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Linh vgc ky thuat dwoc dé cap

Khéng thé, con duge goi 1a immunoglobulin (Ig), 14 glycoprotein hoa tan trong
mau hodc dich k& déng vai tro then chdt trong mién dich thé dich cua dong vat cé xuong
song. Khang thé duoc san xuit béi té bao B trong dap ung voi chat héa hoc hodc sinh
hoc la (khdng nguyén) cé cdu triic khac nhau. Do tinh dic hiéu cao va &i luc cao véi
khéng nguyén nhét dinh, va do kha ning san xuit khang thé chéng lai kho khang nguyén
khong gi¢i han, khang thé va dan xuit cta chung 13 mot trong sd cac chat phan tmg quan

trong nhét dugc sir dung trong ca nghién ctru y hoc co ban va ung dung.

Khéng thé cb dién [1, 2] dwoc bidu thi bing protein da phan 16n (IgG ~150 KDa)
ma chira hai chudi ning H giéng nhau (m6t mién bién dbi VH, ba mién khéng d6i CHI1,
CH2 va CH3, va mién ban 1& & gitta CHI va CH2) va hai chudi nhe L giéng nhau (bao
gdm mién bién d6i VL va mién khong dbi CL). Phan ttr c6 bdn chudi ¢ cac lién két
khong cdng héa tri va cong hoa tri (disulfua) dé ndi cac chudi. Papain proteaza c6 thé
dugc st dung dé pha v& phan tir khang thé thanh hai méanh: Fab (Manh lién két khang
nguyén) va Fc (Manh cé thé két tinh). Do d6, mot ving cua phén tir (Fab) xac dinh tinh
dac hiéu v6i khang nguyén cia nd, va vang kia (Fc) thuc hién chic ning tac ddong nhim
loai bé khang nguyén [3, 4]. Cac mién CH1 va CH2 ciia chudi H cach nhau béi vung ban
1& ma dam bao cho tinh linh dong cta vung Fab va su tuong tac cia phan t& IgG véi thu
thé tac dong Ig 16 ra trén cac t& bao. Mién CH2 c6 chira cac viung lién két véi thy thé
FcY ma lam trung gian cho sy hoat héa té bao (ADCC va ADCP) va véi phan t& hé
théng bd thé (CDC). Ngoai ra, mién ndy c6 chira vi tri ma 1 diém gén cho cacbohydrat
dbi v&i tit ca cac isotyp immunoglobulin. Mién CH3 gin nhu x4c dinh d6 én dinh cia
dime IgG va tuong tac vdi thu thé FcRn trén bé mit té bao dé thiét 1ap cac tinh chét duogc
dong hoc ctia khang thé cing nhu 13 su chuyén héa va phan bd clia ching trong co thé.

Su két hop clia ving x4c dinh bd sung (CDR) ciia mién bién ddi cua chudi ning (VH) va
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mién bién ddi ctia chudi nhe (VL) tao thanh manh lién két khang nguyén, trong khi dé
ving khung ctia mién bién déi va mién khong dbi khong truc tiép tham gia vao sy nhan
dién khang nguyén. Dan xuét Fab dugc t5i thiéu hoa ddi v6i khang thé cd dién 1a céu
tric chudi don trong d6 mién bién ddi cua chudi ning va chudi nhe dugc néi v6i trinh tu

lién két (scFv).

Viéc phét hién ra ham luong déng ké cia khang thé khong c6 dién dic higu c6 cau
tric duoc 1am don gian hoa trong méu ctia dong vat Camelidae (lac da mot budu, lac da
khéong budu, vicuna) 1a phat hién c¢6 gi4 tri [5]. Khang thé (chudi ning khéng thé, HCAD)
nay bao gdm chudi nang di cat ngin don 1é dang dime (khong ¢ mién CH1) hoan toan
khong c6 chudi nhe. Manh lién két khang nguyén cia HCAb dugc tao thanh chi bing
mot midn bién déi chudi ning (VHH), ma dugc ndi qua ving ban 1& véi mién Fe. Thong
thuong hon, VHH duoc goi la khang thd don mién, “nanobody”, “khang thé c& nho
(mini-antibody)” hodc “khang thé nano (nano-antibody)”. Dudong nhu 13 ngoai kich
thuée nho (12-15 KDa), ciu trac don mién duge phan 13p ndy c6 s6 vu diém co thé so
sanh dugc v6i khang thé IgG cb dién, cu thé 13 su két tap, do 6n dinh héa hoc va do én
dinh nhiét. Khang thé VHH c6 thé duoc tach dong va dugc bidu hién thanh cong & té bao
vi khudn va té bio ndm men. Nho ¢6 cac tinh chit nay, khang thé nay da dugc phét trién
theo hudng tri liéu bdi Ablynx Company va theo hudéng sdc ky trong phong thi nghiém

va cong nghiép (san pham 4i luc CaptureSelect).

Khang thé chudi ning c6 chira dime cua chudi niang Ig don & dugc phat hién lan
dAu bing phan tich dién di d6i v6i immunoglobulin trong huyét thanh thu duoc tir cac
dai dién khac nhau ctia ho Camelidae [5]. Ty 1€ tuong ting cuia HCAD thay d6i tir khoang
15-25% (cua tAt ca cac I1gG) & lac da khong buéu va vicuna dén khoang 60-80% ¢ lac
da mdt budu [6].

Gia dinh rang HCAb khéng cb dién, it nhét 13 trong truong hop Camelidae, dan
dén su tién hoa tuong dbi gan clia cac gen cla khang thé ¢ dién. Hai mién khong déi

chudi ning, CH2 va CH3, trong truong hop cia HCAb va khang thé c6 dién, dugc bao
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toan cao. Trong HCAb khong c6 mién nao twong tmg voéi mién khong dbi thir nhat CH1
ctia khang thé cb dién. Hé gen lac ¢ mot budu c6 chira cum gdm khoang nim muoi gen
c6 kha nang sinh ra VH va bdn muoi gen cé kha ning sinh ra VHH sau d6 1a nhiéu gen
cta manh D, méanh J va cac gen ma hda cho vung khong bién d6i (Cp, Cy, Ce va Ca). R&
rang rang mot sd gen Cy phu hop dé tao thanh HCAb (su dot bién dan dén sy mét di ctia
mién CH1), va cac gen khéc — dé tao thanh khang thé ¢d dién (v6i mién CHI con lai).
Céc gen gidng nhau ctia manh D va manh J ¢6 thé ndi ngu nhién véi mot trong sd cac
gen VH hoac mot trong sb cac gen VHH. Diéu nay chi ra ring cac gen VH va VHH nim

& cung locut gen [7-10].

Su td chirc clia cac mién bién ddi cua khang thé khong ¢ dién (VHH) va céac
mién bién ddi cia khang thé ¢b dién (VH) 1a rit tvong tu nhau, nhu mién VH & nguoi
cua 16p phu IgG3 cé do tuong ddng cao véi VH va VHH ctia Camelidae. Trong ca hai
truong hop, mién V chira bén ving khung bao toan FR bao xung quanh ba ving xac
dinh bd sung siéu bién (CDR). Ngoai ra, trong c4 hai truong hop chu trac 3-D thong
thuong dbi véi mién V immunoglobulin dugc tao thinh gdm hai 16p B, mot 16p chira 4
trinh tu axit amin va 16p kia chira 5 trinh ty axit amin [11, 12]. Ca ba CDR trong ciu tric
nay tac thanh cum trén mdt mdt cua mién V, tai d6 chung tham gia vao su nhén dién
khang nguyén va ndm & cac vong ndi cac céu triic B. Tuy nhién, c6 mot vai khac biét
quan trong vé su hoat dong cua mién don 16 VHH. Do d6, CDR1 va CDR3 ctia VHH
duoc md rong mot cach dang ké. Ving xac dinh bd sung cia VHH thudng chira cac goc
xystein cung lic & hai manh (thuong 12 & CDRI1 va CDR3, it thuong xuyén hon 1a &
CDR2 va CDR3). Nghién ctru vé céu tric tinh thd VHH da cho thdy ring cac gdc xystein
ndy tao thanh lién két disulfua va mang lai do 6n dinh thém cho céu tric vong cla cac
khéng thé nay [12]. Déc diém dac trung manh va c6 thé tai sinh nhat cia VHH duoc thé
hién béi bén su thé cua gbe axit amin ky nudce bing gbc ua nudc vung khung tht hai
(Val37Phe, Gly44Glu, Leud5Arg, Trp47Gly theo phuong phap danh sd Kabat [13]).

Vung khung nay ctia mién VH béo toan cao dugc lam giau bang cac goc axit amin ky
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nuéce va thiét yéu dé lién két vi mién bién dbi chudi nhe VL. Mién VHH khéc biét 16n &
khia canh nay: su thé ciia axit amin ky nudc bing axit amin ua nuéc 1am cho khong thé
c6 su két hop ctia VHH va VL. Céac su thé nay ciing giai thich cho kha nang hoa tan cao
ctia VHH (khéng thé nano (nano-antibody)) khi thu duoc né duéi dang protein tai td hop
[14].

Dudng nhu danh muc ciia céc paratop (phén lién két khang nguyén cua khéng thé)
c6 thé c6 ddi véi HCAD va khang thé cb dién c6 thé khac nhau mot cach dang ké. Vi hai
loai khang thé nay dong ton tai trong cing mot sinh vat, c6 thé gia dinh ring ching
khong canh tranh ma bd sung cho nhau. Vi dy, di luu ¥ lap di lap lai rang ca hai loai
khang thé c6 thé cung c6 mat song song, mdt cach riéng biét hodc ¢ ty 1€ khac nhau dbi
vGi cac epitop khic nhau cia nguyén liéu khang nguyén khi gdy mién dich dong vt rat
giéng nhau. Mic du nghi ngd 13 ¢6 thé c6 do da dang thip hon ciia paratop di véi khang
thé don mién so v6i khang thé hai mién ¢ dién, nhidu tai liéu cong bd da ching minh rd
rang rang c6 thé thu dugc HCAD chéng lai epitop da dang nhit ciia pham vi kha rong
cua khang nguyén [15]. Hién nhién 13, didu nay 14 do cc ving CDR1 va CDR3 dugc mé
rong. Chung t6i ciing chil y dén s6 luong 16n dang ngac nhién (so véi mién V cua khang
thé ¢ dién) cia siéu dot bién soma & VHH ma dudng nhu tich Iy trong qua trinh
trudng thanh afin ctia khang thé trong qué trinh gay mién dich [16]. Phan tich nhiéu xa
tia X boc 16 ra ring ving vong lién két khang nguyén ciia VHH c6 thé tao thanh cAu tric
khéc thudong dbi v6i mién V ¢ dién [12, 16]. Trong truong hop mién VH va mién VL
ctia khang thé cb dién, ca sau CDR déng gép gan nhu giéng nhau déi véi viée lién két
khang nguyén; trong khi d6 trong truong hop VHH, CDR3 thudng 1 quan trong nhit d6i
v6i su tao thanh cua paratop. Pi thiy rang CDR3 trong VHH (chtr khong phai 1a trong
VH hay VL) c6 kha ning tao thanh ciu triic dang ngén tay dai khac thuong ma cé thé di
siu vao trong ciu tric khang nguyén va, cu thé 13, phat hién ra c4c vi trf hoat tinh cta
enzym [12]. Kich thuéc nhé cia ving lién két khang nguyén cia VHH va kha nang tao

thanh paratop ndi troi khac thudong cia né giai thich cho viéc 1am thé nao c6 thé thu
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duoc HCAb c6 thé nhan dién epitop khong thé tiép can dugc ddi voi khang thé cb dién

(vi du, su san xuét cua khang thé ma e ché enzym mét cach hiéu qua) [17].

Déi véi tat ca tiém ning cao cua tinh dic hiéu duy nhét dugc so véi khang thé IgG
cb dién, viéc st dung dé diéu tri cia VHH don mién doi khi bi giéi han do su bai tiét
nhanh cta né ra khéi sinh vat. Cé6 mot vai dung dich dugc thiét ké dé cai thién duoc
dong hoc cua ciu trac VHH, bao gf“)m su lién hop hoa hoc véi PEG va lién Kkét cong hoa
tri voi polypeptit 1am trung gian cho su thanh thai giam (ching han nhu HSA hoic
protein dung hop Fc ¢ thoi gian ban thai 1én dén ba tudn) [18,19,20]. Peptit nhé ma
duoc gin vio VHH bang cong nghé tai td hop va cé kha ning twong tac khong cong hda
trj 4i luc cao v6i cac thanh phan da néu (HSA va IgG) trong mau ngudi di dugc sit dung
thanh cong [21]. Tuy nhién, hidu qua cong nghé va kha ning sinh mién dich ctia cac
nghién ctru nay van con nghi van, va tinh kha thi cta viéc st dung ching trong giai doan

nghién ctru 1am sang hodc sém hon hién nay dang dugc nghién ctu.

Ngoai ra, han ché 16n nhét cia viéc st dung khang thé 1am thudc 13 do i luc két
tdp va on dinh héa hoc va kha niang sinh mién dich cta chung. Vi phin 16n khang thé
don dong thu duge trén co sé khang thé chudt, viée st dung thuong xuyén khang thé nay
& nguoi gy ra sy phat trién cua ddp Gng mién dich di véi liéu phap khang thé (vi du,
phan tng di tmg). Cudi cing céc kiéu dap tng mién dich nay din dén it nhit 13 su thiéu
higu qua, va xdu nhat 1 c6 kha niang cé phan tng phan vé. Mit khac, khang thé tri lidu
khong 6n dinh vé miat héa hoc hodc két tip 1am giam céc tinh chit tri liéu cta san phim
thudc theo thoi gian va c6 thé 1am ting kha ning sinh mién dich cta né khi ding cho
nguoi bénh.

Theo nhitng didu néu trén, didu quan trong 13 phéi phat trién khang thé dva trén
VHH c6 chirc ndng va céc tinh chat tri liéu dwoc cai thién (so véi cac khang thé da biét
tir truéc), cu thé 1a sy 6n dinh két tip, héa hoc va nhiét ting 1én va 4i luc dugc cai thién,

cuing lic d6 c6 thé thu duoc dé& dang trén quy mé coéng nghiép.

Tinh trang ky thuit cia sing ché
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Tinh trang k¥ thuat cta sang ché cung cip thong tin vé cac khang thé cdu tric

khac nhau chtra mién VHH.

Coéng bd PCT/EP2008/066368 mo ta khang thé ma chira cic mién bién ddi riéng
1& duoc lién két véi manh Fe. Nanobody c6 thé duge dung 1am mién bién ddi v6i Fe thu
duoc tir khang thé typ IgE. Mién néu trén va manh Fc c¢6 thé duoc ndi qua cau ndi nim &
mién ban 18.

Don sang ché US 2009/0202979 boc 16 khang thé c6 chira khang thé VHH hoan
chinh hodc phin cua ching dugc ndi truc tiép vao vung khong bién d6i clia khang thé
nguoi.

Ngoai ra, d3 biét ring su thé axit amin anh hudng dén cac tinh chit 1y-héa va sinh

hoc ctia khang thé.

Vi du, don US 20110028348 mb ta mién bién ddi chudi ning trong d6 su thé axit
amin dugc dua vao & cac vi tri 35, 45, 47, 93- 100 va 100a dé cai thién tinh chét va nude

ctia khang thé thu dugc.

Hién nay, cic phuong phap di dugc phat trién dé t6i wu hoa cdu tric cia mién
don VHH va VH dugc phan 1ap dé 1am gidm kha nang sinh mién dich va cai thién d 6n

dinh két tap cta ching.

Do d6, Vincke va cong su [22] dd phat hién ra rang su thé Glu-49—Gly va Arg-
50—Leu & cac axit amin dic trung gitp thu dwoc mién méi ma dan dén on dinh hon ma
van it tan. Cac sy thé khac trong ving khung FR-2 Phe-42—Val va Gly/Ala-52—Trp c6
tinh quyét dinh ddi véi 4i luc cta khang thé véi khang nguyén do sy tai dinh hudng cia
vong H3, do d6 hing sb phan ly ting 6-10 1an (6,85-107 1/gidy). Su thé Phe-42—Val
1am cho d6 6n dinh ctia khang thé thu dugc giam di. Cac su thé Gly-49 va Leu-50 trong
trinh tu VH din do 6n dinh cta mién thép hon, trong khi d6 viéc lam cho giéng nguoi
Glu-49 va Arg-50 & VHH cho phép thu dugc mién bién ddi 6n dinh.
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Nhu di biét trong tai lidu, trong su c6 mit cta cac ving HCDR3 ngén 1am trung
hoa hiéu tng che khuit ciia hinh dang ngoai cia VHH cb dién, va khi dua sy thé Trp-
47—Gly-47 dac trung VH ciing nhu la Tyr-37—Val-37, Glu-4—Gly-44 va Arg-
45—TLeu-45 vao, mién VHH duoc phan 1ap c6 thé tai tao kha nang lién két véi mién VJ

[24].

M&i quan hé gitra d6 6n dinh két tap tang cua khang thé diéu trj cia céu tric IgG
¢ dién va kha ning sinh mién dich giam cta chiung dd dugc ching minh trong nhiéu
nghién ctru va dugc tong két tdng quan boi Hermeling va cong su, 2004 [25]. Van chua
¢6 khang thé ndo duoc phat hién ring c6 chira mién VHH nhung duoc lién két véi mién

bién ddi ctia chudi nhe & trong IgG & ngudi kich thude day di.

Do do, can phai phat trién dang méi cia khang thé ma sé c6 do on dinh va a1 luc

duogc cai thién, su biéu hién t6t va kha nang sinh mién dich thap.

Ngoai ra, chua ¢6 nghién ctru nao tirng dugc mo ta vé sy phat trién cta cic phan
tr ma thu dugc dé dang, c6 dd on dinh két tp dugc cai thién, 4i luc tang va mic do bicu

hién cao trong moi trudng nudi cdy teé bao dong vat co vu.
Ban chat ky thuit cia sang cheé

Nhu di dé cdp, sang ché 1an diu tién mé ta khang thé c6 chira dan xudt VHH c6
thé lién két v6i mién bién ddi cta chudi nhe cta IgG & nguoi kich thude ddy di, ma dan
dén su tao thanh cua céu trac tuong tu véi cAu tric ty nhién (va, do dd, c6 kha nang sinh
mién dich the"lp) nhung c6 do dn dinh két tap dugc cai thién, ai luc tang, va co cAu trac
cta khang thé don dong diéu tri.

Sang ché dé xuét khang thé don dong dugc 1am cho gidng ngudi, tot hon 13 typ
IgG, ma c6 4i luc ting va do dn dinh két tip dugc cai thién, trong d6 mién bién dbi duoc
biéu thi bang su két hop cta din xudt VHH véi mién bién d6i cia chudi nhe V.

Ngoai ra, sang ché d& xudt manh khang thé. Manh khang thé nay c6 thé dugc thé

hién bang chudi nhe, chudi ning, mién bién doi cua chuodi nhe va/hodc chuoi ning ma la
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mot phan ctia khang thé trinh tu, ma bao gdm bién thé khang thé dic hiéu sinh hoc.
Phuong an khac cta sang ché bao gdm manh khang thé that duoc biéu thi bang chudi
nhe, chudi ning, mién bién ddi ctia chudi nhe va/hoic chudi ning ma 14 mot phan cia
Fab. Manh khang thé theo sang ché c6 thé dugc biéu thi bang chudi nhe, chudi ning,

mién bién doi cia chuoi nhe va’hodc chuoi ndng ma 1a mot phan cia scFv.

Ngoai ra, sang ché dé xuat phuong phép san xudt khang thé. Phuong phap san
xudt khang thé nay c6 thé bao gdm céc pha dwoc chon tir cac pha sau ddy: gy dot bién
dinh huéng, phuong phap hién thi, thiét ké di truyén, phuong phép héa sinh va cong
nghé sinh hoc hiéu sudt cao da biét rd trong linh vuc, ma c6 thé bao gdm phuong phép

gay dot bién dinh hudng & cac vi tri khac nhau cta mién VHH cua khang thé Camelidae.

Ngoai ra, sang ché dé xuat cau tric ADN ma hoéa cho khang thé dugc yéu cau
bao hd hodc manh cia ching, va vat truyén bi€u hién c6 chira mot hodc mdt vai cau

tric ADN theo sang ché.

Hon nita, sang ché dé xuat dong t€ bao c6 chira vat truyén bi€u hién hoac cau tric

ADN nay.

Ngoai ra, sang ché dé xudt phuong phap san xuit khang thé don dong dugc lam
cho giéng ngudi hodc manh cia ching, ma bao gdm dong té bao nudi cdy trong mai
truong nudi cdy trong didu kién da dé thu dugc khang thé nay hoic méanh cia ching,
sau d6 12 phan 14p va tinh ché khang thé thu duoc hodc manh hoat tinh cta né.

Hon nita, sang ché dé xuit duoc phdm ma c6 chira khang thé hodc méanh cua
chung két hop véi mot hode mot vai ta duoc, chét pha loang hodc chét mang dugc dung.

Ngoai ra, sang ché dé xuét phuong phap dé san xuit khang thé ma lién két dic
hiéu IL-17A & ngudi, khac biét & chd nudi cdy té bao chu cé chira cdu tric ADN trong
mdi trudng nudi ciy trong didu kién thich hop dé thu dugc khang thé nay hodc manh cia
chung, va sau d6 phan lap va tinh ché khang thé nay hoic manh hoat tinh cia ching.

Mo ta van tat cac hinh vé
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Fig.1: Biéu d0 tién trinh doi véi sy phat trién va sy toi uvu hda ctia khang thé can

tro két tap dua trén VHH.

Fig.2, Fig.3, Fig.4: SDS-PAGE véi khang thé VHHIgG1 c6 chira nhiéu lan thé

axit amin khac nhau.

Fig.5: Biéu do tién trinh ctia su tong hop cta thu vién Fab t6 hop lac da khong

budu.
Fig.6: Phagemid dé tach dong thu vién Fab hién thi phago.

Fig.5A-C: Cac dd thi dap tmg trong nghién ctru cong hudng plasmon bé mat thu
duoc dbi véi viée thir nghiém cac tham sé dong hoc so sanh cua cac dong Fab VHH vé

viéc lién két voi IL-17A:

Fig.7: A.) Trinh tu ctia mién bién d6i VHH lac da khong bu6u & trong Fab chéng
lai dic hiéu IL-17A & ngudi. B). Trinh tu cia mién bién ddi chudi nhe lac da khong

budu & trong 3VHHFab chong lai dic hiéu IL-17A & ngudi.

Fig.8: Cac db thi dap mg trong nghién ciru cong hudng plasmon bé mit thu duoc
ddi vé6i viéc thir nghiém cac tham sé dong hoc so sénh cta cac dong Fab VHH vé viéc

lién két v6i IL-17A.
Fig.9: Trinh ty axit amin d6i v6i 3 thé dot bién VHH khac nhau.
Fig.10, Fig.11: D6 6n dinh két tip cta ba thé dot bién VHH.
Fig.12, Fig.13: Ai luc cta ba thé dot bién VHH.

Fig.14: Thir nghiém té bao dé tc ché su san xudt IL-6 bing cach uc ché IL-17A
bing cac chit dbi khang VHHIgG1VK4B11, mut] VHHIgG] va mut4VHHIgGI.

Fig.15, Fig.16: Phan 1ap bién thé kham ctia mut4 VHHFab c6 chira chudi nhe &

nguoi.
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Fig.17: Thir nghiém té bao dé wc ché su san xuat IL-6 bang cach trc ché IL-17A
bang cic chit dbi khang mut4 VHHIgG1VK3c8, mut4 VHHIgGIVKIA7 va mut4
VHHIgG1VK4E12.

Fig.18, Fig.19: Pién di protein trong diéu kién bién tinh duoc thyc hién ddi voi

cac san phim cé chira khang thé c6 sy dot bién & cac vi tri 44 va 45 ctia m4 VHHcS.

Fig.20: Thir nghiém té bao so sanh dbi v6i su tc ché san xuét IL-6 bang cach uc
ché IL-17A bang chit di khang m4VHHc8 c6 chira su dot bién trong FR2 & cac vi tri
44 va 45.

Fig.21: So dd thé hién c4c tinh chit d6 6n dinh va chuc ning cia cic dot bién
khac nhau & cac vi tri 44 va 45 trong FR2 cia m4VHHc8 ma xac dinh sy tuong tac cua
mién bién ddi chudi nhe va chudi ning.

Fig.22: Xac dinh cic tham s6 dong hoc cta twong tic BCD109 véi IL-17A ¢6
ngudn gdc khac nhau (tién hanh thir nghiém bing cach st dung thiét bi Octet RED 96).

Fig.23: Két qua thu dugc dbi vai cac tham sb dong hoc cua su tuong tic BCD109
v6i IL17A c6 ngudn gdc khac nhau (tién hanh thir nghiém bang cach sir dung thiét bi
Octet RED 96).

Fig.24: Biéu db sic ky thu duoc v6i khang thé BCD109 trude va sau khi chiu tng
suét nhiét.

M0 ta chi tiét sang ché
Dinh nghia

"Khang thé don dong" nhu dugce ding trong ban md ta nay dé cap dén khang thé
thu duoc tir lac da khong budu, khang thé kham, khang thé duoc 1am cho giéng nguoi
hoic 1a khang thé ngudi day du, trir khi c¢6 chi dan khéac trong don nay. Khang thé don
dong theo sang ché c6 thé dugc san xuat bang cach st dung, vi du, cong nghé tai to
hop, cong nghé hién thi phago, cong nghé tong hop hoic dang két hop cia céc cong

nghé nay hoic cac cong nghé khac da biét rd trong tinh trang k¥ thuat.
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“Khéng thé don dong” dung dé chi khang thé thu duoc tir ban sao hodc dong don
1¢ bao gdm, vi du, dong sinh vat nhan chuén, sinh vt nhan so hoic phago bit k¥, chir
khong phai 1a phuong phép san xuit ctia ching. “Khang thé don dong” c6 thé 1a khang
thé nguyén ven (c6 ving Fc ddy du hoac chiéu dai ddy du), khang thé thuc su nguyén
ven, phan hoic manh khang thé ¢6 chua vung lién két khang nguyén, vi du, manh Fab,
manh Fab' hogc manh F(ab")2 tir khang thé lac da khong budu hodc khang thé kham,
khéng thé duoc 1am cho gidng ngudi hoic 1a khang thé ngudi. Manh “Fab” chira mién
bién ddi chudi nhe va mién khong bién ddi chudi nhe ciing nhu 1a mién bién déi chudi
ning v mién khong bién ddi chudi nang thtr nhit (CH1). Manh khéng thé “F(ab')2” c6
chira mot cip méanh Fab ma cha yéu 13 duoc lién két cong héa tri bang gbe xystein ban
1& & ving dau tan ciing C. Céc lién két héa hoc khéc giita cic manh khéng thé ciing da

duoc biét rd trong tinh trang k¥ thuat.

Ngoai ra, “khang thé don dong” nhu dwoc ding trong ban mé ta nay c6 thé 1a Fv
chudi don ma c6 thé thu dugc bang cach lién két ADN ma héa cho VHH va VL véi
trinh tu lién két. Mién 1a protein con gitt dugc kha nang lién két dac hiéu hoac vu tién
cua no véi dich (vi du nhu epitop hodc khang nguyén), thi n6é con dugc bao ham trong
thuat ngit “khang thé”. Khang thé ¢ thé dugc glycosyl héa hoic khong va nam trong

khung theo sang ché.

Thuét ngit "dan xuat" hozc “bién thé” khang thé, nhu dugc ding trong ban mo ta
nay, dung dé chi trinh tu axit amin phan tur ctia ma khac so vdi trinh tu bd me béng cach
thém, lam khuyét va/hodc thé mot hodc nhidu géc axit amin trong trinh tu cia khang
thé bd me. Theo phuong an dugc uu tién, khang thé c6 chira it nhat 1a mot (vi du, tir
mot dén khoang mudi tot hon 13 2, 3, 4, 5, 6, 7 hodc 8) 1an thé axit amin trong ving FR
hoic viing CDR ctia khang thé b6 me. Pon nay xac dinh do tuong ddng hodc do dong
nhét vé trinh tu ciia bién thé khang thé dudi dang ty 16 phan trim ciia cac gbc axit amin

trong trinh tu bién thé khang thé ma tuong ddng vdi cac gbe trong khang thé bd me sau
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khi sép théng hang céc trinh tu va, néu cén, cat dé dat duoc trinh tu tuong déng coty 1é

phin tram 16n nhét.

Dan xuit khang thé (tir khang thé b me) gilt dugc kha ning dé lién két cing
khang nguyén hoic, tot hon 13, ciing epitop nhu khang thé hoidc epitop ma khang thé bb
me lién két v6i, hodc, t6t hon 13, thé hién it nhit 1a mot tinh chat hodc hoat tinh sinh hoc
vuot qua tinh chit hodc hoat tinh sinh hoc ciia khang thé bd me. Vi du, khang thé t6t
hon 14 ¢ d6 6n dinh két tap tot hon, 4i luc manh hon, duge dong hoc dugc cai thién
hodc kha ning dé uc ché hoat tinh sinh hoc khang nguyén ting 1én, so v6i khang thé bd

me.

Thuat ngir "dan xudt VHH", nhu dugc dung trong ban mé td nay, dung dé chi
dan xuét cta khang thé VHH ma trinh tu axit amin ctia né khac véi trinh tu cia khang
th8 VHH b me bdi su thé cia mot hodc nhiéu gdc axit amin trong trinh tu ctia khang
thé b me. Theo phuong an dugc uu tién, khang thé VHH ¢6 chira it nhét 13 mot (vi du,
tir mot dén khoang muoi tot hon 13 2, 3, 4, 5, 6, 7 hodc 8) 1an thé axit amin trong ving

FR hoic ving CDR ciia khang thé b6 me.

Dan xuit khang thé gitr dugc kha niang dé lién két ciing khdng nguyén hodc, tbt
hon 13, cung epitop nhu khang thé hodc epitop ma khang thé b6 me lién két voi, hoic,
t6t hon 13, thé hién it nhat 12 mot tinh chét hodc hoat tinh sinh hoc vuot qua tinh chat
hodc hoat tinh sinh hoc ctia khang thé b6 me. Vi du, khang thé t6t hon 13 c6 do dn dinh
két tap ot hon, 4i luc manh hon, duge dong hoc dugc ci thién hogc kha ning dé tc ché
hoat tinh sinh hoc khang nguyén tiang lé€n, so vé1 khang thé b6 me.

“Khéng th8 VHH bd me” hoic “khéang th8 VHH ban d4u”, hodc “khéng thé VHH
dai” nhu duge dung trong ban moé ta nay dung dé chi khang thé VHH duoc phan lap tir
dong vat Camelidae da dugc gay mién dich hoic khong duoc giy mién dich dugc ma
héa bing trinh tu axit amin ma duoc dung dé san xuét bién thé VHH. Khang thé bb me

¢6 thé ¢6 trinh tu khung c6 ngudn gbc tir Camelidae (d6i v&i mién bién ddi VHH),
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nhung tot hon 1a trinh ty khung ctia mién bi€n do1 chudi nhe hoan toan hodc vé co ban

cd nguon goc tir nguoi.

Khang thé "bd me”, “ban dau”, hodc “dai” nhu duoc dung trong ban md ta nay
dung dé chi khang thé dugc ma héa bang trinh tr axit amin ma dugc dung dé san xuat
bién thé. Khang thé bd me c6 thé c6 trinh tu khung c6 ngudn goc tir Camelidae (dbi voi
mién bién d6i VHH), nhung t6t hon 13 trinh ty khung ctia mién bién d6i chudi nhe hoan
toan hodc vé& co ban ¢ ngudn gbc tir ngudi.

Avy0°

Nhu dugc ding trong ban mé ta ndy, thuat ngit “lién két dac hiéu” ding dé chi
tinh trang trong d6 mot bén tham gia vao quy trinh lién két dac hiéu khong lién Kkét
déng ké voi phan tir khong phai 13 dbi tac (cac dbi tac) lién két ddc hiéu cua né. Thuat
nglt nay cling ap dung néu, vi du, vi tri lién két khang nguyén ctia khang thé theo sang
ché 13 dac hiéu dbi véi epitop cu thé dugc mang bdi mot s6 lugng cac khang nguyén;
trong truong hop nay khang thé dic hiéu véi vi tri lién két khang nguyén s& c6 thé lién
két dc hiéu vé6i cac khang nguyén mang epitop khac nhau. Do d6, khang thé don dong
theo sang ché lién két dic hiéu véi IL-17 & ngudi (IL-17A), trong khi d6 né khong lién
két dic hiéu IL-17B, IL-17C, IL-17D hodc IL-17E & ngudi. Hon nita, khéng thé don
theo séng ché lién két dac hiéu IL-17 & ngudi va IL-17 tir khi cynomolgus, nhung
khong lién két dic hiéu vai IL-17 chudt nhit hay IL-17 & chut.

Nhu duoc dung trong ban md ta nay, thuat ngir “lién két wu tién” dung dé chi
finh trang trong d6 khang thé lién két khang nguyén cu thé it nhét 13 cao hon 20%, tot
hon 13 cao hon khoang 50%, hodc 2 14n, 20 14n, 50 14n hodc 100 1dn so véi khi né lién
két khang nguyén khac bét ky, nhu do duoc theo céc quy trinh da biét trong tinh trang
k§ thuat (vi du, cac phép do ELISA canh tranh hodc Kp thuc hién dugc bang cach st
dung thiét bi Octet). Khang thé c6 thé lién két vu tién véi mot epitop & trong khéng
nguyén nhung khong lién két voi epitop khac ctia cing khang nguyén d6. Do d6, khang
thé theo séang ché lién két wu tién v6i IL-17 & ngudi nhung khong lién két voi IL-17 &

thd.
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Nhu dugc dung trong ban md ta nay, thuat ngit “epitop” dung dé chi phan phan
tir ma c6 thé duogc nhan dién boi va lién két khang thé thong qua mot hodc mot vai vi tri
lién két khang nguyén ctia khang thé. Epitop thuong chira cac nhém c6 hoat tinh bé mat
vé mat héa hoc ciia cac phan tir chéng han nhu axit amin hodc chudi bén cua dudong, va
c6 dic diém ciu trac 3-D dic trung. “Epitop Gc ché” va/hoic “epitop trung hoa” dung
dé chi epitop ma, nhu trong truong hop cua phan tir khang nguyén nguyén ven va lién
két khang thé dic hiéu véi epitop nay, lam mét hodc 1am giam in vivo hodc in vitro hoat

tinh cua phén tir hoac sinh vat cé chira phan tu nay.

Nhu dugce dung trong ban md ta nay, thudt nglt “epitop” cling dung dé chi manh
polypeptit ¢6 hoat tinh khang nguyén va/hoac gay mién dich & dong vét, t6t hon 14 &
dong vat c6 va chang han nhu chudt va nguoi. Thuat ngit “epitop c6 tinh khang
nguyén” nhu duge dung trong ban mo ta nay 1a manh polypeptit ma c6 thé lién két dac
hiéu khang thé va c6 thé dugc phat hién bing k¥ thuat bat ky da biét rd trong tinh trang
ky thuét (vi du, bing thir nghiém mién dich tiéu chudn). Epitop khang nguyén khong
can phai gy mién dich, nhung ching c6 thé c6 kha ning gay mién dich. “Epitop giy
mién dich” nhu dugc dung trong ban md ta nay dugc xac dinh 1a manh polypeptit ma
gay ra dap ung khang thé ¢ dong vat, nhu duoc xac dinh bing phuong phap bat ky cia
tinh trang k¥ thudt. “Epitop khong thang” hodc “epitop thich nghi” c6 chua cac
polypeptit (cac axit amin) khong lién k& & trong protein khang nguyén, ma lién két voi
khang thé dic hiéu epitop.

9% ¢

“Hoat tinh chirc nang”, “ddc diém chuc nang” duogc biéu hién hoic cac thuit ngit
“hoat tinh sinh hoc” hoac “hoat tinh” khi dé cap dén khang thé theo sang ché dugc dung
thay thé 1an nhau nhu dugc dung trong ban mé ta nay, va bao gébm nhung khong chi
giéi han &: i luc va tinh dic hiéu epitop/khang nguyén; khi nidng lam trung hoa hoac
1am chat cha van di véi IL-17 in vivo hodc in vitro; ICsy; kha ning 1am 6n dinh khang
thé va kha niang gdy mién dich in vivo cta khang thé. Cac tinh chit sinh hoc hodc dic

diém khang thé khac duoc x4c dinh trong tinh trang k¥ thudt bao gom, vi du, kha nang
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phan tng chéo (tuc 1a phan Umg voi chét twong dong khong & ngudi cla peptit dich
hodic v6i cac protein hodc dich khac) va kha ning dé duy tri mirc do biéu hién protein
cao & té bao dong vat c6 vu. Céc tinh chit hodc dic diém néu trén cé thé duoc quan sat,
duoc do hodc duge danh gia bang cach sir dung céc quy trinh da biét trong tinh trang k§
thuat, bao g61n nhung chi gi¢i han & ELISA, ELISA canh tranh, phén tich Octet, thi
nghiém trung hoa in vitro hofc in vivo khong gioi han, lién két thy thé, san xuat va/hodc
giai phong xytokin hodc yéu té sinh truéng, nghién ctru su truyén tin hiéu va héa mod
mién dich cta cac ph?m mo thu duoc tur cac nguén khac nhau bao g@)ln nguoi, dong vat

linh truéng hodc ngudn khac bét ky.

Qudn thé “khang thé don dong” nhu dugc dung trong ban md td nay dung dé chi
quan thé khang thé ddng nhit hoic vé co ban ddng nhét (tc 1a it nhat 13 96%, nhung
tdt hon 13 khong it hon khoang 97 hodc 98%, hodc t6t hon nita 12 it nhét 13 99% cua
khéng thé trong quan thé s& canh tranh ddi v6i cung khang nguyén/epitop trong ELISA,

hoac tot hon nita 13 cac khang thé gibng nhau vé trinh ty axit amin ciia ching).

Khang thé kich thuéc didy di ty nhién duoc bidu thi bang phan tu
immunoglobulin ¢ chua bbn chudi polypeptit (hai chudi H ning c6 khéi lugng bang
khoang 50-70 KDa déi v6i chidu dai ddy du, va hai chudi L nhe c6 khoi lugng bang
khoang 25 KDa déi véi chiéu dai ddy di) duoc lién két thong qua lién két disulfua.
Phén dAu tan cung amino ctia mdi chudi chira mién bién d6i c6 khoang 100-110 hoac
nhidu hon axit amin ma chju trach nhiém vé viéc lién két khang nguyén. Mién du tan
cung carboxyl cia mdi chudi xac dinh vung khong bién ddi ma chu yéu chiu trach
nhiém vé chic ning tic dong. Chudi nhe dugc phan loai thanh kappa va lambda va c6
cac ving khong bién dbi dic hiéu. Mdi chudi nhe dic trung & ch ¢6 chira ving bién
dbi dAu tan cing N chudi nhe (sau day dugc goi 1a VL hoac VK) va ving khong bién
ddi chudi nhe ma cé chira mién don 1& (CL hogc CK). Chudi nang dugc phan loai thanh
v, 8, o, 1 va € va xac dinh cac 16p immunoglobulin: lan luot 1 IgG, IgM, IgA, IgD va

IgE; mot sb ¢ thé tiép tuc duoc chia thanh cac phan 16p (cac isotyp) chang han nhu
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IgG1, IgG2, 1gG3, 1gG4, IgAl va IgA2. MBOi loai chudi ning dic trung & ving khong
bién ddi dic hidu Fc. Mdi chudi nang chira ving bién dbi dau tan cung N (sau day duogc
goi 12 VH) va vung khong bién dbi CH. Ving khong bién ddi chudi nang c6 chira ba
mién (CH1, CH2 va CH3) & IgG, IgD va IgA, va 4 mién (CH1, CH2, CH3 va CH4) ¢
IgM va IgE. VH, VHH va VL ciing c6 thé duoc chia thanh cac ving dugc goi 1a ving
siéu bién (ving xé4c dinh bd sung, CDR) dat rai rc v6i nhiéu ving khung bao toan
(FR). Mdi mién bién ddi chira ba CDR va FR nam theo tht tu sau day tir dau tan cing

N dén dau tan cung C: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 va FR4.

Trong ban mo ta sang ché nay, 3 chudi ning CDR duoc goi 1a "HCDR1, HCDR2
va HCDR3", trong khi d6 3 chudi nhe CDR dugc goi 1a "LCDR1, LCDR2 va LCDR3".
CDR chtra phan 16n 12 c4c gbc axit amin twong tac dic hidu véi khang nguyén. Céc goc

CDR dugc danh s va duge xac dinh vi tri theo Hé théng Danh sb Kabat.

Thuét ngit “khang nguyén” dung dé chi dich khang nguyén ma khang thé c6 thé
phan tng chéng lai; né dugc dung trong ban md ta nay theo cung cach nhu khi nguoi
c¢6 hiéu biét trung binh sir dung né trong linh vuc k¥ thuat nay, va bao gdbm nhung
khéng chi giéi han &, polypeptit, peptit, polysacarit, glycoprotein, polynucleotit (vi du,
ADN), hodc khang nguyén hda hoc, thu thé hoic interleukin. Interleukin cé thé bao
gdm interleukin thudc nhiéu nhém khéc nhau, ching han nhu interleukin 1 (alfa va
beta), interleukin 2, interleukin 3, interleukin 4, interleukin 5, interleukin 6, interleukin
7, interleukin 8, interleukin 9, interleukin 10, interleukin 11, interleukin 17, interleukin

18 va interleukin 33.

Thuét nglt “khang nguyén” ciing co thé duoc dung dé mo ta nguyén liéu ma
dugc dung dé gay mién dich dong vat (vi du, lac da khong budu) nham muc dich san
xut khang thé theo sang ché. Trong ngit canh d6, “khang nguyén” co thé c6 nghia rong
hon va c6 thd bao ham cac dang duoc tinh ché ctia khang nguyén ciing nhu 1a cac san
phim khang nguyén khong dugc tinh ché hoic khong duoc phan 1ap hoan toan, hodc

duoc tinh ché ching han nhu té bao, dich tan té bao, hodc dich ndi bé mat, phan doan té
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bao, vi du, mang t& bao v.v. ¢ hapten bd sung duoc két hop véi chit mang protein.
Khang nguyén dung dé gay mién dich khong can phai c6 nghia 13 khang nguyén gidng
vé mit cdu trac voi dich khang nguyén ma, cubi cing, khang thé theo sang ché co thé
lién két v6i. Thong thuong, khang nguyén dung dé gdy mién dich 1 phién ban giam
kich thudc cia dich khang nguyén, vi du, manh c6 chira epitop gy mién dich. Chi tiét
hon vé khang nguyén ding dé gay mién dich dugc mé ta trong tai liéu va c6 thé 13 quen

thudc ddi véi nguoi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat nay.

Ving bién ddi cia mdi cip chudi nhe/chudi nang tao thanh vi tri lién két khang
nguyén cua khang thé. Do d6, khang thé IgG nguyén ven c6 hai vi tri lién két. Ngoai trir
c4c khang thé chirc nang kép hodc dic hiéu kép, hai vi tri lién két nay 13 gidng nhau.
Theo don sang ché nay, “ving lién két khang nguyén” hodc “vi tri lién két khang
nguyén”, hodc “mién lién két khang nguyén”, duoc ding thay thé 13n nhau, nhu dugc
dung trong ban md ta nay, dé chi ving khang thé c6 chia cac gbc axit amin twong tac
v6i khang nguyén va mang lai cho khang thé tinh dic hiéu va ai luc d6i v6i khang
nguyén. Manh khang thé bao gdm cac gdc axit amin khung cin dé duy tri hinh dang

thich hop cua cac gde lién két khang nguyén.

Tét hon 13, CDR cua vung lién két khang nguyén VHH hodc toan b ving lién
két khang nguyén cua khang thé theo sang ché hoan toan c6 ngudn gbc tir ho Camelidae
hodc v& co ban c6 ngudn gbc Camelidae, va chira cac gdc axit amin cu thé duoc thay
dbi, vi du, duoc thé béng cac géc axit amin khéac nhau (vi dy, tham chiéu dén Bang 6)
dé cai thién cac tinh chit cu thé cua khang thé (vi du, Kp, kg hodc ICsg). Tt hon 14,
ving khung khang thé theo sang ché c6 ngudn gdc tir Camelidae hodc co ngudn gdc tir
ngudi hodc vé co ban c¢é ngudn g tir ngudi (cé ngudn gde tir nguoi it nhét 1a 80, 85,

90, 95, 96, 97, 98 hoidc 99%) va tuan the phuong phap danh s6 Kabat.

“Manh khang thé” c6 thé duoc biéu thi bing manh khang thé hoic manh khéng
th8 ma c6 hoat tinh cua khang thé kich thudc diy di. Manh khang thé c6 thé duoc biéu
thi bang F(ab’)2, F(ab)2, Fab’, Fab Fv va scFv.
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"Interleukin 17", con duoc goi la "IL-17" hoac "IL-17A", 1a glycoprotein homo-
dime 20-30 kD. Gen cua IL-17 & nguoi ma hoa cho protein chira 155 axit amin va co
trinh tu tin hiéu c6é 19 axit amin va manh truéng thanh ¢6 136 axit amin. Trinh tu axit
amin cuia [L-17A & nguoi tuong tu 1an luot 12 80%, 63% va 58% v6i trinh tu axit amin
ctia tho, chudt nhét va chudt. Trinh tu axit amin cta IL-17A & nguoi giéng 97% va1 IL-

17A cta khi cynomolgus.

Thuat ngit "khang thé" khi duoc ding lién quan dén khang thé don dong khang
IL-17 theo sang ché (sau day goi 12 "khang thé theo sng ché"), nhu dugc dung trong

ban md ta ndy, c6 nghia 1a khang thé don dong.

Nhu duoc dung trong ban mé ta nay, thuat ngit “trc ché” hodc “trung hoa” lién
quan dén hoat tinh cua khang thé theo sang ché ding dé chi kha ning dé phong bé,
ngan ngira, han ché, 1am cham, lam ngimg, 1am gidm hodc 1am ddo nguoc mot cach
dang k&, vi du, sy phat trién hodc do nghiém trong cla d6i twong we ché, bao gdm
nhung khong chi gi6i han & hoat tinh sinh hoc (ching han nhu hoat tinh ctia IL-17) hodc
thudc tinh, bénh hodc tinh trang bénh. Lién két ciia khéng thé theo sang ché véi IL-17
dan dén su e ché hoidc sy trung hoa cua hoat tinh 1L-17 tdt hon 12 b.%mg it nhét 1a 20,

30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 95% hodc cao hon.

Thuat nglr “dugc tach” hodc “dugc phan lap” dbi vai axit nucleic hodc san phém
protein (chang han nhu khang thé) dung dé chi phan tir axit nucleic hodc phan tir
protein ma dugc nhan dang va dugc tach khoi it nhat 1a mot trong s6 cac chat tap nhiém
ma né thuong duge két hop voi trong ngudn tu nhién. Tét hon 13, “khang thé dugc phan
1ap” 1a khang thé v& co ban khong chira khang thé khac ma c6 tinh ddc hiéu khang
nguyén cu thé (vi du, dugc phdm theo sang ché chira khang thé duoc phan 1ap ma lién
két dic hiéu IL-17A va v& co ban khong chira khang thé ma lién két dic hiéu khang
nguyén khong phai 1a IL-17A).

Thuét ngir “hé théng danh sé Kabat” hodc “danh s6 theo Kabat” nhur dugc ding

trong ban mo ta nay dung dé chi hé¢ thong dé danh so cac goc axit amin c6 the bién doi
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nhidu hon (tic 14 siéu bién) so v6i cac gde axit amin khac trong ving bién ddi cua
chudi nang va chudi nhe ciia khang thé (Kabat et al. Ann. NY Acad. Sci., 190:382-93
(1971); Kabat et al. Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition,

U.S. Department of Health and Human Services, NIH Publication No. 91-3242 (1991)).

Polynucleotit “duoc lién két vé mit chirc ning” néu né c6 lién két chirc nang voi
polynucleotit khac. Vi du, ving khéi dong hodc vung ting cuong duoc lién két vé& mat
chitc nang véi trinh ty ma hda néu né anh hudéng dén su phién ma cua trinh tu.
Polypeptit “duogc lién két v& mit chiic nang” véi polypeptit khac néu cac polynucleotit
ma héa cho ching dugc lién két vé mit chirc ning, t6t hon 14 néu ching nim trong

cung khung doc mé.

Thuat ngit “cdu tric ADN”, nhu dugc dung trong ban md ta nay, dung dé chi
ADN hoic manh cta né mi héa cho khang thé theo sang ché. Nhin chung, ADN hogc
maénh cia né ma ma héa cho khang thé (vi du, khang thé theo sang ché) duoc lién két
vé mit chirc ning (v& mat hoat dong), & trong khung doc m&, véi it nhat 13 mot manh
ADN khac ma ma hoéa cho polypeptit khac (vi du, mién hodc ving clia thy thé d6i véi
xytokin khac, ching han nhu thu thé IL-2), va sau d6 dugc cai xen vao vat truyén biéu
hién thich hgp. Théng thuong, cAu tric ADN dugc tao thanh theo cach ma mot vai
méanh ADN m3 héa cho vi tri khang thé nhét dinh dwuoc két hop vé mit chirc nang &
trong khung doc dé thu dugc céu tric lién khéi ma ma héa cho khang thé nguyén ven
hodc manh chirc nang cua né. Vi du, cAu tric ADN s& ma héa cho khang thé tir dau tan
cing N dén diu tan cing C. Khang thé nay c6 thé dugc biéu hién, dugc phéan lap va

dugc danh gia vé hoat tinh ctia chiing.

Thuét ngit “vat truyén” dung dé chi axit nucleic thu duoc bang cach tong hop va
thong qua cdng nghé sinh hoc va chira tap hop céac yéu t§ chirc nang trinh tu nhit dinh
va da biét trong linh vuc nay. Céc vat truyén nhit dinh c6 thé tw sao chép & té bao chi
ma ching dugc dua vao, trong khi vat truyén khac cé thé hop nhit vao hé gen té bao

chu va sao chép cung véi hé gen vat chi. Ngoai ra, mdt so vat truyén co6 thé€ lam trung
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gian cho su biéu hién cua gen ma chung dugc lién két vé mét chirc nang vé6i. Trong don
nay, vat truyén dugc goi 1a “vat truyén biu hién tai to hop” (hodc “vat truyén bicu

hién”); cac vat truyén vi du di duogc biét rd trong tinh trang k¥ thuét.

Nhu dugc dung trong ban mod ta nay, thudt ngi “t& bao”, “té bao chu”, “dong té
ba0” va “mdi truong nudi cly t& bao” dugc dung thay thé 14n nhau va ding dé chi té
bao hodc mdi trudng nudi cay té bao cu thé ma 1a thé nhan cua polynucleotit dugc phan
1ap bat ky theo sang ché hodc vat truyén tai tb hop (cac vt truyén téi to hop) bat ky ma
chira trinh tu ctia khang thé theo sang ché. Té bao chi bao gdm céc thé hé¢ thu dugc tir
t& bao chu cu thé; cac thé hé nay c6 thé khong cin phai gidng hoan toan (vé hinh thai
hodc phan bd sung ADN ddy di) vdi t& bao chu gbe do dot bién va/hoic bién doi tu
nhién, ng?lu nhién hodc co6 chu y. Té bao chu bao gém té bao ma dugc bién nap, duogc
chuyén nap hoic duoc gy nhidm bang vat truyén tai to hop, hodc khang thé don dong
ma biéu hién polynucleotit theo sang ché hodc chudi ning hodc chudi nhe cua né. Té
bao chi ma ¢ chta vat truyén ti td hop theo sang ché (dugc két hop vao nhiém sdc
thé vat chii hodc khong) c6 thé con duoc goi 14 “té bao chu tai to hop”. Té bao chu dugc
uu tién dung trong sang ché 1a t& bao CHO (vi du, ATCC CRL-9096), té bao NSO, té
bao SP2/0, t& bao COS (ATCC, vi du, CRL-1650, CRL-1651) va té bao HeLa (ATCC
CCL-2). Té bao chu khac dugc dung trong sang ché bao gdm té bao thuc vit, té bao

nam men, t€ bao dong vat c6 vl va t€ bao sinh vat nhan so khac.

Thuét ngtt “lién két dic hiéu” gitra khang thé va dich khang nguyén (khang
nguyén) dung d& chi tinh dic hiéu mién dich. Khang thé c6 thé lién két dac hidu véi
dich khang nguyén néu né lién két véi epitop khang nguyén ndy manh hon so vdi
epitop khang nguyén khac. Lién két dac hiéu khong loai trir kha ning phan tng chéo
v6i khang nguyén khac mang epitop khang nguyén tuong tu.

Mién VL trong khang thé theo sang ché c6 thé 1 loai VL lambda hodc loai VL
kappa. Thudt ngit “mién VL” bao ham ca isotyp VL lambda va isotyp VL kappa ma

chira mot hodc nhiéu su thé, su cai xen hodc su lam khuyét axit amin.
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Thuat ngit “duoc phAm” bao ham ché phdm va/hodc hop phan chia lugng hitu
hiéu dé didu tri cua khang thé theo sang ché cung véi tad dugce (ching han nhu chét

mang, chat pha lodng, t dugc 16ng, dung méi va ta duoc khac).

Thuét ngt “sit dung” hodc “diéu tri” dung dé chi kha ning st dung khang thé
theo sang ché hodc dugc phdm chia ching dé diéu tri, 1am gidm nhe tién trinh cua
bénh, thuc ddy su thuyén giam hodc 1am giam tdc do tai phéat ctia bénh hoic rdi loan
qua trung gian thu thé ma khang thé theo sang ché c6 thé lién két véi.

MG ta chi tiét sang ché

Sang ché dé xuat khang thé don dong dugc 1am cho gidng nguoi, t6t hon 1a typ

IgG, ma c6 ai lyc tang va do dn dinh két tap dugc cai thién, trong do mién bién ddi

duoc biu thi bang su két hop cta dan xuat VHH véi mién bién doi cia chudi nhe V.

Theo mét phuong 4n, dan xudt VHH ctia khang thé theo sang ché c6 thé chira sur
thé axit amin & cac vi tri 44X,45X;, trong 46 X, =G, A, V, S, T; X3 =A, V, T, H; hodc
dang két hop cua ching (44 va 45 bidu thi cac vi tri cho su thé axit amin). Sau day vi tri
ca su thé axit amin dugc chi ra bang cach st dung hé théng danh s6 Kabat

(http://www .bioinf.org.uk/abs/).

Phuong 4n khac bao gdm khéng thé theo sang ché ma c6 do 6n dinh két tap duoc
céi thién cua dan xudt VHH so véi khang thé IgG ban déu c6 chita VHH dugc phan 1ap
tr con vat dugc gdy mién dich, trong dé con vat dugc gdy mién dich c6 thé 1a tir
Camelidae.

Phuong 4n khac cua sang ché bao gdm khang thé ma chira dn xuat VHH that 1a
mién bién dbi cia chudi ning cua khang thé dugc phan 1ap tlr con vat duge gy mién
dich thudc ho Camelidae. Trong ban mé ta nay dan xudt VHH c6 thé c6 sy thé axit
amin b sung thuong 1 d6i véi ngudi & vi tri bét ky, ngoai trir cac 14n thé sau day & cac

vi tri 44 va 45:

a) 44X, trong d6 X2 =G, A, V, S, T;
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b) 45X5, trong d6 X3 =A,V, T, H;

hoac dang két hop ctia chiing.

Phuong 4n khéc bao gdm khang thé theo sang ché ma chtra din xudt VHH ma c6
thé dugc thé hién béng mién bién d6i chudi ning dugce phan 14p tir con vat khéng duoc
gay mién dich thudc ho Camelidae. Trong ban mé ta nay dAn xuit VHH c6 thé c6 su
thé axit amin bd sung thuong 1a ddi véi ngudi & vi tri bét ky, ngoai trir cac 1an thé sau
day & cac vi tri 44 va 45:

a) 44X,, trong d6 X2 =G, A, V, S, T,

b) 45X;, trong d6 X3 =A, V, T, H;

hoic dang két hop ciia chung.

Phuong 4n khac bao gom khang thé theo sang ché ma chtra mien bién doi chudi
nhe Vi ma 1a din xuét ctia khang thé ngudi. Theo phuong an khac cla sang ché, mién

bién ddi chudi nhe V; 12 manh dugc lam cho gidng ngudi ciia khang thé dong vat.

Phuong 4an khac bao gdm khang thé theo sang ché ma chira dan xuét Vg ma cé
chita xystein-44 (hé thong dénh sé Kabat), va mién bién ddi chudi nhe Vi ma c6 chira

xystein-100 (hé théng danh sé Kabat).

Phuong 4n khac cua sang ché bao gbdm khang thé thuoc isotyp bét ky trong cic

isotyp sau day: IgG1, 1gG2, 1gG3 hodc IgG4.

Phuong 4n khac bao gém khang thé theo sang ché ma chira Fc dugc cai bién

khong tu nhién [am mot phan cia IgG.

Phuong 4n khac bao gdm khéng thé theo sang ché ma c6 do on dinh két tp ma
khi duoc dung ¢ néng do trén 10 mg/ml va luu trit trong thoi gian >6 thang ¢ nhiét do
4°C ham luong cia khbi két tu tang khong 16n hon 5% cua ham lugng ban dau cia
chung trong dung dich. Theo phuong 4n khéc cta sang ché, khang thé c6 d6 6n dinh két
tap ma khi duoc ding & ndng do trén 10 mg/ml va luu tri trong thoi gian >2 tudn &

nhiét d6 37°C ham luong cua khbi két tu tang khong 16n hon 5% cua ham luong ban
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dau cua ching trong dung dich. Phuong an khac nita clia sang ché bao gdm khéang thé
ma ¢6 do dn dinh két tap ma khi dugc dung & ndng do trén 10 mg/ml va luu trit trong
thoi gian >48 gid & nhiét do 42°C ham luong ctia khdi két tu ting khong 16n hon 5%
ctia ham luong ban déu cta ching trong dung dich. Mot phuong an khéc nita cta sang
ché bao gdm khang thé ma c6 do én dinh két tip ma khi dugc ding & ndng do trén 10
mg/ml va luu trir trong thoi gian > 6 gid & nhiét d6 50°C ham lugng cta khéi két tu

tang khong 16n hon 5% ctia ham luong ban dau ctia chiing trong dung dich.

Mot phuong 4n bao gdm khéng thé c6 hang sé phéan ly Kp < 10” M. Phuong 4n
khac bao gdbm khang thé theo sang ché ma c6 hing sé két hop tuong tac khang thé-
khang nguyén kon(1/mili gidy) > 10° 1/mili gidy. Mot phuong an khac cla sang ché
bao gdbm khéng thé ma c6 hing s phan ly khang nguyén-khang thé dis(1/giay) < 10
1/giay.

Ngoai ra, sang ché d& xuét manh khang thé. Manh khang thé nay c6 thé dugc thé
hién bing chudi nhe, chudi ning, mién bién ddi ciia chudi nhe va/hoic chudi ning ma la
mdt phin cua khang thé trinh tu, ma bao gdm bién thé khang thé dic hiéu sinh hoc.
Phuong 4n khéc ciia sang ché bao gdm manh khang thé that dugc biéu thi bang chudi
nhe, chudi ning, mién bién d6i cua chudi nhe va/hodc chudi ning ma 13 mot phén cua
Fab. Manh khang thé theo sang ché ¢ thé dugc biéu thi bing chudi nhe, chudi ning,

mién bién doi cua chudi nhe va/hodc chuoi ndng ma 1a mot phan cua scFv.

Ngoai ra, sang ché dé xuat phuwong phip san xuit khang thé theo sang ché.
Phuong phép san xuét khang thé nay c6 thé bao gdbm cac pha dugc chon tir cdc pha sau
day: gay dot bién dinh huéng, phuong phap hién thi, thiét ké di truyén, phuong phép
héa sinh va cong nghé¢ sinh hoc hi¢u suét cao da biét rd trong linh vuc, ma co thé bao
gdm phuong phap giy dot bién dinh huéng & cac vi tri khac nhau cua mién VHH cua
khang thé Camelidae.
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Ngoai ra, sang ché d¢ xuat cau traic ADN ma hoa cho khang thé dugc yéu cau
bao hd hodc manh cia ching, va vat truyén biéu hién c6 chra mot hodc mdt vai cau

tric ADN theo sang ché.

Hon nita, sang ché dé xuat dong té bao c6 chta vat truyén biéu hién hodc cau

truc ADN nay.

Ngoai ra, sang ché dé xuit phuong phéap san xuit khang thé don dong duoc lam
cho giéng ngudi hodc manh cia ching, ma bao gdm dong té bao nudi ciy trong moi
trudng nudi cy trong didu kién du dé thu duoc khang thé nay hoic manh cia ching,

sau d6 13 phén 14p va tinh ché khang thé thu dugc hodc manh hoat tinh cta né.

Hon nita, sang ché d& xuit duoc phdm ma cé chira khang thé hodc manh cla
ching két hop v6i mot hodc mot vai t4 dwoc, chit pha lodng hodc chit mang dugc
dung. Chi tiét vé cac k§ thuét dé thu duoc duge phdm duoc mé ta trong tai lidu hudng

dan coéng nghé sinh hoc chuyén nganh, vi du trong tai liéu [25].

Phuong 4n khéc ctia sang ché bao gdbm khang thé hoic manh ctia ching & trong
phan tir hoat tinh ma lién két dic hiéu véi IL-17A & ngudi, trong d6 khang thé nay hoac
manh cta ching chira ddn xuit cia mién bién d6i chudi ning (Vyy) Camelidae ma chira

3 vung siéu bién HCDR1, HCDR2 va HCDR3, trong d6:
HCDRI c¢6 chua trinh ty axit amin la SEQ ID NO: 1:
G-T-F-A-T-X32-X33-X34 - X35 (danh s theo chi s6 Kabat), trong d6
X32 la axit amin dugc chon tir nhém g@)m cOS,N,K,R,E,W,Q,D,A, VvaF;
X33 14 axit amin dugc chon tir nhém gém c6 P va S;
X34 1a axit amin dugc chon tir nhom gém coMval;
X35 13 axit amin duoc chon tir nhém gdm ¢6 G, N, S, A, L, LR, V va Q;
HCDR2 ¢ chtra trinh ty axit amin la SEQ ID NO: 2:

X50-1-X52-X52a-S-G-X55-D-R-1-Y-A-D-S-V-K-G, trong do
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X50 14 axit amin dwoc chon tir nhém gém c¢6 A, G va L;
X52 1a axit amin dugc chon tir nhém gém coS,DvaE;
X52a la axit amin dugc chon tir nhém g61n cOPvaA;
X55 14 axit amin dugc chon tir nhém gém ¢6 G, S,T, L, R, D, E, K, Ava W;
HCDR3 c¢6 chua trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO: 3:
C-A- X94-X95- X96- X97-F-X99-X100-X100a- X100b - X100c - X100d -
X100e - X100f — D- Y — D-S, trong do
X94 1a axit amin dugc chon tir nhém gém coK, S, T,V,DvagG;
X95 1a axit amin dugc chon tir nhém gf”)m co Rvak;
X96 1a axit amin dugc chon tir nhém gém c0G,R,Y,H,D, Wvak;
X97 13 axit amin dugc chon tir nhém gdm c6 R, A, V, S, L va H;
X99 1a axit amin dugc chon tir nhém gém cO0D,E G, AR V,KvaQ;
X100 1a axit amin dugc chon tr nhém gém c6 G, SvaN;
X100a 14 axit amin dugc chon tir nhém gdm c6 13 axit amin duge chon tir nhém
gdbmc6 G, T,P, V,R, NvakK;
X100b 12 axit amin dugc chon tir nhém gdbm c6 V, S, T, L, Y, A, H, G va ;
X100c 1a axit amin duoc chon tir nhdm gém coY,Wvas;
X100d 1a axit amin dugc chon tir nhém g@)m cOR, VLY, A, W,K,G,Qval;
X100e 14 axit amin dugc chon tir nhém gém c6 T, L, A va S;
X100f 1a axit amin dugc chon tr nhdém gém coT,L,G,P,N,A,Q,F,IvaD;
b) mién bién ddi cua chudi nhe (Vi) cua khang thé ngudi hodc mién bién ddi cia

chudi nhe ctia khang thé dugc 1am cho giéng ngudi.
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Phuong an khac bao gom khang thé hodc manh ctia chiing ma lién két déc hiéu
IL-17A & ngudi va chira din xuat cua mién bién doi chudi niang (Vyg) cd chira 3 ving

siéu bién, trong dé:
HCDRI1 ¢6 chira trinh tu axit amin 1a G-T-F-A-T-S-P-M-G (SEQIDNO: 4);

HCDR2, c6 chira trinh tw axit amin 13 A-I-S-P-S-G-G- D-R-I-Y-A-D-S-V-K-G
(SEQ ID NO: 5);

HCDR3 ¢6 chira trinh tu axit amin 1 C-A-V-R-R-R-F-D-G-T-S-Y-Y-T-G-D-Y-
D-S (SEQIDNO: 6);

b) mién bién ddi ctia chudi nhe (V) cua khang thé nguoi hodc mién bién doi cua

chudi nhe cta khang thé dugc 1am cho gidng ngudi.

Phuong an khac bao gom khang thé ma lién két dac hi¢u IL-17A & nguoi va
chira din xuAt ctia mién bién d6i chudi ning (Vyy) c6 chua trinh ty axit amin la

SEQIDNO: 7 va

Mién bién ddi ctia chudi nhe (Vi) cua khang thé ngudi hodc mién bién doi cua

chudi nhe ctia khang thé duge 1am cho gidng ngudi.

Phuong 4n khac bao gdbm khang thé hoic manh cta ching ma lién két dic hiéu
TL-17A & ngudi va chira din xudt VHH, trong d6 mién bién d6i nay chua trinh tu axit

amin twong ddng it nhét 1a 90% so véi SEQ ID NO: 7.

Phuong an khac bao gbdbm khang thé ma lién két dac hiéu IL-17A & nguoi va c6
chtra din xuét VHH c6 chira trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO: 7; va mién bién ddi cia
chudi nhe (Vi) cta khang thé nguoi c6 chira trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO: 8.

Phuong 4n khac bao gébm khang thé hodc manh cta ching ma lién két dac hiéu
IL-17A & ngudi va chira dAn xuét VHH va ving bién dbi cta chudi nhe (Vi) ctia khang
thé nguoi trong d6 mién bién dbi nay cha trinh tu axit amin twong d6ng it nhat 1a 90%

so vai SEQ ID NO: 8.
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Phuong 4n khéc bao gdm khang thé ma lién két dac hiéu IL-17A & ngudi va c6
chtra chudi ning c6 chira SEQ ID NO: 9 trinh tu axit amin, va mién bién d6i cta khang
thé ngudi chudi nhe (V) c¢é chira trinh tw SEQ ID NO: 10. Phuong 4n khéc bao gdm
khang thé ma lién két dac hiéu IL-17A & ngudi va c6 chira chudi ndng va chudi nhe,
trong d6 cac chudi ndy chira trinh tu axit amin twong dong it nhét 1a 90% so véi SEQ

ID NO: 9 va/hoac SEQ ID NO:10.

Phuong 4n khéc bao gdm khang thé theo sang ché ma lién két dac hiéu IL-17A &
ngudi, trong d6 khang thé nay c6 4i luc lién két voi IL-17A & nguoi dic trung boi Kp
<10™"" M. Phuong 4n khéc bao gdm khang thé ma lién két dac hiéu IL-17A & nguoi,
trong d6 hing sé két hop dong hoc kon(1/mili gidy) dbi véi IL-17A & ngudi it nhat 1a
10° 1/mili gidy. Phuong 4n khac bao gdm khang thé ma lién két ddc hiéu IL-17A &
ngudi, trong d6 hing sé phén ly dong hoc dis(1/c) ddi véi IL-17A & nguoi khong 16n
hon 107 1/gidy. Phuong 4n khic bao gdm khang thé ma lién két ddc hiéu IL-17A &
ngudi va te ché hoat tinh cta IL-17A & ngudi khong nhé hon 50% ddi v6i tham sb bét

ky dugc danh gia bang thir nghiém hoat tinh cu thé bat ky.

Phuong 4n khac bao gdm khang thé ma lién két dac hiéu IL-17A & ngudi, trong
dé khang thé nay dugc san xuét boi té bao dong vat co vu, té bao nAm men hoic té bao

vi khuan.

Phuong 4n khac bao gdm khang thé ma lién két dic hi¢u IL-17A & ngudi va c6
chtra mot hodc nhiéu sy thé axit amin bd sung trong ving Fc so véi Fe tu nhién, trong
d6 su thé nay cai thién ly-hda va dugc dong hoc cac tinh chit cua khang thé, khi so véi
khang thé c6 Fc tu nhién, va khong dan dén su mat kha nang lién két IL-17A cta khang

thé.

Phuong 4an khac dé xuit cau traic ADN ma héa cho khang thé ma lién két dac
hiéu IL-17A & nguoi. Hon nita, sang ché dé xuét vat truyén biéu hién c6 chtra mot hoic

nhiéu cdu tric ADN m3 héa cho khang thé ma lién két ddc hi¢u IL-17A & nguoi. Ngoai
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ra, t& bao chu dugc dé xuit c6 chira vat truyén dé thu duoc khang thé ma lién két dac

hi¢u IL-17A & nguoi.

Ngoai ra, sang ché dé xuit phuong phap dé san xuit khang thé ma lién két dic
hiéu IL-17A & nguoi, khac biét & chd nudi cdy té bao chii ¢ chira cau tric ADN trong
mdi trudong nudi ciy trong diéu kién thich hop dé thu dugc khang thé nay hodc manh
cia chuing, va sau d6 phan 1dp va tinh ché khang thé nay hoic manh hoat tinh cia

chung.

Hon nira, dugc phém duoc dé xuit c6 chua khang thé ma lién két dic hiéu IL-
17A & nguoi, va mot hoac nhiéu ta duoc, chét pha loang hodc chét mang dugc dung.
Duoc phém nay cé thé con chira cic thanh phén ¢O hoat tinh duoc dugc chon tir cac
chit trc ché TNF-a. Dugc phim nay c6 thé duoc sir dung trong diéu tri bénh hoic rdi
loan qua trung gian IL-17A. Bénh hoac r6i loan qua trung gian [L-17A dugc chon tur:
viem da khép dang thip, viém xwong-khép, viém khép man thiéu nién, viém khép
nhidm khudn, viém khép Lyme, viém khop vay nén, viém khép phan tng, viém a6t
séng, luput ban d6 hé thong, bénh Crohn, viém rudt két man loét, bénh viém rudt, bénh
dai thao dudong phu thude insulin, viém tuyén giap, hen, ri loan di tmg, bénh vay nén,
viém da, xo ctng toan than, bénh méanh ghép chdéng lai vat chi, su tir chdi manh ghép,
bénh mién dich cép hodc mén tinh két hop véi su ghép co quan, bénh sacoit, bénh
sacoit, ddong mau ndi mach rai rac, bénh Kawasaki, bénh Graves, hoi chirng thén hu, hoi
chimg mét méi mén tinh, bénh Wegener, ban xuét huyét Henoch-Schonlein, viém da vi
mach c6 su tham gia cua than, viém gan man tinh hoat dong, viém mang mach nho, sbc
nhiém tring huyét, hoi ching sé¢ nhiém ddc, hoi ching nhidém khuan, ching suy mon,
su nhi®m khuén, su xam 14n, hoi ching suy giam mién dich méc phai, viém tiy ngang
cép tinh, ching mua giat Huntington, bénh Parkinson, bénh Alzheimer, dot quy, xo gan
mat nguyén phat, thiéu mau huyét tan, khdi u 4c tinh, ching suy tim, ching nhdi mau
co tim, bénh Addison, hoi chung tu mién da tuyén typ I va typ II, hoi chung Schmidt,

hoi ching suy ho hép cép tinh, chimg rung téc, chiing rung téc ting ving, bénh khop
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huyét thanh am tinh, bénh khép, hoi chimg Reiter, bénh khép vay nén, bénh khép két
hop vé1 viém rudt két man loét, viém mang hoat dich duong rudt, bénh khép Kkét hop
véi Chlamydia, Yersinia va Salmonella, viém dbt séng, bénh vita dong mach/xo vira
dong mach vanh, di ung co dia, bénh mun rfp tu mién, bénh pemphigut, bénh
pemphigut troc, dang pemphigut, bénh IgA dai, thiéu mau huyét tan ty mién, thiéu mau
huyét tin Coombs duong tinh, thiéu mau 4c tinh méc phai, thiéu mau 4c tinh thiéu nién,
viém nio tiy Myalgic/hdi ching mét moi méan tinh, viém gan man hoat dong, viém
dong mach té€ bao khdng 16 so, viém gan héa xo nguyén phat, viém gan tu mién khong
r& nguyén nhéan, hdi chimg suy giam mién dich mac phai (AIDS), cac bénh két hop vai
AIDS, viém gan B, viém gan C, thiéu hut mién dich bién déi thuong gip (gidm gamma
globulin-huyét bién ddi thuong gip), bénh co tim gidn, vo sinh & nit gidi, thiéu ning
budng tring, suy budng trimg sém, xo héa phéi, viém phé nang xo héa khong 1o
nguyén nhan, bénh 1y phdi mé k& sau viém, viém thanh phé nang mo k&, bénh mo lién
két két hop v6i bénh phdi mé k&, bénh mo lién két hdn hop két hop véi bénh phdi md
k&, bénh xo cling toan than két hop voi bénh phdi md k&, viém khép dang thip két hop
v6i bénh phdi mé k&, luput ban do hé théng két hop v6i bénh phdi, viem da co/viém da
co két hop véi bénh phdi, bénh Sjogren két hop véi bénh phdi, viém cing khop dot
sdng két hop v6i bénh phdi, viém mach phdi lan téa, ching nhiém hemosiderin két hop
v6i bénh phdi, bénh phdi mé ké do thude gay ra, chimg xo héa, chitng xo héa do burc xa
gay ra, viém tiéu phé quan tic nghén, viém phdi ting eosin man tinh, bénh phdi ¢ su
thAm nhap cta t& bao lympho, bénh 1y phdi mé k& sau nhiém khuén, viém khép thong
phong, viém gan tu mi&n, viém gan ty mién typ I (tw mién cd dién hodc viém gan dang
luput), viém gan tw mién typ II (két hop v6i khang thé khang LKM), chiing giam
glucoza huyét tu mién, chiing khang insulin typ B véi ching tang sing, su giam nang
tuyén can gidp, bénh mién dich két hop manh ghép cép tinh, bénh mién dich két hop
manh ghép man tinh, bénh thoai héa xuwong khdp, viém xo chai duong mat nguyén
phat, bénh vay nén typ I, bénh vay nén typ II, sy giam bach cdu tu phat, su gidm bach

cdu trung tinh tw mién, bénh thdn NOS, viém thén tiéu ciu, viém da mach than vi thé,
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bénh Lyme, luput ban d6 hinh dia, v6 sinh & nam gi¢i NOS tu phat, mién dich khang
tinh dich, bénh xo cing rai rac (tit ca cac loai), viém mit ddng cam, ting huyét ap phoi
thtt phét déi véi bénh mo lién két, hoi chimg Goodpasture, sy biéu hién & phdi cia viém
da dong mach két ndt, sdt thép khop cép tinh, viém d6t séng dang thép, bénh Still, bénh
x0 cing toan than, hdi ching Sjogren, bénh/viém khép Takayasu, sy giam luong tidu
cdu ty mién, su giam luong tiéu clu tu phat, t6i loan tuyén giap tu mién, tinh trang
cuong giap, chung cuong tuyén giap tur mién (bénh Hashimoto), chimg cuong tuyén
gidp tu mién teo, chirmg phu niém nguyén phat, viém mang mach nho phat sinh tir thuy
tinh thé, viém mach nguyén phat, bénh bach bién, bénh gan cép tinh, bénh gan man
tinh, X0 gan nghién rugu, hu hong gan do rugu, r mat, bénh gan dic ung, viém gan do
thubc gdy ra, viém gan nhiém m& khong do ruou, di Ung va hen, su nhidm lién ciu
khudn nhém B (GBS), rdi loan tdm than (bao gdm trdm cam va bénh tim than phan
liét), bénh qua trung gian Thl va Th2, chirng dau cAp va min tinh (cAc dang khac
nhau), khdi u 4c tinh chéng han nhu bénh ung thu phéi, bénh ung thu v, bénh ung thu
da day, bénh ung thu bang quang, bénh ung thu dai truc trang, bénh ung thu tuy, bénh
ung thu budng tring, bénh ung thu tuyén tién liét va khéi u 4c tinh tao mau (bénh bach
cAu va u lympho), chimg thiéu beta—lipoprotein—huyét, ching xanh tim dau chi, su
nhidm khuan va su nhidm ky sinh cip va mén tinh, bénh bach cau cép tinh, bénh bach
cau nguyén bao lympho cép tinh, bénh bach cau dang tay cip tinh, sy nhiém khuan cép
hodc man tinh, viém tuy cép, suy than cap, ung thu tuyén, 1éch tim nhi, phtc hé sa sut
tri tué AIDS, viém gan do rugu, viém mang két di ing, viém da tiép xtc di Gmg, viém
miii di tng, su tir chdi manh ghép cung loai, su thiéu hut khang trypsin alpha-I, xo' cing
teo co mdt bén, chiing thiéu mau, bénh viém hong, thodi hoa té bao stng phia trude,
liéu phap khang CD3, hdi chimg khang phospholipit, phan ng qua man chdng lai thu
thé, phinh dong mach chu va mach ngoai bién, giai phiu dong mach chu, ting huyét ap
dong mach, xo vita dong mach vanh, ro dong-tinh mach, mét didu hoa, rung tdm nhi
(lién mién hodc boc phat), cudng dong tam nhi, bldc nhi tht, u lympho té bao B, sy tu

chdi manh ghép xuong, su tur chdi manh ghép tiy xuong (BMT), phong bé b6 nhanh, u
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lympho Burkitt, bong, chimg loan nhip tim, hoi chiing choang co tim, khéi u tim, bénh
co tim, dap ang viém déi véi dudmg tit, su tir chéi manh ghép sun, thodi héa vo ndo, roi
loan tiéu ndio, nhip tim nhanh nhi hdn loan hodc nhiéu 8, rdi loan do héa tri ligu, bénh
bach cdu tiy bao min tinh (CML), chimg nghién rugu man tinh, bénh 1y viém mén tinh,
bénh bach ciu lympho man tinh (CLL), bénh thuyén tic phéi man tinh, nhiém ddc
salixylat man tinh, caxinom dai-truc trang, suy tim xung huyét, viém mang két, viém da
tiép xtc, bénh tim phdi, bénh dong mach vanh, bénh Creutzfeldt-Jakob, nhiém khuan
huyét nudi cdy am tinh, chimg xo héa nang, r6i loan do liéu phap xytokin gy ra, bénh
ndo cta vo si quyén anh, bénh hiy myelin, s6t xuat huyét dengue, viém da, tinh trang
bénh ngoai da, bénh tiéu dudng, bénh dai thao dudng, bénh xo vita dong mach lién
quan dén bénh tidu dudng, bénh thé Lewy lan tda, bénh co tim gidn xung huyét, basal
ganglia bénh, hoi ching Down ¢ tudi trung nién, r6i loan van dong do chét phong bé
dopamin CNS gay ra, ching nhay cam thudc, eczema, viém ndo tiy, viém mang trong
tim, bénh ndi tiét, viém nép thanh quan, su nhiém virut Epstein-Barr, chimg dau do da,
hoi chimg ngodi bé thap va tiéu ndo, hoi chimg thuc bao mau thé gia dinh, su tir chi
manh ghép tuyén trc thai, mAt diéu hoa Friedreich, bénh dong mach ngoai bién, su
nhiém nim, viém tiy sinh hoi, loét da day, viém than tidu cu, su tir chdi manh ghép co
quan hodgc mod bat ky, nhidm khuin gram am, nhiém khuén gram duong, u hat do sinh
vt ndi bao, bénh bach ciu té bao 16ng, bénh Hallervorden-Spatz, viém tuyén gidp
Hashimoto, bénh sbt mua co kho, su tir chdi manh ghép tim, bénh nhiém sic td st mo,
su thAm tach mau, hoi chirng tan mau-ting uré mau / ban xuat huyét giam tiéu céu
huyét khdi, su chay mau, viém gan (A), chimg loan nhip tim nhanh bo, su nhiém
HIV/bénh than kinh HIV, bénh Hodgkin, rbi loan van dong ting dong, phan Ung qua
man, viém thanh phé nang két hop voi qua mAn, chimg ting huyét ap, r6i loan véan dong
giam van dong, khao sét truc dudi dE‘)i-tuyén yén-thugng than, bénh Addison tu phat, xo
héa phdi tu phat, su gay doc té bao qua trung gian khang thé, chimg suy nhuoc, bénh
teo co tré em, viém dong mach chu, virut cim A, phoi nhiém va&i bic xa ion hda, viém

mdng mit-thé mi /viém mang mach nho/viém than kinh thi giac, r6i loan do thiéu mau
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cuc bd/tai tudi mau gay ra, dot quy do thiéu mau cuc bo, viém da khép dang thép thiéu
nién, teo co tuy thiéu nién, xacom Kaposi, su tur chdi manh ghép than, bénh nhiém
khuén legionella, bénh leishmania, bénh phong, ton hai vo ndo-tiy séng, hoi ching phu
md&, su tr chéi manh ghép gan, chirg phi né bach huyét, bénh sét rét, u lympho 4c
tinh, chirmg mé bao huyét 4c tinh, u melanin 4c tinh, viém mang ndo, mang nio cau-
huyét, bénh chuyén héa/ty phat, chimg dau nira dau, rdi loan ty thé da hé thong, bénh
mo lién két hdn hop, bénh 1y gamma don dong, da u tiy, thoai héa da hé thong (Mencel
Dejerine-Thomas Shi-Drager va Machado-Joseph), ching nhugc co nang,
Mycobacterium avium ndi bao, Mycobacterium tuberculosis, hoi ching loan san tuy,
chiing nhdi méau co tim, bénh thiéu mau cuc b co tim, bénh ung thu mii-hong, bénh
phdi man tinh so sinh, viém than, than hu, rdi loan thoi héa than kinh, teo co do
nguyén nhan than kinh I, sét giam bach cau trung tinh, u lympho khong Hodgkin, tac
nghén nhanh dong mach chii bung, bénh tic nghén dong mach, diéu tri OKT3®, viém
tinh hoan/viém mao tinh hoan, viém tinh hoan/phau thuat ndi lai éng dan tinh, ching to
co quan, chiing loang xuong, sy tir chdi manh ghép tuyén tuy, caxinom tuyén tuy, bénh
cin ung thu /ching ting canxi huyét lién quan dén khdi u, su tir chdi manh ghép tuyén
can giap, bénh viém khung xuong chéu, viém miii quanh ndm, b¢nh mang ngoai tim,
bénh vita xo dong mach (atherlosclerotic) ngoai bién, bénh mach ngoai bién, ching
viém mang bung, thiu mau 4c tinh, viém phdi Pneumocystis carinii, hdi ching
POEMS (bénh da day than kinh, ching to co quan, bénh noi tiét, réi loan tang sinh
trong bao don dong va su thay d6i da), hoi chimg sau ngap mau, hdi chirng cdt bom ap,
hoi chimg sau nhdi mau sau thi thust mé tim, tién san gidt, bénh bai liét trén nhén tién
trién, ting huyét 4p phdi nguyén phat, xa tri, hién tugng va bénh Raynaud, bénh
Raynoud, bénh Refsum, chiing tim dép nhanh QRS hep déu, chimg tang huyét 4p mach
than, tdn thuong tai tuéi mau, bénh co tim han ché, xacom, bénh cing bi bénh, chimg
miia gidt tudi gia, sa st tri tué véi thé Lewy, viém khop huyét thanh am tinh, séc, bénh
t& bao hinh liém, su tir chéi manh ghép cung loai da, sy thay ddi da, su tir chéi manh

ghép rudt non, khdi u rén, chirng loan nhip tim cu thé, mét diéu hoa tay séng, thoai hoa
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day sbng tiéu no, viém co do lién cau khuan, hu héng chu trac tiéu ndo, viém nio xo
héa ban cép tién trién, ngit, bénh giang mai tim mach, phan vé toan than, hdi chiung
dap Gng viém toan than hdn hop, viém da khép dang thip thiéu nién khéi phét toan
than, t& bao T hodc FAB ALL, chirng gian mao mach, viém mach huyét khéi, su gidm
luong tiéu cdu, doc tinh, ghép, chin thuong/su chdy mau, phan (mg qué man typ III,
phan Gng qué man typ IV, bénh viém hong khong n dinh, uré huyét, nhiém trang tiét
niéu, chirng may day, bénh van tim, cdng gian tinh mach, viém mach, bénh tinh mach,
huyét khdi tinh mach, fibrin héa tdm that, sy nhiém virut va nam, viém ndo do virut /
viém mang nao vo khun, hoi ching thuc bao té bao mau séng, hoi ching Wernicke-
Korsakoff, bénh Wilson, su tir chdi manh ghép khéac loai dbi voi co quan hoic md bét
ky, hdi chimg dong mach vanh cip tinh, viém nhiéu day than kinh tu phat cap tinh,
bénh than kinh-r& hiy myelin viém cip tinh, ching thiéu mau cuc bd cip tinh, bénh
Stills khéi phat & tudi truong thanh, ching rung téc ting ving, phan v€, hoi ching
khang thé khang phospholipit, ching thiéu méau khéng tai tao, xo vita dong mach vanh,
eczema lac chd di tng, viém da lac chd di tng, viém da tuy mién, r6i loan tu mién két
hop véi sy nhiém lién cau khuén, bénh rudt tw mién, su gidm thinh lyc tu mién, hoi
chimg ting sinh lympho ty mién (ALPS), viém co tim tur mién, suy budng tring sém tu
mién, bénh viém mi mat, ching giin phé quan, dang pemphigut bong, bénh tim mach,
hoi chung khang phospholipit dang tc ché, bénh Celiac, thoai hoa cot sbng cd, chung
thiéu mau cuc bd man tinh, dang pemphigut cé seo, hoi chiing 1am sang c6 1ap (cis) co
nguy co v& bénh xo cing rai rac, viém mang két, rdi loan tam than khoi phat & tudi tré
em, bénh thuyén tic phdi man tinh (COPD), viém tui 1&, viém da co, bénh mang ludi do
d4i thao dudng, bénh dai thdo dudng, thoat vi dia dém, sa dia lién song, thiéu mau tan
mau mién dich do thudc giy ra, viém mang trong tim, lac ndi mac tir cung, viém noi
nhan, viém thuong cing mac, héng ban da dang, héng ban da dang ndng, dang
pemphigut thai nghén, hoi chung Guillain-Barre (GBS), bénh s6t mua cé kho, hoi
chirng Hughes, bénh Parkinson tu phat, viém phdi mo ké tu phat, di tmg qua trung gian

IgE, thiéu méau huyét tan ty mién, viém co thé vui, bénh viém mat 1ay nhiém, viém bénh
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hily myelin, bénh viém tim, bénh viém thin, xo héa phdi tu phat/ viém phdi mo k&
thong thuong, viém mdng mat, viém giac mac, viém giac két mac khé, bénh Kussmaul
hoic bénh Kussmaul-Meier, chung té liét Landry, chirng moé bao huyét té bao
Langerhans, da 1An md, thoai héa diém vang, viém da vi mach, bénh Bechterew, bénh
noron van dong, dang pemphigut niém mac, suy da co quan, ching nhuoc co nang, hoi
chirng loan san day séng, viém co tim, rdi loan ré than kinh, bénh than kinh, viém gan
khong A, khong B, viém than kinh thi gic, tiéu cdt, bénh ung thu budng trimg, viém it
khép JIA, bénh tac nghén dong mach ngoai bién, bénh mach ngoai bién, bénh dong
mach ngoai bién (PAD), viém tinh mach, viém da dong mach két ndt, viém da sun, dau
co dang thip, ching bac téc, viém khép tu phét thiéu nién thé viém da khop, thiéu hut
da tuyén noi tiét, viém da co, dau co dang thip (PMR), hoi chitng sau bom, hdi chung
Parkinson nguyén phat, bénh ung thu tuyén tién liét va truc trang va khéi u 4c tinh tao
méu (bénh bach ciu va u lympho), viém tuyén tién liét, hoi chimg bat sin hong cau don
thudn, thidu nang tuyén thuong thin nguyén phat, viém tiy thi than kinh tai phat, ti
phat hep van tim, bénh thap tim, SAPHO (viém mang hoat dich, mun trimg cé, bénh
mun mu, chimg ting sinh xuong va viém xuong), bénh cing bi, ching thoai hoa dang
tinh bot thir phat, séc phdi, viém mang clng, dau thin kinh hong, suy tuyén thuong
than thu phat, bénh mé lién két két hop silicon, bénh Sneddon-Wilkinson, viém cimg
khép dbt sdng, hoi ching Stevens—Johnson, hoi chirmg dap ng viém toan than, viém
dong mach so, viém mili Toxoplasma, hoai tir thugng bi nhiém doc, viém tiy ngang,
TRAPS (hdi chitng st theo chu ky ¢6 lién quan dén thu thé yéu t6 hoai tir khéi u), phan
tng di Gng typ I, bénh tiéu duong typ I, ching may day, viém phdi mo k& thong
thuong, viém mach, viém mang két mua xuan, viém mang luéi virut, hoi ching Vogt-
Koyanagi-Harada (hoi chimg VKH), thodi héa diém vang uét, qua trinh lanh vét

thuong, va bénh khép lién quan dén Yersinia hoic Salmonella.

Duoc phim c6 chita khang thé ma lién két dic hiéu IL-17A & ngudi ¢6 thé dugc

dung & lugng hitu hi¢u dé diéu tri d diéu tri bénh hodc rdi loan qua trung gian IL-17A.
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Sang ché dé xuat phuong phap dé didu tri bénh hoac rdi loan qua trung gian IL-
17A bing cach sir dung khang thé ma lién két dac hiéu IL-17A & ngudi. Phuong phéap

diéu tri ¢ thé con bao gdm viéc dung chat ic ché TNF-a.

Thuc chat,cac vi du khadc nham dé chirng minh sang ché, chr khong nham lam

gidi han sang ché & cac vi du ndy.

Phén md t& cua don nay bao gdbm vién dan dén tAt ca cac ngudn thong tin.
Vi du thue hién sang ché

Vi du 1: Biéu db tién trinh dé thu duoc khang thé dua trén VHH

Fig.1 thé hién biéu dd tién trinh dé thu dugc va téi wu héa khang thé dya trén

VHH.

Vi du 2: San xuét khang nguyén va khang thé tai t6 hop trong moéi trudong nudi

cdy té bao dong vat c6 via dang huyén phi

Khang thé va khang nguyén dugc tao ra trong dong té bao d3 duoc thiét 1ap thu
dugc tir té bao tring chudt dong Trung Quéc (CHO-K1) theo quy trinh da dugc cong
bd [26; 27]. Sir dung cac té bao chu yéu biéu hién gen ctia protein EBNAI (khang
nguyén nhéan virut Epstein-Barr 1). Tién hanh nuéi cdy huyén phu trong binh thét cd
trén may lic quy dao bang cach st dung méi trudng khong huyét thanh ctia hang Life
Technologies Corporation va theo huéng dan cua nha san xuét. Dé biéu hién tam thoi,
céc té bao & ndng d6 2*10%ml duge chuyén nap bang polyetylenimin thing (PEI MAX,
Polysciences). Ty 16 ADN/PEI 1a 1:3-1:10. Trong 5-7 ngay sau khi chuyén nap, ly tim
mdi trudng nudi cdy té bao & 2000g trong thoi gian 20 phut va loc qua bd loc 0,22 pm.
Phan lap protein dich tir dich 16ng nuéi cay bang HPLC afin.

Phan 1ap v tinh ché protein IL-17A tai t& hop chtra 6 axit amin His & ving dau
tan cung C tur dich long nudi cdy trén nhua Ni tich dién Profinity IMAC (Bio-Rad).
Trudc quy trinh tinh ché, bd sung NiCl, vao dich 16ng nu6i cdy dén nong d6 ImM. Sau

d6 bd sung 5 ml Ni tich dién Profinity IMAC vao dich 1éng nu6i cdy va tron trén may
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lic trong thoi gian 1 gid & nhiét do trong phong. Chuyén chit hdp thu vao cot
Polypropylen Thermo scientific dung tich 5 ml va rta bang 5 thé tich cot clia PBS dé
loai bo c4c thanh phan lién két khong dic hidu. Rira giai khang nguyén d lién két bang
imidazol 0,3 M (d0 pH = 8) va NaCl 150 mM. Sau do thAm tach protein vao PBS (dd
pH = 7,4) bang k¥ thuat SnakeSkin Dialysis Tubing, loc (0,22 pm), chuyén vao 6ng
nghiém va hwu trit & nhiét do -70°C. Panh gia do tinh khiét ciia protein thu dugc bang

SDS-PAGE (Fig.2).

Tinh ché cac khang thé IgGl thir nghiém va d6i chung trén cot Hi Trap
rProteinA FF dung tich 1 ml (GE Healthcare) theo quy trinh néu trén d6i v6i IL-17A-
Fc. Danh gi4 do tinh khiét ctia protein thu duoc bang SDS-PAGE (Fig.2).

Vi du 3: Gay mién dich lac da khong budu bang IL-17A & nguoi va tao ra thu

vién Fab cta khang thé lac da khong budu duoc biéu hién trén phago

Gay mién dich Lama Glama 5 14n lién tiép bang cach dung dudi da nguyén liéu
khang nguyén dugc tron véi thé tich twvong duong cua ta dugc Freund hoan chinh (tiém
lan ther nhit) hodc khong hoan chinh (tAt ca cic 1n tiém ngoai trir an tiém thir nhét).
Dung hdn hgp ctia cdc protein tai t6 hop (0,2 mg ctia mdi protein modi 14n tiém) ma mot
trong s6 d6 1a TL-17A & nguoi (bO kit cia hing R&D Systems) lam khang nguyén.
Thuc hién tiém 14n thir hai (giai doan gay mién dich) 3 tun sau 1an tht nhét; thyc hién
ba lan gay mién dich nita v6i khoang céach 2 tudn. Ly mau méau (50 ml) 5 sau mdi lan
tiém bat dau tir 1an tht ba.

Pha loing mau di duoc iy ra 2 14n bang PBS chita EDTA 1 mM. Sau do tao 16p
35 ml mau di pha lodng trén 15 ml mdi trudng Histopaque® -1077 (Sigma, ty trong
bang 1,077 g/ml) va ly tdm trong thoi gian 20 phat dudi 800g. Chon loc cac té bao don
nhan (t& bao lympho va bach cau don nhan to) tir khu vuc chia pha huyét twrong/mdi
trrong Histopaque va rira bang PBS chita EDTA 1 mM.

Phan 1ap ARN tdng sb tir cac té bao don nhan lac da khong budu bang cach st

dung bd Kit RNeasy Mini theo quy trinh (QIAGEN). Thyuc hién thr nghiém ndng do
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ARN bang cach sir dung Nanovue (GE Healthcare); kiém tra chét lugng ciia ARN da

dugc phan lap bang dién di trén gel agaroza 1,5%.

Thuc hién phan Ung phién ma ngugc béng cach st dung bd kit MMLV RT
(Evrogen) theo quy trinh dugc khuyén nghi v6i enzym phién ma ngugc MMuLV va céc

doan moi hexame ngau nhién.

St dung san pham phién mi ngugc lam chit nén trong phan tng chudi
polymeraza hai giai doan @8 thu dugc cac gen cua mién bién thé c6 & ria 1a céc vi tri
gioi han; phan ing dugc thuc hién bang cach str dung bd kit oligonucleotit va quy trinh
theo [27; 28; 29]. Ngoai ra, cac gen ma hoa cho mién bién ddi ctia chudi nhe va chudi
ning dugc dit cing nhau trong mdt manh bang cac phan g tudn tu gdm co gidi han,
néi va khuéch dai nhu duge thé hién trén Fig.3. Céc gen chudi ning dugc gin riéng ré
vao cac gen chudi nhe kappa va lambda. Trong truong hop nay, s6 dém uéc lugng cua
cac phan tu chét nén trong tit ca cac phan Gng khong nhd hon 10", X Iy san phdm
ADN thu dugc (VL-CK-VH) bang cac enzym gidi han Nhel /Eco91l va ndi vao
phagemid gbc do pH = 5. Céu triic phagemid dugc thé hién trén Fig.4. Bién nap san
phdm ndi vao cac té bao c6 kha nang dién bién nap SS320 dugc didu ché theo quy trinh
[30]. Danh muc cta thu vién Fab kappa va lambda dugc tao cau tric 1an luot 1a 5,1%10°
va 3,7*108. San phém cua thu vién biéu hién trén phago chua quen thi nghiém dugc

diéu ché theo quy trinh da dugc mo ta tir trude [31].
Vi du 4: Chon loc thu vién Fab cta khang thé biéu hién trén phago

Chon loc c4c khang thé Fab biéu hién trén phago khang IL17A cu thé tir thu vién
bidu hién Fab trén phago bing cach st dung IL-17A & ngudi tai to hop (b kit ctia hang
R&D Systems); diy cac chu trinh chon loc dugc thuc hién nhu dugc mo ta & trén [27;
31; 32]. Bé thuc hién quy trinh chon loc bang phuwong phép phan tich trong luong, IL-
17A & ngudi trong chit dém cacbonat 50 mM (d6 pH = 9,5) duoc hap thu qua dém &
nhiét do 4°C trén bé mit ciia 6ng HighSorb (Nunc). Ngoai ra, rira bng bang PBS (d6 pH
= 7,4) va sau do phong bé bang dung dich chita PBS (d0 pH = 7,4) — sita khong chira
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chét béo (0,5% khéi luong/thé tich) trong thoi gian 1 gio. Sau d6, chuyén 2-4 ml dung
dich phago (10'* hat phago trong mdi ml) trong PBS (d6 pH = 7,4) — sira khong chura
chét béo (0,5% khdi lugng/thé tich) vao éng c6 khéng nguyén, va i hé nay trong thoi
gian 1 gi c6 khudy. Loai bé phago khong lién két bang chudi cac chu trinh rira bing
PBS (d6 pH = 7,4) - Tween 20 (0,1% thé tich/thé tich). S6 lugng chu trinh rtra dwoc
ting 1én tir chu ky tht nhat dén chu ky thu ba — 1dn luot 13 20-30-40 1an. Rta giai hat
phago ma van con duoc lién két bang dung dich Gly-HCI 100 mM (d6 pH = 2,5) trong
thoi gian 15 phuat ¢6 khudy, va sau d6 trung hoa bang TRIS-HCI 1 M (do pH = 7.6).
Gay nhiém vi khudn E. coli TG1 bang phago thu duoc; phan 18p thém phago va su

dung trong chu ky tiép theo.

Sau vong chon loc thtr hai va thit ba, thuc hién ELISA dbi v6i san phim phago
da dong cho thdy su 1am giau dang ké. Tach dong lai cdc dong gdp chung da dugc lam
gidu bing Fab & ngudi vao plasmit biéu hién LL c¢6 chita myctag va dudi His6 trén dau

tan cung C cua gen CH1 cua chudi nang.
Vi du 5: Phan tich Fab lién két dac hiéu véi IL-17A & nguoi

ELISA dugc ding dé do lién két cia manh Fab dugc nghién ctru voi IL-17A &
ngudi. Fab c6 trinh tw AIN457 da dugc cong bd (Novartis) duge ding 1am ddi chimg
dwong. Phu céc giéng cua dia ELISA (Nunc ImmunoMaxisorp) bang 50 pl (0,5 pg/ml
trong 1X chit dém cacbonat pht) IL-17A-Fc, day kin khi va 4 qua dém & nhiét do 4°C.
T4t ca cac giai doan khic duogc thuc hién theo quy trinh ELISA tiéu chuin v6i hé théng
ning suét cao chang han nhu GenetixQ-pix2xt (Molecular Devices) va Tecan Freedom
EVO 200 (Tecan). Phong bé lién két khong dic hidu bang cich bd sung chét dém
phong bé BB (200 pl sita khong chira chit béo 0,5% trong PBS). U dia trén mdy lac
trong thoi gian 1 gid ¢ nhiét do trong phong. Sau khi rira bing PBS-Tween, phu tirng té
bao bang 50 pl dich ndi bé mat té bao chira Fab thi nghiém dwgc tron vdi the tich
twrong duong cia BB. U dia trén may lic trong thoi gian 1 gio & nhiét do trong phong;

tiép theo, rira ting giéng cua dia 5 l4n bang chit dém PBS-Tween. Sau khi rtra, phi
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timg tiéng (50 pl/giéng) bing khang thé thu cdp lién hop HRP Fab khang ngudi
(Pierce-ThermoScientific) trong PBS-Tween (1:5000). Chuyén dia vao may lic quay
(50 phat & nhiét do trong phong) va sau d6 rira 5 14n biang chét dém PBS-Tween nhu
dugc mé ta & trén. Thu 4y tin hiéu do mau bang cich bd sung TMB (100 ul/giéng) dén
khi bdo hoa (trung binh 13 3-5 phut); sy hién mau thém bi phong bé bang cich bd sung
dung dich 1am ngimg (100 pl/giéng, axit sulfuric 10%). Do d6 hap thu & budc séng 450
nm bing cach st dung may doc dia Tecan-Sunrise (Tecan) thich hgp. Lién két khang
thé ty 1& v6i tin hiéu duoc tao ra. C4c dong ma tin hiéu mau sic ddi v6i né vuot qua
dudng co s tin hiéu hon 5 1dn dugc thir nghiém trong ELISA canh tranh dé phat hién

viéc phong bé Fab dbi khang su twong tac gitra phéi tir IL-17A va thu thé.

Vi du 6: ELISA canh tranh dé phong bé su tuong tac ciia phéi tir IL17A va thu
thé IL17R

St dung ky thuat ELISA canh tranh dé kiém tra kha nang d6i khang cua Fab
dugc chon tir trudce chéng lai ddc hiéu IL-17A & nguoi. Fab ¢ trinh tu AIN457 da duoc
cong bd (Novartis) duoc dung 1am d6i ching d6i khang dwong. Phu céac giéng cua dia
ELISA (Nunc Immuno Maxisorp) bang 50 pl/giéng thu thé IL-17RA-Fc (R&D
Systems; dung dich 1 pg/ml trong 1X chit dém cacbonat phi1) va G qua dém & nhiét do
4°C. Tht ca c4c giai doan khac duge thuc hién theo quy trinh ELISA tiéu chuén véi hé
thdng ning suit cao ching han nhu GenetixQ-pix2xt (Molecular Devices) va Tecan
Freedom EVO 200 (Tecan). Phong bé lién két khong dac hiéu bing cach bd sung chat
dém phong bé BB (200 pl sira khong chira chit béo 0,5% trong PBS). U dia trong thoi
gian 1 i trén may lic & nhiét do trong phong.

Song song v6i d6, 50 pl dich nbi bé mit té bao chira Fab thir nghiém trong dia 96
giéng khong lién két duoc tron véi 50 pl IL-17A-His6-Flag (0,4 pg/ml trong sira 1%
duoc pha lodng bang PBS-Tween). U dia trong thoi gian 1 gio & nhiét dd 37°C trén may

lic & téc do 500 vong/phut.

-40-



35833

Sau khi rira dia chira thu thé IL-17RA-Fc biang dung dich BB, phil n6 bang hén
hop phan ng cia Fab va [L-17A-His6-Flag véi lugng bang 90 ul trong mdi giéng. U
dia trong diéu kién co lac trong thoi gian 45 phut & nhiét do trong phong, va ria mdi
giéng 5 14n bing chit dém PBS-Tween. Tiép theo, bo sung 50 pl / giéng cta khang thé
M2 khang FLAG & chudt 1 pg/ml (Sigma) va u dia trong thoi gian 45 phut ¢ nhiét do
trong phong. Sau khi 0, rira mdi giéng cta dia 5 1an bang PBS-Tween, va sau dé phu
bing 50 pl/giéng cta khang thé thir cip lién hop HRP IgG khang chudt (Pierce-
ThermoScientific) duoc pha lodng 1:5000 bang PBS-Tween. U dia trén may lac quay
trong thoi gian 45 phut & nhiét do trong phong va rtra 5 1an bang PBS-Tween, nhu néu
trén. Thu 14y tin hiéu do mau bang cach bd sung TMB (100 pl/giéng) dén khi bio hoa
(trung binh 13 3-5 phat); sy hién mau thém bi phong bé bang cich bd sung dung dich
1am ngimg (100 pl/giéng, axit sulfuric 10%). Do do hip thu & budc séng 450 nm bing
cach st dung may doc dia Tecan-Sunrise (Tecan) thich hgp. Lién két khang thé ty 1¢

v6i tin hiéu dugc tao ra.

Céac dong ma chimg to viée phong bé & muc do twong tng véi mirc d6 ciia khdng
thé Fab dbi chung AIN457 duoc danh dau 1a dwong tinh va dugc dung & céc thir
nghiém tiép theo. Cc gen ctia mién bién ddi cia dong duong tinh dugc dwa di doc trinh
tw theo quy trinh tiéu chudn trén Thiét Bi Phan Tich Di Truyén Applied Biosystems
3130 (Applied Biosystems) sau d6 1a su phén tich thich hgp. Cac dong c6 chua 3 mién
bién ddi VHHFab dugc chon loc cho cac nghién ciru tiép theo (Fig.5B). Ngoai ra, da
phét hién ra ring dong 3VHHFab duogc biéu thi két hop véi 23 mién chudi nhe cé cac
trinh tw khac nhau, ba trong s6 d6 duoc thé hién trén Fig.5B. Diéu nay chi ra sw can tré
cu triic twong dbi cua né va thuc té bang cu thé 1a mién VHH, cht khong phai 12 chudi

nhe, g6p phan vao viéc lién két IL-17A.
Vi du 7: Sang loc kys(kgiss) S0 sanh cia cac tng vién VHHFab khang IL-17A

Thuc hién sang loc Koff so sanh ddi vdi cac tng vién Fab khang IL-17A bing
cach sir dung hé théng Pall Forte Bio Octet Red 96. Tai hydrat hda cam bién sinh hoc
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khang FABCHI trong thoi gian 30 phut trong chit dém hoat dong c6 chira PBS 10 mM
(d6 pH = 7,2-7,4), Tween-20 0,1% va BSA 0,1%. B6 sung 10x chat dém hoat dong vao
mau thir nghiém cta dich ndi bé mit E.coli dén 1x ndng do cubi cung. Sau d6 ngam
cam bién sinh hoc khang FABCHI vao dich ndi bé mat E.coli chira manh Fab cua
khang thé tmg vién va @ trong thdi gian 12 gio & nhiét do 4°C. Chuyén cam bién da
duoc phi bang manh Fab vao cic giéng c6 chat dém hoat dong, va ghi lai dudng co so
(60 gidy). Sau d6 chuyén cam bién vao cac giéng c6 dung dich chat phan tich (IL-17A,
30 pg/ml) dé dat duoc su két hop khang nguyén-khang thé (300 gidy). Sau d6, dua cam
bién tré lai vio cac giéng c6 chit dém hoat dong dé phan ly tiép (300 gidy). Pua cam
bién da duoc st dung di phuc hdi sau méi thir nghiém: ching dugc dat ba 1an vao chét
dém phuc hdi (Gly-HCI, @ pH = 1,7) va sau dé co thé st dung duogc trong cac thi
nghiém tiép theo. Phan tich cac duong cong thu dugc bang cach sir dung Phan Tich Dir
Liéu Octet (Octet Data Analysis) (phién ban 7.0) theo quy trinh ti€u chuén véi mé hinh
twong tac 1:1.

Két qua thu duoc dbi vai sang loc ke ciia cac ung vién Fab khang IL-17A duoc
thé hién trén Fig.5C va Bang 1. Lién két dic hiéu va afin cao clia tat ca cac VHHFab
duy nhét voi IL-17A & ngudi d& dugc chimg minh, trong d6 3VHHFab thé hién k, rat

nhanh va kg;5(1/¢) rat chAm ma vuot ra khdi giéi han phat hién cia thiét bi.

Bang 1. Ai lyc VHHFab vé6i IL-17A & ngudi

I<D (M) kon( UMC) kdis( I/C)
1VHH 2,485E-08 2,498E04 6,206E-04
2VHH 1,352E-08 1,628E05 2,201E-03
3VHHVKA4BII | - - <2,272E-06

Do do, dua trén két qua phan tich thu duoc, tng vién 3VHHVK4B11 dugc chon

cho nghién ctru tiép theo.

Vi du 8: Tao ra khang thé VHHIgG!1 c6 dot bién & FR1 va FR2 clia mién bién
d6i VHH
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Tach dong cac gen clia mién bién ddi cua chudi VHH ning va nhe cla ing vién
3VHHVK4B11 trong plasmit pEE-Hc va pEE-Lc dé biéu hién tam thoi chung & té bao
CHO-EBNA nhu dugc mo ta trong Vi du 3. Ngoai ra, su thé & cac vi tri 44 va 45 (hé
théng danh sé Kabat) duoc dua vao bing cach giy dot bién dinh huéng oligonucleotit
bang cach st dung PfuUltraHS polymeraza (Stratagene) theo quy trinh [bo kit gay dot
bién dinh huéng vi tri Q5® (NEB)] va quy trinh dugc mo ta trong [34]. Plasmit pEE-
3VHH duoc dung 1am chit nén. Phan doan sin phim PCR trén agaroza dé néng chay
va tinh ché trén cot thich hop. Sau khi ndi, bién nap ADN vao E.coli. Sau khi chon loc
chc dong dot bién c6 trinh ty ding, plasmit c6 dot bién & 3VHH dugc dong bién nap
v6i pEE-LcVK4B11(tham chiéu dén Fig.6Aa va Bang 2).

Béang 2. Cac mau cua cc dong dot bién 3VHHFabVK4B11

Tén Su dot bién so véi 3VHHFabVK4B11 ban dau
mutl E44G, R45L

mut2 S11L, E44G, R45L

mut3 R45L

mut4 S11L, E44G

Vi du 9: Phén tich so sanh c4c tham s& dong hoc ciia khang thé VHHFab c6 chira
su dot bién & FR1 va FR2 ciia mién bién d6i VHH

Thuc hién sang loc Koff so sanh ddi véi ing vién VHHFab khang IL-17A theo
quy trinh tiéu chuan bang cach st dung hé théng Pall Forte Bio Octet Red 96 (tham
chiéu dén Vi du 8). Phat hién thdy su giam dang ké cia ko d6i v6i mutl, mut2 va
mut4, va su giam it dang ké hon d6i v6i mut3, khi so v6i 3VHHFab tu nhién (Fig.6B).

Vi du 10: Phan tich so sanh dic diém nhiét-két tdp ciua khang thé
3VHHIgG1VK4B11 kich thuéc ddy du c6 chira dot bién & FR1 va FR2 ciia mién bién
d6i VHH

Thuc hién phén tich so sanh dac diém két tap ddi v6i Gng vien VHHIgG1 khang
IL-17A bang cach sir dung quy trinh sau day. Gia nhiét ché phim ctia khing thé
VHHIgG1 (10 mg/ml) trong chit dém PBS trong thoi gian 6 gio & nhiét do 50°C. Banh

gi4 su két tap gy ra b6i ing suit nhiét bing HPLC loai trir kich thuéc. Tién hanh thi
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nghiém trén hé théng 1100 HPLC (Agilent) bang cach st dung cot Tosoh TSK-Gel
G3000SWXL, 7,8 mm x 30 cm, Cat. No. 08541 v6i cdt phu kién Tosoh TSKgel Guard
SWXL 6,0 mm x 4,0 cm, cm (hat ¢6 kich thude 7 pm, Cat. No. 08543). Thyc hién rua
giai déng dong vdi pha dong chira chit dém natri phosphat 50 mM va NaCl 0,3 M (do
pH = 7,0) duéi tdc d6 dong chiy 0,5 ml/phut véi sy phét hién & bude séng 214 nm va
280 nm. Pha long mAu khéng thé bang PBS (d6 pH = 7,5) dén ndng d6 ~1 mg/ml. Thé
tich tiém 13 10 pl. St dung hdn hop tiéu chuin loc gel (Bio-Rad, Cat. No. 151-1901) dé

dinh c& cot trude khi tht nghiém.

Biéu dd sic ky duogc thé hién trén Fig.6C va Bang tong két 3 chimng t6 ring tat ca
cac thé dot bién két tu dén cac mirc d6 khac nhau duéi tng suét nhiét, trong d6 quan sat
thiy do on dinh t6i nho nhat dbi v6i bién thé tw nhién va phat hién thdy do 6n dinh 16n
nhét d8i v6i mutl c6 chira su thé E44G+R45L thong thuong ddi véi cau tric VH cb
dién.

Ngoai ra, nghién ctru so sanh v& do én dinh nhiét ciia ché pham thu dwgc dugc
thuc hién bing cach sit dung quy trinh Thermofluor (sau ddy goi 1a Thir nghiém dich
chuyén nhiét) ma xac dinh diém néng chay protein do su thay dbi ctia huynh quang ciia
thudc nhudm cu thé SYPROOrange ma lién két v6i bé miat ky nudc cia protein khong
cudn gap [35]. St dung thiét bi StepOneReal-TimePCRSystem (Applied Biosystems)
va quy trinh dugc khuyén nghi dé nghién ctru san phim dot bién. Két qua nghién ciru
duoc thé hién trén Bang 3. Chung kh4 twong quan véi két qua thu duge trong thi
nghiém Gng suét nhiét, ma xac nhin do 6n dinh cia mutl va mutd so voi

3VHHIgG1VK4B11 dai.

Béng 3. Nghién ctru do 6n dinh nhiét cta thé dot bién

Sanphdm | Ty 1& phdn tram | Ty 1& phan trim | PO khac biét | Diém néng chay
monome (%) | monome (%) | ~A% (Thermofluor),
trugc  khi  chiu | sau khi chiu tng o°c
ng suat nhiét suit nhiét

3VHHIgG! |60 13 47 46 +1
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VK4B11

mutl 95 95 0 64 £1

mut2 65 13 52 42 +1

mut3 40 32 8 Khong xac dinh
mut4 89 80 9 53 +1

Vi du 11: Thir nghiém té bao ctia thé dot bién 3VHHIgG1VK4B11 khang IL17A

phong bé kha ning gay ra su san xuét IL-6 cua IL-17A

Kha ning cua IL-17 dé giy ra su san xut cua IL-6 bang cac té bao HT1080 &
nguoi (ATCC:CCL-121) dugc dung dé phan tich hoat tinh 1am trung hoa cua cac ung
vién VHHIgG1 mutl va mut4 vé IL-17A tai t& hop & nguoi. Nudi cdy té bao trén moi
truong nudi cily DMEM cé bd sung huyét thanh thai bat hoat 10%, gentamyxin va
glutamin. C4c phan phan uéc gbm 5 #10* té bao/giéng dugc ciy trong dia nudi ciy 96
gibng. Dé t bao dinh lai trong thoi gian 5 gid. U hdn hop clia IL-17 téi t6 hop 40 ng/ml
va TNF-a 20 ng/ml véi dich pha loing VHHIgG]1 trong thoi gian 1 gio ¢ nhiét do 37°C.
Sau d6 bd sung hdn hgp xytokin/khdng thé vao té bao va dé qua dém. Su san xuét cua
[L-6 bing mdi trudng nudi cdy té bao HT1080 ty 1& véi ham lugng clia IL-17 duge bo
sung. Ham luong cua IL-6 dugc gidi phdng trong mau dich ndi bé mit té bao dugc danh
gi4 bang ky thuat ELISA bang cich st dung DuoSet ELISA Development System
Human IL6 (RD System, Cat. No. DY206). Két qua thu duoc tir sy dénh gia cac tinh
chét d6i khang cua tng vién VHHIgG1 dugc thé hién trén Fig.7 trong su so sanh voi
AIN457 (khéng thé khang IL-17A cta Novartis). Gi4 tri ICso d6i v6i mutl cao hon gén
30 14n so véi gia tri ICso déi v6i bién thé tu nhién, trong khi d6 bién thé mut4 duy tri
gAn nhu hoan toan ning luc e ché ctia nd. Gia tri ICs, dbi v6i ing vién mut4 1a 3010
pM. Dua trén the két qua thu duoc trong nghién ctru nay va dic diém 1y-héa va sinh

hoc chung, tng vién nay dugc chon dé phat trién va tdi wu hoa tiép.
Vi du 12: Thiét k& khang thé mut4 VHHFab c6 chita chudi nhe ¢ ngudi

Phén 14p ARN tong s cia té bao lympho B duge liy tir 55 nguoi cho bang cach
st dung bd Kit RNeasy Mini theo quy trinh thich hop (QIAGEN). bo néng d6 ARN
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béng cach st dung bo kit Nanovue (GE Healthcare), va kiém tra chit luong ctia ARN

da duoc phan 14p bang dién di trén gel agaroza 1,5%.

Thuc hién phan Ung phién ma ngugc bang cach st dung bd kit MMLV RT
(Evrogen) theo quy trinh dugc khuyén nghi v6i enzym phién ma ngugc MMuLV va cac

doan moi hexame ngau nhién.

St dung san phim phién mi ngugc lam chit nén trong phan ung chudi
polymeraza hai giai doan dé thu duoc cac gen cua mién bién thé c6 & ria 1a céc vi tri
gi¢i han; phan ung dugc thuc hién bang cach st dung bd kit oligonucleotit va quy trinh
duoc md ta trong [27]. Tao ra Fab kham chéng lai dic hiéu IL-17A theo quy trinh dugc
mé ta trong W093/06213 dua trén phagemid pHS, nhu xac dinh ¢ trén. Dat cac gen ma
héa cho mién bién ddi cua chudi nhe & ngudi va cac gen ma hoa cho mién bién ddi cua
mut4VHH cung nhau trong mot manh bang cac phan Gng tuan ty gdm c6 gi6i han, ndi
va khuéch dai nhu duoc thé hién trén Fig.8. Trong trudng hop nay, s6 dém uéc luong
cua cac phan tr chét nén trong tit ca cac phan ung khong nhé hon 10" Xt 1y san pham
ADN thu dugc (VL-CK-VH) bang cac enzym gi6i han Nhel /Eco91l va nbi vao
phagemid gbc do pH = 5. Bién nap san pham ndi vao céac té bao SS320 cé kha ning
dién bién nap dugc diéu ché theo quy trinh dugc mo6 ta trong [30]. Danh muyc cua thu
vién Fab VHH mut4 kham dua trén cic chudi ¢ ngudi kappa va lambda hdn hop 1a
2.8%10° thé bién nap. Thu vién Fab dugc hién thj trén phago kham duoc diéu ché theo
quy trinh dugc mo ta & trén [27].

Tién hanh chon loc c4c thu vién Fab kham dugc hién thi trén phago trong diéu
kién duoc md ta & trén (tham chiéu dén Vi du 5), ngoai trir @ thém khang thé phago lién
két IL17A trong su c6 mit ctia 20 pg/ml IL-17A hoa tan & nhiét d6 37°C trong tho1 gian
12 gio.

Sau vong chon loc thir hai trén IL-17A, quan sat thiy su lam gidu dang ké ciia
thu vién nay. St dung cac dong dugce gop chung thu dugc cia thu vién Fab VHH mut4

kham da duoc lam giau trong viéc sang loc d6i v6i IL-17A theo quy trinh tiéu chuén
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(tham chiéu dén Vi du 6). Dong dwong tinh cudi cing dugc dua di doc trinh tu. Fig.8B
thé hién bdn trinh tw cua mién bién ddi clia chudi nhe & ngudi VKIAT7, VK3clg,
VK3cl18 va VK4clE12 tr VHHFab mut4 4i lyc cao. Céc trinh tu nay thudc vé cac dong
té bao mam & ngudi kappa khac nhau VK1, VK3 va VK4 c6 chira s& luong tbi thiéu
cha cac dot bién soma. Can luu ¥ ring trinh tw & ngudi VK4clE12 thé hién do tuong
déng cao v&i chudi nhe lac da khong budu VK4B1 dugc chon loc trude day, van c6 su

khac biét dac trung.

Vi du 13: Phan tich so sanh dic diém nhigt-két tip cta khang thé mut4VHHIgG1

kich thuéc ddy du cé chira cac bién thé chudi nhe khac nhau

Tach dong cac gen cua mién bién ddi cua chudi VHH ning cua Gng vién mut4
VHH trong plasmit pEE-Hc, va tach dong cdc gen cua mién bién dbi cua chudi nhe &
ngudi VKIA7, VK3cl8, VK3cl18, VK3A4 va VK4EI2 trong plasmit pEE-Lc dé bidu
hién tam thoi chung trong té bao CHO-EBNA, nhu dugc md ta trong Vi du 3. Ngoai ra,
dé khang thé thu duoc 16 ra voi tng sudt nhiét va danh gid bién dang ket tap cla ching
nhu dugc thé hién trong Vi du 9. Két qua thu dugc dugce thé hién trén bang téng két
(Bang 4).

Bing 4. Do 6n dinh nhiét cia khang thé kich thuéc day di mut4 VHHIgG1

Tén mau Ho ciu % % Do khac | Sutao Diém noéng
tric cua Monome | Monome biét thanh cua chay
chudinhe | truéckhi | sau khi ~A% | khdikét tu| (Thermoflu
chiu tng chiu ing nhin thy or)
suét nhiét suét nhiét dugc trong
qua trinh
tinh ché
mut4VHHIgG | VK3 96 82 14 -+ 58C
1VK3c8
mut4VHHIgG | VK3 91 81 10 H+ 61C
1VK3c18
mut4VHHIgG | VK3 71 69 2 + 61C
1VK3A4
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mut4VHHIgG | VK1 95 88 7 - 63C
1VKIA7

mut4VHHIgG | VK4 90 49 41 ++ 59C
1VK4E12

Ngoai ra, tién hanh nghién do én dinh nhiét so sanh cua san phéms thu duoc
bing cach str dung quy trinh Thermofluor twong tu véi quy trinh dugc mé ta trong Vi
du 11. Dua trén dit liéu thu dugc, co thé két luan réng cac cap mutd VHH duge chon ¢
chira chudi nhe & ngudi dn dinh hon so v6i bién thé tw nhién c6 chira chudi nhe lac da
khong buéu VVK4B11. Do dé, trong nghién ciru so sanh cac tham sé d on dinh két
tap tot nhat duoc ching minh 13 dbi véi cac dang két hop mut4 VHHIgGIVKIAT va
mut4 VHHIgG1VK3cl8.

Vi du 14: Thir nghiém té bao vé viéc phong bé kha ning cta IL-17A dé gay ra su
san xuit IL-6 bang cach st dung mut4 VHHIgG1VK3c8 va mut4 VHHIgGIVKI1A7

Kha ning ctia IL-17 dé gay ra su san xuit ciia IL-6 bang céc t€ bao HT1080 &
nguodi (ATCC:CCL-121) duoc dung dé phan tich nang lyc trung hoa cia cac Gmg vién
VHHIgG1 mut4 VHHIgG1VK3c8 va mut4 VHHIgG1VKI1A7 lién quan dén IL-17 tai
t& hop & nguodi (tham chidu dén Vi du 12). Fig.9 thé hién két qua thu duoc doi voi thi
nghiém phong bé. Can lru ¥ ring bién thé mut4 VHHIgG1VK1A7 (dic trung boi do on
dinh) d3 chimg o su sut giam dang k& cua gi4 tri ICs, trong khi d6 bién thé mut4
VHHIgG1VK3c8 (d0 6n dinh trung binh) d& chung to su e ché vugt qua mot vai lan
su G ché quan sat duoc déi v6i bién thé mut4 VHHIgG1VK1A7 6n dinh hon.

Vi du 15: Thiét ké khang thé kich thudc day du mutd VHHIgG! c6 chira cac dot
bién khac nhau & cac vi tri 44 va 45 trong FR2 cta mién bién d6i VHH, va phan tich so
sanh cac dic diém két tap va chirc ning cla ching

Nhim muc dich cai thién hon nita d6 én dinh két tap, phuong phap gay dot bién
dinh hudng oligonucleotitduoc dung dé dua su thé & cac vi tri 44 va 45 trong ving FR2
ctia VHH vao cho tng vién mut4 VHHIgG1VK3c8 (sau day goi la m4VHHcR). Nghién

ctru nay khong bao gdm cac bién the c6 cac axit amin thom, béo hodc duong ¢ vi tri 44,
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vi chung c6 kha ning gdy mién dich va ngan can vé mit chu trac. Thé dot bién dugc
biéu hién tam thdi nhu duge md ta trong Vi du 3 (Fig.8). Tuy ham luong cta san pham
461 v6i cac thé dot bién khac nhau thay ddi gita cac thi nghiém, cin luu ¥ ring hiéu
suét & trong cung thi nghiém c6 do 16n c6 thé so sanh dugc dbi véi tit ca cac su thé. D
bién thé dot bién thu duoc tiép xtc véi Gng suat nhiét. Bang 5 thé hién két qua thu dugce
d6i v6i cac thé dot bién khac nhau. C6 thé thdy ring thé dot bién it on dinh hon la
44G45G va 44G45D d6 6n dinh cia ching thip hon do én dinh cta dang két hop
44G45R ban diu & trong m4VHHc8. Cac bién thé nhu 44G45N, 44V45T, 44D45T,
AATAST va 44D45V vAn giit dugc do 6n dinh ciia ching mot cach dang ké. Tat ca cac
dang két hop khac chimg to hiéu qua cong din déndd én dinh két tip cia m4VHHc8
tang 1én, va on dinh nhét 1a cac bién thé c6 chira nhém thom hogc béo & vi tri 45. Tuy
nhién, cac bién thé cé chira axit amin va nudc va ky nude nhd & ca hai vi tr, chéng han
nhu 44G45V, 44GA5T, 44VA5V, 44A45V, 44T45V, 44A45T va 44845T, cling dad

ching t6 d6 6n dinh dang ké.

Bang 5. Két qua thu duoc déi véi nghién ciru sy biéu hién tam thoi va img suét nhiét

ctia thé dot bién c6 chira sur thé & cac vi tri 44 va 45 cta vung FR2 ctia m4VHHCcS.

S6 | Thé dot bien & | % % ~A% | Hiéu suat san [[C50,
vi tri 44+45 | Monome, Monome, xuat dc:)i véi [picomol***nhu
cia vung FR2 | ban dau* [dd  gia san pham ** xéc  dinh duogc
cla nhiét* (s0 thi nghi¢m) |bang thir nghiém
m4VHHCc8 ~, mg/] [L.6 t& bao

1 44G |45R |96 81 15 41 (1) 50

2 44G | 45F 98 98 0 22 (3) 1100

3 44G |45W |97 97 0 57 (2) 1200

4 144G |45Y |97 97 0 33(2) 650

5 44G | 45P 98 98 0 41 (1) 800

6 |[(44G | 43I 97 97 0 20 (3) 950

7 44G |45L |97 97 0 253) 1000

8 44G | 45G |96 50 46 21 (3) Khong xac dinh

9 44G |45N |90 77 13 26 (2) Khong xac dinh

10 |44G | 455 93 85 8 45 (2) 100
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11 [44G [45D |90 40 50 23 (3) Khong xac dinh
12 |44G [45A |93 89 4 27 (3) 100

13 |44G 450 |93 93 2 25(3) 150

14 |44G [45v |93 93 0 35(1) 250

15 [44G [45Q |91 84 7 36 (1) Khong xéac dinh
16 |44G [45T |93 93 0 46 (1) 100

17 |44v 45T |95 84 11 64 (4) Khong x4c dinh
18 44D [45T |95 83 12 72 (4) Khong x4c dinh
19 |44T 45T |96 86 10 75 (4) 150

20 |44A |45T |95 93 2 74 (4) 150

21 |44S [45T |96 94 2 63 (4) 150

22 [44v |45V |95 95 0 71 (4) 150

23 |44D |45V |96 88 12 28 (4) 150

24 |44A |45V |95 95 0 72 (4) 100

25 | 44T |45V |96 95 1 73 (4) 150

26 | AIN457 95 95 0 0 1100

*Sai s0 trong cac mé khac nhau 1én dén 5%

+* Thay dbi mot cach dang ké tuy thudc vao thi nghiém; sy so sanh chinh xac
hon dugc cung cip cho san pham & trong cing mdt mé

#%% Saj s trong cac mé khac nhau 1én dén 50 %

Pé danh gia hoat tinh lam trung hoa trong thir nghiém té bao nhu dugc mo ta
trong Vi du 12, céc thi nghiém duogc thuc hién véi cac thé dot bién khac nhau (Fig.11).
Két qua thir nghiém duoc thé hién trén Bang 5. DA thdy rang axit amin nho & céc vi tri
VHH FR2 44 va 45 da ching t6 hoat tinh dbi khang cao, trong khi d6 céc axit amin 16n
(béo va thom) duge dua vao vi trf 45 din dén 1am giam ICso di 10 lan. Fig.12 thé hién
so db ciia cac tinh chét do én dinh va chirc nang déi véi cac thé dot bién c6 chira nhiéu
14n thé axit amin khac nhau ma xé4c dinh sy tuong tac cla mién bién dbi cia chudi ning
va chudi nhe.

Vi du 16: Gay dot bién quét mién 3VHH khang IL17A CDR
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Su dot bién vio cac vi tri cu thé ciia CDR ciia tmg vién dugc cai xen bang ky
thuat ngau nhién héa NNK [26] bang cach st dung Bo Kit Gay Dot Bién Dinh Huéng
Vi Tri Q5® (NEB) theo quy trinh. Plasmit pLL-Fab dugc ding lam chat nén. Phan
doan san pham PCR trén agaroza dé néng chay va tinh ché trén cot thich hop. Sau khi
ndi, bién nap ADN vao ching biéu hién E.coli BL21gold (Stratagene). Sau d6, 1am tang
céc dong cu thé thu dugc bing cach biéu hién Fab trong dia 96 giéng, nhu dugc mo ta &
trén. Phan tich dich ndi bé mit chira nhanh Fab dot bién bang ELISA trong diéu kién
duoc mo ta & trén va bang cach sir dung cac hé théng hiéu suét cao Genetix Q-pix2xt va
Tecan Freedom EV0200. Néng do caa IL-17A ¢d dinh 13 0,2 pg/ml. Nhudm mau cac
nhanh Fab di dugc lién két bang thé lién hop (HRP) (Fab")2 IgG khang Nguoi & Dé
dugc pha loding 1:5000 (Pierce) va thubc nhuom TMB-+H202/ H2S04; do dd hap thu &
chiéu dai budc séng 450 nm.

Két qua thu dugc bing cach gy dot bién quét duoc thé hién trong Bang 6. Bang
nay thé hién sy thé ¢ trong CDR ma tuong tmg véi su giam <30% cua tin hi€u lién két
Fab dot bién/IL-17A & ngudi khi so vé6i trinh tu kiu dai. Do d6, cac thé dot bién cu thé
nayhoacdangkéthqpbétkycﬁachﬁngthu@cph@nlvicﬁaséngché

Béang 6. Gay dot bién quét

Vi tri dot bién. Céc axit amin duong tinh trong thé dot bién
HCDR3

V94 S, T,A,K,D,G

R95 K

R96 Y,H, W,K,D,G

R97 A, LM, S, H YV

F98 -

D99 E,G, ARV, K Q

G100 N,S

T100a G,P,V,R, S,N,K

S100b V,M,T,L,T,A,H,G,I,C
Y100c W, S

Y100d R,L,W,K,A, G, QLV
T100e AL S

G100f A, L,T.P,N,QF 1D
D107 -
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HCDR2

A50 G,L

S52 _

P52a A

S53 _

G54 ;

G55 SR.P,D,LT,E K A,L
D56 -

RS57 -

158 -

HCDR1

S32 N.K.R,E,W,M,Q,D,F,V,L A
P33 S

M34 I

G35 L.A,LS,R V,N,QM

Do do, thuc hién viéc sang loc ddi vé6i cac vi tri axit amin CDR khang thé
BCD109 ma c6 thé dung chiu duoc su thé axit amin. P4 ching minh dugc réng bang
hién nay clia su thé axit amin khong lam thay d6i mot cach dang ké ai luc khang thé véi
IL-17A & ngudi. Bang thé nay c6 thé dugc st dung dé cai thién céc tinh chat khic nhau
cta irng vién.

Vi du 17: Thiét ké ung vién BCD109 va danh gié ai luc cua nd véi IL-17A c6

nguon goc khac nhau

Khang thé BCD109 thu dugc tir bién thé m4VHHcS c6 chira sy thé 44G45T
(dwgc md ta trong Vi du 16) bang cach dua sy dot bién lam cho giong ngudi Q5V va
R89V vao VHH ma khong lam thay dbi d6 6n dinh hoic ICs, (khong c6 dit liéu), va ba
su dot bién bd sung trong mién CH2 FclgGl, 232Y/234T/236E, nhdm cai thién dugc
dong hoc khang thé. Khang thé dugc biéu hién tam thoi.

Ai luc ciia BCD109 lién két v6i IL-17A & ngudi, khi va chudt nhat dugce nghién
ctru trén hé thdng OctetRed 96 (ForteBio). BCD109 duoc ¢ dinh khong dic hiéu trén
bé mit cia cam bién thé hé thir hai phan tng amin (AR2G) theo quy trinh tiéu chuan
dugc mo ta trong sach hudng din ctia nha san xuét. Tién hanh thir nghiém & nhiét do

30°C va st dung PBS véi Tween-20 0,1% va BSA 0,1% lam chat dém hoat dong.
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Chuin d TL-17A & ngudi, khi va chudt nhit bing chit dém hoat dong tir ndng
d6 126 nM dén ndng d6 2 nM véi gia lwong bing 2.

Phan tich dudng cong lién két (sau khi trir tin hiéu tham chiéu) bang cach st
dung phian mém Octet Data Analysis (phién ban 7.0) theo quy trinh tiéu chuén va st
dung md hinh tuong tac 1:1. Két qua dugc thé hién trén Fig.13A.

C6 thé thdy ring BCD109 lién két véi IL-17A & ngudi va & khi véi & luc
picomol (Fig.13B). Hon nita, ung vién nay khong twong tac voi IL-17A chudt nhit

(khong c6 duong cong nao duoc thé hién).
Vi du 18: Xéc dinh d¢ dn dinh két tap cia BCD109 dudi ing sut nhiét

Gia nhiét ché phdm BCD109 10 mg/ml trong PBS trong thoi gian 6 gio' & nhiét

dd 50°C theo quy trinh dugc md ta trong Vi du 9.

Két qua dugc thé hién trén Fig.14 cho thdy ring khang thé BCD109 van 6n dinh

dudi tng suét nhiét: ham lugng khéi két tu nhé hon 5%.

Vi du 19: Thu 14y dugc phim c6 chira khang thé theo sang ché

Hoa tan khang thé BCD109 ¢ ndng do 50 mg/ml trong lugng di nuée dé tiém va
dua do pH vé 5,5 bing axit xitric. Loc (loc tiét tring) dung dich va bit kin trong éng
thubc tiém.

San phim thu dugc 6n dinh trong thoi gian 6 thang khong dong can.

Theo cach khac, hoa tan BCD109 trong nudc chira manitol dud¢i dang chét lam
én dinh két dong (lyoprotectant), loc (loc tiét tring) va sau d6 dua di sdy dong. Lam
phén tan bot thu dugc vao lo vo trung. Déng nut lo béng nut cao su va bit kin bang mii
nhém. San phim khang thé c6 thé dugc hoan nguyén tir trang thai kho lanh bang nudc

deé tiém.
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YEU CAU BAO HO

|. Khéng thé don dong IgG duoc 1am giéng nhu & ngudi hogc manh cia né gin két dic

hiéu véi IL-17A cia nguoi, chirta mién bién doi chudi ning Vyy va mién bién doi

chudi nhe Vy,trong dé

a) mién bién d6i chudi ning (Vyy) bao gém 3 vung si€u bién HCDRI,

HCDR2 va HCDR3, trong do6:

vaF;

vung HCDRI1 chura trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 1:
G-T-F-A-T-X32-X33-X34-X35, trong do

X32 la axit amin duoc chon tir nhém bao gém SN, K, R,E,W,Q,D, A, V

X33 14 axit amin duoc chon tir nhém bao gém P hoac S;

X34 13 axit amin dugc chon tir nhém bao gom M va I;

X35 13 axit amin dugc chon tir nhém bao gdm G, N, S, A, L, I, R, Vva Q;
viung HCDR2 chra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 2:
X50-1-X52-X52a-S-G-X55-D-R-1-Y-A-D-S-V-K-G, trong d6

X50 1 axit amin duoc chon tir nhém bao gobm A, G va L;

X52 12 axit amin dugc chon tir nhém bao gém S, D va E;

X52a 14 axit amin dugc chon tir nhom bao gém PvaA;

X55 14 axit amin duoc chon tir nhém bao gf‘)m GST,L,R,D,E, K, AvaWw;
vung HCDR3 chura trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 3:

C-A-X94-X95-X96-X97-F-X99-X100-X100a-X100b-X100c-X100d- X100e -

X100f — D-Y— D-S, trong do

X94 14 axit amin duoc chon tr nhém bao gém K,S, T,V,DvagG;

X95 la axit amin dugc chon tr nhém bao g6m Rvak;
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X96 13 axit amin dugc chon tir nhom bao g@)m G,R,Y,H,D, Wvak;

X97 14 axit amin duoc chon tir nhdm bao gém R,A,V,S,LvaH;

X99 13 axit amin duoc chon tor nhédm bao gém D,E, G, AR V,KvaQ;
X100 14 axit amin dugc chon tir nhom bao gém G, SvaN;

X100a 13 axit amin dugc chon tir nhém bao gbm G, T, P, V, R, N va K;
X100b 14 axit amin dugc chon tir nhom bao g6m V,S, T,L,Y,A,H,Gval;
X100c 1a axit amin duoc chon tir nhdm bao g@)m Y,Wvas;

X100d 13 axit amin dugc chon tir nhom bao gém R,V,L,Y,A, W, K,G,Qva

X100e 12 axit amin dugc chon tir nhdm bao gﬁ”)m T,L,Avas;

X100f 13 axit amin duoc chon tr nhém bao gdm T, L, G, P, N, A, Q, F, [ va
D;

b) mién bién ddi chudi nhe (V1) ciia khang thé cia ngudi hodc mién bién ddi
chudi nhe cua khang thé duoc lam gidng nhu & nguoi.
. Khéang thé hosic manh ciia né theo diém 1, khéc biét & chd, tinh 6n dinh két tu cia
dan xudt VHH tang 1én so v4i khang thé VHH tu nhién dugc phan Iap tir dong vat
dugc gy mién dich thuoc ho Camelidae.
. Khang thé theo diém 1, trong d6 khang thé nay l1a khang thé thudc isotyp bét ky
trong céc isotyp sau day: IgG1, IgG2, IgG3 hodc 1gG4.
. Khang thé theo diém 1, trong d6 khang thé nay chira ving Fc khong duoc cai bién
tw nhién 1am mot phan cua IgG.
. Khang thé hosic manh cta né theo diém 1, khac biét & chd, tinh én dinh két tu ma
khi dugc st dung v6i ndng do cao hon 10 mg/ml va dugc bao quan trong thoi gian
16n hon 6 thang & nhiét do 4°C, ham lugng chét két tu tang 1én khong qua 5% so véi

ham luong ban déu cua ching trong dung dich.
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. Khang thé hodc méanh cua né theo diém 1, khac biét & chd, tinh on dinh két tu ma khi

duoc st dung v6i ndng do cao hon 10 mg/ml va duge bao quan trong thodi gian 16n
hon 2 tudn & nhiét do 37°C, ham luong chit két tu ting 1én khong qua 5% so véi

ham luong ban dau ciia ching trong dung dich.

. Khéng thé hodc ménh cua né theo diém 1, khac biét & chd, tinh én dinh két tu ma khi

duoc st dung v6i ndng do cao hon 10 mg/ml va duge bao quan trong thoi gian 16n
hon 48 gid & nhiét d6 42°C, ham luong chét két tu ting 1én khong qua 5% so véi

ham luong ban dau cua ching trong dung dich.

. Khang th& hodc ménh cia né theo diém 1, khac biét & chd, tinh 6n dinh két tu ma khi

duoc st dung v6i ndng do cao hon 10 mg/ml va dugce bao quan trong thoi gian 16n
hon 6 gid & nhiét d6 50°C, ham luong cht két tu ting 1én khong qua 5% so v6i ham

luong ban dau ciia chiing trong dung dich.

Khang thé hoic manh cia né theo diém 1, trong d6 khang thé hoic manh ciia né cé

hing sb phén ly Kp nho hon hodc bang 10° M.

. Khéng thé hoic méanh cta né theo diém 1, trong d6 hing s6 két hop dong hoc cta

su trong tac khang thé-khang nguyén ko,(1/Ms) bang it nhat 1a 10° 1/Ms hoic cao

hon.

Khang thé hodc manh cua né theo diém 1, trong d6 hing sé phan ly dong hoc cia

su twong tac khang thé-khang nguyén dis(1/s) nhé hon hoic bang 10 1/s.

Khéng thé hoic manh ciia n6 theo diém 1 gan két dic hiéu véi IL-17A cia ngudi,

trong d6 khang thé nay chua:

a) mién bién ddi chudi ning (Vuy) bao gdm 3 vung siéu bién HCDRI,

HCDR2 va HCDR3, trong do:

ving HCDR1 chta trinh ty axit amin 13 G-T-F-A-T-S-P-M-G (SEQ ID NO:
4);

vung HCDR2 chtra trinh ty axit amin 1a A-I-S-P-S-G-G- D-R-I-Y-A-D-S-V-
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K-G (SEQ ID NO: 5);
vung HCDR3 chua trinh ty axit amin 1a C-A-V-R-R-R-F-D-G-T-S-Y-Y-T-
G-D-Y-D-S (SEQ ID NO: 6);
b) mién bién ddi chudi nhe (V1) ciia khang thé cia ngudi hogc mién bién doi
chudi nhe cua khang thé dwoc 1am giéng nhu & ngudi.
13. Khang thé hodc manh cua né theo diém 1 gin két dac hiéu v6i IL-17A clia ngudi,
trong d6 khang thé nay chua:
a) mién bién ddi chudi nang (Vgy) chita trinh tu axit amin
QVQLVQSGGGLVQAGGSLRLSCAASGGTFATSPMGWLRQAPGKGT

EFVAAISPSGGDRIYADSVKGRFTISRDNAGYFIYLQMNSLKPEDTAVYYCA
VRRRFDGTSYYTGDYDSWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 7);

b) mién bién ddi chudi nhe (V1) ctia khang thé ciia ngudi hodc mién bién doi
chudi nhe cua khang thé duoc lam gidng nhu & nguoi.

14. Khang thé hodc méanh cta né theo diém 1 gan két diac hiéu véi IL-17A cta nguoi
chtta mién bién ddi chudi ning VHH, trong d6 mién bién dbi nay chua trinh tu axit
amin c6 tinh twong ddng it nhat 90% so véi trinh tw SEQ ID NO: 7.

15. Khang thé hodc manh cua né theo diém 1 gan két ddc hiéu voi IL-17A cia nguoi
chtra:

a) mién bién dbi chudi nang VHH chta trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO: 7,

b) mién bién ddi chudi nhe (V1) clia khéng thé ctia ngudi chira trinh tu axit
amin 12

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPRLL

TYDASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYSYSPVTFGQ
GTKVEIKR (SEQ ID NO: 8).
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16. Khang thé hodc manh ctia n6 theo diém 1 gin két ddc hiéu v6i IL-17A cia nguoi va
chtta mién bién d6i chudi nang VHH va mién bién doi chudi nhe (Vi) cua khang
thé ctia nguoi, trong dé cac mién bien doi nay chira trinh tu axit amin c6 tinh twong

ddng it nhit 90% so véi trinh ty SEQ ID NO: 8.
17. Khang thé theo diém 1 gin két dic hiéu voi IL-17A clia ngudi va chira:
a) chudi ning chua trinh ty axit amin sau day:

QVQLVQSGGGLVQAGGSLRLSCAASGGTFATSPMGWLRQAPGKGT
EFVAAISPSGGDRIYADSVKGRFTISRDNAGYFIYLQMNSLKPEDTAVYYCA
VRRRFDGTSYYTGDYDSWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTA
ALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSS
LGTQTYICNVNHKPSNTK VDKRVEPKSCDK THTCPPCPAPELLGGPSVFLFP
PKPKDTLYITREPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPR
EPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP
PVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
GK (SEQ ID NO: 9).

b) mién bién ddi chudi nhe clia khang thé ctia nguoi (Vi) chira trinh tur axit

amin sau day:

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPRLL
TYDASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYSYSPVTFGQ
GTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVD
NALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLS
SPVTKSFNRGEC (SEQ ID NO: 10).

18. Khang thé theo diém 1 gén két ddc hiéu voi IL-17A ciia ngudi va chtra chudi nang
va chudi nhe, trong d6 cac chudi nay chtra trinh ty axit amin c6 tinh twong dong it

nhat 90% so véi trinh tu SEQ ID NO: 9 va/hodc SEQ ID NO:10.
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22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

35833

Khang thé hodc manh cia né theo diém 1, trong d6 khang thé hodc méanh ctia né c6
4i luc gan két voi IL-17A cua ngudi duge dic trung béi hing s Kp nhé hon hodc
bing 10" M.

Khang thé hoic manh cta né theo diém 1, trong d6 hing s két hop ddng hoc
Kon(1/Ms) dbi v6i IL-17A cta ngudi khéng nhé hon 10° 1/Ms.

Khang thé hoic manh cia né theo didm 1, trong d6 hang sb phan ly dong hoc
dis(1/s) d6i voi IL-17A ctia ngudi khong 16n hon 10° 1/s.

Khéang thé hoic manh cta né theo diém 1, trong d6 khang thé hodc manh ctia no tc

ché hoat tinh cua IL-17A ctia nguoi khong nhé hon 50%.

Khang thé hodc manh cta né theo diém 1, trong d6 khang thé hoic manh cta né

duoc san sinh béi té bao dong vat ¢ v, t€ bao ndm men hodc t€ bao vi khuan.

Khéng thé theo diém 1, trong d6 khang thé nay chira mot hodc nhiéu su thay thé
axit amin b6 sung trong ving Fc so v6i ving Fc ty nhién, trong d6 sy thay thé nay
céi thién cac tinh chét Iy-hoéa va duge dong hoc ctia khang thé, so v6i khang thé c6
ving Fe tu nhién, va khong 1am mat kha nang gan két cia khang thé véi IL-17A.
Manh ciia khang thé theo diém 1, trong d6 méanh nay dugc thé hién bang chudi nhe,
chudi ning, va cac mién bién ddi cia chudi nhe va/hodc chudi ning 1a mot phan
ctia trinh tu khang thé, bao gdm ca bién thé khang thé dic hiéu sinh hoc.

Manh ctia khéng thé theo diém 1, trong d6 méanh nay dugc thé hién bang chudi nhe,
chudi ning, va cac mién bién ddi cta chudi nhe va/hodc chudi ning 1a cac phén cla
manh Fab.

Manh ctia khang thé theo diém 1, trong d6 manh nay dugc thé hién bang chudi nhe,
chudi ning, va cac mién bién ddi ctia chudi nhe va/hodc chudi ning 14 céac phﬁn cua
manh scFv.

Phuong phap san xuét khang thé hodc manh cla né theo diém bét ky trong s6 cac

diém tir 1 dén 27, bao gdm céc pha dugc chon tir cic pha sau day: phuong phéap gdy
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30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.
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d6t bién dinh huéng, phuong phap biéu hién, phuong phép ky thuat di truyén,
phuong phap hoa sinh va cong nghé sinh hoc ¢6 tinh nang cao da dugc biét 13 trong
linh vuc nay, c6 thé bao gdm ca phuong phap gay dot bién dinh huéng & céc vi tri

khac nhau cia mién VHH ctia khéng thé Camelidae.

Chu traic ADN mi héa khang thé hoic manh ctia né theo didm bét ky trong s cac

diém tir 1 dén 27.
Vecto biéu hién chira mot hogc nhiéu céu tric ADN theo diém 29.
Dong té bao chira vecto biéu hién theo diém 30 hodc céu traic ADN theo diém 29.

Phuong phép sén xuét khang thé don dong dugc lam gidng nhu & ngudi hodc manh
ciia n6 theo diém bt ky trong sb cac diém tir 1 dén 27 bao gdbm budc i dong té bao
theo diém 31 trong moéi trudng nudi ciy trong diéu kién du dé thu dugc khang thé
hodc manh cua nd, sau d6 phan lap va tinh ché khang thé thu dugc hoic manh ¢
hoat tinh cua no.

Té& bao cha dugc phan 1ap chira vecto theo diém 30.

Phuong phap san xuét khang thé hozc manh cua né theo didm bat ky trong sb cac
diém tr 1 dén 27 bao gébm budc G dong té bao dugc phan 1ap theo diém 33 trong
mdi trudng nudi cdy trong didu kién da dé thu duoc khang thé hodc méanh cia no,
sau d6 phan lap va tinh ché khang thé thu duoc hodc manh cé hoat tinh cta no.
Duogc phim chira khang thé hoic manh cua né theo diém bat ky trong s6 cac diém
tir 1 dén 27 két hop véi mot hodc nhidu ta duge, cht pha lodng hoc chat mang
dugc dung.

Duoc phdm theo diém 35, trong d6 duoc pham nay con chira cac thanh phan c6 hoat

tinh dugc 1y dugc chon tir cac chét e ché TNF-o.
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A

1VHH
QVOLOQOSGGGSVQTGGSLTLTCAASGLTFEANSLGWFRQSPGKEREFVAAVSETKRIDYADS
VKGRFFISRDNTMNTVYLOMNSLKPEDTGIYTCAADPLLISNKRANI--———
WGQGTMVTVSS

2VHH
QVQLVQSGGGLVQPGGSLRLSCAASPRVISIHDMAWYRQAPGKERELVAGIT?RGITDYGYS
VKGRFTISRDDAKNTLFLQMNDLKPEDTAVYYCNLRHYEV ————————————
WGQGTLVTVSS

3VHH

OVOLQQOSGGGSVQAGGSLRLSCAASGGTFATS PMGWFRQAPGKEREGVAAI SPSGGDRIYDD
SVKGRFTISRDNAGYFTYLQMNSLKPEDTARYYCAVRRREDGTSYYTGDYDSWGQGTLVTVS
s

B

VK4B11DVVMTQSPSSVTASAGETVTINCKSSQOSVAYKSNOKNYLAWYQQRPGQSPRLLIYY
ASTRTSGVPDRFSGSGSTTDFTLTISSFQPEDAAVYYCOQGYSAPYSFGSGTKLEIK

VLB5
AVLTOLSSMSGSPGOTVTITCTGS ITNIGQYRVNWYQHLPGTAPKLLTYSNANRVSGVPDRE
SGSKSGSTASLTIAGVOAEDEADYYCSAWDGSLNGYVFGGGTKVTVLOR

VLF4QAVLTQPPSVSGSPGQTVTISCTGTSDDVGSGNYVSWYQQVPGMAPKLLIYNAGTRRA

GITGRFSASKSGNTASLTISGLQSEDEADYYCASYRKINKYVFGGGTKLTVLQR
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JVHH
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Wild 3VHHFab

QVQLQQSGGGSVQAGGSLRLSCAASGGTFATSPMGWLRQAPGKERE
FVAAISPSGGDRIYDDSVKGRFTISRDNAGYFIYLQMNSLKPEDTARYY
CAVRRRFDGTSYYTGDYDSWGQGTLVTVSS

mutl

QVQLQQSGGGSVQAGGSLRLSCAASGGTFATSPMGWLRQAPGKGLE
FVAAISPSGGDRIYADSVKGRFTISRDNAGYFIYLQMNSLKPEDTARYY
CAVRRRFDGTSYYTGDYDSWGQGTLVTVSS

mut2

QVQLQQSGGGLVQAGGSLRLSCAASGGTFATSPMGWLRQAPGKGRE
WVAAISPSGGDRIYADSVKGRFTISRDNAGYFIYLQMNSLKPEDTARY
YCAVRRRFDGTSYYTGDYDSWGQGTLVTVSS

mut3

QVQLQQSGGGSVQAGGSLRLSCAASGGTFATSPMGWLRQAPGKELEF
VAAISPSGGDRIYADSVKGRFTISRDNAGYFIYLQMNSLKPEDTARYY
CAVRRRFDGTSYYTGDYDSWGQGTLVTVSS

mut4

QVQLQQSGGGLVQAGGSLRLSCAASGGTFATSPMGWLRQAPGKGRE
FVAAISPSGGDRIYADSVKGRFTISRDNAGYFIYLQMNSLKPEDTARYY
CAVRRREDGTSYYTGDYDSWGQGTLVTVSS
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gen thay d6i tén mién trong dady chuyén anh ‘ mut4VHH gen
sang tlr cac nha tai trg clia con nguoi 550 +
v
human VESL mix CK MUt YHH

Furran, Wi/ mix C BAutAVHH
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B

VK1A7
EIVLTQSPASLSASVGDRVDITCOASQS TNNKIAWYQQKPGKPPKVLI YAASKLP
TGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVATYYCLODYNWPWTFGAGTKLEIK

VK3cl8
EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYDASSR
ATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLE PEDFAVYYCQQYSYSPVT FGOGTKVEIK

VK3cl18
EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQOKPGOAPRLLIYGASSR
ATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQOSYYYPVTFGQGTKVEIK

VK4E12
DIQLTQSPSSLSASAGETASINCKSSQSVLYSSNNKNYLAWYQQKPGQPPKLLIY
WASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLOSEDAAVYYCOQGYSTPHT FGOGTKY
EIK
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1 2 3 4 5 67 8 9101112 13

116 kDa
66,2 kDa 7 |

45kDa

35 kDa - |

25 kDa
18,4 kDa -
14,4 kDa

Chat long dién 12% PAGE+ B-ME

1) Kiém soat IgC1 2,5 mkg

2) Fermentas Marker PW khong mau (khong nhuém)

3) 44V45TVHIgG1c8 |én dén 10 hap mkl

4) 4VASTVHHIgG1c8 Sau khi thanh toan bu trtv 10 mkl
5) 4V45TVHHIgG1c8 5 mkl

6) 44D45TVHHIgG1c8 5 mkl

7) 44T45TVHHIgG1cS 5 mkl

8) 44A45TVHHIgG1c8 5 mkl

9) 44S45TVHHIgG1c8 5 mkl

10) 44V45VVHHIgG1c8 5 mk
11) 44D45VVHHIgG1c8 5 mkl
12) 44A45VVHHIgG1c8 5 mk
13) 44T45VVHHIgG1c8 5 mk
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1 2 3 45 6 78 910111213

116 kDa
66,2 kDa
45 kDa

Chatléng dién 12% PAGE+ B-ME

1) Kiém soat IgC1 2,5 mkl

2) Kiém sodt I1gC1 5 mkl

3) Kiém soat 1gC1 10 mkl

4) Fermentas Marker PW khong mau (khong nhuém)
5) 44V45TVHIgGlc8 5 mkl

6) 44D4STVHHIgG1c8 5 mkl
7) 44T45TVHHIgG1cS 5 mkl
8) 44A45TVHHIgG1c8 5 mkl
0) 44S45TVHHIgG1c8 5 mk
10) 44V45VVHHIgG1ce8 5 mkl
11) 44D45VVHHIgG1e8 5 mkl
12) 44A45VVHHIgG1e8 5 mkl
13) 44T45VVHHIgG1c8 5 mKl
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Noéng d6 khang thé, ng/ml

20000
Hel
Lo}
o 15000
c
t{o
c 10000
5000
0
35000
30000
25000
20000
—15000
E
e
o
Ci
o
=d5000
Hel
QJ :
c
& 00001
c

1

Nong d6 khang thé,
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Pam tiéu tan dong danh d4u su két hop 14i xe 6n dinh gid tri tdi da tiéu cau can
bang va chirc ning hoat dong. Mot dong tiéu tan nhat 13 dat yéu cau tiéu cau gia tri
6n dinh trong khi duy tri kha nang tuong thich cao.
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250 ‘
200 4
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\
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0 5 10 15 20 25
------- Céc hd so dd hoa cua khang thé khang nhiét
~——--Céc hd so dd hoa cua céc khang thé sau khi hé théng sudi

Néong d6 két ndi lién két khoing 10 mg/ml cia PBS.
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