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(21) 1-2020-06526
(57) Sang ché dé cap dén khang thé don dong khang yéu té sinh truong than
kinh, trinh tu nucleotit ma héa né, kit va thudc chira khang thé nay. Khang thé
don dong khang yéu t6 sinh truong than kinh theo sang ché bao gom chudi ning
bao gom vung 6n dinh cia chudi ning va vang bién d6i cua chudi niang, va
chudi nhe bao gém vung 6n dinh cua chudi nhe va ving bién doi caa chudi nhe.
Vung bién déi cua chudi nang bao gdm ba viang quyét dinh tinh b tro HCDR1,
HCDR2 va HCDR3, va vung bién dbi cua chudi nhe bao gdm ba viang quyét
dinh tinh bé tro LCDR1, LCDR2 va LCDR3. Khang thé don dong khang yéu t6
sinh trudng than kinh theo sang ché co thé lién két dic hiéu véi yéu td sinh
truong than kinh, va cé thé duoc sir dung dé phat hién sy c6 mat va/hoic mic do
cua yéu té sinh truong than kinh, cling nhu dé bao ché thudc dé wc ché sy tang
sinh cua té bao TF-1 phu thudc yéu to sinh truong than kinh, va dé bao ché
thudc dé diéu tri hoic ngan ngira it nhat mot trong s6 chimg dau do bénh ly than
kinh, dau man tinh, va dau do viém.

= =
= g
o0 S
| = = <
< = s 72
hYA e < /M
KDa, -
116.0
66,2
45,0
35,0
25,0
18,4 M
14,4

FIG. 1



42317

Linh vwe k§ thuit dwge dé cap
Séng ché d& cap dén linh vuc min dich hoc va sinh hoc phan tir. Cu thé hon, sang
ché d& cap dén khang thé don dong khang yéu t6 sinh truong than kinh, gen ma hoa né, va

str dung né dé san xuat cac kit phat hién va cac thuoc khac nhau.

Tinh trang k§ thuit clia sang ché

Yéu t6 sinh truong than kinh (NGF) 1a mot trong sé céc yéu t6 dinh dudng than kinh
dugc xac dinh sém nhét, va dong vai trd quan trong trong qua trinh phat sinh, biét hoa va
duy tri chirc ning cua cac noron sinh hoc. NGF ¢6 thé lién két voi thu thé tropomyosin
kinaza A (TrKA) véi 4i luc cao va ¢6 thé lién két khong dac hidu véi thu thé P75N™R. Ngay
cang ¢6 nhiéu bang chimg cho thdy rang, ngoai viéc cé cac tac dung sinh hoc thic day su
sinh trudng, phét trién va séng con cia noron, NGF thuong duge coi la yéu t§ trung gian
gdy ra ching dau dai dang va dau man tinh. Vi du, viée truyén tinh mach NGF c6 thé gay
ra cic phan Ung dau toan than, va viéc tiém tai chd NGF c6 thé gy ra chimg ting cam dau
va dau bét thuong & vi tri tiém. Su tiét NGF & vi tri viém tang vot va kéo dai lau hon.
Ngoai ra, trong céc loai bénh ung thu nhit dinh, NGF qua mtc thic ddy su sinh truéng va
tham nhiém c4c soi than kinh, do d6 cam tmg dau ung thu. DA cé théng bao rang chudt
nhét bi bit hoat thu thé TrKA s& khong biéu hién chimg dau, va NGF dugc coi 1a phén tir
lién quan mat thiét dén chung dau. Bang chiing cho thdy rang viéc st dung cac chét uc ché

NGF c¢6 thé lam giam nhe cic dap tng dau trong md hinh dong vat dau do bénh ly than

v27

kinh va dau do viém man tinh. Khang thé trung hoa khéang NGF ¢6 thé 1am giam dau dang

ké trong mé hinh dau ung thu & chut.

Céc thubc khang thé, nhét 1a khang thé don dong, di dat téc dung tdt trong diéu tri
céc bénh khéc nhau. Viée diéu ché cac khang thé don dong khang NGF an toan va hiéu
qué c6 thé tao ra 16p thudc giam dau méi trong diéu tri dau man tinh va dau ung thu khéc

vé6i thube opiat, thude khong steroit, v.v., gdy nghién hodc gdy tic dung phu trong dudng
1



42317

tiéu hoa. Hién nay, Tanezumab, do Pfizer Pharmaceuticals Co., Ltd. phat trién, c6 tac dung
giam dau t6t trong cac nghién cru tién 1am sang va 1am sang. Tuy nhién, van chua c6 cac

khang thé khang NGF khac v6i hoat tinh cao hon.

Ban chit ky thuit cia sing ché

Muc dich cta sang ché 1a khac phuc cac nhugc didm v& hoat tinh thdp va khéc biét
loai ctia cac khang thé khang yéu t§ sinh truéng than kinh trong linh vuc nay, va dé xuét
khéng thé don dong khang yéu t6 sinh truéng than kinh véi hoat tinh cao va loai bd khac
biét loai, va gen mi héa va st dung n6, cling nhu st dung n6 trong san xudt céc kit phat
hién va cac thudc khac nhau.

Pé dat duoc muc dich trén ddy cua sang ché, sang ché dé xuit khang thé don dong
ma c6 thé lién két ddc hiéu véi yéu t6 sinh truong than kinh ctia ngudi, bao gdm cac chudi
nang va cac chudi nhe, chudi ning bao gdm ving 4n dinh ctia chudi ning va ving bién ddi
ctia chudi ning, va chudi nhe bao gdm ving 6n dinh cta chudi nhe va ving bién déi cua

chudi nhe.

Céc ving bién ddi ctia chudi nhe va chudi nang xéc dinh su lién két (gin két) khang
nguyén; vung bién dbi ctia mdi chudi chira ba ving siéu bién, goi 1a ving quyét dinh tinh
bd trg (CDR) (cdc CDR cua chudi nang (H) bao gdm HCDR1, HCDR2, HCDR3, va céc
CDR cutia chudi nhe (L) bao gém LCDRI1, LCDR2, LCDR3; ma dugc dat tén boi Kabat va
cac ddng tac gia, xem Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition
(1991), Volumes 1-3, NIH Publication 91-3242, Bethesda Md).

Theo sang ché, ving bién dbi ctia chudi ning bao gdbm ba ving quyét dinh tinh b tro
HCDR1, HCDR2 vi HCDR3, va ving bién déi ctia chudi nhe bao gom ba ving quyét dinh
tinh bd tro LCDR1, LCDR2 va LCDR3;
trong d6 trinh ty axit amin cua vung quyét dinh tinh bd trg HCDR1 dugc néu trong SEQ
ID NO: 5;

trinh tu axit amin ctua vung quyét dinh tinh bd trg HCDR2 duge néu trong SEQ ID NO: 6;
trinh tu axit amin cia vung quyét dinh tinh bd tro HCDR3 duoc néu trong SEQ ID NO: 7;

trinh ty axit amin cua vung quyét dinh tinh bd trg LCDR1 dugc néu trong SEQ ID NO: 8;
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trinh tu axit amin ctia ving quyét dinh tinh bd trg LCDR2 dugc néu trong SEQ ID NO: 9;

va
trinh ty axit amin cta ving quyét dinh tinh bd trg LCDR3 dugce néu trong SEQ ID NO: 10.

Theo sang ché, trinh ty axit amin cua 6 ving CDR duoc cAu tric, va cac cai bién dic
hiéu dugc tao ra dé cai thién hoat tinh lién két v6i khang nguyén cua cdc vung bién dbi cua
khang thé. Pé thich ing véi cac thay d6i trong c4c vung CDR, cac ving khung cling dugc
cai bién. Tuy nhién, cin dam bao ring cac cai bién cla cac vung khung nay van tuong
thich v6i céc trinh tu dong mam cua ngudi. Céc cai bién khung cling s& duoc phén tich aé
dam bao rang cic thay d6i nay khong téc dong dén su lién két cta cac ving CDR v6i

khang nguyén.

Thong qua cac phuong tién ky thuat da biét d6i v6i nguoi cé trinh do trung binh
trong linh vuc nay, vi du, thong qua trang web cua Trung tdm Thong tin Cong nghé sinh
hoc Quéc gia (NCBI), ving quyét dinh tinh bd trg (CDR) cua ving bién ddi cua chudi
nang va vung bién ddi ctia chudi nhe ctia khang thé don dong duoc phén tich, ma lan luot
duoc néu trong cac SEQ ID NO: 5-7 va SEQ ID NO: 8-10 trén day. Theo sang ché, khang
thé don dong nay duoc goi la H26L17.

Theo phuong an uu tién vé khéng thé don dong khéang yéu td sinh trudng than kinh
theo sang ché, trinh ty axit amin clia ving bién dbi ctia chudi ning duge néu trong SEQ 1D

NO: 2; trinh tu axit amin cua vung bién ddi cuia chudi nhe dugce néu trong SEQ ID NO: 4.

Theo phuong an uu tién khac vé khang thé don dong khang yéu t sinh truong than kinh
theo sang ché, trinh tu nucleotit ma héa ving bién ddi cta chudi nang dugc néu trong SEQ
ID NO: 1; trinh tu nucleotit ma héa vung bién dbi cua chudi nhe duge néu trong SEQ ID
NO: 3.

Theo mot phuong an vé khang thé don dong khéang yéu t6 sinh truéng than kinh theo
sang ché, khang thé don dong khang yéu t6 sinh truong than kinh duge chon tir Fab, Fab,
F(ab'), Fd, Fv, dAb, manh vimg quyét dinh tinh bd tro, khang thé chudi don (vi dy, scFv),
khang thé dugc nhan hoa, khang thé dang kham, va diabody.

Theo mdt phuong an vé khang thé don dong khéng yéu t6 sinh truéng than kinh theo

sang ché, khang thé don dong khang yéu t6 sinh truong than kinh lién két voi protein NGF
v&i ECso nho hon 100 nM (vi du, nhd hon khoang 10 nM, 1 nM, 0,9 nM, 0,8 nM, 0,7 nM,
3
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0,6 nM, 0,5 nM, 0,4 nM, 0,3 nM, 0,2 nM, 0,1 nM, hozc nho hon). Trong d6, ECso ¢6 thé
do dugc bang phuong phap ELISA kep.

Theo mot phuwong 4n vé khang thé don dong khang yéu t sinh trudng than kinh theo
sang ché, khang thé don dong khang yéu t6 sinh truong thin kinh bao gdm viung khong
CDR, va viung khdng CDR 1a tur loai khac véi chudt, vi du, tir khang thé nguoi.

Dé dat duoc muc dich trén déy cla sdng ché, sang ché con dé xuit gen ma hoa khang thé
don dong khéng yéu t sinh truong than kinh néu trén.

Dé dat duoc muc dich trén day cua sang ché, sang ché con dé xuét vecto bao gém
trinh tu nucleotit cua vung bién ddi ctia chudi nang va/hodc trinh tu nucleotit cua vung
bién dbi ctia chudi nhe.

Dé dat duoc muc dich trén day cua sang ché, sang ché con dé xuét t& bao cht bao
g@)m trinh tu nucleotit clia vung bién ddi ctia chudi ning va/hodc trinh tu nucleotit cua
ving bién dbi ctia chudi nhe;
hoac
vecto bao gém trinh tu nucleotit cta vung bién d@bi cua chudi ning va/hodc trinh tu

nucleotit ctia viing bien dbi ctia chuoi nhe.

Dé dat duoc muc dich trén day cla sang ché, sang ché con dé xuét phuong phép didu
ché khang thé don dong khang yéu td sinh trudng than kinh, phuong phéap nay bao gbm
nudi cdy té bao chu theo sang ché trong céc diéu kién thich hgp, va phén lap khang thé don

dong khéang yéu t6 sinh trudng than kinh ti méi truong nudi cdy té bao.

Séang ché con dé xuét thé lién hop khéang thé don dong, bao gbm khéng thé don dong
khang yéu tb sinh truong thin kinh va phan lién hop duoc lién hop véi nd, trong d6 phan
lién hop 12 chét danh déu phét hién dugc. Tt hon néu phan lién hop la chét ddng vi phong
xa, chit phat quang, chit mau hodc enzym.

Séng ché con d& xuAt kit, bao gdbm khéng thé don dong khang yéu t6 sinh truéng than
kinh va/hodc thé lién hop khang thé don dong.

Theo phuong 4n uu ti€n v& kit theo sang ché, kit con bao gbm khéng thé thi cAp ma

nhéan biét dic hidu khang thé don dong khéang yéu t6 sinh truong than kinh; ngoai ra,

4/27
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khang thé tha cap con bao gdm chéit danh du phét hién dugc, nhu chét ddng vi phong xa,
chét phét quang, chét mau, hozc enzym.

Séng ché con dé xuét st dung khang thd don dong khang yéu t6 sinh truong than
kinh va/hodc thé lién hop khang thé don dong trong kit ma co thé phat hién su c6 mit
va/hoac mutc dd cua yéu td sinh truong than kinh. Kit duoc st dung dé phat hién su c6 rﬁat
hosc muc dd cia NGF trong mAu.

Séng ché con dé xuét thubc bao gdm khang thé don dong khang yéu t6 sinh trudng
than kinh va/hodc thé lién hop khang thé don dong; tiy ¥, n6 con bao gdm céc chit mang
dugce dung va/hodc ta dugec.

Thubc trén day lién két dic hiéu véi yéu t6 sinh truong than kinh va c6 thé dugc st
dung dé uc ché cac tac dung sinh hoc qua trung gian yéu 16 sinh truong than kinh, nhu su
tang sinh cta té bao TF-1;
va/hodc
dé diéu tri hoic ngan nglra ching dau do bénh ly than kinh, dau man tinh, va dau do viém.

Séang ché, thong qua cac thi nghiém in vivo, phat hién ra rang khang thé don dong
khang yéu t6 sinh truéng than kinh theo sang ché c6 thé cai thién su thay dbi hanh vi di bd
cta chi bi anh hudng va tinh trang sut cin ciia dong vat trong mo hinh dau do viém khép

gbi & chudt nhit Lenti-IL-18-NIH/3T3.

Theo séng ché, trir khi ¢6 quy dinh khac, cac thuat nglt khoa hoc k¥ thuat duoc su
dung trong ban md ta nay c6 nghia nhu thuong dugce hiéu bai ngudi 6 trinh do trung binh
trong linh vure ndy. Ngoai ra, cac cong doan phong thi nghiém vé& nudi cy té bao, di truyén
hoc phan tr, héa hoc axit nucleic va mién dich hoc dugc st dung theo sang ché 1a céc
cong doan thong thudng duoc s dung rong rdi trong cac linh vuc tuong tmg. Trong khi do,
d8 hiéu sang ché t6t hon, cac dinh nghia va giai thich vé céc thuat ngit lién quan dugc trinh
bay dudi day.

Nhu duge st dung theo sang ché, thuat ngt "khang thé" chi phan tr globulin mién
dich ma thudong gdm hai cip chudi polypeptit (mdi cdp c6 mot chudi "nhe" (L) va mot
chudi "nang" (H)). Cac chudi nhe cta khang thé dugc phan loai 1a cac chudi nhe x va .

Chudi ning duge phan loai 1a p, 3, v, o, hodc &. Va cac isotyp cua khang thé 14n luot duoc

5
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xac dinh 13 IgM, IgD, IgG, IgA, va IgE. Trong cac chudi nhe va chudi ning, ving bién dbi
va ving 6n dinh dugc lién két béi ving "J" gdm khoang 12 axit amin hogc 16n hon, va
chudi ning con bao gdbm ving "D" gbm khoang 3 axit amin hogc 16n hon. M3i chudi ning
gdm ving bién ddi ctia chudi ning (Vu) va ving 4n dinh cta chudi ning (Cr). Ving on
dinh ctia chudi ning gdm ba vimg (Cul, Cu2 va Cu3). Mdi chubi nhe gdm ving bién dbi
ctia chudi nhe (Vi) va ving on dinh ctia chudi nhe (Cr). Ving 6n dinh cua chudi nhe gdbm
mdt vung CL. Vung én dinh cta khang thé co thé 1am trung gian cho su lién két coa
globulin mién dich véi mo6 chu hodc yéu t6 cha, bao gdm su lién két cta céc té bao khac
nhau (vi du, t& bao tac dong) ctia hé min dich va thanh phan thir nhét (C1q) cta hé théng
bd thé ¢b dién. Cac ving Vi va VL ¢o thé con dugc chia nho thanh ving bién dbi cao (goi
1a viing quyét dinh tinh bd trg (CDR)), va giita chiing c6 phan bd cac ving bao toan goi 1a
céc vung khung (FR). M&i Vi va Vi gdm 3 CDR va 4 FR b6 tri tir du tAn cling amino dén
dau tan cung carboxyl theo thir twr sau: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. Cac
ving bién dbi (Vi va Vi) ctia mdi cp chudi ning/chudi nhe lan luot tao thanh cdc vi trf
lién két cua khang thé. Viéc gan céc axit amin cho mdi ving hodc mién theo dinh nghia
ctia Kabat trong Sequences of Proteins of Immunological Interest (National Institutes of
Health, Bethesda, Md. (1987 va 1991)), hoac Chothia va Lesk (1987) J. Mol. Biol.
196:901-917; Chothia va cde dong tdc gia (1989) Nature 342:878-883. Thuét ngit "khang
thé" khong bi giéi han bdi phuong phép cu thé bat ky san xuit khang thé. Vi dy, khéng thé
bao gdm, cu thé 13, khang thé téi t hop, khang thé don dong va khéng thé da dong. Céc
khéng thé c6 thé 1a céc isotyp khac nhau ctia khang thé, nhu cac khéng thé IgG (vi du, cac
phan typ IgG1, 1gG2, IgG3 hodc IgG4), IgA1, IgA2, IgD, TgE hoac IgM.

Nhu duoce st dung theo sang ché, thuat ngft "manh lién két v6i khang nguyén" (hodc
"manh gin két khang nguyén") ctia khang thé chi polypeptit bao gdm manh cua khang thé
¢6 chidu dai ddy dt, ma duy tri kha nang lién két dic hidu véi cing khang nguyén ma
khang thé c6 chidu dai day du lién két voi nd, va/hodc canh tranh vdi khéng thé ¢6 chidu
dai dAy d v@ viée lién két dic hiéu véi khang nguyén, ma con dugc goi 1a "phin lién két
v6i khang nguyén". Néi chung, xem Fundamental Immunology, Ch. 7 (Paul, W,, ed., 2nd
edition, Raven Press, N.Y. (1989), tai liéu nay dugc dua vao trong ban mo ta nay theo cach

vién din. Manh lién két véi khang nguyén cua khang thé co thé dugc san xuat bang cong

6
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nghé ADN ti t6 hop hoic bing cach phén cét khéng th8 nguyén ven bang enzym hodc hoéa
hoc. Trong mdt s6 truong hop, manh lién két v6i khang nguyén bao g6m Fab, Fab', F (ab'),
Fd, Fv, dAb, manh ctia viing xé4c dinh tinh bd trg (CDR), manh khang thé chudi don (vi dy,
scFv), khang thé dang kham, diabody va polypeptit bao gbm it nhat mot phan ctia khang

thé du dé 1am cho polypeptit nay c6 kha nang lién két v6i khang nguyén dic hiéu.

Nhu dugce st dung theo sang ché, thuét ngt "manh Fd" chi manh khang thé gdm céc
ving Vi va Cul; thudt nglt "manh Fv " chi méanh khang thé gdm cac ving VL va Vi cia
cénh don cta khang thé; thuit nglt "manh dAb" chi manh khang thé gébm ving Vi (Ward
et al., Nature 341:544-546 (1989)); thuat ngft "manh Fab" chi méanh khéang thé gdbm cac
viung Vi, Vi, C, va Cul; va thudt ngit "méanh F (ab')2" chi manh khang thé bao gbm hai

manh Fab duoc lién két bai cAu ndi disulfua trén ving ban 1&.

Trong mot sb truong hop, méanh lién két v6i khang nguyén cua khang thé 13 khang
thé chudi don (vf dy, scFv) trong d6 cac vung Vi va Vi duge bét cip tao ra phan tir hoa tri
mot thong qua yéu td nbi cho phép ching tao ra chudi polypeptit don (xem, vi dy, Bird et
al., Science 242:423-426 (1988) va Huston et al., Proc. Nail. Acad. Sci. US4
85:5879-5883 (1988)). Cac phan tir scFv nhu vdy c6 cAu trac chung: NH,-Vi-yéu t6
1n6i-Vi-COOH hoc NHa-Vi-yéu t ni-Vi-COOH. Yéu t6 nbi thich hop da biét trong linh
VUc nay gém trinh tu axit amin GGGGS ldp hodc bién thé cta nd. Vi du, yéu t6 ndi ¢o
trinh tu axit amin (GGGGS) co thé dugc st dung, nhung céc bién thé ca n6 cling c6 thé
duoc stt dung (Holliger et al. (1993), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444-6448). Cac yéu
t6 1néi khac ma c¢6 thé duoc st dung theo sang ché duge md ta boi Alfthan er al. (1995),
Protein Eng. 8:725-731, Choi et al. (2001), Eur. J. Immunol. 31: 94-106, Hu et al. (1996),
Cancer Res. 56:3055-3061, Kipriyanov et al. (1999), J. Mol. Biol. 293:41-56 va Roovers
et al. (2001), Cancer Immunol.

Trong mét sd trudng hop, manh lién két v6i khang nguyén cta khang thé 14 diabody,
tirc 1, khéng thé hoa tri hai, trong d6 cac ving Vi va Vi dugc thé hién dusi dang chudi
polypeptit don. Tuy nhién, yéu t6 ndi dugce s dung 1a qua ngén dé cho phép bét cap hai
vung nay trén mot chudi, do dé c4c ving nay budc phai bét cap véi cac ving bb tro trén

chudi khac va hai vi tri lién két v&i khang nguyén duoc tao ra (xem, vi du, Holliger P. et al.,
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Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-6448 (1993), va Poljak R. J. et al., Structure 2:
1121-1123 (1994)).

Manh lién két véi khang nguyén cta khang thé c6 thé thu duoc tir cac khang thé nhét
dinh bing céch str dung céc k§ thuat théng thuong da biét doi voi ngudi c6 trinh d6 trung
binh trong linh vuc ndy (vi dy, cong nghé ADN tai 5 hop hodc phan cét bang enzym hoic
héa hoc), va manh lién két v6i khang nguyén cua khang thé duge sang loc vé tinh dac hiéu

theo cach gidng nhu d6i v6i cac khang thé nguyén ven.

Theo sang ché, trir khi dugc xéc dinh rd theo ngft canh, khi dé cap dén thuat ngit
"khang thé", né bao gbm khong chi 1a khang thé nguyén ven ma con 1a manh lién két voi

khang nguyén cta khang thé.

Nhu duge st dung theo sang ché, cac thuat ngit "McAb" va "khang thé don dong"
chi khéang thé hoic manh cua khang thé duoc tao ra tir nhém khang thé tuong ddng cao,
tirc 10, tir nhom phén tir khéng thé gibng hét, ngoai trir cac dot bién tu nhién xay ra mot
cach tu phat. Khang thé don dong c6 tinh ddc hiéu cao véi epitop duy nhét trén khang
nguyén. Khang thé da dong, so v6i khang thé don dong, n6i chung bao gbm it nhat hai
hodc nhidu hon khang thé khac nhau ma néi chung nhén biét cac epitop khéc nhau trén
khang nguyén. N6i chung, khang thd don dong c6 thé thu dugc bing cong nghé t€ bao lai
duoc théng bao 14n dAu tién boi Kohler va cde dong tde gia (Nature, 256:495, 1975),
nhung cling c6 thé thu dugc bang cong nghé ADN tai td hop (vi du, xem patent My sb
4,816,567).

Nhu dugc st dung theo sang ché, thuat ngit "khang thé dugc nhan hoa" chi khang thé
hodc manh khang thé thu dugc khi toan bd hogc mét phén ctia céc ving CDR cua globulin
mién dich ctia ngudi (khang thé nhan) dugc thay béng céc ving CDR cua khéang thé khong
phai ctia nguoi (khang thé cho), trong d6 khang thé cho c6 thé 1a khang thé khong phai cta
ngudi (vi du, chudt nhét, chudt céng hodc tho) c¢6 tinh dic hiéu, 4i lyc hodc kha ning phan
ung mong mudn. Ngoai ra, cac gbc axit amin nhéit dinh trong cdc viung khung (FR) cua
khang thé nhan ciing c6 thé duoc thay bang cic gbc axit amin cua cac khang thé khong
phai ctia ngudi tuong ung hoac béng céc gde axit amin cla cac khang thé khac dé cai thién

thém hodc t8i wu hoa hiéu nang cia khéng thé. D& c6 thém chi tiét vé khang thé duoc nhan
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hoa, xem, vi du, Jones et al., Nature, 321:522 525 (1986); Reichmann ef al., Nature,
332:323 329 (1988); Presta, Curr. Op Struct. Biol., 2:593 596 (1992); va Clark, Immunol.
Today 21: 397 402 (2000).

Nhu dugce st dung theo sang ché, thuat ngit "epitop" chi vi tri trén khing nguyén ma
globulin mién dich ho#c khang thé lién két dic hiéu véi né. "Epitop" con duoc goi trong
linh vyuc nay 1a "quyét dinh t6 khang nguyén". Epitop hodc quyét dinh t6 khang nguyén ndi
chung gdm nhém phén tir bé mat ¢6 hoat tinh hoa hoc nhu axit amin hodc hydrat cacbon
hodc chudi bén duong, va thuong c6 cic dic trung cAu tric ba chiéu riéng va cac dac trung
dién tich riéng. Vi du, epitop noi chung bao gém itnhit 3, 4, 5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14,
hodc 15 axit amin lién k& hodc khong lién ké trong cAu hinh khong gian duy nhat, ma c6
thé 1a "thang" hodc "c4u hinh". Xem, vi du, Epitope Mapping Protocols in Methods in
Molecular Biology, Vol. 66, G. E. Morris, Ed. (1996). Trong epitop thang, tat ca cac diém
tuong tac gita protein va phan tir tuong tac (vi du, khang thé) ton tai theo dudng thang doc
theo trinh ty axit amin bac mot cta protein. Trong epitop cAu hinh, cac diém tuong tac ton

tai trén cac goc axit amin cua protein ma cach biét nhau.

Nhu duoc st dung theo sang ché, thuat ngft "duge phan 14p" chi "viéc thu duoc bang
phuong phap nhén tao tir trang théi ty nhién". Néu chét hogc thanh phan "duge phan lap"
nhét dinh tn tai tw nhién, c6 thé 1a do su thay ddi vé& méi trudng tu nhién cua nd, hodc n6
duoc phan 1ap tir moi trudong tw nhién, hodc c4 hai truong hop. Vi du, polynucleotit hodc
polypeptit khong dugc phan 1ap nhét dinh tOn tai tu nhién trong dong vat sbéng nhét dinh,
va polynucleotit hodc polypeptit nay co6 do tinh khiét cao dugc phén 14p tir trang théi tu
nhién nhu vay dugc goi la polynucleotit hodc polypeptit duoc phén lap. Thuét ngit "dugc
phan 14p" khong loai trir sy tOn tai cua céac chét nhan tao ho#c tbng hop hodc cac tap chét

khac ma khong anh huong dén hoat tinh ctia chat nay.

Nhu duoc st dung theo sang ché, thuat ngit "hé biéu hién E. coli" chi hé biéu hién
gdm E. coli (chung) va vecto, trong do E. coli (chung) dugc tao ra tir chung c6 ban trén thi
truong, nhu, nhung khong gidi han 6, G1698, ER2566, BL21 (DE3), B834 (DE3), va BLR
(DE3).
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Nhu duoc st dung theo sang ché, thuét ngit "vecto" chi phuong tién axit nucleic ma
polynucleotit co thé duogc cai vao trong do. Khi vecto cho phép biéu hién protein duoc ma
hoéa boi polynucleotit da cai vao, vecto nay duogc goi la vecto bidu hién. Vecto ¢6 thé duoc
dua vao té bao chu béng cach bién nap, tai nap, hodc chuyén nhiém sao cho céc yéu td vat
chét di truyén do vecto ndy mang c6 thé duoc biéu hién trong té bao chi. Cac vecto 1a da
duoc biét 16 ddi v6i ngudi co trinh d trung binh trong linh vuc nay, bao gdm, nhung
khong gidi han &: plasmit; phagemit; cosmit; nhidm séc thé nhén tao, nhu nhiém séc the
nhén tao cta ndm men (YAC), nhiém séc thé nhén tao ctia vi khudn (BAC) hozc nhidm sac
thé nhan tao c6 ngudn gbc tir P1 (PAC); thé thue khuan nhu thé thyue khuan lambda hoic
thé thuc khudn M13, va virut dong vat, vv.. Céc virut dong vat ma co thé duoc st dung
Jam vecto bao gdm, nhung khong giéi han 6, retrovirut (bao gdm lentivirut), adenovirut,
virut di kém adenovirut, virut herpes (nhu virut herpes simplex), poxvirut, baculovirut,
papillomavirut, va papovavirut (nhu SV40). Vecto c6 thé chtra cac yéu té khéc nhau kiém
soat sy biéu hién, bao gbm, nhung khong gi6i han 0, trinh ty vung khoi dau (promoter),
trinh tu khoi dau phién ma, trinh tu ting cudng, yéu t6 chon loc, va gen thong bdo. Ngoai

ra, vecto ¢ thé con chua vi tri khéi dau sao chép.

Nhu dugce st dung theo sang ché, thuat ngit & bao cha" chi t& bao o thé dugce st
dung dé tiép nhan vecto, bao gdm, nhung khong giéi han 0, té bao khong c6 nhén dién
hinh nhu E. coli hodc bacillus subtilis, & bao nAm nhu t& bao nAm men hogc aspergillus, té
bao con tring nhu t& bao S2 drosophila hodc Sf9, hodc té bao dong vat nhu nguyén bao soi,
 bao CHO, té bao COS, té bao NSO, té bao HeLa, té bao BHK, té bao HEK 293, hoge té
bao nguoi.

Nhu duogc st dung theo sang ché, thuat ngir "lién két dac hidu" chi phan ung lién két
khong ngiu nhién gifra hai phan tr, nhu phan Ung gifta khang thé va khang nguyén ma no
huéng t6i. Theo mot s6 phuong 4n, khang thé ma lién két dac hiéu véi khang nguyén
(hodc khang thé ma dic hiéu v6i khang nguyén) chi khang thé lién két v6i khang nguyén
v6i a1 lue (Kp) nho hon khoang 10" M, nhu nho hon khoang 10° M, 107 M, 10 M, 10?
M, 1071% M, hozc nho hon.

Nhu duoc st dung theo sang ché, thuat ngt "Kp" chi hing sb phan ly can bang d6i

v6i teong tac khang thé-khang nguyén cu thé, ma duoc st dung d& mo ta 4i luc lién két
10
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gitta khang thé va khang nguyén. Héng sé phan ly can bing cang nho, lién két khang
thé-khang nguyén cang chat, va ai luc gitta khang thé va khang nguyén cang cao. Noi
chung, cac khang thé lién két voi khang nguyén (vi dy, protein L1) voi hing s6 phan ly cén
bang (Kp) nhoé hon khoang 10° M, nhu nho hon khoang 106 M, 107 M, 10% M, 10° M,
1012 M, hodic nho hon, vi du, nhu dugc xac dinh bang thiét bi BIACORE sir dung cOng
huong plasmon bé mit (SPR).

Nhu duoc str dung theo sang ché, cac thuat ngt "khang thé don dong" va "McAb" ¢co6
nghia giéng nhau va c6 thé dugc stt dung thay thé cho nhau; céc thut ngét "khang thé da
dong" va "PcAb" ¢6 nghia gidng nhau va c6 thé duoc st dung thay thé cho nhau; cac thudt
ngit "polypeptit" va "protein" c6 nghia gidng nhau va c6 thé duoc sir dung thay thé cho
nhau. Va theo séng ché, n6i chung cac axit amin dugc dai dién bang céc chit viét tat mot
chit cai hodc ba chit cai la da biét trong linh vuc nay. Vi dy, alanin c6 thé duoc dai dién
bang A hoic Ala.

Nhu duge st dung theo sang ché, thuét ngit "lugng hitu hiéu" chi lugng du dé thu
duoc hodc it nhét 1a thu dugc mot phén tac dung mong mudn. Vi du, luong httu hiéu du
phong chi luong du dé ngin ngira, ding, hodc lam cham su khoi phat bénh; lugng hitu
hidu trj liéu chi luong du dé chita khoi hode it nhat la ding mot phdn bénh va céc bién
ching kém theo ¢ bénh nhan méc bénh. Nguoi ¢6 trinh d0 trung binh trong linh virc nay
¢6 thé xac dinh dugc lugng hiru hiéu nhu vay. Vi du, luong httu hiéu tri liéu s&€ phu thudc
vao muc do nghiém trong cua bénh cin diéu tri, trang thai chung ctia hé mién dich cua
bénh nhén, tinh trang chung cua bg¢nh nhan nhu tudi, thé trong va gidi tinh, cach dung

thudc, va cac diéu tri khac duoc dung dong thoi, vv.

So véi tinh trang k¥ thuat da bit, sang ché c¢6 cdc uu diém sau:

Khang thé don dong khang yéu 6 sinh truéng than kinh theo sing ché c6 thé lién két
ddc hidu véi yéu t6 sinh trudng thin kinh va c6 céc uu diém vé hoat tinh cao va dang
tuong tyu, va co thé duoc str dung dé phat hién sy c6 mat va/hodc murc do cua yéu td sinh
truong than kinh, cling nhu d8 bao ché thude dé déi khang yéu t6 sinh trudng than kinh, va
d2 bao ché thubc dé didu tri hodc ngan nglra ching dau do bénh ly than kinh, dau man tinh,
va dau do viém, do d6 c6 trién vong g dung tbt va gia tri thuong mai.

M6 ta vén tit cac hinh vé
11
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Fig. 1 thé hién két qua phan tich SDS-PAGE ctia khang thé don dong H26L17 khéng
yéu tb sinh trudng thin kinh theo sang ché. Cac mau gbm bbén lan i trai sang phai va
luong nap tuong Ung cua ching la: khang thé trong dung dich dém nap dién di protein
khong khtr, 1 pg; khang thé trong dung dich dém nap dién di protein khwr, 1 pg; chudn
trong lugng phan tir protein (Mau chuén), 5 pL; albumin huyét thanh bo (BSA), 1 pg.

Fig. 2 thé hién két qua phan tich hoat tinh lién két ciia H26L17 va Tanezumab vdi
khang nguyén B-NGF cua nguoi.

Fig. 3 thé hién két qua duong cong chudn ddi voi phan tich H26L17 va Tanezumab
Gic ché su tang sinh cta té bao TF-1 bang phuong phap CCK-8.

Fig. 4 thé hién luong té bao sau 72 gio tc ché su tang sinh cta té bao TF-1 duoc cam
{mg boi NGF bang khéng thé don dong H26L17 khang yéu t6 sinh truong than kinh theo

sang che.

Fig. 5 thé hién gia tri OD cua mdi nhém trong viée do mue e ché sy ting sinh cua té

bao TF-1 boi H261.17 va Tanezumab bang phuong phap CCK-8.

Fig. 6 thé hién duong didu chinh ctia H26L17 Gic ché sy ting sinh clia té bao TF-1
duogc cam ung boi NGF. LAy logarit ctia ndng d6 khang thé (nM) lam truc x va gia tri OD
450nm lam truc vy, diéu chinh dudng cong lidu-tac dung dugce thuc hién dé so sanh ECso
ctia cac khang thé khac nhau.

Fig. 7 thé hién tac dung ctia H26L17 dén hanh vi di bd cua chi bi anh huéng do dau
gay ra trong mo hinh dau do viém khop gbi & chudt nhét Lenti-IL-1B-NTH/3T3.

Fig. 8 thé hién tac dung ctia H26L17 dén thé trong ctia chudt nhit trong md hinh dau
do viém khép gbi & chudt nhat Lenti-IL-1B-NTH/3T3.

MO ta chi tiét sing ché

Céc phuong an theo sang ché s& duge mo ta chi tiét dudi day c6 tham chiéu dén céc
vi du. Nguoi ¢ trinh do trung binh trong linh vuc nay s€ hiéu rang cac vi du sau chi dugc
st dung dé minh hoa sang ché, va khong duge coi 1a lam gi¢i han pham vi cua sang ché.
Céc truong hgp khong mo ta cu thé k¥ thuat hogc diéu kién 1a duge thuc hién theo cac k¥

thuat hodc diéu kién dugc mo ta trong tai liéu chuyén nganh da biét (vi du, xem, Guide to
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Molecular Cloning Experiments, authored by J. Sambrook et al., va translated by Huang
Peitang et al., third edition, Science Press) hodc theo sach hudng din vé san pham. Cac
thubc thir hodc thiét bi duge sit dung 13 céc san phdm thong thudng c6 ban trén thi truong
néu céc nha san xudt ching khong duge néu rd.

Trong cac vi du sau theo sang ché, chudt nhat C57BL/6 dugc st dung duoc mua tir
Trung tim Dong vat Thi nghiém Y khoa Quang Dong (Guangdong Medical Experimental
Animal Center).

Khang thé dbi chiing duong tinh Tanezumab duge su dung la khang thé Tanezumab

ctia Pfizer (David L. Shelton. Methods for treating bone cancer by administering a Nerve

Growth Factor antagonist antibody. USA, 20110243961A1. 2011-06-06).
Vi du thwc hién sang ché
Vi du 1. Thiét k&, bidu hién va tinh ché c4c trinh tu chudi nang va chudi nhe ctia H26L.17
1. Thiét k& khang thé

D& tao ra khang thé khing NGF ciia ngudi H26L17, céc téc gia sang ché da thiét ké
mdt cach sang tao mot loat trinh tu khang thé dua trén trinh tu protein NGF va cAu tric
tinh thé ba chiéu ctia chiing, v.v. Thong qua viéc mé rong sang loc va phan tich, cudi cling
d4 thu duoc khang thé, H26L17, lién két dac hiéu voi NGF. Trinh tu axit amin cua ving
bién dbi cua chudi ning va ving bién ddi cta chudi nhe ctia khang thé va trinh twr ADN ma
hoéa ching duge néu trong SEQ ID NO: 1-4.
2. Biéu hién va tinh ché khéng thé

Trinh tu nucleotit ma héa vung bién ddi cua chudi ning (néu trong SEQ ID NO: 1;
ving 6n dinh 1a ving C cta chudi Ig gama-1, ACCESSION: P01857) va trinh tu nucleotit
m3 héa ving bién ddi ctia chudi nhe (néu trong SEQ ID NO: 3; ving 4n dinh 12 ving C
ctia chudi Ig lambda-2; ACCESSION: POCGO05.1) cua H26L17 doc 1ap duge tach dong

trong cac vecto pUC57simple (do Genscript cung cép), va lan luot thu duoc cac plasmit

pUC57simple-H26L17H va pUC57simple-H26L17L.

Céc plasmit pUC57simple-H26L.17H va pUC57simple-H26L17L duoc cat (HindlIl

& EcoRY), va trinh ty nucleotit ctia chudi nang va chudi nhe thu duge bang dién di doc lap
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duoc t4i tao dong trong cic vecto pcDNA3.1, va céc plasmit tai t hop duoc chiét xudt dé
ddng chuyén nhim vao té bao 293F. Sau khi t& bao 293F da chuyén nhidm duoc nudi ciy
trong 7 ngay, moi truong nuoi cdy dugc ly tdm & tdc do cao, va dich ndi thu duoc duge cd
va nap 1én c6t HiTrap MabSelect SuRe. Protein dugc giai hap mot bude bang dung mdi

giai hap @8 phén 1ap mau dich. MAu khéng thé duoc bdo quan trong dung dich dém PBS.

M3u d3 tinh ché duoc thém vao ca dung dich dém nap dién di protein khir va dung
dich dém nap dién di protein khong khu, va tiép theo duoc dun sbi. Mau da xtr ly duoc
phén tich bing dién di SDS-PAGE. Dién di do ctia H26L17 duoc thé hién trén Fig. 1. Mau
protein dich trong dung dich dém khir 1a ¢ 45 kD va 30 kD, va miu protein dich trong
dung dich dém khong khir (khang thé duy nhat) 12 & 150 kD.

H261.17 didu ché duoc trong vi du nay duoc sir dung trong cac vi du 2 dén 4 dudi
day.
Vi du 2. Phén tich hoat tinh lién két ctia H26L.17 v6i khang nguyén B-NGF cua nguol

Trong thi nghiém nay, phuong phap ELISA duoc st dung dé xac dinh ECso (nbng do
tac dung trung vi) cuia H26L17 lién két v6i B-NGF cla nguoi dé nghién ctru tinh dac hig¢u
va 4i luc lién két cua khang thé voi B-NGF ctia nguoi.

Dia da 16 dugc phi 50 pL B-NGF ctia ngudi 0,5 ug/mL trong mdi 18, va duge U qua
dem & 4 °C. Sau khi dia da 18 duoc rira mét lan va v nhe cho kho, mdi 16 duge phong bé
bang 300 pL dung dich BSA 1% (dugc hoa tan trong PBS). Pia da 16 dugc u ¢ 37 °C trong
2 gid, va vd nhe cho khd sau khi dugc rira ba 1an. Khang thé duoc pha lodng dén 1 pg/mL
lam ndng do ban dau, va pha lodng theo gradien 1:3 dugc thyc hién trong dia da 16 dé thu
duogc tong cong 7 ndng do, ngoai 15 dbi chimg trong. Céc 16 dtp duoc dat dbi v6i cac ndng
do néu trén, v6i thé tich cudi 1a 100 pL/15, va dia da 16 dugc 0 & 37 °C trong 30 phut. Sau
khi dia da 18 dugc rira ba 14n va vd nhe cho kho, 50 pL dung dich lam viéc chua khang thé
thi cdp cta dé khang IgG nguoi (H + L) ¢6 danh déu peroxidaza cai ngua duoc thém vao
m3i 13, va dia da 15 duge @ & 37 °C trong 30 phut. Sau khi dia da 16 duge ria bén 1an va vd
nhe cho khd, 50 pL dung dich sinh mau TMB duoc thém vao mdi 15 dé phat trién mau &
nhiét d6 trong phong trong 5 phut ma khong c6 anh sang, tiép theo 50 pL dung dich dép tat

dugc thém vao mdi 16 dé dung phan tng phat trién mau. Ngay sau khi phan tng két thuc,
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dia da 16 dugc dit vao may doc dia da 15, va bude song anh sang 450 nm dugc chon dé
doc gia tri OD cua mdi 13 cta dia da 156. Phan mém SoftMax Pro 6.2.1 duge su dung dé
phan tich va xir Iy 6 lidu.

C6 thé thdy tir Bang 2 va Fig. 2 ring két qua doc & 450 nm cho thdy rang H26L17 c6
thé Tién két hitu hiéu v6i B-NGF ctia ngudi, va hiéu qua lién két 1a phu thude lidu. Ly
ndng d6 khang thé lam hoanh dd va gié trj hdp thu 1am tung do, dudng (cong) diéu chinh 4
thong sb duge vé, thu duge ECso lién két 1a 0,071 nM, tuong duong v6i Tanezumab. Xem
Béang 2 vé két qua phén tich hoat tinh lién két ctia H26L.17 va Tanezumab v6i B-NGF cua
ngudi. Két qua cho thy ring su lién két cia H26L.17 v6i khang nguyén p-NGF cua ngudi

1a phu thudc lidu, voi ECso lién két 12 0,071 nM, twong duong voi Tanezumab.

Bang 2. Két qua phan tich hoat tinh lién két ctia H261.17 va Tanezumab voi khang nguyén
B-NGF cua nguoi

D{ pha Lién két khang nguyén-khang thé theo gia tri OD (450
loding nm)

khang the | H26L.17 Tanezumab

1 pg/mL | 2,730 2,655 2,770 2,705
1:3 2,704 2,797 2,656 2,553
1:9 2,663 2,605 2,482 12,274
1:27 2,242 2,222 2,166 1,969
1:81 1,613 1,525 1,178 1,266
1:243 0,779 0,735 0,560 0,609
1:729 0,323 0,313 0,227 0,245
0 0,047 0,046 0,044 0,045
ECso(nM) | 0,071 0,103

Vi du 3. Phan tich hoat tinh sinh hoc té bao ctia H26L.17
1. Phan tich hoat tinh duoc ly ctia H26L.17 trong trc ché su tang sinh cua té bao TF-1 dugce
cam ung boi NGF

Dé phan tich tc dung ctia H26L17 trong tc ché su tang sinh cla té bao TF-1 phu
thudc NGF, cac khang thé, NGF va té bao TF-1 ¢o nSng d6 khac nhau dugc U cung nhau

va su ting sinh té bao duge do sau 72 gid nudi cdy. Quy trinh cu thé 1a nhu sau:
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Té bao TF-1 duoc thu bing cach ly tdm va dugc dém, va 40.000 té bao duge cly
trong m&i 15 cuia dia 96 156. D& ding, nhém dbi chimg duoc dat véi ba nong do NGF: 0,2, 2,
va 20 ng/mL, va nhom khang thé duoc dat véi 20 ng/mL NGF; khang thé duoc dat voi
nam néng do: 0,016 nM, 0,08 nM, 0,4 nM, 2 nM, va 10 nM. Truée khi dung, hdn hop tron
sin NGF/khang thé voi té bao, khang thé va NGF duoge 1 so bo ¢ 37°C trong 30 phut.
Trong thi nghiém nay, nhom dbi ching isotyp cling dugc bao gbm. Sau khi t& bao duoc
nudi cdy trong 72 gid (dung pipet va dugce lam ddng nhat mot 14n sau moi 24 gid) sau XU
Iy, su tang sinh té bao duge do theo huéng dan cta kit thir CCK-8 (100 pL chét long duoc
14y dé phan tich). Dudng cong chudn cla su tang sinh té bao dugc thé hién trén Fig. 3. Két
qua phén tich su tng sinh té bao sau 72 gid té bao dugc thé hién trén Fig. 4. Nhu duoc
thy trén Fig. 4, H26L17 tic ché tic dung kich thich cua NGF dén su ting sinh cua té bao
TF-1 theo cach phu thudc lidu. Cu thé 14, khi nong d6 khang thé 1a thdp hon 0,08 nM,
khéng thé H26L17 1a tét hon déng ké so v6i khang thé d6i chimg duong tinh Tanezumab

trong viéc Uc ché tac dung ctia NGF dén su tang sinh cta té bao TF-1.

2. Gié tri ECso cia H26L17 trung hoa NGF trong thi nghiém nay 1a H26L17 tuc ché su

tang sinh cua té bao TF-1 duge cam tng boi NGF

D4 phan tich hoat tinh dugc 1y ctia H26L17 trong viée G ché su ting sinh cta té bao
TF-1 duoc cam tng boi NGF va tinh ECso ctia H26L17 trung hoa NGF, cac khang thé,
NGF va té bao TF-1 c¢6 ndng d6 khac nhau duge G cling nhau va su tang sinh té bao duoc

do sau 72 gid nuobi chy. Quy trinh hodc phuong phap cu thé dwoc mo ta van tat nhu sau:

T& bao TF-1 duoc thu bing cach ly tim va duge cdy vao dia 96 16 véi 40.000 té
bao/15. Dé ding, nhom déi chimg dugc dat voi ba ndng d6 NGF: 0,06 nM, 0,3 nM, va 1.5
nM. Nong d6 cubi cia NGF trong nhom hdn hop NGF/khang thé 12 1,5 nM, va ndng dd
cudi cua khang thé 1an luot 13 0,0468 nM, 0,07 nM, 0,105 nM, 0,158 nM, 0,237 nM, 0, 356
nM, 0,533 nM, va 0,8 nM. Tru6c khi ding, hdn hop tron san NGF/khang thé voi té bao,
khang thé va NGF dugc G so bd ¢ 37 °C trong 30 phut. Trong thi nghi¢m nay, nhom khang
thé d6i chimg isotyp co ndng do 1,5 nM duoc bao gbém. Sau khi t& bao dugc nudi ciy
trong 72 gio (dl‘mg pipet va duoc lam ddng nhat mt 1An sau mdi 24 gid) sau xu ly, su tdng
sinh t& bao duoc do theo huéng dan cua kit thir CCK-8 (100 pL chit long duge lay dé

phén tich).
16
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Gié tri OD ciia mdi nhém do trong thi nghiém CCK-8 dugc thé hign trén Fig. 5. Lay
logarit ctia ndng do khang thé (nM) 1am tryc x va gia tri OD 450 nm lam truc y, didu chinh
dudng cong lidu-tac dung duge thue hién dé so sanh ECso cua cac khang thé khac nhau, va
dudng didu chinh duge thé hién trén Fig. 6. H26L17 c6 thé te ché sy tang sinh clia té bao
TF-1 dugc cam tng bdi NGF theo cach phu thude lidu, cho thiy hoat tinh trung hoa khéng
NGF, v hoat tinh nay tét hon khéng déng ké so v6i hoat tinh cia thudc ban trén thi truong
13 Tanezumab cho cing dich. ECso trung hoa NGF cua hai khang thé 1an luot 1a 0,16 nM
va 021 nM, va khang thé H26L17 1a tét hon déng ké so véi khang thé doi ching duong

tinh Tanezumab trong viéc rc ché tac dung ctia NGF dén su ting sinh cua té bao TF-1.

Vi dy 4. H26L17 ¢6 thé cai thién hanh vi di by ctia chi bi anh huong va lam giam nhe sut
can trong mo hinh dau do viém khop gbi & chudt nhét Lenti-IL-1B-NTH/3T3.

Bénh nhéan viém khép co thé trai qua qué quat va céc thay dbi hanh vi khéac do dau,
cling nhu sut can do gidm hép thu thirc an boi cam xic kém do dau. Dé do muc d6 lam
giam nhe ctia khang thé khdng NGF dbi voi dap ung dau do viém khép g6i, md hinh chudt
nhit dau do viém khép gdi duge cam ung boi Lenti-IL-1B-NIH/3T3 duoc thiét 1ap, va tac
dung cua thudc duge danh gia bang su cai thién hanh vi ctia chudt nhét. Trong md hinh nay,
t bao Lenti-TL-1B-NIH/3T3 biéu hién qué mite IL-1p trong 6 khép ctia chudt nhit, dén
luot n6 cam ung viém khop va dau ¢ vi tri tiém. Trong thi nghiém nay, 60 chudt nhit
C57BL/6 duoc chia thanh 6 nhém theo thé trong, cu thé 1a nhom binh thuong (nude mudi,
S.C.), nhém md hinh (khang HEL, 20 mg/kg, S.C.), nhém Tanezumab (Tanezumab, 20
mg/kg, S.C.) va nhom khang thé H26L17 lidu thép (H26L17, 0,2 mg/kg, S.C.), nhom liéu
trung binh (H26L17, 2 mg/kg, S.C.), va nhém liéu cao (H26L17, 20 mg/kg, S.C.), 10
con/nhém. Ngay phan nhém duoc ghi 1a ngay 0 (DO). Sau khi phan nh6m, chudt dugce can,
va céc thudc tuong tmg duoc tiém qua duong dudi da theo thé trong cua chudt & thé tich
dung 1a 10 mL/kg. Thuéc duoc ding ba lan tdng cong, va duge dung qua dudng dudi da
14n luot vao DO, D3, va D6 sau khi phdn nhom. Sau khi dung vao ngay phan nhom, 10
chudt C57BL/6 trong nhém binh thuong dugc tiém huyén ph t& bao NIH/3T3 (50.000 té
bao/chudt) vao b khép géi, va 50 chudt C57BL/6 con lai trong cidc nhom con lai duogc tiém

huyén phi t bao Lenti-IL-1-NIH/3T3 (50.000 té bao/chudt) vao b khop gbi. Tiép theo,
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tinh diém hanh vi cta chudt nhit dugc thuc hién vao D3, D5 va D11 sau khi dung vao

ngay phan nhom.

K&t qua tac dung cta khang thé khang NGF dén dép tmg dau khép gdi & chudt nhat
duoc thé hién trén Fig. 7. So v6i khang thé déi ching dwong tinh Tanezumab (20 mg/kg,
S.C.), nhom H26L.17 lidu cao (20 mg/kg, S.C.) lam giam dap ung dau déang ké; so véi
khéng thé dbi chimg duong tinh Tanezumab (20 mg/kg, S.C.), nhom khang thé H26L17
lidu thap (0,2 mg/kg, S.C.) va nhém H26L17 liéu trung binh (2 mg/kg, S.C.) ¢6 tdc dung
tuong duong trong viéc lam giam dau & chudt nhit. Két qua khéang thé khang NGF lam
giam nhe sut can cua chudt nhét trong mo6 hinh dau do viém khép gbi & chudt nhat duoc
thé hién trén Fig. 8. Nhom khang thé H26L17 lidu trung binh va liéu cao c6 tic dung
tuong duong nhu khang thé dbi chimg duong tinh Tanezumab trong viéc lam giam nhe sut
can cta chu6t nhit trong md hinh dau do viém khép gbi & chuot nhét, ¢6 ¥ nghia 16n hon

so v&i d6i ching isotyp khang HEL.

Céc phuong 4n duge wu tién theo sang ché da duoc mo ta chi tiét trén day, nhung
sang ché khong dugc gidi han ¢ cdc phuong an nay. Nguoi ¢6 trinh d6 trung binh trong
linh vuc nay co thé thuc hién céac cai bién hoic thay thé twong duong ma khong vuot ra
khéi du tinh cua sang ché. Cac cai bién hodc thay thé twong duong nay dugc bao gbm

trong pham vi duge xac dinh boi yéu cau bao ho cua sang che.

18
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YEU CAU BAO HQ

1. Khang thé don dong, hodc manh gén két khang nguyén ctia no, trong dé khéng thé don
dong hodc manh gin két khang nguyén ctia n6 gén két voi protein yéu tb sinh trudong than
kinh (NGF), bao gém

a) ving bién ddi ctia chudi ning (VH) bao gbm cac ving quyét dinh tinh bd tro

(CDRs) ¢6 céc trinh ty axit amin néu trong cac SEQ ID NO: 5-7; va

b) ving bién d6i ctia chudi nhe (VL) bao gdm CDRs ¢6 c4c trinh tu axit amin néu

trong SEQ ID NO: 10.
2. Khang thé don dong hodc manh gén két khang nguyén cua né theo diém 1, trong d6
VH bao gdm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 2, va
VL bao gdém trinh tur axit amin néu trong SEQ ID NO: 4.

3. Khéang thé don dong hoic manh gin két khang nguyén cua no theo diém 1, trong do
khang thé don dong hogc manh gén két khang nguyén cta né dugc chon tir Fab, Fab',
F(ab'), Fd, Fv, dAb, khéng thé chudi don, khéng thé dugc nhan héa, khang thé dang kham,
va diabody.

4. Khang thé don dong hogc manh ghn két khéang nguyén cta no theo diém 1, trong d6
khang thé don dong hodc méanh gin két khdng nguyén ctia n6 gén két voi protein NGF véi
ECso nho hon khoang 100 nM.

5. Khang thé don dong hodc manh gin két khang nguyén cta no theo diém 1, trong d6
khang thé don dong hodc manh gén két khang nguyén ctia n6 bao gbm cac ving phi CDR
duoc tao ra tir loai khac voi chudt nhit. '

6. Phan tr axit nucleic, bao gém trinh tu axit nucleic ma héa VH va trinh tur axit nucleic
mi héa VL cua khang thé don dong hodc manh gin két khang nguyén cta n6 theo diém 1.

7. Phén tir axit nucleic theo diém 6, trong d6 trinh ty axit nucleic ma héa VH bao gbm
trinh tu axit nucleic néu trong SEQ ID NO: 1; va trinh ty axit nucleic ma héa VL bao gdm
trinh tu axit nucleic néu trong SEQ ID NO: 3.

8. Vecto, bao gdm phan tir axit nucleic theo diém 6.
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9. T& bao chu, bao gdm vecto theo diém 8.

10. Thé lién hop, bao gbm khang thé don dong hodc méanh gfn két khang nguyén ctia né
theo didém 1 va phin lién hop bao gdm chét danh diu phat hién dugc.

11. Thé lién hop theo didm 10, trong d6 chit danh déu phét hién dugc bao gdm chét dong
vi phong xa, chét phat quang, chit mau, enzym ho#c dang két hop bat ky ctia chung.

12. Phuong phéap phat hién sy c6 mit hodc lugng protein NGF trong mau sinh hoc,
phuong phap nay bao gdm cho mAu sinh hoc tiép xtc vai thé lién hop theo diém 10.

13. Kit, bao gdm khang thé don dong hodc manh gén két khang nguyén ctia nd theo diém
1.

14. Dugc phim, chira khing thé don dong hodc manh gin két khdng nguyén cua no theo
didm 1 va it nhat mot chit mang dugce dung hodc ta dugc.

15. Phuong phéap phat hién sy c6 mit hodc lugng protein NGF trong mau sinh hoc,
phuong phap nay bao gdm cho mau sinh hoc tiép xtc véi khang thé don dong hodc manh

gén két khédng nguyén ctia né theo diém 1.
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DANH MUC TRINH TU

<110> AKESO BIOPHARMA, INC.

<120> KHANG THE PON DONG KHANG YEU TO SINH

TRUONG THAN KINH, PHAN TU

AXIT NUCLEIC MA HOA KHANG THE NAY, KIT VA DUQC PHAM CHUA KHANG THE NAY

<160> 10
<170> SIPOSequencelisting 1.0

<210> 1

<211> 363

<212> ADN

<213> Trinh tu nucleotit cfia vung bién dadi
don dong H26L17 (Trinh ty nhén tao)

<400> 1

caggtgcagc tgcaggaaag cggaccagga ctggtgaagc
ggttgtaccg tgtccggatt cgatctgagce ggctacgacc
iigggaaagg gcctggagtg gatcggtatc gtctggggag
izggccgtga agagccgcgt gacaatcagc aaggacacca
iigctgtcta gcgtgacagc cgccgataca gcagtgtact
iggtacgcca ccagctacta cttcgactat tggggccagg
360

tct

363

<210> 2
<211> 121
<212> PRT

<213> Trinh tu axit amin cta vung bién dbi
don dong H26L17 (Trinh tw nhan tao)

<400> 2

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu

1 5 10

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe
20 25

Asp Leu Asn Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys

35 40
Gly Ile val Trp Gly Asp Gly Ser Ser Asp Tyr
50 55

Ser Arg Val Thr Ile Ser Lys Asp Thr Ser Lys

65 70 75

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala

85 90

Arg Gly Gly Tyr Trp Tyr Ala Thr Ser Tyr Tyr

100 105

ctia chudi ning cua khang thé

ctagcgagac cctgagcctg
tgaattggat cagacagcct
acggcagcag cgattacaac
gcaagaacca gttcagcctg

attgcgtgcg gggcggcetat

gaacactggt gaccgtgtct

ctia chudi ning cua khang thé

Val Lys Pro Ser Glu
15
Asp Leu Ser Gly Tyr
30
Gly Leu Glu Trp Ile
45

Asn Ser Ala Val Lys
60

Asn Gln Phe Ser Leu

80

vVal Tyr Tyr Cys Val

Phe Asp Tyr Trp Gly
110
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Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115 120
<210> 3
<211> 321
<212> ADN

<213> Trinh tu nucleotit ciia ving bién ddi ctia chudi nhe cua khang thé
don dong H26L17 (Trinh tu nhan tao)

< >

gigztcciga tgacccagag ccccagctct ctgtcagcca gcgtgggcga tagagtgacc
ggcacttgca gagccagcga gagcatcagc agcaacctga attggtacca gcagaagcca
;zgaaggccc ccaagctgct gatctactac accagcagat tccacagcgg cgtgcctagce
izgttcagcg gaagcggcag cggcaccgac tttaccttca ccatcagctc tctgcagccc
3iggacatcg ccacctacta ttgccagcag gagcacaccc tgccctttac ctttggccag
gggacaaagc tggagatcaa g

321

<210> 4
<211> 107
<212> PRT

<213> Trinh tu axit amin c@ia vung bién ddi cua chudi nhe cua khang thé
don dong H26L17 (Trinh tu nhén tao)

<400> 4
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Glu Ser Ile Ser Ser Asn
20 25 30
Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Tyr Thr Ser Arg Phe His Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80
Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Glu His Thr Leu Pro Phe
85 90 95
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105

<210> 5

<211> 8

<212> PRT

<213> Vvung quyét dinh tinh bd trg cta vung bién ddi cta chudi ning 1
(HCDR1)

<400> 5
Gly Phe Asp Leu Ser Gly Tyr Asp
1 5



<210> 6
<211> 7
<212> PRT
<213> Ving
(HCDR2)
<400> 6

Val Trp Gly
1

<210> 7
<211> 15
<212> PRT

<213> Vung
(HCDR3)

<400> 7
Val Arg Gly
1

<210> 8
<211> o6
<212> PRT

<213> Vvung
(LCDR1)

<400> 8
Glu Ser Ile
1

<210> 9
<211> 3
<212> PRT

<213> Vung
(LCDR2)

<400> 9
Tyr Thr Ser
1

<210> 10
<211> 9
<212> PRT

<213> Vung
(LCDR3)

<400> 10
Gln Gln Glu
1
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quyét dinh tinh bd trg ca vung bién dbi cuta chudi ning 2

Asp Gly Ser Ser
5

quyét dinh tinh bd trg cta vung bién déi cua chudi ning 3

Gly Tyr Trp Tyr Ala Thr Ser Tyr Tyr Phe Asp Tyr
5 10 15

quyét dinh tinh bd trg cta vung bién ddi cua chudi nhe 1

Ser Ser Asn
5

quydt dinh tinh bd trg cta vung bién ddi cua chudi nhe 2

quyét dinh tinh bd trg cua vung bién ddi ctia chudi nhe 3

His Thr Leu Pro Phe Thr
5
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