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(54) KHANG THE KHANG IL-25 VA DUQC PHAM CHUA KHANG THE NAY

(57) Séang ché dé cap dén khang thé ma lién két v6i interleukin 25 (IL-25) ngudi va
phuong phép st dung khang thé nay. Theo cac phuong an nhét dinh, khang thé theo sang
ché lién két véi IL-25 ngudi véi i luc cao. Theo cac phuong an nhit dinh, sang ché bao
gbm khang thé lién két v6i IL-25 ngudi va can trd viée truyén tin hiéu IL-25 qua trung gian
té bao. Khang thé theo sang ché c6 thé 1a khang thé ngudi nguyén ven, khong c6 trong tur
nhién. Khang thé theo sang ché duoc sir dung dé diéu tri cac bénh khac nhau lién quan dén
hoat dong va biéu hién IL-25, bao gdm hen suyén, di Gmg, tic nghén phdi man tinh
(COPD), bénh viém rudt (IBD), bao gdm viém loét dai trang va bénh Crohn, bénh viém da
co dia (AD), bénh viém mach u hat du¢i da (EGPA, hay con duoc goi 1a hoi chung Churg-
Strauss).
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Linh vue k¥ thuat dwoce dé cap

Sang ché dé cap dén khang thé, va manh lién két khang nguyén cua no lién két dac
hiéu voi interleukin-25 (IL-25), dugc pham chtra khéang thé da néu ciing nhu phuong

phéap st dung khang thé nay.

Tinh trang ky thuit cia sang ché

Interleukin-25 (IL-25) la xytokin ¢c6 cAu trac lién quan dén interleukin 17 (IL-17)
va doi khi con duogc goi 1a IL-17E. N6 1a mot glycoprotein ¢6 hai cAu phan protein gibng
nhau, duoc tiét ra, tuong tac va truyén tin hiéu thong qua thu thé IL-17RB/IL17RA ¢0
cAu trac dime khac loai (Iwakura, e.al., (2010), Immunity, 34:149). IL-25 dugc san Xudt
boi cac té bao Th2, céc té bao biéu mo, cac té bao nodi ma, dai thuc bao phé nang, dudng
bao, cac bach ciu 4i toan, va cac bach cau 4i kiém (Rouvier, E. et.al. (1993), I.
Immunol.150:5445-5456; Pan, G. et.al., (2001), J. Immunol. 167:6559-6567; Kim, M.
et.al., (2002), Blood 100:2330-2340). Viéc truyén tin hiéu thong qua IL-25 ¢0 lién quan
tGi su tang luc cua cac té bao bach cAu 4i toan, bat diu cac dép tng cla té bao Th2 va
Th9 va su can tro dap Gng cua cac té bao Th1 va Th17. IL-25 cling tao ra cac xytokin
khac, bao gdm IL-4, IL-5 va IL-13, trong nhiéu mé (Fort, MM et.al., (2001), Immunity
15:985-995).

[L-25 dAn dén viém man tinh lién quan t¢i duong tiéu hoa va da nhan biét duoc
gen 1L.-25 trong vung nhiém séc lién quan dén cac bénh tu mién cta rudt, chang han nhu
bénh viém rudt (inflammatory bowel disease-IBD) (Biining, C. et.al., (2003), Eur. J.
Immunogenet. Oct; 30(5): 329-333). IL-25 ciing cho thdy nong do tang lén trong cac
mau bénh phdm thu duge tir bénh nhan bi hen suyén (Sherkat, R. etal., (2014), Asia
Pac. Allergy Oct; 4(4):212-221). Theo do, viéc uc ché su truyén tin hiéu 1L-25 rat hitu
ich trong viéc diéu tri cac bénh khac nhau lién quan dén biéu hién hodc hoat dong cua

IL-25.

Khang thé khang I1L-25 da dugc d& cap dén, vi duy, trong cac bang sang ché US
8,785,605; 8,658,169 va 8,206,717; va trong cong bd don PCT WO02011/123507,
WO02010/038155 va WO2008/129263. Tuy nhién, vin can phai c6 cic chat doi khang

_2-



29950

[L-25 méi trong linh vue k¥ thudt ma sang ché dé cap, chéng han nhu khéng thé khang
IL-25 theo sang ché, dé diéu tri cac roi loan hodc bénh lién quan dén viéc truyén tin hiéu
va/hoac biéu hién ctia IL-25, hodc céc trinh trang bénh khdac lién quan dén viéc truyén

tin hiéu va/hodc biéu hién ctia IL-25.

Ban chit k§ thuit clia sang ché

Muc dich ciia séng ché 1a dé xuét khang thé da phan 1ap va manh lién két khang

nguyén cua no lién két dac hiéu véi interleukin 25 (IL-25) nguoi.

Theo khia canh thtr nhat, sang ché dé xuét khang thé duge phan 1ap hodc manh
lién két khang nguyén cuia no lién két dac hiéu véi interleukin 25 (IL-25) ngudi, trong

do khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 c6 nhirng déc diém sau day:

(a) la khang thé don dong ngudi nguyén ven;

(b) lién két v6i IL-25 nguoi véi gia tri Kp nhé hon khodng 120 pM, nhu duoc
xéc dinh bang cong hudng plasmon bé mat tai 25°C;

(c) lién két v6i IL-25 ngudi voi chu ki ban ra (t/2) 16n hon khoang 105 phut.
nhu duoc xac dinh béng cong huong plasmon bé mat tai 25°C;

(d) can trd viéc truyén tin hiéu IL-25nguo1i trong cac té bao duoc thiét ké di
truyén dé biéu hién thyu thé IL-25 (IL-17RA/IL-17RB) vdi gid tri ICso nho hon khoang
2.0 nM;

(e) can trd viée truyén tin hidu IL-25 ngudi trong cac té bao mau ngoai vi don
nhan (PBMC-peripheral blood mononuclear cells) véi gid tri ICso nho hon khoang 16
nM;

() giam tudn hoan va/hodc noéng do IgE & phdi dong vat c6 v biéu hién qué
muc [L-25;
(g) giam di san té bao trong cac té bao hinh dai ¢ dong vat co vu biéu hién

qua muc IL-25;

(h) gd6m ba ving x4c dinh bd trg chudi ning (HCDR) ndm trong ving bién
ddi chudi ning (HCVR) chira trinh tu axit amin dugc liét ké trong bang 1: hodc

(1) g6m ba vung xé4c dinh b tro chudi nhe (LCDR) nam trong ving bién doi

chudi nhe (LCVR) chira trinh ty axit amin nhu duoc li¢t k€ trong bang 1.
Khang thé da phan 1ap va cac manh lién két khang nguyén cua no theo sang ché
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rat hitu ich, chang han, trong viéc diéu tri cac bénh va r6i loan lién quan dén biéu hién

va hoat dong cua interleukin 25 (IL-25).

Theo mot phuong 4n, sang ché dé xuét khang thé khang IL-25 hodc ménh lién
két khang nguyén ctia né lién két ddc hiéu véi 1L-25 nguoi voi gia tri KD nho hon
khoang 100 pM, nhu dugc xac dinh bang cdng hudng plasmon bé mat tai nhiét do 25°C
hoac 37°C.

Theo mot phuong an, sang ché dé xudt khang thé khang IL-25 hodc manh lién
két khang nguyén cua no lién két dac hiéu véi IL-25 nguoi véi gia tri KD nho hon
khoang 60 pM, nhu dugc xac dinh béng cong huong plasmon bé mit tai nhiét do 25°C
hodc 37°C.

Theo mot phuong an, sang ché dé xuit khang thé khang IL-25 hodc manh lién
két khang nguyén cta né lién két dac hiéu véi IL-25 nguoi véi gia tri KD nhd hon
khoang 40 pM, nhu dugc xéac dinh bang cong huong plasmon bé mat tai nhiét do 25°C

hodc 37°C.

Theo mot phuong an, sang ché dé xudt khang thé khang IL-25 hodc manh lién
két khang nguyén cua no lién két dac hiéu vai IL-25 nguoi véi gia tri KD nhé hon
khoang 20 pM, nhu dugc xéac dinh bing cong hudng plasmon bé mat tai nhiét do 25°C
hoac 37°C.

Theo mot phuong an, sang ché dé xuit khang thé khang IL-25 hodc manh lién
két khang nguyén ctia né lién két dac hiéu v6i IL-25 nguoi véi chu ki ban ra (t%2) 16n
hon khoang 150 phut, nhu dugce xéac dinh béng cong hudng plasmon bé mat tai nhiét do

25°C.

Theo mot phuong an, sang ché dé xuit khang thé khang IL-25 hodc manh lién
két khang nguyén ctia n6 lién két dac hiéu v6i IL-25 ngudi véi chu ki ban ra (t%2) 16n
hon khoang 200 phut, nhu dugc xac dinh bang cong huéng plasmon bé mit tai nhiét do

25°C.

Theo mot phuong an, sang ché dé xudt khang thé khang IL-25 hodc manh lién
két khang nguyén cua né lién két dic hiéu véi IL-25 ngudi véi chu ki ban ra (t¥2) 1on

hon khoang 250 phut, dugc nhu dugce xac dinh béng cong huong plasmon bé mit tai
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nhiét do 25°C.

Theo modt phuong 4n, sang ché dé xuat khang thé khang 1L-25 hoac manh lién
két khéng nguyén cia né lién két dac hi¢u voi IL-25 ngudi voi chu ki ban ra (t/2) 16n
hon khoang 400 phut, dugc nhu duogc xac dinh bang cong hudng plasmon bé mit tai

nhiét do 25°C.

Theo mot phuong an, sang ché dé xuat khang thé khang IL-25 hoac manh lién
két khang nguyén cua no lién két dic hidu véi IL-25 nguoi va can tr viée truyén tin
hicu I1.-25 ngudi trong cdc té bao dugc thiét k& di truyén dé biéu hién thu thé IL-25 (IL-
17RA/IL-17RB) ¢6 gia tri ICsonho hon khoang 720 pM.

Theo mot phuong an, sang ché d& xuét khang thé khang IL-25 hoac manh lién
két khang nguyén cta no lién két dic hiéu véi IL-25 nguoi va can tro viée truyén tin
hidu TL-25 ngudi trong cac té bao duoc thiét k& di truyén dé biéu hién thu thé 1L-25 (IL-
17RA/IL-17RB) ¢6 gia tri ICsonho hon khoang 500 pM.

Theo mot phuong 4n, sang ché @& xuét khang thé khang IL-25 hodc manh lién
két khang nguyén cua noé lién két dic hiéu véi IL-25 nguoi va can tro viée truyén ﬁn
hicu IL-25 ngudi trong cdc té bao duge thiét k& di truyén dé biéu hién thy thé IL-25 (IL-
17RA/IL-17RB) ¢6 gia tri ICsonho hon khoang 100 pM.

Theo mot phuong 4n, sang ché d& xuat khing thé khang IL-25 hodc manh lién
két khang nguyén cua noé lién két dac hiéu véi IL-25 nguoi va can tr viée truyén tin
hiéu [L-25 nguoi trong cac té bao méu ngoai vi don nhén co gid tri ICsonho hon khoang

2,0 nM.

Theo mot phuong an, sang ché d& xuét khang thé khang IL-25 hodc manh lién
két khang nguyén cua noé lién két dic hiéu voi IL-25 nguoi va can trg viéc truyén tin
hiéu IL-25 nguoi trong cac té bao mau ngoai vi don nhan co gia tri ICsonh6 hon khoang

700 pM.

Theo mdt phuong an, sang ché @& xuit khang thé khang IL-25 hodc manh lién
két khang nguyén cua no lién két dac hiéu voi IL-25 ngudi va can trg viéc truyen tin
hiéu [L-25 ngudi trong cac té bao mau ngoai vi don nhan co gia tri 1Cso ndm trong

khoang tir 30 pM dén 150 pM.
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Khang thé theo sang ché ¢6 thé 1a khang thé nguyén ven (vi du, khang thé 1gG1
hodc IgG4) hoac co thé chi chua phan lién két khang nguyén (vi du, Fab, F(ab’)2 hodc
maénh scFv), va co thé duge bién ddi dé thay dbi chirc nang (vi du, dé loai bo cac chirc
nang phan ung lai kich thich khong can thiét) (Reddy va et al., 2000, J. Immunol.
164:1925-1933).

Céc vi du v& khang thé khang IL-25 theo séng ché dugc trinh bay trong bang 1
va 2 & ddy. Bang 1 trinh bay cac ma trinh tu nhan biét axit amin cta cac ving bién doi
chudi ning (HCVR), vung bién ddi chudi nhe (LCVR), vung xac dinh b tro chudi ning
(HCDR1, HCDR2 va HCDR3), ving xéac dinh bd trg chudi nhe (LCDR1, LCDR2 va
LCDR3) clia khang thé khang IL-25 dugc liy 1am vi du. Béang 2 trinh bay cc ma trinh
tu nhan biét axit nucleic ctia HCVR, LCVR, HCDRI1, HCDR2 HCDR3, LCDRI.
LCDR2 va LCDR3 ctia khang thé khang 11.-25 duoc lay lam vi du.

Sang ché dé xuit khang thé hozc manh lién két khang nguyén ctia n6 lién két dac
hiéu véi IL-25, bao g6m vung bién dbi chudi nang (HCVR) chura céc trinh tu axit amin
duoc chon tir trinh ty axit amin HCVR bat ky duoc liét ké trong bang 1, hodc trinh tu
gan nhu twong tu clia né ma c6 do twong dong trinh tur 1a it nhat 90%, it nhéat 95%, it

nhit 98%. hodc it nhat 99% vdi trinh tu da néu.

Sang ché dé xuét khang thé hozc manh lién két khang nguyén cua no6 lién két dac
hiéu v6i IL-25, bao gdm ving bién d6i chudi nhe (LCVR ) chita céc trinh tu axit amin
duoc chon tir trinh ty axit amin LCVR bat ky duoc liét ké trong bang 1, hodc trinh tur
gan nhu tuong ty cua n6 ma c6 do tuong dong trinh tu 12 it nhat 90%, it nhat 95%, it

nhat 98%, hodc it nhat 99% véi trinh tu da néu.

Sang ché cling dé xuit khang thé hodc manh lién két khang nguyén cua né lién
két dic hidu véi IL-25, bao gém cdp trinh ty axit amin HCRV va LCRV (HCVR/LCVR)
chtra trinh tu axit amin HCVR bét ky duogc liét ké trong bang 1 bat cap vai trinh tu axit
amin LCVR bt ky dugc liét ké trong bang 1. Theo cac phuong an nhat dinh, sang ché
dé xuit khang thé, hoic manh lién két khang nguyén ctia nd, bao gdm cip trinh tu axit
amin HCVR/LCVR nim trong khéng thé khang IL-25 1dy lam vi du bat ky dugc ligt ké
trong bang 1.

Khang thé dugc phan 1ap hodc manh lién két khang nguyén cua né lién két dac
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hiéu voi interleukin-25 (IL-25) nguoi, trong d6 khang thé hodc manh lién két khang
nguyén cua nd chira: (a) vung xac dinh bo tro (CDR) thudc vung bién doi chudi ning
(HCVR) chtra trinh tu axit amin nhu dugc li€t ké trong bang 1; va (b) vung xac dinh bd
tro (CDR) thugc vung bién ddi chudi nhe (LCVR) chira trinh tu axit amin nhu duoc liet

ké trong bang 1.

Theo mot phuong an, khang thé dugc phan 1ap hodc manh lién két khang nguyén
ctia n6 lien két dic hiéu v4i IL-25, chira: (a) cac CDR cta HCVR ¢ trinh tu axit amin
duoc chon tr nhom gé)m céc trinh tu néu trong SEQ ID NO: 2, 18, 34, 50, 66, 82, 98,
114, 130, 146, 162, 178, 194, 210, 226, 242 va 258; va (b) cac CDR cua LCVR ¢0 trinh
tu axit amin dugc chon tir nhom gém céc trinh tu néu trong SEQ ID NO: 10, 26, 42, 58,
74,90, 106, 122, 138, 154, 170, 186, 202, 218, 234, 250 va 266.

Theo mot phuong an, khang thé dugce phan 1ap hodc manh lién két khang nguyén
cta no lién két dic hiéu voi IL-25 chia: (a) cac CDR cia HCVR ¢6 trinh ty axit amin
dugc chon tir nhom bao gé)m céc trinh tu néu trong SEQ 1D NO: 98, 114, 130 va 178,
va (b) cac CDR ctia LCVR c¢6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhom bao g61n cac trinh

tu néu trong SEQ ID NO: 106, 122, 138 va 186.

Theo mot phuong an, khang thé dugc phan 1ap hodc manh lién két khang nguyén
ctia n6 lién két dac hiéu véi IL-25 chira trinh tu axit amin HCVR duge chon tu nhém
bao g6m céc trinh tu néu trong SEQ ID NO: 2, 18, 34, 50, 66, 82, 98, 114, 130, 146,
162, 178, 194, 210, 226, 242 va 258.

Theo mot phuong an, khang thé dugc phan 1ap hodc manh lién két khang nguyén
clia n6 lién két dic hiéu voi IL-25 chia trinh ty axit amin LCVR dugc chon tur nhom
bao gém céc trinh tu néu trong SEQ 1D NO: 10, 26, 42, 58, 74, 90, 106, 122, 138, 154,
170, 186, 202, 218, 234, 250 va 266.

Theo mot phuong an, khang thé dugc phan 1ap hodc manh lién két khang nguyén
ctia n6 lién két dic hiéu véi IL-25 chita trinh tu axit amin HCVR duoc chon tor nhom
bao gém‘ céc trinh tu néu trong SEQ ID NO: 2, 18, 34, 50, 66, 82, 08, 114, 130, 146,
162, 178, 194, 210, 226, 242 va 258; va trinh tu axit amin LCVR duoc chon tor nhém
bao gém céc trinh tu néu trong SEQ ID NO: 10, 26, 42, 58, 74, 90, 106, 122, 138, 154,
170, 186, 202, 218, 234, 250 va 266.
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Theo mot phuong 4n, khang thé dugc phan 1ap hodc manh lién két khang nguyén
ctia n6 lién két dic hiéu voéi IL-25 chtra: cdc CDR cua cdp trinh ty axit amin
HCVR/LCVR duogc chon tir nhéom bao g6m cac trinh tu néu trong 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 va 258/266.

Theo mot phuong an, khang thé duoc phan lap hodc manh lién két khang nguyén
cta né lién két dac hiéu véi IL-25 chta: cac CDR cua cdp trinh ty axit amin
HCVR/LCVR duogc chon tir nhém bao gdm cac trinh tu néu trong SEQ ID NO: 98/106;
114/122; 130/138; va 178/186.

Theo mot phuong an, khang thé dugc phéan 1ap hodc manh lién két khang nguyén
ctia n6 lién két dic hiéu voi IL-25 chta: cdc CDR cua cip trinh ty axit amin
HCVR/LCVR duoc chon tir nhém bao gém céc trinh tw néu trong 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 va 258/266.

Theo mdt phuong 4n, khang thé dugc phan 1ap hodc manh lién két khang nguyén
ctia n6 lién két dic hiéu voi IL-25 chira: cac CDR cta cdp trinh tu axit amin
HCVR/LCVR duoc chon tir nhém bao gém cac trinh tu néu trong SEQ ID NO: 98/106;
114/122; 130/138; va 178/186.

Sang ché ciing dé xuét khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia no lién
két dic hiéu véi IL-25, bao gdbm CDR1 chudi ning (HCDR1) chua trinh ty axit amin
duoc chon tir trinh tu axit amin HCVRI1 bét ky duoc liét ké trong bang 1 hodc trinh tu
gan nhu twong tur ctia nd ma c6 do twong ddng trinh tu 14 it nhat 90%, it nhat 95%, it

nhét 98%, hodc it nhat 99% vai trinh tu da néu.

Sang ché ciing dé xudt khang thé hodc manh lién két khang nguyén cua né lién
két dic hiéu véi IL-25, bao gdm CDR2 chudi nang (HCDR2) chta trinh tu axit amin
dugce chon tir trinh tu axit amin HCVR2 bét ky duoc liét ké trong bang 1 hodc trinh tu
gén nhu twong tu cua ndé ma co do tuong déng trinh tu la it nhéat 90%, it nhat 95%, it

nhat 98%, hodc it nhat 99% véi trinh tu da néu.

Sang ché ciing dé xuét khang thé hoic manh lién két khang nguyén ctia no lién

két dac hiéu vai IL-25, bao gé)ln CDR3 chudi ning (HCDR3) chira trinh tu axit amin
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duoc chon tir trinh tu axit amin HCVR3 bét ky duoc liét ké trong bang 1 hodc trinh tu
gan nhu twong tw cua nd ma c6 do tuong ddng trinh tu 12 it nhat 90%. it nhat 95%, it

nhét 98%, hodc it nhat 99% véi trinh tu da néu.

Sang ché ciing dé xuit khing thé hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 lién
két dac hiéu voi IL-25, bao gém CDR1 chudi nhe (LCDR1) chtra trinh tu axit amin dugc
chon tir trinh tu axit amin LCVRI bat ky dugc liét ké trong bang 1 hodc trinh tu gén nhu
tuong tu cia n6 ma c6 do tuong dong trinh ty 1a it nhéat 90%, it nhit 95%, it nhat 98%,

hodc it nhit 99% véi trinh tu da néu.

Sang ché ciing dé xuét khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia no lién
két dac hiéu voi IL-25, bao gém CDR2 chudi nhe (LCDR2) chtra trinh tu axit amin dugc
chon tur trinh tu axit amin LCVR2 bét ky dugc liét ké trong bang 1 hodc trinh tu gén nhu
fuong tu cla né ma c6 do twong ddng trinh tu 1a it nhat 90%, it nhat 95%, it nhat 98%.

hodc it nhit 99% véi trinh tu da néu.

Sang ché ciing dé xuét khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia no lién
két dac hiéu véi IL-25, bao gé)m CDR3 chudi nhe (LCDR3) chtra trinh ty axit amin dugc
chon tir trinh tu axit amin LCVR3 bat ky duoc liét ké trong bang 1 hodc trinh tu gan nhu
twong tu cia nd ma c6 do tuong dong trinh tur 13 it nhit 90%, it nhat 95%, it nhat 98%,

hodc it nhat 99% véi trinh tu di néu.

Séang ché cling dé xuat khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia né lién
két dic hiéu vai IL-25, bao g@)m cdp trinh ty axit amin HCDR3 va LCDR3
(HCDR3/LCDR3) chira trinh tw axit amin HCDR3 bét ky duogc liét ké trong bang 1 bét
cdp voi trinh tu axit amin LCDR3 bét ky duoc liét ké trong bang 1. Theo cac phuong an
nhét dinh, sang ché dé xuét khang thé, hoac manh lién két khang nguyén ctia no, co cdu
tao gém cdp trinh trr axit amin HCDR3/LCDR3 ndm trong khang thé khang 1L-25 lay
lam vi du bét ky duoc liét ké trong bang 1. Theo cac phuong an nhat dinh, cap trinh tu
axit amin HCDR3/LCDR3 dugc chon tir nhom bao g@)m: 104/112; 120/128; 136/144;
va 184/192.

Sang ché ciing dé xuét khang thé hodc manh lién két khang nguyén cua no lién
két dac hiéu voi IL-25, bao gdm tap hop sdu CDR (tirc 1a, HCDR1, HCDR2, HCDR3,
LCDR1, LCDR2, LCDR3) ndm trong khang thé khang IL-25 14y lam vi du bt ky duoc
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liét ké trong bang 1. Theo cac phuong an nhét dinh, tap hop trinh tu axit amin HCDRI,
HCDR2, HCDR3, LCDR1, LCDR2, LCDR3 dugc chon tir nhém bao g6m: (a) cac trinh
tu néu trong SEQ ID NO: 100, 102, 104, 108, 110, 112; (b) cac trinh tu néu trong SEQ
ID NO: 116, 118, 120, 124, 126, 128; (c) cac trinh ty néu trong SEQ ID NO: 132, 134,
136, 140, 142, 144; va (d) SEQ ID NO: 180, 182, 184, 188, 190, 192.

Theo mdt phuong &n lién quan, sang ché d& xuét khang thé, hoic manh lién két
khang nguyén cua no lién két diac hiéu voi IL-25, bao gom tap hop sau CDR (tuc la
HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDR1, LCDR2, LCDR3) nam trong cdp trinh tu axit amin
HCVR/LCVR nhu d xac dinh béi khang thé khang IL-25 1dy lam vi du bat ky duoc liét
ké trong bang 1. Vi du, sang ché bao gom khang thé hodc manh lién két khang nguyén
cuia né lién két dic hiéu voi IL-25, bao gém tap hop céac trinh tu axit amin HCDRI,
HCDR2, HCDR3, LCDRI1, LCDR2, LCDR3 nam trong cap trinh tu axit amin
HCVR/LCVR dugc chon tir nhém bao g&n: 08/106; 114/122;130/138; va 178/186. Cac
phuong phap va k¥ thuét dé nhan biét cac CDR trong cac trinh tu axit amin HCVR va
LCVR la nhitng kién thtrc da biét trong linh vuc k¥ thuat ma sang ché d& cap va co thé
duoc st dung dé nhan biét cac CDR trong céc trinh tu axit amin HCVR va/hodc LCVR
cu thé duogc dé cdp trong sang ché nay. Cac k¥ thuat thuong dugc st dung dé x4c dinh
hai dau cua CDR bao gém, vi du, dinh nghia Kabat, dinh nghia Chothia, va dinh nghia
AbM. Nhin chung, dinh nghia Kabat dua trén mtrc do bién d6i cua trinh tu, dinh nghia
Chothia dua trén vi trf ctia cac ving ldp cdu tric, va dinh nghia AbM la su két hop giira
dinh nghia Kabat va Chothia. Xem, vi du, 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). Cac co s& dit liéu da cong bd ciing duoc st dung dé nhan
biét cac trinh tu CDR trong khang thé.

Theo mdt phuong an, sang ché @& xuét khang thé, hoic manh lién két khang

nguyén cua no lién két dic hiéu voi IL-25, bao gom:

(a) mién HCDRI ¢6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhém bao gdm cac trinh
tu néu trong SEQ ID No: 6, 22, 38, 54, 70, 86, 102, 118, 134, 150, 166, 182, 198, 214,
230, 246 va 262;

(b) mién HCDR2 ¢6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhém bao g61n cac trinh
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tu néu trong SEQ ID No: 8, 24, 40, 56, 72, 88, 104, 120, 136, 152, 168, 184, 200, 216,
232, 248 va 264;

(c)  mién HCDR3 c6 trinh ty axit amin dugc chon tir nhém bao g0m cac trinh
tu néu trong SEQ ID No: 8, 24, 40, 56, 72, 88, 104, 120, 136, 152, 168, 184, 200, 216,
232,248 va 264;

(d)  mién LCDRI c6 trinh ty axit amin dugc chon tir nhém bao gdm céc trinh
tu néu trong SEQ ID No: 12, 28, 44, 60, 76, 92, 108, 124, 140, 156, 172, 188, 204, 220,
236,252 va 268; |

(e) mién LCDR2 ¢6 trinh tu axit amin dugc chon tr nhom bao gém cac trinh
tu néu trong SEQ ID No: 14, 30, 46, 62, 78, 94, 110, 126, 142, 158, 174, 190, 206, 222,
238, 254 va 270; va

() mién LCDR3 ¢6 trinh ty axit amin duge chon tir nthém bao gom cac trinh
tu néu trong SEQ ID No: 16, 32, 48, 64, 80, 96, 112, 128, 144, 160, 176, 192, 208, 224,
240, 256 va 272.

Theo mot phuong 4n, sang ché dé xuit khang thé, hodc manh lién két khang
nguyén ctia no lién két dac hiéu véi IL-25, bao g@)m:

(a) mién HCDRI1 c¢6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhom gém cac trinh tu

néu trong SEQ ID NO: 100, 116, 132, va 180;

(b) mién HCDR2 ¢6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhom gém cac trinh tu

néu trong SEQ ID NO: 102, 118, 134, va 182;

(c) mién HCDR3 ¢6 trinh tu axit amin duoc chon tir nhém goém céc trinh tu
néu trong SEQ ID NO: 104, 120, 136, va 184;
(d) mién LCDR1 ¢6 trinh ty axit amin dugc chon tir nthém goém céc trinh tu

néu trong SEQ ID NO: 108, 124, 140, va 188;

(e) mién LCDR2 c6 trinh ty axit amin duoc chon tir nhdém g6m cac trinh tu
néu trong SEQ ID NO: 110, 126, 142, va 190; va

(f) mién LCDR3 ¢6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhom g6m cac trinh tu

néu trong SEQ ID NO: 112, 128, 144, va 192.

Theo mot phwong an, sang ché dé xuét khang thé da phan lap hodc manh lién két
khang nguyén cua no co céu tao gdbm mot tap hop sdu CDR duge chon tir nhém bao gom

(a) céc trinh tu néu trong SEQ ID NO: 100, 102, 104, 108, 110, 112; (b) céc trinh tu néu
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trong SEQ ID NO: 116, 118, 120, 124, 126, 128; (c) c4c trinh tu néu trong SEQ ID NO:
132, 134, 136, 140, 142, 144; va (d) SEQ ID NO: 180, 182, 184, 188, 190, 192.

Theo mdt phuong an, sang ché @& xuit khang thé dugc phan lap hoic manh lién
két khang nguyén ctia né lién két dac hiéu véi interleukin-25 (IL-25) nguoi, trong do
khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia né canh tranh véi khang thé tham chiéu
dé lien két vé6i IL-25 nguoi bao gdm cdp trinh tu axit amin vang bién doi chudi
nang/ving bién d6i chudi nhe (HCVR/LCVR) nhu trinh bay trong bang 1. Khang thé
tham chiéu chira cip trinh ty axit amin HCVR/LCVR dugc chon tir nhém bao gém cac
trinh tu néu trong 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 va 258/266.

Theo mdt phuong an, sang ché dé xuit khang thé dugc phan lap hoic manh lién
két khang nguyén ctia né lién két ddc hiéu véi interleukin-25 (IL-25) nguoi, trong do
khang thé hozc manh lién két khang nguyén ctia né lién két voi cling mot quyét dinh
khang nguyén trén IL-25 nguoi voi khang thé tham chiéu, bao gém cap trinh tur axit
amin vung bién doi chudi nang/ving bién d6i chudi nhe (HCVR/LCVR) nhu da trinh
bay trong bang 1. Khang thé tham chiéu chua cdp trinh tur axit amin HCVR/LCVR duoc
chon tir nhom bao gém cé4c trinh tu néu trong 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 va 258/266.

Theo khia canh thir hai, sang ché dé xuat cic phan tir axit nucleic ma hoa cho
khang thé khang IL-25 va manh ctia n. Vi du, séang ché dé xuét cac phan tir axit nucleic
ma hoa cho cdc trinh tu axit amin HCVR bat ky duoc liét ké trong bang 1; theo cac
phuong an nhét dinh, phan tr axit nucleic co ciu tao gé)m trinh tu polynucleic dugc chon
tur trinh tu axit nucleic bat ky dugc liét ké trong bang 2, hodc trinh tu gén nhu twong tuw
ctia n6 ma 6 do tuong ddng trinh tu 1 it nhat 90%, it nhit 95%, it nhat 98%, hoic it

nhit 99% véi trinh tu d3 néu.

Sang ché ciing dé xuét cac phan tir axit nucleic ma hoa cho trinh tu axit amin
LCVR bat ky dugc liét ké trong bang 1; theo cac phuong an nhat dinh, phan tr axit
nucleic chira trinh tu polynucleic dugce chon tir trinh tu axit nucleic LCVR bat ky dugc

liét ké trong bang 2, hodc trinh ty gan nhu trong tu cda n6 ma c6 do tuong dong trinh
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fur 13 it nhAt 90%, it nhat 95%, it nhét 98%, hogc it nhit 99% véi trinh tu da néu.

Sang ché ciing dé xuit cac phan tir axit nucleic ma héa cho trinh tu axit amin
HCDRI bat ky duoc liét ké trong bang 1; theo cac phuong an nhat dinh, phan tir axit
nucleic chtra trinh tu polynucleic dugc chon tir trinh ty axit nucleic HCDR1 bat ky dugc
liét ké trong bang 2, hodc trinh ty trinh tu gan nhu twong tu ctia nd ma c6 do tuong dong

trinh tur 1a it nhit 90%, it nhat 95%, it nhét 98%, hogc it nhat 99% vdi trinh tir da néu.

Sang ché cling dé xuét cac phan tir axit nucleic ma hoa cho trinh tu axit amin
HCDR2 bét ky duoc liét ké trong bang 1; theo cac phuong an nhat dinh, phan tir axit
nucleic chira trinh tu polynucleic dugc chon tir trinh tu axit nucleic HCDR2 bét ky dugc
liét ké trong bang 2, hodc trinh ty trinh tu gan nhu twong tu ctia nd ma c6 do tuong dong

trinh tur 12 it nhit 90%, it nhat 95%, it nhét 98%, hodc it nhit 99% vdi trinh tu da néu.

Sang ché ciing dé xuét cac phan tir axit nucleic ma hoa cho trinh tu axit amin
HCDR3 bt ky duoc liét ké trong bang 1; theo cac phuong én nhat dinh, phan tir axit
nucleic chira trinh tu polynucleic dugce chon tir trinh tu axit nucleic HCDR3 bat ky duoc
liét ké trong bang 2, hodc trinh tu trinh tu gan nhu twong tu cua nd ma c6 do tuong dong

trinh tur 14 it nhit 90%, {t nhat 95%, it nhit 98%, hogc it nhat 99% vdi trinh tur da néu.

Sang ché ciing dé xuit cc phan tir axit nucleic ma hoa cho trinh tu axit amin
LCDRI1 bat ky dugce liét ké trong bang 1; theo cac phuong an nhét dinh, phan tr axit
nucleic chira trinh tur polynucleic duge chon tir trinh tu axit nucleic LCDR1 bat ky duoc
liét ké trong bang 2, hodc trinh tur trinh tu gén nhu tuong tu cua n6 ma c6 do tuong dﬁ“)ng

trinh tu 14 it nhit 90%, it nhit 95%, it nhét 98%, hogc it nhat 99% vdi trinh tu da néu.

Sang ché ciing dé xudt cac phan tir axit nucleic ma hoa cho trinh tu axit amin
LCDR2 bét ky dugc liét ké trong bang 1; theo cac phuong an nhét dinh, phan tr axit
nucleic chira trinh tu polynucleic dugc chon tir trinh tu axit nucleic LCDR2 bét ky duoc
liet ké trong bang 2, hoac trinh tu trinh tu gén nhu tvong tu cia nd ma cé do tuong déng

trinh tur 14 it nhit 90%, it nhit 95%, it nhét 98%, hogc it nhat 99% vai trinh tu da néu.

Sang ché ciing dé xuét cac phan tir axit nucleic mé hoa cho trinh tu axit amin
LCDR3 bét ky duoc liét ké trong bang 1; theo cac phuong an nhét dinh, phan tir axit

nucleic chua trinh tu polynucleic dugc chon tir trinh tu axit nucleic LCDR3 bét ky dugc
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liét ké trong bang 2, hodc trinh ty trinh tu gan nhu twong tu ciia nd ma ¢ do tuong dong

trinh tur 12 it nhat 90%, it nhat 95%, it nhit 98%, hodc it nhat 99% vdi trinh tu da néu.

Sang ché ciing dé xuét cac phan tir axit nucleic ma hoa cho HCVR, trong d6
HCVR chura tdp hop gdm ba CDR (tire 13, HCDR1, HCDR2, HCDR3), trong do tap hop
trinh tu axit amin HCDR1, HCDR2, HCDR3 nhu duoc xac dinh boi khang thé khang
[L.-25 bét ky trong s cac vi du vé khang thé dugc liét ké trong bang 1.

Sang ché ciing dé xuét cac phan tir axit nucleic ma hoa cho LCVR, trong do
LCVR chtra tap hop gé)m ba CDR (tuc 1a, LCDR1, LCDR2, LCDR3), trong do tap hop
trinh tu axit amin LCDR1, LCDR2, LCDR3 nhu duoc xéac dinh boi khang thé khang IL-

25 bat ky trong s cac vi du vé khang thé dugc liét ké trong bang 1.

Sang ché ciing dé xuét cac phan tir axit nucleic ma hoa cho ca HCVR va LCVR,
trong d6 HCVR chira trinh tu axit amin cua trinh tu axit amin HCVR bét ky duoc liét
ké trong bang 1, trong d6 LCVR chua trinh tyr axit amin cta trinh tu axit amin LCVR
bat ky duoc liét ké trong bang 1. Theo mdt phuong an nhét dinh, phan tit axit nucleic
chira chudi polynucleotit dugc chon tur trinh tu axit nucleic HCVR bat ky duogc liét ké
trong bang 2, hodc trinh tu gan nhu twong tu cia nd ma cé do tuong dong trinh tur 1a it
nhat 90%, it nhat 95%, it nhat 98%, hodc it nhat 99% voi trinh tu da néu, va trinh tu
polynucleotit dugc chon tir trinh tur axit nucleic LCVR bat ky duoc liét ké trong bang 2,
hoac trinh tu gén nhu tuong tu clia né ma cé do tuong déng trinh tu 1a it nhat 90%, it
nhét 95%, it nhit 98%, hodc it nhat 99% vdi trinh tu da néu. Theo mot khia canh nhat
dinh ctia sang ché, phan tir axit nulecic ma hoa cho LCVR va HCVR, trong d6 ca HCVR
va LCVR déu c6 ngudn gbc tir cing mot khang thé khang I11-25 dugc liét ké trong bang
1.

Theo khia canh tha ba, sadng ché dé xuét cac vecto biéu hién tai t6 hop c6 kha
ning biéu hién chudi polypeptit, c6 chira ving bién d6i chudi nang hodc ving bién doi
chudi nhe cta khang thé khang IL-25. Vi du, sang ché bao gdm vecto biéu hién tai to
hop chira phén tir axit nucleic bat ky da néu & trén, tire 13, cac phéan tir axit nucleic ma
hoa cho cac trinh tw HCVR, LCVR, va/hodc CDR nhu da trinh bay trong bang 1. Cing
ndm trong pham vi cua sang ché 13 cac té bao chu 1a cac té bao ma céc vecto dd néu

duoc dua vao, cling nhu phuong phap san xuit khang thé hoic manh cta né bang cach
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nudi cdy céc té bao chu trong cac diéu kién cho phép san xuat khang thé hodac manh

khang thé, va thu 1y khang thé va manh khang thé da tong hop dugc.

Sang ché ciing bao gdm khang thé khang IL-25 c¢6 mo hinh glycosyl hoa bi bién
ddi. Theo mot vai phuong 4n, viée bién ddi dé loai bo cac vi tri glycosyl hoa khong
mong mudn sé& rat hitu ich, hodc khang thé thiéu gbc fucozo trong chudi oligosaccarit,
vi du, lam tang hiéu qua gay doc té bao phu thudc khang thé (antibody dependent cellular
cytotoxicity - ADCC) (xem Shield et al. (2002) JBC 277:26733). Theo Gng dung khac,
viéc bién dbi qua trinh galactosyl hoa c6 thé dugce thuc hién dé lam thay doi hiéu qua

gdy doc té bao phu thudc b thé (complement dependent cytotoxicity (CDC)).

Theo khia canh thtr tu, sang ché dé xuit duogc phém chra it nhat mot khéng thé
theo sang ché, hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 lién két dac hiéu voi IL-25 va

chét mang dugc dung.

Theo khia canh lién quan, sang ché mo ta ché pham, 1a su két hop gitra khang thé
khang IL-25 va tac nhén tri liéu thtr hai. Theo mot phwong an, tic nhan tri li¢u thir hai
la mdt tac nhan duogc két hop mot cach thuén loi voi khang thé khang IL-25. T4c nhan
tri liéu thur hai sé& rat hitu ich trong viéc lam giam nhe cac bénh hodc r6i loan dé bi viém,

hodc it nhat 1a 1am giam triéu chimg cua bénh hodc roi loan dé bi viém.

Theo mot phuong an nhét dinh, tac nhan tri lidu thir hai co thé chon tir nhém bao
gbm chat chdng viém khong chia steroit (NSAID), steroit, corticosteroit (dang hit hodc
tai chd), chat @rc ché mién dich (vi dy, xyclophotphamit), chét Chéng tiét cholin, (vi du.
tiotropium), chit kich thich hé muscarin (vi du, glycopyrronium), chét e ché enzym
photphodiesteraza, (vi du, theophyllin, roflumilast, cilomilast), chit chen beta,
xyclosporin, tacrolimus, pimecrolimus, azathioprin, methotrexat, natri cromolyn, chét
trc ché enzym proteinaza, chét dan phé quan, chit chi van beta-2, chit khang histamin,
epinephrin, chét chdng sung huyét, chét trc ché leukotrien, chét e ché dudng bao, chat
d6i khang lymphopoietin co chat tuyén trc (TSLP), chat déi khang TNF, chat d6i khang
IgF, chit di khang IL-1, chit ddi khang IL-4 hodc IL-4R, chat ddi khang IL-13 hodc
[L-13R, chét dbi khang IL-4/IL-13 cing lac, chat déi khang IL-5, chét dbi khang IL-6
hodic IL-6R, chit d6i khang ctia IL-8, chét déi khang IL-9, chit dbi khang IL-12/23, chat
d6i khang 11-22, chit dbi khang IL-17, chat ddi khang IL-31, chat doi khang IL-33, va
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chét dbi khang protein Lymphopoietin co chit tuyén e (TSLP, chét wre ché PDE4 duong
miéng va khang thé khac véi IL-25.

Theo khia canh thtr ndm, sang ché d& xuat phuong phap tri liéu dé diéu tri bénh
hodc rdi loan lién quan dén biéu hién hoac hoat dong cua IL-25, hodc it nhat mot triéu
ching lién quan dén bénh hoic rdi loan, st dung khang thé khéng I[1.-25 hodc manh lién
két khang nguyén ctia khang thé theo sang ché. Cac phuong phap tri lidu theo khia canh
nay cua sang ché bao gébm viéc cung cép luong hidu qua diéu tri ctia dugc pham c6 chira
khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia khang thé theo sang ché cho ddi twong
can diéu tri. R6i loan dugc diéu tri 12 bat ¢ bénh hodc tinh trang bénh dugc cai thién,
thuyén giam, trc ché hodc ngan chin bang cach hudéng dich [L-25 va/hodc e ché viéc

truyén tin hiéu té bao qua trung gian IL-25.

Theo cac phuong an nhét dinh, cac bénh hoic r6i loan can duogc diéu tri v6i khang
thé khang IL-25 theo sang ché, hoic manh lién két khang nguyén ctia no, co thé duge
chon tir nhém bao gdm bénh hen suyén, di tng, viém mii di ung, viém duong ho hap di
ung, cac bénh tu mién, bénh tic nghén phéi man tinh (COPD), bénh viém phéi tang
eosin, viém thuc quan tang eosin, hdi chung tdng eosin, bénh ghép chdng chit do truyén
mau (graft-versus-host disease), bénh viém da co dia (atopic dermatitis (AD)), chirng
may day bao gdm ndi may day tu phdt man tinh, bénh viém rudt (inflammatory bowel
disease (IBD)), viém khop, viém ta trang, bénh tim mach, con dau, xo cung, lupus, viém
mach va bénh viém mach u hat dudi da (EGPA, hay con duoc goi l1a hoi ching Churg-

Strauss).

Theo mot phuong 4n, bénh hen suyén dugce didu tri bang khang thé theo sang ché,
hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 c6 thé dugc chon tir nhom bao gdm hen suyén
di ung, hen suyén khong di tng, hen suyén ning, hen phé quan, hen suyén giy ra bédi
virut, hodc hen phé quan gy ra béi vurit, hen suyén khéng steroit, hen suyén nhay cam
véi steroit, hen suy@n ting eosin hodc hen suyén khong tdng eosin, hodc cac r6i loan lién
quan khéc co6 dac diém l1a viém duong ho hap hoic do phan tmg qua muc cua dudng hd

hap (airway hyperresponsiveness (AHR)).

Theo mdt phuwong an, bénh tac nghén phéi man tinh (COPD) dugc diéu tri béng

khéang thé, hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 c6 li€n quan mot phén tdi, hodc co
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nguyén nhan gy bénh 1a do khoi thudc 14, 6 nhiém khong khi, hoa tri liéu, di rng hodc

tang phan ng duong ho hap.

Theo mot phurong an khéc, bénh viém da co dia duge diéu tri bang khang thé theo
sang ché, hodc manh lién két khang nguyén cta n6 co lién quan mot phan t6i, hodc o
nguyén nhan gdy ra bénh la do mét chirc nang bao vé cua biéu bi, di tmg hodc phoi

nhiém va&i phong xa.

Di ung duoc diéu tri bang khang thé theo sang ché, hoic manh lién két khéng
nguyén ctia né c6 nguyén nhan gy la bénh la do thuc pham, phan hoa, ndm mdc, mat

bui, dong vat hoac long dong vat.

Theo mot phuong an, bénh viém rudt (IBD) duoc diéu tri béng khang thé hodc
manh lién két khang nguyén ctia n6 dugce chon tr nhom bao gdm bénh viém loét dai
trang, bénh Crohn, viém dai trang collagen, viém dai trang tang lympho bao, viém dai
trang thiéu mau, viém dai trang di tmg, hoi chung Behcet, viém dai trang lay nhiém,
viém dai trang khong xéc dinh duogc dac trung boi su viém nhiém cta lép niém mac

trong rudt gia hodc dai trang.

Theo mot phuong an, chung viém khdp duoc didu tri boi khang thé, hoic manh
lién két khang nguyén ctia no co thé dugc chon tir nhom bao g6m bénh viém khéop xuong

man tinh (OA), viém khép dang thip va viém khép vay nén.
Céc phuong an khéc s& trd nén ro rang hon tir nhirng mo ta chi tiét dudi day.

M6 ta van tat hinh vé

Fig 1: Su canh tranh chéo gitta cac khang thé khang IL-25 dé lién két voi IL-25

nguoi.

M3 ta chi tiét sang ché

Trudce khi sang ché dugc mo ta chi tiét, can phai hiéu rang sang ché khong bi gioi

han & cac phuong phap cu thé va cac diéu kién thi nghiém da mo ta, do cac phuong phap
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va diéu kién da néu co thé bi thay doi. Cling can phai hiéu rang, cac thuat nglt duoc sur
dung trong sang ché chi nham muc dich mo ta cdc phuong an cu thé, chtr khong co y
dinh lam giGi han sang ché, do pham vi cia sang ché sé& chi bi gidi han boi yéu ciu bao

ho dinh kem.

Tru khi dugce dinh nghia khac, tAt ca cac thuét ngit k¥ thudt va khoa hoc duoc su
dung & ddy c6 nghia gidng v6i nghia hiéu thong thuong bdi nhitng ngudi co hiéu biét
trung binh trong linh vuc k¥ thudt ma sang ché dé cap. Nhu duoc st dung & day, thuat
ngtr “khoang”, khi dugc str dung dé tham chiéu dén mot gia tri dang s6 duogc trich dan
cu thé, co nghia la cac gia tri thuc c6 thé sai khac so v6i gié tri trich dan khong qua 1%.
Vi du, khi dugc sir dung & day, khi dién dat “khoang 100 tic la s& bao g6m gia tri 99
va 100 va tt ca cac gia tri ¢ gilta chung (vi du, 99,1; 99.2; 99.3; 99,4, v.v.).

Céac phuong phap hodc vat liéu gidng hodc tuong dwong véi cac phuong phap va
vat liéu dugc mo ta ¢ day co thé duoc sir dung thuc tién hodc thir nghiém trong sang
ché, nhung cac phuong phap va vat lieu mo ta & day s& dugc uu tién hon. Tét ca céac
bing sang ché, cac don sang ché, va cac cong b6 phi sang ché duge dé cap dén trong

ban md ta déu duoc két hop vao ddy bang cach tham chiéu dén toan bo.
binh nghia

Khi viét “interleukin-257, “IL-25" va cé4c ky hiéu twong tu. nhu la "[L-17E", s&
duoc hiéu la d& cap dén xytokin nguoi (trir khi duoc chi ra cu thé tir nhitng loai khac) c6
chira trinh tu axit amin nhu néu trong cac gbc axit amin tir 33 dén 177 cta s6 dang ky
NP 073626.1. IL-25 ngudi c6 dudi myc-myc-hexahistidin dugc trinh bay trong SEQ ID
NO: 273 (v6i cac gde axit amin 1-145 1a IL-25 ngudi khong chira trinh ty tin hiéu va
céc gbe axit min 146-173 1a dudi myc-myc-hexahistidin). Cac protein IL-25 khac duoc
mo ta & ddy, bao gdm IL-25 khi (cac axit amin 33-176 cua s6 dang ky XP 001107906.2)
¢6 dudi myc-myc-hexahistidin, 1a protein dugc néu trong SEQ ID NO: 274 (voi gdc axit
amin 1-144 1a IL-25 M. fascicularis va cic gbc axit amin 145-172 dudi myc-myc-
hexahistidin); IL-25 chudt (axit amin 17-169 cua s6 dang ky NP 542767.1) c6 chtra
dudi myc-myc-hexahistidin, dugc néu trong SEQ ID NO: 275 (v6i gbc axit amin 1-153
1a 1L-25 chudt va cac gbc axit amin 154-181 dudi myc-myc-hexahistidin); IL-25 tho
(axit amin 17-169 cua sb diang ky NP 001178936.1) c¢6 chira dudi myc-myc-
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hexahistidin, duoc néu trong SEQ ID NO: 276 (v6i gbc axit amin 1-153 1a IL-25 thé va

céc goc axit amin 154-181 dudi myc-myc-hexahistidin).

T4t ca cac protein, polypeptit va cdc doan protein duoc nhic t6i ¢ day déu du
dinh d& cap lan lugt dén protein, polypeptit va cdc doan protein ctia ngudi, trir khi dugce
chi ra rd rang la tir cac loai khong phai nguoi. Do dé, khi viét “IL-25” thi hiéu 1a dang
dé cap dén IL-25 ngudi trir khi chi ra rd rang la tor cac loai khong phai nguoi, vi du, “IL-

25 khi”, “IL-25 chudt”, “IL-25 thd™.

Nhu dugce st dung ¢ day, thuat nglt “khang thé khang IL-25" bao gdm ca khang
thé don trj c6 tinh ddc hiéu don, ciing nhu khang thé dac hidu kép ¢6 nhanh thi nhat lién
két v6i I1.-25 va nhanh thtr hai lién két v6i khang nguyén thr hai (khéang nguyén dich),
trong d6 nhanh khang I1.-25 chtra trinh ty HCVR/LCVR hoac CDR bat ky da trinh bay
trong bang 1. Khi viét “khang thé khang IL-25" s& dugc hicu 1a dé cap dén céc lién hop
khang thé-thudc (ADC) chita khéng thé khang IL-25 hodc manh lién két khang nguyén
ctia n6 lién hop véi thube hodc doc t6 (tire 1, tic nhan gdy doc té bao). Khi viét “khang
thé khang IL-25 ciing s& duoc hiéu 1a dé cap dén cac lién hop khang thé-nuclit phong
xa (ARC) ¢6 chtra khang thé khang IL-25 hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 lién

hop v6i nuclit phong xa.

Thuét ngit “khang thé khang IL-25”, nhu dugc st dung & day, c6 nghia la phéan
tur lién két khang nguyén hodc phtrc hgp phan tir bat ky chtra it nhat mot viing xac dinh
b tro (CDR) lién két hodc tuong tac dac hiéu voi [L-25 hode mot phﬁn cua [L-25. Thuat
ngtt “khang thé” bao gdbm cac phan tir globulin mién dich chtra bdn chudi polypeptit, hai
chudi nang (H) va hai chudi nhe (L) lién két voi nhau qua cdu ndi disulfit cling nhu cac
da phan cta chung (vi du, IgM). Mdi chudi ning gdm ving bién doi chudi nang (dugc
viét tit & day 1a HCVR hodc Vi) va ving hing dinh chudi nang. Mdi ving hang dinh
chudi nang co6 chira ba doan, Cul, Cn2 va Ci3. Mdi chudi nhe chira ving bién doi chudi
nhe (dugc viét tit ¢ day 1a LCVR hodc Vi) va vung hang dinh chudi nhe. Ving hang
dinh chudi nhe g61n mot doan (Cp1). Cac ving Vu va Vi con dugce chia nho thanh cac
viing siéu bién, viing xac dinh bd trg (CDR), ndm xen k& v6i cac ving bao thi hon, dugc
goi cac ving suon (FR). Mdi Vi va Vi déu gdbm ba CDR va bén FR, duoc sap xép tur
dau amino dén dau cacboxy theo thir tw nhu sau: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3,
FR4. Theo cac phuong an khac nhau, cac vung suon FR cua khang thé khang 1L-25
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(hoic manh lién két khang nguyén cua nd) co thé twong dong voi trinh tu dong mam &
ngudi, hodc duge bién d6i mot cach tu nhién hodc nhén tao. Trinh ty lién Umg axit amin
¢6 thé duoc nhan biét dua trén cac phan tich tir phan nay téi phan khac cua hai hoac

nhiéu CDR.

Thuat ngit “khang thé”, nhu duoc st dung & ddy, cling bao gdm manh lién két
khang nguyén cua phéan tir khang thé nguyén ven. Thuat ngft “phan lién két khang
nguyén” cua khang thé, “manh lién két khang nguyén” cua khang thé, va cac thuat ngit
tuong tu, nhu dugc sir dung ¢ day, bao gdm chudi polypeptit hodc glycoprotein bat ky
thu duoc bing enzym, duge tdng hop hodc dugc thiét ké di truyén, lién két dac hiéu voi
khang nguyén dé tao thanh phtc hop. Manh lién két khang nguyén ctia khéng thé co thé
6 ngudn goe tir, vi dy, tir cac phan tir khang thé nguyén ven bang cach st dung céc k§
thuat phu hop nhu thity phén protein hodc k¥ thuat di truyén tai t6 hop bao gom xir 1y
va biéu hién ADN ma hoéa cho cac ving bién ddi va cac vung hang dinh tuy chon cta
khang thé. ADN nhu vay 1a ADN da biét va/hodc ¢é san tr, vi du, trén thi truong, thu
vién ADN (bao g@)m, vi du thu vién khang thé-thuc khuédn thé), hodc ¢o thé duoc téng
hop. ADN co thé duogc giai trinh tu va xt ly bang cac k¥ thuat hda hoc hogc sinh hoc
phan tr, vi du, dé sép xép mot hodc nhiéu viing héng dinh va/hodc bién doi thanh mot
céu hinh phu hop, hoac dua vao trong céac codon, tao géc xystein, thay thé, thém hoic

b4t axit amin, v.v..

Cac vi du khong giéi han vé& manh lién két khang nguyén bao gdm: (i) cic manh
Fab, (ii) cac manh F(ab")2; (iii) cac manh Fd; (iv) cac manh Fv; (v) cac phan tu Fv chudi
don (scFv); (vi) cac manh dAb; va (vii) cac don vi nhan biét nho nhét chira cac goe axit
amin gidng hét viing siéu bién cta khang thé (vi du, ving x4c dinh bd trg (CDR) da
phan lap nhu peptit CDR3), hodc peptit rang budc FR3-CDR3-FR4. Cac phan tu di
truyén khéc, chéng han nhu cac khang thé dic hiéu mién, cac khang thé don mién, khéng
thé mAt mién, khang thé kham, khang thé ghép CDR, khang thé doi, khang the ba, khang
thé bén, khang thé c6 kich thudc nho, khang thé c¢6 kich thude nano (nanobody) (vi du,
khéang thé nano héa tri mot, khang thé nano hoa tri hai, v.v.), dugc phém mién dich phan
t¢ nho (small modular immunopharmaceuticals - SMIPs), va cac viung bién doi cua
[gNAR tir cd mép, cling ndm trong pham vi ctia thuat ngit “manh lién két khang nguyén”,

nhu duoc st dung ¢ day.

-20-



29950

Manh lién két khang nguyén ctia mot khang thé thuong chua it nhat mot ving
bién dbi. Vimg bién dbi c6 thé co kich thuée hoc thanh phan axit amin bét ky va nhin
chung, thuong chura it nhit mot ving CDR nim lién ké hodc nam trong khung v6i mot
hodc nhiéu trinh ty suon. Manh lién két khang nguyén c6 ving bién d6i chudi nang Vi
lién két voi ving bién ddi chudi nhe Vi cac vung Vu va Vi nam tai cac vi tri tuong dbi
so voi mot vung khac theo bat ky su sip xép thich hop. Vi du, ving bién ddi co thé &
dang nhi phan va c6 chira cac dime Vu-V, Vi-Vi hodc Vi-Vi. Ngoai ra, manh lién két

khang nguyén cua khang thé ¢o thé chira ving Vi hodc Vi ¢ dang monome.

Theo cac phuong an nhét dinh, manh lién két khang nguyén ctia khang thé co the
chira it nhat mot vung bién ddi lién két cong hoa tri voi it nhat mot ving héng dinh. Cac
cAu hinh mau minh hoa ctia cdc vung bién ddi va hang dinh tim thdy trong manh lién két
khang nguyén cua khang thé theo sang ché bao g6m, nhung khong chi gi6i han &: (i)
Vi-Cul: (i) Vi-Cn2; (iii) Va-Cu3; (iv) Va-Cul-Cu2; (V) Vu-Cul-Cu2-Cu3; (vi) Vu-
Cn2-Cn3; (vii) Vu-Cr; (viii) Vi-Cal; (ix) Vi-Cu2; (%) Vi-Cu3; (xi) Vi-Cul-Cu2; (xii)
Vi-Cyl-Ci2-Cu3; (xiii) Vi-Cu2-Cu3; va (xiv) Vi-Cr. Theo cAu hinh bat ky ctia vung
bién ddi va ving hang dinh, bao gdm c4u hinh mau bit ky duoc liét ké o trén, cdc vung
bién d6i va hang dinh hodc lién két truc tiép v6i mot ving khac hodc dugc lién két bang
toan bd hodc mot phan ctia ving ban 1& hodc vung lién két. Vung ban 1& 6 thé chua it
nhat 2 (vi du, 5, 10, 15, 20, 40, 60 hodc nhiéu hon) axit amin tao thanh lién két linh hoat
hoic ban linh hoat gifta cac vung bién dbi va/hodc cac ving hang dinh lién ké trong phan
t polypeptit don. Ngoai ra, manh lién két khang nguyén cua khang thé theo sang ché
con chtra phan tir dime cung loai hodc dime khac hogc (hodc multime khac) cua ciu hinh
ving hing dinh va bién ddi bat ky duoc ligt ké ¢ trén lién két khong cong hoa trj voi
mot ving Vi hodc Vi khic va/hodc v6i mot hodc nhiéu vung Vu hodc Vi ¢ dang

monome (vi du, bang lién két disulfit).

Tu’ong tu nhu cac phan ti khang thé nguyén ven, manh lién két khang nguyén co
thé 1a dac hiéu don hoac da dac hi¢u (vi du, dac hiéu kép). Manh lién két khang nguyén
da dic hiéu cua khang thé thuong s& chua it nhét hai ving bién ddi khac nhau, trong do
mdi vung c6 kha nang lién két dac hidu véi mot khang nguyén riéng r& hoac vOi cac
quyét dinh khang nguyén khac nhau trén cung mot khang nguyén. Dinh dang khang thé

da dic hidu bat ky, gdm cé cac dinh dang cta khang thé dac hidu kép miu duge dé cdp
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dén & day, co thé bi bién d6i dé st dung trong truong hop ctia manh lién két khang
nguyén cta khang thé theo sing ché bing cach str dung cac k¥ thuat da biét trong linh

vuc ma sang ché dé cép.

Céac khang thé theo sang ché co thé thuc hién chirc ning ctia né bang cach can
tré hoac ngan chan su tuong tac gitta [L-25 véi mot hode nhiéu thanh ph?m thu thé cla
n6. Ngoai ra, cac khang thé theo sang ché con trc ché viéc truyén tin hiéu qua trung gian
[L-25 thong qua co ché khong lién quan dén viéc can tro tuong tac clia [L-25 véi thy
thé ctia no. Theo mot phuong an khac, khang thé theo séang ché c6 thé thuc hién chirc
nang théng qua kha nang gy doc té bao phu thudc bd thé (CDC) hodc giy doc té bao
qua trung gian t& bao phu thudc khang thé (ADCC). “Gay doc té bao phu thudc b6 thé”
(CDC) dé cap dén kha nang ly giai cac té bao biéu hién khang nguyén bang khang thé
theo sang ché khi c6 mat ctia bd thé. “Gay doc té bao qua trung gian té bao phu thudc
khang thé” (ADCC) dé cap dén phan ung trung gian té bao trong do, cac té bao gay doc
khong dac hiéu biéu hién thu thé Fc (FcRs) (vi du, cac té bao giét tu nhién (NK), té bao
bach cdu trung tinh, va cac dai thuc bao) xac dinh khang thé gan trén bé mit té bao dich
va tir d6 ly giai té bao dich. C6 thé do CDC va ADCC bang cach st dung cac thir nghiém
da biét va c6 sin trong linh vuc k§ thuat ma sang ché dé cap. (Xem, vi du, bang sang
ché My US 5,500,362 va 5,821,337, va Clynes et al. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. (USA)
95:652-656). Vung hing dinh cua khang thé c6 vai tro quan trong trong viéc ¢b dinh bo
thé va gay doc qua trung gian té bao clia khang thé. Do do, tiéu chi lua chon isotyp ctia
khéng thé dua trén co s¢ 1iéu n6 c6 cin thiét ddi voi khang thé dé gay doc té bao qua

trung gian.

Thuat ngit “khang thé ngudi”, nhu duge st dung & day, dugc du tinh dé bao gdm
khang thé ngudi khong co trong tur nhién. Thuét ngit bao gd6m khang thé duoc san xuét
tai to hop trong dong vat ¢d vii khong phai con ngudi, hodc trong cac té bao cua dong
vat c¢b vi khong phai con nguoi. Thuat nglt khong duge dung dé chi khang thé dugc

phén 14p tir hodc cé ngudn goc tr con nguoi.

Theo mdt vai phuong an, khang thé theo sang ché c6 thé 1a khang thé nguoi tai
t6 hop va/hodc khang thé nguoi nhan tao. Thuat ngit “khéng thé nguoi tai to hop”, nhu
duoc str dung & day, bao gdm tat ca cac khing thé nguoi duge xtr ly, biéu hién, dugc tao

ra hodc dugc phan lap bang phuong phép tai td hop, chang han nhu cic khang thé duoc
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biéu hiéu bang cach chuyén nap vecto bidu hién tai td hop vao trong té bao chu (s& duoc
md ta chi tiét & bén dudi), cac khang thé duoc phan 1ap tir thu vién khang thé nguoi to
hop, tai td hop (s& dwoc md ta chi tiét bén dudi), khang thé duge phan 1ap tir dong vat
(vi du, chudt) dugc chuyén cac gen globulin mién dich ngudi (xem vi du, Taylor et al.
(1992) Nucl. Acids Res. 20:6287-6295) hodc cic khang thé duge xt 1y, biéu hién, tao
ra hodc phan lap bang phuwong phap khic bao gdm phuong phap ndi cac trinh tw gen
globulin mién dich ngudi véi trinh tw ADN khéc. Theo cac phuong an nhat dinh, khang
thé nguoi tai to hop di néu trai qua dot bién gen in vitro (hodc, khi chuyén gen dong vit
vao trinh tu Ig nguoi dugce st dung, gay dot bién té bao sinh dudng in vivo) va do d6
trinh tu axit amin cta cac vung Vy va Vi trong cdc khang thé tai t6 hop 1a cac trinh tu
lién quan dén trinh tw Vi va Vi cia té bao dong mam ngudi, co thé khong ton tai tu

nhién trong danh muc té bao dong mam khang thé nguoi in vivo.

Khang thé nguoi co thé ton tai & hai dang, hai dang nay lién quan dén su khong
ddng nhit ctia ving ban 8. O dang thtr nhét, phan tir globulin mién dich c6 ciu tao gdm
mdt cAu tric bdn chudi én dinh c6 khéi luong xép xi 150-160 kDa trong dé, céc dime
lién két véi nhau qua cau nbi disulfit chudi nang lién chudi. O dang thtr hai, cac dime
khong lién két véi nhau qua cac cau ndi disulfit lién chudi va mot phan tir c6 khéi luong
khoang 75-80 kDa duoc tao ra co chira lién két cong hoa tri ctia chudi ning va chudi

nhe (mot nira khang thé). Cac dang ngay rat kho phén lap, ké ca khi da tinh sach ai luc.

Tén sudt xuit hién cua dang thir hai trong cac isotype IgG nguyén ven khac nhau
la do, nhung khong chi gidi han &, sy khac nhau trong cdu trac lién quan dén isptyp
ving ban 18 cua khang thé. Viéc thay thé chi mot axit amin trong ving ban 1é ctia ving
ban 18 1gG4 nguoi lam gidm dang ké su xudt hién ctia dang thwr hai (Angal et al. (1993)
Molecular Immunology 30:105) té1 muc thudng quan sat duoc bang cach sir dung ban
1¢ IgG 1 nguoi. Sdng ché gém cac khang thé c6 mot hodc nhidu dot bién & ving ban 1é,
vung Cp2 hodc Cu3, nhiing ving mong doi, vi du, trong vi€c san Xuét, tang san luong

ctia dang khang thé mong mudn.

Thuat ngt “lién két dic hiéu” hodc “lién két dic hiéu v6i”, hodc cac thuat ngit
tuong tu, c6 nghia 1a khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 tao thanh phtrc
hop twong dbi bén voi khang nguyén dudi cac didu kién sinh ly. Lién két ddc hiéu dugc

dic trung béi hang s6 phan ly can bang it nhat khoang 1x10°® M hodc thap hon (vi du,
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hing sé6 Kp nho hon c6 nghia 1a lién két chat hon). Phuong phap dé xéac dinh ligu hai
phan tr c6 lién két dic hiéu hay khong 1a nhitng kién thire da biét trong linh vuc k§ thuat
va bao goém, vi du, phuwong phép thAm tach can bang, cong hudng plasmon bé mat, va
cac phuong phap twong tu. Nhu duge mo ta ¢ day, khang thé dugc nhan biét bang
phuong phap cdng hudng plasmon bé mat, vi du, BIACORE™, lién két dac higu voi
[1-25. Hon nita, khang thé da dic hiéu la khang thé lién két véi protein IL-25 va mot
hodc nhidu khang nguyén bd sung hodc khang thé dic hiéu kép 1a khang thé lién két vi
hai ving khéac nhau trén IL-25 déu dugc xem 1a khang thé “lién két ddc hiéu”, nhu dugc

st dung ¢ day.

Céc khang thé theo sang ché c6 thé 1a khang thé phan 1ap. “Khang thé phan lap”
duoc st dung & day, dung dé chi khang thé dugc nhan biét va dugc phan 1ap va/hodc
thu tur it nhAt mot thanh phén thudc moi truong tu nhién cua nd. Vi du, khang thé duoc
phén 1ap hodc dugc tach ra tu it nhéit mot phé”m ctia co quan, hodc tor mo hoac té bao
trong do khang thé ton tai mot cach ty nhién hodc dugc san xuat mot cach tu nhién, dugc
goi 1a “khang thé phan 1ap” dung cho muc dich cta sang ché. Khang thé phan 1ap ciing
bao gébm khang thé tai chd (in situ) trong té bao tai t6 hop. Khang thé phan 1ap 1a cac
khang thé trai qua it nhat mot bude tinh sach hodc phan 14p. Theo cac phuong an nhat
dinh, khang thé phan lap g?m nhu khong chira cac vat liéu té bao va/hoic céc chit hoa

hoc khac.

Khang thé khang IL-25 dugc dé cip & ddy co thé chira mot hogc nhiéu dot bién
thay thé, thém va/hoic mat axit amin trong vang suon va/hodc ving CDR cua vung bién
d6i chudi nhe va chudi nang. C6 thé dé dang xéc dinh cac dot bién da néu bang cach so
sanh trinh tu dugc néu & day voi trinh tu co san tur, vi du, co s& dit liéu trinh tu khang
thé da cong bd. Sau khi thu duge khang thé, cac khang thé va manh lién két khang
nguyén chira mot hodc nhidu dot bién co thé dé dang kiém tra mot hodc nhiéu dic tinh
mong muén nhu, tinh lién két dic hiéu duge cai thién, ai luc lién két tang 1én, dic tinh
sinh hoc ddi van hay déng van duoc cai thién hodc ting cudng (tuy ting truong hop cu
thé), tinh sinh mién dich giam di, v.v.. Cac khang thé hodc manh lién két khang nguyén

thu duoc bang cach nay déu nam trong pham vi clia sang ché.

Sang ché ciing bao gdm cac khang thé khang IL-25 c6 chua cac bién thé cua trinh

tu axit amin HCVR, LCVR, va/hodc CDR bét ky dugc boc 16 ¢ day cd mot hodc nhiéu
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dot bién thay thé bao thu. Vi dy, séang ché bao gdm cac khang thé khang IL-25 ¢6 trinh
tu axit amin HCVR, LCVR, va/hodc CDR c¢6, vi du, 10 hodc it hon, 8 hodc it hon, 6
hoic it hon, 4 hodc it hon, v.v. dot bién thay thé axit amin bao thu lién quan dén trinh tu

axit amin HCVR, LCVR, va/hoidc CDR bét ky dugc trinh bay trong bang 1.

Thuét ngit “quyét dinh khdng nguyén” dung dé chi yéu to quyét dinh khang
nguyén ma tuong tac véi vi tri lién két khang nguyén cu thé trén ving bién ddi ctia phan
ttr khéng thé duoc biét dén 1a vi trf bam cta khang thé. Mot khang nguyén c6 thé co
nhiéu hon mot quyét dinh khang nguyén. Do do, cac khang thé khac nhau c6 thé gan
vao cac ving khac nhau trén cing mot khang nguyén va co thé c6 nhiing tic dong sinh
hoc khac nhau. Céc quyét dinh khéng nguyén c6 thé ton tai & dang cdu hinh khong gian
ba chiéu hodc dang thang. Dang khong gian ba chiéu duoc tao ra bdi cac axit amin nam
canh nhau trong khong gian tir nhitng doan khéc nhau cua chudi polypeptit thing. Quyét
dinh khang nguyén dang thang 12 quyét dinh khang nguyén duoc tao ra boi cac gbc axit
amin gan nhau trong chudi polypeptit. Trong truong hop nhat dinh, mot quyét dinh
khang nguyén co thé gdbm gdc saccarit, nhom phosphoryl, hodac nhém sulfonyl trén

khang nguyén.

Thuat ngft "gan nhu tuong dong" hodc "twong ddng dang ké" khi dé cap dén axit
nucleic hodc manh cta nd, c6 nghia la, khi xép thang hang mot cach t51 wu nhat dot bién
thém hodc mét nucleotit thich hop véi axit nucleic khac (hodc voi sgi bd sung cta no),
thu duoc do twong dong trinh tyr it nhét khoang 95%, va t5t hon néu it nhéat khoang 96%,
97%, 98% hodc 99% ctia cac cdp bazo nucleotit, do béng thuat toan vé trinh tu nhan biét
bat ky da biét, ching han nhu FASTA, BLAST hogc Gap, nhu dugc mé ta bén dudi.
Mot phéan tir axit nucleic gan nhu tuong dong v6i mot phan tir axit nucleic tham chiéu,
trong mot vai truong hop nhét dinh, ma hoa cho chudi polypeptit ¢6 trinh tur axit amin
gidéng hoic gén gidng véi chudi polypeptit dugc ma hoéa boi phén tir axit nucleic tham

chiéu.

Khi st dung véi chudi polypeptit, thuat ngir “gan nhu twong ddng” hodc “tuong
dong dang ké” c6 nghia 12 hai trinh tu peptit, khi dugc xép thang hang mot cach tbi uu
nhat, ching han bang céc chuong trinh nhu GAP hodc BESTFIT su dung cac trong
luong khoang trong mic dinh, tim ra dugc do twong dong trinh tu it nhat khoang 95%,

tham chi 1a 98% hoac 99%. Tt hon néu, vi trf cac gbe khong twong ddng khac nhau bsi
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dot bién thay thé axit amin bao thu. “Thay thé axit amin bao thu™ 1a su thay thé trong
do, gbe axit amin nay dugc thay thé bang gdc axit amin khac c6 chudi bén (nhom R) ¢6
tinh chat hoa hoc twong tw (vi du, tinh mang dién tich hodc tinh ky nudc). Nhin chung,
viéc thay thé axit amin bao thu gan nhu s& khong lam thay ddi chirc nang cua protein.
Trong truong hop hai hoac nhiéu trinh tu axit amin khac nhau do su thay thé bao thu,
phan tram trinh tu nhan biét hodc do twong dong duge diéu chinh tang 1én dé phu hop
i tinh chét bao thi ctia dot bién thay thé. Phuong phap didu chinh la nhiing kién thire
da biét voi nhimg ngudi ¢o hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét. Xem, vi du,
Pearson (1994) Methods Mol. Biol. 24: 307-331, dugc két hop vao day bang cach tham
chiéu. Cac vi du vé nhém axit amin chtra chudi bén c6 cac tinh chat héa hoc tuong tu
bao gdm (1) chudi bén aliphatic : glyxin, alanin, valin, leuxin va isoleuxin ; (2) chudi
bén aliphatic-hydroxyl: serin va threonin; (3) chudi bén c6 chira amit: asparagin va
glutamin; (4) chudi bén thom: phenylalanin, tyrosin, va tryptophan; (5) chudi bén bazo:
lysin, arginin, va histidin; (6) chudi bén axit: aspartat va glutamat, va (7) chudi bén co6
chira luu huynh la xystein va methionin. Tét hon néu nhom thé axit amin bao thi 1a
valin-leucin-isoleucin, phenylalanin-tyrosin, lysin-arginin, alanin-valin, glutamat-
aspartat, va asparagin-glutamin. Ngoai ra, thay thé bao thu 1a bét ky su thay doi c6 gia
tri duong trong ma trdn PAM250 log-likelihood dugc dé cap trong Gonnet ef al. (1992)
Science 256: 1443-1445, duge két hop vao day bang cach vién din. Dot bién thay thé
“kha bao thu” 1a bt ky su thay doi nao c6 gia tri khong am trong ma tran PAM250 log-
likelihood.

Su tuwong ddng trinh tu ddi véi chudi polypeptit, cling duoc dé cap dén nhu trinh
tu tuong dong, thudng duge do bang phan mém phén tich. Phan mém phan tich protein
ghép céc trinh tu tuwong ddng str dung phuong phép do do tuong dong gan véi cac dot
bién thay thé, mat hoic cic bién dbi khac, bao gdm, dot bién thay thé axit amin bao thu.
Vi du, phdn mém GCG gdm cic chuong trinh nhu Gap va Bestfit str dung cac tham 5O
maic dinh dé xac dinh do tuong déng trinh tu hodc do dé”)ng nhét trinh tu giita cac
polypeptit c6 quan hé gan gili, ching han nhu polypeptit twong ddng tir cac loai khac
nhau cua co thé sinh vat hodc gitta protein kiéu dai va mot bién thé cta no. Xem, vi du
GCG phién ban 6.1. Trinh tu polypeptit cling co thé dugc so sanh st dung phan mém
FASTA, phén mém nay st dung cac tham $6 mic dinh hodc tham sb dé xuét, mot chuong

trinh trong GCG phién ban 6.1 (vi du, FASTA2 va FASTA3) cung clp cac sap xép hoidc
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phan trdm trinh tu tuong ddng clia cac ving xép chong khop nhét gitra trinh tu truy vén
va trinh ty tim kiém (Pearson (2000) supra). Thudt toan dugc uu tién khac khi so sanh
trinh tu trong sang ché véi co s6 dit lidu chira lugng 16n cac trinh tu tr cac co quan khac
nhau 1a chuong trinh mdy tinh BLAST, dic biét 1a BLASTP hoac BLASTN, st dung
cac tham sd mac dinh. Xem, vi du, Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-410 va
Altschul et al. (1997) Nucleic Acids Res. 25-3389-402, mdi tai liéu duoc két hop ¢ day

bang cach vién dan.
Khé nang lién két phu thudc vao do pH

Sang ché bao g6m khang thé khang IL-25 co6 dac tinh lién két phu thudc vao do
pH. Vi du, khang thé khang IL-25 theo sang ché co thé co kha nang lién két vai IL-25
tai pH axit giam di so voi kha nang lién két tai pH trung tinh. Ngoai ra, khang thé khang
IL-25 theo sang ché ¢6 kha nang lién Kkét voi IL-25 tai pH axit tdng 1én so voi tai pH
trung tinh. Khi viét “pH axit” tirc 1a bao gdm céc gia tri pH nho hon 6.2, vi du, khoang
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 thip hon. Nhu dugc str dung 0 day, khi viét 1a “pH trung tinh”
c6 nghia la pH nam trong khoang tir 7,0 dén 7.4. Khi viét ‘pH trung tinh” bao g0m céc
gid tri pH khoang 7,0; 7,05, 7,1; 7,15, 7,2; 7,25:7,3;7,35; val.4.

Theo cac phuong an nhét dinh, “kha néng lién két voi IL-25 tai pH axit giam di
so voi pH trung tinh” duoc thé hién ¢ ti 1é gifta gia tri Kp cta khang thé lién két voi IL-
25 tai pH axit va gia tri Kp cua khang thé lién két voi 1L-25 tai pH trung tinh (hoac
nguoc lai). Viduy, khang thé hodc manh lién két khang nguyén cta n6 dugc xem la “lién
Kkét v6i IL-25 tai pH axit giam di so voi tai pH trung tinh” néu khang thé hodc manh lién
két khang nguyén cua né c6 ty 1¢ Kp axit/trung tinh khoang 3,0 hodc lon hon. Theo céc
phuong an mAu nhét dinh, ty 1& Kp axit/trung tinh cta khang thé hodc manh lién két
khang nguyén ¢0 thé 1a khoang 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; 12,05 12,5; 13,0; 13,5; 14,0; 14,5; 15,0; 20,0, 25,0; 30.0;
40,0; 50,0; 60,0; 70,05 100,0 hoac 16n hon.

Céc khang thé c6 dic tinh lién két phu thuge vao do pH s thu duoc, vi du, bang
cach sang loc quan thé khang thé bidu hién giam (hodc ting) kha nang lién két vai mot

khang nguyén cu thé tai pH axit so véi tai pH trung tinh. Ngoai ra, cdc dot bién tai vang

lién két khang nguyén & mirc do axit amin gitp thu dugc cac khang thé c6 dac tinh lién
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két phu thudc vao do pH. Vi du, béng cach thay thé mét hodc nhiéu axit amin cua ving
lién két véi khang nguyén (vi du, trong ving CDR) bang gbc histidin, ¢o thé thu dugc
khang thé véi kha nang lién két voi khang nguyén tai pH axit giam di so voi kha nang

lién két tai pH trung tinh.

Khang thé khang IL-25 chira bién thé Fe.

Theo cac phuong an nhét dinh cua sang ché, khang thé khang IL-25 dugc d& xuat
c6 vung Fc chira mot hoac nhiéu dot bién ma 1am ting hodc 1am giam kha nang lién két
cua khang thé véi thu thé FcRn, vi du, tai pH axit so v6i pH trung tinh. Vi du, sang ché
gé)ln khang thé khang ITL.-25 bi dot bién tai cac ving Cu2 hodc Cu3 cua vung Fe, trong
do (cac) dot bién lam tang 4i luc cia vang Fc voi FcRn trong moi truong axit (vi du,
trong nhan don bao noi gia tri pH nam trong khoang tur 5.5 dén 6,0). Céac dot bién da
néu lam ting thoi gian ban huy trong huyét thanh cua khang thé khi st dung cho dong
vat. Vi du vé viée bién dbi Fc da néu bao gdbm, nhung khong chi gi¢i han ¢, vi du bién
dbi tai vi tri 250 (vi dy, E hodc Q); 250 va 428 (vi dy, L hoac F); 252 (vi du, L/Y/F/W
hodc T), 254 (vi du, S hodc T), va 256 (vi du, S/R/Q/E/D hodc T); hodc dot bién tai vi
tri 428 va/hodc 433 (vi du, H/L/R/S/P/Q hodc K) va/hodc 434 (vi dy, H/F hodc Y); hoac
dot bién tai vi tri 250 va/hoac 428; hoac dot bién tai vi tri 307 hodc 308 (vi du, 308F,
V308F), va 434. Theo mot phuong 4n, céc dot bién bao gom dot bién 428L (vi du,
M428L) va 434S (vi du, N434S), dot bién 4281, 2591 (vi du, V259I), va 308F (vi du,
V308F), dot bién 433K (vi du, H433K) va 434 (vi dy, 434Y), dot bién 252, 254, va 256
(vi du, 252Y, 254T, va 256E), dot bién ; 250Q va 428L (vi dy, T250Q va M428L); dot
bién va 307 va/hodc dot bién 308 (vi dy, 308F hodc 308P).

Vi du, sang ché g6m khéng thé khang IL-25 ¢6 vung Fc chira mdt hodc nhiéu cip
hodc nhém céc dot bién duoc chon tir nhom bao gém: 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 N434S); va 433K va 434F (vi dy, H433K va N434F). T4t ca td hop co thé
xay ra cua cac dot bién tai vung Fc da néu, va cac dot bién khéc tai ving bién d6i trong

khang thé dugc dé cap dén o day, déu ndm trong pham vi clia sang ché.
Pic tinh sinh hoc ctia khang thé

Séng ché bao gdm cac khang thé khang 1L-25 lién két voi [L-25 ngudi voi gia tri
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KD nho hon khoang 120 pM, do bang phuong phip cong huong plasmon bé mit tai
nhiét d6 25°C. Theo cac phuong an nhét dinh, sang ché bao gom cac khang thé khang
I1.-25 lién két v6i IL-25 ngudi vai gid tri KD nhé hon khoang 100 pM, nho hon khoang
90 pM, nho hon khoang 80 pM, nhé hon khoang 70 pM, nho hon khoang 60 pM, nho
hon khoang 50 pM, nhé hon khoang 40 pM, nho6 hon khoang 30 pM, nho hon khoang
20 pM, nh¢ hon khoang 18 pM, nho hon khoang 16 pM, nho hon khoang 14 pM, nho
hon khoang 12 pM.

Sang ché bao gdm khang thé khang 11-25 lién Kkét voi IL-25 ngudi co chu ky ban
ban ra (t¥2) 16n hon khoang 105 phut, do bing phuong phap cong huong plasmon bé
mat tai nhiét do 25°C. Theo cac phuong an nhét dinh, sang ché bao gom khang thé khing
11-25 lién két vé6i IL-25 nguoi ¢o chu ky ban ban rd (t'%) 16n hon khoang 105 phut, 16n
hon khoang 150 phut, 16n hon khoang 175 phut, 16n hon khoang 200 phut, l6n hon
khoang 250 phut, 1én hon khoang 300 phut, 16n hon khoang 350 phat, 16n hon khoang
400 phut, 16n hon khoang 450 pht, 16n hon khoang 500 phut, 16n hon khoang 550 phut,
16n hon khoang 600 phut, 16n hon khoang 700 phat, 16n hon khoang 800 phut, 16n hon
khoang 900 phut, 1én hon khoang 1000 phut, 16n hon khoang 1100 phut, hodc 16n hon
khoang 1200 phut.

Sang ché cling bao gdm khang thé khang IL-25 lién két hoac khong lién két voi
[L.-25 khi, hodc IL-25 chudt nha hoac chudt nhit. Nhu duogc str dung & day, khang thé
“khong lién két vai” khang nguyén cu thé (vi dy, IL-25 khi, chudt nha, chuot nhit) néu
khéng thé, khi kiém tra bang thtr nghiém lién két khang nguyén chang han nhu cong
hudng plasmon bé mit co gid tri Kp 1on hon Khoang 1000 nM, ho#c khong ¢o bat ky
lien két khang nguyén nao, trong thir nghiém da néu. Thtr nghi¢ém khac c6 thé st dung
dé xac dinh liéu khang thé lien két hay khong lién két v6i khang nguyén cu thé, theo
khia canh nay cua sang ché, 1a ELISA.

Sang ché bao gdm khang thé khang IL-25 can trd viée truyén tin hi¢u IL-25 nguoi
trong céc té bao duge thiét ké di truyén dé bidu hién thy the 1L-25 (IL-17RA/IL-17RB)
c6 gid tri ICso nho hon khoang 2,0 nM. Vi du, nhu dugc thé hién trong vi du 6 ¢ day.
cac té bao HEK293 dugc thiét ké di truyén dé biéu hién én dinh IL-17RA nguoi (cac
axit amin tir 1 dén 866 ¢0 s6 dang ky NP_055154.3) va IL- 17RB (cac axit amin tur 1 dén
502 ¢o6 s6 dang ky NP_061195.2). Dong té bao cling ¢ thé chira phan tir bdo cdo cho
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phép phat hién viéc truyén tin hiéu qua trung gian IL-25 thong qua thu thé [L-17RA/IL-
17RB (vi dy, phan t&r bao cao luciferaza hoac thu thé c6 thé phat hién khac duoc tao ra
b vide TL-25 lién két véi thu theé cta nd). Sir dung thu nghiém da duge mo ta trong vi
du 6, hoac thir nghiém tuong tu, gia tri ICso dugc tinh toan la ndng do khang thé can
dung dé lam giam viéc truyén tin hiéu qua trung gian [L-25 xudng bang 50% luong tin
hiéu truyén qua 1on nhit quan sat dugc khi khong ¢6 khang thé. Do do, theo cac phuong
an nhat dinh, sang ché bao gom cac khang thé khang IL.-25 can tr§ viéc truyén tin hiéu
[L-25 ngudi trong cc t& bao dugc thibt ké di truyén dé biéu hién thu the IL-25 (IL-
17RA/IL-17RB) ¢6 gia tri ICso nho hon khoang 720 pM, nho hon khoang 500 pM, nho
hon khoang 400 pM, nh6 hon khoang 300 pM, nho hon khoang 200 pM, nho hon khoang
100 pM, nho hon khoang 90 pM, nho hon khoang 80 pM, nho hon khoang 70 pM, nho
hon khoang 60 pM, nho hon khoang 50 pM, nho hon khoang 40 pM, nho hon khoang
30 pM, nho hon khoang 20 pM, nho hon khoang 10 pM, nho hon khoang 5 pM, do dugc

khi st dung thir nghiém da mo ta trong vi du 6 hodc céac thir nghiém tuong tu.

Sang ché bao gom céc khang thé khang IL-25 can tr¢ viée truyén tin hiéu IL-25
ngudi trong Ccac té bao mau ngoai vi don nhan ngudi (PBMC) c6 gia tri ICso nho hon
khoang 16 pM. Vi du, nhu duoc trinh bay trong vi du 7 & day, cac té bao PBMC da duoc
4 voi IL-25 va cac lugng khang thé khang IL-25 khac nhau, va ndng do 1L-25 duge san
<uAt boi cac té bao duge phat hién dé xac dinh murc do truyén tin hiéu qua trung gian
[L-25. St dung thi nghiém duoc mo ta trong vi du 7, hodc cac thr nghiém tuong tu, gia
tri ICso dugc tinh toan theo n@)ng do khang thé can dung dé 1am giam viéc truyén tin hiéu
qua trung gian 1L-25 xubng bang 50% luong tin hi¢u truyén qua lon nhét quan sat dugc
khi khong co khang thé. Do do, theo cac phuong an nhét dinh, sang ché bao gom céc
khang thé khang IL-25 can tr& viéc truyén tin hiéu IL-25 nguoi trong cac té bao ngoai
vi don nhan ngudi (PBMC) co gia trj ICso nho hon khoang 5 nM, nho hon khoang 4 nM,
nhé hon khoang 3 nM, nho hon khoang 1 nM, nho hon khoang 900 pM, nho hon khoang
800 pM, nho hon khoang 700 pM, nho hon khoang 600 pM, nho hon khoang 500 pM,
nho hon khoang 400 pM, nho hon khoang 300 pM, nho hon khoang 200 pM, nho hon
khoang 100 pM, nho hon khoang 90 pM, nho hon khoang 80 pM, nho hon khoang 70
pM, nho hon khoang 60 pM, nho hon khoang 50 pM, nho hon khoang 40 pM, nh6 hon
khoang 30 pM, nho hon khoang 20 pM, do dugc khi st dung thtr nghiém mo ta trong vi

du 7 hodc cac thu nghiém tuong tu. Theo mot phuong an, cac khang thé 1L-25 trong

-30-



29950

sang ché can trd viéc truyén tin hiéu IL-25 nguoi trong t& bao mau ngoai vi don nhén

ngudi (PBMC) c6 gia tri ICso nam trong khoang tir 30 pM dén 150 pM.

Pic tinh lién két cua khéng thé theo sing ché (vi du, ddc tinh lién két bat ky duoc

~, ¢

dé cap dén & day), khi dé cap dén thuét ngit “cong huong plasmon bé miat” c6 nghia 1a
dac tinh lién két gén lién voi sy tuong tac gitta khang thé va khang nguyén dugc do bang
cach st dung thiét bi cong hudng plasmon bé mat (vi du, thiét bi Biacore®, GE
Healthcare) st dung cac diéu kién thtr nghiém Biacore ti€u chuan nhu dugc minh hoa
trong vi du 2, hoac cac thir nghiém tuong t. Theo cac phuong an nhét dinh, cac tham
s6 lien két duoc do tai nhiét do 25°C, trong khi theo cac phuong an khac, cac tham s0

lien két duoc do tai nhiét do 37°C.

Sang ché bao gdm céc khang thé khang IL-25 lam giam ndng do IgE trong hé
tuan hoan va/hodc nong IgE duge tim thiy & phdi ctia dong vat co vl biéu hién qua murc
[1-25, nhu duoc trinh bay trong mé hinh d3 mé ta & vi du 8. Cling dugc mo ta trong vi
du 8 14 cac khang thé khang IL-25 lam gidm di san t4 bao hinh dai & dong vat co v bicu

hién qua mure IL-25.

Sang ché bao gbdm khang thé hodc manh lién két khang nguyén cta né, la manh
lién két dic hiéu voi IL-25, bao gdm HCVR va/hode LCVR chia trinh tu axit amin dugc

chon tir trinh tu axit amin HCVR va/hoac LCVR bat ky dugc liet ké trong bang 1.

Cac khang thé theo sang ché c6 thé c6 mot hodc nhiéu dic tinh sinh hoc da néu,
hodc t6 hop bét ky cac ddc tinh sinh hoc cua chung. Danh sach cac dic tinh sinh hoc da
néu ctia khang thé theo sang ché khong phai 1a toan bd cac dac tinh sinh hoc. Céc dac
tinh sinh hoc khac cta khang thé theo sang ché s& tro nén rd rang cho nhiing nguoi co
hiéu biét trung binh trong linh vuc ky thuat bang cach xem lai sing ché va cac vi du

duoc dé cap dén o day.
Lap ban do quyét dinh khang nguyén va cac k¥ thudt lién quan

Quyét dinh khang nguyén ma khang thé theo sang ché lién két v6i né c6 thé bao
odm mot trinh tu chudi lién tiép ctia 3 hogc nhidu (vi du, 3, 4, 5,6, 7. 8,9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 hodc nhiéu hon) axit amin cua protein [L-25. Ngoai ra,

quyét dinh khang nguyén ciing ¢ thé chtra nhiéu axit amin (hodc céc trinh ty axit amin)
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khong lién két cta IL-25. Theo mot s6 phuong 4n, cac quyét dinh khdng nguyén nam
trén hodc ndm gin bé mat ctia IL-25 twong tac véi thu thé IL-25. Theo cac phuong 4n
khac, quyét dinh khang nguyén nim trén hodc ndm gan bé mat cta IL-25, ma khong
twong tac vadi thu thé 11.-25, vi du, tai vi trf trén bé mat cia [L.-25, ma tai d6 khi khang
thé lién két véi quyét dinh khang nguyén, khong lam can trd su tuong tac gitra IL-25 va

thu thé cua no.

C6 thé st dung cac k§ thuat da biét dbi véi nhitng nguoi c6 kién thtrc trung binh

I3
A C6

trong linh vuc k¥ thuat dé x4c dinh viéc khang thé “tuwong tac véi mot hodc nhiéu axit
amin” trong chudi polypeptit hodc protein. Cac k¥ thuat tiéu biéu bao gém thir nghiém
phong bé-chéo thong thudng vi du nhu thir nghiém duge mo ta trong Antibodies, Harlow
va Lane (Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harb., NY), k¥ thuat phan tich dot biét
quét alanin, phan tich thim tach peptit (Reineke, 2004, Methods Mol Biol 248:443-463),
phan tich kha ning phan cit peptit. Ngoai ra, cling ¢6 thé str dung cac phuong phap khéc
nhu cit quyét dinh khang nguyén, tich chiét quyét dinh khidng nguyén va bién d6i hoa
hoc cé4c khang nguyén. (Tomer, 2000, Protein Science 9:487-496). Phuong phap khac
nita c6 thé st dung dé xac dinh axit amin trong polypeptit ma khang thé tuong tac vai
né la phuong phép trao ddi hydro/doteri dugc phat hién bang khéi ph6. Nhin chung,
phuong phap trao d6i hydro/doteri doi hoi can phai gin nhan doteri vao protein quan
tAm, sau do gin khang thé véi protein da dugc danh déu doteri. Sau do, phirc hgp khéang
thé/protein dugc chuyén vao nudc dé thuc hién qua trinh trao d6i hydro/doteri & tét ca
cac gbe trir cac gde duge khang thé bao vé (ma van duoc danh diu doteri). Sau khi
khang thé phan ly, protein dich duoc cit bang enzym proteaza va phan tich bang khoi
pho, nho d6 phat hién ra cac gbc danh day bang doteri twrong ng véi cdc axit amin cu
thé ma tuong tac voi khang thé. Xem, vi du, Ehring (1999) Analytical Biochemistry
267(2):252-259; Engen va Smith (2001) Anal. Chem. 73:256 A-265A.

Sang ché con bao gdm khéng thé khang IL-25 ma lién két v6i cling mot quyét
dinh khang nguyén nhu khang thé bt ky trong s6 cac vi du cu thé vé khang thé duogc
md ta ¢ day (vi du, cac khang thé chia trinh tu axit amin bat ky duoc liét ké trong bang
1). Twong tu, sang ché ciing dé bao gbdm cac khang thé khang IL-25 canh tranh nhau de
lien két v6i IL-25 nhu bét ky khang thé cu thé trong sd cac vi du vé khang thé mo ta &

day (vi duy, cac khang thé chira trinh tu axit amin bat ky nhu dugc liét ké trong bang 1).
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Nhiing nguoi co hiéu biét trung binh c6 thé d& dang x4c dinh viéc khang thé lién
két véi cung mot quyét dinh khdng nguyén hay canh tranh dé lien két voi khang thé
khang I[.-25 tham chiéu bang cach st dung cac phuong phap da biét trong linh vuc k¥
thuat va duoc su dung ¢ day lam vi du. Vi du, dé xac dinh liéu khang thé can kiém tra
va khang thé khang I1.-25 tham chiéu trong sang ché lién két v6i cung mot quyét dinh
khang nguyén, cho khang thé khang IL-25 tham chiéu lién két v6i quyét dinh khang
nguyén. Sau do, danh gid kha nang lién két voi phan tir IL-25 cta khang thé can kiém
tra. Néu khang thé can kiém tra c6 thé lién két v6i IL-25 sau khi khang thé khang IL-25
tham chiéu da lién két bdo hoa, ¢6 thé két luan ring khéng thé can kiém tra lién két voi
quyét dinh khang nguyén khac véi khang thé khang IL-25. Mat khéc, néu khang thé can
kiém tra khong thé lién két voi phan tir IL-25 sau khi khang thé khang I1.-25 tham chiéu
lién két bao hoa, thi khang thé can kidm tra c6 thé lién két voi cing mot quyét dinh
khang nguyén khi quyét dinh khdng nguyén di lién két voi khang thé khang IL-25 tham
chiu theo sang ché. Sau do, c6 thé thuc hién cac thir nghiém thong thuong khac (vi du,
thir nghiém dot bién peptit va phan tich lién két) dé xac nhan liéu viéc khong quan sat
duoc su lién két ctia cdc khang thé cin kiém tra trén thue té 1 do chung gan vao cung
mdt quyét dinh khang nguyén voi khang thé tham chiéu hay 1a do hién tugng can trd
lien két vé mat khong gian (hodc hién tuong khac) la nguyén nhan khién cho khong quan
sat duoc lien két. C6 thé tién hanh cac thir nghiém loai nay bang cach st dung ELISA,
RIA Biacore, phan tich té bao theo dong chay hodc bat ky thtr nghiém dinh luong khéng
thé-lién két hoic thir nghiém dinh tinh khac da biét trong linh vuc k¥ thuat. Theo cac
phuong an nhét dinh, hai khang thé cuing lién két (hodc chong 1én nhau) v6i mot quyét
dinh khang nguyén néu, vi du, vugt qua 1-, 5-, 10-, 20~ hogc 100-1an ctia mét khang thé
s& can tro sw lien két cua cac khang thé khéc it nhit 12 50%, tot hon néu 1a 75%, 90%
hoiic tham chi 1a 99%, céc két qua do duge bang thir nghi¢m canh tranh lién két (Xem,
vi du, Junghans et al., Cancer Res. 1990:50:1495-1502). Ngoai ra, hai khang thé dugc
coi 1a lién két v6i cling mot quyét dinh khang nguyén néu vé co ban tat ca cac dot bién
axit amin trong khang nguyén lam giam hodc lam mAt di su lién két ciia mot khang thé
cling s& lam giam hodc lam mat di su lién két cia khang thé kia. Hai khang thé duoc coi
la ¢6 “cac quyét dinh khang nguyén chong 1én nhau” khi chi c6 mot nhém nho cac dot
bién axit amin lam gidm hoac maét di su lién két cia mot khang thé cling s€ lam giam

hoac mét di su lién két ctia khang thé khac.
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Dé xac dinh xem mot khang thé c6 canh tranh v6i khang thé khang IL-25 tham
chiéu dé lién két (hodc canh tranh chéo dé lién két), phuong phap lién két da mo ta ¢
trén duoc tién hanh theo hai huéng: theo huéng tht nhét, cho khang thé tham chiéu lién
két v6i protein IL-25 dudi cac diéu kién bdo hoa, sau do danh gid kha nang lién két ctia
khang thé can kiém tra v6i phan tr IL-25. Theo hudng thir hai, khang thé can kiém tra
duge lien két voi phan tir IL-25 dudi cac didu kién bio hoa, sau do danh gia kha nang
lien két cua khang thé tham chiéu véi phan t IL-25. Néu theo ca hai huéng, chi co
khang thé thir nhét (bdo hoa) c6 kha niang lién két v6i phan tir [L-25 thi ¢ thé két ludn
rang, khang thé cin kiém tra va khang thé tham chiéu canh tranh nhau dé lién két voi
[L-25 (Xem, vi du, thir nghiém d3 mo ta trong vi du 4, trong do protein IL-25 duoc bat
oiit trén dau cam bién va IL-25 duoc phii ddu cam bién duoc x Iy lan luot v6i khang
thé khang IL-25 tham chiéu [mADb-1] va khing thé cén kiém tra [mAb-2] va theo ca hai
thr tu lién két). Theo nhu danh gid clia nhitng ngudi co hiéu biét trung binh trong linh
vuc k¥ thudt, mot khang thé canh tranh vé&i khang thé tham chiéu dé lien két co thé
khong nhat thiét phai lién két voi cuing mdt quyét dinh khang nguyén nhu khang thé
tham chiéu, nhung c6 thé can tr& su lién két cua khang thé tham chiéu bing cach gin

vao quyét dinh khang nguyén lién ké hodc gdi 1én nhau.
San xuét khang thé nguoi

Céc khang thé khang IL-25 theo séng ché ¢6 thé 1a khang thé nguoi nguyén ven
nhung khong c6 trong tu nhién. Phuong phdp tao ra khang thé don dong ngudi, bao gOom
cac khang thé don dong ngudi nguyén ven la nhitng kién thirc da biét trong linh vuc k¥
thuat. Moi phuong phap da biét déu c6 thé sir dung trong sang ché dé tao ra khang thé

nguoi lién két dac hiéu vai IL-25 nguoi.

St dung ky thudt VELOCIMMUNE® (Xem, vi du, bing sang ché My US
6,596,541, Regeneron Pharmaceuticals, VELOCIMMUNE®) hodc bat ky phuong phép
twong tu da biét dé tao khang thé don dong, khang thé kham c6 4i luc cao véi di tmg
nguyén, dugc phan 14p ban dAu chira ving bién d6i ngudi va ving hang dinh chuot. K§
thudt VELOCIMMUNE® bao gdm viéc tao ra chudt chuyén gen c6 hé gen chtra ving
bién dbi chudi ning va chudi nhe cua ngudi co thé duoc lién két v6i ving hang dinh
chudt ndi sinh loci sao cho chudt nay tao ra khang thé c6 chtra ving bién doi cia nguoi

va ving hing dinh ctia chuot dap tmg vdi su kich thich khiang nguyén. ADN mé héa cho
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ving bién ddi ctia chudi nhe va chudi nang cua khang thé duoc phan lap va lién két hoat
dong voi ADN ma héa cho viung hing dinh chudi nhe va chudi ning cua nguoi. ADN

sau d6 duoc biéu hién trong té bao c6 kha nang biéu hién phan tir khang thé nguyén ven.

Nhin chung, chudét VELOCIMMUNE® duogc thir tahchs voi khang nguyén can
quan tam, va cac té bao bach huyét (chéng han nhu té bao B) duoc thu tir chudt nhat
biéu hién khang thé. Dung hop céc té bao bach huyét voi dong té bao u tiy dé tao ra
dong té bao lai bat tir, va céc dong té bao lai nay duoc sang loc va lua chon dé xac dinh
dong té bao lai san xuit khang thé ddc hidu v6i khang nguyén can quan tam. ADN ma
hoa cho ving bién d6i chudi ning va chudi nhe duge phan lap va lién két v6i ving hang
dinh isotyp mong muébn ctia chudi nhe va chudi ning. Protein khang thé da néu dugc
san xudt trong té bao, chang han, té bao CHO. Ngoai ra, ADN ma hoa cho khang thé
kham dac hiéu khang nguyén hodc vung bién doi cua chudi nang va chudi nhe duoc

phan 1ap truc tiép tir cac té bao bach huyét dac hiéu khang nguyén.

Nhu duge mé ta trong phan thir nghiém bén dudi, khdng thé kham c6 4i luc cao,
ma dugc phan 1ap chira ving bién ddi ctia nguoi va ving hing dinh ctia chudt, duge xdc
dinh dac tinh va chon luya céc ddc tinh mong mubn, bao g61n ai luc, tinh chon loc, quyét
dinh khang nguyén, v.v.. Ving hing dinh chudt sau d6 dugc thay thé bang ving hiang
dinh ngudi mong mubn dé tao ra phan tir khang thé nguoi nguyén ven theo sang ché, vi
du, Igl hodc Ig4 kiéu dai hodc duoc bién ddi. Mac du vung hémg dinh lua chon ¢6 thé
khac nhau tuy theo muc dich st dung cu thé, cac dac tinh dic hiéu dich va lién két khang

nguyén ai luc cao la do vung bién doi tao ra.

Nhin chung, cac khang thé trong sang ché ¢o ai luc rit cao, thuong co Kp nam
trong khoang tir 10712 dén 10 M, do bang cach lién két voi khang nguyén hodc ¢6 dinh

trén pha rin hodc pha léng.
Tuong duong sinh hoc

Khang thé khang IL-25 va manh khéng thé theo sang ché chira céc protein c6
trinh tu axit amin khéc vdi cac trinh ty axit amin cua cdc khang thé da mo ta nhung van
c6 kha nang lién két v6i IL-25. Céc khang thé hodc manh khang thé bién doi nhu vy
gém mot hodc nhiéu dot bién thém, mét hodc thay thé axit amin so vdi trinh tu géc,

nhung lai ¢6 hoat tinh sinh hoc gan nhu twong duong véi céc khang thé duoc mo ta.
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Tuong tu, trinh ty ADN ma hoa cho khang thé khang IL-25 theo sang ché gdm céc trinh
tu chira moOt hodc nhiéu dot bién mét hoic thay thé nucleotit so v&i trinh tu da néu, tuy
nhién trinh tr ADN ma hoa cho khang thé khang IL-25 hodc méanh khang thé gan nhu
tuong duong sinh hoc vé1 khang thé khang IL-25 hoic manh khéng thé theo sang ché.

Céc vi du vé cac trinh tu ADN va axit amin bién do6i da dugc thao ludn ¢ trén.

Hai protein lién két khang nguyén, hogc khang thé, duoc xem la twong duong
sinh hoc néu, vi du, ching 1a cac twong duong vé mat dugc dung hoic thay thé 1an nhau
vé& mat duoc dung c6 tdc do va mirc do hép thu khac nhau khong dang ké khi duoc sir
dung tai cung mot liéu lugng mol dudi céac diéu kién thir nghi€ém giéng nhau, khi cung
cép mot liéu hodc nhidu lidu. Mot vai khang thé dugce xem 1a twong duong hogc thay thé
1An nhau vé mat duge dung néu chiing tuong duong vé mirc d6 hip thu nhung khong
twong duong vé toc do hép thu va ciing c6 thé xem 1a twong dwong sinh hoc bdi vi su
khac biét vé téc do hap thu 1a ¢6 chl ¥ va tao ra trong qué trinh danh déu, cac khang thé
nay khong can thiét phai duy tri duoc ndng do thude hiru hiéu, vi dy, st dung lau dai,
va dugc xem 1a khéng c6 ¥ nghia vé mat y hoc d6i voi san pham thude cu thé da nghién

cuu.

Theo mot phuong an, hai protein lién két khang nguyén 1a twong duong sinh hoc
néu ching khong c6 su khac biét dang ké vé& mat 14m sang ddi voi d6 an toan, do tinh

khiét va hi¢u luc ctia chung.

Theo mot phurong an, hai protein lién két khang nguyén la twong duong sinh hoc
néu bénh nhan c6 thé dbi mot hodc nhiéu lan gita san pham tham chiéu va san pham
sinh hoc ma khong lam tang nguy co xay ra tic dung phu, bao gbdm su thay d6i dang ké
vé mat 1am sang vé tinh sinh mién dich ho#c giam hiéu qua so vdi tiép tuc liéu trinh diéu

tri ma khong c6 su bat ky su chuyén doi nao noi trén.

Trong mot phuong an, hai protein lién két khang nguyén la tuong duong sinh hoc
néu cé hai déu hoat dong theo mot co ché chung hoic theo co ché tac dong dbi voi didu

kién hodc cac diéu kién st dung, dén mirc do ma cac co ché da néu dugc biét dén.

C6 thé chimg minh twong duong sinh hoc bang cac phwong phap in vitro va in
vivo. Cac phuong phap do twong duong sinh hoc bao gdm, vi du, (a) thtr nghiém in vivo

& ngudi hodc cic dong vat c6 va khéc, trong d6 nong do khang the hodc cac chat chuyén
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hoa cua n6 duoc do trong mau, huyét tuong, huyét thanh, hodc cac dich sinh hoc khac
theo ham cua thoi gian; (b) thtr nghiém in virro ma tuong tmg voi va duge cho 1a phu
hop véi dit liéu do sinh kha dung in vivo ¢ ngudi; (c) tién hanh thir nghiém in vivo &
ngudi hodc cac dong vat co vi khac trong do, hi¢u qua duge ly cép tinh thich hop cta
khang thé (hodc dich ctia n6) dugc do theo ham cia thoi gian; va (d) cdc thir nghiém
lam sang kiém soat tot gitp x4c dinh d6 an toan, hiéu luc hodc do sinh kha dung hoac

tuong duong sinh hoc cta khang thé.

Bién thé tvong duong sinh hoc clia khang thé khang IL-25 trong sang ché c6 thé
duogc tao cAu tric béng cach, vi du, tao ra cac thay thé cua géc hodc trinh tu khac nhau
hoic loai bo cac gbe hodc trinh tu & trén trong hodc dAu cudi khong can thiét dbi véi
hoat tinh sinh hoc. Vi du, gbc xystein khong can thiét d6i d6i vai hoat tinh sinh hoc ¢
thé duoc loai bo hodc thay thé béng c4c axit amin khac dé ngan chan su hinh thanh cua
cac cdu disulfit ndi phan ttr khong cAn thiét hodc khong chinh xé4c trong qué trinh phuc
hoi dac tinh. Trong cac phuong an khéac, khang thé twong duong sinh hoc bao gdm céc
bién thé cia khang thé khang IL-25 ma viéc bién di axit amin lam thay ddi cac déc tinh
glycosyl hoa cia cac khang thé, vi du, cac dot bién khir hodc loai b qué trinh gylcosyl

hoa.
Tinh chon loc loai va phan ung chéo loai

Theo cac phuong an nhit dinh, sang ché d& xuit khang thé khang IL-25 lién két
voi IL-25 nguoi nhung khong lién két v6i IL-25 cua céc loai khac. Sang ché ciing bao
gdm céc khang thé khang IL-25 lién két v6i IL-25 ngudi va IL-25 ctia mot hodc nhiéu
loai khong phai ngudi. Vi du, céc khang thé khang [L-25 theo sang ché c6 thé lién két
voi IL-25 nguot va ¢o thé lién két hodc khong lién két vai, trong cac truong hop co thé
lién két, mot hodc nhiéu IL-25 cta chudt nha, chuot nhat, chudt lang, chudt d@)ng, chuot
nhay, lon, méo, ché , thd, dé, clru, bo, ngua, lac da, khi dudi dai, khi dudi séc, khi nau
hodc tinh tinh. Theo nhiing phuong an nhat dinh cua sang ché, khang thé khang IL-25
duoc dé xuét lien két dic hidu voi IL-25 ngudi va IL-25 cua khi dudi dai (vi du, Macaca
fascicularis). Cac khang thé khang 1L-25 khéc theo sang ché lién két voi IL-25 ngudi
nhung khong lién két, hodc chi lién két yéu v6i IL-25 khi dudi dai.

Khéng thé da dic hiéu
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Khéng thé theo sang ché c6 thé don dac hiéu hogc da dac hiéu (vi du, dic hi¢u
kép). Khang thé da dic hiéu c6 thé dic hiéu voi cac quyét dinh khang nguyén khéc cta
mot polypeptit dich hodc co thé chira cac ving lién két v6i khang nguyén dic hiéu voi
nhiéu hon mot polypeptit dich. Xem, vi dy, Tutt et al., 1991, J. Immunol. 147:60-69;
Kufer et al., 2004, Trends Biotechnol. 22:238-244. Khang thé khang IL-25 theo sang
ché lién két vai hodc déng biéu hién vdi mot phan tir chuc nang khéac, vi du, véi mot
peptit hoac protein khac. Vi du, khang thé hodc manh cia né duoc lién két vé mit churc
ning (vi du, bang lién két hoa hoc, dung hop gen, lién hop phi hoa tri hodc bang cach
khac) véi mot hodce nhiéu phén tr khac, chéng han khéng thé hodc manh khéng thé khac

dé tao ra khang thé ddc hiéu kép hodc da dic hidu voi do dac higu lién két thir cép.

Sang ché bao gdom khang thé dac hiéu kép trong d6, mot nhanh ctia globulin mién
dich lién két voi IL-25 ngudi, va nhanh con lai cua globulin mién dich lién két dac hiéu
véi mot khang nguyén thtr hai. Nhanh lién két voi IL-25 chita cac trinh tu axit amin

HCVR/LCVR hodc CDR bit ky dugc trinh bay trong bang 1.

Vi du vé dang khang thé dic hiéu kép c6 thé duoc theo sang ché bao gom viéc
st dung ving Cu3 globulin mién dich (Ig) thtr nhét va ving Cu3 Ig thtr hai, trong doé.
cac ving Cy3 Ig thir nhat va thir hai khéc cdc ving khac tai it nhat mot axit amin, va
trong d6 su khac biét vé it nhat mot axit amin 1am giam di kha ning gin két ctia khang
thé dac hiéu kép véi Protein A so voi khang thé diac hiéu kép khong c6 su khic biét axit
amin. Theo mdt phuong an, vung Cu3 Ig thir nhat gin v4i Protein A va ving Cp3 Ig thtr
hai bao gdbm mot dot bién lam giam hodc mét lién két v6i Protein A nhu bién doi HOSR
(bang phuong phap danh s exon IMGT; bién d6i H435R bang danh s6 EU). Vung Cn3
thtr hai con chira dot bién Y96F (bing IMGT; Y436F bing EU). Cac dot bién khac c6
thé tim thdy tai ving Cu3 tht hai gdm: D16E, L18M, N44S, K52N, V57M, va V82l
(bang IMGT; D356E, L358M, N384S, K392N, V397M, va V4221 bang EU) trong
truong hop cta khang thé IgG1; N44S, K52N, va V821 (IMGT; N384S, K392N, va
V4221 bang EU) trong trudng hop cta khang thé IgG2; va Q15R, N44S, K52N, V57M,
R69K, E79Q, va V82I (bang IMGT; Q355R, N384S, K392N, V397M, R409K, E419Q,
va V4221 bai EU) trong trudng hop cta khang thé IgG4. Céac bién thé cta khang thé ddc

hiéu kép dugc mé ta ¢ trén duoc du tinh trong pham vi sang ché.
Vi du khac vé dang dac hi¢u kép co thé duoc st dung theo sang ché bao gém,
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nhung khong bi gidi han &, vi du, dang diabody dac hiéu kép hodc trén co so sckv, dung
hop IgG-scFv, vung dién d6i kép (DVD)-Ig, Quadroma, k§ thut bam-vao-13, chudi nhe
thong thuong (vi du, chudi nhe thong thuong co badm-vao-19, v.v.), CrossMab, CrossFab,
(SEED)body, ving khoa kéo leuxin, Duobody, I1gG1/IgG2, Fab (DAF)-IgG tac dong
kép, va cac dang ddc hiéu kép Mab? (Xem, vi du, Klein ez al. 2012, mAbs 4:6, 1-11, va
cac tai liéu Xem duoc trich din & day, dé xem xét lai cac dinh dang da néu). Khang thé
dac hiéu kép co thé duoc tao ra béng cach st dung su két hop axit nucleic/peptit, vi du,
trong dé cac axit nucleic phi tu nhién véi kha nang phan (g héa hoc truc giao duoc su
dung dé tao ra cac lién hgp khang thé-oligonucleotit ddc hiéu vi tri ma sau d6 chung tu
lap rap thanh phtc hé da phan c6 thanh phan, hoa tri va hinh dang xac dinh. (Xem, vi
du, Kazane et al., J. Am. Chem. Soc. [Epub: Dec. 4, 2012]).

Duoc pham diéu tri va su dung

Sang ché dé xuét dugc pham c6 chira khang thé khang IL-25 hodc cac manh gan
két v6i khang nguyén ctia n6. Dugc phim theo sang ché duoc bao ché véi chat mang, ta
duoc, va chét thich hop khéc gitp cai thién kha ning véan chuyén, phan phdi, dung nap
thudc va cac dic tinh twong tu khac. Duoc pham thich hop 6 thé dugc tim thiy trong
tuyén tdp cong thtrc va dugc tAt ca nha hoa duogc biét dén nhu: Remington's
Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, Easton, PA. Cac dugc pham nay
bao g@)ln, vi du, dang bdt, bot nhio, thudc md, thach, sap, dau, lipit, chat dan thudc chua
lipit (cationic hodc anionic) (nhu LIPOFECTIN™, Life Technologies, Carlsbad, CA),
thé tiép hop ADN, bot nhéo hép thu khan, nhii tuong dau-trong-nude va nudc-trong-
diu, hé nhil trong cacbovac (ché pham polyetylen glycol ¢6 trong lugng phan tir khac
nhau), gel ban ran, hon hop béan rin chira cacbovac. Ciling Xem Powell et al.
"Compendium of excipients for parenteral formulations" PDA (1998) J Pharm Sci

Technol 52:238-311.

Liéu khang thé dugc st dung d6i voi bénh nhén co6 thé thay doi tiy theo do tuoi
va thé trong co thé bénh nhan, bénh dich, tinh trang bénh, duong dung, va tuong tu. Tt
hon néu, liéu dung duogc tinh todn theo thé trong hodc dién tich bé mat co thé. DPéi voi
bénh nhén truong thanh, viéc tiém khang thé theo sang ché vao tinh mach c6 vé thuén
loi hon, thong thuong, mot lidu nim trong khoang tir 0,01 dén khoang 20mg/kg thé

trong, tt hon néu nim trong khoang tir 0,02 dén 7, khoang tir 0,03 dén 5, hodc nam
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trong khoang tur 0,05 dén 3 mg/kg thé trong. Tuy thudc vao muc do nghiém trong clia
tinh trang bénh ma tAn xudt va thoi gian diéu tri c6 thé dugc diéu chinh. Liéu trinh va
lidu luong dé str dung hiéu qua khéang thé khang IL-25 c6 thé duoc xéac dinh bang thuc
nghi¢m; vi du, tién trién bénh cta bénh nhan cé thé duoc theo doi béng cach danh gia
dinh ky, va can diéu chinh liéu luong sao cho phu hop. Hon nira, viéc chia ti 1€ liéu
lurong khac loai co thé duoc tién hanh bang cac phuong phap da biét trong linh vuc k¥

thuét (vi du, Mordenti et al., 1991, Pharmaceut. Res. 8:135 1).

Nhiéu hé théng van chuyén dugc biét dén va c6 thé sir dung dé cung cép duoc
pham theo sang ché, vi du, duoc déng goi trong liposom, vi hat, vi anng, cdc té bao tai
td hop c6 kha nang biéu hién virat dot bién, nhap bao qua trung gian thy thé (Xem, vi
du, Wu et al., 1987, I. Biol. Chem. 262:4429-4432). Cac phuong phap khac dé dua dugc
pham vao co thé bao gdbm, nhung khong giéi han &, tiém trong da, tiém bép, trong mang
bung, tiém tinh mach, tiém duéi da, qua dudng mili, gdy t€ ngoai mang cung, va qua
duong miéng. Dugc pham c6 thé duoc cung cip theo bat ky con dudng nao thuan tién,
vi du, bing cach truyén hay tiém thude, bing cach hap thu qua biéu mé hoic 16p 16t
niém mac da (vi dy, niém mac miéng, niém mac truc trang va duong rudt, v.v.) va co
thé duogc st dung cung véi cac tac nhan hoat héa sinh hoc khac. Dugc phém c6 thé duoc

stt dung cho toan co thé hodc cho timg co quan.

Duoc phim theo sang ché co thé dugc tiém du6i da hodc tiém tinh mach biang
mot 6ng tiém va kim tiém tiéu chun. Ngoai ra, lién quan dén viéc tiém dudi da, thiét bi
dua thube dang but duoc st dung dé dua duoc pham theo sang ché vao co thé bénh
nhan. Thiét bi dua thudc dang bt da néu c6 thé dugc tdi sir dung hodc chi dung mot lan.
Thiét bi dua thudc dang but tai st dung thudng dung mot dng chira duoc pham c6 thé
thay thé. Khi dugc phim trong 6ng da duoc st dung hét va chi con dng tréng, nhing
éng trdng nay c6 thé dé dang loai bo va thay thé bang mot éng chira dugc phim mai.
Thiét bi dua thude dang but sau d6 co6 thé tai st dung cho cac 1an sau. D6i vai thiét bi
dua thubc dang but ding mot 1An thi khong c6 dng thay thé. Thay vao do, thiét bi dua
thudc dang bt ding mot 1in dong sdn dugc phdm trong mot chd chira bén trong thiét

bi. Mot khi chd chita d6 hét duoc phdm thi toan bo thiét bi s& duge loai bo.

Nhiéu thiét bi dua thudc dang but tai stt dung va dung cu tiém tu dong duoc sir

dung dé tiém duoc pham trong séng ché dudi da. Cac vi du bao gom, nhung khong gisi
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han & AUTOPEN™ (Owen Mumford, Inc., Woodstock, UK), but DISETRONIC™
(Disetronic Medical Systems, Bergdorf, Switzerland), but HUMALOG MIX 75/25™,
but HUMALOG™, but HUMALIN 70/30™ (Eli Lilly va Co., Indianapolis, IN),
NOVOPEN™ [, II va III (Novo Nordisk, Copenhagen, Denmark), NOVOPEN
JUNIOR™ (Novo Nordisk, Copenhagen, Denmark), bt BD™ (Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ), OPTIPEN™, OPTIPEN PRO™, OPTIPEN STARLET™, va
OPTICLIK™ (sanofi-aventis, Frankfurt, Germany), & ddy chi néu tén mot vai thiét bi.
Céac vi du vé thiét bi dua thude dang but dung mot lan duogc st dung dé tiem duoc phém
trong sang ché duéi da bao gbm, nhung khong gi¢i han &, but SOLOSTAR™ (sanofi-
aventis), FLEXPENT™ (Novo Nordisk), va dung cu tiém tu dong KWIKPEN™ (Eli
Lilly), SURECLICK™ (Amgen, Thousand Oaks, CA), but PENLET"™(Haselmeier,
Stuttgart, Germany), EPIPEN (Dey, L.P.), va HUMICHUOT NHATM (Abbott Labs,
Abbott Park IL), & day chi néu tén mot vai thiét bi.

Trong céc truong hop nhit dinh, duoc phdm c6 thé duge dua vao trong hé thong
giai phong co kiém soat. Theo mot phuong 4n, bng bom c6 thé duge st dung (Xem
Langer, & trén; Sefton, 1987, CRC Crit. Ref. Biomed. Eng. 14:201). Theo mét phuong
an khac, cac vat lidu polyme c6 thé duge st dung; xem, Medical Applications of
Controlled Release, Langer va Wise (eds.), 1974, CRC Pres., Boca Raton, Florida. Theo
mot phuong an khéc nfra, hé théng giai phong co kiém soat co thé duoc dit & vi tri 1an
can voéi dich cua dugce phém, do d6 chi can st dugj mot phén nhé cda lidu toan than
(Xem, vi du, Goodson, 1984, in Medical Applications of Controlled Release, ¢ trén,
quyén 2, pp. 115-138). Cac hé théng giai phong co kiém soat khac duoc md ta trong bai
danh gia cua Langer, 1990, Science 249:1527-1533.

Dugc pham c¢6 thé tiém bao gdm céc duoc phdm dang liéu dé tiém tinh mach,
tiém dudi da, trong da va tiém bap hay truyén nhé giot, v.v.. Céc duge pham tiém nay
6 thé duoc didu ché bang cac phuong phap da biét. Vi du, dugc phidm tiém c6 thé dugce
diéu ché bﬁng, vi du, béng cach hoa tan, tao huyén pht hodc nhii hoa cac khang thé hodc
mudi cta chiung duoc mo ta ¢ trén trong moi trudong nude vo triung hodc moi trudng dau
thuong duoc st dung dé tiém. Céc moi trudng nude dung dé tiém 13, vi du, nudc mudi
sinh ly, dung dich dédng truong co chira glucozo va céc tdc nhan bo tro khéc, v.v., ma co

thé st dung két hop véi chét hoa tan thich hop nhu ruou (vi du, etanol), ruou da chire
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(vi du, propylen glycol, polyetylen glycol), chét hoat dong bé mat phi ion [vi du, phtic
olysorbat 80, HCO-50 (polyoxyetylen (50 mol) san pham cong cla dau thau dau da
hydro6 héa)], v.v.. Moi truong dau dugc str dung bao g61n, vi du, ddu me, dau dau tuong,
v.v., ma c6 thé st dung két hop voi chit hoa tan nhu enzoat, benzyl alcohol, v.v. Vi thé

dugce pham tiém dugc vu tién dung vao trong éng thude tiém thich hop.

Thuén loi néu, duoc pham str dung theo duong miéng hoac ngoai duong tiéu hoa
duoc mo ta & trén duoc bao ché thanh duoc phim dang liéu trong liéu don vi phu hop
véi lwong céac thanh phén hoat héa. Liéu don vi ctia duoc phém dang liéu da néu bao
gom. vi du. cac vién nén, vién tron, vién nang, dung dich tiém (6ng thude tiém), thude
dan, v.v.. Luong khang thé da néu thuong nim trong khoang tir 5 dén khoang 500 mg
trén mdi lidu don vi cua duge phém dang lidu; dic biét & dang dung dich ti€ém, luong
khang thé da néu thuong ndm trong khoang tir 5 dén khoang 100mg va khoang tir 10

dén khoang 250 mg dbi véi cac dugc pham dang lidu khac.
Li¢u phéap st dung khang thé

Sang ché dé xuat cac phuong phap bao gdm cung c¢ip cho dbi twong can diéu tri
duoc phém tri liéu chira khang thé khang IL.-25. Dugc phém diéu tri ¢6 thé chua khang
thé khang IL-25 bat ky hosic méanh lién két khang nguyén ctia né duge dé cap dén & day

va chat mang duoc dung hodc chit pha loang.

Céac khang thé theo sang ché r4t hitu ich, vi du trong viéc diéu tri, phong ngira
va/hodc cai thién tinh trang bénh hoac cac r6i loan lién quan tdi hodc qua trung gian boi
biéu hién hodc hoat tinh cua IL-25, hodc ¢o thé diéu tri béng cach can trd su tuong tac
gitra [L-25 va thu thé 1L-25 hoic béng cach trc ché hoat tinh va/hoic viéc truyén tin hiéu

cua IL-25.

Sang ché ciing bao gdm cic phuong phap dé diéu tri hodc phong ngira hen suyén
bang cach cung cip cho bénh nhan can diéu tri khang thé khang IL-25 hodc manh lién
két khang nguyén ctia né dugc d& cap dén o bit ky dau trong sang ché. Nhu duoc st
dung & day, thudt ngit “hen suyén” bao gdm, nhung khong gi6i han & hen suyén do di
ung, hen suyén khong do di tng, hen suyén nang, hen phé quan, hen do vi-rut gdy ra
hodc hen phé quan do vi-rut gdy ra, hen khang steroit, hen man cam vd&i steroid, hen

suyén tang eosin (eosinophilic) hodc khong tang eosin va va cac bénh lién quan khac
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duoc dic trung bai viém duong hd hap hodc viém hodc do phan ing qua mure cua duong

ho hip (airway hyperresponsiveness (AHR)).

Sang ché ciing bao gdbm cac phuong phap diéu tri hodc phong ngira viém phoi tac
nghé&n man tinh (chronic obstructive pulmonary disease (COPD)) bang cach cung cap
cho bénh nhén can diéu tri khang thé khang IL-25 hodc manh lién két khang nguyén cua
no duoc dé cap dén ¢ bat ky dau trong sang ché. Nhu duoc st dung & day, thuat ngit
“viém phdi tic nghén man tinh” bao gdom nhung khong chi gidi han &, cdc bénh hogc
cac roi loan didc trung bdi su giam luu luong thd ra va su xa hét cua phéi khong thay doi
dang ké sau mot vai thang. Cac phuong phép theo khia canh nay cta sing ché co thé st
dung dé diéu tri, vi du viém phéi tic nghén man tinh lién quan dén hodc gay ra boi khoi
thudc 14 (vi du, hut thudc 14 trong thoi gian dai, 6 nhidm khong khi, v.v.), hoa chit nghé

nghiép (vi dy, catmi), di tng hodac AHR.

Sang ché ciing bao gdbm cic phwong phap diéu tri hodc ngin ngtra bénh viém rudt
(IBD) bang cach cung cap cho bénh nhén cAn didu tri khang thé khang IL-25 hodc manh
lién két khang nguyén ctia nd duge boc 16 & bat ky dau trong sang ché. Nhu dugc sir
dung ¢ day, thuat nglt “bénh viém rudt” bao gdm, nhung khong chi gi6i han & viém loét
dai trang, bénh Crohn, viém dai trang collagen, viém dai trang tdng lympho bao, viém
dai trang thiéu mau, diversion colitis, hoi chimg Behcet, viém dai trang 14y nhiém, viém
dai trang khong xac dinh dugc ddc trung béi sy viém nhiém cua 1ép niém mac trong

rudt gia hodc dai trang.

Sang ché cling bao gdm phuong phap diéu tri hodc ngan nglra bénh viém da co
dia (atopic dermatitis (AD)) bing cach cung cép cho bénh nhin can diéu tri khang thé
khang IL-25 hodc manh lién két khang nguyén cua n6 duogc boc 10 & bat ky dau trong
sang ché. Nhu duge sir dung & ddy, thuat ngir “viém da co dia” bao gdm, nhung khong
chi giéi han ¢ bénh viém da c6 ddc diém la ngtra dir doi (vi du, ngtra ndng) va thuong
ton eczema kho va dong vay. Thuat ngir “viém da co dia” bao gém viém da co dia gay
ra boi hoac lién quan dén su mét di chirc nang bao vé, di g, (vi du di ung voi thire dn,
phén hoa, nAm mdc, mat bui, dong vat, v.v.), phot nhiém phéng xa, va/hodc hen suyeén.
cac phuong phap theo khia canh nay cua sang ché c6 thé st dung dé diéu tri, vi du, bénh

viém da co dia nhe, trung binh, trung binh dén ndng va nang.
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Sang ché cling bao gdm phuong phap diéu tri hodc ngan nglra bénh va cac roi
loan chr?mg han bénh viém mach u hat duéi da (EGPA) (con duoc goi la hdi chung
Churg-Strauss), di tng, viém miii di ing, viém duong hd hép di tng, di tng thuc pham,
chimg may day (bao gdm nbi may day tw pht man tinh), bénh viém phéi tang eosin,
viém thuc quan ting bach cau eosin, hoi ching téng eosin kich phat, xo hoa phdi tu phat,
bénh thép khép, viém mach, viém mang mach nho, ung thu, bénh ghép chéng chu do
truyén mau (graft-versus-host disease), bang cach cung cap cho bénh nhan can diéu tri
khang thé khang IL-25 hoc manh lién két khang nguyén ctia n6 duge duge boc 10 6 bt

ky dau trong sang ché.

Sang ché ciing dé xuit phuong phap diéu tri hodc ngin ngira cdc ching viém
khéc, cac bénh tim mach, bénh ctua hé than kinh trung wong, con dau, viém khop (viém
khop dang thap, viém xuong khép, viém khép véy nén, v.v.), viém dong mach té bao
khéng 16, viém mach, viém mach noi chung, ban Xuét huyét Henoch-Schonlei, da xo

cuing, lupus ban do, va hoi chimg Sjogren.

Trong cac phuong phap diéu tri bénh duge mo ta & ddy, khang thé khang 1L-25
6 thé dugc cung cép theo li€u phép don (ttrc 1a, chi cung cép mot tac nhan tri liéu) hoac
duoc cung cp liéu phap két hop v6i mot hodc nhidu tac nhan tri liéu bd sung (cac vi du

da duoc mo ta trong sang ché).
Liéu phéap két hop va duoc phim

Sang ché bao gdm dugc pham va dugce pham tri liéu chira khang thé khang IL-
25 bat k duge mé ta & ddy két hop véi mot hogic nhidu thanh phan hoat héa tri liéu bd
sung, va cac phuong phap diéu tri bao gdm cung cap lidu phap két hop da néu cho bénh

nhéin can diéu tri.

Khang thé khang IL-25 theo séng ché co thé duge bao ché cung véi va/hoic
duoc cung cip két hop v6i mot hodc nhiéu thanh phan hoat héa trj li¢u b6 sung dugc
chon tir nhom bao g@)m, vi du, chét dbi khang IL-4 hoac IL-4R, vi du, khang thé khang
[L-4 hoidc khang thé khang IL-4R, chét déi khang IL-13, chang han nhu, vi du, khang
thé khang IL-13 hodc khang thé khang IL-13R, chét d6i khang IL-6 hodc IL-6R, vi du,
khang thé khang IL-6 hoic khang thé khang IL-6R (xem vi du trong bang sang ché
US7,582,298), chit dbi khang khang IL-1, vi du rilonacept, chat doi khang TNF, vi du,
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etanercept (ENBREL™), chét di khang IgE, va mot chat doi khang IL-5, IL-8, TL-9,
IL-17, IL-17Ra, IL-22, TSLP va IL-33.

Trong truong hop diéu tri hen suyén va cac tinh trang bénh lién quan, thanh phén
hoat hoa tri li€u bd sung co thé chon tir nhom bao gém: chit dbi khéng beta2- co tac
dung lau dai (LABA, v/ du, salmeterol hodc formoterol), corticosteroit dang hit (ICS, vi
du, fluticason hodc budesonid), to hop bao gém LABA + ICS (vi du, fluticasone +
salmeterol [vi du, ADVAIR® (GlaxoSmithKline)]; hodc budesonid + formoterol [vi du,
SYMBICORT® (AstraZeneca)]), corticosteroit tai chd (vi du, dudong miéng hodc trong
tinh mach), metylxanthin, nedocromil sodium, cromolyn sodium, chit dbi khang (vi dy,
khang thé) khang mot hogc nhiéu céac xytokin va/hodc thyu thé sau ddy cua chung: [L-4,

[L-5. IL-8, [L-9, IL.-13, IL-17, IL-33, TSLP va té hop ciia chung.

Trong truong hop diéu tri bénh viém da co dia hodc cac tinh trang bénh lien
quan, cac thanh phﬁn hoat hoa tri liéu bd sung s€& dugc chon tr nhom bao géln:
corticosteroit tai chd (TCS, vi du, hydrocortison, betamethason valerat, betamethason
dipropionat, diflucortolon valerat, hydrocortison-17-butyrat, mometason furoat,
metylprednisolon aceponat, clobetasol propionat, halcinonit, clobetason butyrat, va
triamcinolon axetonit), tacrolimus, pimecrolimus, cyclosporin, azathioprin, metotrexat,
cromolyn natri, chét trc ché proteinaza, chat d6i khang (vi du, khéng thé) khdng mot
hodc nhiéu xytokin va/hodc thu thé sau ddy ctia chung: IL-4, TL-5, IL-13, IL-17, IL-33,
TSLP va td hop ctia ching. Theo cdc phuong an nhét dinh trong khia canh nay cia sang
ché, khang thé khang IL-25 dugc cung cép cho ddi tugng can diéu tri két hop véi mot

liéu phap didu tri khong can ding thudc, chang han nhu liéu phép anh sang tir ngoai.

Trong truong hop didu tri bénh viém phdi tic nghén man tinh (COPD), céc thanh
phén hoat hoéa tri licu bd sung s& duge chon tir nhom bao gém: chit chu véan beta2, chét
chéng tiét cholin, khang thé IL-5 (vi du, mepolizumab), hogc khang thé IL-13 (vi du,
lebrukuzimab). Vi dl_i, cac chét c6 thé duoc sir dung két hop v6i cac sang thé theo sang
ché dé didu tri bénh viém phdi tic nghén man tinh c¢6 thé bao gdbm mdt hoidc nhiéu chat
sau ddy: indacaterol (chat chi van beta2), glycopyrronium (chat kich thich h¢ muscarin),
tiotropium (chit chdng tiét chollin), aclidinium (chit trc ché hé muscrarin),
umeclidinium bromit (chét chdng tiét cholin), hodc vilanterol (chit chi van beta2 c6 tac

dung 1au dai). Cac chat khéc c6 thé dugc sir dung két hop véi cdc khang thé theo dé dieu
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tri bénh viém phdi tic nghén man tinh bao gdm chat trc ché enzym phosphodiesteraza
(vi du, theophyllin, roflumilast, cilomilast), opioid noi sinh, hoéc chat doi khang beta-

giai phong adrenali (chét chen beta).

Trong truong hop diéu tri bénh viém mach, cu thé 1a, hoi chirng Churg-Strauss
(Churg-Strauss Syndrome - CSS), cdc thanh phén hoat hoa tri liéu bd sung s€ dugc chon

tir steroit, corticosteroit va chit ¢ ché mién dich (vi du, xyclophosphamit).

Trong trudng hop diéu tri di tng, khang thé khang IL-25 theo sang ché c6 thé
duoc str dung két hop véi bét ky liéu phap tam thoi st dung dé diéu tri dap tng di tng,
hodc c6 thé dugc su dung liéu phap mién dich tri liéu tiéu chuén (standard
immunotherapy - SIT) dé xtt Iy c4c didu kién di tng, hodc c¢6 thé dugc s dung dé cai
thién it nhat mot triéu chimg bénh lién quan dén dép tng di img. Vi du, thanh phan hoat
hoa tri liéu bd sung co thé dugc chon tir chét khéang histamin, steroit, corticosteroit, chét
chéng sung huyét, chat trc ché leukotrien, va chit e ché dudmng bao. Céc tic nhan khac
c6 thé duoc st dung dé didu tri di tng c6 thé 1a mot chat déi khang khang mot hodc
nhiéu xytokin va/hogc thu thé cia né sau day: IL-1, IL-4, IL-5, IL-8. IL-9, IL-13, IL-17,
TSLP, IL-33, hodc chét dbi khang TNF.

Khang thé khang IL-25 theo sang ché ¢6 thé dugc cung cap va/hodc bao ché
két hop vai chat khang virut, thuéc khang sinh, chit giam dau, khi oxi, chit chng oxi
héa, chit tc ché COX, chét bao vé tim, chelat kim loai, [FN-gamma, va/hodc céc

NSAID.

Céc thanh phin hoat héa tri liéu bd sung, vi du, bt ky tic nhan dugc da liet ké
& trén hodc cac dAn xuét cua no, c6 thé dugc cung cip trude, dong thoi, hodc ngay sau
khi cung cép khang thé khang IL-25 theo sang ché; (ddi véi cac muc dich ctia sang ché
duoc boc 10, phac dd cung cip thude nhu duoge duge xem 1a cung cép khang thé khang
IL-25 “két hop voi” thanh phan hoat héa tri liéu bo sung). Sang ché bao gdbm dugc pham
trong do khang thé khang IL-25 trong sang ché ddng cong thirc voi mot hodc nhiéu thanh

phin hoat hoa tri liéu b6 sung dugc md ta & day.
Phac db dung thude

Theo nhu cac phuong 4n nhit dinh ciia sing ché, cac lidu dung khang thé khang
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IL-25 (hodc duoc phdm c6 chita khang thé khang IL-25 két hop v6i chét hoat hoa tri
licu bd sung bat ky duoc dé cap ¢ day) co thé duogc cung cép cho bénh nhan trong thoi
gian nhét dinh. Phuong phép theo khia canh nay cia séng ché bao gém viéc cung cip
tudn tu cho bénh nhén cac liéu khang thé khang IL-25 theo sdng ché. Nhu duge str dung
& day, “cung cip tudn tu” c6 nghia 1a mdi lidu khang thé khang IL-25 dugc cung cap
cho bénh nhén tai cac thoi diém khac nhau, vi du, duoc phém dugc cung cép vao cac
ngdy khac nhau cdch nhau mot khoang thoi gian dinh trude (vi dy, gio, ngay, tuan,
thang). Sang ché dé cap dén phuong phap bao gdm cung cap tudn tu cho bénh nhan liéu
don khéang thé khang IL-25 thir nhét, sau do6 cung cdp mot hodc nhiéu lidu khang thé
khang 1L-25 tht hai, va sau d6 cung cép tly y mot hodc nhiéu liéu khang thé khang IL-

25 thtr ba.

Cac thuat nglt "lidu thir nhat”, "liéu tht hai", va "lidu thu ba", dé cap dén trinh tu
thoi gian cung cép khang thé khang IL-25 theo sing ché. Do dé, "lidu thir nhat” 1a liu
duoc cung cp tai thoi diém bét ddu phac do diéu tri (con duoc goi la "lidu co so"); “lidu
tht hai” 1a liéu duoc cung cip sau lidu thir nhit; va “lidu tht ba” 1a lidu dugc cung cap
sau lidu thu hai. Liéu thtr nht, tha hai va thir ba ¢6 thé chtta cing mot luong khang thé
khang IL-25, nhung thuong khac nhau vé tin xuét str dung. Tuy nhién, theo cac phuong
an nhét dinh, luong khang thé khang IL-25 trong lidu thir nhat, thir hai va/hodc thr ba la
khac nhau (vi du, duoc didu chinh 1én hodc xudng sao cho phu hgp) trong sudt qua trinh
diéu tri. Theo cac phuong an nhét dinh, hai hoic nhiéu (vidu, 2, 3, 4, hoac 5) lidu duogc
cung cp tai thoi diém bt dau phac do diéu tri, duoc goi la “liéu nap” sau do la céac lidu

tiép theo dugc cung cap trén co s it thudng xuyén hon (vi du, “liéu duy tri”).

Theo cac phuong an ti€u bidu nhit dinh cta sang ché, mdi liéu thtr hai va/hodc
thir ba duoc cung cdp tir 1 dén 26 (vi du, 1, 1%, 2, 2%, 3, 3%, 4,4V, 5, 5%, 6, 6%, 7, 772,
8.8%.,9,9%, 10, 10%, 11, 11%, 12, 12, 13, 13%, 14, 14, 15, 157, 16, 162, 17, 17,
18, 18%, 19, 19%, 20, 20%, 21, 214, 22, 22V, 23, 23'4, 24, 242, 25, 25V, 26, 267,
hodc nhiéu hon) tudn ngay sau lidu m&i cung cép. Thuat ngit “lidu méi cung cap”, nhu
duoc st dung & dy, c6 nghia 13, trong trinh tu cung cép nhiéu liéu, lidu khang thé khang
[L-25 dugc cung cip cho bénh nhén trude khi cung cép lidu rat gén tiép theo ma khong

cung cap liéu khac xen vao gifra.
Phuong phap theo khia canh nay ctia sang che bao gobm viéc bude cung cap cho
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bénh nhan s6 lugng bat ky cuia liéu thtr hai va/hodc thir ba cia khang thé khang IL-25.
Vi duy, theo cac phuong an nhét dinh, chi c6 duy nhat mot lidu tht hai dugc cung cép
cho bénh nhan. Theo cac phuong 4n khac, hai hodc nhiéu (vidu,2,3,4,5,6,7, 8, hoac
nhiéu hon) liéu thir hai duge cung cép cho bénh nhan. Ngoai ra, theo cac phuong an nhat
dinh, chi c6 duy nhét mot lidu thir ba dugc cung cip cho bénh nhén. Theo cac phuong
4n khac, hai hodc nhidu (vi du, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, hodc nhiéu hon) lidu thu ba duogc cung
cép cho bénh nhan. Phac dd cung cap thube ¢6 thé duoc cung cép & thoi diém bét ky
khong xac dinh cua ddi tuong ci,l thé, hodc cho dén khi diéu tri nay khong con can thiét

hoidc khong thuén lgi nira.

Theo phuong an bao gbm nhiéu lidu thir hai, mdi lidu thi hai co thé duoc cung
cip & cling mot tAn xuét nhu lidu tha hai khac. Vi dy, mdi lidu th hai ¢6 thé dugc cung
cép cho bénh nhan tir 1 tudn dén 2 tudn hodc 1 thang dén 2 thang sau lidu méi cung cép.
Tuong tu, trong phuong an bao gdm nhidu liéu thtt ba, mdi licu thit ba co thé dugc cung
chp & cung mot thn xuét nhu cac lidu thir ba khic. Vi du, moi lidu thir ba ¢6 thé dugce
cung cép cho bénh nhén tir 2 tuAn dén 12 tuin sau liéu méi cung cap. Theo cac phuong
4n nhét dinh cia sang ché, tan Xuét cung cép lidu thir hai va/ho#c thir ba cho bénh nhén
c6 thé thay ddi trong subt qua trinh diéu tri. Tn xudt cung cip cling ¢6 thé dugc bac si
diéu chinh trong qua trinh diéu tri phu thudc vao nhu cﬁu cua tung bénh nhan sau khi

kham lam sang.

Sang ché bao gdm cac phéc dd cung cip thude, trong do, 2 dén 6 liéu nap dugc
cung cép cho bénh nhan theo tAn xuAt thir nhat (vi du, mot tudn mot lan, hai tudn mot
1an, ba tudn mot lan, mot thang mot lan, hai thang mot lan, v.v.), sau do cung cép hai
hodc nhiéu lidu duy tri cho bénh nhan trén v6i tan xudt it thuong xuyén hon. Vi du, theo
nhu khia canh nay cua sang ché, néu lidu nap dugc cung cép v6i tan xudt mot thang mot
14n thi lidu duy tri c6 thé duoc cung cip cho bénh nhén sau tun mot 1an, hai thang mot

lan, ba thang mot lan, v.v..
St dung khang thé trong chan doan

Céc khang thé khang IL-25 theo sang ché ¢6 thé ciing dugc st dung dé phat hién
va/hodc dinh luong IL-25, hodc cac t& bao biéu hién IL-25 trong mau, vi du, st dung dé

chin doan. Vi du, khang thé khang IL-25, hodc manh cta no, co thé dugc str dung dé
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chan doan bénh hodc tinh trang bénh duogc dac trung boi cac biéu hién khac thuong (vi
du, viéc biéu hién qua muc, biéu hién dudi miec, thiéu biéu hién, v.v.) cua IL-25. Cac
xét nghiém chéan doan IL-25 ¢ thé bao gdm, vi du, cho mau, thu mau tir bénh nhén, tiép
xtc voi khang thé khang IL-25 theo sang ché, trong do, khang thé khang IL-25 duoc
danh d4u bing chit danh dAu c6 thé phat hién dugce hodc phén tr béo cao. Ngoai ra,
khang thé khang IL-25 khong dugc danh dau co thé dﬁqc str dung trong céc Umg dung
chuén doan két hop véi khang thé th(r hai ma chinh no6 da tu dugc danh dAu theo cach
phét hién dugc. Chit danh dau hodc phan tir béo cdo 6 thé phat hién dugc c6 thé 1a
ddng vi phéng xa, nhu *H, '*C, 2P, S, hoge '»L; phan huynh quang hodc huynh quang
héa nhu huynh quang isothiocyanat, hodc rhodamin; hodc mot enzym nhu alkalin
phosphataza, beta-galactosidaza, horseradish peroxidaza, hodc luciferaza. Vi du vé thir
nghiém dac hiéu co thé stir dung dé phat hién hodc dinh luong IL-25 trong mot mau bao
gom thir nghiém hép thu mién dich lién két voi enzyme (ELISA), xét nghiém mién dich

phong xa (RIA), va phén loai té bao duoc hoat hoa huynh quang (FACS).

Mau c6 thé dung trong thir nghiém chuin dodn TL-25 theo sang ché bao g6m mau
md hoac dich long bét ky thu duogc tu co thé bénh nhan, ma chtra luong co thé phat hién
duoc cla protein IL-25 hogc manh ctia né, dudi diéu kién binh thuong hodc diéu kién
bénh ly. Nhin chung, murc [L-25 trong mdt mau cu thé thu duoc tir bénh nhan khoe manh
(vi du, bénh nhéan khong bi mac bénh hodc tinh trang bénh lién quan dén hoat dong hodc
luong 1L-25 bt thuong) bude dau s& dugc dinh luong trude dé thiét lap duong co so,
hoac duong ti€u chuin, cua luong IL-25. Duong co s6 cla lugng IL-25 sau do duogc so
sanh voi luong IL-25 duge dinh lugng trong cac mau thu duoc tir cac ddi tuong nghi

ngd mac bénh hodc triéu chimg c6 lién quan dén 1L.-25.

Vi du thwe hién sang ché

Céc vi du sau day duoc dua ra nham muc dich cung cAp cho nghiing nguoi c6
hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat ma sang ché d& cap nhitng mo6 ta va boc 10
day dt nhat vé cach thirc tién hanh va st dung cac phuong phap va ché pham theo sang
ché, va khong 1am giGi han pham vi cdi cdc tac gia xem nhu sang ché cta ho. Céc tac
oia da rét cb ging dé dam bao do chinh xdc cta cac sb lidu duoc st dung (vi du, s6

lugng, nhiét do, v.v.) tuy nhién van con mot so sai sot thuc nghiém va sai s0. Trur khi
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chi dinh khac, céc phan 1a cac phan trong lugng, khdi lugng phan tir 1a khéi luong phéan
tur trung binh, nhiét do la do C, va ap sudt 1a ap suat khi quyén hodc gan ap sut khi

quyén.
Vi du 1: Tao ra khang thé khang IL-25

Céc khang thé khang IL-25 thu duoc bang cach gdy mién dich chudt
VELOCIMMUNE® (tire 1a chudt duoc thiét ké di truyén c6 chra ADN ma hoa cho
vung bién doi chudi nhe kappa va chudi nang globulin mién dich nguoi) véi IL-25 ngudi
tai t6 hop (R & D Systems, Catalog No. 1258). Dap ung mién dich khang thé duoc theo
doi béng thir nghiém mién dich ddc hiéu IL-25. Khi dat dugc dap Gmg mién dich mong
mudn, cac té bao don nhan lach duoc thu hoach va két hop véi cac té bao tay xuong
chudt dé duy tri kha nang séng sot ciia chiing va dé tao ra cac dong té bao lai. Cac dong
té bao lai duogc sang loc va chon loc dé nhan biét dong té bao san xuat khéng thé dic
hiéu TL-25. Stt dung k¥ thudt nay thu dugc mot s6 khang thé kham khéang IL-25 (tic 14,
khéng thé chtra ving bién ddi nguoi va viing hang dinh chudt). Ngoai ra, mot vai khang
thé khang IL-25 nguoi nguyén ven dugc phan lap truc tiép tir cac té bao B dwong tinh
khang nguyén khong dung hop véi té bao tiy xuong, nhu duoc mo ta trong don sang

ché My s6 US 2007/0280945A1.

Déc tinh sinh hoc cu thé cua khang thé khang IL-25 léy lam vi du duogc tao ra
twong tng vGi cac phuong phap trong vi du nay dugc mo ta chi tiét trong cac vi du dudi
day.

Vi du 2: Trinh ty axit nucleic va trinh ty axit amin cua vung bién d6i chudi nhe va ving
bién d6i chudi ning

Bang 1 trinh bay trinh tu nhin biét axit amin cua ving bién ddi chudi nhe va

chudi nang va viung CDR cua khang thé khang IL-25 duoc chon trong sang ché. Trinh

tw nhén biét axit nucleic twong tng dugc trinh bay trong bang 2.
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Céc khang thé thuong duoc dé cap dén o day theo céch dit tén nhu sau: tién to Fec
(vi du, "HIM", "H2M", "H4H", v.v.) tiép dén 14 54 hiéu nhan biét (vi du, "11009”, "10690”,
"10861”, v.v), sau d6 mdt 1a hau td "P" hodc "N", nhu duoc trinh bay trong bang 1 va bang
2. Do d6, theo nhu cach dat tén nay, khang thé duoc dé cap dén & day, vi du nhu
"HIM11009N”, "H2ZM10690N", "H4H10861P", v.v.. Cac tién t6 HIM, H2M va H4H trong
ky hiéu khang thé duoc st dung & day dé chi isotyp ving Fc cu thé trong khang thé. Vi du,
mot khang thé “HIM” ¢6 Fe IgG1 cla chudt, khang thé "H2M" ¢6 Fe IgG2 chudt, va khang
thé “H4M” ¢6 Fc IgG4 ctia chudt (tht ca cac ving bién doi toan b 1a ctia nguoi do dugc ky
tiéu bang chir 'H' dau tién trong ki hi¢u khang thé). Theo danh gia clia nhitng ngudi c6 hiéu
biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat, khang thé c6 isotyp Fc cu thé o thé duoc bién doi
thanh khang thé c6 isotyp Fc khac (vi du, mot khang thé chira Fc IgG1 ¢o thé chuyén doi
(bién d6i) thanh khang thé chira IgG4 ngudi, v.v.) nhung trong moi truong hop, cdc vung
bién dbi (co chira cac ving CDR)-dugc chi ra bing cac s6 hiéu nhan biét nhu da trinh bay
trong bang 1 va 2 s& van dugc gilt nguyén nhu cii, va cic dac tinh lién két duoc ky vong 1a

s& giéng hét hodc twong d6i gidng khong phu thudc vao ban chét cua vung Fc.
Khang thé so sanh dugc st dung trong céc vi du sau day

Khang thé khang IL-25 so sanh trong cac vi du sau day duoc dung cho myc dich so
sanh. Cu thé 13, "khang thé so sanh 1" 1a mot khang thé khang TL-25 c¢6 céc ving bién doi
chudi ning va chudi nhe chra trinh ty axit amin cia cdc vung tuong Ung cua

"RH2.5 R71V.," nhu duge trinh bay trong bang séng ché My US8,658.169.

Vi du 3: Ai luc lién két thu duoc tir cong hudéng plasmon bé mat va héng sb dong luc hoc

ctia cac khang thé don dong khang IL-25 ngudi

Hang s6 phan ly can bing (céc gia trj Kp) dé IL-25 lién két v6i khang thé khang 1L
25 di tinh sach dugc xac dinh bang cach sir dung thi nghiém cam bién sinh hoc cong hudng
plasmon bé mat thoi gian thuc trén thiét bi Biacore 4000 (GE Healthcare). Bé mit dau do
Biacore dugc tao ra bang cach bit cip amin v&i mot khang thé da dong thé khang khéng
thé chudt (GE Healthcare, # BR-1008-38) hoidc khéng thé don dong chudt khang Fe ngudi
(GE Healthcare, # BR-1008-39) dé bit giit khang thé khang IL-25 biéu hién c4c ving hang
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dinh khac. T4t ca cac nghién clru gan Biacore dugc tién hanh bang dém chay HBST (0,01M
HEPES pH 7.4; 0,15M NaCl, 3mM EDTA, chit hoat dong bé mat P20 0,05% thé tich/thé
tich). Tt ca cac chat phan tmg IL-25 dugc biéu hién v6i dudi myc-myc-hexahistidin & dau
C (duoc dé cap dén & day la "IL-25-MMH"). C4c nong do khac nhau ciia IL-25-MMH
(SEQ ID NO:273) ngudi, IL-25-MMH (SEQ ID NO:274) khi, IL-25-MMH (SEQ ID
NO:275 chudt, va IL-25-MMH (SEQ ID NO:276) thé duoc da xtr Iy so bo trong dém chay
HBST (c6 ndng d6 nam trong khoang tir 100 nM dén 3.7 nM, pha lodng 3 lan), duogc tiém
lén bé mit bit giit khang thé khang IL-25 vdi vén toc dong chay 1a 30pL/phut. Viée két
hop tAt ca cac chat phan tmg IL-25-MMH v6i m&i khang thé don dong bi bat gitr dugc theo
doi trong 4 phut va su phéan ly cua chiing trong dém chay HBST ciing dugc quan sat trong
10 pht. T4t ca céc thir nghiém dong luc hoc lién két dugce thuc hién ¢ nhiét d 25°C hodc
37°C nhu dugec trinh bay trong cdc bang bén dudi. Hing s6 ty 1é lién két ((ka) va phan ly
dong hoc (ka) dugc xéac dinh béng cach diéu chinh sensorgram thoi gian thyuc theo ti 1€ 1:1
v6i md hinh lién két st dung phan mém diéu chinh duong cong Scrubber 2.0c. Céac hang
s6 can bing phan ly lién két (Kp) va thoi gian ban huy (t/2) duoc tinh todn tir hang so ty 18
dong hoc theo cong thirc nhu sau: Kp (M) = ka / ka va t/2 (phut)= (In2/(60* ka). Cac tham
s6 dong hoc lién két ctia IL-25-MMH ngudi, khi, chudt va tho lién két véi khang thé khang
[1.-25 tai nhiét do 25°C va 37°C dugc trinh bay trong cdc bang tir bang 3 dén bang 10.
("NB" 1a ki hiéu cho khong quan sat thdy lién két dudi cac diéu kién thi nghiém: IC 1a ki

hiéu khong xac dinh lién két do lien két bé mat khong déc hiéu véi bé mat khang mFc).
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Tai nhiét do 25°C, cac khang thé khang IL-25 theo sang ché lién két véi 1L-25
nguoi co gia tri Kp nam trong khoang tr 11,6 pM dén 36,2 nM, trong khi khéng thé so
sanh 1 lién két vai IL-25 nguoi c6 gia tri Kp 1a 120 pM (bang 3). Tai nhiét d¢ 37°C, cac
khang thé khang IL-25 theo sang ché lién két v6i IL-25 nguoi c6 gia tri Kp nam trong
khodng tir 26,8 pM dén 61,4 nM, trong khi khéng thé so sanh 1 lién két v6i IL-25 nguoi
6 gid tri Kp 1a 134 pM (bang 4). Tai nhiét do 25°C, 14 trén 17 khang thé khang IL-25
theo sang ché lién két v6i IL-25 khi c6 gié tri Kp nam trong khoang tir 4,02 pM dén 218
pM, trong khi khang thé so sanh 1 lién két voi IL-25 khi ¢6 gia tri Kp 1a 88,0 pM (bang
5). Tai nhiét do 37°C, 14 trén 17 khang thé khang IL-25 theo sang ché lién két véi IL-
25 khi co gia tri Kp nam trong khoang tir 23,6 pM dén 189 pM. trong khi khang thé so
sanh 1 lién két voi IL-25 khi ¢6 gid tri Kp 1a 47,3 pM (bang 6). C6 ba khang thé trong
sang ché khong ching minh duge sy lién két vai IL-25 khi tai nhiét do 25°C hodc 37°C.
Tai nhiét do 25°C, 14 trén 17 khéng thé khang IL-25 theo sang ché lién két v6i IL-25
chudt c6 gia tri Kp nam trong khoang tir 570 pM dén 82,3 nM, trong khi khang thé so
sanh 1 lién két v6i IL-25 chudt ¢o gid tri Kp 1a 205 pM (bang 7). Tai nhiét do 37°C, 14
trén 17 khang thé khang IL-25 theo sang ché lién két voi [L-25 chudt ¢6 gié tri Kp nam
trong khoang tir 243 pM dén 137 nM, trong khi khéng thé so sanh 1 lién két vi IL-25
khi c6 gia tri Kp la 80,8 pM (bang 8). C6 mudi khang thé theo sang ché khong chimg
minh duogc kha nang lién két vgi IL-25 tai nhiét dd 25°C hodc 37°C. Tai nhiét do 25°C,
14 trén 17 khang thé khang IL-25 theo sang ché lién két voi IL-25 chudt nhit c6 gid tri
Kp ndm trong khoang tir 132 pM dén 103 nM, trong khi khang thé so sanh 1 lién két v6i
[L-25 chudt nhit c6 gia tri Kp 1a 103pM (bang 9). Tai nhiét do 37OC,‘ 14 trén 17 khang
thé khang I1.-25 theo séng ché lién két voi IL-25 chudt nhit co gia tri Kp nim trong
khoang tur 60,2 pM dén 115 nM, trong khi khang thé so sanh 1 lién két v6i IL-25 chudt
nhat c6 gia tri Kp 1a 64,2 pM (bang 10). Muoi khang thé theo sang ché khong ching
minh dugc kha nang lién két voi IL-25 chudt nhét & nhiét d6 25°C hoic 37°C.

Vi du 4: Khang thé khang IL-25 canh tranh chéo

Canh tranh lién két giira cac khang thé don dong khang IL-25 dugc xac dinh bang
cach st dung thir nghiém giao thoa bio-layer khong nhan, thoi gian thuc thiét bi cam

bién sinh hoc QK384 (Pall ForteBio Corp.).

Toan bd thi nghiém dugc tién hanh tai nhiét do 25°C trong dém déng hoc HBST
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(HEPES 0,01M pH7.4, NaCl 0,15M, EDTA 3mM, chét hoat ddng bé mat P20 0,05%
thé tich/thé tich, BSA 0,1mg/ml) cing voi dia lac tai van tdc 1000 rpm. Pé khang dinh
liéu 2 khang thé c6 kha ning canh tranh véi nhau dé gin vao cac quyét dinh khang
nguyén tuong (mg cta chung trén IL-25 nguoi tai t6 hop biéu hién mot dudi myc-myc-
hexahistidin tai diu C (hIL-25-MMH; SEQ ID NO:273), ddu tién khoang 0.5 dén 0,7
nm hIL-25-MMH bi bét giit trén khang thé khang Penta-His duoc phu cam bién sinh
hoc Octet (Fortebio Inc, # 18-5079) bang cach ngdm cac cam bién sinh hoc 5 phut trong
céc giéng chira 4pg/mL dung dich hIL-25-MMH. Sau d6, cac cam bién sinh hoc bt giit
khang nguyén dugc bdo hoa véi mot khang thé don dong khang IL-25 thtr nhat (dugc
- dé cap dén & day la mAb-1) bang cich ngdm trong cac giéng chira 50 pg/mL dung dich
mAb-1 trong 5 phut. Tiép theo, cac cam bién sinh hoc lan luot duoc ngdm trong céc
giéng c6 chira 50 pg/mL dung dich khang thé don dong khang IL-25 thir hai (dugc de
cap dén o day la mAb-2). Cac cam bién sinh hoc duoc rira trong dém dong hoc HBST
gitta mdi budc trong thi nghiém. Dap mg lién két thoi gian thuc duge quan sat trong
sudt qud trinh tién hanh thi nghiém va dép tmg lién két khi két thic mdi buge déu duge
ohi lai. Dap tmg lién két ctia mAb-2 lién ket voi tién phire ctia hIL-25-MMH va mAb-1
duogc dem ra so sanh va hanh vi canh tranh/khong canh tranh cua cac khang thé don
dong khang IL-25 khac ciing duge xac dinh. Trong mot vai truong hop, cac khang thé
khang IL-25 khong c6 kha ndng bao hoa hoan toan bé mat hIL-25-MMH bi bét gitt, dan
dén quan sat dugc luong tin hi¢u lién két nhat dinh trong sudt qud trinh tu canh tranh.
Do do6, ma tran canh tranh chéo dugc sinh ra béng cach trur di tin hiéu tu canh tranh tu
lién két mAB-2 cu thé va moi tin hiéu canh tranh nh6 hon 0 nm duoc ghi lai la Onm. Cac
két qua thu dugc duge tom tét trong Fig. 1. Chia khoa d& cac trinh tw mAb nhén biét va
céc khang thé tuong (g va cac dap tmg lién két duge quan sat cua hIL-25-MMH lién
két v6i dau do khang Penta-His va cia mAb-1 lién két voi hIL-25-mmbh bi bat gitt dugc

trinh bay trong bang 11.

Bang 11: Cac khang thé nhan biét twong ung voi cac khang thé kiém tra trong thu

nghiém canh tranh chéo da trinh bay trong Fig.1
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Trong Fig. 1, cdc 6 mau x4m nhat v6i phong cht mau den tuong trung cho su tu
canh tranh. Cac khang thé canh tranh theo ca hai hudng, doc lap theo thu tu lién két
duoc tuong trung bang cac 6 mau den c6 phong chix trang. Khong c6 su canh tranh gitra
cac khang thé goi y trong céc quyét dinh khang nguyén lién két riéng biét dugc tugng
trung bang cac 6 mau tring v6i phong chit den. Cac 6 mau xdm dam voi phong chir
tring tuong trung cho cac dap Gmg lién két ctia cac khang thé dbi ching isotyp va chi co

dém.

Vidu nay chira rang, chi c6 mot vai khang thé theo sang ché canh tranh chéo véi
mot hodc nhiéu khang thé khac theo sang ché dé lién két v6i [L-25; trong khi cac khang
thé nhit dinh theo sang ché (vi du, HIM11009N [12]) canh tranh mot it hodc khong
canh tranh v6i khang thé thir nghiém khéc.

Vi du 5: Khang thé khang IL.-25 cén tr¢ IL-25 lién két voi IL-17RB

Kha ndng can trd IL-25 nguoi lién két voi mot trong sb cic thu thé tu nhién cua
nd, IL-17RB nguoi cua khang thé khang IL-25, da dugc do trong thir nghi¢m canh tranh
ELISA sandwich.

Vung ngoai bao cua protein IL-17RB nguoi, biéu hién dudi Fc nguoi ¢ dau C
(hIL17RB-hFc; R&D Systems, #1207-BR), dugc phu 2 pg/mL trén dia microlit 96
giéng trong dém PBS qua dém tai nhi¢t do 4°C. Sau do, cac vi tri lién két khong ddc
hiéu bi tre ché sir dung dung dich BSA 0,5% (trong lugng/thé tich) trong PBS. Nong do
khong doi ctia 2 nM IL-25 ngudi biéu hién dudi myc-myc-hexahistidin tai dau C (hIL-
25-MMH; SEQ ID NO:273) dugc thém vao cac dung dich pha loang hang loat ctia khang
thé sao cho ndng d6 cudi cling cua khang thé nam trong khoang tur 0 dén 200 nM. Hon
hop khéang thé/hIL-25-MMH duoc U trong 1 gio tai nhiét do trong phong (RT) trude khi
chuyén vao dia microlit dd dugc pht hIL-17RB-hFc. Sau khi G mot gio tai nhiét do trong
phong, céac giéng dugc rira, va dia da lién két véi hIL-25-MMH duoc phat hién bang
enzym peroxidaza cu cai ngua lién hgp vo6i khang thé da dong khang myc (Novus
Biologicals, #NB600-341). Cac mAu duoc trién khai véi dung dich TMB dé tao ra phan
rng ¢6 mau va sau do dap tit phan tng bang axit sulfuric 1M trudce khi do do hép thu

tai budc séng 450 nm trén may doc dia Victor X5. Tién hanh phan tich dit liéu sir dung
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mo hinh liéu lugng-dap tng hinh xichma trong phan mém Prism™ (GraphPad). Gia tri
ICso, duoc dinh nghia 1a ndng do khang thé can thiét dé can tré 50% hIL-25-MMH lién
két v6i hIL-17RB-hFc, duoc sir dung nhu mot chi sé vé kha nang can tro. Do hap thu
do tai ndng do khong ddi ctia mét minh hIL-25-MMH dugc xac dinh la can tré 0% va
d6 hép thu dugc do khi khong 6 hIL-25-MMH dugc xac dinh 1a can tré 100%. Phan
trim can tré dugc tinh todn theo ty 1€ gitra viéc giam tin hiéu quan sat dudi su xuat hién
cta khang thé lién quan dén su khic nhau gitta tin hiéu khi chi c6 mét minh hIL-25-
MMH va nén (tin hiéu tr HRP-mot minh khang thé thr hai lién hop) dugce trir di tir can
tr& 100% nhu da xéac dinh trude d6. Gia tri do hap thu cla cac giéng chira ndng do cao
nhat ciia mdi khang thé dugc st dung dé x4c dinh 14 phan tram can trd [on nhat. Cac gia
tri ICso va phan trim can trd [6n nhit cho mdi khang thé thir nghiém dugc trinh bay trong

bang 12.

Bang 12: Khang thé can tr& sy lién két ctia IL-25 vai IL-17RB

% can trd 1on nhat cia 200 nM
Can tré 2 nM hIL-25-MMH ,
, . khang thé can tr¢ 2 nM hIL-25-
Khang thé lién két voi hlL-17RB-hFec, )
MMH lién két vai hlL-17RB-
ICso, (M)
hFc
H4H10900P 2,0E-10(*) 90
H4H10864P 2,6E-10(*) 88
H4H10901P 2,3E-10(*) 91
H4H10861P 2,0E-10(*) 92
H4H10862P 2,4E-10(*) 89
H4H10883P 2,0E-10(*) 93
H4H10903P 2,4E-10(%) 91
H4H10907P 5,5B-10(*) 87
H4H10871P 7,1E-10(*) 92
H4H10897P 3,2E-10(%) 94
H4H10876P 6,5E-10(*) ' &9
H4H10905P 5,3E-10(*) 86
H4H10863P 9,2E-10(*) 87
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H2aM11008N 4,3E-10(*) 98
HIM11009N Khong can tro 20
H4H10906P 1,4E-10(*) &9
H2aM10690N 3,1E-08 70
Khéng thé so sanh 1 | 2,5E-10(*) 90
Pbdi chung isoty

P Khong can tr¢ -31
hlgG4
Péi  chung isoty

P Khong can tro -45
mlgG2a

(*) = cudi Iy thuyét cua thir nghiém bén dudi cua thir nghiém duoc tinh 1a 1,0 NM cho
thir nghiém nay, trong d6 hIL-25MMH dang dime trong dung dich duoc ¢6 dinh tai nong
do 2nM.

Céc khang thé khong c6 tac dong t6i tin hiéu ciia hang s6 hIL-25-MMH hogc lam
giam tin hiéu lién két 25% hogc thap hon duge xac dinh la khong can tr6. Cubi thi
nghiém trén ly thuyét 12 0,5 nM chi ra rang gia tri ICso thap hon khdng tugng trung cho
vi trf lién két khing thé - protein dinh lugng. Vi ly do nay, cac khang thé ¢6 gia tri ICso

nhé hon 0,5 nM duoc ghi lai 1a <5,0E-10 M trong bang 12.

Nhu duge trinh bay trong bang 12, 16 trén 17 khang thé khang IL-25 kiém tra
can trd khong cho 2 nM hIL-25-MMH lién két v&i hIL-17RB-hFc¢, ¢o gia tri ICso tir nho
hon 0,5 nM dén 31 nM va phan trim can trg 16n nhét nim trong khoang tir 70% dén
98%. Khang thé so sanh 1 can tré 90% su lién két ctia 2 nM hIL-25-MMH véi hIL-
17RB-hFc, ¢6 gid tri ICsonho hon 0,5 nM. Mot khang thé, H1M11009N, duoc xéc dinh
12 khong c6 kha nang can trd dudi cac didu kién thir nghiém.

Vi du 6: Khang thé khang I1L.-25 can tré viéc truyén tin hiéu qua trung gian IL-25 trong
céc dong té bao duge thiét ké di truyén biéu hi¢n IL-17RA va IL-17RB

Thir nghiém sinh hoc dugc nghién ctru dé phat hién viéc truyén tin hiéu qua trung
gian té bao IL-15 va dé do pham vi trong d6 cac khang thé khang IL-25 theo sang ché
can trd viéc truyén tin hiéu IL-25 in vitro.

Trong thir nghiém nay, dong té bao HEK 293 duoc tao ra dé biéu hién on dinh
IL-17RA ngudi (céc axit amin 1 dén 866 cia sb dang ky NP_055154.3), IL-17RB (axit
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amin 1 dén 502 ciia s6 dang Iy NP_061195.2), va Actl (axit amin 1 dén 564 ctia sO dang
ky NP_001157753.1), cung v6i thu thé luciferaza [NFxB dap Ging phan (5x)-luciferaza-
IRES-GFP]. Dong té bao on dinh thu duoc, duoc & cap dén ¢ day 1a HEK293/NF«B-
luc/hIL17RA/hIL17RB/hAct], dugc phan 14p va gitr trong DMEM 10% c6 chira 10%
FBS, NEAA, pencillin/streptomyxin, 500 pg/mL G418, 100 pg/mL hygromycin B, va
1 pg/mL puromycin.

Cac té bao duge gieo vao dia 96 giéng v6i mat do 10.000 té bao/ giéng trong
OPTIMEM bb sung v6i 0,1% FBS va sau d6 U tai nhiét do 37°C trong 5% CO; qua dém.
Ngay hom sau, dé xac dinh lidu lugng dap ung cta [L-25, hodc 1a cho IL-25 ngudi biéu
hién dudi myc-myc hexahistidin tai dau C (hIL-25-MMH; SEQ ID NO:273), IL-25 khi
cynomolgus biéu hién dudi myc-myc hexahistidin tai ddu C (MfIL-25-MMH; SEQ ID
NO:274) hoac IL-25 chudt biéu hién dudi myc-myc hexahistidin tai dau C (mIL-25-
MMH; SEQ ID NO:275 dugc pha loang hang loat theo ty 1 1:3 (tu 3 nM dén 0,00001
nM) va thém vao t& bao. Mau ddi chimg c6 chtra dém pha loang nhung khong chura IL-
25 ciing dugc thém vao mot mau té bao. Dé do mirc do tc ché, cac khang thé dugc pha
loang hang loat va dugc thém vao té bao sau khi bo sung cac ndng do khong d6i IL-25
(5pM cho ca hIL-25-MMH, 12pM cho MfIL-25-MMH va 10pM cho mIL-25-MMH).
Viéc pha lodng hang loat khang thé trude khi thém vao té bao theo ty 1€ 1:3 bat dau tir
100 nM va mtc do giam xudng 0,002 nM cong thém mau doi chung chi chira dém ma
khong chua khang thé. Hoat tinh ctia enzym luciferaza dugc do sau khi 0 5,5 gio tai
nhiét do 37°C trong 5% COz sau d6 bd sung chét phan tmg ONE-GLO® (Promega, =
E6051) bang cach str dung may doc dia Victor X (Perkin Elmer). Két qua thu duogc dugce
phan tich sir dung phép hdi quy phi tuyén tinh (4 tham sb logistic) bang phan mém Prism
5 (GraphPad) dé thu duoc cac gia tri ECso va ICso. Két qua thu dugc duge trinh bay
trong bang 13.
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Bang 13: U ché viéc truyén tin hiéu qua trung gian IL-25.

NB=khong trc ché.
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Céc loai IL.25 Nguoi \ Khi ‘ Chudt
ECso [M] 2,9E-12 1,6E-11 \1,9E-11 '8,4}3-12
Hing sd6 IL25 duge st
) 5pM 12pM 10pM

dung trong thir nghiém
Cac khang thé ICso [M] Cso [M] 1Cs0 [M] \ICso [M]

Uc ché tai
H2aM10690N ‘

nong do cao
H4H10861P 6,3E-11
H4H10862P 8 4E-11
H4H10863P 6,9E-10 l3,5E-10 \4,3E-09
H4H10864P 3,6E-11 2,6E-11 \
H4H10871P 32E-10 \ 8,8E-11 ‘6,7E-10
HAH10876P 4,6E-10 ‘ ‘2,1E-10 ‘8,8E-10
H4H10883P 1,4E-10 \ 3,9E-11 \
H4H10897P 4,6E-10 \ 4,0E-10 1,5E-08
H4H10900P 3.1E-11 22E-11 |
H4H10901P 5,6E-11 ) 38E-11 |
H4H10903P 1,4E-10 \ 6,0E-11
H4H10905P 5,1E-10 2,1E-10 6.8E-10
H4H10906P
H4H10907P 2.2E-10
H2aM11008N 1,8E-09

{ic ché tai nong
H1M11009N

dd cao
"Khang thé so sanh 1 7,2E-10
Pbi chung Isotyp 1 NB
Péi ching Isotyp 2 NB NB
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Nhu duoc trinh bay trong bang 13, hIL-25-MMH hoat hoa c6 cac gia tri ECso la
2,9 pM va 16 pM trong hai ngay thtr nghiém khéac nhau, mfIL-25-MMH hoat hoéa c6 gia
tri ECso 12 19 pM; va mIL-25-MMH hoat héa c6 gia tri ECso 1a 8,4 pM.

Lién quan dén viéc trc ché, 15 trén 17 khang thé theo sang ché tic ché hoan toan
kich thich cta té bao HEK293/NF«B-luc/hIL17RA/hIL17RB/hAct] bing 5 pM hIL-25-
MMH c¢6 gia tri [Cso nim trong khoang tir 27 pM dén 1,8 nM, trong khi khang thé so
sanh 1 (¢ ché hoan toan véi gid tri ICso nam trong khoang tir 720 pM va 220 pM trong
hai ngay thr nghiém khac nhau. Hai khang thé thir nghiém la H2aM10690N va
HIMI1009N, trc ché mot phan 5 pM hIL-25-MMH tai ndng do khang thé cao. Toan bd
14 khéng thé duogc thir nghiém theo sang ché déu trc ché hoan toan kich thich ciia té bao
HEK293/NFxB-luc/hIL17RA/hIL17RB/hAct] bang 12 pM MfIL-25-MMH véi gié tri
[Cso ndm trong khoang tir 22 pM dén 400 pM, trong khi khéang thé so sanh 1 e ché hoan
toan v6i gia tri ICso 1a 380pM. 5 trén 6 khang thé duoc thir nghiém theo sdng ché uc ché
hoan toan kich thich cta t& bao HEK293/NF«kB-luc/hIL17RA/hIL17RB/hAct! bang 10
pM mlIL-25-MMH v6i gid tri ICso ndm trong khoang tir 670 pM dén 15 nM, trong khi
khang thé so sanh 1 tc ché hoan toan véi gid tri ICso 1a 610 pM. Cac khéng thé dbi
chung isotyp cling duoc kiém tra va khong thé hién kha niang tc ché trong moi thir

nghiém.

Vi du 7: Céc khang thé khang IL-25 trc ché viéc truyén tin hiéu trung gian té bao IL-25

trong thu nghiém dua trén té bao so cap.

Kha nang trc ché cua céc khang thé khang IL-25 theo sang ché con tiép tuc duoc
danh gia bang cach sir dung thir nghiém trén co s té bao so cép dung cac té bao mau
ngoai vi don nhan (peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) (Xem Rickel et al., The
Journal of Immunology, 2008, vol. 181 (6) pp. 4299-4310).

Céc té bao mau ngoai vi don nhan (PBMC) dugc tinh sach tir mau hoan toan sach
ctia hai ngudi hién mau khac nhau bang cach ly tim gradien mat do. Tom lai, toan bd
K2 EDTA méau dugc pha lodng hai 1an trong RPMI 1640, phén 16p trén Ficoll-Paque
(GE Healthcare, #17-1440-03) va ly tdm trong 20 phut. Hut 16p ¢ gitta cac pha c6 chua
PBMC, chuyén vao mot dng mai va rira hai lan v6i PBS. Cac PBMC da phén 1ap duoc

dua vao binh tam gidc 75 cm? tai ndng do cudi ciing 2 x10° té bao/mL trong RPMI 1640

-71-



29950

bo sung véi FBS 10%, 2mM L-glutamine, 100 U/mL penicillin va 100ng/mL cta
lymphoprotein co chét tuyén uc tai to hop (TSLP; R&D Systems, #1398-TS/CF). Sau
24 gid, thu cac té bao, rira véi RPMI 1640, va dua vao dia 96 giéng co day tron v6i nong
do cudi 1a 3 x105 té bao/mL trong RPMI 1640 bd sung 10% FBS, 2mM L-glutamine,
100 U/mL penicillin, va 100pg/mL streptomyxin. Sau do, cac té bao dugc U véi
50ng/mL TSLP, 10ng/mL IL-2 ngudi (IL-2; R&D Systems, #202-IL/CF), 1nM IL-25
ngudi biéu hién dudi myc-myc-hexahistidin tai dau C (hIL-25-MMH; SEQ ID:273) va
pha loang lién tiép céc khang thé tir 200 nM dén 48,8 pM tai thé tich cubi 1a 200pL trén
mdi giéng. Mdi miu dugce kiém tra ba 1dn. Khi c6 mat khang thé, ching duge thém vao

té bao 30 phut sau khi 0 trude vai [L-25.

Sau do, cac té bao duge U trong 72 gid tai nhiét do 37°C trong ti nudi cly dugc
lam 4m v6i 5% CO2. Sau d6, do ndng do IL-5 trong dich ndi nudi cdy bang cach sir dung
thir nghiém ELISA c¢6 san trén thi truong (R&D Systems, #DY205). Déi voi tha nghiém
ELISA, dia 96 giéng co day phang duogc pht khang thé bat, theo nhu hudng dan cua nha
san xuit. Sau khi rtra va @e ché, 100pL dich ndi nudi cdy khong pha lodng duge thém
vao cac dia va U trong 2 gid. Sau d6, tién hanh rira va phét hién theo nhu hudng dan cua

nha san xut. Cac két qua thu duoc duge tom tit trong bang 14 va 15.

Bang 14: hIL-25-MMH lam giai phong IL-5 tu té bao mau ngoai vi don nhan PBMC

nguoi

[ML-25- |IL-5 giai phong tir nguoi hién|IL-5 giai phéng tir ngudi hién

MMH] 727058-059 (ng/mL) 727060 (ng/mL)
Gid tri trung

(M) binh Do 1&ch chuan | Gia tri trung binh | D léch chuin

1E-09 0,071 0,021 0,599 0,088

0 0,014 0,007 0,083 0,022

Bang 15: Viéc e ché hIL-25-MMH lam giai phong IL-5 tir t& bao mau ngoai vi don
nhan PMBC ngudi boi khang thé khang TL-25
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Gia tri ICso cua khang thé @rc | Gia tri ICso clia khang thé tic
Khang thé ché giai phéng IL-5 tir nguoi | ché giai phong IL-5 tir nguoi
hién #727058-059 (M) hién #727060 (M)
H4H10900P 3,921E-11 5,781e-010
H4H10864P 1,149E-09 6,771e-010
H4H10871P 1,178E-10 6,363e-010
H4H10876P 1,720E-10 1,296e-010
Khang thé so sanh 1 | 5,685E-09 1,590e-008

Nhu dugc trinh bay trong bang 14, IL-25-MMH nguoi tai nong do 1nM, dudi su
c6 mit TSLP va IL-2, gay ra hién tugng giai phong 0,07 1ng/mL IL-5 tor PBMC tong s6
ngudi thu duoc tir nguoi hién #727058-059 va 0,599ng/mL IL-5 tir PBMC tong s6 ngudi
thu dugc tir nguoi hién #727060.

Nhu dugc trinh bay trong bang 15, toan bd 4 khang thé khang IL-25 duoc kiém
tra Grc ché su giai phong IL-5 tir PBMC gay ra béi 1nM hIL-25-MMH, ¢6 céc gia tri
ICso nam trong khoang tir 39,2pM dén 1,149nM dbi véi ngudi hién #727058-059, c6
céc gid tri ICso nam trong khoang tir 129,6pM dén 677,1pM dbi v6i nguoi hién#727060.
Khang thé so sanh 1 we ché viée giai phong IL-5 ¢6 gia trj ICso 1a 5,685nM dbi v6i ngudi
hién #727058-059, va gia tri ICso 1 15,9nM dbi v6i nguoi hién #727060.

Vi du nay xac nhén ring cac khing thé khang IL-25 theo sang ché c6 kha ning
tic ché viée truyén tin hiéu IL-25 trong cac té bao ¢6 mirc do 1on hon so voi khang thé

khang IL-25 so sanh.

Vi du 8: Su phan phéi thiiy dong hoc IL-25 cia ADN (HDD) tao ra bach cau i toan
phdi, di san té bao hinh dai va tang ndng do IgE huyét thanh dé nghién ctru hiéu luc cta
cac mAb in vivo

IL-25 ngudi duoc biéu hién qua mic & chudt kiéu dai (wild type (WT)) bdi phan
phéi thity dong hoc cia ADN (HDD). Déi vé6i thir nghiém HDD, chudt kiéu dai duoc

tiém hodc 25 pg mdt plasmid biéu hién toan bd phén tr IL-25 nguodi (xem
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NM_ 022789.3; hIL-25 va SEQ ID NO: 277 (ADN) va SEQ ID NO: 278 (Protein)) hoac
duoc tiém 25 pg mot plasmid tuong tu khong c6 trinh t ma hoa (vector rong). Liy mot
it chudt da tiém plasmid hIL-25 dem tiém dudi da v6i hodc khang thé IL-25 hodc mot
lidu thich hop ctia khang thé d6i chung isotyp ba ngay trudc khi tiém HDD, vao ngay
tiém HDD va vao ngay thr 2 va 4 sau tiém HDD. Chu6t bi chét sau 7 ngay tiem HDD,
thu ldy mau va phdi ciia chudt. Nong do IgE huyét thanh duoc dinh luong bang ELISA;
danh gia bach cdu 4i toan phoi duge bang cach phan lap cac té bao tham nhiém phdi sau
khi x1r Iy vgi enzyme collagenaza va phan tich té bao theo dong chay; va danh gai di san
té bao hinh dai bang cach dinh lugng céc phan phdi duoc nhuom bang axit periodic

Schiff (PAS).

Liéu luong thir nghiém va quy trinh xt ly dbi v6i cac nhom chudt duoc trinh bay

trong bang 16A va 16B.

Bang 16A: Nghién ctru 1

Nhém| Chudt n CAu truc Khéng thé Liéu lugng mAb
1 | Kiéu dai 3 Vecto rong Khong c6
2 | Kiéu dai 5 hIL-25 Péi chung Isotyp| 25 mg/kg
, H4H10871P
3 Kiéu dai 5 hIT-25 25 mg/kg
khang IL-25
, H4H10900P
4 Kicu dai 5 hIL-25 25 mg/kg
khang I1.-25

Bang 16B: Nghién ctru 2

Nhom | Chuot n CAu trac Khang thé Liéu mAb
1 Kiéu dai 5 Vecto rong Khéng co
2 Kiéudai | 4 hIL-25 Khong co
. H4H10871P
icu dai 5 hIL-25 5 I
3 Kiéu dai IL Khang IL-25 mg/kg
. H4H10871P
4 ieu dai 5 hIL-2 25 mg/l
Kicu dat : khang 1125 merke

Po nong do IgE trong hé tuan hoan
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C4c mAu mau dugc thu tir mdi chudt thong qua 10 thing & cudi tim str dung kim
tiém 27G"2 Iml TB (BD, #309306) va méu thu dugc duoc dua vao trong dng tach huyét
thanh BD Microtainer® (BD, #365956). Sau khi ly tdm, thu 14y huyét thanh va sau do

chuyén sang cac ong mdi.

Dé x4c dinh ndng do IgE tong sd trong cac mau huyét thanh, bo ELISA OPTEIA
sandwich (BD, #555248) dugc st dung theo nhu hudéng dAn cltia nha san xudt cung vai
chat phan tmg BD OPTEIA B (BD, #550534). Tom lai, cdc mau huyét thanh duoc pha
lodng trong chat pha lodng va dugc dua vao trong dia 96 giéng da duoc pht khang thé
bit khang IgE. IgE chudt da tinh sach, dugc cung cip boi nha san xuét, dugc st dung
nhu mot chudn tham chiéu. Sau khi rira, dia lién két voi IgE tong s6 duge phat hién bang
cach sir dung mot khéng thé khang IgE chudt duge biotin hoa sau khi bd sung lién hop
streptavidin-peroxidaza cu cai ngua. Sau do b6 sung thém vao chét nhiém sdc 3,37,5.5°-
tetramethylbenzidin dé tao ra phan tng tao mau va trung hoa voi axit sulfuric 1M trude
khi do d6 hip thu tai budc séng 450 nm bing dau doc dia Molecular Devices
SpectraMax MS. Tién hanh phan tich dit lidu st dung phan mém Prism™ (GraphPad).
Gia tri trung binh cua ndng do IgE trong hé tuan hoan ctia mdi nhom thi nghiém dugc
trinh bay dudi dang ng/mL + d6 l&ch chuan (d9 léch chuan (SD)), nhu duge trinh bay
trong bang 18 va 19.

Thu hoach phdi dé tién hanh phan tich sy thAm nhiém vao té bao phoi

Sau khi htt hét mau, 14y thuy dudi ctia phdi bén phai ra khéi co thé chudt, cit
thanh céc khdi c6 kich thuée khoang 2 dén 3 mm, va dit vao mot éng nghiém c6 chua
20 pg/mL dung dich enzym ADNaza (Roche, #10104159001) va 0,7 U/mL enzym
Liberaza TH (Roche, #05401151001) dugc pha lodng trong dung dich mudi can bang
ctia Hank (Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS)) (Gibco, #14025), la dung dich dugc
0 trong bé nudc & nhiét do 37°C trong thoi gian 20 phut va dugc lic sau mdi 5 phut. Két
thic phan img bang cach bd sung thém axit ethylenediaminetetraacetic (Gibco, #15575)
tai nong d6 cudi 10mM. Sau d6, mdi phoi bi phan tach ra biang cach sir dung chét phan
ly nhe MACS ® (Miltenyi Biotec, #130-095-937) va sau d6 loc qua mang 70 pum va ly
tam. Céc hat ph6i nhé thu duoc tao huyén phu lai trong 1 mL dém ly giai té bao mau do

1X (Sigma, #R7757) dé loai bd té bao mau d6. Sau khi i 3 phut tai nhiét d trong phong,
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b6 sung thém 3 mL dung dich DMEM 1X dé khir hoat tinh ciia dung dich dém ly giai €
bao mau do. Sau d6 dem ly tAm huyén phu té bao, va cac hat t& bao nhd thu dugce lai
duoc tao huyén phu trong 5 mL dém MACS (autoMACS Running Buffer; Miltenyi
Biotec, #130-091-221). Cac mau da tao huyén phu dugc loc qua mang loc 70 pm va
1x106 té bao mbi giéng duge dat vao dia 96 giéng c6 ddy hinh chit V. Céc té bao sau do
dugc ly tAm va céac hat té bao nhé thu duoc duoc rira trong PBS 1X. Sau khi ly tim lan
thr hai, cac hat té bao nho lai dugce tao huyén phu trong 100pL nhudém té bao chét trong
subt ¢d dinh LIVE/DEAD® (Fixable Aqua Dead Cell Stain) (Life Technologies,
#1.34957) dugc pha lodng theo ty 1¢ 1:1000 trong PBS 1X dé xac dinh kha nang song
sot cua té bao va u trong 20 phut trong bong t8i tai nhiét do trong phong. Sau khi rira
mét lan voi PBS 1X, céc té bao duoc G trong dung dich dém MACS c6 chua 10ug/mL
CD16/CD32 Fc¢ khang chudt nha cta chudt nhat da tinh sach, (Clone: 2.4G2; BD
Biosciences, #553142) trong 10 phut tai nhiét do 4°C. Cac té bao duoc rira mot lan nita
va sau d6 duogc G trong hdn hop khing thé thich hop (duoc trinh bay trong bang 17)
duoc pha lodng trong dém MACS trong 30 phut trong bong tdi tai nhiét do 4°C. Sau khi
0 khang thé, cac té bao duoc rira hai lan trong dém MACS, tao huyén pht lai trong BD
cytofix (BD Biosciences, #554655) va sau d6 u trong 15 phut trong bong tbi tai nhiét do
4°C. Céc té bao sau d6 duoc rira, tao huyén phu lai trong dém MACS, va sau d6 chuyén
vao cac éng BD FACS (BD Biosciences, #352235) dé phan tich bach cu 4i toan bang
phuong phap phén tich té bao theo dong chay.

Cac bach cAu i toan duoc xdc dinh l1a séng, CD45%, GR1", CD11c", SiglecF".
Céc sb lidu dugc trinh bay theo tan suAt xuit hién ctia cac bach cau 4i toan trong quan
thé t& bao mién dich (% ctia CD45+ té bao = do léch chuan) nhu dugc trinh bay trong

bang 20 va 21.

Bang 17: Céc khang thé dugc st dung phan tich phan tich té bao theo dong chay

-76-



29950

] Chat phat huynh ) , Ty 1& pha
Khéang thé Nha san xuat S6 danh muc ,
quang loang cudi
CDllIc 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-1) APC-eFluor780 | eBiosciences 47-5931-82 1/200

Thu hoach phdi dé tién hanh phan tich di san té bao hinh dai

Sau khi hut hét mau, 1y phoi trai ra khoi co thé chudt va dit vao trong cac 6ng
c6 chia 5mL dung dich paraformaldehyt 4% (trong luong/thé tich) (Boston
Bioproducts, #BM-155) trong nudc mudi dém phosphate 1X va dé & nhiét do trong
phong trong it nhit 24 gid. Sau do, cac mau phéi duoc thim kho va dugce chuyén sang
cac Ong chira etanol 70%. Cac mau duoc gui toi Histoserv, Inc (Germantown, MD) dé

nhung paraffin, phan doan va nhum axit periodic Schiff (PAS).

Hinh &nh cta cac phan phoi da nhudm PAS dugc chup bang kinh hién vi Zeiss
Axio Imager A2 (vat kinh 40X). Céac té bao nhudm duong tinh véi PAS duge xéac dinh
Ia c4c té bao hinh dai va duoc dém trong phan cé chiéu dai tir 1 dén 2 mm trong biéu
md ctia phé quan chinh. S6 lwong céc té bao hinh dai duge bidu hién twong Gng véi tong
s6 té bao trong phan dugc phan tich cua té bao biéu mo. SO lidu duge trinh bay dudi
dang tin suét xut hién ctia t€ bao hinh dai +do 1éch chuan nhu duoc trinh bay trong

bang 22.

Bang 18: Nong do IgE chudt tong sb trong hé tuan hoan tir nghién ctru 1.

Gia tri trung binh cua
, . |Liéul dbng do IgE t g
Nhom | Chudt | Chu tric Khing the | v luong| nong d IgE trong he
mAb tuan hoan (ng/mL +do
1éch chuan)
1 [Kiéu dai| Vecto rong Khong c6 311 +200
2 [Kiéudai| hIL-25 |Ddiching Isotyp | 25 mg/kg 3417 £1627
3 [Kiéudai| hIL-25 H4H10871P | 25 mg/kg 333 +125
4 [Kiéudai| hIL-25 H4H10900P | 25 mg/kg 1240 +2233
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Bang 19: Nong do cta IgE chudt tong sd trong hé tudn hoan tir nghién ciru 2

. Gié tri trung binh ctia ndn
. .| Liéu luong .
Nhom | Chuot Cau tric Khéang thé Ab do IgE trong hé tuan hoan
m : ,
(ng/mL £d¢ léch chuan)

1 [Kiéu dai| Vecto rdng Khong ¢é 93 £71

2 [Kiéudai| hIL-25 Khong ¢6 1186 £1370 **

3 |Kiéudai| hIL-25 H4H10871P | 5 mg/kg 190 +99

4 |Kiéu dai| hIL-25 H4H10871P | 25 mg/kg 118 £26

Chi ra duoc ¥ nghia théng ké so v6i nhom vecto rong duoc xac dinh bang thir nghiém

Kruskal-Wallis vi so sanh nhiéu 1an sau thir nghiém ctia Dunn (** p<0,001).

Bang 20: Tan suat xuét hién bach cau 4i toan phdi tir nghién ctru 1

Téan xuét xuét hién bach|
Nhom| Chuot | Céu tric Khang thé Licu lwgng cau & toan tfung binh
mAb (%CD45+ teé bao £do
1éch chuén)
1 | Kiéu dai | Vecto rdng Khéng c6 1,47 +0,16
2 | Kiéudai | hIL-25 |Déichung Isotype| 25 mg/kg 17.20 £2.39
3 | Kiéudai | hIL-25 H4H10871P 25 mg/kg 1,03 £0,16 **
4 | Kiéudai| hIL-25 H4H10900P 25 mg/kg 1,36 £0,19

Chi ra dugc ¥ nghia thdng ké so v6i nhom vecto rdng duge xac dinh bang thir nghiém

Kruskal-Wallis v&i so sanh nhiéu Ian sau thir nghiém ctia Dunn (** p<0,001).

Bang 21: Tan suét xuat hién bach cau 4i toan phoi tir nghién ciru 2

Tan xudt xuét hién bach
) , Liéu lugng | cdu 4i toan trung binh
Nhém | Chudt Cau truc Khang thé )
mAb (%CD45+ t& bao +do
1éch chuén)
1 [Kiéu dai| Vecto rong Khong c6 6,35 +1,46
2 [Kiéudai] hIL-25 Khéng c6 32,29 +£18.35
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3 [Kiéudai| hIL-25 H4H10871P 5 mg/kg 4,46 +1,66 *

4 |Kiéudai| hIL-25 H4H10871P 25 mg/kg 5,23 £2,13

Chi ra duoc ¥ nghia thdng ké so v6i nhom vecto rong dugce xéac dinh bang thtr nghiém

Kruskal-Wallis v6i so sanh nhiéu 14n sau thtr nghiém ctia Dunn (** p<0,001).

Bang 22: Tan suét xudt hién di san té bao hinh dai tir nghién ctru 2

Téan xudt xuét hién di san té
Nhém| Chudt n Construct  |Khang thé bé}O hir,1h dar trung biﬁnh (e
tong te bao trong biéu mo
+d6 1éch chuén)
1 |Kiéudai| Vectoréng | Khong co 1,15 +1,67
2 |Kiéudai| hIL-25 Khong c6 59,63 39,74
3 |Kiéudai| hIL-25 H4H10871P | 5 mg/kg 1,71 £1,93
4 |Kiéudai| hIL-25 H4H10871P |25 mg/kg 6,90 +11,55

Chuot kiéu dai biéu hién qua mirc IL-25 ngudi bai HDD ching minh néng do
IgE trong hé tuan hoan ting 1én (3417+1627 ng/mL d6i véi nghién ciu 1 va 1186 £1370
ng/mL déi v6i nghién ctru 2) so v6i véi chuot kiéu dai dugce chuyén vecto rdng bang
HDD (311 +200 ng/mL dbi v&i nghién ciru 1 va 1186 £1370 ng/mL ddi véi nghién ctu
2). Nbng do cua IgE trong hé tudn hoan bi giam di trong mdi nghién ctru khi chudt biéu
hién qua mire IL-25 ngudi bang HDD dugc xir 1y v6i khang thé TL-25, nhu duoc trinh
bay trong bang 18 va 19. Chudt kidu dai biéu hién qua mirc IL-25 ngudi bang HDD
chimg minh xu huéng hudng t6i ting tan s6 xuat hién bach cau ai toan phdi (17,20
+2,39% dbi voi nghién ciru 1 va 32,29 £18,35% dbi v6i nghién ciru 2) so véi chudt kiéu
dai dugc chuyén vecto rdng bang HDD (1,47 + 0,16% dbi v6i nghién ctu 1 va 6,35 +
1,46% ddi v6i nghién cru 2). Tan sudt xuét hién bach cau 4i toan phoi bi giam di trong
mdi nghién ctru khi chudt biéu hién qua muc IL-25 nguoi bang HDD duoc xir Iy véi
khang thé IL-25 nhu duge trinh bay trong bang 20 va 21. Chudt kiéu dai biéu hién qua
mtte IL-25 ngudi bing HDD chimg minh xu huéng huéng t6i ting di san té bao hinh
dai (59,63 + 39,74 ddi vai nghién ciru 2) so v6i chudt kiéu dai duge chuyén vecto rong
bang HDD (1,15 + 1,67 dbi v6i nghién ctru 2). Tan sb xuét hién di san t€ bao hinh dai

trong nghién ctru 2 gidm di khi chudt biéu hién qua muc IL-25 nguoi bang HDD dugc
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xtr Iy v6i khang thé IL-25 nhu dugc trinh bay trong bang 22.

Vi du 9: Di (mg mat bui nha man tinh (HDM) gdy ra viém phoi & chudt kicu dai (WT)
va chudt IL-25 KO

Pé xac dinh vai trd ctia IL-25 trong mé hinh in vivo lién quan, mot nghién ctru
vé chung di ing mat bui nha man tinh (HDM)-gay ra viém phoi duoc tién hanh & ca

chudt kiéu dai (WT) va chudt da dong hop tir dé loai bé IL-25 chudt (chudt IL-25 KO).

Chudt IL-25 KO va chudt kiéu dai duogc tiém theo duong miii hodc 50ug chiét
xuét mat bui nha (HDM; Greer, #XPB70D3A2.5) dugc pha lodng trong 20uL. dung dich
mudi dém phosphat (PBS) 1X hogc 20uL PBS 1X 5 ngay 1 tudn, lién tuc trong 12 tuan.
T4t ca cac chudt déu chét vao ngay ddu tién ctia tuan thir 13 clia nghién ctu va phdi cia
chung duoc thu lai. Liéu luong thir nghiém va quy trinh xir ly d6i véi cac nhom chudt

duogc trinh bay trong bang 23.

Bang 23: Liéu lugng thir nghiém va quy trinh xir 1y d6i v6i cac nhom chudt

Thoi gian tién hanh
Nhom |Chuot n Tiém theo duong miii
tiém theo duong miii
1 Kiéu dai 3 PBS 1X (nudc mudi) 12 tudn
2 Kiéu dai 4 50ug HDM trong 20pL PBS 1X |12 tuan
3 [L-25KO U4 PBS 1X (nuéc mudi) 12 tudn
4 [L-25KO 5 50ug HDM in 20pL PBS 1X |12 tuan

Thu hoach phéi dé tién hanh phan tich su thAm nhiém qua té bao phoi

Sau khi hat hét mau, 14y thiy dudi cia phdi phai ra khoi co thé chudt, cat thanh
cac khdi ¢6 kich thude tir 2 dén 3 mm, va dat chung vao cac 6ng nghiém co chira 20
ng/mL dung dich enzym ADNaza (Roche, #10104159001) va 0,7 U/mL enzym Liberaza
TH (Roche, #05401151001) dugc pha loang trong dung dich mudi can bang cua Hank
(HBSS) (Gibco, #14025), 1a dung dich dugc u trong bé nudc tai nhiét do 37°C trong thoi
gian 20 phut va dugce dao ngugce sau mdi S phut. Két thuc phan mg bang cach bo sung
thém axit ethylenediaminetetraacetic (Gibco, #15575) tai ndng do cudi 10mM. Mbi phoi
sau do dugc phan tach bang cach st dung chét phan ly nhe MACS ® (Miltenyi Biotec,
#130-095-937) va sau khi loc qua mang 70 um va ly tdm. Céc hat phdi nhé thu dugc tao
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huyén phu lai trong 1 mL dung dich dém ly giai té bao mau do 1X (Sigma, #R7757) dé
loai bé té bao mau d6. Sau khi t 3 phut tai nhiét do trong phong, bd sung thém 3 mL
dung dich DMEM 1X dé khir hoat tinh cua dung dich dém ly giai té bao mau dé. Sau d6
dem ly tdm huyén phu té bao, va cac hat té bao nhoé thu duoc lai duoc tao huyén phu
trong 5 mL dung dich dém MACS (autoMACS Running Buffer; Miltenyi Biotec, #130-
091-221). Cac méu da tao huyén phu dugc loc qua mang loc 70 pm va 1x106 té bao mdi
giéng duoc dat vao dia 96 giéng c6 day hinh chit V. Cac té bao duoc ly tim va cic hat
t& bao nhé duge rira trong PBS 1X. Sau khi ly tAm lan thr hai, cc hat t& bao nho lai
dugc tao huyén phu trong 100uL dung dich nhudm té bao chét trong sudt c¢d dinh
LIVE/DEAD® (Fixable Aqua Dead Cell Stain) (Life Technologies, #1.34957) duoc pha
loang theo ty 1€ 1:1000 trong PBS 1X dé xac dinh kha ning séng sot cia té bao va
trong 20 phut tai nhiét do trong phong trong khi duoc bao vé khoi anh sang. Sau khi rira
mdt 1an trong PBS 1X, cac té bao duge G trong dung dich dém MACS ¢6 chira 10pg/mL
chét can tré Fc CD16/CD32 khéng chudt nha ctia chudt nhat da tinh sach, (Clone: 2.4G2;
BD Biosciences, #553142) trong 10 phut tai nhiét do 4°C. Cac té bao duoc rira mot lan
nita va sau do duoc 0 trong hdn hop khang thé thich hop (duoc trinh bay trong bang 17)
dugc pha loang trong dém MACS trong 30 phut trong bong td1 tai nhiét d6 4°C. Sau khi
0 khang thé, cac té bao duoc rira hai lan bang dém MACS, tao huyén phu lai trong BD
cytofix (BD Biosciences, #554655) va sau d6 u trong 15 phut trong bong t6i tai nhiét do
4°C. Céc té bao sau d6 duoc rira, tao huyén pht lai trong dém MACS, va sau d6 chuyén
t6i cac dng BD FACS (BD Biosciences, #352235) dé phan tich cac bach cdu trung tinh
va céc té bao lympho bang phuong phap phan tich té bao theo dong chay.

Céc bach cdu trung tinh duoc xéc dinh 1a séng, CD45", F4/807, Ly6G*, Ly6C™.
S6 liéu cua bach ciu trung tinh dugc trinh bay duéi dang tAn sb xudt hién cta céc té bao
con séng duoc phén tich (tin s6 té bao sdng sot, = do 1éch chuan) nhu duge trinh bay
trong bang 25. Céc té bao T CD4 va CD8 duoc xac dinh 1an Iuot 1a séng, SSC, FSCLe,
CD45%,CD19, CD3*, CD8", CD4" va Live, SSC', FSC, CD45*, CD19-, CD3", CD8",
CD4". S6 liéu clia cac té bao T CD4 va CD8 duoc trinh bay dudi dang tan s6 xuét hién
ctia céc té bao CD4 tuong tng vai tin sd xudt hién ctia cic té bao CD8 (ty 1é CD4/CDS,
+ d0 léch chuén) nhu dugce trinh bay trong bang 25. Cac té bao CD4 hoat héa dugc xac
dinh 1a cac té bao con séng, CD45*, SSC°, FSC°, CD3", CD19, CD4", CD§", va
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CD69*. Céc té bao CDS hoat hoa duge xac dinh 1a cac t& bao con séng, CD45%, SSC°,
FSCle, CD3*, CD19-, CD4*, CD8", va CD69*. S6 lidu cuia cac té bao hoat hoa duoc trinh
bay duéi dang tan s& ctia cac té bao hoat hoa (CD69™) trong quan thé bd me (tan s6 xuat

hién cta cac té bao CD4 hodc CDS, + do léch chudn) nhu duoc trinh bay trong bang 25.

Bang 24: Cac khang thé dugc st dung cho phén tich phan tich té bao theo dong chay

Khang thé Chat phat Nha san xuat Sé phan loai Ty,lé pha lofing
huynh quang cudi

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-

N APC-eFluor780 | eBiosciences 47-5931-82 | 1/200
CD3 PE-Cy7 BD Biosciences | 552774 1/200
CDI19 eFluor 450 eBiosciences 48-0193-82 | 1/200
CD4 APC-H7 BD Biosciences | 560181 1/200
CD8 APC eBiosciences 17-0081-82 | 1/200
CD69 PE eBiosciences 12-0691-82 | 1/200

Thu hoach phdi dé tién hanh phan tich cytokin

Sau khi hat hét mau, 1dy cac thuy phoi gitta va cubi cua phdi phai ra khéi co thé
chudt va dat vao trong cac dng c6 chira dung dich chét phan tung chiét xuit protein mo
(thude thir T-PER 1X; Pierce, #78510) dugc bd sung dung dich hon hop thude chat trc
ché Proteaza Halt 1X (Pierce, #78430). Tt ca cac budc tiép theo duoc thuc hién trén
da. Thé tich cua thudc thr T-PER (c6 chira dung dich hén hop thudc chat uc ché
proteaza) dugc diéu chinh trong mdi mau theo ty 16 md trén T-PER 1a 1:7.5 (trong
luong/thé tich). Cac mau phdi dugc dong nhit hoa bang tay trong cac 6ng, sir dung cdi
xay dung mot 1an (Argos Technologies, cat P9950-901). Dich thiy phan thu dugc dugc
ly tim thanh cac manh vun. Dich ndi ¢6 chira chiét xuat protein hoa tan dugc chuyén
vao cac 6ng méi va bao quan & nhiét do 4°C cho dén khi thuc hién cac phan tich tiép

theo.
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Po ham luong protein tong s6 trong chiét xuét protein phoi bang cach sir dung
cac thir nghiém Bradford. Déi v6i thir nghiém nay, 10pL mau chiét da pha lodng duoc
dit vao cac dia 96 giéng chia lam hai va tron v6i 200uL thube nhuém 1X (Biorad, #500-
0006). Pha loang hang loat albumin huyét thanh bo (Sigma, #A7979), bit dau tai nng
do 700pg/mL trong thude thir T-Per 1X duge st dung lam tiéu chudn dé xac dinh nong
do protein chiét xuit. Sau khi 0 trong 5 phut tai nhiét d§ trong phong, do do hép thu tai
bude song 595 nm bing may doc dia Molecular Devices SpectraMax M5. Tién hanh
phén tich dit liéu dé x4c dinh ham luong protein tong sb bang phan mém GraphPad

Prism™.

Nong dd xytokin trong chiét xuét protein phdi dugc do bang cach sir dung bo thur
nghiém mién dich nhidu thanh phan Proinflammatory Panel 1 (chudt) (MesoScale
Discovery, # K15048D), theo nhu huéng dan cua nha san xuét. Tom lai, 50 pl/giéng
ctia b dinh chuén va mau (duoc pha lodng trong chat pha lodng 41) dugc thém vao cac
dia da phd so by voi cac khang thé bat va vira 0 trong nhiét do phong vira lic tai van tbe
700 rpm trong 2 tiéng. Sau dé, cac dia duoc rira 3 lan bang PBS 1X c6 chira Tween-20
0,05% (trong lwong/thé tich), sau do la bd sung thém 25uL dung dich khang thé phat
hién dugc pha lodng bang chat pha lodng 45. Sau 2 gid vira U tai nhiét do phong vira lac,
cac dia duoc rira 3 1an, bd sung thém 150 pL dém doc 2X vao mdi giéng. Pién phat
quang hoa hoc ngay 1ap tirc dugce do bang thiét bi MSD Spector®. Tién hanh phan tich

dir liéu bang phan mém GraphPad Prism™.

M3&i ndng do xytokin trong chiét xudt protein tong so phéi do duge chuan héa
thanh ham luong protein tong sd trong chiét xudt do dugc bang thir nghiém Bradford,
va duoc trinh bay dudi dang pg ctia xytokin trén mdi mg cua protein phdi tong so

((pg/mg protein phdi, £ do léch chuén SD) nhu dugc trinh bay trong bang 26.

Bang 25: Tan s xudt hién xam nhiém té bao phdi duoc xac dinh bang phuong phap

phan tich té bao theo dong chay.

Thn s6 xuét hién |TY 18 CD4/CD8|  Tidn s6 xuat |Tén s6 xuat hién
Nhom thi ) . _ , . .
hi bach cau trung trung binh | hign té bao T |t€ bao cua té bao
nghiém
e tinh trung binh (£d6 léch | CD4+hoathéa| T CD8+ hoat
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(% té bao séng chuan) trung binh | hoa trung binh
s6t, +d0 léch (% té bao T (% tébao T
chuin) CD4, + do léch| CD8, + do léch
chuén) chuén)
Nude mudi kiéu 10,74 £0,75
6,57 £1,27 ** | 1,00£0,07 ** 3,01 £1,24 **
HDM Kiéu dai | 13,53 +2,63 3,80 +1,63 | 57,10+4.03 | 26,18 13,16
Nude mudi [L-25 10,16 +2,14
5,98 £0,26 ** | 1,33 +0,21 ** 5,51 6,00 **
38,65 £11,06
HDM IL-25 KO| 6,89 +£2,68 ** | 2,02+0,48 * .. 6,37 +3,10 **

Chi ra duoc y nghia théng ké so voi nhom HDM kiéu dai duge xdc dinh bang ANOVA

hai yéu t6 cung vdi so sanh nhiéu lan sau thir nghiém ctia Tukey (** p<0.001; ***

p<0,0001).

Béang 26: Nong do xytokin trong chiét xuat protein phoi

Nhom thtr nghiém

Gia tri trung binh [IL-1p] trong
chiét xudt protein phdi (pg/mg

protein phdi) = d6 1éch chudn

Gia tri trung binh [TNFa] trong
chiét xuét protein phdi (pg/mg

protein phoi) £ do léch chuan

Nude mudi kiéu dai 0,24 +£0,11 ** 0,76 +£0,22 ***
HDM kiéu dai 138,70 70,17 11,42 £2.60
Nudc mudi IL-25
0,49 0,42 ** 0,78 +0,14 ***
KO
HDM IL-25 KO 21,69 £17,90 ** 5,01 £2,94 **

Chi ra duge y nghia théng ké so v6i nhém HDM kiéu dai duoc xac dinh bing ANOVA

hai yéu td cling v6i so sanh nhiéu lan sau tht nghiém ctia Tukey (** p<0.001; ***

p<0,0001).
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Nhu duge trinh bay trong bang 25, phoi nhiém thoi gian dai hodc phoi nhiém lap
di lap lai véi HDM ¢ chudt kiéu dai lam tang déng ké bach cdu trung tinh phoi so véi
chuot kiéu dai chi phot nhiém véi PBS. Thir nghiém HDM mén tinh trong chuft kiéu
dai cling lam thay ddi su can bang cua céac té bao T CD4 va CDS, cling nhu ting tAn suat
xuét hién ctia céc té bao T CD4 va CD8 hoat hoa. Viéc ting bach cau trung tinh phéi va
céc dic tinh khac cta su viém nhidm té bao phoi gy ra béi thir nghiém HMD man tinh,

bi giam dang ké & chudt IL-25KO0 so véi chuot kiéu dai.

Phoi nhiém thoi gian dai véi HDM lam tang dang ké nong do cta xytokin tién
viém nhiém nhu IL-1p va TNFa trong phdi ctia chudt kiéu dai so v6i chudt kiéu dai chi
phoi nhiém v6i mot minh PBS. Nguoc lai, phoi nhiém mén tinh & chuot IL-25KO0 véi
HDM khéng lam tang déng ké ndng do ctia hai xytokin da néu trong phdi nhu duge trinh

bay trong bang 26.

To6m lai, phoi nhim maén tinh véi HDM gay ra céc triéu chiing viém nhiém phoi
& chuot kiéu dai, viém nhiém nay khong xuét hién & phoi cta chudt IL-25KO thuc hién

cung mdt thu nghiém.

Sang ché ciing khong bi gi6i han bdi pham vi cia cac phuong an cu thé duoc
miéu ta & day. Trén thuc té, nhiing bién thé khac nhau ctia séng ché ngoai nh&ﬁg thu
dugc mo ta ¢ day s€ trd nén rd rang hon v§i nhitng nguoi ¢ hiéu biét trung binh trong
linh vuc k¥ thudt tor nhitng mo ta trude va cac hinh vé€ kém theo. Nhitng bién thé nay

duge du dinh ndm trong pham vi ctia phan yéu cau bao ho dudi day.
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YEU CAU BAO HO
1. Khang thé dugc phan lap hodc manh lién két v6i khang nguyén cua né ma lién
két dac hiéu véi interleukin-25 (IL-25) ngudi, trong d6 khang thé hoic manh lién két

khang nguyén cua n6 chtra

ba vung xéc dinh bo tro chudi ning (HCDR) nam trong ving bién dbi chudi nang
(HCVR) chra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 114 va hodc
ba ving xac dinh bo trg chudi nhe (LCDR) nim trong vung bién doi chudi nhe

(LCVR) chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 122.

2. Khang thé duoc phan lap hoic manh lién két khang nguyén theo diém 1, trong
d6 khang thé hodc manh lién két khang nguyén cia né lién két véi [L-25 nguoi voi gia
tri Kp nhé hon khoang 100pM nhu dugc xac dinh bang cong hudng plasmon bé mit tai

nhiét do 25°C hodc 37°C.

3. Khang thé dugc phan lap hodc manh lién két khang nguyén theo diém 2, trong
do khang thé hodc manh lién két khang nguyén ciia n6 lién két v6i IL-25 ngudi v6i gid
tri Kp nho hon khoang 60 pM nhu dugc x4c dinh bing cong hudng plasmon bé mit tai

nhiét d6 25°C hogc 37°C.

4. Khang thé duoc phan lap hodc manh lién két khang nguyén theo diém 3, trong
d6 khang thé hodc manh lién két khang nguyén cua no lién két véi IL-25 nguoi véi gia
tri Kp nho hon khoang 40 pM nhu dugc xac dinh béng cong huong plasmon bé mat tai

nhiét do 25°C hodc 37°C.

5. Khang thé dugc phén 1ap hodc méanh lién két khang nguyén theo diém 4, trong
d6 khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia né lién két voi IL-25 ngudi véi gid
tri Kp nho hon khoang 20 pM nhu dugc xéc dinh bang cong hudng plasmon bé mat tai

nhié¢t d 25°C hodc 37°C.

6. Khang thé duoc phan lap hoic manh lién két khang nguyén theo diém 1, trong
d6 khang thé hodc manh lién két khang nguyén cua n6 lién két voi IL-25 nguoi tai chu
ki ban ra (t2) 16n hon khoang 150 phut nhu dugce xac dinh bang cong hudng plasmon

bé mit tai nhiét do 25°C.
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7. Khang thé dugc phan lap hodc manh lién két khang nguyén theo diém 6, trong
d6 khang thé hodc manh lién két khang nguyén cta né lién két v6i IL-25 ngudi tai chu
ki ban ra (t¥4) 16n hon khoang 200 phut nhu dugc xac dinh bang cong huong plasmon

bé mit tai nhiét do 25°C.

8. Khang thé dugc phan lap hoic manh lién két khang nguyén theo diém 7, trong
d6 khang thé hodc manh lién két khang nguyén cta né lién két v6i IL-25 nguoi tai chu
ki ban ra (t¥%2) 16n hon khoang 250 phut nhu dugce xac dinh bang cong huodng plasmon

bé mit tai nhiét d6 25°C.

9. Khang thé dugc phan lap hodc manh lién két khang nguyén theo diém 8, trong
d6 khang thé hodc manh lién két khang nguyén cua no lién két véi IL-25 ngudi c¢6 chu
ki ban ra (t%2) 16n hon khoang 400 phut nhu dugc xac dinh bang cong hudng plasmon

bé mat tai nhiét do 25°C.

10. Khang thé dugc phan 1ap hodc manh lién két khang nguyén theo diém 1, trong
d6 khang thé hodc manh lién két khéﬁg nguyeén cua no can tr¢ viéc truyén tin hiéu IL-
25 ngudi trong té bao duge thiét ké di truyén dé biéu hién thu thé IL-25 (IL-17RA/IL-
17RB) véi gia tri [Csonho hon khoang 720 pM.

11. Khang thé duoc phan 1ap hodc manh lién két khang nguyén theo diém 10,
trong d6 khang thé hoic manh lién két khang nguyén ctia n6 can trd viéc trﬁyén tin hi¢u
IL-25 ngudi trong té bao dugc thiét ké di truyén dé biéu hién thu thé IL-25 (IL-17RA/IL-
17RB) véi gia tri [Csonhd hon khoang 500 pM.

12. Khang thé dugc phan 1ap hoic méanh lién két khang nguyén theo diém 11,
trong d6 khang thé hoic manh lién két khang nguyén ctia né can tré viée truyén tin hiéu
11.-25 ngudi trong té bao duge thiét ké di truyén dé biéu hién thu thé IL-25 (IL-17RA/IL-
17RB) vai gia tri ICso nho hon khoang 100 pM.

13. Khang thé duge phan 1ap hodc manh lién két khang nguyén theo diém 1, trong
d6 khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 can trd viée truyén tin hiéu I1-25

ngudi trong té bao méu ngoai vi don nhan nguoi voi gid tri ICsonho hon khoang 2,0 nM.

14. Khang thé dugc phan 1ap hodc manh lién két khang nguyén theo diém 13,
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trong d6 khang thé hozc manh lién két khang nguyén ctia n6 can tré viéc truyén tin hiéu
[L-25 ngudi trong té bao méu ngoai vi don nhan ngudi véi gia tri [Cso nhé hon khoang

700 pM.

15. Khang thé dugc phan 1ap hodc manh lién két khang nguyén theo diém 14,
trong d6 khang thé hoic manh lién két khang nguyén ctia né can tré viéc truyén tin hiéu
IL-25 nguoi trong té bao mau ngoai vi don nhan ngudi véi gia tri ICso nim trong khoang

tir 30 pM dén 150 pM.

16. Khang thé dugc phan 14p hodc ménh lién két khang nguyén theo diém 1, chia
trinh tu axit amin HCVR néu trong SEQ ID NO: 114.

17. Khang thé dugc phén 1ap hodc manh lién két khang nguyén theo diém 1, chira
trinh tu axit amin LCVR néu trong SEQ ID NO: 122.

18. Khang thé duogc phan 1ap hodc manh lién két khang nguyén theo diém 1, chta
cdp trinh tu axit amin HCVR/LCVR néu trong SEQ ID NO: 114/122.

19. Khang thé duoc phan lap hodc manh lién két khang nguyén theo diém 1, trong
d6 khang thé hoac manh lién két khang nguyén cta né chira tap hop gom sau CDR néu

trong SEQ ID NO: 116, 118, 120, 124, 126, va 128.

20. Dugc phdm chua khang thé dugc phan 1ap hodc manh lién két khang nguyén

ctia n6 theo diém 1, va chit mang duoc dung hodc chét pha lodng.

21. Khang thé theo diém 1, trong d6 khang thé hodc manh lién két khang nguyén

cua nd con c6 mot hodc nhiéu dac trung sau day:

(a) 1a khang thé don dong ngudi nguyén ven;

(b) lién két v6i IL-25 ngudi véi gid tri Kp nhé hon khoang 120 pM nhu dugc xéc
dinh bang cong hudng plasmon bé mit tai 25°C;

(c) lién két véi IL-25 ngudi voi chu ki ban ra (t/2) 16n hon khoang 105 phit nhu
duoc xac dinh béng cong hudng plasmon bé mat tai 25°C;

(d) can tré viéc truyén tin hiéu IL-25 nguoi trong cac té bao dugc thiét ké di truyén

dé biéu hién thu thé IL-25 (IL-17RA/IL-17RB) véi gia tri ICso nhd hon khoang 2 nM;
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(e) can trd viéc truyén tin hi¢u IL-25 nguoi trong cac té bao mau ngoai vi don nhéan
nguoi véi gia tri ICso nhé hon khoang 16 nM;

(f) giam tuan hoan va/hoic ndng do IgE ¢ phdi dong vat c6 vi biéu hién qua mirc
IL-25; hoac

(g) giam di san té bao trong cac té bao hinh dai ¢ dong vat c6 vi biéu hién qué mtc

IL-25.
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Kha ning gin két cia mAb-2 véi IL-25 d4 tao phire trude véi mAb-1
mAb-1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
1 0,60 | 0,59 | 0,66 | 0,64 | 0,80 0,97
2 0,59 | 0,58 | 0,62 | 0,59 | 0,74 | 0,91
3 0,58 | 0,57 | 061 | 0,56 | 0,73 | 0,87
4 0,89 | 0,83 | 0,94 | 0,92 | 1,11 | 1,30
5 0,74 | 0,73 | 0,82 | 0,77 | 0,97 | 1,22
6 0,72 | 0,71 | 0,80 | 0,73 | 0,93 | 1,21
7 0,76 | 0,73 | 0,83 | 0,81 | 0,99 | 1,25
8 0,72 | 0,71 | 0,81 | 0,79 | 0,93 | 1,13
9 0,77 | 0,68 | 0,79 | 0,71 | 0,92 | 1,19
10 048 0,50 0,56 0,51 | 0,66 | 0,85
11 054 | 0,45 | 0,52 | 0,61 | 0,74 | 0,52
12 | 0,51 | 0,63 | 0,64 | 0,56 | 0,67 | 0,61 | 0,48 | 0,67 | 0,58 | 0,70 | 0,78
13 0,58 | 0,72 | 0,76 | 0,65 | 0,75 | 0,75 | 0,55 | 0,77 | 0,66 | 0,82 | 1,03 ( 0,02 0,11 0,20

14 | 0,63|0,73 | 0,74 | 071|077 | 0,64 | 0,60 | 0,82 | 0,72 | 0,82 | 0,90 , 0,13

ot o i st |

15 | 0,59 | 0,70 | 0,68 | 0,67 | 0,73 | 0,60 | 0,57 | 0,77 | 0,68 | 0,77 | 0,79 0,00

16 0,57 | 0,68 | 0,66 | 0,63 | 0,70 | 0,56 | 0,55 | 0,75 | 0,66 | 0,74 | 0,90 0,00:

17 062 | 0,74 | 0,74 | 0,70 | 0,78 | 0,72 | 0,56 | 0,86 | 0,72 | 0,79 | 0,99 0,00

! e i e

18 0,55 | 0,67 | 0,66 | 0,63 | 0,69 | 0,63 | 0,50 | 0,76 | 0,64 | 0,68 | 0,50 0,00 Q_,O_D- 0,00 0.00 0,00

Fig.1
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ctggggggtc
tgaactgggt

aaactgatgg
gagatgattc
ccgtgtatta
gaaccctggt

Val Glu Pro

Thr Phe Ser

30

Gly Leu Glu
45

Thr Asp
60

Asp

Phe

Ser Lys

Asp Thr Ala

Phe Asp Tyr

110

<110> Regeneron Pharmaceuticals, Inc.
<120> Khang thé khang IL-25 viéc sir dung khang thé nay
<130> A0034wWO001
<150> 62/054,167
<151> 2014-09-23
<160> 278
<170> FastSEQ for Windows Version 4.0
<210> 1
<211> 363
<212> ADN
<213> Trinh ty nhin tao
<220>
<223> Toéng hgp
<400> 1
gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ttggtagagc
tcctgtgtag cctctggatt cactttcagt aacgcctgga
ccagggaagg ggctggagtg ggttggccat attgaaagga
gacttcgctg cacccgtgaa aggcagattc accatctcaa
ctgtatctgc aaatgaacag cctgaaaacc gaggacacag
gtgggcccct acagtgtccce ttttgactac tggggccagg
tca
<210> 2
<211> 121
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Tong hgp
<400> 2
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu
1 5 10
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Val Ala Ser Gly Phe
20 25
Trp Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys
35 40
Gly His Ile Glu Arg Lys Thr Asp Gly Gly Thr
50 55
Pro Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp
65 70 75
Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu
85 90
Tyr Cys Thr Thr Val Gly Pro Tyr Ser Val Pro
100 105
Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

-01-

ccttagactc
ccgccaggct
tgggacaaca
aaaaaacacg
ctgtaccaca
caccgtctcc

Gly
15
Asn

Gly
Ala
Trp Val
Ala Ala
Thr

80
Tyr

Asn

Val
95

Trp Gly

60

120
180
240
300
360
363
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<210> 3
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220> |
<223> Tong hgp

<400> 3
ggattcactt tcagtaacgc ctgg 24

<210> 4

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220> |
<223> Tong hop

<400> 4
Gly Phe Thr Phe Ser Asn Ala Trp
1 5

<210> 5
<211> 30
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tong hop

<400> 5
attgaaagga aaactgatgg tgggacaaca 30

<210> 6
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> synthetic

<400> 6
Ile Glu Arg Lys Thr Asp Gly Gly Thr Thr
1 5 10

<210> 7
<211> 36
<212> ADN

<213> Trinh tv nhan tao

<220>
<223> T(")ng hop

<400> 7
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accacagtgg gcccctacag tgtccctttt gactac

<210> 8
<211> 12
<212> PRT

<213> Trinh tur

<220>

nhéan tao

<223> Téng hop

10

ctgtctgcat
agctatttaa
gcatccagtt
ttcactctca
acttacagta

Ser Leu
10

Ser

Ser

Ala
25
Gly

Gln

Lys Ala

Gly Val Pro
Ile
75

Thr

Leu Thr

Gln Gln
90
Glu Ile

105

Lys

ctgtaggaga
attggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag
cccccatcac

Ser Ala Ser

Ser Ile Gly

Pro Lys Leu

45

Ser Arg Phe

60

Ser Ser Leu

Tyr Ser Thr

<400> 8

Thr Thr Val Gly Pro Tyr Ser Val Pro Phe Asp Tyr
1 5

<210> 9

<211> 321

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Toéng hop

<400> 9

gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc

atcacttgcc gggcaagtca gagcattggc

gggaaagccc ctaagctcct gatctatgct

aggttcagtg gcagtggatc tgggacagat

gaagattttg caacttacta ctgtcaacag

gggacacgac tggagattaa a

<210> 10

<211> 107

<212> PRT

<213> Trinh tw nhan tao

<220>

<223> Tong hop

<400> 10

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro
1 5

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg

20
Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro
35 40
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln 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 Gln Gly Thr Arg Leu
100

<210> 11

<211> 18

<212> ADN

-03-

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
tctgcaacct
cttcggccaa

Val
15
Ser

Gly
Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro
80
Pro Ile

95

36

60

120
180
240
300
321



<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223>Tong hop

<400> 11
cagagcattg gcagctat

<210> 12
<211> 6
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220> |
<223> Tong hop

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

<210> 13
<211> 9
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220> )
<223> Tong hop

<400> 13
gctgcatcc

<210> 14
<211> 3
<212> PRT

<213> Trinh ty nhin tao

<220>
<223> Tong hgp

<400> 14
Ala Ala Ser
1

<210> 15
<211> 27
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 15
caacagactt acagtacccc catcacc

<210> 16
<211> 9
<212> PRT

29950
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<213> Trinh tu nhin tao

<220>

<223> Téng hop

29950

gtgaagaagc
agctatggta
atcagcgctt
accacagaca
acggccgtgt
ggccagggaa

ctggggcctc
tcagctgggt
acaatggtaa
catccacgag
attactgtgc
ccctggtcac

agtgaaggtc
gcgacaggcc
cacaaactat
cacagcctac
gagagttccce
cgtctcctca

Ala
Ser
25

Pro
Asn
Asp

Asp

Thr
105

<400> 16
Gln Gln Thr Tyr Ser Thr Pro Ile Thr
1 5
<210> 17
<211> 360
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Tong hgp
<400> 17
caggttcagc tggtgcagtc tggagctgag
tcctgcaagg cttctggtta cacctttacc
cctggacaag ggcttgagtg gatgggatgg
gcacagaagc tccagggcag agtcaccatg
atggagctga ggagcctgag atctgacgac
ataactggaa ctacctggtt cgacccctgg
<210> 18
<211> 120
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> Tong hgp
<400> 18
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 Ser Ala Tyr Asn Gly
50 55
Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Thr
65 70
Met Glu Leu Arg Ser Leu Arg Ser
85
Ala Arg Val Pro Ile Thr Gly Thr
100
Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 19
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Thr
Asp

90
Trp

-05-

Val
Tyr
Gln
Asn
Ser
75

Thr

Phe

Lys
Thr
Gly
Tyr
60

Thr

Ala

Asp

Lys
Phe
Leu
45

Ala
Ser

Val

Pro

Pro
Thr
30

Glu
Gln
Thr

Tyr

Trp
110

Gly
Ser
Trp
Lys
Ala
Tyr

95
Gly

Ala
Tyr
Met
Leu
Tyr
80

Cys

Gln

60

120
180
240
300
360
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<220>
<223> Tong hop

<400> 19
ggttacacct ttaccagcta tggt

<210> 20
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Toéng hop

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

<210> 21

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220> |
<223> Tong hop

<400> 21
atcagcgctt acaatggtaa caca

<210> 22
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> synthetic

<400> 22
Ile Ser Ala Tyr Asn Gly Asn Thr
1 5

<210> 23

<211> 39

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220> .
<223> Toéng hop

<400> 23
gcgagagttc ccataactgg aactacctgg ttcgacccc

<210> 24
<211> 13
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

-06-
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10

ctgtctgcat
agctatttaa
gcatccagtt
ttcactctca
acttacagta

Ser Leu
10

Ser

Ser
Ala Gln
25

Gly

Lys Ala

Gly Val Pro

Thr Ile
75
Thr

Leu
Gln Gln
90

Glu Ile

105

Lys

ctgtaggaga
attggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag
cccccatcac

Ser Ala Ser

Ile Ser
30

Leu

Ser

Pro Lys

45

Ser Arg Phe

60

Ser Ser Leu

Tyr Ser Thr

<220>
<223> Tong hgp
<400> 24
Ala Arg Val Pro Ile Thr Gly Thr Thr Trp Phe Asp Pro
1 5
<210> 25
<211> 321
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> Tong hop
<400> 25
gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc
atcacttgcc gggcaagtca gagcattagce
gggaaagccc ctaagctcct gatctatgcect
aggttcagtg gcagtggatc tgggacagat
gaagattttg caacttacta ctgtcaacag
gggacacgac tggagattaa a
<210> 26
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220> |
<223> Tong hgp
<400> 26
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro
1 5
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg
20
Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro
35 40
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln 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 Gln Gly Thr Arg Leu
100
<210> 27
<211> 18
<212> ADN
<213> Trinh tw nhéan tao
<220>
<223> Tdng hop
<400> 27
cagagcatta gcagctat

-97-

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
tctgcaacct
cttcggccaa

Val
15
Ser

Gly
Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro
80
Pro Ile

95

60

120
180
240
300
321

18



<210> 28
<211> 6
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tong hop

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

<210> 29
<211> 9
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220> .
<223> Tong hop

<400> 29
gctgcatcc

<210> 30
<211> 3
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 30
Ala Ala Ser
1

<210> 31

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tong hop

<400> 31
caacagactt acagtacccc catcacc

<210> 32
<211> 9
<212> PRT

<213> Trinh ty nhin tao

<220> .
<223> Tong hgp

<400> 32

29950

Gln Gln Thr Tyr Ser Thr Pro Ile Thr

-08-
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1 5
<210> 33
<211> 363
<212> DNA
<213> Trinh tw nhan tao
<220>
<223> synthetic
<400> 33
caggtgcagc tgcaggagtc gggcccagga
acctgcactg tctctggtgg ctccatcagt
ccagggaagg gactggaatg gattggtttt
ccctcectca agagtcgagt caccatttca
aagctgagct ctgtgaccgc cgcagacacg
aatgactacg agctcaacta cttcgatctc
tca
<210> 34
<211> 121
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220> |
<223> Tong hgp
<400> 34
Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly
1 : 5
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val
20
Tyr Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro
35 40
Gly Phe Ile Tyr Tyr Ser Gly Ser
50 55
Ser Arg Val Thr Ile Ser Ile Asp
65 70
Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala
85
Arg His Asp Tyr Asn Asp Tyr Glu
100
Arg Gly Thr Leu Ala Ser Val Ser
115 120
<210> 35
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Téng hqp

<400> 35

ggtggctcca tcagtagtca ctac

<210> 36

29950

ctggtgaagc
agtcactact
atctattaca
atagacacgt
gccgtgtatt
tggggccgtyg

Pro Gly Leu
Ser
25

Pro

Gly Gly

Gly Lys

Thr Asn Phe

Thr Ser Lys
75
Thr Ala
90

Asn

Asp

Leu
105
Ser

Tyr

-90-

cttcggagac
ggagctggat
gtgggagcac
ccaagaacca
actgtgcgag
gcaccctggce

Val Lys Pro

Ile Ser
30
Glu

Ser

Leu
45
Pro

Gly

Asn Ser

60

Asn Gln Phe

Val Tyr Tyr

Phe Leu

110

Asp

cctgtccectce
ccggcagccce
caacttcaac
gttctccctg
acatgactac
ctctgtctcc

Ser Glu
15
Ser His

Trp Ile

Leu Lys
Leu
80

Ala

Ser

Cys
95

Trp Gly

60

120
180
240
300
360
363

24



29950

<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Toéng hop

<400> 36
Gly Gly Ser Ile. Ser Ser His Tyr
1 5

<210> 37

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> Tong hop

<400> 37
atctattaca gtgggagcac c

<210> 38
<211> 7
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220> |
<223> Tong hop

<400> 38
Ile Tyr Tyr Ser Gly Ser Thr
1 5

<210> 39
<211> 45
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220> .
<223> Tong hop

<400> 39
gcgagacatg actacaatga ctacgagctc aactacttcg atctc

<210> 40
<211> 15
<212> PRT

<213> Trinh tu nhéan tao

<220>
<223> Tong hop

<400> 40

Ala Arg His Asp Tyr Asn Asp Tyr Glu Leu Asn Tyr Phe Asp Leu

1 5 10

-100-

21

45



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

41
321

‘ADN
Trinh tu

<220>

nhin tao

<223> Téng hop

<400> 41
gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc
atcacttgcc gggcaagtca gagcattagc
gggaaagccc ctaagctcct gatctatgcect
aggttcagtg gcagtggatc tgggacagat
gaagattttg caacttacta ctgtcaacag
gggacacgac tggagattaa a
<210> 42
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220> |
<223> Tonghop
<400> 42
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro
1 5
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg
20
Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro
35 40
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln 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 Gln Gly Thr Arg Leu
100
<210> 43
<211> 18
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao
<220> |
<223> Tong hop
<400> 43
cagagcatta gcagctat
<210> 44
<211> 6
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>

29950

ctgtctgcat
agctatttaa
gcatccagtt
ttcactctca
acttacagta

Ser Leu
10

Ser

Ser

Ala
25
Gly

Gln

Lys Ala

Gly Val Pro

Thr Ile
75
Thr

Leu
Gln Gln
90

Glu Ile

105

Lys

-101-

ctgtaggaga
attggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag
cccccatcac

Ser Ala Ser

Ile Ser
30

Leu

Ser

Pro Lys

45

Ser Arg Phe

60

Ser Ser Leu

Tyr Ser Thr

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
tctgcaacct
cttcggccaa

Val
15
Ser

Gly
Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro
80
Pro Ile

95

60

120
180
240
300
321

18



<223> synthetic

<400> 44
Gln Ser Ile Ser Ser Tyr
1 5

<210> 45
<211> 9
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tong hop

<400> 45
gctgcatcc

<210> 46
<211> 3
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hgp

<400> 46
Ala Ala Ser
1

<210> 47
<211> 27

<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tong hop

<400> 47
caacagactt acagtacccc catcacc

<210> 48
<211> 9
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 48

29950

Gln Gln Thr Tyr Ser Thr Pro Ile Thr

1 5

<210> 49

<211> 363

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

-102-

27



<220>

<223> Téng hop

<400> 49

caggtgcagc tgcaggagtc gggcccaggdt

acctgcactg tctctggtgc ctccatcagt

ccagggaagg gactggagtg gattggatat

cccteccctca agagtcgagt caccatttca

aagctgagct ctgtgaccgc cgcagacacg

agtgactacg aactaaactg gttcgacccc

tca

<210> 50

<211> 121

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Tﬁng ho'p

<400> 50

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly

1 5
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val
20

Tyr Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro
35 40

Gly Tyr Ile Phe Tyr Ser Gly Asn

50 55

Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp

65 70

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala

85
Arg Val Arg Phe Ser Asp Tyr Glu
100

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser
115 120

<210> 51

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 51

ggtgcctcca tcagtaatta ctac

<210>
<211> 8
<212> PRT
<213> Trinh tu

52

<220>

nhén tao

<223> Téng hop

29950

ctggtgaagc
aattactact
atcttttaca
gtagacacgt
gccgtgtatt
tggggccagg

Pro Gly Leu

10
Gly

Ser Ala

25

Pro Gly Lys

Thr Asn Tyr

Thr Ser Lys
75
Thr Ala
90

Asn

Asp

Leu
105
Ser

Trp

-103-

cttcggagac
ggagttggat
gtgggaacac
ccaagaacca
actgtgcgag
ggaccctggt

Val Lys Pro

Ile Ser
30
Glu

Ser

Leu
45
Pro

Gly

Asn Ser

60

Asn Gln Phe

vVal Tyr Tyr

Phe Pro

110

Asp

cctgtccectce
ccggcagccce
caactacaac
gttctccctg
agtcaggttc
caccgtctcc

Ser Glu
15
Asn Tyr

Trp Ile

Leu Lys
Leu
80

Ala

Ser

Cys
95

Trp Gly

60

120
180
240
300
360
363

24



29950

<400> 52
Gly Ala Ser Ile Ser Asn Tyr Tyr
1 5

<210> 53
<211> 21

<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 53
atcttttaca gtgggaacac c

<210> 54
<211> 7
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<400> 54
Ile Phe Tyr Ser Gly Asn Thr
1 5

<210> 55
<211> 45
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> synthetic

<400> 55
gcgagagtca ggttcagtga ctacgaacta aactggttcg acccc

<210> 56
<211> 15
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220> .
<223> Tonghop

<400> 56

Ala Arg Val Arg Phe Ser Asp Tyr Glu Leu Asn Trp Phe Asp Pro

1 5 10

<210> 57
<211> 339
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan téo

<220>

-104-

21

45



<223> Tong hop

<400> 57
gacatcgtga tgacccagtc tccagactcc
atcaactgca ggtccagcca gagtgttttt
tggtaccagc agaaacctgg acagcctcct
gaatccgggg tccctgaccg attcagtggce
atcaacagcc tgcaggctga agatgtggca
ccgctcactt tcggcggagg gaccaagdtg
<210> 58
<211> 113
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Tong hop
<400> 58
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro
1 5
Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Arg
20
Ser Asn Asn Lys Asn Tyr Leu Ala
35 40
Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp
50 55
Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly
65 70
Ile Asn Ser Leu Gln Ala Glu Asp
85
Tyr Phe Ile Thr Pro Leu Thr Phe
100
Lys
<210> 59
<211> 36
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> Tong hop
<400> 59

29950

ctggctgtat
ctcggctcca
aaactactca
agcgggtcag
gtttattact
gagatcaaa

Ser Leu
10

Ser

Asp
Ser Gln
25

Trp

Tyr Gln

Ala Ser Ser
Thr
75

Val

Ser Gly

Val Ala
90
Gly Gly

105

Gly

cagagtgttt ttctcggctc caacaataag aactac

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

60
12
PRT

<220>
<223>

<400> 60

Trinh tw nhén tao

Téng hop

ttctgggcga
acaataagaa
tttactgggc
ggacagattt
gtcagcaata

Ala Val Phe

Val Phe
30

Pro

Ser

Gln Lys

45

Arg Glu Ser

Asp Phe Thr

Tyr Tyr Cys

Thr Val

110

Lys

Gln Ser Val Phe Leu Gly Ser Asn Asn Lys Asn Tyr

1

5

10

-105-

gcgggccacc
ctacttagct

gtcttcececgg
cactctcact
tttcattact

Leu
15
Leu

Gly
Gly
Gly Gln
Gly Val
Thr

80
Gln

Leu

Gln
95

Glu Ile

60

120
180
240
300
339

36



<210> 61
<211> 9
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tong hgp

<400> 61
tgggcgtct

<210> 62
<211> 3
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tong hop

<400> 62
Trp Ala Ser
1

<210> 63
<211> 27
<212> ADN

<213> .Trinh tu nhan tao

<220> |
<223> Tong hop

<400> 63
cagcaatatt tcattactcc gctcact

<210> 64

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 64

29950

Gln Gln Tyr Phe Ile Thr Pro Leu Thr

1 5

<210> 65
<211> 363
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Toéng hop

<400> 65

-106-

27



caggtgcagc tgcaggagtc gggcccagga

acctgcactg tctctggtgg ctccatcagt

ccaggaaagg gactggagtg gattggattt

ccctccctca agagtcgagt caccatatca

aagttgaact ctgtgaccgc cgcagacacg

attaacttcg agctgaactg gttcgacccc

tca

<210> 66

<211> 121

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Tonghop

<400> 66

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly

1 5
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val
20

Phe Trp Ser Trp Ile Arg Gln Ala
35 40

Gly Phe Ile Asp Tyr Ser Gly Ser

50 55

Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp

65 70

Lys Leu Asn Ser Val Thr Ala Ala

85
Arg Gln Glu Ile Ile Asn Phe Glu
100

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser
115 120

<210> 67

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Tong hgp

<400> 67

ggtggctcca tcagtagtta cttc

<210> 68

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>

nhéan tao

<223> Tbng hop

<400> 68

Gly Gly Ser Ile Ser Ser Tyr Phe

1

5

29950

ctggtgaagc
agttacttct
atcgattaca
gtagacacgt
gccgtctatt
tggggccagg

Pro Gly Leu
10

Ser Gly

25

Pro

Gly

Gly Lys

Thr Asn Tyr

Thr Ser Lys
75
Thr Ala
90

Asn

Asp

Leu
105
Ser

Trp

-107-

cttcggagac
ggagctggat
gtgggagcac
ccaagaacca
actgtgcgag
gaaccctggt

Val Lys Pro

Ile Ser
30
Glu

Ser

Leu
45
Pro

Gly

Asn Ser

60

Asn Gln Phe

Val Tyr Tyr

Phe Pro

110

Asp

cctgtccecte
ccggcaggcc
caactacaac
gttctccectg
acaagagatc
cactgtctcc

Ser Glu
15
Ser Tyr

Trp Ile

Leu Lys
Leu
80

Ala

Ser
Cys

Trp Gly

60

120
180
240
300
360
363

24



29950

<210> 69
<211> 21
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220> |
<223> Tong hop

<400> 69
atcgattaca gtgggagcac c 21

<210> 70
<211> 7
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng ho’p

<400> 70
Ile Asp Tyr Ser Gly Ser Thr
1 5

<210> 71

<211> 45

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> synthetic

<400> 71
gcgagacaag agatcattaa cttcgagctg aactggttcg acccc 45

<210> 72
<211> 15
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220> |
<223> Tong hop

<400> 72
Ala Arg Gln Glu Ile Ile Asn Phe Glu Leu Asn Trp Phe Asp Pro
1 5 10 15

<210> 73
<211> 339

<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tong hop

<400> 73

gacatcgtga tgacccagtc tccagcctcce ctggectgtgt - ctctgggcecga gagggccacc 60
atcaactgca agtccagcca gagtgtttta tacagttcca acaataagaa ctacttagct 120

-108-



tggtaccagc agaaaccagg acagcctcct
gactccgggg tccctgaccg attcagtggce
atcagcagcc tgcaggctga agatgtggca
ccgtggacgt tcggccaagg gaccaaggtg

<210> 74
<211> 113
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220> .
<223> Tong hop

29950

aacctgctca tttactggtc atctacccgg 180
agcggttctg gggcagattt cactctcacc 240
gtttattact gtcagcaata ttttagtact 300
gaaatcaaa 339

<400> 74
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15
Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser Gln Ser Val Leu Tyr Ser
20 25 30
Ser Asn Asn Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 45
Pro Pro Asn Leu Leu Ile Tyr Trp Ser Ser Thr Arg Asp Ser Gly Val
50 55 60
Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ala Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80
Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln
85 90 95
Tyr Phe Ser Thr Pro Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile
100 105 110
Lys
<210> 75
<211> 36
<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> synthetic
<400> 75
cagagtgttt tatacagttc caacaataag aactac 36
<210> 76
<211> 12
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Toéng hgp

<400> 76

Gln Ser Val Leu Tyr Ser Ser Asn Asn Lys Asn Tyr

1

<210> 77
<211> 9

<212> ADN

5

10

-109-



29950

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 77
tggtcatct

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

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tong hop

<400> 78
Trp Ser Ser
1

<210> 79
<211> 27
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220> |
<223> Tong hop

<400> 79

cagcaatatt ttagtactcc gtggacg

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

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tong hgp

<400> 80
Gln Gln Tyr Phe Ser Thr Pro Trp Thr
1 5

<210> 81
<211> 363
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tong hop

<400> 81
caggttcagc tggtgcagtc

tcctgtaagg cttctggtta cacctttagt

gcacagaaat
atggagctga ggagcctgag atctgacgac

-110-

cggagctgag gtgaagaagc
agttatggta
cctggacaag ggcttgagtg gatgggatgg atcagcgctt
tccagggcag agtcaccatg accacagaca
acggccgtgt

ctggggcctc
ttagctgggt
acaatgataa
catccacgag
attactgtgc

agtgaaggtc
gcgacaggcc
cacacagtat
cacagcctac
gagagtccca

27

60

120
180
240
300



29950

ttacaatggt tcggggagtc ctttgaccac tggggccagg gaaccctggt caccgtctcece 360

tca

<210> 82
<211> 12

1

<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Tbng hop

<400> 82

Gln Vval
1

Ser Val

Gly Ile

Gly Trp
50

Gln Gly

65

Met Glu

Ala Arg

Gln Gly

<210> 83
<211> 24

Gln
Lys
Ser
35

Ile
Arg
Leu

Val

Thr
115

<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Tbng hop

<400> 83

Leu
Val
20

Trp
Ser
Val
Arg
Pro

100
Leu

Val
Ser
Val
Ala
Thr
Ser
85

Leu

Val

Gln
Cys
Arg
Tyr
Met
70

Leu

Gln

Thr

Ser
Lys
Gln
Asn
55

Thr
Arg

Trp

Val

ggttacacct ttagtagtta tggt

<210> 84
<211> 8

<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> synthetic

<400> 84

Gly
Ala
Ala
40

Asp
Thr
Ser

Phe

Ser
120

Gly Tyr Thr Phe Ser Ser Tyr Gly

1

<210> 85
<211> 24

<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

5

Ala
Ser
25

Pro
Asn
Asp
Asp
Gly

105
Ser

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Thr
Asp

90
Glu

-111-

vVal
Tyr
Gln
Gln
Ser
75

Thr

Ser

Lys
Thr
Gly
Tyr
60

Thr

Ala

Phe

Lys
Phe
Leu
45

Ala
Ser

Val

Asp

Pro
Ser
30

Glu
Gln
Thr

Tyr

His
110

Gly
15

Ser
Trp
Lys
Ala
Tyr

95
Trp

Ala
Tyr
Met
Phe
Tyr
80

Cys

Gly

363

24



<220>

<223> Téng h(_yp

<400> 85

atcagcgctt acaatgataa caca

<210> 86
<211> 8

<212> PRT
<213>

<220>

Trinh tu nhan tao

<223> Tbng hop

<400> 86

Ile Ser Ala Tyr Asn Asp Asn Thr

1

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

87
42

ADN

<220>
<223>

<400> 87

5

Trinh tuy nhan tao

Téng hop

29950

gcgagagtcc cattacaatg gttcggggag tcctttgacc ac

<210> 88
<211> 14
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Tbng hop

<400> 88

Ala Arg Val Pro Leu Gln Trp Phe Gly Glu Ser Phe Asp His

1

<210> 89
<211> 321

<212> ADN

5

<213> Trinh tw nhan tao

<220>

<223> Tbng hop

<400> 89

gacatccaga
atcacttgcc
gggaaagccc
aggttcagtg
gaagattttg
gggaccaagg

tgacccagtc
gggcaagtca
ctaagctcct
gcagtggctc
caacttatta
tggagatcaa

tccatcctcc
ggacattaac
gatcttttct
tggaacagat
ctgtcaacag
a

10

ctgtctgcat
aactatttaa
acatccagtt
ttcactctca
actttcatta

-112-

ctgtggggga
attggtttca

tgcaaagtgg
ccatcagcag
ccccecgctcecac

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
tctccaatct
tttcggcggce

24

42

60

120
180
240
300
321



29950

<210> 90
<211> 107
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop
<400> 90
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser
1 5 10
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser
20 25
Leu Asn Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Lys
35 40
Phe Ser Thr Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln
85 90
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile
100 105
<210> 91
<211> 18
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao
<220> |
<223> Tong hop
<400> 91
caggacatta acaactat
<210> 92
<211> 6
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220> |
<223> Tong hop

<400> 92
Gln Asp Ile Asn Asn Tyr
1 5

<210> 93

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tong hop

<400> 93
tctacatcc

-113-

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Thr

Lys

Ser
Asp
Pro
Ser
60

Ser

Phe

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Ile

Ser
Asn
30

Leu
Phe

Leu

Thr

Val
15

Asn
Leu
Ser

Gln

Pro
95

Gly
Tyr
Ile
Gly
Ser

80
Leu

18



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

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Tong hop

<400> 94

Ser Thr Ser

1

<210> 95
<211> 27
<212> ADN

<213> Trinh tw nhan tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 95

caacagactt tcattacccc gctcact

<210> 96
<211> 9

<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 96

Trinh ty nhén tao

Téng hop

29950

Gln Gln Thr Phe Ile Thr Pro Leu Thr

1

<210> 97
<211> 363
<212> ADN

5

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 97
caggtgcagc
acttgtactg
ccagggaagg
ccctccecteca
aagctgagct
tggaactacg
tca

<210>
<211>
<212>

98
121
PRT

tgcaggagtc
tctctggtgg
gactggagtg
agagtcgagt
ctgtgaccgc
aaatagcttg

<213> Trinh tu nhéan tao

gggcccagga
ctccatcagt
gattgggttt
caccatttca
tgcggacacg
gttcgacccce

ctggtgaagc
aattacttct
aactataaca
gtagacacgt
gccgtgtatt
tggggccagg

-114-

cttcggagac
ggagctggat
gtgggagcac
ccaagaacca
actgtgcgag
gaaccctggt

cctgtccctce
ccggcagccc
caactataac
gttctccctg
agggtataac
cactgtctcc

27

60

120
180
240
300
360
363



<220>
<223> Téng hop

<400> 98
Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser
1 5
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr
20
Phe Trp Ser Trp Ile Arg Gln
35
Gly Phe Asn Tyr Asn Ser Gly
50 55
Ser Arg Val Thr Ile Ser Val
65 _ 70
Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala
85
Arg Gly Tyr Asn Trp Asn Tyr
100
Gln Gly Thr Leu Val Thr Val
115

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

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tong hgp

<400> 99
ggtggctcca tcagtaatta cttc

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

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tong hgp

<400> 100
Gly Gly Ser Ile Ser Asn Tyr
1 5

<210> 101
<211> 21

<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao

<220> |
<223> Tong hop

<400> 101
aactataaca gtgggagcac c

<210> 102

Gly
Val
Pro
40

Ser
Asp
Ala

Glu

Ser
120

Phe

29950

Pro
Ser
25

Pro
Thr
Thr
Asp
Ile

105
Ser

Gly
Gly
Gly
Asn
Ser
Thr

90
Ala

-115-

Leu
Gly
Lys
Tyr
Lys
75

Ala

Trp

Val
Ser
Gly
Asn
60

Asn

Val

Phe

Lys
Ile
Leu
45

Pro
Gln

Tyr

Asp

Pro
Ser
30

Glu
Ser
Phe

Tyr

Pro
110

Ser
15

Asn
Trp
Leu
Ser
Cys

95
Trp

Glu
Tyr
Ile
Lys
Leu
80

Ala

Gly

24

21



<211> 7
<212> PRT

<213> Trinh ty nhin tao

<220>

<223> Tbnghop

<400> 102

Asn Tyr Asn Ser Gly Ser Thr

1

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

103
45

ADN

<220>
<223>

<400> 103

5

Trinh ty nhan tao

Tdng hop

29950

gcgagagggt ataactggaa ctacgaaata gcttggttcg acccc

<210> 104
<211> 15
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Ténghop

<400> 104

Ala Arg Gly Tyr Asn Trp Asn Tyr Glu Ile Ala Trp Phe Asp Pro

1

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

105
321

ADN

<220>
<223>

<400> 105

gacatccaga
atcacttgcc
gggaaagccc
aggttcagtg
gaagattttg
gggaccaagg

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

106
107
PRT

<220>

5

Trinh tu nhén tao

Téng hop

tgacccagtc
gggcaagtca
ctaagctcct
gcagtggatc
caacttacta
tggagatcaa

Trinh tu nhan tao

<223> Téng hop

tccatcctcecce
gagcataagc
gatctatgct
tgggacagat
ttgtcaacag
a

10

ctgtctgcat
agttatttaa
gcatccagtt
ttcactctca
agttacctta

-116-

ctgtaggaga
attggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag
ccccecgcetcecac

15

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
tctgcaacct
tttcggcgga

45

60

120
180
240
300
321



<400> 10

Asp Ile
1

Asp Arg

Leu Asn

Tyr Ala
50

Ser Gly

65

Glu Asp

Thr Phe

<210> 10
<211> 18

6
Gln

Val
Trp
35

Ala
Ser

Phe

Gly

7

<212> ADN
<213> Trinh ty nhin tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 10

7

Met
Thr
20

Tyr
Ser
Gly

Ala

Gly
100

Thr
Ile
Gln
Ser
Thr
Thr

85
Gly

cagagcataa gcagttat

<210> 10
<211> 6

8

<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 10

8

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp
70

Tyr

Thr

Gln Ser Ile Ser Ser Tyr

1

<210> 10
<211> 9

9

<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 10
gctgcatc

<210> 11
<211> 3
<212> PR

9
c

0

T

5

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

Ser
Cys
Lys
Gln
55

Phe

Tyr

Lys

Pro
Arg
Pro
40

Ser
Thr

Cys

Val

29950

Ser Ser
10

Ala Ser

25

Gly Lys

Gly Val

Leu Thr

Gln Gln
90

Glu Ile
105

-117-

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Ser

Lys

Ser
Ser
Pro
Ser
60

Ser

Tyr

Ala
Ile
Lys
Arg
Ser

Leu

Ser

Ser

30
Leu

Phe

Leu

Thr

Val
15

Ser
Leu
Ser

Gln

Pro
95

Gly
Tyr
Ile
Gly
Pro

80
Leu



<223> Tong hop

<400> 110

Ala Ala Ser

1

<210> 111
<211> 27
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 111

caacagagtt accttacccc gctcact

<210> 112
<211> 9
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Tbng hop

<400> 112

29950

Gln Gln Ser Tyr Leu Thr Pro Leu Thr

1

<210> 113
<211> 375
<212> ADN

5

<213>Iﬁnhunﬂﬁnmo

<220>

<223> Téng hop

<400> 113

caggttcagc
tcctgcaagt
cctggacaag
gaacagaggt
atggagttga
gactattgta
gtcaccgtct

<210> 114
<211> 125
<212> PRT

tggtgcagtc
cttctgactt
ggcttgagtg
tccagggcag
ggagcctgag
gtagtaacac
cttca

<21 3> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 114

tggagctgag
cgcctttacce
gatgggatgg
aatcaccatg
atctgacgac
ctgttctgat

gtgatgaagc
acctatggca
atcagcgctt
accacagaca
acggccgtgt
gcttttgatt

ctggggcctce
tcagctgggt
acaatggtaa
catccacgac
attactgtgc
tgtggggcca

agtgaaggtc
gcgacaggcc
cacaaactat
cacagtttat
gagagatccc
agggacaatg

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

1

5

10

-118-

15

27

60

120
180
240
300
360
375



Ser Val Lys

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

Ala Arg Asp
Asp Leu Trp

115

<210> 115
<211> 24

<212> ADN

Val
20

Trp
Ser
Ile
Arg
Pro

100
Gly

Ser
Val
Ala
Thr
Ser
85

Asp

Gln

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 115

Cys
Arg
Tyr
Met
70

Leu

Tyr

Gly

Lys
Gln
Asn
55

Thr
Arg

Cys

Thr

gacttcgcct ttaccaccta tggc

<210> 116
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 116

Ser
Ala
40

Gly
Thr
Ser

Ser

Met
120

Asp Phe Ala Phe Thr Thr Tyr Gly

1

<210> 117
<211> 24
<212> ADN

5

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 117

atcagcgctt acaatggtaa caca

<210> 118
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tw nhan tao

<220>

<223> Téng hop

29950

Ser Asp
25

Pro Gly
Asn Thr
Asp Thr
Asp Asp
Ser Asn

105
Val Thr

-119-

Phe
Gln
Asn
Ser
75

Thr

Thr

Val

Ala
Gly
Tyr
60

Thr
Ala

Cys

Ser

Phe
Leu
45

Glu
Thr
Val

Ser

Ser
125

Thr
30

Glu
Gln
Thr
Tyr

Asp
110

Thr
Trp
Arg
Val
Tyr

95
Ala

Tyr
Met
Phe
Tyr
80

Cys

Phe

24

24



<400> 118

Ile Ser Ala Tyr Asn Gly Asn Thr

1

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

119
54
ADN

<220>

<223>

<400> 119

5

Trinh tu nhan tao

Téng hop

29950

gcgagagatc ccgactattg tagtagtaac acctgttctg atgcttttga tttg

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

120
18
PRT

<220>

<223>

<400> 120

Trinh ty nhan tao

Tbng hop

Ala Arg Asp Pro Asp Tyr Cys Ser Ser Asn Thr Cys Ser Asp Ala Phe

1
Asp Leu

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

121
321
ADN

<220>
<223>

<400> 121

gacatccaga
atcacttgcc
gggaaagttc
cggttcagtg
gaggatgttg
gggaccaagg

<210> 122
<211> 107
<212> PRT

5

Trinh ty nhén tao

Tdng hop

tgacccagtc
gggcgagtca
ctaaggtcct
gcagtggctc
caacttattt
tggaaatcaa

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Tbng hop

<400> 122

tccatcctcce
gggcattacc
gatctatgct
tgggacagaa
ctgtcaacag
a

10

ctgtctgcat
aattatttag
gcatccactt
ttcactctcg
tatggcagtg

ctgtacgaga
cctggtatca
tgcaatcagg
ccatcagcag
cccecttggac

15

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatct
cctgcagcecct
gttcggccaa

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Arg

1

5

10

15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly Ile Thr Asn Tyr

-120-

54

60

120
180
240
300
321



29950

20 25
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys
35 40
Tyr Ala Ala Ser Thr Leu Gln Ser Gly Val
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Ala
65 70
Glu Asp Val Ala Thr Tyr Phe Cys Gln Gln
85 90
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile
100 105
<210> 123
<211> 18
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao
<220> |
<223> Tong hop
<400> 123
cagggcatta ccaattat
<210> 124
<211> 6
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tong hgp

<400> 124
Gln Gly Ile Thr Asn Tyr
1 5

<210> 125

<211> 9

<212> ADN
<213> Trinh tu nhéan tao

<220> .
<223> Tong hop

<400> 125
gctgcatcc

<210> 126
<211> 3
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Ténghgp

<400> 126

Ala Ala Ser
1

-121-

val
Pro
Ile
75

Tyr

Lys

Pro
Ser
60

Ser

Gly

Lys
45

Arg
Ser

Ser

30
Val

Phe

Leu

Ala

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Ile
Gly
Pro

80
Trp

18



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

127
27
ADN

<220>

<223>

<400> 127

Trinh ty nhin tao

Ténghqp

caacagtatg gcagtgcccc ttggacg

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

128
9
PRT

<220>

<223>

<400> 128

Trinh tu nhan tao

Tbng hop

29950

Gln Gln Tyr Gly Ser Ala Pro Trp Thr

1

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

129
360
ADN
Trinh tu

<220>
<223>

<400> 129

caggttcagc
tcctgcaagg
cctggacaag
gcacagaagg
atggagctga
actggaactg

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

130
120
PRT

<220>
<223>

<400> 130

Gln Val Gln
1

Ser Val Lys

Ser
35
Ile

Gly Ile

Gly Trp

5

nhin tao

Téng hop

tggtgcagtc
cttctgagta
gtcttgagtg
tccaggacag
gaaacctgag
actcttactt

Trinh tu nhan tao

Téng hop

Leu Val
5

Val Ser

20

Trp Val

Gly Ala

Gln
Cys
Arg

Tyr

tggagctgag
cacctttagc
gttggggtgg
aatcaccatg
atctgacgac
tgacttctgg

Ser Gly

Lys Ala

Gln Ala
40

Ser Gly

gtgaagaaac
aactatggca
atcggcgcectt
accacagacg
acggccgtgt
ggccagggaa

Ala Glu Vval
10

Ser Glu

25

Pro

Tyr
Gly Gln

Phe Thr Lys

-122-

ctggggcctc
tcagctgggt
atagtggttt
catccacgac
attattgtgc
ccctggtcac

Lys Lys Pro

Thr Phe Ser
30
Leu Glu
45

Ala

Gly

Tyr Gln

agtgaaggtc
gcgacaggcc
cacaaaatat
cacagcctac
gagagtggga
cgtctcctca

Gly Ala
15
Asn Tyr

Trp Leu

Lys Val

27

60

120
180
240
300
360



29950

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

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115 120
<210> 131
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220> |
<223> Tonghgp

<400> 131
gagtacacct ttagcaacta tggc

<210> 132

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Ténghqp

<400> 132
Glu Tyr Thr Phe Ser Asn Tyr Gly
1 5

<210> 133
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh tw nhin tao

<220>
<223> Tﬁnghqp

<400> 133
atcggcgctt atagtggttt caca

<210> 134
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tong hop

<400> 134
Ile Gly Ala Tyr Ser Gly Phe Thr
1 5

-123-



<210> 135
<211> 39
<212> ADN

<213>

<220>
<223> Tong hop

<400> 135
gcgagagtgg gaactggaac tgactcttac tttgacttc

<210> 136
<211> 13
<212> PRT

<213>

<220> )
<223> Tong hop

<400> 136
Ala Arg Val Gly Thr Gly Thr Asp Ser Tyr Phe Asp Phe

1

<210> 137
<211> 321
<212> ADN

<213>

<220>
<223> Toéng hgp

<400> 137

gacatccaga
atcacttgcc
gggaaagccce
agattcagtg
gaagattttg
gggaccaagg

<210> 138
<211> 107
<212> PRT

<213>

<220>
<223> Tong hop

<400> 138

Asp
1
Asp
Leu

Tyr

Ser
65

Ile Gln
Arg Val

Asn Trp
35

Thr Ala

50

Gly Ser

Met
Thr
20

Tyr

Ser

Gly

Trinh tu nhén tao

Trinh ty nhan tao

5

Trinh ty nhan tao

Trinh ty nhén tao

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

tgacccagtc tccatcctcc
gggcaagtca gaacattaac
ctaaactcct gatttatact
gcagtggatc tgggacagat
gaatttacat ctgtcaacag
tggagatcaa a

Gln Ser Pro
Thr Cys Arg

Gln Lys Pro
40
Leu Gln Ser
55
Asp Phe Thr
70

29950

10

ctgtctgcat
agtcatttaa
gcatccagtt
ttcactctca
acttacataa

Ser
Ala
25

Gly
Gly

Leu

Ser
10

Ser
Lys
vVal

Thr

-124-

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile
75

ctgtaggaga
attggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag
cccctcectcecac

Ser Ala
Asn Ile

Pro Lys
45

Leu Arg

60

Ser Ser

Ser
Asn
30

Leu

Phe

Leu

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatta
tctgcaacct
tttcggcggt

Val
15

Ser
Leu

Ser

Gln

Gly
His
Ile
Gly

Pro
80

39

60

120
180
240
300
321



29950

Glu Asp Phe Gly Ile Tyr Ile Cys Gln Gln Thr Tyr Ile Thr Pro Leu

85 90 95
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 » 105
<210> 139
<211> 18
<212> ADN

<213> Tﬂnh&hﬂﬁnmo

<220> |
<223> Tong hop

<400> 139
cagaacatta acagtcat

<210> 140
<211> 6
<212> PRT

<213> .Trinh ty nhan tao

<220>
<223>’T6nghqp

<400> 140
Gln Asn Ile Asn Ser His
1 5

<210> 141
<211> 9
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220> |
<223> Tong hop

<400> 141
actgcatcc

<210> 142
<211> 3
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220> |
<223> Tong hop

<400> 142
Thr Ala Ser
1

<210> 143

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

-125-

18



<220>

<223> Tbénghgp

<400> 143

caacagactt acataacccc tctcact

29950

<210> 144

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Tong hop

<400> 144

Gln Gln Thr Tyr Ile Thr Pro Leu Thr

1 5

<210> 145

<211> 369

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Toéng hop

<400> 145

caggtgcagc tgcaggagtc gggcccagga cttgtgaagt

acctgcactg tctctggtgg ctccatcagt agttactact

ccagggaagg gcctggaatg gattggattt atctattaca

ccctcectca agagtcgagt caccttttca gtagacactt

aagctgaact ctgtgaccgc cacagacacg gccgtgtatt

gattcgggga cttatgaact ggggcctttt gactactggg

gtctcctca

<210> 146

<211> 123

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220> |

<223> Tong hop

<400> 146

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu

1 5 10

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

Tyr Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys

35 40
Gly Phe Ile Tyr Tyr Ser Gly Ser Thr Asn Tyr
50 55

Ser Arg Val Thr Phe Ser Val Asp Thr Ser Lys

65 70 75

Lys Leu Asn Ser Val Thr Ala Thr Asp Thr Ala

85 90

Arg His Tyr Phe Asp Ser Gly Thr Tyr Glu Leu

100 105

-126-

cttcggagac
ggagctggat
gtgggagcac
ccaaaaacca
actgtgcgcg
gccagggaac

Val Lys Ser

Ile Ser
30
Glu

Ser

Gly Leu

45

Asn Pro Ser

60
Asn

His Phe

Val Tyr Tyr

Gly Phe

110

Pro

cctgtccctce
ccggcagccce
caactacaac
cttctcceccectg
acattacttt
cctggtcacc

Ser Glu
15
Ser Tyr

Trp Ile

Leu Lys
Leu
80

Ala

Ser

Cys
95

Asp Tyr

27

60

120
180
240
300
360
369



29950

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 147
<211> 24

<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220> |
<223> Tong hop

<400> 147
ggtggctcca tcagtagtta ctac

<210> 148
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng th

<400> 148
Gly Gly Ser Ile Ser Ser Tyr Tyr
1 5

<210> 149
<211> 21
<212> 'ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220> -
<223> Tong hep

<400> 149
atctattaca gtgggagcac c

<210> 150
<211> 17
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng ho'p

<400> 150
Ile Tyr Tyr Ser Gly Ser Thr
1 5

<210> 151

<211> 51

<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tong hep

-127-

24

21



<400> 151

29950

gcgcgacatt actttgattc ggggacttat gaactggggc cttttgacta c

Ala Arg His Tyr Phe Asp Ser Gly Thr Tyr Glu Leu Gly Pro Phe Asp

<210> 152
<211> 17
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220> |
<223> Tonghop
<400> 152
1 5
Tyr
<210> 153
<211> 339
<212> ADN
<213> Trinh tuy nhén tao
<220>
<400> 153
gacatcgtga tgacccagtc tccagactcc
atcaactgca agtccagcca gaatatttta
tggtaccagc agaaaccagg acagcctcct
gaatccgggg tccctgaccg attcagtggce
atcagcagcc tgcaggctga agatgtggca
ccattcactt tcggccctgg gaccaaagtg
<210> 154
<211> 113
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Téng th
<400> 154
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro
1 5
Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys
20
Ser Ser Asn Lys Asn Tyr Leu Thr
35 40
Pro Pro Lys 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 Ile Thr Pro Phe Thr Phe
100
Lys

10

ctggctgtgt
ttaacttcca
aagctgctca
agcgggtctg
ctttatttct
gatatcaaa

Ser Leu
10

Ser

Asp
Ser Gln
25

Trp

Tyr Gln

Ala Ser Ile
Thr
75

Leu

Ser Gly

Val Ala
90
Gly Pro
105

Gly

-128-

ctctgggcga
gtaataagaa
tttactgggc
ggacagattt
gtcagcaata

Ala Val Ser

Ile Leu
30

Pro

Asn

Gln Lys

45

Arg Glu Ser

60
Asp

Phe Thr

Tyr Phe Cys

Thr Val

110

Lys

15

gagggccacc
ctacttaact
atctattcgg
cactctcacc
ttatattact

Leu
15
Leu

Gly
Thr
Gly Gln
Gly Val
Thr

80
Gln

Leu

Gln
95

Asp Ile

51

60

120
180
240
300
339



29950

<210> 155

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh tuw nhin tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 155
cagaatattt tattaacttc cagtaataag aactac

<210> 156
<211> 12
<212> PRT

<213> ‘T¥nh tu nhén tao

<220>
<223> Téng h(yp

<400> 156
Gln Asn Ile Leu Leu Thr Ser Ser Asn Lys Asn Tyr
1 5 10

<210> 157

<211> 9

<212> ADN
<213> .Trinh ty nhin tao

<220>

<400> 157
tgggcatct

<210> 158
<211> 3
<212> PRT

<213> Tﬁnhuﬂﬁﬁn@o

<220>
<223> Tong hop

<400> 158
Trp Ala Ser
1

<210> 159

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Ténghqp

-129-



<400> 159

cagcaatatt atattactcc attcact

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

160
9
PRT

<220>

<223>

<400> 160

Trinh tw nhin tao

Tdng hop

29950

Gln Gln Tyr Tyr Ile Thr Pro Phe Thr

1

<210> 161
<211> 372

<212> ADN

5

<213> Trinh tw nhén tao

<220>

<223> Tbng hop

<400> 161

caggtgcagc tgcaggagtc gggcccagga

acctgcactg tctctggtgg ctccatcagt

ccagggaagg gactggagtg gattggccat

ccctcectca agagtcgagt cgccatatca

aggctgtact ctgtgaccgc tgcggacacg

agtagctcgt ccggcttcta ctacttcggt

accgtctcct ca

<210> 162

<211> 124

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220> |

<223> Tonghop

<400> 162

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly

1 5
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val
20

Tyr Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro
35 40

Gly His Ile Tyr Tyr Ser Gly Ser

50 55

Ser Arg Val Ala Ile Ser Val Asp

65 70

Arg Leu Tyr Ser Val Thr Ala Ala

85
Arg Asp Gly Tyr Ser Ser Ser Ser
100

Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val

115 120

ctggtgaagc
gattactact
atctattaca
gtcgacacgt
gccgtgtatt
atggacgtct

Pro Gly Leu
10

Ser Gly

25

Pro

Gly

Gly Lys

Thr Asn His

Thr Ser Lys
75
Thr Ala
90

Phe

Asp

Gly
105
Thr

Tyr

Val Ser

-130-

cttcggagac
ggagctggat
gtgggagcac
ccaagaacca
actgtgcgag
ggggccaagg

Val Lys Pro

Ile Ser
30
Glu

Ser

Gly Leu

45

Asn Pro Ser

60
Asn

Gln Phe

Val Tyr Tyr

Phe Gly

110

Tyr

Ser

cctgtccectce
ccggcagccce
caaccacaac
gttctccctg
agacgggtat
gaccacggtc

Ser Glu
15
Asp Tyr

Trp Ile

Leu Lys
Leu
80

Ala

Ser

Cys
95

Met Asp

27

60

120
180
240
300
360
372



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

<213> Trinh tl_J:A nhan tao

<220> |
<223> Tong hop

<400> 163
ggtggctcca tcagtgatta ctac

<210> 164

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tong hop

<400> 164
Gly Gly Ser Ile Ser Asp Tyr Tyr
1 5

<210> 165
<211> 21
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220> |
<223> Tong hop

<400> 165
atctattaca gtgggagcac c

<210> 166
<211> 7
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220> ]
<223> Ténghqp

<400> 166
Ile Tyr Tyr Ser Gly Ser Thr
1 5

<210> 167

<211> 54

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 167

gcgagagacg ggtatagtag ctcgtccggc ttctactact tcggtatgga cgtc

29950

-131-

24

21

54



29950

Ala Arg Asp Gly Tyr Ser Ser Ser Ser Gly Phe Tyr Tyr Phe Gly Met

<210> 168
<211> 18
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Ténghqp
<400> 168
1 5
Asp Val
<210> 169
<211> 321
<212> ADN
<213>‘Tﬁmnumﬁnm0
<220>
<223> Tong hgp
<400> 169
gacatccagt tgacccagtc tccatccttc
atcacttgct gggccagtca ggacattaac
gggaaagccc ctaagctcct gatctttgcet
aggttcagcg gcagtggatc tgggacagaa
gaagattttg caacttatta ctgtcaacac
gggacacgac tggagattaa a
<210> 170
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh tw nhan tao
<220>
<223> Ténghqp
<400> 170
Asp Ile Gln Leu Thr Gln Ser Pro
1 5
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Trp
20
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro
35 40
Phe Ala Ala Ser Thr Leu Gln Gly
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr
65 70
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys
85
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Arg Leu
100
<210> 171
<211> 18

10

ctgtctgcat
agttatttag
gcatccactt
ttcactctca
cttagtagtt

Phe
10
Ser

Ser Leu
Ala
25

Gly

Gln

Lys Ala

Gly Val Pro

Thr Ile
75

Leu

Leu
Gln His
90
Glu Ile

105

Lys

-132-

ctgtcggaga
cctggtatca
tgcaaggtgg
caatcagcag
tcccecteccac

Ser Ala Ser

Ile Asn
30

Leu

Asp

Pro Lys

45

Ser Arg Phe

60

Ser Ser Leu

Ser Ser Phe

15

cagagtcacc
gcaaaaacca
ggtcccttct
cctgcagcect
cttcggccaa

Val
15
Ser

Gly
Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro
80
Pro Pro

95

60

120
180
240
300
321



29950

<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

<220> |
<223> Tong hop

<400> 171
caggacatta acagttat 18

<210> 172
<211> 6
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> T&%pr

<400> 172
Gln Asp Ile Asn Ser Tyr
1 5

<210> 173
<211> 9

<212> ADN
<213> Trinh tw nhan tao

<220>
<223> Téng ho’p

<400> 173
gctgcatcc °

<210> 174
<211> 3
<212> PRT

<213> .Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 174
Ala Ala Ser
1

<210> 175
<211> 27

<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tong hop

<400> 175
caacacctta gtagtttccc tcccacc 27

<210> 176
<211> 9

-133-



<212> PRT
<213> Trinhty

<220>

nhén tao

<223> Téng hop

29950

ctggtgaggc
agttactact
atctattaca
ggagacacgt
gccgtgtatt
tggggccagg

Pro Gly Leu
10

Ser Gly

25

Pro

Gly

Gly Lys

Thr Asn Tyr

Thr Ser Lys
75
Thr Ala
90

Arg

Asp

Leu Glu
105

Ser

<400> 176
Gln His Leu Ser Ser Phe Pro Pro Thr
1 5
<210> 177
<211> 363
<212> ADN
<Z213> Trinh ty nhén tao
<220> |
<223> Tong hop
<400> 177
caggtgcagc tgcaggagtc gggcccagga
atctgcactg tctctggtgg ctccatcaat
ccagggaagg gactggaatg gattggatat
ccctececectca agagtcgagt caccatatca
aagctgagct ctgtgaccgc tgcggacacg
tggaactacg aactccgaga atttgactac
tca
<210> 178
<211> 121
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Tong hop
<400> 178
Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly
1 5
Thr Leu Ser Leu Ile Cys Thr Val
20
Tyr Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro
35 40
Gly Tyr Ile Tyr Tyr Ser Gly Ser
50 55
Ser Arg Val Thr Ile Ser Gly Asp
65 70
Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala
85
Arg Gly Val Ile Trp Asn Tyr Glu
100
Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser
115 120
<210> 179
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh tw nhan tao

-134-

cttcggagac
ggagctggat
gtgggagcac
ccaagaacca
actgcgcgag
gaaccctggt

Val Arg Pro

Ile Asn
30
Glu

Ser

Leu
45
Pro

Gly

Asn Ser

60

Asn Gln Phe

Val Tyr Tyr

Phe Asp Tyr

110

cctatccctce
ccggcagccce
caactacaac
gttctcecctg
aggggtaatc
caccgtctcc

Ser Glu
15
Ser Tyr

Trp Ile

Leu Lys
Leu
80

Ala

Ser
Cys

Trp Gly

60

120
180
240
300
360
363



29950

<220> |
<223> Tong hop

<400> 179
ggtggctcca tcaatagtta ctac

<210> 180
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tong hop

<400> 180
Gly Gly Ser Ile Asn Ser Tyr Tyr
1 5

<210> 181

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> synthetic

<400> 181
atctattaca gtgggagcac c

<210> 182

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Ténghqp

<400> 182
Ile Tyr Tyr Ser Gly Ser Thr
1 5

<210> 183

<211> 45

<212> 'ADN

<213> Trinh tu nhéan tao

<220>
<223>T6ng hop

<400> 183
gcgagagggg taatctggaa ctacgaactc cgagaatttg actac

<210> 184
<211> 15
<212> PRT

<213> Trinh tr nhan tao

-135-

24

21

45



<220>

<223> Tbng hop

29950

ctctgggcga
acaataagaa
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

15

gagggccacc
ctacttagtt
atctacccgg
cactctcacc
ttattttact

Leu
15
Asp

Gly
Ser
Gly Gln
Gly Val
Thr

80
Gln

Leu

Gln
95

Glu Ile

<400> 184 .

Ala Arg Gly Val Ile Trp Asn Tyr Glu Leu Arg Glu Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 185

<211> 339

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Tong hop

<400> 185

gacatcgtga tgacccagtc tccagactcc ctggctgtgt

atcaactgca agtccagcca gagtgtttta gacagttcca

tggtaccagc agaaaccagg acagcctcct gagctgctca

gaatccgggg tccctgaccg attcagtggc agcgggtctg

atcagcagcc tgcaggctga agatgtggca gtttattact

ccgctcacct tcggcggagg gaccaaggtg gagatcaaa

<210> 186

<211> 113

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Téng ho'p

<400> 186

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

Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser Gln

20 25
Ser Asn Asn Lys Asn Tyr Leu Val Trp Tyr Gln
35 40
Pro Pro Glu Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr
50 55

Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr
65 70 75

Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val

85 90
Tyr Tyr Phe Thr Pro Leu Thr Phe Gly Gly Gly
100 105

Lys

<210> 187

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223>

Téng hop

-136-

60

120
180
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<400> 187

29950

cagagtgttt tagacagttc caacaataag aactac

<210> 188
<211> 12
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tong hgp

<400> 188

Gln Ser Val Leu Asp Ser Ser Asn Asn Lys Asn Tyr

1 5

<210> 189
<211> 9

<212> ADN
<213> .Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tong hop

<400> 189
tgggcatct

<210> 190
<211> 3
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220> .
<223> Tong hgp

<400> 190
Trp Ala Ser
1

<210> 1921

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng h(yp

<400> 191
cagcaatatt attttactcc gctcacc

<210> 192
<211> 9
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

-10

-137-

36

27



29950

ctggtgaggc
agtagtaatt
gggaatatct
atatccgtag
gacacggctg
gacccctggg

Pro Gly Leu
10

Ser Ser Gly
25
Gln

Pro Pro

Gly Asn Thr
Thr
75

Asp

Val Asp
Thr
20

Glu

Ala

Tyr Leu

105
Val

Ser Ser

<400> 192
Gln Gln Tyr Tyr Phe Thr Pro Leu Thr
1 5
<210> 193
<211> 369
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao
<220> |
<223> Tong hop
<400> 193
cagctgcagc tgcaggagtc gggcccagga
acctgcagtg tctcgagtgg ctccatcaga
cagcccccag ggaagggact ggagtggatt
tataacccgt ccctcaaggg tcgagtcacc
tccctgaagce tgagctctgt gaccgccaca
ggatatagtg actacgagtt gaactggttc
gtctcctca
<210> 194
<211> 123
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> Tong hop
<400> 194
Gln Leu Gln Leu Gln Glu Ser Gly
1 5
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ser Val
20
Asn Tyr Tyr Trp Gly Trp Ile Arg
35 40
Trp Ile Gly Asn Ile Tyr Tyr Ser
50 55
Leu Lys Gly Arg Val Thr Ile Ser
65 70
Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr
85
Cys Ala Arg Gln Gly Tyr Ser Asp
100
Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr
115 120
<210> 195
<211> 30
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Tbénghop

<400> 195

-138-

cttcggagac
actactgggg
attatagtgg
acacgtccaa
tgtattactg
gccagggaac

Val Arg Pro

Ser Ile Arg

30
Gly Lys Gly
45
Phe Tyr Asn
60
Ser

Lys Asn

Thr Ala Val
Phe

110

Asn Trp

cctgtcceccte
ctggatccgce
gaacaccttc
gaaccagttc
tgcgagacaa
cctggtcacc

Ser Glu
15
Ser Ser

Leu Glu

Pro Ser

Phe
80
Tyr

Gln

Tyr
95

Asp Pro

60

120
180
240
300
360
369



29950

agtggctcca tcagaagtag taattactac

<210> 196
<211> 10
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao

<220> |
<223> Tong hop

<400> 196
Ser Gly Ser Ile Arg Ser Ser Asn Tyr Tyr
1 ) 10

<210> 197

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tong hop

<400> 197
atctattata gtgggaacac c

<210> 198
<211> 7
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220> )
<223> Tong hop

<400> 1098
Ile Tyr Tyr Ser Gly Asn Thr
1 5

<210> 199
<211> 45

<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tong h(Yp

<400> 199
gcgagacaag gatatagtga ctacgagttg aactggttcg acccc

<210> 200
<211> 15

<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 200

-139-

30

21

45



29950

Ala Arg Gln Gly Tyr Ser Asp Tyr Glu Leu Asn Trp Phe Asp Pro

1 5
<210> 201
<211> 339
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> Ténghop
<400> 201
gacatcgtga tgacccagtc tccagactcc
ttcaactgca agtccagcca gagtgtttta
tggtaccagc agaaaccagg acagcctcct
gaatccgggg tccctgaccg attcagtggce
atcagcagcc tgcaggctga agatgtggca
ccgtggacgt tcggccaagg gaccaaggtg
<210> 202
<211> 113
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220> |
<223> Tong hop
<400> 202
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro
1 5
Glu Arg Ala Thr Phe Asn Cys Lys
20
Ser Asn Asn Lys Asn Tyr Leu Ala
35 40
Pro Pro Lys 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
Phe Tyr Asn Ser Pro Trp Thr Phe
100
Lys
<210> 203
<211> 36
<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> Tong hop
<400> 203

10

ctggtgctgt
gacagttcca
aagttgctca
agcgggtctyg
ctttattact
gaaatcaaa

Ser Leu
10

Ser

Asp
Ser Gln
25
Trp

Tyr Gln

Ala Ser Thr
Thr
75

Leu

Ser Gly

Val Ala
90
Gly Gln
105

Gly

cagagtgttt tagacagttc caacaataag aactac

<210> 204

-140-

ctctgggcga
acaataagaa
tttactgggc
ggacagattt
gtcaacaatt

Val Leu Ser

Val Leu
30

Pro

Sér
Gln Lys
45

Arg Glu Ser

60
Asp

Phe Ser

Tyr Tyr Cys

Thr Val

110

Lys

15

gagggccacec
ctacttagct
atctacccgg
ctctctcacc
ttataatagt

Leu
15
Asp

Gly
Ser
Gly Gln
Gly Val

Thr
80
Gln

Leu

Gln
95

Glu Ile

60

120
180
240
300
339

36



<211> 12
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220> i
<223> Tong hop

<400> 204

Gln Ser Val Leu Asp Ser Ser Asn Asn Lys Asn Tyr

1 5

<210> 205
<211> 9
<212> ADN

<213> Trinh-tu? nhan téo

<220> |
<223> Tong hop

<400> 205
tgggcatct

<210> 206
<211> 3
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tong hop

<400> 206
Trp Ala Ser
1

<210> 207
<211> 27

<212> ADN

<213>’ﬁmhuhﬂﬁnmo

<220>
<223> Tong hop

<400> 207
caacaatttt ataatagtcc gtggacg

<210> 208

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Ténghqp

<400> 208

29950

10

Gln Gln Phe Tyr Asn Ser Pro Trp Thr

1 5

-141-

27



<210> 209

<211> 363

<212> ADN

<213>'ﬁhmtunh$1mo

<220>

<223> Tong hop

<400> 209

caggtgcagc tgcaggagtc gggcccaggg

acctgcactg tctctggtgg ctccatcaat

ccagggaagg gactggaatg gattggaaat

ccctcecctca agagtcgagt caccatatca

aaactgaact ctgtgaccgc tgcggacacg

tggaactacg aaataggggc catgggcgtc

tca

<210> 210

<211> 121

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<400> 210

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly

1 5
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val
20

Ser Trp Thr Trp Ile Arg Gln Pro
35 40

Gly Asn Ile Tyr Asn Ser Glu Asn

50 55

Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp

65 70

Lys Leu Asn Ser Val Thr Ala Ala

85
Arg Thr Tyr Asn Trp Asn Tyr Glu
100

Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser
115 120

<210> 211

<211> 24

<212> ADN

<213> Triph tw nhén tao

<220>

<223> Ténghqp

<400> 211

ggtggctcca tcaatagtta ttct

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

29950

ctggtgaagc
agttattctt
atctataata
gttgacacgt
gccgtatatt
tggggccagg

Pro Gly Leu

10
Ser Gly Gly
25
Pro

Gly Lys

Thr Asn Tyr

Thr Ser Lys
75
Thr Ala
90

Gly

Asp

Ile Ala
105

Ser

-142-

cctcggagac
ggacctggat
gtgagaatac
ccaagagtca
actgtgcgag
ggaccacggt

Val Lys Pro

Ile Asn
30
Glu

Ser

Leu
45
Pro

Gly

Asn Ser

60

Ser Gln Val

Val Tyr Tyr

Met Gly Val

110

cctgtccctc
ccggcagccce
caactacaac
ggtttccctg
aacatataac
caccgtctcc

Ser Glu
15
Ser Tyr

Trp Ile

Leu Lys
Leu
80

Ala

Ser

Cys
95

Trp Gly

60

120
180
240
300
360
363

24



29950

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Ténghqp

<400> 212
Gly Gly Ser Ile Asn Ser Tyr Ser
1 5

<210> 213

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 213
atctataata gtgagaatac c

<210> 214
<211> 7
- <212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> synthetic

<400> 214
Ile Tyr Asn Ser Glu Asn Thr
1 5

<210> 215
<211> 45
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tong hop

<400> 215
gcgagaacat ataactggaa ctacgaaata ggggccatgg gcgtc

<210> 216
<211> 15
<212> PRT
<213> Trinh tw nhin tao
<220>

<223> Toéng hop

<400> 216

Ala Arg Thr Tyr Asn Trp Asn Tyr Glu Ile Gly Ala Met Gly Val

1 5 10

<210> 217

-143-

21

45



29950

<211> 339

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Tong hop

<400> 217

gacatcgtga tgacccagtt tccagactcc ctggctgtgt
atcaactgca agtccagcca gaatgtttta atcacctcca
tggtaccagc agaaaccagg acagcctcct aagctgctca
gaattcgggg tccctgcccg attcagtgge agcgggtctg
atcagcagcc tgcaggctga agatgtggca gtttattact
ccattcactt tcggccctgg gaccaaagtg gatatcaaa
<210> 218

<211> 113

<212> PRT

<213> Tyinh tu nhén tao

<220> |

<223> Tong hgp

<400> 218

Asp Ile Val Met Thr Gln Phe Pro Asp Ser Leu

1 5 10
Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser Gln
20 25
Ser Asn Asn Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln
35 40
Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr
50 55
Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr
65 70 75
Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val
85 90
Tyr Tyr Ser Thr Pro Phe Thr Phe Gly Pro Gly
100 105

Lys

<210> 219

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Tong hop

<400> 219

cagaatgttt taatcacctc caacaataag aattat
<210> 220

<211> 12

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

-144-

ctctgggcga
acaataagaa
tttactgggc
ggacagattt
gtcagcaata

Ala Val Ser

Val Leu
30

Pro

Asn

Gln Lys

45

Arg Glu Phe

Asp Phe Thr

Tyr Tyr Cys

Thr Val

110

Lys

gagggccacc
ttatttagct
ttccacccgg
cactctcacc
ttatagtact

Leu
15
Ile

Gly
Thr
Gly Gln
Gly Val
Thr

80
Gln

Leu

Gln
95

Asp Ile

60

120
180
240
300
339

36



<223> Ténghqp

<400> 220

Gln Asn Val Leu Ile Thr Ser Asn Asn Lys Asn Tyr

1 5

<210> 221
<211> 9
<212> ADN

<213>‘Tﬁﬂﬁﬁmﬁnmo

<220> _,
<223> Tonghop

<400> 221
tgggcttcce

<210> 222
<211> 3
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220> |
<223> Tong hop

<400> 222
Trp Ala Ser
1

<210> 223
<211> 27
<212> DNA

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tong hgp

<400> 223
cagcaatatt atagtactcc attcact

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

<213> Trinh ty nhan tao

<220> .
<223> Tong hop

<400> 224

29950

10

Gln Gln Tyr Tyr Ser Thr Pro Phe Thr

1 5

<210> 225
<211> 363
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

-145-

27



<220>

<223> Tbng hgp

<400> 225

caggttcagc tggtgcagtc tggagctgag
tcctgcaagg cttctggtta cacctttacc
cctggacaag gtcttgagtg gttgggatgg
gcacagaaac tccaggccag agtcaccatg
atggacctga ggagcctgag atctgacgac
ataactggaa ctacctcaag ttttgacttc
tca
<210> 226
<211> 121
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Tﬁng hop
<400> 226
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 Ser Ala Tyr Asn Asp
50 55
Gln Ala Arg Val Thr Met Thr Thr
65 70
Met Asp Leu Arg Ser Leu Arg Ser
85
Ala Arg Val Pro Ile Thr Gly Thr
100
Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser
115 120
<210> 227
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Tong hop
<400> 227
ggttacacct ttaccaacta tggt
<210> 228
<211> 8
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220> |
<223> Tong hgp

29950

gtgaagaagc
aactatggta
atcagcgcectt
accacagaca
acggccgtgt
tggggccagg

Ala Glu
10

Gly

Val

Ser
25
Pro

Tyr

Gly Gln

Asn Thr Asp

Thr Phe
75
Thr

Asp
Asp Asp
90
Thr Ser
105

Ser

Ser

-146-

ctgggacctc
tcagttgggt
ataatgataa
cattcacgag
attactgtgc
gaaccctggt

Lys Lys Pro

Thr Phe Thr
30
Leu Glu
45

Ala

Gly

Tyr Gln

60
Thr

Ser Thr

Ala Val Tyr

Phe Phe

110

Asp

agtgaaggtc
gcgacaggcc
cacagactat
cacagcctac
gagagttcct
caccgtctcc

Gly Thr
15
Asn Tyr

Trp Leu

Lys Leu

Ala Tyr
80
Tyr Cys
95

Trp Gly

60

120
180
240
300
360
363

24



29950

<400> 228
Gly Tyr Thr Phe Thr Asn Tyr Gly
1 5

<210> 229

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhn tao

<220>
<223> Tong hop

<400> 229
atcagcgctt ataatgataa caca

<210> 230
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tong hop

<400> 230
Ile Ser Ala Tyr Asn Asp Asn Thr
1 5

<210> 231
<211> 42
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 231
gcgagagttc ctataactgg aactacctca agttttgact tc

<210> 232
<211> 14
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Ténghgp

<400> 232

Ala Arg Val Pro Ile Thr Gly Thr Thr Ser Ser Phe Asp Phe

1 5 10

<210> 233
<211> 321

<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>

-147-

24

42



<223>’T€nghqp

<400> 233
gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc
atctcttgcc gggcaagtca gaccatttac
gggaaagccc ctaagctcct gatctatgat
aggttcagtg gcagtggctc tgggacacat
gaggattttg caacttactt ctgccaacag
gggaccaagg tggagatcaa a
<210> 234
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> synthetic
<400> 234
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro
1 5
Asp Arg Val Thr Ile Ser Cys Arg
20
Leu Asn Trp Phe Gln Gln Lys Pro
35 40
Tyr Asp Ala Ser Ser Leu Gln Ser
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr His Phe Thr
65 70
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Phe Cys
85
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val
100
<210> 235
<211> 18
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao
<220> |
<223> Tong hop
<400> 235
cagaccattt acagctat
<210> 236
<211> 6
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>

nhan tao

<223> Téng hop

<400> 236

Gln Thr Ile Tyr Ser Tyr

1

5

29950

ctgtctgcat
agctatttaa
gcatccagtt
ttcactctca
acttacagta

Ser Leu
10

Ser

Ser

Ala
25
Gly

Gln

Lys Ala

Gly Val Pro

Thr Ile
75
Thr

Leu
Gln Gln
90

Glu Ile

105

Lys

-148-

ctgtaggaga
attggtttca
tgcaaagtgg
ccatcagcag
cccctctecac

Ser Ala Ser

Thr Ile Tyr

30

Pro Lys Leu

45

Ser Arg Phe

60

Ser Ser Leu

Tyr Ser Thr

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
tctgcaacct
tttcggcgga

Val
15
Ser

Gly
Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro
80
Pro Leu

95

60

120
180
240
300
321

18



29950

<210> 237

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> Tong hgp

<400> 237
gatgcatcc 9

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

<213> Trinh ty nhan tao

<220> i
<223> Tong hop

<400> 238
Asp Ala Ser
1

<210> 239
<211> 27
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tong hep

<400> 239
caacagactt acagtacccc tctcact 27

<210> 240
<211> 9
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tong hop

<400> 240
Gln Gln Thr Tyr Ser Thr Pro Leu Thr
1 5

<210> 241
<211> 360
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 241
caggtgcagc tgcaggagtc gggcccagga ctggtgaaac cttcggagac cctgtceccte 60
acctgcactg tctctggtgg ctccatcagt agttactact ggagctggat ccggcagccc 120

-149-



ccagggaagg gactggagtg gattggcttt
ccctccectca agagtcgagt caccatctca
aagctgagtt ctgtgaccgc cgcagacacg
gactacgaac tctacggtat ggacgtctgg
<210> 242
<211> 120
<212> PRT
<213> .Trinh ty nhan tao
<220>
<223> Tong hop
<400> 242
Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly
1 5
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val
20
Tyr Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro
35 40
Gly Phe Ile Tyr Tyr Ser Gly Ser
50 55
Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp
65 70
Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala
85
Arg His Asp Ser Asp Tyr Glu Leu
100
Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 243
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223>Tong hop
<400> 243
ggtggctcca tcagtagtta ctac
<210> 244
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 244

Gly Gly Ser Ile Ser Ser Tyr Tyr

1

<210> 245
<211> 21

5

29950

atctattaca
gtagacacgt
gccgtgtatt
ggccaaggga

Pro Gly Leu
10

Ser Gly

25

Pro

Gly

Gly Lys

Thr Asn Tyr

Thr Ser Lys
75
Thr Ala
90

Gly

Asp

Tyr Met

105

-150-

gtgggagcac
ccaagaacca
actgtgcgag
ccacggtcac

Val Lys Pro

Ile Ser
30

Glu

Ser

Leu
45
Pro

Gly

Asn Ser

60

Asn Gln Phe

Val Tyr Tyr

Asp Val Trp

110

caactacaac 180
gttctccctg 240
acatgacagt 300
cgtctcctca 360

Ser Glu
15
Ser Tyr

Trp Ile

Leu Lys
Leu
80

Ala

Ser

Cys
95

Gly Gln

24



<212> ADN

<213> Trinh tw nhan tao

<220>

<223> Tbng hop

<400> 245

atctattaca gtgggagcac c

<210> 246
<211> 7

<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 246

Trinh tu nhan tao

Téng hop

Ile Tyr Tyr Ser Gly Ser Thr

1

<210> 247
<211> 42
<212> ADN

5

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Tbng hop

<400> 247

29950

gcgagacatg acagtgacta cgaactctac ggtatggacg tc

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

248
14
PRT

<220>
<223>

<400> 248

Ala Arg His Asp Ser Asp Tyr Glu Leu Tyr Gly Met Asp Val

1

<210> 249
<211> 339
<212> ADN

Trinh ty nhan tao

Téng hop

5

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 249

gacatcgtga
atcacctgca
tggtaccagc
gaatccgggg

tgacccagtc
agtccagcca
agaaatcagg
tccctgaccg

tccagactcc
gagtatttta
acagcctcct
tttcagtggc

10

ctggctgtgt
tacaactccg
aagctgctca
agcgggtctg

-151-

ctctgggcga
acaataagaa
tttcctgggce
ggacagattt

21

42

gagggccacc 60
ctacttagct 120
atctacccgg 180
cactctcacc 240



29950

atcagcagcc tgcaggctga agatgtggca gtttattact gtcaacaata tttttttact 300
ccattcactt tcggccctgg gaccaaagtg gatatcaaa 339

<210> 250
<211> 113
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 250
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5] 10 15
Glu Arg Ala Thr Ile Thr Cys Lys Ser Ser Gln Ser Ile Leu Tyr Asn
20 25 30
Ser Asp Asn Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Ser Gly Gln
35 40 45
Pro Pro Lys Leu Leu Ile Ser Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
50 55 60
Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80
Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln
85 90 95
Tyr Phe Phe Thr Pro Phe Thr Phe Gly Pro Gly Thr Lys Val Asp Ile
100 105 110
Lys

<210> 251
<211> 36
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> T&ghma

<400> 251
cagagtattt tatacaactc cgacaataag aactac 36

<210> 252

<211> 12

<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tong hop

<400> 252
Gln Ser Ile Leu Tyr Asn Ser Asp Asn Lys Asn Tyr
1 5 10

<210> 253

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tw nhén tao

-152-



<220>

<223> Tong hop

<400> 253
tgggcatct

<210> 254
<211> 3

<212> PRT
<213>

<220>

“Trinh tu nhén tao

<223> Téng hop

<400> 254

Trp Ala Ser

1

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

255
27
ADN

<220>

<223>

<400> 255

Trinh tu nhén tao

Téng hop

caacaatatt tttttactcc attcact

<210> 256
<211> 9

<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 256

Trinh ty nhin tao

Téng hop

29950

Gln Gln Tyr Phe Phe Thr Pro Phe Thr

1

<210> 257
<211> 363
<212> ADN

5

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 257
gaggtgcagc
tcctgtgcag
ccaggaaaag
ggctccgtga
caaatgaaca
tggaactacg
tca

tggtggagtc
cctctggatt
gtctggagtyg
agggccggtt
gcctgagagce
tttcatggtt

tgggggaggc
caccttcagt

gatctcaact
caccatctcc

cggggactcg
cttcgatctc

ttggtacagc
aactacgaca
attggttctg
agagaaaatg
gctgtatatt
tggggccgtyg

-153-

ctggggggte
tacactgggt

ctggtgatac
ccaagaactc
actgtgcaag
gcaccctggt

cctgagactc
ccgccaagtt
attctatcca
cctgtatctt
aggggataac
cactgtctcc

27

60

120
180
240
300
360
363



<210> 258
<211> 121
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220> )
<223> Tong hop

<400> 258
Glu Val Gln Leu
1
Ser Leu Arg Leu
20
Asp Ile His Trp
35
Ser Thr Ile Gly
50
Gly Arg Phe Thr
65
Gln Met Asn Ser

Arg Gly Asp Asn

100

Arg Gly Thr Leu
115

<210> 259
<211> 24

<212> ADN
<213>

<220>
<223> Tong hgp

<400> 259

Val
Ser
vVal
Ser
Ile
Leu
85

Trp

Val

Trinh ty nhan tao

Glu
Cys
Arg
Ala
Ser
70

Arg

Asn

Thr

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Arg
Ala
Tyr

Val

ggattcacct tcagtaacta cgac

<210> 260
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh ty nhin tao

<220> i
<223> Tong hop

<400> 260

Gly
Ala
Val
40

Asp
Glu
Gly

Val

Ser
120

Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr Asp

1

<210> 261
<211> 21
<212> ADN

5

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

29950

Gly Gly
10

Ser Gly

25

Pro Gly

Thr Phe
Asn Ala
Asp Ser
90
Ser Trp

105
Ser

-154-

Leu
Phe
Lys
Tyr
Lys
Ala

Phe

Val
Thr
Gly
Pro
60

Asn

Val

Phe

Gln
Phe
Leu
45

Gly
Ser

Tyr

Asp

Pro
Ser
30

Glu
Ser
Leu

Tyr

Leu
110

Gly
15

Asn
Trp
Val
Tyr
Cys

95
Trp

Gly
Tyr
Ile
Lys
Leu
80

Ala

Gly

24



<400> 2061
attggttctg ctggtgatac

<210> 262
<211> 7
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220> |
<223> Tong hop

<400> 262

a

Ile Gly Ser Ala Gly Asp Thr

1 5

<210> 263

<211> 45

<212> ADN

<213> Trinh tw nhan tao

<220> |
<223> Tong hop

<400> 263

29950

gcaagagggg ataactggaa ctacgtttca tggttcttcg atctc

<210> 264
<211> 15
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> lﬁnghgp

<400> 264

Ala Arg Gly Asp Asn Trp Asn Tyr Val Ser Trp Phe Phe Asp Leu

1 5

<210> 265
<211> 321
<212> ADN
<213> Trinh tw nhan tao

<220>
<223> Ténghqp

<400> 265

gacatccagt tgacccagtc
atcacgtgct gggccagtca
gggaaagccc ctaaactcct
aggttcagcg gcagtggatc
gaagattttg caacttatta
gggacacgac tggagattaa

<210> 266
<211> 107

tccatccttc
ggacatcagc
gatctatgct
tgggacagaa
ctgtcagcag
a

10

ctgtctacat
agttttttag
gcgtcecgttt
ttcactctca
gttaatagtt

-155-

ctgtcggaga
cctggtatca
tgcaaagtgg
caatcagcag
acccgatcac

15

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
tctgcagecct
cttcggccaa

21

45

60

120
180
240
300
321



29950

<212> PRT
<213> .Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tong hop

<400> 266
Asp Ile Gln Leu Thr Gln Ser Pro Ser Phe Leu Ser Thr Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Trp Ala Ser Gln Asp Ile Ser Ser Phe
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 Val Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Val Asn Ser Tyr Pro Ile
85 90 95
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Arg Leu Glu Ile Lys
100 105

<210> 267

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Toéng hop

<400> 267
caggacatca gcagtttt

<210> 268
<211> 6
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng h(yp

<400> 268
Gln Asp Ile Ser Ser Phe
1 5

<210> 269
<211> 9
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tong hgp

<400> 269
gctgcgtcce

<210> 270

-156-



<211> 3

<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 270

Ala Ala
1

Ser

<210> 271

<211> 27

<212> ADN
<213> Trinh ty nhin tao

<220>

<223> Téng ho'p

<400> 271
cagcaggtta atagttaccc gatcacc

<210> 272

<211> 9

<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Ténghop

<400> 272
Gln Gln Val Asn Ser Tyr Pro Ile Thr

1

<210> 273
<211> 173
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

5

<223> hIL-25-MMH
aa 1-145:

aa 146-173: gdudi myc-myc-hexahistidin

<400> 273

Tyr Ser
1
Glu Glu

Ala Arg

Pro Leu
50

Asp Leu

65

Pro His

His
Leu
Pro
35

Asn

Asn

Cys

Trp
Leu
20

Asn
Ser

Arg

Val

hIL-

Pro
5
Arg
Arg
Arg

Leu

Ser
85

25

Ser
Trp
His
Ala
Pro

70
Leu

Cys
Ser
Pro
Ile
55

Gln

Gln

Cys
Thr
Glu
40

Ser

Asp

Thr

29950

Pro
Val
25

Ser
Pro

Leu

Gly

Ser
10

Pro
Cys
Trp
Tyr

Ser
20

-157-

Lys
Val
Arg
Arg
His

75
His

Gly
Pro
Ala
Tyr
60

Ala

Met

(aa 33-177 of NP_073626.1)

Gln
Pro
Ser
45

Glu

Arg

Asp

Asp
Leu
30

Glu
Leu

Cys

Pro

Thr
15

Glu
Asp
Asp

Leu

Arg
95

Ser
Pro
Gly
Arg
Cys

80
Gly

27



Asn
Cys
Leu
Gly

145
Leu

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

Ser
His
Tyr
130
Glu

Ile

<220>

<223>

<400>

Tyr
1
Glu
Ser
Leu
Leu
65
His
Ser
His
Tyr
Glu

145
Ile

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

Glu
Gly
115
Arg
Gln

Ser

274
172
PRT

Trinh tu nhan fao

Leu
100
Glu
Val
Lys

Glu

aa 1-144:
XP_001107906.2)
aa 145-172: @udi myc-myc-hexahistidin

Ser
Leu
Leu
Asn
50

Asn
Cys
Glu
Gly
Arg
130
Gln

Ser

<220>

<223>

<400>

274

His
Leu
Asp
35

Ser
Arg
Val
Leu
Lys
115
Val
Lys

Glu

275
181
PRT
Trinh tw nhén tao

Trp
Arg
20

Phe
Arg
Leu
Ser
Leu
100
Lys
Ser

Leu

Glu

aa 1-153:

275

Leu
Lys
Ser
Leu

Glu
165

MfIL-25-MMH
M.fascicularis IL-25

Pro
Trp
His
Ala
Pro
Leu
85

Tyr
Gly
Leu

Ile

Asp
165

Tyr
Gly
Leu
Ile

150
Asp

Ser
Ser
Ser
Ile
Gln
70

Gln
His
Asn
Ala
Ser

150
Leu

IL-25-MMH chuét nha

His
Thr
Ala
135

Ser

Leu

Cys
Thr
Val
Ser
55

Asp
Thr
Asn
His
Cys
135
Glu

His

IL-25 chudt nha
aa 154-181: dudi myc-myc-hexahistidin

Asn
His
120
Cys
Glu

His

Cys
Val
Ser
40

Pro
Leu
Gly
Gln
Lys
120
Val
Glu

His

29950

Gln
105
Lys
Val
Glu

His

Pro
Pro
25

Cys
Trp
Tyr
Ser
Thr
105
Gly
Cys
Asp

His

Thr
Gly
Cys
Asp

His
170

Val Phe
Tyr Cys

Val Arg
140

Leu Gly

155

His His

(aa 33-176

Ser
10

Val
Arg
Arg
His
His
90

Val
Tyr
Val

Leu

His
170

Lys Gly
Pro Pro
Ala Ser

Tyr Glu
60

Ala Arg

75

Met Asp

Phe Tyr
Cys Leu

Arg Pro
140

Gly Gly

155

His His

Tyr
Leu
125
Pro

Gly

His

of

Tyr
Leu
Glu
45

Leu
Cys
Pro
Arg
Glu
125
Arg

Glu

Arg Arg

110

Glu Arg

Arg Val

Glu

Pro
Lys
30

Asp
Asp
Leu
Arg
Arg
110
Arg
Val

Gln

(aa 17-169 of ©NP_542767.1)

-158-

Gln

Ser
15

Pro
Gly
Arg
Cys
Gly
95

Pro
Arg
Met

Lys

Pro
Arg
Met

Lys
160

Glu
Ala
Pro
Asp
Pro
80

Asn
Cys
Leu

Gly

Leu
160



29950

Val Ser Leu Arg Ile Gln Glu Gly Cys Ser His Leu Pro Ser Cys Cys

Pro Ser Lys Glu Gln Glu Pro Pro Glu Glu Trp Leu Lys Trp Ser Ser
20 25 30

Ala Ser Val Ser Pro Pro Glu Pro Leu Ser His Thr His His Ala Glu

35 40 45
Ser Cys Arg Ala Ser Lys Asp Gly Pro Leu Asn Ser Arg Ala Ile Ser
50 55 60

Pro Trp Ser Tyr Glu Leu Asp Arg Asp Leu Asn Arg Val Pro Gln Asp

65 70 75 80

Leu Tyr His Ala Arg Cys Leu Cys Pro His Cys Val Ser Leu Gln Thr

85 90 95

Gly Ser His Met Asp Pro Leu Gly Asn Ser Val Pro Leu Tyr His Asn
100 105 110

Gln Thr Val Phe Tyr Arg Arg Pro Cys His Gly Glu Glu Gly Thr His

115 120 125
Arg Arg Tyr Cys Leu Glu Arg Arg Leu Tyr Arg Val Ser Leu Ala Cys
130 135 140

Val Cys Val Arg Pro Arg Val Met Ala Glu Gln Lys Leu Ile Ser Glu

145 150 155 160

Glu Asp Leu Gly Gly Glu Gln Lys Leu Ile Ser Glu Glu Asp Leu His

165 170 175

His His His His His

180

<210> 276
<211> 181
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220> )
<223> IL-25-MMH chuét nhat
aa 1-153: IL-25 chudtnhit(aa 17-169 of NP 001178936.1)
aa 154-181: dudi myc-myc-hexahistidin

<400> 276
Val Ser Leu Arg Ile Gln Glu Asp Cys Ser His Leu Pro Arg Cys Cys
1 5 10 15
Pro Ser Lys Gln Gln Glu Phe Pro Glu Glu Trp Leu Lys Trp Asn Pro
20 25 30
Ala Pro Val Ser Pro Pro Glu Pro Leu Arg His Thr His His Pro Glu
35 40 45
Ser Cys Arg Ala Ser Lys Asp Gly Pro Leu Asn Ser Arg Ala Ile Ser
50 55 60

Pro Trp Ser Tyr Glu Leu Asp Arg Asp Leu Asn Arg Val Pro Gln Asp
65 70 75 80

Leu Tyr His Ala Arg Cys Leu Cys Pro His Cys Val Ser Leu Gln Thr

85 90 95
Gly Ser His Met Asp Pro Met Gly Asn Ser Val Pro Leu Tyr His Asn
100 105 110
Gln Thr Val Phe Tyr Arg Arg Pro Cys His Gly Glu Gln Gly Ala His
115 120 125
Gly Arg Tyr Cys Leu Glu Arg Arg Leu Tyr Arg Val Ser Leu Ala Cys
130 135 140
Val Cys Val Arg Pro Arg Met Met Ala Glu Gln Lys Leu Ile Ser Glu
145 150 155 160
Glu Asp Leu Gly Gly Glu Gln Lys Leu Ile Ser Glu Glu Asp Leu His
165 170 175

-159-



His His His

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

277
1335
ADN

<220>
<223>

<400> 277

ggcttgctga
cctgtcagtc
tgcagagggc
ggagggaggc
cccaggggga
agccttttcce
cactggccca
agcactgtgc
agggccagtg
gacagagact
tgcgtcagcc
cacaaccaga
tactgcctgg
gtgatgggct
gtacaaccac
tctggagcag
acattttgaa
tctcaggaaa
tcttttccca
gctggagaag
tactttgggt
agctgttatt
aaaaaaaaaa

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

278
177
PRT
Trinh tu

<220>
<223>

<400>

Met Arg
1

Phe

278
Glu

Leu Gln

His
35
Leu

Tyr Ser

Glu Glu

IL-25 nguoi

His His
180

Trinh tiy nhén tao

aaataaaatc
agtgccccac
tgcctgaggg
caagctgcca
gggtgcagat
tacaggtggt
gctgctgccce
ctgtgcctcce
aagatggacc
tgaaccggct
tacagacagg
ctgtcttcta
agcgcaggct
agccggacct
ttgccatgaa
caggatcccg
aagagcagct
ggttttcaaa
tccectgceta
aaagagcccc
gcattctagt
gaatgtatag
aaaaa

nhén tao

[L-25 nguoi

Arg Pro

Val
20
Trp

Val
Pro

Leu Arg

(NM_

Arg
Ala

Ser

022789.3)

aggactccta
ttgtgactga
ctgtgctgag
ggtttggggce
gagggagcga
tgcattcttg
cagcaaaggg
cctagagcct
cctcaacagc
cccccaggac
ctcccacatg
ccggcggcca
gtaccgtgtt
gctggaggct
gggccaggat
ggacaggatg
gctgcttagg
gttctgccca
ccctggccca
tggttttatt
gtagttacta
agatttatcc

Leu Gly

Phe Leu

Cys Cys
40

Ser Thr

Glu
Ala
25

Pro

Val

29950

acctgctcca
gtgtgcagtg
agggagagga
tgggggccaa
cccagattag
gcaatggtca
caggacacct
gctaggccca
agggccatct
ctgtaccacg
gacccccggg
tgccatggcg
tccttagett
ggtccctttt
gcccagatgc
gggggctttyg
gccgccggaa
tttctggagg
gcacaggcac
tgtttgttta
gtcttttgac
aaataaatat

Asp Ser

Met Val
Ser Lys

Pro Val

Trp
50
Arg

55

His Pro Glu Ser

70
Ala

Ala
65
Pro

Pro Asn Arg Cys Arg

75

Leu Asn Ser Arg Ile Ser Pro Arg

85
Leu

Trp
90

Asp Leu Asn Arg Pro Gln Asp Leu Tyr His

-160-

gtcagcctgc
cccagcatgt
gcagagatgc
gtggagtgag
gtgaggacag
tgggaaccca
ctgaggagct
accgccaccc
ccccecctggag
cccgttgcect
gcaactcgga
agaagggcac
gtgtgtgtgt
tgggaaacct
ttggcccectg
gggaaagcct
gctggtgtcc
ccaccactcc
tttctagata
ctcatcactc
atggatgatt
ctttatttaa

Ser Leu Ile
Thr
30

Asp

Met Gly

Gln
45
Pro

Gly

Pro Leu

60

Ala Ser Glu

Tyr Glu Leu

Ala Arg Cys

ttccacgagg
accaggtcag
tgctgagggt
aaactgggat
ttctctcatt
cacctacagc
gctgaggtgg
agagtcctgt
atatgagttg
gtgcccgcac
gctgctctac
ccacaagggc
gcggcccecgt
ggagccaggt
tgaagtgctg
gcacttctgc
tgtcattttc
tgtctcttcc
tttcccectt
agtgagcatc
ctgaggagga
aaatgaaaaa

Ser Leu
15
His Thr

Thr Ser

Glu Pro

Gly
80
Arg

Asp

Asp
95

Leu Cys

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1335



Pro
Asn
Cys
145

Leu

Gly

His
Ser
130

His

Tyr

100
Cys Val
115
Glu Leu

Gly Glu

Arg Val

Ser
Leu
Lys

Ser
165

Leu
Tyr
Gly

150
Leu

Gln
His
135
Thr

Ala

Thr
120
Asn

His

Cys

29950

105
Gly Ser

Gln Thr
Lys Gly

Val Cys
170

-161-

His
vVal
Tyr

155
Val

Met
Phe
140
Cys

Arg

Asp
125
Tyr
Leu

Pro

110
Pro Arg

Arg Arg
Glu Arg

Arg Val
175

Gly
Pro
Arg

160
Met





