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(57) Séang ché dé cap dén khang thé khang thy thé lymphopoietin chat nén tuyén tc

(Thymic stromal lymphopoietin -TSLP) ¢ nguoi hodc manh lién két khang nguyén cua né

ma lién két dic hiéu voi thu thé TSLP ¢ nguoi va te ché tic dung cia TSLP & ngudi thong

qua thu thé TSLP & nguoi. Khang thé khang thu thé TSLP ¢ nguoi da duoc nghién ctru boi
cac tac gia sang ché, va khang thé khang thu thé TSLP 6 nguoi dugc dé xuat bao gém ving

bién ddi chudi nang gom c0 trinh ty axit amin gdm cac axit amin tur 1 dén 118 cia SEQ ID

NO: 1 va ving bién d6i chudi nhe gdm co trinh ty axit amin gdm cac axit amin tir 1 dén

108 cua SEQ ID NO: 3. Sang ché da boc 10 rang khang thé khang thu thé TSLP & ngudi trc

ché su biéu hién cia mARN TARC giy ra boi TSLP va sy san xuat cac protein MDC, va

ngin nglra phan ung di tmg theo md hinh man cam khang nguyén giun diia & khi, va sau do
hoan thanh sang ché. Sang ché ciing dé cap dén polynucleotit, té bao chu, va dugc phim
chira khang thé nay.
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Linh vue k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché @& cap dén khang thé khang thu thé lymphopoietin chét nén tuyén tc
(TSLP) & nguoi, polynucleotit, vecto biéu hién va dugc pham chira khang thé nay.
Tinh trang ky thuat ciia sing ché

Lymphopoietin chit nén tuyén tc (Thymic stromal lymphopoietin-TSLP) 1a
xytokin thu duoc tir cac té bao bidu mo, ma duge tao ra dé dap tmg céc kich thich tién
viém. Chu yéu 13, TSLP ting cudng dap Gng viém di Gng thdng qua su hoat héa cla
cac t& bao nhanh va céc té bao mast. Céc té bao nhanh biéu hién thu thé TSLP Vé} chudi
a cia thy thé IL-7 ma 1a cdc thanh vién cta ho thu thé tao mau, va TSLP lién két véi
heterodime g@)m ¢6 thu thé TSLP va chudi o cia thu thé 1L-7, nho d6 hoat hoa cac té
bao nhanh. Céc té bao nhanh dugc hoat héa bdi TSLP biéu hién cac chemokin gay
viém nhu tuyén tc va céc chemokin dugc diéu khién bdi sy hoat hoa nay (TARC
(CCL17)), cac chemokin thu dugc tir dai thuc bao (MDC (CCL22)), va tuong tu (Nat.
Immunol., 2002, tip 7, c4c trang tir 673 dén 680). Pa biét ring TARC va MDC la céc
chemokin Th2 va thu hut cac té bao Th2 vao vi tri gay viém (Int. Immunol., 1999, tip
11, céc trang tir 81 dén 88). Hon nita, cac t& bao nhanh duoc hoat héa bai TSLP giy ra
su biét héa manh mé& cac t& bao T non thanh céc té bao Th2, va cac té bao Th2 tao
thanh IL-4, IL-5, IL-13, va TNFo, va gdy ra phan tng viém (Nat. Immunol., 2002, tap
7, cac trang tir 673 dén 680).

D3 ¢6 bao cdo rang su hoat héa cua cac té bao nhanh do TSLP thong qua thy
thé TSLP nay lién quan dén bénh hoé, bao gébm céc bénh viém di img nhu bénh hen,
va bénh xo cling toan than.

Dbi voi bénh hen, di c¢6 bdo céo ring & chudt chuyén gen ma trong d6 biéu
hién TSLP duoc ting cudng cu thé & phdi, dap Gmg viém & duong hé hip duoc giy ra
kém theo sy ting lvong IgE va cac xytokin Th2 & phdi, va diéu nay din dén bénh hen
(Nat. Immunol., 2005, tap 6, c4c trang tir 1047 d&n 1053). Hon nita, trong chudt bt
hoat (knockout) c6 thu thé TSLP hodc m6 hinh bénh hen ma c6 khang thé khéng thu
thé TSLP duoc dua vao, quan sat thiy su ngin chin cac xytokin Th2 va su san Xuét
IgE trong méau, va su cai thién chirc ning ho hép (J. Exp. Med., 2005, tap 202, cac
trang tur 829 dén 839, va Clin. Immunol., 2008, tap 129, cac trang tur 202 dén 210).
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Ngoai ra, & cac bénh nhan méc bénh hen, da ¢6 bdo cédo réng c4c biéu hién cia TSLP,
TARC, va MDC ting 1én trong cac duong dan khi cia & bénh nhan hen suyén lién
quan dén muc do nghiém trong cta bénh (J. Immunol., 2005, tp 174, cac trang tir
8183 dén 8190, va J. Immunol., 2008, tap 181, céc trang tir 2790 dén 2798).

Dbi v6i bénh xo cling toan than, di cé bao cao ring TSLP dugc biéu hién qua
da cta cac bénh nhan mic bénh xo cung toan than (Arthritis Rheum., 2013, tap 65, cac
trang tir 1335 dén 1346), va biéu hién ctia IL-13 va IL-17 trong vi tri gdy viém cua da
hau hét duoc ngdn chan hoan toan va ty 1€ collagen dé mod bénh hoc duoc cai thién
déng ké trong mo hinh bénh cing da duoc gy ra béi bleomyxin sir dung chudt bt
hoat ¢6 thu thé TSLP (Ann. Rheum. Dis., 2013, tip 72, cac trang tir 2018 dén 2023).

Do d6, khi khang thé don dong ma lién két dic hiéu vé6i thu thé TSLP & ngudi
va trc ché tac dung ciia TSLP ¢ ngudi thong qua thu thé TSLP & nguoi c6 thé duoc
phat trién, c6 ky vong 14 khang thé nay hiru ich cho viéc ngan ngira va diéu tri cac
bénh khac nhau ma trong 6 TSLP & nguoi va thu thé TSLP & ngudi lién quan dén
bénh hoc.

Déi véi cac khang thé chéng lai thu thé TSLP & ngudi ma nghién ctu da duoc
tién hanh cho dén nay, 13H5 1a khang thé don dong & chudt va hul3H5 1a khang thé
duogc nhan héa ciia chung (tai liéu patent 1), 1D6.C9 1a khang thé don dong & chudt va
Nv115-3B-IgG1 va NV115-3B-IgG4 14 cac khang thé dang thé kham cta ching (tai
liéu patent 2), NV164-1 va NV163-1 1a cac khang thé hoan toan & ngudi (tai lidu
patent 3), vda TSLPR-012 141 14 khang thé don dong dugc nhin héa xuit phat tir chudt
ddng (hamster) di duogc bao céo.

| O 13H5, hoat tinh trung hoa da dugc x4ac nhan trong thir nghiém sy tang sinh
gy ra béi TSLP sir dung cac té bao Ba/F3 biéu hién 6n dinh thu thé TSLP & ngudi,
nhung hoat tinh trung hoa ctia hul3HS5 chua dugc xac nhan (tai li€u patent 1). Hon
nita, dya trén ndi dung boc 16 cuia cac tai li€u patent tir 2 dén 4, gitta cdc khang thé
dugc mo ta trong céc tai liéu nay, nhan ra réng TSLPR-012 141 c6 hoat tinh trung hoa
cao nhét (céc tai liéu patent tir 2 dén 4). TSLPR-012 141 da dwoc danh gia thong qua
cac thir nghiém khéc nhau vé hoat tinh trung hoa. Vi dy, trong thr nghiém su tdng sinh
gy ra boi TSLP sir dung cac té bao Ba/F3 biéu hién 6n dinh thu thé TSLP & nguoi,
TARC gay ra béi TSLP, MDC, va thir nghiém su san xuét IL-8 sir dung cac té bao
nhéanh c6 ngudn gdc tir mau ngoai bién & ngudi, thir nghiém san xuét xytokin Th2 giy

ra bdi TSLP sir dung céc t€ bao nhanh c6 ngudn goc tir mau ngoai bi€n & nguodi va cac
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hé théng ddng nudi ciy té bao T non, va tuong tw, TSLPR-012_141 di dugc x4c nhan
1a thé hién hoat tinh trung hoa (tai lidu patent 4). Tuy nhién, mong mudn khang thé thé
hién hoat tinh trung hoa cao dé dugc sir dung lam thube khang thé.

Céac yéu td chinh ma xac dinh lidu luong hiru hiéu cia thudc khang thé bao
gdm hoat tinh lién két va hoat tinh trung hoa cta khang thé chdng lai khang nguyén
cling nhu luong khang nguyén c6 mit trong co thé. Su ting hoat tinh lién két va hoat
tinh trung hoa din dén giam lidu lugng, va do d6, din dén giam ganh ning vé tai chinh
va cac chi phi vé y té cho bénh nhan, ma d6 1a sy cai thién rt c¢6 1oi.

Do d6, cin thiét thu dugc khang thé khang thu thé TSLP & ngudi ma c6 hoat
tinh vu viét so véi khang thé khang thu thé TSLP & ngudi thong thudng duoc st dung
dé ngan ngira va diéu tri cac bénh khac nhau.

Danh muc tai liéu vién dan
Tai liéu patent

Tai liéu patent 1: WO 2009/100324

Tai liéu patent 2: WO 2007/112146

Tai liéu patent 3: WO 2008/155365

Tai liéu patent 4: WO 2012/007495
Ban chit ky thuit ciia sang ché
Céac van d& dugc giai quyét boi sang ché

Muc dich cta sang ché 1a @& xuét khang thé khang thu thé TSLP & ngudi ma
duoc lién két dic hiéu véi thu thé TSLP & nguoi va uc ché tac dung cia TSLP & nguoi
théng qua thy thé TSLP & nguoi.

Giai phap dé giai quyét van dé

Nhur 14 két qua cia nghién ctru chuyén sau vé su san xuét khang thé khang thu
thé TSLP & ngudi boi cac tac gia sang ché, khang thé khang thu thé TSLP & ngudi bao
gdm ving bién d6i chudi ning gdm c6 trinh ty axit amin gém cac axit amin tir 1 dén
118 ctia SEQ ID NO: 1 va ving bién ddi chudi nhe gdm ¢6 trinh tu axit amin gdm cac
axit amin tir 1 dén 108 cta SEQ ID NO: 3 da duoc dé xuit. Séng ché da boc 16 rz:ing
khang thé khéang thu thé TSLP & nguoi uc ché su biéu hién mARN TARC va su san
xuét cac protein MDC gay ra bdi TSLP (cac vi du 5 va 6), va ngan ngira phan tng di
tmg theo mo6 hinh man cadm khang nguyén giun diia (4scaris) & khi (vi du 7), do dé
hoan thanh sang ché.

Nghia 13, sang ché bao gdm cac ndi dung duéi day:
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[1] Khéang thé khang thu thé TSLP & ngudi hoic méanh lién két khang nguyén ctia n6
dugc chon tr (1) hodc (2) dudi day:

(1) khang thé khang thu thé TSLP & ngudi hodc ménh lién két khang nguyén
ciia né, bao gdm ving bién d6i chudi ning gém ¢6 trinh tu axit amin gém céc axit
amin tr 1 dén 118 cua SEQ ID NO: 1, va ving lién két chudi nhe gdm c6 trinh ty axit
amin gdm céc axit amin tir 1 dén 108 ciia SEQ ID NO: 3;

(2) khang thé khang thy thé TSLP & ngudi hodc manh lién két khang nguyén
ctia n6 trong d6 axit glutamic ctia dau N ctia chudi ning ctia khdng thé hodc manh lién
két khang nguyén cta né cua (1) dugc bién ddi thanh axit pyroglutamic.

[2] Khang thé khang thu thé TSLP & nguoi theo [1], trong d6 khang thé nay bao gdm
chudi ning gdm c6 trinh ty axit amin dugc thé hién béi SEQ ID NO: 1 va chudi nhe
gém ¢6 trinh tu axit amin duogc thé hién boi SEQ ID NO: 3.

[3] Khang thé khang thu thé TSLP & ngudi theo [1], trong d6 khang thé nay bao gdm
chudi ning gdm c6 trinh tur axit amin dugc thé hién bdi SEQ ID NO: 1, trong d6 axit
glutamic cta axit amin s6 1 cia SEQ ID NO: 1 dugc bién ddi thanh axit pyroglutamic
va/hodc lysin cua axit amin s6 448 cua SEQ ID NO: 1 duoc loai bd, va chudi nhe gém
¢6 trinh tu axit amin dugc thé hién boi SEQ ID NO: 3.

[4]. Khang thé khang thu thé TSLP & nguoi theo [3], trong d6 khang thé nay bao gdm
chudi niing gdm c6 trinh tur axit amin gdm cac axit amin tir 1 dén 447 cta SEQ ID NO:
1, va chudi nhe gbm ¢ trinh ty axit amin dugc thé hién béi SEQ ID NO: 3.

[5] Polynucleotit bao gém trinh tu bazo ma héa viing bién ddi chudi ning cua khang
thé theo [1](1), va polynucleotit bao gdm trinh ty bazo ma héa ving bién dbi chudi
nhe cta khang thé theo [1](1).

[6] Vecto biéu hién bao gbm polynucleotit bao gdém trinh tw bazo ma héa ving bién
ddi chudi ning cta khang thé theo [1](1) va polynucleotit bao gdm trinh tu bazo ma
héa ving bién ddi chudi nhe ciia khang thé theo [1](1).

[7] Té bao chu dugc chon tir nhém gdm c6 tir (a) dén (d) dudi day:

(a) té bao chu duogc bién nap vé6i vecto biéu hién bao gdm polynucleotit bao
gdm trinh ty bazo ma hoa viing bién dbi chu6i ning cua khang thé khang thu thé TSLP
& nguoi theo [1](1) va polynucleotit bao gbm trinh tu bazo ma héa viing bién dbi chudi
nhe cia khang thé;

(b) t& bao chu duge bién nap véi vecto biéu hién bao gdm polynucleotit bao

gdm trinh ty bazo ma hoa viing bién dbi chudi ning ctia khang thé khang thu thé TSLP
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& nguoi theo [1](1) va vecto bidu hién bao gdm polynucleotit bao gém trinh tu bazo
ma héa ving bién ddi chudi nhe ciia khang thé;

(c) té bao chu duoc bién nap véi vecto bidu hién bao gdm polynucleotit bao
gdm trinh ty bazo ma héa ving bién ddi chudi niing cua khang thé khang thu thé TSLP
& ngudi theo [1](1); va

(d) té bao chu dugc bién nap véi vecto biéu hién bao gdm polynucleotit bao
gbm trinh ty bazo mi héa ving bién ddi chudi nhe cta khang thé khang thu thé TSLP
& nguoi theo [1](1),

trong d6 té bao chu biéu hién khang thé néu trén.

[8] Khang thé khang thu thé TSLP & ngudi hodc méanh lién két khang nguyén cia nd
duoc tao ra bing phuong phap bao gdm viéc nudi cdy té bao chu dé biéu hién khang
thé khang thu thé TSLP & ngudi hoic méanh lién két khang nguyén ctia no, trong d6 té
bao chii 13 té bao chii theo [7].

[9] Dugc phim bao gdm khéng thé khang thu thé TSLP & ngudi hodc manh lién Kkét
khang nguyén cia n6 theo [1](1) va/hodc khéﬁg thé khang thu thé TSLP & ngudi hosc
manh lién két khang nguyén ctia né theo [1](2), va t4 duoc duoc dung.

[10] Dugc phim theo [9], trong d6 duoc phim nay bao gbm khang thé khang thu thé
TSLP & ngudi theo [2] va/hodc khang thé khang thy thé TSLP & ngudi theo [4], va ta
duoc duoc dung.

Hiéu qua dat dugc ctia sang ché

Khéng thé khang thu thé TSLP & nguoi theo sang ché lién két vé6i thy thé TSLP
& nguoi, ¢o hoat tinh trung hoa chéng lai tic dung ctia TSLP & ngudi thong qua thu thé
TSLP & ngudi, va c6 thé dugc st dung lam tac nhan dé phong ngira hodc diéu tri cac
bénh giy viém di ing nhu bénh hen hodc bénh xo cling toan than.

MBS ta vin tit cac hinh vé

Fig.1 14 @0 thi thé hién tac dung trc ché ctia T7-27 hoan toan & ngudi trén ndng
d6 IgE dic hiéu khang nguyén giun diia theo m6 hinh man cam khang nguyén giun
diia & khi. Truc tung biéu dién ndng do IgE dic hiéu khang nguyén giun diia & dang
huyét trong tuong ddi cia cic miu twong Gng khi ndng do IgE dic hiéu khang nguyén
giun diia & dang huyét twong & ngay 22 clia mdt nhom riéng 1€ tir trong s nhém ding
t4 dugc 16ng duoc thiét 1ap 1a 2000 U/mL. Nong d6 IgE & ngay 1 cia nhém dung ta
duoc 16ng va nhom ding khang thé (truéc khi cho dung chét 1éng khang nguyén giun
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diia dugc tao huyén phd bing gel nhom hydroxit), ndng dd IgE & ngay 22 ciia nhém
dung t4 dugc 16ng, va ndng d6 IgE & ngay 22 ctia nhém dung khang thé duogc thé hién.

Fig.2 14 db thi thé hién hoat tinh rc ché ctia T7-27 hoan toan & ngudi trén phan
mg & da dac hiéu khang nguyén giun diia theo md hinh man cadm khang nguyén giun
diia & khi. Cac két qua cua viéc ding dung dich mudi dém phosphat (phosphate
buffered saline - PBS) va dung dich khéang nguyén giun diia 100 pg/mL & ngay 22
duge thé hién. Truc tung biéu dién trj sé (delta cm) ma trong d6 dudng kinh clia ving
phan ing & da do PBS trir di dudng kinh cla viung phan tng ¢ da do dung dich khang
nguyén giun diia.

Fig.3 1a dd thi thé hién tac dung trc ché ctia khing thé khang thu thé TSLP trén
phan tmg dudng hd hdp nhay cam hon theo mo hinh bénh hen & chudt. Truc tung biéu
dién tri s6 PenH dugc st dung lam chi s cua chirc nang ho hép (**p < 0,01, *p <
0,05, ##p < 0,01, #p < 0,05).

Fig.4 1a dd thi thé hién tac dung trc ché cua khang thé khang thu thé TSLP trén
su thdm thiu cua céc té bao va eozin theo mo hinh bénh hen & chudt. Truc tung biéu
dién s6 lwong céc té bao ua eozin trong huyén phii té bao BALF (**p < 0,01).

Fig.5 1a @6 thi thé hién tac dung trc ché cta khang thé khang thu thé TSLP trén
biéu hién cia mARN TARC theo mé hinh bénh hen & chudt. Truc tung biéu dién mirc
biéu hién cia mARN TARC.

M0 ta chi tiét sang ché

Sau day, sang ché s& duoc mo ta chi tiét.

Co6 nam 16p 1a IgG, IgM, IgA, IgD, va IgE trong khang thé, va ciu tric co so
ctia phan tir khang thé duoc cdu tao gdm cac chudi ning c6 trong lugng phan ti nam
trong khoang tir 50000 dén 70000 va céc chudi nhe c6 trong lugng phan tir ndm trong
khoang tir 20000 dén 30000 trong mdi 16p chung. Chudi ning thuong gbm c6 chudi
polypeptit bao gdm khoang 440 axit amin, c6 c4u tric phan biét dbi véi mdi 16p, va
1an lugt duoc goi 1a Igy, Igy, Iga, Igd, va Ige twong tng véi IgG, IgM, IgA, IgD, va
IgE. Hon nita, bén phén 16p 1a IgG1, 1gG2, IgG3, va 1gG4 c6 mit trong IgG, va cac
chudi nang 1an luot twong tmg véi chung dugc goi 1a Igyl, Igy2, Igy3, va Igy4. Chudi
nhe thudng gdm c6 chudi polypeptit bao gdm 220 axit amin, hai loai ctia chiing, loai L
va loai K dugc biét dén, va dugc goi 12 Igh va Igk. Theo cau tric peptit ctia cAu tric co
s& ctia cac khang thé phan tir, hai chudi nang twong dong va hai chudi nhe twong dong

~ dugce lién két bang cac lién két disulfua (lién két S-S) va cac lién két khong cong héa
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tri, va trong lugng phén tir cua no la nam trong khoang tir 150000 dén 190000. Hai
kiéu chudi nhe c6 thé duoc cap véi bét ky chug)i nang. Cac phan tir khang thé tuong
trmg thong thudng gém c6 hai chudi nhe twong ddng va hai chudi ning twong dong.

Péi véi cac lién két S-S ndi chudi, bén lien két S-S ¢6 mit trong chudi ning
(nam Igp va Ige) va hai lién két c6 mit trong chudi nhe; mdt vong duge tao thanh trén
tir 100 dén 110 gbe axit amin, va ciu tric trong khong gian nay thi twong tu trong s6
cac vong va dugce goi 1a don vi chu trac hodc mién. Mién dugc nam & phia d4u amin
(d4u N) & ca chudi nang va chudi nhe, ma trinh tu axit amin cua n6 1a khong ¢b dinh
ngay ca trong trudng hop ciia miu tir I6p twong ty (phan 16p) cua loai dong vat tuong
tu dugc goi 1a ving bién ddi, va cac twong ting mién duoc goi 1a ving bién ddi chudi
ning (Vu) va vung bién dbi chudi nhe (V1). Trinh tu axit amin cta phia dau carboxy
(d4u C) tir ving bién dbi gan nhu ¢ dinh & mdi 16p hodc hodc phan 16p va dugc goi la
vung ¢b dinh (mdi mién trong b cac mién 1an lugt duoc goi la Cqul, Cu2, Cu3 va Cy).

Vi tri xac dinh khang nguyén cia khang thé dugc ciu tao gdm Vuva Vi, va
tinh ddc hiéu lién két phu thudc vao trinh tu axit amin cia vi tri ndy. Mat khac, cac
hoat tinh sinh hoc nhu lién két véi cac phén bd trg va cac t& bao khac phan anh su
khac nhau theo cac cdu tric ving ¢ dinh gitta mdi 16p Ig. Pugc hiéu rang su bién ddi
clia c4c ving bién dbi cta cac chudi nhe va cac chudi ning hau hét duoc giéi han véi
ba viing siéu bién nho c6 mit trong ca cac chudi va cac ving ndy duoc goi 1a cac ving
xé4c dinh bd trg (CDR: CDR1, CDR2, va CDR3 tir phia diu N). Phan con lai ciia viing
bién ddi dugc goi 14 ving khung (FR) va tuong dbi c¢b dinh.

Hon nita, cac loai khac ciia cdc manh lién két khang nguyén bao gdm Vuva Vi
ctia khang thé c6 hoat tinh lién két khang nguyén. Vi du, manh cia ving bién ddi
chudi don (scFv), Fab, Fab’, va F(ab’), thong thuong dugc minh hoa 1a cac manh lién
két khang nguyén. Manh Fab 1a manh lién két khang nguyén don tri ma duoc cdu tao
v6i manh chudi nhe va manh chudi ning bao gdm Vu, Cul, va mot phin ving méi ndi.
Ménh Fab’ 12 manh lién két khang nguyén don tri ma dugc cAu tao voi manh chudi
nhe va chudi niang bao gém Vu, Cul, va mot phén vung mdi nbi, va géc cystein cau
thanh lien két S-S lién chudi ning duoc bao gdm mot phan ving mdi ndi. Manh
F(ab’); 12 manh lién két khang nguyén thé ludng tri c6 cu trac dbi ximg hai bén ma
trong d6 hai manh Fab’ lién két 14n nhau qua lién két S-S lién chudi ning theo ving
mdi ndi. Manh scFv 1a manh lién két khang nguyén don tri ma dugc cAu tao ¢6 Vi va

Vi duoc lién két vai peptit ciia mbi lién két.
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Khang thé khang thu thé TSLP & nguoi theo sdng ché

Khéng thé khang thu thé TSLP & ngudi hodc manh lién két khang nguyén cia
n6 theo sang ché 1a khang thé khang thu thé TSLP & ngudi hoic manh lién két khang
nguyén ctia n6 c6 cac ddu hiéu k§ thuat sau day.

Khéng thé khang thu thé TSLP & ngudi hoic manh lién két khang nguyén clia
né bao gdm ving bién d6i chudi ning gdm c6 trinh ty axit amin gdm céc axit amin tlr
1 dén 118 cia SEQ ID NO: 1, va ving bién ddi chudi nhe gém ¢O trinh tu axit amin
gdm cac axit amin tir 1 dén 108 ctia SEQ ID NO: 3.

Tét hon 13, khang thé khang thy thé TSLP & ngudi hoic manh lién két khang
nguyén ciia n6 theo sang ché cé cac dau hiéu k¥ thuat duoc mo ta & trén va con bao
gdm ving ¢b dinh chudi ning va ving c¢b dinh chudi nhe. Dbi vé6i viing cb dinh, cic
phén 16p bét ky cua ving ¢b dinh (vi dy, ving cb dinh Igyl, Igy2, Igy3, hodc Igy4 1a
ving ¢b dinh chudi nang va ving c¢b dinh Igh hodc Igk 14 viing ¢b dinh chudi nhe) ¢6
thé duge chon, nhung ving ¢b dinh Igyl & ngudi t6t hon 14 ving ¢b dinh chudi ning
va ving ¢b dinh Igk & ngudi tét hon 1a ving ¢ dinh chudi nhe.

Ving ¢b dinh Igyl & ngudi bao gdm, vi du, ving c¢b dinh Igyl & ngudi gébm co
trinh ty axit amin gdm céc axit amin tir 119 dén 448 ctia SEQ ID NO: 1.

Vang ¢b dinh Igk & ngudi bao goém, vi dy, ving cb dinh Igk & ngudi gdm c6
trinh tyr axit amin gdm céc axit amin tir 109 dén 214 cua SEQ ID NO: 3.

Déi v6i khang thé khang thu thé TSLP & nguoi hoic manh lién két khang
nguyén cia né theo sang ché, khang thé khang thu thé TSLP & ngudi hodc manh lién
két khang nguyén ciia n6 bao gdm ving bién d6i chudi ning dugc mo ta & trén va
ving bién ddi chudi nhe va tét hon nita 14 trong d6 ving ¢ dinh chudi ning 1a viing cb
dinh Igyl & ngudi va ving ¢d dinh chudi nhe 12 ving ¢b dinh Igk & ngudi.

Theo mdt phuong 4n, manh lién két khang nguyén theo sang ché 13 scFv, Fab,
Fab’, hodc F(ab’)..

Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh vé linh vuc ndy bat ky c¢6 thé tao ra sy dung hop
ctia khang thé hodc manh lién két khang nguyén ciia nd va peptit hodc protein khac va
cling c6 thé tao ra sy bién dbi c6 tac nhan giy bién d6i ddi duoc lién két vao do, s
dung phuong phap da biét trong linh vuc ki thuat. Khang thé hodc manh lién két
khang nguyén cta né theo sang ché bao gdm khang thé va manh lién két khang nguyén
cua n6 ¢ dang dung hop hodc su bién d6i nay. Vi dy, khéng thé khang thu thé TSLP &

ngudi hoic manh lién két khang nguyén ctia n6 bao gdm viung bién doi chudi ning
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gdm c6 trinh ty axit amin gém céc axit amin tir 1 dén 118 cia SEQ ID NO: 1, va ving
bién d6i chudi nhe gdm c6 trinh ty axit amin gdm c4c axit amin tir 1 dén 108 cua SEQ
ID NO: 3 bao gdm dung hop ctia khang thé hoic méanh lién két khang nguyén ctia n6
va peptit hodc protein khéc, va su bién ddi co tc nhan gay bién d6i dbi duoc lién két
vao do. Peptit hodc protein khac duge st dung dé su dung hop khong bi gidi han cu
thé, mién 1a khong 1am giam hoat tinh lién két ctia khang thé hodc manh lién két khang
nguyén cua no; cic vi du clia n6 bao gém albumin huyét thanh & nguoi, dudi peptit
khac nhau, peptit c6 md hinh xoin nhén tao, protein lién két maltoza, glutathion S
transferaza, doc t6 khac nhau, peptit khac nhau hodc protein c6 kha nang thuc déy su
da phan hoa, va turong tu. Tac nhan gy bién ddi duge sit dung cho su bién d6i khong
bi gi6i han ddc biét, mién 1a n6 khong giam hoat tinh lién két ctia khang thé hogc manh
lién két khang nguyén ctia nd; cac vi du cla chung bao gdm polyetylen glycol, chudi
dudng, phospholipid, liposom, hop chét phan tir thip va twong tu.

Theo mot phuong 4n, khang thé khang thu thé TSLP & nguoi theo sang ché 1a
khang thé khang thu thé TSLP & ngudi c¢6 cac dic diém sau day.

~ Khang thé khéang thu thé TSLP & ngudi bao gdm chudi ning gdm c6 trinh tu
axit amin duoc thé hién boi SEQ ID NO: 1 va chudi nhe gém ¢O trinh tu axit amin
dugc thé hién boi SEQ ID NO: 3.

Trong truong hop ma khang thé duge bidu hién trong céc té bao, thi dugc biét
1a khang thé duoc bién ddi sau khi dich ma. Céc vi du vé su bién d6i dich ma bao gdm
cit lysin & ddu C ciia chudi ning bang carboxypeptidaza, su bién dbi axit pyroglutamic
do su pyroglutamyl héa cia axit glutamic hodc glutamin cua dau N cta chudi ning
hodc chudi nhe, va twong tu. Pugc biét dén réng lysin & diu C cua chudi ndng bi loai
bé hodc phin I6n glutamin & dau N cua chudi ning duoc bién d6i thanh axit
pyroglutamic (JouARNI of Pharmaceutical Sciences, 2008, tap 97, trang 2426). Hon
nita, ciing dugc biét dén ring sy bién ddi sau khi dich ma khéng anh huéng dén hoat
tinh cta khang thé trong linh vuc clia sing ché (Analytical Biochemistry, 2006, tap
348, cac trang tir 24 dén 39).

Khang thé theo sang ché bao gém khang thé dugc bién d6i sau khi dich ma
trong qua trinh biéu hién trong cac té bao nhu khéng thé bao gdm chudi ning thiéu
lysin & dau C, khang thé ma trong d6 glutamin hodc axit glutamic & dau N cua chudi
ning duoc bién ddi thanh axit pyroglutamic do su pyroglutamyl héa, va twong ty bén

canh khang thé bao gém chiéu dai ddy du cta chudi ning. Hon nita, manh lién ket
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khang nguyén theo sang ché bao gdm manh lién két khang nguyén dugc bién dbi sau
khi dich ma trong qu4 trinh biéu hién trong cic té bao nhu manh lién két khang nguyén
ma trong d6 glutamin hodc axit glutamic & ddu N cla chudi ning duge bién dbi thanh
axit pyroglutamic do sy pyroglutamyl hoa.

Vi du, khang thé khang thu thé TSLP & ngudi theo sang ché bao gébm khang
thé khang thu thé TSLP & ngudi duge mo ta dudi day.

Khang thé khang thyu thé TSLP & ngudi bao gdbm chudi ning gbm c6 trinh tur
axit amin dugc thé hién béi SEQ ID NO: 1, ma trong d6 axit glutamic cia axit amin sb
1 ctia SEQ ID NO: 1 dugc bién ddi thanh axit pyroglutamic va/hodc lysin cla axit
amin s 448 cta SEQ ID NO: 1 duoc loai bo, va chudi nhe gém ¢ trinh tu axit amin
duoc thé hién béi SEQ ID NO: 3.

Sang ché bao gdm khang thé khang thu thé TSLP & ngudi hodc manh lién két
khang nguyén cua n6 c6 cic dic diém sau day.

Khang thé khang thu thé TSLP & ngudi hodc manh lién két khang nguyén ctia
n6 bao gdm ving bién ddi chudi ning bao gdbm CDRI1 gdm ¢6 trinh ty axit amin gbm
céc axit amin tr 31 dén 35 ctia SEQ ID NO: 1, CDR2 gém ¢O trinh ty axit amin gém
céc axit amin tir 50 dén 66 cia SEQ ID NO: 1, va CDR3 gém ¢O trinh tu axit amin
gdm cac axit anﬁn tir 99 dén 107 ciia SEQ ID NO: 1, va ving bién d6i chudi nhe bao
gdbm CDR1 gbm c6 trinh tu axit amin gdm céc axit amin tir 24 dén 34 cta SEQ ID
NO: 3, CDR2 gdm c6 trinh ty axit amin gdm cac axit amin tlr 50 dén 56 cia SEQ ID
NO: 3, va CDR3 gém ¢O trinh tu axit amin gém cac axit amin tir 89 dén 97 ciia SEQ
ID NO: 3.

Khéng thé khang thu thé TSLP & ngudi hodc manh lién két khang nguyén cia
16 theo sang ché lién két vai thu thé TSLP & ngudi. Hogc 1a khéng thé hodc manh lién
két khang nguyén cia né lién két véi thu thé TSLP & ngudi duge xac nhan bang cach
st dung phuong phap do hoat tinh lién két lién quan dén linh vyc k¥ thuat nay. Céc vi
du vé& phuong phéap do hoat tinh lién két bao gdm phuong phép thtt nghiém hip phu
mién dich lién két voi enzym (ELISA - Enzyme-linked immunosorbent assay) hodc
phuong phép cong hudéng plasmon bé mat (SPR — Surface plasmon resonance). Trong
truong hop st dung ELISA, theo phuong phép vi dy, protein dung hop cua thu thé
TSLP & ngudi va Fc & nguoi (protein dung hop Fe & nguoi - thu thé TSLP & ngudi
(dwoc ma héa béi trinh tu bazo ciia SEQ ID NO: 5)) duge ¢b dinh trén tim ELISA, va
bd sung khang thé thir nghiém vao d6 dé dugc phan Gng. Sau khi phan tng, khang thé
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thir cip nhu khang thé khang IgG hoic twong tu dugc ddnh ddu v6i enzym nhu
peroxidaza cu cai ngua (HRP — Horseradish peroxidase) dugc phan ting, va dugce lam
sach, va sau d6 c6 thé xac nhan liéu khang thé thtr nghiém c6 lién két thu thé TSLP &
nguoi véi su do hoat tinh su dung chét phan tng loai bo hoat tinh (vi dy, trong truong
hop danh ddu HRP, nén ELISA phét quang héa BM (POD) (Roche Diagnostics. Inc.)).
Trong truong hop st dung SPR, vi du, ¢ thé st dung Biacore (nhan hiéu da dugc
dang ky) 2000 (GE Healthcare Japan Corporation). Theo phwong phap vi du, bd sung
khang thé thir nghiém dugc ¢b dinh trén bé mit cta chip cam bién va protein dung hop
cua thu thé TSLP & nguoi va Fe & chudt (protein dung hop Fe & chudt - thu thé TSLP &
ngudi (duge ma hoda bai trinh ty bazo cia SEQ ID NO: 6)) vao duong dong chay. Co
thé x4c nhén liéu khang thé thir nghiém lién két véi thu thé TSLP & ngudi bang cach
phan tich hing sb téc do lién két (ka), hing sb téc d phan ly (kd), va hing s6 phén ly
(KD) giita khang thé va thu thé TSLP & ngudi hay khong.

Hon nita, khang thé hodc manh lién két khang ngﬁyén clia né theo sang ché
bao gdm khéang thé hozc manh lién két khang nguyén cta no6 lién két v6i thy thé TSLP
c6 ngudn gdc tircac loai dong vat khac (vi du, thu thé TSLP & khi) v hoat tinh lién két
d6i véi cac thu thé c6 thé duge do sir dung phwong phap twong ty.

Tét hon 13, khang thé khang thu thé TSLP & ngudi hodc manh lién két khang
nguyén cia n6 theo sang ché lién két voi thu thé TSLP & ngudi va c6 hoat tinh trung
hoa dbi vé6i thu thé TSLP & ngudi. Hoat tinh trung hoa d6i véi thu thé TSLP & ngudi
nghia 12 hoat tinh trc ché hoat tinh sinh hoc bét ky do TSLP & ngudi bang cach lién két
v6i thu thé TSLP & nguoi, va ¢ thé dugc danh gid dua trén mdt hodc nhiéu hoat tinh
sinh hoc cua TSLP & nguoi thong qua thu thé TSLP & nguoi lam chi sb. Cac vi du vé
hoat tinh trung hoa nay bao gdm hoat tinh tic ché ddi véi su biéu hién mARN TARC
gdy ra boi TSLP va hoat tinh trc ché ddi véi su san xuét protein MDC gy ra béi TSLP
str dung cac té bao don nhan trong mau ngoai vi & ngudi (PBMC - human peripheral
blood mononuclear cell), va cac phuong phap dugec md ta trong cac vi du 5 va 6 dudi
day c6 thé dugc str dung lam phuong phap danh gia dic hiéu cta hoat tinh.

Déi véi cac hidu qua danh gia cia khang thé khang thu thé TSLP & ngudi hodc
manh lién két khang nguyén ciia n6 theo sang ché chi tiét hon, c6 thé st dung thi
nghiém trong co thé séng (in vivo). Vi du, nhu duge mo ta trong vi du 7 duéi day, c6

thé danh gia cac tac dung ciia khang thé khang thu thé TSLP & ngudi trong thir nghiém
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in invo véi thir nghiém phan tng khang di ing st dung md hinh min cam khang
nguyén giun diia ¢ khi.

Khang thé khang thu thé TSLP & ngudi hodc manh lién két khang nguyén cia
n6 theo sang ché c6 thé dugc tao ra dé dang béi ngudi c6 hiéu biét trung binh vé linh
vuc ndy biang cach sir dung phuong phap da biét dén trong linh vuc theo séng ché dya
vao thoéng tin trinh tu trén ving bién dbi chudi ning va ving bién dbi chudi nhe cia
khang thé khang thu thé TSLP & nguoi theo sang ché ma duge bdc 19 trong ban mo ta
nay. Khang thé khang thu thé TSLP & ngudi hodc manh lién két khang nguyén clia nd
theo sang ché khéng duoc gidi han cu thé, nhung c6 thé duge san xuét theo phuong
phép duoc mb ta trong phdn <Phuong phép san xuét khang thé khang thu thé TSLP ¢
ngudi theo sang ché> duéi day.

Khéng thé khang thu thé TSLP & ngudi hodc manh lién két khang nguyén cla
n6 theo sang ché dugc tinh ché tiép khi can va duge biao ché theo phuong phép thong
thuong. Co thé duge sir dung dé ngan chin hodc diéu tri cac bénh ma trong d6 TSLP &
ngudi va thu thé TSLP & ngudi lién quan dén bénh hoc, bao gdm cac bénh gy viém di
ung nhu bénh hen, va bénh xo ciing toan théan.

Polynucleotit theo sang ché

Polynucleotit theo sang ché bao gdm polynucleotit bao gdm trinh tw bazo ma
héa ving bién ddi chudi nang cua khang thé khang thu thé TSLP & ngudi theo sang
ché va polynucleotit bao gdm trinh tir bazo ma hoéa ving bién ddi chudi nhe ctia khang
thé khang thy thé TSLP & nguoi theo sang ché.

Theo mot phuong 4n, polynucleotit bao gdm trinh tu bazo mi héa viing bién
d6i chudi ning cia khang thé khang thu thé TSLP & nguoi theo sang ché 1a
polynucleotit bao gdm trinh tw bazo ma hoa ving bién dbi chudi ning gdm c6 trinh tur
axit amin gbém céc axit amin tir 1 dén 118 ciia SEQ ID NO: 1.

Polynucleotit bao gdm trinh ty bazo ma hoa ving bién déi chudi niang dugc thé
hién béng trinh ty axit amin gém cac axit amin tir 1 dén 118 cua SEQ ID NO: 1 bao
gdm, vi du, polynucleotit bao gém trinh tu bazo tir cac sb bazo tir 1 dén 354 ciia SEQ
ID NO: 2.

Theo phuong an dwoc wu tién, polynucleotit bao gdm trinh tw bazo ma hoa
viing bién ddi chudi ning ctia khang thé khang thu thé TSLP & ngudi theo sang ché 1a
polynucleotit gdm trinh tu bazo ma hoéa chudi ning gdm c6 trinh ti axit amin dugc thé
hién bdi SEQ ID NO: 1.
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Polynucleotit bao gdm trinh tw bazo ma hoa chudi ning gdm c6 trinh tu axit
amin duogc thé hién béi SEQ ID NO: 1 bao gém, vi dy, polynucleotit bao gém trinh tu
bazo dugc thé hién béi SEQ ID NO: 2.

Theo mdt phuong an, polynucleotit bao gdm trinh tw bazo ma héa ving bién
dbi chudi nhe cua khang thé khang thu thé TSLP & nguoi theo sang ché Ia
polynucleotit bao gdm trinh ty bazo ma héa ving bién dbi chudi nhe gém c6 trinh tu
axit amin gdm c4c axit amin tir 1 dén 108 ctia SEQ ID NO: 3.

Polynucleotit bao gdm trinh tu bazo ma hoa ving bién dbi chudi nhe gom c6
trinh tu axit amin gém cac axit amin tir 1 dén 108 cia SEQ ID NO: 3 bao gé")m, vi du,
polynucleotit bao gdm trinh tu bazo tir cac sé bazo tir s6 1 dén 324 ctia SEQ ID NO: 4.

Theo phuong 4n duoc wu tién, polynucleotit bao goém trinh tu bazo ma hoa
ving bién ddi chudi nhe cta khang thé khang thu thé TSLP & ngudi theo sang ché 1a
polynucleotit bao gbm trinh tir bazo ma héa chudi nhe gdm c6 trinh tur axit amin dugc
thé hién béi SEQ ID NO: 3.

Polynucleotit bao gdm trinh tw bazo mi hoéa chudi nhe gdm c6 trinh tu axit
amin duogc thé hién béi SEQ ID NO: 3 bao gém, vi du, polynucleotit bao gém trinh tu
bazo dugce thé hién bdi SEQ ID NO: 4.

Polynucleotit theo sang ché c6 thé duoc tao ra d& dang bai ngudi ¢ hidu biét
trung binh vé& linh vuc ndy sit dung phuong phap duge biét dén trong linh vuc theo
sang ché dua trén trinh ty bazo. Vi du, polynucleotit theo sang ché c6 thé dugc tong
hop st dung phuong phap tdng hop gen duge biét dén trong linh vuc theo séng ché.
Phuong phap tdng hop gen bao gbm, vi du, cac phuong phép khic duge biét dén boi
ngudi trong linh vue k§ thuat nhu phuong phap tdng hop cac gen khang thé duge boc
16 trong WO90/07861.

Vecto biéu hién theo sang ché, té bao chu dugc bién nap theo sang ché, phuong phap
san xuit khang thé khang thu thé TSLP & nguoi theo sang ché, va khang thé khang thu
thé TSLP & nguoi dugc tao ra bing phuong phap nay

Vecto biéu hién theo sang ché bao gdm vecto biéu hién bao gdm polynucleotit
bao gdm trinh ty bazo ma héa ving bién dbi chudi ning ctia khang thé khang thu thé
TSLP & ngudi theo sang ché va/hodc polynucleotit bao gdm trinh tu bazo ma héa viing
bién dbi chudi nhe cua khang thé khang thu thé TSLP & nguoi theo sang ché.

Céc vecto biéu hién dugc wu tién theo sang ché bao gém vecto biéu hién bao

gdm polynucleotit bao gdm trinh tur bazo mi hoéa chudi ning ciia khang thé khang thu
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thé TSLP & ngudi theo sang ché, vecto biéu hién bao gdm polynucleotit bao gbm trinh
tu bazo ma hoa chudi nhe cia khang thé khang thu thé TSLP & ngudi theo sang ché,
hodc vecto biéu hién bao gdbm polynucleotit bao gdm trinh ty bazo ma héa chudi ning
ctia khang thé khang thu thé TSLP & ngudi theo sang ché va polynucleotit bao gbm
trinh tu bazo m4i héa chudi nhe cia khang thé.

Vecto biéu hién dugc sfr dung dé biéu hién polynucleotit theo sang ché khong
duoc giéi han cu thé mién 1a polynucleotit bao gbém trinh tu bazo ma héa ving bién
d6i chudi ning cta khang thé khang thu thé TSLP & ngudi theo sang ché va/hoic
polynucleotit bao gdm trinh tw bazo ma héa ving bién d(‘)ir chudi nhe cia khang thé
khang thu thé TSLP & nguoi theo sang ché c6 thé duge biéu hién trong cac té bao chu
khéc cua cac té bao c6 nhan chuin (vi du, céc té bao cia dong vat, cac té bao con
trung, cac té bao thuc vat, va men) va/hodc cac t& bao nhan so (vi du, vi khuan dai
trang), va cac polypeptit dwgc ma hoa bang cac ving nay c6 thé dugc san xuét. Céc vi
du cua vecto biéu hién bao gdm céac vecto plasmit, cic vecto virut (vi du, adenovirut
hoac retrovirut), va tuong tu. Tbt hon 1a pEE6.4 hodc pEE12.4 (Lonza, Inc.) c6 thé
duoc st dung. Hon nita, cac gen khang thé c6 thé dugc bidu hién trude bang cach
chuyén manh gen & viing bién ddi vao cac vecto biéu hién bao gdm céc gen & ving ¢
dinh Ig & nguoi nhu AG-y1 or AG-x (vi du, xem W094/20632).

Vecto biéu hién theo sang ché c6 thé bao gdbm ving khoi ddu ma dugc lién két
tac dung polynucleotit theo sang ché. Cac vi du cta ving khéi dau cho biéu hién
polynucleotit theo sang ché véi cac té bao ciia dong vat bao gdém hoat héa ving khoi
dau din xuét boi virut nhu CMV, RSV, hodc SV40, ving khéi dau actin, vung khéi
dau EF (nhan t6 kéo dai) 1o, va ving khéi ddu sdc nhiét. Cac vi du vé cac ving khéi
dau do vi khudn biéu hién (vi du, Vi khudn hinh que) bao gdm ving khéi dau trp, ving
khoi dau lac, vung khéi dau APL, va vung khéi dAu tac. Hon nita, cac vi du vé céc
vung khéi ddu do nAm men biéu hién bao gém ving khéi dau GALI1, ving khéi dau
GAL10, vung khéi diu PHO5, viing khoi ddu PGK, viing khoi ddu GAP, va ving khéi
dau ADH.

Té bao cha dugc bién nap theo sang ché bao gdm té bao chi duge bién nap véi
vecto biéu hién theo sang ché ma dugc chon tlir nhém gdm c6 tir (a) dén (d) sau day:

(a) té bao chi duoc bién nap vdi vecto biéu hién bao gdm polynucleotit gbm

trinh ty bazo ma hda vung bién dbi chudi nang cua khang thé khéng thu thé TSLP &
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ngudi theo sang ché va polynucleotit bao gdm trinh tw bazo mi héa ving bién ddi
chudi nhe ciia khang thé;

(b) té bao cha duoc bién nap véi vecto biéu hién bao gdbm polynucleotit bao
gdm trinh ty bazo ma hoéa ving bién dbi chudi ning ciia khang thé khang thu thé TSLP
& ngudi theo sang ché va vecto biéu hién bao gdm polynucleotit bao gdm trinh tir bazo
ma héa ving bién ddi chudi nhe ctia khang thé;

(c) té bao chu duogc bién nap vé6i vecto biéu hién bao gdm polynucleotit bao
gdm trinh ty bazo ma hoa ving bién ddi chudi ning ciia khang thé khang thu thé TSLP
& ngudi theo sang ché; va

(d) t& bao chu dugc bién nap véi vecto biéu hién bao gdm polynucleotit bao
gdm trinh tu bazo ma hoa ving bién d6i chudi nhe cia khang thé khang thu thé TSLP
& nguoi theo sang ché.

Theo mot phuong 4n, té bao chu dugc bién nap theo sang ché 13 té bao chu
dugc bién nap voi vecto biéu hién theo sang ché ma duoc chon tir nhém gém co tir (a)
dén (d) sau day:

| (a) té bao chii duoc bién nap véi vecto biéu hién bao gdm polynucleotit bao
gdm trinh tu bazo ma hoéa chudi ning cia khang thé khang thu thé TSLP & ngudi theo
sang ché va polynucleotit bao gdm trinh tir bazo ma hoa chudi nhe cia khang thé;

(b) t& bao chu dugc bién nap vdi vecto biéu hién bao gdm polynucleotit bao
gdm trinh ty bazo ma héa chudi nang cta khang thé khang thu thé TSLP & ngudi theo
sang ché va vecto biéu hién bao gdm polynucleotit bao gdm trinh tur bazo mi héa
chudi nhe cia khang thé;

(c) té bao chu duogc bién nap véi vecto biéu hién bao gdm polynucleotit bao
gdm trinh tu bazo ma hoa chudi ning cta khang thé khang thu thé TSLP & ngudi theo
sang ché; va

(d) t& bao chu dugc bién nap voi vecto biéu hién bao gdbm polynucleotit bao
gdm trinh ty bazo méa héa chudi nhe ciia khang thé khang thu thé TSLP & ngudi theo
sang ché.

Trong trudng hop st dung té bio ciia dong vat, té bao con trung, hoic ndm
men lam té bao chu, vecto biéu hién theo sang ché c6 thé bao gdbm ma mé diu va ma
két thuc. Trong trudong hop nay, vecto biéu hién theo sang ché c6 thé bao gbm trinh tu
ting cudng, ving khong dugc dich ma trén dau 5° va dau 3’ ciia cac gen ma héa khang

thé theo sang ché hodc vung bién doi chudi ning hodc chudi nhe viung bién doi, trinh
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tu tiét, tiép hop ghép ndi, vi tri polyadenyl héa, hodac don vi sao chép. Khi vi khuén dai
trang duogc sit dung 1am té bao chil, vecto biéu hién theo sang ché c6 thé bao gdm ma
mé dau, ma két thuc, vung két thic, va don vi sao chép. Trong trudng hop nay, vecto
biéu hién theo sang ché c6 thé bao gdm chi thi chon loc (vi du, cic gen khang
tetraxyclin, gen khang ampixilin, gen khang kanamyxin, gen khang neomyxin, hodc
gen reductaza dihydrofolat) ma thong thuong duoc sir dung khi can.

Céac vi du duoc uu tién hon cia té bao chu dugc bién nap theo sang ché bao
gbm té bao chil dugc bién nap véi vecto biéu hién bao gdm polynucleotit gdm trinh ti
bazo ma héa chudi ning cua khang thé khang thu thé TSLP & ngudi theo sang ché va
polynucleotit bao gdm trinh tur bazo ma héa chuSi nhe cua khang thé, va té bao chu
dugc bién nap véi vecto biéu hién bao gdm polynucleotit bao gdm trinh ty bazo ma
héa chudi nang ctia khang thé khang thu thé TSLP & nguoi theo sdng ché va vecto biéu
hién bao gém polynucleotit bao gdm trinh tu bazo ma héa chudi nhe cia khang thé.

Té bao chi duge bién nap khong dugc gidi han cu thé mién 14 té bao chu thich
hop dé vecto biéu hién duoc sir dung, dugc bién nap vdi vecto biéﬁ hién, va co thé
biéu hién khang thé. Cac vi du cta té bao chu dugc bién nap bao gdm khac nhau céc té
bao nhu cac té bao ty nhién hodc cac té bao nhan tao ma thong thuong duge st dung
trong linh vuc theo sang ché (vi du, céc té bao dong vat (vi du, cac té bao CHO-
K1SV), cac té bao con trung (vi du, S19), vi khudn (vi dy, vi khudn hinh que), nim
men (vi du, Saccharomyces hodc Pichia) hodc tuong tu). Tét hon 13 cac t& bao nudi
chy nhu cac t& bao CHO-K1SV, cac té bao CHO-DG 44, céc té bao 293, hoic céc té
bao NSO c6 thé duoc stir dung.

Phuong phép bién nap té bao chu khong dugc gidi han cu thé, nhung, vi du,
phuong phap canxi phosphat hodc phuong phap xung dién co thé dugc sir dung.

Céc phuong phap san xuit khang thé khang thu thé TSLP & ngudi hoic manh
lién két khang nguyén cua né theo sang ché bao gdm phuong phép san xuit khang thé
khang thu thé TSLP & ngudi hosic manh lién két khang nguyén ciia n6 ma bao gdm
viéc nudi cdy té bao chii dugc bién nap theo sang ché dé biéu hién khang thé khang thu
thé TSLP & ngudi hodc manh lién két khang nguyén cia né.

Khéng thé khang thu thé TSLP & ngudi hoic manh lién két khang nguyén cta
n6 theo sang ché bao gdm khang thé khang thy thé TSLP & ngudi hoic manh lién Kkét
khéang nguyén ciia n6 dugc tao ra bang phuong phap san xuét khang thé khang thu thé

TSLP & ngudi hodc manh lién két khang nguyén ciia né theo sang ché.
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Phuong phap san xuét khang thé khang thu thé TSLP & nguoi vhoéc manh lién
két khang nguyén cia n6 theo sang ché khong dugc gi6i han cu thé mién 14 phuong
phap bao gdm viéc nudi cly té bao chi dwoc bién nap theo sang ché dé biéu hién
khang thé khang thu thé TSLP & ngudi hodc manh lién két khang nguyén cia no. Té
bao chii duoc st dung theo phuong phap tét hon 12 bao gdm té bao chi dugc bién nap
theo sang ché ma dugc md ta & trén 13 vi du duge wu tién hon.

Té bao chu dugc bién nap c6 thé duge nudi cdy bang cac phuong phap da duoc
biét dén. Cac didu kién nudi cdy, vi dy, nhiét do, d6 pH ciia méi trudng nudi cdy, va
thoi gian nudi cdy duoc chon loc thich hop. Trong trudng hgp ma té bao chi 1a té bao
cuia dong vét, cac vi du ciia moi trudong nudi céy bao gdm méi trudng nudi ciy MEM
dugc bd sung voi khoang tir 5% dén 20% huyét thanh thai bo (Science, 1959, tap 130,
No. 3373, céc trang tir 432 dén 7), mdi truong nudi céy DMEM (Virology, 1959, tap 8,
trang 396), va moi trudng nuodi céy RPMI1640 (J. Am. Med. Assoc., 1967, tap 199,
trang 519), méi trudong nudi cdy 199 (Exp. Biol. Med., 1950, tap 73, cac trang tir 1 dén
8). Do pH ciia mdi trudong nudi cdy tdt hon 1a nim trong khoang tir 6 dén 8, va viéc
nudi cdy thong thuong dugc thuc hién & nhiét nim trong khoang tir 30°C dén 40°C
trong thoi gian ndm trong khoang tir 15 gio dén 72 gio trong khi thong khong khi va
khudy néu cn thiét. Trong truomg hop ma té bao chi 1a té bao ciia con tring, 1am moi
trudng nuoi céy, vi dy, mdi trudng nudi céy cua Grace (Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
1985, tap 82, trang 8404) dugc ) sung véi huyét thanh thai bo ¢6 thé dugc st dung.
D6 pH ciia méi trudng nudi cdy tdt hon 1a xap xi nim trong khoang tir 5 dén 8, va viéc
nuoi céy thong thuong dugc thuc hién ¢ nhiét do xép xi tir 20°C dén 40°C trong thoi
gian ndm trong khoang tir 15 gid dén 100 gid trong khi théng khong khi va khudy néu
can thiét. Trong truong hop ma t& bao chu 1a vi khuén dai trang hodc nAm men, lam
moi trudng nudi cdy, vi du, méi trudng nudi ciy 1éng duge bd sung bing ngudn dinh
dudng thich hop. Tét hon 12 mdi trudng nudi cdy dinh dudng bao gdbm ngudn cacbon,
ngudn nito vo co, hodc ngudn nito hiru co cin thiét dé phat trién té bao chu dugc bién
nap. Céc vi du vé nguén cacbon bao gém glucoza, dextran, tinh bt hoa tan, va sucroza
va céc vi du vé& ngudn nito v6 co hoic ngudn bao nito hitu co gdm cic mudi amoni,
cac mudi nitrat, axit amin, dich chiét ngd cd déc, pepton, cazein, dich chiét tir thit, bot
dau tuong, va dich chiét tir khoai tay. Cac chét dinh dudng khéc (vi dy, céc mudi vo co
(vi du, canxi clorua, natri dihydrophosphat, va magie clorua), cic vitamin), va c6 thé

bao gdbm cac chat khang sinh (vi dy, tetraxyclin, neomyxin, ampixilin, va kanamyxin)
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nhu mong muén. D6 pH cia mdi trudng nubdi cdy tét hon 1a nim trong khoang tir 5
dén 8. Trong trudng hop ma té bao chu 1a vi khudn dai trang, cac vi du dugc uu tién
hon ctia mdi trudng nudi cdy bao gdbm mai truong nudi cdy LB va moi trudng nudi cdy
M9 (Mol. Clo., Cold Spring Harbor Laboratory, tap 3, A2.2). Viéc nudi cdy thong
thudong duoc thuc hién & nhiét d6 xap xi tir 14°C dén 43°C trong thoi gian xAp xi tir 3
gid dén 24 gio trong khi thong khong khi va khudy néu can thiét. Trong trudng hgp ma
té bao chu 12 nAm men, 1am méi trudong nudi céy, vi du, moi truong co sé Burkholder
(Proc. Natl. Acad, Sci, USA, 1980, tap 77, trang 4505) c6 thé dugc st dung. Viéc nudi
céy thong thuong dugc thuc hién & nhiét do xéip xi tir 20°C dén 35°C trong thoi gian
nam trong khoang tir 14 gio> dén 144 gid trong khi thong khong khi va khudy néu cin
thiét. Bang viéc thuc hién nudi ciy theo phuwong phap duge mo ta & trén, co thé biéu
hién khang thé khang thu thé TSLP & ngudi hodc manh lién két khang nguyén clia né
theo sang ché.

Phuong phap san xuét khang thé khang thu thé TSLP & ngudi hodc manh lién
két khang nguyén cta né theo sang ché co thé bao gdm viéc phuc hdi, t6t hon 13 phan
lap hodc lam sach khang thé khang thu thé TSLP & nguoi hodc manh lién két khang
nguyén cia né tir té bao chu duge bién nap bén canh viéc nudi cdy té bao chu duge
bién nap theo sang ché dé biéu hién khang thé khang thu thé TSLP & ngudi hoic manh
lién két khang nguyén cta n6. Cac vi du vé phuong phap phan lap hoic lam sach bao
gdm céc phuong phap st dung dd hoa tan nhu loai mudi va phuong phap két tia bang
dung méi, cic phuong phéap str dung su khac nhau vé trong luong phan tir nhu thAm
tach, loc qua may siéu loc, va loc bang gel, cac phuong phép sir dung dién tich nhu sdc
ky trao ddi ion va sic ky hydroxylapatit, cac phuwong phép sir dung 4i luc dic hiéu nhu
séc ky 4i luc, cac phuong phap sir dung sy khac nhau vé tinh ky nudéc nhu sic ky 16ng
hiéu ning cao pha 16ng, va cac phuong phép st dung sy khac nhau vé diém déng dién
tich nhu dién di hoi tu déng dién tich. Tét hon 13, khang thé duoc tich trit trong dich
ndi nuéi cdy co thé duge tinh ché bing cac phép sic ky khac nhau, vi du, sic ky cot sir
dung cot Protein A hodc Protein G.

Duoc pham theo sang ché

Céc duge phim theo sang ché bao gdbm duoc phdm gdém khang thé khang thu
thé TSLP & ngudi hodc manh lién két khang nguyén ciia n6 theo sang ché va cic ta
dugce duoc dung. Dugc phdm theo sang ché c6 thé dugc bao ché bing phurong phap

thong thuong dugc st dung véi céc ta dugc, nghia 13, cac td duge dung cho duogc chét
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hodc cac chit mang ding cho dugc chat thong thudng dwgc sit dung trong linh vyc
theo sang ché. Cac vi du vé cac dang liéu cta cic dugc phim bao gdm thudc ngoai
dudng tiéu héa nhu thude tiém va thudc truyén nho giot, va cic dang lidu nay co thé
duoc dung bang cich dung qua dudng tinh mach, dung duéi da, hodc twong tu. Trong
viéc bao ché thubc, cac ta dugc, cac chit mang, va cac chat phu gia theo cic dang liéu
c6 thé dugc st dung nam trong pham vi co thé chép nhan duoc vé mit duoc hoc.

Céc dugc phim theo sang ché c6 thé bao gdbm nhiéu loai khéng thé khang thu
thé TSLP & ngudi hodc cac manh lién két khang nguyén cla ching theo sang ché. Vi
du, sang ché bao gdbm dugc phdm gdm khang thé ma trong d6 lysin cia diu C cua
chudi ning bi loai bo, khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 véi sy bién
d8i dich ma & dau N, khang thé ma trong d6 lysin ctia ¢au C ctia chudi nang bi loai bd
va tao ra su bién d6i dich ma & dau N, va/hodc khang thé ma co lysin & dau C cia
chudi niang va khong c6 sy bién dbi dich ma & dau N.

Vi du, dugc phdm theo sang ché bao gdm khang thé khang thu thé TSLP &
ngudi theo sang ché gdbm dugc phdm bao gdm hai hoic nhiéu loai khang thé khang thu
thé TSLP & nguoi tir (1) dén (4) dudi day.

(1) Khang thé khang thu thé TSLP & ngudi, bao gdm chudi ning gdm c6 trinh
ty axit amin gém cac axit amin tir 1 dén 447 cia SEQ ID NO: 1, va chudi nhe gdm ¢6
trinh tu axit amin dugc thé hién béi SEQ ID NO: 3.

(2) Khéng thé khang thu thé TSLP & nguoi, bao gdm chudi ning ma gdm c6
trinh tu axit amin dugc thé hién boi SEQ ID NO: 1 ma trong d6 axit glutamic cua axit
amin sb 1 dugc bién ddi thanh axit pyroglutamic va chudi nhe gém c6 trinh tu axit
amin dugc thé hién béi SEQ ID NO: 3.

(3) Khéang thé khang thu thé TSLP & nguoi, bao gdm chudi ning ma gdm cb
trinh tu axit amin gdm céc axit amin tir 1 dén 447 ciia SEQ ID NO: 1 ma trong d6 axit
glutamic cia axit amin s& 1 dugc bién ddi thanh axit pyroglutamic va chudi nhe gdm
¢6 trinh tu axit amin dugc thé hién bsi SEQ ID NO: 3.

(4) Khang thé khang thu thé TSLP & ngudi, bao gdm chudi ning gdm c6 trinh
tu axit amin dugc thé hién boi SEQ ID NO: 1 va chudi nhe gbm c6 trinh tw axit amin
duoc thé hién bsi SEQ ID NO: 3.

Luong bd sung khang thé khang thu thé TSLP & ngudi hodc manh lién Kkét
khéang nguyén cia n6 theo sang ché trong viéc bao ché thuéc phu thudc khac nhau vao

muirc d6 cua céac triéu ching ctia ngudi bénh, tudi ngudi bénh, dang li€u cua thudc
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dugc st dung, do chuén lién két cua khang thé, hodc teong tu, va vi du, c6 thé st dung
lwong b sung x4p xi ndm trong khoang tir 0,001 mg/kg dén 100 mg/kg.

Dugc phdm theo sang ché ¢ thé dugc sir dung lam duge phdm d phong ngira
hodc diéu tri cac bénh ma trong d6 TSLP & nguoi va thu thé TSLP ¢ nguoi lién quan
dén bénh hoc, nhu bénh hen.

Sang ché bao gdbm dwoc phim dé phong ngira hodc diéu tri bénh hen gbém
khang thé khang thu thé TSLP & ngudi hodc manh lién két khang nguyén cta né theo
sang ché. Hon nira, sang ché bao gdbm phuong phap dé phong ngira hoic diéu tri bénh
hen, gdm viéc dung luong hiru hidu dé diéu tri khéng thé khang thu thé TSLP & nguoi
hodc manh lién két khang nguyén ciia né theo sang ché. Ngoai ra, séng ché bao gébm
khang thé khang thu thé TSLP & ngudi hoic manh lién két khang nguyén cua né theo
sang ché, dé sir dung trong viéc phong ngira hoic diu tri bénh hen. Ngoai ra, sang ché
bao gdm viéc sir dung khang thé khang thu thé TSLP & ngudi hoic manh lién két
khang nguyén cia n6 theo sang ché cho viéc san xuit duge phdm dé phong ngira hozic
diéu tri bénh hen.

Sang ché da dugc mo ta tbng quat va cac vi du cu thé dugc dé cap dén dé hiéu
t8t hon sé& dugc dua ra, nhung day chi don thudn 14 cic vi du va séng ché khéng bi gisi
han bédi cac vi du nay.

Vi du thie hién sang ché

Péi voi céc phén st dung cac bd kit hodc céc chét phan mg sin c6 trén thi
truong, cac thir nghiém dugc thuc hién theo cic quy udc kém theo trur khi duoc ghi
cht khac. Hon nita, dé thuan tién, nf“mg d6 mol/L. dugc biéu dién 13 M. Vi duy, dung
dich natri hydroxit trong nuéc 1 M nghia 1a dung dich natri hydroxit trong nudc ndng
do 1 mol/L.

Vi du 1: Thu nhan protein dung hop Fc-thu thé TSLP)

Ddi voi su danh gia hoat tinh lién két ctia khang thé, protein dung hgp thu thé
TSLP & nguoi va Fe & nguoi (protein dung hop Fe & nguoi - thu thé TSLP & ngudi),
protein dung hop thu thé TSLP & ngudi va Fe & chudt (protein dung hop Fe & chudt -
thu thé TSLP & nguoi), va protein dung hop thu thé TSLP & khi va Fc & nguoi (protein
dung hop Fc ¢ ngudi - thu thé TSLP & khi) duge thu. Gen dung hop Fe & ngudi — thu
thé TSLP & ngudi (SEQ ID NO: 5), gen dung hop Fc & chudt — thu thé TSLP & ngudi
(SEQ ID NO: 6), va gen dung hop Fc ¢ nguoi — thu thé TSLP & khi (SEQ ID NO: 7)

1an luwot dugc tai tdo hgp véi cac vecto bi€u hién t€ bao cia dong vat c6 vu, cac vecto
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GS (Lonza, Inc.) pEE12.4. C4c vecto dugc chuén bi dugc chuyén gen thanh cac té bao
FreeStyle 293 (Life technologies, Inc) st dung chit chuyén gen fectin 293 (Life
technologies, Inc), va cic té bao dugc nudi cdy bang hé nudi cdy khong c6 huyét thanh
sir dung mdi truong biéu hién FreeStyle 293 (Life technologies, Inc) trong thoi gian
mdt tudn, va sau d6 1an luot thu duoc cac dich ndi nudi ciy bao gdm protein dung hop
Fc & ngudi — thy thé TSLP & ngudi, protein dung hop Fe & chudt - thu thé TSLP &
ngudi, va protein dung hop Fc & nguoi — thy thé TSLP & khi. Cac protein dung hop Fc-
thu thé TSLP tuvong tung duge tinh ché sir dung cot tinh ché protein Protein G column
(GE Healthcare Japan Corporation) tir cac dich ndi nudi cdy thu duoc.
Vi du 2: Thu nhén cac protein TSLP dot bién- Flag

Péi v6i viéc danh gia hoat tinh trung hoa ctia khang thé, protein dot biét TSLP
& ngudi v6i dudi Flag (cac protein dot bién TSLP & ngudi- Flag) va protein dot bién
TSLP & khi vdi dudi Flag (protein dot bién TSLP & khi- Flag) dugc thu nhan. Gen dot
bién TSLP & khi hodc & ngudi ~Flag (SEQ ID NO: 8 hodc 9 (dé ngan chin hoat tinh
khoi bi mat do bi cét thong qua furin proteaza, cic trinh tu axit amin cua TSLP kiéu &
khi hoang di hodc & nguoi ma trong do6 sy dot bién duoc chén vao diém cit 1an luot
duoc ma hoa) 1an luot duoc tai td hop véi cac vecto GS pEE12.4. Céc vecto dugce
chuén bi duge chuyén gen vao cac té bao FreeStyle 293 sir dung fectin 293, va céc té
bao duge nudi cdy bang hé nudi cdy khong c6 huyét thanh st dung moi trudng biéu
hién FreeStyle 293 trong mot tudn, va sau d6 1an lugt thu duoc cac dich ndi nuodi céy
bao gdm céc protein dot bién TSLP & ngudi- Flag hodc cc protein dot bién TSLP &
khi- Flag. Céc protein dot bién TSLP- Flag 1dn lugt dugc tinh ché st dung gel i luc
khang thé khang M2 FLAG (Sigma, Inc.) tir cac dich ndi nudi cdy thu duge.
Vi du 3: Chuén bi khang thé khang thu thé TSLP & ngudi hoan toan & ngudi

Cong nghé phat trién khang thé don dong & ngudi “VelocImmune”
(VelocImmune antibody technology : Regeneron, Inc. (US Patent No. 6596541), chudt
duge gdy mién dich bang ta dugc dé giy ra phan Gng mién dich, thu thé TSLP &
ngudi-Fe (R&D, Inc.), va cic té bao Ba/F3 biéu hién thy thé TSLP & nguoi (dugce
chuén bi bang cach chuyén cac vecto ma hoa cac gen thu thé TSLP & nguoi (SEQ ID
NO: 10) va céc gen chudi o thy thé IL-7 & nguoi (SEQ ID NO: 11) va céc té bao
Ba/F3 & chuot (RIKEN: RCB0805)). Theo phuong phéap thong thuong, tach 14 lach
hodc hach bach huyét ctia chudt da duoc gy mién dich, thu gom céc té bao lympho,

va dung hop té bao véi cac té bao u tity SP2/0 & chudt (ATCC CRL-1581), do do tao ra
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té bao lai. Té bao lai duge tach dong don, va sau d6 nudi cdy trong moi truong nudi
cdy té bao lai CD (Life technologies, Inc.) ma 1a moi truong khong c6 huyét thanh.
Khéng thé duoc tinh ché sir dung bf) kit tinh ché khang thé Protein G Purification kit
(Proteus, Inc.) tir cac dich ndi nuodi ciy thu duoc.

Péi véi su danh gid hoat tinh lién két cua khang thé, ELISA st dung protein
dung hop Fc & ngudi - thu thé TSLP & ngudi va protein dung hop Fc & nguoi — thy thé
TSLP & khi dugc chudn bi & vi du 1 14n lugt dugce thuc hién. Hon nita, d6i v6i sy danh
gi4 hoat tinh trung hoa cta khang thé, thir nghiém trc ché su phat trién té bao cta thu
thé TSLP & nguoi biéu hién cac té bao Ba/F3 bang sy kich thich ctia cic protein Flag -
dot biét TSLP & khi duoc chuén bi & vi du 2 va thir nghi€m ¢ ché sy san Xuat protein
MDC trén mau toan phan ctia khi boi su kich thich ctia cac protein TSLP dot bién-Flag
& khi dugce chuin bi & vi du 2 duge thuc hién.

Tl cac thir nghiém dugc mo ta & trén, da boc 10 rang khang thé (khang thé &
thé kham) dugc goi 1a T7-27 ¢6 hoat tinh lién két va hoat tinh trung hoa ddi véi cac thu
thé TSLP & ngudi va & khi. Cac gen ma hoa chudi ning va chudi nhe cia khéng thé tir
té bao lai san xudt T7-27 duoc tach dong va su xac dinh trinh tu dugc thuc hién.

G khang thé duge mé ta & trén, ving bién dbi thu duoc tir & ngudi va ving cb
dinh thu dugc & chudt. Vi Iy do nay, nén cac vecto biéu hién bao gdm ca cac gen cua
chudi niang va chudi nhe dugc cAu truc st dung cac vecto GS va khang thé hoan toan &
nguoi dugce tao ra. Cu thé, céc gen ma hoa bao hiéu céc trinh tu (Nigel Whittle et al.,
Protein Engineering 1987; 1(6): cac trang tur 499 dén 505.) duoc nbi voi dau 5° cia cac
gen ving bién ddi chudi ning ctia khang thé T7-27 va cac gen ving ¢d dinh (g6m cé
trinh tu bazo cua céc sd bazo tir 355 dén 1344 cua SEQ ID NO: 2) cia Igyl & nguoi
duge ndi voi dau 3’ cua chuing, va sau d6 cac gen chudi ning dugc chén vao vecto GS
pEE6.4. Hon nita, cac gen ma hoa bao hi¢u céc trinh ty (Nigel Whittle et al., dugc dé
cap & trén) dugc ndi v6i dau cia cac gen ving bién d6i chudi nhe cuia khang thé va cac
gen vung ¢ dinh (gém c6 trinh ty bazo cla céc sb bazo tir 325 dén 642 cia SEQ ID
NO: 4) cua Igk & ngudi duoc ndi voi déu 3° cia ching, va sau d6 céc gen chudi nhe
dugc cheén vao vecto GS pEE12 4.

Trinh tu bazo ma hoa chudi ning cua khang thé hoan toan & ngudi ctia T7-27
dugc didu ché (T7-27 hoan toan & ngudi) duge thé hién bsi SEQ ID NO: 2, trinh tu
axit amin dugc ma hoa béng trinh tu dugc thé hién bai SEQ ID NO: 1, va trinh tu bazo
ma hoa chudi nhe cua khang thé duoc thé hién bsi SEQ ID NO: 4, va trinh tu axit
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amin duoc ma hoéa bing trinh tu duoc thé hién béi SEQ ID NO: 3. Ving bién ddi
chudi ning ciia T7-27 hoan toan & ngudi gdm c6 trinh ty axit amin gdm cac axit amin
tr 1 dén 118 cua SEQ ID NO: 1, va CDR1, CDR2, va CDR3 ctia chudi ning lan lugt
gém ¢O trinh tu axit amin gém cac axit amin tir 31 dén 35, tir 50 dén 66, va tir 99 dén
107 ctia SEQ ID NO: 1. Vung bién ddi chudi nhe ctia T7-27 hoan toan & ngudi gdm c6
trinh ty axit amin gém céc axit amin tir 1 dén 108 cua SEQ ID NO: 3, va CDRI,
CDR2, va CDR3 ctia chudi nhe 14n Iugt gdm c6 trinh ty axit amin gdm céc axit amin
tir 24 dén 34, tir 50 dén 56, va tir 89 dén 97 cua SEQ ID NO: 3.

Khéang thé dugc biéu hién st dung hai loai phuwong phap 13 biéu hién tam thoi
va biéu hién lién tuc voi cac vecto GS dugc md ta & trén ma lan luwot chén cac gen
chudi niing va chudi nhe cua khang thé. Déi v6i biéu hién tam thoi, cac vecto biéu hién
cta ca chubi nang va chudi nhe dugc bién nap st dung fectin 293 dbi vé6i céc té bao
nudi cdy FreeStyle 293 khoang 1,000,000 cac té bao/mL trong moi truong biéu hién
FreeStyle 293, va sau d6 nudi cy trong thoi gian 7 ngay. Ngoai ra, cac vecto biéu hién
cia ca chudi ning va chudi nhe dugec mo ta & trén duge bién nap bang cach st dung
phuong phap xung dién phuong phap d6i v6i khoang 10.000.000 té bao CHO-K1SV
(Lonza, Inc.), va sau d6 nudi cdy trong moi trudng CD-CHO (Life technologies, Inc.)
trong thoi gian 7 ngay. Céc dich nbi nudi cdy dugc tinh ché sir dung cot Protein A hodc
cot Protein G (GE Healthcare Japan Corporation) va thu dugc khéng thé duoc tinh ché
ctia khang thé hoan toan & ngudi. Pbi voi biéu hién lién tuc, cac vecto GS ma cac gen
ctia chudi ning va chudi nhe ciia khang thé 1n luot dugc chén vao dé duoc cét véi
enzym han ché bﬁng Notl va Pvul, va thuc hién that st dung by kit Ligation-
Convenience Kit dé thit (NIPPONGENE, Inc.) hodc chét thit Ligation-high
(TOYOBO, Inc.), va sau d6 vecto GS ma cd cac gen cua chubi nang va chudi nhe
duge chén vao d6 dugc cu triic. Cac vecto biéu hién dugc mi hoa chidu dai dy du
ctia chudi ning va chudi nhe, va khang thé dugc biéu hién bang su chuyén nap trong
céc té bao CHO-K1SV. Céc dich ndi nudi céy duoc tinh ché véi cot Protein A hodc cot
Protein G (GE Healthcare Japan Corporation) va thu dugc khang thé dugc tinh ché cua
khang thé hoan toan ¢ ngudi. Dbi voi két qua phan tich sy bién ddi axit amin cua T7-
27 hoan toan & ngudi dugce tinh ché, su loai bo lysin & dau C cia chudi nang dugc xay
ra & phan 16n ctia khang thé dugc tinh ché.

Vi du 4: Danh gi4 hoat tinh lién két bang phan tich SPR
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Déi v6i viée do chi tiét hoat tinh lién két cua T7-27 hoan toan & ngudi, phan
tich SPR duoc thuc hién. Theo vi du sang ché, khang thé khang thu thé TSLP & nguoi
TSLPR-012_141 (tai liéu patent 4) dugc str dung 1am khéng thé so sanh.

Theo phén tich SPR, viéc phan tich dugc thuc hién st dung Biacore (nhdn hi¢u
da dugc dang ky) 2000 (GE Healthcare Japan Corporation). Cac khang thé khang thu
thé TSLP & nguoi tvong ung dugc cb dinh trén bé mit cia chip cam bién CMS5 st
dung bo kit bét gitr khang thé & nguoi va bo kit ghép cip amin (GE Healthcare Japan
Corporation). Protein dung hop Fc & chudt — thu thé TSLP & ngudi thu duge & vi du 1
dugc pha loang lién tiép véi dung dich HBS-EP (GE Healthcare Japan Corporation),
va bd sung 100 pL dung dich nay vao dudng dong chay & tdc do dong 1a 50 pL/min.
Biang hé do nay, hing s6 tdc do lién két (ka), hing sb tdc do phan ly (kd), va hing sb
phan ly (KD) cta protein dung hop Fc & chudt — thu thé TSLP & ngudi va khang thé
khéng thu thé TSLP & nguoi duge tinh todn st dung phdn mém phén tich dit lidu
(Panh gia BIA) (Bang 1).

Bang 1: Hoat tinh lién két dbi v&i thy thé TSLP & nguoi bang phan tich SPR

KD (M) Kd (1/s)
T7-27 hoan toan & ngudi | 0,41 x 10°° 125x 10
TSLPR-012_141 126x 10 3,38x 107

Két qua 1a, rd rang 13 T7-27 hoan todn & ngudi ¢ hoat tinh lién két xap xi
manh hon 3 14n so v6i TSLPR-012_141.
Vi du 5: Péanh gia vé uc ché su biéu hién mARN TARC giy ra béi TSLP st dung
PBMC & nguoi

DP4i voi su danh gia cta hoat tinh trung hoa ctia T7-27 hoan toan & nguoi, sy
trc ché biéu hién mARN TARC gay ra bdi TSLP trong cac té bao don nhan trong méu
ngoai vi & nguoi (PBMC) duoc danh gia. Vi PBMC ¢ nguoi bao gdm céc té bao nhanh
bidu hién thu thé TSLP, nén PBMC & ngudi ¢6 thé dugc sir dung dé danh gia khang thé
khang thu thé TSLP & nguoi. DSi voi khang thé so sanh, TSLPR-012_141 dugc st
dung. Tur két qua cta vi du thir nghiém 1 dugc md ta dudi day, do su twong quan giira
su cai thién v& bénh Iy cia md hinh bénh hen va sy Grc ché ciia biéu hién mARN TARC
trong méu st dung khang thé khang thu thé TSLP dugc phét hién, hé théng danh gia
hién tai 12 hé théng danh gia chi ra hiéu qua vé bénh Iy.
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200.000 té bao cia PBMC & ngudi (AllCells, Inc.) mdi giéng trong cic dia c6
96 giéng (Gleiner, Inc.) dugc dua vao 160 uL mdi trudng nudi cdy PRMI1640 (Life
technologies, Inc.). Chudi dich pha lodng (7 mitc ndng d6 cudi nim trong khoang tir
0,1 ng/mL dén 100 ng/mL) ciia c4c protein dot bién TSLP & nguoi-Flag dot bién duoc
chuén bi & vi du 2 duge chun bi & méi trudng nudi cdy RPMI164 va bd sung 20 uL
dung dich nay vao dung dich nuéi cay, tiép theo U trong thoi gian 24 gid trong may u
CO, ma ¢6 nhiét do duge dit & 37°C. Sau d6, chuén bi cac khang thé khang thu thé
TSLP & nguoi twong Gng trong moi truong RPMI1640 sao cho ndéng d6 cudi dat 0,3
pg/mL, va bd sung vao dung dich nuodi cdy v6i luong 13 20 plL, va G thém trong thoi
gian 72 gio. D6i voi miu ddi ching, 14n luot chudn bi giéng ma moi truong nudi ciy
RPMI1640 dugc bd sung vao thay vi cdc protein dot bién TSLP & nguoi- Flag va
giéng ma moéi truong nudi ciy RPMI1640 duge bd sung vao thay vi khang thé. Loai bo
200 pL dich ndi nudi cdy, va sau d6 chiét tach ARN tbng sé véi 30 uL nudc st dung
bo kit RNeasy 96 (Qiagen, Inc.) dé tinh ché ARN. Sau d6, dua 10 uL. ARN vao phan
tmg sao chép nguoc st dung bd kit cho su sao chép nguoc, High Capacity cADN
Reverse Transcription Kit (Life technologies, Inc.). Tiép theo, do mutc biéu hién
mARN TARC bang phuong phap TagMan PCR sit dung doan do TagMan ctia TARC
(Ccll7, Hs00171074, Life technologies, Inc), doan do TagMan cua P actin (Actb,
Hs99999903, Life technologies, Inc.), biéu hién qPCR SuperMix (A10313, Life
technologies, Inc.) va 2 pL cADN. Thir nghiém duoc ldp lai d6i voi cac khang thé
trong tmg, va phan tich két qua do sir dung phuong phap CT so sdnh, va sau d6 tinh
mttc bidu hién cia mARN TARC. Sau do, tinh toan ty 1& tc ché cta khang thé trong
mdi ndng dd TSLP. Ty 18 &rc ché clia ma moi trudng nudi cdy RPMI1640 dugce b sung
vao thay vi céc protein dot bién TSLP & ngudi - Flag duge thiét 1ap 1a 100% va tri sb
trung binh cta giéng ma 30 ng/ml va 100 ng/ml cla cac protein dot bién TSLP &
nguoi- Flag 1an lugt duge bd sung vao thi dugc thiét lap ty 1€ trc ché 13 0%. Phan tich
ty 16 (e ché tinh duogc, va tinh ndng do TSLP c6 50% 14 ty 1¢ tc ché cua 0,3 pug/mL
khang thé (bang 2) bang cach diéu chinh dudng cong logitic ba thong s6. Khi ndng do
TSLP cang cao, hoat tinh trung hoa d6i véi TSLP ctia khang thé thir nghiém tr& nén

cang lon.
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Bang 2: Hoat tinh trc ché su biéu hién mARN TARC gay ra béi TSLP st dung PBMC

0 nguoi

nong do TSLP (ng/mL)
T7-27 hoan toan & nguodi 1,25
TSLPR-012 141 0,08

Két qua 13, r& rang 1a T7-27 hoan toan & nguoi c¢6 hoat tinh rc ché d6i vai biéu
hién mARN TARC do TSLP & ngudi gdy ra cao hon xdp xi 12 1in so v6i TSLPR-
012 _141.

Vi du 6: Panh gid vé& e ché san xuét cac protein MDC giy ra béi TSLP st dung
PBMC & ngudi

Su trc ché san xuét cac protein MDC‘gﬁy ra boi TSLP theo PBMC & nguoi
dugce dénh gia d8 danh gia hoat tinh trung hoa ctia T7-27 hoan toan & ngudi. Déi véi
khang thé so sanh, sir dung TSLPR-012_141.

Pha lodng mau ctia nguoi véi cung mét luong PBS, va phéan 16p v6i cung mot
lugng Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare Japan Corporation), va sau d6 dua vao xur ly
ly tdim dudi cac diéu kién nhiét d6 trong phong, luc ly tAm 400 x g, va trong thoi gian
30 phut, nh&r d6 tao ra PBMC & ngudi. Xap xi 300.000 t& bao PBMC & ngudi cho mdi
giéng trong céac dia 96 giéng (Gleiner, Inc.) dugc dua vao 100 uL mdi trudng nudi cly
PRMI1640 (Life technologies, Inc.). Protein d6t bién TSLP & nguoi - Flag duoc chuén
bi & vi du 2 duge chudn bi vao méi truong nudi céy RPMI1640 sao cho néng do cubi
ctiia dung dich nay dat 5 ng/mL, va bd sung vao dung dich nudi cdy mot luong 10 pL
dung dich nay, tiép theo 1 trong thoi gian 24 gi¢ trong may G CO, ma nhiét do cua n6
dat 37°C. Sau d6, chuén bi chudi dich pha loang (5 muc néng dd cudi nam trong
khoang tir 0,1 ng/mL dén 10 pg/mL) ctia khang thé khang thu thé TSLP & ngudi tuong
tmg & mdi trudng nudi cdy RPMI164 va bo sung 10 uL dung dich nay vao dung dich
nudi cdy, tiép theo U trong thoi gian 5 ngay. Pbi v6i mau ddi chimg, 1an luot chuén bi
giéng ma moi truong nudi ciy RPMI1640 dugc bd sung vao thay vi cic protein dot
bién TSLP & ngudi-Flag va giéng ma mdi trudng nudi cdy RPMI1640 duge bd sung
thay vi cac khang thé. Sau d6, thu gom cac dich ndi nudi cdy va danh gia su san Xuét
lugng MDC str dung b kit Human CCL22/MDC Quantikine ELISA Kit (R&D, Inc.)
v6i cée dich ndi duge pha loang gip 20 1an PBS (Life technologies, Inc.). Thit nghiém

duoc lap lai dbi voi cac khang thé tuong tng, va tinh ty 18 e ché trong mdi ndng do
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ndng do khang thé. Ty 18 trc ché cua giéng ma méi trudng nudi cly RPMI1640 duge
bd sung vao thay vi cac protein dot bién TSLP ¢ nguoi-Flag duoc thiét 1ap 1 100% va
ty 16 tc ché cia giéng ma moi truong nudi cdy RPMI1640 dugc bo sung vio thay vi
khang thé dugc thiét 1ap 1a 0%. Ndng d6 khang thé co ty 18 trc ché 50% 13 IC 50 (bang
3) bang cach diéu chinh dudng cong logitic ba thong sb.

Bang 3: Panh gia vé uic ché sy san xut cac protein MDC gay ra béi TSLP st dung
PBMC & nguoi

IC50 (ng/mL)

T7-27 hoan toan & nguoi 0,12

TSLPR-012 141 1,10

Két qua 13, o rang 1a T7-27 hoan toan & ngudi ¢6 hoat tinh trc ché cao hon x4p
xi gip 9 14n d6i voi sy san xuit cac protein MDC giy ra bdi TSLP so v6i TSLPR-
012 _141.

Vi du 7: Panh gia vé T7-27 hoan todn & ngudi theo md hinh man cadm khang nguyén
giun diia ¢ khi

IgE déc hiéu khang nguyén giun diia dugc cam ung bang cach cho phép khi
dugc man cam véi khang nguyén giun diia, va phan tng & da dugc gy ra 1a phan Gng
di imng.

Chat 1éng khang nguyén giun diia (DNP-Ascaris (LSL, Inc.)) dugc tao huyén
pht bing gel peroxit nhém (sau day, duoc goi 1a Alum) (0,5 mg/mL DNP-Ascaris
duoc tao huyén phu trong PBS & ndng d6 Alum 50 mg/mL, sau day, dugc goi la chét
long Alum khang nguyén giun diia) dugc dung trong ngay 1, ngay 8, va ngay 15 cho
khi xynomolgus duc véi lugng 3,6 mL/kg dung trong b bung va lvong 0,4 mlL/kg dung
trong co dé gy man cam. Ngoai ra, dbi voi cac nhém duge xir 1y, bd tri nhém binh
thuong (nhém khéng duge xtr 1y, n=2), nhom dung td duge 16ng (nhém ma dung moi
(dung dich dém natri xitrat 20 mM / NaCl 120 mM (pH 6,0)) duoc dung trong tinh
mach truéc mot ngdy bi tao min cam, n=3) va nhém dung khang thé (nhém ma 10
mg/kg T7-27 hoan toan ¢ nguoi (hoa tan boi dung modi) duge dung trong tinh mach
treGe mot ngay bi tao min cam, n=3) duoc thiét 1ap twong tng.

Ngoai ra, Alum dugc diéu ché bing phuong phép sau day.

Nhom sulfat (tir 14 dén 18 hydrat) (Wako, Inc.) dugc hoa tan trong nudce siéu

tinh khiét tao ra dung dich 1M, va lgc dung dich béng phéu loc 0,22 um, va sau dé bd
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sung natri hydroxit 1M (Nacalai Tesque) vao d6 cho dén khi khong tao ra két tia tring.
Loai b6 dich ndi, 1am sach béng nudce siéu tinh khiét 5 14n, va sau d6 lam sach thém
bing PBS (WAKO, Inc.) ba 1in. Nghién nhé két tia tring dwoc lam sach bang may
nghién mau (CH-6010, KINEMATICA, Inc.) trong nudc da, tiép theo ly tam & tde do
2000 vong/phtt & nhiét do 4°C trong thoi gian 5 phut st dung mdy ly tdm (himac
CR21, Hitachi, Ltd.). Tiép theo, loai bo cac dich ndi, va 1am sach bé‘mg hai 14n PBS.
Tao huyén phu chét két tiia thu duoc trong PBS dé thu duge Alum.

Phép do huyét twong IgE dic hiéu khang nguyén giun diia

Thu gom mau lién tuc tr khi xynomolgus dugc mo ta & trén & ngay 1 (trudce
khi dung chat 16ng Alum khang nguyén giun diia), ngiy 8, ngay 15, va ngay 22, va thu
gom huyét twong sau khi ly tdm (1800 x g, 4°C, 10 phut). Do ndéng do cua IgE dic
hiéu khang nguyén giun diia trong huyét twong sir dung phuong phap sau day.

Diéu ché DNP-Ascaris bing PBS sao cho ndng do ciia chung dat 100 pg/mL,
va bd sung luong 13 100 pL vao dia rén 96 giéng Nunc-Immuno ™ MicroWell ™
(Nunc Inc.), va sau d6 giit yén & nhiét do trong phong qua dém. B6 sung lugng 1a 200
uL chét phong bé (Blocking One: Nacalai Tesque) vao d6, va dé gitr & nhiét do trong
phong trong thoi gian 30 phut, va loai bé dung dich. Sau do, bd sung huyét trong duoc
thu hdi va mau theo duong cong hiéu chinh véi Iwong 1a 100 uL. Nhur miu cla dudong
cong hiéu chinh, diéu chinh ndng d6 huyét tvong IgE dic hiéu khang nguyén giun diia
ctia mot trong sb nhom ding ta dugc 16ng & ngay 22 dén 2000 U/mL va diéu ché day
pha loang (tir 2000 U/mL dén 16 U/mL) bang cac dung dich pha loang (5% Blocking
One chira PBS) va st dung. Thyc hién vi€c G & nhiét dd trong phong trong thoi gian 1
gid, tiép theo 1am sach 5 lan trong T-PBS (0,05% Tween-20 chira PBS), va sau d6 pha
loang khang thé phat hién IgE & ngudi dugc danh ddu HRP (A80-108P: Bethyl, Inc.)
gép 10000 14n dbi véi dung dich pha lodng dugc bd sung lugng 1a 100 pL vao d6. Hon
nita, thuc hién 0 & nhiét do trong phong trong thoi gian 1 giv, tiép theo lam sach 5 1an
v6i T-PBS. Cubi cung, thuc hién do sir dung bd kit phat trién mau peroxidaza (ML-
1120T: SUMILON, Inc.). Po kha nang hut st dung SpectraMax (Molecular Devices,
Inc.). Cac két qua ciia ngay 1 va ngay 22 dugc thé hién trong Fig.1.

Thir nghiém trén da

Vao ngay 22, PBS, dung dich khang nguyén giun dia 1, 10, va 100 pg/mL

(dung dich ma trong d6 DNP-Ascaris duoc tao huyén phii bang PBS) dwgc ding ngoai
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da tai hai diém tuong ung (tdng 8 diém trén mot ca thé) trén ving bung duoc cao long
ctia ciing mdt ca thé ciia nhom ding t4 duoc 1ong va nhom dung khang thé véi lugng
100 pL. Dbi v6i nhém binh thudong, PBS va dung dich khang nguyén giun diia 100
ng/mL duoc ding ngoai da 1an luot tai 4 diém (tdng 8 diém trén mot ca thé) trén viing
bung dugc cao 16ng ciia cing mot ca thé. Sau 20 phiit gy nhay cam cho da, quan sét
phén Gng & da bing cach do duong kinh ving st dung thude cip co. Trong mdi c4 thé,
dit tri s6 ma trong d6 duong kinh ctia ving phan tng & da do dung PBS trir di duong
kinh cta phan tmg da do ding dung dich khang nguyén giun diia 1a delta cm. Cac két
qua cta 100 pg/mL dung dich khang nguyén giun dila duoc thé hién trén Fig.2. Hon
nita, trong truong hop ma dung 1 va 10 pg/mL dung dich khdng nguyén giun diia,
kh()ng-tao ra phan Gng da du dé danh gia khang thé thir nghiém.

Tri sb trung binh va sai s6 chuén cta mdi nhém duge thu lai, va ty 18 tc ché
duoc thu bang cach thiét 1ap tri s6 & ngay 1 (tri sb true khi dung chét 1ong Alum
khang nguyén giun diia) 1a 100% va nhém dung ta dugce 1ong & ngay 22 1a 0% trong
viéc do huyét tuong IgE dic hiéu khang nguyén giun diia.

Nhu duge thé hién trén Fig.1, T7-27 hoan toan & ngudi lam giam (97% sy tc
ché) néng d6 IgE dic hiéu khang nguyén giun diia trong mo hinh man cam khéng
nguyén giun dlia ¢ khi khi so véi nhém dung ta dugc 1éng.

Nhu dugc thé hién trén Fig.2, T7-27 hoan toan & nguoi 1am giam phan tng da
khang nguyén giun dlia & 100 pg/mL dung dich khéang nguyén giun diia trong mo hinh
man cam khang nguyén giun diia & khi khi so véi nhém dung t4 duoc 16ng.

Tu cac két qua dugc mo ta & trén, ro rang 1a T7-27 hoan toan & ngudi ngin
ngtra phan Ung di irng dugc gy ra bdi IgE dac hiéu khang nguyén giun diia trong mo
hinh man cam khang nguyén giun diia & khi.

Vi dy thir nghiém 1: Dénh gia khéng thé khéng thy thé TSLP ¢ m6 hinh bénh hen man
cam khang nguyén & mat chuot

M6 hinh man cdm khang nguyén ¢ mat chudt dugc biét dén 12 mo6 hinh bénh
hen va céac diéu kién bénh 1y bao gdm su ting kha ning phan tmg ctia duong hd hip va
su thdm théu céc té bao wa eozin vao su rira phé quan phé nang.

Thuc hién tao min cam bang cich dua khang nguyén & mat theo dudng trong
bung (Dp) (LSL, Inc.) vao chudt NC/Nga (Charles River, Inc.) véi lidu lugng 1a 100
ug Dp/0,5 mL muébi sinh ly/chudt & ngay 0 (& thoi diém tao man cam ban déu) va ngay

5. Qua trinh viém cta duong hd hap duge giy ra bagi viéc dung bang dudng miii cia
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khang nguyén & mat vé6i lidu lugng 12 100 pg Dp/50 pL nuéce mudi sinh ly/chudt &
ngay 12 va ngay 19. Pua khang thé khang thu thé TSLP & chudt (WAKO, Inc.) dugc
hoa tan trong PBS (WAKO, Inc.) vao nhém ding khang thé theo dudng dudi da véi
lidu luong (0,1;1;10 mg/kg) & ngay 1, ngay 2, ngay 5, ngdy 8, ngay 11, ngay 14, va
ngay 18 (ngdy ding khang thé) mot 1an mdi ngay. Nhém dung dexametason (nhém
Dex) dugc tao ra 1a nhém dbi ching dwong. Pua dexametason dugc hoa tan trong PBS
vao nhém Dex theo dudng trong bung véi lidu luong 14 3 mg/kg tir ngay 12 dén ngay
19 mot 1an mot ngdy. Cdc nhom da xir Iy dugc thiét 1ap 1 cdc nhém sau day.

Cac nhom da xu ly |

Nhom binh thuong (n = 10):

Kh(“)ng dugc xur ly

Nhom dung nudc mubi (n = 6):

Khang nguyén & mat dugc dung theo duong trong bung & ngay 0 va ngay 5, nudc
mudi sinh Iy dugc ding theo dudng miii & ngay 12 va ngay 19, va PBS dugc dung
theo dudng du6i da & ngay ding khang thé.

Nhoém dung PBS (n = 10):

Khang nguyén ¢ mat dugc dung theo duong trong bung & ngay 0 va ngay 5, khang
nguyén & mat dugc dung theo duong miii & ngay 12 va ngay 19, va PBS dugc dung
theo duong dudi da & ngay dung khang thé.

Nhom dung khang thé (0,1, 1, 10 mg/kg) (n = 10 cho mdi lidu lvong):

Khang nguyén & mat dugc dung theo dudng trong bung & ngay 0 va ngay 5, khang
nguyén ¢ mat dugc dung theo duong mili & ngay 12 va ngay 19, va khang thé duogc
ding theo dudng dudi da & ngay ding khang thé.

Nhom dung Dex (n = 10):

Khéang nguyén & mat dugc dung theo duong trong bung & ngay 0 va ngay 5, khang
nguyén & mat dugc dung theo duong mili & ngay 12 va ngay 19, va dexametason duoc
ding theo dudong trong bung tir ngay 12 dén ngay 19.

Chudt dugc dua vao khoang khong bi kiém soat danh riéng cho cac céa thé
chudt & ngay 20. Gan bo bién ddi sir dung ghi Iuu tdc khi ho hip vao khoang, va ndi
vGi may phan tich chirc ndng ho hip BioSystem XA (Buxco, Inc.), va nhin thiy su
thay ddi ap suét bén trong khoang d6i véi ap sudt khong khi sir dung bd bién déi. Do
do lam tang n@)ng d6 Axetyl-B-metyl colin clorua (Sigma, Inc.) (0,25, 0,5, 1, 2, 4

mg/mL) dugc hoa tan trong nuéec mudi sinh 1y va tiép theo dua vao phoi nhiém qua
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dudng ho hip sir dung thiét bi xéng khi dung siéu 4m dé nghién ctru kha ning phan
tng ctia dudng dan khi. PenH dugc tinh toén co hoc tir sy thay dbi ap suét bén trong
khoang duoc st dung 1am chi s cta chirc ning hd hép. Cac két qua do dugc thé hién
trong Fig.3.

Tiép theo, sau khi thu gom mau ctia chudt tir tinh mach chi & bung, chudt dugc
lam chét nhan dao bang cach lam kiét mau. Ong thong duoc ludn 6ng vao trong khi
quan, va lam sach viéc rura phé quan phé nang véi 0,1% huyét thanh thai bo (BioWest,
Inc.) chta dung dich PBS, va sau d6 thu gom chét léng rira phé quan phé nang
(BALF). Ly tdm BALF, loai bo dich ndi, tao huyén phu chit ling trong 500 uL nuéc
mudi sinh 1y, va didu ché huyén phu té bao BALF. Do céc té bao wa eozin trong huyén
phu t& bao BALF sir dung méay phan tich t& bao méau tu dong da chi sé XT-2000i
(SYSMEX, Inc.). C4c két qua do dugc thé hién trong Fig.4.

Pha loang méu thu duoc gip 10 1dn v6i moi trudng nudi cly RPMI1640 (Life
technologies, Inc.). Cdy 1 mL méu dugc pha lodng vao tAm (IWAKI Co. Ltd.). Pha
lodng TSLP & chudt (R&D, Inc.) béng PBS sao cho néng dd cubi cua no dat 0 hodc 10
ng/mL, va bd sung 100 uL dung dich nay. Thuc hién @ & nhiét do 37°C trong thoi gian
24 gid v6i 5% CO2, va chiét tich ARN tdng véi 30 uL nude sit dung b kit RNeasy 96
Kit (Qiagen, Inc.). Tiép theo, dua 10 uL. ARN vao phan tng phién mé nguoc st dung
bo kit phién ma ngugc cADN nidng suét cao (Life technologies, Inc.). Sau d6, do murc
biéu hién mARN TARC st dung phuong phap TagMan PCR st dung doan do TaqMan
cta TARC (Ccl17, Mn01244826 g1, Life technologies, Inc.), doan do TagMan cua (-
actin (Actb, Mm00607939 sl1, Life technologies, Inc.), gPCR SuperMix biéu hién
(A10313, Life technologies, Inc.), va 2 uLL cADN. Tinh todn murc biéu hién bang cach
phan tich két qua do sir dung phuong phap CT so sanh. Céc két qua & 10 ng/mL TSLP
dugc thé hién trong Fig.5.

Pat dugc céc tri s trung binh va céc sai s6 chuin ctia twong (mg v6i cac nhom.
Str dung lan luot thir nghiém Student’s-t cho thir nghiém khéc biét c6 y nghia gitta
nhém PBS va nhém binh thuong, nhom nude mudi, va nhém Dex, 1an luogt. Ddi véi
thir nghiém khac biét c6 y nghia gitta nhom PBS va nhom dung khang thé, str dung so
sanh kép cuia Dunnett. Trong ca cac truong hop, ¢ mit cac sy khac biét c6 y nghia
trong trudng hop p <0,05.

Nhu duogc thé hién trén Fig.3, & nhom ding khang thé, tac dung trc ché trén

tang phan tmg duong hd hip giy ra boi 1 mg/mL axetyn-B-metyl colin clorua da dugc
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phét hién trong md hinh bénh hen & chudt so véi nhom PBS. Ro rang 1a khang thé
khang thy thé TSLP cai thién chirc ning ho hép theo mo hinh bénh hen.

Nhu duge thé hién trén Fig.4, theo nhom ding khang thé, tac dung trc ché trén
su thAm thdu cac t& bao ua eozin vao sy rira phé quan phé nang duoc tim thdy so véi
nhom PBS.

Nhu dugc thé hién trén Fig.5, theo nhém ding khéng thé, tac dung trc ché trén
biéu hién ctia mARN TARC dugc tim thay so véi nhém PBS.

Pugc xac nhan rang khang thé khang thy thé TSLP céi thién diéu kién bénh Iy
cia md hinh bénh hen tir cac két qua ciia Fig.3 va Fig.4. Hon nita, sy twong quan giita
su cai thién cua diéu kién bénh ly va su e ché cia biéu hién mARN TARC do khéang
thé khang thu thé TSLP duoc tim thiy tir cAc két qua trén cac hinh v& tir Fig.3 dén
Fig.5 va rd rang 1a cac hiéu qua cai thién didu kién bénh 1y c6 thé dugc danh gia sir
dung hiéu qua Grc ché biéu hién cia mARN TARC lam chi sd.

Kha nang ung dung trong cong nghi€p

Khang thé khang thy thé TSLP & nguoi theo sang ché hiru dung dé phong ngira
va diéu tri c4c bénh khac nhau ma trong d6 TSLP & ngudi va thu thé TSLP & ngudi
lién quan dén bénh hoc. Hon nita, cc phuong phép san xuét polynucleotit, cic vecto
biéu hién, va té bao chu theo sang ché hitu ich dé tao ra khang thé khéng thu thé TSLP
O nguoi.

Chu thich trong danh muc trinh tu

O s dé muc <223> cia danh muc trinh ty, m6 tad “Trinh ty nhan tao” dugc
thuc hién. Cu thé, cac trinh tu bazo dugc thé hién bsi SEQ ID NO: 2 va SEQ ID NO: 4
cua danh muc trinh tu 14n luot 12 trinh tu bazo cua chudi nang va chudi nhe cta T7-27
hoan toan & nguoi, va cac trinh ty axit amin dugc thé hién béi SEQ ID NO: 1 va SEQ
ID NO: 3 14 trinh ty axit amin ctia chudi ning va chudi nhe lan lugt dugc ma hoa bai
SEQ ID NO: 2 va SEQ ID NO: 4. Céc trinh ty bazo duoc thé hién b1 SEQ ID NO: 5,
6, 7, 8, va 9 cia danh muc trinh tu lan luot 13 trinh tu bazo ma héa thu thé TSLP &
ngudi-Fc & nguoi dung hgp protein, protein dung hop Fc & chudt - thu thé TSLP &
nguoi, protein dung hop Fc & nguoi - thu thé TSLP & khi, protein dot bién TSLP &
ngudi-Flag, va protein Flag - dot biét TSLP & khi.
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YEU CAU BAO HOQ
1. Khang thé khang thu thé lymphopoietin chét nén tuyén we (Thymic stromal
lymphopoietin -TSLP) & ngudi hodc manh lién két khang nguyén ctia né dugc chon tir
(1) hodc (2) duéi day:

(1) khang thé khang thu thé TSLP & ngudi hodc ménh lién két khang nguyén
cta n6, bao gdbm ving bién dbi chudi ning gbm c6 trinh trr axit amin gdm céc axit
amin tr 1 dén 118 cia SEQ ID NO: 1, va ving bién ddi chudi nhe gbm c6 trinh tur axit
amin gdm cac axit amin tir 1 dén 108 cia SEQ ID NO: 3;

(2) khang thé khang thu thé TSLP ¢ nguoi hoic manh lién két khang nguyén
cta né trong do axit glutamic cua dau N ciia chudi ning cta khang thé hodc manh lién
két khang nguyén ctia né ctia (1) duge bién dbi thanh axit pyroglutamic.

2. Khang thé khang thu thé TSLP & ngudi theo diém 1, trong d6 khang thé nay bao
gdm chudi nang gdm c6 trinh ty axit amin dugc thé hién bsi SEQ ID NO: 1 va chudi
nhe gém ¢6 trinh tu axit amin duoc thé hién bai SEQ ID NO: 3.

3. Khang thé khang thu thé TSLP & ngudi theo diém 1, trong d6 khang thé nay bao
gbm chudi ning gdm ¢6 trinh ty axit amin duoc thé hién béi SEQ ID NO: 1, trong d6
axit glutamic cda axit amin s6 1 cia SEQ ID NO: 1 duogc bién dbi thanh axit
pyroglutamic va/hodc lysin cua axit amin sb 448 cua SEQ ID NO: 1 duoc loai bo, va
chubi nhe gbém c6 trinh tw axit amin dugc thé hién bai SEQ ID NO: 3.

4. Khang thé khang thl_l thé TSLP & ngudi theo diém 3, trong d6 khéng thé nay bao
gbm chudi ning gdm c6 trinh ty axit amin gdm céc axit amin tir 1 dén 447 ctia SEQ ID
NO: 1, va chudi nhe gém O trinh tu axit amin dugc thé hién béi SEQ ID NO: 3.

5. Polynucleotit bao gém trinh tw bazo ma héa ving bién dbi chudi nang cta khang thé
theo diém 1 (1), va polynucleotit bao gdm trinh tu bazo ma héa ving bién dbi chudi
nhe cta khang thé theo diém 1 (1).

6. Vecto biéu hién bao gdm polynucleotit bao gdm trinh tw bazo ma hoa ving bién dbi
chudi ning cua khang thé theo diém 1 (1) va polynucleotit bao gdm trinh ty bazo ma
hoa ving bién dbi chudi nhe ciia khang thé theo diém 1 (1).

7. Té bao chu dugc chon tir nhém gdm c6 tir (a) dén (d) dudi day:

(a) t& bao chu dwoc bién nap véi vecto biéu hién bao gdm polynucleotit bao
gdm trinh tu bazo ma héa ving bién dbi chudi ning ctia khang thé khang thu thé TSLP
& ngudi theo diém 1 (1) va polynucleotit bao gbm trinh trr bazo ma hoéa ving bién dbi
chudi nhe cua khang thé;
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(b) t& bao chu dugc bién nap vdi vecto biéu hién bao gdm polynucleotit bao
gbm trinh tr bazo ma héa ving bién dbi chudi nang cua khang thé khang thu thé TSLP
& ngudi theo diém 1 (1) va vecto bidu hién bao gdm polynucleotit bao gbém trinh tu
bazo ma hoa ving bién dbi chudi nhe ctia khang thé;

(c) té bao chu dugc bién nap véi vecto biéu hién bao gdm polynucleotit bao
gdm trinh tw bazo ma héa ving bién ddi chudi nang cta khang thé khang thu thé TSLP
& ngudi theo diém 1 (1); va

(d) t& bao chu duoc bién nap véi vecto biéu hién bao gdm polynucleotit bao
gbm trinh tu bazo mi hoa ving bién dbi chudi nhe ctia khang thé khang thu thé TSLP
& ngudi theo diém 1 (1), ‘

trong d6 té bao chu biéu hién khang thé néu trén.

8. Khang thé khang thu thé TSLP & ngudi hoic manh lién két khang nguyén ctia nd
duogc tao ra bang phuong phép bao gdm viéc nudi cay té bao chu dé biéu hién khang
thé khang thy thé TSLP & nguoi hodc manh lién két khang nguyén ctia n, trong d6 té
bao chi 12 té bao chi theo diém 7.

9. Dugc phdm bao gdm khang thé khang thu thd TSLP & ngudi hodc manh lién két
khéng nguyén cua né theo diém 1 (1) va/hodc khang thé khang thu thé TSLP & ngudi
hoiic méanh lién két khang nguyén clia n6 theo diém 1 (2), va ta duoc dugc dung.

10. Dugc phdm theo diém 9, trong d6 dugc phim nay bao gdm khéng thé khang thu
thé TSLP & ngudi theo diém 2 va/hodc khang thé khang thu thé TSLP & ngudi theo

diém 4, va ta duoc duoc dung.
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Fig. 2
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Fig. 4
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Fig. 5

1000000

100600+

mas-:; B

:;;5*”5;

1000

TARC mRNA

1004 ¢ 5

10+

4 -

Khang thé khang thu thé TSLP
(mg/kg)

-40-



32565

DANH MUCTRINHTY

<110> Astellas Pharma Inc.

Khang thé khang thy thé lymphopoietin chit nén tuyén te (TSLP) & ngudi, polynucleotit,
<120> R 1A s ST

vecto bi€u hién va dugc pham chtra khang thé nay
<130>

<150> JP2013-165676
<151> 2013-08-09

<160> 11

<170> PatentIn version 3.5
210> 1

211> 448

<212> PRT

<213> Trinhtu nhan tao

<220> ,
<223> ChubdiH clia khang thé khang thu thé TSLP & ngudi

<400> 1
?Iu Val GIn Leu %eu Glu Ser Gly Gly $$y Leu Val Gln Pro ?éy Gly

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Arg Ser Ser
20 25 30
Ala Met His Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu Lys Trp Val
35 40 45

Ser Ser Val Ser Gly Ser Gly Ala Gly Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

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

Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg'AIa Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Val Lys Glu Gly Gly Ser Arg Gly Phe Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr
100 105 110

Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro
115 120 125

-41-



32565

Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly
130 135 140

Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn
145 150 155 160

Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu GlIn
165 170 175

Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser
180 185 190

Thr GIn Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser

Ser Leu Gly
195 200 205

Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr
210 215 220

His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser
225 230 235 240

Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg
245 250 255

Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro
260 265 270

Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala
275 280 285

Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val
290 295 300

Ser Val Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr
305 310 ' 315 320

Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr
325 330 335

Ile Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn Val Tyr Thr Leu
340 345 ' 350

Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn GlIn Val Ser Leu Thr Cys
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355 360 365

Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser
370 375 380

Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp
385 390 395 400

Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser
405 410 415

Arg Trp GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala
420 425 430

Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
435 440 445

Q210> 2

Q11> 13417

<212> DNA

<213> Trinhtunhan tao

<2207

<223>  Gen chudi H clia khang thé khang thu thé TSLP & nguoi

<400> 2
gaggtgcage tgttggagtc

teotgtgeag cototggatt
ccagggaagg gactgaaatg
gcagactccg tgaagggecg
ctgcaaatga acagtctgag
ggcagcbggg gttttgacta
accaagggec catcggtett
geggecctgg getgeetggt
tcaggcgece tgaccagegg
tactccctta gtagegtggt
tgcaacgtga atcacaagcc
tgtgacaaaa ctcacacatg

gtettectet toccccccaaa

tgggggagge ttggtacage cgggegggtc cctgagacte
cacctttcge agctctgeca tgeattgggt ccgecagget
ggtctcaagt gttagtggea gtggtgetgg aacatactac
gttcaccatc tccagagaca atcccaagaa tacactgtat
agccgaggac acggecgtat attattgtgt gaaagaaggg
ctggggccag ggaaccetgg tcaccgtete cteagectee
cccectggea ccctectcca agagecaccte tgggggcaca
caaggactac ttccccgaac cggtgacggt gtegtggaac
cgtgcacacc ttcccggetg tecctacagtc ctcaggacte
gaccgtgecc tccagcaget tgggeaccca gacctacate
cagcaacacc aaggtggaca agaaagttga gcccaaatct
cccaccgtge ccageacctg aactcotggg gggaccgtea

acccaaggac accctcatga tectcccggac ccctgaggte

-43-

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
120
180



32565

acatgcgtgg tggtggacgt gagccacgaa gaccctgagg
gacggegtgg aggtgcataa tgccaagaca aagecgeggg
taccgtgtgg tcagegtect caccgtectg caccaggact
aagtgcaagg tctccaacaa agccctccca geccccateg
aaagggcage cccgagaacc acaggtgtac accctgecce
aagaaccagg tcagcctgac ctgectggtc aaaggettct
gagtgggaga gcaatgggca geoggagaac aactacaaga
tccgacgget ccttettect ctacagecaag ctcaccgtgg
gggaacgtct tctcatgetc cgtgatgeat gaggctetec
agectctece tgtetcoggg taaatga

210> 3

Q211> 214

<212> PRT

<213> Trinhtu nhantao

<2207

tcaagttcaa
aggagcagta
ggctgaatgg
agaaaaccat
catcccggga
atcccagcga
ccacgcectce
acaagagcag

acaaccacta

223> Chudi L ctia khang thé khang thu th& TSLP & ngud

<400> 3

ctggtacgtg
caacagcacg
caaggagtac
ctccaaagec
tgagctgace
catcgeegtg
cgtgetggac
gtggcageag

cacgcégaag

?sp [le GIn Met ghr Gln Ser Pro Ser ?Sr Leu Ser Ala Ser ¥g| Gly

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser GIn Asp Ile Ser Asn Tyr
20 25 30

Leu Ala Trp Phe GIn GIn Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Ser Leu [le
35 40 45

Tyr Thr Ala Ser Ser Leu GIn Ser Gly Val Pro Ser Lys Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gin Pro
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln GIn Tyr Asn Leu Tyr Pro Pro
85 90 95

Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1347
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100 105 110

Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu GIn Leu Lys Ser Gly
115 120 125

Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala
130 135 140

Lys Val GIn Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gin Ser Gly Asn Ser Gln
145 150 155 160

Glu Ser Val Thr Glu GIn Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
165 170 175

Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr
180 185 190

Ala Cys Glu Val Thr His GIn Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser
195 200 205

Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210

<210> 4

211> 645
<212> DNA
213>

<2207
<223>

<400> 4

Trinh tu nhan tao

gacatccaga tgacccagtc tccatcctca ctgtetgeat

atcacttgte
gggaaagcece
aagttcageg
gaagattttg
gggaccaagg
tctgatgage
cccagagagg

gagagtgtca

gggegagtea
ctaagtccct
gocagtggatc
caacttatta
tggaaatcaa
agttgaaatc
ccaaagtaca

cagagcagga

ggacattagc aattatttag
gatctatact gcatccagtt
tgggacagat ttcactctca
ctgccaacag tataatcttt
acggactgtg gectgcaccat
tggaactgee tetgttgtet
gtggaaggtg gataacgece

cagcaaggac agcacctaca

-45-

Gen chudi L ctia khéng thé khang thu thé TSLP & nguoi

ctgtaggaga cagagtcacc
cctggtttca gcagaaacca
tgcaaagtgg ggtcccatca
ccatcagcag cctgcagect
atcctccgac gttcggecaa
ctgtcttcat ctteccgeca
gectgetgaa taacttctat
tccaatcggg taactcccag

gcotcageag caccctgacg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
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ctgagcaaag cagactacga gaaacacaaa gtctacgect gecgaagtcac ccatcaggge

ctgagetcge cogtcacaaa gagettcaac aggggagagt gttag

210> 5
Q211>
212>
213>

<220>
<223>

<400> 5
atgtectgtge

DNA

ggagcageag
acatggaatg
gatgaggcect
ctcctagacg
cccgttttea
gtgagatttt
gatctcctct
gaaaatacct
gtcagggtga
gaggtgacat
cccaaaccaa
cacacatgcc
cccccaaaac
gtggacgtga
gtgcataatg
agegtcctca
tccaacaaag
cgagaaccac
agectgacct

aatgggcagce

1395

Trinh tu nhan tao

ctacccaggt

aaggagtaca'

ccagcaaata
atgaccagtg
cagagcageg
ccgcaagteg
cgtggcatca
atgaggttca
goaacgtoac
aggctatgga
gotggcagag
agetgtccaa
caccgtgece
ccaaggacac
gccacgaaga
ccaagacaaa
ccgtectgea
cccteccage
aggtgtacac
gectggtceaa

cggagaacaa

getgggactg
gattcagatc
ctccaggacc
caccaactac
agacgacatt
ctggatggtt
ggatgeagtg
gtaccggage
catagaaggc
ggatgtatat
aggcgagatt
aatcgaaggc
agecacctgaa
cctcatgatc
ccctgaggte
gocgegegeag
ccaggactgg
ccccatcgag
cctgecccca
aggcttctat

ctacaagacc

Gen ctia thu thé TSLP & ngydi-Fc & ngud

ctgetgetgt
atctacttca
aacctgactt
cttctecagg
ctctatttct
tattacctga
acggtgacgt
cccttegaca
ttggatgccg
gggccagaca
cgggatgect
aggatggacc
ctectgegee
tccecggacce
aagttcaact
gagcagtaca
ctgaatggca
aaaaccatct
tcccgggatg
cccagegaca

acgecteccg

-46-

ggctgacaga
atttagaaac
tccactacag
aaggtcacac
ccatcaggaa
aacccagttc
gttetgacct
ccgagtggcea
agaagtgtta
catacccaag
gtgcagagac
ccaaatcttg
gaccgtcagt
ctgaggtcac
ggtacgtgga
acagcacgta
aggagtacaa
ccaaagccaa
agctgaccaa
tcgecgtgga
tgetggacte

cgecogetgt
cgtgcaggtg
attcaacggt
ttoggegtec
tgggacgcac
cccgaageac
gtectacggg
gtccaaacag
ctetttetgg
cgactggtca
accaacgect
tgacaaaact
cttectette
atgegtgete
cggegtegag
ccgtgtggtce
gtgqaaggtc
agggeagece
gaaccaggtc
gtegggagage

cgacggctce

600
645

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
120
180
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
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ttettectet acagcaaget caccgtggac aagagcaggt ggcagecaggg gaacgtctte

tcatgetccg tgatgcatga ggetctgeac aaccactaca cgecagaagag cctctccotg

tctcegggta

<210> 6
211>
212>
213>

<220>
<223>

<400> 6
atgtetgtge

DNA

caggcagtge
cagatcatct
aggaccaacc
aactaccttc
gacattctct
atggtttatt
gcagtgacgg
cggagcccct
gaaggettgg
gtatatggge
gagattcgeg
gaaggcagea
ccegegecaa
gtcttgatga
gaccctgacg
cagacccace
caccaagatt
gegectateg
gtgetgecte

accgacttca

aatga

1437

Trinh tu nhan tao

ctacccaggt
acgccgeaca
acttcaattt
tgactttcca
tccaggaagg
atttctccat
acctgaaacc
tgacgtgttc
tcgacaccga
atgccgagaa
cagacacata
atgectgtec
tggacgagcc
atctgetggg

tetetttgte

ttcagatttc
gagaggatta
ggatgagegg
aaagaaccat
cgccagagga

tgectgaaga

Gen cla thu thé TSLP & ngydi-Fc & chuét

gctgggactg ctgetgetgt ggetgacaga

tgcagaaatc
agaaaccgtg
ctacagattc
tcacacttcg
caggaatgeg
cagttccceg
tgacctgtce
gtggcagfcc
gtgttactct
cccaagegac
agagacacca
tcgaggtect
tggtecttet
tccgatcgta
atggtttgte
caattccact
gaaagaattt
atctaagcca
ggaaatgact
tatttacgtg

aacgaaggag
caggtgacat
aacggtgatg
gggtegcctee
acgeaccccg
aagcacgtga
tacggggatc
aaacaggaaa
ttctgggtcea
tggtcagagg
acgcctccca
acaatcaagc
gtattcatat
acgtgegtgg
aacaacgtgg
ctgagagttg
aagtgcaaag
aagggatccg
éagaaacagg

gaatggacca

-47-

cagcagaagg
ggaatgccag
aggcctatga
tagacgcaga
ttttcaccge
gattttegtg
tcctetatga
atacctgcaa
gegtgaaggc
tgacatgetg
aaccaaagct
cgtgtecacce
ttccgeccaa
tegtggatgt
aagtgcatac
tgagcgetct
tgaacaataa
tgegagctee
tgaccctcac

acaacggaaa

cgeoegetgt
agtacagatt
caaatactcc
ccagtgcacc
goagcgagac
aagtcgetgg
gcatcaggat
ggttcagtac
cgtcaccata
tatggaggat
gocagagaggce
gtccaaaatc
ttgtaagtge
gataaaagat
gtcogaagat
ggctcagact
tccgatccag
ggaccttcce
acaggtgtac
atgcatggta

aaccgaacte

1320
1380
1395

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080
1140
1200
1260
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aactacaaaa acacagagcc cgttectggac tccgacggga getacttcat

gtactccaaa

ctgaggegtgeg agaaaaagaa ttgggtggaa cgaaatagtt attcatgcag tgtagtccat

gaggggctge ataatcacca taccacaaag tctttcagca gaacccetgg

210> 7

211> 1395

<212> DNA

<213>  Trinhty nhan tao

<220>
<223>  Gen cuia thu thé TSLP & xynomolgus- Fc & ngudi

<400> 7
atgtctgtge ctacccaggt getgggactg ctgetgetgt ggetgacaga

gcaacaggag aaggactaca gattcagatc atctacttta atctagaaac
acatggaatg ccagccacta ccccaggagt aacctgagtt tccactacaa
gatgaggect atgaccagtg caccgtctac attctccagg aaggtcacac
ctcctagacg cagagcageca agacgatatt ctgtatttct ccatcaggaa
cccgttttca ccgecagteg ctggatettt tattacctga ageccagttc
gtgagetttt cgtggcatca ggacgeggtg acagtgacgt getctgacct
ggtctectet atgaggttca gtaccggage cccttcgaca cggagtggea
gaaaatacct gcaatgtcac tatagaagac ttggatgccg agaagtgtta
gcecegggtga aggeccatgga ggatgegtat gggecggaca cgtacccgag
gaggtgacgt gctggcagag aggegagact cgegattcgt geccagagece
cccaaaccga agctgtccaa aatcgaagge aggatggacc ccaaatcttg
cacacatgec caccgtgecc agcacctgaa ctecotggggg gaccgtcagt
cccccaaaac ccaaggacac cctcatgatc tcccggacce ctgaggtcac
gtggacgtga gecacgaaga ccctgaggtc aagttcaact ggtacgtgga
gtgcataatg ccaagacaaa gccgcgggag gagcagtaca acagcacgta
agegtoctca ccgtectgea ccaggactgg ctgaatggea aggagtacaa
tccaacaaag ccctcccage ccccatcgag aaaaccatct ccaaagccaa
cgagaaccac aggtgtacac cctgccccca tccegggatg agetgaccaa

agectgacct gectggtcaa aggettctat cccagegaca tcgecgtgga

-48-

gaaatga

cgeecgotgt
ggtgcagete
attcagtcga
ctcgggetec
cgggacgeac
tccgaageag
gtecctacagg
gtccaaacag
tgetttecgg
cgactggtca
tcgeacgect
tgacaaaact
cttectette
atgogtegte
cggogtegag
ccgtgtggte
gtgcaaggte
agggragece

gaaccaggtc

gtgggagage

1320
1380
1437

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
120
180
840
900
960

1020
1080
1140
1200
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aatgggoagec cggagaacaa ctacaagacc acgectcccg tgetggactc cgacggetce
ttcttocctot acagcaaget caccgtggac aagagcaggt ggcageaggeg gaacgtettc
tcatgecteocg tgatgecatga ggeteotgeac aaccactaca cgcagaagag cctetecetg
tctecogggta aatga

210> 8

211> 483

<212> DNA

<213> Trinhtu nhan tao

<220>
<223> Gen cla dbt biét TSLP & ngudi-Flag

<400> 8
atgtctgtge ctacccaggt gotgggactg ctgetgetgt ggectgacaga cgeccgotgt

tacgacttca ctaactgtga ctttgagaag attaaagcag cctatctcag tactatttct
aaagacctga ttacatatat gagtgggacc aaaagtactg agttcaacaa caccgtctct
tgtagcaatc ggecacattg ccttactgaa atccagagec taaccttcaa tcccaccgec
ggetgegegt cgetegecaa agaaatgttc gecatgaaaa ctaaggetge cttagctate
tggtgeccag getattcgga aactcagata aatgetactc aggcaatgaa gaagaggaga
aaagccaaag tcacaaccaa taaatgtctg gaacaagtgt cacaattaca aggattgtgg
cgtegettca atcgaccttt actgaaacaa caggactaca aggacgacga tgacaaatga
taa

10> 9

211> 498

<212> DNA

<213> Trinhtunhan tao

220> 7
223> Gencua dot bién TSLP & xynomolgus-Flag

<400> 9
atggagacag acacactcct gctatgggta ctgetgetet gggttccagg ttccaccggt

tacgacttca ctaactgtga ctttcagaag attgaagcag actatctcecg tactatttet
aaagacctga ttacatatat gagtgggact aaaagtaccg acttcaacaa caccgtctcc
tgtagcaatc ggccacactg ccttactgaa atccagagec taaccttcaa tcccacccce
cgetgegegt cgetecgecaa ggaaatgttc gecaggaaaa ctaaggetac cotogoteote

tggtgcccag getattcgga aactcagata aatgctactc aggcaatgaa gaagaggaga

-49-

1260
1320
1380
1395

60
120
180
240
300
360
420
480
483

60
120
180
240
300
360
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aaagccaaag tcacaaccaa taaatgtctg gaacaagtgt cacaattact

cgtegettca tteogaacttt actgaaacaa

gacgatgacg

<210> 10
Q11>
212>
Q213>

<400> 10
atggggcgec

DNA

ttggegcaag
accgtgeagg
agattcaacg
acttcggget
aatgggacge
tcccegaage
ctgtcctacg
cagtccaaac
tactctttet
agcgactggt
acaccaacgc
cttctgatgg
ctcattccca
gggaacttce
ggtgcagage
gecgagtete
ctccagctte
tttgtgatea
10> 1

Q211>

212>
213>

DNA

1380

acaaatga

1116

Homo sapiens

tggttetgct
gaggagcage
tgacatggaa
gtgatgagge
gcectectaga
acccegtttt
acgtgagatt
gggatctect
aggaaaatac
gegtoagegt
cagaggtgac
ctcccaaace
tgtetoteot
gogtgccaga

gtegggaget
agaaggagta
tgccagcaaa
ctatgaccag
cgcagagcag
caccgcaagt
ttegtggeat
ctatgaggtt
ctgcaacgtc
gaaggctatg
atgetggcag
aaagctgtec
ccttetgtet

cccgaaatce

cagcaccacc accaccacca

geegtottte tgetgggagg
cagattcaga tcatctactt
tactccagga ccaacctgac
tgcaccaact accttctcca
cgagacgaca ttctctattt
cgctggatgg tttattacct
caggatgcag tgacggtgac
cagtaccgga gecccttega
accatagaag gcttggatge
gaggatgtat atgggccaga
agaggcgaga ttcgggatgc
aaatttattt taatttccag
ttatggaaat tatggagagt
atcttccccg ggetotttga

aggagtggat cacagacacc cagaacgtgg cccacctcca

aagaaagtgg ccccgaggag cccctggtag tecagttgge

ccaggatget ggacccacag accgaggaga aagaggecte

cccaccagec cctccaaggt ggtgatgtgg tcacaategg

atgaccgetc ctacgtggeg ttgtga

Homo sapiens

-50-

aggattgtgg

tgactataaa

ctggatgget
caatttagaa
tttccactac
ggaaggtcac
ctccatcagg
gaaacccagt
gtgttetgac
caccgagtgg
cgagaagtgt
cacataccca
ctgtgcagag
cctggecate
gaggaagttt
gatacaccaa
caagatggea
caagactgaa
tgggegatee
gggctteace

420
480
498

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
120
780
840
900
960

1020
1080
1116



<400> 11
atgacaattc

gaaagtggct
tcatgctata
gacccagatg
aagtgectga
btgattggaa
atagacctaa
gaaggagcca
aaagttttaa
gtgaatttat
tatgagatta
agtccaagtt
atcttactaa
tgtgtgttat
aagactctgg
gaaagtttcc
gaaggttttc
ggaggggate
tttggaagag
attctctect
taccaggacc
ctccaatctg

ctgggatcaa

taggtacaac
atgctcaaaa
gccagttgga
tcaacatcac
atttcaggaa
agagcaatat
ccactatagt
atgactttgt
tgcacgatgt
ccagcacaaa
aagttcgatc
attacttcag
ccatcagcat
ggaaaaaaag
aacatctttg
tggactgcca
tgcaagatac
tgcagagece
attcatccct
cttccaggte
tcctgettag
gaatcctgac

atcaagaaga

32565

ttttggeatg gttttttett tacttcaagt cgtttctgga

tggagacttg gaagatgcag
agtgaatgga tcgcagcact
caatctggaa tttgaaatat
actacaagag atatatttca
atgtgtgaag gttggagaaa
taaacctgag gctcottttg
ggtgacattt aatacatcac
agcttaccge caggaaaagg
gcetgacactc ctgcagagaa
catccctgat cactatttta
aactccagag atcaataata
tttgagtttt ttctctgteg
gattaagcct atcgtatgge
taagaaacca agaaaaaatt
gattcatagg gtggatgaca
gtttcctcag caactagaag
caactgccca tctgaggatg
cacatgcctg getgggaatg
cctagactge agggagagtg
ccttgggact acaaacagca
attgaaccca gttgctcagg

agcatatgtc accatgtcca

-51-

aactggatga
cactgacctg
gtggggccct
tcgagacaaa
agagtctaac
acctgagtgt
acttgcaaaa
atgaaaacaa
agctccaacc
aaggcttetg
gotcagggea
ctetgttggt
ccagtctcce
taaatgtgag
ttcaagctag

aatctgagaa

ctactcattc
tgettttgag
cgtggaggta
gaaattctta
ctgcaaaaaa
cgtctategg
gaagtatgta
atggacgcat
ggcagcaatg
gagtgaateg
gatggatcect
catcttggec
cgatcataag
tttcaatcct
agatgaagtg
gcagaggett

tagtcatcac tccagaaagc
tcagtgecatg tgacgcccct
gcaagaatgg goctcatgtg
cgetgeccce tccattttet
gtcagcccat tcttacttce

gettctacca aaaccagtga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380





