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(54) KHANG THE DON DONG LIEN KET DAC HIEU VOI INTOLOKIN- 33 (IL-33)
VA DUGC PHAM CHUA KHANG THE NAY

(57) Séang ché dé cap dén khang thé lién két v6i intolokin-33 (IL- 33) va phuong phap su
dung khang thé nay. Sang ché con dé cap dén 'khang thé ma Grc ché hodc 1am giam mirc
truyen tin hiéu qua trung gian IL-33. Khang thé theo sang ché c6 thé thuc hién chirc ning
dé phong bé sy twong tac giita IL-33 va ST2. Theo cach khac, khang thé nhat dinh theo
sang ché {rc ché hodc lam giam muc truyén tin hiéu qua trung gian IL-33 ma khong phong
bé su twong tac IL-33/ST2. Theo cac phuong an nhat dinh, sang ché dé cap dén khang thé
1a khang thé hoan toan cua ngudi ma lién két voi IL-33 clia ngudi véi i luc cao. Khang thé
theo sang ché 1a hiru ich dé diéu tri bénh va rdi loan gan lién voi qua trinh truyén tin hiéu
qua trung gian IL-33 va/hodc biéu hién IL-33 & té bao, nhu bénh viém hoic bénh di ing.
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Linh vie k§ thuit dwoe dé cap

Séng ché dé cap dén cac khang thé, va doan lién két voi khéng nguyén cia
chiing, khang thé nay dic hiéu véi IL-33 cta ngudi, va céc phuong phép st dung

khéng thé nay.
Tinh trang k§ thuit clia sang ché

Intolokin-33 (IL-33) 1a mot phéi tr cia ST2, mot thanh vién cda siéu ho thu
thé gidng toll/intolokin-1 ma lién két véi protein phuy, IL-1RAcP (vi du, xem tai
liéu: Kakkar and Lee, Nature Reviews — Drug Discovery 7(10):827-840 (2008),
Schmitz et al., Immunity 23:479-490 (2005); Liew et al., Nature Reviews —
Immunology 10:103-110 (2010); US 2010/0260770; US 2009/0041718). Sau khi
IL-33 hoat hod ST2/IL-1RAcP, mt dong thac truyén tin hiéu dugc khai dong boi
céc phan tir phia cubi dong nhu MyD88 (yéu té biét hoa té bao dong tuy 88) va
TRAF6 (yéu t6 gén lién v6i thu thé TNF 6), ddn dén hoat hoa NF«B (yéu t§ nhan-
«B), trong s& nhiéu phén tir khac. Viéc truyén tin hidu qua trung gian IL-33 duoc
cho 1a mét yéu t6 gy ra nhidu bénh va réi loan. (Liew et al, Nature Reviews —

Immunology 10:103-110 (2010)).
Ban chit k§ thuat ciia sing ché

Sang ché dé cap dén khang thé lién két véi intolokin-33 ("IL-33") ctia nguoi.
Khang thé theo séang ché 14 hitu ich, ngoai céc tinh hitu ich khéac, dé e ché qua trinh
truyén tin hiéu qua trung gian IL-33 va dé diéu tri cic bénh va rdi loan do hodc c6
lién quan dén hoat tinh va/hodc qua trinh truyn tin hiéu qua JL-33.

Khang thé theo sang ché c6 thé c6 chidu dai day du (vi du, khang thé IgG1
hodc IgG4) hodc co thé chi 1a phﬁn lién két véi khéng nguyén (vi du, doan Fab,

F(ab’), hodc scFv), va co thé dugc cai bién dé tac dong dén tinh ndng, vi duy, dé loai
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b6 chire ndng kich dong du (Reddy et al., 2000, J. Immunol. 164:1925-1933).

Theo mot phwong 4n, cac khang thé lién két dic hiéu véi intolokin-33 cia
ngudi 1a khang thé don dong dugc phan 14p hoan toan cua nguoi.

Theo mdt phuong 4n, cic khang thé lién két diic hiéu véi intolokin-33 cia
ngudi, hodc doan lién két véi khang nguyén cua chung e ché hodc lam giam murc
truyén tin hiéu qua trung gian IL-33.

Theo mot phuong an, cic khang thé lién két dic hiéu vdi intolokin-33 cua
ngudi, hodc doan lién két voi khang nguyén cia chung phong bé sy twong tac gifta
IL-33 va ST2.

Theo mot phwong 4n, cic khang thé lién két dic hiéu véi intolokin-33 cla
ngudi, hodc doan lién két voi khang nguyén cua ching phong bé su twong tic giita
IL-33 va ST2 véi tri s6 ICso nhé hon 10nM, hodc phong bé hon 50% murc tuong tac
gifta IL-33 va ST2 nhu duoc do trong thir nghiém lién két phéi tir/thu thé in vitro &
25°C.

Theo mdt phuong 4n, cic khang thé lién két diic hiéu vé6i intolokin-33 cua
ngudi, hoic doan lién két v6i khang nguyén cia chung khong phong bé, hoic chi
phong bé mét phan su tuong tac giita IL-33 va ST2.

Theo mdt phuong 4n, cac khang thé lién két dic hiéu véi intolokin-33 cua
ngudi, hodc doan lién két véi khang nguyén cia ching lién két véi IL-33 cua ngudi
v6i hing sb can bang phén ly lién két (Kp) nhd hon 1nM nhu dugc do bing thir
nghiém cong huéng plasmon bé mit & 37°C.

Theo mot phuong 4n, cac khang thé lién két dic hiéu véi intolokin-33 cua
ngudi, hogic doan lién két voi khang nguyén ciia chung lién két v6i IL-33 cua nguoi
v6i thoi gian ban huy phan ly (t/4) 16n hon 8 phtt nhu duge do bang thir nghiém
cdng hudng plasmon bé mit & 37°C.

Theo mot phwong 4n, cac khang thé lién két dic hiéu vdi intolokin-33 cia
ngudi, hogic doan lién két véi khang nguyén cua chiing trc ché qua trinh méat hat nho
ctia bach ciu wa bazo clia ngudi qua trung gian IL-33.

Theo mdt phuong 4n, cic khang thé lién két dic hiéu véi intolokin-33 cia
ngudi, hogc doan lién két véi khang nguyén cia ching e ché qua trinh mét hat nho

ctia bach cu ua bazo ciia ngudi qua trung gian IL-33 véi ICs, nhé hon 600pM nhu
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dugc do bang thir nghiém hoat hoa bach ciu ua bazo (basophil activation test-BAT)
in vitro.

Theo mét phuong an, cac khang thé lién két dic hidu véi intolokin-33 cia
ngudi, hodic doan lién két véi khang nguyén cia ching trc ché qua trinh san xuét
IFN-gama tir té bao don nhdn méau ngoai vi cia ngudi (peripheral blood
mononuclear cell-PBMC) qua trung gian IL-33.

Theo mét phuong 4n, cic khang thé lién két dic hidu véi intolokin-33 cua
ngudi, hodc doan lién két véi khéang nguyén cia chiing trc ché qua trinh san xuét
IFN-gama tor PBMC cua ngudi qua trung gian IL-33 v§i ICso nhé hon 25nM nhu
dugc do bing thir nghiém san xuit IFN-gama tir PBMC in vitro.

Theo mdt phuong an, cac khéng thé lién két dic hiéu véi intolokin-33 cua
ngudi, hodic doan lién két véi khang nguyén cia chiing (rc ché qua trinh san xuét
IFN-gama tor PBMC cuta ngudi qua trung gian IL-33 véi ICSO nh6 hon 3nM nhu
dugc do bing thir nghiém san xuit IFN-gama tir PBMC in vitro.

Theo mot phuong an, cac khang thé lién két dic hiéu véi intolokin-33 cia
ngudi, hogc doan lién két véi khang nguyén cia ching &c ché qua trinh san xuét
IFN-gama tr PBMC cua nguoi qua trung gian IL-33 véi ICsy nhé hon 0,5nM nhu
dugc do bang thir nghiém san xuit IFN-gama tir PBMC in vitro.

Theo mdt phurong 4n, cic khang thé lién két dic hiéu voi intolokin-33 cia
ngudi, hodc doan lién két véi khang nguyén ciia ching 1am giam tan suét té bao T
CD4+, bach cau ua eosin va té bao ILC2 & phdi khi dugc si dung cho m6 hinh
dong vat bi viém phdi do di ing nguyén gay ra. '

Theo mdt phuong an, cac khang thé lién két dic hiéu véi intolokin-33 cla
ngudi, hogc doan lién két v6i khang nguyén cta ching 1am giam lugng IL-4 va IL-5
trong phéi khi dugc sir dung cho md hinh dong vét bj viém phdi do di ung nguyén
gdy ra.

Theo mot phuong 4n, cic khang thé lién két ddc hiéu véi intolokin-33 cia
ngudi, hoic doan lién két véi khang nguyén cua chung, khi duge sir dung cho mé
hinh ddng vat bi viém phdi do di ing nguyén giy ra, 1am giam luong IL-4 it nhit 4
1an va/hoic 1am gidm lwong IL-5 it nhét 5 13n so v6i md hinh dong vét dwoc thi di

ting nguyén tiép nhan khang thé tham chiéu kiéu tuong duong.
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Séng ché @& cap dén khang thé, hoic doan lién két voi khéng nguyén cia
chiing chira ving bién dbi chudi ning (heavy chain variable region-HCVR) ¢6 trinh
tw axit amin dugc chon tir nhém bao gbm SEQ ID NO: 2, 18, 34, 50, 66, 82, 98,
114, 130, 146, 162, 178, 194, 210, 226, 242, 258, 274, 290, va 308, hoc trinh tyr vé
co ban twong ddng ctia ching c6 muc ddng nhét trinh tir it nhét 1a 90%, it nhit 1a
95%, it nhat 1a 98% hodc it nhit 12 99%.

Séng ché con @& cap dén khang thé hodc doan lién két voi khéng nguyén ctuia
khéng thé chira viing bién dbi chudi nhe (light chain variable region-LCVR) ¢6
trinh tu axit amin dugc chon tir nhom bao gf)m SEQ ID NO: 10, 26, 42, 58, 74, 90,
106, 122, 138, 154, 170, 186, 202, 218, 234, 250, 266, 282, 298, va 316, hoic trinh
tw vé co ban turong dong ciia ching c6 mirc ddng nhit trinh tw it nhét 1a 90%, it nhét
14 95%, it nhét 13 98% hodc it nhit 14 99%.

Séang ché con dé cap dén khang thé hoic doan lién két véi khang nguyén cia
né chira cgp trinh twy HCVR va LCVR (HCVR/LCVR) dugc chon tir nhém bao gdm
SEQ ID NO: 2/10, 18/26, 34/42, 50/58, 66/74, 82/90, 98/106, 114/122, 130/138,
146/154, 162/170, 178/186, 194/202, 210/218, 226/234, 242/250, 258/266, 274/282,
290/298, va 308/316.

Sang ché con dé cap dén khang thé hoic doan lién két véi khéng nguyén cua
khéng thé chira mién CDR3 chudi ning (heavy chain CDR3-HCDR3) ¢6 trinh tu
axit amin dugc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO: 8, 24, 40, 56, 72, 88, 104, 120,
136, 152, 168, 184, 200, 216, 232, 248, 264, 280, 296, va 314, hoic trinh tr vé co
ban twong dong clia chiing c6 mitc ddng nhét trinh tu it nhit 1a 90%, it nhat 1a 95%,
it nhat 12 98% hodc it nhét 1a 99%; va midn CDR3 chudi nhe (light chain CDR3-
LCDR3) c¢6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO: 16, 32, 48,
64, 80, 96, 112, 128, 144, 160, 176, 192, 208, 224, 240, 256, 272, 288, 304, va 322,
hodc trinh t vé& co ban tuong ddng ciia ching c¢6 mirc ddng nhét trinh tu it nhét 1a
90%, it nhat 12 95%, it nhat 12 98% hodc it nhét 12 99%.

Theo céc phwong 4n nhét dinh, khang thé hoic phén lién két khang nguyén
ctia khang thé chura ciip trinh tu axit amin HCDR3/LCDR3 duch chon tir nhém bao
gdm SEQ ID NO: 8/16, 24/32, 40/48, 56/64, 72/80, 88/96, 104/112, 120/128,
136/144, 152/160, 168/176, 184/192, 200/208, 216/224, 232/240, 248/256, 264/272,
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280/288, 296/304 va 314/322.

Sang ché con d& cép dén khang thé hodc doan ctia né con chira mién CDR1
chudi niing (heavy chain CDR1-HCDR1) c6 trinh ty axit amin dugc chon tir nhém
bao gdbm SEQ ID NO: 4, 20, 36, 52, 68, 84, 100, 116, 132, 148, 164, 180, 196, 212,
208, 244, 260, 276, 292, va 310, hodc trinh ty v& co ban twong ddng ciia ching c6
muc ddng nhét trinh tw it nhat 12 90%, it nhit 12 95%, it nhét 13 98% hodc it nhét 13
99%; mién CDR2 chubi ning (HCDR2) c¢6 trinh ty axit amin dugc chon tir nhém
bao gdm SEQ ID NO: 6, 22, 38, 54, 70, 86, 102, 118, 134, 150, 166, 182, 198, 214,
230, 246, 262, 278, 294, va 312, hodc trinh ty vé co ban twong ddng ciia ching c6
mirc ddng nhét trinh tu it nhét 12 90%, it nhat 1 95%, it nhét 12 98% hoic it nhét 13
99%; mién CDR1 chudi nhe (LCDR1) c¢6 trinh tir axit amin dugc chon tir nhém bao
gbm SEQ ID NO: 12, 28, 44, 60, 76, 92, 108, 124, 140, 156, 172, 188, 204, 220,
236, 252, 268, 284, 300, va 318, hodc trinh tu vé& co ban tuoﬁg déng ctuia chung c6
mirc ddng nhét trinh tu it nhét 13 90%, it nhét 12 95%, it nhét 12 98% hoic it nhit 14
99%; va mién CDR2 chudi nhe (LCDR2) ¢6 trinh ty axit amin dugc chon tir nhém
bao gébm SEQ ID NO: 14, 30, 46, 62, 78, 94, 110, 126, 142, 158, 174, 190, 206,
222,238, 254, 270, 286, 302, va 320, hoac trinh tu vé co ban tuong déng cua ching
c6 mirc ddng nhét trinh tu it nhét 12 90%, it nhit 14 95%, it nhét 12 98% hodc it nhat
12 99%.

Khang thé va doan lién két v6i khang nguyén tiéu biéu va khong han ché
nhét dinh theo sang ché chira cac mién HCDR1-HCDR2-HCDR3-LCDR1-LCDR2-
LCDR3 lan lugt ¢6 trinh ty axit amin duge chon tir nhém bao'gém: SEQ ID NO: 4-
6-8-12-14-16 (vi du, HIM9559N); 20-22-24-28-30-32 (vi du, HIM9566N); 36-38-
40-44-46-48 (vi du, HIM9568N); 52-54-56-60-62-64 (vi du, H4H9629P); 68-70-
72-76-78-80 (vi du, H4H9633P); 84-86-88-92-94-96 (vi du, H4H9640P); 100-102-
104-108-110-112 (vi du, H4H9659P); 116-118-120-124-126-128 (vi du,
H4H9660P); 132-134-136-140-142-144 (vi du, H4H9662P); 148-150-152-156-158-
160 (vi du, H4H9663P); 164-166-168-172-174-176 (vi du, H4H9664P); 180-182-
184-188-190-192 (vi du, H4H9665P); 196-198-200-204-206-208 (vi du,
H4H9666P); 212-214-216-220-222-224 (vi du, H4H9667P); 228-230-232-236-238-
240 (vi du, H4H9670P); 244-246-248-252-254-256 (vi du, H4H9671P); 260-262-
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264-268-270-272 (vi du, H4H9672P), 276-278-280-284-286-288 (vi du,
H4H9675P); 292-294-296-300-302-304 (vi du, H4H9676P); va 310-312-314-318-
320-322 (HIM9565N).

Theo mot phuong an c6 lién quan, séng ché dé cap dén khéng thé hodc doan
lién két voi khang nguyén cua khang thé ma lién két ddc hidu véi IL-33, trong d6
khang thé hodic doan nay chira cac mién CDR chudi ning va chudi nhe nim trong
cac trinh ty vung bién dbi chubi ning va chudi nhe (HCVR/LCVR) dugc chon tir
nhém bao gdm SEQ ID NO: 2/10, 18/26, 34/42, 50/58, 66/74, 82/90, 98/106,
114/122, 130/138, 146/154, 162/170, 178/186, 194/202, 210/218, 226/234, 242/250,
258/266, 274/282, 290/298, va 308/316. Phuong phédp va kj thuat nhén dién cac
CDR trong céc trinh ty axit amin cia HCVR va LCVR thi da biét 15 trong linh vuc
k¥ thuat nay va co thé duge st dung dé nhén dién cdc CDR trong cac trinh tu axit
amin cuia HCVR va/hodc LCVR xéic dinh dugc bdc 1§ trong tai liéu nay. Céc quy
wdce tiéu biéu, ma co6 thé duoc sir dung dé nhan dién ranh gi6éi cia cac CDR bao
gém, vi duy, dinh nghia Kabat, dinh nghia Chothia, va dinh nghia AbM. Nhin chung,
dinh nghia Kabat 13 trén co sé muc bién dbi trinh tw, dinh nghia Chothia 13 trén co
s& vi tri cia ving vong ciu tric, va dinh nghia AbM 13 dang chiét trung giita
phuong phap Kabat va phuong phép Chothia. Vi dy, xem tai liu: Kabat,
"Sequences of Proteins of Immunological Interest," National Institutes of Health,
Bethesda, Md. (1991); Al-Lazikani et al., J Mol. Biol. 273 :927-948 (1997); va
Martin et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:9268-9272 (1989). Céac co s¢ dit li€u
cbng cong ciing sin c6 dé nhan dién céc trinh ty CDR trong khang thé.

Theo mot khia canh khéc, sang ché @& cap dén cac phan tir axit nucleic ma
hoa cac khang thé khang IL-33 hoic doan lién két véi khang nguyén cua chung.
Vecto biéu hién tai t6 hop mang cic axit nucleic theo sang ché, va té bao chu ma
céc vecto nay da duoc dua vao trong do, ciing thudc pham vi sang ché, nhu 1a dbi
v6i cac phuong phap san xuit khang thé bang cach nubi cy té bao chu trong didu
kién cho phép san xuét khang thé, va thu hdi khang thé dugc san xuit.

Theo mét phwong 4n, sang ché dé cap dén khang thé hbac doan cua né chtra
HCVR dugc ma hod badi trinh tu axit nucleic duge chon tir nhém bao gém SEQ ID
NO: 1, 17, 33, 49, 65, 81, 97, 113, 129, 145, 161, 177, 193, 209, 225, 241, 257, 273,
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289, va 307, hodc trinh tu vé co ban déng nhét c6 mitc tuong déng it nhét 12 90%, it
nhét 13 95%, it nhét 12 98%, hodc it nhét 14 99%.

Sang ché con dé cap dén khang thé hoic doan ciia n6 chira LCVR dugc mi
hoa badi trinh tu axit nucleic dugc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO: 9, 25, 41,
57,73, 89, 105, 121, 137, 153, 169, 185, 201, 217, 233, 249, 265, 281, 297, va 315,
hoic trinh tu v& co ban ddng nhit c6 muc twong dong it nhat 1a 90%, it nhét 13 95%,
it nhét 14 98%, hodc it nhit 12 99%.

Sang ché con @& cip dén khang thé hodc doan lién két v6i khang nguyén clia
khang thé chira mién HCDR3 dugc ma hoa bdi trinh tu nucleotit dugc chon tir
nhém bao gdm SEQ ID NO: 7, 23, 39, 55, 71, 87, 103, 119, 135, 151, 167, 183,
199, 215, 231, 247, 263, 279, 295, va 313, hodc trinh tu v& co ban ddng nhat co
murc tuong ddng it nhét 13 90%, it nhat 1a 95%, it nhét 1 98%, hoic it nhat 1a 99%;
va mién LCDR3 dugc ma hoa béi trinh tw nucleotit duoc chon tir nhém bao gém
SEQ ID NO: 15, 31, 47, 63, 79, 95, 111, 127, 143, 159, 175, 191, 207, 223, 239,
255,271, 287, 303, va 321, hoic trinh t v& co ban ddng nhét c6 mirc tvong ddng it
nhét 12 90%, it nht 13 95%, it nhit 12 98%, hoic it nhét 12 99%.

Sang ché con dé cap dén khang thé hodc doan ciia né ma con chira mién
HCDRI1 duge ma hod béi trinh ty nucleotit duge chon tir nhém bao gdm SEQ ID
NO: 3, 19, 35, 51, 67, 83,99, 115, 131, 147, 163, 179, 195, 211, 227, 243, 259, 275,
291, va 309, hodc trinh tu vé co ban ddng nhit c6 mirc twong dong it nhat 1a 90%, it
nhét 13 95%, it nhét 13 98%, hodc it nhat 1a 99%; mién HCDR2 dugc ma hoa béi
trinh tu nucleotit dugc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO:A 5, 21, 37, 53, 69, 85,
101, 117, 133, 149, 165, 181, 197, 213, 229, 245, 261, 277, 293, va 311, hoic trinh
tu v& co ban déng nhit c6 mirc tvong ddng it nhét 13 90%, it nhét 13 95%, it nhat 1a
98%, hodc it nhat 1a 99%; mién LCDR1 dwoc ma hoa béi trinh tw nucleotit dugc
chon tir nhém bao gbm SEQ ID NO: 11, 27, 43, 59, 75, 91, 107, 123, 139, 155, 171,
187, 203, 219, 235, 251, 267, 283, 299, va 317, hodc trinh tu v& co ban ddng nhit
c6 mirc twong ddng it nhit 1a 90%, it nht 13 95%, it nhit 1a 98%, hodc it nhét 1a
99%; va mién LCDR2 dugc m3 hoa béi trinh ty nucleotit duge chon tir nhém bao
gdbm SEQ ID NO: 13, 29, 45, 61, 77, 93, 109, 125, 141, 157, 173, 189, 205, 221,
237, 253, 269, 285, 301, va 319, hoic trinh tu v& co ban ddng nhit c6 muc twong
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dong it nhat 14 90%, it nhét 12 95%, it nhit 1a 98%, hodc it nhit 12 99%.

Theo céc phuong é4n nhét dinh, khang thé hodic doan cua no chita cac trinh tu
CDR chudi ning va chudi nhe durgc ma hoa boi cac trinh ty axit nucleic néu trong
SEQ ID NO: 1 va 9 (vi du, HIM9559N), 17 va 25 (vi du, HIM9566N), 33 va 41 (vi
du, HIM9568N), 49 va 57 (vi du, H4H9629P), 65 va 73 (vi du, H4H9633P), 81 va
89 (vi du, H4H9640P), 97 va 105 (vi du, H4H9659P), 113 va 121 (vi du,
H4H9660P), 129 va 137 (vi du, H4H9662P), 145 va 153 (vi duy, H4H9663P), 161
va 169 (vi du, H4H9664P), 177 va 185 (vi du, H4H9665P), 193 va 201 (vi du,
H4H9666P), 209 va 217 (vi du, H4H9667P), 225 va 233 (vi du, H4H9670P), 241
va 249 (vi du, H4H9671P), 257 va 265 (vi du, H4H9672P), 273 va 281 (vi du,
H4H9675P), 289 va 297 (vi du, H4H9676P), hodc 307 va 315 (HIM9565N).

Sang ché d& cap dén khang thé khang IL-33 c¢6 miu hinh glycosyl hoa dugc
cai bién. Trong mét sé tng dung, viéc cai bién dé loai bo cac vi tri glycosyl hoa
khong mong mudn c6 thé 13 hitu ich, hoic khang thé thiéu gbc fucoza c6 mit trén
chudi oligosacarit, vi du, d lam ting chtrc ning gy doc té bao phu thudc khang thé
(antibody dependent cellular cytotoxicity-ADCC) (xem tai liéu: Shield et al. (2002)
JBC 277:26733). Trong cic tmg dung khac, c6 thé tién hanh viéc cai bién qua trinh
galactosyl hoa dé& cai bién tinh gdy doc t& bao phu thudc bd thé (complement
dependent cytotoxicity-CDC).

Theo mot khia canh khéc, sang ché d& cap dén dugc phim chira khang thé tai
td hop cia ngudi hodc doan cia no, lién két dic hiéu véi IL-33 va chét mang dugc
dung. Theo mot khia canh c6 lién quan, sang ché @& cap dén ché phdm 1a dang két
hop ctiia khang thé khéng 1L-33 va mot chét tri liéu tht hai. Theo mot phuong én,
chét tri liéu thit hai 13 chét bit ky ma dugc két hop mot cach thuan loi v6i khang thé
khang IL-33. Chét tiéu biéu ma c6 thé duoc két hop mot cach thudn loi véi khéng
thé khang IL-33, bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, cac chit khac c6 chic nang
trc ché hoat tinh IL-33 (k& ca cac khang thé khac hoic cac doan lién két véi khéng
nguyén cta ching, chat trc ché peptit, chit dbi khang phén tr nhd, v.v.) va/hodc
chat khéng lién két truc tiép véi IL-33 nhung céan trd, phong bé hodc lam giam muc
truyén tin hiéu qua trung gian IL-33. Theo mot phuong 4n, chét trj liéu thr hai c6

thé dugc chon tir nhém bao gdm chit chéng viém khong steroit (non-steroidal anti-
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inflammatory-NSAID), corticosteroit, chat lam gidn phé quan, chét khang histamin,
epinephrin, chat lam théng miii, chit dbi khang lymphopoietin nhu mé tuyén tc
(thymic stromal lymphopoietin-TSLP), chit ddi khang IL-13, chit dbi khang IL-4,
chit d6i khang kép IL-4/IL-13, chat d6i khang IL-5, chat ddi khang IL-6, chat ddi
khéng I1.-12/23, chat d6i khang IL-22, chat déi khang IL-25, cht déi khang IL-17,
chit d6i khang IL-31, chat trc ché PDE4 ding qua dudng miéng va chit déi khéng
IL-33 khéc hoic khang thé khang IL-33 khac.

Theo cac phuong 4n nhat dinh, chat dbi khang xytokin c6 thé 1a chit uc ché
phan tr nho (téng hop hodc ¢6 ngudn gbe tur nhién), hodc protein (vi du, khéng thé)
ma tuong tic vé6i chinh xytokin, hodc véi thu thé cua xytokin, hodc véi phtrc hop
gdm ca xytokin va (cac) thu thé ctia né (vi du, khang thé khang IL-4 hoac IL-6,
hodc khéng thé khang thu thé cta IL-4 hodc IL-6). Céc liéu phap két hop va cac
dong ché phdm bd sung c6 lién quan dén khang thé khang IL-33 theo sang ché duoc
bdc 16 noi khéc trong tai li€u nay.

Theo mot khia canh khac nita, sing ché mé ta phuong phap tri liéu dung dé
tic ché hoat tinh IL-33 bang cach sir dung khang thé khang IL-33 hodc phan lién két
v6i khdng nguyén ctia khang thé theo sang ché, trong d6 phwong phap tri lidu nay
bao gém viéc cho dung mot lugng hitu hiéu tri liéu cua duoc phém chtra khang thé
hodc doan lién két v6i khang nguyén ciia khang thé theo sang ché. Réi loan duoc
diéu tri 1a bénh hodc tinh trang bénh bt ky ma dwoc cai thién, lam giam, wc ché
hodc phong ngura béng cach loai bo, trc ché hodc lam giam hoat tinh hodc qué trinh
truyén tin hiéu qua trung gian IL-33. Khang thé khang IL-33 hodc cac doan khang
thé theo sang ché co thé co chirc ndng phong bé su twong tac gitta IL-33 va thanh
phan lién két v&i IL-33 (vi du, thanh phdn thu thé IL-33), hodc mat khac tre ché hoat
tinh truyén tin hiéu cua IL-33.

Theo mot phuong 4n, séng ché mé ta phuong phap tri liéu réi loan hodc bénh
viém, hogc it nhat 1a mot tridu ching gan lién v6i rdi loan hodc bénh viém, trong d6
phuong phap nay bao gdm viéc cho bénh nhén can diéu tri st dung khang thé lién
két dac hiéu voi IL-33, hodc doan lién két voi khang nguyén cta nd, hodc dugc
phdm chira khang thé lién két dic hiéu voi IL-33, hodc doan lién két véi khang

nguyén cua no, trong dé roi loan hodc bénh viém duoc lam giam hoac giam bdt vé
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muc do nghiém trong, thoi gian hodc tan suit xuét hién bénh, hodc it nhdt mot triéu
chiing gén lién véi rdi loan hodc bénh viém duge lam gidm hodc giam bét vé murc
dd nghiém trong, thoi gian hoic tin suit xuét hién bénh.

Theo mot phuong an, bénh hodc tinh trang viém duoc chon tir nhém bao
gém bénh hen, bénh viém da di Ung, bénh phéi tac nghén man tinh (chronic
obstructive pulmonary disease-COPD), bénh viém rudt, bénh da xo cimg, bénh
viém khép, bénh viém mii di ung, bénh viém thuc quan do bach cdu ua eosin va
bénh vay nén.

Theo mot phuong an, sang ché mé ta phuong phép tri liéu bénh nhan ma thé
hién tinh nhay cam véi di img nguyén, trong d6 phuwong phap nay bao gém viéc cho
bénh nhan cin diéu tri st dung mot luong hitu hiéu ctia khang thé hodc doan lién
két voi khang nguyén ctia n6 ma lién két dic hidu véi 1L-33, hodc duogc phém chira
khang thé lién két ddc hidu véi IL-33, hodc doan lién két v6i khang nguyén cta no,
trong d6 bénh nhan nay sau khi s dung khang thé hoic ché phim chira khang thé
c6 biéu hién tinh nhay cam giam, hodc phan tmg di Gng giam déi véi di tng
nguyén, hodc khong biéu hién tinh nhay cam hodc phan Ung di ung, hodc dap ung
phan vé déi véi di ing nguyén.

Theo mot phuong 4n, sang ché mo ta viée str dung lugng hitu hiéu cta chat
tri liéu thtr hai hitu ich dé lam giam roi loan hodc bénh viém, hodc it nhat mot triéu
chimg cua rdi loan hodc bénh viém, hodc dé lam giam dap tng di ung voi di ing
nguyén. Nhu duoc néu trén day, chét tri liéu tht hai c6 thé duoc chon tir nhom bao
gdm chét chéng viém khong steroit (non-steroidal anti-inflammatory-NSAID),
corticosteroit, cht lam gian phé quan, chat khang histamin, epinephrin, chat lam
thong milii, chat déi khang lymphopoietin nhu mé tuyén «c (TSLP), chét ddi khang
IL-13, chat déi khang IL-4, chét déi khang IL-5, chét déi khéng IL-6, chét déi
khang IL-25, chét d6i khang IL-17, va chit dbi khang I1.-33 khéac hodc khang thé
khéac khang IL-33.

Theo mot khia canh ¢ lién quan, sang ché dé cap dén khang thé khang I1.-33
theo sang ché, hoic doan lién két voi khéng nguyén ctia né, hoic dugc phdm chtra
khang thé hoic doan lién két voi khang nguyén ctia né dé str dung trong viéc diéu

tri bénh hodc rdi loan cé lién quan dén, hoac do 1L-33 & bénh nhan. Theo mot
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phuong 4n, rdi loan hodc bénh co lién quan dén, hodc do hoat tinh 1L-33 & bénh
nhan 1a réi loan hodc bénh viém, trong do roi loan hodc bénh viém nay duoc chon
tr nhom bao g@)ln bénh hen, bénh viém da di ung, bénh phéi tic nghén man tinh
(COPD), bénh viém rudt, bénh da xo cung, bénh viém khép, bénh viém mii di tng,
bénh viém thuc quan do bach cau ua eosin va bénh vay nén.

Séng ché con moé ta viée st dung khang thé khang IL-33 hodc phén lién két
v6i khang nguyén ctia khang thé theo sang ché dé san xuét thude dé diéu tri rdi loan
hodc bénh c6 lién quan dén hodc do hoat tinh 1L-33 gay ra 0 bénh nhan. Theo mot
phuong an, rdi loan hodc bénh ¢ lién quan dén, hodc do hoat tinh 1L-33 gay ra o
bénh nhan 14 réi loan hodc bénh viém, trong d6 rdi loan hodc bénh viém nay duogc
chon tir nhém bao gém bénh hen, bénh viém da di mg, bénh phoi tic nghén man
tinh (COPD), bénh viém rudt, bénh da xo ciing, bénh viém khop, bénh viém mii di
ung, bénh viém thuc quan do bach cdu ua eosin va bénh vay nén.

Cac phuong 4n khéc s& trd nén sang té nho viéc xem xét dén phan mo ta chi

tiét dudi day.
Mo ta van tit cac hinh vé

Fig.1. Thé hién su canh tranh chéo giita cac khang thé khang IL-33 déi voi
IL-33 clia nguoi

Fig.2. Thé hién su canh tranh chéo giita cic khang thé khang IL-33 déi voi
IL-33 tai t6 hop cta khi

MG ta chi tiét sang ché

Trude khi séng ché duge mo ta, can phai hiéu riang sang ché nay khong bi
gi61 han & phuong phéap va cac diéu kién thu nghiém cu thé duoc mé ta, nhu vay
phuong phép va diéu kién thir nghiém nay co thé thay dbi. Cing cin phai hiéu ring
thuét ngt dugc st dung trong tai liéu nay chi nhim muc dich mé ta cac phuong 4n
cu thé ma théi, va khong duge du dinh 1a 1am gii han pham vi clia sang ché, vi
pham vi clia sang ché chi bi gi¢i han & yéu cdu bao ho di kem.

Trir khi duge quy dinh khac, tat ca cac thuat nglt khoa hoc va k¥ thuat dugc

str dung trong tai liéu nay c6 nghia nhu thuong duge hiéu boi chuyén gia trong linh

-12-



28991

vuc k§ thudt nay. Nhu dugc sir dung trong tai li€u nay, thuat ngit "khoéang," néu
duogc st dung cing véi gia tri bing sb dugc trich din cu thé, c6 nghia 13 tri sd nay
c6 thé thay dbi khong qué 1% so véi tri s6 dugc trich dan. Vi dy, nhu dugce sir dung
trong tai li€u nay, thudt ngtr "khoang 100" bao gbm ca 99 va 101 va tit ca cac trj s6
nam trong khoang nay (vi du, 99,1, 99,2, 99,3, 99,4, v.v.).

Mic di ¢6 thé sir dung cac phwong phép va nguyén liéu bat ky twong tw hodc
tuong duong véi cac phuong phap va nguyén liéu duge mo ta trong tai li€u nay aé
thuc hién hodc thir nghiém sang ché, nhung bay gid, cac phuong 4n va nguyén liu
duoc vu ti€n duge mo ta.

Cac dinh nghia

Thuat ngtt "intolokin-33," "IL-33," va cac thuat ngit twong tu, nhu dugc su
dung trong tai liéu nay, dugc ding dé chi protein IL-33 cta ngudi cé trinh tur axit
amin néu trong SEQ ID NO:307. T4t ci cac phin vién din dén cac protein,
polypeptit va doan protein trong tai liéu ndy dwgc ding dé chi phién ban cua
protein, polypeptit hodc doan protein twong Uing ctia ngudi trir khi dwoc chi rd 1a ¢6
ngudn gdc tir cac loai khong phai 1a ngudi (vi dy, "IL-33 cta chudt," "IL-33 cua
khi" v.v.).

Nhu dugc st dung trong tai liéu nay, "khang thé lién két véi IL-33" hosic
"khang thé khang IL-33" bao gdm céc khang thé, va doan lién két véi khang nguyén
ctia chiing, ma lién két v&i doan protein IL-33 hoa tan. Phan tir IL-33 hoa tan bao
gbm protein IL-33 ty nhién ciing nhu 13 c4c bién thé protein IL-33 tai td hop nhu, vi
du, cac céu trac IL-33 dang monome va dime.

Thuat ngit "khang thé", nhu duoc sir dung trong tai liéu ndy, c6 nghia 1a phan
ttr hodc phirc hop phan tir lién két v6i khang nguyén bt ky chira it nhit mét ving
quyét dinh tinh bd trg (complementarity determining region-CDR) ma lién két dic
hiéu hodc twong tac v6i khang nguyén cu thé (vi du, IL-33). Thuat ngir "khang thé"
bao gdm céc phéan tir globulin mién dich c6 bén chudi polypeptit, hai chudi ning
(heavy-H) va hai chudi nhe (light-L) duoc nbi véi nhau bing lién két disulfua, ciing
nhu 13 cac multime cta ching (vi du, IgM). Mdi chudi ning gdm c6 ving bién dbi
chudi ning (duoc viét tit trong tai liéu nay 12 HCVR hoic Vy) va ving 6n dinh

chudi ning. Ving 6n dinh chudi ning gdm c6 ba mién, Cyl, Cyx2 va Cy3. Mbi chudi
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nhe gdm c6 ving bién dbi chudi nhe (dugc viét tit trong tai liéu nay 1a LCVR hoic
V) va ving dn dinh chudi nhe. Ving 4n dinh chudi nhe gém c¢6 mot mién (CD).
Céac ving Vg va Vi con co thé duogc chia nho thanh cac vung c¢6 tinh si€u bién, duogc
goi 12 ving quyét dinh tinh bd tro (complementarity determining region-CDR), nim
xen 1an véi cac ving ma duogc bao toan nhiéu hon, dugc goi 1a céc vung khung
(framework region-FR). M&i Vi va Vi, gdm c6 ba CDR va bén FR, duoc sip xép tir
dau cubi amin dén dau cubi carboxy theo tht tu sau: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3,
CDR3, FR4. Theo cic phwong 4n khac cia sang ché, cac FR cia khang thé khang
IL-33 (ho#c phin lién két v6i khang nguyén cia nd) cé thé ddng nhét véi cac trinh
tu dong maim cua nguodi, hodc ¢ thé duoc cai bién theo cach nhan tao hoidc tu
nhién. Trinh ty lién Gng axit amin ¢ thé duogc x4c dinh dua vao phén tich tirng bén
mot cta hai hoic nhiéu CDR hon nita. ‘

Thuat ngit "khang thé", nhu dugc st dung trong tai liéu ndy, con bao gébm
cac doan lién két véi khang nguyén ciia phéan tir khang thé day du. Thuat ngir "phin
lién két khang nguyén" ciia khang thé, "doan lién két voi khang nguyén" cta khang
thé, va cac thudt nglt twong tu, nhu dugc st dung trong tai li€u nay, bao gém
polypeptit hoic glycoprotein c6 ngudn gbc trong ty nhién, thu dugc bing phan tng
enzym, tong hop, hodc dugc thao tac gen ma lién két dic hidu vé6i khang nguyén dé
tao thanh phtrc hop. Poan lién két véi khang nguyén cta khang thé c6 thé thu dugc,
vi duy, tir cic phan tir khang thé dy da bang cach sir dung cc k§ thuit tiéu chuin
thich hop bét ky nhu cac k§ thuat phéan cit thiy phén protein hodc k§ thuét thao tac
gen téi td hop c6 lién quan dén viéc thao tac va biéu hién ADN ma hoa cac vung
bién dbi va viing 6n dinh tuy y ctia khang thé. ADN nay thi d3 biét va/hoic d& tim
tr, vi du, céc nguén thuwong mai, céc thu vién ADN (bao gém, vi du, thu vién thé
thuc khuén-khéng thé), hoic c6 thé dugc téng hop. ADN c¢6 j[hé duogc giai trinh ty
va dugce x1t ly hod hoc hodc stir dung cac k¥ thuét sinh hoc phén tir, vi dy, dé sép xép
mot hodc nhiéu vung bién ddi va/hodc vung dn dinh thanh c4u hinh thich hop, hodc
dua cac codon vao, tao ra cac géc xystein, thay dbi, bd sung hodc loai bo céc axit
amin, V.v..

Céc vi du khong han ché vé doan lién két v6i khang nguyén bao gdm: (i)

doan Fab; (ii) doan F(ab')2; (iii) doan Fd; (iv) doan Fv; (v) phéan tr Fv mach don
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(single-chain Fv-scFv); (vi) doan dAb; va (vii) cic don vi nhén biét ti thiéu gdm
cac gbc axit amin ma bit chudc ving siéu bién ciia khang thé (vi dy, ving quyét
dinh tinh b trg (CDR) dugc phan 14p nhu peptit CDR3), hoic peptit FR3-CDR3-
FR4 bi gi¢i han. Cac phan tit dugce thao tdc gen khic, nhu khéng thé dic hiéu mién,
khéng thé mot mién, khang thé bi x6a bd mién, khang thé thé kham, khang thé dugc
ghép CDR, song thé, thé ba, thé bdn, tiéu khang thé, khang thé nano (vi du, khéng
thé nano hoa tri mét, khéng thé nano hoa tri hai, v.v.), cac dugc chit mién dich chu
kién nhé (small modular immunopharmaceutical-SMIP), mién IgNAR bién dbi ciia
¢4 mép, ciing dugc bao gdm trong thuat ngit "doan lién két v6i khang nguyén", nhu
dugc st dung trong tai li€u nay.

Poan lién két v6i khang nguyén cia khang thé thuong c6 it nhit 12 mot mién
bién dbi. Mién bién ddi c6 thé c6 kich thudc hoic thanh phin axit amin bat ky va
thuong chura it nhét 14 mot CDR lién k& v6i hodic nim trong khung véi mdt hodc
nhiéu trinh ty khung. Trong doan lién két v&i khang nguyén c6 mién Vi gin lién
v&i mién Vi, thi cidc mién Vg va Vi c6 thé duoc ndm can xung v6i nhau theo cach
sap xép thich hop bét ky. Vi dy, viing bién dbi c6 thé 1a dime va bao gdm céc dime
Vig-Vi, Vi-Vi hodc Vi-Vi. Theo cich khic, doan lién két vai khang nguyén cla
khéng thé c6 thé chtra mién Vi hodc Vi dang monome.

Theo cac phuong an nhét dinh, doan lién két véi khang nguyén cta khang
thé c6 thé chira it nhat mot mién bién dbi duoc lién két cong hoa tri véi it nhét mot
mién 6n dinh. Cac c4u hinh khéng gidi han tiéu biéu ciia cac mién bién ddi va én
dinh ma c6 thé duoc tim thiy trong doan lién két v6i khang nguyén cua khang thé
theo sang ché bao gdm: (i) Vg-Cyl; (ii) Vi-Cr2; (iii) Vi-Cr3; (iv) Vig-Cul-Cu2; (V)
Vu-Cyl-Cy2-Cy3; (vi) Vg-Cy2-Cy3; (vii) Vy-Cr; (viii) Vi-Cyxl; (ix) Vi-Cy2; (X)
V1-Cg3; (xi) VL-Cyl-Cy2; (xii) Vi -Cyl-Cy2-Cy3; (xiii) Vi -Cy2-Cy3; va (xiv) Vi-
Cr. Theo mdt c4u hinh bét ky ciia cic mién bién ddi va dn dinh, ké ca cdu hinh bat
ky trong sb cac cAu hinh tiéu biéu duogc néu trén day, céc mién bién d6i va 6n dinh
c6 thé dugc lién két truc tiép v6i nhau hoic c6 thé dugc lién két bing ving lién két
hoic viing ban 1& mdt phan hoic toan bd. Ving ban 18 c6 thé chira it nhat 14 2 (vi du,
5, 10, 15, 20, 40, 60 hoic nhiéu hon) axit amin ma tao ra lién két linh dong hoic

ban linh ddng giita cAc mieén bién doi va/hodc On dinh lién ké trong mot phan ti
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polypeptit don 1&. Hon thé nita, doan lién két v6i khang nguyén ctia khang thé theo
sang ché co thé 13 dime ciing loai hodc dime khac loai (hoic multime khéc) clia ciu
hinh bét ky trong sb cac cAu hinh ving bién d6i va én dinh duoc liét ké trén day
dugc lién két khong cdng hod tri v4i nhau va/hodc véi mot hodc nhiéu mién Vg
hoic Vi, monome (vi du, bang (cac) lién két disulfua).

Dbi v6i phan tir khang thé ddy du, doan lién két v6i khang nguyén c6 thé c6
tinh ddc hi€u don hodc tinh da ddc hi€u (vi dy, ddc hi€u kép). Poan lién két véi
khéng nguyén da dic hiéu ciia khang thé thuong chira it nhét 13 hai mién bién dbi
khac nhau, trong d6 m3i mién bién dbi c6 kha ning lién két dic hiéu v6i mét khang
nguyén riéng r€ hodc vai epitop khac trén cung mot khang nguyén. Dang thic
khang thé da dic hiéu bit k¥, ké ca cac dang thirc khang thé dic hidu kép tidu biéu
duoc boc 16 trong tai liéu nay, c6 thé duogc diu chinh dé st dung trong pham vi
doan lién két voi khang nguyén ciia khang thé theo sang ché bing cach sir dung céac
k¥ thuat thong thudng sén c6 trong linh vurc nay.

Khéng thé theo sang ché c6 thé thuc hién chirc ning nho gdy doc té bao phu
thudc bd thé (complement-dependent cytotoxicity-CDC) hoic gy doc té bao qua
trung gian té bao phu thudc khang thé (antibody-dependent cell-mediated
cytotoxicity-ADCC). Thuét ngir "gdy doc t& bao phu thudc bd thé" (CDC) duge
ding dé chi viéc phan giai té bao biéu hién khang nguyén bing khang thé theo sang
ché khi c6 mat bd thé. Thuat ngir "gdy ddc té bao qua trung gian té bao phu thudc
khang thé" (ADCC) dugc ding dé chi phan tmg qua trung gian té bao trong d6 cac
té bao gy doc té bao khong dic hiéu ma biéu hién thu thé Fc (FcR) (vi du, té bao
tiéu diét tw nhién (Natural Killer-NK), bach ciu trung tinh, va dai thuc bao) nhan
biét khang thé da lién két trén té bao dich va nhd d6 dan téi qué trinh phan giai té
bao dich nay. C6 thé do mirc CDC va ADCC bang céach st dung cac thir nghiém d
biét 5 va sdn c6 trong linh vuc nay. (vi du, xem Patent M¥ s6 5,500,362 va
5,821,337, va Clynes et al. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 95:652-656). Vung
6n dinh cta khang thé 13 quan trong ddi véi kha ning cta khang thé trong viéc cb
dinh bd thé va 1am trung gian cho tinh gdy doc t& bao phu thudc té bao. Do d6, c6
thé Iwa chon kiéu twong duong ciia khang thé trén co s& ¢6 mong mubn khang thé

1am trung gian gdy ddc té bao hay khong.

-16-



28991

Theo cac phuong 4n nhét dinh cia sang ché, khang thé khang IL-33 theo
sang ché 12 khang thé cia nguoi. Thuat ngit "khang thé cta ngudi”, nhu dugc sir
dung trong tai liéu nay, dugc du dinh 12 bao gém khéng thé c6 cac ving bién dbi va
6n dinh thu duoc tir céc trinh ty globulin mién dich dong mam cia ngudi. Khang
thé ctia ngudi theo sang ché ¢ thé bao gbm céc gbe axit amin khong duge ma hoa
bdi céc trinh tir globulin mién dich dong mam cia ngudi (vi du, cac dot bién duge
dua vao bang phuong phap gy dot bién ngiu nhién hodc dic hiéu vi tri in vitro
hoic gy dot bién té bao sinh dudng in vivo), vi du, & cac CDR va cu thé 1a CDR3.
Tuy nhién, thuat ngit "khang thé ctia ngudi", nhu dugc st dung trong tai lidu nay,
khong duge dy dinh 14 bao gém khéng thé trong do6 céc trinh ty CDR thu duogc tur
dong mam cua céac loai dong vét c6 vu khac, nhu chudt, dd duoc ghép 1én cac trinh
tu khung cia nguoi.

Theo mot s phuong 4n, khang thé theo sang ché c6 thé 1a khéng thé tai tb
hop ciia ngudi. Thuat ngit "khang thé tai td hop ciia nguoi”, nhu dwoc sir dung trong
tai liu nay, dugc du dinh 12 bao gém tAt ca céc khang thé cua ngudi ma dugc diéu
ché, biéu hién, tao ra hoic phan 13p b?'mg cac phuong tién téi to hop, nhu khang thé
duoc biéu hién bang vecto bidu hién tai td hop dugc chuyén nhiém vao té bao chu
(dwoc mb ta thém dudi ddy), khang thé dwoc phén lap tir thu vién khang thé t6 hop,
tai td hop ctia ngudi (duge mo ta thém dud6i ddy), khang thé duoc phéan 18p tr dong
vat (vi du, chuot), dong vat nay 1a chuyén gen d6i v6i cac gen globulin mién dich
cua nguoi (vi du, xem tai li€u: Taylor et al. (1992) Nucl. Acids Res. 20:6287-6295)
hoic khang thé dugc diéu ché, biéu hién, tao ra hodc phén 14p bing cac phuong tién
bat ky khac ma c6 lién quan dén viéc cét ghép intron cia céc trinh tu gen globulin
mién dich ctia ngudi vé6i cac trinh tw ADN khac. Khang thé tai td hop cta ngudi
nhur vay ¢ cac ving bién di va én dinh thu dugc tir cc trinh tu globulin mién dich
dong mam ctia ngudi. Tuy nhién, theo cic phwong 4n nhét dinh, khang thé tai tb
hop clia ngudi nhu vay duge gay dot bién in vitro (hodc, khi dong vét chuyén gen
dbi v6i cac trinh ty Ig clia ngudi dugc sir dung, gy dot bién té bao sinh dudng in
vivo) va do d6 céc trinh tur axit amin ctia cic ving Vg va Vi cta khang thé tai td
hop 12 céc trinh tu ma, trong khi thu dugc tir va ¢6 lién quan dén cac trinh ty Vg va

V. dong mam ciia ngudi, c6 thé khong ton tai theo cach tw nhién trong kho dong
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mam khang thé ctia ngudi in vivo.

Céc khang thé ciia ngudi c6 thé tdn tai & hai dang ma gén lién véi tinh khong
dbng nhét viing ban 1&. O mot dang, phan tit globulin mién dich 1a chu trac gdm bdn
chudi 6n dinh c6 kich thudc xdp xi 150-160kDa trong d6 cic dime dugc géan véi
nhau bing lién két disulfua chudi ning lién chudi. O dang thtr hai, cc dime khong
dugc lién két v6i nhau thong qua lién két disulfua lién chudi va phéan tit c6 kich
thudc khoang 75-80kDa dugc tao thanh gdm cé chudi ning va chudi nhe dugc lién
két cong hoa tri (nira khang thé). Cac dang nay rit kho dé tach ra ngay ca sau khi
tinh ché 4i luc.

Tén sudt xuit hién dang th& hai & cac kiéu twong dwong IgG nguyén ven
khéc nhau 1a do, nhung khong chi gigi han &, sy khac nhau v& cu triic gin lién véi
kidu twong duong viing ban 1& cia khang thé. Sy thay thé mét axit amin & ving ban
18 clia ban 18 IgG4 cta ngudi ¢6 thé 1am giam déng ké sy xult hién dang thi hai
(Angal et al. (1993) Molecular Immunology 30:105) xudng muec thuong duge quan
sat thiy & ban 18 IgG1 ctia ngudi. Sang ché d& cap dén cac khang thé c6 mot hodc
nhiéu dot bién & ving ban 18, ving Cy2 hodc Cy3, vi du, ma c6 thé 13 thich hgp
trong qué trinh san xuét, dé cai thién nang suét ciia dang khang thé mong mubn.

Khang thé theo sang ché c6 thé 13 khang thé duoc phan 1ap. Thuit ngit
"khang thé dugc phan 1ap", nhur duge sir dung trong tai liéu nay, c6 nghia 1a khang
thé ma duogc nhén dién va tach va/hodc thu hi tir it nhit mot thanh phﬁn trong moi
truong ty nhién cta néd. Vi dy, khing thé duoc tach ra hoac'duqc léy ra tir it nhét
mot thanh phén cua sinh vat, hoac tir md hoac té bao trong d6 khéng thé ton tai tu
nhién hogc dwoc san xuét tw nhién, 13 "khang thé dwoc phan 1ap" @ ding cho cac
muc dich cua sang ché. Khang thé dugc phén 1ap con bao gdm khang thé in situ
trong té bao tai tb hop. Khang thé dugc phan 14p 14 khang thé ma duoc tién hanh it
nhit mot budc phan 14p hodic tinh ché. Theo cic phuong 4n nhit dinh, khang thé
duogc phan 14p hau nhu khong chira céc hod chit va/hodc nguyén liéu té bao khéc.

Sang ché d& cap dén viéc trung hoa va/hodic phong bé khang thé khang IL-
33. Thuét ngit "trung hoa" hodc "phong bé" khang thé, nhu dugc sir dung trong tai
liéu nay, dugc ding dé chi khang thé ma qua trinh lién két voi IL-33 ctia né: (i) can

trd qua trinh tuong tac gitta IL-33 hodc doan IL-33 va thanh phén thy thé IL-33 (vi
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dy, ST2, IL-1RACP, v.v..); va‘hoic (ii) din dén trc ché it nhit mot chirc nidng sinh
hoc ciia IL-33. Hién twong trc ché do khang thé phong bé hoic trung hoa IL-33 giy
ra khong cn thiét phai 13 hoan chinh mién 13 hién tuong nay c6 thé phat hién dugc
bang thtr nghiém thich hop. Céc thir nghiém tiéu biéu ding dé phat hién hién twong
trc ché IL-33 dugce md ta trong phén vi du thuc hién sang ché trong tai lidu nay.
Khang thé khang IL-33 dugc bdc 10 trong tai li€u nay co thé c6 mot hodc
nhiéu doan thay thé, thém va/hoic x6a bé axit amin & ving khung vid/hosic ving
CDR cuia cic mién bién dbi chudi nhe va chudi ning so véi cac trinh tu dong mam
tuong ng ma thu dugc khang thé tir 6. Cac dot bién nay c6 thé d& dang duoc xac
dinh bang cach so sanh cic trinh ty axit amin dugc bdc 16 trong tai liéu nay véi cac
trinh tu dong mam sin c6 tir co so dit liéu trinh ty khang thé cong cong. Sang ché
dé cap dén khang thé, va doan lién két v6i khang nguyén cta ching, thu duge tir
trinh tu axit amin bat ky trong sb cac trinh ty axit amin dugc boc 10 trong tai li€u
nay, trong d6 mot hodc nhidu axit amin trong mot hoic nhiéu ving khung va/hoic
viing CDR dugc gdy dot bién thanh (cac) gdc twong tmg cla trinh tw dong mam ma
thu dugc khang thé tir d6, hodc thanh (cac) gbc twong tng clia trinh tu dong mam
ctia ngudi khéc, hodc thanh doan thay thé axit amin bao toan cta (cac) gbc dong
mam twong Umg (cac thay dbi trinh tw nhu vay trong tai lidu nay duge goi chung 1a
"cac dot bién dong mam "). Chuyén gia trong linh vuc k§ thuét nay, bit dau bing
cac trinh ty vung bién dbi cua chudi ning va chudi nhe dugc boc 16 trong tai lidu
nay, c6 thé d& dang san xuit nhiu khang thé va doan lién két véi khang nguyén
khac nhau ma c6 mot hodc nhidu dot bién dong mam riéng biét hodc cac dang két
hop ciia chung. Theo céc phuong 4n nhét dinh, tit ca cac gbc trong ving khung
va/hodc ving CDR trong céc mién Vg va‘hodc Vi, dugc giy dot bién ngugc thanh
cac gbe duge tim thiy trong trinh tw dong mim gbc ma thu dwoc khang thé tir d6.
Theo cic phuong 4n khéc, chi cac gdc nhét dinh dugc giy dot bién nguoc thanh
trinh tw dong mam gbc, vi dy, chi cac gbc dot bién dugc tim thiy trong 8 axit amin
dau tién cia FR1 hodc trong § axit amin cubi ciia FR4, hodic chi cac géc dot bién
duoc tim théy trong CDR1, CDR2 hodc CDR3. Theo cdc phuong 4n khac, mdt hodc
nhiéu gbc trong viing khung va/hodc ving CDR dugc giy dot bién thanh (cac) gbe

tuong tng trong trinh tu dong mam khac (tic 13, trinh tw dong mam ma khéc so véi
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trinh tw dong mam ma ban diu thu dugce khang thé tir d6). Hon thé nita, khang thé
theo sang ché c6 thé chira dang két hop bit ky cua tir hai dot bién dong mam tré 1én
trong cac ving khung va/hodc CDR, vi dy, trong d6 cic gbc riéng biét nhit dinh
dugc giy dot bién thanh gdc twong tmg cia trinh tw dong mim cuy thé trong khi cac
gbc con lai nhit dinh ma khac véi trinh ty dong mam gbc dugc gitt nguyén hoic
dugc gy dot bién thanh gdc twong ting ctia trinh tw dong mam khac. Mot khi da thu
duoc, khang thé va doan lién két v6i khang nguyén chira mét hoc nhiéu dot bién
dong mam c6 thé dé dang dugc thir nghiém vé& mdt hodc nhiéu thudc tinh mong
mudn nhu, tinh dic hiéu lién két tot hon, 4i lyc lién két cao hon, céc dic tinh sinh
hoc chit vin hoidc dbi khang t6t hon hoic manh hon (tuy theo tirng truong hop), kha
ning giy mién dich giam, v.v.. Khang thé va doan lién két v6i khang nguyén thu
dugc theo phuong thirc tbng quat nay nim trong pham vi sang ché.

Sang ché con dé cap dén khang thé khang IL-33 chira bién thé cta trinh tu
axit amin bét ky trong s6 cac trinh tu axit amin cia HCVR, LCVR, vid/hoic CDR
dugc boc 16 trong tai liéu nay c6 mot hoic nhidu doan thay thé axit amin bao toan.
Vi du, sang ché @& c4p dén khang thé khang IL-33 c6 céc trinh ty axit amin cuia
HCVR, LCVR, va/hodac CDR véi 10 doan thay thé axit amin bao toan trd xuéng, 8
doan thay thé axit amin bao toan tré xudng, 6 doan thay thé axit amin bao toan trd
xubng, 4 doan thay thé axit amin bao toan trd xudng, v.v. so vdi trinh ty axit amin
bét ky trong sb céc trinh tu axit amin cia HCVR, LCVR, vd/hoidc CDR duge boc 10
trong tai li€u nay. |

Thuét ngit "epitop" dugc ding dé chi quyét dinh t6 khang nguyén ma twong
tac v6i vi tri lién két khang nguyén dic hiéu & ving bién dbi ctia phan tir khang thé
duoc biét dén véi tén goi 14 paratop. Mot khang nguyén c6 thé ¢ nhiéu epitop. Do
d6, cac khang thé khac nhau c6 thé lién két véi cic ving khac nhau trén khang
nguyén va cé thé cé cac tac dung sinh hoc khic nhau. Epitop c¢6 thé c6 hinh thé
hoic mach thing. Epitop hinh thé dugc tao ra béi cac axit amin lién ké trong khong
gian tlr cAc doan khac nhau ciia chudi polypeptit mach thang. Epitop mach thing 1a
epitop dugc tao ra boi cic gbe axit amin lién ké trong chudi polypeptit. Trong
truomg hop nhét dinh, epitop c6 thé chira cac gbc sacarit, éﬁc nhém phosphoryl,

hodc cdc nhém sulfonyl trén khang nguyén.
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Thuét ngit "murc ddng nhit co ban" hoic “vé co ban dbng nhit” khi noi dén
axit nucleic hodc doan cua no, biéu dat réng khi duoc xép théng hang t8i wu véi cac
doan thém hodc cac doan x6a bd nucleotit thich hop b%lng mot axit nucleic khac
(hodc mach bd trg ctia nd), thi c6 mirc d@)ng nhét trinh tu nucleptit it nhét 14 95%, va
t8t hon, néu 14 it nhit 96%, 97%, 98% hodc 99% bazo nucleotit, nhu dugc do bing
thuét toan da biét rd bt ky vé muc dong nhét trinh ty, nhu FASTA, BLAST hogc
Gap, nhu dugc ban duédi ddy. Phén tir axit nucleic c6 muc dbng nhét co ban véi
phén tr axit nucleic tham chiéu c6 thé, trong cac trudng hop nhit dinh, m3 hoéa
polypeptit c6 cung mot trinh tu axit amin hodc ¢6 trinh tu axit amin vé co ban tuong
ddng vai polypeptit dwgc ma héa béi phan tit axit nucleic tham chiéu.

Khi &p dung cho polypeptit, thuit nglt “muc twong dbng co ban” hoic “vé co
ban twong dong” cé nghia 1 hai trinh tu peptit, khi dugc xép thing hang t6i wu
bang chuong trinh GAP hoic BESTFIT st dung d6 16n khoéng trbng mic dinh, c6
chung it nhét 12 95% mttc ddng nhét trinh ty, thdm chi tbt hon 1 ¢6 chung it nhét 1a
98% hodc 99% mitc ddng nhét trinh tw. T6t hon, néu cac vi tri gdc ma khéng dong
nht khac nhau béi cac doan thay thé axit amin bao toan. "Thay thé axit amin bao
toan" 1a kidu thay thé trong d6 gbc axit amin dugc thay thé bang gdc axit amin khac
¢6 mach bén (nhom R) c6 cac thudc tinh héa hoc tuong tu (vi du, dién tich hodc
tinh ky nuéc). Nhin chung, su thay thé axit amin bao toan vé co ban s& khong 1am
thay ddi cac thudc tinh chirc ning ciia protein. Trong cc trudng hgp ma hai trinh tu
axit amin tr¢ 1én khac biét véi nhau boi cac doan thay thé axit amin bao toan, thi
phén traim muc déng nhét trinh ty hodc muc tuong déng trinh tu c6 thé dugc diéu
chinh ting 1én dé phi hop v&i ban chét bao toan cia viéc thay thé. Phuong tién dé
thuc hién viéc didu chinh nay thi chuyén gia trong linh vire k¥ thuét nay di biét rd.
Vi dy, xem tai liéu: Pearson (1994) Methods Mol. Biol. 24: 307-331. Céc vi du vé
nhém axit amin ma c¢6 mach bén c6 cac thudc tinh héa hoc twong tw bao gbm (1)
mach bén béo: glyxin, alanin, valin, leuxin va isoleuxin; (2) mach bén hydroxyl-
béo: serin va threonin; (3) mach bén chira amit: asparagin va glutamin; (4) mach
bén thom: phenylalanin, tyrosin, va tryptophan; (5) mach bén bazo: lysin, arginin,
va histidin; (6) mach bén axit: aspartat va glutamat, va (7) mach bén chua luu

huynh 1a xystein va methionin. Cdc nhém doan thay thé axit amin bao toan dugc wu
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tién la: valin-leuxin-isoleuxin, phenylalanin-tyrosin, lysin-arginin, alanin-valin,
glutamat-aspartat, va asparagin-glutamin. Theo cach khac, thay thé bao toan 13 su
thay dbi bét ky c6 tri sb duong trong ma tran logarit hop Iy PAM250 duoc boc 1§
trong tai liéu: Gonnet et al. (1992) Science 256: 1443-1445. Thay thé "bao toan vira
phai" 13 sy thay dbi bat ky c6 trj s khong 4m trong ma trin logarit hop Iy PAM250.

Mirc twong ddng trinh ty clia cac polypeptit, ma ciing dwoc goi 1a mitc dong
nhét trinh ty, thuong dugc do bing cach st dung phan mém phan tich trinh tu. Phén
mém phan tich protein so khép céc trinh tur twong dong bing cach st dung cac sb do
mirc trong ddng dwoc gan cho cic doan thay thé axit amin, x6a bé axit amin khac
nhau va cac doan cai bién khac, ké ca cac doan thay thé axit amin bao toan. Vi duy,
phdn mém GCG c¢6 céc chuong trinh nhu Gap va Bestfit ma c6 thé duge sir dung
v6Gi cac thong s6 mic dinh d x4c dinh mutc tuong dé)ng trinh tur hodc mic déng
nhét trinh tu gifta cac polypeptit ¢6 quan hé gin, nhu cac polypeptit trong déng c6
ngudn gbc tir cac loai sinh vat khac nhau hoc giita protein kiéu hoang dai va dang
dot bién cta né. Vi du, xem GCG phién ban 6.1. Ciing c6 thé so sanh céc trinh tu
polypeptit bang cach sir dung FASTA c6 sir dung céc thong s6 mic dinh hoic duoc
khuyén nghi, chuong trinh trong GCG phién ban 6.1. FASTA (vi du, FASTA2 va
FASTA3) cung cép cac phép xép thing hang va phan trim mrc ddng nhét trinh tu
cla cdc ving c6 mirc chdng 14n nhiéu nhit gifta trinh tw truy van va trinh tu tra ctru
(Pearson (2000) trén day). Thuét toan dugc wu ti€n khac khi so sénh trinh tu theo
sang ché vé6i co s dir liéu chira s6 lugng 16n trinh tu ¢6 nguén gbc tir cac sinh vt
khic nhau 1a chuong trinh méy vi tinh BLAST, dic biét 1a BLASTP hodc
TBLASTN, c¢6 st dung céc thong s6 mic dinh. Vi du, xem tai lidu: Altschul et al.
(1990) J. Mol. Biol. 215:403-410 va Altschul et al. (1997) Nucleic Acids Res.
25:3389-402.

Thuét ngit "ri loan hodc bénh viém", nhu dugc st dung trong tai li€u nay,
duoc dung dé chi bénh, r6i loan hodc tinh trang bénh ly trong d6 bénh ly nay hinh
thanh, mot phin hodc toan bd, tir sy thay dbi sb lwong, su thay ddi ty 1& di chuyén,
hodc sy thay dbi muc hoat hoa ciia cac t& bao ctia hé mién dich. Céc té bao ciia hé
mién dich bao gém, vi du, té bao T, té bao B, bach cau don nhan hoic dai thuc bao,

té bao trinh dién khang nguyén (antigen presenting cell-APC), t& bao c¢6 dudi gai, té
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bao than kinh dém, té bao NK, bach ciu trung tinh, bach ciu ua eosin, té bao mast,
hoic té bao bt ky khéc c6 lién quan dic bist dén mién dich, vi du, t& bao ndi md
hodc bidu mé san xuét xytokin. Nhu dugc st dung trong tai liéu nay, theo mot
phuong an, "r6i loan hodc bénh viém" 13 réi loan mién dich hoic tinh trang bénh ly
mién dich dugc chon tir nhém bao gdm bénh hen, (ké ca bénh hen khang steroit,
bénh hen nhay cam vdi steroit, bénh hen do bach cAu ua eosin hodc bénh hen khong
do bach ciu ua eosin, bénh di ung, sbc phan vé, bénh da xo cimg, bénh viém rudt
(vi du, bénh Crohn hodc bénh viém loét rudt két), bénh phéi tic nghé&n man tinh
(COPD, ma c6 thé c6 hodc khong lién quan dén, mot phan do, hogc hinh thanh ti,
qua trinh tiép xtc véi khoi thubc 14 thu dong hodc chi dong), bénh luput, bénh viém
da di Ung, bénh vay nén, bénh xo cing bi va cac bénh xo hoéa khéc, hoi ching
sjogren, bénh viém mach (bénh behcet, bénh viém dong mach té bao khong 16, ban
xuit huyét Henoch-Schonlein va hoi ching Churg Strauss) va bénh viém khép.
Theo mot phuong an khéc, bénh viém khép duge chon tir nhém bao gbm bénh viém
khép dang thip, bénh viém xwong khép, va bénh viém khép vay nén. Theo mot
phwong 4an khac, "rbi loan hoic bénh viém" 1a tinh trang bénh ly hodc r6i loan mién
dich bao gdm dap tmg kiéu TH; hoic dap tng kiéu TH,.

Thuét ngit "trc ché hodc 1am gidm muic truyén tin hidu qua trung gian IL-33",
nhu dugce st dung trong tai li€u nay, dugc dung dé chi mirc ma IL-33 kich thich qué
trinh tai nap tin hiéu qua ST2 va IL-1RAcP dugc lam giam khi c6 mat chét dbi
khang, nhu khang thé khang IL-33 dwgc md ta trong tai liéu nay, so voi mirc ma IL-
33 kich thich qua trinh tai nap tin hiéu qua ST2 va IL-1RAcP khi khong c6 mat chit
d6i khang nhu khang thé khéng IL-33 dugc mb ta trong tai lidu nay. P& danh gia
mtc (e ché, mot mAu duge xi 1y biang chit (e ché/chit d6i khang tiém ning va
duge dem so sanh v6i mau di chimg khéng duge xir Iy bang chit tc ché/chét dbi
khang nay. Cac mau dbi chimg, tirc 1 khong dugce xir 1y bang chét d6i khang, dugc
gan co tri sb hoat tinh tuong dbi béng 100%. Pat dugc mirc rc ché khi trj sb hoat
tinh so v6i dbi chimg 12 90%, 85%, 80%, 75%, 70%, 65%, 60%, 55%, 50%, 45%,
40%, 35%, 30%, 25%, hoic 20% hodc it hon nita. DPiém két thic trong qué trinh trc
ché c6 thé 1a luong hodc ty 1€ phf?ln trim duogc xac dinh trudce cda, vi du, chi thi vé

ching viém, hodc mic mét hat nhd, muc tiét hodc mirc hoat héa t€ bao, nhu giai
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phéng xytokin. Cé thé xac dinh mitc rc ché qua trinh tai nap tin hiéu IL-33 qua ST2
va IL-1RACP bing cach thir nghiém dbi v6i qua trinh tai nap tin higu IL-33 trong
thit nghiém in vitro, nhu thir nghiém dugc mo ta trong tai liéu ndy & vi du 6. Ngoai
ra, ciing c6 thé st dung céc thir nghiém in vivo @ xac dinh xem liéu mot phan tir
nao d6 c6 phai 1a chit dbi khang cta IL-33 hay khong. Vi du, thir nghiém in vivo
nhu thir nghiém dugc mod ta trong cac vi du 11 va 12 c6 thé dugce str dung dé danh
gi4 tac dung cua khang thé khang IL-33 ddi vi bénh viém phéi & dong vat dugc
lam cho nhay cam véi di tng nguyén ma c6 tinh déng hop tir dbi véi qua trinh biéu
hién IL-33 clia ngudi. Sau khi lam cho céc con vat nhay cam véi di ing nguyén,
mdt phdn nhém cta cic con vat ndy duogc diéu tri bang khang thé khang IL-33 theo
sang ché hoic khang thé tham chiéu kiéu twong duong 4m tinh. Sau dé, cic con vit
duoc lam chét va phéi duoc thu hoach dé danh gia cac phén tham nhiém té bao,
ciing nhu 13 do ham luong xytokin (IL-4 va IL-5). Khang thé khang IL-33 ma hitu
hiéu 1am chit d6i khang can thé hién dugc xu hudng 1am gidm lugng té bao gy
viém & phdi, cing nhu 12 xu huéng 1am giam lwong xytokin nhw IL-4 va IL-5.

Cic dic tinh sinh hoc ciia khang thé “

Sang ché d& cap dén khang thé khang IL-33 va doan lién két v6i khang
nguyén ciia chiing ma lién két v6i IL-33 clia ngudi va trc ché hoic 1am giam mirc
truyén tin hiéu qua trung gian IL-33. Khang thé khang IL-33 dugc cho 13 ¢6 "rc ché
hodc 1am giam mirc truyén tin hidu qua trung gian IL-33" néu, vi dy, khéng thé nay
biéu hién mot hodc nhiéu thudc tinh dugc chon tir nhém bao gém: (1) G ché qué
trinh truyén tin hidu qua trung gian IL-33 trong thir nghiém sinh hoc trén co sé té
bao; (2) trc ché qua trinh mét hat nhé ciia bach ciu wa bazo ctia ngudi do IL-33 giy
ra; (3) rc ché qua trinh san xu4t IFNy tir PBMC ctia ngudi do IL-33 gay ra; (4) 1am
giam murc xytokin ma bi ting do tiép xtc véi di tng nguyén & dong vat c6 v, vi
du, IL-4 hodc IL-5; va (5) e ché bénh viém phéi do phoi nhiém cép tinh hodc man
tinh véi di tng nguyén (vi dy, mat bui nha (house dust mite-HDM)).

Uc ché qué trinh truyén tin hiéu qua trung gian IL-33 trong thir nghiém sinh
hoc trén co s& té bao c6 nghia 1a khang thé khang IL-33 hodc doan lién két véi
khang nguyén cta n6 wc ché hodc 1am giam tin hidu duogc tao ra trong cac té€ bao

biéu hién thu thé IL-33 va yéu t6 thong bdo ma tao ra tin hi€u cé thé phét hién duoc
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khi dap ung véi viée lién két v6i IL-33, vi du, bang cach st dung dang thic thir
nghiém nhu dugc mé ta trong vi du 6 trong tai liéu nay, hoic mét thir nghiém vé co
ban tuong tu. Vi dy, sang ché dé cap dén cac khang thé va doan lién két v&i khéng
nguyén cia ching ma phong bé qua trinh truyén tin hiéu qua trung gian IL-33 & té
bao biéu hién ST2 cia ngudi, v6i ICso nhé hon 2nM, nhoé hon 1nM, nhé hon
900pM, nhé hon 800pM, nhé hon 700pM, nhé hon 600pM, nhé hon 500pM, nho
hon 400pM, nhé hon 350pM, nhd hon 300pM, nhé hon 250pM, nhé hon 200pM,
nho hon 150pM, nhé hon 100pM, nhé hon 90pM, nhé hon 80pM, nhé hon 70pM,
nho hon 60pM, nho hon 50pM, nho hon 40pM, nhé hon 30pM, nhé hon 20pM,
ho#c nho hon 10pM, nhu dugc do trong thir nghiém sinh hoc phong bé trén co so té
bao, vi du, st dung dang thic thit nghiém nhu dugce xéc dinh trong vi du 5 trong tai
liéu nay, hodc mdt thir nghiém vé co ban tuong tu.

Uc ché qua trinh mAt hat nho ciia bach cdu ua bazo ciia ngudi do IL-33 giy
ra c6 nghia 13 khang thé khang IL-33 hodc doan lién két v6i khang nguyén ciia né
trc ché hodc 1am gidm muc mit hat nhé cla bach cdu wa bazo do IL-33 giy ra in
vitro, vi du, nhu duoc do bﬁng hé thr nghiém néu trong vi du 7 hodc mot thir
nghiém v& co ban twong tw. Vi du, sang ché dé cap dén khang thé va doan lién két
v6i khang nguyén clia ching ma trc ché qua trinh mét hat nhé cuia bach ciu wa bazo
ctia ngudi khi ¢6 mat IL-33 cua ngudi (vi du, ndng d6 cudi 100pM), véi ICs, nhd
hon 500pM, nhé hon 400pM, nhé hon 350pM, nhé hon 300pM, nh6 hon 250pM,
nhd hon 200pM, nhé hon 150pM, nhé hon 100pM, nh6 hon 90pM, nhoé hon 80pM,
nhoé hon 70pM, nhé hon 60pM, nhd hon 50pM, nhé hon 40pM, nhé hon 30pM, nho
hon 20pM, hozc nhé hon 10pM, nhu dugc do trong thir nghiém qua trinh mét hat
nhé ctia bach ciu uva bazo clia ngudi in vitro, vi du, bing cach st dung dang thic
thr nghi€ém nhu dugc mo ta trong vi du 7 trong tai li€¢u nay, hodc mdt thir nghiém
vé co ban tuong tu.

Uc ché qué trinh san xuét IFNy tir PBMC ciia ngudi do IL-33 giy ra ¢6
nghia 1a khang thé khang IL-33 hoic doan lién két v6i khang nguyén ciia né trc ché
ho#c 1am giam luong IFNy duoc giai phong ra tir PBMC da duge xir 1y bang IL-33
ctia nguodi khi c6 mét IL-12 ctia ngudi, vi dy, nhu duge do bﬁng hé thtr nghiém néu

trong vi du 8 hodc mot thir nghiém vé co ban tuong tu. Vi du, sang ché dé cap dén
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khang thé va doan lién két v6i khang nguyén ciia ching ma tc ché sy giai phong
IFNy do IL-33 giy ra, khi c6 mjt IL-12 cta nguoi, v6i ICso nhé hon 50nM, nhé hon
25nM, nh6 hon 20nM, nho6 hon 15nM, nhé hon 10nM, nhé hon 5nM, nhé hon 1nM,
nh6é hon 900pM, nhé hon 800pM, nhé hon 700pM, nhé hon 600pM, nh6 hon
500pM, nh6 hon 400pM hodc nhd hon 300pM, nhu dugce do trong thir nghiém giai
phéng IFNy do IL-33 gdy ra, vi du, bang cach sir dung dang thirc thit nghiém nhu
duoc mé ta trong vi du 8 trong tai li€u nay, hodc mot thir nghiém vé co ban tuong
tu.

Theo cac phuong an nhit dinh, khéng thé khang IL-33 va doan lién két véi
khang nguyén theo sang ché phong bé qua trinh lién két IL-33 véi thu thé IL-33 (vi
du, ST2). Vi du, sang ché @& cap dén khang thé khang IL-33 ma phong bé qua trinh
lién két IL-33 véi ST2 in vitro, vé6i tri s6 ICs nhé hon 15nM, nhu duge do bing thir
nghiém mién dich trén co s& ELISA, vi du, b%mg dang thirc thir nghiém nhu dugc
mo ta trong vi du 4 trong tai li¢u nay, hodc mot thir nghiém vé co ban tuong tu.
Theo cac phwong 4n nhét dinh, khang thé hoic doan lién két voi khang nguyén theo
séng ché phong bé qué trinh lién két IL-33 v6i ST2 in vitro véi tri s6 ICsy nhd hon
10nM, nhé hon 5nM, nh6 hon 900pM, nh6 hon 800pM, nhé hon 700pM, nhé hon
600pM, nhé hon 500pM, nhé hon 400pM, nhé hon 300pM, nhé hon 280pM, nho
hon 260pM, nhé hon 250pM, nhé hon 240pM, nho hon 230pM, nhé hon 220pM,
nho6 hon 200pM, nh6 hon 180pM, nho hon 160pM, hodc nhé hon 150pM, nhu dugc
do béng thir nghiém mién dich trén co s& ELISA, vi dy, bﬁng dang thirc thir nghiém
nhu dugc mo ta trong vi du 4 trong tai li€u nay, hodc mat thir nghiém vé co ban
tuong tu.

Tuy nhién, theo cac phuong 4n khéc, khéng thé khang IL-33 nhat dinh va
doan lién két véi khang nguyén theo sang ché, mic dir c6 kha héng trc ché hoic 1am
giam murc truyén tin hidu qua trung gian IL-33, nhung khong phong bé hoic chi
phong bé mot phin sy twong tac giita IL-33 va ST2. Khang thé ndy va doan lién két
v6i khang nguyén cua chiing, trong tai li€u nay, co thé duoc goi 14 "cac chét phong
bé gian tiép." Khong bi rang budc béi ly thuyét, c6 y kién cho rang céc chit phong
bé gién tiép theo sang ché thuc hién chirc ning bing cach lién két véi IL-33 &

epitop ma chdng l4n hoic chi chdng 14n mot phin véi mién lién két v6i ST2 ctia IL-
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33, nhung du sao cling can trd viéc truyén tin hiéu qua trung gian IL-33 ma khong
tryc tiép phong bé sy twong tac IL-33/ST2.

Sang ché d& cap dén khang thé khang IL-33 va doan lién két v6i khang
nguyén cia né ma lién két véi cac phan tir IL-33 hoa tan véi 4i lyc cao. Vi dy, sing
ché d& cap dén khang thé va doan lién két v6i khang nguyén cia khang thé ma lién
két voi IL-33 (vi du, & 25°C hodc 37°C) v6i Kp nhdé hon 10nM nhu duge do béng
phuong phap cong hudng plasmon bé mit, vi du, bing cach sir dung dang thirc thir
nghiém nhu dugc mo ta trong vi du 3 trong tai liéu nay. Theo cac phuong an nhét
dinh, khang thé hodc doan lién két v6i khang nguyén theo séng ché lién két vai IL-
33 v6i Kp nho hon 5nM, nh6 hon 2nM, nhé hon 1nM, nhdé hon 800pM, nhé hon
600pM, nho hon 500pM, nho hon 400pM, nhé hon 300pM, nhé hon 200pM, nhé
hon 180pM, hozc nhé hon 160pM, nhu duge do bang phuong phép cong hudng
plasmon bé mat, vi du, bing cach st dung dang thtrc thit nghiém nhu duge mo ta
trong vi du 3 trong tai li€u nay, hodc mot thir nghiém vé co ban tuong tu.

Sang ché con dé cap dén khang thé khang IL-33 va doan lién két véi khang
nguyén ctia chiing ma lién két dic hidu véi IL-33 véi thoi gian ban hily phén ly (t%2)
16n hon 10 phat nhu duge do bing phuong phap cong hudng plasmon bé mit &
25°C hodc 37°C, vi du, bang cach st dung dang thirc thir nghiém nhu duge mo ta
trong vi du 3 trong tai li€u nay, hodc mdt thir nghiém v& co ban twong tw. Theo cc
phuong 4n nhét dinh, khang thé hodc doan lién két voi khang nguyén theo sang ché
lién két voi IL-33 véi t% 16n hon 20 phit, 16n hon 30 phut, 16n hon 40 phut, 16n
hon 50 phut, 16n hon 60 phit, 16n hon 70 phut, 16n hon 80 phut, 16n hon 90 phut,
16n hon 100 phut, nhu duoc do bing phuong phép cong huéng plasmon bé mit &
25°C hodc 37°C, vi du, béng cach st dung dang thirc thtt nghi€ém nhu dugc mo ta
trong vi du 3 trong tai li€u nay, hodc mot thir nghiém vé co ban tuong tu.

Khéng thé theo sang ché c6 thé c6 mot hodc nhidu dic tinh sinh hoc dugc dé
cAp trén day, hodc dang két hop bt ky clia ching. Céc dic tinh sinh hoc khac cia
khéng thé theo sang ché thi s& sang to dbi v6i chuyén gia trong linh vuc k§ thuat
ndy nh& viéc xem xét dén ban mo ta sang ché ké ca phan vi du thuc hién sang ché
dugc mo ta trong tai li€u nay.

Khéng thé khang IL-33 chira cac bién thé Fc
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Theo cac phuong 4n nhét dinh ctia sang ché, khéng thé khang IL-33 dugc d&
cap chira mién Fc gdm c6 mot hoidc nhidu dot bién ma 13m ting hodc 1am gidm kha
nang lién két cua khéng thé v6i thu thé FcRa, vi du, & d6 pH axit so véi d§ pH trung
tinh. Vi duy, sang ché d& cap dén khang thé khang IL-33 c6 dot bién & ving Cy2
hodic Cy3 cta mién Fc, trong d6 (cac) dot bién nay l1am ting 4i luc cla mién Fc véi
FcRn trong méi truong axit (vi du, trong thé noi bao c6 d6 pH nim trong khoang tir
5,5 dén 6,0). Cac dot bién nay c6 thé 1am ting thoi gian ban huy cta Khang thé
trong huyét thanh khi duoc st dung cho dong vat. Cac vi du khong han ché vé cac
cai bién Fc nay bao gdm, vi du, cai bién & vi tri 250 (vi dy, E hodc Q); 250 va 428
(vi du, L hodc F); 252 (vi du, L/Y/F/W hogc T), 254 (vi du, S hodc T), va 256 (vi
du, S/R/Q/E/D hoac T); hodc cai bién & vi tri 428 va/hodc 433 (vi du, H/L/R/S/P/Q
hodc K) va/hodc 434 (vi du, H/F hodc Y); hodc cai bién & vi tri 250 va/hoic 428;
hodc cai bién & vi tri 307 hodc 308 (vi du, 308F, V308F), va 434. Theo mdt phuong
4n, cai bién nay bao gdm cai bién 428L (vi du, M428L) va 434S (vi dy, N434S); cai
bién 428L, 2591 (vi du, V259I), va 308F (vi du, V308F); cai bién 433K (vi du,
H433K) va 434 (vi du, 434Y); cai bién 252, 254, va 256 (vi du, 252Y, 254T, va
256E); cai bién 250Q va 428L (vi du, T250Q va M428L); va cai bién 307 va/hoic
308 (vi du, 308F hoic 308P). Theo mot phuong 4n khac nita, ci bién niy bao gdbm
cai bién 265A (vi du, D265A) va/hodic 297A (vi dy, D297A).

Vi du, sang ché @& cap dén khang thé khang IL-33 chtra mién Fc c6 mét hoic
nhidu cip hodc nhém dot bién dwoc chon tir nhém bao gdm: 250Q va 248L (vi du,
T250Q va M248L); 252Y, 254T va 256E (vi du, M252Y, S254T va T256E); 428L
va 434S (vi du, M428L va N4348S); va 433K va 434F (vi dy, H433K va N434F).
T4t ca cac dang két hop c6 thé ¢6 ctia cac dot bién mién Fc trén day, va cac dot bién
khéc trong cac mién bién ddi cia khang thé dugc boc 19 trong tai liéu nay, duogc dy
liéu trong pham vi cla séng ché.

Sang ché con dé cap dén khang thé khang IL-33 chira ving 6n dinh (Cp) thé
kham cta chudi nang, trong d6 viung Cy thé kham chira cic doan thu dugc tir cac
ving Cy ctia nhiéu kiéu twong duong globulin mién dich. Vi du, cac khang thé theo
sang ché c6 thé chira ving Cy thé kham bao gém mot ph?m hodc toan bo mién Cy2

thu dugc tir phan t IgG1 cia ngudi, IgG2 cla nguodi hodc IgG4 cia ngudi, duge
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két hop v6i mot pha‘?ln hoc toan bd mién Cy3 thu dugc tir phéan tir IgG1 cua ngudi,
IgG2 cia ngudi hodc IgG4 cia ngudi. Theo cac phwong 4n nhét dinh, cac khang thé
theo sang ché chtra viing Cy thé kham c6 ving ban 18 thé kham. Vi du, ving ban 18
thé kham c6 thé bao gbm trinh tu axit amin "ving ban 1& trén" (cac gbc axit amin tir
vi tri 216 dn 227 theo cach danh sb EU) thu dwogc tir ving ban 1& cua IgGl cia
ngudi, IgG2 cia ngudi hoic IgG4 cia ngudi, két hop véi trinh tw "ving ban 18
dudi" (cac gbe axit amin tir vi tri 228 dén 236 theo cach danh sé EU) thu duoc tir
ving ban 1& cta IgG1 cua ngudi, IgG2 cia ngudi hodc IgG4 cia ngudi. Theo céc
phuong 4n nhét dinh, ving ban 1& thé kham bao gdm cac gbc axit amin thu duge tir
ving ban 18 trén cia IgG1 ciia ngudi hodic IgG4 ctia ngudi va cac gdc axit amin thu
dugc tir ving ban 18 dudi cna IgG2 cia ngudi. Theo cac phuong 4n nhit dinh,
khang thé chira viing Cy thé kham nhu dwgc mod ta trong tai liéu nay co thé thé hién
cac chirc ning kich thich Fc cai bién ma khong tic dong bét“lqi dén cac thudc tinh
tri liéu hodc dugc dong hoc cua khang thé. (vi dy, xem tai liéu: U.S. Provisional
Appl. No. 61/759,578, dugc ndp ngay 1 thang 2 nam 2013).

Lap ban do epitop va cac cong nghé c6 lién quan

Sang ché dé cap dén khang thé khang IL-33 tuong tic véi mot hodc nhidu
axit amin cta IL-33. Vi du, sang ché dé& c4p dén khang thé khang IL-33 twong tac
v6i mot hodc nhiéu axit amin nim & mién twong tic v6i ST2 cuia IL-33. Epitop ma
cac khang thé lién két c6 thé bao gdm mot trinh tu lién tiép gém 3 hodc nhiéu hon
nita (vi dy, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 hoic nhiéu
hon nita) axit amin ctia IL-33. Theo cach khac, epitop c6 thé gdm nhiéu axit amin
khong lién tiép (hodc cac trinh tu axit amin) cta IL-33.

C6 thé sir dung céc k¥ thuat khac nhau ma chuyén gia trong linh vuc k¥ thuét
nay da biét dé xac dinh xem lidéu mot khéng thé nao d6 c6 "twong tdc voi mot hodc
nhiéu axit amin" trong polypeptit hoic protein hay khong. Céc k¥ thuét tiéu biéu
bao gdm, vi dy, thir nghiém phong bé chéo thong thudng nhu thir nghiém dugc md
ta trong tai li€u Antibodies, Harlow and Lane (Cold Spring Harbor Press, Cold
Spring Harb., NY), phén tich dot bién quét alanin, phan tich thdm tich peptit
(Reineke, 2004, Methods Mol Biol 248:443-463), va phéan tich phén cét peptit.
Ngoai ra, cdc phuong phap nhu cit epitop, chiét epitop va cai bién hoéa hoc khang
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nguyén co thé dugc sir dung (Tomer, 2000, Protein Science 9:487-496). Mot
phuong phap khac ma c6 thé dugc sit dung dé nhan dién axit amin trong polypeptit
ma tuong tac véi khang thé 13 trao dbi hydro/doteri duge phat hién bang phép do
phd khéi. Nhin chung, phwong phép trao dbi hydro/doteri c6 lién quan dén viec
dénh déu doteri protein dang dwgc quan tAm, sau d6 13 lién két khang thé véi
protein d4 danh dau doteri. Tiép d6, phirc hgp protein/khing thé dugc chuyén vao
nude dé cho phép hién twong trao dbi hydro-doteri xay ra & tht ca cac gbc ngoai trir
céc gbc dugc bao vé boi khang thé (ma van dugc ddnh diu doteri). Sau khi phan
tach khang thé, protein dich dwgc phan cit bing proteaza va phan tich phd khéi,
nhd d6 phét hién dwoc cac gbe duge danh diu doteri ma twong ing véi axit amin
dic hiéu tuong tac v6i khang thé. Vi du, xem tai liéu: Ehring (1999) Analytical
Biochemistry 267(2):252-259; Engen and Smith (2001) Anal. Chem. 73:256A-
265A.

Sang ché con dé cap dén khang thé khang IL-33 lién két v6i cling mdt epitop
v6i khang thé bét ky trong sb cac khang thé tiéu biéu cu thé dugc mod ta trong tai
liéu nay (vi du, HIM9559N, HIM9566N, HIM9568N, H4H9629P, H4H9633P,
H4H9640P, H4H9659P, H4H9660P, H4H9662P, H4H9663P, HA4H9664P,
H4H9665P, H4H9666P, H4H9667P, H4H9670P, H4H9671P, HA4H9672P,
H4H9675P, HAH9676P, HIM9565N, v.v.). Mit khac, sang ché con dé cap dén
khang thé khang IL-33 ma canh tranh véi khang thé bét ky trong sb cac khang thé
tidu biéu cu thé dugc mod ta trong tai liéu nay dé lién két véi IL-33 (vi dy,
HIM9559N, HIM9566N, HIM9568N, H4H9629P, H4H9633P, H4H9640P,
H4H9659P, H4H9660P, H4H9662P, HA4H9663P, H4H9664P, H4H9665P,
H4H9666P, H4H9667P, H4H9670P, H4H9671P, HA4H9672P, H4H9675P,
H4H9676P, HIM9565N, v.v.).

Ta c6 thé d& dang x4c dinh liéu mot khang thé nao d6 c6 lién két véi ciing
mot epitop véi, hodc canh tranh dé lién két véi khang thé khéng IL-33 tham chiéu
hay khong bang cach st dung cic phuong phép thong thuong da biét trong linh vuc
k¥ thuét nay va duoc ldy 1am vi du trong tai liéu ndy. Vi dy, dé x4c dinh xem liu
khang thé thir nghiém c6 lién két v6i cling mdt epitop véi khang thé khang IL-33
tham chiéu theo sang ché hay khong, thi khang thé tham chiéu nay dugc phép lién
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két v6i protein IL-33. Tiép d6, d4nh gia kha nang lién két véi phan tir IL-33 cia
khéng thé thir nghiém. Néu khang thé thtr nghiém c6 kha ning lién két véi IL-33
sau khi lién két bdo hoa véi khéng thé khang IL-33 tham chiéu, c6 thé két luan ring
khéng thé thr nghiém lién két véi epitop khac véi khang thé khang IL-33 tham
chiéu. Mt khéc, néu khang thé thir nghiém khong c6 kha néng lién két v6i phan tir
IL-33 sau khi lién két bdo hoa véi khang thé khang IL-33 tham chiéu, thi c6 thé két
luan ring khang thé thir nghiém c6 thé lién két v6i cing mot epitop véi epitop duge
lién két boi khang thé khang IL-33 tham chiu theo sang ché. Sau d6, thir nghiém
thong thudng khac (vi du, cdc phan tich lién két va dot bién peptit) c6 thé duge tién
hanh dé khéng dinh liéu nguyén nhan din dén viéc khéng thé thir nghiém khong c6
kha ning lién két thuc té c6 phai 1a do lién két v6i ciing epitop nhu khang thé tham
chiéu hay khéng hay 1a do su phong bé trong khong gian (hoic hién tuong khac)
din dén viéc khang thé thir nghiém khong c6 kha ning lién két. Céc th nghiém
kidu nay c6 thé dugc tién hanh biang cich st dung thit nghiém ELISA, RIA,
Biacore, dém té bao theo dong chay hodc thir nghiém lién két khang thé dinh tinh
hodc dinh lwong bit ky khac ¢ sin trong linh vuc ndy. Theo cac phuong 4n nhét
dinh cta sang ché, hai khang thé lién két v6i cing mét epitop (hodc chong 14n) néu,
vi du, mot lugng du gép 1, 5, 10, 20 hodc 100 14n ctia mot khang thé e ché sy lién
két cua khang thé kia it nhit 12 50%, nhung tot hon, néu 1 75%, 90% hogc thdm chi
99% nhu dugc do béng tht nghiém lién két canh tranh (vi du, xem tai liéu:
Junghans et al., Cancer Res. 1990:50:1495-1502). Theo cach khéc, hai khéng thé
duoc cho 1 lién két voi ciing mot epitop néu vé co ban tat ca ééc d6t bién axit amin
trong khang nguyén ma lam gidm hodc lam mét kha ning lién két cia mot khang
thé 1am giam ho#c lam mét kha ning lién két ctia khang thé kia. Hai khang thé duoc
cho 12 ¢6 "epitop chong 14n" néu chi mot phan nhém céc dot bién axit amin ma lam
giam hoic 1am mét kha ning lién két cia mot khang thé 1am giam hodc 1am mét kha
ning lién két ctia khang thé kia.

P& x4c dinh xem lidu mot khang thé ndo d6 c6 canh tranh dé lién két (hodc
canh tranh chéo dé lién két) v6i khang thé khang IL-33 tham chiéu hay khong,
phwong phap lién két dugc md ta trén day dugc tién hanh theo hai huéng. Theo
huéng thir nhét, khang thé tham chiéu dugc cho phép lién két véi protein IL-33
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trong cac diéu kién bdo hoa, sau d6 danh gi4 kha ning lién két cta khang thé thir
nghiém véi phan tir IL-33. Theo huéng thir hai, khang thé thir nghiém dugc cho
phép lién két v6i phan tir IL-33 trong cac diéu kién bio hoa, sau d6 danh gia kha
ning lién két cia khang thé tham chiéu v&i phén tir IL-33. Néu, trong ca hai truong
hop nay, chi khéng thé thir nhét (bdo hoa) c6 kha nang lién két véi phan tir IL-33,
thi két luan ring khang thé thir nghiém va khang thé tham chiéu canh tranh dé lién
két v6i IL-33. Theo dénh gia cua chuyén gia trong linh vic k¥ thuét niy, khéng thé
ma canh tranh dé lién két v6i khang thé tham chiéu c6 thé khéng can lién két véi
cung mot epitop voi khéng thé tham chiéu, nhung c6 thé phong bé kha ning lién két
ctia khang thé tham chiéu trong khong gian bing céach lién két vdi epitop chdng l4n
hodc lién ké.

Quy trinh diéu ché khang thé ciia ngwoi

Phuong phap tao ra khang thé don dong, ké ca khang thé don dong hoan toan
ctia ngudi thi da biét trong linh vuc k¥ thudt ndy. Cdc phuong phép da biét nay co6
thé dugc st dung trong pham vi sang ché d tao ra cic khang thé ciia ngudi ma lién
két dac hiéu véi IL-33.

Str dung cong nghé VELOCIMMUNE™, vi du, hodc phuong phap da biét
bét ky khac dé tao ra khang thé don dong dy du cia ngudi, khang thé thé kham c6
4i luc cao dbi v6i IL-33 dwoc phén 1ap dau tién c6 ving bién doi clia ngudi va ving
dn dinh cua chudt. Nhu trong phan thir nghiém duéi ddy, cdc khdng thé dugc xac
dinh dic tinh va dugc lya chon vé céac dic tinh mong mudn, bao gém ai luc, tinh
chon loc, epitop, v.v.. Néu can, ving 6n dinh ctia chudt dugc thay thé bang ving 6n
dinh mong mudn coa nguoi, vi dy, IgG1 hodc IgG4 kiéu hoang dai hodc da cai bién,
dé tao ra khang thé khang IL-33 hoan toan cia ngudi. Trong khi ving 6n dinh duoc
chon c6 thé thay dbi theo muc dich st dung cu thé, cac dic tinh lién két v6i khang
nguyén cé ai luc cao va dic tinh dic hiéu dich ndm & vung bién dbi. Theo céc
truong hop nhét dinh, khang thé khang IL-33 hoan toan cia ngudi duge phan 1ap
truc tiép tir cac té bao B dwong tinh véi khang nguyén.

Twong dwong sinh hoc
Khéng thé va doan khang thé khang IL-33 theo sang ché bao gdm céc protein

¢6 trinh ty axit amin ma thay doi so véi céac trinh ty axit amin cua cac khang thé
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dwoc mo ta nhung giit lai kha ning lién két v6i IL-33 ctia ngudi. Cac khang thé bién
thé va doan khang thé nhu vay chita mot hodc nhiéu doan thém, x6a bd hoic doan
thay thé axit amin so v6i trinh ty cha me, nhung thé hién hoat tinh sinh hoc vé co
ban twong duong vdi hoat tinh sinh hoc ctia cac khang thé da dugc mé ta. Ciing vy,
céc trinh tw ADN ma hoé cac khang thé khang IL-33 theo séng ché bao gdm cac
trinh tyr ma chira mét hoac nhiéu doan thém, x6a bo hodc doan thay thé nucleotit so
véi trinh tu duge mé ta, nhung van c6 kha ning mi hoé khang thé hoic doan khéng
thé khang IL-33 ma vé co ban twong duong sinh hoc véi khang thé hoic doan
khang thé khang IL-33 theo sdng ché. Céc vi du vé céac trinh tu ADN va trinh ty axit
amin bién thé nay dugc ban trén day.

Hai protein hoic khang thé lién két voi khang nguyén duoc coi 1a twong
duong sinh hoc, vi du, néu ching 1a duong lugng dugc phém hodc lya chon thay thé
dugc phidm ma tdc d6 va mirc d6 hip thu cta ching khong thé hién sw chénh léch
dang ké néu dugc st dung & cung mot muc liu theo mol trong cac diéu kién thir
nghiém tuong tu, & dang lidu don hoic lidu da. Mot sb khéng thé s& duoc coi 1a
dwong luong hodic lua chon thay thé dugc hoc néu ching twong duong vé mic do
hép thu nhung khéng twong dwong vé tbc do hép thu va dugc coi 13 trong dwong
sinh hoc bdi vi cac khac biét vé toc do hép thu nay 1a c6 chu dich va dugc phan 4nh
& nhan, khong thiét yéu dé dat duoc ndng do thudc trong co thé ¢6 hiéu qua dbi véi
viée st dung kinh nién ching han, va dugc coi 1a khong dang ké vé mat y hoc dbi
v6i san phim thude cu thé duge nghién ctu. |

Theo mdt phuong 4n, hai protein lién két v6i khang nguyén 1a twong duong
sinh hoc néu do an toan, do tinh khiét va do hiéu nghiém cia ching khong c6 su
chénh 16ch c6 ¥ nghia vé mit 1am sang.

Theo mdt phuong 4n, hai protein lién két v6i khang nguyén 1a twong duong
sinh hoc néu bénh nhan dugc chuyén thudc mot hodc nhidu 1an gifta san phém tham
chiéu va san phdm sinh hoc ma khéng lam ting nguy co méc céc tac dung c6 hai, ké
ca thay ddi vé tinh gy mién dich c6 y nghia vé mit 14m sang, hozic hiéu qua giam,
so v6i liéu phap diéu tri lién tuc khoéng dbi thude.

Theo mdt phuong 4n, hai protein lién két véi khang nguyén 1a twong duong

sinh hoc néu ching déu co tic dung thong qua mdt hodc nhiu co ché tac dung
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chung dbi véi mot hoic nhiéu tinh trang bénh, dén mitc ma céc co ché nay thi da
biét.

Mirc twong duong sinh hoc c6 thé duge chiing minh bang cac phuong phap
in vivo va in vitro. Cic phuong phap do mirc trong duong sinh hoc bao gdm, vi dy,
(a) thtr nghiém in vivo & ngudi hodc dong vat c6 vu khac, trong do6 ndng do cta
khang thé hodc chét chuyén hoé ciia né dugc do trong mau, huyét trong, huyét
thanh hodc dich sinh hoc khac & dang ham s6 thoi gian; (b) thir nghiém in vitro ma
da twong quan védi va c6 tinh du bao hop ly vé dit liéu sinh kha dung in vivo &
ngudi; (c) thir nghiém in vivo & ngudi hogc dong vat c6 vii khic trong d6 tac dung
dugc 1y tic thoi thich hop cia khang thé (hoic dich ciia né) duge do & dang ham sd
thoi gian; va (d) trong thir nghiém 1am sang dugc kiém soat tot dé xac 1ap duoc do
an toan, hiéu qua hodc tinh sinh kha dung hodc twong duwong sinh hoc ciia khang
thé.

Céc bién thé twong duong sinh hoc ctia khang thé khang IL-33 theo sang ché
c6 thé duge kién tao béng cach tao ra cac thay thé géc hoac trinh tu khac nhau hodc
loai bé cac géc hodc trinh ty tdn cling hodc bén trong khong can thiét cho hoat tinh
sinh hoc. Vi du, cac gbc xystein khong thiét yéu cho hoat tinh sinh hoc ¢6 thé duoc
loai b hodc duge thay thé bing axit amin khéc dé ngan ngira sy tao thanh cac cau
ndi disulfua ndi phan tir khong ding hodc khong can thibt sau qua trinh héi tinh.
Trong céac truong hop khac, cic khéng thé twong dwong sinh hoc c6 thé 1a cac bién
thé cta khang thé khang IL-33 c6 cac thay d6i axit amin ma cai bién cac dic tinh
glycosyl hod ctuia khéng thé, vi du, cac ddt bién ma 1am mét hozc loai bd qué trinh
glycosyl hoa.

Tinh chon loc loai va phan @ng chéo giita cac loai

Theo céc phuong 4n nhét dinh, sang ché d& cap dén khang thé khang IL-33
ma lién két v6i IL-33 ciia ngudi nhung khong lién két v6i IL-33 cia loai khac. Sang
ché con d& cap dén khang thé khang IL-33 ma lién két v6i IL-33 ciia ngudi va véi
IL-33 ctia mdt hodc nhiéu loai khong phai ngudi. Vi dy, khang thé khang IL-33 theo
séng ché c6 thé lién két v6i IL-33 ciia ngudi va c6 thé lién két hogc khong lién két,
tuy theo ting trudng hop, véi mot hodc nhidu trong sb IL-33 ctia chudt nhit, chudt

céng, chudt lang, chudt déng, chudt nhay, lgn, méo, chd, thd, dé, ctru, bo, ngua, lac
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da, khi 3n cua, khi dudi séc, khi rezut hodc tinh tinh. Theo céc phwong 4n tiéu bidu
nhét dinh theo sang ché, khang thé khang IL-33 dugc d& cap ma c6 thé lién két dic
hiéu v6i IL-33 ctia ngudi va IL-33 cta khi an cua (vi du, Macaca fascicularis).

Cic thé tiép hop mién dich

Sang ché dé cap dén khang thé don dong khang IL-33 dugc tiép hop véi mot
gbc tri lidu ("thé tiép hop mién dich"), nhu chit gay doc té bao, chat hod tri, chat irc
ché mién dich hoic ddng vi phéng xa. Chét gay doc té bao 1a chét ma gay hai cho té
bao. Céac vi du vé cac chét gay doc t& bao va chit hoa tri thich hop dé tao nén thé
tiép hop mién dich thi da biét trong linh vuc k¥ thuit ndy, (vi dy, xem cong bb don
qudc té s6 WO 05/103081).

Ciac khang thé da dic hi¢u

Céc khang thé theo sang ché c6 thé 1a dic hiéu don, dic hiéu kép hodc da dic
hiéu. Céc khang thé da diic hiéu c6 thé dic hidu véi cac epitop khac nhau ctia mot
polypeptit dich hodc c6 thé chira cac ving lién két khang nguyén dic hiéu voi nhiéu
polypeptit dich. Vi dy, xem tai liéu: Tutt et al., 1991, J. Immunol. 147:60-69; Kufer
et al., 2004, Trends Biotechnol. 22:238-244. Khéng thé khang IL-33 theo sdng ché
c6 thé duoc lién két v6i hodc duge dong biéu hién véi phan tit c6 chitc ning khac,
vi du, peptit hodc protein khac. Vi du, khang thé hoic doan ciia né c6 thé dugc lién
két chirc ning (vi du, bing lién hop hoa hoc, dung hop gen, lién két khong cong hoa
tri hodc lién két khac) véi mot hodc nhidu thyuc thé phan ti khac, nhu khéng thé
hodc doan khéng thé khac dé tao ra khang thé dic hiéu kép hodc da dac higu c6 tinh
dic hiéu lién két thr hai. Vi dy, séng ché @& cap dén khang thé dic hiéu kép, trong
dé mot nhanh cuia globulin mién dich dic hiéu véi IL-33 ctia ngudi hodc doan cua
né, va nhanh con lai ciia globulin mién dich d3c hiéu véi dich tri liéu thir hai hodc
dugc tiép hop véi gbc trj lidu.

Dang thttc khang thé dac hiéu kép tiéu biéu ma co thé dugc st dung trong
pham vi sang ché c6 lién quan dén viéc st dung mién Cy3 clia globulin mién dich
(Ig) thir nhat va mién Cy3 cua Ig thir hai, trong d6 céc mién Cg3 cia Ig thi nhit va
thtr hai khéc biét v4i nhau béi it nhé4t mot axit amin, va trong d6 su khac biét it nhét
mot axit amin nay lam gidm kha ning lién két cia khang thé dic hidu kép véi

protein A so v6i khang thé dic hiéu kép khong c6 su khac biét axit amin nay. Theo
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mot phwong 4n, mién Cy3 clia Ig thit nhét lién két véi protein A va mién Cy3 ciia Ig
thir hai c6 dot bién 1am giam hozc 1am mét kha ning lién két v6i protein A nhu cai
bién H95R (theo cach danh sé exon IMGT; H435R theo c4ch danh s6 EU). Cy3 thir
hai con c6 cai bién Y96F (theo cach danh sé IMGT; Y436F theo cach dnh s§ EU).
Céc cai bién khac ma c6 thé dugc tim thdy trong Cy3 thi hai bao gdbm: DI6E,
L18M, N44S, K52N, V57M, va V821 (theo IMGT; D356E, L358M, N384S,
K392N, V397M, va V4221 theo cach dénh sé EU) trong truong hop khang thé
IgG1; N44S, K52N, va V82I (theo cach danh s6 IMGT; N384S, K392N, va V4221
theo cach danh sd EU) trong trudng hop khang thé IgG2; va QI5R, N44S, K52N,
V57M, R69K, E79Q, va V82I (theo cach danh sé IMGT; Q355R, N384S, K392N,
V397M, R409K, E419Q, va V422l theo cach danh s6 EU) trong trudng hop khang
th8 IgG4. Cac thay dbi ctia dang thirc khang thé dic hidu kép dugc mé ta trén day
dugc du liéu trong pham vi clia sdng ché.

Cac dang dic hi€u kép ti€u biéu khac ma c6 thé duoc st dung trong pham vi
sang ché bao g@)m, nhung khong chi gigi han 6, vi dy, cac dang thirc dédc hiéu kép
ctia song thé hoic dua trén scFv, thé dung hop IgG-scFv, ving bién dbi kép (dual
variable domain-DVD)-Ig, Quadroma, khang thé dang chét trong 16 (knobs-into-
holes), chudi nhe thong thudng (vi du, chudi nhe thong thuong c6 dang chét trong
16 (knobs-into-holes), v.v.), CrossMab, CrossFab, thé(SEED), khoa kéo leuxin,
Duobody, IgG1/IgG2, Fab (DAF)-IgG tac dung kép, va cac dang thirc dac hiéu kép
Mab? (vi du, xem tai liéu: Klein ef al. 2012, mAbs 4:6, 1-11, va cic tai liéu tham
chidu dugc trich din trong d6, d& xem tdng quan cac dang thirc trude d6). Khang
thé dic hiéu kép ciing c6 thé duoc tao ra bang céach tiép hop peptit/axit nucleic, vi
du, trong d6 axit amin khong tu nhién c6 tinh phan mg hoa vh()c truc giao dugce su
dung dé tao ra cac thé tiép hop khang thé-oligonucleotit ddc hiéu vi tri, ma sau do6 tu
13p ghép thanh cac phitc hop multime véi cAu tao, hod tri va hinh dang x4c dinh. (vi
du, xem tai liéu: Kazane et al., J. Am. Chem. Soc. [Epub: Dec. 4, 2012]).

Lién két phu thugc vao do pH

Sang ché d& cap dén khang thé va doan lién két v6i khang nguyén cua ching
ma lién két v6i IL-33 theo phuong thirc phu thudc d6 pH. Vi dy, khéng thé khang
IL-33 theo sang ché c6 thé thé hién kha ning lién két giam vé&i IL-33 & d6 pH axit

-36-



28991

so v&i d6 pH trung tinh. Theo cach khac, khang thé khang IL-33 theo séng ché c6
thé thé hién kha ning lién két cao hon véi khang nguyén ciia n6 & do pH axit so véi
do pH trung tinh.

Trong cac trudng hop nhét dinh, "kha ning lién két giam véi IL-33 & d6 pH
axit so v6i do pH trung tinh" dugc thé hién bing ty 18 giita tri s6 Kp clia mirc lién
két khang thé v6i IL-33 & d6 pH axit va tri s6 Kp ciia mirc lién két khang thé véi IL-
33 & 40 pH trung tinh (hodc ngugc lai). Vi du, khang thé hoac doan lién két véi
khang nguyén ctia né c6 thé dugc coi 1a c¢6 "kha ning lién két giam véi IL-33 & 49
pH axit so véi d@6 pH trung tinh" theo cdc muc dich cua sdng ché néu khang thé
hodc doan lién két v&i khang nguyén cia né c6 ty 18 Ky, axit/trung tinh bang 3,0
hodc cao hon. Theo cdc phuong 4n tiéu biéu nhét dinh, ty 18 Ky axit/trung tinh ctia
khéng thé hodc doan lién két vai khang nguyén theo sang ché co thé 13 3,0, 3,5, 4,0,
4,5, 5,0, 5,5, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5, 8,0, 8,5, 9,0, 9,5, 10,0, 10,5, 11,0, 11,5, 12,0, 12,5,
13,0, 13,5, 14,0, 14,5, 15,0, 20,0, 25,0, 30,0, 40,0, 50,0, 60,0, 70,0, 100,0 hodc 16n
hon.

C6 thé thu dwgc cac khang thé c6 cac dic tinh lién két phu thudc dd pH, vi
du, bing cach sang loc moét quin thé khang thé vé kha ne'lrig lién két giam (hoic
ting) véi khang nguyén cu thé & d6 pH axit so v&i o pH trung tinh. Ngoai ra, cai
bién mién lién két khang nguyén & cip do axit amin c¢6 thé thu dugc khang thé c6
cac dic tinh lién két phu thudc dd pH. Vi du, bing cach thay thé mot hoic nhidu
axit amin ciia mién lién két khang nguyén (vi du, trong CDR) bang gdc histidin, c6
thé thu dugc khang thé c6 kha ning lién két v6i khang nguyén giam & d6 pH axit so
véi d6 pH trung tinh. Nhu dugc st dung trong tai li¢u nay, thuat ngtr "do pH axit"
c6 nghia 1a do pH béng 6,0 hodc nho hon, 5,5 hoac nhé hon, hoac 5,0 hodc nho hon.
Thuat ngix "d6 pH axit" bao gdm céc tri s6 pH bing 6,0, 5,95, 5,9, 5,85, 5,8, 5,75,
5,7, 5,65, 5,6, 5,55, 5,5, 5,45, 5,4, 5,35, 5,3, 5,25, 5,2, 5,15, 5,1, 5,05, 5,0, hodc nho
hon. Nhu dugc st dung trong tai li€u nay, thuat ngit "do pH trung tinh" cé nghia la
d6 pH nim trong khoang tir 7,0 dén 7,4. Thuat ngit "d6 pH trung tinh" bao gbm cac
tri s6 pH bang 7,0, 7,05, 7,1, 7,15, 7,2, 7,25, 7,3, 7,35, va 7,4.

Dang ché pham tri liéu va phwong thirc cho diing

Sang ché @& cap dén dugc phim chira khang thé khang IL-33 hoic doan lién
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két v6i khang nguyén cua né theo sang ché. Dugc phim theo sang ché dugc bao ché
v6i chit mang, t& dugc va céc chit khac thich hop ma gitip cii thién viéc van
chuyén, phan phéi, dung nap, v.v.. Nhiéu dang ché phdm thich hop c6 thé dugc tim
ra trong cong thitc ma cic nha hod dugc da biét: Remington's Pharmaceutical
Sciences, Mack Publishing Company, Easton, PA. Cac ché phim nay bao gbm, vi
du, bot, bt nhio, thubc ma, gel, sap, dau, lipit, t0i chia lipit (cation hodc anion)
(nhu LIPOFECTIN™, Life Technologies, Carlsbad, CA), céc thé tiép hop ADN,
bot nhdo hip thu khan, nhii tvong diu trong nuéc va nudc trong dau, nhii twong
carbovac (polyetylen glycol c6 khbi lugng phéan tir khac nhau), gel ban rin, va hén
hop ban rin chira carbovac. Xem them tai liéu: Powell et al. "Compendium of
excipients for parenteral formulations" PDA (1998) J Pharm Sci Technol 52:238-
311.

Lidu coa khang thé dwoc st dung cho bénh nhan c6 thé thay dbi tuy thudc
vao do tudi va thé trong clia bénh nhan, bénh dich, tinh trang bénh, duong dung, va
cac yéu td tuong tu. Liéu duoc uvu tién thuong dugc tinh theo thé trong hodc dién
tich bé mit co thé. Khi khéng thé theo sang ché dugce st dung dé diéu tri bénh hoic
tinh trang bénh gin lién v&i IL-33 & bénh nhan 13 ngudi 16n, thi c6 thé 14 thuén lgi
khi cho ding khang thé theo sing ché qua duong tinh mach thuong véi liu don
nim trong khoang tir 0,01 dn 20mg/kg thé trong, t6t hon 13 v6i lugng ndm trong
khoang tir 0,02 dén 7, véi lugng nam trong khoang tir 0,03 dén 5, hoic véi lugng
ndm trong khoang tir 0,05 dén 3mg/kg thé trong. Tuy thudc vao mirc do trAm trong
cua tinh trang bénh, tAn sudt va thoi gian diéu tri ¢6 thé dugc diéu chinh. Liéu hiru
hiéu va ché do diung thude khéng thé khang IL-33 c6 thé duoc xac dinh b%lng thuc
nghiém; vi du, su tién trién & bénh nhan c6 thé dugc theo déi bé‘lng cach danh gia
dinh ky, va liéu lugng dugc didu chinh theo d6. Hon thé nita, viéc 1ap thang do lidu
giita cac loai c6 thé duoc tién hanh bang cach sir dung cic phuong phap di biét 15
trong linh vuc nay (vi dy, Mordenti et al., 1991, Pharmaceut. Res. 8:1351).

Nhidu hé phan phdi thubc thi da biét va c6 thé duge st dung dé cho dung
dugc phim theo sang ché, vi du, bao nang trong liposom, vi hat, vi nang, té bao tai
to hop c6 kha ndng biéu hién virut dot bién, nhdp bao qua trung gian thu thé (vi dy,

xem tai liéu: Wu et al., 1987, J. Biol. Chem. 262:4429-4432). Céc phuong phap dua
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thudc vao co thé bao gdbm, nhung khong chi gi6i han &, duong dung vao trong da,
trong bip, trong mang bung, trong tinh mach, duéi da, trong mili, ngodi mang cting,
va qua duong miéng. Ché phim c6 thé duoc sir dung bing dwong thich hop bét ky,
vi du, bing cach truyén hoic tiém tinh mach nhanh, bang cach hip thu qua biéu mé
hoic 16p niém mac (vi du, niém mac miéng, niém mac truc trang va niém mac rudt,
v.v.) va ¢6 thé dugc cho dung ciing v6i hoat chit sinh hoc khac. C6 thé sir dung
toan than hodc khu tru.

Dugc phim theo sang ché c6 thé dugc phan phdi dudi da hodc qua dudng
tinh mach bé'mg kim va bom tiém tiéu chuén. Ngoai ra, néu phén phéi dudi da, thiét
bi phan phéi dang but s& d& dang phéan phdi dugc phdm theo sang ché. Thiét bi phan
phéi dang but nay c6 thé tai st dung hozc sir dung mot 1an. Thiét bi phan phéi dang
but tai sit dung thuong sir dung hop co thé thay thé ma chira duge phidm. Ngay khi
toan bd lwong dugc phim trong hop duge st dung va hop nay rdng, thi hop rdng
nay d& dang duoc 14y ra va thay bing hop mdi chira duge phim. Thiét bi phan phbi
dang but sau do6 c6 thé dugc tai st dung. Trong thiét bj phan phdi dang bt st dung
mot 14n, khong c6 hop 6 thé thay thé. Ptng hon 13, thiét bi phan phéi dang but
ding mdt 14n duoc nap trude duge pham va dugc giit trong khoang chira trong thiét
bi nay. Mot khi khoang chita khdng con dugc phém, thi thiét bi nay duge bé di.

Nhidu thiét bi phan phdi thubc dang but tai sir dung va tiém tu dong c6 thé
duoc sir dung dé phéan phéi duogc phém theo sang ché dudi da. Vi du vé céc thiét bi
nay bao gdm, nhung khong chi giéi han &8 AUTOPEN™ (Owen Mumford, Inc.,
Woodstock, UK), but DISETRONIC™ (Disetronic Medical Systems, Bergdorf,
Thuy Si), but HUMALOG MIX 75/25™, bait HUMALOG™, but HUMALIN
70/30™ (Eli Lilly and Co., Indianapolis, IN), NOVOPEN™ [, II va III (Novo
Nordisk, Copenhagen, Pan Mach), NOVOPEN JUNIOR™ (Novo Nordisk,
Copenhagen, Pan Mach), bt BD™ (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NIJ),
OPTIPEN™, OPTIPEN PRO™, OPTIPEN STARLET™, va OPTICLIK™ (sanofi-
aventis, Frankfurt, Ptrc), trong sb rat nhiéu san phém khac. Vi du vé thiét bi phén
phéi thube dang bt ding mot 14n c6 cac ing dung trong viéc phan phéi dugce phim
theo sang ché duéi da bao gébm, nhung khong chi gisi han ¢ bt SOLOSTAR™
(sanofi-aventis), FLEXPEN™ (Novo Nordisk), va KWIKPEN™ (Eli Lilly), dung
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cu tiém tu dong SURECLICK™ (Amgen, Thousand Oaks, CA), PENLET™
(Haselmeier, Stuttgart, Pic), EPIPEN (Dey, L.P.), vi bat HUMIRA™ (Abbott
Labs, Abbott Park IL), trong s6 rAt nhiéu san phflm khac.

Trong céac trudng hop nhét dinh, dwoc phim c6 thé duge phan phéi trong hé
giai phong c6 kiém soat. Theo mdt phuong &n, c6 thé stir dung bom (xem tai lidu:
Langer, supra; Sefton, 1987, CRC Crit. Ref. Biomed. Eng. 14:201). Theo mdt
phuong an khac, c6 thé st dung cac vat liéu polyme; xem tai liéu: Medical
Applications of Controlled Release, Langer and Wise (eds.), 1974, CRC Pres., Boca
Raton, Florida. Tuy nhién, theo m{t phuong an khac, hé gidi phong co6 kiém soat c6
thé duoc dat gf?ln dich cua duogc phém, do d6 chi cin mot ph'?m lidu toan than (vi du,
xem tai liéu: Goodson, 1984, in Medical Applications of Controlled Release, supra,
vol. 2, pp. 115-138). Cac hé giai phong co kiém soat khac dugc ban trong tai liéu
Langer, 1990, Science 249:1527-1533.

Céc ché phém tiém c6 thé bao g(“)m cac dang lidu dé tiém tinh mach, dudi da,
trong da, tiém bip, truyén nho giot, v.v.. C4c ché phdm tiém nay c6 thé dugc bao
ché bing c4c phuwong phap da biét rong rdi. Vi du, cic ché phim tiém c6 thé duoc
bao ché, vi du, b.':ing cach hoa tan, tao huyén phu hodc nhii ho4 khéng thé hoac mudi
clia n6 dugc md ta trén diy trong mdi trudng chira nude hodc moi trudng chira dau
v6 trung thuong duge dung dé tiém. Mdi trudng chira nudc dung cho thudc tiém
bao gdm dung dich nuéc mudi sinh 1y, dung dich déng truong chita glucoza va chit
phu trg khéc, v.v., ma co thé dugc st dung cing véi chit hoa tan thich hgp nhu
rugu (vi du, etanol), rugu da chuc (vi dy, propylen glycol, polyetylen glycol), chit
hoat dong bé mat khong ion [vi dy, polysorbat 80, HCO-50 (polyoxyetylen (50mol)
san phim cong ciia diu thiu diu hydro hod], v.v.. Moi trudng chira dau dugc sir
dung bao gdm diu vimg, diu dau tuong, v.v., ma c6 thé dugc sir dung cling véi chét
hoa tan nhu benzyl benzoat, rugu benzylic, v.v.. Tét hon, néu thudc tiém dugc bio
ché nhu vay duoc dung trong dng thude tiém thich hop.

Thuén loi hon, néu duoc phdm dé ding qua dudng miéng hodc ngoai dudong
tiéu hod duoc mo ta trén day dugc bao ché thanh céc dang lidu & dang liéu don vi
dugc lam phu hop véi lidu ctia cac hoat chit. Cac dang lidu & dang liéu don vi nhu

vay bao gdm, vi dy, vién nén, vién tron, vién nang, thudc tiém (6ng thudc tiém),

-40-



28991

thudc dan, v.v.. Luong khang thé néi trén thuong nim trong khoang tir 5 dén 500mg
trong mdi dang lidu & dang lidu don vi; dic biét 1a & dang thudc tiém, t6t hon 1a
luong khéng thé néi trén thuong nim trong khoang tir 5 dén 100mg va nim trong
khoang tir 10 dén 250mg d6i véi dang lidu khac.

Cong dung tri li€u ciia khang thé

Céc thtt nghiém c6 st dung céc hé mo hinh chudt nhit, dugc tién hanh boi
cac tac gia sang ché, da gép phé‘m nhan dién duogc nhiéu loai bénh va tinh trang bénh
ma c6 thé dugc didu tri, phong ngira va/hogic 1am thuyén giam nhd tinh dbi khang
IL-33. Vi du, phan phdi thuy dong ADN IL-33 cia chudt nhit dn dén tich tu dich
nhdy & phdi va lam ting téng lugng IgE trong huyét thanh & chudt. Ngoai ra, phan
phbi ADN mIL-33 din dén didu hoa ting ST2 va nhiéu xytokin phia cudi dong nhu
dugc do bang phan tich vi dan. Céc thir nghiém duoc tién hanh béi cac tac gia séng
ché st dung chudt bt hoat IL-33 ciing cho thiy nhiéu loi ich trj liéu tiém ting cla
tinh d6i khang IL-33. Vi dy, diém sb t6n thuong dai thé va lwong té bao tham nhiém
¢ da dugc nhan théy 1a ¢c6 thé so sanh dugc gitta chudt kiéu hoang dai va chu¢t
khuyét thiéu IL-33 & miu bénh vay nén do IMQ gay ra. Hon thé nita, chuot khuyét
thiéu IL-33 c¢6 bidu hién giam murc ting bach ciu wa eosin va lc‘giélm tich tu dich nhay
qué nhiéu & miu viém phdi do di tng nguyén gay ra.

Céc khang thé theo sang ché 1a hitu ich, khéng ké céc tinh hitu ich khac, dé
diéu tri, phong ngira vi/hodc 1am thuyén giam bénh hoic r6i loan bét ky c6 lién
quan dén hodc do sy biéu hién, qué trinh truyén tin hiéu, hoac hoat tinh cua IL-33
gdy ra, hoic c6 thé diéu tri bing cach phong bé qua trinh tuong tac gitta IL-33 va
phéi tr IL-33 (vi du, ST2) hodc mit khac trc ché hoat tinh va/hojc truyén tin higu
qua trung gian IL-33. Vi du, sang ché dé cap dén phwong phap diéu tri, bénh hen (vi
du, bénh hen di tng, bénh hen khong do di tng, bénh hen dai dfmg nang, dot bung
phat bénh hen, bénh hen khéang steroit, bénh hen nhay cam véi steroit, bénh hen do
bach ciu va eosin hoic bénh hen khong do bach cau ua eosin, v.v.), bénh viém da di
ung, bénh vay nén, cac bénh viém khac, bénh di ung, tinh trang phan v¢, bénh tim
mach, bénh hé than kinh trung wong, dau, bénh viém khép (vi dy, bénh viém khép
dang thip, bénh viém xwong khép, bénh viém khép vay nén, v.v.), bénh viém dong

mach t& bao khdng 15, bénh viém mach (bénh behcet va hdi ching Churg Strauss),
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ban xuét huyét Henoch-Schonlein, bénh da xo cing, bénh viém rudt (vi du, bénh
Crohn hodc bénh viém loét rudt két), luput, va hdi chirng sjogren.

Khang thé theo sang ché ciing hitu ich dé diéu tri, phong ngira va/hodc lam
thuyén giam mot hodc nhidu bénh xo hod. Bénh xo hoa tiéu biéu ma c6 thé diéu tri
duogc bang cach sir dung khang thé khang IL-33 theo sang ché bao gdm bénh xo hoé
phéi (vi du, bénh xo hoa phdi tu phét, bénh xo hoa phdi do bleomyxin giy ra, xo
hoa phdi do amising gy ra, va hdi chimg viém mang cubng phdi), bénh hen man
tinh, bénh xo hoé gin lién véi tén thuong phdi cip tinh va suy hod hép cép tinh (vi
du, bénh xo hoa do viém phéi do vi khuén gdy ra, bénh xo hod do chén thuong,
bénh xo hoa do viém khéi do virut gy ra, bénh xo hoa do may hd hép nhan tao,
bénh xo hoa do nhim khuén khong phai & phdi va bénh xo héa do hit phai vt thé
la), bénh nhiém bui silic phéi, bénh xo hoa do chiéu xa gy ra, bénh phdi tic nghén
man tinh (COPD, ma c6 thé ¢6 hodc khong lién quan dén, mot phin do, hodc hinh
thanh tir, qua trinh tiép xtc vi khoi thude 14 thu dong hodc chd dong), bénh xo
cing bi, bénh xo hoa mét, bénh xo da (vi du, bénh x0 cting bi), bénh xo gan (vi du,
bénh xo gan, bénh xo gan do rugu, bénh viém gan nhiém m& khoéng do rwgu (non-
alcoholic steatohepatitis-NASH), ton thwong 6ng mat, bénh xo gan mit nguyén
phat, bénh xo gan do virut hoic do nhiém tring, bénh viém gan tu mién, bénh xo
héa than, bénh xo hoa tim, bénh xo vita ddng mach, bénh tai phat hep trong éng
thong, va bénh xo hoéa tiuy xuong.

Trong pham vi phwong phap diéu tri dugc mé ta trong sang ché, khang thé
khang IL-33 c6 thé dugc st dung nhu 13 lidu phap don (tic 13, & dang chit trj lidu
duy nh4t) hoic két hop v6i mot hoic nhidu chét tri liéu khéc (cac vi du vé cac chit
nay dugc mo ta noi khac trong tai liéu nay).

Liéu phap két hop va dang ché phim

Sang ché @& cap dén hdn hop va dang ché phim trj lidu chira khang thé
khang IL-33 bét ky duoc mo ta trong tai liéu nay két hop véi mét hoic nhiéu hoat
chit tri lidu khac, va phuong phép diéu tri bao gdm viéc cho ddi twong cin diéu tri
st dung hdn hop nay.

Khang thé khang IL-33 theo sang ché c6 thé duoc ddng bao ché vi/hodic

dugce st dung két hop vai, vi dy, chat tc ché xytokin, bao gom céc chat rc ché
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xytokin phén tir nhé va cac khang thé ma lién két véi xytokin nhu IL-1, IL-2, IL-3,
IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-9, IL-11, IL-12, IL-13, IL-17, IL-18, IL-21, IL-23, IL-25,
IL-26, hodc chét d6i khéang thu thé tuong Ung cua chiing.

Khéng thé khang IL-33 theo sang ché ciing c6 thé dugc st dung va/hodic
dbng bao ché két hop voi chit khang virut, khang sinh, chit giam dau,
corticosteroit, steroit, oxy, chét chéng oxy hoa, chét tao chelat kim loai, IFN-gama,
va/hodc NSAID.

(Céc) hoat chét tri liéu bd sung co thé duoc st dung trudec, déng thoi, hoac
ngay sau khi str dung khang thé khang IL-33 theo sang ché; (theo cac muc dich clia
sang ché, cac ché d6 dung thube nay duoc coi nhu 1 st dung khang thé khang IL-
33 "két hop v6i" hoat chit tri liéu khac). Sang ché d& cap dén dugc phadm, trong d6
khéng thé khang IL-33 theo sang ché dugc déng bao ché v6i mot hoic nhiéu hoat
chét tri liéu khac nhu duge md ta noi khéc trong tai liéu nay.

Ché @9 dung thudc

Theo c4c phuong 4n nhit dinh, sang ché d& cap dén lidu da ctia khang thé
khang IL-33 (hodc dugc phdm chira hdn hop gém khang thé khang IL-33 va hoat
chét tri liéu bat ky trong s6 cac hoat chét tri liéu bd sung dugc dé cap trong tai licu
nay) c6 thé dugc sir dung cho dbi twong trong mot khoang thoi gian xac dinh. Cac
phuong phap theo khia canh nay cta sang ché bao gdm cho dbi tvong sir dung lién
tiép lidu da khang thé khang IL-33 theo sang ché. Nhu duogc st dung trong tai liéu
nay, thuét ngit "str dung lién tiép" c6 nghia 12 mbi lidu khang thé khang IL-33 dugc
st dung cho ddi twong & thoi diém khac nhau, vi du, vao céc ngay khac nhau phan
cach v6i nhau bdi mét khoang thoi gian gian cach dinh trude (vi dy, tinh bang gio,
ngay, tudn hoic thang). Sang ché dé cap dén phuong phap ma bao gdm viéc cho
bénh nhin dung lién tiép mot lidu ban diu cua khang thé khang IL-33, sau d6 14 mét
hodc nhiéu lidu tht hai ciia khang thé khang IL-33, va tuy ¥ sau d6 1a mot hoic
nhiéu liéu thir ba ctia khang thé khang IL-33.

Thuat ngit "liéu ban diu", "lidu thir hai", va "liéu thi ba", dugc ding dé chi
trinh tu st dung khang thé khang IL-33 theo sang ché theo thdi gian. Do do, "liéu
ban dau" 12 lidu ma dugc sir dung & thoi diém bit ddu ché do diéu tri (con dugc goi

1a “lieu duwong chuédn"); "licu th hai" 1a lieu ma dugc st dung sau li€u ban dau; va
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"lidu thir ba" 12 lidu ma dugce st dung sau lidu thit hai. Lidu ban du, liéu th{ hai va
lidu tht ba c6 thé déu chira cung mdt luong khang thé khang IL-33, nhung thong
thuong c6 thé khac nhau vé tan sut st dung. Theo cac phuwong an nhét dinh, luong
khang thé khang IL-33 trong lidu ban dau, lidu thir hai va/hoic lidu thir ba khéac
nhau (vi du, dugc didu chinh 1én hodc xubng khi can) trong thoi gian diéu tri. Theo
c4c phuong 4n nhét dinh, hai hogc nhiéu lidu hon nita (vi dy, 2, 3, 4, hodc 5) dugc
stt dung & thoi diém bat diu ché do didu tri trong vai tro 1a "l[iéu nap" sau d6 la céc
lidu tiép theo ma duoc sir dung v6i tAn suét thua hon (vi du, "lidu duy tri").

Theo cac phwong 4n tiéu biéu nhit dinh cia sang ché, mdi liéu tht hai
va/hogc lidu thir ba duge sir dung tir 1 d&én 26 (vi du, 1, 1%, 2, 2%, 3, 3%, 4, 4%, 5,
5%, 6, 6%, 7, 7%, 8, 8%, 9, 9%, 10, 10%, 11, 11%, 12, 12%, 13, 13%, 14, 14’4, 15,
15%, 16, 16%, 17, 17%, 18, 18, 19, 19%, 20, 20%, 21, 214, 22, 224, 23, 23", 24,
24Y, 25, 25Y, 26, 26%, hodc hon) tudn sau lidu ngay truée. Thuat ngit "liéu ngay
trude," nhu duoc st dung trong tai liéu nay, c6 nghia 1a, theo trinh tu st dung nhiéu
lidu, liéu khang thé khang IL-33 ma dugc sit dung cho bénh nhan trude khi sir dung
lidu tiép theo theo trinh tur sit dung ma khong c6 1iéu nao xen vao.

Phuong phap theo khia canh nay cua sang ché c6 thé bao gdm viéc cho bénh
nhan ding mét sé lidu thir hai va/hodc lidu thir ba bat ky ctia khang thé khang IL-
33. Vi du, theo c4c phuwong 4n nhit dinh, chi duy nh4t mét liéu tht hai dugc su
dung cho bénh nhan. Theo cac phuong 4n khdc, hai hodc nhiéu liéu tht hai hon nita
(vidy, 2,3,4,5,6,7, 8, hodc nhiéu hon) duoc st dung cho bénh nhan. Mt khac,
theo cac phwong 4n nhét dinh, chi duy nhét mot lidu tht ba duge sir dung cho bénh
nhan. Theo cac phuong &n khéc, hai hodc nhiéu liéu thr ba hon nita (vi dy, 2, 3, 4,
5, 6, 7, 8, hodc nhiéu hon) dugc sir dung cho bénh nhan.

Theo céc phuong 4n lién quan dén nhidu lidu thtr hai, m&i liéu th hai c6 thé
dugc st dung & cing mot tAn sudt voi lidu tht hai khac. Vi du, mdi liéu tht hai ¢6
thé dugc sir dung cho bénh nhan sau lidu ngay trude tir 1 dén 2 tuln hodc tir 1 dén 2
thang. Tuong ty, theo cac phuong 4n c6 li€én quan dén 1iéu tht ba, mbi lidu thir ba
c6 thé dugc st dung & ciing mot tAn sut vé6i lidu thir ba khac. Vi dy, mdi lidu tht ba
c6 thé duge st dung cho bénh nhan sau lidu ngay trudc tir 2 dén 12 tudn. Theo cic

phwong 4n nhét dinh ctia sang ché, tAn suét sir dung liéu th hai va/hoic liéu thtr ba
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cho bénh nhan c6 thé khac nhau trong ché d6 diéu tri. Tén suét sit dung ciing co thé
dugc bac si didu chinh trong thoi gian diéu trj tuy thudc vao nhu cau cua timg bénh
nhan sau khdm lam sang.

Séang ché dé cap dén ché d6 ding thubc, trong d6 2 dén 6 liéu nap duoc st
dung cho bénh nhén véi tan sut tht nhét (vi dy, mot 13n mai tuln, hai tudn mot 14n,
ba tudn mot 1an, mot thang mot 14n, hai thang mot 14n, v.v.), sau d6 st dung hai
ho3c nhiéu lidu duy tri hon nita cho bénh nhan véi tAn suét thua hon. Vi du, theo
khia canh nay cia sang ché, néu liéu nap dugc sir dung & tAn sudt mot 1an mdi
thang, thi lidu duy tri dugce st dung cho bénh nhin séu tudn mot 14n, hai thang mot
14n, ba thang mot 14n, V.V.).

Cong dung chin doan ciia khing thé

Khang thé khang IL-33 theo séng ché ciing c6 thé duoc sir dung dé phat hién
va/hodc do luong IL-33, hodc té bao biéu hién IL-33 trong mau, vi du, nhdm muc
dich chin doan. Vi dy, khang thé khang IL-33, hodc doan cua nd, co thé duoc st
dung dé chin doan tinh trang bénh hoic bénh dic trung béi sy biéu hién khac
thuong (vi du, bidu hién qua mirc, bidu hién dudéi mitrc, khong biéu hién, v.v.) cua
TL-33. Céc thir nghiém chdn doan tiéu bidu ddi véi IL-33 c6 thé bao gdm, vi du,
viéc cho mAu thu dugc tir bénh nhén tiép xtic vdi khang thé khang I1-33 theo séng
ché, trong d6 khang thé khang IL-33 dugc danh diu bang phan tir danh déu hodc
phan tir thong béo d& phét hién. Theo cach khéac, khang thé khang IL-33 khong
dugc danh ddu c6 thé dugc sir dung trong céc tmg dung chin doan két hop véi
khang thé thir hai ma ban than khang thé nay dugc danh ddu d& phét hién. Phan tir
danh d4u hoic phan tir thong béo d& phat hién c6 thé 1a ddng vi phong xa, nhu *H,
¢, 32p, 338, hoac 'I; gbc huynh quang hodc phat quang hoa hoc nhu floresxein
isothioxyanat, hodc rodamin; hodc enzym nhu phosphataza kiém, beta-
galactosidaza, peroxidaza ci cai ngya, hogc luxiferaza. Céc thir nghiém tiéu bidu cu
thd ma c6 thé dugc sir dung dé phat hién hoic do lwong IL-33 trong miu bao gdm
thtr nghiém hip thu mién dich lién két enzym (enzyme-linked immunosorbent
assay-ELISA), thir nghiém mién dich phéng xa (radioimmunoassay-RIA), va thi
nghiém phéan loai té bao c6 hoat hod hién tugng huynh 'quang (fluorescence-

activated cell sorting-FACS).
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Cac mAu ma c6 thé dugc st dung trong cac thit nghiém chin doan IL-33 theo
sang ché bao gdbm mAu mo hoic dich bt ky thu dugc tir bénh nhan ma chira mot
lugng prétein IL-33 dé phat hién, hodc doan cia nd, trong céc diéu kién binh
thudng hodc bénh ly. Nhin chung, lugng IL-33 trong mot mAu cu thé thu duge tir
bénh nhan khoé manh (vi du, bénh nhan khong bi bénh hodc tinh trang bénh gén
lidn véi mirc hodic hoat tinh IL-33 bét thuong) s& dwoc do dé ban diu x4c 1ap mirc
IL-33 dudng chuin hay tiéu chudn. Sau d6, mirc IL-33 dudng chudn c6 thé dugc
dem so sanh véi mirc IL-33 do dugce & cac mau thu duge tir tirng bénh nhén bi nghi

ngd méc bénh hoic tinh trang bénh c6 lién quan dén IL-33.
Vi du thye hién sing ché

Céc vi du duéi day dugc dua ra nhim cung cip cho chuyén gia trong linh
vuc k¥ thudt ndy mot ban mo ta va bdc 10 hoan chinh vé cach tao ra va st dung
phuong phép va ché phim theo sang ché, va khéng c6 y 1am giéi han nhitng gi ma
tdc gia sang ché cho 1a thudc pham vi cua sang ché ctia minh. P c6 cic nd luc
nhim dam bao dd chinh x4c ciia cic con sb sir dung (vi dy, lugng, nhiét 4o, v.v.),
tuy nhién mot vai sai s§ va do 1éch thir nghiém can phai dugc giai thich. Trir khi
dugce quy dinh khac, cac phin 14 phan khéi lugng, khdi lwgng phan tir 13 khdi lugng
phan tir trung binh, nhiét do 1a theo do C, va ap suit 1a bang hodc gan 4p suat khi
quyén.

Vi du 1. Tao khang thé ciia ngwoi khang IL-33 cia nguwdi

Chét sinh mi2n dich bao gdm IL-33 ciia ngudi dugce sir dung truc tiép, véi ta
dugc dé kich thich dap ung mién dich, cho chudt VELOCIII\/IMUNE® chira ADN
mé4 hod céc ving bién ddi chudi nhe kapa va chudi ning cta globulin mién dich cta
ngudi. Pap tng mién dich véi khéng thé dugc theo doi bang thir nghiém mién dich
dic hidu TL-33. Khi thu duge dap Gng mién dich mong muén, cic té bao lach duge
thu hoach va dugc dung hop véi té bao u tuy ciia chudt dé duy tri kha ning séng va
tao ra cac dong té bao lai. Cac dong té bao lai dugc sang loc va dugc lya chon dé
nhén dién céc dong té bao ma san xuét khang thé dic hiéu IL-33. Viéc st dung k§
thuét ny tao ra dugc mot vai khang thé thé kham khang IL-33 (tic 13, khéng thé c6

vung bién doi clia ngudi va ving on dinh cia chudt); khang the ti€u bi€u dugc tao
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ra theo phuong thitc ndy dugc dit tén nhu sau: HIM9559N, HIM9S566N,
HIM9568N va HIM9565N. Sau d6, ving bién ddi ciia ngudi tir khang thé thé
kham duoc tao dong thudn Ién ving n dinh cta ngudi dé tao ra khéng thé khang
IL-33 hoan toan cia ngudi nhu duge md ta trong tai li€u nay.

Khang thé khang IL-33 cling dugc phén 14p tryc tiép tir cac té bao B duong
tinh v6i khang nguyén ma khéng can dung hop véi té bao u tuy, nhu dugc mod ta
trong don yéu ciu chp patent My s6 US 2007/0280945A1. Viéc st dung phuong
phap nay, mot vai khang thé khang IL-33 hoan toan ctia ngudi (tc 13, cac khang thé
¢6 ving bién ddi clia ngudi va ving 6n dinh ctia ngudi) duoc tao ra; khang thé tiéu
biéu dugc tao ra theo phuong thic ndy dugc dit tén nhu sau: H4H9629P,
H4H9633P, H4H6940P, H4H9659P, H4H9660P, H4H9662P, H4H9663P,
H4H9664P, H4H9665P, H4H9666P, H4H9667P, H4H9670P, H4H9671P,
H4H9672P, H4H9675P, va H4H9676P.

Cac thudc tinh sinh hoc nhat dinh cta khang thé khang IL-33 tiéu biéu dugc
tao ra theo cac phuong phap néu trong vi du ndy dugc mo ta chi tiét trong cac vi du
néu dudi day.

Vi du 2. Trinh tw axit amin cia ving bién d6i chudi ning va chubdi nhe

Bang 1 thé hién céc cip trinh ty axit amin cta ving bién d6i chudi ning va

chudi nhe, va céc trinh tv CDR, cua khang thé khang IL-33 da dugc lya chon va ky

hiéu nhan dién khang thé twong ing clia chiing.

Bang 1

SEQ ID NO:
Tén
goi
khan | HCV |HCDR |HCDR |HCDR |LCV |LCDR |LCDR |LCDR
gthé |R 1 2 3 R 1 2 3
9559
N 2 4 6 8 10 12 14 16
9566
N 18 20 22 24 26 28 30 32
9568
N 34 36 38 40 42 44 46 48
9629P | 50 52 54 56 58 60 62 64
9633P | 66 68 70 72 74 76 78 80
9640P | 82 84 86 88 90 92 94 96
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9659P | 98 100 102 104 106 108 110 112

9660P | 114 116 118 120 122 124 126 128

9662P | 130 132 134 136 138 140 142 144

9663P | 146 148 150 152 154 156 158 160

9664P | 162 164 166 168 170 172 174 176

9665P | 178 180 182 184 186 188 190 192

9666P | 194 196 198 200 202 204 206 208

9667P | 210 212 214 216 218 220 222 224

9670P | 226 228 230 232 234 236 238 240

9671P | 242 244 246 248 250 252 254 256

9672P | 258 260 262 264 266 268 270 272

9675P | 274 276 278 280 282 284 286 288

9676P | 290 292 294 296 298 300 302 304

9565
N 308 310 312 314 316 318 320 322

Thong thuong, cac khang thé dugc dé cap trong tai liéu nay 1a theo danh
phap sau: Tién t6 Fc (vi du, "HIM," hogc "H4H"), sau d6 1a ky hiéu nhén dién bang
s& (vi du, "9559," "9566," hoic "9629" nhu dugc thé hién trong bang 1), sau do 1a
hau t6 "P," hodc "N". Do d6, theo danh phap nay, khang thé trong tai liéu nay c6 thé
duoc goi 13, vi dy, "HIM9559N," "HIM9566N," "H4H9629P," v.v. Tién t6 HIM
va H4H trén cac tén goi khang thé dugc sit dung trong tai liéu nay chi kiéu twong
dwong ving Fc cu thé cia khang thé. Vi du, khang thé "HIM" c¢6 Fc IgG1 cua
chudt, trong khi d6 khang thé "H4H" c¢6 Fc IgG4 clia ngudi. Nhu chuyén gia trong
linh vuc k§ thudt nay s& nhin nhén, khang thé ¢6 kiéu twong dwong Fc cu thé co thé
dugc chuyén hod thanh khang thé ¢6 kiéu twong duwong Fc khéc (vi dy, khéng thé c6
Fc IgG1 cua chudt c6 thé dugc chuyén ho4 thanh khéng thé c¢6 Fc IgG4 ciia nguoi,
v.v.), nhung trong trudng hop bit ky, cic ving bién dbi (ké ca cac CDR) — ma c6
thé duoc chi ro bang céc ky hiéu nhan dién bang sb dugc thé hién trong bang 1 — s&
van nhu nhau, va céc thudc tinh lién két duoc du kién 1a déng nhét hodc vé co ban
trong ddng bét ké ban chét cta ving Fe. "

Vi du 3. Khang thé lién két véi IL-33 ciia ngudi nhw dwge xac dinh bing
phwong phap cong hwéng plasmon bé mit

Hing s phan ly can bing (tri sb Kp) ctia IL-33 lién két v6i khang thé don
dong khang IL-33 da dugc tinh ché dugc xac dinh béng bd cam bién cong huong
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plasmon bé mit thoi gian thue c6 st dung thiét bi Biacore 4000. B& mit cam bién
Biacore diu tién dwoc tao din xudt bing qué trinh lién hgp amin véi khang thé da
dong cua thé khang ctia chudt (GE, # BR-1008-38) hodc v6i khang thé Fc don dong
cua chudt khang cua ngudi (GE, # BR-1008-39) dé 1an luot bit gitt cac khang thé
don dong khang IL-33 duogc bidu hién v6i ving 6n dinh IgG4 cla chudt hodc cua
ngudi. Tt ca c4c nghién ctu lién két Biacore dugc tién hanh trong ADA 0,01M d
pH=7,4, NaCl 0,15M, EDTA 3mM, va 0,05% thé tich/thé tich chit hoat dong bé
mit Tween-20 (dung dich dém chay ABS-ET). Cac ni“)ng d6 khéc nhau cia IL-33
ctia nguoi (hIL-33; R&D Systems, # 3625-IL-010/CF) hogc IL-33 cua khi an cua
duoc biu hién véi thé hexahistidin ¢6 dau cudi C (MfIL-33-6His; SEQ ID NO:xx)
dugc didu ché trong dung dich dém chay ABS-ET (c6 ndng d6 nam trong khoang tir
100nM dén 3,7nM, pha loang gép 3 14n) dugc tiém 1én bé mit da bét gitt khang thé
don dong khang IL-33 & tdc d6 dong 30ul/phit. Sy gin két cua hIL-33 hodc MfIL-
33-6His v6i khang thé don dong di bi bét gitt dugc theo doi trong 4 phut va sy gin
két cta ching trong dung dich dém chay ABS-ET duoc theo ddi trong 10 phut. Tac
dung ctia d9 pH gidm dbi voi kha nang lién két ciia mdi khéng thé khang IL-33 véi
hIL-33 hodc MfIL-33-6His dugc nghién ciru bang cach str dung thit nghiém theo do
pH truc tiép trong ADA 0,01M d6 pH=6,0, NaCl 0,15M, EDTA 3mM, va 0,05%
thé tich/thé tich chat hoat dong bé mit Tween-20 (dung dich dém ABS-ET do
pH=6). Dé dat dugc didu nay, sy gin két hIL-33 hosic MfIL-33-6His v6i khang thé
don dong da bat gitt dugc theo ddi trong 4 phut trong dung dich dém chay ABS-ET.
Sau 30 gidy phén ly hIL-33 hodc MfIL-33-6His trong dung dich dém chay ABS-ET,
dung dich dém ABS-ET pH=6 dugc tiém vao trong 3 phut, va sy phan ly chét phan
tich trong didu kién dd pH thip dugc do. Tét ca cac thir nghiém dong hoc lién két
duge thuc hién & ca 25°C va 37°C. Hing sb lién két (k,) va phan ly (kg) dong hoc
dugc xac dinh bz:ing cach l1am khép céc biéu d6 cam bién thoi gian thyc vao md hinh
lién két 1:1 bang cach st dung phdn mém lam khép dudng cong Scrubber 2.0c.
Hing s can bang phan ly lién két (Kp) va thoi gian ban huy phan ly (t%%) duge tinh
tir hing s ty sd dong hoc nhu sau: \

Kp M) = ky/k, va t12 (phut) = In(2)/(60*k,)

Cc thong sé dong hoc lién két ciia hIL-33 va MfIL-33-6His lién két véi cac
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khang thé don dong khang IL-33 khéc nhau & 25°C va 37°C dugc thé hién trong céc
bang 2 dén 5. G 25°C, hIL-33 lién két v6i khang thé khang IL-33 v6i céc tri s Kp
ndm trong khoang tir 78pM dén 757pM, nhu dugc thé hién trong bang 2. O 37°C,
hIL-33 lién két voi khang thé khang IL-33 véi tri s6 Kp nim trong khoang tir
411pM dén 2,03nM, nhu dwoc thé hién trong bang 3. O ci 25°C va 37°C, mot

khang thé khang IL-33 thé hién kha ning lién két yéu va do d6 cac thong s& dong

hoc lién két ciia né c6 thé khong dugc khop bing cach sir dung md hinh lién két 1:1.
G 25°C, MFIL-33-6His lién két v6i khang thé khang IL-33 véi tri s6 Kp nim trong
khoang tir 333pM dén 38nM, nhur duge thé hién trong bang 4. O 37°C, MfIL-33-
6His lién két v6i khang thé khang IL-33 véi tri s6 Kp nim trong khoang tlir InM dén
48,6nM, nhu duoc thé hién trong bang 55.

Bang 2: Cac thong s6 dong hoc lién két cua cac khang thé don dong khang
IL-33 lién két v6i IL-33 clia ngudi & 25°C.

Céc théng s6 dong hoc lién két véi IL-33
cia ngwoi trong dung dich dém chay

Céic thong sb6 cha thir
nghiém theo do pH trwe
tiep trong dung dich dém

ABS-ET ABS-ET pH=6

—
Khing  thé | k, ky Ky g’hﬁ o |k g’hﬁ . Iﬁntz,f
dwoc bt giit | (/Ms) | (1/s) ™) | as |5 ;pH6,0
H4H967SP | LO2E+06 |2,58E-04 |2,54E-10 [45 | /™% 10 |43
H4HO662P | 8,11E+05 |2,50E-04 |308E-10 [46 |27 |14 |33
H4HOG40P | 9,12E+05 |237E-04 |2,60E-10 [49 | &°7% l1s |28
H4HO629P | 7,77E+05 |2,26E-04 |2.90E-10 51 | L2957 |9 5.7
HAHO659P | 5.26B+05 | L72B04 |327E-10 |67 |00 117 (39
HAH9660P | 6,96E+05 | 2,24E-04 |3,22E-10 |52 ngE' 16 |32
H4HO66TP | 6,37E+05 | 2,52B-04 |395E-10 [46 |07 |20 |22
H4HOG6T0P | 7,86E+05 | 2.89E-04 |368E-10 (40 | o°7 |14 |29
HYHOG63P | 1,36E+06 |4,14B-04 |305E-10 |28 | 1O |11 |27
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H4HO666P | 5.08E+05 | 2.80E-04 | 5,51E-10 |41 (1)’334E' 9 4.8
HAHO676P | 103E+06 |3.45E-04 |334E-10 |33 (1)’32 IE- 110 |35
HAHO633P | 6,56E+05 | 2,83E-04 | 4,32E-10 | 41 (8)’410E' 14 |29
H4HO671P | 7,71E+05 |349E-04 |4,53E-10 |33 (1)’362E' 7 4.6
HAHO672P | 6,68E+05 |3,52E-04 | 527E-10 |33 (1)’341E' 8 4,0
HAHO665P | 8.88E+05 |4,74E-04 | 5,33E-10 |24 3’312]3' 5 4,5
HAHO664P | 3.39E+05 |2,57E-04 | 7,57B-10 |45 gf3E' 14 |32
HIM9568N | 7,02E+05 | 1,30E-04 | 1,84E-10 |89 (1);178]5' 65 |14
HIM9566N | 1,27E+05 | LOOE- | 7.88E- | 1155 | LIOE- 05 199
05 11 04
HIMY9559N | 4,04E405 |2,74E-04 | 6,78E-10 |42 (l)fm' 62 |07
HIM9565N | IC* IC* IC* Icx |1c* Icr [1c*

*IC: khong xac dinh vi quan sat thay lién két rat yéu trong céc diéu kién thir

nghiém va dit liéu lién két thoi gian thuc khong dugc khép mot cach dang tin cdy

v6i mé hinh lién két 1:1.

** trong cac didu kién thir nghiém khong quan sat thdy c6 su phan ly IL33

khoi khéng thé don dong bét git do d6 tri sb &y duge ¢d dinh 1a 1,00E-05, va cac tri

sb tV4 va Kp thu duge 1an luot 14 cac gioi han trén va gidi han dudi.

Bang 3: Céc thong sd dong hoc lién két cua cac khang thé don dong khéng
IL-33 lién két v&i IL-33 ciia ngudi & 37°C.

Ciac théng sé dong hoc lién két véi IL-
33 ciia ngwoi trong dung dich dém chay

ABS-ET

Cac thong s6 cia thir
nghiém theo do pH trwe
tiép trong dung dich dém

ABS-ET pH=6
t ty
2 15%) 15%) 1€
Khang the | k, kg Kp .. | ka . :
Z, em (phut (phuat | (pH7,4
bat gitr (1/Ms) (1/s) M) ) (1/s) ) /pH6,0
)
4,63E-
H4H9675P | 2,12E+06 | 8,72E-04 | 4,11E-10 |13 03 2 53
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HA4H9662P | 1,40E+06 | 6.20B-04 | 4,43E-10 | 19 3’383]3' 3 6.2

HA4HO640P | 1,15E+06 | 5,73E-04 | 4,98E-10 | 20 3’365E' 4 46

HA4H9629P | 1.27E+06 | 6 AGE-04 | 5,08E-10 | 18 (5)’382E' 2 9.0
2.99E-

H4H9659P | 7,07E+05 | 4,03E-04 | 5,70B-10 |29 |2 4 74
3.23E-

HAH9660P | 8,03E+05 | 4,79E-04 | S.96E-10 |24 | o> 4 6.8
2 44E-

HAHO667P | 9,76E+05 | 6,03E-04 | 6,18E-10 [19 | 2 5 4,0

H4H9670P | 1,16E+06 | 7,83E-04 | 6,76E-10 | 15 3’383E' 3 4.9
4.62E-

HAHO663P | 1,83E406 | 1,24E-03 | 6,77E-10 |9 ! 3 37
6.80E-

H4H9666P | 1,13E+06 | 7,70E-04 |6.81E-10 |15 | o 2 8.3
5 24F-

HAHO676P | 1,38E+06 | 1,28E-03 | 9,22E-10 |9 > 2 41
2.40E-

H4H9633P | 7.40E+05 | 6,89E-04 |931E-10 |17 | o 5 3.5
5.85E-

H4HO671P | 121E+06 | L14E-03 [9,38E-10 |10 | o 2 5.1

H4H9672P | 1,09E+06 | 1,15E-03 | 1,05E-09 | 10 (5;341E' 2 47
9.65E-

HAHO665P | 1,21E+06 | 1,44E-03 | 1,19E-09 |8 A 1 6.7
2.79E-

H4H9664P | 5,10B+05 |721E-04 | 1.39E-09 |16 | ¢ 4 3.9

HIMOSGSN | 6,72E+05 |0,61E-04 | 1L43B-09 |12 |37 |10 |11
9.67E-

HIMIS66N | 1,66E+05 | 2,83E-04 | 1,70E-09 41 | 12 |34

HIMO9559N | 4,73E+05 | 9,62E-04 | 2,03B-09 | 12 ngE' 12 |10

HIM9565N | IC* IC* IC* IC*  |1C* IC+ | 1C*

*IC: khong x4c dinh vi quan sat thdy su lién két rat yéu trong céc diéu kién
thir nghiém va dit liéu lién két thoi gian thuc khong duge khép mot cach dang tin
cdy v6i mé hinh lién két 1:1.

Bang 4: Céac thong s6 dong hoc lién két cua cac khang thé don dong khang
IL-33 lién két véi MfIL-33-6His & 25°C.
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Céc thong sé dong hoc lién két voi Eal:ié::otllllgeosdoﬁ c‘i; t:']:r‘z
MIfIL-33-6His trong dung dich dém S > pTtEN
hav ABS-ET tiep trong dung dich dém
chay ADBS- ABS-ET pH=6
%
. t |16
Khang the | k, kg Ky .. | ka . )
Lo oo (phut (phut | (pH7,4
bt giit aAMs) | (Us) (M) | as | e
)
1.56E-
HA4HO675P | 5,06E+05 | 1,29E-03 | 2,55E-09 |9 0 7 12
HAHO662P | 3,53E+05 | 4,42E-04 | 1,25E-09 |26 (1);1171:” 99 |03
HAHO640P | 4,50E+05 | 1,37E-03 | 3,06E-09 |8 320113- 23 |04
3.58E-
HAH9629P | 5,62E+05 | 135E-02 | 2,39E-08 |09 | 03 |27
HA4HO659P | 3.25E+05 | 4,86E-04 | 1,50E-09 |24 (1);23E' o4 |03
H4HO660P | 4.26E+05 | 1,49E-03 | 3,49E-09 |8 (1)’308E' 11 |07
6.96E-
HAHOG6TP | 3,43E+05 |9.91E-04 |2,89E-09 |12 | 17 o7
HAHO670P | 4,40E+05 |2,10E-03 | 4,77E-09 |6 (3)293E' 29 |02
HA4HO663P | 8.69E+05 | 9.25E-04 | 1,06E-09 |12 8;183E' 17 o7
HAHO666P | 2.02E+05 | 3,54E-03 | 1,59E-08 |3.3 3’309]5‘ 14 |23
HA4HO676P | 8,52E+05 | 4,12E-03 | 4,84E-00 |2,8 (1)’345E' 8 04
HA4H9633P | 2.62E+05 |9.97E-03 |3,80E-08 | 1,2 3387]5' 4 0.3
H4HO671P | 5.87E+05 | 1,50E-03 | 2,55E-09 |8 (1)’361E' 7 1,1
2.67E-
H4HO672P | 4,37E+05 |3,60E-03 |8,22E-09 |32 | o 4 0.7
HAHO665P | 5,57E+05 | 5,66E-04 | 1,02E-09 |20 gfm’ 15 |13
HA4HO664P | 1,40E+05 | 1,65E-03 | 1,18E-08 |7 ngE' 24 |03
3.02E-
HIMIS6SN |244E+05 | 2,61E-04 | LOTE-09 |44 |5 38 |12
1.26E-
HIMOS66N | 2,93E+05 | 9,75E-05 |333E-10 | 119 | o1 |13
HIM9559N | 3.21E+05 | 1.23E-03 | 3,82E-09 |9 1.50E- |8 12
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03

HIM9565N

4,06E+04

7,20E-05

1,77E-09

160

1,43E-

04

81

2,0

Bang 5: Céc thong sb dong hoc lién két clia khang thé don dong khang IL-33
lién két v6i MfIL-33-6His & 37°C.

. A £ an ‘ <. .. |Cac thong sé ciia thi
Cac thong 50 dong hoc llen. ket Yo’n nghiém theo do pH trirc
MIfIL-33-6His trong dung dich dém | .2 ich dé
chay ABS-ET tiep trong dung dich dém
- ABS-ET pH=6
%
. t o e
Khi'lllg the ka kd KD , kd , °
Lo .o (phut (phat | (pH7,4
bit gif A/Ms) | (1/s) (M) | am | P60
)
735E-
HAHOG7SP | L02E+06 | 491E-03 |481E-09 (24 | (3 16 |15
H4H9662P | 7.07E+05 | 1,58E-03 | 2,24E-09 |7 (1)’368]3' 7 1,1
2.26E-
HAHO640P | 8,10B+05 | 4,36E-03 | 538E-09 |26 | o 5 0.5
H4TI9629P | LO7E+06 | 347E-02 | 3.24E-08 |03 |FT* | FI* |FT*
HA4HO659P | 5,98E+05 | 1,86E-03 | 3,11E-09 |6 éfZE' 11|05
HAHO660P | 6,80B+05 | 4.44E-03 | 6,53E-09 | 2,6 3’363E‘ 25 |10
2.68E-
H4H9667P | 6.81E+05 | 3,17E-03 | 4,66E-09 |4 o 4 0.8
HAHO670P | 7,35E+05 | 5,03E-03 |6,84E-09 (23 | 0O% |7 |03
H4HO663P | 1,62E+06 |3.61E-03 | 2,22E-09 |3.2 (3)354E' 33 |10
H4H9666P | 432B+05 | 1L41E-02 | 327608 |08 | FT* FT* | FT*
H4H9676P | 1.87E+06 | 1.44E-02 | 7,70E-09 | 0,8 | FT* FT* | FT*
H4HO633P | 4.68E+05 | 2.27E-02 | 4,86E-08 |05 | FT* FT* | FT*
H4H9671P | 1,20E+06 | 6,07E-03 | 5,08E-09 | 1,9 3’319E' 14 |13
H4H9672P | 9.46E+05 | 1.30E-02 | 1,376-08 | 0,0 | FT* FT* | FT*
H4H9665P | 1,10E+06 | 2,10E-03 | 1,91E-09 |5 3’30013' 20 |19
HAHO664P | 3.61E+05 | 5.84E-03 | 1,62E-08 |2,0 (1)’393]5' 6 0.3
2.24F-
HIM9568N | 3,89E+05 | 1,73E-03 | 4,46E-09 | 7 > 5 13
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HIM9566N | 3.99E+05 | 4,00E-04 | 1,00E-09 |29 (1)’315E' 10 |29

HIMO559N | 4,93E+05 | 3 47E-03 | 7,04E-09 |33 3’307]5' 4 0.9
2.28E-

HIMOS6SN | 7,82E+04 | 2,02B-04 | 2,59E-09 |57 |7 51 |11

*FT: tV nhanh sao cho MfIL-33-6His lién két v6i khang thé don dong khang
IL-33 bit gitt
Vi du 4. Khéng thé khang IL-33 phong bé qua trinh lién két cfia IL-33 véi thu
thé ST2 ciia nguoi

Kha ning khang thd khang IL-33 phong bé IL-33 clia ngudi (hIL-33) hodc
IL-33 ctia khi an cua lién két v6i thu thé ST2 cta ngudi duge do bang thir nghiém
ELISA banh kep canh tranh. Mot phan cia ving ngoai bao protein ST2 cia ngudi
ma dugc bidu hién véi thé Fe IgG1 ciia ngudi ¢6 dau cudi C (hST2-hFe; SEQ ID
NO:306), dugc phu & ndéng d6 1pg/ml trong dung dich dém PBS trén dia vi chuin
d6 c6 96 18 qua dém & 4°C. Ké tiép, céc vi tri lién két khong didc hiéu dugc phong
bé bang cach st dung dung dich 0,5% (trong lwong/thé tich) chira BSA trong PBS.
Céac ndng d6 6n dinh ctia protein hIL-33 dugc biotinyl hoa 30pM (h¢ R&D, Cat
#3625-IL/CF) (biotin-hIL-33) hodc IL-33 cta khi dn cua 150pM dugc biéu hién véi
thé hexahistidin (MfIL-33-6His; SEQ ID NO:305) dugc bd sung riéng ré& vao cic
dung dich khang thé pha lodng theo ddy sao cho ndng d6 cubi ciing clia khang thé
nim trong khoang tir 0 dén 100nM. Hén hop khéng thé/IL-33 dugc 1 trong 1 giv &
nhiét d6 trong phong truedc khi ching dugc chuyén sang dia vi chuén do da phu
hST2-hFc. Sau khi 0 trong 1 gi¢ & nhiét d§ trong phong, cac 16 dugc rira, va biotin-
hIL-33 gén vao dia dugc phat hién bing streptavidin dugc tiép hop véi peroxidaza
cti cai ngua (horse-radish peroxidase-HRP) (Thermo Scientific, Cat # N200), va
MIIL-33-6His gin vao dia dugc phat hién bing khang thé don dong khang His
duogc tiép hop véi HRP (Qiagen, #34460). T4t ca cac mau dugc xit Iy bing dung
dich TMB (BD biosciences, # 51-2607KC) dé tao ra phan ing do mau va sau do
dap tit phan ting bang cach axit hoé bang axit sulfuric 1M trudc khi do muc hép thu
& budc séng 450nm trén may doc dia Victor X5. Phuong pvhép phén tich dit liéu
dugc tién hanh bing cach st dung md hinh dép ung lidu xichma trong phin mém

Prism™. Tri s6 ICs dugc tinh, duge xac dinh 12 ndng do ctia khang thé can thiét dé
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lam giam 50% so véi mirc tin hiéu téi da biotin-hIL-33 hozc MfIL-33-6His lién két
v6i hST2-hFc duoc phu trén dia, dugce sit dung 1am chi thi v& hiéu qua phong bé.
Phan trim phong bé dugc tinh bing ty 1& ciia mitc giam tin hiéu dugc quan st khi
c6 mit khang thé so v&i mitc chénh 1éch giita tin hiéu c6 mot minh IL-33 va tin hiéu
nén (tin hiéu tr khang thd the cip dugc tiép hop véi HRP hoic mdt minh
streptavidin). Murc hép thu do duogc & né)ng d6 6n dinh ctia mot minh biotin-hIL-33
hodc MAIL-33-6His dugc xac dinh 1 mic phong bé b.%mg 0% va muc hép thu do
dugc khi khong bd sung IL-33 dugc x4c dinh 1 mirc phong bé bang 100%. Céc tri
s6 hép thu cua cic 16 chira ndng dd mdi khang thé cao nhit duoc sir dung dé xac
dinh phan trim mirc phong bé tbi da.

Bang 6: ELISA phong bé biotin-hIL-33 hodc MfIL-33-6His lién két véi
hST2-hFc bang khang thé khang IL-33

. A g?(ililr%-hIL?e %6 muc p hong | phong be Mf- |, oo phong

Ky  hiéu bé toi da | IL-33-6His X L As

nhan dién | 2o 39PM | pioinhi33 | 150pM  tren | O 101 G2 ME

khingthé | "0 BST2 |y hsTo. |nSTohE, | [ O0S O
C, IC50 hFc IC (M) hST2-hFc
(M) 50

HIM9559

o a0 |88 1,0E-08 53

HIM9566

o sop10 |6 2,2B-10 4

HIM9365

o 2omos |68 1,2E-08 86

HIM9568

o Loe10 |58 8 4E-10 38

HAT9620P | 4,5B-10 | 80 N/A NBI

H4HO633P | 4,4B-10 | 66 N/A NBI

H4HO640P | 3,56-10 | 78 3,5E-09 73

H4H9650P | 4,0E-10 | 78 6,0E-10 9

H4H9660P | 3,1E-10 |57 4,2B-09 68

H4H9662P | 1,0B-09 |77 8,65-10 87

H4HO663P | 5,0B-10 | 74 1,2E-09 31

H4HO664P | 3,06-10 |73 3,85-09 67

H4HO665P | 8,7E-10 | 55 4,2E-10 81

H4HO666P | 6,0B-10 | 71 1,36-08 40

H4HO667P | 4,1E-10 | 78 4,1B-09 72

H4HO670P | 4,8E-10 | 69 3,5B-09 69

H4HOG71P | 4,6B-10 | 46 5,85-10 62

H4HO672P | 4,4E-10 | 63 5,56-09 48
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H4H9675P | 4,4E-10 58 1,5E-09 72
H4H9676P | 4,6E-10 54 3,2E-09 57

N/A= khong 4p dung dugc

NBI= khong chit phong bé

*= thir nghiém duoc tién hanh vio mot ngdy riéng biét

Céc thir nghiém lién két ciia 20 khéng thé duoc tién hanh trén hai ngay riéng
biét, nhu duge thé hién trong bang 6. Tét ca 20 khang thé khang IL-33 déu phong
bé biotin-hIL-33 lién két v&i hST2-hFc véi tri s6 ICsy ndm trong khoang tir 140pM
dén 22nM va phan trim mirc phong bé t6i da ndm trong khoang tir 46% dén 88%.
18 trong sb 20 khang thé khang IL-33 phong bé MfIL-33-6His lién két véi hST2-
hFc véi tri s6 ICs ndm trong khoang tir 220pM dén 13nM va phén trim mitc phong
bé t6i da ndm trong khoang tir 38% dén 92%, nhu dwgc thé hién trong bang 6. Hai
trong sb cac khéng thé dugc thir nghiém, H4H9629P va H4H9633P, khong thé hién
dwgc mitc phong bé MfIL-33-6His lién két véi hST2-hFe c6 thé do dugc.
Vi du 5. Uc ché IL-33 lién két v6i khang thé don dong khang IL-33 bang ST2 nhu
duoc thé hién b%mg phéan tich Biacore

Kha ning khang thé khang IL-33 lién két véi phirc hop dugc tao trude giita
IL-33 véi ST2 dugc thir nghiém b::fmg cach st dung thiét bi Biacore T-200 dugc
trang bj bd cam bién sinh hoc cong huéng plasmon bé mit thoi gian thyc. Thi
nghiém nay dugc tién hanh & 25°C véi dung dich dém chay chira HEPES 0,01M d¢
pH=7.4, NaCl 0,15M, EDTA 3mM, va 0,05% thé tich/thé tich chit hoat dong bé
mat Tween-20 (HBstT). Bé mit cam bién Biacore dau tién duoc tao din xuét
bing amin lién két voi khang thé don dong dic hiéu vé6i thé khang myc (Clone#
9E10), va trén cam bién da duoc tao xult niy thu dugc géin~ 160 don vi dap ung
(response unit-RU) cta protein ST2 ciia ngudi duoc biéu hién c6 thé myc-myc-
hexahistadin c6 dau cudi C (hST2-MMH; SEQ ID NO: 323). Sau d6 bé mit hST2-
MMH d3 bt gitt dwoc 1am bio hoa bing cach tiém IL-33 ciia ngudi 100nM (hIL-
33; R&D Systems, # 3625-IL-010/CF) trong 3 phut, sau d6 tiém dung dich khang
thé don dong khang IL-33 100nM trong 3 phut. Pép ung lién két thoi gian thuc
dugc theo doi trong sudt toan bd thoi gian thir nghiém, va dap g lién két quan sét

duoc & thoi didm 3 phut sau khi tiém khang thé khang IL-33 véi phtic hop dugc tao
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truée clia hIL-33 va hST2-MMH bét gitt dugc ghi lai va dugc 14p bang vi dugc thé
hién trong bang 7. Khong quan sat thdy c6 su lién két khong dic hiéu gitta khang
thé don dong khang IL-33 véi bé& mit bét gitt thé khang myc. Nhu dugce thé hién
trong bang 7, 17 trong s6 cac khéng thé thir nghiém khong thé hién mtc lién két co
thé do dwgc véi hIL-33 sau khi né duoc tao phite trude voi hST2-MMH, trong khi
d6 ba khang thé (HIM9565N, HIM9566N, va HIM9568N) da lién két v6i hIL-33
sau khi né dugc tao phtrc trude vi hST2-MMH.

Bang 7: Su lién két cia khang thé khang IL-33 véi phitc hop dugc tao trude
cua hIL-33 va hST2-MMH

, béap tng lién

Khang thé két voi khang
theé (RU)

H4H9629P -1
H4H9633P -1
H4H9640P -1
H4H9659P -1
H4H9660P -1
H4H9662P 0
H4H9663P -1
H4H9664P -1
H4H9665P 0
H4H9666P -1
H4H9667P -1
H4H9670P -1
H4H9671P -1
H4H9672P -1
H4H9675P -1
H4H9676P -1
HIM9559N 4
HIMO9565N 11
H1M9566N 13
HIM9568N 131

Vi du 6. Uc ché qua trinh truyén tin hiéu thu thé qua trung gian IL-33 bing
khang thé khang IL-33
Intolokin-33 (IL-33) 1a mot phéi tir cia ST2, mot thanh vién cia si€u ho thu
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thé gidng toll/intolokin-1 ma gin lién véi protein phy, IL-1RACP (48 xem tong
quan, xem tai liéu: Kakkar and Lee, 2008). Sau qué trinh hoat hoa ST2/IL-1RAcP
béi IL-33, mot dong thac truyén tin hidu dugc khéi dong bdi cac phén tir phia cubi
dong nhu MyD88 (yéu td biét hoa té bao dong tuy 88) va TRAF6 (yéu td gan lién
v6i thu thé TNF 6), din dén hoat hod NF«B (yéu t§ nhan —«B), trong sb céc yéu tb
khac. Dé phat trién hé théng thir nghiém sinh hoc thich hop d& kiém tra khang thé
khang IL-33, t& bao than phoi thai ciia ngudi (HEK293) dugc chuyén nhiém 6n dinh
dé biéu hién ST2 cta ngudi (axit amin 1-556 c6 sb truy cap NP_057316) cung voi
phan t thong bdo luxiferaza [véu t6 dap tmg NFxB (5x)-luxiferaza-IRES-GFP]
(dong t& bao HEK293/hST2/NFkB-luxiferaza). Dong té bio HEK293 biéu hién IL-
1RacP nodi sinh va qué trinh hoat hod NF«B béi IL-33 trong té bao HEK293 da
dugc boc 10 trude d6 (Schmitz et al., Immunity 23:479-490 (2005)). Dong té bao én
dinh dugc phadn ldp va dugc nubdi céy trong 10% FBS, DMEM, NEAA,
penixilin/streptomyxin, va G418.

Péi v6i thir nghiém sinh hoc, cac té bao HEK293/hST2/NFkB-luxiferaza
dugc wom trén dia thir nghiém c6 96 15 & ndng d6 10.000 té bao mdi 15 trong mdi
truong c6 ndéng dd huyét thanh thép chia 0,1% trong luong/thé tich FBS va
OPTIMEM (Invitrogen, #31985-070) va sau d6 dugc 0 & 37°C trong 5% CO, qua
dém. Ngay tiép theo, dé xac dinh dap ng lidu cua IL-33, IL-33 ctia nguoi (hIL-33;
R&D Systems, #3625-IL) hodc IL-33 cua khi d&n cua duoc biéu hién voi thé
hexahistidin ¢6 dau cudi C (MfIL-33-6His; SEQ ID NO:305) dugc pha lodng theo
day theo ty 1€ 1:3 va dugc bd sung vao céac t& bao bit dau tir ndng d6 10nM va diéu
chinh xudng 0,0002nM, ciing véi miu db6i ching khong chira IL-33. Dé do mirc fic
ché, cac khang thé dugc pha lodng theo diy va dugc bd sung vao cac té bao sau d6
b6 sung tiép IL-33 & ndng do én dinh (hIL-33 10pM ddi véi thir nghiém trén ngudi
va MfTL-33-6His 5pM dbi v6i thir nghiém trén khi). Tién hanh pha loang theo day
khang thé gép ba 14n, tru6e khi bd sung vao té bao, bat dau tir 100pM va diéu chinh
xudng 0,002nM hoc bit diu tir 10nM va diéu chinh xubng 0,0002nM. Ngoai day
pha loang khéng thé, mét 15 chira IL-33 & ndng d6 6n dinh nhung khong chia
khéang thé bat ky ciing dugc 14y vio. Sau 5,5 gio G & 37°C trong 5% CO,, hoat tinh

luxiferaza dugc phat hién béng cach st dung may doc dia Victor X (Perkin Elmer),
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va céc két qua dugc phan tich bang phép héi quy khéng tuyén tinh (16gittic 4 thong

s6) v6i phdn mém Prism 5. Cac két qua dugc thé hién trong bang 8.
Bang 8: Uc ché qua trinh hoat hoa té bao HEK293/hST2/NFkB-luxiferaza

qua trung gian [L.-33 ctia ngudi va IL-33 cua khi bing khang thé khang L33

Loai Nguwoi Khi
ECsy [M] | 2,2E-12 i’ZSE' f’l"E' 8,2E-13 3,5E-12
IL-33 &
nong do | hIL-33 10pM MIfIL-33-6His SpM
on dinh
IC50 . - IC50 IC50 IC50 . , IC50
AbPID Ghi chua Ghi chu
M] [M] [M] [M] [M]

H1IM9559 | 2,0E-
N 09 4,9E-08

. £ Uc ché mot

Uc ché mot L Y.
HIMD566 | 9.5E- | pan (t6i da 1,5E-09 | Phan  (toi
N 10 . da & muc

& muc 66%) 61%)
HIM9565 | 2,9E-
N 08 1,7E-08

. X Uc ché mot

Uc ché mot L Y.
HIMD568 | 2,5E- | pan (t6i da 3,5B-09 | Phan (i
N 10 . da & muc

& muc 48%) 34%)
H4H9629 1,3E-
p 1 5,5E-08
H4H9633 2,2E-
P 10 1,3E-07
H4H9640 3,0E-
p 11 1,4E-08
H4H9659 4,7E-
p 1 3,3E-09
H4H9660 3,5E-
p 1 1,9E-08
H4H9662 2,0E-
P 1 1,5E-09
H4H9663 1,3E-
P 10 2,7E-09
H4H9664 5,0E-
P 1 2,6E-08
H4H9665 9,0E-
P 11 6,6E-10
H4H9666 3,5E-
p 1 7,8E-08
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IP{4H9667 Z,l 1E- 1,2E-08
II—)I4H9670 }OZE 1,7E-08
1})I4H9671 %15E_ 4,8E-09
II;I4H9672 %ISE- 2,0E-08
E4H9675 Z=25E- 4,1E-09
IP{4H9676 ﬁSE- 8,4E-09

Mudi tam trong tdng sb 20 khang thé khang IL33 phong bé qua trinh kich
thich cac t& bao HEK293/hST2/NFkB-luxiferaza qua IL-33 cta nguoi véi céc tri sb
ICs, ndm trong khoang tir 7,5pM dén 29nM, nhu dugc thé hién trong bang 8. Hai
trong s6 cac khéng thé dugc thir nghiém, HIM9566N va HIM9568N, tc ché mot
phin hIL-33 véi muc te ché t6i da bing 48% va 66%, lan lugt véi céc tri s6 ICs
bang 950pM va 250pM. Muoi tdm trong tbng sb 20 khang thé khang IL33 phong bé
qua trinh kich thich céc té bao HEK293/hST2/NFkB-luxiferaza qua MfIL-33-6His
v6i céc tri s6 ICsp ndm trong khoang tir 660pM dén 130nM nhu duoc thé hién trong
bang 8. Hai trong s6 cac khang thé thir nghiém, HIM93566N va HIM9568N, trc ché
mét phan MfIL-33-6His véi mirc tc ché t6i da bing 61% va 34%, 1an lugt véi tri sb
ICso bing 1,5nM va 3,5nM.

Vi du 7. Uc ché qua trinh méat hat nho ciia cac bach ciu wa bazo ciia ngudi do
IL-33 gay ra bing khang thé khang IL-33

Pé danh gia tiép cac dic tinh in vitro cua khang thé khang IL-33 chon loc
theo sang ché, kha ning phong bé qua trinh mét hat nho cﬁék bach cdu ua bazo do
IL-33 gy ra dugc danh gid. Cac té bao don nhan mau ngoai vi (peripheral blood
mononuclear cell-PBMC) duoc tinh ché tir mau toan phin méi thu dugc tr hai
ngudi cho khac nhau bang cach ly tim gradien mat do. Méu toan phan K2 EDTA
duoc pha loang theo ty 1€ 1:1 trong RPMI 1640, duoc phan 16p cAn than trén Ficoll-
Paque (GE Healthcare, # 17-1440-03) va dugc quay ly tim dé tach PBMC. Lép
gifta cac pha chira PBMC dugc hut ra, dugc chuyén sang mot éng mai, va dugce rira

hai 14n bing dung dich dém MACS ma la dung dich pha lodng theo ty 1& 1:20 clia
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dung dich MACS BSA (Militenyi Biotec, #130-091-376) trong dung dich ria
MACS (Militenyi Biotec, #130-091-222). Sau d6, PBMC di tinh ché dugc dan vao
dia c¢6 96 15 c6 day hinh chit V & ndng do cudi bing ~3,0x10° t& bao/ml trong 100ul
dung dich dém MACS. Pé giy min cam so by bach cAu ua bazo trong quin thé
PBMC, Ing IL-3 (Sigma, # H7166-10UG) trong 50ul dung dich nudc mudi dém
phosphat ctia Dulbecco khong c¢6 Ca’™ hoic Mg (Dulbecco’s Phosphate-Buffered
Saline-DPBS) dugc bd sung vao huyén phil té bio, va sau d6 u & 37°C trong 10
phut.

Céc dung dich pha lodng theo day (theo ty 1¢ 1:3) cua hai khang thé khang
IL-33 tidu bidu khac nhau theo séng ché (H4H9675P va H4H9659P) hoic khang thé
d6i chung kiéu twong duong duoc tao ra, c6 ndng d6 nim trong khoang tir 10nM
dén 4,6pM, cing v6i mau déi chimg khong c6 khéng thé. Cac dung dich nay duoc
tron véi IL-33 cta ngudi ¢6 ndng do 6n dinh bing 100pM (ndng do cudi) (R&D
Systems, # 6325-1L/CF) hodc d6i chig am tinh khong c6 IL-33 trudc khi bd sung
vao PBMC. Tét ca céc truong hop ndy duge thit nghiém hai lan.

Sau khi bd sung IL-33 ctia ngudi va khang thé vao té bao, cac té bao dugc
& 37°C trong 20 phut dé tao thuan lgi cho qua trinh mét hat nho cta bach cAu ua
bazo. Sau d6, qua trinh mét hat nho dugc dimg bing cach 1am lanh céc dia tht
nghiém nay trén nudc da trong 5 phut. Dé cho phép phan tich quan thé bach cau ua
bazo dugc sir dung dé danh gia qua trinh mét hat nho, 20p1 mbi khang thé trong s6
(theo huéng din cta nha san xuét) khéng thé khang HLA-DR-FITC (Beckman
Coulter, # IM0463U), khang thé khang CD123-APC (BD, # 560087), va khang thé
khang CD203¢c-PE (Beckman Coulter, # IM3575) duoc bd sung vao mdi miu, va
cac mau duoc gitt & 4°C trong 20 phut trong bong t6i. Sau d6, cac té bao dugc quay
ly tim, duoc rira bing DPBS, va sau d6 dugc tai tao huyén phi trong 2%
formaldehyt (dung dich dém cb dinh) & 4°C. Ngay tiép theo, cac té bao di ¢ dinh
dugc phén tich trén thiét bj BD FACSCanto II d xac dinh mitc mét hat nhé cta
bach cAu va bazo. Cac két qua duoc tom tit trong cac bang 9 va 10.

Bang 9: Mirc mét hat nhé ciia bach ciu wa bazo ciia ngwdi do thir véi
IL-33 ciia ngudi giy ra tinh theo phan trim

[Nguoi  [100pMIL-33  [Khéngc6IL-33 |
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cho

Trung Trung
binh |50  |binh |0

655687 68,800 |2,263 |10,295 |0,856
655688 61,600 | 0,849 (9,915 0,969

Bing 10: Khang thé khang IL-33 phong bé qua trinh mét hat nhé ctia
bach ciu wa bazo ciia ngwdi do IL-33 ciia nguoi giy ra

Nguoi cho 655687 | Ngudi cho 655688

Khéng thé ICso (M) ICso (M)
H4H9675P 1,329E-10 9,712E-11
H4H9659P 5,786E-10 4,465E-10

Péi chimg kiéu ) )
tuong duong Khong phong bé Khong phong bé

Nhu dugc thé hién trong bang 9, & nﬁ‘)ng do 100pM, IL-33 cua nguoi da kich
thich qu4 trinh mét hat nhé cta bach ciu ua bazo & hai ngudi cho khic nhau véi
mtrc mAt hat nho trung binh tinh theo phan tram 12 68,8% déi v6i ngudi cho 655687
va 61,6% db6i v6i ngudi cho 655688.

Nhu duge thé hién trong bang 10, mét khéng thé khang 133, H4H9675P,
phong bé qua trinh mét hat nhé ctia bach ciu wa bazo do thir v6i 100pM IL-33 cla
ngudi gy ra véi tri s6 ICso bing 132,9pM déi véi ngudi cho 655687, va trj s6 ICso
bang 97,12pM dbi v6i ngudi cho 655688. Khéang thé khang IL33 khac, H4H9659P,
phong bé qua trinh mét hat nhé cia bach ciu wa bazo do thir véi 100pM IL-33 cua
ngudi véi tri s6 ICso bing 578,6pM dbi v6i ngudi cho 655687, va trj sb ICso bing
446,5pM dbi v6i ngudi cho 655688. Ngugc lai, dbi ching kiéu twong duong da
khong phong bé qua trinh mét hat nhé cia bach ciu ua bazo tir ngudi cho bét ky
trong s cac ngudi cho duge thit nghiém.

Vi du 8. Uc ché qua trinh san xuit IFN-gamma tir PBMC ctia ngudi dugc kich
thich béi IL-33 bing khang thé khang IL-33

Dé x4c dinh dic tinh cia khang thé khang IL-33 theo séng ché, thir nghiém
trén co s& té bao so cp st dung té bao don nhan méu ngoe_ﬁ vi (PBMC) dugc st
dung. Thir nghiém st dung trong vi du nay 1a trén co s& cac két qua dugc cong bb

béi Smithgall et al. trong tai liéu International Immunology, 2008, vol. 20 (8) pp.
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1019-1030. Pbi véi thir nghiém nay, PBMC dugc tinh ché tir méu toan phan méi
thu duoc tir ba nguoi cho khéc nhau bang cach quay ly tim gradien mat 9. N6i tom
lai, méau toan phan K2 EDTA dugc pha loang gép hai trong RPMI 1640, dugc phan
16p cAn than trén Ficoll-Paque (GE Healthcare, #17-1440-03) va dugc quay ly tdm
trong 20 phut. Lop gitta cac pha chira PBMC dugc hut ra, dugc chuyén sang éng
méi, va dugc rira hai 14n bing PBS. PBMC d4 phan 1ap dugc dan vao dia c6 day
tron c6 96 18 & ndng do cudi bing 5x10° té bao/ml trong RPMI 1640 duge bd sung
10% FBS, L-glutamin 2mM, 100U/ml penixilin, va 100pg/ml streptomyxin. Sau do,
cac té bao dugc U v6i 50g/ml IL-12 cta ngudi (hIL-12; R&D Systems, #219-IL-
025/CF) va mdt minh dung dich pha lodng theo ddy cta IL-33 cta ngudi (hIL-33;
R&D Systems, #3625-IL-010/CF) v6i ndng do nim trong khoang tir 10nM dén
0,64pM, hodc vgi 260pM IL-33 két hop vé6i dung dich pha lodng theo diy cua
khang thé c6 ndéng dd nim trong khoang tir 100nM dén 6,4pM. Thé tich cubi cling
12 200p1 mbi 18. Mdi truong hop dugc thir nghiém ba 14n. Khi c4c khang thé c6 mit,
chiing dugc bd sung vao cic t& bao sau 30 phit G so bd v6i hIL-33.

Céc té bao dugc G qua dém & 37°C trong ti 1 duge 1am Am v6i 5% CO,, va
sau d6 lugng IFNy trong dich nbi nudi cdy dugc do bing ELISA (R&D Systems,
#DY285). Pbi v6i ELISA, dia ddy tron c6 96 18 duge phii khang thé bt giit, theo
huéng din cta nha san xuét. Sau khi rira va phong bé, 100ul dich ndi nudi cay
khong dugc pha lodng duoc bd sung vao dia va U trong 2 gi¢. Céc budc rira va phat
hién ké tiép duoc tién hanh theo hudng din clia nha san xuét.

IL-33 cta nguoi, khi ¢6 mat hIL-12, d4 kich thich qua trinh giai phong IFNy
tir toan bd PBMC clia ngudi ¢6 ngudn gbc tir ba ngudi cho khac nhau duge thir
nghiém, voéi tri s6 ECso nim trong khoang tlr 274pM dén 39pM nhu duoc thé hién
trong bang 11. Mudi mét khang thé khang IL-33 dugc thir nghiém bang cach st
dung PBMC tir cac ngudi cho #603486 va #603487, trong khi d6 3 khang thé khang
IL-33 dugc thir nghiém v6i PBMC tir ngudi cho #603491. Tit ca 11 khang thé
khang IL-33 duoc thit nghiém trén cac ngudi cho #603486 va #603487 déu phong
bé qué trinh gidi phong IFNy tir PBMC cua nguoi duge kich thich boi 260pM IL-
33, vdi tri s8 ICso ndm trong khoang tir 175pM dén 22nM, nhu dugc thé hién trong
bang 12. Khong ¢6 khéng thé ndo trong sb ba khang thé khéng IL-33 duoc thir
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nghiém trén ngudi cho #603491 phong bé qua trinh giai phong IFNy tir PBMC clia
ngudi duge kich thich bai 260pM hIL-33 va thay vao d6 lam ting mirc giai phong
TFNy véi tri s ECso ndm trong khoang tir 56,1pM dén 189nM.

Bang 11: hIL-33 kich thich qua trinh gidi phéng IFNy tir PBMC cia

ngudi thu dwoc tir ba ngwoi cho.

[IL-33] 16\16‘;;‘;‘6 cho 1:5;‘;7 cho | Newdi cho 603491
ECso (M) | 1,101E-10 3,878E-11 2,739E-10

Bang 12: Khang thé khang IL-33 phong bé qua trinh gidi phéng IFN-y
tirt PBMC ciia ngwdi thu dwge tir ngwdi cho #603486 va #603487 dwgc kich
thich béi IL-33

Ngudi cho #603486 Ngudi cho #603487
Khing thé ICso (M) ICsy (M)
H4H9629P 8,154E-10 5,205E-09
H4H9640P 4,419E-09 1,224E-08
H4H9659P 1,252E-09 2,710E-09
H4H9660P 6,669E-10 2,913E-09
H4H9662P 9,640E-10 3,021E-09
H4H9663P 1,236E-08 2,203E-08
H4H9664P 3,984E-09 6,081E-09
H4H9665P 1,044E-08 2,337E-08
H4H9667P 8,066E-09 1,876E-08
H4H9671P 2,968E-09 8,622E-09
H4H9675P 1,754E-10 4,715E-10

Bang 13: Khang thé khang IL-33 phong bé qué trinh gi4i phong IFN-y
tir PBMC ciia nguoi thu dwge tir ngwdi cho #603491 dwgc kich thich béi IL-33.

Khang thé Ngudi cho #603491
ICs50 (M) ’
HIMO9559N Khong phong bé
HI1M9566N Khong phong bé
H1M9568N Khong phong bé

Sang ché nay khong bi giéi han & pham vi cac phuong én cu thé dugc mo ta

trong ta liéu nay. Thuc vay, céc cai bién khac clia séng ché ngoai cac phuong an
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dugc mo ta trong tai liéu nay thi chuyén gia trong linh vuc k¥ thuét nay da biét nho
phin mo ta trén ddy va hinh vé& di kém. Céc cai bién nay dugc cho 1a thudc pham vi
clia yéu ciu bao ho kém theo.
Vi du 9. Panh gia sw canh tranh chéo dé lién két véi TL-33 ciia ngwoi bing cach
sir dung thir nghiém giao thoa 16p sinh hoc

Su canh tranh lién két gitta mot bo thir nghiém gdm cac khang thé don dong
khéang IL-33 khac nhau dugc xac dinh bang cach sir dung thir nghiém giao thoa 16p
sinh hoc khong danh déu, thoi gian thuc trén bd cam bién sinh hoc Octet® HTX
(ForteBio, A Division of Pall Life Sciences). Thir nghiém dugc tién hanh & 25°C
bang cach str dung dung dich dém chira HEPES 0,01M d6 pH=7.4, NaCl 0,15M,
0,05% thé tich/thé tich chit hoat déng bé mit Tween-20, va 0,1mg/ml BSA (dung
dich dém dong hoc HBS-ET) trong d6 dia dugc lic & téc do 1000 vong/phut. Dé
d4nh gi4 xem hai khéng thé c6 thé canh tranh véi nhau dé lién két véi IL-33 cla
ngudi hay khong, dang thitc thir nghiém trdn truéc duoc s dung trong do IL-33
ctia ngudi 100nM (R&D Systems; # 3625-IL-010/CF) dugc tron trude voi 500nM
khéng thé don dong khang IL-33 khac nhau (sau ddy duoc goi 1a mAb-2) trong it
nhét 2 gior trude khi tién hanh thir nghiém canh tranh lién két. B6 cam bién sinh hoc
Octet dugc phu khéng thé da dong Fc khang cua chudt (Pall ForteBio Corp., # 18-
5088; dudi day dugc goi 1a AMC) hodc khang thé da dong Fc khang ctia ngudi (Pall
ForteBio Corp., # 18-5060; dudi ddy dugc goi la AHC) dau tién dugc nhiing vao
céc 15 chira 20pg/ml khang thé don dong khang IL-33 riéng 1é trong 3 phut dé bt
giit khang thé don dong khéng IL-33 dugc biéu hién 14n luot v&i Fe cia chudt hodc
v6i Fe ciia ngudi (dudi day duge goi 1a mAb-1). Sau bude bét gitt, khang thé da
dong Fc khang cua chudt va khang thé da dong Fc khang ctia ngudi khong bi chiém
chd trén bd cam bién sinh hoc Octet dugc lam bdo hoa bing cach nhing chung
trong 4 phut vao céc 18 chira 200pg/ml khéng thé don dong khéng dic hiéu 1an luot
c6 Fc ctia chudt hodc ¢ Fe ciia ngudi. Cudi cing, bd cam bién sinh hoc Octet dugc
ngdm trong 4 phit vao céc 13 chira cac mAu tron trude gom IL-33 ciia ngudi 100nM
va mAb-2 500nM. Cudi mdi chu ky, khang thé khang IL-33 bét gitt khong cong hoa
tri cing véi tién phirc hop d3 lién két cua IL-33 ciia ngudi va mAb-2 dugc loai khoi

bo cam bién sinh hoc bing cich ngdm ba 1an ké tiép mbi 14n 20 gidy vao HCI
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10mM sau d6 nhing vao dung dich dém dong hoc HBS-ET. Rira b cam bién trong
dung dich dém dong hoc HBS-ET giita mdi budc cta thir nghiém. Pap tng lién két
thoi gian thue duge theo doi trong cac truong hop lién két, va dap tmg lién két (tinh
béng don vi nM) & cudi mdi budc duogc ghi lai. Trong thoi gian phén tich, tin hiéu
nén ty lien két cia mAb-2 nhét dinh (trong d6 mAb-1 = mAb-2, tirc 13, doc theo
duong chéo ciia ma tran) duge trir di trén muc tin hiéu quan sat dugce cua tAt ca cac
truomg hop lién két v6i mAb-2 (ngang qua cdt trong ma trén canh tranh chéo), va
cac két qua da hiéu chinh tin hiéu nén dugc thé hién trong Fig.1. Dap tng clia mAb-
1 lién két véi tién phic hop cua IL-33 cia ngudi va mdi miu trong s6 cic mau
mADb-2 khac nhau dugc do dé x4c dinh dic tinh canh tranh/khdng canh tranh ctia
cc khang thé don dong khang IL-33 khéc nhau déi véi nhau.

Nhu duoc thé hién trong Fig.1 cac & mau xam nhat véi phong chit mau den
thé hién dap tmg lién két dbi vé6i trudng hop tu canh tranh. Cac khang thé canh
tranh v&i nhau theo ca hai huéng, khong phu thudc vao thi ty lién két, duoc thé
hién bing 6 mau den va phong chit mau trang. Cac 6 mau xam d4m véi phong chit
mau den thé hién khang thé don dong khang IL-33 ma lién két yéu véi IL-33 cla
nguoi, din dén hién tuong canh tranh chéo mot chidu di quan sat dugc. Céac mau
d6i chimg kiéu twong duong dugc st dung trong thir nghiém nay dugc thé hién
bing 6 mau xdm dim v6i phong chit mau tring. C4c 6 mau tring véi phong chit
mau den thé hién 13 khong c6 su canh tranh giita cac khang thé, didu nay cho thy
mdi khang thé c6 epitop lién két riéng.

Vi du 10. Danh gia sy canh tranh chéo @8 lién két véi IL-33 ciia khi bing thir
nghiém giao thoa 16 sinh hoc

Canh tranh lién két gitta mot bo thir nghiém gdm cac khang thé don dong
khang IL-33 khac nhau duoc xdc dinh bing thir nghiém giao thoa 16p sinh hoc
khong danh dAu, thoi gian thyuc trén bd cam bién sinh hoc Octet® HTX (ForteBio, A
Division of Pall Life Sciences). Thir nghiém duoc tién hanh & 25°C bang cich st
dung dung dich dém chita HEPES 0,01M pH=7,4, NaCl 0,15M, EDTA 3mM,
0,05% thé tich/th& tich chit hoat dong bé mit Tween-20, va 0,1mg/ml BSA (dung
dich dém dong hoc HBS-ET) trong d6 dia dugc lic & tc o 1000 vong/phut. DE
danh gi4 lidu hai khang thé c6 thé canh tranh v6i nhau dé lién két véi IL-33 tai tb
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hop ctia khi dugc bidu hién véi thé hexahistidin c6 dau cudi C (MfIL-33-6His; SEQ
ID: xx) hay khong, dau tién gin 0,15nm don vi lién két cia MfIL-33-6His dugc bt
gift trén bd cam bién sinh hoc Octet dugc phu khing thé khang nim His (Fortebio
Inc, # 18-5079) bang cach ngam bd cam bién sinh hoc trong 85 gidy vao cic 16 chta
2pg/ml MfIL-33-6His. Sau do, b cam bién sinh hoc bét giit khang nguyén dugc
1am bao hoa bing khéng thé don dong khang IL-33 thit nhét (duéi day duoc goi 1a
mAb-1) bang cach nhiing vio 15 chita dung dich 50pg/ml mAb-1 trong 5 phit. Sau
d6, bd cam bién sinh hoc dugc nhiing vao 18 chira dung dich 50pg/ml khang thé don
dong khang IL-33 tht hai (duéi day dugc goi 1a mAb-2) trong 4 phit. B cam bién
sinh hoc dugc ria trong dung dich dong hoc HBS-ET gitra mdi buéc thir nghiém.
Déap ung lién két thoi gian thuc duge theo ddi trong subt thir nghiém, va dép Gng
lién két téi da & mdi budc lién két duge ghi lai. Pap ung cita mAb-2 lién két véi
MIIL-33-6His dugc tao phic trudc véi mAb-1 duge danh gia, va dic tinh canh
tranh/khong canh tranh cta céc khang thé don dong khang IL-33 khéc nhau d6i voi
nhau dugc xac dinh.

Nhu dugc thé hién trong Fig.2, & x4m nhat v6i phong chit mau den (theo
duong chéo) thé hién sy tu canh tranh (trong d6 mAb-1=mAb-2). Cac khang thé
canh tranh theo c& hai huéng, khéng phu thudc vao thir tu lién Kkét, dugc thé hién
bang cac 6 mau den va phdng chit mau tring. O mau tring v6i phong chit mau den
thé hién 13 khong c6 su canh tranh giita cac khang th8, didu nay cho thiy rang mdi
khang thé co epitop lién két riéng. O mau xam dam véi phéhg chit mau tring thé
hién mAu ddi chung kiéu twong duong duge st dung trong thir nghiém.

Vi du 11. Thir nghiém mAb & md hinh in vivo; md hinh viém phéi cép tinh do
HDM géy ra dé nghién ciru vai trd cua IL-33 & bénh viém phdi

Pé x4c dinh tac dung cia khang thé khang I1L-33, H4H9675P, & md hinh in
vivo thich hop, nghién ciru bénh viém phéi cép tinh do HDM gay ra dugc tién hanh
& chudt ma c6 tinh ddng hop tir d6i voi qua trinh biéu hién IL-33 ctia ngudi thay vi
IL-33 cua chudt (chudt IL-33 HumlIn).

Chudt IL-33 HumlIn duoc cho diung qua duong vao trong mii 50ug chat
chiét mat bui nha (HDM; Greer, #XPB70D3A2.5) dugc pha lodng trong 20ul dung
dich nudc mudi duge dém phosphat 1X (PBS) (n=17) hodc 20pl dung dich PBS 1X
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(n=3) trong 5 ngay mdi tuln trong hai tuAn. Mot phan nhém chudt da thit HDM
dugc tiém dudi da 25mg/kg khéng thé khang IL-33, H4H9675, (n=6) hodc khang
thé dbi chimg kiéu tuong duong (n=6) bt dAu & thoi diém ba ngay trudc khi dung
HDM du tién va sau d6 sir dung hai 1an mot tudn cho dén khi két thac thit HDM.
Vao ngay thir 15 sau khi sit dung HDM qua duong trong miii dAu tién, tat ca cac
con chudt dugc lam chét va phéi cua chiing dugc thu hoach. Quy trinh diéu tri va
dung liéu thir nghiém & cac nhém chudt dugc thé hién trong bang 14.

Bang 14: Quy trinh didu tri va dung liéu thir nghiém & cac nhém chudt

Thoi gian thir trong ,
Nhom [Chudt Thit trong miii | Khang thé
miii

Chudt IL-33 .
1 PBS 1X 2 tuan Khong co
Humln

Chuét IL-33|50pg HDM trong|
2 2 tuan Khong co
HumlIn 20ul PBS 1X

Chuét IL-33|50pg HDM trong|
3 2 tudn
HumlIn 20ul PBS 1X twong duong

Khang thé khang
Chuot IL-33|50pug HDM trong|
4 2 tuan IL-33
HumlIn 20ul PBS 1X

(H4H9675)

Doi ching kicyl

Thu hoach phdi dé phan tich lwong xytokin:

Sau khi kiét méu, thuy trudc va thuy gitta cia phéi phai tir mdi con chudt
dugc 14y ra va dugc dit vao trong cic bng chira dung dich -chét chiét protein md
(chét T-PER 1X; Pierce, #78510) duoc bd sung dung dich hdn hop chét tc ché
proteaza Halt 1X (Pierce, #78430). T4t ca cac bude tiép theo dugce tién hanh trén
nuée da. Thé tich cua chit T-PER (chtra dung dich hdn hop chit (rc ché proteaza)
duoc didu chinh cho mdi mau dé khép véi ty 1€ mo so véi T-PER la 1:8 (trong
lugng/thé tich). Cac miu phdi duge 1am ddng déu thu cong trong cac 6ng, bang
cach st dung chay dung mot lan (Kimble Chase, # 749625-0010). San phim phan
giai thu dugc dugc quay ly tim d8 Kkét vien manh v&. Dich ndi chira dich chiét

protein hoa tan dugc chuyén sang cdc 6ng méi va duge bao quan ¢ 4°C cho dén lan
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phén tich tiép theo.

Tbng luong protein trong dich chiét protein phdi dugc do bing thir nghiém
Bradford. Pbi v6i thir nghiém nay, 10l cdc miu dich chiét da pha lodng dugc dan
vao dia ¢6 96 15 1am hai 1dn va dugc trdn v6i 200pl chit phan tmg Dye 1X (Biorad,
#500-0006). Cac dung dich pha lo@ng theo diy cta albumin huyét thanh bo (Sigma,
#A7979), bit ddu & ndng d6 700pg/ml trong chit phan ung T-Per 1X dugc sit dung
1am chudn d x4c dinh ndng dd protein chinh xac trong cac dich chiét. Sau khi u
trong 5 phut ¢ nhiét d9 trong phong, phd hip thu & budc séng 595nm dugce do trén
may doc dia Molecular Devices SpectraMax M5. Vigc phén tich dit liéu dé xac dinh
tbng lugng protein dugc tién hanh bing cach sir dung phan mém GraphPad
Prism™.

Nong do xytokin trong cac dich chiét protein phdi dugc do bang cich st
dung kit thir nghiém mién dich da thanh phan Proinflammatory Panel 1 (chudt)
(MesoScale Discovery, # K15048D-2), theo huéng din cta nha san xuét. N6i tom
lai, 50ul/13 chét chuén héa va mAu (dugc pha lodng trong chit pha loang 41) dugc
bd sung vao dia d phu trudc khang thé bét gift va 0 & nhiét d6 trong phong trong
khi vAn 14c & tdc dd 700 vong/phit trong 2 gid. Sau dd, cac dia ndy dugc rira ba lan
bing dung dich PBS 1X chta 0,05% (trong lwong/thé tich) Tween-20, sau d6 bd
sung 25ul dung dich phét hién khang thé duoc pha lodng trong dung dich pha loang
45. Sau khi u thém 2 gid nita ¢ nhiét d¢ trong phong trong khi van lic, dia dugc rira
ba l4n, va 150pl dung dich dém doc 2X dugc bd sung vao mdi 16. Murc dién phat
quang héa hoc duge doc ngay trén thiét bi MSD Spector®. Viéc phan tich dit liu
duoc thuc hién bing cach sit dung phin mém GraphPad Prism™.

MOi ndng d6 xytokin trong céc dich chiét chira tng lwong protein phi tir tat
c& cac con chudt trong mdi nhém duge chuén hoa theo téng lugng protein cia céc
dich chiét dugc do bang thir nghiém Bradford va dugc thé hién dudi dang lugng pg
xytokin trung binh trong mdi mg tbng luong protein phdi (pg/mg protein phdi, +
SD) déi véi mdi nhém nhu dugc thé hién trong bang 15.

Thu hoach nhéi dé phan tich lwong xytokin:

Luong xytokin IL-4 va IL-5 dugc giai phong & phéi cia chuét IL-33 HumlIn
tiép nhan HDM trong hai tuln 12 cao hon dang ké so véi & chudt IL-33 HumIn dugc
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thit dung dich dém nudc mudi. Nguoce lai, c6 xu huéng lugng IL-4 va IL-5 gidm &
phdi ctia chudt IL-33 Humln duoc diéu tri bing khéng thé khang IL-33 trong thoi
gian tht HDM cAp tinh so véi chudt IL-33 Humln dugc sir dung HDM ma khong
dugc didu tri hodc dugc diéu trj bing d6i chung kiéu twong dwong.

Bang 15: Nong do xytokin trong c4c dich chiét protein phdi

Luong [IL-4] trung binh | Lugng [IL-5] trung binh
trong cac dich chiét | trong céac dich chiét
Nhom thir nghiém , |
protein phoi (pg/mg | protein phdi (pg/mg
protein phdi) (£SD) protein phéi) (=SD)
1, Thir PBS 1X (n=3) 0,01 (+£0,01) 0,03 (+0,01)
2, Thit HDM (n=5) 1,77 (£1,63) * 4,72 (£4,14) **
3, Thit HDM + khang thé
tham chiu kiéu twong | 0,79 (£0,52) * 2,03 (£1,05) *
duong (n=6)
4, Thue HDM +
0,30 (+0,18) 0,81 (£0,67)
H4H9675P (n=6)

Ghi chi: Mirc ¥ nghia théng ké dugc xac dinh béi ANOVA mot chiéu
Kruskal-Wallis véi kiém nghiém hiu dinh da so sanh cia Dunn duoc chi rd (*=
p<0,05, **= p<0,01, so v6i nhém 1: chudt IL33 Humln, thir dung dich nuéc muéi).

Thu hoach phdi dé phan tich lwong té bao thim nhiém trong phédi

Sau khi kiét méu, thuy sau cta phdi phai tir m&i con chudt duge ldy ra, duoc
cit thanh 14t c6 kich thudce xp xi tir 2 dén 3mm, va sau d6 dét vao éng chira dung
dich 20pg/ml ADNza (Roche, #10104159001) va 0,7U/ml Liberaza TH (Roche,
#05401151001) dugc pha loang trong dung dich mudi dwge 1am can bang ctia Hank
(HBSS) (Gibco, #14025), ma dugc u trong bé nudec & 37°C trong 20 phut va tron
xody mdi 5 phat. Phan tUng dugc dimg bing cach bd sung axit
etylendiamintetraaxetic (Gibco, #15575) & ndng do cudi bing 10mM. M&i 14t phoi
duogc phén ly sau do6 bang cach st dung thiét bi phan ly gentleMACS dissociator®
(Miltenyi Biotec, #130-095-937), sau d6 loc qua mang loc ¢6 kich thude 16 mang
bing 70um va quay ly tAm. Vién két phdi thu dugc dugc tai tao huyén phil trong
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Iml dung dich d¢m phan giai té bao héng cau 1X (Sigma, #R7757) dé 1oai bo t& bao
hdng chu. Sau khi @ trong 3 phut & nhiét do trong phong, 3ml DMEM 1X dugc bo
sung dé khir kich hoat dung dich dém phan giai té bao hdng cau. Sau d6, huyén pht
té bao dugc quay ly tAm, va cic vién két té bao thu duge duoc tai tao huyén phl
trong 5ml dung dich dém MACS (dung dich dém chay MACS ty dong; Miltenyi
Biotec, #130-091-221). C4c miu di tai tao huyén phu duge loc qua mang loc ¢6
kich thudc 13 loc bing 70pm va 1x10° t& bio mbi 16 duge dan vao dia c6 day hinh
chit V c6 96 1. Sau d6, cac té bao dwoc quay ly tAm va vién két duogc rira trong
dung dich PBS 1X. Sau khi quay ly tAm I4n thér hai, vién két & bao duogc tai tao
huyén phii trong 100ul dung dich nhudm té bao chét chira nudc cb dinh dugce
LIVE/DEAD® (Life Technologies, #.34957) dugc pha lodng trong dung dich PBS
1X theo ty 1& 1:1000 d& x4c dinh kha ning séng sét cta té bao va i trong 20 phut &
nhiét d6 trong phong ddng thoi tranh 4nh séng. Sau khi rira mot 14n trong dung dich
PBS 1X, céc té bao dugc U trong dung dich d&m MACS chira 10pg/ml dung dich
phong bé CD16/CD32 Fc cua chudt cbng khang chudt nhét da tinh ché, (Dong:
2.4G2; BD Biosciences, #553142) trong 10 phut & 4°C. Cac té bao dugc rra mot
1in va sau d6 dugc U trong dung dich hdn hop khang thé thich hop (dwgc mo ta
trong bang 16) dugc pha loang trong dung dich dém MACS trong 30 phit ¢ 4°C
ddng thoi tranh anh sang. Sau khi 0 v6i khéng thé, céc té bao duge rira hai 1an trong
dung dich dém MACS, téi tao huyén phu trong dung dich ¢b dinh té bao BD (BD
Biosciences, #554655) va sau do6 U trong 15 phut & 4°C ddng thoi tranh anh séng.
Sau d6 céac té bao dugc rira, tai tao huyén phu trong dung dich d¢ém MACS, va sau
d6 chuyén sang dng BD FACS (BD Biosciences, #352235) dé phan tich bach cau
wa eosin, té bao bach huyét bdm sinh typ 2 (ILC2) va céc té bao lympho bang k¥
thuat dém té bao theo dong chay.

Cac té bao T CD4 d hoat hod duge xac dinh 13 céc té bao song, CD45",
SSC™, FSC', CD3*, CD19", CD4", CD§', va CD69". Té bao B da hoat hoa dugc
x4c dinh 14 cac té bao séng, CD45%, SSC°, FSC™, CD3", CD19", va CD69". Bach
cu wa eosin dwgc x4c dinh 1a séng, CD45%, GR1", CD11c", SiglecF™. Té bao ILC2
duge xac dinh 1a sbng, CD45", chudi thé hé té bao-(chudi thé hé té bao: CDI19,
CD3, CD11b, CD11c, F4/80), CD127+, Sca’l*, ST2". Dit liéu ctia c4c t€ bao CD4
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‘da hoat hoa, duoc biéu hién dudi dang tAn suit t& bao d3 hoat hoa (CD69") trong

quan thé cha me (CD4, £ SD), dugc thé hién trong bang 17.

Bang 16: Cac khang thé dugc st dung trong phén tich dém té bao theo dong

chay
. . Ty 1€ pha
Khang thé Chat phat Nha san xuit S0 trong lodng cudi
huynh quang danh muc .
cung
CDllc APC BD Biosciences | 550261 1/100
CD45 PerCP Cy5.5 eBiosciences 45-0454-82 | 1/800
F4/80 Pacific Blue eBiosciences 48-4801-82 | 1/200
Siglec-F PE BD Biosciences | 552126 1/100
Ly6G (Gr-
D APC-eFluor780 | eBiosciences 47-5931-82 | 1/200
CD3 PE-Cy7 BD Biosciences | 552774 1/200
CD19 eFluor 450 eBiosciences 48-0193-82 | 1/200
CD4 APC-H7 BD Biosciences | 560181 1/200
CDg8 APC eBiosciences 17-0081-82 | 1/200
CD69 PE eBiosciences 12-0691-82 | 1/200
CD3 eFluor 450 eBiosciences 48-0031-82 | 1/200
CDl11b eFluor450 eBiosciences 40-0112-82 | 1/100
CDll1c eFluor450 eBiosciences 48-0114-82 | 1/100
CD127 APC-eFluor780 | eBiosciences 47-1271-82 | 1/200
Sca-1 FITC BD Biosciences | 557405 1/200
ST2 APC Biolegend 145306 1/200

Phén tich lwong té bao thim nhiém trong phéi:

Nhu dugc thé hién trong bang 17, tAn suét cua cac té bao T CD4+ da hoat
ho4, bach cAu wa eosin, va ILC2 trong phdi ciia chudt IL-33 HumIn tiép nhan HDM
trong 2 tuan 1a cao hon dang ké so v6i & chu6t IL-33 HumlIn dugc tht dung dich déi

ching PBS 1X. Nguoc lai, quan sat thdy xu huéng gidm thn sudt cac té bao thim
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nhidm nay & chudt IL-33 HumlIn khi dugc didu tri bing khéng thé khang IL-33

trong sudt thoi gian tht HDM cép tinh so v6i chut IL-33 HumlIn dugc st dung

HDM ma khéng duoc diéu tri hodc duge didu tri bang ddi chiing kiéu tuong duong.

Quan sat thiy xu huéng ting tAn suét cac té bao B da hoat hoa & phdi cua

chudt IL33 HumlIn dugc thit HDM trong 2 tudn so v4i & chudt IL33 Humin dugc
thit dung dich di ching PBS 1X. Sau khi diéu tri bing khéng thé khang IL-33,

quan sét thdy c6 su giam dang k& tin suét cac té bao B da hoat hoa & phdi ctia chuft

IL33 HumlIn dugc tht HDM, so vé6i chudt IL-33 HumlIn duge st dung HDM ma

khong dugc didu tri hodc duge didu tri bang d6i chimg kiéu twong duong.

Bang 17: Tén sut cia t& bao tham nhiém & phdi nhu duoc x4c dinh bing

phuong phap dém té bao theo dong chay

Nhoém thtr nghiém

Tén suit trung
binh cia cac té
bao CD4+ T

dad hoat hoa

Tan suit trung
binh ciia cac té
bao B da hoat

ho4 trong quan

Tén suat trung
binh ctia bach
cau ua eosin

trong quan thé

Tén suit trung
binh cta ILC2
trong quan thé

t¢ bao bach

trong quén thé | th8 t& bao B | CD45+ (+SD) huyét (£SD)
CD4+ (+SD) | (£SD)
1. Thir v6i dung dich
» 6,17 (£0,59) 6,85 (£3,09) 2,55 (£0,79) 0,33 (£0,05)
PBS 1X (n=3)
2. The v6i HDM | 29,52 (£8,57) 17,28 (£3,97)
10,13 (£3,30) 1,15 (£0,37) *
(n=5) * *
3. Thir vé6i HDM +
khang thé tham chiéu | 29,68 (+9,84) 19,19
L 11,01 (£2,31) 1,57 (£0,78) *
kiéu tuong duong | * (£11,55)*
(n=6)
4. tht HDM +
16,38 (+3,30) | 4,88 (+1,70) T 110,32 (£4,63) 0,53 (£0,12)

H4H9675P (n=6)

Ghi cha: Murc ¥ nghia thong ké dugc xac dinh bing ANOVA mot chiéu

Kruskal-Wallis v6i kiém nghiém hau dinh da so sanh ctia Dunn dugc chi rd (*=

p<0,05, **= p<0,01, so v6i nhém 1: chudt IL.33 HumlIn, thit dung dich nugc mudi;

-74-




28991

"p<0,05, so v&i nhém 3: chudt IL33 Humin, thir HDM 2 tudn + khéng thé tham
chiéu kiéu twong duong).

Vi du 12: thi nghiém mAb & miu in vivo; miu viém phéi nang va xo hoa man
tinh do HDM gay ra dé nghién ciru vai tré clia IL-33 & bénh viém phdi

DPé x4c dinh tac dung cta khang thé khang IL-33, H4H9675P, & mé hinh in
vivo thich hgp, nghién ctru bénh viém phéi ning va xo hod man tinh do HDM gay
ra dugc tién hanh & chudt ma c6 tinh ddng hop tir d6i v6i qua trinh biéu hién IL-33
clia ngudi thay vi IL-33 cua chudt (chudt IL-33 Humln).

Chuét IL-33 HumlIn duoc st dung qua duodng vao trong miii S50pg chit chiét
mat bui nha (HDM; Greer, #XPB70D3A2.5) dugc pha lodng trong 20ul dung dich
nude mudi dém phosphat 1X (PBS) hogc 20ul dung dich PBS 1X trong 5 ngay mbi
tuan trong 12 tuan. Nhém d6i chirng thr hai gdm céc con chudt IL33 HumlIn dugc
cho dung 50pg chat chiét HDM dugc pha lodng trong 20pul dung dich PBS 1X trong
5 ngay mdi tuln trong 4 tun, dé danh gia mtrc 46 nghiém trong cta bénh lic bét
du didu tri bing khang thé. Hai nhém chudt da tht HDM duoc tiém dudi da
25mg/kg khéng thé khang I1-33, H4H9675P, hodc khang thé tham chiéu kiéu twong
dwong sau 4 tudn thir HDM va sau d6 hai 1An mdi tudn cho dén khi két thic thu
HDM (8 tudn diéu tri bing khang thé). Vo ngay 85 cua nghién ctru, tAt ca cac con
chuot duoc 1am chét va phéi cua ching dugc thu hoach. Ché d6 diéu tri va dung
lidu thir nghiém cua cac nhom chudt dugc thé hién trong bang 18.

Bing 18: Ché do diéu tri va dung lidu thir nghiém cta cdc nhom chudt

Thoi gian thir trong ,
Nhom |[Chudt Thir trong miii | Khang the
miii
Chu6t IL-33|Dung dich PBS .
1 12 tuan Khong c6
HumlIn 1X
50pg HDM tron
Chuot IL-33 He s .
2 20ul dung dich/4 tuin Khong co
HumlIn
PBS 1X
Chudt IL-33|50ug HDM trong .
3 12 tuan Khong c6
HumIn 20l dung dich
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PBS 1X
Khang thé tham
50pg HDM trong L,
Chudt IL-33 . chiéu kiéu tuong
4 20ul dung dich12 tudn
HumlIn duong
PBS 1X
50pg HDM tron Khang thé khéan
Chudt IL-33 He ¥ . s .
5 20ul dung dich(12 tudn 11.-33
HumlIn
PBS 1X (H4H9675P)

Thu hoach phdi dé phin tich lwong xytokin:

Sau khi kiét mau, thuy trudc va thuy gitta cia phéi phai tir mdi con chudt
duoc léy ra va duogc dit vao 6ng chira dung dich chét chiét protein mo (chét T-PER
1X; Pierce, #78510) duoc bd sung dung dich hon hop chét rc ché proteaza Halt 1X
(Pierce, #78430). Tét ca céc budc khic duge tién hanh trén nuéc da. Thé tich cua
chit T-PER (chtra dung dich hén hop chit &rc ché proteaza) dugc didu chinh cho
m&i mAu dé khép véi ty 16 md so v6i T-PER 1a 1:8 (trong lwgng/thé tich). Cac méau
phdi dugc 1am ddng déu tha cong trong céc b6ng, bang cach sir dung chay ding mot
lin (Kimble Chase, # 749625-0010). San pham phén gidi thu dugc dugc quay ly
tam dé két vién manh té bao. Dich ndi chtra dich chiét protein hoa tan dugc chuyén
sang cac 6ng méi va dugc bao quan & 4°C cho dén 14n phén tich tiép theo.

Tbng luong protein trong dich chiét protein phdi duge do bang thir nghiém
Bradford. D4i v6i thit nghiém nay, 10ul cac mau dich chiét @3 pha lodng dugc dan
vao cac dia ¢6 96 15 1am hai 1an va dugc tron véi 200pul chit Dye 1X (Biorad, #500-
0006). Cac dung dich pha loang theo ddy cua albumin huyét thanh bd (BSA; Sigma,
#A7979), bat ddu & ndng dd 700ug/ml trong chit T-Per 1X dugc sit dung lam chuén
dé xac dinh ndng o protein trong cac dich chiét. Sau khi u trong 5 phut & nhiét do
trong phong, do muc hép thu & budc séng 595nm trén mdy doc dia Molecular
Devices SpectraMax MS5. Phan tich dit liéu dé xé4c dinh téng lugng protein trong
dich chiét phéi dua vao chudn BSA dugc tién hanh bing cach sir dung phén mém

GraphPad Prism™.
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Nong d6 xytokin trong cic dich chiét protein phdi dwgc do bang céch sit
dung kit thir nghiém mién dich da thanh phén Proinflammatory Panel 1 (chudt)
(MesoScale Discovery, # K15048D-2), theo huéng din cua nha san xuét. N6i tom
lai, 50p1/13 chit chudn héa va mAu (dugc pha lodng trong chat pha loang 41) duge
bb sung vao dia da phu trude khang thé bit gilt va 0 & nhiét d trong phong trong
khi vAn lc & tdc dd 700 vong/phit trong 2 gid. Sau do, cac dia dugc rira ba lan
bang dung dich PBS 1X chtra 0,05% (trong luong/thé tich) Tween-20, sau d6 b
sung 25ul dung dich phét hién khang thé d4 pha lodng trong chét pha lodng 45. Sau
khi 0 thém 2 gid nita & nhiét d§ trong phong trong khi van lic, dia dwgc rira ba 1an,
va 150ul dung dich dém doc 2X duoc bd sung vao mdi 16. Mirc dién phat quang hoa
hoc dugc doc ngay trén thiét bi MSD Spector®. Phéan tich dit liéu duogc tién hanh
bang cach sir dung phin mém GraphPad Prism.

MB&i nbéng d6 xytokin trong cac dich chiét chta tong lugng protein phdi thu
duoc tir tAt ca cac con chudt trong mdi nhém dugc chudn ho4 theo téng lugng
protein cua dich chiét duoc do b%mg thir nghiém Bradford, va duoc biéu dién & dang
pg xytokin trung binh trong mdi mg tdng lwgng protein phéi (pg/mg protein phdi, +
SD) d6i v6i mdi nhom nhu dugce thé hién trong bang 19.

Bang 19: Nong do xytokin trong céc dich chiét protein phdi

[IL-4] trung binh trong | [IL-5] trung binh trong
dich chiét protein phdi | cac dich chiét protein
Nhom thir nghiém , ,
(pg/mg protein phodi) | phdi (pg/mg protein
(=SD) phdi) (xSD)
1. Thir bang dung dich
. 0,03 (£0,01) 0,08 (£0,05)
PBS 1X, 12 tuan (n=5)
2. The bang HDM, 4
. 2,84 (£2,22) * 4,44 (+4,00) **
tuan (n=6)
3. Tht bing HDM, 12
. 7,31 (£3,94) ** 6,23 (£3,81) *
tuan (n=3)
4. Tht bang HDM, 12
tudn + khang thé tham | 2,28 (+1,94) 3,39 (£3,29)
chiéu kiéu twong duong
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(n=2)

5. Thtt bing HDM, 12

‘ 0,38 (£0,21) 0,48 (+0,17)
tudn + H4H9675P (n=5)

Ghi chi: Muc v nghia théng ké dwgc xac dinh bing ANOVA mot chiéu
Kruskal-Wallis v&i kiém nghiém hiu dinh da so sanh cia Dunn dugc chi 16 (*=
p<0,05, **= p<0,01, so v6i nhém 1: chuét IL33 Humln, thix bﬁng dung dich nudc
mudi).

Phin tich lwong xytokin trong phdi:

Luong xytokin IL-4 va IL-5 dugc giai phong trong phéi cia chuot IL-33
Humln tiép nhan HDM trong 4 va 12 tuln 13 cao hon dang ké so véi chudt IL-33
HumlIn duoc thtr dung dich PBS 1X. Ngugc lai, c6 xu huéng giam luong IL-4 va
IL-5 trong phdi ciia chudt IL-33 dugc didu tri bing khang thé khang IL-33 trong
sudt thoi gian thir HDM kinh nién so véi chudt IL-33 HumlIn dugc cho ding HDM

ma khong diéu tri hoic diéu tri bing khang thé tham chiéu kiéu tvong duong.
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YREU CAUBAO HQ
1. Khang thé don dong dugc phan 14p cia ngudi hodc doan lién két v6i khang
nguyén cia ching ma lién két d3ic hiéu véi intolokin-33 cta ngudi (IL-33), trong d6
khang thé hodc doan lién két v6i khang nguyén chia: (a) ving quyét dinh tinh bd
trg (complementarity determining region-CDR) cua ving bién d6i chudi ning
(heavy chain variable region-HCVR) c¢ trinh tw axit amin dugc chon tir nhém bao
¢dm SEQ ID NO: 50, 82, 98, 130, 178, va 274; va (b) CDR ctia ving bién dbi chudi
nhe (light chain variable region-LCVR) c6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhém
bao gém SEQ ID NO: 58, 90, 106, 138, 186, va 282.

2. Khéng thé dugc phan 1ap hodc doan lién két v6i khang nguyén theo diém 1, trong
d6 khang thé hoic doan lién két v6i khang nguyén chira cac CDR chudi ndng va
chudi nhe c6 cip trinh ty axit amin cia HCVR/LCVR duoc chon tir nhém bao gém:
SEQ ID NO: 50/58, 82/90, 98/106, 130/138, 178/186, va 274/282.

3. Khang thé dugc phan 1ap hodc doan lién két v6i khang nguyén theo diém 1, trong
d6 khang thé hoic doan lién két v6i khang nguyén chira cac mién HCDR1-HCDR2-
HCDR3-LCDR1-LCDR2-LCDR3, 1an lugt dugc chon tir nhém bao gdm: cic SEQ
ID NO: 52-54-56-60-62-64; 84-86-88-92-94-96; 100-102-104-108-110-112; 132-
134-136-140-142-144; 180-182-184-188-190-192; va 276-278-280-284-286-288.

4. Duoc phém chira khang thé hodc doan lién két véi khéang nguyén theo diém 1, va

chit mang ho#c chét pha loing dugc dung.

5. Khang thé don dong dugc phéan 1ap cia ngudi hogc doan lién két véi khang
nguyén cia chiing ma lién két dic hiéu véi intolokin-33 cta ngudi (IL-33), trong d6
khang thé ho#c doan lién két v6i khang nguyén chira: (a) ving bién d6i chudi ning
(heavy chain variable region - HCVR) chta trinh ty axit amin dugc chon tir nhom
bao gdm cac SEQ ID NO: 50, 82, 98, 130, 178, va 274; va (b) ving bién ddi chudi
nhe (light chain variable region - LCVR) chira trinh tu axit amin dugc chon tur
nhém bao g@)m cac SEQ ID NO: 58, 90, 106, 138, 186, va 282.

6. Khang thé dugc phan 1ap hodc doan lién két v6i khang nguyén theo diém 5, trong

d6 khang thé hoic doan lién két voi khang nguyén chira cip trinh ty axit amin
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HCVR/LCVR duoc chon tir nhém gém: cac SEQ ID NO: 50/58, 82/90, 98/106,
130/138, 178/186, va 274/282.

7. Khang thé dugc phan 1ap hodc doan lién két v6i khang nguyén theo diém 6, trong
d6 khang thé hoic doan lién két v6i khang nguyén chta cdp trinh ty axit amin
HCVR/LCVR c¢6 cac SEQ ID NO: 50/58.

8. Khang thé duoc phan 14p hoic doan lién két v6i khang nguyén theo diém 6, trong
d6 khang thé hodc doan lién két v6i khang nguyén chira cdp trinh ty axit amin
HCVR/LCVR c¢6 cac SEQ ID NO: 82/90.

9. Khang thé dugc phan 1ap hoic doan lién két v6i khang nguyén theo diém 6, trong
d6 khang thé hoic doan lién két voi khang nguyén chira cdp trinh ty axit amin
HCVR/LCVR c¢6 cac SEQ ID NO: 98/106.

10. Khang thé dugc phan 1ap hodc doan lién két voi khang nguyén theo diém 6,
trong d6 khang thé hoic doan lién két voi khang nguyén chira ciip trinh ty axit amin
HCVR/LCVR cé cac SEQ ID NO: 130/138.

11. Khéang thé dugc phan 1ap hodc doan lién két voi khang nguyén theo diém 6,
trong d6 khéng thé hoic doan lién két voi khang nguyén chira cip trinh ty axit amin
HCVR/LCVR c¢6 cac SEQ ID NO: 178/186.

12. Khang thé duoc phan 1ap hodc doan lién két voi khang nguyén theo diém 6,
trong d6 khang thé hozc doan lién két voi khang nguyén chia cdp trinh ty axit amin
HCVR/LCVR c¢6 cac SEQ ID NO: 274/282.

13. Dugc phdm chtra khang thé hoic doan lién két v6i khang nguyén theo diém 7,
va chit mang hoic chét pha lodng dugc dyung. |

14. Dugc phim chta khang thé hodc doan lién két véi khang nguyén theo diém 8,
va chit mang hodc chét pha loang dugc dung. |

15. Dugc phdm chira khéng thé hoic doan lién két v6i khang nguyén theo diém 9,
va chit mang hoic chét pha lodng duoc dung. |
16. Dugc phim chira khang thé hodc doan lién két véi khang nguyén theo diém 10,

va chét mang hoic chét pha loing dugc dung.

-80-



28991

17. Dugc phim chira khang thé hodc doan lién két v6i khang nguyén theo diém 11,

va chit mang hoic chét pha loang dugc dung.

18. Dugc phdm chtra khang thé hodc doan lién két vi khang nguyén theo diém 12,

va chit mang hodc chét pha loing dugc dung.

19. Khang thé don dong duogc phan 14p cia ngudi hodc doan lién két voi khang
nguyén cta chung ma lién két dic higu véi intolokin-33 clia ngudi (IL-33), trong d6 '
khang thé hoic doan lién két v6i khang nguyén chira ving bién d6i chudi ning
(heavy chain variable region - HCVR) ¢6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhom bao
gém SEQ ID NO: 50, 82, 98, 130, 178, va 274.

20. Dugc phdm chtra khang thé hoic doan lién két voi khang nguyén theo diém 19,

va chit mang hodc chét pha loing dugc dung.

21. Khang thé don dong dugc phan 14p cla ngudi hodc doan lién két v6i khang
nguyén ctia chiing ma lién két dic hiéu v6i intolokin-33 ctia ngudi (IL-33), trong d6
khéang thé hodc doan lién két v6i khang nguyén chtra cic mién HCDR1-HCDR2-
HCDR3-LCDR1-LCDR2-LCDR3 lan lugt chira trinh tu axit amin c6 SEQ ID NO:
276-278-280-284-286-288.

22. Dugc phdm chtra khang thé hodc doan lién két v6i khang nguyén theo diém 21,

va chit mang hoic chét pha loing dugc dung.
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DANH MUC TRINH TU

ctgggaggtc
tgcattgggt
atggaagaaa
attccaagaa
attactgtgc
agggagccct

Val Gln Pro

Thr Phe Ser

30

Gly Leu Glu
45

Tyr Thr
60

Lys

Asp

Asn Thr

cctgagactc
ccgccaggct
taaatactat
cacgctgtat
gagagagagg
ggtcaccgtc

Gly
15
Ser

Arg
Tyr
Trp Val
Ser Val

Leu Tyr

<110> Regeneron Pharmaceuticals, Inc.
<120> Khang thé khang IL-33 va cadch si dung khang thé nay
<130> 1850-WO
<140> TBA
<141>
<150> 61/778,687
<151> 2013-03-13
<150> 61/819,018
<151> 2013-05-03
<160> 323
<170> FastSEQ dung cho Windows phién ban 4.0
<210> 1
<211> 366
<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 1
caggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc gtggtccage
tcctgtgcag cgtctggatt caccttcagt agttatggca
ccaggcaagg ggctggagtg ggtggcagtt atatggtatg
acagactccg tgaagggccg attcaccatc tccagagaca
ctgcaaatgg acagcctgag agccgaggac acggctgtgt
tatatcagca gctattatgg ggggttcgac ccctggggcc
tcctca
<210> 2
<211> 122
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 2
Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val
1 5 10
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe
20 25
Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys
35 40
Ala Val Ile Trp Tyr Asp Gly Arg Asn Lys Tyr
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser
65 70 75
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Leu Gln Met Asp Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

85 90 -~ 95
Ala Arg Glu Arg Tyr Ile Ser Ser Tyr Tyr Gly Gly Phe Asp Pro Trp
100 105 110
Gly Gln Gly Ala Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 3

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 3
ggattcacct tcagtagtta tggc

<210> 4

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 4
Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Gly
1 5

<210> 5

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tdéng hop

<400> 5
atatggtatg atggaagaaa taaa

<210> 6

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

. <L220>
<223> Téng hop

<400> 6
Ile Trp Tyr Asp Gly Arg Asn Lys
1 5

<210> 7
<211> 45
<212> ADN
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<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tdng

<400> 7

hop

gcgagagaga ggtatatcag cagctattat ggggggttcg acccc

ctgtaggaga
cctggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag
tccecattcecac

Ser Ala Ser

Gly Ile Ser

30

Pro Lys Val

45

Ser Arg Phe

60

Ser Ser Leu

Asn Ser Phe

15

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
cctgcagcct
tttcggceccect

vVal
15
Ser

Gly
Trp

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro
80
Pro Phe

95

<210> 8

<211> 15

<212> PRT

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 8

Ala Arg Glu Arg Tyr Ile Ser Ser Tyr Tyr Gly Gly Phe Asp Pro
1 5 10

<210> 9

<211> 321

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 9

gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc gtgtctgcat

atcacttgtc gggcgagtca gggtattagt agttggttag

gggaaagccc ctaaggtcct gatctatgct gcatccagtt

aggttcagcg gcagtggatc tgggacagat ttcactctca

gaagattttg caacttacta ttgtcaacag gctaacagtt

gggaccaaac tggatatcaa g

<210> 10

<211> 107

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 10

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Val
1 5 10

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln

20 25
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala
35 40
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro
50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile
65 70 75

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ala

85 90
Thr Phe Gly Pro Gly Thr Lys Leu Asp Ile Lys

-86-

45

60

120
180
240
300
321



28991

100 105

<210> 11

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 11
cagggtatta gtagttgg

<210> 12

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tyg nhdn tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 12
Gln Gly Ile Ser Ser Trp
1 5

<210> 13

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 13
gctgcatcc

<210> 14

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tu nhéan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 14
Ala Ala Ser
1

<210> 15

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Téng hop

-87-

18



<400> 15

caacaggcta acagtttccc attcact

28991

ttggtacagc
agctatgcca
attagtggta
tccagagaca
acggccgtat

caagggacca

Gly
Ser
25

Pro
Ser
Asp

Glu

Gly
105

<210> 16
<211> 9
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 16
Gln Gln Ala Asn Ser Phe Pro Phe Thr
1 5
<210> 17
<211> 357
<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 17
gaggtgcagc tgttggagtc tgggggagac
tcctgtgcag cctctggatt caccttcagce
ccagggaagg ggctggagtg ggtctcagtt
gcagactccg tgaagggccg gttcaccatt
ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac
tactacttct acggtttgga cgtctggggce
<210> 18
<211> 119
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 18
Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20
Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala
35 40
Ser Val Ile Ser Gly Ser Gly Ser
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg
65 70
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala
85
Ala Lys Thr Phe Tyr Tyr Phe Tyr
100
Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115

Asp
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp

90
Leu

-88-

Leu
Phe
Lys
Asp
Ser
75

Thr

Asp

ctggggggtc
tgagctgggt
gtggaagtag
attccaggga
attactgtgc
cggtcaccgt

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Arg

Ala

vVal

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asp

Val

Trp

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr

Tyr

Gly
110

cctgagactc
ccgccaggcet
cacagactac
cacgctgcat
gaaaacgttc
ctcctca

Gly
15
Ser

Gly
Tyr
Trp Val

Ser Val

His
80
Cys

Leu

Tyr
95

Gln Gly

27

60

120
180
240
300
357



28991

<210> 19

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 19
ggattcacct tcagcagcta tgcc

<210> 20

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tdéng hop

<400> 20
Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Ala
1 5

<210> 21

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 21
attagtggta gtggaagtag caca

<210> 22

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 22
Ile Ser Gly Ser Gly Ser Ser Thr
1 5

<210> 23

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 23
gcgaaaacgt tctactactt ctacggtttg gacgtc

-89-

24

24

36



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

24
12
PRT

<220>
<223> Tdng

<400> 24

hop

Trinh tu nhdn tao

28991

Ala Lys Thr Phe Tyr Tyr Phe Tyr Gly Leu Asp Val

1

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

25
321
ADN

<220>
<223> Tbng
<400> 25

gacatccaga
atcacttgcc
gggaaagttc
cggttcagtg
gaagatgttg
gggaccaaag

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

26
107
PRT
Trinh

<220>
<223> Tdng
<400> 26
Asp Ile
1
Asp

Gln

Arg Val

Leu Ala Trp
35
Ala Ala
50

Gly

Tyr
Ser Ser
65

Glu

Asp Val

Thr Phe Gly

<210> 27
<211> 18
<212> ADN
<213> Trinh

5

hop

tgacccagtc
gggcgagtca
ctaaggtcct
gcagtggatc
caacttatta
tggatatcaa

tu nhén

hop

Met Thr

Thr
20
Tyr

Ile
Gln

Ser Thr

Gly Thr

Ala Thr
85
Pro Gly

100

tu nhéan

Gln
Thr
Gln
Leu
Val
70

Tyr

Thr

Trinh ty nhan tao

tccatcctcece
gggcattagc
aatctatgct
tgggacagtt
ctgtcaaaag
a

tao

Ser Pro

Cys Arg
Pro
40
Ser

Lys

Gln
55
Phe Thr

Tyr Cys

Lys Val

tao

10

ctgtctgcat
aattatttag
gcatccactt
ttcactctca
tatagcagtg

Ser Leu
10

Ser

Ser

Ala
25
Gly

Gln

Lys Val

Gly Val Pro

Thr Ile
75
Tyr

Leu
Gln Lys
90
Asp Ile
105

Lys

-90-

ctttaagaga
cctggtatca
tgcaatcagg
ccatcagcag
ccccattcac

Ser Ala Ser

Ile Ser
30
Val

Gly

Pro Lys

Ser Phe
60

Ser

Arg

Ser Leu

Ser Ser Ala

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatct
cctgcagact
tttcggcect

Leu
15
Asn

Arg
Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Gln Thr
80
Pro Phe

95

60

120
180
240
300
321



<220>
<223> Téng hop

<400> 27
cagggcatta gcaattat

<210> 28

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 28
Gln Gly Ile Ser Asn Tyr
1 5

<210> 29

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tyg nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 29
gctgcatcc

<210> 30

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 30
Ala Ala Ser
1

<210> 31

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 31
caaaagtata gcagtgcccc attcact

<210> 32

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

28991

-91-
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27



28991

<220>
<223> Téng hop

<400> 32
Gln Lys Tyr Ser Ser Ala Pro Phe Thr
1 5

<210> 33

<211> 351

<212> ADN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 33

caggtgcttc tggtacagtc tggggctgag gtgaagaagc ctggggccac agtgaaggtc 60
tcctgcaagg cttctggatc cactttcacc ggctactata tgcactgggt gcgacaggcc 120
cctggacaag ggcttgagtg gatgggatgg atcaacccta acaatggtgg cacaaactat 180
gcacagaagt ttcagggcag ggtcaccatg accagggaca cgtccatcag cacagcctac 240
atggaattga gcaggctgag atctgacgac acggccgtat attactgtgc gagagagttg 300
cggtataact ggaagtcctg gggccaggga accctggtca ccgtctccte a 351

<210> 34

<211> 117

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 34
Gln Val Leu Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15
Thr Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Ser Thr Phe Thr Gly Tyr
20 25 30
Tyr Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45
Gly Trp Ile Asn Pro Asn Asn Gly Gly Thr Asn Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60
Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser Ile Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Arg Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Glu Leu Arg Tyr Asn Trp Lys Ser Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110
Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 35

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Téng hop

-92-



<400>

35

ggatccactt tcaccggcta ctat

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

<220>
<223>

<400>

36

8

PRT

Trinh ty nhan tao

Téng hop

36

Gly Ser Thr Phe Thr Gly Tyr Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

5

37

24

ADN

Trinh ty nhan tao

Téng hop

37

atcaacccta acaatggtgg caca

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

<220>
<223>

<400>

38

8

PRT

Trinh tu nhan tao

Téng hop

38

Ile Asn Pro Asn Asn Gly Gly Thr

1

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

<220>
<223>

<400>

5

39

30

ADN

Trinh ty nhén tao

Tdng hop

39

gcgagagagt tgcggtataa ctggaagtcc

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

<220>
<223>

40

10

PRT

Trinh ty nhdn tao

Tng hop

28991

-93-

24

24

30



cagagtgttg gcaggcccta c

<210> 44
<211> 7

28991

10

ctgtctttgt
aggccctact
ggtgcatcca
gacttcactc
cagtatgata

Gly Thr
10

Ser

Leu

Ala
25
Pro

Gln

Gly Gln

Thr Asp Ile

Thr Thr
75
Gln

Leu

Gln
90
Glu

Cys

Leu Ile

105

<400> 40
Ala Arg Glu Leu Arg Tyr Asn Trp Lys Ser
1 5
<210> 41
<211> 324
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 41
gaaattgtgt tgacgcagtc tccaggcacc
ctctcctgca gggccagtca gagtgttgge
cctggccagg ctcccaggct cctcatctat
gacaggttca gtggcaatgg gtctgggaca
cctgaagatt ttgcagtgta ttactgtcag
caggggacca ggctggagat caaa
<210> 42
<211> 108
. <212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 42
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro
1 5
Glu Arg Val Thr Leu Ser Cys Arg
20
Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Ile
35 40
Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala
50 55
Gly Asn Gly Ser Gly Thr Asp Phe
65 70
Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr
85
Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Arg
100
<210> 43
<211> 21
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 43

-9Y-

ctccagggga
tagcctggta
gcagggccac
tcaccatcag
attcccctta

Ser Leu Ser

Ser Val Gly

Ala Pro
45

Asp

Arg

Pro
60
Ile

Arg
Ser Arg

Tyr Asp Asn

Lys

aagagtcacc
ccaacagata
tgacatccca
tagactggag
tacttttggce

Pro
15
Arg

Gly
Pro
Leu Leu
Phe Ser
Glu

80
Pro

Leu

Ser
95

60

120
180
240
300
324

21



<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 44
Gln Ser Val Gly Arg Pro Tyr
1 5

<210> 45

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 45
ggtgcatcc

<210> 46

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tu nhéan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 46
Gly Ala Ser
1

<210> 47

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 47
cagcagtatg ataattcccc ttatact

<210> 48

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 48

28991

Gln Gln Tyr Asp Asn Ser Pro Tyr Thr

1 5

-05-

27



<210>
<211>
<212>

49
366
ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223>

<400>

gaggtg
tcectgt
ccaggg
gcagac
ctgcaa
tatagc
tcctceca

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

<220>
<223>

<400>

Glu Va
1

Ser Le

Ala Me

Ser As
50

Lys Gl

65

Leu Gl

Tdng hop

49

cagc tggtggagtc
gcag cctctggatt
aagg ggctggaatt
tccg tgaagggccg
atga acagcctgag

acca gctggttcgg

50

122

PRT

Trinh ty nhan

Tdng hop

50

1 Gln Leu Val

5

u Arg Leu Ser
20

t Ser Trp Val

35
p Leu Arg Thr

y Arg Leu Thr

n Met Asn Ser
85

Ala Lys Ser His Tyr

Gly Gl

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

<220>
<223>

<400>

100
n Gly Thr Leu
115

51

24

ADN

Trinh tyg nhén

Tng hop

51

tao

Glu
Cys
Arg
Ser
Ile
70

Leu

Ser

Val

tao

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser
Arg

Thr

Thr

ggattcacct ttagaagctt tgcc

<210>
<211>
<212>

52
8
PRT

<213> Trinh tu nhan tao

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg
Ala

Ser

Val
120

28991

Gly
Ser
25

Pro
Ser
Asp
Glu
Trp

105
Ser

Gly
Gly
Gly
Thr
Asn
Asp
90

Phe

Ser

-96-

tgggggaggc ttggtacaac
cacctttaga agctttgcca

ggtctcagat ctcaggacta
gctcaccatc tccagagaca
agccgaggac acggccgtat
gggctttgac tactggggcc

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Gly

ctggggggtc
tgagctgggt
gtggtggtag
attccaagaa
attactgtgc
agggaaccct

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Gly

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn

Val

Phe

Pro
Arg
Glu
Asp
Thr
Tyr

Asp
110

cctgagactc
ccgccaggct
tacatactac
cacgctgtat
gaaaagccac
ggtcactgtc

Gly
15

Ser
Leu
Ser
Leu
Tyr

95
Tyr

Gly
Phe
Val
Val
Tyr
80

Cys

Trp

60

120
180
240
300
360
366

24



28991

<220>
<223> Téng hop

<400> 52
Gly Phe Thr Phe Arg Ser Phe Ala
1 5

<210> 53

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 53
ctcaggacta gtggtggtag taca

<210> 54

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tdéng hop

<400> 54
Leu Arg Thr Ser Gly Gly Ser Thr
1 5

<210> 55

<211> 45

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 55
gcgaaaagcc actatagcac cagctggttc gggggctttg actac

<210> 56

<211> 15

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Tdéng hop

<400> 56

Ala Lys Ser His Tyr Ser Thr Ser Trp Phe Gly Gly Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 57

<211> 321

-97-

24

45



28991

<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 57

gacatccaga tgacccagtc tccatcttcc gtgtctgctt ctgtaggaga cagagtcacc 60
atcacttgtc gggcgagtca gggttttagc agctggttag cctggtatca gcagaaacca 120
gggaaagccc ctaagctcct gatctatgct gcatccagtt tgcaaagtgg ggtcccatca 180
aggttcagcg gcagtggatc tgggacagat ttcactctca ccatcaccaa cctgcagcect 240
gaagattttg caacttacta ttgtcaacag gctaacagtt tccctctcac tttcggcgga 300
gggaccaagg tggagatcaa a 321

<210> 58

<211> 107

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 58
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Val Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly Phe Ser Ser Trp
20 25 30
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Thr Asn Leu Gln Pro
65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ala Asn Ser Phe Pro Leu
85 90 95
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 59

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 59
cagggtttta gcagctgg 18

<210> 60

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 60

-08-



Gln Gly Phe Ser Ser Trp
1 5

<210> o6l

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 61
gctgcatcc

<210> 62

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 62
Ala Ala Ser
1

<210> 63

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 63
caacaggcta acagtttccc tctcact

<210> o4

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 64

28991

Gln Gln Ala Asn Ser Phe Pro Leu Thr

1 5

<210> 65

<211> 366

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tdéng hop

-99-

27



28991

<400> 65

gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ttggtacagc ctggggggtc cctgagactc 60

tcctgtgcag cctctggatt cacgtttagc agctatgtca tgagctgggt ccgccaggct 120
ccagggaagg ggctggagtg ggtctcaagt attagtggta atggtggtag cacaaactac 180
gcagactccg tgaagggccg gttcaccatc tccagagaca attccaagaa cacgctgttt 240
ctggaaatga acagcctgag agccgaggac acggccgtat attactgtgc gaaatcactg 300
ggaactacca cgactttttt ggggtttgac tattggggcc agggaaccct ggtcaccgtc 360
tcctca 366

<210> 66
<211> 122
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 66
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30
Val Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ser Ser Ile Ser Gly Asn Gly Gly Ser Thr Asn Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Phe
65 70 75 80
Leu Glu Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Lys Ser Leu Gly Thr Thr Thr Thr Phe Leu Gly Phe Asp Tyr Trp
100 105 110
Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 67

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 67
ggattcacgt ttagcagcta tgtc 24

<210> 68

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 68
Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Val
1 5

-100-



28991

<210> 69

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 69
attagtggta atggtggtag caca

<210> 70

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 70
Ile Ser Gly Asn Gly Gly Ser Thr
1 5

<210> 71

<211> 45

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 71
gcgaaatcac tgggaactac cacgactttt ttggggtttg actat

<210> 72

<211> 15

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 72

Ala Lys Ser Leu Gly Thr Thr Thr Thr Phe Leu Gly Phe Asp Tyr

1 5 10

<210> 73

<211> 321

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 73

-101-
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45



28991

gacatccaga tgacccagtc tccatcttcc gtgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc 60

atcacttgtc gggcgagtca gggtattagc agctggttag cctggtatca gcagaaacca 120
gggaaagccc ctaaactcct gatctatget gcatccagtt tgcaaagtgg ggtcccatca 180
aggttcagcg gcagtggatc tgggacatat ttcactctca ccatcagcag cctgcagcct 240
gaagattttg caacttacta ttgtcaacag gctaacagtt tccctctcac tttcggcgga 300
gggaccaagg tggagatcaa a 321

<210> 74

<211> 107

<212> PRT

<213> Trinh ty nhéan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 74
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Val Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Ser Trp
20 25 30
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Tyr Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ala Asn Ser Phe Pro Leu
85 90 95
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 75

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 75
cagggtatta gcagctgg 18

<210> 76

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhéan tao

<220>
<223> Tdéng hop

<400> 76
Gln Gly Ile Ser Ser Trp
1 5

<210> 77
<211> 9
<212> ADN

-102-



<213>

<220>
<223> Tbéng
<400> 77

gctgcatcc

<210> 78
<211> 3
<212> PRT
<213>

<220>
<223> Tbéng

<400> 78

Ala Ala Ser

1

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

79
27
ADN

<220>
<223> Tdng

<400> 79

hop

hop

hop

Trinh ty nhén tao

Trinh ty nhén tao

Trinh tu nhédn tao

caacaggcta acagtttccc tctcact

<210> 80
<211> 9
<212> PRT
<213>

<220>
<223> Tdng

<400> 80

hop

Trinh ty nhé&n tao

28991

Gln Gln Ala Asn Ser Phe Pro Leu Thr

1

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

81
363
ADN

<220>
<223> Tdéng
<400> 81

caggtgcagc
acctgcactg
ccagggaagyg
ccctecectcea
aagctgagct

5

hop

tgcaggagtc
tctctggtgg
gactggagtt
agagtcgagt
ctgtgaccgc

Trinh ty nhé&n tao

gggcccagga
ctccatcagt

gattgggtat
caccatatct
tgcggacacg

ctggtgaagc
agttattact
atttattaca
gtagacacgt
gccgtatatt

-103-

cttcggagac
ggagctggat
gtgggagcac
ccaagaacca
actgtgcgag

cctgtccecte
ccggcagccc
caattataac
cttctccctg
atcccagtat

27

60

120
180
240
300



28991

accagtagtt ggtacggttc ttttgatatc tggggccaag ggacaatggt caccgtctct 360
tca 363

<210> 82

<211> 121

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 82
Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu
1 5 10 15
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly Ser Ile Ser Ser Tyr
20 25 30
Tyr Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Leu Ile
35 40 45
Gly Tyr Ile Tyr Tyr Ser Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Pro Ser Leu Lys
50 55 60
Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn His Phe Ser Leu
65 70 75 80
Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95
Arg Ser Gln Tyr Thr Ser Ser Trp Tyr Gly Ser Phe Asp Ile Trp Gly
100 105 110
Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 83

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 83
ggtggctcca tcagtagtta ttac 24

<210> 84

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 84
Gly Gly Ser Ile Ser Ser Tyr Tyr
1 5

<210> 85

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

-104-



<220>
<223> Tbéng

<400> 85

hop

atttattaca gtgggagcac c

<210> 86
<211> 7
<212> PRT
<213>

<220>
<223> Tbéng

<400> 86

hop

Trinh ty nhan tao

Ile Tyr Tyr Ser Gly Ser Thr

1

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

87
45
ADN

<220>
<223> Tdéng

<400> 87

5

hop

Trinh tuy nhan tao

28991

gcgagatccc agtataccag tagttggtac ggttcttttg atatc

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

88
15
PRT

<220>
<223> Tbéng

<400> 88

hop

Trinh ty nhdn tao

Ala Arg Ser Gln Tyr Thr Ser Ser Trp Tyr Gly Ser Phe Asp Ile

1

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

89
321
ADN

<220>
<223> Tdéng
<400> 89

gacatccaga
atcacttgtc
gggaaagccc
aggttcagcg
gaagattttg
gggaccaagg

5

hop

tgacccagtc
gggcgagtca
ctaagctcct
gcagtggatc
caacttacta
tggaaatcaa

Trinh ty nhdn tao

tccatcttcc
gggtattagce
gatctatgct
tgggccagaa
ttgtcaacag
a

10

gtgtctgcat
acctggttag
gcatccactt
ttcactctca
gctaacagtt

-105-

ctgtaggaga
cctggtttca
tacaaggtgg
ccatcagcag
tcecegtggac

15

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
cctgcagcect
gttcggccaa

21

45

60

120
180
240
300
321



<210> 90
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén
<220>
<223> Téng hop
<400> 90
Asp Ile Gln Met Thr
1 5
Asp Arg Val Thr Ile
20
Leu Ala Trp Phe Gln
35
Tyr Ala Ala Ser Thr
50
Ser Gly Ser Gly Pro
65
Glu Asp Phe Ala Thr
85
Thr Phe Gly Gln Gly
100
<210> 91
<211> 18
<212> ADN
<213> Trinh tu nhéan
<220>
<223> Téng hop
<400> 91

cagggtatta gcacctgg

<210>

<211> 6

<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

92

92

PRT
Trinh tu nhén

Téng hop

Gln Gly Ile Ser Thr

1

<210>

<211> 9

<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

93

93

ADN
Trinh tyg nhén

gctgcatcc

Téng hop

5

tao

Gln
Thr
Gln
Leu
Glu
70

Tyr

Thr

tao

tao

Trp

tao

Ser
Cys
Lys
Gln
55

Phe

Tyr

Lys

Pro
Arg
Pro
40

Gly
Thr

Cys

Val

28991

Ser Ser
10

Ala Ser

25

Gly Lys

Gly Val

Leu Thr

Gln Gln
90

Glu Ile
105

-106-

vVal
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Ala

Lys

Ser
Gly
Pro
Ser
60

Ser

Asn

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Ser

Ser
Ser
30

Leu
Phe

Leu

Phe

Val
15

Thr
Leu
Ser

Gln

Pro
95

Gly
Trp
Ile
Gly
Pro

80
Trp

18



<210> 94
<211> 3
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 94

Ala Ala Ser

1

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

95
27
ADN

<220>

<223>

<400> 95

Téng hop

Tdng hop

Trinh tu nhédn tao

Trinh tu nhén tao

caacaggcta acagtttccc gtggacg

<210> 96
<211> 9

<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 96

Téng hop

Trinh tu nhén tao

28991

Gln Gln Ala Asn Ser Phe Pro Trp Thr

1

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

97
366
ADN

<220>
<223> Téng
<400> 97
caggttcagc
tcctgcaagg
cctggacaag
gtacagaagt
atggaactga
tataccacca
tcctca

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

98
122
PRT

5

hop

tggtgcagtc
cctctggtta
ggcttgagtg
tccagggcag
ggagccttag

gctggtacgg

Trinh ty nhén tao

tggagctgag
cacctttaac
gatgggatgg
agtctccatg
atctgacgac
gggttttgac

Trinh tu nhan tao

gtgaagaagc
agctatggta
atcagctccc
accacagaca
acggccgtgt
tattggggcc

-107-

ctggggcctce
tcagctgggt
acaatggtaa
catccacgag
attactgtgc
agggaaccct

agtgaaggtc
gcgacaggcc
cagtcactat
tacagcctac
gagacactcg
ggtcaccgtc

27

60

120
180
240
300
360
366



<220>

<223> Téng hop

<400> 98

Gln Val Gln
1

Ser Val Lys

Gly Ile Ser
35
Gly Trp Ile
50
Gln Gly Arg
65
Met Glu Leu

Ala Arg His
Gly Gln Gly
115

<210> 99
<211> 24
<212> ADN

Leu
Val
20

Trp
Ser
Val
Arg
Ser

100
Thr

Val
Ser
Val
Ser
Ser
Ser
85

Tyr

Leu

<213> Trinh tu nhén

<220>

<223> Téng hop

<400> 99

Gln
Cys
Arg
His
Met
70

Leu

Thr

val

tao

Ser
Lys
Gln
Asn
55

Thr
Arg

Thr

Thr

ggttacacct ttaacagcta tggt

<210> 100
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 100

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Thr
Ser

Ser

Val
120

Gly Tyr Thr Phe Asn Ser Tyr Gly

1

<210> 101
<211> 24
<212> ADN

5

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 101

atcagctccc acaatggtaa cagt

<210> 102

28991

Ala
Ser
25

Pro
Asn
Asp
Asp
Trp

105
Ser

Glu
10

Gly
Gly
Ser
Thr
Asp
90

Tyr

Ser

-108-

Val
Tyr
Gln
His
Ser
75

Thr

Gly

Lys
Thr
Gly
Tyr
60

Thr

Ala

Gly

Lys
Phe
Leu
45

Val
Ser

Val

Phe

Pro
Asn
30

Glu
Gln
Thr

Tyr

Asp
110

Gly
15

Ser
Trp
Lys
Ala
Tyr

95
Tyr

Ala
Tyr
Met
Phe
Tyr
80

Cys

Trp

24

24



<211> 8
<212> PRT
<213>

<220>
<223> Tdng

<400> 102

hop

Trinh ty nhédn tao

Ile Ser Ser His Asn Gly Asn Ser

1

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

103
45
ADN

<220>
<223> Tdng

<400> 103

5

hop

Trinh ty nhédn tao

28991

gcgagacact cgtataccac cagctggtac gggggttttg actat

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

104
15
PRT

<220>
<223> Téng

<400> 104

hop

Trinh ty nhan tao

Ala Arg His Ser Tyr Thr Thr Ser Trp Tyr Gly Gly Phe Asp Tyr

1

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

105
321
ADN

<220>
<223> Téng
<400> 105

gacatccaga
atcacttgtc
gggaaagccc
aggttcagcg
gaagattttg
gggaccaagg

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

106
107
PRT

<220>

<223> Téng

5

hop

tgacccagtc
gggcgagtca
ctcagctcct
gcagtggatc
caacttacta
tggagatcaa

hop

Trinh ty nhan tao

tccatcttcc
gggttttagc
gatctatgct
tgggtcagat
ttgtcaacag
a

Trinh ty nhdn tao

10

gtgtctgcat
agctggttag
gcatccagtt
ttcactctca
gctaacagtt

-109-

ctgtaggaga
cctggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag
tcccectcectcac

15

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
cctgcagcct
tttcggcgga

45

60

120
180
240
300
321



<400> 106
Asp Ile Gln
1 -
Asp Arg Val

Leu Ala Trp
35
Tyr Ala Ala
50
Ser Gly Ser
65
Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

<210> 107
<211> 18
<212> ADN

Met
Thr
20

Tyr
Ser
Gly
Ala

Gly
100

Thr
Ile
Gln
Ser
Ser
Thr

85
Gly

<213> Trinh tuyu nhan

<220>

<223> Téng hop

<400> 107

cagggtttta gcagctgg

<210> 108
<211> 6
<212> PRT

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp
Tyr

Thr

tao

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Tdng hop

<400> 108

Gln Gly Phe Ser Ser Trp

1

<210> 109
<211> 9
<212> ADN

5

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Tbéng hop

<400> 109
gctgcatcc

<210> 110
<211> 3
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

Ser
Cys
Lys
Gln
55

Phe

Tyr

Lys

Pro
Arg
Pro
40

Ser
Thr

Cys

Val

28991

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Leu

Gln

Glu
105

Ser
10

‘Ser

Lys
Val
Thr
Gln

90
Ile

-110-

Val
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Ala

Lys

Ser
Gly
Pro
Ser
60

Ser

Asn

Ala
Phe
Gln
45

Arg

Ser

Ser

Ser
Ser
30

Leu
Phe

Leu

Phe

Val
15

Ser
Leu
Ser

Gln

Pro
95

Gly
Trp
Ile
Gly
Pro

80
Leu

18



<223> Téng hop

<400> 110

Ala Ala Ser

1

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

111
27
ADN

<220>

<223>

<400> 111

Téng hop

Trinh ty nhdn tao

caacaggcta acagtttccc tctcact

<210> 112
<211> 9

<212> PRT
<213>

<220>
<223> Tdng

<400> 112

Gln Gln Ala Asn Ser

1

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

113
366
ADN

<220>
<223> Tdng

<400> 113
gaggtgcagc
tcctgtgecag
ccagggaagg
gcagactccg
ttgcaaatga
tacagtggga
tcctca

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

114
122
PRT

<220>
<223> Téng

<400> 114

hop

5

hop

tggtggagtc
cctctggaat
gactggagtg
tgaagggccg
acagcctgag
gctactacgg

hop

Trinh ty nhdn tao

Trinh tu nhdn tao

cgggggaggc
caccttgagc

ggtcgcatcc
gttcaccatg
agccgaggac
aggttttgac

Trinh ty nhén tao

28991

Phe Pro Leu Thr

ttggttcagc
agctatggca
atttttggta
tccagagaca
acggccgtat
tactggggcc

cgggggggtc
tgagctgggt
gtggtggtgg
attccaagaa
attattgtgc
ggggaaccct

cctgagactc
ccgccaggcet
cccatactac
cacgctgtat
gaaagatcga
ggtcaccgtc

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

1

5

10

-111-

15

27

60

120
180
240
300
360
366



Ser Le

u Arg

Gly Met Ser

Ala Se
50

Lys G1

65

Leu Gl

35
r Ile

y Arg

n Met

Ala Lys Asp

Gly Ar

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

<220>
<223>

<400>

g Gly
115

115
24
ADN
Trinh

Leu
20

Trp
Phe
Phe
Asn
Arg

100
Thr

Ser
vVal
Gly
Thr
Ser
85

Tyr

Leu

tu nhén

Téng hop

115

Cys
Arg
Ser
Met
70

Leu

Ser

Val

tao

Ala
Gln
Gly
Ser
Arg
Gly

Thr

ggaatcacct tgagcagcta tggc

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

<220>
<223>

<400>

116
8
PRT

Trinh tu nhén tao

Tng hop

116

Ala
Ala
40

Gly
Arg
Ala

Ser

Val
120

Gly Ile Thr Leu Ser Ser Tyr Gly

1

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

<220>
<223>

<400>

117
24
ADN

5

Trinh ty nhén tao

Téng hop

117

atttttggta gtggtggtgg ccca

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

<220>
<223>

118
8
PRT

Trinh ty nhédn tao

Téng hop

28991

Ser
25
Pro

Gly
Asp
Glu
Tyr

105
Ser

Gly
Gly
Pro
Asn
Asp
90

Tyr

Ser

-112-

Ile
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Gly

Thr
Gly
Tyr
Lys
Ala

Gly

Leu
Leu
45

Ala
Asn

Val

Phe

Ser
30

Glu
Asp
Thr
Tyr

Asp
110

Ser
Trp
Ser
Leu
Tyr

95
Tyr

Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys

Trp

24

24



<400> 118

Ile Phe Gly Ser Gly Gly Gly Pro

1

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

119
45
ADN

<220>

<223>

<400> 119

5

Téng hop

Trinh tu nhan tao

28991

gcgaaagatc gatacagtgg gagctactac ggaggttttg actac

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

120
15
PRT

<220>
<223> Téng

<400> 120

hop

Trinh ty nhan tao

Ala Lys Asp Arg Tyr Ser Gly Ser Tyr Tyr Gly Gly Phe Asp Tyr

1

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

121
321
ADN

<220>
<223> Tbéng
<400> 121

gacatccaga
atcacttgtc
gggaaagccc
aggttcagceg
gaacattttg
gggaccaagg

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

122
107
PRT

<220>
<223> Téng

<400> 122

5

hop

tgacccagtc
gggcgagtca
ctacactcct
gcagtggatc
caacttacta
tggagatcaa

hop

Trinh ty nhan tao

tccatcttcce
gggtattacc
gatctatgct
tgggacagat
ttgtcaacag
a

Trinh ty nhdn tao

10

gtgtctgcat
agctggttag
gcatccagtt
ttcactctca
gctaacagtt

ctgtaggaga
cctggtatca
tgcaaactgg
ccatcagcag
tccctectac

15

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
cctgcagcect
tttcggcgga

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Val Ser Ala Ser Val Gly

1

5

10

15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly Ile Thr Ser Trp

20

25

30

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Thr Leu Leu Ile

-113-

45

60

120
180
240
300
321



Tyr Al
50

Ser Gl

65

Glu Hi

35
a Ala Ser

y Ser Gly

s Phe Ala

Thr Phe Gly Gly

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

<220>
<223>

<400>

100

123
18
ADN

Ser
Thr
Thr

85
Gly

Trinh tu nhéan

Téng hop

123

cagggtatta ccagctgg

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

<220>
<223>

<400>

124
6
PRT

Trinh tu nhan

Téng hop

124

Gln Gly Ile Thr Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

125
9
ADN

5

Trinh ty nhéan

Téng hop

125

gctgcatcc

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

<220>
<223>

<400>
Ala Al
1

126
3
PRT

Leu

Asp
70
Tyr

Thr

tao

tao

Trp

tao

Trinh tu nhédn tao

Téng hop

126
a Ser

Gln
55

Phe
Tyr

Lys

40
Thr

Thr
Cys

Val

28991

Gly
Leu
Gln

Glu
105

Val
Thr
Gln

90
Ile

-114-

45
Pro Ser Arg Phe Ser Gly
60
Ile Ser Ser Leu Gln Pro
75 80
Ala Asn Ser Phe Pro Pro
95
Lys

18



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

127
27
ADN

<220>
<223> Téng

<400> 127

hop

Trinh tyu nhdn tao

caacaggcta acagtttccc tcctact

Gly

Ser

28991

ttggtacagc
agttatgcct
attagtggta
tccagagaca
acggccatat
tcectggggece

Gly
10
Gly

Leu

Phe
25

Pro Gly Lys

Arg Pro Phe

<210> 128

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 128

Gln Gln Ala Asn Ser Phe Pro Pro Thr

1 5

<210> 129

<211> 366

<212> ADN

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 129

gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc

tcctgtgcag cctctggatt cacctttage

ccagggaagg ggctggagtg ggtctctttt

gcagactccg tgaagggccg gttcaccatc

ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac

tataccacca gctggtacgg ggggttcgac

tcctca

<210> 130

<211> 122

<212> PRT

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 130

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly

1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20

Ala Leu Thr Trp Val Arg Gln Ala

35 40
Ser Phe Ile Ser Gly Ser Gly Gly
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg

Asp Asn Ser

-115-

ctggggggtc
tgacctgggt
gtggtggtag
attccaagaa
attactgtgc
agggaaccct

Val Gln

Thr Phe

Pro

Ser

Gly

Tyr
60
Lys

Leu
45
Ala

Asn

30
Glu

Asp

Met

cctaagactc
ccgccaggct
gccattctac
catgctgtat
gaagtccctg
ggtcaccgtc

Gly
15
Ser

Gly
Tyr
Trp Val
Ser Val

Leu Tyr

27

60

120
180
240
300
360
366



65
Leu Gln Met Asn Ser
85
Ala Lys Ser Leu Tyr
100
Gly Gln Gly Thr Leu
115

<210> 131

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén

<220>
<223> Téng hop

<400> 131

70
Leu

Thr

Val

tao

28991

75 80
Arg Ala Glu Asp Thr Ala Ile Tyr Tyr Cys
90 95
Thr Ser Trp Tyr Gly Gly Phe Asp Ser Trp
105 110
Thr Val Ser Ser
120

ggattcacct ttagcagtta tgcc

<210> 132

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén

<220>
<223> Téng hop

<400> 132

tao

Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Ala

1 5

<210> 133

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén

<220>
<223> Téng hop

<400> 133

tao

attagtggta gtggtggtag gcca

<210> 134

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan

<220>
<223> Téng hop

tao

<400> 134

Ile Ser Gly Ser Gly Gly Arg Pro
1 5

<210> 135

<211> 45

-116-

24

24



<212>
<213>

ADN

<220>
<223> Tdng

<400> 135

hop

Trinh tuy nhén tao

28991

gcgaagtcce tgtataccac cagctggtac ggggggttcg actcc

ctgtaggaga
cctggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag
tcccttteac

Ser Ala Ser

Val Val
30

Leu

Gly

Pro Lys

Ser Phe
60
Ser

Arg

Ser Leu

Asn Ser Phe

15

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
cctgcagcct
tctcggecect

Val
15
Ser

Gly
Trp

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro
80

Pro Phe

<210> 136

<211> 15

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 136

Ala Lys Ser Leu Tyr Thr Thr Ser Trp Tyr Gly Gly Phe Asp Ser
1 5 10

<210> 137

<211> 321

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 137

gacatccaga tgacccagtc tccatcttcc gtgtctgcat

atcacttgtc gggcgagtca gggtgtcgtc agctggttag

gggaaagccc ctaagctcct gatctatgct gcatccagtt

aggttcagcg gcagtggatc tgggacagat ttcactctca

gaagattttg caacttatta ttgtcaacag tctaacagtt

gggaccaaag tggatatcaa a

<210> 138

<211> 107

<212> PRT

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 138

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Val
1 5 10

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln

20 25
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala
35 40
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro
50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile
65 70 75

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser

85 90

-117-

95

45

60

120
180
240
300
321



Thr Leu Gly Pro Gly Thr Lys Val Asp Ile Lys

100

<210> 139

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 139
cagggtgtcg tcagctgg

<210> 140

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tuyu nhéan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 140
Gln Gly Val Val Ser Trp
1 5

<210> 141

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 141
gctgcatcc

<210> 142

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 142
Ala Ala Ser
1

<210> 143

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

28991

105

-118-

18



<400> 143

caacagtcta acagtttccc tttc

28991

<210> 144
<211> 8
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 144
Gln Gln Ser Asn Ser Phe Pro Phe
1 5
<210> 145
<211> 366
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 145
caggtgcagc tggtgcagtc tggggctgaa gtgaagaagc
tcctgcaagg cttctggata caccttcacc ggccactata
cctggacaag ggcttgagtg gatgggatgg atcaacccta
gcacagaagt ttcaggacag ggtcaccatg accagggaca
atggagctga gcaggctgag atctgacgac acggccgtgt
tatggcagta gctggtacgg ggggtttgag tactggggcc
tcctcea
<210> 146
<211> 122
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhan tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 146
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val
1 5 10
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr
20 25
Tyr Met Tyr Trp Met Arg Gln Ala Pro Gly Gln
35 40
Gly Trp Ile Asn Pro Asn Ser Gly Gly Thr Asn
50 55
Gln Asp Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser
65 70 75
Met Glu Leu Ser Arg Leu Arg Ser Asp Asp Thr
85 90
Ala Arg Gly Arg Tyr Gly Ser Ser Trp Tyr Gly
100 105
Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

-119-

ctggggcctce
tgtactggat
acagtggtgg
cgtccatcag
attactgtgc
agggaaccct

Lys Lys Pro

Thr Phe Thr

30

Gly Leu Glu

45

Tyr Ala Gln

Ile Ser Thr

Ala Val Tyr

Gly Phe Glu

110

agtgaaggtc
gcgacaggcc
cacaaactat
cacagcctac
gagagggaga
ggtcaccgtc

Gly Ala

Gly His

Trp Met

Lys Phe

Ala Tyr
80
Tyr Cys
95

Tyr Trp

24

60

120
180
240
300
360
366



<210> 147

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 147
ggatacacct tcaccggcca ctat

<210> 148

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 148
Gly Tyr Thr Phe Thr Gly His Tyr
1 5

<210> 149

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 149
atcaacccta acagtggtgg caca

<210> 150

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 150
Ile Asn Pro Asn Ser Gly Gly Thr
1 5

<210> 151

<211> 45

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 151

28991

-120-

24

24



28991

gcgagaggga gatatggcag tagctggtac ggggggtttg agtac

ctgttggaga
cctggtatca
tacaaagtgg
ccatcagcag
tcecctcetceac

Ser Ala Ser

Gly Ile Thr
30
Asn Leu
45

Arg

Pro

Ser Phe

60

Ser Ser Leu

Tyr Ser Leu

15

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
cctgcagcecct
tttcggcgga

Val
15
Ser

Gly
Trp

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro
80
Pro Leu

95

<210> 152

<211> 15

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 152

Ala Arg Gly Arg Tyr Gly Ser Ser Trp Tyr Gly Gly Phe Glu Tyr
1 5 10

<210> 153

<211> 321

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 153

gacatccaga tgacccagtc tccatcttcc gtgtctgcat

atcacttgtc gggcgagtca gggtattacc agctggttag

gggaaagccc ctaacctcct gatctatgct gcagccagtt

aggttcagcg gcagtggatc tgggacggat ttcactctca

gaagacttta caacttacta ttgtcaacag gcttacagtc

gggaccaagg tggagatcaa a

<210> 154

<211> 107

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 154

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Val
1 5 10

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln

20 25
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala
35 40
Tyr Ala Ala Ala Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro
50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile
65 70 75

Glu Asp Phe Thr Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ala

85 90
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 155

<211> 18

<212> ADN

-121-

45

60

120
180
240
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321



<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 155
cagggtatta ccagctgg

<210> 156

<211> o6

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 156
Gln Gly Ile Thr Ser Trp
1 5

<210> 157

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 157
gctgcagcc

<210> 158

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tu nhéan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 158
Ala Ala Ala
1

<210> 159

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 159
caacaggctt acagtctccc tctcact

<210> 160
<211> 9
<212> PRT

28991

-122-

18

27



<213>

<220>
<223> Tdng

<400> 160

hop

Trinh ty nhadn tao

28991

Gln Gln Ala Tyr Ser Leu Pro Leu Thr

1

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

le6l
366
ADN

<220>
<223> Téng
<400> 161
caggtgcagc
tcctgtgcag
ccaggcaagg
gcagactccg
ctgcaaatga
tatacaacca
tcctca

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

162
122
PRT
Trinh

<220>
<223> Téng
<400> 162
Gln Val Gln
1
Ser

Leu Arg

Gly His
35
Ile

Leu
Ala Leu
50
Lys Gly
65
Leu

Arg

Gln Met

Ala Lys Ser

Gly Gln Gly

115

<210> 163
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh

5

hop

tggtggagtc
cctctggatt
ggctggaatg
tgaagggccg
acagcctgag
gctggtacgg

tuy nhén ta

hop

Leu Val G1

Leu Ser

20
Trp

Val Ar

Ser Tyr As

Phe Thr Il
70
Ser Le
85

Tyr

Asn

Leu
100
Thr

Leu Va

tu nhén

Trinh ty nhan tao

tgggggaggc
caccttcagt
ggtggcactt
attcaccatc
acctgaggac
gggctttgac

gtggtccagc
agctatggct
atatcatatg
tccagagaca
acggctggat
tattggggcc

Cys

Thr

(e}

u Ser Gly Gly Gly Vval

10
Ala Ala Gly

Ser Phe

25
Gln Ser Pro
40

Ser

g Gly Lys

Gly Asn
55

Ser

p Lys Tyr

e Asn Ser
75

Thr

Arg Asp

u Arg Pro Glu Asp

90
Thr Ser Trp Tyr
105

Ser

Gly

1 Val

120

Thr Ser

tao

-123-

ctgggaggtc
tgcactgggt
acggaagtaa
attccaagaa
atttctgtgce
agggaaccct

Val Gln Pro

Thr Phe Ser
30
Leu Glu
45

Ala

Gly

Tyr
60
Lys

Asp

Asn Thr

Ala Gly Tyr

Gly Phe Asp

110

cctgagactc
ccgccagtcet
taaatactat
cacgctgtat
gaaatcccta
ggtcaccgtc

Gly
15
Ser

Arg
Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80
Phe Cys
95

Tyr Trp

60

120
180
240
300
360
366



28991

<220>
<223> Téng hop

<400> 163
ggattcacct tcagtagcta tggc

<210> 164

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 164
Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Gly
1 5

<210> 165

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhadn tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 165
atatcatatg acggaagtaa taaa

<210> 166

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 166
Ile Ser Tyr Asp Gly Ser Asn Lys
1 5

<210> 167

<211> 45

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 167
gcgaaatccc tatatacaac cagctggtac gggggctttg actat

<210> 168

<211> 15

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

-124-

24

24

45



28991

ctgtaggaga
cctggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag
tcececteccac

15

cagagtcacc
gcaaaaacca
ggtcccatca
cctgcagcect
tttcggccect

Ser
Gly
Pro
Ser
60

Ser

Asn

Ala
Ile
Asn
45

Arg

Ser

Ser

Ser
Arg
Leu
Phe
Leu

Phe

Val
15

Ser
Leu
Ser

Gln

Pro
95

<220>

<223> Tdéng hop

<400> 168

Ala Lys Ser Leu Tyr Thr Thr Ser Trp Tyr Gly Gly Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 169

<211> 321

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 169

gacatccaga tgacccagtc tccatcttcc gtgtctgcat

atcacttgtc gggcgagtca gggtattaga agctggttag
gggaaagccc ctaacctcct gatctatgct gecgtccagtt
aggttcagcg gcagtggatc tgggacagat ttcactctca
gaagattttg caacttacta ttgtcaacag gctaacagtt
gggaccaaag tggatatcaa a

<210> 170

<211> 107

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 170

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Val
1 5 10

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln

20 25
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala
35 40
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro
50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile
65 70 75

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ala

85 90
Thr Phe Gly Pro Gly Thr Lys Val Asp Ile Lys
100 105

<210> 171

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 171

cagggtatta gaagctgg

-125-

Gly
Trp
Ile
Gly
Pro

80
Pro

60

120
180
240
300
321

18



28991

<210> 172

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 172
Gln Gly Ile Arg Ser Trp
1 5

<210> 173

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 173
gctgcgtcc

<210> 174

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 174
Ala Ala Ser
1

<210> 175

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 175
caacaggcta acagtttccc tcccact

<210> 176

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 176
Gln Gln Ala Asn Ser Phe Pro Pro Thr

-126-

27



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

177
366
ADN

<220>
<223> Tdéng

<400> 177
gaggtgcagc
tcctgtgcecag
ccagggaagg
gcagactccg
ctgcaaatga
tatagcagaa
tcttca

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

178
122
PRT
Trinh

<220>
<223> Téng
<400> 178
Glu Val Gln
1
Ser

Leu Arg

Ala Met Thr
35
Thr Ile
50

Gly

Ser

Gln
65
Leu

Arg

Gln Met

Ala Lys Pro

Gly Gln Gly

115

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

179
24
ADN
Trinh

<220>
<223> Tdéng

<400> 179

hop

tggtggagtc
cctctgggtt
ggctggagtyg
tgcagggccg
acagcctgag
gctggtacgg

ty nhédn ta

hop

Leu Val G1

Leu Ser

20
Trp

Val Ar

Ser Gly Se

Phe Thr Il
70
Ser Le
85

Tyr

Asn

Thr
100
Thr

Se

Met Va

tuy nhédn ta

hop

Cys

28991

Trinh ty nhdn tao

tgggggaggc
caccttcagc
ggtctcaact
gttcaccatc
agccgaggac
tgcttttgat

o}

u Ser Gly

Ala Ala

Gln Ala
40

Asp

g

r Gly

55

e Ser Arg

u Arg Ala

r Arg Ser

1 Thr Val

120

o)

gggttcacct tcagcaacta tgcc

<210> 180

ttggtacagce
aactatgcca
atcagtggca
tccagaggcc
acggccgtat
ttctggggcce

Gly Gly Leu

10
Ser Gly Phe
25
Pro

Gly Lys

Asn Thr Tyr
Ser
75

Thr

Gly His

Glu Asp
90
Trp Tyr
105

Ser

Gly

Ser

-127-

ctggggggtc
tgacctgggt

gtggtgataa
attccaagaa
attactgtgc
aagggacaat

Val Gln Pro

Thr Phe Ser
30
Leu Glu
45

Ala

Gly

Tyr
60
Lys

Asp

Asn Thr

Ala Val Tyr

Ala Phe Asp

110

cctgagactc
ccgccaggcet
cacatactac
cacgctgtat
gaaacctacg
ggtcaccgtc

Gly
15
Asn

Gly
Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95

Phe Trp

60

120
180
240
300
360
366
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

28991

8
PRT
Trinh tu nhédn tao

Téng hop

180

Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

5

181

24

ADN

Trinh tuy nhédn tao

Tdng hop

181

atcagtggca gtggtgataa caca

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

<220>
<223>

<400>

182

8

PRT

Trinh tu nhadn tao

Tdng hop

182

Ile Ser Gly Ser Gly Asp Asn Thr

1

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

<220>
<223>

<400>

5

183

45

ADN

Trinh ty nhén tao

Téng hop

183

gcgaaaccta cgtatagcag aagctggtac ggtgcttttg atttc

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

<220>
<223>

<400>

184
15
PRT
Trinh tyg nhdn tao

Téng hop

184

24

45

Ala Lys Pro Thr Tyr Ser Arg Ser Trp Tyr Gly Ala Phe Asp Phe
1 5 10 15

-128-



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

185
321
ADN

<220>
<223> Tdng
<400> 185

gacatccaga
atcacttgtc
gggaaagccc
aggttctggg
gaagattttg
gggaccaaag

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

186
107
PRT
Trinh

<220>
<223> Tdng
<400> 186
Asp Ile Gln
1
Asp

Arg Val

Leu Ala Trp
35
Ala Ala
50

Gly

Tyr
Ser Ser
65

Glu

Asp Phe

Thr Phe Gly

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

187
18
ADN
Trinh

<220>
<223> Tdng
<400> 187

cagggtatta

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

188
6
PRT

<220>

hop

tgacccagtc
gggcgagtca
ctcaactcct
gcagtggatc
caacttacta
tggatatcaa

ty nhéan

hop

Met Thr

Thr
20
Tyr

Ile
Gln
Ser Arg
Gly Thr

Ala Thr
85
Pro Gly

100

tuy nhén

hop

gcagctgg

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp
Tyr

Thr

28991

Trinh tu nhén tao

tccatcctcce
gggtattagc
gatctatgct
tgggacagat
ttgtcaacag
a

tao

Ser Pro

Cys Arg

Pro
40
Ser

Lys

Gln
55
Phe Thr

Tyr Cys

Lys Val

tao

Trinh tu nhé&n tao

gtgtctgcat
agctggttag
gcatccagat
ttcactctca
gctaacaatt

Ser Val
10

Ser

Ser

Ala
25
Gly

Gln

Lys Ala

Gly Val Pro

Thr Ile
75
Ala

Leu
Gln Gln
90
Asp Ile
105

Lys

-129-

ctgtaggaga
cctggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag
tcccattcac

Ser Ala Ser

Ile Ser
30

Leu

Gly

Gln
45
Arg

Pro

Ser Phe

60

Ser Ser Leu

Asn Asn Phe

cagagtcacc
gcagaaaccg
ggtcccatca
cctgcagcct
tttcggccecct

Val
15
Ser

Gly
Trp

Leu Ile

Trp Gly

Gln Pro
80
Pro Phe

95

60

120
180
240
300
321
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<223> Téng hop

<400> 188
Gln Gly Ile Ser Ser Trp
1 5

<210> 189

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 189
gctgcatcc

<210> 190

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 190
Ala Ala Ser
1

<210> 191

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 191
caacaggcta acaatttccc attcact

<210> 192

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 192

28991

Gln Gln Ala Asn Asn Phe Pro Phe Thr

1 5

<210> 193
<211> 366
<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao

-130-

27



<220>

<223> Téng hop

<400> 193

caggttcagc tggtgcagtc tggagctgag

tcctgcaagg cttctggtta cacctttacc

cctggacaag gccttgagtg gatgggatgg

gcacagaagt ttcagggcag agtcaccatg

atggagctga ggaccctgaa ttctgacgat

tatagtggga gcttccacgg taactttgac

tcctca

<210> 194

<211> 122

<212> PRT

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 194

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly

1 5
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala
20

Gly Ile Ser Trp Val Arg Gln Ala
35 40

Gly Trp Ile Arg Ala Tyr Asn Gly

50 55

Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Thr

65 70

Met Glu Leu Arg Thr Leu Asn Ser

85
Ala Arg Asp Arg Tyr Ser Gly Ser
100

Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val
115 120

<210> 195

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 195

ggttacacct ttaccagtta tggt

<210> 196
<211> 8

<212> PRT
<213>

<220>

<223> Téng

hop

Trinh ty nhédn tao

28991

gtgaagaagc
agttatggta
atccgcgcett
accacagaca
acggccgttt
tactggggcc

Ala Glu
10

Gly

Val

Ser
25
Pro

Tyr

Gly Gln

Tyr Thr Asn

Thr Ser
75
Thr

Asp

Asp Asp
Phe
105
Ser

His Gly

Ser

-131-

ctggggcctce
tcagctgggt
acaatggtta
catccacgaa
attactgtgc
agggaaccct

Lys Lys

Thr Phe
30
Leu
45
Ala

Gly

Tyr
60
Thr Asn

Ala Val

Asn Phe

Pro
Thr
Glu
Gln
Thr
Tyr

Asp
110

agtgaaggtc
gcgacaggcc
cacaaactat
caccgcctac
gagagatcga
ggtcaccgtc

Gly Ala
Ser
Trp Met
Lys Phe
Ala Tyr
Tyr Cys

Tyr Trp

60

120
180
240
300
360
366

24



<400>

28991

196

Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Gly

1

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

<220>
<223>

<400>

5

197

24

ADN

Trinh tyu nhédn tao

Téng hop

197

atccgcgctt acaatggtta caca

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

<220>
<223>

<400>

198

8

PRT

Trinh tu nhéan tao

Téng hop

198

Ile Arg Ala Tyr Asn Gly Tyr Thr

1

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

<220>
<223>

<400>

5

199

45

ADN

Trinh tu nhdn tao

Téng hop

199

gcgagagatc gatatagtgg gagcttccac ggtaactttg actac

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

<220>
<223>

<400>

Ala Arg Asp Arg Tyr Ser Gly Ser Phe His Gly Asn Phe Asp Tyr

1

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

<220>

200

15

PRT

Trinh tu nhdn tao

Téng hop
200
5 10
201
321

ADN
Trinh tu nhén tao

-132-

24

45



<223> Téng hop
<400> 201
gacatccaga tgacccagtc tccatcttcc
atcacttgtc gggcgagtca gggtattttc
gggaaagccc ctaaggtcct aatctatgcet
aggttcagcg gcagtggatc tgggacagat
gaagattttg caacttacta ttgtcaacag
gggaccaagg tggagatcaa a
<210> 202
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 202
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro
1 5
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg
20
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro
35 40
Tyr Ala Ala Ser Asn Leu Glu Ser
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
65 70
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys
85
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val
100
<210> 203
<211> 18
<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> Tdng hop
<400> 203
cagggtattt tcagctgg
<210> 204
<211> 6
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 204
Gln Gly Ile Phe Ser Trp
1 5

28991

gtgtctgcgt
agctggttag
gcatccaatt
ttcactctca
gctaacagtt

Ser Val
10

Ser

Ser

Ala
25
Gly

Gln

Lys Ala

Gly Val Pro

Thr TIle
75
Ala

Leu
Gln Gln
90

Glu Ile

105

Lys

-133-

ctgtaggaga
cctggtatca
tggaaagtgg
ccatcagcag
taccgctcac

Ser Ala Ser

Ile Phe
30
Val

Gly

Pro Lys

45

Ser Arg Phe

60

Ser Ser Leu

Asn Ser Leu

cagagtgacc
gcagaaacca
ggtcccatca
cctgcagcct
tttcggcgga

Val
15
Ser

Gly
Trp

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro
80
Pro Leu

95

60

120
180
240
300
321

18



28991

<210> 205

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 205
gctgcatcc 9

<210> 206

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 206
Ala Ala Ser
1

<210> 207

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 207
caacaggcta acagtttacc gctcact 27

<210> 208

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 208
Gln Gln Ala Asn Ser Leu Pro Leu Thr
1 5

<210> 209
<211> 366
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 209

gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ttggtccagc ctggggggtc cctgagactc 60
tcctgtgcag cctctggatt caccttcagt acctattcta tgcactgggt ccgccaggcet 120

-134-



ccagggaagg gactggaata
gcagactctg tgaagggcag
cttcaactgg gcagcctgag
tataccagca gctggtacgg

tcctcea

<210> 210

<211> 122

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén

<220>

<223> Téng hop

<400> 210

Glu Val Gln Leu Val

1 5

Ser Leu Arg Leu Ser
20

Ser Met His Trp Val

35
Ser Thr Ile Asn Asn
50

Lys Gly Arg Phe Thr

65

Leu Gln Leu Gly Ser

85

Ala Arg Gln Thr Tyr
100

Gly Gln Gly Thr Leu

115

<210> 211

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén

<220>

<223> Téng hop

<400> 211

tgtttcaact
attcaccatc
acctgaggac
ggggttcgac

tao

Glu Ser Gly

Cys Ala Ala

Gln Ala
40
Asp

Arg
Asn Gly
55
Ile Ser
70

Leu

Arg

Arg Pro

Thr Ser Ser

Val Thr Val

120

tao

ggattcacct tcagtaccta ttct

<210> 212
<211> 8

<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 212

Téng hop

Trinh ty nhan tao

Gly Phe Thr Phe Ser Thr Tyr Ser

1

<210> 213
<211> 24

5

Gly
Ser
25

Pro
Thr
Asp
Glu
Trp

105
Ser

28991

attaataata
tccagagaca
atggctgtgt
tcctggggece

Gly Leu
10
Gly Phe

Gly Lys

Thr Tyr

Ser
75
Met

Asn
Asp
Tyr Gly

Ser

-135-

atggggatac
attccaagaa
attactgtgc
agggaaccct

Val Gln

Thr Phe
30
Leu
45
Ala

Gly
Tyr
Lys Asn
Ala Val

Gly Phe

Pro
Ser
Glu
Asp
Thr
Tyr

Asp
110

cacatattat
cacgctgtat
gagacagacg
ggtcaccgtc

Gly
15
Thr

Gly
Tyr

Tyr Val

Ser Val

Leu Tyr
80
Tyr Cys

Ser Trp

180
240
300
360
366

24



<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

28991

ADN
Trinh tu nhdn tao

Tdng hop

213

attaataata atggggatac caca

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

<220>
<223>

<400>

214

8

PRT

Trinh ty nhdn tao

Téng hop

214

Ile Asn Asn Asn Gly Asp Thr Thr

1

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

<220>
<223>

<400>

5

215

45

ADN

Trinh tu nhédn tao

Tdng hop

215

gcgagacaga cgtataccag cagctggtac ggggggttcg actcc

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

<220>
<223>

<400>

216

15

PRT

Trinh ty nhdn tao

Tdng hop

216

Ala Arg Gln Thr Tyr Thr Ser Ser Trp Tyr Gly Gly Phe Asp Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

5

217
321
ADN
Trinh tu nhén tao

Téng hop

217

gacatccaga tgacccagtc tccatcttcc
atcacttgtc gggcgagtca gggtattacc
gggaaagccc ctaaactcct gatctatgcet
aggttcagcg gcagtggatc tgggacagat

10

gtgtctgcat
agctggttag
gcatccaatt
ttcactctca

-136-

15

ctgtaggcga cagagtcacc
cctggtatca gcagaaacca
tgcaaagtgg ggtcccatca
ccatcaccag cctgcagcct

24

45

60

120
180
240



28991

gaggattttg caacttacta ttgtcaacag gctaacagtc tcccattcac tttcggccct 300
gggaccaaag tggatatcaa a 321

<210> 218
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh tu nhédn tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 218
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Val Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly Ile Thr Ser Trp
20 25 30
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Ala Ala Ser Asn Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Thr Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ala Asn Ser Leu Pro Phe
85 90 95
Thr Phe Gly Pro Gly Thr Lys Val Asp Ile Lys
100 105

<210> 219

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh tyg nhén tao

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 219
cagggtatta ccagctgg 18

<210> 220

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 220
Gln Gly Ile Thr Ser Trp
1 5

<210> 221

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

-137-



<400> 221
gctgcatcc

<210> 222
<211> 3

<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 222

Ala Ala Ser

1

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

223
27
ADN

<220>

<223>

<400> 223

Tdng hop

Téng hop

28991

Trinh tu nhédn tao

Trinh tu nhédn tao

caacaggcta acagtctccc attcact

<210> 224
<211> 9
<212> PRT

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> Tdng

<400> 224

hop

Gln Gln Ala Asn Ser Leu Pro Phe Thr

1

<210> 225
<211> 366
<212> ADN

5

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tdng

<400> 225
gaggtgcagc
tcctgtgceag
ccagggaagg
gcagactccg
ctgcaattga
tatactacca
tcctca

<210> 226

hop

tggtggagtc
cctctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgag
gctggtacgg

tgggggaggc
cacccttagc

ggtctcagct
gttcaccatc
agccgaggac
gggcttccag

ttggtacagc
agctatgcca
attagtggta
tccagagaca
acggccgtat
cactggggcc

-138-

ctggggggtc
tgagctgggt
gtggtggcag
attccaagaa
attactgtgc
agggcaccct

cctgagactc
ccgccaggcet
cacatactac
ctcgctgtat
gaagacgctg
ggtcactgtc

27

60

120
180
240
300
360
366



<211> 122
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén

<220>
<223> Téng hop

<400> 226

Glu
1
Ser
Ala
Ser
Lys
65
Leu

Ala

Gly

Val Gln Leu Val

Leu Arg Leu Ser
20
Met Ser Trp Val
35
Ala Ile Ser Gly
50
Gly Arg Phe Thr

Gln Leu Asn Ser
85
Lys Thr Leu Tyr
100
Gln Gly Thr Leu
115

<210> 227

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén

<220>
<223> Téng hop

<400> 227
ggattcaccc ttagcagcta tgcc

<210> 228

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén

<220>
<223> Téng hop

<400> 228
Gly Phe Thr Leu Ser Ser Tyr Ala

1

5

<210> 229

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén

<220>
<223> Téng hop

<400> 229

tao

Glu Ser
Cys Ala
Arg Gln
Ser Gly
55

Ile Ser
70

Leu Arg
Thr Thr

Val Thr

tao

tao

tao

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg
Ala

Ser

Val
120

28991

Gly
Ser
25

Pro
Ser
Asp
Glu
Trp

105
Ser

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp
90

Tyr

Ser

-139-

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Gly

val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Gly

Gln
Leu
Leu
45

Ala
Asn

Val

Phe

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Ser

Tyr

Gln
110

Gly
15

Ser
Trp
Ser
Leu
Tyr

95
His

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys

Trp

24



28991

attagtggta gtggtggcag caca

<210> 230
<211> 8

<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 230

Téng hop

Trinh ty nhédn tao

Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr

1

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

231
45
ADN

<220>

<223>

<400> 231

5

Téng hop

Trinh ty nhan tao

gcgaagacgc tgtatactac cagctggtac gggggcttcc agcac

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

232
15
PRT

<220>
<223> Tdng

<400> 232

hop

Trinh ty nhan tao

Ala Lys Thr Leu Tyr Thr Thr Ser Trp Tyr Gly Gly Phe Gln His

1

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

233
321
ADN

<220>
<223>

<400> 233

gacatccaga
atcacttgtc
gggaaagtcc
aggttcagcg
gaagattttg
gggaccaagg

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

234
107
PRT

5

Téng hop

tgacccagtc
gggcgagtca
ctaagctcct
gcagtggatc
caacttacta
tggaaatcaa

Trinh ty nhan tao

tccatcttee
gggaatcagc
gatctatgcet
tgggacagat
ttgtcaacag
a

Trinh ty nhan tao

10

gtgtctgcat
agttggttag
gcgtcctcett
ttcactctca
actcacagtt

-140-

ctataggaga
cctggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagtag
tccegtggac

15

cagagtcacc
gcagaaacca
gttcccatca
cctgcagceccc
ggtcggccaa

24

45

60

120
180
240
300
321



<220>

<223> Téng hop

<400> 234

Asp Ile Gln
1

Asp Arg Val

Leu Ala Trp
35
Tyr Ala Ala
50
Ser Gly Ser
65
Glu Asp Phe

Thr Vval Gly

<210> 235
<211> 18
<212> ADN

Met
Thr
20

Tyr
Ser
Gly

Ala

Gln
100

Thr
Ile
Gln
Ser
Thr
Thr

85
Gly

<213> Trinh tuy nhén

<220>

<223> Téng hop

<400> 235

cagggaatca gcagttgg

<210> 236
<211> 6
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén

<220>

<223> Téng hop

<400> 236

Gln Gly Ile Ser Ser

1

<210> 237
<211> 9
<212> ADN

5

<213> Trinh tuy nhén

<220>

<223> Téng hop

<400> 237
gctgcgtcc

<210> 238
<211> 3
<212> PRT

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp
70

Tyr

Thr

tao

tao

Trp

tao

Ser
Cys
Lys
Gln
55

Phe

Tyr

Lys

Pro
Arg
Pro
40

Ser
Thr

Cys

Val

28991

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Leu

Gln

Glu
105

Ser
10

Ser
Lys
Phe
Thr
Gln

90
Ile

-141-

Val
Gln
Val
Pro
Ile
75

Thr

Lys

Ser
Gly
Pro
Ser
60

Ser

His

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Ser

Ser
Ser
30

Leu
Phe

Leu

Phe

Ile
15

Ser
Leu
Ser

Gln

Pro
95

Gly
Trp
Ile
Gly
Pro

80
Trp

18



<213>

<220>
<223> Tdng

<400> 238

Ala Ala Ser

1

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

239
24
ADN

<220>
<223> Tdng

<400> 239

hop

hop

28991

Trinh ty nhdn tao

Trinh ty nhan tao

caacagactc acagtttccc gtgg

<210> 240
<211> 8

<212> PRT
<213>

<220>
<223> Tdéng

<400> 240

hop

Trinh ty nhédn tao

Gln Gln Thr His Ser Phe Pro Trp

1

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

241
366
ADN

<220>
<223> Tdng

<400> 241
gaggtgcagc
tcctgtgcag
ccagggaagg
acagactccg
ctgcaaatga
tatagtagta
tcctcea

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

242
122
PRT

<220>

<223> Tbng

5

hop

tggtggagtc
cctctggatt
ggctggaggg
ttaagggccg
acagcctgag
gttactacgg

hop

Trinh ty nhan tao

tgggggaggc
cacccttagg

ggtctcagct
gttcaccatc
agccgaggac
gggcttccag

Trinh ty nhédn tao

ttggtacagc
agctatttca
attagtggca
tccagagaca
acggccgtat
cactggggcc

-142-

ctggggggtc
tgacctgggt
ttagtggtgg
attccaagaa
atttctgtgc
agggcaccct

cctgagactc
ccgccaggtt
cacatactac
cacgctgttt
gagaacggtg
ggtcaccgtc

24

60

120
180
240
300
360
366



<400>

242

Glu Val Gln Leu Val Glu

1
Ser Le

Phe Me

Ser Al
50

Lys Gl

65

Leu Gl

u Arg Leu Ser Cys
20
t Thr Trp Val Arg
35
a Ile Ser Gly Ile

y Arg Phe Thr Ile
70
n Met Asn Ser Leu
85

Ala Arg Thr Val Tyr Ser

Gly Gl

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

<220>
<223>

<400>

100
n Gly Thr Leu Val
115

243

24

ADN

Trinh tu nhédn tao

Téng hop

243

Ser
Ala
Gln
Ser
55

Ser
Arg

Ser

Thr

ggattcaccc ttaggagcta tttc

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

<220>
<223>

<400>

244

8

PRT

Trinh ty nhédn tao

Téng hop

244

Gly
Ala
Val
40

Gly
Arg
Ala

Ser

Val
120

Gly Phe Thr Leu Arg Ser Tyr Phe

1

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

<220>
<223>

<400>

5

245

24

ADN

Trinh ty nhédn tao

Téng hop

245

attagtggca ttagtggtgg caca

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

246

8

PRT

Trinh ty nhdn tao

28991

Gly
Ser
25

Pro
Gly
Asp
Glu
Tyr

105
Ser

Gly
Gly
Gly
Thr
Asn
Asp
90

Tyr

Ser

-143-

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Gly

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Gly

Gln
Leu
Leu
45

Thr
Asn

Val

Phe

Pro
Arg
30

Glu
Asp
Thr

Tyr

Gln
110

Gly
15

Ser
Gly
Ser
Leu
Phe

95
His

Gly
Tyr
Val
Val
Phe
80

Cys

Trp

24

24



<220>
<223> Téng

<400> 246

hop

28991

Ile Ser Gly Ile Ser Gly Gly Thr

1

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

247
45
ADN

<220>
<223> Téng

<400> 247

5

hop

Trinh ty nhén tao

gcgagaacgg tgtatagtag tagttactac gggggcttcc agcac

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

248
15
PRT

<220>
<223> Tdng

<400> 248

hop

Trinh tu nhén tao

Ala Arg Thr Val Tyr Ser Ser Ser Tyr Tyr Gly Gly Phe Gln His

1

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

249
321
ADN

<220>
<223> Tdng
<400> 249

gacatccaga
atcacttgtc
gggaaagccc
aggttcagcg
gaagattttg
gggaccaagg

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

250
107
PRT

<220>
<223> Téng

<400> 250

5

hop

tgacccagtc
gggcgagtca
ctaagctcct
gcagtggatc
caacttacta
tggagatcaa

hop

Trinh ty nhén tao

tccatcttece
gggtattagc
gatctatgtt
tgggacagat
ttgtcaacag
a

Trinh tu nhédn tao

10

gtgtctgtat
agttggttag
gcatccagtt
ttcactctca
actaacagtt

ctgtaggaga
cctggtatca
tacaaagtgg
ccatcagcag
tcecctceteac

15

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
cctgcagcect
tttcggcgga

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Val Ser Val Ser Val Gly

1

5

10

-144-

15

45

60

120
180
240
300
321



Asp Arg Val Thr Ile Thr
20

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln

35
Tyr Val Ala Ser Ser Leu
50

Ser Gly Ser Gly Thr Asp

65 70

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr

85

Thr Phe Gly Gly Gly Thr

100

<210> 251

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh ty nhéan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 251
cagggtatta gcagttgg

<210> 252

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tu nhéan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 252
Gln Gly Ile Ser Ser Trp
1 5

<210> 253

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 253
gttgcatcc

<210> 254

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 254
Val Ala Ser

Cys
Lys
Gln
55

Phe
Tyr

Lys

Arg
Pro
40

Ser
Thr
Cys

Val

28991

Ala
25

Gly
Gly
Leu

Gln

Glu
105

Ser
Lys
Val
Thr
Gln

90
Ile

-145-

Gln
Ala
Pro
Ile
75

Thr

Lys

Gly
Pro
Ser
60

Ser

Asn

Ile
Lys
45

Arg

Ser

Ser

Ser
30

Leu
Phe

Leu

Phe

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Trp
Ile
Gly
Pro

80
Leu

18



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

255
27
ADN

<220>
<223> Téng

<400> 255

hop

Trinh tu nhan tao

caacagacta acagtttccc tctcact

<210> 256
<211> 9

<212> PRT
<213>

<220>
<223> Tdng

<400> 256

hop

Trinh tu nhédn tao

28991

Gln Gln Thr Asn Ser Phe Pro Leu Thr

1

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

257
366
ADN

<220>
<223> Tdng

<400> 257
gaggtgcagc
tcctgtgcag
ccagggaagg
acagactccg
ctgcaaatga
tatagtacca
tcctceca

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

258
122
PRT

<220>
<223> Tdng

<400> 258

5

hop

tggtggagtc
cctctggatt
ggctggaggg
tgaagggccg
acagcctgag
cctggtacgg

hop

Trinh tu nhédn tao

tgggggaggce
cacccttagg

ggtctcaggt
gttcaccatc
agccgaggac
gggcttccag

Trinh tu nhén tao

ttggtacagc
agttatgtca
attagtggca
tccagagaca
acggccgtat
cactggggcc

ctggggggtc
tgtactgggt
gtagtggtgg
attccaagaa
atttctgtgce
agggcaccct

cctgagactc
ccgccagggt
cacatactac
cacgctgttt
gagatcggtg
ggtcaccgtc

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

1

5

10

15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Leu Arg Ser Tyr

20

25

30

Val Met Tyr Trp Val Arg Gln Gly Pro Gly Lys Gly Leu Glu Gly Val

35

40

-146-

45

27

60

120
180
240
300
360
366



Ser Gl
Lys Gl

Leu Gl

Ala Arg

Gly Gl

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

<220>
<223>

<400>

y Ile

y Arg

n Met

n Gly
115

259
24
ADN

Ser

Ser
Phe
Asn
Val

100
Thr

Gly
Thr
Ser
85

Tyr

Leu

Trinh tu nhén

Tng hop

259

Ser
Ile
70

Leu

Ser

Val

tao

Ser
55

Ser
Arg
Thr

Thr

ggattcaccc ttaggagtta tgtc

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

<220>
<223>

<400>

260
8
PRT

Trinh tu nhén tao

Téng hop

260

Gly
Arg
Ala
Thr

Val
120

Gly Phe Thr Leu Arg Ser Tyr Val

1

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

<220>
<223>

<400>

261
24
ADN

5

Trinh ty nhan tao

Téng hop

261

attagtggca gtagtggtgg caca

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

<220>
<223>

<400>

262
8
PRT

Trinh tu nhan tao

Téng hop

262

Ile Ser Gly Ser Ser Gly Gly Thr

1

5

28991

Gly
Asp
Glu
Trp

105
Ser

Thr
Asn
Asp
Tyr

Ser

-147-

Tyr
Ser
75

Thr

Gly

Tyr Thr Asp
60
Lys Asn Thr

Ala Val Tyr

Gly Phe Gln
110

Ser
Leu
Phe

95
His

Val
Phe
80

Cys

Trp

24

24



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

263
45
ADN

<220>
<223> Tdng

<400> 263

hop

Trinh ty nhén tao

28991

gcgagatcgg tgtatagtac cacctggtac gggggcttcc agcac

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

264
15
PRT

<220>
<223> Tdng

<400> 264

hop

Trinh ty nhén tao

Ala Arg Ser Val Tyr Ser Thr Thr Trp Tyr Gly Gly Phe Gln His

1

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

265
321
ADN

<220>
<223> Tdng
<400> 265

gacatccaga
atcacttgtc
gggaaagccc
aggttcagcg
gaagattttg
gggaccaagg

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

266
107
PRT
Trinh

<220>

<223> Tdng

<400>

Asp Ile
1

Asp Arg

266
Gln
vVal
Leu Ala Trp
35
Tyr Ala Ala
50

Ser Gly Ser

5

hop

tgacccagtc
gggcgagtca
ctaaactcct
gcagtggatc
cagtttacta
tggagatcaa

ty nhén

hop

Met Thr

Thr
20
Tyr

Ile
Gln
Ser

Ser

Gly Thr

Gln
Thr
Leu
Leu

Asp

Trinh tu nhdn tao

tccatcttcce
ggttattagc
gatctatgct
tgggacagat
ttgtcaacag
a

tao

Ser Pro

Cys Arg

Pro
40
Ser

Lys

Gln
55

Phe Thr

10

gtgtctgtat
agttggttag
gcatccagtt
ttcactctca
actaacagtt

Ser Val
10

Ser

Ser

Ala
25
Gly

Gln

Lys Ala

Gly Val Pro

Leu Thr Ile

-148-

ctgtgggaga
cctggtatca
tacaaagtgg
ccatcagcgg
tccctcectcac

Ser Val Ser

Val Ile Ser

30

Pro Lys Leu

45
Arg

Ser Phe

60
Ser

Gly Leu

15

cagagtcacc
gctgaaacca
ggtcccatca
cctgcagcecct
tttcggcgga

Val
15
Ser

Gly
Trp
Leu Ile
Ser Gly

Gln Pro

45

60

120
180
240
300
321



28991

65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Thr Asn Ser Phe Pro Leu
85 90 95
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105
<210> 267
<211> 18
<212> ADN

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 267
caggttatta gcagttgg

<210> 268

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 268
Gln Val Ile Ser Ser Trp
1 5

<210> 269

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 269
gctgcatcc

<210> 270

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 270
Ala Ala Ser
1

<210> 271

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

-149-



<220>
<223> Tdéng

<400> 271

hop

28991

caacagacta acagtttccc tctcact

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

272
9
PRT

<220>
<223> Tdng

<400> 272

hop

Trinh tu nhdn tao

Gln Gln Thr Asn Ser Phe Pro Leu Thr

1

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

273
366
ADN

<220>
<223> Téng

<400> 273
gaggtgcagc
tcctgtacag
ccagggaagg
gcagactccg
ctgcaaatga
tatactacca
tcctcea

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

274
122
PRT
Trinh

<220>
<223> Tdng
<400> 274
Glu Val Gln
1
Ser

Leu Arg

Ala Met Asn

35

Ser Gly Ile
50

Lys Gly

65

Leu

Arg

Gln Met

Ala Lys Asp

5

hop

tggtggagtc
cctctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgag
gttggtacgg

tu nhédn ta

hop

Leu Val Gl

Leu Ser

20
Trp

Val Ar

Ser Gly Se

Phe Thr Il
70
Ser Le
85

Tyr

Asn

Ser

Cys

Thr

Trinh ty nhdn tao

tgggggaaac
cacctttagce

ggtctcagga
gttcaccatc
cgccgaggac
aggtatggac

e}

u Ser Gly

Thr Ala
Ala
40

Gly

g Arg

r Gly

55

e Ser Arg

u Ser Ala

Thr Ser

Gly
Ser
25

Pro
Arg
Asp

Glu

Trp

ttggaacagc
agatctgcca
attagtggta
tccagagaca
acggccgcat

gtctggggee

Asn Leu
10
Gly Phe

Gly Lys

Thr Tyr
Ser
75
Thr

Asn

Asp
90

Tyr Gly

-150-

ctggggggtc
tgaactgggt
gtggtggtcg
attccaagaa
attactgtgc
acgggaccac

Glu Gln Pro

Thr Phe Ser
30
Leu Glu
45

Ala

Gly

Tyr
60
Lys

Asp

Asn Thr

Ala Ala Tyr

Gly Met Asp

ccttagactc
ccgccggget
aacatactac
tacgctatat
gaaagattcg
ggtcaccgtc

Gly
15
Arg

Gly
Ser

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95

Val Trp

27

60

120
180
240
300
360
366



28991

100 105
Gly His Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 275

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 275
ggattcacct ttagcagatc tgcc

<210> 276

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 276
Gly Phe Thr Phe Ser Arg Ser Ala
1 5

<210> 277

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 277
attagtggta gtggtggtcg aaca

<210> 278

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 278
Ile Ser Gly Ser Gly Gly Arg Thr
1 5

<210> 279

<211> 45

<212> ADN

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>

-151-

110

24

24



<223> Téng

<400> 279

hop

28991

gcgaaagatt cgtatactac cagttggtac ggaggtatgg acgtc

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

280
15
PRT

<220>
<223> Tdéng

<400> 280

hop

Trinh ty nhén tao

Ala Lys Asp Ser Tyr Thr Thr Ser Trp Tyr Gly Gly Met Asp Val

1

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

281
321
ADN

<220>
<223> Téng
<400> 281

gacatccaga
atcacttgtc
ggaaaagccc
agattcagcg
gaggattttg
gggacacgac

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

282
107
PRT
Trinh

<220>
<223> Téng
<400> 282
Asp Ile Gln
1
Asp

Arg Val

Leu Ala Trp
35
Ala Ala
50

Gly

Tyr

Ser Ser

65

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

5

hop

tgacccagtc
gggcgagtca
ctaagctcct
gcagtggatc
caatttacta
tggagattaa

tu nhan ta

hop

Met Thr Gl
Thr
20

Tyr

Ile

Gln Gl

Ser Ser Le

Thr As

70

Gly

Ile
85
Gly

Ala

Gln
100

Th

Thr

Tyr

Trinh tu nhdn tao

tccatcttcce
gggtattttc
gatctatgct
tgggacagat
ttgtcaacag
a

o}

n Ser Pro

Cys Arg

Pro
40
Ser

n Lys
Gln
55

Phe

u

P Thr

Tyr Cys

r Arg Leu

10

gtgtctgcat
agctggttag
gcttccagtt
ttcactctca
gctaacagtg

Ser Val
10

Ser

Ser
Ala Gln
25

Gly

Lys Ala

Gly Val Pro

Thr Ile
75
Ala

Leu
Gln Gln
90

Glu Ile

105

Lys

-152-

ctgtaggaga
cctggtatca
tacaaagtgg
ccatcagcag
tcccgatcac

Ser Ala Ser

Ile Phe
30

Leu

Gly

Pro Lys

45

Ser Arg Phe

60

Ser Ser Leu

Asn Ser Val

15

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
cctgcagect
cttcggccaa

Val
15
Ser

Gly
Trp

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro
80
Pro Ile

95

45

60

120
180
240
300
321



<210> 283

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 283
cagggtattt tcagctgg

<210> 284

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 284
Gln Gly Ile Phe Ser Trp
1 5

<210> 285

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 285
gctgcttcc

<210> 286

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 286
Ala Ala Ser
1

<210> 287

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 287
caacaggcta acagtgtccc gatcacc

28991

-153-

18

27



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

288
9
PRT

<220>
<223> Tbéng

<400> 288

hop

Trinh ty nhédn tao

28991

Gln Gln Ala Asn Ser Val Pro Ile Thr

1

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

289
366
ADN

<220>
<223> Tdng

<400> 289
gaggtgcagc
tcctgttcag
ccagggaagg
gcagactccg
ctgcaattga
tataccagca
tcttca

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

290
122
PRT
Trinh

<220>
<223> Tdng
<400>
Glu
1

Ser

290
Val Gln

Leu Arg

Ala Met Asn
35
Ile

Thr Ala

50
Lys Gly
65
Leu

Arg

Gln Leu

Ala Lys Gln

Gly Gln Gly

115

<210> 291
<211> 24

5

hop

tggtggagtc
cctctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgag
gctggtacgg

ty nhéan

hop

Leu Val

Leu Ser
20
Trp Val

Ser Gly

Phe Thr
70
Ser
85
Tyr

Asn

Thr
100

Thr Met

Glu
Cys
Arg
Ser
Ile
Leu
Thr

Val

Trinh tu nhéan tao

tgggggaggc
cacctttagc

ggtcaccgcect
gttcaccatc
agccgaggac
tggctttgat

tao

Ser Gly

Ser Ala

Gln Ala
40
Gly Gly
55
Ser Arg

Arg Ala

Ser Ser

Thr Val

120

ttggtacagc
agctatgcca
attagtggca
tccagagaca
acggccgtgt
atctggggcc

Gly Gly Leu

10
Ser Gly Phe
25
Pro

Gly Lys

Gly Thr Tyr
Ser
75

Thr

Asp Asn

Glu Asp
90

Trp Tyr
105
Ser

Gly

Ser

-154-

ctggggggtc
tgaactgggt
gtggtggtagg
attccaagaa
attactgtgc
aggggacaat

Val Gln Pro

Thr Phe Ser
30
Leu Glu
45

Ala

Gly

Tyr Asp

Lys Asn Ser

Ala Val Tyr

Gly Phe Asp

110

cctgagactc
ccgccaggcet
cacatactac
ctcgctgttt
gaaacaaacg
ggtcaccgtc

Gly
15
Ser

Gly
Tyr
Trp Val

Ser Val

Phe
80
Cys

Leu
Tyr

Ile Trp

60

120
180
240
300
360
366



28991

<212> ADN
<213> Trinh tuy nhadn tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 291
ggattcacct ttagcagcta tgcc

<210> 292

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 292
Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Ala
1 5

<210> 293

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 293
attagtggca gtggtggtgg caca

<210> 294

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 294
Ile Ser Gly Ser Gly Gly Gly Thr
1 5

<210> 295

<211> 45

<212> ADN

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 295
gcgaaacaaa cgtataccag cagctggtac ggtggctttg atatc

<210> 296
<211> 15

-155-

24

24

45



28991

ctgtaggaga
cctggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag
tccegetceac

Ser Ala Ser

Gly Phe Ser

30

Pro Lys Leu

45

Ser Arg Phe

60

Ser Ser Leu

Asn Ser Phe

15

cagagtcacc
gcagatacca
ggtcccatcc
cctgcagcct
tttcggcgga

Val
15
Ser Trp

Leu Ile

Arg Gly

Gln Pro
80
Pro Leu

95

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 296

Ala Lys Gln Thr Tyr Thr Ser Ser Trp Tyr Gly Gly Phe Asp Ile
1 5 10

<210> 297

<211> 321

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 297

gacatccaga tgacccagtc gccatcttcc gtgtccgegt

atcacttgtc gggcgagtca gggttttagt tcctggttag

gggaaagccc ccaagctcct gatctatgct gcatcaaggt

aggttccgcg gcagtggatc tgggacagat ttcactctca

gaggattttg caacttacta ttgtcaacag gctaacagtt

gggaccaagg tggagatcaa a

<210> 298

<211> 107

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 298

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Val
1 5 10

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln

20 25
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Ile Pro Gly Lys Ala
35 40
Tyr Ala Ala Ser Arg Leu Gln Ser Gly Val Pro
50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile

65 70 75

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ala

85 90
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 299

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>

<223> Téng hop

-156-

60

120
180
240
300
321



<400> 299
cagggtttta gttcctgg

<210> 300

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tdéng hop

<400> 300
Gln Gly Phe Ser Ser Trp
1 5

<210> 301

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 301
gctgcatca

<210> 302

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 302
Ala Ala Ser
1

<210> 303

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 303
caacaggcta acagtttccc gctcact

<210> 304

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

28991

-157-

18

27



<400> 304
Gln Gln Ala Asn Ser

1

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

<220>

<223>

305
167
PRT
Trinh ty nhéan

<400> 305
Ser Ile Thr

1
Thr

Glu
Leu
Gly
65

Phe
Cys
Ser
Ile
Glu

145
Glu

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

Tyr
Ile
Leu
50

Val
Trp
Glu
Phe
Gly
130

Asn

His

<220>

<223>

Asn
Tyr
35

Ser
Asp
Leu
Lys
Asn
115
Val

Leu

His

306
167
PRT
Trinh

<400> 306

Ser
1
Thr

Glu
Leu
Gly

65
Phe

Ile
Tyr
Ile
Leu
50

Val

Trp

Thr
Asn
Tyr
35

Ser

Asp

Leu

Téng hop

Gly
Asp
20

Val
Tyr
Gly
Gln
Pro
100
Cys
Lys

Gly

His

5

Ile
Gln
Glu
Tyr
Lys
Ala
85

Leu
Val
Asp

Ser

His
165

tu nhén

Téng hop

Gly
Asp
20

Val
Tyr
Gly

Gln

Ile
Gln
Glu
Tyr
Lys

Ala

Phe

tao

Ser
Ser
Asp
Glu
Met
70

Asn
Pro
Ser
Asn
Glu

150
His

tao

Ser
Ser
Asp
Glu
Met

70
Asn

Pro

Pro
Ile
Leu
Ser
55

Leu
Asn
Asp
Phe
His
135

Asn

His

Pro
Ile
Leu
Ser
55

Leu

Asn

Leu

Ile
Thr
Lys
40

Gln
Met
Lys
Gln
Glu
120

Leu

Ile

Ile
Thr
Lys
40

Gln

Met

Lys

28991

Thr

Thr Glu
10

Phe Ala

25

Lys Asp

His Pro
Val Thr
Glu His
90

Ala Phe
105

Cys Lys
Ala Leu

Leu Phe

Thr Glu
10

Phe Ala

25

Lys Asp

His Pro

Val Thr

Glu His

-158-

Ser
Leu
Lys
Ser
Leu
75

Ser
Phe
Thr

Ile

Lys
155

Ser
Leu
Lys
Ser
Leu

75
Ser

Leu
Glu
Lys
Ser
60

Ser
Val
Val
Asp
Lys

140
Leu

Leu
Glu
Lys
Ser
60

Ser

Val

Ala
Asp
Lys
Glu
Pro
Glu
Leu
Pro
125

Val

Ser

Ala
Asp
Lys
45

Glu

Pro

Glu

Ser
Glu
30

Asp
Ser
Thr
Leu
His
110
Gly
Asp

Glu

Ser
Glu
30

Asp
Ser

Thr

Leu

Leu
15

Ser
Lys
Gly
Lys
His
95

Asn
Val
Tyr

Ile

Leu
15

Ser
Lys
Gly
Lys

His

Ser
Tyr
Val
Asp
Asp
80

Lys
Arg
Phe

Ser

Leu
160

Ser
Tyr
Val
Asp
Asp

80
Lys



Cys Glu Lys

Phe Asn
115
Val

Ser
Ile Gly
130
Glu Asn
145

Glu

Leu

His His

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

307
354
ADN
Trinh

<220>
<223> Téng
<400> 307

caggtcacct
acctgctccg
cagtccccag
tacaccacat
gtccttacca
cggaatttgg

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

308
118
PRT
Trinh

<220>
<223> Téng
<400> 308
Gln Val Thr
1
Ser

Leu Thr

Arg Met Gly
35
Leu Ala
50

Lys

Trp
Leu Thr
65
Val

Leu Thr

Cys Ala Arg

Val Thr

115

Leu

<210> 309
<211> 30
<212> ADN

85
Pro Leu
100
Cys Val

Lys Asp As
Gl

15

Gly Ser

His
165

His

ty nhén

hop

tgaaggagtc
tctctggatt
ggaaggccct
ctctgaagac
tgaccgacat
cctttaatta

tu nhén

hop

Leu Lys

Leu Thr
20
Val Ser

His Ile

Arg Leu

70
Met Thr
85
Ile Arg
100

Val

As

Ser

Pro

Ser

His

Glu
Cys
Trp
Phe
Thr

Asp

28991

Asp Gln

Phe Glu
120
His Leu
135
Asn

n

u Ile
0

His

tao

tggtcctgtg
ctcactcagt
ggagtggctt
caggctcacc
ggaccctggg
ctggggccag

tao

Ser Gly

Ser Val

Ile Arg
40
Ser Asn
55

Ile Ser

Met Asp

n Leu Ala

Ser

90
Ala Phe
105

Cys

Phe

Lys Thr

Ala Leu Ile

Leu Phe Lys

155

ctggtgaaac
aatgttagaa
gcacacattt
atctccaagg
gacacagcca
ggaaccctgg

Val
10
Gly

Pro Leu

Ser Phe
25
Gln

Ser Pro

Asp Glu Lys
Thr
75

Asp

Lys Asp

Pro Gly
90
Phe Asn

105

Tyr

-150-

Val His
110
Gly

Leu

Pro
125
Val

Asp

Lys
140
Leu

Asp

Ser Glu

ccacagagag
tgggtgtgag
tttcgaatga
acacctccag
catattactg
tcaccgtcte

Val Lys Pro
Ser
30

Ala

Ser Leu

Gly Lys

45
Ser Tyr Thr
60

Ser Arg Ser

Thr Ala Thr
Gln

110

Trp Gly

95
Asn Arg

Val Phe

Tyr Ser

Ile Leu
160

cctcacgctg
ctggatccgt
cgaaaaatcc
aagccaggtg
tgcacggata
ctca

Thr
15
Asn

Glu
Val

Leu Glu

Thr Ser

Gln Val
80
Tyr Tyr
95

Gly Thr

60

120
180
240
300
354



<213>

<220>
<223>

<400>

Trinh ty nhédn tao

Téng hop

309

ggattctcac tcagtaatgt tagaatgggt

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

<220>
<223>

<400>

310
10
PRT
Trinh ty nhdn tao

Téng hop

310

28991

Gly Phe Ser Leu Ser Asn Val Arg Met Gly

1

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

<220>
<223>

<400>

5

311

21

ADN

Trinh ty nhdn tao

Tédng hop

311

attttttcga atgacgaaaa a

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

<220>
<223>

<400>

312

7

PRT

Trinh tu nhédn tao

Téng hop

312

Ile Phe Ser Asn Asp Glu Lys

1

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

<220>
<223>

<400>

5

313

30

ADN

Trinh ty nhadn tao

Tbng hop

313

gcacggatac ggaatttggc ctttaattac

<210>
<211>
<212>

314
10
PRT

10

-160-

30

21

30



28991

10

ctggctgtgt
cacaggtcca
aacctgctca
agcgggtctg
gtttattact
gatatcaaa

Ser Leu
10

Ser

Asp
Ser Gln
25

Trp

Tyr Gln

Ala Ser Thr
Thr
75

Val

Ser Gly

Val Ala
90
Gly Pro
105

Gly

<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 314
Ala Arg Ile Arg Asn Leu Ala Phe Asn Tyr
1 5
<210> 315
<211> 339
<212> ADN
<213> Trinh ty nhédn tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 315
gacttcgtga tgacccagtc tccagactcc
atcaactgca agtccagcca gagtgtgtta
tggtatcagc agaagccagg acagcctcct
gaatccgggg tccctgaccg attcagtggce
atcagcagcc tgcaggctga agatgtggca
ctatttactt tcggccctgg gaccaaagtg
<210> 316
<211> 113
<212> PRT
<213> Trinh ty nhédn tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 316
Asp Phe Val Met Thr Gln Ser Pro
1 5
Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys
20
Ser Ser Asn Lys Asn Tyr Leu Ala
35 40
Pro Pro Asn Leu Leu Ile Tyr Trp
50 55
Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly
65 70
Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp
85
Tyr Tyr Gly Thr Leu Phe Thr Phe
100
Lys
<210> 317
<211> 36
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao
<220>

-161-

ctctgggcga
gcaataagaa
tttactgggc
ggacagattt
gtcagcaata

Ala Val Ser

Val Leu
30

Pro

Ser

Gln Lys

45

Arg Glu Ser

60
Asp

Phe Thr

Tyr Tyr Cys

Thr Val

110

Lys

gagggccacc
ctacttagct
atctacccgg
cactctcacc
ttatggtact

Leu
15
His

Gly
Arg
Gly Gln
Gly Val
Thr

80
Gln

Leu

Gln
95

Asp Ile

60

120
180
240
300
339



28991

<223> Tdng hop

<400> 317
cagagtgtgt tacacaggtc cagcaataag aactac

<210> 318

<211> 12

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 318
Gln Ser Val Leu His Arg Ser Ser Asn Lys Asn Tyr
1 5 10

<210> 319

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tuyu nhéan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 319
tgggcatct

<210> 320

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 320
Trp Ala Ser
1

<210> 321

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 321
cagcaatatt atggtactct atttact

<210> 322

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

-162-

36

27



<223> Téng hop

<400> 322
Gln Gln Tyr Tyr Gly Thr Leu Phe Thr

1

<210> 323
<211> 338
<212> PRT
<213> Trinh tu nhédn tao

<220>

<223> tbng hop
Axit amin

NP_057316.

Axit amin

<400> 323

Lys Phe
1
Arg Cys

Ser Gln

Ala Ser
50

Gly Ile

65

Tyr Ala

Asp Tyr
Ile Tyr

Trp Phe
130

Lys Ser

145

Tyr Thr

Thr Ala
Phe Pro

Ile Gly
210

Thr Gln

225

Thr Asp

Ser Phe
Asp Val
Asn Leu

290

Pro Ile
305

Ser
Pro
Thr
35

Gly
Tyr
Asn
Leu
Cys
115
Lys
Phe
Cys
Thr
Val
195
Lys
Phe
Phe
Ser
Lys
275
His

Asp

Lys
Arg
20

Asn
Gln
Thr
Val
Met
100
Pro
Asn
Leu
Lys
Arg
180
Ile
Asn
Leu
Gly
Asn
260
Glu
Gly

His

5

28991

1-310: ST2 cua ngudi (K19-S328 c6 sb truy cap

3)

311-

Gln
Gln
Lys
Leu
Cys
Thr
85

Tyr
Thr
Cys
Val
Phe
165
Ser
Gly
Ala
Ala
Glu
245
Gly
Glu

Leu

His

338:

Ser
Gly
Ser
Leu
Ile
70

Ile
Ser
Ile
Gln
Ile
150
Ile
Phe
Ala
Asn
Ala
230
Pro
Leu
Asp

Arg

Ser
310

thé Myc-Myc-hexahistidin

Trp
Lys
Ile
Lys
55

Val
Tyr
Thr
Asp
Ala
135
Asp
His
Thr
Pro
Leu
215
Val
Arg
Ala
Leu
Arg

295
Glu

Gly
Pro
Pro
40

Phe
Arg
Lys
Val
Leu
120
Leu
Asn
Asn
Val
Ala
200
Thr
Leu
Ile
Cys
Leu
280
His

Gln

Leu
Ser
25

Thr
Leu
Ser
Lys
Ser
105
Tyr
Gln
Val
Glu
Lys
185
Gln
Cys
Trp
Gln
Leu
265
Leu

Thr

Lys

Glu
10

Tyr
Gln
Pro
Pro
Gln
90

Gly
Asn
Gly
Met
Asn
170
Asp
Asn
Ser
Gln
Gln
250
Asp
Gln
Val

Leu

-163-

Asn
Thr
Glu
Ala
Thr
75

Ser
Ser
Trp
Ser
Thr
155
Gly
Glu
Glu
Ala
Leu
235
Glu
Met
Tyr

Arg

Ile
315

Glu
Val
Arg
Ala
60

Phe
Asp
Glu
Thr
Arg
140
Glu
Ala
Gln
Ile
Cys
220
Asn
Glu
Val
Asp
Leu

300
Ser

Ala
Asp
Asn
45

Val
Asn
Cys
Lys
Ala
125
Tyr
Asp
Asn
Gly
Lys
205
Phe
Gly
Gly
Leu
Cys
285

Ser

Glu

Leu
Trp
30

Arg
Ala
Arg
Asn
Asn
110
Pro
Arg
Ala
Tyr
Phe
190
Glu
Gly
Thr
Gln
Arg
270
Leu

Arg

Glu

Ile
15

Tyr
Val
Asp
Thr
Val
95

Ser
Leu
Ala
Gly
Ser
175
Ser
Val
Lys
Lys
Asn
255
Ile
Ala

Lys

Asp

Val
Tyr
Phe
Ser
Gly
Pro
Lys
Glu
His
Asp
160
Val
Leu
Glu
Gly
Ile
240
Gln
Ala
Leu

Asn

Leu
320



28991

Gly Gly Glu Gln Lys Leu Ile Ser Glu Glu Asp Leu His His His His
325 330 335
His His

-164-





