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Linh vwe k¥ thuat dwgc dé cap

Sang ché d& cap dén linh vuc cac ché phim dugc sinh hoc, va cu thé 1a dé cap dén
ché pham on dinh cho céac khang thé don dong tai to hop khang-PD-1.

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

PD-1, dugc goi la thu thé gay chét té bao theo chuong trinh 1, la thanh vién cta ho
CD28, con dugce goi la CD279. PD-1 hoat dong nhu chit diéu hoa qué trinh chét t& bao
theo chuong trinh va duge biéu hién chii yéu trén bé mit cia cac t€ bao T CD4 + va CD8
+ trudng thanh, va cling nhu cac té bao T tiéu diét tu nhién, cac té bao B, cac bach cau don
nhan va mot sb té bao dudi gai. PD-1 tham gia vao qua trinh diéu hoa mién dich ctia cac té
bao T.

PD-1 ¢6 hai phéi ti: PD-L1 va PD-L2, ching thuong dugc biéu hién trén c4c t€ bao
trinh dién khang nguyén va, khi lién két v6i PD-1, chung sé& tc ché hoat héa va tang sinh
ctia cac té bao T. Trong céc truong hop thong thuong, hé théng mién dich phan tng véi
cac khang nguyén la tich tu trong cac hach bach huyét hodc 14 l4ch, thuc day sy hoat hoa
va su tang sinh té bao T dic hiéu v6i khédng nguyén. . Nguoc lai, sy gin két ctia PD-1 véi
PD-L1 dan t6i c4c tin hiéu didu hoa am tinh va tc ché su hoat hoa va su tang sinh cia té
bao T.

Mot trong cac cach dé cac té bao khdi u tranh dugce su tidu diét cla té bao T 1a biéu
hién PD-L1 trén b mat té bao cuia cac té bao khdi u nay. Khi PD-L1 lién két v6i PD-1 trén
bé mit cia cac té bao T dac hidu khang nguyén khéi u, n6 dan t6i cac tin hiéu diéu hoa 4m
tinh, 1am cho céc té bao T dac hiéu khang nguyén khdi u khong thé theo dai cac té bao khdi
u va gui céc tin hiéu tAn cong dén cac té bao khéi u, din dén cac té bao khéi u trdn tranh
duoc su phat hién va sy tiéu diét cuia hé théng mién dich cta co thé.

Cac khang thé khang PD-1 lién két dic biét vai PD-1, ngin chin su twong tac cua
PD-1 v6i PD-L1 va v6 hiéu héa su e ché mién dich té bao T qua trung gian PD-1/PD-L1,
do d6 thuc ddy qua trinh hoat hoa té bao T va thiét 1ap lai kha nang gidm satva tan cong
cac té bao khdi u cta co thé.

Tuy nhién, trude khi str dung, cac ché pham khang thé phai trai qua cdc qud trinh luu
tr{t va van chuyén trong d6 xay ra su phan huy vat Iy va hoa hoc ctia khdng thé, va cac qua
trinh thiéu én dinh nay c6 thé 1am giam hiéu luc va/hogc tang tinh sinh mién dich ctia khang
thé nay, do do, can c6 ché pham 6n dinh dé dam bao rang khang thé van giit duoc hoat tinh
didu tri va an toan cho dén khi st dung.

Ban chét k§ thuit ciia sang ché

Vén d& k¥ thuat duoc giai quyét boi sang ché 1a d& xuat ché pham 6n dinh cho khang
thé don dong tai tb hop khang-PD-1. Ché pham nay tao cho khang thé don dong téi t6 hop
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khang-PD-1 nay c6 do 6n dinh cao.

Khia canh thir nhét cua sang ché dé cap dén ché phém duoc lam 6n dinh bao gém
khang thé don dong tai to hop khang-PD-1, chit dém, chét didu chinh d6 thim théu, chét
én dinh, va chat hoat dong bé mit.

Theo mdt phuong an trong s6 cac phuong an cua khia canh thir nhit,

ndng dd cta khang thé don dong tai td hop khang-PD-1 nay nim trong khoang
tir 10 mg/mL dén 50 mg/mL, wu tién ndng dd clia khang thé don dong téi t0 hop khang-
PD-1 nam trong khoang tir 10 mg/mL dén 25 mg/mL; va

ndng do cua chét dém nay nam trong khoang tir 10 mM dén 50 mM, wu tién ndng
6 ciia chat dém nim trong khoang tir 20 mM dén 40 mM;

ndng do cua chét didu chinh do thAm thau nay nim trong khoang tir 20 mM dén
200 mM., wu tién nim trong khoang tir 80 mM dén 160 mM; |

ndng d6 ciia cht én dinh nay nm trong khoang tir 10 mM dén 250 mM, uu tién
nim trong khoang tir 20 mM dén 205 mM;

ndng do cita chét hoat dong bé mit nay nim trong khoang tir 0,005 % dén 0,05 %
theo khoi luong, uu tién nam trong khoang tir 0,02% dén 0,04 % theo khéi luong;

do pH cta dung dich nay nam trong khoang tur 5,5 dén 6,5, uu tién nam trong
khoang tir 5,8 dén 6,2.

Theo mdt phuong an trong s6 cac phuong an cua khia canh thir nhat,
chat dém nay duoc chon tir mot hodc nhiéu trong $6 dém axit citric, dém axetat,
va dém histidin;
chét diéu chinh do thdm thau nay dugc chon tir natri clorua;

chat 6n dinh nay 12 mot hodc nhiéu trong sb sucroza, trehaloza, va arginin
hydroclorua, wu tién 205 mM sucroza, hogc arginin hydroclorua voi ham lugng nim
trong khoang tr 20 mM dén 80 mM, hodc 200 mM trehaloza;

chit hoat dong bé mit nay dugc chon tir polysorbate 80.

Theo mdt phuong an trong s6 cac phurong 4n cua khia canh thi nhat,
6 pH cua dung dich ché pham nay 14 6,0.

Theo mdt phuong an trong s6 cac phurong an cua khia canh th nhat,

ché phim nay c6 chtta 25 mg/mL khéang thé don dong khang-PD-1 tai t6 hop; 20
mM dém histidin, 120 mM natri clorua, 40 mM arginin hydroclorua, va 0,02 % theo
khéi lugng polysorbate 80.

Theo mot phuong an trong s6 cac phuong an cua khia canh thir nhat,
khéng thé don dong khang-PD-1 tai t6 hop nay bao gdbm ving bién d6i ciia chudi
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nhe va/hodc ving bién d6i chudi nang.
trong d6 cac vimg bién ddi ctia chudi nhe nay bao gdm doan chudi nhe CDRI1 ¢6
trinh tu axit amin SEQ ID s$b: 1, doan chudi nhe CDR2 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID
s6: 2, va doan chudi nhe CDR3 c6 trinh ty axit amin SEQ ID sd: 3; va
céc vung bién d6i chudi nang nay bao gbm doan chudi ndng CDR1 ¢6 trinh tu
axit amin SEQ ID sb: 4, doan chudi ning CDR2 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID sb: 5, va
doan chudi nang CDR3 ¢ trinh ty axit amin SEQ ID s6: 6.
Theo mot phuwong an trong s6 cac phuong an cua khia canh thir nhat,
khang thé don dong khang-PD-1 tai t6 hop nay bao gom trinh ty axit amin c6 su
twong ddng trinh tu it nhét 1a 90%, 92%, 95%, 98%, hodc 100% véi trinh ty ving bién
dbi ctia chudi nhe khang thé PD-1 ¢6 trinh tu SEQ ID sé: 8, va/hodc trinh tur axit amin
¢6 su tuong ddng trinh ty it nhat 14 90%, 92%, 95%, 98%, hodc 100% véi trinh tw ving
bién ddi chudi nang khang thé PD-1 ¢6 trinh tw SEQ ID sé: 7.
Theo mot phuong an trong sb cac phuong an cua khia canh thir nhat,
khang thé nay con bao g6m ving khong dbi chudi nhe va ving khong dbi chudi
nang, uu tién trinh ty axit amin nay cua vung khong dbi chudi nhe nay c6 su twong
ddng trinh tu it nhat 1a 90%, 92%, 95%, 98%, hodc 100% véi ving khong dbi chudi
nhe kappa cta SEQ ID s$d: 10, va/hodc trinh tu axit amin cua pvung khong d6i chudi
ndng nay c6 su twong ddng trinh t it nhat 1a 90%, 92%, 95%, 98% hodc 100% véi
ving khong ddi chudi ning IgC4 cta SEQ ID sb: 9.
Theo mdt phuong an trong sb cac phuong an cua khia canh thir nhat,
khang thé don dong khang-PD-1 tai td hop nay 1a khang thé IgC, wu tién khang
thé IgC4.
Theo mdt phuong an trong s6 cac phuong an cua khia canh thir nhat,
khang thé don dong khang-PD-1 téi t hop nay 1a khang thé don dong.

Theo mdt phuong an trong s6 cac phuong an cua khia canh thir nhat,

Ai luc lién két, KD trung binh cta khang thé don dong khang-PD-1 tai to hop nay
vGi protein PD-1 nguoi tai td hop nam trong khoang tir 20 pM dén 200 pM, uu tién nim
trong khoang tir 60 pM dén 70 pM, uu tién hon nita la 64,8 pM.

Theo mot phuong an trong s6 cac phuong an cua khia canh thir nhat,

ché phdm nay & dang dung dich nuéc hodc dang dong kho.
Theo mdt phuong an trong sb cac phuong an cua khia canh thir nhat,
ché pham nay c6 thé dugc luu trit én dinh trong it nhat 42 thang & nhiét do tir 2°C
~ 8°C va it nhat 12 thang & 25°C.
Khia canh thir hai cua sang ché dé cap dén viéc str dung céac ché phém theo sang ché
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dé bao ché cac thude dung dé diéu tri cac khoi u hodc cac bénh ung thu, wu tién ung thu
rudt ket.

Khia canh tht ba clia sang ché dé cap dén viée stir dung cac ché pham theo sang ché
dé diéu tri cac khoi u hodc cac bénh ung thu, wu tién ung thu rudt ket.

Mo ta van tat cac hinh vé

Fig. 1 thé hién xu huéng tinh khiét ciia m&i mau thir ché phim trong Vi du 1 & 4°C
va 37°C & tuan 0, tudn 3, va tudn 5.

Fig. 2 thé hién xu huéng cta cac dinh axit d6i v6i mdi mAu thir ché pham trong Vi
du 1 & 4°C va 37°C dbi v6i tuan 0, tudn 3, va tudn 5.

Fig. 3 thé hién xu hudng tinh khiét ctia mdi mAu thir ché pham trong Vi du 2 & 4°C
va 37°C dbi véi tuan 0, tudn 3, va tudn 5.

Fig. 4 thé hién xu huéng ciia céc dinh axit dbi véi mdi mau thir ché pham trong Vi
du 2 & 4°C va 37°C déi v6i tuan 0, tudn 3, va tudn 5.

Fig. 5 thé hién xu hudng tinh khiét cia mdi mau thir ché pham trong Vi du 3 & 4°C
va 37°C dbi v6i tudn 0, tudn 3, va tudn 5.

Fig. 6 thé hién xu huéng cua cac dinh axit d6i v6i mdi mau thir ché phdm trong Vi
du 3 & 4°C va 37°C dbi voi tudn 0, tudn 3, va tuan 5.

Fig. 7 thé hién xu hudng tinh khiét cia mdi mau thi ché pham trong Vi du 4 & 4°C
va 37°C ddi vé6i tudn 0, tudn 3, va tudn 5.

Fig. 8 thé hién xu huéng tinh khiét cia m&i mau thir ché pham trong Vi du 5 at -80°C
va 45°C d6i v6i tudn 0, tudn 1, tudn 2, va tudn 4.
MG ta chi tiét sang ché

Sang ché @& xuét ché phim én dinh cho khang thé don dong téi t6 hop khang-PD-1
giai quyét van d& do 6n dinh khang thé trong qua trinh luu trit va vin chuyén. Khang thé
nay dugc dam bao duy tri hoat tinh va an toan cho cac muc dich diéu tri trwde khi st dung
cho cac bénh nhan.

Thuat ngit "ché pham" dé cap dén ché pham duy tri hoat tinh sinh hoc cuia thanh phan
hoat tinh mot cach hiéu qua va khong chira cic thanh phan khac gy doc khong chip nhan
duoc cho dbi tugng. Céc ché pham nay 1a vo trang. Thuét ngit "vo trung" dé cap dén viéc
khong c6 céc vi khudn sdng hodc viéc khong c6 hodc vé co ban khong c6 tt ca cac vi sinh
vat sdng va cac bao tir cuia ching.

Khi duoc st dung trong ban mo ta nay, ché phim "dn dinh" d& cap dén ché pham
trong d6 thanh phan hoat tinh v& co ban van giit dugc do 6n dinh vat 1y va/hodc do 6n dinh
hoéa hoc, va/hodc hoat tinh sinh hoc sau khi luu trit. Uu tién, ché phém nay vé co ban van
gitt dugc tinh 6n dinh vat Iy va héa hoc, cling nhu hoat tinh sinh hoc cua n6 sau khi luu trit.



Céc thuit ngit "bénh nhan" hodc "d6i tugng" duoc st dung thay thé 13n nhau va dé
cap dén bat ky dong vat ¢ vii ndo gdp phai tinh trang hodc méc bénh theo sang ché. Uu
tién la con nguol.

Ché pham 6n dinh theo sang ché bao gdm khang thé don dong tai to hop khang-PD-
1, cht dém, chét didu chinh do thdm thAu, chét on dinh, va chat hoat dong bé mat.

Céc thuét ngit "bao gdm" va "c6 chtra" c6 nghia la c6 thé bao gdm cac thanh phén bd
sung ngoai nhitng thanh phan dugc dé cap dén.

Khi duoc st dung trong ban mo ta nay va trong cac diém yéu cau bao ho keém theo,
cac dang sd it "mdt," "khac" va "nay" bao gbm chi dinh s6 nhiéu cua ddi tugng trir khi ngit
canh chi rd khéc di.

Khi dugc st dung trong ban md ta nay, "chat dém" dé cap dén dung dich dém chéng
lai su thay déi do pH thong qua hoat dong ctia cic cap axit-bazo li€n hop cla dung dich
dém nay. Theo cac phuong 4n cua sang ché, dung dich dém histidin dugc chon, wu tién c6
do pH nam trong khoang tur 5,5 dén 6,5, wu tién khoang 6.

Khi dugc st dung trong ban mo ta nay, "chat hoat dong bé mat" dé cap dén chit hoat
tinh bé mat, va theo mot phuong én, chit hoat dong bé mat & day la polysorbat 20.

Thudt ngit "cht didu chinh d¢ thAm thAu" dung dé chi chat diéu chinh d§ tham thau
dugc dung. Cac chét didu chinh d6 thim thau thich hop bao gb6m, nhung khong gidi han 6,
mudi, theo mot phuong én clia sang ché 12 natri clorua (NaCl), & nong do nam trong khoang
tir 80 mM dén 160 mM.

Thudt ngi "chat én dinh " d& cap dén chét én dinh duoc dung bao gom, nhung khong
bi gi6i han &, cac axit amin va cac duong, ching han nhu arginin hydroclorua, sucroza, va
trehaloza theo cac phuong 4n cua sang ché, chét 6n dinh nay co thé duoc st dung mdt minh
hodc & dang két hop véi cac ndng d6 nam trong khoang tir 20 mM dén 80 mM arginin
hydroclorua, khoang 205 mM sucroza, va khoang 200 mM trehaloza.

"D én dinh" clia protein ¢6 thé duge danh gia dinh tinh va/hodc dinh luong sau khi
luu trit & cac nhiét do da chon trong cac khoang thoi gian da chon theo mot sb cach khac
nhau, bao gdm viéc danh gia sy hinh thanh két tu (vi du: bang cich st dung sac ky ry
phén tr, do d§ duc va/hoac kiém tra bing mat); d4nh gia su khong ddng nhit cia dién tich
bang cach st dung sdc ky trao ddi cation, hoi tu ding dién mao quan hinh anh (image
capillary isoelectric focusing - icIEF) hoac di¢n di vang mao quan; phéan tich trinh tu dau
tdn cung amin hodc d4u tan cing cacboxy; khéi pho; phan tich SDS-PAGE dé so sanh céac
khang thé bi giam va cac khang thé nguyén ven; phan tich anh xa peptit (vi du, trypsin hodc
LYS-C); danh gia hoat tinh sinh hoc hodc chirc néng lién két khang nguyén cta cac khang
thé; v.v.

Theo mot phuong an cia sang ché, do tinh khiét cia mau thir sau khi luu trir trong
khoang thoi gian da chon dugc phat hién bang sic ky 16ng hiéu ning cao loai trir phan tir:
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tach va dinh luong theo cac kich thuée phén tir khac nhau, va do d6 thu dugc thong tin vé
lwong ctia cac miu thir monome, cac khéi két tu va cac manh; cac chit dong phan dién tich
dugc phat hién bang sic ky 1oéng hiéu nang cao trao ddi cation (cation exchange high
performance liquid chromatography - CEX-HPLC): phan tach va dinh luong theo cac dién
tich protein khac nhau, va do dé thu dugc thong tin vé tinh khong ddng nhét dién tich ctia
mAu thit: hodic cac chit ddng phan dién tich dugc phat hién bang dién di hoi tu dang dién
mao quan hinh anh (imaging capillary isoelectric focusing electrophoresis - IEF): phan tach
va dinh lugng dua trén cac diém dang dién khac nhau cua cac protein nay, do d6 thu dugc
thong tin vé lugng cta cac protein axit va bazo trong mau thir; xac dinh "hoat tinh sinh
hoc" cia mau thir nay bang thir nghiém gen chi thi, dua trén nguyén téc rang su lién két
ciia céc té bao dich bidu hién PD-L1 véi cac té bao hiéu ung biéu hién PD-1 va luciferaza
trc ché biéu hién luciferaza, va viéc bd sung khang thé PD -1 ngan chdn su lién két ctia PD-
1 véi PD-L1, do d6 hoat tinh sinh hoc ctia khang thé PD-1 ¢6 thé dugc xac dinh bang céch
phan tich do manh cta biéu hién luciferaza.

Thuét ngit "khang th&" d& cap dén phan tir globulin mién dich va dé cap dén bat ky
dang nao cta khang thé thé hién hoat tinh sinh hoc mong mudn. Chung bao gém, nhung
khoéng bi gidi han &, cac khang thé don dong (bao gom cac khang thé don dong c6 chidu
dai ddy du), cac khang thé da dong va cac khang thé da dac hiéu (vi dy, céc khang thé ddc
hiéu kép), va thdm chi 1a cdc manh khang thé. Thong thuong, vu tién chu tric khang thé
¢6 chidu dai diy dii c6 chira bén chudi polypeptit, hai chudi nang (H) va hai chubi nhe (L),
thuong duoc két ndi voi nhau bang céac lién két disulfua. Mbi chudi ning c6 chira ving
bién ddi chudi ning va ving khong déi chudi ning. Mbi chudi nhe ¢6 chira ving bién doi
chudi nhe va ving khong ddi chudi nhe. Ngoai cAu tric khang thé c6 chidu dai day du dién
hinh nay, cdu tric nay cling bao gdm cac dang dan xuat khac.

Thuat ngit "vung bién ddi" d& cap dén ving trong chudi ning hodc chudi nhe cla
khang thé c6 lién quan dén lién két khang thé v6i khang nguyén. Cac ving bién dbi cua
cac chudi niang va cac chudi nhe cia cac khang thé tu nhién (twong tmg 1a VH va VL)
thudng c6 ciu tric tuong tu va co thé duoc chia nhé hon nita thanh cac ving bién d6i cao
(dugc goi l1a ving xéac dinh bd sung (complementary determining region - CDR)) dugc xen
k& véi cac vung dugce bao tdn nhiéu hon (dugc goi la cac ving khung (framework region-
FR)).

Thuét ngt "vung xac dinh bd sung" (CDR, vi du CDR1, CDR2, va CDR3) dé cap
dén cac gbc axit amin nhu vy cua ving bién dbi cua khang thé ma su hién dién cta céc
gbc axit amin nay 1a can thiét dé lién két voi khang nguyén. M&i ving bién doi thuong ¢6
ba ving CDR dugc xac dinh la CDR1, CDR2 va CDR3. Mbi viing xac dinh bd sung c6 thé
chira cac gbc axit amin tir "ving xac dinh bd sung" nhu dugc dinh nghia boi Kabat (Kabat
va cac dong tac gia, Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed. Health
Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD. 1991) va/hoac cac géc tur "vong lap
bién dbi cao" (Chothia va Lesk; J Mol Biol 196: 901- 917 (1987)).
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M3i ving bién ddi chudi ning va ving bién doi chudi nhe thuong c6 chita 3 CDR va
t4i da 4 FR, cac CDR va céc FR nay dugc sép xép tir cac dau tan cing amin dén cac dau
tan cung cacboxyl theo thu tu sau, vi du, FR1, CDRI1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4.

Vung xac dinh bd sung (CDR) va vung khung (FR) ctia khang thé nhét dinh c6 thé
duoc xac dinh bang cich st dung hé théng Kabat (Kabat va cac ddng tac gia: Sequences
of Proteins of Immunological Interest, 5th edition, U.S. Department of Health va Human
Services, PHS, NIH, NIH Publication No. 91-3242, 1991).

Thuat ngit "vung khong ddi" dé cap dén cac trinh tu axit amin nhu vdy trong chudi
nhe va chudi ning cta khang thé khong truc tiép tham gia vao lién két khang thé-khang
nguyén nhung thé hién nhiéu chirc nang khéc nhau, ching han nhu doc tinh té bao phu
thudc vao khang thé.

"Manh lién két khang nguyén cua khang thé" bao gdm mot phan ctia phan tir khang
thé nguyén ven giit lai it nhAt mot sé dic tinh lién két ctia khang thé me va thuong bao gdbm
it nhat mot phan ciia ving lién két khang nguyén hodc vang bién d6i (vi du, mot hodc nhiéu
CDR) cua khang thé me. Cac vi du vé cdc manh lién két khang nguyén bao g6m, nhung
khong bi gidi han &, Fv, Fab, Fab', Fab'-SH, F (ab') 2, cac manh Fd, cac manh Fd', cac phan
tr khang thé chudi don (vi du, scFv, di-scFv hodc tri-scFv, cac khang thé ludng cuc hodc
scFab), va cac khang thé mién don.

"Manh khang thé" 12 phan tir khéng thé khong nguyén ven gitt lai it nhat mot s6 dac
tinh sinh hoc cia khang thé me, bao gém, nhung khong bi gidi han &, manh Fc, ngoai cac
loai dugc mo ta trén day d6i vé6i "cac manh lién két khang nguyén" .

Thuat ngt khang thé "thé kham" dé cap dén khang thé trong d6 mot phan ctia chudi
nang va/hodc chudi nhe c6 nguén géc tur nguf”)n hoac cac loai cu thé va phén con lai co
ngudn gde tir ngudn hoic céc loai khac. "Cac khang thé duoc nhan héa" 1a nhanh cla "céac
khang thé thé kham",

Thuat ngit "khang thé duoc nhan hoa" hodc "manh lién két khang nguyén dugc nhan
hoa" dugce dinh nghia trong ban mo ta nay la khang thé hodc manh khang thé ma: (i) cac
khang thé co ngudn goc tir ngudn khong phai nguoi (vi du, chudt chuyén gen mang hé
théng mién dich di hop) va dva trén trinh tu mam cua ngudi; hodc (ii) cac khang thé thé
kham trong d6 vung bién ddi c6 ngudn gdc khong phai nguoi va ving khong dbi c6 ngudn
gbc tir ngudi; hodc (iii) cac cit ghép CDR trong d6 CDR trong ving bién dbi nay c6 nguodn
gbc khong phai nguoi va mot hoac nhiéu ving khung trong ving bién dbi nay c6 ngudn
gbc tir nguoi va vang khong d6i nay, néu c6, c6 ngudn gdc tlir ngudi. Muc dich cia "nhan
héa" 12 loai bé tinh sinh mién dich cua cac khang thé khong c6 ngudn goc tir ngudi & nguoi
trong khi van giit lai dugc 4i Iyc 16n nhét ¢6 thé. C6 loi néu lya chon trinh tw ving khung
clia con ngudi gan giéng nhét véi trinh tu viing khung cta khang thé ngudn gbc khong phai
con ngudi lam khudn mau cho qua trinh nhan héa. Trong mot sd truong hop, c6 thé can
thay thé mot hodc nhiéu axit amin trong trinh tw ving khung cuia nguoi bang cac gbe twong
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Ging trong ving khung ngudn goc khong phai con nguoi dé tranh mat ai luc.

Thuét nglt "khang thé don dong" dé cap dén khang thé c6 ngudn goc tir quﬁn thé
khang thé co ban dbng nhét, tirc 1a moi khéng thé don 1¢ trong quan thé nay déu glong nhau
ngoai trir cac dot bién c6 thé (vi du, cac dot bién tw nhién) c6 thé xuat hién véi s& lugng rat
nho. Do d6, thuat ngit "don dong" chi ban chét ctia cac khang thé nay, tic 13, khong phai
12 hdn hop cua céc khéng thé khong lién quan. Ngugc lai véi cac ché phém khang thé da
dong, thudng bao gdm cac khang thé khac nhau chdng lai cic yéu t6 quyét dinh khang
nguyén (cac ep1t0p) khac nhau, mdi khang thé don dong cua ché phdm khang thé don dong
huéng dén yéu tb quyét dinh khang nguyén riéng biét. Ngoai tinh dac hiéu, cac ché phdm
khang thé don dong c6 uu diém la chung thu’cmg khéng bi nhiém cac khang thé khac. Thuat
ngit "don dong" s€ khong dugc hidu 1a yéu cau bat ky phuong phép san xuét khang thé cu
thé nao. Thuat ngit khang thé don dong dic biét bao gdm cac khang thé thé kham, cac
khang thé duge nhan héa va cac khang thé con nguoi.

Khang thé "lién két ddc biét" voi khang nguyén dich, chang han nhu dich khing
nguyén peptit lién quan dén khéi u (¢ day 1a PD-1), tirc 1a lién két khang nguyén nay véi
4i luc thich hop dé cho phép khang thé nay duoc st dung lam tac nhan diéu tri, nham dich
té bao hodc md biéu hién khang nguyén nay va khong phan tng chéo dang ké vai cac
protein khac hodc véi cac protem khong phai la cac ddng dang va cac bién thé (vi du: cac
dang dot bién, cac bién thé cit ndi hoac cac dangprotein thuy phan dugc cit ngin ) clia cac
khang nguyén dich néu trén.

Thuét ngit "ai luc lién két" dé cap dén do manh cua tdng cac twong tac khong cong
hoa tri gitta cac vi tri lién két riéng 1é ctia phan ti va cac déi tac lién két ciia né. Trir khi co
néu 16 khac di, "4i luc lién két" khi duogc st dung trong ban mo ta nay dé cap dén ai luc
lién két noi tai, phan dnh tuong tac 1:1 glua c4c thanh vién cua cdp lién két (vi du, khéng
thé va khang nguyén). "KD", "hang s toc do lién két kon" va "hang sd téc do phan ly koff"
thuong dugce st dung dé mo ta ai luc gitta phén tir (vi du, khang thé) va dbi tac lién két cta
phan tir nay (vi dy, khang nguyén), tirc 1a mire d chat ch@ phéi tir lién két vé6i protein cu
thé. Ai luc lién két nay bi anh huéng béi cac tuong tac ndi phan tir khong cong hoa tri
chang han nhu lién két hydro, cac twong téc tinh dién, va cac luc ky nudce va cac luc van
der Waals gifta hai phan ttr. Ngoai ra, ai luc lién két giira phdi tir va phén tt dich cua phéi
ti nay co thé bi anh hudéng boi sy ¢6 mit cia cac phan tur khac. Ai luc ¢6 thé duge phan
tich bang cac phuong phap thong thuong da biét trong linh vuc nay, bao gém ca ELISA
dugc mo ta trong ban mo ta nay.

Khéng thé "phan 1ap" 1a khang thé da dugc xéc dinh va duge phén 13p tir t€ bao bieu
hién khang thé mot cach ty nhién. Céac khang thé phan 1ap bao gdm cac khang thé tai chd
trong cac té bao tai to hop va cac khang thé thudong duoc didu ché bang it nhat mot budc
tinh ché.

"Tuong dong trinh tu" gifta hai trinh tu peptit hodc axit nucleic chi béo sd lugng cac
gbc gidng nhau gitta c4c trinh ty nay duéi dang phan tram tbng sb cac gbc nay. Khi tinh
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toan phan tram twong ddng, cac trinh tu dugc so sanh nay s& duge so khdp theo cach tao
ra su trung khop t61 da gitta cac trinh ty ndy va cac vi tri trong trong su so khép nay (néu
c6) s& dugce giai quyét bang thuat toan cu thé. Cac phuong phap chwong trinh may tinh
dugce vu tién dung dé x4c dinh sy trong dong giita hai trinh tu bao gbdm, nhung khong bi
gi¢i han &, cac goi chuong trinh GCG bao gébm GAP, BLASTP, BLASTN va FASTA
(Altschul va cac cong su, 1990, J. Mol. Biol. 215: 403 -410). Cac phuong phap néu trén
duoc cung cip cong khai boi Trung tdm Thong tin Cong nghé Sinh hoc Qudc gia (National
Center for Biotechnology Information - NCBI) va cac ngudn khac. Thuét toan Smith
Waterman ndi tiéng ciing c6 thé duoc sir dung dé xac dinh sy twong dong.

Mot phuong an ciia sang ché sir dung khang thé don dong khang PD-1 ti t6 hop duorc
néu trong Don ding ky sang ché qudc t& s6 PCT/CN2019/126594 duge ndp vao ngay 19
thang 12 nam 2019 va theo phuong 4n dugc vu tién déc biét, 1a khang thé PD1-H944.

Theo phuong an dugc wu tién dac biét cua sang ché, ché pham ché pham nay co chira
25 mg/mL khéang thé PD1-H944; 20 mM dém histidin, 120 mM natri clorua, 40 mM argmm
hydroclorua va 0,02% theo khdi lwong polysorbat 80. Ché phdm nay c6 do 6n dinh t6t va
6n dinh trong it nhét 42 thang & nhiét do nam trong khoang tir 2 °C dén § °C va it nhét 12
thang & 25 °C..

Ché phém theo sang ché ¢6 thé dugc tao ra dudi dang long hoac cé thé dugc taora &
dang dong kho. Diéu nay c6 thé duge thuc hién bang cach hoan nguyén ché pham dong
kho trudce khi str dung.

Céc ché phim theo sang ché c6 thé diéu tri cac khdi u hoge bénh ung thu, wu tién diéu
tri ung thu rudt két.

Vi du thwe hién sang ché

Sang ché sé& dugc hiéu day du hon bang cach tham khéo cac phuong an sau day. Tuy
nhién, cdc phuong an nay khong dugc hiéu 14 gi¢i han pham vi ciia sang ché. Tt ca cac tai
lidu, cac bang sang ché va don séng ché déu duoc tich hgp vao ban md ta nay dé tham khao.

Theo cac phuong an sau day, khang thé don dong khang-PD-1 tai td hop duge st
dung 12 PD1-H944, viéc didu ché, xéc dinh tinh chat, va xéc dinh hiéu suat ctia khang thé
nay duge md ta trong Pon ding ky sang ché qudc té s6 PCT/CN2019/126594, ndp ngay
19/12/2019.

Theo cac phuong 4n sau ddy, phuong phap phét hién dugc st dung s& dugc mo ta
dudi day.
1) Sic ky long hiéu nang cao loai trir phan ta (Molecular Exclusion High-Performance

Liquid Chromatography - SEC-HPLC)

St dung cot: Cot loc gen TSKgel G3000SWX (7,8x300mm, 5um) (s6 danh muc
0008541), pha dong 1a pha dong SEC (200mM dinatri hydro phosphat, 100mM arginin, do
pH 6,50, 1% isopropanol), budc song phat hién UV 12 280nm, nhiét do cot 1a 25°C, bom
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80pg mau thtr nghiém nay vao sac ky 1éng nay, va tinh toan do tinh khiét mau thit nay theo
phuong phap chudn hoa dién tich (Quy tic chung 0514 cia Duoc dién Trung Qudc
(Chinese Pharmacopoeia) (An ban 2015 Tap III)).

2) Sic ky long hiéu nang cao trao dbi cation (Cation exchange high-performance liquid
chromatography) (CEX-HPLC)

Sir dung cot trao ddi cation yéu WCX-10 (4*250 mm) (San pham s6 054993) v6i pha
A (10 mM PB, d pH=7,0) va pha B (10 mM PB, 200 mM NaCl, do pH=7,0) lam céac pha
dong, budc song phat hién UV 1a 280 nm, va nhiét do cot 1a 35 °C. Qua trinh rra giai
gradient ctia SCT-I10A dugc thuc hién theo bang sau.

Thoi gian (phut) B (%) C(%) Ap suét bao vé (bar)
1 0,00 100 0 200
2 40,00 50 50 200
3 45,00 0 100 200
4 45,01 100 0 200
5 70,00 100 0 200

Bom 80 pg mau thir nghiém nay vao sdc ky long nay va tinh toan do tinh khiét cua
mau thir nay theo phuong phap chuén hoéa dién tich (tham khao Quy tic chung 0512 va
Quy téc chung 0513 ctia Dugc dién Trung Quéc (An ban 2015 tap III)).

3) Pién di tap trung dang dién mao mach hinh anh (Imaging capillary isoelectric focusing
electrophoresis - IEF)

Thir nghiém iCE3 duoc thyc hién bing cach sir dung thiét bi dién di tap trung déng
dién mao quan hinh anh. C4c thong s6 lién quan ddi véi iCIEF la: diéu ché dung dich thi
ding dé phan tich bing cach tron mau thi nghiém nay v6i Pharmalyte 3-10 cho IEF, 1%
metylxeluloza (1% MC), chét danh déu pl véi pl 1a 5,12 va 9,33, va nudc. Nong do cudi
cung cua protein la 0,25 mg/mL, ndng do cudi cling cua chét dién ly ludng tinh 1a 4% va
ndng do cubi cuing cua MC 1a 0,35% trong dung dich cudi cung. Phan tich ICE3 dugc thuc
hién trong céc diéu kién hoi tu sau: 1500 V trong 1 phut; 3000 V trong 6 phut. Sau khi tac
dung dién ap vao 6ng mao din, mau thir nay s& dugc hdi tu tai diém pl ctia mau thir nay.
Budc song phat hién 12 280 nm, va dinh héap thu UV dugc chup anh, sau do c6 thé thu duoc
pho hoi tu, co thé thu duogc thong tin vé lugng protein axit va bazo cia mau thi bang cach
tinh todn (Duoc dién Trung Qudc, 4n ban 2015, tap IV, Quy tac chung 0542 Phuong phap
dién di mao quan).

4) Phuong phap gen chi thi dé xac dinh "hoat tinh sinh hoc" ciia mau thir nay
Cly té bao CHO-K1-PD-L1-CD3E vao dia 96 giéng & ndng do 20K/giéng va u qua
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dém & 37 °C, 5% CO3 va sau d6 loai bo phan dich ndi phia trén. Thém cac t€ bao nay vao
céc dung dich pha lodng theo ddy cta cic mau thir dbi chung 1am viée va cac mau thir
nghiém & ndng do 40pL/giéng dé tao ra ndng dd cudi cung 1a 40,000, 13,333, 4,444, 1,481,
0,494, 0,165, 0,055, 0,018 va 0,006 pg/mL, thém cac té bao Jurkat-NFAT-Luc2p-PD-1 &
ndéng do 75K/gleng (40 pL/giéng) va i trong 6 gio & 37 °C trong moi truong 5% COz, va
dung giai cac té bao va cho dich dung giai té bao 20 pL/giéng vao dia déay trang 96 g1eng,
dat trén may do phat quang vi tdm, va thém Hé théng Thir nghiém Luciferaza 60 pL/ g1eng
vao dé phat hién sy phat quang sinh hoc. Tinh todn hoat tinh tuong d6i ctia cdc mau thu
nay bang cich vé d6 thi voi ham logarit cta ndéng do6 mau thur 13 toa do ngang va gia tri
phat quang sinh hoc (RLU) 1a toa do doc va khép voi phuong trinh bbn tham sb dé thu
dugc cac gia tri ECso cua cac mAu thtr ndy va cic mau thit d6i chimg lam viéc. Hoat tinh
twong déi (%) = ECso mAu thir d6i chimg lam viée/ ECso mau thit x 100% (Lan Wang,
Chuanfei Yu, Yalan Yang, va cac cong sy, Development of a robust reporter gene assay (o
measure the bioactivity of anti-PD-l/anti-PD-L1 therapeutic antibodies. Journal of
Pharmaceutical va Biomedical Analysis, 2017, 145:447-453; Dugc Pién Trung Quéc, An
ban 2015, tap IV, Quy tic Chung 3523 Dinh lugng hoat tinh sinh hoc Interferon Phuong
phap II phwong phép chi thi gen). .

Vidu 1: Sang loc do pH cua dung dich ché phim
Ché phdm ctia PD1-H944 theo phuong dn nay dugc thé hién trong bang sau.
Bang 1: Cac ché pham véi do pH khac nhau

S sé-ri |Khang thé don| Dém Arginin Natri |Polysorbate 80| Do pH
ché pham | dong PD-1 histidin |hydroclorua| clorua

F1 25mg/mL 40mM 40mM  |120mM| 0,02% theo 5,5
khéi luong

F2 25mg/mL 40mM 40mM  |120mM | 0,02% theo 5,8
khéi lwong

F3 25mg/mL 40mM 40mM  |120mM | 0,02% theo 6,0
khéi lwong

F4 25mg/mL 40mM 40mM  |120mM| 0,02% theo 6,2
khéi lwong

F5 25mg/mL 40mM 40mM | 120mM| 0,02% theo 6,5
khéi lwong

Phuong phap diéu ché ché pham khang thé: Pua khang thé nay vao dém dich (tat ca
cac thanh phan ngoal trir polysorbate 80 va khang thé) bang cach siéu loc, bd sung luong
polysorbate 80 can thiét, va didu chinh néng d6 khéang thé thanh 25 mg/mL, phin phéi vo
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trung va 1an luot dat trong ti lanh 4 °C va may diéu nhiét 37 °C, va léy ra vao tuan 0, tudn
3 va tudn 5 dé phan tich va phét hién, va cac thir nghiém bao gom SEC-HPLC va IEF.
Céac phurong phap phén tich va phat hién:

Xac dinh do tinh khiét: sic ky léng hiéu nang cao loai trir phan tir (SEC-HPLC);
nguyén tic xac dinh ctia phwong phép nay 1a tach va dinh luong cac phan tr theo céac kich
thuéc khac nhau cia ching, sau d6 thu dugc thong tin vé ham luong ctia cic monome, cac
két tu va cac manh cua mau thir.

Céac chét dong phan dién tich: dién di tap trung ding dién mao quan hinh anh (IEF);
nguyén tc phat hién ctia phuong phép nay la tich va dinh luong cac proteln theo cac diém
dang dién khac nhau cua cac protem sau d6 thu duoc thong tin vé ham lugng cua cac
protein axit va bazo ¢o trong mau thir; dbi v6i cac san phdm khang thé, it dinh axit hon Ia
thich hop.

Céac két qua thir nghiém dwgc thé hién trong Fig. 1 va Fig. 2.

Céc két qua thir nghiém cho thdy ring do tinh khiét cia PD1-H944 trong F3 cao hon
do tinh khiét trong cac ché pham khac va dinh axit thap hon céc ché pham khéc, chimg t6
ring d6 én dinh cua F3 tét hon cac ché pham khéc.

Vi du 2: Sang loc cac nong d6 khang thé
Ché pham ctia PD1-H944 dbi phuong 4n nay dugc the hién trong bang sau.
Bang 2: Cac ché pham véi cac ndng do khang thé khac nhau

Sé sé-ri ché | Khang thé d Polysorbat
05¢ FC © 2‘1ng © con Dém histidin | Natri clorua Oy0rhd bo pH
pham dong PD-1 80
0,02% th
F1 25mg/mL 20mM | 120mM el X
khoi luong
0,02% th
F2 10mg/mL 20mM | 120mM Ol Y
khoi lugng

Phuong phap didu ché ché pham khéng thé: dua khang thé nay vao dém dich (tat ca
céc thanh phan ngoa1 trir polysorbate 80 va khang thé) bang siéu loc, bd sung luong
polysorbate 80 cAn thiét, va sau d6 diéu chinh néng do khang thé 1an luot nay dén 10
mg/mL va 25 mg/mL, phan ph01 v6 trung va dat trong ti lanh 4 °C va may diéu nhiét 37 °C,
va lay ra 1An lugt vao tudn 0, tudn 3 va tudn 5 dé phan tich. Céc thir nghiém bao g6m SEC-
HPLC va IEF.

Cac phuong phéap phén tich va phat hién:
Thir nghiém do tinh khiét: sic ky 1ong hiéu ning cao loai trir phén tur.
Cic chét ddng phan dién tich: dién di hoi tu dang dién mao quan hinh anh.
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Cac két qua thir nghiém duoc the hién trong Fig. 3 va Fig. 4.

Céc két qua thir nghiém cho thiy do tinh khiét cia PD1-H944 trong F1 va F2 cao hon
99% khi dat & 37 °C trong cac tudn 0, 3 va 5 va xu hudng thay doi cta dinh axit v& co ban
Ia gibng nhau, chimg t6 do én dinh cia PD1-H944 trong F1 va F2 1a ¢6 thé so sanh duge.

Vidu 3: Sang loc néng do cua cac chéit hoat dong bé mit

Ché phém cua PD1-H944 theo phuong én ndy dugc trinh bay dudi ddy.

Bang 3: Cac ché pham véi cac ndéng dod chét hoat dong bé mat khac nhau

S sé-ri | Khang thé don Dém Natri Polvsorbate 80 56 o
. r 0
ché pham dong PD-1 histidin clorua Y ?P
F1 25mg/mL 20mM 120mM | 0,02% theo khdi lugng | 6.0
F2 25mg/mL 20mM 120mM | 0,04% theo khoi lugng 6.0

Phuong phap diéu ché ché pham khéng thé: dua khang thé nay vao dém dich nay (tat
c& cac thanh phan ngoai trr polysorbate 80 va khang thé) bang siéu loc, bd sung luong
polysorbate 80 cAn thiét, va diéu chinh ndng do khang thé nay dén 25 mg/mL, phan phbi
v6 tring va dit 1an luot trong ti lanh 4 °C va mdy diéu nhiét 37 °C va ldy ra & tudn 0, tuan
3, va tudn 5 dé phan tich va do tim, va cac thir nghiém bao gdm SEC -HPLC va IEF.

Céc phuong phap phan tich va phat hién:

Thir nghiém do tinh khiét: sic ky 16ng hiéu nang cao loai trir phan tir.

Cac chat ddng phan dién tich: dién di tap trung déng dién mao quan hinh anh.

Cac két qua thir nghiém dugc thé hién trong Fig. 5 va Fig. 6.

Céc két qua phat hién da chimg t6 rang d tinh khiét cua PD1-H944 trong F1 cao hon
d6 tinh khiét ciia PD1-H944 trong F2, va xu huéng thay ddi dinh axit vé co ban la giong
nhau, chimg 6 rang d én dinh ctia F1 t6t hon do 6n dinh cia F2.

Vi du 4: Sang loc cac nong do cua cac chit diéu chinh d6 tham thau

Ché pham cua PD1-H944 theo phuong an nay duoc thé hién duéi day.

Bang 4: Cac ché pham véi cac ndng do chat didu chinh ndng d6 tham thau khac nhau

50 ;igjnché Kﬁzrrllgg t;l]:é)-dlon Dém histidin | Natri clorua Polysorbate 80 ?ﬁl
F1 25mg/mL 20mM 120mM | 0,02% theo khdi lugng | 6,0
F2 25mg/mL 20mM 160mM | 0,02% theo khéi lugng | 6,0
F3 25mg/mL 20mM 80mM | 0,02% theo khéi lugng | 6,0
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Phuong phap didu ché ché phim khang thé: dua khang thé nay vao dém dich nay (tat
ca cac thanh phan ngoai trir polysorbate 80 va khang thé) bang siéu loc, bd sung luong
polysorbate 80 can thiét, va didu chinh néng d6 khang thé nay dén 25 mg/mL, phan phéi
v6 trimg va dit 1an luot trong ti lanh 4°C va mdy didu nhiét 37°C, va ldy ra dé phan tich
va do tim & tudn 0, tudn 3 va tuan 5 mdt c4ch twong tng.

Cac phuong phap phan tich va phat hién:
Kiém tra o tinh khiét: sic ky long hiéu ning cao loai trir phén ti.
Cac két qua thir nghiém dugc thé hién trong Fig. 7.

Céc két qua thir nghiém da chimg t rang do tinh khiét ciia PD1-H944 trong F1 cao
hon db tinh khiét ciia PD1-H944 trong F2 va F3, ching (0 ring do 6n dinh ctia F1 t6t hon
d6 tinh khiét cia PD1-H944 trong F2 va F3.

Vidu 5: Sang loc chét 6n dinh va néng do chit 6n dinh
Ché phim ctia PD1-H944 theo phuong an nay dugc thé hién dudi dy.

Bang 5: Cac ché pham v6i cac chat on dinh khac nhau va cdc nong do chat 6n dinh khac

nhau*
S séri | Khang thé don| Pém | Natri |Sucroza| Arginin |Trehaloza Polysorbate
ché pham | dong PD-1 |histidin| clorua hydroclorua 80

F1 25mg/mL | 20mM |120mM 40mM 0,02% theo
khéi luong

F2 25mg/mL | 20mM |120mM 80 mM 0,02% theo
khéi lwong

F3 25mg/mL | 20mM |120mM 20 mM 0,02% theo
khéi lugng

F4 25mg/mL | 20mM 205mM 0,02% theo
khéi luong

F5 25mg/mL | 20mM 200mM |0,02% theo
khoi luong

F6 25mg/mL | 20mM 205mM| 40mM 0,02% theo
khéi lwgng

F7 25mg/mL | 20mM 40mM | 200mM |0,02% theo
khéi lugng

* 46 pH 6,0 trong mdi ché pham

Phuong phép diéu ché ché phdm khéng thé: dwa khang thé nay vao dém dich nay (tat
c& cac thanh phan ngoai trir polysorbate 80 va khang thé) bang siéu loc, bd sung lugng
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polysorbate 80 cAn thiét, va diéu chinh ndng d6 khang thé nay dén 25 mg/mL, phén g phbi
vo trung va dat trong ty lanh -80°C va may didu nhiét 45°C, va lay ra dé phan tich va do
tim twong Ung ¢ tudn 0, tuan 1, tudn 2 va tuan 4.

Cac phuong phap phén tich va phat hién:

Kiém tra d6 tinh khiét: sic ky 1ong hiéu ning cao loai trir phan ti.

Cac két qua thir nghiém duoc thé hién trong Fig. 8.

Céc két qua thir nghiém da ching 6 ring do tinh khiét ciia PD1-H944 trong F1 cao
hon d tinh khiét ciia PD1-H944 trong céc ché pham khac & 45°C trong 4 tuan, chung 6
rang do 6n dinh cua F1 t6t hon cac ché pham khac.
Vi du 6: Thir nghiém thdm dinh ché pham

Ba 16 ché pham khang thé don dong t4i tb hop PD-1 (ché pham 25 mg/mL PD1-H944
+20 mM dém histidine + 120 mM natri clorua + 40 mM arginin hydroclorua + 0,02% theo
khéi Iwong polysorbate 80, do pH 6,0) dugc thir nghiém vé tinh 6n dinh ¢ nhiét do trong
khoang tir 2 °C ~ 8 °C va 25 + 2 °C vé6i SEC-HPLC, CEX-HPLC va hoat tinh sinh hoc.

Cac phuong phap phén tich va phat hién:

Thir nghiém do tinh khiét: sic ky 16ng hiéu néng cao loai trlr phén ti.

Céc chét ddng phan dién tich: Sic ky 16ng hiéu nang cao trao doi cation (CEX-HPLC);
Nguyén tac phat hién ctia phuwong phap nay la tach va dinh lu(mg céc protein theo cac dién

tich khac nhau ctia chung, va do d6 thu dugc thong tin vé tinh khong dong nhét vé dién
tich ciia mau thir nay.

Hoat tinh sinh hoc: phuong phap gen chi thi; nguyén tac cua thir nghiém nay 1a su
lién két ctia cac té bao dich bidu hién PD-L1 véi céc té bao hidu tng biéu hién PD-1 va
luciferaza trc ché biéu hién cta luciferaza, va viéc bd sung khang thé PD-1 ngan chin su
lién két ctia PD-1 v6i PD- L1, do do, hoat tinh sinh hoc cta khang thé PD-1 ¢6 thé dugc
xéc dinh bing cach phan tich dd manh cta biéu hién luciferaza(xem PCT/CN2019/126594).

Céc két qua thir nghiém duoc thé hién trong cac Bang 6 dén 11.

Bang 6: Dit lidu do dn dinh cta ché pham PD1-H944 (Lotl) dugce luu trit ¢ 4°C

) Khoang thoi gian luu trit & 4°C (thang)
Cac muc ki€ém tra

03| 6|9 (12|18 |24 30|36 |42

Céac monome [99.5/99.4/99.4199,0{99,1(99,3199,2{99.2(99,199.4
Do tinh khiét (SEC-
HPLC, %)

Cackéttu [0,5/0,6/061,01]09|0,7]0,7|08]0,910,6

Cacmanh [0,0/0,0|0,0]0,0(00/00/0,00,00,0]0,0

Céc chét dng phan| Cac dinh axit [12,3]12,0/13,2/13,8/14.5/15.615.7|16.9|18,2|18.9
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Céc muc kiém tra

dién tich (CEX-
HPLC, %)

Khoang thoi gian luu trit & 4°C (thang)

316

9

12| 18

24

30

36

42

Céc bién thé
lysin

87,7

88,1

6.8

86,1

85,5844

84,2

83,2|8

1,8(81,0

Hoat tinh sinh hoc (%)

100

93| 92

&7

97 | 86

94

&8

87 | 83

Bang 7: Dit liéu d6 én dinh cia ché pham PD1-H944 (L6 1) duoc luu trit ¢ 25°C

Céac muc kiém tra

Khoang thoi gian luu trit ¢ 25°C (thang)

0 2

4

6

8

10

12

Do tinh khiét
(SEC-HPLC,%)

Cac monome

99,51 99,3

99,2

99,1

99,0

98.1

96,8

Cac két tu

0,5 | 0,7

0,7

0,8

0,9

1,8

3,0

Cac manh

0,0 | 0,0

0,1

0,1

0,1

0,1

0,2

Céc chét dong
phan dién tich
(CEX-HPLC,%)

Céc dinh axit

12,3 117,2

20,3

25,3

29,7

33,7

39.4

Céc bién thé lysin

87,7 | 82,8

79,7

74,8

70,3

66,3

60,6

Hoat tinh sinh hoc(%)

100 | 92

93

90

&8

&1

90

Bang 8: Dit liéu do dn dinh ctia ché pham PD1-H944 (L6 2) duogc luu trit ¢ 4°C

Céc muc ki€ém tra

Khoéng thoi gian luu trit & 4°C (thang)

6

9

12| 18

24

30

36 | 42

Do tinh khiét
(SEC-HPLC, %)

Cac
monome

99.6

99.5/99.4

99,1

98.9

99.3

99,2

99,2

99,2

99.4

Cac kéttu |0,4

0,5] 0,6

0.9

1,1| 0,7

0,8

0,8

0,8 | 0,6

Cac manh | 0,0

0,01 0,0

0,0

0,01 0,0

0,0

0,0

0,0 | 0,0

Céc chét dong
phan dién tich
(CEX-HPLC,%)

Céc dinh

. 13,6
axit

13,4/ 14,4

15,3

14,7| 16,7

16,8

18,0

18,5]19,6

Céc bién thé

) 86,5
lysin

86,6| 85.6

84,7

85,3) 83,2

83,1

82,0

81,6

80.4

Hoat tinh sinh hoc (%)

92

99 | 93

97

95 | 104

75

84

78 | 86
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Bang 9: Dit liéu do on dinh cta ché pham PD1-H944 (L6 2) dugc luu trit 6 25°C
) Khoang thoi gian luu trit ¢ 25°C (thang)
Céc muc kiém tra
0 2 4 6 8 10 12
Cac monome | 99,6 | 99.4 [ 99,1 | 989 | 99,0 | 98,5 | 983
D6 tinh khiét ,
' Cac két t 04 | 0,6 | 0.8 | 1,0 1,0 | 1,4 1,6
(SEC-HPLC%)| o™
Cacmanh | 0,0 | 0,0 | 0,1 | 0,1 0,1 | 01 | 01
Cic chit ddng | Céc dinhaxit| 13,6 | 18,0 | 22,0 27.1 | 31,5 | 32,8 | 384
phén dién tich | C4c bién thé
(CEX-HPLC.%) lysin 86,5 | 82,0 | 78,0 | 72,9 | 68,6 | 67,2 | 616
Hoat tinh sinh hoc(%) 92 | 87 | 92 97 87 74 90
Bang 10: Dit liéu do 6n dinh cia ché pham PD1-H944 (L6 3) duoc luu trit & 4°C
. Khoang thoi gian luu trit & 4°C (thang)
Cac muc ki€ém tra
0 3 6| 9 | 12|18 |24 | 30| 36| 42
D tinh khiét Céac monome | 99,6 199,5199,5(99,2198,9199,3199,4199,3199,2199.5
(SEC- Cackéttu | 04 [05]05]08]|1,1]07|06]07]08]0,5
0
HPLC.%) [ Gacmanh | 0.0 | 0.0 | 0,0 | 0,0 | 0,0 [ 0,0 | 0,0 0,0 | 0,0 [ 0,0
Cac chat dong | Cac dinh axit | 13,6 [13,6|14.9 15,6 /15,7 16,6 17.2|17,7|19,5|19.5
phén dién tich — _
Céc bién thé
(CEX- acl 1en e 1 o0 4 |86.4(85,1(84,5|84,3|83.4(82,8|82,3(80.,5|80.4
HPLC,%) ysin
Hoat tinh sinh hoc(%) 100 100100104 86 | 100 | 82 | 90 | 96 | 90

Bang 11: Dit liéu do 6n dinh ciia ché pham PD1-H944 (L6 3) dugc luu trr ¢ 25°C

Khoang thoi gian luu trit & 25°C(thang)

Cac muc kiém tra
0 2 4 6 8 10 | 12
D6 tinh Cac monome | 99.6 | 99,4 | 99,2 [99,1| 99,0 | 98,5 | 98,6
khiét(SEC- Céc két tu 04 | 06 | 070909 | 14| 13
HPLC.%) Cacmanh | 00 | 0.0 | 0,0 | 0,1 | 0,1 | 0.1 | 0.1
Céc chét dong| Cécdinhaxit | 13,6 | 19,1 | 23,7 |27.6 32,2 133,81 38,9
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Cac muc ki€ém tra

Khoang thoi gian luu trit & 25°C(thang)

0 1 2 ] 4 6] 8 [10] 12
phan dién iz
Cac bién th
tich(CEX- acl 16.2 © | 864 | 809 | 763 |72,3| 67.8 | 663 | 61,1
S1
HPLC.,%) Y
Hoat tinh sinh hoc(%) 100 | 93 | 92 | 95 | 94 | 82 | 94

Céc két qua thir nghiém chimg t6 rang ché phdm PD1-H944 dugc boc 16 theo sang
ché ¢6 do én dinh 5t va c6 thé dwoc lwu trix on dinh trong it nhat 42 thang & nhiét do tir

2°C~8°C va it nhét 12 thang & 25°C.
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Trinh tu so

Mo ta trinh ty

Trinh ty axit amin

SEQ ID sé:

Trinh ty axit amin cua
CDR1 chudi nhe cua
khang thé chudt PDI-
M944/khang thé nhan
hoa PD1-H944

ESVDSYGNSFMH

SEQ ID sb:

Trinh tu axit amin cua
CDR2 chudi nhe cua
khang thé chudt PDI-
M944/khang thé nhan
héa PD1-H944

AASNQGSGVPA

SEQ ID s6:

Trinh tu axit amin cta
CDR3 chudi nhe cua
khang thé chudt PDI-
M944/khang thé nhan
héa PD1-H944

QQSKEVPWT

SEQ ID sb:

Trinh tuy axit amin cua
CDR1 chudi ning cua
khang thé chudt PDI1-
M944/khang thé nhan
héa PD1-H944

GFTFSSYGMS

SEQ ID sd:

Trinh tuy axit amin cua
CDR2 chudi ning cua
khang thé chudt PDI-
M944/khang thé nhan
hoa PD1-H944

VATISGGGRDTYYSDSVKG

SEQ ID sb:

Trinh ty axit amin
CDR3 chudi ning cua
khang thé chudt PDI-
M944/khang thé nhan

héa PD1-H944

SRQYGTVWFFN

SEQ ID sd:

Trinh tuy axit amin cua
vung bién d6i chudi
niang khang thé nhan
hoa PD1-H944

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAAS
GFTFSSYGMSWVRQAPGKRLEWVA
TISGGGRDTYYSDSVKGRFTISRDN

AKNNLYLQMNSLRAEDTAVYYCSR
QYGTVWFFNWGQGTLVTVSS
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SEQ ID sé: 8

Trinh ty axit amin cuda
viing bién ddi chudi nhe
khang thé nhan hoa
PD1-H944

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASE
SVDSYGNSFMHWYQQKPGQPPRLL
IYAASNQGSGVPARFSGSGSGTDFTL
TISSLEPEDFAMYFCQQSKEVPWTF
GQGTKVEIK

SEQID sb: 9

Trinh ty axit amin cua
ving khong doi chudi
nang khang thé nhan
hoa PD1-H944

ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALG
CLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVH
TFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLG
TKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESK
YGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKP
KDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPE
VQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQF
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYK
CKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREP
QVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKG
FYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGN
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLG
K

SEQ ID sb:
10

Trinh ty axit amin cua
vung khong dbi chudi
nhe khang thé nhan hoa
PD1-H944

RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVV
CLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSG
NSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSK
ADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTK
SFNRGEC
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YEU CAU BAO HO

1. Ché phdm 6n dinh bao gbm:

khang thé don dong khang-PD-1 tai t6 hop v6i ham luong nam trong khoang tir 10
mg/mL dén 50 mg/mL;

chét dém v6i ham lwong nam trong khoang tr 10 mM dén 50 mM;

chét didu chinh do thdm thdu v&i ham luong nam trong khoang tir 20 mM dén 200
mM;

chét én dinh véi ham luong ndm trong khoang tir 10 mM dén 250 mM;

chét hoat dong bé mat v6i ham luong nim trong khoang tir 0,005 % theo khdi lwgng
dén 0,05 % theo khbi lwong;

do6 pH cua dung dich nay nam trong khoang tir 5,5 dén 6,5;

trong d6 khang thé don dong khang-PD-1 tai t6 hop nay bao gdm ving bién ddi chudi
nhe va/hodc ving bién doi chudi ning,

trong d6 vung bién ddi chudi nhe nay bao gdbm doan chudi nhe CDR1 ¢6 trinh tir axit
amin SEQ ID s6: 1, doan chudi nhe CDR2 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID s6: 2 va doan
chudi nhe CDR3 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID sb: 3;

vung bién déi chudi ning nay bao gbém doan chudi ngng CDR1 c6 trinh tu axit amin
SEQ ID sé: 4, doan chudi ndng CDR2 ¢ trinh tu axit amin SEQ ID s: 5, va doan chudi
ning CDR3 ¢6 trinh tw axit amin SEQ ID s6: 6.
2. Ché pham 6n dinh theo diém 1, trong d6 ndéng dd cuia khang thé don dong khang-PD-1
tai t6 hop nay nam trong khoang tir 10 mg/mL dén 25 mg/mL.
3. Ché phém 6n dinh theo diém 1, trong do n6ng do cua chat dém nay nam trong khoang
tir 20 mM dén 40 mM.
4. Ché pham én dinh theo diém 1, trong d6 ndng do ctia chét diéu chinh do thdm théu nay
nam trong khoang tir 80 mM dém 160 mM.
5. Ché phim 6n dinh theo diém 1, trong d6 ndng do cia chét én dinh nay nam trong
khoang tir 20 mM dén 205 mM.
6. Ché phim 6n dinh theo diém 1, trong d6 ham luong ciia chat hoat dong bé mit nay
nam trong khoang tir 0,02 % theo khéi luong dén 0,04 % theo khéi luong.
7. Ché phim 4n dinh theo diém 1, trong d6 d6 pH cua ché pham nay nim trong khoang
tir 5,8 dén 6,2.
8. Ché phém theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 7, trong d6 khang thé don dong
khang-PD-1 tai t6 hop nay bao gbm trinh tu axit amin c6 sy twong ddng trinh tur it nhét 13
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90%, 92%, 95%, 98%, hoac 100% vdi trinh tu ving bién ddi chudi nhe khang thé PD-1
SEQ ID sb: 8, va/hodc trinh tu axit amin c6 su tuong déng trinh tu it nhat 12 90%, 92%,
95%. 98% hodc 100% véi trinh ty ving bién dbi chudi nang khang thé PD-1 SEQ ID so:
7.

9. Ché pham theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1-8, trong d6 khang thé nay con bao
¢dm ving khong ddi chudi nhe va ving khong doi chudi nang.

10. Ché pham theo diém 9, trong d6 trinh ty axit amin cta ving khong dbi chudi nhe nay
¢6 su tuong dong trinh tu it nhét 1a 90%, 92%, 95%, 98%, hodc 100% véi ving khong doi
chudi nhe kappa cta SEQ ID sb: 10, va/hoic trinh tu axit amin cua vung khong d6i chudi
nang nay co sy twong dong trinh tu it nhat 12 90%, 92%, 95%, 98% hodc 100% voi vung
khong dbi chudi ning IgC4 SEQ ID s: 9.

11. Ché phém theo diém 9 hodc diém 10, trong d6 khang thé don dong khang-PD-1 tai t6
hop nay 1a khang thé TIgG.

12. Ché phém theo diém 11, trong d6 khang thé IgG nay la khang the IgG4.

13. Ché pham theo diém bt k¥ trong sd céc diém tir 9 dén 11, trong d6 khang thé don dong
khang-PD-1 t4i t& hop nay la khang thé don dong.

14. Ché phim theo diém bét k¥ trong s cac diém tir 1 dén 13, trong do:
chit dém nay dugc chon tir mot hoac nhiéu trong sb dém axit xitric, dém axetat, va
dém histidin;
chét diéu chinh do thdm thiu nay duoc chon tir natri clorua;
chét 6n dinh nay 1a mot hodc nhiéu trong sb sucroza, trehaloza, va arginin hydroclorua,
chét hoat dong bé mat nay dugc chon tir polysorbate 80.

15. Ché pham theo diém 14, trong d6 chit 6n dinh nay 1a mot hodc nhiéu trong s sucroza
205 mM, hodc arginin hydroclorua véi ham luong nam trong khoang tir 20 mM dén 80
mM, hodc trehaloza 200 mM.

16. Ché phim theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 1 dén 15, trong d6 dung dich ché pham
nay c¢6 do pH 14 6,0.

17. Ché pham theo diém bét ky trong s cac diém tr 1 dén 16, trong d6 ché pham nay bao
gdm 25 mg/mL khang thé don dong khang-PD-1 tai t6 hop; 20 mM dém histidin, 120 mM

natri clorua, 40 mM arginin hydroclorua, va 0,02 % theo khéi luong polysorbate 80.

18. Ché pham theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 1 dén 17, trong do trong d6 khang thé
don dong khang PD-1 t4i t& hop nay lién két voi protein PD-1 ngudi tai to hop voi 4 luc
KD trung binh ndm trong khoang tir 20 pM dén 200 pM.

19. Ché pham theo diém 18, trong d6 khang thé don dong khang PD-1 téi t hop nay lién
két v6i protein PD-1 nguoi tai t6 hop véi 4i luc KD trung binh nam trong khoang tir 60 pM
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dén 70 pM.

20. Ché phim theo diém 18, trong d6 khang thé don dong khang PD-1 t4i t6 hop nay lién
két v6i protein PD-1 ngudi tai t6 hop voi i luc KD trung binh 1a 64,8 pM.

21. Ché phidm theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 20, trong d6 ché pham nay co
dang ché pham chtta nu6e hodc dang dong kho.

22. Ché phdm theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 21, trong d6 ché pham nay c6
thé duoc luu trit On dinh trong it nhit 42 thang & nhiét d6 tir 2 °C dén 8°C va trong it nhit
12 thang & 25°C.
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SINOCELLTECH LIMITED

CHE PHAM GN DINH CHO KHANG THE DON DONG KHANG-PD-1 TAI TO HOP

PCT69930SXB

10
PatentIn
1

12

PRT

Nhan tao

Trinh tu

1

Glu Ser Val Asp

1

<210>
211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

2

11

PRT

Nhan tao

Trinh tu

2

Ala Ala Ser Asn

1

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

220>
<223>

<400>

3

9

PRT

Nhan tao

Trinh tu

3

Gln Gln Ser Lys

1

version 3.3

dugc téng hgp nhan tao.

Ser Tyr Gly Asn Ser Phe Met His

5 10

dugc téng hogp nhan tao.

Gln Gly Ser Gly Val Pro Ala

5 10

dugc téng hgp nhan tao.

Glu val Pro Trp Thr
5

1/6
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<212>
213>

<220>
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<400>

Gly Phe Thr Phe

1

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

<220>
<223>

<400>

Val Ala Thr Ile

1
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4
10
PRT
Nhan tao

Trinh tu dugc téng hgp nhan tao.

4

5 10

5

19

PRT

Nhan tao

Trinh tu dugc téng hgp nhan tao.

5

5 10

Val Lys Gly

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

<220>
<223>

<400>

Ser Arg Gln Tyr

1

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

<220>
<223>

6

11

PRT

Nhan tao

Trinh tu dugc téng hop nhan tao.

6

5 10

7

118

PRT

Nhan tao

Trinh tu dugc téng hop nhéan tao.

Ser Ser Tyr Gly Met Ser

Gly Thr Vval Trp Phe Phe Asn

2/6

Ser Gly Gly Gly Arg Asp Thr Tyr Tyr Ser Asp Ser

15

29/33



<400>
Glu Val
1

Ser Leu

Gly Met

Ala Thr
50

Lys Gly
65

Leu Gln

Ser Arg

Leu Val

210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Glu Ile

1

Glu Arg

7

Gln Leu

Arg Leu
20

Ser Trp
35

Ile Ser

Arg Phe

Met Asn

Gln Tyr
100

Thr Val
115

111
PRT
Nhan tao
Trinh tv

8

Val Leu

Ala Thr
20

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

Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
25 30

Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Arg Leu Glu Trp Val
40 45

Gly Gly Gly Arg Asp Thr Tyr Tyr Ser Asp Ser Val
55 60

Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Asn Leu Tyr
70 75 80

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

85 90 95

Gly Thr val Trp Phe Phe Asn Trp Gly Gln Gly Thr
105 110

Ser Ser

dugc téng hgp nhan tao.

Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
5 10 15

Leu Ser Cys Arg Ala Ser Glu Ser Val Asp Ser Tyr
25 30

3/6
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Gly Asn Ser Phe Met His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro
35 40 45

Arg Leu Leu Ile Tyr Ala Ala Ser Asn Gln Gly Ser Gly Val Pro Ala
50 55 60

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

Ser Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Met Tyr Phe Cys Gln Gln Ser Lys
85 90 95

Glu val Pro Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 9

<211> 327
<212> PRT
<213> Nhan tao

220>
<223> Trinh tu dugc téng hgp nhan tao.

<400> 9
Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg

1 5 10 15

Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr
20 25 30

Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser
35 40 45

Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser
50 55 60

Leu Ser Ser Val val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Lys Thr
65 70 75 80

Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys
85 90 95

4/6



Arg

Glu

Asp

Asp

145

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

225

Asn

Ile

Thr

Arg

Val

Phe

Thr

130

Val

Val

Ser

Ser

21

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu
2906

Glu

Leu

115

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

195

Ser

Gln

Val

Val

Pro

275

Thr

Ser
100

Gly

Met

Gln ¢

Val

Tyr

180

Gly

Val

Ser

Glu

260

Pro

Val

Lys

Gly

Ile

His
165

Arg

Lys

Tyr

Leu

245

Trp

Val

Asp

Tyr

Pro

Ser

Asp

150

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

230

Thr

Glu

Leu

Lys

Gly

Ser

Arg

135

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

215

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser
295

Pro

Val

120

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

200

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

280

Arg

Pro

105

Phe

Pro

Val

Thr

Val

185

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

265

Asp

Trp

48740

Cys

Leu

Glu

Gln

Lys

170

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

250

Gln

Gly

Gln

Pro

Phe

Val

Phe

155

Pro

Thr

Val

Ala

Gln

235

Gly

Pro

Ser

Glu

Pro

Pro

Thr

140

Asn

Arg

Val

Cys

Pro

125

Cys

Trp

Glu

Leu

Ser Asn

Lys
220

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly
300

Glu

Tyr

Phe
285

Asn

Pro
110

Lys

Val

Glu

His

190

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

270

Leu

Val

Ala

Pro

Val

Val

Gln

175

Gln

Pro

Thr

Ser

255

Tyr

Tyr

Phe

Pro

Lys

Val

Asp

160

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys

240

Asp

Lys

Ser

Ser
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Cys Ser Val Met

305

Leu Ser Leu Ser

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

<220>
<223>

<400>

10
107
PRT
Nhan tao

Trinh tu

10

Arg Thr Val Ala

1

Gln

Tyr

Thr
65

Lys

Pro

Leu

Pro

Gly

50

Tyr

His

Val

Lys Ser
20

Arg Glu

35

Asn Ser

Ser Leu

Lys Val

Thr Lys
100

48740

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

310

Leu Gly Lys

325

dugc téng hgp nhan tao.

Ala

Gln

Ser

Tyr

85

Ser

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

70

Ala

Phe

Ser

Ala

Val

Thr

Cys

Asn

Val

Ser

Gln

40

Val

Leu

Glu

Arg

Phe

Val

25

Trp

Thr

Thr

Val

Gly
105

Ile
10

Val

Lys

Glu

Leu

Thr

90

Glu

315

Phe Pro

Cys Leu

Val Asp

Gln Asp

60

Ser Lys
75

His Gln

Cys

6/6

Pro

Leu

Asn

45

Ser

Ala

Ser

Asn

30

Ala

Lys

Asp

Leu

Asp

15

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ser
95

320

Phe

Gln

Ser

Glu

80

Ser
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