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phan tir, va cu thé 1a dé cap dén khang thé khang IL-17A, va dugc pham chua
chung. Cy thé hon, sang ché dé cap dén khang thé don dong hoidc manh lién két
khang nguyén cta no, trong d6 ving bién d6i chudi ning cia khang thé don
dong bao gém: HCDRI1-HCDR3 véi céc trinh tu axit amin duoc néu lan luot
trong SEQ ID NO: 31-33, hoac HCDR1-HCDR3 véi cac trinh tu axit amin
duge néu lan luot trong SEQ ID NO: 37-39, va vung bién ddi chudi nhe cua
khang thé don dong bao gom: LCDR1-LCDR3 véi cac trinh ty axit amin dugc
néu lan luot trong SEQ ID NO: 34-36, hoac LCDR1-LCDR3 v6i céc trinh tu
axit amin duoc néu lan luot trong SEQ ID NO: 40-42. Khang thé don dong theo
sang ché co thé lién két dic hiéu voi IL-17A, dbi khang dac hiéu lién két cua
IL-17A vé6i phdi tir ciia nd, va e ché sy hoat hoa ciia nguyén bao soi boi IL-
17A.
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Linh vue ky thuat dwge dé cap

Séng ché lién quan dén Iinh vuc mién dich hoc phén tu, va dé cap dén khang
thé khéng intolokin-17A, va dugc phdm chira khéng thé nay. Cu thé, sing ché dé cap
dén khang thé don dong khang intolokin-17A.

Tinh trang ky thuit cia sang ché

Intolokin-17A (viét tét 1a IL-17A hogc IL 17A) la thanh vién thudc ho IL-17
xytokin gdm 6 thanh vién, ttc 14 IL-17A (IL-17A dugc phat hi¢n dAu tién va con dugc
goi 14 IL-17), IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E (con c6 tén la IL-25) va IL-17F (Shi
Peiqing et al., Chinese Journal of Cell Biology 33: 345-357 (2011)). IL-17F ¢6 chung
khoang 50% muc tuong d6ng véi IL-17A va cac gen md hoa cua ching nam trong
cung mot doan nhidm sic thé 6p12 (Gaffen et al., Nat Rev Immunol 9:556-67 (2009)).
IL-17A va IL-17F c6 thé tdn tai & dang dime dong nhat nhu IL-17A/IL-17A va IL-
17F/IL-17F, ciing nhu dime khac loai IL-17A/IL-17F. IL-17A va IL-17F thé hién tac
dung sinh hoc bang cach lién két v6i cac thu thé (Wright et al., J Immunol 181: 2799-
805 (200R)).

Ho thy thé IL-17 (IL-17R) bao gdm 5 thanh vién, tirc 1a IL-17RA, IL-17RB, IL-
17RC, IL-17RD va IL-17RE. C4c thanh vién ciia ho thy thé IL-17 ¢6 the tao thanh céc
phtre hop thu thé khéc nhau, trong d6 IL-17RA, phén t& 1on nhéit dugc phét hién cho
dén nay trong ho nay, la mot tidu don vi phd bién truyén tin hiéu cho it nhét bdn phdi
tr va c¢6 cac tac dung sinh hoc chinh. (Gaffen et al., Nat Rev Immunol 9: 556-67
(2009)). Phitc hop IL-17RA va IL-17RC diéu tiét cac dap tng cla té bao v6i IL-17A
va IL-17F (Toy et al., J Immunol 177: 36-9 (2006)).

IL-17A quan trong hon IL-17F trong déap ung viém ty mién, Iy do chinh 1a
IL17RA c¢6 ai luc vé6i IL-17A 16n hon hang tram lan vé6i IL-17F (Ely et al., Nat
Immunol 10 1245-51 (2009)), dép (g ciia t& bao v6i IL-17A manh hon 10 lan so v6i
dap ung cua té bao voi IL-17F (Dubin et al., Immunity 30: 9-11 (2009)). Co thé st
dung khang thé khang IL-17A hogc khang thé khang thy thé TL-17 dé phong bé su lién



44468 20D

két ctia IL-17A v&i thu thé ctia né, do d6 phong bé hoat tinh sinh hoc ctia IL-17A.

IL-17A dong vai tro quan trong trong mot s6 bénh ty mién (vi dy, bénh véy nén,
viém khop viy nén, viém khép dang thip, bénh viém cot séng dinh khép, bénh luput
ban d6 hé théng, v.v.). Khang thé don dong khéng IL-17A Secukinumab dugc Cuyc
Quan ly Thuc phim va Duoc pham Hoa Ky (FDA) va Co quan Thuéc Chau Au (EMA)
phé duyét d8 didu tri bénh vy nén thé mang tir mirc trung binh dén nang, viém khép
véy nén va viém cot séng dinh khop.

Bénh Véy nén, con dugc goi 1a bénh mun ngra, 12 mot bénh vé da mén tinh tu
mién. Pac diém mo hoc da cua chiing 13 tang sinh té bao simg biéu bi, hinh thanh mach,
cling nhu sy thim nhidm cua té bao dudi gai, dai thuc bao, bach ciu trung tinh va té
bao T. (Nestle et al., N Engl ] Med, 361: 496-509 (2009)). Bénh vay nén c6 nhiéu biéu
hién khéc nhau, trong do6 vay nén thé mang 12 loai phé bién nhét, chiém hon 90% trong
tdng sb bénh nhan méc bénh vay nén. Viém khép vy nén (PsA) 12 loai bénh véy nén
dic biét, gay phat ban vay nén cling nhu dau, sung, cimg va r6i loan van dong & khép
va cac md mém xung quanh. Mot s6 bénh nhan c6 thé bi viém xuong cung va (hoic)
viém cOt séng véi dién bién kéo dai, dé tai phat va cirg khép giai doan cubi dan dén
tan phé. Su tdn tai ctia bénh vay nén 1a mot sy khic biét quan trong gitra viém khép
véy nén va cac viém khop khac va mie d nghiém trong cta tén thuong da khong lién
quan truc tiép dén muc do viém khop (Tan Zhen et al, Chinese Journal of
Rheumatology 20:354-357 (2016)).

Mitc biéu hién IL-17A tang lén dang ké trong cdc md da gdy bénh vay nén va
su gia ting nay c6 lién quan chat che& dén hoat dong ctia bénh vay nén (Johansen et al.,
Brit J Dermatol, 160:319-24 (2009); Lowes et al. J Invest Dermatol 128:1207-11
(2008)). Trong sb c4c bénh nhan bi bénh véy nén, khéng thé don dong khang IL-17A
Secukinumab d3 cho thiy c6 higu qua tuyét voi, c6 thé 1am giam déang ké hoat tinh
bénh ctia bénh nhin mic bénh vy nén va gidm dién tich cdc mang vy nén. (Langley
et al., N Engl J Med, 371:326-38 (2014)); Secukinumab cling c6 thé 1am giam dang ké
céc triéu chirng viém khdp va cai thién dang ké cac chirc ning khép cua bénh nhén bi

viém khép vay nén (Gottlieb et al., ] Drugs Dermatol, 14821-33 (2015)). Secukinumab
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duoc FDA chép thuan dung dé didu tri bénh vy nén thé mang tr muc trung binh dén
ning va viém khép véy nén.

Viém khoép dang thap (RA) chu yéu dugce dic trung boi su ting sinh nguyén
bao so¢i hoat dich khép giy viém, tdn thuong khép va sun, tham nhidm té bao T trg
gitp CD4+ va té bao huyét trong san xuét tu khang thé. IL-17A c6 thé gay ra ca viém
14n tdn thuong xuwong trong viém khép dang thap. IL-17A dugc biéu hién nhidu trong
té bao don nhan hoat dich dang thip clia bénh nhan méc viém khép dang thap so véi
ngudi khée manh hodc bénh nhén bi viém xuong khép (Sarkar et al., Clin Exp
Immunol. 177: 652-61 (2014)), cac nghién ciru té bao hoc cho thay IL-17A ¢6 thé kich
thich tiéu xwong va phd hiy colagen (Kitami et al., Biochimie. 92: 398-404 (2010)).
IL-17A c¢6 thé cam ung sun, té bao hoat dich, dai thuc bao va nguyén bao xuong dé
tiét ra cac xytokin tidn viém nhu TNFa, IL-1b va IL-6, va c6 tac dung sinh hoc. Cac
xytokin tién viém nay gdy ra sy khéi phat dot ngdt cta viém Khop dang thap va c6 thé
duy tri s6 lugng té bao TH17 thong qua IL-6 gy ra boi IL-17A, do d6 hinh thanh phan
hoi tich cuc va tac dong hiép dbng dé khuéch dai cac tdc dOng viém cuia ching va thiét
1ap trang thai viém maén tinh (Ogura et al., Immunity 29: 628-36 (2008)). Vi€c gay abi
khang IL-17A ¢6 thé 1am giam céc triéu ching viém khép dang thap mot cach hiéu
qua. O md hinh chudt nhét bi viém khép do colagen, viée trung hoa IL-17A hoéc thu
thé cta no co thé giai quyét cic triéu chimg cla viém khop dang thap (Chao et al.,
Autoimmunity. 2011 May; 44 (3):243-52); Su thiéu hyt IL-17 ¢6 thé bao vé chudt nhit
chti khoi viém khép do colagen (Nakae et al., J Immunol, 171: 6173-7 (2003)) trong
khi IL-17A biéu hién qua mirc c6 thé 1am trdm trong thém céc tinh trang bénh nay
(Lubberts et al., Inflamm Res 51: 102-4 (2002)).

Viém cot sdng dinh khdp (AS) 1a bénh tu mi®n man tinh. Cac dic diém bénh ly
ban dau ciia AS 12 viém cép tinh hodc man tinh tai cac diém gén xwong cua khdp xwong
cung, gan va day ching, c6 thé phat trién thanh viém khop va viém khop d6i mit &
giai doan sau; va c6 hién tuong giam mat d6 xuong & tAt c4 bénh nhan AS. Céc nghién
ciru dd chi ra ring ca sb lugng té bao Th17 tiét IL-17A trong méau ngoai vi 13n ndng

dd IL-17A cua bénh nhan mic chimg AS du ting dang ké so voi nhimg ngudi khoe
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manh. (Gracey et al., Arthritis Rheumatol. 68: 679-89. (2016)). IL-17A ¢6 thé hoat
héa nhidu loai té bao nhu dai thuc bao, té bao dudi gai, t€ bao ndi md, nguyén bao soi,
té bao sun va nguyén bao xuong, c6 thé tao ra mot lugng 16n céc yéu t6 pha hay viém
(Ogura et al., Immunity 29: 628-36 (2008)). Trong cac md xuong, IL-17A khién
nguyén bao xuong bidu hién chit hoat héa thy thé cta phdi tt B yéu td x (RANKL),
hoat héa té bao hity xuong, do d6 gdy tiéu xwong, lam trAm trong thém tinh trang mét
xuong va gay hlly xuong tryc tiép hodc gidn tiép (Gaffen, Curr Rheumatol Rep 11:365-
370 (2009)). Trong sb cac bénh nhan méc AS, khang thé don dong khang IL-17A
Secukinumab da cho thay hiéu qua tuyét voi, ¢é thé 1am giam dang ké cac tridu chimng
va diu hiéu cta viém cot séng dinh khép. (Baeten et al., N Engl J Med, 373:2534-48
(2015)). Dya trén céac két qua ndy, Secukinumab dugec FDA chép thuan trong didu tri
viém cot sdng dinh khép.

Bénh luput ban dé hé théng (SLE) 1a bénh tu mién anh hudng dén nhidu hé
théng. Cu thé, cac khang thé chdng lai cic ty khang nguyén xudt hién trong co thé
bénh nhan, chung tAn cong cdc md hodc co quan khac nhau mot cach truc tiép hodc
gian tiép, va cac ving thuong bi anh hudng nhét bao gdm da, khép va than. Cac nghién
ctru d4 chi ra ring IL-17A d6ng vai tro trong SLE. Ty 1& té bao san xuét IL-17A trong
mau ngoai vi ctia bénh nhan SLE tdng 1én va mic IL-17A trong huyét thanh cta bénh
nhan cao bét thudng (Chen et al., J Clin Immunol, 30:221-5 (2010)). Té bao don nhan
mau ngoai vi clia bénh nhan SLE kém theo tdn thuong than c6 thé tao ra nhiéu IgG
toan phan, IgG khang dsADN va IL-6 hon khi dugc nudi cdy véi IL-17, cho thay IL-
17 ¢6 thé tham gia vao qua trinh hoat héa té bao B. (Dong Et al., Chin Med J (Engl),
116:543-8 (2003)). Gan ddy, cling da phat hién ra rang [L-17A c6 thé hop tac véi
BAFF (yéu t6 hoat hoa té bao B) dé bao vé té bao B khéi qua trinh chét theo chuong
trinh, do d6 1am tang sd lugng té bao san xuét ty khang thé. (Onishi et al., Immunology
129: 311-21 (2010)).

Ban chit k§ thuit ciia sang ché
Sau khi nghién ctru sdu rong va nd luc sng tao, cac tac gia sang ché d3 st dung

hé théng biéu hién té bao dong vét c6 vii dé biéu hién IL-17A tai t8 hop (24-155) dudi

4



44468 590

dang khang nguyén dé chung ngtra cho chudt nhét, va thu duge mot luong 16n cac mau
té bao lai bang cach dung hop t& bao 14 lach chuot nhit va té bao u tiry. Cac tac gia
sang ché da thu duoc hai dong té bao lai riéng biét sau ddy bang cach sang loc mot
lwong 16n cdc mau:

dong té bao lai LT006 (IL-17A-13E9), dugc luu gitt tai Bao tang gidng Trung
Quéc (China Center for Type Culture Collection - CCTCC) vao ngay 12 thang 9 nam
2017 véi sb ndp luu 1a CCTCC NO: C2017102;

va dong té bao lai LT007 (IL-17A-2G2), dugc luu gitr tai Bo tang gidng Trung
Qudc (China Center for Type Culture Collection - CCTCC) vao ngay 12 thang 9 nam
2017 v6i s6 nop lwu 1a CCTCC NO: C2017165.

Céc tac gia sang ché da bit ngd phat hién ra:

dong té bao lai LT006 ¢6 thé tiét va tao ra khang thé don dong dac hiéu (c6 tén
la 13E9) lién két diic hidu v6i IL-17A, va khang thé don dong c6 thé phong bé lién két
ctia IL-17A v6i IL-17RA rét hiéu qua;

dong té bao lai LT007 ¢6 thé tiét va tao ra khang thé don dong dic hiéu (co tén
1a 2G2) lién két dic hidu v6i IL-17A, va khang thé don dong c6 thé phong bé lién két
cta IL-17A v6i IL-17RA rat hiéu qua;

ngoai ra, cac tac gia sang ché da tao ra mot cach sang tao khang thé duoc lam
twong thich v&i ngudi khang IL-17A (1an luot c6 tén 12 13E9 HIL1, 13E9 H2L2, 13E9
H3L2; va 2G2 H1L1, 2G2 H2L2, 2G2 H3L3), tht ca cac khang thé nay c6 thé lién két
v6i IL-17A cita ngudi mot céch hiéu qua, phong bé lién két ciia IL-17A v6i thy thé IL-
17A, va e ché su hoat héa céc con dudng truyén tin hiéu xudi dong cua cac thu thé
IL-17A;

khang thé theo sang ché c6 tiém ning dung 5 san xuét cac loai thudc ngan ngira
va/hodc diéu tri cac bénh ty mién nhu bénh Véy nén, viém khép dang thap, viém khép
véy nén, bénh viém cot sdng dinh khép va bénh luput ban d6 hé thong.

Do do, sang ché dé xuét cac ddi tugng sau:

Theo mot khia canh, sang ché d& xuit khang thé don dong hodc manh lién két
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khang nguyén cta no, trong do,

ving bién ddi chudi ning (VH) cua khang thé don dong bao gdbm: HCDRI1-
HCDR3 véi céc trinh tu axit amin dugc néu lan lugt trong SEQ ID NO: 31-33, hodc
HCDR1-HCDR3 véi cac trinh ty axit amin dugc néu 1an luot trong SEQ ID NO: 37-
39; va

ving bién dbi chudi nhe (VL) cua khing thé don dong bao gdm: LCDRI1-
LCDR3 véi cac trinh ty axit amin dugc néu lan luot trong SEQ ID NO: 34-36, hodc
LCDR1-LCDR3 vdi cac trinh ty axit amin dugc néu 1an luot trong SEQ ID NO: 40-
42.

Ving bién ddi cua chudi nhe va chudi nang xac dinh sy lién két ciia khing
nguyén; vung bién dbi ctia mdi chudi chia ba ving siéu bién, cu thé 1a ving xac dinh
tinh b trg (CDR) (CDR ctia chudi nang (H) bao gom HCDR1, HCDR2, HCDR3, va
CDR cua chudi nhe (L) bao gém LCDR1, LCDR2, LCDR3; dugc xac dinh boi Kabat
et al., xem Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition (1991),
Volumes 1-3, NIH Publication 91-3242, Bethesda Md).

Trinh tu axit amin ca ving CDR cua khang thé don dong trong muc (1) dén
(2) néu trén dugc phan tich bing céc phuong tién k¥ thudt da biét ddi véi ngudi co
hidu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét nay, vi dy, bang co s¢ dir liéu VBASE2:

khéng thd 13E9, 13E9 H1L1, 13E9 H2L2, va 13E9 H3L2 theo sang ché c6 cac
CDR gidng nhau:

trinh tw axit amin cta ba ving CDR cua ving bién ddi chudi ning 1a nhu sau:

HCDRI1: SYSFTSDYA (SEQ ID NO: 31),

HCDR2: ITYSGVT (SEQ ID NO: 32),

HCDR3: ARADYDSYYTMDY (SEQ ID NO: 33); va

trinh tu axit amin cta ba ving CDR cua vung bién ddi chudi nhe 1a nhu sau:

LCDR1: QSLVHSNGNTY (SEQ ID NO: 34),

LCDR2: KVS (SEQ ID NO: 35),

LCDR3: SQSTHFWT (SEQ ID NO: 36).

6
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Khang thé 2G2, 2G2 HIL1, 2G2 H2L2, va 2G2 H3L3 theo sang ché c6 céc
CDR gidng nhau:

trinh tu axit amin cta ba ving CDR cua vung bién ddi chudi ning 1a nhu sau:

HCDR1: SEVFPIAD (SEQ ID NO: 37),

HCDR2: ILPSFGRT (SEQ ID NO: 38),

HCDR3: ARGNYGFAY (SEQ ID NO: 39); va

trinh ty axit amin ctia ba ving CDR cta ving bién d6i chudi nhe 13 nhu sau:

LCDR1: QSLLNSDGKTY (SEQ ID NO: 40),

LCDR2: LVS (SEQ ID NO: 41),

LCDR3: WQGSHFPQT (SEQ ID NO: 42).

Theo mdt hodc nhiéu phuong an theo sang ché, khang thé don dong hodc manh
lién két khang nguyén cua no, trong do,

viing bién ddi chudi ning (VH) cta khang thé don dong bao gdbm HCDRI-
HCDR3 vi céc trinh tu axit amin dugc néu lan lugt trong SEQ ID NO: 31-33, va

viing bién dbi chudi nhe (VL) ctia khéng th don dong bao gom LCDR1-LCDR3
véi céc trinh tu axit amin dugc néu 1an luot trong SEQ ID NO: 34-36.

Theo mdt hodc nhiéu phuong 4n theo séng ché, khang thé don dong hodc manh
lién két khang nguyén cta nd, trong do,

ving bién ddi chudi ning (VH) cia khang thé don dong bao gbm HCDRI1-
HCDR3 véi cac trinh tu axit amin dugc néu lan luot trong SEQ ID NO: 37-39, va

ving bién ddi chudinhe (VL) ciakhang thé don dong bao gdbm LCDR1-LCDR3
vé1i cac trinh tu axit amin dugc néu 1an luot trong SEQ ID NO: 40-42.

Theo mdt hodc nhiéu phuong an theo séng ché, khang thé don dong hodc manh
lién két khang nguyén cta nd, trong do,

trinh tu axit amin cia vung bién ddi chudi nang dugc chon tir SEQ ID NO: 2,
SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 20,
SEQ ID NO: 24, va SEQ ID NO: 28;
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va
trinh ty axit amin cua vung bién ddi chudi nhe duoc chon tir SEQ ID NO: 4,
SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 26,
va SEQ ID NO: 30.
Theo mdt hodc nhiéu phuong 4n theo sang ché, khang thé don dong hodc méanh
lién két khang nguyén cua no, trong do6
trinh tu axit amin cla vung bién dbi chudi nang dugce chon tir SEQ ID NO: 2,
SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 10, va SEQ ID NO: 14, va trinh ty axit amin cia
vung bién ddi chudi nhe duogc chon tr SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 8, va SEQ ID
NO: 12;
hodc
trinh ty axit amin cliia vung bién ddi chudi nang dugce chon tir SEQ ID NO: 16,
SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 24, va SEQ ID NO: 28, va trinh ty axit amin cda
viing bién déi chudi nhe duge chon tir SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 22, SEQ ID
NO: 26, va SEQ ID NO: 30.
Theo mdt hodc nhiéu phwong 4n clia sdng ché, khang thé don dong hodc manh
lién két khang nguyén cua nd, trong d6 vung bién d6i chudi ning va ving bién ddi
chudi nhe dugce chon tir ving bat ky trong sb cac vung tir (1) dén (8) sau:
(1) vung bién d6i chudi nang bao gbm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:
2,va
vung bién ddi chudi nhe bao gém trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 4;
(2) ving bién d6i chudi nang bao gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:
6, va
vung bién dbi chudi nhe bao gém trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 8;
(3) vung bién dbi chudi ning bao gdm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:
10, va
vung bién ddi chudi nhe bao gém trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 12;
(4) vung bién d6i chudi ning bao gbm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:

8
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14, va

ving bién ddi chudi nhe bao gbm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 12;

(5) ving bién ddi chudi nang bao gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:
16, va

ving bién dbi chudi nhe bao gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 18;

(6) vung bién dbi chudi ning bao gbm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:
20, va

vung bién ddi chudi nhe bao g@)m trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 22;

(7) ving bién ddi chudi nang bao gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:
24, va

vung bién ddi chudi nhe bao gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 26;
va

(8) ving bién ddi chudi ning bao. gbm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:
28, va

vung bién dbi chudi nhe bao gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 30.

Theo mdt hodc nhiéu phuong an theo sang ché, khang thé don dong hodc manh
lién két khang nguyén cla no, trong d6 khang thé don dong hodc manh lién két khang
nguyén ctia n6 dugc chon tir Fab, Fab’, F(ab’), Fd, Fv, dAb, manh cla vung xac dinh
tinh b tro, khang thé chudi don, khang thé dwoc 1am tuong thich v6i ngudi, khang thé
kham va khang thé kép.

Theo mot hodc nhiéu phuong an theo sang ché, khang thé don dong hodc manh
lién két khang nguyén cta no, trong do6, khang thé don dong lién két véi protein IL-
17A v6i ECso thAp hon khoang 100 nM, nhu thdp hon khoang 10 nM, 5 nM, 4 nM, 3
nM, 2,5 nM, 2 nM, hodc thép hon; t6t hon 13, ECso dugc do béng phuong phap ELISA
canh tranh.

Theo mdt sb phuong an theo sing ché, khang thé don dong hodc manh lién két
khéang nguyén cta no, trong d6 khang thé don dong lién két vé6i protein IL-17A véi Kp

thédp hon khoang 105 M, nhu thép hon khoang 10" M, 107 M, 108 M, 10° M, 10710
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M, hodc thip hon; t6t hon 13, Kp duoc do bang thiét bi twong tac phan tt Fortebio.

Theo mot s6 phuong 4n theo sang ché, khang thé don dong hodc manh lién két
khang nguyén cia no, trong d6 khang thé don dong lién két véi protein IL-17A véi
ECso thip hon khoang 100 nM, nhu thép hon khoang 10 nM, 1 nM, 0,9 nM, 0,8 nM,
0,7 nM, 0,6 nM, 0,5 nM, 0,4 nM, 0,3 nM, 0,2 nM, 0,1 nM, hodc thép hon; cu thé 13,
ECso duoc do bang phuong phap ELISA gién tiép.

Theo mot hodc nhidu phuong 4n theo sang ché, khang thé don dong bao gbm
ving khong CDR, va ving khong CDR 1a tir cac loai khac khong phai la chudt, nhu ti
khang thé ctia ngudi.

Theo mdt s6 phuong én theo sang ché, ving 6n dinh cta globulin mién dich
dugc 1am tuong thich véi nguoi, vi dy, ving dn dinh chudi ning st dung ving C chudi
Ig gamma-1, ACCESSION: P01857; va vung on dinh chudi nhe st dung ving C chudi
Ig kappa, ACCESSION: P01834.

Theo mot hodc nhiéu phuong an theo sang ché, khang thé don dong hodc manh
lién két khang nguyén cua no, trong do:

khang thé don dong dugc tao ra bang dong té bao lai LT006, dugc luu giit tai
Bao tang giéng Trung Quédc (China Center for Type Culture Collection - CCTCC) vo6i
s6 ndp luu 14 CCTCC NO: C2017102; hodc

khang thé don dong dugc tao ra bang dong té bao lai LT007, dugc luu giit tai
Béo tang gidng Trung Quéc (China Center for Type Culture Collection - CCTCC) véi
s& ndp luu 14 CCTCC NO: C2017165.

Theo mdt hodc nhiéu phwong an theo séng ché, khang thé don dong hodc manh
lién két khang nguyén cta n6 dugc sir dung dé ngin ngtra va/hodc didu tri khoi u hogc
bénh ty mién, hodc d& chan doan bénh tu midn; t6t hon 13, bénh tu mién dugc chon tlr
bénh vay nén, viém khdp dang thap, viém khop véy nén, bénh viém cot sdng dinh khép
va bénh luput ban d6 hé théng; tt hon néu bénh vay nén 1a bénh véy nén thé mang tur
muc trung binh dén ning.

Theo mdt hodc nhiéu phuong 4n theo sdng ché, khang thé don dong hodc méanh
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lién két khang nguyén cia né dugc st dung dé:

phong bé lién két ciia IL-17A v6i IL-17RA,

didu hoa (vi du, didu hoa giam) hoat tinh hogc mérc IL-17A, hodc

trc ché su biéu hién IL-6 trong té bao.

Khia canh khéc theo sang ché @& xuét phan ti axit nucleic phén 1ap chtra trinh
tu nucleotit mad héa vung bién d6i chudi ning va ving bién dbi chudi nhe ciia mdt trong
s6 cac khang thé don dong bét ky dugc md ta trong sang ché.

Theo mot hodc nhiéu phuong an theo séng ché, phan tir axit nucleic phan 1ap
chira trinh ty nucleotit dugc chon tir trinh tyr bét ky trong sb cac trinh ty tir (1) dén (8):

(1) SEQID NO: 1, SEQID NO: 3;

(2) SEQID NO: 5, SEQIDNO:7;

(3) SEQIDNO: 9, SEQIDNO: 11;

(4) SEQID NO: 13, SEQ ID NO: 11;

(5) SEQ ID NO: 15, SEQID NO: 17;

(6) SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 21;

(7) SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 25; va

(8) SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 29.

Khia canh khéc theo sang ché d& xuét vecto tai td hop chira phan tir axit nucleic
phén 14p theo sang ché. TSt hon néu vecto téi t8 hop 1a vecto biu hién téi t6 hop, nhu
vecto biéu hién tai td hop cta sinh vét chwa c6 nhan dién hinh hoic vecto biéu hién tai
t4 hop ctia sinh vét c6 nhan dién hinh.

Khia canh khéc theo sang ché @& xuét té bao chu chira vecto tai td hop theo séng

I'4
A

che.

Khia canh khéac theo sang ché dé xuit phuong phép tao ra bat ky mot trong s6
cac khang thé don dong hodc manh lién két khang nguyén cta ching dugc mo ta trong
séng ché, bao gdbm budc nudi cdy té bao chu theo séng ché trong céc diéu kién thich

hop va phén lap khang thé don dong hodc manh lién két khang nguyén cla né tr moi
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trrdng nuoi cy té bao.

Khia canh khac theo sang ché d& xuit dong té bao lai dugc chon tir:

dong té bao lai LT006, dugc luu giif tai Bao tang gidng Trung Quéc (China
Center for Type Culture Collection - CCTCC) v6i sb nop luu la CCTCC NO:
C2017102; va

dong té bao lai LT007, dugc luu gilt tai Bdo tang gidng Trung Qudc (China
Center for Type Culture Collection - CCTCC) v6i s6 nop luu 1a CCTCC NO:
C2017165.

Khia canh khéc theo sang ché @& xuét thé lién hop bao gbm khang thé don dong
hodc manh lién két khang nguyén cua nd va phan dugc lién hop, trong d6 khang thé
don dong 1a mot trong s6 cac khang thé don dong hodc manh lién két khang nguyén
cua ching dugc mo ta trong sang ché, phan dugc lién hop l1a nhan co thé phét hién
duge; tét hon néu nhan c6 thé phét hién duoc la ddng vi phong xa, chét phat quang
nhu chit huynh quang, chit tao mau, hodc enzym.

Khia canh khac theo sang ché d& xuit kit bao gdm mdt trong sé cac khang thé
don dong hodc manh lién két khang nguyén cua chiing dugc md ta trong sang ché hozic
bao gdm thé 1ién hop theo sang ché;

t&t hon 13, kit con bao gdm khang thé tht hai nhan dién ddc hiéu khang thé don
dong hodc manh lién két khang nguyén cia no; tuy ¥, khang thé tha hai nay con bao
gém nhén c6 thé phét hién duoc; t8t hon néu nhan co6 thé phat hién duogc la ddng vi
phong xa, chét phat quang nhu chat huynh quang, chit tao mau, hodc enzym.

Khia canh khac theo sang ché d& xuét viéc st dung mdt trong sb cac khang thé
don dong bét ky hodc manh lién két khang nguyén ciia né dugc mo ta trong sang ché
hodc thé lién hgp theo sang ché trong viéc didu ché kit dé phat hién dinh lugng hodc
dinh tinh IL-17A. Phét hi¢n dinh tinh d& cap dén viéc phat hién su c6 mdt cua IL-17A
trong mau cén dugc kiém tra, va phat hién dinh luong dé cap dén viéc phat hién néng
dd hodc ham lugng IL-17A trong mau cin dugc kiém tra.

Khia canh khéc theo sang ché d& cap dén duoc pham chira mot trong sb cac
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khang thé don dong hodc manh lién két khang nguyén cua né dugc mo ta trong sang
ché hodc thé lién hop theo sang ché; tuy v, duge pham con chua chit mang hoic ta
dugc dugce dung.

Khia canh khéc theo sang ché d& xuét viéc str dung mot trong sé cac khang thé
don dong bét ky hodc méanh lién két khang nguyén cua n6é dugc md ta trong sang ché
hogc thé lién hop theo sang ché dé bao ché thudc ngan ngira va/hodc didu tri khéi u
hodc bénh tu mién, ho#c sir dung d2 bao ché thubc chén doan bénh ty mién; t6t hon 13,
bénh tu mién dugc chon tir bénh vdy nén, viém khop dang thap, viém khép vAy nén,
bénh viém cot sdng dinh khép va bénh luput ban d hé théng; tét hon néu bénh vay
nén 1a bénh vy nén thé mang tr mrc trung binh dén ning.

Cu thé, tir cac thir nghiém trén dong vét (Vi du 11), cac tac gia sang ché da phat
hién ra rang 13E9H3L2 c6 thé e ché hiéu qua sy gia tang do day biéu bi cia m6 hinh
chudt nhét C57BL/6 bi bénh vy nén, dugc ching minh 1a thudc khang thé 13E9H3L2
c6 thé (e ché dang ké sy gia tang do day bidu bi ciia chudt nhét gy ra do IL-17A va
tiem duéi da, c6 hiéu qua tuong duong voi thudc khang thé don dong duoc ban trén
thi trudng Secukinumab dbi voi cung dich.

Theo mot s khia canh cua sang ché, bénh tu mién (vi du, bénh vay nén nhu
bénh vay nén thé mang tir mre trung binh dén ning, viém khép dang thap, viém khép
vy nén, bénh viém cot séng dinh khép hodc bénh luput ban d6 hé thdng) gay ra do
murc biéu hién IL-17A tang. Muc biéu hién ting dugc mo ta trong ban mo ta 1a mic
biéu hién cao hon muc bidu hién cua ngudi khde manh va dat dén muc gy bénh.

Khia canh khéc theo sang ché d& cap dén viéc sit dung mot trong s6 cac khang
thé don dong bét ky hodc manh lién két khang nguyén cua n6 duge md ta trong sang
ché hodc thé lién hop theo sang ché trong viéc bao ché cac thude sau:

thuc phong bé lién két ctia IL-17A v6i IL-17RA,

thudc diéu hoa (vi du, diéu hoa giam) hoat tinh hogc muc IL-17A, hodc

thubc trc ché su biéu hién IL-6 trong té bao.

Khia canh khéc theo sang ché d& xudt phuong phéap in vivo hodc in vitro bao
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gdm budc cho té bao hodc ddi trong cin diéu tri dung luong hitu hiéu ciia mot trong
s6 cac khang thé don dong bt ky hodc manh lién két khang nguyén ctiia n6 dugc md
ta trong sang ché hodc thé lién hop theo sang ché, va phuwong phéap nay dugc chon tur
cac phuong phép sau:

phuong phép phong bé lién két ctia IL-17A v6i IL-17RA,

phuong phap didu hoa (vi du, diéu hoa giam) hoat tinh hogc mirc IL-17A, hodc

phuong phap e ché su biéu hién IL-6 trong nguyén bao soi.

Theo phuong an cu thé theo sang ché, phuong phap in vitro 12 phuong phéap
khong tri liéu va/hodc khong chén doan.

Intolokin 6 (viét tit 1a IL-6 hodic IL 6) ¢6 thé dugc tao ra boi nguyén bao soi,
bach ciu don nhan/dai thuc bao, t€ bao lympho T, té bao lympho B, té bao bidu mé, té
bao slrng, va cac t& bao khéi u khac. Intolokin 6 1 yéu t6 quan trong dé diéu hoa dap
tng mién dich, va IL-6 va IL-1 ¢6 thé thuc day hiép ddng su ting sinh té bao T, kich
thich su biét hoa té bao B, va tham gia vao cc dap ung viém cta co thé (Schoenborn
et al. Advances in Immunology 96: 41-101 (2007)). Thtt nghiém in vitro (Vi du 10)
theo sang ché cho thdy khang thé khang IL-17A ¢6 thé 1am giam déng ké sy tiét IL-6
va tc ché déap tung mién dich qua trung gian IL-6.

Khia canh khéc theo sang ché dé& cap dén phuong phap diéu tri va/hodc ngin
ngla khéi u hodc bénh tu mién, va phuong phap nay bao gbdm budce cho d6i trong can
diéu tri dung luong hitu hiéu cua mot trong sé cac khang thé don dong bét ky hodc
manh lién két khang nguyén cua né duge md ta trong sang ché hogc thé lién hop theo
sang ché; t6t hon 13, bénh tu mién dugc chon tir bénh Véy nén, viém khép dang thép,
viém khép Véy nén, bénh viém cdt séng dinh khép va bénh luput ban do hé théng; tt
hon néu bénh vy nén 1a bénh véy nén thé mang tir mirc trung binh dén nang.

Khia canh khac theo sang ché dé cap dén phuong phap chén doan bénh tu mién,
va phuong phap niy bao gom bude dua vao m3u cin thit nghiém (nhu mau mod, mau
té bao, hoic mau méu) hodc cho dbi trong can diéu tri dung lugng hitu hi¢u ctia mot
trong sb cac khang thé don dong bat ky hodc manh lién két khang nguyén cia n6 dugc
mo ta trong sang ché hoic thé lién hop theo sang ché; tét hon 13, bénh tu mién dugc
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chon tir bénh véy nén, viém khép dang thap, viém khop véy nén, bénh viém cot séng
dinh khép va bénh luput ban d6 hé théng; t6t hon néu bénh vdy nén 1a bénh véy nén
thé mang tir muc trung binh dén ning.

Theo mdt sb phuong 4n cua sang ché, xem xét réng bénh tu mién (vi du, bénh
vay nén nhu bénh vy nén thé mang tir muc trung binh dén niang, viém khop dang thép,
viém khép vay nén, bénh viém cdt sdng dinh khép hodc bénh luput ban dé hé thbng)
gdy ra do muc biéu hién IL-17A tang, do d6 viéc chan doén c6 thé duge thuc hién b%mg
c4ch phat hién mirc biéu hién IL-17A st dung bét ky mot trong sb cac khang thé don
dong hodc manh lién két khang nguyén cia n6 dugc mo ta trong sang ché hodc thé lién
hop theo sang ché. Néu muc biéu hién IL-17A cao hon muc cla ngudi khde manh va
dat dén mac gy bénh, chin doan 1a két qua duong tinh; ngugc lai, chin doan 1a két
qua am tinh.

Theo sang ché, trir khi ¢6 quy dinh khac, cac thudt nglr khoa hoc va k¥ thuét
duoc st dung & day c6 nghia thuong duge hiéu boi ngudi cd hiéu biét trung binh trong
linh vuc k§ thuét ndy. Ngoai ra, cac hoat dong trong phong thi nghiém vé nudi cly té
bao, di truyén phén tir, hoa hoc axit nucleic va mién dich hoc dugc st dung o day la
cac hoat dong thudng xuyén duge s dung rong rdi trong cac linh vuc tuong ung.
Trong khi do, 8 hiéu r6 hon vé sang ché, cac dinh nghia va gidi thich vé céc thuat ngit
lién quan dugc cung cAp duéi day.

Khi duge st dung trong ban mo ta nay, khi trinh ty axit amin cua protein IL-
17A (intolokin-17A) duge dé cap, né bao gbm chiéu dai diy du cua protein IL-17A;
cling 1a protein dung hop IL-17A, nhw manh dugc dung hop voi manh protein IgG Fc
ctia nguoi hodc chudt nh#t (mFc hodc hFc). Tuy nhién, ngudi co hiéu biét trung binh
trong linh vyuc k¥ thudt nay s€ hiéu ring trong trinh tu axit amin cua protein IL-17A,
céc dot bién hodc cac bién thé (bao gbm, nhung khong chi gidi han &, thay thé, khuyét
doan va/hodc bd sung) ¢ thé duge tao ra ty nhién hogc dua vao nhan tao ma khong
anh huong dén cac chirc nang sinh hoc cua chung. Vi thé, trong sang ché, thuat ngir
“protein IL-17A" nén bao gbm tat ca cac trinh ty nhu vy, bao gbm ca cac bién thé tu

nhién hoic nhén tao cta ching. Ngoai ra, khi doan trinh tw cta protein IL-17A dugc
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md ta, protein IL-17A cling bao gdm cic manh trinh tu twong Gmg trong cac bién thé
ty nhién hodc nhén tao cta ching.

Trinh tu c6 chiéu dai day du (155aa) cta IL-17A nhu sau, trong do trinh tu
peptit tin hi¢u (23aa) dugc gach dudi.

MTPGKTSLVSLLLLLSLEAIVKAGITIPRNPGCPNSEDKNFPRTVMVNL
NIHNRNTNTNPKRS SDYYNRSTSPWNLHRNEDPERYPSVIWEAKCRHLGCIN
ADGNVDYHMNSVPIQQEILVLRREPPHCPNSFRLEKILVSVGCTCVTPIVHHV
A (SEQ ID NO: 43)

Khi duge st dung trong ban mo ta nay, trir khi 6 quy dinh khac, IL-17R 1a IL-
17RA; trinh tu protein cu thé ctia nd 13 trinh ty da biét trong linh vuc k¥ thuat nay, va
c6 thé tham khao trinh tu duge boc 19 trong tai ligu hién co hoic GenBank. Vi dy, IL-
17RA (CD217, NCBI Gene ID: NP_055154.3).

Khi dugce st dung trong ban mo ta nay, thuat ngi ECso d& cép dén ndng do thu
duoc 50% hiéu qua t6i da, tirc 12 ndbng do co thé tao ra 50% hiéu qua tbi da.

Khi dugc st dung trong ban md ta nay, thudt ngit "khang thé" dung dé chi phan
tur globulin mién dich thuong bao gbm hai cap chudi polypeptit (mdi cdp c6 mot chudi
"nhe" (L) va mot chudi "nang" (H)). Theo nghia chung, chudi ning co thé dugc hidu
1a chudi polypeptit ¢ trong luong phén tir 16n hon trong khang thé, va chudi nhe dung
d8 chi chudi polypeptit c6 trong luong phan tir nho hon trong khang thé. Chudi nhe
dugc phéan loai 1a chudi nhe « va A. Chudi ning thuong dugce phén loai la p, 3, v, a,
hoic €, va isotyp ctia khang thé dugc xac dinh 1an luot 14 IgM, IgD, IgG, IgA, va IgE.
Trong chudi nhe va chudi ning, ving bién dbi va ving on dinh dugc lién két boi ving
"J" gdm khoang 12 axit amin trd lén, va chudi ning cling bao gbém ving "D" gdm
khoang 3 axit amin tr& 1én. Mi chudi ning gdm ving bién @i chudi nang (Vi) va
vang on dinh chudi ning (Cu). Vung 4n dinh chudi ning gbm 3 mién (Cul, Cu2 va
Cu3). Mdi chudi nhe gdbm ving bién dbi chudi nhe (VL) va vung dn dinh chudi nhe
(Cp). Vung dn dinh chudi nhe gdbm mot mién Cr. Vung 6n dinh cta khéng thé ¢6 thé
didu tiét su lién két cua globulin mién dich v6i mo vat chi hodc cac yéu tb, bao gdm

su lién két ctia céc t& bao khac nhau ctia hé mién dich (vi du, t€ bao hi¢u rng) voi thanh
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phin thtr nhét (C1q) cia hé b thé cb dién. Cac ving Vi va Vi ¢6 thé dugc chia nhd
hon nfta thanh cdc vung bién ddi mic d6 cao (dugc goi 12 ving xac dinh tinh bb tro
(CDR)), va cac vung bao toan dugc goi la ving khung (FR) dugc phén bb giita chung.
MJBi Vi va Vi gdm 3 CDR va 4 FR dugc sp xép tir cac d4u tan cing amino dén céac
dau tan cung carboxyl theo trat tu sau: FR1, CDRI1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4.
Ving bién d6i (Vu va Vi) cia mdi cip chudi n{mg/chuSi nhe tao thanh vi tri lién két
khang thé tvong Umg. Viéc gan cdc axit amin cho mdi ving hodic mién tudn theo dinh
nghia cia Kabat Sequences of Proteins of Immunological Interest (National Institutes
of Health, Bethesda, Md. (1987 va 1991)), hogc Chothia & Lesk (1987) J. Mol. Biol.
196:901-917; Chothia et al. (1989) Nature 342:878-883. Cu thé, chudi ning cling cd
thé bao gém nhidu hon 3 CDR, nhu 6, 9, hodc 12. Vi dy, trong khang thé dic higu kép
theo sang ché, chudi nang c6 thé 1a ScFv véi diu tan cung C ctia chudi ndng ctia khang
thé IgG lién két voi mot khang thé khac, va trong truong hop nay, chudi ning bao gdm
9 CDR. Thuét ngit "khang thd" khong bi gidi han béi phwong phdp cy thé bat ky dé
tao ra khéng thé. Vi du, khang thé bao gf”)m, cu thé, khang thé tai td hop, khang thé
don dong hodc khang thé da dong. Khéang thé c6 thé 1 céc isotyp khéac nhau, nhu khang
thé IgG (vi du, kiéu phu IgG1, IgG2, IgG3 or [gG4), IgAl, IgA2, IgD, IgE hodc IgM.

Khi dugc st dung trong ban mo ta, thuét ngit “manh lién két khang nguyén” chi
polypeptit bao gdbm manh khang thé c6 chidu dai day du, duy tri kha nang lién két dac
hiéu v&i cing mdt khang nguyén ma khang thé c6 chidu dai dy du lién két véi va/hodc
canh tranh véi khang thé ¢6 chidu dai ddy du dé lien két dic hiéu voi khang nguyén,
ma con dugc goi la "phan lién két khang nguyén". Noi chung, Fundamental
Immunology, Ch. 7 (Paul, W., ed., 2nd edition, Raven Press, N.Y. (1989), dugc dua
vao ban md ta nay b%mg cach vién dan toan b nhim tit ca cac muc dich. Manh lién
két khang nguyén cuia khang thé c6 thé duoc tao ra bang cong nghé ADN téi td hop
hodc bang cch phén cit cac khang thé nguyén ven bang enzym hodc héa hoc. Trong
mot sb truong hop, manh lién két khang nguyén bao gbm Fab, Fab', F (ab"), Fd, Fv,
dAb, manh cua vung xac dinh tinh bd tro (CDR), manh khéang thé chudi don (vi du,

scFv), khang thé kham, khang thé kép va polypeptit nhu véy, bao gbm it nhit mot phan
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ciia khang thé du dé tao ra kha ning lién két khang nguyén dac hiéu v6i polypeptit.

Khi dugc st dung trong ban mo ta, thudt ngir “manh Fd” chi manh khéng thé
gbm c6 midn Vg va Cul; thuat ngit “ménh Fv” chi manh khang thé gdm c6 mién Vi
va Vi ciia mot nhanh don cua khang thé; thuat ngit “ménh dAb” chi manh khang thé
gém c6 mién Vi (Ward et al., Nature 341:544-546 (1989)); thuat ngtr “manh Fab” chi
manh khéng thé gdm c6 mién Vi, Vi, Ci, va Cul; va thut nglt “manh F(ab')y” chi
manh khang thé bao gdm hai manh Fab dugc lién két boi cAu ndi disulfua trén ving
ban 18.

Trong mot sb truong hgp, manh lién két khang nguyén cla khang thé 13 khang
thé chudi don (vi du, scFv) trong do mién Vi va Vu dugc bét cap dé tao thanh phén tw
hoa tri mot thong qua thanh phan lién két cho phép ching tao ra mdt chudi polypeptit
duy nhét (xem, vi dy, Bird et al., Science 242:423-426 (1988) va Huston et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883 (1988)). Cac phan tir scFv nhu vay ¢6 thé c6 céu
trtic chung: NHy-Vi-thanh phan lién két-Vu-COOH hode NH,-Vi-thanh phin lién két-
V.-COOH. Thanh phin lién két cua giai phap da biét thich hop gdm trinh ty axit amin
doan lip GGGGS hodc bién thé ciia chung. Vi dy, thanh phén lién két c6 trinh ty axit
amin (GGGGS)4 ¢o thé dugc st dung, nhung céc bién thé cta chung ciing c6 thé duoc
stt dung (Holliger et al. (1993), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444-6448). Cac thanh
phén lién két khac c6 thé dugce st dung trong sang ché duge mo ta boi Alfthan et 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 mot sb truong hop, manh lién két khang nguyén cla khang thé 1a khang
thé kép, tirc la khang thé héa tri hai, trong d6 mién Vg va Vi dugc biéu hién trén chudi
polypeptit don. Tuy nhién, thanh phan lién két duoc st dung qué ngén dé cho phép bét
cdp hai mién trén cling mot chudi, do d6 cac mién nay budc phai bét cap voi mién bd
trg trén chudi kia va tao ra hai vi tri lién két khang nguyén (xem, vi dy, Holliger P. et
al., Proc. Natl. Acad. Sei. USA 90:6444-6448 (1993), va Poljak RJ et al., Structure
2:1121-1123 (1994)).
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Manh lién két khang nguyén (vi du, cdc ménh khang thé dé cap trén day) cua
khang thé co thé thu dugc tu khang thé nhét dinh bing cich st dung k¥ thuét thong
thuong da biét di véi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong Iinh vyc ky thudt nay (vi du,
cong nghé ADN tai td hop hodc phan c4t bang enzym hodc hoa hoc), va manh lién két
khang nguyén cta khang thé duoc sang loc tinh dic hiéu theo cach tuong tu nhu d6i
véi khang thé nguyén ven.

Khi duoc st dung trong ban md ta nay, trr khi ¢6 quy dinh khac 10 rang trong
ban mé ta, khi n6i dén thuat ngit “khang thé", né bao gom khong chi khang thé nguyén
ven ma bao gdm ca manh lién két khang nguyén ctia khang thé.

Khi dugc st dung trong ban mo td nay, thut nglt "mAb" va "khéng thé don
dong” chi khang thé hoic manh cta khang thé c6 ngudn gdc tir nhom khang thé twong
ddng cao, tirc 12 tir nhém gbm cac phén tir khéng thé gidng hét nhau, ngoai trlr cac dot
bién tu nhién ¢ thé xay ra mot cach tw phat. Khang thé don dong co tinh déc higu cao
ddi vai mot epitop duy nhét trén khang nguyén. Khang thé da dong, so voi khang thé
don dong, thuong bao gbm it nhét hai hogc nhidu hon cac khang thé khac nhau thudong
nhan dién cé4c epitop khac nhau trén khang nguyén. Khang thé don dong thuong co6 thé
thu dugc bang cong nghé té bao lai dugc bdo céo dau tién boi Kohler et al. (Nature,
256:495, 1975), nhung ciing co thé thu duoc bang cong nghé ADN tai td hop (vi dy,
xem U.S.P 4,816,567).

Khi dwoc st dung trong ban mo ta nay, thudt nglt “khang thé kham” chi khang
thé c6 mot phan clia chudi nhe va/hodc chudi nang co ngudn gbc tir mot khang thé (co6
thé ¢6 nguén géc tr mot loai cu thé hodc thudc mdt 16p hodc phan 16p khéang thé cu
th&), va phan khac ctia chudi nhe va/hodc chudi ning c6 ngudn gdc tir mot khang thé
khac (c6 thé c6 ngudn gbc tir cing mot loai hodc tir loai khac hodc thudc cung mot 16p
hodc phén 16p khang thé hoic thudc 16p hodc phén 16p khang thé khéac nhau). Nhung
trong bit ky truong hop nao, no van giit nguyén hoat tinh lién két v6i khéang nguyén
(USP 4,816,567 cua Cabilly et al.; Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851
6855 (1984)).

Khi dugc st dung trong ban md ta nay, thuét ngtt “khang thé duoc lam tuong
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thich v&i nguoi” chi khang thé hoic manh khang thé thu duoc khi toan bd hodc mot
phén ving CDR cta mét globulin mién dich cua ngudi (khang thé thu thé) duoc thay
thé bing ving CDR ctia khang thé khong phai ctia ngudi (khang thé thé cho), trong d6
khang thé thé cho c6 thé khong phai 12 khang thé cua nguoi (vi dy, chudt nhét, chudt
cbng hodc thd) c6 tinh déc higu, 4i lyc hodc tinh phan rng mong mubn. Ngoai ra, mot
s6 gbe axit amin trong ving khung (FR) ctia khang thé thy thé cling c6 thé dugc thay
thé bing gbc axit amin ctia khang thé khong phai cua nguoi twong ung hodc bang gde
axit amin cua khang thé khac dé cai thién hodc td1 wu héa hon nita hiéu suét cua khang
thé. Pé biét thém chi tiét vé khang thé dugc 1am twong thich véi nguoi, xem, vi du,
Jones et al., Nature, 321:522 525 (1986); Reichmann et al., Nature, 332:323 329 (1988);
Presta, Curr. Op Struct. Biol., 2:593 596 (1992); va Clark, Immunol. Today 21: 397
402 (2000).

Khi duogc st dung trong ban md ta nay, thuat ngir “epitop” chi vi tri trén khang
nguyén ma globulin mién dich hodc khéng thé lién két dic hidu véi no. "Epitop" trong
linh vuc k¥ thuat cling dugc goi la "yéu td quyét dinh khang nguyén". Epitop hodc yéu
t6 quyét dinh khang nguyén thuong gdm cdc nhom bé mit c6 hoat tinh hoa hoc ctia
phan t&r nhu axit amin hodc hydrat cacbon hodc chudi bén ciia phan tir duong, va
thuong co dic didm cAu tric ba chidu cu thé va dic diém dién tich cu thé. Vi du, epitop
thuong bao gdm it nhét 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, hoge 15 axit amin lién tiép
hoic khong lién tiép trong mot chu tric khong gian duy nhét, c6 thé 12 "mach thang"
hoiic "c6 hinh dang". Xem, vi du, Epitope Mapping Protocols in Methods in Molecular
Biology, Vol. 66, G. E. Morris, Ed. (1996). Trong epitop mach thing, tit ca cac diém
tuong tac gifta protein va phén tir twong tac (vi dy, khang thé) ton tai thang doc theo
trinh tu axit amin chinh ctia protein. Trong epitop c6 hinh dang, cac diém tuong tac
tdn tai vat ngang cac gbc axit amin protein ma tach biét v6i nhau.

Khi duoc st dung trong ban mo ta nay, thuat ngr “duogc phan 14p” chi dang thu
dugc bang cc phuong thirc nhan tao tr trang thai tu nhién. Néu mot chit hozc thanh
phan "dugc phén 14p" nao d6 xuét hién trong ty nhién, thi co thé 14 do sy thay ddi moi

truong tu nhién cla n6 hodc do n6 dugc phan lap tir moi truong tu nhién, hodc do ca
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hai. Vi du, polynucleotit hodc polypeptit khong dugc phan lap nhét dinh ton tai tu
nhién trong dong vat séng nhat dinh, va cing mdt polynucleotit va polypeptit véi do
tinh khiét cao dugc phéan lap tir trang thai ty nhién nhu vdy duoc goi la polynucleotit
hodc polypeptit dugc phén 1ap. Thuét ngit “dugc phan 1ap" khong loai trir su tdn tai
cta cac chit nhan tao hodc téng hop hodc cac tap chét khac ma khong anh hudng dén
hoat tinh cua chét.

Khi duge st dung trong ban mo ta nay, thuat ngtr “hé théng biéu hién E. coli”
chi hé théng biéu hién gdm c6 (ching) E. coli va vecto, trong do (ching) E. coli c6
ngudn gbc tir mot ching ¢6 ban trén thi trudng nhu, nhung khong chi gidi han &, GI698,
ER2566, BL21 (DE3), B834 (DE3), va BLR (DE3).

Khi duogc s dung trong ban md ta ndy, thudt nglt “vecto” chi chit dan axit
nucleic ma polynucleotit ¢6 thé dugc cai xen vao d6. Khi vecto cho phép su biéu hién
cta protein dugc méd héa boi polynucleotit da dugc cai xen, vecto ndy duoc goi la
vecto biéu hién. Vecto ¢6 thé dugce dua vao té bao chu béng cach bién nap, tai nap,
hozc chuyén nhiém d8 cac yéu tb chét di truyén dugc mang bdi vecto c6 thé duoc biéu
hién trong té bao chu. Cac vecto la da biét dbi véi ngudi co hiéu biét trung binh trong
linh vuc k¥ thuét nay bao gbm, nhung khong chi giéi han 6: plasmit; phagemit; cosmit;
nhidm séc thé nhan tao, nhu nhidm séc thé nhan tao cta nim men (YAC), nhiém séc
thé nhan tao cta vi khuin (BAC) hodc nhidm sic thé nhan tao c6 ngudn géc t P1
(PAC); thé thuc khuén nhu thé thuc khuén lambda hoic thé thuc khuén M13, va virut
ddng vat, v.v. Virut dong vat co thé dugc st dung lam vecto bao gbdm, nhung khong
chi gi6i han ¢, retrovirut (bao gbm lentivirut), adenovirut, virut lién quan dén adeno,
virut herpes (nhu virut gdy bénh mun gidp toan than), virut gdy bénh dau mua,
baculovirut, virut gdy bénh u nhu, va virut gy bénh ung thu & dong vat (nhu SV40).
Vecto c6 thé chira nhidu phdn tir didu khién sy biéu hién, bao gom, nhung khong chi
gi6i han ¢, trinh tu gen khai dAu, trinh tw bat dau phién ma, trinh tu gen tdng cuong,
cac phén tir chon loc, va cac gen thong bao. Ngoai ra, vecto con ¢ thé chura vi tri bt
dau sao chép.

Khi dugc stir dung trong ban mo ta nay, thuat ngi «“t§ bao chu” chi té bao c6 thé
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duoc st dung dé dua vao vecto, bao gbm, nhung khong chi gi¢i han ¢, cac té bao chua
¢6 nhan dién hinh nhu E. coli hodc bacillus subtilis, t& bao ndm nhu té bao ndm men
hodc nim aspergillus, té bao con trung nhu té bao rudi gidm S2 hodc S, hodc té bao
d6ng vat nhu nguyén bao s¢i, té bao CHO, té bao COS, t& bao NSO, té bao Hel a, té
bao BHK, t& bao HEK 293, hoc té bao cta ngudi.

Khi dugc st dung trong ban mo ta nay, thudt ngi “Kp” chi hing s6 can bing
phén ly ddi véi trong tac khang thé-khang nguyén dac hiéu, dugc st dung dé mo ta 4i
luc lién két gitta khang thé va khang nguyén. Héng s6 phan ly cén bang cang nho, lién
két khang thé-khang nguyén cang chat, va ai luc gitra khang thé va khang nguyén cang
cao. Thong thuong, khing thd lién két v4i cdc khang nguyén voi hing sb cin bang
phan ly (Kp) thép hon khoang 10° M, nhu thap hon khoang 10 M, 107 M, 10 M,
10 M, 10°'° M, hozc thip hon, va hing s6 can bang phan ly c6 thé duge do bang cach,
vi du, st dung thiét bi twong tac phén tir Fortebio.

Khi duoc st dung trong ban md ta nay, thudt ngit "khang thé don dong" va
"mADb" ¢6 cing nghia va ¢ thé dugc str dung thay thé cho nhau; thuét ngit "khéng thé
da dong" va "PcAb" c6 cling nghia va c6 thé dugc st dung thay thé cho nhau; thuat
ngit "polypeptit" va "protein" co cung nghia va c6 thé dugc st dung thay thé cho nhau.
Va trong sang ché, axit amin thuong dugc biéu dién bang cac tur viét tit mot chit cai
va ba chir cai da biét trong linh vyc k¥ thuat. Vi du, alanin c6 thé dugc bié dién bang
chit A hodc Ala.

Khi duogc st dung trong ban mo ta nay, thuat ngi "té bao lai" va "dong té bao
lai" c6 thé dugc st dung thay thé cho nhau, va khi dé cap dén thuat ngit "t€ bao lai" va
"dong té bao lai", chiing cling bao gbm cic dudi dong vo tinh va té bao con chéu cua
t& bao lai. Vi du, khi dé cap dén dong té bao lai LT006 hogc LT007, cling dé cap dén
cé4 cac dudi dong vo tinh va té bao con chau ciia dong té bao lai LT006 hodc LT007.

Khi duge sit dung trong ban md ta nay, thuat ngit “chit mang va/hodc ta dugc
dugc dung” chi chit mang va/hodc ta dugc tuong thich vé mat dugc 1y va/hodc sinh ly
v6i dbi twgng va thanh phén hoat tinh, ma da biét trong linh vyc k¥ thuat (xem, vi du,

Remington's Pharmaceutical Sciences. Edited by Gennaro AR, 19th ed. Pennsylvania:
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Mack Publishing Company, 1995), va bao gdm, nhung khong chi gi6i han ¢ chét diéu
chinh d6 pH, chét hoat dong bé mat, chét bd tro va chit ting cuong dd bén ion. Vi dy,
chét diéu chinh d6 pH bao gbm, nhung khong chi giéi han ¢, dung dich dém phosphat;
chét hoat dong bé mit bao gf’)m, nhung khong chi giéi han 6, chét hoat dong bé mit
cation, anion, hodc khong ion, nhu Tween-80; va cac chét tang cuong dd bén ion bao
gbém, nhung khong giéi han 6, natri clorua.

Khi dugc sit dung trong ban md ta nay, thuat ngit “chét bd tro” chi chat ting
cudng mién dich khong dic hiéu, cb thé taing cuong dap Gng mién dich cta co thé véi
cac khang nguyén hodc thay dbi loai dap ung mién dich khi dua vao co thé cling véi
cac khang nguyén hodc dua vao co thé trude. C6 cac chit bo trg khac nhau, bao gbm,
nhung khong chi gidi han o, chit bd trg nhom (vi dy, nhdm hydroxit), chét bd trg
Freund (vi du, chit bd trg Freund hoan chinh va chét bd trg Freund khong hoan chinh),
corynebacterium parvum, lipopolysacarit, xytokin, v.v. Chét bd trg Freund 12 chit bd
tro dugc su dung phd bién nhét trong céc thit nghiém trén dong vat. Chét bd trg nhom
hydroxit dugc sir dung nhiéu hon trong céc thir nghiém 1am sang.

Khi duge sit dung trong ban md td nay, thut ngit “lugng hitu hi¢u” chi luong
du dé thu dugce hodc thu duogc it nhat mot phﬁn hiéu qua mong mudn. Vi du, luong hitu
hiéu dé ngin ngtra bénh (vi du, bénh lién quan dén IL-17A lién két v6i thy thé IL-17A
hodc hoat tinh IL-17A qué muc, nhu bénh tu mién) 1a lugng du dé ngan ngura, lam
ngimg hodc tri hodn sy khdi phat cta bénh (vi dy, bénh li€n quan dén IL-17A lién két
v6i thu thé IL-17A hodc hoat tinh IL-17A quéa muc, nhu bénh tu mién); luwong hitu
hiéu c6 tac dung diéu tri 13 lugng du dé chita khoi hodc it nhét ngin nglra mot phﬁn
bénh va cac bién chung clia né & cac bénh nhan da méc bénh. Ngudi ¢ hiéu biét trung
binh trong linh vuc k§ thuét nay ¢6 kha niang xac dinh lugng hitu hiéu nay. Vi du,
luong hitu hi¢u dé st dung trong didu tri s& phu thudc vao mirc do nghiém trong cia
bénh dugc diéu tri, tinh trang téng thé cta hé mién dich ciia bénh nhan, tinh trang
chung ctia bénh nhan nhu do tudi, can ning va gidi tinh, cach st dung thudc va céc
phuong phap diéu tri khac dugc thyc hién déng thoi, v.v.

Hiéu qua c6 lgi theo sang ché
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Séang ché dat duogc it nhét mot trong sd cic hiéu qua k¥ thuat sau:

(1) khéng thé don dong theo sang ché nhu 13E9 HIL1, 13E9 H2L.2, 13E9 H3L2,
va 2G2 H1L1, 2G2 H2L2, 2G2 H3L3 déu c6 thé lién két djc higu v6i IL-17A rét tot,
va c6 thé phong bé hidu qua lién két cua IL-17A véi phdi tir IL-17A va déc biét 1a
giam sy tiét IL-6 trong nguyén bao s¢i qua trung gian IL-17A;

(2) khéng thé don dong theo sang ché, dc biét 1a 13E9 H2L2, c6 hiéu qua twong
tu nhu thudc ban trén thi truong Secukinumab dbi vé4i cung dich trong viée e ché su
tiét IL-6;

(3) khéang thé don dong theo sang ché c6 hiédu luc dé duge dung trong diéu tri
va/hodc ngan nglra bénh chbng ty mién nhu bénh vy nén, viém khop dang thap, viém
khop vay nén, bénh viém cot séng dinh khép hodc luput ban d6 hé théng.

Mo ta vit tit cac hinh vé

Fig. 1: Két qua phat hién khing thé don dong loai gdm nham 13E9 bang SDS-
PAGE. Cac mau cta bdn 1an tir trai sang phai va luong tai twong ung cua chung la:
khang thé trong dém tai dién di protein khong khtr, 1 pg; khang thé trong dém tai dién
di protein khwr, 1 pg; trinh tw dénh diu, 5 pL; BSA, 1 pg.

Fig. 2: Két qua phat hién khang thé don dong loai gdm nhim 2G2 bang SDS-
PAGE. Céc mau cta bdn lan tlr trdi sang phai va luong tai twong tng cla ching la:
khang thé trong dém tai dién di protein khong khtr, 1 pg; khang thé trong dém tai dién
di protein khtt, 1 pg; trinh tu d4nh déu, 5 uL; BSA, 1 pg.

Fig. 3: Két qué phat hi¢n khang thé don dong dugc 1am tuong thich voi nguoi
13E9 H3L2 bang SDS-PAGE. Cac mAu cua ba 1an tr trai sang phai va luong tai tuong
mg ctia chung 1a: BSA, 1 ug; trinh tuy danh ddu, 5 pl; khang thé trong dém tai dién di
protein kht, 1 pg; khang thé trong dém tai dién di protein khong khu, 1 pg.

Fig. 4: Két qua phat hién vé thong sb dic trung dong hoc cua khang thé 13E9
H1L1. Trén hinh v&, truc tung 13 gia tri tin hiéu voi don vi la nm; truc hoanh 1a thoi
gian v&i don vi 1a gidy.

Fig. 5: Két qua phat hién vé thong s dic trung dong hoc cua khang thé 13E9
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H21L.2. Trén hinh V&, truc tung 14 gid tri tin hiéu v6i don vi la nm; truc hoanh 1a thoi
gian v&i don vi 1a gidy.

Fig. 6: Két quéa phét hién v& thong sb dic trung dong hoc ciia khang thé 13E9
H3L2. Trén hinh v&, truc tung 1a gia trj tin hi¢u véi don vi 1a nm; truc hoanh 1a thoi
gian voi don vi 1a gidy.

Fig. 7: Két qua phat hién vé thong sb dic trung dong hoc cua khang thé
Secukinumab. Trén hinh v&, truc tung 1a gié tri tin hig¢u voi don vi 12 nm; truc hoanh
14 thoi gian v6i don vi la gidy.

Fig. 8: Két qua phat hién vé thong sd dac trung dong hoc cua khang thé 2G2
HI1L1. Trén hinh v&, truc tung 13 gia tri tin hig¢u v6i don vi 12 nm; truc hoanh 1a thoi
gian v6i don vi 1a gidy.

Fig. 9: Két qua phat hién vé thong sd dic trung dong hoc cua khang thé 2G2
H2L2. Trén hinh vé, truc tung 1a gid tri tin hiéu v6i don vi 12 nm; truc hoanh Ia thoi
gian voi don vi 1a gidy.

Fig. 10: Két qua phat hién vé thong sb dic trung dong hoc cua khang thé 2G2
H3L3. Trén hinh v&, truc tung 1a gia tri tin hiu v6i don vi 1a nm; truc hoanh la thoi
gian v4i don vi 1a gidy. |

Fig. 11: Két qua phat hién vé thong s ddc trung dong hoc cua khang thé
Secukinumab. Trén hinh vé&, truc tung 1a gia tri tin hiéu v4i don vi la nm; truc hoanh
1a thoi gian v6i don vi 1a gidy.

Fig. 12: phat hién hoat tinh lién két cta khang thé 13E9 HIL1 va 13E9 H2L2
v6i khang nguyén IL17A-His bang phuong phap ELISA gian tiép. Thudc ban trén thi
truong Secukinumab dugc st dung lam méAu d6i ching duong.

Fig. 13: phat hién hoat tinh lién két ctia khang thé 13E9 H3L2 vé6i khéng nguyén
[L17A-His bing phuong phip ELISA gian tiép. Thudc ban trén thi trudng
Secukinumab duge sir dung lam méu d6i chimg duong.

Fig. 14: phat hién hoat tinh ctia khang thé 13E9 H1L1 va 13E9 H2L2 canh tranh
v6i thy thé TL17RA-His d& lién két bang phuong phép ELISA canh tranh. Thubc béan
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trén thi trudng Secukinumab dugc sir dung lam mau dbi ching duong.

Fig. 15: phat hién hoat tinh cta khang thé 13E9 H3L2 canh tranh vd&i thu thé
[L17RA-His dé lién két bing phuong phép ELISA canh tranh. Thubc ban trén thi
trudng Secukinumab dugc sur dung lam mau dbi chimg duong.

Fig. 16: phat hién hoat tinh lién két ciia khéng thé 2G2 HIL1, 2G2 H2L2 va
2G2 H3L3 véi khang nguyén IL17A-His bang phuong phap ELISA giédn tiép. Thubc
ban trén thi trudng Secukinumab dugc st dung lam mAu dbi chimg duong.

Fig. 17: phét hién hoat tinh ctia khang thé 2G2 H1L1, 2G2 H2L2 va 2G2 H3L3
canh tranh v6i thu thé TL17A-His (biotin) dé lién két v6i khang nguyén IL17A-His
bang phuong phap ELISA canh tranh. Thubc ban trén thi truong Secukinumab dugc
str dung 1am mau ddi chimg dwong.

Fig. 18: hiéu qua cta khang thd 13E9 H1L1, 13E9 H2L2 va 13E9 H3L2 clng
nhw 2G2 HIL1, 2G2 H2L2 va 2G2 H3L3 déi voi su tiét xytokin IL-6 boi t€ bao lympho
hdn hop.

Fig. 19: hiéu qua cia thudc khang thé 13E9 H3L2 d6i voi @ day biéu bi cla
mé hinh chudt nhit C57BL/6 bi bénh vay nén.

Mo ta chi tiét sing ché

Céac phuong 4n theo sang s& duge mo ta chi tiét dudi day c6 dya vao cic vi du.
Nguoi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thudt nay s€ hiéu rang c4c vi du sau
chi dugc st dung dé minh hoa sang ché, va khong nén xem la giéi han pham vi cua
sang ché. Vi du duoc thuc hién theo cong nghé hodc diéu kién dugc md ta trong tai
lidu trong linh vuc k¥ thuét (vi du, xem, Guide to Molecular Cloning Experiments, tac
gia J. Sambrook et al., va dugce dich boi Huang Peitang et al., third edition, Science
Press) hodc theo hudng dan st dung san phadm néu cong nghé hodc didu kién cu thé
khong dugc néu rd trong do. Chét phan tng hodc thiét bi dugc st dung déu 1a cac san
phim thong thudng ¢ ban trén thi truong néu nha san xuét cac san pham ndy khong
duoc néu ro.

Trong céc vi du sau, chudt nhit BALB/C dugc st dung dugc mua tir Trung tam
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Dong vat thi nghiém Y hoc Quang Dong; chuot nhit C57BL/6 dugce st dung 1a cia
Cong ty Nanjing Galaxy Biopharma Co., Ltd.; cac t& bao MRCS5 dugce sit dung 1a tur
Trung tdm Shanghai Fudan IBS Cell Center; khang thé don dong Secukinumab

(Cosentyx®) dugc sir dyng dugc mua tir Novartis Corporation.

Vi du 1: Didu ché khang thé khéng 11.-17A 13E9 va 2G2

1. Pidu ché cac dong té bao lai LT006 va LT007

Khéng nguyén IL17A (24-155)-his dugc stt dung dé tao ra khang thé khang IL-
17A 1a protein dung hop cua peptit trudng thanh IL-17A cua nguoi (GenBank ID:
Q16552) va thé His. Té bao 14 lach tir chudt nhét BALB/C da dugc gdy mién dich (mua
tir Trung tdm Dong vat thi nghiém Y hoc Quang Pong) va té bao u tiy cta chudt nhit
duoc dung hop thanh té bao lai, va cdc phuong phap da thiét 1ap (vi du, “Monoclonal
Antibody Production”, trong Basic Methods in Antibody Production and
Characterization, Eds. G.C. Howard va D.R. Bethell, Boca Raton: CRC Press, 2000)

duoc tham khéao cho céc thao tac cu thé.

Protein dung hop IL17A-His duge phan c4t bang enzym v6i TEV proteaza va
dwoc tinh ché bing cot dé thu dugce protein IL-17A (24-155). Viéc sang loc ELISA
gian tiép dugc thyc hién trong céc vi dia duoc phi protein IL-17A (24-155) dudi dang
khang nguyén d& thu dugc té bao lai tiét khang thé moi lién két dic hiéu vai IL-17A
(24-155).

Té& bao lai thu dugc bang phuong phap sang loc ELISA gian tiép dugc sang loc
bang phuong phap ELISA canh tranh dé thu dugc cac dong t& bao lai c6 kha ning tiét
khang thé don dong canh tranh v6i thu thé IL-17RA (CD217, NCBI Gene ID:
NP _055154.3) dé lién két v6i IL-17A, va hai dong t& bao lai én dinh da thu dugc bang
cach pha lodng gidi han.

Dong té bao lai LT006 (IL17A-13E9) dugc ndp luu tai Bao tang gidng Trung
Quéc (China Center for Type Culture Collection - CCTCC) vao tht Bay, 12/9/2015
v6i sb nop luu 1a CCTCC NO: C2017102, tai Truong DPai hoc Vi Hén, Vii Han, Trung
Québc, 430072. Khang thé don dong dugc tiét boi dong té bao lai LT006 dugc dit tén
la 13E9.
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Dong té bao lai LT007 (IL17A-2G2) dugc ndp luu tai Bao tang gidng Trung
Quéc (China Center for Type Culture Collection - CCTCC) vao ngay 12 thang 9 nam
2017 véi sb ndp luu 1a CCTCC NO: C20 17165, tai Trudng Dai hoc Vii Han, Vii Han,
Trung Quéc, 430072. Khéng thé don dong duge tiét bai dong té bao lai LT007 dugc
dat tén 1a 2G2.

2. Pidu ché khang thé khang IL-17A 13E9

Dong t& bao LT006 thu dugc & trén dugc nudi céy (1x103 té bao trong mdi
giéng) trong mdi trudong khong chira huyét thanh thé lai (chira Penixilin-Streptomyxin
1% va Glutamax 4%, duoc nudi cdy trong ti nudi & 37°C véi 5% CO2), va dich nbi bé
mit trong moi trudng nudi chy té bao dugc thu gom khi ty 1& sbng sot 1a khoang 20%
sau 7 ngdy nuoi cdy, sau d6 dugc quay ly tm tdc do cao, loc chan khong qua mang vi
xbp, va tinh ché qua cot HiTrap protein A HP dé thu dugc khang thé 13E9. C4c mau
13E9 di tinh ché dugc phat hién bing phwong phap dién di SDS-PAGE, va két qua
dwoc thé hién trén Fig. 1.

3. Pidu ché khang thé khang IL-17A 2G2

Dong t& bao LT007 thu dugc & trén duge nudi cay (1x10° té bao trong mdi
giéng) trong mdi truong khong chira huyét thanh thé lai (chtra Penixilin-Streptomyxin
1% va Glutamax 4%, dugc nudi cdy trong ti nudi & 37°C v6i 5% CO2), va dich nbi bé
mit trong moi trudng nuodi chy té bao dugc thu gom khi ty 1é sdng s6t 12 khoang 20%
sau 7 ngay nudi cdy, sau d6 dugc quay ly tam tbc do cao, loc chan khong qua mang vi
xbp, va tinh ché qua cot HiTrap protein A HP dé thu dugc khang thé 2G2. Cac mau
G2 d4 tinh ché dugc phat hién bing phuong phép dién di SDS-PAGE, va két qua
dugc thé hién trén Fig. 2.

Vi du 2: Phan tich trinh tu cta khéng thé 13E9

Té bao LT006 dugc nudi cdy theo phuong phap trong bude 2 ctia Viduy 1.
St dung kit chiét ARN téng té bao/vi khuén (Tiangen, sd bai bao DP430), ARN
thong tin dugc chiét tir té bao LT006 da dugc nudi cdy theo phuong phap trong hudng

dan st dung kit.
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ADN b trg (cADN) dugc tdng hop theo huéng dan str dung kit cta Invitrogen
SuperScript® III First-Strand Synthesis System cho RT-PCR, va dugc khuéch dai béi
PCR.

San phém da duoc khuéch dai bang PCR dugc tach dong TA truc tiép, va huéng
dAn st dung kit cta kit tach dong pEASY-T1 (Transgen CT101) duogc tham khéo cho
céc thao tac cu thé.

CAc san pham di dugc tach dong TA duge gidi trinh tu truc tiép, va két qua giai
trinh tu l1a nhu sau:

trinh tu nucleotit cia vung bién dbi chudi ning: (360 bp)

GAAGTAAAGCTGCAGGAGTCGGGACCTGGCCTGGTGAAACCTTCTC
AGTCTCTGTCCCTCACCTGCACTGTCACTAGCTACTCATTCACCAGTGATT
ATGCCTGGAGCTGGATCCGGCAGTTTCCAGGAATCAAACTGGAGTGGATG
GGCTACATAACCTACAGTGGTGTCACTAGCTACAACCCCTCTCTCAAAAG
TCGAATCTCTATCACTCGAGACACATCCAAGAACCAGTTCTTCCTACAGTT
GAATTCTGTGACTACTGAGGACACGGCCACATATTACTGTGCAAGGGCAG
ACTATGATAGCTACTATACTATGGACTACTGGGGTCAAGGAACCTCAGTC
ACCGTCTCCTCA (SEQID NO: 1)

trinh tu axit amin dugc méa hoéa cia no: (120 aa)

EVKLQESGPGLVKPSQSLSLTCTVTSYSFTSDYAWSWIRQFPGIKLEW
MGYITYSGVTSYNP SLKSRISITRDTSKNQFFLQLNSVTTEDTATYYCARADY
DSYYTMDYWGQGTSVTVSS (SEQ ID NO: 2)

trinh ty nucleotit cta vung bién dbi chudi nhe: (333 bp)

GACATCCAGCTGACTCAGTCTCCACTCTCCCTGCCTGTCAGTCTTGG
AGATCAAGCCTCCATCTCTTGCAGATCTAGTCAGAGCCTTGTACACAGTAA
TGGAAACACCTATTTACATTGGTACCTGCAGAAGCCAGGCCAGTCTCCAA
GGCTCCTGATCTACAAAGTTTCCAACCGATTTTCTGGGGTCCCAGACAGGT
TCAGTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTCACACTCAAGATCAGCAGAGTG
GAGGCTGAGGATCTGGGAGTTTATTTCTGCTCTCAAAGTACACATTTTTGG

29



44468

ACGTTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATAAAA (SEQ ID NO: 3)
trinh ty axit amin dugc ma hoa cua né: (111 aa)
DIQLTQSPLSLPVSLGDQASISCRSSQSLVHSNGNTYLHWYLQKPGQSP

RLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYFCSQSTHFWTF
GGGTKLEIK (SEQ ID NO: 4)

Céc vung dugc gach chan 1a viang CDR.

Vi du 3: Thiét ké, didu ché va phat hién céc khing thé duoc 1am tuong thich véi ngudi

khéang IL-17A 13E9 H1L1, 13E9 H2L.2 va 13E9 H3L2

1. Thiét ké cac trinh tu cia chudi nhe va chudi ning cta khang thé dugc 1am
twong thich v6i ngudi khang IL-17A 13E9 HIL1, 13E9 H2L.2 va 13E9 H3L2

Dua trén cAu trac tinh thé ba chidu cta protein IL-17A (EMBO J. (2001) 20 p:
5332-41) va trinh ty ca khang thé 13E9 thu dugc trong Vi du 2, m6 hinh khéng thé
dugc md phdng bing may tinh va cac dot bién duoc thiét ké theo md hinh dé thu dugc
trinh tw ving bién dbi ctia khang thé 13E9 HIL1, 13E9 H2L2 va 13E9 H3L2 (trinh tu
viing 6n dinh cta khang thé 1 tr co s& dit liéu NCBI, trong d6 vung dn dinh cta chudi
nang la ving C chudi Ig gamma-1, ACCESSION: P01857, va ving 6n dinh cta chudi
nhe 13 ving C chudi Ig kappa, ACCESSION: P01834).

Trinh tu ving bién ddi da dugc thiét ké 1a nhu sau:

(1) trinh ty chudi ngng va chudi nhe cta khang thé don dong dugc lam tuong
thich v6i nguoi 13E9 HIL1

trinh tu nucleotit cua vung bién ddi chudi ning: (360 bp)

GATGTGCAGCTGCAGGAAAGCGGACCAGGACTGGTGAAGCCTAGC
CAGACCCTGAGCCTGACTTGCACCGTGTCCAGCTACAGCTTCACCAGCGA
CTACGCTTGGTCTTGGATCAGACAGTTCCCAGGAATTGGCCTCGAGTGGA
TGGGCTACATCACCTACAGCGGCGTGACCAGCTACAACC CCAGCCTGAAG
AGCAGGATCACCATCAGCCGGGACACCAGCAAGAACCAGTTCTTCCTGCA
GCTGAACAGCGTGACAGCAGCCGATACCGCAGTGTACTATTGCGCCAGGG
CCGACTACGACAGCTACTACACCATGGACTATTGGGGCCAGGGAACCAGC
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GTGACAGTGTCTAGC (SEQ ID NO: 5)
trinh tu axit amin dugc ma hoa ciia n6: (120 aa)
DVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVS SYSFTSDYAWSWIRQFPGIGLEW

MGYITYSGVTSYNPSLKSRITISRDTSKNQFFLQLNSVTAADTAVYYCARADY
DSYYTMDYWGQGTSVTVSS (SEQ ID NO: 6)

Céac ving duoc gach chén 1a vang CDR.

trinh tu nucleotit ciia vung bién ddi chudi nhe: (333 bp)

GATGTCGTGATGACCCAGACCCCT CTGTCTCTGCCAGTGACACTGG
GACAGCAGGCTAGCATCTCTTGCAGAAGCAGCCAGAGCCTGGTGCACAGC
AACGGCAACACCTACCTGCATTGGTACCTGCAGAAGCCAGGCCAGTCTCC
T AGACTGCTGATCTACAAGGTGTCCAACCGGTTCAGCGGCGTGCCAGATA
GATTCAGCGGAAGCGGAAGCGGCACCGACTTCACCCTGAAGATCAGCAG
AGTGGAGGCCGAGGATCTGGGAGTGTACTTCTGCAGCCAGAGCACCCACT
TTTGGACCTTCGGCGGAGGCACCAAGCTGGAGATCAAG (SEQ ID NO: 7)

trinh ty axit amin dugc ma hoa cia no: (111 aa)

DVVMTQTPLSLPVTLGQQASISCRS SQSLVHSNGNTYLHWYLQKPGQS
PRLLIYKVSNRFSGVPDRF SGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYFCSQSTHFWTF
GGGTKLEIK (SEQ ID NO: 8)

Céc ving dugc gach chan la ving CDR.

(2) trinh tw chudi nang va chudi nhe cia khang thé don dong dugc 1am tuong
thich v&i nguoi 13E9 H2L2 |

trinh tu nucleotit cia vung bién ddi chudi nang: (360 bp)

GATGTGCAGCTGCAGGAAAGCGGACCAGGACTGGTGAAGCCTAGC
CAGACCCTGAGCCTGACTTGCACCGTGTCCAGCTACAGCTTCACCAGCGA
CTACGCTTGGTCTTGGATCAGACAGCCACCAGGAAAGGGACTCGAGTGGA
TCGGCTACATCACCTACAGCGGCGTGACCAGCTACAACCCCAGCCTGAAG
AGCAGGATCACCATCAGCCGGGACACCAGCAAGAACCAGTTCTTCCTGCA
GCTGTCTAGCGTGACAGCAGCCGATACCGCAGTGTACTATTGCGCCAGGG
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CCGACTACGACAGCTACTACACCATGGACTATTGGGGCCAGGGAACCAGC
GTGACAGTGTCTAGC (SEQ ID NO: 9)

trinh tu axit amin dugc ma héa cia né: (120 aa)

DVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSSYSFTSDYAWSWIRQPPGKGLEW
IGYITYSGVTSYNPSLKSRITISRDTSKNQFFLQLSSVTAADTAVYYCARADYD
SYYTMDYWGQGTSVTVSS (SEQ ID NO: 10)

Céc ving dugc gach chan 1a vung CDR.

trinh tu nucleotit ctia ving bién ddi chubi nhe: (333 bp)

GATGTCGTGATGACCCAGACCCCTCTGTCTCTGCCAGTGACACTGG
GACAGCCAGCTAGCATCTCTTGCAGAAGCAGCCAGAGCCTGGTGCACAGC
AACGGCAACACCTACCTGCATTGGTACCTGCAGAAGCCAGGCCAGTCTCC
TAGACTGCTGATCTACAAGGTGTCCAACCGGTTCAGCGGCGTGCCAGATA
GATTCAGCGGAAGCGGAAGCGGCACCGACTTCACCCTGAAGATCAGCAG
AGTGGAGGCCGAGGATCTGGGAGTGTACTACTGCAGCCAGAGCACCCACT
TTTGGACCTTCGGCGGAGGCACCAAGCTGGAGATCAAG (SEQ ID NO: 11)

trinh tu axit amin dugc ma héa cta nd: (1 11 aa)

DVVMTQTPLSLPVTLGQPASISCRSSQSLVHSNGNTYLHW YLQKPGQS
PRLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCSQSTHEWT
FGGGTKLEIK (SEQ ID NO: 12)

Cé4c ving duge gach chén la vang CDR.

(3) trinh ty chudi ndng va chudi nhe ciia khang thé don dong dugc 1am tuong
thich véi nguoi 13E9 H3L2

trinh tu nucleotit cua vung bién ddi chudi ning: (360 bp)

GATGTGCAGCTGCAGGAAAGCGGACCAGGACTGGTGAAGCCTAGC
CAGACCCTGAGCCTGACTTGCACCGTGTCCAGCTACAGCTTCACCAGCGA
CTACGCTTGGTCTTGGATCAGACAGCCACCAGGAAAGGGACTCGAGTGGA

TCGGCTACATCACCTACAGCGGCGTGACCAGCTACAACCCTAGCCTGAAG
AGCCGCGTGACCATTAGCGTGGACAC CAGCAAGAACCAGTTCTCCCTGAA
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GCTGAGCAGCGTGACAGCCGCCGATACAGCAGTGTACTATTGCGCCCGGG
CCGATTACGACAGCTACTACACCATGGACTATTGGGGCCAGGGAACCAGC
GTGACAGTGTCTAGC (SEQ ID NO: 13)

trinh tu axit amin dugc ma hoa cia né: (120 aa)
DVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVS SYSFTSDYAWSWIRQPPGKGLEW

IGYITYSGVTSYNPSLKSRVTISVDTSKNQF SLKLSSVTAADTAVYYCARADY
DSYYTMDYWGQGTSVTVSS (SEQ ID NO: 14)

Céc vung dugc gach chén 1a ving CDR.

Trinh tu nucleotit ciia vung bién ddi chudi nhe 1a giéng nhu trinh ty nucleotit
ctia ving bién i chudi nhe cua 13E9 H2L2, nhu néu trong SEQ ID NO: 11.

Trinh ty axit amin dugc mé hoa cla n6 ciing gidng nhu trinh tu axit amin cua
ving bién d6i chudi nhe cua 13E9 H2L2, nhu néu trong SEQ ID NO: 12.

2. Diéu ché khang thé dugc lam tuwong thich voi ngudi 13E9 HIL1, 13E9 H2L2
va 13E9 H3L2

T4t ca cac ving 6n dinh chudi ning déu st dung viung C chudi Ig gamma-1,
ACCESSION: P01857; ving 6n dinh chudi nhe st dung vung C chudi Ig kappa,
ACCESSION: P01834.

ADN bb tro cita chudi ning va ADN bd trg ctia chudi nhe cia 13B9 HIL1, ADN
bd trg cia chudi ning va ADN bd tro cua chudi nhe cua 13E9 H2L2, va ADN bb tro
cua chudi ning va ADN bd tro ctia chudi nhe ciia 13E9 H3L2 1an lugt dugc tach dong
vao vecto pUC57simple (dugc cung cip boi Genscript), d8 thu dugc lan lugt
pUC57simple-13E9H1, pUC57simple-13E9L1, pUC57simple-13E9H2,
pUC57simple-13E9L2 va pUCS57simple-13E9H3, va manh chtta cac chudi ning twong
trng va manh chira cac chudi nhe twong Ung 1an luot dugce tach dudi dong vao vecto
pcADN3.1, d& thu dugc plasmit téi t hop pcADN3.1 -13E9HI, pcADN3.1-13E9L1,
pcADN3.1-13E9H2, pcADN3.1-13E9L2, pcADN3.1-13E9H3 va pcADN3.1-13E9L2.
Sau do, plasmit tai td hop cua chudi nhe va plasmit tai td hop cua chudi ning twong

tmg (pcADN3.1-13E9H1 va pcADN3.1-13E9L1; pcADN3.1-13E9H2 va pcADN3.1-
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13E9L2; pcADN3.1-13E9H3 va pcADN3.1-13E9L2) dugc dong chuyén nhiém vao té
bao 293F, moi truong nudi cdy té bao dugc thu gom va tinh ché dé thu duoc 1an luot
khang thé dugc lam tuong thich v6i ngudi 13E9 HI1L1, 13E9 H2L2, va 13E9 H3L2.
Mau 13E9 H3L2 di duoc tinh ché dugc phat hién bang phuong phap dién di SDS-
PAGE, va két qua duoc thé hién trén Fig. 3.

Vi du 4: Phén tich trinh tu cua khéng thé 2G2

Té& bao LT007 dugc nudi ciy theo phuong phap trong bude 3 cia Vidul.

Str dung kit chiét ARN tong té bao/vi khudn (Tiangen, s6 bai bao DP430), ARN
thong tin (mARN) dugc chiét tir t& bao LT007 da dugc nudi céy theo phuong phép
trong huéng dan st dung Kkit.

ADN bd trg dugc tong hop theo hudng dan st dung kit cia Invitrogen
SuperScript® III First-Strand Synthesis System cho RT-PCR, va dugc khuéch dai
bang PCR.

San phédm da dugc khuéch dai bang PCR duge tach dong TA tryc tiép, va huéng
dan st dung kit cia kit tach dong pEASY-T1 (Transgen CT101) dugc tham khao cho
céc thao tac cu thé.

San phim da dugc tach dong TA duge giai trinh tw tryc tiép, va két qua giai
trinh tu la nhu sau:

trinh tu nucleotit clia vung bién dbi chudi ning: (351 bp)

GAGGTTCAGCTGGAGCAGTCTGGTTCTGAACTGAGGAGTCCTGGAT
CTTCAGTAAAGCTTTCATGCAAGGATTTTGATTCAGAAGTCTTCCCTATTG
CTGATATGAGTTGGGTTAGGCAGAAGCCTGGGCATGGATTTGAATGGATT
GGAGACATACTCCCAAGTTTTGGTAGAACAATCTATGGAGAGAAGTTTGA
GGACAAAGCCAAAGTGGATGCAGACACAGTGTCCAACACAGCCTACTTG
GAACTCAACAGTCTGACATCTGAGGACTCTGCTATCTACTACTGTGCAAG
GGGTAACTACGGGTTTGCTTACTGGGGCCAAGGGACTCTGGTCACTGTCT
CTGCA (SEQ ID NO: 15)

trinh ty axit amin da dugc ma hoa cua né: (117 aa)
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EVQLEQSGSELRSPGS SVKLSCKDFDSEVFPIADMSWVRQKPGHGFEW
IGDILPSFGRTIYGEKFEDKAKVDADTVSNTAYLELNSLTSEDSAIYYCARGN
YGFAYWGQGTLVTVSA (SEQ ID NO: 16)

Céc vung dugc gach chan l1a vang CDR.

trinh tu nucleotit ciia vung bién d6i chudi nhe: (336 bp)

GATGTTTTGATGACCCAAACTCCACTCACTTTGTCGGTTATCATTGG
ACAACCAGCCTCCATCTCTTGCAAGCCAAGTCAGAGCCTCTTAAATAGTG
ATGGAAAGACATATTTGAATTGGTTGTTGCAGAGGCCAGGCCAGTCTCCA
AAGCGCCTAATCTATCTGGTGTCTAAACTGGACTCTGGAGTCCCTGACAG
GTTCACTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTCACACTGAAAATCAGCAGAG
TGGAGGCTGAGGATTTGGGAGTTTATTATTGCTGGCAAGGTTCACATTTTC
CTCAGACGTTCGGTGGAGGCACAAAGTTGGAAATAAAA (SEQ ID NO: 17 )

trinh tu axit amin dugc ma hoa cia né: (112 aa)

DVLMTQTPLTLSVIIGQPASISCKPSOSLLNSDGKTYLNWLLQRPGQSP
KRLIYLVSKLDSGVPDRFTGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCWQGSHFPQI
FGGGTKLEIK (SEQ ID NO: 18)

Céc vung dugc gach chén 1a vung CDR.

Vi du 5: Thiét ké. didu ché va phat hién khang thé dugc lam tuong thich véi neudi

khane IL-17A 2G2 H1L1, 2G2 H2L.2 va 2G2 H3L3

(1) trinh tw chudi ning va chudi nhe cta khang thé don dong dugc lam tuong
thich voi nguoi 2G2 HIL1

trinh tu nucleotit cia vung bién ddi chudi ning: (348 bp)

GTGCAGCTGGTGCAGAGCGGAAGCGAACTGAGAAAGCCAGGCTCC
AGCGTGAAGCTGTCTTGCAAGGACTTCGACAGCGAGGTGTTCCCCATCGC
CGATATGTCTTGGGTCCGACAGGCTCCAGGCCAGGGATTCGAGTGGATCG
GTGACATTCTGCCCAGCTTCGGAAGAACCAACTACGCCCAGAAGTTCGAG
GGCAAGGCCAAGGTGGACGCAGACAAGAGCACCAACACCGCCTACCTGG
AGCTGAACAGCCTGAGAAGCGAGGACACCGCCATCTACTATTGCGCCAGG
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GGCAACTACGGATTCGCCTATTGGGGCCAGGGAACACTGGTGACAGTGTC
CGCC (SEQID NO: 19)

trinh ty axit amin dugc mé hoa ctia n6: (116 aa)

VQLVQSGSELRKPGSSVKLSCKDFDSEVFPIADMSWVRQAPGQGFEWI
GDILPSFGRTNYAQKFEGKAKVDADKSTNTAYLELNSLRSEDTAIYYCM
YGFAYWGQGTLVTVSA (SEQ ID NO: 20)

Céc ving dugc gach chan la ving CDR.

trinh tu nucleotit cua vung bién ddi chudi nhe: (336 bp)

GATGTCGTGATGACCCAGACCCCTCTGTCTCTGAGCGTGACACTGG
GACAGCCAGCTAGCATCAGCTGCAGAAGCAGCCAGAGCCTGCTGAACAG
CGACGGCAAGACCTACCTGAATTGGCTGCTGCAGAGACCAGGCCAGTCTC
CTAGAAGGCTGATCTACCTGGTGTCCAAGCTGGACAGCGGCGTGCCAGAT
AGATTCAGCGGAAGCGGAAGCGGCACCGACTTCACCCTGAAGATCAGCA
GAGTGGAGGCCGAGGATCTGGGAGTGTACTACTGTTGGCAGGGCAGCCA
CTTCCCTCAGACATTCGGCGGCGGCACAAAGCTGGAGATCAAG (SEQ ID
NO: 21)

trinh ty axit amin dugc ma hoéa cua né: (112 aa)

DVVMTQTPLSLSVTLGQPASISCRSSQSLLNSDGKTYLNWLLQRPGQSP

RRLIVLVSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCWOQGSHFPQT
FGGGTKLEIK (SEQ ID NO: 22)

Cé4c viung duge gach chén la vang CDR.

(2) trinh ty chudi nang va chudi nhe clia khéng thé don dong dugc lam tuong
thich véi nguoi 2G2 H2L2

trinh ty nucleotit clia vung bién dbi chudi nang: (348 bp)

GTGCAGCTGGTGCAGAGCGGAGCAGAAGTGAAGAAGCCAGGCTCC
AGCGTGAAGCTGTCTTGCAAGGACTTCGACAGCGAGGTGTTCCCCATCGC

CGATATGTCTTGGGTCCGACAGGCTCCAGGCCAGGGATTCGAGTGGATCG
GTGACATTCTGCCCAGCTTCGGGAGAACCAATTACGCCCAGAAGTTCCAG
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GGCAGAGTGACCGTGACCGCAGACAAGAGCACCAACACCGCCTACCTGG
AGCTGAACAGCCTGAGGAGCGAGGATACCGCCGTGTACTATTGCGCCAGG
GGCAACTACGGCTTCGCCTATTGGGGACAGGGAACACTGGTGACAGTGTC
CGCC (SEQ ID NO: 23)

trinh tu axit amin dugc ma héa cua no: (116 aa)

VQLVQSGAEVKKPGS SVKLSCKDFDSEVFPIADMSWVRQAPGQGFEW
IGDILP SFGRTNYAQKFQGRVTVTADKSTNTAYLELNSLRSEDTAVYYCAR_G
NYGFAYWGQGTLVTVSA (SEQ ID NO: 24)

Céc vung duge gach chéan 1a vung CDR.

trinh ty nucleotit cia vung bién ddi chudi nhe: (336 bp)

GATGTCGTGATGACCCAGACCCCTCTGTCTCTGAGCGTGACACTGG
GACAGCCAGCTAGCATCAGCTGCAGAAGCAGCCAGAGCCTGCTGAACAG
CGACGGCAAGACCTACCTGAATTGGCTGCTGCAGAGACCAGGCCAGTCTC
CTAGAAGGCTGATCTACCTGGTGTCCAACCTGGACAGCGGCGTGCCAGAT
AGATTCAGCGGAAGCGGAAGCGGCACCGACTTCACCCTGAAGATCAGCA
GAGTGGAAGCCGAGGACGTGGGAGTGTACTACTGTTGGCAGGGCAGCCA
CTTCCCTCAGACATTCGGCGGCGGCACAAAGCTGGAGATCAAG (SEQ 1D
NO: 25)

trinh tu axit amin dugc ma hoéa cia no: (112 aa)

DVVMTQTPLSLSVTLGQPASISCRS SQSLLNSDGKTYLNWLLQRPGQSP

RRLIYLVSNLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGSHFPQI
FGGGTKLEIK (SEQ ID NO: 26)

Céc ving dugc gach chén la ving CDR.

(3) trinh ty chudi ning va chudi nhe ctua khang thé don dong dugc lam tuong
thich véi nguoi 2G2 H3L3

trinh ty nucleotit ciia vung bién ddi chudi ning: (348 bp)

GTGCAGCTGGTGCAGAGCGGAGCAGAAGTGAAGAAGCCAGGCAGC
AGCGTGAAGGTGTCTTGCAAGGACTTCAGCAGCGAGGTGTTCCCCATCGC
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CGATATGTCTTGGGTCCGACAGGCTCCAGGCCAGGGACTGGAGTGGATCG
GTGACATTCTGCCCAGCTTCGGGAGAACCAATTACGCCCAGAAGTTCCAG
GGCAGAGTGACCGTGACCGCAGACAAGAGCACCAACACCGCCTACCTGG

AGCTGTCTAGCCTGAGAAGCGAGGACACCGCCGTGTACTATTGCGCCAGG
GGCAACTACGGCTTCGCCTATTGGGGACAGGGAACACTGGTGACAGTGTC
CGCC (SEQ ID NO: 27)

trinh ty axit amin dugc ma hoa ciand: (116 aa)

VQLVQSGAEVKKPGS SVKVSCKDFSSEVFPIADMSWVRQAPGQGLEW
IGDILP SFGRTNYAQKFQGRVTVTADKSTNTAYLELSSLRSEDTAVYYCAR_G_
NYGFAYWGQGTLVTVSA (SEQ ID NO: 28)

Céac ving dugc gach chan la vung CDR.

trinh tu nucleotit ciia vung bién d6i chudi nhe: (336 bp)

GATGTCGTGATGACCCAGACCCCTCTGTCTCTGAGCGTGACACT GG
GACAGCCAGCTAGCATCAGCTGCAGAAGCAGCCAGAGCCTGCTGAACAG
CGACGGCAAGACCTACCTGAATTGGTTCCTGCAGAGACCAGGCCAGTCTC
CTAGAAGGCTGATCTACCTGGTGTCCAACCTGGACAGCGGCGTGCCAGAT
AGATTCAGCGGAAGCGGAAGCGGCACCGACTTCACCCTGAAGATCAGCA
GAGTGGAAGCCGAGGACGTGGGAGTGTACTACTGTTGGCAGGGCAGCCA
CTTCCCTCAGACATTCGGCGGCGGCACAAAGCTGGAGATCAAG (SEQ ID
NO: 29)

trinh tu axit amin dd dugc ma hoa cia no: (112 aa)

DVVMTQTPLSLSVTLGQPASISCRS SQSLLNSDGKTYLNWFLQRPGQSP
RRLIYLVSNLDSGVPDRF SGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGSHFPQT

FGGGTKLEIK (SEQ ID NO: 30)

Céc ving duge gach chan 1a ving CDR.

2. Didu ché va phat hién bing phuong phép dién di SDS-PAGE khang thé dugc
]am twong thich v&i nguoi 2G2 HILI, 2G2 H2L2 va 2G2 H3L3

Ving dn dinh chudi ning st dung vung C chudi Ig gamma-1, ACCESSION:
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P01857; ving 6n dinh chudi nhe st dung ving C chudi Ig kappa, ACCESSION:
P01834.

ADN bd tro chudi ning va ADN bd trg chudi nhe cua 2G2 HIL1, ADN bd tro
chudi ning va ADN bb tro chudi nhe ctia 2G2 H2L2, v ADN b6 trg chudi ning va
ADN bd trg chudi nhe ctia 2G2 H3L3 1an luot duge tach dong vao vecto pUCS7simple
(dugc cung cip boi Genscript), dé thu duoc lan luwot pUC57simple-2G2HI,
pUC57simple-2G2L1; pUC57simple-2G2H2, pUC57simple-2G2L2; va
pUC57simple-2G2H3, pUCS57simple-2G2L3. Manh nucleotit chira cic chudi nang
trong trng va manh nucleotit chira cac chudi nhe trong Gng sau 4o 1an luot duoc tich
duéi dong vao vecto pcADN3.1, dé thu duogc plasmit tai td hop pcADN3.1-2G2H1,
pcADN3.1-2G2L1, pcADN3.1-2G2H2, pcADN3.1-2G2L2, pcADN3.1-2G2H3 va
pcADN3.1-2G2L3. Sau do, plasmit tai t6 hop ctia chudi nhe va plasmit téi t6 hop cua
chudi ning tuong tng (pcADN3.1-2G2H1 va pcADN3.1-2G2L1; pcADN3.1-2G2H2
va pcADN3.1-2G2L2; pcADN3.1-2G2H3 va pcADN3.1-2G2L3) dugc ddng chuyén
nhi®m vao té bao 293F, mdi truong nudi chy té bao dugc thu gom va tinh ché dé thu
duge 1an luot khang thé dugc lam tuong thich v6i ngudi 2G2 HIL1, 2G2 H2L2 va
2G2 H3L3. Céc miu da dugc tinh ché duge phét hién bang phuong phép dién di SDS-
PAGE.

Vi du 6: Do cac thong sb dong hoc ddi véi lign két cia 139 HIL1, 1359 H2L2 va
13E9 H3L2 véi protein khang nguyén IL-17A (24-155)

Céc thong sb dong hoc i v6i lien két cua khang thé duge lam twong thich véi
ngudi 13E9 HIL1, 13E9 H2L2 va 13E9 H312 v6i khang nguyén IL-17A (24-155)
duoc do bang cch s dung thiét bi twong tac phén tir Fortebio.

Cam bién AR2G duoc kich hoat bdi EDC/NHS, va khang thé dugc ¢d dinh vao
cam bién AR2G d3 dugc kich hoat bang cach ghép c@p amin, va cam bién duoc phong
bé bang etanolamin 1 M (pH=8,5). Sau khi cam bién dugc can bang trong PBST trong
300 gidy, khang thé dugc c¢b dinh trén cam bién di lién két voi protein khang nguyén
IL-17A (24-155) (giéng nhu khang nguyén dugc st dung trong Vi du 1), trong d6 ndng
d6 khang nguyén 1a 6,25-400 nM (pha lodng gradien hai 14n) va thoi gian lién két 1a
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420 gidy, va khang nguyén va khang thé dugc phan tach trong PBST trong 600 gidy.
Céc thong sb dong hoc ctia cac khang thé 13E9 HIL1, 13E9 H2L2, 13E9 H3L2

va Secukinumab duoc thé hién trong Bang 1, va két qua phat hién v& céac thong sb dic

tinh dong hoc dugce thé hién 1an luot trén Fig. 4, Fig. 5, Fig. 6 va Fig. 7.

Bang 1: Céac thong s6 dong hoc ctia 13E9 khang thé duoc lam twong thich véi nguoi

Khang th | Kp (M) |Kon (1/Ms)|Sai sé Kon| Kdis (1/s) [Sai s6 Kdis| Rmax (nm)

13E9 HIL1 | 9,72E-10 | 1,34E+05 | 2,60E+03 | 1,31E-04 | 9,06E-06 |0,0858-0,3326

13E9 H2L2 | 1,03E-09 | 9,86E+04 | 1,51E+03 | 1,01E-04 | 7,57E-06 |0,0546-0,3049

13E9 H3L2 | 5,08E-10 | 2,90E+05 | 8,22E+03 | 1,47E-04 | 1,02E-05 |0,1457-0,3546

Secukinumab | 6,74E-10 | 9,28E+04 | 3,03E+03 | 6,26E-05 | 1,57E-05 |0,0379-0,2064

Kp 12 hing sb ai luc; Kon 1a tbc do lién két ctia khang nguyén va khang thé;
Kdis 12 téc do phan ly ca khang nguyén va khang thé; Kp = Kdis/Kon.

Két qua cho thiy rang tt ca 13E9 HIL1, 13E9 H2L2, va 13E9 H3L2 déu co 4i
Iwc t6t v6i khang nguyén IL-17A (24-155), va &i luc 1a twong duong voi ai luc ctua
khang thé dbi chimg Secukinumab.

Vi du 7: Do céc thong sb ddng hoc dbi véi lién két cia 2G2 HI1L 1, 2G2 H2L.2, va 2G2

H3L3 v§i khang nguyén IL-17A (24-155)

Céc thong sd dong hoc d6i voi lien két ctia khang thé dugc 1am twong thich véi
ngudi 2G2 HIL1, 2G2 H2L2 va 2G2 H3L3 véi khang nguyén IL-17A (24-155) dugce
do bang cach st dung thiét bi twong tdc phan tir Fortebio.

Cam bién AR2G duoc kich hoat bdi EDC/NHS, va khang thé duoc b dinh vao
cam bién AR2G di dugc hoat héa bing cdch ghép cdp amin, va cdm bién dugc phong
bé bang etanolamin 1 M (pH=8,5). Sau khi cam bién dugc can bing trong PBST trong
300 gidy, khang thé duge cb dinh trén cam bién lién két v6i khang nguyén IL-17A (24-
155), trong d6 ndng do khang nguyén 1a 6,25-400 nM (pha loang gradien hai 1an) va
thoi gian lién két 14 420 gidy, va khang nguyén va khang thé dugc phan ly trong PBST
trong 600 gidy.

Céc thong sb dong hoc cuia cac khang thé 2G2 H1L1, 2G2 H2L2, 2G2 H3L3,
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va Secukinumab dugc thé hién trong Bang 2, va két qua phét hién vé thong sb dic
trung dong hoc dugce thé hién 1an luot trén Fig. 8, Fig. 9, Fig. 10, va Fig. 11.

Bang 2: Cac thong s6 dong hoc cia 2G2 H1L1,2G2 H2L2, 2G2 H3L3 va Secukinumab
Khang thé Kp (M) | Kon(1/Ms) [Sai s6 Kon|Kdis (1/s) |Sai s6 Kdis| Rmax(nm)

2G2 H1L1 1,53E-09 | 1,46E+05 |3,15E+03 | 2,24E-04 | 9,67E-06 0,0035-0,2192

2G2 H2L2 8,43E-10 | 1,42E+05 |2,18E+03 | 1,20E-04 | 6,73E-06 0,0444-0,2732

2G2 H3L3 1,54E-09 | 1,98E+05 |5,30E+03 | 3,06E-04 | 1,08E-05 0,011-0,2109

Secukinumab | 1,08E-09 | 1,33E+05 |2,38E+03 | 1,43E-04 8,09E-06 |0,0118-0,2584

Kp la hing s6 ai luc; Kon 1a tdc do lién két ciia khang nguyén va khang thé;
Kdis 1a téc d6 phan ly cua khang nguyén va khang thé; Kp = Kdis/Kon.

K&t qua cho thy rang so v6i khang thé dbi chung Secukinumab, 2G2 H2L2 ¢6
4i luc cao hon véi khdng nguyén IL-17A (24-155); 4i luc cia 2G2 H1L1 va2G2 H3L3
twong duong vdi ai luc cia khang thé dbi ching Secukinumab.

Vi du 8: Phat hién hoat tinh lién két cta khang thé 13E9 H1L1, 13B9 H21.2 va 13E9

H3L2 véi khang nguyén bing phuong phap ELISA

1. Hoat tinh lién két ctia khang thé 13E9 HIL1, 13E9 H2L2 va 13E9 H3L2 véi
khang nguyén IL17A-His dugc phat hién bang ELISA gian tiép va so voi thubc ban
trén thi trudong Secukinumab dbi vé6i cung dich.

IL17A-His c6 thé dugc didu ché bang cich dya vao céc trinh tu da duoc cong
bd va cac phuong tién k¥ thuat thong thuong trong linh vuc k¥ thuét, hodc dua vao céc
budc sau:

Diéu ché IL17A-His: trinh ty protein ¢6 chiéu dai ddy dt cua IL-17A ciia ngudi
dwoc tim thiy trong co s¢ dit liéu protein NCBI, va dugce dung hop véi nhan tinh ché
His*6. Genscript & Nan Kinh (Nanjing) duoc giao dé tdng hop axit nucleic méd hoa
protein dung hop, va bang cach dga vao cac cong nghe chudn dugc gidi thiéu trong
Guide to Molecular Cloning Experiments (Second Edition) va str dung cong nghé tach
dong phén tur ti€u chuin nhu PCR, phén cit enzym, thu hdi gel, bién nap ndi, PCR

khun lac hodc nhén dién sy phén cit enzym, gen dich duoc tach dudi dong vao vecto
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biéu hién cia té bao dong vat c6 v, va gen dich voi vecto biéu hién tai td hop duoc
giai trinh ty tiép va phan tich. Sau khi trinh tu dugc xac minh 13 chinh xac, mot lugng
trung binh va 16n cla cac plasmit biéu hién khong ¢6 ndi doc td duoc tao ra, va chuyén
nhidm tam thoi té bao HEK293 dé biéu hién protein. Sau 7 ngdy nudi cdy, dich long
moi trudng nudi cdy té bao duge thu gom va éi lyc dugce tinh ché bang cach sit dung
cot Ni Sepharose (GE), va chit luong clia cac mau protein thu duge dugc xéac dinh
bing cach sir dung céc ky thudt phén tich tiu chuidn SDS-PAGE va SEC-HPLC dat
tidu chuén.

ELISA: IL17A-His dugc bd sung vao vi dia va dugc 4 & 4°C qua dém; sau khi
phong bé bang BSA 1% trong PBS & 37°C trong 2 gi0, khang thé dugc bd sung 1an
lwot, va duoc U & 37°C trong 30 phut; va IgG (H + L)-HRP khang nguoi cia dé
(Jackson, 109-035-088) duoc bd sung va dugc u ¢ 37°C trong 30 phut; va sau d6 phan
g mau dugc thuc hién véi TMB (Neogen, 308177) trong 5 phut, va do hép thu & 450
nm dugc phat hién trong thiét bi doc vi dia. Dt liéu thir nghiém thu duoc dugce phan
tich va xu 1y bing phan mém SoftMax Pro 6.2.1, va duong cong phu hgp 4 tham sb
duoc vé db thi dé phan tich voi ndng do khang thé 12 hoanh do va gid tri do hép thu 1a
tung do.

Két qua thtt nghiém duoc thé hién trén Fig. 12, Fig. 13, va Bang 3 va Bang 4
dudi day.

Bang 3: Két qua phat hién hoat tinh lién két cia 13E9 HIL1 va 13E9 H2L2 v6i khang

nguyén IL17A-His
Ndng d6/gradien Khéng nguyén phu: IL17A-His, 1 pg/mL
khang thé 13E9 HILI 13E9 H2L2 Secukinumab
1 pg/mL 2,726 2,731 2,804 2,737 2,184 2,227
1:3 2,875 2,852 2,832 2,873 2,595 2,505
1:9 2,858 2,815 2,717 2,712 2,297 2,364
1:27 2,564 2,494 2,479 2,481 2,049 2,064
1:81 1,934 1,925 1,891 1,834 1,372 1,314
1:243 1,159 1,116 1,097 1,062 0,672 0,697
1:729 0,522 0,537 0,514 0,511 0,313 0,309
0 0,047 0,048 0,048 0,048 0,046 0,046

42



44468 43/92

ECso (nM) 0,044 0,048 0,082

Bang 4: Két qua phét hién hoat tinh lién két ctia 13E9 H3L2 véi khang nguyén IL17A-
His

Ndng dod/gradien Khang nguyén phu: IL17A-His: 1 pg/mL
khéng thé 13E9 H3L2 Secukinumab
0,5 pg/mL 3,074 3,068 2,929 2,929
1:3 3,175 3,026 2,924 2,885
1:9 2,944 2,895 2,660 2,666
1:27 2,472 2,393 1,947 1,862
1:81 1,610 1,617 1,140 1,092
1:243 0,786 0,783 0,521 0,522
1:729 0,343 0,348 0,252 0,253
0 0,091 0,084 0,087 0,087
ECso (nM) 0,043 0,078

Két qua thir nghiém cho thiy ring tit ca cac khang thé 13E9 HIL1, 13E9 H2L2
va 13E9 H3L2 déu lién két hidu qua vé6i khang nguyén IL17A-His, va hiéu qua lién
két ctia chung 1a phu thudc vao liéu lrong. Trong clng cac diéu kién thtr nghiém, ECso
lién két ciia 13E9 H1L1 1a 0,044 nM, ECso lién két ciia 13E9 H2L2 12 0,048 nM, va
ECso cua thudc ban trén thi trudong Secukinumab dbi véi cung dich 1a 0,082 nM (Fig.
12, Bang 3); trong ciing cdc didu kién thir nghiém, ECso lién két ctia 13E9 H3L2 la
0,043 nM, va ECso cua thudc ban trén thi truong Secukinumab dbi véi cung dich 1a
0,078 nM (Fig. 13, Bang 4).

Céac két qua thtr nghiém néu trén cho thdy rang trong cing cic diéu kién thtr
nghiém, tit c4 cac gia tri ECso cia 13E9 HIL1, 13E9 H2L2 va 13E9 H3L2 déu thip
hon so véi céc gia tri nay clua thudc ddi chung dwong Secukinumab d61 véi cung dich,
chi ra rang hoat tinh lién két cua 13E9 H1L1, 13E9 H2L2 va 13E9 H3L2 v6i IL17A-
His 13 tét hon so vé6i hoat tinh lién két cua thudc dbi chung ban trén thi trudong
Secukinumab dbi véi cung dich.

2. Hoat tinh cua céc khang thé 13E9 H1L1, 13E9 H2L2 va 13E9 H3L2 phong
bé sur lién két ctia IL17RA-His (biotin) v6i khang nguyén IL17A-His dugc phat hién
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bang phwong phap ELISA canh tranh.

IL17RA-His (biotin) c6 thé dugc diéu ché bang cach dua vao cac trinh tu da
duge cdng bd va cac phuong tién ky thuat thong thuong trong linh vuc k¥ thuét, hoac
dua vao céac budc sau:

Diéu ché IL17RA-His (biotin): trinh tu mién ngoai bao ctia IL-17RA ctia ngudi
duoc tim thiy trong co sé dit liéu protein NCBI, va dugce dung hop voi nhan tinh ché
His*6. Genscript & Nam Kinh (Nanjing) dugc giao dé tdng hop axit nucleic ma hoa
protein dung hop, va bang cach dua vao cac cong nghé chuin dugc gidi thiéu trong
the Guide to Molecular Cloning Experiments (Second Edition) va st dung cdng nghé
tach dong phan t tiéu chuén nhu PCR, phéan cit enzym, thu hdi gel, bién nap ndi, PCR
khuén lac hodc nhan dién sy phén cit enzym, gen dich dugc tch dudi dong vao vecto
biéu hién cia té bao dong vat c6 v, va gen dich voi vecto biéu hién tai td hop duogc
giai trinh tu tiép va phan tich. Sau khi trinh ty dwgc x4c minh la chinh xac, mdt lugng
trung binh va 16n cua cac plasmit biéu hién khdng c6 ndi doc td duoc tao ra, va chuyén
nhidm tam thoi té bao HEK293 dé biéu hién protein. Sau 7 ngay nudi cdy, moi truong
nuoi céy té bao duoc thu gom va &i lyc duge tinh ché b%mg cach sir dung cot Ni
Sepharose (GE), va chét lugng ctia cac mau protein thu duge dugc xac dinh bang cach
st dung k¥ thudt phén tich ti€u chuin SDS-PAGE va SEC-HPLC dat tiéu chuén. Sau
khi hoan thanh viéc x4c dinh chét lugng, cdc mau protein IL-17RA clia nguoi-His da
dugc biotin héa dugc dan nhdn va thu duoc bang kit ban trén thi truong EZ-
Link®Sulfo-NHS-LC-Biotinylation ciia Thermo scientific, va phwong phap didu ché
cu thé dugc thuc hién theo hudng dan str dung Kkit.

ELISA: IL17A-His dugc bd sung vao vi dia va duge u ¢ 4°C qua dém; sau khi
phong bé bing BSA 1% trong PBST ¢ 37°C trong 2 gid, khang thé duge bd sung 1an
lugt, va khang nguyén va khang thé dugc phan tng & nhiét do trong phong trong 10
phut; sau d6 thu thé IL17RA-His (biotin) dugc bd sung duge tron k§ véi khang thé &
ty 18 thé tich 14 1:1 va duge 1 6 37°C trong 30 phut; va SA-HRP (KPL, 14-30-00) dugc
bd sung va dugc G & 37°C trong 30 phut; va sau d6 phan ung mau dugc thye hién véi

TMB (Neogen, 308177) trong 5 phut, va do hép thu & 450 nm dugc phét hi¢n trong
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thiét bi doc vi dia. Dit liéu thir nghiém thu dugc dugce phén tich va xu ly bang phan

mém SoftMax Pro 6.2.1, va dudng cong pht hop 4 tham s6 dugc v& dd thi dé phan

tich v&i ndng do khang thé 1a hoanh do va gi4 tri do hp thu la tung do. Két qua thi

nghiém duoc thé hién trén Fig. 14, Fig. 15, va Bang 5 va Bang 6 dudi day.

Bang 5: Két qua phat hién hoat tinh cia 13E9 H1L1 va 13E9 H2L2 canh tranh véi thu

thé IL.17RA-His (biotin) dé lién két v6i khang nguyén IL17A-His

Nong Phi khéng nguyén: IL17A-His (20150213) 0,5 pg/mL
do/gradien
khang thé 13E9 H1L1 13E9 H2L2 Secukinumab
10 pg/mL 0,273 0,249 0,274 0,290 0,402 0,392
1:3 0,299 0,220 0,313 0,339 0,469 0,502
1:9 0,418 0,379 0,431 0,379 0,642 0,708
1:27 0,673 0,610 0,646 0,636 0,842 0,855
1:81 0,986 1,008 1,011 1,069 1,169 1,201
1:243 1,342 1,362 1,428 1,331 1,418 1,468
1:729 1,363 1,375 1,447 1,519 1,467 1,657
0 1,495 1,406 1,429 1,561 1,610 1,495
Thu thé IL17RA-His(bio) 0,1 pg/mL
ECso (nM) 1,437 1,281 1,807

Bang 6: Két qua phét hién hoat tinh ciia 13E9 H3L2 canh tranh v6i thy thé IL17RA-

His (biotin) dé lién két v6i khang nguyén IL17A-His

Nf‘mg d6/gradien Phu khang nguyén: IL17A-His 0,5 pg/mL
khéng thé 13E9 H3L2 Secukinumab
10pg/mL 0,193 0,182 0,263 0,282
1:3 0,231 0,206 0,318 0,327
1:9 0,265 0,267 0,419 0,462
1:27 0,424 0,415 0,630 0,663
1:81 0,725 0,627 0,813 0,859
1:243 1,069 1,018 1,120 1,182
1:729 1,218 1,095 1,133 1,250
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0 1,184 | 1,334 1,182 1,232
Thu thé IL17RA-His(bio) 0,1 pg/mL
ECso (nM) 0,805 1,580

Két qua thir nghiém cho thdy ring tit ca cac khéng thé 13E9 HIL1, 13E9 H2L2
va 1359 H3L2 déu c6 thé phong bé hidu qué sy lién két clia thy thé IL17RA-His (biotin)
v6i khang nguyén IL17A-His, va hi¢u qua phong bé 14 phu thudc vao lidu luong. Trong
cung cac didu kién thtr nghiém, ECso cia 13E9 HIL1 canh tranh v6i IL17AR-His
(biotin) dé lién két véi IL17A-His 1a 1,437 nM, ECso ctia 13E9 H2L2 canh tranh v6i
IL17AR-His (biotin) dé lién két v6i IL17A-His 1a 1,281 nM, va ECsp clia thube ddi
ching duong Secukinumab dbi véi cung dich canh tranh voi IL17AR-His (biotin) dé
lién két véi IL17A-His 12 1,807 nM (Bang 5, Fig. 14); ECso cia 13E9 H3L2 canh tranh
v6i IL17AR-His (biotin) d& lién két véi IL17A-His 1a 0,805 nM, va ECso cua thude
ban trén thi truong Secukinumab d6i v6i ciing dich canh tranh v6i IL17AR-His (biotin)
d8 lien két voi IL17A-His 1a 1,580 nM (Bang 6, Fig. 15).

Céac két qua thtr nghiém néu trén cho thdy rang trong cing cic diéu kién thir
nghiém, gia tri ECso ctia 13E9 HIL1, 13E9 H2L2 va 13E9 H3L2 canh tranh véi
IL17AR-His (biotin) dé lien két v6i IL17A-His déu nhé hon so véi gid tri nay cla
thubc d6i chung ban trén thi truong Secukinumab dbi véi cung dich, chi ra rang hoat
tinh cia 13E9 H1L1, 13E9 H2L2 va 13E9 H3L2 canh tranh véi IL17AR-His (biotin)
d8 lién két véi IL17A-His 1a tét hon so v6i hoat tinh cua thubc ban trén thi trudong
Secukinumab dbi v6i cung dich.

Vi du 9: Phét hién hoat tinh lién két cia khang thé 2G2 HIL1, 2G2 H2L2 va 2G2

H3L.3 véi khdng nguyén bing phuong phap ELISA

1. Hoat tinh li€én két coa khéng thé 2G2 H1L1, 2G2 H2L2 va 2G2 H3L3 véi
khang nguyén IL17A-His duge phat hién bang ELISA gidn tiép.

Céc bude thir nghiém: IL17A-His dugc bd sung vao vi dia va dugc u & 4°C qua
dém; sau khi phong bé bing BSA 1% trong PBS ¢ 37°C trong 2 gi0, khang thé dugc
b4 sung 14n luot, va duge @ & 37°C trong 30 phut; va IgG (H + L)-HRP khang ngudi
ctia dé (Jackson, 109-035-088) dugc bd sung va duge u & 37°C trong 30 phut; va sau
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d6 phan tmg mau dugc thyc hién véi TMB (Neogen, 308177) trong 5 phut, va do hip
thu & 450 nm dwogc phat hién trong thiét bi doc vi dia. Dit liéu thir nghiém thu duoc
dugc phéan tich va xtr ly bang phan mém SoftMax Pro 6.2.1, va duong cong phu hop 4
tham s duoc vé dd thi d phan tich v6i ndng d6 khang thé 1a hoanh do va gia tri do
hép thu la tung do.

Két qua thir nghiém dugc thé hién trén Fig. 16 va Bang 7 dudi day. Trong do,
ECso lién két ctia 2G2 H1L1 12 0,177 nM, ECso lién két cua 2G2 H2L2 12 0,372 nM,
va ECso lién két ctia 2G2 H3L3 1a 0,421 nM.
Bang 7: Két qua phét hién lién két cia 2G2 H1L1, 2G2 H2L.2 va 2G2 H3L3 v¢éi khing
nguyén IL17A-His

Nong dd/gradien Phu khang nguyén: IL17A-His, 1 pg/mL

khéng thé 2G2 HIL1 2G2 H2L.2 2G2 H3L3 Secukinumab
1 pg/mL 3220 | 3,135 | 3,030 | 2,960 | 2,485 | 2,384 | 3,448 | 3,448
1:3 3284 | 3,149 | 2,899 | 2,886 | 2,311 | 2,314 | 3,477 | 3,478
1:9 2,820 | 2,747 | 2,199 | 2,126 | 1,693 | 1,703 | 3,320 | 3,331
1:27 2,020 | 1,969 | 1,348 | 1,328 | 0,982 | 1,002 | 2,768 | 2,764
1:81 1,113 | 1,075 | 0,638 | 0,624 | 0,439 | 0,440 | 1,761 | 1,689
1:243 0,469 | 0,426 | 0,261 | 0,350 | 0,188 | 0,186 | 0,807 | 0,806
1:729 0,224 | 0,188 | 0,131 | 0,148 | 0,113 | 0,102 | 0,337 | 0,326
0 0,061 | 0,057 | 0,058 | 0,068 | 0,063 | 0,060 | 0,062 | 0,060

ECso (nM) 0,177 0,372 0,421 0,090

Két qua thir nghiém cho thy ring tit ca cac khang thé 2G2 HIL1, 2G2 H2L2
va 2G2 H3L3 ddu c6 thé lién két hiéu qua véi khang nguyén IL17A-His, va hiéu qua
lién két ciia chung 1a phu thudc vao liu lugng.

2. Hoat tinh cua c4c khang thé 2G2 H1L1, 2G2 H2L2 va 2G2 H3L3 canh tranh
v&i thu thé TL17A-His (biotin) d& lién két véi khang nguyén IL17A-His dugc phat hién
bing phuong phap ELISA canh tranh.

Céc budce thtr nghiém: IL17A-His duogc bd sung vao vi dia va duoc i & 4°C qua

dém; sau khi phong bé bang BSA 1% trong PBST ¢ 37°C trong 2 gid, khang thé duoc
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b sung 1an lugt, va khang nguyén va khang thé dugc phan ing & nhiét d6 trong phong
trong 10 phut; sau d6 thu thé TL17RA-His (biotin) dugc bd sung dugc tron ky voi
khang thé & ty 18 thé tich 1a 1:1 va duge G & 37°C trong 30 phut; va SA-HRP (KPL,
14-30-00) duge bd sung va duge G & 37°C trong 30 phut; va sau do phan mg mau
dugc thuc hién véi TMB (Neogen, 308177) trong 5 phut, va do hép thu & 450 nm duogc
phat hién trong thiét bi doc vi dia. Dit liéu tht nghiém thu dugc dugc phén tich va xir
ly bang phin mém SoftMax Pro 6.2.1, va duong cong pht hop 4 thong s6 duge v& dd
thi dé phan tich véi ndng d6 khang thé 12 hoanh do va gia tri do hép thu 14 tung do.
Két qua thir nghiém duge thé hién trén Fig. 17 va Bang 8 dudi day. Trong do,
ECso phong bé ctia 2G2 H1L1 1a 2,264 nM, ECso phong bé ctia 2G2 H2L2 1a 5,408
nM, va ECso phong bé ctia 2G2 H3L3 14 5,911 nM (Fig. 17, Bang 8).
Bang 8: Két qua phat hién hoat tinh ciia 2G2 H1L1, 2G2 H2L2 va 2G2 H3L3 canh
tranh v6i thu thé TL17RA-His (biotin) dé lién két v6i khang nguyén IL17A-His

Nong Phu khang nguyén: IL17A-His 0,5 pg/mL
d6/gradien
Khéng thé 2G2 H1L1 2G2 H2L2 2G2 H3L3 Secukinumab
10 pg/mL 0,285 | 0,272 | 0,337 | 0,366 | 0,680 | 0,718 | 0,247 | 0,267
1:3 0,417 | 0,485 | 0,500 | 0,623 | 0,971 | 0,876 | 0,333 | 0,361
1:9 0,506 | 0,502 | 0,785 | 0,751 | 0,971 | 0,954 | 0,478 | 0,507
1:27 0,891 | 0,763 | 1,087 | 1,038 | 1,242 | 1,178 | 0,758 | 0,784
1:81 1,162 | 1,167 | 1,286 | 1,309 | 1,246 | 1,312 | 1,088 | 1,135
1:243 1,231 | 1,281 | 1,423 | 1,402 | 1,398 | 1,466 | 1,272 | 1,184
1:729 1,453 | 1,472 | 1,464 | 1,596 | 1,607 | 1,466 | 1,392 | 1,324
0 1,455 | 1,425 | 1,494 | 1,424 | 1,470 | 1,340 | 1,170 | 1,230
Thu thé IL17RA-His (biotin) :0,1 pg/mL
ECso (nM) 2,264 5,408 5911 2,749

Két qua thir nghiém cho thiy rang tAt ca cac khang thé 2G2 H1L1, 2G2 H2L2,
va 2G2 H3L3 déu c6 thé phong bé hidu qua su lién két cia thy thé IL17RA-His (biotin)

v6i khang nguyén IL17A-His, va hi¢u qué phong bé 1a phu thude vao lidu lugng.
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Vi du 10: Phan trng nguyén bdo soi phdi ciia nguoi hdn hop: su tiét xytokin IL-6

Céc té bao MRC 5 (mua tir Trung tim Té bao, Vien Khoa hoc Trung Quéc)
duoc dan 1é€n dia 96 giéng vé6i 5000 té bao/giéng va dugc nudi cdy qua dém. Hon hop
ctia IL-17 va khang thé (hIgG 1am méu d6i chimg) duge i & 37°C trong 20 phut duge
bd sung vao té bao MRC 5 va dugc nudi cdy trong 48 gid. Sau 48 gid nudi cdy, dich
ndi bé mat té bao dugc thu gom, va lugng IL-6 da tiét dugc phat hién bang kit ELISA
(mua tir Dakewe Corporation).

Té bao MRC 5 duogc tron va nudi cdy 1an luot véi 13E9 HIL1, 13E9 H2L2,
13E9 H3L2, 2G2 HIL1, 2G2 H2L2 hoic 2G2 H3L3 (1 nM, 10 nM, 100 nM) va
Secukinumab (1 nM, 10 nM, 100 nM), va két qua phat hién cta IL-6 d& tiét dugc thé
hién trén Fig. 18.

C6 thé quan sét duoc tir Fig. 18 ring tat ca cac 13E9 HIL1, 13E9 H2L2, 13E9
312, va 2G2 H2L2 du lam gidm hiéu qua sy tiét IL-6 cia té bao MRC 5 dugc cam
ung boi IL-17, trong do:

hidu qua cta khang thé 13E9 HI1L1 ddi vdi viée tre ché sy tiét IL-6 & nong do
100 nM 12 tbt hon so v6i hiéu qué cia khang thé dbi chung Secukinumab & cung lidu
luong, va hiéu qua c ché dbi véi su tiét IL-6 & nong do 10 nM 1a twong duong véi
hiéu qua cta khang thé dbi chung Secukinumab & né)ng dd 100 nM;

hiéu qué cia khang thé 13E9 H2L2 dbi voi viée e ché sy tiét IL-6 & nong do
1 nM, 10 nM va 100 nM déu tuong duong véi hiéu qua ciia khéng thé doi chimg
Secukinumab & cing liéu lugng;

hiéu qué e ché ctia khang thé 13E9 H3L2 déi véi sy tiét IL-6 & nong do 10 nM
va 100 nM déu tét hon so vé6i hiéu quéa ciia khang thé dbi chiung Secukinumab & cing
lidu lvong, va hiéu qua & ndng do 1 nM la twong duong véi hiéu qua cia khang thé
dbi chung Secukinumab;

hidu qua ctia khang thé 2G2 H2L2 dbi véi viée trc ché sy tiét IL-6 & ndng do 1
nM va 100 nM déu twong duong v6i hiéu qua cua khang thé dbi ching Secukinumab;

hiéu qua ctia 2G2 H3L3 dbi v6i viée tre ché sy tiét IL-6 & ndng do 1 nM 12 tdt
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hon so v&i hi€u qué cta khang thé dbi chimg Secukinumab & clng lidu lugng.

Céac két qua néu trén cho thiy rang trong phén ing nguyén bao soi phdi ngudi
hdn hgp in vitro, hoat tinh sinh hoc cta khang thé theo sang ché trong viéc phong bé
su tiét IL-6 qua trung gian IL-17A 12 t5t hon hodc it nhét 1a twong duong véi hoat tinh
ctia thube ban trén thi truong Secukinumab d6i vé6i cung dich.

Vi du 11: Hiéu qua cia thudc khang thé 13E9 H3L2 dbi voi db day biéu bi ciia md

hinh bénh vay nén ctia chudt nhit C57BL/6

Chudt nhit C57BL/6 dugc chia thanh 5 nhém véi 8 con chudt nhét trong mdi
nhém.

(1) Tao md hinh:

nhom binh thudong, chudt nhit C57BL/6 dugc tiém trong da nudc mudi thong
thuong trén lung nhin trong 6 ngay lién tuc tir ngay 1 dén ngay 6, 25 ul/con chudt
nhit;

cac nhém chudt nhit con lai dugce tiém trong da IL-17A téi td hop clia ngudi tir
ngay 1 dén ngay 4, 2 pg/25 pL/con chudt nhit, va dugc tiém trong da IL-17A tai to
hgp cta nguoi tir ngay thir 5 dén ngay thr 6, 5 pg/25 uL/con chudt nhit.

(2) Phin nhém va st dung cu thé:

Nhom binh thudng: nude mudi théng thudng, duge dung véi liéu 0 mg/kg, 3
1An mot tudn, téng cong 3 lan;

Nhom mb hinh: ddi ching isotyp 4m, dugc dung véi liéu 50 mg/kg, 3 1an mot
tudn, téng cong 3 lan;

Nhoém Secukinumab: Secukinumab, duoc ding véi lidu 50 mg/kg, 3 1an mot
tuan, téng cong 3 lan;

Nhém 13E9 H3L2 lidu cao: duge ding véi liéu 50 mg/kg, 3 1An mot tudn, tong
cong 3 1an;

Nhém 13E9 H3L2 lidu thap: duge dung véi 1idu 10 mg/kg, 3 1An mot tuan, téng
cong 3 lan.

MJdi nhéom duoc dung dudi da 3 14n, cu thé 12 14n luot 1 ngdy trudce khi tao mod
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hinh, tao m6 hinh ngay 3 va tao mo hinh ngay 6.

Vao ngdy tha 7, da cua céc vi tri tiém trén lung chudt nhit dugc ¢b dinh dé 1am
ving bénh 1y va do d¢ day biéu bi.

Két qua tha nghiém dugc thé hién trén Fig. 19.

Két qua cho thy ring vé mit thdng ké, do day biéu bi cia nhom Secukinumab
(50 mg/kg), nhém 13E9 H3L2 lidu cao (50 mg/kg) va nhom 13E9 H3L2 lidu thip (10
mg/kg) nho hon dang ké so v6i do day biéu bi ctia nhém mo hinh (P < 0,01).

Két qua cho thdy ring khang thé 13E9 H3L2 (50 mg/kg) cho thdy hidu qua tc
ché c¢6 y nghia théng ké d6i v6i do day bidu bi trong md hinh bénh vay nén cta chudt
nhit C57BL/6 va c6 hiéu qua trong tw nhu Secukinumab (50 mg/kg); hi¢u qua Gc ché
ctia 13E9 H3L2 (10 mg/kg) dbi v6i do day biéu bi cling c6 ¥ nghia thong ké.

Maic du cac phuong an cu thé theo sang ché da dugc mo ta chi tiét, ngudi co
hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay s€ hiéu ring cac cai bién va thay thé
Kkhac nhau c6 thé duge thue hién véi cac phuong an dugce mo ta chi tiét nay theo tht ca
nodi dung di duge boc 19, va cac thay d6i nay nim trong pham vi bao ho clia sang ché.
Toan bd pham Vi cla sang ché dugc dua ra boi cac diém yéu cau bao hd kém theo va

c4c phan twong duong bat ky cuia chung.

Luu y vé bao quan vat liéu sinh hoc:

Dong té bao lai LT006 (IL17A-13E9), duoc luu gilr tai Bao tang gidng Trung
Quéc (China Center for Type Culture Collection - CCTCC) vao ngay 12 thang 9 nam
2017 v6i sb ndp luu la CCTCC NO: 2017102, tai Truong Pai hoc Vi Han, Vi Hén,
Trung Qudc, 430072,

Dong té bao lai LT007 (IL17A-2G2), duge luu gilt tai Bio tang giéng Trung
Qudc (China Center for Type Culture Collection - CCTCC) vao ngay 12 thang 9 nam
2017 véi sb nép luu la CCTCC NO: C2017165, tai Truong Pai hoc Vii Han, Vi Han,
Trung Quéc, 430072.
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YEU CAU BAO HO
1. Khéang thé don dong hodc manh lién két khang nguyén clia n6 khéng lai IL-17A,
chura:

a) ving bién dbi chudi nang (Vu) chira ving xac dinh tinh bd trg (CDR) gdm
CDR1, CDR2 va CDR3, trong d6 trinh ty axit amin cia CDR1 dugc néu trong SEQ
ID NO: 31, trinh tu axit amin cia CDR2 dugc néu trong SEQ ID NO: 32, va trinh tu
axit amin cia CDR3 duogc néu trong SEQ ID NO: 33; va

b) ving bién ddi chudi nhe (Vi) chirta cdc CDR gdbm CDR1, CDR2, va CDR3,
trong d6 trinh ty axit amin cua CDRI duoc néu trong SEQ ID NO: 34, trinh tu axit
amin ctia CDR2 dugc néu trong SEQ ID NO: 35, va trinh tu axit amin cia CDR3 dugc
néu trong SEQ ID NO: 36.

2. Khang thé don dong hodc manh lién két khang nguyén cta no theo diém 1, trong
do:

trinh ty axit amin cua Vu dugc néu trong SEQ ID NO: 2, va

trinh tu axit amin cua VL dugc n€u trong SEQ ID NO: 4.

3. Khéang thé don dong hodc manh lién két khang nguyén cua no theo diém 1, trong

do:
trinh tu axit amin ctia Vu dugc néu trong SEQ ID NO: 6, va
trinh ty axit amin cia Vi dugc n€u trong SEQ ID NO: 8.

4. Khéng thé don dong hodc manh lién két khang nguyén cta n6 theo diém 1, trong

do:

trinh ty axit amin ciia Vu dugc néu trong SEQ ID NO: 10, va

trinh ty axit amin ctia VL dugc néu trong SEQ ID NO: 12.
5. Khang thé don dong hogc ménh lién két khang nguyén cua n6 theo diém 1, trong
do:

trinh ty axit amin ciia Vu dugc néu trong SEQ ID NO: 14, va
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trinh ty axit amin ctia Vi duge néu trong SEQ ID NO: 12.

6. Khang thé don dong hodc manh lién két khang nguyén cta no theo diém bét ky trong
56 céc didm tir 1 dén 5, trong d6 khang thé don dong hogc manh lién két khang nguyén
ctia n6 duoc chon tir Fab, Fab’, F(ab”)2, Fd, Fv, dAb, khang thé chudi don, khang thé

duoc 1am twong thich véi nguoi, khang thé kham, va khang thé kép.

7.Khéng thé don dong hodc manh lién két khang nguyén cua n6 theo didm bt ky trong
sé cac didm tir 1 dén 5, trong d6 khéng thé don dong hodc manh lién két khang nguyén

ctia n6 lién két v6i IL-17A véi ECso thap hon 100 nM.

8. Khang thé don dong hodc manh lién két khang nguyén cua né theo didm bat ky trong
<& cac didm tir 1 dén 5, trong d6 khang thé don dong hode manh lién két khang nguyén
ctia n6 bao gdbm vung khong phai CDR ¢6 ngudn gdc tir céc loai khong phai 1a chudt
nhit.

9. Phan ti axit nucleic duoc phan lap, bao gbm axit nucleic ma héa vung bién d6i
chudi ning va viung bién dbi chudi nhe cia khang thé don dong hoic manh lién két
khang nguyén ctia n6 theo didm bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 5.

10. Thé lién hop chira khang thé don dong hodc manh lién két khang nguyén cta nd
theo diém bit ky trong sé céc didm tir 1 dén 5 va phan lién hop chira nhén phat hién
duoc.

11. Kit chét phan tng chtra khang thé don dong hodc manh lién két khang nguyén cla
n6 theo diém bét ky trong 5O cac diém tir 1 dén 5.

12. Dugc pham chira khang thé don dong hodc manh lién két khang nguyén cla nd
theo diém bat ky trong s cac didm tir 1 dén 5 va it nhat mot chit mang hodc ta duoc

dugc dung.
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<211> 360

<212> ADN

<213> Nhén tao

<220>

<223> Trinh tu nucleotit cta vung bién dbdi
<400> 1
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<220>

<223> Trinh tu

<400> 2

Glu Val Lys Leu
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Ser Leu Ser Leu

5
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chudi ni3ng

cttctcagtc
cctggagctg
acagtggtgt
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13E9 cua khang thé

tctgtccctce
gatccggcag
cactagctac
ccagttctte
aagggcagac

cgtctcctca

Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gln

15

Thr Cys Thr Val Thr Ser Tyr Ser Phe Thr Ser Asp
25

60

120

180

240

300

360

axit amin cta vung bién dbéi chudi ndng 13E9 cua khang thé



Tyr Ala Trp

35

Met Gly

50

Tyr

Lys Ser

65

Arg

Leu Gln Leu

Ala Arg Ala

Gly Thr Ser
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<210> 3
<211> 333
<212> ADN
<213> Nhén

<220>
<223>

<400> 3
gacatccagc

atctcttgca
tacctgcaga
tctggggtcc
agcagagtgg
acgttcggtg
<210> 4

<211> 111
<212> PRT

<213> Nhéan

<220>

Ser Trp

Ile Thr
Ile

Ser

Ser
85

Asn

Asp
100

Tyr

Val Thr

tao

tgactcagtc
gatctagtca
agccaggcca
cagacaggtt
aggctgagga

gaggcaccaa

tao

Ile

Tyr

Ile

70

Val

Asp

Val
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Gln
40

Arg

Ser
55

Gly
Thr Arg
Thr Thr
Ser

Tyr

Ser
120

Ser

tccactctcc
gagccttgta
gtctccaagg
cagtggcagt
tctgggagtt

gctggaaata

Phe Pro Gly

Val Thr Ser

Thr Ser

75

Asp

Glu Asp Thr

90

Tyr Thr Met

105

Trinh tu nucleotit ctia viung bién dbi

ctgcctgtca
cacagtaatg
ctcctgatct
ggatcaggga
tatttctgct

aaa

Ile Lys Leu

45

Tyr Asn Pro

60

Lys Asn Gln

Ala Thr Tyr

Asp Tyr Trp

110

Glu Trp

Ser Leu

Phe Phe

80

Tyr
95

Cys

Gly Gln

chudi nhe 13E9 clia khang thé

gtcttggaga
gaaacaccta
acaaagtttc
cagatttcac

ctcaaagtac

tcaagcctcc
tttacattgg
caaccgattt
actcaagatc

acatttttgg

60

120

180

240

300

333
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<223> Trin

<400> 4

Asp Ile Gln
1

Asp Gln Ala

Asn
35

Asn Gly

Pro Arg Leu

50

Asp Phe

65

Arg

Ser Arg Val

Thr His Phe

<210> 5
<211> 360
<212> ADN
<213> Nhén
<220>

<223>

khang thé

<400> 5
gatgtgcagc

acttgcaccg
ttcccaggaa
aaccccagcc
ctgcagctga

tacgacagct

h tu

Leu Thr

Ser TIle

20

Thr Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Glu Ala

85

Trp Thr

100

tao

tgcaggaaag
tgtccagcta
ttggcctcga
tgaagagcag
acagcgtgac

actacaccat

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Phe

44468

axit amin ctia vung bién

Ser Pro

Cys Arg

His Trp

40

Lys Val

55

Gly Ser

Asp Leu

Gly Gly

cggaccagga
cagcttcacc
gtggatgggce
gatcaccatc
agcagccgat

ggactattgg

Ser Leu

10

Leu

Ser Ser Gln

25

Tyr Leu Gln

Ser Asn Arg

Gly Thr Asp

75

Val
90

Gly Tyr

Gly Thr

105

Lys

ctggtgaagc
agcgactacg
tacatcacct
agccgggaca
accgcagtgt

ggccagggaa

chudi nhe 13E9 cta khang thé

Pro Val Ser

Val
30

Ser Leu

Pro
45

Lys Gly

Phe
60

Ser Gly

Phe Thr Leu

Phe Cys Ser

Glu Ile

110

Leu

ctagccagac
cttggtcttg
acagcggcegt
ccagcaagaa
actattgcgc

ccagcgtgac

Leu
15

Gly
His Ser
Gln Ser
Val

Pro

Ile
80

Lys

Gln
95

Ser

Lys

Trinh tu nucleotit cta ving bién d@di chudi ndng 13E9HIL1 cua

cctgagcctg
gatcagacag
gaccagctac
ccagttcttc
cagggccgac

agtgtctagc

60

120

180

240

300

360



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

<220>
<223>

thé

<400>

6
120
PRT
Nhén

tao

Trinh tu

6

Asp Val Gln

1

Thr

Tyr

Met

Lys

65

Leu

Ala

Gly

Leu

Ala

Gly

Ser

Gln

Arg

Thr

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

<220>
<223>

thé

<400>

Ser

Trp

Tyr

Arg

Leu

Ala

Ser

115

7
333
ADN
Nhéan

Trinh tu nucleotit cta viing bién d&di chudi nhe 13E9HIL1 cua khang

Leu

Leu

20

Ser

Ile

Ile

Asn

Asp

100

Val

tao

44468

axit amin cta vung bién

Gln

Thr

Trp

Thr

Thr

Ser

85

Tyr

Thr

Glu

Cys

Ile

Tyr

Ile

70

Val

Asp

Val

Ser

Thr

Arg

Ser

55

Ser

Thr

Ser

Ser

Gly

Val

Gln

40

Gly

Arg

Ala

Tyr

Ser
120

Pro

Ser

25

Phe

Val

Asp

Ala

Tyr
105

Gly

10

Ser

Pro

Thr

Thr

Asp

Thr

Leu

Tyr

Gly

Ser

Ser

75

Thr

Met

57/92

chudi ning 13E9H1L1l cua khang

vVal

Ser

Ile

Tyr

Lys

Ala

Asp

Lys

Phe

Gly

45

Asn

Asn

Val

Tyr

Pro

Thr

30

Leu

Pro

Gln

Tyr

Trp
110

Ser

15

Ser

Glu

Ser

Phe

Tyr

95

Gly

Gln

Asp

Trp

Leu

Phe

80

Cys

Gln



tgacccagac
gaagcagcca
agccaggcca
cagatagatt
aggccgagga

gaggcaccaa

44468

ccctctgtcet
gagcctggtg
gtctcctaga
cagcggaagc
tctgggagtyg

gctggagatc

ctgccagtga
cacagcaacg
ctgctgatct
ggaagcggca
tacttctgca

aag

cactgggaca
gcaacaccta
acaaggtgtc
ccgacttcac

gccagagcac

gcaggctagc
cctgcattgg
caaccggttc
cctgaagatc

ccacttttgg

gatgtcgtga
atctcttgca
tacctgcaga
agcggcgtge
agcagagtgg
accttcggceg
<210> 8
<211> 111
<212> PRT
<213> Nhén
<220>

<223> Trin
thé

<400> 8

Asp Val Val
1

Gln Gln Ala

Asn
35

Asn Gly

Pro Arg Leu

50

Asp Phe

65

Arg

Ser Arg Val

Thr His Phe

<210> 9
<211> 360

tao

h tu

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Trp
100

axit amin cta vung bién

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Thr

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Phe

Thr

Cys

His

Lys

Gly

Asp

Gly

Pro

Arg

Trp

40

Val

Ser

Leu

Gly

Ser
10

Leu

Ser Ser

25

Tyr Leu

Ser Asn
Thr

Gly

Val
90

Gly

Gly Thr

105

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Lys

chudi nhe 13E9HIL1l cua khéng

Pro

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Phe

Leu

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Glu

Thr

Val

30

Gly

Gly

Leu

Ser

Ile
110

Leu

15

His

Gln

Val

Lys

Gln

95

Lys

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Ser

60

120

180

240

300

333

58/92



44468

<212> ADN
<213> ©Nhéan tao
<220>
<223> Trinh tu nucleotit cfia vung bién dbi
thé
<400> 9
gatgtgcagc tgcaggaaag cggaccagga ctggtgaagc
acttgcaccg tgtccagcta cagcttcacc agcgactacg
ccaccaggaa agggactcga gtggatcggce tacatcacct
aaccccagcc tgaagagcag gatcaccatc agccgggaca
ctgcagctgt ctagcgtgac agcagccgat accgcagtgt
tacgacagct actacaccat ggactattgg ggccagggaa
<210> 10
<211> 120
<212> PRT
<213> Nhéan tao
<220>
<223> Trinh tu axit amin cua vung bién dbi
thé
<400> 10
Asp Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu
1 5 10
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Ser Tyr
20 25
Tyr Ala Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly
35 40
Ile Gly Tyr Ile Thr Tyr Ser Gly Val Thr Ser
50 55
Lys Ser Arg Ile Thr Ile Ser Arg Asp Thr Ser
65 70 75
Leu Gln Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr
85 90

chudi nidng

ctagccagac
cttggtcttg
acagcggcgt
ccagcaagaa
actattgcgce

ccagcgtgac

59/92

13E9H2L2 cua khéng

cctgagcctg
gatcagacag
gaccagctac
ccagttcttc
cagggccgac

agtgtctagc

60

120

180

240

300

360

chudi ning 13E9H2L2 cla khéang

Val Lys

Ser Phe

30

Lys Gly

45

Tyr Asn

60

Lys Asn

Ala Val

Pro

Thr

Leu

Pro

Gln

Tyr

Ser Gln

15

Ser Asp

Glu Trp
Leu

Ser

Phe
80

Phe

Tyr
95

Cys



Ala Arg Ala Asp

Gly Thr Ser Val

100

115
<210> 11
<211> 333
<212> ADN
<213> Nhén tao
<220>
<223>
thé
<400> 11
gatgtcgtga tgacccagac
atctcttgca gaagcagcca
tacctgcaga agccaggcca
agcggcgtgce cagatagatt
agcagagtgg aggccgagga
accttcggcg gaggcaccaa
<210> 12
<211> 111
<212> PRT
<213> Nhéan tao
<220>
<223>
thé
<400> 12

Asp Val Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu

1

5

44468

Thr Val Ser Ser

120

ccctctgtet
gagcctggtyg
gtctcctaga
cagcggaagc
tctgggagtyg

gctggagatc

105

Trinh tu nucleotit ctia viung bién dbi

ctgccagtga
cacagcaacg
ctgctgatct
ggaagcggca
tactactgca

aag

Trinh ty axit amin cta vung bién d&béi

10

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln

Asn Gly Asn Thr Tyr Leu His Trp Tyr Leu Gln

35

20

40

25

Tyr Asp Ser Tyr Tyr Thr Met Asp Tyr Trp Gly Gln
110

chudi nhe 13E9H2L2 cua khéang

cactgggaca
gcaacaccta
acaaggtgtc
ccgacttcac

gccagagcac

gccagctagc
cctgcattgg
caaccggttc
cctgaagatc

ccacttttgg

60

120

180

240

300

333

chudi nhe 13E9H2L2 cua khang

Pro Val Thr Leu Gly

15

Ser Leu Val His Ser

30

Lys Pro Gly Gln Ser

45

60/92



44468

Pro Arg Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg
50 55
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp
65 70 75
Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr
85 90
Thr His Phe Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys
100 105
<210> 13
<211> 360
<212> ADN
<213> Nhén tao
<220>
<223> Trinh tu nucleotit ctia vung bién dbi
thé
<400> 13
gatgtgcagc tgcaggaaag cggaccagga ctggtgaagc
acttgcaccg tgtccagcta cagcttcacc agcgactacg
ccaccaggaa agggactcga gtggatcggc tacatcacct
aaccctagcc tgaagagccg cgtgaccatt agcgtggaca
ctgaagctga gcagcgtgac agccgccgat acagcagtgt
tacgacagct actacaccat ggactattgg ggccagggaa
<210> 14
<211> 120
<212> PRT
<213> Nhén tao
<220>
<223>
thé
<400> 14

Phe
60

Ser Gly

Phe Thr Leu

Tyr Cys Ser

Ile
110

Leu Glu

chudi nidng

ctagccagac
cttggtcttg
acagcggcgt
ccagcaagaa
actattgcgce

ccagcgtgac

Val Pro

Ile
80

Lys

Gln
95

Ser

Lys

61/92

13E9H3L2 cua khéng

cctgagcctg
gatcagacag
gaccagctac
ccagttctcc
ccgggccgat

agtgtctagc

Asp Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gln

1

5

10

15

60

120

180

240

300

360

Trinh ty axit amin cua viung bién d&bi chudi ndng 13E9H3L2 cua khang



Thr

Tyr

Ile

Lys

65

Leu

Ala

Gly

Leu

Ala

Gly

Ser

Lys

Arg

Thr

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

<220>

Ser

Trp

35

Tyr

Arg

Leu

Ala

Ser

115

15
351

ADN

Nhén

Leu

20

Ser

Ile

vVal

Ser

Asp

100

Val

tao

Thr

Trp

Thr

Thr

Ser

85

Tyr

Thr

Cys

Ile

Tyr

Ile

70

Val

Asp

Val

Thr

Arg

Ser

55

Ser

Thr

Ser

Ser

Val

Gln

40

Gly

Val

Ala

Tyr

Ser
120

44468

Ser

25

Pro

vVal

Asp

Ala

Tyr
105

Ser

Pro

Thr

Thr

Asp

90

Thr

Tyr

Gly

Ser

Ser

75

Thr

Met

Ser Phe

Gly
45

Lys

Tyr Asn

60

Lys Asn

Ala

Val

Asp Tyr

Thr

30

Leu

Pro

Gln

Tyr

Trp
110

<223>

<400> 15
gaggttcagc

tcatgcaagg
aagcctgggce
tatggagaga
tacttggaac
aactacgggt

<210>
<211>

16
117

tggagcagtc
attttgattc
atggatttga
agtttgagga
tcaacagtct

ttgcttactg

tggttctgaa
agaagtcttc
atggattgga
caaagccaaa

gacatctgag

gggccaaggg

Trinh tu nucleotit cta vung bién ddi

ctgaggagtc
cctattgcetg
gacatactcc
gtggatgcag
gactctgcta

actctggtca

chudi n3ng

ctggatcttc
atatgagttg
caagttttgg
acacagtgtc
tctactactg

ctgtctctgc

Ser Asp

Glu Trp

Ser Leu

Phe Ser

80

Tyr
95

Cys

Gly Gln

2G2 cua khang thé

agtaaagctt
ggttaggcag
tagaacaatc
caacacagcc

tgcaaggggt

a

60

120

180

240

300

351

62/92



<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Glu val

1

Ser Val

PRT
Nhén

tao

Trinh tu

16

Gln

Lys

Ala Asp Met

35

Ile Gly Asp

50

Phe Glu Asp

65

Tyr Leu

Cys Ala

Val Thr

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

<220>
<223>

<400>

Glu

Arg

val
115

17
336
ADN
Nhén

Leu

Leu

20

Ser

Ile

Lys

Leu

Gly

100

Ser

tao

44468

axit amin ctia vung bién

Glu

Ser

Trp

Leu

Ala

Asn

85

Asn

Ala

Gln

Cys

Val

Pro

Lys

70

Ser

Tyr

Ser

Lys

Arg

Ser

55

Val

Leu

Gly

Gly

Asp

Gln

40

Phe

Asp

Thr

Phe

Ser

Phe

25

Lys

Gly

Ala

Ser

Ala
105

Glu

10

Asp

Pro

Arg

Asp

Glu

90

Tyr

Leu

Ser

Gly

Thr

Thr

75

Asp

Trp

Trinh tu nucleotit ctia ving bién abi

17

gatgttttga tgacccaaac tccactcact ttgtcggtta

atctcttgca agccaagtca gagcctctta aatagtgatg

ttgttgcaga ggccaggccea gtctccaaag cgcctaatct

10

chudi ning 2G2 cta khang thé

Arg

Glu

His

Ile

60

Val

Ser

Gly

chudi nhe 2G2 cla khang thé

tcattggaca accagcctcc
gaaagacata tttgaattgg

atctggtgtc taaactggac

Ser

val

Gly

45

Tyr

Ser

Ala

Gln

Pro

Phe

30

Phe

Gly

Asn

Ile

Gly
110

Gly

15

Pro

Glu

Glu

Thr

Tyr

95

Thr

Ser

Ile

Trp

Lys

Ala

80

Tyr

Leu

63/92



tctggagtcc ctgacaggtt cactggcagt ggatcaggga cagatttcac actgaaaatc

agcagagtgg aggctgagga tttgggagtt tattattgct ggcaaggttc acattttcct

44468

cagacgttcg gtggaggcac aaagttggaa ataaaa

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

<220>
<223>

<400>
Asp Val

1

Gln Pro

Asp Gly

Pro Lys
50

Asp Arg
65

Ser Arg

Ser His

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

<220>
<223>
thé

18
112
PRT
Nhan

tao

Trinh tu

18

Leu

Ala

Lys

35

Arg

Phe

Val

Phe

19
348
ADN
Nhan

Trinh tu nucleotit ctia ving bién dbi chudi nang 2G2H1L1 cla khang

Met

Ser

20

Thr

Leu

Thr

Glu

Pro
100

tao

axit amin cua vung bién

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Gln

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Thr

Cys

Asn

Leu

55

Gly

Asp

Phe

Pro

Lys

Trp

40

Val

Ser

Leu

Gly

Leu

Pro

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Thr

10

Ser

Leu

Lys

Thr

Val

90

Gly

11

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

chudi nhe 2G2 cua khéng

Ser

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

vVal

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Ile Ile
15

Leu Asn
30

Gly Gln

Gly Vval

Leu Lys

Trp Gln

95

Glu Ile
110

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

64/92



<400> 19

gtgcagctgg tgcagagcgg
tgcaaggact tcgacagcga
ccaggccagg gattcgagtg
gcccagaagt tcgagggcaa
ctggagctga acagcctgag
tacggattcg cctattgggg
<210> 20

<211> 116

<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>

<223> Trinh tu

thé

<400> 20

Val Gln Leu
1

Val Lys Leu

Met Ser

35

Asp

Gly Asp Ile

50

Glu
65

Gly Lys

Leu Glu Leu

Ala Arg Gly

Val Gln

Ser
20

Cys

Trp Val

Leu Pro Se

Ala Lys

70

Ser
85

Asn

Asn
100

Tyr

Ser

Lys

Arg

val

Leu

Gly

aagcgaactg
ggtgttcccc
gatcggtgac
ggccaaggtg
aagcgaggac

ccagggaaca

axit amin ctia vung bién

Gly Ser

Asp Phe

Gln Ala

40

r Phe
55

Gly
Asp Ala
Ser

Arg

Phe Ala

Asp

Arg

44468

agaaagccag
atcgccgata
attctgccca
gacgcagaca
accgccatct

ctggtgacag

Glu Leu

10

Arg

Ser Glu

Pro Gly Gln

Thr

Asn

Ser
75

Asp Lys

Glu Asp Thr

90

Tyr Gly

105

Trp

12

gctccagegt
tgtcttgggt
gcttcggaag
agagcaccaa
actattgcgc

tgtccgece

chudi ndng 2G2H1L1 cua khang

Lys Pro Gly

Val Phe Pro

30

Phe
45

Gly Glu

Tyr Ala Gln

60

Thr Asn Thr

Ala Ile Tyr

Gln Thr

110

Gly

gaagctgtct
ccgacaggct
aaccaactac
caccgcctac

caggggcaac

Ser Ser

15

Ile Ala

Trp Ile

Lys Phe

Ala Tyr

80

Tyr
95

Cys

Leu Val

60

120

180

240

300

348

65/92



Thr Val Ser Ala

115
<210> 21
<211> 336
<212> ADN
<213> Nhéan tao
<220>
<223>
thé
<400> 21
gatgtcgtga tgacccagac
atcagctgca gaagcagcca
ctgctgcaga gaccaggcca
agcggcgtgce cagatagatt
agcagagtgg aggccgagga
cagacattcg gcggcggcac
<210> 22
<211> 112
<212> PRT
<213> Nhén tao
<220>
<223> Trinh tu
thé
<400> 22

Asp Val Vval

1

Gln Pro Ala

Asp Gly Lys

35

Pro Arg Arg

50

Met
5

Ser
20

Thr

Leu

Thr Gln Thr

Ile Ser Cys

Tyr Leu Asn

Ile Tyr Leu

44468

ccctctgtcet
gagcctgctg
gtctcctaga
cagcggaagc
tctgggagtg

aaagctggag

axit amin cta vung bién

Pro

Arg

Trp
40

vVal
55

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Trinh tu nucleotit ctia vung bién adi

ctgagcgtga
aacagcgacg
aggctgatct
ggaagcggca
tactactgtt

atcaag

Ser Leu

10

Ser Gln

Gln

Leu

Lys Leu

13

chudi nhe 2G2H1L1 cla khéang

cactgggaca
gcaagaccta
acctggtgtc

ccgacttcac

ggcagggcag

gccagctagce
cctgaattgg
caagctggac
cctgaagatc

ccacttccct

60

120

180

240

300

336

chudi nhe 2G2H1L1 cua khéng

Ser Val

Ser Leu

30

Pro
45

Arg

Asp Ser

60

Thr Leu Gly

15

Leu Asn Ser

Gly Gln Ser

Gly Val Pro

66/92



44468

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 Tyr Cys Trp Gln Gly

85

90

95

Ser His Phe Pro Gln Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

100
<210> 23
<211> 348
<212> ADN
<213> Nhéan tao
<220>
<223>
thé
<400> 23
gtgcagctgg tgcagagcgg
tgcaaggact tcgacagcga
ccaggccagg gattcgagtg
gcccagaagt tccagggcag
ctggagctga acagcctgag
tacggcttcg cctattgggg
<210> 24
<211> 116
<212> PRT
<213> Nhén tao
<220>
<223> Trinh tu
thé
<400> 24

vVal Gln Leu Val

1

Val Lys Leu Ser

5

20

agcagaadgtg
ggtgttcccc
gatcggtgac
agtgaccgtg
gagcgaggat

acagggaaca

105

Trinh tu nucleotit ctia viung bién dbi

aagaagccag
atcgccgata
attctgccca
accgcagaca
accgccgtgt

ctggtgacag

10

14

110

chudi nidng

gctccagegt
tgtcttgggt
gcttcgggag
agagcaccaa
actattgcgc

tgtccgee

30

2G2H2L2 cua khang

gaagctgtct
ccgacaggcet
aaccaattac
caccgcctac

caggggcaac

Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser Ser

15

Cys Lys Asp Phe Asp Ser Glu Val Phe Pro Ile Ala
25

60

120

180

240

300

348

axit amin ct@ia vung bién ddi chudi ndng 2G2H2L2 cua khang



44468

68/92

Asp Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Phe Glu Trp Ile

35 40 45
Gly Asp Ile Leu Pro Ser Phe Gly Arg Thr Asn Tyr Ala Gln Lys Phe

50 55 60
Gln Gly Arg Val Thr Val Thr Ala Asp Lys Ser Thr Asn Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Leu Glu Leu Asn Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Gly Asn Tyr Gly Phe Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val
100 105 110

Thr Val Ser Ala

115
<210> 25
<211> 336
<212> ADN
<213> Nhén tao
<220>
<223> Trinh tu nucleotit cua viung bién &bi chudi nhe 2G2H2L2 cua khang
thé
<400> 25
gatgtcgtga tgacccagac ccctctgtct ctgagcgtga cactgggaca gccagctagce 60
atcagctgca gaagcagcca gagcctgctg aacagcgacg gcaagaccta cctgaattgg 120
ctgctgcaga gaccaggcca gtctcctaga aggctgatct acctggtgtc caacctggac 180
agcggcgtgc cagatagatt cagcggaagc ggaagcggca ccgacttcac cctgaagatc 240
agcagagtgg aagccgagga cgtgggagtg tactactgtt ggcagggcag ccacttccct 300
cagacattcg gcggcggcac aaagctggag atcaag 336
<210> 26
<211> 112
<212> PRT
<213> Nhéan tao
<220>

15



<223> Trin
thé
<400> 26

Asp Val val
1

Gln Pro Ala

Asp Gly Lys

35

Pro Arg

50

Arg

Asp Phe

65

Arg

Ser Arg Val

Ser His Phe

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

27
348
ADN
Nhéan

<220>
<223>
thé

Trin
<400> 27

gtgcagctgg
tgcaaggact
ccaggccagg
gcccagaagt
ctggagctgt

tacggcttcg

h tu

Met Thr

Ser Ile

20

Thr Tyr

Leu Ile
Ser

Gly

Ala
85

Glu

Pro Gln

100

tao

h tu

tgcagagcgg
tcagcagcga
gactggagtg
tccagggcag
ctagcctgag

cctattgggg

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

axit amin cta vung bién

Thr Pro

Cys Arg

Asn Trp

40

Leu Val

55

Gly Ser

Asp Val

Phe Gly

agcagaagtg
ggtgttcccc
gatcggtgac
agtgaccgtg
aagcgaggac

acagggaaca

44468

Ser Leu

10

Leu

Ser Ser Gln

25

Leu Leu Gln

Ser Asn Leu

Gly Thr Asp

Val
90

Gly Tyr

Gly Thr

105

Gly

nucleotit cua ving bién dbi

aagaagccag
atcgccgata
attctgccca
accgcagaca
accgccgtgt

ctggtgacag

16

chudi nhe 2G2H2L2 cua khang

Ser Val Thr

Leu
30

Ser Leu

Pro
45

Arg Gly

Asp Ser

60

Gly

Phe Thr Leu

Tyr Cys Trp

Glu
110

Lys Leu

chudi nidng

gcagcagcgt
tgtcttgggt
gcttcgggag
agagcaccaa
actattgcgc

tgtccgcece

Leu
15

Gly

Asn Ser

Gln Ser

Val Pro

Ile
80

Lys

Gln
95

Gly

Ile Lys

2G2H3L3 cua khéng

gaaggtgtct
ccgacaggct
aaccaattac
caccgcctac

caggggcaac

60

120

180

240

300

348



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

<220>
<223>
thé
<400>
val Gln
1

val Lys

Asp Met

Gly Asp
50

28

116

PRT
Nhan tao

Trinh tu

28

Leu Val

Val Ser
20

Ser Trp
35

Ile Leu

Gln Gly Arg Val

65

Leu Glu

Ala Arg

Thr val

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

<220>
<223>
thé

Leu Ser

Gly Asn
100

Ser Ala
115

29

336

ADN
Nhén tao

44468

axit amin ctia vung bién

Gln Ser Gly Ala Glu Val

Cys Lys Asp Phe Ser Ser
25

Val Arg Gln Ala Pro Gly
40

Pro Ser Phe Gly Arg Thr
55

Thr Val Thr Ala Asp Lys
70

Ser Leu Arg Ser Glu Asp
85 90

Tyr Gly Phe Ala Tyr Trp
105

Lys

Glu

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Gly

chudi ndng 2G2H3L3 cua khang

Lys Pro Gly Ser Ser

15

Val Phe Pro Ile Ala
30

Gly Leu Glu Trp Ile
45

Tyr Ala Gln Lys Phe
60

Thr Asn Thr Ala Tyr
80

Ala Val Tyr Tyr Cys
95

Gln Gly Thr Leu Val
110

Trinh tu nucleotit cta vung bién &di chudi nhe 2G2H3L3 cua khang

17
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<400> 29

gatgtcgtga tgacccagac ccctctgtet ctgagcgtga
atcagctgca gaagcagcca gagcctgctg aacagcgacg
ttcctgcaga gaccaggcca gtctcctaga aggctgatct
agcggcgtge cagatagatt cagcggaagc ggaagcggcea
agcagagtgg aagccgagga cgtgggagtg tactactgtt
cagacattcg gcggcggcac aaagctggag atcaag
<210> 30

<211> 112

<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>

<223> Trinh tu axit amin ct@a ving bién ddi
thé

<400> 30

Asp Val Vval
1

Gln Pro Ala

Asp Gly Lys

35

Pro Arg

50

Arg

Asp Phe

65

Arg

Ser Arg Val

Ser His Phe

<210> 31

Met Thr

Ser Ile

20

Thr Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Glu Ala

85

Pro Gln

100

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Thr Pro

Cys Arg

Asn Trp

Leu Val

55

Gly Ser

Val

Asp

Phe Gly

Ser Leu

10

Leu

Ser Ser Gln

25

Phe Leu Gln

Ser Asn Leu

Gly Thr Asp

Val
90

Gly Tyr

Gly Gly Thr

105

18

cactgggaca
gcaagaccta
acctggtgtc

ccgacttcac

ggcagggcag

gccagctagce
cctgaattgg
caacctggac
cctgaagatc

ccacttccct

60

120

180

240

300

336

chudi nhe 2G2H3L3 cua khéang

Ser Val Thr

Leu
30

Ser Leu

Pro
45

Arg Gly

Asp Ser

60

Gly

Phe Thr Leu

Tyr Cys Trp

Glu
110

Lys Leu

Leu
15

Gly
Asn Ser
Gln

Ser

Val Pro

Ile
80

Lys

Gln
95

Gly

Ile Lys
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

9
PRT
Nhé&n tao

HCDR1 cua cac khang thé 13E9, 13E9H1L1, 13E9H2L2 hodc 13E9H3L2

31

Ser Tyr Ser Phe Thr Ser Asp Tyr Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

5

32

7

PRT
Nhén tao

HCDR2 cla cac khang th& 13E9, 13E9H1L1, 13E9H2L2 hodc 13E9H3L2

32

Ile Thr Tyr Ser Gly Val Thr

1

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

<220>
<223>

<400>

5

33
13
PRT
Nhan tao

HCDR3 cua cac khang thé& 13E9, 13E9H1L1, 13E9H2L2 hodc 13E9H3L2

33

Ala Arg Ala Asp Tyr Asp Ser Tyr Tyr Thr Met Asp Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

5 10

34

11

PRT
Nhén tao

LCDR3 cua cac khang th& 13E9, 13E9H1L1l, 13E9H2L2 hodc 13E9H3L2

34

Gln Ser Leu Val His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr

1

5 10

19
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<210> 35

<211> 3

<212> PRT
<213> Nhéan tao

<220>
<223> LCDR2 cua cac khang thé 13E9, 13E9HIL1, 13E9H2LZ hodc 13E9H3L2

<400> 35

Lys Val Ser

1

<210> 36
<211> 8
<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> LCDR3 clua cac khang thé 13E9, 13E9H1L1, 13E9H2L2 hodc 13E9H3LZ

<400> 36

Ser Gln Ser Thr His Phe Trp Thr

1 5
<210> 37
<211> 8

<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> HCDR1 cuia 2G2, 2G2H1L1, 2G2H2L2 hodc 2G2H3L3

<400> 37

Ser Glu Val Phe Pro Ile Ala Asp

1 5
<210> 38
<211> 8

<212> PRT
<213> Nhéan tao

<220>
<223> HCDR2 cua 2G2, 2G2H1L1l, 2G2H2L2 hodc 2G2H3L3

<400> 38

Ile Leu Pro Ser Phe Gly Arg Thr

20
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1 5
<210> 39

<211> 9

<212> PRT

<213> Nhéan tao

<220>
<223> HCDR3 cua 2G2, 2G2H1L1l, 2G2H2L2 hodc 2GZ2H3L3

<400> 39

Ala Arg Gly Asn Tyr Gly Phe Ala Tyr

1 5
<210> 40

<211> 11

<212> PRT

<213> Nhéan tao

<220>
<223> LCDR1 cua 2G2, 2G2H1L1l, 2G2H2L2 hodc 2G2H3L3

<400> 40

Gln Ser Leu Leu Asn Ser Asp Gly Lys Thr Tyr

1 5 10
<210> 41

<211> 3

<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> LCDR2 cua 2G2, 2G2H1L1, 2G2H2L2 hodc 2G2H3L3

<400> 41

Leu Val Ser

1

<210> 42
<211> 9
<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> LCDR3 cua 2G2, 2G2H1L1, 2G2H2L2 hodc 2G2H3L3

<400> 42

21
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Trp Gln Gly Ser His Phe Pro Gln Thr

1 5
<210> 43
<211> 155

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 43

Met Thr Pro Gly Lys Thr Ser Leu Val Ser Leu Leu Leu Leu Leu Ser

Leu Glu Ala Ile Val Lys Ala Gly Ile Thr Ile Pro Arg Asn Pro Gly
20 25 30

Cys Pro Asn Ser Glu Asp Lys Asn Phe Pro Arg Thr Val Met Val Asn
35 40 45

Leu Asn Ile His Asn Arg Asn Thr Asn Thr Asn Pro Lys Arg Ser Ser
50 55 60

Asp Tyr Tyr Asn Arg Ser Thr Ser Pro Trp Asn Leu His Arg Asn Glu

Asp Pro Glu Arg Tyr Pro Ser Val Ile Trp Glu Ala Lys Cys Arg His
85 90 95

Leu Gly Cys Ile Asn Ala Asp Gly Asn Val Asp Tyr His Met Asn Ser
100 105 110

Val Pro Ile Gln Gln Glu Ile Leu Val Leu Arg Arg Glu Pro Pro His
115 120 125

Cys Pro Asn Ser Phe Arg Leu Glu Lys Ile Leu Val Ser Val Gly Cys
130 135 140

Thr Cys Val Thr Pro Ile Val His His Val Ala
145 150 155

22
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Gen

bi khir khit g4,

KDa

116,0
66,2
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35,0

25,0

18,4
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Fig. 1

25,0

18,4
14,4

Fig. 2
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200-
% =~
£ 1001 - dh ]
Q 2 AL
e ') 'Y b y
= a2l N
4 | \
E-" o] é‘ §
g =l N
0 k ﬁ 33 RN
MRC-5 ++ +++ ++4+ +++ +++ +++ +++ +++ +++  5Kgibng
IL-17A -8 8g + +++ +++ +++ +++ F+F+ 4+ F 4+ 100ng/mL
a = 2 =9 3 1 3 o 2|
o Jd = g T 9 2 I & 2
I 5 o3
g g ) ) a0 & &
% « « e @ e
Fig. 18
g 2007 nhém thdng thuon
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