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Linh vire ky thuit dwoce dé cap
Néi chung, sang ché dé cap dén cac protein gin két, nhu cac khang thé
va manh gin két khang nguyén, gin két véi protein thu thé CD200R1, phwong

phap tao ra va duoc phim chira khang thé nay.

Tinh trang k¥ thuit cia sing ché

Thu thé 1 ciia glycoprotein CD200 xuyén mang bé mit t& bao (dwoc goi
& day 1a “CD200R1” va con duoc goi trong linh vuc ndy 13 thu thé 1 cia
CD200, CD200R, HCRTR2, OX2R, va MOX2R) Ia protein cuia ngudi dugc
biéu hién trén bé mit cta cic té bao tuy va t& bio T CD4+. CD200R1 1a
glycoprotein bé mit té bao chira hai mién twong tu globulin mién dich. Ca
CD200R va ddi tac gin két ctia né, CD200, déu 13 cac glycoprotein mang duoc
ghép cip kiéu I duge béo toan & mirc cao, gdm hai mién twong ty globulin mién
dich (Ig) (V va C) thudc v& ho chung protein Ig. CD200R duogc biéu hién chi
yéu trén tAp hop con cia cac té bao T va cac té bao dong tuy. Tuy nhién,
CD200 dugc biu hién rong hon trén nhiéu loai té bao khic nhau cta ngudi bao
gém cac t& bao than kinh, t& bao biéu mo, t& bao ndi mo, nguyén bao sgi, va té
bao dang lymphd. CD200R1 c6 tac dung didu hoa su biéu hién cua cic phan tir
tién viém nhu yéu t§ hoai tir khéi u (TNF-a), va interferon. Su gin két cia
CD200R v&i phdi tir CD200 ctia n6 di dwuoc phat hién 1 truyén tin hiéu cia
hoat tinh trc ché mién dich bao gém e ché sy dép tng mién dich cta té bao T
va hoat tinh gy doc té bao cta té bao giét ty nhién (natural killer: NK), kich
thich dai thuc bao tiét ra indolamin-2,3 dioxygenaza (indoleamine-2,3
dioxygenase: IDO), va tao ra su mé& rong cua té bao T diéu hoa (Treg) (vi du,
xem tai liéu: Gorczynski, “CD200:CD200R-mediated regulation of immunity.”
ISRN Immunol. 2012; 2012). CD200 duoc hiéu 1a ¢6 chirc ning kiém soat min
dich dbi v6i cac té bao dudi gai va té bao hiéu Gng dang lympho, diéu bién su
hoat héa dap trng mién dich giy viém va gép phan vao su duy tri kha ning tu

dung nap (vi dy, xem tai li¢u: Rygiel TP, Meyaard L. “CD200R signaling in
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tumor tolerance and inflammation: a tricky balance.” Curr Opin Immunol.
2012;24(2):233-8). CD200 duoc biéu hién qué muc trong nhiéu loai té bao
khéi u dang rén va khéi u huyét hoc, bao gbm bénh bach ciu dang lymphd man
tinh (chronic lymphocytic leukemia: CLL), bénh da u tiy (multiple myeloma:
MM), bénh bach cdu tiy bao cp tinh (acute myeloid leukemia: AML) va céc
bénh khic (vi du, xem tai liéu: McWhirter et al. “Antibodies selected from
combinatorial libraries block a tumor antigen that plays a key role in
immunomodulation.” Proc Natl Acad Sci U S A. 2006;103(4):1041-6). Viéc
phat hién ra sy gidm mutrc d§ dap ung cua té bao T gay doc té bao (CTL) khang
khdi u ¢6 twong quan véi sy tién trién cua khéi u xam 14n, va su gidm kha ning
sdng ciia bénh nhan c6 lién quan véi sy biéu hién qua mtrc cia CD200 trén céc
té bao khdi u va c6 twong quan v6i nhau. Theo d6, CD200 da dugc hudéng dich
d6i v6i chc liéu phap didu tri midn dich cho bénh ung thu bao gdm sy pht trién
khéng thé duoc 1am cho giéng v6i ciia ngudi, Samalizumab, gin két ddc hiéu
v6i CD200 va phong bé su gin cia n6 véi CD200R1, va dang dugc sir dung
trong cac thr nghi€ém 1am sang dé 1am giam ganh ning khdi u & cac bénh nhan
méc bénh bach cAu dang lymphé man tinh (CLL) tién trién (vi dy, xem tai lidu:
Mahadevan et al., “Phase I study of samalizumab in chronic lymphocytic
leukemia and multiple myeloma: blockade of the immune checkpoint CD200,”

J. Immunotherapy Cancer 7,227 (2019)).

Ban chit k§ thuit ciia sing ché

Sang ché d& xuét cac khang thé gin két dic hiéu CD200R1 cua ngudi
v6i 4i luc cao. Cac khang thé nay c6 kha ning 1am giam, tc ché, va/hodc phong
bé hoan toan tic dung didu hoa mién dich qua trung gian CD200R1. Sang ché
con dé& xuét ché phdm va mé ta phuong phap didu tri bénh va tinh trang bénh
dap Ung vai viéc lam gidm, trc ché va/hodc phong bé chirc ning diéu hoa mién
dich hodc hoat tinh qua trung gian CD200R1.

Theo it nhit mot phuong 4n, sang ché d& xudt khang thé khéng
CD200R1 bao gdm (i) ving siéu bién ctia chudi nhe tht nhat (HVR-L1), ving
siéu bién ctia chudi nhe tht hai (HVR-L2), va ving siéu bién cta chudi nhe thu

ba (HVR-L3), va/hodc (ii) vung si€u bién ctia chudi nang thir nhat (HVR-H1),
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ving siéu bién cta chudi ning tht hai (HVR-H2), va ving siéu bién ctia chudi
ning thi ba (HVR-H3), trong do:

(a) ving HVR-L1 chta trinh tu axit amin dugc chon tur
RASESVDYSGNSFEMH (SEQ ID NO: 11), SASSSVSYMY (SEQ ID NO: 19),
RASKSISKYLA (SEQ ID NO: 27), RASKSISKYLA (SEQ ID NO: 35),
QASHTINLN (SEQ ID NO: 43), QASHTINLN (SEQ ID NO: 51),
RASKSVSTSGYSYMH (SEQ ID NO: 59), va RASESVDYSGNSFMH (SEQ
ID NO: 77);

(b) ving HVR-L2 chira trinh ty axit amin dugc chon tir RASNLES (SEQ
ID NO: 12), LTSKLAS (SEQ ID NO: 20), SGSTLQS (SEQ ID NO: 28),
SGSTLQS (SEQ ID NO: 36), GTSNLED (SEQ ID NO: 44), GTSNLED (SEQ
ID NO: 52), LASNLES (SEQ ID NO: 60), va RASNLES (SEQ ID NO: 78);

(c) ving HVR-L3 chira trinh tu axit amin dugc chon tt HQSNEDPPT
(SEQ ID NO: 13), QQWSSYPLT (SEQ ID NO: 21), QQYNEYPWT (SEQ ID
NO: 29), QQYNEYPWT (SEQ ID NO: 37), LQHTYLPWT (SEQ ID NO: 45),
LQHTYLPWT (SEQ ID NO: 53), QHNRELLT (SEQ ID NO: 61), va
HQSNWDPPT (SEQ ID NO: 79);

(d) ving HVR-H1 chua trinh ty axit amin duoc chon tr TNYAVS (SEQ
ID NO: 15), KDDYMH (SEQ ID NO: 23), KDDYMH (SEQ ID NO: 31),
KDDYIH (SEQ ID NO: 39), KDDYIH (SEQ ID NO: 47), TSYWMH (SEQ ID
NO: 55), TSYVMF (SEQ ID NO: 63), TNYRVS (SEQ ID NO: 81), va
TNYWVS (SEQ ID NO: 85);

(e) ving HVR-H2 chtra trinh ty axit amin dugc chon tur
VMWAGGGTNYNS (SEQ ID NO: 16), RIDPANDNTKYAP (SEQ ID NO:
24), RIDPENGNTKYGP (SEQ ID NO: 32), RIDPANGNTKYAP (SEQ ID
NO: 40), RIDPANGNTKYAP (SEQ ID NO: 48), ATYPGNSDTNYNQ (SEQ
ID NO: 56), YINPYNDDTKYNE (SEQ ID NO: 64), VMYAGGGTNYNS
(SEQ ID NO: 82), va TMWAGGGTNYNS (SEQ ID NO: 86);

(f) ving HVR-H3 chira trinh ty axit amin dugc chon tur
ARERPLTGVMDY (SEQ ID NO: 17), TRVEGRTGTYFDY (SEQ ID NO:
25), TRQLGLRRVWYALDY (SEQ ID NO: 33), ARQLGLRRTWYSLDY
(SEQ ID NO: 41), TRQLGLRRTWYAMDY (SEQ ID NO: 49), TTAVGSY
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(SEQ ID NO: 57), AREDYYGSRFVYW (SEQ ID NO: 65),
ARERPLTGVMDN (SEQ ID NO: 83), va ARERPLTGPMDY (SEQ ID NO:
87).

Theo it nhét mot phuong 4an cla khang thé khang CD200R1 theo sang
ché, khang thé nay bao gém:

(a) ving HVR-L1 ctia trinh ty SEQ ID NO: 11, ving HVR-L2 cia trinh
te SEQ ID NO: 12, va ving HVR-L3 cta trinh ty SEQ ID NO: 13; va/hodc
ving HVR-H1 cta trinh ty SEQ ID NO: 15, ving HVR-H2 cua trinh ty SEQ
ID NO: 16, va ving HVR-H3 ctia trinh ty SEQ ID NO: 17;

(b) ving HVR-L1 cta trinh ty SEQ ID NO: 19, ving HVR-L2 cua trinh
tu SEQ ID NO: 20, va ving HVR-L3 cua trinh ty SEQ ID NO: 21; va/hodc
ving HVR-HI cta trinh ty SEQ ID NO: 23, ving HVR-H2 cua trinh ty SEQ
ID NO: 24, va ving HVR-H3 ctia trinh ty SEQ ID NO: 25;

(c) ving HVR-L1 ciia trinh ty SEQ ID NO: 27, ving HVR-L2 cua trinh
tu SEQ ID NO: 28, va ving HVR-L3 cua trinh tw SEQ ID NO: 29; va/hodc
ving HVR-H1 cta trinh tw SEQ ID NO: 31, ving HVR-H2 cua trinh tw SEQ
ID NO: 32, va ving HVR-H3 cua trinh ty SEQ ID NO: 33;

(d) ving HVR-L1 cta trinh ty SEQ ID NO: 35, ving HVR-L2 cua trinh
tw SEQ ID NO: 36, va ving HVR-L3 cua trinh tw SEQ ID NO: 37; va/hoac
ving HVR-H1 cia trinh tw SEQ ID NO: 39, ving HVR-H2 cta trinh tu SEQ
ID NO: 40, va ving HVR-H3 cua trinh ty SEQ ID NO: 41;

(e) ving HVR-L1 cua trinh ty SEQ ID NO: 43, ving HVR-L2 cua trinh
ty SEQ ID NO: 44, va ving HVR-L3 cua trinh ty SEQ ID NO: 45; va/hodc
ving HVR-H1 ciia trinh ty SEQ ID NO: 47, ving HVR-H2 cua trinh tw SEQ
ID NO: 48, va ving HVR-H3 cua trinh ty SEQ ID NO: 49;

(f) ving HVR-L1 cta trinh ty SEQ ID NO: 51, ving HVR-L2 cta trinh
tw SEQ ID NO: 52, va ving HVR-L3 cua trinh ty SEQ ID NO: 53; va/hoac
ving HVR-H1 ctia trinh ty SEQ ID NO: 55, ving HVR-H2 cta trinh tyr SEQ
ID NO: 56, va ving HVR-H3 cua trinh tv SEQ ID NO: 57;

(g) ving HVR-L1 cta trinh ty SEQ ID NO: 59, ving HVR-L2 cia trinh
tr SEQ ID NO: 60, va ving HVR-L3 cia trinh ty SEQ ID NO: 61; va/hoac
ving HVR-H1 ctia trinh ty SEQ ID NO: 63, ving HVR-H2 cta trinh ty SEQ
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ID NO: 64, va ving HVR-H3 cua trinh ty SEQ ID NO: 65;

(h) ving HVR-L1 cua trinh tu SEQ ID NO: 77, ving HVR-L2 cua trinh
ty SEQ ID NO: 78, va ving HVR-L3 cua trinh tv SEQ ID NO: 79; va/hodc
ving HVR-H1 cta trinh ty SEQ ID NO: 81, vung HVR-H2 cua trinh ty SEQ
ID NO: 82, va vang HVR-H3 cta trinh tw SEQ ID NO: 83;

(i) ving HVR-L1 cta trinh tw SEQ ID NO: 11, vung HVR-L2 cua trinh
tu SEQ ID NO: 12, va vang HVR-L3 cua trinh tu SEQ ID NO: 13; va/hodc
ving HVR-HI cta trinh ty SEQ ID NO: 85, vung HVR-H2 cua trinh ty SEQ
ID NO: 86, va ving HVR-H3 cua trinh tu SEQ ID NO: 87;

(j) ving HVR-L1 cta trinh tw SEQ ID NO: 11, ving HVR-L2 cta trinh
twv SEQ ID NO: 12, va vung HVR-L3 cua trinh tv SEQ ID NO: 13; va/hodc
vung HVR-H1 cta trinh ty SEQ ID NO: 81, ving HVR-H2 cua trinh tw SEQ
ID NO: 82, va ving HVR-H3 cua trinh tu SEQ ID NO: 83; hodc

(k) ving HVR-L1 cua trinh ty SEQ ID NO: 77, vung HVR-L2 ctia trinh
te SEQ ID NO: 78, va ving HVR-L3 cua trinh ty SEQ ID NO: 79; va/hodc
vung HVR-H1 cta trinh ty SEQ ID NO: 85, vung HVR-H2 cua trinh tu SEQ
ID NO: 86, va ving HVR-H3 cua trinh tu SEQ ID NO: 87.

Theo it nht mot phuong 4n cua khang thé khang CD200R1 theo sang
ché, khang thé nay chira trinh ty axit amin ctia mién bién dbi chudi nhe (VL) c6
tinh ddng nhét it nhat 90% véi trinh tu dugc chon tir SEQ ID NO: 10, 18, 26,
34, 42, 50, 58, 66, hodc 76; va/hodc trinh tw axit amin ctia mién bién doi chudi
ning (VH) c6 tinh ddng nhét it nhat 90% véi trinh ty dugc chon tir SEQ ID NO:
14,22, 30, 38, 46, 54, 62, 67, 80, hodc 84.

Theo it nhat mot phuong 4n cia khang thé khang CD200R1 theo sang
ché, khang thé nay chira: _

(a) trinh ty axit amin cia mién bién dbi chudi nhe (VL) cé tinh ddng nhét it
nhit 90% v6i trinh tw SEQ ID NO: 10, va/hodc trinh ty axit amin cia
min bién ddi chudi nang (VH) c6 tinh déng nhét it nhat 90% véi trinh
tu SEQ ID NO: 14; _

(b) trinh tu axit amin cia mién bién dbi chudi nhe (VL) ¢6 tinh dbng nhét it
nhit 90% v6i trinh ty SEQ ID NO: 18, va/hodc trinh tu axit amin cua
midn bién déi chudi nang (VH) c6 tinh ddng nhat it nhat 90% véi trinh
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tu SEQ ID NO: 22;

(c) trinh ty axit amin cia mién bién d6i chudi nhe (VL) c6 tinh ddng nhét it
nhit 90% véi trinh tw SEQ ID NO: 26, va/hodc trinh tu axit amin cua
mién bién déi chudi ning (VH) c6 tinh ddng nhét it nhat 90% véi trinh

“ty SEQ ID NO: 30;

(d) trinh tu axit amin ciia mién bién ddi chudi nhe (VL) c6 tinh dong nhét it
nhét 90% véi trinh ty SEQ ID NO: 34, va/hodc trinh tu axit amin cua
midn bién dbi chudi ning (VH) c6 tinh ddng nhét it nhat 90% véi trinh
tu SEQ ID NO: 38;

() trinh ty axit amin ctia mién bién ddi chudi nhe (VL) ¢6 tinh ddng nhét it
nhit 90% véi trinh tw SEQ ID NO: 42, va/hogc trinh tyr axit amin cia
mién bién déi chudi ning (VH) c6 tinh ddng nhét it nht 90% véi trinh
tu SEQ ID NO: 46;

(f) trinh ty axit amin cua mién bién dbi chudi nhe (VL) c6 tinh dbng nhét it
nhét 90% véi trinh ty SEQ ID NO: 50, va/hodc trinh ty axit amin cua
min bién dbi chudi ning (VH) c6 tinh dong nhét it nhat 90% v6i trinh
tu SEQ ID NO: 54;

(g) trinh ty axit amin cua mién bién d6i chudi nhe (VL) c6 tinh ddng nhat it
nhit 90% véi trinh tu SEQ ID NO: 58, va/hodc trinh tu axit amin cua
min bién ddi chudi ning (VH) c6 tinh dong nhét it nhat 90% v6i trinh
tr SEQ ID NO: 62;

(h) trinh ty axit amin ctia mién bién ddi chudi nhe (VL) 6 tinh ddng nht it
nhét 90% véi trinh tw SEQ ID NO: 66, va/hodc trinh ty axit amin cua
mién bién ddi chudi ning (VH) c6 tinh ddng nht it nhat 90% véi trinh
tu SEQ ID NO: 67,

(i) trinh ty axit amin ctia mién bién ddi chudi nhe (VL) c6 tinh dbng nhét it
nhit 90% véi trinh tw SEQ ID NO: 76, va/hogc trinh tu axit amin cia
mién bién ddi chudi ning (VH) c6 tinh ddng nht it nhat 90% véi trinh
tu SEQ ID NO: 80;

(i) trinh tu axit amin cta mién bién d6i chudi nhe (VL) c6 tinh ddng nhét it
nhét 90% véi trinh tu SEQ ID NO: 66, va/hodc trinh ty axit amin cua
midn bién ddi chudi ning (VH) c6 tinh ddng nhat it nhit 90% v6i trinh
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te SEQ ID NO: 84;

(k) khang thé nay chira trinh tur axit amin cia mién bién doi chudi nhe (VL)
c6 tinh ddng nhat it nhit 90% véi trinh tw SEQ ID NO: 66, va/hogc trinh
tw axit amin ctia mién bién d6i chubi nang (VH) c6 tinh ddng nhét it nhét
90% vdi trinh ty SEQ ID NO: 80; hoac

(1) khéng thé nay chita trinh ty axit amin cia mién bién ddi chudi nhe (VL)
c6 tinh ddng nhat it nhit 90% véi trinh tw SEQ ID NO: 76, va/hodc trinh
tu axit amin cta mién bién d6i chudi nang (VH) c6 tinh ddng nhét it nhét
90% v6i trinh ty SEQ ID NO: 84.

Theo it nhit mot phuwong 4n cta khang thé khang CD200R1 theo sang
ché, khang thé nay chira trinh tu axit amin cta chudi nhe (light chain: LC) c6
tinh ddng nhat it nhit 90% vdi trinh tw dugc chon tir SEQ ID NO: 68, 71, va 74;
va/hodc trinh ty axit amin cua chudi ning (heavy chain: HC) c6 tinh ddng nhét
it nhit 90% véi trinh ty dugc chon tir SEQ ID NO: 69, 70, 72, 73, 75, 88, va 89.

Theo it nhit mdt phuong 4n cia khéng thé khang CD200R1 theo sang
ché, khang thé nay chira:

(2) trinh tw axit amin cta chudi nhe (LC) c6 tinh ddng nhét it nhat 90% véi
trinh tu SEQ ID NO: 68; va/hodc trinh ty axit amin cua chudi ning (HC)
c6 tinh ddng nhét it nhat 90% véi trinh ty SEQ ID NO: 69;

(b) trinh tu axit amin ciia chudi nhe (LC) c6 tinh ddng nhét it nhat 90% véi
trinh ty SEQ ID NO: 68; va/hodc trinh tu axit amin cua chudi ning (HC)
c6 tinh ddng nhét it nhit 90% véi trinh ty SEQ ID NO: 70;

(c) trinh ty axit amin ctia chudi nhe (LC) c6 tinh dong nhét it nhit 90% véi
trinh tw SEQ ID NO: 71; va/hodc trinh tu axit amin cua chudi ning (HC)
c6 tinh ddng nhét it nhit 90% véi trinh tw SEQ ID NO: 88;

(d) trinh ty axit amin cta chudi nhe (LC) c6 tinh ddng nht it nhat 90% voi
trinh tv SEQ ID NO: 71; va/hodc trinh ty axit amin cua chudi ning (HC)
¢6 tinh ddng nhét it nhat 90% véi trinh tu SEQ ID NO: 72;

(e) trinh tu axit amin ctia chudi nhe (LC) c6 tinh ddng nhat it nhat 90% voi
trinh ty SEQ ID NO: 68; va/hodc trinh ty axit amin cia chudi ning (HC)
c6 tinh ddng nhét it nhat 90% véi trinh tw SEQ ID NO: 89;

() trinh tu axit amin ctia chudi nhe (LC) c6 tinh ddng nhét it nhit 90% voi
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trinh ty SEQ ID NO: 68; va/hodc trinh ty axit amin cua chubi ning (HC)
c6 tinh ddng nhat it nhit 90% véi trinh tw SEQ ID NO: 73;

(g) trinh tu axit amin ctia chudi nhe (LC) ¢6 tinh ddng nhat it nhat 90% véi
ttinh tw SEQ ID NO: 68; va/hodc trinh ty axit amin cua chudi ning (HC)
c6 tinh ddng nht it nhit 90% véi trinh tw SEQ ID NO: 88;

(h) trinh ty axit amin cia chudi nhe (LC) c6 tinh ddng nhét it nhit 90% vai
trinh tu SEQ ID NO: 71; va/hodc trinh ty axit amin cia chudi ning (HC)
¢6 tinh ddng nhét it nhit 90% vdi trinh tw SEQ ID NO: 89; hodc

(i) trinh ty axit amin cta chudi nhe (LC) c6 tinh déng nhit it nhat 90% véi
trinh ty SEQ ID NO: 74; va/hodc trinh tw axit amin ctia chudi nang (HC)
c6 tinh ddng nhét it nhit 90% véi trinh ty SEQ ID NO: 75.

Theo it nhit mot phuong 4n ciia khéng thé khang CD200R1 theo sang
ché, khéng thé nay khac biét boi mot hogc nhiéu ddc tinh sau: |

(2) gén két v6i hu-CD200R1 véi &i luc gén két nhd hon hogc bang 1 x 107
M, nhé hon hodc bang 1 x 10° M, nhé hon hodc bing 1 x 107° M, hodc
nhé hon hodc bang 1 x 10! M; tuy ¥, trong d6 &i luc ghn két dugc x4c
dinh bang hang s6 phan ly can bang (Kp) v6i polypeptit hu-CD200R1
cua trinh tu SEQ ID NO: 1, 2, 3, va/hodc 4;

(b) gén két v6i hu-CD200R1-iso4 va hu-CD200R 1-isol véi &i luc gan két
nhoé hon hoic bing 1 x 10° M, nhé hon hogc bang 1 x 10° M, nhé hon
hodc bing 1 x 10" M, hoic nhé hon hodc bang 1 x 10" M; tiy ¥, trong
do ai lyc gin két duoc xac dinh bing hing sd phén ly cin bang (Kp) véi
polypeptit hu-CD200R1-iso4 cua trinh ty SEQ ID NO: 1 va/hodc 2, va
polypeptit hu-CD200R 1-isol cia trinh tw SEQ ID NO: 3 va/hodc 4;

(c) gén két v6i hu-CD200R 1-iso4-Alt va hu-CD200R1-iso4-Ref v6i 4i luc
gén két nho hon hodc bing 1 x 10° M, nho hon hogc bang 1 x 107 M,
nhé hon hodc bing 1 x 10"'° M, hoc nhé hon hogc bang 1 x 107! M; thy
¥, trong d6 4i luc gén két dugc xéc dinh bing hing s phan ly cAn bing
(Kp) véi polypeptit hu-CD200R1-iso4-Alt cia trinh tw SEQ ID NO: 1,
va polypeptit hu-CD200R 1-iso4-Ref ctia trinh tw SEQ ID NO: 2;

(d)gén két v6i hu-CD200R1-iso4-Alt, hu-CD200R1-iso4-Ref, hu-
CD200R 1-isol-Alt, va hu-CD200R 1-iso1-Ref véi 4i luc gin két nho hon
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hoac béng 1 x 10 M, nhé hon hodc béng 1 x 10° M, nhé hon hoic béng
1 x 10 M, ho#c nhé hon hodc bang 1 x 10" M; tiy ¥, trong d6 4i luc
gin két dugc x4c dinh bang hing s6 phan ly cin bang (Kp) véi
polypeptit hu-CD200R 1-iso4-Alt cta trinh ty SEQ ID NO: 1, polypeptit
hu-CD200R 1-iso4-Ref cua trinh ty¢ SEQ ID NO: 2, polypeptit hu-
CD200R1-isol-Alt cta trinh tw SEQ ID NO: 3, va polypeptit hu-
CD200R 1-isol-Ref cta trinh ty SEQ ID NO: 4;

(e) gin két v6i cyno-CD200R1 v6i 4i luc gén két nhd hon hodc bang 1 x 107
8 M, nhé hon hozc bang 1 x 10° M, nhé hon hoic bing 1 x 107 M, hozc
nho hon hodc bang 1 x 107" M; tiy ¥, trong d6 4i luc gin két dugc xac
dinh bang hing sé phan ly can bing (Kp) véi polypeptit cyno-CD200R1
cua trinh tu SEQ ID NO: 5;

(f) gin két voi hu-CD200R1 va cyno-CD200R1 véi ai luc gén két nhé hon
ho#c bing 1 x 10® M, nhé hon hoic bang 1 x 10 M, nth6 hon hoic bang
1 x 10"'° M, hozic nhd hon hodc bang 1 x 107" M; tuy ¥, trong d6 4i luc
gin két dwoc x4c dinh bing hing s phan ly cén bing (Kp) véi
polypeptit hu-CD200R cua trinh ty SEQ ID NO: 1, 2, 3, va/hodc 4, va
polypeptit cyno-CD200R1 cua trinh tw SEQ ID NO: 5;

(g) phong bé sy gin két ctia hu-CD200-Fc v6i hu-CD200R1-iso4-Alt (SEQ
ID NO: 1), hu-CD200R 1-iso4-Ref (SEQ ID NO: 2), hu-CD200R1-isol-
Alt (SEQ ID NO: 3), va hu-CD200R1-isol-Ref (SEQ ID NO: 4) duoc
x4c dinh bing thir nghiém ELISA véi gi4 tri ICso nhé hon hodc bing
10nM, rhoé hon hodc bing 7nM, nhé hon hogc bing 5nM, nhé hon hodc
bing 2nM, hoic nhé hon hoic bing 1nM;

(h) phong bé su gin két cia hu-CD200-Fc véi hu-CD200R1 duge biéu hién
trén t& bao voi gia tri ICso nhd hon hodc bing 2,5nM, nhé hon hoic bang
1nM, hodc nhd hon hodc bing 0,5nM; tiy ¥, trong d6 t& bao ndy 1a té
bao U937 biéu hién 6n dinh hu-CD200R1;

(i) gin két v6i cac té bao T ctia ngudi véi gid tri ECso nhd hon hodc bang
2,5nM, nhé hon hodc bang 1nM, hodc nhé hon hodc bang 0,5nM; tiy ¥,
trong d6 céc té bao T clia ngudi 13 t& bao T CD4+ hoic té bao T CD8+;

() lam gia tang su san sinh IFNy tir cac té bao khdi u ciia ngudi it nhit 13
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12 14n, 1,5 Iin, 2 Iin, hodc cao hon, v6i ndng do khang thé nho hon
hoaé bang 100nM, nhé hon hodc bang 50nM, hodc nh6 hon hodc bing
10nM; tuy v, trong d6 loai t& bao khdi u duge chon tir két-truc trang,
mang trong t cung, phéi, u melanin, buf‘mg tring, tuy, hodc tuyén tién
liét;

(k) 1am gia ting sy san sinh IFNy va/hodc IL-2 tlr cac té bao T ciia nguoi
dugc phi hu-CD200-Fc so véi déi chimg IgG it nhét 1a 1,2 1an, 1,5 1an, 2
14n, hoic cao hon;

(1) lam gia tdng sy hoat hoa cac té bao T CD4+ ciia ngudi hodc cac té bao T
CD8+ clia ngudi it nhit 12 1,5 14n, it nhat 12 2 lan, it nhit 12 2,5 lan, it
nhét 13 3 14n hodc cao hon;

(m) khong c6 hoat tinh chu van dbi véi su truyén tin hiéu CD200R1;

(n) phong bé su cam tng hoat tinh ctia pDok2 trong cac dong té bao bach
cAu don nhan to U937 dugc diéu tri bing hu-CD200-Fc hoa tan; va/hogc

(0) phong bé sy phién ma NFk do cic dong té bao biéu hién hu-CD200R1
gfn két hu-CD200 gy ra; tiry ¥, trong do céc dong té bao 12 té bao thong
b4o K562 biéu hién CD200R1 va té bao 293T biéu hién CD200.

Theo mdt s& phuong 4n, lugng ¢6 hiéu quéa diéu tri bing it nht khoang 1
mg/ke, it nhit khoang 2 mg/kg, it nhit khoang 10 mg/kg, it nhét khoang 20
mg/kg. Theo mot s6 phuong 4n, lugng c6 hiu qua diéu tri béng it nhat khoang
0,3mg, it nhat khoang 1,0mg, it nhat khoang 3,0mg, it nhat khoang 10mg, it
nhit khoang 30mg, it nhét khoang 100mg, it nhéat khoang 300mg, hodc it nhét
khoang 900mg. Theo mdt sb6 phuong 4n, lugng c6 hiéu qua didu tri béng it nhét
khoang 10 mg/kg, it nhét khoang 20 mg/kg, hodc it nhét khoang 100 mg/kg.
Theo mot sé phuong 4n, khéng thé khang CD200R1 theo sang ché véi lugng c6
hiéu qua diéu tri c6 hiéu quéa ngoai dich khong dang ké. Theo mdt sd phwong
4n, khang thé khang CD200R1 theo sang ché véi liéu khong qué 10 mg/kg c6
hiéu qué ngoai dich khong dang ké. Theo mot sb phuong an, khang thé khang
CD200R1 theo sang ché véi liéu khong qua 20 mg/kg ¢6 hiéu qua ngoai dich
khong dang ké.

Sang ché ciing dé xuit cac phuwong an ctia khang thé khang CD200R1,
trong d6: (i) khang thé 1a khang thé don dong; (i) khang thé 1a khang thé cua
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ngudi, khang thé dwoc 1am cho gidng véi clia ngudi hodc khang thé thé kham;
(iii) khang thé 1a khang thé c6 chiéu dai ddy du cua nhom IgG, tuy ¥, trong d6
khang thé nhém IgG cé isotyp dugc chon tir IgG1, 1gG2, IgG3, 1gG4, va IgG4
S228P vi IgG4 S228P/L235E; (iv) khang thé 12 bién thé ving Fc, tlly ¥, bién
thé ving Fc 1am thay d6i chtrc nang hiéu ung (vi du, bién thé din dén khang thé
khong cé tac dung), hodc bién thé ving Fc 1am thay d6i thoi gian ban huy cia
khang thé, hoic bién thé vung Fc lam thay dbi ca chirc ning hiéu tmg va thoi
gian ban huy cua khéng thé, bao gdm ca trong tAt ca cac trudng hop ma trong
d6 ving Fc c6 thé chra hodc c6 thé khong chira lysin & dau tan cung C; (V)
khéng thé 12 manh khang thé, thy ¥ dugc chon tir nhém bao gdm F(ab'),, Fab!,
Fab, Fv, khang thé mién don (single domain antibody: VHH), va scFv; (vi)
khéng thé 13 thé lién hop mién dich, tiy ¥, trong d6 thé lién hop mién dich nay
chtra chét diéu tri dé diéu tri bénh hodc tinh trang bénh qua trung gian
CD200R1; (vii) khang thé 1a khang thé da dic hiéu, tuy y 12 khang thé ddc higu
kép; va (viii) khang thé 13 khang thé tong hop, trong d6 cic ving HVR dugc
ghép vao khung hoic ving khung khic voi khung hodc viung khung cula
globulin mién dich; tiy ¥, khung duoc chon tir khung protein thay thé va khung
polyme nhan tao.

Theo cac phuong an khac, sang ché d& xuét axit nucleic dugc phén 14p
mi héa khang thé khang CD200R1 dugc boc 16 & day.

Theo mét sd phuong 4n, sang ché ciing dé xuét t& bao chu chira axit
nucleic m3 héa khang thé khang CD200R 1 nhu dugc boc 10 & day.

Séng ché ciing d& xudt phuong phép tao ra khang thé khang CD200R1,
trong d6 phuong phép nay bao gbm budc nudi chy té bao chii chira axit nucleic
(hoic vecto) ma héa khang thé khang CD200R1 sao cho khéng thé duoc tao ra.

Theo mét s6 phuong 4an, sing ché @ xuit duoc pham chira khing thé
khang CD200R1 nhu dugc boc 10 & day va chit mang duoc dung. Theo mét )
phuong 4n, duge phdm ndy con chtra chét diéu tri dé diéu tri bénh hogc tinh
trang bénh do CD200R1 1am trung gian gy ra. Theo mét s6 phuong 4n, khang
thé khang CD200R1 13 chit ¢6 hoat tinh duy nhit cta duge phdm. Theo mot s
phuong 4n, dugc phdm nay chia khang thé khang CD200R1 va chét c6 hoat

tinh bd sung vi du nhu, nhung khong chi gidi han &, chét trc ché diém kiém soat

11177



52697

nhu khang thé tht hai c6 tinh dic hiéu déi véi khang nguyén 1a phén tir kiém
so4t mién dich; tuy ¥, trong d6 phan ti kidm soat mién dich dugc chon tir PD-1,
PDL-1TIGIT, LAG3, PVRIG, KIR, TIM-3, CRTAM, CTLA-4, BTLA, CD96,
CD244, CD160, LIGHT, GITR, 4-1BB, 0X40, CD27, TMIGD2, ICOS, CDA40,
CD47, SIRPa, NKG2D, NKG2A, TNFRSF25, CD33, CEA, Epcam, GPC3,
CD73, CD83, CD39, TRAIL, CD226, VEGF, va VISTA.

Theo mdt sé phuong 4n, séng ché m6 ta phuong phép diéu tri bénh do
CD200R1 lam trung gian gy ra & dbi twong, bao gébm bude cho d6i tugng nay
sir dung luong c6 hiéu quéa didu tri cla khéng thé khang CD200R1 nhu dugc
boc 16 & day, hodc lugng c6 hi¢u qua diéu tri cia dang bao ché dugc phém chira
khang thé khang CD200R1 nhu dugc boc 16 & day. Theo mdt sb phuong 4n,
khang thé khang CD200R1 12 chit c6 hoat tinh duy nhét dugc st dung cho dbi
tuong dé diéu tri tinh trang bénh do CD200R1 lam trung gian gy ra. Theo mot
sd phuong 4n, dbi tuong dugc cho st dung nhidu hon mdt chat c6 hoat tinh bao
gdm, vi du, 16n hon hoic bing 2, 16n hon hodic bing 3, 16n hon hodc bang 4,
hoic 16n hon hodic bing 5 chét 6 hoat tinh hiru hiéu dé diéu trj cho d6i tuong
méc tinh trang bénh do CD200R1 1am trung gian gy ra. Theo mdt sd phuong
4n, nhiéu hon mot chét ¢6 hoat tinh duoc st dung cho d6i tugng bao g&”)m khang
thé khang CD200R1 va it nht mot chit c6 hoat tinh bd sung, nhu chét trc ché
didm kidm soat, vi du, khang thé c6 tinh dic hiéu déi véi khang nguyén 1a phan
ttr kiém soat mién dich.

~ Theo mot s6 phuong 4n, sang ché mo ta phuong phap diéu tri bénh do su
gin két cia CD200 v4i CD200R1 lam trung gian gy ra dugc bidu hién trén té
bao & dbi tugng, bao gém bude cho dbi tugng nay st dung lwgng c6 higu qua
diéu tri cua khang thé khang CD200R1 nhu dugc boc 10 ¢ day, hoac luong c6
hidu quéa diéu tri clia dang bao ché duoc phim chita khéng thé khang CD200R 1
nhu duoc boc 16 & day. Theo mot s phuong an, khéng thé khang CD200R1 1
chét ¢6 hoat tinh duy nhat dugc st dung cho dbi tuong dé didu tri cho d6i tuong
mic bénh do sy gén két cia CD200 véi CD200R1 1am trung gian gay ra dugc
bidu hién trén t& bao & dbi tuong. Theo mot s6 phuong 4n, d6i tugng dugc cho
sir dung nhidu chét c6 hoat tinh hiru hiéu dé diéu tri cho dbi tuong nay bao gom,

vi du, trong d6 nhidu chit c6 hoat tinh bao gom khang thé khang CD200R1 va
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~ chét ¢6 hoat tinh bd sung vi du nhu, nhung khong chi gidi han & vi dy, chét trc
ché diém kiém soat, khang thé th hai c6 tinh dic hiéu d6i véi khang nguyén 13
phan tir kiém soat mién dich. Theo it nhit mdt phuwong 4n, khang thé khang
~ CD200R1 gén két voi hu-CD200R1 véi 4i lyc gn két nho hon hode bang 1 x
10" M, nh6 hon hodc bing 1 x 10 M, nhé hon hogc bing 1 x 10™°M, hogc 1 x
10" M; tiy ¥, trong d6 ai luc gin két dugc xé4c dinh bing hang sb phan ly can
bang (Kp) véi mot hodc nhiéu thé ddng dang bét ky trong s6 bén thé ddéng dang
hu-CD200R1 cta trinh ty SEQ ID NO: 1, 2, 3, va/hodc 4.

Theo mot s6 phuong 4n v& viéc st dung va phuong phéap diéu tri dugc
boc 10 & day, bénh hodc tinh trang bénh do CD200R1 lam trung gian giy ra,
hodc cac bénh do CD200 lam trung gian gy ra cé thé duoc diéu tri bing khang
thé khang CD200R1 cua sdng ché, hoidc céac dugc phém cua no, bao gém ca
bénh ung thu. Theo mot s6 phuong 4n, bénh ung thu duge chon tir bénh ung thu
tuyén thuong than, bénh ung thu bang quang, cic bénh sacém, bénh ung thu co
su mat 6n dinh vi vé tinh & mic cao (microsatellite instability-high: MSI-H)
(bao gdm ca bénh ung thu MSI thé rén), khdi u c6 ganh ning dot bién ctia khoi
u (tumor mutational burden: TMB) & mirc cao, bénh ung thu do thiéu sy sta
chita bt cap sai (IMMR), bénh ung thu ndo, bénh ung thu vu, bénh ung thu cb
tr cung, bénh ung thu két-truc trang, bénh caxinom tuyén EGJ, bénh ung thu
thuc quéan, bénh ung thu tii mat, bénh ung thu ving da day (vi du, bénh
caxinoit dudng da day-rudt (bénh caxinoit GI)), bénh ung thu ving dau va co,
bénh ung thu tim, bénh caxinom té bao gan, bénh ung thu thén, bénh ung thu
gan, u melanin, u trung biéu md (vi du, u trung biéu m6 mang phdi), bénh ung
thu phdi té bao khong nho, bénh ung thu budng tring, bénh ung thu budng
tring biéu md, bénh ung thu mang trong t&r cung, bénh ung thu thé rin & tré em,
bénh ung thu tuy, bénh ung thu tuyén tién liét, benh ung thu lach, bénh ung thu
phdi t& bao nhé, bénh ung thur tinh hoan, bénh ung thu tuyén gidp (vi dy, bénh
ung thu tuyén gidp thé tay hoic bénh ung thu tuyén gidp thé nang), cdc bénh
ung thu mau (vi duy, u lympho té bao B 16n lan tdéa (diffuse large B cell
lymphoma: DLBCL), cic bénh bach cau, u lymphd, u tiy), bénh caxinom té
bao than, bénh caxinom than té bao séng, cac khéi u thin kinh ndi tiét (vi du, u

t& bao ua crom va u can hach 4c tinh), vd bénh ung thu tr cung. Theo mot sb
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phuong 4n, bénh ung thu dugc chon tir bénh ung thu phéi (vi dy, bénh ung thu
phéi t& bao nho), bénh ung thu da (Vi. du, u melanin), bénh ung thu tuy, bénh
ung thu mang trong tir cung, bénh ung thu tuyén tién liét, bénh ung thu két-truc

trang, bénh ung thu budng trimg, u trung biéu md, va bénh ung thu bang quang.

M5 ta vin tit cdc hinh vé

Fig.1A v Fig.1B thé hién sy déng thing hang cAc trinh tw mién VL va
mién VH tir cdc khang thé khang CD200R1 dugc chon cua sing ché va khang
thé c6 ban trén thi truong, OX108. Cac ving HVR dugc danh déu bang mau
xé4m v céc vi tr dugc danh s dya trén cach danh sb ctia Kabat.

'Fig.2 thé hién s déng théng hang c4c trinh tu mién VL va mién VH ciia
khang thé khang CD200R1 ctia chudt, 10F6, véi cic trinh tu dong mAm' gn
nhét ctia ngudi, va céc trinh ty cua phién ban dugc 1am cho gidng v6i cia ngudi
ctia 10F6. Céc vi tri dugc danh sb dya trén céch ddnh s6 ciia Kabat.

Fig.3 12 db thi thé hién két qua cta thir nghiém ELISA d€ phong bé su
gin két ciia hu-CD200-Fc voi hu-CD200R1 (thé dong dang 1 hodc 4 va
haplotyp Ref hodc Alt) bang khang thé khang CD200R1 dugc chon cua sang
ché. hu-CD200-Fc 1 pg/ml dugc phu trong dia. Hé pha lodng theo bac cua
khang thé trong dung dich v6i hu-CD200R1 (0,1 pg/ml hodc 0,4 pg/ml) dugce U
v6i hu-CD200-Fc dd gin véi dia. Khang thé Streptavidin poly-HRP (Thermo-
Fisher) dugc st dung dé phat hién.

Fig.4 12 dd thi thé hién két qua cta thir nghiém cho thiy kha ning cta
cac khang thé khang CD200R1 theo sang ché trong viéc phong bé su gin két
ctia hu-CD200-Fc v6i cac té bao biéu hién CD200R1.

Fig.5A va Fig.5B 14 dd thi thé hién két qua ciia thir nghiém cho thdy su
gfn két clia khang thé khang CD200R1 h10F6 va h22.1 v6i cac té bao T ciia
nguoi hodc khi cyno

Fig.6 12 d thi thé hién dit liéu cho thdy ring viéc didu tri bang cic khang
thé phong bé khang CD200R1 dan dén su hoat héa mién dich (su tiét ra IFNy
ting 1én) cta cac mau t& bao PBMC so cép dugc thu thép tir 9 bénh nhén ung
thu. Cac t& bio PBMC duoc xit 1y bing khang thé khang CD200R1, h22.1 hodc
h10F6 ndng do 100nM, hodc d6i chtng isotyp khdng cé chitc nang hig¢u Umg, va
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thir nghiém dugc thuc hién nhu dugc md ta trong Vidu 5.

Fig.7A, Fig.7B, Fig.7C, va Fig.7D la cc db thi thé hién ring cac khéng
thé khang CD200R1 hoa tan, h10F6 va h22.1, c6 thé phuc hdi sw tiét ra IL-2 va
IFNy bi trc ché béi CD200-Fc & céc té bao T pan tir nhitng ngudi cho khde
manh so v&i ddi ching isotyp (Lyso IgG). Cac khang thé dugc thir nghiém bang
cach st dung ndng do dap tmg lidu ¢ dinh 100nM hoic lidu cao nhét. Cac cot
sai s6 duoc thé hién 13 dai dién cho do 1éch chuén hodc sai sé chuan trung binh
tir ba bd mAu. Phéi tr CD200-Fc dugc 1am cho gibng véi clia ngudi da gin voi
dia e ché chirc ning cua té bao T pan. Nong do cua IL-2 va IFNy duge xac
dinh bang thir nghiém ELISA nhu dugc mo ta trong Vidu 5.

Fig.8A, Fig.8B, va Fig.8C 1a cic biéu dd thé hién phuong phép xir Iy
céc té bao T bing khang thé khang CD200R1, h10F6 va h22.1, sy biéu hién be
mit din dén su trc ché té bao dudi gai sinh dung nap dbi v6i céc té bao T hodc
sir hoat héa biing chc t& bio dudi gai sinh midn dich. Sw biéu hién cta déu én
hoat héa té bao T sém CD69 trén céc té bao T CD8+ (xem Fig.8A) va du 4n
ting sinh Ki67 trén céc t8 bao T CD4+ (xem Fig.8B) voi cac khang thé
CD200R1 duoc ¢b dinh & ndng d 10 pg/ml dugc so sanh véi ddi chimg isotyp
(dwgc danh dAu du6i dang IgG E). Fig.8C thé hién mtc do gidi phéng IFNg
duoc tinh toan khi xir 1y bing khéng thé CD200R1 dugc cé dinh & nong do 10
ng/ml so véi dbi ching isotyp (dugc danh dAu & day dudi dang Iso IgG E-) 4, 5,
va 6 ngay sau khi MLR N

Fig.9 thé hién ndng do pDok2 dugc tao ra sau khi diéu tri 30 phut bang
22.1 dugc lam cho gidng véi clia ngudi hoa tan (duge thé hién 1a sol 22.1 IgG
trén hinh v&), 10F6 dugc lam cho gidng véi ctia nguoi (sol 10F6 IgG), 0X108
(sol 0X108 IgG), CD200-Fc (sol CD200Fc), va dbi chung isotyp IgG (sol Iso
IgG). U937 biéu hién 6n dinh CD200R1 dugc thé hién 12 “CD200R+" trén hinh
vé& va duoge xir 1y bang hé pha lodng 6 14n bét ddu & ndng d6 200nM. Céc té bao
gbc duge xi 1y bang lidu cao nhét, 200nM, va dugc thé hién 1a “WT” trén hinh
ve&. Hang trén cung thé hién pDok2 va hang dudi cung thé hién Dok2 toan phan.

Fig.10A va Fig.10B 12 dd thj thé hién dit liéu cho thdy su dbi khang ciia
chc khang thé hoa tan khang CD200R1 h10F6 va h22.1 d6i véi K562-CD200R1
duoc dbng nudi cdy véi cac té bao biéu hién CD200. Fig.10A: thé hién dang
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IgG cua céc khéang thé; Fig.10B: thé hién dang Fab cla cic khang thé.

Fig.11 13 d6 thi thé hién dit liéu tir c4c nghién ciru dugc dong hoc trén
chudt ciia khang thé khang CD200R1, h10F6 va h22.1, dugc tién hanh nhu
dugc mo ta trong Vidu 7.

Fig.12 thé hién ndng dd h10F6 trong huyét thanh cta hai con khi duc va
hai con khi c4i theo thoi gian sau khi st dung h10F6 véi lidu 2 mg/kg hodc 20
mg/kg cua.

Fig.13 12 dd thi thé hién dit lidu tir c4c nghién ciru dém té bao theo dong
clia su gin két h10F6 voi kiéu phu cta té bao T, duoc tién hanh nhu dugc mo ta
trong Vi du 10.

Fig.14 thé hién gia tri EC50 ddi voi sy gin ket cia cic té bao MoDC
duge 0 v6i cac hé pha lodng theo bac cua h10F6 duoc biotinyl hoa va dugc
nhudm bing thudc nhudm streptavidin-PE va thudc nhudm ty 1& sdng/chét.

Fig.15 thé hién cac té bao PBMC tir khi cynomolgus, khi rhesus, khi
marmoset, ché sin thd, tho, va chudt Sprague-Dawley duoc i v6i h10F6 duge
biotinyl héa néng do6 50 hodc 200nM hoic dbi chung isotyp va dugc nhuém
bing thudc nhudm streptavidin-PE va thuéc nhudm ty 18 séng/chét.

Fig.16 thé hién muc do gin két cia h10F6 véi céc té bao CHO duogc
chuyén nhidm bing CD200-R1 c6 chidu dai ddy du tr ngudi, tho, khi
marmoset, khi rhesus, hodc khi cynomolgus va dugc U v6i cac hé pha lodng
theo bac ctia h10F6 dugc biotinyl hoéa, sau do 1a thudc nhudm streptavidin-PE
vaty 18 sdng/chét.

Fig.17 thé hién mérc d6 bidu hién ciia CD200 trén TIL va té bao PBMC &
c4c bénh nhin ung thu va nhém dbi ching khoe manh. Sy biéu hién ctia CD200
dugc danh gia trong céc tdp hop con cia t& bao mién dich c6 ngudn gbc tir khéi
u va té bao PBMC tir cic bénh nhan ung thu va té bao PBMC tir cac di twong
khoe manh. Cac tap hgp con cua té bao mién dich don 1& dugc tao céng dua
trén céc t& bao T hd tro CD45+ (CD3+CD4+), céc té bao T giy doc té bao
(CD3+CD8+), va céc té bao B (CD3-CD19+); céc té bao tity dugc xac dinh la
CD11b+, (dong 4m tinh). Sy biéu hién cia CD200 khi dwgc x4c dinh bing
phuong phap MFI (cudng do phat huynh quang trung binh) dugc so séanh trén
tap hop con cia TIL véi céc té bao PBMC dugc ghép cap.
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Fig.18 thé hién mirc do biéu hién cia CD200R1 dugc danh gia trong cac
tp hop con clia té bao mién dich c6 ngudn gde tir khéi u va cac té bao PBMC
tlr cAc bénh nhan ung thu va c4c t& bao PBMC tir cac ddi twgng khoe manh. Cac
tap hop con ciia t& bao mién dich don 16 dugc tao cng dua trén cac té bao T hd
trg CD45+ (CD3+CD4+), cac té bao T giy doc té bao (CD3+CD8+), va cac té
bao B (CD3-CD19+); c4c té bao tiiy dugc x4c dinh 12 CD11b+, (dong 4m tinh).
Su biéu hién cia CD200R1 khi dwoc x4c dinh bang phuong phdp MFI (cuong
d6 phat huynh quang trung binh) dugc so sénh trén tdp hop con ctia TIL véi cac
té bao PBMC duoc ghép cip.

Fig.19 thé hién dong t& bao U937 duoc thiét ké dé biéu hién cac ndng do
ctia hCD200R1 duge du kién 13 quan thé biéu hién cao (khoang 28% téng s6 té
bao T). Hinh A thé hién sy dich chuyén cac nong d¢ khac nhau cia hCD200-Fc
duoc biotinyl héa tir U937-CD

Fig.20 thé hién muc dod gén két dudi dang ham sb néng dd cua cac DC
duoc biét hoa bang bach cau don nhén to in-vitro dugc phép gin két voi nong
do h10F6 gia tang.

Fig.21 thé hién su huy dong gy phong bé cia DOK2 véi CD200R1 &
céc t& bao Jurkat ciia ngudi dugc thiét ké dé biéu hién CD200R1 va DOK2
dugc ddng nudi cdy vai cac té bao HEK293 biéu hién CD200.

Fig.22 thé hién hiéu qua ctia h10F6 ddi voi su hoat héa NFxB do
CD200-R1 gay ra cta cac dic tinh cua dong té bao tiy cia ngudi, K562, dugc
thiét ké dé biéu hién dn dinh CD200R1 va gen thong bio NF«B-luxiferaza.
Hinh A thé hién su ddng nudi ciy t& bao K562 bidu hién CD200R1 véi céc té
bao HEK293T biéu hién hoat tinh ctia gen thong bdo NFkB do CD200 gay ra
theo cach phu thudc sb lugng té bao. Hinh B thé hién kha ning ciia h10F6 trong
viéc phong bé su truyén tin hi¢u NFxB bang céach sir dung cic hé pha lodng
theo bac ciia h10F6 hoic dbi ching isotyp cho cac té bao K562 dugc ddng nudi
cdy biéu hién CD200R1 véi céc té bao HEK293T biéu hién CD200.

Fig.23 thé hién cac bach cAu don nhan to dugc biét héa thanh céc té bao
dudi gai bang cach nudi ciy trong 7 ngay v6i GMCSF 20 ng/ml va IL-4 20
ng/ml. Céc té bao dudi gai dugc phan cyc thanh DC sinh dung nap (véi IL-10
va IFNa-2b ndéng dd 20 ng/ml) hodc duge phin cuc thanh DC sinh mién dich
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(véi LPS 100 ng/ml v TNF-o 50 ng/ml). Sau 3 ngay phén cuc, cac té bao T-
pan va céc té bao DC truéng thanh dugc tron 1an v6i nhau theo ty 1€ 20:1
(T:DC) vé6i h10F6 10 ug/ml hodc dbi chung isotyp. Moi truong da xur 1y dugc
thu hoach sau 4, 5, va 6 ngay dé x4c dinh ndng do xytokin. Céc du 4n vé su
hoat héa té bao T dugc xac dinh bing phuong phap phan tich FACS (khing
CD69, khang CD25 va khang Ki67). Ca du 4n vé su san sinh xytokin (hinh A;
IFNy, IL-12, va IL-18) va déu 4n v& sy hoat héa t€ bao T (hinh B, CD4+Ki67+
va CD8+CD69+) duogc xac dinh; mirc do tiét ra IFNy theo thoi gian vao cac
ngay 4, 5, va 6 (hinh C) thé hién sy phu thudc vao thoi gian.

Fig.24 thé hién cac té bao T-pan cua ngudi duoc phén 1ap tir nguoi cho
té bao PBMC khoe manh va dugc kich thich thuong xuyén bing PHA 2 pg/ml
va IL-2 cta ngudi 4 ng/ml trong 7 ngdy trong mdi truong hoan chinh. Sau do,
cac té bao dugc thu hoach, dugc dé yén véi céc tc nhan kich thich va gén mdi
v6i IL-4 clia nguoi 40 ng/ml trong 24 gio. Trude khi dan moéng céc té bao, cac
dia duogc pht qua dém ¢ nhiét do 4°C bang dong OKT3 khang CD3 1 pg/ml va
hCD200-Fc 15 pg/ml hodc dbi chimg Fc dugc ghép cap isotyp, dugc goi 1a 16p
pht d6i chimg dugc pha lodng trong PBS. Céc té bao duogc thu hoach, rira va
dan mong v6i 50nM khang thé trong 24 gié. Dich ndi bé mit té bao dugc thu
hoach va sy tiét ra IL-2 dugc xac dinh bang thir nghi¢ém ELISA. O hinh A, muc
d6 tiét ra IL-2 trung binh tir ba méu sinh hoc va SEM dugc vé biéu dd ddi véi
mdi nguoi cho. Kiém dinh t-test khong ghép cdp duoc thuc hién dé xac dinh
hiéu qua diéu tri dang ké ctia h10F6 so véi dbi chimg isotyp (*, p < 0,05; **, p
< 0,01; *** p < 0,001). O hinh B, dudng cong d4p tng liéu d6i voi h10F6
trong viéc phuc hoi su tiét ra [FNy minh hoa ba mAu sinh hoc tr mdt nguoi cho.

Fig.25 thé hién su gia ting ty 1¢ tiéu diét 1€ bao khdi u béng cach xit 1y
bing chc t& bao PBMC gin mdi véi SEB bang h10F6 (cac té bao khéi u
COV644 GFP+ bidu hién noi sinh CD200) so véi cac t& bao PBMC dugc xir Iy
bang ddi chirng isotyp. Hinh A thé hién cac dudng cong v& su phat trién (duoc
x4c dinh bang dién tich mau xanh 14 cay trong mdi 18) ddi véi cac té bao tur 1
dén 3 ngudi cho (RG1212) duge xtr ly bing ndng d6 chi dinh ciia h10F6 hodc
d6i chimg isotyp. Hinh B thé hién sy gidm muc d6 phu thude lidu dung cta tin

hiéu GFP ciia t& bao khdi u dugc x4c dinh bing cach st dung dién tich mau
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xanh 14 ciy dudi dudng cong trong khung thoi gian cia pha tiéu diét tir cung
nguoi cho dugc thé hién trong hinh A (RG1212); cac dit liéu dugc vE dd thi
duéi dang gia tri trung binh + SEM cua tir 4 dén 6 phép do riéng biét.

Fig.26 thé hién ty 16 tiéu diét t& bao khéi u qua trung gian PBMC dugc
gia ting béi h10F6 theo cach phu thude ndng dd & 3 ngudi cho duy nhét (cac
hinh vé tir A dén C). Su gia ting tj 18 % té bo khéi u bi giét trung binh trn=4
mau lip duoc vé biéu dd theo ndng dd h10F6 va dugc phan tich theo nguoi cho
(hinh D). Dit liéu tir cac thir nghi¢m 13p lai trong RG1939 (N = 2) va RG1307
(N = 3) dugc thu thap va lam khép véi mo hinh hdi quy khong tuyén tinh ba
giai doan. T¥ 1¢ % tiéu diét khoi u 16n nhit va nho nhét duoc 1am khép voi md
hinh va riéng biét so véi dbi chimg isotyp dugc vé& biéu dd theo ngudi cho dé
danh gi4 pham vi va tinh bién ddi cta hiéu qua cia h10F6 giita nhitng nguoi
cho. ‘ _ |

 Fig.27 thé hién két qua ca té bao PBMC clia khi duge 1 v6i cac hé pha
logng theo béc cla h10F6 dugc biotinyl hoa va dugc nhudm béng thudc nhudém
streptavidin-PE, thudc nhuom ty 1& sbng/ chét, va hdn hop ctia cic khang thé co
ban trén thi truong lién hop voi chét c6 huynh quang, bao gbdm dong SK7 khang
CD3, dong M-T466 khang CD4, dong BW135/ 80 khang CD8, dong 2H7 khang
CD20, dong M1/70 khdng CD11b, dong TUK4 khang CD14 va dong REA-805
khang HLA-DR. C4c kiéu phy cta té bao mién dich dugc dinh nghia la cac té
bao T hd trg (CD3+CD4+). Gid trj EC50 dé gén két v6i té bao T CD4+ cta khi
dwoc xac dinh bing cach sir dung 3 tham s6, log10[h10F6] so véi mirc do dap
tmg, su 1am khép vdi duong cong khong tuyén tinh.

Fig.28 thé hién kha nang cua h10F6 trong viéc phong.bé su gin két cla
MfCD200R1 dugc biotinyl héa vai MfCD200 gén dudi Fc, duogc cb dinh, khi
duoc déanh gia bing cach st dung thir nghiém ELISA. Céac hé pha loang theo
bac gp bdn 14n ctia h10F6 ném trong khoang tir 1uM dén 2,38 x 10-7uM dugc
1 50 bd v6i hCD200R1 (0,04 ug/ml) hogc MfCD200R1 (0,12 ug/ml) trude khi
b sung vao MFCD200 da c dinh véi dia. Su gan két duoc danh gia bang cach
& v6i HRP-streptavidin va co chit so mau, sau d6 theo ddi OD450 trong mdi 10.

Fig.29 thé hién két qua vé dong t€ bao bach ciu don nhan to clia ngudi,

K562, dugc thiét ké d& biéu hién 6n dinh MfCD200RI1. Su gin két cua
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MfCD200 tai t6 hop dugc dung hop véi dudi Fc cia higGl khong dugc
glycosyl héa véi cac té bao K562 biéu hién MfCD200R1 duge khing dinh bang
phuong phap FACS. h10F6.V1 wc ché sy gén két cia MFCD200-Fc véi cac té
bio K562 bidu hién MfCD200R1 theo cach phu thudc lidu ding.

Fig.30 thé hién ndéng do trong huyét thanh ctia h10F6.V1 trung binh va
riéng biét dugc v& dd thi theo dang db thi nira loga. Gidi han dinh lugng dudi

(lower limit of quantitation: LLOQ) ctia thir nghiém la 0,06 pg/ml.

M ta chi tiét sang ché

Séang ché d& xuat cc khang thé, bao gbém ca cac khang thé duoc lam cho
gidng véi clia nguoi, gin két dic hidu CD200R1 véi 4i luc cao va nho d6 ue
ché, 1am giam, vd/hoic phong bé hoan toan chirc ning cia CD200R1 duéi dang
thu thé bé mat té bao lién quan dén su diéu hoa mién dich, cu thé 14 chirc ning
ctia CD200R1 1am chét tre ché su hoat héa cua t& bao lymphd (vi dy, t€ bao T
va té bao NK). Do d6, du dinh rang ché phim hodc dang bao ché bét ky trong
s6 cac ché phdm hodc dang bao ché chtra khang thé khang CD200R1 cua sang
ché c6 thé duoc sir dung 1am liéu phap dé diéu tri cac bénh do chirc ning cla
CD200R1 hodc phdi tir dich ciia n6, CD200, lam trung gian gy ra nhu céc
bénh ung thu va bénh nhidm virut. Ngoai ra, dy dinh ring khéng thé khang
CD200RI cua sang ché ¢6 thé dugc st dung 1am liéu phap két hop véi cac liéu
phép khac, nhu céc khang thé huéng dich phan tir kiém soat mién dich dich bao
gém, nhung khong chi giéi han &, PD1, TIGIT, LAG3, PVRIG, KIR, TIM-3,
va CRTAM. Trong sb cac liéu phap duge du dinh boi sang ché 12 khang thé dic
hiéu kép c6 tinh dic hiéu gin két khang CD200R1 ctia khang thé theo sang ché
va tinh dic hiéu gin két khac ctia khang thé v6i phan tir kiém soat mién dich

nhu PD1, TIGIT, LAG3, PVRIG, KIR, TIM-3, va CRTAM.

Tdng quan vé chc k¥ thuat va thut ngit

Déi voi cac phin md ta & day va yéu cau bao hd kém theo, cac dang s it
bao gdm c4 nghia sb nhidu néu ngit canh khong chi rd theo cach khac. Do do, vi
du, su vién dan dén “mot protein” bao gém ca nhiéu hon mot protein, va sy
vién din dén “mot hop chat” d& chi nhidu hon mot hop chét. Cén luu y thém

ring cc diém yéu cAu bao hd c6 thé duge soan thao dé loai trir thanh phé‘m tuy
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§ bt ky. Theo d6, tuyén bd nay dugc dy dinh ding lam co s& true day cho
viée st dung thuét ngit duy nhit nhu "chi c¢6", "chi" va thuat ngit tvong tw lién
qﬁan dén viéc néu ra cac thanh phén ctia yéu cau bao hd, hoic viéc st dung gidi
han "phu dinh". Viéc str dung cac tir “chira”, “c6 chira”, “gém co”, “gém”, “bao
gdm” va “bao gdm ca” c6 thé thay thé cho nhau va khéng du dinh 1am giéi han.
Cén hidu thém ring khi phin mo ta clia cac phuong 4n khic nhau str dung thuat
ngit “bao gdbm”, ngudi cb hiéu biét trung binh trong linh vuc nay s& hiéu ring
trong mdt sb trudng hop cu thé, mdt phuong 4n cé thé dugc mo ta theo cach
khac bang cach str dung ngdn ngit “chu yéu bao gébm” hoic “gdm c6”.

Khi mot khoang gia tri dugc dua ra, néu ngit canh khong chi 13 theo
cach khac, cn hiéu ring mdi s6 nguyén xen gifta ciia gia tri nay, va mdi gié tri
mdt phan mudi cta mdi s nguyén xen gifta cua gia tri nay, néu ngit canh
khéng chi 16 theo cach khac, ndm trong khoang gi6i han trén va gidi han dudi
cia khoang nay, va gia tri xen gitta hodc dugc néu khac bt ky nim trong
khoang di néu nay, dugc bao gdm trong sang ché. Gi6i han trén va giéi han
duéi cua cac khoang nhd hon nay cé thé doc 1ap dugc dua vao cac khoang nhd
hon, va ciing dugc bao gdbm trong sang ché, tuy thudc gi6i han dugc loai trir cu
thé bit ky trong khoang d néu. Khi khoang di néu bao gdbm mdt hoic ca hai
giéi han ndy, cac khoang loai trir (i) mot trong hai hodc (ii) c4 hai gi6i han duoc
bao gdm nhu vay cling dugc bao gdm trong sang ché. Vi du, “tir 1 d&én 50” bao
gdm “tir 2 dén 257, “tir 5 dén 207, “tir 25 dén 50”, “tir 1 dén 10”, v.v..

No6i chung, danh phap duoc st dung & day va céac k¥ thuét va quy trinh
dwoc md ta & day bao gdm cac k¥ thuat va quy trinh dé duoc hiéu 18 va thuong
duge st dung béi ngudi ¢é hidu biét trung binh trong linh vuc nay, nhu cac k¥
thuat va phuong phap phd bién dugc md ta trong tai liéu: Sambrook et al.,
Molecular Cloning-A Laboratory Manual (2nd Ed.), Vols. 1-3, Cold Spring
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989 (sau ddy duoc goi la

“Sambrook”); Current Protocols in Molecular Biology, F. M. Ausubel et al.,

eds., Current Protocols, a joint venture between Greene Publishing Associates,
Inc. and John Wiley & Sons, Inc. (duogc bd sung dén nim 2011) (sau day dugc
goi 12 “Ausubel”); Antibody Engineering, Vols. 1 and 2, R. Kontermann and S.

Dubel, eds., Springer-Verlag, Berlin and Heidelberg (2010); Monoclonal
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Antibodies: Methods and Protocols, V. Ossipow and N. Fischer, eds., 2nd Ed.,
Humana Press (2014); Therapeutic Antibodies: From Bench to Clinic, Z. An,
ed., J. Wiley & Sons, Hoboken, N.J. (2009); va Phage Display, Tim Clackson
and Henry B. Lowman, eds., Oxford University Press, United Kingdom (2004).

T4t ca cac tai liéu cong bd, bing doc quyén sang ché, don sang ché, va
cac tai liéu khac dugc dé cép trong don sang ché nay dugc dua vao day dé tham
khao toan bd ndi dung cuia chung cho tt ca cac muc dich v6i pham vi gibng
nhu mdi tai liéu cong b, bing doc quyén sang ché, don sang ché hoic tai liéu
khéc riéng biét dugc chi ra riéng biét 1a duogc dua vao day dé tham khao & day
cho tt ca cac muc dich.

Néu khéng duoc dinh nghia theo cach khac, tAt ca cac thuat ngit khoa
hoc va k¥ thuat dugc sir dung & day c6 nghia gidng nhu thuong dugce hiéu boi
mdt ngudi ¢ hidu biét trung binh trong linh vire ma sang ché nay thudc ve. Can
hiéu ring thuat ngit duoc st dung & ddy chi nhdm muc dich mé ta cac phuong
4n cu thé va khong dy dinh 1am gi¢i han. V6i muc dich giai thich don sang ché
nay, phﬁn md ta cac thut ngft sau diy s&€ dugc ap dung va néu thich hop, mot
thuét ngir dugc sir dung & dang s it ciing s& bao gbm dang s6 nhidu va nguoc
lai.

Khi dugc str dung trong ban mo ta nay, thuat ngtt “CD200R1” dé chi thu
thé 1 cta glycoprotein CD200 xuyén mang bé mit té bao, va bao gdm céc
protein CD200R1 cta ngudi, khi cynomolgus (trong mot s6 trudng hop & day
duge goi 1a “cyno”), khi rhesus, va cac thé dong dang khéc nhau cua ching.
Céc trinh tu axit amin cta cac protein CD200R1 lam vi du khac nhau va cac thé
dbng dang 13 da biét trong linh vuc ndy va dugc cung cép trong Bang 2 dudi
d4y va Danh muyc trinh tir kém theo.

Khi duoc st dung trong bin mo ta ndy, thuat ngir “tinh trang bénh do
CD200R1 1am trung gian gy ra” hodc “bénh do CD200R1 lam trung gian gay
ra” bao gdm tinh trang y té bat ky lién quan dén su gin két dic hiéu cla
CD200R1 véi phéi tir (vi du, CD200). Vi du, sy gan két ddac hi¢u cia CD200
duoc bidu hién trén bé mat t& bao voi cc té bao khac biéu hién thu thé
CD200R1 c6 thé anh huong dén sy gin két clia céc té bao biéu hién CD200 véi

c4c phan tir didu hoa mién dich khéc, c6 thé 1am thay doi sy hoat héa cua céc té

22/177



52697

bao lymphd (vi du, cac té bao T). Theo dé, cac bénh do CD200R1 lam trung
gian giy ra c6 thé bao gbm, nhung khong chi gi6i han &, bénh hodc tinh trang
bénh bit ky qua trung gian va/hodc dap g véi cac chét di khang hoic chat i
ché su gin két giira cac té bao biéu hién CD200R1 hodc CD200, va/hodc bénh
hodc tinh trang bénh bat ky dap tng véi su e ché cua cac chit rc ché diém
kiém so4t mién dich bao gdm, nhung khéng chi gi6i han &, cic bénh ung thu.
Céc bénh ung thu 1am vi du cu thé dugc cung cip trong phén khac ciia bAn mo
td nay. »

Khi dugc st dung trong ban md ta nay, thuat ngt “phén t kiém soat
mi&n dich” dé chi phan tir c6 chirc nang diéu hoa con dudng clia hé mién dich
va nhd d6 ngan ngira né tAn cong céc té bao theo cich khong can thiét. Nhidu
phan tt kiém soat mién dich, ca e ché va dong kich thich, 13 dich cho liéu phap
mién dich (vi du, v6i cac khang thé phong bé dé phong bé su e ché mién dich
hodic v6i cac chat cht van dé thuc déy su kich thich mién dich) trong viéc didu
tri bénh ung thu va cac bénh nhiém virut. C4c phan tir kiém soat mién dich 1am
vi du duoc hudng dich cho liéu phap mién dich ctia bénh ung thu bao gdm,
nhung khong chi giéi han ¢, PDI1, TIGIT, LAG3, PVRIG, KIR, TIM-3,
CRTAM, CTLA-4, BTLA,' CD244, CD160, LIGHT, GITR, 4-1BB, 0X40,
CD27, TMIGD2, ICOS, CD40, CD47, SIRPa, NKG2D, NKG2A, TNFRSF25,
CD33, CEA, Epcam, GPC3, CD73, CD83, CD39, TRAIL, CD226, va VISTA.

Khi dugc st dung trong ban mo td nay, thudt ngir “khang thé” dé chi
phén ttr chira mot hodc nhiéu chudi polypeptit gén két dic hiéu véi, hodc co kha
ning phan tng mién dich véi, khing nguyén cu thé. Cac khang thé 1am vi du
cia sang ché bao gdm cac khang thé don dong, khing thé da dong, khang thé
thé kham, khang thé duoc 1am cho giéng véi ciia nguoi, khang thé ctia nguoi,
khang thé da dic hidu (hoic di lién hop) (vi du, khang thé dic hi¢u kép), khéng
thé don héa tri (vi du, cac khéng thé mot nhénh), khang thé da héa tri, cic manh
gin két khang nguyén (vi du, cdc manh Fab’, F(ab'),, Fab, Fv, rIgG, va scFv),
cac thé dung hop cua khang thé, va cac khang thé téng hop (hodc chét bt
chudc khang thé). 4 | | ‘ .

- Thuit ngt “khang thé khang CD200R1” hogc “khang thé gin két

CD200R1” dé chi khang thé gén két CD200R1 v6i 4i luc dit dé khang thé nay
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hitu ich 13m chét chdn doan va/hodc chit diéu tri trong viéc hudng dich
CD200R1. Theo mot s6 phuong én, mirc do gén két ctia khang thé dic hiéu
khang CD200R1 véi khang nguyén khong lién quan, khong phai CD200RI la
nhé hon khoang 20%, nhé hon khoang 15%, nho hon khoang 10%, hodc nho
hon khoang 5% murc d6 gén két ctia khang thé v6i CD200R1 khi dugc xé4c dinh,
vi du, bang thir nghiém mién dich phéng xa (radioimmunoassay: RIA) hodc
phuong phap cdng hudng plasmon bé mit (surface plasmon resonance: SPR).
Theo mot s6 phuong an, khang thé gin két voi CD200R1 ¢6 hing sb phan ly
(Kp) < 1uM, < 100nM, < 10nM, < InM, <0,1nM,

<0,01nM, hodc < 1pM (vi dy, nhé hon hodc bang 10 M, vi du, nim trong
khoang tir 10 M dén 10" M, vi du, tir 10° M dén 107" M).

Céc thuat ngir “khang thé c6 chiéu dai day di”, “khéng thé nguyén ven”
hodic “khang thé toan phin” dwgc sit dung thay thé 13n nhau & day dé chi khang
thé c6 cAu tric vé co ban 13 twong tu véi clu triic clia khang thé tr nhién hogc
¢6 chubi ning chira ving Fc nhu dugc dinh nghia & day.

Thuét ngit “manh khang th8” dé chi phin khang thé ¢6 chiéu dai ddy du
c6 kha niing gén két v6i cing khang nguyén nhu khéng thé c6 chiéu dai day du.
Vi du vé c4c manh khang thé bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, Fv, Fab,
Fab', Fab'-SH, F(ab'),; khéng thé hai manh; khéng thé mach thing; khang thé
don héa tri, hodc khang thé mot nhanh; cic phan tir khang thé chudi don (vi dy,
scFv); va cac khang thé da dic hiéu duoc tao ra tir cac méanh khéng thé.

Thuét ngit “nhém” ctia khéng thé dé chi loai cia mién én dinh hodc ving
dn dinh dugc s& hitu boi chudi ning cua nd. C6 ndm nhém khéng thé chinh Ia:
IgA, IgD, IgE, IgG, va IgM, va mot s trong s6 chiing dwoc chia nhd thém
thanh cac phan nhém (isotyp), vi dy, 1gG1, 1gG2, 1gG3, IgG4, IgAl, va IgA2.
Mién én dinh cua chudi ning twong ing véi cdc nhom khac nhau cta globulin
mién dich dugc goi twong ing 13 a, 3, €, y, va L.

Thuét ngit “ving bién d6i” hoic “mién bién d6i” dé chi mién cta chudi
ning hogc chudi nhe ctia khang thé c6 lién quan dén su gin két khang thé véi
khang nguyén. Cac mién bién ddi cia chudi ning va chudi nhe (twong tmg 1a
Vg va Vi) ctia khang thé ty nhién thuong cé cAu trac tuong tu, véi mdi mién

bao gébm bdn ving khung (framework region: FR) dugc bdo toan va ba vung
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siéu bién (hypervariable regionv: HVR) (vi du, xem tai liéu: Kindt et al., Kuby
Immunology, 6 ed., W.H. Freeman and Co., page 91). Mién don Vg hodc Vi
c6 thé 13 du dé tao ra tinh dic hiéu gin két khang nguyén. Hon nifa, cc khang
thé gin két khang nguyén cu thé c6 thé dugc phan lap bing cach sit dung mién
Vy hoac Vi tir khang thé gén Kkét khang nguyén dé sang loc thu vién cua cac
mién Vi hodc Vg bd tro twong ung (vi du, xem tai liéu: Portolano et al., J.
Immunol. 150:880-887 (1993); Clarkson et al., Nature 352:624-628 (1991)).
Khi dugc st dung trong ban md ta nay, thuat ngit “ving siéu bién” hoic
“HVR” dé chi mdi ving ciia mién bién ddi ctia khang thé c6 tinh siéu bién trong
trinh tu va/hoic tao thanh cac vong dugc xac dinh vé mit ciu triac ("cac vong
siéu bién). N6i chung, cic khing thé ty nhién chira bon chudi véi sdu ving
HVR; ba vung trong mién bién dbi cta chudi ning, Vi (HVR-HI, HVR-H2,
HVR-H3), va ba ving trong mién bién doi cia chudi nhe, Vi (HVR-L1, HVR-
L2, HVR-L3). C4c ving HVR thuong chira cac géc_ axit amin tir vong siéu bién
vi/hodc tir “ving quyét dinh tinh bd tro” (complementarity determining region:
CDR). C6 nhiéu phin mé ta v& ving siéu bién hién dang dugc sir dung va dugc
bao gdm trong ban mo t& ndy. Cac viung quyét dinh tinh bd trg (CDR) cta
Kabat dua trén su bién d6i cua trinh tu va dugc st dung phé bién nhit (Kabat et
al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, Sth Ed. Public Health
Service, National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1991)). Thay vao do,
Chothia d& cap dén vi tri ctia cac vong cAu tric (Chothia and Lesk J. Mol. Biol.
196:901-917 (1987)). Céc vung sicu bién AbM thé hién su anh huéng gitta cac
vung CDR cua Kabat va cac vong cAu trac ctia Chothia, va dugc st dung boi
phin mém mé hinh héa khang thé AbM cia cong ty Oxford Molecular. Cac
ving siéu bién “tiép xtc” dua trén su phén tich cac cAu tric tinh thé phirc tap

sin c6. Céc gbe tir mdi ving siéu bién nay dwgc ghi chi trong bang 1 dudi day.

Bang 1: CD200R1, CD200, va céc trinh tu li€n quan

25/177

Vong Kabat AbM Chothia Tiép xvc
L1 1.24-1.34 1.24-1.34 1.26-1.32 L30-L36
L2 L50-156 L50-L56 - L50-L52 L46-155
L3 L.89-197 1.89-1L97 1L91-1.96 L89-1.96
H1 H31-H35B' H26-H35B' H26-H32! H30-H35B'

H31-H35? H26-H35* H26-H32? H30-H35>




52697

26/177

H2 H50-H65 H50-H58 H53-H55 H47-H58

H3 H95-H102 H95-H102 H96-H101 H93-H101

U'Cé4ch danh s(f) cua Kabat
2 Cach danh sb cua Chothia

~ Néu khéng duge chi rd theo cach khéc, cac gbc ctia ving HVR va céc
gbc khac trong mién bién ddi (vi dy, céc gbc cia ving FR) dugc danh sb & day
theo tai liéu ciia Kabat va cac dong tic gia trén day.

Khi duge st dung trong ban mé ta nay, cic vung si€u bién c6 thé bao
gdm cAc ving siéu bién mé rong hodc thay thé nhu sau: 24-36 hogc 24-34 (L1),
46-56 hodc 50-56 (L2) va 89-97 hoac 89-96 (L3) trong mién V va 26-35 hodc
30-35 (H1), 50-61, 50-65 hodc 49-65 (H2) va 93-102, 94-102, hodc 95-102
(H3) trong mién Vyg. Céc géc cia mién bién ddi dugc danh sb theo tai lidu cua
Kabat va cac dong tac gia trén day, d6i vi mdi dinh nghia nay.

Khi dugc st dung trong ban md ta nay, thuat nglt “vung quyét dinh tinh
bd tro” hodc “CDR” dé chi céc viing trong HVR ctia mién bién ddi c6 tinh bien
ddi cia trinh ty cao nhat va/hoic c6 lién quan dén sy nhan biét khing nguyén.
Noi chung, cac khang thé tu nhién chira bdn chudi véi sdu ving CDR; ba ving
trong cac mién bién ddi cua chudi ning, Vi (H1, H2, H3), va ba ving trong cac
midn bién dbi ctia chudi nhe, Vi (L1, L2, L3). Cac ving CDR lam vi du (CDR-
L1, CDR-L2, CDR-L3, CDR-H1, CDR-H2, vi CDR-H3) xuft hién & céc gbe
axit amin 24-34 cta L1, 50-56 cua L2, 89-97 ctia L3, 31-35 cua Hl, 50-61 cua
H2, va 95-102 ciia H3. (cach dénh s6 theo tai ligu clia Kabat va céc dong téc gia
trén day).

Thuét ngit “khung” hodc “FR” d chi cac gbc cia mién bién d6i chir
khong phai céac gbc cua viung siéu bién (HVR). Ving FR cia mién bién do6i
thuong gdm bén mién FR: FR1, FR2, FR3, va FR4. Theo dd, cac trinh tir clia
vung HVR va FR thuong xuét hién theo trinh tw sau day trong Vy (hodc Vy):
FR1-H1(L1)-FR2-H2(L2)-FR3-H3(L3)-FR4.

Thudt ngit “khang thé tw nhién” dé chi phan tir globulin mién dich c6
trong ty nhién. Vi dy, cac phan tir IgG tu nhién la cac glycoprotein di tetrame
c6 trong lugng khoang 150.000 Dalton, gbm hai chudi nhe gidng nhau va hai

chudi ning giéng nhau duoc lién két disulfua. Tr du tin cing N dén dau tan
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cing C, mdi chubi ning c6 ving bién dbi (Vy), con duogc goi 1a mién ning bién
ddi hoic mién bién doi cia chudi ning, sau d6 13 ba mién én dinh (CH1, CH2,
va CH3). Tuong tu, tur dau tan cing N dén dau tan cung C, mdi chudi nhe c6
viing bién ddi (V1), con dugc goi 1a mién nhe bién ddi hodc mién bién dbi cua
chudi nhe, sau d6 13 mién nhe n dinh (CL). Chudi nhe ctia khang thé c6 thé
duge gan cho mdt trong hai loai, dugc goi 1a kappa (k) va lambda (A), dua trén
trinh tu axit amin cia mién 6n dinh cia no.

Khi dugc st dung trong ban mo ta nay, thuat nglt “khang thé don dong”
dé chi khang thé thu dugc tir quin thé vé co ban 13 dbng nhét ciia cac khang thé,
nghia 1a cdc khing thé riéng biét chia quén thé gidng nhau vd/hodc gin két véi
cling epitop, ngoai trir cac khang thé bién thé c6 thé c6 (vi du, cic khang thé
bién thé chtra sy dot bién c6 trong tu nhién hodc phat sinh trong qué trinh san
xult khang thé don dong, va thudng 1a c6 mat véi lugng rat nhd). Trai ngugc
v6i ché phim khang thé da dong, thuong bao gdm céc khéang thé khac nhau
khang lai cac yéu t6 x4c dinh khéac nhau (cac epitop), mdi khang thé don dong
clia ché phdm khang thé don dong khang lai mdt yéu t xéc dinh dbi voi khang
nguyén, Do d6, thuat ngit “don dong” thé hién dic tinh ctia khang thé khi thu
duoc tir quin thé gin nhu ddng nhét cla cac khang thé va khong duoc hiéu 13
cAn tao ra khang thé bing phuong phép cu thé bit ky. Vi du, cac khang thé don
dong dugc str dung co thé duge tao ra bing nhiéu k¥ thuat khac nhau bao gbm,
nhung khong chi gi¢i han &, phuong phéap té bao lai, phuong phip ADN tai to
hop, phuong phap biéu hién thé thuc khuan, va phuong phap st dung cic dong
vat chuyén gen chira tit cd hodc mot phan locus ctia globulin mién dich cia
ngudi, cac phuong phap nay va cic phuong phap lam vi du khac dé tao ra
khang thé don dong dugc md ta & day.

Thuét ngit “khang thé thé kham” dé chi khang thé trong d6 mot phan
chudi ning vi/hodc chudi nhe c6 ngudn gc tir ngudn hodc loai cu thé, trong khi
phan con lai cia chudi ning va/hodc chudi nhe c6 ngudn gbc tir ngudn hoic loai
khac.

Thuat nglt “khang thé dugc lam cho gidng véi cua ngudi” dé chi khang
thé thé kham chira céc trinh tu axit amin tir ving HVR khong phai cua ngudi va

cAc trinh tu axit amin tir ving FR ctia ngudi. Theo mot sb phuong 4n nhét dinh,
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khéng thé dugc 1am cho gidng véi ctia ngudi s& chira gin nhu tAt ca trong sb it
nhét mét, va thuong 12 hai, mién bién ddi, trong dé tht ca hoidc gﬁn nhu tit ca
cac ving HVR tuong g véi cac vung cua khang thé khong phai ctia ngudi va
tAt ca hodc gin nhu tit ca cac ving FR twong Gng vdi cac ving cua khéng thé
cta ngudi. Khang thé dugc lam cho gidng v&i clia ngudi cb thé tuy y chua it
nhit mot phan ving 6n dinh cta khéang thé ¢6 ngudn gbc tir khang thé cta
nguoi. Thudt nglt “dang dugc lam cho gidng v6i ctia ngudi” cua khang thé, vi
du, khéng thé khong phai ctia nguoi, dé chi khang thé duoc 1am cho gidng véi
clia nguoi. |

- Thudt ngtr “khang thé cia nguoi” dé chi khang thé c6 trinh tu axit amin
tuong ung vai trinh tu cia khang thé dugc san sinh boi ngudi hodc t& bao cua
ngudi hodc cb ngudn gbe tir ngudn khong phai ngudi dé str dung kho khang thé
cia ngudi hodc c4c trinh ty ma hoa khang thé cta ngudi khac. Dinh nghia nay
cta khang thé cua ngudi loai trr cy th khang thé dugc 1am cho giéng véi cua
nguoi chira cac gbc gin két khang nguyén khong phai ctia nguoi.

Thuét ngit “khung lién (ng cia nguoi” 1a khung thé hién cac gbc axit
amin xuét hién phd bién nhét trong qué trinh chon loc céac trinh ty khung Vi
hodc Vg cua globulin mién dich cla ngu&ri. Noi chung, sy chon loc cac trinh tu
Vi, hodc Vy cta globulin mién dich cua ngudi 13 tr nhém phuy cla céc trinh tu
mién bién ddi. N6i chung, nhém phu cua cac trinh tu 13 nhém phu trong tai liéu:
Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition,
NIH Publication 91- 3242, Bethesda MD (1991), vols. 1-3. Theo mot 56
phuong 4n d6i v6i Vi, nhém phu 1a nhém phu kappa I nhu trong tai liéu cia
Kabat va cac dong tac gia trén day. Theo mét s6 phuong 4n d6i v6i Vg, nhém
phu 1& nhém phy ITI nhu trong tai li¢u cta Kabat va cac ddng tac gia trén day.

- Khi dugce st dung trong ban md td nay, thuat nglt “khung cua nguoi
nhan” 1a khung chira trinh ty axit amin cta khung mién bién dbi chudi nhe (Vi)
hodc khung mién bién ddi chudi ning (Vy) c6 ngudn gbc tir khung globulin
mién dich ctia ngudi hodc khung lién tmg cta ngudi. Khung ciia ngudi nhén
“cé ngudn gbc tir’ khung globulin mién dich ctia ngudi hodc khung lién Ung
ctia ngudi c6 thé chira cung trinh ty axit amin cta nd, hodc né c6 thé chira su

thay ddi vé trinh tu axit amin. Theo mot vsc“') phwong 4n, sb 1an thay dbi axit amin
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12 nh6 hon hozc bang 10, nhé hon hoic br?mg_ 9, nhé hon hoic bang 8, nhd hon
hoac b?mg 7, nh6 hon hodc bfmg 6, nhé hon hoac b%mg 5, nhé hon hodc bfmg 4,
nhé hon hodc bfmg 3, hodc nho hon hoac béng 2. Theo mdt sb phuong an,
khung ctia ngudi nhan Vi, 13 gidng vé trinh tu véi trinh tw khung globulin mién
dich cua ngudi Vi hodc trinh ty khung lién tng ctia nguoi.

Thuat ngit “ving Fc” dé chi phirc hop dime chia cic trinh tu polypeptit
& du tan cung C cta chudi ning cta globulin mién dich, trong d6 c6 thé thu
dugc trinh tu polypeptit & dau tan cung C béng cach phan giai khang thé
nguyén ven bang papain. Ving Fc ¢6 thé chira cac trinh tu Fc nguyén thé hodc
bién thé. Mic du ranh gi6i cua trinh ty Fc cua chudi ning cta globulin mién
dich c6 thé thay dbi, trinh tw Fc chudi ning IgG cua nguoi thuong dugc xé4c
dinh 13 doan kéo dai tur géc axit amin & khoang vi tri Cys226, hodc tir khoang vi
tri Pro230, dén dau tin cing carboxyl cta trinh tu Fc. ‘Tuy nhién, lysin ¢ dau
tan cing C (Lys447) clia trinh ty Fc c6 thé c6 mit hodc c6 thé khong c6 mit.
Trinh tu Fc cta globulin mién dich thudng chra hai mién 6n dinh, mién CH2 va
mién CH3, va tly ¥ chira mién CH4. |

Thuét ngit “thu thé Fc” hoac “FcR” dé chi thu thé gin két v6i ving Fc
ctia khang thé. Theo mé‘t sb phuong 4n, FcR 1a thu thé FcR ty nhién cua nguoi.
Theo mot s6 phuong 4n, FcR 1a thu thé gin két khang thé IgG (thu thé gama) va
bao gém cac thu thé ctia phan nhém FeyRI, FeyRII, va FeyRIII, bao gbm ca cac
bién thé dang alen va theo cach khéc, cac dang ghép nbi ciia cac thu thé niy.
Céc thu th8 FeyRII bao gdm FeyRIIA (“thu thé hoat héa”) va FeyRIIB (“thu thé
trc ché”), ¢6 cac trinh tu axit twong ty khac nhau chii yéu & cac mién chét té bao
ctia ching. Thu thé hoat héa FcyRIIA chira motif hoat héa trén co s& thu thé
mién dich tyrosin (immunoreceptor tyrosine-based activation motif: ITAM)
trong mién chét té bao cua hé. Thu thé e ché FcyRIIB chira motif tre ché trén
co sO thu thé mién dich tyrosin (immunoreceptor tyrosine-based inhibition
motif: ITIM) trong mién chét t& bao ctia nd, (vi dy, xem tai liéu: Daeron, Annu.
Rev. Immunol. 15:203-234 (1997)). Khi dugc st dung trong badn md ta nay,
FcR ciing bao gém thu thé so sinh, FcRn, thu thé nay chiu trach nhiém van
chuyén cic IgG cta me dén thai nhi (Guyer et al, J. Immunol. 1 17:587 (1976)
va Kim et al, J. Immunol. 24:249 (1994)) va didu hoa tinh ndi cén bing cla

29/177



52697 30/177

globulin mién dich. Cac thu thé FcR dwogc xem xét, vi dy, trong cac tai lidu:
Ravetch and Kinet, Annu. Rev. Immunol 9:457-92 (1991); Capel et al,
Immunomethods 4:25-34 (1994); va de Haas et al, J. Lab. Clin. Med. 126:330-
41 (1995).

Khi dugc st dung trong ban md ta nay “khéng thé da héa tri” 13 khang
thé chira ba vi trf gfn két khang nguyén tré 1én. Tét hon 12 khang thé da hoa tri
duoc thiét ké dé c6 ba vi tri gin két khang nguyén tr& 1én va thuong khong la
khang thé IgM hodc IgA ¢ trinh ty nguyén thé.

Thuit ngit “khang thé da dic hiéu” 1a khing thé c6 it nhit hai vi tri gén
két khac nhau, mdi vi trf ¢6 tinh dic hiéu gén két khac nhau. Khang thé da dic
hidu c6 thé 12 khéng thé c6 chiéu dai ddy di hojic manh khang thé, va mdi vi tri
gin két khac nhau c6 thé gin két voi khang nguyén khac nhau hodc cac vi tri
gin két khic nhau ndy c6 thé gin két véi hai epitop khac nhau cua cung khéang
nguyeén. .

Thuit nglt “manh Fv” dé chi manh khang thé chira vi trf gén két va nhan
biét khang nguyén hoan chinh. Vung nay gbm dime ctia mot mién bién ddi
chudi ning va mot mién bién ddi chudi nhe véi sw két hop chit chg, dé c6 thé
c6 tinh chét cong héa tri, vi du, trong scFv. Trong c4u hinh nay, c6 ba ving
HVR ctia mai mién bién ddi tuong tac dé xac dinh vi tri gin két khang nguyén
trén bé mat ctia dime Vi-Vy. N6i chung, sdu ving HVR hodc tap hop con cua
ching tao ra tinh dic hi€u gén két khang nguyén v6i khang thé. Tuy nhién,
ngay cd mot mién bién ddi (hodc mdt nira Fv chi chira ba ving HVR déc hiéu
v6i khang nguyén) ciing cé kha nang nhan biét va gin két khang nguyén, mac
du thuong la voi ai luc thap hon so véi vi tri gin két hoan toan. A

Thuét ngit “manh Fab’ @8 chi manh khang thé chira mién bién dbi va
mién 6n dinh cua chudi nhe va mién bién ddi va mién én dinh tha nhét (CH1)
ctia chudi ning. “Cac manh F(ab'"),” chira cip manh Fab thuong dugc lién két
cong hoéa tri & gin dAu tan cung carboxy clia chiing bang cac gbc xystein & ban
18 gifta chiing. Céc sy ghép doi héa hoc khac ciia manh khéng thé 13 ciing d3
biét trong linh vuc nay.

Khi duoc sir dung trong ban mé ta nay “nhanh gén két khang nguyén” dé
chi thanh phén ctia khang thé c6 kha ning gan két dac hiéu phan ti dich quan
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tam. Thong thuong, nhanh gfn két khang nguyén 1a phtrc hop cla cac trinh tu
polypeptit cia globulin mién dich, vi dy, cac trinh tu ciia ving HVR va/hodc
mién bién ddi ctia chudi nhe va chudi ning cua globulin mién dich.

Thuét ngit “Fv chudi don” hodc “scFv” @& chi cac manh khang thé chira
mién Vg va Vi cua khang thé, trong d6 céc mién nay c6 mit trong chudi
polypeptit don. N6i chung, polypeptit Fv con chira nhém lién két polypeptit
gifra cac mién Vg va Vi cho phép scFv tao thanh chu tric gin két khang nguyén
mong mudn. _

Thuét ngit “khang thé hai manh” dé chi cic manh khéng thé nhé c6 hai
vi tri gén két khang nguyén, cAc manh nay chira mién bién dbi ciia chudi ning
(V) duoc lién két v&i mién bién dbi cua chudi nhe (Vi) trong cling chudi
polypeptit (Vg va Vy). Bing cach sit dung nhém lién két qua ngan dé cho phép
bét cap gitta hai mién trén cing mot chudi, cac mién nay bi bit budc ghép cap
vé6i cac mién bd tro ciia chudi khac va tao ra hai vi tri gin két khang nguyén.

Thuét nglt “khang thé mach thing" dé chi cac khang thé duoc mo ta
trong tai liéu: Zapata et al., Protein Eng., 8(10): 1057-1062 (1995). Tém lai, cac
khang thé nay chtra cip doan Fd ghép doi (VH-CH1-VH-CH1), cling véi cac
polypeptit cia chudi nhe bd trg, tao thanh cdp vung gén két khang nguyén.
Khang thé mach thing c6 thé 6 tinh déc hiéu kép hogc ddc hiéu don.

Thuat ngit “khéng thé trin” dé chi khang thé khong duoc lién hop véi
gbc khéc loai (vi du, gbc gy doc té bao) hodc chét danh diu phéng xa.

Thuét nglt “ai luc” dé chi d6 bén cua téng mic d twong tac khong cong
hoa tri gira vi tr gin két don 16 caa phan tir (vi dy, khang the) va d6i tac gin
két cuia né (vi du, khang nguyén. “Ai luc gén két” d8 chi 4i luc gén két ndi tai
phan anh sy tuong tac theo ty 18 1:1 gifta cac thanh vién cua cap gén Kkét (vi du,
khang thé va khang nguyén). Ai luc cua phan to X voi dbi tac Y ctia né thuong
dugc thé hién bang hing s6 phan ly can bing (Kp). Ai luc c6 thé duoc xac dinh
bing cac phuong phéap phd bién da biét trong linh vuc nay, bao gdm ci cic
phwong phép dugc mé ta & ddy. Cac phuong an lam vi du va minh hoa cu thé
d8 xAc dinh 4i luc gén két dugc mo ta trong phén sau.

Thuat ngl “gén két dac hiéu” hodc “su gén két dic hiéu” dé chi su gén

két clia khang thé v6i khang nguyén vdi i luc khong 16n hon khoang 1 x 107
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M. Theo mot s phuwong 4an, khéng thé c6 thé c6 4i lyc phu dbi v6i khang
nguyén khac voi khang nguyén ma né gin két dic hiéu voi, trong d6 “ai luc
phu” s€ thuong dé chi su gén két ctia khang thé v4i khang nguyén phu c6 gia tri
4i luc 16n hon khoang 10nM nhu dugc mé ta trong phén khéc trong ban mo ta
ndy. Tuy nhién, khi khang thé c6 thé cé 4i lyc phu doi v6i khing nguyén phu,
khang thé ndy s& vAn gin két ddc hiéu v6i khang nguyén chinh.

Thuat ngit khang thé “truéng thanh &i luc” dé chi khang thé c6 mot hodc
nhiéu thay d6i trong mot hodc nhiéu ving HVR, so vé&i khang thé gbc khong c6
céc thay ddi ndy, nhu céc thay d6i din dén sy cai thién vé 4 lyc clia khang thé
d6i voi khang nguyén.

Thuét nglt “vi tri gin két khang nguyén chirc nang” cua khang thé 1a vi
tri c6 kha ning gin két khang nguyén dich. Ai luc gin két khang nguyén ctlia vi
trf gén két khang nguyén khong nhét thiét phai manh bang khang thé gbc ma vi
tri gén két khang nguyén co ngudn gde tir d6, nhung kha nang gin két khang
nguyén phai xac dinh dugc bang cach st dung phwong phap bét ky trong sd cac
phuong phap khéc nhau da biét dé danh gia sw gén két clia khang thé v6i khang
nguyén.

Thuét ngit “khang thé duoc phan 14p” dé chi khang thé dugc tach ra khoi
thanh phin ctia moi trudng ty nhién clia né. Theo mot s6 phuong 4n, khang thé
duoc tinh ché dén do tinh khiét 16n hon 95% hodc 99% khi duge xac dinh bing,
vi du, phuong phép dién di (vi du, SDS-PAGE, phuong phap hoi tu ding dién
(isoelectric focusing: IEF), phuong phép dién di mao quan) hodc phuong phap
sdc ky (vi du, phwong phap HPLC trao d6i ion hozc pha nguoc). Dé tham khao
c4c phuong phap dénh gid do tinh khiét ctia khang the, vi du, xem tai liu:
Flatman et al., J. Chromatogr. B 848:79-87.

Khi duoc st dung trong ban mo ta nay, thudt nglt “gan nhu twong tu”
hodc “gan nhu gidng véi” dé chi tinh twong tw & muc di cao gitta hai gia tri
béng ) (vi dy, mdt gia tri lién quan dén khang thé thir nghiém va gié tri con lai
lién quan dén khang thé tham chiéu), sao cho mdt nguoi c6 hiéu biét trung binh
trong linh vuc nay s& xem xét su khac biét gitta hai gid tri 1a it c6 y nghia hodc
khéng c6 y nghia v& mit sinh hoc va/hodc ¢ y nghia théng ké trong ngit canh

dic tinh sinh hoc dugc xac dinh bang cac gia tri néu trén (vi du, cac gia tri Kp).
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Khi duoc st dung trong ban md ta ndy, thudt ngft “khac biét dang ké” dé
chi su khéc biét & mirc du cao gifta hai gia tri béng $6 (thuong 12 mot gié tri lién
quan dén phén tir va gia tri con lai lién quan dén phan tir tham chiéu) sao cho
mot ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuc nay s€ xem xét su khac biét
gitta hai gia tri 1 c6 y nghia thdng ké trong ngir canh déc tinh sinh hoc dugc
x4c dinh bang cac gia tri néu trén (vi du, cac gia tri Kp).

Thuét ngit “chirc nang hiéu ing” dé chi cac hoat tinh sinh hoc dugc cho
13 do vung Fc cia khang thé, ving nay thay dbi theo isotyp ctiia khang thé. Vi
du vé c4c chirc nang hiéu Gmg cta khang thé bao gdm: su gin két Clq va tinh
gay doc té bao phu thudc bd thé (complement dependent cytoddc tinh: CDO);
sy ghn két ctia thu thé Fc; tinh gay doc té bao qua trung gian té bao phu thudc
khang thé (antibody- dependent cell-mediated cytodoc tinh: ADCC); sy thuc
bao; sy didu hoa giam cua céac thu thé bé mat té bao (vi du, thu thé t& bao B); va
su hoat héa té bao B.

_ Thuat ngit “thé lién hop mién dich” dé chi khang thé duoc lién hop véi
mot hoac nhidu phan tr khac loai bao gom, nhung khong chi gi¢i han 6, chét
gy doc té bao.

Céc thuat ngit “su didu tri”, “didu tri” hodc “viéc diéu tri” dé chi sy can
thigp 1am sang v6i nd lyc 1am thay @i tién trinh ty nhién cua rbi loan & dbi
tuong can duoc diéu tri va ¢ thé dugc thuc hién dé phong bénh hodc trong qua
trinh dién bién cua bénh 1y trong 1dm sang. Céc két qua diéu tri mong mudn cé
thé bao gdm, nhung khong chi giéi han ¢, viéc phong nglra sy xuét hién hodc
tai phat cua 1di loan, 1am giam céc triéu chung, lam giam héu qua bénh 1y theo
cach truc tiép hodc gian tiép bat ky cla r6i loan, phong ngira sy di cén, lam
giam tdc o tién trién, cai thién hodc gidm nhe tinh trang bénh, va lam thuyén
giam bénh hodc su tién luong duoc cai thién. Vi du, viéc didu tri c¢6 thé bao
gdm budc cho dbi tuong str dung lugng c6 hiéu quéa diéu tri cua dang bao ché
dugc phdm chira khéng thé khang CD200R1 dé 1am chdm sy phat trién hoic
lam cham sy tién trién cua bénh hoic tinh trang bénh do CD200R1 lam trung
gian gy ra hogc bénh hodc tinh trang bénh trong d6 CD200R1 c6 thé déng vai
trd trong sinh b¢nh hoc va/hodc su tién trién.

Thuét nglt “dang bao ché dugc phim” d8 chi ché pham & dang cho phép
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hoat tinh sinh hoc cua (cac) thanh phin hoat tinh c6 hiéu qua, va khong chira
c4c thanh phan bd sung c¢é ddc tinh cho dbi tugng duoc cho sit dung dang bao
ché nay. Dang bao ché duoc phim c6 thé bao gdm mot hodc nhiéu chét c6 hoat
tinh. Vi du, dang bao ché dugc phém c6 thé bao gf‘)rn khang thé khang
CD200R1 1am chit ¢6 hoat tinh duy nhit ciia dang bao ché nay hogc ¢6 the bao
gdm khang thé khang CD200R 1 va mdt hodc nhidu chit c6 hoat tinh bd sung, vi
du nhu chét trc ché diém kiém soat mién dich.

Khi dugc st dung trong ban mo ta nay, thudt ngit “chét c6 hoat tinh duy
nhét” c6 nghia 1a chét duoc d& cap 1a chit duy nhat c6 mit trong dang bao ché,
hodc dugce sir dung trong lidu phap dé tao ra, hodc dugc cho 1a s€ tao ra, hi¢u
qua duoc ly lién quan dé didu tri cho ddi twong méc tinh trang bénh nay, phu
hop voi sy mo ta vé “viéc diéu tri” nhu dugc dua ra & day. Dang bao ché duoc
phém chua chét ¢6 hoat tinh duy nhét khong loai trir sy c6 mit ciia mot hodc
nhidu chét khc‘)ng ¢6 hoat tinh, vi du nhu chit mang dugc dung, trong dang bao
ché nay. Thuat ngit “chét khong c6 hoat tinh” 13 chét dugc cho 14 s& khong tao
ra, hogc theo cach khac, gop phan dang k& vao hiéu qua dugc 1y lién quan dugc
du dinh d& didu tri cho dbi tugng mac tinh trang bénh nay.

Thuit ngt “chét mang dugc dung” dé chi thanh phan trong dang bao ché
duoc phim, khéc voi thanh phin c6 hoat tinh, thanh phan nay khong c6 dc tinh
v6i dbi tuong dugc cho sur dung. Chit mang dugc dung bao gbm, nhung khong
chi giéi han 6, chit dém, ta dugc, chét dn dinh hodc chit bao quan.

‘Thuat nglt “lugng ¢ hiéu qua diu tri” dé lugng thanh phén hodc chét, co
hoat tinh (vi dy, dang bao ché duoc phém) dé dat dugc két qua diéu tri ho#c
phong ngira mong mudn, vi du, dé diéu tri hodc phong ngira bénh, 161 loan hodc
tinh trang bénh ¢ dbi tuong. Trong trudng hop bénh hodc tinh trang bénh do
CD200R1 1am trung gian gy ra, lugng c6 hi¢u qué diéu tri cia chét diéu trj 1
luong 1am giam, phong ngtra, rc ché va/hoic 1am gidm dén murc @6 nhat dinh
mot hoac nhiéu triéu ching c6 lién quan dén bénh, ri loan, hojc tinh trang
bénh. Déi véi liéu phép didu tri bénh ung thu, hiéu qua in vivo c6 thé duoc xac
dinh, vi du, bing cach dénh gia su phat trién ctia khdi u nguyén phat, sy xudt
hién va/hodc su phat trién cta (céc) khéi u thir phét, sy xudt hién yé/hozflc sb

luong khoi u di cdn, khodng thoi gian, mic d§ ning, va/hodc sy tai phat cua cac

34/177



52697

tridu ching, ty 1& dap (mg (response rate: RR), khoang thoi gian dap Ung,
va/hodc chét luong cudc séng. ,

Khi duoc st dung trong ban mo ta nay, thut ngir “déng thoi” dé chi viec
sir dung hai hodc nhidu chét diéu tri, trong d6 it nhét rhét phr?ln cua viéc st dung
1a trung 1dp vé thoi gian. Theo dd, viéc str dung d6ng thoi bao g@)m ché d6 dung
liéu khi str dung mot hodc nhidu chét lién tuc sau khi ngling st dung mot hoéc
nhidu chét khac.

Thuit ngit “c4 nhan” hodc “ddi tuong” dé chi dong vat c6 va bao gém,
nhung khong chi gi6i han &, cac dong vat nudi (vi du, bo, clru, meéo, chd, va
ngwa), cac dong vat linh trudng (vi du, dong vét linh trudng la ngudi va dong
vat linh truéng khong phai nguoi nhu khi), thd, va cac dong vat gam nhim (vi

duy, chudt nhét va chudt thuong).

Mo ta chi tiét sang ché
I. CD200R1

CD200R1 ctia ngudi (“hu-CD200R1”) 1a glycoprotein xuyén mang dugc
bidu hién trén bé mit ciia cac t& bao, dic biét 1a cac té bao tity va té bao T.
Trinh tu Uniprot ciia hu-CD200R1 1a Q8TD46-1 mé héa thé dong dang 325 axit
amin dugc goi 1a thd ddng dang 1. Trinh tw Uniprot ciia hu-CD200R1 1a
Q8TD46-4 ma hoa thé dong dang 348 axit amin dugc dé cap dudi dang thé
d6ng dang 1. Tuy nhién, quan sat duoc thé ddng dang hu-CD200R1 chit yéu &
quin thé cta ngudi, 12 bién thé cta trinh tu 348 axit amin cua thé ddng dang 4
clia trinh tr UniProt Q8TD46-4 véi su thay thé E335Q. Bién thé cua thé déng
dang 4 nay (Q8TD46-4 + E335Q) thé hién m{t trong hai haplotyp chinh chiém
> 99% cia tAt ca cac ddi twong dugc quan sat trong du 4n 1000 hé gen

(https://www.internationalgenome.org/). Quan sat dugc haplotyp nay (dugc goi

& day 13 “Alt”) thuong xuyén nhit & cac ddi twong 6 t0 tién & chau Au véi tan
suét 0,54. Quan sat dugc haplotyp chinh khac (dugc goi ¢ day 1a “Ref”) & cac
ddi twong c6 tb tién & chau Au véi thn suét 0,46 va tuong ung vdi trinh tu tham
chiéu hé gen ctia ngudi. Haplotyp Alt ¢6 mién ngoai bao (ECD, céc axit amin
tir 1 dén 266) cta trinh tw Q8TD46-4, va mién ndi bao (ICD, cé4c axit amin tir
291 dén 348) ctia trinh tu Q8TD46-4 c6 su thay thé E335Q. Haplotyp Ref c6
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mién ngoai bao (ECD, cAc axit amin tir 1 dén 266) ciia trinh tw Q8TD46-4 c6 ba
su thay thé, R112K, P144T va Q200H, va mién ndi bao (ICD, cac axit amin tir
291 dén 348) cua trinh tw Q8TD46-4.

Doan goém 240 axit amin cua trinh tw ECD cta haplotyp Alt va Ref cua
hu-CD200R 1-iso4 (céc vi tri tir 27 dén 266) dugc néu ¢ day 1a SEQ ID NO: 1
va 2, twong ung trong Bang 2 dudi day. Poan gdm 215 axit amin ctia c4c trinh
tu ECD cua haplotyp Alt va Ref ctia hu-CD200R1-iso0l (cac vi tri tir 29 dén
243) dugc néu & day 1a SEQ ID NO: 3 va 4 tuong mg trong Bang 2 dudi day.

Céc doan dugc tao ra bang phuong phap tai td hop ctia cyno-CD200R1
va rhesus CD200R 1, twong tu v6i thé ddng dang 4 cua hu-CD200R1 dugc néu
& day 1a SEQ ID NO: 5 va 6 twong ng trong Bang 2 dudi day.

Phéi tir dich ciia thu thé hu-CD200R1, protein hu-CD200 c6 thé dugc
tim thdy & trinh tu Uniprot P41217 va dugc néu & day 1a SEQ ID NO: 7. Cac
protein CD200 ctia cyno-CD200R1 twong Gng cling duoc dua ra & day 1a SEQ
ID NO: 8. Tét ca céc polypeptit CD200 12 thé dung hop & dau tan cing C véi Fo
IgG ctia ngudi khong ¢ hiéu ing duéi dang SEQ ID NO: 9.

Bang 2 dudi day cung cAp phan mo ta tém t4t vé trinh ty cta cic
polypeptit CD200R1 va CD200 khéc nhau theo sang ché, va s6 nhan dang trinh
tu ctia chung. CAc trinh tu nay ciing dugc bao gbm trong Danh muc trinh ty

kém theo.

Béang 2: CD200R1, CD200, va cic trinh tu lién quan
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Tén Trinh tu

SEQ ID
NO:

ECD cua hu- AAQPNNSLMLQTSKENHALASSSLCMDEKQI TONYSKVLA
CD200R1-iso4- | EVNTSWPVKMATNAVLCCPPIALRNLII ITWEIILRGQPS
Alt CTKAYRKETNETKETNCTDERITWVSRPDONSDLOIRPVA
ITHDGYYRCIMVTPDGNFHRGYHLQVLVTPEVTLFQONRNR
TAVCKAVAGKPAAQISWIPEGDCATKQEYWSNGTVTVKST
CHWEVHNVSTVTCHVSHLTGNKSLYIELLPVPGAKKSAKL

ECD cua hu- AAQPNNSLMLQTSKENHALASSSLCMDEKQIL TONYSKVLA
CD200R 1-iso4- | EVNTSWPVKMATNAVLCCPPIALRNLIIL TWEIILRGQOPS
Ref CTKAYKKETNETKETNCTDERITWVSRPDONSDLOIRTVA
ITHDGYYRCIMVTPDGNFHRGYHLQVLVTPEVTLFONRNR
TAVCKAVAGKPAAHISWIPEGDCATKQEYWSNGTVTVKST
CHWEVHNVSTVTCHVSHLTGNKSLYIELLPVPGAKKSAKL
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ECD ctiahu- | MDEKQITONYSKVLAEVNTSWPVKMATNAVLCCPPIALRN| 3

CD200R1-isol- | LITITWEIILRGQPSCTKAYRKETNETKETNCTDERITWV

Alt SRPDONSDLQIRPVAITHDGY YRCIMVTPDGNFHRGYHLOQ
VLVTPEVTLFONRNRTAVCKAVAGKPAAQISWIPEGDCAT
KOEYWSNGTVTVKSTCHWEVHNVSTVTCHVSHLTGNKSLY
TELLPVPGAKKSAKL

ECD cua MDEKQITONYSKVLAEVNTSWPVKMATNAVLCCPPIALRN| 4

hu-CD200R1- | LIIITWEIILRGQPSCTKAYKKETNETKETNCTDERITWV

isol-Ref SRPDONSDLQIRTVAITHDGYYRCIMVTPDGNFHRGYHLQ
VLVTPEVTLFONRNRTAVCKAVAGKPARHI SWIPEGDCAT
KOEYWSNGTVTVKSTCHWEVHNVSTVTCHVSHLTGNKSLY
TELLPVPGAKKSAKL

ECD AAQSNNSLMLOTSKENHTLASNSLCMDEKQITQONHSKVLA| 5§

cyno-CD200R1 | EVNISWPVOMARNAVLCCPPIEFRNLIVITWEIILRGQPS
CTKTYRKDTNETKETNCTDERITWVSTPDQONSDLQIHPVA

(UniProt ITHDGYYRCIMATPDGNFHRGYHLQVLVTPEVTLFESRNR

GTNZTO; cic vi| TAVCKAVAGKPAAQT SWIPAGDCAPTEQEYWGNGTVTVKS

tri 27-267) TCHWEGHNVSTVTCHVSHLTGNKSLYIELLPVPGAKKSAK
L

ECD AAOSNNSLMLOTSKENHTLASNSLCMDEKQITQNHSKVLA| 6

rhesus- EVNISWPVOMARNAVLCCPPIEFRNLIVITWEIILRGQPS

CD200R1 CTKSYRKETNETKETNCTDERITWVSTPDONSDLQIYPVA

(UniProt ITHDGYYRCIMATPDGNFHRGYHLQVLVTPEVTLFESRNR

F7EF72; cdc vi | TAVCKAVAGKPARQT SWIPAGDCAPTEQEYWGNGTVTVKS

tri 27-267) TCHWEGHNVSTVTCHVSHLTGNKSLYIELLPVPGAKKSAK
L

hu-CD200 MERLVIRMPFSHLSTYSLVWVMAAVVLCTAQVQVVTQDER| 7

(Uniprot: EQLYTPASLKCSLONAQEALTVTWQKKKAVSPENMVTESE

P41217) NHGVVIQPAYKDKINITQLGLONSTITFWNITLEDEGCYM
CLFNTFGFGKISGTACLTVYVQPIVSLHYKFSEDHLNITC
SATARPAPMVFWKVPRSGIENSTVTLSHPNGTTSVTSILH
TKDPKNQVGKEVICQVLHLGTVTDFKQTVNKG

cyno-CD200 MERLVIRMPFCHLSTYSLVWGMAAVVLCAAQVQVVTQODER| 8

(Uniprot: EQLYTPASLRCSLONAQEVLIVTWQKKKAVSPENMVTESE

AOA2K5TQS2) | NHGVVIQPAYKDKINTITQLGLONTTITFWNITLEDEGCYM
CLFNTFGSGKISGTACLTVYVQPIVSLHYKYSEDHLNITC
SATARPAPMIFWKVPRSGFENSTVTQSHPNGTTSVTSILH
VKDPKNQVGKEVICQVLHLGTVTDFKQTFDKG

Fc IgG cua GGSGSGTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPE| 9

ngudi N297G | VICVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYGS

TYRVVSVLTVLHQODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISK
AKGOPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIA
VEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQ
QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

I1. Khang thé khiang CD200R1

Theo mot s& phuong 4n, sng ché dé xuat cau trac cua cac khang thé
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khang CD200R1 v& mit trinh tu axit amin va trinh ty nucleotit ma hoa cua cac
dic diém cua globulin mién dich khac nhau di dugc biét 16 (vi du, cic ving
HVR, FR, chc mién V, Vi, va chudi ning va chudi nhe ¢6 chiéu dai day du).
Bang 3 duéi day cung cAp phan mo ta t6m tit vé cac trinh tu cua khang thé
khang CD200R1 theo sang ché, va cac s6 nhan dang trinh ty cta chung. Céc
trinh tw nay dugc bao gbm trong Danh muc trinh tir kem theo.
Bang 3: C4c trinh tu ca khéng thé khang CD200R1
SEQ ID
Mo ta Trinh tw NO:
10F6 (mAbl) - VL DIVLTQSPPSLAVSLGQRATMSCRASESVDYSGN 10
SFMHWFQQKAGQPPKLLIYRASNLESGIPARFSG
SGSRTDFTLTINPLEADDVATYYCH_Q_SNEDPPTF
GGGTKLEMK '
10F6 - HVR-LI RASESVDYSGNSFMH 11
h10F6 — HVR-L1
h10F6.V2 —HVR-L1
h10F6.V3 —HVR-L1
(c4c vi trf 24-34 ctia VL)
10F6 - HVR-L2 RASNLES 12
h10F6 — HVR-L2
h10F6.V2 — HVR-L2
h10F6.V3 — HVR-L2
(c4c vi tri 50-56 cua VL)
10F6 - HVR-L3 HQSNEDPPT 13
h10F6 — HVR-L3
h10F6.V2 — HVR-L3
h10F6.V3 — HVR-L3
(céc vi tri 89-97 cua VL)
10F6 — VH QVQLKESGPGLVAPSQSLSITCTVSGFSLTNYAV 14
EWVRQPPGKGLEWLGVMWAGGGTNYNSVFKSRLT
ISKDNSKSQVFLKMNSLQTDDTARYYCARERPLT
| | GVMDYWGQGTSVTVSS
10F6 - HVR-H1 TNYAVS 15
h10F6 - HVR-HI
(cac vi tri 30-35 ctia VH)
10F6 - HVR-H2 VMWAGGGTNYNS 16
h10F6 - HVR-H2
(c&c vi tri 50-61 cua VH)
10F6 - HVR-H3  |ARERPLTGVMDY 17
h10F6 - HVR-H3
(cac vi tri 93-102 ciia VH)
9B8 - VL QIVLTQSPALTSAS PGEKVTMTCSASSSVSYMYW 18
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FQQKPRSSPKPWIYLTSKLASGVPARFSGSGSGT
SYSLTISSMEAEDAATYYCQQWSSYPLIFGAGTK
) LELK .
9B8 - HVR-L1 SASSSVSYMY 19
(c4c vi tri 24-34 ctia VL)
9B8 - HVR-L2 LTSKLAS 20
(cé4c vi tri 50-56 ctia VL)
9B8 - HVR-L3 QQWSSYPLT 21
(cé4c vi tri 89-97 ctia VL)
9B8 — VH EVQLQQSGTVLVRPGASVKLSCTASGFNIKDDYM 22
EWVKQRPEQGLEWIGRIDPANDNTKYAPKFQDRA
TITADTSSNTAYLQLSSLTSEDTAVYYCEBYEQB
EQEXEQXWGQGTTLTVSS
9B8 - HVR-H1 KDDYMH 23
(c4c vi tri 30-35 ctia VH)
9B8 - HVR-H2 RIDPANDNTKYAP 24
(c4c vi tri 50-61 ctia VH)
9B8 - HVR-H3 TRVEGRTGTYFDY 25
(chc vi tri 93-102 ctiia VH)
5D1 -VL DVQITQSPSYLAASPGETITINCRASKSISKYLA 26
WYQEKPGKTNKFLIYSGSTLQ%GIPSRFSGSGSG
TDFTLTISSLEPEDFAMYYCQQYNEYPWTEFGGGT
KLEIK
5D1 -HVR-L1 RASKSISKYLA 27
(cé&c vi tri 24-34 ciia VL)
- 5D1 -HVR-L2 SGSTLQS 28
(c4c vi tri 50-56 ctia VL)
5D1-HVR-L3 QOQYNEYPWT 29
(céc vi trf 89-97 cua VL)
5D1 - VH EVQLQQSGAELVRPGASVKLSCTASGFNIKDDYM 30
EWVKQRPEQGLEWIGRIDPENGNTKYGPKFQDKA
TITADTSSNTAYLQFSSLTSEDTAVYYCTRQLGL
RRVWYALDYWGQGTSVTVSS
5D1 - HVR-H1 KDDYMH 31
(c4c vi tri 30-35 cuia VH) |
5D1 - HVR-H2 RIDPENGNTKYGP 32
(c4c vi trf 50-61 ciia VH)
5D1—ITVR5H3V TROLGLRRVWYALDY 33
(céc vi trf 93-102 ctia VH) '
10A2 - VL DVQITQSPSYLAASPGETITINCRASKSISKYLA 34

WYQEKPGKTNKLLIYSGSTLQSGIPSRESGSGSV
TDFTLTISSLEPEDFAMYYCQQYNEYPWTFGGGT
KLEIK
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10A2 - HVR-L1 RASKSISKYLA 35
(cac vi tri 24-34 ctia VL)
10A2 - HVR-L2 SGSTLQS 36
(c&c vi tri 50-56 ciia VL)
10A2 - HVR-L3 QQYNEYPWT 37
(cé4c vi tri 89-97 ctia VL)
10A2 - VH EVQLQQSGAEFVRPGASVKLSCTTSGFYIKDDYI 38
HWVKQRPEQGLEWIGRIDPANGNTKYAPKFQDKA
TITADTSSNTAYLQLSRLTSEDTAVYYCARQLGL
MWGQGTSVTVSS
10A2 - HVR-HI1 KDDYIH 39
(c&c vi tri 30-35 ciia VH)
10A2 - HVR-H2 RIDPANGNTKYAP 40
(céc vi tri 50-61 cuia VH)
10A2 - HVR-H3 ARQLGLRRTWYSLDY 41
(cac vi tri 93-102 ctia VH)

IF3-VL DVOMIQSPSSLSASLGDKVTMTCQASHT INLNWE 42
QOKPGKAPKLLIYGTSNLEDGVPPRFSGSGYGTD
FTLTISSLEDEDMATYFCLQHTYLPWTFGGGTKL
EIK ’

1F3 -HVR-L1 QASHTINLN 43
(c4c vi tri 24-34 cua VL)

1F3 - HVR-L2 GTSNLED 44
(cac vi tri 50-56 cuia VL)

1F3 - HVR-L3 LQHTYLPWT 45
(céc vi tri 89-97 ciia VL)

1F3 - VH EVOLOQSGAEFVRPGASVRLSCTTSGEFYIKDDY L 46
_H_WVKQRPEQGLEWIGRI DPANGNTKYAPKFQDKA
TITADTSSNTAYLQLNSLTSEDTAVYYCTRQLGL
RRTWYAMDYWGQGTSVTVSS

1F3 - HVR-H1 KDDYIH 47
(cac vi tri 30-35 cua VH)

1F3 - HVR-H2 RIDPANGNTKYAP 48
(c4c vi tri 50-61 cua VH)

1F3 - HVR-H3 TROLGLRRTWYAMDY 49
(c4c vi tri 93-102 cua VH)

11E4 - VL DVOMIQSPSSLSASLGDKVTMTCQASHT INLNWE 50
QQKPGKAPKLLIYGTSNLEDGVPPRFSGSGYGTD
FTLTISSLEDEDMATYFCLQHTYLPWTFGGGTKL
EIK

11E4 - HVR-L1 QASHTINLN 51
(céc vi tri 24-34 cua VL)
11E4 - HVR-1.2 GTSNLED 52
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(c4c vi tri 50-56 ctia VL)
11E4 - HVR-L3 LQHTYLPWT 53
(c4c vi tri 89-97 ctia VL)

11E4 - VH EVQLQQSGTVLARPGASVKMSCEASGYTFEgEMﬂ 54
EWVKQSPGQGLEWVGAIYPGNSDTNYNQKFKGKA
KLTAVTSASTAYMELSSLTNEDSAVYYCTTAVGS
YWGQGTLVTVSA

11E4 - HVR-H1 TSYWMH 55
(cac vi tri 30-35 ctia VH)

11E4- HVR-H2 ATYPGNSDTNYNOQ 56
(céc vi tri 50-61 cta VH)

11E4 - HVR-H3 TTAVGSY 57
(c4c vi trf 93-102 cua VH)

22.1-VL DIVLTQSPASLAVSLGQRATISCRASKSVSTSGY 58
SYMHWYQQKPGQPPKLLIYLASNLESGVPVRESG
SGSGTDFTLNIHPVEEEDAATYYCQHNRELLTFEG
AGTKLELK

22.1 -HVR-L1 RASKSVSTSGYSYMH 59
(chc vi tri 24-34 ctiia VL)

22.1 - HVR-L2 LASNLES 60
(c4c vi tri 50-56 ciia VL)

22.1 - HVR-L3 QHNRELLT 61
(c4c vi tri 89-97 ctia VL)

22.1-VH EVOLQOQSGPELVKPGASVKMSCKASGYTFTSYVM 62
EWVKQKPGQGLEWIGYINPYNDDTKYNEKFKGKA
TLTSDKSSSTAYMELSSLTSEDSAVYYCAREDYY
GSREVYWGQGTLVTVSS

22.1 - HVR-H1 TSYVMF 63
(céc vi tri 30-35 ciia VH)
22.1 - HVR-H2 YINPYNDDTKYNE 64
(c4c vi tri 50-61 ctia VH)
22.1 - HVR-H3 AREDYYGSREVYW 65
(c4c vi tri 93-102 cuia VH)
h10F6 - VL h10F6.V2 — DIVLTQSPDSLAVSLGERATINCRASESVDYSGN 66
VL SFMHWFQQOKPGQOPPKLLIYRASNLESGIPDRFESG
h10F6.V3 - VL SGSRTDFTLTISSLOAEDVAVYYCHQSNEDPPTE
GGGTKVEIK
h10F6 — VH EVOLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGESLTNYAV 67
§WVRQPPGKGLEWLGVMWAGGGTNYNSVFKSRLT
ISKDNSKNQVSLKLSSVTAADTAVYYCARERPLT
GVMDYWGQGTLVTVSS
h10F6 — LC MGWSCIILFLVATATGVHSDIVLTQSPDSLAVSL| 68
h10F6.V2 - LC GERATINCRASESVDYSGNSFMHWEQQKPGQPPK

h10F6.V3 —LC

LLIYRASNLESGIPDRFSGSGSRTDFTLTISSLO
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AEDVAVYYCHQSNEDPPTFGGGTKVEIKRTVAAP
SVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQ
WKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTL
SKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

h10F6 — HC

MGWSCIILFLVATATGVHSEVQLQESGPGLVKPS
ETLSLTCTVSGFSLTNYAVSWVRQPPGKGLEWLG
VMWAGGGTNYNSVFKSRLT I SKDNSKNQVSLKLS
SVTAADTAVYYCARERPLTGVMDYWGQGTLVTVS
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAAGCLVKDYFP
EPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSV
VTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKS
CDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLEFPPKPKDTLMI
SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNA
KTKPREEQYGSTYRVVSVLTVLHQODWLNGKEYKC
KVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSR
DELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPEN
NYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVE
SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

69

h10F6-C-Lys — HC

MGWSCIILFLVATATGVHSEVQLQESGPGLVKPS
ETLSLTCTVSGFSLTNYAVSWVRQPPGKGLEWLG
VMWAGGGTNYNSVFKSRLT ISKDNSKNQVSLKLS
SVTAADTAVYYCARERPLTGVMDYWGQGTLVTVS
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAAGCLVKDYFEP
EPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSV
VTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKS
CDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMI
SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNA
KTKPREEQYGSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKC
KVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSR
DELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPEN
NYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVE
SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

70

h10F6.V1 —LC
h10F6.V4 — LC

MGWSCIILFLVATATGVHSDIVLTQSPDSLAVSL
GERATINCRASESVDYSGNSFMHWEFQQKPGQPPK
LLIYRASNLESGIPDRFSGSGSRTDFTLTISSLQ
AEDVAVYYCHQSNWDPPTFGGGTKVEIKRTVAAP
SVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYPREAKVO
WKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTL
SKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC

71

h10F6.V1-C-Lys — HC
h10F6.V3-C-Lys — HC

MGWSCIILFLVATATGVHSEVQLQESGPGLVKPS
ETLSLTCTVSGFSLTNYRVSWVRQPPGKGLEWLG
VMYAGGGTNYNSVFKSRLTISKDNSKNQVSLKLS
SVTAADTAVYYCARERPLTGVMDNWGQGTLVTVS
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAAGCLVKDYEP
EPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSV
VTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKS
CDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMI

72
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SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNA
KTKPREEQYGSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKC
KVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSR
DELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPEN
NYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVE
SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

h10F6.V2-C-Lys — HC
h10F6.V4-C-Lys — HC

MGWSCIILFLVATATGVHSEVQLQESGPGLVKPS
ETLSLTCTVSGFSLTNYWVSWVRQPPGKGLEWLG
TMWAGGGTNYNSVFKSRLTISKDNSKNQVSLKLS
SYVTAADTAVYYCARERPLTGPMDYWGQGTLVTVS
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAAGCLVKDYFP
EPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSV
VTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKS
CDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMI
SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNA
KTKPREEQYGSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKC
KVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSR
DELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQOPEN
NYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVE
SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

73

h22.1-FL-LC

MGWSCIILFLVATATGVHSDIQLTQSPSSLSASV
GDRVTITCRASKSVSTSGYSYMHWYQQKPGKPPK
LLIYLASNLESGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLO
PEDFATYYCQHNRELLTFGGGTKVEIKRTVAAPS
VFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYPREAKVQW
KVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLS
KADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

74

h22.1-FL-HC

MGWSCIILFLVATATGVHSEVQLVQSGAEVKKPG
ASVKVSCKASGYTFTSYVMFWVRQAPGQRLEWIG
YINPYNDDTKYNEKFKGRATLTSDKSASTAYMEL
SSLRSEDTAVYYCAREDYYGSRFVYWGQGTLVTV
SSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY
FPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLS
SVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEP
KSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTL
MISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYGSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEY
KCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPP
SRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQP
ENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGN
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

75

h10F6.V1 - VL
h10F6.V4 - VL

DIVLTQSPDSLAVSLGERATINCRASESVDYSGN
§EMEWFQQKPGQPPKLLIYRASNLESGIPDRFSG
SGSRTDFTLTISSLOAEDVAVYYCHQSNWDPPTE
GGGTKVEIK

76

h10F6.V1 - HVR-L1

RASESVDYSGNSFMH

77
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h10F6.V3 - HC

LGVMYAGGGTNYNSVFKSRLTISKDNSKNQVSL
KLSSVTAADTAVYYCARERPLTGVMDNWGQGTL
VTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAAGCLV
KDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGL

YSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVD

44)177
h10F6 - HVR-L1
h10F6.V4 - HVR-L1
(c4c vi tri 24-34 cta VL)
h10F6.V1 - HVR-L2 |RASNLES 78
h10F6 - HVR-L2
h10F6.V4 - HVR-L2
(c&c vi tri 50-56 ctia VL)
h10F6.V1 - HVR-L3  [HQSNWDPPT 79
h10F6.V4 - HVR-L3
(céc vi tri 89-97 ctia VL)
h10F6.V1 — VH EVOLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGFSLTNYRV| 80
h10F6.V3 - VH SWVRQPPGKGLEWLGVMYAGGGTNYNSVFKSRLT
I SKDNSKNQVSLKLSSVTAADTAVYYCARERPLT
GVMDNWGQGTLVTVSS
h10F6.V1 - HVR-H1 |TNYRVS 81
h10F6.V3 - HVR-H1
(c4c vi tri 30-35 ciia VH)
h10F6.V1 - HVR-H2  |VMYAGGGTNYNS 82
h10F6.V3 - HVR-H2
(céc vi trf 50-61 ctia VH)
h10F6.V1 - HVR-H3  |ARERPLTGVMDN 83
h10F6.V3 - HVR-H3 |
(c&c vi tri 93-102 cuia VL)
h10F6.V2 — VH EVQLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGFSLTNYWV | 84
h10F6.V4 - VH SWVRQPPGKGLEWLGTMWAGGGTNYNSVFKSRLT
T SKDNSKNQVSLKLSSVTAADTAVYYCARERPLT
GPMDYWGQGTLVTVSS
h10F6.V2 - HVR-H1 |TNYWVS 85
h10F6.V4 - HVR-H1
'~ (chc vi tri 30-35 cia VH)
h10F6.V2 - HVR-H2 |TMWAGGGTNYNS 86
h10F6.V4 - HVR-H2
(céc vi tri 50-61 ctia VH)
h10F6.V2 - HVR-H3 |ARERPLTGPMDY 87
h10F6.V4 - HVR-H3
(céc vi tri 93-102 cuia VH)
h10F6.V1 —HC MGWSCIILFLVATATGVHSEVQLQESGPGLVKP | 88
SETLSLTCTVSGFSLTNYRVSWVRQPPGKGLEW
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KKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFEFLFPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY
VDGVEVHNAKTKPREEQYGSTYRVVSVLTVLHQ
DWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPR
EPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGEYPSDI
AVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFELYSKL
TVDKSRWQQOGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSL
SPG

h10F6.V2 —HC
h10F6.V4 - HC

MGWSCIILFLVATATGVHSEVQLOESGPGLVKP
SETLSLTCTVSGFSLTNYWVSWVRQPPGKGLEW
LGTMWAGGGTNYNSVFKSRLTISKDNSKNQVSL
KLSSVTAADTAVYYCARERPLTGPMDYWGQGTL
VIVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAAGCLV
KDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGL
YSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVD
KKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLEPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWY
VDGVEVHNAKTKPREEQYGSTYRVVSVLTVLHQ
DWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPR
EPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGEFYPSDI
AVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFELYSKL
TVDKSRWQOQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSL
SPG

89

1. Ai luc gin két, su phong bé, va (rc ché su truyén tin hiéu trong té bao cia

khang thé khiang CD200R1

Theo mot sé phuong 4n, khang thé khang CD200R1 dugc dé xudt & day
c6 hing sé phén ly cin bang (Kp) dé gin két v6i CD200R1 < 100 nM, < 10 nM,
<11nM, <0,1 nM, < 0,01 nM, hoac < 0,001 nM (vi dy, nho hon hozc bang 107

M, tr 10® M dén 10 M, vi dy, tir 10° M dén 10" M).

Theo mét sb phurong 4n, i luc gin két duoc xac dinh bang hang s6 phan

ly can bang (Kp) véi polypeptit haplotyp/thé dong dang hu-CD200R1 ciia trinh

tw SEQ ID NO: 1, 2, 3, vi/hodc 4. Theo mdt s phurong 4n, khéng thé khang

CD200R1 c6 kha niang gén két voi 4i luc cia hing s6 phéan ly can bang (Kp) dé
gin két voi CD200R1 < 100 nM, < 10 nM, < 1 nM, < 0,1 nM, < 0,01 nM, hosc
< 0,001 nM (vi dy, nhé hon hogc bang 10 M, tir 10 M dén 10" M, vi dy, tir

10 M dén 107" M) véi ca bén polypep.tit haplotyp/thé dong dang hu-CD200R 1

cua trinh ty SEQ ID NO: 1, 2, 3, va 4. Theo it nhit mot phuong an, khang thé

khang CD200R1 c6 kha ning gin két véi 4i luc twong duong (vi dy, khoang
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20%) hoic tuong duong trong khoang nhé hon hogc bing 10 M véi cac
polypeptit hu-CD200R1 cua trinh tu SEQ ID NO: 1 va 2.

Theo it nhat mdt phuong 4n, khang thé khang CD200R1 dugc ddc trung
bdi su gén két véi hu-CD200R 1-iso4 va hu-CD200R 1-isol v6i i luc gén két
nhé hon hodic bing 1 x 10 M, nhé hon hogc bing 1 x 107 M, nhé hon hodc
bang 1 x 10'°M, hodc nhé hon hodc bang 1 x 107! M. Theo mot s6 phuong an,
trong do ai luc gén két dugc x4c dinh bing hing s6 phén ly can bang (Kp) véi
polypeptit hu-CD200R 1-is04 ctia trinh tu SEQ ID NO: 1 va/hoidc 2, va voi
polypeptit hu-CD200R 1-isol cua trinh ty SEQ ID NO: 3 va/hoac 4.

Theo it nhit mdt phuong 4n, khang thé khang CD200R1 dugc ddc trung
boi su gén két v&i hu-CD200R 1-is04-Alt va hu-CD200R 1-iso4-Ref v6i ai luc
ghn két nhé hon hogc bang 1 x 10 M, nhé hon hoic bang 1 x 10° M, nh6 hon
hodc bing 1 x 10" M, hosc nhé hon hogc bang 1 x 10" M. Theo mdt s6
phuong an, trong dé ai luc gin két duoc xac dinh béng hing s6 phan ly can
béng (Kp) v&i polypeptit hu-CD200R 1-iso4-Alt cta trinh tu SEQID NO: 1, va
polypeptit hu-CD200R 1-iso4-Ref ctia trinh ty SEQ ID NO: 2.

Du dinh réng cac khang thé khang CD200R1 khac nhau dugc tao ra nhu
duoc bdc 16 & day bao gdm cac khang thé c6 kha ning gin két véi &f luc cao
v6i cyno-CD200R 1, va/hodc véi ca hu-CD200R1 va cyno-CD200R1. Cu thé
hon, theo mot s& phuong an, khang thé khang CD200R1 cta sang ché gén két
v6i cyno-CD200R1 véi 4i Iwc gén két nhé hon hogc bing 1 x 10™ M, nhé hon
hodic bing 1 x 10 M, nhé hon hodic bing 1 x 10™°M, hogc nhé hon hogc bang
1 x 10" M. Theo mét s6 phuong 4n, 4i luc gén két dugc xéc dinh theo hing s
phén ly can bang (Kp) dé gin két v6i polypeptit hu-CD200R1 ctia trinh tur SEQ
ID NO: 5. Theo mot s6 phuong 4n, khéang thé khang CD200R1 cua sang ché
ghn kbt voi cyno-CD200R1 véi 4i luc ghn két nho hon hogc bing 1 x 10° M,
nhd hon hodc bing 1 x 10 M, nhé hon hoic bang 1 x 10™° M, hogc nhé hon
hoéc br?lng 1 x 10" M. Theo mdt sb phuong an, 4i luc gén két duoc xéac dinh
theo h'fmg s6 phan ly can bing (Kp) dé gin két v6i polypeptit cyno-CD200R1
cua trinh ty SEQ ID NO: 5. Theo mot s6 phwrong 4n, khang thé khang
CD200R1 ciia séng ché gin két véi ca hu-CD200R1 va cy-CD200R1 véi ai luc
ghn két nhé hon hodc bing 1 x 10 M, nhé hon hofic bang 1 x 10° M, nh6 hon
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hodc bing 1 x 10™°M, hodc nhé hon hoic bing 1 x 10" M. Theo mdt s&
phuong an, ai lyc gin két duogc x4c dinh theo hing s phén ly cin bang (Kp) dé
gfin két véi polypeptit hu-CD200R1 ctia trinh tw SEQ ID NO: 1, 2, 3, hodc 4, va
polypeptit cyno-CD200R1 ctia trinh ty SEQ ID NO: 5.

Néi chung, 4i luc gén két cua phéi tir véi thy thé ctia nd ¢6 thé dugc xac
dinh bing cach st dung thir nghiém bét ky trong s6 nhiéu loai thir nghiém khéc
nhau va duoc biéu hién theo nhiéu loai gia tri dinh lugng. Cac thtt nghiém gén
Iét CD200R 1 diic hiéu hitu ich trong viée x4c dinh 4i luc ciia cdc khang thé
duoc boc 10 trong cac vi du & day. Ngoai ra, cac thr nghiém gin két khang
nguyén la da biét trong linh vuc nay va cé thé dugc st dung & diy bao gbm,
nhung khong chi gi¢i han ¢, cac thir nghiém gin két canh tranh truc tiép hoic
gidn tiép bt ky nhu thtr nghiém thdm tach Western, thir nghiém mién dich
phéng xa, thir nghiém hép thy mién dich lién két enzym (ELISA), thir nghiém
mién dich “kiu kep gitta”, thir nghiém trén co s¢ cong hudng plasmon bé mit
(nhu thir nghiém BIAcore nhu duge md ta trong Cong bb don qubc té sb
W02005/012359), thtr nghiém két tia mién dich, thir nghiém mién dich phat
huynh quang, thtr nghi€ém mién dich protein A, thir nghiém dém té bao theo
dong va thir nghiém phén loai té bao dugc hoat héa huynh quang (fluorescence
activated cell sorting: FACS), va thir nghiém tuong tu.

Do d6, theo mot s& phuong an, ai luc gén két duoc thé hién theo gia tri
Kp va phan anh ai luc gén Kkét noi tai (vi du, véi cac tac dong i luc duoc giam
dén mirc t6i thidu). Khang thé khang CD200R1 ctia séng ché 6 4i luc gin két
manh d8i v6i mién ngoai bao ctia bdn td hop haplotyp/thé dong dang CD200R1
riéng biét chu yéu & nguoi: hu-CD200R1-iso4-Alt (SEQ ID NO: 1); hu-
CD200R1-iso4-Ref (SEQ ID NO: 2); hu-CD200R 1-iso1-Alt (SEQ ID NO: 3);
va hu-CD200R 1-isol-Ref (SEQ ID NO: 4). C4c mién ngoai bao cia bbn thé
ddng dang ndy ciia bn polypeptit hu-CD200R1 ctia trinh tyr SEQ ID NO: 1-4,
cé gia tri Kp nam trong khoang tir 10nM dén 1pM. Do d6, khang thé khang
CD200R1 cta sang ché c6 thé canh tranh véi cac khang thé ¢6 4i luc thap hon
v6i cung epitop hodc epitop chdng nhau ctia CD200R1.

Theo mdt sb phuong an, khang thé khang CD200R1 duoc dé xuét trong

ban mo ta nay lam giam, (rc ché, va/hodc phong bé hoan toan su gén ket clia
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CD200 véi CD200R1, va nho d6 phong bé su diéu hoa mién dich va/hoic su
truyén tin hiéu mién dich do CD200R1 lam trung gian gay ra, bao gbm ca sy
hoat hda céc t& bao T. Kha ning cua cac khang thé trong viéc (rc ché céac con
dudng didu hoa midn dich va/hogc truyén tin hiéu mién dich nay trung gian bdi
céc 6 bao bidu hién CD200R1 gin két véi cac té bao biéu hién CD200 c6 thé
dugc thlt nghiém in vitro bang cach st dung cac thir nghi¢m trén co s¢ té bao
d3 biét bao gdbm ca cac thir nghiém trén co s& té bao khac nhau dugc md ta
trong cac vi du cla sang ché. Do d6, theo mot s6 phuong 4n, cac khang thé
CD200R1 cua sang ché duge dic trung boi mot hodc nhiéu dic tinh trong sd
c4c dic tinh chic ning sau ddy dya trén kha ning lam giam, trc ché, va/hoic
phong bé hoan toan cac con dudng truyén tin hiéu trong té bao do CD200R1
gin két v6i CD200 lam trung gian gay ra.

Theo it nhit mot phuong 4n, khang thé CD200R1 cta sang ché phong bé
su gén két cia hu-CD200-Fc vi hu-CD200R 1-iso4-Alt (SEQ ID NO: 1), hu-
CD200R 1-iso4-Ref (SEQ ID NO: 2), hu-CD200R1-isol-Alt (SEQ ID NO: 3),
va hu-CD200R 1-iso1-Ref (SEQ ID NO: 4) dugc xac dinh bang thir nghiém
ELISA véi gi4 tri ICs) nhé hon hogc bing 10nM, nhé hon hogc bang 7nM, nhd
hon hodc bing 5nM, nhé hon hodc bang 2nM, hodc nhd hon hodc bang 1nM.

Theo it nhit mdt phuong &n, khang thé CD200R1 clia sdng ché phong bé
sw gén két ctia hu-CD200-Fc v6i hu-CD200R1 dugc biéu hién trén té bao véi
gia tri ICso nho hon hodc bang 2,5nM, nhé hon hodc bing 1nM, hozc nho6 hon
hodic bing 0,5n0M; tiy ¥, trong d6 té bao nay 1a té bao U937 biéu hién 6n dinh
hu-CD200RI1.

Theo it nht mdt phuong an, khang thé CD200R1 cta sang ché phong bé
CD200 ghn két véi CD200R1 dugc biéu hién trén té bao T cia ngudi véi nbéng
d6 ICs, ctia khang thé nho hon hodic bing 10nM, nhd hon hotic bang SnM, nhd
hon hoiic bing 1nM, hodc nhé hon hodc béng 0,1nM; tiy ¥, trong d6 té bao 12
t6 bao T CD8+ hodc té bao T CD4+.

Theo it nhit mdt phuong an, khing thé CD200R1 cua sang ché gan két
véi cac té bao T ctia ngudi véi gid tri ECso nho hon hodc béng 2,5nM, nho hon
hodc bang 1nM, hodc nho hon hodc bang 0,5nM; tuy ¥, trong d6 cac tébao T
clia ngudi 13 té bao T CD4+ hodc té bao T CD8+,
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Theo it nhit mdt phuong 4n, khéng thé CD200R1 ctia sang ché lam gia
tang su san sinh IFNy tur cac té bao khdi u cia ngudi it nhat 13 1,2 14n, 1,5 14n, 2
14n, hodc cao hon, véi ndng d6 khang thé nhé hon hoic bang 100nM, nhd hon
hodc bz"mg 50nM, hodc nhé hon hodc béng 10nM; tuy ¥, trong d6 loai té bao
khdi u duoc chon tir két-truc trang, mang trong tr cung, phéi, u melanin, buéng
trimg, tuy, hodc tuyén tién liét.

Theo it nhit mdt phuong 4n, khédng thé CD200R1 1am gia tdng su san
sinh IFNy va/hodc IL-2 tir cac té bao T ctia nguoi duge phu CD200-Fc so voi
d6i chiing IgG it nhét 13 1,2 1n, 1,5 14n, 2 14n, hosc cao hon.

Theo it nhit mdt phuong 4n, khéng thé CD200R1 1am gia ting sy hoat
héa clia cc té bao T CDA4+ va/hodic céc té bao T CD8+ it nhat 1a 1,5 1an, it nhit
14 2 14n, it nhAt 12 2,5 14n, it nhat 12 3 14n hodc cao hon.

Theo it nhét mot phuong 4n, khang thé CD200R1 phong bé sy phién mi
NFk duoc tao béi su gin két gitta cac dong t& bao biéu hién CD200 va
CD200R1; tuy y, trong d6 dong té bao 12 té bao thong bao K562 biéu hién
CD200R1 va té bao 293T biéu hién CD200.

Theo it nhit mdt phuong 4n, cac khang thé CD200R1 ctia sang ché c6
khé ning phong bé su truyén tin hiéu trong té bao qua trung gian CD200R1 va
khong c6 tac dung lam chét cha van cta hoat tinh CD200R 1, hodc theo cach
khac, bt ngd ¢6 tac dung chi van dbi véi sy truyén tin hiéu CD200R1. Mot
phuong phép thir nghiém vé su tao ra hoat tinh chi van ctia CD200R1 1a tao ra
hoat tinh pDok? trong cc té bao dugc xir Iy bing CD200. Do d6, theo it nht
mot phuong an, khang thé khang CD200R1 cua sang ché phong bé su cam ung
hoat tinh ctia pDok?2 trong céc dong té bio bach cau don nhan to U937 dugc xir
1y bang CD200-Fc hoa tan.

2. Manh khéng thé
Theo mot s& phuong 4n, khang thé khang CD200R1 cita sang ché c6 thé

4 manh khéng thé. C4c manh khang thé hitu ich v6i cac yéu t§ xéc dinh sy gin
két theo sang ché bao gdm, nhung khong chi gisi han &, cic manh Fab, Fab',
Fab'-SH, F(ab'),, Fv, scFv, khang thé don héa tri, khang thé mién don, khang
thé mot nhanh ho#c khang thé nhanh don, va cac manh khac dugc mo ta & day

va d3 biét trong linh vuc nay. Do d6, theo mot s6 phuong 4n ctia khang thé
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khang CD200R1 theo sang ché, khang thé 1a manh khang thé dugc chon
nhém bao gdm F(ab"),, Fab', Fab, Fv, khang thé mién don (VHH), khang thé
nhanh don, va scFv.

Pé tham khao vé cac manh khang thé khac nhau, xem tai lidu: vi du,
Hudson et al. Nat. Med. 9: 129-134 (2003). Dé tham khao vé céc scFv, xem tai
lidu: vi du, Pluckthun, in The Déc tinh dugc 1y of Monoclonal Antibodies, vol.
113, Rosenburg and Moore eds., (Springer-Verlag, New York), pp. 269-315
(1994); xem thém Cong bé don quéc té s6 W093/16185; va cac Bang doe
quyén sang ché My s6 US 5.571.894 va 5.587.458. Dé biet thém sy mo ta clia
c4c manh Fab va F(ab'), chtra cac gbc epitop gin két thu thé thu dugc va c6 thoi
gian ban huy in vivo ting 1én, xem tai lidu: Bé‘m_g doc quyén sang ché My s6 US
5.869.046. Cac dang khang thé don héa tri khac dugc mo ta trong, vi du, cac
Cong bb don qudc té s WO2007/048037, WO2008/145137, WO2008/145138,
va W02007/059782. Céc khang thé nhanh don, don héa tri dugc md ta, vi dy,
trong Cong bd don quéc té s6 W02005/063816. Céc khang thé hai manh la
manh khéng thé ¢6 hai vi trf gén két khang nguyén, c4c khéng thé nay c6 thé 13
khéng thé hoa tri hai hodc dic hiéu kép (vi du, xem Bing doc quyén sang ché
chau Au sé EP0404097; Cong bd don qubc té s6 W093/01161; Hudson et al.,
Nat. Med. 9: 129-134 (2003); va Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
90: 6444-6448 (1993)).

Theo mdt s6 phuong 4n, cac ménh khang thé 13 khang thé mién don chta
tAt ca hodc mot phén ctia mién bién ddi chudi ning hodc tAt ca hodc mot phﬁ‘m
clua mién bién ddi chudi nhe cta khang thé. Theo mot s6 phuong 4n, khang thé
mién don 12 khang thé mién_dorn ctia ngwoi (Domantis, Inc., Waltham, MA; vi
du, xem Bing doc quyén sang ché My s6 US 6.248.516).

Céc manh khéng thé c6 thé dugc tao ra bang céc k¥ thuét khac nhau bao
gdm, nhung khdng chi giéi han &, phuong phap phan giai protein cta khang thé
nguyén ven ciing nhu phuong phép tao ra bing céc té bao chu tai td hop (vi du,
E. colihodc thé thuc khuén), nhu dugc mo ta trong ban mo ta nay.

3. Khang thé _thé kham va khang thé duoc 1am cho giéng vdi cua nguoi

Theo mét s& phuong 4n, khéng thé khang CD200R1 cua sang ché c6 thé
13 khang thé thé kham. (Vi du, xem khang thé thé khim nhu dugc mo ta trong
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Béng doc quyén sang ché My s6 US 4.816.567; va tai liéu: Morrison et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. My, 81: 6851-6855 (1984)). Theo mot phuong an, khang
thé thé kham chira cac ving bién dbi khong phai clia ngudi (vi du, vimg bién
d8i c6 ngudn gbe tir chudt thudong, chudt nhit, chudt dong, tho, hodc dong vat
linh truéng khong phai nguoi, nhu khi) va ving 4n dinh ctia nguoi. Theo mot
s6 phuong an, khang thé thé kham 12 khang thé “dwoc chuyén nhém: khang thé
trong d6 nhoém hodc phan nhém dugc thay ddi tir nhém hoidc phin nhém cia
khang thé gbc. Du dinh rang khang thé thé kham c6 thé bao gdm cac manh gin
két khang nguyén cta chung.

Theo mot s6 phuong dn, khang thé khang CD200R 1 cﬁav sang ché 12
khang thé dugc 1am cho gidng véi ctia nguoi. Thong thuong, khang thé khong
phai ctia ngudi dugce lam cho gidng véi clia ngudi dé 1am giam tinh sinh mién
dich cho nguoi, trong khi vAn git dugc tinh dic hiéu va 4i luc cua khang thé
gbc khong phéi khéang thé cta nguoi. N6i chung, khang thé duge 1am cho gidng
véi ctia nguoi chira mot hoac nhidu mién bién ddi trong d6 cac ving HVR,
CDR, (hodc céac phan ciia ching) c6 ngudn gdc tir khang thé khong phai cta
ngudi, va cac vung FR (hodc cac phén cia ching) c6 ngudn gdc tir cac trinh tyr
khang thé ctia ngudi. Khang thé dwoc 1am cho gidng véi clia nguoi cling s& tuy
¢ chira it nhit mot phin ving 6n dinh ctia nguoi. Theo mot s6 phuong 4n, mot
s& géc FR trong khéng thé dugc lam cho gidng v6i clia ngudi duoc thé bang cac
gdc twong tng tr khang thé khong phai cua ngudi (vi dy, khang thé ma cac
gbccua ving CDR ¢6 ngudn gbc tir d6) dé khoi phuc hoic cai thién tinh dic
hiéu hoic 4i Iic cia khang thé.

Céc khéang thé dugc 1am cho gidng v&i clia ngudi va phuong phap tao ra
chiing dugc tham khao, vi dy, trong tai li€u: Almagro and Fransson, Front.
Biosci. 13: 1619-1633 (2008), va dugc m6 ta thém, vi duy, trong tai liéu:
Riechmann et al., Nature 332:323-329 (1988); Queen et al., Proc. Nat'T Acad.
Sci. My 86: 10029-10033 (1989); c4c Bang doc quyén sing ché My s6 US
5.821.337,7.527.791, 6.982.321, va 7.087.409; Kashmiri et al, Methods 36:25-
34 (2005) (md ta sy ghép SDR (a-HVR)); Padlan, Mol. Immunol. 28:489-498
(1991) (mod ta “su tai tao bé mat”); Dall'Acqua et al., Methods 36:43-60 (2005)
(md ta “su x40 tron ving FR”); va Osbourn et al., Methods 36:61 -68 (2005) va
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Klimka et al., Br. J. Cancer, 83 :252-260 (2000) (mé ta phuong phap "chon loc
c6 huéng dan" dbi véi sw x4o tron ving FR). |

Céac vung khung cuia nguoi ¢ thé dugc st dung dé 1am cho gidng véi
clia ngudi bao gbm, nhung khong chi gidi han 6: cac ving khung dugc chon
bang cach sir dung phuong phap “phit hop nhét” (vi du, xem tai liéu: Sims et al.
J. Immunol. 151 :2296 (1993)); cac vung khung co6 ngudn gdc tir trinh ty lién
g cua khang thé ctia nguoi ctia nhém phu cu thé clia cac ving bién dbi chudi
nhe hozic chudi ning (vi du, xem tai liéu: Carter et al. Proc. Natl. Acad. Sci.
M, 89:4285 (1992); va Presta et al. J. Immunol, 151 12623 (1993)); cac vung
khung truéng thanh ctia nguoi (duge dot bién vé mit soma) hodc cac ving
khung dong mAm clia ngudi (vi dy, xem tai liéu: Almagro and Fransson, Front.
Biosci. 13: 1619- 1633 (2008)); va cac vung khung thu duoc tlr viée sang loc
cac thu vién FR (vi du, xem tai liéu: Baca et al., J. Biol. Chem. 272: 10678-
10684 (1997) va Rosok et al., J. Biol. Chem. 271 :2261 1 -22618 (1996)).

4, K_héng thé cia ngudi

N Theo mot s phuong 4n, khang thé khang CD200R1 cuia sang ché co thé
14 khang thé ctia ngudi. Cac khang thé ctia ngudi ¢ thé dugc san xuit bing
cach str dung cac k¥ thudt khac nhau da biét trong linh vuc nay. Noi chung, cac
khéng thé ctia ngudi duge md ta trong tai liu: van Dijk and van de Winkel,
Curr. Opin. Pharmacol. 5: 368-74 (2001) va Lonberg, Curr. Opin. Immunol.
20:450-459 (2008). Khéang thé ctia ngudi co thé duge tao ra bang cach cho dong
vat chuyén gen su dung chit sinh mién dich da dugc cai bién dé san sinh ra
khéng thé nguyén ven ctia nguoi hodc céc khing thé nguyén ven c6 ving bién
ddi ctia nguoi dép Ung voi thir thich khang nguyén. Cac dong vat nay thuong
chira tht ca hodc mot phan cla céac locus globulin mién dich cia nguoi, dé thay
thé cac locus globulin mién dich noi sinh, hodc c6 mét ¢ bén ngoai nhidm séc
thé hodc dugc dinh gén nghu nhién vao nhiém sic thé clia dong vat. O chudt
chuyén gen nay, céc locus globulin mién dich ndi sinh thuong dugc lam bét
hoat. D& tham khéo vé cic phuong phép thu duoc khang thé ciia ngudi tir dong
vat chuyén gen, xem tai liéu: Lonberg, Nat. Biotech. 23:1117- 1125 (2005).
Ngoai ra, xem thém, vi dy, cong nghé XENOMOUSE™ trong cac Bing doc
quyén sang ché My s6 US 6.075.181 va 6.150.584; cong ngh¢ HUMAB® trong
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Bing doc quyén sang ché My sé US 5.770.429; cong nghé K-M MOUSE®
trong Bing doc quyén sang ché My sb US 7.041.870; va cong nghé
VELOCIMOUSE® trong Cong bb don sang ché My sé US 2007/0061900).
Cac vung bién d6i cua nguoi tir khéang thé nguyén ven dugc tao ra béi cac dong
vat nay ¢6 thé dugc cai bién thém, vi du, bing cach két hop véi ving 6n dinh
cta ngudi khéc.

Khang thé ctia ngudi ciing 6 thé duoc tao ra bing cic phuong phéap trén
co s6 t6 bio lai. Cac dong té bao u tiy & ngudi va cac dong té bao u tiy khac
loai & chudt-ngudi dé san xudt cac khang thé don dong ctia nguoi da dugc md
ta. Vi du, xem tai liéu: Kozbor J. Immunol, 133 : 3001 (1984); Brodeur et al.,
Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, pp. 51 -63
(Marcel Dekker, Inc., New York, 1987); va Boerner et al., J. Immunol., 147: 86
(1991). Céac khang thé ctia ngudi duge tao ra bang cong nghé t€ bao lai té bao B
clia ngudi cling dugc mo ta trong tai liéu: Li et al., Proc. Natl. Acad. Sci. My,
103 :3557- 3562 (2006). Cac phuong phap bd sung bao gbm cac phuong phap
dwoc mé ta, vi dy, trong Bing doc quyén sang ché My s6 US 7.189.826 (mo ta
phuong phap san xuét khang thé don dong IgM ctia ngudi tlr cac dong té bao
cta té bao lai). Cong nghé té bao lai cia nguoi (cong nghé Trioma) ciing dugc
mo ta trong tai liéu: Vollmers and Brandlein, Histology and Mo bénh hoc,
20(3):927-937 (2005) va Vollmers and Brandlein, Methods and Findings in
Experimental and Clinical Pac tinh dugc 1y, 27(3): 185-91 (2005).

Céc khang thé cua ngudi ciing 6 thé dugc tao ra bang cach phan 1ap cac
trinh ty mién bién dbi dong Fv dugc chon tlr cac thu vién biéu hién thé thuc
khudn c6 ngudn gdc tlir ngudi. Sau dd, céc trinh tur mién bién dbi nay c6 thé
duoc két hop véi mién én dinh cia ngudi mong mubn. Céc k¥ thuat dé chon loc
khang thé ctia ngudi tir thu vién khang thé duoc mo ta dudi day.

5. Cac khang thé cé ngudn gdc tir thu vién

Theo mot sé phuwong 4n, khang thé khang CD200R1 ctia sang ché c6 thé
duoc phan 1ap bang cach sang loc cac thu vién t6 hop cua khang thé v6i mot
hodc nhiéu hoat tinh mong mudn. Vi dy, nhidu phuong phép khac nhau la da
biét trong linh vuc nay dé tao ra céc thu vién biéu hién thé thuc khudn va sang

loc c4c thu vién nay dé tim cac khang thé c6 dic tinh gin két mong muon. Viéc
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str durig su biéu hién thé thuc khuin dé tao ra céc bién thé duogc trudng thanh vé
ai luc cta phién ban dugc lam cho gidng véi clia nguoi cia khang thé khang
CD200R1 theo sang ché duoc mo ta trong céc vi du duge bdc 16 ¢ day. Cac
phuong phép khac d8 san xudt cac khang thé c6 ngudn gbc tir thu vién ndy c6
thd dugc tim thiy trong tai lidu, vi du, Hoogenboom ez al, Methods in
Molecular Biology 178: 1-37 (O'Brien et al., ed., Human Press, Totowa, NJ,
2001); McCafferty et al., Nature 348:552-554; Clackson et al., Nature 352: 624-
628 (1991); Marks et al., J. Mol. Biol. 222: 581-597 (1992); Marks and
Bradbury, m Methods in Molecular Biology 248: 161-175 (Lo, ed., Human
Press, Totowa, NJ, 2003); Sidhu et al., J. Mol. Biol. 338(2): 299-310 (2004);
Lee et al., J. Mol. Biol. 340(5): 1073-1093 (2004); Fellouse, Proc. Natl. Acad.
Sci. My 101(34): 12467-12472 (2004); va Lee et al., J. Immunol. Methods
284(1-2): 1 19-132(2004).

6. Cac khéng thé da dic hiéu

Theo mot s6 phuong 4n, khang thé khang CD200R1 ctia sédng ché 1a

khang thé da dic hiéu, vi du, khang thé dic higu kép. Theo mdt s6 phuong 4n,
khang thé da dic hiéu 1a khang thé don dong c6 it nhat hai vi trf gin két khac
nhau, mdi vi tri ¢é tinh dic hiéu gén Kkét dbi khang nguyén khac nhau, it nhét
mot trong sb cac vi tri ndy gin két ddc hiéu CD200RI.

Theo mot sb phuong an, khang thé da dic hiéu 13 khang thé dic hiéu kép
¢6 tinh dic hiéu d6i vai CD200R1 va tinh dic hiu dbi v6i khang nguyén khac
lam trung gian cho sy didu hoa mién dich, truyén tin hiéu mién dich, va/hodc
duoc biu hién trén té bio ung thu hodc khéi u. Theo mot sd phuong 4n cta
khang thé dic higu kép, tinh ddc hiéu khac dbi voi khang nguyén 13 phan tir
kiém soat mién dich duogc chon tir PD1, TIGIT, LAG3, PVRIG, KIR, TIM-3,
CRTAM, CTLA-4, BTLA, CD244, CD160, LIGHT, GITR, 4-1BB, 0X40,
CD27, TMIGD2, ICOS, CD40, CD47, SIRPa, NKG2D, NKG2A, TNFRSF25,
CD33, CEA, Epcam, GPC3, CD73, CD83, CD39, TRAIL, CD226, va VISTA.
Theo mot s6 phuong 4n, khing thé dic hiéu kép khang CD200R1, khang
nguyén khac ma khang thé ¢6 tinh dic hiéu véi dugc chon tr PD1, TIGIT,
LAG3, PVRIG, KIR, TIM-3, va CRTAM.

Theo mdt s6 phwong 4n, it nhit mot trong sd cac vj tri gin két dic hiéu
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v6i chét gay doc té bao. Theo cac phuong an lam vi dy, khang thé khang
CD200R1 ciia sing ché 12 khang thé dac hiéu kép va c6 thé duge sir dung dé
khu tri chit gy doc t bao vao cac té bao biéu hién CD200R1.

Céc k§ thuat dé tao ra khang thd da dic hiéu bao gdm, nhung khong chi
gioi han &, phuong phap d6ng biéu hién tai t6 hop ctia hai cip chudi ning-chudi
nhe cua globulin mién dich c6 tinh dic hiéu khac nhau (vi du, xem tai ligu:
Milstein and Cuello, Nature 305: 537 (1983), Cong bb don qubc té sb WO
93/08829, va Traunecker et al., EMBOJ. 10: 3655 (1991)). K§ thuét thiét ké
“chd phinh vao chd 1dm" cling c6 thé dugc st dung dé tao ra cac khéng thé dac
hiéu kép hitu ich v6i khang the khing CD200R1 ctia sing ché. K¥ thut thiét ké
chd phinh vao chd 15m 13 da biét trong linh vuc ndy va dugc mo ta, vi dy, trong
Béng doc quyén sang ché My s6 US 5.731.168.

v Céc khang thé da dac hiéu ciing c6 thé dugc tao ra bing cach thlét Kké
hiéu tng “didu khién tinh dién” c6 loi cho su tao ra cac phan tir khang thé
heterodime-Fc chir khong phai homodime (Cdng b don qudc té sd WO
2009/089004A1); hai hodc nhidu khang thé hodc manh dugc tao lién két ngang
(vi dy, xem _B%lng doc quyén sang ché My s6 US 4.676.980, va Brennan et al.,
Science, 229: 81 (1985)); bang cach st dung khoa keo leuxin dé tao ra khang
thé dic hiéu kép (vi du, xem tai liéu: Kostelny et al., J. Immunol, 148(5): 1547-
1553 (1992)); bang cach sir dung cong nghé “khéng thd dime” dé tao ra céc
ménh khéng thé dic higu kép (vi dy, xem tai li¢u: Hollinger et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. M§, 90:6444-6448 (1993)); bing cach st dung cac dime Fv chudi
don (scFv) (vi du, xem tai liéu: Gruber et al., J. Immunol, 152:5368 (1994));
hodc cac khang thé ba déc hi¢u (vi du, xem tai liéu: Tutt et al., J. Immunol. 147:
60 (1991).

7. Bién thé clia khéng thé

Theo mét s6 phwong 4n, cac bién thé ctia khang thé khang CD200R1
theo sang ché cling dugc bao gdm. Vi du, cic khang thé c6 4i luc gén két dugc
cai thién vd/hodc cac dic tinh sinh hoc khéc cta khang th_é ¢ thé duoc tao ra
bing cach dua céc cai bién thich hgp vao trinh tw nucleotit mé hda khang thé,
hoic biang cach tbng hop peptit. Cac cai bién nay bao gbm, vi dy, loai bo,

va/hodc chén vao va/hodc thay thé cac gbc trong trinh ty axit amin ca khing
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thé. Su két hop bét ky cta viéc loai bo, chén vao, va thay thé c6 thé duge thuc
hién d& thu dugc cAu tric cudi, véi didu kién 12 chu tric cubi ndy c6 dic tinh
mong mudn cia su gén két khang nguyén CD200R1. |

A. Céac bién thé thay thé, chén vao, va loai bd

Theo mdt s6 phuong 4n, sing ché @& xuét cac bién thé cua khang thé
khéang CD200R1 c6 mot hodc nhiéu su thay thé axit amin, ngodi céc dang dugc
mo ta & day. Céc vi tri dé gay dot bién c6 thé bao gdbm cac ving HVR va FR.

Su thay ﬂlé axit amin “bao toan” dién hinh va/hodc su thay thé dua trén nhém
mach bén hodc céc dac tinh phé bién 12 d3 duoc biét 18 trong linh vuc nay va cé
thé dugc st dung trong cic phuong an clia sang ché. Sang ché ciing bao gdm
c4c bién thé dua trén su thay thé axit amin khong bao toan trong d6 thanh vién
ctua mdt nhém mach bén cla axit amin dugc trao ddi cho axit amin tir nhém
khac. |

Céac mach bén ctia axit amin thuong dugc phén nhém theo cac nhém
hodc dic dic tinh chung sau day: (1) nhém ky nudce: Met, Ala, Val, Leu, Ile, .
Norleuxin; (2) nhém wa nuéc trung tinh: Cys, Ser, Thr, Asn, Gln; (3) nhém co
tinh axit: Asp, Glu; (4) nhém c6 tinh bazo: His, Lys, Arg; (5) nhém &nh hudng
dén su dinh huéng cia mach: Gly, Pro; va (6) nhém thom: Trp, Tyr, Phe.

~ Céac ky thuat da duoc biét r3 trong linh vuc ndy d6i voi su thay thé axit
amin vdo khang thé va sang loc sau d6 vé chtrc nidng mong mudn, vi dy, su gin
két khang nguyén dugc duy tri/cai thién, tinh sinh mién dich gidm di, hodc
ADCC hoic CDC dugc cai thién. ‘

Céc bién thd cua su thay thé axit amin c6 thé bao gdm su thay thé mot
hodc nhidu gbc cua ving siéu bién cua khang thé gbc (vi dy, khang thé duogc
lam cho giéng véi ctia nguoi hodc khang thé clia nguoi). N6i chung, (céc) bién
thé tao thanh duogc chon loc dé nghién ctru thém s€ co cac cai bién v& mot sb
déc tinh sinh hoc nhét dinh (yi du, 4i lyc ting lén, tinh sinh mién dich giam di)
so voi khang thé gbc va/hoic s& gan nhu duy tri dugc mot sb dac tinh sinh hoc
nhét dinh ciia khéng thé gbc. Bién thé thay thé lam vi du 1a khang thé truong
thanh v& 4i luc, khang thé niy c6 thé duoc tao ra theo cch thuin tién, vi du,
bén;g cach str dung k¥ thult truong thanh 4i lyc dya trén sy biéu hién cta thé

thuc khudn nhu céc ky thuat dugc mo ta trong cac vi du ¢ day. Tém lai, mot
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hoac nhiéu géc cua viung HVR dugc dot bién va cac khang thé bién thé dugc
bidu hidn trén thé thuc khudn va duge sang loc v& hoat tinh sinh hoc cu thé (v
du, 4i luc gén két).

Phuong phéap hitu ich dé x4c dinh cac gdc hodc ving cua khang thé ¢6
thd duoc huéng dich dé gay dot bién 1a “sy gdy dot bién quét alanin” (vi du,
xem tai liéu: Cunningham and Wells (1989) Science, 244: 1081-1085). Trong
phuong phép nay, gbc hogc nhém clia cac gbc dich (vi dy, cac gbc mang dién
tich nhur Arg, Asp, His, Lys, va Glu) duoc xac dinh va thay thé b.:ng_axit amin
trung tinh hodc mang dién tich am (vi dy, Ala hodc polyalanin) dé x4c dinh xem
su twong tac cua khang thé v&i khang nguyén c6 bi anh huong hay khong. Cac
thay thé khac c6 thé dugc dua vao & cac vi trf cla axit amin chiing minh tinh
nhay vé& mit churc nang v0i su thay thé ban de‘iu, Theo cach khéc hodc ngoai ra,
cdu triic tinh thé ciia phitc hop khang nguyén-khang thé dé xac dinh cac diém
tiép xtic gitta khang thé va khang nguyén c6 thé dugc xac dinh. Cac gbe tiép
XUc nay va cic gbc l4n cén co }thé dugc hudng dich hodc loai bo lam tmg vién
dé thay thé. Cac bié_n thé c6 thé dugc sang loc dé xac dinh xem ching c6 cac
d4c tinh mong mubn hay khéong. _

Su chén doan ctia trinh ty axit amin bao g?)m su dung hop & d?luvtén cung
amino va/hodc carboxyl trong khoang chidu dai tr mot gbe dén cac polypeptit
chira mot tram géc hoac nhiéu hon, ciing nhu chén vao trong trinh tu cia mot
hozc nhiéu gbc axit amin. Vi du v& su chén vao dau tan cling bao gbm khéang
thé c6 géc‘mcthionyl dd?lu‘ tan cung N. Cac bién thé chén doan khac clia phan
tur khéng'thé bao gdm su dung hop voi déu tan cung N- hodc C- cua khang thé
v6i enzym hodc polypeptit_dé lam gia tang thoi gian ban huy trong huyét thanh
cua khéng thé.

C6 thé tao ra sy thay thé trong cac vung HVR dé cai thién ai lyc cua
khang thé. Su thay ddi nay c6 thé dugc tao ra trong “céc diém néng” nghia 13
c4c gbc duge ma héa bang codon dugc dot bién vdi tan sut cao trong qua trinh
dot bién soma (vi du, xem tai liéu: Chowdhury, Methods Mol. Biol. 207: 179-
196 (2008)) v6i bién thé tao thanh Vi hodc Vi, dugc thir nghiém v& 4i lyc gin
két. Theo mét s6 phuong 4n, su truéng thanh ai luc ¢d thé duge tién hanh bing

cach x4y dung va chon loc lai tir thu vién thir cap (vi du, xem tai liéu:
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Hoogenbdom et al., Methods in Molecular Biology 178: 1-37 (O'Brien et al.,
ed., Human Press, Totowa, NJ, (2001)). Phuong phap khac dé dua tinh da dang
lién quan dén cac phudng phap dinh huéng ving HVR, trong dé mot sb gbc cua
ving HVR (vi du, 4-6 gbc & mot thoi diém) duoc chon ngau nhién. Cac gbc cia
ving HVR lién quan dén sy gén két khang nguyén c6 thé duoc xac dinh cu thé,
vi du, bang c4ch st dung phwong phép gay dot bién quét alanin hoic m6 hinh
héa. Cu thé, HVR-H3 va HVR-L3 thudng dugc hudng dich.

Theo mot sb phuong 4n, su thay thé, chén doan hoic loai bd c6 thé xudt
hién trong mot hodc nhidu ving HVR mién 14 c4c thay d6i nay khong lam giam
dang k& kha ning gin két khang nguyén ciia khang thé. Vi du, su thay dbi bao
toan (vi du, su thay thé bao toan nhu dugc dé xuét trong ban mo ta ndy) khong
1am giam dang ké i luc gin két c6 thé dugc tao ra trong cac ving HVR. Céc
thay dbi nay c6 thé nim ngoai “cac diém néng” cua ving HVR. Theo mot sd
phuong 4n cua céc trinh tu bién thé Vi va Vi da d& xuét trén ddy, mdi ving
HVR khong dugc thay dbi hoac c6 khong qua mot, hai hodc ba su thay thé axit
amin,

B. Céc bién thé glycosyl héa

~ Theo mét s6 phuong 4n, khang thé khang CD200R1 cua sdng ché dugc
thay d6i dé 1am ting hogc gidm mirc do khang thé duoc glycosyl héa. Viéc bd
sung hoic loai bo céc vi tri glycosyl héa cho khang thé c6 thé dugc tién hanh
bing cach thay dbi trinh tw axit amin sao cho mdt hodc nhiéu vi tri glycosyl hoa
c¢6 thé duge tao ra hoic loai bo.

Theo cac phuong an trong d6 khang thé chira ving Fc, hydrat cacbon
gén v6i ving Fc ¢6 thé dugc thay dbi. Thong thudng, cac khang thé tu nhién
duoc san sinh béi té bao ctia dong vat ¢ vl chira oligosacarit cé hai nhanh
duoc gin boi lién két N voi asparagin & khoang vi trf 297 (“N297”) clia mién
CH2 ctia vung Fc (vi du, xem tai liéu: Wright et al. TIBTECH 15:26-32
(1997)). Oligosacarit nay co thé bao gdbm cac hydrat cacbon khéc nhau, nhu
manoza, N-axetyl glucosamin (GlcNAc), galactoza, va axit sialic, cling nhu
fucoza dugc gin véi GIcNAc trong “g8c” cuia cdu tric oligosacarit ¢6 hai
nhanh. Theo mot s& phuong 4n, sy cai bién oligosacarit ctia ving Fc cia khang

thé c6 thé tao ra bién thé v6i mot s dic tinh dugc cai thién nhat dinh.
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Theo mot sb phuong 4n, khéng thé khang CD200R1 ctia séng ché c6 thé
12 bién thé cta khang thé gbc, trong d6 bién thé nay chta cdu trac hydrat
cacbon khéng c6 fucoza gén vao (theo cach truc tiép hodc gian tiép) ving Fe.
Vi dy, lrong fucoza trong khang thé ndy cé thé nam trong khoang tir khoang
1% dén khoang 80%, tir khoang 1% dén khoang 65%, tlir khoang 5% dén
khoang 65%, hodc tir khoang 20% dén khoang 40%. Lugng fucoza ndy cé thé
duoc xac dinh béng cach tinh luong fucoza trung binh trong mach duong & vi
tri N297, so v6i tdng luong ctia tt ca cic chu tric glyco gan vao Asn 297 (vi
du, cu tric phirc hop, thé lai va manoza & mitc cao) khi dugc xac dinh bing
phuong phap phd khéi MALDI-TOF (vi dy, xem Cong bb don quéc té s6 WO
2008/077546). N297 dé chi gdc asparagin nidm & khoang vi tri 297 trong ving
Fc (theo cach danh sb Eu ctia cic gbc ving Fc); tuy nhién, N297 ciing c6 thé
ném & vi tri khoang £ 3 axit amin & phia trudc hodc phia sau vi tri 297, nghia 1a
gifta cac vi tri 294 va 300, do su thay dbi trinh tu rat nho trong khang thé.

Theo mot sé phuong 4n, cac bién thé fucosyl hoa c6 thé ¢ chirc ning
ADCC duoc cai thién. Vi du, xem cac Cong bd don sang ché My s6 US
2003/0157108, hodc US 2004/0093621. Vi du vé c4c khang thé “da khtr fucosyl
héa” hodc “thiéu fucoza” va cac phuong phép lién quan dé tao ra chiing duoc
mo ta trong céc tai liéu, vi du, cac Cong bé don sang ché My sb
US2003/0157108; US2003/0115614; US2002/0164328; US2004/0093621;
US2004/0132140; US2004/0110704; US2004/0110282; US2004/0109865; cac
Cong b don qubc té s6 W02000/61739; W02001/29246; W02003/085119;
W02003/084570; W0O2005/035586; W02005/035778; W02005/053742;
W02002/031140; Okazaki et al. J. Mol. Biol. 336: 1239-1249 (2004); Yamane-
Ohnuki et al. Biotech. Bioeng. 87: 614 (2004).

Céc dong té bao hitu ich dé tao ra khang thé da khir fucosyl héa bao gdm
c4c té bao CHO Led 3 bi thiéu hut protein trong qua trinh fucosyl héa (vi du,
xem tai liéu: Ripka et al. Arch. Biochem. Biophys. 249:533-545 (1986); Cong
b6 don sang ché My s6 US2003/0157108, va Cong bd don qudc té sb
W02004/056312), va cac dong té bio bi bit hoat gen, nhu gen alpha-1,6-
fucosyltransferaza, FUTS8, cac dong té bao CHO bi bat hoat gen (vi dy, xem tai
lidu: Yamane-Ohnuki et al. Biotech. Bioeng. 87: 614 (2004); Kanda, Y. et al.,
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Biotechnol. Bioeng., 94(4):680-688 (2006); v Cdng b don qudc té sb
W02003/085107).

C. Bién thé ving Fc

Theo mot sé phuong an, khang thé khang CD200R1 cta sang ché c6 thé
chira mot hodc nhidu su cai bién axit amin trong ving Fc (nghia 1a bién thé
vung Fc). Bién thé ving Fc ndy cé thé chira trinh ty ving Fc cta nguoi (vi dy,
ving Fec cua IgGl, 1gG2, 1gG3, hodc IgG4 cia ngudi) chira sy thay thé axit
amin c’r_m@t hodc nhiéu vi tri clia géc axit amin. Nhiu loai bién thé vung Fc da
biét trong linh vue ndy 14 hitu ich voi khang thé khang CD200R1 cua sang ché
dugc mo ta dudi day.

Theo mét s phuong 4n, khéng thé khang CD200R1 c6 thé 13 bién thé
ving Fc ¢6 chirc ning hiéu ung dugc thay di. Theo mét s6 phuong 4n, khang
thé c6 chirc ning hiéu tng dugc thay db6i c6 thé c6 mot sb6 (nhung khong phai
tAt ca) cac chirc ning hiéu ng, chic nang hiéu Gng giam di, hodc khong c6
chirc ndng nao trong s6 cac chitc ning hidu tng (vi du, khong c6 higu ing) cia
khéng thé gbc. Cac bién thé ving Fc khong ¢d hiéu tng c6 thé 12 bién thé mong
muén hon vé& mot sb (mg dung nhét dinh khi chirc ning hiéu ing (nhu ADCC)
1a khong can thiét hogc c6 hai, va/hodc thoi gian ban hiy ciia khing thé in vivo
1a quan trong.

Cac khang thé bi_én thé vung Fc c6 chirc nang hiéu ing gidm, hodc cac
khéng thé khong c6 hiéu img, c6 thé bao gém su thay thé axit amin ¢ mot hodc
nhiéu vi tri trong s& céc vi tri clia viing Fe sau day: 238, 265, 269, 270, 297, 327
va 329 (vi dy, xem Bing doc quyén sang ché My s6 US 6.737.056). Cac bién
thé ving Fc nay c6 thé bao gdm su thay thé axit amin & hai hodc nhiéu vi tri
trong s6 cac vi trf 265, 269, 270, 297 va 327. Céc bién thé ving Fc nay cling ¢4
thé bao gbm sy thay thé & ca hai gdc 265 va 297 thanh alanin (vi du, xem Bing
ddc quyén sang ché My s6 US 7.332.581). Theo mdt sé phuong 4n, khang thé
khang CD200R1 ctia sang ché 1 c4c bién thé ving Fc khong c6 hiéu ing. Theo
mdt s& phwong 4n, cic bién thé ving Fc khong c6 hiéu ing Fc cua khang thé
khang CD200R1 chtra mot hodc nhiéu su thay thé axit amin duoc chon tir
N297G (vi du, xem tai li¢u: Shields, R. et al., “High Resolution Mapping of the
Binding Site on Human IgG1 for FeyRI, FeyRII, FcyRIII and FcRn and Design
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of IgG1 Variants with Improved Binding to the FcyR*”, J ournal of Biological
Chemistry, 276(9): 6591-6604 (2001)); N297A (vi du, xem tai liéu: Friend, P.J.
et al., “Phase I Study of an Engineered Aglycosylated Humanized CD3
Antibody in Renal Transplant Rejection”, Transplantation, 68(11): 1632-7
(1999)); P331S/K322A (vi dy, xem tai ligu: Tawara, T. et al., “Complement
Activation Plays a Key Role in Antibody-Induced Infusion Toxicity in
Monkeys and Rats”, J Immunol, 180(4): 2294-8 (2008)); S228P/L235E (vi du,
xem tai liéu: Newman, R. et al., “Modification of the Fc Region of a Primatized
IgG Antibody to Human CD4 Retains Its Ability to Modulate CD4 Receptors
but Does Not Deplete CD4(+) T Cells iN Chimpanzees”, Clin Immunol, 98(2):

164-74 (2001); hodc L234A/L235A/P329G (con dugc goi 1a “LALAPG”) (vi
du, xem tai lidu: Schlothauer, T. et al., “Novel human IgG1 and IgG4 Fc-
engineered antibodies with completely abolished immune effector functions”,
Protein Eng. Des. Sel., 29(10): 457- 466 (2016); Lo, M. et al., "Effector-
attenuating Substitutions That Maintain Antibody Stability and Reduce Toxicity
in Mice", Journal of Biological Chemistry, 292(9): 3900-3908 (2017). Theo céc
phuong an khéc, cac bién thé ving Fc khong c6 hiéu ing Fc cua khang thé
khang CD200R1 chtra sy thay thé axit amin 1234A/L235A (“LALA”)
(Woodle, E. Steve et al., Transplantation, 68(5): 608-616 (1999)).

‘ Do d6, theo mot sb phuong 4n, céc bién thé ving Fc khong c6 hiéu tng
Fc cua khang thé khdang CD200R1 chira mdt hogc nhidu sy thay thé axit amin
duoc chon tir N297A hodc N297G. Theo mot sb phuong an, cac bién thé vung
Fc khong c6 hiéu tng Fc cta khang thé khang CD200R1 chta cép su thay thé
axit amin P331S/K322A. Theo cic phuong an khac, cac bién thé ving Fc
khong c6 hiéu tng Fc clua khang thé khang CD200R1 chira su thay thé axit
amin L234A/L235A (LALA) hoic L234A/L235A/P329G (LALAPG). Theo
mdt sb phuong 4n, trong d6 khang thé khang CD200R1 thudc loai isotyp 1gG2
hoiclgG4, khang thé khang CD200R1 niy chia sy thay thé axit amin S228P
va/hodc L235E. _ ‘

~ Céc bién thé ving Fc c6 su gin két v6i FcR duge cai thién hodc giam
b6t duge boc 19 trong, vi dy, Bing ddc quyén sang ché My sb US 6.737.056;
Cong bb don qubc t& s6 WO 2004/056312; va Shields et al., J. Biol. Chem.
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9(2): 6591- 6604 (2001). Cac bién‘thé ving Fc ¢6 ADCC duge cai thién c6 thé
chira mot hogc nhidu su thay thé axit amin, vi du, & cac vi trf 298, 333, va/hoge
334 cta ving Fc nay (dua trén cach danh 50 cﬂé EU). C4c bién thé ving Fc ¢6
s gén két véi Clq va/hodc tinh gay doc t€ bao phy thudc bd thé (Complement
Dependent Cytotoxicity: CDC) dugc thay d6i (nghia 12 dugc cai thién hodc
giam bot) nhu duge md ta, vi du, trong Bing doc quyén sang ché My sb US
6.194.551, Cong bd don qubc té s& W099/51642, va Idusogie et al, J.
Immunol. 164: 4178- 4184 (2000). Céac bién thé ving Fc c6 thoi gian ban huy
duoc ting 1én va su gin két voi thy thé Fc & tré so sinh (neonatal Fc receptor:
FcRn) dugce cai thién duge boc 19, vi du, trong Cong bé don sang ché My sb
US2005/0014934A1 (Hinton et al.). Cac bién thé ving Fc nay chira sy thay thé
axit amin & mot hoac nhiéu vi tri trong sb céc vi tri: 238, 256, 265, 272, 286,
303, 305, 307, 311, 312, 317, 340, 356, 360, 362, 376, 378, 380, 382, 413, 424,
va 434. C4c bién thé ving Fc khic c6 thdi gian ban hity duoc ting 1én bao gom
tdp hop cac dot bién YTE & cac vi tri 252, 254, va 256 (nghia la
M252Y/S254T/T256E) dugc mo ta, vi du, trong Biang doc quyén sang ché My
s6 US 7658921B2 (Dall’Acqua et al.). Vi du khac v& céc bién thé ving Fc c¢6
thé dugc tim thdy, vi du, trong cac Bing doc quyén sang ché My sb US
5.648.260 va 5.624.821; va Cong bd don qudc té s6 W094/29351.

No6i chung, cac thtr nghiém vé tinh gy doc té bao in vitro vahodc in
vivo c6 thé duge tién hanh dé x4c nhan sy gidm/can kiét hoat tinh CDC va/hodc
ADCC trong bién thé vung Fc. Vi du, c4c thir nghiém gin két thu thé Fc (FcR)
c6 thé duoc tién hanh dé dam bao rang khang thé khong c6 su gin két FcyR (do
d6 6 thé khong c6 hoat tinh ADCC) nhung van duy tri kha ndng ghn két FcRa.
Céc té bao so cip chi dé 1am trung gian cho ADCC, céc té bao NK biéu hién
FeyRII, trong khi cdc bach ciu don nhan to biéu hién FcyRI, FcyRII, va
FeyRIIL. Vi dy khong 1am gidi han vé cac thir nghiém in vitro dé danh gia hoat
tinh ADCC cta phan tir quan tdm dugc md ta trong Bing doc quyén sang ché
My§ s6 US 5.500.362 (vi du, xem tai liéu: Hellstrom, et al., Proc. Nat 'l Acad.
Sci. My 83:7059-7063 (1986)) va Hellstrom, et al., Proc. Nat'l Acad. Sci. My
82: 1499-1502 (1985); 5.821.337 (xem tai liéu: Bruggemann, M. et al., J. Exp.
Med. 166: 1351-1361 (1987)). Theo cach khéc, cac phuong phap thir nghiém
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khong c6 hoat tinh phéng xa ¢ thé dugc sit dung (vi du, xem thir nghiém vé
tinh gay doc té bao khong c6 hoat tinh phéng xa ACTI™ dé dém té bao theo
dong (CellTechnology, Inc. Mountain View, CA; va thir nghiém vé tinh giy
doc té bao khong c6 hoat tinh phong xa CytoTox96® (Promega, Madison, WI).
Té bio hiéu tmg hitu ich cho cac thir nghi¢ém nay bao gbm té bao don nhén méu
ngoai vi (peripheral blood mononuclear cell: PBMC) va té bao giét tu nhién
(Natural Killer: NK). Theo cach khac hodc ngoai ra, hoat tinh ADCC cua phén
tlr quan tdm co thé duoc danh gia in vivo, vi dy, trong md hinh dong vat nhu md
hinh duoc boc 10 trong tai liéu: Clynes et al. Proc. Nat'l Acad. Sci. M§ 95:652-
656 (1998). Céc thir nghiém gén két Clq ciing ¢6 thé duge tién hanh dé khing
dinh ring khang thé khong c6 kha nang gin két Clq va do d6 khong c6 hoat tinh
CDC. Vi dy, xem thir nghiém ELISA gin két Clq va C3c trong cac Cong bd
don qudc t& s6 W02006/029879 va W02005/100402. Dé danh gia sy hoat hoa
bd thé, thir nghiém CDC c6 thé dugc thuc hién (vi dy, xem tai li¢u: Gazzano-
Santoro et al., J. Immunol. Methods 202: 163 (1996); Cragg, M.S. et al., Blood
101: 1045-1052 (2003); va Cragg, M.S. va M.J. Glennie, SW 103:2738-2743
(2004)). Viéc x4c dinh sy ghn két FcRn va su thanh thai/thoi gian ban huy in
vivo ¢6 thé duoc thuc hién bang cach st dung cdc phuong phap d3 biét trong
linh vuc nay (vi du, xem tai liéu: Petkova, et al., Intl. Immunol. 18(12): 1759-
1769 (2006)).

D. Bién thé khang thé duoc thiét ké véi xystein

Theo mot s6 phuong an, dy dinh rang khang thé khang CD200R1 duoc

mo ta & day co thé dugc thé & cac vi tri dic hiu khong phai trong vung HVR
bing gbc xystein dé tao ra cac nhém thiol ¢6 kha nang phan tmg. Cac khang thé
“thioMAb” duoc thiét ké nhu vay c6 thé dugc st dung dé lién hop khang thé, vi
du, véi chc gbe duge chit hodc cac gbe duge chat-nhém lién két va nhd dé tao
ra c4c thé lién hop mién dich, nhu duge mo ta trong phan khac trong ban mo ta
nay. Cac khéang thé duoc thiét ké véi xystein c6 thé duoc tao ra nhu dugc md ta,
vi duy, trong Bang doc quyén sang ché M¥ s6 US 7.521.541. Theo mot sd
phuong an, mot hodc nhidu gbc bat ky clia cc gbc khang thé sau day c6 thé
duoc thé bang xystein: V205 (theo cach danh s6 Kaba) ctia chudi nhe; A118
(theo cach danh s6 EU) ctia chudi ning; va S400 (theo cach danh s6 EU) clia
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vung Fc chudi nidng.

E. D3n xuit khang thé

Theo mot s6 phurong 4n, khang thé khang CD200R1 cta sang ché c6 thé
duoc cai bién thém (nghia 1 duoc dan xut hoa) véi cac gbc khong phai
protein. Cac gbc khong phai protein thich hop d& din xuét héa ctia khang thé
bao gdm, nhung khong chi gidi han &, cic polyme tan trong nudc nhu:
polyetylen glycol (PEG), cac copolyme ciia etylen glycol va propylen glycol,
carboxy-metylxenluloza, dextran, rugu polyvinyl, polyvinyl pyrolidon, poly-1,
3-dioxolan, poly-1, 3, 6-trioxan, copolyme etylen/anhydrit maleic, homo-
polyme poly-axit amin hogc cac copolyme ngau nhién, va dextran hogc poly(n-
vinyl pyrolidon)polyetylen glycol, homo-polyme propropylen glycol, co-
polyme polypropylen oxit/etylen oxit, cac hop chét polyol polyoxy-etyl hoa (vi
du, glyxerol), ruou polyvinyl, va cac hdn hop cta chiing. Theo mot s6 phuong
an, su cai bién cta khang thé c6 thé duoc tién hanh bé‘mg cach su dung metoxy-
polyetylen glycol propionaldehyt. Cac polyme c6 thé 13 polyme c6 trong lugng
phan tir bit k¥, va c6 thé c6 nhanh hodc khong c6 nhanh. S6 lugng polyme
duogc gin véi khang thé c6 thé thay ddi, va néu c6 nhiéu hon mot polyme duoc
gén vao, ching c6 thé 1a cac phan tir gidng nhau hogc khac nhau. N6i chung, s6
lugng va/hodc loai polyme dugc st dung d8 d3n xuét hoa c6 thé duoc x4c dinh
dua trén céc yéu t6 can can nhéc bao gdbm, nhung khong chi gi6i han ¢, cac ddc
tinh hodc chirc ndng cu thé cta khang thé, vi dy, liéu din xuit khang thé s&
duoc st dung trong liéu phép trong cac diéu kién x4c dinh hay khong.

8. Thé lién hop mién dich

Theo mot sd phuong 4n, khang thé khang CD200R1 cla sang ché ciing
¢6 thé 13 thé lién hop mién dich, trong d6 thé lién hop mién dich nay chira
khang thé khang CD200R1 dugc lién hop véi mot hodic nhidu chét gay doc té
bao. Cac chit gay doc té bao thich hop dugc bao gdm trong sang ché bao gdm
cac chét hoéa tri liéu, duoc chét, chét rc ché su phét trién, doc tb (vi du, cac doc
td protein, cac doc td ¢6 hoat tinh enzym c6 nguén géc tir vi khuén, nim, thuc
vat hodc dong vat, hodc cac méanh cia ching), hodc céac dﬁ‘mg vi cd hoat tinh
phong xa.

Theo mot s phuong 4n, thé lién hop mién dich 13 thé lién hop khéng
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thé-duoc chét (aﬁtibody—dmg conjugate: ADC) trong d6 khang thé khang
CD200R1, nhu dugc mo ta trong ban mo ta nay, dugc lién hop véi mot hodic
nhidu dugc chét.

Theo mot sd phuong 4n, thé lién hop mién dich cua sang ché chira khang
thé khang CD200R1 nhu dugc mo ta trong ban mé ta nay dugce lién hop véi
duogc chat hoic chét diéu tri dé diéu tri bénh hoac tinh trang bénh qua trung gian
CD200R]1.

Theo mot s phuong an, khéng thé khang CD200R1 nhu dugc mo ta
trong ban mo ta nay co thé duoc lién hop véi doc t ¢ hoat tinh enzym hodc
manh ctia n6 bao gbm, nhung khong chi giéi han 6, doc t6 bach hiu chudi A,
c4c manh khong c6 hoat tinh gin két clia doc t6 bach hau, ngoai doc t6 chudi A
(tr vi khudn Pseudomonas aeruginosa), rixin chudi A, abrin chudi A, modecxin
chudi A, alpha-sarcin, cac protein Aleurites, fordii, cac protein dianthin, cac
protein Phytolaca americana, chét tc ché Momordica charantia, curcin, crotin,
chét wrc ché Sapaonaria officinalis, gelonin, mitogellin, restrictocin,
phenomycin, enomycin, va cac doc td tricothecene.

. Theo mét sb phwong 4n, thé 1ién hop mién dich cua sang ché chira khang
thd khang CD200R 1 nhu dugc mo ta trong bian md ta nay duoc lién hop vé1
ddng vi c6 hoat tinh phéng xa (nghia la thé lién hop phong xa). Cé nhiéu loai
ddng vi c¢6 hoat tinh phong xa c6 san dé tao ra c4c thé lién hop phong xa nay.
Céc vi du bao gém, nhung khong chi giéi han 6, 4Cu, 89Zxr, 2 AL, 1311, 1251 9y,
18~6Re, 188Re, 153Sm, 22 3 2P, 212pp va céac déng vi ¢ hoat tinh phong xa cla
Lu. Theo mot s6 phuong an, ddng vi c6 hoat tinh phéng xa c6 thé 14 hoc bao
gdm ¢ FDG. Theo mot s6 phwong 4n, th8 lién hop mién dich c6 thé bao gdm
ddng vi phéng xa dé phat hién o thi nhép nhay, hodc nhan danh dAu spin dé
phét hién NMR hozc MRI. Céc ddng vi phong xa hodic nhan dinh déu spin
thich hgp ¢6 thé bao gém, 123 By, iy Be, Pr PN, 170, cac d6ng dang khéc
nhau cta Gd, Mn va Fe.

Céc thé lién hop mién dich cia khang thé khang CD200R1 va chét gdy
doc té bao, cb thé duoc tao ra béng cach su dung nhiéu loa,u_chat phan g co
hai chirc d& dugc biét rd va cic chit héa hoc thich hop dé lién hop vo6i protein.

Céc chét phan (mg nay bao gdm, nhung khong chi giéi han ¢: N-sucxinimidyl-
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3-(2-pyridyldithio) propionat (SPDP), sucxinimidy1~4-(N_—ma_leimidometyl)
xyclohexan-1-carboxylat (SMCC), iminothiolan (IT), céac dAn xuit c6 hai chirc
ciia imidoeste (vi du, dimetyl adipimidat HQ), cc este c6 hoat tinh (vi du,
disucxinimidyl suberat), cac hop chét aldehyt (vi dy, glutaraldehyt), cac hop
chét bis-azido (vi dy, bis-(p-azidobenzoyl)-hexandiamin), cac dan xuét bis-
diazoni (vi dy, bis-(p-diazonibenzoyl)-etylendiamin), cac hop chét diisoxyanat
(vi du, toluen-2,6-diisoxyanat), va cac hop chét flo c6 hoat tinh bis (vi duy, 1,5-
diflo-2,4-dinitrobenzen). , |
Cécvché.t phén ng dé didu ché thé lién hop mién dich cua sang ché ciing
c6 thé bao gbm chit phan Gng”duoc tao lién két ngang” c6 ban trén thi trudng
nhu: BMPS, EMCS, GMBS, HBVS, LC-SMCC, MBS, MPBH, SBAP, SIA,
SIAB, SMCC, SMPB, SMPH, sulfo- EMCS, sulfo-GMBS, sulfo-KMUS, sulfo-
MBS, sulfo-SIAB, sulfo-SMCC, va sulfo-SMPB, va SVSB (sucxinimidyl—(4-
vinylsulfon)benzoat) (vi du, xem tai liéu: Pierce Biotechnology, Inc., Rockford,
IL., M¥).
9. Cac khing thé tbng hop

Theo mot s6 phuong an khang thé khang CD200R1 ctia sang ché c6 thé
1a khang thé tdng hop chia tap hop cac ving CDR hodc HVR tir globulin mién
dich khang CD200R1 (vi du, HVR-L1, v.v.) dugc ghep 1én khung hodc vung
khung khéc véi khung hodc vung khung. ctia globulin mién dich, nhu khung
protein thay thé, hoic khung polyme nhéan tao. ,

Céc khung protein 1am vi dy dugc dy dinh dé diéu ché cac khang the
tbng hop clia sang ché c6 thé bao gbm, nhung khdng chi gidi han §: fibronectin,
neocarzinostatin CBM4-2, lipocalin, thy thé té bao T, protein-mién A (protein
Z), Im9, céc protein TPR, cac mién ngén tay kém, pVIIL, polypeptit tir tuyén.
tuy gia cAm, GCN4, mién tuong ddng 3 cia mién WW Sre, cic mién PDZ,
TEM-1 beta-lactamaza, thioredoxin, staphylococcal nucleaza, céc mién ngén
tay PHD, CL-2, BPTI, APPI, HPSTI, ecoﬁn, LACI-D1, LDTI, MTI-II, cac doc
t6 tir bo cap, peptit defensin-A tir con trung, EETI-1I, Min-23, CBD, PBP,
xytocrom b-562, cac _mién thu thé Ldl, gama-crystallin, ubiquitin, transferrin,
va/hodc céc mién twong tu lectin kiéu C.

Céc khung polyme (khong phéi protein) nhén tao lam vi du hitu ich cho
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cac khénglthé‘téng hop duoc mo ta, vi dy, trong tai liéu: Fiedler et' al., (2014)
“Non—Antibodjr Scaffolds as Altemétive Therapeutic Agents” trong Handbook
of Therapeutic Antibddies (‘eds S. Diibel and J. M. Reichert), Wiley—VCH
Verlag GmbH & Co.; Gebauer et al., Curr. Opin. Chem. Biol, 13:245-255
(2009); Binz et al, Nat. Biotech., 23(10): 1257-1268 (2005).

IV. Ché phim va phuong phap tii t6 hop

Khéng thé khang CD200R1 cua sang ché c6 thé dugc tao ra bing cac
nguyén liéu va phuong phap tai t6 hop da duge biét 18 trong linh vuc san xudt
khang thé. Theo mot s6 phwong 4n, sang ché dé xuét axit nucleic dugc phan lap
mi héa khang thé khang CD200R1. Axit nucleic nay co thé ma héa trinh tu axit
amin chita ving Vi va/hodc trinh ty axit amin chira ving Vg ciia khang thé (vi
du, chudi nhe va/hodc chudi ning cta khang thé). Theo mot sb phuong &n, sang
ghé dé xuét mot hodc nhiéu vecto (vi dy, cac vecto biéu hién) chira céc trinh tu
axit nucleic mé hda khang thé khang CD200R1. Theo mot sb phuong 4n, sang
ché dé xuit t& bao chu chtra trinh tu axit nucleic ma hoa khang thé khang
CD200R1. Theo mot phuong an, té bao chit duge bién nap véi vecto chira axit
nucleic ma hoéa trinh ty axit amin chira vang Vy cta khang thé va trinh ty axit
amin chtra ving Vy cua khang thé. Theo phuong an khéc, té bao chu dugc bién
nap voi vecto thir nhét chira axit nucleic ma héa trinh tw axit amin chira ving
V., cua khang thé va vecto thir hai chtra axit nucleic ma héa trinh ty axit amin
chira. ving Vg cua khang thé.

Theo mbt sd phuong an cuia phu’ong phap tai td hop, t& bao chu dugce sur
dung 13 té bao c6 nhén dién hinh, nhu té bao budng trimg chudt dong Trung
Qudc (Chinese Hamster Ovary: CHO), hoac té bao lymphd (vi du, YO0, NSO,
Sp20). Theo it nhat mot phuong an, sang ché dé ‘xuét phuong phép tao ra khang
thé khang CD200R1, trong d6 phuong phéap bao gbdm budc nudi cly té bao chu
chira axit nucleic ma héa khang thé, nhu da dé xuét trén day, trong cac diéu
kién thich hop cho s biéu hién ciia khang thé, va tily ¥ thu hoi khing thé tir té
bao chi (hodc mdi trudng nudi cly té bao chir).

Tém lai, phuong phap sin xudt ti to hop khang thé khang CD200R1
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duoc tién hanh bing cach phan 18p axit nucleic méd héa khang thé (vi du, nhu
dugc mé ta trong ban md ta nay) vA chén axit nucleic nay vao mét hozc nhidu
vecto dé tach dong va/hodc biéu hién thém trong té bao chi. Céc axit nucleic
nay dugc phan 1ap d& dang va giai trinh tu bang cach sit dung cac quy trinh
thong thuong da dugc biét 16 trong linh vuc nay (vi du, bang cach st dung cac
doan do oligonucleotit c6 kha nang gin két dac hiéu voi gen mi hoa chudi ning
va chudi nhe cua khang thé mong mubn). Cac t& bao chu thich hgp va phuong
phap nudi cdy dé tach dong hodc biéu hién cac vecto md hoéa khang thé 1a da
duoc biét & trong linh vuc nay va bao gbm céc té bao té bao khong nhén hodc
& bio c6 nhan dién hinh. Thong thuong, sau khi biéu hién, khang thé c6 thé
dugc phan 14p tir bot nhéo té bao trong phan doan hoa tan va dugc tinh ché
thém. Ngoai vi sinh vat c6 nhdn nguyén thuy, vi sinh vat ¢6 nhan dién hinh nhu
ndm soi hoic nAm men 13 cac vat chu tich dong hodc biéu hién thich hgp cho
c4c vecto ma hoa khang thé, bao gbm ca céc ching ndm va nidm men c6 con
duong glycosyl hoa dd “duge lam cho gidng véi cua nguoi” din dén su tao ra
khang thé c6 kiéu glycosyl hoa & ngudi mot phan hodc hoan toan (vi dy, xem
tai lidu: Gerngross, Nat. Biotech. 22: 1409-1414 (2004), va Li et al., Nat.
Biotech. 24:210-215 (2006)).

Céc té bao chi thich hop cho su biéu hién ciia khang thé khang
CD200R1 dugc glycosyl hda cua sang ché ciing c6 thé c6 ngudn gdc tir c4c sinh
vat da bao (dong vat khong xuong séng va dong vat c6 xuong séng). Vi du vé
cac té bao cua dong vat khong xuong séng bao gbm céc té bao thuc vat va con
trung. Nhiéu ching baculovirut d& dugc xéac dinh c6 thé dugc st dung két hop
véi cac té bao con tring, dac biét 1a dé chuyén nhiém céc té bao Spodoptera
frugiperda. Cac giéng nuodi chy té bao thuc vt cling c6 thé dugc st dung lam
vét chu (vi dy, xem céc Béng doc quyén sang ché My s6 US 5.959.177,
6.040.498, 6.420.548, va 7.125.978.

Vi du vé& cac dong té bao chu ciia dong vét c6 vii hitu ich d8 san xuét
khang thé khang CD200R1 ctia sang ché bao gdm céc té bao budng trimg chudt
ddng Trung Qudc (CHO), bao gdm ca céc té bao DHFR-CHO (vi dy, xem tai
lidu: Urlaub et al., Proc. Natl. Acad. Sci. My 77:4216 (1980)); cac dong té bao
u tiy nhu Y0, NSO va Sp2/0; dong té bao than khi CVI dugc bién nap bang
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SV40 (COS-7); dong té bao than phdi ngudi (cAc té bao 293 hodc 293 nhu dugc
md ta, vi du, trong tai liéu: Graham et al., J. Gen Virol. 36:59 (1977)); cac té
bao than chudt ddng so sinh (baby hamster kidney: BHK); cac té bao Sertoli
cua chudt (cac té bao TM4 nhu duoc md ta, vi du, trong tai liéu: Mather, Biol.
Reprod. 23:243-251 (1980)); cac té bao than cua khi (CV1); cac té bao than cta
khi xanh chau Phi (VERO-76); cac té bio caxinom cb tir cung & ngudi (HELA);
cac té bao than ché (MDCK; céc té bao gan cia chudt trdu (BRL 3A); cac té
bao phdi ctia ngudi (W138); cac té bao gan cta ngudi (Hep G2); té bao khdi u
tuyén vii clia chudt (MMT 060562); céc té bao TRI (vi du, xem tai li¢u: Mather
et al., Annals N Y. Acad. Sci. 383:44-68 (1982) va Bing doc quyén sang ché
Mg 56 US 6.235.498); céc té bao thu duoc tir Hoi dong nghién ctu y khoa 5
(Medical Research Council 5: MRC 5) (vi du nhu cac té bao c6 san tir ATCC
va con dugce goi 1a CCL-171); va cac té bao Foreskin 4 (FS-4) (vi du, xem tai
licu: Vilcek et al. Ann. N. Y. Acad. Sci. 284:703-710 (1977), Gardner &
Vilcek. J. Gen. Virol. 44:161-168 (1979), va Pang et al. Proc. Natl. Acad. Sci.
M§ 77:5341-5345 (1980)). Dé tham khao chung vé céc dong té bao chi cla
dong vét c6 vi hitu ich thich hop cho viéc san xuét khang thé, vi du, xem tai
lidu: Yazaki and Wu, Methods in Molecular Biology, Vol. 248 (B.K.C. Lo, ed.,
Humana Press, Totowa, NJ), pp. 255-268 (2003).

V. Dugc phiam va dang bao ché ciia khang thé khang CD200R1

Sang ché ciing d& xuét dugc phdm va dang bao ché dugc phdm chira
khéng thé khang CD200R1. Theo mot sb phuong 4n, séng ché dé xuit dang bao
ché dugc phim chira khang thé khang CD200R1 nhu dugc md té trong ban md
t4 ndy va chit mang dugc dung. Theo mot s6 phuong 4n, khang thé khang
CD200R1 13 chét ¢6 hoat tinh duy nhét ciia dugc phdm. Cac dang bao ché dwgc
phdm nay c6 thé dugc bao ché bang cach tron 1an khang thé khang CD200R1,
co d6 tinh Kkhiét mong mudn, véi mot hoic nhiéu chit mang dugc dung. Thong
thuong, cac dang bao ché dugc phdm ndy c6 thé duoc bao ché duési dang dung
dich nudc (vi du, xem tai liéu: Bing doc quyén sang ché My sb US 6.171.586,
va Cong bd don quéc té s6 W02006/044908) hodc dudi dang bao ché dong khod
nhanh (vi du, xem tai liéu: Bing doc quyén séng ché My s6 US 6.267.958).

CAc chit mang dugc dung thuong khéng cé doc tinh cho ngudi nhdn véi
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lidu luong va néng do dugc st dung. C6 rAt nhidu chit mang dugc dung nhu
vay la da duogc biét rd trong linh vuc nay (vi dy, xem tai liéu: Remington's
Pharmaceutical Sciences 16th edition, Osol, A. Ed. (1980)). Cac chit mang
dugc dung lam vi du hiru ich trong dang bao ché cia sang ché c6 thé bao gom,
nhung khong chi giéi han &: cac chét d&m nhu phosphat, xitrat, va cac axit hitu
co khac; céc chét chéng oxy hoa bao gdm axit ascorbic va methionin; céc chit
bao quan (nhu octadexyldimetylbenzyl amoni clorua; hexamethoni clorua;
benzalkoni clorua; benzethoni clorua; phenol, butyl hodc rwrou benzylic; cac
hop chét alkyl paraben nhu metyl hodc propyl paraben; catechol; resorxinol;
xyclohexanol; 3-pentanol; va m- cresol); cac polypeptit co trong luong phan tr
thap (it hon khoang 10 gbc); cac protein, nhu albumin huyét thanh, gelatin,
hodc globulin mién dich; cac polyme wa nu6c nhu polyvinylpyrolidon; céc axit
amin nhu glyxin, glutamin, asparagin, histidin, arginin, hodc lysin; cac
monosacarit, disacarit, va cac hydrat cacbon khac bao gém glucoza, manoza,
hodc dextrin; cac chét ,Qhelat héa nhu EDTA; cac duong nhu sucroza, manitol,
trehaloza hodc sorbitol; cac ion dbi tao mudi nhu natri; cac phic chit kim loai
(vi du, céc phtrc chét Zn- protein); va/hodc cac chét hoat dong bé mit khong ion
nhu polyetylen glycol (PEQG).

Céc chAt mang dugc dung hitu ich trong cdc dang bao ché ctia sang ché
cling cé th8 bao gbm cac chét phan tan duoc chit trong md k& nhu céc
glycoprotein hyaluronidaza c6 hoat tinh trung hoa hoa tan (sHASEGP) (vi du,
xem céc Cong bd don sang ché My s& 2005/0260186 va 2006/0104968), nhu
céc glycoprotein hyaluronidaza PH-20 hoa tan ctia ngudi (vi du, rtHuPH20 hodc
HYLENEX®, Baxter International, Inc.).

_ Ciing du dinh rang cac dang bao ché duoc boc 10 ¢ day cé thé chua cac
thanh phan c6 hoat tinh, ngoai khing thé khang CD2OOR1,_neu can, ddi voi chi
dinh cu thé cin duge diéu tri & déi twong duge cho st dung dang bao ché. Tét
hon 13 thanh phan c6 hoat tinh bd sung bét ky c6 hoat tinh bd tro cho hoat tinh
ctia khang thé khang CD200R1 va c4c hoat tinh nay khong tac dong cd hai voi
nhau. . A .
Theo mot sb phuong an, dugc pham chira khang thé khang CD200R1 va
chét c6 hoat tinh bd sung nhu, nhung khong chi gidi han &, chit trc ché diém
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Kkidm soat. Cac chét trc ché didm kiém soat hitu ich trong céc phuong an nay
bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, khang thé thtr hai c6 tinh dic hiéu déi
v6i khang nguyén 13 phan tir kidm so4t mién dich. Theo mot sb phuong an,
khang thé thtr hai 6 tinh ddc hiéu d6i v6i phan ti kidm soat mién dich dugc
chon tir PD1, TIGIT, LAG3, PVRIG, KIR, TIM-3, CRTAM, CTLA-4, BTLA,
CD244, CD160, LIGHT, GITR, 4-1BB, 0X40, CD27, TMIGD2, ICOS, CD40,
CD47, SIRPa, NKG2D, NKG2A, TNFRSF25, CD33, CEA, Epcam, GPC3,
CD200, CD200R 1, CD73, CD83, CD39, TRAIL, CD226, va VISTA.

 Theo it nhdt mdt phuong 4n, duge phim chta khéang thé khang
CD200R1 va chét c hogt tinh bo sung, trong d6 chit ¢6 hoat tinh bd sung 1
khéng thé ¢ tinh ddc higu déi v6i phan tir kiém soat mién dich dugc chon ti
PDI, TIGIT, LAG3, PVRIG, KIR, TIM-3, va CRTAM.

Theo it nhit mdt phuong an, dugc phdm chra khéng thé khang
CD200R1 va chat c6 hoat tinh bd sung, trong d6 chét c6 hoat tinh bd sung 1a
khang thé c6 tinh dic hiéu dbi v6i phén tir kiém soat mién dich PD1. Céac khéng
thé 1am vi du c6 tinh ddc hiéu dbi v6i PD1 14 hitu ich trong cac phuong an cua
duge phim dugc boc 10 ¢ day bao gbm, nhung khong chi gi6i han 0,
dostarlimab, pembrolizumab, nivolumab, va pidilizumab. '

Céc thanh phén hoat tinh ¢6 thé duoc gin trong vi nang duoc didu ché,
vi du, bing cac k¥ thuat tu giot hodc bang cach polyme héa bé mit phéan céch,
vi du, hydroxymetylxenluloza hodc céc vi nang gelatin va céc vi nang poly-
(metylmetacrylat) twong Ung, trong céc hé giai phong duoc chit dang keo (Vi
dy, cac liposom, hat vi cﬁu albumin, vi nhil twong, hat nano va vién nang nano)
hodc trong thé nhii trong vi mo. Céac k¥ thuat nay dugc boc 10 trong tai ligu:
Remington's Pharmaceutical Sciences 16th edition, Osol, A. Ed. (1980).

Theo mdt s& phwong 4n, dang bao ché c6 thé 1a ché pham giai phong duy
11 clia khéng thé va/hodc cac thanh phén hoat tinh khac. Vi du thich hop vé cac
ché pham giai phong duy tri bao gdm chit nén ban thim ctia cac polyme ky,
nuéce dang ran chira khéng thé, cac chit nén nay & dang vat phém da dinh hinh,
vi du, mang hodc vi nang. ,

‘Thoéng thudng, cac dang bao ché ctia sang ché dugc st dung cho ab6i

turong & dang vo khuin. Cac dang bao ché v6 khuan c6 thé duge bao ché dé
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dang béng cach str dung céc k¥ thuat da dugc biét 18, vi du, béng cach loc qua

mang loc v6 khuén.

IV. Ung dung va phwong phap diéu tri

Duy dinh ring ché pham hoic dang bao ché bét ky trong s6 cac ché pham
hodc dang bao ché chira khang thé khiang CD200R1 ctia séng ché c6 thé dugc
str dung cho tmg dung hodc phuong phap bét ky, nhu trong cac phuong phap
diéu tri st dung kha ning gén két dic hiéu v6i CD200R1 ctia ching va nho d6
trc ché, 1am giam, va/hodc phong bé hoan toan chirc ning cua CD200R1 dudi
dang thu thé bé mit té bao lién quan dén su diéu hoa mién dich hodc truyén tin
hiéu, cu thé 13 chirc nang ciia CD200R1 trong viéc diéu hoa am tinh (hodc te
ché) su hoat hoa té bao T hodc té bao NK.

Glycoprotein CD200 ciia bé mit té bao la dich gén két ti nhién cia
CD200R1. Tuy nhién, CD200 duoc biéu hién rong réi hon trén nhiéu loai té bao
khac nhau clia ngudi bao gdm t€ bao thin kinh, té bao biéu md, té bao ndi md,
nguyén bio soi, va té bao dang lymphd, va su gfin két cia CD200R1 véi phdi ti
CD200 cua n6 d3 dugce phat hién 1a truyén tin hiéu cua hoat tinh ¢ ché mién
dich. Do d6, dy dinh ring khang thé khing CD200R1 c6 thé duoc st dung
trong cac phuong phép diéu tri lién quan dén viec trc ché, 1am giam, va/hodc
phong bé hoan toan su gin két dic hidu cua ;CD200R1 véi CD200.

C6 nhidu loai bénh, rdi loan, tinh trang bénh c6 kha nang dugc diéu tri
béng cach uc ché, 1am giam, va/hodc phong bé hoan toan hoat tinh diéu hoa
mién dich va/hodc truyén tin hiéu mién dich cua CDZOORI, cu thé 13 tac dung
trc ché mién dich ctia CD200R1 dbi v6i sw hoat héa té bao lympho. Cac loai
bénh, r6i loan, va tinh trang bénh bao gbm, nhung khong chi gidi han g, cac
bénh ung thu.

Vi duy, cac chét_ phong bé tac dung wrc ché mién dich ctia mot sd protein
(vi du, PD1) hién dang dugc phét trién dé diéu tri nhiéu loai bénh ung thu bao
gbém bénh ung thu tuyén thuong thén, bénh ung thu bang quang, cac bénh
sacOm, bénh ung thu c6 su mét 6n dinh vi vé tinh & mirc cao (MSI-H) (bao gbm
c4 bénh ung thu MSI thé rén), Khoi u c6 ganh nang dot bién cta khdi u (TMB)

& mic cao, bénh ung thu do thiéu sy sta chita bat cap sai (mismatch repair
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deficient: dAMMR), bénh ung thu nfo, bénh ung thu vu, bénh ung thu cb tir
cung, bénh ung thu két-tryc trang, bénh caxinom tuyén EGJ, bénh ung thur thyc
quan, bénh ung thu tui mat, bénh ung thu ving da day (vi du, bénh caxinoit
duong da day-rudt (bénh caxinoit GI)), bénh ung thu vung dAu va cd, bénh ung
thu tim, bénh caxinom té bao gan, bénh ung thu than, bénh ung thu gan, u
melanin, u trung biéu mo (vi dy, u trung biéu m6 mang phéi), bénh ung thu
phdi t& bao khong nho, bénh ung thu budng trimg, bénh ung thu budng tring
biéu mé, bénh ung thu mang trong tr cung, b¢nh ung thu thé ran & tré em, bénh
ung thu tuy, bénh ung thu tuyén tién liét, bénh ung thu lach, bénh ung thu phdi
t& bao nho, bénh ung thu tinh hoan, bénh ung thw tuyén gidp (vi dy, bénh ung
thu tuyén giap thé tiy hodc bénh ung thu tuyén giap thé nang), cac bénh ung
thu méu (vi dy, u lymph6 té bao B 16n lan téa (DLBCL), cac bénh bach cu, u
lympho, u tiy), caxinom té bao than, caxinom than té bao sang, cac khéi u thin
kinh néi tiét (vi du, u t& bao wa crom va u cn hach 4c tinh), va bénh ung thu tir
cung. Theo mot s6 phuong 4an, bénh ung thu dugc chon tur bénh ung thu phéi
(vi du, bénh ung thu phdi t€ bao nho), bénh ung thw da (vi du, u melanin), bénh
ung thu tuy, bénh ung thu mang trong tir cung, bénh ung thu tuyén tién liét,
bénh ung thu két-tryc trang, bénh ung thu budng trimg, u trung biéu md, va
bénh ung thu bang quang. Do d6, du dinh rang ché phim hogc dang bao ché bt
ky trong s6 cac ché pham hodc dang bao ché chira khang thé khang CD200R1
clia sang ché co thé duoc st dung cho phuong phap hodc ung dung dé diéu tri
bénh ung thu bét ky trong s6 cac bénh ung thu di liét ké trén day. Theo mot sd
phuong an, bénh ung thu dugc chon tir bénh ung thu phéi (vi du, bénh ung thu
phéi t bao nhd), bénh ung thu da (vi du, u melanin), bénh ung thu tuy, bénh
ung thu mang trong ttr cung, bénh ung thu tuyén tién 1iét, bénh ung thu két-truc
trang, bénh ung thu budng trimg, u trung biéu md va bénh ung thu bang quang.
Theo mdt s6 phuong 4n, sing ché m6 ta phuong phap diéu tri bénh ung thu &
dbi twong, phwong phap nay bao gbdm buédc cho dbi tuong can diéu tri st dung
lwgng c6 hiéu qua didu tri cia khang thé khang CD200R1 theo sing ché hoic
cho dbi twong st dung lugng cé hiéu qua diéu tri cta dugc phém chtra khang
thé khang CD200R1 cla sang ché va chit mang dugc dung.

Khi dugc bdc 10 & day, bao gbm ca trong cac vi du dudi day, khang thé
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khang CD200R1 cua sang ché c6 kha ning 1am giam, trc ché, va/hodc phong bé
su gin két cia CD200R1 véi CD200, va nhy d6 1am thay ddi cac con dudng
truyén tin hiéu. Do d6, theo mot s6 phuong 4n, sang ché mo ta phuong phép
didu tri bénh hodc tinh trang bénh qua trung gian CD200R1 & dbi tugng,
phuong phép nay bao gbdm budc cho d6i tuong st dung luong cé higu qua diéu
tri cia khang thé khang CD200R1 theo séng ché hodc cho ddi twong cAn didu tri
st dung lugng c6 hiéu qua didu tri ctia dugc phim chira khang thé khang
CD200R1 theo séng ché va chit mang dwgc dung. Tuong ty, theo mot s6
phuong 4n, sang ché mo ti phuong phéap diéu tri bénh do sy gin két véi CD200
duoc bidu hién trén té bao 1am trung gian gy ra & d6i twong, phuong phép nay
bao gff)m buéc cho ddi twong st dung luong co hiéu qué diéu tri cua khang thé
khang CD200R1 theo sang ché hodc cho dbi tugng cin diéu tri st dung luong
¢6 hiéu qua diéu tri ctia dugc pham chira khéng thé khang CD200R1 theo séng
ché va chit mang dugc dung.

Luong co6 hiéu qua diéu tri cua dugc pham cé thé chira khang thé khang
CD200R1 véi lugng it nhét khoang 1 mg/kg hodc khéng thé khing CD200R1
voi lugng it nhét khoang 10 mg/kg. Lugng c6 hi¢u qua diéu tri cua dugc phém
6 thé chira khang thé khang CD200R1 véi luong it nhét khoang 2 mg/kg hodc
khang thé khang CD200R1 v6i luong it nhédt khoang 20 mg/kg. Luong ¢6 hiu
qué didu trj ciia dugc phdm c6 thé chira khang thé khing CD200R1 v6i lugng it
nhét khoang 0,3mg, khéng thé khang CD200R1 véi luong it nhét khoang
1,0mg, khang thé khang CD200R1 véi lugng it nhét khoang 3,0mg, khéng thé
khing CD200R1 véi lugng it nhét khoang 10mg, khang thé khing CD200R1
v6i lugng it nhat khoang 30mg, khang thé khang CD200R1 véi lugng it nhét
khoang 100mg, khang thé khang CD200R1 vdi luong it nhét khoang 300mg,
khang thé khang CD200R1 v6i luong it nhat khoang 900mg, hodc khang thé
khang CD200R1 v6i lugng it nhat khoang 1400mg. Luong c6 higu qua didu tri
cia dugc phim c6 thé chira khang thé khang CD200R1 véi lugng it nhét
khoang 10 mg/kg, khang thé khang CD200R1 véi luong it nhét khoang 20
mg/kg, hodc khang thé khang CD200R1 véi luong it nhét khoang 100 mg/kg.
Theo mot s6 phuong 4n, lugng c6 hiéu qua diéu tri ctia dugc phém c6 thé chia

luong khéng thé khang CD200R1 ndm trong khoang gifra hai gié tri bt ky di
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néu & trén.

Theo mét sé phuong 4n, lugng c6 hiu qua didu tri ctia dugc pham cb
thé tao ra hiéu qua ngoai dich khong dang k8. Vi du, trong mdt sb trudng hop,
khang thé khang CD200R1 v&i liéu khéng qua 10 mg/kg co thé c6 hiéu qua
ngoai dich khong dang ké. Theo vi du khéc, trong mot sb truomg hop, khang thé
khang CD200R1 véi liéu khong qua 20 mg/kg hodc véi liéu khong quéa 100
mg/kg co thé ¢4 hiu qua ngoai dich khong dang ké. Theo mdt sd phuong 4n,
hiéu qua ngoai dich cé thé bao gém su gén két khong dic hiéu (vi dy, khi duge
x4c dinh bang thir nghiém ELISA BV) hodc khé nang phan tng chéo trong mo
cua nguoi. Trong mot sb dwoc pham, khang thé khang CD200R1 véi luong ¢
hiéu qua diéu tri khac duoc dé xuét trong ban md ta nay, hodc ndm trong
khoang cua hai luong c6 hiéu qua didu tri bat k¥ duoc dé xudt trong ban md ta
ndy c6 thé c6 hiéu qua ngoai dich khong dang ke.

Viéc sit dung khang thé khang CD200R1, ché phim, hogc dang bao ché
dugc phim theo phuong phéap diéu tri tao ra hiéu qua diéu tri do khang thé @é
bao vé dbi twong khong bi bénh do CD200R1 lam trung gian gy ra va/hodc
didu tri su tién trién ctia bénh nay & d6i twong. Theo mot s6 phuong 4n, phuong
phép didu tri c6 thé con bao gdm budc sir dung mdt hodc nhiéu chit didu tri
hodic phwong phép didu tri bd sung da biét v6i ngudi c6 hiéu biét trung binh
trong linh vuc nay dé phong nglra va/hodc diéu tri bénh hoic tinh trang bénh do
CD200R1 lam trung gian gy ra. Cac phuong phéap nay bao gdm buéde st dung
mét hodc nhidu chét bd sung ¢6 thé bao gdm viée st dung két hop (trong d6 hai
hogc nhiéu chit diéu tri dugc dua vao cung dang bao ché hoic dang bao ché
riéng biét), va viéc st dung riéng ré, trong truong hop nay, vi¢c st dung ché
pham hoic dang bao ché cua khang thé c6 thé xay ra trude khi, ddng thoi,
va/hodc sau khi str dung chét didu tri bd sung.

Theo mdt sé phwong 4n cua phuong phap diéu tri theo sang ché, khang
thé khang CD200R1 hodc dang bao ché dwoc phdm chira khéng thé khang
CD200R1 dugc st dung cho d6i tuong theo ché do sir dung bat ky dé cung cép
chét nay qua dudng toan than, hodc dén mo dich mong mubn. Viéc st dung qua
dudng toan than thudng dé chi ché do sir dung bt ky cta khang thé vao ddi

tuong & mot vi tri khong phai 1a st dung truc ti€p vao vi tri, m6 hodc co quan
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dich mong mubn sao cho khang thé hoic dang bao ché cia né di vao hé tudn
hoan cua ddi twong va, do d6 duge chuyén héa hodc di qua cac qua trinh tuong
tu khac.

Do d6, cic ché do st dung hitu ich trong phuong phap diéu tri cla sang
ché ¢6 thé bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, tiém, tiém truyén, nho giot va
hit. Viéc st dung bang cach tiém c6 thé bao gdm tiém hodc tiém truyén qua
dudng trong tinh mach, trong co, trong dong mach, trong v, trong ndo thét,
trong bao, trong 4 mit, trong tim, trong chan bi, trong mang bung, trong khi
quan, dudi da, dudi biéu bi, trong khép, dudi vo, dudi mang nhén, trong cot
sbng, trong ndo tiy, va trong xwong uc.

Theo mot s6 phuong 4n, dang bao ché duoc phdm cta khang thé khang
CD200R1 dugc bao ché sao cho khang thé nay dugc bao vé khong bi bét hoat
trong rudt. Do d6, phuong phap didu tri c6 thé bao gém budc stt dung dang bao
ché qua dudng miéng.

Theo mot sd phwong an, sang ché ciing mo ta viéc sir dung cac ché phim
hodc dang bao ché chira khang thé khang CD200R1. Ngoai ra, theo mot sb
phuong 4n, sang ché ciing mo ta viéc st dung ché phém hodc dang bao ché
chira khang thé khang CD200R1 trong viéc san xuét hodc bao ché thubc, cu thé
13 thudc dé diéu tri, phong ngira hodc G ché bénh do CD200R1 lam trung gian
gy ra. Theo phuong 4n khac, thudc nay dé st dung trong phuong phap diéu tri,
phong nglra hodc ¢ ché bénh do CD200R1 lam trung gian gy ra bao gbm
bude cho ddi tugng mic bénh do CD200R1 lam trung gian gy ra sur dung
lugng hiru hi¢u cua thudc nay. Theo mdt s6 phuong 4n nhét dinh, thubc nay con
chira lugng hitu hiéu cta it nhét mot chét didu tri, tic nhan didu tri bd sung. Cac
chit diéu tri hodc tac nhan diéu tri bd sung 1am vi du c6 thé duoc st dung trong
cac thude niy c6 thé bao gdm, nhung khong chi gidi han ¢, khang thé c6 tinh
dic hiéu dbi voi phan tir kidm soat midn dich nhu PD1, TIGIT, LAG3, PVRIG,
KIR, TIM-3, CRTAM, CTLA-4, BTLA, CD244, CD160, LIGHT, GITR, 4-
1BB, 0X40, CD27, TMIGD2, ICOS, CD40, CD47, SIRPa, NKG2D, NKG2A,
TNFRSF25, CD33, CEA, Epcam, GPC3, CD73, CD83, CD39, TRAIL, CD226,
& VISTA. Theo it nhit mot phuong 4n, chit didu tri hodc tac nhén diéu tri b

sung c6 mit trong thudc cia sang che 1a khang thé ¢6 tinh dic hiéu doi véi phan
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tir kidm soat mién dich PD1 bao gém, nhung khong chi gi6i han ¢, khang thé
duogc chon tir dostarlimab, pembrolizumab, nivolumab, va pidilizumab.

Theo phuong an khéc, thudc ding dé didu tri, tc ché hoic phong ngira
bénh do CD200R1 lam trung gian giy ra ¢ dbi tugng bao gébm budc cho d6i
twong ndy st dung lugng hitu hiu cia thubc dé diéu tri, tc ché hoic phong
ngira bénh do CD200R1 lam trung gian gay ra.

Dé phong ngira hodc didu tri bénh hodc tinh trang bénh do CD200R1 lam
trung gian gy ra, lidu luong thich hop cta khang thé khang CD200R1 c6 mat
trong cac ché phidm va dang bao ché cta sang ché (khi duoc str dung mt minh
hodc Két hop véi mot hodc nhidu chat diéu tri b sung khac) s& phu thudc vao
bénh hodc tinh trang bénh cu thé can dugc diéu tri, mtrc d0 nang va din bién
ciia bénh, khang thé nay dugc st dung cho muc dich phong ngira hay diéu tri
bénh, liéu phap trudéc d6 dugce sir dung cho bénh nhén, tién st trong 1am sang
ciia bénh nhén va sy dap Ung v6i khang thé, va quyét dinh cuia bac si diéu tri.
Khang thé khang CD200R1 dugc dua vao cac ché phdm va dang bao ché dugc
mo ta ¢ day, 6 thé duge st dung theo cach thich hop cho bénh nhan & mot thoi
diém, hoic trong loat phwong phap diéu tri. Céc liéu trinh dung liu khac nhau
bao gdm, nhung khong chi gidi han ¢, viéc sir dung mdt hodc nhiéu 1n trong
cac thoi diém khac nhau, st dung lidu 16n, va truyén xung dugc du dinh & day.

Tuy thudc vao loai va mirc do ning cta bénh, luong khing thé khang
CD200R1 nim trong khoang tir khoang 1 ug/kg dén 20 mg/kg trong dang bao
ché cta sang ché 1a liéu lugng thir nghiém ban dau dé sir dung cho dbi tuong 1a
nguoi, bit k& bang cach, vi dy, st dung mot hodc nhiu 14n riéng biét, hodc
bing cach tiém truyén lién tuc. Noi chung, liéu lugng dugc st dung cua khang
thé c6 thé nim trong khoang tr khoang 0,05 mg/kg dén khoang 20 mg/kg. Theo
mot s phwong 4n, mdt hodc nhidu lidu bang khoang 0,5 mg/kg, 2,0 mg/kg, 4,0
mg/kg, 10 mg/kg, 20 mg/kg, hodc nam trong khoang gifta hai gia tri bét ky néu
trén (hodc to hop bat ky cua ching) c6 thé dugc st dung cho dbi tugng 1a
nguoi. Theo mot s6 phuong 4n, lidu duoc st dung cho dbi twong 12 ngudi co thé
16n hon khoang 20 mg/kg.

Theo mdt sb phwong an, lugng c6 hiéu qua didu tri c6 thé dugc st dung

cho dbi twong, nhu dbi tuong 13 nguoi. Luong c6 higu qua didu tri c6 thé bing
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it nhit khoang 1 mg/kg, it nhat khoang 10 mg/kg, it nhat 12 khoang lidu ding
nim trong khoang tir khoang 1 mg/kg dén khoang 10 mg/kg. Luong c6 hiu qua
didu tri c6 thé bing it nhit khoang 2 mg/kg, it nhat khoang 20 mg/kg, hodc it
nhét 13 khoang liéu ding nam trong khoang tir khoang 2 mg/kg dén khoang 20
mg/kg. Luong cé hiéu qua didu tri c6 thé bang it nhét khoang 0,3mg, it nhét
khoang 1,0mg, it nhét khoang 3,0mg, it nhéit khoang 10mg, it nhét khoing
30mg, it nhit khoang 100mg, it nhat khoang 300mg, it nhét khoang 900mg, it
nhét khoang 1400 mg/kg, hodc it nhit 12 khoang liéu ding nam trong khoang
gifta hai gid tri bt ky néu trén. Luong c6 hi¢u qua didu tri c6 thé bang it nhét
khoang 10 mg/kg, it nhét khoang 20 mg/kg, it nhét khodng 100 mg/kg, hodc it
nhét 12 khoang lidu dung nam trong khoang gitta hai gia tri bat ky néu trén.

Viéc st dung lidu lugng cd thé dugc duy tri trong vai ngay hogc 1au hon,
tly thudc vao tinh trang bénh cia dbi twong, vi dy, viéc sir dung co thé tiép tuc
cho dén khi bénh do CD200R1 1am trung gian gay ra dugc diéu tri di, khi dwoc
x4c dinh bing cic phuong phap da biét trong linh vuc nay. Theo mot sd phuong
an, coO thé st dung lidu tai ban dau & muc cao, sau dé st dung mot hodc nhiéu
lidu thip hon (vi dy, mdt hodc nhidu liu duy tri). Tuy nhién, cic ché do lidu
lwgng khac cd thé hiru ich. Su tién trién cia hiéu qua diéu tri trong khi sir dung
lidu ding c6 thé dugc theo ddi bang céc k¥ thudt va thir nghiém thong thuong.

Do d6, theo mot s& phuong 4n cua phuong phap theo sang ché, viéc st
dung khang thé khang CD200R1 bao gdm viéc sir dung liéu luong hang ngay
ndm trong khoéang tir khodng 1 mg/kg dén khoang 100 mg/kg. Theo mot sd
phuong 4n, lidu lugng ciia khang thé khang CD200R1 chira lidu luong hang
ngay bang it nhét khoang 1 mg/kg, it nhét khoang 5 mg/kg, it nhét khoang 10
mg/kg, it nhét khoang 20 mg/kg, hodc it nhét khoang 30 mg/kg.

Vi du thwe hién sang ché

Céc du hiéu va phuong an khac nhau cla sang ché s& dugc minh hoa
trong cé4c vi du lam dai dién sau day, cac vi du nay dugc duara nhim muc dich
minh hoa, va khong lam gi6i han sang ché. Nguoi cé hiéu biét trung binh trong
linh vuc nay sé& dé dang hiéu rang cac vi du cu thé chi d& minh hoa cho séng ché

nhu dugc md ta day di hon trong phan yéu cAu bao hd sau d6. Moi phuong an
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va déu hiéu duoc mo ta trong don sang ché ndy can dugc hiéu 1a c6 thé thay thé

cho nhau va c6 thé két hop véi moi phuong an cé trong do.

Vi du 1: Tao ra cac polypeptit CD200R1

Vi du nay minh hoa viéc tao ra céc cAu trac polypeptit CD200R1 khac
nhau dugc st dung lam khéng nguyén dé tao ra va sang loc khang thé khang
CD200R1 cia sang ché.
A. Tao ra CD200R1

Cic midn ngoai bdo cia bén thé dong dang hu-CD200RI la hu-
CD200R 1-iso4-Alt (SEQ ID NO: 1), hu-CD200R1-iso4-Ref (SEQ ID NO: 2),
hu-CD200R 1-iso1-Alt (SEQ ID NO: 3), hu-CD200R1-isol-Ref (SEQ ID NO:
4), va cac phan doan cua mién ngoai bao twong tw cia khi cynomolgus
CD200R1 (SEQ ID NO: 5), va khi rhesus CD200R1 (SEQ ID NO: 6), dugc

tach dong vao cac vecto biéu hién clia dong vat ¢6 v v6i gen khoi dau CMV dé

bidu hién. Cac chu tric chira dudi tinh ché & ddu tin cing C,
GGGSGLNDIFEAQKIEWHEGSGGHHHHHHHH (SEQ ID NO: 90) va tin
hieu tiét chudi ning IgGl cta chudt ¢ ddu tin cung N,
MGWSCIILFLVATATGVHS (SEQ ID NO: 91). Cac polypeptit CD200R1 tai
t6 hop duoc biéu hién bing céch sir dung hé thong Expi293 (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) véi hudng dAn tiéu chudn. Méi truong dich ndi
bé mit dugc 1am trong bing cach ly tim & toe do 300g va sau d6 dugc loc bang
b6 loc ¢ 0,22 micron. CD200R1 t4i t& hop duge tinh ché ra khoi méi truong da
loc bang phuong phap sic ky ai luc kim loai c¢d dinh véi cot Histrap FF (GE
Healthcare, Chicago, IL, M§) dugc ndi vi hé théng thiét bi tinh ché Akta (GE
Healthcare). Dung moi rira giai cta cot Histrap dugc tinh ché thém bang cach
sic ky loai trir theo kich c& trong chit dém 1x PBS véi cot Superdex 200 dugc
ndi v6i hé théng thiét bi tinh ché Akta (GE Healthcare). Phan doan chinh cta
protein da tinh ché duoc cd dic valoc bang bo loc c& 0,22 micron.,
B. Tao ra CD200

Mién ngoai bao ctia CD200 cua ngudi (SEQ ID NO: 7), va CD200 cﬁa
khi cynomolgus (SEQ ID NO: 8) dugc tich dong vao céc vecto bidu hién cta

d6ng vat c6 vi voi gen khéi dau CMV d8 biéu hién. Céc cau truc chira tin hi€u
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tiét chudi ning IgG1 cta chudt & diu tan cing N (SEQ ID NO: 91) va ving 6
thé két tinh phan doan (Fc) IgG cua ngudi ¢ dau tan cung C c6 sy dot bién
N297G (SEQ ID NO: 9). Cac polypeptit CD200-Fc dugc biéu hién bang cach
stt dung hé théng Expi293 (ThermoFisher) v6i hudng din tiéu chudn. Moi
truomg dich ndi bé mit duoc 1am trong bing cach ly tAm & toc do 300g va sau
d6 duogce loc b%mg b6 loc ¢& 0,22 micron. CD200-Fc tai td hop dugc tinh ché ra
khéi méi truong di loc bang phuong phap sic ky i luc v6i cot MabSelect SuRe
(GE Healthcare) dugc néi voi hé théng thiét bj tinh ché Akta (GE Healthcare).
CD200-Fc da tinh ché dugc rira gidi ra khoi cdt MabSelect SuRe bang natri
xitrat 100mM, d6 pH = 3,0 va dugc lam trung hoa tirc thi boi Tris 100mM, do
pH = 8,8. Dung mi rira giai MabSelect SuRe dugc tinh ché thém bang cach sdc
ky loai trir theo kich c@ trong chit dém 1x PBS véi cot Superdex 200 duogc nbi
v6i hé théng thiét bi tinh ché Akta (GE Healthcare). Phan doan chinh cia

protein da tinh ché duoc co dic va loc bang bod loc ¢& 0,22 micron.

Vi du 2: Tao ra khang thé khang CD200R1 bang cach st dung phuong
phap té bao lai, sang loc va xé4c dinh tinh chét
Vi du ndy minh hoa cdc phuong phap s dung cong nghé té bio lai clia
chuot dé tao ra khang thé khang CD200R1, va cac phuong phap sang loc va
chon loc khang thé dé xac dinh tinh chét thém.
A. Chién dich gay mién dich

Viéc gdy mién dich cho chudt BalbC (d6i vé6i 22.1) hodc chudt Swiss

Webster (d6i voi 10F6) duoc tién hanh véi cac mién ngoai bao tai t6 hop clia
polypeptit hu-CD200R1-iso4-Alt (SEQ ID NO: 1) va polypeptit haplotyp hu-
CD200R 1-iso4-Ref (SEQ ID NO: 2), dwoc san xuét tai chd. Hé cht phy tro
Sigma (Millipore Sigma St. Louis, MO) dugc st dung cho tAt ca cac 1an gay
midn dich. Chudn @) duoc xac dinh bang thit nghiém ELISA nhu dugc md ta
duéi day. Céc con chudt dugc lua chon dya trén chuén d6 cua ching dugc tao
ra trude khi gdy mién dich ting cuong bang thé dung hop 14n cudi ma khong c6
chit phu trg. Mot ngay sau do, lach duge thu hoach va xt 1y theo quy trinh ti€u
chuin. Céc té bao lach duoc dung hop vdi cac t€ bao u tily P3X63Ag8.653 (Bao
tang gibng chudn vi sinh vat My CRL 1580) bang cach st dung PEG va theo
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cac quy trinh tiéu chuén va duogc dan mong trong céc dia cd 96 16 v6i mat do
khoang 50.000 té bao u tiy/1d bang cach st dung céc k¥ thuét tiéu chuén dé 1am
ting dén mirc t6i da tinh vo tinh cua c4c khudn lac tao thanh. Céc té bao lai gbc
duoc chon loc béng c4ch str dung mdi trudng chon loc dugc bd sung AH
(Azaserin + Hypoxanthin).

B. Sang loc dich ndi bé mit chira té bio lai biang thi nghiém ELISA

Sau khi nudi cdy 12-14 ngay, dich ndi bé mit duoc thu thip va sang loc
so cAp bing thir nghiém ELISA véi dia ¢6 96 16 dugc phit CD200R1 clia ngudi.
Céc dia day phing MAXISORP® c6 96 16 (ThermoScientific, catalog s6
439454) dugc pht qua dém ¢ nhiét do 4°C voi luong 50ul protein/15 & ndng do
1pg/ml trong chét dém phu (chét dém cacbonat 0,05M, d6 pH = 9,6 hodc nudc
mudi dém phosphat, PBS). Sau khi loai bo dung dich phu, su ghn két khong dac
hiéu duoc phong bé bang cach bd sung 200ul dung dich thir nghiém/phong bé
chira albumin huyét thanh bo (BSA) 1% trong nudc mubi dém phosphat (PBS)
c6 dopH =74 (chét pha lodng cho thir nghiém ELISA) va u & nhiét do trong
phong trong mot gio.

C. Giéi trinh tu té bao lai
~ Tap hop té bao lai san sinh ra khéng thé don dong khang CD200R1 dugc

cho phat trién dén mat do 1-3X10° trong mdi trudng té bao lai tiéu chudn
(DMEM/F12, FBS 10%, Glutamax 1%, pen 1%/strep) trong thoi gian 7-10
ngdy trong binh T75 véi kha nang séng >80%. 1-3 triéu té bao tir moi trudng
nuoi céy duoc tao vién von trong 6ng falcon dung tich 15ml & tbc dd 300g
trong 5 phit. Céc té bo d tao vién dugc rira bing céch ti tao hon dich céc té
bdo trong Sml PBS dugc 1am lanh bing dé lanh. PBS dugc loai bo va cac té bao
dugc téi tao hdn dich trong 1ml chit phan tmg TRIZOL (Life technologies).
Dich tan dugc cho di qua bom tiém loai 1ml v6i kim tiém cd 20Gl (BD
305175) 20 1an d& dam bao sy lam tan cac t& bao. Hon dich té bao/TRIZOL
dugc lam dong lanh tic thi trén da khd va dugc bao quan ¢ nhiét do
-80C cho dén khi xtr 1y.

ARN té)ng sb dugc phan lap tir dich tan bé‘mg c4ch st dung kit Direct-zol
RNA Miniprep Plus (Zymo Research) va Sug ARN tdng s6 dugc st dung dé tao
ra cADN cia t& bao lai c6 sin 5’-RACE bang cach sir dung kit SMARTer
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RACE 5° (Takara). Dé khuéch dai c4c manh gen déc higu chudi ning va chudi
nhe tir cADN, cac doan mdi sau day dugc st dung Kkét hop v6i doan mdi thudng
dung dugc cung cAp trong kit trong phan ing PCR 5’-RACE:

(a) cac doan mdi cua ving bién dbi dic hidu cia ho ving VH & chudt
TCTTGTCCACCTTGGTGCTGCTGGCCGG (SEQ ID NO: 92),
TTTGTCCACCGTGGTGCTGCTGGCTGGT (SEQ ID NO: 93);

(b) doan mdi ciia ving bién ddi dic higu cua ho vimg Vkappa & chudt:
GATCAGTCCAACTGTTCAGGACGCC (SEQ ID NO: 94); hodc

) (c) cac doan mdi clia Vl‘mg bién dbi dic hidu cua ho vung Vlambda &
chuot: ACACTCAGCACGGGACAAACTCTTCTCCACAGT (SEQ ID NO:
95), ACACTCTGCAGGAGACAGACTCTTTTCCACAGT (SEQ ID NO: 96),
ACACTCAGCACGGGACAAACTCTTCTCCACATG (SEQ ID NO: 97).

Céac san pham PCR duoc tinh ché va tach dong vao pRACE bang cach
stt dung kit tich dong In-Fusion (Takara) va c4 hai sgi déu dugc giai trinh tu
bang cach st dung thiét b giai trinh tu Sanger v6i doan mdi xudi M13 va doan
mdi nguge M13. Céc trinh tu cua mién VL, mién VH, va ving siéu bién (HVR)
ciia bay té bao lai khang CD200R1 (10F6, 9BS, 5D1, 10A2, 1F3, 11E4, 22.1)
dugc tom tit trong Bang 2. Sy déng thing hang cac trinh ty cia 10F6, 9BS,
5D1, 10A2, 1F3, 11E4, 22.1 va khang thé ¢6 ban trén thi trudng, 0X108, dugc
cung cip cho cac mién VL trén Fig.1A va cac mién VH trén Fig.1B.

D. Lam cho khang thé 10F6 vi 22.1 giéng v6i khang thé cua ngudi

Cac trinh tu ving bién ddi chudi nhe (VL) va ving bién ddi chudi ning
(VH) cta khang thd 10F6 cua chudt duoc dong thang hang so véi trinh tur khéng
thd dong mam cia ngudi, va chudi nhe kappa dong mam cua ngudi (ID gen:
1GKJ4.02) va chudi ning dong mim cia ngudi (ID gen: IGHI4.03) duoc Xac
dinh 13 ving khung cta nguoi gin giéng nhit (su déng thing hang dugc thé
hién trén Fig.2). Cac vung quyét dinh tinh bd trg (CDR) cta chudi nhe va chudi
ning ctia 10F6 cta chudt dugc ghép vao cac vung khung cla nguodi dugc xac
dinh 13 gin gidng nhét twong Gmg dé tao ra dong khang thé dugc lam cho gidng
v6i clia ngudi. Trong qua trinh nay, cac vi tri 24-34 trong ving CDR-L1, 50-56
trong ving CDR-L2 va 89-97 trong vung CDR-L3 cua VL 10F6 cta chudt

dugc ghép vao thé nhin vung khung chudi nhe kappa cla nguoi, va cac vi tri
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31-35 trong viung CDR-H1, 50-61 trong ving CDR-H2, va 93-102 trong vung
CDR-H3 cia VH cua 10F6 cua chudt duoc ghép vao thé nhian vung khung
chudi ning ctia nguoi. Cac trinh ty clia mién VH, mién VL, v viung HVR tao
thanh cta phién ban khang thé 10F6 dugc lam cho gidng v6i cua ngudi,
“h]10F6” dugc tom tit trong Bang 3. Céc trinh tu chudi ning va chudi nhe co
chidu dai diy di cia h10F6 ciing dugc thé hién trén Bang 3. Khang thé 22.1
dwoc 1am cho gidng véi ctia ngudi theo cach tuong tu dé tao ra khang thé h22.1.
Céc trinh tu lién quan cia khang thé h22.1 cling dugc tom t4t trong Bang 3.

E. Mitc d6 bidu hién va db tinh khiét cia khang thé h10F6 va h22.1

Céc midn bién déi chudi nang vi chudi nhe cia khéng thé 10F6 dugc
]am cho gidng véi ctia nguoi (h10F6) va khang thé 22.1 duoc lam cho gidng
véi cia nguoi dugce tdng hop va tach dong vao plasmit pRK. Sy biéu hién cua
khang thé 10F6 IgG va 22.1 IgG dugc lam cho gibng voi ctia ngudi tai t6 hop
duoc thuc hién bing cach st dung hé biéu hién Expi293F (Life Technologies)
theo huéng din dugc cung cép. Ty 1¢ clia cac plasmit d6i v6i chudi nang va
chudi nhe dugc duy tri ¢ muc 1: 1 dbi v6i phan tng chuyén nhiém va cac té bao
d3 chuyén nhiém dugc nudi ciy trong 6 ngay trudc khi thu hoach. Phéan tit IgG
tai td hop dugce tinh ché bang cac quy trinh sau. Moi truong dich ndi bé mat
duoc 1am trong bang cach ly tam & tbc dd 300g trong 10 phut 8 loai bo cac té
bao va bé‘mg cach loc béng b0 loc ¢& 0,22 micron. Moi truong dich ndi bé mit
da duoc 1am trong dugc tron v6i nhyua POROS MabCapture A (Thermo
Scientific) dugc lam cén béng bing chét dém va dugc G kém theo quay nhe
trong 1,5 gio ¢ nhiét do trong phong. Sau khi 1, hon dich ddc dugc tai vao cot
va nhua duoc rita bing 20 1an thé tich cot cha chit dém PBS chtra NaCl 0,5M,
sau d6 rira giai bing 3 14n thé tich cot cta axit axetic 0,1M, NaCl 0,15M . Dung
dich rira giai dugc trung hoa nhanh dén do pH = 5,2 bing MOPS 1M, do pH
—7.0 va chét dém dugc trao ddi thanh chét dém PBS véi cot PD-10(GE
Healthcare).

Vi du 3: Ai Iyc gin két, v& ban dd epitop, va kha ning phong bé clia

khéng thé khang CD200R1

Vi du nay minh hoa céc nghién ctru vé dac tinh gin két va epitop cua
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khéng thé khang CD200R1 diéu ché duoc trong cac Vidy 1 va 2
A. Chc phép do 4i luc gén két ctia CD200R1
Pé x4c dinh 4i luc gin két ctia khang thé khang CD200R1 dugc lam cho

gibng v6i clia ngudi, h10F6, voi cac thé dong dang ctia ngudi CD200R1 khac
nhau (Isol va Iso4, haplotyp thay thé hodc tham chiéu) va véi CD200R1 cua
khi cyno, cac phép do SPR dugc tién hanh bing cach st dung thiét bi
BIACORET 8K. Tém lai, hé pha lodng theo ty 1€ 1:4 cta chét phan (mg Biotin
CAPture (GE) vao chét d&ém HBS-EP (HEPES 0,01M c6 d¢ pH = 7.4, NaCl
0,15M, EDTA 3mM, chét hoat dong bé mat P20 0,005%) dugc phi cho chip
v6i tbe dd dong 2 pl/phit. Péi v6i cac phép do dong hoc, CD200R1 cua nguoi
duoc biotinyl héa 3nM. Tiép theo, cac hé pha lodng theo bac 3 1an cta khang
thé, h10F6 trong chat dém HBS-P (HEPES 0,01M c6 do pH = 7,4, NaCl 0,15M,
chét hoat dong bé mat P20 0,005%) duge bom tix nong do thap (0,27nM) dén
ndng dd cao (200nM) (tdc do dong: 30 pl/phut) & nhiét d 37°C. Biéu dd cim
bién duoc ghi lai va tham chiéu va trlr di cht dém trude khi dénh gid bang phan
mém d4nh gid BIACORE® 8K (phién ban 1.1.1.7442). Ty 18 két hop (Kon) VA ty
1¢ phan ly (Kog) duoc tinh todn bang cach st dung m6 hinh ghn két Langmuir
theo ty 1€ mot-mot don gian. Hing s phan ly can bang (Kp) dugce tinh toan
theo t§ 16 kog/kon. Al luc gdn két ctia h10F6 vi cyno-CD200R1 duoc xéc dinh
v6i cung quy trinh, béng cach st dung cyno-CD200R1 dugc biotinyl héa 6nM.
Dit liéu vé 4i luc gén két ciia h10F6 véi cac thé dong dang hu-CD200R1 khac
nhau duoc tém tit duéi day trong Bang 4.

Bang 4: Ai lyc gén két cia h10F6 va OX108 voi bbn thé dong dang hu-

CD200R1 khéc nhau
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hu-CD200R1-iso4-Ref

hu-CD200R1-iso1-Ref

Kon (1/Ms)

Koff (1/s)

KD (M)

Kon (1/Ms)

Koff (1/s)

KD (M)

5.98E+05

1.15E-03

1.92E-09

3.02E+06

1.51E-03

5.01E-10

1.90E+05

1.21E-04

6.39E-10

2.03E+05

1.13E-04

5.58E-10

9.34E+05

1.41E-01

1.50E-07

1.13E+05

2.52E-02

2.24E-07

7.17E+05

6.05E-05

8.43E-11

1.37E+06

7.47E-05

5.47E-11
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h1F3 7.27E+05 1.96E-01 | 2.69E-07 | 2.02E+05 | 3.97E-02 | 1.97E-07
h5D1 6.69E+05 1.80E-01 | 2.70E-07 | 3.36E+05 | 2.35E-02 | 7.02E-08
h9B8 8.83E+02 6.09E-03 | 6.89E-06 | 3.56E+04 | 1.06E-02 | 2.97E-07
O)§10 2.40E+05 3.89E-03 1.62E-08 | 3.43E+06 | 7.65E-03 | 2.23E-09

hu-CD200R1-iso4-Alt hu-CD200R1-iso1-Alt
h22.1 6.04E+05 1.16E-03 1.92E-09 | 3.11E+06 | 1.66E-03 | 5.35E-10
h11E4 | 1.73E+05 1.55B-04 | 8.94E-10 | 1.93E+05 | 1.71E-04 | 8.85E-10
h10A2 | 6.79E+05 5.16E-03 | 7.61E-09 | 3.71E+05 | 4.33E-03 | 1.17E-08
h10F6 | 7.57E+05 6.91E-05 | 9.13E-11 | 1.40E+06 | 9.79E-05 | 7.00E-11
h1F3 2.19E+05 9.59E-04 | 437E-09 | 1.65E+05 | 8.78E-04 | 5.32E-09
h5D1 6.02E+05 4.69E-03 | 7.80E-09 | 3.33E+05 | 4.02E-03 | 1.21E-08
h9B8 8.65E+05 1.21E-02 1.40E-08 | 3.72E+05 | 9.48E-03 | 2.55E-08
0OX108 | 2.57E+05 3.86E-03 | 3.86E-03 | 3.86E+06 | 8.24E-03 | 2.13E-09

Két qua: Nhu duoc thé hién trong Bang 4, h10F6 c6 i luc gin két véi
hu-CD200R1 cao hon tir 100 1an dén 1000 1dn so v6i khang thé c6 ban trén thi
truong, OX108. Ai lyc nay phu thudc vao thé ddng dang va haplotyp cla hu-
CD200R1 cu thé dugc st dung trong thir nghiém gin két. Do thé dong dang 4
(iso4) cia CD200R1 dai 12 dang chiém uu thé (thé dong dang 4 dwoc du dodn 1a
c6 ty 16 86% va thé ddng dang 1 dugc du doan 1a c6 ty 1¢ 14% trong s6 nhiing
ngudi khée manh tir phan tich dy doan dugc thuc hién bing cach st dung
phuong phép dy doan ¢ dAn huéng bd gen va dinh luong cac sy kién ghép nbi
tir dit liéu seq-ARN tur cac méu cia ngudi khoe manh va mAu bénh pham tir
bénh nhan méc ALS, T1D, bénh nhiZm khuén va bénh xo clmg rai rac trude va
sau khi didu tri bing interferon-beta (vi du, xem tai liéu: Linsley P.S., et al,,
PLoS One, 9(10): 109760 (2014)), véi tan suét haplotyp tham chiéu va thay
thé dugc phan chia chii yéu theo quan thé (Ref 46% va Alt 54%), chét diéu tri
khang CD200R1 can phai ghn két véi i luc cao véi ca haplotyp tham chiéu va
thay thé cta thé ddng dang 4 chiém wu thé dé didu chinh tinh khong ddng nhét
clia bénh nhan v cho phép diéu tri trén quan thé rong nhét. h10F6 gin két thé
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ddng dang 4 thay thé (alt) va thé ddng dang 4 tham chiéu (ref) véi ai lyc 16n
hon 1000 14n so véi OX108. Tréi lai, 0X108 gén két voi thé ddng dang 1 it phd
bién hon véi 4i luc 16n hon 10 14n so véi 4i luc gin két cia né dbi voi thé dong
dang 4 chiém wu thé, diéu nay 1am cho n6 it thich hop hon lam chit didu tri. Ai
Iuc ciia h10F6 v6i cyno-CD200R1 12 >1000 nM.
B. Mitc @b phong bé hu-CD200R 1 dwoc x4c dinh bang thir nghiém ELISA
h10F6, va 6 khang thé khang CD200R1 dugc lam cho gibng véi cla
ngudi khac (h22.1, h9BS, h5D1, h10A2, h1F3, va h11E4) dugc thir nghiém dé
phong bé hu-CD200R 1 bang thir nghiém ELISA nhu sau. Céc dia day phing c6
96 15 MAXISORP® (Thermofisher, Cat# 439454) dugc phi qua dém & nhi€t
d6 4°C bang CD200-Fc cua nguoi 1 pg/ml trong PBS. Sau khi loai bé dung

dich pht, su gin két khong dic hiéu dugc phong bé bang PBS chia 1%
albumin huyét thanh bo (BSA) va u ¢ nhiét d trong phong trong mot gio. Sau
6, cac dia dugc rira nim lan trong PBS v6i TWEEN®-20 0,05% (chit dém
rra). Trong subt khoang thoi gian phong bé, CD200R1 cua ngudi duoc biotinyl
hoéa 0,1nM hodgc 0,4 nM v6i lwong 60 pl/1d cung v6i hé pha lodng theo bac cua
c4c khang thé v6i lugng 60ul/15 (bt ddu & mic 0,3uM, pha lodng theo ty 1¢
1:4) trong mot gitr ¢ nhiét do trong phong bang PBS chira BSA 0,5% va Tween
20 0,05% (chit dém dung cho thir nghi¢m ELISA) trong dia NUNC F
(Thermofisher, Cat# 269620). Sau d6 chuyén dung dich hon hop khang nguyén-
khéng thé véi lugng 100 ul/15 vao cac 16 da phi huCD200-Fc & nhiét do trong
phong trong 15 phut. Tiép d6, cac dia dugc rira bing chét dém rira va bd sung
Streptavidin poly-HRP véi lugng 50 ul/15 (Thermofisher, Cat#21140) dugc pha
lodng theo ty 1¢ 1:5000 trong chit dém dung cho phan ung ELISA & nhiét do
trong phong trong 1 gio. Cac dia dugc rira bing chat dém rtra va lam hi¢n mau
trong 15 phut bang cach cho thém co chit peroxidaza dung cho vi 16
tetrametylbenzidin (TMB) (VWR, Cat# 95059-156) v6i luong 50 pl/16. Sy lam
hién mau bing enzym dugc lam ngling bing dung dich lam ngimg TMB v6i
lugng 50 w15 (VWR, Cat# 95059-200). Céc dia dugc phan tich bang dau doc
dia SpectraMax 13X (Molecular Devices) ¢ budc song 450nm.

Két qua: Cac db thi thé hién dit liéu phong bé theo thir nghiém ELISA
ctia h10F6, h22.1, hoB8, hsD1, h10A2, h1F3, h11E4, dbi voi cic thé déng dang
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Khic nhau ciia hu-CD200R1 duoc thé hién trén Fig.3. Nhu dugc thé hién bing
dd thi, khéng thé khang CD200R1 dugc lam cho gibng v6i ctia ngudi, h10F6 1a
chét phong bé su twong tac hu-CD200:hu-CD200R1 tdt hon so véi cac khang
thé khang CD200R1 khac dugc thir nghiém.
Ndng d6 ICs, phong bé 12 ndng do ciia h10F6 tc ché 50% su gin két ctia
hu-CD200R 1 dugc biotinyl hda véi hu-CD200-Fc duge pht. Nhu dugce thé hién
bing gia tri ICso duge tom tit trong Bang 5, h10F6 phong bé su twong tac hu-
CD200:hu-CD200R1 véi gia tri ICsp ndm trong khoang tir 1,70M dén 6,6nM,
tuy thudc vao thé dong dang va haplotyp cuia hu-CD200R1 cu thé duoc st dung
trong thir nghiém phong bé.
Bang 5: Gié tri ICso phong bé CD200 cua h10F6 v6i hu-CD200R1.
ICs, phong bé hu-CD200:hu-CD200R1 (nM)
Khang thé | hu-CD200R1- hu-CD200R1- hu-CD200R1- hu-CD200R1-
Iso4-Ref Isol-Ref Iso4-Alt Isol-Alt
h10F6 1,77 5,26 2,24 6,62
h22.1 5,32 5,86 4,59 7,45
h9B8 Khong c6 chat | Khong c6 chat 27,91 21,1
phong bé phong bé
h5D1 Khong c6 chat | Khong co chat 23,66 25,5
phong bé phong bé
"hI0A2 | Khongcocht | Khong co chit 56,51 55,0
phong bé phong bé
h1F3 Khong c6 chdt | Khong c6 chat 14,79 21,4
phong bé phong bé
h11E4 Khong c6 c,hét Khong co qhét Khong c6 c}lét Khoéng c6 c,hét
phong bé phong bé phong bé phong bé

C. Phan tich su phan nhém epitop

Céc thtr nghiém phén nhém epitop dugc tién hanh trén séu khang thé
khang CD200R1 dugc lam cho gidng véi cua nguoi 1a h10F6, h9BS, h5D1,
h10A2, h1F3, h11E4, va h22.1, dugc diéu ché nhu duge md ta trong Vi du 2.

Céc phép do sy phan nhom epitop duge thuc hién v6i hé thong OctetRed96
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bing c4ch bat gitt CD200R1 cta ngudi dugce biotinyl héa trén thiét bi cam bién
SAV Octet (ForteBio), gén két khang thé 1, va sau d6 phat hién khang thé 2.
Néu khang thé 2 ¢6 kha nang gén két v6i CD200R1 da gén két voi khang thé 1
thi hai khang thé nay dugc phan dinh thanh cic nhém khac nhau. Néu khéng thé
2 khong c6 kha nang ghn két voi CD200R1 da gén két v6i khang thé 1 thi hai
khang thé nay dugc phan dinh vao cing nhém epitop.

Két qua: Két qua cta thtr nghiém phén nhoém epitop duoc tom tit trong
Bing 6. Sau khang thé khang CD200R1 dugc danh gia bang cach x4c dinh theo
sw phan nhém epitop dé nhan biét 3 epitop riéng biét trén CD200R1. h10F6 va
122.1 duoc x4c dinh 13 gén két v6i céc epitop phong bé CD200 chdng 1én nhau
trén CD200R 1. Cac khang thé h9B8, h10A2, h5D1 va h1F3 ding chung nhém
epitop, trong khi h11E4 gin két véi epitop khac biét trén CD200R.

Bang 6: Két qua phan nhém epitop cua khang thé khang CD200R1.

Khéng thé | h9B8 | h5D1 | h10F6 | h10A2 | h11E4 h1F3 | h22.1
h9B8 - - + - + - +
h5D1 - - + - + - +
h10F6 + + - + + + -

h10A2 - - + - + - +
h11E4 + + + + - + +
h1F3 - - + - + - +
h22.1 | + + - + + + -

D. Thit nghiém trén co s t& bao vé su phong bé hu-CD200R 1 béi khang thé

Hoat tinh phong bé ctia khéng thé khang CD200R1 dugc lam cho gidng
v6i ctia ngudi duge thit nghiém trong thit nghiém trén co s& té bao nhu sau. Cac
té bao U937 bidu hién én dinh hu-CD200R1 (UNQ# Q8TD46) dugc U voi
TruStain FcX cua ngudi (Biolegend, catalog #422302) trong 10 phuat & nhiét do
4°C trude khi cho thém khéng thé khang CD200R1 trong 20 phut & nhi¢t do
4°C. Céc té bao duoc rira, va sau dé dugc U véi huCD200-Fc-Flag 55nM trong
20 phtit & nhiét do 4°C. Céc té bao dugc rira, va sau d6 su gén két huCD200-Fc-
Flag dugc phat hién bang cach G v6i dong LS khang Flag-PE (Biolegend
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Catalog# 637310) trong 20 phit & nhiét d 4°C. Su gén két t& bao dugc phin
tich bang phwong phap dém té bao theo dong bang thiét bi CytoFLEX
(Beckman Coulter). Cac duong cong gin két dugc tinh toan dya trén cudng do
phat huynh quang trung binh (MFI).

Két qua: Nhu dugc thé hién trén Fig.4, khang thé BinA, h10F6 c6 mirc
d6 phong bé hu-CD200R1 (nghia 12 gi4 tri ndng d ICso thap hon) manh hon 10
14n vA 6 14n so véi hai khang thé BinA khac 1a 0X108, va h22.1. Bon khang thé
BinB duoc lam cho giéng v6i ciia ngudi 12 h9B8, h5D1, h10A2, va h1F3 cé
mitc do hoat tinh phong bé CD200R1 yéu hon so v6i h10F6, trong khi mot
minh khang thé dong h11E4 Bin C dugc lam cho gidng véi clia ngudi khong
phong bé su gén két CD200Fc.
E. Su gin két cia h10F6 va h22.1 véi cac té bao T ctia khi cynomolgus va

ngudi

Kha nang gin két v6i cac khang nguyén ndi sinh cliia khang thé khang
CD200R1 duoc 1am cho giéng véi cua ngudi duge xac dinh bing cach st dung
cac té bao T pan ciia ngudi dugc phén 1ap tlr ngudi cho khoe manh (StemCell
Technologies, catalog #70500.2) va cac té bao don nhan mau ngoai vi clia khi
cynomolgus (WorldWide Primates). Déi voi nguoi, cac té bao T dugc phan lap
bing cach s dung kit phan 14p t& bao T Pan (Miltenyi Biotec Catalog# 130-
095-535). Cac té bao dwgc 0 v6i TruStain FeX cua ngudi (Biolegend,
catalog#422302) trong 10 phit & nhiét do 4°C, sau d6 1 v6i khang thé khang
CD200R1 dugc danh déu bing biotin (h10F6 hoic h22.1) hogc doi ching
isotyp trong 20 phut & nhiét do 4°C. Céc té bao dugc rira va su gin két ctia
khang thé khang CD200R1 dugc phét hién bang cach st dung streptavidin-PE
(BD Biosciences). Cac loai té bao mién dich cta ngudi dugc danh diu bing
dong OKT4 khing CD4 va dong RPA-T8 khang CDS8 (Biolegend). Cac té bao
mién dich cta khi Cyno dugc danh du bang dong 10D12 khang CD3, dong M-
T466 khang CD4, va dong BW135/80 khang CD8 (Miltenyi Biotec). Su gin két
té bao duogc phan tich bang phuong phéap dém té bao theo dong bang thiét bi
CytoFLEX (Beckman Coulter). Cac duong cong gin két dugc tinh todn dua
trén cudng do phat huynh quang trung binh hinh hoc.

Két qua: Nhu duoc thé hién trén Fig.5A, h10F6 c6 4i luc véi cac té bao
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T cla ngudi cao hon h22.1 va 0X108; tuy nhi€n, nhu dugc thé hién trén
Fig.5B, cd h10F6 va OX108 déu khong c6 kha ning phan tng chéo véi cac té

bao T cua khi cynomolgus.

Vi du 4: Thir nghiém chtc ndng in vitro va in vivo cla khang thé khang
CD200R1

Vi du ndy minh hoa cac thir nghiém trén co 8O t& bao in vitro va cac
nghién cu in vivo dugc sit dung d8 x4c dinh tinh chét ctia hoat tinh chiic ning
ciia khang thé khang CD200R1 theo sang ché.
A. Su hoat héa mién dich céc t& bao PBMC tir cAc bénh nhan c6 khdi u bing
khang thé khang CD200R1

Hoat tinh chirc ndng cia khang thé khang CD200R1 dugc thir nghiém
trén chc té bao don nhan mau ngoai vi (PBMC) so cép. Cac té bao PBMC tir

chin bénh nhan c6 khdi u dugc mua tir cong ty Discovery Life Sciences (Los
Osos, California). 2-4 x 10* té bao dugc cAy vao mdi 16 trong bd ba mau trong
dia c6 384 15 v6i khang thé khang CD200R1 duoc chon 100nM. Sau do, cac té
bao duge kich thich bing doc t Staphylococcal enterotoxin B (SEB) 0,1 ng/ml
(Toxin Technology Catalog# BT202) va dugc nubi cAy trong ba ngay ¢ nhiét do
37°C. Néng do IFNy cta dich ndi bé mjt dugc xéc dinh bang thir nghiém
ELISA bing ciach st dung kit c6 ban trén thi truong tor cong ty
ThermoScientific. Gi4 tri trung binh cla ba mau sinh hoc dugc chuén héa véi
dbi chimg isotyp va kiém dinh T nhidu 1dn dugc thyc hién dé xac dinh sy khac
biét cé y nghia.

Két qua: Nhu dugc thé hién trén Fig.6, cac khang thé khang
CD200R 1duoc 1am cho giéng véi cta ngudi, h10F6 va h22.1, lam gia tang su
san sinh IFNy trong c4c mau c6 ngudn gbc tir bénh nhan méc cac loai bénh ung
thu khac nhau, Cu thé, Fig.6 thé hién su thay dbi gip s6 lan ciia sy san sinh
IFNy, dugc chun héa véi ddi chimg isotyp, & cac mdu duoce xir 1y bang h10F6
hoac h22.1 nc“mg dd 100nM. 6 trong s6 9 té bao cua bénh nhan ¢ khdi u co su
san sinh IFNy gia ting cé y nghia théng ké khi dugc xtr 1y bang h10F6. 4 trong
56 9 bénh nhan c6 hidu qua didu tri dang ké khi dugc diéu tri bang h22.1.

B: Thir neghiém té bao T pan so cip cua ngudi
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~ Hoat tinh chirc ndng cta khang thé khang CD200R1 trong viéc khoi
phuc sy tiét ra IFNy dugc xac dinh v6i sy c6 mit cha CD200-Fc da gin két voi
dia. Céc té bao T pan so cép cua ngudi duge phan 13p tu nguoi cho té bao
PBMC khée manh (Stem Cell, catalog #70500,2) dugc kich thich thuong xuyén
bing PHA 2 pg/ml (Sigma, catalog #11082132001) va IL-2 cia nguoi 4 ng/ml
(Roche, catalog #24951700) trong 7 ngay trong moi truong hoan chinh. Sau do,
té bao duogc thu hoach va gén mdi v6i 40 ng/ml 1L-4 cia nguoi (Peprotech,
catalog #200-04) trong 24 gid. Trudc khi dan moéng cac té bao, cac dia duoc
phii qua dém & nhiét d6 4°C véi dong OKT3 khang CD3 1 pg/ml (Biolegend,
catalog#317326) va CD200Fc cuia nguoi 15 pg/ml hodc dbi chung isotyp dugc
pha lodng trong PBS (Corning, cat#21-040-CM). Céc té bao duoc thu hoach,
rira va dan méng vGi khang thé khang CD200R1 trong 24 gio. Dich noi bé mit
té bao duogc thu hoach va su tiét ra xytokin, IFNy ciia ngudi (Invitrogen,
Catalog # 88-7025-88) va IL-2 cua nguoi (Invitrogen, coated 88-7316-88),
duoc x4c dinh bang thir nghiém ELISA.
Két qua: Nhu dugc thé hién trén Fig.7A va Fig.7B, viéc didu tri bing
IgG h10F6 c6 sy khoi phuc chic nang tiét ra IL-2 & hai ngudi cho khoe manh
khac nhau (ngudi cho 203 va ngudi cho 538), trong khi chi quan sat dugc su
khoi phuc bing cach didu tri bang h22.1 & mot nguoi cho. Nhu dugce thé hién
trén Fig.7C va Fig.7D, viéc diéu tri bdng h10F6 cling ¢6 hi¢u qua t6t hon vé
muc d6 dap tng phu thudc lidu so véi dbi chimg isotyp vé su tiét ra IL-2
(Fig.7C) va c6 hiéu qua t6t hon so v6i khang thé cé ban trén thi truong, OX108
vé sy tiét ra IFNy (Fig.7D).

D. Thir nghiém vé phan g cia t& bao lymphd hdn hop so chp ctia ngudi

Hoat tinh chirc néng ctia khang thé khang CD200R1 dugc 1am cho gidng
v6i clia ngudi duge x4c dinh bing cich st dung cAc té bao T-pan va céc té bao
duoi gai d phan cyc trong thir nghiém vé phan (ing cua té bao lymphd hdn hop
kh4c alen cung loai. Cac t& bao PBMC dugc chuén bi tir ngudi cho khoe manh
Leukopaks tir cong ty Stemcell Technologies, Cat#7 0500.1 bang cach ly thm va
1am tan té bao hdng ciu bing cach st dung chit dém 1am tan ACK (Gibco, Cat#
A10492-01). Cac bach cAu don nhan to dugc phan lép tir cac té bao PBMC
bang cach st dung kit phan 1ap bach cAu don nhan pan (Miltenyi, Cat#130-096-
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537). Céc té bao T-pan dugc phén lap bang cach st dung kit phan lap té bao T-
pan cua Miltenyi (Miltenyi, Cat# 130-096-535). Sau do, cac bach ciu don nhan
to dugc dan moéng vai lugng 1 tridu té bao/ml trong méi trudng hoan chinh véi
GM-CSF 20 ng/ml (Fisher Scientific, catalog #215GM010) va IL-4 (Fisher
Scientific, catalog #2041L010) trong 7 ngay. Tiép d6, cc té bao dudi gai dugc
phan cyuc thém thanh t& bao DC sinh mién dich bing céch st dung LPS 100
ng/ml (Sigma, catalog #L-4391) va TNFa 50 ng/ml (Fisher Scientific, catalog
#210TA020CF) hoic céc té bao DC duge dung nap bang cach sir dung IL-10 20
ng/ml (Fisher Scientific, catalog #217IL0O10) va [FNa-2b 20 ng/ml (Fisher
Scientific, catalog #111051) trong 3 ngay. Sau khi phén cuc, cac té bao T-pan
va DC truéng thanh duoc tron 13n véi nhau theo ty 16 té bao T-pan:té bao DC 1a
1:20 cung v6i khang thé khang CD200R1 10 pg/ml hodc dbi chung isotyp trong
mdi trudng hoan chinh. Dich ndi bé mit MLR va cac té bao duogc thu hoach vao
cacngay 4, 5,va 6 _dé danh gia sy hoat hoa té bao T. Su tiét ra xytokin dugc xac
dinh bing cach sir dung kit [FNy Human Luminex Procartaplex (ThermoFisher,
catalog #EPX01A-10228-901). P& danh gi4 sy hoat héa t€ bao T, céc té bao
duoc 1 v6i TruStain FeX ctia ngudi (Biolegend, catalog#422302) trong 10 phat
& nhiét do 4°C, sau d6 nhudém mau ngoai bao bang dong UCHT! khang CD3,
dong OKT4 khang CD4, dong RPA-T8 khang CD8, dong BU63 khang CDg6,
dong BU15 khang CD11c. Ngoai ra, cac dAu 4n hoat héa dugc bd sung dé xac
dinh mtc do hoat hoa té bao T 1a dong FN50 khang CD69, dong BC96 khang
CD25, va dong L.243 khang HLA-DR. Céc té bao dugc nhudm trong 20 phut &
nhiét d6 4°C va dugc rira @ chuén bi cho qua trinh nhu¢m ndi bao. Bo chit
dém nhudém Foxp3/yéu t6 phién md (Thermofisher Scientific, catalog #00-
5523-00) dugc sir dung dé ¢ dinh va thdm qua té bao dé nhudm trong té bao
bing dong B56 khang Ki67 trong 45 phut ¢ nhiét do 4°C. Sau khi nhu¢m trong
t& bao, cac t& bao duoc rira lai va ti tao hdn dich trong PBS + 2% FBS. Muc dd
biéu hién dugc phan tich bang phuong phéap dém té bao theo dong bang thiét bi
CytoFLEX (Beckman Coulter).

Két qua: Nhu duoc thé hién trén Fig.8A, Fig.8B, va Fig.8C, vi¢c diéu tri
biing khang thé khang CD200R dugc 1am cho giong v6i clia ngudi, h10F6 1am
gia tdng su hoat hoa trong cac té bao T CD8 (Fig.8A), su ting sinh trong cac té
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bao T CD4 (Fig.8B), va sy tiét ra IFNy (Fig.8C) 16n hon so véi h22.1 1gG va

16n hon dang ké so voi déi ching isotyp.

E. Thir nghiém cam tGng bing Phospho-Dok?2 ctia khéang thé khang CD200R1
Khi gén véi CD200, sy truyén tin hidu tc ché CD200R1 dwoc khoi mao

théng qua sy huy dong Dok2 kinaza dn motif nhan biét su gén két
phosphotyrosin cia CD200R1 (vi duy, xem tai liéu: Mihrshahi 2009, and
Mihrshahi 2010). Hoat tinh cht van cta khang thé khang CD200R1 dugc lam
cho gidng v6i cua nguoi, h10F6 va h22.1, dugc danh gia bang cach gay cam
{mg bing phospho-Dok2 & ca dong té bao bach cau don nhén to U937 (ATCC
#CRL-1593.2) va dong té bao hu-CD200R1 biéu hién én dinh U937. Khi huyét
thanh khéng dugc cung cép trong 18 gid, cac té bao gbc hodc té bao biéu hién
qua mirc CD200R1 dugc xit Iy bang nong dd khac nhau cia khang thé khang
CD200R1 dugc lam cho gibng vé6i ctia nguoi hoa tan hodc dbi chimg isotyp
hodc CD200-Fc trong 60 phut. Cac té bao dugc lam tan trong chét trc ché
1xSDS + proteaza va phosphataza. Céc dich tan dugc tach trén thiét bi
NuPAGE 4-12% Bis-Tris MES SDS (BioRad) trong diéu kién khong khu.
Phuong phép thAm tach Western dugc thuc hién bang cach st dung Y351
khang pDok2 (Cell Signaling Technology Catalog#3911S) va khang Dok2
(Santa Cruz Biotechnology Catalog#sc-17830).

Két qua: Nhu dugc thé hién trén Fig.9, so v6i dong té bao kiéu dai (WT)
U937, pDok2 duoc tao ra khi duge diéu tri bing CD200-Fc hoa tan v6i ndéng do
cao nhét 12 200nM, OX108 voi ndng do 33nM, va h22.1 véi nong dd thip t6i
murc 5,6nM. Tréi lai, viéc didu tri bang h10F6 khong tao ra pDok2 so vl WT,
didu ndy goi ¥ réing h10F6 khong c6 dic tinh chi van CD200R1. Khé nang cua
h10F6 trong viéc phong bé su gén két CD200R1 ciia CD200 trong khi bét ngd
¢6 hoat tinh chii van dbi voi sy truyén tin hiéu CD200R1 (khi dugc xac dinh
theo su biéu hién cta pDok2), lam gia ting dang ké kha ning diéu tri ciia h10F6
50 v&i h22.1 va 0X108, ci hai thanh phin nay déu bat ngd c6 hoat tinh chi vén
CD200RI.
F. Hoat tinh dbi khang déi v&i dong t€ bao thong bio NFKb-Luc dugc thit
nghiém bing K562-CD200R1

CD200 di duoc thong bao trudc day la gy ra sy phién ma NFkB khi
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ddng nubi cdy CD200 véi cac dong té bao biéu hién CD200R1 (vi dy, xem tai
liéu: Wang, et al., Nat. Med., 25: 656-666 (2019)). Dong té bao bach ciu don
nhan to K562 (ATCC CCL-243) duoc thiét k& c6 sy biéu hién én dinh cua
CD200R1 va chét théng bao NFkB luxiferaza dé xac dinh hoat tinh d6i khéng
ciia c4c khang thé khang CD200R1 dugc 1am cho gidng v6i cua ngudi, h10F6
va h22.1. Ca dinh dang Fab héa tri mot va hda tri hai ctua cic dong khang
CD200R1, h22.1 va h10F6, dugc bd sung v6i ndng do khic nhau vao moi
trudmg ddng nudi cdy clia céc té bao thong bho K562 va 293T biéu hién bn dinh
CD200 (UNQ# P41217) trong 6 gior & nhiét do 37°C. Céc gibng nudi cdy dugc
bd sung TNFa 20 ng/ml (RnD Systems Catalog # 210-TA).

Két qua: Nhu duoc thé hién trén Fig.10A va Fig.10B, su phién ma
NFkB dugc cam tng bdi cac té bao biéu hién CD200" dugc so sanh véi cac té
bao biéu hién CD200". Sau khi cho thém cac khang thé phong bé vao mdi
trudong ddng nudi cy, sy khac biét vé chirc nang ddi khang gitta 10F6 va h22.1
tr& nén 13 rang. Ca h10F6 hda tri hai (Fig.10A) va hoéa tri mot (Fig.10B) déu c6
thé phong bé su phién ma NFkB dugc thic ddy béi CD200 dén mic ban dau.
Tuy nhién, viéc dbng nudi cy CD200" véi IgG h22.1 chi phong bé mot phan
su cam tng NFkB, va Fab h22.1 héa tri mot khong c6 hi€u qua.

Vi du 5: Su trudng thanh ai lyc cta khang thé h10F6 khang CD200R1
duoc 1am cho gibng véi ctia ngudi

Vi du nay minh hoa céc k¥ thudt sang loc va xay dung thu vién thé thuc
khudn dwoc st dung cho su truéng thanh 4i luc clia cac khang thé h10F6 khing
CD200R1 dugc 1am cho gidng véi ciia ngudi dé sy gén két voi ca hu-CD200R1
va cyno-CD200R1 duoc cdi thién.
A. Sang loc va xay dung thu vién NNK dung cho su truéng thanh ai luc cua
h10F6

Dé x4c dinh c4c trinh tw bién thé da truong thanh 4i lyc cua dong h10F6

ciia khang thé khang CD200R1, cac thu vién thé thyc khuan duoc xay dung
theo dinh dang Fab-amber dbi v6i su biéu hién thé thuc khudn cia Fab héa tri
mot co cac géc chudi ning va chudi nhe dugc chon ngau nhién béng cach su

dung codon thoai héa NNK ma héa tAt ca 20 axit amin bang 32 codon (Brenner
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et al., 1992). CAc thu vién dugc thiét ké dé cho phép mot dot bién NNK trong
mdi ving ctia ba ving HVR cua chudi nhe hoic chudi ning. Sau do, cac
oligonucleotit gay dot bién d3 tdng hop dugc st dung dé xay dung cac thu vién
chudi nang va chudi nhe bang cach st dung phuong phap gly dot bién Kunkel
(Kunkel et al., 1987). ADN ctia thu vién tao thanh duoc gy xung dién vao cac
t& bao E. coli XL1, tao ra khoang tir 6,5 x10® dén 4,3 x10° thé bién nap.

Cic thu vién thé thuc khudn dugc © trong chat dém PBS
SUPERBLOCK™ (Pierce) va TWEEN® 20 0,05% trong 30 phut va sau do
dwgc phu 1én dia dd phi hu-CD200R1 (cac haplotyp iso4, Alt va Ref) va cyno-
CD200R1 dé sang loc vong thir nhét. Trong tr hai dén ba vong tiép theo, cac
thu vién thé thuc khudn dugc G véi ndng do giam cia khang nguyén hu-
CD200R1 hoic cyno-CD200R1 dugc biotinyl héa. Thé thyc khudn da rira giai
dugc giy nhiém béng pha log XL-1 va dugc dan mong trén dia LB carbenicillin
& nhiét do 37°C qua dém dé sang loc thém éi luc.

P& tach chibt cac trinh tu ra khoi cac thu vién truéng thanh 4i lyc bing
cach st dung NGS, ADN soi kép cua phagemit dugc phan 1ap tir cac té bao E.
coli XL-1 mang thu vién thé thuc khuin ban d4u (cac thu vién chua phan loai)
va tir cac vong thi nhét va thir hai ctia su lua chon dung dich (cac thu vién dé
phén loai). ADN di tinh ché dugc st dung lam khudn dé tao ra amplicon cuia
cac ving VH va VL bang cach st dung quy trinh tao ra thu vién Illumina 16s.
Céc bo didu chinh giai trinh ty va mi vach chi s kép duoc thém vao bang cach
st dung kit Illumina Nextera XT Index. Trong khi chudn bi giai trinh tu trén
thiét bi Illumina MiSeq, cic amplicon ¢ gén bd didu chinh dugc xir 1y theo quy
trinh tai m3u va lam bién tinh thu vién Illumina tiéu chuin béng cach si dung
kit MiSeq Reagent v3 (600 chu trinh). Sy gidi trinh tu © dau duoc ghép cdp
dugc thyc hién trén toan b chidu dai ctia amplicon c6 kich thudc doan chen tir
200 bp dén 300 bp.

Dit lidu v& su gidi trinh ty & ddu duoc ghép cap dugc tap hop lan dau tién
bang cach st dung thiét bi 1ip rap PANDAseq & dau dugc ghép cip (Masella et
al., 2012) dé thu dugc amplicon hoan chinh. Sau d6, su kiem soat chét luong
(quality control: QC) duogc thuc hién trén cac amplicon di dugc xé4c dinh, trong

d6 mdi amplicon dugc kiém tra vé sy khong chén doan ho#c lam khuyét doan
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cda trinh tu va khdng c¢6 codon két thic, mdi trinh tu CDR chi dugc phép mang
51 da mot dot bién NNK va khong mang su dot bién khong phai dot bién NNK.
Céc ma tran trong sb theo vi tri dugc tao ra béng cach tinh tin suét cia tit ca
cac dot bién ctia moi vi trf ngiu nhién. Ty 1¢ 1am giau cho mdi dot bién dugc
tinh toan béng cach chia tin suét cua sy dot bién cho trudc & vi tri cho trude
trong mau d3 phén loai cho tAn sudt ctia chinh dot bién nay trong mau khong
dugc phan loai, nhu da dugc mo ta trude day (Koenig et al., 2015).

Két qua: Céc dot bién ving HVR dugc lam gidu hd tro sy gin két gia
ting cua bién thé h10F6 tao thanh vé4i ca hu-CD200R1 va cyno-CD200R1 duoc
t6m tét trong Bang 7.

Bang 7: su dot bién trong mién VH va VL ctia h10F6 hd trg su gia ting
4i lyc gén két ctia hu-CD200R1 va cyno-CD200R1

Vi tri Vi tri Céc axit amin dwgec wu
ving VH | Céc axit amin dwgc wu tién | vung VL tién
Mién VH Mién VL

T30 E,D.K,S,A,HN,R,V,Y G30C N,D

N31 D.E.K,G N30D E,A,S,D,V,Q,T.K
Y32 N,T,S S31 -

A33 G,S,P, AN, T, R,W F32 M,H,Y,S,N
V34 LVM,L,T,E R50 N,G,Q,D

S35 A,G,T,S,N,C AS1 G

V50 T,S,E,AN,D S52 N,K,D,E,H,T,Q
M5s1 AS,V,T.EI NS53 E

W52 H,N,S,R,Y L54 RK

AS3 S,T,V,A,G ES5S A

G54 N,E,S,D.K H89 G,AM,S
G55 - Q90 -

G56 E,D,K,N S91 -

T57 AV.,S NO92 AMJFEY
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N58 S,D,AM E93 G,W
Y59 LV,E,T D94 -
N60 D P95 -
S61 E,D,K,N,G,T P96 -
A93 V,T,1
R94 A
E95 T,S,N,Q,AM
R96 LV,KM,L
P97 G,N,S,M,V,A
198 G,M,AK,.RN
T99 S,EN,G
G100 -
V100A E,A,T,LP
M100B L
D101 E
Y102 V,LK,EN

Vi du 6: Xéc dinh tinh chét cta céc bién thé da tinh ché dugc cai thién ai
luc ctia h10F6

Vi du ndy minh hoa &i Iuc gén két cia hu-CD200R1 va cyno-CD200R1
va su phong bé bai cac bién thé h10F6 da chon, h10F6.V1, h10F6.V2,
h10F6.V3, va h10F6.V4, dugc tao ra theo sy trudng thanh 4i luc nhu duge md
ta trong Vi du 6.

A. Su gén két Biacore

Céc bién thé h10F6 duoc tdng hop dé tach dong vao cdu tric biéu hién
cia dong vat co vu dé tao ra cac protein IgG1l. Céc trinh tu LC va HC cua céc
protein IgG1 bién thé duoc tém tit trong Bang 3. h10F6.V1 c6 LC néu trong
SEQ ID NO: 71 va HC néu trong SEQ ID NO: 88. h10F6.V2 c6 LC néu trong
SEQ ID NO: 68 (gibng nhu h10F6 va h10F6.V3) va HC néu trong SEQ ID NO:
89 (giéng nhu h10F6.V4. h10F6.V3 c¢6 LC néu trong SEQ ID NO: 68 (gidng
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nhu h10F6 va h10F6.V2), va HC néu trong SEQ ID NO: 88 (gidng nhu
h10F6.V1). h10F6.V4 c¢6 LC néu trong SEQ ID NO: 71 (gidng nhu h10F6.V1)
va HC néu trong SEQ ID NO: 89 (giéng nhu h10F6.V2).

Céc plasmit ma hoa chudi ning hodc chudi nhe duogc biéu hién va tinh
ché nhu dugc md ta trong Vi du 2. Dé x4c dinh dong hoc gén Kkét cta céac bién
thé dugc cai thién 4 luc bing h10F6 di chon gén két voi hu-CD200R1-iso4
(haplotyp Alt va Ref) va cyno-CD200RI, phép do SPR bang thiét bi
BIACORE™ 8K dugc thuc hién nhu trong Vi du 3.A. Tom lai, cac bién thé
h10F6 dugc pha lodng & ndng dd 0,5 pg/ml trong chit ¢¢ém HBS-P (HEPES
0,01M c6 do pH = 7,4, NaCl 0,15M, chét hoat dong bé mit P20 0,005%) va
dugc phi vao chip protein A voi tdc d6 dong 30 ul/phit trong 60 gidy trong
dong té bao 2 (FC2). Sau d6, cac hé pha lodng theo bac 3 14n cia CD200R1 ctia
ngudi hodc khi cyno trong chit dém HBS-P (HEPES 0,01M c6 d6 pH = 7.4,
NaCl 0,15M, chét hoat dong bé mat P20 0,005%) tir 300nM dugc bom (tbc do
dong: 30 pl/phit) & nhiét do 37°C vao ca té bao dong 1 (FC1) va té bao dong 2
(FC2). Bidu db cdm bién dugc ghi lai va tham chiéu va trir di chit dém trudc
khi dénh gia bing phin mém dénh gia BIACORE® 8K (phién ban 1.1.1.7442).
Ty & két hop (kop) va ty 1€ phén ly (ko) dugce tinh toan bang cach sit dung mo
hinh gén két Langmuir theo ty 1é mot-mot don gian. Hing s6 phan ly can bang
(KD) dugc tinh toan theo ty 1€ cua Kogt/Kon, durgc tom tat trong Bang 8.

Bang 8: Ai lyc gin két cia cic bién thé h10F6 v6i hu-CD200R1 cla
ngudi va cyno-CD200R1
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hu-CD200R1-iso4-Alt | hu-CD200R1-iso4-Ref cyno-CD200R1

Cic bién Kon Koff KD Kon Koff KD Kon Koff
thé (1/Ms) | (1/s) ™M) | (I/Ms) | A/s) ™M) | (1/Ms) (1/s)

KD
M)

h10F6.V1 | 1.44E | 1.17B- | 8.14E | 1.35E | 9.64E- | 7.16E- | 4.36E | 4.57E-
+06 03 -10 | +06 04 10 +05 03

1.05E-
08

h10F6.V2 | 6.35E | 4.25E- | 6.68E | 6.07E | 3.67E- | 6.04E- | 2.16E | 3.51E-
+05 03 -09 | +05 03 09 +05 03

1.63E-
08

h10F6.V3 | 2.04E | 1.91E- | 9.35E | 1.88E | 1.53E- | 8.17E- | 3.22E | 1.95E-
+06 03 -10 +06 03 10 +05 02

6.07E-
08

h10F6.V4 | 3.88E | 3.87E- | 9.99E | 3.77E | 3.36E- | 8.93E- | 1.93E | 1.13E-
+05 03 -09 | +05 03 09 +05 03

5.87E-
09
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Két qua: Nhu duoc thé hién bing gia tri 4i lyc gén Kkét duoc tom tit trong
Biang 8, bén bién thé, h10F6.V1, h10F6.V2, h10F6.V3, va h10F6.V4, dugc xac
dinh 13 c6 kha ning phan ung chéo khi gin két véi hu-CD200R1 va cyno-
CD200RI.
B. Thit nghiém phong bé

Bén bién thé h10F6, h10F6.V1, h10F6.V2, h10F6.V3, va hl10F6.V4,

dugc thtr nghiém vé tinh ning trong thttr nghiém ELISA phong bé
CD200:CD200R1 ctia nguoi dugc tién hanh nhu dugc mo ta trong Vi du 3.B.
Gié tri ICs, phong bé duge x4c dinh 13 thé hién ndng do cia bién thé IgG1
khang CD200R1 c6 tac dung tc ché 50% hu-CD200R1 duoc biotinyl héa hodc
cyno-CD200R1 dugc biotinyl héa gin két v6i hu-CD200-Fe hogc cyno-CD200-
Fc da phu.

Két qua: Nhu duge tom tht trong Bang 9, bén bién thé h10F6 c6 hoat
tinh phong bé khi phan tng chéo v6i h10F6.V1 ¢6 mic do phong bé manh nhét
ctia cd hu-CD200R1 va cyno-CD200R1.

Bang 9: Gi4 tri ICs; phong bé CD200:CD200R1 cita céc bién th& h10F6.
ICs, d6i véi CD200:CD200R1 (nM)

Céc bién thé | hu-CD200R1-iso4 Ref | cyno-CD200R1
h10F6.V1 0,58 2,44
h10F6.V2 4,79 425
h10F6.V3 0,56 11,39
h10F6.V4 10,91 2,15

Vi du 7: Nghién ctru dugc dong hoc trén chudt cua khang thé khang
CD200R1

Vi du ndy minh hoa nghién ctru dugc dong hoc (pharmacokinetic: PK) in
vivo & chudt ctia cac khang thé khang CD200R1 dugc lam cho gidng v6i cia
ngudi la h10F6 va h22.1.

Vat liéu va phuong phap: cac khang thé khang CD200R1 dugc lam cho

gibng vé6i clia ngudi 14 h10F6 va h22.1 duge cho dung lidu qua dudng trong
tinh mach & chudt Sprague-Dawley. Liéu don 10 mg/kg hodc 1 mg/kg dugc st

dung cho 2 con chudt dyc va 2 con chudt cai trong mdi nhém dung liéu. Mau
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méu dugc 14y & cac thoi diém sau khi tiém 5 phut, 2 gio, 6 gio, 24 gio, 3 ngay,
7 ngay, 10 ngay, 14 ngay, 17 ngay va 21 ngay. Nong do khéng thé khang
CD200R1 trong huyét thanh dugc dinh luong bang cach st dung phwong phap
ELISA thong thuong dé bét gitt cac khang thé IgG cila ngudi bang khéng thé
cta ctru khang IgG1 cua ngudi va phat hién bang khang thé cua dé dugc danh
d4u bang biotin khang IgG (H+L) clia ngudi va streptavidin-HRP. Phuwong phap
phan tich khong chia ngin dugc st dung d8 tinh toan cac thong sd PK véi
khoang thoi gian tr 3 dén 21 ngay.

Nhu duge thé hién trén Fig.11, cac thong s6 dugc dong hoc minh hoa
cho profin can kiét qua trung gian khong dugc huong dich. Thoi gian ban huy
ctia h10F6 nam trong khoang tir 11,4 dén 14,8 ngdy ¢ cic nhom dung lidu
1 mg/kg va 10 mg/kg tuong Gmg. Thoi gian ban hity cua h22.1 1a khoang 12
ngdy & ca hai nhém dung lidu. Mot dong vat & nhém sir dung lidu 10 mg/kg
h22.1 c¢6 profin vé su thanh thai nhanh hon so v6i 3 con chudt con lai & cung
nhém va duogc bd qua khoi phan tich nay.

Céc thong sb PK trung binh cta h10F6 & cac con chudt dugc tom tat
trong Bang 10 duéi day. Sau khi tiém mot liéu lon duy nhét bang 1 hodc 10
mg/kg qua duong IV vao chudt Sprague-Dawley, ndng d6 h10F6 trong huyét
thanh giam theo kidu hai pha. Thong s6 PK cta h10F6 ty 1¢ voi lidu ding va
twong tw & ci chudt duc va chudt cai. Thoi gian ban hay cudi trung binh cua
h22.1 & chudt Sprague-Dawley la 11,4 va 14,8 ngay dbi véi lidu 1 mg/kg va 10
mg/kg, trong ung.

Bang 10: Thong sb PK ctia h10F6 sau khi st dung mot lidu qua dudng
IV & chudt
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Lidu Cic thong s6 PK trung binh (N=4; 2M/2F)

CL \%

ding
clia
h10F6

(ml/kg/
ngay)

(ml/kg)

Cmax
(ng/ml)

AUClast

(ngay*pg/
ml)

AUC,y¢
(ngay*
ng/ml)

AUC extra
(%)

1 mg/kg

5,35

82,5

32,0

139,5

188,2

26,0

CV (%)

9,4

17,7

21,9

11,6

8,6

13,1

10
mg/kg

6,17

113

258

1068

1705

35,5

CV (%)

48,0

24,1

15,2

9,3

12,1

27,7

26,0
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Vi du 8: Dugc dong hoc liéu don ctia h10F6 & khi
[0100] Nghién ctru PK lidu don ctia h10F6 duoc thuc hién & khi cynomolgus,
chc loai khong gén két, dé xac dinh tinh chét vé dic tinh PK va kha néng dung
nap cua no.

Khi cynomolgus chua timng dugc diéu tri (N = 8, 4 con duc/4 con cai)
duge cho st dung h10F6 bing cach tiém mot lidu 16n qua dudng IV véi lidu 2
va 20 mg/kg twong g, (2 con duc/2 con céi trong mdi nhém). Nong dd h10F6
trong huyét thanh, cac thong s hoa hoc trong 1am sang, cac thong s6 huyét hoc,
va tinh trang stc khoe chung va vé bé ngoai ctia khi dugc theo doi trong 35
ngay sau khi dung lidu. C4c miu méu @ phan tich PK duoc thu thap trude khi
ding lidu va & thoi diém 15 phut, 2 gio, 8 giv, va 1,2, 4,7, 10, 14,21,28,va 35
ngay sau khi dung lidu. Cac méu dé danh gia bénh 1y trong 14m sang dugc thu
thap trude khi dung liéu va vao ngdy 1 va ngay 35 sau khi dung lidu. Nong do
h10F6 trong cAc mAu huyét thanh cta khi duge xéc dinh bang cach st dung thir
nghiém ELISA di duoc phat trién va dinh lugng dé xdc dinh néng do cta
h10F6 véi gi6i han dinh lugng dudi (LLOQ) bang 0,06 pg/ml. Profin PK cua
ndng d6 theo thoi gian ciia h10F6 & cdc con khi dugc thé hién trén Fig.12.

Céc thong s6 PK trung binh cua h10F6 & cdc con khi dugc t6m tit trong
Bang 11 du6i ddy. Sau khi tiém lidu 16n cia h10F6 mot 1an qua dudng IV véi
lidu 2 hodc 20 mg/kg cho céc con khi cynomolgus, ndng dd h10F6 trong huyét
thanh giam theo cach hai pha. Thoi gian ban huy cudi trung binh (T1/2) cla
10F6 13 11,5 va 13,3 ngay dbi v6i cac nhom sir dung liéu 2 mg/kg va 20 mg/kg
trong ung. Thong s6 PK cua h10F6 ty 1€ voi liéu lugng va quan sat thiy khong
c6 su khac biét vé gi6i tinh trong khoang dung lidu nghién ctu tir 2 dén 20
mg/kg. 2 trong s6 8 con khi (mdt con dwc va mot con céi trong nhom dung lidu
20 mg/kg) cb su giam manh v& ndng o cuia h10F6 trong huyét thanh tir ngay
14 dén ngay 21. Phat hién ndy duoc cho 1a do cc khang thé khing dugc chat
(antidrug antibodies: ADA) ¢ thé duogc tao ra. Theo d6, cac thdng s6 PK bi
nghi ngd 1 bi &nh hudng boi ADA dd dugc loai trr khéi dit lidu tém tit cla
h10F6 va duong cong AUC mot phin (AUC0-14D) dugc dua vao phép phén
tich PK. Viéc loai trir dit liéu ra khoi hai dong vat co ADA bi nghi ng¢ tur dit
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lidu trung binh tom tit khong lam anh huéng dén két luan vé ty 18 lidu cla
h10F6 va su khac biét gidi tinh.

10F6 c6 thong sb PK tuyén tinh & khi, PK tuong tw & ca con duc va con
C4i, vA cAc gid tri trung binh vé sy thanh thai va thé tich phan bd dugc wéc tinh
& trang thai on dinh phu hop véi céc gia tri dién hinh cho IgG dugc lam cho
gibng v6i ciia ngudi v6i PK tuyén tinh ¢ khi (Betts, et al., 2018). Nhu dy doan
d6i véi cac loai khong gén két, profin PK cia h10F6 goi ¥ ring co ché thanh
thai tuyén tinh, khong bdo hoa, co ché thanh thai khong dac hiéu la con duong
loai b6 chu yéu ctia h10F6 & cac con khi. h10F6 dugc dung nap t6t dén ngay
thir 35 dwa trén cac quan sat 1m sang va sy danh gia cac thong s6 huyét hoc va
héa hoc trong huyét thanh.

Bang 11: Céc thong s PK cua h10F6 sau khi st dung mdt lidu qua
duong IV cho khi
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Théng s6 PK trung binh (N=4 1a 2 dwc/2 cai; N=2 la 1 dwc/1 cai)

Liduding | Cumax |AUCouap| AUChg Tis CL Vs
ctia h10F6 | (ng/ml) (%) (day*pg/ml) | (ngay) |(ml/kg/ngay) (ml/ngay)
Tmgkg | 69,0 | 371 582 11,5 3,04 50,8
CV (%) | 19,6 9,5 11,1 15,7 57 14,0
N 4 4 4 4 4
20 mg/kg | 588 3100 5470 13,3 13,3 57,7
CV (%) 4,9 13,9 khong xac khong khong xac | khong xac
| - dinh xéc dinh dinh ~ dinh
N . 4 4 2 2 2

Vi du 9: Dugc dong hoc cua thF66 nguoi

PK cta h10F6 dugc danh gia trong cac nghién ciu lidu don nim trong
khoang tr 2 dén 20 mg/kg & khi cynomolgus va tir 1 dén 10 mg/kg & chudt
Sprague-Dawley. Su tiép xtc v6i h10F6 la gan nhu ty 1& véi lidu dung, va
khong quan sat thay su khéac biét giita con duc va con cai. Profin PK khong cho
thdy bang chimg vé su phan bd qua trung gian dich hodc hiéu qua cua ADA,
ngoai trir 2 con khi dugc cho dung lidu 20 mg/kg c6 profin PK goi y su tao ra
ADA. Céc két qua nay chimg minh rang phuong phép tuong quan sinh truéng
c6 thé 13 thich hop dé du doan PK cua h10F6 clia ngudi.
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Céc thong sb PK ciia ngudi nhu sy thanh thai va thé tich phan bd duoc
tinh toan tir cac dit litu khong phai trong 14m sang ¢ khi, nhu dugc thé hién
trong Bang 12 dudi day. Tém lai, nong d6 h10F6 trong huyét thanh & khi gidm
di sau khi st dung theo cach hai pha. Do d6, dit liéu vé néng do theo thoi gian
to N = 8 con khi dugc cho stt dung h10F6 véi liéu 2 hodc 20 mg/kg, véi dit liu
nghi ngd vé ADA dugc loai trir, dbng thoi phu hgp véi md hinh hai ngan. Cac
thong s6 PK ctia khi tir md hinh nay c6 ty 1¢ tuong quan sinh trudng dé tinh cac
thong s6 PK ctia ngudi, dua trén gia thiét ring cic sé hang v& thé tich phan bb
(V1 va V2) ty 1¢ véi s6 mii twong quan sinh truéng = 1, va sb hang vé su thanh
thai (CL va Q) ty 1& véi s6 mil = 0,85 (Deng, et al., 2011). Trong lugng co thé
béng 2,4 kg (trong luong co thé trung binh ctia khi trong nghién ctru PK lidu
don, h10F6- VIV-01) va 70 kg dugc chon twong Ung d6i véi trong Iugng cla
khi va nguoi. Cac thong s6 PK ctia ngudi theo ty 1€ cia nguoi cé trong luong
70-kg nim trong khoang dién hinh dbi voi cac khang thé don dong IgG dugc
1am cho gidng véi clia ngudi.

Do h10F6 dic hiéu dbi véi CD200R1 tir nguoi nén khong thé danh gia
duoc sy phan bd dugc chét qua trung gian dich vé mit tién 1am sang. Tuy
nhién, di liéu vé ddc luc (toxicokinetic: TK) tr nghién ctru nhén biét mdi nguy
hai GLP h10F6.V1 c6 thé dugc danh gia dbi voi TMDD, va cac phat hién tir
nghién ciru ndy cé thé duoc st dung dé thong bao hodc cb thé diéu chinh sy du
do4n v& PK cta h10F6 & ngudi néu TMDD dugc phét hién 1a con duong thanh
thai chiém wu thé ctia h10F6.V1 & khi. Dua trén cc théng s6 PK nay, thoi gian
ban huy thai trir cia h10F6 ¢6 thé tinh duoc 13 19,4 ngay.

Béang 12: Céc thong s6 PK dugc du doan cia h10F6 & nguoi

Théng sb Don vi) Gia tri
CL (L/ngay) : 0,158
(ml/ngay/ke) 2,254

2 L) 2,61
Q (L/ngay) 0,953
(ml/ngay/kg) 13,6

V2 (L) 1,83

103/177



52697

Cac thong s6 PK theo du doan cia h10F6 & nguoi duge str dung dé uée
tinh gi4 tri PK ctia h10F6 ¢ nhing ngudi tinh nguyén khoe manh va cac bénh
nhan d& thong bao vé viéc lwa chon lidu ban dAu va khoang liéu diéu tri dugc du
kién twong tng.

PK cta h10F6 & nguoi co thé dugc gia dinh 12 tuyén tinh trong khoang
lidu ding. Tuy nhién, thdi gian ban hiy thai trir c6 thé dugc du doén la ngin
hon véi lidu thip, khi sy phan bd dugc chit qua trung gian dich c6 thé gop phan
vio téng muc do thanh thai & ngudi. Do d6, AUC ctia h10F6 c6 thé duogc du
doén qua mirc & nhitng ngudi tinh nguyén khoe manh va cac bénh nhén, dac
bidt 1a & chc lidu thip. Vi thé, viée gia dinh sy tuyén tinh trén toan by khoang
lidu dung din dén phuong phéap thén trong dbi vai viée lua chon lidu, dic biét 1a
& céc lidu thép.

Céc lidu ding duoc thé hién trong Bang 13 dudi day c6 thé 12 lidu diing
t4i da duoc danh gia & nhitng nguoi tinh nguyén khoe manh, v6i gia thiét 1a lidu
ding ban dau bang 0,3mg va su tang liéu dung t6i da 12 mot nira log (~ 3 14n).
Céc lidu dung nay c6 thé dugc thong bdo béi nghién ctru nhan biét mbi nguy
hai, nhu nghién cru nhin biét mbi nguy hai vé h10F6.V1, va nghién ctru kha
ning phan tng chéo trong md ex vivo cua h10F6, va c6 thé dugc cai bién néu
dugc bao dam dua trén viéc xem xét dit liu. Toan bd dir licu vé do an toan, PK
va PD tir cdc nhém nghién ciu trude doé s&€ dugc xem xét cin than trong cac
quyét dinh ting lidu caa SRC.

Bang 13: Su tiép xtc véi h10F6 theo du doan ¢ nhiing nguoi tinh
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nguyén khoe manh
C#4c thong sé dong hoc theo duwr dodn & nhirng nguwoi
tinh nguyén khée manh

Liéu dung (mg) Cmax (ug/ml) AUC;¢ (ngay * ug/ml)

0,3 0,115 1,94

1,0 0,384 6,77

30 1,15 20,3

10 3,84 67,7

30 11,5 203,0

100 38,4 676,6
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300 115 2030

900 345 6089

Céc thong s6 PK & ngudi theo dy doan ciing dugce sir dung dé udc tinh
PK cita h10F6 & cac bénh nhan dé thong bao khoang lidu didu tri dugc du kién.
Cac gia thiét sau day dugc st dung dé wéc tinh PK ctia h10F6 & cac bénh nhén,
bao gdbm PK tuyén tinh, viéc ding lidu 3 tudn mot 1an (Q3W), hodc hé s6 phan
b trong huyét thanh véi khdi u bing 10%, hogc t hop bt ky cia chiing.

TAn suét lidu dung thuc té duogc st dung & cac bénh nhan ¢ thé duoc
thong béo theo dir li€u vé do an toan, PK va PD tir nghién ctru da lidu cua
h10F6.V1 & céc bénh nhan méc bénh ung thu tién trién. Cac bénh nhan c6 thé
c6 muc dd biéu hién ctiia CD200R1 (vi dy, TIL) cao hon so v61 nhitng nguodi
finh nguyén khée manh, va sy c6 mat cia CD200R1 c6 thé din dén su thanh
thai nhanh hon va mirc d6 tiép xtc ctia h10F6 thip hon, vi du, & liéu thap khi sw
thanh thai qua trung gian dich khong bdo hoa hoan toan. Trong khi CD200RI 1a
thu thé bé mit ty trong thap, n6 c6 thé duoc biéu hién & mic cao nhét trén cic
té bao dong tiy, vi du, cac bach cau trung tinh, ¢6 sy chu chuyén nhanh chéng
c6 thé chiém uu thé trong viéc loai bo h10F6 & cac lidu thép. Vi du, do su biéu
hién cia CD200R1 trén TIL trong khéi u, lidu twong duong hodc cao hon cia
h10F6 c6 thé duoc st dung dé dat dugc PK tuyén tinh & cdc bénh nhan so v6i
lidu h10F6 dé dat dugc PK tuyén tinh & nhitng ngudi tinh nguyén khée manh.
Nong d6 ctia khang thé trong khbi u rén c6 thé & mirc trung binh tir 10% dén
30% ndng dd trong huyét thanh. Phuong phap thin trong & mirc 10% c6 thé
dugc sit dung dé thong béo lieu t6i da dugc xem xét d6i v6i mdi nhém thir
nghiém.

Vi du 10: Su gén két cita c4c khang thé khang CD200R1 v6i cdc té bao
so cép ciia ngudi

Pé khing dinh ring h10F6 gin két v6i CD200R1 ndi sinh dugc biéu
hién trén cAc té bao ciia ngudi, sy gin két cia h10F6 véi tap hop con cta té bao
mién dich ngoai vi dugc xac dinh bang phwong phap dém té bao theo dong
bang cach st dung té bao PBMC clia ngudi tir nhitng ngudi cho khée manh.

Trong PBMC dugc phan 1ap tir 3 nguoi cho, su gin két ctia h10F6 v6i
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cac tap hop con mién dich phu hop véi su biéu hién ctia CD200R1 da dugc
thong béo trong tai liéu chuyén nganh (Wright, et al., 2003; Rijkers, et al.,
2008; Czarnowicki, et al., 2017); cac té bao T CD4+ biéu hién CD200R1 ¢ mirc
cao nhit, quan sat dugc sy biéu hién & muc thép hon mot chut trén cac té bao T
CDS8 +. Trong khi d6, quan sat dugc murc do biéu hién cia CD200R1 trén céc té
bao B 14 thip hon dang k&; sy phan b8 mirc do nhudm cita céc t€ bao B 1a hai
phuong thuec, didu nay goi ¥ ring tap hop con (khoing 16%) cia tdng sb té bao
B biéu hign CD200R1. h10F6 c6 sy ghn két han ché véi cac bach cau don nhan
to ngoai vi tur 3 nguoi cho khée manh. Cac két qua ndy pht hop véi cac nghién
clru bing cach st dung khéng thé khang CD200R1 c6 béan trén thi truong va cac
bach ciu don nhén to dugc phan 1ap tr 3 ngudi cho khoe manh khac (dit li€u
khong duoc thé hién). Su gin két voi kiéu phu cua t& bao T dwoc dénh gia bing
c4ch thir nghiém céc hé pha lodng theo bac cua h10F6 (Fig.13); gia tri EC50 dé
gin két v6i cac tAp hop con mién dich ngoai vi nay la nhét quéan gitta 3 ngudi
cho duoc thir nghiém, nam trong khoéang tir 0,30 dén 0,40 nM, nhu dugc thé
hién trong Bang 14 dudi day.

Béang 14: Kha nang gin két ctia h10F6 vdi cac té bao T

ID ciia nguoicho |  Loai miu Loai té bao ECso (MFT)
RG1307 PBMC CD4+ 0,33nM
CD8+ 0,40nM
RG1212 PBMC CD4+ 0,350M
CD8+ 0,33nM
RG1907 PBMC CD4+ 0,35nM
CD8+ 0,30nM

P& tém tht lai kidu hinh DC cu trd & md, céc bach ciu don nhan to tir
PBMC ctia ngudi cho khde manh dugc phén lap bang cach st dung kit phan 1ap
bach ciu don nhan to va sau d6 duoc biét hda in vitro voi yéu td kich thich
dong bach ciu hat-dai thuc bao (granulocyte-macrophage colony stimulating

factor; GMCSF) 20 ng/ml va IL-4 20 ng/ml trong 1 tudn. h10F6 c6 su gin két
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v6i cac té bao dudi gai co ngudn goc tir bach ciu don nhan to (monocyte-
derived dendritic cell: MoDC) trén 3 ngudi cho riéng biét dugc danh gia, va thu
dugc cac duong cong dap ing liéu twong tu (Fig.14). Céc gia tri ndéng d6 EC50
gin két (tir 0,45 dén 0,60nM) giita nhitng nguoi cho dugc tom tit trong Bang
15 dudi day.

Bang 15: Hiéu luc ciia khang thé khang CD200R1 v&i cac t& bao dudi
gai co ngudn gde tir bach ciu don nhan to (MoDC)

' ECs, (cwong do phat
ID cia ] huynh quang trung
nguoi cho Loai miu Loai té bao binh, MFI)
RG2052 | Céc bach cdu don nhén MoDC 0,45nM
to duoc biét hoa
RG1802 Céc bach cAu don nhan MoDC 0,60nM
to dugc biét hoa
RG1549 Céc bach cu don nhan MoDC 0,60nM
to duoc biét hoa

Vi du 11: Khang thé khang CD200-R1 khéng gén két véi céc té bao

PBMC so cip ctia chudt, tho, chd, khi Marmoset, khi Rhesus, va khi

Cynomolgus

Kha niing cua h10F6 trong vigc gin két v6i cac té bao mién dich tir cac
loai khéc ciing duge danh gi. Cac loai phd bién ¢6 chung tinh tuong ddng trinh
tu > 50% véi CD200R1 cia nguoi duoc chon loc dé danh gia va bao gém
CD200R1 cta chudt (tinh twong ty cla mién ngoai bao, ECD, 54%), CD200R1
cia ché (tinh tuong tw ctia ECD 13 50%), CD200R1 cua tho (tinh tuong tu cua
ECD 14 61%), khi Marmoset (tinh twong tu cia ECD 12 82%), khi rhesus (tinh
tuong ty cia ECD 13 91%), va khi cynomolgus (tinh twong ty cua ECD la
899%). Két qua ctia phuong phép phén tich dém t€ bao theo dong cia PBMC tir
m3i loai twong ng di chémg minh ring h10F6 khong gén ket voi céc té bao
mién dich so cép cta chudt, tho, hodc ch6. h10F6 ciing cho thdy khong c6 su
gén két véi cac té bao cua khi Rhesus, khi Marmoset hodc khi Cynomolgus mac
du ¢6 tinh twong ddng trinh ty cao, nhu dugc thé hién trén Fig.15.

Sy khong cé kha ning phan tng chéo voi CD200R1 cua tho, khi
Marmoset, khi Rhesus va khi Cynomolgus dugc khéng dinh bang cach xéc dinh

107/177



52697

sur gén K&t ciia h10F6 véi cac té bao CHO dugc chuyén nhiém véi cac trinh ty
lién émg ciia CD200R1 c6 chidu dai day di dbi v6i cac loai nay, v6i CD200R1
ciia ngudi duge st dung lam dbi chung duong (Fig.16). Phu hop vdi cac két
qua quan sat dugc vGi cac té bao so cép, h10F6 chi nhan biét CD200R1 cua
nguoi.

Vi du 12: Sy biéu hién ciia CD200R1 trén cac t& bao mién dich ngoai vi

va céc t& bao midn dich tham nhiém khéi u

Su bidu hién ciia CD200 va CD200R1 dugc dénh gia trén cic t¢ bao
lympho6 tham nhidm khéi u (tumor-infiltrating lymphocyte: TIL) tur md khéi u
d3 phan ly dugc bao quan lanh va té bao PBMC phu hop tir cic bénh nhan bi
ung thu thin té bao sang, ung thu vi, u melanin, bénh caxinom tuyén mang
trong tir cung va bénh ung thu budng tring dé hiu sy phan bd cua ching trén
c4c t bao mibn dich & ngoai vi so voi vi méi trudmg khéi u (CD200, Fig.5 clia
sach IND; CD200R1, Fig.6 cua sach IND). Trong khi ndng d6 CD200 trén cac
té bao mién dich ngoai vi 12 twong tu gitta cc bénh nhan ung thu va nguoi cho
khée manh, mic do biéu hién ctia CD200 dugc diéu hoa ting trong céc té bao
mién dich thAm nhiém khéi u, bao gdm céc té bao T CD4+, cac té bao T CD8+
trong ca 5 bénh nhan ung thu dugc thi nghiém. Cac té bao tiy CD11b+ thdm
nhidm khdi u & 4 trong sd 5 bénh nhén ung thu ciing cho thiy mtc do biéu hién
cua CD200 ting 1én so voi cac mau phu hop tir ving ngoai vi (Fig.17). Muc do
biéu hién ctia CD200R1 trén céc tap hop con cia té bao PBMC tir bénh nhén
cling twong duong véi muc do biéu hién & dbi ching khoe manh (Fig.18). Tuy
nhién, CD200R1 ¢6 mire dd bidu hién cao hon trén cac t€ bao T TIL CD4+ va
CDS8+ so v6i cac mau ngoai vi phu hop & 4 trong s 5 bénh nhan ung thu. O tat
ca 5 mau tir bénh nhan dugc thir nghiém, cac t& bao B TIL va cac té bao tiy
CD11b+ ¢6 mirc do biéu hién CD200R1 ting 1én so voi mau tir ving ngoai vi
phit hop. Dit liéu ndy khing dinh c4c bdo cdo trong tai li¢u chuyén nganh ve su
didu hoa tang cua CD200 va CD200R1 trong vi mdi truong khdi u (Zheng, et
al,, 2017; Thommen, et al., 2018; Cassetta, et al., 2019) va goi y ring su biéu
hién cta thy thé trc ché CD200R1 va phdi tir cia n6 c6 thé gop phan vao vi méi

treong khéi u rc ché mién dich.
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Vi du 13: Phong bé sy twong tac CD200/CD200R 1 bang khang thé
khang CD200-R1
A. Su dich chuyén ciia CD200 di gin két tir trwéc tir céc té bao biéu hién
CD200R1 bing khang thé khang CD200-R1

Trong ngit canh cac t& bao khoi u va té bao mién dich thAm nhiém khoi

u, 1y 16 ctia CD200 duoc bidu hién trén cac té bao khdi u va/hogc t& bao ndi mod
trén mach méu dugc cho la sé& gén két so bd véi CD200R1 duge biéu hién trén
cac té bao midn dich. Dé dénh gia kha ning cia h10F6 trong viéc lam dich
chuyén CD200 di gén két tir trude tir CD200R1, dong t& bao U937 dugc thiét
ké dé bidu hien hCD200R1 (U937-CD200R1) va duoc 1 tir true v6i ndng dd
khéc nhau ctia hCD200-Fc trude khi ¢ véi h10F6. Thir nghiém duoc thuc hién
bing cAch theo ddi su dich chuyén ciia hCD200-Fc da biotinyl héa tir U937-
CD200R1 bing h10F6 (Fig.19, hinh A) hoic theo d3i su gén két clia h10F6
duogc biotinyl hoa véi cac té bao U937-CD200R1 véi su c6 mit cia cac né)ng
@5 khéc nhau ctiia hCD200-Fc (Fig.19, hinh B). h10F6 c6 kha nang thay thé
CD200-Fe ra khoi hCD200R1 biéu hién trén bé mat té bao & ca hai dinh dang
thir nghiém, dAn dén gia tri IC50 phong bé ctia h10F6 ndm trong khoang tir 0,16
dén 1,28 nM, tiy thudc vao néng dd ctia hCD200-Fc c¢6 mat. Theo du kién, céac
gi4 tri IC50 ctia h10F6 dé lam dich chuyén CD200 da gin két tir truée 1a cao
hon déng k& (hiéu luc thip hon) so vdi khi céc té bao biéu hién CD200R1 dugc
0t trude v6i h10F6 (IC50 = 0,08nM).

B. Phong bé su gén két clia CD200 véi cAc té bio dudi gai so cAp biéu hién ndi
sinh CD200R1 béng khang thé khang CD200-R1

[0101] Do thudc _tinh quan trong trong co ché tac dong sinh hoc cuia h10F6 1a

ngan ngira hiru hiéu CD200 ghn két véi cac té bao bieu hién CD200RI, céc tac
gia sang ché da danh gia kha ndng clia h10F6 trong vi¢c phong bé CD200 tai t6
hop hoa tan gin két v6i cac té bao dudi gai duge biét hoa in vitro va biéu hién
CD200R1 ndi sinh & mirc cao. h10F6 phong bé 100% su gén két ciia CD200
v6i chc 16 bio DC bidu hién CD200R1 theo cach phy thudc ndng do voi gid tri
IC50 bang 0,08nM (Fig.20). O day, cac DC dugc biét hoa in-vitro bang bach
cAu don nhéan to dugc cho gin két véi ndng do h10F6 tang 1én. Cac khang thé

khong gin két dugc loai bd bang cach rira hai 14n truéc khi cho thém protein
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dung hop CD200-Fc-FLAG 500nM. Sau 20 phut 0 & nhiét do 4°C, khang thé
PE khéang Flag dugc bd sung dé phat hién sy gén két cua CD200. Céc gié tri
EC50 cia su gin két duoc xac dinh bang cach st dung 3 thong s0,
log10[h10F6] so voi su dap ung, s lam khdp v6i dudong cong khong tuyén
tinh; duong thing da lam khép dugc ngoai suy dua trén mo hinh nay. Khang
th ddi ching gin két v6i CD200R1 nhung khong phong bé su gin két ctia
CD200R1-CD200 (khoéng co chit phong bé) khong uc ché sy gin két cia
CD200; trén thuc té, dudng nhu né lam gia tang sy ghn két. DPdng thoi, cac két
qua nay chirng minh rang h10F6 cé thé phong nglra sy gin két cia CD200 véi
CD200R1 trén c4c té bao mién dich so cép.

Vi du 14: Uc ché su truyén tin hiéu cia CD200R1 bang khang thé khang
CD200R1

Hiéu qua ctia h10F6 dbi voi sy truyén tin hi¢u qua trung gian CD200R1
theo hudng xudi dong dugc xac dinh tinh chét in vitro bang cach sit dung 2 hé
thir nghiém trén co s6 t6 bao khac nhau. Mot hé danh gi4 kha nang ctia h10F6
trong viéc ngin nglra sy huy dong DOK2 dén mién ndi bao cua thu thé
CD200R1. Hé con lai danh gia su hoat hoa xudi dong qua trung gian CD200R1
ctia yéu t6 nhan kappa B (NFkB) bing cach st dung cac gen thong bao NF«B.

Céc con dudng truyén tin hiéu CD200R1 bét dau v6i sy phosphoryl héa
Y302 ctia CD200R1 do CD200 gdy ra, sau d6 1a sy huy dong DOK2 (Zhang, et
al., 2004; Mihrshahi, et al., 2009; Mihrshahi and Brown, 2010). Theo d6, cac
thc gia sang ché dd danh gia kha ning ctia h10F6 trong viéc phong bé su huy
ddng xudi dong cia DOK2 bang cach st dung thir nghi¢ém huy dong DOK?2 dic
hiéu CD200R1 c6 ban trén thi truong (EuroFins DiscoverX). Trong h¢ thir
nghiém trén co s& té bao in vitro nay, dong té bao Jurkat clia ngudi dugc thiét
ké dé biéu hién CD200R1 va DOK?2, mdi thanh phin nay dugc céi bién & dau
tan cung C biang manh enzym f-galactosidaza bd trg va riéng biét. Khi DOK2
dén gén mién nodi bao ctia CD200R1, 2 manh enzym d3 thiét k& s& bd trg cho
nhau dé tao thanh enzym chitc ning c6 kha ning thiy phén co chét doc quyén
dé tao ra tin hidu phat quang héa hoc. Do d6, vige ddéng nudi chy té bao Jurkat

clia ngudi véi cac té bao HEK293 biéu hign CD200 tao ra tin higu phat quang
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héa hoc phu thudc lidu ding phan 4nh sy truyén tin hiéu CD200R1 (Fig.21).
Viéc bd sung cac hé pha lodng theo béc clia h10F6 hoa tan vao mdi trudng dong
nubi cAy phong bé su huy dong DOK2 dén CD200R! do phéi tir CD200 theo
cach phu thudc ndng do (IC50 = 0,03nM). Cac té bao HEK293T khong c6 su
biéu hién noi sinh cia CD200 dugc su dung dé x4c dinh muc ban dau cua tin
hiéu. Su tc ché 13 hoan toan khi ting néng d6 khang thé khi tin hiéu tr& lai mirc
ban diu (dugc thé hién bai sw kich thich té bao dbi chimg HEK293T).

Céc nghién clru tién 1am sang cho thiy con duong NFkB chudn tic c6
thé déng vai trd thic ddy khdi u trong cdc md hinh trén chudt bj bénh ung thu
lién quan dén budng trimg, viém rudt Kkét, té bao gan va u nguyén bao x6p. Cac
bdo c4o trong tai lidu chuyén nganh cho thdy rang kiéu hinh M2 cia céc dai
thuc bao lién quan dén khdi u (tumor-associated macrophage: TAM) trc ché
mi&n dich va cac t€ bao frc ché c6 ngudn gbc tir tuy (myeloid-derived
suppressor cell: MDSC) ¢6 thé phu thudc vao NFxB (Hagemann, et al., 2008;
Li, et al., 2020). Hon nita, sw pha v& con duong NF«kB chudn tic trong cac té
bao tiy c6 thé 1am chim su phat trién cua khéi u, phan cyc lai M2 khang viém
thanh su tham nhiém mién dich M1 ﬁén viém hd trg su gia ting cua té bao T
CD8+ v su chét té bao theo chuong trinh ciia t& bao khdi u (Achyut, et al.,
2017). Dong té bao bach cdu don nhan to clia ngudi, K562, dugc thiét ké dé
biéu hién CD200R1 va gen thong béo NF«B- luciferaza dé khai thac hiéu qua
clia sw truyén tin hiéu CD200-CD200R1 ddi véi con dudng NF«B va kha nang
phong be hiéu qua nay cta h10F6.

Viée xur ly céc té bao K562 biéu hién CD200R1 bang CD200 da gin véi
dia (dit liéu khong dugc thé hién) hodc d6ng nudi cly v6i cic té bao HEK293T
bidu hién CD200 cam tng hoat tinh cia gen thong bao NF«B theo cach phu
thudc s lugng t bao (Fig.22, hinh A). Viéc bd sung cic hé pha loang theo bac
ctia h10F6 hoa tan vao moi truong dong nudi cdy K562 HEK293-CD200+ nay
phong bé hitu hiéu va hoan toan sy dap tmg ctia NF«xB phu thudc CD200 d3 gin
két mang véi gid tri IC50 bing 2,31nM (Fig.22, hinh B) va gia tri IC50 bing
3.38nM khi CD200 di gén két v6i dia (dir ligu khong dugc thé hién). Cac dix
litu nay chung minh rang h10F6 phong bé hiru hiéu sy truyén tin hiéu
CD200/CD200R 1 trong 2 hé trén co s& té bao doc 1ap.
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Vi du 15: Tang cudng sy hoat hda t4 bao mién dich bing khang thé
khang CD200R1
A. Hidu qua ciia khéng thé khang CD200R1 trong thir nghiém vé t€ bao lymphd

~
A

hon hop

[0102] Kha ning cta h10F6 trong viéc lam dao nguoc tac dung Uc ché
cua DC sinh dung nap trong ngit canh ddng nudi ciy té bao T di sinh dugc danh
gia trong thir nghiém vé t& bao lymphd hdn hop. Ca sy san sinh xytokin va cac
dAu 4n vé su hoat héa té bao T dugc x4c dinh. Tom lai, cac }bach cAu don nhan
to duoc biét hoa thanh cac té bao dudi gai biang cach nudi ciy trong 7 ngay voi
GMCSF va IL-4. Cac té bao dudi gai dugc phan cyc thanh DC sinh dung nap
hodc dugc phan cuc thanh DC sinh mién dich d& dung lam dbi ching dwong
kich thich mién dich. Sau 3 ngay phan cuc, cac té bao T-pan va cac té bao DC
truong thanh dugc tron 13n voi nhau véi sy ¢ mat cia khang thé h10F6 hoic
dbi chimg isotyp. Sau d6, su san sinh xytokin va cdc déu 4n v& su hoat héa té
bao T dugc phan tich sau khi dong nudi chy tir 4 dén 6 ngay. Viéc xtr 1y bing
h10F6 trong thir nghiém vé té bao lymphd duge tron véi DC sinh dung nap dan
dén su hoat héa té bao T khi duge ching minh bang muc dd cam ung glp tir 2
dén 3 1an theo cach phu thudc thoi gian cla cac xytokin tidn viém bao gém
IFNy, IL-12p70, va IL-18 (Fig.23, hinh A va C). Ciing quan sat dugc su gia
ting dang ké v& ddu 4n hoat héa té bao T CD69 va dAu 4n tang sinh Ki67, dat
40-70% muc do hoat hoa t6i da nhu duoc thé hién bing moi trudng d6ng nudi
chy DC sinh mién dich (Fig.23, hinh B). Dong thi, céc dit liéu ndy ching minh
kha ning cta h10F6 trong viéc khdi phuc chirc nang cua té bao T véi sy c6 mit
cta cac DC sinh dung nap.
B. Hiéu qua ciia khang thé khang CD200R1 trong thit nghiém té bao T pan dé

dénh gi4 su tiét ra IL-2 va su san sinh INFy

Kha ning khoi phuc chirc ndng t& bao T cua h10F6 ciing dugc danh gia
trong thtr nghiém té bao T-pan v6i sy c6 mit cia CD200-Fc di gin voi dia
(Fig.24, hinh A). Cac té bao T-pan cua ngudi duoc phan 1dp tir nhing nguoi
cho té bao PBMC khée manh dugc kich thich thuong xuyén bang ngung két tb
hdng cau thuc vat va IL-2 trong 7 ngay trong mbi trudng hoan chinh. Sau do, té

bao duoc thu hoach, duge dé& yén véi cac tic nhan kich thich va gin mdi véi IL-
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4 trong 24 gid. Viéc xr 1y so bd ndy lam gia tang mitc do biéu hién cia
CD200R1 trén c4c té& bao T-pan, lam cho ching min cim hon véi phdi tir
(CD200). Viéc xtr Iy cac té bao T-pan bang h10F6 50nM cho thiy su khoi phuc
chire nang tiét ra IL-2 v6i sy cé mit cua CD200-Fc d3 gin véi dia. h10F6 cling
khéi phuc su san sinh IFNy theo cach phu thudc liéu dung (EC50 béng 0,07nM,
nhu duoc thé hién trén Fig.24, hinh B). Do d6, h10F6 cling truc tiép diéu bién

chirc ning té bao T ddc lap vai cac te bao tuy.

Vi du 16: Khéang thé khang CD200R1 lam gia ting ty 1¢ ti€u diét té bao

khdi u qua trung gian PBMC trong thoi gian thuc theo cach phu thudc

lidu dung

Cic té bao khéi u dich (cac t& bao COV644 biéu hién CD200 ndi sinh),
dugc thiét ké dé biéu hién protein phat huynh quang mau xanh luc (green
fluorescent protein: GFP). Cac té bao khdi u COV644 dugc danh d4u bang GFP
dwoc 0 véi PBMC tir nhitng nguoi cho khée manh. Téc nhan kich thich (SEB)
cling dugc bé sung vao moi trudng dé hoat héa cac té bao mién dich. Mtc do
tieu diét té bao khdi u qua trung gian PBMC dugc dinh luong bang céach xac
dinh mirc d§ hao hut cuong do phat huynh quang trong mdi 13 theo thoi gian.

Mirc do tiéu digt té bao khdiu qua trung gian mién dich dugc khéng dinh
béng cach danh gia bang mit thuong dé dam bao rang sy mét tin hiu phét
huynh quang ddng thoi véi sy tiéu diét té bao khdi u. Su hoat héa va gin mbi
thanh céng dugc thé hién rd rang boéi sy tao cum cla cac té bao mién dich
khong duge dénh ddu. Sy tidu diét té bao mién dich dugc khing dinh bang sy
pha v& mang té bao duoc danh ddu bang GFP va sy hao hut cta té bao khdi u
dich. h10F6 duoc thu nghiém trong thtt nghiém vé su phat trién cua khéi u
IncuCyte trong thoi gian thyc v6i 3 nguoi cho khac nhau. 15 trong tdng sb 24
nghién ctru dugc tién hanh, h10F6 kich thich hoat tinh tiéu diét khéang u khi
dugc dinh lugng bing cach giam tin hidu GFP trong mbi 15 so voi dbi chimg
isotyp. h10F6 lam gia tang su chét cua té bao khéi u qua trung gian PBMC
duoc gin mdi SEB theo cach phu thude lidu dung (Fig.25)

Trén Fig.25, dién tich dudi duong cong (area under the curve: AUC) cua

tin hidu GFP tir pha tiéu diét cua 15 thir nghiém ti€u diét khéi u qua trung gian
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PBMC IncuCyte cho thiy hiéu qua cua h10F6 1a phu hop v6i mo hinh hdi quy
ctia sy dap tng chat G ché khong tuyén tinh va cac dir liéu dugc danh gid veé
chit luong t6t clia sy phi hop. 6 thir nghiém ddi véi 3 ngudi cho riéng biét da
vugt qua ngudng chép nhan dugc ciia R2> 0,40. Dit ligu tir 6 thu nghiém nay
duoc chuyén doi thanh ty 18 % tiéu diét khéi u qua trung gian PBMC so v6i a6i
chimg isotyp. Gia tri riéng biét cta ty 1€ % tiéu diét khéi u dugc tinh todn (n = 4
14n L3p lai d6i v6i m3i ndng do) vi duge chuyén ddi thanh ty 1& % tiéu diét khdi
u trung binh. Ty 1€ % tiéu diét khéi u trung binh, dugc thong bao la ty 18 té bao
khéi u bi tiéu diét ting 1én so v6i déi chimg isotyp, dugc v& biéu db theo nong
do h10F6, va dit 1iéu cu thé cua nguoi cho tir cac thir nghiém 1ap lai duogc tap
hop dé thong bao ndng do EC50 dbi véi h10F6 trong thi nghiém cla ngudi
cho, nhu dugc minh hoa trén Fig.26.

" Gi4 trj ctia mirc do tidu diét té bao khdi u qua trung gian PBMC trén 3
ngudi cho duge thong bao trong Bang 16. h10F6 lam gia ting muc do tiéu diét
té bao khédi u qua trung gian PBMC theo cach phu thudc ndng do, dan dén ndng
d6 EC50 trung binh bing 1,37nM (hodc 0,20 pg/ml, nam trong khoang: tir 0,17
dén 2,38nM). So v6i dbi chimg isotyp, h10F6 lam gia ting muc do tiéu diét té
bao khéi u qua trung gian PBMC 1én dén 52,9% (riéng biét) va c6 hi¢u qua tbi
da trung binh 1a 35,2% trén 3 nguoi cho (d6i ching isotyp dat dugc ty 1€ tiéu
diét bang 0%, va 100% néu céc t& bao khdi u khong phét ra tin hi¢u GFP trong
sudt pha tiéu diét).

Bang 16: Tom tat v& hidu luc va hidu qua t6i da cia h10F6 d6i v6i mirc

do tidu diét té bao khdi u qua trung gian PBMC so v6i d6i chung isotyp
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RG1939 RG1212 RG1307 Trung binh

N=2 N=1 N=3 NA

EC50 (nM) 0,17 2,38 1,56 1,37

Ty 1€ % tiéu diét 29,8 52,9 22,8 35,2
ting 1én, toi da

h10F6 c6 kha ning lam gia ting su chét clia té bao khoi u CD200+ qua
trung gian PBMC v6i sy ¢6 miét cia PBMC tir ngudi cho duge kich thich bang
SEB.
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Vi du 17: Nghién ctru ddc chét hoc bing cach st dung h10F6.V1

Su danh gi4 d an toan khong phai trong 1am sang cua h10F6 bao gbm
su danh gia dit liéu dugc 1y in vitro, dit lidu vé kha ning dung nap tir nghién
ctru PK in vivo dé danh gia kha nang gin két ngoai dich, su giai phong xytokin
in vitro, va kha nang phan ting chéo trong md ctia h10F6, va kha ndng dung nap
va nghién ciru doc chat hoc GLP cua khang thé thay thé h10F6.V1.

Kha nang dung nap cua h10F6.V1 va kha nang gfn két ngoai dich va doc
tinh dugc danh gid sau khi st dung mot lidu 16n ctia h10F6 qua duong IV &
chudt va khi cynomolgus. Khé niang ctia h10F6.V1 trong viéc cam Ung sy giai
phéng xytokin béi cac té bao mién dich ngoai vi ctia nguoi cling dugce dénh gia.

A. Kha ning dung nap & chudt Sprague-Dawley

h10F6.V1 duge dung nap tt & chudt sau khi tiém liéu 16n mot lan qua
duong TV (tr 1 dén 2 ml/kg) véi lidu téi da 12 10 mg/kg (2 con/gi6i tinh/nhém;
1 mg/kg va 10 mg/kg. Cac dong vat dugc quan sat v& cc dau hiéu 1am sang co
y nghia, tinh trang sip chét, va ty 1& chét & mdi thoi didm 1iy miu va sit dung
liéu. Trong lugng co thé duoc ghi lai & thoi diém dung liéu va vao céc ngay thi
7,14, va 21. Khong c¢ tinh trang chét sém hoic tinh trang sép chét va khong c6
su thay dbi lién quan dén san phém thir nghiém vé cac diu hiéu 1am sang hodc
trong luong co thé. Két luén, khong quan sat thiy doc tinh rd rang nao ma s&
cho thdy thé hién su gin két, vi du sy gén két ngoai dich cia h10F6.V1 & cdc
con chudt sau khi st dung mot liéu qua dudng IV tdi da 13 10 mg/kg.

B. Kha ning dung nap & khi cynomolgus

h10F6.V1 dugc dung nap t6t & khi cynomolguss (2 con/gi6i tinh/nhém
vé6i lidu 2 mg/kg va 20 mg/kg) sau khi ti€ém mot liéu 16n qua dudng IV (2
ml/kg) véi lidu ti da 1a 20 mg/kg. Cac dong vat dugc sang loc v& strc khoe
chung bdi nhan vién tht y c6 ching chi khi dén vi tri nghién ctru. Chi céc dong
vat ¢6 sirc khoe tét véi cac thong s6 bénh 1y trong 1dm sang phu hop véi dir licu
tham khao cu thé cia dan méi duge dua vao nghién ctru. Vao ngay dung lidu,
cac dong vat dugc quan st trude va sau mdi thoi diém 14y mau trong 6 gid dau
tién sau khi dung lidu va 13p lai sau d6 & mdi thoi didm 14y mau. Sau khi ding
liéu, cac dong vat duoc quan sét it nhét hai 1An mdi ngay vé cic d4u hiéu 1am

sang ¢ ¥ nghia, ty 1€ chét, va cac dAu hiéu cta sy dau don va tinh trang nguy
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cip, va it nhit mot 1n m&i ngay vé vé bé ngoéﬁ va tinh trang stc khée chung.
Trong lugng co thé dugce ghi lai & thoi diém trudc khi dung lidu, & thoi diém
dung lidu, va it nhit 12 hang tudn sau khi dung lidu. Ly mAu mau & thoi diém
truc khi dung lidu, 24 gio sau khi ding lidu, va 35 ngay sau khi ding lidu dé
d4nh gid su thay ddi v& huyét hoc va héa hoc trong huyét thanh. Khong c6 ty 1¢
chét sém hodc tinh trang sép chét va khong cé su thay dbi lién quan dén san
phém thir nghiém vé cac diu hiéu 1am sang, trong lugng co thé, huyét hoc va
hda hoc huyét thanh. Két luan, khéng quan sat thiy c6 doc tinh rd rang dé chira
su gén két ngoai dich ciia h10F6 & khi cynomolgus sau khi stt dung mot lan qua
duong IV véi lidu tdi da 20 mg/kg.

C. Thir nehiém v& su giai phéng xytokin

Kha ning gidi phong xytokin béi PBMC sau khi tiép xtic véi hi10F6
dwoc dénh gid va dugc phat hién 1a khong c6 hiéu qua. Su d4p tng cla cac mAu
mau toan phén va PBMC dugc 14y tir 10 ngudi cho khée manh v6i viée diéu tri
bing h10F6.V1 dugc so sanh véi viée diéu tri bing khéng thé khang CD3 hodc
SEB (c4c dbi ching duong d6i voi thir nghiém PBMC va méu toan phin tuong
tmg), IgG1 kappa dugc lam cho gidng véi clia ngudi khang lysozym cua ga véi
viec diéu tri bang dbi chung isotyp c6 su dot bién mién Fc cua N297G (dbi
chtng isotyp 4m), ciing nhu khong co6 dbi ching didu tri. Cac mau méu toan
phén dugc xir Iy & dinh dang hoa tan, va PBMC duogc xtt Iy & dinh dang duoc
phu uét, da gén véi dia. Su dap ung phu thudc ndng do ddi v4i h10F6.V1 duoc
danh gi4 & ndng do 0,002, 0,02, 0,2, 2, va 20 pg/ml theo ca hai dinh dang diéu
tri. Su giai phong xytokin dugc dénh gid & mot thoi diém duy nhét, 24 gid sau
khi xir 1y d& gay cam tng IL-2, IL-6 TNFo, va IFNy.

_ Viée xtt Iy bang h10F6.V1 khong gy ra su giai phéng xytokin cta IL-2,
TNFa, va IFNy dang cha y bAt ky trong cac diéu kién hodc ndng dd duge thir
nghiém bt ky. Viée xu ly bang h10F6.V1 khong gly ra su giai phéng IL-6
d4ng chi ¥ bt ky trong dinh dang hoa tan cla miu méu toan phin. Tt ca
nhitng ngudi cho déu c6 ndng do IL-6 ¢ mirc thdp dén trung binh theo dinh
dang dugc pht w6t, di gan véi dia cia PBMC, sau khi xt ly bang h10F6. Quan
st dwoc ndng do cua IL-6 & cac mdu duge xtr 1y bing h10F6.V1 13 twong

dwong véi khi xit Iy bang khang thé déi ching am isotyp IgG1 va thip hon so

116/177



52697

v6i dbi chung duong khang CD3 khi dugc si dung & cing ndéng d9. Khong
quan sat dugc mbi tuong quan bét ky giita ndng h10F6.V1 va ndng d IL-6
dugc x4c dinh. h10F6 khong cho thdy c6 bing ching v& su gidi phong xytokin
in vitro cia cac ddi chung am IL-2, IL-6, TNFa, hodc IFNy trén day khi dugc
thir nghiém trong mau mau toan phﬁn (vi du, dinh dang xit ly hoa tan) hodc
PBMC (vi du, dinh dang xr ly dugc phu uét, da gén v6i dia) tr 10 nguoi cho
khoe manbh.

Vi du 18: Pic tinh duogc 1y clia khang thé thay thé 1am vi du
A. Su tao ra chit thtr nghiém khong phai trong 1am sang cua khang thé thay thé
trong céc té bao Expi-HEK293

Khang thé h10F6 khong phan img chéo véi CD200R1 duge biéu hién &

cac loai dugc thir nghiém khoéng thudc lam sang bao gé)m chuot nhét, chudt
thuong, tho, ché, va cac dong vt linh trudng khong phai nguoi (khi rhesus, khi
marmoset va khi cynomolgus). Do d6, khang thé thay thé dugc lam cho gidng
v6i clia ngudi hoan toan gén két véi CD200R1 cta khi cynomolgus, h10F6.V1,
dugc phat trién dé danh gia cac mbi nguy hai tiém tang c6 lién quan dén su tic
ché CD200R1. h10F6.V1 13 bién thé ciia h10F6, va c6 chung trinh tw chinh,
ngoai trir 3 axit amin trong vung quyét dinh tinh b6 tro (complementarity-
determining region: CDR) cua chudi ning va 1 axit amin trong ving CDR cta
chudi nhe. _

_ h10F6.V1 duoc tao ra trong hé biéu hién Expi-HEK293 bang cach su
dung cung quy trinh nhu dwgc md ta d6i voi h10F6. Céc ddc tinh cia h10F6.V1
duoc thé hién trong Bang 17 dudi day.

Bang 17: Céc dic tinh cua vt liéu h10F6.V1

Khéi lwgng
quan sat Kp theo Biacore
HPLC dwge theo (nM) (sw gan

(% phd khoi két voi Noi doc to
Phan ti monome) | lwong (Da) M{CD200R1) (EU/mg)
h10F6.V1 duoc >99 145,066 2,63 0,03
tao ra trong dong '
té bao Expi-

HEK?293
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B. Su oén két ciia khang thé thay thé v6i cc té bao PBMC duogc phén lap tir khi

Cynomolgus

Pé khing dinh ring h10F6.V1 gin két véi CD200R1 ndi sinh duge bidu
hién trén céc té bao ctia khi cynomolgus, su gin két ctia h10F6.V1 véi tap hop
con ctia t& bao mién dich ngoai vi dugc xac dinh bang phuong phap dém té bao
theo dong bang cach st dung té bao PBMC tir khi cynomolgus.

Trong té bao PBMC dugc phan 13p tir 3 con khi, h10F6.V1 biéu hién su
gin két theo du kién v&i cac té bao T CD4+ (Fig.27). Su gén két v6i cac té bao
T duoc danh gia br?mg cach thr nghiém céc hé pha lodng theo bic cua
h10F6.V1. Quan st duoc su gén két phu thudc liéu, véi gia tri EC50 nam trong
khoang tir 0,34 dén 1,54nM.

C. Phong bé su frong tac MFCD200/MfCD200R 1 bing khéng thé thay the

Kha ning ctia h10F6.V1 trong viéc phong bé su gin két cua
MfCD200R1 véi MfCD200 da ¢ dinh duoc thyc hién béng cach s dung thir
nghiém ELISA. Khang thé thay thé nay phong bé su tuong tac
MfCD200R 1:MfCD200 v6i gid tri IC50 phong bé bing 2,45nM, nhu duge thé
hién trén Fig.28.

_ Dong té bao bach cau don nhan to cia nguoi, K562, dugc thiét ké dé
bidu hién én dinh MfCD200R1. Trinh ty ciia MfCD200R1 dugc xac dinh rd
rang bang phuong phép phén tich tin sinh hoc va khing dinh trinh tu thi
nghiém bang cach st dung ARN dugc chiét tr thuc quan cta khi tir 2 nguoi
cho. Sy gin Kkét cita MFCD200 duoc dung hop véi dudi Fe cta hlgGl khong
dugc glycosyl héa véi cac té bao K562 biéu hién MFCD200R1 duge khing dinh
bing thiét bi FACS. Su gén két ndy dugc phong bé manh béi h10F6.V1 (IC50 =
0,50nM), trong khi h10F6 khong gan két MfCD200R1 khong phong bé su
twong tic nay (Fig.29).

D. Duoc dong hoc don liéu cta khang thé thay thé & khi Cynomolgus

h10F6.V1 14 chat thay thé ctia h10F6 véi 4i luc gén két cao véi

CD200R1 tir khi cynomolgus. Do h10F6 khong gén két véi CD200R1 tir khi

cynomolgus, c4c loai doc td chinh, nghién ctru PK lidu don ctia h10F6.V1 dugc
thyuc hién dé danh gid cac dac tinh PX cia né va kha ning dung nap & khi

cynomolgus, va xé4c dinh tinh thich hop cta né dé st dung trong nghién ctru
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nhan biét mdi nguy hai ctia GLP. Profin PK ctia ndng do h10F6.V1 theo thoi
gian & khi duoc thé hién trén Fig.30. »

Cac thong sb PK trung binh ciia h10F6.V1 & khi duoc tom tit trong
Béng 18 dudi ddy. Sau khi tiém mot lidu 16n qua dudng IV bang 20 mg/kg cho
khi cynomolgus, ndng d9 h10F6.V1 trong huyét thanh giam di theo cach hai
pha. Sy thanh thai h10F6.V1 la tuyén tinh theo thdi gian cho thiy khong c6
bing chimg v& ADA hofic dic tinh thanh thai khong tuyén tinh khac (vi dy, su
phan b dugc chat qua trung gian dich; TMDD) trong tbi da 35 ngay. Thoi gian
ban huy cudi trung binh 13 10,2 ngay, va cic gia tri trung binh vé su thanh thai
va thé tich phan bd theo wdc tinh & trang thai on dinh 1a phtt hop véi céc gia tri
¢6 thé 13 dién hinh cho IgG dugc 1lam cho gidng véi ctia nguoi véi PK tuyén
tinh & khi.

Bang 18: Céc thong sé PK cla khang thé thay thé sau khi st dung mot
lidu qua duong IV cho khi Cynomolgus

| Thong s6 PK trung binh (N=3M)
Lidu ding | Cmax AUClast T1/2 CL VSS
(ug/ml) | (ngay*ug/ml) | (ngdy) | (mlkg/ngay) (ml/kg)
20 mg/kg 515 3670 10,2 4,97 69,9
CV % 17,9 2,7 14,8 5,4 6,8

h10F6.V1 ¢6 PK tuyén tinh & khi, didu ndy goi ¥ ring co ché thanh thai
khong dic hiéu, khong bao hoa, tuyén tinh 13 cac yéu td gop phan chinh vao sy
thanh thai h10F6.V1 & khi véi lidu dung 20 mg/kg dugc nghién ctru. h10F6.V1
duoc dung nap 6t dén ngay thtr 35 dya trén cac quan sat trong 1am sang va sy
danh gia cac thong s& héa hoc va huyét hoc trong huyét thanh (xem phan
14.2.3.1). Do d6, PK va kha ning dung nap ctia h10F6.V1 ¢ khi hd tro cho tinh
thich hop cua nd lam chét thay thé cho h10F6 va viéc st dung n6 trong nghién

ctru doc chat hoc cia GLP.

Vi du 19: Nghién ctru doc chit hoc bing céch st dung khang thé thay
thé

Viéc d4nh gia su gin két ctia h10F6 v6i CD200R1 dugc biéu hién & céc
loai khéac cho thiy ring né khong phan tng chéo véi CD200R1 dugce biéu hién
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& céc loai duoc st dung dé danh gia d6 an toan khong thudc lam sang. Do 49,
khong thé danh gi4 kha nang gy doc tiém tang cia h10F6 & cac loai dong vat
¢6 lién quan v& mit dugc 1y va khéng thé thay thé gn két v6i CD200R1 tir khi
cynomolgus, h10F6.V1, dugc phat trién dé danh gi4 do an toan khong thudc
1am sang nham muc dich xac dinh mbi nguy hai.

A. Kha nine dung nap trong cac nghién ciru don liéu & khi cynomolgus

h10F6.V1 duge dung nap t6t & khi cynomolgus (3 con duc) sau khi tiém
mdt lidu 16n qua dudng IV (2 ml/kg, 20 mg/kg). Cac dong vat dugc sang loc vé
strc khoe tdng quat boi nhan vién thi y ¢6 ching chi khi dén dia diém nghién
ctru. Chi c4c dong vat co strc khoe t6t v6i cac thong so bénh Iy 1dm sang phu
hop véi dit liéu tham khao ddc hiéu dan méi dugc dua vao nghién ctru. Vao
ngay dung liéu, cac dong vat dugc quan sat trudc va sau mdi thoi diém 14y mau
trong 6 gid dAu tién sau khi ding liéu va lap lai & moi thoi diém 14y mAu tiép
theo. Sau khi dung liéu, cac dong vat duoc quan sét it nhat hai 14n mdi ngay vé
cac ddu hiéu 1am sang c6 ¥ nghia, ty 18 chét, va déu higu v& tinh trang dau va
tinh trang nguy clp, va it nhét mot 14n mdi ngdy vé tinh trang sttc khoe tong
quat va vé bé ngoai. Trong lugng co thé dugc ghi lai & thoi diém trudc khi dung
lidu, & thoi diém ding lidu, va it nhét 13 hing tudn sau khi dung lidu. MAu mau
duoc 14y & cac thoi diém trude khi ding lidu, 24 gio sau khi ding lidu, va 35
ngay sau khi dung lidu dé danh gia sy thay dbi v& huyét hoc va hda hoc trong
huyét thanh. Khong c6 ty 18 chét sém hogc tinh trang sdp chét va khong c6 su
thay ddi lién quan dén san pham thir nghiém vé cic ddu hiéu 1am sang, trong
lugng co thé, huyét hoc hodc hda hoc trong 1am sang. Khong quan sat thiy doc
tinh 8 rang dé c6 thé chi ra rang viéc Uc ché sy twong tic cua
CD200/CD200R1 & khi cynomolgus sau khi ding mt lan qua duong IV véi
lidu 20 mg/kg 12 nguy hiém.

B. Pic tinh duoc Iy vé doc chét hoc va dé an toan trong nghién ctru lidu lap lai

& khi Cynomolgus

Nghién ctru GLP voi liéu 1ap lai cé thé x4c dinh doc tinh tiém tang cla
h10F6.V1 khi duoc sit dung mdi tudn mot 14n bing tiém chim liéu lén qua
duong IV, vi dy, trong 4 tudn, cho cac con khi cynomolgus duc va cai nhim

muc dich x4c dinh mdi nguy hai cua doc tinh c6 thé c6 lién quan dén su gian
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doan clia twong tdc CD200/CD200R1. Nghién ctru nay ciing co thé danh gia
kha ning dao nguoc tiém tang cia sy phat hién b4t ky sau khoang thoi gian
phuc hdi 6 tudn. Ngoai ra, cac dic diém ctia TK va cac ddu 4n sinh hoc kham
phé co thé dugc danh gia. Cac lidu dung c6 thé duoc chon dua trén nghién clru
PD liéu don khong phai GLP, nhu di md ta trén day. Dua vao su du doan RO,
lidu ding 100 mg/kg c6 thé tao ra khoang thoi gian bdo hoa dich kéo dai. Lidu
dung 10 mg/kg co6 thé khéng tao ra cac d4u hiéu quan sat dugc va cd thé tao ra
khoang 99% RO trong khoang thoi gian dung liéu mbi tudn mot 1an. Viéce thiét
ké nghién ctru dugc thé hién trong Bang 19 dudi day.

Bang 19: Thiét ké nghién ctu cho nghién ciru doc chét hoc v& GLP
trong 4 tuan cta khang thé thay thé bang cach tiém truyén trong tinh mach cho

khi Cynomolgus
2 86 7
. . . Theé tich | lwong So
Nhém | Diéwtri | Liéulwong | N ong d§ | litudung | con lwgng
# bang (mg/kg/liéu) | (mg/ml) | (ml/kg) dwc | con cai
1 | Chédtdan 0 0 2 5 5
thuoc
2 | Khang the 10 5 2 3 3
thay theé
3 | Khéng the 100 50 2 5 5
thay thé

Su dnh huong lién quan dén san pham thir nghiém dbi véi cac tiéu chi vé
doc chét hoc tiéu chudn bao gdbm su quan st lam sang, trong luong co thé, su
thay dbi trong lugng co thé, murc tiéu thu thyc phém, nhan khoa, huyét hoc, héa
hoc 1am sang, su dong mau, phan tich nudc tiéu, trong lugng co quan, md bénh
hoc tdng thé va chi tiét c¢6 thé duoc danh gid. Ngoai ra, sy anh hudng dén cac
thong sé duge 1y v& do an toan (hanh vi than kinh, dién tAm do, nhip tim, huyét
4p, hodc nhip th) ¢6 thé dugc theo ddi. Ngoai céc thong sb tieu chudn, su anh
hudng dén cac thong sb xac dinh kidu mién dich mau ngoai vi (CD3, FoxP3,
CD25, CD159a, CD20, CD4, Ki67, va CD8) va ndéng do xytokin (IL-2, IL-6,
IL-8, MCP-1, IFNy, va TNFa) c6 thé duoc theo doi, vi du, bang cach st dung

cac th nghiém d3 dugc xac nhén. Cac méu dung cho TK, va phuong phéap
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phén tich ddu 4n sinh hoc tham do ¢6 thé dugc thu thap @& danh gia. Kha nang
dung nap cuc b9 cling c6 thé dugc danh gié.

Céc thong sb va tidu chi sau ddy dugc danh gia trong nghién ctru nay: ty
16 chét, su quan sat 14m sang, trong lugng co thé, muc tiéu thy thyc pham dinh
fnh, nhn khoa, dién tim d dinh tinh, nhiét do co thé, kham than kinh, nhip
thé, cac thong sé bénh 1y 1am sang (huyét hoc, sy dong mau, héa hoc lam sang,
va phan tich nudc tiéu), phan tich sinh hoc va céac thong sb doc luc, cac thong
s6 ctia khang thé khang thudc, xac dinh kiéu mién dich, phan tich mic do phan
bb ctia thu thé, phan tich xytokin, xi Iy huyét twong tham do, tham do mAu mau
toan phan dé tim ARN, trong luong co quan, va kham téng thé va chi tiét,

Viée st dung h10F6.V1 véi lidu 10 hodc 100 mg/kg cho khi cynomolgus
bing cach tiém liéu 16n qua duong trong tinh mach, 4 tudn mot 14n, khong lién
quan dén su thay do6i vé quan sat 14m sang, mirc tiéu thu thirc an, trong Iwvong co
thé, kham nhan khoa, dién tim, nhiét d co thé, kham than kinh, nhip thé, huyét
hoc, sy dong mau, hoa hoc 1am sang, cac thong s6 phan tich nude tiéu, hodc té
bao hoc tuy xuong.

Péi véi viee dinh kiéu mién dich, quan sit duoc sy lién quan dén
h10F6.V1 duoc gidi han & sy gia ting mc do biéu hién cia Ki67 trén cac té
bao lymphd T, té bao lympho T CD25+, va té bao NK vao ngay 15 truéc khi
ding lidu va ngay 29 & nhém st dung liéu 10 va 100 mg/kg. Viée sir dung
h10F6.V1 din dén 1am gidm ty 1& % thu thé tu do va 1am gia tdng ty 1€ % phan
bé ctia thu thé (% RO) trén bach cau trung tinh véi lidu 10 mg/kg vao ngay 1:
48 givr sau khi ding lidu va ngay 8 trude khi dung liéu; va voi lidu 100 mg/kg
vao ngay 1: 48 gid sau khi dung lidu cho dén khi két thiic khoang thoi gian hoi
phuc vao ngdy 63. Ciing c6 sy gia tang ty 1 % tdng lwong thu thé trén cac té
bao lympho T hd trg d6i v6i ci hai nhém dung lidu vao ngay 22: 48 gid sau khi
dung lidu va ty 1€ % RO ting 1én d6i véi cac té bao lymphd T cia ca hai nhém
dung lidu vio ngay 1: 48 giv sau khi ding lidu cho dén ngay 29. Céc muc tang
nay tré lai gin bang muc ban dau vao ngay 50. Khong c6 su thay dbi lién quan
dén h10F6.V1 trong céc quan thé té bao dugc thir nghiém khac bt ky hogc cac
ddu 4n hoat héa cta ca hai nhém ding lidu.

Su d4nh gi4 xytokin cho théy khong c6 thay dbi vé nong do IL-2, IL-6,
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IL-8, MCP-1, IFN-y, va TNF-a trong huyét trong so v6i tién nghién ciru va cac
khoang déi chiing c6 thé dugc cho 1a do viée sir dung h10F6.V1 ¢ thoi diém bét
ky dbi voi tht ca cac dong vat dugce cho dung liéu.

Pé danh gia vi mo, khi gay chét ém 4i giai doan cudi, quan sat dugc ty 1&
méc bénh cao hon vd/hodc mic do nghiém trong cua su thAm nhiém t& bao don
nhin & ndo (mic dd nhe) va mit (mtrc d6 nhe) cua mot con cai dugc cho s
dung liéu 100 mg/kg, tuyén thugng than (¢ murc rit nho) cia cac dong vat duge
cho st dung liéu > 10 mg/kg, va tuyén yén (& muc rat nhd) clia cac con cai
dwoc cho st dung lidu 100 mg/kg. Khi gay chét ém 4i phuc hdi, quan st dugc
ty 1€ méc bénh cao hon va/hodc muc do nghiém trong cua su tham nhiém té bao
don nhan ¢ ndo (muc do nhg:) cua mdt con duc dugc cho st dung lidu
100 mg/kg, tuyén thuong than (& muc rAt nho) ctia mot con cai dugc cho st
dung lidu 100 mg/kg, va tuyén yén (& muc rat nho) ctia cac con duc duge cho
sit dung liéu 100 mg/kg. C6 thé quan st dugc sy thim nhiém té bao don nhin
duéi dang su phat hién co ban hodc c6 li€n quan dén viéc st dung san phém
sinh hoc. Quan sat duoc ty 1€ méc bénh cao va/hodc muc dd nghiém trong g cac
dong vat dugc cho dung lidu, khong tuong Gng voi ty 1€ méc bénh theo gidi
tinh, va sy khac biét vé mtc dd nghiém trong & mirc thap cho thiy ring sy thim
nhiém nay rat c6 thé 12 hiéu qua ctia nhém khong dac higu c6 lién quan dén viéc
sit dung san phdm sinh hoc chir khong phai hi¢u qua lién quan dén h10F6.V1
theo cach truc tiép va/hodc gop phan khong thé dugc loai trir hoan toan. O giai
doan gy chét ém &i cudi va hdi phuc, khong quan sat thiy su khéc biét vé trong
lwong co quan hodc sy phét hign vi m6 lién quan dén h10F6.V1.

K&t ludn, viéc st dung h10F6.V1 bing cach tiém qua dudng trong tinh
mach (tiém chdm véi lidu 16n) mdi tuan 1 14n vao cc ngay 1, 8, 15, va 22 dugce
dung nap tdt & khi cynomolgus v6i mirc liéu < 100 mg/kg. Céc thay d6i vé md
bénh hoc bao gdm sy thAm nhi®m té bao don nhan & ndo, mét (chi gay chét ém
ai giai doan cubi), va tuyén yén véi lidu 100 mg/kg, va tuyén thugng than voi
lidu > 10 mg/kg. Céc thay dbi ndy c6 thé lién quan dén phirc hop mién dich tur
c4c khang thé khang thudc va duge cho 13 khong c6 hai. Dya trén cac két qua

nay, muc liéu ma khong quan sat thdy tac dung c6 hai dugc cho 1a 100 mg/kg.
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Vi du 20: Tém tit dic tinh duge Iy so sanh ctia h10F6 va khang thé thay
thé

Dit liéu so bd thu duogc béng cach st dung vét liéu dugc tao ra trong cac
t6 bao Expi-293HEK chi ra ring h10F6.V1 gin két v6i MFCD200R1 tai t6 hop
vai gia tri KD bang 2,63 nM, didu nay chimg minh rang ai luc gin két ctia n6
d&i v6i MECD200R1 c6 thé 13 tuong duong véi (khoang 20 13n) 4i lyc gén ket
ciia h10F6 dbi voi hCD200R 1, nhu dwoc thé hién trong Bang 20 dudi day. Phu
hop véi céac két qua ctia nghién ciru su gin két protein tai td hop, khang thé thay
thé dugc thir nghiém c6 thé gén két véi céc té bao T CD4+ nguyén phat cia khi
cynomolgus T bidu hién CD200R1 véi 4i lyc trong duong (khoang 4 l4n; Bang
20) voi h10F6 gin két véi cac té bao T cua ngudi. Hon nita, két qua cla céc
nghién ctru su phong bé in vitro d3 chitng minh rang h10F6.V1 ¢6 thé phong vé
su twong tac gitta MFCD200R1 va MfCD200 v6i hiéu luc twong duong voi su
phong bé ciia h10F6 dbi véi hCD200R1 va hCD200 cla ngudi trong ca thir
nghiém ELISA va h¢ biu hién trén co s t& bao biéu hién qua muc
MfCD200R 1, trong ~6 dén 7 1an; Béng 20).

Bang 20: Pic tinh dugc 1y twong duong ctia h10F6 va khang thé thay
the
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Al lre gin két
cia SPR (Kp;
nM)

Sw gin }(ét bé
miit-té bao
(EC50; nM)

ELISA
phong bé
(IC50; nM)

Sw phong bé
bé mit-té bao
(IC50; nM)

h10F6 —
hCD200R1:hCD200

0,12

0,40

0,36

0,08

Khang thé thay thé —
hCD200R 1:hCD200

2,63

1,30

2,45

0,50

Tém lai, cic két qua ndy cho théy ring khang thé thay thé h10F6.V1 c6
thé e ché su gén két cia MFCD200R1:MfCD200 theo cich twong duong v6i
su trc ché ctia h10F6 dbi véi sy gén két hCD200R1:hCD200.
Théng sb6 duoc dong hoc so sdnh ctia h10F6 va h10F6.V1

Céc dic tinh PK ctia h10F6.V1 va h10F6 la twong tu khi dugc danh gia &

khi cynomolgus v6i liéu don 20 mg/kg dugc st dung bang cach tiém lidu 16m
qua duong IV. Thoi gian ban huy cudi trung binh ctia h10F6.V1 va hl10F6

tuong ng 1a 10,2 ngay va tir 11,5 dén 13,3 ngay, va mtc do tiép xtic ciia chiing
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13 twong duong (khoang 1,5 14n khi dugc x4c dinh theo Cmax va AUClast). PK
cua h10F6.V1 duoc san sinh trong cac té bao CHO-K1 s& duoc danh gi trong
nghién ctru nhan biét mbi nguy hai cia GLP. h10F6 1a khang thé IgG dic hiéu
hCD200R 1, khong dugc glycosyl héa, va mang dién tich trung hoa va do dé
duoc cho 13 ¢ dic tinh PK twong ty khi h10F6 dugc san sinh trong cac té bao
CHO-K 1 hoic trong cac té bao Expi-HEK293.

Mic du phan mé ta trén day sang ché d3 duoc mo td & mot sb chi tiét
bang cach vi du va nhim muc dich minh hoa rd rang va d& hiéu, phan mo ta ndy
bao gdm ca cac vi du, phin mo ta, va céc phuong 4n dugc md ta ¢ day nham
muc dich minh hoa dugc du dinh dé 1am vi du, va khong dugc hiéu theo nghia
lam giéi han sang ché. Mot ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vurc nay s&
hiéu 6 rang c6 thé thuc hién nhiéu cai bién hoic thay dbi khac nhau dbi véi cac
vi du, phén md ta, va cac phuong dn dugc md ta ¢ day va vAn dugc bao gdbm
trong pham vi clia sdng ché nay va cac yéu ciu bao ho kém theo. Ngoai ra, mot
ngudi c¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay s&€ nhan biét nhiéu phuong
phap va quy trinh tuong duong véi cac phuong phép va quy trinh dugc mo ta &
day. T4t ca cic phuong phap va quy trinh trong duong nay cAn dugc hiéu 12
vAn nim trong pham vi clia sang ché va dugc bao gdm trong phén yéu ciu bao
ho kém theo.

Céc phuong 4n bd sung cua sang ché dugc néu trong cac diém yéu cau
bdo ho sau day.

Sang ché bao géfn tAt ca céc tai libu cong bd, don séng ché, bang doc
quyén sang ché, hodc cac tai liéu khac dugc dé cap & day duge két hop 10 rang
bing cach vién din toan bd ndi dung cua ching cho tht ca cac muc dich voi
pham vi gidng nhur mdi tai liéu cong b, bang doc quyén sang ché, don sang ché
hodc cac tai liéu khac riéng biét nay duoc chi ra cu thé riéng biét 1a dugc dua
vao day br?lng cach vién dan véi toan bd ndi dung ctia n6 cho tAt ca cac muc
dich va duoc néu tron ven & dy. Trong trudng hop cé sy khac biét, ban mo ta

nay, ké ca cac thuat ngir cu thé s€ dugc s dung.
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YEU CAU BAO HO

1. Khéng thé khang CD200R1 bao gdm (i) ving siéu bién ciia chudi nhe thir nhét
(HVR-L1), ving siéu bién cta chudi nhe thir hai (HVR-L2), va ving siéu bién cla
chudi nhe thit ba (HVR-L3); va (ii) ving siéu bién cia chudi nang thi nhét (HVR-
H1), vung siéu bién cta chudi ning thir hai (HVR-H2), va vung siéu bién ctia chudi
ning tht ba (HVR-H3), trong do:

(a) ving HVR-L1 cua trinh ty SEQ ID NO: 11, ving HVR-L2 cua trinh tw SEQ
ID NO: 12, va ving HVR-L3 cta trinh tw SEQ ID NO: 13; va vung HVR-H1
ctia trinh ty SEQ ID NO: 15, ving HVR-H2 ctia trinh tu SEQ ID NO: 16, va
ving HVR-H3 cua trinh tw SEQ ID NO: 17;

(b) ving HVR-L1 cua trinh ty SEQ ID NO: 19, ving HVR-L2 cua trinh tu SEQ
ID NO: 20, va ving HVR-L3 cua trinh ty SEQ ID NO: 21; va ving HVR-H1
cta trinh ty SEQ ID NO: 23, ving HVR-H2 cua trinh tu SEQ ID NO: 24, va

" ving HVR-H3 cta trinh ty SEQ ID NO: 25;

(c) vung HVR-L1 ctia trinh tu SEQ ID NO: 27, ving HVR-L2 ctia trinh tu SEQ
ID NO: 28, va ving HVR-L3 cua trinh tu SEQ ID NO: 29; va vung HVR-H1
cta trinh tu SEQ ID NO: 31, ving HVR-H2 cua trinh tuv SEQ ID NO: 32, va
ving HVR-H3 cua trinh tw SEQ ID NO: 33;

(d) ving HVR-L1 cua trinh tw SEQ ID NO: 35, vung HVR-L2 cia trinh tu SEQ
ID NO: 36, va ving HVR-L3 cua trinh tw SEQ ID NO: 37; va ving HVR-H1
cta trinh tu SEQ ID NO: 39, ving HVR-H2 clia trinh tu SEQ ID NO: 40, va
ving HVR-H3 cua trinh ty SEQ ID NO: 41;

(e) ving HVR-L1 cua trinh ty SEQ ID NO: 43, ving HVR-L2 cia trinh ty SEQ
ID NO: 44, va ving HVR-L3 cla trinh ty SEQ ID NO: 45; va ving HVR-H1
cua trinh tu SEQ ID NO: 47, ving HVR-H2 cta trinh ty SEQ ID NO: 48, va
ving HVR-H3 cua trinh tw SEQ ID NO: 49;

(f) ving HVR-L1 cta trinh ty SEQ ID NO: 51, ving HVR-L2 cia trinh ty SEQ
ID NO: 52, va ving HVR-L3 cta trinh tw SEQ ID NO: 53; va ving HVR-H1
cta trinh tu SEQ ID NO: 55, ving HVR-H2 cta trinh tu SEQ ID NO: 56, va
ving HVR-H3 cua trinh tw SEQ ID NO: 57;

(g) vung HVR-L1 cua trinh tw SEQ ID NO: 59, ving HVR-L2 cua trinh tu SEQ
ID NO: 60, va ving HVR-L3 cta trinh tu SEQ ID NO: 61; va vung HVR-H1
cua trinh tu SEQ ID NO: 63, vung HVR-H2 cta trinh tu SEQ ID NO: 64, va
vung HVR-H3 cua trinh ty SEQ ID NO: 65;
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(h) ving HVR-L1 cua trinh ty SEQ ID NO: 77, ving HVR-L2 cua trinh tw SEQ
ID NO: 78, va ving HVR-L3 cua trinh tu SEQ ID NO: 79; va vung HVR-H1
cta trinh tw SEQ ID NO: 81, ving HVR-H2 cta trinh tw SEQ ID NO: 82, va
ving HVR-H3 cua trinh tu SEQ ID NO: 83;

(i) ving HVR-L1 cua trinh ty SEQ ID NO: 11, ving HVR-L2 cta trinh tw SEQ
ID NO: 12, va ving HVR-L3 ctia trinh tw SEQ ID NO: 13; va ving HVR-H1
clia trinh tu SEQ ID NO: 85, ving HVR-H2 cta trinh tu SEQ ID NO: 86, va
ving HVR-H3 cua trinh tw SEQ ID NO: 87;

(j) ving HVR-L1 cta trinh tw SEQ ID NO: 11, ving HVR-L2 cta trinh tu SEQ
ID NO: 12, va ving HVR-L3 cua trinh ty SEQ ID NO: 13; va vung HVR-H1
clia trinh tu SEQ ID NO: 81, ving HVR-H2 cua trinh tu SEQ ID NO: 82, va
ving HVR-H3 cua trinh ty SEQ ID NO: 83; hoéc

(k) ving HVR-L1 cta trinh tw SEQ ID NO: 77, ving HVR-L2 cua trinh tu SEQ
ID NO: 78, va ving HVR-L3 cua trinh tu SEQ ID NO: 79; va vung HVR-H1
cta trinh ty SEQ ID NO: 85, ving HVR-H2 ctia trinh tw SEQ ID NO: 86, va
ving HVR-H3 cua trinh tw SEQ ID NO: 87.

2. Khang thé theo diém 1, trong d6 khang thé nay chia trinh ty axit amin ctia
mién bién ddi chudi nhe (VL) cb tinh ddng nhét it nhit 90% véi trinh ty duge chon tix
SEQ ID NO: 10, 18, 26, 34, 42, 50, 58, 66, hodc 76.

3. Khang thé theo diém 1, trong d6

(a) khang thé na‘ly" chtra trinh tu axit amin cta mién bién ddi chudi nhe (VL) co tinh
ddng nhét it nhét 90% véi trinh tw SEQ ID NO: 10, va trinh ty axit amin cla
midn bién ddi chudi ning (VH) c6 tinh ddng nhét it nhét 90% vai trinh tw SEQ
ID NO: 14;

(b) khang thé nay chira trinh ty axit amin ciia mién bién dbi chudi nhe (VL) ¢6 tinh
ddng nhét it nhét 90% véi trinh ty SEQ ID NO: 18, va trinh ty axit amin cua
midn bién d8i chudi ning (VH) c6 tinh ddng nhét it nhat 90% véi trinh tw SEQ
ID NO: 22;

(c) khang thé nay chira trinh ty axit amin cta mién bién ddi chudi nhe (VL) c6 tinh
ddng nhét it nhat 90% véi trinh t SEQ ID NO: 26, va trinh tw axit amin cua
midn bién ddi chudi ning (VH) c6 tinh ddng nhit it nhét 90% véi trinh tw SEQ
ID NO: 30;

(d) khang thé nay chira trinh t axit amin cta mién bién dbi chudi nhe (VL) c6 tinh
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ddng nhét it nhat 90% véi trinh ty SEQ ID NO: 34, va trinh ty axit amin cla
midn bién dbi chudi nang (VH) c6 tinh ddng nhét it nhat 90% vdi trinh tw SEQ
ID NO: 38;

(e) khang thé nay chia trinh tu axit amin cla mién bién ddi chudi nhe (VL) cb tinh
ddng nhét it nht 90% vdi trinh tw SEQ ID NO: 42, va trinh tu axit amin ctia
mién bién déi chudi ning (VH) c6 tinh ddng nhét it nhat 90% vi trinh tw SEQ
ID NO: 46;

(f) khang thé ndy chita trinh tw axit amin cia mién bién ddi chudi nhe (VL) c6 tinh
ddng nhét it nhat 90% vdi trinh tw SEQ ID NO: 50, va trinh tu axit amin ctia
mién bién ddi chudi nang (VH) ¢6 tinh ddng nhit it nhat 90% v6i trinh tw SEQ
ID NO: 54;

(2) khang thé ndy chita trinh tw axit amin ciia mién bién d6i chudi nhe (VL) ¢6 tinh
ddng nhét it nhit 90% vdi trinh tw SEQ ID NO: 58, va trinh tu axit amin ctia
mién bién ddi chudi ning (VH) c6 tinh ddng nhit it nhat 90% v6i trinh tw SEQ
ID NO: 62;

(h) khéng thé nay chira trinh tu axit amin clia mién bién ddi chudi nhe (VL) 6 tinh
dbng nhat it nhét 90% véi trinh tw SEQ ID NO: 66, va trinh tur axit amin cua
midn bién dbi chudi nang (VH) c6 tinh ddng nhét it nhat 90% véi trinh tw SEQ
ID NO: 67;

(i) khéng thé nay chira trinh tu axit amin clia mién bién d6i chudi nhe (VL) ¢ tinh
ddng nhét it nhit 90% véi trinh ty SEQ ID NO: 76, va trinh ty axit amin cla
midn bién ddi chudi nang (VH) ¢6 tinh ddng nhat it nhat 90% véi trinh tw SEQ
ID NO: 80;

(G) khéng thé nay chira trinh ty axit amin cta mién bién ddi chudi nhe (VL) ¢6 tinh
ddng nhét it nhét 90% véi trinh tw SEQ ID NO: 66, va trinh ty axit amin cta
mién bién ddi chudi nang (VH) ¢6 tinh ddng nhat it nhat 90% vdi trinh tu SEQ
ID NO: 84;

(k) khéng thé nay chira trinh tw axit amin ctia mién bién d6i chudi nhe (VL) c6 tinh
ddng nhét it nhit 90% véi trinh tw SEQ ID NO: 66, va trinh tu axit amin cla
midn bién ddi chudi ning (VH) c6 tinh ddng nhét it nhat 90% vdi trinh tw SEQ
ID NO: 80; hodc

(1) khéng thé nay chira trinh tu axit amin ctia mién bién dbi chudi nhe (VL) ¢6 tinh
ddng nhét it nhét 90% véi trinh tw SEQ ID NO: 76, va trinh tu axit amin cia
mién bién ddi chudi ning (VH) c6 tinh ddng nhét it nhat 90% vdi trinh tw SEQ
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ID NO: 84.

4, Khang thé theo diém 1, trong d6 khang thé nay chira gbm trinh ty axit amin
ctia chudi nhe (LC) ¢6 tinh ddng nhét it nhit 90% vdi trinh ty duoc chon tir SEQ ID
NO: 68, 71, va 74.

5. Khang thé theo diém 1, trong d6 khéng thé nay chira:

(a) trinh ty axit amin cua chudi nhe (LC) c6 tinh ddng nhét it nhit 90% véi trinh
tw SEQ ID NO: 68; va trinh tu axit amin ctia chudi ning (HC) c6 tinh dong
nhét it nhit 90% véi trinh tw SEQ ID NO: 69;

(b) trinh tu axit amin cta chudi nhe (LC) c6 tinh dong nhéat it nhat 90% véi trinh
tw SEQ ID NO: 68; va trinh tu axit amin cia chudi ning (HC) c6 tinh dong
nhét it nhat 90% vdi trinh ty SEQ ID NO: 70;

(¢) trinh ty axit amin cua chudi nhe (LC) c6 tinh ddng nhét it nhét 90% véi trinh
ty SEQ ID NO: 71; va trinh tu axit amin cua chudi ning (HC) c6 tinh dong
nhét it nhat 90% véi trinh tr SEQ ID NO: 88;

(d) trinh tu axit amin cta chudi nhe (LC) c6 tinh ddng nhét it nhat 90% véi trinh
tw SEQ ID NO: 71; va trinh tu axit amin cua chudi ning (HC) c6 tinh ddng
nhét it nhit 90% véi trinh tu SEQ ID NO: 72;

(e) trinh tw axit amin ctia chudi nhe (LC) c6 tinh dong nhét it nhat 90% véi trinh
tw SEQ ID NO: 68; va trinh tu axit amin cua chudi nang (HC) c6 tinh dong
nhét it nhit 90% véi trinh tw SEQ ID NO: 89;

() trinh ty axit amin cia chudi nhe (LC) ¢6 tinh dong nhét it nhét 90% véi trinh
tw SEQ ID NO: 68; va trinh tyr axit amin cta chudi ning (HC) c6 tinh dong
nhét it nhat 90% véi trinh tw SEQ ID NO: 73;

(¢) trinh tu axit amin cia chudi nhe (LC) ¢6 tinh dong nhét it nhit 90% véi trinh
tw SEQ ID NO: 68; va trinh tyr axit amin cua chudi ning (HC) co tinh dong
nhét it nhat 90% véi trinh tw SEQ ID NO: 88;

(h) trinh tw axit amin cia chudi nhe (LC) c6 tinh dong nhét it nhit 90% véi trinh
ty SEQ ID NO: 71; va trinh tw axit amin cta chudi ning (HC) c6 tinh dong
nhét it nhat 90% véi trinh tu SEQ ID NO: 89; hodc |

(i) trinh tw axit amin ctia chudi nhe (LC) c6 tinh dong nhét it nhit 90% véi trinh
ty SEQ ID NO: 74; va trinh tur axit amin cla chudi niing (HC) c6 tinh ddng
nhét it nhat 90% vdi trinh tw SEQ ID NO: 75.
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6. Khang thé theo diém 1, trong d6 khéng thé nay khac biét boi mot hodc nhidu
déc tinh sau:

(a) gén két v6i hu-CD200R1 vdi i luc gén két nho hon hodc bang 1 x 10°M;

(b) ghn két véi hu-CD200R1-iso4-Alt hofic hu-CD200R1-iso4-Ref, va hu-
CD200R 1-iso1-Alt hodc hu-CD200R1-isol-Ref véi 4i luc gin két nho hon
hodc bing 1 x 10%M;

(c) ghn két v6i hu-CD200R 1-is04-Alt va hu-CD200R 1-iso4-Ref vdi 4i luc gin két
nhé hon hodc biang 1 x 10%M;

(d) gén két v6i hu-CD200R 1-iso4-Alt, hu-CD200R 1-iso4-Ref, hu-CD200R1-iso1-
Alt, v hu-CD200R 1-isol-Ref véi i lue ghn két nhé hon hodc béng 1 x 10°
M;

(¢) gn két véi cyno-CD200R1 véi 4i lyc gan két nho hon hodc bang 1 x 10° M;

(f) gn két v6i hu-CD200R1 va cyno-CD200R1 véi 4i luc gin két nhd hon hodc
bang 1x 10%M;

(g) phong bé su gin két cla hu-CD200-Fe véi hu-CD200R1-is04-Alt (SEQ ID
NO: 1), hu-CD200R1-iso4-Ref (SEQ ID NO: 2), hu-CD200R 1-iso1-Alt (SEQ
ID NO: 3), v hu-CD200R 1-iso1-Ref (SEQ ID NO: 4) dugc xé4c dinh bang thir
nghiém ELISA véi gid tri ICsp nho hon hogc bang 10nM;

(h) phong bé sy gén két ctia hu-CD200-Fc v6i hu-CD200R1 duge bidu hién trén té
bao véi gi4 tri ICso nho hon hodc bang 2,50M;

(i) gén két voi cac té bao T ciia ngudi véi gid tri ECso nho hon hogc bang
2,5nM;

(j) 1am gia ting sy san sinh IFNy tir cac té bao khdi u ctia nguoi it nhat 12 1,2 14n
véi ndng d6 khang thé nhé hon hodc bang 100nM;

(k) 1am gia tang sy san sinh IFNy hogc IL-2 tir cac té bao T ctia ngudi duge phu
hu-CD200-Fc so véi dbi chimg IgG it nhét 1a 1,2 14n;

(1) lam gia fa‘mg su hoat héa cac té bao T CD4+ clia ngudi hodc céc té bao T CD8+
ctia ngudi it nhét 13 1,5 1an;

(m) khong c6 hoat tinh cht vén dbi véi su truyén tin hiéu CD200R1;

(n) phong bé sy cam tmg hoat tinh ctia pDok?2 trong cic dong té bao bach cau don
nhan to U937 dugc didu tri bang hu-CD200-Fc hoa tan; hodc

(0) phong bé su phién ma NFk do cic dong té bao biéu hién hu-CD200R1 gin két
v&i hu-CD200 gay ra.
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7. Dugc phdm chira khang thé khang CD200R1 theo diém 1 va chat mang dugc

dung.

8. Khang thé theo diém 1, trong d6 khang thé ndy chira trinh ty axit amin cta
mién bién ddi chudi ning (VH) c6 tinh ddng nhét it nhat 90% vai trinh tu dugc chon

tr SEQ ID NO: 14, 22, 30, 38, 46, 54, 62, 67, 80, hodc 84.

9. Khang thé theo diém 1, trong d6 khéng thé nay chira trinh ty axit amin cia
chudi ning (HC) c6 tinh ddng nhét it nhét 90% véi trinh tu duge chon tir SEQ ID NO:
69, 70, 72, 73, 75, 88, va 89.

10. Duoc phém theo diém 7, trong d6 dugc phém nay con chtra chét héa tri liéu

hoic khang thé ¢6 tinh dic hiéu ddi véi phan tir kiém soat mién dich.

11. Duoc phim theo diém 7, trong d6 khang thé khang CD200R1 12 chét c6 hoat
tinh duy nhét cta duoc pham nay.

12. Khang thé khang CD200R1 chtra (i) trinh ty axit amin cla chudi nang (HC) ¢6
trinh ty SEQ ID NO: 69, va trinh tu axit amin cua chudi nhe (LC) cua trinh tw SEQ ID
NO: 68.

13. Khang thé khang CD200R1 chua (i) trinh ty axit amin cla mién bién ddi
chudi ning (VH) cua trinh tw SEQ ID NO: 67, va (ii) trinh ty axit amin ctia mién bién
dbi chudi nhe (VL) ctia trinh tw SEQ ID NO: 66.

14. Khéng thé theo diém 1, trong d6 khang thé nay gén két v6i hu-CD200R1 véi
41 luc gin két nhé hon hodc bﬁng 1 x 108 M, trong d6 4i luc gin két duge x4c dinh
bing hing sb phan ly can bang (Kp) véi polypeptit hu-CD200R1 cua trinh tu SEQ ID
NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, hodc SEQ ID NO: 4.

15. Khéng thé theo diém 1, trong d6 khang th8 nay gén két v6i hu-CD200R 1-iso4-
Alt hoiic hu-CD200R 1-iso4-Ref, va hu-CD200R 1-iso1-Alt v6i 4i luce gin két nho hon
hoac béng 1 x 10 M, trong d6 i luc gén két duogc x4c dinh béng hing sb phan ly can
bang (Kp) véi polypeptit hu-CD200R1-iso4-Alt cua trinh tw SEQ ID NO: 1 hodc
polypeptit hu-CD200R1-iso4-Ref cua trinh tw SEQ ID NO: 2, va polypeptit hu-
CD200R1-isol-Alt cua frinh tu SEQ ID NO: 3.

132/177



52697

16. Khang thé theo diém 1, trong d6 khang thé nay gén két véi hu-CD200R1-iso4-
Alt hodic hu-CD200R 1-iso4-Ref, va hu-CD200R 1-iso1-Ref véi 4i luc gin két nho hon
hoic bang 1 x 10® M, trong d6 4i luc ghn két duoc xac dinh bing hing s6 phan ly cin
bing (Kp) véi polypeptit hu-CD200R1-iso4-Alt cla trinh ty SEQ ID NO: 1 hodc
polypeptit hu-CD200R1-iso4-Ref cla trinh tw SEQ ID NO: 2, va polypeptit hu-
CD200R 1-iso1-Ref cua trinh tu SEQ ID NO: 4.

17. Khéng thé theo diém 1, trong d6 khang thé nay gén két véi hu-CD200R 1-iso4-
Alt v hu-CD200R 1-iso4-Ref véi 4i luc gén két nho hon hoic bang 1 x 10® M, trong
d6 &i luc gin két duoc xac dinh bing hing s6 phan ly cén'béng’ (Kp) vo6i polypeptit hu-
CD200R 1-iso4-Alt cta trinh tw SEQ ID NO: 1, polypeptit hu-CD200R 1-iso4-Ref cta
trinh ty SEQ ID NO: 2.

18. Khang thé theo diém 1, trong d6 khang thé ny gén két vi hu-CD200R1-is04-
Alt, hu-CD200R 1-iso4-Ref, hu-CD200R1-isol1-Alt, va hu-CD200R1-iso1-Ref véi ai
luc gén két nho hon hodc bﬁng 1 x 10 M, trong d6 4i luc gin két dugc xéc dinh
bing hing sb phan ly can bang (Kp) véi polypeptit hu-CD200R 1-iso4-Alt cua trinh tu
SEQ ID NO: 1, hodic polypeptit hu-CD200R 1-iso4-Ref ctia trinh tw SEQ ID NO: 2, va
polypeptit huCD200R1-isol-Alt cta trinh tu SEQ ID NO: 4 hodc polypeptit
huCD200R 1-iso1-Ref polypeptide cua trinh tw SEQ ID NO: 3.

19. Khang thé theo diém 1, trong d6 khang thd nay gin két v6i cyno-CD200R1
v6i & luc gin két nho hon hodc bing 1 x 10° M, trong d6 & lye gin két duoc xé4c
dinh bing hing sd phan ly can bang (Kp) v6i polypeptit cyno-CD200R1 cia trinh tu
SEQ ID-NO: 5.

20. Khéng thé theo diém 1, trong d6 khang thé nay gén két v6i thé ddng dang hu-
CD200R1 va cyno-CD200R1 v6i 4i luc gin két nho hon hodc bang 1 x 10® M, trong
d6 4i luc ghn két duge x4c dinh bing hing sd phan ly can bang (Kp) voi polypeptit hu-
CD200R ca trinh ty SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, hodc SEQ ID
NO: 4, va polypeptit cyno-CD200R1 clia trinh tw SEQ ID NO: 5.

21.Khang thé theo diém 1, trong d6 khéng thé nay phong bé su gin két cta hu-

CD200-Fc véi hu-CD200R1 dugc biéu hién trén té bao véi gid tri ICso nh hon hodc
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bing 2,50M, trong d6 € bao nay 12 t& bao U937 biéu hién 6n dinh hu-CD200R1.

22. Khéng thé theo didm 1, trong d6 khang thé nay gén két véi cac té bao T cua
ngudi véi gid tri ECso nhd hon hodc bﬁng 2,5nM, trong d6 céc t& bao T cta nguoi 1a
t& bao T CD4+ hoic té bao T CD8+.

23.Khéng thé theo diém 1, trong d6 khang thé nay lam gia ting sy san sinh IFNy
tlr céc t& bao khdi u cia ngudi it nhat 1a 1,2 14n, v6i ndng do khéng thé nho hon hozc
bang 100nM, trong d6 loai t& bao khéi u duoc chon tir két-truc tring, mang trong tir

cung, phdi, u melanin, budng tring, tuy, hogc tuyén tién liét.

24.Khéng thé theo diém 1, trong d6 khang thé nay phong bé sy phién ma NFk do
hu-CD200 cia té bao K562 biéu hién hu-CD200 gin két véi hu-CD200R1 ctia hu-
CD200R1.

25. Khang thé khang CD200R1 bao gdm:

(a) trinh ty axit amin cia mién bién d6i chudi nhe (VL) cla trinh tw SEQ ID NO:
10, va trinh tu axit amin cia mién bién dbi chudi ning (VH) cla trinh tw SEQ
ID NO: 14;

(b) trinh ty axit amin cla mién bién ddi chudi nhe (VL) ctia trinh ty SEQ ID NO:
18, va trinh tu axit amin cta mién bién ddi chudi ning (VH) cta trinh ty SEQ
ID NO: 22;

(¢) trinh ty axit amin cua mién bién ddi chudi nhe (VL) cua trinh tu SEQ ID NO:
26, va trinh tu axit amin cua mién bién ddi chudi ning (VH) cua trinh ty SEQ
ID NO: 30;

(d) trinh ty axit amin ctia mién bién dbi chudi nhe (VL) cta trinh tw SEQ ID NO:
34, va trinh tu axit amin cia mién bién d6i chudi ning (VH) cta trinh tw SEQ
ID NO: 38;

() trinh ty axit amin cta mién bién dbi chudi nhe (VL) cua trinh tw SEQ ID NO:
42, va trinh ty axit amin cua mién bién dbi chudi ning (VH) cua trinh ty SEQ
ID NO: 46;

(f) trinh ty axit amin cua mién bién d6i chudi nhe (VL) cta trinh ty SEQ ID NO:
50, va trinh tyu axit amin cia mién bién dbi chudi ning (VH) cua trinh ty SEQ
ID NO: 54;

(g) trinh ty axit amin cta mién bién dbi chudi nhe (VL) cua trinh ty SEQ ID NO:
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58, va trinh tw axit amin cia mién bién d6i chudi ning (VH) cta trinh tw SEQ
ID NO: 62;

(h) trinh ty axit amin cta mién bién d6i chudi nhe (VL) cua trinh tw SEQ ID NO:
66, va trinh tu axit amin cua mién bién ddi chudi ning (VH) cua trinh tu SEQ
ID NO: 67;

(i) trinh tu axit amin ctia mién bién dbi chudi nhe (VL) cla trinh tw SEQ ID NO:
76, va trinh ty axit amin cua mién bién ddi chudi ning (VH) cta trinh tu SEQ
ID NO: 80;

(§) trinh tu axit amin cua mién bién ddi chudi nhe (VL) cta trinh ty SEQ ID NO:
66, va trinh tu axit amin ciia mién bién ddi chudi nang (VH) cla trinh ty SEQ
ID NO: 84;

(k) trinh tv axit amin cta mién bién dbi chudi nhe (VL) cta trinh ty SEQ ID NO:
66, va trinh tu axit amin cta mién bién ddi chudi ning (VH) cua trinh ty SEQ
ID NO: 80; hodc

(1) trinh tu axit amin ciia mién bién déi chudi nhe (VL) cta trinh tw SEQ ID NO:
76, va trinh ty axit amin cia mién bién dbi chudi ning (VH) cta trinh tw SEQ

ID NO: 84.

26.Khang thé khang CD200R 1 bao gdm:

(a) trinh ty axit amin cua chudi nhe (LC) cta trinh ty SEQ ID NO: 68, va trinh tu
axit amin ctia chudi nang (HC) cta trinh tw SEQ ID NO: 69;

(b) trinh ty axit amin cta chudi nhe (LC) cta trinh ty SEQ ID NO: 68, va trinh tu
axit amin cta chudi ning (HC) cta trinh tw SEQ ID NO: 70;

(c) trinh tu axit amin cta chudi nhe (LC) cta trinh tw SEQ ID NO: 71, va trinh ty
axit amin cta chudi niing (HC) cta trinh ty SEQ ID NO: 88;

(d) trinh ty axit amin cua chudi nhe (LC) cta trinh ty SEQ ID NO: 71, va trinh tu
axit amin ctia chudi ning (HC) cta trinh ty SEQ ID NO: 72;

() trinh ty axit amin ctia chudi nhe (LC) ciia trinh ty SEQ ID NO: 68, va trinh tu
axit amin cta chudi ning (HC) cua trinh tu SEQ ID NO: 89;

(f) trinh ty axit amin cta chudi nhe (LC) cta trinh tuw SEQ ID NO: 68, va trinh tu
axit amin cta chudi ning (HC) cua trinh ty SEQ ID NO: 73;

(g) trinh ty axit amin cta chudi nhe (LC) ctia trinh ty SEQ ID NO: 68, va trinh tur
axit amin cta chudi ning (HC) cua trinh ty SEQ ID NO: 88;

(h) trinh ty axit amin ctia chudi nhe (LC) cia trinh tw SEQ ID NO: 71, va trinh tur
axit amin cta chudi ning (HC) cta trinh ty SEQ ID NO: 89; hodc

135/177



52697

(1) trinh ty axit amin cua chudi nhe (LC) ctia trinh tu SEQ ID NO: 74, va trinh tu
axit amin cta chudi ning (HC) cla trinh tw SEQ ID NO: 75.

27. Khéang thé khang CD200R1 bao gbm: (i) ving siéu bién cua chudi nhe thit
nh&t (HVR-L1), ving siéu bién ctia chudi nhe thir hai (HVR-L2), va ving siéu bién
ciia chudi nhe thit ba (HVR-L3); va (ii) ving siéu bién ctia chudi nang thir nhét (HVR-
H1), ving siéu bién ctia chudi ndng thir hai (HVR-H2), va ving siéu bién ctia chudi
ning thir ba (HVR-H3), bao gbm ving HVR-L1 cua trinh tw SEQ ID NO: 11, viung
HVR-L2 cua trinh tu SEQ ID NO: 12, va ving HVR-L3 ctia trinh tu SEQ ID NO: 13;
va ving HVR-HI cua trinh ty SEQ ID NO: 15, ving HVR-H2 cua trinh ty SEQ ID
NO: 16, va ving HVR-H3 cua trinh ty SEQ ID NO: 17.

28. Khéng thé khang CD200R1 bao gdm: (i) ving siéu bién cla chudi nhe thir
nht (HVR-L1), ving siéu bién cta chudi nhe thir hai (HVR-L2), va ving siéu bién
cia chudi nhe thir ba (HVR-L3); va (i) ving siéu bién ciia chudi nang thi nhét (HVR-
H1), ving siéu bién ciia chudi ning thir hai (HVR-H2), va ving siéu bién cta chudi
ning thir ba (HVR-H3), bao gdm ving HVR-L1 cua trinh tw SEQ ID NO: 77, vung
HVR-L2 cta trinh ty SEQ ID NO: 78, va ving HVR-L3 ctia trinh ty SEQ ID NO: 79;
va ving HVR-HI cia trinh ty SEQ ID NO: 81, ving HVR-H2 cta trinh ty SEQ ID
NO: 82, va ving HVR-H3 cia trinh ty SEQ ID NO: 83.

29. Khéng thé khang CD200R1 chia (i) trinh ty axit amin cla chudi nang (HC)
cta trinh tu SEQ ID NO: 88, va (ii) trinh ty axit amin cua chudi nhe (LC) cta trinh tu
SEQ ID NO: 71.

30. Khéng thé khang CD200R1 chira (i) trinh ty axit amin ctia mién bién d6i
chudi nang (VH) cta trinh ty SEQ ID NO: 80, va (ii) trinh tw axit amin ctia mién bién
dbi chudi nhe (VL) ctia trinh ty SEQ ID NO: 76.
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FIG.4

U937-CD200R1 FACS
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