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Linh vue k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché d& cap dén linh vuc cong nghé y sinh hoc va nghién ctru thiét ké khang
thé nhan hoa, va cu thé 1a khang thé lién két dic hiéu v6i IL-17A va doan chiic ning
cua no.
Tinh trang ky thuét ctia sang ché

Interleukin-17A (IL-17 hodc IL-17A) 1a mot xytokin tién viém chu yéu duoc tao
ra béi té bao Th17 va la thanh vién tiéu biéu nhat cta ho IL-17 (Miossec P, Kolls JK.
Nat. Rev. Drug. Discov., 2012,11: 763-776). Sau khi lién két voi thu thé 1L-17A
(IL-17RA), IL-17A ¢6 thd cam tng su biéu hién cta cdc xytokin va chemokin giy
viém trong céc té bao khac nhau (nhw nguyén bao soi, t& bao biéu mo, va té bao ndi
mod), dong vai trdo quan trong trong hé théng bao vé mién dich cua co thé (Lin Y,
Ritchea S, Logar A. Immunity, 2009, 31:799-810).

Tuy nhién, IL-17A duoc bidu hién qua mirc c6 thé gay ra nhiéu bénh viém. Vi duy,
[L-17A ¢6 anh huéng dén céc dai thuc bao va té bao DC, gy ra su biéu hién IL-1,
IL-6, TNF va CRP & muc cao, ddn dén phan tmg viém, va tham gia vao cic qua trinh
bénh ly bao gdm bénh vay nén va bénh thai ghép. IL-17A c6 anh hudng d6i voi cac té
bao ndi md, gay ra su bidu hién IL-6, MMP va yéu t6 dong mau & mrc cao, dan dén su
hoat héa mach, va tham gia vao cac qué trinh bénh ly bao gbm ton thuong do tai tudi
méu, huyét khéi va vita xo dong mach. IL-17A ¢6 anh huéng dbi véi nguyén bao soi,
géy ra su biéu hién & muc cao cta IL-6, chemokin, yéu td sinh truéng va MMP, dan
dén su pha hiy nén, va tham gia vao cac qud trinh bénh 1y bao gdm X0 cling rai rac va
bénh Crohn. IL-17A ¢6 anh huodng dbi voi té bao tao xwong va té bao sun, gdy cam
tmg RANKL, MMP va qué trinh tao té bao hiy xuwong, din dén hién tuong dn mon
xuong va tbn thuong sun, va tham gia vao qud trinh bénh ly bao gdm bénh viém da
khép dang thip va bénh nha chu (N Engl J Med. 27.8.2009; 361(9):888-98. Nat Rev
Drug Discov. 2012 Oct; 11(10):763-76. Semin Arthritis Rheum. thang 10.2013;
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43(2):158-70. Trends Mol Med. thang 3.2016; 22(3):230-41).

Khéng thé trung hoa IL-17A c6 thé tre ché sy biu hién & mac cao cla IL-17A
trong mo hoat dich ciia bénh nhan bi bénh viém da khép dang thép va lam gidm muc
do san sinh yéu td gdy viém quan trong IL-6 (Chabaud M, Durand JM, Buchs N, et al.
Arthritis Rheum. 1999.42: 963-70). Bing nhidu thir nghiém trén mé hinh dong vat vé
bénh ty mién, da ching minh dugc rang viéc st dung cac khang thé dé trung hoa
IL-17A c6 thé e ché hiru hiéu tinh trang viém bénh ly (Lubberts E, Koenders MI,
Oppers-Walgreen B, et al. Arthritis Rheum.2004, 50: 650-659).

Hién nay, cac thubc khang thé lién quan dén IL-17A 1a Secukinumab (khang thé
huéng dich IL-17A) va Ixekizumab (khang thé huéng dich IL-17A), da duoc chip
thuan dua ra thi trudong, ching déu duoc st dung dé didu tri bénh vay nén. Tuy nhién,
két qua cia thir nghiém thudc trén 1am sang da ching minh rang céc thudc nay khong
c6 hiéu qua diéu tri mong doi dbi véi mot sé bénh viém man tinh nhu bénh viém da
khép dang thap (Kellner H,Ther Adv Musculoskelet Dis., 2013, 5: 141-152).

Do dé, sang ché da dugc dé xuét mot cach cu thé.
Ban chét ky thuit ciia sang ché

Sang ché dua trén khang thé don dong gbc cla chudt nhit khang IL-17A cua
ngudi c6 kha nang lién két dic hiéu véi protein IL-17A clia nguoi thu duge bang cach
tao dong, xac dinh va phan tich cAu tric gen dé xac dinh ving CDR cua nd, thiét ké
khang thé thé kham va khang thé nhan héa tuong tng, thiét 1ap hé biéu hién té bao c6
nhan dién hinh twong tng va tao ra va tinh ché khang thé thé kham va khang thé nhan
hoa.

DPé dat dugc muc dich néu trén cla sang ché, cac giai phap k¥ thuét sau day duoc
thuc hién.

Khéng thé c6 kha ning lién két ddc hiéu v6i IL-17A va doan chirc nang cta no,
trong d6 khang thé nay hodc doan chirc nang ctia n6 chira chudi nhe va chudi ning;

chudi nhe chira vung CDR chudi nhe bao gém ving CDR-L1, CDR-L2 va
CDR-L3; chudi ning chira ving CDR chudi ning bao gom ving CDR-H1, CDR-H2
va CDR-H3;

trinh tu axit amin cGa cac vung CDR-L1, CDR-1.2, va CDR-L3 dugc néu tuong
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tmg trong SEQ ID NO: 1, 2 va 3; trinh ty axit amin cua cac vung CDR-H1, CDR-H2,
va CDR-H3 dugc néu tuong ung trong SEQ ID NO: 4, 5 va 6.

Tét hon néu khang thé nay hodc doan chirc nang clia né bao gdm khang thé thé
kham IL-17A va doan chirc ning cta no, va khang thé nhan hoa IL-17A va doan chtc
nang cua no.

Tét hon néu khang thé nay hogc doan chirc nang ciia nd bao gbm khéng thé thé
kham IL-17A va doan chirc nang cta nd, va khang thé nhan hoa IL-17A va doan chirc
nang cua no.

Ttc 1a khang thé hoic doan chirc nang cua n6 bao gdbm khang thé thé kham
IL-17A va doan chirc ning cta nd, hodc khang thé hoic doan chic ning ciia né bao
gdm khéng thé nhan hoa IL-17A va doan chirc ndng cua no.

Trong linh vuc nay da biét rd 1a ca tinh dic hiéu va ai ll_j:c lién két ctia khang thé
duoc quyét dinh chu yéu boi ving CDR, va trinh ty axit amin cia vung khong phai
ving CDR c6 thé dugc thay ddi d& dang theo céc k¥ thuat da biét ro dé thu dugc bién
thé c6 hoat tinh sinh hoc giéng nhau. Theo sang ché, cac bién thé khang thé don dong
¢6 trinh ty CDR gibng véi trinh tw CDR ctia khing thé nhan hoa néu trén, do vy,
ching c6 hoat tinh sinh hoc gidng nhau.

Tét hon néu khang thé va doan chirc ning clia n6 nhu md ta ¢ trén, trong do
khang thé nay chura trinh tu ving hang dinh cta globulin mién dich bét ky dugc chon
tir nhém bao gdm IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4, IgA, IgM, IgE va IgD cta nguoi.

Tét hon néu khang thé va doan chirc nang clia né nhu mo ta o trén, trong dé doan
chirc nang nay bao gém mot hodc nhiéu doan duoc chon tir nhém bao gé)m F(ab'),,
Fab', Fab, Fv, scFv, khang thé hai gid va don vi nhan biét tdi thiéu ciia khing thé.

“Poan chirc nang” theo sang ché dé chi cu thé 1a doan khang thé c6 tinh dic hiéu
v6i IL-17A gidng véi tinh ddc hiéu ciia khang thé gde. Ngoai cac doan chirc ndng néu
trén, doan bat ky ma thoi gian ban huy cta né ting 1én cling c6 thé duoc bao ham
trong sang ché.

scFv (sc = soi don), khang thé hai gia (khang thé dime).

Cic doan chirc ning nay thuong c6 tinh dic hiéu lién két gibng nhu khéng thé ma
tir 46 ching dugc tao ra. Tl nhitng diéu dugc md ta trong ban mo ta sang ché, chuyén

gia trong linh vuc nay co thé hiéu duoc rang doan khang thé theo sang ché va doan
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chirc ning néu trén dugc diéu ché bang phuong phdp nhu cit bang enzym (bao gdm
pepsin hodc papain) va/hodc phwong phép phan c4t hoa hoc lién két disulfua.

Poan khang thé ciing c6 thé thu dugc bang cach tdng hop peptit bang ky thuat di
truyén tai té hop, ky thuat nay ciing l1a da biét dbi voi ngudi c6 hiéu biét trung binh
trong linh vuc nay, hodc bang thiét bi tong hop peptit tu dong nhu thiét bi tong hop
peptit tu dong la san pham ctia Applied BioSystems ching han.

Tét hon néu khang thé va doan chtrc nidng clia n6 nhu moé ta & trén, trong d6 trinh
ty axit amin cda vung bién ddi chudi nhe va ving bién ddi chudi ning cua khing thé
thé kham IL-17A va doan chtrc ning cta né dugc néu tuong Ung trong SEQ ID NO: 7
va SEQ ID NO: 8.

Tét hon nita néu khang thé va doan chirc ning ctia né nhu md ta ¢ trén, trong do
trinh ty axit amin cia vung hing dinh chudi nhe va ving hang dinh chudi ning cua
khéang thé thé kham IL-17A va doan chirc ning cua n6 dugc néu tuong ung trong SEQ
ID NO: 9 va SEQ ID NO: 10.

Tét hon néu khang thé va doan chuc nang ctia n6 nhu mo ta 6 trén, trong do6 vung
khung chudi nhe cia khang thé nhan hoa IL-17A va doan chirc ning ctia n6 chlra vﬁng
FR-L1, FR-L2, FR-L3 va FR-L4, va vung khung chudi ning cta khang thé nhan hoa
IL-17A va doan chirc ning ctia n6 chira ving FR-H1, FR-H2, FR-H3 va FR-H4.

Trinh tu axit amin cda cac vung FR-L1, FR-L2, FR-1.3 va FR-L4 duoc néu trong
SEQ ID NO: 11 dén 14 tuong Gmg.

Trinh ty axit amin cua cidc vung FR-HI, FR-H2, FR-H3 va FR-H4 dugc néu
trong SEQ ID NO: 15 dén 18 twong tmg.

Théng thuong, khi ghép ving CDR cua khang thé ctia chudt vao vung khung cua
ngudi, viée chon ving khung cta ngudi ¢6 murc do tuong dong trinh tu cao s& co ty 1¢
thanh cong chic chén. Tuy nhién, cdc nghién ciru da ching minh rang nhidu bién thé
ghép CDR cén c6 dot bién nguge dé khoi phuc hoat tinh nhit dinh cua khang thé. Lam
thé nao dé chon ving khung dung ctia nguoi la nit thét chinh.

CDR 1a vi tri thich hgp chinh dé lién két khang nguyén, nhung trong phan 1én
cac trudong hop, FR (vung khung) c6 anh huong quan trong dén ciu dang ctia vi tri lién
két. Theo séng ché, dé thu dugc khang thé nhan hda c6 4i luc cao, trong ban mo ta nay,

ving FR thich hgp duoc chon va géc FR thich hop dugc dot bién nguogc thanh axit
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amin ban dau cta chuot hodc axit amin & ngudi va c6 cung chirc nang.

Tt hon néu, FR-L1 dugc chon tir trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:11 va
trinh ty axit amin nay c6 su thay thé sau dy hoic t6 hop cta ching:

axit amin thtt nht D duoc thay bang I;

axit amin thtt hai V duoc thay biang I;

FR-L2 duoc chon tir trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:12 va trinh tu axit
amin nay co sy thay thé sau day hodc t6 hop cia chung:

axit amin tht tu F dugc thay bang Y;

axit amin thtr mudi bén R duge thay bang L;

FR-L3 duoc chon tir trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:13 va trinh ty axit
amin nay co su thay thé sau dy hodc t6 hop ctia chung:

axit amin th@ ba muoi 1am Y duoc thay bang F;

FR-L4 duoc chon tir trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 14;

FR-H1 dugc chon tir trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:15 va trinh ty axit
amin nay cd su thay thé sau day hodc t6 hop clia ching:

axit amin thi tu L duoc thay bang V;

FR-H2 dugc chon tir trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:16 va trinh tu axit
amin nay cé su thay thé sau day hodc td hop ctia chung:

axit amin tht mudi 1am I duge thay bang M;

FR-H3 duogc chon tir trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:17 va trinh tu axit
amin nay cé su thay thé sau ddy hodc td hop ctia chung:

axit amin tht hai V duoc thay béng I;

axit amin thtr sau V duoc thay béng R;

FR-H4 dugc chon tir trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 18;

t4t hon néu trinh tu ving bién ddi chudi nhe ctia khang thé nhan héa IL-17A va
doan chirc ning ctia né 1a trinh tu dugc chon tir SEQ ID NO: 19 dén 26;

t6t hon néu trinh tu ving bién d6i chudi nang cua khang thé nhan hoa IL-17A va
doan chirc ning ctia né 1a trinh tu dugc chon tir SEQ ID NO: 27 dén 34;

t6t hon nita néu trinh ty ving bién i chudi nhe cta khang thé nhan héa IL-17A
va doan chitrc nang cta nd dugce néu trong SEQ ID NO: 19; trinh tu vung bién dbi

chudi ning twong tmg duoc néu trong SEQ ID NO: 27;
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theo céch khéc, trinh tw viing bién ddi chudi nhe cia khang thé nhan héa IL-17A
va doan chtc ning cta nd duoc néu trong SEQ ID NO: 20; trinh ty ving bién dbi
chudi ning twong tng dugce néu trong SEQ ID NO: 28;

theo cach khac, trinh ty vung bién d6i chudi nhe cta khang thé nhan hoa IL-17A
va doan chtrc ning cia n6 dugce néu trong SEQ ID NO: 21; trinh ty vung bién dbi
chudi ning twong tng dugc néu trong SEQ ID NO: 29;

theo cach khéc, trinh tu ving bién déi chudi nhe ctia khéng thé nhan hoa IL-17A
va doan chirc niang ctia n6 duge néu trong SEQ ID NO: 22; trinh ty vung bién dbi
chudi ning twong tng duge néu trong SEQ ID NO: 30;

theo cach khac, trinh ty vung bién dbi chudi nhe ctia khang thé nhan hoa IL-17A
va doan chirc niang cta né duge néu trong SEQ ID NO: 22; trinh tu vung bién ddi
chudi nang twong ing dugc néu trong SEQ ID NO: 31;

theo cach khac, trinh ty vung bién dbi chudi nhe cta khang thé nhan hoa IL-17A
va doan chuc niang cua n6 duge néu trong SEQ ID NO: 23; trinh ty vung bién dbi
chudi niang trong tng dugc néu trong SEQ ID NO: 32;

theo cach khac, trinh ty vung bién d6i chudi nhe ctia khang thé nhan hoa IL-17A
va doan chirc ning cua né duge néu trong SEQ ID NO: 24; trinh tu ving bién ddi
chudi ning twong tng duge néu trong SEQ ID NO: 33;

theo cach khac, trinh tu ving bién ddi chudi nhe cua khang thé nhan hoa IL-17A
va doan chtrc ning ctia n6 dugce néu trong SEQ ID NO: 25; trinh tu vung bién dbi
chudi nang twong tng dugc néu trong SEQ ID NO: 32;

theo céch khéc, trinh tw ving bién ddi chudi nhe ctia khang thé nhan héa IL-17A
va doan chirc nang ciia né duge néu trong SEQ ID NO: 26; trinh ty ving bién ddi
chudi ning twong g dugc néu trong SEQ ID NO: 34;

t5t hon nita néu trinh tu axit amin cia ving hing dinh chudi nhe va ving hing
dinh chudi ning cta khang thé nhan hoa IL-17A va doan chirc nang ciia n6 dugc néu
twong tng trong SEQ ID NO: 9 va SEQ ID NO: 10.

Vang hing dinh chudi nhe cia khang thé nhan héa IL-17A va doan chirc ning
cta né dugc chon tur vung hing dinh chudi nhe cua khang thé Kapa ctia ngudi, trinh tu
axit amin cta né duoc néu trong SEQ ID NO: 9.

Vung hing dinh chudi ning cta khang thé nhan hoa IL-17A va doan chtrc ndng
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ctia n6 dugc chon tir ving hing dinh chudi ning cua khang thé IgG1 clia nguoi, trinh
tu axit amin ctia n6 duoc néu trong SEQ ID NO: 10.

Cén luu y ring ngodi céc trinh trinh ty axit amin néu trén theo sang ché, viéc tao
ra céc khang thé thé khiam va Khéang thé nhan hoa c6 thé dat dugce bang phuong phap
bét ky ma ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay da biét, nhu bang cach thiét
ké khang thé nhan hoa téi t6 hop dua trén cac ving CDR dugc gii trinh t cia khang
thé cua chuot, khang thé cta chudt nay dugc tiét ra boi té bao u tiy cta chudt duge
gdly mién dich hogc béi té bao u tiry duoc dung hop véi té bao lach cua loai khac duge
dung hop véi té bao u tuy. Chudt dugc giy mién dich c6 thé bao gbdm chudt chuyén
gen co locut globulin mién dich cta nguoi co thé truc tiép tao ra khang thé cta ngudi.
Mot phuong an co thé thuc hién khac c6 thé bao gdm sang loc thu vién bang cach sir
dung k¥ thuét bidu hién trén thé thuc khuén.

Phan tr axit nucleic dugc phan 14p duoc chon tu:

A) ADN hodc ARN mi héa khéang thé va doan chtrc ning ctia n6 nhu mo ta &
trén; va

B) axit nucleic bd sung cho axit nucleic duoc xdc dinh trong muc A).

Vecto chtra phan tr axit nucleic nhu mo ta ¢ trén.

Sang ché con dé cap dén it nhat mot cAu trac nhan ma hoa phan tir axit nucleic
nhu mo ta & trén, tot hon 14 vecto, t8t hon nita 1 vecto biéu hién, nhu plasmit, dugc
md ta theo mot phuong 4n cuia sang ché.

Té bao chi duge bién nap bing vecto nhu md ta & trén.

Té bao chu nay 1a t& bao co nhan dién hinh, nhu té bao cia dong vat co vu.

Phuong phép tao ra khang thé c6 kha ning lién két dac hiéu voi IL-17A va doan
chtrc nang cua nd bao gdm cdc budce sau day:

nudi cdy té bao chii nhu mod ta ¢ trén trong moi truong va trong diéu kién nudi
cy thich hop; va

thu hdi khang thé tao ra va doan chirc nang cla nd tir moi trudng nudi ciy hodc
tir t& bao chu duge nudi ciy.

Ché phdm chira khéng thé néu trén va/hoic doan chirc ndng ctia no, hodc hdn hop
cia khang thé nay va/hodc doan chirc ndng ciia no cung v6i cac thanh phan khac, 1am

thanh phan hoat tinh.
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Tét hon néu ché phdm nhu mo té & trén, trong d6 khang thé va doan chtc ning
ctia n6 duoc két hop véi it nhat mét chét chin doan va/hodc chét didu tri dé tao ra thé
lién hop mién dich.

Tét hon néu, chét chin doan 12 mot hodc nhidu chit dugc chon tir nhom bao gém
chit ddng vi phéng xa, chét twong phan phéng xa, ion thuén tlr, kim loai, chit danh
d4u huynh quang, chit danh du phat quang hoéa hoc, chit twong phén siéu am, va chét
cam quang.

T6t hon néu chit déng vi phong xa 1a mot hodc nhiéu chit duoc chon tir nhom
bao gdm "0In, In, 177Lu, '8F, 2Fe, ©Cu, 64Cy, 67Cu, 5Ga, %Ga, %Y, 2Y, ¥Zr, *mTc,
9Tc, %¥mTe, 1201, 1237, 1241, 125, 131], 15+158Gd, 2P, 1C, 13N, 150, '%6Re, 1$Re, S'Mn,
52mMn, 55Co, ?As, "Br, 7Br, $?mRb va $3Sr.

T6t hon néu ion thuan tir 14 mot hodc nhiéu ion dugc chon tir nhém bao gém
crom (III), mangan (II), st (IIT), sét (II), coban (I1), niken (II), ddng (1), neodymi (III),
samari (III), yterbi (I1I), gadolini (III), vanadi (II), tebi (III), dysprosi (III), holmi (I1I)
va erbi (III).

Tét hon néu chit danh déu huynh quang 1a mot hodc nhiéu chét dugc chon tir
nhom bao gém Alexa 350, Alexa 405, Alexa 430, Alexa 488, Alexa 555, Alexa 647,
AMCA, aminoacridin, BODIPY 630/650, BODIPY 650/665, BODIPY-FL,
BODIPY-R6G, BODIPY-TMR, BODIPY-TRX,
5-carboxy-4',5'-diclo—2‘,7'-dimetoxyﬂoresxein, 5-carboxy-2',4',5',7'-tetraclofloresxein,
5-carboxyfloresxein, 5-carboxyrodamin, 6-carboxyrodamin,
6-carboxytetrametylrodamin, thudc nhudm xanh Cascade, Cy2, Cy3, Cy35, Cy7,
6-FEAM, dansyl clorua, floresxein, HEX, 6-JOE, NBD (7-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol),
Oregon xanh 14 cdy 488, Oregon xanh 14 cay 500, Oregon xanh 14 cdy 514, thude
nhudm xanh ngoc, axit phtalic, axit terephtalic, axit isophtalic, cresol do tia bén, cresyl
tim, cresyl xanh da troi tuoi, axit 4-aminobenzoic, erythrosin, phtaloxyanin, azomethin,
Xyanin, xantin, sucxinyl floresxein, kim loai dét hiém cryptat, tri-bipyridyldiamin oxim,
hop chét europi cryptat hodc chelat, diamin, dixyanin, thudc nhudm xanh da troi La
Jolla, alophycoxyanin, alocoxyanin B, phycoxyanin C, phycoxyanin R, thiamin,
R-phycoerythrin, C-phycoxyanin, phycoerythrin R, REG, rodamin xanh 14 cay,
rodamin isothioxyanat, rodamin do, ROX, TAMRA, TET, TRIT (tetrametylrodamin
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isothiol), tetrametylrodamin va thubc nhudm do Texas.

Tét hon néu chét diéu tri 12 mot hodc nhidu chéat duoc chon tir nhém bao gém
khang thé trin, chat doc té bao, duoc chét, chit dong vi phéng xa, nguyén tit bo, chét
diéu bién mién dich, chét chéng chét té bao theo chuong trinh, chét diéu tri cam quang,
thé 1ién hop mién dich va oligonucleotit.

Tét hon néu duoc chat 1a mot hodc nhidu chat dugc chon tir nhém bao gf“nn
methotrexate, flouraxil, mercaptopurin, hydroxyure, cytarabine, nito mu tac,
xyclophosphamit, thiotepa, cisplatin, mitomycin, bleomycin, camptothecin,
podophyllotoxin, actinomycin D, doxorubicin, daunorubicin, vinblastine, paclitaxel,
cephalotaxus alkaloit va L-asparaginase.

Tét hon néu oligonucleotit & mot hodc nhiéu oligonucleotit dugc chon tir nhom
bao gdm shRNA, miRNA va siRNA.

Tét hon néu chat didu bién mién dich 12 mot hodc nhiéu chit dugc chon tir nhém
bao gdm xytokin, chemokin, yéu tb sinh trudng té bao gbc, lymphotoxin, yéu t6 tao
mau, yéu t§ kich thich tao cum (colony stimulating factor: CSF), interferon,
erythropoietin, thrombopoietin, interleukin (IL), yéu t6 kich thich tao cum bach cau
hat (G-CSF), yéu td kich thich tao cum bach ciu hat-dai thuc bao (granulocyte
macrophage-colony stimulating factor: GM-CSF) va yéu t6 sinh trudng té bao gbe.

Trong do, tbt hon néu xytokin ndy 1a mot hodc nhidu chét dugc chon tr nhom
bao gdm hormon sinh trudng clia ngudi, N-methionyl hormon sinh truéng ctia nguoi,
hormon sinh trudéng cta bo, hormon tuyén can giap, thyroxin, insulin, proinsulin,
relaxin, prorelaxin, hormon kich thich bao tring (follicle-stimulating hormone: FSH),
hormon kich thich tuyén gidp (thyroid stimulating hormone: TSH), hormon tao thé
vang (luteinizing hormone: LH), yéu td sinh trudng gan, prostaglandin, yéu t6 sinh
trudng nguyén bao soi, prolactin, lactogen nhau thai, protein OB, yéu t6 hoai tir khdi u
a, yéu té hoai tir khdi u B, chét trc ché Mullerian, peptit lién quan dén gonadotropin
cta chuot, inhibin, activin, yéu td sinh trudong ndi md mach, integrin, thrombopoietin
(TPO), NGF-B, yéu t6 sinh trudng tiéu cau, TGF-o, TGF-, yéu t6 sinh truéng gidéng
insulin 1, yéu td sinh trudng gidng insulin II, erythropoietin (EPO), yéu to gly tao
xuong, interferon-o, interferon-p, interferon-y, dai thuc bao-CSF (M-CSF), IL-1,
IL-1a, IL-Z, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, IL-13, IL-14,
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IL-15, IL-16, IL-17, IL-18, IL-21, IL-25, LIF, FLI-3, angiostatin, thrombospondin,
endostatin, yéu td hoai tr khbiuvaLT.

Té6t hon néu chemokin 1a mdt hodc nhidu chit dugc chon tir nhém bao gém
RANTES, MCAF, MIP1-0, MIP1-B, va IP-10.

Tét hon néu chét déng vi phéng xa 1a mot hoac nhidu chéit dugc chon tir nhém
bao gdm "In, MAL, 77Lu, >!'Bi, 21283 213Bj, 21 At, ©2Cu, ©'Cu, Y, %L, 1317 133 32p
3p, 415¢, M Ag, 7Ga, 5*Sm, 6'Tb, 12Dy, 166Dy, 11Ho, '6Ho, 8Re, '#*Re, 189R e, 211P,
22pp,, 225Ra, 25Ac, 77As, ¥Sr, ®Mo, '®Rh, 149p, 19Er, 194r, 58Co, $'mBr, ®mTe,
103Rh, 199Pt, 19Sb, ¥mOs, ¥Ar, 21%Rn, 2'*Po, 2Ry 255, 11C, BN, 150, Br, '%Au,
19Ay, 24Ac, 7Br, "Pmin, *Ru, “Ru, 103y, 105Ry, Hg, 2®Hg, 2'mTe, ?mTe,
1250 Te, 165Tm, '¢"Tm, '%Tm, '7Pt, 1Pd, 142py, 143pp. 161Th, 57Co, %8Co, 5'Cr, *Fe, 75Se,
2011, 7By va '¢9Yb.

Str dung ché pham nhu m6 ta & trén d8 san xuét thudc dé phong va/hodc diéu tri
bénh lién quan dén sy biéu hién qua mirc va/hogc gidi phong qua mue IL-17A.

Tét hon néu bénh nay 1a mot hodc nhiéu bénh duge chon tir nhém bao gém bénh
viém duong dan khi, bénh hen, bénh hen phé quéan, bénh hen di Ung, bénh phéi tac
nghén man tinh, bénh xo hoa phéi tu phat, bénh viém da khép dang thap, bénh viém
xuong khdp, bénh viém d6t séng dang thdp, bénh viém khép vay nén, bénh vay nén,
bénh xo cling rai rdc, bénh xo cung toan than, bénh luput ban do toan than, bénh viém
than luput, bénh xo cting bi, bénh viém rudt két man loét, bénh viém rudt, bénh viém
mang mach nho, bénh viém da day lién quan dén Helicobacter pylori, bénh lodng
xuong, dn mon xuong, ap xe va dinh trong mang bung, bénh Addison, bénh suy giam
gama globulin, bénh rung toc ting vung, bénh tiéu chay md, bénh Chagas, bénh Crohn,
bénh thai ghép khac gen cing loai, bénh Behcet, nhiém khuén, séc nhim khuan hodc
séc ndi doc t6 va bénh thiéu méau cuc b.

Str dung khang thé co kha ning lién két dac hiéu véi IL-17A va doan chic nang
ctia n6 nhu md ta & trén dé san xuét thubc dé phong va/hodc diéu tri bénh lién quan
dén sy biéu hién qua muc va/hodc gidi phong qua muc [L-17A.

Thubc dé phong va/hodc diéu tri bénh lién quan dén sy biéu hién qua mirc
va/hodc giai phong qua muc IL-17A chira khang thé co thé lién két dic hiéu voi

IL-17A va doan chtrc nang ctia no, va chit mang duoc dung.
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Theo cach khéc, thudc nay chira ché phdm nhu mo ta & trén va chit mang dugc
dung.

O day, thuat nglt “dugc dung” d& chi hop chét chép nhan duoc v& mit sinh ly khi
n6 dwoc st dung cho ngudi, va khong gdy ra phan tmg di ing nhu rdi loan da day rudt,
chong mat hodc phan tmg di ing khic, hodc phan tng di tmg toan thén tuong tu véi
cac phan ng di img nay.

Theo sang ché, “chat mang dugc dung” bao gbm, nhung khong chi giéi han &,
chit két dinh (nhu xenluloza vi tinh thé, alginat, gelatin va polyvinylpyrolidon), chét
don (nhu tinh bot, sucroza, glucoza va axit lactic khan), chit phan rd (nhu PVP lién két
ngang, tinh bt natri carboxymetyl lién két ngang, natri croscarmeloza va
hydroxypropy! xenluloza dugc thé & mirc thap), chit 1am tron (magie stearat, nhom
stearat, bot talc, polyetylen glycol, natri benzoat), chit thAm w6t (nhu glyxerin), chét
hoat dong bé mit (nhu rugu xetylic), va chét lam ting kha nang hép thu, chét diéu vi,
chét 1am ngot, chét pha lodng, chét bao, v.v..

Bénh nhu mo ta ¢ trén 1a mot hodc nhiéu bénh duoc chon tir nhém bao gbém bénh
viém duong din khi, bénh hen, bénh hen phé quan, bénh hen di img, bénh phdi tic
nghén man tinh, bénh xo héa phé)i ty phat, bénh viém da khép dang thép, bénh viém
xuong khdp, bénh viém d6t séng dang thdp, bénh viém khép vay nén, bénh vay nén,
bénh x0 clmg rai rac, bénh xo cing toan than, bénh luput ban dé toan than, bénh viém
than luput, bénh xo ctng bi, bénh viém rudt két man loét, bénh viém rudt, bénh viém
mang mach nho, bénh viém da day li€n quan dén Helicobacter pylori, bénh lodng
xuong, An mon xuong, 4p xe va dinh trong mang bung, bénh Addison, bénh suy giam
gama globulin, bénh rung téc timg vung, bénh tiéu chdy m&, bénh Chagas, bénh Crohn,
thai ghép khdc gen cung loai, benh Behcet, nhiém khuén, sbc nhiém khuén hodc sbc
ndi doc t6 va bénh thiéu mau cuc bo.

Phuong phap phong va/hodc diéu tri bénh lién quan dén sy biéu hién qué mirc
va/hodc gidi phong qua mirc IL-17A bao gdm viéc cho dbi tuong can phong va/hodc
diéu tri nay st dung thube nhu md ta & trén.

Tét hon néu dbi twong néu trén 1a nguoi, va hon nira dbi twong néu trén 1 nguoi
'cén phong va/hodc diéu tri bénh lién quan dén su biéu hién qua mic va/hodc gidi

phong qua muc IL-17A.
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Bénh nhu mo ta & trén 1a mot hodc nhiéu bénh dugc chon tir nhém bao gﬁ”)m bénh
viém duong din khi, bénh hen, bénh hen phé quan, bénh hen di ung, bénh phdi tic
nghén man tinh, bénh xo hoa phéi tu phét, bénh viém da khép dang thap, bénh viém
xuong khép, bénh viém d6t séng dang thip, bénh viém khdp vay nén, bénh vay nén,
bénh xo cling rai rdc, bénh xo cling toan than, bénh luput ban do toan than, bénh viém
than luput, bénh xo ctng bi, b¢nh viém rudt két man loét, bénh viém rudt, bénh viém
mang mach nho, bénh viém da day lién quan dén Helicobacter pylori, bénh lodng
xuwong, an mon xuong, 4p xe va dinh trong mang bung, bénh Addison, bénh suy giam
gama globulin, bénh rung téc tlmg vung, bénh tiéu chay md, bénh Chagas, bénh Crohn,
thai ghép khéc gen cing loai, bénh Behcet, nhiém khuan, séc nhiém khudn hodc sbc

ndi doc to va bénh thiéu méau cuc bo.
Mo ta van tat cac hinh vé

DPé minh hoa r& hon cac phuong 4n cu thé theo sang ché hodc cac giai phap k¥
thuat trong linh vuc thong thuong, cac hinh v& dugc str dung trong cac phuong an cu
thé hodc phan mo ta linh vuc thong thuong nay sé dwoc md ta véan tat dudi day, va rd
rang la cac hinh v€ trong phan mo ta sau ddy la mot sd phuong 4n cla sang ché va
nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc nay co6 thé tao ra cac hinh v& khéc dua
trén cac hinh v& nady ma khong cén séng tao bat ky.

Fig.1 thé hién hoat tinh lién két v6i IL-17A cta ngudi cla khang thé don dong
duoc tiét bai dong s 88 theo vidu 1;

Fig.2 thé hién hoat tinh trung hoa cua khang thé don dong dugc tiét boi dong sb
88 ctia vi du 1 dbi v6i IL-6 do té bao HFF-1 tiét ra dugc kich thich boi IL-17A cua
nguoi;

Fig.3 thé hién tinh dac hiéu loai ciia khéng thé don dong thé kham khéang IL-17A
ctia ngudi theo vi du 4;

Fig.4 thé hién tinh ddc hiéu lién két ctia khéng thé don dong thé kham khang
[L-17A cta nguoi theo vi du 4;

Fig.5 thé hién hoat tinh trung hoa in vitro cua khang thé don dong thé kham
khang IL-17A cta nguoi theo vi du 5;

Fig.6 thé hién hoat tinh trung hoa in vivo cua khang thé don dong thé kham
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khéng IL-17A cua ngudi theo vi du 6;

Fig.7 thé hién duong cong ndng do-thoi gian sau mot 14n tiém tinh mach theo vi
du 7,

Fig.8 thé hién hoat tinh lién két khang nguyén cta khang thé don dong nhan hoa
khéang IL-17A cua nguoi theo vi du 9;

Fig.9 thé hién hoat tinh trung hoa in vitro cta khang thé don dong nhan hoa
khang IL-17A cua ngudi theo vi dy 10;

Fig.10 thé hién dudng cong ndng do-thdi gian sau mot 14n tiém dudi da theo vi
du 15.
M5 t chi tiét sang ché

Sau day, cac phuong an cla sang ché s& dugc md ta chi tiét dua vao cac hinh vé&.
Tuy nhién, nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc ndy s€ hiéu duoc ring cic
phuong 4n sau ddy chi dé minh hoa sang ché va khéng dugc dy dinh lam giéi han
pham vi cta sang ché. Pbi vé6i cac phuong an trong do didu kién cu thé khong dugce
chi o thi cac phuong 4n nay duoc thuc hién theo diéu kién thong thuong hodc didu
kién duoc khuyén cdo bodi nha san xut. D6i véi cac phuong an sur dung chét phan tng
hodc thiét bi ma nha san xuit khong dugc chi ra, ching ddu 1a cac san phim c6 ban
trén thi trudng.
Vi du 1. Diéu ché khang thé don dong cua chudt khang IL-17A cua ngudi
1.1. Gay mién dich dong vat

Chuot cai BALB/c, 6 dén 8 tudn tudi mua cua Beijing Huafukang Biotechnology
Co., Ltd. dugc st dung lam dong vat thur nghiém. Mot tudn sau khi chudt dugc lam
quen v&i moi truong, bét dau thuc hién viéc gay mién dich. Protein IL-17A tai t6 hop
clia ngudi duge biéu hién & E. coli, va cdc thé vui duge thu hdi, bién tinh va xtr ly téi
gdp cudn dé thu duogc protein IL-17A hoa tan. Pé gay mién dich lan dau, 100pg
protein IL-17A-Fc tai td hop cltia nguodi duge tron ky voi ta chat Freund diy du
(Sigma-Aldrich, ma san pham trong catalog F5881) dé tao thanh nhil tvong, nhil twong
ndy duoc tiém trong mang bung cho chudt. Hai tudn sau, viéc giy mién dich nhéc lai
duoc thuce hién. Pé gay mién dich nhéc lai, S0pg protein IL-17A-Fc tai td hop cla

nguoi dugce tron ky vaoi ta chét Freund khong ddy di (Sigma-Aldrich, ma san pham
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trong catalog F58006) dé tao thanh nhii twong, nhil twong nay dugc tiém trong mang
bung cho chudt. Viéc gy mién dich dugc nhic lai theo cach ndy hai tudn mot 14n, tong
cong ba 1an. Vao ngay thir bay sau l4n gay mién dich cudi cuing, mau duoc 14y tir dam
r6i tinh mach sau 6 mét ctia chudt va ly tam dé tach huyét thanh, va do chuan khang
thé duogc xac dinh béng thtr nghiém ELISA. Chudt c6 do chuén cao dugc chon dé lai
8 tao ra t& bao lai. Ba ngay trudc khi lai, S0ug protein IL-17A-Fc tai té hop ciia ngudi
duoc tiém trong mang bung cho chu¢t ma khong co chit phu trg. Vao ngay thuc hién
qua trinh lai, lach dugc 14y ra trong didu kién vo trung dé didu ché hdn dich té bao lach
dé str dung.
1.2. Chuén bi té bao lai

Té bao u tiy SP2/0 trong pha sinh truong logarit duge ly tdm & tbe do 1000
vong/phut trong 5 phut, dich ndi bé mit dugc tach ra, va t& bao duogc tao hdn dich
trong mdi truong DMEM khong day du (Gibco, ma san pham trong catalog 11965) va
dém sb té bao. Té bao cén thiét duge thu hdi, rira hai lan bang mdi trudng nudi cly
khong diy di. Pdng thoi, hdn dich té bao lach thu duge tir chudt sau khi gy mién
dich dugc rira hai 14n bang mdi trudong nudi ciy khong day du. Té bao u tay va té bao
Jach duoc tron & ty 1€ 1: 10 hodc 1: 5, va duge rira mot 1an bang moi trudng nudi céy
khong day du trong bng ly tam bang chit déo dung tich 50ml, va sau d6 ly tdm ¢ tbe
d6 1200 vong/phut trong 8 phut. Dich ndi b& mit duoc tach ra va pipet Pasteur duoc
str dung dé loai bd chét 16ng con lai. Ong ly tam dugc vd nhe trén 1ong ban tay dé lam
cho céc té bao két tia toi va déu, va sau do bng nay duoc cho vao bé cach thuy & 40°C
dé gia nhiét so bd. lml PEG-4000 45% (dd pH= 8,0, Sigma, ma san pham trong
catalog P7181) da gia nhiét truée t6i 40°C duge bd sung vao bang pipet loai Iml &
thoi diém khoang 1 phit (v6i thoi gian toi wu 1a 45 gidy), khudy nhe bang pipet khi bd
sung (khudy bang pipet), cac hat nhin thdy s& dugc quan sat béng mét thudong. 20-30ml
moi truong khong day du da dugc gia nhiét trude t6i 37°C dugce bd sung vao bng bang
pipet loai 10ml trong 90 giéy dé dung tac dung cua PEG, va dé yén & nhiét do 20 dén
37°C trong 10 phut. Ong nay dugc ly tdm & tdc do6 1000 vong/phit trong 5 phut, va
dich ndi b& mat duoc tach ra. 5ml moi truong HAT (DMEM + HAT, Sigma, ma san
pham trong catalog H0262-10VL) dugc bd sung vao, va té bao két tua duoc trdn nhe

(nh¢ 1a khong dugce thdi manh dé 1am tach roi cac té bao dung hop) dé tao ra hon dich
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tron k§. Moi truong HAT duge bd sung thém cho dén thé tich 80-100ml (ndng do té
bao lach duoc didu chinh téi 1-2 x 10%ml). Hon dich nay duge cho vao dia nudi cly té
bio ¢6 96 18, mai 13 0,1ml; va dia c6 24 18, mdi 16 1,0-1,5ml. Céc dia nay dwoc u trong
ta ép & nhiét do 37°C, 6% CO2. Noi chung, sau dia c6 96 15 duogc st dung. Sau 5 ngay,
1/2 méi trudong duge thay bang moi truong HAT méi. Sau 7 dén 10 ngay, moi truong
HAT dugc thay bang moéi truong HT (DMEM + HT, Sigma, ma san phém trong
catalog HO137-10VL). Qua trinh sinh trudng cua té bao lai duoc quan sét déu dan, va
dich ndi bé mat duge thu hdi dé phat hién khéng thd sau khi dat mtrc do nhap dong té
bao 14 1/10 hodc cao hon. Céc cum duong tinh dugc phat trién va dong lanh.

1.3. Sang loc va xéac dinh dong

Thtr nghiém ELISA duoc st dung dé sang loc khang thé khang IL-17A cua ngudi
tir dich ndi bé mat nudi céy té bao lai. IL-17A tai td hop ctia ngudi dugce phu trén dia
ELISA 96 15 ¢6 kha niang hip phu cao cung v6i dung dich dém cacbonat c¢6 d0 pH=9,6,
ndng do chat phit 1a 1pg/ml, lwgng chit phii 1a 100 ul/13, va qué trinh phu dugc thuc
hién & nhiét do 4°C qua dém. Dia dugc rira nam 14n bing PBST, khoa bing PBST
chtra 1% BSA véi luong 300 pl/1d, va sau d6 G & nhiét do 25°C trong 1 gio. Dia nay
duoc rira nam lan bang PBST. Céc mau 100l dich nbi bé mit nudi cdy va mau dbi
chimg huyét thanh duong tinh dugc bd sung vao mdi 15 trong Ung, va sau do dia dugc
i & 25°C trong 1 gio. Pia ndy dugc rira nam 1An bang PBST. Sau do6, 100ul khang thé
khéang IgG cta chudt duge danh dAu bang peroxidaza cy ct cdi cay (Abeam, ma san
pham trong catalog Ab7068) dugc pha loang theo ty 1¢ 1:10000 trong PBST chta 1%
BSA duoc bd sung vao mdi 18, va sau d6 dia duge U ¢ nhiét do 25°C trong 1 gio. Pia
nay dugc rira ndm 1an bang PBST. Chat nén so mau TMB duge bd sung v6i luong 100
ul/16 va u ¢ nhiét do trong phong trong 10 phut. Qué trinh hién mau dugc két thic
bang cach bd sung dung dich HaSO4 1M v6i lugng 100 pnl/1d. Nang suit hép thu &
450nm dugc doc trén may doc vi dia. Cac dong duong tinh ¢ thé tao ra khang thé
khang IL-17A cua nguoi dugc chon dua trén gia tri doc & OD 450nm.

Khang thé khang IL-17A clia ngudi do dong duong tinh tiét ra 1a khang thé trung
hoa duoc x4c dinh bing thir nghiém té bao. MAu khang thé khang IL-17A clia nguoi
dugc pha lodng trong méi truong DMEM day du (GIBCO, ma san pham trong catalog
11995-073) chtra 10% FBS (Hyclone, mé san pham trong catalog SH30084.03). Nong
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d6 ban dau cua khéang thé 1a 160nM va ndng do cudi 12 40nM trong mdi truong. Khing
théduqcphaloﬁngtheoloatSlﬁn,vasmldéduqcbésungvﬁocﬁanuéicéytébéovéi
luong 50ul mdi 1. 20 ng/ml IL-17A ctia nguoi (ndng dd cudi 5 ng/ml) dugc pha lodng
bang chinh méi trudng day du nay va bd sung vao dia nudi cAy té bao véi lugng 50ul
m3i 13. Pia nay duoc a & nhiét do 37°C trong tit &p chira 5% COz. TE bao HFF-1 dwoc
ti tao hdn dich trong moi trudng ddy di va cdy vao dia nudi cdy té bao 96 16 véi
lwong 100p! mi 18, 5000 té bao mdi 18. Té bao duge u & nhiét d6 37°C trong 24 gio
trong ti 4p chtta 5% COa. Sau khi két thiic qu4 trinh 4, dia nudi cdy té bao dugc ly tAm
& tbe @6 250xg trong 5 phut, va dich ndi bé mit duoc tach ra, va luong IL-6 clia nguoi
dugc phat hién bang cach stt dung kit ELISA xdc dinh IL-6 cua nguoi (R&D systems,
ma san pham trong catalog S6050) theo hudng din. Khang thé c6 thé e ché sy tiét
IL-6 ciia ngudi bai té bao HFF-1 dugc kich thich boi IL-17A clia ngudi 1a khang thé
trung hoa khang IL-17A cta ngudi. Cac dong duong tinh c6 thé tiét ra khang thé trung
hoa khang IL-17A cta ngudi dugc chon dua trén murc do trung hoa.

Két qua duoc thé hién trén Fig.1. Dong s6 88 c6 hoat tinh lién két manh voi
[L-17A cta nguodi. Theo Fig.2, dong sb 88 con cé hoat tinh trung hoa IL-17A cua
ngudi khd manh.

1.4. Giai trinh tu khang thé don dong

Céc dong ¢ ca hoat tinh lién két khang nguyén va hoat tinh trung hoa khang
nguyén thu duoc bang cach sang loc dugc giai trinh ty ADN cua khang thé. mARN
trong té bao trude hét duoc tach chiét bang cach st dung kit tinh ché RNAprep
(Tiangen, DP430). C4c budc tién hanh 1a nhu sau: 1x107 té bao duogc ly tim & toc do
300x g trong 5 phut va dugc thu hdi trong dng ly tAm, va toan bd dich nbi bé mit dugc
hat than trong. Budc phan giai duoc thuc hién ngay. Dy cua bng ly tim dugc gd nhe
dé 1am toi vién vén té bao, 600ul dung dich dém phén giai RL dugc bd sung két hop
xoay tron 6ng. Toan bo dung dich dugce chuyén sang cot loc CS (cot loc CS dugc dat
trong ong thu gom), ly tdm & tdc do 12000 vong/phut (~13400x g) trong 2 phut, va
nuée loc duoe thu hdi. Mot 14n thé tich etanol 70% (thuong 1a 350ul hode 600ul) duge
bésungvaonuécIQc,Hénki,dung(ﬁchthuduqcvachétkéiﬁaduqcchuyénvéoc@t
hap thu CR3 (cot hép thu CR3 dugc cho vao dng thu gom), ly tdm & tbc d6 12000
vong/phut (~13400x g) trong 30 dén 60 giay, chét thai 1éng trong bng thu gom dugc
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loai bo, cot hap thu CR3 dua trd lai vao bng thu gom. 350pl dung dich da loai protein

RW1 duoc bd sung vao cot hap thu CR3, ly tam & toe do 12000 vong/phit (~13400x g)
trong 30 dén 60 gidy, chét thai long trong dng thu gom dugc loai bo, cot hép thu CR3

dua tré lai vao dng thu gom. 80ul dung dich 1am vigc DNaza I duoc bd sung vao phan

gifta cda cot hép thu CR3 va cdt CR3 nay dugc dé yén & nhiét do trong phong trong 15

phat. 350ul dung dich da loai protein RW1 duoc bd sung vao cot hap thu CR3, ly tim

& the do 12000 vong/phut (~13400x g) trong 30 dén 60 gidy, chét thai long trong bng

thu gom dugc loai bd, cot hép thu CR3 dua tré lai vao bng thu gom. 500pl dung dich

rta RW duoc bd sung vao cot hép thu CR3 (kiém tra xem etanol da dugc bd sung

truée khi st dung chua), cdt CR3 nay dugc dé yén & nhiét do trong phong trong 2 phut,
ly tam & tdc do 12000 vong/phut (~13400x g) trong 30 dén 60 gidy, chit thai long

trong 6ng thu gom dugc loai bo, cot hép thu CR3 dua tré lai vao éng thu gom. Cot

CR3 nay dugc ly tm & tbc do 12000 vong/phut (~13400x g) trong 2 phut, va chét thai

duoc loai bd. Cot hap thu CR3 dwoc dé ¢ nhiét do trong phong trong vai phut dé dung

dich rtra con lai trong chét hap thu kho hoan toan. Cot hép thu CR3 dugc chuyén vao

éng ly tim méi khong chira RNaza, 30 dén100ul ddH2O khong chira RNaza dugc bd

sung vao, bng nay duoc dé yén & nhiét do trong phong trong 2 phut, va sau dé ly tam ¢
tdc do 12000 vong/phut (~13400% g) trong 2 phut dé thu dugc dung dich ARN.

Soi the nhit cia cADN duogc tbng hop bang cach st dung kit QuantScript RT
(Tiangen, KR103). Céc budc thuc hién la nhu sau: ARN khuon dugc lam tan bang trén
nuée da; doan mdi, hdn hop 10 x RT (chira RNasin va DTT), hdn hop dNTP siéu tinh
khiét, ddH,0 khong chira RNaza duge lam tan bang ¢ nhiét do trong phong (15 dén
25°C), va cho 1én nuéc da ngay sau khi lam tan bang. Mbi dung dich dugc tron ky
bang thiét bi tron xody trudc khi sir dung, bng duge ly tAm trong thoi gian ngén dé thu
hdi chét 1ong con lai trén thanh dng. Hon hop hé phién ma nguoc (kit tdng hop soi thu
nhit cia cADN Tiangen Bio Quant, ma sb trong Catalog KR103-04; 2ul 10x dung
dich dém phién ma nguoc, 2ul dNTP siéu tinh khiét, 2ul doan mdi ngiu nhién, 1pl
enzym phién ma ngugc) dugc didu ché theo bang 1. Hon hgp nay dugc tron k¥, thoi
gian tron xody 1a khong 1én hon 5 phut; va sau do ly tam trong thoi gian ngén va cho
1én nuéc da. Cudi cuing, ARN khudn (50ng dén 2pg) duge bd sung vao hdn hop, tron

k¥, thoi gian tron xody 1a khong 16n hon 5 giay, ly tAm trong thoi gian ngin dé thu hoi
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chit 16ng con lai trén céc thanh cua bng, 1 & 37°C trong 60 phut. Soi thir nhit cua
cADN duogc tao ra bang cach phién ma nguoc nay dugc su dung cho phan trng PCR
sau do.

Cac doan mdi sir dung trong phan img PCR dugc thé hién trong bang 1.

Bang 1. C4c doan mdi PCR

Doan mdi VH
F1:GAGGTGAAGCTGCAGGAGTCAGGACCTAGCCTGGTG

R1:AGGT(C/G)(A/C)AACTGCAG(C/G)AGTC(A/T)GG
R2:AGGT(C/G)(A/C)AGCTGCAG(C/G)AGTC(A/T)GG
R3:AGGT(C/G)CAGCTGCAG(C/G)AGTC(A/T)GG
R4:CCAGGGGCCAGTGGATAGACAAGCTTGGGTGTCGTTTT
F2:ATAGACAGATGGGGGTGTCGTTTTGGC
F3:CTTGACCAGGCATCCTAGAGTCA
F4:AGGGGCCAGTGGATAGACTGATGG
F5:AGGGACCAAGGGATAGACAGATGG
R5:(G/C)A(A/G)GT(A/T/C/G)(A/C)AGCTG(G/C)AG(G/C)AGTC
R6:(G/C)A(A/G)GT(A/T/CIG)(A/C)AGCTG(G/C)AG(G/C)AGTC(A/T)GG

Doan mdi VL
R1:GGTGATATCGTGAT(A/G)AC(C/A)CA(G/A)GATGAACTCTC
R2:GGTGATATC(A/T)TG(A/C)TGACCCAA(A/T)CTCCACTCTC
R3:GGTGATATCGT(G/T)CTCAC(C/T)CA(A/G)TCTCCAGCAAT
F1:GGGAAGATGGATCCAGTTGGTGCAGCATCAGC

F2:GGATACAGTTGGTGCAGCATC
R4:GA(C/T)ATTGTG(A/C)T(G/C)AC(A/C)CA(A/G)(A/T)CT(A/C)CA

Khi cdc doan mdi dugc st dung, doan moi nguoc bét ky trong s& cac doan mdi
VH c¢6 thé dugc st dung cung v6i doan mdi xudi bét ky; theo cach tuong tu, doan mdi
nguoc bét ky trong s6 cac doan mdi VL cling co thé duoc st dung cung véi doan moi
xubi bat ky. Bang dich thu dugc bang cach khuéch dai PCR dugc tao dong vao vecto
pGEM-T. Dong don dugc chon d¢ giai trinh tw ADN.
Vi du 2. Didu ché khang thé don dong thé kham khang IL-17A cta ngudi
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Trinh tur axit nucleic ma héa chudi nhe ciia khang thé néu trén (chidu dai day du
ctia chudi nhe nay 1a SEQ ID NO: 7 lién két véi SEQ ID NO: 9) va chudi ning (chiéu
dai ddy du ciia chudi ning nay 12 SEQ ID NO: 8 lién két v6i SEQ ID NO: 10) dugc tao
dong vao vecto biéu hién cta té bao c6 nhan dién hinh X0GC (trong d6 trinh ty axit
nucleic ¢6 chiéu dai d?ly du cua chudi nhe cta khang thé duoc néu trong SEQ ID NO:
23, trinh tu axit nucleic cO chiéu dai dﬁy du cta chudi ning cua khang thé dugc néu
trong SEQ ID NO: 24), sau d6 vecto biéu hién nay dugc chuyén nhiém vao dong té
bao 293F (té bao FreeStyle™ 293-F, ma san phém trong catalog R79007, Invitrogen).
Té bao duoc céy mot ngay trude khi chuyén nhiém. Té bao duoc thu hoach bﬁng cach
ly tim vao ngay chuyén nhiém. Té bao nay duogc tai tao hdn dich trong mdi trudng
biéu hién FreeStyle™ 293 méi (mdi trudng biu hién FreeStyle™ 293, ma san pham
trong catalog 12338001, Gibco), mat do té bao la 200x10° t& bao/ml. Plasmit dugc bd
sung theo thé tich chuyén nhiém, ndng d6 cudi 1a 36,67 pg /ml, tron nhe; sau do PEI
mach thang (polyetylenimin mach thing, trong lugng phan tr 25000, mé san pham
trong catalog 43896, Alfa Aesar) duoc bd sung, ndng do cudi 1a 55 pg/ml, trdn nhe.
Sau do, t& bao duogc cho vao may lic & tbc do 120 vong/phit va u & nhigt do 37°C
trong 1 gio. Sau do, thé tich chuyén nhidm 19 14n cia moi trudng méi dugc bd sung
vao. Tiép tuc U & nhiét do 37°C trén may lic & tde d6 120 vong/phut. Dich ndi bé mit
nudi cdy té bao sau khi chuyén nhiém 5 dén 6 ngay duoc thu hdi bang cach ly tam.

Trinh tu axit amin cia vung bién dbi chudi nhe cuia khang thé thu duoc béng cach
khuéch dai PCR dugce néu trong SEQ ID NO: 7, va trinh ty axit amin cia vung bién
ddi chudi ning cia khéng thé dugc néu trong SEQ ID NO: 8. Trinh ty cta vung quyét
dinh tinh bd tro cb thé thu duoc béng céch loai b trinh tu ving khung ra khoi trinh tu
ving bién d6i cia chudt; trong d6 cac trinh tu axit amin cta ba ving quyét dinh tinh
bd trg CDR-L1, CDR-L2, CDR-L3 cua chudi nhe dugce néu trong SEQ ID NO: 1, 2 va
3 twong Ung; trinh ty axit amin cla ba vung quyét dinh tinh bd trg CDR-H1, CDR-H2,
CDR-H3 ctia chudi nang dugc néu trong SEQ ID NO: 4, 5 va 6 tuong ung. Trinh tu
axit amin cua vung héng dinh chudi nhe cta khang thé duoc néu trong SEQ ID NO: 9,
va trinh tu axit amin cta vung hing dinh chudi ning cla khing thé dugc néu trong
SEQ ID NO: 10. Trinh ty axit nucleic ma hoa chudi nhe cta khang thé néu trén (chiéu

dai ddy du cta chudi nhe nay 1a SEQ ID NO: 7 lién két véi SEQ ID NO: 9) va chudi
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ning (chidu dai ddy du cta chudi ning nay 1a SEQ ID NO: 8 lién két voi SEQ ID NO:
10) dugc tao dong vao vecto biéu hién cta té bao ¢6 nhan dién hinh X0GC (trong do6
trinh tu axit nucleic co chidu dai day du cta chudi nhe cta khang thé nay duoc néu
trong SEQ ID NO: 23, trinh tu axit nucleic ¢6 chidu dai ddy du ctia chudi ning cla
khang thé nay duoc néu trong SEQ ID NO: 24), sau do6 vecto biéu hién nay duogc
chuyén nhifm vao dong té bao 293F (té bao FreeStyle™ 293-F, ma san pham trong
.catalog R79007, Invitrogen). Té bao duoc cdy chuyén mot ngay trude khi chuyén
nhiém. Vao ngay chuyén nhiém, té bao dugc thu hoach bang cach ly tAm va sau do tai
tao hdn dich trong mdi trudng bidu hién FreeStyle™ 293 méi (mdi truong biéu hién
FreeStyle™ 293, ma san phém trong catalog 12338001, Gibco) & mat do 200%10° té
bao/ml. Plasmit duoc bd sung theo thé tich chuyén nhiém t6i ndng do cudi 36,67 pg
/ml, trdn nhe; sau d6 PEI mach thang (polyetylenimin mach thang, trong luong phan ti
25000, ma san pham trong catalog 43896, Alfa Aesar) duoc bd sung téi ndng dd cudi
55 pg/ml, tron nhe. Sau do, té bao dugc cho vao may ldc & toc d6 120 vong/phat va u
& nhiét do 37°C trong 1 gid. Sau do, thé tich chuyén nhiém ghp 19 14n ctia mdi truong
méi dugc bd sung vao va té bao duoc nudi cdy lién tuc & 37°C trong may lic & toe do
120 vong/phut. Dich ndi bé mit nudi ciy sau khi chuyén nhiém 5 dén 6 ngay dugc thu
hdi bang cach ly tam.
Vi du 3. Pong hoc ctia qua trinh lién két cta khang thé don dong thé kham khang
IL-17A cta ngudi véi IL-17A clia ngudi

DPong hoc cia qua trinh lién két ctia khang thé don dong thé kham khang IL-17A
clia ngudi véi khang nguyén IL-17A cta ngudi dugc phat hién bang céach st dung thiét
bi Biacore 3000. Thiét bi nay sir dung k¥ thuat cong hudng plasmon bé mit quang hoc
dé phat hién sy lién két va phén ly gitta phan tir lién két trén chip cam tmg va mau
phén tich. Céc chip CM5 (GE Healthcare, BR-1000-12) dugc st dung. Quy trinh thir
nghiém vAn t&t 12 nhu sau; IL-17A cta ngudi duge hoa tan trong dung dich dém natri
axetat (pH =5,0) va duoc lién két vé6i chip CM bang ciach bom & tbc dd 10pl/phut.
Etanolamin 1M dugc bom & tdc do 10ul/phit dé khoa. Trong pha lién két, ndng do
khéc nhau ctia khang thé don dong thé kham khang IL-17A cta nguoi va khang thé dbi
ching 1an lugt duge bom & tbc do 30 pl/phut trong 180 gidy, va trong pha phan ly,
dung dich dém PBS duoc bom & tbc do 30 ul/phut trong 600 gidy. Dung dich glyxin
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10mM (pH= 2,0) dugc sir dung dé tai sinh. Hang sé tbe do lien két va hing sb tbc do
phan ly dugc phan tich va tinh toan bang chuong trinh phén mém diéu khién Biacore
3000. Hang sb tdc do lién két, hing sb toc do phan ly va hing s can bing phan ly cua
khéng thé thé kham khéang IL-17A cta ngudi duoc thé hién trong bang 2. So Vv6i
Secukinumab, mAb khang IL-17A ciia ngudi c6 hing sb can bing phéan ly nhé hon, di
lyrc manh hon, ddc biét 1a sau khi lién két v6i khang nguyén IL-17A, n6 c6 thé duy tri
trang thai lién két trong thoi gian dai hon va khong d& bi phan ly, didu nay gép phan
vao céc chirc nang sinh hoc cua no.
Bang 2. Ddng hoc qud trinh lién két ctia khang thé thé kham khang IL-17A cla

ngudi voi IL-17A cla ngudi

Mau dugc phat hién Kon (1/Ms) | Ko (1/5) Kp (nM)

Secukinumab 2,52E+05 |7,96E - 05 10,32

Khang thé thé kham khang
541E+ 04 |1,49E - 06 |0,03
IL-17A cua nguoi

Vi du 4. Tinh d4c hiéu loai va tinh ddc hi¢u lién két ctua khang thé don dong thé kham
khang IL-17A ctia ngudi

Tinh dic hiéu loai cta khang thé don dong thé kham khang IL-17A cla nguoi
dwoc xdc dinh bing thir nghiém ELISA. IL-17A téi t6 hop cta ngudi, IL-17A cta khi,
IL-17A ctia chudt va IL-17A cia chudt nhit (tit ca déu 1a san phdm cta Sino
Biological Inc.) dugc phu trén dia ELISA 96 18 ¢6 kha ning hip phu cao cung vdi
dung dich dém cacbonat c6 d6 pH=9,6, ndéng do chét pha 1a 1pg/ml, lugng chét phu 1a
100 pl/13, va qua trinh phi dugc thue hién ¢ nhiét dd 4°C qua dém. Dia dugc rira nam
1dn bing PBST va khoa bing PBST chira 1% BSA véi lugng 300 ul/18, va sau d6 u &
nhiét dd 25°C trong 1 giv. Dia nay dugce rira ndm 14n bang PBST. Khéang thé ddi chimg
va mau khang thé don dong thé kham khéang IL-17A clia ngudi da pha loang theo loat
trong PBST chita 1% BSA dugc bo sung vao véi lugng 100pl cho mdi 18, i & 25°C
trong 1 gi¢. Bia nay dugc rira nam 1in bang PBST. Sau do, 100ul khang thé khang IgG
cla nguoi duge danh diu bang peroxidaza cdy cu cai cay (Chemicon, ma san pham
trong catalog AP309P) da dugc pha loang theo ty 1& 1:2000 trong PBST chtra 1% BSA

dugc bd sung vio mdi 18, & & nhiét do 25°C trong 1 gio. Dia ndy dwgc ra nam lan
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bing PBST. Chét nén so mau TMB duoc b sung v6i lugng 100 ul/16 va i & nhiét do
trong phong trong 10 phuat. Qua trinh hién mau dugc két thic bang cach bo sung dung
dich H2SO4 1M véi luong 100 pl/13. Nang suét hép thu & 450nm duoc doc trén mdy
doc vi dia.

Tinh dic hidu lién két ciia khang thé don dong thé kham khang IL-17A cta nguoi
duoc xac dinh béng thir nghiém ELISA. IL-17A tai td hop ctia ngudi, IL-17B, IL-17C,
IL-17D, IL-17E, IL-17F, IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-21, IL-22, IL-23, IFN-g va TNFa
(san pham cta Sino Biological Inc. hodc R&D systems) dugc phu trén dia ELISA 96
18 c6 kha ndng hip phu cao cung véi dung dich dém cacbonat c6 d6 pH=9,6, ndng dd
chét phii 12 1pg/ml, lvgng chét pha 1a 100 pl/8, va qua trinh phu duge thye hién &
nhiét d6 4°C qua dém. Dia nay dugc rira ndm lan bang PBST va khéa bang PBST chua
1% BSA v6i lugng 300 ul/lS va duoc U & nhiét d6 25°C trong 1 giod. Dia nay dugc rira
nam 1an bang PBST. Khang thé déi ching va mau khang thé don dong thé kham khéang
IL-17A cua ngudi da duge pha loang trong PBST chira 1% BSA dugc bd sung vao véi
lwong 100l cho mdi 18, 0 & 25°C trong 1 gio. Dia ndy duge roa nam 14n bang PBST.
Sau d6, 100ul khang thé khang IgG cta nguoi dugc danh dAu bing peroxidaza cdy cu
cai cay (Chemicon, mi san pham trong catalog AP309P) da dugc pha lodng theo ty 1€
1:2000 trong PBST chita 1% BSA dugc bo sung vao mdi 18, 0 & nhiét do 25°C trong 1
gio. Pia nay dwoc rira nam 14n bang PBST. Chét nén so mau TMB dugc b sung v6i
luong 100 pl/1d va G & nhiét do trong phong trong 10 phat. Qua trinh hién mau dugc
két thic bing cach bd sung dung dich HoSO4 1M véi luong 100 pl/15. Ning suét hip
thu & 450nm dugc doc trén mdy doc vi dia.

Tinh dic hiéu lién két ciia khang thé don dong thé kham khang IL-17A cta ngudi
dwoc xéc dinh bing thir nghiém ELISA. IL-17A téi t6 hop ctia ngudi, IL-17B, IL-17C,
IL-17D, IL-17E, IL-17F, IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-21, IL-22, IL-23, IFN-g va TNFa
(san pham cua Sino Biological Inc. hodc R&D systems) dugc phu trén dia ELISA 96
16 ¢6 kha ning hép phu cao cung v6i dung dich dém cacbonat c6 do pH=9,6, né)ng do
chét phti 1a 1pg/ml, lugng chét phu 1a 100 ul/15, va qué trinh pht duogc thuc hién &
nhiét d 4°C qua dém. Rira nim lan bang PBST. Khoa bing PBST chita 1% BSA véi
lugng 300 pl/13 va & & nhiét do 25°C trong 1 gio. Rira ndm 1in bing PBST. Khéng thé
d6i ching va mau khéng thé don dong thé kham khang IL-17A cta ngudi da duge pha
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logng trong PBST chtra 1% BSA dugc bd sung vao véi lugng 100ul cho mdi 19, 0 &
25°C trong 1 gid. Rira ndm 1in bang PBST. Sau d6, 100ul khang thé khang IgG cula
nguodi duge danh d4u bang peroxidaza cdy cu cai cay (Chemicon, ma san pham trong
catalog AP309P) da dugc pha loang theo ty 1€ 1:2000 trong PBST chtra 1% BSA dugc
b6 sung vao mdi 18, G & nhiét do 25°C trong 1 gio. Rira ndm 1An bang PBST. Chét nén
so mau TMB duoc bd sung véi lugng 100 (l/15 va hién mau & nhiét do trong phong
trong 10 phat. Qua trinh hi¢n mau dugc két thic bang cach bd sung dung dich H2SO4
IM v6i luong 100 ul/lS. Nang suét hép thu & 450nm duge doc trén may doc vi dia.

Két qua duge thé hién trén Fig.3. Khang thé don dong thé kham khang IL-17A
ctia ngudi lién két voi IL-17A ctia ngudi va khi, nhung khong lién két voi IL-17A cua
chudt hodc chudt nhat ching t6 khang thé ndy cé tinh ddc hi¢u loai. Ngoai ra, nhu
duoc thé hién trén Fig.4, khang thé don dong thé kham khang IL-17A cla nguoi con
c6 tinh dac hidu lién két manh, n6 chi lién két v6i IL-17A ma khong lién két voi cac
xytokin khéc ctia ho IL-17 hodc céc xytokin khong lién quan.

Vi du 5. Hoat tinh trung hoa ciia khang thé don dong thé kham khang IL-17A cua
nguoi in vitro

MAu khéng thé khang IL-17A cla ngudi duge pha lodng trong mdi truong
DMEM day di (GIBCO, ma san phdm trong catalog 11995-073) chira 10% FBS
(Hyclone, ma san pham trong catalog SH30084.03). Néng do6 ban dAu cta khang thé 1a
160nM va ndéng do cudi 1a 40nM trong méi truong. Khang thé duogc pha loang theo
loat 5 1an, va sau d6 duge bo sung vao dia nudi chy té bao vai lugng 50pl mdi 16. 20
ng/ml IL-17A ciia nguoi (nébng do cudi 5 ng/ml) dugc pha lodng bang chinh moi
truong diy da nay va bd sung vao dia nudi cly té bao v6i lugng 50l mdi 16. Pia nay
duge U & nhiét do 37°C trong tu ép chita 5% CO,. Té bao HFF-1 duoc téi tao hén dich
trong moi trudng day du va cly vao dia nudi cy té bao 96 16 v6i lugng 100pl mbi 16,
5000 t6 bao mdi 1. Té bao duoc G & nhiét dd 37°C trong 24 gid trong tu 4p chia 5%
CO,. Sau khi két thic qué trinh U, dia nudi chy té bao dugc ly tam o tbe dd 250xg
trong 5 phut, va dich ndi bé mat nudi cdy duoc tach ra, va lugng IL-6 cla nguoi dugc
phéat hién bang cach st dung kit ELISA xéac dinh IL-6 cua ngudi (R&D systems, ma
san pham trong catalog S6050) theo huong dan.

Két qua duge thé hién trén Fig.5. So vdi Secukinumab, khang thé don dong thé
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kham khang IL-17A cla ngudi ¢6 hoat tinh trung hoa IL-17A in vitro manh hon, va
hiu qua t&t hon déi véi viée trc ché sy tiét IL-6 cia té bao HFF-1 dugc kich thich boi
IL-17A.

Vi du 6. Hoat tinh trung hoa cta khang thé don dong thé kham khang IL-17A cta
nguoi in vivo

Chudt cai BALB/c, 6 dén 8 tudn tudi mua cua Beijing Huafukang Biotechnology
Co., Ltd. dugc st dung lam dong vat thtr nghiém. Mot tudn sau khi chudt nay duogc
thich nghi véi mdi truong, chudt dugce chia ngu nhién thanh cac nh6m, méi nhém séu
con. M&i nhém duoc st dung khang thé don dong thé kham khang IL-17A ctia nguoi
hoic khang thé don dong dbi chiing Secukinumab & ba lidu 12 0,7 nmol/kg, 7 nmol/kg
hodc 70 nmol/kg st dung mot lan bang cach tiém tinh mach. Mot gio sau khi st dung,
IL-17A ctia ngudi dugce tiém duédi da voi lidu 10pg cho mdt con chudt. Hai gid sau do,
miu méu sau & mit duoc 14y ma khong chéng déng, va mau mau nay dugc dé yén &
nhiét do trong phong trong 30 phut dén 1 gio. Sau khi mau dong, mau méau dugc ly
tam & tdc d6 3000 vong/phut trong 10 phut dé thu duoc miu huyét thanh. Nong do6
CXCL1 ctia chudt (phéi tir chemokin motif C-X-C, con duoc goi la KC) trong huyét
thanh dugc phat hién theo hudng dan bang cach sir dung kit ELISA xdc dinh CXCL1
(RayBiotech, mé san phém trong catalog ELM-KC).

Két qua duoc thé hién trén Fig.6. Khang thé don dong thé kham khang IL-17A
ctia nguoi cd tdc dung e ché su tiét CXCL1 & chudt dugc kich thich bang IL-17A cua
ngudi, 6 hoat tinh manh hon so vé6i khang thé don dong ddi chimg Secukinumab.

Vi du 7. Nghién cttu duge dong hoc cua khang thé don dong thé kham khéng IL-17A
cua nguoi & chudt

Chuot cai SD, 6 dén 8 tudn tudi mua cta Beijing Huafukang Biotechnology Co.,
Ltd. duoc st dung lam dong vat thir nghiém. Mot tudn sau khi chudt nay dugc thich
nghi v6i moi truong, chudt duogc chia ngAu nhién thanh cac nhém, mbi nhém ba con.
Khéng thé don dong thé kham khang IL-17A cla ngudi va khang thé don dong d6i
chung Secukinumab duge st dung tuong Ung & lidu 20 nmol/kg bang céach tiém mot
liéu qua duong tinh mach. G thoi diém 0, 5 phut, 30 phut, 1 gio, 4 gio, 8 giv, 24 gio,
48 giv, 72 gio, 96 gio, 120 gio, 168 gio, 216 gio, 264 giod, 312 gid sau khi sir dung,

mau mau sau & mat duoc 14y ma khong chong dong, va mau mau nay duogc dé yén ¢
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nhiét do trong phong trong 30 phut dén 1 gio; sau khi dong, mau mau dugc ly tdm &
tdc dd 3000 vong/phut trong 10 phut, mAu huyét thanh thu dugc dugc dong lanh &
nhiét d -80°C va bao quan dé thir nghiém.

Néng do khéng thé don dong thé kham khang IL-17A cta ngudi va khang thé
don dong dbi chirg Secukinumab trong huyét thanh dugc xéac dinh bang thtr nghiém
ELISA. Néi mot cach ngén gon, protein IL-17A tai td hop ctia ngudi dugc phu 1én dia
ELISA c6 kha ning hép phu cao cing véi dung dich dém cacbonat ¢6 do pH=9,6 ¢
nhiét d6 4°C qua dém. Dia ndy dugc roa nam lan bing PBST. Pé ngan su lién két
khong dic hiéu, dia dugc khoa béng PBST chira 5% bét sita khong béo, va sau do rtia
bang PBST. Sau do, mAu huyét thanh can thtr nghiém duoc pha lodng bang PBST chua
10% huyét thanh chudt hén hop va 1% BSA dugce bd sung vao va u ¢ nhiét do 25°C
trong 1 gio, va dia duoc rura bang PBST. Khang thé khang IgG cua ngudi dugc danh
dAu bang peroxidaza cdy cu cai cay (Chemicon, mé san phim trong catalog AP309P)
pha loang trong PBST chtra 5% bot sita gy dugc bd sung vao, U & nhiét do 25°C trong
1 gio, sau do dia dugc rua béng PBST. Cudi cing, qua trinh hién mau dugc thuc hién
bang cach st dung chét nén so mau TMB & nhiét do trong phong trong 10 phut. Qua
trinh hién mau duoc két thic bang cach bd sung dung dich H2SO4 1M v6i luong 100
1l/15. Nang suat hip thu & 450nm dugc doc trén may doc vi dia.

Két qua dugc thé hién trén Fig.7. Mot lidu tiém 20 nmol/kg qua dudng tinh mach
ctia khang thé don dong thé kham khang IL-17A cla ngudi hodc khang thé don dong
dbi chung Secukinumab c6 dudng cong ndng do-thoi gian va dir li¢u duge dong hoc
gidng nhau & chudt. Céac thong s6 duoc ly ctia khang thé don dong thé kham khang
IL-17A cua ngudi 1a nhu sau: thoi gian ban huy tiz 1a 458 gio; dién tich dudi duong
cong ndng do-thoi gian AUCcuéi cing 12 44286 nM.gid; ndng dd ban dau udce tinh Co la
413nM: thé tich phan bd biéu kién Vd 1a 115 ml/kg; mte do thanh thai CL la 0,17
ml/gid/kg; thoi gian luu trung binh MRTeusi cing l1a 140 gio.

Vi du 8. Pidu ché khang thé don dong nhan hoa khang IL-17A clia ngudi

Dang nhan héa ctia khang thé khang IL-17 cua nguoi duge didu ché theo phuong
phap cuia Leung va céc dong tac gia (1995, Molecule Immunol 32: 1413-27).

Khuon nhan héa phu hop nhit v6i ving khong phai CDR cua chudt nhit duoc

chon tir co s& dit liéu Germline. Khudn cua vung bién ddi chudi ning 1a IGVH4-59*01
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va trinh tu ciia n6 duge néu trong SEQ ID NO: 35. Khuén cta vung bién d6i chudi nhe
12 IGKV2-30%02 va trinh tu ctia né duge néu trong SEQ ID NO: 36. Vung CDR cua
khéng thé ctia chudt dugc ghép vao khudn nhén hoa da chon dé thay thé ving CDR
cta khuon cda nguodi. Ving bién ddi chudi ning cia khang thé nhan hoa ghép thu
duoc ¢6 trinh tw néu trong SEQ ID NO: 37, va vung bién dbi chudi nhe cua khang thé
nhan hoa ghép thu duge co trinh ty néu trong SEQ ID NO: 38. Chin vi tri da chon
bing cach dong thing hang trinh tu dugce dot bién ngugc, bao gbm bén vi tri trén chudi
ning 1a L4V, [49M, V68L, V72R, va ndm Vi tri trén chudi nhe 1a D11, V21, F41Y, R5I1L,
Y92F. Céc trinh ty nhan hoa khac nhau dugc thiét ké béng cach giam sb vi tri dot bién
nguge, va trinh ty chudi ning va trinh ty ving bién dbi chudi nhe duoc thé hién trong
bang 3. Vung bién d6i chudi ning (SEQ ID NO: 27 dén 34) cua khang thé don dong
nhan hoa khang IL-17A cta nguoi dugc lién két v6i ving hang dinh chudi ning (SEQ
ID NO: 10) ctia IgG1 ctia khang thé nguoi dé thu duoc trinh ty ¢ chiéu dai day du cua
chudi ning tuong ung. Viung bién dbi chudi nhe (SEQ ID NO: 19 dén 26) cta khang
thé don dong nhan hoa khang IL-17A cua nguoi duoc lién két v6i ving hang dinh
chudi nhe (SEQ ID NO: 9) cua khang thé Kapa clia nguoi dé thu duoc trinh ty co6
chiéu dai ddy du cta chudi nhe twong tng. Trinh tu c6 chidu dai ddy dt cua chudi ning
duoc két hop véi trinh tu ¢o chiu dai déy du cta chudi nhe dé thu duoc trinh tu cé
chidu dai ddy du cta khang th& nhan héa. Trinh tu c6 chiéu dai day du nay dugc cit
bang EcoRI va HindIII, va sau d6 gin vao vecto X0GC.
Bang 3. Trinh ty cta vung bién dbi chudi nang va ving bién ddi chudi nhe cua

khéng thé nhan hoa khang IL-17A cla ngudi

VH SEQ ID NO:
duogc ghép 27
BM 28
AS15799 29
AS15802 30
AS15803 31
AS15805/AS15815 32
AS15810 33
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AS15820 34

VL SEQ ID NO:

dugc ghép _ 19

BM 20

AS15799 21
AS15802/ AS15803 22

AS15805 23

AS15810 24

AS15815 25

AS15820 26

Vi du 9. Hoat tinh lién két v6i khang nguyén cta khang thé don dong nhan hoa khang
IL-17A cta nguoi

Hoat tinh lién két v6i khang nguyén cta khang thé don dong nhin héa khing
IL-17A ciia ngudi dugc xéc dinh bing thir nghiém ELISA. IL-17A tai td hop cuia
nguoi (san phim cta Sino Biological Inc.) dugc phi trén dia ELISA 96 15 c6 khé ning
hép phu cao cung v6i dung dich dém cacbonat c¢6 dd pH=9,6, ndng do chat phu 1a
1pg/ml, lugng chét phu 1a 100 pl/15, va qué trinh phi duge thuc hién & nhiét do 4°C
qua dém. Dia nay dugc rira ndm 1an bang PBST va khoa bang PBST chtra 1% BSA véi
lwong 300 pl/16 va duge & nhiét 6 25°C trong 1 git. Dia nay dugc rira nam 14n bang
PBST. Khéng thé dbi chimg va mAu khang thé don dong thé kham khang IL-17A cua
ngudi di dugc pha loang trong PBST chtra 1% BSA dugc bd sung vao voi luong
100pl cho mdi 156, 0 & 25°C trong 1 gio. Bia nay duge rira nam 14n bang PBST. Sau do,
100ul khang thé khang IgG cta ngudi dugc danh dAu bang peroxidaza cy cu cdi cay
(Chemicon, mé san pham trong catalog AP309P) da dugc pha loang theo ty 1¢ 1:2000
trong PBST chira 1% BSA dugc bd sung vao mdi 16, G & nhiét dd 25°C trong 1 gio.
Dia nay dugc rira nam 14n bang PBST. Chét nén so mau TMB duge bd sung v6i luong
100 pl/16 va & nhiét do trong phong trong 10 phut. Qua trinh hién mau dugc két thic
bing cach bd sung dung dich H2SO4 1M v6i luong 100 pl/1d. Nang sudt hap thu &
450nm dugc doc trén may doc vi dia.

Két qua duoc thé hién trén Fig.8. Tét ca cac khang thé don dong nhan hoa khang
IL-17A cta ngudi AS15799, AS15802, AS15803, AS15805, AS15810, AS15815 va
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AS15820 du c6 thé lien két voi IL-17A cta nguoi véi 4i lyc cao.
Vi du 10. Hoat tinh trung hoa cta khang thé don dong nhan hoa khang IL-17A cia
nguoi in vitro

MAu khang thé khang IL-17A cta ngudi duoc pha lo3ng trong moi truong
DMEM ddy dii (GIBCO, md san phdm trong catalog 11995-073) chira 10% FBS
(Hyclone, ma san phém trong catalog SH30084.03). Nong do ban dau cua khang thé 1a
160nM va ndng dd cudi 12 40nM trong moi truong. Khang thé duoc pha loang theo
loat 5 14n, va sau d6 duge bd sung vao dia nudi cdy té bao vé6i lugng 50ul mdi 16. 20
ng/ml IL-17A cta ngudi (ndng do cubi 5 ng/ml) dugc pha lodng bang chinh moi
truong diy di nay va bd sung vao dia nudi cdy t& bao véi lwong 50ul mdi 15. Dia nay
dugc 0 & nhiét do 37°C trong ti ép chira 5% CO». Té bao HFF-1 duoc tai tao hdn dich
trong mdi truong ddy di va cdy vao dia nuoi chy té bao 96 18 voi lugng 100pl mdi 16,
5000 t& bao mdi 15. Té bao dugc 0 & nhiét do 37°C trong 24 gid trong ti 4p chira 5%
CO,. Sau khi két thic qua trinh 0, dia nuéi cdy té bao dugc ly tAm & tbc do 250xg
trong 5 phut, va dich ndi bé mit nudi cdy dugc tach ra, va lugng IL-6 cia ngudi.duqc
phéat hién bang cach st dung kit ELISA xac dinh IL-6 cta nguoi (R&D systems, ma
san pham trong catalog S6050) theo hudng dan.

Két qua duge thé hién trén Fig.9. So v6i Secukinumab, cac khang thé don dong
nhan hoa khang IL-17A ctia ngudi AS15799, AS15802, AS15803, AS15805, AS15810,
AS15815 va AS15820 c6 hoat tinh trung hoa IL-17A manh hon va hiéu qua manh hon
i véi vide te ché su tiét TL-6 cta ngudi béi té bao HFF-1 in vitro duge kich thich
bang IL-17A cla nguoi.

Vi du 11. Phat hién do tinh khiét va do on dinh nhiét ctia khang thé don dong nhan héa
khang IL-17A cua ngudi bang phuong phap sdc ky chit long tinh ning cao loai trr
kich thuéc (Size-exclusion High-performance Liquid Chromatography: SE-HPLC)

Cot sic ky TSKgel SuperSW3000 (mé san phém trong catalog 0018675) dugc su
dung. Pha dong 1a 0,1mol/l dung dich dém phosphat (NaH2PO4-Na,HPO4), 0,1 mol/l
dung dich dém natri sulfat, do pH =6,7; tbc d6 dong 1a 0,35 ml/phut; nhiét do cot la
25°C; nhiét do khéi mau 13 4°C; budc séng phat hién 1a 280nm. Mau duogc pha lodng
bang dung dich dém mau t6i 1 mg/ml, va thé tich bom mAu la 5pl. Két qua thir nghiém

duoc xir ly bang thiét bi sic ky chit 1ong tinh ning cao Agilent 1260, va do tinh khiét
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duoc tinh bang ty 18 phén trim cua dinh chinh bang cach st dung phuong phép chuan
héa dién tich. Khang thé don dong nhan héa khang IL-17A cla nguoi thu duoc & trén
duoc phan tich do tinh khiét bang phuong phap SE-HPLC. Pé xé4c dinh do on dinh
nhiét cia cac khang thé don dong nay, céc mau duoc dé trong diéu kién nhiét do cao
40°C, va cac mau nay dugc phan tich bang phuong phap SE-HPLC & tudn thir hai va
tuan thtr tu tuong Gng dé quan sat do 4n dinh nhiét, va Kkét qué dugc thé hién trong
bang 4 dudi day. T4t ca cac khang thé nhan hoa khang IL-17A cua ngudi déu c6 dd 6n
dinh t6t va dang Ké.

Bang 4. D6 6n dinh nhiét ciia khdng thé don dong nhan héa khang IL-17A cla nguoi 6
40°C x4c dinh bang phuong phap SE-HPLC

i D9 tinh khiét theo phuong phap
Khéng thé don dong nhén hoa khang IL-17A
SE-HPLC
cua ngudi - -
T=0 Tuén 2 Tuén 4
AS15802 99,9% 98,5 97,3
AS15803 | 99,9% 98,3 96,9
AS15810 98.,0% 96,9 95.9
AS15815 98,1% 97,2 96,5
AS15820 96,5% 95,7 94,5

Vidu 12. Xéc dinh chi s6 Tm cua khang thé don dong nhén héa khang IL-17A cua
nguoi

Nhiét do6 nong chay (Tm) ctia khang thé don dong nhan héa khang IL-17A ctua
ngudi dugc x4c dinh bang phuong phap do huynh quang bang cach quét vi phan
(Differential Scanning Fluorimetry: DSF). DSF la phuong phap phat hién qua trinh
bién tinh do nhiét cua protein trong mAu bang cich lgi dung su thay dbi cudong do
huynh quang cua chét chi thi huynh quang dé x4c dinh nhiét do bién chét protein. Chét
phan ung su dung la thudc nhudm huynh quang protein mau da cam SYPRO
(Sigma-Aldrich, My, mé san pham trong catalog S5692; ndng d6 5000 trong DMSO).
M4y PCR thoi gian thue AB 7500 la san pham cta Applied Biosystems, Inc., M.
Thubc nhudém huynh quang protein duge pha lodng theo ty 1€ 1:50 bang dung dich
dém mau va 1pl thuéc nhudm da pha lodng dugc tron voi 19ul dung dich protein, nén

ty 1&€ pha loang cubi cua thudc nhudém huynh quang la 1:1000. Thudc nhudm huynh
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quang da pha loang dugc bd sung vao dia c6 96 15, va ba 15 song song dugc 4n dinh
cho mdi mau. Pia duoc bit kin bang mang bit kin quang hoc, ly tdm & tbe do 1000
vong/phut trong 2 phut d8 loai bod bot khi. Chuong trinh RT-PCR dugc dit nhu sau:
duong cong nong chay duge dit theo kiéu lién tuc, khoang nhiét do quét 1a 25 dén
99°C, tbc do gia nhiét 1a 1% (khoang 1°C/phut), va sau d6 1a 25°C trong 2 phut. D
liéu duoc ghi trong qua trinh gia nhiét, nhém st dung thudc nhudm chi bao dugc dit 1a
“ROX”, nhém dap tét duoc dat 1a “khong” va thé tich phan tmg 1a 20ul. Nong do mau
12 1 mg/ml, va dung dich so sanh la dung dich dém mau. Puong cong huynh quang va
dao ham béc nhét duoc v& db thi bang cach st dung chuong trinh phén mém Protein
Thermal Shifi™ phién ban 1.3. Trong thir nghiém DSF, nhiét do diém gitta cua dinh
chuyén héa thtr nhét cta protein thuong duge cho 1a nhiét do bién tinh cta do 6n dinh
nhiét ciia protein. Chi sé Tm cta khang thé don dong nhén héa khang IL-17A cua
ngudi duge xac dinh va két qua dugc thé hién trong bang 5 dudi day. Tét ca cac khang
thé don dong nhan héa khang IL-17A cua nguoi du c6 chi s6 Tm kha t6t.

Bang 5 Chi s6 Tm ctia khang thé don dong nhan héa khang IL-17A cla nguoi

Khéng thé don dong nhan hoa khang IL-17A cua nguoi | Chi s6 Tm
AS15802 67,2°C
AS15803 68,3°C
AS15810 67,9°C
AS15815 69,3°C
AS15820 67,7°C

Vi du 13. Phat hién chit ddng phan mang dién tich cuia khang thé don dong nhan hoa
khang IL-17A cta nguoi bang phuong phap séc ky trao ddi cation (Cation Exchange
Chromatography: CEX)

Cot sic ky trao ddi cation MabPac SCX-10 dugc sut dung, 4mm * 250mm (ma
san pham trong Catalog: 78655). 20 mmol/l axit 2-(N-morpholin) etansulfonic (MES)
(pH= 5,6) va 60 mmol/l natri clorua dugc str dung 1am pha dong A; 20 mmol/l MES
(pH= 5,6) va 300 mmol/l natri clorua duoc st dung lam pha dong B. Téc dd dong 1a
0,5 ml/phuat; nhiét do cot 1a 25°C; nhiét do khéi mau 13 4°C; budc song phat hién 1a
280nm; thé tich nap mau la 50ul (1 mg/ml); qua trinh rira giai duge thyc hién theo

gradien tuyén tinh tir 5 dén 50% trong 60 phut. Két qua thtr nghiém duoc xt ly bing
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hé théng may tinh sic ky chit long tinh ning cao Agilent 1260, va ty 1¢ phén trim cta
dién tich dinh duoc tinh bing phuong phép chuin hoéa dién tich. Cac khang thé don
dong nhan héa khang IL-17A cta ngudi dugc phat hién bing phuong phap CEX. bé
xéc dinh do 6n dinh héa hoc cua cac khang thé don dong nay, cac mau néu trén duoc
dé trong didu kién nhiét do cao 40°C, va cac mau dugc ldy & tudn thir hai va tudn thir 4
twong (mg dé phat hién bang phuong phap CEX, va su thay ddi ty 18 cia céc bién thé
mang dién tich dugc quan sat. Két qua duoc thé hién trong bang 6. TAt ca cac khang
thé nhan hoa khang IL-17A cua ngudi c6 ty 1€ tuong d6i thip cua céc bién thé mang
dién tich.

Bang 6. Su thay dbi ty 1¢ ctia cac bién thé mang dién tich cua khang thé don dong nhan

hoa khang IL-17A cta ngudi & 40°C duge xac dinh bang phwong phap CEX

Su thay di ty 18 ciia céc bién thé mang dién tich

T=0 Tudn2

AS15802 | 64,9 (155 |19,6 |53,5 |32,7 |13.8
AS15803 |61,8 |[17,5 (20,7 |57 |37,5 |10.8
AS15810 |59,7 |14 26,3 49,9 [36,7 |13,5
AS15815 [60,3 | 144 [253 |47 40,4 | 12,6
AS15820 |587 |16,6 |[24,7 |49,1 |356 |153

Vi du 14. Db 6n dinh cta khang thé don dong nhan héa khang IL-17A clia ngudi trong
diéu kién do pH thép dé lam bét hoat virut

200pg mau thtr nghiém duge diéu chinh t6i d6 pH =3,4 £ 0,05 bang 1 mol/l dung
dich axit xitric gbc, va ndng do cubi cia miu 1a 1 mg/ml. Mau nay dugc dé & nhiét do
trong phong va 14y mau & céc thoi didm 0, 1, 2, 4 va 6 gio twong tng, va do pH duge
didu chinh t6i 7,5 bang 2 mol/l dung dich gbe Tris-HCI, do pH= 9,5. Céc mau nay
duoc phén tich bing phuong phap SEC néu trén, va két qua dugc thé hién trong bang 7.
Khéng thé nhan hoa khang IL-17A ciia ngudi c6 thé chiu duge didu kién do pH thép dé
lam bét hoat virut trong thoi gian it nhét 6 giv cho thdy do on dinh tHt.
Bang 7. Do 4n dinh cua khang thé don dong nhan héa khang IL-17A cla ngudi trong
didu kién do pH thép dugc phét hién bang phuong phap SE-HPLC
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Khang thé don dong Do tinh khiét theo phuong phap SE-HPLC
nhan  hoa khang | Gio thtr | Gio tho

[L-17A clia ngudi T=0 Gio thtr nhat hai " Gio thtr sau
AS15802 99,9% 99,8 99,9 99,9 99.8
AS15803 99,9% 99,8 99,8 99.9 99.9
AS15810 98,0% 98,1 98,1 98,0 98,2
AS15815 98,1% 98,4 98.3 98,3 98,5
AS15820 96,5% 96,4 96,4 96,5 96,7

Vi du 15. Nghién ctru duge dong hoc cta khang thé don dong nhan hoa khang IL-17A
ctia nguoi & chudt

Chudt cai SD, 6 dén 8 tuin tudi mua cua Beijing Huafukang Biotechnology Co.,
Ltd. duoc st dung lam dong vét thir nghiém. Mot tudn sau khi chudt nay dugc thich
nghi v6i méi truong, chudt duge chia ngdu nhién thanh cac nhom, mdi nhém ba con.
Khang thé don dong th8 kham khang IL-17A cia ngudi va khang thé dbi ching duge
str dung tuong Ung & lidu 15 nmol/kg bang cach tiém mot lidu qua duong dudi da. 0
thoi didm 0, 1 gio, 4 gio, 8 giv, 24 giv, 48 giv, 72 giv, 96 gio, 120 gio, 168 gio, 216
gidy, 264 gio, 312 giv, 360 gio, 408 gio va 480 gio sau khi sir dung, mAu mdu sau 6 mat
dugc iy ma khong chdng dong, va miu méau nay dugc dé yén & nhiét do trong phong
trong 30 phut dén 1 gio; sau khi mau dong, mau mau dugc ly tdm & tbc dod 3000
vong/phut trong 10 phut, mAu huyét thanh thu duge dugc dong lanh & nhiét do -80°C
va bao quéan dé thit nghiém.

Nong d6 cta khang thé don dong thé kham khang IL-17A cla ngudi va khang
thé déi chimg trong huyét thanh dugc xac dinh bing thir nghiém ELISA. N6i mot cach
ngan gon, protein IL-17A tai td hop cua ngudi duoc phu 1én dia ELISA co kha nang
hép phu cao cung v6i dung dich dém cacbonat c6 @6 pH=9,6 & nhiét do 4°C qua dém.
Dia nay dugc rira nam lan bang PBST. Pé ngin su lién két khong dic hiéu, dia duoc
khoa bing PBST chira 5% bot sita khong béo, va sau do rira bing PBST. Sau d6, mau
huyét thanh can thtr nghiém dugc pha lodng bang PBST chtra 10% huyét thanh chudt
hdn hop va 1% BSA duoc bd sung vao va u & nhiét do 25°C trong 1 gio, va dia duogc
rira bang PBST. Khéang thé khang IgG cua ngudi duge danh dAu bang peroxidaza cy
cu cai cay (Chemicon, mé san pham trong catalog AP309P) pha loang trong PBST
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chira 5% bot sita gdy dugc bd sung vao, i & nhiét do 25°C trong 1 gid, sau do dia duge
rira bang PBST. Cudi cung, qué trinh hién mau duge thyc hién bang céach sit dung chét
nén so mau TMB & nhiét do trong phong trong 10 phit. Qua trinh hién mau duogc két
thiic bing céch b sung dung dich H2SO4 1M véi lugng 100 pl/16. Nang suét hap thu &
450nm duoc doc trén may doc vi dia.

Két qua dugc thé hién trén Fig.10. Mot lidu tiém 15 nmol/kg qua duong dudi da
ctia khang thé don dong nhan héa khang IL-17A cia nguoi, khang thé don dong dbi
chimg Secukinumab, va khang thé don dong ddi ching Ixekizumab c6 dudng cong
ndng do-thoi gian va dir liéu dugc dong hoc giéng nhau in vivo.

Cubi cing, can hiéu ring céc phwong an néu trén chi duge sir dung dé minh hoa
giai phap k¥ thuét cta sang ché thay vi lam gi¢i han n6; méc du sang ché da duoc md
ta chi tiét dua vao cac phuong an néu trén, nguoi co hiéu biét trung binh trong Iinh vuc
nay cén hiéu ring cac giai phap k¥ thuat md ta trong cac phuong an néu trén co thé
dugc cai bién, hosic mot sb hogc tat ca cac ddu higu ky thudt c6 thé dugc thay thé theo
cach tuong duong; va tuy nhién céc cai biéﬁ hoic thay thé nay s& khong lam cho ban
chét clia cac giai phap k¥ thuat trong tmg di chéch khoi pham vi cua cac gidi phap k¥
thuat cua cac phuong an cia sang ché.

Kha nang ap dung trong cdng nghiép: khang thé va doan chirc nang ctia né dugc
dé xuit boi sang ché c6 thé lién két dic hidu véi IL-17A, va ¢ thé dugc st dung dé
phong va/hodc diéu tri bénh lién quan dén su biéu hién qua muc va/hodc gidi phong
qua mtrc IL-17A, vi du bénh viém duong dan khi, bénh hen, bénh hen phé quan, bénh
hen di ung, bénh phéi tac nghén man tinh, bénh xo hoa phéi tu phat, bénh viém da
khép dang thip, bénh viém xuong khép, bénh viem d6t sdng dang thdp, bénh viém
khép vay nén, bénh vay nén, bénh xo climg réi rac, bénh xo cing toan than, bénh luput
ban do toan than, bénh viém than luput, bénh xo cliing bi, bénh viém rudt két man loét,
bénh viém rudt, bénh viém mang mach nho, bénh viém da day lién quan dén
Helicobacter pylori, bénh lodng xwong, &n mon xuong, ap Xe va dinh trong mang bung,
bénh Addison, bénh suy giam gama globulin, bénh rung toc tirng vang, bénh tiéu chay
m&, bénh Chagas, bénh Crohn, thdi ghép khac gen cung loai, bénh Behcet, nhiém

khudn, sdc nhiém khuan ho#c soc ndi doc to va bénh thiéu mau cuc bo.
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YEU CAU BAO HO

1. Khang thé hodc doan lién két khang nguyén cua né ma lién két ddc hiéu véi IL-17A
va chira vung bién di chudi nhe (VL) va ving bién doi chudi nang (VH);
trong d6 vung bién ddi chudi nhe (VL) bao gdm ving CDR-L1, CDR-L2 va
CDR-L3 chira cac trinh tu axit amin dwgc néu twong ung trong SEQ ID NO: 1, 2 va 3;
va viing bién déi chudi ning (VH) bao gom ving CDR-H1, CDR-H2 va CDR-H3

chira céc trinh tu axit amin duge néu twong ung trong SEQ ID NO: 4, 5va6;

2. Khéang thé hodc doan lién két khang nguyén ctia né theo diém 1, trong d6 khang thé
hodc doan lién két khang nguyén cta nd chira ving hing dinh cua IgGl, 1gG2, 1gG3,
IgG4, IgA, IgM, IgE va IgD cla nguoi.

3. Khang thé hozic doan lién két khang nguyén cta n6 theo diém 1, trong d6 doan lién

két khang nguyén dugc chon tir nhém bao gdm F(ab"), Fab', Fab, Fv va scFv.

4. Khang thé hogc doan lién két khang nguyén ctia né theo didm 1, ma 1a khéng thé

kham hoic khang thé nhan hoa hodc doan lién két khang nguyén cua chung.

5. Khang thé hoic doan lién két khang nguyén cia n6 theo diém 4, ma 1a khang thé
kham hoic doan lién két khang nguyén cla nd, trong d6 ving bién d6i chudi nhe (VL)
chtra trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 7; va vung bién ddi chudi ning

(VH) chira trinh tu axit amin dugc néu trong SEQID NO: 8§;

6. Khang thé hodc doan lién két khang nguyén cta né theo diém 5, trong d6 vung hang
dinh chudi nhe chira trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 9, va vung hing

dinh chudi ning chtra trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 10.

7. Khang thé hodc doan lién két khang nguyén cua nd theo diém 4, ma la khang thé
nhan héa hodc doan lién két khang nguyén cta nd, va chira cac ving khung chudi nhe
cta ving FR-L1, FR-L2, FR-L3 va FR-L4, va cac vung khung chudi ning cla viung
FR-H1, FR-H2, FR-H3 va FR-H4; trong do:

FR-L1 chia trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 11, hodc cac bién thé thay
thé cta nd trong do axit amin thir nhit D duoc thay bang I, va/hodc axit amin tht hai V

dugc thay bang I;
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FR-L2 chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 12, hodc céc bién thé thay
thé cia no trong d6 axit amin thu tu F dugc thay bing Y, va/hodc axit amin thtr mudi
bén R dugc thay bing L;

FR-L3 chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 13, hodc céc bién thé thay
thé ctia né trong d6 axit amin thir ba muoi 1am Y duoc thay bang F;

FR-L4 chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 14,

FR-H1 chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 15, hogc cac bién thé thay
thé ctia n6 trong d6 axit amin tht tu L duge thay bang V;

FR-H2 chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 16, hodc cic bién thé thay
thé ctia n6 trong d6 axit amin thtr muoi lam I duoc thay bang M;

FR-H3 chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 17, hoac cac bién thé thay
thé ctia n6 trong d6 axit amin thir hai V dugc thay bang I; va/hodc axit amin thi sdu V
duoc thay bang R; va

FR-H4 chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 18.

8. Khéang thé hodc doan lién két khang nguyén ciia né theo diém 7, trong d6 ving bién

41 chudi nhe (VL) chira trinh tw axit amin dugc chon tir SEQ ID NO: 19 dén 26.

9. Khang thé hoic doan lién két khang nguyén cta né theo diém 7, trong d6 ving bién

déi chudi nang (VH) chira trinh tw axit amin dugc chon tir SEQ ID NO: 27 dén 34.

10. Khang thé hodc doan lién két khang nguyén cua n6 theo diém 7, trong do:

a) vung bién dbi chudi nhe (VL) chira trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID
NO: 19; va ving bién d6i chudi nang (VH) chira trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ
ID NO: 27,

b) vung bién ddi chudi nhe (VL) chira trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID
NO: 20; va ving bién d6i chudi nang (VH) chta trinh ty axit amin dugc néu tron.g SEQ
ID NO: 28;

¢) vung bién dbi chudi nhe (VL) chita trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID
NO: 21; va ving bién d6i chudi nang (VH) chta trinh tr axit amin dugc néu trong SEQ
ID NO: 29;
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d) vung bién ddi chudi nhe (VL) chira trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID
NO: 22; va vung bién ddi chudi nang (VH) chira trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ
ID NO: 30;

e) vung bién ddi chudi nhe (VL) chia trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID
NO: 22; va ving bién i chudi nang (VH) chua trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ
ID NO: 31;

f) ving bién déi chudi nhe (VL) chira trinh ty axit amin duge néu trong SEQ ID
NO: 23; va vung bién dbi chudi ning (VH) chtra trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ
ID NO: 32;

g) vung bién ddi chudi nhe (VL) chira trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID
NO: 24; va ving bién d6i chudi nang (VH) chtra trinh ti axit amin duoc néu trong SEQ
ID NO: 33;

h) ving bién ddi chudi nhe (VL) chira trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID
NO: 25; va vung bién ddi chudi nang (VH) chta trinh tu axit amin duogc néu trong SEQ
ID NO: 32; hodc

i) vung bién dbi chudi nhe (VL) chira trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID
NO: 26; va ving bién d6i chudi nang (VH) chtra trinh tw axit amin dugc néu trong SEQ

ID NO: 34.

11. Ché pham chura khang thé hodc doan lién két khang nguyén cta né theo diém 1 va

chit mang dugc dung.

12. Ché pham theo diém 11, trong d6 khang thé hodc doan lién két khang nguyén cla
no6 duge lién két vai it nhit mot chét chin doan va/hodc chat didu tri dé tao ra thé lién
hop mién dich.

13. Ché pham theo diém 12, trong do6 chét chin doan duoc chon tir nhém bao gbm chat
déng vi phéng xa, chét tuwong phan phong xa, ion thuan ttr, kim loai, chét danh diu
huynh quang, chét danh d4u phat quang hoa hoc, chét twong phan siéu &m, va chét cam
quang.

14. Ché phém theo diém 12, trong d6 chit diéu tri duge chon tir nhoém bao gém khang

thé tran, chét doc té bao, dugc chét, chit ddng vi phong xa, nguyén tu bo, chét diéu
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bién mién dich, chét chéng chét té bao theo chuong trinh, chit diéu tri cdm quang, thé
lién hop mién dich va oligonucleotit.
15. Phan tir axit nucleic duge phén 1ap dugc chon tur:

A) ADN hogc ARN mai hoa khang thé hodc doan lién két khang nguyén clia n6

theo diém 1; va

B) axit nucleic bd sung cho axit nucleic duge xac dinh trong muc A).
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DANH MUC TRINH TU
<110> BEIJING HANMI PHARM. CO., LTD.

<120> KHANG THE LIEN KET DAC HIEU VOI IL-17A HOAC POAN LIEN KET KHANG NGUYEN
CUA NO, CHE PHAM CHUA KHANG THE NAY VA PHAN TU AXIT NUCLEIC PUQC PHAN LAP

<150> CN 201610827097.2
<151> 2016-09-14

<150> PCT/CN2017/101083
<151> 2016-09-08

<160> 38

<170> PatentIn phién ban 3.5

<210> 1
<211> 11
<212> PRT

<213> Nhéan tao
<400> 1

Gln Ser Leu Val His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr

1 5 10
<210> 2

<211> 7

<212> PRT

<213> Nhén tao
<400> 2

Lys Val Tyr Asn Arg Phe Ser

1 5
<210> 3

<211> 7

<212> PRT

<213> ©Nhéan tao
<400> 3

Gln Ser Thr His Phe Pro Thr

1 5
<210> 4

<211> 8

<212> PRT

<213> Nhéan tao
<400> 4

Asn Ser Ile Thr Ser Tyr Tyr Ala

1 5
<210> 5

<211> 7

<212> PRT
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<213> ©Nhén tao
<400> 5

Thr Tyr Ser Gly Thr Thr Ser

1 5
<210> 6

<211> 13

<212> PRT

<213> ©Nhén tao
<400> 6

Ala Arg Glu Glu Tyr Asp Asp Ile Tyr Ala Val Asp Tyr

1 5 10
<210> 7

<211> 111

<212> PRT

<213> Nhéan tao
<400> 7
Ile Ile Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val Ser Leu Gly

1 5 10 15

Asp Gln Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser
20 25 30

Asn Gly Asn Thr Tyr Leu His Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Lys Val Tyr Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr Phe Cys Ser Gln Ser
85 90 95

Thr His Phe Pro Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 8
<211> 120
<212> PRT

<213> Nhéan tao
<400> 8

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

Tyr

Met

Lys

65

Leu

Ala

Gly

Leu

Ala

Gly

50

Ser

Gln

Arg

Thr

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

<400>

Arg

Gln

Tyr

Ser

Thr

65

Lys

Pro

Thr

Leu

Pro

Gly

Tyr

His

Val

<210>

Ser

Trp

35

Tyr

Arg

Leu

Glu

Ser
115

107
PRT
Nhéan

Val

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr

10

Leu

20

Asn

Ile

Ile

Asn

Glu

100

Val

tao

Ala

Ser

20

Glu

Ser

Leu

Val

Lys
100

Thr

Trp

Thr

Ser

Ser

85

Tyr

Thr

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

Tyr

85

Ser

Cys

Ile

Tyr

Ile

70

Val

Asp

Val

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

70

Ala

Phe

Thr

Arg

Ser

55

Thr

Thr

Asp

Ser

Ser

Ala

Val

Ser

55

Thr

Cys

Asn

Val

Gln

40

Gly

Arg

Thr

Ile

Ser
120

Val

Ser

Gln

40

Val

Leu

Glu

Arg

36406

Thr

25

Phe

Thr

Asp

Glu

Tyr
105

Phe

Val

25

Trp

Thr

Thr

Val

Gly
105

Gly

Pro

Thr

Thr

Asp

90

Ala

Ile

10

Val

Lys

Glu

Leu

Thr
90

Glu
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Asn

Gly

Ser

Ser

75

Thr

Val

Phe

Cys

Val

Gln

Ser

75

His

Cys

Ser

Asn

Tyr

60

Lys

Ala

Asp

Pro

Leu

Asp

Asp

60

Lys

Gln

Ile

Lys

45

Asn

Asn

Thr

Tyr

Pro

Leu

Asn

45

Ser

Ala

Gly

Thr

30

Leu

Pro

Gln

Tyr

Trp
110

Ser

Asn

30

Ala

Lys

Asp

Leu

Ser

Glu

Ser

Phe

Tyr

95

Gly

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ser
95

Tyr

Trp

Leu

Phe

80

Cys

Gln

Glu

Phe

Gln

Ser

Glu

80

Ser



<211>
<212>
<213>

<400>

330
PRT
Nhan

10

Ala Ser Thr

1

Ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Lys

Pro

Lys

Val

145

Tyr

Glu

His

Lys

Gln
225

Thr

Pro

Val

50

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

130

Val

vVal

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Pro

115

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

195

Leu

Arg

tao

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Pro

Glu

Gly

Gly

Val

Phe

vVal

Val

85

Lys

Leu

Thr

Val

Val

165

Ser

Leu

Ala

Pro

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln
230

Ser

Ala

vVal

Ala

55

Val

His

Cys

Gly

Met

135

His

Val

Tyr

Gly

Ile

215

Val

Val

Ala

Ser

40

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

120

Ile

Glu

His

Arg

Lys

200

Glu

Tyr

36406

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

105

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

185

Glu

Lys

Thr

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

170

Val

Tyr

Thr

Leu
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Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

His

Val

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro
235

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

140

Val

Thr

Val

Cys

Ser

220

Pro

Pro

Val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Ser

Lys

30

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

110

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

190

Val

Ala

Arg

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

95

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

175

Val

Ser

Lys

Asp

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

160

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu
240
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Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr
245 250 255

Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn
260 265 270

Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe
275 280 285

Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn
290 295 300

Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr
305 310 315 320

Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
325 330

<210> 11
<211> 26
<212> PRT

<213> Nhén tao
<400> 11
Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Leu Gly

1 5 10 15

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser
20 25

<210> 12
<211> 17
<212> PRT

<213> Nhén tao
<400> 12

Leu His Trp Phe Gln Gln Arg Pro Gly Gln Ser Pro Arg Arg Leu Ile

1 5 10 15
Tyr

<210> 13

<211> 36

<212> PRT

<213> Nhéan tao
<400> 13

Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly
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1 5 10 15

Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly
20 25 30

val Tyr Tyr Cys

35
<210> 14
<211> 10

<212> PRT
<213> Nhén tao

<400> 14

Phe Gly Gln Gly Thr Arg Leu Glu Ile Lys

1 5 10
<210> 15
<211> 25

<212> PRT
<213> Nhén tao

<400> 15
Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu

1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser
20 25

<210> 16

<211> 17

<212> PRT
<213> Nhén tao

<400> 16

Trp Asn Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile Gly

1 5 10 15
Tyr

<210> 17

<211> 30

<212> PRT

<213> Nhén tao
<400> 17
Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu Lys

1 5 10 15

Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
20 25 30
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<210> 18

<211> 11

<212> PRT
<213> Nhén tao

<400> 18

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

1 5 10
<210> 19
<211> 111
<212> PRT

<213> Nhén tao
<400> 19
Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Leu Gly

1 5 10 15

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser
20 25 30

Asn Gly Asn Thr Tyr Leu His Trp Phe Gln Gln Arg Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Arg Arg Leu Ile Tyr Lys Val Tyr Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Ser Gln Ser
85 90 95

Thr His Phe Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Arg Leu Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 20
<211> 111
<212> PRT

<213> Nhéan tao
<400> 20

Ile Ile Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val Ser Leu Gly
1 5 10 15

Asp Gln Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser
20 25 30

Asn Gly Asn Thr Tyr Leu His Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
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35 40 45

Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Lys Val Tyr Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr Phe Cys Ser Gln Ser
85 90 95

Thr His Phe Pro Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 21
<211> 111
<212> PRT

<213> ©Nhéan tao
<400> 21
Tle Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Leu Gly

1 5 10 15

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser
20 25 30

Asn Gly Asn Thr Tyr Leu His Trp Tyr Gln Gln Arg Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Arg Arg Leu Ile Tyr Lys Val Tyr Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp val Gly Val Tyr Tyr Cys Ser Gln Ser
85 90 95

Thr His Phe Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Arg Leu Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 22
<211> 111
<212> PRT

<213> Nhéan tao
<400> 22
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