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(57) Sang ché dé cap dén khang thé va protein chira phan gan két khang nguyén cua ching
gan két dic hiéu voi xytokin tién viém IL-17A. Cu thé hon, sang ché dé cap dén khang thé
va protein dic hiéu 1a chit d6i khang IL-17A (tc ché cac hoat dong cua IL-17A va IL-
17AF) va c6 kha ning wc ché san xuat xytokin do IL-17A gdy ra trong céac thir nghiém in
vitro, va co tac dong trc ché trong mo hinh viém khop do khang nguyén in vivo. Sang ché
con dé cap dén dugc pham va quy trinh san xuat khang thé va protein da néu dé diéu tri cac
rdi loan bénh 1y ma co thé dugc diéu tri bang cach trc ché hoat dong do IL-17A hoac IL-
17AF, chang han nhu bénh viém khop dang thap, bénh Véy nén, bénh luput ban do6 hé
thdng (SLE), bénh viém thén do luput, bénh tac nghén phoi man tinh, bénh hen hoic bénh
xo nang hodc cac rdi loan ty mién va rdi loan viém nhiém khac.
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Linh vue ky thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén khang thé dé didu tri bénh va phan gin két khang nguyén cia n6
gn két dic hiéu vé6i IL-17A va IL-17AF heterodime, nhung khong gin két dic hiéu
v6i IL-17F homodime. Cu thé hon, sang ché dé cép dén khang thé dic hiéu va phan
gan két khang nguyén clia n6 tc ché tac dong ciia IL-17A va c6 kha ning tc ché hoat
dong do IL-17A, ciing nhu ché phdm va phuong phép sir dung khang thé va phan gin
két khang nguyén ctia n6 da néu, vi du, dé diéu tri cic rdi loan bénh 1y ma c6 thé dugc
diéu tri bang cach tc ché su truyén tin hiéu IL-17A, vi du, cac ri loan tu mién va rdi
loan viém nhiém nhu bénh viém khép dang thip, bénh vay nén, bénh luput ban do hé
théng (SLE), bénh viém than do luput, bénh da xo cting, hodc bénh tic nghén phéi

man tinh, bénh hen hoédc bénh xo nang.
Tinh trang ky thuit ciia sang ché

In-to-lo-kin-17A (IL-17A d6i khi ciing duoc goi 1a IL-17) 1a lymphokin trung tam
duoc tao ra tir mdt tdp hop con méi duge xac dinh coa céc té bao T gy viém, t& bao
Th17. Trong mot s6 md hinh dong vit, cac té bao nay gifrb vai trd then chdt trong cac
qud trinh ty mién va viém khéc nhau. Nong d6 IL-17A gia ting c6 lién quan dén bénh
viém mang bd dio (Ambadi-Obi, et al 2007, Nature Med; 13:711-718), bénh viém
khép dang thip (RA), bénh vy nén, viém duong hé hip, bénh tic nghén phdi man
tinh (COPD), bénh viém rudt (bénh Crohn va bénh viém loét dai trang), thai loai dong
ghép, ung thu, dp-xe trong bung hodc dinh trong bung, va bénh da xo ciing (Weaver, et
al 2007, Annu Rev Immunol; 25:821-852; Witowski et al 2004, Cell Mol Life Sci;
61:567-579). Té bao Th17 c6 thé nhanh chéng khoi phat dép Gng viém dwoc chi phéi
béi bach cau trung tinh (Miossec, et al 2009, NEJM; 361:888-98).

IL-17A ban diu dugc xac dinh 13 san phim phién ma tir t& bao lai cua t& bao T cua
dong vat gim nhdm. IL-17A 14 thanh vién nong c¢bt cia nhém xytokin duge goi 1a ho
IL-17. Pugc biét dén dudi dang CTLAS ¢ dong vat gim nhdm, IL-17A thé hién tinh

twrong ddng cao so vé&i IL-17A cua virut dwoc ma hoa boi khung doc mé cua T-
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lymphotropic rhadinovirus herpesvirus saimiri (Rouvier E, et al 1993, J. Immunol.

150: 5445-56).

IL-17A 14 xytokin hoat dong duéi dang chit trung gian tiém ning trong phan ung tré
bing c4ch ting cudng su san xuit chemokin trong cidc md khéc nhau dé bd sung bach
ciu don nhan va bach cdu trung tinh dén vi tri viém, twong tu interferon gama. Chirc
ning ctia ho IL-17 vai trd cia cic Xytokin tién viém 14 su dép Umg v6i sy xAm nhép
ctia hé mién dich cia mdm bénh ngoai bao va cam tmg su pha hity chit nén cta té bao
mam bénh. IL-17A ¢6 tac dong hiép ddng voi yéu tb hoai tir khéi u va in-to-lo-kin-1

(Miossec P, et al 2009, N. Engl. J. Med. 361:8388-98).

Dbé boc 16 chic nang cua minh, I[L-17A grfln két voi thu thé bé miat té bao loai I dugc
goi 14 IL-17R ma c6 it nhit hai bién thé, IL-17RA va IL-17RC (Pappu R, et al 2012,
Trends Immunol.; 33:343-9). IL-17RA gin két IL-17A, IL-17AF va IL-17F va dugc
biéu hién & nhidu mo: t& bao néi mé mach mau, té bao T ngoai vi, dong té bao B,
nguyén bao soi, phdi, t& bao bach ciu don nhan, va té bao md dém tiy xuong (Kolls
JK, Lindén A 2004, Immunity 21:467-76; Kawaguchi M, et al 2004, J. Allergy Clin.
Immunol. 114:1265-73; Moseley TA, et al 2003, Cytokine Growth Factor Rev.
14:155-74).

Ngoai IL-17A, cac thanh vién ctia ho IL-17 bao gém IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E
(cling dwoc goi 14 IL-25), va IL-17F. Tt ca cac thanh vién cta ho IL-17 ¢6 chu tric
protein twong tw nhau, c6 bén gdc xystein mang tinh bao toan cao ¢6 tinh quyét dinh
dén chu trac 3 chidu cia ching. Phén tich sy phét sinh loai cho thiy ring trong sd céac
thanh vién ctia ho IL-17, cac dang twong dong 1 va 2 (ML-1) ciia IL-17F c6 tinh tuong
ddng cao nhét v6i IL-17A (c6 do trong dong vé axit amin 14n luot 14 55 va 40% so véi
IL-17A), tiép dén 1a IL-17B (29%), IL-17D (25%), IL-17C (23%), va IL-17E tuong
quan it nhat v6i IL-17A (17%). Tét ca cac xytokin ndy dugc bao toan cao trong dong
vat ¢6 vii, ¢ t6i 62-88% axit amin dugc bao toan trong cac phan twong dong giita

ngudi va chudt nhit (Kolls JK, Lindén A 2004, Immunity 21:467-76).

IL-17A 14 protein ¢6 155 axit amin 1a glycoprotein tiét, homodime, dugc tao lién két
béng lién két disulfua co trong luong phan t& 35 kDa (Kolls JK, Lindén A 2004,
Immunity 21:467-76). CAu tric cia IL-17A bao gbm peptit tin hiéu, tiép dén 1a ving
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axit amin mang dic tinh cta ho IL-17. Vi tri glycosyl hoa dugc lién két qua N protein
nay duoc xé4c dinh 14n diu tién sau khi tinh sach protein nay di cho thiy hai bang khi
phan tich SDS-PAGE tiéu chuén, mét bing c¢6 kich thude 15kDa va mot bang c6 kich
thuéc 20kDa. Sy so sanh cac thanh vi€én khac nhau cda ho IL-17 da cho théy bdn
xystein dugc bao toan da tao ra hai lién két disulfua (Yao Z, et al 1995, J. Immunol.
155:5483-6). IL-17 ddc d4o & chd n6 khong mang nét trong ddng véi cac in-to-lo-kin
da biét khac. Ngoai ra, IL-17 khong mang nét tuong ddng v&i cac protein va mién ciu
trc d3 biét khac (Kolls JK, Linden A2004, Immunity 21:467-76). No6i chung, céac
thanh vién khac cua ho IL-17 nhﬁ: IL-17F tao ra déng dime (twong ty IL-17A).

IL-17A ciing da dugc biét 1a tao ra heterodime véi IL-17F trong diéu kién cu thé.
Heterodime IL-17AF ciing dugc tao ra boi té bao Th17 sau khi duoc kich thich bai IL-
23.

IL-17AF dugc cho 1a truyén tin hiéu qua cac thu thé IL-17RA va IL-17RC tuong tu
IL-17A va IL-17F. Chirc nang sinh hoc cua IL-17AF tuong tu chirc nang sinh hoc cia
IL-17A va IL-17F. Su kich thich t& bao dich boi IL-17AF cim tng su san xudt mot
loat cac chemokin, ngoai ra dé ting bach cu trung tinh & dudong ho hép trong hoan
canh thich hgp. IL-17AF dugc coi 1a it hi€u luc trong cac hoat dong nay hon so véi
déng dime IL-17A, nhung c6 hiéu lyc nhiéu hon so v&i ddng dime IL-17F. Vi dy, néu
hiéu luc cua IL-17A 1a 1, thi hiéu luc twong dbi ctia IL-17AF 1a khoang 1/10 hiéu luc
cta IL-17A va hiéu luc twong dbi ciia IL-17F 1a khoang 1/100 hiéu luc cta IL-17A.
IL-17AF cta ngudi va chudt nhit déu thé hién hoat tinh trén té bao chudt nhit. IL-
17AF gdm tong cong 271 axit amin va c6 trong lugng phan tir xép xi 1a 30,7kDa (dir
liéu tir ban md ta san phim Heterodime IL- 17AF clia nguoi ciia hing Shenandoah

Biotechnology).

MOt s céu trac tinh thé co6 lién quan da duge cong bd. Céc cdu tric ndy bao gdm cau

trac tinh thé cua ddng dime IL-17F (Hymowitz et al 2001, EMBO J, 19:5332-5341).

CAu tric tinh thé cua IL-17F trong phirc hop véi thu thé IL-17RA ciing da duoc cong
b (Ely et al., 2009 Nature Immunology 10:1245-1251). Ngoai ra, it nhét mot cu tric
tinh thé cta IL-17A trong phtrc hgp v6i manh Fab cta khang thé da duoc cong bd
(Gerhardt et al., 2009 Journal of Molecular Biology, 5:905-921).
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Mot s& bénh viém va ty mién bao gdm bénh vay nén lién quan dén viéc kich hoat cac
dap ung Thl va/ hodc Th17 ting. Nhidu bénh trong sd cac bénh nay hién duoc diéu tri
béng thubc tc ché mién dich thong thudng hoac céc chét sinh hoc hoat dong rit dic
hiéu nhu khang thé khang TNF-a nhung khong c6 hiéu qua & tit ca cac bénh nhan.
Nhitng chit nay dugc phat hién thiy 1a 1am ting nguy co nhiém tring va tr& nén khong
hiéu qua sau khi dugc 13p lai sy didu tri nay. Do d6, tn tai nhu ciu y té chua dugc dap
g v6i cac didu tri c6 tap hop cac dic diém vé d6 an toan ting va kha ning dong thoi

cam tng su thuyén gidm dai han hodc chita khéi bénh.

R4t nhiéu chtre ning diéu hoa mién dich da duge bao cdo cho cac xytokin thude ho IL-
17, né duge cho 1a do su cam tng d6i v6i nhidu phén tir truyén tin hidu mién dich cia
cac xytokin ndy. Vai trd dang luu y nhit ctia IL-17A 13 sy lién quan cta né trong su
cam Ung va 1am trung gian gy cac dap ung tién viém. IL-17A ciing lién quan dén cac
dap tng di Gng. IL-17 cam ng su san xuét nhidu xytokin khic (nhu IL-6, G-CSF,
GM-CSF, IL-1B, TGF-B, TNF-a), cac chemokin (bao g(‘?)m IL-8, GRO-a, va MCP-1),
va céc prostaglandin (vi du, PGE2) tir nhiéu loai té bao (nguyén bao soi, t& bao noi
mac, t& bao biéu mo, té bao stg, va dai thuc bao). Su gidi phéng xytokin dan dén
nhiéu hoat dong chirc ning, nhu tii tao duomg hd hip, mot dic tinh cua cac dap tmg
IL-17A. St biéu hién chemokin gia ting thu hit cac t& bao khac gdm bach cau trung
tiﬁh nhung khong gdm bach cdu 4i toan. Chirc ning cta IL-17 ciing rat can thiét dbi
v6i tip hop con cia cac té bao T CD4+ duge goi 14 té bao T hd trg 17 (Th17). Do ¢6
c4c vai trd ndy, ho IL-17 ¢6 lién quan dén nhiéu bénh lién quan d¢én mién dich/ tw mién
bao gdm bénh viém khép dang thip, bénh hen, bénh luput, ching thai loai dong ghép
va mién dich khang khdi u (Aggarwal S, Gurney AL 2002, J. Leukoc. Biol. 71:1-8).
Ngoai ra, cdc mdi lién quan da duoc ndi véi cac tinh trang khac nhu tinh trang viém
xuong khép, tinh trang nhiém tring mau, tinh trang nhiém tring hoc tinh trang sbc
noi doc td, tinh trang phan g di tng, tinh trang mit xwong, bénh vay nén, tinh trang

thiéu mau, tinh trang xo cung toan than, tinh trang xo hoa, va tinh trang dot quy.

Mot sb khang thé khang IL-17A d3 duogc tao ra va dugc dé nghi dé st dung trong diéu
tri bénh va rbi loan qua trung gian IL-17A bao gém cac khang thé duoc liét ké trong
W02011053763 (Centocor) va WO2012093254 (UCB Pharma). Ngoai ra,
US20070218065 (Zymogenetics) mé ta khang thé gin két véi heterodime clia ca hai
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IL-17A va F, ciing nhu vé6i IL-17F homodime. Cac khang thé khang IL-17 c6 tinh
phan tmg chéo giita cac loai cling dd dugc mo ta trong tinh trang k§ thuit bao gbm
cong bd don qubc té s6 W02007149032 (AstraZeneca), tai liéu ndy mo ta khang thé
khéng IL-17A ciia nguoi gin két véi IL-17A ciia ngudi, ciia khi cynomolgus (cyno) va
ctia ché nhung khong gén két véi IL-17A cua loai gdm nhim. Tuong tu, céng bd don
qudc t& s6 W02007070750 (Eli Lilly) mé ti khang thé khang IL-17 ctia ngudi
(mAb126), gin két voi IL-17 ctia ngudi va cia khi, nhung khong gén két véi IL-17
ctia chudt hodc ctia chudt nhit. Cac khang thé cong cu ddi véi IL-17A ciing sin c6 bao
gbm khang thé cia loai gim nhdm eBio64DEC17 ma nhan dang ca hai IL-17A cla

ngudi va cua chudt, cling nhu mot vai loai khéc.

Do d6, ton tai nhu ciu ddi voi cac khang thé dic hiéu di khang v6i tac dong cua IL-
17A, ¢6 tinh phan ng chéo nhiéu loai va c6 kha ning wc ché hoat tinh cam ting clia
IL-17A, va cu thé 1a ché phdm va phuong phép st dung cac khéng thé da néu dé diéu
tri r6i loan bénh ly ma cé thé duoc diéu tri béng su trc ché su truyén tin hiéu cua IL-

17A.
Ban chit k§ thuit ciia sing ché

Do d6, theo mdt khia canh, sang ché dé xuét khang thé cua nguoi dé diéu tri bénh phéan
1ap dugc hodc phan gin két khang nguyén ctia no, bao gdm ving bién ddi chudi ning
(Vy) theo SEQ ID NO: 12 va ving bién d6i chudi nhe (Vy) theo SEQ ID NO: 43, va
trong d6 khang thé hogc phan tir d néu gin két dic hiéu v6i IL-17A homodime va IL-

17AF heterodime, nhung khéng gén két ddc hiéu voi IL-17F homodime.

Theo mot phuong an, IL-17A, IL-17AF hodc IL-17F dugc chon tir m§t hodc nhiéu,
nhu hai hodc ba hodc nhiéu loai trong sb, khi dubi dai, khi vang, khi dudi séc, chudt,
chudt nhit hodc ngudi. Theo mdt phuwong 4n cu thé, IL-17A, IL-17AF hoic IL-17F
nay tir nguodi. Theo mot phuong én cu thé, IL-17A, IL-17AF hoic IL-17F nay tir ngudi
va chudt nhit. Theo mot phuong 4n cu thé, IL-17A, IL-17AF hoic IL-17F nay tir khi

dudi dai, khi vang, khi duoi séc, chudt, chudt nhdt va nguoi.

Theo mot phuwong 4n cu thé, khang thé phén 14p duoc hodc phan gin két khang nguyén
ctia n6 bao gdm cac CDR cua chudi ning, gdm céc trinh ty, SEQ ID NO: 7, SEQ ID
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NO: 8 va SEQ ID NO: 3 va cac CDR cua chudi nhe, gf?)m cac trinh tu, SEQ ID NO:
42, SEQ ID NO: 23 va SEQ ID NO: 11.

Theo mot phwong 4n cu thé, khang thé phan 1ap duge hogic phan gin két khang nguyén
ctia n6 bao gdm chudi ning cia globulin mién dich ¢c6 SEQ ID NO: 14, va chudi nhe

ctia globulin mién dich c¢6 SEQ ID NO: 44.

Theo mot khia canh cua sang ché, khang thé phéan l4p dugc hodc phan gin két khéng
nguyén cia né duge dé xuit, ma gin két v6i epitop twong tw nhu khang thé phan 1ap

duogc hodc phan tir theo phuong an cu thé ciia sing ché.

Theo mdt phuong 4n, khang thé phéan 1ap dugc hoic phén gin két khang nguyén cta
né gin két voi epitop IL-17A, nhu epitop IL-17A clia ngudi, ma bao gdm Arg78,
Glug0, va Trp90.

Epitop IL-17A c6 thé con bao gdbm Tyr85 hodc Argl24.

Theo mdt phuong an, epitop IL-17A, nhu epitop IL-17A ctia ngudi, con bao gém mot
hodc nhiéu trong sb Pro82, Ser87 hoic Valgs.

Theo mot khia canh cua sang ché, khang thé phan lap dugc hodc phin gin két khing
nguyén ctia n6 dugc dé xut, ma bao gdm bé mit nhan dién khéng nguyén c6 cic dic
tinh nhan dién epitop twong duong véi khang thé hodc phan tir theo cac phuong 4n cu

thé.

Theo mot khia canh cua sang ché, khang thé phan l4p dugc hodc phin gin két khang
nguyén cia n6 dugc dé xuit ma bi chin ngang khoi su gin két voi IL-17A, nhu IL-
17A ctia ngudi, hodc IL-17AF, nhu IL-17AF cta ngudi, béi it nhit mot khang thé

hodc phan gin két khang nguyén ciia n6 theo cac phurong 4n cu thé.

Theo mot phuong 4n, khang thé hodc phan gin két khang nguyén cta n6 khong gin
két dic hiu v6i a) mot hodc nhidu homodime bét ky trong s6 homodime IL-17F cua
nguoi, homodime IL-17B cua ngudi, homodime IL-17C cia ngudi, IL-17D homodime
cta nguoi, homodime IL-17E cla nguoi, va/hodc b) mot hodc nhiéu homodime bét ky

trong s6 homodime IL-17F cta khi dudi dai, homodime IL-17F cta chudt nhit,
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va/hodc ¢) mot hodc nhidu xytokin bat ky trong sb cac xytokin khac cua ngudi duge
chon tir nhém bao gdém IL-1, IL-3, IL-4, IL-6, IL-8, gIFN, TNF alpha, EGF, GMCSF,
TGF beta 2, va’/hodac d) mot hoac nhiéu xytokin bét ky trong sb céc xytokin khac cia
chudt nhat, duge chon tir nhom bao gom IL-1b, IL-2, IL-4, IL-6, IL-12, IL18, IL23,
IFN hodc TNF.

Theo mot phuong 4n, khang thé hodc phan gin két khang nguyén cia nd gan két véi
IL-17A, nhu IL-17A cta ngudi, sao cho khang thé hodc phan gin két khang nguyén
ctia n6 trc ché hodc chan gin két giita IL-17A va thu thé cia né, va lam giam hodc vo

hiéu hoa hoat dong cta IL-17A.

Theo mot phwong an, 4i luc gin két khang thé hodc phan gén két khang nguyén cia né
ddi véi IL-17A ctia ngudi 1a 100nM hogc thip hon, 10nM hodc thip hon, 1nM hodc
thip hon, 100pM hodc thip hon, hoic 10pM hoidc thp hon khi dwgc do bang
Biacore™. Theo phuong 4n cu thé, ai luc gin két ciia khang thé hodc phin gin két
khang nguyén cua né ddi véi IL-17A cia ngudi 1a nhé hon 200pM, hodc nho hon

100pM, khi duge do bing Biacore™.

Theo mot phuwong an, khéng thé hodc phin gin két khang nguyén ctia nd ¢ kha nang
tre ché su tiét 1L-6, hodc su tiét GRO-alpha khi dugc danh gia in vitro, tdt hon 1a béng

cach st dung céc t€ bao sun hodc nguyén bao sgi dugc nuoi cay.

Theo mot phwong 4n, khang thé hodc phan gin két khang nguyén cua n6 c6 kha nang
tic ché su sung dau gbi trong md hinh thir nghiém viém khép do khang nguyén in

vivo, nhu mo6 hinh AIA & chudt.

Theo mdt phuong an, khang thé hoac phan gin két khéng nguyén ctia né dugc lién hop

voi goc ¢b hoat tinh khéc.

Khang thé hodc phan gin két khang nguyén cia no c6 thé Ia khang thé don dong hodc
phan gin két khang nguyén cta no, tdt hon 1a khang thé dang kham, khang thé dugc

lam giong nhu cta nguoi, hodc khang thé cia ngudi hodc phan cia nd.
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Theo mot khia canh cia sang ché, duoc phém duoc dé xuét, bao g@)m khéng thé hodc
phan gin két khang nguyén cua no theo phuong 4n ciia sang ché, két hop vdi mot hodc

nhiéu ta duoc, chét pha loang hodc chét mang dugc dung.
Theo mdt phuong an, dugc phém chira médt hodc nhiéu thanh phén hoat tinh bd sung.

Theo mot phuong an cu thé, duoc phém da néu 1a ché phém dang dong kho. Theo
phwong an cu thé khac, duge phdm 14 ché phdm dang 16ng chtra luong duoc dung cia
khang thé hodc phén tir theo sang ché, tdt hon 1a duoc bao ché dudi dang 6ng tiém

dong sin thudc.

Sang ché con dé cap dén viéc st dung khang thé da néu hodc phin gin két khang
nguyén cia né theo sang ché, vi du cac khang thé XAB1, XAB2, XAB3, XAB4 hoic
XABS, trong viéc st dung lam thudc, t6t hon nita 13, cho viéc didu tri roi loan bénh ly
trung gian boi IL-17A hodic ma c6 thé dugc diéu tri bang sy (rc ché sy truyén tin hiéu

ctia IL-17A, hoic su tiét IL-6 hodc su tiét GRO-alpha.

Theo mot phuong 4n cu thé, khang thé hodc phin gin két khéng nguyén cua no6 theo
sang ché co thé duge sir dung cho viéc diéu tri cac rdi loan ty mién va rdi loan viém
nhiém, nhu chimg viém khép, chiing viém khop dang thép, bénh Véy nén, bénh tic
nghén phéi man tinh, bénh luput ban dé hé théng (SLE), bénh viém than do luput,

bénh hen, bénh da xo cting, hodc bénh xo nang.

Theo mot khia canh, sang ché dé xuit viéc str dung khang thé hoac phﬁn gfm két khang
nguyén cua nd da néu theo sang ché, vi du khang thé XABI, XAB2, XAB3, XAB4
hodc XABS, trong bao ché thube dé st dung trong diéu tri rdi loan bénh 1y qua trung
gian boi IL-17A hodc r6i loan bénh ly co thé duoc diéu tri béng cach tre ché sy tiét IL-

6 hodc su tiét GRO-alpha.

Theo mot phuong an cu thé, rdi loan bénh ly qua trung gian bdi IL-17A hodc r6i loan
bénh ly c6 thé duoc diéu tri béng cach trc ché su tiét IL-6 hodc su tiét GRO-alpha la
rdi loan hodc tinh trang viém, nhu ching viém khép, chimg viém khép dang thip,
bénh vy nén, bénh tic nghén phdi man tinh, bénh luput ban d6 hé théng (SLE), bénh

viém thén do luput, bénh hen, bénh da xo cing hodc bénh xo nang.
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Theo mdt khia canh ctia sang ché, phuwong phép diéu tri rdi loan bénh ly trung gian bdi
IL-17A, hodc rbi loan bénh Iy ¢6 thé duogc duoc Qiéu tri béng cach trc ché su tiét IL-6
hodc su tiét GRO-alpha duogc dé xuét, phuong phdp dd néu bao gdm viéc sir dung
lwong hiéu quéa khang thé phan lap duoc hodc phan gan két khéng nguyén cua né theo
sang ché, vi du khang thé XABI, XAB2, XAB3, XAB4 hoiac XABS, sao cho tinh

trang bénh nay dugc thuyén giam.

Theo mot phuong 4n, tinh trang bénh 1a réi loan hodc tinh trang viém, nhu chiing viém
khép, chimg viém khép dang thép, bénh vdy nén, bénh tic ngh&n phdi man tinh, luput
ban dé hé théng (SLE), bénh viém than do luput, bénh hen, bénh da xo clirng hodc

bénh xo nang.

Sang ché ciing dé& cap dén cac phuong tién san xuét khang thé hoic phan gin két
khang nguyén cta né theo sang ché. Cac phuong tién nay bao gdm phan tir axit
nucleic phéan 14p ma héa it nhét 1a ving bién d6i ciia chudi ning va/hodc chudi nhe cia
khang thé hodc phan gin két khang nguyén cua né theo sang ché hodc cac vecto tach
dong hodc vecto biéu hién chua cac axit nucleic nay, cu thé 1a, cho viéc san xuét tai td
hop khang thé hodc phan gin két khang nguyén ctia né theo sang ché, vi du, XABI,
XAB2, XAB3, XAB4 hodac XABS, trong té bao chu. Theo phuong an cu thé, vecto
tach dong hodc vecto biéu hién nay chura it nhét mot trinh ty axit nucleic duoc chon tir
nhém bao gém SEQ ID NO: 18, 31, 51, 19, 28, 32, 38, 40, 46, 48, 52, 56, va 58. Theo
phuong 4an khéc, vecto tach dong hodc vecto biéu hién nay chura it nhat mot trong sb
céc trinh tw ma hoéa céc trinh tu clia ving bién ddi cia chudi ning va chudi nhe sau
duoc chon tir nhom bao gém SEQ ID NO: 16, 29, 49, 17, 27, 30, 37, 39, 45, 47, 50,
55, va 57, lién két linh hoat véi céc trinh tu cua promoto thich hop, ma da dugc biét ro

ddi voi nguoi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay.
Theo mot phuwong an, phén tir axit nucleic nay 1a ARN théng tin (nARN),

Sang ché con dé cap dén té bao chu chira mdt hodc nhiéu vecto tach dong hodc vecto
biéu hién nhu duoc mo ta & trén va dé cap dén quy trinh tao khang thé hodc phan gin
két khang nguyén ciia n6 theo sang ché, vi du XAB1, XAB2, XAB3, XAB4 hoic
XABS, quy trinh dd néu bao gdm budc nudi cdy té bao chu, tinh sach va thu khang thé

hodc phén géin két khang nguyén cta n6 di néu.
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Mo ta vin tit cac hinh vé

Fig.1 biéu dién c4u tric khong gian ba chiéu ciia Fab XABI1. Fig.1A 1a hinh biéu dién
dang 14p day khong gian. Fig.1B 14 hinh biéu dién dang hoat hoa.

Fig.2 biéu dién cAu tric khong gian ba chidu ciia phirc Fv XAB1 va IL-17A cta ngudi.
Fig.2A biéu dién hai manh Fv XAB1 & dang l4p ddy khong gian va Fig.2B biéu dién
hai manh Fv XAB1 & dang hoat hoa.

Fig.3 thé hién biéu dd ké'tr qua ELISA theo vi du. Su d4nh sb trong biéu db nay twong
ung voi su ddt tén Gng vién thube nhu sau: 1 1a MB440; 2 1a MB464; 3 1a MB468; 4 1a
MB444; 5 1a MB435; 6 1a MB463; 7 1a XABI. Fig.3A 1a biéu dd biéu dién tin hiéu
dugc chuin héa so v6i ndng dd Fab (M). Fig.3B 1a biéu d6 cho thdy tin hiéu con lai
dugc chuan hoa so vai thoi gian 1 rira (gid). Fig.3C 1a biéu dd cho thiy tin hiéu duogc

chuin héa so v6i ndng do chét canh tranh cia Fab (M).

Fig.4 biéu didn cAu tric khong gian ba chiéu ctia phirc Fv XAB2 va IL-17A ctia ngudi.
Fig.4A biéu dién hai manh Fv XAB2 & dang lap ddy khéng gian va Fig.4B biéu dién
hai manh Fv XAB2 dugc trinh bay & dang hoat hoa.

Fig.5 biéu dién cu tric khong gian ba chiéu cta phitc Fv XAB2 va IL-17A ciia ngudi

& dang quan sat can canh.

Fig.6 biéu dién cAu triic khéng gian ba chiéu ctia phirc Fv XAB5 va IL-17A ciia ngudi.
Fig.6A biéu dién hai manh Fv XAB5 & dang l4p ddy khéng gian va Fig.6B biéu dién
hai manh Fv XAB5 & dang hoat hoa.

Fig.7 biéu dién cAu triic khong gian ba chiéu ctia phirc Fv XAB5 va IL-17A cua ngudi,
dang quan sat cin canh L-CDR1 ciia khang thé nay.

Fig.8 biéu dién cAu triic khéng gian ba chiéu ctia phirc Fv XAB4 va IL-17A cia ngudi.
Fig.8A biéu dién hai manh Fv XAB4 ¢ dang l4p ddy khong gian. Fig.8B biéu dién hai
manh Fv XAB4 & dang hoat hoa.

Fig.9 biéu dién céu tric khong gian ba chiéu ciia phitc Fv XAB4 va IL-17A cta ngudi
1a dang quan sat can canh L-CDR1 ctia khang thé nay.
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Fig.10 biéu dién cdu trac khong gian ba chiéu cua phirc Fv XAB4 va IL-17A clia
ngudi 13 dang quan sat can canh L-CDR2 ciia khang thé nay.

Fig.11 1a biéu do thé hién diém sb danh gia su diéu tri chita bénh béng XAB4 trong md
hinh viém nfo tiy tv mién thuc nghiém (Experimental autoimmune

encephalomyelitis-EAE).

Fig.12 14 biéu d6 thé hién sy thay ddi trong lwong trong diéu tri chira bénh (%) clia cac

dong vat thuoc mo6 hinh EAE.

Fig.13 1a biéu @0 thé hién diém sb danh gia tich lity trong diéu tri chita bénh trong mo
hinh EAE.

Céc Fig.14 va Fig.15 1a cac bieéu do the hién su so sanh gifta di€m so di€u tri trude va

sau khi diéu tri trong mé hinh EAE.

Fig.16 1a biéu dd thé hién diém sd danh gia trong didu tri phong bénh bing XAB4
trong mo hinh EAE.

Fig.17 1a biéu d6 thé hién sy thay dbi trong luong trong diéu tri phong bénh (%) cta
cac dong vat thuc moé hinh EAE.

Fig.18 14 biéu d0 thé hién diém sb danh gia tich liy trong diéu tri phong bénh trong mb
hinh EAE.

Fig.19 14 biéu d6 thé hién diém sb danh gia tdi da trong didu tri phong bénh trong mb
hinh EAE.

Fig.20 14 biéu dd thé hién su khoi phat EAE trong mé hinh EAE.

Fig.21 1a biéu db thé hién tac dong ddi khang cia XAB4 1én su giai phong IL-6 trong

mo hinh té bao hinh sao cua nguoi.

Fig.22 1a biéu dd thé hién tac dong ddi khang ctia XAB4 1én su giai phong CXCL1

trong md hinh t€ bao hinh sao ctia nguoi.
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Fig.23 1a biéu dd thé hién tac dong ddi khang ctia XAB4 1én su giai phong IL-8 trong

mo hinh té bao hinh sao cia nguoi.

Fig.24 12 biéu dd thé hién tic dong ddi khang ciia XAB4 Ién su giai phong GM-CSF

trong mo hinh té bao hinh sao cia nguoi.

Fig.25 1a biéu db thé hién tac dong ddi khang ctia XAB4 1én su giai phong CCL2 trong

mo0 hinh té bao hinh sao cia nguoi.

MBO ta chi tiét sang ché

Céc dinh nghia

Dé sang ché c6 thé dugc hiéu d& dang hon, mot sd thuat ngft nhit dinh da duoc xac
dinh trude. Cac dinh nghia bd sung duoc néu ra trong toan bd phdn Mb ta chi tiét sang

r
A

cheé.

Thuét ngir “d4ap tng mién dich” ding @& chi hoat dong cua, vi du, céc té bao lympho,
té bao trinh dién khéng nguyén, té bao thuc bao, té bao bach ciu, va cac dai phan tr
hoa tan dugce tao ra béi cac té bao néu trén hodc duoc tao ra boi gan (bao gi“)m khang
thé, xytokin, va bd thé) din dén sy tam tén thuong chon loc, su pha hdy, hodc su loai
b6 khoi co thé ngudi sy xAm nhép cla céc tac nhan gy bénh, té bao hoic md bi nhiém
cac tac nhan gy bénh, cac t& bao ung thu, hoic, trong truong hop tu mién hoic viém

bénh 1y, 14 té bao hodc mé ctia ngudi binh thuong.

Thuét ngit “con dudng tai nap tin hiéu” hodc “hoat tinh truyén tin hiéu” ding dé chi
quan hé nhan quéa vé héa sinh thuong duge bét dau tir tuong tac protein-protein nhur su
gin két ciia yéu t6 ting trudng véi thu thé, dan dén su truyén tin higu tir mot phén cua
té bao dén cac phin khac cta t& bao. Nhin chung, su truyén tin hiéu nay bao gém su
phosphoryl héa dic hiéu mdt hodc nhiéu gbc tyrosin, serin, hoic threonin trén mot
hodc nhidu protein trong cac chudi ctia cic phan tng din dén su tai nap tin hiéu. Céc
qua trinh ap chét thuong bao gdm cac su kién dién ra trong nhan, din dén sy thay dbi

bicu hién gen.

“Khang thé” xuit hién trong tu nhién 1 glycoprotein gdm it nhit 1a hai chudi ning

(heavy-H) va hai chudi nhe (light-L) dwoc lién két voi nhau bang lién két disulfua.
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MB&i chudi ning dugc ciu tao tir ving bién dbi ciia chudi ning (dugc viét tit & day 1a
Vi) va ving ¢b dinh cta chudi ning. Ving c¢b dinh cia chudi ning dugc c4u tao tir ba
mién, CH1, CH2 va CH3. Mdi chudi nhe duoc cu tao tir viing bién dbi ciia chudi nhe
(duoc viét tit & day 1a V1) va ving c¢d dinh cta chudi nhe. Ving ¢d dinh cta chudi nhe
duogc cu tao tir mot mién, Cy. Vung Vy va Vi ¢6 thé duoc chia nho hon thanh céc
vung si€u bién, duoc goi la cac vung quyét dinh bd trg (CDR), nam xen k& vé&i cac
ving dugc bao ton hon, dugc goi lé ving sudn (FR). M&i Vi va Vi dugc cu tao tir ba
CDR va bbn FR dugc sip xép tir ddu amino t6i dau carboxy theo thir tu sau: FRI,
CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. Cac ving bién doi ciia chudi ning va chudi nhe
chira mién gin két ma tuong tac v6i khang nguyén. Cac ving cb dinh cia khang thé c6
thé trung gian cho su gén két cia globulin mién dich v6i cic md hodc cic yéu t cua
vat chu, bao gém nhiéu té bao khac nhau cta hé mién dich (vi du, té bao thuc hién) va

thanh phan ddu tién (C1q) ctia hé thdng b thé cd dién.

Céc thuat ngir “ving quyét dinh bd tro”, va “CDR”, nhu duoc sir dung & day ding dé
chi céc trinh tu axit amin trong ving bién dbi ciia khang thé ma quyét dinh tinh dic
hiéu khang nguyén va 4i lyc gin két. Nhin chung, c6 ba CDR trong mdi viing bién dbi
ctia chudi ning (HCDR1, HCDR2, HCDR3) va ba CDR trong mdi ving bién dbi cia
chudi nhe (LCDR1, LCDR2, LCDR3).

Cac ranh gidi trinh ty axit amin chinh x4c cia CDR cu thé c6 thé dugc xé4c dinh bing
cach sir dung so dd bit ky trong sb rt nhiéu nhimng so d6 da duge biét 18, bao gbm
nhitng so- dd dugc md ta boi Kabat et al. (1991), “Sequences of Proteins of
Immunological Interest,” Sth Ed. Public Health Service, National Institutes of Health,
Bethesda, MD (so dd danh sb “Kabat”), Al-Lazikani et al., (1997) JMB 273,927-948
(so dd danh sb “Chothia”). Vi dy, & cac dinh dang ¢ dién, theo Kabat, cac gbc axit
amin cia CDR trong mién bién ddi cua chudi ning (VH) dwgc danh sd 31-35
(HCDR1), 50-65 (HCDR2), va 95-102 (HCDR3); va cac gbc axit amin ctia CDR trong
mién bién ddi cua chudi nhe (VL) dugce danh s 24-34 (LCDR1), 50-56 (LCDR2), va
89-97 (LCDR3). Trong Chothia, axit amin cia CDR trong VH dugc danh sd 26-32
(HCDR1”), 52-56 (HCDR2’), va 95-102 (HCDR3); va gbc axit amin trong VL dugc
danh sb 26-32 (LCDR1”), 50-52 (LCDR2’), va 91-96 (LCDR3’). Bang cach két hop
cac dinh nghia CDR cua ca Kabat va Chothia, cac CDR nay bao gdm cac gdc axit
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amin 26-35 (HCDR1), 50-65 (HCDR2), va 95-102 (HCDR3) trong VH nguoi va gbe
axit amin 24-34 (LCDR1), 50-56 (LCDR?2), va 89-97 (LCDR3) trong VL nguoi.

Thuat ngit “phin gin két khang nguyén" ctia khang thé (hoic don gian 14 "phan khéng
nguyén"), nhu duoc st dung & ddy, dung dé chi toan bd chidu dai hodc mot hodc nhiéu
manh cia khang thé, nhw 12 protein, ma van gitt dugc kha ning gin két dic higu véi
khang nguyén (vi du, phin ctia IL-17A). Pa dugc chimg minh rang chic ning gin két
khang nguyén ciia khang thé c6 thé dugc thuc hién béi cac manh cla khang thé hoan
chinh ¢6 chiéu dai ddy da. Vi du v& cac manh gin két dugc bao gdm trong thuét ngit
“phan gin két khang nguyén" ciia khang thé nay bao gébm méanh Fab, manh don trj bao
gém mién Vi, Vg, C; va CH1; manh F(ab),, manh ludng tri g@)m hai manh Fab duoc
lién két boi ciu disulfua & ving ban 18; manh Fd bao gém mién Vi va CHI; manh Fv
bao gdm mién V; va Vi cia mot bén vai cia khang thé; manh dAb(Ward et al. 1989,
Nature 341:544-546), bao gdm mién Vy; va ving quyét dinh b tr¢ (CDR) dugc phan
1ap, hoic céac protein dung hop bit ky chira phan gin két khang nguyén nay.

Theo d6, thuat ngir “phdn gén két khang nguyén” da néu ciing c6 thé ding dé chi cac
phén tuong tmg véi khang thé theo sang ché ma c6 thé dugc bao gdm cac ving sudn
hoic cac khung khac nhu cac khang thé ciia lac da hogic cdc phén tir *khdng phai khang

thé’ nhu duge mo ta dudi day.

Ngoai ra, mic di hai mién manh cta Fv nay, Vi va Vg, dugc mi hoa bing céc gen
riéng biét, ching c6 thé dugc két hop lai, bing cich sir dung cac phuong phép tai td
hop, bang phén tir ndi tbng hop nhan tao cho phép chiing dugc tao nhu protein chudi
don trong do6 céc ving Vi va Vi ghép cip d tao ra cac phan tir don tri (dugc biét nhu
Fv chudi don (scFv); xem, vi du, Bird et al. 1988, Science 242:423-426; va Huston et
al. 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. 85:5879-5883). Cac khang thé chudi don nay ciing
duge du dinh dé duge bao gdm trong thuit ngir “phan gin két khang nguyén" cia
khang thé. Cac manh khang thé c6 dugc bang cach st dung cac k¥ thuat thong thuong
d3 biét boi nhitng ngudi c¢6 hiéu biét trung binh trong linh vire ndy, va cdc manh nay
duoc sang loc dé sir dung theo cac phurong thirc gidng nhu véi cac khang thé nguyén

ven.
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"Khang thé phén 14p dwoc", nhu dugc sir dung & ddy, ding dé chi khang thé gan nhu 13
khong chira cac khang thé khac ma c6 cac vi tri dic hiéu khéng nguyén khac (vi du,
khang th& phan 14p dwoc gin két dic hiéu véi IL-17A, nhu IL-17A ctia ngudi, gin nhu
1a khong chira cac khang thé gin két dic hidu véi cac khang nguyén khac ngoai IL-
17A). Khang thé phan 13p duoc gén két dac hiéu voi IL-17A, tuy nhién, cé thé 1a c6
phan ing chéo véi cac khang nguyén khéc, nhu cac phan tir IL-17A cua céc loai khéc,
hoac cac heterodime cta IL-17, nhu IL-17AF. Hon nita, khéng thé phéan lap dugc co

thé gan nhu 1a khong chira céc véat 1iéu hodc chat héa hoc khac cua té bao.

Thuat ngit "khang thé don dong" hoic "ché pham khang thé don dong” nhu dugc st
dung & day dung dé chi ché phim cac phan tir khang thé ciia hop phan phéan tir duy
nhit. Ché phdm khang thé don dong cho thdy tinh diic hiéu gin két don va i luc don

véi epitop cu thé.

Thuat ngir IL-17A ding @ chi IL-17A cia ngudi nhu duge x4c dinh trong SEQ ID
NO: 76 hoic SEQ ID NO: 78 trir khi ¢6 quy dinh khac. Thuét ngit IL-17F nay ding dé
chi IL-17F cta nguoi nhu dugc xac dinh trong SEQ ID NO: 77 trir khi ¢6 quy dinh
khac. IL-17AF 1 heterodime cta tiéu phin IL-17A va tiéu phén cta IL-17F, nhu s&
duge hidu béi ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vire nay. Céc protein tai td hop,

I3
r

duoc ky hi¢u béng tién tb (recombinant), tir cac loai khiac da dugc sir dung trong
cac thir nghiém duge mé ta dudi ddy. Vi du, IL-17A clia ngudi tai td hop dugc ky higu
1a rhulL-17. Nguoi c¢6 hiéu biét trong linh vure niy biét cach dé bidu hién céc protein
nay bing cach st dung cic nguyén liéu ban diu va cac quy trinh tiéu chudn nhu da biét
trong linh vuc nay. Tuy nhién, dé giup d& cho ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh
vuc nay, trir khi c6 quy dinh khac, céc trinh ty axit amin sau c6 thé dugc st dung:
(cyno) IL-17A cuda khi dudi dai, SEQ ID NO: 79; cynolL-17F, SEQ ID NO: 80;
(rhesus) IL-17A cta khi vang, SEQ ID NO: 81; (marmoset) IL-17A cta khi dudi séc,
SEQ ID NO: 82; (m) IL-17A cua chudt nhit, SEQ ID NO: 83; mIL-17F, SEQ ID NO:
84, (r) IL-17A cuia chudt, SEQ ID NO: 85; thu thé A IL-17 ctia ngudi (hulL-17RA),
SEQ ID NO: 86. Nhu duoc biét boi nguoi co hiéu biét trong linh vuc nay, cac trinh tu
duoc dé cdp & trén co thé bién dbi mot chut, co nghia la do ching dugc tao thanh tir

cac nhém quan the khac nhau. Vi dy, cac khang thé cong cu ciling dugc st dung, vi du,
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cho muc dich sang lgc. Céc khang thé nay la céc khang thé tiéu chuén va c6 thé dugc

tao ra mot cach d& dang boi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh virc nay.

Thuét ngit “epitop” ding d& chi quyét dinh protein c6 kha ning gin két ddc hidu voi
khang thé. Cac epitop thuong gdm céc nhém c6 bé mit hoat dong héa hoc clia cac
phén tir nhu axit amin hodc chudi bén chita phan tt dudng va thudng c6 cac dic tinh
cAu tric khong gian ba chiu dic hiéu, cling nhu cac dac tinh dién tich dic hi¢u. Cac
epitop bién ddi cdu dang va cac epitop khong bién ddi cdu dang dugc phan biét & chd
su gin két v6i epitop bién dbi cAu dang, khong phai voi epitop khong bién i cu

dang bi mét khi c¢6 mat cac dung méi bién tinh.

Thuét ngit “isotyp” ding dé chi 16p khang thé (vi du, IgM, IgE, IgG nhu IgG1 hodc
IgG4) ching dugc tao ra boi gen ma héa ving cb dinh ciia chudi ning. Isotyp cling
bao gdm cac ban cii bién clia mot trong s cac 16p khang thé nay, trong d6 cac cai
bién dugc tao ra dé bién ddi chirc ning cia Fe, vi du, ting cudng hoic lam gidm chirc

ning tac dong hodic gin két véi thu thé cia Fe.

Thuét ngit “khang thé ciia nguoi”, nhur dugce sir dung & day, duge du dinh dé bao gdm
céc khang thé c6 cac ving bién ddi trong d6 ca ving sudn va ving CDR ¢6 ngudn gde
tir c4c trinh tr gbc cua ngudi. Ngoai ra, néu khang thé chira ving c¢b dinh, ving ¢b
dinh nay cling co nguén géc tlr cac trinh tu clia nguoi nay, vi dy, céc trinh ty dong
mam cia ngudi, hodc cac ban dot bién cia trinh tu dong mam cia nguoi hodc khéng
thé chira trinh tu ving sudn lién tmg c6 ngudn gde tir su phén tich trinh tr viing sudn

cta ngudi, vi dy, nhu duge mé ta trong Knappik, et al. 2000, J Mol Biol 296:57-86).

Khang thé "dugc 1am gidng nhu cta ngudi" 1a khang thé gitt dwgc tinh phan ing cta
khang thé khong phai khang thé ciia ngudi trong khi it gdy ra dap tng mién dich &
ngudi. Diéu nay c6 thé dat dugc, vi du, bing cach giit ving CDR khong phai cua
ngudi va thay thé cac phin con lai ctia khang thé niy bing cac phan trong tng khac
ctia ngudi (c6 nghia 13, viing ¢b dinh ciing nhu cac phin ving sudn cla ving bién d6i).
Xem, vi du, tai liéu cua Morrison et al. 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851-
6855; tai liéu cua Morrison va Oi, 1988, Adv. Immunol., 44:65-92; tai liu cua
Verhoeyen et al. 1988, Science, 239:1534-1536; tai li€u cua Padlan 1991, Molec.
Immun., 28:489-498; va tai liéu cta Padlan 1994, Molec. Immun., 31:169-217. Céac vi
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du khéc cho quy trinh thiét k& 1am giéng nhu ctia ngudi bao gébm, nhung khong chi
gidi han &, cong ngh¢ Xoma dugc boc 19 trong US 5,766,886.

Khang thé ciia ngudi theo sang ché ¢ thé bao gdm cac gdc axit amin khong dwgc ma
hoéa béi cac trinh tu clia ngudi (vi du, céc dot bién dugc dua vao béng cach tao dot
bién ngﬁu nhién hodc giy dot bién diém dic hiéu in vitro hodc béng cach tao dot bién
soma in vivo). Tuy nhién, thuat ngir “khang thé ctia ngudi”, nhu duoc st dung & day,
khong duge du dinh dé bao gdm cac khang thé trong d6 céc trinh ty CDR c¢6 ngudn
gbc tir dong mam cuia cac loai dong vét c6 va khéac, nhu chudt nhit, dugc ghép vao cac

trinh ty viing sudn cua nguoi.

Thuét ngir “khang thé don dong ctia ngudi” ding dé chi khang thé biéu hién tinh dic
hiéu gén két duy nhit c6 cac ving bién dbi trong d6 ca ving sudon va ving CDR c6

nguon goc tir c4c trinh tu clia nguodi.

Thuét ngit “khéang thé tai td hop cta ngudi”, nhu duoc sir dung & dy, bao gbm tat ca
céc khang thé ctia nguoi duge diu ché, biéu hién, tao ra hodc duogc phan lap bing cac
phuong thirc tai t5 hop, nhu cac khang thé phan 1ap duoc tir dong vat (vi du, chudt
nhit) 1a dong vat chuyén gen hodc chuyén nhidm sic thé cho cac gen globulin mién
dich ctia ngudi hodic té bao lai duoc tao ra tir do, cac khang thé phén 1ap dugc tir té bao
chu dugc bién nap biéu hién khéng thé cua ngudi, vi duy, tir té bao chuyén nhiém, cac
khang thé phan 1ap dugc tir thu vién t& hop khang thé ciia ngudi, tai td hop, va khang
thé duoc diéu ché, biéu hién, tao ra hodc phéan l4p bing phuong thirc bt ky gdm ghép
ndi tit ca hoic mot phan trinh tu gen globulin mién dich véi cac trinh tw ADN khéc.
Céc khang thé tai t6 hop ctia ngudi ndy c6 ving bién ddi trong d6 ving suon va ving
CDR c¢6 ngudn gdc tir trinh ty globulin mién dich dong mim cua ngudi. Theo céc
phwong 4n cu thé, tuy nhién, cic khang thé tai t6 hop cta ngudi nay c6 thé 1a dbi
tugng cho k¥ thuat gdy dot bién in vitro (hodc, khi dong vat chuyén gen cho céc trinh
tur Ig cua ngudi dugc sir dung, giy dot bién soma in vivo) va vi thé cac trinh tyr axit
amin cta ving Vi va Vi clia cac khang thé tai t6 hop nay 1a céc trinh tu d6, trong khi
¢6 ngudn gde tir va lién quan t6i cac trinh tr Vi va Vi dong mam cia ngudi, c6 thé

khong ton tai cach ty nhién trong danh muc khéng thé dong mam ctia nguoi in vivo.
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Nhu duoc str dung & ddy, "isotyp” dung dé chi 16p khang thé (vi du, IgM, IgE, IgG,

nhu IgG1 hodc IgG4) ma duge tao ra béi gen clia viung ¢b dinh cta chudi ning.

Cum tir "khang thé nhén biét khang nguyén" va "khang thé dic hiéu khang nguyén"
duoc sir dung thay thé cho nhau trong ban mé ta cing véi thudt ngir “khang thé gin

két dac hi€u véi khang nguyén™.

Nhu dugc sir dung & déy, khang thé hodic phan gin két khang nguyén cia n6 "gin két
dac hiéu vé6i polypeptit IL-17A" duge du dinh ding dé chi khang thé hoic phan gin
két khang nguyén cua nd gin két voi polypeptit IL-17A cia ngudi ¢6 Kp bang 100nM
hodc nhé hon, 10nM hodc nh6 hon, 1nM hodc nhd hon, 100pM hodc nhé hon, hodc
10pM hoic nhoé hon. Khang thé "phan tng chéo véi khang nguyén khic khéng phai 1a
IL-17A" dugc du dinh ding @& chi khang thé gin két khang nguyén c6 Ky, bang 10nM
hodc nhd hon, 1nM ho#c nhd hon, hoac 100 pM hodc nhd hon. Khang thé "khong
phan tng chéo vdi khang nguyén cu thé" duge dy dinh ding dé chi khang thé gin két
v6i khang nguyén, ¢6 Kp bing 100 nM hodc 16n hon, hoic Kp bing 1uM hodc 16n
hon, hodc Kp bang 10uM hodc 16n hon. Theo phuong 4n cu thé, cac khang thé nay
khong phan tng chéo v&i khang nguyén boc 16 s gin két vé cin ban 1a khong phat

hién dugc véi céc protein nay trong céc thir nghiém gén két tiéu chuan.

Thuat ngit “Kssoc" hodc "K,", nhu duge st dung & day, duge du dinh dung dé chi tbc
d6 hinh thanh céac twong tac khang nguyén-khang thé cu thé, trong khi thuat ngir “Kg"
hodc "K; ", nhu duge st dung & day, dugc du dinh dung dé chi toc do phén ly cac
trong tac khang nguyén-khang thé cu thé.

Thuét ngt “Kp", nhu duoc sir dung & ddy, duge du dinh ding dé chi hing sd phén ly,
c6 dugc tir ty 1€ cua Ky so voi K, (tire 1a Ky/K,) va duge biéu hién 1a né)ng d6 mol (M).
Céc gia tri Kp ctia khang thé c6 thé duge xé4c dinh bing céach st dung cac phwong phép
duoc coéng bd cu thé trong linh vire nay. Phuong phap xac dinh Kp ctia khang thé 1a
béng cach st dung cdng hudng plasmon bé mat, hodc sir dung hé théng cam bién sinh
hoc nhu hé théng Biacore™, durgc biét rd boi ngudi ¢ hidu biét trung binh trong linh
vuc nay va dugc thuc hién, vi dy, nhu dugc md ta trong phén Vi du thuc hién sang

ché.
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Su trc ché gin két cua IL-17 v6i thu thé ciia n6 c6 thé kiém tra cach thich hop trong
nhiéu thtr nghiém khac nhau bao gom thir nghiém dugc mé ta sau ddy trong ban mo ta.
Thuat ngit “& ciing mirc d6" dung dé chi phéan tir tham chiéu va phan tir duong luong
biéu hién, trén co s& théng ké, hoat tinh e ché IL-17 vé& co ban 1a giéng hét nhau
trong mdt thir nghiém trong sd cac thir nghiém dwgc d& cip & ddy (xem phan Vi du
thuc hién sang ché). Vi dy, phén tir gén két IL-17 theo sang ché thuong 1a c6 mot nira
néng d6 te ché ti da (ICsp), dé trc ché IL-17 ctia ngudi 1én su san xuét IL-6 duge cam
ng boi IL-17 cta ngudi tir nguyén bao soi cia biéu bi ngudi, trong vong +/-10°, tire 13
dudi 10nM, téthon 139, 8, 7, 6, 5, 4, 3 hodc 2nM cua phén tir theo sang ché, tét hon 14
vé co ban 1a giéng nhu, ICsy ciia phan tr tham chiéu twong Ung khi dugce thir nghiém,
vi dy, nhu dugc mo ta trong phén Vi du thuc hién sang ché. Theo cach khéc, thir
nghiém da duogc st dung c6 thé 1a thu nghiém tc ché canh tranh coa sy gén két cuaa IL-

17 giira cac thy thé hoa tan dwgc ctia IL-17 va phan tir gin két IL-17 theo sang ché.

Nhu duoc str dung & day, thudt ngir “ai luc” ding dé chi do manh twong tic giita
khang thé va khang nguyén & cac vi tri trén khang nguyén duy nhat. Vi mbi vi tri trén
khang nguyén, ving bién ddi ctia “canh tay” khang thé trong tac qua cac luc tuong tac
khéng phai lién két cong hoa tri yéu véi khang nguyén nay & nhiéu vi tri; twong tac
cang nhiéu, i luc cang manh. Nhu duge st dung & ddy, thuat ngir “4i luyc cao" cla
khéng thé IgG hodc manh ctia n6 (vi du, manh Fab) ding dé chi khang thé c6 Kp bang
10*M hozc nhé hon, 10°M hozc nhé hon, hozc 10"°M, hodc 10""'M hogc nhé hon,
hodc 107?M hogc nhé hon, hodc 10"°M hodc nhé hon voi khang nguyén dich. Tuy
nhién, gin két 4i luc cao co6 thé c6 thé khac nhau 10 1in so véi cac isotyp khang thé
khac. Vi du, gén két 4i luc cao cia isotyp IgM ding dé chi khang thé c6 Kp bang 107
"M hoic nho hon, hodic 1M hodc nho hon.

Nhu duoc st dung & day, thuat ngit “ai tinh” ding dé chi dai hrong cung cp thong tin
v& d bén hodic d6 manh toan thé ciia phirc khang nguyén-khang thé. N6 dugc kiém
so4t boi ba yéu td chinh: i luc véi epitop cta khang thé; héa trj ciia ca khang nguyén
va khang thé; va su sip xép vé ciu triic ctia cic phin tuong tac. Sau cung 13 cac yéu tb
ndy xac dinh tinh dac hi¢u cia khang thé, d6 13, c¢6 nhiéu kha niang khang thé cu thé

gén két v6i epitop chinh xé4c ctia khang nguyén.
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Nhu duge st dung & ddy, khang thé hodc phan gin két khang nguyén cia n6 e ché
IL-17A gin két v6i IL-17R duoc du dinh dung dé chi khang thé hoic phan gan két
khéng nguyén ciia n6 tc ché IL-17A gén két véi IL-17R c6 ICso bing 10nM hodc nhé
hon, t6t hon 1a ¢6 ICsp bang 1nM hogc nhé hon, tdt hon nita 1a c6 I1Cso bang 100pM,
hodc nhé hon, khi dugc do bang thir nghiém gén két canh tranh in vitro. Thir nghiém

nay dugc mo ta chi tiét hon trong phén vi du thuc hién sang ché dudi day.

Nhu duge st dung & ddy, thuat ngit “chat di khang IL-17A” hodc “phan tir khoa IL-
17A” dugc du dinh ding dé chi khang thé hodc phan gén két khéng nguyén cua no ¢
ché hoat dong truyén tin hidu dwoc cam tng bdi IL-17A qua IL-17R va do dé, lam
gidm hogc vo hiéu hoa hoat tinh ciia IL-17A. Diéu nay c6 thé duoc thé hién trong thir
nghiém trén té bao ctia ngudi nhu thir nghiém san xuét IL-16 hodc GRO-alpha phu
“thudc vao IL-17A trong té bao cta ngudi. Thir nghiém nay dwgc mo ta chi tiét hon
trong phan Vi dy thuc hién sang ché dudi day. Theo mot sb phuong 4n, khang thé hoac
phan gin két khang nguyén cua né theo sang ché trc ché su san xuét IL-16 hodc GRO-
alpha phu thudc vao IL-17A nhu dwoc do trong thir nghiém té bao ctia ngudi & in vitro
co ICso béng 10nM hodc nho hon, 1nM hodc nho hon, hodc 100pM hoac nhé hon. Thir
nghiém nay dugc mo ta chi tiét hon trong phén Vi du thuc hién séang ché duai day.
Theo mét sb phuong an khang thé hodc phin gén két khang nguyén cua no theo sang
ché wc ché khang nguyén gy chung viém khdp trong céc thtr nghiém in vivo & chudt
nhét va chudt. Céc thir nghiém nay dugc mé ta chi tiét hon trong phén Vi du thuc hién

sang ché dudi day.

Nhu duoc st dung & day, thudt nglt “ADCC” hodc hoat tinh “gdy doc té bao phu thude
khang thé” diing dé chi hoat tinh l1am suy kiét té bao. Hoat tinh ADCC c6 thé dugc do
bang thir nghiém ADCC tiéu chudn, dugc biét r5 boi nguoi ¢6 hiéu biét trung binh

trong linh vuc nay.

Nhu d}rqc st dung & day, thuat nglt “tinh chon loc” ctia khang thé hoac phén gén két
khang nguyén ctia n6 theo sang ché ding dé chi khang thé hodc phan gin két khang
nguyén ctia né gin két véi polypeptit dich cu thé, nhung khong gin két véi cac

polypeptit gan gidng vai polypeptit dich. Cum tir “khang thé nhan biét khang nguyén”
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va “khang thé ddc hiéu voi khang nguyén” duge sir dung thay thé cho nhau trong ban

mé ta v6i thuat ngir “khang thé gin két dic hiéu v6i khang nguyén”.

Thuit ngit “axit nucleic” hodc “polynucleotit” ding dé chi axit deoxyribonucleic
(ADN) hodc axit ribonucleic (ARN) va céc polyme ctia né & dang s¢i don hoac sgi
kép. Trur khi bi gidi han cach cu thé, thuat ngit nay bao gém cac axit nucleic chira cac
phén tir trong tw da biét ctia cac nucleotit ty nhién ma ¢ cac dic tinh gin két gidng
v6i axit nucleic tham chiéu va dugc chuyén hoa theo phuong thiic gidng véi phuong
thire cta cac nucleotit xudt hién trong ty nhién. (Xem, bang sang ché My sb 8,278,036
cua tac gia Kariko et al., sang ché boc 16 phan tir mARN véi uridin bi thay thé bing
uridin gia, cac phuong phap tdng hop céc phan tir mARN nay, va phuong phép véan
chuyén cac protein diéu tri bénh in vivo.) Phuwong phap dong g6i mARN c6 thé duoc
sir dung, vi dy, cac phuong phap duoc boc 16 trong bing sing ché My sb 8,278,036
cua tac gia Kariko et al; va don sang ché s6 cong bd W0O2013/090186A1, cua tac gia
Moderna. Trir khi c6 quy dinh khac, trinh tur axit nucleic cu thé ciing hién nhién 13 bao
gdm cac bién thé cia n6 duoc bién ddi theo phuong thirc bao toan (vi du, cac su thay
thé condon thodi hoa), cac alen, cac gen tuong dé)ng, cac SNP, va céc trinh tu bd sung
cling nhu trinh ty dugc dé cap cu thé. Cu thé 13, cac thay thé codon thoai hoa c6 thé dat
duoc béng cach tao ra céc trinh tu trong d6 vi tri thir ba cia mgt hodc nhiéu (hodc tAt
c4) codon dugc chon bi thay thé bing cac gdc bazo va/hoic cac gbe deoxyinosin da
duogc tron (Batzer et al., Nucleic Acid Res. 19:5081 (1991); Ohtsuka et al., J. Biol.
Chem. 260:2605-2608 (1985); va Rossolini et al., Mol. Cell. Probes 8:91-98 (1994)).

Nhu duge st dung & day, thuat ngit “d6i tuong" bao g6m dong vat bét ky 1a nguoi
hodc dong vat khong phdi 1a ngudi. Thudt ngit “dong vat khong phai 1a ngudi " bao
gdm tit ca dong vat c6 xwong song, vi du, dong vat c6 vii va dong vat khong phai dong
vét c6 vii, nhu ddng vat linh trudng khong phai 1a ngudi, clru, chd, meo, ngua, bo, ga,
ludng cu, bo sat, v.v. Nhu dugc st dung & diy, céc thuit nglt “cyno” hodc
“cynomolgus” ding dé chi khi dudi dai (Macaca fascicularis). Nhu duoc st dung &
day, cac thuat ngit “rhesus” hodc “rhesus macaque” ding dé chi khi vang (Macaca

mulatta). Nhu duoc sir dung & ddy, thuat ngir “marmoset” ding dé chi khi dubi séc.
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Nhu dugce str dung & day, thudt ngit “diéu tri" hodc "su diéu tri" cua bénh hoic rdi loan
bét ky (c6 nghia 13, ching viém khép dang thip) ding dé chi theo mot phuong 4n, dé
cai thién bénh hoic rbi loan (c6 nghia 13, lam chdm ho#c kim ham hodc 1am gidm su
phét trién cta bénh hoic it nhit 1a cia mot trong sd céc triéu ching 14m sang cia
bénh). Theo phwong 4n khac "diéu tri" hodic "su diéu tri” ding dé chi lam giam dau
hodc cai thién it nhat mot tham sb vat ly bao gém cac tham sb co thé khong dugc nhan
théy bdi bénh nhan. Ciing theo phuong 4n khéc, "diu tri" hodc "su diéu tri” dung dé
chi sy didu bién bénh hoic rdi loan nay, c6 thé vé mit vat ly, (vi dy, lam dn dinh triéu
ching ¢6 thé nhan théy), hodc v& mit sinh ly, (vi dy, lam dn dinh cac tham sb vat ly),
hodc ca hai. Phuong phéap danh gia su diéu tri va/hodc phong ngira bénh dugc biét phd

bién trong linh vuc nay, trir khi duge mo ta cu thé & day.

Nhu duge st dung & day, “su chon loc” va “duge chon loc” trong su tham chiéu dén
bénh nhan dugc dung dé chi bénh nhan cuy thé, dic biét duge chon tir nhém bénh nhan
16n hon do bénh nhan cu thé nay c6 ddu hiéu bénh dugc xac dinh truée. Tuong tu,
“didu tri cho bénh nhéan cach c6 chon loc” dung dé chi viéc cung cip su diéu tri cho
bénh nhan dic biét dugc chon tir nhém bé&nh nhan 16n hon do bénh nhéan cu thé nay co
d4u hiéu bénh dugc xé4c dinh truéc. Tuong tu, “ding c6 chon loc” ding dé chi viéc
dung thudc cho bénh nhan dic biét duoc chon tir nhém bénh nhan 16n hon do bénh

nhan cu thé ndy c6 dau hi€éu bénh dugc xéc dinh trude.

Nhu duogc st dung & day, thuat ngir "t6i wu hoa" dung dé chi trinh tu nucleotit dugc
bién dbi dé ma hoa trinh tu axit amin bing cach st dung cac codon duge wu tién hon
trong té bao hodc sinh vat san xuét, thuong 1a té bao nhan thyuc, vi du, té bao cua
Pichia, t& bao cta Trichoderma, té bao trimg ctia chudt hamster Trung Qubc (CHO)
hoic té bao ctia nguoi. Trinh ty nucleotit duge t61 wu hoa nay dugc thiét ké dé gitr toan
b0 hodc nhiéu nhét c6 thé trinh tu axit amin ban dau duge ma hoa béi trinh tu nucleotit
khoi dau, trinh tu nay ciling dugc biét dén nhu trinh tu "géc ban du". Cac trinh tu
duoc t6i vru hoa trong ban mé ta duoc thiét ké dé co cac codon dugc wu tién trong cac
té bao dong vat c6 vu CHO, tuy nhién su biéu hién dugc tbi vu héa cia cac trinh tu
nay trong cac té bao nhan thuc khéc ciing duoc bao gdm trong sang ché. Céc trinh tur
axit amin dugc ma héa bdi cac trinh tu nucleotit dugc t8i wu héa cling dugc dung dé

chi 1a da duoc toi uu hoa.
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Nhu duge sir dung & ddy, phan traim d twong ddng gitra hai trinh ty 13 ham sd cta s
lwong céc vi tri gidng nhau chung giita céc trinh tw nay (c6 nghia 13, % d9 twong dong
= # cua cac vi tri gibng nhau/tdng sb # ciia cac vi tri x 100), chu y dén sé luong
khoéang cach giita hai trinh ty, va chiéu dai cia mdi khoang cach, didu nay can thiét dé
duge dua vao dé so sanh tot nhit hai trinh ty nay. Su so sanh céc trinh ty va xac dinh
phén trim ddng nhit giira hai trinh tu c6 thé dugc thuc hién bing cach sir dung thuét

todn toan hoc, nhu dugc mo ta dudi day.

Phén tram déng nhét gitta hai trinh tu axit amin cé dugc xac dinh béng cach st dung
thujt toan cta E. Meyers va W. Miller 1988, Comput. Appl. Biosci., 4:11-17, dugc két
hop thanh chuong trinh ALIGN (ban 2.0), st dung bang trong luong cic gbc axit amin
PAM120, gi4 tri trir di cho mdi khoang cach trinh tw 13 12 va lugng trir di cho mdi
khoang cach trinh tr 1a 4. Ngoai ra, phan trim ddng nhét gitta hai trinh ty axit amin ¢
thé dugc xac dinh béng cach sir dung thuat todn ciia Needleman va Wunsch 1970, J.
Mol, Biol. 48:444-453 dwoc két hop thanh chuong trinh GAP trong g6i phdn mém
GCG (c6 trén trang http://www.gcg.com), c6 thé sir dung ma tran Blossom 62 hoic ma
tran PAM250, va trong lugng khodng cach trinh tu 1a 16, 14, 12, 10, 8, 6, hoac 4 va
trong lugng 40 dai 1, 2, 3, 4, 5, hodc 6.

Phén trim dbng nhit giita hai trinh tu nucleotit ciing c6 thé dugc xac dinh bang cach
sir dung, vi duy, cac thudt toan nhu chuong trinh BLASTN cho céc trinh tu axit nucleic
sir dung céc gia tri mic dinh d6 dai cta tir (W) bang 11, gia tri mong doi (E) bang 10,

M=5, N=4, va su so sanh ca hai soi.

non n n

Céac thuat ngtt "chan ngang", "bi chdn ngang", "viéc chin ngang" dugc st dung thay
thé 13n nhau trong ban mé ta ding dé chi kha ning cta khang thé hodc chit gin két
khac dé ngan can sy gin két cua khang thé hoic chét gin két khac véi IL-17A trong

thir nghiém gén két canh tranh tiéu chuén.

Kha ning hodc pham vi ma khang thé hoic chét gin két khac, nhu phan gin két khang
nguyén cua khang thé, c6 kha nang giy can trd su gin két cia khang thé hoic phén tir
gin két khac v6i IL-17A, va do d6 néu n6 c6 thé dugc dé cap dé chin ngang theo sang
ché, c6 thé dugc xac dinh béng cach st dung thir nghiém gén két canh tranh tiéu

chuin. Mot thtr nghiém thich hop bao gdm viéce sir dung cong nghé Biacore™ (vi du,
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bang cach st dung thiét bi Biacore™ 3000 (Biacore™, Uppsala, Sweden)), cong nghé
ndy ¢6 thé do pham vi cia cic twong tac bing cach sir dung céng nghé cong huéng
plasmon b& mit. Thir nghiém khac dé viéc chin ngang sir dung phuong phép dua trén
k§ thuat ELISA. Chi tiét hon vé cac phuong phap nay dugc dua ra & trong phan Vi du

thuc hién séng che.

Vi duy, céc khang thé dugc minh hoa & ddy (c6 nghia 1a XAB1, XAB2, XAB3, XAB4
va XABS5) va phin gin két khang nguyén ciia ching, tit ca s& “chin ngang” mot khang
thé khac hoic protein khac chira phin gin két khang nguyén cia ching. T4t ca cac
khang thé nay huéng dén cing mot epitoptrén IL-17A. Cac khang thé chin ngang

khéng thé khéc s& dugc du doan 1a gin két véi epitop gidng hoic epitop trong tu.

Theo sang ché, khang thé hodc chét gin két chan ngang khéc, nhur phan gén két khang
nguyén cia khang thé, theo sang ché s& gin két voi IL-17A trong thir nghiém chin
ngang Biacore™ da dugc mb ta sao cho su gin két dugc ghi lai ctia t hop (hén hop)
khang thé hozic chit gin két 1a nim trong khoang 80% dén 0,1% (vi du, 80% dén 4%)
cua su gin két t6i da theo 1y thuyét, cu thé 1a ndm trong khoang 75% dén 0,1% (vi du,
75% dén 4%) cua su gin két tdi da theo ly thuyét va cu thé hon 12 ndm trong khoang
70% dén 0,1% (vi du, 70% dén 4%), va cu thé hon 1a nim trong khoang 65% dén
0,1% (vi du 65% dén 4%) cta su gén két t6i da theo ly thuyét (nhu dugc xac dinh &
trén) cia td hop hai khang thé hodc chét gin két.

Khang thé duge xac dinh 1a chin ngang trong thir nghiém ELISA nhu dugc md ta
trong phan Vi du thuc hién sang ché, néu khang thé khang-IL-17A & pha dung dich c6
kha ning gy ra su giam trong khoang 60% dén 100%, cu thé 1a nim trong khoang
70% va 100%, va cu thé hon 13 nim trong khoang 80% va 100%, ciia tin hiéu phat
hién IL-17A (c6 nghia 1a lugng IL-17A da dugc gin bdi khang thé dugc bao phi) nhu
dugc so sanh véi tin hiéu phat hién IL-17A c6 duge khi khong c6 khang thé khang-IL-
17A & pha dung dich (c6 nghia 1a giéng ddi ching duong).

Mot phén sang ché dugc dya trén, su tim ra cac phén tir khang thé gén két dac hiéu véi
homodime IL-17A va heterodime IL-17AF, nhung khong gin két dic hidu voi
homodime IL-17F. Sang ché dé cip dén ca cac khing thé c6 dinh dang toan bo IgG

ciing nhu phén gén két khang nguyén ciia né, sau ddy s& duge mé ta chi tiét hon.
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Theo d6, sang ché dé xuét khang thé ciing nhu phan gin két khang nguyén clia nd véi
kha nang gin két gidng nhau cach dang ngac nhién & mot sb loai, nhu duge chon tir
mdt hodc nhiéu khi duoi dai, khi duéi vang, khi dudi séc, chudt, chudt nhét hoic
ngudi, cling nhu duge phdm, phuong phap san xuat, va phwong phéap sir dung khang

thé va ché phim nay.

Khang thé tai tb hop

Céc khang thé theo sang ché bao gém khang thé tai td hop cia ngudi XABI1 va cac
bién thé khang thé XAB2, XAB3, XAB4 va XABS5, dugc bién dbi, phan lap va duoc
x4c dinh d3c tinh v& cAu tric bdi cc trinh tu axit amin cda toan bd chidu dai chudi

ning va chudi nhe cla cac khang thé nay nhu dugce mé ta trong bang 1 sau.

Bang 1. Trinh tu axit amin cta toan bo chiéu dai ctia chudi ning va toan bo chiéu dai

chudi nhe cia XAB1, XAB2, XAB3, XAB4 va XABS.

Khang thé Trinh tu axit amin cda toan by | Trinh tu axit amin cia toan bd
chidu dai chudi ning chidu dai chudi nhe
XABI SEQ ID NO: 14 SEQ ID NO: 15
XAB2 SEQ ID NO: 14 SEQ ID NO: 26
XAB3 SEQ ID NO: 14 SEQ ID NO: 36
XAB4 SEQ ID NO: 14 SEQ ID NO: 44
XABS SEQ ID NO: 14 SEQ ID NO: 54
DONG NHAT 100% 97%
TRINH TU

Céc ving bién dbi, cac trinh tyr axit amin ctia Vg va Vp tuong Gmg ciia cac khang thé
XAB1, XAB2, XAB3, XAB4 va XAB5 da duoc phén lap theo sang ché dugc biéu
dién trong bang 2 duéi day.

Bang 2. Trinh tu axit amin ctia ving bién doi cia chuoi nang va vung bién doi cia

chudi nhe ctia XAB1, XAB2, XAB3, XAB4 va XABS.

Khang thé Trinh tu axit amin ca ving Trinh ty axit amin cua vung

bién doi cia chuoi ning bién doi cia chuodi nhe
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XABI SEQ ID NO: 12 SEQ ID NO: 13

XAB2 SEQ ID NO: 12 SEQ ID NO: 25

XAB3 SEQ ID NO: 12 SEQ ID NO: 35

XAB4 SEQ ID NO: 12 SEQ ID NO: 43

XABS5 SEQ ID NO: 12 SEQ ID NO: 53
DONG NHAT 100% 94%
TRINH TU

Céc khang thé khac theo sang ché bao gdm céc khang thé ¢ céac axit amin bj dot bién
b%mg cach x06a, chén thém hoic thay thé axit amin, ma c6 it nhat 1a 70%, 75%, 80%,
85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 98%, 99% hoic 100% do twong dong
v6i cac khang thé duge md ta & trén, cu thé 1a trong cac ving CDR dugc md ta trong
trinh tu dugc md ta & trén. Theo mot sb phuong an, khang thé theo sang ché 12 bién thé
dot bién cia khéng thé bat ky trong ) XAB1, XAB2, XAB3, XAB4 va XABS, trong
d6 khang thé bién thé dot bién nay bao gdm céc trinh ty axit amin dot bién trong d6
khong nhiu hon 1, 2, 3, 4 hoic 5 axit amin bi d6t bién bﬁng cach x0a, thém hoic thay
thé axit amin trong cac vimg CDR khi so sanh vé6i cic ving CDR dwoc md ta trong

trinh tu dugc mo ta & trén.

Céc trinh ty mi héa nucleotit ctia toan bd chidu dai chudi ning va chudi nhe cla

XABI1, XAB2, XAB3, XAB4 va XAB5 duoc thé hién trong bang 3 sau.

Bang 3. Trinh tu m4 hoa ADN ciia toan bd chiéu dai chudi ning va chudi nhe.

Khang thé Trinh ty ma hoa ADN cua toan | Trinh tu ma héa ADN cia toan
b6 chiéu dai chudi ning bd chiéu dai chudi nhe
XABI SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19
SEQ ID NO: 31,
SEQ ID NO: 51
XAB2 SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 28,
SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 32
SEQ ID NO: 51
XAB3 SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 38,
SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 40
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SEQ ID NO: 51
XAB4 SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 46,
SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 48,
SEQ ID NO: 51 SEQ ID NO: 52
XABS SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 56,
SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 58
SEQ ID NO: 51

Trinh tu m4 héa nucleotit viing bién ddi ciia chudi ning va ctia chudi nhe ctia XABI,

XAB2, XAB3, XAB4 va XABS5 duoc thé hién trong bang 4 sau.

Bang 4. Trinh ty ma héa ADN ciia trinh tur axit amin ctia viing bién d6i ctia chudi ning

va vung bieén doi cua chuoi nhe.

Khang thé Trinh tr ma hoéa ADN trén Trinh ty ma3 héa ADN trén
ving bién d6i chudi ning ving bién ddi chudi nhe

XAB1 SEQ ID NO: 16, SEQID NO: 17
SEQ ID NO: 29,
SEQ ID NO: 49

XAB2 SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 27,
SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30
SEQ ID NO: 49

XAB3 SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 37,
SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 39
SEQ ID NO: 49

XAB4 SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 45,
SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 47,
SEQ ID NO: 49 SEQ ID NO: 50

XAB5 SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 55,
SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 57
SEQ ID NO: 49
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Céc axit nucleic khac ma hoa khang thé theo sang ché bao gdm cac axit nucleic bi dot
bién bing cich x6a, thém hodc thay thé nucleotit, ma c6 it nhit 1a 60, 70, 80, 90, 95
hodic 100% twong ddng véi cac ving ma héa CDR twong ng dwgc md ta trong trinh

tu dugc mo td & trén hodc trong bang 5 hodc Bang 6 sau.

Theo mdt sb phwong 4n, bao gdm céc axit nucleic bién thé trong d6 khong nhiéu hon
1, 2, 3, 4 hodc 5 nucleotit bi thay dbi béng cach x6a, thém hoic thay thé nucleotit trong
cac vung ma hoa CDR v6i cac ving ma héa CDR dugc mo ta trong trinh ty duge mo

ta & trén hodc trong bang 5 hodc Bang 6 sau.

Véi cac khang thé gén két voi cung mot epitop, trinh tu cia Vy, Vi, toan bo chiéu dai
chudi nhe, va toan bd chiéu dai chudi ning (trinh ty nucleotit va trinh tw axit amin)
"tron va ghép ndi" dé tao cac phan tir gin két khang-IL-17A khéc theo sang ché. Su
gfn két IL-17A cua cac khang thé "tron va ghép ndi" nay c6 thé duoc thir nghiém bing
cach sir dung céc thir nghiém gén két duoc moé ta & trén hoidc cac thir nghiém gin két
théng thuong khéc (vi du, cac thir nghiém ELISA). Khi c4c chudi nay dugc tron va
ghép ndi, trinh ty Vy tir cdp Vg/VL cu thé nén duoc thay thé bﬁng trinh tg Vg tuong tu
vé céu truc. Ciing nhu vay véi trinh tu toan bd chiéu dai chudi ning tir cip toan bd
chidu dai cta chudi ning / toan b chiéu dai cia chudi nhe nén duoc thay thé bing
trinh tu toan bo chiéu dai chudi ning tuong tu vé chu trac. Ciing nhu vay, trinh tu Vi
tr cap Vy/VL cu thé nén dugc thay thé b.%mg trinh ty Vi tuong tu vé cAu trac. Ciing
nhu vay véi trinh tu toan bd chiéu dai chudi nhe tir cap toan bo chiéu dai chudi
ning/toan bd chiu dai chudi nhe nén dugc thay thé béi trinh tu toan bo chidu dai
chudi nhe twong tu vé cAu trac. Theo do, theo mot khia canh, sang ché dé xuét khang
thé tai t6 hop dugc phan 1ap hodic phin gin két khang nguyén cta n6 ma c6: ving bién
d6i cna chudi ning chtra trinh ty axit amin dugce chon tir nhém bao gém SEQ ID NO:
12 va vung bién ddi cia chudi nhe chira trinh ty axit amin dugc chon tir nhém bao
gff)m SEQ ID NO: 13, 25, 35, 43 va 53; trong d6 vung chudi ning va chudi nhe d3 néu

duogc chon loc sao cho khang thé nay gin két dic hiéu vai IL-17A.

Céac vi du v& trinh tu axit amin cua cac CDRI1 cua Vg (cling dugce goi 1a HCDR1 hodc
HCDR1’ phu thudc vao dinh nghia CDR dugc str dung), cdc CDR2 cua Vy (cling duoc
goi 1a HCDR2 hodc HCDR2’ phu thudc vao dinh nghia CDR dugc st dung), céac
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CDR3 cua Vg (ciing duge goi 14 HCDR3 hoac HCDR3’ phu thudc vao dinh nghia
CDR dugc st dung), cac CDRI1 cta Vi (ciing dugc goi 1a LCDR1 hodc LCDR1’ phu
thudc vao dinh nghia CDR duogc st dung), cic CDR2 cua V (cling dugc goi 1a
LCDR2 hozc LCDR2’ phu thudc vao dinh nghia CDR dugc st dung), cdc CDR3 cua
VL (cling dugc goi 1a HCDR3 hodc HCDR3’ phu thudc vao dinh nghia CDR dugc su
dung) cua mot sb khang thé va phan gin két khang nguyén ciia chung theo sang ché

dugce thé hién trong bang 5 va Bang 6.

Trong Bang 5, cac ving CDR ciia khang thé theo sang ché dugc mo ta sir dung hé
théng Kabat (Kabat, E. A., et al. 1991, Sequence of Proteins of Immunological
Interest, Fifth Edition, U.S. Department of Health and Human Services, NIH
Publication No. 91-3242, see also Zhao&Lu 2009, Molecular Immunology 47:694-
700)

Dé d& dang hon cho viéc doc, khi cac ving CDR dugc mé ta theo dinh nghia Kabat,
ching duogc goi nhu sau lan lwot 13 HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDR1, LCDR2,
LCDR3.

Bang 5. Vung CDR cta XAB1, XAB2, XAB3, XAB4 va XABS5 theo dinh nghia
Kabat.

Khéng thé gbc | HCDR1 | HCDR2 | HCDR3 | LCDR1 | LCDR2 | LCDR3
XABI SEQID | SEQID | SEQID | SEQID | SEQID | SEQID
NO:7 | NO:8 | NO:3 | NO:9 | NO:10 | NO:11

XAB2 SEQID | SEQID | SEQID | SEQID | SEQID | SEQID
NO: 7 NO: 8 NO: 3 NO:22 | NO:23 NO: 24

XAB3 SEQID | SEQID | SEQID | SEQID | SEQID | SEQID
NO:7 | NO:8 | NO:3 | NO:34 | NO:23 | NO:11

XAB4 SEQID | SEQID | SEQID | SEQID | SEQID | SEQID
NO: 7 NO: 8 NO: 3 NO:42 | NO:23 NO: 11

XABS5 SEQID | SEQID | SEQID | SEQID | SEQID | SEQID
NO: 7 NO: 8 NO: 3 NO:42 | NO:10 NO: 11

LIENUNG | SEQID | SEQID | SEQID | SEQID | SEQID | SEQID
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NO: 7 NO: 8 NO: 3 NO:73 | NO:74 | NO:75
DONG 100% 100% 100% 64 % 86% 89%
NHAT
TRINH TU

Céc trinh tu lién tmg SEQ ID NO: 73, SEQ ID NO: 74 va SEQ ID NO: 75 chira mdt s6
axit amin bién ddi, dugc chi dinh 13 X. Duya trén sy so sanh trinh tu cia cdc trinh tu
XAB2 dén XABS, bdn axit amin bién d6i trong SEQ ID NO: 73 ¢6 thé thuan loi duoc
lga chon theo cac phuong an sau: Axit amin bién dbi ddu tién (X1) c6 thé duge chon
tir nhom bao gdm Gly (G) va Val (V); axit amin bién dbi thtr hai (X2) c6 thé dugc
chon tir nhém bao gébm Tyr (Y), Asn (N) va Ile (I); axit amin bién dbi thir ba (X3) ¢6
thé duoc chon tir nhém bao gébm Trp (W) va Ser (S); and axit amin bién ddi thir tu
(X4) c6 thé dugc chon tir nhém bao gdbm Glu (E) va Ala (A). SEQ ID NO: 9 ¢6 dong
nhét trinh tr 12 91% so v6i SEQ ID NO: 22 va sy dong nhit trinh ty 12 73% so véi
SEQ ID NO: 34 va SEQ ID NO: 42. SEQ ID NO: 22 ¢6 su dong nhét trinh tur 12 64%
so v6i SEQ ID NO: 34 va SEQ ID NO: 42. SEQ ID NO: 34 ¢6 sy ddng nhit trinh tu 13
91% so v6i SEQ ID NO: 42.

Tuong tu, mdt axit amin bién d6i trong SEQ ID NO: 74 ¢6 thé thuan lgi duoc lua chon
theo phuong an sau: X1 c6 thé duge chon tir nhém bao gdm Asn (N) va Gln (Q). SEQ
ID NO: 10 c6 su dong nhét trinh tur 13 86% so v6i SEQ ID NO: 23.

Mot axit amin bién ddi trong SEQ ID NO: 75 c¢6 thé thuén lgi duoc lya chon theo
phuong an sau: X1 c6 thé dugc chon tir nhom bao gébm Asn (N) va Asp (D). SEQ ID
NO: 11 ¢6 sy ddng nhét trinh tu 12 89% so véi SEQ ID NO: 24.

Trong Bang 6, cac ving CDR ctia mdt s6 khang thé theo sang ché duoc mé ta st dung
hé thdng Chothia, Al-Lazikani et al. 1997, J. Mol. Biol. 273:927-948. Dé d& dang hon
cho viéc doc, khi cidc ving CDR dugc mo ta theo dinh nghia Chothia, chung dugc goi
bang cac tén sau lan lugt 1a HCDRI1’, HCDR2’, HCDR3’, LCDR1’, LCDR2’,
LCDR3".
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Bang 6. Vung CDR ctia XAB1, XAB2, XAB3, XAB4 va XABS5 theo dinh nghia
Chothia.

Khang thé | HCDR1’ | HCDR2’ | HCDR3’ | LCDR1’ | LCDR2’ | LCDR3’

goc

XAB1 SEQID | SEQID | SEQID | SEQID | SEQID | SEQID
NO: 1 NO: 2 NO: 3 NO: 4 NO: 5 NO: 6

XAB2 SEQID | SEQID | SEQID | SEQID | SEQID | SEQID
NO: 1 NO: 2 NO: 3 NO: 20 NO: 5 NO: 21

XAB3 SEQID | SEQID | SEQID | SEQID | SEQID | SEQID
NO:1 | NO:2 | NO:3 | NO:33 | NO:5 | NO:6

XAB4 SEQID | SEQID | SEQID | SEQID | SEQID | SEQID
NO:1 | NO:2 | NO:3 | NO:41 | NO:5 | NO:6

XABS5 SEQID | SEQID | SEQID | SEQID | SEQID | SEQID
NO: 1 NO: 2 NO: 3 NO: 41 NO: 5 NO: 6

LIENUNG | SEQID | SEQID | SEQID | SEQID | SEQID | SEQID
NO: 1 NO: 2 NO: 3 NO: 71 NO: 5 NO: 72

SU DONG 100% 100% 100% 43% 100% 83%

NHAT
TRINH TU

Céc trinh ty lién tmg SEQ ID NO: 71 va SEQ ID NO: 72 chita mdt sb axit amin bién
ddi, duoc goi 1a X. Dya vao su bat cdp trinh ty cla trinh tu cho XAB2 t61 XABS, c6
bbn axit amin bién dbi trong SEQ ID NO: 71 c6 thé thuan loi dugc lya chon theo cac
phuong 4n sau: axit amin bién dbi dau tién (X1) c6 thé dugc chon tir nhém bao gém
Gly (G) va Val (V), axit amin bién ddi thir hai (X2) c6 thé duoc chon tir nhém bao
gbém Tyr (Y), Asn (N) va Ile (I); axit amin bién di thir ba (X3) c6 thé dwgc chon tir
nhém bao gdm Trp (W) va Ser (S); va axit amin bién dbi thir tw (X4) c6 thé dugce chon
tir nhém bao gdm Glu (E) va Ala (A). SEQ ID NO: 4 c6 d6 ddng nhét trinh tur 12 86%
so v6i SEQ ID NO: 20 va c6 do dong nhét trinh tr 14 57% so v6i SEQ ID NO: 33 va
SEQ ID NO: 41. SEQ ID NO: 20 c6 d6 ddng nhét trinh tur 1a 43% so véi SEQ ID NO:
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33 va SEQ ID NO: 41. SEQ ID NO: 33 ¢ d6 ddng nhét trinh tw 12 86% so v6i SEQ ID
NO: 41.

Tuong tu, mot axit amin bién dbi trong SEQ ID NO: 72 ¢6 thé thun lgi dugce lya chon
theo phuong 4n sau: X1 ¢6 thé dugc chon tir nhém bao gdm Asn (N) va Asp (D). SEQ
ID NO: 6 c¢6 dd ddng nhét trinh ty 13 86% so v&i SEQ ID NO: 21.

Pi duoc biét rang mdi khang thé trong s6 cac khang thé nay c6 thé gin két véi IL-17A
va d6 dic hiéu gin két khang nguyén cha yéu dugc cung cp boi cac ving CDR1, 2 va
3, céc trinh tw CDRI, 2 va 3 cia Vg va céc trinh tw CDR1, 2 va 3 cta Vi ¢6 thé dugc
"tron va ghép ndi" (c6 nghia 13, cac CDR tir cac khang thé khac nhau c6 thé dwoc tron
va ghép ndi, mbi khang thé chira CDR1, 2 va 3 ctia Viy va CDRI, 2 va 3 cia V|, tao
thanh cac phan tir gén két khang-IL-17A khac theo sang ché). Su gin két IL-17A cua
cac khang thé "trén va ghép ndi" nay co thé dugc kiém tra bang cach sir dung céc thir
nghiém gin két dugc md ta & trén va trong phan Vi du thuc hién sang ché hoic cac thir
nghiém thong thuong khac (vi du, cac thir nghi€ém ELISA). Khi céc trinh tu CDR cua
Vy duge trén va ghép nbi, trinh tr CDR1, CDR2 va/hodc CDR3 tir trinh tw Vi cu thé
nén dugc thay thé b.'?mg trinh tur hodc céc trinh ty CDR tuong tu vé cAu tric. Ciing nhu
vay, khi céc trinh ty CRD cua Vi dugc tron va ghép ndi, trinh ty CDR1, CDR2
va/hodc CDR3 tir trinh tur Vi cu thé nén dugc thay thé béng mét hodc nhidu cac trinh
tur CDR tuong tr vé cu tric. Puoc biéu 16 ngay 14p tirc voi ngudi ¢6 hidu biét trung
binh trong linh vire ndy ring cac trinh tur Vi va Vi mdi c¢6 thé dugc tao ra bang cach
thay thé mot hodc nhidu trinh tw ving CRD ctia Vi v&/ hodc Vi bing céc trinh tu
tuong tu vé cu trac tir cac trinh ty CDR duoc thé hién trong ban mo ta cho cac khang

thé don dong theo sang ché.

Theo mdt phuong 4n, khang thé tai t5 hop duoc phan 14p, hoic phan gin két khang
nguyén cia no, ¢b: ving bién ddi cia chudi ning CDR1 c6 SEQ ID NO: 7; ving bién
d6i ctia chudi nang CDR2 c¢6 SEQ ID NO: 8; viing bién ddi ciia chudi ning CDR3 ¢6
SEQ ID NO: 3; vung bién dbi cua chudi nhe CDRI1 chta trinh ty axit amin dugc chon
tir nhém bao gdm SEQ ID NO: 9, 22, 34, 42, va 73, va tét hon dugc chon tir SEQ ID
NO: 42; vung bién d6i cta chudi nhe CDR2 chta trinh ty axit amin dugc chon tir

nhém bao gébm SEQ ID NO: 10, 23, va 74, va t6t hon dugc chon tir SEQ ID NO: 23;
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va viing bién dbi ctia chudi nhe CDR3 chira trinh ti axit amin dugc chon tir nhém bao
gém SEQID NO: 11,24,va75 va tdt hon duoc chon tir SEQ ID NO: 11; trong do céac
ving CDR da néu duge chon dé khang thé hoic protein theo sang ché gin két dic hiéu

voi IL-17A.

Theo phwong 4n khéc, khang thé tai t& hop dugc phén 1ap, hodc phin gin két khang
nguyén ctia né c6: ving bién ddi cia chudi ning HCDR1’ ¢6 SEQ ID NO: 1; ving
bién dbi cuia chudi ning HCDR2’ ¢6 SEQ ID NO: 2; ving bién dbi cua chudi ning
HCDR3’ ¢6 SEQ ID NO: 3; ving bién dbi ctia chudi nhe LCDR1’ chira trinh tu axit
amin duogc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO: 4, 20, 33,41, va 71, va t6t hon dugc
chon tir SEQ ID NO: 41; ving bién dbi cua chudi nhe LCDR2’ ¢6 SEQ ID NO: 5; va
vung bién ddi cia chudi nhe LCDR3’ chira trinh ty axit amin dugc chon tir nhém bao
gdm SEQ ID NO: 6, 21, va 72, va tét hon duge chon tir SEQ ID NO: 6; trong d6 cac
viing CDR da néu dugc chon dé khang thé hoic protein theo sang ché gin két dic hidu

voi IL-17A.

Theo c4c phuong 4n nhit dinh, khang thé hodc phin gin két khang nguyén cta n6
chtra c6 thé 1a SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 va SEQ ID NO: 3; hodc SEQ ID NO: 12;
hoic khéang thé chira SEQ ID NO: 14.

Nhu duogc st dung & ddy, khang thé ctia ngudi chira cac ving bién dbi ctia chudi ning
hoic cta chudi nhe hodc chudi ning c6 toan bd chidu dai hoic chudi nhe c6 toan bd
chiéu dai 1a "san phdm ciia" hodic "c6 ngudn gdc tir" trinh ty dong mam cu thé néu cac
viung bién d6i hodc cac chudi c6 toan bd chiéu dai nay cia khang thé c6 dugc tir hé
théng sir dung cac gen globulin mién dich dong mam ctia ngudi. Cac hé théng nay bao
gdm gay mién dich chudt chuyén gen mang cc gen globulin mién dich ctia ngudi véi
khang nguyén quan tdm hoic sang loc thu vién gen globulin mién dich ctia ngudi dugc
trinh dién trén thuc khuén thé véi khang nguyén quan tim. Khang thé cia nguoi 1a
"san phdm ctia" hodc "c6 ngudn gde tir" trinh ty globulin mién dich dong mam cia
ngudi ¢6 thé duge xac dinh bang cach so sanh trinh ty axit amin cua khang thé cia
ngudi v6i trinh ty axit amin cia globulin mién dich dong mam ciia ngudi va chon ra
trinh t globulin mién dich dong mam ctia ngudi ma c6 trinh tu gin nhét (c6 nghia 13,

% ddng nhét cao nhat) vdi trinh tu clia khang thé cia nguoi. Khang thé cua nguoi 14
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"san phdm cua" hodc "c6 ngudn gbe tir" trinh tu globulin mién dich dong mam cia
ngudi cu thé co thé bao gdbm nhimg sy khac nhau vé axit amin khi dugc so sanh véi
trinh ty dong mam, do, vi du, cac dot bién soma tw nhién x4y ra hodc sy dua vao dot
bién diém c6 dinh huéng diém c6 chu y. Tuy nhién, khang thé ciia nguoi dugc chon
lwa thudng c6 it nhit 1 90% d6 ddng nhét v& trinh ty axit amin so véi trinh ty axit
amin dugc ma héa boi gen globulin mién dich dong mam cua ngudi va chira cac gde
axit amin xac dinh khang thé clia ngudi nay 13 ctia nguoi khi duge so sanh véi trinh tyr
axit amin globulin mién dich dong mam cua cac loai khac (vi du, trinh ty dong mam
cta chudt). Trong cac truong hop cu thé, khang thé ciia ngudi ¢6 thé it nhit 13 60%,
70%, 80%, 90%, hodc it nhit 95%, hodc tham it nhit 96%, 97%, 98%, hoic 99% ddng
nhét v& trinh tu axit amin so véi trinh tu axit amin dugc ma héa béi gen globulin mién
dich dong mam. Thuong 13, khang thé ctia ngudi c6 ngudn gde tir trinh ty dong mam
clia ngudi cu thé s& trinh dién khong nhiéu hon 10 sy khéc nhau vé axit amin tir trinh
tir axit amin dugc ma hoa boi gen globulin mién dich dong mam cta ngudi. Trong cac
truong hop cu thé, khang thé cia ngudi ¢6 thé trinh dién khong nhiéu hon 5, hoic
tham chi khong nhiéu hon 4, 3, 2, hodc 1 sy khac nhau vé axit amin tir trinh tu axit

amin dugc ma héa bdi gen globulin mién dich dong mam.

Theo sang ché, epitop trén IL-17A duogc xac dinh cu thé 13 duoc vu tién 1am dich cho
su gin két cia cac khang thé didu tri bénh c6 tiém ning. Epitop nay duoc gin két bai
XABI1, va cac khang thé bién thé XAB2, XAB3, XAB4 va XABS5 dugc phat trién
bang cai cai bién trinh ty XABI1. Epitop ndy duoc tim thiy trén trinh tu IL-17A, giita
cac goc Arg 78 va Trp 90.

Epitop c6 thé duoc xem xét dé chira gbc axit amin sau duge uwu tién nhit tir trong IL-
17A: Arg 78, Glu 80, Trp 90. Hon nita, cic gbc axit amin sau ciing duge wu tién: Tyr
85, Arg 124. Cac gbc axit amin quan trong khac 13 Pro 82, Ser 87, Val 88. Cac gbc axit
amin khac cling c6 dong gbp 1a Val 45*, Leu 49, Asp 81, Glu 83, Pro 86, Pro 130, Phe
133, Lys 137*, trong d6 céc axit amin dugc danh dau (*) chi dinh géc da duoc dong
g6p boi tiéu phin IL-17A tht hai ciia homodime IL-17A.

Cac khang thé dinh hudng epitop nay trén IL-17A duoc chimg minh 13 ngin chin su

gén két giira IL-17A va thu thé ctia n6 dé tc ché tac dong do IL-17A in vitro, va giam
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d6 nghi€m trong ciia md hinh thuc nghiém in vivo cua khédng nguyén gy chung viém
khop. Hon nira, cic khang thé gin két véi epitop ndy ngoai mong doi da duge chimng
minh 13 &c ché tic dong do heterodime IL-17AF in vitro, va ciing duy tri 4i luc cao
ngoai mong doi voi IL-17A va IL-17AF ¢6 ngudn goc tir chudt va cac bién thé cua

phan tir dich tir cac loai khéc.

Do do, epitop nay 1a dac bi¢t thich hop vi ngoai mong dgi 1a nd cling dugc bao toan
trong dang thirc ¢6 thé truy nhdp dugc trong cu triic ciia heterodime IL-17AF. Theo
do, cac khang thé duoc wu tién theo sang ché ciing s& gin két v6i cac heterodime IL-
17AF. Khong bi rang budc béi 1y thuyét, da duoc du doan trude ring cu tric cia
heterodime IL-17AF tuwong tu, voi IL-17A, hodc su tuong tac cac khang thé theo sang

ché khién cho heterodime nay tuong tu v6i IL-17A, & mirc gin két van c6 thé xay ra.

Tuy nhién, mic dit d3 c6 nhitg dy doan nay, cac tac gia sang ché da xac dinh ring su
gfn két chéo v6i IL-17AF béi cac khang thé theo sang ché di xay ra. Trén thuc té,
diéu nay 1a c6 loi boi nhiéu ly do. Nhu dugce dé cap ¢ trén, IL-17AF cling dugce dé cap
dén nhu xytokin tién gy viém va c¢6 thé c6 lién quan t6i nhiéu tinh trang bénh ly
tuong tu hodc su kién vé sinh hoc khéng mong mudn giéng nhur da dugc mé ta hogic
duoc dy doan do IL-17A. Céac khang thé theo sang ché do do dic biét co gia tri tri dé
diéu tri bénh vi ching c6 thé dinh huéng hodc ngin can ca IL-17A va IL-17AF.

Hon thé nita, cdc tic gia sang ché d4 ching minh ring su gin két nita cic khang thé
theo sang ché va IL-17AF ciing lién quan dén su rc ché hoat tinh sinh hoc ctia IL-
17AF khi quan sét trong céc thir nghiém in in vitro. Theo d6, cac khang thé theo sang
ché khong chi dinh hudng c6 hidu qua va ngin can/vo hiéu héa c6 hiéu qua hoat tinh

cuaIL-17A, ma con ca hoat tinh cia IL-17AF.

Hon thé nia, cac tac gia sang ché di ching minh ring su gin két nita cic khang thé
theo sang ché va IL-17AF ciing lién quan dén sy {rc ché hoat tinh sinh hoc ciia IL-
17AF khi quan st trong cac thir nghiém in in vitro. Theo d6, cic khang thé theo sang
ché khong chi dinh huéng c6 hidu qua va ngin can/vo hiéu héa c6 hidu qua hoat tinh

cuia IL-17A, ma con ca hoat tinh cia IL-17AF.
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Hé qua ngoai dy doan khéc nita ciia cong trinh dugc thuc hién bdi céc tac gia sang ché
1a nhu sau. Su trudéng thanh ai lyc cia khidng thé XAB1 gbc “ban dau” ciing tao ra tap
hop céc cac khang thé giit dugc ai lyc cao, hodc ai luc dugce cdi thién véi cac bién thé
ctia IL-17A c6 ngudn gde tir cac loai khac nhu nhu khi dudi dai, khi vang, khi dudi

soc, chudt, hodc chudt nhat.

Diéu nay 1a ngoai dy doan vi trong sy nd luc cai thién 4i luc cia cac khang thé theo
sang ché v6i IL-17A ciia ngudi, da khong duge mong doi dé ciing cai thién 4i luc clia
céc khang thé thu dwoc véi cac bién thé cia IL-17A cia cac loai khac. Thuc té 13, két
qué nguoc lai thudng duge du doan. Céc nd luc dé cai thién 4i luc khang thé véi cac
bién thé cua cac loai cu thé (c6 nghia 14 ngudi) cia khang nguyén dich thuong sé& duge
du doan 1 giam i luyc vé6i bién thé cia khang nguyén d6 tir cAc loai khac. Khai niém
bién thé tir cac loai khac (hodic ddng ding qua qua trinh hinh thanh loai/ddng ding
trong qua qua trinh sao chép) thira nhan mot tb tién chung cta cac lodi cu thé, nhung
chép nhan rﬁng su phéan ky da dién ra qua qua trinh cta lich sir tién hoa. Do d6, thim
chi néu c6 mitc d cao cua su bao toan trinh tu gitta céc bién thé cua mot phén tir cu
thé da duge x4c nhan trong céc loai khac nhau, thi ciing khong thé gia thiét ring 4i luc
duoc cai thién voi mot bién thé cua loai nay s& tao su cai thién vé 4i luc véi bién thé
ctia loai khac. Trén thuc té, sy phan ky gitra céc trinh ti cta cac loai khac nhau thudng
din dén du doan rﬁng sur cai thién vé 4i luc vai mot bién thé s& nhiéu kha nang hon la
din dén su giam (hodc tham chi 1a sy triét ti€u) ai luc gén két voi bién thé cua loai
khac. DO ddng nhét trinh ty gitta IL-17A cta chudt nhit va nguoi IL-17A chi bing
62% (Moseley et al. 2003, Cytokine & Growth Factor Reviews 14:155-174).

Tuy nhién, trong trudng hop theo sang ché, didu nay da khong quan sat dugc va cic
bién thé khang thé duoc tao ra bdi céc tac gia sang ché da giir lai dugc i luc cao vai
céc bién thé cua IL-17A tir c4c loai khac. Pidu nay 14 hiru ich vi trong sudt nghién ciru
nay can thiét dé phat trién phén tir khang thé dai dién 1am phan tir c6 tac dung diéu tri
bénh hitu dung, nhidu sy kiém tra va thir nghiém khéc nhau c6 thé duoc doi héi phai
duoc thue hién trong cac loai khac hodc trén céc té bao, phén tir hoic hé théng chira
cac thanh phén, hodc ¢6 ngudn gde tir cac loai khac (nhu khi dudi dai, khi vang, khi
dudi soéc, chudt, hoac chudt nhét). biéu nay khién céc khéng thé cua sang ché dac biét

thich hop dé phat trién xa hon nita.
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Theo d6, khang thé va phan gin két khang nguyén cia ching nhu dugc bdc 16 trong
sang ché c6 thé cung sé hiru mot loat céc dic tinh mong mudn bao gdm, 4i luc cao véi
IL-17A, phan ung chéo véi IL-17A tir cac loai khac nhu chudt nhit, chudt, khi duoi
dai va khi dudi séc, khong phan ung chéo véi cac isotyp ctia IL-17 khac nhu IL-17F,
khong phan tng chéo voi xytokin khac (nhu xytokin cia nguoi hodc chudt), phan tng
chéo véi heterodime IL-17AF, kha ning ngan chin gin két cta IL-17A véi thu thé cia
n6 nhu IL-17RA, kha néng tc ché hodc vo hiéu hoa tac dong v& mat sinh hoc cam ung
boi IL-17A nhu sy kich thich tiét IL-6 hoic GRO-alpha, va/hodc kha ning tc ché cac
tdc dong trung gian bdi IL-17A (va/hodc IL-17AF) in vivo nhu sy sung 1én dugc quan

sat thay trong cac mé hinh ching viém khép do khang nguyén.

Khéng thé va phan gin két khang nguyén cua né nhu duge boc 10 trong sang ché ciing
duoc chimg minh 14 cung cp su khir phirc gitta khang thé va IL17A chim, su luan
chuyén phdi tir chdm va thoi gian bt gitt IL17A dai. Hon nira cac déc tinh co lgi ctia

cac khang thé va protein nay dugc dé xudt trong cac phwong an chi tiét.
Khang thé twong ddng

Theo mdt phuong dn khac nita, khang thé hodc phan gin két khang nguyén cia né nhu
dugce bdc 10 trong sang ché co céc trinh tu axit amin cta chudi ning va chudi nhe c6
chiéu dai ddy du; céc trinh tw nucleotit ctia chudi ning va chudi nhe c¢6 chidu dai diy
du, trinh tu nucleotit cia viing bién dbi ctra chudi ning va chudi nhe, hoic trinh tu axit
amin clia vung bién d6i cira chudi ning va chudi nhe, hoic trinh tu axit amin cua tit ca
6 ving CDR hoic trinh tu ma hoa nucleotit 1a twong ddng vé6i trinh tu nucleotit hogc
trinh tu axit amin cia cac khang thé XAB1, XAB2, XAB3, XAB4 va XABS theo.sang
ché, cu thé 1a trong bang 1, va trong d6 khang thé hodc protein theo sang ché gilt dugc
cac dic diém vé chirc nang duoc mong mudn ciia cac khang thé XAB1, XAB2, XAB3,
XAB4 va XABS ban dau.

Cac dic diém vé chuc nang dugc mong mubn cia céc khang thé XABI1, XAB2,

XAB3, XAB4 va XABS ban ddu c6 thé dugc chon tir nhém bao gdm:

(i) i luc gan két v6i IL-17A (gén két dac hiéu v6i IL-17A), vi du, Kp bing
InM hodc nho hon, 100pM hodc nhé hon, hoac 10pM hoédc nho hon, khi

-38-



(i1)

(iii)

(iv)

v)

(vi)
(vii)

(viii)

(ix)

27341

dugc do bang thir nghiém Biacore™, vi du nhu duge mé ta trong phan
Vi du thuc hién sang ché;

e ché canh tranh cua su gén két IL-17R véi IL-17A, vi dy, ICso béng
10nM hodc nho hon, hodc InM hodc nhé hon, hodc 100pM hodc nho
hon, khi duoc do bfmg thtr nghi¢m gén két canh tranh in vitro, vi du, nhu
dugc md ta trong phf?ln Vi du thuc hién sang ché;

trc ché hoat dong phu thuoc IL-17A, vi du, su san xuét IL-6 hoic GRO-
alpha, vi du, ICso béng 10nM hodc nho hon, hoiac InM hodc nhd hon,
hodc 100pM hozc nho hon, khi dugc do bang thtr nghiém té bao nhu
dugc mo ta trong phén Vi du thuc hién séng ché;

rc ché cac tac dong dugc quan sat, vi du, sung dau géi, khi duogc do
bang thtr nghiém chimg viém khdp do khang nguyén in vivo nhu dugc
mo ta trong phén Vi du thuc hién séng ché;

phéan tng chéo vdi polypeptit IL-17A cua khi dudi dai, khi vang, chuot,
hodc chudt nhit;

phan tng chéo véi polypeptit IL-17AF cta ngudi hodc chudt nhit;

ai luc gin két v6i IL-17AF (gin két dac hidu voi IL-17AF), vi du, Kp
bﬁng 1nM hodc nhé hon, 100pM hodc nhd hon, hodac 10pM hodc nho
hon, khi dugc do bang thir nghiém Biacore™, vi du nhu dwgc mo ta
trong phé“m Vi du thuc hién séng ché;

Gic ché IL-17AF, vi dy, ICso bang 200nM hogc nhé hon, 150nM hoic
nhé hon, hodc 100nM hozc nhoé hon, khi duge do bang thir nghiém gin
két canh tranh in vitro nhu dugc mé ta trong phén Vi du thuc hién sang
ché;

cac ddc tinh thich hop dé phat trién lam dugc phém, cu thé 13, tinh on
dinh va khong két cum trong ché phdm c6 ndng do cao, c6 nghia 14, trén

50mg/ml.

Vi du," sang ché dé cap dén cac khang thé tuong dﬁ“)ng cua XAB1, XAB2, XAB3,
XAB4 va XABS5 (hoic phan gin két khang nguyén cua ching), chira trinh tu bién ddi
ctia chudi ning (Vi) va trinh ty bién ddi ciia chudi nhe (V1) trong d6 cac trinh ty CDR,
c6 nghia 1a 6 ving CDR; HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDR1, LCDR2, LCDR3 hoac
HCDR1’, HCDR2’, HCDR3’, LCDR1’, LCDR2’, LCDR3’, ciing s& hitu it nhét 1a 60,
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70, 90, 95 hodc 100% d¢ dong nhét trinh tu véi cac trinh tw CDR twong ng cla it nhat
14 mdt khang thé trong s6 cic khang thé XAB1, XAB2, XAB3, XAB4 va XABS, trong
do6 khang thé twong dong da néu hodc manh gin két-khang nguyén cta no, nhu phan
gan két khang nguyén cta né, gn két dic hidu véi IL-17A, va khang thé hoic protein
nay boc 19 it nhat mot trong sd cac dic tinh vé chirc nang sau: (rc ché su gin két cua
IL-17A véi thu thé cua no, Gc ché su san xuat IL-6 hodc GRO-alpha phu thugc IL-17A
trong thir nghiém té bao, hodc e ché cac tac dong duoc quan sat trong thir nghiém
ching viém khop do khang nguyén in vivo. Theo phuong an cu thé c6 lién quan,
khang thé twong déng hodc protein gin két véi IL-17A ¢6 Kp bang 1nM hodc nhé hon
va trc ché su gin két cta IL-17A véi thu thé cua né khi duge do trong thtr nghiém gin
két canh tranh in vitro c6 ICsp béng InM hoac. Cac CRD cua XAB1, XAB2, XAB3,
XAB4 va XABS5 duogc x4c dinh trong bang 5 va bang 6 néu trén.

Sang ché con dé cap dén cac khang thé twong ddng khac cua cac khang thé XABI,
XAB2, XAB3, XAB4 va XABS5 (hoic manh gin két khang nguyén ctia n6, nhu phin
gan két khang nguyén ctia no) chira ving bién ddi ciia chudi ning va ving bién dbi cua
chudi nhe ma it nhét 1a 80%, 90%, hodc it nhit 95% hodc 100% ddng nhit véi ving
bién ddi ctia chudi ning va chudi nhe twong tng cua khang thé bét ky trong sb céc
khing thé XAB1, XAB2, XAB3, XAB4 hoic XABS5; khing thé twong ddng hoic
protein nay gén két ddc hiéu voi IL-17A, va nd boc 10 it nhét mot trong sb cac dac tinh
vé chuc nang sau: 0c ché su gén két cua IL-17A véi thu thé cta né, (rc ché Sur san xuét
IL-6 hodc GRO-alpha phu thudc IL-17A trong thir nghiém té bao, hodc trc ché cac tac
dong dugc quan sat trong thtr nghiém ching viém khép do khang nguyén in vivo.
Theo phuong 4n cu thé c6 lién quan, khang thé tuong dong hodc cac méanh gin két
khang nguyén ctia n6, nhu phan gin két khéng nguyén ciia né gin két v6i IL-17A ¢
Kp béng 1nM hodc nhé hon va tc ché su gén két cua IL-17A véi thu thé caa no, nhu
dugc do trong thtr nghiém gin két canh tranh in vitro c6 ICso bang 1nM hoic nhé hon.
Trinh ty axit amin cda Vy va Vi clia khang thé XABI, XAB2, XAB3, XAB4 va
XABS dugc xac dinh trong bang 2 da néu trén.

Theo vi du khac, sang ché dé cap dén cic khang thé tuong ddng cia XABI1, XAB2,
XAB3, XAB4 va XABS (hodc manh gin két khang nguyén ctia né, nhu phin gin két

khang nguyén ctia n6) chira chudi ning c6 chiéu dai day du va chudi nhe c6 chiéu dai
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diy di, trong d6: ving bién ddi cta chudi ndng dugc ma hoa bdi trinh tu nucleotit ¢o it
nhat 80%, it nhit 90%, it nhit 95%, hoic 100% ddng nhit véi trinh tw nucleotit ma
hoa tuong tng cua ving bién ddi ning va chudi nhe cia XAB1, XAB2, XAB3, XAB4
va XABS, khang thé twong dong hodc manh gin két khéng nguyén ctia n6, nhu phan
gén két khéng nguyén cua no, gén két dac hiéu véi IL-17A, va bdc 16 it nhdt mot trong
s6 cac dac tinh vé chire nang sau: Uc ché gén két cua IL-17A thu thé cua né, e ché su
san xuit IL-6 hoic GRO-alpha phu thudc IL-17A trong thir nghiém té bao, hodc tc
ché céc tac dong dugc quan sat trong thur nghiém chimg viém khép do khang nguyén
in vivo. Theo phuong 4n cu thé ¢6 lién quan, khang thé twong ddng hodc manh gin két
khang nguyén ctia n6, nhu phan gin két khang nguyén cia né gin két v6i IL-17A ¢6
Kb béng 1nM hodc nhd hon va uc ché su gén két v6i IL-17A nhu dugc do trong thu
nghiém gin két canh tranh in vitro c6 ICso bang 1nM hodc nhé hon. Céc trinh ty ma
héa nucleotit ctia cac ving bién ddi ciia khang thé XAB1, XAB2, XAB3, XAB4 va
XAB5 ¢6 thé ¢6 dugc tur, bang 3 cho the“iy cac trinh tu nucleotit ma hoa toan bo chiéu
dai trinh tu cta khang thé XAB1, XAB2, XAB3, XAB4 va XABS5 va bang 2 cho thiy
cac trinh ty axit amin cla ving bién ddi cua khang thé XAB1, XAB2, XAB3, XAB4
va XABS.

Theo cac phuong an khic nhau, khang thé hoic manh gin két khang nguyén cia no,
nhu phan gin két khang nguyén cua khang thé, ¢ thé boc 16 mot hodc nhiéu, hai hodc
nhiéu, ba hodc nhiéu, hoic bon hodc nhiéu dédc tinh chirc nang mong mubn nhu duoc
dé cap & trén. Khang thé hodc protein theo sang ché co thé, vi du, khang thé cua nguoi,
khéng thé dugc 1am giéng nhu khang thé cua ngudi hodc khang thé dang kham. Theo
mdt phuong an, khang thé hodc protein 1a khang thé cam toan bo la cua nguoi, nhu

khang thé IgG1 cam toan bo 1a cua nguoi.

Céc chirc ning tic dong bi cam c6 thé c6 dugc bang dot bién trong phan ¢ dinh Fc
clia cac khang thé nay va da dugc md ta trong linh vuc nay: Strohl 2009 (LALA &
N297A); Baudino 2008, D265A (Baudino et al. 2008, J. Immunol. 181:6664-69,
Strohl, CO 2009, Biotechnology 20:685-91). Vi du vé khang thé IgG1 cam chira dot
biét dugc goi la dot bién LALA bao gdm dot bién L234A va L235A trong trinh tu axit
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amin Fc IgG1l. Vi du khac vé khang thé IgG1 cAm chira dot bién D265A. Dot bién
D265A ciing ¢6 thé tot hon 1a duoc két hop v6i dot bién P329A (DAPA). Khang thé
IgG1 cam khéc chira dot bién N297A, ma c6 trong cac khang thé thiéu glycosyl hoa
hodc khdng dugc glycosyl hoa.

Céc khang thé c6 cac trinh tu dot bién axit amin c6 thé ¢6 duge bing cach giy dot bién
(vi du, tao dot bién diém dinh huéng hoic tao dot bién trung gian béi PCR) céc phan
tir axit nucleic ma hoa, sau d6 1a kiém tra khéng thé da dugc bién d6i dugc ma hoa vé
chirc ning duogc giir lai (c6 nghia 1a cac chirc ning da néu trén) biang cach sir dung cac

thr nghiém vé chirc ning duge md ta & day.
Céc khang thé bién dbi theo kiéu bao toan

Theo cac phuong 4n cu thé, khang thé (hoic phin gin két khang nguyén cia no) theo
sang ché ¢6 ving bién dbi cia chudi nang chia trinh ty HCDR1, HCDR2, va HCDR3
(hoic HCDR1’, HCDR2’ va HCDR3’) va ving bién dbi clia chudi nhe chira trinh tyr
LCDRI1, LCDR2, va LCDR3 (hoac LCDR1’, LCDR2’, va LCDR3’), trong d6 mot
hodc nhiéu trinh tr CDR trong s6 céac trinh ty CDR ndy c6 céc trinh tu axit amin da
duogc xac dinh dua trén cac khang thé XAB1, XAB2, XAB3, XAB4 hoic XABS5 duoc
md ta & diy hodc cac bién ddi bao toan cuia ching, va trong d6 khang thé hoic protein
nay gilt dugc cac déac tinh chuc néng mong mudn cia cac khang thé khang-IL-17A

theo sang ché.

~

Nhu duogc sir dung & day, thuat ngit “cac bién ddi trinh tu bao toan" dugc dy dinh diung
dé chi cac thay thé axit amin trong d6 gdc axit amin nay dugc thay thé bing gbc axit
amin c¢6 mach bén twong tu. Céc ho cia céc gbc axit amin c6 mach bén twong tu di
dugc xac dinh trong linh vuc nay. Cac ho nay bao gé)m axit amin véi mach bén bazo
(vi du, lysin, arginin, histidin), mach bén axit (vi du, axit aspartic, axit glutamic), mach
bén phan cuc khong mang dién (vi du, glyxin, asparagin, glutamin, serin, threonin,
tyrosin, xystein, tryptophan), mach bén khong phan cuc (vi duy, alanin, valin, leuxin,
isoleuxin, prolin, phenylalani, methionin), mach bén c¢6 nhénh beta (vi du, threonin,
valin, isoleuxin) va mach bén thom (vi du, tyrosin, phenylalanin, tryptophan, histidin).
Do d6, mot hodc nhidu gbe axit amin trong ving CDR cuia khang thé theo sang ché c6

thé thay thé bang gbc axit amin khac tir ho ¢6 mach bén twong tu, va khang thé dugc
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bién doi nay c6 thé dugc kiém tra chirc nang dugce gitlt lai bang cach sir dung céc thir

nghiém vé chirc ning dugc mo ta & day.

Su cai bién c6 thé dugc dua vao khang thé nhu dugc boc 16 & diy bang céc ky thuat
tidu chun da biét trong linh vire nay, nhu k§ thuat tao dot bién diém dinh hudng va k¥
thuat tao dot bién trung gian béi PCR.

Khang thé dugc thiét ké va khang thé dugc cai bién

Céc khang thé khac va cic manh gin két khang nguyén, nhu phdn gin két khang
nguyén ctia n6 c6 thé dugc diéu ché bang cach str dung khéng thé c6 mot hodc nhiéu
trinh tu trong sd cac trinh ty Vi va/hodc Vi ciia XAB1, XAB2, XAB3, XAB4 hoic
XABS5 duge thé hién & trén 1am nguyén liéu ban dau dé thiét ké khang thé dugc cai
bién, dé khang thé dugc cai bién c6 thé bi thay ddi cac dic tinh so v6i khang thé ban
diu. Khang thé c¢6 thé duoc thiét ké bang cach bién dbi méot hodc nhidu gdc trong mot
hodc cé hai ving bién ddi viung (c6 nghia 1a Vy va/ hodc V), vi du, trong mdt hodc
nhiéu ving CDR v&/ hodc trong mot hogic nhiéu ving suon. Ngoai ra hodc theo cach
khac, khang thé c6 thé dwoc thiét ké bang cach cai bién gbc trong viing c¢b dinh, vi du,

dé bieén doi chure ndng tac dong cua khéng the.

Mot kidu thiét ké ving bién dbi c6 thé duoc thuc hién 1a ghép CDR. Cac khang thé
tuong tic v6i cac khang nguyén dich chu yéu thong qua cic gdc axit amin duogc dit
trong sau ving quyét dinh bd trg (CDR) ctia chudi ning va chudi nhe. Vi 1y do nay,
céc trinh ty axit amin trong cac CDR gifra cic khang thé riéng 1é 1 da dang hon so véi
cac trinh tu bén ngoai cac CDR. Bdi vi céc trinh tu CDR chiu trdch nhiém cho hau hét
cac twong tac khang nguyén-khang thé, n6 c6 kha ning bidu hién cac khang thé tai td
hop ma bét chude cac dic tinh ciia khang thé c6 trong ty nhién cu thé biang cach xay
dung cac vecto biéu hién bao gdm céc trinh tw CDR tir khang thé c6 trong tu nhién cu
thé duoc ghép vao céc trinh tr ving sudn tir khang thé khac c6 cac dic tinh khac
(xem, vi du, Riechmann, L. et al. 1998, Nature 332:323-327; Jones, P. et al. 1986,
Nature 321:522-525; Queen, C. et al. 1989, Proc. Natl. Acad. See. U.S.A. 86:10029-
10033; U.S. Patent No. 5,225,539 cia Winter, va U.S. Patent Nos. 5,530,101;
5,585,089; 5,693,762 va 6,180,370 cua Queen et al.).
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Theo d6, mdt phuong an khéc theo sang ché d& cap dén khang thé khang IL-17A dugc
ghép véi CDR tai td hop duge phan 14p, chira 6 ving CDR clia khang thé bét ky trong
s6 XAB1, XAB2, XAB3, XAB4 hoic XABS5 nhu dugc x4c dinh trong bang 5 hoic

bang 6, ngoai ra con chira cac trinh tu vung suon khéc tir cdc khang theé goc ban dau.

Cac trinh ty vung sudn nay co thé c6 dugc tir cac co s& dit 1iéu ADN da cong bd hoic
céc trinh ty tham chiéu da dugc cong bd ma bao gdm trinh tw gen khang thé dong
mam. Vi dy, trinh ty ADN dong mam cla cac gen vung bién ddi cua chudi nang va
chudi nhe cta ngudi ¢6 thé dugc tim thiy trong co sé dit li¢u trinh ty dong mam cua
nguodi "VBase" (c6 trén mang may tinh li€n két toan cdu trong trang www.mrc-
cpe.cam.ac.uk/vbase), cling nhu trong Kabat, E. A., et al. 1991, Sequences of Proteins
of Immunological Interest, Fifth Edition, U.S. Department of Health and Human
Services, NIH Publication No. 91-3242; Tomlinson, I. M., et al. 1992, J. Mol. Biol.
227:776-798; and Cox, J. P. L. et al. 1994, Eur. J Immunol. 24:827-836.

Cac vi du vé c4c trinh tu vung suon la céc trinh tu ma tuong tu vé chu tric véi cac
trinh tu ving suon da dugc sit dung trong khang thé bét ky trong s6 XABI1, XAB2,
XAB3, XAB4 hoic XABS5. Céc trinh tu CDR1, 2 va 3 ctia Vy, va céc trinh tu CDR1, 2
va 3 cia Vi, ¢o thé dugc ghép vao cac vung sudn co trinh ty déng nhét véi trinh tu
duge tim thdy & gen globulin mién dich dong mam ma tir d6 tao ra trinh ty ving suon,
hodc céc trinh tw CDR c¢6 thé duogc ghép vao cac vung sudn chira mot hodc nhiéu dot
bién khi dugc so sanh véi trinh tu dong mam. Vi dy, da phat hién ra r%mg trong cac
truong hop cu thé, sé dem lai loi ich khi gay dot bién cac gbc trong ving sudn nay dé
duy tri hoic ting cudong kha ning gin két khang nguyén ciia khing thé (xem vi du, cac
bang sang ché M§ s6 5,530,101; 5,585,089; 5,693,762 va 6,180,370 cua tac gia Queen
et al.).

Mot dang khac ciia cac cai bién ving bién ddi 1a gay dot bién cac gdc axit amin trong
cac vung CDR1, CDR2 va/hodc CDR3 cua VH va/hodc Vi dé bang cach Ay cai thién
mot hoac nhiéu dic tinh gén két (vi du, ai luc) cia khang thé quan tam, dugc biét nhu
"su treong thanh ai lyc". Phuong phép tao dot bién diém dinh hudéng hodc tao dot bién
trung gian bdi PCR c6 thé duoc thuc hién dé dua vao cac dot bién va dua su tac dong

1én su gin két khang thé, hodc tic dong lén ddc diém vé chirc ning quan tdm khac, ¢
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thé dugc danh gia trong cac thir nghiém in vitro hogc in vivo nhur dugc mo ta & day va
dugc dé xudt trong phan Vi du thuc hién sang ché. Do d6, theo mot phurong 4n, séng
ché @& cap dén cac khang thé duogc trudng thanh 4i lyc c6 ngudn gde tir mot trong s6
cac khang thé XAB1, XAB2, XAB3, XAB4 hoic XAB5. Cac cai bién bao toan (nhur
duwoc mo ta & trén) c6 thé duge dua vao. Cac dot bién nay c6 thé 13 thay thé, thém hozic
x6a axit amin. Hon nita, thong thuong 14 khong nhiéu hon mét, hai, ba, bén hodc nim
gbc trong ving CDR bi bién dbi. Vi du, khang thé theo sang ché 1a khang thé duoc
trudng thanh &i luc chira 6 CDR ctia mot trong s6 XAB1, XAB2, XAB3, XAB4 hoic
XABS5 va trong d6 khong nhiéu hon mot, hai, ba, bdn hodc nim gdc trong ving CDR

bi bién doi.

Theo d6, theo mot phwong 4n khac, sang ché dé xuit khang thé khang-IL-17A dugc
thiét k& dugc phén 14p chira viing bién ddi cia chudi ning va ving bién dbi cia chudi
nhe ma ddng nhit véi cac viing bién dbi ctia chudi ning va chudi nhe turong tng cia it
nhét 12 mét trong sb cac khéng thé XAB1, XAB2, XAB3, XAB4 hoic XABS5 ngoai trir
céc trinh tur axit amin cia chudi ning va/hodc chudi nhe cia cac khang thé dugc thiét
ké nay chira mdt, hai, ba, bdn hodc nim do6t bién thay thé, x6a hodic thém axit amin so

V@i cac trinh tu goc.
Ghép cac mién gan két khang nguyén vao céc vung sudn hodc khung bién doi

RAt nhidu cac ving sudn hodc khung khac nhau ctia khang thé/globulin mién dich c6
thé dugc sir dung mién 1a polypeptit thu dugc bao gdm it nhit 13 mot ving gin két cia
XAB1, XAB2, XAB3, XAB4 hoic XABS5, ma gin két dic hidu véi IL-17A. Céac ving
sudn hodc khung nay bao gdm 5 idiotyp chinh ciia globulin mién dich cia ngudi, hodc
cac manh cua chung (nhu cdc manh dugc boc 16 & vi tri khac trong ban mo ta), va bao
gdm cac globulin mién dich ciia cac loai dong vat khac, t&t hon 1 c6 cac khia canh
dugc 1am gidng nhu ciia ngudi. Cac khang thé c6 duy nhét chudi nang nhu cac khang
thé dugc xac dinh trong lac da 1 khang thé dugce quan tim cu thé trong van dé nay.
Céc ving sudn, khung va manh méi nay sé tiép tuc dugc kham pha va phat trién boi

nguoi ¢ hi€u bict trong linh vuc nay.

Theo mot khia canh, sang ché du dinh tao ra cac phén tir globulin khong phai globulin

mién dich dya vao c4c khéng thé hodc phan gin két khdng nguyén cua no bang céach sir
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dung cac khung ctia phan tir globulin khong phai globulin mién dich dwa vao cac CDR
ma theo sang ché co6 thé duoc ghép ndi. Cac ving sudon va khung clia phéan tir globulin
khong phai globulin mién dich da biét hodc twong lai c6 thé duge st dung, mién 14
chira ving gén két dic hiéu vdi protein dich ¢6 SEQ ID NO: 76. Cac hgp chit nay
dugc dé cap trong ban mé ta 13 “cac polypeptit chira viing gén két dic hidu dich”. Céac
vi du v& viing suon phan tir globulin khong phai globulin mién dich dwoc mé ta chi tiét
hon trong c4c phin dudi day (cac khang thé lac da va khung ciia phan tir khong phai
khéng thé).

Céc khang thé cua lac da

Céc protein khéng thé c6 duoc tir thanh vién thude ho lac da hai buéu va lac da mét
budu (Camelus bactrianus va Calelus dromaderius) bao gdm céc thanh vién méi trén
thé gii nhu céc loai lac da khong budu (Lama paccos, Lama glama va Lama vicugna)
da duge xac dinh dic tinh vé kich thudce, do phirc tap vé cu tric va tinh khang nguyén
v6i cac d6i trong 13 ngudi. Cac khang thé IgG cu thé tir ho dong vat c6 vi nay da
duoc phat hién 13 trong tw nhién khéng ¢ cac chudi nhe, va vi vy, khac vé ciu tric
v6i cu trac bic bdn ¢6 bdn chudi théng thudng gdm hai chudi ning va hai chudi nhe,
ctia cac khang thé tir cac loai dong vét khac. Xem don sang ché PCT c6 s cong bd

WO 94/04678.

Ving cia khang thé cua lac da nay 1a mién duy nhét bién dbi nhé dugc xac dinh l1a
Vg ¢6 thé ¢6 duge bang cach thiét ké di truyén dé tao ra protein nhé c6 ai luc cao véi
phén tir dich, tao ra protein c6 ngudn gdc tir khang thé c6 khdi lwong phan tir thap
duge biét dén nhu 13 “khang thé c6 kich thudc nano cua lac da”. Xem bang sang ché
My s6 5,759,808 ngay 02/01/1998; ciing xem trong tai liéu cta Stijlemans, B. et al.
2004, J Biol Chem 279: 1256-1261; Dumoulin, M. et al. 2003, Nature 424: 783-788;
Pleschberger, M. et al. 2003, Bioconjugate Chem 14: 440-448; Cortez-Retamozo, V. et
al. 2002, Int J Cancer 89: 456-62; va Lauwereys, M. et al. 1998, EMBO J 17: 3512-
3520. Cac thu vién duoc thiét ké cua cac khang thé va cac manh cua khang thé cua lac
da c6 ban sn thwong mai, vi dy, tir hang Ablynx, Ghent, Bi. Nhu véi cac khang thé
khéc c6 ngudn gbc khong phai 1a ngudi, trinh tw axit amin ctia khang thé lac da c6 thé

bi bién dbi theo cach tai td hop dé c6 duoc trinh tyr ma gan giéng hon véi ngudi trinh
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tu ciia nguoi, ¢6 nghia 1a, khang thé cd kich thudc nano nay cé thé “dugc lam giong
nhu ctia nguoi”. Do d6, tinh khang nguyén thap von c6 cia cac khéng thé cua lac da

v&i nguoi c6 thé duge giam hon nita.

Khang thé c6 kich thudc nano ciia lac da nay c6 khéi lugng phan tir x4p xi 14 bang
1/10 khéi lugng phén tir ciia IgG clia ngudi va protein ndy c6 duong kinh vat 1y chi vai
nanomet. M6t hé qua cua kich thuéc nhé 14 kha ning cac khang thé c6 kich thuéc
nano cua lac da gin véi cac vi tri khang nguyén ma 13 khong nhin thiy duoc vé& mit
chtre ning d6i v6i cac protein khang thé c6 kich thude 16n hon, c¢6 nghia 13, cic khang
thé ¢6 kich thudc nano cua lac da 13 hitu ich 1am céac thudc thir phat hién cac khang
nguyén ma theo cach khéc 1a khoé khén khi str dung cac k¥ thuat mién dich c6 dién, va
1am chét c6 thé didu tri bénh. Do d6, mot hé qua khéc nita cua kich thuée nho 1a khang
thé c6 kich thudc nano cia lac da c6 thé @re ché 1a két qué cua su gén két véi vi tri dic
hiéu trong khe hoic k& hd hep clia protein dich, va vi thé ¢6 thé phuc vu theo kha ning
ma gin giéng vé4i chirc ning cia duge phim cé trong hrong phén tir nho cb dién hon 1a

v6i chirc nang ctia khang thé co dién.

Trong luong phén tir thdp va kich thudc nhd gon nay khién cac khang thé c6 kich
thudc nano cua lac da tré nén cuc ky bén nhiét, bén véi pH cuc tri va bén véi su thuy
phan do protein phan giai, va c6 tinh khang nguyén thip. Hé qua khac 1a cac khang thé
¢6 kich thude nano cta lac da nay di chuyén tir hé tudn hoan vao cic md, va tham chi
vuot qua hang rai mau-ndo va c6 thé didu tri cac rdi loan giy anh huéng dén c6 md
thin kinh. Hon nita, cac khang thé ¢ kich thudc nano c¢6 thé thuc ddy van chuyén
dugc phidm qua hang rao méau ndo. Xem bing sang ché My sé cong bd 20040161738
cong bd ngay 19 thang 8, 2004. Céc dic diém nay két hop véi tinh khang nguyén thap
v6i ngudi da chi ra tiém ning diéu tri bénh rat t6t. Hon nira, cac phén tir ndy c6 thé
duge bidu hién toan bd trong cac té bao dong vat nhin so nhu E. coli va duoc biéu

hién nhu céc protein dung hop trong thé thuc khudn va c6 chirc ning.

Hon nita, cac khang thé c6 kich thudc nano dugce thiét ké co thé duge tuy chinh hoa
bang cach thiét ké vé di truyén dé c6 thoi gian ban ra trong ddi tugng tiép nhan trong
khoang tir 45 phut dén hai tuan. Theo phuong an cu thé, khang thé hodc khang thé c6

kich thuéc nano cta lac da nay c6 dugc bang cach ghép cac trinh ty CDR ciia chudi
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ning hozc chudi nhe cia mot khang thé trong sb cac khang thé clia ngudi theo séng
ché, XABI1, XAB2, XAB3, XAB4 hoic XABS, vao céc trinh tr viing sudn cta khang
thé c6 kich thuéc nano hoic khang thé mién duy nhét, nhu duge mé ta, vi du, trong
don sang ché PCT c6 s6 cong bd WO 94/04678.

Khung khong phai ctia khang thé

Cé4c vung sudn hogc khung khong phai cia globulin mién dich da biét bao gdbm, nhung
khong chi giéi han &, cic Adnectin (fibronectin) (Compound Therapeutics, Inc.,
Waltham, MA), ankyrin (Molecular Partners AG, Zurich, Thuy Si), cic khéng thé
mién (Domantis, Ltd (Cambridge, MA) va Ablynx nv (Zwijnaarde, Bi)), lipocalin
(Anticalin) (Pieris Proteolab AG, Freising, Purc), cac dugc phim mién dich didu bién
c6 kich thuéc nhd (Trubion Pharmaceuticals Inc., Seattle, WA), cidc maxybody
(Avidia, Inc. (Mountain View, CA)), Protein A (Affibody AG, Thuy Pién) va affilin
(gamma-crystallin hodc ubiquitin) (Scil Proteins GmbH, Halle, Dc), cac phan tir bét
chudc protein epitop (Polyphor Ltd, Allschwil, Thuy Si).

(a) Khung fibronectin

Khung fibronectin tdt hon 14 dugc dua trén mién fibronectin loai I1I (vi dy, modun thir
mudi cta fibronectin loai III (mién Fn3 10)). Mién fibronectin loai III c¢6 7 hodc 8
mach beta duoc phan b giita hai phién beta, ban than ching s& cudn lai v6i nhau dé
tao thanh 16i cta protein, va con chira cadc vong cudn (tuong tu véi cac CDR) nbi cac
mach beta v6i nhau va dugc tiép xtic voi dung méi. C6 it nhét 12 ba vong cudn nhur vay
& mdi goc cua ciu tric banh my kep ctia phién beta, trong d6 canh niy 1a ranh gi6i cua

protein vudng goc véi hudng cia cac mach beta (Bang sang ché My s6 6.818.418).

Céac khung tir fibronectin nay khong phai la globulin mién dich, mic du toan bo su
cudn gip 1a twong ddng rat gin voi sy cudn gdp clia manh khang thé nho nhét ¢6 chirc
nang, ving bién ddi ciia chudi niing, chira toan don vi nhan biét khang nguyén ctia IgG
ctia lac da hai bu6u va lac da khong budu. Nho ¢6 ciu triic nay, khang thé khong phai
globulin mién dich bét chudc cac dic tinh gin két khang nguyén twong tu voi cic

khang thé trong tu nhién va c6 ai luc vdi cac khang nguyén cia cac khang thé nay. Cac
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khung nay c6 thé dugc sir dung trong chién lugc chuyén dich va ngiu nhién héa vong
cudn in vitro twrong tw v6i qua trinh trudng thanh 4i luc cia cac khang thé in vivo. Cac
phan tir tir fibronectin nay c6 thé duoc sir dung lam cac khung trong d6 xac ving vong
cudn cua phan tir ndy c6 thé dugc thay thé bang cac CDR clia mot trong sd cac khang
thé XAB1, XAB2, XAB3, XAB4 hoic XABS5 béng cach st dung cac k¥ thuat tach

dong tiéu chuén.
(b) Ankyrin- C3p phéan tir

Cong nghé nay dua vao viée sir dung cac protein v6i cac modun 13p lai c6 ngudn gbc
tir ankyrin 1am cdc khung dé mang cac ving bién ddi c6 thé duge sir dung dé gan két
v6i cac dich khac. Modun l3p lai ankyrin nay 1a polypeptit ¢6 33 axit amin gdm hai
chudi xofn o ddi song song va mot vong lap B. Su gin két ctia cac ving bién ddi hau

hét 1a duogc t6i wu hoa bing cach sir dung k¥ thuat trinh dién trén ribosom.
(c) Maxybody/Avime - Avidia

Céac avime dugc bién ddi tir mién A co trong tu nhién chira protein nhu LRP-1. Cac
mién nay dugc st dung trong tu nhién cho céc twong tic giita protein-protein va &
ngudi, ¢6 hon 250 protein vé ciu tric 1a duoc dya trén mién A. Cac avime bao gdm
nhidu monome “mién-A” khic nhau (2-10) dugc lién két qua cac phan tir ndi axit
amin. Cac avime c6 thé dugc tao ra dé c6-thé gin két v6i khang nguyén dich sir dung
hé phuong phap dugec md ta trong, vi du, cac cong b Panten My sé 20040175756;
20050053973; 20050048512; va 20060008844.

(d) Protein A — Affibody

Céc phdi tir 4i luc Affibody® 1a cac protein nho, don gian dugc ciu tao tir bé sgi gdbm
ba chudi xoén o dya trén khung ciia mot trong sd cac mién gin két IgG cua Protein A.
Protein A 1a protein bé mit tir vi khudn tu cau khudn vang. Khung gia nay gdm 58 axit
amin, 13 axit amin trong sb chung duoc ngdu nhién héa dé tao ra cac thu vién
Affibody® véi sb luong 16n cac bién thé phdi thir (xem, vi du, Patent My sd
5,831,012). Céc phén tir Affibody® bét chudce cac khang thé; chung c6 khbi lwong
phan tir bing 6kDa, so sanh v6i khdi lwong phén tir ciia cac khang thé, 1a 150 kDa.
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Mic di ching c6 kich thude nho, vi tri gan két ciia phan tir Affibody® gidng véi vi tri
gin két ciia khang thé.

(e)Anticalins — Pieris

Anticalins® 1a cac san phdm dugc phét trién bdi cong ty Pieris ProteoLab AG. Chiing
duge bién di tir cac lipocalin, nhém mé réng clia cac protein nho va manh thuong
dugc bao gdm trong su van chuyén sinh 1y hoic su du trir cac hop chét khéng tan hoic

nhay cam hoéa hoc. Mot vai lipocalin tur nhién tim théy & mo hoic dich thé ciia ngudi.

Kiéu ciu tric protein nay lam lién tuéng dén céc globulin mién dich, véi cac vong
cudn & dau cia vung suon cb dinh. Tuy nhién, trai ngugce véi cac khang thé hodc manh
tai td hop cia ching, cac lipocalin gdm chudi polypeptit don c6 160 dén 180 goc axit

amin, chi 16n hon chut it so véi mién globulin mién dich don.

Tap hop bdn vong cudn nay, tao nén thi gén két, cho tha‘iy tinh linh dong vé chu tric rd
rét va chiu duoc nhidu chudi bén khac nhau. Do d6, vi tri gén két theo d6 co6 thé duge
t4i tao hinh dang theo quy trinh duoc bao hd dé nhan biét cac phan tir dich duge quy

dinh trudc c¢6 hinh dang khac véi i lyc va tinh dac hi€u cao.

Mot protein thudc ho lipocalin, protein gin két bilin (bilin binding peotein-BBP) clia
Pieris Brassicae da dugc sit dung dé phat trién cac anticalin bang cach gdy dot bién tap
hop gdm bdn vong cudn néu trén. Mot vi du vé don sang ché mo ta vé "anticalin" 13

codng bb don patent qudc té s6 WO199916873.
(f) Affilin — Protein Sci

Céc phén tir Affilin™ 1a c4c protein khong phai 13 globulin mién dich nhé duge thiét
ké voi céc 4i luc dic hidu vé phia céc protein va phan tir nhd. Cac phan tir Affilin™
méi c6 thé duogc chon loc rit nhanh chong tir hai thu vién, mdi thu vién trong s6 chung

duoc dua trén mot protein khung khac nhau cé ngudn goc cia nguoi.

Céc phan tir Affilin™ khong thé hién bit ky tinh tuong ddng vé ciu tric nao vai cac
protein globulin mién dich. Céc protein Scil st dung hai khung Affilin™, mot trong sd
chiing 1a tinh thé gamma, protein giéng cac théu kinh cta mit vé cu tric cia ngudi va

khung con lai 1a cic protein li€n ho cia "ubiquitin". C4 hai khung cua nguoi nay déu
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rat nho, cho théy dd bén nhiét cao va hau hét co d6 bén vdi cac thay ddi @6 pH va véi
céc chét bién tinh. PO bén cao nay cha yéu 1 do cau tric phién beta ciia cac protein
ndy duoc md rong. Vi du vé cac protein c6 ngudn gde tir tinh thé gamma duge md ta
trong cong bd don qudc té s& W0200104144 va vi du cua protein "gidng nhu
ubiquitin" duoc mé ta trong cong bd don qudc t& s6 W0O2004106368.

(g) Protein Epitope Mimetics (PEM)

PEM la céc phéan tir gidng nhu peptit, dang vong, ¢6 kich thuée trung binh (MW 1-
2kDa) bt chudce cac clu tric bac hai dang kep téc beta clia cac protein, cAu tric bac

hai chinh nay dugc bao gdm trong cac tuong tac protein-protein.
Thiét ké viing suon hodc Fe

Céc khang thé dugc thiét ké va cac phan gin két khang nguyén ciia chiing theo sang
ché bao gdém céc khang thé va protein trong d6 cac cai bién dwogc tao ra véi cac gbc
clia viing sudn trong Vy va/ hodc Vi, vi du, dé thuc déy cac dic diém cua khéng thé.
Thong thudng 14 céc cai bién trong viing suon nay duge tao ra dé giam tinh sinh mién
dich cta khang thé. Vi dy, mot phuong 4an 1a "dot bién nguge" mdt hodc nhidu gbc
trong ving sudn thanh trinh ty dong mam tuwong tmg. Cu thé hon 13, khang thé trai qua
dot bién soma co6 thé chira cac gbc cua ving swdn ma khéc so véi trinh tr dong mim
ma tir d6 khang thé ndy dugc bién ddi. Cac gbc nay c6 thé ddng nhit bing cach so
sanh trinh ty khung khang thé véi trinh tu dong mam c6 nguén gdc tir khang thé. Dé
quay nguoc lai cac trinh tu ciia ving suon thanh cdu hinh dong mam cia ching, céc
dot bién soma c6 thé dugce "dot bién ngugc" thanh trinh ty trinh ty dong mam béng
cach, vi du, tao dot bién diém dinh hudng hodc tao dot bién qua trung gian PCR. Céc
khang thé da duogc "dot bién nguoc" nay ciing duge du dinh dé duge bao gém bdi sédng

14
A

ché.

Mot loai khac cia cac cai bién vung sudn bao gém gdy dot bién mot hodc nhiéu géc
trong vung sudn, hodc thdm chi trong mdt hodc nhiéu vung CDR, dé loai bo cac
epitop-té bao T dé tir 46 giam tinh sinh mién dich tiém ning cta khang thé. Phuong
phap nay ciing dugc diung dé chi 1a "sy khir mién dich hoa" va duge mé ta chi tiét hon

trong cong bd don sang ché My s6 20030153043 bai Carr et al.
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Céc cai bién bd sung hodc cai bién khac duge tao ra trong ving khung hodc ving
CDR, c4c khang thé theo sang ché c6 thé dugc thiét ké dé bao gdbm cac cai bién trong
vung Fc, thuong 1a dé bién ddi mot hodc nhiéu dic diém chirc nang cdia khang thé, nhu
thoi gian ban ra trong huyét thanh, su c¢b dinh két b thé, gan két thy thé Fc, vi/hoic su
gay doc té bao phu thudc khang thé. Ngoai ra, khing thé theo sang ché c6 thé dugc
bién ddi hoa hoc (vi du, mot hoic nhiéu gdc héa hoc c6 thé duoc gin véi khang thé)
hoiic dugc cai bién dé bién dbi su glycosyl héa ciia ching, mot 14n nira dé bién dbi mot
ho#c nhidu dic diém chirc ning ctia khang thé. Mdi phuong 4n trong sd cac phuong an

nay duge md ta chi tiét hon bén dudi.

Nhu duoc st dung & ddy, thuat ngit “ving Fe” dugc ding dé xac dinh ving diu C cla
chudi ning cta globulin mién dich, bao gdm ving Fc c6 trinh tw nguyén ban va céc
ving Fc bién thé. Ving Fc cta chudi ning ctia IgG ciia ngudi nay thuong duge xac
dinh 14 chira cac gbc axit amin tir vi tri C226 hoic tir P230 dén dau carboxyl ciia khang
thd IgG. Su danh s cac gbe trong ving Fc nay 1a sy danh s6 céc gbe cta chi s6 EU
theo Kabat. Lysin ddu C (gbc K447) ctia ving Fc ndy c6 thé duogc loai bé, vi du, trong
qua trinh san xuét hoc tinh sach khéng thé. Theo d6, ché phim cia cac khang thé theo
sang ché c6 thé gdm cac tap hop khang thé co tit ca gbc K447 da dugce loai bd, cic tap
hop khang thé khong c6 gbc K447 nio duge loai bd, va céac tap hop khang thé c6 hdn
hop khang thé c6 va khong c6 gbc K447.

Theo mdt phuong an, viing ban 1& cia CH1 dugc cai bién sao cho sb géc‘ xystein trong
viing ban 1& nay dugc thay ddi, vi du, duge ting hogc dugc giam. Phuong 4n nay dugc
md ta chi tiét hon trong bang sang ché My sb 5.677.425 béi Bodmer et al. S6 gbc
xystein trong viing ban 1& cia CH1 dugc thay doi dé, vi du, thuc ddy su ldp rép cac

chudi nhe va chudi ning hoic dé ting hodc giam do bén cta khang thé.

Theo mot phuong 4n khéc, ving ban 1& Fc ciia khang thé dugc dot bién dé giam thoi
gian ban ra sinh hoc cia khéng thé. Cu thé hon 13, mot hodc nhiéu dot bién axit amin
duge dua vao ving mit phan cach cia mién CH2-CH3 ctia manh ban 1& Fc sao cho
khang thé nay suy giam su gin két véi protein Staphylococcyl A (SpA) so sénh ty 1&
v6i su gén két SpA ciia mién ban 1& Fc nguyén ban. Phuong an niy duge mo ta chi tiét

hon trong bang sang ché My sb 6,165,745 boi Ward et al.
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Theo mdt phwong 4n khac, khang thé hodc phin gin két khang nguyén ciia né duge cai
bién dé ting thoi gian ban rd sinh hoc ctia n6. Nhidu phurong 4n khac nhau déu c¢6 thé.
Vi du, mdt hodc nhiéu dot bién sau duoc dua vao: T252L, T254S, T256F, nhu dugc
md ta trong bang sang ché My sb 6.277.375 theo Ward. Theo cach khéac, dé tang thoi
gian béan ra sinh hoc, khang thé ¢6 thé dugc bién dbi trong ving CHI hoic CL dé chira
epitop gin két thu thé thu hdi dugc iy tir hai vong cudn ciia mién CH2 cia ving Fe
cua IgG, nhu dugc mo ta trong cac béng séng ché My s6 5,869,046 va 6,121,022 boi

Presta et al.

Theo phwong 4n khac nita, ving Fc duoc bién ddi bang cach thay thé it nhat 13 mot
gbc axit amin bang gbc axit amin khac dé bién dbi chuc ning tic dong cia khang thé
hoac phﬁn gén két khang nguyén ctia né. Vi du, mot hodc nhiéu axit amin c6 thé duoc
thay thé bang gdc axit amin khéc sao cho khang thé nay c6 ai lwc voi phéi tir tac dong
dugc bién d6i nhung van giit duge kha ning gin két khang nguyén ciia khang thé ban
dau. Phéi tir tac dong v6i khang thé ma c6 4i luc duge bién dbi c6 thé 13, vi du, thu thé
Fc hoic thanh phin C1 ciia bd thé. Phuong 4n nay dugc mo ta chi tiét hon trong cac

bang sang ché My s6 5.624.821 va 5.648.260, déu bai Winter et al.

Theo phuong 4n khac, mot hodc nhidu axit amin dugc chon tir gbc axit amin c6 thé
dugc thay thé bang gdc axit amin khéc sao cho khang thé nay c6 syu gin két C1q duoc
bién ddi va/hodc sy gy doc té bao phu thude khang thé (CDC) dugc giam xudng hoic
triét tiéu. Phuong an nay dugc mo ta chi tiét hon trong bang sang ché My sb 6.194.551

boi Idusogie et at.

Theo phuong an khac, mét hogc nhidu gdc axit amin dugc bién dbi dé theo d6 bién dbi
kha ning ciia khang thé c6 dinh bd thé. Phuong 4n nay dugc mé ta chi tiét hon trong

cong bd don qubc té s6 WO 94/29351 béi Bodmer et al.

Vin theo phuong an khac, ving Fc duoc cai bién dé ting kha ning cta khang thé hoic
phan gin két khang nguyén cia n6 dé tao ra sy gy doc té bao phu thudc khang thé
(ADCC) v/ hoic dé ting 4i luc ciia khang thé nay vai thu thé Fey bang cach bién ddi
mdt hodc nhiéu axit amin. Phuong 4n niy dugc mé ta chi tiét hon trong céng bd don
quéc té s6 WO 00/42072 b&i Presta. Hon nita, cac vi tri gén két FcyR1, FcyRII,

FcyRIII va FcRn trén IgG1 ctia ngudi duoc xac dinh vi tri va cac bién thé véi sy gin
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két duoc cai thién da dugc mo ta (xem Shields, R.L. et al. 2001, J. Biol. Chem
276:6591-6604).

Theo phuong an cu thé, mién Fc cua isotyp IgG1 duge st dung. Theo mot sd phuong
an cu thé, bién thé dot bién cia manh Fc cia IgG1 duogc str dung, vi dy, Fc IgG1 cam
ma manh Fc ndy giam hoic loai bé kha ning ciia polypeptit dung hop dé tao ra sy giy
doc té bao phu thude khang thé (ADCC) va/ hodc dé gan két véi thu thé Fey. Vi du vé
dot bién cam cua isotyp IgG1 1a IgG1 trong d6 Leuxin dugc thay thé bing Alanin tai
cac vi tri axit amin 234 va 235 nhu da dugc mé ta boi Hezareh et al. 2001, J. Virol
75:12161-8. Vi du khéac vé dot bién cam cua isotyp IgGl 1a IgG1 chira dot bién
D265A (aspartat dugc thay thé bing alanin tai vi tri 265). Theo phuong an cu thé,
mién Fc nay 1a mién dot bién Fc cAm ngin can su glycosyl héa & vi tri 297 ciia mién
Fc nay. Vi du, mién Fc chtra sy thay thé axit amin asparagin & vi tri 297. Vi du vé su

thay thé axit amin nay 1a sy thay thé N297 bing glyxin hoic alanin.

Van theo phuong 4n khéc, su glycosyl héa cta khang thé hoiic phan gin két khing
nguyén cia n6 dwoc cai bién. Vi dy, khang thé khong dugc glycosyl héa co thé dugc
tao ra (c6 nghia 13, khang thé khong c6 su glycosyl hoa). Su glycosyl hoa ¢6 thé dugc
bién dbi d&, vi du, tang 4i lyc cua khang thé véi khang nguyén. Cac cii bién
cacbohydrat nay c6 thé dugc thyc hién b%lng cach, vi dy, bién d6i mot hodc nhiéu vi tri
glycosyl héa trong trinh tu khang thé. Vi du, mdt hodc nhiéu su thay thé axit amin c6
thé dugc tao ra ma dan dén sy khir mot hodc nhiéu vi tri glycosyl héa ctia ving suon
ving bién d6i dé theo d6 khir su glycosyl héa tai vi tri d6. Su glycosyl héa ndy c6 thé
ting 4i luc cia khang thé v6i khang nguyén. Phuong 4n nay duge mod ta chi tiét hon

trong cac bing sang ché My s6 5,714,350 va 6,350,861 boi Co et al.

Ngoai ra hodc theo cach khac, khang thé hoic phan gin két khang nguyén ciia né c6
thé duogc tao ra ma co kiéu glycosyl hoa duge bién dbi, nhu khang thé thiéu fucosyl
hoa c6 lwong cac gbe fucosyl giam hodc khang thé c6 cdu triic GlcNac phan dbi ting.
Céc kidu dang glycosyl héa duoc bién dbi c6 thé dugc ching minh 13 1am ting kha
ning ADCC ciia cac khang thé. Cac cai bién cacbohydrat nay c6 thé dugc thuc hién
bang cach, vi du, biéu hién khang thé trong té bao chi véi b mdy glycosyl hoa bién

d6i. Cac té bao mang bd may glycosyl hoa bién d6i da duoc md ta trong linh vire nay
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va ¢6 thé duoc sir dung 1am té bao chi ma trong d6 dé biéu hién khang thé tai t6 hop
theo sang ché dé theo d6 san xuit khang thé véi su glycosyl hoa bién ddi. Vi dy, EP
1 176 195 béi Hang et al. mo ta dong té bao v6i gen FUTS bi gian doan chirc ning, ma
hoa fucosyl transferza, sao cho cac khang thé duoc biéu hién trong dong té bao nay
biéu hién sy thiéu fucosyl héa gidm. Do dd, theo mot phuong én, cdc khang thé theo
sang ché dugc tao ra bing cach biéu hién tai td hop trong dong té bao ma biéu hién
kiéu dang su thiéu fucosyl héa gidm, vi du, dong té bao dong vat c6 v véi su biéu
hién suy giam cta gen FUT8 ma héa fucosyltransferaza. Cong bb don qudc té s6 WO
03/035835 boi Presta md ta dong t& bao CHO bién thé, t& bao Lecl3, v6i kha ning gin
fucoza v6i cac carbohydrat duoc ndi véi Asn (297) giam, ciing din dén sy thiéu
fucosyl hoa cuia cac khang thé dugc biéu hién trong té bao chi niy (ciing xem Shields,
R.L. et al. 2002, J. Biol. Chem. 277:26733-26740). Cong bd don qubc t& s6 WO
99/54342 béi Umana et al. mbd ta cac dong té bao duge thiét ké dé biéu hién cac
glycosyl  transferaza cai  bién  glycoprotein  (vi du,  beta(1,4)-N
axetylglucosaminyltransferaza III (GnTIII)) sao cho cac khang thé duogc biéu hién
trong dong té bao dugc thiét ké nay biéu hién cdu tric GlcNac phan dbi ting ma din
dén hoat tinh ADCC ctia céc khang thé ting (ciing xem tai liéu ciia Umana et al. 1999,
Nat. Biotech. 17:176-180). Theo cach khéc, khang thé va phan gin két khang nguyén
cua no theo sang ché ¢6 thé dugc tao ra trong ndm men hoic ndm dang s¢i dugc thiét
ké cho kiéu dang glycosyl hoa nhu ctia dong vat c6 vii, va c6 kha ning tao ra cic

khang thé thiéu fucoza 1am kiéu dang glycosyl héa (xem, vi du, EP 1297 172).

Sur cai bién khéc ctia cac khang thé va cac phin gin két khang nguyén ciia ching nhu
duge boc 16 & ddy ma duge bao gdbm bai sang ché 1a su peg héa. Cac phan tir nay c6
thé duoc peg hoa dé, vi du, ting thoi gian ban rd sinh hoc cia chung (vi du, trong
huyét thanh). Vi du, dé peg héa khang thé, khang thé nay, hoic méanh cia né, thuong
dugc phan tmg véi polyetylen glycol (PEG), nhur este phan g hoic din xuit aldehyt
ctia PEG, trong cac diéu kién ma trong dé mot hodc nhiéu nhém PEG dugc gin vao
khang thé hoic manh khang thé nay. Su peg hoa c6 thé dugc thuc hién bang phan ting
axyl héa hoac phan tng akyl hoa véi phén tr PEG phén tng (hodc polyme tan trong
nuéc phan ung twong tuy). Nhu dugce st dung & ddy, thuat ngit “polyetylen glycol"
duogc du dinh dé bao g6m cac dang bat ky cia PEG ma da dugc st dung dé dan xuét

cac protein khac, nhu mono (C1-C10) alkoxy- hodc aryloxy-polyetylen glycol hodc
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polyetylen glycol-maleimit. Theo phuong 4n nhéat dinh, khang thé dugc peg hoa la
khang thé duoc khong duoc glycosyl hoa. Céc phuong phap dé peg hoa protein dugc
biét trong linh vuc nay va c6 thé duge ap dung véi cac khang thé theo sang ché. Xem,

vi dy, EP 0 154 316 bdi Nishimura et al. va EP 0 401 384 boi Ishikawa et al.

Mot su cai bién khac cua khang thé va phéﬁ gin két khang nguyén ctia n6 duoc bao
gdm béi sang ché 1a sy tiép hop hoic su dung hop protein ctia it nhat 1 viing gan két
khang nguyén ctia khang thé theo sang ché vdi protein huyét thanh, nhu albumin huyét
thanh ctia ngudi hodc manh cila n6 dé gia tang thoi gian ban ra cia phén t thu duogc.

Phuong phép nay dugc duge mo ta trong tai li€u ctia Ballance et al. EP 0 322 094.

Kha ning khac 12 sy dung hop ciia it nhat 1a ving gén két khang nguyén cua khang thé
theo sang ché véi cac protein c6 kha nang gén két véi protein huyét thanh, albumin
huyét thanh ctia nguoi nay dé tang thoi gian ban rd cua phén t& thu dugce. Phuong phap

nay, vi du, dugc mo ta boi Nygren et al., EP 0 486 525.
Phuong phap thiét ké khang thé bién dbi

Nhu duge mo ta trude do, khang thé khang-IL-17A c6 trinh tuw Vi va Vi hodc cac trinh
tu chudi nang va chudi nhe c6 chiéu dai diy du dwoc thé hién & ddy co thé duoc st
dung dé tao ra cac khang thé khang-IL-17A mdi bang cach bién ddi cac trinh tu chudi
niang va/ hodc chudi nhe cé chiéu dai dﬁy dd, cac trinh tu Vu va/ hodc Vi, hoac ving
cb dinh duoc gén vao cac trinh tu nay. Do do, theo khia canh khéc cua sang ché, cac
dic diém céu triic ciia khang thé khang-IL-17A theo sang ché duoc st dung dé tao ra
cac khang thé khang-IL-17A tuong tu vé cdu truc hodc phan gin két khang nguyén cia
n6 ma gitt lai duogc it nhét 1a mét dic diém chirc nang cua cac khang thé theo séng ché,
nhu gén két v6i IL-17A cia ngudi va ciing trc ché mot hodc nhidu dic diém chuc nang
ctia IL-17A (vi du, trc ché su gén két cua IL-17A hodc IL-17AF véi thu thé cta no, Gc
ché IL-17A hodc IL-17AF cam Gng su san Xuét, GRO-alpha, v.v, hoat tinh trc ché

trong céac tht nghiém in vivo.

Cac khang thé khac gitr lai vé co ban 1a giéng vé& cdc dic diém gén két véi IL-17A bao
gdm cac khang thé dang kham hoic cac khang thé duoc ghép CDR cta mot khang thé
bat ky trong sd cac khang thé XAB1, XAB2, XAB3, XAB4 hodc XABS5 ma gitt lai
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duoc cac ving VH va VL, hodc ving CDR, gidng véi cac ving ciia khang thé bat ky
trong sb cac khang thé XAB1, XAB2, XAB3, XAB4 hoic XAB5 va c6 cic ving cb
dinh hodc ving suon khac (vi dy, ving Fc khac dugce chon tir isotyp khac, vi du, 1gG4
hodc IgG2).

Vi dy, mot hodic nhiéu vimg CDR ctia khang thé bét ky trong sb cac khang thé XABI,
XAB2, XAB3, XAB4 hoac XABS5, hodc cac dang dot bién cta né, c6 thé duoc két hop
theo cach tai td hop lai ciing voi cac viing sudn va/hodc cac CDR khéc da biét dé tao
ra cac khang thé khang-IL-17A dugc thiét ké theo cach tai td hop khac theo sang ché,
nhu dugc md ta trude d6. Cac loai cai bién khac bao gdbm céc loai duge mo ta trong
cac muc trude. Nguyén lidu ban diu cho phuong phap thiét ké nay 1a mot hodc nhidu
trinh ty Vg va/ hodc Vi ciia XAB1, XAB2, XAB3, XAB4 hoic XABS5 duogc trinh bay
trong cac bang trén, hodic mot hoic nhidu ving CDR ciia n6. Dé tao ra khang thé dugc
thiét ké, khong can thiét phai tao ra céch thuc sy (c6 nghia 13, biéu hién thanh protein)
khang thé c6 mot hodc nhiéu trinh ty Vg vd/ hoic V; cia XAB1, XAB2, XAB3,
XAB4 hodc XABS5, hoic mot hodc nhidu vung CDR cuia n6. Pung hon 13, thong tin
duoc chira trong céc trinh tu ndy da duoc st dung 1am nguyén liéu ban diu dé tao ra
cac trinh ty “thé hé thit hai” ¢6 ngué)n géc tur trinh tu géc va sau d6 cac trinh tu “thé hé

thir hai” ndy dugc tao ra va biéu hién thanh protein.

Trinh ty thé hé thir hai dugc bién ddi, vi dy, bang cach bién ddi trinh tw ma héa ADN
cta it nhat 12 mot gdc axit amin trong trinh tu khang thé cta viing bién dbi ctia chudi
ning v&/ hodc trinh tw khang thé cia ving bién dbi ctia chudi nhe ciia khang thé bat ky
trong s XAB1, XAB2, XAB3, XAB4 hoic XAB5, dé tao ra it nhit 1a mét trinh tu cia
khang thé duoc bién ddi; va biéu hién trinh ty clia khang thé duoc bién ddi nay thanh

protein.

Theo d6, theo mdt phuong an khac, sang ché d& xudt phuong phap dé san xuit khang
thé khang-IL-17A dugc t6i wu hoa dé biéu hién trong té biao ciia dong vat c6 via bao
gdm: trinh tw khang thé cia chudi ning c6 chiéu dai ddy du, trinh ty khang thé cua
chudi nhe c6 chiéu dai ddy du cua khang thé bit ky trong s6 XAB1, XAB2, XAB3,
XAB4 hoic XAB5; bién ddi it nhit 13 mot codon trong trinh ty ma hoéa nucleotit,

codon ndy ma héa goc axit amin trong trinh tu khang thé ciia chudi ning c6 chiéu dai

-57-



27341

ddy du va/ hodc trinh tu khang thé cua chudi nhe c6 chidu dai ddy di cua khang thé dé
tao ra it nhat 1a mot trinh ty khang thé bi bién ddi; va bidu hién trinh tu cta khang thé

bi bién ddi thanh protein.

Trinh tu cta khang thé bi bién ddi ciing c6 thé dugc tao ra bang cach sang loc cac thu
vién khang thé ¢6 trinh ty CDR3 trén chudi ning va chudi nhe duy nhit cia khang thé
bat ky trong sd cac khang thé 1an luot 1a XAB1, XAB2, XAB3, XAB4 hoic XABS,
hoic cac yéu té quyét dinh gin két can thiét ti thiéu nhu duoc mo ta trong bang sang
ché My $6 20050255552, va céac trinh tu khac cho céc trinh tw CDR1 va CDR2. Viéc
sang loc nay co thé duogc thuc hién theo k¥ thuat sang loc bat ky thich hop cho viéc
sang loc cac khang thé tir cac thu vién khang thé, nhu k§ thuat trinh dién trén thuc

khuén thé.

Céc k¥ thuét sinh hoc phan tir tidu chudn c6 thé duoc sir dung dé didu ché va biéu hién
trinh tu cia khang thé duoc bién dbi. Khang thé dugc ma hoa boi trinh tu cia khang
thé dugc bién ddi 1a khang thé ma giir lai mot, mot vai hodc tit ca cac dic tinh chirc
nang mong mudn ciia cic khang thé khang-IL-17A duoc md ta ¢ ddy, cac dic tinh
chirc ning nay bao gdm, nhung khong chi giéi han &, su gin két dic hiéu véi IL-17A
ciia nguoi; va/hodc e ché gén két cua IL-17A véi thu thé cta nd; va/ hodc tc ché su

san xuat dugc cam ung béi IL-17A |, vi dy, IL-6 hodc GRO-alpha, v.v.

Khang thé dugc bién ddi c6 thé bicu hién mot hodc nhieu, hai hodc nhi¢u, hodc ba

hodc nhiéu ddc tinh chirc ndng néu trén.

Theo cac phuong 4n cu thé cho cac phuong phép thiét ké cac khang thé theo sang ché,
cac dot bién co thé duoc dua vao mot cach ngﬁu nhién hodc cé chon loc cho tt ca
hodc timg phan cia trinh ty mi hoa cua khang thé khang-IL-17A va cac khang thé
khang IL-17A dugc bién dbi thu duge c6 thé duge sang loc hoat tinh gin két va/hoidc
cic dic tinh chtc ning khac nhu dugc mo ta & ddy. Cac phuong phap giy dot bién
dugc md ta trong linh vue nay. Vi du, cong bd don qubc t& WO 02/092780 badi Short
md ta phuong phéap tao va sang loc cac dot bién khang thé bang cach st dung k§ thuat
gdy dot bién bao hoa, k§ thuat lap rap ghép nbi tng hop nhan tao, hodc su két hop cua
ching. Theo cach khac, cong bd don qubc té€ WO 03/074679 boi Lazar et al. md ta
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phuong phép st dung phuong phap sang loc bang may tinh dién toan dé ti wu hoa cac

dic tinh héa 1y ctia cac khang thé.
Phén tir axit nucleic ma héa khang thé theo sang ché

Theo khia canh khéc ctia sang ché lién quan dén phan tir axit nucleic ma mi hoa khang
thé hoic protein theo séng ché. Vi du vé trinh tu nucleotit ctia ving bién d6i chudi nhe
1a trinh ty ma héa trinh tir axit amin cia viing bién ddi chudi nhe cua khang thé bat ky
trong sb cac khéng thé XAB1, XAB2, XAB3, XAB4 va XABS5, trinh tu sau nay co
ngudn gbc tir trinh tu trong bang 3 (thé hién toan bd cac trinh ty ma héa nucleotit ctia
chudi ning va chudi nhe ciia XAB1, XAB2, XAB3, XAB4 va XABS5) va Bang 2 (thé
hién trinh tu axit amin cia ving bién d6i cia XAB1, XAB2, XAB3, XAB4 hoic
XAB)Y).

Sang ché ciling lién quan dén cac phén tir axit nucleic ma c6 ngudn goc tir cic trinh ty
sau nay dugc toi wu hoa cho sy bicu hién protein trong t€ bao dong vat cé v, vi du,

cac dong té bao CHO.

Axit nucleic c6 thé c6 mat trong t€ bao nguyén ven, trong dich ly giai t& bao, hoic c6
thé 13 axit nucleic & dang dugc tinh sach mot phﬁn hoac gén nhu 1a tinh sach. Axit
nucleic dugc "phén 1ap" hodc "dugc loc dén gén nhu 1a tinh sach" khi dugc tinh sach
khéi cac thanh phﬁn té bao khac hoic tap chét khac, vi du, protein hodc axit nucleic
khéc cua té bao, béng cac k¥ thuat tiéu chudn, bao gém xu ly alkalin/SDS, tao béang
bang CsCl, sic ky cot, dién di trén gel aga va cac k§ thuat khac dugc biét rong rai
trong linh vuc nay. Xem, F. Ausubel, et al., ed. 1987, Current Protocols in Molecular
Biology, Greene Publishing and Wiley Interscience, New York. Axit nucleic theo sdng
ché c6 thé, vi du, ADN hodc ARN va c6 thé chtra hoidc khong chira céc trinh tu intron.
Theo mot phuong 4n, axit nucleic 14 phan tir cADN. Axit nucleic ndy c6 thé c6 mit

trong vecto nhu vecto trinh dién trén thuc khuén thé, hodic vecto plasmit tai tb hop.

Axit nucleic theo sang ché c6 thé c6 duoc bing cach st dung cac k¥ thuét sinh hoc
phan tir tiéu chudn. Khi cdc manh ADN ma hoa, vi du, cac manh Vy va V. duge thu
duoc, cac manh ADN nay c6 thé duoc thao tac tiép nira bang k§ thuat ADN téi td hop

tiéu chuén, vi du, dé chuyén d6i cic gen cuia ving bién ddi thanh gen ciia chudi khang
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thé c6 toan b chidu dai, thanh céc gen manh Fab hodc thanh céc gen scFv. Trong cac
thao tac nay, manh ADN ma héa Vi hodc Vg dugce gén két cach linh hoat véi phan tir
ADN khac, hodc manh ma hoa protein khéac, nhu ving c¢b dinh ctia khang thé hoic
phén tu ndi linh hoat. Thuat ngit “duoc gén két cach linh hoat", nhu dugc sir dung
trong ban mo ta ndy, dugc du dinh ding dé chi hai manh ADN dugc ghép vé6i nhau
theo phuong thirc c6 chirc ning, vi du, sao cho céc trinh ty axit amin dugc ma hoa boi
hai manh ADN nay duy tri dung khung doc, hodc sao cho protein dugc biéu hién duéi

su ki€m soat ctia promoto mong muodn.

ADN duoc phan l4p ma hoa ving Vy c6 thé duge chuyén ddi thanh gen cua chudi
ning ¢6 chidu dai diy di bang cach lién két cach linh hoat ADN ma héa Vy véi phan
ttr ADN khéc ma hoa ving ¢6 dinh cta chudi ning (CH1, CH2 va CH3). Trinh tu gen
ctia ving ¢b dinh ctia chudi ning ciia ngudi da dugc biét trong linh vuc nay (xem, vi
du, Kabat, E. A., el al. 1991, Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fifth
Edition, U.S. Department of Health and Human Services, NIH Publication No. 91-
3242) va cac manh ADN bao gbm cac ving ndy c6 thé c6 duoc bang k¥ thuat khuéch
dai PCR tiéu chun. Ving cb dinh ctia chudi ning c6 thé 1a ving cb dinh cia IgGl,
IgG2, 1gG3, 1gG4, IgA, IgE, IgM hodc IgD. Theo mot s6 phuong 4n, ving ¢b dinh cia
chudi ning dwoc chon trong sb cac isotyp IgG1. Déi v6i gen ctia manh Fab cta chudi
nang, ADN m3 hda Vy c6 thé duogc lién két cach linh hoat véi phén tt ADN khéc chi

mi héa ving cd dinh ctia chudi niing CHI1.

ADN dugc phan 1dp ma héa vung Vi ¢6 thé dugc chuyén dbi thanh gen cia chudi nhe
c¢6 chidu dai ddy di (ciing nhu thanh gen Fab ctia chudi nhe) bang lién két cach linh
hoat ADN ma3 hoa V véi cac phan tt ADN khac ma hoa vung ¢b dinh cua chudi nhe,
CL. Trinh ty cda gen ving cb dinh ctia chudi nhe cia nguoi da dugc biét trong linh
vuc nay (xem, vi du, Kabat, E. A, et al. 1991, Sequences of Proteins of
Immunological Interest, Fifth Edition, U.S. Department of Health and Human
Services, NIH Publication No. 91-3242) va méanh ADN bao gdm cac viing nay c6 thé
¢6 duge bang k¥ thuat khuéch dai PCR tiéu chuan. Ving ¢ dinh cia chudi nhe c6 thé

1a ving ¢6 dinh kappa hozc lamda.
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Pé tao ra gen scFv, manh ADN ma héa cho Vy va Vi, duogc lién két cach linh hoat véi
modt manh khic ma héa phan tu ndi linh hoat-;, vi du, ma hoa trinh ty axit amin (Gly4 -
Ser);, sao cho céac trinh ty Vg va Vi ¢c6 thé dugc biéu hién thanh protein chudi don tiép
giap, v6i cac vung Vi va Vy da dugc ndi lai béng phan tr cAu ndi linh hoat (xem, vi
du, Bird et al. 1988, Science 242:423-426; Huston et at. 1988, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 85:5879-5883; McCafferty et al. 1990, Nature 348:552-554).

Phan lap khang thé tai t6 hop theo sang ché

Nhiéu phuong phép sang loc khang thé va phan gin két khang nguyén ctia n6 da dugc
mo ta trong linh vue ndy. Céc phuong phép nay c6 thé dugc chia thanh cac hé thdng in
vivo, nhu chudt chuyén gen c6 kha niang san xuét cac khang thé hoan thién cta ngudi
nhd vao su mién dich héa khang nguyén va cac hé théng in vitro, bao gdm viéc tao ra
cac thu vién ma hoa ADN cua khang thé, biéu hién thu vién ADN nay trong hé théng
thich hgp cho su san xXuét khéng thé, lya chon dong biéu hién khang thé dai dién ma
gén két voi dich véi tiéu chi lwa chon 4i luc va su tai sinh trinh tr ma hoa tuong tmg
ctiia dong da dwoc chon nay. Cac k¥ thuét in vitro ndy di duge biét thu cac k§ thuat
trinh dién, va bao gdm khéng c6 gidi han, trinh dién trén thuc khuén thé, trinh dién
trén ARN hodc ADN, trinh dién trén riboxom, trinh dién trén ndm men hoic té bao cua
dong vat c6 vii. Cac k¥ thuat nay dugc mo ta chi tiét trong linh vure ndy (xem xét tdng
quat trong, xem vi du: Nelson et al. 2010, Nature Reviews Drug discovery,
“Development trends for human monoclonal antibody therapeutics” (Advance Online
Publication) va Hoogenboom et al. 2001, Method in Molecular Biology 178:1-37,
O’Brien et al., ed., ngudi Press, Totowa, N.J.). Theo mdt phuong én cu thé, khang thé
tai td hop cta ngudi theo sang ché dugc phén lap bang cach st dung cac phwong phap
trinh dién trén thuc khuén thé dé sang loc cac thu vién cua thu vién khang thé tai td

hop cia ngudi, nhu cic thu vién HuCAL®.

Danh muc cia cac gen ciia Vy va Vi hodc cac ving CDR c6 lién quan c6 thé dugc tach
dong cach riéng biét bang phan tmg chudi polymeraza (PCR) hoic dugc tdng hop
bang cac yéu tb tong hop ADN va duoc tai két hop cach ngiu nhién trong cac thu vién
thuc khuin thé, ma sau d6, c6 thé duoc sang loc cho cac dong gan két khang nguyén.

Céac phuong phép trinh dién trén thuc khudn thé nay dé phan 1ap cac khang thé cia
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ngudi da duge thiét 1ap trong linh vire nay nhu duge mo ta trong cac vi dy dudi day.
Xem vi du: b.%lng sang ché My s6 5,223,409; 5,403,484; va 5,571,698 boi Ladner et al.;
bing sang ché My sb 5,427,908 va 5,580,717 boi Dower et al.; bing séng ché M§ s6
5,969,108 va 6,172,197 béi McCafferty et al.; va bang sang ché My sb 5,885,793;
6,521,404; 6,544,731; 6,555,313; 6,582,915 va 6,593,081 béi Griffiths et al.

Theo phwong 4n nhét dinh, cac khang thé cua ngudi duge dinh hudng chdng lai IL-
17A ¢6 thd duoc xéac dinh bang cach st dung chudt chuyén gen hodc chudt chuyén
nhi®m séc thé mang cac phin ctia hé thdng mién dich ciia ngudi thay vi hé théng mién
dich cta chudt. Chudt chuyén gen va chuyén nhiém sic thé nay bao gdm chudt dugc
dé cap dén trong ban mo ta twong tng 1a chuot HuMAb va chudt KM va dugce dé cap

chung trong ban md ta 13 “chudt mang Ig ciia nguoi”.

HuMAb mouse® (Medarex, Inc.) chira cic locut nhé cia gen globulin mién dich cta
ngudi ma hoa cac trinh tw globulin mién dich chudi ngng (u va y) va chudi nhe x cta
ngudi khong dugce sip xép lai, ciing véi cac dot bién dugc dinh huéng ma lam bét hoat
cac locut ctia chudi p va x ndi sinh (xem, vi du, Lonberg, et al. 1994, Nature 368:856-
859). Theo d6, chudt nay cho thiy su biéu hién IgM hoic x ciia chudt giam, va dé dap
g v6i sy sinh mién dich, cic gen chuyén cta chudi ning va chudi nhe ctia ngudi
duoc dua vao trai qua sy chuyén dbi 16p va dot bién xoma dé tao ra don dong IgGk
cua ngudi véi ai luc cao (Lonberg, N. et al. 1994, da néu; d3 dugc xem xét trong tai
liéu cta Lonberg, N., 1994 Handbook of Experimental Pharmacology 113:49-101;
Lonberg, N. va Huszar, D. 1995, Intern. Rev. Immunol. 13:65-93, va Harding, F. va
Lonberg, N. 1995, Ann. N. Y. Acad. Sci. 764:536-546). Su san xuit va sir dung chuot
HuMADb, va céc cai bién hé gen dugc mang trong cac chudt ndy, dugc mo ta tiép nita
trong tai liéu cua Taylor, L. et al. 1992, Axit nucleic Research 20:6287-6295; Chen, J.
et at. 1993, International Immunology 5:647-656; Tuaillon et al. 1993, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 94:3720-3724; Choi et al. 1993, Nature Genetics 4:117-123; Chen, J.
et al. 1993, EMBO J. 12: 821-830; Tuaillon et al. 1994, J. Immunol. 152:2912-2920;
Taylor, L. et al. 1994, International Immunology 579-591; va Fishwild, D. et al. 1996,
Nature Biotechnology 14: 845-851. Tham khéo tiép nita trong, cic bing sang ché My
sb 5,545,806; 5,569,825; 5,625,126; 5,633,425; 5,789,650; 5,877,397; 5,661,016;
5.814,318; 5,874,299; va 5,770,429; tit ca déu cua Lonberg va Kay; bang sang ché My
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s6 5,545,807 cua Surani et al.; cac cong bd don patent s6 WO 92103918, WO
93/12227, WO 94/25585, WO 97113852, WO 98/24884 va WO 99/45962, tt ca déu
ctiia Lonberg va Kay; va cong bb don patent s6 WO 01/14424 ctia Korman et al.

Theo phuong 4n khéc, cac khang thé clia nguoi theo sing ché ¢6 thé duoc gia ting
béng cach sir dung chudt chuyén gen hoidc chuyén nhiém sic thé mang gen chuyén ctia
chudi ning ciia ngudi va nhiém sic thé chuyén ctia chudi nhe ctia ngudi. Chudt nay,
dugc @& cap dén trong ban mo ta 1a "chut KM", dugc mo ta chi tiét trong cong bd don

s& WO 02/43478 boi Ishida et al.

Van theo phuong 4n khéc nita, cac hé théng dong vat chuyén gen khac biéu hién cac
gen globulin mién dich ctia ngudi hién da c6 trong linh vuc va ¢6 thé dugc sir dung dé
gia tang cac khang thé khang-IL-17A theo sang ché. Vi du, hé thdng chuyén gen khéac
duoc @& cap dén 1a Xenomouse tir Abgenix, Inc. c6 thé dugc sir dung. Chudt nay duoc
md ta trong, vi du, cac bing sang ché My sd 5,939,598; 6,075,181; 6,114,598; 6,
150,584 va 6,162,963 cia Kucherlapati et al. Nhu s&€ duge danh gia cao bdi ngudi ¢
hiéu biét trung binh trong linh vuc niy, mot s6 miu chudt khac cé thé dugc sir dung,
nhu chudt nhét Trianni™ tr Trianni, Inc., chudt nhét VelocImmune™ tir Regeneron

Pharmaceuticals, Inc., hodc chudt nhit Kymouse™ tir Kymab Limited.

Hon thé nita, cac hé théng dong vat chuyén gen khac biéu hién cac gen globulin mién
dich ciia ngudi hién c6 trong linh vuc nay va c6 thé duge st dung dé gia ting cac
khang thé-IL-17A theo sang ché. Vi du, chuot nhit mang ca nhi®m sic thé chuyén cua
chudi ning ctia ngudi va nhidm sic thé chuyén ctia chudi nhe ciia ngudi, dugce dé cap
dén 14 "chudt TC" co6 thé duge sir dung; chudt nay dugc md ta trong tai li€u cua

Tomizuka et al. 2000, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:722-727.

Céc khang thé don dong clia ngudi theo sang ché ciing c6 thé dugc tao ra bang céach st
dung chudt SCID trong d6 cac té bao mién dich clia ngudi duge hoan nguyén sao cho
dap tng khang thé ctia ngudi c6 thé dugc tao ra nhey vao su tao mién dich. Chudt nay
duoc mo ta trong, vi du, cac béng sang ché My sb 5,476,996 va 5,698,767 cia Wilson

et al.
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Sy san xuét khang thé don dong theo sang ché tir hé théng phan ho chudt

Céc khang thé don dong (mAb) c6 thé duoc san xuit bang nhidu k¥ thuét khac nhau,
bao gdm hé phwong phap khang thé don dong thong thuong, vi du, k§ thuat lai té bao
soma tiéu chuan ctia Kohler va Milstein 1975, Nature 256:495. Nhiéu k¥ thuét dé san
xuét khang thé don dong cua thé dugc sir dung, vi du, su bién nap cac té bao lympho B

do virut hodc gen gay ung thu.

H¢ théng dong vat dé diéu ché dong t€ bao lai 1a hé théng cta phéan ho chudt. Su san
xuét té bao lai & chudt 1a cac quy trinh da duge thiét 1ap cu thé. Cac quy trinh gy mién
dich va k¥ thuat phan lap cia té bao lach dugc mién dich hoa dé dung hop da dugc
biét trong linh vuc ndy. Céc chit twong tic cing dung hop (vi du, t& bao u tiy cua

chudt) va céc quy trinh dung hop ciing da duoc biét.

Céc khang thé dang kham hodc dugc lam gidng nhu ciia ngudi theo sang ché co thé
duoc san xut dya trén trinh tu khang thé don dong cia chudt dugc diéu ché nhu da
md ta & trén. ADN m4 hoéa chudi ndng va chudi nhe cia globulin mién dich c6 thé c6
duoc tir té bao lai ciia chudt quan tdm va dugc thiét ké dé chira cac trinh ty globulin
mién dich khéng phai ctia chudt (vi du, ctia nguoi) bang cach st dung cac k§ thuat
sinh hoc phén tr ti€u chudn. Vi duy, dé tao ra khéng thé dang khdm, céc ving bién ddi
ctia chudt co thé duge ndi véi cac ving ¢ dinh cia ngudi bing cach sir dung cac
phuong phéap da biét trong linh vuc nay (xem, vi du, bang sang ché My sb 4,816,567
ctia Cabilly et al.). Dé tao ra khang thé duoc lam gidng nhu ctia ngudi, cic ving CDR
cia chudt murine c6 thé dugc chén vao ving sudn cda nguoi. Xem, vi duy, béng séang
ché My sb 5,225,539 ciia Winter, va cac béng sang ché My§ s 5,530,101; 5,585,089;
5,693,762 va 6,180,370 ctia Queen et al.

Su san xuat cac t€ bao lai sadn xuat khang thé don dong ctia ngudi

Pé tao ra céac té bao lai san xudt khang thé don dong ciia ngudi theo sang ché, té bao
hach lach v/ hoidc céc té bao hach lympho tir chudt dugc tao mién dich c6 thé dugc
phén 14p va dung hop véi dong té bao bit tir thich hop, nhu dong té bao u tiy cia
chudt. Cac té bao lai thu dugc c6 thé duge sang loc cho su san xuét cac thé dic hiéu

khéang nguyén hodc dic hiéu epitop. Vi du, dich huyén phu ciia t& bao duy nhét cua cac
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té bao lympho & lach tir chudt duge gay mién dich co thé dugc dung hop véi 1/6 sb té
bao u tiy cia chudt khong tiét ra P3X63-Ag8.653 (ATCC, CRL 1580) vé6i 50% PEG.
Cac & bao duogc trai xap xi 1a 2x145 trong cac dia microtiter day phing, sau d6 1 trong
thdi gian hai tudn trong méi truong chon loc chira Clone Serum ciia phdi ndng do
20%, mdi truong diéu kién "653" ndng do6 18%, origen (IGEN) ndng d6 5%, L-
glutamin ndéng d6 4mM, natri pyruvat ndng d6 1mM, HEPES ndng d6 5mM, 2-
mercaptoetanol ndng dd 0:055mM, penicillin 50 don vi/ml, streptomyxin nbéng do
50mg/ml, gentamyxin néng do 50mg/ml va HAT ndng d6 1X (hing Sigma; HAT duoc
bd sung & thoi diém 24 gid sau dung hop) Sau khoang hai tudn, t& bao c6 thé duoc
nudi trong moi trudng ma trong d6 HAT dugc thay thé bing HT. Timg giéng riéng 1é
sau d6 c6 thé duge sang loc bing k§ thuat ELISA cho cac khang thé IgM va IgG don
dong cta ngudi. Khi sy phat trién rong rai clia cc té bao lai xay ra, moi truong cé thé
duoc nghién ciru thuong 13 sau 10-14 ngay. Khang thé tiét cac té bao lai nay co thé
duoc tai trai rong, sang loc lai, va néu van duong tinh véi IgG cla ngudi, cac khang
thé don dong nay c6 thé tach dong phu tiép mot hodc hai 14n nita bing cach pha lodng
giéi han. Sau d6, cac dong phu bén nay c6 thé dugc nudi cdy in vitro dé tao ra lugng

nho khang thé trong méi truong nudi cly méd dé xac dinh dic tinh.

Pé tinh sach cac khang thé don dong ciia ngudi, cac té bao lai duge chon ¢ thé dugc
phat trién trong cac binh quay hai lit @ tinh ché khang thé don dong. Dich nbi c6 thé
duge loc va ¢d dic trude khi thuc hién sic ky 4&i luc véi protein A-sepharoza
(Pharmacia, Piscataway, N.J.). IgG duoc chiét ra ¢ thé dugc kiém tra bang cach dién
di trén gel va sic ky 16ng hiéu ning cao dé dam bao do tinh sach. Dung dich dém c6
thé dugc trao dbi thanh PBS, va ndng d0 nay ¢ thé duoc xac dinh bang ODag str dung
hé sb tt tin hiéu bing 1,43. Cac khang thé don dong c6 thé duoc phan udce va lwu trit &
nhiét d6 -80°C.

Su tao ra té bao chuyén nhidm san xuit khang thé don dong

Céc khang thé theo sang ché c¢6 thé duoc san xuét trong té bao chu 1a t& bao chuyén
nhidm bang cach sir dung, vi du, su két hop cia cac k§ thuat ADN tai té hop va
phuong phap chuyén nhiém gen dugc biét rd trong linh vire nay (vi du, Morrison, S.
1985, Science 229:1202).

-65-



27341

Vi du, dé biéu hién cac khéng thé ndy, hodc manh khéng thé cua né, cac ADN ma hoéa
chudi nhe va chudi ning c6 mot phan hodc ddy du chiéu dai co6 thé thu duge bang cac
k¥ thuat sinh hoc phan tir hodc héa sinh ti€u chuin (vi dy, téng hop héa hoc ADN, su
khuéch dai PCR hoic tach dong ADN bang cach sir dung t& bio lai biéu hién khang
thé quan tdm) va cac ADN nay c6 thé duoc chén vao cac vecto biéu hién sao cho céc
gen nay dugc lién két cach linh hoat vé6i cac trinh tu kiém soat phién ma va dich ma.
Trong badn mo ta nady, thudt ngit “lién két cach linh hoat" dugc du dinh dé chi réng gen
cua khang thé dugc ndi vai vecto sao cho cac trinh tu kiém soat phién ma va dich ma
trong vecto ndy cung cp chirc ning diéu hoa phién ma va dich ma ciia gen khang thé
da dugc du dinh cda ching. Vecto biéu hién va céc trinh tu kiém soat biéu hién nay
duoc chon dé tuong thich véi su biéu hién cua té bao chi dugc sir dung. Gen chudi
nhe cta khang thé va gen chudi ning cua khang thé c6 thé duoc chén vao cac vecto
riéng biét hodc, thong thudng 13, ca hai gen duge chén vao cung mot vecto biéu hién.
Gen khang thé dugc chén vao vecto biéu hién bang cac phuong phap tiéu chudn (vi du,
phwong phap ndi bd sung cia cac vi tri gidi han trén manh gen khang thé va vecto,
hodic phwong phép nbi déu bing néu khong c6 vi tri gidi han). Viing bién ddi chudi nhe
va chudi ning cua cac khang thé dugc mé ta trong day co thé duoc sir dung dé tao ra
cac gen khang thé c6 toan b chidu dai cua isotyp khang thé bat ky bang cach chén
chiing vao cac vecto biéu hién ma hoa ving ¢b dinh cta chudi ning va ving c¢d dinh
ctia chudi nhe cta isotyp mong mudn sao cho phan manh Vy nay dugc lién két cach
linh hoat v6i phan méanh Cy trong vecto ndy va manh Vy ndy lién két cach linh hoat
v6i manh Cp, trong vecto. Ngoai ra hodc theo cach khac, vecto biéu hién tai té hop c6
th& ma hoa peptit tin hiéu, ciing dugc goi 1a trinh trr din ddu, ma thuc diy su tiét chudi
khang thé tir té bao chu. Gen cta chudi khang thé nay c6 thé dugc tach dong vio vecto
@& sao cho peptit tin hiéu nay dugc lién két trong ding khung doc véi dau amino ciia
gen ctia chudi khang thé. Peptit tin hiéu c6 thé 1a peptit tin hiéu globulin mién dich
hodc peptit tin hi¢u khéac loai (c6 nghia la, peptit tin hi¢u tir protein khong phai la
globulin mién dich). Céc vi du vé cac peptit tin hiéu nay dugc tim thdy trong bang 7,
va cac vi du vé& cac trinh tu polynucleotit ma héa céc peptit tin hidu dugc tim thay

trong bang 8.
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Bang 7. Peptit tin hiéu cho chudi peptit chudi ning va chudi nhe

Peptit tin hicu ID trinh tw 56 Dugec stir dung cho chuci)i peptit chudi
nang hoac chuoi nhe
1 SEQ ID NO: 59 Chudi ning
2 SEQ ID NO: 60 Chudi nhe
3 SEQ ID NO: 63 Chudi ning
4 SEQ ID NO: 64 Chudi nhe
5 SEQ ID NO: 67 Chudi ning
6 SEQ ID NO: 68 Chubi nhe

Bang 8. Trinh ty polynucleotit ma hoa peptit tin hiéu

Ma hoa peptit ID trinh ti s& Mai héa trinh tu peptit tin hiéu
tin hiéu sb cho chudi ning hoic chudi nhe
1 SEQ ID NO: 61 Chudi ning
2 SEQ ID NO: 62 Chudi nhe
3 SEQ ID NO: 65 Chudi ning
4 SEQ ID NO: 66 Chudi nhe
5 SEQ ID NO: 69 Chudi niing
6 SEQ ID NO: 70 Chubdi nhe

Ngoai cac gen cia chudi khang thé, cac vecto biéu hién tai td hop theo sang ché mang
trinh ty didu hoa ma kiém soat sy bidu hién cua gen ciia chudi khang thé nay trong té
bao chu. Thuat ngir “trinh tu didu hoa" dugc dy dinh dé bao gém cac promoto, yéu t6
ting cudng va cac yéu t6 kiém soat biéu hién khac (vi du, céc tin hiéu cho su gin dudi
polyadenyl) ma kiém so4t phién ma hodc dich mi cua gen cia chudi khang thé. Cac
trinh tw didu hoa nay dwoc md ta, vi du, trong Goeddel 1990, Gene Expression
Technology. Cac phuong phap trong Enzymology 185, Academic Press, San Diego,
CA). S& dugc danh gia cao bdi ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc nay ring

su thiét ké vecto biéu hién, bao gém su lwa chon céac trinh tu diéu hoa, c6 thé phu
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thudc vao cac yéu tb nay gém su lya chon té bao chu dugc ding dé dé bién nap, muc
d6 biéu hién cua protein dugc mong mudn, v.v. Trinh ty diéu hoa cho sy biéu hién & té
bao chu 1 ciia dong vét c6 vi bao gdm cac yéu td ctia virut ma huéng dén mirc d9 cao
tuyét dbi cua sy biéu hién protein trong té bao dong vat c6 vu, nhu cic promoto
va/hodic yéu tb ting cudng c6 ngudn gdc tir cytomegalovirut (CMV), Simian Virut 40
(SV40), adenovirut (vi du, promoto hoat dong chi yéu trong pha mudn ciia adenovirut
(AdMLP)), va polyoma. Ngoai ra, trinh tu diéu hoa khong c6 ngudn gbc tir virut cling
c¢6 thé duoc st dung, nhu promoto ubiquitin hodc ving promoto P-globin. Van theo
phuong 4n khéc, cac yéu t6 diéu hoa duge ciu tao tir trinh tur tir cc ngudn khac nhau,
nhu hé thdng promoto SRa, ma chira trinh ti tir promoto sém ciia SV40 va trinh tu 1ip
lai dai d4u tin cing cua virut giy bénh bach ciu té bao T ctia ngudi typ 1 (Takebe, Y.
et al. 1988, Mol. Cell. Biol. 8:466-472).

Ngoai cac gen ctia chudi khang thé va cac trinh tur diéu hoa, vecto biéu hién tai t6 hop
theo sang ché c6 thé mang céc trinh ty khac, nhu trinh tu diéu hoa sy tai ban cta vecto
nay trong té bao chu (vi du, tAm tai ban) va cac gen dénh déu chon loc duge. Gen danh
diu chon loc dugce tao diéu kién chon loc cac té bao chii ma trong d6 vecto nay da
duoc dwa vao (xem, vi du, cic bing sang ché My sd 4.399.216, 4.634.665 va
5.179.017, déu boi Axel et al.). Vi du, théng thuong 1a gen ddnh déu chon loc dugc
cung cip su chbng chiu véi cac loai thube, nhu G418, hygromyxin hodc metotrexat,
trén t& bao chu ma trong d6 vecto nay da dugc dua vao. Gen danh dau chon loc dugc
bao gdm gen dihydrofolat reductaze (DHFR) (dé sir dung trong té bao chu DHFR véi

su chon loc/khuéch dai metotrexat) va gen neo (dé chon loc G418).

DPdi v6i sy biéu hién cta chudi nhe va chudi ndng, cac k¥ thuadt tiéu chudn dugc ap
dung dé chuyén nhiém té bao chu vai vecto biéu hién ma héa chubi ning va chudi nhe.
Céc dang khac nhau cia thuat ngit “chuyén nhiém" dugc dy dinh dé bao gém rat nhiéu
kg thuat thuong duoc dung dé dua ADN bén ngoai vao trong té bao chu tir dong vat
nhan so hodc dong vat nhan thuc, vi duy, dién bién nap, bién nap két tha canxi-
photphat, chuyén nhiém DEAE-dextran va céc k¥ thuat twong tu. Diéu nay vé mit ly
thuyét 14 c6 thé biéu hién cac khang thé theo sang ché trong té bao chi tir dong vat
nhan thuc hodc nhan so. Su biéu hién cua céc khang thé trong té bao dong vat nhan

thuc, vi du, t€ bao chi 1a cac t€ bao cia dong vat c6 vii, nam men hodc nam sg¢i, dugc
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mo ta bdi vi céac t€ bao nhan thuc ndy, va cu thé 1a té bao cua dong vat co vu, tuong tu
hén té bao dong vat nhan so dé ghép ndi va tiét khang thé c6 hoat tinh mién dich va

duoc cudn gip chinh xéc.

Theo mot phuong 4n cu thé, vecto tich dong hodc vecto bidu hién theo sang ché chira
it nhat 1a mot trinh tw ma hoa trong bang 3, lién két linh hoat véi trinh tw promoto
thich hop. Theo mgt phwong 4n cu thé khac, vecto tach dong hoic vecto biéu hién theo
sang ché chua it nhat 13 mot trinh ty ma hoa tir Béng 4, lién két linh hoat véi trinh tu

promoto thich hgp.

Té bao chu 12 té bao cua dong vat c6 va dé biéu hién khang thé tai t6 hop theo sang
ché bao gdm té bao budng trimg cia chudt hamster Trung Quéc (té bao CHO) (bao
gdm té bao dhfr- CHO, dwge md ta bdi Urlaub va Chasin 1980, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 77:4216-4220 duoc st dung cung v4i gen danh d4u chon loc duge DH FR, vi du,
nhu duoc mo ta bai R.J. Kaufman va P.A. Sharp 1982, Mol. Biol. 159:601-621), dong
té bao CHOK1 dhfr+, t bao u tity NSO, té bao COS va té bao SP2. Cu thé 13, dé st
dung véi té bao u tiy NSO, mot hé théng biéu hién khéc 1a hé théng biéu hién gen GS
duogc thé hién trong cac cong bd don quéc té s6 WO 87/04462, WO 89/01036 va EP 0
338 841. Theo mot phuong 4n, t& bao chu 14 té bao cta dong vat c6 vii @ biéu hién
cac khang thé tai td hop theo sang ché bao gdm dong té bao dong vét c6 vi khong biéu

hién gen FUTS, vi du, nhu dugc md ta trong béng sang ché M¥ $6 6,946,292.

Khi vecto bidu hién tai td hop ma héa cac gen khang thé duge dua vio trong cac té bao
chi 12 té bao cua dong vat c6 vii, cac khang thé nay dwoc san xudt bang cach nudi ciy
té bao chu trong mot khoang thoi gian thich hgp du dé cho phép biéu hién khang thé
trong t& bao chii hodc su tiét ciia khang thé vao trong mdi trudng nudi cdy ma trong
mdi trudng d6 té bao chii sinh truéng. Cac khang thé c6 thé dugc thu lai tir m6i trudng
nudi cdy st dung cac phuong phap tinh sach tiéu chuin (Xem, vi du, Abhinav et al.

2007, Journal of Chromatography 848:28-37).

Theo mét phwong 4n cu thé, té bao chii theo sang ché 1a té bao chu dugc chuyén nhiém
vGi vecto biéu hién c6 trinh tw ma héa duge chon tir nhém bao gém SEQ ID NO: 18,

31, 51, 19, 28, 32, 38, 40, 46, 48, 52, 56, va 58, thich hop cho su biéu hién cua cac
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khang thé trong tmg 1a XABI, XAB2, XAB3, XAB4 hoic XAB35, dugc lién két linh
hoat véi trinh tu promoto thich hop.

Sau d9, t€ bao chu lic sau nay c6 thé dugc nudi cay ti€p trong cic di€u kién thich hop
cho su bicu hién va san xuat khang thé theo sdng ché dugc chon tir nhém bao gém cac

khang thé twong ing 1a XAB1, XAB2, XAB3, XAB4 hoic XABS5.
Thé tiép hop mién dich

Theo khia canh khéc, sang ché x4c dinh dic diém cua khang thé khéng-IL.-17A theo
séang ché, hodc manh cia no, duoc tiép hop v6i gbe ¢ hoat tinh hodic ¢6 tac dung tri
bénh, nhu xytotoxin, thudc (vi du, thube e ché mién dich) hoic chét doc phéng xa.
Céc thé tiép hop nay duoc dé cép trong ddy nhu "thé tiép hop mién dich". Piéu nay c6
thé dugc wu tién ddc biét néu IL-17A dugc biéu hién trén bé mit cia té€ bao Thl7
(Brucklacher-Waldert et al. 2009, J Immunol. 183:5494-501).

Céc thé tiép hop mién dich chira mot hodc nhiéu xytotoxin dugc dé cap dén nhu 12
"chit doc mién dich." Xytotoxin hodc chét giy doc té bao bao gdbm chit bt ky ma c6
hai véi t& bao (vi dy, 1am chét). Vi du bao gém taxon, xytochalasin B, gramixidin D,
ethidi bromua, emetin, mitomyxin, etopozit, tenopozit, vincristin, vinblastin, t.
colchixin, doxorubixin, daunorubixin, dihydroxy anthraxin dion, mitoxantron,
mithramyxin, actinomyxin D, 1 -dehydrotestosteron, céc glucocorticoit, procain,
tetracain, lidocain, propranolol, va puromyxin vad cac chit turong tu hodic trong dong
ctia ching. Céc chat ¢6 tac dung tri bénh ciing bao gdm, vi du, chit chdng chuyén hoa
(vi du, metotrexat, 6-mercaptopurin, 6-thioguanin, xytarabin, 5-flororaxin decarbazin),
chit #n mon (vi dy, meclorethamin, thioepa cloraxnbuxin, meiphalan, carmustin
(BSNU) va lomustin (CCNU), xyclothosphamit, busulfan, dibromomanitol,
streptozotoxin, mitomyxin C, va cis-diclorodiamin platin (II) (DDP) cisplatin, céc
thubc chdng u budu (vi du, daunorubixin (trudc ddy 13 daunomyxin) va doxorubixin),
khang sinh (vi du, dactinomyxin (trudc day 1a actinomyxin), bleomyxin, mithramyxin,

va anthramyxin (AMC)), va chit chdng nguyén phan (vi dy, vincristin va vinblastin).

Vi du khéac ciia xytotoxin c6 tac dung tri bénh ma c6 thé duoc tiép hop voi khang thé

theo sang ché bao gdbm duocarmyxin, calicheamixin, maytansin va auristatin, va céc
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dan xuét cua nd. Vi du ctia thé ti€p hgp khang thé calicheamixin ¢6 ban ngoai thi

truong (Mylotarg™; Wyeth-Ayerst).

Céc xytoxin c6 thé duoc tiép hop duoc v6i cac khang thé theo sang ché bang cach sir
dung k§ thu4t phin tir ndi hién c6 trong linh vuc nay. Vi du ciia cac loai phan tir nbi
duoc sir dung dé tiép hop xytotoxin véi khang thé bao gdbm, nhung khong chi gii han
g, cac phén t nbi chira cac hydrazon, céc thioete, cac este, cac disulfua va phén tr ndi
chura peptit. Phén ttr ndi c6 thé dugc chon sao cho, vi dy, dé bj phan cit boi do pH thép
trong khoang tiéu thé hoic dé bi phan cét béi cc proteaza, nhur cac proteaza t6t hon 1a

duoc biéu hién trong mo khdi u nhu catheosin (vi du, catheosin B, C, D).

Su md ta nhidu hon vé& cac dang clia xytotoxin, phan tir ndi va phuong phap dé tiép
hop chit c6 tac dung tri bénh véi khang thé, xem tai liéu cta Saito, G. et al. 2003,
Adv. Drug Deliv. Rev. 55:199-215; Trail, P.A. et al. 2003, Cancer Immunol.
Immunother. 52:328-337; Payne, G. 2003, Cancer Cell 3:207-212; Allen, T.M. 2002,
Nat. Rev. Cancer 2:750-763; Pastan, 1. va Kreitman, R. J. 2002, Curr. Opin. Investig.
Drugs 3:1089-1091; Senter, P.D. and Springer, C.J. 2001, Adv. Drug Deliv. Rev.
53:247-264.

Khang thé theo sang ché ciing c¢6 thé duoc tiép hop véi isotop phong xa dé tao ra cic
dugc phdm phéng xa gy doc té bao, ciing dé cap dén nhu 13 cac thé tiép hop mién
dich phéng xa. Vi du vé céc isotop phong xa ma c6 thé tiép hop dugc véi khang thé

trong str dung dé chuin doan hoic diéu tri bénh bao gém, nhung khong chi gigi han 6,

- 4131 111

iot"!, indi'", yttri’®, va luteti'”’. Phwong phap didu ché thé tiép hop mién dich phéng
xa da duoc thiét 14p trong linh vure ndy. Vi du cia thé tiép hop mién dich phong xa c6
ban trén thi trudng, bao gém Zevalin™ (DEC Pharmaceuticals) va Bexxar™ (Corixa
Pharmaceuticals), va cdc phuong phép twong tu ¢6 thé dugc sir dung dé diéu ché thé

tiép hop mién dich phong xa sir dung khéang thé theo sang ché.

Céc thé tiép hop khang thé theo sang ché c6 thé dugc st dung dé cai bién dap ung sinh
hoc da biét, va gbc duge phdm nay khong dugc hidu 14 bi giéi han véi cac chat didu tri
bénh héa hoc cb dién. Vi du, gbc thudc c¢6 thé 1a protein hodc polypeptit c6 hoat tinh
sinh hoc mong mubn. Céac protein nay cé thé bao gém, vi duy, chét doc hoat dong nhu

enzim, hodc manh hoat ddng cia n6, nhu abrin, rixin A, ngoai doc to tir truc khuan mu
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xanh, hogic doc td tir vi khudn gdy bénh bach cdu; protein nhu yéu té hoai tir khdi u
hodc in-toferon-y; hodc, céc yéu td cai bién déap ung sinh hoc nhu, vi dy, lymphokin,
in-to-lo-kin-1 ("IL1"), in-to-lo-kin-2 ("IL2"), in-to-lo-kin-6 ("IL6"), yéu t6 kich thich
tap hop dai thuc bao bach ciu hat ("GM-CSF"), yéu t6 kich thich tap hop bach cu hat
("G-CSF"), hoic cac yéu td ting trudng khac.

K§ thuat dé tiép hop gbc c6 tac dung diéu tri bénh nay t6i cac khang thé da dwoc biét
rd, xem, vi du, tai lifu cia Amon et al.1985, "Monoclonal Antibodies For
Immunotargeting Of Drugs In Cancer Therapy", trong tai li¢u Monoclonal Antibodies
And Cancer Therapy, Reisfeld et al. (eds.), pp. 243-56; tai li¢u cua Hellstrom et at.
1987, "Antibodies For Drug Delivery", trong tai li€éu Controlled Drug Delivery (2nd
Ed.), tai liéu cua Robinson et al. (eds.), pp. 623-53; tai liéu cua Thorpe 1985,
"Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review", trong
Monoclonal Antibodies '84: Biological And Clinical Applications, Pinchera et al.
(eds.), pp. 475-506; tai li¢u cia Thorpe et al. 1982, Immunol. Rev., 62:119-58.

Phan t hai dac hiéu

Theo mot khia canh khéc, sang ché mo ta dic diém cua cac phan tir hai déc hi€u hodc
da dic hiéu chtra khang thé khang IL-17A/AF hoic phan gin két khang nguyén ciia n6
theo sang ché. Khang thé hogc phan gin két khang nguyén cuia n6 theo sang ché c6 thé
duoc bién dbi hoic lién két véi phan tir chirc nang khac, vi du, peptit hogic protein khac
(vi dy, khang thé hoic phdi tir ciia thu thé) dé tao ra phan tir hai dic hiéu gin vdi it
nhit 12 hai thanh phin gin két khac nhau hodc hai phan tir dich. Khang thé hoic
protein theo sang ché trén thuc té c6 thé 1a duoc bién dbi hoic lién két v6i nhidu hon
mdt phén tir chirc ning khac dé tao ra phan tir da dic hiéu gin két v6i nhiéu hon hai
thanh phan gin két khac nhau va/hodc phén tir dich; cac phén tir da dic hiéu nay ciing
duoc dy dinh dé duoc bao gém bdi thuat ngilr “phan tir hai dac hi€u" nhu dugc st dung
trong ban mo ta. Pé tao ra phén tir hai dédc hi€u theo sang ché, khéng thé hoic protein
theo sang ché c6 thé duoc lién két vé mat chire ning (vi du, bing cach ghép ndi hoa
hoc, dung hop di truyén, két hop khong cong hoa tri hodc cac k§ thuat khac) véi mot
hodc nhiéu phan tir gin két khac, nhu khang thé, manh khang thé, phan tir gia peptit

hodc gia gan két khic, sao cho thu dugc phan tir hai dic hiéu.
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Theo do6, sang ché bao gdm cac phan tir hai ddc hiéu chtra it nhit 1a mot thanh phin
dic hiéu gin két tho nhit voi IL-17A, vi du, mot phan gin két khang nguyén cua
khéng thé bt ky trong sb céc khéng thé XAB1, XAB2, XAB3, XAB4 hoic XAB5 va
thanh phan dic hiéu gin két thir hai vdi epitop dich tha hai. Vi du, epitop dich thtr hai
nay 1a epitop khac cuiia IL-17A véi epitop dich thir nhat. Vi du khac 12 phan tir hai dic
hiéu chira it nhét 13 mot thanh phan ddc hiéu gin két thir nhit véi IL-17A, vi du, mot
phin gin két khang nguyén cia khang thé bit ky trong sb6 cac khang thé XABI,
XAB2, XAB3, XAB4 hoic XABS5 va thanh phan dic hiéu gén két thir hai véi epitop
khéc cua IL-17A hodc ctia khang nguyén dich khéc.

Ngoai ra, phan tir hai dic hiéu theo sang ché 1 phén tir da ddc hiéu, phan tir nay c6 thé
gbdm thanh phin dic hiéu gin két thir ba khéc, bén canh epitop dich thtr nhét va thi
hai.

Theo mot phuong 4n, phén tir hai dic hiéu theo sang ché chira thanh phin dic hiéu gin
két cua it nhit 13 mot khéng thé, hodc manh khang thé cua no, bao gém, vi du, Fab,
Fab', F(ab'),, Fv, hodc Fv chudi don. Khang thé ciing c¢6 thé 1a dime chudi nhe hoic
chudi ning, hoic manh rit nho bt ky ctia n6 nhu Fv hodc cAu tric chudi don nhu

dwgc mo ta trong tai liéu ctia Ladner et al bing sang ché M¥ s6 4,946,778.

Céc khang thé khac ma c6 thé duge ding trong phan tir hai ddc hiéu theo sang ché 1a
cac phan tr cia phan ho chudt, dang kham va khang thé don dong dugce lam giéng nhu

clia nguoi.

Phén tir hai dic hiéu theo sang ché c6 thé duoc tao ra bang cach tiép hop cac thanh
phén dic hiéu gin két hop thanh, sir dung cic phuong phéap di biét trong linh vuc nay.
Vi du, mdi thanh phan dic hiéu gén két cua phan tir hai dic hi¢u c6 thé dugce tao ra
riéng r& va sau d6 dugc tiép hop véi mot thanh phin dic hiéu gin két khac. Khi cac
thanh phan dic hidu gin két nay 1a protein hodc peptit, nhiéu chit ghép nbi hodc chét
lién két ngang c6 thé duoc str dung cho sy tiép hop cong hoa tri. Vi du chit lién két
ngang bao gdm protein A, carbodiimit, N-sucxinimidyl-S-axetyl-thioaxetat (SATA),
5,5'-dithiobis(axit 2-nitrobenzoic) (DTNB), o-phenylendimaleimit (oPDM), N-
sucxinimidyl-3-(2-pyridyldithio)propionat (SPDP), va sulfosucxinimidyl 4-(N-

maleimidometyl) Xxyclohaxan-l-carboxylat (sulfo-SMCC) (xem, vi duy, tai li¢u cuia
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Karpovsky et al. 1984, J. Exp. Med. 160:1686; Liu, MA et al. 1985, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 82:8648). Cac phuong phap khac bao gdm céc phuwong phap duge mo ta béi
Paulus 1985, Behring Ins. Mitt. No. 78,118-132; Brennan et al. 1985, Science 229:81-
83), va Glennie et al. 1987, J. Immunol. 139: 2367-2375). Céc chét tiép hop 1a SATA
va sulfo-SMCC, ¢4 hai déu sin c6 tir Pierce Chemical Co. (Rockford, IL).

Khi c4c thanh phan dic hiéu gin két 1a khang thé, chung c6 thé dugc tiép hop bing
cach tao lién két sunhydryl viing ban 1& dau C cta hai chudi ning. Theo phuong 4n cu
thé, ving ban 1& nay duogc cai bién dé chia sé luong 1é cac gbe sulthydryl, vi du, mét,

trude khi tiép hop.

Theo cach khéc, ¢ hai thanh phin diic hiéu gin két c6 thé dugc mi hoa trong ciing
mot vecto va biéu hién va lp ghép trong ciing mot t& bao chi. Phuong phap nay dic
biét 1a hitu dung néu phén tr hai ddc hi€u 18 mAbxmAb, mAbxFab, FabxF(ab"), hodc
phéi tirxprotein dung hop Fab. Phan tir hai dic hiéu theo sang ché c6 thé 1a phan tir
chudi don chira mot khang thé chudi don va yéu t6 quyét dinh gin két, hodc phan tir
hai dic hiéu chudi don chira hai yéu t§ quyét dinh gin két. Phan tir hai dic hiéu c6 thé
chtra it nhét 13 hai phan tir chudi don. Cac phuong phép tao ra phan tir hai dic hiéu
dwoc md ta, vi du, trong bing sang ché My sb 5,260,203; bing sang ché My sb
5,455,030; bing sang ché My sb 4,881,175; bang sang ché My sb 5.132.405; bing
sang ché My sb 5.091.513; bing sang ché My s 5.476.786; bang séng ché My sb
5.013.653; bing sang ché M¥ sb 5.258.498; va bing sang ché My s6 5.482.858.

Sy gin két ciia cac phan tir hai dic hiéu véi cac dich ctia ching c6 thé dugc khing
dinh bang, vi dy, thir nghiém hép thu mién dich lién két enzym (ELISA), thir nghiém
mién dich phong xa (REA), phan tich FACS, thir nghiém sinh hoc (vi du, @rc ché ting
truéng), hodc thi nghiém thdm tach Tay. Mbi thir nghiém trong cac thir nghiém nay,
thuong 13 phat hién sy ¢6 miat cta phirc hop protein-khang thé quan tim cu thé bang
cach st dung thubc thir duoc danh diu (vi du, khang thé) ddc hiéu cho phirc hgp quan

A

tam.
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Khang thé da tri

Theo mot khia canh khéc, sang ché dé xuit cac khang thé da tri chura it nhit 13 hai
phin gin két khang nguyén gidng nhau hogc khac nhau ctia khéng thé theo sang ché
ghn két v6i IL-17A, vi du, dugc chon tir cic phan gén két khang nguyén ctia khang thé
bét ky trong sb cac khang thé XABI, XAB2, XAB3, XAB4 hoic XABS5. Theo mdt
phuong an, khang thé da tri cung cép it nhét 13 hai, ba hodc bdn phan gén két khang
nguyén ciia cac khang thé nay. Cac phin gin két khang nguyén nay c6 thé dugc nbi
v6i nhau qua sy dung hop protein hodic tao lién két cong hoa tri hodc lién két khong
phai lién két cong hoa tri. Mit khac, cic phuwong phép tao lién két da duge mo ta trong
phan tir hai diic hiéu. Hop chét tr tri c6 thé c6 duoc, vi du, bing cach lién két ngang
cac khang thé theo sang ché véi khang thé ma gin két vé6i ciia cac ving ¢b dinh cia

khéng thé theo sang ché, vi dy, Fc hodc vung ban 18.
Dugc phim

Theo khia canh khéc, sang ché @& xuét ché phém, vi du, dugc phém, chira mgt hoac
mdt t& hop khang thé hodc phan gin két khang nguyén ciia n6 theo sang ché, vi du,
mdt khang thé duoc chon tir nhom bao gdm XABI1, XAB2, XAB3, XAB4 va XABS,
duoc san xut cing voi chit mang duoc dung. Ché phdm nay c6 thé bao gdbm mat hoic
mdt td hop (vi du, hai hodc nhiéu) khang thé, hoic thé mién dich tiép hop hoic phan tir
hai dac hiéu theo sang ché. Vi du, duoc phiam theo sang ché c6 thé bao gbm mat td
hop khang thé hodic protein gin két véi cac epitop khac nhau trén khang nguyén dich
hodc mdt t hop khang thé hodc protein ¢ hoat tinh bd trg.

Duoc phdm theo sang ché con c6 thé dugc ding trong diéu tri két hop, c6 nghia 13, két
hop véi chit khac. Vi du, didu tri két hop nay c6 thé bao gdm khang thé khang-IL-17A
hoic protein theo sang ché, vi dy, mot khang thé dugc chon tir nhém bao gém XABI,
XAB2, XAB3, XAB4 va XABS, két hop vdi it nhdt mot chat chéng viém khac hoic
chét hoa tri liéu khac, vi du, chét Grc ché mién dich. Vi du vé chét co tac dung diéu tri
ma c6 thé dugc sir dung trong diéu tri két hop dugc mo ta chi tiét hon trong phén dudi

day vé sir dung khang thé hoic protein theo séng ché.
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Nhu dugc sir dung & day, "chit mang dugc dung" bao gdm bt ky va moi dung moi,
mdi truong phan tan, 16p phu, chit chéng vi khuin va chéng nim, chét ding truong va
chat kim ham hép thu, va c4c chit tuong tu twong thich vé mit sinh ly. Chét mang nay
can phai thich hop dé dung trong tinh mach, trong co, dudi da, ngoai dudong ti€u hoa,
tiy sdng hodc da (vi du, bang cach tiém hodc truyén). Theo mot phuong 4n, chit mang
duoc dung can phai thich hop voi duong dung dudi da. Tuy thudc vao duong st dung,
hop chét c6 hoat tinh, c6 nghia 14, khang thé, thé tiép hop mién dich, ‘hOETlC phén hai dac
hiéu, c6 thé dugc bao phii trong vét chit dé bao vé hop chét nay khoéi su tac dong cua

axit va cac diéu kién tu nhién khéc c6 thé lam bat hoat hop chit nay.

Dugc phdm theo sang ché co thé bao gébm mat hodc nhiéu mubi duoc dung. "Mudi
dugc dung” dung dé chi mudi ma gitt dugc hoat tinh sinh hoc mong mubn cia hop
chit ban du va khong mang dén hiéu tng doc tinh sinh hoc khong mong mubn bét ky
(xem vi du, Berge, S.M., et al. 1977, J. Pharm. Sci. 66:1-19). Vi du vé cac muéi nay
bao gobm mudi cong axit va mudi cong bazo. Mubi cong axit bao gdm mudi c6 ngudn
gdc tir axit vo co khong doc hai nhu axit clohydric, axit nitric, axit phosphoric, axit
sulfuric, axit bromhydirc, axit hydroiodic, axit phosphoro va tuong tu, ciing nhu cac
mudi c6 ngudn gbc tir axit hitu co khong ddéc nhu cic axit béo don va axit
dicarboxylic, axit alkanoic dugc thé phenyl, axit hydroxy alkanoic, axit thom, axit béo
va axit thom sulfonic va twong tu. Mudi cong bazo bao gdm cac mudi c6 ngudn gbc tir
cac kim loai kiém thd, nhu natri, Kkali, magie, canxi va tuong tu, cling nhu cé nguén
géc tr amin hitu co khong ddc, nhu N,N'-dibenzyletylenediamin, N-metylglucamin,

cloroprocain, cholin, dietanolamin, etylendiamin, procain va tuong tu.

Dugc phim theo sang ché ciing ¢ thé bao gdm chét chbng oxi hoa dugce dung. Vi du
vé chét chdng oxi héa duoc dung bao gdm: chét chéng oxi hoa tan trong nudc, nhu
axit ascorbic, xystein hydroclorit, natri bisulfat, natri metabisulfit, natri sulfit va tuong
tw; chat chdng oxi hoa tan trong diu, nhu ascorbyl palmitat, hydroxyanisol dugc
butylat hoéa (BHA), hydroxytoluen dugc butylat héa (BHT), lexithin, propyl galat,
alpha-tocopherol, va tuong tu; chat chelat hoa kim loai, nhu axit xitric, axit

etylendiamin tetraaxetic (EDTA), sorbitol, axit tartaric, axit phosphoric, va tuong tu.
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Vi du vé chit mang dugce dung chtra nu6e va khong chira nuée thich hop duge dung
trong ché pham duoc theo sang ché bao gdm nuée, etanol, cac polyol (nhu glyxerol,
propylen glycol, polyetylen glycol, va twong tw), va hdn hop thich hop ciia chung, diu
thuc vat, nhu dau oliu, va este hiru co c6 thé dung dé tiém, nhu etyl oleat. Trang thai
long ban dau c6 thé duoc gitr lai, vi duy, béng cach sir dung vét li¢u bao phu, nhu
lexithin, bang su duy tri thudc hat dugc yéu ciu trong truomg hop thé phan tan, va

bang viéc sir dung chét hoat dong bé miit.

Céc ché phdm nay ciing chira céc ta dugc nhu chit bao quan, chit gdy thdm, chit tao
nhil twong va chit phéan tan. Phong ngira sy c¢6 mit cia vi sinh vat c6 thé duoc dam
bao bai ca cac quy trinh khir tring va béi su tao thanh thé vui cua nhiéu loai chit diét
ndm va diét sinh vat, vi du, paraben, clorobutanol, axit phenol sorbic, va twong tu.
Ciing c6 thé dugc mong mubn bao gdm chét ding truong, nhu dudng, natri clorua, va
tuong tw vao ché phdm. Hon nita, su hdp thu duoc kéo dai cia dang dugc phdm c6 thé
ding cho tiém c6 thé c6 dugc nhd sy tao thanh thé vii cua cc chét tri hodn hép thu

nhu, nhdm monostearat va gelatin.

Chat mang duoc dung bao gébm dung dich chira nuc hodc thé phan tan bdo hoa tiét
tring hozic bt tiét tring dé cho su diéu ché tirc thi dung dich hodc thé phén tan c6 thé
dung cho ti€ém tiét trung. Viéc st dung chit va méi truong nay cho chét ¢6 hoat tinh
diéu tri bénh da dugc biét trong linh vuc nay. Ngoai trr mirc 6 ma mdi truong hodc
chit thong thudng bat ky khong thich hop véi hop chét c6 hoat tinh, viée sir dung cac
chit mang dugc dung thich hop nay trong dugc phidm theo sang ché dugc dir tinh. Hop

chit c6 hoat tinh b sung ciing ¢6 thé dwoc két hop vao trong duge phim nay.

Dugc phdm thudng 1a phai 13 vo tring va bén trong didu kién san xuit va luu trir.
Duoc phém nay co thé dugc bao ché & dang dung dich, vi nhii twong, hat m&, hoac cac
cAu trac duge chi din khéc thich hop véi n@)ng d6 thubc cao. Chét mang dugc dung co
thé 1a moi truong dung mdi hodc moi trudng thé phén tan chtra, vi du, nudc, etanol,
cac polyol (vi du, glyxerol, propylen glycol, va dung dich polyetylen glycol, va twong
tur), va hon hon thich hop ctia chung. Trang thai 16ng trude d6 c6 thé dugc duy tri, vi
du, béng viéc st dung chét pht nhu lexithin, b?lng su duy tri kich thudc hat duge yéu

cdu trong trudng hop thé phan tan va biang viée sir dung chét hoat dong bé mit. Trong
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nhiéu truong hop, chét hoat dong bé mat nay co thé bao g6m chét déng truong, vi duy,
duong, cac rugu da chirc nhu manitol, sorbitol, hodc natri clorua trong dugc phém. Su
hép thu duogc kéo dai cua dugc phém c¢6 thé dung cho tiém c6 thé c6 dugc bang cach
bao gdm trong dwoc phim niy chat tri hoan hp thu, vi du, cac mudi monostearat va

gelatin.

Téng quan vé su phat trién ctia cac ché phim protein dn dinh (vi du, khéng thé) co thé
duogc tim thdy trong tai liéu cua Cleland et al. 1993, Crit. Reviews. Ther. Drug Carrier
Systems 10(4):307-377 va cuia Wei Wang 1999, Int. J. Pharmaceutcs 185:129-88. Cac
bai thao luén khac vé cic ché phdm khang thé c6 thé dugc tim thdy, vi du, trong
Daugherty va Mrsny 2006, Advanced Drug Delivery Reviews 58: 686-706; Bing sang
ché s6 US 6,171,586, 4,618,486, cic biang sang ché My sé 20060286103, cong bb don
sang ché qudc té s6 WO 06/044908, WO 07/095337, WO 04/016286, tai liéu cta
Colandene et al. 2007, J. Pharm. Sci 96: 1598-1608; Schulman 2001, Am. J. Respir.
Crit. Care Med. 164:86-S11 va c4c tai liéu tham khao da biét khéc.

Dung dich hozc huyén phii dugc sir dung cho su 4p dung trong da hodc duéi da thuong
bao gdbm mot hodc nhidu thanh phéan sau: chit pha lodng tiét tring nhu nuéc ding cho
tiém, dung dich nuwéc mudi, diu ¢ dinh, polyetylen glycol, glyxerin, propylen glycol
hodc dung mdi téng hop khéc, chat khang khuidn nhu benzyl alcohol hoic metyl
paraben, chét chng oxi hoa nhu axit ascorbic hogc natri bisulfit, chit tao chelat nhu
axit etylendiaminetetraaxetic, chit dém nhu axetat, xitrat hodcc phosphat, va chét diéu
chinh tinh ding trrong nhu natri clorit hodc dextroza. 6 pH ¢6 thé duoc didu chinh
bing axit hodc bazo, nhu axit clohydric hodc natri hydroxit. Cac san phdm nay c6 thé
nap vao trong dng chira thubc tiém, bom tiém ding mot 1an hoic cac dng da liéu ding

duoc lam b'fmg thity tinh hodc nhua.

Dung dich dung cho tiém tiét tring c6 thé dugc diéu ché bang cach két hop hop chét
mang hoat tinh theo sang ché & lugng dwgc yéu cu trong dung méi thich hop véi mot
hodc tb hop céac thanh phén duoc liét ké & trén, néu duoc yéu cau, sau d6 1a budce vi loc
khir trung. Nhin chung, thé phan tan duge diéu ché bang cach két hop khang thé hosic
protein theo sang ché véi chét din thudc tiét tring chira méi truong phan tan bazo va

cac thanh phan dugc yéu cau khac dugce liét ké & trén. Trong truong hop bot khir triing
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dé didu ché dung dich ding cho tiém khir triing, phuong phép diéu ché 1a 1am khd
trong 4p suit chan khong va su 1am khd dong lanh (qué trinh dong kho) dé tao ra bot
ctia thanh phin hoat tinh cong véi thanh phdn dugc mong mudn khac tir dung dich da

duoc loc v trung trude do cia nod.

Theo mot phuong an cu thé, cac khéng thé XAB1, XAB2, XAB3, XAB4 hoic XAB5
dugc ding & dang san phim dang dung dich trong 6ng. Lwong thude trong mdi bng 1a
150mg. Dung dich nay chira khang thé ndéng d6 150mg/ml, L-Histidin néng do
4,8mM, L-Histidin-HCI ndng d6 15,2mM, Sucroza néng d6 220 mM va Polysorbat 20
ndng dd 0,04%, & dd pH 12 6,0  0,5. 20% lwong dung dich nay dugc thém vao dé cho

phép su déy ra hoan toan lidu luong dugce du dinh.

Luong thanh phéan hoat tinh c¢6 thé dugc két hop v6i nguyén liéu chit mang dé tao ra
dang lidu ding duy nhét s& thay d6i phu thudc vao dbi tuong dugc diéu tri, va ché do
cu thé cua viéc 4p dung. Luong thanh phdn hoat tinh c6 thé két hop vé6i nguyén liéu
chét mang dé tao ra dang lidu ding duy nhét thuong 13 luong ché phdm ma tao ra tac
dong didu tri bénh. Thuong 13, khéng phai 100%, lugng nay nim trong khoang tir
0,01% dén 99% thanh phin hoat tinh, tir khoang 0,1% dén khoiang 70%, hodc tir
khoang 1% dén khoang 30% thanh phan hoat tinh két hop voi chit mang duge dung.

Ché db liéu ding duogc diéu chinh d& cung cip d4p ing dugc mong mudn t&i wu (vi dy,
dap ng c6 tac dung diéu trj bénh). Vi du, liéu dung lugng 16n duy nhét c6 thé dugce st
dung, c4c lidu lugng dugc phén chia riéng ¢ thé dugc sir dung theo thdi gian hoic lidu
lugng nay c6 thé giam hodc ting theo ty 1é nhur duge chi dinh béi tinh cAp thiét cua cac
truong hop diéu tri. Dic biét hiru ich khi bao ché cac ché phdm ding ngoai dudng tiéu
héa & dang don vi liéu dé d& dang str dung va tinh déng nhit lidu lugng. Dang don vi
lidu nhu duoge st dung trong ban mé ta ding dé chi cac don vi tach riéng vé vit chét
thich hop lam céc liéu dung dang don vi cho dbi tuong dugce diéu tri; mdi don vi chira
lugng dugce xéc dinh trude cua hop chét c6 hoat tinh d& dugc tinh toan dé tao ra tac
dong diéu tri bénh duwoc mong mudn két hop véi chit mang duge dung duge yéu ciu.
Dic diém k§ thuat cia cac dang don vi liéu ding theo sang ché duoc quyét dinh va

phu thudc truc tiép vao cac dic tinh dic biét nhét ctia hop chit ¢6 hoat tinh va tac dong
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diéu tri bénh cu thé dat duoc, va cac gi¢i han nay vbn ¢6 trong linh vuc trdn hop chét

c6 hoat tinh cho viéc diéu tri c6 d6 nhay trong mdi c4 nhan.

Péi voi viée st dung khang thé hodc protein, lidu lugng nim trong khoang tir 0,0001
dén 150mg/kg, nhu 5, 15, va 50mg/kg ding dudi da, va phd bién hon 1a 0,01 dén
5mg/kg, trong lugng co thé vat chi. Vi dy, lidu luong co thé 13 0,3mg/kg trong luong
co thé, Img/kg trong luong co thé, 3mg/kg trong lwgng co thé, Smg/kg trong luong co
thé hodc 10mg/kg trong luong co thé hodc trong khoang 1-10mg/kg. Vi du vé ché do
diéu tri bénh yéu ciu dung mot tudn mot 1an, hai tudn mot 14n, ba tuin mét lan, bon
tudn mot 14n, mot thang mét 14n, ba thang mot 14n hoic ba dén sau thang mot lan. Ché
do lidu luong cho khang thé hoic protein khang-IL-17A theo séng ché bao gbém
1mg/kg trong luong co thé, 3mg/kg trong lugng co thé, Smg/kg, 10mg/kg, 20mg/kg
hodc 30mg/kg bing cich ding trong tinh mach, véi khang thé néu trén sir dung mét
trong s6 cac lich trinh lidu lugng sau: bdn tudn/sau lidu ding, sau d6 1a ba thang/sau
lidu dung; ba tudn/sau lidu ding; 3mg/kg trong lugng co thé/lan, sau d6 1a 1mg/kg

trong luogng co thé/ba tuan.

Theo mot sb phuong phap, hai hodc nhiéu khang thé véi dic diém ky thuat gin két
khac nhau dugc ding cing lic, trong trudng hop nay liéu lvgng mdi khang thé duge
ding giam xudng trong khoang dugc chi dinh. Khang thé hodc protein theo sing ché
thuong dugc dung trong nhidu dot didu tri. Khoang thoi gian gitta cac lidu ding duy
nhét c6 thé 13, vi dy, hing tudn, hing thang, ba thang/lin hodc hing nim. Khoang thoi
gian ciing c6 thé khéng thudng xuyén do duge chi dinh béi viéc do mire do khang thé
voi khang nguyén dich trong mau cua bénh nhan. Theo mot s6 phuong phap, liéu
lwong dugc didu chinh dé dat dugc nong do khang thé trong huyét twong 1 khoang 1-
1000pg/ml va trong mot sd phuong phép 12 khoang 25-300pg/ml.

Theo cach khac, khang thé hodc protein c6 thé dugc ding nhu ché phidm giai phong
cham, trong truong hop nay su st dung it thuong xuyén hon dugc yéu ciu. Liéu luong
va tAn sudt thay ddi phu thudc vao thoi gian ban rd cia khang thé trong bénh nhan.
Nhin chung, khang thé ctia ngudi cho thiy thoi gian ban ri lau nhét, tiép sau do6 1a
khang thé dugc 1am giéng nhu ctia ngudi, khang thé dang kham, va khang thé khong

phai ctia nguoi. Li€u luong va tan suat st dung c6 the thay doi phu thudc vao viéc diéu
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tri nay 1a didu tri phong bénh hay diéu trj chita bénh. Trong tng dung dé phong bénh,
lidu lwong twong dbi thap dugc ding trong khoang thoi gian twong d6i khong thuong
xuyén trong mot khoang thoi gian dai. Mot s6 bénh nhan tiép tuc nhan sy diéu tri dén
cubi doi. Trong tmg dung diéu tri bénh, liéu lugng twong dbi cao trong khoang thoi
gian twong ddi ngn ddi khi dugc yéu cdu cho t6i khi sy tién trién ctia bénh cham lai
hodc két thuc hodc cho t6i khi bénh nhan cho théy sy gidm mot phﬁn hodc toan bd

triéu chirng bénh. Sau d6, bénh nhan nay c6 thé duoc sir dung ché d6 phong bénh.

Mire d6 lidu lugng thuc té ciia thanh phan hoat tinh trong dugc pham theo sang ché c6
thé dugc thay di @& c6 duoc lwgng thanh phan hoat tinh c6 hiéu qua dé thu dugc phan
hdi mong mudn cho bénh nhén cu thé, ché phim, va ché @6 sir dung, khong giy doc
cho bénh nhan. Muac do lidu lugng dugc chon s€ phu thudc vao nhiéu yéu td duoc
dong hoc bao gém hoat tinh ciia ché phém cu thé theo séng ché duoc dung, este, mubi
hodic amit cua n6, dudng dung, thoi gian sir dung, tbc do bai tiét hop chét cu thé duoc
st dung, thoi gian cta dot diéu tri, thubc, hop chét va/ hoic nguyén li¢u khac dugc st
dung trong su két hop ché phdm cu thé duoc dung, tudi, gi6i tinh, trong luong, tinh
trang, stc khée téng thé va bénh sr trude day ctia bénh nhan dugc diéu tri, va cac nhan

tb twong tu da biét trong linh vuc y hoc.

"Liéu lwong c6 tac dung diéu tri bénh" ciia khing thé hodc protein khang-IL-17A theo
sang ché c6 thé din dén sy giam mirc d6 nghiém trong cta cic triéu chimg bénh, ting
tan s6 va thoi lugng ciia cac thoi ky khdng c6 tridu chitng bénh, hodic ngin ngira sy suy

giam hodc mat kha ndng do tic hai cua bénh.

Dugc phidm theo sang ché c6 thé dugc ding bing mot hoic nhiéu con dudng sir dung
bang cach str dung mét hozic nhiéu phuong phap da biét trong linh virc nay. Nhu s&
duoc ky vong boi ngudi ¢6 hiéu biét trong linh vuc nay, con dudng va/ hoic ché do st
dung s& thay di phu thudc vao két qua mong mudn. Con dudng st dung khang thé
theo sang ché bao gém cac con duong sir dung trong tinh mach, trong co, trong da,
trong khoang bung, duéi da, trong tily hodc cac con dudng ngoai duong ti€u hoa khac,
vi du, tiém hodc truyén. Cum tir “str dung ngoai dudng tiéu hoéa” nhu duge sit dung &
day dung dé chi ché d6 st dung ngoai ché do ding theo dwdng rudt va ding trén bé

mat, thuong 1a bang cach ti€ém, va bao gom, khong c6 gidi han, tiém va truyén trong
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tinh mach, trong co, trong dong mach, trong tity sdng, trong bao mang ctng, trong b
mit, trong tim, trong da, trong bung, qua khi quan, duéi da, dudi biéu bi, trong khdp,

duéi vo, dudi mang nhén, trong xwong song, ngoai mang cing va trong uc.

Ngoai ra, khang thé hodc protein theo sang ché c6 thé dugc ding qua duong khong
phai dwdong ngoai tiéu héa, nhu st dung qua dudng trén bé mit, biéu bi hodc niém
mac, vi dy, qua duong miii, qua dudng ti€u hda, qua &m dao, qua tryc trang, qua ludi

hodc trén bé mat.

Khang thé hodic protein theo sang ché c6 thé dugc didu ché véi cac chit mang ma sé&
bao vé khang thé khoi su giai phong nhanh, nhu ché phadm dugc kiém soét giai phong,
bao gdm thiét bi cdy, miéng cao dan qua da, va hé théng van chuyén dugc bao nang
siéu nho. Polyme c¢6 thé bi phan hity sinh hoc, tuong thich sinh hoc c6 thé duge st
dung, nhu etylen vinyl axetat, polyanhydrit, axit polyglycolic, colagen, polyorthoeste,
va axit polylactic. C6 nhidu phuong phap dé san xuét cac ché phdm nay da duoc cp
bang sang ché hoic thudong 1a da duoc biét v6i ngudi co hiéu biét trong linh vuc nay.
Xem, vi du, Sustained and Controlled Release Drug Delivery Systems, J.R. Robinson,
ed., Marcel Dekker, Inc., New York, 1978.

Dugc phdm c6 thé duge dung véi dung cu y té da biét trong linh vuc nay. Vi du, theo
mdt phuong 4n, duge phim theo sang ché ¢ thé dugc dung véi dung cu tiém dudi da
khong c¢6 miii tiém, nhu dung cu dugc thé hién trong bing sang ché s§ 5.399.163;
5.383.851; 5.312.335; 5.064.413; 4.941.880; 4.790.824 hoic 4.596.556. Vi du vé thiét
bi cdy va modun da duoc biét ro hiru dung theo sang ché bao gdm: bang sang ché My
s6 4.487.603, boc 10 bom vi truyén c6 thé cdy dé phan tan dugc phdm & tde d6 duoc
kiém soat; b%mg séng ché M§ sb6 4.486.194, boc 10 dung cu diéu tri bénh dé st dung
thuc qua da; bing sang ché My sb 4.447.233, boc 16 bom truyén thude ¢ van chuyén
thubc & tdc do truyén chinh x4c; bang sang ché My sb 4.447.224, bdc 16 thiét bi truyén
c6 thé cly c6 dong chay c6 thé bién ddi dé van chuyén thudc lién tuc; bing sang ché
My sb 4.439.196, boc 16 hé thdéng van chuyén thubc bing cach thim thiu c6 céc
khoang da ngan; va bing sang ché My s 4.475.196, boc 16 hé théng van chuyén thudc
béng cach thAm thiu. Nhiéu thiét bi céy, hé théng van chuyén, va mddun khac duogc

biét béi nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vire nay.
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Theo cac phuong 4n nhét dinh, khang thé hodc protein theo sang ché c6 thé duge bao
ché thanh ché phém dé dam bao sy phan bd chinh xé4c in vivo. Vi du, hang rdo mau
ndo (BBB) ngin chin nhiéu hop chit rit uva nuée. BEé dam bao ring cac hop chit co
tac dung didu tri bénh theo sang ché vuot qua dugc BBB (néu duoc mong mudn),
ching c6 thé dugc bao ché thanh ché phim, vi du, trong cac hat md. Péi véi phuong
phép san xuét hat md&, xem, vi du, céc bﬁng sang ché My s6 4.522.811; 5.374.548; va
5.399.331. Cac hat m& nay co thé chtra mét hodic nhiéu géc dugc van chuyén c6 chon
loc vao té bao hoic co quan cu thé, do d6 ting cuong su van chuyén thube duge dinh
hudng (xem, vi du, V.V. Ranade 1989, J. Cline Pharmacol. 29:685). VI du cho cac géc
dinh huéng bao gém folat hodc biotin (see, vi du, béng sang ché My s6 5,416,016 cla
Low et al.); cdc manosit (Umezawa et al. 1988, Biochem. Biophys. Res. Commun.
153:1038); khang thé (P.G. Bloeman et al. 1995, FEBS Lett. 357:140; M. Owais et al.
1995, Antimicrob. Agents Chernother. 39:180); thu thé protein A c6 hoat tinh bé mit
(Briscoe et al. 1995, Am. J. Physiol.1233:134); p120 (Schreier et al. 1994, J. Biol.
Chem. 269:9090); con xem trong tai li€u cua Keinanen va Laukkanen 1994, FEBS
Lett. 346:123; Killion va Fidler 1994, Immunomethods 4:273.

Viéc sir dung va phuong phép theo sang ché

Khang the hodc protein theo sdng ché c6 cac ng dung chan doan va dicu tri bénh in
vitro va in vivo. Vi duy, cdc phan tir nay cé the dugce dung véi cac t€ bao trong nudi
cdy, vi dy, in vitro hodc in vivo, hodc véi doi tugng, vi dy, in vivo, dé diéu tri, phong

ngtra hodc chan doadn nhiéu rdi loan khéc nhau.

Céc phuong phap nay cu thé 1a thich hop dé didu tri, phong ngira hodic chan doan cac
r6i loan lién quan dén IL-17A v&/ hodc céc rbi loan ty mién va rdi loan gdy viém, vi

du, chimg viém khép dang thip, hodc bénh vay nén.

Dic biét 13, sang ché d& xuit phuong phép diéu tri cac rdi loan lién quan dén IL-17A
va/hodc céac rdi loan tw mién va rdi loan gdy viém. Theo phuong an nhét dinh, phuong
phap bao gdm bude st dung khang thé phan l4p dugc hodc phan gin két khang nguyén

cua no, theo sang ché, cho doi tugng can dugc diéu tri bénh.
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Sang ché ciing dé xuét phuong phdp lam giam hodc rc ché dap tng truyén tin hiéu
dugc cam ung boi IL-17A hodc IL-17AF trong té bao hodc mé dich biang cach két ndi
té bao véi duge phém chura lugng c6 tac dung diéu tri bénh cua khang thé theo sang

ché.

Sang ché ciing dé xuét phuong phap lam giam ndng do IL6, CXCL1, IL-8, GM-CSF
va/ hodc CCL2 trong té bao bao gdbm budc két ndi té bao véi khang thé hoac manh gén

két khang nguyén, nhu phan gén két khang nguyén ctia no, theo sang ché.

Trong ban md ta, cum tr "bénh trung gian badi IL-17A/AF" hodc “rdi loan lién quan
dén IL-17A/AF” bao gdm tt ca bénh va tinh trang suc khéde trong d6 IL-17A hodc IL-
17AF gay ra, c6 thé 1a truc tiép hoic khong truc tiép, trong bénh hodc trinh trang strc
khoe, bao gdm nguyén nhan két qua, tién trién, qué trinh, kéo dai hodc bénh ly cta
bénh hodc trinh trang. Theo d6 cac thuit ngit nay bao gdm trinh trang lién quan dén
hoidc duoc xac dinh dic diém boi néng do IL-17A/AF khéc thuong va/ hodc bénh hodc
tinh trang c6 thé dwoc diéu tri bang cach giam hodc trc ché cac hoat tinh gdy ra béi IL-
17A/AF trong té bao hodc mo dich, vi du, su san xuét IL-6 hodc GRO-alpha. C4c bénh
va tinh trang nay bao gdm tinh trang viém va bénh tu mién, nhu ching viém khép,
bénh viém khép dang thip, hodic bénh vy nén. Cac bénh va tinh trang nay cling bao
g61n bénh di ung va tinh trang di Gng, phan Ung qua man, bénh tac nghén phéi man

tinh, bénh xo nang va dao thai co quan hoac mo ghép.

Vi dy, khang thé hoic protein theo sang ché co thé dugc st dung cho viée diéu tri tiép
nhan tim, phdi, tim phoi két hop, gan, thén, tuy, ghép da hoic gidc mac, bao gdm dao
thai dong ghép hodc dao thai di ghép, va dé phong ngira bénh vat chu chdng lai co

quan ghép, nhu ghép tiy xwong, va ghép co quan két hop chung xo cung dong mach.

Khang thé hodc protein theo sang ché, khong chi gidi han &, 1a hiru dung dé diéu tri,
phong ngira, hogc céi thién trinh trang tw mién, cu thé 1 trinh trang viém tir nguyén
nhan bao gdm thanh phan ty mién nhu chimg viém khép (vi du, viém khép dang thip,
viém khép man tinh va cic bién thé cua chung viém khép) va bénh thip khép, bao
gdm trinh trang viém va bénh thip khép bao gém bénh lodng xwong, chirng dau do
viém, bénh d6t séng bao g6m bénh viém cdt séng cung khop, hoi chiing Reiter, chiing

viém khop phan ng, ching viém khép vay nén, ching viém khép thiéu nién tu phat
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va chung viém dudng rudt, viém diém bam gén, bénh qui man (bao gdm ca qua min
dudng ho hip va qua min trén da) va di tng. Cac bénh tu mién cu thé ma khang thé
theo sang ché c6 thé dugce ding bao gom rdi loan huyét hoc tu mién (bao gdm, vi du,
bénh thiéu méau do tan mau, thiéu méau bét san, bénh thiéu mau héng cu va bénh tan
huyét v6 cin), luput ban d6 hé théng (SLE), bénh viém than do luput, bénh viém co
(viém da co), ching viém nha chu, viém da sun, bénh xo ciing bi, bénh u hat Wegener,
viém da co, bénh viém gan man tinh hoat déng, bénh nhugc co, bénh vay nén, hoi
chirng Steven-Johnson, bénh ti€u chdy khong rd nguyén nhan, bénh viém rudt tu mién
(bao g@)m, vi dy, bénh viém loét dai trang, bénh Crohn va bénh dai trang co thét), bénh
mét ndi tiét, bénh Grave, bénh sanh sinh sarcoit, bénh da xo ciing, da xo cing hé
thdng, bénh xo héa, bénh xo 6ng mat nguyén phét, bénh dai thao dudng & ngudi tré
(d4i thao dudng loai I), ching viém mang mach nho, chimg viém giac két mac kho va
viém giac két mac mia xuén, chimg xo hoa ranh phdi, chiing lodng xwong ving quanh
khép, viém céu than (c6 hodc khong c6 hdi chimg thén hu, vi dy, bao gém héi chung
than hu tu phat hodc bénh thian thuong tdn tbi thiéu), bénh da u tuy xuong céc loai
khéac ctia khéi u, bénh viém da va gidc mac, co, chung léng 1éo cac xuong céy ghép,
rdi loan trao d6i chét, (nhu béo phi, xo vita ddng mach va cac bénh tim mach bao gém
gian co tim, viém co tim, dai thdo duong loai II, va r6i loan m& mau), va bénh viém
tuyén giap tu mién (bao gébm viém tuyén giap Hashimoto), bénh viém mach cta b6
mach c@ trung va c& nhd, viém mach céc bé mach 16n bao gém viém dong mach té
bao khéng 16, mung mu do viém tuyén md hdi, viém tiy-thi thdn kinh, hoi ching
Sjdgren, bénh Behcet, viém da do di tng va tiép xuc, viém tiéu phé quan, bénh viém
co, bénh than kinh ngoai bién tu mién, bénh, viém va atherothrombosis thén, gan va
tuyén giap do mién dich, hdi chimg s6t cho tur mién, rdi loan mién dich huyét hoc, va
bénh bong nudc trén da va mang nhdy. Vé mit giai phiu, viém mang mach nho c6 thé
1a viém mang mach nho trudc, gitra, sau hodc toan bd. Co thé man tinh hoic cép tinh.
Bénh cén hoc ctia viém mang mach nho cé thé 1a ty mién hoac khong nhiém khudn,

nhiém khuén, két hop véi cac bénh hé théng, hodc hdi ching dém tréng.

Khéng thé hodc protein theo sang ché ciing c6 thé hiru dung dé diéu tri, ngin ngira,
hodc cai thién bénh hen, viém phé quan, viém tiéu phé quan, viém phdi mé k& tu phat,
bénh den phdi, bénh tran khi phdi, va cac bénh phdi khac do tic hodc viém dudng hod
hép.
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Khang thé hodc protein theo sang ché cling c6 thé hitu dung dé triéu tri cac bénh vé
chuyén hoa xuong bao gdém bénh viém xuong khép lodng xuong, chung loang xuong
va céc dang viém khép khéc, va chimg mat xuong thong thudong, bao gdbm chimg mét

xuong do tudi tac, va cu thé 1a bénh nha chu.

Hon nita, khang thé hodc protein theo sang ché cling ¢6 thé hitu dung dé didu tri bénh
ndm Candida man tinh hodc cac bénh do ndm man tinh khéac, cling nhu cac bién ching
do nhiém ky sinh, va va bién chimg cua viéc hat thude duge xem xét 1a nhitng truong
hop tiém ning dé didu tri bénh, cling nhu nhiém virut va cac bién chung do nhiém

virut.

Su e ché cta IL-17 va cac thu thé cua né nim trong sb cac ché do tac dong (MOA)
méi o trién vong nhét cho viéc diéu tri bénh viém man tinh, vdi bénh Véy nén 1a su
biéu thi cao nhét trong sb cic bénh hién dang dugc nghién ciru su phat trién cta thube
diéu bién IL-17 (Miossec P va Kolls JK. 2012, Nat Rev Drug Discov.10:763-76).
Nhiéu nghién ctru minh ching r3 rang ring viéc ngan chin IL-17A & bénh nhan méc
bénh vay nén c6 thé mang ¢ muc do trung binh dén nghiém trong 14 an toan trong thoi
gian ngdn va cam mg cic cac cai thién dang chu y (vi du, Hueber W, Patel DD, Dryja
T, et al 2010, Sci Transl Med. ;2:52ra72). Cac phat hién nay vuot qua sy mong doi va
da xéc nhan cac gia thuyét cho ring IL-17A 1a phén ti truyén tin hiéu chinh trong su

phat sinh bénh vay nén (Garber K. 2012,Nat Biotechnology 30:475-477).

Ngoai ra, trong mdt sé mo hinh dong vat bao gdm mo hinh bénh da xo clng (multiple
sclerosis-MS) phé bién nhét chimg viém ndo tiy tu mién thuc nghiém, IL-17 la
nguyén nhén chinh trong qua trinh gay viém (Bettelli E, et al 2008, Nature; 453:1051-
57, Wang HH, et al 2011, J Clin Neurosci; 18(10):1313-7, Matsushita T, et al 2013,
PLoS One; 8(4):¢64835). Tac dong cia IL-17 la yéu t6 tién gdy viém chinh, va hiép
ddng vai cac xytokin khéc. Tac dong cta IL-17 nhu sy cam Ung san xuit chemokin
bdi t€ bao bicu md, sy diéu hoa ting in-to-lo-kin (IL)-1b, yéu t5 hoai tt khéi u alpha
(TNFa) va metalloproteinaza ciia chat nén (MMP)-9 trong dai thuc bao, va su cam tng
tiét IL 6, IL-8 va prostaglandin E2, phil hop véi nhiéu khia canh cua bénh ly MS. bay

cling 1a dit liéu chdng lai vai trd then chdt cua IL-17 trong gdy viém than kinh, bao
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gdm cac md hinh biéu hién qua mirc gen chuyén & chudt nhét (Haak S et al 2009, JCT;

119:61-69).

Bénh hen 13 bénh viém di thé cia duong hd hip ma dugc ching minh 14m sang qua
cac diu hiéu tic nghén hd hip ma c6 d6 nghiém trong bién ddi c6 thé 1a tw phat hoic
trong dap tmg véi su diéu tri. Trong khi bénh hen duoc coi nhu 1a duge diéu khién boi
té bao tro gitp T loai 2 (Th2) va cac san phdm cua chung, dit kiéu gin ddy goi y ring
tin hiéu gen Th2 cao ¢6 mit & dudong hd hp chi trong ~50% dbi twgng méc bénh hen
(Woodruff PG et al 2009, Am J Respir Crit Care Med 180:388-95). Chung viém bach
cdu trung tinh chiém wu thé trong hen cip tinh ning; mot sé ca thé mic bénh hen c6
lwong bach ciu trung tinh trong dom cao va dap (mg 1am sang yéu vdi céc steroit hit
vao; va lugng bach ciu trung tinh trong dom cao trong céc ca nhan mic bénh hen nhan
lugng 16n steroit qua duong hit hodc qua dudong miéng (Wenzel 2012, Nature Med
18:716-25).

Murc do ting cua IL-17A c6 lién quan dén muc d6 nghiém trong cta bénh hen duoc
béo céo trong hé tudn hoan va dudng ho hip cia ca thé mac bénh hen khi so sanh véi
cac c4 thé dbi chung khée manh. Céc nghién ctru cdn 14m sang trén md hinh chudt
viém phdi di tng da chi ra sy doi hoi IL-17A va thy thé ciia né (IL-17RA) trong chiing
viém duong hd hip bach ciu trung tinh va sy dap ing qui mirc ciia dudng hd hap
chéng chiu steroit. Do d6, cac dic tinh ctia IL-17A in vitro, sy ¢6 mét cua né trong
lugng dugc ting trong bénh hen, va md hinh c4n 14m sang ctia bénh hd trg vai trd cho
IL-17A trong bach ciu trung tinh v&/ hodc cic dang Th2 thip cta bénh nay ma dap
g yéu voi steroit (Cosmi L et al 2009, Am J Respir Crit Care Med 180:388-95).

Do d6, danh sach tinh trang sau chira cac dich dugc wu tién cu thé dé diéu tri bang
khang thé hodc phan gin két khang nguyén ctia n6 theo sang ché: Bénh da xo cling,
bénh viy nén, bénh hen, bénh luput ban d6 hé thdng (SLE), va bénh viém than do
luput.

Khang thé hoic protein theo sang ché c¢6 thé dugc ding 1am thanh phin hoat tinh duy
nhét hoic trong su Kkét hop véi, vi du, nhu 1a t4 dugc hodc trong su Két hop vdi, cac
thudc khac, vi du, chit wrc ché mién dich hodc chét diéu bién mién dich hozc chit

chdng viém khac hodc chét giy doc té€ bao hoic chdng ung thu khac, vi du, dé diéu tri
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hodc ngin ngira cac bénh duoc d& cip & trén. Vi du, khang thé theo sang ché c6 thé
dugc st dung két hop v6i DMARD, vi du, mubi Gold, sulphasalazin, antimalarias,
methotrexat, D-penixinlamin, azathioprin, axit mycophenolic, tacrolimus, sirolimus,
minoxyclin, leflunomit, glucocorticoit; chét e ché canxineurin, vi du, xyclosporin A
hodc FK 506; tac nhan diéu bién tai tudn hoan té bao lympho, vi du, chét tuong tu
FTY720 va FTY720; chit ttc ché mTOR, vi dy, rapamyxin, 40-O-(2-hydroxyetyl)-
rapamyxin, CCI779, ABT578, AP23573 hodc TAFA-93; ascomyxin cé ddc tinh Grc
ché mién dich, vi du, ABT-281, ASM981, v.v.; corticosteroit; xyclophosphamit;
azathioprin; leflunomit; mizoribin; myco-pheno-late mofetil; 15-deoxyspergualin hodc
chét déng ding, chit trong tw hodc chat din xuét ctia nd c6 tac dung trc ché mién dich;
khéng thé don dong c6 hoat tinh wc ché mién dich, vi dy, khang thé don dong khang
céc thy thé cla bach cdu, vi dy, MHC, CD2, CD3, CD4, CD7, CD8, CD25, CD28,
CD40. CD45, CD58, CD80, CD86 hoic phdi tir ctia chiing; cic hop chét diéu bién
mién dich khac, vi dy, phén tir gin két i t6 hop c6 it nhat 13 mot phan mién ngoai bao
cia CTLA4 hoic dang dot bién cua no, vi du, co it nhit mot phén ngoai bao cta
CTLA4 hodc dang dot bién cia n6 dwoc gin vdi trinh ty protein khong phai cta
CTLAA4, vi du, CTLA4Ig (vi du, ATCC 68629 dugc chi dinh) hodc dang dot bién cua
n6, vi du, LEA29Y; chét tc ché phéan tir bAm dinh, vi du, chit dbi khang LFA-1, chit
d6i khang ICAM-1 hodic -3, chit dbi khang VCAM-4 hoidc chit dbi khang VLA-4;
hoic chit hoa tri liéu, vi du, paclitaxel, gemcitabin, cisplatinum, doxorubixin hodc 5-
fluorouraxil; chét khang TNF, vi duy, khang thé don dong khéang TNF, vi du,
infliximab, adalimumab, CDP870, hodc c4c ciu tric thu thé khang TNF-RI hodc TNF-
RII, vi du, Etanercept, PEG-TNF-RI; chét ngan chin xytokin tién viém, chét ngan
chin IL1, vi du, Anakinra hoac b?ly IL.1, canakinumab, chét ngdn chin IL13, chét ngan
chin IL4, chét ngdn chan IL6, chét ngéan chdn IL17 (nhu secukinumab, broadalumab,
ixekizumab); chét ngdn chin cac chemokin, vi duy, chit &rc ché hodc chat hoat hoa
proteaza, vi dy, metalloproteaza, khang thé khang-IL15, khang thé khang-IL6, khang
thé khang-IL4, khang thé khang-IL13, khang thé khang-CD20, NSAID, nhu aspirin
hodc chit chdng lay nhim (danh sach khong bi gi6i han béi chét da duge dé cép).

D¢ phu hgp véi cac van d€ noi trén sdng ché dé xuat mot khia khac nira:
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Phuong phap nhu duoc xac dinh & trén bao gdm su két hop st dung, vi du, dong thoi
hoic theo trinh ty, lwong hidu qua c6 tic dung tri bénh ciia khang thé khang-IL-17A
hodc phin gin két khang nguyén ciia né nhu dwgc boc 1§ trong ddy, va it nhit mot
duogc chét thir hai, duoc chét thir hai nay 1a thudc e ché mién dich/diéu bién mién
dich, thubc hoa trj liéu chéng viém hoic chéng xdm nhiém, vi du, nhu duge trinh bay

g trén.

Hodac, san phém tb hop c6 tac dung tri bénh, vi dy, bd kit, chira lugng hiéu qua ¢6 tac
dung tri bénh ciia a) khang thé hodc phan gin két khang nguyén cia né nhu dugc mo
ta trong day, va b) it nhét mot dugc chit thir hai duge chon tir thube e ché mién
dich/diéu bién mién dich, thudc hoéa tri liéu chéng viém hoac chéng nhiém, vi du nhu

duoc trinh bay & trén. B kit nay c6 thé ¢6 cac huéng dan cho viéce sit dung né.

Néu khang thé hodic phan gin két khang nguyén ctia n6 nhu dugc bdc 16 trong diy
duoc dung két hop vdi liéu phap we ché min dich/diéu bién mién dich, liéu phap hoa
tri liéu chéng viém hoic chéng x4m nhiém, lidu lugng cta hop chét tb hop dugce két
hop st dung phu thudc vao loai thube két hop dugce dung, vi du, néu 1a DMARD, chét
khang-TNF, chét ngdn chdn IL1 hodc cac chit khac, dua vao thube cu thé duoc sir

dung, dua vao tinh trang diéu trj v.v.

Theo mot phwong 4n, khang thé hodc phan gin két khang nguyén cia né co thé dugc
st dung dé phét hién nf‘)ng do cua IL-17A, hoic lugng té bao chira IL-17A. Diéu nay
c6 thé c6 duoc, vi du, béng cach cho miu kiém tra (nhu miu thir nghiém in vitro) va
mAu ddi chung tiép xuc voi khang thé khang-IL-17A (hodc protein) trong diéu kién
cho phép tao thanh phirc giita khang thé va IL-17A. Phirc bat ky dugc tao thanh giita
khéng thé (hoic protein) va IL-17A dugc phat hién va so sanh trong mau thir nghiém
va mau dbi ching. Vi du, phuong phap phat hién tiéu chuin, duoc biét 15 trong linh
vue ndy, nhu k¥ thust ELISA va thir nghiém té bao chay, ¢ thé dugc thuc hién bang

cach str dung ché phdm theo sang ché.

Do d6, theo mot khia canh, sang ché con @& xuét phuong phap phat hién su c6 mit cia
IL-17A (vi du, khang nguyén IL-17A ciia ngudi) trong mau kiém tra, hogc do Iugng té
bao chira IL-17A, hodc do lugng IL-17A, bao gém buéc cho tiép xtic mau kiém tra

nay, va mau doi chirng, véi khang the hodc phan gan két khang nguyén cia nd, ma gan
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két dic hiéu voi IL-17A, trong diéu kién cho phép su tao thanh cia phirc hé giit khang
thé hodc phan cia n6 va IL-17A. Ché phim ctia phirc hé sau d6 dugc tim ra, trong d6
diém khac biét trong phuc hé gifra mau vat va mau vat kiém soat 1a minh ching cho su

c6 mit ctia IL-17A trong mau vat.

Ciing trong pham vi cta sang ché 13 cac kit bao gdm dugc phdm (vi du, kkhéng thé,
protein, khang thé ctia ngudi va phén tir hai dic hiéu) theo sang ché va huéng din sir
dung. Kit nay cé thé chira nhidu hon it nhit 14 mot chét khéc, hoic mot hodc nhiéu
khang thé hoic protein khac theo sang ché (vi du, khang thé c6 hoat tinh bd sung ma
gén két véi epitop trén khang nguyén dich khac véi vi tri gin két epitop cia khang thé
ban ddu). Céc kit thuong chtra nhan thé hién viéc st dung dugc du dinh céc thanh
phén ciia b kit. Thuat ngit nhan bao g&‘)m vét liéu viét ra hoic dugc ghi lai bét ky dugc
cung cép bén trén hodc cung vdi b kit, hodc vat liéu khac kem theo bd kit nay. B9 kit
nay con co thé chira dung cu chin doan néu bénh nhan thudc nhém s& dap ung véi su

diéu tri bang khang thé khang-IL-17A, nhu dugc dinh nghia & trén.

Sang ché dd dugc mo ta toan bd va gio duge lam rd ti€p nita bang phan Vi du thuc
hién sang ch€ va Yéu cau bao hd sau, ma cac phan c6 tinh minh hoa va khong dugce du

dinh d& gi6i han sang ché.
Vi du thye hién sang ché

XABI 1a khang thé don dong IgG 1/« ctia ngudi. Khang thé nay duge tao ra bang cach
sit dung cac k§ thuat sinh hoc phén tir tiéu chuin. Tém lai 13, sir dung hé thong
Medarex. Mién dich hoa chudt bach bing IL-17A cta ngudi tai t& hop. Lam chét
chudt bach bing cach cho hit CO, va thu céc té bao 14 lach va dung hop vao dong té
bao ung thu tiy bang cach st dung PEG 4000. Trai cac té bao da dung hop vao cac
giéng voi mot 16p cac té bao mang bung dé cung cp dinh dudng. Liy dich ndi tir cac
té bao dwoc nudi cdy va thir nghiém cho IL-17A phan tmg véi cac mAb bang thir
nghiém ELISA. Chon cic dong duong tinh véi sy san xuit mAb IL-17A va nhén cac

dong nay lén.

Xéc dinh dong té bao lai chiu trach nhiém cho sy tiét XAB1 dé xac dinh dic tinh tiép

theo trén ¢& s& cla cac dic tinh gin két khang nguyén/khang thé tiém ning ban dau
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nhu 13 4i lyc gén két voi IL-17A, kha ning ngan chin IL-17A gin két vé6i thu thé cia
nd, va kha nang ngin chin IL-17A trung gian cic tdc dong sinh hoc trong cac thu

nghi€m in vitro.

Trinh tu axit amin cia XABI 1a SEQ ID NO: 14 (chudi ning) va SEQ ID NO: 15
(chudi nhe). XABI1 duoc chon cho sy trudng thanh 4i luc tiép sau do.

Budc déu tién vé phia su trudng thanh ai lyc duge huéng dan cu tric, cdu truc tinh
thé ctia Fab XAB1 & trang théi tu do ciing nhu Fv XAB1 twong tmg phirc hop véi IL-
17A cia nguoi da duge xac dinh nhu duge mod td dudi diy. Su phén tich cAu trac
khong gian ba chiéu ctia phirc cia Fv XAB1 véi IL-17A ciia ngudi cho phép thuc hién
qua trinh truéng thanh ai lwc hop 1y kém theo, va 1a mot su bién dbi so véi, quy trinh

ngAu nhién héa nhiu hon. Cac chi tiét khac duge cung cdp sau day.

Ngoai ra, st dung tinh thé hoc tia X & mo ta dic diém ciia mét sd khang thé bién thé
da duoc truong thanh &i luc duge tao ra. Sy phan tich dir liéu tinh thé tir cac bién thé
dugc trudng thanh 4i Iyc nay cho phép hidu ro hon vé dic tinh gin két ciia cac khang
thé bién thé va mot sb tinh chét khong du doén duge da3 dugc kham pha s€ duge miéu

ta tiép sau day.

Vi du 1. CAu trtc tinh thé cia FAB XAB1 & trang thai tw do
(i) Nguyén li€u va Phuong phép

Str dung cac quy trinh sinh hoc phan tir tiéu chuan dé thu dugc manh khang thé Fab
XAB1. Tém lai 13, tich dong va biéu hién Fab véi dudi tag sau gdc histidin & dau C
ctia chudi ning nay trong E. coli W3110. Tinh sach protein tai t5 hop nay bang k¥
thuat sic ky Ni-chelat, sau d6 tinh sach bang k¥ thuat sic ky loai trir kich thudc trén
cdt SPX-75 trong dung dich TRIS ndng d6 10mM c6 d6 pH 1a 7,4 chira NaCl ndng d6
25mM. Sau do, cd dac Fab XAB1 béng k¥ thuat si€u loc dén dén néng d6 10,4mg/ml

va két tinh hoa.

Sau d6, thuc hién tiép cac quy trinh két tinh héa tiéu chudn. Tom lai 13, cac tinh thé

dwoc phat trién & nhiét d6 19°C trong cac dia SD2 96 giéng, bang cach sir dung
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phuong phap khuéch tan hoi nudce trong cac giot dit tai chd. Tron dung dich protein
gbc theo ty 18 1:1 v6i dung dich dém cho phan tmg két tinh chira 40% PEG 300, natri
phosphat-natri xitrat néng do 0,1M, d6 pH 1a 4,2. Kich thuédce giot téng cong 1a 0,4pl.
Trudce khi 14y dir liéu tia X, mot tinh thé da duoc dit vao trong thiét bi vong-cryo

nylon va lam lanh nhanh truc tiép cho vio trong nito 16ng.

Thuc hién léy va xut ly dit liéu tia X s& dung cac quy trinh ti€u chudn. Tém lai 13, thu
két qua tia X & do phan giai 1a 2,1A bing hé thong Swiss Light Source, hé théng phat
chum tia X10SA, hé thdng phat hién CCD MAR225, sir dung ngudn phat xa tia X c6
bude soéng 1,0000A. Tong cong 13, 180 hinh ctia mbi dao dong 1,0° da dugc ghi lai &
khoang cach giita tinh thé va may phat hién 14 190mm va dugc xir Iy bang goéi phan
mém HKL.2000. Tinh thé thudc vé& nhém khéng gian C2 véi cac tham sb caa khéi tinh
thé 1a a=51,63A, b=132,09A, c=77,25A, a = 90,00°, B = 98,88°, y = 90,00° va mot
phén tir Fab XABI trong don vi khong ddi xtig nay. R-sym 14 10,4% véi d6 phan gidi
14 2,1A va dd hoan thién dit liéu 12 99,0%.
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X4c dinh ciu tric nay bang su thay thé phan tir bang chuong trinh PHASER. Cac md
hinh tim kiém cho mién Vi/V; va mién Cy,/Cy, tir muc tra ctru PDB 1a 1 gioEZ. Vige xay
dung md hinh va tinh chinh lién tuc duoc thuc hién bing cic chuong trinh Coot
(Crystallographic Object-Oriented Toolkit) va CNX (Crystallography &nMR eXplorer)
ban 2002, cho den khi khong con sy cai tlen dang ké nao khac ¢6 thé dugc tao ra cho mé
hinh nay. R cudi va R tu do cudi cho tt ca cac dit liéu 1an luot 13 0,188 va 0,231. Mb
hinh dugce tinh chinh cubi ciing cho thiy gi tri cin bac hai cia sai s6 binh phuong trung
binh (root-mean-square deviation -RMSD) tir do dai lién két Iy tuéng va goc lién két Iy
tuong 1an luot 13 0,004A va 0,9°.

(i) Két qua

Céc két qua cia sy tinh chinh tia X Fab XAB1 dugc trinh bay trong bang 9 va cdu tric
khong gian ba chiéu cia Fab XAB1 dugc trinh bay trong Fig.1.

Bang 9. Tinh chinh tia X Fab XAB1 bing chuong trinh CNX

CHU Y 3

CHU Y 3 SU TINH CHINH.

CHU Y 3 CHUONG TRINH: CNX 2002

CHU Y 3 CAC TAC GIA: Brunger, Adams, Clore, Delano,

CHU Y 3 Gros, Grosse-Kunstleve, J iang,

CHU Y 3 Kuszewski, Nilges, Pannu, Read,

CHU Y 3 Rice, Simonson, Warren

CHU Y 3 va

CHU Y 3 Accelrys Inc.,

CHU Y 3 Yip, Dzakula).

CHU Y 3

CHU Y 3 DU LIEU PUGC SU DUNG TRONG TINH CHINH.

CHU Y 3 KHOANG PHAN GIAI CAO (ANGSTROM) : 2,10

CHU Y 3 KHOANG PHAN GIAI THAP (ANGSTROM) : 33,33

CHU Y 3 NGUGNG DU LIEU (SIGMA(F)) : 0,0

CHU Y 3 NGUGNG DU LIEU CAO (ABS(F)) : 19645630,62

CHU Y 3 NGUOGNG DU LIEU THAP (ABS(F)) : 0,000000

CHU Y 3 PO HOAN THIEN (THUC NGHIEM + KIEM TRA) (%) : 98,2
CHU Y 3 SO LAN PHAN XA : 29298

CHU Y 3

CHU Y 3 KHOP VOI DU LIEU PA SU DUNG TRONG TINH CHINH.
CHU Y 3 PHUONG PHAP KIEM CHUNG CHEO: THONG QUA

CHU Y 3 SU CHON LOC TAP HOP KIEM TRA CUA GIA TRIR TU DO:
CHU Y 3 GIA TRI R NGAU NHIEN (TAP HQP THUC NGHIEM) : 0,188
CHU Y 3 GIA TRIR TU DO: 0,231

CHU Y 3 KiCH THUGC TAP HOP KIEM TRA CUA GIA TRIR TU DO (%) : 4,9
CHU Y 3 PEM TAP HOP KIEM TRA GIA TRIR TU DO: 1436

CHU Y 3 SAI SO UGC LUQNG CUA GIA TRIR TU DO: 0,006

CHU Y 3

CHU Y 3 KHOP TRONG DO PHAN GIAI BIN CAO NHAT.

CHU Y 3 TONG SO CAC BIN BA SU DUNG: 6

CHU Y 3 KHOANG PHAN GIAI BIN CAO (A) : 2,10

CHU Y 3 KHOANG PHAN GIAI BIN THAP (A) : 2,23

CHU Y 3 PO HOAN THIEN BIN (THUC NGHIEM + KIEM TRA) (%) : 94,7
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CHU Y 3 SO LAN PHAN XA TRONG BIN (TAP HOP THUC NGHIEM) : 4478
CHU Y 3 GIA TRI R BIN (TAP HQP THUC NGHIEM) : 0,201

CHU Y 3 GIA TRIR TU DO BIN : 0.241

CHU Y 3 CO CUA TAP HQP KIEM TRA CUA GIA TRIR TU DO BIN (%) : 4,5
CHU Y 3 DEM TAP HOP KIEM TRA CUA GIA TRI R TU DO BIN: 213
CHU Y 3 SAI SO UGC LUQNG CUA GIA TRIR TU DO BIN: 0,016
CHUY3

CHU Y 3 SO NGUYEN TU KHONG PHAI HYDRO DA SU DUNG TRONG TINH
CHINH.

CHU Y 3 SO NGUYEN TU PROTEIN: 3311

CHU Y 3 SO NGUYEN TU AXIT NUCLEIC: 0

CHU Y 3 SO NGUYEN TU KHONG DONG NHAT : 5

CHU Y 3 SO NGUYEN TU DUNG MOI: 313

CHUY 3

CHU Y 3 CAC GIA TRIB.

CHU Y 3 TU DO THI WILSON (A**2) : 21,1

CHU Y 3 GIA TRI B TRUNG BINH (TOAN BQ, A**2) : 27,4

CHU Y 3 TOAN BO GIA TRI B KHONG PANG HUONG.

CHU Y 3 B11 (A**2) : -6,02

CHU Y 3 B22 (A**2) : 3,30

CHU Y 3 B33 (A**2) : 2,73

CHU Y 3 B12 (A**2) : 0,00

CHU Y 3 B13 (A**2) : 3,82

CHU Y 3 B23 (A**2) : 0,00

CHUY3 i

CHU Y 3 MO HINH HOA DUNG MOI HON DON. _

CHU Y 3 PHUONG PHAP PA SU DUNG: MO HINH PHANG

CHU Y 3 KSOL : 0,399279

CHU Y 3 BSOL : 54,4727 (A**2)

CHUY 3 _

CHU Y 3 SAI SO TRUC TQA PO UGC LUGNG.

CHU Y 3 ESD TU PO THI LUZZATI (A) : 0,21

CHU Y 3 ESD TU SIGMAA (A) : 0,12

CHU Y 3 GIA TRI NGUGNG bO PHAN GIAI THAP (A) : 5,00

CHUY 3 ,

CHU Y 3 SAI SO TRUC TQA PO UGC LUGNG BDANH GIA CHEO.
CHU Y 3 ESD TU BO THI LUZZATI C-V (A) : 0,29

CHU Y 3 ESD TU SIGMAA C-V (A) : 0,14

CHUY 3

CHU Y 3 PO LECH RMS TU CAC GIA TRILY TUONG.

CHU Y 3 PO DAILIEN KET (A) : 0,004

CHU Y 3 GOC LIEN KET (P0) : 0,9

CHU Y 3 GOC NHI DIEN (PO) : 21,4

CHU Y 3 GOC PHI CHINH (PO) : 0,58

CHU Y 3 ,

CHU Y 3 MO HINH NHIET PANG HUONG : GIOI HAN

CHU Y 3 , _

CHU Y 3 CAC HE SO GIOI HAN NHIET PANG HUONG. RMS SIGMA
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CHU Y 3 LIEN KET MACH CHINH (A**2) : 1,41 ; 1,50
CHU Y 3 GOC MACH CHINH (A**2) : 2,21 ; 2,00

CHU Y 3 LIEN KET MACH BEN (A**2) : 2.31 ; 2,00
CHU Y 3 GOC MACH BEN (A**2) : 3,44 ; 2,50

CHU Y 3

CHU Y 3 MO HINH NCS: KHONG CO

CHUY 3

CHU Y 3 CAC GIOI HAN NCS. RMS SIGMA/KHOI LUGNG
CHU Y 3 NHOM 1 VE VI TRi (A) : KHONG ; KHONG
CHU Y 3 NHOM 1 HE SO B (A**2) : KHONG ; KHONG
CHU Y 3

CHU Y 3 TEP THAM SO 1: protein_rep.param

CHU Y 3 TEP THAM SO 2: water_rep.param

CHU Y 3 TEP TOPO 1 : protein_no_cter.top

CHU Y 3 TEP TOPO 2 : water.top

CHU Y 3

CHU Y 3 CAC CHU Y VE TINH CHINH KHAC: KHONG
LIENKETSS 1 CYSL 23 CYSL 88

LIENKETSS 2 CYSL 134 CYS L 194

LIENKETSS 3 CYSH 22 CYS H 96

LIEN KETSS 4 CYS H 143 CYS H 199

CRYST1 51,627 132,089 77,247 90,00 98,88 90,00 C 121 8
ORIGX1 1,000000 0,000000 0,000000 0,00000

ORIGX2 0,000000 1,000000 0,000000 0,00000

ORIGX3 0,000000 0,000000 1,000000 0,00000

SCALEL1 0,019370 0,000000 0,003027 0,00000

SCALE2 0,000000 0,007571 0,000000 0,00000

SCALES3 0,000000 0,000000 0,013103 0,00000

Fig.1 biéu dién céu trac khong gian ba chiéu ciia Fab XAB1 da thu duoc trong Vi du
1. Fig.1A 1a hinh biéu dién dang 14p ddy khong gian. Fig.1B 14 hinh biéu dién dang

hoat hoa. Chudi niing va chudi nhe ciia Fab XAB1 nay xuit hién tuong tng trong mau

xam dam va xam nhat.

Vi du 2. Céu tric tinh thé ciia phirc Fv XAB1 v6i IL-17A ciia ngudi: phan tich paratop

(phan gin két khang nguyén ciia khang thé) cho sy trudng thanh i luc duge hudng

dan cau truc

(i) Nguyén li€u va Phuong phap

Str dung cic quy trinh sinh hoc phan tir tiéu chudn dé thu manh khang thé Fv XABI.

Tém lai 13, Fv v6i duoi tag ¢6 sau goc histidin & dau C cta chudi ning va dudi Strep--
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tag & ddu C ciia chudi nhe dd duoc tach dong va biéu hién trong E. coli W3110. Tinh
sach protein ti td hop nay bing k§ thuat sic ky Ni-chelat.

Sau d6, didu ché phirc cia manh Fv XAB1 véi IL-17A ctia ngudi bang cach sir dung
hé théng phuong phép tiéu chuan. Toém lai 1, tron IL-17A cta ngudi (1,1mg) véi
lwong du cia Fv (2,7mg) va cho phirc ndy chay trén sic ky loai trir kich thuéc S100,
trong dung dich dém TRIS ndng d6 10mM, d6 pH 1a 7,4, NaCl ndng d6 25mM. Sau
do, ¢b dac protein thu dugc bing ky thuét siéu loc dén ndng d6 21,2mg/ml va két tinh

hoa.

Sau d6, thuc hién tiép cac quy trinh két tinh hoa tiéu chudn. Tém lai 13, cac tinh thé
dwogc phat trién & 19°C trong cac dia SD2 96 giéng, bing cach sir dung phuong phap
su khuéch tan hoi nudce trong céc giot dit tai chd. Tron dung dich protein gbe theo ty
1€ 1:1 vé6i dung dich dém két tinh chira 10% PEG 20.000, dung dich Bixin néng do
0,1M dd pH 12 9,0, 2,0% (thé tich/thé tich) dioxan. Kich thudc giot tong cong 1a 0,4ul.
Tru6c khi thu két qua tia X, mot tinh thé da duogc chuyén nhanh vao hén hop theo ty 16
1:1 cia dung dich dém két tinh chira 20% PEG 20.000, 30% glyxerol, va sau d6 1am
mat nhanh bing nito 1dng.

Thue hién thu va xtr Iy dit liéu tia X bang cach sir dung cc quy trinh tiéu chuin. Tém
lai 13, Thu két qua tia X v6i d6 phan giai 1a 3,0A & hé théng Swiss Light Source, hé
théng Chum tia X10SA, voi thiét bi phat hién CCD MAR225, bang cach sir dung
ngudn phat xa tia X c¢6 bude soéng 1,0000A. Tong cong 13, 110 hinh ctia mdi dao dong
1,0° da duogc ghi lai & khoang céch giita tinh thé va may phét hién 1a 300mm va duogc
xir Iy bing goi phan mém HKL.2000. Tinh thé thudc vé nhém khong gian P2,2,2 véi
cac tham sb ciia khdi tinh thé 13 a=184,31A, b=55,81A, ¢=70,99A, oo = p =y = 90°. R-
sym 12 11,2% véi @6 phan giai 1a 3,0A va do hoan thién dir liéu 13 99,9%.

Xéc dinh céu trac nay bang su thay thé phan tir bang chuong trinh PHASER. M6 hinh
tim kiém Fv XAB1 dugc tao ra tir cdu tric tinh thé ciia Fab XAB1 dugc x4c dinh trude
d6 (xem Vi du 1). M6 hinh tim kiém IL-17A duogc tao ra tir cdu trc tinh thé IL-17F
clia ngudi da duge cong bd (muc tra ctru trén PDB 1jpy). Viéc xdy dung md hinh va
tinh chinh lién tuc da dugc thuc hién bing Coot (Crystallographic Object-Oriented
Toolkit) va CNX (Crystallography &nMR eXplorer) ban 2002, cho dén khi khong con
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su cai tién dang ké nao khac c6 thé dugc tao ra cho md hinh nay. R cudi va R tu do
cubi cho toan bod dir liéu 1an luwot 13 0,215 va 0,269. Mb hinh tinh chinh cudi cling cho
thdy can bac hai cta sai s§ binh phuong trung binh (RMSD) tir d6 dai lién két 1y tuéng
va goc lién két Iy tuong 14an luot 14 0,007A and 1,0°.

(i) Két qua

Céc phép tinh thay thé phan tir cho két qua 1a phirc dime gdm mét IL-17A homodime
v6i hai manh FV XABI1 d3 gin két. Két qua cia su tinh chinh tia X phac cua Fv
XAB1 v6i IL-17A ciia ngudi duge trinh bay trong bang 10 va ciu triic khong gian ba
chidu cua phirc nay dugc biéu dién trong Fig. 2. Mdi Fv XAB hinh thanh céc trong tic
v6i ca hai tiéu phan IL-17A, nhung dai da sb 13 cac twong tic ndi phéan tir (khoang

96% bé mit duge che phu) dugc cung cép bai chi mot IL-17A.

Bang 10. Tinh chinh tia X phtrc Fv XAB1 véi v6i IL-17A thu dugc bang chuong trinh
CNX.

CHU Y 3

CHU Y 3 SU TINH CHINH.

CHU Y 3 CHUONG TRINH : CNX 2002

CHU Y 3 TAC GIA : Brunger, Adams, Clore, Delano,

CHU Y 3 Gros, Grosse-Kunstleve, J iang,

CHU Y 3 Kuszewski, Nilges, Pannu, Read,

CHU Y 3 Rice, Simonson, Warren

CHU Y 3 va

CHU Y 3 Accelrys Inc.,

CHU Y 3 (Badger, Berard, Kumar, Szalma,

CHU Y 3 Yip, Dzakula).

CHU Y 3

CHU Y 3 DU LIEU PUQC SU DUNG TRONG TINH CHINH.

CHU Y 3 KHOANG PHAN GIAI CAO (ANGSTROM) : 3,01

CHU Y 3 KHOANG PHAN GIAI THAP (ANGSTROM) : 47,74

CHU Y 3 NGUGNG DU LIEU (SIGMA(F)) : 0,0

CHU Y 3 NGUGONG DU LIEU CAO (ABS(F)) : 15276175,80

CHU Y 3 NGUGNG DU LIEU THAP (ABS(F)) : 0,000000

CHU Y 3 PO HOAN THIEN (THUC NGHIEM + KIEM TRA) (%) : 99,5
CHU Y 3 SO LAN PHAN XA : 15190

CHU Y 3

CHU Y 3 KHOP VOI DU LIEU BPA SU DUNG TRONG TINH CHINH.
CHU Y 3 PHUONG PHAP KIEM CHUNG CHEO: THONG QUA

CHU Y 3 SU CHON LOC TAP HOP KIEM TRA CUA GIA TRIR TU DO:
CHU Y 3 GIA TRI R NGAU NHIEN (TAP HGP THUC NGHIEM) : 0,215
CHU Y 3 GIA TRIR TU DO: 0,269
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CHU Y 3 CO TAP HQP KIEM TRA CUA GIA TRI R TU DO (%): 4,9
CHU Y 3 BPEM TAP HOP KIEM TRA CUA GIA TRI R TU DO: 748
CHU Y 3 SAI SO UGC LUQNG CUA GIA TRIR TU DO: 0,010

CHU Y 3

CHU Y 3 KHOP TRONG PO PHAN GIAI BIN CAO NHAT.

CHU Y 3 TONG SO BIN PA SUDUNG : 6

CHU Y 3 KHOANG PHAN GIAI BIN CAO (A) : 3,00

CHU Y 3 KHOANG PHAN GIAI BIN THAP (A) : 3,19

CHU Y 3 PO HOAN THIEN BIN (THUC NGHIEM + KIEM TRA) (%) : 94,6
CHU Y 3 SO LAN PHAN XA TRONG BIN (TAP HOP THUC NGHIEM) : 2234
CHU Y 3 GIA TRI R BIN (TAP HOP THUC NGHIEM) : 0,301

CHU Y 3 GIA TRIR TU DO BIN : 0,350

CHU Y 3 CO CUA TAP HOP KIEM TRA CUA GIA TRIR TU DO BIN (%): 5.3
CHU Y 3 BPEM TAP HOP KIEM TRA CUA GIA TRI R TU DO BIN: 124
CHU Y 3 SAI SO UGC LUQNG CUA GIA TRI R TU DO BIN: 0,031
CHUY 3

CHU Y 3 SO NGUYEN TU KHONG PHAI HYDRO PA SU DUNG TRONG
TINH CHINH.

CHU Y 3 SO NGUYEN TU PROTEIN: 5007

CHU Y 3 SO NGUYEN TU AXIT NUCLEIC: 0

CHU Y 3 SO NGUYEN TU KHONG DONG NHAT : 0

CHU Y 3 SO NGUYEN TU DUNG MOI: 33

CHU Y 3

CHU Y 3 CAC GIA TRI B.

CHU Y 3 TU DO THI WILSON (A**2) : 54,9

CHU Y 3 GIA TRI B TRUNG BINH (TOAN BO, A**2) : 44,8

CHU Y 3 TOAN BO GIA TRI B KHONG PANG HUONG.

CHU Y 3 B11 (A**2) : 5,66

CHU Y 3 B22 (A**2) : 0,97

CHU Y 3 B33 (A**2) : -6,63

CHU Y 3 B12 (A**2): 0,00

CHU Y 3 B13 (A**2) : 0,00

CHU Y 3 B23 (A**2) : 0,00

CHUY 3 i

CHU Y 3 MO HINH HOA DUNG MOI HON BON.

CHU Y 3 PHUCONG PHAP PA SU DUNG: MO HINH PHANG

CHU Y 3 KSOL : 0,313124

CHU Y 3 BSOL : 20,608 (A**2)

CHU Y 3 ,

CHU Y 3 SAI SO TRUC TOA PO UOC LUQNG.

CHU Y 3 ESD TU PO THI LUZZATI (A) : 0,33

CHU Y 3 ESD TU SIGMAA (A) : 0,39 ,

CHU Y 3 GIA TRI CHAN TAI HOA TAN THAP (A) : 5,00

CHU Y 3

CHU Y 3 SAI SO TRUC TQA PO UGC LUONG PANH GIA CHEO.
CHU Y 3 ESD TU bO THI LUZZATI C-V(A) : 0,44

CHU Y 3 ESD TU SIGMAA C-V (A) : 0,51

CHU Y 3

-08-



27341

CHU Y 3 PO LECH RMS TU CAC GIA TRI LY TUONG.
CHU Y 3 DO DAI LIEN KET (A) : 0,007

CHU Y 3 GOC LIEN KET (P0Q) : 1,0

CHU Y 3 GOC NHI DIEN (P0) : 22,1

CHU Y 3 GOC PHI CHINH (PO) : 0,78

CHUY 3 _

CHU Y 3 MO HINH NHIET PANG HUONG : DA GIOI HAN
CHUY 3 _

CHU Y 3 HE SO GIOI HAN NHIET PANG HUONG. RMS SIGMA
CHU Y 3 LIEN KET MACH CHINH (A**2) : 1,46 ; 1,50
CHU Y 3 GOC MACH CHINH (A**2) : 2,62 ; 2,00

CHU Y 3 LIEN KET MACH BEN (A**2) : 1,63 ; 2,00
CHU Y 3 GOC MACH BEN (A**2) : 2,62 ; 2,50

CHU Y 3

CHU Y 3 MO HINH NCS: KHONG CO

CHU Y 3

CHU Y 3 CAC GIOI HAN NCS. RMS SIGMA/KHOI LUQONG
CHU Y 3 NHOM 1 VE VI TRi (A) : KHONG ; KHONG
CHU Y 3 NHOM 1 HE SO B (A**2) : KHONG ; KHONG
CHU Y 3

CHU Y 3 TEP THAM SQ 1: protein_rep.param

CHU Y 3 TEP THAM SO 2: water rep.param

CHU Y 3 TEP TOPO 1 : protein_no_cter.top

CHU Y 3 TEP TOPO 2 : water.top

CHU Y 3

CHU Y 3 CAC CHU Y VE TINH CHINH KHAC: KHONG
LIEN KETSS 1 CYSL 23 CYSL 88

LIEN KETSS 2 CYS H22 CYS H 96

LIEN KETSS 3 CYS A 23 CYS A 88

LIEN KETSS 4 CYSB 22 CYS B 96

LIEN KETSS 5 CYS C 94 CYS C 144

LIEN KETSS 6 CYS C 99 CYS C 146

LIEN KETSS 7 CYS D 94 CYS D 144

LIEN KETSS 8 CYSD 99 CYS D 146

CRYST1 184,306 55,813 70,991 90,00 90,00 90,00 P 21 21 2 24
ORIGX1 1,000000 0,000000 0,000000 0,00000

ORIGX2 0,000000 1,000000 0,000000 0,00000

ORIGX3 0,000000 0,000000 1,000000 0,00000

SCALE1 0,005426 0,000000 0,000000 0,00000

SCALE2 0,000000 0,017917 0,000000 0,00000

SCALE3 0,000000 0,000000 0,014086 0,00000

Fig. 2 biu dién c4u trac khong gian ba chidu ciia phirc cia Fv XAB1 véi IL-17A cia

ngudi, da thu duge trong Vi du 2. Fig. 2A biéu dién hai manh Fv XABI1 & dang lap

day khong gian; homodime IL-17A dugc biéu dién & dang hoat hoa. Fig. 2B biéu dién
hai manh Fv XAB1 & dang hoat hoa; homodime IL-17A dugc biéu dién & dang lép
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diy khong gian. Chudi ning va chudi nhe ctia Fv XAB dugc biéu dién twong tmg bang
mau x4m dim va xam nhat. Mot chudi ciia homodime IL-17A dugc biéu dién bang

mau xam nhat, chuoi con lai dugc bi€u dien bang mau xam dam.

Thuc hién sy phén tich chi tiét phirc néu trén. Thuc hién kiém tra truc quan cén than
cAu truc tinh thé nay biang cac chuong trinh Coot va Pymol, va tinh toan lwong protein
duoc che phii bé mit & mit phan cach khang nguyén véi khang thé bang chuwong trinh
AREAIMOL cta chuong trinh CCP4 thich hgp. Xé4c dinh céc tuong tac ndi phan tir
bang cach sit dung khoang cach ngudng gitta cac nguyén tir khang thé va khang
nguyén 1a 3,9A. Téng quan gin két c6 thé dugc tém tit nhu sau. Gan két ciia XABI 1a

d6i xtmg; mdi manh Fv gin két véi epitop twong duong trén homodime IL-17A.

Su gén két ctia mbi manh Fv da che phi 1én trung binh mdi 1732A% ctia bé mat da két
hop, va bao gdm 30 gdc axit amin ciia khang thé va 25 gbc axit amin cia II-17A. Su
déng gép dén bé mit duge che phu cia chudi nhe XAB1 (khoang 560A%) 16n hon su
déng gop dén bé mit dugc che phi ciia chudi ning (khoang 275A%). Ngoai ra, CDRH2
da khéng tao ra tiép xuc truc tiép bat ky voi IL-17A va xuét hién qua xa so véi protein
khang nguyén dé cung cp cac co hdi cho sy trudng thanh ai lyc. Sw gép phan cia
CDRH1 xuét hién bi gi6i han v6i chi mot axit amin chudi bén (Tyr32); CDR nay cling
qué xa so v6i IL-17A dé cung cip cac co hdi cho su trudng thanh 4i luc qua nhing sy
thay thé axit amin. CDRH3 XABI1 tao ra nhiéu tiép xtic chit ch& véi IL-17A. Tuy
nhién, su kiém tra cin than cu triic da néu trong ving nay da khéng kham phé co hoi
bét ky cho su ting cudng tiép nita cac tiép xfic ndy bing cic dot bién diém; do do,
CDRH3 duogc coi 1a khong thich hgp lam ving dich tadc ddng cho su tdng cudng ai lyc.
Nguoc lai, su kiém tra cac CDR chudi nhe cho théy nhiéu co hdi cho su trudng thanh
ai lyc. Trong s6 ba CDR cua chudi nhe, CDRL1 dugc xem 13 c6 tiém ning nhét, va
dua trén quan sat ndy, cac tac gia sang ché da du doan dé ngiu nhién hoa cac vi tri 30
dén 32 cuia chudi nhe trong su ¢ ging dé ting cuong cac tiép xuc véi cac gbe Argl24,
Phel33 va Tyr85 cua IL-17A.

Su truong thanh 4i luc bang thiét ké hop ly

Dua vao cac két qua néu trén, c6 thé nhan thay rang bé mat chung gitta XAB1 va

homodime IL-17A 1a twong d6i nhé va dugc x4c dinh ddc diém bang su dong gop chi
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yéu tir chudi nhe ctia XAB1, khong c6 su lién quan dén CDRH2, va su dong gop gian
tiép 1a cha yéu ctia CDRHI (tirc 13 qua sy 6n dinh cia CDRH3). Theo d6, chudi ning
ctia XAB1 di khong xuét hién dé tao ra cac co hdi tiém ning cho sy truéng thanh &i

luc.

Nguoc lai, chudi nhe cua XABI1 di tao ra cac co hoi & céc géc axit amin 30 dén 32,
v6i su chén vao tiy v 18n téi 4 gbe axit amin (CDRL1), cac gbe axit amin 51 dén 53 va
56 (CDRL2) va cac gbc axit amin 92 va 93, véi su chén vao tuy ¥ 1én t6i 4 gde axit

amin.

Do sén c6 cia ciu tric tinh thé di duoc cong bd cho homodime IL-17F ctia ngudi, va
cAu tric cia homodime IL-17F trong phirc hop véi thu thé IL-17RA cta ngudi cho
phép céc du doan dugc tao ra dua trén céc cAu tric quan sat dugc cua IL-17A dugce tao
tinh thé va IL-17A trong phirc hop véi XAB1 dugc tao tinh thé (va cac bién thé cua
ching).

Céc diém tuong tu vé cAu truc duoc du doan gitta IL-17F va IL-17A (trén co s& cia do
gidng va ddng nhat trinh tr) d4 duoc didu tra. IL-17F va IL-17A mang sy tuong dong
vé clu tricc. Céc tac gia sang ché gia thiét ring IL-17A s& gin két voi mién dau N cia
thu thé ctia né theo phwong thirc gidng nhu di dugc trinh bay cho phurc IL-17F/IL-
17RA da dugc cong bd (Ely LK et al 2009, Nat Immunol. 10:1245-51).

Trén co s& cla cau tric quan sat dugc va su so sanh céc trinh tuy da biét véi IL-17A
cua nguoi va IL-17F cta ngudi, cung véi trinh tu ctia IL-17A ¢6 ngudn goc cla cac

loai khac, nhi€u du doan bo sung da dugc dua ra bdi céc tac gia sdng che gom:

Ho da du doan ring XABI (va cac bién thé cia cic khang thé c6 ngudn gde tir cac
khéng thé nay c6 ai luc dugce cai thién vai epitop duogc nham dich boi XABI1) s€ dic
hiéu cao véi IL-17A cta ngudi. Ho da gia thiét ring cac khang thé nay sé& giir lai mot
s6 kha ning phan tng chéo véi IL-17A ciia cac loai khac (trén co s¢ mirc dd cao cia
d6 ddng nhit hodc tinh ddng dan cia trinh trr bao toan gifta cac loai). Tuy nhién, trén
co s& cua dit liéu trinh tu va cac du doan vé céu tric hién o, khong chic chin co6 thé
dugce du doan vé kha ning phan tng chéo véi cac bién thé cua IL-17A cia cac loai &

muc dd nao. Do thi€u sy twong tu ve cau tric véi cac In-to-lo-kin khéc, kha nang phan
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tmg chéo gitta cac phan tir nay (ctia nguoi hodc cua cdc loai khéc) da dugc dy doan la

rat kho xay ra.

Ngoai ra, cac diém khac nhau giita trinh tu ctia IL-17A va IL-17F (cu thé 1a ving dau
N) da din t6i nhitng du doan ring cac khang thé khang IL-17A s& khong gan két voi
IL-17F. Vi du, céc 16p che phi ctia hai ciu tric tinh thé da chi ra rang trd ngai 1ap thé
s& ngdn can su gin két giita cac khang thé nay véi IL-17F. Ngodi ra, phép ngoai suy
v6i cAu trac cta cac heterodime IL-17AF ciing dé xuét rang sy can tr& ndy, cu thé 1a
v6i ving dau N, s& can trd su gin két cia cic heterodime IL-17AF va do d6 din dén
mét gin két v6i IL-17AF, tirc 1a mit kha ning phan mg chéo cua cac khéng thé nay

vai cac heterodime IL-17AF.
Vi du 3. Su tao ra cac bién thé ctia khang thé duoc trudng thanh 4i luc

Su truong thanh éi lyc thuc su cua khang thé XABI géc ban dau dugc tap trung vao
chudi nhe, béi céc ly do néu trén. Nghién ctru nay dugc thuc hién theo ba budce: (i) tao

thu vién, (ii) sang loc thu vién, va (iii) xac dinh dic diem cta cac dai dién da chon.

Nghién ctru thiét ké protein (trc 1a sy trudng thanh ai luc) duoce thuce hién & dinh dang
ménh Fab dé d& dang thao tac. Cac dai dién da dugc dinh dang ngugc vé IgG day du

sau thiét ké.
(i) Tao thu vién

Trinh tu ADN ma hoa mién bién ddi ctia chudi nhe da dugc gy dot bién dé tao ra thu
vién céc bién thé ciia gen. Hai phwong 4n khac nhau (A va B) di duoc sir dung cho su

tao thu vién, dua ra hai thu vién khac nhau.
1) Phuong phap A — Gay dot bién ngiu nhién bang k¥ thuat PCR uu tién sai:

Ving ADN ma hoa mién bién ddi ctia chudi nhe ctia XAB1 di dugc gay dot bién cach
ngiu nhién bang cich sir dung PCR wu tién sai. Chi tiét hon, ving nay dugc khuéch
dai bang cach sir polymeraza Mutazym II, enzym ndy dua vao cac dot bién & tan sb
cao (thong tin cy thé hon, xem trong ban hudng din dwgc cung cip kém theo kit tao

dot bién ngiu nhién GeneMorph II, dugc cung cip bdi hing Stratagene #200550). Tuy
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nhién, c6 thé st dung k¥ thuat hodc chién lwoc gy d6t bién ngiu nhién thich hop bat
ky.

Sau do, tach dong tap hop cua céc bién thé cia manh PCR bang cich cit va chén vio
vecto biéu hién cia XAB1. V& co ban 13, trinh ty gdc ban ddu, trinh tu khong bi dot
bién da dugc cit khoi vecto biéu hién nay va dugc thay thé béng trinh tu duge dot bién
héa cach ngdu nhién ma trinh trr ndy duge chén vao chd ctia né. Cac k¥ thuat sinh hoc

phan tr tiéu chudn da duoc sir dung dé hoan thanh budc nay.

Phuong phap nay tao ra thu vién cac bién theé cia vecto bicu hién chira bién thé cua

c4c trinh tu mién bién dbi dugc dot bién hoa cach ngau nhién.
2) Phuong phip B — gy dot bién bang thiét ké hop ly:

Theo phuong 4n ndy, viéc tao thu vién dugc huéng din béi sy phan tich vé chu trac da
thuc hién 1am phén tr tién than cho sy trudng thanh ai luc. Cac gbc axit amin dic biét
(cu thé 1a trong CDRI1 cua chudi nhe ctia XAB1) dd dugc nhim dén dya trén thong tin

epitop va paratop xuét phét tir cau tréic tinh thé néu trén.

Ba gbc axit amin, dugc chon trén co s thong tin cu triic tinh thé, dugc ngiu nhién
hoa hoan toan. Cac phwong 4n sinh hoc phan tir tiéu chuén di dugc st dung cho su

xdy dung nay.

Dau tién, khuéch dai manh cia ving bién d6i ma héa CDR twong tmg va phan diu tién
clia ving sudn ciia chudi nhe bang PCR, bang cach sir dung oligonucleotit thodi hoa.
Céc oligonucleotit, ma hoa CDR da dugc tdng hop theo cach nay dé cung cép nhiéu
bazo khac nhau & mot hodc nhiéu vi tri xac dinh. Su thiét ké oligonucleotit nay cho
phép su ngiu nhién hoa cac vi tri axit amin duge nhim dich cach dic biét trong CDR
nay bang cac condon thoai héa NNK (trong d6 N dung dé chica 4 bazo1a A, T, X va
G con K ding dé chi G va T) va cho phép tit ca 20 axit amin c6 trong tur nhién & céc vi

tri axit amin dugc nham dich cach dic biét nay.

Sau budc dau tién ndy, manh thir hai xen phi véi méanh thr nhat néu trén va ma héa
phan con lai cua chudi nhe, ciing duoc khuéch dai bang PCR. Sau d6, c4 hai manh

duoc 18p rap lai voi nhau bing PCR “ghép ndi” dé tao ra chudi nhe bién dbi hoan
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chinh va dugc tach dong ngugc tré lai vao vecto biéu hién theo phuong thirc “cit va
chén”. Theo do, trinh tu géc ban dau dugc thay thé b%mg mot day trinh tu dot bién cach
hop 1y, nho d6 & céc vi tri axit amin dugc nhim dich cach dic biét nay, tAt ca 20 axit

amin c6 trong tur nhién dugc biéu hién.
(i) Sang loc thu vién

Khi céc thu vién chira trinh tr ma héa céc bién thé clia XAB1 dugc tao ra, can phai
sang loc cac thu vién nay de chon ra céc bién thé c6 cac déc tinh vuot trdi so sanh vai

trinh tur XAB1 gbc ban ddu, vi du, i lyc v6i IL-17A cao hon.

Hai k¥ thuét sang loc d4 duoc sir dung. Pau tién, thir nghiém sang loc thong luong cao
da duogc thuc hién béng k¥ thuat “sang loc loc khuén lac” (colony filtration screening-
CFS). Thir nghiém nay cho phép sang loc dé dang mot luong 16n cac dong. Thir
nghiém nay cho phép giam thiéu cic dong duong tinh true khi sang loc bang thir
nghiém ELISA, 13 k¥ thuét hiru ich cu thé 13 v&i phuong 4n ngiu nhién “phwong phap
A” véi kich thudce thu vién 16n hon nhiéu (>10° dong) so véi kich thude thu vién trong
“phurong phap B” (chi 8000 dong). Sang loc bang thir nghiém ELISA I thich hop véi
s6 lvgng dong nhéd hon hodic bing 10* va cho két qua mang tinh dinh lwong nhidu hon.

1) Sang loc loc khuén lac (CFS):

Quy trinh cho CFS dua trén bai bao cua tic gia Skerra et al. ndm 1991, tap chi Anal
Biochem 196: trang 151-155. Mot sb bién dbi da dugc thuc hién.

Cac khuén lac E. coli biéu hién cac thu vién chira cic bién thé cua Fab duoc sinh
trudng trén mang loc dit trén dia Petri chira LB aga va glucoza. Pdng thoi, mang
PVDF duoc phu bang protein dich (IL-17A). P4t mang duoc phu nay 18n dia aga néu
trén. Mang loc mang céc khuén lac caa E. coli bidu hién manh Fab néu trén dugc dat
1én trén cing ctia dia aga. Cac manh Fab dugc biéu hién bang cac t& bao nay khuéch
tan tir cac khuin lac nay va gén véi IL-17A dich. Vi thé, manh Fab nay duoc gitt lai
trén rﬁéng PVDF va sau d6, dugc phat hién bang cach sir dung khang thé thir cp tiép
hop véi alkalin phosphataza dé nhudm Western. Cac diéu kién dé chi chon loc cac
bién thé c6 cac tinh chét gén két dugc cai thién d3 duoc thiét 13p trudc do st dung

XAB1 lam dbi chimg.

-104-



27341

Cu thé hon 14, sau khi bién nap thu vién nay vao cac té bao E. coli, cac té bao nay
duogc trai 1én mang loc Durapore™ (0,22pm GV, Millipore®, cat #GVWP09050)
dugc dit trén dia Petri chira LB aga + glucoza 1% + khéng sinh quan tdm. Céc dia nay

duoc 4 qua dém & nhiét d6 30°C

Lam uét trudc mang PVDF néu trén (Immobilon-P, Millipore®, cat #IPVH08100)
bang metanol, rira trong dung dich PBS va pht mang nay bing dung dich hulL-17A &
ndéng d6 1pg/ml trong PBS. U mang nay qua dém & nhiét do phong. Sau khi phu, rira
mang néu trén hai 1an trong dung dich mudi chira dém Tris (Tris buffered saline -TBS)
+ 0,05% Tween (TBST) va c¢b dinh trong thoi gian hai gio & nhiét d6 phong trong
TBST chita 5% sita. Sau do, rira mang nay 4 lan trong TBST va ngdm trong moi
truong 2xYT véilPTG ndng d6 1mM. Dt mang nay, duoc goi 1 mang bét giit 1én trén
dia LB aga chita IPTG ndng d6 1mM + khang sinh quan tdm, va ddy bing mang
Durapore mang céc khuén lac thir nghiém. U md hinh kep khang thé kiéu banh my cap
cha thu duoc trong thdi gian bén gid & nhiét 6 30°C.

Sau budc U ndy, rira mang bét giit néu trén bdn 1an bang dung dich TBST va cb dinh
trong dung dich TBST chtra 5% sita trong thoi gian 1 gio & nhiét do phong. Sau do,
rira mang nay mdt 1an bang dung dich TBST va 1 trong khang thé thir cip (khang thé
khang hu_chudi nhe kapa, tiép hop alkalin-phosphataza (AP), hang Sigma # A3813,
pha loang theo ty 1€ 1:5000 trong dung dich TBST chtra 2% sita), trong thoi gian 1 gid
& nhiét d6 phong. Sau dé, rira mang nay bén 1an trong dung dich TBST, mot 14n trong
dung dich TBS va 1 trong dung dich co chét (vien NBT/BCIP SigmaFast, 1 vién hoa
tan trong 10ml H,0). Khi tin hidu dat dén cudong d6 mong doi, rira mang nay bang

nudc va lam kho.

Sau khi su phat trién cuia tin hi€u trén mang bat giit, cadc khuan lac cho tin hi¢u manh

hon XAB géc ban dau dugc chon va mang di thuc hién sang loc thir cép ELISA.
2) Sangloc ELISA:

Sau thtr nghiém CFS, ELISA duogc st dung dé sang loc cac dai dién dugc chon tu
CFS. Tom lai 13, v6i truong hop s6 luong twong ddi it cua cac bién thé da duoc xéc

dinh bang phuong phép tao dot bién bang PCR wu tién sai (tirc 1a thur vién A), phan
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tng ELISA duoc thuc hién bang tay trong dinh dang dia 96 giéng. Nguoc lai, véi cac
thu vién dugc xdy dung bang thiét ké hop 1y (phwong phap B), sé lugng 16n hon céc
dong da dugc cai thién yéu ciu phai sang loc bing thir nghiém ELISA ty déng dé co
kha ning phan biét cac 4i luc gin két véi IL-17A khac nhau giita cdc dong ndy va xéac
dinh cac dong c6 i luc cao nhét. Robot ELISA dugc str dung cho muc dich ndy & dinh
dang dia 384 giéng. Tuy nhién, cic budc tién hanh ELISA trong mdi truong hop néu
trén 1a gidng nhau, sy khic nhau duy nhét 13 thé tich ciia cac chit phan tmg.

a) Nubi té bao:

Pau tién, nudi cic dong qua dém & nhiét d6 30°C, tbc do 1ic 900 vong/phiit, trong mbi
truomg 2xYT + glucoza 1% + khang sinh quan tdm. Céc dia chira dich nudi ciy néu
trén dugc goi 1a cac dia t& bao me (master). Ngay ké tiép, chuyén cac phan phan udc
cta dich nudi cdy tir dia t& bao me sang cac dia biéu hién chira moi truong 2xYT +
glucoza 0,1% + khang sinh quan tdm. Cac dia nay dugc 0 & nhiét do 30°C, tdc do lac
900 vong/phit trong thoi gian khoang 3 giv. Sau d6, bd sung dung dich B-D-1-
thiogalactopyranosit (IPTG) dén ndng d¢ cudi 1a 0,5mM. Céc dia nay dugc 0 qua dém
& nhiét do 30°C, tde d6 lic 900 vong/phiit.

Ngay ké tiép, bd sung dung dich dém ly giai chira (2x) dung dich mudi chtra dém
Borat (Borate buffered saline -BBS) (Teknova #B0205) + lysosym ndng d6 2,5mg/ml
+ Benzonaza ndng d910u/ml) vao céc dich nudi cdy thu duogc. U cac dia trong thoi
gian 1 gid & nhiét do phong, sau d6, bo sung dung dich TBST chira 12,5% sita dé cb
dinh. Sau khi 1 30 phut, pha loang dich ly giai cta té bao theo ty 1& 1:10 trong dung
dich TBST chtra 2% sita va chuyén dich thu duoc sang céc dia ELISA.

b) ELISA:

Phu céc dia ELISA (Nunc Maxisorp) bang dung dich hulL-17A ndng d6 1pg/ml trong
thoi gian 1 gid. Rira cac dia ndy mot 1an bing dung dich TBST va cb dinh trong thoi
gian 1 gio bing dung dich TBST chita 5% sita. Sau khi ¢6 dinh, rira cac dia nay 3 lan
bang dung dich TBST va sau d6, nap céc dich ly giai té bao da pha lodng 1én c4c dia
nay va U trong thoi gian 1 gio. Sau dé, rira cac dia nay 3 1in bang dung dich TBST va

0 trong thoi gian 1 gio voi khang thé thir cAp AP tiép hop.
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Cubi cung, cac dia nay dugc rira 3 1an bang dung dich TBST v sau d6, G v6i dung
dich co chét (b0 co chit AttoPhos, hang Roche #11 681 982 001). Toan bd qua trinh

néu trén duoc thuc hién ¢ nhi¢t do phong.

Ngoai thi nghiém ELISA “cd dién” da néu trén, thi nghiém ELISA bién dbi cling duogc
thuc hién dé dam bao sy phan biét tdt hon giirta cac dong c6 4i luc rit cao (trong
khoéng pico-mol) v&i protein dich. Thi nghiém ELISA “toc d6 phan ly” va thi nghiém
ELISA “canh tranh” da dugc phép trién cho muc tiéu nay, dugc mé ta chi tiét dudi

day.

¢) ELISA “Téc do phan ly”:

2
Ao

Trong thir nghiém nay, diém bién ddi so véi quy trinh ctia ELIA “cd dién” 1 budc rira
sau bude gin két (0 dich ly giai té bao trong cac dia ELIA). Trong quy trinh “cd dién”,
c4c dia ndy dugce rira 3 14n bang dung dich TBST. Dung dich rira nay duge cho vao va
dugc hut ra ngay 1ap tirc, khong c6 thoi gian 4. Véi ELISA “téc d6 phan ly”, dia nay
dugc rira 6 14n trong thoi gian it nhit 1a 3 gid. Budc rira kéo dai ndy lam ting tinh
chinh xéc cta thir nghiém ELISA niy, va cho phép xé4c dinh cac dong c6 téc d6 phan
ly chdm.

d) ELISA “Canh tranh”:

Quy trinh cta thir nghiém ELISA bién dbi nay bao gdm thém mot budc sau budc gin
két. Sau khi u dich ly giai t bao, cac dia nay duogc rira 3 14n bing TBST va sau do,
dung dich XAB1 gbc ban diu (200nM trong dung dich TBST chita 2% sita) dugc 0
qua dém & nhiét d¢ phong. Budc 0 kéo dai véi lugng du Fab géc ban dau, nhu trong
truong hgp ELISA “tdc 36 phan ly”, 1a dé x4c dinh cac dong cé tdc do phéan ly chdm,
dé din dén sy phan biét tot hon giira cac dong co ai luc trong khoang picomol. Cac

A 4

bude con lai cua quy trinh ndy twong ti quy trinh ELISA “cb dién”. Khang thé thir cip
dugc st dung trong trudng hop nay 1a khang thé AP duoc tiép hop voi dudi tag khing
Flag, do cac bién thé ctia cac Fab tir thu vién c6 dudi Flag tag & diu C ctia chudi ning
ma cac Fab XAB1 gbc ban diu khong c6, nén duge sit dung cho thir nghiém canh

tranh.
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(iii) Su x4c dinh dac diém cua cac dai dién

Céac dong dich dugc da xac dinh dugce qua su sang loc nay dd dugc san xuét trén pham
vi 16n hon cho su x4c dinh dic diém sinh hoa tiép theo va dé khing dinh 4i luc gin két
cao v6i IL-17A, va/hodc cac tinh chit c6 loi khéac trong cac thir nghiém bd sung. Cac

thir nghiém bd sung nay sau day dwoc md ta chi tiét hon.

(iv) Két qua: Sang loc va sy xac dinh dic diém ban dau cua céc dai dién sau sy

trudng thanh &i lyc cia XAB1

1) Phuong 4n tao dot bién ngiu nhién (phuong phap A):

Ty 18 dot bién sau budc tao thu vién bang PCR wu tién sai di dugc thdng ké véi ty 16
t6i da 1a 2 dén 3 dot bién/gen. Gan 3x10* dong da duoc sang loc bang sang loc loc
khuén lac va 94 dong d4 dugc xéc dinh 1a dong dugc ci thién va dugc dua vao cac thi
nghiém ELISA gén két, ELISA tdc d phan ly va ELISA canh tranh. Két qua ELISA
két hop voi két qua giai trinh ty din toi sy xac dinh 6 dai dién tap trung vio 3 diém
néng c6 tiém ning cho su cai thién, Gly & vi tri 28 thanh Val (G28V) trong LCDRI;
Gly & vi tri 66 thanh Val (G66V) hodc Ser (G66S) trong vung sudn 3; Asn92 thanh
Asp (N92D) trong LCDR3 (dir liéu khong duge biéu dién, nhung khi x4c dinh vi tri 13
gidng hét véi véi vi tri ctia XAB2, VL, tic 1a SEQ ID NO: 25).

Codon két thiic da duoc quan sat thdy & mot tfong sd cac dong nay, nhung khong anh
huéng do ching E. coli dugc sir dung 1a chiing mang yéu t6 e ché amber cho phép
doc qua codon két thic. Dua trén céac két qua thu dugce, dot bién G28V va G66V xuit
hién da din dén su cai thién t6t nhit. Mot bién thé ctia XAB1 di duoc tao ra bing céc
k¥ thudt sinh hoc phén tir tiéu chudn mang hai dot bién diém nay da dugc dé cap. Mot
bién thé khac da dugc tach dong ngoai ra con mang dot bién thay thé N92D, dé kiém
tra ¢c6 hay khong co su loai bd vi tri loai amin sau dich ma (N92, S93) s& 1a co ich.
Viéc xdc dinh dic diém chi tiét hon da dugc thuc hién cho hai bién thé nay, cu thé 1a
bién thé mang ba dot bién dwoc dé cap 1a XAB A2 ma cubi cing din dén XAB2.
Trong XAB2, cac axit amin s6 1 dén 23 theo su xac dinh cia Kabat tao nén vung suon
1, cac axit amin sb 24 dén 34 (Kabat) tao nén LCDRI1, cac axit amin s6 35 dén 49
(Kabat) tao nén vung suon 2, cac axit amin 50 dén 56 (Kabat) tao nén LCDR2, céc

axit amin 57 dén 88 (Kabat) tao nén viing suon 3, cc axit amin 89 dén 97 (Kabat) tao
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nén LCDR3 va céc axit amin 98 dén 107 (Kabat) tao nén ving sudn 4. Ciing 4p dung

su phan chia nho tuong ty céc trinh tu VL khéc theo cic phuong 4n cua sdng ché.

Do d6, d6t bién thay thé G66V néu trén 13 nim trong ving sudn, ma duge goi 1a vong
ngoai (outer loop). Viing suon nay c6 kha ning déng gbp vao su gin két trong mot sb
truong hop. Dua vao thong tin vé céu triic hién c6, ving sudn ndy di dugc du doan
ban dau ring dot bién nay thuc su 13 c6 thé c6 kha ning twong tac v6i ving IL-17A ma
khong thé bi tach ra khéi cAu tric tinh thé nhung c6 thé nim gin véi vong ngoai da

néu.
2) Phuong an gay dot bién hop ly (phwong phap B):

Hinh 4nh tdng thé v& sy phan b axit amin & cac vi tri duge ngiu nhién héa da duoc
tao ra béng viéc giai trinh tu 32 thanh vién duoc chon cach ngiu nhién. Khong c6 su
chénh 1éch dang k&, mic di cac théng ké vai sb luong trinh tu it nhu vay khong thé
thuc hién duogc. Gén 4x10* dong da duoc sang loc ma da xir ly tin hi€u kich ¢& cia thu
vién theo 1y thuyét 1a 8000. S6 lugng 16n cia cac dong dich da duoc xac dinh va 2630
dong dugc st dung dé tién hanh sang loc bang thir nghiém ELISA. Thuc hién cac thir
nghiém ELISA gin két, ELISA tdc d6 phan ly va ELISA canh tranh, 60 dong c6 su cai
thién 1on nhét d3 dugc giai trinh tu. Trong sb 60 dong nay, 22 trinh ty déc biét nhét da

duoc tim ra, va két qua nay duoc tém tit trong bang 11.

Bang 11. Két qua ELISA cua tit ca 22 dai dién dic biét nhét da duge chon. Céc gia tri
duge chudn hoa voi Fab XAB1 gbc ban diu. Cot sy hién thi chi ra do thuong xuyén
ctia mot trinh tir nhét dinh duge tim thiy trong 60 dong dich. Su khac nhau trong trinh
tyr axit amin ndy dugc dua ra trong ba cot cudi cing. XAB1 ¢6 cic axit aminI S A &
céc vi tri nay. Cac tin hiéu ELISA duogc xéc dinh tir dich chiét tho cia dich nudi ciy E.

coli biéu hién Fab.

Téndai | ELISA |ELISA| ELISA | %Hiénthi | 30 | 31 |32
dién ¢ dién | tbc d6 | canh tranh
phén ly
MB491 2,1 43,0 44,2 5 F | F|W
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MB483 3,1 47,1 45,2 2 F W | T
MB447 3,0 45,5 57,0 5 F W I W
MB457 2,7 34,7 41,0 5 I WIS
MB464 2,7 34,9 36,9 7 I Y | Q
MB432 2,3 44,2 37,3 12 L F | A
MB454 2,9 34,2 36,6 2 L W IlA
MB444 3,2 48,9 52,4 2 L W I E
MB456 2,4 45,1 46,7 2 L W | H
MB440 2,8 52,5 54,0 5 L W | Q
MB450 2,9 41,5 53,3 5 M | W | W
MB435 2,7 44,7 44,6 2 N W | E
MB438 2,7 41,5 41,1 7 P Y | A
MB453 2,7 43,3 46,4 9 \Y F | W
MB448 2,9 40,4 51,5 5 \% WV | M
MB486 1,9 58,5 64,9 2 WV | W | M
MB434 2,4 44.4 39,5 7 WV | WY
MB458 2,7 33,0 42,1 5 W Y | Q
MB463 2,7 34,2 31,6 2 Y F | E
MB468 2,8 43,9 60,0 5 Y W | E
MB433 2,3 39,7 29,3 2 Y W |G
MB461 2,9 49,8 62,8 2 Y W I T

Trong s& 22 dong dic biét nhit nay, chon 6 dong dé biéu hién trong E. coli & quy md
0,5L va sir dung hai buéc tinh sach bing IMAC (Ni-NTA) va SEC. Sau d6 cac Fab da
tinh sach dugc sir @& khing dinh sy ci thién trong gin két bang thir nghiém ELISA.

Két qua ELISA ciia cic dai dién Fab di duoc chon va tinh sach so véi XAB1 dugc
biéu dién trong Fig. 3, trong d6 sw danh s6 biéu dd nay tuwong mg véi su dit tén cac
mg vién thudc nhu sau: 1 1a MB440; 2 1a MB464; 3 1a MB468; 4 13 MB444; 5 1a
MB435; 6 1a MB463; 7 1a XABI.

Fig. 3A 1a biéu d6 thé hién tin hidu v&i ndng do ciia Fab (M) dugc chudn héa. C6 thé

nhén thdy ring tit c4 cac dong duoc chon cho két qua 1a tin hiéu cao hon XABI. Fig.
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3B 1a biéu d thé hién tin hiéu con lai so véi thoi gian 1 rira (gid) duoc chuén hoa. Tt
c& cac dong dwoc chon cho két qua 14 tin hiéu cao hon XABI. Fig. 3C 1a biéu do thé
hién tin hiéu véi ndng d6 chit canh tranh véi Fab duge chuén héa (M). 14n nira c6 thé

nhan thdy ring tit c4 cac dong duoc chon cho két qua 14 tin hiéu cao hon XABI.
Vi du 4. X4c dinh vi tri loai amin sau dich m4 tiém nang.

Céc tac gia cua sang ché gia thiét vé métip axit amin asparagin theo sau boi glyxin
(NG) hoic, ciing duoc gia thiét 13 theo sau béi serin (NS) & mirc do thip hon, c6 thé 1a
nhay cam véi su loai amin sau dich ma. Cac motip ndy c6 mit trong L-CDR2 (vi tri
56/57) va L-CDR3 (92/93) cuia khang thé XAB1. Bbn bién thé IgG da duogc tao ra dé
kiém tra vi tri NG nao c6 thé dugc loai bé ma khong anh hozic dén cac tinh chét vé gin
két va v& hoat tinh. Bén bién thé mang dot bién diém nay duoc tach dong bang cac quy
trinh sinh hoc phén tir tiéu chun va dugc thuc hién bang cach sir dung k¥ thuat xam

nhidm chuyén tiép tiéu chuén ciia cac té bao HEK va tinh sach qua cot protein A.

Céc bién thé IgG da tinh sach dugc phén tich trong thir nghiém v6 hiéu héa in vitro (vi
du, nhu duge md ta trong cdc vi du 12 va 13) dé so sanh hoat tinh ctia chung véi IgG
XABI gbc ban ddu. Két qua da cho thiy ring trong sd bbn bién thé nay, ba bién thé c6
hoat tinh giam. Nhung dai di¢n XAB_B12 (dot bién N56Q) giit lai dugc hoat tinh khi
so voi XABI gbc ban dau.

Bang 12. Téng quan vé nhiing sy bién dbi trinh tr véi XABI, va tac dong trong tmg

1én su vO hiéu hoda in vitro.

Kabat CDR L-CDR2 IC50(nM)
Hu Hu

Goct 49 150 51 52 53 54 55 56|57 IL-6 | 1IL-8

Kabat# 49 150 51 52 53 54 55 56|57 sec | sec

Céc bién thé ,

1eG Tén goc

XAB1 XABI1 Y D A S S L E N|G 4 3

XAB G57T XAB A6 |Y| D A S S L E N|T 22 23

XAB N56Q XABB12 | YD A S S L E Q|G 2 3
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Y
Y

D A S S L E T
D A S S L E S

G
G

XAB N56T XAB B13 15

XAB N56S XAB Bl4 13

|11

Do d6 da xac dinh dugc sy thay thé thich hop nhét, sy thay thé nay dd dugc dua vao
céc dong dich c6 tiém ning nhét dwoc xac dinh trong sudt qua trinh truéng thanh 4i
luc, thu dugc XAB2 (XAB_A2 N56Q), XAB3 (MB468 N56Q), XAB4 (MB435
N56Q). Ching di dugc tao ra bing sy xdm nhiém chuyén tiép tiéu chudn cia cac té
bao HEK va dugc tinh sach qua cot protein A ciing v6i XABS (MB435), ma vin mang

vi tri NG da néu.

Mbtip NG nay da dugc loai bd (N56Q) trong XAB2, XAB3, XAB4, nhung van c¢6 mit
trong XABS5. Mo6tip NG trong L-CDR3 nay da dugc loai bé (N92D) trong XAB2, nhu
da dugc tim thiy trong phwong an trudng thanh 4i luc ngiu nhién. Do d6, tip hop tbt

nhat cia cac bién thé 1a c6 dé ki€ém tra kha ndng nhay cdm v&i céc vi tri tiém nang.

Pha lodng bdn dai dién da tinh sach trong dung dich dém c6 pH 1a 8 va i & nhiét dd
40°C dé thuc dy phan ung loai amin. Thu cac phan phan uéc & mot s6 thoi diém dé
x4c dinh moc d0 loai amin bing x4c ky trao ddi cation (cation exchange
chromatography -CEX), theo cic nguyén Iy di dugc biét rd bsi ngudi co hidu biét
trung binh trong linh vuc nay, va hoat tinh v6 hi¢u hoa in vitro bang thu nghiém dya

trén té bao dd duoc xac dinh (vi dy, nhu dugc md ta trong céc vi du 12 va 13).

Két qua CEX di cho thdy sy ting phin trim céc bién thé c6 tinh axit theo thoi gian,
nhu da duge dy doan cho IgG bét ky, c6 thé 13 do céc vi tri cai bién sau dich ma trong
ving sudon cia khang thé nay, nhung mirc d6 ting ciia XABS cao hon cac dai dién
khac, tirc 1a 72% so voi 46% sau mét tudn va 94% so v&i 83% sau 4 tudn. Cubi cung,
két qua thir nghiém hoat tinh v hiéu héa in vitro dugc lién hé véi két qua CEX, cho
thdy ring XAB5 mét hoat tinh sau 4 tudn 0 trung diéu kién thiic dAy su loai amin. Hé
théng phuong phap sic ky loai trir kich thudc- tan xa anh sang da géc (SEC-MALS),
duoc biét rd boi ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc nay, da dugc sir dung dé

giam sat mirc do két cum trong cac mau thir nghiém.

Két qua dugc tom tit trong bang 13.

-112-



27341

Béang 13. Su phén tich bang SEC-MALS, hoat tinh v6 hiéu héa in vitro va CEX.

Khang M? ECsp” CEX?[%] | M?[%] ECso” CEX?
thé [%] [ng/ml] [ng/ml] [%]
T=0 tudn T=1 tudn
XAB2 99 45 15 98 n.d. 45
XAB3 99 40 14 98 n.d. 44
XAB5 99 45 18 98 n.d. 72
XAB4 99 48 15 98 n.d. 48
Khiang  M? ECs” CEX?[%] | Cacvitri Cécvi
thé [%] [ng/mi] NG? tri NS
T=4 tuin
XAB2 95 47 85 0 0
XAB3 97 40 81 0 1
XAB5 94 61 94 1 1
XAB4 94 47 84 0 1

Ymonome bing SEC-MALS, * sy trc ché tiét IL-6 sau su kich thich té bao bing IL-17
c6 ndng d6 80ng/ml, cac bién thé mang tinh axit bang séc ky trao ddi, D $6 lugng cac

vi trf trong cac CDR (khongbao gdm viing sudn)

Céc sb litu nay da chi ra sy loai bé thanh cong cua vi tri loai amin hoa sau dich ma
tiém ndng, ma co thé c6 tac dong 1én hoat tinh cta khang thé. Diéu nay la ¢o loi, do

XAB2, XAB3 va XAB4 tir d6 c6 thé 1a dé dat dugc san phém déng nhéit hon XABI ’
khi khéng c6 su loai amin sau dich ma cé thé xuét hién trong sudt qua trinh san Xuét

hodc luu giir anh hudng dén hoat tinh ctia khang thé nay.

Vi du 5. Su phén tich tia X cac bién thé ctia khang thé dugc bién dbi bang su trudng
thanh ai luc: XAB2

Tém lai 13, tach dong va biéu hién Fv XAB2 v6i dudi tag c6 sau gdc histidin & dau C
cta chudi nang va dudi Strep-tag & dau C ctia chudi nhe trong E. coli TGfl-, theo cac

nguyén tic da dugc biét rd boi ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vyc nay. Tinh
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sach protein tai tb hop nay bing k§ thuat sic ky Ni-chelat va sic ky loai trir kich thudc
(SPX-75).

Sau d6, phirc ciia manh Fv XAB2 va IL-17A clia ngudi duge tao ra bang cach str dung
hé théng phuong phap tiéu chuin. Tém lai 13, tron IL-17A clia ngudi (1,5mg) véi
luong du Fv XAB2 (3,7mg) va cho phirc ndy chay trén sic ky loai trir kich thudc
S100, trong dung dich dém TRIS néng d6 10mM, do pH 1a 7,4, NaCl néng do 25mM.
Sau d6, cd déc protein thu duge béng k¥ thuat siéu loc dén néng d6 26,3mg/ml va két
tinh hoa.

Sau d6, thuc hién tiép cac quy trinh két tinh hoa tiéu chuin. Tém lai 13, céc tinh thé
dwoc phat trién & nhiét d6 19°C trong cac dia SD2 96 giéng, bang cach st dung
phuong phép su khuéch tan hoi nudc trong cac giot dit tai chd. Tron dung dich protein
gbc theo ty 16 1:1 v6i dung dich dém két tinh chira canxi axetat ndng d 0,2M, PEG
3,350 ndng dd 20%. Kich thudc giot tng cong 1a 0,4pl. Trude khi thu két qua tia X,
mdt tinh thé da dugc chuyén nhanh vao hdn hop theo ty 18 1:1 ctia dung dich dém két
tinh chira PEG 3,350 ndng d6 30%, glyxerol ndng do 30%, va sau d6 1am mat nhanh

bang nito 10ng.

Thu va xir 1y dir liéu tia X dd duogc thuc hién bang cach st dung cac quy trinh tidu
chudn. Tom lai 13, dit liéu tia X voi d6 phan giai 1a 2,0A da duge thu bang hé thong
Swiss Light Source, hé théng chum tia X06DA, v&i thiét bi phét hién CCD MAR225,
bing cach sir dung ngudn phat xa tia X. Téng cong 13, 360 anh cho mdi dao déng 0,5°
duoc ghi lai & khoang cach gifra tinh thé va may phat hién 13 190mm va dugc xir ly
béing gbi phin mém XDS. Tinh thé thudc vé nhém khong gian P2,2,2 véi céc tham sb
ctia khdi tinh thé 12 a=184,72A, b=55,56A, ¢=71,11A, a.=p =y = 90°. R-sym 12 5,2%
v6i @6 phan giai 1a 2,0A va do hoan thién dit liéu 1a 100,0%.

Khi tinh thé cua phirc Fv XAB2 da néu ddng hinh & mirc do cao véi tinh thé ciia phirc
Fv XAB (Vi du 2), cAu tric cua tinh thé sau cung nay dugc sir dung 1am mo hinh dau
vao cho 14n chay ban ddu cua sy tinh chinh tinh thé hoc bang chwong trinh CNX. Thuc
hién 1ap lai sy lam ding mo6 hinh va tinh chinh mo6 hinh véi Coot (Crystallographic
Object-Oriented Toolkit) va CNX (Crystallography &nMR eXplorer) ban 2002, cho

dén khi khong c6 sy cai thién 16n nao khéc c6 thé duoc tao ra cho md hinh tinh thé hoc
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nay. R va R tr do cudi cho toan b dit liéu 1an luot 13 0,214 va 0,259. Mb hinh tinh
chinh cubi cung cho thiy cin béc hai ctia sai s6 binh phuong trung binh (RMSD) ¢6 ¢
dai lién két Iy tuong va goc lién két Iy tuéng 1an Iugt 13 0,005A va 0,9°.

Két qua

Két qua cua sy tinh chinh tia X phitc Fv XAB2 véi IL-17A clia ngudi duge trinh bay
trong bang 14 va ciu tric khong gian ba chidu cta phuc ndy duoc bidu dién trong Fig.
4. Su phén tich tinh thé hoc tia X khing dinh rang bién thé khang thé XAB2 nay da
giit duoc do dic hiéu dich va da gin két véi 4i luc cao véi vé co ban 1 gidng nhu
khang thé XAB1 gbc ban dau. Tuy nhién, trong c4u tric phitc XABI, thity chudi nhe
chtra Gly66 chip nhan mot ciu hinh riéng ma c4u hinh riéng nay 1 khong thé néu gbc
nay bj dot bién thanh valin. Nhu mot hé qua, trong phitc XAB2, dot bién Gly66 thanh
valin (G66V) khién thity nay chip nhan mdt cdu hinh riéng méi, va mach bén valin tao
ra cac twong tac ky nude voi IleS1 cua IL-17A (Fig. 5). Hai gbc nita cia TL-17A,
Pro42 va Arg43, tré nén c6 thé nhin thiy duge (dugc sip xép) trong cAu tréc tinh thé
nay. Cac gbc khang nguyén ndy tao ra cac tuong tic lién két bd sung v6i khang thé

XAB?2, cu thé 1a twong tac ky nuéc v6i Val28 (Fig. 5).

Bang 14. Tinh chinh tia X phirc Fv XAB2 v6i [L-17A thu dugce bang chuong trinh
CNX.

CHU Y 3

CHU Y 3 SU TINH CHINH.

CHU Y 3 CHUONG TRINH : CNX 2002

CHU Y 3 TAC GIA : Brunger, Adams, Clore, Delano,

CHU Y 3 Gros, Grosse-Kunstleve, J iang,

CHU Y 3 Kuszewski, Nilges, Pannu, Read,

CHU Y 3 Rice, Simonson, Warren

CHU Y 3 va

CHU Y 3 Accelrys Inc.,

CHU Y 3 (Badger, Berard, Kumar, Szalma,

CHU Y 3 Yip, Dzakula).

CHU Y 3

CHU Y 3 DU LIEU PA SU DUNG TRONG TINH CHINH.
CHU Y 3 KHOANG PHAN GIAI CAO (ANGSTROM) : 2,00
CHU Y 3 KHOANG PHAN GIAI THAP (ANGSTROM) : 71,11
CHU Y 3 NGUGNG DU LIEU (SIGMA(F)) : 0,0

CHU Y 3 NGUGNG DU LIEU CAO (ABS(F)) : 2329350,20
CHU Y 3 NGUGNG DU LIEU THAP (ABS(F)) : 0,000000
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CHU Y 3 PO HOAN THIEN (THUC NGHIEM + KIEM TRA) (%) : 99,8
CHU Y 3 SO LAN PHAN XA : 50409

CHU Y 3

CHU Y 3 KHOP VOI DU LIEU PA SU DUNG TRONG TINH CHINH.
CHU Y 3 PHUONG PHAP KIEM CHUNG CHEO: THONG QUA

CHU Y 3 CHON LOC TAP HQP KIEM TRA CUA GIA TRI R TU DO:
CHU Y 3 GIA TRI R NGAU NHIEN (TAP HGP THU'C NGHIEM) : 0,214
CHU Y 3 GIA TRIR TU DO: 0,259

CHU Y 3 CO TAP HOP KIEM TRA CUA GIA TRIR TU DO (%): 5,0
CHU Y 3 PEM BPEM TAP HOP KIEM TRA CUA GIA TRIR TU DO: 2521
CHU Y 3 SAI SO UGC LUONG CUA GIA TRI R TU DO: 0,005

CHUY 3 ,

CHU Y 3 KHOP TRONG PO PHAN GIAI BIN CAO NHAT.

CHU Y 3 TONG SO CAC BIN PA SUDUNG : 6

CHU Y 3 KHOANG PHAN GIAI BIN CAO (A) : 2,00

CHU Y 3 KHOANG PHAN GIAI BIN THAP (A) : 2,13

CHU Y 3 DO HOAN THIEN BIN (THUC NGHIEM + KIEM TRA) (%) :100,0
CHU Y 3 SO LAN PHAN XA TRONG BIN (TAP HOP THUC NGHIEM) : 7858
CHU Y 3 GIA TRI R BIN (TAP HOP THUC NGHIEM) : 0,262

CHU Y 3 GIA TRIR TU DO BIN: 0,304

CHU Y 3 CO CUA TAP HOP KIEM TRA CUA GIA TRI R TU DO BIN (%): 5,0
CHU Y 3 BPEM TAP HOP KIEM TRA CUA GIA TRIR TU DO BIN: 414
CHU Y 3 SAI SO UGC LUONG CUA GIA TRIR TU DO BIN: 0,015

CHU Y 3

CHU Y 3 SO NGUYEN TU KHONG PHAI HYDRO PA SU DUNG TRONG
TINH CHINH.

CHU Y 3 SO NGUYEN TU PROTEIN: 5055

CHU Y 3 SO NGUYEN TU AXIT NUCLEIC: 0

CHU Y 3 SO NGUYEN TU KHONG PONG NHAT: 0

CHU Y 3 SO NGUYEN TU DUNG MOI: 376

CHU Y 3

CHU Y 3 CAC GIA TRI B.

CHU Y 3 TU PO THI WILSON (A**2) : 27,8

CHU Y 3 GIA TRI B TRUNG BINH(TOAN BOQ, A**2) : 37,3

CHU Y 3 TOAN BO GIA TRI B KHONG DANG HUONG.

CHU Y 3 B11 (A**2):-0,85

CHU Y 3 B22 (A**2):3,93

CHU Y 3 B33 (A**2): -3,08

CHU Y 3 B12 (A**2): 0,00

CHU Y 3 B13 (A**2): 0,00

CHU Y 3 B23 (A**2): 0,00

CHUY 3 )

CHU Y 3 MO HINH HOA DUNG MOI HON PON.

CHU Y 3 PHUONG PHAP PA SU DUNG: MO HINH PHANG

CHU Y 3 KSOL : 0,338594

CHU Y 3 BSOL : 46,0594 (A**2)

CHU Y 3

CHU Y 3 SAI SO TRUC TOA PO UOC LUONG.
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CHU Y 3 ESD TU PO THI LUZZATI (A): 0,25

CHU Y 3 ESD TU SIGMAA (A): 0,19

CHU Y 3 GIA TRI CHAN TAI HOA TAN THAP (A): 5,00
CHU Y 3

CHU Y 3 SAI SO TRUC TQA PO UGC LUONG DANH GIA CHEO.
CHU Y 3 ESD TU PO THI LUZZATI C-V(A) : 0,31

CHU Y 3 ESD TU SIGMAA C-V (A) : 0.22

CHUY 3

CHU Y 3 PO LECH RMS TU CAC GIA TRILY TUONG.
CHU Y 3 PO DAI LIEN KET (A) : 0,005

CHU Y 3 GOC LIEN KET (P0) : 0,9

CHU Y 3 GOC NHI DIEN (D0) : 21,0

CHU Y 3 GOC PHI CHINH (POQ) : 0,70

CHU Y 3 _

CHU Y 3 MO HINH NHIET DPANG HUONG : DA GIOI HAN
CHU Y 3

CHU Y 3 HE SO GIOI HAN NHIET PANG HUONG. RMS SIGMA
CHU Y 3 LIEN KET MACH CHINH (A**2) : 1,49 ; 1,50
CHU Y 3 GOC MACH CHINH (A**2) : 2,44 ; 2,00

CHU Y 3 LIEN KET MACH BEN (A**2) : 1,95 ; 2,00

CHU Y 3 GOC MACH BEN (A**2) : 2,93 ;2,50

CHU Y 3

CHU Y 3 MO HINH NCS: KHONG CO

CHUY 3

CHU Y 3 CAC GIGI HAN NCS. RMS SIGMA/KHOI LUGNG
CHU Y 3 NHOM 1 VE VI TRi (A) : KHONG ; KHONG

CHU Y 3 NHOM 1 HE SO B (A**2) : KHONG ; KHONG
CHUY 3 ,

CHU Y 3 TEP THAM SO 1: protein_rep.param

CHU Y 3 TEP THAM SO 2: water_rep.param

CHU Y 3 PARAMETER FILE 3 : ion.param

CHU Y 3 TEP TOPO 1 : protein.top

CHU Y 3 TEP TOPO 2 : water.top

CHU Y 3 TEP TOPO 4 : ion.top

CHU Y 3

CHU Y 3 CAC CHU Y VE TINH CHINH KHAC: KHONG
LIENKETSS 1 CYSL 23 CYSL 88

LIENKETSS2 CYSH22 CYSH 96

LIEN KETSS 3 CYS A 23 CYS A 88

LIEN KETSS 4 CYSB 22 CYS B 96

LIEN KETSS 5 CYS C 94 CYS C 144

LIEN KETSS 6 CYS C 99 CYS C 146

LIENKETSS 7CYSD 94 CYSD 144

LIENKETSS 8 CYSD 99 CYS D 146

CRYST1 184.719 55.558 71.109 90,00 90,00 90,00 P 21 21 2 24
ORIGX1 1,000000 0,000000 0,000000 0,00000

ORIGX2 0,000000 1,000000 0,000000 0,00000

ORIGX3 0,000000 0,000000 1,000000 0,00000
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SCALE1 0,005414 0,000000 0,000000 0,00000
SCALE2 0,000000 0,017999 0,000000 0,00000
SCALE3 0,000000 0,000000 0,014063 0,00000

Fig. 4 biéu dién cdu trac khong gian ba chiéu cta phic Fv XAB2 véi IL-17A ciia
ngudi. Fig. 4A biéu dién hai manh Fv XAB2 & dang 14p diy khong gian, va homodime
IL-17A dugce biéu dién & dang hoat hoa. Fig. 4B biéu dién hai manh Fv XAB2 & dang
hoat hoa, va homodime IL-17A dugc biéu dién & dang 14p ddy khong gian. Chudi ning
va chudi nhe ciia Fv XAB2 nay dugc biéu dién trong (mg bing mau x4m d4dm va x4m
nhat. Mot mach cua homodime IL-17A dugc biéu dién br?mg mau xam nhat, mach con

lai dugc bi€u dién bang mau xam dam.

Fig. 5 biéu dién cdu tric khong gian ba chiéu cta phirc Fv XAB2 véi IL-17A cia
nguoi & dang quan sit can canh khéng thé L-CDR1 va vung thily bén ngoai, mang cac
dot bién glyxin thanh valin (1an luot 14 G28V va G66V). Dot bién G66V din dén su
thay ddi cdu hinh riéng ctia thity bén ngoai, ciing nhu thay dbi cac twong tac khang
nguyén khang thé bd sung véi cac gbc Pro42, Argd3 cia IL-17A va Ile51. Fv XAB2
duoc biéu dién béng mo hinh hoat hoa xam nhat, vd homodime IL-17A clda nguoi
trong céc sic thai x4m d4m hon. Ile51 khong cling thudc mot tiéu phan IL-17A gidng

nhu Pro42 va Arg43.

Vi du 6. Su phan tich tia X ctia bién thé ciia khang thé dugc bién ddi bang sy truéng

thanh ai luc: XABS

Téch dong va bidu hién Fv XABS5 véi dudi tag c6 sau gbc histidin & dau C cta chudi
ning va dudi Strep-tag & dau C ctia chudi nhe trong E. coli TGfl-. Tinh sach protein
tai tb hop nay biang k§ thuét sic ky Ni-chelat sau d6 dugc tinh sach bang sic ky loai
trir kich thudce trén cot SPX-75, trong dung dich dém PBS. Su phéan tich LC-MS da
cho théy khdi lugng du doan ctia chudi ning (13703,4Da), va su ¢6 mit cla hai dang
ctia chudi nhe gém: dang c6 chiéu dai déy da (115aa; 12627,3Da; khoang 27%) va
dang vdi Strep-tag bi cit ngin (A1 dén Q112; 12222,8Da; khoang 73%).

Sau d9, tao ra phirc cia manh Fv XABS véi IL-17A cda nguoi bang cach sir dung hé
théng phuong phép tiéu chuin. Tém lai 13, IL-17A cla nguoi (1,4mg) dugce tron voi

luong du cia Fv XABS5 (3,4mg) va cho phirc nay chay trén sic ky loai trir kich thuéc
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S100, trong dung dich dém TRIS néng do 10mM, do pH 1a 7,4, NaCl néng do 25mM.
Sau d6, cd ddc protein thu duoc bang k¥ thuit siéu loc dén ndng d6 1a 16,5mg/ml va

két tinh hoa.

Sau d6, thuc hién tiép cac quy trinh két tinh hoa tiéu chudn. Tom lai 13, cac tinh thé
duogc phat trién & 19°C trong cac dia SD2 96 giéng, bing cach sir dung phwong phap
su khuéch tan hoi nuée trong cac giot dit tai chd. Tron dung dich protein gbc theo ty
16 1:1 voi dung dich dém két tinh chira PEG MME 5,000 ndng d6 15%, MES ¢6 ndng
do 0,1M va do pH 1a 6,5, amoni sulfat 0,2M. Kich thudc giot téng cong 1a 0,4pl.
Trudce khi thu két qua tia X, mot tinh thé da dugce chuyén nhanh vao hdn hop theo ty 18
1:1 ctia dung dich dém két tinh chira PEG MME 5,000 ndng d6 20%, glyxerol ndng do

40%, va sau d6 1am mat nhanh bang nito 16ng.

Thyec hién thu va xtr Iy dir liéu tia X bang cach sir dung cic quy trinh tiéu chudn. Tém
lai 13, thu dir lidu tia X véi do phén giai 1a 3,1A bang hé théng Swiss Light Source, hé
théng chum tia X10SA, vé6i thiét bi phat hién Pilatus, sir dung sy phat xa tia X
1,00000A. Tong cong 13, 720 anh cia mdi dao dong 0,25° da dugc ghi lai & khoang
cach gifta tinh thé va may phat hién 13 520mm va duoc xtr Iy bing gobi phin mém
XDS. Tinh thé thudc vé nhém khong gian €222, véi cac tham sb ciia khéi tinh thé 1a
a=55,37A, b=84,08A, c=156,35A, o.= B =y = 90°. R-sym la 8,9% v&i do phan giai 1a
3,1A va @6 hoan thién dit liéu 12 99,7%.

Xéc dinh cAu triic ndy bang su thay thé phan tir bang chwong trinh PHASER, sir dung
cac mo hinh tim kiém co nguén géc tr phtrc Fv XAB2 da duge xac dinh truge do.
Thyc hién Idp lai sy lam ding moé hinh va tinh chinh mdé hinh véi Coot
(Crystallographic Object-Oriented Toolkit) va CNX (Crystallography &nMR
eXplorer) ban 2002, cho dén khi khéng c6 su cai thién dang ké khac c6 thé duoc tao ra
v6i mo hinh tinh thé hoc nay. R va R tu do cudi cho toan bd dit liéu 1an luot 13 0,222
va 0,305. M6 hinh tinh chinh cubi cing cho thiy cin bac hai cia sai s binh phuong
trung binh (RMSD) tir d6 dai lién két 1y twéng va géc lién két 1y tuéng 1an luot 14
0,008A va 1,2°.
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Két qua

Két qua su tinh chinh tia X phttc Fv XABS véi IL-17A clia ngudi duge md ta trong
bang 15 va cAu trac khong gian ba chiéu ciia phirc nay dwgc biéu dién trong Fig. 6.
Trong cAu trac tinh thé nay, phirc Fv XAB5 ¢6 chinh x4c 2 14n dbi xtng vé tinh thé
hoc: don vi khong d6i xtng cta tinh thé chi chira mét nira cta toan bd phirc dime. Fv
XABS5 hinh thanh su twong tac véi ca hai tiéu phan IL-17A, nhung dai da sb cac twong
tac ndi phan tir chi v6i mét tiéu phan (khoang 90% bé mit ciia IL-17A dugc che phu
b6i Fv XABS5 nay dugce gop phan boi mét tiéu phan IL-17A). Su phan tich tinh thé
bang tia X d& x4c nhan ring bién thé khang thé XABS d giit dugc tinh dic hidu dich
va lién két véi 4i luc cao véi v& co ban 1a cung epitop voi khang thé XAB1 gbc ban
dau. Tuy nhién, trong cdu triic cia phitc XABS5 nay, chudi nhe CDRL1 mang ba dot
bién diém ma cung cip su gin két voi IL-17A clia ngudi duge ting cuong. Trp 31 cia
chudi nhe ciia XABS5 bi gai chit trong cic twong tic vong thom/ky nudc véi Tyr 85
ctia IL-17A va, & mirc d6 thap hon, véi Phe 133 ciia IL-17A. Asn 30 ciia chudi nhe clia
XABS5 cho mach chinh ctia Pro 130 cta IL-17A lién két H va trong tuong tac van der
Waals v6i Leu 49 (cing tiéu phan IL-17A) va Val 45 (khac tiéu phan IL-17A). Glu 32
ctia chudi nhe cia XAB5 1am bén thity CDRL1 nay qua céac tuong tac lién két voi H
ndi phan ti. Ngoai ra, Glu 32 tao ra cic tuwong tac tinh dién thudn lgi véi Arg 124 cia

IL-17A, nhung khong bi gai chat thanh tuong tac cau mudi “dau-dau” (Fig. 7).

Bang 15. Tinh chinh tia X phirc Fv XAB5 véi IL-17A thu dugc bang chuong trinh
CNX.

CHU Y 3

CHU Y 3 SU TINH CHINH.

CHU Y 3 CHUONG TRINH : CNX 2002

CHU Y 3 TAC GIA : Brunger, Adams, Clore, Delano,

CHU Y 3 Gros, Grosse-Kunstleve, J iang,

CHU Y 3 Kuszewski, Nilges, Pannu, Read,

CHU Y 3 Rice, Simonson, Warren

CHU Y 3 va

CHU Y 3 Accelrys Inc.,

CHU Y 3 (Badger, Berard, Kumar, Szalma,

CHU Y 3 Yip, Dzakula).

CHU Y 3

CHU Y 3 DU LIEU PUGC SU DUNG TRONG TINH CHINH.
CHU Y 3 KHOANG PHAN GIAI CAO (ANGSTROM) : 3,11
CHU Y 3 KHOANG PHAN GIAI THAP (ANGSTROM) : 46,25
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CHU Y 3 NGUGNG DU LIEU (SIGMA(F)) : 0,0

CHU Y 3 NGUONG DU LIEU CAO (ABS(F)) : 3778977,84

CHU Y 3 NGUGNG DU LIEU THAP (ABS(F)) : 0,000000

CHU Y 3 PO HOAN THIEN (THUC NGHIEM + KIEM TRA) (%) : 99,0
CHU Y 3 SO LAN PHAN XA : 6801

CHUY 3

CHU Y 3 KHOP VOI DU LIEU PA SU DUNG TRONG TINH CHINH.
CHU Y 3 PHUGONG PHAP KIEM CHUNG CHEO: THONG QUA

CHU Y 3 CHON LOC TAP HOP KIEM TRA CUA GIA TRI R TU DO:
CHU Y 3 GIA TRI R NGAU NHIEN (TAP HGP THUC NGHIEM) : 0,222
CHU Y 3 GIA TRIR TU DO : 0,305

CHU Y 3 C3 TAP HOP KIEM TRA CUA GIA TRIR TU DO (%) : 5,0
CHU Y 3 PEM DEM TAP HQOP KIEM TRA CUA GIA TRI R TU DO: 340
CHU Y 3 SAI SO UGC LUQONG CUA GIA TRIR TU DO: 0,017

CHUY 3

CHU Y 3 KHOP TRONG PO PHAN GIAI BIN CAO NHAT.

CHU Y 3 TONG SO CAC BIN DA SUDUNG : 6

CHU Y 3 KHOANG PHAN GIAI BIN CAO (A) : 3,10

CHU Y 3 KHOANG PHAN GIAI BIN THAP(A) : 3,29

CHU Y 3 PO HOAN THIEN BIN (THUC NGHIEM + KIEM TRA) (%) : 89,9
CHU Y 3 SO LAN PHAN XA TRONG BIN (TAP HOP THUC NGHIEM) : 961
CHU Y 3 GIA TRI R BIN (TAP HOP THUC NGHIEM) : 0,293

CHU Y 3 GIA TRIR TU DO BIN : 0,403

CHU Y 3 CO CUA TAP HQP KIEM TRA CUA GIA TRIR TU DO BIN (%): 4,9
CHU Y 3 PEM TAP HOP KIEM TRA CUA GIA TRI R TU DO BIN: 50
CHU Y 3 SAI SO UGC LUGNG CUA GIA TRI R TU DO BIN: 0,057
CHUY 3

CHU Y 3 SO NGUYEN TU KHONG PHAI HYDRO DA SU DUNG TRONG
TINH CHINH.

CHU Y 3 SO NGUYEN TU PROTEIN: 2492

CHU Y 3 SONGUYEN TU AXIT NUCLEIC: 0

CHU Y 3 SO NGUYEN TU KHONG DONG NHAT : 5

CHU Y 3 SO NGUYEN TU DUNG MOI: 4

CHUY 3

CHU Y 3 CAC GIA TRIB.

CHU Y 3 TU PO THI WILSON (A**2) : 85,2

CHU Y 3 GIA TRI B TRUNG BINH(TOAN BO, A**2) : 71,0

CHU Y 3 TOAN BO GIA TRI B KHONG PANG HUGNG.

CHU Y 3 B11 (A**2) : 23,21

CHU Y 3 B22 (A**2) : 7,23

CHU Y 3 B33 (A**2) : -30,44

CHU Y 3 B12 (A**2): 0,00

CHU Y 3 B13 (A**2): 0,00

CHU Y 3 B23 (A**2): 0,00

CHU Y3 )

CHU Y 3 MO HINH HOA DUNG MOI HON DON.

CHU Y 3 PHUONG PHAP PA SU DUNG: MO HINH PHANG

CHU Y 3 KSOL : 0,389339
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CHU Y 3 BSOL : 59,5295 (A**2)

CHUY 3

CHU Y 3 SAI SO TRUC TQA DO UGC LUGNG.

CHU Y 3 ESD TU PO THI LUZZATI (A) : 0,35

CHU Y 3 ESD FROM SIGMAA (A) : 0,42

CHU Y 3 GIA TRI CHAN TAI HOA TAN THAP (A) : 5,00
CHUY 3

CHU Y 3 SAI SO TRUC TOA PO UGC LUONG PANH GIA CHEO.
CHU Y 3 ESD TU PO THI LUZZATI C-V(A) : 0,51

CHU Y 3 ESD TU SIGMAA C-V (A) : 0,45

CHU Y 3

CHU Y 3 PO LECH RMS TU CAC GIA TRI LY TUGNG.
CHU Y 3 DO DAI LIEN KET (A) : 0,008

CHU Y 3 GOCLIENKET (PQ) : 1,2

CHU Y 3 GOC NHI DIEN (PO) : 23,1

CHU Y 3 GOC PHI CHINH (PO) : 0,73

CHUY 3 _

CHU Y 3 MO HINH NHIET PANG HUONG : DA GIOI HAN
CHUY 3 _ .

CHU Y 3 HE SO GIOI HAN NHIET PANG HUONG. RMS SIGMA
CHU Y 3 LIEN KET MACH CHINH (A**2) : 1,40 ; 1,50
CHU Y 3 GOC MACH CHINH (A**2) : 2,49 ; 2,00

CHU Y 3 LIEN KET MACH BEN (A**2) : 1,82 ; 2,00

CHU Y 3 GOC MACH BEN (A**2) : 2,93 ; 2,50

CHUY 3

CHU Y 3 MO HINH NCS: KHONG CO

CHU Y 3

CHU Y 3 CAC GIOI HAN NCS. RMS SIGMA/KHOI LUGNG
CHU Y 3 NHOM 1 VE VI TR (A) : KHONG ; KHONG

CHU Y 3 NHOM 1 HE SO B (A**2) : KHONG ; KHONG
CHUY 3

CHU Y 3 TEP THAM SO 1: protein_rep.param

CHU Y 3 TEP THAM SO 2: water rep.param

CHU Y 3 PARAMETER FILE 3 : ion.param

CHU Y 3 TEP TOPO 1 : protein_no_cter.top

CHU Y 3 TEP TOPO 2 : water.top

CHU Y 3 TEP TOPO 4 : ion.top

CHUY 3

CHU Y 3 CAC CHU Y VE TINH CHINH KHAC: KHONG
LIENKETSS 1 CYS S 23 CYS S 88

LIEN KETSS 2 CYS S 22 CYS S 96

LIEN KETSS 3 CYS S 94 CYS S 144

LIEN KETSS 4 CYS S 99 CYS S 146

CRYST1 55,372 84,082 156,350 90,00 90,00 90,00 C 22 21 24
ORIGX1 1,000000 0,000000 0,000000 0,00000

ORIGX2 0,000000 1,000000 0,000000 0,00000

ORIGX3 0,000000 0,000000 1,000000 0,00000

SCALE! 0,018060 0,000000 0,000000 0,00000
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SCALEZ2 0,000000 0,011893 0,000000 0,00000
SCALE3 0,000000 0,000000 0,006396 0,00000

Fig. 6 biéu dién chu truc khong gian ba chiéu ciia phitc Fv XABS5 véi IL-17A clia
ngudi. Phirc homodime ddy da véi chinh x4c hai 1an d6i xtmg vé tinh thé hoc dugc
bidu dién trong Fig.6 nay. Fig. 6A biéu dién hai manh Fv XAB5 & dang l4p ddy khong
gian, va homodime IL-17A duogc biéu dién & dang hoat hoa. Fig. 6B biéu dién hai
manh Fv XABS5 & dang hoat hoa, va homodime IL-17A dugc biéu dién & dang 14p diy
khong gian. Chudi ning va chudi nhe ctia Fv XAB5 dugc biéu dién 1dn lugt luot 13
béng mau xam ddm va xam nhat. Mot mach cia homodime IL-17A duogc biéu dién

bing mau x4m nhat, mach con lai dugc biéu dién bang mau x4m dam.

Fig. 7 biéu dién ciu tric khong gian ba chiéu ciia phitc Fv XABS5 véi IL-17A ciia
ngudi. Cén canh khang thé nay, L-CDR1 mang ba dot bién da tim dugc bing phuong
an thu vién thién vé huéng duoc huéng din cdu trac: Asn 30, Trp 31 va Glu 32. Cac
mach bén ciia XAB5 ndy déng gbép cac twong tic gin két méi voi khang nguyén IL-
17A cta ngudi, cu thé 1a véi cac gbc Tyr85, Phel33, Argl24, Pro 130, Leu 49 cua IL-
17A (tht ca tir cing mot tiéu phan IL-17A) va Val 45 (tir tiéu phan IL-17A khac).

Vi du 7. Su phan tich tia X c4c bién thé cua khang thé bién dbi bang sy trudng thanh 4i

luc: XAB4

Tach dong va biéu hién Fv XAB4 véi dudi tag c6 sau gde histidin & diu C ciia chudi
ning va dudi Strep-tag & dau C ctia chudi nhe trong cac té bao E. coli TG1. Tinh sach

protein tai tb hop nay bang k¥ thuat sic ky Ni-chelat.

Sau d6, tao phirc ctia manh Fv XAB4 véi IL-17A cua nguoi bang cach sir dung hé
théng phuong phép tiéu chudn. Tém lai 13, tron IL-17A ctia ngudi (0,5mg) vé6i lugng
du ciia Fv XAB4 (1,2mg) va phirc hé nay da dugc chay trén sic ky loai trir kich thuéce
SPX-75, trong dung dich dém TRIS néng do 10mM, d6 pH 1a 7,4, NaCl né)ng do
25mM. Sau d6, co dic protein thu dugc b%mg k¥ thuat siéu loc dén n6ng dd 6,9mg/ml
va két tinh hoéa.

Sau d6, thuc hién tiép cac quy trinh két tinh héa tiéu chudn. Tém lai 13, cac tinh thé

dwgc phat trién & 19°C trong cac dia 24 giéng VDX, bing cach sir dung phuong phép
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khuéch tan hoi nudc trong céc giot treo. Dung dich protein gbc da duge tron theo ty 18
2:1 v6i dung dich d@&m cho két tinh héa chira PEG MME 5,000 ndng d 15%, HES
ndng d6 14 0,1M c6 @ pH 1a 6,5, amoni sulfat ndng d6 0,2M. Kich thudc giot tong
cong 1a 3,0ul. Trudce khi thu két qua tia X, mot tinh thé da dugc chuyén nhanh vao hdn
hop theo ty 1§ 1:1 cua dung dich dém cho két tinh chita PEG MME 5,000 ndng do
 25%, glyxerol ndng d6 20%, va sau d6 1am méat nhanh bang nito 16ng.

Thu va xur ly dit li€u tia X da dugc thuc hién bﬁng cach st dung cac quy trinh tiéu
chudn. Tém lai 13, dit liéu tia X véi do phan giai 1a 3,15A dd duoc thu béng hé théng
Swiss Light Source, hé théng chim tia X10SA, véi thiét b phat hién Pilatus, st dung
budc soéng phat xa tia X 13 0,99984A. Tdng cong 13, da ghi lai duge 720 anh cia moi
dao dong 0,25° & khoang cach gitra tinh thé va may phat hién 13 500mm va duge xit ly
bing go6i phdn mém XDS. Tinh thé thudc vé nhém khong gian C222; véi céc tham s6
ctia khéi tinh thé 13 a=55,76A, b=87,11A, ¢=156,31A, a.=p =y = 90°. R-sym 1a 5,5%

v6i v6i dd phan giai 1a 3,15A va do hoan thién dit liéu 12 99,9%.

Khi tinh thé cia phirc Fv XAB4 gin nhu ddng hinh véi tinh thé cta phirc Fv XABS
(Vi du 6), cdu tric clia sau ciing ndy dugc st 1am md hinh d4u vao d& xac dinh cdu
triic bang chuong trinh Phaser. Thuc hién 13p lai sy lam dung mé hinh va tinh chinh
md hinh bing Coot (Crystallographic Object-Oriented Toolkit) va Autobuster ban
1.11,2 (Buster ban 2.11,2), cho dén khi khong c6 s cai thién déng ké khac c6 thé dugc
tao ra v6i mé hinh tinh thé hoc nay. R va R tu do cudi cho toan bo dit liéu lan luot 14
0,197 va 0,253. Mb hinh tinh chinh cui cing cho thiy cin bac hai ciia sai s§ binh
phuong trung binh (RMSD) cta d6 dai lién két Iy twong va goc lién két ly tuéng lan
luot 12 0,009A va 1,0°.

(i) Két qua

Két qua cua su tinh chinh tia X phitc Fv XAB4 véi IL-17A cta nguoi duge trinh bay
trong bang 16 va céu tric khong gian ba chidu cta phirc ndy dugc biéu dién trong Fig.
8. Trong céu triic tinh thé nay, gibng nhu phirc XABS (Vi du 6), phic Fv XAB4 ¢
chinh xac 2 14n d6i xtng tinh thé hoc: don vi khong d6i xtmg ciia tinh thé ny chira chi
mot nira cia toan bd, phirc dime. Fv XAB4 hinh thanh sy tuong tic voi ca hai tiéu

phin IL-17A, nhung dai da s6 cac tuong tac ndi phan tir chi véi mot tiéu phan (93% bé
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mit cta IL-17A dugc che phi béi mot Fv XAB4 dugc déng gop bdi mét tiéu phan).
Su phan tich tinh thé bang tia X dd x4c nhén ring khang thé bién thé XAB4 da giit
duoc tinh dic hiéu dich va lién két véi 4i luc cao v6i vé co ban 13 cing epitop véi
khéng thé XAB1 gbc ban diu. Tuy nhién, trong cdu triic phirc XAB4 nay, nhu trong
cdu triic ctia phitc XAB5, chudi nhe CDRL1 mang ba dot bién diém cung cp su gin
két v6i IL-17A cua ngudi duge ting cuong. Nhu dd duoc md ta trude d6 véi phirc
XABS5 (Vi du 6), Trp 31 ctia chudi nhe ctia XAB4 bi gai chit trong cic tuong tac ki
nudc/vong thom manh véi Tyr 85 cia IL-17A va, & mac do thép hon, véi Phe 133 caa
IL-17A. Asn 30 ctia chudi nhe ciia XAB4 cho lién két H cho carbonyl mach chinh cta
Pro 130 cia IL-17A va trong tvong tic van der Waals v6i Leu 49 (trén ciing mot tiéu
phin IL-17A) va Val 45 (trén tiéu phan IL-17A khac). Glu 32 cia chudi nhe cia
XAB4 1am 6n dinh thily CDRLI thong qua céc twong tac duoc lién két véi H ndi phan
tir. Ngoai ra, Glu 32 tao ra cic tuong tac tinh dién véi Arg 124 cua IL-17A, nhung
khong bi gai chit thanh twong tac ciu mubi “diu-dau” (Fig. 9). XAB4 ciing khéac véi
XABI1 & vi tri 56 ctia chudi nhe, 13 két qua ciia dot bién Asn thanh Gln da duoc thiét
ké dé loai bo vi tri loai amin tiém nang. Su phan tich tia X nay cho théy réng Gln 56
cia XAB4 tao ra cc twong tic v6i cac gbe Leu 76 va Trp 90 cua protein khang

nguyén, va giam kha ning tiép xac véi dung mdi cia Tyr 67 va Ser 64 (Fig. 10).

Béng 16. Tinh chinh tia X phirc Fv XAB4 véi IL-17A thu dugc bang chuong trinh
Autobuster.

CHU Y 3

CHU Y 3 SU TINH CHINH.

CHU Y 3 CHUONG TRINH : BUSTER 2.11.2

CHU Y 3 TAC GIA : BRICOGNE,BLANC,BRANDL,FLENSBURG,KELLER,
CHU Y 3 : PACIOREK,ROVERSL SHARFF,SMART,VONRHEIN, WOMACK;
CHU Y 3 : MATTHEWS,TEN EYCK,TRONRUD

CHU Y 3

CHU Y 3 DU LIEU PUGQC SU DUNG TRONG TINH CHINH.

CHU Y 3 KHOANG PHAN GIAI CAO (ANGSTROM) : 3,15

CHU Y 3 KHOANG PHAN GIAI THAP (ANGSTROM) : 78,15

CHU Y 3 NGUGNG DU LIEU (SIGMA(F)) : 0,0

CHU Y 3 PO HOAN THIEN TRONG KHOANG (%) : 99,85

CHU Y 3 SO LAN PHAN XA : 6881

CHUY 3

CHU Y 3 KHOP VOI DU LIEU PA SU DUNG TRONG TINH CHINH.

CHU Y 3 PHUONG PHAP KIEM CHUNG CHEO: THONG QUA

CHU Y 3 CHON LOC TAP HOP KIEM TRA CUA GIA TRI R TU DO: NGAU
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NHIEN

CHU Y 3 GIA TRI R (TAP HQP THUC NGHIEM +KIEM TRA) : 0,998

CHU Y 3 GIA TRIR (TAP HGP THU'C NGHIEM) : 0,1972

CHU Y 3 GIA TRIR TU DO: 0,2531

CHU Y 3 CO TAP HOP KIEM TRA CUA GIA TRIR TU DO (%) : 5,01

CHU Y 3 PEM DEM TAP HQOP KIEM TRA CUA GIA TRI R TU DO: 345
CHU Y 3 SAI SO UGC LUONG CUA GIA TRIR TU DO: KHONG

CHU Y 3

CHU Y 3 KHOP TRONG DO PHAN GIAI BIN CAO NHAT.

CHU Y 3 TONG SO CAC BIN DA SUDUNG : 5

CHU Y 3 KHOANG PHAN GIAI BIN CAO (ANGSTROM) : 3,15

CHU Y 3 KHOANG PHAN GIAI BIN THAP (ANGSTROM) : 3,52

CHU Y 3 PO HOAN THIEN BIN (THU'C NGHIEM + KIEM TRA) (%) : 99,85
CHU Y 3 SO LAN PHAN XA TRONG BIN (TAP HOP THUC NGHIEM +KIEM
TRA) : 1916

CHU Y 3 GIA TRI R BIN (TAP HOP THUC NGHIEM +KIEM TRA) : 0,2376
CHU Y 3 SO LAN PHAN XA TRONG BIN (TAP HOP THUC NGHIEM) : 1820
CHU Y 3 GIA TRI R BIN (TAP HOP THUC NGHIEM) : 0,2326

CHU Y 3 GIA TRIR TU DO BIN: 0,3295

CHU Y 3 CO TAP HOP KIEM TRA CUAT GIA TRI R TU DO BIN (%) : 5,01
CHU Y 3 PEM TAP HOP KIEM TRA CUA GIA TRI R TU DO BIN : 96
CHU Y 3 SAI SO UGC LUGNG CUA GIA TRIR TU DO BIN : KHONG
CHU Y 3

CHU Y 3 SO NGUYEN TU KHONG PHAI HYDRO PA SU DUNG TRONG TINH
CHINH.

CHU Y 3 CAC NGUYEN TU PROTEIN : 2499

CHU Y 3 CAC NGUYEN TU AXIT NUCLEIC : 0

CHU Y 3 SO NGUYEN TU KHONG DPONG NHAT : 5

CHU Y 3 CAC NGUYEN TU DUNG MOI: 0

CHU Y 3

CHU Y 3 CAC GIA TRI B.

CHU Y 3 TU PO THI WILSON (A**2) : 102,42

CHU Y 3 GIA TRI B TRUNG BINH (TOAN BO, A**2) : 124,95

CHU Y 3 TOAN BO GIA TRI B KHONG PANG HUONG.

CHU Y 3 B11 (A**2) : -11,5511

CHU Y 3 B22 (A**2) : -28,0012

CHU Y 3 B33 (A**2) : 39,5523

CHU Y 3 B12 (A**2) : 0,0000

CHU Y 3 B13 (A**2) : 0,0000

CHU Y 3 B23 (A**2) : 0,0000

CHU Y 3 ,

CHU Y 3 SAI SO TRUC TOA PO UGC LUGNG.

CHU Y 3 ESD TU PO THI LUZZATI (A) : 0,787

CHU Y 3 DPI (BLOW EQ-9) DUA TREN GIA TRIR TU DO (A) : 0,474
CHU Y 3

CHU Y 3 THAM CHIEU: BLOW, D. (2002) ACTA CRYST D58, 792-797
CHU Y 3

CHU Y 3 HE SO TUONG QUAN.
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CHU Y 3 HE SO TUONG QUAN FO-FC : 0,9113

CHU Y 3 HE SO TUONG QUAN FO-FC TU DO : 0,8848

CHU Y 3

CHU Y 3 TRONG LUQNG THEO TIA X: 20,89

CHU Y 3

CHU Y 3 HAM HINH HOC.

CHU Y 3 SU HAN CHE CAC THU VIEN.

CHU Y 3 SO THU VIEN SU DUNG: 8

CHU Y 3 THU VIEN 1 : protgeo eh99.dat (V1.8) 20110121

CHU Y 3 TU PIEN AXIT AMIN TIEU CHUAN. LIEN KET VA GOC TU
CHU Y 3 ENGH VA HUBER EH99. CAC GIA TRI KHAC DUA TREN
CHU Y 3 TNT TRUGC PO HOAC LAY TU CCP4. BAO GOM

CHU Y 3 CAC NGUYEN TU HYDRO.

CHU Y 3 THU VIEN 2 : exoticaa.dat (V1.8) 20100430 TAP HGP

CHU Y 3 CAC AXIT AMIN KHONG TIEU CHUAN, CHU YEU LA EH91
CHU Y 3 KHONG CO INFO KHOANG CACH LY TUONG

CHU Y 3 THU VIEN 3 : nuclgeo.dat (V1.14) 20091104

CHU Y 3 THU VIEN 4 : beorrel.dat (V1.15) 20080423

CHU Y 3 THU VIEN 5 : contact.dat (V1,20.2.1) 20110510

CHU Y 3 THU VIEN 6 : idealdist_contact.dat (V1,7) 20110119

CHU Y 3 DU LIEU SO HANG TUONG TAC KHOANG CACHLY TUONG
CHU Y 3 NHU PUGC SU DUNG TRONG PROLSQ. CAC GIA TRI BUGC SU
CHU Y 3 DUNG O PAY DUA TREN HE THONG XU LY REFMAC 5.5.
CHU Y 3 THU VIEN 7 : gi¢i han cho SO4 (ION SULFAT) tir tir dién cif
CHU Y 3 SO4.cif st dung refmacdict2tnt ban

CHU Y 3 1.23.2.7; cac hop chat chung buster v 1.0 (ngay 05 thang 5

CHU Y 3 2011)

CHU Y 3 THU VIEN 8 : assume.dat (V1.10) 20110113

CHUY3 _

CHU Y 3 SO CAC SO HANG HAM HINH HQC DA XAC DINH: 15

CHU Y 3 SO HANG TINH HAM KHOI LUONG.

CHU Y 3 PO DAI LIEN KET : 2566 ; 2,00 ;

CHU Y 3 GOC LIEN KET DIEU HOA: 3486 ; 2,00 ;

CHU Y 3 GOC XOAN DIEU HOA: 860 ; 2,00 ;

CHU Y 3 MAT PHANG CACBON TAM GIAC HINH SIN: 61 ;2,00 ;
CHU Y 3 MAT PHANG CHUNG DIEU HOA: 369 ; 5,00 ;

CHU Y 3 HE SO NHIET PANG HUGNG PIEU HOA: 2566 ; 20,00 ;

CHU Y 3 CAC TUONG TAC KHONG GAN KET KEM DIEU HOA: KHONG ;
KHONG ; KHONG

CHU Y 3 XOAN PHI CHINH: KHONG ; KHONG ; KHONG

CHU Y 3 GOC GIA QUAY : KHONG ; KHONG ; KHONG

CHU Y 3 XOAN PHI CHINH KHONG DPOI XUNG: 323 ; 5,00 ;

CHU Y 3 TONG CUA SU CHIEM CHO BAN PIEU HOA: KHONG ; KHONG ;
KHONG

CHU Y 3 KHOANG CACH HUU ICH: KHONG ; KHONG ; KHONG
CHU Y 3 GOC HUU ICH : KHONG ; KHONG ; KHONG

CHU Y 3 XOAN HUU {CH : KHONG ; KHONG ; KHONG

CHU Y 3 SO HANG TUONG TAC DIST- LY TUGNG: 2984 ; 4.00 ;
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CHU Y 3 BAN PIEU HOA

CHU Y 3 PO LECH RMS TU CAC GIA TRILY TUGNG.
CHU Y 3 PO DAI LIEN KET (A) : 0,009

CHU Y 3 GOC LIEN KET (POQ) : 1,00

CHU Y 3 GOC XOAN OMEGA PEPTIT (DPOQ) : 4,39
CHU Y 3 GOC XOAN KHAC (PO) : 18,96

CHU Y 3

CHU Y 3 SU PONG DANG.

CHU Y 3 NCS.

CHU Y 3 SU HIEN THI NCS : KHONG CO

CHU Y 3 HAN CHE PiCH.

CHU Y 3 SU HIEN THI BICH: LSSR

CHU Y 3 CAU TRUC PICH: xab5 il17a_complex_final buster.pdb
CHUY3 _

CHU Y 3 CHI TIET TLS.

CHU Y 3 SO NHOM TLS: 3

CHU Y 3

CHU Y 3 NHOM TLS: 1

CHU Y 3 TAP HQP : { HJ* }

CHU Y 3 PIEM GOC CUA NHOM NAY (A): 10,9676 -8,7396 -10,1379
CHU Y 3 TEN-XO T

CHU Y 3 T11:-0,1266 T22: 0,0257

CHU Y 3 T33:-0.2829 T12: -0,3040

CHU Y 3 T13:-0,0312 T23: 0,1050

CHU Y 3 TEN-XO L

CHU Y 3 L11: 7,4496 1.22: 4,4770

CHU Y 3 1.33: 4,2880 1.12: 1,1123

CHU Y 3 L13: -1,8044 1.23: 3,0307

CHU Y 3 TEN-XO S

CHU Y 3 S11: 0.2013 S12: 0,3070 S13: -0,5774
CHU Y 3 S21: 0,4752 S22: -0,5377 S23: 0,7096
CHU Y 3 S31: 1,0885 S32: -1,0885 S33: 0,3364
CHU Y 3

CHU Y 3 NHOM TLS: 2

CHU Y 3 SET: {I|*}

CHU Y 3 PIEM GOC CUA NHOM NAY (A): 22,7365 0,7101 -35,1243
CHU Y 3 TEN-XO T

CHU Y 3 T11:-0,1883 T22:0,1529

CHU Y 3 T33:-0,3560 T12: 0,0318

CHU Y 3 T13:-0,1985 T23: 0,0144

CHU Y 3 TEN-XO L

CHU Y 3 L11:2,7494 1.22: 9,3427

CHU Y 3 L.33: 3,8648 L12: 0,8073

CHU Y 3 L13: -0,6650 1.23: -2,0544

CHU Y 3 TEN-XO S

CHU Y 3 S11: 0,0485 S12: 0,3188 S13: 0,0579
CHU Y 3 S21: 0,0595 S22: 0,1433 S23: 0,7000

CHU Y 3 S31: 0,0050 S32: -0,6066 S33:-0,1917
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CHU Y 3

CHU Y 3 NHOM TLS: 3

CHU Y 3 TAPHGQP : { L|*}

CHU Y 3 BPIEM GOC CUA NHOM NAY (A): 33,2517 -11,1794 -14,2151
CHU Y 3 TEN-XO T

CHU Y 3 T11: 0,0667 T22: -0,1645

CHU Y 3 T33:-0,2360 T12: 0,1870

CHU Y 3 T13: -0,2270 T23: -0,1209

CHU Y 3 TEN-XO L

CHU Y 3 L11: 3,3694 .22: 3,7848

CHU Y 3 1.33: 8,8916 L12: -0,6497

CHU Y 3 L13: -2,6132 1.23: 0,8234

CHU Y 3 TEN-XO S

CHU Y 3 S11:-0,0839 S12: -0,2629 S13: -0,1560

CHU Y 3 S21: 0,3804 S22: 0,7574 S23: -0,5378

CHU Y 3 S31: 1,0885 S32: 1,0885 S33: -0,6736

CHUY 3 ‘

CHU Y 3 CACLUU Y VE SU TINH CHINH.

CHU Y 3 SOLUU Y VE SU TINH CHINH: 1

CHU Y3 LUU Y 1: CAIDAT SO HANG TUGNG TAC DISTLY TUONG
CHU Y 3 TAT CA CAC NGUYEN TU CO TYP NGUYEN TU CCP4 TU THU VIEN
CHUY 3

CHU Y 3 CAC CHU Y VE TINH CHINH KHAC: KHONG
CHUY 3

LIENKETSS 1 CYSH22 CYSH 96 1555 1555 2,03
LIENKETSS 2 CYS194 CYSI 144 1555 1555 2,05
LIENKETSS 3 CYSI199 CYSI146 15551555 2,04

LIEN KETSS 4 CYSL 23 CYSL 88 1555 1555 2,07
CISPEP 1 TYR185PRO1 86 0 3,67

CISPEP 2 GLUT 125 PRO 1126 0-9,25

CISPEP 3 PRO 1126 PROT 127 05,92

CISPEP 4 SER L. 7PROL 8 0 -6,50

CISPEP 5 TYRL 94 PROL 95 0 -6,52

CRYST1 55,760 87,109 156,306 90,00 90,00 90,00 C 2 2 21

Fig. 8 biéu dién ciu tric khong gian ba chidu cia phirc Fv XAB4 véi IL-17A cia
ngudi. Fig. 8A biéu dién hai manh Fv XAB4 & dang l4p day khong gian, va homodime
IL-17A duoc biéu dién & dang hoat hoa. Fig. 8B thé hién hai manh Fv XAB4 & dang
hoat hoa, va homodime IL-17A dugc biéu dién & dang l14p ddy khong gian. Chudi ning
va chudi nhe ciia Fv XAB4 duoc biéu dién lan luot luot 12 bﬁng mau xam dam va xam
nhat. M0t mach cia homodime IL-17A duogc biéu dién b?lng mau xam nhat, mach con

lai dugc biéu dien bang mau xam dam.
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Fig. 9 biéu dién cdu tric khong gian ba chidu cua phirc Fv XAB4 véi IL-17A cla
ngudi & dang quan sat cin canh cia khang thé nay, L-CDR1 mang ba dot bién da duoc
tim ra bang phuong 4n thu vién thién vé cdu tric dwoc huéng dan: Asn 30, Trp 31 va
Glu 32. Mach bén cua XAB4 nay dong gop cac tuong tdc méi véi khéng nguyén IL-
17A cta nguoi, cu thé 1a véi céc géc Tyr85, Phel33, Argl24, Pro 130, Leu 49 cuda IL-
17A (tit ca déu tir cling mét tiéu phan IL-17A) va Val 45 (tir tiéu phan IL-17A khac).

Fig. 10 biéu dién ciu tric khong gian ba chiéu ciia phirc Fv XAB4 véi IL-17A cia
ngudi & dang quan sat cin canh cta khang thé L-CDR2 cho thiy d6t bién Asn 56
thanh GIn. Mach bén ctia XAB4 nay déng gop cac twong tac gin két véi cac gbe Trp
90 va Leu 76 cta IL-17A, va giam kha ning tiép xuc voi dung méi ciia Tyr 67 va Ser

64 (tit ca déu tir ciing mot tiéu phan IL-17A).

Tém lai 13, su phan tich tinh thé hoc tia X d4 khing dinh ring cac khang thé bién thé
dugc chon cho phén tich tiép theo da giit duoc tinh dic hiéu dich va da gin két voi ai
luc cao véi vé co ban 1a gidng epitop v6i khang thé XAB1 gbc ban diu. Su gin két
chit hon gitta mdi khang thé bién thé cua cac khang thé bién thé nay voi IL-17A da
dugc quan sat thdy, 13 két qua ciia sy bd sung hodc cai thién cic tuong tac gin két

(xem Bang 17 sau).

Thue hién su x4c dinh dic diém tiép theo cho céc khang thé bién thé nay dugc mo ta

nhu sau.

Bang 17. Cac phan tich tia X cia epitop IL-17A gin v6i XABI, XAB2, XAB4 va
XABS5: tom tit va su phén loai dinh tinh, dua trén cdu triic cta cac gbe epitop. (*): gbc

duge dong gop boi tiéu phan IL-17A thir hai.

Loai gbc XABI XAB2 XAB4 XAB5

epitop

Céc gbc epitop | Arg 78, Glu Arg 78, Glu Arg 78, Glu Arg 78, Glu

rat quan trong | 80, Trp 90 80, Trp 90 80, Tyr 85, 80, Tyr 85,
Trp 90, Arg Trp 90, Arg
124 124

Cac géc epitop | Pro 82, Ser 87, | Arg 43*, Pro Pro 82, Ser 87, | Pro 82, Ser 87,
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quan trong Val 88, Arg 82, Ser 87, Val | Val 88 Val 88

khéc 124 88, Arg 124

Cac géc déong | Val 45*% Leu | Pro42*, Val Val 45* Leu | Val45* Leu

g6p bd sung 49,1le 51, Asp | 45*, Leu 49, 49, Asp 81, 49, Asp 81,
81, Glu 83, Ile 51, Asp 81, | Glu 83, Pro Glu 83, Pro
Tyr 85, Asn Glu 83, Tyr 86, Pro 130, 86, Pro 130,
131, Lys 137* | 85, Asn 131, Phe 133, Lys | Phe 133, Lys

Lys 137* 137* 137*

Cac géc it Thr 44*, Leu | Leu 76, His Arg 43* Asn | Arg43*, Asn

hodc khong 76, His 77, 77, Asn 79, 50, Ser 64, Tyr | 50, Leu 76,

dong gop truc | Asn 79, Arg Arg 84, Pro 67, Leu 76, His 77, Asn

tiép 84, Pro 86, 86, Lys 93, His 77, Asn 79, Arg 84,
Lys 93, Glu Glu 118*, Pro |79, Arg 84, Glu 118%*, Leu
118*, Pro 130, | 130, Phe 133 | Glu 118*, Leu | 122, Asn 131,
Phe 133 122, Asn 131, | Leu 135*%

Leu 135%*

Vi du 8. Phép do i luc va do kha ning phan tng chéo bang Biacore™

Su x4c dinh céc tham sb gin két dong hoc da thu dugc bang cac phép do cong hudng
tir Plasmon bé mit bang cach s dung hé thdng cam bién sinh hoc quang hoc
Biacore™ T200 hozdc T100 (http://www.biacore.com). Céng nghé nay cho phép su xac
dinh khong d4nh d4u ciia cac hing sb tbc d rat nho cia tbe do gin két (k,) va phan ly
(kq) cta phdi tir véi thu thé. Do d6, dic biét 1a thich hop dé xac dinh dic diém céc
turong tac khang nguyén-khang thé.

Su gin két gian tiép cua khang thé véi bé mit chip ctia hé thng Biacore™ da duoc
thue hién qua khang thé khang Ig ctia nguoi (hidng GE Healthcare Bio-Sciences AB;
Cat.No. BR-1008-39) ndng d6 1a 25ug/ml trong dung dich dém cb dinh (dung dich
natri axetat ndng d6 10mM dd pH 13 5,0) hoic qua protein A (RepliGen: rPA-50)
20pg/ml trong dung dich dém cb dinh (dung dich natri axetat ndng do 10mM d6 pH 1a
5,0 hodc do pH 1a 4,0).
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Khang thé dugc pha lodng thanh dung dich dém mau tréng (blank) dén ndng do cudi 1a
1,00pg/ml hodc 1,25pug/ml.

Céc phép do 4i luc cho sy xac dinh cac hing sb phan ly cia XAB4 hoic XABI da
duoc thuc hién cho hulL-17A tai t& hop (SEQ ID NO: 78, vi du, ting gép hai 1in véi
cac ndng do tir 0,14nM dén 8,8nM), heterodime hulL-17A/F tai tb hop (vi du, ting gép
hai 14n v6i cac ndng do tir 0,13nM dén 8nM), hulL-17F tai td hop (SEQ ID NO: 77; vi
du, ting gp hai 1dn v6i cac ndng d6 tir 7,8nM dén 500nM), IL-17A ctia khi dudi dai
(SEQ ID NO: 79; vi du, ting gip hai 14n v&i cac ndng dd tir 0,63nM dén 40nM), IL-
17A cua khi vang (SEQ ID NO: 82; vi du, ting gip hai 1an véi cic ndng do tir 1,6nM
dén 100nM), IL-17A ciia khi dudi sé¢ (SEQ ID NO: 82; vi du, ting gip hai 14n véi cac
ndng do tir 0,63nM dén 40nM), mIL-17A tii t6 hop (SEQ ID NO: 83; vi du, ting gip
hai 14n v6i cac ndng d6 tir 0,78nM dén 50nM), mIL-17A/F tai té hop (hing R&D
Systems® Cat# 5390-IL; vi du, ting gdp hai 1in vé&i cac ndng do tir 1,25nM dén
40nM) IL-17A cua chudt (SEQ ID NO: 85; vi du, ting gp hai 1dn véi cac ndng do tir
0,78nM dén 50nM), bang cach sir dung phwong phap ghép cip/gin két gian tiép (xem
trén day) va bé mit dugc tai tao bing glyxin ndng d6 10mM c6 d6 pH 14 1,75 hodc
dung dich MgCl, (ndng do 3M). Mot bé mit chip da dugc pht va tai st dung ma
khong bj mét nhidu kha ning gin két. Chon cic ndng do phdi tir & bit diu nhé hon

Kp va d& két thuc 1 ndng d6 16n hon Ky, gip 10 1an.

Céc didu kién twong tw nhung khong giéng hét da duoc sir dung dé do 4i luc cia

XAB2 va XAB3.

Céac dudong chay dong ning dugc danh gia bang Phian mém Piéu khién Biacore™
T200 ban 1.0. Tap hop diy du cua cic dudng chay dong ning ndy véi cac ndng do
tang 1én dwoc dua vao cing nhau va dugc goi 1 mot 1an chay. Hai mau c6 ndng do
béng khong (cac 14n chay mAu tring) duoc bao gdm trong mdi ddy ndng do chit phan

tich @& tham chiéu kép trong subt qua trinh danh gia dit lidu.

Két qua

Su gén két cia céc khdng thé XAB4, XAB1, XAB2 va XAB3 khang IL-17 v6i IL-17A

cua nguoi, khi dudi dai, khi dudi soc, khi vang, chudt bach va chudt, véi heterodime
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IL-17A/F cta ngudi va chudt bach va véi IL-17F ciia ngudi da duge xac dinh bing

cong hudng tir Plasmon bé mit sir dung cong nghé Biacore™.

Céc hing sb tbc do dong hoc cuia sy lién két (k,) va sy phan ly (kg), cling nhur hing s6

can bang phan ly (Kp) dd duge tinh toan.

Dir liéu vé 4i luc cia XAB4 dugc trinh bay trong bang 18, dit licu vé 4i luc dugc trinh
bay trong bang 19, dit liéu vé 4i luc cia XAB2 duogc trinh bay trong bang 20 va dit liéu
vé 4i luc cia XAB3 duoc trinh bay trong bang 21. Su trudng thanh 4i luc ciia XABI,
XAB2 va XAB3 lam tang ai luc vé phia IL-17A cia ngudi, khi dudi dai, chudt bach va

chudt.

Bang 18. Hang so ai luc va cac hang so toc dg dong hoc veé su gan két cia XAB4.

Khang nguyén | k, (1/Ms) kq (1/s) Kp (M)
hulL-17A 4,1+0,1 E+06 |2,3+0,1 E-05 5,7+0,0 E-12
hulL-17A/F 8,9+0,2 E+5 <1,0£0,0 E-05* |<1,1+0,0E-11*
hullL-17F n.d. n.d. n.d.

cynolL-17A 4.1+0,5E+05 |1,3+0,0E-05 3,1+04 E-11
marmIL-17A 1,2+0,0 E+06 |2,2+0,0 E-05 1,8+ 0,0 E-11
rhesIL-17A 3,0£0,1 E+05 | 1,2+0,1 E-05 4,0 +0,1 E-11
mlL-17A 3,8£0,1 E+05 |6,2+0,3 E-05 1,6 £0,1 E-10
mlL-17A/F 2,421E+05 6,305E-05 2,604 E-10
ratlL-17A 55+0,4E+05 |4,6+0.9E-05 8,4+1,0E-11

n.d. = khéng xé4c dinh duoc, sir dung khoang ndng d6 khang nguyén qua thip va su
gén két khong dic hiéu cia khang nguyén véi té bao chay tham chiéu duoc quan sat
thiy & cac ndng dd khang nguyén cao nhét (500-50pM).

*t§c do phan ly nim ngoai cac gidi han c6 thé do dugc bang thiét bi nay (kg <1x107
1/s)
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Khang nguyén k, (1/Ms) kg (1/s) Kp (M)
hulL-17A 2,33E+06 9,39E-05 4,03E-11
hulL-17A/F 9,097E+05 0,001342 1,475E-09
hulL-17F n.d. n.d. n.d.
cynolL-17A 2,14E+05 1,13E-04 5,26E-10
rhesIL-17A 8,87E+05 9,97E-05 1,12E-09
mlL-17A 4,05E+05 1,43E-04 3,53E-10
mlIL-17A/F 1,8757E+05 9,547E-04 5,093E-09
ratlL-17A 5,44E+05 1,64E-04 3,01E-10

n.d. = khéng x4c dinh dugc, str dung khoang nong d9 khang nguyén qua thap va su
gin két khong dic hiéu ctia khang nguyén véi té bao chay tham chiéu dugc quan sat

thiy & ba ndng d6 khang nguyén cao nhét (500-50pM).

Bang 20. Hang s6 ai luc va céc hing so toc do dong hoc vé su gan két cia XAB2.

Khang nguyén

k, (1/Ms)

kq (1/s)

Kp M)

hulL-17A

4,09E+06

7,12E-05

1,76E-11

Bang 21. Hang s0 i luc va cac hang so toc d§ dong hoc ve su gén ket cua XAB3.

Khang nguyén k, (1/Ms) kg (1/s) Kp (M)
hullL-17A 5,48E+06 5,01E-05 9,58E-12
hull.-17A/F 3,37E+06 1,03E-04 3,29E-11
hulL-17F n.d. n.d. n.d.
cynolL-17A 1,21E+06 4,23E-05 3,49E-11
mlL-17A 5,87E+05 1,01E-04 1,74E-10
ratlL-17A 9,05E+05 7,59E-05 8,26E-11

n.d. = khong xac dinh dugc
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Céac hang s ai lyc va céc hang so toc do dong hoc cia XAB2, XAB3 va XABS5 la co

thé so sanh dugc véi i lyc va hang s6 toc do dong hoc cua XAB4.

Vi du 9. Gén két trong thir nghiém ELISA véi IL-17A va céc thanh vién khac cing ho
v6i IL-17A

Thuye hién sy chun d cic khang thé quan tAm trén cac khang nguyén khac nhau. Tém
lai 13, phu 1én cac giéng cua dia ELISA vi giéng microtiter (dia Nunc Immuno
MaxiSorp: hang Invitrogen, Cat# 4-39454A) bing hulL-17A tai t6 hop ndng do
1pg/ml (SEQ ID NO: 76; 1,8mg/ml), hulL-17A/F tai t6 hop (0,59mg/ml), hulL-17F tai
t6 hop (SEQ ID NO: 77; 1,8mg/ml)), hulL-17B tai td hop (hing R&D Systems® Cat#
1248IB/CF), hulL-17C tai t hop (hang R&D Systems® Cat# 1234IL/CF), tai t6 hop
hulL-17D (hang R&D Systems® Cat# 1504IL/CF), hulL-17E tai td hop (hing R&D
Systems® Cat# 1258-IL/CF), cynolL-17A tai t6 hop (SEQ ID NO: 79; 0,21mg/ml),
cynolL-17F tai t6 hop (SEQ ID NO: 80; 1,525mg/ml), mIL-17A tai t6 hop (SEQ ID
NO: 83; 2,8mg/ml), mIL-17A/F t4i t6 hop (hing R&D Systems® Cat# 5390-IL), mIL-
17F tai t6 hop (SEQ ID NO: 84; 0,2mg/ml) va ratIL-17A tai td hop (SEQ ID NO: 85;
3,8mg/ml) (100ul/giéng) trong dung dich nuéc mudi chira dém phosphat (PBS) khong
chtra Ca va Mg (ndng d6 10x; hing Invitrogen Cat# 14200-083) NaN; ndéng d6 0,02%
(hang Sigma Cat# S-8032) va i qua dém & nhiét do 4°C.

Ngay ké tiép, cb dinh cac dia vi giéng microtiter nay bang 300ul PBS/BSA ndng d6
2% (phén doan V; hang Roche Cat# 10 735 094 001)/NaN; néng do 0,02% trong thoi
gian 1 gid & nhiét 6 37°C. Sau d6, rira cac dia niy 4 lan bang dung dich PBS/Tween
20 ndng d6 0,05% (hang Sigma Cat# P7949) /NaN; nong d6 0,02%. BS sung XAB4
hoic XAB1 & ndng d6 1pg/ml vao cac giéng lap lai ba 1in (100pl/giéng) trong thoi
gian 3 gi¢ & nhié¢t d§ phong.

Sir dung cac khang thé ddi chiung dé kiém tra sy phu khang nguyén 1én cac dia nay, va
cu thé 1a mAb cua chudt bach khang hull-17F, (hdng Novartis, nc“mg dé Sug/ml),
khang thé ciia dé khang hu-IL-17B (hing R&D Systems® Cat# AF1248; néng do
10pg/ml), mAb cia chudt bach khang hullL-17C (hiang R&D Systems® Cat#
MABI1234; ndng d6 10pg/ml), khang thé cia dé khang hullL-17D (hing R&D
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Systems® Cat# AF1504; néng d6 10pg/ml), mAb ciia chudt bach khang hu-IL-17E
(hang R&D Systems® Cat# MAB1258; nong d 10pg/ml), khang thé ciia chudt bach
khang mIL-17A hodc khang thé ctia chudt bach khang mIL-17A/F (hing Novartis;
ndng d6 lpg/ml), va khang thé khang cta chudt khing mIL-17F (hing R&D
Systems® Cat# MAB2057; ndng do 1pg/ml) (100pl/giéng trong PBS, NaNjs ndng 4o
0,02% trong thoi gian 3 gio ¢ nhiét d§ phong).

Sau d6, rira cac dia nay 4 ldn bang dung dich PBS/Tween 20 ndng do 0,05%/NaNj
ndng d 0,02%. Sau d6, bd sung khang thé ctia dé khang IgG clia nguoi tiép hop véi
alkalin phosphataza (hdng Sigma Cat# A9544) & ty 1¢ pha loang la 1/20000
(100pl/giéng) vao cac giéng da nhan khang thé thir nghiém trong thoi gian 2 gir 30
phat & nhiét d6 phong. B sung khang thé ciia dé khang IgG ciia chudt bach tiép hop
véi alkalin phosphataza (hdng Sigma Cat# A7434) & ty 1€ pha lodng 1a 1/10000
(100ul/giéng) vao cac giéng da nhan mAb ciia chudt bach trong thoi gian 2 gior 30 phut
& nhiét do phong. Bb sung khang thé cta chudt bach khang IgG cia dé tiép hop véi
alkalin phosphataza (hang Sigma Cat# A8062) & ty 1€ pha lodng 1a 1/50000
(100ul/giéng) vao cac giéng nhan cac khang thé cta dé trong thoi gian 2 gior 30 phit &
nhiét 46 phong. Sau d6, rira cac dia nay 4 1in va bd sung thém 100p1 co chit (vién p-
nitrophenyl phosphat; hdng Sigma; loai Smg Cat# N9389; loai 20mg Cat#. N2765) da
dugc hoa tan trong dung dich dém dietanolamin c6 do pH 1a 9.8, dé thu néng do cudi

12 1mg/ml, vao mdi giéng.

Sau 30 phut, doc cac dia nay trong hé thdng doc vi dia Spectra Max M5 (hing
Molecular Devices) st dung céc néng do loc 1a 405nM va 490nM. Céc gia tri dugce

tinh 1a gia tri trung binh + SEM cua céc gié tri 13p lai ba lan.
Két qua

Céc nghién ciru nay cho thly XAB4 va XABI c6 kha ning gin két voi IL-17A cua
ngudi va chudt bach, va IL-17A/F cia ngudi va chudt bach. Ngoai ra, Két quéa nay con
cho thiy ring XAB4 c6 kha ning gin két IL-17A cta khi dudi dai va chudt. Khong
phat hién thiy sy gn két véi IL-17A clia ngudi, khi dudi dai va chudt bach trong cac
diu kién thi nghiém nay ciing nhu khong phat hién thiy sy gin két vai cac thanh vién
khac thudc ho IL-17 cia ngudi (IL-17B, IL-17C, IL-17D va IL-17E).
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Béang 22. Kha ndng phan tng chéo cia XAB4 va XAB1 v6i céc thanh vién thudce ho

IL-17 cua nguoi, khi dudi dai, chudt bach va chudt céng tréng, tir thir nghiém ELISA.

A4 Khhéng thé (jéil CABI Khhéng thé c:éil
ching (1pg/m ching (1pg/m
(ng/ml) hoacfi(() u:gml) (1pg/ml) hoacgl(g u}:/gml)
Gia tri 0.D o Gia tri O.D o
(gié tr trung Giatri O.D (gié tr trung Giatri O.D
binh = SEM) (gia tri trung binh binh  SEM) (gi4 tri trung
+ SEM) binh = SEM)
hulL-17A | 2471  + 1,302 0,0554
0,0448
hu IL- 2,137 + 1,222 +0,0202
17A/F 0,0429
huIL-17F | 0,049 + 0,032 +0,0005 1,913 £ 0,0483
0,0056
huIL-17B | 0,034 + | 0,283 £ 0,0066 0,049 +0,0013 1,441 +0,0283
0,0007
hu IL-17C | 0,036 + 10,290 £+ 0,0027 0,032 +0,0002 0,558 + 0,0169
0,0002
hu IL-17D | 0,034 + 10,292 £ 0,0048 0,031 £0,0010 0,867 + 0,0372
0,0005
huIL-17E | 0,035 + | 0,833 +£0,0239 0,033 +0,0003 2,054 £ 0,0378
0,0014
cyno IL- 1,926 +
17A 0,0355
cyno IL- 0,085 +
17F 0,0336
IL-17A 1,585 + 11,086 +0,0119 1,439 £0,0354 3,697 + 0,0602
cua chuot | 0,0428
bach
IL-17A/F | 2,263 + 11,142 £0,0315 1,762 +£0,0097 2,084 +0,0223
cuia chudt | 0,0243
bach
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IL-17F cta | 0,098 + (1,294 +£0,0134 0,044 +0,0008 1,770 £ 0,0302
chudt bach | 0,0060

IL-17A 1,772 +

cuia chudt | 0,1668

Vi du 10. Phan ng chéo véi cac intolokin khac cua nguoi, chudt bach va chudt céng

tring bang thtr nghiém ELISA

Trong mdt tdp hop céac thi nghiém khac, kha niang phan ng chéo ctia khang thé theo

sang che véi xytokin chon loc cua ngudi, chudt bach hodc chudt da duge danh gia.

Ba giéng lap lai ctia cac dia ELISA vi giéng microtiter (dia Nunc Immuno MaxiSorp:
hang Invitrogen Cat# 4-39454A) di dwoc phii véi cac xytokin sau & thé tich
100ul/giéng: hulL1p tai t6 hop (hang Novartis), hulL-3 t4i t6 hop (hing R&D
Systems® Cat# 203-IL/CF), hulL-4 tai td hop (hing R&D Systems® Cat# 204-
IL/CF), hulL-6 t4i tb hop (hdng R&D Systems® Cat# 206-IL-1010/CF), hulL-8 tai to
hop (hang R&D Systems® Cat# 208-IL-010/CF), hullL-12 t4i t& hop (hing R&D
Systems® Cat# 219-IL-005/CF), hulL-13 tai t5 hop (hdng Novartis), hulL-17A tai t&
hop (SEQ ID NO: 76), hulL-17A/F tai t& hop, hulL-17F tai td hop (SEQ ID NO: 77),
hulL-18 tai t& hop (hang MBL Cat# B003-5), hulL-20 tai td hop (hing Novartis),
hulL-23 t4i tb hop (hdng R&D Systems® Cat# 1290-IL-010/CF), hulFNy tai t6 hop
(hang Roche), huTNFa tai t6 hop (hing Novartis), huEGF tai t5 hop (hdng Sigma
Cat#E9644.), huTGFp2 tai td hop (hing Novartis), mIL-1p tai t6 hop (hdng R&D
Systems® Cat# 401-ML), mIL-2 tai t6 hop (hing R&D Systems® 402-ML-020/CF),
mIL-6 tai t5 hop (hing R&D Systems® Cat# 406-ML-010/CF), mIL-12 ti td hop
(hang R&D Systems® Cat# 419-ML-010/CF), mIL-17A téi td hop (SEQ ID NO: 83),
mIL-17A/F t4i t6 hop (hing R&D Systems® Cat# 5390-IL), mIL-17F tai t6 hop (hang
R&D Systems® Cat# 2057—IL/CF), mIL-18 tai td hop (MBL Cat#B004-5), mIL-23
tai t6 hop (hing R&D Systems® Cat# 1887-ML), mIFN-y tai t6 hop (hdng R&D
Systems® Cat# 485-MT mTNFa ti t5 hop (hdng R&D Systems® Cat# 410-MT), IL-
4 cta chudt tai té hop (hing R&D Systems® Cat# 504-RL/CF), IL-6 clia chudt tai to
hop (hing R&D Systems® Cat# 506-RL-010), ratlL-12 tai td hop (hing R&D
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Systems® Cat# 1760-RL/CF), ratIL-17A tai t6 hop (SEQ ID NO: 85), ratIL-23 tai td
hop (hang R&D Systems® Cat# 3136-RL-010/CF), ratTNFo tai td hop (hing R&D
Systems® Cat# 510-RT/CF), & ndng dd 1pg/ml, ngoai trir mIL-6 tai t6 hop, mIL-12
tai t hop va mTNFa tai td hop dugc pht & ndng dd 0,5pg/ml trong dung dich nudce
mudi chira @m phosphate (PBS) khong chira Ca va Mg (ndng d6 10x; hing Invitrogen
Cat# 14200-083) NaN; ndng dd 0,02% (hing Sigma Cat# S-8032) va & qua dém &
nhiét do 4°C.

Ngay ké tiép, cb dinh céc dia vi giéng microtiter bing 300ul dung dich PBS/BSA nong
d6 2% (phan doan V; hang Roche Cat# 10 735 094 001)/NaN; ndng d6 0,02% trong
thoi gian 1 gid & nhiét 6 37°C. Sau do, rira cac dia ELISA 4 1an bing dung dich
PBS/Tween 20 ndng d6 0,05% (hang Sigma Cat# P7949) /NaN; ndng d 0,02%.

B6 sung cac khang thé theo sang ché & ndng dd 10pg/ml (100 ul/giéng) trong thoi gian
3 gidr & nhiét d6 phong. Pé xac dinh su phi khang nguyén 1én cac dia ELISA nay, st
dung 100ul/giéng ciia cac khang thé @i chimg sau: khang thé cta chudt bach khang
hulL1B (hing R&D Systems® Cat# MAB601), khang thé ctia chudt bach khang hull-
3 (hang R&D Systems® Cat# MAB603), khang thé cia chudt bach khang hulL4 (hing
R&D Systems® Cat# MAB604), khang thé ctia chudt bach khang hulL-6 (hing R&D
Systems® Cat# MAB206), khang thé cia chudt bach khang hu-IL8 (hing R&D
Systems® Cat# MAB208), khang thé ctia chudt bach khéang hulL-12 (hing R&D
Systems® Cat# MAB219), khang thé ciia chudt bach khang hulL-13 (hang Novartis),
khang thé ctia chudt bach khang hulL-17A (hdng Novartis), khang thé cta chudt bach
khang hulL-17F (hang Novartis), khang thé ctia chudt bach khang hulL-18 (MBL Cat#
D043-3), khang thé ctia chudt bach khang hulL-20 (Abcam Cat# ab57227), khéng thé
ctia dé khang hulL-23 (hang R&D Systems® Cat# AF1716), khang thé cta chudt bach
khang hulFN-y (hang R&D Systems® Cat# MAB285), khang thé ctia chudt bach
khang huTNF-a (hdng R&D Systems® Cat# MAB610), khang thé cta chudt bach
khang hu-EGF (hdang R&D Systems® Cati# MAB236), khang thé cta nguoi khang
huTGFp2 (hang Novartis), khang thé ctia chudt khang mIL-1p (hing R&D Systems®
Cat# MAB401), khang thé ctia chudt khang mIL-2 (hing R&D Systems® Cat#
MAB402), khang thé ctia chudt khang mIL-6 (hing R&D Systems® Cat# MAB406),
khang thé cia chudt khang mIL-12 (hdng R&D Systems® Cat# MAB419), khang thé
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ctia chudt bach khang m/ratIL-17A (hing Novartis), khang thé ctia chudt khang mIL-
17F (hang R&D Systems® Cat# MAB2057), khang thé ctua chudt khang mIL-18
(MBL Cat# D047-3), khang thé cta chudt khang mIFN-y (hing R&D Systems® Cat#
MAB485), khang thé ciia dé khang mTNFa (hdang R&D Systems® Cat# AF-410-NA),
khang thé cua chudt bach khang IL-4 ctia chudt (hing R&D Systems® Cat#
MABS504), khang thé cia dé khang IL-6 cua chudt (hing R&D Systems® Cat#
AF506), khang thé cia dé khang IL-12 cta chudt (hing R&D Systems® Cat#
AF1760), khang thé cia chudt bach khang IL-23 ciia chudt cbng tring (hdng R&D
Systems® Cat# MAB3510), khang thé ctia chudt bach khang TNFo, ctia chudt (hang
R&D Systems® Cat# MAB510). Cac khang thé dbi chimg nay duoc bd sung vao &
ndng d6 1pg/ml hodc Spg/ml, trong PBS, NaNj; ndng do 0,02% trong thoi gian 3 gio &
nhiét do phong.

Sau do, rira cac dia ELISA 4 14n bang dung dich PBS/Tween 20 néng d6 0,05%/NaNj;
ndng do 0,02%. Sau d6, bd sung khang thé ctia dé khang IgG cia ngudi tiép hop véi
alkanlin phosphataza (hang Sigma Cat# A9544) & ty 1€ pha loang 1a 1/20000 vao céac
giéng chira khang thé cta ngudi (100pl/giéng). Bb sung khang thé cia dé khang IgG
ctia chudt bach tiép hop véi alkanlin phosphataza (hing Sigma Cat# A1047) & ty 18
pha lodng 13 1/10000 vao cac giéng chira khang thé ciia chudt bach (100ul/giéng). Bb
sung khang thé cua tho khang IgG cua de tiép hop vdi alkanlin phosphataza (hing
Sigma Cat# A7650) & ty 1 pha loang 1a 1/1000 vao cac giéng chira khang thé ciia dé
(100pul/giéng) va bd sung khang thé ciia thé khang IgG cta chudt tiép hop véi alkanlin
phosphataza (hing Sigma Cat# A6066) & ty 18 pha loang 1a 1/20000 vao cac giéng
chtra khang thé cta chudt (100pl/giéng). U vé6i cac khang thé thir cp nay trong thoi
gian 2 gid 30 phit & nhiét d6 phong. Sau do, rira cac dia ELISA 4 14n va bd sung vao
mdi giéng 100pul co chét (p-nitrophenyl phosphat dang vién; Sigma; loai 5mg Cat#.
N9389 hodc loai 20mg Cat# N2765) dugc hoa tan trong dung dich dém dietanolamin

c6 do pH 12 9,8, d&n ndng d6 cudi 1a Img/ml.

Sau 30 phut, doc cic dia ELISA & nhiét d0 phong hodc ¢ nhiét do 4°C trong hé théng
doc Microplate Spectra Max M5 (héng Molecular Devices) sir dung cac budc song loc
12 405nm va 490nm. Gi4 tri cudi dugc tinh bing gia tri trung binh + SEM ciia gié tri

lap lai ba lan.
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Két qua

Dir liéu thu duoc cho théy ring ca XAB4 va XAB1 c6 tinh chon loc cao véi IL-17A ¢6
nguén géc cta ngudi, chudt bach va chudt va véi IL-17A/F ¢6 nguén géc ciia nguoi,
chudt bach. Ngoai ra, trong cac diéu kién di dugc thir nghiém, kha ning phén tng cua
XABI1 & ndng dd 10pg/ml véi IL-17F cla ngudi (khong thiy & ndng d6 1pg/ml, da
néu trén) khong dugc quan sat thiy trong truong hop ciia XAB4. Khong phat hién

dugc kha nang phan Gng védi cac xytokin khéac.

Bang 23. Kha ndng phan tmg chéo ciia XAB4 va XABI véi cic xytokin cuia nguoi

bang thir nghiém ELISA.

XAB4 Khang thé @i | XAB1 Khang thé dbi

(10pg/ml) chimg (Spg/ml) | (10pg/ml) ching

Gia tri O.D Giatri O.D Giatri O.D (1pg/ml)

(gié tri trung (gia tri trung (gié tri trung Gia tri O.D

binh + SEM) binh + SEM) binh + SEM) (gid tri trung

binh = SEM)

IL1B 0,015+ 0,0075 |0,867+0,0107 |-0,110+0,0901 |3,071 +0,0486
IL3 0,167 +£0,1288 |0,732+0,0194 |-0,049+0,0738 |2,931+0,0779
L4 0,047 = 0,0089 | 0,806 +0,0617 | 0,057 +0,0458 |2,555+0,1499
IL6 -0,015+0,0103 | 1,452 +0,2020 |-0,044 +0,0838 |2,976 +0,1025
I8 0,018 £0,0078 |3,130+0,0109 |0,058+0,0431 |3,153+0,1228
IL12 0,009 £ 0,0058 | 0,853 +£0,0496 |-0,097+0,1600 |2,964 +0,1370
IL13 0,019 +0,0085 |[2,639+0,0309 |0,125+0,0706 |2,639+0,0309
IL17A | 3,178 £0,0697 |3,136+0,0644 |2,745+0,0879 |2,731+0,0850
IL17A/F | 3,100 £ 0,0458 | 3,024 +0,0816 | 2,644 +0,2517 |3,024 +0,0816
IL17F | 0,035+0,0138 |3,114+0,0672 |0,613+0,4162 |3,185+0,0110
IL18 -0,001 £ 0,0234 | 3,313 +0,2080 |-0,086+0,0170 |3,313+0,2080
1L.20 0,039 +£0,0117 |3,039+0,0671 |0,335+0,2442 |3,118+0,0252
123 -0,022 £ 0,0450 | 3,435+0,0878 | 0,085+0,0678 |3,350=+0,0886
IFN-y 0,048 £0,0676 | 3,419 +0,0404 |0,059+0,0511 |3,236+0,0312
TNF-a | 0,009+0,0197 |3,373+0,0550 |0,289+0,0318 |3,275=+0,0440
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EGF 0,126 £ 0,0858 | 3,432+0,1050 |0,062+0,0427 |3,233+0,1126
TGFB2 |0,018+0,0190 |3,397+0,0358 |0,146+0,0653 | 3,246+ 0,0303
BSA 0,009 +0,0194 |0,010+0,0192 |0,043 +0,0033 |0,149+0,0558

N.B. céc gia tri 4m 1a do thyc té 13 da trir di gia tri mAu tring (gia tri O.D. ciia cac

giéng khong chira khang thé dic hiéu).

Béang 24. Kha nang phéan tng chéo cia XAB4 va XAB1 vdi cac xytokin ctia chudt
bach bang thir nghiém ELISA.

XAB4 Khang thé dbi XABI Khéang thé dbi
(10pg/ml) ching (S5pg/ml) (10pg/ml) ching (Spg/ml)
Giatri O.D Giatri O.D Giatri O.D Giatri O.D

(gié tri trung (gié tri trung (gié tri trung (gié tri trung
binh + SEM) binh + SEM) binh + SEM) binh + SEM)
IL-1B 0,022+ 0,0057 |0,611+0,0665 |0,007+0,0123 | 0,624 + 0,0455
L2 0,024 +0,0227 |3,548+0,1283 |0,022+0,0125 | 3,295+ 0,0557
IL6 0,031 £0,0063 |3,291+0,0174 |0,038+0,0091 |3,340+0,1115
IL12 0,035+0,0110 |3,359+0,0094 |-0,005+0,0121 |3,295+0,0331
IL17A | 3,285+0,0445 |3,180+0,0702 |2,974+0,0281 | 3,186+ 0,0505
IL17A/F | 3,342+ 0,1047 | 3,407 +0,1102 | 3,169 +0,0340 |3,214+0,0145
IL17F 0,034 +£0,0122 |3,359+0,0247 |-0,058+0,0326 | 3,264 +0,0309
IL18 0,054 +£0,0149 |2,650+0,0227 |0,022+0,0123 |2,572+0,0145
IL.23 0,058 +0,0139 | 0,601 +0,0314 | 0,009 £ 0,0007 | 0,590+ 0,0378
IFN-y 0,038 +0,0114 | 2,751+0,0515 |0,048+0,0063 |2,388=+0,2351
TNF-o | 0,065+0,0154 |3,258+0,1097 |0,025+0,0081 |3,476+0,0714
BSA 0,015+ 0,0078 |0,035+0,0047 |0,015+0,0078 | 0,035+ 0,0047

N.B. céc gia tri am 1a do thuc té 1a da trr di gia tri mau tréng (gié tri O.D. cua céc

giéng khong chira khang thé dic hiéu).

Bang 25. Kha ning phéan tmg chéo cia XAB4 va XAB1 véi xytokin cia chudt bing
thtr nghiém ELISA.

XAB4

Khang thé d6i

XAB1

Khang thé dbi
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(10pg/ml) ching (Spg/ml) (10pg/ml) ching (Spg/ml)
Giatri O.D Gia tri O.D Gia tri O.D Giatri O.D
(gid tri trung (gié tri trung (gié tri trung (gia tri trung
binh + SEM) binh £ SEM) binh = SEM) binh + SEM)
L4 0,026 +£0,0082 | 3,168 +0,0297 |0,017+0,0092 | 3,324 +0,1092
IL6 0,021 +0,0028 |3,116+0,0318 | 0,000+ 0,0141 |3,253+0,1078
IL12 0,009 +£0,0113 | 3,185+0,0921 |-0,007 +0,0082 | 3,310+ 0,0692
IL17A | 3,483 +£0,0910 |3,156+0,0890 |1,202+0,0136 |3,359+0,0670
123 0,023 +0,0050 |3,380+0,2127 |0,011+0,0010 |3,199+0,1078
TNF-a | 0,020+ 0,0104 | 3,346+ 0,1376 | 0,003 +0,0029 | 3,159 +0,0854
BSA 0,015+ 0,0078 | 0,035+ 0,0047 | 0,015+0,0078 | 0,035+0,0047

N.B. céc gia tri 4m 1a do thuc t& 13 da trir di gia tri mAu tring (gia tri O.D. cia céac

giéng khong chira khang thé dic hiéu).

Vi du 11. Thir nghiém trc ché gén két canh tranh in vitro ctia IL-17A — IL-17RA va IL-
17A/F-IL-17RA

IL-17RA cuia ngudi da dugce sir dung tir dung dich gbc (BTP22599: 1,68mg/ml = 46,2
uM). Phu cac dia ELISA vi giéng microtiter véi IL-17RA cua ngudi (100ul/giéng,
1pg/ml, ~27,5nM) trong PBS/NaN; ndéng d6 0,02% va @ qua dém & nhiét do phong.
Ngay ké tiép, ¢b dinh céc dia nay bang 300pl dung dich PBS/BSA ndng d6 2%/NaNj
néng do 0,02% trong thoi gian 1 gio & nhi¢t dd 37°C. Sau d6, rira cac dia nay 4 lan
bﬁng dung dich PBS/Tween 20 néng do 0,05%/NaNj3 néng dd 0,02%.

Sau buéc chuin bi nay, chuan d6 cic bién thé cua khang thé (50ul, cac ndng do tir
120M dén 0,12nM véi IL-17A va 1200nM dén 40nM véi IL-17A/F, 13p lai céc bude
nay 3 1an) duoc 0 trude v6i IL-17A ctia ngudi gin biotin (50pl & ndéng dd 0,94nM)
hozc IL-17A/F (50ul & ndng d6 31nM) trong thoi gian 30 phit & nhiét do phong.

B6 sung 100u] hdn hop néu trén vao giéng ELISA trong thoi gian 3 gidr 30 phut &
nhiét do phong. Sau khi rira bang PBS/Tween 20 ndng d6 0,05%/NaN; ndng do
0,02%, bd sung bdn lan streptavidin tiép hop voi alkanlin phosphataza & ty 1& pha
loang cudi cing 1a 1/10000 (100ul/giéng). Sau 45 phut & nhiét do phong, rira lai céc
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dia nay 4 14n bang dung dich PBS/Tween 20 ndng d5 0,05%/NaN; ndng do 0,02% va
bd sung co chét p-nitrophenylphosphat trong dung dich dém dietanolamin c6 d¢ pH la
9,8 (ndng do 1mg/ml).

Sau 30 phut, doc cac dia thir nghiém trong hé théng doc vi dia Max M5 Microplate,
budc song loc 1a 405nm va 490nm (1ap lai ba 14n). Su tinh toan phﬁn tram Gc ché va
ICs cta cac bién thé khac nhau dugc thuc hién b%lng cach st dung mo hinh duong

logitic bén tham sé (Excel XIfit; FIT model 205).
Két qua

Céc dit lidu cho thiy ring ca XAB4 va XAB1 déu c6 kha ning ngin khong cho hulL-
17A va hulL-17A/F gin két v6i hulL-17RA. Ai Iuc cao hon ciia XAB4 véi IL-17A va
IL-17A/F duoc phan anh bing kha ning e ché 16n hon. Cac gia tri ICsy duge trinh
bay trong bang sau. Cac ndng dd cao hon can dé ngin su twong tac ctia IL-17A/F-IL-
17RA phan 16n dwogc giai thich bang thuc té 1a cac ndng d6 IL-17A/F duoc st dung
trong thir nghiém nay cao hon gip khoang 30 1an. Khang thé gin két v6i tiu phan A
clia A/F va do d6 khong thé ngin can su gin két cua tiéu phan F véi IL-17RA 1a tiéu

phén kha yéu, trong khoang ndéng d6 300nM.

Bang 26. XAB4 va XABI trc ché sy gén két ctia hulL-17A va hulL-17A/F véi hulL-
17RA.

Su tuong tac Phdi | XAB4 XABI Khang thé doi

tt\Thy thé IC50 (nM) (gia tri IC50 (nM) (gia tri | chung (nM)
trung binh + SEM) | trung binh + SEM)

hulL-17A\hulL-

17RA 0,321 + 0,037 0,830+ 0,112 >60

hulL.-17A/F\hulL-

17RA 153,9+ 18,9 301,3+ 51,9
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Vi du 12. Su vd hiéu hoéa in vitro hoat tinh ctia IL-17A va IL-17A/F cta nguoi bé‘tng
cac bién thé khang thé theo sang ché

(i) Thir nghiém trén cac té bao C20A4C16 (dong té bao sun clia ngudi)

Nudi ciy cac té bao C20A4Cl6, hodc C-20/A4, dong 6, (Goldring MB, et al 1994, J
Clin Invest; 94:2307-16) trong RPMI (hang Gibco Cat# 61870-010) bd sung huyét
thanh nhau thai bé nong d6 10% chua rat it IgG (hdng Gibco Cat# 16250-078; lot
1074403), B-mercapto etanol (ndng d6 cudi l1a 5x10°M), va Normoxin (ndng do

0,1mg/ml; hang InvivoGen Cat# ant-nr-2).

Téch céac té bao bam dinh vao dia nudi cdy bing dung dich Accutase (PAA Cat# L11-
007). Phan bb céc té bao vio cac dia vi giéng microtiter 96 giéng & mat do 5x10° trong
100ul/giéng trong RPMI 1640 (hiing Gibco Cat# 61870-010) khong chira huyét thanh
nhau thai bé, B-mercaptoetanol (ndng d6 cudi 1a 5x10°M) va Normoxin (ndng do

0,1mg/ml).

Dé céc té bao C20A4Cl6 bam dinh vao dia thir nghiém qua dém. Sang ngay ké tiép, bd
sung cac nong do khac nhau ciia hulL-17A t4i t& hop (SEQ ID NO: 76; MW 32000),
hulL-17A/F tai t& hop (MW 32800), hulL-17F ti t6 hop (SEQ ID NO: 77; MW
30000), hodc méi trudng d6i chimg c6 chira TNFa cia ngudi (hing Novartis; MW
17500) & thé tich 50pl vao 3 giéng lap lai trong su ¢6 mit ctia 50pl cuia cdc khang thé
thir nghiém v&i cic ndng d6 khac nhau (XAB4; XABI1), khang thé dbi ching (dung
dich Simulect® ndng dd 1,1%, Batch C0011; 831179) hoic mdi trudng dbi chimg dén
khi dat thé tich cudi 1a 200ul/giéng va ndng d6 cudi ctia huyét thanh nhau thai bé 1a
0,5%.

HulL-17A (30pM), hulL-17A/F (300pM) v hulL-17F (10nM) dugc bd sung ciing véi
huTNFa (6pM). B sung hulL-17A v6 hiéu hoa hoa & ndng do tir 1nM dén 0,003nM,
hulL-17A/F v6 hiéu hoa hoa & ndng do6 tir 10nM dén 0,03nM va hulL-17F & ndng do
tir 3uM dén 30nM viao XAB4 (MW 150000). BS sung hulL-17A v hiéu héa hoéa &
ndng do tir 3nM dén 0,01nM, hulL-17A/F v6 hiéu hoa hoa & nong d6 tir 10 dén
0,03nM dén hulL-17F & ndng do tir 3 M dén 30nM vao XABI (MW 150000). BS
sung Simulect® & nong dd tir 3uM dén 100nM. Sau khi G trong thoi gian 24 go, thu

-145-



27341

dich ndi cta dich nudi té bao va su do su tao thanh ctia hulL-6 bing thir nghiém

ELISA.
(ii) Thir nghiém trén cac té bao BJ (cac nguyén bao soi clia ngudi)

Nudi cdy céc té bao BJ (cac nguyén bio soi da cia ngudi tir hing ATCC Cat# CRL
2522) trong RPMI (hang Gibco Cat# 61870-010) dugc bb sung huyét thanh nhau thai
bé ndng d6 10% chira luong rit nhé IgG (hing Gibco Cat# 16250-078; lot 1074403),
B-mercaptoetanol (ndng do cubi 5x10° M) va Normoxin (ndng d 0,1mg/ml; hing
InvivoGen Cat# ant-nr-2). Tach cac té bio bam dinh trén dia nudi cdy bing cich st

dung dung dich Accutaza (PAA Cat# L11-007).

Phan bd céc t& bao ndy vao cic dia vi giéng microtiter 96 giéng & mat do la
5x10%/100p)/giéng trong RPMI 1640 khong chira huyét thanh nhau thai bé, B-
mercaptoetanol (néng do cubi 5x10”° M) va Normoxin (0,1mg/ml). D& cac té bao BJ
nay bam dinh vao céc dia thir nghiém qua dém. Sang ngay ké tiép. bd sung céc nong
d6 khac nhau cua rhulL-17A (SEQ ID NO: 76; MW 32000), rhulL-17A/F (MW
32800) va rhulL-17F (SEQ ID NO: 77; MW 30000), hosic mdi trudng dbi ching v6i
su ¢6 mit cia TNFa cua ngudi (hdng Novartis; MW 17500) & thé tich 1a 50pul véi 3
giéng chtra 50pul khang thé thir nghiém & céc ndéng d6 khac nhau (XAB4; XAB1),
khang thé dbi chimg (dung dich Simulect® 1,1%, Batch # C0011; 831179), hodc moi
truomg d6i ching dé dat thé tich cudi 1a 200ul/giéng va nong do cubi ciia huyét thanh

nhau thai bé 1a 2,5%.

HulL-17A (30pM), hulL-17A/F (300pM) va hulL-17F (10nM) dugc bd sung cling véi
huTNFa (6 pM). B6 sung hulL-17A v hiéu hoéa hoa & ndng do tir InM dén 0,003nM,
hulL-17A/F v6 hiéu héa hoa & ndng do tir 10nM dén 0,03nM va hulL-17F & nong d
tir 3uM dén 30nM vao XAB4 (MW 150000). B6 sung hulL-17A v6 hiéu héa héa &
ndng do tir 3nM dén 0,01nM, hulL-17A/F vb hiéu hoa héa & ndng do tir 10nM dén
0,03nM dén hulL-17F & ndng do tir 3 uM dén 30nM vao XAB1 (MW 150000). B
sung Simulect® & ndéng do tir 3uM dén 100nM. Sau khi @ trong thoi gian 24 go, thu
dich ndi cua dich nuéi té bao va sy do su tao thanh cta hull-6 va huGROa bang thi

nghiém ELISA.
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(iii) Céc thir nghi€m phét hién
1) Tht nghiém ELISA phét hién su san xuét IL-6 ctia nguoi

Phu céc dia ELISA vi giéng microtiter véi Mab ctia chudt bach khéng IL-6 clia ngudi
(hang R&D Systems® Cat# MAB206; 100pl/giéng & ndéng d6 1pg/ml) trong dung
dich PBS NaN; ndng d0 0,02% va & qua dém & nhiét d6 +4°C. Ngay ké tiép, cb dinh
cac dia vi giéng microtiter niy bang 300ul dung dich PBS/BSA ndng 4o 2%/NaNj
ndéng d6 0,02% trong thoi gian 3 gid & nhiét dd phong. Sau do, rira cac dia ELISA 4
14n bing dung dich PBS/Tween20 ndng dd 0,05%/NaNj ndng d6 0,02%. Bb sung dich
ndi cta dich nudi cy té bao C20A4CI6 (ty 1é pha lodng cubi ciing 1a 1:5 véi cac dich
nuoi ce“'ly dugc kich thich béng hulL-17A cong v6i huTNFa, hodc 1:2 cac dich nudi
cdy duoc kich thich bang huTNFa cong véi hulL-17A/F hodc IL-17F; 100p1/giéng)
hodc cac té bao BJ (ty 1é pha loang cudi cing 13 1:10 v6i c4c dich nudi cdy dugc kich
thich bang hulL-17A cong v6i huTNFo, hodc 1:5 véi céc dich nudi cdy dugc kich
thich bing huTNFa cong v6i hulL-17A/F hoic IL-17F; 100ul/giéng).

Pé thiét 1ap dudng cong chudn dd, chudn d6 rhull-6 (hang Novartis; 100pl/giéng) tir
ndng d6 500 pg/ml dén 7,8 pg/ml trong cac budc pha loang 1:2. Sau khi G & nhiét dd
phong, rira cac dia 4 14n bang dung dich PBS/Tween 20 ndng d6 0,05%/NaN; ndng do
0,02%. Bb sung khang thé cia dé khang IL-6 ctia nguoi tiép hop véi biotin (hing
R&D Systems® Cat# BAF206; ndng d6 30ng/ml; 100ul/giéng). DPé cac miu thir
nghiém phan tng trong thoi gian 4 gio ¢ nhiét d¢ phong. Sau khi rira (4 1an), bd sung
streptavidin tiép hop alkalin phosphataza (hing Jackson Immunoresearch Cat# 016-
050-084) & ty 18 pha lodng cudi ciing 1a 1/10000 (100pl/giéng).

Sau 40 phit & nhiét do phong, rira lai cac dia nay 4 1an. Céc vién co chét P-nitrophenyl
phosphat (hang Sigma; loai 5mg, Cat# N9389; loai 20mg, Cat# N2765) di dugc hoa
tan trong dung dich dém dietanolamin c6 d¢ pH la 9,8 dén khi dat ndng do cubi 1a
1mg/ml. Bb sung 100pl dung dich thu dugc vao mdi giéng va sau thoi gian 1 gio, doc
O.D bing hé théng doc vi dia Spectra Max M5 Microplate (hdng Molecular Devices)

st dung cac budc song 405nm va 490nm.
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2) ELISA phat hién su san xudt GROa clia ngudi

Phu cac dia ELISA vi giéng microtiter véi mAb cta chudt bach khang GROa cia
nguoi (hing R&D Systems® Systems® Cat# MAB27S; 100ul/giéng & ndng dd
1,5pg/ml) trong dung dich PBS/NaN; ndng d6 0,02% va G qua dém & nhiét do 4°C.
Ngay ké tiép, c¢b dinh cac dia vi giéng microtiter nay bang 300ul dung dich PBS/BSA
ndng d6 2%/NaN; ndng d6 0,02% trong thdi gian 3 gi& & nhiét d phong. Sau dé, rira
cac dia ELISA 4 14n bing dung dich PBS/Tween 20 ndng d6 0,05%/NaN; ndéng do
0,02%. B& sung dich ndi cua dich nudi ciy té bao BJ (ty 1¢ pha lodng cudi cing 14 1:2;
100ul/giéng).

Dé thiét 1ap duong cong chudn do, chudn d6 GROw, clia ngudi (hing R&D Systems®
Cat# 275-GR/CF; 100ul/giéng) tir ndng do 2ng/ml dén 0,03ng/ml trong cic budc pha
lodng theo ty 1&€ 1:2. Sau khi G & nhiét d§ phong, rira cac dia 4 14n bang dung dich
PBS/Tween 20 ndng do 0,05%/NaN; nng do 0,02%.

B sung khang thé ciia dé khang GROa ctia ngudi tiép hop véi biotin ciia ngudi (hdng
R&D Systems® Cat# BAF275; ndng d6 100ng/ml; 100pl/giéng). Pé phan mg xay ra
trong cac mau thir nghiém trong thoi gian 4 gid & nhiét 4o phong. Sau budc rira (4
14n), bd sung streptavidin tiép hop alkalin phosphataza (hing Jackson Immunoresearch
Cat# 016-050-084) & ty 1& pha lodng cudi cing 1a 1/10000 (100ul/giéng). Sau 40 pht
& nhiét d6 phong, rira lai cic dia nay 4 1an. Hoa tan céc vién co chét P-nitrophenyl
phosphat (hang Sigma; loai 5Smg Cat# N9389; loai 20mg, Cat# N2765) trong dung
dich dém dietanolamin c6 do pH 1a 9,8 dén khi thu duoc ndng do cubi 1a 1mg/ml. Bb
sung 100pul vao mdi giéng va doc O.D. sau thoi gian 1 gid bang hé théng doc vi dia
Spectra Max M5 Microplate (hdng Molecular Devices) sit dung cac budc song loc 1a

405nm va 490nm.
3) Tinh toén

Dit liéu duge béo cdo 1a Gia trj trung binh +/- SEM. Sir dung phin mém khép duong
cong chudn do bbn tham sb @ tinh toan két qua ELISA. Cac gia tri ICsy cua sy uc ché
tiét IL-6 va tiét GRO-a boi cac khang thé dugc tinh bing chwong trinh Xlifit (FIT
model 205).
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(iv) Két qua

1) Thi nghiém trén té bao C20A4C16 (dong té bao sun clia ngudi)

Ca hai khang th8 XAB4 va XABI déu c6 kha ning vo hi¢u héa sy cdm Ung su tiét
hull-6 béi cac t& bao C20A4Cl16 dugce kich thich bing rhulL-17A va rhulL-17A/F va
c6 mit thuTNFa. Khang thé dbi chung (Simulect®) & ndng d6 100nM khong c6 tac
dung nay. Cac gia tri ICs, (gia tri trung binh + SEM) ctia XAB4 va XAB1 duoc trinh
bay trong bang 27. Khong c6 su urc ché 1én hulL-17F dwgc quan sat thdy thdm chi &
ndéng do Ab 1a 3uM.

Bang 27. Tac dong trc ché cia XAB4 va XAB1 Ién su tiét hulL-6 secretion boi cac té
bao C20A4Cl6.

XAB4 XAB1
Véu & Kich thich IC50 (nM) IC50 (nM) Khang thé d6i
(gia tri trung binh | (gid tri trung binh | chimg (nM)
+ SEM) + SEM)
rhulL-17A (1nM)* 0,44 +0,06 >100
thulL-17A/F 3nM)* | 1,30+ 0,18 >100
rhulL-17F (30nM)* >3000 >1000
rhulL-17A (30pM) + | 0,024 + 0,004 1,21+ 0,09 >3000
rhuTNF-o, (6pM)°
rhulL-17A/F 0,108 = 0,02 >10 >3000
(300pM) + rhuTNF-a.
(6pM)°
rhulL-17F (10nM) + | >3000 >3000 >3000
thuTNF-a (6pM)”

® Trir gia tri nén tir sy san xuit hulL-6 khong do su kich thich (0,13+ 0,003)

® Trir gia tri nén tir sy san xuit hulL-6 trong nudi ciy té bao chi véi TNF (0,20 +

0,003)
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Céc thi nghiém nay 13 bang chiing cho thiy khang thé XAB1 gbc ban du chia sé hoat
tinh vo hiéu héa véi cac bién thé cia né. Bién thé XAB4 ciing durge nhéan thiy 14 c6

hoat tinh v6 hiéu héa cao hon XABI.

Trong thi nghiém khéc, twong tu véi thi nghiém néu trén, tAt ca cac khang thé XAB1-
XABS5 d3 dugc so sanh, nhu dugc trinh bay trong bang 28. Trong bang nay cé thé
nhan thdy ring tdp hop cac dic diém vé su tc ché cia XAB2, XAB3 va XABS5 1a c6
thé so sanh dugc véi tap hop céac dic diém v& su trc ché cia XAB4 va XABI, dic biét
1a voi XAB4.

Bang 281. Bang cac tic dong trc ché ciia cac khang th8 XAB 1én sy tiét hulL-6 bai té
bao C20A4Cl6.

Yéu td XAB1 XAB2 XAB3 XAB4 XABS

kich thich |IC50 M) |IC50 (nM) |IC50 (nM) |IC50 (nM) |IC50 (nM)
Gia tri trung | Gia tri trung | Gia tri trung | Gid tri trung | Gi4 tri trung
binh = SEM | binh + SEM | binh + SEM | binh + SEM | binh + SEM

rhulL-17A |0,29+0,03 |0,72+0,08 |0,63+0,15 |0,51+0,04 |0,55+0,01

(0,5nM)*

® Trir gid tri nén tr sy san xudt hulL-6 khong do cac yéu t& kich thich

(0,04+1,13ng/ml).

2) Thir nghiém trén céc té bao BJ (cac nguyén bio soi clia ngudi)

Ca XAB4 va XAB1 v06 hi€u hoa sy cam tng su tiét hulL-6 va huGROu bdi céc té bao
BJ dugce kich thich bang rhulL-17A va rhulL-17A/F khi c¢6 mit huTNFa. Khéng thé
d6i chung (Simulect®) & ndng dd 100nM khong c6 tic dong nay. Cac gia tri ICsq clia
su trc ché tiét TL-6 va hu GROu dugc trinh bay trong bang 29 va Bang 30. Su tc ché
hulL-17F khong quan sat dugc tham chi khi & ndng dd ctia Ab 14 3uM. Céc thi nghiém
nay 1a bing chimg chimg minh cac bién thé cia XABI gbc ban dau ciing c¢6 hoat tinh

vO hi¢u hoa.
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Bién thé XAB4 ciing duoc nhén thdy 13 c¢6 hoat tinh v hiéu hoa cao hon so véi

XABI.

Bang 29. Tac dong trc ché cia XAB4 va XAB1 1én su tiét hulL-6 bdi céac té bao BJ.

Yéu t6 kich thich | XAB4 XABI Khang thé
IC50 (nM) IC50 (nM) ddi chung
Gia tri trung binh + Gié tri trung binh=SEM | (nM)
SEM

rhulL-17A (InM)® | 0,63 0,02 >100

rhulL-17A/F (3nM)? | 1,68 + 0,05 >100

rhulL-17F (30nM)* | >3000 >1000

rhulL-17A (30pM) | 0,012 + 0,002 0,47 + 0,02 >3000

+ thuTNF-a (6pM)P

rhulL-17A/F 0,17+ 0,01 3,83 0,63 >3000

(300pM) + rhuTNF-

a (6pM)P

rhulL-17F (10nM) + | >3000 >3000 >3000

rhuTNF-o, (6pM)®

 Trir gia tri nén tir sy san xudt hulL-6 khong do cac yéu t6 kich thich

(0,32+0,002ng/ml).

b Trr gia tri nén tlr sy san xudt hulL-6 trong moi truong nudi cdy chi dugce kich thich
bang TNF (0,45 + 0,02ng/ml). ’ ’
Bang 30. Tac dong trc ché cia XAB4 va XAB1 Ién su tiet hu-GRO-alpha boi cac té

bao BJ.

Yéu t6 kich thich | XAB4 XABI Khang thé
IC50 (nM) IC50 (nM) ddi chung
Gi4 tri trung binh + SEM | Gia tri trung binh + (nM)

SEM

IL-17A (InM)? 0,35+ 0,01 >100

IL-17A/F 3nM)? | 1,11 £ 0,05 >100

IL-17F (30nM)?® | >3000 1>1000

IL-17A (30pM) + | 0,007 £ 0,0004 0,72+ 0,12 >3000

TNF-o0. (6pM) ®
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IL-17A/F (300pM) | 0,1 £ 0,01 6,22 + 0,44 >3000
+ TNF-a, (6pM) "

IL-17F (10nM) + | >3000 >3000 >3000
TNF-a (6pM) "

® Trir gi4 tri nén tir sy san xuit huGROa khong do yéu t6 kich thich (0,03 =
0,01ng/ml).

® Trir gi4 tri nén tir su san xuit huGROa trong mdi trudng nudi cdy chi véi TNF (0,15
+ 0,008ng/ml).

Céc thi nghiém bd sung khéc, twong tur v&i cac thi nghiém da néu, tat ca cac khang thé
XAB1-XABS5 d3 dugc so sanh, nhu dugce trinh bay trong bang 31 va Bang 32. Trong
cac bang nay, c¢6 thé nhan thiy ring tap hop cac dic diém vé su tc ché cia XAB2,
XAB3 va XABS5 1a c6 thé so sanh dwgc véi tip hop cic dic diém vé su tc ché cua

XAB4 va XABI, ddc biét 1a voi XAB4.

Béang 31. T4c dong tre ché cua céc khang thé XAB 1én sy tiét hulL-6 béi cac té bao BJ.

Yéu td kich | XABI XAB2 XAB3 XAB4 XAB5

thich IC50 (M) |IC50 (nM) | IC50 (nM) IC50 (nM) | IC50 (nM)
Gia tri trung | Gia tri trung | Gié tri trung | Gid tri Gia tri trung
binh = SEM | binh + SEM | binh + SEM | trung binh | binh + SEM

+ SEM

rhull-17A
4,97+0,59 [0,64+0,22 |0,50+0,002 |0,55+0,04 |0,54+0,02

(0,5nM)*

1 0ai trir gid tri nén tir sy san xudt hulL-6 khong do céc yéu td kich thich (0,15 +
4,06ng/ml)

Béng 32. Tac dong tre ché cua cac khang thé XAB lén sy tiét huGROa béi cac té bao
BJ.

Yéu to kich | XABI XAB2 XAB3 XAB4 XABS
thich IC50 (nM) | IC50 (nM) | IC50 (nM) IC50 (nM) | IC50 (nM)
Gia tri trung | Gia tri trung | Gia tri trung | Gid tri Gia tri trung
binh = SEM | binh + SEM | binh + SEM | trung binh | binh + SEM
+ SEM
rhulL-17A | 1,39+0,07 |0,40+0,06 |0,42+0,01 |0,44+0,04 |0,46=+0,05
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(0,50M) ®

? Trir di gid tri nén tir su san xuit HuGROa khéng do yéu 6 kich thich (0,03 +
0,02ng/ml)

Vi du 13. Su v6 hiéu héa hoat tinh cua IL-17A va IL-17A/F cua chudt bach in vitro

bing cac bién thé ciia khang thé theo sang ché

Nudi cy cac té bao CMT-93 (ATCC CCL-223) trong RPMI (hang Gibco Cat# 61870-
010) bd sung thém huyét thanh nhau thai bé ndng d6 10% chira lugng rit nho 1gG
(hang Gibco Cat# 16250-078; lot 1074403), B-mercaptoetanol (ndng dd cudi 1a 5x10°

M) va Normoxin (ndng d6 0,1mg/ml; InvivoGen Cat# ant-nr-2).

Tach cac t& bao bam dinh trén dia nudi cdy bang dung dich Accutaza (PAA Cat# L11-
007) va phan b cac t& bao nay vao cac dia vi giéng microtiter 96 giéng & mat do té
bao 1a 5x10°/100pl/giéng trong RPMI 1640 khong chira huyét thanh nhau thai bé, B-

mercaptoetanol va Normoxin.

Pé qua dém d& cac té bao nay bam dinh vao dia ELISA. Sang ngay ké tiép, bd sung
rmIL-17A (SEQ ID NO: 83, MW 31000) & néng d6 1nM, rmIL-17A/F (hing R&D
Systems® Cat# 5390-IL; MW 30400) & néng dd 3nM, rmIL-17F (SEQ ID NO: 84;
MW 30000) & ndng d6 30nM, rratlL-17A (SEQ ID NO: 85; MW 31000) & nong dd
1nM hoidc méi trudmg d6i ching & thé tich 50ul vao ba giéng khi c6 mit 50pl ctia cac
khang thé thir nghiém (XAB4 hodc XAB1), cac khang thé ddi ching (Simulect® 1,1%
solution; C0011, 831179) hodc méi trudng dbi ching & cac ndng d6 khac nhau dén khi
dat thé tich cudi 1a 200pl/giéng va ndng d6 cudi ciia huyét thanh nhau thai bé 13 1%.

Thu dich ndi nuéi ciy t& bao sau khi u trong thoi gian 24 gid va do su san xuit KC

bang thir nghiém ELISA.
(i) ELISA phéat hién su san xut KC boi chudt bach

Céc dia ELISA vi giéng microtiterduoc phii v6i Mab ciia chuot khang KC cta chudt
bach (hing R&D Systems® Cat# MAB453; 100ul/giéng & ndng dd 1pg/ml) trong
PBS/NaN; ndng d6 0,02% va 0 qua dém & nhiét do 4°C. Ngay ké tiép, c¢b dinh cac dia
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vi giéng microtiter nay bing 300pl dung dich PBS/BSA ndng d6 2%/NaNj ndng do
0,02% trong thoi gian 3 gio & nhi¢t do phong. Sau do, rira cac dia ELISA 4 l4n bang
dung dich PBS/Tween 20 néng dd 0,05%/NaNj; nE“)ng d6 0,02%. B sung dich ndi cua
dich nuéi cdy té bao CMT-93 (ty 1é pha loang cudi cung 14 1:5; 100p1/giéng).

Dé thiét 1ap duong cong chuan d, chudn do KC cia chuot bach (hing R&D Systems®
# 453-KC, 100pul/giéng) tir ndng d6 1ng/ml dén 0,016ng/ml theo cac dudc pha lodng
theo ty 1€ 1:2. Sau khi 0 & nhiét d0 phong, rira ciac dia 4 lan bing dung dich
PBS/Tween 20 ndng d 0,05%/NaN; ndng d6 0,02%. Bb sung khang thé cia dé khang
KC cua chudt bach dugc tiép hop biotin (hing R&D Systems® Cat# BAF453;
100ul/giéng) & ndng d6 0,1pg/ml. P& cac miu thir nghiém nay phan {mg trong thoi
gian 4 gio & nhiét 4o phong. Sau budc rira (4 14n), bd sung streptavidin tiép hop alkalin
phosphataza (hang Jackson Immunoresearch Cat# 016-050-084) & ty 1€ pha loang cudi
1a 1/10000 (100pl/giéng). Sau 40 phut & nhiét dd phong, rira lai cac dia nay 4 lan. Hoa
tan cdc vién co chét P-nitrophenyl phosphat (hing Sigma; dang Smg Cat# N9389;
dang 20mg Cat# N2765) trong dung dich dém dietanolamin d¢ pH la 9,8 dén khi dat
ndng do cubi 1a 1mg/ml. BS sung 100ul dich ndi nudi ciy té bao vao mdi giéng va sau
thoi gian 1 gid, doc gia tri O.D. bang thiét bi doc vi dia Spectra Max M5 Microplate

(hang Molecular Devices) st dung cac bude song loc 14 405nm va 490nm.
(i1) Tinh toan

Céc dir liéu duoc bdo cdo 1a cac gia tri trung binh +/- SEM. sir dung phan mém khép
dudng cong bbn tham sb dé tinh toan két qua ELISA. Cac gia tri ICs cho su ché
tiét KC béi cac khang thé dugc tinh toan bang cach st dung XI1fit™ (FIT model 205).

(iii) Két qua

Ca XAB4 va XAB1 déu c6 kha ning dé vo hiéu héa sy cam ung sy tiét KC cua chuot
bach bing cac té bao CMT-93 dugc kich thich bing IL-17A ciia chudt bach hoic ciia
chudt va IL-17A/F cta chudt bach. Khang thé dbi chimg (Simulect®) khong c6 tac
dong nay. Cac gia tri ICs, (gia tri trung binh + SEM) cia XAB4 va XAB1 duoc trinh
bay trong bang 33. Su trc ché hulL-17F khéng dugc quan sat thiy ké ca khi nbéng do
Ab 1a 10pM.

-154-



27341

Bang 33. Tac dong trc ché XAB4 va XABI 1én su tiét KC ctia chudt bach béi céc té

bao CMT-93.
Yéu t6 kich thich | XAB4 IC50 (nM) XAB1 IC50 (nM) Khéng thé d6i
Gié tri trung binh + Gia tri trung binh + chung
SEM SEM (nM)
mIL-17A (InM)* | 13,8 £ 0,48 539 + 29,4 >3000
mIL-17A/F (3aM) | 10,3 + 1,06 >1000 >3000
mIL-17F (30nM)? | >10000 >10000 >3000
tIL-17A (InM)* | 6,7 + 0,84 467 + 25,1 >3000

® Trir di gi4 tri nén tir sy san xudt KC khéng do yéu t6 kich thich (0,07 + 0,001ng/ml).

Tir cac thi nghiém nay, rd rang 14 ca khang thé XAB1 gbc ban dau, ciing nhur céc bién

thé ctia nd, c6 hoat tinh vd hiéu héa. Bién thé XAB4 cling dugc nhéan théy l1a co6 hoat
tinh vO hi€u héa cao hon XABI1.

Trong mdt thi nghiém khéc, tuong tu véi thi nghiém néu trén, tat ca cac khang thé
XAB1-XAB5 da duoc so sanh, nhu dugc nhin thdy trong bang 34. Trong bang niy c6
thé nhén thiy ring tap hop céc dic diém vé su rc ché cia XAB2, XAB3 va XABS 1a

c6 thé so sanh dugc véi tdp hop cac ddc dieém veé su trc ché quan sat duge cuia XAB4

va XABI, déc biét 1a vé1 XAB4.

Bang 34 Téc dong e ché cia cac khang thé XAB 1én su tiét KC bang cac té bao

CMT-93.

Yéutd kich | XABI XAB2 XAB3 XAB4 XABS

thich IC50 (nM) | IC50 (nM) | IC50 (nM) IC50 (mM) | IC50 (nM)
Gia tri trung | Gid tri trung | Gid tri trung | Gid tri Gié tri trung
binh = SEM | binh + SEM | binh = SEM | trung binh | binh + SEM

+ SEM
mlL-17A 128+ 14,2 |20,9+0.96 <1 7,0£0,29 |7,8+0,78
(0,15nM)?
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* Trir di gi4 tri nén tir sy san xudt KC khong do yéu td kich thich (0,19 + 5,81ng/ml).

Vi dy 14. Thir nghiém viém khép cdm tng bdi khang nguyén cua chudt (Chudt AIA)

Chudt Lewis céi (trong lugng 120-150g) dugc nhay cam héa ndi bi & hai vi tri trén
lung v6i albumin huyét thanh bo duge metyl hoa (methylated bovine serum albumin -
mBSA) dugc ddng nhit hoa theo ty 18 1:1 v6i ta duoc Freund hoan toan vao céc ngdy -
21 va -14 (0,1ml chira 5mg/ml mBSA). Vao ngay 0, chudt thir nghiém dugc gy mé
bang cach sir dung hdn hop 5% isofluran/khong khi va duge duy tri bang cach sir dung
isofluran & ndng d 3,5% qua mat na cho cac lan tiém trong khép. Dau gbi bén phai
nhén 50ul mBSA ndng d6 10mg/ml trong dung dich glucoza 5% (d4u gbi duoc tiém
khang nguyén), trong khi dau gdi bén trai chi nhan 50ul dung dich glucoza 5% (dau
gbi dugc tiém chét din thudc). Sau d6, dudng kinh cia du gbi trai va ddu gbi phai
duoc do bing cach sir dung thude kep ngay sau khi tiém trong khép ca do lai vao céc

ngay 2, 4,va’7.

Viéc diéu tri duge ap dung béng su tiém dudi da mot 14n vao ngay -3. Khang thé theo
sang ché dugc tiém & lidu lwong 0,15mg/kg, 1,5mg/kg, 15mg/kg va 116mg/kg. Do
phinh cta ddu gbi phai dugc tinh theo ty 1& véi do phinh ctia dau gdi tréi, va ty 18
phinh cuia dau gbi phai/trai duoc dung db thi theo thoi gian dé tao ra cac biéu d6 Dién
tich duéi Pudng cong (Area Under the Curve -AUC) cho nhém ddi chimg va nhém
didu tri. Phin trim @c ché cia mbi c4 thé dong vat thir nghiém trong mdi AUC clia
nhém diéu tri dugce tinh véi AUC nhém dbi ching (su e ché 0%) bang cach sir dung

bang tinh Excel.
Két qua

Két qua duoc trinh bay trong Bang . Liéu lugng ty 18 véi su tc ché 6 phinh cta gdi

phai dugc mo ta cho XAB4 v6i EDs, dugce tinh 1a 1,68mg/kg s.c.
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Béng 35. Céc tic dong ciia sy diéu tri lidu duy nhit bing XAB4 1én d6 phinh dau gbi

tir ngay 0 dén ngdy 7 & bénh viém khép cam ung béi khang nguyén & chudt Lewis.

Lidu lugng khang thé | AUC- Phin tram tc ché do phinh dau gbi
(mg/kg)
0,15 18,46 + 1,61*
1,5 65,76 & 3,41%*
15 71,59 + 1,27**
116 77,01 £ 1,72%*

Céac diém dir liéu biéu thi gia trj trung binh + SEM cila ¢& miu n=5 dong vét thir
nghiém. * p<0,05 va ** p<0,01 ANOVA theo sau bdi chuin Dunnett va dudong cong

Déi ching.

Twong tu nhu viy, lidu lugng ty 18 véi su e ché d6 phinh dau gbi da dugc ching
minh vGi XAB4 trong md hinh st dung chudt Wistar (dit li¢u khong dugc mo td), va
trong md hinh st dung chudt bach mo hinh viém khép duge cdm Ung boi khing

nguyén (dit liéu khong dugc mo ta).
Vi du 15. M6 hinh co hoc tao tan mach

Céc khoang chira IL-17A clia ngudi (gitta 150ng va 200 ng), khi dugce dat dudi da cia
chudt bach, dan dén su phat trién mach méu méi xung quanh vi tri ciy. Lugng mach
moi sinh ra lién quan dén khéi lugng cila mo dugc tao mdi trong khu vuc nay. Diéu tri
dé phong bénh bing XAB4 & cac lidu lwong 0,01mg/kg, 0,03mg/kg, 0,1mg/kg,
0,3mg/kg, 1mg/kg va 3mg/kg di e ché sy sinh tin mach cam tng béi IL-17 cla
ngudi. Tt ca cac lidu luong cao hon 5 din dén su tc ché tiém lyc va dang ké khdi
lwong khoang md. Cac liéu lugng cao hon 4 cho thiy tinh phu thudc lidu luong, tuy
nhién, lidu lrong 0,03mg/kg c6 hiéu qua nhé hon so véi lidu lugng 0,1mg/kg va cac

lidu Iwong 16m hon.
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Nghién ctru ndy chimg minh ring tic dong sinh tdn mach c6 hidu luc cta IL-17A c6
thé dugc vo hiéu hoa bdi khang thé khang IL-17A va cung cdp bing ching thuc

nghiém v& hiéu lyc ctia XAB4 véi IL-17A clia ngudi in vivo.
Vi du 16. M6 hinh viém n#o tiy tu mién thuc nghiém (EAE)

M6 hinh viém ndo tiy ty mién thuc nghiém (EAE) 1a mot md hinh dong vat da biét
cia bénh da xo cing (xem, vi dy, trong tai liéu ctia Constantinescu et al., Br J
Pharmacol 2011). M6 hinh nay d ching minh rang su (¢ ché IL-17 1am gidm tinh
nghiém trong ctia EAE & chudt bach C57Bl/6 (Haak S et al 2009, JCI; 119:61-69).

Chudt bach C57BI/6 céi (9 tudn tudi, hang Harlan, Ptc) duge tao mién dich véi hdn
hop theo ty 16 50/50 chira peptit té bao than kinh dém it gai myelin ctia chuot tai t6 hop
(MOGq.1ps) (tao ra b%lng thao tac thi nghiém) va ta dugc Freund hoan toan (CFA, dugc
tao ra bing cach bd sung ching vi khuin Mycobacterium tuberculosis H37RA (Difco)
ndéng d6 8mg/ml vao ta dugc Freund khong hoan toan (IFA, hang Sigma). Thuc hién
budc tao mién dich bing cach tiém dudi da I MOG;.1»s & lidu luong 200 pg/dong vt
thir nghiém & phan cubi ctia dudi vao ngay 0. Ngoai ra, tiém mang bung chét gy doc

pertussis (PT) & lidu lwong 200ng/ddng vat thir nghiém vao céc ngay 0 va ngdy 2.
Thir nghiém cé tac dung diéu tri dé chita bénh va tac dung diéu tri dé phong bénh.
Diéu trj dé chita bénh

Vi viée diéu tri dé chira bénh, sir dung 16 con chuot bach (8 con dé thu nghiém vai
XAB4 va 8 con lam dbi chimg). Bit du viéc diu tri khi cac dong vat ndy co diém
danh gia 14m sang it nhit 1 2,5 (suy yéu chén sau nghiém trong) trong thdi gian 3
ngdy. Sau d6, tiém du6i da XAB4 hodc khang thé isotyp ddi ching & lidu Iwong
15mg/kg mdi tudn vdi lidu ding duy nhét.

Két qua duoc trinh bay trong cac Fig. 11 dén Fig.15 (d.p.i 1a ngiy sau su tao mién
dich). Trong tit ca cac fig., XAB4 dugc biéu dién bang hinh tron va isotyp d6i ching
dugc biéu din biang hinh vubng. Piém danh gia viéc chita bénh (gid tri trung
binh+SEM) dugc bidu din trong Fig. 11. C6 thé nhan thay rd rang ring cac dong vat
duge didu tri bing XAB4 ¢6 diém danh gia 1am sang trung binh thp hon cua isotyp
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dbi chtng. Fig. 12 thé hién su thay dbi trong lugng (%) cta hai nhém chudt bach thir
nghiém e, va Fig. 13 thé hién diém danh gia tich lily vi¢c chita bénh. Céc Fig. 14 va
Fig. 15 1a c4c phép so sanh diém danh gia viéc chita bénh trude va sau diéu tri. C6 thé
nhan thiy rd rang & tit ca cic biéu do ring XAB4 c6 tic dung chita bénh so véi isotyp
dbi chimg. Do d6, diéu tri chita bénh bang XAB4 da lam giam dang ké mirc d6 nghiém
trong cia EAE.

Piéu tri phong bénh

Vi viée diéu tri phong bénh, st dung 19 chudt bach (10 con dé ther nghiém véi XAB4
va 9 con lam d6i chung). mbi dong véat thir nghiém dugc diéu tri mot ngay trudce khi
duoc tao mién dich bing XAB4 hodc isotyp di chimg lidu luong 15mg/kg, bing mét
miii tiém du6i da duy nhit. Sau do, tiém du6i da XAB4 hoidc khang thé isotyp ddi

chimg liéu lwong 15mg/kg mbi tuln véi lidu ding duy nhét.

Két qua dugc trinh bay trong cac Fig.16 dén Fig.20 (d.p.i 1a ngdy sau sy tao mién
dich). Trong cac fig.16 dén Fig.19, XAB4 dugc biéu dién bang hinh tron va isotyp ddi
chimg dugc biéu dién bang hinh vudng. Piém danh gia viéc phong bénh (gia tri trung
binh+SEM) dugc biéu dién trong Fig. 16. C6 thé nhan thiy ro rang riang cic dong vat
thir nghiém duoc didu tri bing XAB4 ¢6 diém danh gia 1am sang trung binh thap hon.
Fig. 17 thé hién sy thay dbi trong luong (%) ciia hai nhoém chudt bach thir nghiém, va
Fig. 18 thé hién diém danh gia tich liiy viéc phong bénh. Piém danh gia viéc phong
bénh 16n nhit duoc quan sat thiy & Fig.19. C6 thé nhén thiy ro rang & tit ca cac bidu
dod rérig XAB4 ¢6 tac dung so v6i isotyp dbi chimg. Ngoai ra, trong Fig.20, c6 thé
quan sat thdy rang sy khoi phat EAE 12 mudn hon v6i nhém chudt bach thir nghiém
dugc diéu tri bang XAB4, khi so sanh v6éi nhom chudt bach dugc diéu tri bang isotyp

d6i chimg.

Do d6, thir nghiém nay chimg minh ring diéu tri phong bénh bing XAB4 di tri hodn
dang ké su khai phat EAE va giam tdi da do nghiém trong ctia EAE.
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Vi du 17. Su suy giam néng d6 cua IL6 CXCL1, IL-8, GM-CSF, va CCL2 dugc cam

g boi IL17A trong céc té bao hinh sao ctia ngudi

Diéu tra cic tic dong ciia XAB4 1én ndng do ciia IL-6, CXCL1, IL-8, GM-CSF va
CCL2 trong c4c t& bao hinh sao dugc phén l4p tir v ndo cia ndo ngudi. Cac té bao
hinh sao giai phong nhidu yéu t6 ting trudng, xytokin va chemokin, cho phép cac té
bao nay diéu hoa su trao ddi thong tin trong té bao, sw di cu va sy sdng sét cia cac té
bao than kinh, té bao than kinh hé dém va té bao mién dich. Sy trao dbi thong tin truc
tiép giita phia cudi phan chan cua té bao hinh sao véi cac té bao ndi mé ciing cho phép
cac t& bao hinh sao didu khién chtrc ning ctia hang rao méau-ndo. Hon nita, cac té bao
hinh sao giai phong va tiép nhan cac chit din truyén thin kinh, nhu glutamat, & phin
khe synap cho phép cac té bao nay diéu hoa sy dan truyén tin hidu giita cac synap va
su nhiém ddc than kinh dang kich thich cta cac synap. Diéu nay 14 c6 ¥ nghia khi cic
t& bao hinh sao tao ra seo bénh ly sau khi bi tén thwong CNS, do d6 cac té bao nay c6
céc vai trd ddi l4p rd rang gitra tinh trang sinh ly binh thuong va tinh trang bénh 1y.
Trong trudng hop bénh 1y, cac té bao hinh sao duoc du doan 1a gop phin gy ra mot
loat céac rdi loan vé tAm than, than kinh va thoai héa than kinh, trong d6 vai tro cla

chiing trong bénh viém than kinh ¢ kha nang 14 quan trong.

Dir lidu cho thdy rang su kich thich ddng thoi bang IL-17A va TNFa di ting cudng su
giai phéng IL-6, CXCL1, IL-8, GM-CSF, va CCL2, va cho thdy ring XAB4 trc ché
ndng do IL-6, CXCL1, IL-8, GM-CSF, va CCL2 trong cac té bao hinh sao clia ngudi.
Céc dir liéu nay chi ra vai trd chinh (chi yéu) ctia IL-17A trong su giai phong xytokin
tir cac té bao hinh sao va hd trg viée st dung ctia chung lam céc dich cho duogc ph'flm
dé diéu tri cac bénh viém than kinh. Diéu dang cha y 1 sy xit 1y so bd cac té bao hinh
sao ciia ngudi bing XAB4 trc ché ndng do IL-6, CXCL1, IL-8, GM-CSF, va CCL2 do
su cam (mg cta IL-17A va su cam mg cta IL-17A/TNFa, ma khong anh hudng dén
s cam tng cia TNFa. Tong hop lai v6i nhau, cac dit liéu nay dan dén gia thuyét 1a su
trc ché chon loc truyén tin hi€u cta IL-17A véi XAB4 lam gidm néng do caa cac
xytokin trudc viém trong cac té bao hinh sao ctia ngudi. Trong trudng hop bénh 1y, cac
té bao hinh sao dugc dy dodn 1a gép phan gdy ra mot loat céc rdi loan vé tdm thén,
than kinh va thoai hoa than kinh, trong d6 vai trd clia chting trong bénh viém than kinh

co kha nang 1a quan trong. Vi thé, cdc dugc pham mai lam bién doi chirc ndng cua cac
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té bao hinh sao c6 gia tri tiém ning, trong d6 su didu hoa chirc ning ciia cac té bao
hinh sao c6 thé ching t6 sy hiru ich trong diéu tri bénh. Hé qua 13, do XAB4 da dugc
ching minh 1a c6 tac dong 1é€n su sén xudt IL-6, CXCL1, IL-8, GM-CSF, va CCL2 ctia
cac té bao hinh sao, diéu nay co thé duoc két luan 1a XAB4 c6 thé 1a chét diéu tri bénh
hitu ich, nhu dé diéu tri bénh da xo ctng (MS).

Nguyén li¢u va Phuong phap

T4t ca cic xytokin dugc mua ciia hing R&D Systems. Basiliximab (hing Novartis,
Basel, Thity ST) dwoc sit dung 1am dbi chimg isotyp. Cac khang thé so cip di st dung
gbdm: Alexa Fluor 647 khang IL17RA (BG/hIL17AR, hing Biolegend), Alexa Fluor
488 khang IL17RC (309822, hang R&D Systems, UK), khang thé khang p65 (hing
Santa Cruz, USA), khang thé Alexa Fluor 647 khang IgG cua chudt bach (MOPC-21,
hing Biolegend, UK), khang thé Alexa Fluor 488 khang IgG ctia chudt bach (133303,
hiang R&D System, UK), IgG cta chudt bach gin Biotin (G155-178, hing BD
Biosciences, Thuy Si) va IgG ctia chudt gan PE (A95-1, hing BD Biosciences, Thuy
ST). Cac khang thé thir cip va cac chit nhudm mau da sir dung gdbm: khang thé cua dé
khéang IgG cia tho dugce biotin hdéa (BA1000, hiang Vector, UK), Alexa Fluor 488 va
Alexa Fluor 633 dugc tiép hop véi streptavidin (S11223 va S2137, hing Life
Technology, USA), khang thé ciia dé khang IgG cia chudt bach tiép hop véi Alexa
Fluor 488 va Alexa Fluor 633 (A1101 va A21050, hiang Life Technology, USA),
streptavidin BV421 (405226, Biolegend, UK), Hoechst 34580 (H21486, hang Life
Technology, USA).

Céc té bao hinh sao ciia ngudi c6 ngudn gbc tir vé ndo mua cia hing ScienCell
Research Laboratory (USA) (ma san phdm 1800). Céc té bao dugc nubi theo su huéng
dan cua nha cung cAp. Tém lai 14 cac té bao nay dwgc nudi trong mdi truong té bao
hinh sao cta ngudi (hdng ScienCell ma san phdm 1801) b sung thém chét hd trg ting
truéng cua té bao hinh sao ndng do 1% (hing ScienCell ma san phim 1852), huyét
thanh nhau thai bé ndng d6 5% (hing ScienCell mad san phidm 0010) va
Penixilin/Streptomyxin ndng d6 1% (hing ScienCell ma san phidm 0503). Giit cac té
bao trong cac binh nudi cdy T75 & ndng d6 CO, 12 5% va nhiét d6 1a 37°C va thay moi

truong sau mdi ba ngay cho dén khi 80% vao pha suy vong. V&i tat ca cac lan xir ly
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bang XAB4, trai ky 70,000 té bao lén céc dia 24 giéng, nudi trong 3 ngay, dé cac té
bao nay thiéu huyét thanh trong thoi gian 2-4 gid, sau do, xt Iy céc té bao hinh sao
trong thoi gian 2 gio v6i XAB4, va sau do xur ly trong thoi gian 18-20 gid voi céc
xytokin ctia ngudi tai to hop nhu duge dé cap trong cac fig. minh hoa. St dung ta té
bao dé dinh luong néng d6 mARN cia xytokin bang k¥ thuat gPCR va st dung phan
dich ndi dé dinh lugng ndng d¢ protein ciia xytokin bang HTRF (hang Cisbio, Phép,
da su dung cho IL-6, IL-8 & CXCL1) hoac AlphalLISA (hang PerkinElmer, My, da st
dung cho CCL2 & GM-CSF).

Thyc hién phép do ludng mARN xytokin bang cach st dung phan trng chudi triing hop
thoi gian thuc t& (RT-PCR). Tém lai 14, nhe nhang ly giai cac té bao hinh sao trong
thot gian 5 phat ¢ nhiét d phong trong 350ul dung dich dém ly giai (dém RLT chta
B-mercaptoetanol nong do 1%) va tach chiét 1dy ARN téng s bang cach st dung kit
RNeasy Microkit (74004, hang Qiagen, Thuy Si). Téng hgp cADN bang céach st dung
enzym phién ma nguoc SuperScript III reverse transcriptaza (18080-400, hang Life
Technology, Thuy Si). Panh gia mtc d6 biéu hién ctia mdi gen bang ky thuat g-PCR
trong hé théng may Real-time PCR Viia7 (hang Life Technology, Thuy Si). Cdc mau
do Tagman dugc mua cua hang Life Technology, Thuy Si. Phan tich mdi mau ba lan
va chuan hoa bang hypoxantin-guanin phosphoribosyltransferaza (hypoxanthine-
guanine phosphoribosyltransferase -HPRT). Danh gia ndng do cta céc protein IL6,
IL8, CXCLI ctia ngudi (ng/ml) trong dich ndi té bao hinh sao cta nguoi (10 ul) bang
HTRF (IL6: 62IL6PEC; IL8: 62IL8PEC; CXCL1: 6FGROPEG, hang Cisbio, Phap) va
nong do protein CCL2 cua ngudi (ng/ml) trong dich ndi té bao hinh sao cia ngudi
(Sul) béng AlphalLISA CCL2/MCP1 cta nguoi (AL244C, hang PerkinElmer, USA).

Thuc hién tit ca cac phép do theo su huéng dan cta nha san xuét.

Thu huyén phi té bao cta cic té bao hinh sao cta nguoi tir dich nudi cdy bam dinh str
dung PBS- EDTA ¢6 néng dd 5mM. bé nhudm mau ngoai bao, 1 cac té bao duoc voi
toan b IgG cua chudt bach trong thoi gian 10 phtt ¢ nhiét do 4°C trong dung dich
PBS BSA nong do 2%, va sau d6, nhudm voéi khang thé trong thoi gian 30 phut ¢ nhiét
d 4°C trong dung dich PBS BSA ndng d6 2%. Dé nhuém mau ndi bao, kha thim hoa
cac té bao bang dung dich Xytofix/Xytoperm (554714, hang BD Biosciences, Thuy S7)
trong thoi gian 20 phut ¢ nhiét do 4°C trudce khi G véi khang thé trong thoi gian 30
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phut & nhiét do 4°C. Sau khi loc qua dung cu loc c6 kich thudc 16 loc 1a 70pm, cac té
bao dugc thu 1én BDFortessa (hdng BD Biosciences, Thuy Si) va phan tich dit li€u
bing cach st dung phan mén FlowJo (hdng Tree Star Inc., USA).

Sau khi xtr Iy bang hop chét, rira cac té bao trong dung dich PBS (hang Sigma Aldrich,
Dirc) sau d6, ¢b dinh trong metanol 100% nudc d4 lanh trong thdi gian 10 phut. Ria
cac té bao 3 1an mdi 1an 5 phut trong PBS vo khuén, sau d6 kha thdm hoéa cac té bao
ndy bang cach @ véi Triton-X-100 ndng d6 0,2% (hing Sigma Aldrich, Dtic) trong
dung dich PBS trong thoi gian 5 phat & nhiét do phong. C6 dinh céc vi tri khong phan
g qua dém & nhiét do +4°C bing dung dich dém cb dinh chira 10% huyét thanh dé
binh thuong (hang Life Technology, USA) va 2% albumin huyét thanh bod (hing
Sigma Aldrich, Dtrc) trong dung dich PBS. Sau d6, u cac té bao nay trong khing thé
so cAp qua dém & nhiét do 4°C. Loai bé khang thé so cip va rira cic té bao 3 1an mdi
1an 5 phut trong PBS, sau d6 bd sung khang thé thir cip phat huynh quang trong thoi
gian 2 gid & nhiét do phong. Sau do, rira cac tAm che phu 5 1an mdi 1dn 5 phut trong
PBS va nhudém nguoc lai béng chit nhudm nhan Hoescht 34580. Cubi cung dat cac
tAm che phu ndy 1én lam kinh cuia kinh hién vi trong méi trudong gén VectashieldR
(hang Vector, UK) va c4c canh bén ciia tim che phii dwoc han kin bang son mong tay.
Chup anh céac té bao nay bang cach sir dung kinh hién vi quét laze dong tidu cu Zeiss
LSM 510 META str dung kinh hién vi nghich dao Axiovert 200M (hing Zeiss Ltd,
buec).

Két qua

Su d6i khang cta su kich thich TNF-o hodc IL-17A, hodc sy dong kich thich IL-
17A/TNF-a bang XAB4 dugc trinh bay trong cac Fig.21 A dén Fig.25 A. Su dbi
khang cua sy kich thich IL-1p hodc sw dong kich thich IL-17A/IL-1B bang XAB4
dugc trinh bay trong cac Fig.21B dén 25B.

Fig. 21 thé hién tac dong c6 tinh dbi khang 1én sy giai phong IL-6, Fig. 22 thé hién tac
dong c6 tinh dbi khang 1én su giai phong CXCL1, Fig. 23 thé hién tac dong c6 tinh dbi
khéang 1én IL-8, Fig. 24 thé hién tic dong c6 tinh di khang 1én GM-CSF va Fig. 25 thé
hién tac dong c6 tinh dbi khang lén CCL2.
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Xir Iy cac té bao hinh sao so cip cia ngudi véi cac ndng d6 ting din cua XAB4
(0,01nM, 0,InM InM va 10nM), c6 hoac khong cung véi IL-17A (50ng/ml), TNF-a
(10ng/ml), IL-1p, IL-17A/TNF-a va IL-1B/TNF-a. T4t ci cic ndéng do di st dung
duge chi ra trong cac fig. da néu. Cac dir liéu nay da biéu dién 13 dai dién ctia hai thi
nghiém cho XAB4 & néng do 0,01nM, va cuia ba thi nghiém cho XAB4 & cac nﬁ”)ng do
0,1nM, 1nM valOnM. Céc gié tri dugce biéu dién 12 gia tri trung binh + S.E.M.

Nhu dugce nhin thdy trong Fig. 21A, XAB4 (& tit ca cac ndng do) cb tic dong ddi
khang, so v6i ca dbi chimg va isotyp, 1én su giai phong IL-6 tir cac té bao hinh sao
duogc kich thich bing IL-17A, hodc IL-17A/TNF-0. Nong d6 IL-6 (ng/ml) dugc biéu
dién béng truc y va néng d6 cia XAB4 duoc biéu dién trén truc x (0, tic 1a ddi ching,
0,01nM, 0,1nM 1nM va 10nM) cho mdi tip hop dit liéu, va 10nM cho isotyp. Tap hop
dir liéu & phia bén trai d& cip dén cac té bao khong bi kich thich, tip hop dit lidu tiép
theo d& cap dén cac t& bao bi kich thich bing TNF-a (10ng/ml), tip hop dir lidu tiép
theo dé& cap dén cac té bao bi kich thich bang IL-17A (50ng/ml) va tap hop dit liéu
cubi cling dé cip dén cac té bao bi kich thich dong thdi bing TNF-a (10ng/ml) va IL-
17A (50ng/ml). Tap hop dit liéu cudi c6 mirc chia ciia truc y cao hon gip khoang 10
lan. Nhu duge nhin thdy trong Fig. 21B, XAB4 (& tit ca cic ndng dd) khong c6 tic
dong dbi khang 16n cac t& bao bi kich thich bang IL-1p (0,1ng/ml) hodc bi kich thich
ddng thoi bang IL-1p (0,1ng/ml) va IL-17A (50ng/ml), so sanh vd&i isotyp.

Nhu duge nhin thy trong Fig.22A, XAB4 (& tit ca cac ndng dd) co tac dong dbi
khang, khi so sanh véi ca déi ching va isotyp, 1én su giai phong CXCL1 tir cac té bao
hinh sao dugc kich thich br?lng IL-17A, hodc IL-17A/TNF-a. Cac nff)ng do CXCL1
(ng/ml) duogc biéu dién bang truc y va cac ndng do ctia XAB4 duoc biéu dién trén truc
x (0, tac la néng do dbi ching, 0,01nM, 0,1nM 1nM va 10nM) cho mdi tap hop dit
liéu, va 10nM cho isotyp. Tap hop dit lidu & phia bén trai d& cap dén cac té bao khong
bi kich thich, tap hop dit liéu tiép theo dé cap dén cac t& bao duge kich thich bing
TNF-a (10ng/ml), tap hop di liéu tiép theo d& cap dén cac té bao dugc kich thich bang
IL-17A (50ng/ml) va tip hop dir liéu cudi dé cap dén cac té bao duoc kich thich dong
thoi bing TNF-a (10ng/ml) va IL-17A (50ng/ml). Tap hop dit liéu cubi c6 mirc chia
ctia truc y cao hon khoang 10 1dn. Nhu duoc nhin thiy trong Fig.22B, XAB4 (& tat ca

-164-



27341

cac ndng do) khong c6 tac dong dbi khang 1én cac té bao dugce kich thich bang IL-1B
(0,1ng/ml) hodic dwgc kich thich ddng thoi bing IL-1B (0,lng/ml) va IL-17A
(50ng/ml), so sanh vdi isotyp.

Nhu duge nhin thiy trong Fig.23A, XAB4 (& tit ca cac ndéng do) cé tic dong dbi
khang, so sanh véi dbi ching, 1én su giai phong IL-8 tir cac t& bao hinh sao dugce kich
thich bang IL-17A, hoic IL-17A/TNF-a. So sanh véi isotyp, XAB4 (0,1nM, 1nM va
10nM) ¢6 tac dong dbi khang 1én sy giai phong IL-8. Cac ndng d6 IL-8 (ng/ml) dugc
biéu dién béng truc y va céc néng do cia XAB4 dugc biéu dién trén truc x (0, tic 1a
ndng d6 dbi chimg, 0,01nM, 0,1nM 1nM va 10nM) cho mdi tip hop dit lidu, va 10nM
v6i isotyp. Tép hop dir liéu & phia bén trai d& cap dén cac té bao khong bi kich thich,
tap hop dir liu tiép theo dé cap dén cac té bao dugce kich thich bang TNF-a (10ng/ml),
tap hop dit liéu tiép theo d& cap dén cac té bao dugc kich thich biang IL-17A (50ng/ml)
va tap hop dit liéu cubi d& cap dén cac té bao dugc kich thich déng thoi bang TNF-a
(10ng/ml) va IL-17A (50ng/ml). Tap hop dit liéu cubi c6 mirc chia ciia truc y cao hon
gép khoang 5 lan. Nhu dugc nhin thiy trong Fig.23B, XAB4 (& tit ca cac ndng do)
khong c6 tac dong di khang 1én cac té bao duge kich thich bang IL-1p (0,1ng/ml)
hodic dugc kich thich dong thoi bang IL-1p (0,1ng/ml) va IL-17A (50ng/ml), so sanh

v6i isotyp.

Nhu duge nhin thiy trong Fig.24A, XAB4 (& tit ca cac ndng dd) co tac dong d6i
khang, khi so sanh véi ca dbi chung va isotyp, 1én su giai phong ciia GM-CSF tir cac
té bao hinh sao duoc kich thich bﬁng IL-17A/TNF-a. XAB4 (0,1nM, 1nM va 10nM)
c6 tac dong dbi khang 1én sy giai phong GM-CSF tir cac té bao hinh sao duge kich
thich bang IL-17A, so sanh vé6i isotyp va ddi ching. Cac ndng dd cia GM-CSF
(ng/ml) dugc biéu dién bang truc y va cac ndng d cia XAB4 duogc biéu dién trén truc
x (0, tirc 1a ndng d6 ddi chung, 0,01nM, 0,1nM 1nM va 10nM) cho mdi tap hop dit
liéu, va 10nM véi isotyp. TAp hop dit lidu & phia bén trai d& cap dén cac té bao khong
bi kich thich, tdp hop dit liéu tip theo d& cip dén cac té bao dugc kich thich bing
TNF-a (10ng/ml), tap hop dit lidu tiép theo dé cap dén cac té bao dugc kich thich bang
IL-17A (50ng/ml) va tap hop dir liéu cudi dé& cap dén cac té bao duge kich thich dong
thoi bang TNF-a (10ng/ml) va IL-17A (50ng/ml). Nhu duoc nhin thdy trong Fig.24B,

XAB4 (& tit ca cac ndng do) khong ¢ hodc c6 it tac dong ddi lap 1én cac té bao dugc
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kich thich biang IL-1B (0,lng/ml) hodc duoc kich thich ddng thoi bang IL-1pB
(0,1ng/ml) va IL-17A (50ng/ml), so sanh véi isotyp.

Nhu dugc nhin thdy trong Fig.25A, XAB4 (& tht ca cic ndng dd) co tac dong ddi
khang, khi so sanh v&i ca ddi ching va isotyp, 1én sw giai phong ciia CCL2 tir cac té
bao hinh sao duoc kich thich bang IL-17A. XAB4 (0,1nM, 1nM va 10nM) c6 tac dong
d6i khang 1én sy giai phong CCL2 tir cac té bao hinh sao duge kich thich bang IL-
17A/TNF-q, so sanh véi isotyp va déi chimg. Cac ndng d6 CCL2 (ng/ml) dugc biéu
di&n bang truc y va céc ndng do ciia XAB4 duoc biéu dién trén truc x (0, tirc 1a nong
do dbi ching, 0,0InM, 0,1nM 1nM va 10nM) cho mdi tap hop dir li€u, va 10nM véi
isotyp. Tap hop dit liéu & phia bén trai dé cip dén cac té bao khong bi kich thich, tap
hop dit lidu tiép theo d& cip dén cac té bao duge kich thich bang TNF-a (10ng/ml), tap
hop dir liéu tiép theo dé cap dén cac té bao dugc kich thich bang IL-17A (50ng/ml) va
tap hop dir liéu cudi d& cip dén cac té bao dugc kich thich dong thoi bang TNF-a
(10ng/ml) va IL-17A (50ng/ml). Nhu dugc nhin thdy trong Fig.25B, XAB4 (& tit ca
cac ndng do) khong co tac dong dbi khang on cac té bao duge kich thich bing IL-1pB
(0,1ng/ml) hoic duoc kich thich dong thoi bang IL-1B (0,Ing/ml) va IL-17A
(50ng/ml), so sanh véi isotyp.

Téng hop lai v6i nhau, cac dir liéu nay da goi y rang su @c ché chon loc su truyén tin
hiéu IL-17A bing XAB4 lam giam ndng do cua xytokin trudc viém trong cac té bao
hinh sao cta ngudi. Trong truong hop bénh 1y, cac té bao hinh sao dugc du doan 1a
g6p phan gy ra mot loat cac rbi loan vé tdm than, than kinh va thoai hoa than kinh,
trong d6 vai trd ctia chiing trong bénh viém than kinh c6 kha ning 13 quan trong. Do
XAB4 dugc chiing minh 1a ¢6 tac dong 1€n sy sdn xuét IL-6, CXCL1, IL-8, GM-CSF,
va CCL2 cta cac té bao hinh sao, XAB4 c6 thé 1a mot chat diéu tri bénh hitu ich, nhu
1a dé diéu tri bénh da xo cting (MS).

Thong tin trinh tu

Céc dit liéu trinh ty li€n quan t6i XABI1, XAB2, XAB3, XAB4 va XABS5 sau day dugc
tom tit dé dé dang tham khao.
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Bang 1md ta trinh tu axit amin (cic SEQ ID NO) ctia chudi ning va chudi nhe day da
chiéu dai cua, vi du, XAB1, XAB2, XAB3, XAB4 va XABS.

Céc khang thé XAB1, XAB2, XAB3, XAB4 hoic XAB5 c6 thé dugc tao ra bing cach
str dung cac quy trinh san xuit va tinh sach khang thé tai t6 hop théng thudng. Vi du,
trinh ty ma hoa nhu dugc mo ta trong bang 3 hodc Bang 4 dugc tach dong thanh vecto

san xuat cho su bi€u hién tai td hgp trong dong t€ bao san xuat la dong vit co viL.

Bang 5 tom tét trinh tw axit amin cta ving bién d6i chudi ning (V) va chudi nhe (Vi)
ctia XAB1, XAB2, XAB3, XAB4 hoic XABS5, ma c6 thé dugc sir dung dé tao ra cac
khéng thé dang kham tir XAB1, XAB2, XAB3, XAB4 hoic XABS.

Bang 6 tom tit trinh tu CDR ¢6 ich cia XAB1, XAB2, XAB3, XAB4 va XABS5 (cong
v6i trinh tu lién tmg) dé tao ra cac khang thé ghép véi viing CDR clia khang thé khac,
trong d6 ving CDR nay tir XAB1, XAB2, XAB3, XAB4 va XABS5 dugc xéc dinh theo
su xac dinh Kabat.

Bang 6 tom tit trinh tu CDR ¢6 ich cia XAB1, XAB2, XAB3, XAB4 va XABS5 (cong
v6i trinh tu lién tng) dé tao ra cac khang thé ghép véi ving CDR ciia khing thé khac,
trong d6 ving CDR nay tir XAB1, XAB2, XAB3, XAB4 va XABS5 dugc x4c dinh theo

su xac dinh Chothia.

T4t ca trinh tu duoc d& cip dén trong ban md ta (cac SEQ ID NO) duoc tim thdy trong
bang 36.

DANH MUC TRINH TU

Cac axit amin va trinh tu nucleotit hitu ich cho viéc thuc hién séng ché duge tim théy

trong bang 36.

Bang 36. Danh muc trinh tu

Khéang thé/Manh M sb nhén | Trinh ty axit amin hoc trinh tu polynucleotit (PN)
biét trinh
tu
(SEQID
NO:)
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XAB1, CDRHI 1 GFTFSSY

(CHOTHIA)

XAB1, CDRH2 2 KQDGSE

(CHOTHIA)

XAB1, CDRI3 3 DRGSLYY

(CHOTHIA)

XAB1, CDRL1 4 SQGIISA

(CHOTHIA)

XAB1, CDRL2 5 DAS

(CHOTHIA)

XAB1, CDRL3 6 FNSYPL

(CHOTHIA)

XAB1, CDRHI 7 SYWMS

(KABAT)

XAB1, CDRH2 8 NIKQDGSEKYYVDSVKG

(KABAT)

XAB1, CDRH3 3 DRGSLYY

(KABAT)

XAB1, CDRL1 9 RPSQGIISALA

(KABAT)

XAB1, CDRL2 10 DASSLEN

(KABAT)

XAB1, CDRL3 11 QQFNSYPLT

(KABAT)

XAB1, VH 12 EVQLVESGGDLVQPGGSLRLSCAASGFTFSS
YWMSWVRQAPGKGLEWVANIKQDGSEKY
YVDSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAE
DTAVYYCARDRGSLYYWGQGTLVTVSS

XABI, VL 13 AIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRPSQGIISAL
AWYQQKPGKAPKLLIYDASSLENGVPSRFSG
SGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQFNSYPL
TFGGGTKVEIK

XAB1, CHUOI 14 EVQLVESGGDLVQPGGSLRLSCAASGFTFSS

NANG YWMSWVRQAPGKGLEWVANIKQDGSEKY
YVDSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAE
DTAVYYCARDRGSLYYWGQGTLVTVSSAST
KGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFP
EPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSL
SSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDK
RVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSV
LTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTI
SKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTC
LVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVL
DSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVM
HEALHNHYTQKSLSLSPGK

XAB1, CHUOI 15 AIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRPSQGIISAL
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NHE

AWYQQKPGKAPKLLIYDASSLENGVPSRFSG
SGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQFNSYPL
TFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSG
TASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSG
NSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

PN MA HOA SEQ
ID NO: 12

16

GAGGTGCAGCTGGTCGAGTCTGGCGGCGA
CCTGGTGCAGCCTGGCGGCAGCCTGAGAC
TGAGCTGCGCCGCCAGCGGCTTCACCTTCA
GCAGCTACTGGATGTCCTGGGTCCGCCAG
GCCCCTGGCAAAGGCCTCGAATGGGTGGC
CAACATCAAGCAGGACGGCAGCGAGAAGT
ACTACGTGGACAGCGTGAAGGGCCGGTTC
ACCATCAGCCGGGACAACGCCAAGAACAG
CCTGTACCTGCAGATGAACAGCCTGCGGG
CCGAGGACACCGCCGTGTACTACTGCGCC
AGGGACCGGGGCAGCCTGTACTATTGGGG
CCAGGGCACCCTGGTCACCGTGTCCAGC

PN MA HOA SEQ
ID NO: 13

17

GCCATCCAGTTGACCCAGTCTCCATCCTCC
CTGTCTGCATCTGTGGGAGACAGAGTCAC
CATCACTTGCCGGCCAAGTCAGGGCATTAT
CAGTGCTTTAGCCTGGTATCAGCAGAAAC
CAGGGAAAGCTCCTAAGCTCCTGATCTAT
GATGCCTCCAGTTTGGAAAATGGGGTCCC
ATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGA
CAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGC
AGCCTGAAGATTTTGCAACTTATTACTGTC
AACAGTTTAATAGTTACCCTCTCACTITCG
GCGGAGGGACCAAGGTGGAGATCAAA

PN MA HOA SEQ
ID NO: 14

18

GAGGTGCAGCTGGTCGAGTCTGGCGGCGA
CCTGGTGCAGCCTGGCGGCAGCCTGAGAC
TGAGCTGCGCCGCCAGCGGCTTCACCTTCA
GCAGCTACTGGATGTCCTGGGTCCGCCAG
GCCCCTGGCAAAGGCCTCGAATGGGTGGC
CAACATCAAGCAGGACGGCAGCGAGAAGT
ACTACGTGGACAGCGTGAAGGGCCGGTTC
ACCATCAGCCGGGACAACGCCAAGAACAG
CCTGTACCTGCAGATGAACAGCCTGCGGG
CCGAGGACACCGCCGTGTACTACTGCGCC
AGGGACCGGGGCAGCCTGTACTATTGGGG
CCAGGGCACCCTGGTCACCGTGTCCAGCG
CTAGCACCAAGGGCCCCAGCGTGTTCCCC
CTGGCCCCCAGCAGCAAGAGCACCAGCGG
CGGCACAGCCGCCCTGGGCTGCCTGGTGA
AGGACTACTTCCCCGAGCCCGTGACCGTGT
CCTGGAACAGCGGAGCCCTGACCTCCGGC
GTGCACACCTTCCCCGCCGTGCTGCAGAGC
AGCGGCCTGTACAGCCTGTCCAGCGTGGT
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GACAGTGCCCAGCAGCAGCCTGGGCACCC
AGACCTACATCTGCAACGTGAACCACAAG
CCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGT
GGAGCCCAAGAGCTGCGACAAGACCCACA
CCTGCCCCCCCTGCCCAGCCCCAGAGCTGC
TGGGCGGACCCTCCGTGTTCCTGTTCCCCC
CCAAGCCCAAGGACACCCTGATGATCAGC
AGGACCCCCGAGGTGACCTGCGTGGTGGT
GGACGTGAGCCACGAGGACCCAGAGGTGA
AGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAG
GTGCACAACGCCAAGACCAAGCCCAGAGA
GGAGCAGTACAACAGCACCTACAGGGTGG
TGTCCGTGCTGACCGTGCTGCACCAGGACT
GGCTGAACGGCAAGGAATACAAGTGCAAG
GTCTCCAACAAGGCCCTGCCAGCCCCCATC
GAAAAGACCATCAGCAAGGCCAAGGGCCA
GCCACGGGAGCCCCAGGTGTACACCCTGC
CCCCCTCCCGGGAGGAGATGACCAAGAAC
CAGGTGTCCCTGACCTGTCTGGTGAAGGG
CTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTG
GGAGAGCAACGGCCAGCCCGAGAACAACT
ACAAGACCACCCCCCCAGTGCTGGACAGC
GACGGCAGCTTCTTCCTGTACAGCAAGCTG
ACCGTGGACAAGTCCAGGTGGCAGCAGGG
CAACGTGTTCAGCTGCAGCGTGATGCACG
AGGCCCTGCACAACCACTACACCCAGAAG
AGCCTGAGCCTGTCCCCCGGCAAG

PN MA HOA SEQ
ID NO: 15

19

GCCATCCAGTTGACCCAGTCTCCATCCTCC
CTGTCTGCATCTGTGGGAGACAGAGTCAC
CATCACTTGCCGGCCAAGTCAGGGCATTAT
CAGTGCTTTAGCCTGGTATCAGCAGAAAC
CAGGGAAAGCTCCTAAGCTCCTGATCTAT
GATGCCTCCAGTTTGGAAAATGGGGTCCC
ATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGA
CAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGC
AGCCTGAAGATTTTGCAACTTATTACTGTC
AACAGTTTAATAGTTACCCTCTCACTTTCG
GCGGAGGGACCAAGGTGGAGATCAAACGT
ACGGTGGCCGCTCCCAGCGTGTTCATCTITC
CCCCCCAGCGACGAGCAGCTGAAGAGCGG
CACCGCCAGCGTGGTGTGCCTGCTGAACA
ACTTCTACCCCCGGGAGGCCAAGGTGCAG
TGGAAGGTGGACAACGCCCTGCAGAGCGG
CAACAGCCAGGAGAGCGTCACCGAGCAGG
ACAGCAAGGACTCCACCTACAGCCTGAGC
AGCACCCTGACCCTGAGCAAGGCCGACTA
CGAGAAGCATAAGGTGTACGCCTGCGAGG
TGACCCACCAGGGCCTGTCCAGCCCCGTG
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ACCAAGAGCTTCAACAGGGGCGAGTGC

XAB2, CDRH]1 1 GFTFSSY

(CHOTHIA)

XAB2, CDRH2 2 KQDGSE

(CHOTHIA)

XAB2, CDRH3 3 DRGSLYY

(CHOTHIA)

XAB2, CDRL1 20 SQVIISA

(CHOTHIA)

XAB2, CDRL2 5 DAS

(CHOTHIA)

XAB2, CDRL3 21 FDSYPL

(CHOTHIA)

XAB2, CDRH]1 7 SYWMS

(KABAT)

XAB2, CDRH2 8 NIKQDGSEKYYVDSVKG

(KABAT)

XAB2, CDRH3 3 DRGSLYY

(KABAT)

XAB2, CDRL1 22 RPSQVIISALA

(KABAT)

XAB2, CDRL2 23 DASSLEQ

(KABAT)

XAB2, CDRL3 24 QQFDSYPLT

(KABAT)

XAB2, VH 12 EVQLVESGGDLVQPGGSLRLSCAASGFTFSS
YWMSWVRQAPGKGLEWVANIKQDGSEKY
YVDSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAE
DTAVYYCARDRGSLYYWGQGTLVTVSS

XAB2, VL 25 AIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRPSQVIISAL
AWYQQKPGKAPKLLIYDASSLEQGVPSRFSG
SVSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQFDSYPL
TFGGGTKVEIK

XAB2, CHUOI 14 EVQLVESGGDLVQPGGSLRLSCAASGFTFSS

NANG YWMSWVRQAPGKGLEWVANIKQDGSEKY

YVDSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAE
DTAVYYCARDRGSLYYWGQGTLVTVSSAST
KGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFP

EPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSL
SSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTK VDK

RVEPKSCDK THTCPPCPAPELLGGPSVFLFPP

KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSV

LTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTI
SKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTC
LVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVL
DSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVM
HEALHNHYTQKSLSLSPGK
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XAB2, CHUOI 26 AIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRPSQVIISAL
NHE AWYQQKPGKAPKLLIYDASSLEQGVPSRFSG
SVSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQFDSYPL
TFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSG
TASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSG
NSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

PN MA HOA SEQ |16 GAGGTGCAGCTGGTCGAGTCTGGCGGCGA
ID NO: 12 CCTGGTGCAGCCTGGCGGCAGCCTGAGAC
TGAGCTGCGCCGCCAGCGGCTTCACCTTCA
GCAGCTACTGGATGTCCTGGGTCCGCCAG
GCCCCTGGCAAAGGCCTCGAATGGGTGGC
CAACATCAAGCAGGACGGCAGCGAGAAGT
ACTACGTGGACAGCGTGAAGGGCCGGTTC
ACCATCAGCCGGGACAACGCCAAGAACAG
CCTGTACCTGCAGATGAACAGCCTGCGGG
CCGAGGACACCGCCGTGTACTACTGCGCC
AGGGACCGGGGCAGCCTGTACTATTGGGG
CCAGGGCACCCTGGTCACCGTGTCCAGC

PN MA HOA SEQ |27 GCCATCCAGCTGACCCAGAGCCCCAGCAG
ID NO: 25 CCTGAGCGCCAGCGTGGGCGACAGAGTGA
CCATCACCTGTCGGCCCAGCCAGGTCATCA
TCAGCGCCCTGGCCTGGTATCAGCAGAAG
CCTGGCAAGGCCCCCAAGCTGCTGATCTA
CGACGCCAGCTCCCTGGAACAGGGCGTGC
CCAGCCGGTTCAGCGGCAGCGTGTCCGGC
ACCGACTTCACCCTGACCATCAGCTCCCTG
CAGCCCGAGGACTTCGCCACCTACTACTGC
CAGCAGTTCGACAGCTACCCCCTGACCTTC
GGCGGAGGCACCAAGGTGGAAATCAAG

PN MA HOA SEQ |18 GAGGTGCAGCTGGTCGAGTCTGGCGGCGA
ID NO: 14 CCTGGTGCAGCCTGGCGGCAGCCTGAGAC
TGAGCTGCGCCGCCAGCGGCTTCACCTTCA
GCAGCTACTGGATGTCCTGGGTCCGCCAG
GCCCCTGGCAAAGGCCTCGAATGGGTGGC
CAACATCAAGCAGGACGGCAGCGAGAAGT
ACTACGTGGACAGCGTGAAGGGCCGGTTC
ACCATCAGCCGGGACAACGCCAAGAACAG
CCTGTACCTGCAGATGAACAGCCTGCGGG
CCGAGGACACCGCCGTGTACTACTGCGCC
AGGGACCGGGGCAGCCTGTACTATTGGGG
CCAGGGCACCCTGGTCACCGTGTCCAGCG
CTAGCACCAAGGGCCCCAGCGTGTTCCCC
CTGGCCCCCAGCAGCAAGAGCACCAGCGG
CGGCACAGCCGCCCTGGGCTGCCTGGTGA
AGGACTACTTCCCCGAGCCCGTGACCGTGT
CCTGGAACAGCGGAGCCCTGACCTCCGGC
GTGCACACCTTCCCCGCCGTGCTGCAGAGC
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AGCGGCCTGTACAGCCTGTCCAGCGTGGT
GACAGTGCCCAGCAGCAGCCTGGGCACCC
AGACCTACATCTGCAACGTGAACCACAAG
CCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGT
GGAGCCCAAGAGCTGCGACAAGACCCACA
CCTGCCCCCCCTGCCCAGCCCCAGAGCTGC
TGGGCGGACCCTCCGTGTTCCTGTTCCCCC
CCAAGCCCAAGGACACCCTGATGATCAGC
AGGACCCCCGAGGTGACCTGCGTGGTGGT
GGACGTGAGCCACGAGGACCCAGAGGTGA
AGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAG
GTGCACAACGCCAAGACCAAGCCCAGAGA
GGAGCAGTACAACAGCACCTACAGGGTGG
TGTCCGTGCTGACCGTGCTGCACCAGGACT
GGCTGAACGGCAAGGAATACAAGTGCAAG
GTCTCCAACAAGGCCCTGCCAGCCCCCATC
GAAAAGACCATCAGCAAGGCCAAGGGCCA
GCCACGGGAGCCCCAGGTGTACACCCTGC
CCCCCTCCCGGGAGGAGATGACCAAGAAC
CAGGTGTCCCTGACCTGTCTGGTGAAGGG
CTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTG
GGAGAGCAACGGCCAGCCCGAGAACAACT
ACAAGACCACCCCCCCAGTGCTGGACAGC
GACGGCAGCTTCTTCCTGTACAGCAAGCTG
ACCGTGGACAAGTCCAGGTGGCAGCAGGG
CAACGTGTTCAGCTGCAGCGTGATGCACG
AGGCCCTGCACAACCACTACACCCAGAAG
AGCCTGAGCCTGTCCCCCGGCAAG

PN MA HOA SEQ
ID NO: 26

28

GCCATCCAGCTGACCCAGAGCCCCAGCAG
CCTGAGCGCCAGCGTGGGCGACAGAGTGA
CCATCACCTGTCGGCCCAGCCAGGTCATCA
TCAGCGCCCTGGCCTGGTATCAGCAGAAG
CCTGGCAAGGCCCCCAAGCTGCTGATCTA
CGACGCCAGCTCCCTGGAACAGGGCGTGC
CCAGCCGGTTCAGCGGCAGCGTGTCCGGC
ACCGACTTCACCCTGACCATCAGCTCCCTG
CAGCCCGAGGACTTCGCCACCTACTACTGC
CAGCAGTTCGACAGCTACCCCCTGACCTTC
GGCGGAGGCACCAAGGTGGAAATCAAGCG
TACGGTGGCCGCTCCCAGCGTGTTCATCTT
CCCCCCCAGCGACGAGCAGCTGAAGAGCG
GCACCGCCAGCGTGGTGTGCCTGCTGAAC
AACTTCTACCCCCGGGAGGCCAAGGTGCA
GTGGAAGGTGGACAACGCCCTGCAGAGCG
GCAACAGCCAGGAGAGCGTCACCGAGCAG
GACAGCAAGGACTCCACCTACAGCCTGAG
CAGCACCCTGACCCTGAGCAAGGCCGACT
ACGAGAAGCATAAGGTGTACGCCTGCGAG
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GTGACCCACCAGGGCCTGTCCAGCCCCGT
GACCAAGAGCTTCAACAGGGGCGAGTGC

PN BIEN DOI MA
HOA SEQ ID NO:
12

29

GAGGTGCAGCTGGTGGAATCAGGAGGCGA
CCTGGTGCAGCCTGGCGGCTCACTGAGAC
TGAGCTGCGCCGCTAGTGGCTTCACCTTTA
GTAGCTACTGGATGAGCTGGGTGCGACAG
GCCCCTGGCAAGGGACTGGAGTGGGTGGC
CAATATTAAGCAGGACGGCTCAGAGAAGT
ACTACGTGGACTCAGTGAAGGGCCGGTTC
ACTATTAGCCGGGATAACGCTAAGAATAG
CCTGTACCTGCAGATGAATAGCCTGAGAG
CCGAGGACACCGCCGTGTACTACTGCGCT
AGAGATAGAGGCTCACTGTACTACTGGGG
CCAGGGCACCCTGGTGACAGTGTCTTICT

PN BIEN BDOI MA
HOA SEQ ID NO:
25

30

GCTATTCAGCTGACTCAGTCACCTAGTAGC
CTGAGCGCTAGTGTGGGCGATAGAGTGAC
TATCACCTGTAGACCTAGTCAGGTGATCAT
TAGCGCCCTGGCCTGGTATCAGCAGAAGC
CCGGCAAGGCCCCTAAGCTGCTGATCTAC
GACGCTAGTAGTCTGGAACAGGGCGTGCC
CTCTAGGTTTAGCGGCTCAGTGTCAGGCAC
CGACTTCACCCTGACTATTAGTAGCCTGCA
GCCCGAGGACTTCGCTACCTACTACTGTCA
GCAGTTCGATAGCTACCCCCTGACCTTCGG
CGGAGGCACTAAGGTGGAAATCAAG

PN BIEN DOI MA
HOA SEQ ID NO:
14

31

GAGGTGCAGCTGGTGGAATCAGGAGGCGA
CCTGGTGCAGCCTGGCGGCTCACTGAGAC
TGAGCTGCGCCGCTAGTGGCTTCACCTITA
GTAGCTACTGGATGAGCTGGGTGCGACAG
GCCCCTGGCAAGGGACTGGAGTGGGTGGC
CAATATTAAGCAGGACGGCTCAGAGAAGT
ACTACGTGGACTCAGTGAAGGGCCGGTTC
ACTATTAGCCGGGATAACGCTAAGAATAG
CCTGTACCTGCAGATGAATAGCCTGAGAG
CCGAGGACACCGCCGTGTACTACTGCGCT
AGAGATAGAGGCTCACTGTACTACTGGGG
CCAGGGCACCCTGGTGACAGTGTCTTCTGC
TAGCACCAAGGGCCCAAGTGTCTTTCCCCT
GGCCCCCAGCAGCAAGTCCACAAGCGGAG
GCACTGCAGCTCTGGGTTGTCTGGTGAAG
GACTACTTCCCCGAGCCCGTGACAGTGTCC
TGGAACAGCGGAGCCCTGACCTCCGGCGT
GCACACCTTCCCCGCCGTGCTGCAGAGCA
GCGGCCTGTACAGCCTGAGCAGCGTCGTG
ACTGTGCCTAGTTCCAGCCTGGGCACCCAG
ACCTATATCTGCAACGTGAACCACAAGCC
CAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTGG
AGCCCAAGAGCTGCGACAAGACCCACACC
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TGCCCCCCCTGCCCAGCTCCAGAACTGCTG
GGAGGACCCAGCGTGTTCCTGTTCCCCCCC
AAGCCCAAGGACACCCTGATGATCAGCAG
GACCCCCGAGGTGACCTGCGTGGTGGTGG
ACGTGTCCCACGAGGACCCAGAGGTGAAG
TTCAACTGGTACGTGGACGGGGTGGAGGT
GCACAACGCCAAGACCAAGCCCAGAGAGG
AGCAGTACAACAGCACCTACAGGGTGGTG
TCCGTCCTGACAGTGCTGCACCAGGATTGG
CTGAACGGCAAAGAATACAAGTGCAAAGT
CTCCAACAAGGCCCTGCCAGCCCCAATCG
AAAAGACAATCAGCAAGGCCAAGGGCCA
GCCACGGGAGCCCCAGGTGTACACCCTGC
CCCCCAGCCGGGAGGAGATGACCAAGAAC
CAGGTGTCCCTGACCTGTCTGGTGAAGGG
CTTCTACCCCAGCGATATCGCCGTGGAGTG
GGAGAGCAACGGCCAGCCCGAGAACAACT
ACAAGACCACCCCCCCAGTGCTGGACAGC
GACGGCAGCTTCTTCCTGTACAGCAAGCTG
ACCGTGGACAAGTCCAGGTGGCAGCAGGG
CAACGTGTTCAGCTGCAGCGTGATGCACG
AGGCCCTGCACAACCACTACACCCAGAAG
TCCCTGAGCCTGAGCCCCGGCAAG

PN BIEN BOI MA
HOA SEQ ID NO:
26

32

GCTATTCAGCTGACTCAGTCACCTAGTAGC
CTGAGCGCTAGTGTGGGCGATAGAGTGAC
TATCACCTGTAGACCTAGTCAGGTGATCAT
TAGCGCCCTGGCCTGGTATCAGCAGAAGC
CCGGCAAGGCCCCTAAGCTGCTGATCTAC
GACGCTAGTAGTCTGGAACAGGGCGTGCC
CTCTAGGTTTAGCGGCTCAGTGTCAGGCAC
CGACTTCACCCTGACTATTAGTAGCCTGCA
GCCCGAGGACTTCGCTACCTACTACTGTCA
GCAGTTCGATAGCTACCCCCTGACCTTCGG
CGGAGGCACTAAGGTGGAAATCAAGCGTA
CGGTGGCCGCTCCCAGCGTGTTCATCTTCC
CCCCCAGCGACGAGCAGCTGAAGAGCGGC
ACCGCCAGCGTGGTGTGCCTGCTGAACAA
CTTCTACCCCCGGGAGGCCAAGGTGCAGT
GGAAGGTGGACAACGCCCTGCAGAGCGGC
AACAGCCAGGAGAGCGTCACCGAGCAGGA
CAGCAAGGACTCCACCTACAGCCTGAGCA
GCACCCTGACCCTGAGCAAGGCCGACTAC
GAGAAGCATAAGGTGTACGCCTGCGAGGT
GACCCACCAGGGCCTGTCCAGCCCCGTGA
CCAAGAGCTTCAACAGGGGCGAGTGC

XAB3, CDRHI
(CHOTHIA)

GFTFSSY

XAB3, CDRH2

KQDGSE
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(CHOTHIA)

XAB3, CDRH3 3 DRGSLYY

(CHOTHIA)

XAB3, CDRLI 33 SQGIYWE

(CHOTHIA)

XAB3, CDRL2 5 DAS

(CHOTHIA)

XAB3, CDRL3 6 FNSYPL

(CHOTHIA)

XAB3, CDRHI 7 SYWMS

(KABAT)

XAB3, CDRH2 8 NIKQDGSEKYYVDSVKG

(KABAT)

XAB3, CDRI3 3 DRGSLYY

(KABAT)

XAB3, CDRLI 34 RPSQGIYWELA

(KABAT)

XAB3, CDRL2 23 DASSLEQ

(KABAT)

XAB3, CDRL3 11 QQFNSYPLT

(KABAT)

XAB3, VH 12 EVQLVESGGDLVQPGGSLRLSCAASGFTFSS
YWMSWVRQAPGKGLEWVANIKQDGSEKY
YVDSVKGRFTISRDNAKNSL YLQMNSLRAE
DTAVYYCARDRGSLYYWGQGTLVTVSS

XAB3, VL 35 AIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRPSQGIYWE
LAWYQQKPGKAPKLLIYDASSLEQGVPSRFS
GSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQFNSYP
LTFGGGTKVEIK

XAB3, CHUOI 14 EVQLVESGGDLVQPGGSLRLSCAASGFTFSS

NANG YWMSWVRQAPGKGLEWVANIKQDGSEKY
YVDSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAE
DTAVYYCARDRGSLYYWGQGTLVTVSSAST
KGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFP
EPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSL
SSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDK
RVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSV
LTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTI
SKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTC
LVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVL
DSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVM
HEALHNHYTQKSLSLSPGK

XAB3, CHUOI 36 AIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRPSQGIYWE

NHE LAWYQQKPGKAPKLLIYDASSLEQGVPSRFS

GSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQFNSYP

LTFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKS
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GTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQS
GNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYE
KHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

PN MA HOA SEQ
ID NO: 12

16

GAGGTGCAGCTGGTCGAGTCTGGCGGCGA
CCTGGTGCAGCCTGGCGGCAGCCTGAGAC
TGAGCTGCGCCGCCAGCGGCTTCACCTTCA
GCAGCTACTGGATGTCCTGGGTCCGCCAG
GCCCCTGGCAAAGGCCTCGAATGGGTGGC
CAACATCAAGCAGGACGGCAGCGAGAAGT
ACTACGTGGACAGCGTGAAGGGCCGGTTC
ACCATCAGCCGGGACAACGCCAAGAACAG
CCTGTACCTGCAGATGAACAGCCTGCGGG
CCGAGGACACCGCCGTGTACTACTGCGCC
AGGGACCGGGGCAGCCTGTACTATTGGGG
CCAGGGCACCCTGGTCACCGTGTCCAGC

PN MA HOA SEQ
ID NO: 35

37

GCCATCCAGCTGACCCAGAGCCCCAGCAG
CCTGAGCGCCAGCGTGGGCGACAGAGTGA
CCATCACCTGTCGGCCCAGCCAGGGCATCT
ACTGGGAGCTGGCCTGGTATCAGCAGAAG
CCTGGCAAGGCCCCCAAGCTGCTGATCTA
CGACGCCAGCTCCCTGGAACAGGGCGTGC
CCAGCCGGTTCAGCGGCAGCGGATCCGGC
ACCGACTTCACCCTGACCATCAGCTCCCTG
CAGCCCGAGGACTTCGCCACCTACTACTGC
CAGCAGTTCAACAGCTACCCCCTGACCTTC
GGCGGAGGCACCAAGGTGGAAATCAAG

PN MA HOA SEQ
ID NO: 14

18

GAGGTGCAGCTGGTCGAGTCTGGCGGCGA
CCTGGTGCAGCCTGGCGGCAGCCTGAGAC
TGAGCTGCGCCGCCAGCGGCTTCACCTTCA
GCAGCTACTGGATGTCCTGGGTCCGCCAG
GCCCCTGGCAAAGGCCTCGAATGGGTGGC
CAACATCAAGCAGGACGGCAGCGAGAAGT
ACTACGTGGACAGCGTGAAGGGCCGGTTC
ACCATCAGCCGGGACAACGCCAAGAACAG
CCTGTACCTGCAGATGAACAGCCTGCGGG
CCGAGGACACCGCCGTGTACTACTGCGCC
AGGGACCGGGGCAGCCTGTACTATTGGGG
CCAGGGCACCCTGGTCACCGTGTCCAGCG
CTAGCACCAAGGGCCCCAGCGTGTTCCCC
CTGGCCCCCAGCAGCAAGAGCACCAGCGG
CGGCACAGCCGCCCTGGGCTGCCTGGTGA
AGGACTACTTCCCCGAGCCCGTGACCGTGT
CCTGGAACAGCGGAGCCCTGACCTCCGGC
GTGCACACCTTCCCCGCCGTGCTGCAGAGC
AGCGGCCTGTACAGCCTGTCCAGCGTGGT
GACAGTGCCCAGCAGCAGCCTGGGCACCC
AGACCTACATCTGCAACGTGAACCACAAG
CCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGT

-177-




27341

GGAGCCCAAGAGCTGCGACAAGACCCACA
CCTGCCCCCCCTGCCCAGCCCCAGAGCTGC
TGGGCGGACCCTCCGTGTTCCTGTTCCCCC
CCAAGCCCAAGGACACCCTGATGATCAGC
AGGACCCCCGAGGTGACCTGCGTGGTGGT
GGACGTGAGCCACGAGGACCCAGAGGTGA
AGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAG
GTGCACAACGCCAAGACCAAGCCCAGAGA
GGAGCAGTACAACAGCACCTACAGGGTGG
TGTCCGTGCTGACCGTGCTGCACCAGGACT
GGCTGAACGGCAAGGAATACAAGTGCAAG
GTCTCCAACAAGGCCCTGCCAGCCCCCATC
GAAAAGACCATCAGCAAGGCCAAGGGCCA
GCCACGGGAGCCCCAGGTGTACACCCTGC
CCCCCTCCCGGGAGGAGATGACCAAGAAC
CAGGTGTCCCTGACCTGTCTGGTGAAGGG
CTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTG
GGAGAGCAACGGCCAGCCCGAGAACAACT
ACAAGACCACCCCCCCAGTGCTGGACAGC
GACGGCAGCTTCTTCCTGTACAGCAAGCTG
ACCGTGGACAAGTCCAGGTGGCAGCAGGG
CAACGTGTTCAGCTGCAGCGTGATGCACG
AGGCCCTGCACAACCACTACACCCAGAAG
AGCCTGAGCCTGTCCCCCGGCAAG

PN MA HOA SEQ
ID NO: 36

38

GCCATCCAGCTGACCCAGAGCCCCAGCAG
CCTGAGCGCCAGCGTGGGCGACAGAGTGA
CCATCACCTGTCGGCCCAGCCAGGGCATCT
ACTGGGAGCTGGCCTGGTATCAGCAGAAG
CCTGGCAAGGCCCCCAAGCTGCTGATCTA
CGACGCCAGCTCCCTGGAACAGGGCGTGC
CCAGCCGGTTCAGCGGCAGCGGATCCGGC
ACCGACTTCACCCTGACCATCAGCTCCCTG
CAGCCCGAGGACTTCGCCACCTACTACTGC
CAGCAGTTCAACAGCTACCCCCTGACCTTC
GGCGGAGGCACCAAGGTGGAAATCAAGCG
TACGGTGGCCGCTCCCAGCGTGTTCATCTT
CCCCCCCAGCGACGAGCAGCTGAAGAGCG
GCACCGCCAGCGTGGTGTGCCTGCTGAAC
AACTTCTACCCCCGGGAGGCCAAGGTGCA
GTGGAAGGTGGACAACGCCCTGCAGAGCG
GCAACAGCCAGGAGAGCGTCACCGAGCAG
GACAGCAAGGACTCCACCTACAGCCTGAG
CAGCACCCTGACCCTGAGCAAGGCCGACT
ACGAGAAGCATAAGGTGTACGCCTGCGAG
GTGACCCACCAGGGCCTGTCCAGCCCCGT
GACCAAGAGCTTCAACAGGGGCGAGTGC

PN BIEN DOI MA
HOA SEQ ID NO:

29

GAGGTGCAGCTGGTGGAATCAGGAGGCGA
CCTGGTGCAGCCTGGCGGCTCACTGAGAC
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12

TGAGCTGCGCCGCTAGTGGCTTCACCTTTA
GTAGCTACTGGATGAGCTGGGTGCGACAG
GCCCCTGGCAAGGGACTGGAGTGGGTGGC
CAATATTAAGCAGGACGGCTCAGAGAAGT
ACTACGTGGACTCAGTGAAGGGCCGGTTC
ACTATTAGCCGGGATAACGCTAAGAATAG
CCTGTACCTGCAGATGAATAGCCTGAGAG
CCGAGGACACCGCCGTGTACTACTGCGCT
AGAGATAGAGGCTCACTGTACTACTGGGG
CCAGGGCACCCTGGTGACAGTGTCTTCT

PN BIEN POI MA
HOA SEQ ID NO:
35

39

GCTATTCAGCTGACTCAGTCACCTAGTAGC
CTGAGCGCTAGTGTGGGCGATAGAGTGAC
TATCACCTGTAGACCTAGCCAGGGAATCT
ACTGGGAGCTGGCCTGGTATCAGCAGAAG
CCCGGCAAGGCCCCTAAGCTGCTGATCTA
CGACGCTAGTAGTCTGGAACAGGGCGTGC
CCTCTAGGTTTAGCGGCTCAGGCTCAGGCA
CCGACTTCACCCTGACTATTAGTAGCCTGC
AGCCCGAGGACTTCGCTACCTACTACTGTC
AGCAGTTTAACTCCTACCCCCTGACCTTCG
GCGGAGGCACTAAGGTGGAAATCAAG

PN BIEN BOI MA
HOA SEQ ID NO:
14

31

GAGGTGCAGCTGGTGGAATCAGGAGGCGA
CCTGGTGCAGCCTGGCGGCTCACTGAGAC
TGAGCTGCGCCGCTAGTGGCTTCACCTTTA
GTAGCTACTGGATGAGCTGGGTGCGACAG
GCCCCTGGCAAGGGACTGGAGTGGGTGGC
CAATATTAAGCAGGACGGCTCAGAGAAGT
ACTACGTGGACTCAGTGAAGGGCCGGTTC
ACTATTAGCCGGGATAACGCTAAGAATAG
CCTGTACCTGCAGATGAATAGCCTGAGAG
CCGAGGACACCGCCGTGTACTACTGCGCT
AGAGATAGAGGCTCACTGTACTACTGGGG
CCAGGGCACCCTGGTGACAGTGTCTTCTGC
TAGCACCAAGGGCCCAAGTGTCTTTCCCCT
GGCCCCCAGCAGCAAGTCCACAAGCGGAG
GCACTGCAGCTCTGGGTTGTCTGGTGAAG
GACTACTTCCCCGAGCCCGTGACAGTGTCC
TGGAACAGCGGAGCCCTGACCTCCGGCGT
GCACACCTTCCCCGCCGTGCTGCAGAGCA
GCGGCCTGTACAGCCTGAGCAGCGTCGTG
ACTGTGCCTAGTTCCAGCCTGGGCACCCAG
ACCTATATCTGCAACGTGAACCACAAGCC
CAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTGG
AGCCCAAGAGCTGCGACAAGACCCACACC
TGCCCCCCCTGCCCAGCTCCAGAACTGCTG
GGAGGACCCAGCGTGTTCCTGTTCCCCCCC
AAGCCCAAGGACACCCTGATGATCAGCAG
GACCCCCGAGGTGACCTGCGTGGTGGTGG
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ACGTGTCCCACGAGGACCCAGAGGTGAAG
TTCAACTGGTACGTGGACGGGGTGGAGGT
GCACAACGCCAAGACCAAGCCCAGAGAGG
AGCAGTACAACAGCACCTACAGGGTGGTG
TCCGTCCTGACAGTGCTGCACCAGGATTGG
CTGAACGGCAAAGAATACAAGTGCAAAGT
CTCCAACAAGGCCCTGCCAGCCCCAATCG
AAAAGACAATCAGCAAGGCCAAGGGCCA
GCCACGGGAGCCCCAGGTGTACACCCTGC
CCCCCAGCCGGGAGGAGATGACCAAGAAC
CAGGTGTCCCTGACCTGTCTGGTGAAGGG
CTTCTACCCCAGCGATATCGCCGTGGAGTG
GGAGAGCAACGGCCAGCCCGAGAACAACT
ACAAGACCACCCCCCCAGTGCTGGACAGC
GACGGCAGCTTCTTCCTGTACAGCAAGCTG
ACCGTGGACAAGTCCAGGTGGCAGCAGGG
CAACGTGTTCAGCTGCAGCGTGATGCACG
AGGCCCTGCACAACCACTACACCCAGAAG
TCCCTGAGCCTGAGCCCCGGCAAG

PN BIEN bOI MA
HOA SEQ ID NO:
36

40

GCTATTCAGCTGACTCAGTCACCTAGTAGC
CTGAGCGCTAGTGTGGGCGATAGAGTGAC
TATCACCTGTAGACCTAGCCAGGGAATCT
ACTGGGAGCTGGCCTGGTATCAGCAGAAG
CCCGGCAAGGCCCCTAAGCTGCTGATCTA
CGACGCTAGTAGTCTGGAACAGGGCGTGC
CCTCTAGGTTTAGCGGCTCAGGCTCAGGCA
CCGACTTCACCCTGACTATTAGTAGCCTGC
AGCCCGAGGACTTCGCTACCTACTACTGTC
AGCAGTTTAACTCCTACCCCCTGACCTTCG
GCGGAGGCACTAAGGTGGAAATCAAGCGT
ACGGTGGCCGCTCCCAGCGTGTTCATCTTC
CCCCCCAGCGACGAGCAGCTGAAGAGCGG
CACCGCCAGCGTGGTGTGCCTGCTGAACA
ACTTCTACCCCCGGGAGGCCAAGGTGCAG
TGGAAGGTGGACAACGCCCTGCAGAGCGG
CAACAGCCAGGAGAGCGTCACCGAGCAGG
ACAGCAAGGACTCCACCTACAGCCTGAGC
AGCACCCTGACCCTGAGCAAGGCCGACTA
CGAGAAGCATAAGGTGTACGCCTGCGAGG
TGACCCACCAGGGCCTGTCCAGCCCCGTG
ACCAAGAGCTTCAACAGGGGCGAGTGC

XAB4, CDRHI
(CHOTHIA)

GFTFSSY

XAB4, CDRH2
(CHOTHIA)

KQDGSE

XAB4, CDRH3
(CHOTHIA)

DRGSLYY

XAB4, CDRLI

41

SQGINWE
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(CHOTHIA)

XAB4, CDRL2 5

(CHOTHIA) DAS

XAB4, CDRL3 6

(CHOTHIA) FNSYPL

XAB4, CDRH]1 7

(KABAT) SYWMS

XAB4, CDRH2 8

(KABAT) NIKQDGSEKYYVDSVKG

XAB4, CDRH3 3

(KABAT) DRGSLYY

XAB4, CDRLI 42

(KABAT) RPSQGINWELA

XAB4, CDRL2 23

(KABAT) DASSLEQ

XAB4, CDRL3 11

(KABAT) QQFNSYPLT

XAB4, VH 12 EVQLVESGGDLVQPGGSLRLSCAASGFTFSS
YWMSWVRQAPGKGLEWVANIKQDGSEKY
YVDSVKGRFTISRDNAKNSL YLQMNSLRAE
DTAVYYCARDRGSLYYWGQGTLVTVSS

XAB4, VL 43 AIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRPSQGINWE
LAWYQQKPGKAPKLLIYDASSLEQGVPSRFS
GSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQFNSYP
LTFGGGTKVEIK

XAB4, CHUOI 14 EVQLVESGGDLVQPGGSLRLSCAASGFTFSS

NANG YWMSWVRQAPGKGLEWVANIKQDGSEKY
YVDSVKGRFTISRDNAKNSL YLQMNSLRAE
DTAVYYCARDRGSLYYWGQGTLVTVSSAST
KGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFP
EPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSL
SSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTK VDK
RVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSV
LTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTI
SKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTC
LVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVL
DSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVM
HEALHNHYTQKSLSLSPGK

XAB4, CHUOI 44 AIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRPSQGINWE

NHE LAWYQQKPGKAPKLLIYDASSLEQGVPSRFS
GSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQFNSYP
LTFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKS
GTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQS
GNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYE
KHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

PN MA HOA SEQ | 16 GAGGTGCAGCTGGTCGAGTCTGGCGGCGA
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ID NO: 12 CCTGGTGCAGCCTGGCGGCAGCCTGAGAC
TGAGCTGCGCCGCCAGCGGCTTCACCTTCA
GCAGCTACTGGATGTCCTGGGTCCGCCAG
GCCCCTGGCAAAGGCCTCGAATGGGTGGC
CAACATCAAGCAGGACGGCAGCGAGAAGT
ACTACGTGGACAGCGTGAAGGGCCGGTTC
ACCATCAGCCGGGACAACGCCAAGAACAG
CCTGTACCTGCAGATGAACAGCCTGCGGG
CCGAGGACACCGCCGTGTACTACTGCGCC
AGGGACCGGGGCAGCCTGTACTATTGGGG
CCAGGGCACCCTGGTCACCGTGTCCAGC

PN MA HOA SEQ |45 GCCATCCAGCTGACCCAGAGCCCCAGCAG
ID NO: 43 CCTGAGCGCCAGCGTGGGCGACAGAGTGA
CCATCACCTGTCGGCCCAGCCAGGGCATC
AACTGGGAGCTGGCCTGGTATCAGCAGAA
GCCTGGCAAGGCCCCCAAGCTGCTGATCT
ACGACGCCAGCTCCCTGGAACAGGGCGTG
CCCAGCCGGTTCAGCGGCAGCGGATCCGG
CACCGACTTCACCCTGACCATCAGCTCCCT
GCAGCCCGAGGACTTCGCCACCTACTACT
GCCAGCAGTTCAACAGCTACCCCCTGACCT
TCGGCGGAGGCACCAAGGTGGAAATCAAG

PN MA HOA SEQ |18 GAGGTGCAGCTGGTCGAGTCTGGCGGCGA
ID NO: 14 CCTGGTGCAGCCTGGCGGCAGCCTGAGAC
TGAGCTGCGCCGCCAGCGGCTTCACCTTCA
GCAGCTACTGGATGTCCTGGGTCCGCCAG
GCCCCTGGCAAAGGCCTCGAATGGGTGGC
CAACATCAAGCAGGACGGCAGCGAGAAGT
ACTACGTGGACAGCGTGAAGGGCCGGTTC
ACCATCAGCCGGGACAACGCCAAGAACAG
CCTGTACCTGCAGATGAACAGCCTGCGGG
CCGAGGACACCGCCGTGTACTACTGCGCC
AGGGACCGGGGCAGCCTGTACTATTGGGG
CCAGGGCACCCTGGTCACCGTGTCCAGCG
CTAGCACCAAGGGCCCCAGCGTGTTCCCC
CTGGCCCCCAGCAGCAAGAGCACCAGCGG
CGGCACAGCCGCCCTGGGCTGCCTGGTGA
AGGACTACTTCCCCGAGCCCGTGACCGTGT
CCTGGAACAGCGGAGCCCTGACCTCCGGC
GTGCACACCTTCCCCGCCGTGCTGCAGAGC
AGCGGCCTGTACAGCCTGTCCAGCGTGGT
GACAGTGCCCAGCAGCAGCCTGGGCACCC
AGACCTACATCTGCAACGTGAACCACAAG
CCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGT
GGAGCCCAAGAGCTGCGACAAGACCCACA
CCTGCCCCCCCTGCCCAGCCCCAGAGCTGC
TGGGCGGACCCTCCGTGTTCCTGTTCCCCC
CCAAGCCCAAGGACACCCTGATGATCAGC
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AGGACCCCCGAGGTGACCTGCGTGGTGGT
GGACGTGAGCCACGAGGACCCAGAGGTGA
AGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAG
GTGCACAACGCCAAGACCAAGCCCAGAGA
GGAGCAGTACAACAGCACCTACAGGGTGG
TGTCCGTGCTGACCGTGCTGCACCAGGACT
GGCTGAACGGCAAGGAATACAAGTGCAAG
GTCTCCAACAAGGCCCTGCCAGCCCCCATC
GAAAAGACCATCAGCAAGGCCAAGGGCCA
GCCACGGGAGCCCCAGGTGTACACCCTGC
CCCCCTCCCGGGAGGAGATGACCAAGAAC
CAGGTGTCCCTGACCTGTCTGGTGAAGGG
CTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTG
GGAGAGCAACGGCCAGCCCGAGAACAACT
ACAAGACCACCCCCCCAGTGCTGGACAGC
GACGGCAGCTTCTTCCTGTACAGCAAGCTG
ACCGTGGACAAGTCCAGGTGGCAGCAGGG
CAACGTGTTCAGCTGCAGCGTGATGCACG
AGGCCCTGCACAACCACTACACCCAGAAG
AGCCTGAGCCTGTCCCCCGGCAAG

PN MA HOA SEQ
ID NO: 44

46

GCCATCCAGCTGACCCAGAGCCCCAGCAG
CCTGAGCGCCAGCGTGGGCGACAGAGTGA
CCATCACCTGTCGGCCCAGCCAGGGCATC
AACTGGGAGCTGGCCTGGTATCAGCAGAA
GCCTGGCAAGGCCCCCAAGCTGCTGATCT
ACGACGCCAGCTCCCTGGAACAGGGCGTG
CCCAGCCGGTTCAGCGGCAGCGGATCCGG
CACCGACTTCACCCTGACCATCAGCTCCCT
GCAGCCCGAGGACTTCGCCACCTACTACT
GCCAGCAGTTCAACAGCTACCCCCTGACCT
TCGGCGGAGGCACCAAGGTGGAAATCAAG
CGTACGGTGGCCGCTCCCAGCGTGTTCATC
TTCCCCCCCAGCGACGAGCAGCTGAAGAG
CGGCACCGCCAGCGTGGTGTGCCTGCTGA
ACAACTTCTACCCCCGGGAGGCCAAGGTG
CAGTGGAAGGTGGACAACGCCCTGCAGAG
CGGCAACAGCCAGGAGAGCGTCACCGAGC
AGGACAGCAAGGACTCCACCTACAGCCTG
AGCAGCACCCTGACCCTGAGCAAGGCCGA
CTACGAGAAGCATAAGGTGTACGCCTGCG
AGGTGACCCACCAGGGCCTGTCCAGCCCC
GTGACCAAGAGCTTCAACAGGGGCGAGTG
C

PN BIEN BOI MA
HOA SEQ ID NO:
12

29

GAGGTGCAGCTGGTGGAATCAGGAGGCGA
CCTGGTGCAGCCTGGCGGCTCACTGAGAC
TGAGCTGCGCCGCTAGTGGCTTCACCTTITA
GTAGCTACTGGATGAGCTGGGTGCGACAG
GCCCCTGGCAAGGGACTGGAGTGGGTGGC
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CAATATTAAGCAGGACGGCTCAGAGAAGT
ACTACGTGGACTCAGTGAAGGGCCGGTTC

ACTATTAGCCGGGATAACGCTAAGAATAG
CCTGTACCTGCAGATGAATAGCCTGAGAG

CCGAGGACACCGCCGTGTACTACTGCGCT

AGAGATAGAGGCTCACTGTACTACTGGGG
CCAGGGCACCCTGGTGACAGTGTCTTCT

PN BIEN bOI MA
HOA SEQ ID NO:
43

47

GCTATTCAGCTGACTCAGTCACCTAGTAGC
CTGAGCGCTAGTGTGGGCGATAGAGTGAC
TATCACCTGTAGACCTAGTCAGGGGATTA
ACTGGGAGCTGGCCTGGTATCAGCAGAAG
CCCGGCAAGGCCCCTAAGCTGCTGATCTA
CGACGCTAGTAGTCTGGAACAGGGCGTGC
CCTCTAGGTTTAGCGGCTCAGGCTCAGGCA
CCGACTTCACCCTGACTATTAGTAGCCTGC
AGCCCGAGGACTTCGCTACCTACTACTGTC
AGCAGTTTAACTCCTACCCCCTGACCTTCG
GCGGAGGCACTAAGGTGGAAATCAAG

PN BIEN DOI MA
HOA SEQ ID NO:
14

31

GAGGTGCAGCTGGTGGAATCAGGAGGCGA
CCTGGTGCAGCCTGGCGGCTCACTGAGAC
TGAGCTGCGCCGCTAGTGGCTTCACCTTTA
GTAGCTACTGGATGAGCTGGGTGCGACAG
GCCCCTGGCAAGGGACTGGAGTGGGTGGC
CAATATTAAGCAGGACGGCTCAGAGAAGT
ACTACGTGGACTCAGTGAAGGGCCGGTTC
ACTATTAGCCGGGATAACGCTAAGAATAG
CCTGTACCTGCAGATGAATAGCCTGAGAG
CCGAGGACACCGCCGTGTACTACTGCGCT
AGAGATAGAGGCTCACTGTACTACTGGGG
CCAGGGCACCCTGGTGACAGTGTCTTCTGC
TAGCACCAAGGGCCCAAGTGTCTTTCCCCT
GGCCCCCAGCAGCAAGTCCACAAGCGGAG
GCACTGCAGCTCTGGGTTGTCTGGTGAAG
GACTACTTCCCCGAGCCCGTGACAGTGTCC
TGGAACAGCGGAGCCCTGACCTCCGGCGT
GCACACCTTCCCCGCCGTGCTGCAGAGCA
GCGGCCTGTACAGCCTGAGCAGCGTCGTG
ACTGTGCCTAGTTCCAGCCTGGGCACCCAG
ACCTATATCTGCAACGTGAACCACAAGCC
CAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTGG
AGCCCAAGAGCTGCGACAAGACCCACACC
TGCCCCCCCTGCCCAGCTCCAGAACTGCTG
GGAGGACCCAGCGTGTTCCTGTTCCCCCCC
AAGCCCAAGGACACCCTGATGATCAGCAG
GACCCCCGAGGTGACCTGCGTGGTGGTGG
ACGTGTCCCACGAGGACCCAGAGGTGAAG
TTCAACTGGTACGTGGACGGGGTGGAGGT
GCACAACGCCAAGACCAAGCCCAGAGAGG
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AGCAGTACAACAGCACCTACAGGGTGGTG
TCCGTCCTGACAGTGCTGCACCAGGATTGG
CTGAACGGCAAAGAATACAAGTGCAAAGT
CTCCAACAAGGCCCTGCCAGCCCCAATCG
AAAAGACAATCAGCAAGGCCAAGGGCCA
GCCACGGGAGCCCCAGGTGTACACCCTGC
CCCCCAGCCGGGAGGAGATGACCAAGAAC
CAGGTGTCCCTGACCTGTCTGGTGAAGGG
CTTCTACCCCAGCGATATCGCCGTGGAGTG
GGAGAGCAACGGCCAGCCCGAGAACAACT
ACAAGACCACCCCCCCAGTGCTGGACAGC
GACGGCAGCTTCTTCCTGTACAGCAAGCTG
ACCGTGGACAAGTCCAGGTGGCAGCAGGG
CAACGTGTTCAGCTGCAGCGTGATGCACG
AGGCCCTGCACAACCACTACACCCAGAAG
TCCCTGAGCCTGAGCCCCGGCAAG

PN BIEN BOI MA
HOA SEQ ID NO:
44

48

GCTATTCAGCTGACTCAGTCACCTAGTAGC
CTGAGCGCTAGTGTGGGCGATAGAGTGAC
TATCACCTGTAGACCTAGTCAGGGGATTA
ACTGGGAGCTGGCCTGGTATCAGCAGAAG
CCCGGCAAGGCCCCTAAGCTGCTGATCTA
CGACGCTAGTAGTCTGGAACAGGGCGTGC
CCTCTAGGTTTAGCGGCTCAGGCTCAGGCA
CCGACTTCACCCTGACTATTAGTAGCCTGC
AGCCCGAGGACTTCGCTACCTACTACTGTC
AGCAGTTTAACTCCTACCCCCTGACCTTCG
GCGGAGGCACTAAGGTGGAAATCAAGCGT
ACGGTGGCCGCTCCCAGCGTGTTCATCTIC
CCCCCCAGCGACGAGCAGCTGAAGAGCGG
CACCGCCAGCGTGGTGTGCCTGCTGAACA
ACTTCTACCCCCGGGAGGCCAAGGTGCAG
TGGAAGGTGGACAACGCCCTGCAGAGCGG
CAACAGCCAGGAGAGCGTCACCGAGCAGG
ACAGCAAGGACTCCACCTACAGCCTGAGC
AGCACCCTGACCCTGAGCAAGGCCGACTA
CGAGAAGCATAAGGTGTACGCCTGCGAGG
TGACCCACCAGGGCCTGTCCAGCCCCGTG
ACCAAGAGCTTCAACAGGGGCGAGTGC

PN BIEN BOI THU
HAI MA HOA SEQ
ID NO: 12

49

GAGGTGCAGCTGGTGGAATCTGGCGGCGA
CCTGGTGCAGCCTGGCGGCTCTCTGAGACT
GTCTTGCGCCGCCTCCGGCTTCACCTTCTC
CAGCTACTGGATGTCCTGGGTGCGACAGG
CCCCTGGCAAGGGACTGGAATGGGTGGCC
AACATCAAGCAGGACGGCTCCGAGAAGTA
CTACGTGGACTCCGTGAAGGGCCGGTTCA
CCATCTCCCGGGACAACGCCAAGAACTCC
CTGTACCTGCAGATGAACTCCCTGCGGGCC
GAGGACACCGCCGTGTACTACTGCGCCAG
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GGACCGGGGCTCCCTGTACTATTGGGGCC
AGGGCACCCTGGTGACAGTGTCCTCC

PN BIEN Dg‘)l THU
HAI MA HOA SEQ
ID NO: 43

50

GCCATCCAGCTGACCCAGTCCCCCTCCAGC
CTGTCTGCCTCCGTGGGCGACAGAGTGAC
CATCACCTGTCGGCCCTCCCAGGGCATCAA
CTGGGAACTGGCCTGGTATCAGCAGAAGC
CCGGCAAGGCCCCCAAGCTGCTGATCTAC
GACGCCAGCTCCCTGGAACAGGGCGTGCC
CTCCAGATTCTCCGGCTCTGGCTCCGGCAC
CGACTTCACCCTGACCATCTCCAGCCTGCA
GCCCGAGGACTTCGCCACCTACTACTGCCA
GCAGTTCAACTCCTACCCCCTGACCTTCGG
CGGAGGCACCAAGGTGGAAATCAAG

PN BIEN DQI THU
HAI MA HOA SEQ
ID NO: 14

51

GAGGTGCAGCTGGTGGAATCTGGCGGCGA
CCTGGTGCAGCCTGGCGGCTCTCTGAGACT
GTCTTGCGCCGCCTCCGGCTTCACCTTCTC
CAGCTACTGGATGTCCTGGGTGCGACAGG
CCCCTGGCAAGGGACTGGAATGGGTGGCC
AACATCAAGCAGGACGGCTCCGAGAAGTA
CTACGTGGACTCCGTGAAGGGCCGGTTCA
CCATCTCCCGGGACAACGCCAAGAACTCC
CTGTACCTGCAGATGAACTCCCTGCGGGCC
GAGGACACCGCCGTGTACTACTGCGCCAG
GGACCGGGGCTCCCTGTACTATTGGGGCC
AGGGCACCCTGGTGACAGTGTCCTCCGCCT
CCACCAAGGGCCCAAGCGTGTTCCCCCTG
GCCCCCAGCAGCAAGAGCACCAGCGGCGG
CACAGCCGCCCTGGGCTGCCTGGTGAAGG
ACTACTTCCCCGAGCCCGTGACCGTGTCCT
GGAACAGCGGAGCCCTGACCTCCGGCGTG
CACACCTTCCCCGCCGTGCTGCAGAGCAG
CGGCCTGTACAGCCTGAGCAGCGTGGTGA
CCGTGCCCAGCAGCAGCCTGGGCACCCAG
ACCTACATCTGTAACGTGAACCACAAGCC
CAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTGG
AGCCCAAGAGCTGTGACAAGACCCACACC
TGCCCCCCCTGCCCAGCCCCCGAGCTGCTG
GGCGGACCCAGCGTGTTCCTGTTCCCCCCC
AAGCCCAAGGACACCCTGATGATCAGCAG
AACCCCCGAGGTGACCTGTGTGGTGGTGG
ACGTGTCCCACGAGGACCCAGAGGTGAAG
TTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGT
GCACAACGCCAAGACCAAGCCCAGAGAGG
AGCAGTACAACAGCACCTACAGGGTGGTG
TCCGTGCTGACCGTGCTGCACCAGGACTG
GCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGTAAGG
TGTCCAACAAGGCCCTGCCAGCCCCAATC
GAAAAGACCATCAGCAAGGCCAAGGGCCA
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GCCAAGAGAGCCCCAGGTGTACACCCTGC
CACCCAGCAGGGAGGAGATGACCAAGAAC
CAGGTGTCCCTGACCTGTCTGGTGAAGGG
CTTCTACCCAAGCGACATCGCCGTGGAGT
GGGAGAGCAACGGCCAGCCCGAGAACAA
CTACAAGACCACCCCCCCAGTGCTGGACA
GCGACGGCAGCTTCTTCCTGTACAGCAAG
CTGACCGTGGACAAGAGCAGATGGCAGCA
GGGCAACGTGTTCAGCTGCTCCGTGATGC
ACGAGGCCCTGCACAACCACTACACCCAG
AAGAGCCTGAGCCTGTCCCCAGGCAAG

PN BIEN DOI THU | 52 GCCATCCAGCTGACCCAGTCCCCCTCCAGC

HAI MA HOA SEQ CTGTCTGCCTCCGTGGGCGACAGAGTGAC

ID NO: 44 CATCACCTGTCGGCCCTCCCAGGGCATCAA
CTGGGAACTGGCCTGGTATCAGCAGAAGC
CCGGCAAGGCCCCCAAGCTGCTGATCTAC
GACGCCAGCTCCCTGGAACAGGGCGTGCC
CTCCAGATTCTCCGGCTCTGGCTCCGGCAC
CGACTTCACCCTGACCATCTCCAGCCTGCA
GCCCGAGGACTTCGCCACCTACTACTGCCA
GCAGTTCAACTCCTACCCCCTGACCTTCGG
CGGAGGCACCAAGGTGGAAATCAAGCGTA
CGGTGGCCGCTCCCAGCGTGTTCATCTTCC
CCCCAAGCGACGAGCAGCTGAAGAGCGGC
ACCGCCAGCGTGGTGTGTCTGCTGAACAA
CTTCTACCCCAGGGAGGCCAAGGTGCAGT
GGAAGGTGGACAACGCCCTGCAGAGCGGC
AACAGCCAGGAGAGCGTCACCGAGCAGGA
CAGCAAGGACTCCACCTACAGCCTGAGCA
GCACCCTGACCCTGAGCAAGGCCGACTAC
GAGAAGCACAAGGTGTACGCCTGTGAGGT
GACCCACCAGGGCCTGTCCAGCCCCGTGA
CCAAGAGCTTCAACAGGGGCGAGTGC

XAB5, CDRHI 1

(CHOTHIA) GFTFSSY

XAB5, CDRI2 2

(CHOTHIA) KQDGSE

XAB5, CDRH3 3

(CHOTHIA) DRGSLYY

XAB5, CDRL1 41

(CHOTHIA) SQGINWE

XABS5, CDRL2 5

(CHOTHIA) DAS

XABS5, CDRL3 6

(CHOTHIA) FNSYPL

XAB5, CDRHI 7

(KABAT) SYWMS

XAB3, CDRI2 8 NIKQDGSEKYYVDSVKG
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(KABAT)

XAB35, CDRH3 3

(KABAT) DRGSLYY

XABS, CDRLI 42

(KABAT) RPSQGINWELA

XAB5, CDRL2 10

(KABAT) DASSLEN

XAB5, CDRL3 11

(KABAT) QQFNSYPLT

XABS, VH 12 EVQLVESGGDLVQPGGSLRLSCAASGFTFSS
YWMSWVRQAPGKGLEWVANIKQDGSEKY
YVDSVKGRFTISRDNAKNSL YLQMNSLRAE
DTAVYYCARDRGSLYYWGQGTLVTVSS

XAB3, VL 53 AIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRPSQGINWE
LAWYQQKPGKAPKLLIYDASSLENGVPSRFS
GSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQFNSYP
LTFGGGTKVEIK

XABS, CHUOI 14 EVQLVESGGDLVQPGGSLRLSCAASGFTFSS

NANG YWMSWVRQAPGKGLEWVANIKQDGSEKY
YVDSVKGRFTISRDNAKNSL YLQMNSLRAE
DTAVYYCARDRGSLYYWGQGTLVTVSSAST
KGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFP
EPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSL
SSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTK VDK
RVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSV
LTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTI
SKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTC
LVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVL
DSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVM
HEALHNHYTQKSLSLSPGK

XAB5, CHUOI 54 AIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRPSQGINWE

NHE LAWYQQKPGKAPKLLIYDASSLENGVPSRFS
GSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQFNSYP
LTFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKS
GTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQS
GNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYE
KHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

PN MA HOA SEQ | 16 GAGGTGCAGCTGGTCGAGTCTGGCGGCGA

D NO: 12 CCTGGTGCAGCCTGGCGGCAGCCTGAGAC

TGAGCTGCGCCGCCAGCGGCTTCACCTTCA
GCAGCTACTGGATGTCCTGGGTCCGCCAG
GCCCCTGGCAAAGGCCTCGAATGGGTGGC
CAACATCAAGCAGGACGGCAGCGAGAAGT
ACTACGTGGACAGCGTGAAGGGCCGGTTC
ACCATCAGCCGGGACAACGCCAAGAACAG
CCTGTACCTGCAGATGAACAGCCTGCGGG
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CCGAGGACACCGCCGTGTACTACTGCGCC
AGGGACCGGGGCAGCCTGTACTATTGGGG
CCAGGGCACCCTGGTCACCGTGTCCAGC

PN MA HOA SEQ
ID NO: 53

55

GCCATCCAGCTGACCCAGAGCCCCAGCAG
CCTGAGCGCCAGCGTGGGCGACAGAGTGA
CCATCACCTGTCGGCCCAGCCAGGGCATC
AACTGGGAGCTGGCCTGGTATCAGCAGAA
GCCTGGCAAGGCCCCCAAGCTGCTGATCT
ACGACGCCAGCTCCCTGGAAAACGGCGTG
CCCAGCCGGTTCAGCGGCAGCGGATCCGG
CACCGACTTCACCCTGACCATCAGCTCCCT
GCAGCCCGAGGACTTCGCCACCTACTACT
GCCAGCAGTTCAACAGCTACCCCCTGACCT
TCGGCGGAGGCACCAAGGTGGAAATCAAG

PN MA HOA SEQ
ID NO: 14

18

GAGGTGCAGCTGGTCGAGTCTGGCGGCGA
CCTGGTGCAGCCTGGCGGCAGCCTGAGAC
TGAGCTGCGCCGCCAGCGGCTTCACCTTCA
GCAGCTACTGGATGTCCTGGGTCCGCCAG
GCCCCTGGCAAAGGCCTCGAATGGGTGGC
CAACATCAAGCAGGACGGCAGCGAGAAGT
ACTACGTGGACAGCGTGAAGGGCCGGTTC
ACCATCAGCCGGGACAACGCCAAGAACAG
CCTGTACCTGCAGATGAACAGCCTGCGGG
CCGAGGACACCGCCGTGTACTACTGCGCC
AGGGACCGGGGCAGCCTGTACTATTGGGG
CCAGGGCACCCTGGTCACCGTGTCCAGCG
CTAGCACCAAGGGCCCCAGCGTGTTCCCC
CTGGCCCCCAGCAGCAAGAGCACCAGCGG
CGGCACAGCCGCCCTGGGCTGCCTGGTGA
AGGACTACTTCCCCGAGCCCGTGACCGTGT
CCTGGAACAGCGGAGCCCTGACCTCCGGC
GTGCACACCTTCCCCGCCGTGCTGCAGAGC
AGCGGCCTGTACAGCCTGTCCAGCGTGGT
GACAGTGCCCAGCAGCAGCCTGGGCACCC
AGACCTACATCTGCAACGTGAACCACAAG
CCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGT
GGAGCCCAAGAGCTGCGACAAGACCCACA
CCTGCCCCCCCTGCCCAGCCCCAGAGCTGC
TGGGCGGACCCTCCGTGTTCCTGTTCCCCC
CCAAGCCCAAGGACACCCTGATGATCAGC
AGGACCCCCGAGGTGACCTGCGTGGTGGT
GGACGTGAGCCACGAGGACCCAGAGGTGA
AGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAG
GTGCACAACGCCAAGACCAAGCCCAGAGA
GGAGCAGTACAACAGCACCTACAGGGTGG
TGTCCGTGCTGACCGTGCTGCACCAGGACT
GGCTGAACGGCAAGGAATACAAGTGCAAG
GTCTCCAACAAGGCCCTGCCAGCCCCCATC
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GAAAAGACCATCAGCAAGGCCAAGGGCCA
GCCACGGGAGCCCCAGGTGTACACCCTGC
CCCCCTCCCGGGAGGAGATGACCAAGAAC
CAGGTGTCCCTGACCTGTCTGGTGAAGGG
CTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTG
GGAGAGCAACGGCCAGCCCGAGAACAACT
ACAAGACCACCCCCCCAGTGCTGGACAGC
GACGGCAGCTTCTTCCTGTACAGCAAGCTG
ACCGTGGACAAGTCCAGGTGGCAGCAGGG
CAACGTGTTCAGCTGCAGCGTGATGCACG
AGGCCCTGCACAACCACTACACCCAGAAG
AGCCTGAGCCTGTCCCCCGGCAAG

PN MA HOA SEQ
ID NO: 54

56

GCCATCCAGCTGACCCAGAGCCCCAGCAG
CCTGAGCGCCAGCGTGGGCGACAGAGTGA
CCATCACCTGTCGGCCCAGCCAGGGCATC
AACTGGGAGCTGGCCTGGTATCAGCAGAA
GCCTGGCAAGGCCCCCAAGCTGCTGATCT
ACGACGCCAGCTCCCTGGAAAACGGCGTG
CCCAGCCGGTTCAGCGGCAGCGGATCCGG
CACCGACTTCACCCTGACCATCAGCTCCCT
GCAGCCCGAGGACTTCGCCACCTACTACT
GCCAGCAGTTCAACAGCTACCCCCTGACCT
TCGGCGGAGGCACCAAGGTGGAAATCAAG
CGTACGGTGGCCGCTCCCAGCGTGTTCATC
TTCCCCCCCAGCGACGAGCAGCTGAAGAG
CGGCACCGCCAGCGTGGTGTGCCTGCTGA
ACAACTTCTACCCCCGGGAGGCCAAGGTG
CAGTGGAAGGTGGACAACGCCCTGCAGAG
CGGCAACAGCCAGGAGAGCGTCACCGAGC
AGGACAGCAAGGACTCCACCTACAGCCTG
AGCAGCACCCTGACCCTGAGCAAGGCCGA
CTACGAGAAGCATAAGGTGTACGCCTGCG
AGGTGACCCACCAGGGCCTGTCCAGCCCC
GTGACCAAGAGCTTCAACAGGGGCGAGTG
C

PN BIEN POI MA
HOA SEQ ID NO:
12

29

GAGGTGCAGCTGGTGGAATCAGGAGGCGA
CCTGGTGCAGCCTGGCGGCTCACTGAGAC
TGAGCTGCGCCGCTAGTGGCTTCACCTTTA
GTAGCTACTGGATGAGCTGGGTGCGACAG
GCCCCTGGCAAGGGACTGGAGTGGGTGGC
CAATATTAAGCAGGACGGCTCAGAGAAGT
ACTACGTGGACTCAGTGAAGGGCCGGTTC
ACTATTAGCCGGGATAACGCTAAGAATAG
CCTGTACCTGCAGATGAATAGCCTGAGAG
CCGAGGACACCGCCGTGTACTACTGCGCT
AGAGATAGAGGCTCACTGTACTACTGGGG
CCAGGGCACCCTGGTGACAGTGTCTICT

PN BIEN POI MA

57

GCTATTCAGCTGACTCAGTCACCTAGTAGC
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HOA SEQ ID NO:
53

CTGAGCGCTAGTGTGGGCGATAGAGTGAC
TATCACCTGTAGACCTAGTCAGGGGATTA
ACTGGGAGCTGGCCTGGTATCAGCAGAAG
CCCGGCAAGGCCCCTAAGCTGCTGATCTA
CGACGCTAGTAGTCTGGAAAACGGCGTGC
CCTCTAGGTTTAGCGGCTCAGGCTCAGGCA
CCGACTTCACCCTGACTATTAGTAGCCTGC
AGCCCGAGGACTTCGCTACCTACTACTGTC
AGCAGTTTAACTCCTACCCCCTGACCTTCG
GCGGAGGCACTAAGGTGGAAATCAAG

PN BIEN BOI MA
HOA SEQ ID NO:
14

31

GAGGTGCAGCTGGTGGAATCAGGAGGCGA
CCTGGTGCAGCCTGGCGGCTCACTGAGAC
TGAGCTGCGCCGCTAGTGGCTTCACCTITA
GTAGCTACTGGATGAGCTGGGTGCGACAG
GCCCCTGGCAAGGGACTGGAGTGGGTGGC
CAATATTAAGCAGGACGGCTCAGAGAAGT
ACTACGTGGACTCAGTGAAGGGCCGGTTC
ACTATTAGCCGGGATAACGCTAAGAATAG
CCTGTACCTGCAGATGAATAGCCTGAGAG
CCGAGGACACCGCCGTGTACTACTGCGCT
AGAGATAGAGGCTCACTGTACTACTGGGG
CCAGGGCACCCTGGTGACAGTGTCTTCTGC
TAGCACCAAGGGCCCAAGTGTCTTTCCCCT
GGCCCCCAGCAGCAAGTCCACAAGCGGAG
GCACTGCAGCTCTGGGTTGTCTGGTGAAG
GACTACTTCCCCGAGCCCGTGACAGTGTCC
TGGAACAGCGGAGCCCTGACCTCCGGCGT
GCACACCTTCCCCGCCGTGCTGCAGAGCA
GCGGCCTGTACAGCCTGAGCAGCGTCGTG
ACTGTGCCTAGTTCCAGCCTGGGCACCCAG
ACCTATATCTGCAACGTGAACCACAAGCC
CAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTGG
AGCCCAAGAGCTGCGACAAGACCCACACC
TGCCCCCCCTGCCCAGCTCCAGAACTGCTG
GGAGGACCCAGCGTGTTCCTGTTCCCCCCC
AAGCCCAAGGACACCCTGATGATCAGCAG
GACCCCCGAGGTGACCTGCGTGGTGGTGG
ACGTGTCCCACGAGGACCCAGAGGTGAAG
TTCAACTGGTACGTGGACGGGGTGGAGGT
GCACAACGCCAAGACCAAGCCCAGAGAGG
AGCAGTACAACAGCACCTACAGGGTGGTG
TCCGTCCTGACAGTGCTGCACCAGGATTGG
CTGAACGGCAAAGAATACAAGTGCAAAGT
CTCCAACAAGGCCCTGCCAGCCCCAATCG
AAAAGACAATCAGCAAGGCCAAGGGCCA
GCCACGGGAGCCCCAGGTGTACACCCTGC
CCCCCAGCCGGGAGGAGATGACCAAGAAC
CAGGTGTCCCTGACCTGTCTGGTGAAGGG
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CTTCTACCCCAGCGATATCGCCGTGGAGTG
GGAGAGCAACGGCCAGCCCGAGAACAACT
ACAAGACCACCCCCCCAGTGCTGGACAGC
GACGGCAGCTTCTTCCTGTACAGCAAGCTG
ACCGTGGACAAGTCCAGGTGGCAGCAGGG
CAACGTGTTCAGCTGCAGCGTGATGCACG
AGGCCCTGCACAACCACTACACCCAGAAG
TCCCTGAGCCTGAGCCCCGGCAAG

PN BIEN POI MA | 58 GCTATTCAGCTGACTCAGTCACCTAGTAGC

HOA SEQ ID NO: CTGAGCGCTAGTGTGGGCGATAGAGTGAC

54 TATCACCTGTAGACCTAGTCAGGGGATTA
ACTGGGAGCTGGCCTGGTATCAGCAGAAG
CCCGGCAAGGCCCCTAAGCTGCTGATCTA
CGACGCTAGTAGTCTGGAAAACGGCGTGC
CCTCTAGGTTTAGCGGCTCAGGCTCAGGCA
CCGACTTCACCCTGACTATTAGTAGCCTGC
AGCCCGAGGACTTCGCTACCTACTACTGTC
AGCAGTTTAACTCCTACCCCCTGACCTTCG
GCGGAGGCACTAAGGTGGAAATCAAGCGT
ACGGTGGCCGCTCCCAGCGTGTTCATCTTC
CCCCCCAGCGACGAGCAGCTGAAGAGCGG
CACCGCCAGCGTGGTGTGCCTGCTGAACA
ACTTCTACCCCCGGGAGGCCAAGGTGCAG
TGGAAGGTGGACAACGCCCTGCAGAGCGG
CAACAGCCAGGAGAGCGTCACCGAGCAGG
ACAGCAAGGACTCCACCTACAGCCTGAGC
AGCACCCTGACCCTGAGCAAGGCCGACTA
CGAGAAGCATAAGGTGTACGCCTGCGAGG
TGACCCACCAGGGCCTGTCCAGCCCCGTG
ACCAAGAGCTTCAACAGGGGCGAGTGC

TRINH TU DAN 59 MEFGLSWVFLVAILEGVHC

PAU CUA CHUOI

NANG

TRINH TU DAN 60 MDMRVPAQLLGLLLLWLPGARC

PAU CUA CHUOI

NHE

PN MA HOA SEQ |61 ATGGAATTCGGCCTGAGCTGGGTGTTCCTG

ID NO: 59 GTCGCGATTCTGGAAGGCGTGCACTGC

PN MA HOA SEQ |62 ATGGACATGAGGGTCCCCGCTCAGCTCCT

ID NO: 60 GGGGCTTCTGCTGCTCTGGCTCCCAGGCGC
CAGATGT

TRINH TU DAN 63 MAWVWTLPFLMAAAQSVQA

PAU THU

HAICUA CHUOI

NANG

TRINH TU DAN 64 MSVLTQVLALLLLWLTGTRC

PAU THU HAI

CUA CHUOI NHE
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PN BIEN DOl MA | 65 ATGGCCTGGGTGTGGACCCTGCCCTTCCTG

HOA SEQ ID NO: ATGGCCGCTGCTCAGTCAGTGCAGGCC

63

PN BIEN DOI MA | 66 ATGAGCGTGCTGACTCAGGTGCTGGCCCT

HOA SEQ ID NO: GCTGCTGCTGTGGCTGACCGGCACCCGCTG

64 C

TRINH TU DAN 67 MEWSWVFLFFLSVTTGVHS

DAU BIEN BOI

THU HAI CUA

CHUOI NANG

TRINH TU DAN 68 MSVPTQVLGLLLLWLTDARC

DAU BIEN bOI

THU HAI CUA

CHUOI NHE

PN BIEN POI THU | 69 ATGGAATGGTCCTGGGTGTTCCTGTTCTTC

HAI MA HOA SEQ CTGTCCGTGACCACAGGCGTGCACTCC

ID NO: 67

PN BIEN POI THU | 70 ATGTCCGTGCCCACACAGGTGCTGGGCCT

HAI MA HOA SEQ GCTGCTGCTGTGGCTGACCGACGCCAGAT

ID NO: 68 GC

LIEN UNG, 71 SQX XXX,

CDRLI1

(CHOTHIA)

LIEN UNG, 72 FX,;SYPL

CDRL3

(CHOTHIA)

LIEN UNG, 73 RPSQX IX,X;X,LA

CDRLI1 (KABAT)

LIEN UNG, 74 DASSLEX;

CDRL2 (KABAT)

LIEN UNG, 75 QQFX;SYPLT

CDRL3 (KABAT)

hulL-17A 76 GITIPRNPGCPNSEDKNFPRTVMVNLNIHNR
NTNTNPKRSSDYYNRSTSPWNLHRNEDPER
YPSVIWEAKCRHLGCINADGNVDYHMNSVP
IQQEILVLRREPPHCPNSFRLEKILVSVGCTC
VTPIVHHVAEFRH

hulL-17F 77 MRKIPKVGHTFFQKPESCPPVPGGSMKLDIGI
INENQRVSMSRNIESRSTSPWNYTVTWDPNR
YPSEVVQAQCRNLGCINAQGKEDISMNSVPI
QQETLVVRRKHQGCSVSFQLEKVLVTVGCT
CVTPVIHHVQ

hulL-17A bién d6i | 78 GPIVKAGITIPRNPGCPNSEDKNFPRTVMVNL
NIHNRNTNTNPKRSSDYYNRSTSPWNLHRN
EDPERYPSVIWEAKCRHLGCINADGNVDYH
MNSVPIQQEILVLRREPPHCPNSFRLEKILVS
VGCTCVTPIVHHVA
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cynolL-17A

79

GIAIPRNSGCPNSEDKNFPRTVMVNLNIHNR
NTSTNPKRSSDYYNRSTSPWNLHRNEDPERY
PSVIWEAKCRHLGCVKADGNVDYHMNSVPI
QQEILVLRREPRHCPNSFRLEKILVSVGCTCV
TPIVHHVA

cynolL-17F

80

MRKIPKVGHTFFQKPESCPPVPEGSMKLDTG
IINENQRVSMSRNIESRSTSPWNYTVTWDPN
RYPSEVVQAQCKHLGCINAQGKEDISMNSV
PIQQETLVLRRKHQGCSVSFQLEKVLVTVGC
TCVTPVVHHVQ

rezutl.-17A

81

GIAIPRNSGCPNSEDKNFPRTVMVNLNIHNR
NTSTSPKRSSDYYNRSTSPWNLHRNEDPERY
PSVIWEAKCRHLGCVKADGNVDYHMNSVPI
QQEILVLRREPRHCPNSFRLEKILVSVGCTCV
TPIVHHVA

marmosetlL-17A

82

SPQNPGCPNAEDKNFPRTVMVNLNIRNRNT
NSKRASDYYNRSSSPWNLHRNEDPERYPSVI
WEAKCRHLGCVDADGNVDYHMNSVPIQQE
ILVLRREPRHCTNSFRLEKMLVSVGCTCVTPI
VHHVA

mlL-17A

&3

MAAIIPQSSACPNTEAKDFLQNVKVNLKVEN
SLGAKVSSRRPSDYLNRSTSPWTLHRNEDPD
RYPSVIWEAQCRHQRCVNAEGKLDHHMNS
VLIQQEILVLKREPESCPFTFRVEKMLVGVG
CTCVASIVRQAA

mlL-17F

84

APEPEFRHRKNPKAGVPALQKAGNCPPLED
NTVRVDIRIFNQNQGISVPREFQNRSSSPWDY
NITRDPHRFPSEIAEAQCRHSGCINAQGQEDS
TMNSVAIQQEILVLRREPQGCSNSFRLEKML
LKVGCTCVKPIVHQAA

ratlL-17A

&5

MAVLIPQSSVCPNAEANNFLQNVKVNLKVI

NSLSSKASSRRPSDYLNRSTSPWTLSRNEDP

DRYPSVIWEAQCRHQRCVNAEGKLDHHMN
SVLIQQEILVLKREPEKCPFTFRVEKMLVGV

GCTCVSSIVRHAS

hulL-17RA

86

NCTVKNSTCLDDSWIHPRNLTPSSPKDLQIQ
LHFAHTQQGDLFPVAHIEWTLQTDASILYLE
GAELSVLQLNTNERLCVRFEFLSKLRHHHRR
WRFTFSHFVVDPDQEYEVTVHHLPKPIPDGD
PNHQSKNFLVPDCEHARMKVTTPCMSSGSL
WDPNITVETLEAHQLRVSFTLWNESTHYQIL
LTSFPHMENHSCFEHMHHIPAPRPEEFHQRS
NVTLTLRNLKGCCRHQVQIQPFFSSCLNDCL
RHSATVSCPEMPDTPEPIPDYMPLWEFRHDS
GGGLNDIFEAQKIEWHE
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YEU CAU BAO HOQ

1. Khang thé phan lap duoc cia ngudi dé didu tri bénh hodc phan gin két khang
nguyén ctia no, chira viing bién dbi cta chudi ning (Vi) theo SEQ ID NO: 12 va vung
bién ddi ctia chudi nhe (V1) theo SEQ ID NO: 43,

va trong d6 khang thé da néu hodc phin gin két khang nguyén ciia nd gan két dic hiéu
v6i IL-17A homodime va IL-17AF heterodime, nhung khong gin két diac hiéu vé6i IL-

17F homodime.

2. Khang thé phan lap duoc hodc phin gin két khang nguyén cua né theo diém 1,
trong d6 IL-17A, IL-17AF hoic IL-17F dugc chon tir mot hodc nhiéu trong sd khi dudi

dai, khi vang, khi dudi sdc, chudt, chudt nhat hodc nguoi.

3. Khang thé phan lap duogc theo diém 1 hoic 2, trong d6 khang thé nay chira trinh tu
axit amin ctia chudi nang theo SEQ ID NO: 14 va trinh tu axit amin cta chudi nhe theo

SEQ ID NO: 44.

4. Khang thé phan 1ap dugc hodc phan gén két khang nguyén cta n6 theo diém bat ky
trong s6 cac diém néu trén, trong d6 khang thé nay c6 kha nang uc ché sy tiét IL-6,
hodc su tiét GRO-alpha khi duoc dénh gia in vitro, tot hon 1a bing cach st dung céc té

bao sun hodc nguyén bao s¢i dugc nuoi cay.

5. Khang thé phan lap dugc hodc phan gin két khang nguyén cua n6 theo diém bt ky
trong sb cac diém néu trén, trong do khang thé nay c6 kha ning trc ché su sung dau gdi

trong mo hinh thr nghiém viém khép cam ung badi khang nguyén in vivo.
6. Khang thé phan lap duoc hodc phin gin két khang nguyén ctia né theo diém bét ky

trong s cac diém néu trén, trong do khang thé nay duogc lién hop v6i gde hoat dong

khéc.
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7. Khang thé phan 14p dugc hodc phin gin két khang nguyén cua né theo diém bat ky
trong s cac diém néu trén, trong d6 khang thé nay 1a khang thé don dong hodc phan

gan két khang nguyén cta nd.

8. Duoc pham chira khang thé hodc phan gin két khang nguyén cta né theo diém bat
ky trong s cac diém néu trén két hop v6i mot hodc nhiéu ta duoc, chat pha lodng hodc

chéit mang duoc dung.

9. Dugc phidm theo diém 8, trong d6 duwoc pham nay con chtta mét hodc nhiéu thanh

phan hoat tinh b sung.

10. Khéng thé ctia nguoi dé diéu tri bénh phén 1ap duoc hodc phan gin két khang
nguyén ctia né dé sir dung lam thudc chira ving bién ddi cia chudi ning (Vu) theo
SEQ ID NO: 12 va ving bién ddi ctia chudi nhe (Vi) theo SEQ ID NO: 43,

va trong d6 khang thé da néu hodc phan gin két khang nguyén cta nd gin két dic hiéu
v6i IL-17A homodime va IL-17AF heterodime, nhung khong gin két dic hiéu véi IL-
17F homodime.

11. Khang thé ctia ngudi dé diéu tri bénh phan 14p duogc hodc phan gin két khang
nguyén ctia né dé str dung trong diéu tri rdi loan hoic tinh trang viém chira ving bién
d6i cua chudi ning (VH) theo SEQ ID NO: 12 va ving bién d6i cua chudi nhe (VL)
theo SEQ ID NO: 43,

va trong d6 khang thé da néu hodc phan gin két khéng nguyén ctia n6 gin két dic hiéu
v6i IL-17A homodime va IL-17AF heterodime , nhung khong gén két dic hiéu véi IL-
17F homodime.

12. Khang thé ciia ngudi dé diéu tri bénh phan lap dugc hodc phan gan két khang
nguyén cua no dé su dung trong diéu tri rdi loan hodc tinh trang viém, va r6i loan hodc
tinh trang viém la chimg viém khép, chiing viém khép dang thap, bénh vay nén, bénh
tac nghén phdi man tinh, bénh luput ban do hé thdng (Systemic Lupus Erythematosus-
SLE), bénh viém thén do luput, bénh hen, bénh da xo ciing hodc bénh xo nang chuia
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vung bién déi cua chudi nang (VH) theo SEQ ID NO: 12 va vung bién dodi cua chudi
nhe (VL) theo SEQ ID NO: 43,

va trong d6 khang thé da néu hoic phan gin két khang nguyén ciia né gin két dic hidu
v6i IL-17A homodime va IL-17AF heterodime , nhung khong géan két dic hiéu véi IL-
17F homodime.

13. Phén tir axit nucleic phan 1ap dugc ma héa khang thé hodc phan gan két khang

nguyén ctia né nhu duoc xé4c dinh theo diém bét ky trong s6 cac diém 1 dén 7.

14. Vecto tach dong hoic vecto biéu hién chita mot hodc nhiéu trinh tu axit nucleic
theo diém 13, trong d6 vecto nay thich hop cho viéc san xudt tai td hop khang thé phan
1ap dugc hodc phan gén két khang nguyén ctia né nhu duoc xac dinh bang diém bat ky

trong so céac diém 1 den 7.

15. Té bao chu chtra mot hodc nhiéu vecto tach dong hoic vecto biéu hién theo diém

14.

16. Phan ttr axit nucleic phan 14p dwgc theo diém 13, trong d6 phén tir axit nucleic nay

la ARN thong tin (mRNA).

17. Quy trinh san xuét khéng thé phan 1ap dugc hodc phin gin két khang nguyén cua
né theo diém bat ky trong sb cac diém 1 dén 7, trong d6 quy trinh san xuit nay bao
g61n budc nudi céy té bao chu theo diém 15, tinh sach va thu khang thé da néu hoic

phan gén két khang nguyén ciia né.
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Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Ser

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

Val

Tyr

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Cys
195

Phe Asn

210

Arg

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

27
321
ADN
Homo

<400> 27
gccatccage
60

atcacctgtc
120

ggcaaggccce
180

cggttcagcg
240

gaggacttcg
300

Gly Glu

sapiens

tgacccagag

ggcccagcca

ccaagctgct

gcagcgtgtce

ccacctacta

Gly
200

Cys

ccccagcagce

ggtcatcatc

gatctacgac

cggcaccgac

ctgccagcag

ctgagcgcca

agcgccctgg

gccagctccec

ttcaccctga

ttcgacagct

-231-

205

gcgtgggcga

cctggtatca

tggaacaggg

ccatcagctce

accccctgac

Pro Leu

95

Ala Ala

Ser Gly
Glu

Ala

Gln
160

Ser

Leu Ser

175

Val Tyr

Lys Ser

cagagtgacc

gcagaagcct

cgtgcccage

cctgcagcece

cttcggcgga



27341

ggcaccaagg tggaaatcaa g

321

<210> 28
<211> o642
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 28

gccatccagc tgacccagag ccccagcagc ctgagcgcca gcgtgggcga cagagtgacc
60

atcacctgtc ggcccagcca ggtcatcatc agcgccctgg cctggtatca gcagaagcect
120

ggcaaggccc ccaagctgct gatctacgac gccagctccc tggaacaggg cgtgcccagce
180

cggttcagcg gcagcgtgtc cggcaccgac ttcaccctga ccatcagctc cctgcagccc
240

gaggacttcg ccacctacta ctgccagcag ttcgacagct accccctgac cttcggcgga
300

ggcaccaagg tggaaatcaa gcgtacggtg gccgctccca gcgtgttcat cttecceccccec
360

agcgacgagc agctgaagag cggcaccgcc agcgtggtgt gcctgctgaa caacttctac
420

ccccgggagg ccaaggtgca gtggaaggtg gacaacgccc tgcagagcgg caacagccag
480

gagagcgtca ccgagcagga cagcaaggac tccacctaca gcctgagcag caccctgacc
540

ctgagcaagg ccgactacga gaagcataag gtgtacgcct gcgaggtgac ccaccagggc
600

ctgtccagcc ccgtgaccaa gagcttcaac aggggcgagt gc

642

<210> 29

<211> 348
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 29

gaggtgcagc tggtggaatc aggaggcgac ctggtgcagc ctggcggctc actgagactg
60

agctgcgccg ctagtggctt cacctttagt agctactgga tgagctgggt gcgacaggcc
120

-232-



cctggcaagg
180
gtggactcag
240
ctgcagatga
300
ggctcactgt
348

<210> 30
<211> 321
<212> ADN
<213>
<400> 30
gctattcagc
60
atcacctgta
120
ggcaaggccc
180
aggtttagcg
240
gaggacttcg
300
ggcactaagg
321

<210> 31
<211> 1338
<212> ADN
<213>
<400> 31
gaggtgcagc
60
agctgcgccg
120
cctggcaagg
180
gtggactcag
240

gactggagtg

tgaagggccg

atagcctgag

actactgggg

Homo sapiens

tgactcagtc

gacctagtca

ctaagctgct

gctcagtgtce

ctacctacta

tggaaatcaa

Homo sapiens

tggtggaatc

ctagtggctt

gactggagtg

tgaagggccg

ggtggccaat

gttcactatt

agccgaggac

ccagggcacc

acctagtagc

ggtgatcatt

gatctacgac

aggcaccgac

ctgtcagcag

aggaggcgac

cacctttagt

ggtggccaat

gttcactatt

27341

attaagcagg
agccgggata
accgccgtgt

ctggtgacag

ctgagcgcta
agcgccctgg
gctagtagtce
ttcaccctga

ttcgatagct

ctggtgcagce
agctactgga
attaagcagg

agccgggata

-233-

acggctcaga

acgctaagaa

actactgcgce

tgtcttct

gtgtgggcga

cctggtatca

tggaacaggg

ctattagtag

accccctgac

ctggcggctc

tgagctgggt

acggctcaga

acgctaagaa

gaagtactac

tagcctgtac

tagagataga

tagagtgact

gcagaagccc

cgtgccctcet

cctgcagccc

cttcggcgga

actgagactg

gcgacaggcc

gaagtactac

tagcctgtac



ctgcagatga
300

ggctcactgt
360

ggcccaagtg
420

ctgggttgtc
480

gccctgacct
540

ctgagcagcg
600

gtgaaccaca
660

aagacccaca
720

ctgttccccce
780

gtggtggtgg
840

gtggaggtgc
900

gtggtgtccg
960

aaagtctcca
1020

cagccacggg
1080

caggtgtccc
1140

gagagcaacyg
1200

ggcagcttct
1260

gtgttcagct
1320

agcctgagcec
1338

atagcctgag

actactgggg

tctttccect

tggtgaagga

ccggcgtgca

tcgtgactgt

agcccagcaa

cctgcccece

CCaagcccaa

acgtgtccca

acaacgccaa

tcctgacagt

acaaggccct

agccccaggt

tgacctgtct

gccagcccga

tcctgtacag

gcagcgtgat

ccggcaag

agccgaggac

ccagggcacc

ggcccccage

ctacttcccc

caccttcccc

gcctagttcce

caccaaggtg

ctgcccagcet

ggacaccctg

cgaggaccca

gaccaagccc

gctgcaccag

gccagcccca

gtacaccctg

ggtgaagggc

gaacaactac

caagctgacc

gcacgaggcc

27341

accgccgtgt
ctggtgacag
agcaagtcca
gagcccgtga
gccgtgcetge
agcctgggca
gacaagagag
ccagaactgc
atgatcagca
gaggtgaagt
agagaggagc
gattggctga
atcgaaaaga
ccccccagcece
ttctacccca
aagaccaccc
gtggacaagt

ctgcacaacc

-234-

actactgcgc

tgtcttctge

caagcggagg

cagtgtcctg

agagcagcgg

cccagaccta

tggagcccaa

tgggaggacc

ggacccccga

tcaactggta

agtacaacag

acggcaaaga

caatcagcaa

gggaggagat

gcgatatcgce

ccccagtgcet

ccaggtggca

actacaccca

tagagataga

tagcaccaag

cactgcagct

gaacagcgga

cctgtacagce

tatctgcaac

gagctgcgac

cagcgtgttce

ggtgacctgc

cgtggacggg

cacctacagg

atacaagtgc

ggccaagggc

gaccaagaac

cgtggagtgg

ggacagcgac

gcagggcaac

gaagtccctg



<210> 32
<211> o642
<212> ADN
<213>
<400> 32
gctattcagc
60
atcacctgta
120
ggcaaggccc
180
aggtttagcg
240
gaggacttcg
300
ggcactaagg
360
agcgacgagc
420
ccececgggagyg
480
gagagcgtca
540
ctgagcaagg
600
ctgtccagcc
642

<210> 33
<211> 7
<212> PRT
<213>
<400> 33

Homo sapiens

tgactcagtc

gacctagtca

ctaagctgct

gctcagtgtc

ctacctacta

tggaaatcaa

agctgaagag

ccaaggtgca

ccgagcagga

ccgactacga

ccgtgaccaa

Homo sapiens

acctagtagc

ggtgatcatt

gatctacgac

aggcaccgac

ctgtcagcag

gcgtacggtg

cggcaccgcec

gtggaaggtg

cagcaaggac

gaagcataag

gagcttcaac

Ser Gln Gly Ile Tyr Trp Glu

1

<210> 34

<211> 11

<212> PRT
<213>

5

Homo sapiens

27341

ctgagcgcta
agcgccctgg
gctagtagtc
ttcaccctga
ttcgatagcet
gccgctcecca
agcgtggtgt
gacaacgccc
tccacctaca
gtgtacgcect

aggggcgagt

-235-

gtgtgggcga

cctggtatca

tggaacaggg

ctattagtag

accccctgac

gcgtgttcat

gcctgctgaa

tgcagagcgg

gcctgagcag

gcgaggtgac

tagagtgact

gcagaagccc

cgtgcecctcet

cctgcagccce

cttcggcgga

cttcccccecce

caacttctac

caacagccag

caccctgacc

ccaccagggc



<400> 34
Arg Pro Ser
1
<210> 35
<211> 107
<212> PRT
<213> Homo
<400> 35
Ala Ile Gln
1
Asp Arg Val
Leu Ala Trp
35
Tyr Asp Ala
50
Ser Gly Ser
65
Glu Asp Phe
Thr Phe Gly
<210> 36
<211> 214
<212>  PRT
<213> Homo
<400> 36
Ala Ile Gln
1
Asp Arg Val
Leu Ala Trp

Gln Gly Ile Tyr Trp

5

sapiens

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Gly

sapiens

Leu

Thr
20

Tyr

Thr

Ile

Gln

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Gln

Thr

Gln

Ser Pro

Cys Arg

Lys Pro

40

Glu Gln

55

Phe Thr

Tyr Cys

Lys Val

Ser Pro

Cys Arg

Lys Pro

27341

Glu Leu
10

Ser Ser
10

Pro Ser
25

Gly Lys

Gly Val

Leu Thr

Gln Gln
90

Glu Ile
105

Ser Ser
10

Pro Ser
25

Gly Lys

-236-

Ala

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Phe

Lys

Ser

Gly

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Leu Ser Ala

Gln Gly Ile

Ala Pro Lys

Ser

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

Tyr

Ser

Tyr
30

Leu

Val

15

Trp

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Val
15

Trp

Leu

Gly

Glu

Ile

Gly

Pro

80

Leu

Gly

Glu

Ile



27341

35 40 45

Tyr Asp Ala Ser Ser Leu Glu Gln Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly

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

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Phe Asn Ser Tyr Pro Leu
85 90 95

Thr Phe 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 Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala
130 135 140

Lys Val Gln 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 Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser
195 200 205

Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210
<210> 37
<211> 321
<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 37

gccatccage tgacccagag ccccagcagce ctgagcgcca gcecgtgggcga cagagtgacc
60

-237-



atcacctgtc
120
ggcaaggccc
180
cggttcagcg
240
gaggacttcg
300
ggcaccaagg
321

<210> 38
<211> 642
<212> ADN
<213>
<400> 38
gccatccagce
60
atcacctgtc
120
ggcaaggccc
180
cggttcagcg
240
gaggacttcg
300
ggcaccaagg
360
agcgacgagc
420
cceccgggagg
480
gagagcgtca
540
ctgagcaagg
600
ctgtccagcc
642

<210> 39

ggcccagcca

ccaagctgcet

gcagcggatc

ccacctacta

tggaaatcaa

Homo sapiens

tgacccagag

ggcccagcca

ccaagctgct

gcagcggatc

ccacctacta

tggaaatcaa

agctgaagag

ccaaggtgca

ccgagcagga

ccgactacga

ccgtgaccaa

gggcatctac

gatctacgac

cggcaccgac

ctgccagcag

ccccagcagce

gggcatctac

gatctacgac

cggcaccgac

ctgccagcag

gcgtacggtg

cggcaccgcc

gtggaaggtg

cagcaaggac

gaagcataag

gagcttcaac

27341

tgggagctgg
gccagctccc
ttcaccctga

ttcaacagct

ctgagcgcca
tgggagctgg
gccagctccc
ttcaccctga
ttcaacagct
gccgctccca
agcgtggtgt
gacaacgccc
tccacctaca
gtgtacgcct

aggggcgagt

-238-

cctggtatca

tggaacaggg

ccatcagctc

accccctgac

gcgtgggcga

cctggtatca

tggaacaggg

ccatcagctc

accccctgac

gcgtgttcat

gcctgctgaa

tgcagagcgg

gcctgagcag

gcgaggtgac

gc

gcagaagcct

cgtgcccagce

cctgcagccec

cttcggcgga

cagagtgacc

gcagaagcct

cgtgcccagce

cctgcagcecce

cttcggcgga

cttccccecceccece

caacttctac

caacagccag

caccctgacc

ccaccagggc



<211> 321
<212> ADN
<213>
<400> 39
gctattcagc
60
atcacctgta
120
ggcaaggccc
180
aggtttagcg
240
gaggacttcg
300
ggcactaagg
321

<210> 40
<211> 642
<212> ADN
<213>
<400> 40
gctattcagc
60
atcacctgta
120
ggcaaggccce
180
aggtttagcg
240
gaggacttcg
300
ggcactaagg
360
agcgacgagc
420
cccecgggagg
480
gagagcgtca
540

Homo sapiens

tgactcagtc

gacctagcca

ctaagctgct

gctcaggctc

ctacctacta

tggaaatcaa

Homo sapiens

tgactcagtc

gacctagcca

ctaagctgct

gctcaggctc

ctacctacta

tggaaatcaa

agctgaagag

ccaaggtgca

ccgagcagga

acctagtagc

gggaatctac

gatctacgac

aggcaccgac

ctgtcagcag

acctagtagc

gggaatctac

gatctacgac

aggcaccgac

ctgtcagcag

gcgtacggtg

cggcaccgcce

gtggaaggtg

cagcaaggac

27341

ctgagcgcta
tgggagctygg
gctagtagtc
ttcaccctga

tttaactcct

ctgagcgcta
tgggagctgg
gctagtagtc
ttcaccctga
tttaactcct
gccgctccca
agcgtggtgt
gacaacgccc

tccacctaca

-239-

gtgtgggcga

cctggtatca

tggaacaggg

ctattagtag

accccctgac

gtgtgggcga

cctggtatca

tggaacaggg

ctattagtag

accccctgac

gcgtgttcat

gcctgctgaa

tgcagagcgg

gcctgagcag

tagagtgact

gcagaagccc

cgtgccctcect

cctgcagccc

cttcggcgga

tagagtgact

gcagaagccc

cgtgcecctcet

cctgcagccc

cttcggcgga

cttccccecce

caacttctac

caacagccag

caccctgacc



27341

ctgagcaagg ccgactacga gaagcataag gtgtacgcct gcgaggtgac ccaccagggc
600

ctgtccagcc ccgtgaccaa gagcttcaac aggggcgagt gc

642

<210> 41
<211> 7
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 41

Ser Gln Gly Ile Asn Trp Glu

1 5
<210> 42

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 42

Arg Pro Ser Gln Gly Ile Asn Trp Glu Leu Ala

1 5 10
<210> 43
<211> 107
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 43
Ala Ile Gln Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Pro Ser Gln Gly Ile Asn Trp Glu
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile

Tyr Asp Ala Ser Ser Leu Glu Gln Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro

65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Phe Asn Ser Tyr Pro Leu

-240-



Thr Phe Gly

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

<400>

44
214
PRT
Homo

44

Ala Ile Gln

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Arg

Ala

Asp

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

130

Val

Ser

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Val

115

Ser

Gln

Val

Gly
100

85

Gly

sapiens

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Gly

Ile

Val

Lys

Glu
165

Thr Lys Val

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

150

Gln

Ser

Cys

Lys

Glu

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Pro

Arg

Pro

40

Gln

Thr

Cys

Val

Pro

120

Leu

Asn

Ser

27341

90

Glu Ile
105

Ser Ser
10

Pro Ser
25

Gly Lys
Gly Val
Leu Thr
Gln Gln

90
Glu Ile
105
Ser Asp
Asn Asn

Ala Leu

Lys Asp
170

-241-

Lys

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Phe

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Ser

Gly

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

Ser

Asn

30

Leu

Phe

Leu

Tyr

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

95

Val

15

Trp

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu
175

Gly

Glu

Ile

Gly

Pro

80

Leu

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser



Ser Thr Leu

Ala Cys Glu
195

Phe Asn Arg

210
<210> 45
<211> 321
<212> ADN
<213> Homo
<400> 45
gccatccagc
60
atcacctgtc
120
ggcaaggccc
180
cggttcagcg
240
gaggacttcg
300
ggcaccaagg
321
<210> 46
<211> 642
<212> ADN
<213> Homo
<400> 46
gccatccagc
60
atcacctgtc
120
ggcaaggccc
180
cggttcagcg
240

27341

Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr

180

Val Thr

200

Gly Glu Cys

sapiens

tgacccagag

ggcccagcca

ccaagctgct

gcagcggatc

ccacctacta

tggaaatcaa

sapiens

tgacccagag

ggcccagcca

ccaagctgct

gcagcggatc

ccccagcagce

gggcatcaac

gatctacgac

cggcaccgac

ctgccagcag

ccccagcagce

gggcatcaac

gatctacgac

cggcaccgac

185

ctgagcgcca

tgggagctgg

gccagcteccec

ttcaccctga

ttcaacagct

ctgagcgcca

tgggagctgg

gccagctccce

ttcaccctga

-242-

190

205

gcgtgggcga

cctggtatca

tggaacaggg

ccatcagctc

accccctgac

gcgtgggcga

cctggtatca

tggaacaggg

ccatcagctc

His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser

cagagtgacc

gcagaagcct

cgtgcccagce

cctgcagcecec

cttcggcgga

cagagtgacc

gcagaagcct

cgtgcccage

cctgcagccc



gaggacttcg
300
ggcaccaagg
360
agcgacgagc
420
cccecgggagg
480
gagagcgtca
540
ctgagcaagg
600
ctgtccagcc
642

<210> 47
<211> 321
<212> ADN
<213>
<400> 47
gctattcagce
60
atcacctgta
120
ggcaaggccc
180
aggtttagcg
240
gaggacttcg
300
ggcactaagg
321

<210> 48
<211> 642
<212> ADN
<213>
<400> 48

ccacctacta

tggaaatcaa

agctgaagag

ccaaggtgca

ccgagcagga

ccgactacga

ccgtgaccaa

Homo sapiens

tgactcagtc

gacctagtca

ctaagctgct

gctcaggctc

ctacctacta

tggaaatcaa

Homo sapiens

ctgccagcag

gcgtacggtg

cggcaccgcc

gtggaaggtg

cagcaaggac

gaagcataag

gagcttcaac

acctagtagc

ggggattaac

gatctacgac

aggcaccgac

ctgtcagcag

27341

ttcaacagct
gccgctccca
agcgtggtgt
gacaacgccc
tccacctaca
gtgtacgcct

aggggcgagt

ctgagcgcta
tgggagctgg
gctagtagtc
ttcaccctga

tttaactcct

accccctgac

gcgtgttcat

gcctgctgaa

tgcagagcgg

gcctgagcag

gcgaggtgac

gc

gtgtgggcga

cctggtatca

tggaacaggg

ctattagtag

accccctgac

cttcggcgga

cttccccecccece

caacttctac

caacagccag

caccctgacc

ccaccagggc

tagagtgact

gcagaagccc

cgtgccctcet

cctgcagcecce

cttcggcgga

gctattcagc tgactcagtc acctagtagc ctgagcgcta gtgtgggcga tagagtgact

60

-243-



atcacctgta
120
ggcaaggccc
180
aggtttagcg
240
gaggacttcg
300
ggcactaagg
360
agcgacgagce
420
ccccgggagyg
480
gagagcgtca
540
ctgagcaagg
600
ctgtccagcc
642

<210> 49
<211> 348
<212> ADN
<213>
<400> 49
gaggtgcagc
60
tcttgcgcecg
120
cctggcaagg
180
gtggactccg
240
ctgcagatga
300
ggctccctgt
348

<210> 50

gacctagtca

ctaagctgct

gctcaggctc

ctacctacta

tggaaatcaa

agctgaagag

ccaaggtgca

ccgagcagga

ccgactacga

ccgtgaccaa

Homo sapiens

tggtggaatc

cctccggcett

gactggaatg

tgaagggccg

actccctgeg

actattgggg

27341

ggggattaac

gatctacgac

aggcaccgac

ctgtcagcag

gcgtacggtg

cggcaccgcce

gtggaaggtg

cagcaaggac

gaagcataag

gagcttcaac

tggcggcgac

caccttctcc

ggtggccaac

gttcaccatc

ggccgaggac

ccagggcacc

tgggagctgg

gctagtagtc

ttcaccctga

tttaactcct

gccgctccceca

agcgtggtgt

gacaacgccc

tccacctaca

gtgtacgcct

aggggcgagt

ctggtgcagc

agctactgga

atcaagcagg

tccecgggaca

accgccgtgt

ctggtgacag
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cctggtatca

tggaacaggg

ctattagtag

accccctgac

gcgtgttcat

gcctgctgaa

tgcagagcgg

gcctgagcag

gcgaggtgac

gc

ctggcggctc

tgtcctgggt

acggctccga

acgccaagaa

actactgcgc

tgtcctce

gcagaagccc

cgtgccctcet

cctgcagccc

cttcggcgga

cttccccececce

caacttctac

caacagccag

caccctgacc

ccaccagggc

tctgagactg

gcgacaggcc

gaagtactac

ctccctgtac

cagggaccgg



<211> 321
<212> ADN
<213>
<400> 50
gccatccagc
60
atcacctgtc
120
ggcaaggccc
180
agattctccg
240
gaggacttcg
300
ggcaccaagg
321

<210> 51
<211> 1338
<212> ADN
<213>
<400> 51
gaggtgcagc
60
tcttgcgceecg
120
cctggcaagg
180
gtggactccg
240
ctgcagatga
300
ggctccctgt
360
ggcccaagcg
420
ctgggctgcc
480
gccctgacct
540

Homo sapiens

tgacccagtc

ggccctecca

ccaagctgct

gctctggctce

ccacctacta

tggaaatcaa

Homo sapiens

tggtggaatc

cctcecggett

gactggaatg

tgaagggccg

actccctgceg

actattgggg

tgttcccect

tggtgaagga

ccggcegtgcea

cccctecage

gggcatcaac

gatctacgac

cggcaccgac

ctgccagcag

tggcggcgac

caccttctcc

ggtggccaac

gttcaccatc

ggccgaggac

ccagggcacc

ggcccccagce

ctacttcccc

caccttcccce

27341

ctgtctgect
tgggaactgg
gccagctceccce
ttcaccctga

ttcaactcct

ctggtgcagce
agctactgga
atcaagcagg
tccegggaca
accgccgtgt
ctggtgacag
agcaagagca
gagcccgtga

gccgtgcetge

-245-

ccgtgggcga

cctggtatca

tggaacaggg

ccatctccag

accccctgac

ctggcggctce

tgtcctgggt

acggctccga

acgccaagaa

actactgcgc

tgtcctecge

ccagcggcgg

ccgtgtcctg

agagcagcgg

cagagtgacc

gcagaagccc

cgtgccctcece

cctgcagccc

cttcggcgga

tctgagactg

gcgacaggcc

gaagtactac

ctccctgtac

cagggaccgg

ctccaccaag

cacagccgcc

gaacagcgga

cctgtacagce



ctgagcagcg
600
gtgaaccaca
660
aagacccaca
720
ctgttccccce
780
gtggtggtgg
840
gtggaggtgc
900
gtggtgtccg
960
aaggtgtcca
1020
cagccaagag
1080
caggtgtccc
1140
gagagcaacg
1200
ggcagcttct
1260
gtgttcagct
1320
agcctgtccc
1338

<210> 52
<211> 642
<212> ADN
<213>

<400> 52

tggtgaccgt

agcccagcaa

cctgcccccec

CCaagcccaa

acgtgtccca

acaacgccaa

tgctgaccgt

acaaggccct

agccccaggt

tgacctgtct

gccagcccga

tcctgtacag

gctccgtgat

caggcaag

Homo sapiens

27341

gcccagcage

caccaaggtg

ctgcccagcec

ggacaccctg

cgaggaccca

gaccaagccc

gctgcaccag

gccagcccca

gtacaccctg

ggtgaagggc

gaacaactac

caagctgacc

gcacgaggcc

gccatccagc tgacccagtc cccctccage

60

atcacctgtc ggccctccca gggcatcaac

120

ggcaaggccc ccaagctgct gatctacgac

180

agcctgggca

gacaagagag

cccgagetge

atgatcagca

gaggtgaagt

agagaggagc

gactggctga

atcgaaaaga

ccacccagca

ttctacccaa

aagaccaccc

gtggacaaga

ctgcacaacc

cccagaccta

tggagcccaa

tgggcggacc

gaacccccga

tcaactggta

agtacaacag

acggcaagga

ccatcagcaa

gggaggagat

gcgacatcgce

ccccagtgcet

gcagatggca

actacaccca

catctgtaac

gagctgtgac

cagcgtgtte

ggtgacctgt

cgtggacggc

cacctacagg

gtacaagtgt

ggccaagggc

gaccaagaac

cgtggagtgg

ggacagcgac

gcagggcaac

gaagagcctg

ctgtctgcect ccgtgggcga cagagtgacc

tgggaactgg cctggtatca gcagaagccc

gccagctccc tggaacaggg cgtgccctcc
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agattctccg
240

gaggacttcg
300

ggcaccaagg
360

agcgacgagc
420

cccagggagg
480

gagagcgtca
540

ctgagcaagg
600

ctgtccagcce
642

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

53
107
PRT
Homo

<400> 53

Ala Ile Gln

1

Asp Arg Val

Leu Ala Trp

35

Tyr Asp Ala

50

Ser Ser

65

Gly

Glu Asp Phe

gctctggctc

ccacctacta

tggaaatcaa

agctgaagag

ccaaggtgca

ccgagcagga

ccgactacga

ccgtgaccaa

sapiens
Thr

Leu

Thr
20

Ile

Tyr Gln

Ser Ser

Gly Thr

Ala Thr

85

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

cggcaccgac

ctgccagcag

gcgtacggtyg

cggcaccgcc

gtggaaggtg

cagcaaggac

gaagcacaag

gagcttcaac

Ser Pro

Cys

Arg

Pro
40

Lys

Glu
55

Asn
Thr

Phe

Tyr Cys

27341

ttcaccctga
ttcaactcct
gccgctccca
agcgtggtgt
gacaacgccc
tccacctaca
gtgtacgcct

aggggcgagt

Ser Leu

10

Ser

Pro Ser Gln

25

Gly Lys Ala

Gly Val Pro

Thr Ile

75

Leu

Gln Gln

90

Phe
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ccatctccag

accccctgac

gcgtgttcat

gtctgctgaa

tgcagagcgg

gcctgagcag

gtgaggtgac

gc

Ser Ala Ser

Ile Asn

30

Gly

Pro Lys Leu

45

Ser Phe

60

Arg

Ser Ser Leu

Asn Ser Tyr

cctgcagccce

cttcggcgga

cttccccecceca

caacttctac

caacagccag

caccctgacc

ccaccagggc

Val
15

Gly

Trp Glu

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

80

Pro Leu

95



Thr Phe Gly

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

<400>

Ala

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ile

Arg

Ala

Asp

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

130

Val

Ser

Thr

54
214
PRT
Homo

54

Gln

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Val

115

Ser

Gln

Val

Leu

Gly Gly Thr Lys Val

100

sapiens

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr
180

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

165

Leu

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

150

Gln

Ser

Ser

Cys

Lys

Glu

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Pro

Arg

Pro

40

Asn

Thr

Cys

Val

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

27341

Glu Ile
105

Ser Ser
10

Pro Ser
25

Gly Lys

Gly Vval

Leu Thr

Gln Gln

90

Glu Ile
105

Ser Asp
Asn Asn
Ala Leu
Lys Asp

170

Asp Tyr
185

-248-

Lys

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Phe

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Gly

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

Ser

Asn

30

Leu

Phe

Leu

Tyr

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys
190

Val

15

Trp

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

Gly

Glu

Ile

Gly

Pro

80

Leu

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr



27341

Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser

195

Phe Asn Arg

210
<210> 55
<211> 321
<212> ADN
<213> Homo
<400> 55
gccatccagc
60
atcacctgtc
120
ggcaaggccc
180
cggttcagcg
240
gaggacttcg
300
ggcaccaagg
321
<210> 56
<211> o642
<212> ADN
<213>
<400> 56
gccatccagc
60
atcacctgtc
120
ggcaaggccc
180
cggttcagcg
240
gaggacttcg
300

200

Gly Glu Cys

sapiens

tgacccagag

ggcccagcca

ccaagctgct

gcagcggatc

ccacctacta

tggaaatcaa

Homo sapiens

tgacccagag

ggcccagcca

ccaagctgct

gcagcggatc

ccacctacta

ccccagcagce

gggcatcaac

gatctacgac

cggcaccgac

ctgccagcag

g

ccccagcagce

gggcatcaac

gatctacgac

cggcaccgac

ctgccagcag

ctgagcgcca

tgggagctgg

gccagctccc

ttcaccctga

ttcaacagct

ctgagcgcca

tgggagctgg

gccagctccc

ttcaccctga

ttcaacagct
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205

gcgtgggcga

cctggtatca

tggaaaacgg

ccatcagctc

accccctgac

gcgtgggcga

cctggtatca

tggaaaacgg

ccatcagctc

accccctgac

cagagtgacc

gcagaagcct

cgtgcccagce

cctgcagccce

cttcggcgga

cagagtgacc

gcagaagcct

cgtgcccage

cctgcagcecc

cttcggcgga



ggcaccaagg
360
agcgacgagc
420
ccccgggagg
480
gagagcgtca
540
ctgagcaagg
600
ctgtccagcc
642

<210> 57
<211> 321
<212> ADN
<213>
<400> 57
gctattcagc
60
atcacctgta
120
ggcaaggccc
180
aggtttagcg
240
gaggacttcg
300
ggcactaagg
321

<210> 58
<211> 642
<212> ADN
<213>
<400> 58

tggaaatcaa

agctgaagag

ccaaggtgca

ccgagcagga

ccgactacga

ccgtgaccaa

Homo sapiens

tgactcagtc

gacctagtca

ctaagctgct

gctcaggctc

ctacctacta

tggaaatcaa

Homo sapiens

27341

gcgtacggtg gccgctccca
cggcaccgce agcgtggtgt
gtggaaggtg gacaacgccc
cagcaaggac tccacctaca
gaagcataag gtgtacgcct

gagcttcaac aggggcgagt

acctagtagc ctgagcgcta
ggggattaac tgggagctgg
gatctacgac gctagtagtc
aggcaccgac ttcaccctga

ctgtcagcag tttaactcct

g

gcgtgttcat

gcctgctgaa

tgcagagcgg

gcctgagcag

gcgaggtgac

gc

gtgtgggcga

cctggtatca

tggaaaacgg

ctattagtag

accccctgac

cttcccecceccce

caacttctac

caacagccag

caccctgacc

ccaccagggc

tagagtgact

gcagaagccc

cgtgcectcet

cctgcagccc

cttcggcgga

gctattcagc tgactcagtc acctagtagc ctgagcgcta gtgtgggcga tagagtgact

60

atcacctgta gacctagtca ggggattaac tgggagctgg cctggtatca gcagaagccc

120
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ggcaaggccc
180
aggtttagcg
240
gaggacttcg
300
ggcactaagg
360
agcgacgagc
420
ccccgggagg
480
gagagcgtca
540
ctgagcaagg
600
ctgtccagcecc
642

<210> 59
<211> 19
<212> PRT
<213>
<220>
<223>
<400> 59

ctaagctgct

gctcaggctc

ctacctacta

tggaaatcaa

agctgaagag

ccaaggtgca

ccgagcagga

ccgactacga

ccgtgaccaa

gatctacgac

aggcaccgac

ctgtcagcag

gcgtacggtg

cggcaccgcc

gtggaaggtg

cagcaaggac

gaagcataag

gagcttcaac

Artificial Sequence

27341

gctagtagtc
ttcaccctga
tttaactcct
gccgctccca
agcgtggtgt
gacaacgccce
tccacctaca
gtgtacgcct

aggggcgagt

Heavy chain leader sequence

tggaaaacgg

ctattagtag

accccctgac

gcgtgttcat

gcctgctgaa

tgcagagcgg

gcctgagcag

gcgaggtgac

cgtgcecctet

cctgcagcecce

cttcggcgga

cttcccecceccececce

caacttctac

caacagccag

caccctgacc

ccaccagggc

Met Glu Phe Gly Leu Ser Trp Val Phe Leu Val Ala Ile Leu Glu Gly

1

Val His Cys

<210> 60
<211> 22
<212> PRT
<213>
<220>
<223>
<400> 60

5

Artificial sequence

10

Light chain leader sequence

15

Met Asp Met Arg Val Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp
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27341

Leu Pro Gly Ala Arg Cys
20

<210> 61
<211> 57
<212> ADN

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Coding sequence for heavy chain leader sequence

<400> o6l
atggaattcg gcctgagctg ggtgttcctg gtcgcgattc tggaaggcgt gcactgce
57

<210> 62
<211> 66
<212> ADN

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Coding sequence for light chain leader sequence

<400> 62
atggacatga gggtccccgc tcagctcctg gggcttctgce tgctctgget cccaggcgcec
60

agatgt

66

<210> 63
<211> 19
<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Alternative heavy chain leader sequence

<400> 63
Met Ala Trp Val Trp Thr Leu Pro Phe Leu Met Ala Ala Ala Gln Ser

1 5 10 15

Val Gln Ala

<210> 64
<211> 20
<212> PRT
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27341

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Alternative light chain leader sequence

<400> 64
Met Ser Val Leu Thr Gln Val Leu Ala Leu Leu Leu Leu Trp Leu Thr

1 5 10 15

Gly Thr Arg Cys

20
<210> 65
<211> 57
<212> ADN

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Coding sequence for alternative heavy chain leader sequence

<400> 65
atggcctggg tgtggaccct gcccttcecctg atggccgctg ctcagtcagt gcaggcec
57

<210> 66
<211> 60
<212> ADN

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Coding sequence for alternative light chain leader sequence

<400> 66
atgagcgtgc tgactcaggt gctggccctg ctgctgectgt ggctgaccgg cacccgctge
60

<210> 67
<211> 19
<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Second alternative heavy chain leader sequence

<400> 67

Met Glu Trp Ser Trp Val Phe Leu Phe Phe Leu Ser Val Thr Thr Gly
1 5 10 15

Val His Ser

-253-



27341

<210> 68
<211> 20
<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Second alternative light chain leader sequence

<400> 68
Met Ser Val Pro Thr Gln Val Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp Leu Thr

1 5 10 15

Asp Ala Arg Cys
20

<210> 69
<211> 57
<212> ADN

<213> Artificial sequence

<220>

<223> Coding sequence for second alternative heavy chain leader
sequence

<400> 69

atggaatggt cctgggtgtt cctgttcttc ctgtccgtga ccacaggcgt gcactcc
57

<210> 70
<211> 60
<212> ADN

<213> Artificial sequence

<220>

<223> Coding sequence for second alternative light chain leader
sequence

<400> 70

atgtccgtgc ccacacaggt gctgggcctg ctgctgctgt ggctgaccga cgccagatge
60

<210> 71
<211> 7
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> Xaa
<222>  (3)..(3)
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27341

<223> Variable
<220>

<221> Xaa
<222> (5)..(7)
<223> Variable
<400> 71

Ser Gln Xaa Ile Xaa Xaa Xaa

1 5
<210> 72

<211> ©

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> Xaa
<222> (2)..(2)
<223> Variable

<400> 72

Phe Xaa Ser Tyr Pro Leu

1 5
<210> 73
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> Xaa
<222> (5)..(5)

<223> Variable
<220>

<221> Xaa
<222> (7)) ..(9)
<223> Variable
<400> 73

Arg Pro Ser Gln Xaa Ile Xaa Xaa Xaa Leu Ala

1 5 10
<210> 74

<211> 7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

-255-



<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Xaa

(7) .. (7)
Variable
74

Asp Ala Ser Ser Leu Glu Xaa

1

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

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

75
9
PRT

5

Homo sapiens

Xaa

(4)..(4)
Variable
75

Gln Gln Phe

1

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

<400>

Gly

Asn

Thr

Ser

Val

65

Gly

Ile

Phe

Asn

Pro

50

Ile

Asn

76
136
PRT
Homo

76

Thr

Pro

Thr

35

Trp

Trp

Val

27341

Xaa Ser Tyr Pro Leu Thr

5

sapiens

Ile

Arg

20

Asn

Asn

Glu

Asp

Pro

Thr

Pro

Leu

Ala

Tyr

Arg

Val

Lys

His

Lys

70

His

Asn

Met

Arg

Arg

55

Cys

Met

Pro

Val

Ser

40

Asn

Arg

Asn

Gly Cys
10

Asn Leu

25

Ser Asp

Glu Asp

His Leu

Ser Val

-256-

Pro

Asn

Tyr

Pro

Gly

75

Pro

Asn

Ile

Tyr

Glu

60

Cys

Ile

Ser

His

Asn

45

Arg

Ile

Gln

Glu

Asn

30

Arg

Tyr

Asn

Gln

Asp

15

Arg

Ser

Pro

Ala

Glu

Lys

Asn

Thr

Ser

Asp

80

Ile



Leu

Glu

His

Val Leu

Lys Ile
115

His Val
130

<210> 77
<211> 134
<212> PRT

<213>

Homo

<400> 77

Met

1

Ser

Ile

Ser

Pro

65

Ala

Glu

Gln

Val

Arg Lys

Cys Pro

Asn Glu
35

Thr Ser
50"

Ser Glu

Gln Gly

i

Thr Leu

Leu Glu
115

Ile His
130

Arg
100

Leu

Ala

85

Arg

Val

Glu

sapiens

Ile

Pro

20

Asn

Pro

Val

Lys

Val

100

Lys

His

Pro

Val

Gln

Trp

Val

Glu

85

Val

Val

Val

Glu

Ser

Phe

Lys

Pro

Arg

Asn

Gln

70

Asp

Arg

Leu

Gln

Pro

Val

Arg
135

Val

Gly

Val

Tyr

55

Ala

Ile

Arg

Val

Pro

Gly

120

His

Gly

Gly

Ser

40

Thr

Gln

Ser

Lys

Thr
120

27341

90

95

His Cys Pro Asn Ser Phe Arg Leu

105

110

Cys Thr Cys Val Thr Pro Ile Val

His Thr
10

Ser Met
25

Met Ser

Val Thr

Cys Arg

Met Asn

90

His Gln
105

Val Gly

-257-

Phe

Lys

Arg

Trp

Asn

75

Ser

Gly

Cys

Phe

Leu

Asn

Asp

60

Leu

Val

Cys

Thr

125

Gln

Asp

Ile

45

Pro

Gly

Pro

Ser

Cys
125

Lys

Ile

30

Glu

Asn

Cys

Ile

Val

110

Val

Pro

15

Gly

Ser

Arg

Ile

Gln

95

Ser

Thr

Glu

Ile

Arg

Tyr

Asn

80

Gln

Phe

Pro



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

<400>

Gly

Pro

Asn

Tyr

Pro

65

Gly

Pro

Pro

Cys

Pro

Asn

Ile

Tyr

50

Glu

Cys

Ile

Asn

Val
130

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

<400>

78
138
PRT
Homo

78

Ile

Ser

His

35

Asn

Arg

Ile

Gln

Ser

115

Thr

79
132
PRT

sapiens

Val

Glu

20

Asn

Arg

Tyr

Asn

Gln

100

Phe

Pro

Lys

Asp

Arg

Ser

Pro

Ala

85

Glu

Arg

Ile

Ala

Lys

Asn

Thr

Ser

70

Asp

Ile

Leu

Val

Gly

Asn

Thr

Ser

55

Val

Gly

Leu

Glu

His
135

Macaca fascicularis

79

Ile

Phe

Asn

40

Pro

Ile

Asn

Val

Lys

120

His

27341

Thr Ile
10

Pro Arg
25

Thr Asn
Trp Asn
Trp Glu
Val Asp
Leu Arg
105

Ile Leu

vVal Ala

Pro

Thr

Pro

Leu

Ala

75

Tyr

Arg

Val

Arg

Val

Lys

His

60

Lys

His

Glu

Ser

Asn

Met

Arg

45

Arg

Cys

Met

Pro

Val
125

Pro

Val

30

Ser

Asn

Arg

Asn

Pro

110

Gly

Gly

15

Asn

Ser

Glu

His

Ser

95

His

Cys

Cys

Leu

Asp

Asp

Leu

80

Val

Cys

Thr

Gly Ile Ala Ile Pro Arg Asn Ser Gly Cys Pro Asn Ser Glu Asp Lys

1

5

10

15

Asn Phe Pro Arg Thr Val Met Val Asn Leu Asn Ile His Asn Arg Asn

20

25

-258-

30



Thr Ser

Ser Pro
50

Val Ile
65

Thr Asn Pro Lys Arg
35

Trp Asn Leu His Arg

Trp Glu Ala Lys Cys
70

Gly Asn Val Asp Tyr His Met

Leu Val

Glu Lys

His His
130

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Met Arg
1

Ser Cys

Ile Asn

Ser Thr
50

Pro Ser
65

85

Leu Arg Arg Glu Pro
100

Ile Leu Val Ser Val
115

Val Ala

80
134
PRT
Macaca fascicularis

80

Lys Ile Pro Lys Val

Pro Pro Val Pro Glu
20

Glu Asn Gln Arg Val
35

Ser Pro Trp Asn Tyr
55

Glu Val Val Gln Ala
70

Ser

40

Asn

Arg

Asn

Arg

Gly
120

Gly

Gly

Ser

40

Thr

Gln

27341

Ser

Glu

His

Ser

His

105

Cys

His

Ser

25

Met

Val

Cys

Asp

Asp

Leu

Val

90

Cys

Thr

Thr

10

Met

Ser

Thr

Lys

-250-

Tyr

Pro

Gly

75

Pro

Pro

Cys

Phe

Lys

Arg

Trp

His
75

Tyr

Glu

60

Cys

Ile

Asn

Val

Phe

Leu

Asn

Asp

60

Leu

Asn

45

Arg

Val

Gln

Ser

Thr
125

Gln

Asp

Ile

45

Pro

Gly

Arg

Tyr

Lys

Gln

Phe

110

Pro

Lys

Thr

30

Glu

Asn

Cys

Ser

Pro

Ala

Glu

95

Arg

Ile

Pro

15

Gly

Ser

Arg

Ile

Thr

Ser

Asp

80

Ile

Leu

Val

Glu

Ile

Arg

Tyr

Asn
80



Ala

Glu

Gln

Val

Gln Gly Lys

Thr

Leu

vVal
130

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

<400>

Leu

Glu
115

His

81
132
PRT

Val
100

Lys

His

Glu

Leu

Val

Val

Asp

Arg

Leu

Gln

Macaca mulatta

81

Gly Ile Ala Ile

1

Asn

Thr

Ser

Val

65

Gly

Leu

Glu

His

Phe

Ser

Pro

50

Ile

Asn

Val

Lys

His
130

Pro

Thr

35

Trp

Trp

Val

Leu

Ile

115

Val

Arg

20

Ser

Asn

Glu

Asp

Arg

100

Leu

Ala

Pro

Thr

Pro

Leu

Ala

Tyr

85

Arg

Val

Arg

val

Lys

His

Lys

70

His

Glu

Ser

Ile

Arg

Val

Asn

Met

Arg

Arg

Cys

Met

Pro

Val

Ser

Lys

Thr
120

Ser

Val

Ser

40

Asn

Arg

Asn

Arg

Gly
120

27341

Met

His

105

Val

Gly

Asn

25

Ser

Glu

His

Ser

His

105

Cys

Asn
90

Gln

Gly

Cys

10

Leu

Asp

Asp

Leu

Val

90

Cys

Thr

-260-

Ser

Gly

Cys

Pro

Asn

Tyr

Pro

Gly

75

Pro

Pro

Cys

val

Cys

Thr

Asn

Ile

Tyr

Glu

60

Cys

Ile

Asn

Val

Pro

Ser

Cys
125

Ser

His

Asn

45

Arg

Val

Gln

Ser

Thr
125

Ile

Val

110

Val

Glu

Asn

30

Arg

Tyr

Lys

Gln

Phe

110

Pro

Gln
95

Ser

Thr

Asp

Arg

Ser

Pro

Ala

Glu

95

Arg

Ile

Gln

Phe

Pro

Lys

Asn

Thr

Ser

Asp

80

Ile

Leu

Val



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

<400>

82
127
PRT

Callithrix jacchus

82

Ser Pro Gln

1

Arg

Lys

His

Lys

65

His

Glu

Ser

Thr

Arg

Arg

50

Cys

Met

Pro

Val

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

<400>

Val

Ala
35

Asn

Arg

Asn

Arg

Gly

115

83
134
PRT

Asn

Met

20

Ser

Glu

His

Ser

His

100

Cys

Pro

Val

Asp

Asp

Leu

Val

85

Cys

Thr

Mus musculus

83

Met Ala Ala Ile Ile

1

5

Lys Asp Phe Leu Gln

20

Leu Gly Ala Lys Val

Gly

Asn

Tyr

Pro

Gly

70

Pro

Thr

Cys

Cys

Leu

Tyr

Glu

55

Cys

Ile

Asn

Val

Pro

Asn

Asn

40

Arg

Val

Gln

Ser

Thr
120

Pro Gln Ser

Asn Val Lys

Ser Ser Arg

27341

Asn

Ile

25

Arg

Tyr

Asp

Gln

Phe

105

Pro

Ser

Val
25

Arg

Ala Glu
10

Arg Asn

Ser Ser

Pro Ser

Ala Asp

75

Glu Ile
90

Arg Leu

Ile Val

Asp

Arg

Ser

Val

60

Gly

Leu

Glu

His

Lys

Asn

Pro

45

Ile

Asn

Val

Lys

His
125

Ala Cys Pro Asn

10

Asn Leu Lys Val

Asn

Thr

30

Trp

Trp

Val

Leu

Met

110

Val

Thr

Phe

15

Asn

Asn

Glu

Asp

Arg

Leu

Ala

Glu
15

Pro

Ser

Leu

Ala

Tyr

80

Arg

Val

Ala

Phe Asn Ser

30

Pro Ser Asp Tyr Leu Asn Arg

-261-



Ser

Pro

65

Ala

Glu

Arg

Ile

Thr

50

Ser

Glu

Ile

vVal

Val
130

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

<400>

Ala

Pro

Val

Pro

Thr

65

Arg

Pro

Ala

Arg

Arg

50

Arg

His

35

Ser

Val

Gly

Leu

Glu
115

Arg

84
141
PRT

Pro

Ile

Lys

Val

100

Lys

Gln

Trp

Trp

Leu

85

Leu

Met

Ala

Mus musculus

84

Glu

Leu

Val

35

Glu

Asp

Ser

Pro

Gln

20

Asp

Phe

Pro

Gly

Glu

Lys

Ile

Gln

His

Cys
85

Thr

Glu

70

Asp

Lys

Leu

Ala

Phe

Ala

Arg

Asn

Arg

70

Ile

Leu

55

Ala

His

Arg

Val

Arg

Gly

Ile

Arg

55

Phe

Asn

40

His

Gln

His

Glu

Gly
120

His

Asn

Phe

40

Ser

Pro

Ala

27341

Arg

Cys

Met

Pro

105

Val

Arg

Cys

25

Asn

Ser

Ser

Gln

Asn

Arg

Asn

90

Glu

Gly

Lys

10

Pro

Gln

Ser

Glu

Gly
90

-262-

Glu

His

75

Ser

Ser

Cys

Asn

Pro

Asn

Pro

Ile

75

Gln

Asp

60

Gln

Val

Cys

Thr

Pro

Leu

Gln

Trp

60

Ala

Glu

45

Pro

Arg

Leu

Pro

Cys
125

Lys

Glu

Gly

45

Asp

Glu

Asp

Asp

Cys

Ile

Phe

110

Val

Ala

Asp

30

Ile

Tyr

Ala

Ser

Arg

Val

Gln

95

Thr

Ala

Gly

Asn

Ser

Asn

Gln

Thr
95

Tyr

Asn

80

Gln

Phe

Ser

Val

Thr

Val

Ile

Cys

80

Met



Asn Ser Val

Gln Gly Cys

115

Gly Cys Thr

130

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

<400>

Met

1

Asn

Leu

Ser

Pro

65

Ala

Glu

Arg

Ile

Ala

Asn

Ser

Thr

50

Ser

Glu

Ile

Val

Val
130

<210>

85
134
PRT

Rattus norvegicus

85

Val

Phe

Ser

35

Ser

Val

Gly

Leu

Glu

115

Arg

86

Ala Ile Gln Gln

100

Ser Asn Ser Phe

Cys Val Lys Pro

Leu

Leu

20

Lys

Pro

Ile

Lys

Val

100

Lys

His

Ile

Gln

Ala

Trp

Trp

Leu

85

Leu

Met

Ala

Pro

Asn

Ser

Thr

Glu

70

Asp

Lys

Leu

Ser

135

Gln

vVal

Ser

Leu

55

Ala

His

Arg

Val

Glu

Arg

120

Ile

Ser

Lys

Arg

40

Ser

Gln

His

Glu

Gly
120

27341

Ile
105

Leu

Val

Ser

Val

25

Arg

Arg

Cys

Met

Pro

105

Val

Leu

Glu

His

Val

10

Asn

Pro

Asn

Arg

Asn

90

Glu

Gly

-263-

Val

Lys

Gln

Cys

Leu

Ser

Glu

His

75

Ser

Lys

Cys

Leu

Met

Ala
140

Pro

Lys

Asp

Asp

60

Gln

Val

Cys

Thr

Arg

Leu

125

Ala

Asn

Val

Tyr

45

Pro

Arg

Leu

Pro

Cys
125

Arg Glu Pro

110

Leu Lys Val

Ala

Ile

30

Leu

Asp

Cys

Ile

Phe

110

Val

Glu

15

Asn

Asn

Arg

Val

Gln

95

Thr

Ser

Ala

Ser

Arg

Tyr

Asn

80

Gln

Phe

Ser



<211>
<212>
<213>

<400>

Asn Cys

1

Pro Arg

His Phe

Glu Trp

Glu Leu

65

Phe Glu

Thr Phe

Val His

Ser Lys

130

Thr Thr

145

Val Glu

Asn Glu

Glu Asn

295
PRT
Homo

86

Thr

Asn

Ala

35

Thr

Ser

Phe

Ser

His

115

Asn

Pro

Thr

Ser

His
195

sapiens

val

Leu

20

His

Leu

vVal

Leu

His

100

Leu

Phe

Cys

Leu

Thr

180

Ser

Lys

Thr

Thr

Gln

Leu

Ser

85

Phe

Pro

Leu

Met

Glu

165

His

Cys

Asn

Pro

Gln

Thr

Gln

70

Lys

Val

Lys

Val

Ser

150

Ala

Tyr

Phe

Ser

Ser

Gln

Asp

55

Leu

Leu

Val

Pro

Pro

135

Ser

His

Gln

Glu

Thr

Ser

Gly

40

Ala

Asn

Arg

Asp

Ile

120

Asp

Gly

Gln

Ile

His
200

27341

Cys

Pro

25

Asp

Ser

Thr

His

Pro

105

Pro

Cys

Ser

Leu

Leu

185

Met

Leu

10

Lys

Leu

Ile

Asn

His

90

Asp

Asp

Glu

Leu

Arg

170

Leu

His

-264-

Asp

Asp

Phe

Leu

Glu

75

His

Gln

Gly

His

Trp

155

val

Thr

His

Asp

Leu

Pro

Tyr

60

Arg

Arg

Glu

Asp

Ala

140

Asp

Ser

Ser

Ile

Ser

Gln

Val

45

Leu

Leu

Arg

Tyr

Pro

125

Arg

Pro

Phe

Phe

Pro
205

Trp

Ile

30

Ala

Glu

Cys

Trp

Glu

110

Asn

Met

Asn

Thr

Pro

190

Ala

Ile
15

Gln

His

Val

Arg

95

Val

His

Lys

Ile

Leu

175

His

Pro

His

Leu

Ile

Ala

Arg

Phe

Thr

Gln

Val

Thr

160

Trp

Met

Arg



27341

Pro Glu Glu Phe His Gln Arg Ser Asn Val Thr Leu Thr Leu Arg Asn
210 215 220

Leu Lys Gly Cys Cys Arg His Gln Val Gln Ile Gln Pro Phe Phe Ser
225 230 235 240

Ser Cys Leu Asn Asp Cys Leu Arg His Ser Ala Thr Val Ser Cys Pro
245 250 255

Glu Met Pro Asp Thr Pro Glu Pro Ile Pro Asp Tyr Met Pro Leu Trp
260 265 270

Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Gly Gly Leu Asn Asp Ile Phe Glu Ala
275 280 285

Gln Lys Ile Glu Trp His Glu
290 295

-265-





