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(57) Sang ché dé xuat khang thé lién két véi dudi don vi p19 caa IL-23 cta ngudi va duoc
dac trung 6 chd c6 4i luc cao, c6 cac dic tinh chon loc va trung hoa. Khang thé 1a hiru dung
trong diéu tri hodc ngin ngira tinh trang tu mién hoidc viém dugc lua chon tur nhom bao
gom, da xo cung, viém khop, bénh vay nén, bénh viém rudt, bénh viém cot song dinh
khdp, bénh manh ghép chéng lai vat chu, hoi chimg luput va chuyén hoa. Khang thé ciing
hitu dung trong diéu tri bénh ung thu. Sang ché ciing dé xuat quy trinh san xuit khang thé
nay va dugc pham chtra khang thé nay.



27168

Linh vire ky thuat dwgc dé cap

- Séng ché dé cap dén khang thé lién két voi interleukin-23 (IL-23) cua nguoi va

vi€c str dung chung.
Tinh trang ky thuit ciéa sang ché

Interleukin-23 (IL-23) 1a xytokin heterodime dugc lién két disulfit bao gbém
dudi don vi p19 va p40. N6 1a mot phén cta ho interleukin-12 (IL-12) cua xytokin.
IL-12 1a xytokin heterodime khéi Iwgng 70kDa bao gdm du6i don vi p40 va p35 duge
lién két cong hoa tri. IL-12 d6ng vai trd quan trong trong sy phat trién cua dap tmg
mian dich bio vé bim sinh va mién dich thu dwoc va trong su gidm st khdi u. IL-12
ciing lién quan dén dap Gng viém thong qua kha ning thic day cac dap ung té bao T
hd tro loai 1 (T helper type 1 -Thl). Tuy nhién, vai trd chitc nang cia IL-12 trong dap
l’xnglviém da dugc danh gié lai vdi sy phét hién vé xytokin lién quan, IL-23. IL-23
cling bao gébm duéi don vi p40 nhu IL-12 nhung né dugc gin cip cong hoa tri véi
duéi don vi p19. Rét nhidu thudc thir duge sir dung dé d4nh gia vai trd cua IL-12 dugce
dinh huéng so v6i dudi don vi chung p40 cta IL-12/IL-23, thdy ring cac hoat tinh
trugc day dugce cho 1a cua IL-12 co thé duoc trung gian qua IL-23. Sy phat trién cta
cac chudt thiéu hut IL-23 khién céc nha nghién ctru phan biét dugc cac hoat tinh cta
IL-12 va IL-23 va IL-23 dugc nhan dién 12 chit trung gian thiét yéu cia dép Gmg tu
mién/viém.

Thu thé chirc ning IL-23 1a heterodime ciia du6i don vi IL-12RB1, chung véi
thu thé IL-12, va duédi don vi IL-23R. Thy thé cho IL-23 ¢6 lién quan vé& mit ciu tric
v6i Janus kinaza 2 (Jak2) va hoat héa mot cach vugt trdi STAT3, va hoat héa STAT4

it hon so véi IL-12.

Thu thé IL-23 dugc biéu hién trén céc té bao T dugc hoat héa/nhé va céc té bao
giét tu nhién (Natural Killer -NK). C4c bach ciu don nhén, cac dai thuc bao va cac té
bao soi nhanh ciing biéu hién thy thé IL-23 & mtrc thap. IL-23 hd tro sw biét héa va

duy tri cua cac té bao T CD4+ tu nhién vao tip con méi cia cac té bao dugc goi la cac
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té bao Th17, phén biét véi cac té bao Thl va Th2 thong thuong. Cac té bao Th17 tao
ra interleukin-17A (IL-17A) va interleukin-17F (IL-17F). Céc té bao Thl7 tao ra
nhidu nhan té khac da dugc biét 12 din cdc dap img viém, bao gdm cAc nhan td gy
chét hoai khéi u dugc biét 1a din cac dép ing viém, bao gdbm nhan t6 gdy chét hoai
khéi u alpha (TNF-0), interleukin-6 (IL-6), nhan t6 kich thich dai thuc bao va bach
cdu hat (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor -GM-CSF), CXCL1 va
CCL20. C4c té bao NK va céc té bao lympho bim sinh nhu céc té bao giéng cam Ung
mo lymphd (LTi) biéu hién thu thé IL-23 va thu thé md cbi lién quan dén axit retinoic
(Retinoic-acid-related Orphan Receptor -ROR) gamma va tao ra IL-17 ddp tng voi
TL-23. IL-1B va IL-23 ciing ddng kich thich té bao T gamma-delta dé thic day tao ra
IL-17 ma khong can gén thu thé té bao T.

C6 béng chimg thuc té ring cac té bao dap tmng IL-23 c6 lién quan t6i cac bénh
viém tu mién va bénh ung thu. Cu thé, chét (rc ché dac hiéu IL-23 (d6 1a chét tc ché
ma trc ché IL-23 nhung khong trc ché IL-12) c6 thé hitu dung mdt cach dic biét 1a uc
ché TL-23 ma khong anh hudng t6i IL-12 dwoc gia thuyét rang dé ti da hoa loi ich

diéu tri trong khi gidm dén mirc t6i da nguy co rc ché sy bao v¢ cuia vat chu.

Céc khang thé lién két mot cach dic hidu v6i dudi don vi p19 cua IL-23 c6
tiém ning 1am cac chit Gc ché hiru dung, xem, vi du, WO 2007/024846 va WO
2007/027714. Vin d& véi cac khang thé boc 16 trong WO 2007/024846, it nhit 1a c6
tiém ning phan tmg chéo & md, cu thé 13, tiém nang lién két mod véng mac, 12 lo ngai
vé su an toan. Ngoai ra, cac khang thé boc 16 trong WO 2007/024846, it nhét 12 c6 cac
dac tinh véat ly-hda hoc dudi muc tdi wu, vi du, tinh hoan toan khong wa nuGe dan dén
sw két tu, 12 rdo can 16n ddi vai viée san xuét cac khang thé trén quy mé cong nghiép.
Thém vao d6, khong c6 khang thé huéng dich duéi don vi p19 cua IL-23 da duoc
chép thuén dé ding cho myc dich chita bénh.

Do d6, c6 nhu cAu ddi voi cac khang thé IL-23. Cu thé, c6 nhu chu dbi véi céc
khang thé IL-23 lién két v6i i luc cao v6i dudi don vi p19 ciia IL-23, cu thé 1, IL-23
cta nguoi, va khong lién két v6i dudi don vi p40 clia thanh phén thudc ho xytokin lién
quan, IL-12. Cu thé hon, ¢6 nhu cAu dbi vé6i cac khang thd 1L-23 lién két véi ai luc

cao voi dudi don vi p19 cua IL-23 va khong trc ché mot cach dang ké phan tig chéo
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& mo, cu thé 13, phan tng chéo & md vdng mac. Ciing c6 nhu cdu d6i véi cac khang
thé IL-23 ¢6 céac dic tinh vat ly-héa hoc dugc dung tao diéu kién thun lgi cho su phét

trién, san xuat hodc tao dang bao ché.

Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Sang ché d& xuét khang thé lién két véi duéi don vi p19 cua IL-23 cla nguoi
bao gém chudi nhe va chudi nang, trong do chudi nhe chira ving bién d6i cua chudi
- nhe (light chain variable region-LCVR) va chudi ning chira ving bién dbi caa chudi
ning (heavy chain variable region-HCVR), trong d6 LCVR chira cdc trinh ty axit
amin LCDR1, LCDR2,-va LCDR3, va HCVR chitra cac trinh ty axit amin HCDRI,
HCDR2, va HCDR3, trong d6 LCDRI 1a SEQ ID NO:4, LCDR2 1a SEQ ID NO:5,
LCDR3 1a SEQ ID NO:6, HCDRI1 1a SEQ ID NO:1, HCDR2 1a SEQ ID NO:2, va
HCDR3 1a SEQ ID NO:3.

Theo phuong 4n cia sang ché, khang thé bao gdm chudi nhe va chudi ning,
trong d6 chudi nhe chita ving bién dbi cua chudi nhe (LCVR) va chudi ning chtra
viing bién dbi ctia chudi ning (HCVR), trong d6 trinh tir axit amin cia LCVR 1a SEQ
ID NO: 8 va trinh tu axit amin cda HCVR 1a SEQ ID NO: 7.

Theo phuong 4n khac cua sang ché, khang thé bao gdm hai viing bién ddi cua
qhqf)i nhe (LCVR) va hai ving bién dbi cua chudi ning (HCVR), trong d6 trinh ty
axit amin ctia mdi LCVR 1a SEQ ID NO: 8 va trinh tyr axit amin ctia mdi HCVR 1a
SEQ ID NO: 7.

Trong phuong 4n khac cua sang ché, khang thé bao gdm chudi nhe va chudi
nang, trong d6 trinh ty axit amin cda chudi nhe 12 SEQ ID NO: 10 va trinh ty axit
amin cta chudi ning 12 SEQ ID NO: 9.

Trong phuong an khac ciua sang ché, khang thé bao gdm hai chudi nhe va hai
chudi ning, trong d6 trinh tu axit amin cua mdi chudi nhe 1a SEQ ID NO: 10 va trinh
tw axit amin ctia mdi chudi ning 1a SEQ ID NO: 9.

Sang ché d& xuét khang thé lién két v6i duéi don vi p19 cia IL-23 clia ngudi

chtra chudi nhe va chudi ning trong d6 chudi nhe chtra viing bién doi clia chuoi nhe
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(LCVR) va chudi ning chira ving bién ddi ciia chudi ning (HCVR), trong d6 LCVR
bao gdm céc ving quyét dinh bd sung LCDR1, LCDR2, va LCDR3, va HCVR bao
gdm céc ving quyét dinh bb sung HCDR1, HCDR2, va HCDR3, va trong 46 LCDR1
gdm c6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:4, LCDR2 gdm c6 trinh ty axit amin SEQ ID
NO:5, LCDR3 gdm ¢6 trinh t axit amin SEQ ID NO:6, HCDR1 gdm c6 trinh tu axit
amin SEQ ID NO:1, HCDR2 gém co trinh ty axit amin SEQ ID NO:2, va HCDR3
gdm c6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:3.

Séang ché ciing dé xuit khang thé lién két v6i dudi don vi p19 cia IL-23 cla
ngudi bao gdm chudi nhe va chudi ning, trong d6 chudi nhe chira ving bién ddi cua
chudi nhe (LCVR) va chudi ning chira viing bién dbi ctia chudi ning (HCVR), trong
d6 chudi LCVR gbm c6 trinh ty axit amin SEQ ID NO: 8 va chudi HCVR gbm c6
trinh tu axit amin SEQ ID NO: 7.

Sang ché ciing dé xuét khang thé lién két véi dudi don vi p19 ciia IL-23 cua
ngudi bao gdm chudi nhe va chudi ning, trong d6 chudi nhe chra trinh tu axit amin
SEQ ID NO: 10 va chudi ning chira trinh ty axit amin SEQ ID NO: 9.

Séng ché ciing dé xuit khang thé lién két véi dudi don vi p19 ctia IL-23 cua
ngudi bao gom hai chudi nhe va hai chudi ning, trong d6 mdi chudi nhe gdm c6 trinh
tu axit amin SEQ ID NO: 10 va mdi chudi ning gém ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID

NO: 9.

Céc trinh tu axit amin cia khang thé theo sang ché dugc thé hién dudi day.

SEQ ID NO
Khéng thé Chudi ning Chudi nhe HCVR LCVR
I 9 10 7 8
Khang thé HCDRI HCDR2 HCDR3 LCDR1
I 1 2 3 4
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Sang ché ciing d& xut khang thé lién két voi dudi don vi pl19 cta IL-23 cla
ngudi & epitop ciu tric trong cac vi tri axit amin 81-99 va 115-140 cua SEQ ID NO:
15.

Sang ché ciing dé xuit khang thé lién két v6i dudi don vi p19 cia IL-23 cla
ngudi & epitop ciu triic trong cAc vi tri axit amin 81-99 va 115-140 cta SEQ ID NO:
15, trong d6 khéang thé tiép xtc & it nhit cac géc axit amin 94P, 958, 97L, 98P, 99D,
123W, 1308, 133P va 137W ctua SEQ ID NO: 15.

Trong phuong 4n khac cia sang ché, khang thé c6 lua chon ddi véi dudi don vi

p19 cia IL-23 cua nguoi.

Khi dugc lién két v6i dusi don vi p19 cia IL-23 cia ngudi, khang thé theo
séng ché ngan ngira sy lién két ciia IL-23 ciia ngudi voi dudi don vi IL-23 cla thy thé
IL-23. Do d6, khang thé theo sang ché trc ché hoat tinh cta IL-23 clia ngudi & dudi
don vi IL-23 clia ngudi cua thy thé IL-23.

Khéng thé theo sang ché khong ngin ngira sy lién két cua IL-23 ctia ngudi voi
duéi don vi IL-12RB1 cuaa thu thé IL-23 va do d6 khong G ché hoat tinh cia IL-23
ctia ngudi & dudi don vi IL-12RP1 cua thy thé TL-23.

Khang thé khong lién két theo cach c6 thé nhan thiy dugc di véi dudi don vi

p40 ¢6 chung I1.-23 va IL-12 ctia nguoi.

Trong phuong an khic cua sang ché, khang thé c6 hoat tinh trung hoa déi véi

dudi don vi p19 cua IL-23 cia nguoi.

Trong phuong an khac cua séng ché, khang thé theo sang ché c6 tri s6 ICso nho
hon hoic biang khoang 90 pM. Tt hon 13, khang thé theo sang ché c6 trj s6 ICso nhd
hon hodc bing khoang 74 pM. Cac tri s6 ICso dugc do trong thir nghiém véi té bao
lach cua chudt in vitro nhu dugc mo ta trong ph'?ln “In Vitro Neutralization of Human

or Cynomolgus Monkey IL-23 by Antibody I in Murine Splenocytes” trong Vi du 1.

Trong phuong én khéc cua sang ché, khang thé theo sang ché 1a chon loc va c6

hoat tinh trung hoa dbi véi duéi don vi p19 cia IL-23 cua ngudi.

Trong phuong 4n khéc cla sang ché, khang thé theo siang che c6 hang s6 cén

bang phan ly, Kp, 1a khoang 10 pM dén khoang 30 pM ddi véi IL-23 cia ngudi. Tét
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hon 13, khang thé theo sang ché ¢6 Kp khoang 21 pM dbi v6i IL-23 clia ngudi. Céc tri
s6 Kp duoc thiét 1ap béng lién két dong hoc & 37°C nhu duge md ta trong phé‘m “Po ai
lwc lién két bang cong hudng plasmon b& mit (BIAcore cho khang thé I” trong Vi du
1. Khang thé theo sang ché con dugc mé ta dic diém véi ti 18 kon d6i v6i dudi don vi
p19 ctia IL-23 ctia ngudi 1a tir khoang 2,2 x 10° M-gidy! t¢i khoang 2,6 x 10° M-
lgiay™l. Tt hon 13, khang thé theo sang ché c6 ti 18 kon d6i v6i duéi don vi p19 cta IL-
23 ctia ngudi 1a khoang 2,43 x 106 M-'gidy™!, Khang thé theo sang ché con dugc md ta
dic didm véi ti 16 kosr d6i voi dudi don vi p19 cta IL-23 ciia nguoi tr khoéng 0,30 x
10 giay’! t6i khoang 0,70 x 10 gidy™’. Tét hon 13, khang thé theo sang ché c6 ti 1¢
Kofr d6i v6i dudi don vi p19 ctia IL-23 ciia ngudi khoang 0,52 x 10 gidy !

Khang thé theo sang ché lién két véi duéi don vi p19 cia IL-23 clia ngudi véi
ai luc cao. Cho muc dich boc 10 cua sang ché, thuat ngir “4i luc cao” dé cép dén Kp it
nhét khoang 21 pM. Céc tri sb Kp dugc thiét 1ap bang dong hoc lién két & 37°C nhu
duogc mo ta trong phén “Po 4i luc lién két bang cong hudng plasmon bé mit (BIAcore

d6i voi khang thé I”” trong Vi du 1.

Khong giéng cac khang thé trong tinh trang k¥ thuat lién két v6i IL-23 clia
ngudi, khang thé theo sang ché khong trc ché theo cach c6 thé quan sét dugc sy phan
ung chéo & mo. Cu thé 13, khang thé theo sang ché khong lién két theo cach c6 thé

quan sat dugc véi mo vong mac.

Khéng thé theo sang ché c6 céc dic tinh vat 1y héa hoc duge dung, bao gbm do
hoa tan dugc dung trong cac diéu kién phong thi nghiém va sinh Iy, va do 6n dinh hoa
hoc va vét ly dugc dung trong d6 khang thé duy tri & dang két tu monome va céc két
ty- khoi luong phan tir cao (High Molecular Weight -HMW) rit it quan sat thdy &
nhiéu loai diéu kién khac nhau nhu duge md ta trong phan “Céc dic tinh vat Iy — hoa

hoc ctia khang thé IL-23” trong Vi du 1.

Séang ché ciing dé xuit dugc phidm chira khang thé theo sang ché va mot hoic
nhidu chét mang dugc dung, chét pha lodng hodc té duge. Cu thé hon, duoc phim theo
sang ché con bao gdbm thém mot hodc nhidu chét c6 tac dung diéu tri bd sung.

Séang ché ciing @& xuét phuong phap diéu tri hodc ngin ngira tinh trang & bénh

nhan, bao gdm budc cho bénh nhan can diéu tri dung luong hidu qua cua khang thé
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theo sang ché, trong d6 tinh trang 1a tinh trang tu mién hodc viém dugc lua chon tir
nhém bao gf‘)m, da xo ctig, viém khép, bénh vay nén, bénh viém rudt, bénh viém cot

séng dinh khép, bénh manh ghép chéng lai vat chii, hoi chirng luput va chuyén hoéa.

Sang ché ciing dé xuét diéu tri hodic ngin ngira tinh trang & bénh nhén, bao gdm
budc dung cho bénh nhan can diéu tri luong hiéu qua cua khang thé theo sang ché,

trong do tinh trang bénh 1a ung thu.

Theo phuong 4n cua sang ché, ung thu 1a khéi u 4c tinh, ung thu rudt két, ung

thu.—buéng trimg, ung thu dAu va cb, ung thu phéi, ung thu v hodc ung thu da day.
Séang ché ciing dé xuat khang thé theo sang ché dé st dung trong diéu tri.

Cu thé hon 13, sang ché dé xuét khang thé theo sang ché dé dung trong diéu tri
hodc ngan ngura tinh trang tu mién hodc viém duoc lua chon tir nhém bao gém, da xo
ctmg, viém khép, bénh vay nén, bénh viém rudt, bénh viém cot song dinh khép, bénh

manh ghép chéng lai vat chi, hoi ching luput va chuyén héa.

Sang ché ciing dé xuét khang thé theo séng ché dé dung trong didu tri hodc
ngin nglra bénh ung thu.

Theo phuong 4n cua sang ché, ung thu 12 khdi u 4c tinh, ung thu rudt két, ung
thu budng trimg, ung thu dau va cd, ung thu phdi, ung thu v hodc ung thu da day.

Séang ché d& xuét viéc ding khéng thé theo sang ché trong san thudc dé diéu tri
hoic ngin ngra tinh trang dugc lya chon tir nhém bao gém, da xo cting, viém khép,
bénh vay nén, bénh viém rudt, bénh viém cot séng dinh khép, bénh manh ghép chéng
lai vat chii, hoi ching luput va chuyén héa.

Séng ché ciing d& xuét viéc dung khéng thé theo sang ché trong san thudc dé
diéu tri hodc ngan ngira bénh ung thu.

Theo phuong 4n cua sang ché, ung thu 14 khdi u 4c tinh, ung thu rudt két, ung

thu budng tring, ung thu dAu va cb, ung thu phéi, ung thu vi hodc ung thu da day.

Sang ché ciing dé cap dén polynucleotit mad hoa khang thé theo sang ché dugc

mo ta trén day.
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Sang ché dé xuét phan tir ADN chtra trinh ty polynucleotit ma hoa polypepti
chudi nhe c6 trinh ty axit amin SEQ ID NO: 10.

Sang ché ciing d& xuit phan tir ADN chra trinh ty polynucleotit ma hoa
polypeptit chudi ning c6 trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 9.

Theo mot phuong 4n, sang ché dé xuét polynucleotit ma hoa khéng thé theo
sang ché, trong 6 HCVR dugc ma héa bdi SEQ ID NO: 11 va LCVR dugc ma hoa
bdi SEQ ID NO: 12.

Theo phuong 4n khéc, sang ché dé xuét polynucleotit ma héa khing thé theo
sang ché, trong d6 chudi nang dugc ma héa béi SEQ ID NO: 13 va chudi nhe dugce
ma héa bdi SEQ ID NO: 14.

Polynucleotit theo sang ché c6 thé & dang ARN hoic & dang DNA, trong d6
ADN bao gdm cADN, va ADN tdng hop. ADN c6 thé 1a chudi don hoic chudi kép.
Céc trinh ty ma héa ma hoa khang thé theo sang ché ¢6 thé khac nhau 13 két qua ctia

su thira hodc thoai héa ma di truyén.

Céc polynucleotit md héa cho khang thé theo sang ché c6 thé bao gdbm: cac
trinh ty chi ma hoa cho khang thé, trinh ty ma hoa cho khang thé va trinh tw ma héa
bd sung nhu trinh ty dAn du hodc trinh tu kich thich bai tiét hodc trinh tu tién protein;
trinh tu ma hoa cho khang thé va trinh tu khong ma hoa, nhu cac intron hodc trinh tu
khong ma héa 5> va/hodc 3’ cua trinh ty ma héa cho protein. Do do, thuat ngi
“polynuc;leotit ma hoa khang thé” bao gdm polynucleotit ma c6 thé bao gém khong
chi cac tﬁnh te ma hoa protein ma con bao gdm céc polynucleotit bao gdm céc trinh

tuy mi hoéa bd sung va/hodc trinh ty khdng ma hoa.

Polynucleotit theo sang ché c6 thé duogc biéu dién trong té bao vat chu sau khi
trinh tu dugc lién két hoat dong véi trinh tu didu khién bidu hién. Cac vecto biéu hién
1a c6 thé sao chép mot cach dién hinh trong cic sinh vét chu & dang thé bd sung hoic
phén két hop ctia ADN nhiém sic thé cua vat chi. Thong thuong, cac vecto biéu hién
s€ bao gém cdc danh dAu lwa chon, vi du, tetraxyclin, neomyxin, va dihydrofolat
reductaza, d& cho phép do cac té bao nay duoc bién nap véi céc trinh tw ADN mong

muon.
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Sang ché d& xuét t& bao vat chu tai tb hop chira phan tt ADN chira trinh ty
polynucleotit ma héa chudi nhe polypeptide c6 trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 10
va phan tir ADN chira trinh ty polynucleotit ma héa polypeptit chudi ning c6 trinh ty
axit amin ctia SEQ ID NO: 9, t& bao c6 kha ning biéu hién khang thé chira chudi ning
va chudi nhe, trong d6 trinh ty axit amin ctia chudi ning 12 SEQ ID NO: 9 va trinh ty
axit amin cua chudi nhe 13 SEQ ID NO: 10.

Khang thé theo séng ché c6 thé dugc san xuit mot cach d& dang trong céc té
bao ddng vat c¢6 vii nhu t& bao CHO, NS0, HEK293 hoic COS; trong té bao vi khuin
nhu E. coli, Bacillus subtilis, hodc Pseudomonas fluorescence; hodc trong cac té bao
ndm méc hodc ndm men. Céc té bao vét chi 13 duge nudi céy, str dung céc k¥ thuat da

duoc biét dén rdng rai trong linh vuc k¥ thuét.

Céc vecto chira cac trinh tu polynucleotit quan tdm (d6 13, cac polynucleotit ma
héa céc polypeptit ciia khang thé va cic trinh tur kim soat biéu hién) c6 thé duoc
chuyén vao té bao vat chu bang céc phuong phip di dugc biét dén rong rai, 1a khic
nhau phu thudc vao loai té bao vat chu. Vi du, su bién ddi canxi clorua thi thudng
duge dung cho cac t& bao tién nhan, trong khi viée xit ly bang canxi phosphat hogc

dién chuyén c6 thé dugc st dung cho céc t€ bao vat chu khac.

Céac phuong phéap lam tinh sach protein khac nhau cé thé duoc st dung va céc
phuong phép nay la dugc biét dén trong linh vuc k¥ thuat va dugc mé ta, vi dy, trong
tai liéu cua Deutscher, Methods in Enzymology 182: 83-89 (1990) va trong tai li€u cua
Scopes, Protein Purification: Principles and Practice, tai ban lan thtr 3, Springer, NY

(1994).

Sang ché d& xuit quy trinh san xuit khang thé lién két v6i dudi don vi p19 cla
IL-23 ctia ngudi chira chudi ning va chudi nhe, trong d6 chudi ning gdm c6 trinh tur
axit amin SEQ ID NO: 9 va chudi nhe chira céc trinh ty axit amin SEQ ID NO: 10,
quy trinh nay bao gdm céc budec:

a) nudi cdy té vao vat chi tai t8 hop theo diém 7 trong diéu kién sao cho khang

thé dugc biéu hién; va

b) thu hdi khang thé dwoc biéu hién tir té bao vat chu.
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Ngoai ra, sang ché d& xuéit quy trinh san xuit khang thé lién két v6i dudi don vi
p19 ctia IL-23 cila ngudi ¢6 chudi ning va chudi nhe, trong d6 trinh tu axit amin cla
chudi ning 1a SEQ ID NO: 9 va trinh ty axit amin cla chudi nhe 13 SEQ ID NO: 10,

quy trinh bao gdm céc budc:

a) Nudi cdy té vao vat cha tai tb hop chtra trinh tu polynucleotit thir nhat ma
hoa trinh ty polypeptit néu trong SEQ ID NO: 9 va trinh ty polynucleotit
thir hai ma hoa trinh tu polypeptit néu trong SEQ ID NO: 10, trong didu

kién sao cho trinh tu polypeptit da néu dugc biéu hién; va

b) Thu hdi khang thé tir té bao vat chit chira chudi ning va chudi nhe, trong d6
trinh ty polypeptit clia chudi ning dugc néu trong SEQ ID NO: 9 va trinh ty
polypeptit ciia chudi nhe dugc néu trong SEQ ID NO: 10.

Theo mdt phwong 4n cua quy trinh dugc mo ta trén ddy, trinh tu polynucleotit
thtr nhat ma hoéa trinh ty polypeptit néu trong SEQ ID NO: 9 va trinh ty polynucleotit
thtr hai ma hoa trinh tu polypeptit néu trong SEQ ID NO: 10 la mét phan cua cling

phan tr axit nucleic.

Theo mot phwong an, sang ché d& xuit khang thé dugc san xuét bdi phuong

phéap néu trén.

Theo phuong an khac, khang thé dugc san xuét bang phuong phap néu trén c6
hai chudi ning va hai chudi nhe, trong d6 trinh tw polypeptit clia mdi chudi ning duge
néu trong SEQ ID NO: 9 va trinh tu polypeptit cua mdi chudi nhe duoc néu trong
SEQ ID NO: 10.

Khéng thé theo sang ché 13 khang thé IgG c6 bbn chudi axit amin (hai chudi
“ning” va hai chudi “nhe”) duoc lién két chéo thong qua céc lién két disulfit trong va
ngoai chudi. Khi dugc biéu hién trong cac hé sinh hoc cu thé, cac khang thé c6 trinh tu
Fc tu nhién cta ngudi duge glycosyl hoa trong ving Fe. Cac khang thé ciing c6 thé

duoc glycosyl hoa & céc vi tri khéc.

MB&i chudi ning bao gbm HCVR dAu N va ving cb dinh ctia chudi ning (Heavy
Chain Constant Region -“HCCR”). Céc chudi ning ctia ngudi dugc phén loai 1a

gamma, mu, alpha, delta, hodc epsilon, va xéc dinh isotyp cua khéng thé twong Ung la
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IgG, IgM, IgA, IgD, hodc IgE. Cac khang thé IgG ciia ngudi c6 thé duge chia thanh
cac 16p nhd, nhu, IgG1, 1gGa, 1gGs, IgGa.

Tét hon 13, khang thé theo sang ché c6 phan Fc din xuét tir ving Fc ctia IgGs
ctia ngudi vi kha ning gin két véi céc co chu gy viém duoc trung gian bdi thy thé Fc

giam hogc dé hoat hoa su bd thé dan dén chirc ning phan ting lai kich thich giam.

Tét hon nita 13, khang thé theo sang ché bao gdbm phin PAA Fc IgGa. Phén
PAA Fc IgGq c6 dot bién tir serin thanh prolin & vi tri 223 (S223P; SEQ ID NO: 9),
d(j_)t' l_;ié_n tr phenylalanin thanh alanin & vi trf 229 (F229A; SEQ ID NO: 9) va dot bién
;1‘1 leuxin thanh alanin & vi trf 230 (L230A; SEQ ID NO: 9). ot bién S223P 1a dot
bién mAu chdt gitp ngin nglra sy tao thanh nira khang thé (hién tuong trao d6i dong
luc cta nira phan tir trong khang thé IgGs). Cac dot bién F229A va L230A con lam

giam chirc ning phan ung lai kich thich vbn da thip cua isotyp IgGs clia ngudi.

M3i loai chudi ning ciing dugc dic trung bdi ving ¢ dinh cu thé v6i trinh tu
da biét dén rong rii trong linh vuc k¥ thuat. Ving cb dinh ctia chudi nang bao gdbm ba

ving (CH1, CH2, va CH3) déi véi IgG.

Chudi nhe dugc phan loai 13 kappa hodc lambda, mdi loai dugc dic trung boi
viing ¢b dinh cu thé nhu da dugc biét trong linh vuc k¥ thuat. Mbi chudi nhe bao gbm
LCVR va ving ¢ dinh ctia chudi nhe (Light Chain Constant Region -“LCCR”). Tt
hon 13, khang thé theo sang ché bao gdm chudi nhe kappa.

Ving bién ddi ctia mbi cap chudi nhe /chudi ning tao thanh vi tri lién két khang
th. Ving HCVR va LCVR ¢6 thé con dugc chia nho thanh cac ving siéu bién doi,
dugc goi thudt ngit 14 cac vung quyét dinh bd sung (“CDR”), cling v6i cac ving bdo
tht hon, dugc goi 1a ving khung (Framework Region -“FR”). M&di HCVR va LCVR
bao gdm ba CDRs va bén FRs, duoc bé tri tir dAu amino dén déu cacboxy theo trat tu
sau: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. o) day, ba CDR cua chudi ning duoc
dé cap 1a “HCDR1, HCDR2, va HCDR3” va ba CDR ciia chudi nhe dugc dé cép 1a
“L,CDR1, LCDR2 va LCDR3”. CDR chira hiu hét cac gdc tao thanh twong tac dic
hiéu vé4i khang nguyén. Hién nay c6 ba hé théng dé phan CDR cho khéng thé duoc sir
dung cho md ta trinh ty. Pinh nghia CDR clia Kabat (Kabat et al., “Sequences of

Proteins of Immunological Interest,” National Institutes of Health, Bethesda, Md.
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(1991)) dugc dua trén su bién dbi trinh tu cia khang thé. Dinh nghia CDR cta Chothia
(Chothia et al., “Canonical structures for the hypervariable regions of immunoglobulins”,
Journal of Molecular Biology, 196, 901-917 (1987); Al-Lazikani et al., “Standard
conformations for the canonical structures of immunoglobulins”, Journal of Molecular
Biology, 273, 927-948 (1997)) duoc dua trén ciu tric ba chidu ciia khang thé va dia hinh hoc
ctia vong CDR. Céc dinh nghia CDR cua Chothia 12 gidng véi cac dinh nghia CDR cua Kabat
ngoai trirt HCDR1 va HCDR2. Dinh nghia CDR cta North (North ef al., “A New Clustering
of Antibody CDR Loop Conformations”, Journal of Molecular Biology, 406, 228-256
(2011)) duoc dua trén su truyén ai luc tap hop véi sb lugng 16n céac cAu truc tinh thé.
M5 ta chi tiét sang ché

Cho cac muc dich ctia sang ché, su két hop ciia ba phuong phap nay dugc st dung dé
dinh nghia CDR. Trong trudng hop CDR chudi nhe, céc dinh nghia vé CDR cta Kabat va
Chothia dugc sir dung. Trong trudng hgp HCDRI, su két hop cac dinh nghia CDR ctia Kabat
va Chothia dugc st dung. Theo dinh nghia ctia Kabat, HCDR1 bt dau sau xystein thir nhét
ctia chudi ning tam gbc va c6 chiéu dai 1a ndm gdc, trong khi theo dinh nghia ciia Chothia,
HCDR1 bt dau sau xystein ndy ba gbc va co chiéu dai 1a 7 gbc. HCDRI1 ciia khang thé theo
sang ché duoc x4c dinh béi vi tri bit diu theo Chothia va vi tri két thuc theo Kabat. Trong
truong hgp HCDR?2, céc dinh nghia vé CDR ctia Kabat dugc sir dung. Trong trudng hop
HCDR3, su két hop gifta cc dinh nghia ctia North, Kabat va Chothia vé CDR duogc st dung.
Dinh nghia ctia Kabat vé HCDR3 bao gém cac gbc 95-102 cia chudi nang (SEQ ID NO: 13
cho khang thé theo sang ché) va dién hinh 1a bit du sau xystein ba gbc. Pinh nghia cta
Chothia vé HCDR3 la giéng véi dinh nghia ctia Kabat. Dinh nghia ctia North vé HCDR3 bao
gdm cac gbe 93-102 ciia chudi niing (SEQ ID NO: 13 cho khang thé theo sang ché) va dién
hinh 14 bat ddu ngay sau gdc xystein. HCDR3 cta khang thé theo sang ché dugc xac dinh boi
North khoi dau vi tri va HCDR3 cua khang thé theo sang ché duge xac dinh boi
Kabat/Chothia/North két thic vi tri.

Béng 1 thé hién su chi dinh CDR lam vi du ciia khang thé theo sang ché.
Bang 1: Sw chi dinh CDR
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CDR Pinh nghia bat dau Dinh nghia két thiic
LCDR1 | Kabat/Chothia/North Kabat/Chothia/North
LCDR2 | Kabat/Chothia Kabat/Chothia/North
LCDR3 | Kabat/Chothia/North Kabat/Chothia/North
HCDR1 | Chothia Kabat/North
HCDR2 | Kabat/North Kabat

HCDR3 | North Kabat/Chothia/North

Khéng thé theo sang ché 12 khang thé dugc xtr Iy da duoc thiét ké dé c6 khung,
cac ving ban 18 va cac ving ¢ dinh c6 ngudn gbc ciia ngurdi ma gidng vé6i hoic vé co
ban gidng véi (vé co ban 14 dwoc 1am giéng véi ciia ngudi) véi cac ving khung va céc
ving c¢b dinh c6 ngudn gbc tir cac trinh trr hé gen clia ngudi. Cc ving khung, ving
ban 1& va ving ¢ dinh hoan toan clia ngudi 1a cac ving khung, viing ban 18 va ving
¢ dinh ma trinh tu géc clia nguoi cling nhu cac trinh ty véi cac dot bién soma x4y ra
mdt cach ty nhién va cac trinh tw vé6i cac dot bién dugc thiét ké. Khang thé theo sang
ché c6 thé bao gdm ving khung, viing ban 1& hodc ving cb dinh c6 ngudn gde tir viing
khung, viing ban 18 va ving ¢6 dinh hoan toan ciia ngudi c6 sy thé, x6a hoic bd sung
mdt hodc nhidu axit amin trong d6. Ngoai ra, tbt hon néu khang thé theo sang ché vé
co ban khéng c6 kha ning sinh mién dich & ngudi.

Nhiéu trinh tw khung cta ngudi khac nhau c6 thé duge st dung riéng ré& hoic &
dang két hop 14 co s& cho khang thé theo sang ché. Tét hon 13, cac ving khung ctia
khang thé theo sang ché 14 ¢ ngudn gde tir ngudi hodc v& co ban 13 gidng cuia ngudi
(it nht 95%, 97% hodc 99% c6 ngudn gdc tir ngudi). Cac trinh ty ving khung ¢6
ngudn gbc tir ngudi cb thé thu duoc theo tai liéu The Immunoglobulin Factsbook, by

Marie-Paule Lafranc, Gerard Lefranc, Academic Press 2001, ISBN 012441351.

Trinh tu ving khung cho khang thé theo sang ché déng vai trd 1am ving khung
bién ddi “cho” va c6 thé dugc sit dung @& tao ra cac khang thé bd sung véi ciing cac
CDR néu ¢ day st dung phuong phép da biét trong linh vuc k¥ thuat. Ngoai ra, trinh
tu khung cho khéng thé theo sang ché c6 thé duoc so sanh véi c4c trinh ty ving khung

clia ngudi da biét khac dé tao ra cac khang thé bd sung. Do d6, thong tin ndy c6 thé
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duoc st dung d€ “d6t bién ngugc” vung khung dong dang dugce lua chon khéac cua
nguoi cho goc axit amin & cac vi tri ndy. Ngoai ra, bat ki axit amin “hiém” nao c6 the
dugc phat hién trong ving khung cia ngudi bd sung sao cho goc axit amin lién Gng

hoic cho c6 thé dugc st dung & vi tri thich hop.

Céc phuong phép dé san xudt va tinh sach khang thé 1a da dwoc biét dén mot
cach rong rai trong linh vuc ky va cé thé tim théy, vi duy, trong tai li€u cia Harlow va
Lane (1988) Antibodies. A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press.
Cold Spring Harbor, New York, chuong 5-8 va 15. Vi dy, chudt c6 thé dugc gy mién
dich véi IL-23 cia nguoi, hodc doan cia khang thé ndy, va cac khang thé thu dugc ¢6
thé dugc thu hdi, tinh sach va céc trinh ty axit amin duoc x4c dinh st dung céc
phuong phép thong thudng da duge biét dén mot cach rong rdi trong linh vuc k¥
thuat. Khang thé theo sang ché dugc xir Iy dé chira mot hozic nhidu ving khung cia
ngudi xung quanh cic CDR dugce dan xuét tir khang thé khong phai ciia nguoi. Trinh
tu ving khung gbc ciia nguoi c6 thé 14y tir InMunoGeneTics (IMGT) thong qua trang
web cua cong ty http://imgt.cines.fr, hodc tir tai liéu The Immunoglobulin Facts Book
ciia Marie-Paule Lefranc va Gerard Lefranc, Academic Press, 2001, ISBN 012441351.
Cu thé, cac ving khung ciia chudi nhe gbc dé sir dung trong khang thé theo sang ché

bao gdm 02.

Cu th8 13, cac ving khung ctia chudi ning gbc dé sir dung trong khang thé theo

sang ché bao gdm VH1-69.

Céc khang thé dwogc thiét ké theo sang ché ¢6 thé dugce tao ra va duge tinh sach
sir dung cac phuong phap da biét. Vi dy, céc trinh tw cADN ma hoa chudi ning (vi du,
trinh tu’ axit amin néu trong SEQ ID NO: 9) va chudi nhe (vi du, trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO: 10) ¢6 thé dugc tach dong va dwoc xir Iy thanh vecto biéu hién
glutamin synthetaza (GS - Glutamine Synthetase). Vecto biéu hién globulin mién dich
dwoc xir Iy sau d6 c6 thé dugc chuyén nhim mot cach on dinh trong céc té bao CHO.
Sy biéu hién khang thé & dong vat ¢ v s& dan dén su glycosyl hoéa, dién hinh tai céac
vi tri N glycosyl hoa bao thu cao trong ving Fc. Sy tich dong dn dinh c6 thé x4c minh
su bidu hién cua khang thé lién két dic hiéu véi IL-23 ctia ngudi. Sy tach dong tich

cuc c6 thé dugc mo rong vao moi trudng nudi cdy khong huyét thanh dé san xuat
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khang thé trong cac thiét bi phan tng sinh hoc. Moi truong, trong d6 khang thé da
duoc tiét, c6 thé dugce tinh sach bang cac k¥ thuat thong thudng. Vi du, méi trudng c6
thé dugc 4p dung mot cach thich hop véi Protein A hodc cdt Sepharose FF G di duoc
1am cAn bing bang dém twong hop, nhu mudi dém phosphat. Cot duoc rira dé loai bo
c4c thanh phan lién két khong diic hidu. Khang thé duoc lién két duoc rira gidi, vi du,
bang gradient pH va c4c phan doan khang thé duoc do, vi du bang SDS-PAGE, va sau
d6 dugc tp hop lai. Khang thé duge ¢d dic va/hodc duge loc vo tring st dung cac k§
thudt thong thuong. Cac két tu c6 thé tan duogc va cac da me co thé duoc loai bo mét
cach hi¢u qua bing céc k¥ thuat thong thuong. San phim c6 thé duge két dong ngay

lap i, vi du & -70°C, hodc ¢ thé dugc 1am dong kho.

Khang thé theo sang ché 1a cac khang thé don dong. "Khang thé don dong"
hoic "mAb", dugc st dung trong ban mo ta nay, dé cap dén khéang thé duoc dan xuét
tr ban sao don hoac dong bao gém, vi du, bét ki dong tién nhan, nhan that, thé thuc
khuln va khong phai cac phuong phdp ma nhd d6 khang thé dugc tao thanh khong
phai bdi phuong phip ma nh d6 né dugc tao thanh. Cic khang thé don dong ctia né
¢6 thé dugc san xuét, vi duy, béng cac k¥ thuat lai, k¥ thuat tai td hop, va k§ thuat biéu
din thé thuc khuén, k¥ thuat téng hop, vi du, ghép CDR, hoic td hop cia cac k¥ thuat
nay hodc cac k¥ thut khac da biét trong linh vuc k¥ thuat.

Trong phuong an khang cua sang ché, khang thé, hodc axit nucleic ma hoa

khang thé dugc dé xuit ¢ dang phan 14p.

Khang thé theo sang ché, hodc duoc phim chira khang thé c6 thé dugc ding
theo dudng ngoai rudt (vi du, dudi da, trong tinh mach, trong bung, trong co, hodc qua

da).

Céc dugc phim theo sang ché c6 thé duoc bao ché bang cic phuong phap da
duoc biét dén mot cach rong rai trong linh vuc k§ thuat (vi du, Remington: The
Science and Practice a/Pharmacy, tai ban 1an thit 19 (1995), (A. Gennaro et al., Mack
Publishing Co.) va chira khang thé nhu dugc bdc 1 trong ban mo ta nay, va mot hogc
nhidu chit mang dugc dung, chét pha logng hoic ta duge. Vi dy, khang thé theo séng
ché dugc tao thanh dang bao ché véi cac tic nhin nhu natri xitrat, axit xitric,

polysorbat 80, natri clorua va sucroza va dugc phim thu dugc c6 thé duoc dong kho
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va dugc luu & 2°C - 8°C. Dugc phidm dong kho sau d6 cé thé duge hoan nguyén véi
nudc tiét tring dé tiém trude khi ding.
Thuét nglt “lién két véi dudi don vi pl9 cua IL-23 cua ngudi", nhu dugce su
“dyng trong ban mod ta nay, dé cap dén sy tuong tac c6 thé phét hién duge ciia khang
thé theo sang ché véi epitop trén dudi don vi p19 clia IL-23 ctia ngudi néu béi trinh tu
axit amin cia SEQ ID NO: 15. Su twong téc giita khang thé theo sing ché va dudi don
vi p19 cua IL-23 ciia ngudi dwge do bing cac dong hoc lién két & 37°C nhu dugc md
ta trong phan “Po 4i luc lién két bing cong huéng plasmon bé miat (BIAcore) cho
khéng thé I’ trong Vi du 1.

~

Thuat ngit "epitop" nhu duge st dung trong ban mo ta nay d& cap dén cac gbc
axit amin ndm gan nhau trén bé mit protein (khang nguyén) va tuong tic véi khang

thé. C6 hai 16p epitop chinh: d6 1a epitop mach thing va epitop céu tric.

Thuét ngit “epitop mach thing” nhu duge sit dung trong ban md ta nay dé cap

dén trinh ty axit amin so cap lién tuc ciia ving déc biét clia protein.

Thuét ngit “epitop ciu triic” nhu dwgc st dung trong ban mo ta nay dé cap dén
cac khu vuc khong lién tuc cua trinh tu axit amin cia khang nguyén ma dugc tiép xtc
b&i khang thé theo sang ché. Céc epitop cAu truc duge xac dinh boi cdu ciing cling nhu
trinh ty cta protein nguyén ban; cic epitop nay co thé lién tuc hoic khong lién tuc.
Céc hop phén ctia epitop c6 thé nim trén cac phan khac nhau ctia protein, dugc dua lai
gin nhau trong cdu tric protein nguyén ban glp nép. Trong ngit canh cua sang ché,
khang thé theo sang ché lién két véi epitop cAu trlc trong cé4c Vi tri axit amin 81-99 va
115-140 cta SEQ ID NO: 15, trong d6 khang thé tiép xuc véi it nhit cac gbc axit amin
94P, 958, 97L, 98P, 99D, 123W, 130S, 133P va 137W cta SEQ ID NO: 15. Epitop
c4u tric tuy nhién khong chi bi gi6i han & cac gbc axit amin ndy ma cé thé con bao
gbm céc gdc axit amin bd sung trong cic vi tri axit amin 81-99 va 115-140 ciia SEQ
ID NO: 15.

Thuéat ngit “khong lién két v6i mo vong mac theo céach c6 thé thdy dugc”, nhu
dugc st dung trong ban md ta nay, dé cap dén su véng mit cia cac twong tac co thé
phat hién dugc cua khang thé theo sang ché v6i mod vong mac cia ngudi va khi

cynomolgus. Sy twong téc giita khang the theo sing ché va md vong mac cuia nguodi va
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khi cynomolgus dugc danh gia trong thir nghiém héa md mién dich nhu dugc md ta
trong phén “Phan tmg chéo md vong mac: Phén tich In Vitro bang thtr nghiém héa mo
hﬁén dich” trong Vi du 1. Thuét ngir “c6 thé quan sat thiy” nhu dugc sir dung trong
ngit canh cia sang ché @ cap dén sy danh gia bing mit cia md véng mac & ngudi va
khi cynomolgus dé xac dinh liéu khéng thé theo sang ché c6 lién két véi mo vong mac

cta ngudi va khi cynomolgus hay khong.

Thuit ngit “chon loc” nhu dugce st dung trong ban md ta nay li€n quan dén
khéng thé theo sang ché d& cap dén khang thé lién két véi dudi don vi p19 cua IL-23
cia nguoi nhung khong lién két voi du6i don vi p40 c6 chung IL-23 va IL-12 &
nguoi.

Thuét ngit “trung hoa” d& cap dén "khang thé trung hoa", nhu dugc st dung
trong ban mo ta nay, dugce nhim dé dé cép dén su @e ché hoat tinh sinh hoc cia IL-23
ctia ngudi. Viée do mot hodc nhidu chét chi thi ciia hoat tinh sinh hoc ciia IL-23 nhu
dirgc xéc dinh st dung thir nghiém té bao lach & chudt (xem phén “Trung hoa In Vitro
IL-23 cta nguoi hodc khi cynomolgus bang khéang thé I trong cac té bao lach cia
chudt” trong Vi du 1) hodc thtr nghiém trung hoa IL-23 clia ngudi (xem phan “Trung
hoa IL-23 ciia ngudi: Cép tinh, khu tri” trong Vi du 1) c6 thé danh gia sy tc ché hoat
tinh sinh hoc cda IL-23 cia nguoi.

Thuat ngit “Kp”, nhu dugc st dung trong ban mo ta nay, nhdm d& cép dén hing
s6 phan ly ciia trong tac khéng thé-khang nguyén cu thé. N6 duoc tinh toan bing cong
thire:

Koft/Kon = Kp

Thuét ngtt “Kon”, nhu duge st dung trong ban mo té nay, nhdm dé cap dén su
két hop hoiic hing sb két hop, hoic téc d6 phan tmg dic hiéu, ciia phan tng tiép dién
hoic tao phire, duge do bang don vi: M-gidy .

Thuit nglt “Ko”, nhu dugce st dung trong ban md ta nay, nham d& cép dén su
phan ly hoic hing s6 phén ly, hogc tdc dd phan Gng dic hiéu cho sy phén ly cia

khang thé tir phirc hop khéng thé/khang nguyén, dugc do bang don vi: gidy.
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Thuét ngit “ICso”, nhu dugc st dung trong ban mo ta nay, nhim @& cap dén
ndng dd c6 hiéu qua ciia khang thé theo sang ché cin dé trung hoa 50% hoat tinh sinh
hoc cia IL-23 & té bao lach cua chudt trong thir nghiém sinh hoc dugc md ta trong
phan “Trung hoa In Vitro IL-23 cla ngudi hodc khi cynomolgus bang khang thé I

trong cac té€ bao lach ciia chudt” trong Vi du 1.

Thuét ngit “polynucleotit”, nhu dugc sir dung trong ban mo ta nay, nhim bao
gbm céc phan tir ADN va céc phan t¢ ARN. Phén tir axit nucleic c6 thé 12 mach don
hodc mach kép.

~ A

Thuat ngit "phan 14p", nhu dugc st dung trong ban mé ta nay, dé cap dén
protein, peptit hodc axit nucleic khong c6 hodc v& co ban khong c6 tlr cac dai phan tir

“dayc tim thiy trong méi trudng té bao.

Thuat ngit "vé co ban khong c6", nhu dugce st dung trong ban md ta nay, cd
nghia 1a protein, peptit hodc axit nucleic quan tdm bao gém hon 80% (trén co s& mol)

cac dai phan tr c6 mat, t6t hon 14 90% va tbt hon nira 1 16n hon 95%.
“Bénh nhan” 13 dong vét c6 vi, tot hon 13 ngudi.

Thuat ngit "diéu tri" (hodc "su diéu tri") dé cap dén viéc lam chim, lam gian
doan, ham lai, 1am thuyén giam, 1am nging, 1am giam, hodc ddo chiéu su phat trién

hoic dd ning cua triéu chiing, ching roi loan, tinh trang hodc bénh hién tai.

Thuét ngtt "lugng hiéu qua", nhu dugc st dung trong ban md ta nay, dé cap
dén lugng hoic lidu khang thé theo sang ché ma trén co s& dung lidu don hoic lidu da
cho bénh nhén, tao ra hiéu qua & bénh nhan dugc diéu tri. Lwong hiéu qua c6 thé duoc
x4c dinh mot cach d& dang béi béc sT chin dodn bénh, 14 ngudi c6 hiéu biét trung binh
trong linh vue, bing cach xem xét céc nhan td nhu loai dong vat c6 vu; kich thude,
tudi, va strc khoe téng thé; bénh cu thé méc phéi; mic do hodc d6 ning cuia bénh; dap
uing cia bénh nhén; khéng thé cu thé da dung; ché d6 str dung; cac dic tinh sinh kha
dung cua ché phém st dung; liéu diéu tri lua chon; va viéc st dung kém cua bt ki

thudc khac.
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Vi du thyce hién sang ché

Phan vi du sau diy s& minh hoa thém sang ché. Tuy nhién, can hiéu ring, phan
Vi du dugc dua ra dé minh hoa va khong giéi han, va rang cac bién doi khac cé the

duge tao boi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat.
Vidul
Séan xuit khang thé

Khéng thé I ciia vi du nay bao gdm hai chudi ning va hai chudi nhe, mdi chudi
ndng co trinh ty axit amin ctia néu trong SEQ ID NO: 9 va mdi chudi nhe c6 trinh tu
axit amin cda néu trong SEQ ID NO: 10. Khang thé I ¢6 thé duoc tao thanh va duge
tinh sach nhu sau. Té bao chu thich hop, nhue HEK 293 hodc CHO, dugc chuyén
nhidm nhit thoi hodc dn dinh hé biéu hién dé tiét khang thé str dung ti 1€ vecto HC:LC
da x4c dinh tbi vu hoic hé truyén don ma héa ca chudi ning (SEQ ID NO: 9) va chudi
nhe (SEQ ID NO: 10). Mdi truong dugc loc gan, trong d6 khang thé duoc tiét, dugc
tinh sach sit dung bt ki trong sb nhidu k¥ thuat thudng duogc sit dung. Vi dy, mdi
truong cé thé duoc 4p dung mot cach thuén tién véi cot Protein A hodc G ma da dugc
lam can bang v6i dém tuong hop, nhu mudi dém phosphat (46 pH 7,4). Cot dugce rira
d8 loai bé cac thanh phin lién két khong dic hiéu. Khang thé gin két duoc rira giai, vi
du, béng gradien pH (nhu dém natri phosphat 0,1 M, do pH 6,8 dén dém natri xitrat
0,1 M, d6 pH 2,5). Céc phén doan khéng thé duoc trung hoa (vi du bing cach thém
-1/ 10 thé tich TRIS IM & do pH 8,0), dugc phét hién, nhu bdi SDS-PAGE, va sau d6
dugc tap hop lai. Viéc tinh sach thém 1a tuy y, phu thudc vao muc dich st dung.
Khéng thé c6 thé duge c6 dic va/hodc duoc loc vo trung st dung cac k¥ thudt thong
thuong. Céc két tu c6 thé tan duge va cac multime c6 thé duoc loai bd mdt cach hiéu
qua bang cac k§ thuit thong thudng, bao gdm sic ky loai kich thuéc, twong tac ki
nuéc, trao d6i ion, hoic hydroxyapatit. DJ tinh sach cta khang thé sau céc budc sic
ky 14 16n hon 99%. San phim c6 thé dugc 1am ddng tic thi & -70°C hodc c6 thé dugc

lam dong kho.
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Do 4i luc lién két bing cong hudng plasmon bé mit (BIAcore)

Ai luc cta khang thé (Kp) ddi véi IL-23 ciia ngudi, cia khi cynomolgus hodc
cua thé duoc xac dinh st dung méay cam bién sinh hoc BIAcore Biosensor 2000 va
phin mém BIAevaluation véi viéc tao lién két 1:1 véi mAu chuyén sinh khéi. Protein
bét gitt (Protein A, Calbiochem) dugc bt cip théng qua nhém amin ty do véi cac
nhém cacboxyl trén cac t& bao dong 1 va 2 cua chip sinh hoc CM4 st dung hdn hop
N;éfyI-N-(dimetylaminopropyl)-carbodiimit (EDC) va N-hydroxysucxinimit (NHS).
Céc té bao dong sau d6 duoc gidm sat véi ti 16 dong 1a 80 pL/phit sir dung dém chira
HEPES 0,01 M, d5 pH 7,4, NaCl 150 mM, chét hoat dong bé& m3t P20. Khéng thé I b
giit trén t& bao dong 2 dé tao thanh tdng tir 40 dén 60 don vi dap ing (Response Units
- RU). Nhiéu chu trinh ting ndng @6 cua IL-23 sau d6 dugc tiém vao té bao dong 1 va
2 (0,62 nM dén 30 nM déi v6i IL-23 cita ngusdi, va khi va 30 nM dén 240 nM doi vé6i
IL-23 cia tho) tiép theo bdi budc tai sinh st dung glyxin-HCI (d pH 1,5) giita mdi
chu ki. Té bao dong 1 duoc st dung lam d6i chimg dé giam sat su lién két khong dic
hiéu ctia IL-23 va dit liéu phéan 4nh té bao dong 2 trir té bao dong 1. M&i chu ki bao
gbm budc bét giit khang thé sau khi tiém IL-23 & mot ndng dd trong giai doan phan ly
30 phut, sau d6 1a téi sinh. Hai chu ki khi dém dugc ti€ém vao vi trf cua IL-23, dong vai
tro 1a mAu d6i ching dé trir dudong gbc va hiéu chinh @& do 1éch lién quan dén su phan
ly ctia khéng thé I tir b& mat protein A. Ai lyc dwgc do & 37 °C. Thir nghiém duge thue
hién 2 14n v6i IL-23 ctia ngudi, ciia khi hodc cia tho. Khang thé I duoc thir nghiém 2
1An v&i mdi IL-23 ctia chudt nhét & 333 nM, IL-23 chudt céng & 200 nM, IL-12 cia
ngudi & 333 nM, IL-27 cta ngudi & 500 nM hodc IL-35 cua ngudi ¢ 833 nM.

Hing s6 két hop (ko) va hang s phén ly (ko) d6i v6i mdi khang nguyén duge
danh gia s dung lién két 1:1 v6i mAu chuyén sinh khéi. Ai lyc (Kp) duge tinh toan tir
dong hoc lién két theo mbi quan hé: Kp = koglkon.

Bang 2 — Céc thong s lién két cho khang thé I

Hing s6 kéthop | . .
Héng so phan ly (k) ,
(k,,) Ai lyc (Kp9)
Khéng nguyén (Avg = SD)
(Avg + SD) ) (10%) (Avg £ SD) (pM)
< )
M s (10°)
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IL-12 cia [Khong c6 lién két c6/Khong c6 lién két c6|Khong c6 lién két co
ngudi thé phat hién dwoc | thé phat hién dugc | thé phat hién dugc
IL-23 cla 2,43 40,16 0,52+ 0,21 21+9,9
ngudi
IL27 ciia  [Khong c6 lién két c6|Khong c6 lién két c6|Khong co lién két c6
nguoi thé phat hién dugc | thé phat hién dugc | thé phat hién dugc
IL-35 ciia  [Khong c6 lién két c6|Khong c6 lién két c6|Khong c6 lién két c6
nguoi thé phét hién dugc thé phét hién dugc thé phat hién duoc
IL-23 ctia khi 1,28 + 0,05 0,7+0,11 55+ 6,4
IL-23 caathé | 0,09 + 0,001 47,9+ 0,4 53,000 + 1131

nhat

I1.-23 cta chudt]

thé phat hién duoc

Khong c6 lién két ¢6

Khong c6 lién két ¢

thé phat hién dugc

Khong c6 lién két co

thé phat hién duoc

cong

I1.-23 cta chuot

thé phét hién dugc

Khong co lién két ¢6

Khong c6 lién két c6

thé phat hién duoc

Khong c6 lién két co

thé phat hién dugc

4 dIIO'C tinh tOén lé, KD = koﬁ/kon

d6i v6i IL-23 clia ngudi.

n =2 cho mdi khang nguyén. IL-12 dugc thir nghiém & ndng d6 400x ma
6 thé do dugc dbi véi IL-23. IL-27 va IL-35 dugc thir nghiém & ndng do
800x ma c6 thé do dugc dbi voi IL-23. IL-23 ctia chudt nhét va chudt

céng duoc thir nghiém & cac néng d6 500x va 300x ma co thé do dugc

Khéng thé I tao ra dap ung lién két phu thudc ndng @6 vé6i IL-23 clia ngudi, cia
khi cynomolgus va cua tho sir dung phuong phap nay. Sy bdo hoa cuia lién két cia IL-
23 thu dugce & ndng dd 30 nM (vé6i ngudi va khi) va 240 nM (véi thd) st dung don vi
dap tng 80-100 cta khéang thé I duoc gift trén bé mit chip. Trong céc didu kién thir
ngh{ém, &i luc lién két (Kp) ciia IL-23 ctia ngudi, cua khi hodc ctia thd véi khang thé I
1a 21, 55 hodc 53,000 pM mdt cach tuong Gng (Bang 1). IL-23 cua chudt nhét, I1L-23

ctia chudt cbng, IL-12 cla ngudi, IL-27 cua nguoi hodc IL-35 cua nguoi khong lién

két v6i khang thé I trong céc didu kién nay.
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Su e ché In Vitro cua lién két cua IL-23 véi thu thé 1L-23

IL-23 R/Fc tai t6 hop ctia ngudi duge bat cip thong qua cdc nhém amin ty do
v6i cac nhom cacboxyl trén té bao dong 2 cua chip sinh hoc CM4 sit dung hdn hgp
cia N-etyl-N-(dimetylaminopropyl)-carbodiimit (EDC) va N-hydroxysucxinimit
(NHS). IgG; Fc tai td hop clia nguoi (R&D Systems, Inc.) dugc bt cip s dung
phuong phép gidng véi t€ bao dong 1 cua cung chip. Khang thé khang6X HIS clia
chu6t nhit (R&D Systems, Inc.) dugc bét cip sir dung cling phuong phap véi té bao
dong 4 cua cung chip. Khang thé khang 6X HIS ciia chudt nhit duoc sir dung dé bat
du su bt gitt IL-12RP1/Fc clia ngudi (R&D Systems, Inc.) chira manh HIS. Cac té
bao dong dugc giam sat voi ti 1€ dong 1a 30 pL/phut st dung dém chia 0,01 M
~HEPES, pH 7,4, NaCl 150 mM, chét hoat dong b mat P20 0,005%. IL-23 t4i td hop
cta nguoi dugce U trude trong 90 phut ¢ bd sung hozic khong bd sung 16X mol du cia
khang thé 1. M3i phan phéi hop duoc tiém vao céc té bao dong 1, 2 va 4 v6i tong thé
tich 1a 150 pL tiép theo boi bude tai sinh st dung glyxin-HCI (do pH 1,5) giita mbi
thir nghiém. Té bao dong 1 dugc st dung lam db6i chimg dé giam sat su lién két khong
dic hiéu cta IL-23 v6i chip. Phdn mém dénh gia BIA dugc sit dung dé tao ra cac 16p
phu ctia mdi gam cam bién lién két.

Khang thé I trung hoa IL-23 clia ngudi st dung thir nghiém chirc nang in vitro.
Ngoai ra, khang thé I ngin ngira su lién két cua IL-23 vé6i IL-23R/Fc. Dit liéu trong
bang 3 thé hién:

(A)  IL-23 lién két véi IL-23R/Fc;

(B)  Phirc hop khéng thé I/IL-23 khong lién két v6i IL-23R/Fc;
(C)  IL-23 lién két v&i IL-12RB1/Fc; va

(D)  Phtrc hop khang thé I/IL-23 lién két vé6i IL-12RB1/Fe.

Bang 3: Hiéu qua ciia khang thé I d6i véi lién két ciia TL-23 véi IL-23R

Xytokin Khdng thé Lién két véi IL-23R | Lién két véi IL-12Rp1
IL-23 khong C6 khong
IL.-23 I khong co
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Do d6, khéng thé I trung hoa IL-23 vi n6 trc ché sy lién két ciia IL-23 v6i dudi
don vi IL-23R. Thém vao d6, khang thé I khong trc ché su lién két cta IL-23 véi dudi
don vi IL-12RB1.

Su trung hoa In Vitro cta IL-23 cia ngudi hodc cia khi Cynomolgus bdi khang

thé I trong té bao lach ciia chudt

Dé danh gia khang thé I, ndng d0 cia IL-23 cia ngudi hodc cia khi
éyht;molgus ma giup tao ra xap xi 50% su san xuét IL-17 t6i wu duoc sit dung (16
pM). Dép tng lidu ndm trong khoang tir 800.000 dén 4,4 pM khéng thé I duoc danh
gi4. Khang thé I hoic khang thé I IgGs ddi chig két hop véi IL-23 cua ngudi hodc
cua khi cynomolgus trong giéng tach biét trong 90 phiit & 37°C trude khi bd sung vao

cac té bao (trdn trude khi v).

Céc té bao lach C57BL/6 cua chudt nhit dwoc kich thich bang IL-23 va IL-2
tao ra IL-17 (Aggarwal, S. et al., “Interleukin-23 Promotes a Distinct CD4 T Cell
Activation State Characterized by the Production of Interleukin-17”, Journal of
Biological Chemistry, 278 (3): 1910-1914 2003). Cac té bao lach chudt nhit duoc tai
tao huyén phi & 5x10° WBC/mL trong méi trudng thir nghiém (RPMI1640 véi L-
glutamin chtta FBS 10 %, c4c axit amin khong thiét yéu 1 %, natri pyruvat 1 mM,
penixilin 100 U/mL, streptomyxin 100 pg/ml, 2-mercaptoetanol 0,00035 %, IL-2 cua
ngudi 50 ng/mL) va phéan tan trong thd tich 100 pL trén giéng vao dia nudi cdy 96
giéng. Hon hop tron trude khi u cia khang thé I/ IL-23 duoc phan tan 1a 100 pL trén
giéng va dugc 0 & 37 °C trong CO2 5 %. 48 gid sau, cac dich ndi nudi cy duge thir
nghiém mIL-17 st dung kit ELISA bén trén thi truong cua R&D Systems (DY421)
theo huéng dan trong bd kit st dung céc giéng kép & mdi ndng do pha lodng. ICso
dugc xac dinh st dung phép phan tich hdi quy khép duong cong 4 thong s6 cho dit
liéu.

Céc té bao lach cua chudt nhét tao ra IL-17 dap tmg véi IL-23 cta nguoi hodc
khi cynomolgus. Khéng thé I trung hoa IL-23 clia ngudi hodc khi cynomolgus. Tri sb
ICso tinh toan 1a 82 + 11 pM cho IL-23 nguoi va 120 + 14 pM cho IL-23 cua khi
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cynomolgus, n=2 trong hai truong hop (Bang 4). Cac két qua nay chiing minh ring

khang thé I c6 kha ning trung hoa IL-23 ctia ngudi hodc khi cynomolgus in vitro.

Bang 4: ICso trong thir nghiém trung hoa IL-23 cua nguoi va khi
cynomolgus in vitro
| Loai Thtr nghiém # Khang thé ICs0 (pPM)
| Nguoi 1 I 90
Nguoi 2 I 74
Nguoi Trung binh (SD) 82 (11)
Cyno 3 I 110
Cyno 4 I 130
Cyno Trung binh (SD) 120 (14)

Su trung hoa IL.-23 cua nguoi: cép tinh, cuc bd

Cac dong vat (C57BL/séu con céi, 8 tudn tudi ciia Jackson Labs) dugc nhot
trong chudng (t6i thiéu 1a 72 gio sau khi dem dén) va dugc cho in binh thuong trude
khi “ thu nghiém va trong thoi gian thir nghiém. Long dugc cit trén lung ctia chudt
bang may cit dién, va 3 ngiy sau chudt (n=10 trén nhoém) dugc tiém dudi da khang
thé 1 hoic khang thé dbi ching isotuyp IgGs (0,54 mg trén chudt). 2 ngay sau, chudt
duogc tiém trong da bang IL-23 cta ngudi & mdt vi tri trén mot phia cia lung (1 pg
trong 50 pLL duoc pha lodng bang nudc mudi vo tring) sir dung kim 29-gauge. Mudi
tiét trung dugc st dung lam d6i ta dugc dbi chung trén phia khic ctia lung. Giét chuot
sau 24 sau khi tiém IL-23 ctia ngudi 1an cudi va mau da duge 14y ra tir phia tiém IL-23
va tir phia tiém nudc mudi vo tring, gitt khoang céch it nhét 5 mm so v&i duong bién
giap 1ong. Mau da dugc lam dong truc tiép trong nito 1éng cho cac nghién ciu
mARN.

ARN tbng sb duoc phan 1ap tir md da da két dong bang cach dong nhit hoa
trong 6ng lic dung giai Matrix A (Qbiogene Inc./Biol01 Systems), tiép theo béi kit
lam sach RNeasy Mini (Qiagen, Inc.). Cac ndéng d6 ARN dugc xac dinh tir sy hép thy
quang ph6 & 260 nm. ARN dugc phién ma nguge thanh cADN st dung bd kit phién
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ma ngugc cADN hiu suit cao (High-Capacity cADN Reverse Transcription kit) (PE
Applied Biosystems). Cac phan ung dugc thuc hién ldp lai ba lan trén ABI Prism
7900HT (PE Applied Biosystems) dé xac dinh sy thira twong dbi cia mARN duoc thir
nghiém. Céc cip mau do mdi cho IL-17A ctia chudt (Mm00439618 m1), IL-17F cua
chudt (Mm00521423 ml) va keratin-16 cia chu¢t (Mm00492979_gl) ¢6 ngudn gbc
tir PE Applied Biosystems. Ca 18S va GAPD duoc do 1a mau dbi ching noi sinh aé
lam binh thuong héa sy khac nhau & muc biéu hién gen. Dit lidu biéu hién dugc phan
tich st dung phuong phap Delta (A-A) Ct. Mdi tri sd Ct dugc tinh toan 1a trung binh
ctia ba 13n do. Céc thir nghiém dugc tién hanh hai lan. Thir nghiém T khong bét cap

duge st dung khi thich hop. P < 0,05 duogc thiy 1a tri s6 théng ké déng ké.

Dé xéc dinh liéu viéc ding mdt cach c6 hé thdng khéng thé I c6 kha nang trung
hoa déap tmg cuc bd dbi véi IL-23 clia ngudi, protein IL-23 ctia ngudi dugc tiém trong
da vao chuot dé didu tra cdc hiu qua xudi dong cia viéc phoi nhiém IL-23 & da. Da
ctia chudt kiéu dai dugc xir Iy bang dung dich mudi hang ngay kh()ng thé hién murc c6

th& phat hién dugc IL-17A ciia chudt hodc IL-17F cia chudt.

Tuy nhién, viéc tiém IL-23 clia nguodi cam ung su biéu hién mARN cua IL-17A
cia chudt va IL-17F caa chudt (Bang 5). Su diu tri bing khang thé T ma khong phai
khang thé dbi chimg isotyp loai bé sy biéu hién mARN IL-17A va IL-17F dugc cam
ung boi IL-23 clia nguoi.

Bang 5: Sy trung hoa In vivo cta IL-23 ctia nguoi giy ra sy biéu hién mARN IL-17A
va IL-17F & chudt.

Cac gia tri Ct

PBS IL-23
1L-17A [L-17F [L-17A [1-17F

Déi chimg isotyp >40 >40 35,4 31,6

Khéang thé I >40 >40 >40 >40
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Ngoai ra, viéc tiém IL-23 cia nguoi gly ra sy lam day biéu bi lién quan dén sy
biéu hién gia ting cla keratin-16, cytokeratin lién quan dén sy tang sinh. Sy cam ng
ctia keratin-16 bi trc ché mdt cach dang ké boi viéc dung khéang thé I (sy cam Ung clia
keratin-16 & chudt 1a 5,21 £ 2,72 ddi véi khang thé dbi chirg isotyp so v6i 1,23 +£0,72
d6i voi khang thé I; p = 0,0003).

Tém lai, cac két qua nay cho thiy ring khang thé I tic ché mot cach higu qua su
san xuat mARN IL-17A, IL-17F va keratin-16 ctia chudt dugc cam ung boi IL-23 cla

ngudi trong thir nghi€ém in vivo cuc bd cép tinh.
Su phan tng chéo & mo6 vong mac: Su phan tich In Vitro bang héa mod mién dich

Céac phan cia md vong mac dong lanh cia ngudi va cua khi cynomolgus (5-
7um d6 day) duoc cét trén may cat mau tiéu ban c6 1am lanh (cryostat). Cac phén nay
dugc cb dinh trong axeton trong khoang 10 phtt & nhiét do phong, sau d6 dugc lam
khd qua dém & nhiét 4§ phong va duoc luu & xép xi -80°C dén khi sir dung. Céc 14t
cit duge cb dinh axeton sau d6 dugc 1§y ra khoi ti déng va duoc lam kho qua dém ¢
nhiét @ phong. Cac budc tiép theo dugc thuc hién & nhiét d6 phong. Céc lat cit duoc
u trong Morphosave™ 1X trong khoang xép xi 15 phut duy tri hinh thai hoc. Céc lat
duoc rira 10 phut trongPBS 1X va sau d6 duoc U trong H2O2 0,3% trong PBS 1X &
nhiét do phong trong khoang xp xi 20 phit d& 1am ngling hoat tinh peroxidaza ndi
sinh. Sau khi @, céc 14t dugc rira hai 14n trong khoang xdp xi 5 phit trong PBS 1X.
Riotin noi sinh dugc chin bang cach i lién tiép (xép xi 15 phit mdi 14n) trong dung
dich avidin va biotin. Sau khi 1 trong biotin, céc phé“ln md dugc chin véi dung dich
khéng thé chin trong 30 phit. Khéng thé I hodc IgGs cia ngudi lam dbi chiung dugc
dung cho céc phén nay & cac ndng do t6i wu (2,5 hoic 5 pg/mL) hodc 5 1an cac ndng
d6 t6i wu (25 pg/mL) va dugc u trong 1 gid & nhiét do phong. Sau do, céc 14t dugce rira
va dugc 0 v6i khang thé ciia chudt khang IgGs ctia ngudi duge biotin héa (2,5 pg/mL)
trong 30 phtt. Céc phitc hop khang thé so cép /tht cp da lién két dugc do bang thé
tiép hop streptavidin-biotin-proxidaza cii ngwa va co chit diaminobenzidin

chromagen.
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Céc té bao CHO duoc chuyén nhiém IL-23 ciia ngudi duoc sir dung lam mau
d6i chung dwong trong céc thir nghiém. Cac té bao CHO bb me (khong duge chuyén
nhiém) duoc st dung lam mAu dbi ching am khong duge nhudm. Sy lién két khong
quan sét thdy trong cic phan theo chudi dugc nhudm véi khéng thé ddi chimg isotyp
(IgG4 cta ngudi). Khang thé I khong lién két v6i md vong mac theo cach c6 thé quan

sat thdy duoc.
Lép ban db epitop cho khang thé I: quét alanin

C& s& cho viée 14p ban do epitop sir dung khing nguyén biéu hién & nAim men

_Céc nghién ctru vé viéc 1ap ban db epitop duoc thue hién dé xac dinh cac axit
amin cy thé trong dudi don vi p19 cua IL-23 ctia ngudi (SEQ ID NO: 15) ma dugce
yéu clu cho su lién két v6i khang thé 1. Viéc 14p ban dd epitop ctia khang thé I dugc

thuc hién bang cach quét alanin trong sy ket hgp véi nén bi€u hién & ndm men.

Céc vi tri axit amin quan sat thiy ciia dudi don vi p19 cia IL-23 cia ngudi
dugc nhan dién b%lng cach phan tich trong PyMOL. Céc vi tri 10 ra hodc 10 ra mot
phén cta dudi don vi pl9 cua IL-23 dugc thé hién trong bang 6. Cac vi tri ndy ma
duogc xac dinh khong dé 16 ra duogc luge bo khoi thir nghiém nay, d6 13 céc vi tri axit
amin cua dudi don vi p19 ctia IL-23 cla nguoi ma 19 ra hodc 10 ra mot phé‘m dugc dot

bién. Do d6, khdng phai tat ca cac vi tri d€u dugc nghién ctru.

Mic du viée vi€c lap ban dd epitop chi dugc thyc hién trén dudi don vi p19 cua
IL-23 (viéc lap ban dd epitop khong duge thuc hién trén dudi don vi p40 cua IL-23 do
khang thé I khong lién két theo cach c6 thé phat hién duoc d6i v6i dudi don vi p40),
ca duéi don vi p19 va dudi don vi p40 cua IL-23 cuia nguoi phai dugce cung biéu hién
trong nén biéu hién & nAm men.

NAim men don thé hién cac dot bién alanin cta duéi don vi p19 cua IL-23 cla
ngudi duge xay dung va su lién két khang thé dugc x4c dinh nham nhan dién epitop.
Bing cach do 4i luc clia cac dot bién khang thé so v6i khdng nguyén biéu hién & ndm
men kiéu dai, c6 thé x4c dinh dugc su déng gép manh mé cla chudi bén axit amin ddi

v6i su lién két khang thé.
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Xay dung thu vién dot bién

Gen p40 dugc tach dong vao plasmit biéu hiéu tan, pYKY, c¢6 doan danh déu
lya chon uraxil. Gen duéi don vi p19 dugc tdch dong vao plasmit biéu hién ciia nim
men, pEMD3, c¢6 doan danh d4u Iya chon tryptophan va manh V5 tag & diu N va dén
protein mo6 neo GPDL2 ¢ dau C cho phép su bidu dién trén bé mit ctia nAm men trong
doan danh diu lua chon tryptophan. Cac vi tri gi6i han dugc lua chon dé tach dong
twong g 13 12 Xhol va BamHI trong plasmit pYKY va Avrll va Xmal trong plasmit
pEMD3.

Cac dot bién alanin dugc thuc hién & moi vi trf 16 ra va dugc thit nghiém cho
su nhudm dwong tinh kép v6i khang thé V5 va khéng thé I. Cac kénh dot bién alanin &
p19 dugc xay dung trong céac plasmit pEMD3 str dung cic tdc nhan gy dot bién dinh
hudng vi tri (Kunkel Mutagenesis). Tém lai, uracil bao gdm cic ssADN clia vecto
pEMD?3 dugc tao ra sau khi bién nap vao CJ236 (New England Biolabs). Dong bién
nap don dugc phat trién qua dém va ssDNA duogc 14y sau khi gdy nhiém véi pha giai
M13K07 (New England Biolabs) va ssDNA duogc tinh sach sir dung b kit QIAprep
spin M13. Céc oligonucleotit ma héa cic 4ot bién alanin duoc t6i & ti 16 mol 1a 20:1
@51 v6i mau uracil bang cach 1am bién tinh & 85°C trong 5 phit, giam xudng 55°C
trong vong 1 gid, gitt & 55°C trong 5 phut, sau d6 lam lanh trén da. Sy tbng hop mach
thir hai sau d6 dugc thuc hién v6i polymeraza T4, ligaza T4 va dNTPs (Invitrogen).
Phan tng dugc dién chuyén vao Topl0 E.coli (Invitrogen) va céc khuén lac don duge
tach 1dy, dsDNA dugc tao st dung bo kit QIAprep miniprep (Qiagen) va cac dot bién
duoc x4c nhan bang cach doc trinh tu. Cac dot bién p19 sau d6 duge d6ng bién nap
vdo nAm men BJ5464 (ATCC) véi plasmit p40 pYKY va dugc phat trién trong moi

treong ddy da & mirc t6i thiéu khong c6 tryptophan va uracil.

Lua chon thu vién khéng nguyén dot bién cho su mét lién két khang nguyén

Nhim nhan dién epitop khang thé, thu vién khang nguyén dot bién duoc lua
chon cho sy mét lién két ciia khang thé bang cach dém dong. Cac té bao ndm men
dwge nhudm v6i hai khéng thé, mét khéng thé dugc 14p ban db va khang thé con lai
khong dugce 1ap ban dd. Céc dot bién khang nguyén biéu hién & ndm men duoc lya

chon cho thir nghiém mat lién két v6i khéng thé tht nhit, nhung c6 lién két v6i khang
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thé thtr hai. Sy duy tri lién két v6i khang thé thir hai dam bao ring cac dot bién la
dugc chon loc trén co s& cac dot bién trong epitop, hon 1a su chon loc cac dot bién

bi€u hodc dugc bi€u hién mdt cach hién khdng rd.

Cho muc dich phén tich cia sing ché, khang thé thi nhét (d6 1a khang thé ma
epitop ciia né dugc 1ap ban d0) 1a khang thé I va khang thé thir hai 1a khang thé khang
V5. N4m men duge nhudm véi khang thé khang V5 (Invitrogen) va khang thé I va sau
d6 12 v6i IgGaa khang chudt & dé thé hé thtt hai (Invitrogen, Alexa Fluor® 647) dé do
khang thé khangV5 (biéu hién/biéu dién) va kappa RPE khang nguoi ctia dé (Southern
Biotech) dé do khang thé I. Ndm men dugc phén tich bing dém dong dém dong trén
Becton Dickinson LSRII, trong d6 50,000 su kién dugc tdp hop dua trén loc té bao
theo bidu dd tan xa 4nh sang, V5/Alexa647 va khang thé I/nhuom PE. Phan tich dit
liu cho su lién két ciia mdi khang thé I va khang thé khang V5 dugc thuc hién st
dung phan mém FACSDiva v6.1.2, gitp tinh toan phan tram céc té bao ndm men duogc
ahudm kép.

7
A

Két qua

Do su chia phan protein biéu hién, & mirc t6t nhat 12 50% ndm men biéu hién
p19 cia IL-23. Su phét hién té bao nAm men dwong tinh kép chimg minh rang vi tri
axit amin nghién ciru khong c6 su lién két ciia khang thé I véi IL-23. Viéc chi phat
hién dugc nhuém V5 chitng minh rang protein dugc biéu hién hodc biéu dién trén bé
mit cia nAm men va ring vi tri axit amin nghién ctru 12 quan trong dbi véi su lién két
ctia khang thé I. Ciing xdc dinh dugc ring cac gbc nay ching minh ring sy giam
>50% mutc nhudém duong tinh kép so véi cac gbe 1ién k& 14 quan trong ddi véi su lién
két. Cac gbc nay dwoc danh déu trong bang 7. Mot s6 vi tri chung minh sy thiéu ving
lién két cua ca khang thé V5 va khang thé 1, goi v rang gbc axit amin c6 thé 1a can
thiét dbi voi su c4u thanh protein. Su nghién ctru hé théng ctia mdi vi tri axit amin 10
ra hoac 10 ra mot phé“m trén duéi don vi p19 cua IL-23 (SEQ ID NO: 15) chirng minh
rﬁng cac vi tri 94P, 958, 97L, 98P, 99D, 123W, 1308, 133P, va 137W la quan trong
d6i v6i su lién két cia khang thé I véi IL-23 ciia ngudi trén co s¢ lugng gidm clia mic

nhudm duong tinh kép dbi véi lién két ctia V5 va khang thé I (Bang 7).
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Viéc 1ap ban dd epitop ciing dwoc thyuc hién sir dung trao d6i hydro - doteri.
Két qua cua viéc 1ap ban dd epitop trén co s& trao dbi hydro - doteri chitng minh ring
epitop cuia khang thé I 13 epitop ciu triic v6i cac goc 81-99 va 115-140 cia IL-23 cla
nguoi (SEQ ID NO: 15).

Bang 6: Trinh ty axit amin 1§ ra hodc 1 ra mot ph?m cua dudi don vi p19 cua IL-23

cua ngudi trudng thanh

Vi tri 1 2 3 5 6 7 8 10
Axit amin R|A|V | P |G| G]|S S P | A
L6 ra/10 ra mot phé‘tn X X X X X X X X X

Vi tri 11 (12 |13 |14 | 15|16 | 17 | 18 | 19 | 20
Axit amin W T |Q|C|Q|Q]|L S | Q| K
L0 ra/1d ra mét phén X X : X X X X X

Vi tri 21 |22 |23 |24 |25 |26 |27 |28 |29 | 30
Axit amin L|c|T|L|A|W|S|A|H]|P
L6 ra/ld ra mot phan X X X X X

“Viti | | 31 |32 |33 |34 353637383940
Axit amin L VvV G H | M D L R E E

L0 ra/1§ ra mdt phan X X X X X X X X X X

Vi tri
Axit amin G| D | E|E T T |  N| D |V | P
L6 ra/1d ra mot phﬁn X X X X X X X X X

Vi tri 51 | 52 | 53 | 54 | 55 | 56 57 | 58 | 59 | 60
Axit amin H | I Q|lCcC| G| D|G|C|D]|P
L ra/1d ra mot phé“m X X X X X
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67

0

Vi tri 61 | 62 | 63 | 64 | 65 68 | 69
Axit amin GILIR|D|NI[S F | C
L0 ra/l0 ra mot ph?m X X X X X X

Vi tri 7072173 |74 17576 | 77|78 | 79 | 80
Axit amin L Q| R|I |H|Q|G|L|I|F
L& ra/lo ra mot phan X X X X X

Vi tri

Vi tri 81 |82 | 83 | 84 | 85 | 86 | 87 | 88 | 89 | 90
Axit amin Y | E K L L G S D I F
L0 ra/l§ ra mot phﬁn X X X X X X

Axit amin

L6 ra/lo ra mt phﬁn

| Vi tri

Axit amin

1L ra/l1d ra mot phan

12

Vi tri 111 113 116 118 | 119 | 120
Axit amin G| L S| Q|L|{L|Q|P|E]|G
L0 ra/lo ra mot phﬁn X X X X X X

Vi tri 121 | 122|123 | 124 | 125 | 126 | 127 | 128 | 129 | 130
Axit amin H| H| W|E | T|] Q| QI P S
L0 ra/ld ramdt phan | x X X X X X X X X
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Lo ra/ld ra mot phén

Vi tri

Axit amin

Lo ra/ld ra mot phﬁn

] Vi tri

151 155 | 156 | 157 | 158 | 159 | 160
Axit amin Q|A|F |V | A | V|IA|[A|R]|V
L0 ra/10 ra mot phﬁn X X X X

Vi tri 161 | 162|163 | 164 | 165 | 166 | 167 | 168 | 169 | 170
Axit amin F|A |  H|G|A|A | T | L S P
Lo ra/ld ra mot phan X X X X X X X X X X

Bang 7: Ngay lap ban db epitop cho khang thé I

% nhudm duong tinh kép (V5 va khang

Céc vi tri axit amin thé I
87 26
88 27
91 37
92 29
s

100

2
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% nhudém duong tinh kép (V5 va khang
Céc vi tri axit amin thé 1)
118 31
119 28
120 26
121 28
122 31
154, - “26 o
125 18
126 22
127 25
129 21
g =
, i34y" - 16r
136 15
140 23

Céc dic tinh vat Iy-hoa hoc ctia khang thé IL-23

Khang thé T c6 d6 tan, d6 6n dinh héa hoc va do 6n dinh vat 1y 1a chép nhan duoc
vénﬁtduqcph&n.
A. Do tan

Tinh tan dt cao dugc mong mudn dé phan liéu mot cach thuén tién. Vi du, lidu
1 mg/kg dugc dung bang cach tiém 1,0 mL vao bénh nhan 100 kg yéu cdu do tan 1a
100 mg/mL. Thém vao do, cling c6 mong muén dbi v6i sy duy tri khang thé trong
trang thai monome ma khong v6i sy két tu khdi lwong phéan tr cao (High Molecular

weight -HMW) & ndng d9 cao.
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Khéng thé I dugc tao thanh & x4p xi 1 mg/mL trong dém gibng sinh 1y (PBS,
pH 7,4) va trong diéu kién vé6i hai ché phim thudc (xitrat 10mM, pH 6, + NaCl
150mM). Khang thé dugc ly tim & 2000xG thong qua may loc khéi lwong phén tir
Amicon Ultra 30 kDa (Millipore, UFC803204) dé c6 ddc khang thé trong khi duy tri
cung céc diéu kién dém. Su ly tdm dugc tiép tuc dén khi gidi han d9 tan hodc thé tich
con lai tdi thiéu cua thiét bi dat dugc. D tan 16n hon 100mg/mL thu dugc trong ca ba

trudong hop.

Séc ky loai trir theo kich thudc (Size-Exclusion Chromatography - SEC) dugc
sir dung dé danh gi4 liéu viéc ting cia polyme khdi lugng phan tir cao (HMW) c6 xdy
ra sau khi ndng d cta cac dang bao ché khang thé 16n hon 100mg/mL. Dung dich
khdng thé khoi diu va dung dich khang thé c6 dic dugc tiém vao cot TSK3000
SWXL (TOSOH Bioscience) stt dung pha dong chira phosphat 12mM, NaCl 500mM,
d6 pH 7,4. Khong quan sat thdy su ting nhidu cta polyme tan trong bat ki diéu kién
cua dang bao ché nao dugc thir nghiém (<polyme HMW 0,6% cta SEC).

B. Tinh dn dinh héa hoc

Khéng thé I duogc tao dang bao ché & 1mg/mL trong dém 10mM (xitrat 10mM
cho d6 pH 4, 5, 6, va 7; TRIS 10mM cho d6 pH 8) va duoc u trong 4 tudn & 4, 25,
hodc 40°C. Pd én dinh hoéa hoc duge theo ddi bdi SEC (xem phuong phap trén day),
sic ky trao ddi cation [CEX; Dionex, sit dung gradient gilta dém A (natri phosphat
20mM, do pH 5,8, CHAPS 0,36%) va dém B (natri phosphat 20mM, do pH 3,8,
CHAPS 0,36%, natri clorua 200mM)], CE-SDS (Agilent Bioanalyzer véi chip protein
230 trong céc diu kién khir) va bing mo ta dic diém nho LC-MS ctia vat ligu duge
ti€u héa nho enzym.

Khang thé I 1a 6n dinh ddi véi su tao thanh polyme (SEC) & do pH 5-8 ngay ca
sau 4 tudn & 40°C. O d6 pH 4, polyme quan trong dugc quan sat thiy & 40°C nhung
khoéng quan sat thdy & 25°C (4 tun). Su thity phan hay cét lién két peptit mong mudn
1a ro rang & d6 pH 4 (40°C) bang CE-SDS. Mirc thodi héa & do pH 4,0 1a dic trung
clia céc khang thé IgGs. Céc mic d6 pH 16n hon 4 (d6 pH 5-8) 12 thap va khong thay

i mot cach théng nhat véi thoi gian va do d6 duong nhu dai dién cho dd dn co sé.
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Gi4 thuyét nay 1a théng nhat v6i phan tich LC-MS ma phat hién ra I khong c6
su cit & do pH 6 trong khi do murc dic trung cua sy cét lién két khang thé & do pH 4.
Céc thay dbi trong cac bién thé mang dién dugc quan sat béi CEX. Vit liéu khai dau
bao gdbm ba dinh quan trong chinh ma gidm dén muc t6i thibu su phéan giai ning luc
ctia thit nghiém nay. N6i chung, cic miu & nhiét do 25°C va 40°C 14 16n hon mau déi
chimg & 4°C, nhung cac mtc khong ting theo thoi gian U (thue té 1a giam trong rét
nhidu trudong hop). Phin tram thay dbi & do pH 6,0 (4 tudn & 25°C trir dbi chimg &
4°C) 12 2,5%. Sy phén tich LC-MS chi ra phin 16n cac bién ddi 12 & bén ngoai ving
CDR va & cac mic diic trung cia cac khang thé 1gG4 khac. Ba vi trf thodi bién trong
chc CDR 1a ¢6 thay ddi duge xdc dinh 13 nho hon 1% (pH 6; 4 tudn & 25°C trir dbi
chimg & 4°C). Su thiéu cac vi tri thodi bién trong CDR la ciing phu hop véi viée
khong c6 thay dbi déng ké trong 4i luc cia BIACore hodc héa hoc lugng phap sau khi
U trong 4 tudn & 40°C & dd pH 4, 6, hoidc 8.

C. D06 bn dinh héa hoc

i) Do 6n dinh dong tan
Khéng thé I dugc tao dang bao ché trong cac diéu kién sau day:
a) 1lmg/mL trong xitrat 10 mM, d¢ pH 6,0;
b) Img/mL trong xitrat 10 mM, do pH 6,0, Tween-80 0,02%;
¢) 1hodc 50 mg/mL trong xitrat 10 mM, d6 pH 6,0, NaCl 150 mM; va

d) 1 ho#ic 50 mg/mL trong xitrat 10 mM, do pH 6,0, NaCl 150 mM, Tween-80
0,02%.

Céac dang bao ché nay dugc dit trong may lam dong lanh duoc didu khién
1°C/phut (Nalgene, 5100-0001) va dugc lam dong trong mdy 1am dong & -80°C trong
it nhat 8 gid va sau d6 dugc l4y ra va dé tan & nhiét do phong trong it nhit 8 gid. Chu
trinh lam dong/tan dugc ldp lai t6i ba 1an. C4c mau duoc 14y ra sau mot va ba chu
trinh 1am dong ra dong va dugc phén tich polyme HMW bang SEC (xem phuong phap
SEC duoc md ta trong phan A trén ddy) va su tao thanh hat khong tan bing may dém
hat HIAC (mAu Pacific Scientific 9703 voi thé tich gén thip). Khong c6 sy tang dang
ké trong su tao thanh polyme HMW dugc quan sat thiy sau ba chu trinh 1am dong ra
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dong trong bat ki didu kién thir nghiém nao. Déi v6i dang bao ché 1 mg/ml c6 sy ting
dang ké trong téng cac hat dwoc dém HIAC chi trong céc dang bio ché khong chaa
Tween-80. O mirc dém hat 50 mg/ml 14 dic trung ctia cac khang thé IgG4 thé hién t6t
vé6i tdng s6 hat (> 10 micron) 1a x4p xi 1500 hat/mL khong c6 Tween-80 va thap t6i
xép xi 280 v&i Tween-80.

i1) Giit & trang thai tinh & ndng dd cao

Khéng thé dugc tao dang bao ché & 50mg/mL trong cac diéu kién sau:

a) xitrat 10 mM, dd pH 6,0, NaCl 150 mM; va

b) xitrat 10 mM, d6 pH 6,0, NaCl 150 mM, Tween-80 0,02%

Céc dang bao ché nay dugc giit & trang thai tinh trong 4 tudn & 4 va 25°C. Su
thay ddi trong tdng s6 hat HIAC (mau Pacific Scientific 9703 voéi thé tich gén thép)
duoc do sau 4 tudn & 25°C.

Tbng s cac hat HIAC (> 10 micron) d6i v6i dang bao ché chira Tween trung
binh 1a 290 hat/mL (270 va 310) va cao hon khong nhiéu, 804 hat/mL (728 va 880)
ddooois v6i cac ché phim khong chira Tween. C4c két qua nay 1a dic trung cho céc
khéng thé IgG4 khéc ma thé hién do én dinh vt ly tét. Hai dang bao ché nay 1a ciing
duoc luu & trong thuy tinh thay vi cac dng eppendorf nhya tiéu chuin. Téng s6 hat
cho céc miu duoc luu trong thiy tinh 13 thip hon tir 4 dén 8 14n (trung binh 1 35 va

191 hat/mL twong Gng v6i mau c6 va khdng c6 Tween).
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DANH MUC SEQ ID

CDR Chubi niing

SEQIDNO: 1 GYKFTRYVMH
SEQ ID NO: 2 YINPYNDGTNYNEKFKG
SEQ ID NO: 3 ARNWDTGL

CDR Chudi nhe

SEQ ID NO: 4 KASDHILKFLT
SEQ ID NO: 5 GATSLET
SEQ ID NO: 6 QMYWSTPFT

Ving bién ddi ciia chudi ning
SEQ ID NO: 7 (Khéang thé I)
QVQLVQSGAEVKKPGS SVKVSCKASGYKFTRYVMHWVRQAPGQGLEWMG

YINPYNDGTNYNEKFKGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARNWD
TGLWGQGTTVTVSS

Ving bién doi ciia chudi nhe

SEQ ID NO: 8 (Khang thé I)

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASDHILKFLTWYQQKPGKAPKLLIYGATSL
ETGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQMY WSTPFTFGGGTKVEIK

Chudi ning hoan chinh
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SEQ ID NO: 9 (Khang thé I)

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYKFTRYVMHWVRQAPGQGLEWMG

YINPYNDGTNYNEKFKGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARNWD
TGLWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNT
KVDKRVESKYGPPCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD

VSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLN

GKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCL

VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEG
NVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLG

Chubi nhe hoan chinh

SEQ ID NO: 10 (Khang thé I)

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASDHILKFLTWYQQKPGKAPKLLIYGATSL
ETGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQMYWSTPFTFGGGTKVEIKR
TVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQ
ESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGE
C

Cs¢ trinh tw nucleotit

Vung bién doi ciia chudi ning

SEQ ID NO: 11 (Khang thé I)

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGTCCTC
GGTGAAGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGGATATAAATTCACTCGTTATGTTAT
GCACTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGATATA
TTAATCCTTACAATGATGGTACTAACTACAATGAGAAGTTCAAAGGCAGA
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GTCACGATTACCGCGGACAAATCCACGAGCACAGCCTACATGGAGCTGAG
CAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAAACTGGG
ACACAGGCCTCTGGGGCCAAGGCACCACTGTCACAGTCTCCTCA

Trinh tw nucleotit

Vung bién doi ciia chuoi nhe

SEQ ID NO: 12 (Khang thé I

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGAC
AGAGTCACCATCACTTGCAAGGCAAGTGACCACATTCTCAAATTTTTAACT
TGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAAGCCCCTAAGCTCCTGATCTATGGTGC
AACCAGTTTGGAAACTGGGGTCCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTG
GGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACCTGAAGATTTTGCAA
CTTACTACTGTCAAATGTATTGGAGTACTCCGTTCACGTTCGGAGGGGGGA
CCAAGGTGGAAATAAAA

Trinh tw nucleotit

Chudi ning hoan chinh

SEQ ID NO: 13 (Khang thé I)

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGTCCTC
GGTGAAGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGGATATAAATTCACTCGTTATGTTAT
GCACTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGATATA
TTAATCCTTACAATGATGGTACTAACTACAATGAGAAGTTCAAAGGCAGA
GTCACGATTACCGCGGACAAATCCACGAGCACAGCCTACATGGAGCTGAG
CAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAAACTGGG
ACACAGGCCTCTGGGGCCAAGGCACCACTGTCACAGTCTCCTCAGCCTCC
ACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCGCTAGCGCCCTGCTCCAGGAGCACCTCC
GAGAGCACAGCCGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACC
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GGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCT
TCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGA
CCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACGAAGACCTACACCTGCAACGTAGAT
CACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTTGAGTCCAAATATG
GTCCCCCATGCCCACCCTGCCCAGCACCTGAGGCCGCCGGGGGACCATCA.
GfCTTCCTGTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACTCTCATGATCTCCCGGACC
CCTGAGGTCACGTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCAGGAAGACCCCGAGGT
CCAGTTCAACTGGTACGTGGATGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAA
AGCCGCGGGAGGAGCAGTTCAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTC
ACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGT
CTCCAACAAAGGCCTCCCGTCCTCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCA
AAGGGCAGCCCCGAGAGCCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCAGGAG
GAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTA
CCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAAAGCAATGGGCAGCCGGAGAAC
AACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTC
TACAGCAGGCTAACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGGAGGGGAATGTCT
TCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAG
AGCCTCTCCCTGTCTCTGGGT

Trinh tw nucleotit

Chudi nhe hoan chinh

SEQ ID NO: 14 (Khang thé I)
GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGAC
AGAGTCACCATCACTTGCAAGGCAAGTGACCACATTCTCAAATTTTTAACT
TGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAAGCCCCTAAGCTCCTGATCTATGGTGC
AACCAGTTTGGAAACTGGGGTCCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTG
GGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACCTGAAGATTTTGCAA
CTTACTACTGTCAAATGTATTGGAGTACTCCGTTCACGTTCGGAGGGGGGA
CCAAGGTGGAAATAAAACGAACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCC
CGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGC
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TGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAAC
GCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAA
GGAC
AGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGA
GAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGC
CCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGC

Cac trinh tw protein

Trinh tw axit amin cia dwéi don vi p19 ciia I1-23 ciia ngwoi treéng thanh

SEQ ID NO: 15

RAVPGGSSPAWTQCQQLSQKLCTLAWSAHPLVGHMDLREEGDEETTNDVPH
IQCGDGCDPQGLRDNSQFCLQRIHQGLIFYEKLLGSDIFTGEPSLLPDSPVGQL

HASLLGLSQLLQPEGHHWETQQIPSLSPSQPWQRLLLRFKILRSLQAF VAVAA
RVFAHGAATLSP
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YEU CAU BAO HO

1, Khang thé lién két véi dudi don vi p19 cia IL-23 clia ngudi bao gdm chudi nhe va
chudi ning, trong d6 ving bién dbi ctia chudi nhe chira LCDR1 bao gdm trinh ty axit
amin SEQ ID NO:4, LCDR2 bao gém trinh tu axit amin SEQ ID NO:5, va LCDR3
bao gdm trinh ty axit amin SEQ ID NO:6; va ving bién d6i clia chudi ning chia
HCDRI1 bao gdm trinh ty axit amin SEQ ID NO:1, HCDR2 bao gbm trinh tu axit
amin SEQ ID NO:2, va HCDR3 bao gdm trinh ty axit amin SEQ ID NO:3.

2. Khang thé lién két véi dusi don vi p19 cia IL-23 clia ngudi bao gbm chudi nhe va
chudi ning, trong d6 ving bién d6i cua chudi nhe bao gbm trinh ty axit amin SEQ ID

NO: 8; va ving bién dbi ciia chudi ning bao gém trinh ty axit amin SEQ ID NO: 7.

3. Khéng thé lién két v6i du6i don vi p19 cta IL-23 clia ngudi bao gdm chudi nhe va
chudi ning, trong d6 chudi nhe bao gdm trinh ty axit amin SEQ ID NO: 10 va chudi

nang bao gém trinh tu axit amin SEQ ID NO: 9.
4. Khang thé lién két v6i du6i don vi p19 ctia IL-23 ciia ngudi bao gdm hai chudi nhe
va hai chudi ning, trong &6 mdi chudi nhe bao gbm trinh ti axit amin SEQ ID NO: 10

va mdi chudi ning bao gém trinh ty axit amin SEQ ID NO: 9.

5. Duoc phdm bao gom khang thé theo diém 4 va mot hodc nhidu chit mang, chit pha

lodng hodc ta dugc dugce dung.
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<210> 1
<211> 10

<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> cAu truc téng hop

<400> 1

g]y Tyr Lys Phe ;hr Arg Tyr val Met His

<210> 2

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> ciu trac téng hop

<400> 2
Tyr Ile Asn Pro Eyr Asn Asp Gly Thr ﬁgn Tyr Asn Glu Lys Phe Lys
1 15

Gly

<210> 3

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> c4u triuc téng hop

<400> 3
Ala Arg Ash Trp Asp Thr Gly Leu
1 5

<210> 4
<211> 11



<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

PRT
Trinh tu

ciu trac

4

iys Ala Ser Asp

<210>
<211>
<212>

4

<213

<220>
<223>

<400>

5

7

PRT
Trinh tu

cdu trac

5

§1y Ala Thr Ser

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

<220>
<223>

<400>

6

9

PRT
Trinh tu

ciu trac

6

Gln Met Tyr Trp
1

<210>
<211>
<Z2iZ>
<213>

<220>
<223>

<400>

7

115

PRT
Trinh tu

ciu trac

7

Gln val Gln Leu
1

Ser val Lys val
20

val Met His Trp
35

Gly Tyr Ile Asn

27168

nhadn tao

téng hop

His Ile Leu Lys Phe Leu Thr
5 10

nhan tao

téng hop

Leu Glu Thr
5

nhan tao

téng hop

Ser Thr Pro Phe Thr
5

nhan tao

téng hop

val GIn Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ser
5 10 15

Ser Cys Lys Ala ggr Gly Tyr Lys Phe ggr Arg Tyr

val Arg Gln Aga Pro Gly Gln Gly hgu Glu Trp Met
4

Pro Tyr Asn Asp Gly Thr Asn Tyr Asn Glu Lys Phe
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50

Lys Gly Arg val
65

Met q]u Leu Ser

Ala Arg Asn Trp
100

val Ser Ser

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

<220>
<223>

<400>

115

8

107

PRT
Trinh tu

ciu truic

8

Asp ITe GIn Met
1

Asp Arg

Leu Thr

val Thr
20

Trp Tyr
35

Tyr Gly Ala Thr

50

Ser Gly Ser Gly

65

Glu Asp

Thr Phe

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

<220>
<223>

Phe Ala

Gly Gly

9

441

PRT
Trinh tu

ciu truac

55

Thr Ile Thr Ala

70

Ser Leu Arg Ser

85

Asp Thr Gly Leu

nhan tao

téng hop

Thr Gln
5

ITe Thr
GIn GIn
Ser Leu

Thr Asp
70

Thr Tyr
85

Gly Thr

nhan tao

téng hop

ser

Cys

Lys

Glu

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

val

27168

Asp

Glu

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Lys Ser
75

Asp Thr
90

Gly Gln

ser Leu
10

Ser Asp

Lys Ala

val Pro

Thr Ile

75

Met Tyr
90

Ile Lys

-46-

60

Thr Ser Thr

Ala val Tyr

Gly Thr Thr
110

Ser Ala Ser

His Ile Leu
30

Pro Lys Leu
45

Ser Arg Phe
60

Ser Ser Leu

Trp Ser Thr

Ala Tyr
80

Tyr Cys
95

val Thr

val Gly
15

Lys Phe
Leu ITe
Ser Gly
Gln Pro

80

Pro Phe
95



<400> 9

&n val Gln
1

Ser

val

Gly

Lys

Met

Ala

Cys

Lys

145

Leu

Leu

Thr

val

Pro

225

Lys

val

val
Met
Tyr
Gly
Glu
Arg
ser
ser
130
Asp
Thr
Tyr
Lys
Asp
‘210

Ala

Pro

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

Asn

Ser

115

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

195

Lys

Pro

Lys

Leu

val

20

Trp

Asn

val

ser

Ser

Phe

Gly

Leu

180

Tyr

Arg

Glu

Asp

val

Ser

val

Pro

Thr

ser

85

Asp

Ser

Thr

Pro

val

165

Ser

Thr

val

Ala

Thr

Gln

Cys

Arg

Tyr

Ile

70

Leu

Thr

Thr

Ser

Glu

150

His

Ser

Cys

Glu

Ala

230

Leu

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Gly

Lys

Pro

Thr

val

Asn

Ser

215

Gly

Met

Gly

Ala

Ala

40

Asp

Ala

Ser

Leu

Gly

Ser

val

Phe

val

val

200

Lys

Gly

Ile

27168

Ala

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Glu

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

185

Asp

Tyr

Pro

Ser

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Gly

Ser

Ala

val

Ala

170

val

His

Gly

Ser

Arg

-47-

val

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Gln

val

Ala

Ser

155

val

Pro

Lys

Pro

val

235

Thr

Lys

Lys

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gly

Phe

Leu

140

Trp

Leu

Ser

Pro

Pro

220

Phe

Pro

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

Thr

Pro

125

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

205

Cys

Leu

Glu

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Thr

110

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

190

Asn

Pro

Phe

val

Gly

15

Arg

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

val

Ala

Leu

Gly

Ser

175

Leu

Thr

Pro

Pro

Thr

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

cys

Thr

Pro

val

Ala

160

Gly

Gly

Lys

cys

Pro

240

cys



val

Tyr

Glu

His

305

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

385

Leu

val

Gln

val

val

Gln

290

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

370

Tyr

Tyr

Phe

Lys

'€210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

val

Asp

275

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

ser

Ser

ser

435

10
214
PRT

Asp
Gly
Asn
Trp
Pro
Glu
340
Asn
Ile
Thr
Arg
cys
420

Leu

Trinh tu

ciu trac

10

Asp Ile Gln Met
1

245

val

val

Ser

Leu

Ser

325

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

405

ser

Ser

nhdn tao

tédng hop

Ser

Glu

Thr

Asn

310

Ser

Gln

val

val

Pro

390

Thr

val

Leu

Gln

val

Tyr

295

Gly

Ile

val

Ser

Glu

375

Pro

val

Met

Ser

Glu

His

280

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

360

Trp

val

Asp

Leu
440

27168

Asp

265

Asn

val

Glu

Lys

Thr

345

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

425

Gly

250

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

330

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

410

Ala

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

ser

395

Arg

Leu

val

Thr

val

300

cys

Ser

Pro

val

Gly

Asp

Trp

His

Gln

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn

Phe

270

Pro

Thr

val

Ala

Pro

Ser

Glu

His
430

255

Asn

Arg

val

Ser

Phe

Glu

Phe

Trp
Glu
Leu
Asn

320

Gly

Tyr
Asn
Phe
400

ASQ

Thr

Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser ¥§1 Gly
5

10
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Asp Arg val ;gr ITe Thr Cys Lys é}a Ser Asp His Ile geu Lys Phe
0

Leu Thr ggp Tyr GIn Gln Lys 260 Gly Lys Ala Pro Lgs Leu Leu Ile
4

TYyr ggy Ala Thr Ser Leu ggu Thr Gly val Pro ggr Arg Phe Ser Gly

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu GIn Pro
65 70 75 80

G1u Asp Phe Ala g?r Tyr Tyr Cys Gln ggt Tyr Trp Ser Thr ggo Phe

Thr pPhe Gly Gly Gly Thr Lys val Glu Ile Lys Arg Thr val Ala Ala
100 105 110

Pro Ser val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly
115 120 125 ‘

Thr Ala Ser val val Cys Leu Leu Ash Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala
130 135 140

Lys val GIn Trp Lys val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln
145 150 155 160

Glu Ser val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
165 170 175

Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys val Tyr
180 185 190

Ala Cys Glu val Thr His GIn Gly Leu Ser Ser Pro val Thr Lys Ser
195 200 205

Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210

<210> 11
<211> 345
<212> DNA
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> c&u trac téng hop

<400> 11
caggtgcagc tggtgcagtc tggggctgag gtgaagaagc ctgggtcctc ggtgaaggtc
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tcctgcaagg
cctggacaag
aatgagaagt
atggagctga
gacacaggcc
<210> 12

<211> 321
<212> DNA
<213>

<220>
<223>

<400> 12
gacatccaga

atcacttgca
gggaaagccc
aggttcagtg
gaagattttg
gggaccaagg

<210> 13
<211>
<212>
<213~

DNA
<220>
<223>

<400> 13
caggtgcagc

tcctgcaagg
cctggacaag
aatgagaagt
atggagctga
gacacaggcc
ccatcggtct
ggctgcctgg
ctgaccagcg
agcagcgtgg

gatcacaagc

1323

cttctggata
ggcttgagtg
tcaaaggcag
gcagcctgag
tctggggcca

tgacccagtc
aggcaagtga
ctaagctcct
gcagtggatc
caacttacta

tggaaataaa

tggtgcagtc
cttctggata
ggcttgagtg
tcaaaggcag
gcagcctgag
tctggggcca
tcccgetagce
tcaaggacta
gcgtgcacac
tgaccgtgcec

ccagcaacac

taaattcact
gatgggatat
agtcacgatt
atctgaggac

aggcaccact

Trinh ty nhdn tao

cdu truc tédng hop

tccatcctcec
ccacattctc
gatctatggt
tgggacagat
ctgtcaaatg

a

Trinh tu nhan tao

cidu trac téng hop

tggggctgag
taaattcact
gatgggatat
agtcacgatt
atctgaggac
aggcaccact
gccctgcetcec
cttccccgaa
cttccecggcet
ctccagcagc

caaggtggac

27168

cgttatgtta
attaatcctt
accgcggaca
acggccgtgt

gtcacagtct

ctgtctgcat
aaatttttaa
gcaaccagtt
ttcactctca

tattggagta

gtgaagaagc
cgttatgtta
attaatcctt
accgcggaca
acggccgtgt
gtcacagtct
aggagcacct
ccggtgacgg
gtcctacagt
ttgggcacga
aagagagttg
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tgcactgggt
acaatgatgg
aatccacgag
attactgtgc

cctca

ctgtaggaga
cttggtatca
tggaaactgg
ccatcagcag

ctccgttcac

ctgggtcctc
tgcactgggt
acaatgatgg
aatccacgag
attactgtgc
cctcagcectc
ccgagagcac
tgtcgtggaa
cctcaggact
agacctacac

agtccaaata

gcgacaggcc
tactaactac
cacagcctac

gagaaactgg

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca

tctgcaacct

gttcggaggg

ggtgaaggtc
gcgacaggcc
tactaactac
cacagcctac
gagaaactgg
caccaagggc
agccgcecctg
ctcaggcgcec
ctactccctc
ctgcaacgta

tggtccccca

120
180
240
300
345

60
120
180
240
300
321

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660



tgcccaccct
aaacccaagg
gtgagccagg
aatgccaaga
ctcaccgtcc
aaaggcctcc
ccacaggtgt
acctgcctgg
cagccggaga
ctctacagca
tccgtgatgce

ggt

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

14
642
DNA

<220>
<223>

<400> 14
gacatccaga

atcacttgca
gggaaagccc
aggttcagtg
gaagattttg
gggaccaagg
tctgatgagc
cccagagagg
gagagtgtca
ctgagcaaag
ctgagctcgce
15

170
PRT

<Z710>
<211>
<212>
<213>

<400> 15

gcccagcacc
acactctcat
aagaccccga
caaagccgcg
tgcaccagga
cgtcctccat
acaccctgcec
tcaaaggctt
acaactacaa
ggctaaccgt

atgaggctct

tgacccagtc
aggcaagtga
ctaagctcct
gcagtggatc
caacttacta
tggaaataaa
agttgaaatc
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga

ccgtcacaaa

Homo sapiens

tgaggccgec
gatctcccgg
ggtccagttc
ggaggagcag
ctggctgaac
cgagaaaacc
cccatcccag
ctaccccagce
gaccacgcct
ggacaagagc

gcacaaccac

Trinh ty nhén tao

cdu truc téng hop

tccatcctcc
ccacattctc
gatctatggt
tgggacagat
ctgtcaaatg
acgaactgtg
tggaactgcc
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaaacacaaa

gagcttcaac

27168

gggggaccat
acccctgagg

aactggtacg
ttcaacagca
ggcaaggagt
atctccaaag
gaggagatga
gacatcgccg
cccgtgctgg
aggtggcagg
tacacacaga

ctgtctgcat
aaatttttaa
gcaaccagtt
ttcactctca
tattggagta
gctgcaccat
tctgttgtgt
gataacgccc
agcacctaca

gtctacgcct

aggggagagt

-51-

cagtcttcct
tcacgtgcgt
tggatggcgt
cgtaccgtgt
acaagtgcaa
ccaaagggca
ccaagaacca
tggagtggga
actccgacgg

aggggaatgt

agagcctctc

ctgtaggaga
cttggtatca
tggaaactgg
ccatcagcag
ctccgttcac
ctgtcttcat
gcctgctgaa
tccaatcggg
gcctcagcag
gcgaagtcac

gc

gttcccccca
ggtggtggac
ggaggtgcat
ggtcagcgtc
ggtctccaac
gccccgagag
ggtcagcctg
aagcaatggg
ctccttcttc
cttctcatgc

cctgtctctg

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
tctgcaacct
gttcggaggg
cttcccgeca
taacttctat
taactcccag
caccctgacg

ccatcagggc

720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1323

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
642



Arg
1

Leu
Gly
val
Asp

65

Tyr

Ser

Pro

Ala

Ser

His

Pro

50

Asn

Glu

_Pro

Gln

Ser

130

Ile

Ala

val

Gln

Met

35

His

sSer

Lys

Asp

Leu

115

Leu

Leu

His

Pro

Asp

Ile

Gln

Leu

ser

100

Leu

Ser

Arg

Gly

Gly
5
Leu
Leu
Gln
Phe
Leu
85
Pro
Gln
Pro

Ser

Ala
165

Gly

Cys

Arg

Cys

Cys

70

Gly

val

Pro

Ser

Leu

150

Ala

Ser

Thr

Glu

Gly

55

Leu

Ser

Gly

Glu

Gln

Thr

Ser

Leu

Glu

40

Asp

Gln

Asp

Gln

Gly

Pro

Ala

Leu

27168

Pro

Ala

25

Gly

Gly

Arg

Ile

Leu

105

His

Trp

Phe

Ser

Ala

10

Trp

Asp

cys

Ile

Phe

90

His

His

Gln

val

Pro
170

-52-

Trp

Ser

Glu

Asp

His

75

Thr

Ala

Trp

Arg

Ala
155

Thr

Ala

Glu

Pro

60

Gln

Gly

Ser

Glu

Leu

140

val

Gln

His

Thr

45

Gln

Gly

Glu

Leu

Thr

125

Leu

Ala

Cys

Pro

30

Thr

Gly

Leu

Pro

Leu

110

Gln

Leu

Ala

Gln

15

Leu

Asn

Leu

Ile

Ser

95

Gly

Gln

Arg

Arg

Gln

val

Asp

Arg

Phe

80

Leu

Leu

Ile

Phe

val
160





