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Linh vie ky thuat dwoe dé cap

Sang ché dé cap dén linh vuc mién dich va liéu phap mién dich, cu thé 14 trong
viée didu tri bénh ¢ ngudi. Cu thé hon 13, sang ché dé cap dén khang thé khang PD-1
ctia ngudi duge 1am tuong thich véi ngudi hodc manh lién két khang nguyén cia né,
hitu ich dé diéu tri bénh & nguoi.

Tinh trang ky thuit clia sang ché

Protein gy chét t& bao theo chuong trinh 1 (PD-1, con goi 1a CD279) 14 phan tir
protein bé& mat té bao thudc siéu ho globulin mién dich. PD-1 dugc biéu hién trén lympho
bao T va lympho bao B va cac dai thuc bao, va c6 vai trdo ddi véi s6 phan cua té bao va
su biét hoa té bao. Cu thé 1a, PD-1, hoat dong nhu diém kiém soat mién dich, dong vai
trd quan trong trong viéc diéu hoa giam hé thdng mién dich bang cach ngin ngira su
hoat hoa té bao T, ma s& lam giam tinh tu mién va thac day tinh tu dung nap. Hai phdi
t0 d6i v6i PD-1 da duge xéac dinh, PD-L1 va PD-L2, ma da dugc ching to didu hoa giam
su hoat ho4 té bao T, géy cdm ng tin hi¢u ddng kich thich & té bao T va thuc ddy su
chét theo chuong trinh ctia chung, chimg mat timg, va suy kiét chirc ning ctia chiing, khi
lién két v6i 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). Phéi tir
PD-L1 va PD-L2 khéng dugc biéu hién ¢ té bao ctia ngudi binh thuong, nhung co nhiédu
& nhiéu loai bénh ung thu cta ngudi (Dong et al. (2002) Nat Med 8:787-9, Brahmer et
al., N Eng J Med, 366(26),2012; Topalian ef al., N Eng ] Med, 366(26), 2012; Wolchok
et al., N Engl J Med. 2013 Jul 11; 369(2): 122-133).). PD-L1 duoc biéu hién rong rai

hon PD-L2 va dugc biéu hién béi nhiéu loai t€ bao tao mau va té bao khong tao mau.

Khéi u, vi khuén va virut da khai théc con dudng ddng tic ché nhu 12 PD-L1/PD-
1 d 14n tranh su bao vé va giam sat mién dich bang cich tao ra moi trudng vi md tc
ché mién dich. Cu thé 13, con duong PD-L1/PD-1 gay ra boi khéi u, vi khuan hodc virut
c6 thé trén thoét su giam sat mién dich cta vat chu thong qua nhidu co ché khac nhau,

bao gdm kich thich lam bat hoat té bao T, lam suy yéu, khong dap tng va chét theo
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chuong trinh, giy céur‘lv g khuéch dai té bao T-reg, va ting cudng kha ning noi tai ciia
khéi u dé khong bi tidu diét va chét theo chuong trinh. Twong tic ciia PD-1 va PD-L1
dugc didu té boi té bao bénh ung thu ciing ddn dén giam lympho bao x4m nhap khdi u
va trc ché su tang sinh té bao T dugc diéu tiét boi thu thé té bao T bang cach lam giam
tin hiéu ha luu cua TCR, dan dén su hoat hod giam va san sinh xytokin (Dong et al. J.
Mol. Med. 2003, 81: 281-7; Blank et al. Cancer Immunol. Immunother. 2005, 54: 307-
314; Konishi et al. Clin. Cancer Res. 2004, 10: 5094-100). Su biéu hién ctia PD-1 trén
lympho bao x4m nhap khdi u hodc té bao khbi u da dugc tim thay & mot s6 sinh thiét

khéi u nguyén phat (Ribas A. Cancer Discov. 2015, 5(9):915-9).

Do vai trd Grc ché mién dich, chét Grc ché PD-1 di dugc phat trién dé chéng lai tac
dung gdy hai nay 1én hé théng miéng dich ciia ngudi. Chit trc ché PD-1 nay duoc cho
1a hoat hod hé théng mién dich dé tin cong khéi u hodc té bao bi lay nhiém va do d6 co
thd duoc st dung dé didu tri bénh ung thu va bénh. Thuc té 13, phic dd sir dung chét trc
ché PD-1 hoic PD-L1 dé pha v& tuong tac cia ching da ching t6 c6 tiém nang dé cai
thién liéu phap mién dich ung thu (Brahmer et al., N Eng J Med, 366(26), 2012; Powles
et al., Nature, 515(7528), 2014; Topalian et al., N Eng J Med, 366(26), 2012; Ansell,
Curr Opin Hematol, 22(4), 2015). Cu thé 13, viéc phong bé cac tuong tac gilta PD-1 va
phdi tir ctia né 1am ting cudng tinh mién dich clia té bao T CD8 dic hiéu khbi u ma c6
kha ning loai trir té bao khéi u (Topalian S. et al. Curr Opin Immunol. 2012, 24(2):207-
12). Tac dung e ché cia PD-1 ciing dat dugc thong qua co ché kép kich thich chét theo
chuong trinh & té bao T dic hiéu khang nguyén & hach bach huyét dong thoi giam su

chét theo chuong trinh & té bao T diéu hoa.

Viée st dung khang thé don dong (“mAbs™) dic hiéu dé phong bé PD-1/PD-L1
1a da biét trong linh vuc nay dé chéng lai tac dung trc ché mién dich cta con duong
truyén tin hiéu PD-1/PD-L1. Tuy nhién, vén dé thyc tién déng ké da can trd viéc sir dung
rong rai in vivo ¢ nguoi. Quan ngai chinh la khang thé don dong c6 ngudn gde khong
phai ctia nguoi thuong gy mién dich, do d6 han ché hiéu qua cua ching va, trong mot
vai trrong hop, gy phan ing di tng nguy hiém. Pap ung mién dich d6i voi mAbs la
nay bao gdm san sinh khéng thé 4i luc cao dac hiéu ma lién két v6i va gy thai trir mAbs,
do d6 1am giam déng ké hiéu luc ciia mAb bing cach thic ddy sy thanh théi ching khoi
co thé va e ché kha nang lién két v6i khang nguyén dich cta ching. Dé giai quyét van

dé nay, c6 thé lam cho khang thé quan tim khong phai cta nguoi twong thich véi nguoi
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dé 1am giam tinh gy mién dich dbi v&i ngudi, ddng thoi van gitt dwoc tinh dic hiu va
4i luc ctia khang thé khong phai ctia ngudi gbe (kinh dién 13 khang thé ciia chudt). Khang
thé dugc lam tuong thich véi ngudi nay thudng bao gdm mdt hodc nhiéu mién thay doi
trong d6 mién lién két khang nguyén 1a thu duge tir khang thé khong phai ctia ngudi, va
ving khung thu duoc tir trinh ty khang thé cta nguoi hoic khang thé dugc lam twong
thich v&i nguoi.

Do d6, c6 nhu cau phat trién khang thé dugc 1am tuong thich v6i ngudi dé cung
cAp chét cai thién cho lidu phap mién dich an toan, nhét 1a khéng lai bénh ung thw, nhim

dich PD-1 cta nguoi.
Ban chit ky thuit ciia sang ché

Séang ché dwa vao su phat trién khang thé dugc 1am twong thich v6i ngudi nhim
dich dac hiéu PD-1 cda nguodi, ma thé hién 4i lyc lién két cao dbi v6i PD-1 va canh tranh
manh vé&i phéi tr PDL-1 va/hodc PDL-2 cia n6. Khang thé dugc 1am tuong thich voi
ngudi ndy da duoc tao ra bing cong nghé di truyén dé cho kha ning san Xuét cao va
ning sut san xuit cao ¢ hé thong san xudt dua vao té bao dong vat ¢ vi. Khang thé

duge lam tuong thich voi nguoi nay cu thé trong ban md ta nay duoc goi la “HKLD”.

Hon nita, cac tac gia sang ché da nhan thiy c6 tac dung déng ké va bat ngo cla
khéng thé nay din dén hoat dong thuc bio ctia dai thuc bao ddi véi té bao khbi u ma
khong biéu hién PD-L1, v6i hidu qua hira hen ctia khang thé nay nhat la dé diéu tri khéi

u Am tinh v6i PD-L1 va/hogc bénh nhan bi suy giam dap tng mién dich té bao T.

Loi ich 16n va tac dung bt ngd duoc thé hién va duoc giai thich nhit 12 & phan

dau ctia ban mo ta va trong vi du thuc hién séng ché.

Theo khia canh thir nhét, khang thé khang PD-1 ctia ngudi don dong duge lam

twong thich v&i nguoi hodc manh lién két khang nguyén cua nd bao gobm:

(i)  mién thay ddi chudi nang bao gbm HCDRI bao gébm hodc gdm ¢6 trinh tur
axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 1, HCDR2 bao gém hodc g@)m ¢o trinh tu axit
amin dugc néu trong SEQ ID NO: 2 va HCDR3 bao 26m hoic gdm c6 trinh tur axit amin
duoc néu trong SEQ ID NO: 9, va

(i)  mién thay ddi chudi nhe bao gém LCDR1 bao gém hoic gbm ¢6 trinh tu

axit amin duoc néu trong SEQ ID NO: 12, LCDR2 bao gbdm hodc goém c6 trinh tu axit
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amin dugc néu trong SEQ ID NO: 13 va LCDR3 bao gdm hodc gdm c6 trinh tu axit
amin dugc néu trong SEQ ID NO: 14,

trong d6 khang thé hoic manh lién két khang nguyén cta n6 la chat ddi khang

ctia lién két cia PD-L1 va/hodc PD-L2 clia ngudi véi PD-1 ctia nguoi.

Theo khia canh thir hai, khdng thé khang PD-1 ctia ngudi don dong duoc lam
tuong thich v6i nguodi hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 bao gém (a) VH bao
gém hodc g@)m ¢ trinh ty axit amin dugc chon tir nhom gém c6 SEQID NO: 21; va (b)

VL bao gdm hozc gdm c6 trinh ty axit amin duoc néu trong SEQ ID NO: 24.

Tét hon 14, khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 la chit ddi khang

cta lién két cia PD-L1 va/hodc PD-L2 ctia ngudi v6i PD-1 ciia ngudi.

Theo khia canh cu thé, khang thé hodc manh lién két khang nguyén cua n6 bao
gbm - (a) chudi niing bao gdbm hodc gdm c6 trinh tw axit amin dugce chon tir nhém gdm
¢6 SEQ ID NO: 31, tuy y véi mot, hai hodc ba céi bién dugc chon tir thay thé, b sung,
khuyét doan va t6 hop bét ky ctia chung & vi tri bt ky trix vi ti 7, 16, 17, 20, 33, 38, 43,
46, 62, 63, 65, 69, 73, 76, 78, 80, 84, 85, 88, 93, 95, 96, 97, 98, 100, 101, 105, 106 va
112 duoc néu trong SEQ ID NO: 31, va (b) chudi nhe bao gbdm hodc gdm c6 trinh tu
axit amin duoc néu trong SEQ ID NO: 34, tuy y v6i mot, hai hodc ba cai bién duge chon
tir thay thé, bd sung, khuyét doan va t& hop bat ky cia ching & vi tri bat ky trir vi tri 3,
4,7,14,17, 18, 28, 29, 33, 34, 39, 42, 44, 50, 81, 88, 94, 97, 99 va 105 dugc néu trong
SEQ ID NO: 34.

Theo khia canh cu thé, khang thé hodc manh lién két khang nguyén cua no bao
gém mién On dinh chudi nhe thu dugc tir mién On dinh chudi nhe kappa ctia ngudi va
mién On dinh chudi ning thu duge tir mién 6n dinh chudi nang cta IgG1, IgG2, 1gG3

hodc IgG4 cua nguoi.

Theo khia canh cu thé hon, khang thé hodc manh lién két khang nguyén cia né
bao gdm mién 6n dinh chudi nhe thu duge tur mién 6n dinh chudi nhe kappa ctia ngudi
va mién 6n dinh chudi nang thu dugc tr mién 6n dinh chudi nang cua IgG1 cua nguoi,
tuy y c6 thay thé hodc td hop céc thay thé dugc chon tir nhém gém c6 T250Q/M428L,;
M252Y/S254T/T256E  +  H433K/N434F,  E233P/L234V/L235A/G236A  +
A327G/A33OS/P331§; E333A; S239D/A330L/1332E; P2571/Q311; K326 W/E333S;
S239D/I332E/G236A; N297A; L234A/L235A; N297A + M252Y/S254T/T256E;
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K322A va K444A, t6t hon 13 duge chon tir nhom gdm c¢6 N297A tuy ¥ két hop voi
M252Y/S254T/T256E, va L234A/L235A.

Theo khia canh khéac cu thé hdn, khang thé hodc ménh lién két khdng nguyén cia
n6 bao gdm mién 6n dinh chudi nhe thu duoc tir mién 6n dinh chudi nhe kappa cua
ngudi va mién &n dinh chudi nang thu dugc tr mién 6n dinh chudi nang cua [gG4 cia
ngudi, tuy v ¢6 thay thé hodc t6 hop céc thay thé duoc chon tir nhém gom c6 S228P;
L234A/1.235A, S228P + M252Y/S254T/T256E va K444 A.

Tét hon 13, khang thé hodc manh lién két khang nguyén cta n6 lién két dac hicu
v6i PD-1 ctia ngudi v6i hing sb 4i luc lién két (KD) déi v6i PD-1 cia ngudi bang hodc
nho hon 107 M, 4i luc nay tt hon 1a duoc xac dinh bang phan tich bo cam bién sinh

hoc.

Cu thé 13, khang thé hodc manh lién két khang nguyén ciia n6 c6 nhan tinh (T20)
bang hoic 16n hon 85%, t&t hon 1a bang hodc 16n hon 88% va/hoic ma cd nang suit san

xuat cao ¢ t€ bao dong vat cé vu.

Theo khia canh thi hai, sdng ché dé cap dén phan tir axit nucleic dugc phén lap
hodc nhom phén tr axit nucleic dugc phan lap ma hod khang thé hodc manh lién két

khéang nguyén ctia né nhu duge dé cap trong ban mo ta nay.

Theo khia canh thit ba, sang ché dé cap dén vecto bao gdbm phén tir axit nucleic
dugc phan 1ap hodc nhom phan tir axit nucleic dugce phan 14p nhu duoc dé cip trong ban
mo ta nay.

Séang ché ciing d& cap dén té bao chii bao gdm phan tir axit nucleic dugce phan lap
va/hodc nhom cac phén tr axit nucleic dugc phan ldp va/hodc vecto theo sang ché.

Theo khia canh khéc, sang ché dé cap dén phuong phép san xuét khang thé hodc
manh lién két khang nguyén cia né, bao gbm bude nudi cdy té bao chi nhu duge dé cap
trong ban mo ta nay va tuy y budc phan 1ap khang thé hodc manh lién két khang nguyén.

Theo khia canh khéc, sang ché dé cap dén dugc phdm bao gbdm khang thé hodc
manh lién két khang nguyén ctia né va/hodc phan ti axit nucleic dugce phan 1ap va/hodc
nhom cac phan tir axit nucleic dugc phén 1ap va/hodc vecto va/hodc té bao cht nhu duge
dé cap trong ban mo ta nay va chit mang dugc dung.

Tuy v, duge pham con bao gdm chat tri lidu bd sung, tot hon 1a dugc chon trong
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nhom gdm c6 chét alkyl hod, chit trc ché sinh mach, khang thé, cu thé 1a khang thé nham
dich khang khéi u, chit chdng chuyén hod, chit chdng phan bao, chit chdng ting sinh,
chat chdng virut, chét (rc ché aurora kinaza, chét thuc diy sw chét theo chwong trinh (vi
du, chét Gc ché ho Bcl-2), chit hoat hoé con duong thu thé gay chét, chat e ché Ber-
Abl kinaza, khang thé BiTE (chét tuyén md té bao T ludng dic hiéu), thé lién hop khang
thé thudc, chit cai bién d4p Gng sinh hoc, chat e ché Bruton tyrosin kinaza (BTK), chit
e ché kinaza phu thudc xyclin, chit e ché chu trinh té bao, chat tc ché
xyclooxygenaza-2, liéu phap két hop Doxorubicin + Vincristine + Dexamethason
(DVDs), chit trc ché thu thé chit ddng ding gen gy ung thu cla virut bénh bach ciu
(ErbB2), chit tc ché yéu té tang trudng, chit tre ché protein sdc nhiét (HSP)-90, chat
tre ché histon deaxetylaza (HDAC), liéu phap hormon, chat mién dich, chit wrc ché cua
chét trc ché protein chét theo chuwong trinh (IAP), khang sinh xen vao giita, chét rc ché
kinaza, chit (e ché kinesin, chét Gc ché Jak2, dich & dong vat c6 va cua chat (rc ché
rapamyxin, microARN, chét e ché kinaza duoc diéu tiét bsi tin hiéu ngoai bao dugc
hoat hoa boi chét gdy phan bao, protein lién két da hoa tri, thudc chong viém phi steroit
(NSAID), chét trc ché poly ADP (adenosin diphosphat)-riboza polymeraza (PARP), chit
hod tri liéu platin, chit &rc ché kinaza tuong tu polo (PIk), chét trc ché phosphoinositit-3
kinaza (PI3K), chit trc ché proteasom, chét twong tu purin, chét trong tu pyrimidin, chit
tuong tu tyrosin kinaza thu thé, retinoit/deltoit alkaloit cta cdy, axit ribonucleic e ché
nho (siARN), chét trc ché topoisomeraza, chit trc ché ubiquitin ligaza, chat giam metyl
hod, chét trc ché diém kiém soat, vicxin peptit va chat twong tu, epitop hodc neoepitop

tir khang nguyén khoi u, ciing nhu t6 hgp ciia mdt hode nhiéu chat trong s6 cac chat nay.

Cu thé 13, khang thé hodc manh lién két khang nguyén cia nd, dugc pham, phan
tur axit nucleic dugc phan 1ap hodc nhom phén tir axit nucleic dugce phan lap, vecto, hodc

té bao chu 1a dé st dung lam thude.

Tuy y, khang thé hozc manh lién két khang nguyén ctia no, dugc pham, phén tir
axit nucleic dugc phén 14p hodc nhém cac phén tr axit nucleic duge phén 1ap, vecto,
hodc té bao chu 1a dé sir dung két hop véi liéu phap xa tri hodc chat tri liéu bd sung, tét
hon 12 dugc chon trong nhém gdm cé chét alkyl hod, chét ac ché sinh mach, khang thé,
cu thé 14 khang thé nhim dich khang khéi u, chit chdng chuyén hoa, chat chong phan
bao, chit chdng ting sinh, chat chéng virut, chét tc ché aurora kinaza, chit thac day su

chét theo chuong trinh (vi du, chét trc ché ho Bcl-2), chét hoat hoa con dudng thu thé
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gay chét, chit tc ché Ber-Abl kinaza, khang thé BiTE (chét tuyén mo & bao T ludng
dac hiéu), thé lién hop khang thé thubc, chit cai bién dap tng sinh hoc, chét trc ché
Bruton tyrosin kinaza (BTK), chét trc ché kinaza phu thudc xyclin, chit trc ché chu trinh
té bao, chét tc ché xyclooxygenaza-2, DVD, chit trc ché thu thé chat dong ding gen
gdy ung thu cta virut bénh bach cau (ErbB2), chit trc ché yéu t6 ting trudong, chit e
ché protein sbc nhiét (HSP)-90, chét wrc ché histon deaxetylaza (HDAC), liéu phap
hormon, chit mién dich, chit trc ché cua chét tc ché protein chét theo chwong trinh
(IAP), khang sinh xen vao gifra, chit rc ché kinaza, chit (rc ché kinesin, chit trc ché
Jak2, dich & dong vat c6 via cta chét (e ché rapamyxin, microARN, chét trc ché kinaza
duoc didu tiét boi tin hiéu ngoai bao duge hoat hoa bai chét gay phan bao, protein lién
két da hoa tri, thudc chdng viém phi steroit (NSAID), chét trc ché poly ADP (adenosin
diphosphat)-riboza polymeraza (PARP), chit hod tri liéu platin, chit @c ché kinaza
tuong tu polo (P1k), chét trc ché phosphoinositit-3 kinaza (PI3K), chat e ché proteasom,
chét twong ty purin, chit twong tu pyrimidin, chét twong tu tyrosin kinaza thu thé,
retinoit/deltoit alkaloit ctiia cdy, axit ribonucleic e ché nho (siARN), chat we ché
topoisomeraza, chat trc ché ubiquitin ligaza, chat giam metyl hoa, chat trc ché diém kiém
so4t, vacxin peptit va chat twong tu, epitop hodc neoepitop tir khang nguyén khéi u, ciing

nhu t6 hop clia mdt hodc nhiéu chat trong so cac chat nay.

Theo mot khia canh, khang fhé hodc manh lién két khang nguyén cua no, dugce
pham, phan tir axit nucleic dugc phan lap hodc nhom cac phan tir axit nucleic duge phan
1ap, vecto, hodc té bao cha dé su dung lam thudc 1a dé swr dung trong ngin ngura hodc
diéu tri bénh ung thu. Tt hon 13, bénh ung thu duge chon tir nhém gbm c6 thé ac tinh
huyét hoc hodc khéi u ran c6 biéu hién ctia PD-1 va/hodc PD-L1 nhu 1a bénh ung thu
duogc chon tir nhém gdm c6 bénh ting sinh thé bach huyét, u lympho té bao T nguyén
bao mién dich mach mdu, hoi chirng r6i loan sinh tuy, va bénh bach cau dang tuy cép,
bénh ung thu giy cam tng bdi virut hoic kém theo suy gidm mién dich nhu 1 bénh ung
thu duge chon tir nhém gdm ¢6 sacoma Kaposi (vi du, lién quan dén virut herpes sacoma
Kaposi); cd tir cung, bénh ung thu hdu mon, bénh ung thu duong vat va bénh ung thu té
bao vay 4m ho va bénh ung thu miéng-hau (vi du, c6 lién quan dén virut papilloma &
ngudi); u lympho khong phai Hodgkin té bao B (NHL) bao gém u lympho té bao B 16n
lan to4, u lympho Burkitt, u lympho nguyén bao twong bao, u lympho hé than kinh trung
wong nguyén phat, u lympho tran dich nguyén phat HHV-8, u lympho Hodgkin cb dién,
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va 1di loan ting sinh lympho (vi du, c6 lién quan dén virut Epstein-Barr (EBV) va/hoic
virut herpes sacoma Kaposi); caxinom té bao gan (vi du, ¢6 lién quan dén virut viém
gan B va virut viém gan C); caxinom té bao Merkel (vi du, c6 lién quan dén
polyomavirut té bao Merkel (MPV)); va bénh ung thu kém theo bénh nhiém virut gdy
suy giam mién dich & nguoi (HIV), va bénh ung thu dugc chon tir nhom gém c6 di can
hodc khdng di cdn, u melanin, u trung biéu mé 4c tinh, bénh ung thu phéi khong té bao
nhd, caxinom té bao than, u lympho Hodgkin, bénh ung thu dau va cb, ung thu biéu md
dudng tiét niéu, bénh ung thu dai trang, caxinom té bao gan, bénh ung thu phéi té bao
nho, caxinom té bao Merkel di cin, bénh ung thu da day hoac da day-thuc quan va bénh

ung thu ¢d tir cung.

Theo khia canh cu thé, khang thé hodc manh lién két khang nguyén cia no, duoc
pham, phén tir axit nucleic dugc phan 1ap hodc nhém cic phan tir axit nucleic dugc phan
lap, vecto, hodc té bao chii 1a dé sir dung dé diéu tri bénh ung thu trong d6 té bao khéi u
12 &m tinh v&i PD-L1. Tét hon 13, khang thé hoic manh lién két khang nguyén cua no,
dugc pham, phén tir axit nucleic duge phan 1ap hodc nhém céc phén ti axit nucleic duge
phan 14p, vecto, hoic t& bao chu dé sir dung lam thude 1a dé sir dung trong ngin ngira
hodc diéu tri bénh nhiém khuén, t&t hon 1a bénh nhiém khuin man tinh, t5t hon hon nita
la gdy ra boi virut duge chon tr nhém gdbm c6 HIV, virut viém gan, virut herpes,
adenovirut, virut cam, flavivirut, echovirut, rhinovirut, virut coxsackie, coronavirut,
virut hop bao ho hép, virut quai bi, rotavirut, virut séi, virut rubella, parvovirut, virut
vaccinia, virut HTLV, virut sdt xudt huyét, papillomavirut, virut molluscum, virut bai

liét, virut dai, virut JC va virut viém mang ndo arbovirut.

Theo khia canh cu thé, khang thé hodc manh lién két khang nguyén cua no, dugc
pham, phan tir axit nucleic dugc phan lap hodc nhém cac phan tir axit nucleic dugc phan
1ap, vecto, hodc té bao chu 1a dé sir dung dé didu tri cho bénh nhin mic rbi loan giam

lympho bao.

Theo khia canh cu thé, khang thé hoic manh lién két khang nguyén ctua n6, duoc
phém, phan tir axit nucleic dugc phan 14p hodc nhom céc phan tir axit nucleic dugce phén
lap, vecto, hodc té bao cha dé su dung lam thudc dé diéu tri cho dbi tuong bi e ché
mi&n dich, bi suy giam mién dich hodc bi suy yéu mién dich. Theo khia canh cu thé

khéc, d6i tuong nay co tai luong dot bien cao va mét do khang nguyén mdi cao.
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Mo ta van tat cac hinh vé

Fig. 1: Lién két cta khang thé bién thé khang PD1 duoc lam tuong thich véi
ngudi khac nhau vao PD1 clia ngudi theo ELISA va FACS: A: phan tich ELISA déi voi
lién két cta khang thé & cac ndng dod khac nhau (ng/ml): khang thé kham (e) va khang
thé bién thé khang PD1 duoc lam tuong thich v6i ngudi tir cac bién thé chudi nang HC
(m), HE (A), HG (V), HH (), HJ (0), HI (0), HK (A) dén HL (®) duoc két hop voi
bién thé chudi nhe LD. Viée phét hién dugce thuc hién voi khang thé cta lira khang nguoi
duoc két hop véi peroxidaza va do hién mau & 450nm sir dung chit nén TMB. ED50
chi ndng d6 can thiét dé dat duoc 50% tin hiéu trong thir nghiém nay. B: Panh gia kha
ning lién két ciia khang thé bang do huynh quang té bao trén PBMC ciia ngudi duoc
kich thich b&i CD3/CD28. Dung dich pha loang theo béc (ng/ml) cia HELC (m), HELD
(V) duoc thém vao va duogc biéu 10 st dung Fc mAb khang nguoi ¢ chudt duge danh
ddu PE va té bao ké Canto II. Dit liéu duoc bidu thi bang Cudng d6 huynh quang trung
binh (MFI) nhuém mau trong quén thé t& bao T CD3+ duong tinh véi PD1+. C: Panh
gi4 kha nang lién két ctia khang thé bang do huynh quang té bao trén té bao T duoc kich
thich bdi CD3/CD28. Dich pha lodng theo béc (ng/ml) khang thé dugc lam tuong thich
v6i ngudi duge thém vao va hién két qua bang cach st dung Fc mAb cuia chudt khing
cua ngudi duge danh déu PE va thiét bi dém té bao Canto II. Dit liéu duoc biéu thi bing
Cuong d6 huynh quang trung binh (MFI) nhudm mau trong quan thé té bao T CD3+
duong tinh vé1 PD1+.

Fig. 2: Mat kha nang lién két v6i PD1 clia ngudi clia mot vai khang thé khang
PD1 duoc lam tuong thich voi ngudi sau khi gdy dot bién axit amin trong qué trinh lam
twong thich véi ngudi: kha ning lién két theo ELISA ciia bién thé khéang PD1 dugc lam
tuong thich v6i nguoi sau khi gay dot bién trén chudi ning thay d6i ¢ vi tri Kabat 97
(nghia la vi tri axit amin quy ugc 101). (A): trong d6 HC(E97)LB2 (e) va HC(D97)LB2
(0) dugc so sanh vgi kham (A), ¢ vi tri Kabat R96 (B): trong d6 HELD(e) va
HE(K96)LD (0J) dugc so sanh vdi kham (A).

(C), (D) va (E): kha ning lién két theo ELISA ctia bién thé khang PD1 dugc lam
tuong thich véi nguoi sau khi gy dot bién trén chudi nhe thay ddi ¢ vi tri Kabat N28
(C): trong d6 HCLw(N28) ((1) va HCLw(Q28) (®) dugc so sanh véi kham (A), ¢ vi tri
Kabat V94 (D): trong d6 Hwt-LA(E34) (=) va HWtLA(N34) (0) dugc so sanh véi kham



51414 10/156

(A) (E): trong d6 HELD(V94) va HELD(1L94) dugc so sanh v6i kham (A), & vi tri Kabat
E34. Dbi v6i chudi nang, vi tri Kabat 96 tuong irng véi vi tri tudn tu 100 va vi tri Kabat
97 twong g véi vi tri tudn tw 101. Pbi voi chudi nhe, vi tri Kabat 28 twong tng véi vi
tri tudn tu 33, vi tri Kabat 34 tuong trng véi vi tri tudn tu 39 va vi tri Kabat 94 tuong
rng véi vi tri tudn tir 99.

Fig. 3: Xéc dinh do 6n dinh cta khéng thé bién thé khang PD1 dugc lam tuong
thich v&i ngudi sau 7 ngay ¢ 4°C hodc 37°C d6i vai su lién két PD1 bang ELISA. Ngay
0 (e),ngay 7 6 4°C () vangay 7 6 37°C (A)

Fig. 4: Hoat tinh chat d6i khang ctia khang thé bién thé khang PD1 duoc lam
twong thich v6i ngudi dbi véi twong tac PD1-PDLI:

A: canh tranh gitta PDL1 va khang thé bién thé khang PD1 duoc 1am twong thich

v6i nguoi vé su lién két vai PD1 duoc do bang Biacore

B: canh tranh gitra khang thé dugc 1am twong thich véi nguoi va PDL1 dbi véi
PD1 dugc do bang Blitz. Dit liéu duoc biéu thi bing % dap Gng lién két trong d6 100%
1a Ka cua tuong tic PD1/PD-L1 khong c6 khang thé (mtrc dép tmg twong a6i).

C. Nghién ctru lién két ctia PD1 véi PDL1 khi 6 mat ndng do gia ting cua khang
th& bién thé khang PD1 duoc 1am tuong thich véi ngudi bang ELISA din dén xac dinh
gid tri IC50 cta mdi khang thé bién thé.

Fig. 5: Hoat tinh chat d6i khang ctia khdng thé bién thé khang PD1 dugc lam
tuong thich véi ngudi dbi véi PD1-PDL2

A. canh tranh giitta PDL2 va khang thé bién thé khang PD1 dugc lam tuong thich

voi nguoi ve su lién két voi PD1 duge do bang Biacore

B. Nghién ctru lién két ctia PD1 v&i PDL2 khi ¢ mat ndng d6 gia ting ctia khang
thé bién thé khéng PD1 duoc lam twong thich voi ngudi (HKLD) bang ELISA.

Fig. 6: Nang sudt cao hon cua khang thé bién thé khang PD1 dugc lam tuong
thich véi ngudi so véi bién thé kham va Keytruda 6 té bao dong vat c6 vu. Té bao CHO-
K1 bam dinh duogc chuyén nhiém tam thoi véi ADN méa hoa Keytruda, HKLD hoac
khéng thé khang PD-1 kham trong dia 12 giéng. Nang suat dugc dinh lwong bang ELISA
bang céch st dung (khang thé cia lira khéng Fe cua ngudi duoc c¢b dinh dé phat hién va

hién két qua bang khing thé ctia dé khang chudt duoc lién hgp peroxidaza + ctia chudt

10
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khang kappa ctia ngudi). Xac dinh ndng do bang chét chuan IvigG ctia ngudi. Dir liéu

duoc chuan hoa theo nang suét cta khang thé khang PD-1 kham.

Fig. 7: Thir nghiém sinh hoc vé SHP 1-phosphoryl ho4 x4c dinh hoat tinh chat dbi
khang ctia khang thé bién thé khang PD1 duoc lam twong thich voi nguoi dé phong bé
tin hiéu PD1: tin hi¢u PD-1 dugc thr nghiém bé“mg cach st dung thtr nghiém sinh hoc
Discoverx. Do hoa phat quang (RLU: (Tin hiéu phat quang twong ddi) dugc xéc dinh 14
ty 1€ vai sy hoat hod tin hiéu PD-1. A: biéu thi két qué so sanh néng dd khac nhau
(ug/ml) ciia khang thé bién thé khang PD1 duoc lam twong thich véi ngudi vdi bién thé
LD ctia chudi nhe. B: bidu thi két qua so sanh bién thé LD va bién thé LC ctia chudi nhe
duoc két hop véi bién thé HE cua chudi niang (khang thé HELC hoic HELD). IC50

(ng/mL) chi ndng d6 can thiét dé dat duoc 50% wc ché tin hiéu.

Fig. 8: Thir nghiém sinh hoc do murc hoat hod té bao T khi c6 mit khang thé bién
thé khang PD1 duogc 1am twong thich véi ngudi. Thue hién thir nghiém sinh hoc PD-
1/PD-L1 Promega bang cach sit dung hé chit chi thi NFAT luxiferaza. Dich pha loing
theo bac ctia mdi khang thé bién thé khang PD1 duoc lam twong thich véi nguoi dugc
thir nghiém. Truc X biéu thi ndng d6 ctia khang thé theo pg/mL. EC50 (ug/mL) chi ndng
d6 ctia khang thé can thiét dé dat duoc 50% ciia do phat quang tbi da.

Fig. 9: Su bai tiét [FNgamma béi té bao T sau khi diéu tri bang khang thé PD-1
duogc lam twong thich véi ngudi trong thir nghiém phan tng bach cau hdn hop. Té bao
tua thu duoc tir bach cdu don nhan to dugce ddng nubi ciy véi té bao T CD4 cling loai
trong 5 ngay. A. Nong d6 IFNg trong dich ndi duoc dinh luong bing ELISA. Puong dd
thi dép ung theo lidu dung cia khang thé HKLD (mau den =) hodc dbi chimg isotyp IgG4
(mau ghi e) dugc thit nghiém. Dt liéu bidu thi 4 thir nghiém doc 1ap. Mic ¥ nghia théng
ké *p<0,05 duoc tinh todn bang kiém dinh t-student.

Fig. 10: Hiéu lyc in vivo ciia bién thé khang PD-1 duoc lam twong thich v&i nguoi
& mé hinh u trung bidu mé & chudt biéu hién dang PD-1 ctia ngudi. Chudt duge bién doi
gen dé biéu hién phan ngoai bao ctia PD-1 ctia ngudi trong d6 exon 2 ciia gen PDCD1
dugc thay bang gen ddi img ctia ngudi (dugc li-xdng bdi Oxford University Innovation).
Té bao u trung biéu md AK7 dugc tiém ding vi tri vao khoang mang phoi va téng trudng
khéi u duge do bang mirc phat quang sinh hoc (photo/s/cm2/sr) (A) va kha nang song
sot tong thé duge danh gid (B). Chudt duge didu tri bang PBS (e) (d6i chimg am tinh)

11
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hodc bang dang duoc lam tuwong thich véi ngudi khang PD-1 (bién thé HKLD) (A ) hodc
d6i chung khang PD-1 (00).

Fig. 11: Hiéu luc in vivo ctia bién thé khang PD-1 dwoc 1am twong thich véi nguoi
trén mo hinh chudt caxinom dai trang MC38 lac vi tri biéu hién dang PD-1 ctia nguoi.
MC38 dugc tiém dudi da va chudt duge diéu tri bang PBS (mau ghi ) (déi ching am
tinh) hodic bang dang duoc lam twong thich véi ngudi khang PD-1 (bién thé HKLD)
mau den (A) va thé tich khéi u (A) va kha ning song sot tong thé (B) duoc danh gia.

Fig. 12: Hiéu luc in vivo ctia bién thé khang PD-1 dugc lam twong thich véi nguoi
trén mo hinh chudt caxinom gan. Té bao Hepal.6 dugc cdy vao tinh mach ctra ctia chudt
tao thanh md hinh caxinom gan. Chudt duoc didu tri bang ddi ching isotyp IgG4 (mau
ghi @) (ddi chimg am tinh) hoic bing dang dugc lam twong thich véi ngudi khang PD-
1 (bién thé HKLD) (mau den @) Kha ning séng sot tong thé dugc danh gia.

Fig. 13: Duoc dong hoc cua khang thé PD-1 duoc lam tuong thich véi nguoi o
khi cynomolgus va chudt sau khi tiém mét 1an duy nhét. A: chudt Balb/C duoc tiém
trong tinh mach bang bién thé HKLD isotyp IgG4 S228P (e) hoic bién thé HKLD isotyp
[gG1 N298A () hodc Keytruda (1 lidu & 5mg/kg) (mau ghi A). B: chudt Balb/C duoc
tiém trong tinh mach () hodc tiém du6i da () bang bién thé HKLD isotyp IgG4 S228P
(1 liéu dung Smg/kg). C: khi Cynomolgus dugc tiém trong tinh mach & lidu 1 mg/kg (o)
hodc 5 mg/kg (0) bang bién thé HKLD. Khang thé khdng PD-1 dugc dinh lugng trong
huyét thanh bang ELISA tu ché tao hodc st dung cong nghé MSD.

Fig. 14: khang PD-1 dugc lam tuong thich véi nguoi thuc day su thuc bao té bao
khéi u Am tinh PD-L1 bang cach phong bé twong tac PD-L1/PD-1 & dai thuc bao. A.
nhudém mau dém té bao dong chay PD-1/PD-L1 cho té bao Raji, dai thuc bao MO, dai
thuc bao M1 va dai thuc bao dugc st dung cho thir nghiém thuc bao; B. thut nghiém
thue bao in vitro v6i khang thé khang PD-1 dugc 1am twong thich v6i ngudi. M1-dai
thuc bao cua nguoi dirqc nhudm mau bang chit nhudém mau tang sinh té bao eFluor450
va U v6i té bao Raji duge danh déu bang CPDeFluor670 trong 1 gio khi c6 mat
Rituximab (10ng/mL) va d6i ching isotyp hodc khang PD-1 dugc lam twong thich voi
ngudi (HKLD, 10ug/mL). Dit liéu biéu thi két qua thuc bao cua 3 thir nghiém doc lap
va dugc chudn hoa theo mirc thuc bao téi da. C. thuc hién thir nghiém thuc bao gidng

nhu vay véi dai thuc bao M1 va té bao Raji khi c6 mit di chung isotyp, khang thé

12
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khang PD-1 duoc 1am tuong thich véi nguoi, khang thé pembrolizumab hogc khang thé
nivolumab (10ug/mL). D. thtt nghi€ém thuc bao cia dai thuc bao MO so véi dai thuc bao
M1 véi té bao Raji duoc 1 v6i dbi ching isotyp, khang PD-1 dugc lam twong thich véi

ngudi. Dir lidu duge biéu thi bang sb 1dn mure thuc bao thay dbi so voi dbi chiing isotyp.
M5 ta chi tiét sang ché
Gidi thi¢u

Khéng thé khang hPD1 duogc lam tuong thich véi nguoi theo sang ché (HKLD)

cé tat ca cac vu di€m sau day:

- ¢4 % murc do twong thich v6i ngudi cao, cu thé 1 diém nhan tinh T20 12 91,07%
d6i v&i chudi ning va 88,7% ddi vai chudi nhe. Trong khi d6, khang thé khdng PD1 goi
1a Keytruda, ma la khang thé dugc phé duyét vé mat 1am sang va la chét chuén, c6 diém
nhan tinh T20 1a 75,7% ddi v6i chudi nang va 82,7% ddi véi chudi nhe (Xem Bang 9).
Diém nhén tinh T20 13 thong sé thudng duoc st dung trong linh vuc 1am khang thé
tuong thich v6i ngudi 1an dau tién dugc Gao va cac déng tac gia dé cap dén (BMC
Biotechnol, 2013, 13, 55). Diém nhan tinh T20 thuong dugc st dung trong don sang ché
dé xac dinh khang thé dugc lam twong thich véi nguoi (vi duy, WO15161311,
WO17127664, WO18136626, WO18190719, WO19060750, hodc WO19170677).

- b4t ngo thé hién kha ning san xuit cao va san lugng cao khi dugc san xudt & té
bao dong vat c6 vaa (vi du, COS, CHO) so v6i khang thé kham. Thuc té 13, & té bao CHO
va & té bao COS, ¢6 mire san xut gia tang 3-4 14n so v6i khang thé kham (Xem Bang
11) va muc san xuét gia ting 2 1dn so véi Keytruda (xem Fig. 6).

- thé hién 4i luc lién két (KD) dbi véi PD-1 ctia ngudi nhd hon 10-8 M. Khang
thé dugc lam twong thich véi ngudi cua sang ché chimg té kha nang lién két duoc cai
thién v6i PD-1 so v6i khang thé kham nhu duoc danh gia bang phuong phép khéc nhau.
Ai luc cua khang thé duge lam twong thich véi nguoi HKLD 1a twong duong véi mot
trong s6 khang thé khang PD1 goi 1a Keytruda (xem Bang 7).

- ¢6 hoat tinh chit d6i khang va trc ché lién két ctia PD-L1 va/hodc PD-L2 cua
ngudi v6i PD-1 clia ngudi (xem Bang 13). Cu thé hon 14, khi so v6i khang thé kham,
khang thé dugc lam twong thich véi ngudi cia sang ché chung t6 kha nang lién két duoc
cai thién véi t& bao biu hién PD1 (Fig. 1C) va kha ning ddi khéng (xem Béng 14 va
Bang 15).

13
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- rit 6n dinh (xem Bang 12).

- phong bé tin hiéu PD-1 (SHP-1 phosphoryl hoa v tuyén dung, xem Bang 15 va
Fig. 7) va thic day sy hoat hoa té bao T (hoat hoa qua trung gian NFAT, xem Bang 16
va Fig. 8).

- kich thich sy bai tiét xytokin hiéu tmg bai t& bao T ctia ngudi, cu thé hon 1a bai
tiét xytokin IFNg (Fig. 9).

- do d6, c¢6 kha nang khoi phuc su hoat hoa té bao T.

- thiic d4y dap ing mién dich khang khéi u in vivo. Thuec té 13, khang thé dugc
lam tuong thich véi ngudi cia sang ché ¢6 kha nang lam giam kich ¢ khéi u va lam
tang kha nang sdng s6t & mot vai loai khdi u (Fig. 10-Fig. 12).

- ¢6 uu diém bd sung bat ngd vi ¢6 kha ning ting cudng thuc bao té bao khdi u
ma am tinh véi PD-L1 bing cach phong bé lién két PDL1/PD-1 & dai thuc bao (Fig. 14).
Téc dung nay 1a dic hiéu cua khang thé khang PD-1 dugc 1am tuong thich v6i ngudi
cta sang ché chua duoc quan sat thiy voi khang thé khang PD-1 khac, dac biét 1a
pembrolizumab va nivolumab (Fig. 14C). Do d6, khang thé khang PD-1 duoc lam twong
thich v6i nguoi cta sang ché giy cam ung dap ing mién dich khang lai té bao khéi u
ma khong biéu hién PD-L1 thong qua su thuc bao nay. Tinh chét nay 13 dic biét duoc
quan tam d6i v6i bénh nhan bi (e ché mién dich hodc bi suy yéu mién dich va/hodc aé
didu tri khéi u bao gdm té bao khdi u ma khong biéu hién PD-L1. Cu thé hon 13, khang
thé nay 1a hitu ich dé didu tri cho bénh nhén c6 s luong té bao T thap, dic biét 1a té bao
T xam nhép khéi u va/hodc bénh nhéan c6 sb luong té bao T bi suy kiét cao. Thuc té 1a,
khang thé c6 thé c6 tac dung khang khéi u bd sung thong qua su hoat hoa thuc bao bsi
dai thue bao. Khong bi han ché theo Iy thuyét, cic tac gia sing ché tin rang tac dung dic
hiéu ctia khang thé ctia sang ché ddi véi dai thuc bao co thé 1a do kha ning lién két PD-
1 va PD-L1 cua né trén chinh té bao nay, cu thé 1a chinh dai thuc bao nay.

- Cubi ciing 13, khang thé dugc lam tuong thich véi ngudi theo séang ché thé hién
dugc dong hoc thuan lgi (Fig. 13).

Gop lai, khang thé khang PD1 dugc lam tuong thich v6i ngudi cla sang ché thé
hién mérc d twong thich véi nguoi rat cao, tham chi so véi Keytruda, mot khang thé
khang PD1 da dugc duyét trén ldm sang. So v6i khang thé kham, khang thé nay thé hién
san lugng tét hon, kha nang lién két véi PD-1 t6t hon va kha nang ddi khéng tot hon.

Khang thé nay 1a 6n dinh va c6 duge dong hoc thuén loi. Khang thé nay ting cudng hoat
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ho4 té bao T, hoat ho4 thuc bao bdi dai thuc bao va kich thich dap ng mién dich khang
khdi u in vivo.
Dinh nghia

Dbé cho séng ché duoc dé hiéu hon, mot sb thuat nglt dugc dinh nghia dudi day.

Céc dinh nghia bd sung dugce dua ra trong ban md ta nay.

Trur khi dugc dinh nghia khéc di, tat ca thuat nglt cda linh vuc, ky hi¢u va thuat
ngit khoa hoc khac duoc sir dung trong ban md ta nay du dinh c6 nghia thudc hiéu biét
cua ngudi c6 hiéu biét trung binh vé linh vuc k¥ thuat ciia sang ché. Trong mot vai
truong hop, thuat ngit ¢6 nghia thong thuong duoc hiéu dugc dinh nghia trong ban md
ta nay dé 1am rd va/hodc dé dé tham khao, va viéc dua vao cac dinh nghia nay khong
nhét thiét duoc hiéu 1a c6 sy khéc biét so véi thuat ngit n6i chung dugc hiéu trong linh
vuc nay. K§ thuét va quy trinh dugc mé ta hodc dan chiéu trong ban mé ta nay néi chung
dugc hiéu rd va thudng duoc sir dung bang phuwong phap quy uée bai ngudi co hiéu biét

trung binh v& linh vuz k¥ thuét nay.

Nhu duge st dung trong ban mé ta nay, thuat ngit "chét theo chuwong trinh 1",
"chét té bao theo chuong trinh 1", “PD1”, “PD-17, "PDCD1", “khéng nguyén PD-1”,
“PD-1 cta nguoi”, "hPD-1" va "hPD1" dugc su dung thay thé 14n nhau va chi thu thé
chét theo chwong trinh 1, con goi 1a CD279, va bao gém bién thé va dong dang ctia PD-
1 ctia ngudi, va thé twong tu co it nhit mot epitop chung véi PD-1. PD-1 la chét didu
hoa then chét ctia ngudng dap mg mién dich va dung nap mién dich ngoai vi. N6 dugc
biéu hién trén té bao T duoc hoat hod, té bao B, bach ciu don nhan, va té bao tua va lién
két v6i phdi tir ciia nd PD-L1 va PD-L2. PD-1 ctia ngudi dugc ma hod béi gen PDCDI.
Vi du nhu, trinh tu axit amin cta PD-1 ctia nguoi ¢6 sd truy cdp GenBank NP_005009.
PD1 ¢6 bdn bién thé ghép nbi intron dugc biéu hién trén té bao don nhan mau ngoai vi
ctia ngudi (PBMC). Do do, protein PD-1 bao gdm PD-1 d¢ dai ddy du, cling nhu bién
thé ghép ndi intron khac cia PD-1, nhu 1a PD-1Aex2, PD-1Aex3, PD-1Aex2,3 va PD-
1Aex2,3,4. Trir khi c6 quy dinh khéac, thuadt ngit bao gbm bién thé bét ky va, dong dang
cia PD-1 ctia nguoi ma dugc biéu hién mdt cach tw nhién bdi PBMC, hodc dugc biéu

hién béi té bao dugc chuyén nhidm bang gen PD-1.

Nhu duoc st dung trong ban mo ta nay, thuat ngit "khang thé" mo ta loai phan tir

globulin mién dich va dugc st dung theo nghia rong nhat ctia né. Cu thé 13, khang thé
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bao gdm phan tir globulin mién dich va manh ¢ hoat tinh mién dich ctia phéan tir globulin
mién dich, nghia 13, phan tir c6 chira vi tri lién két khang nguyén. Phan tir globulin mién
dich ¢6 thé 1a loai bat ky (vi du, IgG, IgE, IgM, IgD, IgA va IgY), nhém bat ky (vi du,
IgG1, 1gG2, IgG3, IgG4, IgAl va IgA2) hoic phan nhom bt ky. Mién 6n dinh chudi
ning trong tng véi nhom globulin mién dich khac nhau lan luot duge goi 1a alpha,
delta, epsilon, gamma, va mu. Trur khi ¢6 [uvu y cu thé khéc, thuat ngtt "khang thé" bao
gdm globulin mién dich nguyén ven va "manh khang thé" hodc "manh lién két khang
nguyén" (nhu 1a Fab, Fab', F(ab")2, Fv), chudi don (scFv), thé dot bién cua chung, phan
tr bao gdm phan khang thé, khang thé kép, khang thé mach thang, khang thé chudi don,
va cdu hinh duoc cai bién khac bit ky ctia phan tir globulin mién dich ma bao gdm vi tri
nhan biét khang nguyén c6 tinh dac hiéu can thiét, bao gdm bién thé glycosyl hod cta
khang thé, bién thé trinh tu axit amin cta khang thé. Tt hon 13, thuat ngit “khéng thé”

chi khang thé dugc lam twong thich v6i ngudi.

Nhu duge sit dung trong ban mé ta nay, “manh lién két khang nguyén” ctia khang
thé nghia 12 mot phan cta khang thé, nghia la phan tr twong g véi phén céu tric cia
khang thé theo sang ché, ma c6 kha ning lién két khang nguyén dbi véi PD-1, c6 thé 1a
¢ dang nguyén thuy ciia nd; manh nay dac biét c6 tinh ddc hiéu lién két khang nguyén
gidng nhu hodc gin nhu giéng nhu dbi véi khang nguyén nay so véi tinh ddc hiéu lién
két khang nguyén ctia khang thé bdn chudi twong ting. C6 loi 1a, manh lién két khang
nguyén c6 4i luc lién két tuong tw nhu khang thé 4 chudi twong Gmg. Tuy nhién, manh
lién két khang nguyén ma c6 4i luc lién két khang nguyén giam di so v6i khéng thé 4
chudi twong tng ciing bao gdm trong pham vi clia sing ché. Kha nang lién két khang
nguyén c6 thé duge xac dinh bang cach do ai luc gitta khang thé va manh dich. Méanh
lien két khang nguyén nay ciing ¢ thé duoc goi la “manh chirc ning” cta khang thé.
Manh lién két khang nguyéns ciia khang thé 1a manh ma bao gébm mién thay ddi manh
cua chung goi la CDR (vung xac dinh tinh b tro) hodc (c4c) phén ctia n6 bao gbm vi tri
nhan biét khang nguyén, nghia 1a mién ngoai bao ctia PD1, nhd d6 xéc dinh tinh dac
hiéu nhén biét khang nguyén.

Ménh “Fab” ¢6 chtra mién én dinh cta chudi nhe va mién dn dinh thir nhat (CH1)
ctia chudi ning. Manh Fab' khac véi manh Fab & chd co bd sung mot vai gbe ¢ dau tan
cung carboxyl ctia mién CH1 ctia chudi ning bao gdm mot hodc nhidu xystein tir ving
ban 1& ctia khang thé. Manh F(ab') dugc san xuét boi su phan ct lién két disulfua &
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Xystein clia viing ban 1& cia san phdm thuy phan bing pepsin F(ab')2. Su két hop hoa
hoc b6 sung ctia manh khang thé 1a thudc hiéu biét cia ngudi ¢6 hiéu biét trung binh vé
linh vuc k¥ thuat ndy. Manh Fab va manh F(ab')2 khong c6 manh Fc cta khang thé
nguyén ven, thanh thai nhanh chéng hon tir hé tudn hoan clia dong vat, va co thé ¢o it
lién két mod khong ddc hiéu hon so véi khang thé nguyén ven (xem, vi du, Wahl et al,

1983, J. Nucl. Med. 24:316).

Manh "Fv" 12 manh nhé nhét cia khang thé ma c6 chia vi tri nhan biét va lién
két dich toan ven. Ving nay gdm c¢6 dime ciia mot mién thay ddi chudi ning va mot
mién thay d6i chudi nhe két hop chit ch& v6i nhau khong phai bang lién két cong hod
tri (dime VH-VL). Chinh 13 & cdu hinh nay ba CDR ctia m&i mién thay ddi twong tac dé
xéc dinh vi trf lién két dich trén bé mit ctia dime VH-VL. Thong thudng, sdu CDR mang
lai tinh ddc hiéu lién két dich cho khang thé. Tuy nhién, trong mot vai truong hop tham
chi mién thay ddi don nhét (hodic mot nira ciia Fv chi bao gdm ba CDR dic hiéu déi véi
dich) c6 thé c6 kha ning nhan biét va lién két dich, mac du & 4i luc thap hon so vdi toan
bo vi trf lién két.

Manh lién két khang thé "Fv chudi don" hodc manh lién két khang thé "scFv" bao
gdm mién VH va mién VL cua khang thé, trong d6 mién nay c6 mit & dang chudi
polypeptit don nhit. N6i chung, polypeptit Fv con bao gdm lién két polypeptit gitta mién
VH va mién VL ma tao diéu kién cho scFv tao thanh cAu trac mong mubn dé lién két

dich.

"Khang thé mién don nhét" bao gdm mién VH ho#c mién VL don nhét c6 ai luc
dt déi véi PD-1. Theo phuong 4n cu thé, khang thé mién don nhét 1a khéng thé c6 kiéu
lac da {xem, vi du, Riechmann, 1999, Journal of Immunological Methods 231:25-38).

V& céu trac, khang thé co thé co chubi nang (H) va chudi nhe (L) dugce lién két
v6i nhau bing lién két disulfua. C6 hai loai chudi nhe, lambda (1) va kappa (k). Mdi
chudi ning va chudi nhe c6 chira ving 6n dinh va ving thay d6i (hodc "mién"). Ving
thay ddi chudi nhe va ving thay dbi chudi nang co6 chira viing "khung" dugc xen k& bdi
ba vung thay dbi manh, con dugc goi la "vung xé4c dinh tinh bd trg " hodc "CDR". Pham
vi ctia vung khung va CDR da dugc xac dinh (xem, Kabat et al., Sequences of Proteins
of Immunological Interest, va U.S. Department of Health and Human Services, 1991,

duoc vién dan & day dé tham khao). Tét hon 13, CDR duogc x4c dinh theo phuong phap
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Kabat. Viing khung cé vai trd tao thanh gian gido ma cung cp tuong tac khong phai 1a
cOng hod tri dé dinh vi CDR theo huéng chinh x4c gifta cdc chudi. CDR cht yéu chiu
trach nhiém cho viéc lién két véi epitop ctia khang nguyén. CDR ctia mdi chudi thuong
duge goi 1 "ving xac dinh tinh b tro 1" hoic “CDR1”, “CDR2”, va “CDR3”, duoc
danh sb tudn tu bt dau tir dAu tan cing N. Mién VL va VH cta khang thé theo sang ché
c¢6 thé bao gdbm bén ving khung "FR", ma trong linh vuc ndy va trong ban mo ta nay
lan luot duge goi 1a "ving khung 1 " hoac "FR1", "FR2", "FR3", va "FR4". Vung khung
nay va vung x4c dinh tinh bd tro tét hon 1a duoc lién két c6 diéu khién theo thir tu sau:
FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4 (tir ddu t4n cing amino dén dau t4n clng

carboxy).

"Chudi ning khang thé " nhu dugc st dung trong ban mo ta nay, chi loai 16n hon
trong sb hai loai chudi polypeptit c6 trong ciu dang khang thé. CDR ctia khang thé chudi
nang thuong duoc goi la “HCDR1”, “HCDR2” va “HCDR3”. Vung khung ctia khang
thé chudi nang thudng duoc goi 1a “HFR1”, “HFR2”, “HFR3” va “HFR4”.

"Chudi nhe khang thé", nhu dugc sir dung trong ban md ta ndy, chi loai nho hon
trong s6 hai loai chudi polypeptit ¢6 trong cau dang khéng thé, chudi nhe k va A chi hai
isotyp chudi nhe khang thé chinh. CDR ctia chudi nhe khang thé thuong duoc goi la
“LCDR1”, “LCDR2” va “LCDR3”. Ving khung cta chudi nhe khéng thé thudong dugce
goi la “LFR1”, “LFR2”, “LFR3” va “LFR4”.

V& kha ning lién két ciia khang thé vai phan tir dich, thuat ngtt dong tlr "lién két"
hodic danh dong tir "lién két" chi peptit, polypeptit, protein, protein dung hgp va khang
thé (bao gdm manh khang thé) ma nhén biét va tiép xtc khang nguyén. Tét hon 13, thuat
ngft ndy chi twong tac kiéu khang nguyén-khang thé. Thuat ngit "lién két dac higu", "lién
két dic hiu v6i", "ddc hicu v6i", "lién két chon loc" va "chon loc ddi véi" khang nguyén
cu thé (vi du, PD-1) hoic epitop trén khang nguyén cu thé (vi du, PD-1) nghia 1a khéng
thé nhén biét va lién két v6i khang nguyén cu thé, nhung hau nhu khong nhan biét hoic
lién két voi phan t& khac trong mau. Vi dy, khang thé ma lién két dic hiéu (hodc wu tién)
vé6i PD-1 hodc v6i epitop PD-1 14 khang thé ma lién két epitop PD-1 nay, vi du véi i
luc, ai luc tdng 16n hon, d& dang hon, va/hodc véi thoi gian 1au hon so véi khi lién két
vé6i epitop PD-1 khac hodc epitop khong phai 1a PD-1. T&t hon 13, thuat ngir “lién két
dic hiéu” nghia 1 sy tiép xtc gitta khang thé va khang nguyén voi 4i luc lién két bang
hodic nhé hon 107 M. Theo khia canh nhét dinh, khéng thé lién két véi &i luc bang hodc
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nho hon 108 M, 10 M hoic 1071 M.

Nhu dugc st dung trong ban mo ta nay "khang thé PD-1", "khang thé khang PD-
1", "PD-1 Ab", "khang thé dic hiéu-PD-1" hodc "khdng PD-1 Ab" hoic “khéang thé
khang PD-1 dugc lam tuong thich véi nguoi” duge st dung thay thé 14n nhau va chi
khang thé, nhu duge md ta trong ban md ta ny, ma lién két dic hidu véi PD-1, t6t hon
1a PD-1 ctia ngudi. Theo phuong 4n nhét dinh, khang thé lién két v6i mién ngoai bao
ctia PD-1. Cu thé 13, khang thé khang PD-1 13 khang thé c6 kha nang lién két véi khang
nguyén PD-1 va trc ché con dudng tin hiéu qua trung gian PD-1, nhd d6 ting cuong dap

tmg mién dich nhu 13 hoat hod té bao T.

Nhu duoc st dung trong ban mé ta nay, thuat ngt "khang thé duge lam twong
thich v&i ngudi" du dinh dé chi khang thé trong d6 trinh tw CDR thu dugc tir dong té
bao mam cua loai dong vét c6 vi khac, nhu 1a chudt, da dugc ghép vao trinh ty khung
ctia ngudi (vi du khang thé kham c6 chira trinh tu téi thiéu thu duoc tir khéng thé khong
phai cia nguoi). "Dang dugc lam twong thich véi ngudoi” cua khang thé, vi du, khang
thé khong phai ciia ngudi, cling chi khédng thé ma da dwgc lam tuong thich véi ngudi.
Khang thé duoc 1am twong thich véi ngudi néi chung 1a globulin mién dich ctia nguoi
(khang thé tiép nhan) trong d6 gdc tir mot hodc nhidu CDR duge thay thé bang gdc tir it
nhit mot CDR cua khang thé khong phai ciia ngudi (khang thé cho) ddng thoi duy tri
tinh dédc hiéu, i luc, va khd ndng mong muén cla khéng thé géc ban dau. Khang thé
cho ¢6 thé 1a khang thé khong phai ciia nguoi thich hop bét ky, nhu 14 khang thé cta
chudt nhat, chudt cong, thé, ga hodc dong vit linh truéng khong phai 12 nguoi c6 tinh
ddc hi€u, ai luyc, hodc tdc dung sinh hoc mong mudn. Trong mot vai trudong hop, géc
ving khung duoc chon cia khang thé tiép nhan duoc thay thé bang gbc vung khung ctia
khang thé cho. Theo cach khéc, gbc ving khung dugc chon cia khéng thé cho dugc thay
thé bang gbc ving khung ctia khang thé ciia ngudi hodc khang thé duoc lam twong thich
v6i nguoi. Viée cai bién ving khung b sung c6 thé dugc thuc hién trong trinh tu khung
cta ngudi. Khang thé dugc lam tuwong thich véi ngudi do d6 cling ¢6 thé bao gém gbc
ma khong tim thdy & khang thé tiép nhan hoic khang thé cho. Viéc cai bién axit amin
ndy c6 thé duge thuc hién dé didu chinh tinh hon nita chirc nang ctia khdng thé va/hogc
gia ting qud trinh lam twong thich v4i ngudi. Thudt nglt "thay d6i axit amin" hodc “cai
bién axit amin” nghia 12 thay ddi trinh ty axit amin cta polypeptit. "Cai bién axit amin"

bao gdm thay thé, cai xen va/hodc lam khuyét doan ¢ trinh tu polypeptit. Thuét ngi
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"thay thé axit amin" hodc "thay thé" & ddy nghia 13 thay thé axit amin & vi tri cu thé
trong trinh tw polypeptit gbc bing midt axit amin khac. Thuat ngit "cai xen axit amin"
hodc "cai xen" nghia 4 bd sung axit amin & vi tri cu thé trong trinh tu polypeptit gdc.
Thuat ngir "lam khuyét doan axit amin" hodc "lam khuyét doan" nghia 14 loai bo axit
amin & vi tri cu thé trong trinh tu polypeptit gdc. Thay thé axit amin ¢ thé 12 bao toan.
Thay thé bao toan 12 thay thé mot gde axit amin da cho bang mot gbe khac c6 mach bén
(*nhém R”) ¢é tinh chit hod hoc twong tu (vi dy, dién tich, ¢ 16n va/hodc tinh ky nudce).
Nhu dugc st dung trong ban mo ta nay, “vi tri axit amin” hoac “s chi Vi tri axit amin”
1a duogc sir dung thay thé 14n nhau va chi vi tri clia axit amin cu thé trong trinh tu axit
amin, n6i chung dugc quy dinh véi ma mdt chit cai cho axit amin. Axit amin dau tién
trong trinh ty axit amin (nghia 12 bat diu tir ddu tan cing N) nén dugc xem 1a c6 vi tri

1.

Thay thé bao toan 1a thay thé gdc axit amin dd cho bang mat gbc ¢6 mach bén
(“nhom R”) ¢6 tinh chit hod hoc tuoﬁg tu (vi du, dién tich, c& 16n va/hodc tinh ky nudce).
Noi chung, thay thé axit amin bao toan s& khong lam thay d6i dang ké tinh chét chuc
ning cua protein. Thay thé bao toan va quy tic twong tng 1a dwgc md ta rd trong linh
vuc k§ thuat nay. Vi du, thay thé bao toan c6 thé dugc xac dinh bang thay thé trong

pham vi nhém axit amin trong bang dudi day:

Bidng A — Géc axit amin

Nhoém axit amin Gdc axit amin

Goc axit ASP va GLU

Gbc bazo LYS, ARG, va HIS

Gbc khong tich dién wa nudc SER, THR, ASN, va GLN

Goc khong tich dién béo GLY, ALA, VAL, LEU, va ILE

Gbc khong tich dién khong phan | CYS, MET, va PRO

cuc

Gbc thom PHE, TYR, va TRP

Bang B — Nhom thay thé géc axit amin bao toan khdc
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Alanin (A) Serin (S) Threonin (T)
Axit aspartic (D) Axit Glutamic (E)

Asparagin (N) Glutamin (Q)

Arginin (R) Lysin (K)

Isoleuxin (1) leuxin (L) Methionin (M)
Phenylalanin (F) Tyrosin (Y) Tryptophan (W)

Badng C — Phan loai vé vdt Iy va chikc ndng khdc cua goc axit amin

Gbc chuia nhom rugu SvaT
Goc béo LL,V,vaM
Goc két hop xycloalkenyl F,H,W,vayY

Goc ky nudce

A,CCF,GHLL MRT, V,W,vayY

Goc tich dién 4m

DvaE

Goc phan cuc

C,D,E,H,K,N,Q,R,S,vaT

Goc nhd

A,C,D,G,N,P,S, T,vaV

Goc rat nho

A,G,vaS

Gbc tham giao vao tao thanh mach

udn

A,C,D,E,G,H, K, N, Q,R,S,P,vaT

Goc linh hoat

E,QT,K,S,G,P,D,E,vaR

Nhu dugce str dung trong ban mo ta nay, "khang thé duoc phan 1ap" 1 khang thé

ma da dugc phéan tach va/hodc thu hoi tir thianh phan moi truong tw nhién cta nd. Khang

thé duoc phén 1ap bao gdm khang thé in situ trong té bao tai td hop, ma it nhat mot thanh

phén cia moi truong tw nhién cia khdng thé 12 khong c6 mit. Theo phuong 4n nhét dinh,
khang thé duoc tinh ché dén ddng nhét va/hoic dén do tinh khiét 16n hon 90%, 95%
hoiic 99% nhu duge xac dinh bang, vi du, dién di (vi du, SDS-PAGE, tap trung dang

dién (IEF), dién di mao quan) hodc sic ky (vi du, trao ddi ion hogic HPLC pha déo) trong
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didu kién khir hoic khéng khi.

99

Thuat ngir “c6 ngudn goc tir” va “thu duge tr” nhu duge sit dung trong ban md
ta nay chi hop chét ¢o cdu tric thu duge tir cdu tric cia hop chit gbe hodc protein gbc
va céu tric clia nd 1a du twong ty vai cdu tric duge dé cip ¢ day va dwa vao tinh tuong
tu do, nguoi co hiéu biét trung binh vé linh vuc k¥ thuat nay s€ cho la chung c6 tinh
chét, hoat tinh va tinh hitu dung giéng hoac tuwong tu vo1 hop chét duoc yéu cau bao ho.
Vi du, khang thé duoc 1am twong thich v&i ngudi thu duoe tir khang thé caa chudt chi
khang thé hoic manh khang thé ma c6 chung tinh chit twong tw v&i khéng thé ctia chudt,
vi du nhén biét cing epitop, chia sé VH va VL twong tu v6i gbe duge cai bién tham gia

va/hodc 1am ting do twong thich v6i ngudi ctia khang thé.

Thuét ngit "didu tri" chi tac dong bat ky duoc du dinh dé cai thién tinh trang strc
khoé ctia bénh nhan nhu la tri liéu, ngén ngtra, phong ngira va lam cham bénh hodc triéu
chirng ctia bénh. Thudt ngit nay chi ca viéc diéu tri chita khoi va/hodc diéu tri phong
ngura bénh. Didu tri chita khoi dugce xac dinh 1a diéu tri dan dén chita khéi hodc diéu tri
lam gidm nhe, cai thién va/hodc loai trlr, lam gidm va/hodc lam 6n dinh mot bénh hodc
triéu chirng ctia bénh hodc sy dau dén ma bénh nay gy ra mot cach truc tiép hodc gian
tiép. Diéu tri phong ngira bao gdm ca didu tri din dén ngan ngira bénh va diéu tri lam
giam va/hodc 1am chdm su tién trién va/hogc kha ning mic bénh hodc nguy co mic
bénh. Theo phuong &n nhét dinh, thuét ngl nay chi sy céi thién hodc ti€t trir mot bénh,
rdi loan, bénh nhidm khudn hoic triéu ching kém theo ctia n6. Theo phuong an khac,
thuat nglt nay chi viéc lam giam t1 thiéu su lan réng hoic tién trién x4u di cia bénh ung
thu. Didu tri theo sang ché khong nhét thiét am chi viéc didu tri 100% hodc diéu tri hoan
toan. Ma, ¢6 cac mie do didu tri thay di ma ngudi ¢6 hidu biét trung binh vé linh vuc
k¥ thuat nay nhan biét duoc la c6 loi ich tiém ning hodc tac dung tri lidu tiém nang. Tt
hon 13, thuat ngit “diéu tri” chi viéc 4p dung hodc st dung ché pham bao g6m mot hodc
nhiéu hoat chét cho déi tuwong méc rdi loan/bénh, vi du cé lién quan dén con dudng

truyén tin hiéu qua trung gian PD-1.

Nhu dugc st dung trong ban mo ta nay, thuat ngl “r6i loan” hodc “bénh” chi co
quan, b0 phén, cAu tric hodc hé thdng hoat dong khong ding cach cua co thé do tac
dong cua sai sot di trﬁyén hozc phéat trién, bénh nhiém khudn, doc t, suy dinh dudng
hodc mét cin bang dinh dudng, ddc tinh hodc yéu t6 mbi truong khong thuén loi. Tét
hon 1a, thuat ngtt nay chi r61 loan strc khoé hodc bénh vi du bénh t4t ma lam gidn doan
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chitc ning vat 1y hodc tinh thin binh thuong. Tt hon 14, thuat ngtr rdi loan chi bénh
mién dich va/hodc bénh viém nhiém ma anh hudng dén dong vat va/hodc nguoi, nhu la

bénh ung thu.

Thudt ngit "bénh mién dich", nhu duogc sit dung trong ban mo ta nay, chi tinh
trang & dbi twong dac trung & chd c¢6 ton thuong té bao, md va/hodc co quan gay ra boi
phan tmg mién dich cta déi twong nay déi voi té bao, md va/hodc co quan cia chinh
minh. Thuat ngit "bénh viém nhiém" chi tinh trang & d6i tugng dic trung & chd c6 viém
nhiém, vi dy, viém nhiém man tinh. R6i loan ty min c6 thé c¢6 kém theo viém nhiém

hodc khong. Hon nita, viém nhiém c6 thé 1a do rdi loan tu mién hozc khong.

Thudt ngtt "bénh ung thu" nhu dugc st dung trong ban md ta ndy duoc xac dinh
la bénh dugc dic trung béi su ting truéng nhanh va mat kiém soat ca té bao bat thuong.
Té bao ung thu ¢6 thé 1y lan tai chd hodc qua hé tudn hoan va bach huyét dén bd phéan

khéc cua co thé.

Nhu dugce st dung trong ban mo ta nay, thuat nglt “bénh c6 lién quan dén hoic
kém theo PD-1”, "bénh ung thu duong tinh PD-1” hogc “bénh nhiém khuan duong tinh
PD-1" dy dinh dé chi bénh ung thu hodc bénh nhiém khuan (vi du gy ra boi virut
va/hodc vi khudn) ma 1a do biéu hién PD-1 hodc c6 tridu chimg/dic tinh ctia biéu hién
PD-1, nghia la tinh trang bét ky gdy ra bdi, bi lam trAm trong bdi, hodc theo cach khac
¢6 lién quan dén biéu hién hodc hoat tinh ting hodc giam cta PD-1.

9% ¢ 9 ¢ 4

Nhu duge st dung trong ban mo ta nay, thuat nglt “dbi tuong”, “vat chu”, “ca

thé,” hodc “bénh nhan” chi nguoi, bao gom nguoi trudng thanh va tré em.

Nhu dugc st dung trong ban md ta nay, “dugc phém” chi ché phém cua mot hoac
nhiéu hoat chat, nhu 1a bao gdbm khang thé khdng PD1 dugc lam twong thich véi nguoi
theo sang ché, v6i thanh phan hoa chit khac tuy ¥ nhu 1a chit mang va ta dugc thich
hop v& mit sinh ly. Muc dich cua dugc phém 1a dé tao thuan lgi cho viéc st dung hoat
chét cho sinh vét. Ché phdm theo sang ché c6 thé & dang thich hgp cho dudng dung hodc
st dung quy ude bat ky. Theo mot phuong 4n, “ché pham” thudng du dinh la két hop
hoat chét, vi du, hop chat hodc ché phém, va chét mang, chét tro (vi du, chit hodc chit
danh dAu c6 thé phat hién) hodc chit hoat tinh c6 trong ty nhién hodc khong c6 trong tu
nhién, nhu la chét phu tro, chét pha loang, chét lién két, chét 1am dn dinh, chit dém,

mudi, dung mdi uva chit béo, chét bao quan, chét phu tro hodc chét tuong tu va bao g@)m
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chét mang dugc dung. "Chét dan chép nhan dugc" hodc “chat mang chép nhan dugc”
nhu dugc dé cap & day, 1a hop chét hodc td hop cac hop chét bt ky da biét ma thude
hiéu biét ctia ngudi c6 hiéu biét trung binh vé& linh vuc k¥ thudt nay 14 hitu ich trong bao

ché dugc pham.

“Lugng hitu hiéu” hodc “lugng hitu hiéu tri liéu” nhu dugc st dung trong ban méo
ta nay chi lugng hoat chét can thiét dé mang lai tac dung tri liéu cho dbi teong, mot
minh hodc két hgp véi mot hodc nhiéu hoat chat khac, vi du lugng hoat chit ma can
thiét dé diéu tri bénh hodc rdi loan dich, hodc dé tao ra tac dung mong mubn. “Lugng
hiru hiéu” sé& thay dbi tuy thudc vao hoat chit, bénh va mirc d6 nghidm trong ciia no, dic
diém cua d6i tuong can duge diéu tri bao gém tudi tac, tinh trang thé chét, chiéu cao,
gi6i tinh va cén ning, thoi gian didu tri, ban chét cua liéu phap sir dung dong thoi (néu
c6), dudng dung cu thé va yéu t6 twong ty thudc hidu biét va chuyén mon ctia nguoi
hanh nghé y. Yéu té nay 1a thudc hiéu biét ciia nguoi c6 hiéu biét trung binh v& linh vuc
k¥ thuét nay va c6 thé xac dinh chi bang thuc nghiém thudong quy. Néi chung t5t hon 1a
lidu ding téi da cua thanh phan riéng 1é hodc to hop clia chung dugc sir dung, nghia la

lidu dung an toan cao nhat theo quyét dinh y khoa hop 1y.

Nhu duoc st dung trong ban mo ta nay, thuét ngir “thude” chi chét hodc ché phim

bat k¥ ¢o tinh chét chita tri hodc ngén ngira doi vdi roi loan hodc bénh.

Thuat ngt " dang két hop" nhu duge sir dung trong ban md ta nay chi sir dung
hon mot liéu phép (vi du, chit phong ngira va/hoic chét tri liéu). Str dung thuat ngit "&
dang két hop" khong gi¢i han thir tw ma céc lidu phap (vi dy, chét phong ngira va/hoic
chét tri lidu) duge st dung cho dbi tugng méc bénh hodc réi loan.

9% ¢

Thuat ngit “polynucleotit”, “axit nucleic” va “trinh ty axit nucleic” 1a twong
duong va chi dang polyme cia nucleotit c6 do dai bét ky, vi du ARN hodc ADN hodc
chét tuong tu ciia ching. Axit nucleic (vi dy, thanh phén, hodc phan, axit nucleic) cia
sang ché c6 thé co trong tw nhién, dugc cai bién hodc dugc tao ra bang cong nghé di
truyén. Axit nucleic dugc tao ra bang cong nghé di truyén bao gém axit nucleic tai t6
hop va axit nucleic tong hop. "Axit nucleic duge phan 14p ma hoa khang thé khang PD1"
chi mdt hodc nhidu phéan tir axit nucleic ma hoa chudi ning khang thé va chudi nhe
khéang thé (hodc manh cia ching), bao gdm phan tir axit nucleic nay trong mot vecto

don nhét hodc cac vecto riéng ré, va phéan ti axit nucleic nay c6 mit ¢ mot hodc nhicu
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vi trf trong té bao chi. Nhu duoc st dung trong ban mo ta nay, thuét ngit “ciu tric axit
99 €6

nucleic”, “plasmit”, va "vecto" 1a twong duong va chi phan tr axit nucleic ma c6 vai tro

chuyén trinh tu axit nucleic hanh khach, nhu 148 ADN hodc ARN, vao té bao chu.

Nhu duoe sir dung trong ban mo ta ndy, thuat ngit “té bao chu” du dinh bao gdbm
té bao riéng 1é hodc mdi trudng nuodi céy té bao ma c6 thé 1a hodc d3 1a thé nhan vecto,
phén tir axit nucleic ngoai sinh, va polynucleotit ma hod céu triic khang thé theo sang
ché; va/hoac thé nhan chinh ciu trac khang thé. Viéc dua vat lidu tuong img nay vao té
bao ¢6 thé duge thuc hién béng cach bién nap, chuyén nhiém va cach tuong tu. Thudt
ngit “té bao chu” ciing dy dinh bao gdm thé hé con chau hodc thé hé con chau tiém ning
cua mot té bao don nhét. Té bao chi bao g61n té bao vi khudn, vi sinh vat, thuc vat va

dong vat.

“Té bao mién dich” nhu dugc sir dung trong ban md ta nay chi té bao tham gia
vao tinh mién dich bam sinh va dap ting vi du nhu 1a bach cau cb nguén géc tr t& bao
gbc tao mau (HSC) dugce san xudt & tuy xuong, té bao lympho (t€ bao T, té bao B, té
bao giét tw nhién (NK) va té bao giét ty nhién T (NKT)) va té bao c6 ngudn gbc tuy
(bach clu trung tinh, bach ciu wa eosin, bach cau ua baso, bach cdu don nhan to, dai
thuc bao, té bao tua). Cu thé 14, t& bao mién dich ¢6 thé duoc lwa chon trong danh muc
khong toan dién bao gdm té bao B, té bao T, cu thé 14 té bao T CD4" va té bao T CD8,
té bao NK, té bao NKT, té bao APC, té bao tua va bach ciu don nhén to. “Té bao T”
nhu dugce st dung trong ban mé ta nay bao gébm vi du té bao T CD4 +, té bao T CD8 +,

t& bao T hd tro loai 1, t& bao T hd tro loai 2, té bao T hd tro loai 17 va té bao T e ché.

Thuat ngit "dap tng mién dich" chi tac dung cua, vi du, té bao lympho, t& bao
trinh dién khéng nguyén, té bao thuc bao, té bao bach cu hat, va dai phan tr hoa tan
duoc san xudt boi té bao néu trén hodc gan (bao gdbm khéng thé, xytokin, va bd thé) ma
din dén pha hoai chon loc, pha huy, hodc thai trir mam bénh x4m nhép, té bao hodc md
bi nhiém mam bénh, té bao ung thu tur co thé ngudi, hodc trong trueong hop tinh tu mién
dich hozc viém nhidm bénh 1y, t& bao hodc m6 clia ngudi binh thuong.

Thuat ngtr “chét d6i khang” nhu dugc st dung trong ban mo ta nay, chi chit ma
phong bé hoic giam hoat tinh hodc chirc nang cua mdt chét khac. Cu thé 13, thuat ngtt
nay chi khang thé ma lién két v6i thu thé té bao (vi du PD-1) nhu 1 chét tham chiéu (vi

du PD-L1 va/hoidc PD-L2), ngan khong cho té bao nay co tat ca hodc mot phan cia tac
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dung sinh hoc binh thudng ctia n6 (vi du tao ra méi trudng vi lwong e ché mién dich).
Hoat tinh chét d6i khang ciia khang thé dugc lam twong thich véi ngudi theo sang ché

¢6 thé dugc danh gia béng ELISA canh tranh.

Nhu duoc st dung trong ban mé ta nay, thuat ngit "duoc phan 1ap" chi ra la chét
duoc néu (vi dy, khéng thé, polypeptit, axit nucleic, v.v.) hau nhu duoc tach ra khoi,
hodc dugc lam giau so vdi, vat liéu khac ma cung vé1 vat liéu nay chit duoc néu c6
trong tu nhién. Cu thé 13, khang thé "dugc phan lap" 1a khang thé ma di duoc nhéan dién
va tach va/hoidc thu hdi tir thanh phan méi trudng ty nhién ctia né. Vi dy, khang thé duge
phan 13p duogc tinh ché (1) dén 16m hon 75% khbi lugng cua khang thé nhu duogc xac
dinh bang phwong phap Lowry, hodc (2) dén dong nhit theo SDS-PAGE trong diéu kién
khir hodc khong khir. Khang thé duoc phan 14p bao gom khang thé in situ trong té bao
t4i t6 hop do it nht mot thanh phan ctia méi truong tu nhién cta khang thé s& khong c6
mat. Tuy nhién, khang thé dugc phan lap thuong s€ duoc diéu ché bﬁng it nht mot bude

tinh ché.

Thuét ngit “va/hodc” nhu dugc st dung trong ban md ta nay dugc coi la dé cap
cu thé dén mot trong hai dAu hiéu hodc thanh phén duoc xac dinh cu thé cung v&i nhau
hoac khdng cung vai nhau. Vi dy, “A va/hodc B” dugc coi la dé cap cu thé dén 1an luot

(i) A, (i) B va (iii) A va B, ding nhu 1a mdi phuong an dugc dwa ra mot cach riéng ré.

Thuat nglr dang sb it khong xac dinh ¢6 thé chi mot hoic nhiéu danh tur yéu td
ma n6 bd nghia (vi dy, “thudc tht” c6 nghia 1a mdt hodc nhiéu thube thir) trir khi ngit

canh rd rang 1a mot trong s6 yéu to nay hodc nhiéu hon mot y€u t6 duge mo ta.

Thuat ngit “khoang” nhu dugc st dung trong ban mo ta nay lién quan dén gia tri
bat ky va tit ca cac gia tri (bao gdm can dudi va can trén clia khoang s6) nghia 1a gia tri
bat ky c¢6 khoang sai 1&ch chép nhan 1én dén +/- 10% (vi du, +/- 0,5%, +/-1 %, +/-1,5%,
+/- 2%, +/- 2,5%, +/- 3%, +/- 3,5%, +/- 4%, +/- 4,5%, +/- 5%, +/- 5,5%, +/- 6%, +/-
6,5%, +/- 1%, +/- 7,5%, +/- 8%, +/- 8,5%, +/- 9%, +/-9,5%). St dung thuét ngix
“khoang” khi bat diu mot chudi gia tri bd nghia cho mdi gia tri trong sO céc gia tri nay
(nghia 1a “khodang 1, 2 va 3” chi khoang 1, khoang 2 va khoang 3). Hon nita, khi danh
muc cac gia tri dugec md ta & day (vi du about 50%, 60%, 70%, 80%, 85% hodc 86%)
danh muc nay bao gom tt ca cAc gié tri trung gian va gia tri phan sb cua chung (vi du,

54%, 85,4%).
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Khang thé duge 1am tuwong thich véi ngudi khang lai PD-1 ctia ngudi

Pugc dé xudt ¢ ddy 14 khang thé duoc 1am tuong thich véi ngudi ma lién két véi
PD-1 cta nguoi. Theo mdt vai khia canh, khang thé dugc lam tuong thich véi nguoi lién
két dac hidu véi PD-1 cta nguoi, tét hon 12 véi mién ngoai bao ctia PD-1 ctia ngudi.
Theo mdt vai khia canh, khang thé duoc lam tuong thich véi nguoi lién két chon loc véi
mot hodc nhiéu PD-1 cua nguoi cd do dai déy du, PD-1Aex2, PD-1Aex3, PD-1Aex2.3
va PD-1Aex2,3.4.

Theo mot vai khia canh, khang thé khang PD1 dugc lam tuwong thich v4i nguoi
1a khéang thé duoc phan 14p, cu thé 1a khang thé dugc phén lap phi tu nhién. Khang thé
khang PD1 duoc 1am tuong thich v&i nguoi duge phén 1ap c6 thé duoc didu ché bang it
nhét mét bude tinh ché. Theo phuong 4n nhét dinh, khang thé duoc phan 1ap dugc tinh
ché dén it nhat 1a 80%, 85%, 90%, 95% hodc 99% khdi lwong. Theo phuong an nhat
dinh, khang thé duoc phén 1ap duoc cung cap dudi dang dung dich bao gbm it nhét 1a
85%, 90%, 95%, 98%, tir 99% dén 100% khdi lugng cua khang thé, phan con lai clia

khéi lwong nay bao gdm khéi luong clia chit tan khic dugc hoa tan trong dung moi.

Dang dugc lam twong thich véi nguoi cua khang thé khang PD1 theo sang ché
¢6 thé bao gdm globulin mién dich ctia nhém bét ky, nhu 1a IgD, IgE, IgG, IgA, hodc
IgM (hodc phan nhém cua ching), chudi globulin mién dich hodc manh cua n6 (nhu 1a
Fv, Fab, Fab', F(ab")2, scFv hodc trinh ty con lién két khang nguyén khac ctia khang thé)
ma c6 chira trinh tu tdi thiéu thu dugc tir globulin mién dich khong phai ctia ngudi (vi
du ctia chudt) nhdm dich PD-1 ctia ngudi. T6t hon 13, khang thé khang hPD-1 duoc lam
twong thich v6i ngudi theo sang ché ¢6 ngudn gbe tir IgG1, 1gG2, IgG3 hoic IgG4, tét
hon 1a tur 1gG4.

Tét hon 13, khang thé duge lam twong thich véi nguoi khang lai PD-1 cua nguoi

1a khang thé don dong.

Tét hon 13, khang thé nay c6 kha nang phong bé hodc e ché twong tac giita PD-
1 va it nhit mot trong s6 phdi tit ctia né (vi du PD-L1 va/hodc PD-L2). Kha nang “phong
bé lien két” hodc “phong bé tuong tac” hodc “tc ché tuong tac” nhu dugc st dung trong
ban mo ta nay chi kha ndng cta khang thé hodc manh lién két khang nguyén ngén khong
cho twong tac lién két gitra hai phan tir (vi du PD-1 va phéi tir PD-L1 va/hogc PD-L2

ctia n6) dén mirc d co thé phét hién bat ky.
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Tét hon 13, khang thé hodc manh lién két khang nguyén cua n6 1a chat d6i khang
lién két cuia PD-L1 vivhodc PD-L2 clia ngudi véi PD-1 clia ngudi, tot hon nita 1a cla

PD-L1 va PD-L2 cta nguoi véi PD-1 ctia nguoi.

Theo phuong 4n nhét dinh, khang thé khang hPD1 hodc manh lién két khéng
nguyén wc ché twong tac lién két gitra PD-1 va it nhat mot trong sé phéi tir cia né (vi du
PD-L1 va/hodc PD-LZ, t6t hon 1a PD-L1 va PD-L2) & mitc it nhat 14 50%. Theo phuong
an nhét dinh, muc @c ché nay c6 thé 12 16n hon 60%, 16n hon 70%, 16n hon 80%, hoic

16n hon 90%.

“Vung xéac dinh tinh bd tro” hodc “CDR” da biét trong linh vuc nay chi trinh ty
khong lién tuc cua axit amin trong pham vi ving thay d6i cia khang thé, ma mang lai
tinh dic hidu khang nguyén va i luc lién két khang nguyén. Ranh giéi trinh ty axit amin
chinh xé4c cia moét CDR da cho c6 thé x4c dinh d& dang bang céch st dung cach bat ky
trong s& cach da biét, bao gdm cach do Kabat va dong tac gia mo ta, (Sequences of
Proteins of Immunological Interest Sth ed. (1991) so d6 danh s6 "Kabat"); Al-Lazikani
et al., 1997, J. Mol. Biol, 273:927-948 (so dd danh s "Chothia"); MacCallum et al,
1996, J. Mol. Biol. 262:732-745 (so dd danh s6 "Contact"); Lefranc et al., Dev. Comp.
Immunol., 2003, 27:55-77 (so dd danh sb "IMGT"); va Honegge va Pluckthun, J. Mol.
Biol, 2001, 309:657-70 (so d6 danh s& "AHo"). Trir khi ¢6 quy dinh khac, so d6 danh

36 duoc str dung dé nhan dién CDR cu thé trong ban mo ta nay 1a so d6 danh sé Kabat.

Viung CDR cua khang thé dugc lam tuwong thich véi ngudi 1a thu duge tir khang
thé cta chudt va da duoc lam tdi vu dé i) tao ra khéng thé dugc lam twong thich véi
nguoi an toan c¢6 muc dd tuong thich véi ngudi rét cao; va ii) 1am tang tinh chit khéng
thé, cu thé hon 1a ning suit cao hon.

Theo mdt phuong an, khang thé khang PD-1 ctia ngudi duge 1am twong thich véi
ngudi hodc manh lién két khang nguyén ctia nd bao gdm:

(i) mién thay déi chudi nang bao gdm HCDR1 bao gbm hodc goém c6 trinh tu
axit amin duge néu trong SEQ ID NO: 1, HCDR2 bao gdm hodc gdm c6 trinh tu axit

amin dugc néu trong SEQ ID NO: 2 va HCDR3 bao gdm hodc gdm c6 trinh ty axit amin

dugc néu trong SEQ ID NO: 9, va
(i)  mién thay dbi chudi nhe bao gdbm LCDR1 bao gém hodc gbm ¢ trinh tw
axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 12, LCDR2 bao gém hoac gém ¢O trinh tu axit
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amin duoc néu trong SEQ ID NO: 13 va LCDR3 bao gém hodc gém c6 trinh ty axit
amin dugc néu trong SEQ ID NO: 14.

Theo mot phuong 4n, khang thé khang PD1 hodc manh lién két khdng nguyén
theo sang ché bao gdm vung khung, cu thé 13 ving khung ving thay ddi chudi ning
(HFR) HFR1, HFR2, HFR3 va HFR4 va vung khung ving thay d6i chudi nhe (LER)
LFRI1, LFR2, LFR3 va LFR4.

Tt hon 13, khang thé khang PD1 hoic manh lién két khang nguyén theo sang ché
bao gdbm ving khung ciia ngudi hodc duoc lam twong thich véi ngudi. "Khung tiép nhan
ctia ngudi" cho muc dich & day 14 khung bao gdm trinh tu axit amin ctia khung mién
thay d6i chudi nhe (VL) hodc khung mién thay d6i chudi nang (VH) thu dugc tir khung
globulin mién dich cta ngudi hodc khung dong thuan ctia ngudi, nhu duge dinh nghia
dudi day. Khung tiép nhan cta ngudi thu duge tir khung globulin mién dich clia ngudi
hoac khung ddng thuin ctia ngudi ¢6 thé bao gdm trinh tyr axit amin gidng nhau, hoic
¢6 thé ¢6 chira cac thay ddi trinh ty axit amin. Theo phwong 4n nhét dinh, s lwong thay
ddi axit amin 12 10 hodc it hon, 9 hoic it hon, 8 hodc it hon, 7 hodc it hon, 6 hoic it hon,
5 hodc it hon, 4 hodc it hon, 3 hodc it hon, hoac 2 hodc it hon. Theo phuong an nhét
dinh, khung ctia ngudi tiép nhan VL 1a twong dong v@ trinh tu véi trinh tw khung globulin
mién dich ctia ngudi VL hodc trinh tu khung dong thuan ctia ngudi. "Khung ddng thuan
ctia ngudi" 12 khung ma biéu thi gde axit amin hay gap nhét trong chon loc cac trinh tu

khung VL hoic VH globulin mién dich ctia ngudi.

Cu thé 13, khang thé khang PDI hodc méanh lién két khang nguyén bao gdm ving
khung vung thay ddi chudi ning (HFR) HFR1, HFR2, HFR3 va HFR4 tuong tng bao
gém trinh tu axit amin cua cdc SEQ ID NO: 37, 38, 39 va 40, tuy y v4i mot, hai hodc ba
cai bién dugc chon tir thay thé, bd sung, khuyét doan va t6 hop bét ky ctia chiing & vi tri
bét ky trir vi tri 27, 29 va 32 cia HFR3, nghia la, duoc néu trong SEQ ID NO: 40. Tét
hon 13, khang thé khang PD1 hoic manh lién két khang nguyén bao gdm HFR1 dugc
néu trong SEQ ID NO: 37, HFR2 dugc néu trong SEQ ID NO: 38, HFR3 dugc néu trong
SEQ ID NO: 39 va HFR4 dugc néu trong SEQ ID NO: 40.

Theo cach khac hodc ngoai ra, khang thé khang PD1 hogc manh lién két khéng
nguyén bao gébm ving khung ving thay ddi chudi nhe (LFR) LFR1, LFR2, LFR3 va
LFR4 tuong tmg bao gdm trinh ty axit amin cta cdc SEQ ID NO: 41, 42, 43 va 44, tuy
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¥y v6i mot, hai hoidc ba cai bién duge chon tir thay thé, bd sung, khuyét doan va tb hop
bét ky ctia ching. Tét hon 13, khang thé khang PD1 dugc lam tuong thich v&i ngudi
hodc manh lién két khdng nguyén bao gdbm LFR1 duoc néu trong SEQ ID NO: 41, LFR2
dugc néu trong SEQ ID NO: 42, LFR3 dugce néu trong SEQ ID NO: 43 va LFR4 duogc
néu trong SEQ ID NO: 44.

Mién VL va VH cua khéng thé theo sang ché ¢6 thé bao gdm bdn viing khung bi
ngit quang béi ba ving xac dinh tinh bé tro tét hon 14 dwgc lién két ¢ diéu khién theo
thir ty sau ddy: FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4 (tlr du tan cting amino dén

dau tan cung carboxy).

Theo phuong 4n tht nhét, khang thé duge lam tuwong thich véi ngudi khang PD-

1 cua nguoi hodc manh lién két khang nguyén cia n6 bao gdm:

(a) ving thay d6i chudi nang (VH) bao gdbm hoic gbm ¢ trinh ty axit amin dugc
néu trong SEQ ID NC: 21, tuy y v6i mét, hai hodic ba cai bién duge chon tir thay thé, bd
sung, khuyét doan va to hop bét ky cua ching & vi tri bét ky trir cée vitri 7, 16, 17, 20,
33, 38, 43, 46, 62, 63, 65, 69, 73, 76, 78, 80, 84, 85, 88, 93, 95, 96, 97, 98, 100, 101,
105, 106 va 112 dugce néu trong SEQ ID NO: 21;

(b) ving thay d6i chudi nhe (VL) bao gdm hozc gdm ¢6 trinh tu axit amin dugc
néu trong SEQ ID NO: 24, tuy y véi mot, hai hoac ba cai bién duoc chon tir thay thé, b6
sung, khuyét doan va td hop bt ky ctia chiung & vi tri bat ky trir cac vitri 3, 4,7, 14, 17,
18,28, 29, 33, 34, 39, 42, 44, 50, 81, 88, 94, 97, 99 va 105 dugc néu trong SEQ ID NO:
24.

Tét hon 14, cai bién 1a thay thé, cu thé 1a thay thé bao toan.

Tét hon 13, khang thé dugc 1am tuwong thich v6i ngudi khang PD-1 cua ngudi
hogic manh lién két khang nguyén cia né bao gém: (a) ving thay ddi chudi ning (VH)
bao gdm hodc gdm c6 trinh tw axit amin duge néu trong SEQ ID NO: 21; va (b) ving
thay d6i chudi nhe (VL) bao gdbm hoic gbm c6 trinh tu axit amin duge néu trong SEQ

ID NO: 24.

Theo mot phuong an, chudi nang (CH) va chudi nhe (CL) bao gém trinh tu VL

va trinh tv VH nhu mo ta ¢ trén.

Theo phuong an cu thé, khang thé khang PD-1 ctia ngudi hodc manh lién két
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khang nguyén ctia né bao gdbm: (a) chudi ning bao gdm hodc gdm c6 trinh ty axit amin
dugc néu trong SEQ ID NO: 31, tuy y véi mot, hai hoac ba cai bién dugc chon tir thay
thé, bd sung, khuyét doan va t6 hop bt ky cta ching & vi tri bat ky trix céce vi tri 7, 16,
17,20, 33, 38, 43, 46, 62, 63, 65, 69, 73, 76, 78, 80, 84, 85, 88, 93, 95, 96, 97, 98, 100,
101, 105, 106 va 112 dugc néu trong SEQ ID NO: 31, va (b) chudi nhe bao gém hoac
gbm c6 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 34, tuy y v6i mét, hai hoic ba
cai bién dugc chon tir thay thé, bd sung, khuyét doan va td hop bit ky ctia ching 6 vi tr
bét ky trir cac vi tri 3, 4, 7, 14, 17, 18, 28, 29, 33, 34, 39, 42, 44, 50, 81, 88, 94, 97, 99
va 105 dugce néu trong SEQ ID NO: 34.

Tét hon 13, cai bién 1a thay thé, cu thé 1a thay thé bao toan.

Tét hon 13, khang thé khang PD-1 ctia ngudi hodc manh lién két khang nguyén
ctia n6 bao gdm: (a) chudi nang bao gdm hodc gbém c6 trinh tr axit amin dwgc néu trong
SEQ ID NO: 31, va (b) chudi nhe bao gdm hodc gbm c6 trinh tu axit amin dugce néu
trong SEQ ID NO: 34.

Fecva vung bdn lé

Mot vai nghién clru phat trién khang thé tri liéu da dan dén viéc tao ra vung Fc
bing cong nghé di truyén dé t6i wu hod tinh chat ctia khing thé cho phép tao ra phan tir
ma thich hgp hon v6i hoat tinh dwgc Iy cin thiét cia ching. Ving Fe ctia khéng thé diéu
tiét thoi gian ban thai trong huyét thanh va chirc nang hidu tng clia n6, nhu 1a doc tinh
té bao phu thude bd thé (CDC), doc tinh té bio cia té bao phu thuc khang thé (ADCC)
va thue bao té bao phu thudc khang thé (ADCP). Mot vai dot bién ndm & phan ranh gidi
gitta mién CH2 va mién CH3, nhu 1a T250Q/M428L va M252Y/S254T/T256E +
H433K/N434F, da chimg t6 1am tang i luc lién két v6i FcRn va thoi gian béan thai cia
IgG1 in vivo. Tuy nhién, khong luén ludn co mdi quan hé truc tiép gitta kha ning lién
két FcRn gia ting va thoi gian ban thai dugc cai thién. Mot cach dé cai thién hiéu luc
cta khang thé tri liéu 12 1am tang kha nang ton luu trong huyét thanh cia n6, nhd d6 cho
ndng do trong méau cao hon, st dung tAn suét it hon va lidu ding giam di. Tao ra ving
Fc bang cong nghé di truyén cé thé 1a mong muén dé lam giam hodc lam ting chirc ning
hi¢u rng cua khang thé. Dbi vai khang thé ma nham dich phéan tu bé mit té bao, dic biét
1a phén tr trén té bao mién dich, lam mét chirc ning hiéu tmg 1a can thiét. Nguoc lai,

d6i v6i khang thé du dinh dé st dung trong khoa ung thu, lam tang chirc ning hiéu Gng
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c6 thé cai thién hoat tinh tri liéu. Bdn isotyp IgG ctia nguoi lién két thu thé Fey hoat hoa
(FeyRI, FeyRIla, FeyRIIIa), thy thé FeyRIIb e ché, va thanh phan bo thé thi nhét (C1q)
v6i cac ai lue khac nhau, cho chirc nang hiéu tmg rit khac nhau. Lién két cia IgG véi
FcyR hodc Clq tuy thude vao gbe ndm & ving ban 1& va mién CH2. Hai ving ctia mién

CHZ2 14 quan trong cho lién két FeyR va Clq, va ¢6 trinh tw doc nhit trong IgG2 va IgG4.

Khang thé dige 1am twong thich voi ngudi theo sang ché tuy ¥ bao gdm it nhat
mot phén clia ving 6n dinh cta globulin mién dich (Fc), thudng 13 ving ctia globulin
mién dich ctia ngudi hodc duoc lam twong thich véi ngudi. Tot hon 13, ving Fe 1a mot
phén cta khang thé khang hPD-1 duoc lam tuong thich véi ngudi duge mo ta trong ban
mo ta nay. Thudc hiéu biét ctia ngudi 6 hiéu biét trung binh vé linh vuc k¥ thuat nay,
viéc lva chon isotyp IgG cua mién 6n dinh chudi nang tap trung vao viéc liéu chtrc ndng
dic hiéu c6 cin thiét hay khong va nhu cau co thoi gian ban thai in vivo thich hop. Vi
du, khéng thé duoc thiét ké dé tiéu diét chon loc té bao ung thu thuong can ¢o isotyp
hoat tinh ma cho phép hoat hod b thé va tiéu diét té bao qua trung gian chét hiéu tng
boi doc tinh té bao qua trung gian t& bao phu thudc khang thé. Ca hai isotyp IgG1 va
IgG3 clia ngudi (thoi gian ban thai ngin hon) déu dép Gng tiéu chi nay, cu thé 1a isotyp
IgG1 cta nguoi (kiéu hoang va bién thé). Cu thé 14, tuy thudc vao isotyp IgG clia mién
dn dinh chudi ning (cu thé 1a isotyp IgG1 kiéu hoang cta ngudi va isotyp IgG1 bién
thé), khang thé khang hPD1 dugc lam twong thich véi nguoi cia sang ché c6 thé c6 doc
tinh té bao ddi v&i té bao biéu hién PD-1 thong qua co ché CDC, ADCC va/hoic ADCP.
Thue té 13, ving c6 thé két tinh manh (Fc) twong tac v6i phan ti phu trg khac nhau aé
diéu tiét cac chtrc nang hiéu tng gian tiép nhu 1a doc tinh t& bao cia té bao phu thudc
khéng thé (ADCC), thuc bao cua té bao phu thudc khang thé (ADCP) va doc tinh té bao
phu thudc bd thé (CDC).

Theo phuong an dugc uu tién, vung 6n dinh 1a thu duoc tir chudi ning cla
globulin mién dich cta nguoi, vi du, IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, hodc nhom khac. Theo
khia canh khac, ving on dinh cta ngudi 1a duge chon tir nhém gbm co IgGl, 1gG2,
1gG2, IgG3 va IgG4. Tét hon 13, khéng thé khang PD1 dugc lam twong thich v6i ngudi
bao gdm ving Fe cta IgG1 hodc IgG4. Con tét hon nita 13, khang thé khang hPD1 dugce
lam tuong thich véi ngudi bao gdm vung Fc ctia IgG4 c6 S228P ma lam 6n dinh IgG4.

Theo mot phuong én, khang thé khang PD1 bao gdm ving Fc dugc cit ngan hodc

manh cia vung Fc nay. Theo mot phuong an, ving n dinh bao gdm mién CH2. Theo
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mot phuong 4n khac, ving 6n dinh bao gdm mién CH2 va mién CH3 hoic bao gdm ban
18-CH2-CH3. Theo céch khac, ving 6n dinh c¢6 thé bao gdm toan bd hoic mot phan ctia
ving ban 18, mién CH2 va/hodc mién CH3. Theo phwong an duge wu tién, ving dn dinh

¢6 chtra mién CH2 va/hodc mién CH3 thu duoc tir chudi ning ctia IgG4 clia nguoi.

Theo mdt phwong an khac, ving 6n dinh bao gdm mién CH2 va it nhit mot phan
ctia ving ban 1&. Viing ban 18 ¢6 thé thu duge tir chudi ning cua globulin mién dich, vi
du, IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, hodc cac nhom khac. Tét hon 13, ving ban 18 1a thu dugc
tr IgG1, [gG2, 1gG3, IgG4 cua nguoi, hodc cdc nhom thich hop khac, duge gay dot bién
hodc khong. Tét hon nita 13, ving ban 18 1a thu duoc tir chudi ning IgG1 cta ngudi.
Theo mdt phuong 4n, ving 6n dinh bao gdm mién CH2 thu duoc tir isotyp khing thé
th&r nhét va ving ban 18 thu duoc tir isotyp khang thé thir hai. Theo phuong 4n cu thé,
mién CH2 1a thu duoc tir chudi nang IgG2 hoidc IgG4 ciia ngudi, trong khi d6 viing ban

1 1a thu duoc tir chudi ning IgG1 ciia ngudi duoe bién doi.

Theo mdt phuong an, vung 6n dinh c6 chira dot bién ma lam giam ai lyc doi voi
thu thé Fc hodc lam giam chtc nang hiéu tmg cua Fc. Vi du, ving 6n dinh c6 thé co

chtra dot bién ma loai bo vi tri glycosyl hod trong ving 6n dinh cua chudi ning IgG.

Theo mét phuong 4n khéc, ving én dinh bao gdm mién CH2 va it nhat mot phan
ctia ving ban 1&. Ving béan 18 ¢6 thé thu dugc tir chudi ning ctia globulin mién dich, vi
du, IgG1, I1gG2, IgG3, IgG4, hoac cac nhém khéc. Tét hon 13, vung ban 18 1a thu duoc
tr IgG1, 1gG2, 1gG3, IgG4 cua nguoi, hodce cac nhom thich hop khac. Ving ban 18 1gG1
c6 ba xystein, hai trong sé ndy tham gia vao lién két disulfua gitta hai chudi ning cta
globulin mién dich. Céc xystein nay cho phép tao thanh lién két disulfua 6n dinh va hiéu
qué gitra cac phan Fc. Do d6, viing ban 1& dugc uu tién cla sing ché 1a thu dugc tir [gG1,
t6t hon nita 1a tr [gG1 cta ngudi. Theo phuong 4n nhéat dinh, xystein thi nhét trong
ving ban 18 IgG1 cia ngudi duge gy dot bién thanh mot axit amin khac, tot hon 1a
serin. Vung ban 18 isotyp IgG2 c6 bdn lién két disulfua ma c6 xu hudng thue day su
oligome hod va c6 thé 1a lién két disulfua sai trong khi bai tiét & hé tai td hop. Ving ban
12 thich hop c6 thé thu duoc tir ban 1& IgG2; mdi trong s hai xystein thit nhét 1an luot
t6t hon 1a duoc gay dot bién thanh mot axit amin khéc. Ving ban 18 ctia IgG4 da biét 1a
" tao thanh lién két disulfua giita cac chudi khong hiéu qua. Tuy nhién, ving ban 1 thich
hop cho sang ché c6 thé 1a thu duoc tir ving ban 1& IgG4, tdt hon 14 ¢6 chira dot bién ma
ting cuong su tao thanh lién két disulfua ding gitta cac gbc thu duge tir chudi ning
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(Angal S, et al. (1993) Mol. Immunol., 30:105-8). Tét hon nita 13, ving ban 1& 13 thu

duogc tir chudi nang IgG4 cia ngudi.

Theo mdt phuong an, ving 6n dinh bao gdm mién CH2 thu duge tir isotyp khang
thé thir nhét va viing ban 1& thu dugc tir isotyp khang thé thir hai. Theo phwong an cu
thé, mién CH2 14 thu dugc tir chudi nang IgG4 cta ngudi, dong thoi ving ban 1& 1a thu

duoc tir chudi nang IgG1 cia nguoi duge bién doi.

Theo séng ché, ving 6n dinh c6 thé c¢6 chira mién CH2 va/hozc mién CH3 va
ving ban 1& ma thu duoc tir cac isotyp khang thé khac nhau, nghia 13, ving 6n dinh lai.
Vi du, theo mdt phuong én, ving 4n dinh c6 chira mién CH2 va/hoic mién thu duoc tir
IgG2 hodc IgG4 va ving ban 18 dot bién thu duoc tir IgG1. Theo cach khéc, ving ban 1&
dot bién tir mot phan nhom IgG khac duge sir dung trong ving 6n dinh lai. Vi du, dang
dot bién cta vung ban 18 IgG4 ma cho phép lién két disulfua hidu qué gitra hai chudi
ning c6 thé dugc st dung. Ban 18 dot bién ciing c6 thé thu duoc tir ban 18 IgG2 trong d6
hai xystein thit nhat 14n luot duge gay dot bién thanh mot axit amin khéc. Viéc lap rap
vung &n dinh lai nay da dugc mo ta trong céng bd Patent My s6 20030044423, duge
vién din & day dé tham khao.

Theo mdt phuong an, theo sang ché, ving 6n dinh c6 thé ¢6 chira CH2 va/hodc
CH3 c6 mét trong s& dot bién duge mé ta trong Bang D dudi ddy, hodc t6 hop bat ky
cta chung.

Bang D: Mién Fc dugc tao ra bing cong nghé di truyén ctia ngudi thich hop ctia khang
thé

Fc dwoe tao | Isotyp | Dot bién Lién két Chirc niing hiéu
ra bing FcR/Clq ung
cong nghe
di truyén
hlgGlel-Fc | IgG1 T250Q/M428L Lién két gia tang | Thoi gian ban thai
véi FcRn gia tang
hlgGle2-Fc | IgGl M252Y/S254T/T256E + Lién két gia tang | Thoi gian béan thai
HA433K/N434F véi FeRn gia tang
hlgGle3-Fc | IgGl | E233P/L234V/L235A/G236A | Lién két giam ADCC va CDC
+ A327G/A330S/P331S v6i FeyRI giam
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higGled-Fc | IgGl E333A Lién két gia tang | ADCC va CDC gia
véi FeyRIITa tang
hlgGle5-Fe | IgGl S239D/A330L/1332E Lién két gia ting | ADCC gia tang
véi FeyRIIla
hlgGle6-Fc | IgGl P2571/Q311 Lién két gia taing | Thoi gian ban thai
véi FeRn khong thay d6i
hlgGle7-Fc | IgGl K326W/E3338S Lién két gia ting | CDC gia ting
v6i Clq
hlgGle9-Fc | IgGl S239D/I332E/G236A Ty 1¢ Thuc bao boi dai
FeyRIla/FeyRIIb | thuc bao gia tang
gia ting
hlgGle9-Fe | IgGl | N297A Lién két giam ADCC va CDC
véi FeyRI giam
hlgGle9-Fc | IgGl LALA (L234A/L235A) Lién két giam ADCC va CDC
v6i FeyRI giam
higGlel0- | IgGl N297A + YTE Lién két giam ADCC va CDC
Fc (N298A + v&i FeyRI giam
M252Y/S254T/T256E) Lién két gia ting | Thoi gian ban thai
véi FeRn gia ting
hlgGlell- | IgGl K322A Lién két giam CDC giam
Fe véi Clq
hlgG2el-Fc | 1gG4 $228P - Trao di nhanh Fab
giam
higG4el-Fc | IgG4 LALA (L234A/L235A) Lién két gia tang | Thoi gian ban thai
véi FcRn gia tang
hlgG4e2-Fc | IgG4 S228P+ YTE (S228P + - Trao ddi nhanh Fab
M252Y/S254T/T256E) giam
Lién két gia tang Thoi gian ban thai
v6i FeRn gia ting
higG4e3-Fc | IgG4 K444A Mat mé-tip phan cat
& Cter ctia khang thé
hlgGle3-Fc | IgGl K444A MAét mo-tip phan cat
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& Cter ctia khang thé

Panh 56 gbe trong ving 6n dinh chudi nang 1a theo cach danh sé EU (Edelman,
G.M. et al., Proc. Natl. Acad. My, 63, 78-85 (1969);
www.imgt.org/IMGTScientificChart/Numbering/Hu IGHGnber.html#refs)

Theo mdt khia canh cu thé, khang thé hoic manh lién két khang nguyén cia nd
bao gdm mién 6n dinh chudi nhe thu dugc tir mién on dinh chudi nhe kappa ctia nguoi
va mién 6n dinh chudi ning thu dugc tir mién 6n dinh chudi ning cia IgG1 cta nguoi,
tuy ¥ c6 thay thé hodc td hop cac thay thé duge chon tir nhém gém c6 T250Q/M428L;
M252Y/S254T/T256E  +  H433K/N434F;  E233P/L234V/L235A/G236A  +
A327G/A330S/P331S; E333A; S239D/A330L/1332E; P2571/Q311; K326W/E333S;
S239D/1332E/G236A; N297A; L234A/L235A; N297A + M252Y/S254T/T256E;
K444A, va K322A, t6t hon 1a duge chon tir nhom gdm c¢6 N297A tuy v két hop véi
M252Y/S254T/T256E, va 1L.234A/L.235A.

Theo mdt khia canh cu thé khac, khang thé hoic manh lién két khang nguyén cta
n6 bao gdm mién dn dinh chudi nhe thu duogc tir mién 6n dinh chudi nhe kappa cta
ngudi va mién on dinh chudi ning thu duoc tir mién 6n dinh chudi ning cta IgG4 cua
ngudi, tuy v ¢6 thay thé hodc td hop céc thay thé duge chon tir nhém gdm c6 S228P;
L234A/1L235A, S228P + M252Y/S254T/T256E, va K444A.

Theo phuong an nhat dinh, cai bién axit amin c6 thé dugc dua vao ving Fe cia
khang thé duoc dé xudt & day dé tao ra bién thé ving Fc. Theo phuong 4n nhét dinh,
bién thé vung Fc c6 mdt vai, nhung khong phai tit ca, chirc nang hiéu tng. Khang thé
nay c6 thé hiru ich, vi dy, trong tmg dung trong d6 thoi gian ban thai cia khang thé in
vivo la quan trong, cho du chttc nang hi¢u ing nhit dinh 13 khong can thiét hodc c6 tac
hai. Vi du v& chtrc ning hiéu tng bao gdm doc tinh té bao phu thude bd thé (CDC) va
doc tinh té bao qua trung gian bd thé dugc diéu khién boi khang thé (ADCC). Nhiéu
thay thé hodc cac thay thé hodc khuyét doan véi chirc ning hiéu ing bi bién ddi 1a da

biét trong linh vurc nay.

Theo mot phuong an, ving on dinh c6 chira dot bien ma lam giam &i luc doi véi
thu thé Fc hodc lam giam chitc ndng hiéu tng cta Fc. Vi dy, vung 6n dinh ¢6 theé ¢6

chira dot bién loai bo vi tri glycosyl hoé trong vang dn dinh cta chudi nang IgG. Tt
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hon 13, mién CH2 ¢6 chita dot bién ma loai bo vi tri glycosyl hoa trong mién CH2.

Theo mét phuong 4n, khang hPD1 theo sdng ché c6 mién 6n dinh chudi ning
duoc néu trong SEQ ID NO: 39 va/hoac mién &n dinh chudi nhe dugc néu trong SEQ
ID NO: 40, cu thé 1a mién 6n dinh chudi ning duge néu trong SEQ ID NO: 39 va mién
on dinh chudi nhe dugc néu trong SEQ ID NO: 40.

Theo mét phuong an, khang hPD1 theo sang ché ¢ mién 6n dinh chudi ning
duoc néu trong SEQ iD NO: 47 va/hoic mién 6n dinh chudi nhe dugc néu trong SEQ
ID NO: 40, cu thé 1a mién 6n dinh chudi nang dugc néu trong SEQ ID NO: 47 va mién
6n dinh chudi nhe duoc néu trong SEQ ID NO: 40.

Mién 6n dinh chudi | ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALT
nang (IgG4m-S228P) | SGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTK

SEQ ID NO: 39 VDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTC
VVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSV

LTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTL
PPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV
LDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLS

LSPGK

Mién 6n dinh chudi | RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNA
nhe (CLkappa) LQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQ
SEQ ID NO: 40 | GLSSPVTKSFNRGEC

Mién 6n dinh chudi | ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL
nang (IgG1m-N298A) | TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTK
VDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTP
EVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYASTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQ
VYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKT
TPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQ
KSLSLSPGK

SEQ ID NO:47

Bang E. Vi du vé mién 6n dinh chudi ndng va mién 6n dinh chudi nhe thich hop cho
khang thé duoc 1am twong thich véi ngudi theo sang ché.

Bién dbi axit amin gdn ving nbi ctia phan Fc va phén khong phai 1a Fc ¢6 thé lam
tang dang ké thoi gian ban thai trong huyét thanh cua protein dung hgp Fe (cong bb don
PCT WO 01/58957). Do d6, ving ndi cia protein hodc polypeptit cua sang ché c6 thé
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¢6 chtra bién dbi, ma so véi trinh tu ¢6 trong tu nhién ciia chudi ning ctia globulin mién
dich va erythropoietin, tbt hon 12 nim trong pham vi khoang 10 axit amin ké tir diém
giao nhau. Thay d6i axit amin ndy c6 thé 1am tang tinh ky nuéc. Theo mdt phuong én,
ving én dinh 1a thu duoc tir trinh tu IgG trong d6 gde lysin dau tan ciing C bi thay thé.
Tét hon 13, gde lysin ddu tAn cung C cta trinh tu IgG bi thay thé bing axit amin khong

phai 14 lysin, nhu 14 alanin hodc leuxin, dé 1am ting hon nita thoi gian bén thai.

Cu thé 13, axit amin K444 trong mién IgG1 hodc IgG4 ¢6 thé dugc thay thé bang
alanin dé lam giam su phén cét thuy phan protein. Do dé, theo mdt phuong 4n, khang

thé khang PD1 bao gdm it nhit mot thay thé axit amin nita gdm c6 K444A.

Theo mét phuong 4n, khang thé khang PD1 bao gdm gbc xystein bd sung ¢ mién

dau tan cing C cta IgG dé tao ra lién két disulfua bd sung.

Theo phwong 4n nhét dinh, khang thé ¢6 thé duoc bién ddi dé 1am tang, lam giam
hodc loai bo mtc dd ma n6 dugce glycosyl hoa. Glycosyl hod polypeptit thuong 1a "duge

lién két N " hodc "duoc lién két O".

Glycosyl hoa "duoc lién két N" chi su gin phan hydrat cacbon vao mach bén ctia
gbc asparagin. Trinh tu tripeptit asparagin-X-serin va asparagin-X-threonin, trong d6 X
1a axit amin bat ky ngoai trir prolin, 1 trinh ty nhan biét dé gin bang enzym phan hydrat
cacbon vao mach bén asparagin. Do d6, sw c6 mit ciia mot trong hai trinh ty tripeptit

nay trong polypeptit tao ra vi tri glycosyl hod tiém nang.

Glycosyl hoa "dugc lién két O" chi sy gin cia mot trong s6 duong N-
axetylgalactosamin, galactoza, hodc xyloza véi axit hydroxyamino, hay gap nhét 14 serin
hodc threonin, méac du 5-hydroxyprolin hodc 5-hydroxylysin cling c6 thé sir dung. Viéc
bd sung hodc lam khuyét doan cac Vl trf glycosyl hoa duoc lién két N vao khang thé co
thé dat dugc bang cach lam bién dbi trinh tw axit amin sao cho mdt hodc nhiéu trinh tu
tripeptit néu trén duoc tao ra hodc loai bo. Viée bd sung hodc 1am khuyét doan céc vi tri
glycosyl hoa duoc lién két O c¢6 thé dat duoc biang cach bd sung, lam khuyét doan hodc
thay thé mot hodc nhiéu gde serin hogc threonin & hodc vao (tuy ting trudong hop) trinh

tu khang thé.

Séang ché ciing d& cap dén khang thé khang PD-1 dugc lam tuong thich voi nguoi

hodc manh lién két khang nguyén cua no:
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- ¢6 diém nhan tinh T20 16n hon 85%;

- thé hién kha ndng san xudt cao khi dugc san xuét & té bao dong vat co vu;

- thé hién ndng suét cao & té bao dong véat co vu;

- ¢6 4i luc lién két (KD) dbi voi PD-1 ctia ngudi bang hodc nho hon 107 M;

- ¢6 hoat tinh chét ddi khang va wc ché lién két cia PD-L1 va/hodc PD-L2 cta
ngudi véi PD-1 cta ngudi, tot hon 1a PD-L1 va PD-L2;

- phong bé hoic e ché sy truyén tin hiéu PD-1 (phosphoryl hoa SHP-1 va tuyén
mo);

- tang cudng hoat hod té bao T, dang cha y 13, (pSHP-1 trc ché va hoat hoa NFAT
qua trung gian TCR, bai tiét IFNgamma va IL-2; va/hoic

- thiic day dap tmg mién dich khang khéi u.

- chimg t6 ¢6 duge dong déng hoc va duoc luc in vivo tdt.

Cho muc dich cia sang ché, “nhén tinh” duoc xac dinh bang céch st dung cong
cu phén tich diém T20 dé dinh luong nhan tinh cta ving thay dbi ctia khang thé don
dong dugc md ta trong: Gao S H, Huang K, Tu H, Adler A S. BMC Biotechnology.
2013: 13:55.

Cong cu dua vao web dugc cung cép dé tinh toan diém T20 cua trinh tu khang
thé biang cich st dung co s& dit liéu ngudng T20 cua ngudi
http://abAnalyzer.lakepharma.com. D& tinh diém T20, trinh tu protein ving thay d6i
VH, VK, hodc VL nhép vao trude tién duoc danh sb Kabat, va gbc CDR dugc nhan
dién. Trinh tu do dai déy dd hoac trinh tu chi ctia khung (véi géc CDR dugc loai bd)
duge so v6i ting trinh tu trong co s dit liéu khang thé tuong tng bang cach sir dung
thuat toan BLAST protein-protein blastp. Mitc déng nhét trinh tw gitta mdi cip so sanh
duoc tach riéng, va sau khi mdi trinh tu trong co s& dit liéu da dugc phan tich, trinh ty
duoc Xép tht tu tir cao dén thép dua vao mirc déng nhét trinh tu so v&i trinh tu nhép
va0. % ddng nhét trinh tu cta 20 trinh ty da bat cap dugc lay trung binh dé thu duoc
diém T20.

Déi v6i mdi loai chudi (VH, VK, VL) va do dai trinh tw (d6 dai day dd hoac chi
c¢6 khung) trong “All Human Databases”, mdi trinh khdng thé duge tinh diém bang co
s& dit liéu twong tng ctia nd st dung cong cu phan tich diém T20. Piém T20 thu dugc
cho 20 trinh tu d4 bt cdp sau khi ban than trinh tw nhap vao bi loai trir (% dong nhét
trinh ty cla trinh tu tir 2 dén 21 duoc 14y trung binh do trinh ty 1 ludn 1a chinh khang
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thé nhép vao). Piém T20 cho mdi nhém duoc xép loai tir cao dén thap. Su giam diém 1a
gan nhu tuyén tinh dbi véi phan 16n trinh tw; tuy nhién, diém T20 c6 mic thap dudi day
~15% ctia khang thé bat ddu giam ro rét. Do d6, 15% dudi day cia trinh tu bi loai bo va
trinh tu con lai tao thanh co s dit liéu ngudng T20 cta nguoi, trong d6 ngudng diém
T20 chi ra diém T20 thap nhit ctia trinh ty trong co s& dit liéu mdi.

Nhu duoc sir dung trong ban md ta nay, “khang thé dugc lam twong thich véi
ngudi” 1a khang thé c6 diém nhén tinh T20 it nhét 1a 80% hodc it nhit 1a 85%, t6t hon
nita 12 it nhit 88%, t&t hon hon nita la it nhat 90%, t6t nhit 1a diém nhan tinh T20 nam
trong khoang tir 85% dén 95%, tét hon 1a trong khoang tir 88% dén 92%.

Do d6, khang thé khang PD1 duoc lam tuong thich véi ngudi theo sang ché co
diém nhan tinh T20 it nhit 12 80% hodc it nhit 14 85%, tot hon nita 1a it nhit 88%, 5t
hon hon nita 14 it nhat 90%, 5t nhit 1a diém nhén tinh T20 nim trong khoang tir 85%
dén 95%, t6t hon 1a trong khoang tir 88% dén 92%.

Theo mdt phuong an, khang thé khang hPD1 duogc lam twong thich véi nguoi
hodc manh lién két khang nguyén cua né nhu dugc dé cap trong ban md ta nay nhu Ia
ning sudt dugc cai thién, tot hon 1a so v4i khang thé kham twong tmg. Cu thé 13, khang
thé khang hPD1 dugc 1am tuong thich v6i ngudi ¢6 ning suit 1én hon 5 mg/L, 6mg/L,
7 mg/L, 8 mg/L hodc 9 mg/L & t& bao CHO, tot hon 14 16n hon 1 hogc 2 g/L.. Theo cich
khac hodic ngoai ra, khang thé khang hPD1 dugc lam tuwong thich véi ngudi ndy c6 ning

sut 16n hon 2 mg/L, 3 mg/L hodc 4 mg/L & té bao COS, tét hon 14 16n hon 4 mg/L.

Theo mét phuong an khac, khang thé khang hPD1 dugc 1am twong thich véi

ngudi ndy 6 ning sudt it nhit 1a gap hai 1an ning suit khang thé kham turong tmg.

Ai lyc cua khang thé c6 thé chi s6 do kha nang lién két ctia né v6i khang nguyén
dic hiéu & vi tri khang nguyén-khang thé don nhét va v& ban chat 1a tbng cua tat ca luc
hut va day c6 mat & twong téc gitta vi tri lién két khang nguyén cua khang thé va epitop
cu thé. Ai luc cia mot khang thé véi khang nguyén cu thé (vi du PD-1) ¢6 thé duoc biéu
hién bing hing sd phan ly can bing K, duge xéc dinh bang phuong trinh Kd
=[Ag][Ab]/[Ag Ab], bidu thi 4i luc cua vi tri két hop-khang thé; trong d6 [Ag] 12 ndng
do6 cua khang nguyén tu do (M), [Ab] 1a ndng do cua khang thé tu do (M) va [Ag Ab] 1a
ndng do cua (M) phiic hop khdng nguyén-khéng thé. Trong trudng hop khang nguyén
va khang thé phan ng manh v6i nhau sé& c6 rat it khang nguyén tu do hodc khang thé
tu do, va do d6 hing sb can bang hodc i lyc cia khang thé s& 1a thip. Ai luc trung binh
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ddi v6i khang thé 1a bang hodc nhé hon 107 M. Theo khia canh nhét dinh, khang thé
khang PD-1 duoc lam tuong thich véi nguoi lién két PD-1 clia ngudi vé6i 4i luc bang
hogc nhé hon 10 M, t6t hon 1a bang hogc nhd hon 10 M. Theo mot khia canh, 4i luc
ndy bang hodc nhé hon 1,5 x 10 M. Ai luc ¢6 thé duge do bang phuong phép bét ky
thudc hiéu biét ciia ngudi ¢6 hiu biét trung binh v& linh vuc k§ thuat nay, vi du bang
cach phan tich cam bién sinh hoc nhu 14 phén tich Biacore cong huong plasmon bé mit
(SPR), phan tich Blitz va dd thi Scatchard. Cu thé hon 13, 4i luc lién két dugc do br?mg
Biacore nhu mé ta chi tiét trong Vi du 2. Khang thé dugc lam twong thich v6i ngudi

theo sang ché c6 ai luc tét hon so v6i khang thé kham.

Al luc lién két ¢ thé duge biéu thi 12 Kp hodc héng sb phén ly, va ai luc lién két
tdng twong Ung voi Kb giam. Mot cach xac dinh 4i lyc lién két cia khang thé véi PD-1
14 do 4i luc lién két ctia manh Fab cua khang thé. D& thu dugc manh Fab, khing thé c6
thé duoc phan cit bing papain hoic duoc biéu hién bing cach tai td hop. Ai luc cua
ménh Fab khang PD-1 ctia khang thé c6 thé dugc xac dinh bing cong hudng plasmon
bé mit (hé théng cong hudng plasmon bé mit (SPF) BIAcore3000™, BlAcore, INC,
Piscaway N.J.). Téc d6 két hop dong hoc (Kon) va tdc dd phan ly (kofr) (n6i chung dugc
do & 25°C) 1a thu duogc; va gid tri hang sé phan ly can bang (Kp) duoc tinh 13 Kofi/kon.

Cu thé 13, khang thé duoc d& xudt & day lién két voi PD-1 cta ngudi véi hing sb
4i luc (KD) bang hodc nhé hon tir 0,75 dén 1,34 nM, tét hon 1a bang hogc nhé hon tir
0,75 dén 1 nM, tét hon nita la bing hodc nho hon tir 0,75 dén 0,8 nM, nhu ¢6 thé xac
dinh bing phan tich Blitz. Hé thdng nay cho phép do tbc d6 va hang sb 4i luc ddi véi

cac tuong tac lién két (ka, k4, Kp).

Theo mot phuong én, sang ché d cap dén khang thé khang hPD-1 duoc lam
twong thich v6i nguoi hodc manh lién két khang nguyén ctia né nhu dugce xéc dinh &
trén c ché mot phﬁn hodc hoan toan, cu thé 1a hoan toan, lién két ctia PDL-1 va/hoic
PDL-2 v6i PD- 1‘ clia nguoi.

Khang thé dugc 1am tuong thich véi ngudi ndy cla sdng ché lién két dac hidu véi
hPD-1 va déi khéng twong tac gitta PD-1 va PD-L1 va/hodc PD-L2. Cu thé 13, khéng
thé khang hPD-1 dugc lam twong thich v6éi ngudi hodc manh lién két khang nguyén cta
n6 nhu duoc xac dinh & trén 1a chat di khang lién két ctia PD-L1 va/hodc PD-L2 cua

ngudi véi PD-1 cua nguoi, tdt hon 1a cta PD-L1 va PD-L2 ctia ngudi voi PD-1 cua
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nguoi.

Trong mot vai vi du, khang thé khang PD-1 dugc mé ta trong ban mo ta nay trc
ché con duong truyén tin hiéu PD-1 & mirc it nhit 12 20%, it nhat 1a 40%, it nhit 1a 50%,
it nhat 12 75%, it nhat 1a 90%, it nhit 12 100%, hodc & muc it nhat 1a 2 1an, it nhat1a 5
1an, it nhat 1a 10 1an, it nhat 12 20 1n, it nhat 1 50 14n, it nhat 1a 100 lan, hodc it nhét la
1000 14n. Cy thé 13, khang thé khang hPD-1 duoc lam twong thich véi ngudi hodc manh
lien két khang nguyén cta né c6 kha niang lam giam hoic we ché lién két ctia PD-L1
va/hodc PD-L2 v6i PD-1 ¢ mic it nhat 1a 50%, 60%, 70%, tét hon 1a 80%, tot hon nita
12 90% hoic tt nhét 1a 100%, so v6i phan tir di chirmg am tinh, trong thit nghiém lién
két, nhu 13 thir nghiém ELISA canh tranh. Thir nghiém nay duoc dé cap trong: Sebaugh
JL. Guidelines for accurate EC50/IC50 estimation. Pharm. Stat. 2011; 10: 128-134 va
trong Vi du 3. Khang thé dugc 1am twong thich véi ngudi cia sang ché ¢6 1C50 nhu
duoc do bang thir nghiém nay 12 nho hon 50 ng/ml, cu thé 1a nhé hon 40 ng/ml va tuy y
nhé hon 20 ng/ml. D& so sanh, khang thé kham c6 IC50 16n hon 50 ng/ml, nghia 1a,
khoang 60 ng/ml. Theo cach khéc, kha ning cta khang thé duge lam tuong thich véi
ngudi cia sang ché dbi khang twong tac cia PD-L1 v6i PD-1 cling ¢6 thé duoc do bang
thir nghiém canh tranh v&i PD-L1 d6i voi PD-1 bang Blitz va Biacore nhu m6 t4 chi tiét

trong Vi du 4.

Phuong phéap dé xac dinh tinh ddc hiéu va 4i luc ctia khédng thé bang cach trc ché
canh tranh 1a da biét trong linh vuc nay (xem, vi du, Harlow et al., Antibodies: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY
(1998); Colligan et al., Current Protocols in Immunology, Green Publishing Assoc., NY
(1992; 1993); Muller, Meth. Enzym. 92:589-601 (1983)) va dugc md ta chi tiét trong vi
du dudi day.

Phuong phap d& xac dinh hoat tinh chit d6i khang ctia khéng thé 14 da biét trong
linh vuc nay, va vi du 1a ELISA, phan tich cam bién sinh hoc nhu 1a Biacore va Blitz.
Phan it axit nucleic ma hoa khang thé khang PD1, vecto biéu hién tai t6 hop va té bao
chu

Ciing dugc dé cap ¢ ddy 1a axit nucleic ma hod khang thé khang PD-1 duoc lam
twong thich véi ngudi hodc manh lién két khang nguyén ctia né dugc mo ta trong ban

mo ta nay, chudi nhe hoidc chudi ning bat ky cia no, vecto nhu 1a vecto biéu hién hodc
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virut tai t0 hop bao gdm céac axit nucleic nay, va t€ bao chd bao gdm cac axit nucleic

va/hodc vecto nay.
Trinh tw axit nucleic

Sang ché ciing dé cap dén phan tir axit nucleic hodc nhém phan tir axit nucleic
ma hod khang thé khang hPD-1 dugc 1am twong thich véi ngudi hodc manh lién két
khang nguyén ctia né nhu dugc xéac dinh & trén hoic chudi nhe hodc chudi nang bét ky
cua no.

Trinh tu ADN cta khang thé ¢6 thé, vi du, duge khuéch dai tir ARN cta té bao
tong hop globulin mién dich, tong hop bang cach sir dung PCR v&i globulin mién dich
duge tach dong, hoic tdng hop bing cac oligonucleotit ma ma hod trinh tw axit amin
peptit tin hiéu. Tét hon 13, tin hiéu peptit bao gdm hodc gdm cé trinh tur axit amin dugc
néu trong SEQ ID NO: 45 cho VH va/hodac CH; va/hodc trinh ty axit amin dugc néu
trong SEQ ID NO: 46 cho VL va/hoac CL. Cu thé 13, tin hiéu peptit 1a & dau tn cung N
cua CH, VH, CL va/hodc VL.

Axit nucleic nay c6 thé ma hod trinh tu axit amin bao gdm VL va/hodc trinh tu
axit amin bao gdm VH cta khang thé (vi du, chudi nhe va/hoic chudi ning ctia khang
thé). Axit nucleic nay c6 thé dé dang duoc phan lap va xéac dinh trinh tu bang céch sir
dung quy trinh thong €.

Theo mdt phuong an, phan tr axit nucleic ma hoéa khang thé khang PD-1 cua
ngudi duoce lam twong thich véi nguoi bao gdm:

- phén tir axit nucleic thir nhdt ma hoa mién thay d6i chudi nang dugc néu trong
SEQ ID NO: 21, tuy y vo6i tin hi¢u peptit duge néu trong SEQ ID NO. 45, va

- phan t axit nucleic tht hai ma hoa mién thay ddi chudi nhe dugc néu trong
SEQ ID NO: 24, tuy y v6i tin hiéu peptit duge néu trong SEQ ID NO: 46.

Theo mdt phuong an, phan tir axit nucleic ma hod khang thé khang PD-1 cia
nguoi dugce lam twong thich véi ngudi bao gbm:

- phén tr axit nucleic thir nhét dugc néu trong SEQ ID NO: 48 ma hoa mién chudi
nang thay doi, tuy y vdi trinh tu axit nucleic ma hod tin hiéu peptit duoc néu trong SEQ
ID NO. 45, va

- phén ti axit nucleic thir hai dugc néu trong SEQ ID NO: 49 mé hoa mién thay
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d6i chudi nhe, tuy ¥ v6i trinh tu axit nucleic ma ho4 tin hiéu peptit duge néu trong SEQ

ID NO: 46.

Theo mot phuong an cy thé, phan tir axit nucleic ma hoa khang thé khang PD-1

cta nguoi duge lam tuong thich véi nguodi bao gdm:

- phén ttr axit nucleic thi nhit dugc néu trong SEQ ID NO: 50 ma hoa chudi

nang, va
- phan tr axit nucleic thir hai dugc néu trong SEQ ID NO: 51 ma hoé chudi nhe.

Theo mdt phuong an, phan tr axit nucleic 1a phan ti axit nucleic dugc phan lap,

cu thé 13 phi tu nhién.

Phén tir axit nucleic hodc nhém phén tr axit nucleic ma hod khang thé khang PD1
dugc 1am tuong thich voi ngudi theo sang ché tét hon 1a duoc bao gdm trong vecto hodc

nhom vecto.
Vecto

Theo khia canh khéc, sang ché dé cdp dén vecto bao gdm phan tir axit nucleic

hodc nhém phan tr axit nucleic nhu dugce xac dinh & trén.

Nhu duoc st dung trong ban md ta nay, “vecto” 1a phan tr axit nucleic dugc st
dung lam chét din dé chuyén vat liéu di truyén vao té bao. Thuat ngit “vecto” bao gdm
plasmit, virut, cosmit va nhiém séc thé nhan tao. No6i chung, vecto dugc tao ra bing cong
nghé di truyén bao gdm gdc sao chép, vi tri da tach dong va chét danh dau chon loc. Ban
than vecto ndi chung 1a trinh tu nucleotit, thuong 1a trinh tw ADN, ma bao gém doan cai
xen (gen chuyén) va trinh ty 16n hon ma c6 vai tro 1a “khung” ctia vecto. Vecto hién dai
c¢6 thé bao gbm cac dau hiéu bd sung bén canh doan cai xen gen chuyén va khung: doan
khéi dAu, chét danh ddu di truyén, tinh khang khang sinh, gen chi thi, trinh tw nham dich,
nhan tinh ché. Vecto duogc goi la vecto biéu hién (céu tric biéu hién) cu thé 1a dé biéu

hién gen chuyén ¢ té bao dich, va néi chung cé trinh tu doi chirng.

Theo mot phuong 4n, cd hai trinh ty ma hoa chudi ning va trinh tu ma hod chudi
nhe va/hodc ving dn dinh ctia khang thé khang PD1 dugc lam twong thich v6i ngudi
duogc bao gf“)m trong mot vecto biéu hién. Mdi trinh tu trong sb trinh tu ma hoa chudi
nang va trinh ty ma hoa chudi nhe ¢6 thé duoc lién két c6 diéu khién voi doan khoi dau

thich hop. Theo cach khéc, sy bi€u hién cua ca hai chuo6i nang va chuoi nhe ¢6 thé dugc
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didu khién boi cing doan khéi ddu. Theo mot phuong an khac, 1an luot chudi ning va
chudi nhe ctia khang thé dugc tach dong vao vecto riéng r&. Trong trwdng hop nay, vecto
bidu hién ma hoa chudi ning va chudi nhe c6 thé duge dong chuyén nhiém vao mot té
bao chu dé biéu hién c hai chudi, ma c6 thé dugc lip rap dé tao thanh khang thé nguyén
ven in vivo hodc in vitro. Theo cach khac, vecto biéu hién ma hoa chudi nang va vecto
ma hoa chudi nhe c6 thé dugce dua vao té bao chu khac nhau dé bidu hién 14n luot chudi
nang va chudi nhe, sau d6 chudi nay c6 thé duge tinh ché va lap rép dé tao thanh khang

thé nguyén ven in vitro.

Phan tir axit nucleic ma hoa khang thé khang PD-1 dugc lam twong thich véi
ngudi hode manh khang thé ciia n6 ¢ thé duoc tach dong vao vecto bdi ngudi c6 hiéu
biét trung binh vé linh vuc k§ thuét nay, va tiép d6 bién nap vao té bao chi. Do d6, sang
ché ciing dé xuét vecto tai td hop, ma bao gdm phan tir axit nucleic ma hod khang thé
khang PD-1 hoic manh ciia né theo sang ché. Theo mot phuong an dugce wu tién, vecto
biéu hién con bao gdbm doan khdi dau va trinh ty axit nucleic ma hoa peptit tin hidu bai

tiét, va tuy ¥ it nhat 1a mot gen c6 tinh khang thude dé sang loc.

Vecto biéu hién thich hop thudng c6 chira (1) yéu t& ADN ciia sinh vat chua c6
nhan dién hinh ma hoé gdc sao chép cua vi khudn va chét ddnh déu tinh khang khang
sinh dé tao ra su tang truéng va chon loc clia vecto biéu hién & vét chu vi khuan; (2) yéu
t6 ADN ctia sinh vat c6 nhan dién hinh ma kiém soat sy khoi dau phién ma, nhu doan
khéi dau; va (3) yéu tb ADN ma kiém soat qua trinh xir Iy san phim phién m, nhu trinh

tu két thuc phién ma/polyadenyl ho4.

Phuong phap da biét véi ngudi co hiéu biét trung binh vé linh vuc k¥ thuét nay
¢6 thé duge st dung dé xay dung vecto biéu hién ¢ chira trinh tw axit nucleic cua khang
thé khang PD1 dugc mé ta trong ban md ta nay va thanh phén diéu hoa thich hgp cho
phién ma/dich ma. Phuong phap nay bao gdm k¥ thuat ADN tai t& hop in vitro, k§ thuat
téng hop ADN, k¥ thudt tai td hop in vivo, v.v. Trinh tw ADN duogc lién két mot cach
hiéu qua véi doan khéi diu phit hop & vecto biéu hién dé diéu khién qua trinh téng hop
mARN. Vecto biéu hién ¢6 thé con bao gdm vi tri lién két ribosom dé khoi dau dich ma,

yéu t6 két thuc phién ma va yéu tb twong tu.

Vecto biéu hién c6 thé duoc dua vao té bao chii bing cach st dung cac k§ thuat

khac nhau bao gdbm chuyén nhiém canxi phosphat, chuyén nhiém qua trung gian
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liposom, duc 15 dién, va k¥ thuat twong tu. Tét hon 14, té bao da chuyén nhiém duoc
chon loc va nhéan 1én trong do6 vecto biéu hién duge tich hop 4n dinh trong bd gen cua
té bao chu dé san xuét thé bién nap 6n dinh. K¥ thuat dé dua vecto vao té bao cia sinh
vét ¢6 nhan dién hinh va k¥ thuat dé chon loc thé bién nap 6n dinh bé“mg cach sur dung
chit danh du chon loc trdi dugc mo td boi Ausubel, Bebbington, “Expression of
Antibody Genes in Nonlymphoid Mammalian Cells,” in 2 METHODS: A companion
to methods in enzymology 136 (1991), va bdi Murray (bién tdp), Gene transfer and
expression protocols (Humana Press 1991). Vecto tdch dong thich hgp duge mo ta boi
Sambrook va cac ddng tac gia (bién tdp), MOLECULAR CLONING: A
LABORATORY MANUAL, Second Edition (Cold Spring Harbor Press 1989) (sau day
goi 1a “Sambrook™); bai Ausubel va cic dong tac gia mo ta (bién tap), CURRENT
PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY (Wiley Interscience 1987) (sau day goi la
“Ausubel”); va bdi Brown (bién tap), MOLECULAR BIOLOGY LABFAX (Academic
Press 1991).

Té bao chu

Phén tr axit nucleic, nhom phén tir axit nucleic va/hodc vecto cia sang ché co
thé dugc bao gdm trong t& bao chi, cu thé 1a cho muc dich san xuét khang thé khang
PD-1 cua nguoi duge lam tuong thich v6i nguoi. Sang ché do d6 dé xuét té bao chu bao
gbm it nhét 12 phan tir axit nucleic va/hodc nhém phan ti axit nucleic va/hodc vecto

duoc mo ta o trén.

Nhu dugc st dung trong ban md ta nay, thuat ngt “t¢ bao chu” du dinh bao gém
té bao riéng r& hodc dich nudi ciy té bao bit ki ma c6 thé 1a hogic da 1a té bao tiép nhan
vecto, phén tir axit nucleic ngoai sinh, va polynucleotit ma hoa khang thé cua sang ché
va/hoidc tiép nhan chinh khang thé. Viéc dua vat lidu twong Umg nay vao té bao ¢o thé
duoc thue hién bang cach bién nap, chuyén nhiém va cach twong tu. Thuét ngit “t& bao
chu” ciing dy dinh bao goém thé hé sau hozc thé hé sau tiém ning cua mot té bao don
nhat. Té bao chu thich hop bao gdm té bao ctia sinh vat chua ¢6 nhan dién hinh hodc té
bao cua sinh vat ¢d nhan dién hinh, va cling bao gém, nhung khong chi giéi han & vi
khuén, té bao ndm men, té bao thuc vat va té bao dong vat nhu 1a té bao con trung va té

bao dong vat c6 vi, vi dy, chudt, chudt cong, thd, khi hodc nguoi.

Theo mdt phuong én, té bao chu bao gém (vi du, da duogc bién nap véi): (1) vecto
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bao goém axit nucleic'ma ma hod trinh tu axit amin bao gdm VL cta khang thé va/hodc
trinh tu axit amin bao gdm VH ctia khang thé va/hodc ving dn dinh cta khang thé, hodc
(2) vecto thir nhét bao g@)m axit nucleic ma ma ho4 trinh ty axit amin bao gdm VL cia
khang thé va vecto thir hai bao gdm axit nucleic ma ma hod trinh tu axit amin bao gdm

VH cua khang thé.

Phuong phap san xuit khang thé khang PD1 dugc lam tuong thich véi ngudi
cling dugc dé xudt & day. Phuong phap nay bao gdm bude nubi cay té bao chit bao gdm
axit nucleic ma hoa khang thé, nhu dugc dé xut & trén, trong didu kién thich hop dé
biéu hién khang thé, va tuy y thu hdi khang thé tir té bao chi (hodc mdi trudng nudi cay
té bao ch). Cu thé 13, dé san xuét tai t6 hop khang thé khang PD1 dugc lam twong thich
v6i ngudi, axit nucleic ma hod khang thé, vi du, nhu md ta & trén, dugce phan 1ap va cai

xen vao mot hoac nhiéu vecto dé tach dong tiép va/hodc bi€u hién & t€ bao chu.

Té bao chu chu thich hop dé san xuit khang thé khang PD-1 dugc lam twong
thich v6i ngudi bao gdm, nhung khong chi giéi han &, té bao cta sinh vat c6 nhan dién
hinh, nhu 13 t& bao dong vat cé vu, té bao thuc vat, té bao con trung va hoic t& bao ndm
men. Té bao dong vat c6 va 1a vét chi ¢6 nhan dién hinh dugc dic biét wu tién boi vi té
bao dong vét c6 vi cung cip cai bién sau dich ma thich hop nhu 1a glycosyl hoa. Tt
hon 13, t& bao chu c¢6 nhan dién hinh nay c6 thé 1a nAm nhu 1a Pichia pastoris,
Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe; té bao cbn trung nhu la
Mythimna separate; t& bao cdy nhu 1a cay thudc 14, va té bao dong vat c6 vi nhu 1a té
bao BHK, té bao 293, té bao CHO, té bao NSO va té bao COS. Vi du khac vé dong té
bao chi ctia dong vat c6 vi hitu ich 1a té bao CV-1 véi gen SV40 (té bao COS), dong
CV1 than khi duge bién nap voi SV40 (COS-7); dong than phdi ciia ngudi (té bao 293
hodc té bao 293 nhu mo ta, vi du, trong: Graham, F.L. et al, J. Gen Virol. 36 (1977) 59-
74); té bao than chudt ddng con (BHK); té bao Sertoli cta chudt (t& bao TM4 nhu md
ta, vi dy, trong: Mather, J.P., Biol. Reprod. 23 (1980) 243-252); té bao thén biéu md cua
ngudi (té bao HEK); té bao than khi (CV1); t& bao than khi xanh Chau Phi (VERO-76);
té bao caxinom cd tr cung ctia ngudi (HELA); té bao than loai rang nanh (MDCK; té
bao gan chudt buffalo (BRL 3 A); té bao phoi cia ngudi (W138); té bao gan clia ngudi
(Hep G2); khdi u vii ctia chudt (MMT 060562); té bao TRI nhu md t, vi du, trong:
Mather, J.P. et al, Annals N.Y. Acad. Sci. 383 (1982) 44-68; t& bao MRC 5; v té bao

FS4. Dong té bao chi dong vat c6 va hitu ich khac bao gbm té bao budng tring chudt
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ddng Trung Qudc (CHO), bao gdm t& bao DHFR" CHO (Urlaub, G. et al, Proc. Natl.
Acad. Sci. MY 77 (1980) 4216-4220); va dong té bao u tuy nhu 1a YO, NSO va Sp2/0.
Xem tong két vé dong té bao chi dong vét c6 via nhét dinh thich hop dé san xuit khéng
thé, vi du, Yazaki, P. va Wu, A.M., Methods in Molecular Biology, Vol. 248, Lo, B.K.C.
(ed.), Humana Press, Totowa, NJ (2004), cac trang 255-268. Vi du, dong té bao dong

vat ¢6 vii ma duge lam thich tmg dé sinh trudng trong hdn dich c6 thé 1a hiru ich.

Cu thé 13, té bao chu theo sang ché dugc chon tir nhom gdm ¢6 té bao CHO, té

bao COS, té bao NSO, va té bao HEK.

Cho vat chu dong vt c¢6 vi, tin hidu diéu hoa phién ma va dich ma cta vecto biéu
hién ¢6 thé ¢6 thé thu dugc tir ngudn virut, nhu 13 adenovirut, virut papilloma & bo, virut
simian, hodc virut twong tu, trong do tin hiéu didu hoa dwoc két hop véi gen cu thé ma
¢6 mire bidu hién cao. Trinh tur diéu hoa phién ma va dich ma thich hop ciing c6 thé thu

duogc tir gen dong vat ¢6 vi, nhu 1a céc gen actin, collagen, myosin, va metallothionein.

Thé bién nap 6n dinh ma san xuét khang thé dugc lam twong thich v6i nguoi theo
sang ché c6 thé dugc nhan dién bang phuong phap khac nhau. San khi té bao san xuét
phén tr da dugc nhén dién, té bao chu duge nudi céy trong diéu kién thich hop (vi du
nhiét do, moi truong) thich hop dé ching sinh truong va dé biéu hién khang thé duogc
lam tuong thich véi ngudi. Khang thé duge 1am tuong thich véi ngudi sau d6 duge phan
1ap va/hoic tinh ché bang phuong phép bat ky da biét trong linh vuc nay. Phuong phap
nay bao gém, nhung khong chi giéi han &, xir Iy bién tinh thong thuong, xt ly bang chat
két ta protein (nhur 12 két tia bang mubi), ly tdm, phan giai t& bao bang thim thau, séng
am, siéu ly tAm, sic ky sang phan tir hodc sic ky gel, sic ky hap phu, sdc ky trao ddi ion,
HPLC, séc ky 16ng khac bat ky, va té hgp phuong phap nay. Nhu dugc mo ta, vi dy, boi
Coligan, k§ thudt phan 1ap khang thé dugc lam tuong thich véi ngudi cu thé 12 bao gdm
sdc ky i luc véi Protein-A Sepharose, sdc ky loai trir kich c& va sdc ky trao doi ion.
Protein A tbt hon 1a duoc sit dung dé phén 1ap khéang thé theo sang ché.

Thé lién hop khang thé

Séng ché ciing d& xuat “thé lién hop khang thé” con goi 1a “thé lién hop mién
dich” bao gdm khang thé khang PD-1 dugc lam tuong thich véi ngudi hodc manh khéng
thé ctia n6 dugc md ta trong ban mo ta ndy va chat thich hop thit hai, ma ¢6 thé 1a chat

tri liéu hoac chét chan doan. Séng ché cling dé xuét thé lien hop mién dich bao gém
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khang thé khang PD1 dugc lam tuong thich v4i nguoi hodc manh khang thé cta né duoc
lién hgp véi mot hodc nhiéu chét gy doc t€ bao, nhu 13 hoa chét tri liéu hodc thudc (vi
du, chét tc ché mién dich), chét @rc ché tang trudng, doc tb (vi du, doc td protein, doc td
mién dich, doc tb t& bao, doc t6 c6 hoat tinh enzym cd nguén géc vi khuén, nidm, thuc
vat, hodc dong vat, hodc manh cta ching), ddc tb phong xa, déng vi phong xa, polyme
khong phai protein vi du, polyetylen glycol, polypropylen glycol, hodc polyoxyalkylen.
Thé lién hop khang thé theo sang ché c¢6 thé duge st dung dé cai bién d4p tmg sinh hoc
da cho, va gbc thube khong duge hiéu 1a gidi han ¢ hod chét tri liéu ¢d dién. Vi du, gbc
thudc c6 thé 1a protein hodc polypeptit c6 hoat tinh sinh hoc mong mudén. Thuat ngi
“dugc lién hop mién dich” & day chi lién két ngang hod hoc hodc gén cong hod tri mot
phan tir/gde khac voi khang thé khang PD1 dugc lam twong thich véi nguoi theo séng
ché bang phuong phap tai td hop. Phuong phap didu ché thé lién hop mién dich 1a da
biét trong linh vuc nay (xem, vi du, WO 2014/160160, Patent M¥ s6 5,208,020 va Patent
My s 5,416,064; va Chari et al., 1992 Cancer Res. 52:127-131).

Duoc phim

Sang ché ciing d& cép dén dugc phim bao gdm khang thé khang PD1 ctia nguoi
duoc 1am twong thich véi ngudi hodc manh khang thé cta né, thé lién hop khang thé
nhu dé cép 0 trén, phan tir axit nucleic, nhém phén tr axit nucleic, vecto va/hodc té bao
chu nhu dugc mo ta & trén, tdt hon 1a nhu thanh phén hoat tinh hoac hop chét hoat tinh.
Ché phém nay cé thé duogc tiét khuan va, néu mudn, trdn véi chét phu trg nhu la chét
mang va ta dugc dugc dung ma khong twong tac c6 hai véi va khang thé khang PD-1
cia nguoi duge lam tuong thich véi ngudi hoic manh khang thé ctia né, thé lién hop
khang thé, axit nucleic, vecto va/hodc té bao chi ciia sang ché. Tuy y, duge phim c6 thé

con bao gdm chét tri liéu bd sung nhu md ta chi tiét dudi day.

Tét hon 13, dugc phim theo sang ché c¢6 thé bao gdm khéng thé khang PD-1 cta
nguoi duge l[am tuong thich véi nguodi hode manh khang thé ctia no, phan tir axit nucleic,
nhom phén ti axit nucleic, vecto va/hodc té bao chu, nhu dugc mo ta trong ban mo ta
nay, két hop voi mot hoac nhidu chit mang, chét pha lodng, ta dugc, mudi, va chat chéng
oxy hoa dugc dung hodc sinh ly dung nhur md ta dudi day. Mong muén 13, dang dugc
dung dugc st dung ma khong dnh hudng bét loi dén tac dung ting cudong mién dich
mong muén cta khang thé khang PD1 dugc 1am twong thich voi nguoi theo séng ché.
Dé tao thuan loi cho viéc st dung, khang thé khang PD-1 cta nguoi duge lam tuong
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thich véi ngudi hodc manh khang thé ctia né nhu duge mé ta trong ban mo ta nay c6 thé
duoc bao ché thanh duoc phém dé sir dung in vivo. Cach thirc bao ché ché phém nay da
dugc mo ta trong linh vuc (xem, vi du, Remington: The Science and Practice of

Pharmacy, Lippincott Williams & Wilkins, 21st edition (2005).

Duoc phdm theo sang ché c6 thé dugc bao ché cho duong ding thong 18 bao gdm
str dung tai chd, qua rudt, qua duong miéng, ngoai duong tiéu hod, trong mili, trong tinh
mach, trong dong mach, trong bép co, trong khdi u, dudi da hoic trong nhin ciu va
dudng ding twong tw. Tét hon 13, duge phdm theo sang ché duoc bao ché dé sir dung
qua dudng rudt hodc ngoai dudng tidu hoa. Ché pham va cong thic bao ché dé sir dung
ngoai dudng tiéu hoa c6 thé bao gdm dung dich trong nude v6 khuan ma cling ¢ thé ¢o
chira chit dém, chét pha lodng va chét phu gia thich hop khac nhu 13, nhung khong chi
giéi han &, chit ting cudng tinh thdm, hop chét, hop chét carder va chat mang dugc

dung hodc t&4 dugc duge dung khéc.

Duogc phdm c6 thé duge didu ché bang cach phdi tron chét ¢6 do tinh khiét mong
mudn v6i chit mang, t4 dugc, hodc chit 1am 6n dinh dugc dung tuy ¥ (Remington's
Pharmaceutical Sciences 16th edition, Osol, A. Ed. (1980)), & dang ché phdm dugc dong
kho hodc dung dich trong nudc. Chét mang, ta dugc, hodc chét 1am 6n dinh duoc dung
l1a khong doc dbi v6i thé nhan & lidu lugng va néng do st dung, va bao gém chat dém
nhu 1a phosphat, xitrat, va axit hitu co khéc; chét chdng oxy hoa bao gom axit ascorbic
va methionin; chét bao quan (nhu 13 octadecyldimetylbenzyl amoni clorua; hexamethoni
clorua; benzalkoni clorua, benzethoni clorua; phenol, butyl hodc benzyl alcohol; alkyl
paraben nhu la metyl hodc propyl paraben; catechol; resorcinol; xyclohexanol; 3-
pentanol; va m-cresol); polypeptit khéi luong phén tr thip (nho hon khoang 10 gdc);
protein, nhu 12 albumin huyét thanh, gelatin, hodc globulin mién dich; polyme ua nudc
nhu 14 polyvinylpyrolidon; axit amin nhu la glyxin, glutamin, asparagin, histidin,
arginin, hodc lysin; monosacarit, disacarit, va hydrat cacbon khac bao gbém glucoza,
mannoza, hodc dextrin; chét tao chelat nhu 1a EDTA; duong nhu la sucroza, mannitol,
trehaloza hodac sorbitol; ion dbi ung tao mudi nhu 13 natri; phtc hgp kim loai (vi du,
phttc hop Zn-protein); va/hodc chat hoat dong bé mit khong-ion nhu 1a TWEEN ™,
PLURONICS ™ hoic polyetylen glycol (PEG).

Chét dan duoc dung dang ran ¢6 thé bao gf“)m mdt hodc nhiéu chit ma cling co

thé hoat dong nhu chét diéu vi, chét 1am tron, chit hoa tan, chét tao hon dich, chét nhuom
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mau, chat don, chét tron chay, chit hd trg nén, chat két dinh tro, chat 1am ngot, chat bao
quan, chét nhudm mau, chét bao, hodc chat gdy phan ra-vién nén. Chét dan dang rén
thich hop bao gdm vi du canxi phosphat, magie stearat, bot talc, duong, lactoza, dextrin,
tinh bot, gelatin, xenluloza, polyvinylpyrolidin, sép d6 néng chay thap va nhua trao dbi
ion. Chét mang dugc dung bao gém dung dich trong nudc hodc hé phan tan va bot vo
khuan dé pha ché tuy tng dung dich hodc hé phan tan dé tiém. Mién 12 méi truong hodc
chat 14 twong hop v6i hop chit hoat tinh, st dung chung trong dugc pham theo séang ché

la dugc du dinh.

Khéng thé khang PD1 duoc lam twong thich v4i ngudi theo sang ché c¢6 thé duge
hoa tan hoic tao hdn dich trong chét din long duoc dung nhu 12 nude, dung méi hitu co,
etanol, polyol (vi du, glyxerol, propylen glycol, va polyetylen glycol 16ng, va hon hop
tuong ty gdm ca hai hodc ddu dugce dung hodc chét béo dugc dung va hdn hop thich hop
ctia chiing. Chét din 16ng c6 thé c6 chira chét phu gia duge pham thich hop khéc nhur 14
chit hoa tan, chit nhii hoa, chit dém, chit 1am ngot, cht didu vi, chét tao hdn dich, chat
thAm uot, chat 1am déc, chit mau, chét didu chinh d¢ nhét, chat 1am 6n dinh hodc chét
diéu hoa thdm thiu. Vi du thich hop vé chét dan léng dé sir dung qua duong miéng va
dudng rudt bao gdm nude (mot phan ¢ chira chat phu gia nhu néu trén, vi du dan xuét
xenluloza, t6t hon 12 dung dich natri carboxymetyl xenluloza), rugu (bao gdm rugu
monohydric va ruou polyhydric, vi du glycol) va din xuét cia chiing, va dau (vi dy déu
dira duge phan doan va dau lac). Dé sir dung ngoai dudng tiéu hod, chét dan ciing c6 thé
1a este dang du nhu 13 etyl oleat va isopropyl myristat. Chat dan 1éng vo khuén 12 hitu
ich trong ché phim dang 10ng v6 khudn dé sir dung qua dudng rudt. Chét dan 16ng cho
ché phdm duoc tao ap c6 thé 1a hydrocarbon duge halogen hod hodc chét diy duoc dung
khac.

Duoc phém theo sang ché co thé con bao g&")m mot hodc nhiéu mudi duoc dung.
"Mubi duoc dung" chi mudi ma gitt duoc hoat tinh sinh hoc mong mudn ctia hop chat
gbc va khong c6 tac dung ddc tinh khong mong mubn. Vi du v& mudi nay bao gdm mudi
cong axit va mudi cdng bazo. Mudi cong axit bao gdbm mubi thu duge tir axit vd co
khong dodc, nhu 13 axit clohydric, axit nitric, axit phosphoric, axit sulfuric, axit
bromohydric, axit iodohydric, axit phosphoric va axit tuong tu, cling nhu tir axit hitu co
khong doc nhu axit mono- va dicarboxylic béo, axit alkanoic dugc thé phenyl, axit

hydroxy alkanoic, axit thom, axit sulfonic béo va thom va axit tuong tu. Mudi cong bazo
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bao g@)m mubi thu duge tir kim loai kiém hodc kim loai kiém thd, nhu natri, kali, magie,
canxi va kim loai tuong tuw, cling nhu tor amin hitu co khong doc, nhu N,N'-
dibenzyletylendiamin,  N-metylglucamin, cloprocain, cholin, dietanolamin,

etylendiamin, procain va chit twong tu.

Duoc pham theo sang ché ciing c6 thé bao gdbm chit chdng oxy hoa duge dung.
Vi du vé chit chéng oxy hod dugc dung bao gdm: chét chéng oxy hoa tan trong nuéc,
nhu axit ascorbic, xystein hydroclorua, natri bisulfat, natri metabisulfit, natri sulfit va
chét tvong tu; chat chdng oxy hoa tan trong diu, nhu ascorbyl palmitat, hydroxyanisol
butyl hoa (BHA), hydroxytoluen butyl hoa (BHT), lexithin, propyl gallat, alpha-
tocopherol, va chit tuong tu; va chit tao chelat kim loai, nhu 13 axit xitric, axit
etylendiamin tetra-axetic (EDTA), sorbitol, axit tartaric, axit phosphoric, va chét tuong

tu.

Pé tao thuan lgi cho viée phéﬁ phéi, khang thé khang PD-1 hodc axit nucleic ma
hod n6 ¢6 thé duoc lién hop v6i chét di kém. Chat di kém co thé 1a chat co trong tu
nhién, nhu 14 protein (vi du, albumin huyét thanh ngudi, lipoprotein ty trong thép, hoic
globulin), hydrat cacbon (vi du, dextran, pullulan, chitin, chitosan, inulin, xyclodextrin
hodc axit hyaluronic), hodc lipit. Chit nay ciing c6 thé 1a phan tir tai td hop hodc tdng
hop, nhu 1a polyme tdng hop, vi du, axit polyamino tong hop. Vi du vé axit polyamino
bao gdm polylysin (PLL), axit poly L aspartic, axit poly L-glutamic, copolyme styren-
axit maleic anhydrit, copolyme poly(L-lactit-co-glycol hod), copolyme divinyl ete-
maleic anhydrit, copolyme N-(2-hydroxypropyl) metacrylamit (HMPA), polyetylen
glycol (PEG), polyvinyl alcohol (PVA), polyuretan, poly(2-axit etylacryllic), polyme N-
isopropylacrylamit, va polyphosphazin. Trong mot vi du, chét di kém 12 mixen, liposom,
hat nano, hodc vi cau, trong d6 oligonucleotit/ARN can thiép dugc bao nang. Phuong
phép diéu ché mixen, liposom, hat nano, hoic vi cau nay 1a da biét trong linh vuc nay.
Xem, vi du, Patent M§ 6 5,108,921; Patent My s6 5,354,844; Patent My s6 5,416,016;
va Patent M¥ s6 5,527,5285.

Duoc pham thong thudng can phai v6 khuan va n dinh trong didu kién san xuit
va bao quan. Dugc pham c6 thé dugc bao ché dudi dang dung dich, vi nhil twong, hodc
chu tric c6 trat tu khac thich hop ddi véi ndng dd thudc cao va/hodc thich hop dé tiém.
D6 16ng thich hop c6 thé dugc duy tri, vi du, bang cach st dung 16p bao nhu 1a lexithin,
bang cach duy tri ¢& hat can thiét trong truong hop hé phan tan va bang céch str dung
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chét hoat dong bé mat.

Theo mdt phuong an, dugc phdm 1a ché pham tiém ma c6 thé cé chira cac chit
mang khac nhau nhu dau thue vat, dimetylactamit, dimetyformamit, etyl lactat, etyl
cacbonat, isopropyl myristat, etanol, va polyol (glyxerol, propylen glycol, polyetylen
glycol 16ng, va chét twong ti). D& tiém trong tinh mach, khang thé tan trong nudc cé thé
dugc st dung bang phuwong phéap nho giot, trong d6 duwoc phim cé chira khing thé va ta
dugc dugc dung duoc truyén. Ta dugc sinh ly dung c6 thé bao gém, vi du, dextroza 5%,
nuée mudi 0,9%, dung dich Ringer hodc t4 duoc thich hop khac. Ché phdm tiém bap, vi
du, dang ché phim v6 khuén hoa tan thich hop chira khang thé, c6 thé duogc hoa tan va

st dung trong td dugc nhu nudc dé tiem, nudc mudi 0,9%, hodc dung dich glucoza 5%.

Dung dich dé tiém v6 khudn c6 thé dugc bao ché bang cach két hop hop chit hoat
tinh v6i luong cin thiét trong dung méi thich hop vi mot hodc t6 hop nhidu thanh phan
néu trén, néu cén, tiép d6 vi loc dé tiét khudn. Noi chung, hé phéan tan dugc bao ché bé‘mg
cach két hop hop chat hoat tinh vao chat dan v6 khuidn ma c6 chtta moi trudng phan tan
co ban va thanh phan khac can thiét tir cac chat néu trén. Trong trudng hop bot vo khuin
d8 bao ché dung dich tiém vo khuan, phwong phap pha ché dugc tét hon 1a sdy kho trong
chan khong va lam kho-dong lanh (dong kho) dé thu dugc bot chira thanh phan hoat tinh
+ thanh phin mong mudn bd sung bét ky tir dung dich da loc vo khuan trude d6 cia né.
Kha nang hép thu kéo dai ché phim dé tiém c6 thé tao ra bing cach bao gom trong ché

pham nay chat lam cham hap thu, vi du, mudi monostearat va gelatin.

Viéc ngan nglra sy ¢6 mat cda vi sinh vat co thé dam bao bing ca quy trinh tiét
khudn va bing cach dua vao chit khang khuin va khang ndm khac nhau, vi du,
clobutanol, axit phenol sorbic, va chit twong tu. Ciing c6 thé mong mudn bao gém chat
dang truong, nhu dudng, natri clorua, va chét tuong tw vao ché phim. Ngoai ra, kha
nang hip thu kéo dai ché phdm dé tiém c6 thé tao ra bang cach bao gdm trong ché pham

nay chét 1am cham hap thu, vi du, nhdm monostearat va gelatin.

Nguoi co hiéu.;biét trung binh vé linh vuc k¥ thut nay s& hiéu dugc 1a ché phdm
theo sang ché c6 thé dang truong véi mau clia ngudi nghia 1a ché phdm theo sang ché
vé& co ban ¢6 4p lyc thAm thau gidng nhu mau cla ngudi. Ché pham ding truong nay
n6i chung c6 4p luc thim théu tir khoang 250 mOSm dén khoang 350 mOSm. Do ding

trrong c6 thé dugc do bang, vi du, thAm thau ké loai ap luc hoi hodc dong lanh dé. Do

53



51414 54/156

dang truong cta ché phdm duoc diéu chinh bang cach st dung chit bién doi do ding
trrong. "Chét bién d6i do dang truong" 14 chit tro duoc dung c6 thé duge thém vao ché
pham nay dé tao ra do ding truong ctia ché pham. Chét bién ddi d6 ding truong thich

hop cho sdng ché bao gom, nhung khong chi gidi han ¢, sacarit, mudi va axit amin.

Duoc phdm theo sang ché c6 thé duge bao ché dé giai phong thanh phan hoat
tinh (vi du khang thé khang hPD1 dwoc 1am twong thich v6i ngudi theo sang ché) hau
nhu ngay khi st dung hodc & thoi gian dinh trude bat ky hodc mot khoang thoi gian sau
khi st dung. Dugc phdm theo khia canh nhét dinh ¢6 thé st dung hé phan phdi giai
phong theo thoi gian, giai phéng chdm, va giai phong kéo dai sao cho viée phéan phdi
ché phim xay ra trude khi, va véi thoi gian du dé gdy man cam vi tri cdn duge didu tri.
Céch thtre da biét trong linh vire nay c6 thé duoc sit dung dé ngin ngira hodc giam thiéu
su giai phéng va hip thu ché phdm cho dén khi dén duoc mé dich hodc co quan dich,
hodc dé dam bao sy giai phong ché phdm theo thoi gian. Hé nay c6 thé tranh viéc sir

dung 1ap lai ché pham, nho d6 ting thuan tién cho ddi twong va thiy thube.

Luong thanh phén hoat tinh ¢6 thé két hop v6i chit mang dé san xuit dang phan
lidu don nhit s& tuy thudc vao dbi twong dang diéu tri, va duong dung cu thé. Luong
thanh phan hoat tinh ma c6 thé dugc két hop véi chit mang dé san xuit dang phan lidu

don nhét noi chung s& 1a luong ché phém ma tao ra tac dung tri li€u.
Déi tugng, phac dd va sir dung

Sang ché dé cap dén khang thé khang PD1 dugc lam tuong thich v6i ngudi hodc
manh cda no, dugc phém, phan tir axit nucleic, nhém phén t axit nucleic, vecto hodc
té bao chu cta sang ché dé sir dung 1am thudc, cu thé 1a dé s dung trong ngin ngira
hodc diéu tri bénh hodc rdi loan & d6i tuong. Vi du v& diéu tri duge md ta cu thé hon &
muc “Phuong phap va St dung”. Sang ché ciing dé cap dén viéc st dung dugc pham,
axit nucleic, vecto hodc t& bao chu cta séang ché hoic khang thé khang PD1 dugc lam
tuong thich véi nguodi hodc manh khang thé ctia n6 dé san xuét thubc dé diéu tri bénh &
d6i twong. Cubi cing 13, sang ché dé cap dén phuong phap dé diéu trj bénh hodc rdi loan
& dbi tuong bao g&‘)m bude cho dbi tuong nay st dung luong hitu hiéu tri liu cua dugc
pham hoic khang thé khdng PD1 dugc lam twong thich v6i nguoi hodc manh khang thé

ctia n6. Vi du vé diu tri duge mo ta cu thé hon & myc “Phuong phap va Sir dung”.
Déi tuong dé didu tri c6 thé 13 ngudi, cu thé 1a nguoi & giai doan trude khi sinh,
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mai sinh, tré nho, tré so sinh, tré vi thanh nién hodc nguoi trudng thanh, cu thé 1a nguoi
trwong thanh it nhat 1a 30 tudi, 40 tudi, tbt hon 12 ngudi trudng thanh it nhat 12 50 tudi,
t6t hon nita 1a nguoi truong thanh it nhét 14 60 tudi, con t&t hon nita 13 ngudi trudng

thanh it nhat 13 70 tudi.

Theo phuong an cu thé, d6i twong bi Grc ché mién dich hodc bi suy yéu mién dich.
Déi twong nay co6 thé bi trc ché mién dich, bi suy giam mién dich hodc bi suy yéu mién
dich, vi du do nhiém virut nhu HIV, bénh ung thu, bénh tiéu dudng, suy dinh dudng, va
mot s6 rdi loan di truyén, do diéu tri béng thude e ché mién dich hodc do diéu trj trude
do béng liéu phap mién dich, hod trj liéu hodc liéu phap xa tri. i tuong theo sang ché
c6 thé bi suy yéu miéh dich. Nhu dugc st dung trong ban md ta nay, thuat ngit “bi suy
yéu mién dich” va “suy giam mién dich” 13 twong duong va c6 thé dugc st dung thay
thé 14n nhau. Nhu st dung trong sang ché, thuat ngir “bi suy yéu mién dich” hozc “bi
suy giam mién dich” chi trang thai tfong d6 dbi tuong c6 bdo vé mién dich bi suy yéu.
C4 thé bi suy yéu mién dich khong c6 kha ning quéan 1y dung cach vi sinh vat ma, trong
diu kién binh thuong khong biéu hién nguy co. Ddi tugng theo sang ché c6 thé bi trc
ché mién dich. Nhu duoc st dung trong ban mo t nay, thuat nglt “bi e ché mién dich”

chi trang théi trong d6 ddi twong nay khong con bao vé mién dich.

Do d6, khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia né, dugc pham, phén tir
axit nucleic dugc phan 1ap hodc nhém phén tr axit nucleic dugc phén 14p, vecto, hodc
té bao chi theo sang ché c¢6 thé 1a dé s dung trong ngin ngira hoic diéu tri bénh nhan

mac roi loan gidm lympho bao.

Cu thé 13, d6i trong bi mic bénh ma c6 thé lién quan dén con duong PD-1/PDL-
1, cu thé 1a trong do6, it nhat 1a mot trong s6 phdi tir cia PD-1 (vi du PDL-1 va/hodc
PDL-2) hodc PD-1 duoc bidu hién, dic biét 1a duoc biéu hién qua mire. Tét hon 13, déi
trong dang méc bénh ung thu, con tot hon nita 1a bénh ung thw dwong tinh PD1, PD-L1
va/hodac PD-L2 hodc bénh ung thu duong tinh PD-1. Vi du vé bénh va bénh ung thu

dugc mé ta cu thé hon dudi day dudi muc “Phuong phap va st dung”.

Theo phuong an cu thé, dbi tugng da tiép nhén it nhit 1a mot nhom thude diéu
tri, t6t hon 1a mét vai nhom thudc diéu tri, trude khi st dung khang thé khang PD1 dugc

lam twong thich véi ngudi theo sang ché hodc duge pham theo sang ché.
Phuong phép thong thuong, da biét véi ngudi co hiéu biét trung binh vé linh vuc
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y hoc, c¢6 thé duge sir dung dé sir dung khang thé khang PD1 duogc lam twong thich vé6i
ngudi hodc manh khang thé ciia n6 hodc dugc pham duoc dé cap & day cho dbi tugng,
tuy thudc vao loai bénh s& diéu tri hodc vi tri cuia bénh. Ché phém nay co thé duoc st
dung bing dudong dung thong thuong, vi du, duge st dung qua dudong miéng, ngoai
duong tiéu hod, qua dudng rudt, bing cach phun xit, ngoai da, duong truc trang, dudng
mili, duong miéng, dudng 4m dao hodc qua ngudn cdy ghép. Thuat ngit “ngoai dudng
tiéu hod” nhu duge st dung trong ban mé ta ndy bao gébm k¥ thuat tiém hozc truyén
dudi da, trong da, trong tinh mach, trong dong mach, trong hoat dich, trong xuong trc,
trong mang cimg, trong tén thuong, trong khéi u, va trong hdp so. Khi duoc sir dung
ngoai duong tiéu hoa, duoc phdm theo sang ché vu tién duge st dung bang dudong dung
tinh mach. Khi duoc st dung qua duong rudt, dugc phdm theo sang ché t&t hon 1a dugc
str dung bang duong dung qua duong miéng. Ché pham nay ciing ¢6 thé duge sir dung

tai chd.

Dang dugc phim, dudng ding va liéu dung cta duoc pham hodc khang thé khang
PD1 dugc lam tuong thich véi ngudi hodc manh ciia n6 theo sang ché c6 thé duoc didu
chinh boi ngudi ¢6 hiéu biét trung binh vé linh vuce k§ thuat nay theo loai va mirc do
nghiém trong cia bénh nhiém triing, va theo bénh nhan, cu thé 1a tudi tac, can nang, gioi
tinh va tinh trang thé chét noi chung. Ché phim theo sang ché c6 thé duge st dung theo

mot s6 cach tuy thudc vao viéc mudn diéu tri tai chd hay toan than.

Tt hon 13, viée diéu tri bang khang thé khang PD-1 duoc lam tuwong thich véi
ngudi hoic manh cia nd hodc bang duge phdm theo sang ché duoc sir dung thuong
xuyén, tot hon 14 hang ngay, hang tuin hodc hang thang, tot hon nita 1a hang ngay va
mot, hai, ba hodc bon tudn mét 1an. Theo phwong an cu thé, diéu tri 14 vai lan mot ngay,

tdt hon 14 2 hodc 3 lan/ngay.

Khoang thoi gian didu tri bing khang thé khang PD-1 dugc lam tuong thich véi
ngudi hodc manh cia no hodc bing dugc phdm theo sang ché theo sang ché t6t hon 1a
trong khoang tir 1 ngay dén 20 tuan, t6t hon nita la trong khoang tir 1 ngay dén 10 tuén,
t5t hon nita 1a trong khoang tir 1 ngay dén 4 tuan, con t6t hon nira 1a trong khoang tir 1

ngay dén 2 tuan. Theo cach khac, viéc diéu tri c6 thé kéo dai mién 1a bénh van con.

Khéng thé khang hPD1 duoc lam twong thich véi ngudi duge dé cap ¢ day co thé
duge cung cip ¢ khoang lidu dung hitu hiéu tir khoang 1 ng/kg thé trong dén khoang 30
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mg/kg thé trong, tir 1 png/kg dén khoang 20 mg/kg, tir 10 pg/kg dén khoang 10 mg/kg,
hodc tir 100 pg/kg dén 5 mg/kg, tuy ¥ mot, hai, ba hodc bén tuan mot 1an, tét hon 1a
bang cach str dung ngoai duong tiéu hoa hodc st dung qua duong miéng, cu thé 13 bang

cach str dung trong tinh mach hodc dudi da.

Cu thé 13, khang thé khang hPD1 dugc lam twong thich v6i ngudi theo sang ché
c¢6 thé duoc st dung & lidu dung duéi tri liéu. Thuat ngit “lidu dung duéi tri lidu” nhu
duge st dung trong ban md ta nay chi liéu dung thip hon mirc liéu luong liéu phap don
hitu hiéu thuong duoc st dung dé didu tri bénh, hoic lidu ding ma hién khong thuong

duoc st dung cho lidu phap don hitu hiéu bang khang thé khang hPDI.
Phuong phéap va stt dung
St dung dé diéu tri bénh

Khang thé khang PD-1 duoc lam twong thich véi ngudi hodc manh lién két khang
nguyén cua no, axit nucleic, vecto, t& bao chu, ché phim va phwong phap ctia sang ché
c6 nhiéu tng dung va st dung in vitro va in vivo khac nhau. Vi du, khang thé khang PD-
1 dugce lam twong thich véi nguoi hodc manh khang thé ctia n6 (¢ dang tu do hodc dudi
dang thé lién hop mién dich), axit nucleic, vecto, té bao chu, va/hoic duge phém duoc
md ta trong ban mod ta nay cod thé duoc st dung lam chét tri liéu, chit chin doan va
nghién ctru y hoc. Cu thé 13, khang thé khang PD1 dugc 1am twong thich véi nguoi, axit
nucleic, vecto, t& bao chu, hodc duge phém bat ky dugc dé xuit & day co thé duoc st
dung trong phuong phép tri li€u va/hodc cho muc dich tri liéu. Cu thé 13, khang thé
khang PD-1 dugc lam twong thich véi ngudi hodc manh khang thé ctia n6 dugc dé xuit
& day c6 thé hiru ich dé didu tri bénh hodc tinh trang bét ky c6 lién quan dén PD-1, nhu
bénh ung thu va bénh nhidm tring, hoic bénh khic c6 kém theo suy gidm mién dich,

nhu roi loan chtic ndng té bao T.

Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén phuong phép di€u tri bénh hoc, bénh
va/hodc roi loan ma c¢é thé dugce ngin ngira hodc diéu tri bang céch trc ché lién keét cua

PD-L1 va/hodc PD-L2 v6i PD-1.

Con tbt hon nita 13, sang ché d& cap dén phuong phap diéu tri bénh va/hoic rdi
loan dugc chon tr nhom gém ¢6 hénh ung thu va bénh nhiém trung, tdt hon 1a bénh
nhi®m tring man tinh, & déi tugng cAn didu tri, bao gdm budc cho dbi twong nay st
dung lugng hitu hiéu cua khang thé khang PD1 hodc dugc pham nhu duge xac dinh &
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trén. Vi du vé bénh nay dugc mo ta cu thé hon dudi day.

Sang ché ciing d& cap dén khang thé khang hPD1 duoc lam twong thich véi ngudi
hodc manh lién két khang nguyén ctia n6, axit nucleic, nhém axit nucleic hogc vecto ma
hoa né, hodc dugc phém bao gém n6 dé sir dung dé didu tri r6i loan va/hodc bénh & dbi
tuong va/hodc dé sur dung lam thudc hodc vacxin. Sang ché cling dé cap dén viée st
dung khang thé khang hPD1 dwoc 1am trong thich véi ngudi hode manh lién két khang
nguyén ciia né, axit nucleic hodc vecto ma hoa noé, hoic dugc phdm bao gdm né dé san
xuét thudc dé didu tri bénh va/hodc réi loan & dbi tugng. Cudi cling, sang ché dé cap dén
phuong phép dé diéu tri bénh hodc rdi loan & dbi tugng bao gém budc cho ddi twong
nay st dung lwong hitu hiéu tri liéu ctia duge pham hodc khang thé khdng PD1 duoc

lam tuong thich v6i ngudi hodc manh khang thé cta nd.

Theo khia canh cu thé, sang ché cu thé d& cap dén khang thé khang hPD1 duoc
lam tuwong thich v6i ngudi hodc manh lién két khang nguyén ciia no, axit nucleic, nhém
axit nucleic hodc vecto ma hoa no, hoac duoc phém bao gﬁ“)m n6, nhu duge dé cép trong
ban mo ta ndy, dé st dung dé diéu tri bénh hoc, bénh va/hodc rdi loan ma c6 thé duoc

ngin ngira hodc diéu tri bing cach e ché lién két ctia PD-L1 va/hodc PD-L2 véi PD-1.

Do d6, duge dé cap & ddy 1a phuong phap dé diéu tri bénh lién quan dén con
dudng truyén tin hiéu PD-1 va/hodc PD-1/PD-L1 va/hodic PD-1/PD-L2 bao gém bude
cho dbi tuong can diéu trj stt dung lugng hitu hidu ciia khang thé khang PD-1 hoic duoc
phém dugc mo ta trong ban mé ta nay. Dit li€u sinh ly ctia bénh nhén (vi du tudi, chiéu
cao, va can ning) va duong ding c6 thé duoc xét dén dé xac dinh lidu lwong thich hop,

sao cho lugng hitu hiéu tri liéu s& dugc st dung cho bénh nhan.

Duogc bde 10 & day, 1a phuong phéap diéu tri cho bénh nhan méc bénh va/hodc rdi
loan, phuong phap nay bao gdm céc budc: (a) nhan dién bénh nhan can diéu tri; va (b)
cho bénh nhan st dung lugng hitu hiéu tri li€u ctia khang thé, axit nucleic, vecto hoic

dugce pham dugc mo ta trong ban mo ta nay.

Theo mdt khia canh cu thé, dbi tuong can diéu trj ¢6 thé 1a nguodi co, cO nguy co,
hodc nghi ngd mic bénh lién quan dén con dudng truyén tin hiéu duge diéu tiét boi PD-
1. Bénh nhén nay c6 thé duoc nhan dién bang cach xét nghiém thuong quy. Vi dy, abi
tuong thich hop dé diéu tri c¢6 thé duoc nhan dién béng cach xét nghiém xem abi tuong

nay c6 mang té bao duong tinh PD-1, PD-L1 va/hodc PD-L2 hay khong. Theo mot
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phuong 4n, ddi twong can diéu tri 12 bénh nhan méc, nghi ngd mic hodc c6 nguy co méc
bénh, t6t hon 1 bénh dwong tinh PD-1, PDL1 va/hodc PDL2, tét hon hon nita 12 bénh
trong d6 PD-1 va/hodc it nhét 1a mot phdi tir cia PD-1 duoc biéu hién qua mac. O dbi
tugng ndy, su pha v& twong tac PD-1/PD-L1 va/hodc PD-1/PD-L2 do stt dung khang thé
hodc duge pham theo sang ché ¢ thé tang cudng dap Gng mién dich cua déi twong.
Theo phuong an nhit dinh, khang thé khang PD-1 duoc 1am twong thich véi nguoi hodc
dugc phdm duge mo ta trong ban mo ta nay c6 thé duge st dung dé diéu tri té bao duong

tinh PD-1.

Theo cach khac, do tac dung 1én thuc bao bdi dai thuc bao ma khong dac hiéu
d6i v6i té bao dich bidu hién PD-L1 hogic PD-L2, dbi twong thich hop dé diéu tri ciing
c6 thé co té bao dich 4m tinh PD-L1 va/hoic PD-L2. Theo mdt phuong 4n, ddi tugng
cin didu tri mic, nghi ngd méc hodc c6 nguy co mac bénh ma am tinh PDL1 va/hoic

PDL2.

Theo khia canh khéc, khang thé khang PD-1 dugc lam tuong thich v&i ngudi
hodc duoc phém duoc mo ta trong ban mo ta nay co thé duoc st dung cho d6i tuong, vi
du, in vivo, dé ting cudng mién dich, t6t hon 1a dé diéu tri rdi loan va/hoic bénh. Do do,
theo mot khia canh, sang ché dé xult phuong phép bién ddi dap ing mién dich & dbi
trong bao gdm budce cho di trong nay st dung khang thé khang PD-1 dugc 1am twong
thich v6i nguoi hodc méanh lién két khang nguyén ctia né, axit nucleic, vecto hodc duge
phAm cta sang ché sao cho dép tmg mién dich & déi twong nay 1a duoc bién d6i. Tét
hon 13, dép tmg mién dich duoc ting cuong, gia ting, kich thich hodc diéu hoa tang.
Khéng thé khang hPD-1 dugc lam twong thich véi ngudi hodc duge pham c6 thé duge
stt dung dé tang cuong dap ung mién dich nhu hoat hoa té bao T & dbi twong can dicu
tri. Ting cudng dap ung mién dich c6 thé dan dén tc ché lién két ciia PD-L1 va/hodc
PD-L2 vé6i PD-1 nho d6 giam mdi trudng uc ché mién dich, kich thich su tang sinh
va/hodc hoat hod t& bao T & nguoi va/hodc bai tiét IFNy boi PBMC clia ngudi.

Theo cach khac hodc ngoai ra, tang cudng dap timg mién dich c6 thé 1a do su hoat
hoa thuc bao té bao bai cac dai thuc bao. Su thuc bao nay khong chi gidi han ¢ té bao
biéu hién PD-L1. Thuc té 13, khang thé khang hPD-1 duoc lam twong thich v&i nguoi
theo sang ché co thé hoat hoa sy thuc bao té bao bit ky boi dai thyc bao nay, dac biét la

té bao ung thu hodc té bio bi 1y nhiém.
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Séng ché cu thé dé xuit phuong phap ting cudng dap tmg mién dich & dbi twong,
bao gdm budc cho dbi twong nay st dung lwong hitu hiéu trj liéu ciia khang thé khang
PD-1 dugc lam twong thich v&i ngudi hodc manh lién két khang nguyén ciia no, axit
nucleic, vecto hoac duogc phém bao gém n6 dugc mo ta trong ban mo td nay, sao cho

dap tng mién dich & dbi twgng nay duoc ting cuong.

Theo mot s6 phuong an, lugng khéng thé khang hPD-1 duoc lam twong thich véi
nguoi duge mo ta trong ban mo ta nay la hiru hiéu dé uc ché sy truyén tin hiéu PD-1 (vi
du, giam sy truyén tin hiéu PD-1 & mic it nhat 12 20%, 30%, 50%, 80%, 100%, 200%,
400%, hodc 500% so v&i dbi chimg). Theo phuong 4n khac, lwong khéng thé khang PD-
1 dugc mo ta trong bdn md td nay la hiru hicu dé hoat hoa dap tng mién dich (vi du, &

mtee {t nhit 12 20%, 30%, 50%, 80%, 100%, 200%, 400%, hodc 500% so véi dbi ching).

Theo mét sé phuong an, luong khang thé khang hPD-1 duoc lam twong thich véi
ngudi duge mo ta trong ban mo ta nay 1a hiru hiéu dé wre ché lién két cia PD-L1 va/hoic
PD-L2 ctia ngudi voi PD-1 ctia ngudi (vi du, e ché lién két & muc it nhit 12 20%, 30%,

50%, 80%, 100%, 200%, 400%, hodc 500% so v&i ddi chimg).

Theo mdt sé phuong 4n, lwong khang thé khdng hPD-1 dugc lam tuong thich véi
ngudi duge mo ta trong ban mo ta nay 1a du dé c6 hoat tinh chét déi khang lién két cua
PD-L1 va/hodc PD-L2 cia nguoi voi PD-1 ctia nguoi (vi du, e ché lién két & muc it

nhét 12 20%, 30%, 50%, 80%, 100%, 200%, 400%, hodc 500% so v&i dbi chung).
Bénh ung thu

D3 biét trong linh vyuc nay 1a su phong bé PD-1 béi khang thé ¢o thé tang cuong
dap tng mién dich dbi véi té bao ung thu & bénh nhan. Do do, theo mot khia canh, sang
ché dé xuit khang thé khang PD1 hodc duoc pham dé st dung dé diéu trj cho dbi tuong
mic bénh ung thu, bao gdm budce cho ¢4 thé nay st dung luong hitu hiéu cta khang thé
khéng PD1 hodc duoc phdm, t5t hon 14 dé pha vo hoic e ché tuong tic PD1/PD-L1
va/hoic PD1/PD-L2. Do d6, theo mot khia canh, sang ché d& xuit khang thé khang PD-
1 hodc duge phdm dé sir dung dé diéu tri d6i twong mac bénh ung thu, trong d6 khéng
thé khang PD-1 c6 kha ning hoat hod té bao T bi suy kiét, tdt hon 1 bang cach phé v
hodc tc ché twong tac PD1/PD-L1 va/hodc PD1/PD-L2. Theo mot khia canh, sang ché
dé xuit khéang thé khang PD-1 hodc dugc phém dé s dung dé diéu tri dbi tuong mic

bénh ung thu, trong do khang thé khang PD-1 ¢6 kha nang hoat hod dai thuc bao, tdt
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hon 14 bang cach phé v hodc trc ché twong tac PD1/PD-L1 va/hodc PD1/PD-L2.

Theo mdt phuong an, dbi tuong ma can diéu tri 14 bénh nhan mic, nghi ngo mic,
hodc c6 nguy co méc bénh, tét hon 12 bénh ung thu duong tinh PD-1 hodc PD-L1, con
tdt hon nita 13 bénh ung thu trong d6 PD-1 hodc PD-L1 dugc biéu hién hoic dugc bidu
hién qua murc. Vi du, bénh nhén thich hgp dé diéu tri c¢6 thé dugc nhan dién bang cach
xét nghiém xem bénh nhan nay c6 mang té bao khéi u duong tinh PD-L1 hay khong.
Ngoai ra hodc theo céach khéc, dbi tuong thich hop dé diéu tri 1a dbi tuong cé té bao
tham nhiém khéi u ma biéu hién hoic biéu hién qua mirc PD-1.

Theo mdt phueng an khac, ddi trgng 14 bénh nhén c6, nghi ngd 6, hodc ¢6 nguy
co phat trién bénh ung thu, t6t hon 13 bénh ung thu dwong tinh PD-L1 va/hodc PD-L2.
Theo mét s6 phuong 4n, khang thé khang PD-1 dugc lam twong thich véi ngudi hodc
dugc phim duge md ta trong ban md ta nay c6 thé duoc str dung dé diéu tri khdi u duong
tinh PD-L1 va/hodc PD-L2. Vi du, bénh nhén 12 ngudi thich hop dé diéu tri c6 thé duoc
nhén dién bang cach xét nghiém xem bénh nhén nay c6 mang té bao ung thu duong tinh

PD-L1 va/hodc PD-L2 hay khong.

Theo khia canh khéc nita, khang thé khang hPD1 duge 1am twong thich véi ngudi
hodc manh khang thé cua n6 d& sir dung dé diéu tri bénh ung thu, tét hon 1a bénh ung
thu duong tinh PD-L1 va/hoic PD-L2, con tét hon nita 1a bénh ung thu trong d6 PD-L1

va/hodc PD-L2 dugc biéu hién qué muc dugce dé xuit.

Theo mot phwong 4n khac, sang ché dé xuit viéc sir dung khang thé khang hPD-
1 dugc lam tuong thi»ch v6i ngudi, hodc phan lién két khang nguyén ciia n6, hozc duge
phdm nhu dugc dé cap trong ban mo ta ndy dé san xudt thudc dé diéu tri bénh ung thu,
vi du dé trc ché su ting trudng cta té bao khéi u, & dbi tuong, t6t hon 14 ¢6 té bao khdi

u duong tinh PD-L1, PD-L2.

Do d6, theo mot phwrong 4n, sang ché dé xuit phwong phap diéu tri bénh ung thu,
vi du trc ché sy tang trudng ctia té bao khdi u, & dbi twong, bao gdbm bude cho ddi twong
st dung mot luong httu hiéu tri liéu cta khang thé khang PD-1 dugc lam tuong thich
v6i nguoi, hodc phan lién két khang nguyén ctia né, hodc dugc phim theo sang ché. Cu
thé 14, sang ché dé cap dén viéc diéu tri cho dbi twong bang cach st dung khang thé
khang PD-1 dugc lam twong thich v&i ngudi sao cho sy phat trién cta té bao ung thu bi

uc ché.
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Theo mot khia canh cda sang ché, bénh ung thu can dugc dicu tri la cé lién quan

dén té bao T bi suy kiét.

Tt hon 13, thuat ngir “té bao khdi u dwong tinh PD-L1” hodc “té bao khéi u
dvong tinh PD-L2” dy dinh dé chi quin thé té bao khdi u trong d6 PD-L1 hodc PD-L2
lan lugt dugc biu hién & it nhit 12 10% té bao khdi u, tot hon 1a it nhét 14 20, 30, 40
hodc 50% té bao khdi u.

Theo cach khéac hodic ngoai ra, khang thé khang hPD-1 dugc 1am twong thich véi
ngudi ctia sang ché ciing c6 thé dugc sir dung dé didu tri bénh ung thu ma c6 thé kém
theo biéu hién muc thip ctiia PD-1 va/hodc PD-L1, va/hodc s6 luong té bao T thip, dac
biét 1a té bao T tham nhidm khéi u, va/hodc sé luong té bao T bi suy kiét cao. Thuc té
13, khang thé khang hPD-1 dugc lam twong thich véi ngudi cia sang ché c6 thé bét ngd
hoat hod su thuc bao té bao bat ki (t& bao biéu hién hodc khong biéu hién PD-1 va/hodc
PD-L1) boi dai thuc bao. Trong truong hgp nay, bénh nhan c6 thé bi e ché mién dich,
bi suy giam mién dich hodc bi suy yéu mién dich do nhiém virut nhu HIV, bénh ung
thu, bénh tiéu duong, suy dinh dudng, va r6i loan di truyén nhét dinh, do diéu tri béng
thudc e ché mién dich hodc do diéu tri trude do béng liéu phap mién dich, hod tri liéu

hodc liéu phép xa tri.

Do d6, khang thé khang hPD-1 dwoc lam twong thich véi ngudi theo sang ché

ciing ¢6 thé dugc s dung dé didu tri bénh ung thu ¢ té bao khédi u 4m tinh PD-L1.

Tét hon 13, thuat ngtt “té bao khéi u am tinh PD-L1” hogc “té bao khdi u 4m tinh
PD-L2” du dinh dé chi qu?m thé t& bao khdiu trong d6 PD-L.1 hodc PD-L2 1an luot dugc
bidu hién & mutc nhé hon 10% té& bao khdi u, tbt hon 1a nhé hon 5% té bao khdi u, tot

hon 1a nhé hon 1% té bao khdi u.

Bénh ung thu thich hop bét Ly c6 thé dugc diéu tri bing khang thé duoc dé xuat
¢ day co thé 1a bénh ung thu tao mau hodc bénh ung thu thé ran. Bénh ung thu nay bao
gdm caxinom, bénh ung thu ¢d tir cung, ung thu dai trang, ung thu thuc quan, ung thu
da day, ung thu da day-rudt, ung thu du va cb, ung thu than, ung thu gan, ung thu phéi,
u lympho, u than kinh dém, u trung biéu md, u melanin, ung thu da day, ung thu niéu
dao, ung thu do cam trng moi1 truong va td hop bat ky cua cac bénh ung thu nay. Sang
ché ciing hiru ich dé diéu tri bénh ung thu, dac biét 1a bénh ung thu di can ma biéu hién

PD-L1 (Iwai et al. (2003) Int. Immunol. 17: 133-144). Ngoai ra, sang ché bao gdm thé
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4c tinh khang thudc hoic tai phat.

Theo khia canh cu thé, bénh ung thu la thé 4c tinh huyét hoc hodc khdi u rén ¢6
muc biéu hién cao cua PD-1 va/hoic PD-L1. Bénh ung thu c6 thé dugc chon tir nhém
g0m c6 bénh tang sinh thé bach huyét, u lympho té bao T nguyén bao mach-nguyén bao

mién dich, hoi ching loan san tuy, bénh bach cau dang tuy cép.

Theo khia canh cu thé, bénh ung thu 14 bénh ung thu giy cam tng béi virut hoic
kém theo suy giam mién dich. Bénh ung thu ¢6 thé duge chon tir nhém gdm cé sacoma
Kaposi (vi dy, lién quan dén virut herpes sacoma Kaposi); cb tr cung, bénh ung thu hau
mon, bénh ung thu dwong vét va bénh ung thu té bao viy 4m ho va bénh ung thu miéng-
héu (vi du, ¢6 lién quan dén virut papilloma & ngudi); u lympho khong phai Hodgkin té
bao B (NHL) bao gdmu lympho té bao B 16n lan toa, u lympho Burkitt , u lympho
nguyén bao twong bao, u lympho hé thin kinh trung wong nguyén phét, u lympho tran
dich nguyén phat HHV-8, u lympho Hodgkin c6 dién, va rdi loan tang sinh lympho (vi
du, ¢6 lién quan dén virut Epstein-Barr (EBV) va/hodc virut herpes sacoma Kaposi);
caxinom té bao gan (vi du, co lién quan dén virut viém gan B va virut viém gan C);
caxinom té bao Merkel (vi du, ¢6 lién quan dén polyomavirut té bao Merkel (MPV)); va

bénh ung thu kém theo bénh nhidm virut gay suy giam mién dich & nguoi (HIV).

Tét hon 14, bénh ung thu can duge diéu tri hodc ngan ngra dugc chon tir nhom
gdm ¢6 di can hodc khong di cin, u melanin, u trung bidu m6 4c tinh, bénh ung thu phoi
khong té bao nho, caxinom té bao than, u lympho Hodgkin, bénh ung thu dau va cd,ung
thu bidu mo dudong bai xudt hé tiét niéu, bénh ung thu dai trang, caxinom té bao gan,
bénh ung thu phdi té bao nho, caxinom té bao Merkel di can, bénh ung thu da day hoac

da day-thuc quan va bénh ung thu ¢6 tir cung.

Bénh ung thu dugc wu tién dé diéu tri bao gb6m bénh ung thu thuong dép tng véi

liéu phap mién dich.

Pé lam vi du va khong mudn bi gi6i han theo 1y thuyét, viéc diéu tri bang khang
thé chéng ung thu hoic thé lién hgp mién dich chbng ung thu hodc liéu phap chéng ung
thu hién hanh khéc ma din dén chét t& bao ung thu s& 1am ting tiém lyc dép Ung mién
dich qua trung gian PD-1. Do d¢, diéu tri bénh tang sinh manh (vi dy, khéi u ung thu)
c6 thé bao gém khang thé khang PD-1 dugc lam tuong thich véi nguoi hodc manh clia

n6 két hop vai diéu tri chéng ung thu, dong thoi hodc tuan tu hodc to hop bit ky ctia

63



51414 64/156

ching, ma co thé 1am ting tiém luc dap tmg mién dich khang khéi u béi vat chu. Tt
hon 13, khang thé khang PD-1 ¢6 thé dugc st dung két hop v6i chét sinh mién dich khac
(vi du ADC), thudc diu tri ung thu chuén, hoac khang thé khac nhu dugc mé ta dudi
day.

Bénh nhiém trimg

Khéng thé khang PD1 dugc lam twong thich véi ngudi hodc manh clia n6 hoic
duge phdm theo sang ché duge sir dung dé diéu tri bénh nhan da phoi nhiém véi doc td
hodic mam bénh cu thé. Do d6, mot khia canh cta sang ché dé xudt phuong phép diéu tri
bénh nhiém tring & déi trong bao gdm bude cho dbi tugng nay st dung khang thé khang
PD-1 dugc lam tuong thich v&i ngudi, hodc manh lién két khang nguyén ctia né, hodc
dugc phdm bao gdm no, t6t hon 14 sao cho ddi tugng duge didu tri cho bénh nhiém tring
nay.

Bénh nhidm tring thich hop bét k¥ c6 thé dugc didu tri bing khang thé khang

PD1 dugc lam tuong thich v6i ngudi hoic manh khang thé dugc dé xuit & day.

Mot vai vi du vé virut gdy bénh gy ra bénh nhidm tring co thé didu tri bang
phuong phép theo sang ché bao gdm HIV, viém gan (A, B, hodc C), virut herpes (vi du,
VZV, HSV-1, HAV-6, HSV-II, va CMV, virut Epstein Barr), adenovirut, virut ciim,
flavivirut, echovirut, rhinovirut, virut coxsackie, coronavirut, virut hop bao ho hép, virut
quai bi, rotavirut, virut s&i, virut rubella, parvovirut, virut vaccinia, virut HTLV, virut
s6t xudt huyét, papillomavirut, virut molluscum, virut bai liét, virut dai, virut JC va virut

viém mang nfo arbovirut.

Cu thé 13, khéng thé khang PD1 hodc dugc phém theo sang ché duoc str dung dé
diéu tri bénh nhan méc bénh nhiém virut man tinh, nhu bénh nhiém tring giy ra boi
virut dugc chon tir nhém gém cO Retrovirut, Anellovirut, Circovirut, Herpesvirut, virut
Varicella zoster (VZV), Cytomegalovirut (CMV), virut Epstein-Barr (EBV),
Polyomavirut BK, Polyomavirut, virut lién quan Adeno (AAV), Herpes simplex typ 1
(HSV-1), Adenovirut, Herpes simplex typ 2 (HSV-2), virut herpes sarcoma Kaposi
(KSHYV), virut viém gan B (HBV), virut GB C, virut Papilloma, virut vién gam C
(HCV), virut gdy suy gidm mién dich & ngudi (HIV), virut viém gan D (HDV), virut
bénh bach ciu té bao T & ngudi typ 1 (HTLV1), virut lién quan dén virut bénh bach cau

& chudt Xenotropic (XMLV), virut rubella, bénh sdi German, Parvovirut B19, virut soi,
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virut coxsackie.

Mot vai vi du v& mam bénh vi khuin gdy bénh nhiém tring c6 thé didu tri bang
phuong phép theo sang ché bao gém chlamydia, vi khuan rickettsia, vi khuan lao
mycobacterium, tu cau khuan staphylococcus, lién cau khudn streptococcus, phé cu
khudn preumonococcus, vi khuin viém mang ndo meningococcus va vi khuén lau
gonococcus, klebsiella, proteus, serratia, pseudomonas, legionella, vi khuén bach hau
diphtheriae, vi khuén thuong han salmonella, bacillus, vi khudn ta cholerae, vi khuan
ubn vén, vi khuan ngd doc thit botulinum, vi khuan bénh than anthracis, vi khuén dich

hach, vi khuén leptospira, va vi khuin gay bénh Lymes.

Mot vai vi du vé& mim bénh ndm gy bénh nhiém tring c6 thé diéu tri bing
phuong phap theo sang ché bao gdbm Candida (albicans, krusei, glabrata, tropicalis,
etc.), Cryptococcus neoformans, Aspergillus (fumigatus, niger, v.v.), Mucorales
(mucor, absidia, rhizophus), Sporothrix schenkii, Blastomyces dermatitidis,

Paracoccidioides brasiliensis, Coccidioides immitis va Histoplasma capsulatum.

Mot vai vi du Vé ky sinh triing giy bénh nhiém tring c6 thé diéu tri bang phuong
phép theo sang ché bao gdm Entamoeba histolytica, Balantidium coli, Naegleriafowleri,
Acanthamoeba sp., Giardia lambia, Cryptosporidium sp., Pneumocystis carinii,
Plasmodium vivax, Babesia microti, Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi,

Leishmania donovani, Toxoplasma gondi, va Nippostrongylus brasiliensis.

Trong tit c4 cac phuong phap néu trén, sy phong bé PD-1 ¢6 thé két hop v6i hinh
thirc liéu phap mién dich khac nhu 1a diéu tri xytokin (vi du, interferon, GM-CSF, G-
CSF, IL-2), hoac liéu phap bat ky, ma tao ra su trinh dién tdng cuong khang nguyén
khéi u.
Liéu phdp két hop

Cu thé 13, khang thé khang PD-1 duoc lam tuong thich véi ngudi hodc ménh lién
két khang nguyén clia n6 theo sang ché c6 thé két hop véi mot vai cach thire tiém nang
dé khic phuc co ché 1an tranh mién dich bang chit dang thir 1Am sang hodc di c6 trén
thi truong (xem Béang 1 trong: Antonia et /. Immuno-oncology combinations: a review
of clinical experience and future prospects. Clin. Cancer Res. Off. J. Am. Assoc. Cancer
Res. 20, 6258-6268, 2014). K&t hop v6i khang thé khang PD-1 dugc lam twong thich
v6i nguoi hodc manh lién két khang nguyén ctia né theo sang ché nhu vay co thé hitu
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ich, nhét 1a dé:

1- Lam dao nguoc sy e ché tinh mién dich dap tng (phong bé con duong diém
kiém soét té bao T), vi du bang cach sir dung phan tir khang CTLA4;

2- Chuyén dbi tinh mién dich dap tng (thic ddy sy truyén tin hiéu thu thé dong
kich thich t& bao T bing cach st dung phén tir chi vén, cu thé 1a khang thé);

3- Cai thién chirc ndng ctia té bao mién dich bam sinh;

4- Hoat hod hé théng mién dich (ting tiém luc chirc ning hiéu ung t& bao mién

dich), vi du thong qua cach thtrc dua vao vacxin.

Do d6, ciing duoc d& xuét & day 1a liéu phap két hop cho bénh bét k¥ trong sb
bénh nhu duoc mé ta trong ban md ta ndy voi khang thé khang PD-1 dugc lam tuwong
thich v6i ngudi hodc manh khang thé ciia né hoic duoc phdm bao gdm nhu 1a duge mo
t4 trong ban mo ta nay va chat tri liéu bd sung. Theo mét khia canh, khang thé khang
PD-1 dugc lam tuong thich v6i ngudi va chét tri liéu bd sung c6 thé ¢ mit trong duge
phdm nhu mo ta & trén. Theo cach khac, thuat ngit “liéu phap két hop” hodc “liéu phép
duge két hop” nhu duge sir dung trong ban mé ta nay, bao gbm viéc st dung chét trong
s6 cac chéit nay (vi du, khang thé khang PD-1 nhu dwgc md ta trong ban md ta ndy va
chét tri lidu tht hai hodc thich hop bd sung) theo cach tudn tu, nghia 1a trong d6 mdi
chét trj liéu dugc st dung & thoi diém khac nhau, cling nhu sir dung céc chét trj liéu nay,
hodc it nhét 13 hai trong sb cac chét nay, theo cach gan nhu d6ng thoi. St dung tun tu
hodc gan nhu ddng thoi mdi chét c6 thé bi anh huong boi duong dung thich hop bét ky.
Chét nay c6 thé duge st dung bang duong ding gibng nhau hodc bang dudng dung khac
nhau. Vi du, chét tht nhat (vi du, khang thé khang PD-1) c6 thé duge st dung qua dudng
miéng, va chét trj lidu bd sung (vi du, chét chdng ung thu, chét chdng nhiém tring; hoic
chét didu bién mién dich) c¢6 thé duoc st dung qua dudng tinh mach. Theo céch khac,
chét ctia liu phép két hop duoc lua chon ¢ thé duoc sir dung bang cach tiém trong tinh
mach trong khi d6 cac chat khac cta liéu phap két hop o6 thé duoc st dung qua dudng
miéng.

Theo khia canh khac, sang ché @& cap dén phuong thirc tri lidu, cu thé 1a phuong
thirc san pham két hop, ma bao gdm dudi dang thanh phan hoat tinh: khang thé khang
hPD-1 dugc lam tuong thich véi ngudi hodc manh lién két khang nguyén nhu dugc xac
dinh & trén va chit bd sung va chét tri liéu, trong d6 céac thanh phan hoat tinh da néu
duoc bao ché cho lidu phép riéng r&, tuan tu hoic két hop, cu thé 1a dé st dung két hop
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hodc tuan tu.

Nhu dugc sir dung trong ban md ta nay, thuat ngit "tudn tu" nghia 13, trir khi c6
quy dinh khéc, duge dic trung & chd c6 trinh ty hodc thir tu déu dan, vi du, néu phac dd
liéu lugng bao gdm st dung khang thé khang hPD-1 dugc lam tuwong thich véi nguoi va
chit thit hai hodc bd sung, phac do lidu luong tuan tu c6 thé bao gdm st dung khang thé
khang hPD-1 dugc lam twong thich v6i ngudi trude khi, ddng thdi, gdn nhu ddng thoi,
hodc sau khi st dung chét tht hai, nhung cd hai chét s& dugc str dung theo trinh tu hodc
tht ty déu dan. Thuét ngt "riéng r&" nghia 13, trir khi ¢6 quy dinh khac, cach biét véi
nhau. Thuét ngit "dorg thoi" nghia 14, trir khi ¢6 quy dinh khac, xay ra hodc duoc thuc
hién & cing thoi diém, nghia ld, cac chit cua sang ché duoc st dung & cing thoi diém.
Thuét ngit "gan nhu dong thoi" nghia 1a chit duge sir dung céch nhau vai phut (vi du,
cach nhau 15 phut) va du dinh bao gdm st dung cung v6i nhau cling nhu st dung lién
tuc, nhung néu sir dung 13 lién tyuc thi s& 14 riéng ré vé mat thoi gian chi trong mot khoang
thoi gian ngén (vi dy, thoi gian ma nhan vién y té sir dung hai hop chat mot cach riéng
ré).

Nén hiéu 1a lidu phap két hop bt ky nhu duoc md ta trong ban mo ta nay c6 thé
duoc st dung theo trinh tu bat ky dé diéu tri rdi loan hodc bénh duoc md ta trong ban
mo ta nay. Liéu phép két hop duge mo ta trong ban mo ta nay co thé duoc lva chon dua
vao mdt sb yéu t6 bao gdm, nhung khong chi gidi han & hiéu luc trc ché hoidc ngan ngira
tién trién ctia bénh dich, hiéu luc 1am giam nhe tdc dung phu cua chét khac ciia liéu phap
két hop, hodc hiéu lyc 1am giam nhe triéu ching lién quan dén bénh dich. Vi du, li¢u
phap két hop duge mo ta trong ban md ta nay c6 thé giam tac dung phu bét ky trong s6
tac dung phu lién quan dén thanh vién don 1é cia liéu phap két hop.

Sang ché ciing dé cap dén phuong phap dé didu tri bénh & dbi twgng bao gom
bude cho ddi tuong nay st dung lwong hitu hiéu trj liéu cta khéng thé khang hPD-1
duoc 1am twong thich véi ngudi hodc duge pham duge mo t trong ban mo ta nay va

lugng hitu hiéu tri liéu ctia chat tri liéu bo sung.

Khi khang thé khang hPD-1 dugc lam tuong thich véi ngudi hodc duoc pham
duoc md ta trong ban mé ta nay duoc dong st dung véi chét tri liéu bd sung, liéu lugng
nhé hon liéu tri liéu cta ché phém cua hoac cua chét tha hai, hodc lidu lugng nhd hon
lidu tri liéu ctia ca hai, c6 thé duoc st dung dé diéu tri cho ddi tugng, tot hon 1a ddi

trong mac, hodc c6 nguy co mac bénh hodc roi loan lién quan dén sy truyén tin hicu té
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bao qua trung gian PD-1. Theo mdt khia canh, chat tri liéu bo sung c6 thé duoc lua chon
trong danh muc khéng toan dién bao gém chét alkyl hoa, chat rc ché sinh mach, khang
thé, cu thé 1a khang thé nham dich khang khdi u, chit chdng chuyén ho4, chit chéng
phan bao, chit chéng tang sinh, chit chdng virut, chat (rc ché aurora kinaza, chét thuc
déy su chét theo chuong trinh (vi du, chét tc ché ho Bcl-2), chét hoat hoéa con duodng
thu thé gy chét, chit e ché Ber-Abl kinaza, khang thé BiTE (chét tuyén mo té bao T
ludng déc hiéu), thé lién hop khang thé thubc, chat cai bién dap ung sinh hoc, chét tc
ché Bruton tyrosin kinaza (BTK), chit trc ché kinaza phu thudc xyclin, chét Grc ché chu
trinh té bao, cht tc ché xyclooxygenaza-2, DVDs, chét tc ché thu thé chat déng déng
gen gy ung thu cta virut bénh bach cdu (ErbB2), chit e ché yéu t6 ting trudng, chit
trc ché protein sdc nhiét (HSP)-90, chit Gc ché histon deaxetylaza (HDAC), lidu phap
hormon, chdt mién dich, chat Gc ché cua chét e ché protein chét theo chuong trinh
(IAPs), khang sinh xen vao giita, chit Grc ché kinaza, chét wc ché kinesin, chét uc ché
Jak2, dich & dong vat ¢ vi cia chét trc ché rapamyxin, microARN, chét e ché kinaza
duoc diéu tiét boi tin hidu ngoai bao dugc hoat hoa béi chét giy phan bao, protein lién
két da ho4 tri, thudc chbng viém phi steroit (NSAIDs), chét e ché poly ADP (adenosin
diphosphat)-riboza polymeraza (PARP), chét ho4 tri lidu platin, chit @c ché kinaza
tuong tu polo (PIK), chit &rc ché phosphoinositit-3 kinaza (PI3K), chét tre ché proteasom,
chét tuong tu purin, chit twong tuw pyrimidin, chét twong tu tyrosin kinaza thu thé,
retinoit/deltoit alkaloit cta cdy, axit ribonucleic rc ché nhé (siRNA), chét Gc ché
topoisomeraza, chat rc ché ubiquitin ligaza, chét giam metyl hoa, chat e ché diém kiém
sodt, vacxin peptit va chét twong tu, epitop hozc neoepitop tir khang nguyén khéi u, ciing

nhu t0 hgp cia mdt hodc nhi€u chat trong s6 céc chat nay.

Vi du, chét tri 1iéu b sung c6 thé duge chon trong nhém gdm c6 hod tri liéu, liéu
phép xa tri, liéu phap nham dich, khang thé nhim dich khang khéi u, chit chong sinh
mach, chit giam metyl hod, vicxin ung thu, epitop hodc neoepitop tir khdng nguyén
khéi u, chét e ché diém kiém soat dang tuy, liéu phap mién dich khéc, va chat Grc ché
HDAC.

Theo phuong an dugc uu tién, chét tri liéu bd sung la dugc chon tr nhém gﬁ“)m co
chét hod tri liéu, chét cua liéu phap xa tri, chat tri liéu mién dich, chat cua ligu phap té
bao (nhu 1a té bao CAR-T), khang sinh va probiotic.

ChAt tri liéu mién dich néu trén ciing ¢6 thé 1a khang thé nham dich khang nguyén
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khéi u, cu thé 1a duoc chon tir nhém g61n c6 khang Her2, khang EGFR, khang CD20,
khang CD19 va khang CD52. Khang thé nay c6 thé 1a khang thé gy doc té bao nhim
dich té bao khdi u hodc khang thé gdy cam tng hoat tinh phén giai té bao cua t& bao
mién dich (nhu 12 té bao NK, té bao T hodc dai thuc bao) chdng lai té bao khéi u. Danh
muc khong toan dién cta cdc khang thé nay bao gdm rituximab, pertuzumab,
alemtuzumab, atezolizumab, bevacizumab, cetuximab, herceptin, panitumumab,
necitumumab, dinutﬁximab, ramﬁcirumab, olaratumab, ipilimumab, cemiplimab,
tremelimumab, CS1001, relatlimab, naxitamab, margetuximab, BAT8001, KNO035,
isatuximab, andecaliximab, bemarituzumab, trastuzumab, khang thé khang PD1, khang
PDL-1, khang thé khang CD47, va khang thé khang SIRPa. Theo mot khia canh rét cu
thé, khang thé khang PD-1 theo sang ché dugc str dung két hop véi rituximab.

Theo mdt phuong 4n, sang ché dé cap dén liéu phap két hop nhu dugc xac dinh
O trén, trong do chét tri lidu bd sung cu thé dugc chon tir nhém gém ¢ vacxin tri liéu,
chit phong bé hodc chit hoat hoa diém kiém soat mién dich, cu thé 12 cia té bao mién
dich dép tng (lympho bao T va B) va thé lién hop khang thé-thudc. Tt hon 13, chit
thich hop dé str dung cung voi khang thé khang hPD-1 dugc lam tuong thich véi nguoi
hodc manh cta n6 hodc v6i dugc phim theo sang ché bao gébm khang thé lién két véi
thu thé dong kich thich (vi du, OX40, CD40, ICOS, CD27, HVEM hogc GITR), chat
gay cam tng chét t& bao mién dich (vi du, chat hoa tri liéu, chét xa tri liéu, chat chbng
tao mach, hodc chit cta liéu phap nham dich), chat trc ché phén tir diém kiém soat (vi
du, CTLA4, LAG3, TIM3, B7H3, B7H4, BTLA, hodc TIGIT), vicxin ung thu, chat cai
bién enzym tc ché mién dich (vi dy, IDO1 hodc iNOS), chit nhidm dich té bao Treg, chit

cua liéu phép té bao dap tng, hodc chit diéu bién té bao dang tuy.

Theo mot phuong 4n, sang ché dé cap dén liéu phap két hop nhu duge xé4c dinh
& trén, trong d6 chit tri liéu thi hai 1a chét phong bé diém kiém soat mién dich hoic chit
hoat hoa cta té bao mién dich dap tng (lympho bao T va B) dugc chon tir nhém gdm
c6 khang CTLA4, khang CD2, khang CD28, khang CD40, khang HVEM, khang BTLA,
khang CD160, khang TIGIT, khang TIM-1/3, khang LAG-3, khang 2B4, va khang
OX40, chit chi van khang CD40, CD40-L, chat chu van TLR, khang ICOS, ICOS-L va
chét cha van thu thé & bao B.

Theo mot phuong an, chét tri liéu bd sung hodc tht hai 1a khang thé nham dich

khang nguyén khéi u, cu thé 1a dugc chon tir nhém gdm c6 khang Her2, khang EGFR,

69



51414 70/156

khang CD20, khang CD19 va khang CD52.
Vi du cu thé v& chit tri liu dugce dé xuét trong WO 2018/053106, cic trang tir

36 dén 43, duoc vién dan & ddy dé tham khao.

Liéu phép két hop ciling c6 thé dua vao viéc két hop st dung khang thé khang
PD1 dugc lam tuong thich véi ngudi hodc manh khang thé cia né véi ph?iu thuat, hoa
tri lidu (vi du nhu 1 docetaxel hodc decarbazin), liéu phap xa tri, liéu phap mién dich
(vi du nhu 12 khang thé nham dich CD40, CTLA-4), chit nham dich gen va chét diéu
bién gen va/hodc chét khac nhu 13 chét diéu bién mién dich, chét tc ché sinh mach va

t6 hop bét ky cia chung.
Sir dung trong chéin dodn

Theo phuong an nhét dinh, khang thé khang PD1 dugc dé xuat & day hiru ich dé
phat hién su ¢6 mat cia PD1 trong mAu sinh phdm. Thuit ngit "phét hién" nhu dugc sir
dung trong ban mo ta ndy bao gdbm phét hién dinh tinh hozc dinh lwgng. Theo phuong
4n nhét dinh, mau sinh phim bao gdm té bao hodc mo, nhu 14 té bao mién dich hoic

tham nhiém té bao T.

Theo mot khia canh, sang ché cling dé cip dén phuwong phép chén doan in vitro
hodc ex vivo, cu thé 1a phuong phap chin doéan dé sir dung trong y hoc ca thé hoa, cu thé
hon 14 trong chin doan ddng hanh, trong d6 khang thé khang PD-1 dugc lam twong thich
v6i ngudi hodc manh lién két khang nguyén cia né dugc st dung dé phat hién té bao
dwong tinh PD-1 tronig miu, t6t hon 1a thu duge trude d6 tir d6i twong va tuy y dé dinh

lwong mic biéu hién PD-1.

Sang ché con dé xuit phwong phap phat hién sy ¢6 mit ciia khdng nguyén PD-1
clia ngudi trong mau, hodc do lugng khang nguyén PD-1 ciia nguoi, bao gbém budce cho
mAu va miu dbi chimg tiép xuc voi khang thé khang PD1 duoc lam tuong thich voéi
ngudi theo sang ché, trong didu kién cho phép tao thanh phic hop gifta khang thé hoac
phén ctia né va PD-1 clia ngudi. Sau d6 phat hién sy tao thanh phire hop, trong do su
tao thanh phuc hop khéc biét gitra mAu so v&i mau déi ching 1a chi thi cho sw c6 mit
ctia khang nguyén PD-1 ctia ngudi trong mau. Phuong phap nay c6 thé 1a phuong phép
in vitro hodc in vivo. Khang thé ¢6 thé 1a thé lién hgp mién dich bao gdm phén c6 thé
phat hién thich hop nhu duge md ta & trén. Thi nghiém nay c6 thé 1a hitu ich, vi dy, dé

danh gia su c6 méat va’hodac tién hod cua bénh nhu 13 bénh ung thu.
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Theo khia canh khac, sang ché cling dé cap dén viéc sir dung, cu thé 1a in vitro
hodc ex vivo, khang thé khang PD-1 cta ngudi duoc lam twong thich v6i nguoi hodc
manh lién két khang nguyén cia né theo sang ché trong phuong phap trong d6 PD-1
duoc sir dung lam chit danh diu sinh hoc ma chi béo cho dap tng vai diéu tri & ddi

tuong, cu thé 12 & dbi tuong méc bénh ung thu.

Theo mot khia canh, sang ché cling d& cap dén phuong phap du bao in vitro hoic
ex vivo dap ung ctia ddi trong ung thu véi didu tri, cu thé 12 véi khang thé khang PD-1
cta ngudi duoc lam twong thich véi ngudi hodc manh lién két khang nguyén ctia no

theo sang ché, bao gdm céc budc:

- xac dinh murc biéu hién cta PD-1 trong mau khéi u, tdt hon 14 trude d6 thu duoc
tir d6i twong, t&t hon 1 v6i khang thé khang PD-1 ctia ngudi dugc 1am twong thich véi
ngudi hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 theo sang ché dugc lién két v6i phan co

thé phat hién, va

- s0 sanh murc biéu hién cua PD-1 véi gia tri dai dién cia muac biéu hién ctia PD-

1 & quan thé dbi twong khong dap tng,

trong d6 muc biéu hién cao hon cia PD-1 trong mau khéi u cia d6i tuong 1a chi
béo 1a dbi tugng s& dap tng voi didu tri, tét hon 1a didu tri chéng ung thu bang cach sir
dung khang thé khang PD1 duoc lam twong thich véi ngudi hodc manh lién két khang

nguyén cua no, hoac dugc pham bao gdm no.

Sang ché ciing dé xuit phwong phap chan doén, trong d6 khing thé khang PD1
duoc 1am tuong thich véi ngudi hoac manh cua n6 dugce stt dung dé chon loc dbi tuong
thich hop vai liéu phap bang khang thé khang PD1 dugc lam twong thich véi nguoi, vi
du trong d6 PD-1 1a chit danh d4u sinh hoc dé chon loc bénh nhan, hodc trong d6 PD-1
duoc biéu hién qué muec.

Bo kit

Khang thé hoic ché phdm bt ky dugc mo ta trong ban mo ta nay ¢ thé dugc bao
gbm trong bo kit dugc dé xuét boi sang ché. Sang ché ciing dé xuét bd kit dé sir dung
trong viéc ting cuong dap ung mién dich va/hoic diéu tri bénh (vi du bénh ung thu va

bénh do virut) ¢6 lién quan dén sy truyén tin hi¢u PD-1.

Cu thé 1a, bo kit theo sang ché c6 thé bao gém:
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- khang thé khang hPD1 hodc manh lién két khang nguyén ciia n6 nhu duge mo

ta trong ban mo ta nay,
- phan tir axit nucleic hodc nhém phan tir axit nucleic ma hod khang thé nay,
- vecto bao gdm phén tir axit nucleic hodc phan tir axit nucleic ndy, va/hosc
- t& bao bao gdim vecto, phan tir axit nucleic hodc nhém phan tir axit nucleic nay.

Trong ngit canh cia sang ché, thuat nglt “bd kit” nghia 12 hai hodc nhiéu thanh
phén (mdt trong sd chung twong tng véi phan tir khang thé khang hPD-1 duoc lam
twong thich v6i ngudi, phan tir axit nucleic, vecto hodc té bao theo sdng ché) dugce dong
gbi trong vat dung, vat tiép nhan hodc theo cach khac. Bo kit do d6 cé thé bao gém,
trong vat dung thich hop, khang thé khang PD1 dugc lam twong thich véi nguoi, va/hodc
té bao chu theo sang ché, va/hodc vecto mi hod phan tir axit nucleic hodc nhém phan tir
axit nucleic theo sang ché, va/hodc phan tir axit nucleic hodc nhém phan tir axit nucleic
hodc chét thtr lién quan cua sang ché. Bo kit do d6 c6 thé dugc md ta 1a bd san phém
va/hodc cong cu ma du dé dat duoc muc dich nhét dinh, ma c6 thé dua ra thi truong dudi

dang don vi don nhét.

Theo phuong 4n nhét dinh, phuong tién léy mau tir ca thé va/hoic thir nghiém
mau ¢c6 thé dugc dé xuét. Theo phuong an nhét dinh, bd kit bao gém té bao, chit dém,
mdi truong té bao, vecto, doan mdi, enzym gidi han, mudi, va v.v. Bo kit cling ¢é thé
bao gdbm phuong tién dé chira chit dém dugc dung vo khuan va/hodc chat pha lodng

khac.

Vat dung c6 thé 1a lidu dung don vi, bao gbi luong 16n (vi du, bao géi nhidu lidu
dung) hoic liéu dung duéi don vi. Theo mot phuong 4n, sang ché dé cap dén bo kit nhu
duoc xac dinh & trén cho mét don vi st dung liéu ding don nhét. Bo kit theo sang ché
¢6 thé chra vat tiép nhan thtr nhit bao gdm khang thé dugc lam kho/dong khé va vat
tiép nhan thi hai bao gdbm ché pham trong nudc. Theo phuong 4n nhit dinh cta sdng
ché, bo kit ¢6 chtra xi-lanh mot khoang va xi-lanh da khoang (vi dy, xi-lanh chét 1ong

va xi-lanh bot dong kho) duoc dé xuat.

Bo kit theo sang ché 1a trong bao goi thich hgp. Bao goi thich hgp bao gbm,
nhung khong chi giéi han & éng, lo, chai, binh, bao goi linh hoat (vi du, tii Mylar hodc

chat déo han kin), va bao géi tuong tu. Ciing dy dinh 13 bao gdi dé str dung két hop véi
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dung cu chuyén dung, nhu la dung cu x6ng, dung cu st dung qua dudng mili (vi du, may
phun) hodc dung cu ti€ém truyén nhu 12 bom mini. Bo kit ¢6 thé ¢6 miéng tiép can vo
khuan (vi du vét dung c6 thé 1a tai truyén tinh mach hodc lo ¢c6 nap c¢6 thé xuyén thing
béng kim tiém dudi da). Vat dung cling cé thé c6 miéng tiép can vo khuin (vi du vét
dung c6 thé 14 tai dung dich truyén tinh mach hoc lo ¢6 ndp c6 thé xuyén thiing bang
kim tiém dudi da). {t nhat 1a mot hoat chét trong ché phdm 1a khang thé khang PD-1
duogc lam tuong thich voi nguodi hodc manh lién két khang nguyén cia né nhu duoc mo

ta trong ban mo ta nay.

Ché phdm dugc bao gdm trong bo kit theo séng ché ciing c6 thé duoc bao ché
thanh ché pham tuong hop xi-lanh. Trong trudng hop nay, vat dung ban than né co thé
1a xi-lanh, pipet, va’/hodc dung cu twong tu khac, ma tir do ché phém c6 thé dugc ap
dung cho ving bi nhidm cta co thé, va/hoic tham chi a4p dung cho va/hoic phdi tron véi
thanh phan khac ctia b kit. Thanh phin cua b kit theo cach khac c6 thé duoce cung cip
duéi dang bot kho. Khi thude thir va/hodc thanh phan dugc cung cap dudi dang bot kho,
ché phdm c6 thé hoa tan ¢6 thé dugce hoan nguyén bang cach thém dung moéi thich hop.
Du tinh 13 dung mdi ciing c¢6 thé duoc cung cdp trong mot vat dung khac va 1a thich hop

dé sir dung.

Theo mdt s& phuong 4n, b kit con bao gdm chit bd sung dé diéu tri bénh ung
thu hodc bénh nhiém tring, va chit bd sung nay c6 thé két hop véi khang thé khang PD1
dugc lam twong thich véi nguoi, hodc thanh phém khac cua bo kit theo sang ché hodc ¢6
thé duoc cung cép riéng r€ trong bd kit. Cu thé 13, bo kit duge md ta trong ban mo ta
nay co thé bao gdm mot hodc nhiéu chit tri liéu bd sung nhur 1a chat duge mo ta trong
muc “Liéu phép két hop” dugc md ta & trén. B kit co thé dugc ché tao theo yéu ciu cla
mdt bénh ung thu cu thé cho mot ¢4 thé va bao gém liéu phap ung thu thit hai twong tng

cho cé thé ¢6 nhu dugc mo ta & trén.

Hudng dan sir dung phan tir khang thé hodc dugc pham duoc md ta trong ban mo
t4 ndy noi chung bao gém thong tin vé lidu Iuong, lich biéu lidu ding, duong dung cho
diéu tri du dinh, cach hoan nguyén khéng thé va/hodc cach pha lodng khang thé theo
sang ché. Huéng dan sir dung dugc cung cép trong bo kit clia sang ché thuong 13 huéng
dan st dung béng van ban trén nhan hodc to hudng dan str dung (vi du, to giéy duoc bao
gdm trong bd kit & dang to roi hodc cam nang huéng dan st dung). Theo phuong an
nhAt dinh, bo kit ¢ thé bao gdm hudng dan dé st dung theo phuong phép bét ky duoc
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mo ta trong ban mo ta nay. Hudng dan sir dung duoc bao gdm c6 thé bao gdm mo ta
cach sir dung dugc pham bao gébm khang thé dé lam ting cudng dap ing mién dich
va/hodc dé diéu tri bénh nhu dugc mo ta trong ban mo ta nay. BO kit ¢ thé con bao g&n
md ta cach lua chon cé thé thich hop cho diéu tri dua vao nhan dang xem cé thé nay cé

bénh lién quan dén tin hiéu PD-1, vi du, bénh dugc mé ta trong ban mo ta nay.
Vi du thie hién sing ché

Hinh v& va vi du dudi ddy duoc dua ra dé cung cp cho nguoi cé hiéu biét trung
binh v& linh vuc k¥ thuat nay mé ta diy da lam thé nao dé thyuc hién va sir dung séng
ché, va khong nhim dé giéi han pham vi ma céc tac gia cho 12 sang ché cling nhu khong
dinh cam doan 1a thtr nghiém duéi day la tat ca hoic thir nghiém duy nhét da thyuc hién.
Trong khi sang ché da duoc mé ta c6 dan chiéu dén phuong 4n cu thé cia no, ngudi co
hiéu biét trung binh v2 linh vuc k¥ thuat nay s& hidu dugc 1a thay dbi khac nhau c6 thé
thue hién va phuong 4n twong duong c6 thé duoc thay thé ma khong tach rdi véi ban
chit va pham vi cda sang ché. Ngoai ra, nhiéu cai bién co thé duoc thuc hién dé thich
g tinh hudng, chét, hop chit, quy trinh, budc hodc cac budce cla quy trinh cu thé voi
muc dich, ban chit va pham vi cua sdng ché. TAt ca cai bién nay la du dinh bao gém

trong pham vi ciia yéu cau bao hd kém theo.
Vi du 1: Ghép CDR v6i dong té bao mam cia ngudi (khung clia ngudi)

Budc thi nhit dé 1am cho khang thé tuong thich véi ngudi 1a ghép ving CDR
khang PD-1 ctia chudt vao dong té bao mAam ciia ngudi. Ba chudi ning dong té bao mam
cua nguoi (IGHV7-4-1*%02, IGHV1-46*01, IGHV3-20*01) va hai dong té bao mam cho
chudi nhe IGKV2-30%02, IGKV3-11*01) dugc thit nghiém. Nhu thé hién trong Béang
1, chudi ning IGHV7-4-1*02 dong té bao mam va IGKV2-30%02 c6 % do twong thich

v6i nguoi cao nhat, cao hon mtc 85% can thiét dé khang thé dugc coi 1a twong thich véi

nguoi.
Ghép CDR | Dong té bao mam ctia ngudi IMGT | % d6 tuong thich v6i ngudi ving thay doi
Chudining | IGHV7-4-1 89.8
IGHV1-46*01 79,6
IGHV3-20*01 82,7
Chudi nhe | IGKV2-30%02 89
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IGKV3-11*01 80

Bang 1: diém nhan tinh T20 dugc x4c dinh bang cach st dung Co s& dit liéu ngudng

clia nguoi. http://abAnalyzer.lakepharma.com: néi chung, trinh ty d¢ dai dé"ly di ma co

ngudng trén 85 dugc xem la twong ty nhu cia nguoi.

Chudi nang va chudi nhe duoc dong chuyén nhiém tam thoi vao té bao COS bam
dinh. Nong do cta khang thé dugce danh gia trong dich ndi cia té bao COS bang cach
str dung ELISA kep (khang thé ctia lira khang Fc ctia nguoi duge ¢d dinh dé phat hién
va danh gia két qua bang cach st dung khang thé cta chudt khang kappa ctia nguoi +
khang thé ciia dé khang chudt dwoc lién hop peroxidaza). Tinh toan ndng do bang cach
st dung chat chudn IvigG ciia ngudi (ng/ml). Nhu thé hién trong Bang 2, thu dugc nang
suét t6t & té bao COS dbi vai dong té bao mam IGHV7-4-1 va IGKV2-30%02 (t6 hop
¢6 % do twong thich véi ngudi cao nhat), trong khi do td hop voi dong t& bao mam
IGHV3-20%01 va IGKV3-11*01 lam giam d4ng ké nang suat ctia khang thé khang PD-

1 duoc lam twong thich voi nguoi. Ngoai ra, luu ¥ 1a t6 hop khac ciing cho ning suét

7
A

tot.

(ng/ml) VH VH VH VH
Kiéu hoang ‘IGHV7-4-1 IGHV1-46%01 | IGHV3-20*01
kham

VL kiéu hoang | 3459,4 1377,2 1400,9 586,7

kham

VL  IGKV2- | 24594 1959,0 27432 1888,7

30%02

VL  IGKV3- | 3166,0 1713,4 2368,7 735,0

11*01

Bang 2: Nong do ctia khang thé khang PD1 dugc san xudt trong dich ndi ctia té bao dong

vat co va COS.

Phan tich lién két cta khang thé bién thé khang PD1 dugc lam tuong thich véi
ngudi dugce thuc hién ddi véi protein PD1 ciia ngudi bang ELISA. hPD1 t4i t6 hop (Sino
Biologicals, Bic Kinii, Trung quéc; reference 10377-HO8H) dugc ¢d dinh trén chit déo
& 0,5 pg/ml trong dém cacbonat (pH9,2) va dich ndi cua té bao COS duoc thém vao &
nhiéu ndng do dé do hiéu luc lién két. Sau khi @ va rira, IgG cta lira khang nguoi duoc

danh diu peroxidaza (Jackson Immunoresearch; M§; reference 709-035-149) dugc thém
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vao va hién két qua bang phuong phap thong thuong.

ED50 (ng/ml) | VH VH VH VH
kifu  hoang | IGHV7-4-1 IGHV1-46%01 | IGHV3-20%01
kham

VL kiéu hoang | 6,9 7,9 6.3 9,0

kham

VL IGKV2- |85 8,2 6,7 7,0

3002

VL IGKV3- |74 6,4 5,1 5,7

11%01

Bang 3: x4c dinh ED50 chi ra ndng do can thiét dé dat dugc 50% tin hiéu trong thir
nghiém nay dbi voi mdi khang thé bién thé khang PD1 duogc 1am twong thich v&i ngudi.
Khang thé khang PD-1 chwa duoc tinh ché do té bao COS san xuit duogc sir dung trong

thir nghiém nay.

Tét ca dong té bao dugc ghép CDR c6 kha nang lién két twong tu v6i PD-1 so
v6i khang thé kham (VHwt+VLwt), khing dinh tinh chét sinh hoc ctia khang thé PD-1
(Bang 3). Khung IGHV7-4-1 va VL-CDR v6i khung IGKV2-30*02 dugc lya chon do
% d6 tuong thich véi ngudi cao, 1an luot 14 89,8% va 89% (2) trinh tu bd trg cao hon so
v6i trinh tu gbc cta khang thé, (3) bao toan hoat tinh sinh hoc i vitro va (4) ning suét
tdt & té bao dong vat c6 vi.

Budce lam tuong thich v6i ngudi thir hai gdm c6 gay dot bién trinh tu CFS thu
dugc tir chudt dé lam ting % do tuong thich v4i nguoi cao va loai bo vi tri khir amin
hoic glycosyl hoa & chudi nang va chudi nhe ma c6 thé lam mét dn dinh khéng thé trong
qué trinh san xuét. Nhiéu trinh tu duoc dot bién duoc liét ké trong Bang 4 da duogc tao
ra va dugc thtr nghiém vé kha nang san xudt va hoat tinh sinh hoc ctia chung. Trinh tu
chudi nhe cling trinh dién vi tri glycosyl ho4 & CDRI (trinh ty “NG”), ma c6 thé lam
giam do n dinh cua san phdm trong qué trinh san xuét. Dé loai bé vi tri glycosyl hoa
nay, axit amin G29 dugc thay thé vao axit amin T din dén chudi “LD” (vi trf axit amin
duge x4c dinh theo cach danh sb Kabat twong ung véi G34 trong SEQ ID NO:37).
Khéang thd HCLD la tng ctt vién tot nhung trinh dién vi tri khtr amin (trinh tw DS) trong
vung CDR3 cua chudi niang. Trinh tu nay c¢6 thé 1am giam do dn dinh cua san phém

trong qua trinh san xuét. Dé loai bo trinh tu DS nay, céc tac gia sang ché da tao ra trinh

76



51414 77/156

tw thay thé HE, HG, HH, HI, HJ, HK, HL, bing cach thay thé axit amin D105 hoic axit
amin S106.

Trinh tw axit amin

Seq ID Tén

QIQLVQSGSELKKPGASVKVSCKASGYTFTHYAMNWVRQAPGQGLEWMGWI
INTNTGEPTYAQGFTGRFVFSLDTSVSTAYLQISSLKAEDTAVYYCAREREPGMD
SWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWN
SGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDK
29 HC RVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDP
EVOFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK
VSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDI
AVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHE
ALHNHYTQKSLSLSPGK

QIQLVQSGSELKKPGASVKVSCKASGYTFTHYAMNWVRQAPGQGLEWMGWI
NTNTGEPTYAQGFTGRFVFSLDTSVSTAYLQISSLKAEDTAVYYCAREREPGMD
- [TWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWN
SGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDK
30 HE |RVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDP
EVOQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK
VSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDI
AVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHE
ALHNHYTQKSLSLSPGK

QIQLVQSGSELKKPGASVKVSCKASGYTFTHYAMNWVRQAPGQGLEWMGWI
NTNTGEPTYAQGFTGRFVFSLDTSVSTAYLQISSLKAEDTAVYYCAREREPGME
SWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWN
SGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDK
31 HG |RVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDP
EVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK
VSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDI
AVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHE
ALHNHYTQKSLSLSPGK

QIQLVQSGSELKKPGASVKVSCKASGYTFTHYAMNWVRQAPGQGLEWMGWI
NTNTGEPTYAQGFTGRFVFSLDTSVSTAYLQISSLKAEDTAVYYCAREREPGMD)
32 HH  [HWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWN
SGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTY TCNVDHKPSNTKVDK
RVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDP
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EVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCK
VSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDI

AVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHE
ALHNHYTQKSLSLSPGK

33

HI

QIQLVQSGSELKKPGASVKVSCKASGYTFTHYAMNWVRQAPGQGLEWMGWI
NTNTGEPTYAQGFTGRFVFSLDTSV STAYLQISSLKAEDTAVYYCAREREPGMD
AWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWN
SGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDK
RVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDP
EVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK
VSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDI
AVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHE
ALHNHYTQKSLSLSPGK

34

HJ

QIQLVQSGSELKKPGASVKVSCKASGYTFTHYAMNWVRQAPGQGLEWMGWI
NTNTGEPTYAQGFTGRFVFSLDTSVSTAYLQISSLKAEDTAVYYCAREREPGMD
XWGQGTLVTV SSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWN
SGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDK
RVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDP

EVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK
VSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDI

AVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHE
ALHNHYTQKSLSLSPGK

35

HK

QIQLVQSGSELKKPGASVKVSCKASGYTFTHYAMNWVRQAPGQGLEWMGWI
NTNTGEPTYAQGFTGRFVFSLDTSVSTAYLQISSLKAEDTAVYYCAREREPGMQ
NWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWN
SGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDK
RVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDP

EVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK
VSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDI

AVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHE
ALHNHYTQKSLSLSPGK

36

HL

QIQLVQSGSELKKPGASVKVSCKASGYTFTHYAMNWVRQAPGQGLEWMGWI
NTNTGEPTYAQGFTGRIQ VFSLDTSVSTAYLQISSLKAEDTAVYYCAREREPGMD
EWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWN
SGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDK
RVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDP
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EVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK
VSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDI

AVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHE
ALHNHYTQKSLSLSPGK

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCRSSQSLVHANGNTYLEWYQQRPGQSPRLLIY

KVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCFQGTHVPNTFGQGTK
37 LC |[LEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSG
INSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNR
GEC

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCRSSQSLVHANTNTYLEWYQQRPGQSPRLLIY
KVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCFQGTHVPNTFGQGTK]
38 LD [LEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSG
INSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNR
GEC

Bang 4: Trinh tu axit amin cua bién thé khang PD1 dugc lam twong thich v6i nguoi

duoc st dung trong vi du dudi day.

Vi du 2: Phan tich lién két ctia khang thé bién thé khang PD1 dugc lam twong thich véi

ngudi dbi véi protein PD1 cua ngudi bing Blitz, ELISA va dém té bao dong chay.

hPD1 tai t& hop (Sino Biologicals, Bic Kinh, Trung Qudc; reference 10377-
HO8H) dugc ¢b dinh trén chit déo ¢ 0,5 pg/ml trong dém cacbonat (pH=9,2) va khang
thé da tinh ché duoc thém vao dé do mirc lién két. Sau khi 1 va rira, IgG clia Itra khéng
ngudi duge déanh dan peroxidaza (Jackson Immunoresearch; My; reference 709-035-

149) dugc thém vao va hién két qua bang phuong phép thong thudng.

ED50 ng/ml
Kham 16,79
HCLD 12,66
HELD 19,23
‘HGLD 14,75
HHLD 16,39
HILD 11,55
HILD 13,44
HKLD 11,42
HLLD 16,58
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Bang 5: Xac dinh ED50 tir Fig. 1A chi ndng d6 can thiét dé dat dugce 50% tin hidu trong
thir nghiém nay ddi vi khang thé bién thé khang PD1 duoc lam twong thich véi ngudi.

Khang thé da tinh ché khang PD-1 duoc san xuét béi té bao HEK duoc st dung trong

thir nghiém nay.

51414

KD (nM) [Ka (1/Ms)| Kd (1/s)
Kham 1,29 2,26e5 | 29le-4
HCLD 1,34 3,19¢5 | 4,29¢-4
HELD 1,14 443¢5 | 5,07e-4
HGLD 1,28 2,74e5 | 3,52e-4
HHLD 0,84 4,05¢5 | 3,43¢-4
HILD 0,93 4,58¢5 | 4,27¢-4
HJLD 1,05 41e5 | 4,32e-4
HKLD 0,75 3,51e5 | 2,62e-4
HLLD 125 | 44le5 | 5,54c-4

Bang 6: Phan tich 4i luc tdng (avidity) ctiia khang thé khang PD1 véi protein tai t6 hop

PD1 cua ngudi duoc do bang Blitz.

Ab KD (M) |[Ka (1/Ms)| Kd (1/s)
Kham 10159 | 2,43%5 | 2,45%4
HKLD 4159 | 3,24E5 | 0,05137

KEYTRUDA | 44259 4,55 | 0,00428

Bang 7: Phan tich ai luc cta khang thé khang PD1 véi protein tai to hgp PD1 ctia ngudi

duoc do bang Biacore.

pM
HGLD 1543,68523
HHLD 133,273506
HILD 118,262072
HJLD 241,404054
HKLD 187,312713
HLLD 223,473437
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HELD 401,699408
HCLD 278,261503
Kham 611,914193

81/156

Bang 8: Xé4c dinh ED50 tir Fig. 1C chi ra ndng do can thiét ¢é dat dugc 50% tin hiéu

trong thtr nghiém nay ddi véi mdi khang thé bién thé khang PD1 dwogc lam twong thich

voi nguoi.

Seq ID

Tén T20

Xllj;:ang 17 90,86
HC 18 91,28
HE 19 91,06
HG 20 90,3
HH 21 90,94
HI 22 91,06
HJ 23 912
HK 24 91,07
HL 25 91,28
:;,I:léiang 26 89,5
LC 27 89,55
LD 28 88,7

Bang 9: T20 % nhan tinh dugc xac dinh bang cach sir dung Co s& dit liéu ngudng cia

ngudi: http://abAnalyzer.lakepharma.com: Néi chung, trinh ty do dai day di ma diém

trén 85 duoc coi la khang thé twong tu clia ngudi.

DPiém T20 |VH VL
Keytruda |75,7 82,7
HKLD 91,07 88.7

Bang 10: T20 % nhén tinh dugc xac dinh bing cach sir dung Co s& dix liéu ngudng cia

ngudi: http://abAnalyzer.lakepharma.com: Noi chung, trinh ty d¢ dai ddy di ma diém

trén 85 dugc coi la ﬁmng tu cia nguoi.
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Két qua: Sau cac giai doan lam tuong thich v6i nguoi cho khang thé cua chudt
khang PD1 ciia nguoi (dwgc goi trong ban md ta nay 12 khang thé kham), mot vai khang
thé bién thé khang PD1 dugc lam tuong thich v6i ngudi dugce chon loc vé kha nang lién
két tdt cua chung voi PD1 cta nguoi (protein tai to hop ciing nhu PD1 dugc biéu hién
b& mit té bao) so véi khang thé kham. Fig. 1 (A) va Bang 5 cho thdy bang phuong phap
khac nhau khang thé HKLD c¢6 hoat tinh lién két tot nht trong sé khang thé bién thé va
kha ning lién két dugc cai thién so v6i khang thé kham. Fig. 1B khing dinh kha niang
lién két twong tw dbi v6i té bao ctia ngudi khi khang thé duge két hgp véi bién thé chudi
nhe LC. Chi sb 4i luc téng trong Bang 6 chi ra 1a HKLD cho KD tét nhét trong sé céc
khang thé bién thé va KD dugc cai thién so v6i khang thé kham. Bang 7 so sénh chi s6
do 4ai luc v6i PDI1 ctua khang thé kham, HKLD va khang thé PD1 khac tuong tu
Keytruda, khang thé khang PD-1 da dugc cho phép sir dung trén 1am sang, va ching té
1a HKLD bién thé c6 4i luc twong tu so véi Keytruda. Trong thir nghiém nay, i luc ctia
khang thé dugc do bang cach c¢b dinh khang thé khang Fc, cho phép do 4i luc ctia mot
hod tri cuia khang thé PD-1, trai voi tht nghiém Blitz ma st dung PD-1 ¢6 dinh va khang
thé hoa tan. Mic du 4i luc cua khang thé bién thé khang PD-1 cho ai luc/di luc tong
tuong tu d6i voi protein PD-1, trong hé dua trén té bao, tic gia sdng ché bit ngd nhén
thy 1a HKLD lién két PD-1+ té bao T t&t hon so v6i dang kham ctia khang thé, nhu thé
hién trén Fig. 1C va Bang 8. Mit khéac, bién thé HGLD mét kha ning lién két so véi
dang kham khang PD-1. Ngoai HGLD, céc tac gia sang ché ciing cho thdy 13, trong qua
trinh lam tuwong thich véi nguoi, mot vai dot bién gdy cam tmg mét kha nang lién két
PD1. Fig. 2 (tir A dén E) cho thiy la axit amin dugc dénh s6 bang phuong phap Kabat
96 va 97 trén mién thay ddi chudi ndng va axit amin dugc danh s6 Kabat 28, 34, 94 trén
mién thay di chudi nhe 14 quan trong ddi véi kha nang lién két PD1 va do d6 khong
can duoc gy dot bién. Bang 9 trinh bay mirc do twong thich v6i nguoi (diém nhan tinh
T20) ddi véi mdi mién thay dbi da chon cia chudi nang va chudi nhe. Xéc dinh T20 chi
ra diém nhén tinh rit manh d6i v6i mdi mién thay ddi ctia khang thé bién thé da chon,
cu thé 1a tir 88 dén 91,28%. Bang 10 cho thiy la diém T20 ctia khang PD-1 dugc lam
tuong thich v6i nguoi (bién thé HKLD) la t5t hon so véi Keytruda chuan, trinh ty khéng
PD-1 da dugc mé ta va phé duyét trén 1am sang (chudi ning 75,7 so v6i 91,07% va

chudi nhe 82,7 so v&i 88,7%).
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Vi du 3: Nang suét khang thé sau khi chuyén nhiém tam thoi & té bao CHO va COS cua

dong vat cé va

Chudi ning va chudi nhe duoc déng chuyén nhiém tam thoi vao té bao COS bam

dinh hoic té bao CHO. Ndng do cua khang thé dugce danh gia trong dich ndi cua té bao
COS va CHO bang cach sir dung ELISA kep (khang thé cua lira khang Fc ctia ngudi

dugc cb dinh dé phat hién va hién két qua bang khang thé ctia chudt khang kappa cia

ngudi + khang thé cta dé khang chudt duge lién hop peroxidaza). Xac dinh ndng do

bang chét chudn IvigG ctia ngudi. Ning sudt duge tinh 13 luong khang thé da tinh ché

trén mot lit dich ndi nudi céy da thu gom.

CHO san xuat (mg/L) COS san xuat (mg/L)
Kham 4,6 1,67
HCLD 9,58 7,21
HELD 11,71 4,03
HGLD 12,15 6,91
HHLD 12,80 4,48
HILD 11,41 5,81
HJLD 12,67 5,80
HKLD 14,08 6,35
HLLD 14,35 4,85

Bang 11: Hiéu suit cao khi duoc san xuét & té bao dong vat ¢6 vii (COS va CHO). Ning

sudt cao hon ctia dang duoc 1am tuong thich v6i ngudi ctia khang thé so véi khang thé

kham.

Ngay 0 Ngay 7 sau khi 4 ¢ 37°C

% dang monome | % dang kéttu | % dang monome | % dang két tu
HCLC | 94,8 2,5 96,1 1,1
HCLD | 91,4 6,6 90,5 7
HELC | 98,7 1,3 98.8 1,2
HELD | 97,2 2,1 96,4 2.4
HGLD | 97.45 2,55 96,57 343
HHLD | 97,32 2,68 97,82 2,18
HILD | 96,16 3,84 96,14 3,86
HIJLD | 97,74 2,26 98,28 1,72
HKLD | 96,9 3,1 97,12 2,88
HLLD | 96,98 3,02 96,73 3,27

Bang 12: D6 on dinh ctia khang thé khang PD-1 sau khi i & 37°C trong 7 ngay. Khang
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thé duogc 0 trong 7 ngay & 4°C hodc 37°C. Tir sic ky khuéch tan loai trir, danh gia %
dang monome va dang két tu. Ngay 0 dugc sir dung 1am ddi chimg duong tinh trong cac

thtr nghiém nay.

Két qua: cac bién thé khac nhau duoc san xudt & té bao dong vat c6 va nhu 13
CHO hodc COS va két qua duoc trinh bay trong bang 11 bat ngd cho thiy 1 khang thé
bién thé khang PD1 dugc 1am twong thich v&i ngudi ¢6 hiéu suét t6t hon (mg/L) so véi
khang thé kham & cé hai loai t& bao. HKLD cho hiéu suét t6t nhat. Trong té bao CHO,
hiéu sudt déi v6i khang thé nay tang 3 14n va gan nhu 4 1an ¢ té bao COS. Song song,
d6 dn dinh cua phén t& dugc danh gié in vitro, nhu thé hién trong Bang 12, tit ca bién
thé cho do én dinh t6t & 4°C va 37°C v6i mie két tu thap. Két qua d6 chi ra 13 khang
thé khang PD1 duoc lam tuong thich véi ngudi theo sang ché cho kha ning san xudt rat
tbt, didu nay rat quan trong cho budc tiép theo ctia phat trién trén 14m sang va tng dung

tri liu.

Trong thir nghiém thtr hai sir dung phuong phap san xuat t& bao CHO, ning suat
cta bién thé HKLD dugce so sanh v6i nang suit ctia Keytruda va khang thé khang PD-1
kham. Nhu thé hién trén Fig. 6, céc tac gia sang ché nhan thiy nang suét gia ting voi
bién thé HKLD so v&i khung kham va khung ctia Keytruda. Trong thit nghiém nay, ning
sut duge kiém tra & quy md nho (dia 12 giéng, chuyén nhiém tam thoi trén té bao bam
dinh) va trong binh phéan ung sinh hoc (san xuit & té bao CHO duge nap li€u theo mé
khong duoc t6i wu hod). Thu duge hidu suit cao 2g/L d6i vai bién thé HKLD, khang

dinh ning suit cao ctia khang thé trong qua trinh san xuét quy mé 16n.

Vi du 4: Thir nghiém canh tranh dé do hoat tinh chit dbi khang ctia khang thé bién thé
khang PD1 duge lam twong thich véi nguoi dbi véi twong tac PD-PDL1 va PD1-PDL2:

KD (nM) Ka (1/Ms) Kd (1/s)
Khong c6 khang thé 1,83 e-7 3,68 B4 6,71 E-3
HCLD 7,15 E-3 10,1 72 E-2
HELD 591 E-3 14,9 1,04 E4
HGLD 9,8 E-3 28,3 534 E-2
HHLD 8,54 E-3 112,2 1,04 E-1
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HILD 1,12 E-3 790 88,8 E-1
HIJLD 2,79 E-3 65,4 5,67 E4

HKLD 4,59 E-3 18.8 8,62 E-2
HLLD 2,15E-3 99,6 2,14 E-1

Bang 13: Xé4c dinh bang Blitz mirc e ché twong tic PD1-PDL1 khi ¢6 mit khang thé
bién thé khang PD1 dugc lam tuong thich v6i ngudi khac nhau: do ka (1/Ms), kd (1/s)
va KD (nM).

IC50 ng/mL
Kham 253,15
HCLD 196,11
HELD 196,43
HGLD 177,57
HHLD 201,4
HILD 175,4
HJLD 193,95
HKLD 205,32
HLLD 155,72

Bang 14: Kha ning chit d6i khang cta khang thé PD-1 phong bé lién két PD-L1. Xac
dinh IC50 (ng/ml) thu duoc véi khang thé bién thé khang PD1 dugc lam twong thich véi
nguoi khac nhau tur Fig. 4C.

Phén tich su truyén tin hi€u PD-1 béng cach st dung thtr nghi€ém sinh hoc dua trén té

bao DiscoverX

Panh gia kha nang cua khang thé khang PD-1 phong bé tin hiéu PD-1/pSHP-1
bang thir nghiém tin hiéu DiscoverX PathHunter® Jurkat PD-1 (SHP1) (reference 93-
1104C19). Trong thir nghiém nay, t& bao T Jurkat biéu hién én dinh thy thé PD-1 kham
dugc dung hop véi manh Beta-gal (ED) va SHP1 dugc tao ra bang cong nghé di truyén
duoc dung hop v6i manh Beta-gal bo trg (EA). Pdng nudi cdy té bao Jurkat véi té bao
trinh dién PD-L1 d4n dén phosphoryl hoa PD-1, tuyén m SHP-1 dugc tao ra bang cong
nghé di truyén va su bd trg cia manh ED va EA tao ra enzym Beta-gal hoat tinh va tin
hiéu phat quang sinh hoc sau khi thém co chét vao. P9 hoa phat quang 1a ty 1€ v6i murc

hoat hoa truyén tin hiéu PD-1. Thir nghiém dugc thuc hién theo khuyén cdo ctia nha san
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xuit. Van tit 13, té bao PD-1+ Jurkat dugc t véi ndng do khac nhau cia khang thé khéng
PD-1 trong 1 gio, tiép d6 dong nudi cdy vai té bao PD-L1+ thém mot gid nita. Thude
thtr phat hién dugc thém tin hi¢u phéat quang dugc doc 180 phut sau khi sir dung thiét bi
doc dia TecanTM. Khang thé bién thé khang PD1 duoc lam tuong thich véi ngudi duoc
thir nghiém & cac ndng do khac nhau. Dit lidu duge bidu thi bang RLU (Tin hiéu phat
quang tuong d6i). IC50 (ng/mL) chi ndng d6 can thiét d& dat duoc 50% mirc e ché tin

hi¢u.
IC50 ng/mL
Kham 16,79
HCLD 12,66
HELD 19,23
HGLD 14,75
HHLD 16,92
HILD 11,55
HJLD 13.44
HKLD 11,42
HLLD 16,58

Béang 15: Kha ning chat dbi khang ctia khang thé PD-1 phong bé tin hiéu @c ché qua
trung gian PD-1: Xac dinh IC50 (ng/mL) ma chi ra ndng do can thiét dé dat dugc 50%

murc (re ché tin hiéu tir Fig. 7A.

Vi du 5: Tht nghiém hoat hoa té bao st dung thir nghiém sinh hoc duva vao té bao

Promega

Kha nig cta khang thé khang PD-1 khi phuc hoat hoa té bao T dugc thir nghiém
bing cach st dung bd kit Promega PD-1/PD-L1 (Reference J1250). Hai dong té bao
duoc sir dung 1 (1) té bao T hiéu ung (Jurkat biéu hién 6n dinh PD-1, luxiferaza dugc
gy cam tng NFAT) va (2) té bao dich hoat hoa (té bao CHO K1 biéu hién 6n dinh
PDL1 va protein té bao dugc thiét ké dé kich thich TCR cing ngudn theo cach doc 1ap
véi-khéang nguyén. Khi té bao duge ddng nudi cdy, twong tac PD-L1/PD-1 Grc ché su
hoat ho4 qua trung gian TCR nho d6 phong bé su hoat hoa NFAT va hoat tinh luxiferaza.
Viécbd sung thém khéang thé khang PD-1 phong bé tin hiéu tc ché qua trung gian PD-1
din dén hoat hoa NFAT va téng hop luxiferaza va phat tin hiéu phat quang sinh hoc.
Thtr nghi€ém dugce thue hién theo khuyén céo ctia nha san xuét. Dich pha loang theo béc
ctia khang thé PD-1 duoc thir nghiém. Bén git sau khi dong nuoi chy PD-L1+ té bao
dich, té bao hiéu tmg PD-1 va khang thé khang PD-1, co chat BioGloTM luciferin dugc
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thém vao giéng va doc dia bang cach st dung may do phat quang TecanTM. D¢ phat
quang d3 do st dung may do phat quang phan anh mirc hoat hoa té bao T. Dich pha
long theo bac ctia khang thé bién thé khang PD1 duogc 1am twong thich v6i ngudi duge
thir nghiém. ED50 (ug/mL) chi ndng d6 cia khang thé can thiét dé dat duoc 50% do
phat quang tdi da.

ED50 ug/mL
Kham 0,29
HCLD 0,41
HELD 0,46
HGLD 1,16
HHLD 0,54
HILD 0,40
HILD 0,90
HKLD 0,69
HLLD 0,89

Bang 16: khang thé khang PD-1 lam ting tiém luc hoat hod té bao T in vitro: Xéc dinh
ED50 (ug/mL) ma chi ra ndng do cua khang thé can thiét dé dat duge 50% do phat
quang ti da tir Fig. 8.

Két qua: Sau khi do kha ning lién két ciia khang thé bién thé khang PDI duoc
lam twong thich v6i ngudi khac nhau véi PD1, kha ning @e ché ctia mdi khang thé bién
thé phong bé twong tac PD1-PDL1 dugc dénh gia bang cich sir dung phuong phép khac
nhau (Biacore, Blitz va ELISA). Fig. 4A thé hién dap tmg trc ché cta bién thé: khang
thé HCLC, HCLD va HELC, HELD so vé6i khang thé kham ddi véi twong tac PD1-
PDL1. Fig. 4B th& hién ddp tGng Grc ché cua céc bién thé khang thé HCLD, HELD,
HGLD, HILD, HJLD, HKLD va HLLD déi v&i kha nang lién két ciia PDL1 véi PDI.
Bang 13 cho thdy su c6 mit cua tat ca khang thé bién thé e ché lién két cia PDLI véi
PD1. Két qua thu dugc v6i HCLC va HELC la twong ty két qua trinh bay trong bang 13
(dir liéu khong duogc thé hién). Fig. 4C cho thiy hiéu luc canh tranh cta khang thé khang
PD1 dugc lam tuong thich v&i ngudi & cac nong dd khac nhau dan dén xé4c dinh 1C50
cho mdi bién thé (Fig. 4C va bang 14). PD1 c6 kha nang lién két mot phdi tir khac dugc
bibu hién trén bé mit té bao: PDL2. Fig. SA va B cho thdy l1a khang thé bién thé khéng
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PD-1 HELC, HELD va HKLD ciing phong bé twong tdc PD1-PDL2, nhurr dugc do bang
thir nghiém Biacore va ELISA PD-L2/PD-1 chit déi khang.

pé khéng dinh két qua do6, thir nghi€m sinh hoc dénh gid sy phosphoryl ho4 cua
SHP1, protein tin hiéu tir con duong PD-1 dugc thuc hién. Fig. 7A va B, thé hién dap
tmg-lidu dung @e ché thu dugc bang khang thé bién thé khang PD1 duoc lam tuong
thich v6i ngudi déi v6i su phosphoryl hoa SHP1. Bang 15 trinh bay IC50 ddi véi mi
khang thé bién thé cho thiy hiéu luc Gc ché twong ty dbi vai tit ca cac bién thé 1én sy
hoat hod PD1. Tuy nhién, hai bién thé goi 1a bién thé HCLD va bién thé HKLD Ia hiéu
qué hon khi Grc ché tin hidu P-SHP1 so v6i vi du bién thé HELD. Puong db thi wc ché
cho thiy tc ché tét hon véi HCLD va HKLD gan v6i khung kham, trong khi dé bién
thé duge lam twong thich véi nguoi HLLD hodc HILD mét kha ning chit d6i khing
nhéit dinh. Song song, hoat hoa té bao T dugc dénh gia bang cach st dung thir nghiém
sinh hoc phét quang sinh hoc NFAT dé so sanh hiéu luc trc ché ctia tit ca khang thé bién
thé khang PD1 duoc lam twong thich véi ngudi di chon trong trc ché twong tac PD1-
PDL1 din dén hoat hod té bao T (tc ché twong tac diém kiém tra e ché). Fig. 8 cho
thdy 1a tit ca bién thé dugc tht nghiém c6 kha ning hoat ho4 tin hiéu NFAT qua trung
gian TCR nhung c6 do hiéu luc va hi¢u qua khac nhau. Tin hi¢u RLU t81 da thu duoc &
pha 6n dinh phéan 4nh hidu lyc. Tac gia sang ché nhan thiy 1a bién thé HCLD, bién thé
HKLD c¢6 hiéu luc t6t hon vi du so v6i bién thé HELD hogc bién thé HLLD. Hiéu luc
nay duoc xac dinh bang EC50 (Bang 16). Khang thé kham va tit ca cac bién thé 1a c6
hiéu Iyc hoat hoia NFAT va cac bién thé HCLD, HILD, HKLD, HHLD, HELD va HKLD
1a hiéu qua nhét trong hoat hoé té bao T.
Vi du 6: Bai tiét IFNg boi té bao T clia ngudi

Dé chimg to hiéu qua ctia bién thé HKLD trong kich thich sy bai tiét xytokin hiéu
g boi té bao T clia ngudi, tac gia sing ché da thuc hién thir nghiém phan g bach
ciu hdn hop bing cach ddng nudi ciy té bao tua va té bao T cing loai. Nhu thé hién trén
Fig. 9, bién thé¢ HKLD lam tang bai tiét ctia xytokin IFNg theo cach phu thudc lidu dung.

T4t ca cac khang thé bién thé khang PD1 dugc lam tuwong thich véi ngudi da chon
c6 kha nang tc ché lién két cua PD1 v6i PDL1 va PDL2 theo cach it nhét 1a tot nhu
khang thé kham. T4t ca cic bién thé déu c6 kha ning hoat hoa té bao T. Trong thu
nghiém sinh hoc, giéng nhu rc ché P-SHP1 hoic hoat hod NFAT thong qua tin hiéu
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PD1, tac gia sang ché nhan thy 14 ba bién thé 1 hiéu qua hon bién thé con lai, d6 1a
HCLD, HKLD va HILD. Bién thé nay thé hién tin hiéu tuong tw nhu két qua cta khang
thé kham va phong bé PD1 duoc cai thién so v6i bién thé con lai. So véi bién thé con
lai, bién thé HILD va HKLD ching t6 tinh chét t&t nhat véi kha ning san xuét cao va
ning sudt & hé théng san xuét dua vao té bao dong vat c6 va déng thoi bao toan hoat
tinh sinh hoc: 4i luc cao dbi voi PD-1, kha nang chit déi khéng dbi voi PD-L1 va PD-
L2 va kha ning khoi phuc hoat hoa té bao T (e ché ddi v6i pSH-P-1, hoat hoa NFAT,
thic ddy s bai tiét xytokin hiéu tng IFNg).

Vi du 7: Hiéu qua in vivo cia khéng thé khang PD1 duoc lam tuong thich véi ngudi

Hiéu qua cta khang thé khang PD-1 clia ngudi duoc danh gia trong nhiéu mo
hinh in vivo & chudt c6 thAm quyén mién dich dugc bién ddi gen dé biéu hién PD-1 cta
ngudi (exon 2). Cho md hinh u trung bidu md, té bao trung bidu md AK7 dugce tiém
trong mang phdi (3e6 té bao/chudt) sau d6 dugc diéu tri vao ngay 5/8/12/15 bing dbi
chirng khang PD-1 hoidc khang thé khang PD1 duoc lam twong thich v6i nguoi (bién thé
HKLD) & 1 mg/kg. Té bao AK7 da tiém biéu hién 6n dinh luxiferaza cho phép phét sinh
tin hiéu phat quang sinh hoc in vivo sau khi tiém trong mang bung D-luciferin
(Bpg/chudt, GoldBio, Saint Louis MO, My, Reference 115144-35-9). 10 phut sau khi
tiém luciferin, tin hiéu phat quang sinh hoc duge do bang Biospace Imager & lung va
bung cta chudt trong 1 phut. Phan tich dit liéu theo photon/gidy/cm2 mdi steradian va
bidu thi trung binh cta tin hiéu & lung va bung. M&i nhém biéu thi trung binh +/- SEM
clia tr 5 dén 7 con/nhom. V&i mé hinh MC338, té bao ung thu dai trang MC38 duoc tiém
duéi da bing 5e5 té bao & bén sudn va thé tich khbi u duge tinh toan bang cong thirc
0,52 x (chiéu dai x chiéu rong). Chudt dugc diéu tri khi khdi u dat dén kich thude 40-
80mm® bing 10mg/kg khang thé khang PD1 dugc lam tuong thich véi ngudi (bién thé
HKLD) 3 1an mot tun trong 3 tudn. Cho md hinh caxinom gan ding vi tri, 2,5e6 té bao
Hepal.6 dugc tiém vao tinh mach cira. Chudt dugc diéu tri bang 3mg/kg IgG4 ddi chimg
isotyp hodc khang thé khéang PD1 dugc lam twong thich véi ngudi (bién thé HKLD) vao
ngdy 4/7/11/14/18/21 sau khi tiém khéi u.

Két qua: Fig. 10 cho thiy sy phat trién khdi u u trung biéu md sau khi diéu tri
bang khang thé khang PD1 d6i chung lam d6i ching dwong tinh hodc bang mdt trong
s khang thé bién thé khéang PD1 dugc lam tuong thich véi ngudi (HKLD), déi ching
am tinh dugc ching t0 bé‘ng céch diéu tri chudt béng PBS. Khang PD1 dugc lam tuong
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thich v6i ngudi clia sang ché ching té hidu qua rat tét trong kiém soat sw phét trién khdi
u. Khang thé bién thé khang PD1 dugc lam twong thich véi nguoi (HKLD) c6 thé tiét
trir khéi u u trung biéu md AK7 nhu thé hién trén Fig. 10A véi mtc 77% (10 trong s6
13 chudt) hodc 100% (7 chudt) so voi dép Gng hoan toan, twong tng bang 1 hodc 3
mg/kg khang thé (Fig. 10B). Hiéu luc in vivo dugc khing dinh trén 2 mé hinh chudt con
lai. O caxinom dai trang lac chd MC38, khang thé bién thé khang PD1 dugc lam tuong
thich v6i ngudi (HKLD) cai thién déng ké muc séng sét trung vi va thac diy 50% murc
dap ung hoan toan (5 trong sd 10 chudt) (Fig. 11A va B). Tuong tw, & md hinh HCC
dung vi tri, khang thé bién thé khang PD1 dugc lam tuong thich v&i ngudi (HKLD) cai
thién muc sdng sot cua chudt & mire 42% mirc dap tng hoan toan (3 trong s6 10 con

chuot) (Fig. 12).

Vi du 8: Dugc dong hoc va dugc luc hoc cia khang thé khang PD1 dugc lam tuong
thich v61i nguoi in vivo

Dugc dong hoc va dugc luc hoc cua san phém dugc danh gid ¢ khi cynomolgus
va chu6t sau khi tiém liéu duy nhit. Bé danh gia duge dong hoc & chudt, BalbcRJ (gibng
cai 6-9 tudn) duogc tiém trong & mét hoic tiém dudi da lidu duy nhit (5mg/kg) dang
kham, khéng thé khang PD1 dugc lam twong thich véi ngudi (bién thé HKLD) hogc
khang thé Keytruda. Nong do khang thé trong huyét tvong dugc xac dinh bing ELISA
bang cach st dung khang thé chudi nhe khdng nguoi da ¢ dinh (clon NaM76-5F3)
huyét thanh d3 pha lodng c6 chtra khang thé khang PD-1 duoc thém vao. Phét hién bang
IgG cua ltra khang nguodi dugc danh ddu peroxidaza (Jackson Immunoresearch; My;

reference 709-035-149) duoc thém vao va hién két qua bang phwong phap thong thuong.

Khi Cynomolgus dugc tiém trong tinh mach khang thé khang PD1 duoc lam
twong thich v6i ngudi (bién thé HKLD) & lidu 1 hodc 5mg/kg. Mau toan phan va huyét
thanh dugc thu gom & nhidu thoi diém hodc dinh lwgng khang thé khéng PD1 trong
huyét thanh bang ELISA. Khéang thé khang PD-1 trong huyét thanh ctia khi, protein téi
t& hop PD-1 dugc ¢b dinh va huyét thanh duoc pha loang c6 chira khang thé khéng PD-
| duoc thém vao. Phét hién bang khang thé kappa khang ngudi duge gén nhan sulfo va

hién két qua bang cach st dung cong nghé MSD.

Két qua: Fig. 13A, B va C cho thiy 1a khang thé khang PD1 dugc lam twong thich

v6i ngudi cé profin duge dong hoc thuén lgi in vivo & chudt va khi voi duong do thi
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dong hoc tuyén tinh. O chudt, dang dwoc lam twong thich v6i ngudi khéang PD-1
(HKLD) véi isotyp IgGl N298A va IgG4 S228P c¢o6 profin tuong ty Keytruda, mot
khang thé khang PD-1 da st dung trén 1am sang va luu hanh trén thi truong. O khi
cynomolgus, nhan thdy c6 twong quan tét giita lidu dung so véi ndng do trong mau vi
lwong cao hon trong huyét thanh cta khang thé khang PD1 duoc lam twong thich vai
ngudi duoc phét hién ¢ lidu dung Smg/kg so véi 1mg/kg. Dit lidu nay cho thiy khang

PD-1 dugc [am twong thich v&i nguoi ¢ profin duge dong hoc thuén loi in vivo.

Vi du 9: Khang thé khang PD1 dugc lam tuong thich véi ngudi [am tang hiéu luc thuce
bao té bao khdi u qua trung gian dai thuc bao théng qua phong bé twong tac PD-1/PD-
L1 d6i véi té bao ndy.

Biéu hién PD-1 khong chi gi6i han & té bao T, vi du, PD-1 cling co thé dugc biéu
hién trén dai thuc bao kem theo khdi u. Biéu hién PD-L1 trén té bao khéi u c6 thé khoi
mao tin hiéu @rc ché trans & dai thuc bao phong bé tac dung thuc bao cta chung (Gordon
et al., Nature. 2017 May 25;545(7655):495-499). Tuy nhién, khong dugc mo ta 1a liéu
phap phong bé PD-1/PD-L1 c6 thé tang cudng thuc bao té bao khéi u am tinh PD-L1
hay khong. Do dai thuc bao M1 biéu hién ca hai thu thé trén bé mit cta chung, co thé
1a PD-1 va PD-L1 lién két trén cung t& bao nay va khoi mao sy truyén tin hiéu diéu hoa
am tinh & dai thuc bao. O déy, tic gia sang ché da chimg td 1a khang thé khang PD-1
dugc lam twong thich véi nguoi co6 thé khoi phuc chtric nang thuc bao cua dai thyc bao
khang lai t& bao khdi u 4m tinh PD-L1 thong qua phong bé twong tac PD-1/PD-L1 trén
té bao nay.

Két qua: Fig. 14A thé hién biéu hién ctia PD-1 va PD-L1 trén dai thuc bao MO,
M1 va té bao Raji. Chi ¢6 dai thuc bao M1 biéu hién ca hai thu thé PD-1 va PD-L1 va
dai thuc bao MO biéu hién PD-1 mc cao va khong bidu hién PD-L1, té bao Raji khong
bidu hién PD-L1. Fig. 14 B cho thiy 1a khang thé khang PD-1 dugc lam tuong thich véi
ngudi bat ngd ting cudng su thuc bao khdi u 4m tinh PD-L1 béi dai thuc bao M1. So
v6i khang thé khang PD-1 khéc (pembrolizumab va nivolumab), khing thé khang PD-1
dugce 1am tuong thich v6i ngudi thdm chi hiéu qua hon trong viéc thic day su thuc bao
té bao khéi u (Fig. 14 C). Do té bao khéi u khong bicu hién PD-L1 trong thir nghiém
nay va dai thuc bao M1 biéu hién ca hai thu thé PD1 va PDLI, thir nghiém nay goiy la
khang thé dugc 1am twong thich véi nguoi cd thé phong bé twong tac ndy (tuong téc gdy
ra trc ché thuc bao té bao khdi u) gitta PD-L1 va PD-1 trén ciing té bao. Thuc té 14, thi
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nghiém giéng nhu vady dugc thuc hién dai thuc bao M0 ma khong biéu hién PD-L1
nhung biéu hién thu thé PD-1 (Fig. 14A). Nhu thé hién trén Fig. 14 D, khang thé khang
PD-1 dugc lam tuong thich véi ngudi tang cudng su thuc bao cia dai thyc bao M1 trong
khi d6 khong c6 tac dung dbi vai thue bao MO chung t6 13 ca hai thy thé, PD-1/PD-L1,
1a can thiét cho tac dung ting cudong duoc didu tiét boi khang thé khang PD1 duoc lam
tuong thich v6i nguoi. Dit liéu nay goi ¥ 1a khang thé khang PD-1 duoc [am twong thich
v6i ngudi trung hoa tuong tac PD-1/PD-L1 trén dai thuc bao M1 dan dén hoat ho4 lai

su thuc bao t€ bao khoi u.

Té bao Raji khong biéu hién PD-L2 phdi tir khic ctia PD-1, nhu duge mo ta &
chd khéac (Andorsky et al, 2011, DOI: 10.1158/1078-0432), chting té 1a khang khang thé
khang PD1 dugc lam tuong thich voi ngudi ¢6 thé ting cuong su thuc bao té bao khéi

u am tinh PD-L1 ciing nhu PD-L2.

Mic di da thiét 1ap 1a su phong bé PD-1-PD-L1 hoat hoa lai té bao T, & day, tac
gia sang ché chung té6 mot tinh chit mai cta khang thé khang PD-1 thong qua sy ting
cuong lai truc tiép dai thuc bao. Tac gia sang ché da chimg minh 1a khéng thé khang
PD-1 duoc lam twong thich v6i ngudi c¢6 thé phong bé twong tac cia PD-1/PD-L1 trén
cung dai thuc bao kich thich thuc bao té bao khdi u 4m tinh PD-L1. Khia canh nay duogc
quan tdm déc biét trén 1am sang do bénh nhéan biéu hién PD-L1 trén bé mit cta té bao
khéi u duge diéu tri bang lidu phap PD-1/PD-L1. Dit lidu duoc trinh bay & diy cho thay
1a ngay ca khéi u am tinh PD-L1 ¢6 thé huéng loi tir khang thé khang PD-1 dugc lam

tuong thich véi nguoi béng cach hoat hoa lai su thuc bao cta dai thuc bao.
Nguyén li¢u va phuong phap

ELISA lién két PD1

Cho thtr nghiém ELISA hoat tinh, hPD1 téi td hop (Sino Biologicals, Bic Kinh,
Trung Quéc; reference 10377-HO8H) duoc c¢d dinh trén chét déo & 0,5pg/ml trong dém
cacbonat (pH=9,2) va khang thé da tinh ché duoc thém vao dé do muc lién két. Sau khi
U vartra, IgG cua ltra khang nguoi duoc danh dau peroxidaza (Jackson Immunoresearch;
M¥; reference 709-035-149) dugc thém vao va hién két qua bang phuong phap thong

thuong.

Thir nghiém lién két PD1 trén té bao T clia ngudi duge kich thich bang do huynh quang

té€ bao
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PBMC tir ngudi tinh nguyén khoé manh duge hoat hoa bang kich thich khang
CD3/CD28 dé kich thich té bao T. Dé do mirc lién két ctia khang PD1 trén té bao T dwoc
kich thich ctia ngudi, khang thé duoc U trong 30 phut & 4°C, va rira trude khi nhudm
mau 30 phut ¢ 4°C bing IgG-Fc khang nguoi duge danh dau-PE (Biolegend; MY;
reference 409303). MAu dugc phan tich trén thiét di do huynh quang té bao BD LSRII
hoic Canto II cdng té bao CD3+ (té bao T).

Do 4i luc tdng ddi véi PD1 bing phuong phap Blitz

Ai lyc lién két/ai luc téng duoc do bing phwong phap Blitz (Forté Bio; My;
reference C22-2 No 61010-1). HPD1 tai t§ hop-His (Sino Biologicals, Bac Kinh, Trung
Qubc; reference 10377-HO8H) duogc ¢b dinh & 10pg/ml bang dudi histidin vao bd cam
bién sinh hoc Ni-NTA (Forté Bio; My; reference 18-0029) trong 30 gidy. Sau d6, khang
thé khang PD1 duoc két hop v6i 20pg/mL trong 120 gidy. Phan ly khang thé khéang PD1
trong dém dong hoc trong 120 gidy. Phan tich dit liéu bang phin mém Blitz pro 1.2,
phin m&m nay tinh hang sé két hop (ka) va hing s6 phan ly (kd) va xé4c dinh hang s éi

lue KD (ka/kd).

Do 4i luc bang phuong phap PD1 clia Biacore

Thuc hién do 4i luc bing Biacore trén nén tang PP2I (Inserm U1194, Université
de Montpellier). Khang thé khang Fc ciia ngudi (GEHelthcare) dugc c¢b dinh ¢ 25pg/ml
trong dém axetat pH=5. Khang thé khang PD1 ctia ngudi (Keytruda, Opdivo, bién thé
HKLD, kham) dugc thém vao ¢ 1,25nM va hPD1 tai td hop His (Sino Biologicals, Bic
Kinh, Trung Qudc; reference 10377-HO8H) duoc két hop & cac lidu ding khac nhau (tir
6,25nm dén 200nM) d tinh toan hing s6 két hop (ka) va hing s6 phan ly (kd) va xéac
dinh hang s 4i lyc KD (ka/kd).

Chét ddi khang ELISA: canh tranh gitta PDL1 hoidc PDL2 va khang PD1 dugc lam

tuong thich véi nguoi

Thur nghiém ELISA canh tranh dugc thuc hién béng cap thu nghiém ELISA sang
loc chét @c ché PD-1:PD-L1 (AcroBiosystems; My¥; reference EP-101). Trong thir
nghiém nay, hPDL1 tii t6 hop duge ¢ dinh trén chét déo & 2ug/ml trong PBS dém
pH=7,4. Khang thé da tinh ché (¢ cdc ndng d6 khac nhau) dugc tron véi 0,66pg/ml ndng
do cubdi cung (néng dd cb dinh) ctia PD1 ctia nguoi duge biotin hod (AcroBiosystems;
My, reference EP-101) dé do muc lién két canh tranh trong 2 gi¢ & 37°C. Sau khi u va
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rua, streptavidin dugce danh diu peroxidaza (Vector laboratoring; M¥; reference SA-
5004) duoc thém vao dé phat hién lién két Biotin-PD-1Fc va hién két qua bang phuong
phép thong thudng. Cho thtr nghiém ELISA canh tranh PDL-2/PD-1, quy trinh tuong tu
duogc thuc hién ngoai trir PD-L2 (Sinobiological # 10292-H02H) dugc ¢b dinh trén chat
déo & 2pug/mL trong dém PBS pH=7,4 thay vi PD-L1.

Phuong phap Blitz canh tranh vdi PDL1: PD1 + acs + PDL1

Phuong phap nay duoc thye hién bang Blitz (Forté Bio; M§; reference C22-2 No
61010-1). HPD1 tai t& hop-His (Sino Biologicals, Bac Kinh, Trung Qudc; reference
10377-HO8H) dugc ¢b dinh & 10pg/ml bang dudi histidin vao bd cam bién sinh hocNi-
NTA (Forté Bio; My; reference 18-0029) trong 30 gidy. Trong budc thir hai, khang thé
khang PD1 dugc thém vao ¢ 20pg/mL (ndng do bio hod) trong 120 gidy. Tiép d6, PDLI1
cta nguoi (Sino Biologicals, Bic Kinh, Trung Quéc; reference 10084-HO02H) duge két
hop & 100pg/mL, canh tranh v&i khang thé khang PD1, trong 120 gidy. Phan ly cla
PDL1 dugc thuc hién trong dém dong hoc trong 120 gidy. Phan tich dit 1iéu bang phan
mém Blitz pro 1.2, phan mém nay tinh toan hing s6 két hop (ka) va hang s6 phan ly (kd)
va xac dinh hang sb 4i luc KD (ka/kd).

Thi nghiém canh tranh béng Biacore dé do 4i luc gitta PDL2 va PD1 két hop voi khang

thé bién thé khang PD1 duoc lam twong thich v&i ngudi

Danh gid i luc cua protein tai td hop PD-1 bang Biacore (Sino Biologicals, Bic
Kinh, Trung Qudc; reference 10377-H08H) 1 trudc voi khang thé khang PD1 déi véi
protein tai td hop PD-L2 ciia nguoi (Sinobiological, 10292-H08H-B). PD-L2 tai t6 hop
ctia ngudi duge ¢d dinh trén chip cam bién sinh hoc & ndéng dd 200pug/mL. Chip cam
bién sinh hoc sau d6 duogc xir ly v6i Etanolamin 1M pH 8,4 trong 10 phut dé lam bat
hoat vi trf tw do. Khang thé phtrc hop (200 nM) + PD-1 ctia ngudi téi t6 hop (100nM)
duge thém vao va dap Gng tuong dbi dugc do béng Biacore. Tinh toan dit liéu bang %

muc dap Ung tuong tac tuong d6i: 100% = dap tng twong ddi PD-1.

Thtr nghiém canh tranh bing phuong phap Blitz gitta PDL1 va khang thé bién thé khang

PD1 duoc lam tuong thich véi ngudi trén PD1.

Phuong phéap nay dugc thyc hién vé6i Blitz (Forté Bio; MY reference C22-2 No
61010-1). HPDI tai td hop-His (Sino Biologicals, Bic Kinh, Trung Qudc; reference
10377-HO8H) dugc ¢ dinh & 10pg/ml bang dudi histidin vao bd cam bién sinh hoc Ni-
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NTA (Forté Bio; MY; reference 18-0029) trong 30 gidy. Trong budc thir hai, PD1 dugc
1 v6i khang thé bién thé khang PD1 duogc 1am twong thich véi ngudi ¢ 20pg/mL (ndng
dd bdo hoa) trong 120 gidy. Tiép d6, PDLI cua ngudi (Sino Biologicals, Bac Kinh,
Trung Qudc; reference 10084-H02H) duoc két hop & 100pug/mL, canh tranh véi khang
thé khang PD1 dugc 1am tuong thich véi ngudi, trong 120 gidy. Phan ly ctia PDL1 duge
thuc hién trong dém dong hoc trong 120 gidy. Phén tich dit liéu bang phan mém Blitz
pro 1.2, phdn mém nay tinh toan hang s6 két hop (ka) va hing s6 phan ly (kd) va xac

dinh hang s &i luc KD (ka/kd).

Tht nghiém canh tranh bing ELISA giita PD1 duoc két hop véi nong d6 khéac nhau cua

khéng thé bién thé khang PD1 duoc lam tuong thich véi nguoi ddi voi PDL1 hodc PD-
L2

Thi nghiém ELISA canh tranh dugc thuc hién bang cap thi nghiém ELISA sang
loc chit wc ché PD-1:PD-L1 (AcroBiosystems; M¥; reference EP-101). Trong tht
nghiém nay, hPDL1 tai td hop dugc ¢b dinh trén chat déo & 2ug/ml trong dém PBS
pH=7.,4. Khang thé da tinh ché (¢ ndng dd khac nhau) dugc tron véi 0,66pg/ml ndng do
cudi cung (ndng do ¢ dinh) ctia PD1 ctia ngudi duge biotin hoa (AcroBiosystems; M¥;
reference EP-101) dé do muc lién két canh tranh trong 2 gior & 37°C. Sau khi U va rura,
streptavidin dugc danh dau peroxidaza (Vector laboratoring; My; reference SA-5004)
duge thém vao dé phat hién lién két Biotin-PD-1Fc va hién két qua bang phuong phap
thong thuong.

Nghién ctru dd 6n dinh bing sic ky khuéch tan loai trix

Nghién ctru do 6n dinh béng sac ky khuéch tan loai trir duogc thuc hién béng cot
loai trir kich ¢& (GE healthcare; Thuy Dién, Superdex 200 10/300 GL; reference 17-
5175-01) trén hé théng tinh ché AKTA Prime (GE healthcare; Thuy Dién). Khang thé
khang PD1, dugc i 7 ngay ¢ 37°C hodc & 4°C, duoc tiém vao 0t nay (thé tich 100ul)
va rita giai bang dém PBS 30ml. Phén tich bang phin mém dénh gia PrimeView ((GE
healthcare; Thuy Dién) dé phan tich % dang két tu va monome (thoi gian luu Tm=11,7-

12ml do6i véi monome).

Phan tich su truyén tin hiéu PD-1 béryz cach str dung thir nghiém sinh hoc dua vao té

bao DiscoverX

Kha ning cta khang thé khang PD-1 phong bé tin hiéu PD-1/pSHP-1 dugc dénh
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gid bang thir nghiém tin hidu PD-1 (SHP1) & té bao Jurkat DiscoverX PathHunter®
(reference 93-1104C19). Trong thir nghiém nay, té bao Jurkat T biéu hién 6n dinh thu
thé PD-1 kham dugc dung hop v6i manh Beta-gal (ED) va SHP1 dugc tao ra bang cong
nghé di truyén duge dung hop v6i manh Beta-gal bd tro (EA). Dong nudi ciy té bao
Jurkat v6i té bao trinh dién PD-L1 din dén phosphoryl ho PD-1, tuyén md SHP-1 dugc
tao ra bing cong nghé di truyén va sy bd tro ciia manh ED va EA tao ra enzym Beta-gal
hoat tinh va tin hi¢u phét quang sinh hoc sau khi thém co chit vao. D9 hoa phét quang
1a ty 1€ voi su hoat hod truyén tin hiéu PD-1. Thit nghiém dugce thuc hién theo khuyén
c4o cla nha san xuét. Vin tit 13, t& bao Jurkat PD-1+ dugc G véi nﬁ")ng do khac nhau caa
khang thé khang PD-1 trong 1 gio, sau do ddng nudi cdy v6i té bao PD-L1+ trong mot
gi0 nita. Thubc thir phat hién Detection dugc thém vao, doc tin hi¢u phat quang 180

phut sau d6 bing cach sir dung thiét bi doc dia Tecan™.

Thit nghiém hoat hod té bao T st dung thit nghiém sinh hoc dua vao té bao Promega

Kha ning cia khang thé khang PD-1 khoi phuc hoat hod té bao T dugc thir
nghiém bang cach st dung bo kit Promega PD-1/PD-L1 (Reference J1250). Hai dong té
bao dugc st dung 1a (1) t& bao T hidu ing (Jurkat biéu hién 6n dinh PD-1, luxiferaza
duoc gdy cam tng bdi NFAT) va (2) hoat ho4 té bao dich (t& bao CHO K1 biéu hién 6n
dinh PDL1 va protein bé mit dugc thiét ké dé kich thich TCR cung ngu@)n theo cach
khéng phu thudce khang nguyén. Khi té bao duoc ddng nudi cdy, twong tac PD-L1/PD-
1 &re ché hoat hoa qua trung gian TCR nhd d6 phong bé su hoat hoa NFAT va hoat hoa
luxiferaza. B sung khang thé khang PD-1 phong bé tin hi¢u trc ché qua trung gian-PD-
1 dAn dén hoat hoa NFAT va tdng hop luxiferaza va phat tin hiéu phét quang sinh hoc.
Thir nghiém dugc thuc hién theo khuyén cdo clia nha san xuét. Dich pha lodng theo bac
ctia khang thé PD-1 dugc thir nghiém. Bén gid sau khi ddng nudi cdy PD-L1+ té bao
dich, t& bao hiéu (mg PD-1, va khang thé khang PD-1, co chit BioGloTM luciferin dugc

thém vao giéng va doc dia bang cach sir dung may do phét quang TecanTM.

Th nghiém phan mg bach ciu hdn hop in vitro

Té bao tua dugc biét hoa tir bach ciu don nhan CD14+ dugc phén lap tt PBMC
ctua nguoi (b kit phan 1ap c¢d dién chua céi bién bach cau don nhan Miltenyi # 130-117-
337) bing cach nudi ciy trong 6 ngdy véi 20 ng/ml yéu t6 kich thich quan thé dai thuc
bao-bach cau hat va 20 ng/ml IL-4, va tiép do trén oty 1€ 1:10 voi té bao T CD4+ cung
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loai dugc phan 14p tr nguoi cho mau khoé manh (bd kit phan 1ap Miltenyi, #130-096-
533). Sau 5 ngay ddng nudi cdy, dich ndi dwoc thu gom; ndng d6 IFN-y duoc dinh luong
bang ELISA.

PD1 Knock duoc lam tuwong thich vdi nguodi in vivo trén mo hinh chudt

Hiéu qua cta khang thé khang PD-1 ctia ngudi duoc danh gia in vivo trén md
hinh chudt u trung biéu md dung vi tri & chudt canh tranh mién dich duoc bién doi gen
dé biéu hién PD-1 ctia nguoi (exon 2). Té bao trung biéu md AK7 dugc tiém trong mang
phdi (3e6 t& bao/chudt) tiép do duogc didu tri & ngay 5/8/12/15 bang dbi ching khang
PD-1 hodic khang thé khang PD-1 dwoc 1am twong thich véi nguoi (bién thé HKLD) &
1 mg/kg. Té bao AK7 da tiém biéu hién on dinh luxiferaza cho phép phat ra tin hi¢u
phat quang sinh hoc in vivo sau khi tiém trong mang bung D-luciferin (3pg/chudt,
GoldBio, Saint Louis MO, MY, Reference 115144-35-9). 10 phtt sau khi tiém luciferin,
tin hiéu phét quang sinh hoc signal duoc do bang Biospace Imager & lung va bung cia
chudt trong 1 phat. Phan tich dit liéu theo photon/gidy/cm2 mdi steradian va biéu tri gid
tri trung binh ctia tin hiéu & lung va bung. Mdi nhém biéu thi gia tri trung binh +/- SEM
ctia tir 5 dén 7 chudt/nhém. V6i mo hinh MC38, té bao ung thu dai trang MC38 duoc
tiém dudi da bang 5e5 té bao & bén suon trai. Thé tich khéi u dugc tinh toan bang cong
thirc 0,52 x (chidu dai x chiéu rong)"*. Chudt duoc didu tri khi khdi u dat dén kich thude
80-100mm? bang 10mg/kg khang thé khang PD1 dugc lam tuong thich véi nguoi (bién
thé HKLD) 3 14n mdt tun trong 3 tudn. Cho md hinh caxinom gan Hepal.6, 2,5¢6 té
bao caxinom gan Hepal.6 dugc tiém vao tinh mach ctra. Chudt dugc diéu tri bang
3mg/kg IgG4 dbi chimg isotyp hodc khang thé khang PD1 dugc lam twong thich véi
ngudi (bién thé HKLD) vao ngay 4/7/11/14/18/21 sau khi tiém khdi u.

Duoc dong hoc va duoc luc hoc cua khang thé khang PD1 duoc lam tuong thich véi

neuoi & chudt va khi

Khi Cynomolgus dugc tiém trong tinh mach lidu duy nhét ctia khéng thé khang
PD1 duoc lam tuong thich véi ngudi (bién thé HKLD), 1 hodc Smg/kg. Mau toan phan
va huyét thanh dugc thu gom & nhiéu thoi diém dé danh gia mac chiém chd cta thy thé
va dinh luong khang thé khang PD1 trong huyét thanh. D& danh gia duoc dong hoc cua
khang thé khang PD-1 dugc lam twong thich véi nguoi trong huyét thanh ctia khi, protein
tai tb hop PD-1 (protein tai t6 hop PD-1 ciia nguoi-nhan his (Sino Biological, #10377-
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HO8H) dugc cb dinh va huyét thanh thanh pha lodng c6 chira khang thé khéang PD-1
duogc thém vao. Phat hién bang khang thé kappa khang ngudi duge gén nhan sulflo (clon
NaM76-5F3, sulfloTag dugc nhudém mau) dugc thém vao va hién mau b?mg dém MSD

Gold Read (MSD # R92TG-2 va thiét bi doc MESO QUICKPLEX SQ 120.

Pé danh gia dugc dong hoc & chudt BalbeRT (gibng cai 6-9 tuan) dugc tiém trong
6 mét hodc tiém dudi da lidu duy nhét (Smg/kg) ciia dang kham, khang thé khang PD1
duoc 1am tyong thich v6i ngudi (bién thé HKLD) hodc khang thé Keytruda. Xac dinh
ndng do khang thé trong huyét twong bang ELISA bang céch sir dung khang thé chudi
nhe khang ngudi duoc ¢d dinh (clon NaM76-5F3) huyét thanh pha lodng c6 chita khang
thé khang PD-1 dugc thém vao. Phat hién bang IgG cua lira khang ngudi dugce danh
déu—peroxidaza (Jackson Immunoresearch; M¥; reference 709-035-149) dugc thém vao

va hién két qua bang phuong phap théng thudng.

Thi nghiém thuc bao

Bach ciu don nhén ctia ngudi tir ngudi tinh nguyén khoé manh dugc biét hod in
vitro vao dai thuc bao MO bang M-CSF (100ng/mL) trong moi trudng RPMI toan ven
trong 5 ngdy. Pai thuc bao MO tiép dé dugc nudi cdy trong 2 ngay vé6i IFNg clia nguoi
(70ng/mL) dé tao ra M1-dai thuc bao. Pai thuc bao MO/M1 va dong té bao Raji tuong
tng dugc nhudm mau bing chat nhudm mau ting sinh té bao eFluor450 (Invitrogen) va
chit nhuém mau ting sinh té bao eFluor670 (Invitrogen). Bing céch sit dung dia ddy
tron 96 giéng gin siu thdp (ULA), Raji CPDe670+ duge U trude voi khang thé va
Rituximab trong 1 gid va dai thyc bao MO hoac dai thuc bao M1 CPDe450+ dugc thém
vao & ty 16 té bao hiéu Gmg:té bao dich 12 2:1. C4 hai té bao dugc G trong 1 hodc 2 gio.
Thuyc hién phan tich thuc bao bang dém té bao dong chay va % mic thyc bao dugc tinh
bang % té bao CPDe670+ trong té bao CPDe450+ téng cong (nghia 1a % té bao dwong
tinh kép (CPDe670+/ CPDe450+)).

Phan tich lién két ex vivo d6i véi CD3+ PBMC duoc kich thich cia ngudi bang do

huynh gquang té bao dong chay

Dé do muc lién két ctia khang PD1 dbi véi té bao T ngoai vi clia ngudi, khang
thé duoc G trong 30 phut & 4°C, va rira trude khi nhuém mau 30 phut & 4°C bang IgG
Fc¢ khang nguoi dugc danh dau PE (Biolegend; M¥; reference 409303) + CD3 khang
ngudi duoe danh ddu xanh Pacific (BD Biosciences clone SP34-2 # 558124). Phan tich
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mau trén thiét bi do huynh quang t& bao Cytoflex (Beckman Coulter) véi cong té bao

CD3+T.

Bai tiét IFNg bai t& bao T clia ngudi

Kha ning cta khang PD-1 duoc lam twong thich véi ngudi dé kich thich bai tiét
xytokin hiéu tng IFNg duoc danh gia trong phan ung bach ciu ciing loai hdn hop. Té
bao tua thu duoc tir bach cdu don nhan dugc tao ra tir bach cdu don nhan mau ngoai vi
ctia nguoi dugc phan 1ap CD14+ + GM-CSF va IL-4 va dugc ddng nudi cdy vai té bao
T cua nguoi cung loai dugc phan 1ap CD4+ (ty 1€ 1:10) va céc lidu dung khic nhau cta
bién thé HKLD hodc ddi chimg isotyp trong 5 ngay. Dich ndi c6 chira xytokin IFNg
dugc thu gom va dinh luong béng ELISA (BD Bioscience, reference 555142 va
555190).
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YEU CAU BAO HO
1. Khang thé khang PD-1-cta ngudi don dong dwoc lam tuong thich véi ngudi hodc
manh lién két khang nguyén ctia n6 bao gdm: (a) VH bao gdm hodc gdm c6 trinh tyr axit
amin dugc néu trong SEQ ID NO: 21; va (b) VL bao gom hodc gém c6 trinh tu axit
amin duoc néu trong SEQ ID NO: 24, trong d6 khang thé hodc manh lién két khang
nguyén ctia n6 13 chat dbi khang cia lién két ctia PD-L1 va/hodc PD-L2 cia ngudi voi

PD-1 cua nguoi.

2. Khang thé hodc manh lién két khang nguyén cia né theo diém 1, trong d6 bao gdm:
(a) chudi nang bao gdm hodc gdm c6 trinh tu axit amin duge néu trong SEQ ID NO: 31,
va (b) chubi nhe bao gdm hodc gdm c6 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO:

34.

3. Khang thé hodc manh lién két khang nguyén cta n6 theo diém bét ky trong s6 cac
diém tir 1 dén 2, trong d6 khang thé hoic manh lién két khang nguyén ctia né bao gdm
mién 6n dinh chudi nhe thu duge tir mién 6n dinh chudi nhe kappa cua nguoi va mién
6n dinh chudi nang thu duoc tir mién 6n dinh chudi ning IgG1, IgG2, 1gG3 hodc IgG4
clia nguoi.

4. Khang thé hoic manh lién két khdng nguyén cia né theo diém bt ky trong sd céc
diém tir 1 dén 3, trong d6 khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 bao gém
mién 6n dinh chudi nhe thu dugc tir mién 6n dinh chudi nhe kappa ctia nguoi va mién
dn dinh chudi ning thu dugc tir mién on dinh chudi ning IgG1 clia ngudi, tuy y c6 thay
thé hodc to hop cac thay thé dugc chon tr nhom gbébm c6 T250Q/M428L;
M252Y/S254T/T256E  +  H433K/N434F;  E233P/L234V/L235A/G236A  +
A327G/A330S/P331S; E333A; S239D/A330L/1332E; P2571/Q311; K326 W/E333S;
S239D/1332E/G236A; N297A; 1.234A/L.235A; N297A + M252Y/S254T/T256E;
K322A va K444A, tét hon 1a duge chon tir nhom gdm c6 N297A tuy ¥ két hop véi
M252Y/S254T/T256E, va L.234A/L.235A.

5. Khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia né theo diém bat ky trong sb céc
diém tir 1 dén 3, trong d6 khang thé hoic manh lién két khang nguyén ctia n6 bao gbm
mién 6n dinh chudi nhe thu dugc tir mién 6n dinh chudi nhe kappa clia nguoi va mién
6n dinh chudi ning thu dugc tir mién 6n dinh chudi ning IgG4 clia nguoi, tuy ¥ ¢ thay

thé hoic t hop cac thay thé duge chon tir nhém gom c6 S228P; L234A/L235A, S228P
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+M252Y/S254T/T256E va K444 A.

6. Khang thé hodc manh lién két khang nguyén cta n6 theo diém bét ky trong sb cac
didm tir 1 dén 5, ma lién két dac hiéu véi PD-1 cua ngudi v6i hang sb ai luc lién két
(KD) d6i v6i PD-1 ctia ngudi bang hodc nhé hon 107 M duge do bang cong hudng

plasmon bé mat.

7. Phéan tr axit nucleic dugc phan lap hodc nhom céc phéan tir axit nucleic duge phan lap
ma hod khang thé hodic manh lién két khang nguyén ciia n6 theo diém bat ky trong s6
cac diém tir 1 dén 6.

8. Vecto bao gdbm phan tir axit nucleic duoc phan l4p hodc nhém céc phan ti axit nucleic

duoc phan lap theo diém 7.

9. Té bao chi bao gdm phén tir axit nucleic dugc phan 14p va/hodc nhém cac phan tir

axit nucleic dugc phan lap theo diém 7 va/hoic vecto theo diém 8.

10. Phuong phép san xuét khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia né theo diém
bat ky trong sb cac diém tir 1 dén 6, bao gdm budc nudi cdy té bao chu theo diém 9 va

tuy ¥ budce phén 1ap khang thé hodc manh lién két khéng nguyén.

11. Duge pham chtra khang thé hodc manh lién két khéng nguyén ctia n6 theo diém bat
ky trong sb cac diém tir 1 dén 6 va/hodc phan tit axit nucleic duge phan lap va/hodc
nhdm cdc phén tir axit nucleic duoc phan lap theo diém 7 va/hodc vecto theo diém 8

va/hoic té bao chu theo diém 9 va chat mang duge dung.

12. Dugc pham theo diém 11, trong d6 dugc pham nay con bao gdm chét tri lidu bd
sung, tot hon 1a duge chon trong nhém géln ¢ chat alkyl ho4, chit uc ché sinh mach,
khang thé, cu thé 1a khang thé nhiam dich khang khdi u, chét chéng chuyén hoa, chét
chbng phén bao, chit chdng tang sinh, chét chdng virut, chat rc ché aurora kinaza, chét
thac déy su chét theo chuong trinh (vi du, chit e ché ho Bcl-2), chét hoat ho4 con
dudng thy thé gay chét, chét e ché Ber-Abl kinaza, khang thé BiTE (chét tuyén mo té
bao T ludng dac hi¢u), thé lién hop khang thé thubc, chit cai bién dap tng sinh hoc, chét
trc ché tyrosin kinaza Bruton (BTK), chét trc ché kinaza phu thudc xyclin, chat trc ché
chu trinh té bao, chét @c ché xyclooxygenaza-2, DVD, chét e ché thu thé chét df”)ng
ding gen gdy ung thu cla virut bénh bach cau (ErbB2), chét trc ché yéu t6 tang truong,

chét e ché protein sbc nhiét (HSP)-90, chat e ché histon deaxetylaza (HDAC), liéu
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phép hormon, chit mién dich, chét trc ché ctia chét e ché protein chét theo chuong trinh
(IAP), khang sinh xen vio giita, chit irc ché kinaza, chat (rc ché kinesin, chit wc ché
Jak2, dich & dong vat ¢ vua clia chét Gc ché rapamyxin, microARN, chét e ché kinaza
duoc didu tiét boi tin hiéu ngoai bao dugc hoat hod boi chét gdy phan bao, protein lién
két da hoa tri, thudc chdng viém phi steroit (NSAID), éhét trc ché poly ADP (adenosin
diphosphat)-riboza polymeraza (PARP), chit hoa tri liéu platin, chat e ché kinaza
tuong tu polo (Plk), chidt trc ché phosphoinositit-3 kinaza (PI3K), chét e ché proteasom,
chit tuwong tu purin, chit twong tw pyrimidin, chét twong tu tyrosin kinaza thu thé,
retinoit/deltoit alkaloit thuc vat, axit ribonucleic ¢ ché nhé (siRNA), chit tc ché
topoisomeraza, chit (rc ché ubiquitin ligaza, chit giam metyl hoa, chit trc ché diém kiém
so4t, vécxin peptit va chét tuong tur, epitop hodc neoepitop tir khdng nguyén khéi u, ciing

nhu t6 hgp ciia mot hodc nhi€u chat trong so céc chat nay.
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<400>

6

8

PRT

nhan tao

HC CDR3

Glu Arg Glu Pro

1

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

<220>
<223>

<400>

7

8

PRT

nhan tao

HC CDR3

Glu Arg Glu Pro

1

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

<220>
<223>

8

8

PRT

nhan tao

HC CDR3

Gly Met Asp Thr

Gly Met Glu Ser

Gly Met Asp His

Gly Met Asp Ala

51414

104/156



<400>

8

Glu Arg Glu Pro

1

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

<220>
<223>

<400>

9

8

PRT

nhén tao

HC CDR3

9

Glu Arg Glu Pro

1

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

<220>
<223>

<400>

10

8

PRT

nhan tao

HC CDR3

10

Glu Arg Glu Pro

1

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

<220>
<223>

<400>

11
16
PRT
nhan tao

LC CDRI1

11

Arg Ser Ser Gln

1

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

<220>
<223>

<400>

12

16

PRT

nhan tao

LC CDR1

12

Arg Ser Ser Gln

1

Gly Met Asp Tyr
5

Gly Met Asp Asn
5

Gly Met Asp Glu
5

Ser Leu Val His Ala Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu

5

Ser Leu Val His Ala Asn Thr Asn Thr Tyr Leu Glu

5

51414

10

10

3

15

15

105/156



51414

<210> 13
<211> 7
<212> PRT

<213> nhéan tao

<220>
<223> LC CDR2

<400> 13

Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser

1 5
<210> 14

<211> 9

<212> PRT

<213> nhén tao

<220>
<223> LC CDR3

<400> 14

Phe Gln Gly Thr His Val Pro Asn Thr
1 5

<210> 15
<211> 117
<212> PRT

<213> nhéan tao

<220>
<223> Mién thay ddi HC

<400> 15
Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Ser Glu

1 5 10

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly
20 25

Ala Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly
35 40

Gly Trp Ile Asn Thr Asn Thr Gly Glu Pro
50 55

Thr Gly Arg Phe Val Phe Ser Leu Asp Thr
65 70

Leu Gln Ile Ser Ser Leu Lys Ala Glu Asp

Leu

Tyr

Gln

Thr

Ser

75

Thr

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Val

Ala

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly

His

Trp

Gly

Ala

Tyr

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

Cys

106/156



Ala Arg Glu

Val Thr Val

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

<220>
<223>

<400>

Gln

Ser

Ala

Gly

Thr

65

Leu

Ala

Val

Ile

vVal

Met

Trp

50

Gly

Gln

Arg

Thr

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

<220>
<223>

115

16
117
PRT
nhéan

mién
16

Gln

Lys

Asn
35

Ile

Arg

Ile

Glu

Val
115

17
117
PRT
nhéan

mién

51414 107/156

85 90 95

Arg Glu Pro Gly Met Asp Ser Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110

Ser Ser

tao

thay ddéi HC

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

Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr His Tyr
20 25 30

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

Asn Thr Asn Thr Gly Glu Pro Thr Tyr Ala Gln Gly Phe
55 60

Phe Val Phe Ser Leu Asp Thr Ser Val Ser Thr Ala Tyr
70 75 80

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

Arg Glu Pro Gly Met Asp Thr Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110

Ser Ser

tao

thay d&di HC



51414 108/156

<400> 17

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

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr His Tyr
20 25 30

Ala Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Trp Ile Asn Thr Asn Thr Gly Glu Pro Thr Tyr Ala Gln Gly Phe

Thr Gly Arg Phe Val Phe Ser Leu Asp Thr Ser Val Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Ala Arg Glu Arg Glu Pro Gly Met Glu Ser Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110

Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 18
<211> 117
<212> PRT

<213> nhén tao

<220>
<223> mién thay ddi HC

<400> 18

Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Ser Glu Leu Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr His Tyr
20 25 30

Ala Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Trp Ile Asn Thr Asn Thr Gly Glu Pro Thr Tyr Ala Gln Gly Phe

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



51414 109/156

65 70 75 80

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

Ala Arg Glu Arg Glu Pro Gly Met Asp His Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110

Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 19
<211> 117
<212> PRT

<213> nhan tao

<220>
<223> mién thay d&bi HC

<400> 19

Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Ser Glu Leu Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cvs Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr His Tyr
20 25 30

Ala Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Trp Ile Asn Thr Asn Thr Gly Glu Pro Thr Tyr Ala Gln Gly Phe
50 55 60

Thr Gly Arg Phe Val Phe Ser Leu Asp Thr Ser Val Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Ala Arg Glu Arg Glu Pro Gly Met Asp Ala Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110

Val Thr val Ser Ser

115
<210> 20
<211> 117
<212> PRT

<213> nhan tao



<220>
<223> mién
<400> 20
Gln Ile Gln
1
Ser Val Lys
Ala Met Asn
35
Gly Trp Ile
50
Thr Gly Arg
65
Leu Gln Ile
Ala Arg Glu
Val Thr Val
115
<210> 21
<211> 117
<212> PRT
<213> nhén
<220>
<223> Mién
<400> 21

Gln Ile Gln
1

Ser Val Lys

Ala Met Asn
35

Gly Trp Ile

thay dbéi HC

Leu Val Gln

Val
20

Ser Cys

Trp Val Arg

Asn Thr Asn

Phe Val Phe

70

Ser Leu

85

Ser

Arg Glu Pro

100

Ser Ser

tao

thay déi HC

Leu Val Gln

Val
20

Ser Cys

Trp Val Arg

Asn Thr Asn

Ser

Lys

Gln

Thr

55

Ser

Lys

Gly

Ser

Lys

Gln

Thr

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Leu

Ala

Met

Gly

Ala

Ala

40

Gly

51414

Ser

Ser

25

Pro

Glu

Glu

AsSp
105

Ser

Ser

25

Pro

Glu

Glu

10

Gly

Gly

Pro

Thr

Asp

Tyr

Glu

10

Gly

Gly

Pro

Leu

Tyr

Gln

Thr

Ser

75

Thr

Trp

Leu

Tyr

Gln

Thr

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Val

Ala

Gly

Lys

Thr

Gly

Tyr

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Gln

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Gly Ala

His Tyr

Trp Met

Gly Phe

Ala Tyr

80

Tyr
95

Cys

Thr Leu

Gly Ala

15

His Tyr

Trp Met

Gly Phe

110/156
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50 55 60

Thr Gly Arg Phe Val Phe Ser Leu Asp Thr Ser Val Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Ala Arg Glu Arg Glu Pro Gly Met Asp Asn Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110

Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 22
<211> 117
<212> PRT

<213> nhén tao

<220>
<223> Mién thay d&bi HC

<400> 22
Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Ser Glu Leu Lys Lys Pro Gly Ala

1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr His Tyr
20 25 30

Ala Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Trp Ile Asn Thr Asn Thr Gly Glu Pro Thr Tyr Ala Gln Gly Phe
50 55 60

Thr Gly Arg Phe Val Phe Ser Leu Asp Thr Ser Val Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Ala Arg Glu Arg Glu Pro Gly Met Asp Glu Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110

Val Thr Val Ser Ser
115



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

<220>
<223>

<400>

23
112
PRT
nhan

Mién

23

Asp Val val

1

Gln

Asn

Pro

Asp

65

Ser

Thr

Pro

Gly

Arg

Arg

Arg

His

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

<220>
<223>

<400>

Ala

Asn
35

Leu

Phe

Val

Val

24
112
PRT
nhan

Mién

24

Asp Val Vval

1

Gln Pro Ala

Asn Thr Asn

35

Pro Arg Leu

tao

thay déi I.C

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

tao

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Asn

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

thay déi LC

Met

Ser

20

Thr

Leu

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

Cys

Glu

Lys

Gly

Asp

Phe

Ser

Cys

Glu

Lys

Pro

Arg

Trp

40

Val

Ser

Val

Gly

Pro

Arg

Trp

40

Val

51414

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gln
105

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Ser
10

Ser

Gln

Asn

Thr

Val

90

Gly

Ser
10

Ser

Gln

Asn

10

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Leu

Gln

Gln

Arg

Pro

Ser

Arg

Phe

60

Phe

Tyr

Lys

Pro

Ser

Arg

Phe

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Val

30

Gly

Gly

Leu

Phe

Glu
110

Thr

Val

30

Gly

Gly

Leu

15

His

Gln

Val

Lys

Gln
95

Ile

Leu

15

His

Gln

Val

Gly

Ala

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Gly

Ala

Ser

Pro

112/156



50

Asp Arg Phe

65

Ser Arg Val

Thr His Val

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

<220>
<223>

<400>

25
444
PRT
nhan

HC

25

Gln Ile Gln

1

Ser

Ala

Gly

Thr

65

Leu

Ala

Val

Ala

Val

Met

Trp

50

Gly

Gln

Arg

Thr

Pro
130

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Ile

Glu

Val

115

Cys

Ser

Glu

Pro
100

tao

Leu

Val

20

Trp

Asn

Phe

Ser

Arg

100

Ser

Ser

Gly

Ala

85

Asn

Val

Ser

Val

Thr

Val

Ser

85

Glu

Ser

Arg

Ser
70

Glu

Thr

Gln

Cys

Arg

Asn

Phe

70

Leu

Pro

Ala

Ser

55

Gly

Asp

Phe

Ser

Lys

Gln

Thr

55

Ser

Lys

Gly

Ser

Thr
135

Ser

Val

Gly

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Leu

Ala

Met

Thr

120

Ser

51414

Gly

Gln
105

Ser

Ser

25

Pro

Glu

Asp

Glu

Asp

105

Lys

Glu

Thr Asp

Val
90

Gly

Glu

10

Gly

Gly

Pro

Thr

Asp

90

Ser

Gly

Ser

11

75

Tyr

Thr

Leu

Tyr

Gln

Thr

Ser

75

Thr

Trp

Pro

Thr

60

Phe

Tyr

Lys

Lys

Thr

Gly

Tyr

Val

Ala

Gly

Ser

Ala
140

Thr

Cys

Leu

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

vVal

Gln

val

125

Ala

Leu

Phe

Glu
110

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly

110

Phe

Leu

Lys Ile
80

Gln Gly
95

Ile Lys

Gly Ala

15

His Tyr

Trp Met

Gly Phe

Ala Tyr

80

Tyr Cys

Thr Leu

Pro Leu

Gly Cys
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Leu

145

Gly

Ser

Leu

Thr

Pro

225

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

305

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

Val

Ala

Gly

Lys

210

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

290

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

370

Asn

Lys

Leu

Leu

Thr

195

Val

Pro

Lys

Val

Tyr

275

Glu

His

Lys

Gln

Met

355

Pro

Asn

Asp

Thr

Tyr

180

Lys

Asp

Ala

Pro

Val

260

Val

Gln

Gln

Gly

Pro

340

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Ser

165

Ser

Thr

Lys

Pro

Lys

245

Val

Asp

Phe

Asp

Leu

325

Arg

Lys

Asp

Lys

Phe

150

Gly

Leu

Tyr

Arg

Glu

230

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

310

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

Pro

Val

Ser

Thr

Val

215

Phe

Thr

Val

Val

Ser

295

Leu

Ser

Pro

Gln

Ala

375

Thr

Glu

His

Ser

Cys

200

Glu

Leu

Leu

Ser

Glu

280

Thr

Asn

Ser

Gln

Val

360

Val

Pro

51414

Pro

Thr

Val

185

Asn

Ser

Gly

Met

Gln

265

Val

Tyr

Gly

Ile

Val

345

Ser

Glu

Pro

Val

Phe

170

Val

Val

Lys

Gly

Ile

250

Glu

His

Arg

Lys

Glu

330

Tyr

Leu

Trp

vVal

12

Thr

155

Pro

Thr

Asp

Tyr

Pro

235

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

315

Lys

Thr

Thr

Glu

Val

Ala

Val

His

Gly

220

Ser

Arg

Pro

Ala

val

300

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

380

Asp

Ser

Val

Pro

Lys

205

Pro

Val

Thr

Glu

Lys

285

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

365

Asn

Ser

Trp

Leu

Ser

190

Pro

Pro

Phe

Pro

Val

270

Thr

Val

Cys

Ser

Pro

350

Val

Gly

Asp

Asn

Gln

175

Ser

Ser

Cys

Leu

Glu

255

Gln

Lys

Leu

Lys

Lys

335

Ser

Lys

Gln

Gly

Ser

160

Ser

Ser

Asn

Pro

Phe

240

Val

Phe

Pro

Thr

Val

320

Ala

Gln

Gly

Pro

Ser
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385 390 395 400

Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu
405 410 415

Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His
420 425 430

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

435 440
<210> 26
<211> 444
<212> PRT

<213> nhan tao

<220>
<223> HC
<400> 26

Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Ser Glu Leu Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr His Tyr
20 25 30

Ala Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Trp Ile Asn Thr Asn Thr Gly Glu Pro Thr Tyr Ala Gln Gly Phe
50 55 60

Thr Gly Arg Phe Val Phe Ser Leu Asp Thr Ser Val Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Ala Arg Glu Arg Glu Pro Gly Met Asp Thr Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110

Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu
115 120 125

Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys
130 135 140

13



Leu

145

Gly

Ser

Leu

Thr

Pro

225

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

305

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

210

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

290

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

370

Asn

Lys

Leu

Leu

Thr

195

Val

Pro

Lys

Val

Tyr

275

Glu

His

Lys

Gln

Met

355

Pro

Asn

Asp

Thr

Tyr

180

Lys

Asp

Ala

Pro

Val

260

Val

Gln

Gln

Gly

Pro

340

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Ser

165

Ser

Thr

Lys

Pro

Lys

245

Val

Asp

Phe

Asp

Leu

325

Arg

Lys

Asp

Lys

Phe

150

Gly

Leu

Tyr

Arg

Glu

230

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

310

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

Pro

Val

Ser

Thr

Val

215

Phe

Thr

Val

Val

Ser

295

Leu

Ser

Pro

Gln

Ala

375

Thr

Glu

His

Ser

Cys

200

Glu

Leu

Leu

Ser

Glu

280

Thr

Asn

Ser

Gln

Val

360

Val

Pro

51414

Pro

Thr

Val

185

Asn

Ser

Gly

Met

Gln

265

Val

Tyr

Gly

Ile

Val

345

Ser

Glu

Pro

Val

Phe

170

Val

Val

Lys

Gly

Ile

250

Glu

His

Arg

Lys

Glu

330

Tyr

Leu

Trp

Val

14

Thr

155

Pro

Thr

Asp

Tyr

Pro

235

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

315

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

Val

Ala

Val

His

Gly

220

Ser

Arg

Pro

Ala

vVal

300

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

380

Asp

Ser

Val

Pro

Lys

205

Pro

Val

Thr

Glu

Lys

285

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

365

Asn

Ser

Trp

Leu

Ser

190

Pro

Pro

Phe

Pro

Val

270

Thr

Val

Cys

Ser

Pro

350

Val

Gly

Asp

Asn

Gln

175

Ser

Ser

Cys

Leu

Glu

255

Gln

Lys

Leu

Lys

Lys

335

Ser

Lys

Gln

Gly

Ser

160

Ser

Ser

Asn

Pro

Phe

240

Val

Phe

Pro

Thr

Val

320

Ala

Gln

Gly

Pro

Ser
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51414 117/156

385 390 395 400

Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu
405 410 415

Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His
420 425 430

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

435 440
<210> 27
<211> 444
<212> PRT

<213> nhén tao

<220>
<223> HC
<400> 27

Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Ser Glu Leu Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr His Tyr
20 25 30

Ala Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Trp Ile Asn Thr Asn Thr Gly Glu Pro Thr Tyr Ala Gln Gly Phe
50 55 60

Thr Gly Arg Phe Val Phe Ser Leu Asp Thr Ser Val Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Ala Arg Glu Arg Glu Pro Gly Met Glu Ser Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110

Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu
115 120 125

Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys
130 135 140

15



Leu

145

Gly

Ser

Leu

Thr

Pro

225

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

305

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

210

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

290

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

370

Asn

Lys

Leu

Leu

Thr

195

Val

Pro

Lys

Val

Tyr

275

Glu

His

Lys

Gln

Met

355

Pro

Asn

Asp

Thr

Tyr

180

Lys

Asp

Ala

Pro

Val

260

Val

Gln

Gln

Gly

Pro

340

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Ser

165

Ser

Thr

Lys

Pro

Lys

245

Val

Asp

Phe

Asp

Leu

325

Arg

Lys

Asp

Lys

Phe

150

Gly

Leu

Tyr

Arg

Glu

230

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

310

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

Pro

Val

Ser

Thr

Val

215

Phe

Thr

Val

Val

Ser

295

Leu

Ser

Pro

Gln

Ala

375

Thr

Glu

His

Ser

Cys

200

Glu

Leu

Leu

Ser

Glu

280

Thr

Asn

Ser

Gln

Val

360

Val

Pro

51414

Pro

Thr

Val

185

Asn

Ser

Gly

Met

Gln

265

Val

Tyr

Gly

Ile

Val

345

Ser

Glu

Pro

Val

Phe

170

Val

Val

Lys

Gly

Ile

250

Glu

His

Arg

Lys

Glu

330

Tyr

Leu

Trp

Val

16

Thr

155

Pro

Thr

Asp

Tyr

Pro

235

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

315

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

Val

Ala

Val

His

Gly

220

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

300

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

380

Asp

Ser

Val

Pro

Lys

205

Pro

vVal

Thr

Glu

Lys

285

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

365

Asn

Ser

Trp

Leu

Ser

190

Pro

Pro

Phe

Pro

Val

270

Thr

Val

Cys

Ser

Pro

350

Val

Gly

Asp

Asn

Gln

175

Ser

Ser

Cys

Leu

Glu

255

Gln

Lys

Leu

Lys

Lys

335

Ser

Lys

Gln

Gly

Ser

160

Ser

Ser

Asn

Pro

Phe

240

Val

Phe

Pro

Thr

Val

320

Ala

Gln

Gly

Pro

Ser
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51414 119/156

385 390 395 | 400

Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu
405 410 415

Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His:
420 425 430

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

435 440
<210> 28
<211> 444
<212> PRT

<213> nhéan tao

<220>
<223> HC
<400> 28

Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Ser Glu Leu Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr His Tyr
20 25 30

Ala Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Trp Ile Asn Thr Asn Thr Gly Glu Pro Thr Tyr Ala Gln Gly Phe
50 55 60

Thr Gly Arg Phe Val Phe Ser Leu Asp Thr Ser Val Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Ala Arg Glu Arg Glu Pro Gly Met Asp His Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110

Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu
115 120 125

Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys
130 135 140

17



Leu

145

Gly

Ser

Leu

Thr

Pro

225

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

305

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

210

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

290

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

370

Asn

Lys

Leu

Leu

Thr

195

Val

Pro

Lys

Val

Tyr

275

Glu

His

Lys

Gln

Met

355

Pro

Asn

Asp

Thr

Tyr

180

Lys

Asp

Ala

Pro

Val

260

Val

Gln

Gln

Gly

Pro

340

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Ser

165

Ser

Thr

Lys

Pro

Lys

245

Val

Asp

Phe

Asp

Leu

325

Arg

Lys

Asp

Lys

Phe

150

Gly

Leu

Tyr

Arg

Glu

230

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

310

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

Pro

Val

Ser

Thr

Val

215

Phe

Thr

Val

vVal

Ser

295

Leu

Ser

Pro

Gln

Ala

375

Thr

Glu

His

Ser

Cys

200

Glu

Leu

Leu

Ser

Glu

280

Thr

Asn

Ser

Gln

vVal

360

Val

Pro

51414

Pro

Thr

Val

185

Asn

Ser

Gly

Met

Gln

265

Val

Tyr

Gly

Ile

Val

345

Ser

Glu

Pro

Val

Phe

170

Val

Val

Lys

Gly

Ile

250

Glu

His

Arg

Lys

Glu

330

Tyr

Leu

Trp

vVal

18

Thr

155

Pro

Thr

Asp

Tyr

Pro

235

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

315

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

vVal

Ala

Val

His

Gly

220

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

300

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

380

Asp

Ser

Val

Pro

Lys

205

Pro

Val

Thr

Glu

Lys

285

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

365

Asn

Ser

Trp

Leu

Ser

1390

Pro

Pro

Phe

Pro

Val

270

Thr

Val

Cys

Ser

Pro

350

Val

Gly

Asp

Asn

Gln

175

Ser

Ser

Cys

Leu

Glu

255

Gln

Lys

Leu

Lys

Lys

335

Ser

Lys

Gln

Gly

Ser

160

Ser

Ser

Asn

Pro

Phe

240

Val

Phe

Pro

Thr

Val

320

Ala

Gln

Gly

Pro

Ser
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51414

385 390 395 400

Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu
405 410 415

Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His
420 425 430

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

435 440
<210> 29
<211> 444
<212> PRT

<213> nhéan tao

<220>
<223> HC
<400> 29

Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Ser Glu Leu Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr His Tyr
20 25 30

Ala Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Trp Ile Asn Thr Asn Thr Gly Glu Pro Thr Tyr Ala Gln Gly Phe
50 55 60

Thr Gly Arg Phe Val Phe Ser Leu Asp Thr Ser Val Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Ala Arg Glu Arg Glu Pro Gly Met Asp Ala Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110

Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu
115 120 125

Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys
130 135 140

19
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Leu

145

Gly

Ser

Leu

Thr

Pro

225

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

305

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

210

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

290

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

370

Asn

Lys

Leu

Leu

Thr

© 195

Val

Pro

Lys

Val

Tyr

275

Glu

His

Lys

Gln

Met

355

Pro

Asn

Asp

Thr

Tyr

180

Lys

Asp

Ala

Pro

Val

260

Val

Gln

Gln

Gly

Pro

340

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Ser

165

Ser

Thr

Lys

Pro

Lys

245

Val

Asp

Phe

Asp

Leu

325

Arg

Lys

Asp

Lys

Phe

150

Gly

Leu

Tyr

Arg

Glu

230

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

310

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

Pro

Val

Ser

Thr

Val

215

Phe

Thr

Val

Val

Ser

295

Leu

Ser

Pro

Gln

Ala

375

Thr

Glu

His

Ser

Cys

200

Glu

Leu

Leu

Ser

Glu

280

Thr

Asn

Ser

Gln

Val

360

Val

Pro

51414

Pro

Thr

Val

185

Asn

Ser

Gly

Met

Gln

265

Val

Tyr

Gly

Ile

vVal

345

Ser

Glu

Pro

Val

Phe

170

Val

Val

Lys

Gly

Ile

250

Glu

His

Arg

Lys

Glu

330

Tyr

Leu

Trp

Val

20

Thr

155

Pro

Thr

Asp

Tyr

Pro

235

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

315

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

Val

Ala

Val

His

Gly

220

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

300

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

380

Asp

Ser

Val

Pro

Lys

205

Pro

Val

Thr

Glu

Lys

285

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

365

Asn

Ser

Trp

Leu

Ser

190

Pro

Pro

Phe

Pro

vVal

270

Thr

Val

Cys

Ser

Pro

350

Val

Gly

ASp

Asn

Gln

175

Ser

Ser

Cys

Leu

Glu

255

Gln

Lys

Leu

Lys

Lys

335

Ser

Lys

Gln

Gly

Ser

160

Ser

Ser

Asn

Pro

Phe

240

Val

Phe

Pro

Thr

Val

320

Ala

Gln

Gly

Pro

Ser
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51414

385 390 395 400

Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu
405 410 415

Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His
420 425 430

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

435 440
<210> 30
<211> 444
<212> PRT

<213> nhan tao

<220>
<223> HC
<400> 30

Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Ser Glu Leu Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr His Tyr
20 25 30

Ala Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Trp Ile Asn Thr Asn Thr Gly Glu Pro Thr Tyr Ala Gln Gly Phe
50 55 60

Thr Gly Arg Phe Val Phe Ser Leu Asp Thr Ser Val Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Ala Arg Glu Arg Glu Pro Gly Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110

Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu
115 120 125

Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys
130 135 140

21
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Leu

145

Gly

Ser

Leu

Thr

Pro

225

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

305

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

Val

Ala

Gly

Lys

210

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

290

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

370

Asn

Lys

Leu

Leu

Thr

195

Val

Pro

Lys

Val

Tyr

275

Glu

His

Lys

Gln

Met

355

Pro

Asn

Asp

Thr

Tyr

180

Lys

Asp

Ala

Pro

Val

260

Val

Gln

Gln

Gly

Pro

340

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Ser

165

Ser

Thr

Lys

Pro

Lys

245

Val

Asp

Phe

Asp

Leu

325

Arg

Lys

Asp

Lys

Phe

150

Gly

Leu

Tyr

Arg

Glu

230

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

310

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

Pro

Val

Ser

Thr

Val

215

Phe

Thr

Val

Val

Ser

295

Leu

Ser

Pro

Gln

Ala

375

Thr

Glu

His

Ser

Cys

200

Glu

Leu

Leu

Ser

Glu

280

Thr

Asn

Ser

Gln

Val

360

Val

Pro

51414

Pro

Thr

Val

185

Asn

Ser

Gly

Met

Gln

265

Val

Tyr

Gly

Ile

Val

345

Ser

Glu

Pro

Val

Phe

170

Val

Val

Lys

Gly

Ile

250

Glu

His

Arg

Lys

Glu

330

Tyr

Leu

Trp

Val

22

Thr

155

Pro

Thr

Asp

Tyr

Pro

235

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

315

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

Val

Ala

Val

His

Gly

220

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

300

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

380

Asp

Ser

Val

Pro

Lys

205

Pro

Val

Thr

Glu

Lys

285

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

365

Asn

Ser

Trp

Leu

Ser

190

Pro

Pro

Phe

Pro

Val

270

Thr

Val

Cys

Ser

Pro

350

Val

Gly

Asp

Asn

Gln

175

Ser

Ser

Cys

Leu

Glu

255

Gln

Lys

Leu

Lys

Lys

335

Ser

Lys

Gln

Gly

Ser

160

Ser

Ser

Asn

Pro

Phe

240

Val

Phe

Pro

Thr

Val

320

Ala

Gln

Gly

Pro

Ser
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385

Phe Phe Leu

Gly Asn Val

Tyr Thr Gln
435
<210> 31
<211> 444
<212> PRT
<213> nhéan
<220>
<223> HC
<400> 31

Gln Ile Gln
1

Ser Val Lys

Ala Met Asn
35

Gly Trp Ile

Thr Gly Arg
65

Leu Gln Ile

Ala Arg Glu

Val Thr val
115

Ala Pro Cys
130

Tyr

Phe

420

Lys

tao

Leu

Val

20

Trp

Asn

Phe

Ser

Arg

100

Ser

Ser

Ser
405

Ser

Ser

Val

Ser

Val

Thr

Val

Ser

85

Glu

Ser

Arg

390

Arg

Cys

Leu

Gln

Cys

Arg

Asn

Phe

70

Leu

Pro

Ala

Ser

51414

Leu Thr Val

Ser Val Met
425

Ser Leu Ser
440

Ser Gly Ser

Lys Ala Ser
25

Gln Ala Pro
40

Thr Gly Glu
55

Ser Leu Asp

Lys Ala Glu

Gly Met Asp
105

Ser Thr Lys
120

Thr Ser Glu
135

Asp
410

His

Pro

Glu

10

Gly

Gly

Pro

Thr

Asp

90

Asn

Gly

Ser

23

395 400

Lys Ser Arg Trp Gln Glu
415

Glu Ala Leu His Asn His
430

Gly Lys

Leu Lys Lys Pro Gly Ala
15

Tyr Thr Phe Thr His Tyr
30

Gln Gly Leu Glu Trp Met
45

Thr Tyr Ala Gln Gly Phe

Ser Val Ser Thr Ala Tyr
75 80

Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
95

Trp Gly Gln Gly Thr Leu
110

Pro Ser Val Phe Pro Leu
125

Thr Ala Ala Leu Gly Cys
140

125/156



Leu

145

Gly

Ser

Leu

Thr

Pro

225

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

305

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

210

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

290

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

370

Asn

Lys

Leu

Leu

Thr

195

Val

Pro

Lys

Val

Tyr

2775

Glu

His

Lys

Gln

Met

355

Pro

Asn

Asp

Thr

Tyr

180

Lys

Asp

Ala

Pro

Val

260

Val

Gln

Gln

Gly

Pro

340

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Ser

165

Ser

Thr

Lys

Pro

Lys

245

Val

Asp

Phe

Asp

Leu

325

Arg

Lys

Asp

Lys

Phe

150

Gly

Leu

Tyr

Arg

Glu

230

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

310

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

Pro Glu

Val His

Ser Ser

Thr Cys
200

vVal Glu
215

Phe Leu

Thr Leu

Val Ser

Val Glu
280

Ser Thr
295

Leu Asn

Ser Ser

Pro Gln

Gln Val
360

Ala Val
375

Thr Pro

51414

Pro

Thr

Val

185

Asn

Ser

Gly

Met

Gln

265

Val

Tyr

Gly

Ile

val

345

Ser

Glu

Pro

Val

Phe

170

Val

Val

Lys

Gly

Ile

250

Glu

His

Arg

Lys

Glu

330

Tyr

Leu

Trp

Val

24

Thr

155

Pro

Thr

Asp

Tyr

Pro

235

Ser

Asp

Asn

vVal

Glu

315

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

Val

Ala

Val

His

Gly

220

Ser

Arg

Pro

Ala

vVal

300

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

380

Asp

Ser

Val

Pro

Lys

205

Pro

Val

Thr

Glu

Lys

285

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

365

Asn

Ser

Trp

Leu

Ser

190

Pro

Pro

Phe

Pro

Val

270

Thr

Val

Cys

Ser

Pro

350

Val

Gly

Asp

Asn

Gln

175

Ser

Ser

Cys

Leu

Glu

255

Gln

Lys

Leu

Lys

Lys

335

Ser

Lys

Gln

Gly

Ser

160

Ser

Ser

Asn

Pro

Phe

240

vVal

Phe

Pro

Thr

Val

320

Ala

Gln

Gly

Pro

Ser
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51414 127/156

385 390 395 400

Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu
405 410 415

Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His
420 425 430

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

435 440
<210> 32
<211> 444
<212> PRT

<213> nhén tao

<220>
<223> HC
<400> 32

Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Ser Glu Leu Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr His Tyr
20 25 30

Ala Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Trp Ile Asn Thr Asn Thr Gly Glu Pro Thr Tyr Ala Gln Gly Phe
50 55 60

Thr Gly Arg Phe Val Phe Ser Leu Asp Thr Ser Val Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Ala Arg Glu Arg Glu Pro Gly Met Asp Glu Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110

Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu
115 120 125

Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys
130 135 140

25



Leu

145

Gly

Ser

Leu

Thr

Pro

225

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

305

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

210

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

290

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

370

Asn

Lys

Leu

Leu

Thr

195

vVal

Pro

Lys

Val

Tyr

275

Glu

His

Lys

Gln

Met

355

Pro

Asn

Asp

Thr

Tyr

180

Lys

Asp

Ala

Pro

Val

260

Val

Gln

Gln

Gly

Pro

340

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Ser

165

Ser

Thr

Lys

Pro

Lys

245

Val

Asp

Phe

Asp

Leu

325

Arg

Lys

Asp

Lys

Phe

150

Gly

Leu

Tyr

Arg

Glu

230

Asp

Asp

Gly

Trp

310

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

Pro

Val

Ser

Thr

Val

215

Phe

Thr

Val

Val

Ser

295

Leu

Ser

Pro

Gln

Ala

375

Thr

Glu

His

Ser

Cys

200

Glu

Leu

Leu

Ser

Glu

280

Thr

Asn

Ser

Gln

Val

360

Val

Pro

51414

Pro

Thr

Val

185

Asn

Ser

Gly

Met

Gln

265

Val

Tyr

Gly

Ile

Val

345

Ser

Glu

Pro

Val

Phe

170

Val

Val

Lys

Gly

Ile

250

Glu

His

Arg

Lys

Glu

330

Tyr

Leu

Trp

Val

26

Thr

155

Pro

Thr

Asp

Tyr

Pro

235

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

315

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

Val

Ala

Val

His

Gly

220

Ser

Arg

Pro

Ala

val

300

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

380

Asp

Ser

Val

Pro

Lys

205

Pro

Val

Thr

Glu

Lys

285

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

365

Asn

Ser

Trp

Leu

Ser

190

Pro

Pro

Phe

Pro

Val

270

Thr

Val

Cys

Ser

Pro

350

Val

Gly

AsSp

Asn

Gln

175

Ser

Ser

Cys

Leu

Glu

255

Gln

Lys

Leu

Lys

Lys

335

Ser

Lys

Gln

Gly

Ser

160

Ser

Ser

Asn

Pro

Phe

240

Val

Phe

Pro

Thr

Val

320

Ala

Gln

Gly

Pro

Ser

128/156



385
Phe Phe Leu
Gly Asn Val
Tyr Thr Gln
435
<210> 33
<211> 219
<212> PRT
<213> nhéan
<220>
<223> LC
<400> 33

Asp Val Val

1

Gln

Asn

Pro

Asp

Ser

Thr

Arg

Gln

Pro

Gly

Arg

50

Arg

Arg

His

Thr

Leu
130

Ala

Asn

35

Leu

Phe

Val

Val

Val

115

Lys

Tyr

Phe

420

Lys

tao

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

100

Ala

Ser

Ser
405

Ser

Ser

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Asn

Ala

Gly

390

Arg

Cys

Leu

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Pro

Thr

Leu

Ser

Ser

Ser

Cys

Glu

Lys

55

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala
135

Thr

Val

Leu
440

Pro

Arg

Trp

Val

Ser

Val

Gly

Val

120

Ser

51414

Val

Met

425

Ser

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gln

105

Phe

Val

Asp
410

His

Pro

Ser

10

Ser

Gln

Asn

Thr

Val

90

Gly

Ile

val

27

395

Lys

Glu

Gly

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Phe

Cys

400

Ser Arg Trp Gln Glu

415

Ala Leu His Asn His

Lys

Pro

Ser

Arg

Phe

60

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu
140

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

125

Leu

430

Thr

vVal

30

Gly

Gly

Leu

Phe

Glu

110

Ser

Asn

Leu

15

His

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Asp

Asn

Gly

Ala

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Glu

Phe

129/156



Tyr

145

Ser

Thr

Lys

Pro

Pro

Gly

Tyr

His

Val
210

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

<220>
<223>

<400>

Arg

Asn

Ser

Lys
195

Thr

34
219
PRT
nhan

LC

34

Asp Val Vval

1

Gln

Asn

Pro

Asp

65

Ser

Thr

Arg

Pro

Thr

Arg

50

Arg

Arg

His

Thr

Ala

Asn

35

Leu

Phe

vVal

Val

Val
115

Glu

Ser

Leu

180

Val

Lys

tao

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

100

Ala

Ala

Gln

165

Ser

Tyr

Ser

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Asn

Ala

Lys

150

Glu

Ser

Ala

Phe

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Pro

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
215

Ser

Cys

Glu

Lys

55

Gly

Asp

Phe

Ser

Gln

vVal

Leu

Glu

200

Arg

Pro

Arg

Trp

40

Val

Ser

Val

Gly

Val
120

51414

Trp

Thr

Thr

185

Val

Gly

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gln

105

Phe

Lys

Glu

170

Leu

Thr

Glu

Ser

10

Ser

Gln

Asn

Thr

Val

90

Gly

Ile

28

Val

155

Gln

Ser

His

Cys

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Phe

Asp

Asp

Lys

Gln

Pro

Ser

Arg

Phe

60

Phe

Tyr

Lys

Pro

Asn

Ser

Ala

Gly
205

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro
125

Ala

Lys

Asp

190

Leu

Thr

Val

30

Gly

Gly

Leu

Phe

Glu

110

Ser

Leu

Asp

175

Tyr

Ser

Leu

15

His

Gln

val

Lys

Gln

95

Ile

Asp

Gln

160

Ser

Glu

Ser

Gly

Ala

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Glu
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Gln

Tyr

145

Ser

Thr

Lys

Pro

Leu

130

Pro

Gly

Tyr

His

Val
210

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

<220>
<223>

<400>

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Arg

Ser

Thr

Pro

Val

50

Ser

Thr

Val

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

195

Thr

35
327
PRT
nhéan

Mién

35

Thr

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Ser

Glu

Ser

Leu

180

Val

Lys

tao

Gly

Ala

Gln

165

Ser

Tyr

Ser

én dinh

Lys

Glu

20

Pro

Thr

Val

Asn

Ser
100

Gly

Ser

Val

Phe

vVal

Val

85

Lys

Thr

Lys

150

Glu

Ser

Ala

Phe

HC

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asp

Tyr

Ala

135

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
215

Ser

Ala

Val

Ala

55

Val

His

Gly

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

200

Arg

Val

Ala

Ser

40

Val

Pro

Lys

Pro

51414

Val

Trp

Thr

Thr

185

Val

Gly

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Pro
105

vVal

Lys

Glu

170

Leu

Thr

Glu

Pro
10

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Cys

29

Cys

Val

155

Gln

Ser

His

Cys

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

Pro

Leu
140
Asp
Asp
Lys

Gln

Ala
Leu
Gly
Ser
60

Leu

Thr

Pro

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
205

Pro

Val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Asn

Ala

Lys

Asp

190

Leu

Cys

Lys

30

Leu

Leu

Thr

Val

Pro
110

Asn

Leu

Asp

175

Tyr

Ser

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Lys

Asp

95

Ala

Phe

Gln

160~

Ser

Glu

Ser

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Pro
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Glu

Asp

Asp

145

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

225

Asn

Ile

Thr

Arg

Cys

305

Leu

Phe

Thr

130

Val

Val

Ser

Leu

Ser

210

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

290

Ser

Ser

<210>
<211>
<212>

Leu

115

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

195

Ser

Gln

Val

vVal

Pro

275

Thr

Val

Leu

36
107
PRT

Gly

Met

Gln

Val

Tyr

180

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

260

Pro

vVal

Met

Ser

Gly

Ile

Glu

His

165

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

245

Trp

Val

Asp

His

Pro
325

Pro
Ser
Asp
150
Asn
Val
Glu
Lys
Thr
230
Thr
Glu
Leu
Lys
Glu

310

Gly

Ser

Arg

135

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

215

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

295

Ala

Lys

Val

120

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

200

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

280

Arg

Leu

51414

Phe

Pro

Val

Thr

val

185

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

265

Asp

Trp

His

Leu

Glu

Gln

Lys

170

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

250

Gln

Gly

Gln

Asn

30

Phe

Val

Phe

155

Pro

Thr

Val

Ala

Gln

235

Gly

Pro

Ser

Glu

His
315

Pro

Thr

140

Asn

Arg

vVal

Ser

Lys

220

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

300

Tyxr

Pro

125

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

205

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

285

Asn

Thr

Lys

Val

Tyxr

Glu

His

190

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

270

Leu

Val

Gln

Pro

Val

Val

Gln

175

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

255

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Lys

Val

Asp

160

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys

240

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
320
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51414 133/156

<213> nhén tao

<220>
<223> Mién 4n dinh LC

<400> 36
Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu

1 5 10 15

Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe
20 25 30

Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln

Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser
50 55 60

Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu
65 70 75 80

Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser
85 90 95

Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
100 105

<210> 37
<211> 30
<212> PRT

<213> nhéan tao

<220>
<223> HFRI1

<400> 37
Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Ser Glu Leu Lys Lys Pro Gly Ala

1 5 10 15

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

<210> 38
<211> 14
<212> PRT

<213> nhéan tao

<220>
<223> HFR2

31



<400>

38

Trp Val Arg

1

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

<220>
<223>

<400>

39
32
PRT
nhan

HFR3

39

Arg Phe Val

1

Ile Ser Ser

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

<220>
<223>

<400>

40
11
PRT
nhan

HFR4

40

Trp Gly Gln

1

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

<220>
<223>

<400>

41
23
PRT
nhan

LFR1

41

Asp Val Val

1

Gln Pro Ala

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

42
15
PRT
nhéan

Gln

tao

Phe

Leu
20

tao

Gly

tao

Met

Ser
20

tao

51414

Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met Gly
5 10

Ser Leu Asp Thr Ser Val Ser Thr Ala Tyr Leu Gln
5 10 15

Lys Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg
25 30

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
5 10

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

Ile Ser Cys

32
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51414 135/156

<220>
<223> LFR2

<400> 42

Trp Tyr Gln Gln Arg Pro Gly Gln Ser Pro Arg Leu Leu Ile Tyr

1 5 10 15
<210> 43

<211> 32

<212> PRT

<213> nhan tao

<220>
<223> LFR3

<400> 43
Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr

1 5 10 15

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

<210> 44
<211> 10
<212> PRT

<213> nhéan tao

<220>
<223> LFR4

<400> 44

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

1 5 10
<210> 45

<211> 19

<212> PRT

<213> nhan tao

<220>
<223> peptit tin hiéu

<400> 45
Met Asp Trp Leu Trp Asn Leu Leu Phe Leu Met Ala Ala Ala Gln Ser

1 5 10 15

Ile Gln Ala

<210> 46
<211> 19

33



<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

PRT

nhén tao

peptit tin hiéu

46

51414

Met Lys Leu Pro Val Arg Leu Leu Val Leu Met Phe Trp Ile Pro Ala

1

Ser Ser Ser

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

<220>
<223>

<400>

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Lys

Pro

Lys

Ser

Thr

Pro

Val

50

Ser

Ile

Val

Ala

Pro
130

47
330
PRT
nhéan

tao

5

IgGlm-N298A

47

Thr

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Pro

115

Lys

Lys

Gly

20

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Gly

Gly

Val

Phe

Val

Val

85

Lys

Leu

Thr

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

Ala

Val

Ala

55

Val

His

Cys

Gly

Met
135

Val

Ala

Ser

40

vVal

Pro

Lys

Asp

Gly

120

Ile

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

105

Pro

Ser

10

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

sSer

90

Thr

Ser

Arg

34

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

His

Val

Thr

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro
140

Pro

vVal

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

110

Phe

Val

15

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

95

Pro

Pro

Thr

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Cys

Pro

Cys
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Val

145

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

225

Leu

Pro

Asn

Leu

Val

305

Gln

Val

Val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

290

Phe

Lys

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

<220>
<223>

<400>

cagatccagc tggtgcagag cggctctgag ctgaagaagc caggcgctte tgtgaaggtg

tcctgcaagg ccagcggcta caccttcaca cactatgcta tgaattgggt gagacaggcet

Val

Asp

Tyr

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

275

Ser

Ser

Ser

48
351
ADN
nhéan

VH HK

48

Asp

Gly

Ala

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Lys

Cys

Leu

tao

Val

Val

165

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
325

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

230

Val

Val

Pro

Thr

Val

310

Leu

His

Val

Tyr

Gly

Ile

215

Val

Ser

Glu

Pro

Val

295

Met

Ser

Glu

His

Arg

Lys

200

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

280

Asp

His

Pro

51414

Asp

Asn

Val

185

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

265

Leu

Lys

Glu

Gly

Pro

Ala

170

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

250

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
330

35

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
315

Val

Thr

Val

Cys

Ser

220

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

300

His

Lys

Lys

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

285

Gln

Asn

Phe

Pro

Thr

190

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

270

Ser

Gln

His

Asn Trp
160

Arg Glu
175

Val Leu

Ser Asn

Lys Gly

Asp Glu

240

Phe Tyr

255

Glu Asn

Phe Phe

Gly Asn

Tyr Thr
320
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ccaggacagg
gctcagggcet
ctgcagatct
gagccaggaa
<210> 49

<211> 336
<212> ADN

<213>

<220>
<223>

<400> 49
gacgtggtca

atctcctgca
tatcagcaga
agcggagtgce
tccagggtygg

aatacatttg

<210> 50
<211>
<212>
<213>

ADN
<220>
<223>

<400> 50
cagatccagc

tcctgcaagg
ccaggacagg
gctcagggct
ctgcagatct
gagccaggaa
aagggcccat
gccctgggcet
ggcgccctga

tcecctecagea

1335

gactggagtg
ttacaggccg
ccagcctgaa

tggataactg

nhén tao

VL LD

tgacacagag
gatccagcca
ggccaggaca
cagaccgctt
aggctgagga

gccagggcac

nhdn tao

CH HK

tggtgcagag
ccagcggcta
gactggagtyg
ttacaggccg
ccagcctgaa
tggataactg
cggtcttccc
gcctggtcaa
ccagcggcgt

gcgtggtgac

gatgggctgg
cttcgtgttt
ggctgaggac

gggacagggc

cccactgtct
gtctctggtyg
gtccccaagg
tagcggatct
tgtgggcgtyg

caagctggag

cggctctgag
caccttcaca
gatgggctgg
cttcgtgttt
ggctgaggac
gggacagggc
cctggcgcecce
ggactacttc
gcacaccttc

cgtgccctcecce

51414

atcaacacca
tctctggata
accgccgtgt

accctggtga

ctgcctgtga
cacgctaaca
ctgctgatct
ggatccggaa
tactattgtt

atcaag

ctgaagaagc
cactatgcta
atcaacacca
tctctggata
accgcecgtgt
accctggtga
tgctccagga
cccgaaccgg
ccggctgtcecce

agcagcttgg

36

atacaggcga
cctccgtgag
actattgtgc

cagtgtcttc

ccctgggaca
ccaatacata
acaaggtgtc
ccgacttcac

tccagggcac

caggcgcttce
tgaattgggt
atacaggcga
cctccgtgag
actattgtgce
cagtgtcttc
gcacctccga
tgacggtgtc
tacagtcctc

gcacgaagac

gcctacctac
cacagcctat
tagggagagg

C

gccagcctct
cctggagtygg
caacagattc
cctgaagatc

ccatgtgcct

tgtgaaggtg
gagacaggct
gcctacctac
cacagcctat
tagggagagg
cgctagcacc
gagcacagcc
gtggaactca
aggactctac

ctacacctgc
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180
240
300

351

60
120
180
240
300

336

60
120
180
240
300
360
420
480
540

600



aacgtagatc
ccccecatgece
cccccaaaac
gtggacgtga
gtgcataatg
agcgtcctca
tccaacaaag
cgagagccac
agcctgacct
aatgggcagc
ttcttectcet
tcatgctccecg
tctccgggta
<210>
<211>

<212>
<213>

51
660
ADN

<220>
<223>

<400> 51
gacgtggtca

atctcctgca
tatcagcaga
agcggagtge
tccagggtygg
aatacatttg
ttcatcttce
ctgaataact
tcgggtaact
agcagcaccc

gtcacccatc

acaagcccag
caccatgccc
ccaaggacac
gccaggaaga
ccaagacaaa
ccgtcecctgcea
gcctececegtce
aggtgtacac
gcctggtcaa
cggagaacaa
acagcaggct
tgatgcatga

aatga

nhan tao

CL LD

tgacacagag
gatccagcca
ggccaggaca
cagaccgctt
aggctgagga
gccagggcac
cgccatctga
tctatcccag
cccaggagag
tgacgctgag

agggcctgag

caacaccaag
agcacctgag
tctcatgatc
ccccgaggtce
gccgcegggag
ccaggactgg
ctccatcgag
cctgccccecca
aggcttctac
ctacaagacc
aaccgtggac

ggctctgcac

cccactgtct
gtctctggtg
gtccccaagg
tagcggatct
tgtgggcgtyg
caagctggag
tgagcagttg
agaggccaaa
tgtcacagag
caaagcagac

ctcgcecegtce

51414

gtggacaaga
ttcctggggy
tccecggaccce
cagttcaact
gagcagttca
ctgaacggca
aaaaccatct
tcccaggagg
cccagcgaca
acgcctcceccg
aagagcaggt

aaccactaca

ctgcctgtga
cacgctaaca
ctgctgatct
ggatccggaa
tactattgtt
atcaagcgta
aaatctggaa
gtacagtgga
caggacagca
tacgagaaac

acaaagagct

37

gagttgagtc
gaccatcagt
ctgaggtcac
ggtacgtgga
acagcacgta
aggagtacaa
ccaaagccaa
agatgaccaa
tcgcecgtgga
tgctggactc

ggcaggaggg

cacagaagag

ccctgggaca
ccaatacata
acaaggtgtc
ccgacttcac
tccagggcac
cggtggctgce
ctgcctctgt
aggtggataa
aggacagcac
acaaagtcta

tcaacagggg

caaatatggt
cttcctgttc
gtgcgtggtg
tggcgtggag
ccgtgtggtce
gtgcaaggtc
agggcagccc
gaaccaggtc
gtgggagagc
cgacggctcc
gaatgtcttc

cctcteccectg

gccagcctcet
cctggagtygg
caacagattc
cctgaagatc
ccatgtgcct
accatctgtc
tgtgtgcctg
cgccctccaa
ctacagcctc
cgcctgcgaa

agagtgttag
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660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320

1335

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660
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