr
<220>

<221> Mién

<222>(10)..(10)

<223> Xaa dugc chon tu Arg hodc Ser

<400> 67

Glu Xaa Xaa Xaa Xaa Tyr Xaa Xaa Xaa Xaa Asp Trp Tyr Phe Asp Val
1 5 10 15
<210> 68

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh ty nhin tao

<220>

<221> Mién

<223> Trinh tu cdng thic chung LCDR1 khéng thé Hu32 va Hu23
<220>

<221> Mién

<222>(6)..(6)

<223> Xaa dugc chon tu Ile hodc Leu

<220>

<221> Mién

<222>(10)..(10)

<223> Xaa dugc chon tu Asn, Gln, Leu, Thr hodc Asp
<220>

<221> Mién
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<222>(11) .. (11)

<223> Xaa dugc chon tlu Gly, Ala hodc Val
<220>

<221> Mién

<222>(12) .. (12)

<223> Xaa dugc chon tlU Asn hodc Lys

<400> 68

Arg Ser Ser Gln Ser Xaa Val His Ser Xaa Xaa Xaa Thr Tyr Leu Glu
1 5 10 15
<210> 69

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nh3n tao

<220>

<221> Mién

<223> Trinh tu cbéng thtc chung LCDR3 khang thé Hu32 va Hu23
<220>

<221> Mién -

<222>(9)..(9)

<223> Xaa dugc chon tl Ala hodc Thr

<400> 69

Phe Gln Gly Ser His Val Pro Tyr Xaa
1 5

<210> 70

<211> 125

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>

<221> Mién

<223> Trinh tu cbéng thuc chung ving bién d8i chudi ning khiang thé Hu32 va Hu23
<220>

<221> Mién

<222>(26) .. (26)

<223> Xaa dugc chon tl Gly hodc Asp
<220>

<221> Mién

<222>(27) ..(27)

<223> Xaa dugc chon tu Gly, Phe hodc Tyr
<220>

<221> Mién

<222>(30)..(30)

<223> Xaa dugc chon tu Ser hodc Thr
<220>

<221> Mién

<222>(34) .. (34)

<223> Xaa dugc chon tu Ile hodc Met
<220>

<221> Mién

<222>(38)..(38)

<223> Xaa dugc chon tu Arg hodc Lys
<220>

<221> Mién

<222>(43)..(43)

<223> Xaa duoc chon tl Gln hodc His
<220>

<221> Mién

<222>(48)..(48)

<223> Xaa dugc chon tlr Ile hodc Met
<220>

<221> Mién

<222>(51)..(51)

<223> Xaa dugoc chon tu Phe hodc Ile
<220>

<221> Mién

<222>(58)..(58)

<223> Xaa dugc chon tu Ile hodc Thr
<220>

<221> Mién

<222>(66)..(66)

<223> Xaa dugc chon tu Gly hodc Asp
<220>

<221> Mién

<222>(67)..(67)

<223> Xaa dugc chon tu Arg hodc Lys
<220>

<221> Mién

<222>(68)..(68)

<223> Xaa duoc chon tu Val, Ala hodc Thr
<220>
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<221> Mién

<222>(70) .. (70)

<223> Xaa dugc chon tu Arg hodc Lys
<220>

<221> Mién

<222>(83)..(83)

<223> Xaa dugc chon tl Leu hodc Phe
<220>

<221> Mién

<222>(97) .. (97)

<223> Xaa dugc chon tu Ala hodc Thr

<220>

<221> Mién

<222>(100)..(100)

<223> Xaa dugc chon tu Gly hodc Arg
<220>

<221> Mién

<222>(101)..(101) -
<223> Xaa dugc chon tit Phe hodc vdng mit
<220>

<221> Mién

<222>(102)..(102)

<223> Xaa dugc chon tu Ser hodc vang mét
<220>

<221> Mién

<222>(103)..(103)

<223> Xaa dugc chon tl Tyr hodc ving mit
<220>

<221> Mién

<222>(105)..(105)

<223> Xaa dugc chon tl Gly hodc vdng mit

<220>

<221> Mién

<222>(106) ..(106)

<223> Xaa duoc chon tlu Ser hodc ving mit
<220>

<221> Mién

<222>(107) ..(107)

<223> Xaa dugc chon tu Asn hodc Thr
<220>

<221> Mién

<222>(108)..(108)

<223> Xaa dugc chon tu Arg hodc Ser

<400> 70 .
Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser
1 5 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Xaa Xaa Thr Phe Xaa Asp Tyr
20 25 30
Glu Xaa His Trp Val Xaa Gln Ala Pro Gly Xaa Gly Leu Glu Trp Xaa
35 40 45
Gly Leu Xaa Asp Pro Glu Thr Gly Gly Xaa Val Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 60
Lys Xaa Xaa Xaa Thr Xaa Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Xaa Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Xaa Arg Glu Xaa Xaa Xaa Xaa Tyr Xaa Xaa Xaa Xaa Asp Trp Tyr Phe
100 ' 105 110
Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120 125
<210> 71
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh ty nhin tao
<220>

<221> Mién

<223> Trinh tu céng thic chung ving bién &di chudi nhe khdng thé Hu32 va Hu23
<220> :

<221> Mién

<222>(2)..(2)

<223> Xaa duoc chon tut Ile, Val hodc Gly

<220>

<221> Mién

<222>(29)..(29)

<223> Xaa dugc chon tu Ile hodc Leu

<220>
<221> Mién
<222>(33)..(33)

<223> Xaa duoc chon tu Asn, Gln, Leu, Thr hodc Asp

-90-



<220>
<221> Mién
<222>(34) .. (34)

<223> Xaa dugc chon tu
<220>
<221> Mién

<222>(35) .. (35)

<223> Xaa dugc chon tu
<220>

<221> Mién
<222>(102)..(102)

<223> Xaa dugc chon tu
<400> 71
Asp Xaa Val
1
Glu

Thr Gln
5
Ile

Met
Ser Ser
20

Thr

Pro Ala

Xaa Leu
35
Leu

Xaa Xaa Tyr

Gln Ile
50
Arg

Pro Leu Tyr

Phe Ser
70
Glu

Asp Ser
65

Ser

Gly

Val Glu Ala
85

Tyr

Arg

Val Pro Xaa

100

Ser His
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223> Trinh tu
<400> 72

Ala Ser Thr Lys
1
Ser

72

327

PRT
Trinh ty nh8n tao

Mién

Gly
5
Glu Ser
20

Pro

Thr Ser Thr

Phe Glu
35
His

Pro Val Thr

Val Thr Phe Pro

50
Ser

Gly

Val Val Thr
70

Asp

Leu Ser
65
Tyr Thr Val
85

Lys

Cys Asn

Val Glu Ser
100

Gly

Arg Tyr

Glu Ala Ala
115

Leu

Gly Pro
Thr
130
Val

Asp Met Ile Ser

Asp Ser Gln Glu

145
Gly

Asp
150
Val His Asn
165
Arg

Val Glu

Asn Ser Thr Tyr Val

180
Asn Gly Glu
195

Ser

Trp Leu Lys

Ser Ile Glu
210

Pro

Pro Lys
Glu
225
Asn

Gln Val Thr
230

Thr

Tyr

Gln Val Leu

245
Trp

Ser

Ile Ala Val Glu

260
Pro

Glu

Thr Thr Pro Val Leu

275
Leu Thr Val
290

Ser

Arg Asp Lys
Glu
310

Gly

Cys Val Met His

305
Leu Leu

325

Ser Leu Ser

<210>
<211>

73
107

41636

Gly, Ala hodc Val

Asn

Ala
Thr
Cys
Glu
Lys
55

Gly

Asp

Phe

Ala
Val
Ala
55

Val
His
Gly
Ser
Arg
135
Pro
Ala
Val
Tyr
Thr
215
Leu
Cys
Ser
Asp
Ser
295
Ala

Lys

hodc Lys

hodc Thr

Pro
Arg
Trp
40

Val
Ser

Val

Gly

ving hdng dinhi

Pro Ser Val

Ala
Ser
40

Val
Pro
Lys
Pro
Val
120
Thr
Glu
Lys
Ser
Lys
200
Ile
Pro
Leu
Asn
Ser
280

Arg

Leu

Leu Ser Leu Pro Val
10

Ser Ser Gln Ser Xaa

25

Tyr Leu Gln Lys Pro
45

Phe Ser

60

Phe Thr

Ser Asn Arg

Gly Thr Asp
75
Val Tyr
90

Gly

Gly Tyr Cys

Gly Thr

105

Lys Val

chudi ning IgG4-AA

Phe Pro Leu Ala Pro
10

Leu Gly Cys Leu Val

25

Trp Asn Ser Gly Ala
45

Ser Gly

60

Leu Gly

Leu Gln Ser
Ser
75

Asn

Ser Ser

Ser
90
Cys

Pro Thr Lys

Pro Pro
105
Phe

Pro Cys

Phe Pro Pro
125

Thr Cys

140

Asn Trp

Leu

Pro Glu Val

Val Gln Phe
155
Thr Lys Pro
170

Leu

Arg Glu

Val
185
Cys

Thr Val Leu

Val Ser Asn
205

Lys Gly

220

Glu Glu

Lys

Ser Lys Ala
Gln
235

Gly

Pro Ser

Val Lys
250
Gln

Phe Tyr

Gly Pro Glu Asn
265
Asp Phe Phe

285
Gly Asn
300

Tyr Thr

Gly Ser

Trp Gln Glu
His
315

His Asn

-100-

Thr
Val
30

Gly
Gly
Leu

Phe

Glu
110

Cys
Lys
30

Leu
Leu
Thr
Val
Pro
110
Lys
Val
Tyr
Glu
His
190
Lys
Gln
Met
Pro
Asn
270
Leu

Val

Gln

Pro
15

His
Gln
Val
Lys
Gln

95
Ile

Ser
15

Asp
Thr
Tyr
Lys
Asp
95

Ala
Pro
Val
Val
Gln
175
Gln
Gly
Pro
Thr
Ser
255
Tyr
Tyr
Phe

Lys

Gly
Ser
Ser
Pro
Ile
80

Gly

Lys

Arg
Tyr
Ser
Ser
Thr
80

Lys

Pro

Asp
160
Phe
Asp
Leu
Arg
Lys
240
Asp
Lys
Ser

Ser

Ser
320



<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

Arg Thr

1

PRT
Trinh tu

Mién
Trinh tu
73

Val Ala

Gln Leu Lys Ser

Tyr Pro

20
Arg Glu
35

Ser Gly Asn Ser

50
Thr Tyr

65

Lys His

Pro Val

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

Ser Leu
Lys Val

Thr Lys
100

74

452

PRT

Trinh tu

<220>
<221>
<223>
<400>

Glu
1
Ser
Glu
Gly
Lys
65
Met
Ala
Asp
Lys
Glu
145
Pro
Thr
Val
Asn
Ser
225
Gly
Met
Gln
Val
Tyr
305
Gly
Ile
Val
Ser
Glu

385
Pro

Val
Vval
Met
Leu
50

Asp
Glu
Arg
Val
Gly
130
Ser
Val
Phe
Val
Val
210
Lys
Gly
Ile
Glu
His
290
Arg
Lys
Glu
Tyr

Leu
370
Trp

Val

Mién
Trinh tu
74

Gln
Lys
His
35

Ile
Arg
Leu
Glu
Trp
115
Pro
Thr
Thr
Pro
Thr
195
Asp
Tyr
Pro
Ser
Asp
275
Asn
Val
Glu
Lys
Thr
355
Thr

Glu

Leu

Leu

Val
20

Trp
Asp
Val
Ser
Arg
100
Gly
Ser
Ala
Val
Ala
180
Val
His
Gly
Ser
Arg
260
Pro
Ala
Val
Tyr
Thr
340
Leu
Cys

Ser

Asp

nhdn tao

41636

ving hidng dinh chudi nhe khang thé kappa

Ala
5

Gly
Ala
Gln
Ser
Tyr

85
Ser

Pro
Thr
Lys
Glu
Ser
70

Ala

Phe

Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser

Ala
Val
Ser
55

Thr
Cys

Asn

nhdn tao

Ser
Gln
40

Val
Leu

Glu

Arg

Val
25

Trp
Thr
Thr

Val

Gly
105

10
Val

Lys
Glu
Leu
Thr

90
Glu

Cys
Val
Gln
Ser
75

His

Cys

Leu
Asp
Asp
60

Lys

Gln

Leu
Asn
45

Ser

Ala

Gly

chudi ning khang thé Hu23-11.IgG4AA

Val Gln Ser Gly Ala

5
Ser

Val
Pro
Thr
Ser
85

Phe
Gln
Val
Ala
Ser
165
Val
Pro
Lys
Pro
Val
245
Thr
Glu
Lys
Ser
Lys
325
Ile
Pro
Leu

Asn

Ser

Cys
Arg
Glu
Ile
70

Leu
Ser
Gly
Phe
Leu
150
Trp
Leu
Ser
Pro
Pro
230
Phe
Pro
Val
Thr
Val
310
Cys
Ser
Pro
Val
Gly

390
Asp

Lys
Gln
Thr
55

Thr
Arg
Tyr
Thr
Pro
135
Gly
Asn
Gln
Ser
Ser
215
Cys
Leu
Glu
Gln
Lys
295
Leu
Lys
Lys
Ser
Lys
375

Gln

Gly

Ala
Ala
40

Gly
Ala
Ser
Tyr
Thr
120
Leu
Cys
Ser
Ser
Ser
200
Asn
Pro
Phe
Val
Phe
280
Pro
Thr
Val
Ala
Gln
360
Gly

Pro

Ser

Ser
25

Pro
Gly
Asp
Glu
Gly
105
Val
Ala
Leu
Gly
Ser
185
Leu
Thr
Pro
Pro
Thr
265
Asn
Arg
Val
Ser
Lys
345
Glu
Phe

Glu

Phe

Glu Val Lys Lys

10
Gly

Gly
Thr
Lys
Asp
90

Ser
Thr
Pro
Val
Ala
170
Gly
Gly
Lys
Cys
Pro
250
Cys
Trp
Glu
Leu
Asn
330
Gly
Glu
Tyr
Asn

Phe

Gly
Gln
Val
Ser
75

Thr
Thr
Val
Cys
Lys
155
Leu
Leu
Thr
Val
Pro
235
Lys
Val
Tyr
Glu
His
315
Lys
Gln
Met
Pro
Asn

395
Leu

Thr
Gly
Tyr
60

Thr
Ala
Ser
Ser
Ser
140
Asp
Thr
Tyr
Lys
Asp
220
Ala
Pro
Val
Val
Gln
300
Gln
Gly
Pro
Thr
Ser
380

Tyr

Tyr

Phe
Leu
45

Asn
Ser
Val
Asp
Ser
125
Arg
Tyr
Ser
Ser
Thr
205
Lys
Pro
Lys
Val
Asp
285
Phe
Asp
Leu
Arg
Lys
365
Asp
Lys

Ser

-101-

Asn
30

Ala
Lys
Asp

Leu

Pro
Ser
30

Glu
Gln
Thr
Tyr
Trp
110
Ala
Ser
Phe
Gly
Leu
190
Tyr
Arg
Glu
Asp
Asp
270
Gly
Asn
Trp
Pro
Glu
350
Asn
Ile

Thr

Arg

Asp
15

Asn
Leu
Asp
Tyr

Ser
95

Gly
15

Asp
Trp
Lys
Ala
Tyr
95

Tyr
Ser
Thr
Pro
Val
175
Ser
Thr
Val
Ala
Thr
255
Val
Val
Ser
Leu
Ser
335
Pro
Gln
Ala

Thr

Leu

Glu
Phe
Gln
Ser
Glu

80
Ser

Ser
Tyr
Met
Phe
Tyr
80

Cys
Phe
Thr
Ser
Glu
160
His
Ser
Cys
Glu
Ala
240
Leu
Ser
Glu
Thr
Asn
320
Ser
Gln
Val
Val
Pro

400
Thr
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405 410 415
Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val
420 425 430
Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Glm Lys Ser Leu Ser Leu
435 440 445
Ser Leu Gly Lys
450
<210> 75
<211> 219
<212> PRT
<213> Trinh tu nhin tao
<220>

<221> Mién
<223> Trinh tu chudi nhe Hu23-11.IgG4AA/Hu32a-85.IgG4AA/Hu23-11.IgG4P/Hu32a-85.IgG4P
<400> 75
Asp Ile Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly
1 - 5 10 15
Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser
20 25 30
Thr Gly Asn Thr Tyr Leu Glu Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45
Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 : 75 80
Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Phe Gln Gly
85 90 95
Ser His Val Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110
Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu
115 120 125
Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe
130 135 140
Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln
145 150 155 160
Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser
165 170 175
Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu
180 185 190
Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser
’ 195 200 205
Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215
<210> 76
<211> 447
<212> PRT
<213> Trinh ty nhdn tao
<220>
<221> Mién
<223> Trinh ty chudi n&ng Hu32a-85.IgG4AA
<400> 76
Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser
1 5 . 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Asp Phe Thr Phe Thr Asp Tyr
20 25 30
Glu Ile His Trp Val Lys Gln Ala Pro Gly His Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45
Gly Leu Phe Asp Pro Glu Thr Gly Gly Ile Val Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 60
Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Phe Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Thr Arg Glu Gly Tyr Asn Arg Asp Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly Gln
100 105 110
Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val
115 120 125
Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala
130 135 140
Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser
145 150 155 160
Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val
165 170 175
Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro
180 185 190
Ser Ser Ser Leu Gly Thr Lys Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys
195 200 205
Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Ser Lys Tyr Gly Pro
210 - 215 220
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Pro Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Ala Ala 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 Gln Glu Asp Pro Glu
260 265 270
Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys
275 280 285
Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe 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 Gly Leu Pro Ser Ser 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 Gln 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
Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg
405 410 415
Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu
420 425 430
His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys
435 440 445
<210> 77
<211> 445
<212> PRT
<213> Trinh tu nhdn tao
<220>
<221> Mién
<223> Trinh ty chudi ning Hu33-6.IgG4AA
<400> 77
Lys Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30
Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ala Thr Ile Ser Gly Gly Gly Val Asp Thr Tyr Tyr Gln Asp Asn Val
50 . 55 60
Gln Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
65 70 75 80
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Ser Pro Tyr Gly His Gly Tyr Phe Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110
Thr Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro
115 120 125
Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly
130 - 135 140
Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn
145 150 155 160
Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln
165 170 175 E
Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser
180 185 190
Ser Leu Gly Thr Lys Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys Pro Ser
195 200 205
Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys
210 215 220
Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Ala Ala Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu
225 230 235 240
Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu
- 245 250 255
Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser Gln Glu Asp Pro Glu Val Gln
260 265 270
Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys
275 280 285
Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu
290 295 300
Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys
305 ' 310 315 320
Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ser Ser Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys
’ 325 330 335
Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser

-103-



Gln
Gly
Pro
385
Ser

Glu

His

Glu
Phe
370
Glu
Phe

Gly

Tyr

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

<221>

<223>
<400>
Asp Ile Gln Met

1
Asp

Leu
Tyr
Ser
65

Glu
Thr
Pro
Thr
Lys
145
Glu
Ser

Ala

Phe

Arg
Asn
Tyr
50

Gly
Asp
Phe
Ser
Ala
130
Val
Ser
Thr
Cys

Asn
210

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

<221>

<223>
<400>

Ala
1
Ser
Phe
Gly
Leu
65
Tyr
Arg
Glu
Asp
Asp

145
Gly

Ser
Thr
Pro
Val
50

Ser
Thr
Val
Phe
Thr
130

Val

Val

Glu
355
Tyr
Asn
Phe

Asn

Thr
435

78

214
PRT
Trinh tu

Mién
Trinh tu
78

Val

Trp
35

Thr
Ser
Phe
Gly
Val
115
Ser
Gln
Val
Leu
Glu

195
Arg

79
327
PRT
Trinh tuy

Mién
Trinh tu
79

Thr
Ser
Glu
35

His
Ser
Cys
Glu
Leu
115
Leu

Ser

Glu

340
Met

Pro
Asn
Leu
Val

420
Gln

Thr
20

Tyr
Ser
Gly
Ala
Gly
100
Phe
Val
Trp
Thr
Thr
180

Val

Gly

Lys
Glu
20

Pro
Thr
Val
Asn
Ser
100
Gly
Met

Gln

Val

Thr
Ser
Tyr
Tyxr
405

Phe

Lys

Lys
Asp
Lys
390
Ser

Ser

Ser

Asn
Ile
375
Thr
Arg
Cys

Leu

Gln
360
Ala
Thr
Leu

Ser

Ser

© 440

nhdn tao

345
Val

Val

Pro

Thr

Val

425
Leu

Ser
Glu
Pro
Val
410

Met

Ser

41636

Leu

Trp
Val
395
Asp
His

Leu

Thr
Glu
380
Leu
Lys

Glu

Gly

Cys
365
Ser
Asp
Ser

Ala

Lys
445

350
Leu

Asn
Ser
Arg

Leu
430

chudi nhe Hu33-6.IgG4AA/Hu33-6.IgG4P

Thr Gln Ser Pro Ser

5
Ile

Gln
Ser
Thr
Thr
85

Gly
Ile
Val
Lys
Glu
165
Leu

Thr

Glu

Thr
Gln
Leu
Asp
70

Tyr
Thr
Phe
Cys
Val
150
Gln
Ser
His

Cys

Cys
Lys
His
55

Tyr
Tyr
Lys
Pro
Leu
135
Asp
Asp
Lys

Gln

nhin tao

Arg
Pro
40

Ser
Thr
Cys
Val
Pro
120
Leu
Asn
Ser

Ala

Gly
200

Ala
25

Gly
Gly
Leu
Gln
Glu
105
Ser
Asn
Ala
Lys
Asp

185
Leu

Ser
10

Ser
Lys
Val
Thr
Gln
90

Ile
Asp
Asn
Leu
Asp
170

Tyr

Ser

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Gly
Lys
Glu
Phe
Gln
155
Ser

Glu

Ser

Ser
Asp
Pro
Ser
60

Ser
Asn
Arg
Gln
Tyr
140
Ser
Thr
Lys

Pro

Ala
Ile
Lys
45

Arg
Ser
Thr
Thr
Leu
125
Pro
Gly
Tyr
His

Val
205

ving hidng dinh chudi ning IgG4-P

Gly
5
Ser
Val
Phe
Val
Val
85
Lys
Gly
Ile

Glu

His
165

Pro
Thr
Thr
Pro
Thr
70

Asp
Tyr
Pro
Ser
Asp

150
Asn

Ser
Ala
Val
Ala
55

Val
His
Gly
Ser
Arg
135

Pro

Ala

Val
Ala
Ser
40

Val
Pro
Lys
Pro
Val
120
Thr

Glu

Lys

Phe

Leu
25

Trp
Leu
Ser
Pro
Pro
105
Phe
Pro

Val

Thr

Pro
10

Gly
Asn
Gln
Ser
Ser
90

Cys
Leu
Glu
Gln

Lys
170

Leu
Cys
Ser
Ser
Ser
75

Asn
Pro
Phe
Val
Phe

155
Pro

Ala
Leu
Gly
Ser
60

Leu
Thr
Pro
Pro
Thr
140

Asn

Arg

Pro
val
Ala
45

Gly
Gly
Lys
Cys
Pro
125
Cys
Trp

Glu

-104-

Ser
Asn
30

Leu
Phe
Leu
Leu
Val
110
Lys
Arg
Asn
Ser
Lys

190
Thr

Cys
Lys
30

Leu
Leu
Thr
Val
Pro
110
Lys
Val
Tyr

Glu

Val
Gly
Asp
Trp

415
His

Val
15

Asn
Leu
Ser
Gln
Pro
95

Ala
Ser
Glu
Ser
Leu
175
Val

Lys

Ser
15

Asp
Thr
Tyr
Lys
Asp
95

Ala
Pro
Val

Val

Gln
175

Lys
Gln
Gly
400
Gln

Asn

Gly
Phe
Ile
Gly
Pro
80

Trp
Ala
Gly
Ala
Gln
160
Ser
Tyr

Ser

Arg
Tyr
Ser
Ser
Thr
80

Lys
Pro
Lys
Val
Asp

160
Phe



41636

Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp
180 185 190
Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu
195 200 205
Pro Ser Ser Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg
210 215 220
Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Gln Glu Glu Met Thr Lys
225 230 235 240
Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp
245 250 255
Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys
260 265 270
Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser
275 280 285
Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser
290 295 300
Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser
305 310 315 320
Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys
325
<210> 80
<211> 452
<212> PRT
<213> Trinh tu nh3n tao
<220>
<221> Mién
<223> Trinh ty chudi ndng khing thd Hu23-11. IgG4P
<400> 80
Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser
1 5 10 . 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Gly Thr Phe Ser Asp Tyr
20 25 30
. Glu Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45
Gly Leu Ile Asp Pro Glu Thr Gly Gly Thr Val Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 60
Lys Asp Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Glu Arg Phe Ser Tyr Tyr Gly Ser Thr Ser Asp Trp Tyr Phe
100 105 110
Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr
115 120 125
Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser
130 135 140
Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu
145 150 155 160
Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His
165 170 175
Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser
180 185 190
Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Lys Thr Tyr Thr Cys
195 200 205
Asn Val Asp His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu
210 215 220
Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Phe Leu
225 230 235 240
Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu
245 250 255
Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser
260 265 270
Gln Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu
275 280 285
Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr
290 295 300
Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn
305 310 315 320
Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ser Ser
325 330 335
Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln
340 345 350
Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Gln Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val
355 360 365
Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val
370 375 ' 380
Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro
385 390 395 400
Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr
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Val Asp Lys Ser

420

Met His Glu Ala

435

Ser Leu Gly Lys

450

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

Glu
1
Ser
Glu
Gly
Lys
65
Met
Thr
Gly

Phe

Leu
145

Trp
Leu
Ser
Pro
Pro
225
Phe
Pro
Val
Thr
Val
305
Cys
Ser
Pro
Val
Gly
385
Asp
Trp

His

Val
Val
Ile
Leu
50

Gly
Glu
Arg
Thr
Pro
130
Gly
Asn
Gln
Ser
Ser
210
Cys
Leu
Glu
Gln
Lys
290
Leu
Lys
Lys
Ser
Lys
370
Gln
Gly

Gln

Asn

81

447
PRT
Trinh ty

Mién
Trinh tu
81

Gln
Lys
His
35

Phe
Lys
Phe
Glu
Thr
115
Leu
Cys
Ser
Ser
Ser
195
Asn
Pro
Phe
Val
Phe
275
Pro
Thr
Val
Ala
Gln
355
Gly
Pro
Ser

Glu

His
435

Leu

Val
20

Trp
Asp
Ala
Ser
Gly
100
Val
Ala
Leu
Gly
Ser
180
Leu
Thr
Pro
Pro
Thr
260
Asn
Arg
Val
Ser
Lys
340
Glu
Phe
Glu
Phe
Gly

420
Tyr

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

82

445

PRT
Trinh tu

Mién
Trinh tuy
82

405

410

41636

415

Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val

425

430

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

nhin tao

chudi ning Hu32a-85.

Val
5
Ser
Val
Pro
Thr
Ser
85
Tyxr
Thr
Pro
Val
Ala
165
Gly
Gly
Lys
Cys
Pro
245
Cys
Trp
Glu
Leu
Asn
325
Gly
Glu
Tyr
Asn
Phe
405

Asn

Thr

440

Gln Ser Gly

Cys
Lys
Glu
Leu
70

Leu
Asn
Val
Cys
Lys
150
Leu
Leu
Thr
Val
Pro
230
Lys
Val
Tyr
Glu
His
310
Lys
Gln
Met
Pro
Asn
390
Leu

Val

Gln

Lys
Gln
Thr
55

Thr
Arg
Arg
Ser
Ser
135
Asp
Thr
Tyr
Lys
Asp
215
Ala
Pro
Val
Val
Gln
295
Gln
Gly
Pro
Thr
Ser
375
Tyr
Tyr

Phe

Lys

nhin tao

Ala
Ala
40

Gly
Ala
Ser
Asp
Ser
120
Arg
Tyxr
Ser
Ser
Thr
200
Lys
Pro
Lys
Val
Asp
280
Phe
Asp
Leu
Arg
Lys
360
Asp
Lys
Ser

Ser

Ser
440

Ala
Ser
25

Pro
Gly
Asp

Glu

Trp
105
Ala
Ser
Phe
Gly
Leu
185
Tyr
Arg
Glu
Asp
Asp
265
Gly
Asn
Trp
Pro
Glu
345
Asn
Ile
Thr
Arg
Cys

425
Leu

IgG4P

Glu
10

Asp
Gly
Ile
Lys
Asp
90

Tyr
Ser
Thr
Pro
Val
170
Ser
Thr
Val
Phe
Thr
250
Val
Val
Ser
Leu
Ser
330
Pro
Gln
Ala
Thr
Leu
410

Ser

Ser

Val
Phe
His
Val
Ser
75

Thr
Phe
Thr
Ser
Glu
155
His
Ser
Cys
Glu
Leu
235
Leu
Ser
Glu
Thr
Asn
315
Ser
Gln
Val
Val
Pro
395
Thr

Val

Leu

chudi ning Hu33-6. IgG4P

Lys
Thr
Gly
Tyr
60

Thr
Ala
Asp
Lys
Glu
140
Pro
Thr
Val
Asn
Ser
220
Gly
Met
Gln
Val
Tyr
300
Gly
Ile
Val
Ser
Glu
380
Pro
Val

Met

Ser

445

Lys
Phe
Leu
45

Asn
Ser
Val
Val
Gly
125
Ser
Val
Phe
Val
Val
205
Lys
Gly
Ile
Glu
His
285
Arg
Lys
Glu
Tyr

Leu
365
Trp

vVal
Asp
His

Leu
445
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Pro
Thr
30

Glu
Gln
Thr
Tyr
Trp
110
Pro
Thr
Thr
Pro
Thr
190
Asp
Tyr
Pro
Ser
Asp
270
Asn
Val
Glu
Lys
Thr
350
Thr
Glu
Leu
Lys
Glu

430
Gly

Gly
15

Asp
Trp
Lys
Ala
Tyr
95

Gly
Ser
Ala
Val
Ala
175
Val
His
Gly
Ser
Arg
255
Pro
Ala
Val
Tyr
Thr
335
Leu
Cys
Ser
Asp
Ser
415

Ala

Lys

Ser
Tyr
Ile
Phe
Tyr
80

Cys
Gln
Val
Ala
Ser
160
Val
Pro
Lys
Pro
Val
240
Thr
Glu
Lys

Ser

Pro
Leu
Asn
Ser
400

Arg

Leu



41636

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

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30
Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ala Thr Ile Ser Gly Gly Gly Val Asp Thr Tyr Tyr Gln Asp Asn Val
50 55 60
Gln Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
65 70 75 80
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Ser Pro Tyr Gly His Gly Tyr Phe Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr
) 100 105 110
Thr Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro
115 120 125
Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly
- 130 135 140
Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn
145 150 155 160
Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln
165 170 175
Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser
180 185 190
Ser Leu Gly Thr Lys Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys Pro Ser
195 200 205
Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys
210 215 220
Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Phe Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu
225 230 235 240
Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu
245 250 255
Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser Gln Glu Asp Pro Glu Val Gln
260 265 270
Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys
275 280 285
Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu
290 295 300
Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys
305 310 315 320
Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ser Ser Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys
325 330 335
Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser
340 345 350
Gln Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys
355 360 365
Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln
370 375 380
Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly
385 390 395 400
Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln
405 410 415
Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn
420 425 430
His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys
435 440 445

-107-





