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(57) Sang ché dé cap dén linh vuc cdng nghé sinh hoc va bao gdm cac khéang
thé don dong duoc phan Iap, cu thé 1a cac khang thé don dong cua ngudi, gan
két dic hiéu véi PD-1 véi & luc cao. Cac khang thé theo sang ché co thé la
khang thé thé kham, khang thé dugc 1am cho giéng véi cua ngudi hoic khang
thé cta nguoi hodc cac manh gan két khang nguyén cua nd, va co thé duoc su
dung 1am chat diéu tri trong linh vuc ung thu va mién dich ung thu, dé diéu trj
cac bénh lién quan dén cac rdi loan khac nhau cua sy phat trién va sy ting sinh
té bao. Sang ché ciing dé cap dén cac phuong phap tao ra khang thé néu trén va
mo ta phuong phap diéu tri cac bénh ¢ ngudi bang cach sir dung cac khang thé
néu trén.

SANMANNANNN y mARN cdia té bao lymphd S AAANANANAN v mARN cta t& bao lymphd
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Linh vue k¥ thuat dwee dé cap

-Sang ché nay lién quan dén linh vyc cong nghé sinh hoc va dé& cap dén cac
khang thé don dong dugc phan 14p, cu thd 13 cac khang thé don dong cia nguoi gin
két dic hiéu voi PD-1 véi 4i luc cao. Cc khang thé ciia sang ché c6 thé 1a khang thé
thd kham, khang thé dugc 1am cho giéng véi cla ngudi hoic khang thé cia ngudi,
hoiic chc manh gén két khang nguyén ciia nd, va c6 thé dugc sir dung 1am chét diéu tri
trong linh vuc ung thu va mién dich-ung thu, va dé diéu tri cac bénh lién quan dén rdi
loan khac nhau cta sy phat trién hodc su t& bao cua té bao. Sang ché ciing dé cap dén
cac phuong phép tao ra khang thé néu trén va mo ta phuong phéap didu tri cac bénh &

ngudi bing khang thé néu trén.

Tinh trang ky thuit cia sang ché

Protein chét theo chuong trinh 1 (PD-1) 1a mot thanh vién G ché cia ho thy thé
CD28 ciling bao gém CD28, CTLA-4, ICOS va BTLA. PD-1 dugc biéu hién trén cac
té bao B hoat héa, té bao T va cac té bao tiiy (Agata et al., supra; Okazaki et al. (2002)
Curr Opin Immunol 14: 391779-82; Bennet et al. (2003) J Immunol 170: 711-8). Céc
thanh vién ban diu cua ho nay, CD28 va ICOS, dugc phat hién bé“mg cac chic nédng
hiéu Gng chirc ning d6i véi su gia ting mirc d) tang sinh cla té bao T sau khi bd sung
c4c khang thé don dong (Hutloff et al. (1999) Nature 397:263-266; Hansen et al.
(1980) Immunogenics 10:247-260). PD-1 dugc phat hién bang cach sang loc sy biéu
hién khac biét trong té bao chét theo chuong trinh (Ishida et al. (1992) EMBO J
11:3887-95). Céc thanh vién khac cia ho nay, CTLA-4 va BTLA, dugc phat hién
bang cach sang loc sy biéu hién khac biét trong té bao lymphd T va té bao THI gy
doc t bio twong tng. TAt ca cac thanh vién CD28, ICOS va CTLA-4 déu ¢6 gbc
xystein khong dwgc ghép cdp, cho phép ching homodime hoéa. Trai lai, PD-1 dugc
cho 14 ton tai du6i dang monome, khong c6 dic tinh cla gbc xystein khong dugc ghép
cip trong cac thanh vién ctia ho CD28 khac.

PD-1 13 protein xuyén mang loai 55 kDa, la mot phan ciia ho chung gen Ig

(Agata et al. (1996) Int Immunol 8:765-72). PD-1 chtra motif irc ché thu thé mién dich
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tyrosin (ITIM) & gin mang va motif chuyén d6i dva trén tyrosin & xa mang (ITSM)
(Thomas, M.L. (1995) J Exp Med 181:1953-6; Vivier, E u Daeron, M (1997)
Immunol Today 18:286-91). Mac du twong ty vé mit céu tric v6i CTLA-4, PD-1
khong c6 motif MYPPY rit quan trong ddi véi sy gén két B7-1 va B7-2. Pa dugc phat
hién duoc ring PD-1 c6 hai phéi tir, PD-L1 v PD-L2, di dugc ching minh 1a diéu
hoa 4m tinh sw hoat héa cta t& bao T sau khi gan két voi PD-1 (Freeman et al. (2000)
J Exp Med 192:1027-34; Latchman et al. (2001) Nat Immunol 2:261-8; Carter et al.
(2002) Eur J Immunol 32:634-43). Ca PD-L1 va PD-L2 déu la thé ddng dang B7 gin
két véi PD-1, nhung khong gin két v6i cac thanh vién khac caa ho CD28.

Mot phéi ti PD-1, PD-L1, ¢6 nhiéu trong c4c bénh ung thu khic nhau & nguoi
(Dong et al. (2002) Nat. Med. 8:787-9). Su tuong tac gitta PD-1 va PD-L1 dan dén su
giam s luong t& bao lympho tham nhiém khéi u, 1am gidm sy ting sinh qua trung
gian thy thé té bao T, va lin tranh khoi sy giam sat mién dich cia céc t€ bao ung thu
(Dong et al. (2003) J. Mol. Med. 81:281-7; Blank et al. (2005) Cancer Immunol.
Immunother. 54:307-314; Konishi et al. (2004) Clin. Cancer Res. 10:5094-100). Su tc
ché mién dich c6 thé duoc dao ngugc bing céach tc ché sy trong tac cuc bd cua PD-
L1 v6i PD-1, va tac dung nay 1a cong tinh khi sy twong tac cia PD-L2 véi PD-1 bi
phong bé (Iwai et al. (2002) Proc. Nat’l. Acad. Sci. USA 99:12293-7; Brown et al.
(2003) J. Immunol. 170:1257-66).

PD-1 14 thanh phin Gc ché ctia ho CD28 va dugc biéu hién trén cc té bao B
hoat hoa, t& bao T va té bao tiiy (Agata et al., trén diy; Okazaki et al. (2002) Curr
Opin Immunol 14: 391779-82; Bennett et al. (2003) J Immunol 170:711-8). Cac dong
vét bi thiéu hut PD-1 d& bi phét trién cac bénh ty mién khac nhau bao gdm bénh tim tu
midn, vA hoi ching twong tw lupit bao gdm bénh viém khép va bénh viém than
(Nishimura et al. (1999) Immunity 11:141-51; Nishimura et al. (2001) Science
291:319-22). Ngoai ra, PD-1 d3 dugc phat hién 12 dong vai tro trong bénh viém néo tur
mi&n, bénh lupit ban d6 toan than, bénh md ghép chéng tic chi (GVHD), bénh tiéu
duong typ I va bénh viém khdp dang thip (Salama et al. (2003) J Exp Med 198:71-78;
Prokunina and Alarcon-Riquelme (2004) Hum Mol Genet 13:R143; Nielsen et al.
(2004) Lupus 13:510). Trong dong té bao B cua khéi u & chudt, ITSM cia PD-1 da
duoc ching minh 13 can thiét @& phong bé su phosphoryl héa tyrosin va dong Ca2+
qua trung gian BCR cuia céc phén ti hiéu ung xudi dong (Okazaki et al. (2001) PNAS
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98:13866-71). ,

Ngay nay, c6 nhidu khéng thé khang PD-1, nhu nivolumab (BMS-936558,
MDX-1106 hoic ONO-4538; BMS), pembrolizumab (Merck).

Céc giai phap d biét boc 10 cac khang thd don dong khang PD-1 chira mot s
trinh tu axit amin theo Cong bd don quéc té s& WO 2006/121168 (nivolumab, BMS),
c6 mot sd dic tinh hiru ich, ching han nhu c6 4i luc cao v6i PD-1 ciia nguoi, nhung
khong c6 kha niang phan ting chéo dang ké v6i CD28, CTLA-4 hodc ICOS cia ngudi.
Ngoai ra, di chimg minh dugc ring cic khang thé ndy diéu bién dép Gng mién dich.
Do d6, séng ché nay ciing mé ta phwong phép diéu bién dap tng mién dich bing cach
stt dung c4c khang thé khang PD-1. Cu thé, sang ché dé& xuit phuong phap tc ché sy
sinh trudéng in vivo clia cac té bao khéi u bang cach st dung céc khang thé khang PD-
1.

Céc giai phap d3 biét ciing bdc 16 protein gan két PD-1 dugc phéan lép dugc md
ta trong Cong bd don qubc té s6 W02009/114335 (pembrolizumab, Merck) bao gbdm
ving bién ddi thtr nht va ving bién ddi thr hai. Ving bién ddi tht nhat 1a chudi nang
chtra cac ving CDR khéc nhau va vung bién dbi thur hai 13 chudi nhe ciing chita cac
vung CDR khac nhau.

Do 46, didu quan trong 13 phat trién cac khang thé nhan biét PD-1 va phuong
phap st dung cac chét ndy. Sang ché d2 xuét cac khang thé gin két dac hidu v6i PD-1
va ¢6 céc dic diém c6 1gi vé hoat tinh chirc ning, 4i luc, tinh dic hiéu va tinh én dinh

trong cac thir nghiém déanh gia.

Ban chit ky thuit clia sdng ché

Sang ché @& cap dén cac khang thé don dong ciia ngudi gin két dic higu voi
PD-1. C4c khéng thé nay c6 thé dugc st dung trong diu tri cac bénh ung thu va bénh
nhiém khudn. Cac khang thé don dong theo séng ché dugc cho 13 tao ra sy dép Ung
1am sang t6t nhit, so v&i cic phuong phép diéu tri bénh néu trén, bao gdm ca viéc didu
tri bang cac khang thé nay.

Theo mot khia canh, sing ché dé cap dén khang thé hoic manh gan két khang
nguyén ctia nd c6 kha nang gin két voi thy thé PD-1 ciia nguoi va chta trinh ty axit
amin c6 muc do twong ddng it nhit 75% véi trinh ty néu trong SEQ ID NO: 3.

Theo mdt phuong 4n, sang ché dé cap dén khang thé hodc manh ciia n6 chira
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trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 3.

Theo mdt sb phuong 4n, sing ché dé& cap dén khang thé hodc manh ciia né bao
gdm céc dic diém sau:

- trinh tw ciia min bién dbi chudi ning c6 mic do twong dong it nhét 75% véi
trinh tu néu trong SEQ ID NO: 7 va

- trinh tu ctia mién bién ddi chudi nhe c6 mic do tuong ddng it nhat 75% véi
trinh tu néu trong SEQ ID NO: 8.

Theo phuong &n, sang ché dé cap dén khang thé hodc manh ctia né chira trinh
tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 1-3.

Theo mdt sd phwong 4n, manh gin két canh tranh dé gén két hoic gan két vai
ciing epitop dudi dang mién gén két chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 7.

Theo mot s& phwong 4n, manh gin két c6 mirc d9 twong ddng it nhit 90% vai
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 7. Theo m¢t phuwong 4n cia sang ché, mién
gin két chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 7. Theo mét phuwong 4n cta
sang ché, mién gin két c6 thé dugc lam giéng véi clia nguoi.

Theo mot s6 phuong 4n cla sang ché, khang thé hoic manh gin két khang
" nguyén ciia n6 khac biét & chd, khéng thé nay lién quan dén cac isotyp IgG1, IgG2,
IgG3, IgG4 cua nguoi.

Theo mdt sd phuong an, khang thé hoic méanh cta né c6 trinh tw chudi ning c6
muc d6 twong ddng it nhit 90% vdi trinh ty néu trong SEQ ID NO: 9.

Theo médt $6 phuong an, khang thé hodc manh cia né cé trinh ty chudi nhe c6
muc d6 twong ddng it nhit 90% vdi trinh ty néu trong SEQ ID NO: 10.

Theo mot s& phuong 4an, ving én dinh Fc cua khang thé hoic manh cta né
chira sy dot bién bat ky 1am gidm hoic loai bo chirc ning bét ky trong sb cac chirc
nang hiéu tng (ADCC, ADCP hodc CDC) so v6i trinh tu tu nhién.

Theo mot s6 phuwong 4n, ving én dinh Fc cua khang thé hoic manh cia né
chtra sy dot bién 1am gia ting cac thong s6 dugc dong hoc ctia ngudi hodc dong vat,
chéng han nhu t;,5 (gi®) hogic Cmax (ug/ml).

Theo mdt s6 phuong 4n, khéng thé hodc manh gin két khang nguyén ctia né c6
it nhit mot trong sb cac dac tinh sau:

a) tinh &n dinh két tu: ham lugng chét két tu tang khong quéa 5% ham lugng ban
du trong dung dich & ndéng dd cao hon 10 mg/ml va & nhiét d6 bao quan T = 4°C
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trong thoi gian hon 6 thang;

b) tinh én dinh két tu: ham lrong cht két tu ting khong qua 5% ham luong ban
dau trong dung dich ¢ ndng d6 cao hon 10 mg/ml va v6i sy ting nhiét do 1&€n 37°C
trong thoi gian hon 2 tuln;

¢) tinh &n dinh két tu: ham lugng chét két tu ting khong qua 5% ham lugng ban
d4u trong dung dich & nbéng dd cao hon 10 mg/ml va véi sy tang nhiét do 1&én 50°C
trong thoi gian hon 6 gio;

d) hiing s6 phan ly Kp khong 16n hon 10 (M) khi gén két vi PD-1 cla ngudi;

¢) hing s6 két hop dong hoc kon (1/Ms) bang it nhat 10° (1/Ms) khi gén két véi
PD-1 cta nguoi;

f) hiing sb phan ly dong hoc dis (1/s) khong qué 10 (1/s) khi gén két voi PD-1
ctia nguoi.

Theo mot khia canh, sang ché d& cip dén khéng thé dic hiéu kép chtra manh
gfn két khang nguyén bit ky cia khang thé nhw d3 mo ta trén ddy.

Theo mot khia canh, sang ché dé cip dén phan ttr axit nucleic dugc phan lap
ma héa khang thé hodc mién gin két khang nguyén cta nod theo diém bt ky trong sd
cac diém tir 1 dén 14.

Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén vecto biéu hién chtra phan tir bét ky
trong sd cac phan tt axit nucleic dwolc phén lap bét ky nhu dugc mod ta ¢ day.

Theo mdt khia canh, sdng ché dé cap dén t8 bao chu chira trinh ty nucleotit bét
ky dugc mo ta & day.

Theo mdt khia canh, sang ché d& cap dén phuong phap tao ra té bao chii bao
gdm bude chuyén nhiZm té bao gbc thich hop bing vecto biéu hién.

Theo mot khia canh, sang ché d& cap dén phuong phap tao ra khang thé bat ky
dugc md ta trong tai liéu nay, bao gdm budc tao ra t& bao chii, nudi cy t& bao chu
trong cac didu kién da dé tao ra khang thé néu trén hodc manh cia nd, sau d6 phan lap
va tinh ché khang thé thu dwoc hodc méanh c¢6 hoat tinh ctia no.

Theo mdt sb phuong an, sang ché dé cap dén duoc phém chira khang thé hoic
ménh cla 06 nhu duoc md ta & trén, két hop véi mot hodc nhiéu ta duge, chét pha
lodng hodc chit mang dugc dung. Theo mot s6 phuong 4n, dugc phim dugc dung dé
didu tri cic bénh ung thu va bénh nhiém khuén.

Theo mot khia canh, sang ché mo ta phuong phép uc ché hoat tinh sinh hoc cta
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PD-1 & dbi tugng cin su Uc ché nay, bao gbm budc s dung lugng hitu hiéu cua
khéng thé bt ky nhu duge mo ta trén day.

Theo mot khia canh, sang ché mé ta phuwong phap diéu tri cho bénh nhan can
didu tri bao gdm budc sir dung khang thé bat ky hodc manh gin két khang nguyén

hodc dugc phim dugc mo ta trong tai liéu nay.

MBS ta vén tit cdc hinh vé

Fig.1 thé hién so dd tbng hop thu vién t6 hop nguyén thé ctia nguoi.

Fig.2 thé hién phagemid dé tach dong cua céc thu vién bidu hién thé thyc khuén
(Fig.A) va plasmit biéu hién dé tao ra Fab (Fig.B).

Fig.3 thé hién dién di ¢ BCD-100 trong didu kién khtt (3A, SDS-PAGE 12%),
trong cac didu kién khong khtt (3B, SDS-PAGE 8%).

Fig.4 thé hién thir nghiém enzym mi2n dich vé sy tuong tac cia BCD-100 véi
PD1 va cac khang nguyén khac.

'Fig.5 thé hién sy hoat hoéa lai viéc truyén tin hiéu NFAT bang céc khing thé

khang PDI trong dong té bao thong bao Jurkat-NFAT-PD1.

Fig.6 thé hién tac dung kich thich su san sinh IL-2 bdi khang thé khang PD1
trong mau toan phan ctia nguoi khi c6 mét doc té dudng rudt cua tu cAu khuén.

Fig.7 thé hién két qua phan tich tinh gy doc té bao qua trung gian té bao phu
thudc khang thé (ADCC) khang thé khang PD1 d6i voi dong té bao Jurkat-PD1.

Fig.8 thé hién két qua phan tich sy twong tic cia cac Ung vién BCD-100 véi
c4c thy thé FcRn va Foy trén hé théng Octet RED 96. |

Fig.9 thé hién két qué thir nghiém enzym mién dich dbi véi sy twong tac cua
BCD-100 v6i thu thé PD1 cua céc sinh vat khéac nhau.

Fig.10 thé hién két qua thir nghiém enzym mién dich d6i véi sy tuong tac cla
BCD-100 v&i thy thé ho CD28.

Fig.11 thé hién két qua phan tich sy twong téc cla cac Ung vién BCD-100 v6i
chc thu thé PD1 cia ngudi va khi cynomolgus trén hé théng Octet RED 96.

Fig.12 thé hién két qua cla Gng sudt nhiét (50°C, 12 gid) cla phan tr BCD-
100.
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M0 ta chi tiét sang ché
Dinh nghia va phwong phdp chung

Néu khong dugc dinh nghia theo cach khac, tit ca cac thuét ngit khoa hoc va k¥
thugt dugc st dung & day c6 nghia giong nhu thudng duoc hidu béi ngudi ¢6 hidu biét
trung binh trong linh vyc nay. Mac du cac phuong phap va vét liéu tuong tu hodc
twong duong v6i cac phuong phap va vét liéu dugc md ta & day co thé dugc st dung
trong thuc té hodc thir nghiém cac phuong an cia sang ché, cac phuong phap va/hodc
vét lidu 1am vi du dugc mo ta dudi day. Tht ca céc tai liéu cong bd va tai liéu tham
Khao khac duoc dé cap & day dugc két hop dé tham khao toan bo ndi dung cua chang.
Trong trudong hop c6 méu thuin, ban mo ta nay, bao gém ca cac dinh nghia, s€ dugc
wu tién sit dung. Mic di c6 nhiu 4 lidu cng bo cac gii phap da biét dugc dé cap &
day, c4c tai ligu tham khao nay khong tao thanh sy thira nhén ring tai liéu bit ky trong
s6 céc tai liéu nay 1a mot ph?m cta kién thuc chung trong linh vuc nay.

Ngoai ra, trir khi ¢6 yéu ciu theo cach khac do ngit canh, cac thudt ngi s it s&
bao gdm cé s nhidu va cac thudt ngit sb nhiéu s& bao gdm ca sb it. Thong thuong, su
sép xép va phuong phap nudi cdy t€ bao, sinh hoc phan t, mién dich hoc, vi sinh, di
truyén hoc, hoa hoc phén tich, héa hitu co tdng hop, y hoc va hoéa dugce, cling nhu k¥
thuat lai va hda hoc protein va axit nucleic dugc md ta ¢ day la da dugc biét 13 va st
dung rdng rdi boi ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuc nay. Céac phan ung
enzym va phuong phap tinh ché duoc thuc hién theo cac hudng dAn ctia nhd san xuét,
nhu thuong dugce tién hanh trong linh vuc nay, hodc nhu dugc mo ta ¢ day

Trong toan b ban md ta nay va cac phuong an, cac tu “gdm” va “chira” hodc
cac bién thé cia né nhu “g@)m ¢6” hodc “viéc bao gém”, “chira” hodc “cod chira” s€
duoc hiéu 13 bao gdm ca s6 nguyén hogdc nhém céc s6 nguyén d3 néu ma khong loai

trir s6 nguyén hogc nhém céc sO nguyén khac bat ky.

Dinh nghia lién quan dén khéng thé

Khi dugc st dung ¢ day, cac thudt ngit " chét theo chuong trinh 1", "chét té bao
c6 thé theo chuong trinh 1", "protein PD-1", "PD-1", "CD279", "PDCD1", "hPD-1" va
"hPD-I" c6 thé thay thé cho nhau va dé chi céc bién thé, thé ddng dang, thé twong
ddng lodi bit ky ciia PD-1 va céc cht tuong ty cla ching chira it nhit mot epitop phd
bién v6i PD-1.

Cac thuét ngit "su dap Gng mién dich", "sy dap ing tw mién" va "su viém tu

7



43438

8/85

midn" d& chi, vi du, tac dung cla cAc t€ bao lympho, té bao trinh dién khang nguyén,
t6 bao thuc bao, bach cAu hat va dai phan tir hoa tan dugc san sinh boi cac t€ bao néu
trén hodc té bao gan (bao gbm ca cc khang thé, xytokin va bd thé duoc san sinh do su
tn thuong chon loc, su pha hiy hodc loai bo tac nhan giy bénh xam 14n, céc té bao
hodc md bi nhiém tac nhan giy bénh, cac té bao ung thu hogc trong trudng hop tinh ty
mién dich hodc tinh trang viém bénh 1y, cac té bao hoic md binh thudng tir co thé
nguoi).

Thuét nglt "phén ti gin két" duogc st dung & day bao gbm cac khang thé,
globuhn min dich v manh gin két khang nguyén cua khang thé. Thuat ngit "khang

hé" (Ab) hodc “globulin mién dich” (Ig) dugc st dung ¢ day dugc dy dinh dé chi

tetrame bao gdm hai chudi ning (H) (khoang 50-70 kDa) va hai chudi nhe (L)
(khoang 25 kDa), dugc lién két bang lién Kkét cAu disulfua. M&i chudi ning bao gdm
midn bién ddi chudi ning (VH) va vung 4n dinh chudi nang (CH). Mbi chudi nhe bao
gdm mién bién ddi chudi nhe (VL) va vung 4n dinh chudi nhe (CL). Céc mién VH va
VL ¢6 thé duge chia nhd tiép thanh cac ving siéu bién, dugc goi 12 "ving quyét dinh
tinh bd trg" (complementarity determining region: CDR), xen k& gitta cac vung dugc
bao toan hon, dugc goi 1 "ving khung" (framework region: FR). M&di ving VH va
VL bao gébm ba CDR (H-CDR khi dugc st dung & day thé hién chudi nang CDR va
L-CDR khi dugc st dung & day thé hién chudi nhe CDR) va bdn ving FR, dugc sip
xép tir d4u tin cling amino dén diu tan cung carboxy theo thir tu sau: FR1, CDRI,
FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. Viéc phén bb céc axit amin cho mdi ving c6 thé dugc
thyuc hién theo cac dinh nghia cia IMGT® (Lefranc et al., Dev Comp Immunol 27 (1):
55-77 (2003), hodc cac dinh nghia ctia Kabat, trinh tur cia céc protein quan tam vé mit
mién dich (National Institutes of Health, Bethesda, MD (1987 and 1991)); Chothia &
Lesk, J. Mol Biol. 196: 901-917 (1987), hodc Chothia et al., Nature 342:878-883
(1989).

Khi dugc st dung & dy, cac thudt ngir "khang thé" va "globulin mién dich" cé
thé thay thé cho nhau.

Khi dugc st dung & ddy, thuét ngit "phan gin két khéang nguyén" cua khéng thé
(hodc "phan khang nguyén", "manh") dugc du dinh dé chi mot hodc nhidu phan hodc
manh cia khang thé van duy tri dugc kha ndng gin két dic hiéu v6i khang nguyén (vi
du, PD1). Da chimg minh dugc rang chirc ning gin két khang nguyén cua khang thé
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c6 thé duoc thuc hién bang mdt s& manh ctia khang thé c6 chidu dai diy db. Vi du vé
cac méanh gin két dugc bao ham trong thuat ngit "phan gin két khang nguyén" nay
bao gdm (i) manh Fab, manh héa trj mot gom céc mién Vi, Vg, Cp va Cyl; (ii) manh
F(ab),, manh héa tri hai chira hai manh Fab dugc lién két bang lién két ciu disulfua &
vimg ban 1&; (iii) manh Fd gdm cac mién Vi va Cyl; (iv) manh Fv gdm céc mién Vi,
va Vi ciia nhanh don cia khang thé; (v) manh khéng th8 mién don *dAb), gdm mién
Vi va (vi) viing quyét dinh tinh bé trg (CDR) dugc phan 1ap c6 thé ghn két dac hiéu
v6i khang nguyén. Hon nita, mdc du hai mién ctia manh Fv, 13 Vi va Vg, dugc ma héa
béi céc gen riéng biét, chiing c6 thé duoc lién két bang céch st dung cac phuong phap
t4i t& hop, bing nhém lién két tdng hop dé cho phép ching dugc tao thanh protein
chudi don trong d6 cac ving Vi, va Vy ghép doi dé tao thanh c4c phén tr héa tri mot
(dugc goi la Fv chudi don (scFv)). Sang ché nay cling dé xuét cac phan tt gin két
khéng nguyén chira ving Vy vd/hodc Vi. Trong trudong hop 13 Vg, phan tir cling ¢6 thé
chira mot hodc nhidu ving CHI, ving ban 18, CH2 hogc CH3. Cac khang thé chudi
don ndy ciing duge dy dinh bao ham trong thuét ngit "phin gin két khang nguyén"
ctia khang thé. C4c dang khac clia khang thé chui don, nhu khang thé hai méanh, ciing
dugc bao gdm. Khang thé hai manh 12 csc khang thé nho héa trj hai va dic hi¢u kép,
trong do mién Vg va Vi, dugc biéu hién trén cing chudi polypeptit (VH-VL). Bing
céch sir dung nhém lién két qua ngén dé cho phép ghép doi gitta hai mién trén cling
mét chudi, cAc mién nay budc phai ghép dbi véi cac mién b tro ctia chudi khac va tao
hai vi tri gén két khang nguyén. Céac vung khang thé, nhu cic ménh Fab- va F(ab')2 ¢
thé duoc tao ra tir cac khang thé toan phan bang cach st dung céc ky thuat thong
thuong, nhu thiy phan cac khang thé toan phan bang papain hodc pepsin. Ngoai ra,
cac khang thé, cic phin ctia ching va cac phén tir adhesin mién dich c¢6 thé dugc tao
ra bang céch sir dung cac k¥ thuat ADN tai t6 hop tiéu chuén, vi du, nhu dugc md ta &
day.

Thuét ngit "khéng thé t4i td hop" dugc ding dé chi khang thé dugc biéu hién tr
t& bao hoic dong t& bao chira (c4c) trinh tu nucleotit ma hoa khang thé, trong d6 (cac)
trinh tu nucleotit nay khong két hop véi té bao trong tu nhién.

Khi duoc sit dung & ddy, thudt ngit "khang thé bién the" duoc ding dé chi
khang thé ¢6 trinh tu axit amin khac véi trinh tu axit amin cta khang thé "bd-me" clia

n6 do su bd sung, 1am khuyét doan va/hodc thay thé mot hodc nhiéu géc axit amin so
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v6i trinh tu cua khang thé& bb-me. Theo phuong &n dugc uu tién, khang thé bién thé
chira it nhat mot hodc nhiéu (vi du, tir mot dén muoi hai, vi du, hai, ba, bdn, nim, su,
bay, tam hodc chin, mudi, mudi mot hodc mudi hai; theo mot s6 phuong an, khang
th8 bién thé chira tir mot dén khoang muoi) sy bd sung, lam khuyét doan, va/hodc su
thay thé axit amin so vdi khang thé bd-me. Theo mot s6 phuong 4n, sy bd sung, lam
khuyet doan va/hodc su thay thé duoc thuc hién trong vung CDR cua khang thé bién
thé. Tinh dong nhat ho#c tinh tuong ddng d6i vé6i trinh ty cua khang thé bién thé dugc
x4c dinh & day dudi dang ty 18 phan trim cac gdc axit amin trong trinh tu cua khang
thé bién thé gidng vai cac gbc ctia khang thé bd-me, sau khi dong thing hang céc trinh
tw va dua vao cac khoang tréng, néu cin, dé dat dugc ty 1€ phan tram tinh dong nhét
trinh tu t6i da. Khang thé bién thé van gilt dugc kha nang gin két voi cung khang
nguyén, va t6t hon 13 v6i epitop, ma khang thé bd-me gin két voi; va theo mot sd
phuong an, it nhét mot dic tinh hodc hoat tinh sinh hoc 16n hon so véi ddc tinh hoac
hoat tinh sinh hoc clia khang thé b-me. Vi du, khang thé bién thé c6 thé c6, vi du, ai
luc gan Kkét 16n hon, thoi gian ban hiy lau hon, ndng d IC50 thip hon hodc kha nang
tic ché hoat tinh sinh hoc ctia khang nguyén ting 1én so voi khéang thé bd-me. Khang
thé bién thé dugc dic biét quan tam & day 1a khang thé bidu hién sy gia tang hoat tinh
sinh hoc it nhét 2 1an, (t6t hon 1a it nhét 5 1An, 10 13n hodc 20 14n) so v6i khing thé bb-
me.

Theo nghia rong, thut nglt "khang thé thé kham" dugc dung dé chi khang thé
chﬁarn@thoacrﬁumlvungcuarnotkhangthe Varnothoacrﬁualvungcuarnothoéc
nhidu khang thé khac, thudng 13 khang thé cua ngudi mot phin va khéng thé khong
phai cta ngudi mot phan nghia 14 co6 nguon gbc mot phan tir dong vat khong phai

nguoi, nhu chudt, chudt, hodc ngoai ky sinh trung twong tw, hodc ho lac da nhu lac da
khong budu va lac da paca. Chc khéang thé thé kham thuong dugc wu tién hon so véi
c4c khang thé khong phai cia ngudi dé 1am giam nguy co dap ing mién dich khéng
khéang thé ctia ngudi, vi du, dap ng mién dich ctia nguoi khang khang cua chudt
trong truong hop khang thé coa chuot. Mot vi du v& khang thé thé kham dién hinh 1a
khang thé trong d6 cac trinh ty vung bién @i 14 trinh ty clia chudi, trong khi céc trinh
ty vung én dinh 13 ctia nguoi. Trong trudong hop khang thé thé kham, cac phan khong
phai cia nguoi c6 thé bi dugc bién dbi thém dé 1am cho gidng voi khang thé cua

nguoi.

10
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Thuét ngit "1am cho giéng voi clia ngudi” duge ding dé chi qué trinh ma khi d6
khang thé c6 nguon gbc khong phai tur nguoi mot phan hodc hoan toan, vi du, khang
thé cia chudt hodc lac da khong budu thu dugc bang cach gy mién dich cho chudt
hoic lac da khong budu tuong ung, bang khang nguyén quan tam hodc l1a khang thé
th kham trén co s¢ khang thé cia chudt hodc lac da khong budu nay, co thé thay thé
mdt sb axit amin, cu thé 13 trong cac vung khung va mién 6n dinh cta chudi nang va
chudi nhe, dé tranh hodc lam giam dén mirc t6i thiéu dap ung mién dich & nguoi. Cac
khang thé tuong tac voi khang nguyén dich chu yéu thong qua cac gdc axit amin nim
& sau vung CDR cua chudi ning va chudi nhe. Nham muc dich nay, céc trinh ty axit
amin trong ving CDR ¢4 tinh bién dbi nhidu hon gifra cac khang thé riéng biét so v6i
c4c trinh ty nidm ngoai ving CDR. Do céc trinh tu vung CDR gay ra phﬁn 16n sy
twong tac khang thé-khang nguyén, cO thé biéu hién cac khang thé tai td hop bat
chudc dic tinh cua khang thé ¢6 trong tu nhién dac hiéu, hoic thong thuong hon 1a
cua khang thé dic hiéu bét ky c6 trinh tw axit amin néu trén, vi dy, bang cach tao céu
triic vecto bidu hién dé biéu hién cac trinh tu ving CDR tir khang thé dic hiéu dugc
ghép vao trinh tur khung tir khang thé khac. Két qua la co thé 1am cho khang thé khong
phai ciia ngudi "gibng voi cla ngudi” va, dén mirc @ 16n, duy tri tinh dac hidu gin
két va ai luc cua khang thé ban dau. Mic du khong thé du doan chinh xac tinh sinh
misn dich va do d6 1a sy dép ung khang lai khang thé ctia ngudi cua mot Khang thé cu
thé, cac khang thd khong phai nguoi thuong c6 tinh sinh mién dich nhiéu hon so v6i
c4c khang thé cua nguoi. Cac khéng thé thé kham, trong d6 cac vung dn dinh ngoai lai
(vi du nhu ngoai ky sinh trung hodc ho lac da) da dugc thay thé bang cic trinh tu co
ngudn gbc tlr nguoi, da dugc chtng minh 1a thuong 6 tinh sinh mién dich nhé hon so
v6i cac khang thé c6 ngudn gbc ngoai lai hoan toan, va c6 xu huong st dung lam
khang thé didu tri d6i v6i cac khang thé dugc lam cho gibng voi cla ngudi hodc cla
ngudi hoan toan. Do do, cac khang thé thé kham hodc céac khang thé khéc cia ngudn
gbc khong phai tir ngudi dugc lam cho g1ong vGi clia nguoi d8 1am giam nguy co dap
g khang lai khang thé ctia nguoi.

Pbi voi cac khang thé thd kham, viéc lam cho gibng voi cua nguoi thudng bao
gdm budc cai bién cac viung khung cta trinh tu vung bidn dbi. Cac gbc axit amin la
mot phﬁn clia vung quyét dinh tinh bd trg (CDR) s& thuong khong dugc cai bién nhét

do viéc lam cho giéng véi cia ngudi, mac du trong mdt sd trudng hop, co thé 1a mong
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mubn d& cai bién cac gbc axit amin riéng biét ciia ving cia CDR, vi du, dé 1am khuyét
vi tri glycosyl hoa, vi tri loai nhém amin, vi tri isome hda aspartat, hodc céc géc
xystein hodc methionin khong mong muén. Su glycosyl héa duge lién két v6i nguyén
t¢ N dugc thuc hién nho su gin chudi oligosacarit voi gdc asparagin trong trinh tu
tripeptit Asn-X-Ser hodc Asn-X-Thr, trong d6 X c6 thé 13 axit amin bét ky ngoai trr
Pro. Su loai bd vi tri N-glycosyl héa c6 thé dat dugc bang cach gy dot bién gbc Asn
hodc Ser/Thr bing gdc khac, ¢t hon 12 bing cach thay thé bao toan. Su loai nhém
amin ctia cac gdc asparagin va glutamin c6 thé x4y ra phu thudc vao cac yéu t6 nhu do
pH va su tiép xtc bé mit. Cac géc asparagin dac biét man cam voi su loai nhém amin,
cht yéu 12 khi c6 mét trong trinh ty Asn Gly, va & mic do it hon trong cac trinh tu
dipeptit khac nhu Asn-Ala. Trinh ty ving CDR dugc d& xuit bao gdm vi tri loai nhom
amin ndy, cu thé 1a Asn-Gly, t&t hon 12 c6 thé loai bo vi trf nay, thuong la bang cach
thay thé bao toan dé lam khuyét mot trong sb cac gbe c6 lién quan.

Nhidu phuong phap lam cho trinh tw khéng thé gibng v6i cua nguoi la da biét
trong 1inh vuc nay; vi dy, xem tai ligu: Almagro & Fransson, Front Biosci. 13:1619-
1633 (2008). Mot phuong phép thuong dugc str dung 14 ghép ving CDR, vi dy, khi
cac khang thé thd kham cta chudt lién quan dén viéc nhan bidt cac dbi tac gen dong
mAm & ngudi véi cac gen vung bidn ddi ctia chudt va ghép céc trinh tu vung CDR cuia
chu6t vao khung nay. Viéc ghép ving CDR ¢ thé dua trén cac dinh nghia vung CDR
theo phuong phép Kabat, mac du phién ban mdi nht (Magdelaine-Beuzelin et al., Crit
Rev.Oncol Hematol. 64:210 225 (2007)) goi ¥ rang su dinh nghia theo IMGT® (the
international ImMunoGeneTics information system®, www.imgt.org) co thé cai thién
két qua cta viéc 1am cho gibng voi ciia nguoi (xem tai li¢u: Lefranc et al., Dev. Comp
Immunol. 27:55-77 (2003)). Trong mdt sb truong hop, viéc ghép vung CDR c6 thé
]am giam tinh ddc higu va i luc ghn két, va do @6 12 hoat tinh sinh hoc cua khang thé
khong phai con ngudi dugc ghép ving CDR, so véi khang thé bd-me ma tir d6 thu
duoc cac vung CDR. Su dot bién nguoc (d6i khi duoc goi 1a "su sua chita vung
khung" c6 thé duoc dua vao & céc vi tri dugc chon cta khang thé dugc ghép vung
CDR, thuodng la trong vung khung, d& khdi phuc tinh dac hiéu va ai luc gin két cla
khang thé bd-me). Viéc nhén bibt cac vi tri dé c6 thé dot bién nguoc ¢6 thé dugc thuc
hién bing cach st dung thong tin c6 sin trong cac tai liéu chuyén nganh va trong cac

co s& dit litu cta khang the. Cac gbc axit amin la ung vién cho su dot bién ngugc

12
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thuong 1a cac gbc nam & bé mit cia phan tir khang thé, trong khi cac gbc & bén trong
hoic cac gde c6 mic do tiép xic v6i bé mat thip s& thuong khong dugc thay dbi. Ky
lam cho gidng vé6i clia ngudi khac véi phuong phép ghép vung CDR va dot bién
ngugc la tai tao bé mit, trong d6 cac gbc khong tiép xuc v6i bé mit khong c6 ngudn
gbc tir nguoi dugc gitr lai, trong khi cac gbc & bé mit duge thay d6i thanh cac gbc cla
nguoi.

Trong mot s trudmg hop, tét hon 1a ciing c6 thé 1am thay dbi mot hogc nhiéu
gbc axit amin cta ving CDR d8 cai thién 4i luc gén két véi epitop dich. Qua trinh nay
duoc goi 1a "sy trudng thanh ai luc" va ¢ thé tiy y duoc thuc hién lién quan dén viéc
1am cho giéng véi cia ngudi, vi du, trong cic truong hop ma trong d6 viéc lam cho
khang thé giéng vdi ciia ngudi din dén 1am giam tinh ddc higu hodc ai luc gan két va
khong thé cai thién da tinh dac hiéu hogc 4i luc gin két chi bing cach dot bién nguor.
Nhiéu phuong phép trudng thanh luc khéc nhau 1a da biét trong linh vyc ndy, vi du,
phuong phép gay dot bién bdo hoa quét in vitro duge md ta trong tai liéu: Burks et al.,
Proc Natl Acad Sci USA, 94:412-417 (1997) va phuong phap trudéng thanh lyc ting
budc in vitro dugc md ta trong tai licu: Wu et al., Proc Natl Acad Sci USA 95:6037
6042 (1998).

Thuét ngit "protein dugc phan 1ap", "polypeptit dugc phan ldp" hodc "khéng thé
dugc phén 1ap" dugc dung dé chi protein, polypeptit hodc khang th8 ma do ngudn gbc
hodc ngudn din xuét ctia n6 (1) khong két hop vé6i cac thanh phan dugc két hop tu
nhién di kém véi ching & trang thi ty nhién cta no, (2) khong c6 céc protein khac tir
ciing loai, (3) dugc biéu hién bang t& bao tir loai khic, hodc (4) khong cb trong tu
nhién. Do d6, polypeptit duoc tdng hop bang phuong phap héa hoc hodc dugc tbng
trong hé théng t& bao khic véi té bao ma né c6 ngudn gbc tw nhién tir d6 s& duoc
“phan 14p” ra khéi cac thanh phan dugc lién quan trong tu nhién cla né. Protein cling
¢6 thé gin nhu khong chira cac thanh phan dugc két hop trong ty nhién nho sy phan
14p, bing cach st dung céc k§ thudt tinh ché protein d biét 3 trong linh vyc ndy.

Khi dugc st dung & day, thuat nglt "mim" dugc dung dé chi trinh tu nucleotit
va trinh tu axit amin cua gen khang thé va doan gen va cach ma chung duoc truyén tir
b6-me sang thé hé con thong qua cac t& bao mAm. Céc trinh tu dong mam khac véi
trinh tu nucleotit ma héa cac khang thd trong c4c té bao B trudng thanh bi thay d6i do

két qua cua su tai td hop va siéu dot bién trong qua trinh truéng thanh cta céc té bao
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B. Khéng thé "st dung" trinh ty dong mam cy thé 6 trinh tu nucleotit va trinh tyr axit
amin dugc dong thing hang véi trinh tyr nucleotit hodc trinh tuy axit amin cua dong
maim, ma nd twong Gng dé“ty dt hon so véi trinh ty nucleotit hodc trinh tu axit amin
ciia dong mam khéc bét ky.

Thuét ngit "4i lyc" dugc dung d8 chi viéc xé4c dinh sy tuong tic gilta khang
nguyén va phan t gin két, vi du, khéng thé. Kha ning ndi tai dé thu hit phan tir gén
két dbi véi khang nguyén thuong dugc thé hién dudi dang hing sb can bang i luc gin
két (KD) cua sy tuong tac khang nguyén-phén tir gin két cy thé. Phan tir gin két dugc
cho 12 gén két dic hidu v6i khang nguyén khi KD <ImM, t6t hon 13 <100nM. Hang sd
4i luc 4i luc gén két KD c6 thé dugc xac dinh, vi du: bing phuong phép cong hudng
plasmon bé mit (BIAcoreTM) hodc do giao thoa theo 16p sinh hoc, vi du, bang cach
sir dung hé théng ProteOnTM XPR36 SPR (Bio-Rad) hodc OctetTM.

Khi dugc st dung & day, thudt ngl "Ka" dugc dung dé chi téc do két hop cta
su twong tac khang thé-khang nguyén dic hi¢u cu thé, trong khi thuat ngit "Kd" duoc
dung dé chi tbc d6 phan ly cla su tuong tac khang thé-khang nguyén cu thé. Khi duoc
sir dung & ddy, thuat ngit "Kd" dugc ding dé chi hing sb phan ly, thu dwoc tir ty 1¢
cia Kd véi Ka (nghia 12 Kd/Ka) va duge thé hién dudi dang ndng dd mol (M). Gia tri
Kd ciia khéng thé c6 thé dugc x4c dinh bing cch sir dung céc phuong phap da biét 13
trong linh vuc nay.

Phuong phép dugc uu tién dé x4c dinh gi4 tri Kd cta khang thé 14 phuong phap
cong hudng plasmon bé mat bang cich st dung hé théng cam bién sinh hoc nhu hé
théng BIAcore TM.

Khi duoc sit dung & ddy, thuat ngit "4i lyc cao" dbi v6i khing thé IgG duogc
diing dé chi khang thé c6 gi4 tri Kd bing 10™°M, t6t hon nira 12 nhé hon hogc bang 10
9M va con tbt hon nita 13 nho hon hodc bing 10™° M ddi voi khang nguyén dich. Tuy
nhién, sy gin két "ai luc cao" ¢ thé thay dbi @bi voi céc isotyp khang nguyén khac.
Vi du, su gén két "4i luc cao" ddi véi isotyp IgM duogc dung @8 chi khang thé c6 gié tri
KD nhé hon hoic bing 107M, tét hon nita 12 nhd hon hodc bang 10®M, con tét hon
nita 13 nho hon hogc bang 10°M.

Khi dugc st dung & day, thudt nglt "Kos'" dugc dung dé chi hing s6 toc @6 phan
ly ctia sy twong tac khang nguyén-phén tir gin két cu thé. Hing s6 téc dd phan ly (koff
+) ¢6 thé duge xac dinh bing cach st dung phuong phap do giao thoa theo 16p sinh
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hoc, vi du, bang cach sir dung hé théng Octet™.

Khi duge st dung & day, thuét nglt "epitop" dugc ding dé chi mot phin (yéu t6
quyét dinh) cia khang nguyén gin két ddc hiéu voi phén tr gin két (vi dy, khang thé
hoic phan t& lién quan, nhu phan tr gén két dac hidu kép). Céc yéu t6 quyét dinh
epitop thuong gdm cac nhém bé mit c6 hoat tinh hoa hoc cla cac phan tir nhu axit
amin hogc hydrat cacbon hodc mach bén cua dudng va thuong c6 cac dic tinh ciu tric
ba chidu dic trung, cling nhu cac ddc diém dién tich dic trung. Céc epitop €O thé 13
epitop "mach thing" hodc "chu dang". Trong epitop mach thing, tit ca cac diém tuong
tac gitta protein (vi du, khang nguyén) va phan tl twong tac (nhu khang thé) xuét hién
thing hang doc theo trinh tu axit amin bac mot cta protein nay. Trong epitop chu
dang, cac diém tuong tac xuét hién & hai bén cac goc axit amin trén protein dugc ngan
cach v6i nhau trong trinh tu axit amin bc mot. Khi epitop mong mudn ciia khang
nguyén dugc xac dinh, co thé tao ra cic khang thé voi epitop nay bang cach st dung
cac ky thudt da dugc biét rd trong linh vyc ndy. Ngoai ra, su tao ra va xac dinh tinh
chit cia khang thé hodc cac phan tir gin két khac c6 thé cung cép thong tin vé céc

epitop mong muén. Sau do, tlr thong tin nay, co thé sang loc theo cach canh tranh cac
khéng thé dé gin két voi cac epitop gidng nhau hodc tuong tu nhau, vi du, bang cach
tién hanh cic nghién cru canh tranh dé tim ra cdc phén tir gan két canh tranh v&i nhau
dé gin két v6i khang nguyén. Khi dugc st dung ¢ day, thuat ngit "epitop”, ngoai cac
yéu t6 khéc, d8 chi manh polypeptit, c6 hoat tinh khang nguyén va/hodc sinh mién
dich & dong vat, t8t hon 13 & cac ddéng vat c6 vi nhu chudt va nguoi. Khi dugc st
dung & day, thudt ngit "epitop khang nguyén" 1a manh polypeptit co thé gin két dic
hidu v6i khang thé va c6 thé dugc phat hién bing k¥ thuat da biét rd bt ky tir cAc tai
litu da biét, vi du, bing cach thir nghiém mién dich tiéu chuin. Céc epitop khang
nguyén khong nht thiét c6 tinh sinh mién dich; tuy nhién, chiing c6 thé c6 tinh sinh
min dich. Khi dugc st dung & ddy, thuét ngit "epitop sinh mién dich" dugc dinh
nghia 12 ménh polypeptit kich thich su dap ung khang thé & dong vat, khi dugc xac
dinh bing phuong phap bt ky da biét dén tir cac tai liéu chuyén nganh. Thuat ngir
"epitop khong cé mach thing" hogc "epitop cu dang " bao gbm polypeptit (hodc axit
amin) khong lidn k& trong protein khang nguyén gin két voi khang thé dic hiéu
epitop.

C6 thé x4c dinh xem khang thé hodc phan tir gin két khac gin két v6i cing
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epitop hodc canh tranh chéo d& gin két voi phan t gin két PD-1 cua sang ché hay
khong bang cach st dung cac phuong phip da biét trong linh vuc ndy. Theo mét
phwong 4n, phuong 4n nay cho phép phén tir cuia sang ché gén két v6i PD-1 trong céc
didu kién bio hoa va sau d6 x4c dinh kha ning cua khang thé thir nghiém gén két voi
khéng nguyén dich néu trén. Néu khang thé thir nghiém c6 thé gén két v6i khang
nguyén dich ddng thoi v6i phan ti gin két tham chiéu thi khang thé thir nghiém nay
gin két voi epitop khac khac véi khang thé gin két tham chiéu. Tuy nhién, néu khéang
thé thir nghiém khong thé gin két v6i khang nguyén dich dong thoi thi khang thé thir
nghi¢m nay gén két v6i cling epitop, epitop chdng 1én nhau, hodc epitop & gan véi
epitop di gin két v6i phén tir gén két. Thir nghiém nay c6 thé dugc thuc hién bing
cach st dung phuong phap ELISA, RIA, BIACORETM, do giao thoa theo 16p sinh
hoc hodc phép do té bio theo dong. Pé kiém tra xem phan ti gén két cua sang ché c6
canh tranh chéo véi phan tir gin két khac hay khong, c6 thé st dung phuong phép
canh tranh d3 md ta trén dAy theo hai hudng, nghia la xac dinh xem liéu phan tir gin
két da biét c6 phong bé phan tir gin két thir nghiém hay khong va ngugc lai. Céc thir
nghiém canh tranh chéo nay c6 thé duoc thuc hién, vi du: bang cach sir dung hé théng
IBIS MX96 SPR hodc OctetTM.

Theo phuong 4n, phan tir gén két cia sing ché 1a khang thé don dong. Khi
duoc st dung & ddy, chit viét tit “mAb” dugc dung dé chi khang thé don dong, nghia
13 khang thé dugc tdng hop va phan 1ap boi quin thé céc t€ bao vo tinh riéng biét.
Qudn thé v6 tinh c6 thé 1a quén thé vé tinh cla céc té bao bét tir. Theo mot s6 phuong
4n, cac t& bao bat tir trong quan thé vo tinh 13 cac té bao lai — khdi thé lai - thuong
duoc tao ra bang cach dung hop céc té bao lympho B riéng biét tir cac dong vat dugc
gy midn dich v6i c4c té bao riéng biét tir khéi u lymphé. Cac khdi t€ bao lai 1a loai té
bao duoc tao ciu tric va khong tdn tai trong tu nhién.

Lép (isotyp) va phan 16p ciia cac khang thé c6 thé dugc x4c dinh bang phuong
phép bét ky da biét trong linh vuc nay. N6i chung, 16p va phén 16p cia khang thé c6
thé duoc xéc dinh bing cic khang thé dic hiéu v6i 16p va phan 16p nhét dinh cla cac
khéng thé. Céc khang thé ndy c6 bén trén thi trudng. Lép va phan 16p c6 thé duge xac
dinh bang cach sit dung phuong phap ELISA, k¥ thuét thdm tach Western va cac
phuong phép khéc. Theo phuong 4n khac, 16p va phan 16p nay c6 thé duge xac dinh

bang cach gidi trinh ty toan bd hodc mt phan cia cac mién On dinh chuoi nhe va/hodc

16



43438 17/85

chudi ning cta khang thé, so sanh cAc trinh ty axit amin cta nd v6i céc trinh ty axit
amin d3 biét ctia cac 16p va phan 16p khac nhau cua globulin mién dich va xac dinh
16p va phén 16p clia cac khang thé.

Khi dugc st dung & diy, cac thuat nglt "khang thé don dong" hogc "hdn hop
khang thé don dong" @& chi ché pham cua cac phan tir khang thé cia mdt hdn hop
phan tir duy nhit. H3n hop khéng thé don dong thé hién tinh dc hiéu va &i luc gin két
don 1¢ dbi voi epitop khang nguyén cu thé.

Khi dugc st dung & day, thuat nglt "khang thé cta nguoi" duge du dinh bao
gbm cic khang thé chta ving bién dbi trong d6 ca khung va CDR c6 ngudn gbc tir
c4c trinh ty globulin mién dich dong mam cia ngudi. Hon nita, néu khang thé nay
chira ving 6n dinh, ving 6n dinh ndy cling c6 ngudn gbc tr céc trinh ty globulin mién
dich mim clia nguoi.

Khang thé cta ngudi theo sang ché c6 thé bao gbdm cac gbc axit amin khong
duoc mi hoa bing trinh tr globulin mién dich dong mam cta ngudi (v du, su dot bién
dugc dua vao bang cach gy dot bién dic hiéu vi trf hodc ngau nhién in vitro hodc sy
dot bién soma in vivo). Tuy nhién, khi dugc st dung & déy, thudt nglr "khang thé cua
ngudi" khoéng dy dinh bao gbm céc khang thé trong d6 trinh tu vung CDR c6 ngudn
géc tr dong mAim cua loai ddng vat c6 va khac, chéng han nhu chudt, duge ghép vao
céc trinh tu viung khung cla ngudi.

Thuét ngit "khang thé don dong ciia ngudi" dugc dung d8 chi cac khang thé c6
tinh dic hiéu gén két don c6 chc ving bién dbi trong d6 ca khung va ving CDR déu
¢6 ngudn gbc tir cac trinh tu globulin mién dich dong mam ctia ngudi. Theo phuong
4n, cac khang thé don dong cua ngudi dugc tao ra boi khbi t& bao lai bao gdm té bao
B thu duogc tir ddng vat chuyén gen khong phai ngudi, vi du, chuot chuyén gen, c6 hé
gen chira gen chuyén chudi ning clia ngudi va gen chuyén chudi nhe cia nguoi dugc
dung hop voi t& bao bat tir.

Khi dugc st dung & day, thudt ngir "khang thé cla ngudi tai td hop" bao gdm
tAt ca cac khang thé cua nguoi dugce tao ra, bidu hién, thiét ké hodc phan 1ap bang cc
phuong phép t4i td hop, ching han nhu (a) cac khang thé dugc phan 1ap tir dong vét
(vi du, chudt) 1a gen chuyén hodc chuyén nhiém sic thé cho gen globulin mién dich
cta ngudi hodc t& bao lai dugc tao ra tir d6 (dugc mo ta thém dudi day), (b) cac khang

thé dugc phan 1ap tir & bao chit dugc bién nap dé biéu hién khing thé cua ngudi, vi
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du, tir thé chuyén nhidm, (c) cc khang thé dugc phan lap tir thu vién khang thé cla
ngudi td hop, tai td hop, va (d) cac khang thé dugc tao ra, biéu hién, thiét ké hogc
phén 1ap bing phuong phap bit ky lién quan dén viéc ghép céc trinh tw gen globulin
mién dich cia ngudi véi cac trinh ty ADN khac. Céac khang thé cta nguoi tai tb hop
nay cd cac vung bién d6i trong d6 cac viung khung va ving CDR c6 ngudn gbc tir cac
trinh tu globulin mién dich dong mam cta ngudi. Tuy nhién, theo mot sd phuong 4n
nhit dinh, céc khang thé cta ngudi tai t hop nay c6 thé dugc gy dot bién in vitro
(hodc, khi gen chuyén ctia dong vét dbi voi céc trinh tu Ig duoc st dung, sy giy dot
bién soma) va do d6 céc trinh tu axit amin cua ving VH va VL cua cac khang thé tai
t6 hop 12 trinh tw ma, trong khi c6 ngudn gdc tir hoic lién quan dén cac trinh ty ving i
VH va VL dong mim cia ngudi, c6 thé khong cé trong tu nhién trong ngudn dong
mam khéng thé ciia ngudi in vivo.

Céc cum tlr "khang th8 nh4n biét khang nguyén" va "khang thé dic hiéu khéng
nguyén" dugc st dung thay thé cho nhau v6i thuét ngir "khang thé gin két ddc hiéu
véi khang nguyén".

Khi dugc stt dung & day, thuat ngir "bién thd" cia khang thé dugc dung dé chi
phan tit cé trinh tu axit amin khac véi trinh ty bd-me do viéc bd sung, 1am khuyét
doan va/hodc thay thé mot hodc nhiéu gbc axit amin trong trinh tu cta khéng thé bd-
me. Theo phuong 4n dugc vu tién, khang thé bién thé chia it nhat mot (vi du, tr mot
dén khoang mudi, t6t hon 1a 2, 3, 4, 5, 6, 7 hodc 8) su bd sung, 1am khuyét doan
va/hodc thay thé axit amin trong c4c ving CDR cta khang thé bd-me. Sang ché nay
x4c dinh tinh ddng nhét hodc tinh twong ddng lién quan dén trinh ty ctia mot bién thé
khéng thé theo ty 1 phan trim ctia cac gbc axit amin trong trinh tw khang thé bién thé
gibng véi cac gdc trong khang thé bd-me sau khi déng thang hang cic trinh tu va, néu
can, cit ngin dé dat dugc trinh tu 6 ty 1& phin tram mutrc d6 gidng t6i da. Khang thé
bién thé duy tri kha ning gén két véi cliing khang nguyén hogc t6t hon 13 epitop gidng
nhu khang thé bd-me gén két voi, hodc tot hon 13 c6 it nhit mdt ddc tinh hodc hoat
tinh sinh hoc 16n hon khang thd bd-me. Vi du, t5t hon 14 khang thé c6 4i luc manh
hon, thdi gian ban hity dai hon, ndng d6 IC50 thip hon hogc kha ning trc ché hoat tinh
sinh hoc clia khang nguyén ting 1én, so v6i khang thé b-me. Khang thé bién thé dugc
dic biét quan tam & day 13 khang thé c6 hoat tinh sinh hoc tang 1én it nhit khoang 2

14n, tdt hon 1a it nhit khoang 5 1an, 10 14n hodc 20 14n so v6i khang thé bd-me.
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Thuét ngit "tinh ddng nhat" hoic "tinh twong ddng" trong ngit canh trinh tu axit
nucleic duge ding dé chi cac gdc trong hai trinh ty 13 gidng nhau khi dugc dong thing
hang dé tuong tmg t6i da. Su so sanh tinh dong nht trinh ti c6 thé kéo dai trén chiéu
dai it nhét khoang chin nucleotit, thuong 13 it nhit khoang 18 nucleotit, phd bién hon
14 it nh4t khoang 24 nucleotit, dién hinh 13 it nhit khoang 28 nucleotit, dién hinh hon
1 it nhét khoang 32 nucleotit, va tét hon 1 it nhit khoang 36, 48 nucleotit hozic nhidu
hon. C6 nhiéu thuat toan khac nhau da biét trong linh vuc nay co thé dugc st dung dé
x4c dinh tinh ddng nhét trinh tu cta nucleotit. Vi du, cac trinh tw polynucleotit c6 thé
dugc so sanh bing cach st dung thudt toan FASTA, Gap hodic BESTFIT, la cac
chuong trinh trong g6i Wisconsin Phién ban 10.0, Genetics Computer Group (GCG),
Madison, Wisconsin. FASTA bao gém, vi du, chuong trinh FASTA2 va FASTA3,
cung cip su dong thing hang v ty 16 phin trim tinh ddng nhét trinh ty cia cic viing
tring lap t6t nhit gitta cac trinh tu truy vén va tim kiém (Pearson, Methods Enzymol
183: 63 98 (1990); Pearson, Methods Mol. Biol. 132: 185-219 (2000); Pearson,
Methods Enzymol. 266: 227-258 (1996); Pearson, J. Mol. Biol. 276: 71-84 (1998)).
Trir khi dwoc chi r6 theo cach khac, cac thong s6 mic dinh cho chuong trinh hodc
thuét toan cu thé dugc st dung. Vi du, ty 1¢ ph@m tram tinh déng nhét trinh tu gifra cac
trinh tu axit nucleic co thé dugc xac dinh béng cach st dung thuit toan FASTA véi
c4c thong sb miac dinh (kich thuée chit bing 6 va hé s6 NOPAM cho ma tran chim
diém) hodc bang cach sir dung thuit toan Gap véi cac thong sb mic dinh nhu dugc
cung cp trong chuong trinh GCG Phién ban 6.1.

Thuét ngit "c6 tinh twong ddng" lién quan dén trinh tur polypeptit ctia khang thé
cin duoc hiéu 13 khang thé ¢6 tinh ddng nhét trinh tu it nhat 70%, t6t hon 14 80%, tdt
hon nita 12 90% va t6t nhit 12 95% so véi trinh tu polypeptit. Thuat ngit lién quan dén
trinh tu axit nucleic can duge hiéu 13 trinh ty cta cac nucleotit c6 inh ddng nhét trinh
tu it nhat 85%, t6t hon 13 90%, t6t hon nita 1a 95% va tét nhét 1a 97% so véi trinh tw
axit nucleic.

Khi duoc st dung & day, khang thé "b-me" 13 khang thé dugc mi héa bing
trinh tu axit amin, dugc st dung dé thu dugc bién thé.

Céc khang thé cta sang ché c6 thé dugc tao ra bang cac k¥ thuat thiét ké khac
nhau, bao gdm st dung cac phuong phap tai t6 hop, bao gdm ca viéc x4o tron ADN

thu dugc tir nhidu ngudn khéc nhau.
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Thuét nglt "khang thé duoc 1am cho giéng vé6i clia ngudi" dugc dung dé chi cac
khang thé trong d6 céc trinh tw ving CDR ¢6 ngudn gdc tir dong mam cia cac loai
dong vat cé vu khac, ching han nhu chudt, da dugc ghép vao céc trinh tu khung cta
nguoi. Céc cai bién ving khung bd sung c6 thé dugc thuc hién trong céac trinh tu
khung cho nguoi nhu vay.

Thuét ngit "khang thé thd kham" dugc dung dé chi cac khang thé trong d6 céc
rinh tir ving bién dbi c6 ngudn gdc tir mot lodi va cac trinh ty ving 6n dinh c6 ngudn
gbc tir loai khac, ching han nhu khang thé trong d6 céc trinh tw ving bién dbi c6
ngudn gbc tir khang thé ctia chudt va céc trinh ty ving bn dinh c6 ngudn gbc tir khang
thé ctia nguoi.

Khi dwoc sit dung & day, thudt ngit "gén két dic hiéu" dugc du dinh dé chi
trudng hop trong d6 mot thanh vién cla cap gin két dic hiéu khong gan két dang ké
v6i cac phan tir khac véi (céc) d6i tac gén két dic hidu cua n6. Thuat ngit ndy cling c6
thé 4p dung khi, vi du: mién gén két khang nguyén cta khing thé theo sang ché dic
hiéu véi epitop cu thé dugc mang boi nhiéu khang nguyén; trong trudng hop nay,
khéng thé dic hiéu chta mién gin két khang nguyén s& c6 thé gin két dic hidu véi cac
khang nguyén khac nhau mang epitop.

Khi dugc st dung & ddy, khang thé "gén két dac hiéu voi PD-1 cla ngudi”
duoc ding @& chi khang thé gin két v6i PD-1 clia ngudi v6i gia tri KD bang 1 x 10°
"M hoic nhé hon, tt hon nira 1 nhé hon hoc bing bang 5 x 10°°M, t6t hon nita la
nho hon hodc bing 1 x 10®M, tt hon nita 12 nhé hon hogc bing 5 x 10°M.

Thudt ngt "khéng thé dic hiéu kép" hoic "khang thé da dic hiéu" bao gbm
khang thé c6 kha nang gén két chon loc hai hogc nhiéu epitop. Céc khéng thé dc hiéu
kép, vi du, c6 thé bao gdm hai phén gin két khang nguyén khac nhau, trong d6 cac
phdn gin két khang nguyén gin két dic hiu v6i cac epitop khac nhau trén cac phan tr
khac nhau (vi du, khang nguyén) hodc trén cing phan tir (vi du, trén cung khéng
nguyén). Néu mot khang thé dic hiéu kép c6 thé gén két c6 chon loc véi hai epitop
khé4c nhau (epitop thu nhét va epitop tht hai), i luc cla phin gin két khang nguyén
thir nhét déi voi epitop tht nhit s& thudng thép hon it nhit mot dén hai, hogc ba, hogc
bdn don vi @6 16n so véi don vi d 16n cia phin gin két khang nguyén thu nhét cia
epitop thtt hai va ngugc lai. Céc epitop dugc nhan biét bang khéng thé dic hiéu kép c6

thé 14 cac dich gibng nhau hoic khac nhau (vi dy, trén protein giong nhau hogc khac
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nhau). Chc khang thé dic hiéu kép c6 thé dugc tao ra, vi du, béng céch két hop cac
chudi nang nhan biét c4c epitop khac nhau trén cung khéng nguyén. Vi du, cac trinh tu
nucleic ma héa cac trinh tu chudi ning bién ddi nhan biét c4c epitop khac nhau c6 thé
duoc dung hop voi céc trinh tu axit nucleic ma hoa cac vung 4n dinh cua chudi ning
khéc nhau, va trinh tuy nay cd thé duoc biéu hién trong té bao biéu hién chudi nhe ctia
globulin min dich. Khang thé dic hiéu kép dién hinh chira hai chubi ning, mdi chudi
bao gdm ba ving CDR chudi ning theo sau (tir dAu tAn cing N dén dau tan cing C) 1a
mién CH1, ving ban 1&, mién CH2 va mién CH3, va chudi nhe ctia globulin mién dich
khong c6 tinh dic hidu gén két khang nguyén nhung c6 thé két hop v6i mdi chudi
niing, hoiic c6 thé két hop v6i mi chudi ning va gén két mot hosc nhiéu epitop duoc
gi6i han béi cac ving chudi ning gan két khang nguyén hogc c6 thé két hop v6i mdi
chudi ning va kich thich su gin két mdt hodc ca hai chudi ning v6i mdt hodc ca hai
epitop.

Céc cum tir "dic tinh sinh hoc" hodc "hoat tinh sinh hoc", "hoat tinh" hoac
"hoat tinh vé& mit sinh hoc", lién quan dén khang thé cua sang ché, duoc sit dung thay
thé cho nhau va bao gdm, nhung khéng chi gi6i han &, 4i luyc va tinh dic hiéu cua
epitop/khéang nguyén, kha ning lam trung hoa hodc d61 khang hoat tinh cta PD-1 in
vivo hodc in vitro, ndng d¢ IC50, tinh én dinh cta khang thé va ddc tinh sinh mién
dich cita khéng thé in vivo. Céc dic tinh sinh hoc ¢6 thé nhan biét khéc cia khang thé
bao gdm, vi du, kha ning phéan Gmg chéo, (nghia la, v&i cac thé ddng dang khong phai
& ngudi cla peptit dich, hodic voi cac protein hodc mé khac néi chung), va kha ndng
duy tri su biéu hién protein & mirc cao trong cac té bao cua dong vat c6 vi. Cac thudc
tinh hoic dac diém néu trén c6 thé dugc quan sét, x4c dinh hodc danh gia bang cach
st dung céc k¥ thuat da duge cong nhén trong linh vuc nay bao gbm, nhung khong chi
gi6i han &, thir nghiém ELISA, ELISA canh tranh, sy twong tac khang thé-khang
nguyén bing phuong phap cong hudng plasmon bé mit bing cach st dung hé thong
BIACORE hodc KINEXA, ho#c phuong phap do giao thoa theo 16p sinh hoc bang
cach str dung hé thng ForteBio, cac thit nghiém 1am trung hoa in vitro hodc in vivo,
khong lam gidi han, gin két thu thé, tao ra va/hodc tiét ra xytokin hodc yéu t§ sinh
truémg, tai nap tin hiéu va nhuém héa md mién dich ctia cac 14t cit mé tir nhiéu ngudn
khéc nhau bao gom ca ngudn tlr ngudi, dong vat linh trudng, hogdc ngudn khéc bat ky.

2\

Khi duoc sit dung & day, thuat ngit "tc ché" hodc "1am trung hoa" ddi vai hoat
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tinh ctia khéng thé theo sing ché dugc dw dinh dé chi kha nang gén nhu d6i khang,
ngan chin, phong ngua, han ché, 1am cham, 1am gian doan, loai bd, lam nglmg, lam
giam hodc dao nguoc, vi dy, sy tién trién hodc muc dd nghiém trong cia yéu td can
duoc trc ché bao gdm, nhung khéng chi giéi han &, hoat tinh sinh hoc (vi dy, hoat tinh
ctia PD-1) ho#c dic tinh, bénh hodc tinh trang bénh. Sy Gc ché hoic 1am trung hoa
hoat tinh cta PD-1 dén dén sy gin két clia khang thé theo sang ché véi PD-1, t6t hon
13 it nhét khoang 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95% hodc cao hon.

Phén tir giin két PD-1

Sang ché d& cap dén phan tir gin két c6 kha nang gén két voi thy thé PD-1 clia
ngudi chta trinh ty axit amin ¢ mic d§ tuong dong it nhit 75% véi trinh ty néu
trong SEQ ID NO: 3, vi du, c6 mic d¢ gibng it nhit 91%, 92%, 93%%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98% ho#ic 99% vdi trinh tu néu trong SEQ ID NO:3.

Theo mot s6 phuong 4n, chudi ning (HC) clia khang thé khang PD1 c6 mirc dd
gibng it nhit 60% vdi trinh tu néu trong SEQ ID NO: 1, vi dy, c6 mirc d6 gidng it nhat
60%, 70% hodic 80% véi trinh ty néu trong SEQ ID NO: 2. Theo mot s6 phuong 4n,
chudi ning (HC) clia khang thé khang PD1 c6 mirc d¢ gidng it nht 90% véi trinh tw
néu trong SEQ ID NO: 7, vi dy, c6 mtc d gidng it nhat 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98% hodc 99% véi trinh tu néu trong SEQ ID NO: 7. Theo phuong an cu
thé, chudi HC chira hodc bao gbm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:5.

Theo mdt s6 phuong 4n, chudi nhe cua khang thé khang PD1 chira trinh ty axit
amin cta ving CDR1 chudi nhe (L-CDRI) néu trong SEQ ID NO: 4, trinh ty axit
amin cua ving CDR2 chudi nhe (L-CDR2) néu trong SEQ ID NO: 5, trinh ty axit
amin ciia vimg CDR3 chui nhe (L-CDR3) néu trong SEQ ID NO: 6, hoc t6 hop bat
ky cta chung. Theo mot s& phuong 4n, chudi nhe cua khang thé PD1 chira céc trinh tu
axit amin ving L-CDR1, L-CDR2 va L-CDR3 dugc thé hién trong cic trinh ty SEQ
ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 va SEQ ID NO: 6. Theo mét s6 phuong 4n, chudi nhe ctia
khang thé khéng PD1 chira mién bién d6i chudi nhe (VL) c6 muc dd gibng it nhat
60% véi trinh tw néu trong SEQ ID NO: 8, vi du, ¢6 mirc dd gibng it nhit 60%, 70%,
hdéc 80% véi trinh tu néu trong SEQ ID NO: 8. Theo mét s& phuong 4n, chudi nhe
ctia khang thé khang PD1 chira mién bién d6i chudi nhe (VL) c6 muc do gibng it nhit
90% véi trinh tw néu trong SEQ ID NO: 8, vi du, c6 mirc d9 gidng it nhat 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99% véi trinh tu néu trong SEQ ID NO: 8.
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Theo phuong 4n cy thé, mién VL chira hodc gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO:8.

Theo mot sb phuong 4n, chudi nhe (LC) ciia khing thé khang PD1 c6 muc dd
gibng it nhét 60% véi trinh ty néu trong SEQ ID NO: 10, vi dy, c6 muc dd gibng it
nhit 60%, 70% hodc 80% véi trinh tu néu trong SEQ ID NO: 10. Theo mdt s6 phuong
4n, chudi nhe (LC) ciia khang thé PD1 c6 méc dd gidng it nhét 90% voi trinh tu néu
trong SEQ ID NO: 10, vi du, c6 muc do giéng it nhit 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96% 97%, 98%, hodc 99% véi trinh tu néu trong SEQ ID NO: 10. Theo phuong an cu
thé, mién VL chira hodc gdm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:10.

Nhom phan ti gin két thu dugc bang cach st dung cac ky thuat dugc mo ta &
day c6 thé dugc chuyén sang nhém hogc phan nhém khéc. Theo mot khia canh cta
sang ché, phan tir axit nucleic ma héa ving VL hodc VH dugc phén 1ap bang céach sir
dung cic phuong phap da dugc biét rd trong linh vuc nay sao cho n6 khong bao gbm
cc trinh tw axit nucleic mi hoa chudi CL hogc CH. Céc phan tir axit nucleic ma hoa
vung VL hoac VH duoc lién két khi hoat ddng v6i trinh ty axit nucleic mad hoa chubi
CL hoic CH, tuong tmg, tir nhém phan tir globulin min dich khac. Piéu nay c6 thé
dat dugc bang cach sir dung vecto hogc phan tir axit nucleic chira chudi CL hodc CH,
nhu d3 mo ta & trén. Vi dy, phan tir gin két ban dau 13 IgM ¢6 th8 dugc chuyén sang
nhom IgG. Hon nira, su chuyén nhém c6 thé dugc st dung dé chuyén dbi mot phan
nhém IgG thanh phan nhém khac, vi du, tir IgG1 thanh IgG2. Phuong phap lam vi du
dé tao ra phan tit gin két cia sang ché véi isotyp mong mudn bao gdm budc phan 1ap
phan tr axit nucleic ma hoa chudi ning ctia phan ttr gén két va phan tr axit nucleic mi
héa chudi nhe cua phan tir gén Kkét, dé thu duoc mién bién dbi cta chudi ning, gén
mién bién ddi ctia chudi ning ndy véi mién 6n dinh cla chudi ning cua isotyp mong
mudn, bidu hién chudi nhe va chudi ning dd gén trong mot t& bao, va thu duoc phan
tir gin két véi isotyp mong mudn.

Phén ti gén két theo sang ché c6 thé 1a phan tir IgG, IgM, IgE, IgA hodc IgD,
nhung thudng 13 isotyp 1gG, vi du, IgG1, 1gG2a hodc b, IgG3 hodc I1gG4 cta phéin
nhém lgG. Theo phuong 4n, phan tir gén két 1a khang thé IgG1 ctia phan 16p 1gG.

Trong mdt phuong 4n, phan tir gin két c6 thé chua it nhit mot dot bién trong
ving Fc. Nhiéu dot bién Fc khéc nhau 13 d3 biét, trong d6 céc dot bién nay tao ra chic

nang hi€u Gng bi thay dbi. Vi du, trong nhidu truong hop, mong mudn 13 13m giam
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hoic loai bd céc chiic ning hiéu ung, vi dy, trong d6 sy twong tac cia phdi tir-thy thé
1a khong mong mubn hoidc trong trudong hop céac thé lién hop khang thé-dugc chét.
Céc vi trf ving Fc ciia axit amin, c6 thd dugc dot bién theo cach c6 loi dé 1am giam
chtc ning hi€u Gng, bao gém mot hoac nhiéu vi trf 228, 233, 234 va 235, trong d6 cac
vi trf axit amin dugc danh sé theo so dd danh s Kabat. Theo mdt s6 phuong &n, phan
ti ghn két chira ving Fc cla it nhit mot dot bién 1am giam ADCC va/hogc CDC, so
v6i ciing phan tir gin két ma khéng c6 sy dot bién.

Theo mot sé phuong an, phan ti gin két cia sang ché c6 thé 13 mot phan cia
phén tr adhesin mién dich 16n hon duogc tao ra bang cach két hop cong héa tri hodc
khong cOng hoéa tri cia khang thé hodc phan khang thé v6i mot hodc nhiéu protein
hodc peptit khac. Vi du v& cac phén tir adhesin min dich nhu vy bao gom viéc s
dung vung nhan streptavidin dé tao ra phan t scFv dang tetrame (Kipriyanov et al.,
Human Antibodies and Hybridomas 6:93-101 (1995)) va st dung gbc xystein, peptit
d4nh d4u va dudi polyhistidin & dAu tin cing C d€ tao ra cac phan tir scFv héa tri hai
va duoc biotinyl héa (Kipriyanov et al., Mol. Immunol. 31:1047-1058 (1994)). Cac vi
du khéc bao gdm mdt hodc nhidu ving CDR tir khang thé dugc két hop vao phan tir
theo cach cdng hda tri hodc khong cong hoa tri dé tao ra adhesin mién dich grfm Két
dic hidu v6i khang nguyén quan tim. Theo cic phuong 4n nhu vay, vung CDR c6 thé
duoc két hop dudi dang mdt phan cita chudi polypeptit 1on hon, c6 thé dugc lién két
cong héa tri véi chudi polypeptit khac, hodc c6 thé dugc két hop khong cong héa tri.

Theo phuong 4n khac, khang thé dung hop hodc adhesin mién dich c6 thé dugc
tao ra dé chira toan bd hodc mot phan ctia phan t& gin két theo sang ché duoc lién Kkét
v6Gi polypeptit khac. Theo mot sd phuong 4n, chi cic ving bién dbi cua phan tir gin
két dugc lién két v6i polypeptit. Theo mot s6 phuong 4n, mién VH cta phan tr gin
két duoc lién két vai polypeptit thir nhét, trong khi mién VL ctia phén ti gin két dugc
lién két v6i polypeptit thir hai két hop v6i polypeptit thir nhét theo cach trong d6 céc
mién VH va VL c6 thé tuong tac v6i nhau d8 tao thanh vi tri gin két khang nguyén.
Theo phuong 4n duge wu tién khac, mién VH dugc ngan céch véi mién VL béang
nhém lién két sao cho midn VH va VL c6 thé trong tac voi nhau (vi dy, cac khéng thé
chudi don). Sau do, khang thd VH-nhom lién két-VL dugc lién két véi polypeptit
quan tdm. Hon nita, cdc khang thé dung hop ¢6 thé duoc tao ra trong d6 hai (hodc

nhidu) khang thé chudi don dugc lién két véi nhau. Di€u nay 1a hitu ich néu mudn
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thit k& khang thé c6 hai héa tri hodc da héa tri trén chudi polypeptit don, hodc néu
mubdn thiét ké cac khang thé da ddc hiéu.

Pé thiét ké khang thé chudi don (scFv), cac manh ADN mi héa vung VH va
VL duoc lién két khi hoat dong v6i manh khac mi héa nhém lién két linh hoat, vi du,
mé héa trinh tu axit amin (Gly4 -Ser)3 sao cho céc trinh tw ving VH va VL c6 thé
duoc biéu hién duéi dang protein chudi don tiép giap véi cac mién VL va VH dugc
lién két bing nhém lién két linh hoat. Vi du, xem tai ligu: Bird et al., Science 242:423
426 (1988); Huston et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879 5883 (1988); va
McCafferty et al., Nature 348:552 554 (1990). Khang thé chudi don c6 thé c6 hoa tri
mot, néu chi mot mién VH va VL dugc st dung, ¢ hda tri hai, néu hai mién VH va
VL dugc st dung, hodc c6 da hda tri, néu c6 nhidu hon hai mién VH va VL dugc st
dung.

Phan t&r gén két cta séng ché c6 thé dugc din xuit hoa hoic lién két v6i phan
tir khac (vi du, peptit hogc protein khac). Néi chung, cac phén tir gén két (vi du, cac
khang thé hoic phan ghn két khang nguyén cua chung) dugc dan xuét hoéa sao cho sy
ghn két PD-1 khong b anh hudng bét loi do su din xuat héa hoge dénh du. Do do,
cac phan tu gin két ctia sang ché c6 thé bao gdm ca dang phén tir gin két nguyén ven
va dugc cai bién duge mo ta & ddy. Vi du, phan tr gin két cia sang ché c6 thé duoc
lién két v& mit chic ning (nhd sy lién hop hoa hoc, su dung hop di truyén, su két hop
khong cong hda tri hodc theo cach khac) voi mot hoac nhiéu thuc thé phén tu, chéng
han nhu khang thé khéc, tic nhan phat hién, tic nhan duogc phém, va/hodc protein
hoac peptit co thé 1am trung gian cho sy két hop cuia phan tir gin két v6i phan tir khac
(ching han nhu ving nhén streptavidin hogdc dubi polyhistidin).

Mot loai phan t gén két duoc dan xuét héa duoc tao ra béng cach tao lién Két
ngang cua hai hodc nhiu khang thé (thudc loai gudng nhau hogc khac nhau, vi du, dé
thiét ké céc khang thé dic hiéu kép). Cac nhom lién két ngang thich hop bao gdm cac
nhém lién két c6 hai nhém chitc khac loai, cé hai nhém c6 kha ning phén Gng khac
nhau duge ngin cich bang nhém dém thich hop (vi dy: este m-maleimidobenzoyl-N-
hydroxysucxinimit) hodc cac nhém li€n két c¢6 hai nhém chirc cung loai (vi du,
disucxinimidyl suberat).

Phan tir gin két cla sang ché ciing c6 thé duge dan xuét hoa bang nhém héa

hoc nhu polyetylen glycol (PEG), nhém metyl hodc etyl, hodc nhom hydrat cacbon.
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Céc nhém nay c6 thé hitu ich dé cai thién cac dic diém sinh hoc ciia phan tir gén két,
vi du, dé 1am ting thoi gian ban hity trong huyét thanh.

Phén tir gin két cua sang ché ciing c6 thé dugc danh du. Khi duoc st dung &
day, cac thuit ngt "nguyén tr danh déu" hoic "dugc danh diu" dé chi su két hop cia
phan tir khac trong mot phén tir gén két. Theo mdt phuong én, nguyén tir danh diu 1a
gen danh du c6 thé phét hién, vi dy, su két hop cla axit amin ¢6 hoat tinh phéng xa
hodic su gin c4c manh biotinyl vao polypeptit, vi cdc manh nay c6 thé dugc phat hién
bang avidin dugc danh du (vi du, streptavidin chira gen danh d4u phat huynh quang
hoic hoat tinh enzym c6 thé dugc phat hién bang k¥ thuit quang hoc hodc so mau).
Theo phwong an khac, nguyén tir danh ddu hoc gen d4nh déu c6 thé 1a chat diéu tri,
vi du, thé lién hop duoc chét hoic doc t6. Nhidu phuong phép danh du polypeptit va
glycoprotein khac nhau 1a d& biét trong Iinh vuc ndy va c6 thé dugc sir dung. Vi du vé
c4c nguyén tir danh diu cho polypeptit bao gbm cac chét sau ddy, ngoai cic chét khac:
cac ddng vi phong xa hodic ddng vi c6 hoat tinh phong xa (vi du, 3H, 14C, 15N, 358,
90Y, 99Tc, 111In, 1251, 131I), nguyén t& danh diu phat huynh quang (vi dy, FITC,
rodamin, lanthanit phosphor), cac nguyén tir danh d4u 13 enzym (vi du: peroxidaza cua
cAy cu cai cay, B-galactosidaza, luxiferaza, phosphataza kiém), c4c chat d4nh dAu phat
quang héa hoc, nhém biotinyl, cac epitop polypeptit dugc xéc dinh trudc da dugc
céng nhin bdi ngudi bao céo thi cAp (vi du: c4c trinh tu cua c@p khoa kéo leuxin, cac
vi tri gfin két cho khang thé thir cAp, cac mién ghn két kim loai, dudi epitop), cac chat
¢ tu tinh, chﬁng han nhu gadolini chelat, cac doc t& nhu doc tb pertussis, taxol,
xytochalasin, gramixidin D, ethidi bromua, emetin, mitomyxin, etoposit, tenoposit,
vincristin, vinblastin, colchixin, doxorubixin, daunorubixin, dihydroxy anthraxin dion,
mitoxantron, mithramyxin, actinomyxin D, 1-dehydrotestosteron, glucocorticoit,
procain, tetracain, lidocain, propranolol, va puromyxin va cac chét twong tu hoic thé
ddng dang ciia ching. Theo mot s6 phuong 4n, cac nguyén tr danh du dugc gin bang
c4c nhanh clia nhém dém cé chidu dai khac nhau dé 1am gidm sy 4n ngir khong gian
tiém ning.

Theo cac phuong an nhét dinh, cic phan tir gan két ctia sang ché c6 thé c6 mit
& dang trung tinh (bao gbm ca cac dang ion ludng tinh) hodc dudi dang cac hop chit
mang dién tich duong hodc am. Theo mot s6 phuong 4n, c4c khang thé c6 thé duoc

tao phtrc véi ion dbi dé tao thanh mubi duoc dung.
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Thuat ngit “mubi duoc dung” dugc ding dé chi phirc hop chira mot hoic nhiéu
phan tir gén két va mot hozic nhiéu ion déi, trong d6 cac ion dbi nay cé ngudn gdc tir
c4c axit va bazo v0 co va hitu co dugc dung.

Céc bazo v6 co dugc dung bao gém cac ion kim loai bao gE‘)m, ngodi cac chit
khéc, cac muéi kim loai kiém thich hop, cdc mudi kim loai kiém thd va céc ion sinh 1y
khac cua cac kim loai chép nhan duoc. Cac mubi cb nguén géc tir bazo vo co bao gém
cac mudi nhom, amoni, canxi, coban, nickel, molybden, vanadi, mangan, crom, selen,
thiéc, ddng, sit, liti, magie, mangan (III) hoic mangan (II), kali, rubidi, natri va kém,
va trong c4c héa tri dién hinh ctia chiing.

Cac mudi cong axit dugc dung ciia cac phan tir gin két theo sang ché c6 thé
duoc diéu ché tir cac axit sau day bao gém, ngoai cac axit khac, axit fomic, axit axetic,
axit axetamidobenzoic, axit adipic, axit ascorbic, axit boric, axit propionic, axit
benzoic, axit camphoric, axit cacbonic, axit xyclamic, axit dehydrocholic, axit
malonic, axit edetic (etylendiamintetraaxetic), axit etylsulfuric, axit fendizoic, axit
metaphosphoric, axit sucxinic, axit glycolic, axit gluconic, axit lactic, axit malic, axit
tartaric, axit tanic, axit xitric, axit nitric, axit glucuronic, axit maleic, axit folic, axit
fumaric, axit pyruvic, axit aspartic, axit glutamic, axit clohydric, axit bromhydric, axit
hydroiodic, lysin, axit isoxitric, axit trifloaxetic, axit pamoic, axit anthranilic, axit
mesylic, axit orotic, axit oxalic, axit oxalaxetic, axit oleic, axit stearic, axit salixylic,
axit aminosalixylic, silicat, axit p-hydroxybenzoic, axit nicotinic, axit phenylaxetic,
axit mandelic, axit embonic, axit sulfonic, axit metansulfonic, axit phosphoric, axit
phosphonic, axit etansulfonic, axit etandisulfonic, amoni, axit benzensulfonic, axit
pantothenic, axit naphtalensulfonic, axit toluensulfonic, axit 2-hydroxyetansulfonic,
axit sulfanilic, axit sulfuric, axit nitric, axit nitro, este monometyl cta axit sulfuric,
axit xyclohexylaminosulfonic, axit B-hydroxybutyric, glyxin, glyxylglyxin, cacodylat,
diaminohexanoic, camphorsulfonic, thioxyanic, oxoglutaric, pyridoxal 5-phosphat,
axit clorophenoxyaxetic, axit undecanoic, axit N-axetyl-L-aspartic, axit galactaric va
axit galacturonic.

Céc bazo hitu co duge dung bao gdm trimetylamin, dietylamin, N,N-
dibenzyletylendiamin, cloprocain, cholin, dibenzylamin, dietanolamin, etylendiamin,
meglumin (N-metylglucamin), procain, cdc amnin mach vong, c4c cation amoni bac

bdn, arginin, betain, cafein, clemizol, 2-etylaminoetanol, 2-dietylaminoetanol, 2-
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dimetylaminoetanol, etandiamin, butylamin, etanolamin, etylendiamin, N-
etylmorpholin, N-etylpiperidin, etylglucamin, glucamin, glucosamin, histidin,
hydrabamin, imidazol, isopropylamin, metylglucamin, morpholin, piperazin, pyridin,
pyridoxin, neodymi, piperidin, nhya polyamin, procain, purin, theobromin,
trietylamin, tripropylamin, trietanolamin, trometamin, metylamin, taurin, cholat, 6-
amino-2-metyl-2-heptanol, 2-amino-2-metyl-1,3-propandiol, 2-amino-2-metyl-1-
propanol, axit béo mono- va dicacboxylic, axit alkanoic dugc thé phenyl, axit alkanoic
hydroxy, axit thom, axit sulfonic béo va thom, stronti, trixin, hydrazin,
phenylxyclohexylamin, axit 2-(N-morpholino) etansulfonic, bis (2-hydroxyetyl)
amino-tris (hydroxymetyl) metan, axit N-(2-axetamido)-2-aminoetansulfonic, axit 1,4
piperazindietansulfonic, axit 3-morpholino-2-hydroxypropanesulfonic, 1,3-bis[tris
(hydroxymetyl) metylamino] propan, axit 4-morpholinpropanesulfonic, axit 4-(2-
hydroxyetyl) piperazin-1-etansulfonic, axit 2-[(2-hydroxy-1,1-bis (hydroxymetyl)
etyl) amino] etansulfonic, axit N,N-bis (2-hydroxyetyl)-2-aminoetansulfonic, axit 4-
(N-morpholino) butansulfonic, axit 3-(N,N-bis [2-hydroxyetyl] amino)-2-hydroxy
propanesulfonic, axit 2-hydroxy-3-[tris (hydroxymetyl) metylamino] -1-
propansulfonic, axit 4-(2-hydroxyetyl) piperazin-1- (2-hydroxypropan sulfonic),
piperazin-1,4-bis (axit 2-hydroxypropansulfonic) dihydrat, axit 4-(2-hydroxyetyl) -1-
piperazinpropansulfonic, N,N-bis (2-hydroxyetyl) glyxin, axit N-(2-
hydroxyetyppiperazin-N'-(4-butansulfonic), axit N-[tris (hydroxymetyl) metyl] -3-
aminopropansulfonic, axit N-tris (hydroxymetyl) metyl-4-aminobutaneulfonic, axit N-
(1,1-dimetyl-2-hydroxyetyl) -3-amino-2-hydroxy propansulfonic, axit 2-
(xyclohexylamino) etansulfonic, axit 3- (xyclohexylamino) -2-hydroxy-1-
propanesulfonic, axit 3- (xyclohexylamino) -1-propanesulfonic, axit N- (2-axetamido)
iminodiaxetic, axit 4 - (xyclohexylamino)-1-butansulfonic, N- [tris (hydroxymetyl)

metyl] glyxin, 2-amino-2-(hydroxymetyl) -1,3-propandiol va trometamol.

Phén ti axit nucleic va vecto

Sang ché ciing dé cap dén céc phan tir axit nucleic, va trinh tw ma héa cac phan
tir gén két ciia sang ché dugc md ta & day. Theo médt s6 phuong 4n, cac phan tir axit
nucleic khac nhau ma héa mién thi nhat va mién tht hai cia trinh ty axit amin cta
phén tir gén két. Theo mot s phuong 4n, trong d6 mién tht nhit va/hodc mién thir hai

chira chudi ning va chudi nhe, cac axit nucleic khac nhau mé héa trinh ty axit amin

28



43438 29/85

chudi ning va chudi nhe. Theo cac phuong an khac, chinh phan tir axit nucleic ma héa
cac trinh tu axit amin chudi ning va chudi nhe. Theo cac phuong an nhét dinh, phan
tir axit nucleic ¢6 thé mé hoa t6 hop bét ky clia c4c trinh tu axit amin (vi dy, cdc trinh
tir chudi nang va chudi nhe) cia mién thtr nhét va tht hai. Theo phuong 4n cu thé,
phan tir axit nucleic cé thé ma héa trinh tw axit amin cia mién gén két thir nhit va
trinh tu axit amin chudi nhe cta mién gin két thi hai, thy ¥ bao gbm trinh tu bit ky
ctia nhém lién két peptit dé lién két ching.

Sy dé cdp dén trinh tu nucleotit bao gdm ca phén bd trg cia né, trir khi cé quy
dinh khac. Vi vay, su dé cap dén axit nucleic c6 trinh tu cu thé can dugc hiéu 12 trinh
tur bao gém ca soi bd trg ctia nd véi trinh ty bd trg ctia nd. Khi duoc st dung & day,
thuat ngit "polynucleotit" c6 nghia la dang polyme clia mot trong hai nucleotit c6 it
nhéit 10 bazo trong chiéu dai, hoic cac ribonucleotit, hodc deoxyribonucleotit hodc
dang duogc cai bién cia mdt trong hai loai nucleotit. Thuit nglt nay bao gbm ca dang
soi don va dang soi doi.

Sang ché ciing d& cap dén céc trinh tw nucleotit c6 mtc do gidng it nhat 70%,
75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98%, hodc 99% v6i mot hodc nhidu trinh tu
nucleotit néu trén hodc trinh tw nucleotit ma hoa trinh ty axit amin dugc chon tir nhom
gdm céc trinh ty SEQ ID NO: 1-10. Theo mot s6 phuong 4n, céc trinh ty nucleotit c6
mutc do gibng it nhit 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99%
v6i trinh tu nucleotit m& héa trinh ty axit amin dugc chon tr nhém gém cac trinh tu
SEQ ID NO: 4-9. Thuét ngit "ty 1¢ phin trim tinh ddng nht trinh ty" trong ngt canh
trinh tu axit nucleic dugc dung dé chi cac gbc trong hai trinh ty gidng nhau khi dugc
déng thing hang dé tuong g téi da. Sw so sanh tinh ddng nht trinh tu c6 thé kéo dai
trén it nhat khoang chin nucleotit, thudng 1a it nhit khoang 18 nucleotit, pho bién hon
3 it nhét khoang 24 nucleotit, dién hinh 1 it nhdt khoang 28 nucleotit, dién hinh hon
I3 it nhét khoang 32 nucleotit, va tét hon 13 it nhAt khoang 36, 48 nucleotit hoic nhiéu
hon. C6 nhidu thuat toén khac nhau di biét trong linh vuc ndy c6 thé duoc st dung dé
x4c dinh tinh ddng nhét trinh tr cta nucleotit. Vi dy, cc trinh tw polynucleotit c6 thé
dugc so sanh béng cach st dung cac thuat toan FASTA, Gap hodc BESTFIT, la cac
chwong trinh trong g6i Wisconsin Phién ban 10.0, Genetics Computer Group (GCQ),
Madison, Wisconsin. FASTA bao gdm, vi du: cac chuong trinh FASTA2 va FASTA3,
cung cp su déng thing hang va ty 1¢ phin trim tinh dong nhét trinh ty cla cic ving
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trung 13p t6t nhit gitta trinh tu truy vAn va trinh tu tim kiém (Pearson, Methods
Enzymol. 183: 63 98 (1990); Pearson, Methods Mol. Biol. 132: 185-219 (2000);
Pearson, Methods Enzymol. 266: 227-258 (1996); Pearson, J. Mol. Biol. 276: 71-84
(1998); cAc tai liéu nay dugc két hop vao ddy dé tham khao). Trir khi dugc chi rd theo
cach khac, cac thong sd mic dinh cho chuong trinh hodic thuat toan cu thé dugc st
dung. Vi duy, ty 1€ phin trim tinh dong nhét trinh ty gitta c4c trinh ty axit nucleic c6
thé duoc xac dinh béng cach st dung thuét toan FASTA véi cac thong s6 mic dinh
(kich thude chit 6 va hé s6 NOPAM cho ma tran chidm diém) hoic bang cach st dung
thuat toan Gap vé6i cac théng sb mic dinh nhu duge cung cip trong GCG phién ban
6.1, tai liéu nay dugc két hop & day dé tham khéo.

Theo mot khia canh, sang ché @& cap dén phén tir axit nucleic chira trinh ty
nucleotit ma héa trinh tu axit amin duoc chon tir cac trinh tw SEQ ID NO:1-10. Phan
tir axit nucleic ciing c6 thé chira to hop bét ky ctia céc trinh ty nucleotit néu trén. Theo
mot phuong 4n, phan t axit nucleic chira trinh tu nucleotit md héa SEQ ID NO:4.
Theo phuong 4n khac, phin tir axit nucleic chtra trinh tu nucleotit m& hoa SEQ ID
NO:4 va 6. Theo phuong 4n khac, phan tir axit nucleic chira trinh tuy nucleotit ma hoa
SEQ ID NO:4, 6 va 16. Theo phuong an khéc, phan tir axit nucleic chira trinh ty
nucleotit ma héa SEQ ID NO:7. Theo phuong an khac, phan tir axit nucleic chira trinh
tu nucleotit ma héa SEQ ID NO:S5.

Trong phuong 4n bit ky trong sb cac phuong 4n trén day, cdc phin tir axit
nucleic c¢6 thé dugc phan lap.

Theo khia canh khéc, sang ché d& cap dén vecto thich hop dé biéu hién trinh tu
bét ky trong s cac trinh tu nucleotit dugoc md td & day. Thult ngit "vecto" dugc st
dung & diy c6 nghia 13 phan tr axit nucleic c6 kha nidng véan chuyén axit nucleic khac
ma n6 d3 duoc lién két voi. Theo mot sb phuong 4an, vecto 13 plasmit, nghia 1a manh
ADN s¢i kép mach vong ma cidc manh ADN bd sung co6 thé dugc gin voi. Theo mot
s6 phuong 4n, vecto 14 vecto cla virut, trong d6 cac doan ADN bb sung c6 thé duoc
gin v6i hé gen cia virut. Theo mot sb phuong 4n, c4c vecto c6 kha ning ty sao chép
trong té bao chi ma chung dugc dua vao (vi dy, vecto cia vi khuén c6 vi tri sao chép
c¢6 ngudn gdc tir vi khuén va vecto cia dong vat c6 vi thé bd sung). Theo cc phuong
an khac, cac vecto (vi du, cac vecto khong phai ciia dong vat cé va thé b sung) co thé

duoc dinh gin vao hé gen cua té bao chi khi duge dua vao t€ bao chu, va nho 36 duoc
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sao chép clng véi gen cua vét chi. Hon nita, mot s6 vecto c6 kha ning dinh huéng su
biéu hién cia c4c gen ma chung duoc lién két v6i khi hoat dong. Céc vecto nay duogc
goi & day 1a “vecto biéu hién tai to hop” (hodc don gidn 1a ‘vecto biéu hién”).

Séang ché d& cap dén cac vecto chira phan tir axit nucleic ma hda trinh ty bat ky
cla cac trinh tu axit amin cda phén tu gén két hodic cac phﬁn cua chung (vi du, trinh tu
chudi ning vi/hoc chudi nhe clia cic mién gin két thir nhdt va/hogc th hai) nhu
duoc mo ta & day. Sang ché con d& cip dén cac vecto chira phén tir axit nucleic ma
hoa cac protein dung hop, cac khang thé bién ddi, caic manh khang thé va doan do cuia
chung.

Phan tir axit nucleic theo sang ché c6 thé dugc phan 14p tur ngudn bat ky dé tao
ra phan tir gén két hogc mot phan cia n6. Theo cac phuong an nhat dinh, phan ti axit
nucleic theo sang ché c6 thé duoc tdng hop, chit khong phai duoc phan 14p.

Theo mdt s& phwong 4n, phén tir axit nucleic cua sang ché c6 thé chira trinh ty
nucleotit md héa midn VH tir midn the nhit hodc mién thir hai ciia phan tir gan ket
theo sang ché, dugc lién két trong khung véi trinh tuy nucleotit md héa mién dn dinh
chudi ning tir ngudn bét ky. Tuong tw, phan tir axit nucleic theo sang ché c6 thé chia
rinh tur nucleotit md héa mién VL tir ving tht nhit hoic tht hai ctia phan tir gén két
theo sang ché, dugc lién két trong khung véi trinh ty nucleotit ma hoa mién 6n dinh
chudi nhe tir ngudn bit ky.

Theo khia canh khéc cia sang ché, cac phan tir axit nucleic ma héa mién bién
ddi ctia chudi ning (VH) vi/hodc chudi nhe (VL) ciia mién gén két thtr nhét hojic thu
hai ¢6 thé dugc "bién dbi" trong toan bd chidu dai ciia cic gen khang thé. Theo mot
phuong 4n, cic phén tir axit nucleic md héa mién VH hodc VL dugc bién ddi thanh
cac gen khang thé doc theo toan bd chidu dai do sy chén vao vecto biéu hién d3 ma
héa mién 6n dinh chudi ning (CH) hodc mién 6n dinh chudi nhe (CL) twong tng sao
cho doan VH duoc lién két khi hoat dong v&i (cac) doan CH trong vecto va/hodc doan
VL dugc lién két khi hoat dong v6i doan CL trong vecto nay. Theo phuong an khéc,
c4c phan tir axit nucleic ma héa mién VH va/hoge VL dugc bién d6i thanh cac gen
khang thé trong toan bd chidu dai do sw lién két, vi dy, gén, phan tir axit nucleic ma
héa mién VH vivhodc VL v6i phén tir axit nucleic ma héa mién CH va/hogc CL bang
cach st dung cac ky thuat sinh hoc phan tir tiéu chudn. Sau dé, cac phan tir axit

nucleic ma héa chudi ning va/hodc chudi nhe trong toan bd chiéu dai c6 the dugc biu
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thi tir t& bao ma chiing di duoc dua vao.

Céc phan tir axit nucleic ¢6 thé duoc st dung dé biéu hién luong 16n céac phin
tir gin két tai t6 hop. Céc phan tir axit nucleic cling c6 thé dugc st dung dé tao ra
khang thé cia nguoi, khang thé duge 1am cho gidng voi cla ngudi, khang thé thé
kham, khang thé dic hiéu kép, khang thé chudi don, adhesin mién dich, khéng thé hai
manh, khang thé duoc dot bién va din xuit khang thé, nhu dugc mé ta & day.

Theo phuong 4n khéc, phén tir axit nucleic cta sang ché duoc st dung lam
doan do hoac doan mdi ctia phan tng PCR cho trinh tw khang thé dic hiéu. Vi du, axit
nucleic ¢6 thé duge st dung 1am doan do trong k¥ thuat chin doan hodc doan mdi clia
phan tmg PCR dé khuéch dai cac ving ADN c6 thé dugc st dung, vi du, dé phan lap
cic phan tr axit nucleic bd sung m3 héa cac ving phén tir gin két (vi du, cac mién
bién dbi). Theo mot s6 phuong 4n, c4c phan tir axit nucleic 1a cac oligonucleotit. Theo
mdt s6 phuong 4n, cac oligonucleotit 1a tir cac mién bién ddi & mirc cao cla phan tir
gin két. Theo mdt sé phuong 4n, oligonucleotit ma héa tAt ca hodc mot phin clia mot
hozc nhiéu ving CDR cta phén ttr gin két theo séng ché nhu dugc mo ta & day.

Theo phwong 4n khéc, c4c phan tir axit nucleic va vecto c6 thé dwoc sir dung dé
tao ra cac phan tu gin két dugc dot bién. Cac khang thé c6 thé dugc dot bién trong cac
mién bién ddi cua chudi ning va/hodc chudi nhe cua mién gén két the nhat va/hodc
thi hai, vi du, dé thay ddi dac tinh gén két clia phan tir gin két. Vi dy, sy dot bién c6
thé duoc tao ra trong mot hodc nhiéu ving CDR dé 1am ting hodc giam gia tri KD cta
phan tir gén két, dé 1am ting hodc giam gi4 tri koff, hogc dé 1am thay d6i tinh dic hidu
gin két ctia khang thé ddi v4i PD-1. Theo phuong 4n khac, mot hodc nhidu dot bién
duoc tao ra & gbe axit amin da dugc biét 12 thay ddi so véi dong mam trong khéng thé
twong tmg v6i mién gn két thir nhit hoc tht hai ciia phan tir gin két theo sang ché.
Su dot bién nhu vay c6 thé dugc tao ra trong ving CDR hodc viung khung cua mién
bién dbi, hodc trong mién &n dinh. Theo phuong 4n dugc wu tién, cac dot bién dugc
tao ra trong mién bién d6i. Theo phuwong 4n khac, mdt hodc nhiéu dot bién dugc tao ra
& gbc axit amin da dugc biét 12 thay dbi so véi dong mam trong ving CDR hodic ving
khung ctia mién bién dbi ctia phan tir gén két theo séng ché.

Theo phuong an khéc, (cac) ving khung dugc dot bién sao cho (c4c) ving
khung tao thanh ¢4 trinh ty axit amin cua gen dong mam twong tng. Cac dot bién nay

c6 thé dugc tao ra trong vung khung hodc mién én dinh dé 1am gia tang thoi gian ban
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hity thai ciia phan tir gén két. Vi dy, xem Cong bd don quéc t€ s6 WO 00/09560. Sy
dot bin trong ving khung hodic mién én dinh ciing c6 thé duoc tao ra dé lam thay doi
tinh sinh mién dich ciia phan tir gdn két va/hodc d& tao ra vi tri lién két cong hoa tri
hoiic khong cong hoa tri véi phan tir khac. Theo sang ché, phan tir gén két c6 the c6 su
d6t bién trong mot hoc nhidu ving CDR hogc ving khung bét ky cta mién bién d6i
hoic trong mién 6n dinh.

Theo mot sé phuong 4n, c4c phan tir gén két clia sing ché dugc biéu hién bang
céch chén ADN mi héa mot phan hodc toan bé trinh tui cia mién gan két thir nhat
hodic thi hai (vi du, céc trinh ty chudi nhe va chudi ning trong dé mién gan két chia
trinh ty chudi nhe va chudi ning), thu dugc nhu da mo ta trén day, trong cac vecto
biéu hién sao cho cac gen dugc lién két khi hoat dong véi cac trinh tu kiém soat su
biéu hién cin thiét, nhu cic trinh ty kiém so4t su phién m3 va dich ma. Cac vecto biéu
hién bao gdm céac plasmit, retrovirut, adenovirut, virut két hop adeno (adeno-
associated virus: AAV), c4c virut & thyc vt nhu virut bénh dém & cay sup lo, virut
bénh dém & cay thubc 14, cosmit, YAC, episom c6 ngudn gdc tir EBV, va dang tuong
ty. Cac phan tt DNA c6 thé duoc gén vao vecto sao cho cac trinh tu kim soét su phién
mi va dich m3 trong vecto nay thyc hién chic ning dy dinh cua chung la diéu hoa su
phién ma va dich mé cia ADN. Vecto biéu hién va céc trinh ty kiém soét sy biéu hién
¢ thé duoc chon dé tuong hop dugc véi té bao chia biéu hién duoc st dung. Cac
phan tir ADN ma héa mét phin hogc ton b cc trinh ty ctia mién gin két thtr nhat va
thi hai (vi du, trinh ty chudi nang va chudi nhe trong dé mién gén két chira trinh ty
chudi ning va chudi nhe) c6 thé dugc dwa vao cic vecto riéng biét. Theo mdt phuong
4n, td hop bét ky ciia cdc phan tir ADN néu trén dugc dua vao cung vecto biéu hién.
Céc phén tir ADN c6 thé dugc dua vao vecto bidu hién bang cic phuong phép tiéu
chuén (vi du, phuong phap gin cac vi tri gi6i han bd tro trén manh gen cia khang thé
va vecto, hodc gin cac d4u bing néu khong c6 mit cac vi tri gi6i han).

Vecto thich hop 13 vecto m3 héa céc trinh tu globulin mién dich hoan toan vé
mit chirc ning cia ving CH hogc CL cta ngudi, véi thao tac & vi tri gidi han thich
hop sao cho trinh tw ving VH hoiic VL bt ky c6 thé duge chén vao va bieu hién mot
cach d& dang, nhu d3 mo ta trén dy. Cac gen ma héa ving HC va LC trong vecto nay
¢6 thé chira cac trinh ty intron din dén ting tong hiéu suit protein khang thé bang

cach 1am &n dinh mARN tuong tng. Céc trinh ty intron ndm ¢ ving ria cta cac vi tri
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cho ghép ndi va nhén ghép nbi, d& xac dinh xem sy ghép néi ARN s& xay ra hay
khong. Vi tri cua céac trinh ty intron c6 thd & trong ving bién d6i hodc ving 6n dinh
ctia cac chubi khang thé, hodc & ca ving bién dbi va ving 6n dinh khi c6 nhiéu intron
duoc sir dung. Su két thiic qué trinh polyadenyl héa va phién ma 6 thé xuét hién & vi
tr{ nhidm séc thé tu nhién phia sau ving mi héa. Vecto biéu hién téi t6 hop ciing c6
thé ma hoéa peptit tin hiéu dé tao didu kién thuan loi cho s tiét ra cua chudi khang thé
tir t& bao chii. Gen ctia chudi khang thé c6 thé dugc tich dong vao vecto sao cho peptit
tin hidu dugc lién két trong khung véi dAu tan cing amino cia chudi globulin mién
dich. Peptit tin hi¢u co thé 13 peptit tin hi¢u cta globulin mién dich hoic peptit tin hiéu
khéc loai (nghia 13 peptit tin hiéu tir protein khong phai cta globulin mién dich).

Ngoai cac gen ciia chudi khang thé, su biéu hién cia vecto tai t6 hop theo sang
ché c6 thé mang trinh ty diéu hoa dé kiém soat s biéu hién cta gen ciia chudi khang
thé trong 6 bio chi. Ngudi cé hidu biét trung binh trong linh vyc nay s& hiéu rang
viéc thiét ké vectobiéu hién, bao gém ca su chon loc cac trinh tu didu hoah, c6 thé phu
thudc vao cac yéu t5 nhu su lya chon té bao chu can dugc bién nap, mic do biéu hién
clia protein mong mubn, v.v.. Céc trinh tu kiém so4t dugc wu tién dé bidu hién té bao
chi & céc dong vat c6 vii bao gdm céc thanh phdn cla virut d& dam bao sy bicu hién &
muc cao cua protein trong té bao ciia dong vat c6 vii, nhu cac gen khéi dau va/hoic
gen tdng cuodng co ngudn gbc tir LTR cua retrovirut, virut cy bao (cytomegalovirus:
CMV) (nhu gen khoi du/gen ting cudng cua virut CMV), virut SV40 & khi (SV40)
(nhu gen khéi ddu/gen ting cudng cia virut SV40), adenovirut (vi du, adenovirut cla
gen khoi diu mudn chinh (AdMLP)), polyomavirut va cac gen khoi du ciia dong vat
¢ vit manh nhu gen khéi ddu ciia globulin mién dich ty nhién va gen khoi du actin.
Phin mo ti thém céc thanh phin kidm soét cla virut va c4c trinh tu cta ching, vi dy,
xem tai liéu: cic Bing doc quyén séng ché My s6 US 5.168.062, 4.510.245 va
4.968.615. Cac phuong phép biéu hién phan tir gn két, nhu céc khang thé & thuc vat,
bao gdm ca phin md ta cac gen khdi d4u va vecto, cling nhu sy bién nap ctia thuc vt
13 da biét trong linh vuc ndy. Vi dy, xem Bang doc quyén sang ché My sb US
6.517.529. Céc phuong phép biéu hién polypeptit trong té bao vi khudn hodc té bao
nim, vi du, cac té bao ndm men, cling da dugc biét 13 trong linh vyc ndy.

Ngoai c4c gen ciia chudi khéng thé va trinh tw didu hoa, céc vecto biéu hién tai

td hop ctia sang ché cé the mang céc trinh tu bo sung, nhu cac trinh tu dicu hoa su sao
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chép cuia vecto trong cac té bao chu (vi du, ngudn gdc sao chép) va céc gen danh diu
c6 thé chon loc. Gen dénh diu c6 thé chon lgc tao didu kién thuén loi cho sy chon loc
cac t& bao chu ma vecto d3 duoc dua vao d6 (vi du, xem céc Bing doc quyén sang ché
My s6 US 4.399.216, 4.634.665 va 5.179.017). Vi dy, thuong 1a gen danh dAu c6 thé
chon loc tao ra sy khing lai cac chit diéu tri, nhu G418, hygromyxin hoic
methotrexat, dén t& bao chi ma vecto di dugc dua vao. Vi dy, cac gen danh dAu c6 thé
chon loc bao gébm gen dihydrofolat reductaza (DHFR) (48 st dung trong cac té bao
chu dhfr trong khi chon loc/khuéch dai bing metotrexat), gen neo (déi v6i su chon loc
G418), va gen glutamat synthetaza.

Khi duoc st dung & ddy, thuat ngi "trinh tu kiém soat sy biéu hién" dugc ding
d8 chi céc trinh ty polynucleotit cAn thiét dé tic dong dén su biéu hién va x 1y trinh
tu ma hoéa ma chung duoc gén vao. Céc trinh ty kiém soat sy biéu hién bao gdm su
khoi mao, su két thic qué trinh phién ma thich hgp, céc trinh ty ciia gen khéi dau va
gen ting cudng; cac tin hiéu xt Iy ARN hiéu qua nhu tin hi¢u ghép nbi va tin hiéu
polyadenyl hoa; céc trinh tu lam dn dinh mARN trong bao chét; cac trinh ty 1am gia
tang hiéu qua dich ma (nghfa 12 trinh tu lién ing Kozak); céc trinh tw lam gia téng tinh
4n dinh cua protein; va néu mudn, c4c trinh tr 1am gia ting su tiét protein. Tinh chét
clia c4c trinh tu kiém soat nay khéc nhau tuy thudc vao sinh vét chi; & cac sinh vat ¢
nhin nguyén thity, cac rinh tw kidm soat nay thuong bao gdm gen khéi ddu cua vi tri
gin két ribosom, va cac trinh tu két thiic phién md; & c4c sinh vat c6 nhan chuén, cac
trinh tu kiém soat ndy thudong bao gém gen khéi du va trinh tu két thic phién ma.
Thuét ngt “trinh tu kiém soat” dugc du dinh bao gdm it nhat 1a tit ca cac thanh phin
ma sy c¢6 mit ciia ching 12 thiét yéu cho su bidu hién va xit 1y, va cling c6 thé bao
gdm cac thanh phin bd sung ma sy c6 mit cia ching 1a ¢6 loi, vi du, cac trinh tu doan

din ddu va trinh tu cta ddi tic dung hop.

Té bao chii va phwong phdp tao ra phén tir gan két

Theo khia canh khéac, sang ché dé cap dén phuong phap tao ra cac phan tir gin
két cua sang ché. Theo mdt phuong an, sing ché dé cap dén phuong phép tao ra cac
phén tr gén két nhu duge dinh nghia & day, bao gbm budc dua té bao chu tai t6 hop
c6 kha ning biéu hién phan tir gén két, nudi cly céc té bao chi ndy trong diéu kién
thich hop cho su biéu hién ctia phan tir gin két, va phan 1ap phan tir gin két thu dugc.

Céc phan tir gin két dugc tao ra bing cach biéu hién trong céac té bao chu tai td hop
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ndy dugc goi ¢ day 1a “cac phan tur gin két tai t6 hop”. Trong trudng hop cic phén tir
ghn két 1a khang thé, ching duoc goi 1 “khéng thé t4i to hop”. Sang ché con dé cép
dén thé hé con cua cac té bao tir cic t€ bao chu nay va cac phan ti gin két thu dugc
theo cach twong tu.

Khi duoc st dung & day, thuat ngit “té bao chi tai td hgp” (hodc don gian 1a “té
bao chi”) dugc ding dé chi té bao ma vecto biéu hién téi to hop da dwgc dua vao do.
Sang ché dé cap dén cac té bao chu c6 thé bao gdm, vi dy, vecto theo sang ché d3 mo
ta trén day. Sang ché con dé cap dén cac té bao chu chira, vi dy, trinh tu nucleotit ma
héa chudi ning hodc cac phin gin két khang nguyén cua né, trinh tu nucleotit ma héa
chudi nhe hoic cic phin gin két khang nguyén cua nd, hodc ca hai dang nay, cla
mién gén két thir nhit v&/hodc mién gin két thir hai ciia phén tir gin két theo sang ché.
Chn hidu ring “té bao chu tai td hop” va “té bao chi” dugc du dinh dé cap dén khong
chi t& bao chii cu thé ma con dé cap dén ca thé hé con cua t& bao nayy. Do céc cai bién
6 thé xuét hién trong cac thé hé ké tiép do su dot bién hodic do su anh hudng clia moi
treong, nén trén thuc té, thé hé con niy c6 thé khong gidng véi té bao b6-me, tuy
nhién, cac té bao nhu viy van duge bao gdm trong pham vi ctia thuét ngit “t& bao chu”
khi dugc st dung & day.

Céc phan ti axit nucleic ma héa cic phén tir gin két clia sang ché va céac vecto
chira phén tir axit nucleic ndy c6 thé dugc st dung dé chuyén nhiém té bao chi cua
dong vat c6 v, thuc vat, vi khuén hodc nAm men thich hop. Qua trinh bién nap c6 thé
duoc thuc hién bang ky thuat da biét bt ky dé dua polynucleotit vao té bao chu. Cac
phuong phép dé dua polynucleotit khac loai vao té bao ciia dong vat c6 vua 1a di duge
biét 5 trong linh vuc ndy va bao gdm phuong phap chuyén nhim qua trung gian
dextran, phuong phap két tha bing canxi phosphat, phuong phap chuyén nhiém qua
trung gian polybren, phuong phap dung hop té bao trin, phuwong phap bao nang (cac)
polynucleotit trong liposom, va phuong phép vi tiém tryc tiép ADN vao nhan. Ngoai
ra, cac phén ti axit nucleic ¢ thé dugc dua vao té bao clia dong vat c6 va bang vecto
ciia virut. C4c phuong phép chuyén nhidm té bao 1a di dugc biét rd trong linh vuc
ndy. Vi du, xem cc Bing doc quyén sing ché My sb US 4.399.216, 4.912.040,
4.740.461 va 4.959.455. Chc phuong phap bién nap té bao thyc vét 13 da duoc biét rd
trong linh vuc nay bao gbm, vi du, phuong phap bién nap qua trung gian vi khuin

Agrobacterium, phuong phap bién nap bang cich bén gen, phuong phép tiém truc
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tiép, phuwong phap gy xung dién va phuong phap bién nap bang virut. Cac phuong
phép bién nap té bao vi khuén va nim men ciing da duoc biét r5 trong linh vuc nay.

Céc dong té bao clia dong vat c6 vii duge sir dung 1am vét chi dé bicu hién 12
da duoc biét 18 trong linh vuc nay va bao gdm nhiéu dong t& bao bét tir c6 sin tir Bao
tang gidng chudn vi sinh vat M§ (ATCC). Cac dong té bao nay bao gdm, ngodi cic
dong t& bio khac, t& bao budng tring chudt ddéng Trung Quéc (Chinese hamster
ovary: CHO), t& bao NSO, té bao SP2, t& bao HEK-293T, té bao FreeStyle 293
(Invitrogen), t& bao NIH-3T3, t& bao HeLa, té bao than chudt dong so sinh (baby
hamster kidney: BHK), t bao than khi xanh chau Phi (COS), té bao caxinom té bao
gan ciia ngudi (vi dy, Hep G2), té bao A549, va nhiéu dong t€ bao khac. Céc dong té
bao dic biét uvu tién duge chon loc béng cach xac dinh xem cac dong té bao nay cé su
bidu hién & mac cao hay khong. Céc dong té bao khéc c6 thé duge st dung 12 dong té
bao con tring, nhu cic té bao SO hodic Sf21. Khi céc vecto biéu hién tai t6 hop ma
héa cac phan tu gin két duoc dua vao céc t& bao chu cta dong vat cd vu, cac phan tir
gin két nay duoc tao ra bang cach nudi cdy té bao chu trong khoang thoi gian du aé
cho phép biéu hién cac phan ti gén két trong cac té bao chu hoic, tot hon nita 12 sy
tiét ra phan tt gin két vao mdi truong nudi cy ma trong d6 céc té bao chii dugc sinh
truong. Céc phan tir gén két ¢ thé dwge hoan nguyén tr moi trudng nudi ciy nay
bang cach st dung cac k¥ thudt tinh ché protein tiéu chudn. Cac t& bao chi thuc vat
bao gdm, vi du: gibng Nicotiana, Arabidopsis, béo tim, ngd, lua mi, khoai tay v.v..
Céc té bio chi ctia vi khudn bao gdm céc lodi E.coli va Streptomyces. Céc té bao chu
clia nAm men bao gdém Schizosaccharomyces pombe, Saccharomyces cerevisiae va
Pichia pastoris.

Ngoai ra, su biéu hién cia cic phan ti gin két theo sang ché tir cac dong té bao
san sinh c6 thé dugc gia ting bing céch st dung nhidu ky thudt da biét. Vi du, he
théng bidu hién gen glutamin synthetaza (hé thong GS) 1a phuong phép chung dé 1am
gia ting mtc do bidu hién trong mot s6 didu kién nhét dinh. He théng GS dugc ban
luan trong toan bd hodc mot phén noi dung cla cac Biang doc quyén sang ché chau Au
SO EP 0216 846, 0 256 055, 0 323 997 va 0 338 841.

Céc phén tir gén két c6 thé duoc biéu hién bing cac dong té bao khac nhau
hodc trong cac dong vat chuyén gen s& c6 profin glycosyl héa khac nhau khi so sanh

v6i nhau. Tuy nhién, tit ca cac phan ti gin két dugc ma hoa bing cac phan tir axit
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nucleic dugc mo ta & day, hodc chira cac trinh ty axit amin duoc d& xuit ¢ day 13 mot
phin cia sang ché, bit ké mic do glycosyl hoa clia cac phén tir gén két, va néi chung
12 bit ké sy c6 mit hodc khong cb mat cia cac cai bién sau dich m3.

Céc phan tr gén két c6 thé dugc tao ra bang cach s dung nhiéu phuong phap.
Vi dy, cac mién gén két PD1 c6 thé dugc tao ra theo cach riéng biét (vi du, bang cach
stt dung phuong phép tdng hop protein héa hoc, ky thuat biéu hién tai t6 hop, cong
nghé té bao lai, v.v.) va sau d6 dugc gén két v& mit hdéa hoc v6i nhau, theo cach truc
tiép hodc thong qua nhém lién két. Céc phuong tién dé lién hop hoa hoc cac phan tir
(vi du, c4c khang thé hodc phan gin két khang nguyén cla ching) 1a di dugc biét 1
trong linh vuc nay. Céc polypeptit thuong chira nhiéu nhém chirc, chang han nhu axit
cacboxylic (COOH) hodc nhém amin tw do (-NH2), ¢ kha nang phan mg v6i nhom
chitc thich hgp cua polypeptit hodc nhém lién két twong mg. Khang thé ciing c6 thé
dugc din xuét héa dé tiép xuc hoic gin cac nhém chirc ¢6 kha ning phén ing bd sung
va c6 thé bao gdm su gén két ciia phan tir bét ky trong s6 nhiéu phéan tir ciia nhém lién
két nhu cac phén tir c6 sin tir Cong ty Pierce Chemical Company, Rockford, 111. Cac
nhém lién két dugc sir dung trong cac phan tir gin két cla sang ché c6 thé 12 nhém
lién két bét ky trong sé cc nhom lién két thich hop da biét trong linh vuc nay.

Theo mot ) phuong an, su gén két ctia cac mién voi PD1 duogc tao ra béng
cach bidu hién cac khang thé tai td hop hodc cic phdn gin két khing nguyén cia
chiing trong cac t& bio chii. Cac trinh tw m3 héa t hop bit ky cua cac mién gén két c6
thé dugc lién két (theo cach truc tiép hoic thong qua nhom lién két). Cac phén tir axit
nucleic thu duge ma héa cac mién gin két véi PD-1 dugc chén vao céc vecto bidu
hién va dugc dua vio cac té bao chit. Céc phan tir gén két thu dugc sau d6 duoc biéu
hién, phan 1ap va tinh ché tir hé biéu hién.

Theo mot s& phuong an, cac mién gén két ciia phan tir gin két co thé duoc két
hop v6i nhau bing phan tir ciia nhém lién két sang tao nhdm bao vé chéng lai su thoai
bién phén gii protein ctia phn t&r ghn két. Nhom lién két nhu vay thudmg khong c6 vi
tri phan c4t phan gidi protein.

Khi duoc sit dung & day, cc thuat ngit “té bao”, “té bao chi”, “dong té bao” va
“sur nudi cAy té bao”, “dong t& bao 1a sinh vt tw san xuat” duoc sir dung thay thé cho
nhau va bao gdm té bao riéng biét hodc sy nudi chy té bao 13 thé nhan polynucleotit

dugc phan lap bét ky theo sang ché hodic vecto tai td hop bét ky (céc vecto tai t6 hop
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bét k§) chira trinh tw m hoéa ving HCVR, LCVR hogc khang thé don dong cta sing
ché. Cac té bao chu bao gdm thé hé con cla t& bo chu don, va thé hé con ndy c6 thé
khong nhat thiét phai giéng hoan toan (v& hinh thai hoc hodc tinh bd trg ADN toan
phin) véi té bao bd-me ban du do sy dot bién va/hodc thay ddi tw nhién, ngau nhién
hoidc ¢b ¥. Té bao chi bao gdm cac té bao dugc bién nap, tai nap hoic giy nhiém bang
vecto tai tb hop, hodc khang thé don dong biéu hién polynucleotit theo sang ché hoic
chudi nhe hodc chudi ning cta ching. Té bao chii chira vecto tai td hop ciia sang ché
(hodc duogc Kkét hop dn dinh vao nhiém sic thé cua vat chu hoic khong) c6 thé duoc
goi 13 “t& bao chu tai t6 hop”. Cac té bao chu dugc wu tién dé sir dung trong séng ché
13 céc 6 bao CHO (vi du, ATCC CRL-9096), céc té bao NSO, cac té bao SP2/0, céc té
bao COS (ATCC, vi du, CRL-1650, CRL-1651) va HeLa (ATCC CCL- 2). Cac té bao
chi bd sung dé st dung trong sang ché bao gbdm cac té bao thuc vat, té bao ndm men,
cac té bao cta dong vat c6 vi khic va cac t€ bao khong nhan.

Dugc pham

Thuit ngdt “dugc phim” dugc ding dé chi dang bao ché va/hogc ché phim
chita lugng c6 hiéu qua didu tri cia khang thé theo sing ché cling véi cac ta dugc
(chét pha loding, chit din thudc, dung méi va céc t4 dugc khac).

Thudt nglt “t4 dugc” duoc st dung & ddy dé mo ta thanh phan bat ky khong
phai (céc) hop chét cuia sang ché. Su lua chon céc ta duge phu thude phan 16n vio céc
yéu t6 nhu k¥ thuat st dung cu thé, hidu qua cta ta dugc d6i v6i do tan va tinh 6n
dinh, vA tinh chét cia dang liéu ding. Khi dugc st dung & déy, thudt nglt “td dwoc
duoc dung” bao gdm dung méi bét ky va tt ca cac dung mdi, mdi truong phén tan,
chét phii, cac chét nhan khang khudn va chéng nim, chit ding truong va chét 1am
cham hip thu va cc chét twong hop dwoc vé mt sinh 1y twong tw. Vi du vé céc ta
dugc dugc dung néu trén 1a nudc, nude mubi sinh 1y, chit dém phosphat, dextroza,
glyxerol, etanol v.v. va céc t6 hop ctia chiing. N6 thudng dugce uu tién bd sung vao
cac chit déng truong cua ché phém, vi du, cic duong, rugu da chuc, chéng han nhu
manitol hodc sorbitol hodc natri clorua. Céc vi du khac cua ta dugc dugc dung 1a cac
chit thAm w6t hodc lugng nhd cac chét phu tro, nhu chit 1am 4m va chét nhii ho4, chét
bao quan hodc chit dém sé& 1am gia ting thdi gian bio quan va hiéu qué cta khang thé.

Khang thé ciia sing ché c6 thé dugc két hop vao dugc pham thich hop dé sir
dung cho bénh nhan (xem Vi du 17). Cac khang thé ciia sang ché c6 thé duoc si dung
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mot minh hodc két hop véi chit mang, chit pha lodng va/hodc ta dugc duge dung,
theo mot hodc nhiéu lidu. Cac dugc phim dé st dung dugc thiét k& phu hop véi ché
do st dung lua chon, va céc chét pha loang, chét mang va/hodc ta dugc dugc dung,
chﬁng han nhu cac chét phén tan, chit dém, chit hoat dong bé mit, chit bao quén,
chét hoa tan, chit déng truong, chét én dinh va chit twong tu dugc st dung khi thich
hop (xem Vi du 17). Cc ché phdm néu trén duoc thiét ké theo cdc ky thudt thong
thuong nhu trong tai liéu: Remington, The Science and Practice of Pharmacy, 19th
Edition, Gennaro, Ed., Mack Publishing Co., Easton, PA 1995, tai liéu nay cung cép
céc k¥ thuat khac nhau d& thu dugc cac ché phim thudng 13 da biét véi ngudi c6 hiéu
biét trung binh trong linh vuc nay.

Ché phim chtra khéng thé don dong khang PD-1 ciia sang ché c6 thé dugc sir
dung cho bénh nhan c6 nguy co phat trién bat loi hodc bénh Iy nhu dugc mb ta & day
bang cach st dung céc k¥ thudt s dung tiéu chuén, bao gdm st dung qua dudng
miéng, trong tinh mach, trong mang bung, dudi da, phdi, qua chan bi, trong co, trong
mili, qua ma, miéng, duéi ludi, hodc thudc dan.

Tét hon 13 dugc phém cua sang ché chira hoidc 13 “luong c6 hiéu qua didu tri”
ctia khang thé theo sang ché. Thuét ngit “lugng c6 hidu qué didu tri” dugc ding dé chi
lugng c6 hi€u qua, vdi lidu lugng va trong khoang thdi gian can thiét, & dat duogc két
qua diéu tri mong mudn. Lugng cé hiéu qua didu tri coa khang thé c6 thé thay déi tuy
theo c4c yéu t6 nhu finh trang bénh, do tudi, gidi tinh va can ning clia dbi twong va
kha nang cia khang thé hosic mot phin cta né tao ra dap mg mong mubn & ddi twong.
Luong c6 hi€u qua diéu tri cling 13 lugng ma trong d6 tac dung gy doc hodc bét loi
bét ky ciia khang thé dugc vuot trdi so voi tac dung c6 loi vé mit diéu tri. Thudt ngit
“lugng hidu qua phong bénh” dugc dung dé chi luong cé hiéu qua, véi liu luong va
trong khoang thoi gian cAn thiét dé dat duoc két qua phong bénh mong mubn. Do liéu
phong bénh dugc ké don cho cac d6i twong truéc hodc & giai doan d4u cta bénh,
thuong 13 lugng c6 hiéu qua phong bénh ¢ thé it hon luong c6 hiéu qua diéu tri.

Lugng c6 hiéu qua didu tri hodc lwgng c6 hiéu qua phong bénh it nhét 12 lidu c6
loi ich didu tri t&i thiéu cé lgi nho hon lidu ¢6 doc tinh cua chat c6 hoat tinh. Mat
khéc, lugng ¢6 hidu qua didu tri clia khang thé theo sdng ché 1a lugng 1am giam hoat
tinh sinh hoc ctia PD-1 & dong vat ¢6 v, tt hon 12 ngudi.

Puodng st dung ctia khang thd theo sang ché c6 thé 1a qua dudng miéng, ngoai
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dudng tiéu hoa, dudng hit hogc khu tr. TSt hon la cac khang thé ctia sang ché c6 thé
duoc dua vao dugc phdm chép nhén dugc dé str dung ngoai dudng tiéu héa. Khi dugc
st dung & day, thult nglt “ngoai dudng ti€u hoa” bao gbm sir dung qua dudng trong
tinh mach, trong co, dudi da, dudng truc trang, am dao hodc trong mang bung. Viéc
stt dung qua dudng trong tinh mach, trong mang bung hodc dudi da la cac duong su
dung dugc uu tién. Cac chét mang dugc dung dung dé tiém 13 da duoc biét 13 trong
linh vuc nay.

Nhu dugc mo ta trong cac hudng dan thich hop, cac duoc phim s& vo khuin va
4n dinh trong cac diéu kién san xuét va bao quan trong dd chira, dugc cung cép, vi du,
bing 1o nhé dugc bit kin (ampun) hogc bom tiém. Do d6, céc dugc phdm c6 thé duge
khir khuin bing cach loc sau khi bao ché dugc phim, hodc cé thé duogc tao thanh dang
thich hop v& mit vi sinh bing k¥ thugt khac bAt ky. Ché phm dién hinh dung dé tiém
truyén qua duong trong tinh mach cé thé bao gdm 250-1000 ml chét 16ng nhu dung
dich Ringer vo khuln, nuéc mudi sinh 1y, dung dich dextroza hodc dung dich mubi
ctia Hank va lidu dung c6 hiéu qua didu tri (vi dy, 16n hon hodc bang 1-100 mg/ml)
ciia dang ¢b dic ctia khéng thé. Cac lidu ding c6 thé thay ddi thy thude vao loai bé¢nh
va mic d§ nghiém trong. Liéu nay 1a da duogc biét rd tir tinh trang cta linh vuc y té
rang céac lidu dung cho bénh nhan phu thudc vao nhiéu yéu td bao gbm trong luwong
ctia bénh nhan, dién tich bé mit ciia co thé, d6 tudi, hop chit cu thé can dwoc sit dung,
gidi tinh, khoéng thoi gian va duong su dung, tinh trang suc khoe chung va cac loai
thubc duge st dung ddng thoi khéc. Lidu dién hinh c6 thé nim trong khoang, vi du, tir
0,001 dn 1000pg; tuy nhién, cc lidu ding thap hon va cao hon so v6i khoang minh
hoa nay duoc du doan, dic biét 1a véi cac thong sb néu trén. Ché do ding liéu qua
duong trong mang bung hang ngay co thé nim trong khoang tur 0,1 pg/kg dén 100
ng/kg tong trong lugng cua co thé, tot hon 13 tir 0,3 pg/kg dén 10pg/kg, va tot hon nita
1a tir 1 pg/kg dén 1 pg/kg, tham chi t6t hon nira 12 tir 0,5 dén 10 pg/kg trong lugng co
thd m3i ngay. Qué trinh didu trj c6 thé dugc theo ddi bing cach danh gia tinh trang
sttc khoe cua bénh nhan theo dinh ky. bbi véi viée st dung duge lap lai trong vai
ngdy hodc 14u hon, tuy thudc vao tinh trang cia bénh nhan, viéc diéu tri dugc lap lai
cho dén khi dat duoc su ddp mg mong mudn hoic sy tc ché cac tridu chimg cua
bénh. Tuy nhién, ché do ding lidu khic khong dugc md ti & ddy cling 6 thé dugc 4p

dung. Liéu dung mong muon c6 thé dugc sir dung bang cach mot hodc nhiéu licu 16n
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hodc bing cach tiém truyén lién tuc khang thé thy thudc vao mic do phan hiy dugc
dong hoc ma bac si thyc hanh mong mudn.

Céc dic tinh gia dinh néu trén ciia khang thé phy thudc déng ké vao quyét dinh
ctia béc st. Hiéu quéa du dinh 13 yéu t6 quan trong dé lua chon lidu va ché do dung liéu
thich hop. Céc yéu t5 dugc xem xét & day bao gdm bénh nhat dinh cin dugc diéu tri,
dong vat c6 vi nhét dinh dwoc didu tri, tinh trang 14m sang ctia bénh nhan nhét dinh,
nguyén nhan gay réi loan, vi trf sit dung khang thé, loai khang thé cu thé, dudng st
dung, ché d6 sir dung va céac yéu td khac d3 dugc biét 18 trong linh vuc y hoc.

Céc chat didu tri ctia sang ché c6 thé dugc dong lanh hodc dong khd nhanh va
dugc hoan nguyén trong cht mang v6 khuin thich hgp trude khi st dung. Viéc sdy
kho & nhiét d6 thdp va hoan nguyén c6 thé 1am gidm hoat tinh cta khang thé. Liéu
dung ¢6 thé dugc didu chinh dé by dép tn thét nay. Néi chung, dugc pham c6 gia tri

d6 pH nim trong khoang tir 6 dén 8 1 dugc wu tién.

Ung dung trong diéu tri ctia phan tt ghn két clia sang ché .

Theo mot khia canh, phan tir gén két cia sang ché hiru ich trong viéc didu tri
c4c ri loan ¢6 lién quan dén hoat tinh ctia PD1.

Céc thudt ngtt “didu tri”, “viéc diéu tri” va “sy diéu tri” dé chi phuong phap
Jam gidm b6t hodc 1am méat réi loan sinh hoc va/hoge it nhét mot trong s céc tridu
chimg di kém cta n6. Khi duge st dung ¢ ddy, thuat nglt “lam giam b6t” bénh, réi
loan hodc tinh trang bénh c6 nghia la lam gidm mic d0 nang va/hoac tAn suét xuét
hién céc triéu chirng ctia bénh, 161 loan hoic tinh trang bénh. Ngoai ra, su dé cap ¢ day
dén “viéc didu tri” bao gdm su d& cap dén viéc diéu tri chita khoi, 1am gidm tam thoi
va phong bénh.

Theo mot khia canh, dbi tuong 1a dong vét c6 vi, tét hon néu ddi tuong la
ngudi. D61 twong néu trén c6 thé 1a nam hogc nit, & do tudi bat ky.

Thuit ngit “lugng cd hiéu qua diéu tri” dugc dung dé chi luong chit diédu tri
dugc st dung dé s& 1am giam mot hodc nhiéu triéu ching cua rdi loan dugc didu tri
dén murc do nhat dinh.

Céc phan tir gin két ctia sang ché c6 thé dugc st dung mot minh hodc két hop
v6i mot hotic nhidu ché phdm hogc khang thé khéc (hogc t6 hop bét k¥ ctia ching). Do
d6, cac dugc phdm, phuong phép va cich sir dung theo séng ché ciing bao gdm cac

phuong an két hop (st dung ddng thoi) v6i cac chit ¢ hoat tinh khac, nhu duwge mo ta
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dudi day.

Khi duoc st dung & diy, cac thudt ngt “su dung ddng thoi”, “duge s dung
ddng thoi” va “két hop v6i”, lién quan dén cac phan tir ghn két va mot hotic nhiéu chat
diéu tri khéac, duoc cho 1a c6 nghia 13, dé chi hoic bao gém cac dac diém sau day:

viéc st dung dong thoi t6 hop nhu vay cta phén t gin két theo sang ché va
chat didu trj cho bénh nhan cin didu tri, khi c4c thanh phin nay dugc bao ché cing
nhau thanh mot dang lidu ding duy nhét, dé giai phong cac thanh phan ndy gan nhu
déng tho1 vao bénh nhan néu trén,

viée st dung gan nhu ddng thoi td hop nhu vay cta phén tir gin két theo sang
ché va chét didu tri cho bénh nhan cAn didu tri, khi c4c thinh phin ndy dugc bao ché
riéng r& v§i nhau thanh cac dang lidu dung riéng biét ma dugc st dung gin nhu dong
thoi bdi bénh nhan néu trén, khi d6 céc thanh phan néu trén dugc giai phong gin nhu
ddng thoi vao bénh nhan nay,

viéc str dung 14n lugt t6 hop nhu vay cla phén tir gin két theo sang ché va chét
didu tri cho bénh nhén cAn didu tri, khi céc thanh phin niy dugc bao ché riéng ré véi
nhau thanh cic dang lidu dung riéng biét ma dugc sir dung lién nhau boi bénh nhan
néu trén véi khoang thoi gian dang ké giita mdi 1an str dung, trong d6 cac thanh phan
néu trén dugc gidi phéng & céc thoi didm khac nhau déng ké vao bénh nhén nay; va

viéc stt dung 14n luot td hop nhu vay cla phan ti ghn két theo sang ché va chét
didu tri cho bénh nhan cAn didu tri, khi c4c thanh phin d6 dugc bao ché cing nhau
thanh dang dang lidu ding don dé giai phong cac thanh phan nay theo céch c6 kiém
soat, theo d6 chiing giai phong ddng thoi, lién tuc, hodc cung nhau & cac thoi diém
gibng nhau va/hodic khac nhau cho bénh nhan néu trén, & d6 m&i phan c6 thé dugc sit
dung theo duong gidng nhau hogc khac nhau.

Céc phén tir gin két ciia sang ché c6 thé dugc sir dung ma khong can didu trj tri
lidu thém, nghia 13 duéi dang liéu phap doc 1ap. Hon nita, viéc diéu trj bing cic phan
tir ghn két ctia sang ché c6 thé bao gdm it nhét mot phuong phap diéu tri trj ligu bd
sung (liéu phap két hop). Theo mot s phuong an, phan tir gén két c6 thé dugc sir
dung ciing nhau hodc dugc bao ché véi thube/ché phdm khéc dé diéu tri bénh tw mién
hoic bénh viém.

Céc duoc phdm chira phan tir gén két theo sang ché va it nhat mot chat khac (vi

du, chit tc ché mién dich hodc chit khang viém) c thé duogc st dung dudi dang liéu
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phép kbt hop dé st dung ddng thoi, doc 1ap hogc lién tuc trong viée diéu tri rdi loan
viém va rbi loan tu mién.

Pidu nay c6 nghia 1a cac phan tir ghn két theo séng ché c6 thé duoc sir dung
trong cac phuong phap diéu tri nhu d3 mo ta trén day, co thé dugc st dung trong diéu
tri nhu da mé ta trén day, va/hodc ¢ thé duoc st dung trong san xuét thudc dé diéu tri
nhu d3 mo ta trén day.

Liéu ding va duong sir dung

Phuong phép bt ky dé str dung cac peptit, protein hodc khang thé dugc chép
nhén trong linh vuc ndy déu cé thé duge st dung theo cach thich hop doi v6i phén tir
gin két clia sang ché.

Céac dugc pham cia sang ché thuong thich hop dé st dung ngoai duodng tiéu
héa. Khi duogc st dung & day, thuit ngit “stt dung ngoai dudng tiéu héa” duoc phim
bao gdm bét ky st dung bét ky dwoc dic trung boi 18 thing vat 1y clia mo dbi tuong
va st dung duoc phém thong qua 18 thing trong m nay, do d6 thuong din dén viéc
st dung truc tiép vao dong mau, vao co, hodc vao co quan noi tang. Vi vay, viéc su
dung ngoai duong ti€u hoa bao gbm, ngodi cac cach khéc, viéc st dung duge phim
bing céach tiém dugc phim nay, bang cach st dung dugc phim nay théng qua vét rach
khi phiu thuat, bang céach st dung duoc phim nay théng qua vét thuong khong phai
do phiu thuat dé tham nhap mo, va phuong phap tuong tw. Cu thé, viéc sir dung ngoai
dudng tiéu hdéa cé nghia 1a bao gém, ngoai cic dudng khac, viéc tiém hodc ti€ém
truyén dudi da, trong mang bung, trong co, trong xuong uc, trong tinh mach, trong
dong mach, ndi tuy mac, trong tam thét, trong niéu dao, trong so, tiém hodc trong bao
hoat dich; va ky thudt tiém truyén thdm tach than. Viéc cung cp qua duong trong
khéi u, vi du, viéc tiém trong khdi u ciing c6 thé hitu ich. Viéc tiém truyén theo ving
cling dugc dé xudt. Cdc phuong 4n dugc uu tién bao gbdm duodng st dung trong tinh
mach va dudi da.

Dang liéu dung cla dugc phim thich hop dé st dung ngoai duong tiéu hoa
thuong chira thanh phin hoat tinh két hop v6i chit mang dugc dung, ching han nhu
nuée vo khudn hodc nude mudi ding truong vo khudn. Céc dang liéu dung nay c6 thé
duoc bao ché, dong géi, hodc ban & dang thich hop cho viée sir dung liéu 16n hogc dé
st dung lién tuc. Dang bao ché dung d8 tiem c6 thé dugc bao ché, bao géi hoic ban &

dang liéu dung thong thudng, vi dy, trong ampun hogc trong cac d6 chira da liéu c6
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chira chét bio quan. Céc dang bao ché dé sit dung ngoai dudng tiéu héa bao gbm,
ngoai cac dang khéc, huyén phu, dung dich, nhii tvong trong dau hoic dung dich chét
nén, bot nhdo, va dang twong tu. Cac dang liéu dung nay cé thé con chtra mot hoic
nhidu thanh phin bd sung, ngodi cac thanh phin khac, chét tao huyén phi, chét 6n
dinh hodc chat phan tan. Theo phuong én, ché phdm dé str dung ngoai dudng tiéu hda
chira thanh phin hoat tinh dugc cung cép & dang kho (dang bdt hogc dang hat) dé
hoan nguyén véi chét nén thich hop (vi du, nude vo khuin khong chira chit gy sbt)
truée khi sit dung ché phdm d3 hoan nguyén ngodi dudng tiéu héa. Céc dang liéu
ding ngoai duong tiéu hoa cling bao gdm cac dung dich nude c6 thé chira cac ta dugc
nhu mubi, hydrat cacbon va chét dém (6t hon 13 c6 @6 pH ndm trong khoang tir 3 dén
9), nhung dbi v6i mot sb tmg dung, ching c6 thé dugc bao ché theo cch thich hop
hon duéi dang dung dich khong chira nudc v khuén hoic dang kho duge st dung Kkét
hop véi chét nén thich hgp nhu nude vo khuén khong chira chit gy sbt. Cac dang 1am
vi du dé st dung ngoai dudng tiéu hoa bao gbm cac dung dich hodc huyén phu trong
dung dich nudc vo khuén, vi du, dung dich propylen glycol hodc dextroza trong nudc.
Céc dang lidu ding nhu vay c6 thé dugc dém, néu cn. Cac dang liéu dung thich hop
khéc dé st dung ngoai dudng tiéu hoa cé thé bao gbm cac dang chira thanh phén hoat
tinh & vi tinh thé, hodc trong ché pham liposom. Cac dang lidu dung dé sir dung ngoai
dudng tiéu héa c6 thé dugc bao ché dé cé ché do giai phong tire thi va/hodc dugce cai
bién. Chc dang lidu ding cé su giai phong dugc cai bién bao gdm sy giai phéng dugce
lam cham, duy tri, theo nhip, dugc kiém soat, huéng dich va theo chuong trinh.

Vi du, theo mot khia canh, c4c dung dich tiém v khuén c6 thé dugc bao ché
bing cach két hop it nh4t mot phan tir gin két voi lugng can thiét trong dung moi
thich hop véi mot thanh phén hodc dang két hop cua cic thanh phan d3 liét ké trén
day, néu can, sau d6 khir khuin bang cach loc. Cac hé phan tan thuong duge bao ché
bing cach két hop hop chét c6 hoat tinh vao dung méi v6 khuan chira méi trudmg
phén tAn co ban va cac thanh phin cAn thiét khéc tir céc thanh phan da liét ké trén day.
Trong trudmg hop bdt vo khudn dé bao ché dung dich tiém vo khudn, phuong phap
bao ché 12 shy kho & nhiét do thip (dong kho nhanh) dé tao ra bot ciia thanh phan hoat
tinh cung véi thanh phan mong muén bd sung ndo bét ky tir dung dich da loc vo
khuin trude d6 cua nd. Do chay thich hop cia dung dich ¢ thé duoc duy tr, vi du,

bing cach st dung 16p phu nhu lexithin, bang cach duy tri c& hat can thiét trong
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tredng hop hé phan tan va bang cAch sir dung chit hoat dong bé mit. Su hip thu kéo
dai cta cac ché pham dang tiém c6 thé duoc tao ra bang cach két hop ché phim chit
1am cham hép thu vao ché phdm ndy, vi du, monostearat va gelatin, va/hodc bang cach
str dung 16p phu c6 sy gidi phong duogc cai bién (vi dy, 16p pha gidi phéng cham).

Céc phan tir gin két cta sang ché ciing c6 thé dugc st dung qua dudng trong
miii hoac béng cach hit, thwong ¢ dang bot kho (mdt minh, & dang hdn hop, hoidc &
dang cac hat chira cac thanh phén da tron 1an, vi du, dugc tron véi ta duge duoc dung
thich hop) tir éng hit bot khé, ching han nhu d6 chira khi dung dugc gia 4p, méay bom,
dung cu phun, dung cu phun mu (t6t hon 13 dung cu phun mu st dung dic tinh dién
dong luc hoc dé tao ra swong mu), hoic méy khi dung, trong d6 chét day thich hop
duoc st dung hodc khéng dugc st dung, hodc dudi dang thudc nhé mii.

Db chira dugc gia 4p, bom, dung cu phun, dung cu phun mu, hodc méy khi
dung thuong chtta dung dich hodc huyén phu ctia phan tir gén két ciia sang ché bao
gdm, vi du, chat thich hop dé phan tan, hoan nguyén hodc giai phéng kéo dai ctia chit
c6 hoat tinh, chit diy 1am dung mai.

Truéc khi st dung duéi dang bot khd hodc huyén phii, ché phdm thubc thuong
duoc micron héa thanh kich thudc thich hop dé phan phdi bang cach hit (thudng 1a
nhé hon 5 micron). Didu ndy c6 thé dat dugc bing k§ thut nghién thich hop bat ky,
ching han nhu phwong phép nghién dung tia phun dang xodn, phuong phép nghién
dung tia phun kiéu ting s6i, phuong phép xir 1y chit 1ong siéu t6i han dé tao ra cac hat
nano, 1am déng nhét & 4p suét cao, hodc sy phun.

Vién nang, vi va hop dé st dung trong dung cu hit hodc dung cu bom c6 thé
duoc bao ché dé chira hdn hop dang bot clia hop chét theo sang ché, chit nén dang bot
thich hop va dung cu diéu chinh hiéu suét.

Dang bao ché 13 dung dich thich hop dé sir dung trong dung cu phun mu bang
cach st dung déc tinh dién dong luc hoc dé tao ra suong mu cé thé chtra liéu dung
thich hop cta phan ttr gin két theo sang ché cho mdi 1an ddy va thé tich dy c6 thé
thay d6i, vi du, tir 1l dén 100pl.

Céc chét tao huong vi thich hop, nhur menthol va levomenthol, hodc chét tao
ngot, ching han nhu sacarin hodc natri sacarin, c6 thé duoc bd sung vao cac dang licu
dung ndy ciia sang ché ding dé st dung bang cach hit/qua dudng trong miii.

Dang liéu ding dé sir dung ngoai dudng tiéu héa cé thé dugce bao ché dé c6 sy
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giai phong tirc thi va/hodc duge cai bién. Céac dang bao ché c6 su giai phong dugce cai
bién bao gdm su gidi phéng dugc 1am chim, duy tri, theo nhip, dugc kiém soét, huéng
dich va theo 1p trinh.

Trong truong hop dung cu khi va khi dung chtra bot kho, don vi lidu dugc xac
dinh bing phuong tién 13 van cung cip luong theo dinh lugng. Cac don vi lidu theo
sang ché thuong dugc sip xép dé sir dung liéu theo dinh lugng hodc “d4y” phan tir
gin két ctia sdng ché. Téng lidu dung hang ngay s& thudong dugc s dung theo mot lidu
hodc, thudng xuyén hon, duéi dang céc lidu chia nhé trong ca ngay.

Céc phan tu gin két clia sang ché ciing c6 thé dugc bao ché du6i dang liéu
dung dé sir dung qua duong miéng. Viéc st dung qua duong miéng c6 thé bao gbdm
viéc nudt, sao cho hop chit di vao dudng da day-rudt, va/hodc s dung qua dudng
trong m4, ludi hoc dudi ludi ma nh d6 hop chét di vao dong méu truc tiép tir miéng.

Céc dang lidu thich hop dé str dung qua dudong miéng bao gbm cac hé dang ran,
ntta rén va 1éng nhu vién nén; vién nang mém hoic cing chua nhiéu hat nano hoic hat
nano, chét 1ong hodc bdt; vién ngdm (ké c4 chit 16ng bén trong); vién nhai; gel; dang
lidu phan tin nhanh; mang; vién tring; dang xit; va cac miéng dan & ma/niém mac.

Céc dang lidu 12 chét 16ng bao gdm céc huyén phi, dung dich, sird va con ngot.
Céc dang lidu nay c6 thé dugc st dung dudi dang t4 dugc trong vién nang cung hodc
mém (vi du, duoc 1am tir gelatin hodc hydroxypropylmetylxenluloza) va thudng chira
cht mang, vi du, nuéc, etanol, polyetylen glycol, propylen glycol, metylxenluloza,
hodc ddu thich hop, va mdt hoic nhidu chit nhii héa va/hosic cac tao huyén phu. Cac
lidu 14 chit 1ong ciing c6 thé dugc bao ché bing cach hoan nguyén chét rén, vi du, tir
goi.

Céc phan tr gin két clia sang ché s& duoc sir dung véi lugng c6 hiu qua trong
viée didu tri tinh trang bénh cAn diéu tri, nghia 13 véi liéu dung va trong khoang thoi
gian can thiét dé dat dugc két qua mong mubn. Luong cé hiéu qua didu tri c6 thé thay
dbi theo céc yéu t6 nhu tinh trang bénh cu thé cAn duoc diéu tri, d0 tudi, gi6i tinh, va
trong luong co thé ctia bénh nhan, va viéc cic phéan tir gin két duge st dung mot minh
hotic két hop véi mot hodc nhidu ky thudt didu trj khang bénh tu mién hogc khéng
viém bd sung hay khong.

Ché d6 dung lidu ¢6 thé dugc didu chinh dé tao ra mic do dap (mg t6i wu. Vi

du, mdt lidu 16n c6 thé duoc sit dung, vai liéu chia nhé cé the dugc st dung theo thoi
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gian hodc lidu ding nay cé thé dugc giam di hodc ting 1én tuong Umg nhu dugc chi
dinh theo c4c tinh huéng didu tri. Pac biét ¢6 lgi néu bao ché dugc pham ding ngodi
dudng tiéu héa theo dang lidu dung don vi dé d& sir dung va tinh ddng déu cia liéu
lugng. Khi dugc st dung trong ban mo ta nay, dang liéu dung don vi dugc dung dé
chi cac don vi riéng r& vé mit vat 1y thich hep lam lidu dung don vi cho cac bénh
nhan/dbi tugng can duoc diéu tri; mdi don vi chia lugng dinh trudce cla hop chét c6
hoat tinh dugc tinh toan dé tao ra hiéu qua diu tri mong mudn két hop véi chét mang
dugc dung mong mudn. Tiéu chuén k§ thust cua cac dang liéu dung don vi theo séng
ché thuong dugc quyét dinh theo va phy thudc truc tiép vao (a) cic dic tinh dic biét
clia chét héa tri liéu va tac dung phong bénh hodc didu tri cu thé can dat duoc, va (b)
céc han ché vén c6 trong linh vuc bao ché hop chét c6 hoat tinh ding dé diéu tri c6
tinh mAn cam & cac ddi tuong.

Do d6, ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay s& hiéu rang, dya vao
phin mé ta duge dua ra & ddy, cc lidu ding va ché do ding lidu dugc dieu chinh theo
cac phuong phép dd dugc biét rd trong linh vyuc didu tri. Didu nay c6 nghia 12 licu
duoc dung nap tdi da c6 thé dugc thiét 14p d& dang, va lugng hitu hi¢u tao ra hidu qua
didu tri mong mudn cho bénh nhan cling ¢ thé dugc xac dinh, do cac yéu cdu tam
thori d6i voi viee st dung m3i chét ¢6 thé tao ra hidu qua didu tri c6 thé nhan thay cho
bénh nhan. Do dé, trong khi liéu ding va ché do st dung nhat dinh dugc vi du & day,
cac vi du nay khong lam gidi han céc lidu dung va ché do st dung c6 thé duoc cung
¢ép cho bénh nhan trong khi thyc hanh céc phuong 4n cia sang ché.

Cin luu ¥ ring céc gid tri lidu ding c6 thé thay ddi theo loai va mic do nang
cla tinh trang cin dugc 1am thuyén giam, va c thé bao gdm mot hogc nhiéu lidu.
Ngodi ra, cAn hiéu ring dbi véi dbi tuong cu thé bat ky, ché do ding liéu cu thé can
duoc didu chinh theo thoi gian tiy theo nhu cdu cta ddi twong va sy danh gia cla
chuyén gia y té v& viéc sir dung hoic theo di viée sit dung duoc pham, va cic khoéng
lidu dung dugc dua ra trong ban mé ta nay chi l1a vi du va khong du dinh 1am giéi han
pham vi hodc su thyc hanh dugc phém theo sang ché. Ngoali ra, ché do dung lidu voi
c4c dugc pham theo sdng ché nay c6 thé dua trén nhidu yéu td khac nhau bao gbm loai
bénh, d6 tudi, trong lugng, gidi tinh, tinh trang sirc khoe bénh nhén, mic d) ndng cua
bénh, duong st dung va phan tir gén két cu thé dugc sit dung. Do d6, ché do dung liéu

ndy c6 thé thay déi trong khoang rong, nhung c6 thé dugc x4c dinh theo cach thong
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thuomg bing cach sir dung céc phuong phép tiéu chudn. Vi du, céc lieu ding c6 thé
duoc diéu chinh dua trén cac thong s6 duoc dong hoc hodc dugce luc hoc, cac thong )
nay c6 thé bao gbm cac hiéu qua 1am sang nhu tic dung giy doc va/hodc gia trj trong
phong thi nghiém. Do dd, sang ché bao gbdm ca su ting lidu dung & bénh nhan nhu
duoc x4c dinh bdi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay. Cic phwong phap
xéc dinh lidu ding va ché do thich hop 12 di dugc biét rd trong linh vuc niy va sé
duoc ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay hiéu rd dya vao cac ¥ tuong
dugc bde 10 & day.

Vi du vé cac phuong phap st dung thich hop di d8 xuét trén day.

Chic chin 13 lidu dung thich hgp cla phén tir gin két theo sang ché s& nim
trong khoang 0,1 dén 100 mg/kg, bao gdm ca khoang tir 0,5 dén 50 mg/kg, vi du,
khong tir 1 dén 20 mg/kg. Phan tir gén két c6 thé dugc st dung, vi du, voi lidu it nhat
bing 0,25 mg/kg, vi du nhu it nhét bing 0,5 mg/kg, gdm ca liéu ding it nht bing 1
mg/kg, vi du, it nhdt bing 1,5 mg/kg, vi du nhu it nhit bang 2 mg/kg, vi du, it nhét
biing 3 mg/kg, bao gdm ca it nhét bing 4 mg/kg,vi du, it nhit bang 5 mg/kg; va vi du,
dén mirc 16i da bing 50 mg/kg, bao gdm ca dén mic téi da bang 30 mg/kg, vi du, dén
mirc t6i da bing 20 mg/kg, gbm ca dén t6i da bang 15 mg/kg. Viéc st dung nay s&
thuomg duoc 13p lai trong cac khoang thoi gian thich hop, nhu mdi tudn mot 14n, hai
tuAn mot 14n, ba tudn mot 1in hodc bdn tudn mot lan, va mién 13 trong khoang thoi
gian dugc cho 13 thich hop béi bac sT diu tri ma trong mot s6 truong hop, cb thé ting
hodc gidm liéu dung, néu cén.

Luong cé hiéu qua dé diéu tri r6i loan ty mién hodc r6i loan viém cé thé xac
dinh theo kha ning lam &n dinh ciia né déi voi sy tién trién cia bénh vahodc dé cai
thién cAc tridu chimg & bénh nhan, va tdt hon 13 dé dao ngugc cic biéu hién cla bénh.
Kha nang cua phan ti gin két theo sang ché dé uc ché réi loan ty min va réi loan
viém c6 thé dugce danh gia trong cac tht nghiém in vitro, vi du, nhu dugc md ta trong
cac vi du di cho, cling nhu trong cic m6 hinh dong vat thich hop dé du doan hiéu qua
trong cac r6i loan nay. Ché do dung liéu thich hop dugc chon dé tao ra sy dap ng
didu trj t6i wu trong truong hop nhét dinh, vi du, st dung mot liéu 16n hodc tiém
truyén lién tuc v6i kha ning didu chinh lidu theo chi dinh cta Ung truong hop khin

cap.

Hon hop va stk dung dé chdn dodn
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Céc phan tir gin két cua sang ché cling dugc st dung trong cic quy trinh chén
doan (vi du, in vitro, ex vivo). Vi du, chung c6 thé duoc st dung dé phét hién hodc xac
dinh ndng dd PD-1 trong cac mau thu dugc tir bénh nhén (vi dy, mau mé hoic miu
dich co thé, nhu dich tiét do viém, méau, huyét thanh, dich rudt, nuéc bot hodc nudc
tidu). Cc phuong phap thich hop dé phét hién va xéc dinh bao gdm céc thi nghiém
midn dich, nhu dém t& bao theo dong, thir nghiém hip thu mién dich lién két enzym
(enzyme-linked immunosorbent assay: ELISA), thir nghiém phat quang héa hoc, thir

nghiém mién dich phéng xa, va thir nghiém mo mién dich.

Vét phdm

Theo phuong an khéc, sang ché @& xuét vt phim chira cac chit hitu ich dé didu
tri hodc phong ngua céac 161 loan va tinh trang d3 mo ta trén day.

Vat phim bao gdm db chira c6 dugc phim khang thé va nhin dén, va c6 thé to
huéng dan sit dung. Céc dd chura thich hgp bao gém, vi du, lo nhd, ampun, bom tiém
va 6ng phan tich. Cac db chira c6 thé dugc 1am bing nhiéu vat li¢u nhu thuy tinh hogc
vt liéu polyme. Db chira nay chira dugc phim ctia séng ché ¢6 hiéu qua didu tri bénh
hodc rdi loan do PD-1 1am trung gian gdy ra va c6 thé c6 dudng tiép can vo khuan (vi
du, d chira c6 thé 13 tai chira dung dich truyén qua dudng trong tinh mach hogc 1o ¢6
nit ¢6 thé xuyén qua béi kim tiém dudi da). Khang thé khang-PD-1 ciia sang ché 1a
hoat chit cia duoc phém. Nhén dan & trén dd chira hodc t& hudng dan st dung dugc
gén vao d6 chi din rang dugc phdm niy dung d8 didu tri bénh mong mudn. Vit phdm
¢6 thé con bao gdbm dd chia thit hai chira chit dém dugc dung nhu nude mubi dém
phosphat, dung dich Ringer va dung dich dextroza. Ngoai ra, né con c6 thé bao gbm
c4c vat liéu khac mong muén tir 14p trudong thwong mai va ngudi tiéu dung, gdm cac
chét dém, chét pha lodng, dung cu loc, kim tiém, bom ti€u va to huong dan st dung

khéc.

Vi du thye hién séng ché

Céc vi du sau day dugc dua ra dé hiéu 1 hon séng ché. Cac vi du nay dugc dua
ra chi nhidm muc dich minh hoa va khéng dugc hiéu 1 1am gi6i han pham vi cia sang
ché theo cach bat ky.
Vidul

Thiét ké thu vién-Fab khang thé ctia ngudi nguyén thé MeganLibTM
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ARN toan phén clia cac t€ bao lymphd B tir cAc mAu méu cta hon mdt nghin
ngudi cho riéng biét dugc phan 14p st dung Mini Kit RNeasy theo quy trinh duogc
khuyén cao (QIAGEN). Thir nghiém ndng d ARN dugc thyc hién bang céch sir dung
kit Nanovue (Chdm séc sttc khée GE); chét luong ctia ARN phéan 14p dugc kiém tra
bang phuong phap dién di trén gel agaroza 1,5%.

Phan tmg phién mi nguoc duoc tién hanh bang cach st dung kit MMLV RT
(Evrogen) theo quy trinh dugc khuyén co v6i enzym phién ma ngugc MMuLV va
c4c hexame oligonucleotid ngiu nhién 1am doan moi.

Céc san phdm phién mi ngugc duole st dung 1am co chét trong phan tng
chudi polymeraza hai-giai doan dé thu dugc cic gen cla mién bién dbi nim canh cac
vi tri gi6i han; phan tmg nay dugc thuc hién bang cach st dung kit oligonucleotit va
quy trinh theo tai liéu [J Biol Chem. 1999 Jun 25; 274(26): 18218-30].

Ché phim ADN thu duge VL-CK-VH (Fig.1) dugc xu ly bang cac enzym
endonucleaza gi¢i han Nhel/Eco91I va dugc gin vao phagemit pH5 ban dau (Fig.2A).
Cac san phém gén duoc bién nap vao cac té bao kha bién dién t&r SS320 duge chuin bi
theo quy trinh [Methods Enzymol. 2000;328: 333-63.]. Kho thu vién bidu hién thé
thuc khudn-Fab t6 hop MeganLibTM c6 10" thé bién nap. Céc ché phim cua thu vién
thé thuc khuén Fab dugc didu ché theo quy trinh da dugc mo ta trude day [J Mol Biol.
1991 Dec 5;222(3): 581-97].

Vidu2

Chon loc c4c thu vién-fab cta khang thé thé thuc khuan

Céc khéng thé-thé thuc khuin Fab khang-PD-1 ddc hiéu dugc phan 18p tir thu
vién bidu hién-thé thuc khudn Fab cua thu vién t6 hgp MeganLibTM. Viéc chon loc
duoc thuc hién bang cach st dung PD-1 cia nguoi tai td hop, véi su sang loc trong
céc diéu kién nhu d3 mé ta trudc diy (J Biol Chem. 1999 Jun 25; 274(26): 18218-30;
Nat Biotechnol. 1996 Mar;14(3):309-14; J Mol Biol.1991 Dec 5;222(3): 581-97). Dé
thuc hién quy trinh chon loc béng phuong phap sang loc, PD-1 ciia ngudi trong chét
dém cacbonat 50mM (d6 pH = 9,5) dugc hép phu qua dém ¢ nhiét do 4°C trén bé mit
cac bng HighSorb (Nunc). Ngoai ra, cac bng duoc rira bang PBS (dd pH = 7,4) va sau
d6 dugc phong bé bang dung dich chira PBS (d6 pH = 7,4) — sira c6 khong béo (0,5%
trong luong/thé tich) trong 1 gid. Sau d6, 2-4ml dung dich thé thyc khuan (10" hat thé
thuc khuan/ml) trong PBS (d0 pH 7,4) — sita khong c6 chét béo (0,5% trong luong/thé
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tich) dugc chuyén dén bng chira khang nguyén, va hé thng nay duoc u trong 1 gid
trong khi khudy. Céc thé thuc khuin khong gén két duoc loai bd bang loat chu trinh
rira bing PBS (40 pH = 7,4) - Tween 20 (0,1% theo thé tich). S6 chu trinh rira dugc
ting 1én tr vong dAu tién dén vong thir ba — 20-30-40 14n, twong tmg. Cac hat thé thuc
khuin vin gén két dugc rira giai bang dung dich Gly-HCl 100 mM (d0 pH = 2,5)
trong 15 phut trong khi khudy, va sau d6 dugc 1am trung hoa bang TRIS IM-HCI (d0
pH = 7,6). Vi khuén E.coli TG1 dugc giy nhiém béng céc thé thyc khuan thu dugc;
ngoai ra, cac thé thuc khuin dugc phan 18p va st dung trong chu trinh chon loc tiép
theo. Sau vong thtt hai va thir ba ciia qué trinh chon loc, ADN (cAc phagemit) dugc
phan 14p va cac gen cua vung bién ddi cua khang thé dugc tich dong vao céc vecto

biéu hién (Fig.2B) dé tao ra Fab trong céc té bao E.coli. .

Vidu3

Phan tich su dic hiéu gin két ctia Fab v6i PD-1 cta nguoi

Tht nghiém ELISA dugc st dung dé x4c dinh sy gin két ctia cac manh-Fab
thir nghiém v6i PD-1 ciia ngudi. Fab c6 trinh ty cong bd Nivolumab (Bristol-Myers
Squibb) dugc st dung lam d6i chung duong. D& phan tich sy gin két dac hiéu, cac 16
cta dia ELISA (mdi truong gin két tlr cong ty Greiner bio one) duge phi 50ul PD1-
H6F (0,5 pg/ml trong 1x chit dém cacbonat phu, dd pH = 9,5), duoc déng kin va
qua dém ¢ nhi¢t do 4°C. T4t ca cac giai doan khac dugc tién hanh theo quy trinh
ELISA tiéu chuin véi thiét bi dugc ty dong hdéa ¢ hiéu ning cao dua trén cac hé
thdng robot nhu Genetix Qpix2xt (Molecular Devices) va Tecan Freedom EVO 200
(Tecan). Su gin két khong dic hiéu dwoc phong bé bing cach bd sung chit dém
phong bé BB (200pl sita khong c6 chit béo 0,5% trong PBS). Céac dia duoc U trén
thiét bi 14c trong 1 gid & nhiét d trong phong. Sau khi ria bing PBS-Tween, mdi té
bio duoc phti bdng 50pul dich ndi bé mit té bao chira Fab thir nghiém dugc trdn véi
thé tich tuong duwong cta BB. Céc dia dugc U trén thiét bi ldc trong 1 gitr & nhiét do
trong phong; ngoai ra, mdi 15 ctia dia dugc rira 3 1an bang chat dém PBS-Tween. Sau
khi rtra, m3i 15 dugc phi (50 pl/13) bing khang thé thir cap lién hop véi HRP khéng
Fab ctia nguoi (Pierce-ThermoScientific) trong PBS-Tween (1:5000). Céc dia dugc
chuyén dén thiét bi 1 quay (50 phut & nhiét do trong phong) va sau d6 dugc rira 3 lan
bing chit dém PBS-Tween nhu di md ta trén day. Tin hi¢u so mau thu dugc bing

cach bd sung TMB (50ul/18) cho dén khi bdo hoa (trung binh 1a 3-5 phit); sy hi¢n
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mau khac dugc phong bé bang cach thém dung dich lam ngimg (30 ul/15, axit sulfuric
10%). Cudng dd hép phu dugc xé4c dinh & budc séng 450nm st dung dau doc dia
Tecan-Sunrise thich hop (Tecan). Su gén két cta khang thé ty 1& thuan véi tin hiu

duoc tao ra.

Vidu 4

Thir nghiém ELISA canh tranh phong bé su tuong tac cia phdi tir PDL1 va
thu thé PD-1

K§ thuit ELISA canh tranh dugc sit dung @8 kidm tra kha ning ddi khang cua
Fab dic hiéu khang-PD-1 chon loc trude ddy. Fab c6 trinh ty Nivolumab cdng bd
(Bristol-Myers Squibb) dugc sir dung 1am déi ching cua chét doi khang duong. Céc
15 ctia dia ELISA (méi truong gin két, Greiner bio one) dugc phu béang thu thé PDI-
H6F 50 pl/18 (dung dich 1 pg/ml trong chit dém cacbonat phu 1X, do pH = 9,5) va
duoc U qua dém & nhiét 4o 4°C. TAt ca cac cong doan khac duge thyc hién theo quy
trinh ELISA tiéu chuén véi thiét bi dugc tu dong héa c6 hiéu ning cao dua trén cac hé
thng robot nhur Genetix Qpix2xt (Moleculér Devices) va Tecan Freedom EVO 200
(Tecan). Su gin két khong dic hiéu dugc phong bé bang cach bd sung chit dém
phong bé BB (200pl sita khong c6 chit béo 0,5% trong PBS). Céac dia dugc U trén
thiét bi l4c trong 1 gid' & nhiét do trong phong.

Sau khi dia chtra thu thé PD1 duoc rira bing dung dich BB, n6 dugc phu béng
dich ndi bd mit t& bao chira Fab thir nghiém, G véi toc d¢ léc 500 vong/phut trong 45
phitt & nhiét do trong phong. Sau d6, n6 duge tron véi 50pl PDL1-Fc & ndng do cudi
bing 1 pg/ml, va U trong 45 phit trong cing diéu kién, ngoai ra, mdi 16 ciia dia dugc
rira 3 14n bang chit dém PBS-Tween. Hon nira, khang thé thir cdp lién hop HRP cla
dé khang IgG (Fc) cta nguoi (Sigma) duoc bd sung v6i lugng 50ul/1d trong PBS-
Tween (1:5000). Cac dia dugc G trén thiét bi lac quay trong 45 phut & nhiét d trong
phong va dugc rua 5 14n bang PBS-Tween, nhu dugc dé cap trén day. Tin hiéu so mau
thu dugc bing cach cho thém TMB (50 ul/18) cho dén khi bdo hoa (trung binh 1a 3-5
phut); sy lam hién mau thém bi phong bé bang cach bd sung dung dich lam ngirng (30
ul/13, axit sulfuric 10%). Cuong do hép phu dugc x4c dinh & bude séng 450nm bang
cach str dung diu doc dia Tecan-Sunrise thich hop (Tecan). Su gin két Fab ty 1&

nghich véi tin hi¢u mau dugc tao ra.
Vidu5
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Sang loc koff canh tranh ddi v6i cac tmg vién Fab cia nguoi khang-PD1

Viéc Sang loc koff dugc thuc hién béng cach st dung hé théng Pall Forte Bio
Octet Red 96. Cac thiét bi cam bién sinh hoc khang-FABCH!1 dugc tai hydrat héa
trong 30 phut trong chit dém x& 1y chaa PBS 10mM (d¢ pH = 7,2-7,4), Tween-20
0,1% va BSA 0,1%. Chat dém xtr 1y 10x dugc bd sung vao cic mau thir nghiém ciia
dich ndi bé mit E.coli dén ndng do cubi 1x. Sau do, cac thiét bi cam bién sinh hoc
khang-FABCH1 dugc nhing vao dich ndi bé mit E.coli chira cdc manh-Fab clia céc
khang thé {mg vién va U trong 12 git & nhiét do 4°C. Tiép 6, céc thiét bi cam bién
dwoc chuyén dung dich cac 13 chira dung dich chét phéan tich (PD-1, 30 pg/ml) dé thu
duoc su két hop khang thé-khang nguyén (300 gidy). Sau d6, céc thiét bi cam bién
dwoc chuyén lai vio cac 15 chira chét dém xt Iy dé phan ly thém (300 gidy). Céc thiét
bi cam bién d3 st dung duogc tai sinh sau mdi thi nghiém: chiung dugc cho vao chét
dém t4i sinh ba 14n (Gly-HCI, do pH = 1,7) va sau d6 c6 thé dugc sir dung trong cac
thir nghiém khéc. Cac dudng cong thu duoc dugc phan tich bang cach st dung phan
mém phan tich dit liéu Octet (phién ban 7.0) theo quy trinh ti€u chuén v6i mo hinh
tuong tac 1a 1:1.

Vidu 6

Tao ra cac khang thé va khang nguyén tai t6 hop trong moi trudng nudi chy té
bao cia dong vat co6 va dang huyén phi

Céc khang thé va khang nguyén duoc tao ra trong dong té bao thiét lap thu
duoc tir céc té bao budng trimg chudt déng Trung Quéc (CHO-K1) theo céc quy trinh
d3 cong bd [Biotechnol Bioeng. 2005 Sep 20; 91(6):670-677, Liao Metal., 2004,
Biotechnol Lett. 2006 Jun;28(11):843-848; Biotechnol Bioeng. 2003 Nov
5:84(3):332-342]. Céc té bao chi yéu biéu hién gen cta protein EBNAI (khang
nguyén nhan Epstein-Barrvirut 1) duoc st dung. Sy nudi ciy huyén phu dugc tién
hanh trong cé4c binh nén trén may rung theo quy dao bang cach st dung moi trudng
khong chira huyét thanh tir cong ty Life Technologies Corporation va theo huéng dan
ciia nha san xuét. Déi véi bidu hién tam thdi, cac t& bao & ndng d6 2x10%ml dugc
chuyén nhiém bing polyetylenimin tuyén tinh (PEI MAX, Polysciences). Ty 1¢
ADN/PEI 13 1:3-1:10. Trong 5-7 ngay sau khi chuyén nhiém, dich nudi ciy té bao
dugc ly tm véi tdc dd 2000 g trong 20 phit va dugce loc qua bd loc ¢& 0,22um. Cac
protein dich dugc phén 1ap ra khéi dich nubi cdy bang phuong phap HPLC i lyc.
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Protein PD-1 tai t6 hop chira 6 axit amin His & ving dau tan cing C dugc phan
1ap va tinh ché ra khoi dich nudi cdy trén nhua nap-Ni Profinity IMAC (Bio-Rad).
Trudc qué trinh tinh ché, NiCl, dugc bd sung vao dich nudi cdy dén nong do 1mM.
Sau d6, Sml Profinity IMAC nap-Ni dugc bd sung vao dich nudi cAy va tron trén thiét
bi lic trong 1 gid & nhiét dd trong phong. Chét hip phu dugc chuyén téi cac cot
Polypropylen Thermo scientific va dugc rira bang 5 thé tich cot PBS dé loai bé cac
thanh phin gén két khong ddc hiéu. Khang nguyén di gin két duoc rira giai bing
imidazol 0,3M (d6 pH = 8) va NaCl 150mM. Sau d6, protein duoc thdm tach vao PBS
(@6 pH = 7.4) bing k¢ thuat SnakeSkin Dialysis Tubing, dwoc loc (c¢& 0,22um),
chuyén vao cac 6ng va bao quéan & nhiét do -70°C.

Céc protein PD1-Fc va PDL1-Fc tai t6 hop dugc phan 1ap va tinh ché ra khoi
mdi trudng nudi ciy t& bao trén cOt Protein A ctia phuong phap HPLC éi luc. Dich
nudi cdy trong sudt dugc cho qua cdt HiTrap rProtein A Sepharose FF 5ml (GE
Healthcare) duoc 1am can bing bing nudc mudi dém phosphat (PBS, do pH = 7,4).
Sau d6, cot dugc rira bing 5 thé tich PBS dé loai bo c4c thanh phan gén két khong dic
hidu. Khéng nguyén da gén két duoc rira giai bing chét dém glyxin 0,1M (do pH = 8).
Céc dinh rtra giai protein chinh dugc thu thap va chuyén vé do pH trung tinh bang
chét dém-Tris 1M (d pH = 8). Tét ca c4c giai doan dugc tién hanh dudi tbe do dong
110 cm/gid. Sau dd, protein dugc thAm tach vao PBS (d0 pH 7.4) bang ky thuat
SnakeSkin Dialysis Tubing, dugc loc (0,22um), chuyén vao céc bng va bao quan &
nhiét d§ -70°C.

Cac khéng thé IgG1 dugc tinh ché trén cot Hi Trap rProteinA FF 1ml (GE
Healthcare) theo quy trinh ty da néu trén day dbi voi khang nguyén PD1-Fc. D9 tinh
khiét cua protein thu dugc duge danh gia bing phwong phap SDS-PAGE (Fig.3A va
3B).

Vidu7

Téi hoat héa su truyén tin hiéu NFAT bing cac khang thé khang-PDI trong
dong té bio thong bao Jurkat-NFAT-PD1

Viéc thiét ké Jurkat dong t€ bao-T ciia ngudi c6 ngudn gbc Jurkat duge thuc
hién bang cach dua hai cAu ttric di truyén vao hé gen theo nd. Mot cAu trac mi héa
gen thu thé PD1 cta ngudi. Cdu tric tht hai md héa gen luc2P luxiferaza dudi sy

kidm soét ctia yéu t6 di truyén nhay NFAT. Két qua thu dugc dong té bao thong bio
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Jurkat-PD1-NFAT-Luc2, biéu hién thu thé PD1 trén mang bé mit va chira khéi gen
khéi ddu phu thudc NFAT dinh hudéng sy phién ma ctia gen luc2P luxiferaza. Sy téng
hop enzym luxiferaza trong cac té bao ciia dong ndy ty 1€ thudn véi mirc do hoat tinh
ciia NFAT, didu ndy lai phan 4nh tdng mirc d¢ hoat hoé té bao.

Su twong tac cia PDLI véi PD1 G ché sy truyén tin hiéu tir céc thy thé TCR
dén gen khéi diu NFAT. Khi khang thé khang PD1 khong rang budc su tuong tic
PDL1-PD1, su tai hoat hda qua trinh truyén tin hi€u trong té bao xudt hién.

Dia dung cho th nghi¢m dugc chuén bj mot ngdy trudce khi tdng hop nhu sau:
dung dich chtra cac khang thé khang-CD3 trong PBS (1 pg/ml vé6i 5 pg/ml PDL1-Fc)
duoc dua vao dia duc c6 96-13 1am bang chit déo duc. Dung dich chira céc khang thé
khang-CD3 khong chira PDL1 dugc su dyng lam d6i chirmg duong cua sy hoat hoa.
Sau d6, né dugc dé qua dém & nhiét do +4°C.

Sau d6, cac khang thé thir nghiém dugc pha lodng tir 11 pg/ml trong méi
truong sinh truting t& bao, bang cach st dung ty 1¢ pha lodng ba 14n, @& thich hop véi
dudng cong muoi didm, cac té bao v6i hé pha lodng cia khang thé duoc U trong 20
phut & nhiét d6 trong phong, sau do6 cac té bao cling v6i cac khang thé duoc dwa vao
dfa di chudn bi. Dung dich chta céc 4c khang thé khang-CD28 trong mdi trudmg sinh
truéng duge cho thém vao tht ca cac 15 dén ndng do cubi bang 0,25 pg/ml. Sau d6, cac
15 dugc dé yén trong ta ip chita CO, trong 6 gid.

Co chét luxiferaza tir hé théng thir nghiém Bio-Glo Luciferase (Promega) da
duoc chudn b theo quy trinh rd dong tir nhiét do -70°C va dugc thém vao voi ty 1€ cia
c4c té bao V/co chit V. Cudng @ phat quang duoc xac dinh bang cach st dung thiét
bi Fluoroscan Ascent (Fig.5). Cac khang thé khang-PD1 t4i hoat héa muc d phat
quang trong dong té bao thong bao Jurkat-PD1-NFAT, va do d6 gén két vé6i thu thé va
&c ché su tuong tic PDL1/PD. BCD-100 cho két qua tét nhat, lidu hitu hi¢u (ED50)
bang 114,6 ng/ul.

Vidu38

Kich thich sw sin sinh IL-2 bing cic khang thé khang-PD1 trong mau toan clia
ngudi vai sy cé mit cua doc t6 & rudt staphylococcal

Chc siéu khang nguyén, nhu doc t6 té bao SEB (doc t6 & rudt staphylococcal),
hoat hoé céc t& bao T bing céch gén két MHC nhém II trén céc t€ bao trinh dién
khang nguyén voi yéu t& VP cua thy thd TCR, dan dén su sin sinh cac xytokin, bao
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gdm cé yéu td sinh truéng ty tiét IL2.

Thir nghiém nady dua trén phan mb ta san phim (MK-3475; khang thé don dong
khang PD-1) & cac bénh nhin c6 khdi u dang rin tién trién (Clin Cancer Res
Published OnlineFirst May 14, 2015).

Tém lai, mau toan phan dugc G véi SEB hodc véi SEB cung véi cac khang thé
khang-PD1, sau d6 ndng do ciia IL-2 dugc xac dinh.

M4u toan phéan tir ngudi cho da heparin hod dugc pha lodng theo ty 1€ 1:5 lan
trong moi trudong sinh truéng (RPMI véi huyét thanh bao thai bd 10%). SEB dugc cho
thém vao mau d3 pha loang dén ndng do cubi bang 1 pg/ml. Cac khang thé khang-
PD1 dugc pha lodng trong mdi trudng sinh trudng tr 50 pg/ml véi sb gia 13 3, tong
cong tAm 1an pha lodng. Dung dich chira méu va SEB trong mdi truong sinh truéng
(theo thé tich) dugc thém vao cac khang thé da pha lodng. Céc dia dugc U trong 3
ngay trong t 4p chira CO, & nhiét d§ 37°C. Ngoai ra, ndng d6 IL-2 duge xac dinh
trong cac mAu di chon loc bang k¥ thust ELISA (Fig.6), theo kit c6 ban trén thi
truomg (kit Human IL-2 Quantikine ELISA tir cong ty R & D Systems). BCD-100 cho

két qua t6t nhit do c6 hoat tinh chirc ning 16n hon so véi cac khang thé dbi chung.

Vidu9

Phan tich tinh gdy doc t& bio qua trung gian té bao phu thudc khéng thé
(ADCC) ctia cac khang thé khang-PD1 trén dong té bao Jurkat-PD1

Nudi cdy té bao Jurkat-PD1 sinh trudng nhim dé st dung trong thtt nghiém
dinh lugng dugc thu thap tir cac lo va dugce ly tim trong S phat & 200 g. Chét nbi trén
bé mat duge thao can va dugce rira mot 14n nita trong dich ndi bé mit duoc théo can va
rira mdt 14n nita trong moi trudng d6i voi thir nghiém dinh lugng.

Hat té bao dugc dé lo limg trong 5ml moéi truong trudng d6i voi thir nghiém
dinh Iuong; kha ning tdn tai va s6 luong té bao dugc x4c dinh. Huyén phu t€ bao duge
didu ché dé gieo cac dia nudi cly 96-18 tring & 3x10°té bao/ml.

Céc dung dich loding cia mau thir nghiém dugc thém vao cac 16 cla dia 96-15.
Huyén phu té bio Jurkat-PD1 dugc thém vao céc 15 bao gdm cac mAu thi nghiém, va
dia duoc 0 trong 15-30 phat trong may u COs,.

Huyén phil té bao PBMCs & ndng d6 7,5 x 10° té bao/ml dugc diéu ché va them
vao cac 18 chira cc mau thi nghiém. Pia dugc 0 & 37°C trong mdy u CO, trong 4 gio.

Chét dém xét nghiém va chit dém AAF-Glo™ tir kit CytoTox-Glotm
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Cytotoxicity Assay dugc tron 13n va thém vao mdi 18 bao gdm cic méu thi nghiém.
Pia dugc U trong 15 phat & nhiét dd trong phong. Cuong d6 phéat quang duge do
lwdng sir dung Fluoroscan Ascent FL (Fig.7). Nguyén 1y cua phuong phap dua trén su
x4c dinh tinh hoat hda ctia cic proteaza ndi bao, tin hiéu phat quang thu dugc ty 18 voi
s6 luong cAc té bao tiéu bién. Cac khang thé khang-PD1 khong c6 tinh khang doc té
bio trung gian khang thé doc 1ap c6 thé nhan thay.

Vidu 10

Phan tich enzym mién dich clia su tuong tac gitta cac khang thé khang-PD1 véi
PD1 va cac khang nguyén khac

ELISA duoc st dung dé do ludng ai luc twong dbi cua cc khang thé véi PDI1
va c4c khang nguyén khéc. Céc 18 dia ELISA (gfn két trung binh tir dia 16 sinh hoc
Greiner) dugc st dung dé do luong gin két. Cac 16 dia ELISA dugc phu bang 50 pl
ctia PD1-Fc, IL6R-Fc, CD38-Fc, HER3-F¢, IGFR-Fc, CD3-Fc, IL23-Fc (1 pg/ml dbi
v6i PD1 va 5 pg/ml d6i véi cac khang nguyén khac trong 1x chit dém cacbon bao
phu), dong kin va 0 qua dém ¢ 4°C. T4t ca cac budc vé& sau duoc tién hanh theo
nguyén téc ELISA tiéu chudn. G&n két khong dic hiéu bi phong bé bang cach thém
chit dém phong bé BB (200 pl 0,5% sita khong béo trong PBS). Cac dia dugc 1 trén
may léc trong 1 gid & nhiét d6 trong phong. Sau khi ria bang PBS-Tween, 50 ul mdi
16 khang thé thir nghiém dugc thém vao & ndéng d6 5 pg/ml trong PBS-Tween. Cac dia
mdt 14n nita duge 1, trong khi dwgc lic, trong mdt gi & nhiét do trong phong, sau khi
mdi 15 dia dwoc rira ba 1in véi chit dém PBS-Twin. Sau khi rira, mdi 16 duoc phu (50
ul/18) v6i khang thé thir cp Fab HRP-tiép hop khang ngudi (Nhiét-Xuyén Khoa)
trong PBS-Tween (1:5000). Cac dia dugc chuyén t6i may lic quay (50 phut & nhiét do
trong phong) va sau d6 dugc rura ba 14n v&i chit dém PBS-Tween nhu dugec mod ta
theo sang ché. Tin hiéu do mau thu dugc bing cach thém TMB (50 pl/I8) dén khi bio
hoa (trung binh 3-5 phit); bén canh d6 sy phét trién mau bi phong bé bing cach thém
dung dich nghi (30 pl/13, 10% axit sulfuric). Chét hép phu dugc do luong ¢ 450 nm sir
dung may doc dia Tecan-Sunrise phu hop (Tecan). Gén két khang thé ty 18 v6i tin higu
duoc san xudt (Fig.4). Khang thé khang-PD1 gén két dic hiéu véi PD1 va khong gén
két voi cac khang nguyén khéac trong vén d8.
Vidull

Phan tich enzym mién dich cia sy twong tic giita cac khang thé khang-PD1 v6i
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cac thu thé PD1 ciia céc sinh vat khic nhau

ELISA dugc sit dung dé do luong 4i luc twong dbi cua cac khang thé véi cac
thu thé PD1 ciia cc sinh vat khac nhau. Céc 15 dia ELISA (gén két trung binh tir dia
15 sinh hoc Greiner) duge sit dung dé do luong gan két. Cac 16 dia ELISA duoc phu
50 ul PD1-Fc cia ngudi va khi Java, PD1 cua chudt nhét, chudt 16n, chd, thd, chudt
bach (0,5 pg/ml trong 1x chit dém cacbon bao phii, pH 9,5), déng kin va i qua dém &
4°C. TAt ci cac bude vé sau duge tién hanh theo nguyén tic ELISA tiéu chuin. Khang
thé khang-PD1 gin két dic hidu v6i PD1 ngudi va khi xynomolgus va khong gan két
v6i cac thu thé thir nghiém khac (Fig.9).

Vidu 12

Phan tich enzym mién dich cta sy tuong tac gitta cac khang thé khang-PD1 véi
céc thy thé ho CD28
ELISA dugc st dung dé do luong 4i luc tuong dbi cua cac khang thé véi cac thu thé
ho CD28. C4c 15 dia ELISA (gén két trung binh tir Dia 16 sinh hoc Greiner) dugc sk
dung dé do luong gén két. Cac 16 dia ELISA dugc phi 50 pl PD1-Fc ngudi, CD28,
CTLA-4 va ICOS-Fc (0,5 pg/ml trong 1% chit dém cacbon bao phu, pH 9,5), déng kin
va u qua dém & 4°C. T4t ca cic budc vé sau dugc tién hanh theo nguyén tic ELISA
tiéu chudn. Khang thé khang-PD1 chi gin két v6i PD1 va khong gén két vé6i cac chi
ho CD28 khac (Fig.10).

Viduy 13

Phan tich sy twong tic gilta cac khang thé khang-PD1 véi céc thy thé PD1
ngudi va khi xynomolgus trén thiét bi Octet RED 96

Céc hing sb 4i lyc cua gin két khang thé véi véi PDI nguoi va khi
xynomolgus dugc diéu tra trén OctetRed 96 (ForteBio). Cac khang thé BCD100 dugc
cb dinh khong dic hiéu trén b mat ciia cdc dAu nhay thé hé th(r hai phan tng amin
(ForteBio, Pall) theo nguyén téc tidu chudn trong sach huéng dan cia nha xudt dé cap
dén didu ché va cb dinh cta cac ddu nhay AR2G. Phan tich dugc tién hanh & 30°C st
dung PBS bao gém 0,1% Tween-20 va 0,1% BSA lam chit dém hoat dong. PD-1 clia
nguoi va khi xynomolgus dugc chudn do véi chit dém hoat dong tir nf‘)ng d6 126 nM
dén 2 nM vdi gia s6 13 2.

Céac duong cong gin két, sau khi loai trir tin hiéu tham chiéu, dugc phan tich sir

dung phin mém Phan tich Dt liéu Octet (Phién ban 7,0) theo trinh tw tiéu chuan va sit
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dung mé hinh phan tng 1. Khéng thé khang-PD1 gén két ddc hiéu v6i khing nguyén
PD-1 ctia ngudi va khi xynomolgus (Fig.11).

Vidu 14

Phén tich sy twong tac gitta cac khang thé khang-PD1 véi céc thu thé FcRn va
Fey bing cach sir dung thiét bi Octet RED 96

Céc thiét bi cam bién sinh hocc Forte bio Octet RED96 va streptavidin (SA)
duoc st dung dé phan tich tuong tic cua cac khang thé v4i FcgRIIIaV, FcgRIlaH,
FcgRIIb, FcgRIa, FcRn.

Trong qué trinh thi nghiém, céc thy thé biotin danh déu dugc cd dinh dinh
huéng trén bé mit cia cac d4u nhay phi-streptavidin. Cac khang thé dugc pha lodng
hang loat tir ndng d 500 pg/ml véi gia s6 12 2 x 7 diém va dit trong trong céc 13 trong
dfa 96-15. Giai doan quin hop sau dé dwoc tién hanh bing cich nhan chim cic dau
nhay trong cac dung dich cta cic khang th8 & nhitng ndng d6 da dang, hon nita, giai
doan phan ly dugc tién hanh bing cdch nhin chim cac du nhay trong chit dém hoat
dong.

Chit dém hoat dong PH7,4 duoc st dung dé phén tich &i luc khang thé véi
FcgRIIIaV, FcgRIlaH, FcgRIIb, FcgRla, va chit dém hoat dong PH6,0 dugc st dung
& phan tich &i luc v6i FcRn.

Céc duong cong thu dugc, sau khi loai trir tin hiéu tham chiéu, dugc phan tich
bing SteadyState st dung mé hinh phan g 2:1 (phbi tir bét ddng nhét) theo trinh tu
tiéu chuin. K&t qua duoc thé hién trén Fig.8. Phan tich 4i lyc véi cac thu thé Feg cho
thdy cac cac chirc nang chép hanh cta IgG1 da diéu chinh gidm va xép xi so véi IgG4.
Dua trén phén tich 4i Iyc v6i thu thé FcRn, ngudi ta ¢6 thé gia dinh rang dong hoc

dugc 1y clia khang thé khang-PD1 giéng v6i khéng thé Nivolumab.

Vidu 15

Xéc dinh tinh én dinh két tu ctia khang thé khang-PD1 khi chiu ing suét nhiét

9 mg/ml ché phdm khéng thé BCD100 trong chit dém dugc 1am néng trong 12
gitr & nhiét do 50°C. Sy két tu sau khi ang suét nhiét duge xac dinh bang sic ky loc
bang gel hiéu suét cao. Séc ky dugc thuc hién trén hé théng HPLC (Agilent) trén cdt
Tosoh TSK-Gel G3000SWXL, 7,8 mm x 30 cm, loai s6 08541 voi tién cot Tosoh
TSKgel Guard SWXL, 6,0 mm x 4,0 cm, v6i duong kinh hat 7 pm, loai no. 08543. Su
rira gi4i hip dugc thyc hién trong ché do ddng quyén, pha di dong: 50 mM NaFb, 0,3
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M NaCl, pH 7,0 ¢ tdc d6 dong 0,5 ml/phit. Sy nhén dién dugc thuc hién & cac bude
séng 214 va 280 nm. Cac mAu cac khang thé dugc pha lodng voi chit dém FSB, pH
7,5,t61 ndng d6 ~1 mg/ml. Thé tich tiém 13 10 microlit. Tiéu chuén loc bing gel hdn
hop hiéu chuin (Bio-Rad), loai no. 151- 1901, d& dugc sdc ky trude. Fig.12 thé hién
c4c sic ky dd két hop: d6— nguyén ven, xanh —sau 12 gio u & 50°C. Khang thé khang-
PD-1 vin én dinh dudi tng suét nhiét (khac biét trong thanh phan két tu trong dung
dich truéc/sau khi (g suét nhiét nhd hon 5%).

Vidu 16

Thiét ké dong té bao 6n dinh, sén xuét va tinh ché khang thé khang-PD1

Dong t& bao én dinh san xut Khang thé don dong BCD-100 thu dugc bang
cach gdy nhiém véi sy mé 16 bing dién st dung Hé théng Chuyén d6i Neon (Cong
nghé Doi sdng) dong té bao CHO-S huyén phu gbc véi cac chu tric vecto bao gbém ty
16 4nh séng t4i wu va cac chudi khang thé ning. Céc chudi thé h¢ dong cép cao (trénl
g/1) thu duge st dung nén tang robot ClonePix (Céac Thiét bi Phan tir) va cac giai doan
choc loc viing mini so b st dung cac chét khang sinh trong céc dang nudi ciy khac
nhau. Nang suét ciia cac dong chon loc dugc phén tich béng hé théng tw dong robot
Biomek FX (Beckman Coulter), va nang suit duoc phan tich béng hé thdng phéan tich
Octet RED96 (Khoa hoc doi séng Pall). DOE dé chon méi trudng co ban va so 4o
nudi cdy duogc tién hanh st dung hé théng tw dong robot Biomek FX (Beckman
Coulter). San phdm dugc nudi ciy trong méi truong khong huyét thanh va chét cép
dudng chira cac protein khong khong co ngudn gdc tir dong vat.

Dich nudi cdy duogc loc qua mdy loc sdu Zeta Plus Maximizer 60M02» (3M).
Tinh ché so bd khang thé duoc thuc hién trén chét hép phu 4i lyc Protein A. Protein
dich duoc rira giai hip dic hidu véi chit dém glyxin pH 3,3-3,8 dusi cac dicu kién
axit. Nudc giai hip thu duoc duge phoi sang t6i do pH axit trong 30-60 phit dé bat
hoat virut, va sau d6 trung hoa véi 1M Tris-OH dung dich t6i pH 6,8-7,2. Su tinh ché
sdc ky cubi cing dé loai bd DNA du thira, cic protein té bao san xudt, phéi tir cia chat
hép phu &i lyc dugc gidi phéng, cac chit két tu va cac doan khing té duoc thuc hién
stt dung chét hip phu CaptoAdhere (Cham séc sttc khée Khoa hoc doi séng GE) & ché
d6 chay qua. Do d6, dung dich protein dugc chay qua chat hép phu di didu ché pH
6,8-7.2, dui sudt din thp (<2miligidy/cm®). Protein tinh ché sau d6 dugc xi Iy dé
loc loai bo virut str dung bd Viresolve PRO filter (Millipore), tép trung va loc diaba
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khéi chét dém cudi cing chtra chit dém histidin (pH 6,0-6,5), Tween 80 va trehaloza.
Ndng d6 13 50 mg/ml va cao hon.
Vidul7

Bao ché dugc pham chira chira khang thé khang-PD-1 ctia sang ché

Néng d6 khang thé dén PD1 (BCD-100) — 25 mg/ml, natri axetat t/g — 0,436
mg, mannitol — 50 mg, Kolliphor (poloxame) P188 — 0,2 mg, axit axetic bang pH 5,15
Osm 300 + 20 mOsm cho dén pH 5,0.

Vidu 18

Nghién cru kha ning phan ng chéo cua khang thé khang-PD1 trong cac md
cta nguoi dugc dong lanh binh thudng

Nghién ctru phan tmg chéo ché phdm khang-PD1 dugc thuc hién trén cac md
ngudi dong lanh binh thudong (vat liéu kham nghiém t thi). 33 md nguoi sau day
duoc st dung trong phén tich: tuyén yén, véng mac, da day, té bao mau ngoai vi, vo
ndo, da, phdi, hach bach huyét, tir cung, amidan, tiéu n3o, tuyén v, bang quang, niéu
quan, tuyén thwong than, day than kinh ngoai bién, tuyén mang tai, gan, tuy, co van,
than, tuyén tién Lidt, 14 lach, tim, tiy sdng, rudt gia, rudt non, éng dan trimg, tuyén
gidp va tuyén cén giap, ndi mdé mach mau, tinh hoan, budng tring. Huyén phu dong
lanh cia cac t& bao Jurkat-PD1 bao gdm khang nguyén mang PD1 dugc sir dung lam
didu khién tich cyc.

Céc khdi mo dong lanh san xuét tir ca&c manh mo ndi tang d3 dugc nhung
trong mdi truong dong lanh va lam diy mo Tissue-Tec (Sacura), dugc dong lanh trong
hoi nito 1ong va bao quan & -70°C. Huyén phu két tia cta cac té bao Jurkat-PD1 biéu
hién PD1 dugc sir dung 1am diéu khién tich cuc, 1x10° t bao/ml dugc khudy duc lai
trong 1 ml m6i truong dong lanh va lam day mé Tissue-Tec (Sacura), huyén phu da
thu dugc dong lanh trong hoi nito 1ong, va bao quan & -70°C.

Céc phan 5 um dugc didu ché trén may diéu lanh Thermo HM525U. Ngoi ra,
céc phan dugc cb dinh véi axeton lanh trong 10 phut, hong kho trong khong khi &
nhiét d6 trong phong trong 2-24 gid. Cac phan da cd dinh dugc bao quan trong bong
tdi & -70°C.

Ché phim khang-PD1 (JSC Biokad, Nga) dugc d4nh dau FITC sir dung
FluoReporter FITC B9 ghi nhan Protein (Invitrogen) theo chi dan cta nha san xuit.

Peroxidaza ndi sinh bi phong bé. Cac phin dugc rira hai 1an véi PBS (0,05%
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Tween 20), peroxidaza noi sinh bi phong bé st dung Khdi Hydrogen Peroxit (Nhiét)
trong 10 phiit & nhiét dd trong phong, va rira thém hai 14n v6i PBS.

Su nhudm mau khdéng dac hi¢u bi phong bé trudce qua trinh nhu¢m nhu sau:
cac phin duoc xir Iy v6i Khdi Protein Khong huyét thanh (Dako) trong 10 phit &
nhiét dd trong phong. Cac khang thé so cdp duoc stir dung khong qua ria.

Céc phan duoc phi v6i khang thé so cdp & a ndng do hoat dong 0,2 pg/ml
(khéng thé khang-PD1 dugc d4nh ddu FITC, khang thé 16p IgG1 ngudi & nong d6 0,2
pg/ml) va u & nhiét do trong phong trong 1 gio, va sau do rira hai 14n véi PBS trong 5
phtt mdi 14n.

Dung dich khang thé khéng-FITC don dong ¢ chudt duoc lién hop véi
peroxidaza (pha lodng hoat dong 1/1000) dugc 0 trong 30 phut & nhiét do trong
phong, va sau d6 rira hai 14n vé6i PBS trong 5 phat mdi 14n. C4c phan duoc xtt 1y véi
Dung dich nhuém mau DAB trong 10 phit, va sau do rua hai 14n vé6i nuée khir ion.

Céc nhan dugc nhudm mau sang v4i hematoxylin trong 10 phut, va sau d6 raa
hai 14n véi nuéc khir ion. Céc phin duge xit 1y v6i 1% HCI dung dich trong 1 gidy, va
sau dé rira ba 14n véi nude khir ion. Cac nhan dugc nhudém mau véi dung dich
cacbonat liti bdo hoa (xanh) trong 45 gidy. Sau khi dugc nhuém mau, cac phan duoc
rira hai 1an v6i nudc khir ion, khir nude trong cic dung dich cdn voi ndng @9 con ting
dan (70%, 80%, 96%), dugc lam sach trong thé phém xylen, dugc nhung vao trong
moi trudng dung, va sau d6 duge phi bing ClearVue (Nhiét).

Do doc té bio ban dinh luong nhudm tich cuc duge thuc hién. Chup hinh ché
phém duoc thuc hién st dung kinh hién vi sang Leica DM 6000B, va cac hinh anh ky
thuat sé dugc truyén dén man hinh méay tinh qua may quay hinh Leica DFC 420 va ghi
lai trén dia cing st dung gdm Leica Application Suite (phién ban 2.5.0.R1). Dé chup
hinh, éng kinh 40x duoc sir dung, v6i muc tiéu chudn da diéu chinh dic hiéu (cai dat
ky thuat s8) clia su roi sdng ché phém micro. Cuong d6 nhudm trong anh ty 1¢ véi
ndng d6 lién quan cta chit nén duogc danh du, trong trudng hop nay 13 khang-PD1.
Ngodi viéc danh gié truc quan vé nhudm té bio mién dich cla cac loai va cAu tric té
bao, phdn mém phan tich hinh anh ky thuét s6 ImageJ dugc st dung dé do ludng mirc
d6 nhudm mién dich trong mot khu vuc duge chon. Dua trén cuong do nhudm va téng
s cAu trac mau, viéc danh gia duoc thyc hién bing thang diém 0-3. Nhuém mién dich

cubi cing dugc danh gia cé tinh dén cudng d6 nhudm cia md dugc phu véi cac khang
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thé 16p kiém soat.
Vidu 19

Danh gi4 hidu qué trong in vivo ctia khang thé khang-PD1

Hiéu qua dugc danh gid bdi chudt nhit PBMC nhan héa (The Jackson
Laboratory) dugc tiém dudi da v6i dong té bao u 4c tinh & ngudi A2058. Mdi dong
vét trong nhém dugc nhan 2,5x106 t& bao u. Cac té bao dugc tron 14n v6i Matrigel®
(1:1) trude khi tiém. Hon hop da thu dugc tiém dudi da. Hiéu qua dugc danh gia sir
dung ba liéu lwong ché phdm BCD-100, ché phdm tham chiéu Keytruda® (d6i chimg
dwong) va ché phim globulin mi&n dich & ngudi thuong dé tiém tinh mach (kiém soét

tiéu cuc) (Bang 1).

Bang 1. So dd d4nh gia hiéu qua

S6 lugng C Phuong phap | Liéu,
Nhom Ché pham Céc ngay
dong vat st dung mg/kg
1 6{c) BCD-100 5
2 61} BCD-100 20
3 6} BCD-100 40
Keytruda® 7,10,13, | .
. i.p. (trong mang
4 61ci (Pembrolizumab) 16, 19,22, bung) 40
. ung
Dboi chimg duong | 25, 28 va 31
IVIg
5 61d) Dbi chimg 13 chat 40
dan thube

Trong thdi gian thir nghiém, trong lugng (trude khi tiém va sau dé hai 14n mot
tudn) va thé tich hach u trong cdc dong vét dugc danh gia st dung the cong thirc sau:
3 e
W x L x 0,536
Trong do W — chiéu rong ctia hach u, L — chiéu dai ctia hach u.
Céac dong vat dugc an ti trong ngay 37 cla thi nghi¢ém. Trudc khi an tir, mau
dong vat duoc 1iy miu dé danh gia mirc d6 tudn hoan cac t€ bao lymphd méu ngudi

trong cac quan thé sau:
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Vidu20

Dénh gi4 d6 doc dong hoc clia khang thé khang-PD1

65/85

Nghién ctru dd doc dong hoc duoc tién hanh trén cac ca thé khi xynomolgus

sir dung ba mirc lidu lugng BCD-100. So dd cc nhém thi nghiém dugc thé hién trong

Bang 2 duéi day.

Béng 2. So dd nghién ctru tinh ddc

Nhém S6 lwong o Phuong phap | Liéu dung,
. Che pham
sO dong vat st dung mg/kg
Khang thé don
1 3(38) 10
dong khang-PD-1
Khang thé don
2 3(3) qua tinh mach 70
dong khang-PD-1
Khang thé don
3 3(3) 140
dong khang-PD-1
4 3(8) Chét dan thubc -

Céc thong s sau dugc danh gia trong sudt qua trinh nghién ctru:

Céc két qua kham 1am sang;

Can ning cua dong vat (trudc khi tiém va trong ngay 4, 8, 22, 42 cua thi

nghi¢m);

Nhiét dd co thé (trudc khi tiém va sau khi 1, 2, 4, 6, 24 gid sau khi tiém, trong

ngay 4, 8, 22, 42 cua thi nghiém);

- Phan tich nudc tiéu (trudce khi tiém va trong ngay 4, 8, 22, 42 cua thi nghiém);

- Phéan tich mau dy du theo cac thong s sau: s6 luong hdng cau, s6 lwong hdng

cAu bach ciu, ndng d6 huyét cau t6 (trude khi tiém va trong ngdy 4, 8, 22, 42 cua thi

nghi¢m);

- Phan tich sinh héa huyét thanh theo c4c thong s6 sau: lactat dehidrogenaza,
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tbng bilirubin, tdng protein, glucozo, atpatat aminotransferaza, alanin amino
transferaza (truée khi tiém va trong ngay 4, 8, 22, 42 cta thi nghiém);

- Kiém tra ndng d6 ban ché phim trong huyét thanh méu cac dong vét linh
truémg (5, 15 phut va 0,5, 1, 3, 6, 24, 30, 48, 72, 96, 120, 144, 168, 192, 264, 336,
408, 576, 888, 984 giv sau khi tiém).

Vidu2l

Danh gi4 doc tinh trong trudng hop tiém dudi da boi s§ trong cac ca thé khi
xynomolgus trong ba thang theo sau 13 thoi gian khong tiém trong ba thang

Kiém tra doc trong trudng hop tiém dudi da boi sb trong ba thang theo sau 1a
thoi gian phuc hdi trong ba thang dugc thyc hién trén cac dong vt thich hgp —cac ca
thé khi xynomolgus. Ba muc liéu luong d3 duge st dung trong thi nghi¢ém. So 6 cac

nhém thi nghiém duoc thé hién trong Bang 3 dudi day.

Béng 3. So db d4nh gi4 doc tinh trong truong hop tiém dudi da bdi s6

Nhém | S6 lugng o Phuong phép sitr | Liéu
. Ché pham

sO dong vat dung dung

| 3 (D) Khang thé don dong | 5,0
3(9) khang-PD-1 mg/kg

, 3(8) Khang thé don dong 30,0
3(9) khang-PD-1 mg/kg

3(&)* -
) qua tinh mach

; 3(9* Khang thé don dong 70,0
3(8) khang-PD-1 mg/kg
3(9)
3 o

4 Chat dan thudc -
3(9)

Céc thong s sau dugc danh gid trong sudt qua trinh nghién ctru:

- Céc két qua kham 1am sang;

- Can ning cta dong vat (trudc khi tiém va trong cac tudn 1,3, 5,7,9,11, 13 sau
do);

_ Nhiét d6 co thd (truéc khi tiém va sau d6 hing tudn t6i khi két thic thi
nghiém);
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- Téc dung trén hé tim mach dua trén hoat dong dién sinh hoc cta tim dugc danh
gia bé‘mg may do nhip tim; danh gid duoc thuc hién truéc khi tiém va sau do trong
tudn 5, 9, 13, 18, 22, 26 cia thi nghiém;

- Phan tich nuéc tiéu (trudce khi tiém va trong tudn 1, 3, 5,7, 9, 11, 13 cua thi
nghiém);

- Phan tich mau ddy du theo cc théng s sau: s6 lugng hdng céu, sd lugng hong
cau bach cAu, n6ng do huyét clu t6, $6 lugng cac té bao lymphd, sb lugng bach ciu
don nhan, sb bach ciu trung tinh, sb bach céu va eosin, s6 bach cau va kiém, sb luong
tidu cAu (truéc khi tiém, va sau d6 mdi tudn mot 1an bit du tir tudn dau tién cla thi
nghiém);

- Danh gia tac dung trén hé théng dong mau theo cic thong s6 sau: thoi gian
tromboplastin ting phén da hoat hoa, ndng d6 chit tao to méu, thoi gian protrombin
(trude khi tiém, sau do6 hai tudn mot 1dn trong thoi gian tiém, bit dau tr tudn thtr hai
cia thi nghiém, trong thoi gian phuc hdi vao tudn 15, 20 va 25 cuia thi nghiém);

- Phan tich sinh héa huyét thanh theo cac thong sb sau: natri, kali, creatini, ure,
kiém phosphat, lactat dehidrogenaza, tdng bilirubin, tong protein, glucozo, triglyxerit,
atpatat aminotransferaza, alanin amino transferaza, tbng colexteron (trudc khi tiém va
trong tudn 4, 8, 12, 15, 20 cta thi nghiém);

- Vo cubi thoi gian cap truyén, cac dong vat nhém vé tinh 3* da an ti, tiép theo
14 kiém tra bénh 1y theo sang ché; vao cudi nghién ciru, cic dong vat nhém 3 va nhém
kiém soat d3 an t, theo sau 12 kiém tra bénh 1y theo sang ché;

- Lamot phén ciia nghién ciru ddc tinh, cic tac dung kich tich cuc bd cua céc ché
phim ciing dugc danh gia, va cac mod mém nim gain khu vuc tiém do d6 dugc lya

chon va kiém tra m6 hoc.

Vidu 22

Dénh gi4 doc tinh mién dich cia khang thé khang-PD1 ché pham

Kiém tra doc tinh midn dich trong trudng hop tiém dudi da bdi sb trong ba
thang theo sau la thoi gian phuc hdi trong ba thang dugc thyuc hién trén cac dong vat
thich hop — cac ca thé khi xynomolgus. Ba mirc lidu luong d3 duoc st dung trong thi
nghiém. So dd cac nhém thi nghiém duoc thé hién trong Bang 4 dudi day.

Bang 4. So dd d4nh gi tinh gay doc té bao trong trudng hop st dung dudi da

nhiéu lan
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Nhom S6 lugng . Phuong phap Liéu
. Ché pham

sO dong vat sir dung dung
3(3) Khang thé don dong

1 5,0 mg/kg
3(9) khang-PD-1

, 3(3) | Khéng thé don dong 30,0
3(9) khang-PD-1 trong tinh mg/kg

; 3(&3) Khang thé don dong mach 70,0
3(9) khéng-PD-1 mg/kg
3(3) s

4 Chat dan thudc -
3(9)

Céc thong sb sau duoc danh gia trong subt qua trinh nghién ctru:

- Thanh phﬁn s6 lugng dong vat nhan dién dugc cua cac té bao lymphd duoc
danh gia trudce khi tiém ché phdm va tiép sau d6 trong tuan 3, 7, 13, 21 va 26 cua thi
nghiém,;

- Ty 18 cac nhém globulin mién dich duge danh gid trude khi tiém va trong tudn
4,8, 12,20, 25 cta thi nghiém,;

- Téc dung trén thyc bao dugc danh gia trudc khi tiém va trong tudn 3, 7, 13, 21,
26 cuia thi nghiém;

- Phén tng nd bién dbi cia dugc do ludng trudce khi tiém ché phim va sau d6

trong tudn 5, 13, 21, 26 ctia thi nghiém.

Vidu 23

Panh gia dong hoc dugc ly va tinh di truyén mién dich trong trudng hop tiém
dudi da boi sb cac khang thé khang-PD-1

Kiém tra dong hoc dugc 1y va doc tinh mién dich trong dich trong trudng hop
tiém dudi da boi sé trong ba théng, tiép theo 13 thoi gian phuc hdi trong ba thang duoc
thuc hién trén cac dong vat thich hgp — cac ca thé khi xynomolgus. Ba mitc lidu lwong
da dugc st dung trong thi nghiém. So dd cac nhém thi nghiém duoc thé hién trong
Bang 5 dudi day.

Bang 5. So dd dénh gia doc tinh trong truong hop st dung duéi da nhiéu 1an
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) Sb luong ., Phuong phap .
Nhoém s6 Ché pham Liéu
dong vat st dung

3(&8) Khéng thé don

1 5,0 mg/kg
3(9) dong khang-PD-1
3(®) Khang thé don trong tinh

2 30,0 mg/kg
3(9) dong khang-PD-1 mach
3(8) Khang thé don

3 70,0 mg/kg
3(9) dong khéng-PD-1

DPé danh gia dong luc cua ndng d6 ché phim va dé vé sau tinh to4n cic thong
sd dong hoc duogc 1y, huyét thanh mau cua cac dong vat duogc 14y truéc khi tiém ché
phdm va tiép sau d6 trong ngay 1,2, 8, 9, 15, 16, 22, 23, 29, 30, 36, 37, 43, 44, 50, 51,
57, 58, 64, 65, 71, 72, 78, 79, 85, 86, 92, 99, 106, 113, 120, 127, 134, 148, 162, 176
cta thi nghiém.

Tinh di truyén midn dich dugc d4nh gia bing muc do gén két céc khang thé, va
vi muc dich nay, méu duoc 14y ra va huyét thanh dugc tach ra trude khi tiém ché

phém va tiép sau do6 trong tudn 4, 8, 12, 20, 26 cua thi nghiém.

69



43438 70/85

YEU CAUBAO HO

. Khang thé hodc manh gin két khang nguyén clia né c6 khé nang gén két voi thy thé
PD-1 cua nguoi chira trinh ty axit amin c6 mirc dd gidng it nhat 75% véi trinh t
SEQ ID NO: 3.

. Khang thé hodc manh ctia né theo diém 1, khac biét & chd, mién gin két chira trinh

tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 3.

. Khéang thé hoiic méanh ciia né theo diém 1, khac biét & chd, khang thé hodc manh
cua no chira:

- trinh ty cia mién bién ddi chudi ning c6 mic do gibng it nhit 75% vai
trinh tw SEQ ID NO: 7, va

- trinh tu ctia mién bién dbi chudi nhe c6 muc d6 gidng it nhit 75% véi trinh
tu SEQ ID NO: 8.

. Khang thé hoic méanh cta n6 theo diém 1, khéc biét & chd, chudi ning chira trinh tyr

axit amin néu trong céc trinh ty SEQ ID NO: 1-3.

. Khéng thé hodc méanh cta né theo diém 1, khac biét & chd, chudi nhe bao gdm trinh
tw axit amin ctia ving CDR1 chudi nhe (L-CDR1) néu trong SEQ ID NO: 4,
trinh ty axit amin cta ving CDR2 chudi nhe (L-CDR2) néu trong SEQ ID NO:
5, trinh tv axit amin cia ving CDR3 chudi nhe (L-CDR3) néu trong SEQ ID
NO: 6.

. Khang thé hodc manh cta né theo diém 1, khac biét & chd, mién gén két canh tranh
d8 gén két hodc gin két v6i cling epitop dudi dang mién gin két chra trinh ty axit

amin néu trong SEQ ID NO: 7.

. Khéang thé hoic manh cta né theo diém 1, khac biét & chd, mién gin két c6 muc do
gibng it nh4t 90% véi trinh ty SEQ ID NO: 7.

. Khang thé hodc manh cua né theo diem 1, khac bi€t & chd, mién bién ddi chudi

ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 7.
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9. Khang thé hodc manh ciia né theo diém 1, khac biét & chd, mién bién d6i chudi nhe

chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 8.

10. Khang thé hodc manh ctia né theo diém 1, khac biét & chd, mién gén két dugc 1am

cho gidng v6i cuia nguoi.

11. Khang thé hodc manh cua né theo diém bét ky trong sé cac diém tir 1 dén 10,
khac biét & chd, khang thé nay lién quan dén mdt trong sb cac isotyp IgG1, IgG2,
IgG3, [gG4 cla ngudi.

12. Khang thé hoic manh ctia né theo diém 1, trong d6 khang thé nay gén két véi PD-
1 ctia ngudi va c6 trinh tu chudi ning c6 mic do gidng it nhit 90% voi trinh tu
SEQ ID NO: 9.

13. Khéng thé hoic manh ciia né theo diém 1, khac biét & chd, chudi ning chira trinh

tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 9.

14. Khéng thé hodic manh cta né theo diém 1, khac biét & chd, khéng thé ndy gén két
v6i PD-1 cta ngudi va c6 trinh tw chudi nhe c6 mic do gidng it nhit 90% véi
trinh tu SEQ ID NO: 10.

15. Khang thé hodc manh cua né theo diém 1, khac biét & chd, chudi nhe chira trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO: 10.

16. Khang thé hoic manh ciia né theo diém 1, trong d6 phan dn dinh Fc chia sy dot
bién bt ky 1am giam hodc 1am mét chirc ning bét ky trong sd cac chirc ning hiéu

tmg ADCC, ADCP hoic CDC, so véi trinh tu tyr nhién.

17. Khang thé hodic méanh ctia né theo diém 1, trong d6 phan n dinh Fc chira dot bién
lam tdng cac thong s6 dugc dong hoc ciia ngudi hodc dong vat, vi du nhu typ

(gi0) hodc Cpax (ng/ml).

18. Khéng thé hodc manh cta né theo diém 1, khac biét & chd, khéng thé nay c6 it
nhit mot trong sb cac dic tinh sau:

a) tinh én dinh két tu: ham lugng chat két tu ting khong qué 5% ham lugng

ban d4u trong dung dich & ndng dd cao hon 10 mg/ml va & nhiét do bao quan T =

4°C trong thoi gian hon 6 thang;
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b) tinh &n dinh két tu: ham luong chat két tu ting khong qué 5% ham lwong
ban d4u trong dung dich & ndng dd cao hon 10 mg/ml va véi nhiét 46 ting lén dén
37 °C trong thoi gian hon 2 tuln;

¢) tinh én dinh két ty: ham lugng chit két tu ting khong qua 5% ham luong
ban dAu trong dung dich & ndng do cao hon 10 mg/ml va véi nhiét do tang 1én dén
50°C trong thoi gian hon 6 gio;

d) hing sé phan ly Kp khong 16n hon 10 (M) khi gan két v6i PD-1 cia
nguoi,

e) hing s6 két hop dong hoc kon (1/Ms) bang it nhat 10° (1/Ms) khi gén két
véi PD-1 cua nguoi;

f) hing sd phan ly dong hoc dis (1/s) khéng qua 10" (1/s) khi gin két voi

PD-1 ctia nguoi;

Khéng thé dic hiéu kép chira manh gin két khing nguyén cua khéng thé theo

diém bAt ky trong s6 cac diém tir 1 dén 18.

Phén tir axit nucleic duoc phan 1ap ma héa khang thd hoic manh gan két khéng

nguyén cia n6 theo diém bat ky trong sb cac diém tir 1 dén 18.

Vecto biéu hién chtra phén tir bt ky trong sb cac phan tir axit nucleic duge phin

1ap theo diém 20.
Té bao chu chira trinh ty nucleotit theo diém 20.

Phuong phép tao ra té bao chu theo diém 22, bao gdbm budc chuyén nhiém té bao

gbc thich hop véi vecto biu hién theo diém 21.

Phuong phap tao ra khang thé theo diém bét ky trong s6 céc diém tir 1 dén 18, bao
gdm cac budc: tao ra té bao chu theo didm 22, nubi cdy té bio chi trong cac didu
kién du d& tao ra khang thé néu trén hojc manh cia né, vi phan 1ap va tinh ché

khang thé thu duoc hoic manh cé hoat tinh cua né.

Dugc pham chira khang thé hogic manh cta né theo diém bét k¥ trong sd cac diém
tir 1 dén 19, két hop véi mot hodc nhidu t4 duge, chit pha loing hodc chat dan

thudc duoc dung.
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DANH MUC TRINH TU
<110> JSC «BIOCAD»

<120> KHANG THE KHANG PD-1, PHUONG PHAP TAO RA KHANG THE
VA DUQC PHAM CHUA KHANG THE NAY

<150> RU2016128487
<151> 2016-07-13

<160> 10
<170> BiSSAP 1.3.6

<210> 1

<211> 9

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<220>
<223> téng hgp

<400> 1
Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Trp Met Tyr
1 5

<210> 2

<211> 17

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<220>
<223> téng hgp

<400> 2

Ala Ile Asp Thr Gly Gly Gly Arg Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 3

<211> 23

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<220>
<223> téng hgp

<400> 3
Cys Ala Arg Asp Glu Gly Gly Gly Thr Gly Trp Gly Val Leu Lys Asp
1 5 10 15
Trp Pro Tyr Gly Leu Asp Ala
20
<210> 4
<211> 11
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<212> PRT
<213> Nguoi hién dai

<220>
<223> téng hgp

<400> 4
Gly Gly Asn Asn Ile Gly Ser Lys Asn Val His
1 5 10

<210> 5
<211> 7

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<220>
<223> téng hgp

<400> 5
Arg Asp Ser Asn Arg Pro Ser
1 5

<210> 6

<211> 10

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<220>
<223> téng hgp

<400> 6
Cys Gln val Trp Asp Ser Ser Thr Ala Val
1 5 10

<210> 7

<211> 129

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<220>
<223> téng hgp

<400> 7

Gln Val Gln Leu Val Gln 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
Trp Met Tyr Trp Val Arg Gln Val Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 49 45
Ser Ala Ile Asp Thr Gly Gly Gly Arg Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Ala Ile Ser Arg Val Asn Ala Lys Asn Thr Met Tyr

65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 20 95

Ala Arg Asp Glu Gly Gly Gly Thr Gly Trp Gly Val Leu Lys Asp Trp



100

43438

105

110

Pro Tyr Gly Leu Asp Ala Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser

Ser

<210> 8

115

<211> 107
<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

220>

<223> téng hgp

<400> 8

Gln Pro Val Leu

1
Thr Ala

His Trp

Arg Asp
50

Asn Ser

65

Asp Glu

Phe Gly

<210> 9

Arg
Tyr
35

Ser
Gly
Ala

Thr

<211> 459
<212> PRT
<213> Nguoi

<220>

Ile
20

Gln
Asn
Asn

Asp

Gly
100

hién dai

<223> téng hgp

<400> 9
Gln Val
1

Ser Leu

Trp Met

Ser Ala
50

Lys Gly

65

Leu Gln

Ala Arg
Pro Tyr
Ser Ala

130
Lys Ser

Gln
Arg
Tyr
35

Ile
Arg
Met
Asp
Gly
115

Ser

Thr

Leu
Leu
20

Trp
Asp
Phe
Asn
Glu
100
Leu

Thr

Ser

Thr
Thr
Gln
Arg
Thr
Tyr

Thr

Val
Ser
Val
Thr
Ala
Ser
85

Gly
Asp
Lys

Gly

Gln
Cys
Lys
Pro
Ala
70

Tyr

Lys

Gln
Cys
Arg
Gly
Ile
70

Leu
Gly
Ala

Gly

Gly

Pro
Gly
Pro
Ser
55

Thr
Cys

Leu

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser
Arg
Gly
Trp
Pro

135
Thr

120

Leu
Gly
Gly
40

Gly
Leu

Gln

Thr

Gly
Ala
Val
40

Gly
Arg
Ala
Thr
Gly
120

Ser

Ala

Ser
Asn
25

Gln
Ile
Thr
Val

Val
105

Gly
Ser
25

Pro
Arg
Val
Glu
Gly
105
Gln
Val

Ala

Val
10

Asn
Ala
Pro
Ile
Trp

90
Leu

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp
Trp
Gly

Phe

Leu

Ser
Ile
Pro
Glu
Ser
75

Asp

Gln

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ala
75

Thr
Gly
Thr

Pro

Gly

Val
Gly
Val
Arg
60

Arg

Ser

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys
Ala
Val
Leu
Leu

140
Cys

125

Ala
Ser
Leu
45

Phe
Ala

Ser

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn
Val
Leu
Val
125
Ala

Leu

Leu
Lys
30

Val
Ser

Gln

Thr

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr
Tyr
Lys
110
Thr

Pro

Val

Gly
15

Asn
Ile
Gly
Ala

Ala
95

Gly
15

Ser
Trp
Ser
Met
Tyr
Asp
Val

Ser

Lys

Gln
Val
Tyr
Ser
Gly

80
Val

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys
Trp
Ser

Ser

Asp
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145
Tyr

Ser
Ser
Thr
Lys
225
Cys
Pro
Cys
Trp
Glu
305
Leu
Asn
Leu
Gln
Tyr
385
Asn
Phe

Asn

Thr

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

Phe
Gly
Leu
Tyr
210
Arg
Pro
Lys
Val
Tyr
290
Glu
His
Lys
Pro
Val
370
Pro
Asn
Leu

Val

Gln
450

<220>
<223> téng hgp

<400> 10

10
214
PRT
Nguoi hién dai

Pro
Val
Ser
195
Ile
Val
Ala
Pro
Val
275
Val
Gln
Gln
Ala
Pro
355
Thr
Ser
Tyr
Tyr
Phe

435
Lys

Glu
His
180
Ser
Cys
Glu
Pro
Lys
260
Val
Asp
Tyr
Asp
Leu
340
Ser
Lys
Asp
Lys
Ser
420

Ser

Ser

Gln Pro Val Leu

1

Thr Ala Arg Ile

20

His Trp Tyr Gln

35

Arg Asp Ser Asn

50

Asn Ser Gly Asn

65

Pro
165
Thr
Val
Asn
Pro
Glu
245
Asp
Asp
Gly
Asn
Trp
325
Pro
Arg
Asn
Ile
Thr
405
Lys
Cys

Leu

Thr
Thr
Gln
Arg

Thr

150
Val

Phe
Val
Val
Lys
230
Ala
Thr
Val
Val
Ser
310
Leu
Ala
Glu
Gln
Ala
390
Thr
Leu

Ser

Ser

Gln
Cys
Lys
Pro

Ala
70

Thr
Pro
Thr
Asn
215
Ser
Ala
Leu
Ser
Glu
295
Thr
Asn
Pro
Glu
Val
375
Val
Pro
Thr
Val

Leu
455

Pro
Gly
Pro
Ser

55
Thr

Val
Ala
Val
200
His
Cys
Gly
Met
His
280
Val
Tyr
Gly
Ile
Met
360
Ser
Glu
Pro
Val
Met

440
Ser

Leu
Gly
Gly
40

Gly

Leu

43438

Ser
Val
185
Pro
Lys
Asp
Gly
Ile
265
Glu
His
Arg
Lys
Glu
345
Ala
Leu
Trp
Val
Asp
425
His

Pro

Ser
Asn
25

Gln
Ile

Thr

Trp
170
Leu
Ser
Pro
Lys
Pro
250
Ser
Asp
Asn
Val
Glu
330
Lys
Lys
Thr
Glu
Leu
410
Lys
Glu

Gly

Val
10

Asn
Ala

Pro

Ile

155
Asn

Gln
Ser
Ser
Thr
235
Ser
Arg
Pro
Ala
Val
315
Tyr
Thr
Gly
Cys
Ser
395
Asp
Ser

Ala

Lys

Ser
Ile
Pro
Glu

Ser
75

Ser
Ser
Ser
Asn
220
His
Val
Thr
Glu
Lys
300
Ser
Lys
Ile
Gln
Leu
380
Asn
Ser

Arg

Leu

Val
Gly
Val
Arg

60
Arg

Gly
Ser
Leu
205
Thr
Thr
Phe
Pro
Val
285
Thr
Val
Cys
Ser
Pro
365
Val
Gly
Asp
Trp

His
445

Ala
Ser
Leu
45

Phe

Ala

Ala
Gly
190
Gly
Lys
Cys
Leu
Glu
270
Lys
Lys
Leu
Lys
Lys
350
Arg
Lys
Gln
Gly
Gln

430
Asn

Leu
Lys
30

Val

Ser

Gln

Leu
175
Leu
Thr
Val
Pro
Phe
255
Val
Phe
Pro
Thr
Val
335
Tyr
Glu
Gly
Pro
Ser
415
Gln

His

Gly
Asn
Ile
Gly

Ala

160
Thr

Tyr
Gln
Asp
Pro
240
Pro
Thr
Asn
Arg
Val
320
Ser
Thr
Pro
Phe
Glu
400
Phe
Gly

Tyr

Gln
Val
Tyr
Ser

Gly
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Asp
Phe
Pro
Thr
Lys
145
Glu
Ser
Ala

Phe

Glu
Gly
Ser
Ala
130
Val
Ser
Thr
Cys

Asn
210

Ala
Thr
Val
115
Ser
Gln
Val
Leu
Glu

195
Arg

Asp
Gly
100
Phe
Val
Trp
Thr
Thr
180
Val

Gly

Tyr
85

Thr
Ile
Val
Lys
Glu
165
Leu

Thr

Glu

Tyr
Lys
Phe
Cys
Val
150
Gln
Ser
His

Cys

Cys
Leu
Pro
Leu
135
Asp
Asp
Lys

Gln

Gln
Thr
Pro
120
Leu
Asn
Ser

Ala

Gly
200

43438

Val
Val
105
Ser
Asn
Ala
Lys
Asp

185
Leu

Trp
90

Leu
Asp
Asn
Leu
Asp
170
Tyr

Ser

Asp
Gln
Glu
Phe
Gln
155
Ser

Glu

Ser

Ser
Arg
Gln
Tyr
140
Ser
Thr
Lys

Pro

Ser
Thr
Leu
125
Pro
Gly
Tyr
His

Val
205

Thr
Val
110
Lys
Arg
Asn
Ser
Lys

190
Thr

Ala
95

Ala
Ser
Glu
Ser
Leu
175
Val

Lys

Val
Ala
Gly
Ala
Gln
160
Ser
Tyr

Ser
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