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Linh vue ky thuit dwoe dé cap

Sang ché dé xudt cac phén tir, vi du, cdc khing thé hoic manh khang thé gin két
dac hiéu voi lymphopoietin md dém tuyén we (Thymic Stromal Lymphopoietin -

TSLP), duoc pham chira cic phan tir ndy va phuong phép tao ra cdc phan ti ndy.
Tinh trang k§ thuit cia sang ché

Lymphopoietin mé dém tuyén e (TSLP) 1 xytokin truyén tin hiéu qua thy thé
heterodime bao gdm tiéu don vi IL-7Ra va TSLP-R, thanh phin duy nhit cé tinh
twrong dong v6i chudi gidng nhu thu thé y chung (Pandey et al., Nat. Immunol. 2000,
1(1):59-64). TSLP duoc biéu hién béi céc t& bao biéu mo trong tuyén e, phdi, da,
rudt, va amidan, ciing nhu céc té bao co tron dudng din khi, nguyén bao sgi phéi, va
cac té bao mo dém (Edwards, 2008, Drug news & perspectives 21, 312-316; He va
Geha, 2010, Annals of the New York Academy of Sciences 1183, 13-24; Reche ef al.,
2001, Journal of immunology 167, 336-343). Cac té bao nay tao TSLP dé dap ting
kich thich gdy viém, va TSLP gdy ra nhiing ddp tmg viém di rng thong qua hoat dong
cua no trén mot s6 t& bao mién dich bam sinh, bao gém céc té bao dudi gai (Soumelis
et al., 2002, Nature immunology 3, 673-680), céc té bao bach cau don nhan (Reche et
al,, 2001, Journal of immunology 167, 336-343), va cic dudng bao (mast cells)
(Allakhverdi et al., 2007, The Journal of Experimental Medicine 204, 253-258). Céac
quﬁn thé t& bao v&i biéu hién duogc biét dén nhiéu nhét cta ca TSLP-R va IL-7Ra 1a
cac té bao dudi gai dang tiy (Reche et al, 2001, Journal of immunology 167, 336-
343).

TSLP ¢6 thé thuc ddy su ting sinh cta cic t& bao T non va thiic diy biét hoa
ctia chiing vao céc té bao Th2 biéu hién mue do cao IL-4, IL-5, va IL-13 (Omori and
Ziegler, 2007, Journal of immunology 178, 1396-1404). Mtrc do biéu hién TSLP cao
duoc phat hién trong céc té bao biéu m6 phdi méc bénh hen va cic ton thuong do viém
da co dia man tinh, cho théy vai tro ctia TSLP trong viém di ing (Ziegler and Artis,
2010, Nature immunology 11, 289-293). Gan diy, ngiy cang nhiéu bang chimg cho

thdy vai tro cia TSLP trong su biét hoa cac té bao Th17 va cdc quy trinh gdy viém do
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Th17 (Hartgring ef al., 2011, Arthritis and rheumatism 63, 1878-1887; Tanaka ef al,
2009, Clinical and experimental allergy: Journal of the British Society for Allergy and
Clinical Immunology 39, 89-100; Wu et al, 2014, Journal of molecular and cellular
cardiology 76, 33-45). Bénh hen phé quan (tang di tng) di tmg man tinh thuong dic
trung boi viém kiéu Th2, trong khi viém hen khong di Gmg chu yéu 12 wa bach ciu
trung tinh v6i mdi truong tron 1an xytokin Thl va Th17. HE qua ctia viém man tinh &
bénh hen suyén bao gdm tinh siéu phan tng phé quan (bronchial hyper-reactivity -
BHR), san xudt thira chét nhay, tai tao thanh duong din khi va lam hep dudng dan khi
(Lambrecht and Hammad, 2014, Nature immunology 16, 45-56). TSLP dugc chi ra 1a
¢6 lién quan trong viéc bt ddu va duy tri/ting cudng dép tng hen di tmg (Wang et al.,
2006, Immunity 24, 827-838). Gan ddy, truyén tin hiéu TSLP ciing dugc nhan thiy 1a
cin thiét cho dap ung thu hoi cac té bao T nhd dbi véi thach thirc khang nguyén cuc b
(Wang et al, 2015, The Journal of allergy and clinical immunology /35, 781-791
e783).

Ban chit ky thuit ciia sing ché

Theo mot khia canh, sang ché dé xuét cac phan t, vi du, cac khing thé don
dong hoac cac manh khéng thé cua chung chéng han nhu Fab, Fab’, F(ab’)2, scFv,
minibody, hodc diabody, ching gén két dic hiéu véi lymphopoietin mo dém tuyén wrc
(TSLP) cua nguoi. Theo mot s6 phuong 4n, cdc phan tir gin két TSLP nay c6 thé
chira: ving quyét dinh bd sung trén chudi ning 1 (HCDR1) chtta trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO: 4; ving quyét dinh bd sung trén chudi ning 2 (HCDR2) chua trinh
tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 2; vung quyét dinh bd sung trén chudi ning 3
(HCDR3) chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 3; vung quyét dinh b6 sung
trén chudi nhe 1 (LCDR1) chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 11; vung
quyét dinh b sung trén chudi nhe 2 (LCDR2) chira trinh ty axit amin néu trong SEQ
ID NO: 12; va ving quyét dinh bd sung trén chudi nhe 3 (LCDR3) chua trinh tur axit
amin néu trong SEQ ID NO: 13. Theo mot s6 phuong 4n, cic phan tir gén két TSLP
nay c6 thé chira: phan tir ma c¢6 chira: HCDR1 chira trinh ty axit amin néu trong SEQ
ID NO: 5; HCDR2 chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 6; HCDR3 chtra
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 3; LCDRI1 chtra trinh tir axit amin n€u trong
SEQ ID NO: 14; LCDR2 chua trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 15; va
LCDR3 chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 16.
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Theo mét s6 phuong 4n cu thé, phan tir ndy chira manh khéng thé gin két véi
TSLP ctia nguoi va chira HCDR1 chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 4;
HCDR?2 chra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 2; HCDR3 chtra trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO: 3; LCDR1 chua trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:
11; LCDR2 chura trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 12; va LCDR3 chtra trinh
tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 13. Theo cdc phuong an cu thé khac, phan tir nay
chira manh khang thé ma gin két voi TSLP clia ngudi va chira HCDRI1 chta trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO: 5; HCDR2 chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO: 6; HCDR3 chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 3; LCDR1 chtra trinh
tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 14; LCDR2 chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ
ID NO: 15; va LCDR3 chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 16.

Theo mot s§ phwong 4n, céc phan tir gin két TSLP nay c6 thé chira: ving bién
d6i chudi ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 7, va ving bién dbi
chudi nhe chua trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 17.

Theo mdt sé phuong 4n, cac phan tir gfn két TSLP nay c6 thé chira: chudi ning
chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 22, va chudi nhe chira trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO: 25. Theo mét sd phuong 4n, céc phén tu gin két TSLP nay cé
thé chtra: chudi ning chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 9, va chudi nhe
chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 19.

Theo mét s& phuong 4n, cac phan ti gin két TSLP niy c6 thé chira paratop
ch(ra it nhat mot, it nhét hai, it nhét ba, it nhét bdn, it nhat nam, it nhét séu, it nhét bay,
it nhit tam, it nhit chin, it nhat 10, it nhat 11, it nhat 12, it nhét 13, it nht 14, it nhat
15, it nhat 16, it nhat 17, it nhat 18, it nht 19, hodc tit ca cac gbc sau day: Thr28,
Asp31, Tyr32, Trp33, Asp56, Glul01, Ile102, Tyr103, Tyr104, Tyrl05 cta trinh tu
chudi ning néu trong SEQ ID NO:22 hodc Gly28, Ser29, Lys30, Tyr31, Tyr48, Asp50,
Asn51, Glu52, Asn65, va Trp92 cua trinh tu chudi nhe néu trong SEQ ID NO:25.

Theo mot s& phuong én, duoc dé xudt ¢ ddy 1a cic phan tir gin két ddc hidu voi
epitop trong TSLP ctia ngudi, trong do epitop nay chura it nhat mot, it nhat hai, it nhat
ba, it nhit bén, it nhat nam, it nhét sdu, it nhat bay, it nhat tim, it nhat chin, it nhét 10,
it nhat 11, it nhat 12, it nhét 13, it nhét 14, it nhét 15, hoidic tit ca cac géc sau day:
Lys38, Ala41, Leud4, Serd5, Thrd6, Serd8, Lys49, Ile52, Thr53, Ser56, Gly57, Thr58,
Lys59, Lys101, GInl45, va Argl49 néu trong SEQ ID NO: 38. Theo mdot s6 phuong
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an, cac phan tr nay gfin két epitop chia it nhat mot trong sb céc bd gbc sau diy néu
trong SEQ ID NO: 38: (a) Lys49 va Ile52, (b) Gly57 va Lys59, (c) Lys101, hodc (d)
GIn145 va Argl49.

Theo mot s6 phuong 4n, cdc phan tir gfn két TSLP nay la cac globulin mién
dich ctia nguoi gin két dic hidu v6i TSLP cia ngudi. Theo mot s6 phuong 4n, cic
phan tir gén két TSLP nay 1a céc khang thé don dong hogc manh cia khang thé dugc
chon tir Fab, Fab’, F(ab*)2, scFv, minibody, hodc diabody. Theo mdt sb phuong én,
cac phan tu gfin két TSLP nay 1a Fab, vi dy, Fab ctia ngudi hodc Fab duoc lam gidng
nhu clia ngudi, ma gin két ddc hiéu v6i TSLP cia nguoi.

Theo mot s6 phuong én, cc phan tir duoc mo ta & ddy gan két v6i TSLP cua
ngudi véi hing s6 phan ly (Kp) nhd hon 100pM. Theo mét sé phuong 4n, cac phan tir
duoc mo ta & diy gin két voi TSLP clia ngudi véi hing sd phan ly (Kp) nho hon
10pM.

Theo khia canh khéac, sang ché dé xuét cac duge phém chura it nhit mot phén tr
ofin két TSLP duge mod ta & ddy va it nhét mot ta duge dwoe dung. Theo mot sd
phuong 4n, ti 18 khéi luong ta duge nay: phan i gan két TSLP 16n hon 0,5. Theo mot
s6 phuong 4n, phan ti gin két TSLP nay chiém khoang 5% dén khoang 95%, hodc
khoang 10% dén khoang 90%, hodc khoang 15% dén khodng 85%, hodc khoang 20%
dén khoang 80%, hodc khoang 25% dén khoang 75%, hoic khoang 30% dén khodng
70%, hodc khoang 40% dén khoang 60%, hodc khoang 40-50% (khéi lugng/ khoi
luong) duoc phim. Theo mot s6 phuong 4n, cic dugc pham nay chira chit tao vo,
chéng han nhu trileuxin hodc leuxin. Theo mot sb phuong 4n, trileuxin hodc leuxin
chiém khoang 10-75% (khdi lugng/ khéi lugng) duge pham. Theo mot s6 phuong 4n,
trileuxin chiém khoang 10-30% (khdi lugng/ khéi lugng) duge phdm. Theo phwong 4n
khac, leuxin chiém khoang 50-75% (khdi lwong/ khéi lugng) duge pham. Theo mot s6
phuong an, cac dugc pham nay chtra it nhét mot t4 duoc tao trang théi thiy tinh, trong
d6 ta duoc tao trang thai thiy tinh nay dwgc chon tur histidin, trehaloza, manitol,
sucroza, hodc natri xitrat. Theo mot sb phuong 4an, it nhit mot ta duoc tao trang thai
thiy tinh 1a trehaloza hodc hdn hgp cla trehaloza va manitol. Theo mot s6 phuong an,
ta duoc tao trang thai thity tinh chiém khoang 15-35% (khdi lugng/ khdi lugng) dugce

pham. Theo mot sO phuong én, cac duge pham nay chira dém, chang han nhu dém
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histidin, glyxin, axetat, hodc phosphat. Theo mot sb phuong 4n, dém nay chiém
khoang 5-13% duoc pham.

Theo mot s& phuong 4n, cac duge pham duoc dé xuit & day duoc bao ché dudi
dang ché phdm bao ché dang bot kho, vi du, ché phdm bao ché dang bot kho thich hop
dé xong hit.

Theo mdt sb phuong an, cac duoc phém duoc d& xuit & day chtra cac hat dugc
sdy phun bao gdm phén vo va phan 13i, trong d6 phan vé chira trileuxin hodc leuxin,
va phan 16i chira: (i) phan tir gin két TSLP, trehaloza, manitol va dém; hodc (ii) phan
tr gén két TSLP, trehaloza, dém, va HCL. Pém c¢6 thé 12 dém histidin, glyxin, axetat,
hodc phosphat.

Theo mot sb phuong 4n, cac dugc phim dugc dé xudt & day chira cdc hat duge
sy phun bao gdm: (i) phin v6 chira trileuxin hodc leuxin; va (ii) phan 15i chira
trehaloza, manitol, histidin, va phan tr gén két TSLP, hodc phén 181 chtra trehaloza,
histidin, FHC, va phan tt gin két TSLP, trong d6 phan tir gan két TSLP 1a manh khang
thé Fab chira: (a) HCDR1 chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 4; HCDR2
chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 2; HCDR3 chtra trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO: 3; LCDRI1 chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 11;
LCDR2 chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 12; va LCDR3 chtra trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO: 13; hodc (b) HCDRI1 chira trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO: 5; HCDR2 chura trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 6;
HCDR3 chura trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 3; LCDR1 chtra trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO: 14; LCDR2 chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO: 15; va LCDR3 chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 16.

Theo mdt s6 phuong an, cac duge pham dugc dé xuat ¢ day chira:

(a) 40% (khéi luong/ khdi lugng) phan tir gin két TSLP, 25% (khdi lugng/ khoi
luong) trileuxin, 30% (khéi lwong/ khdi luong) trong lugng két hop cia trehaloza va
manitol, va 5% (khé)i luong/ khéi luong) histidin;

b) 50% (khéi lwgng/ khéi luong) phan tir gin két TSLP, 15% (khdi lugng/ khéi
luong) trileuxin, 2,6% (khdi lrong/ khéi lugng) HCI, 5,6% (khdi luong/ khoi luong)
histidin, va 26,8% (khéi luong/ khéi luong) trong lugng két hop ctia trehaloza va bazo;

hoac
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¢) 50% (khéi Iwrong/ khéi lugng) phan tir gén két TSLP, 15% (khdi lugng/ khéi
luong) trileuxin, 19,4% (khéi lugng/ khdi lugng) trehaloza, 13,04% (khéi lugng/ khéi
luong) histidin, va 2,56% (khdi luong/ khéi lugng) HCI.

Sang ché ciing dé xudt cac axit nucleic ma héa phan tir gan két TSLP bat ky
dugc md ta & diy, cac vecto chira céc axit nucleic nay, va cic t€ bao chu chira axit

nucleic nay hodc vecto nay.

Sang ché ciing d& xuit cic phuong phép sén xut phan tir gan két TSLP dugc
mo ta ¢ diy. Cac phuong phap nay co thé bao gém budc (a) nudi ciy té bao chu biéu

hién axit nucleic ma héa phén tir; va (b) thu thap phan tr tir moi trudng nuoi chy.

Theo khia canh khac, duoc dé xuit & day 1a kit chia it nhat mot phén tir gin két
TSLP hodc duoc phim duge md ta & ddy, va thiét bi dé van chuyén phén tir hogc duge
phim nay dén d6i tuong. Theo mot s6 phuong 4n, thiét bi nay c6 thé van chuyén phan
tr hodc dugc phém nay & dang dugc sol khi hoéa. Theo mot sb phuong an, thiét bi 1a
may xong hit bot kho.

Theo khia canh khéc, sang ché d& xuat céc phuong phép diéu tri tinh trang lién
quan dén TSLP & dbi tuong can diéu tri, vi du, bénh nhén 13 ngudi, béng cach dung
cho dbi twong lwong c6 hidu qua didu tri ctia phan tir gin két TSLP bat ky hogc dugc
phém duge mo ta ¢ day. Cling duoc dé xuét 1a cac phén t hodc céc dugc phém nhu
duoe md ta & ddy dé sit dung trong diéu tri tinh trang lién quan dén TSLP & déi tuong
cin didu tri. Sang ché ciing bao gbm viéc sir dung cac phén t gin két TSLP hoic
duge pham duge mo ta & day dé didu tri tinh trang lién quan dén TSLP & dbi tugng
can didu tri. Sang ché con bao gbm viée st dung phéan tr dugc md ta ¢ day trong san
xudt thudc dé st dung trong didu tri tinh trang lién quan dén TSLP & dbi twong can
didu tri.

Tinh trang viém c6 li€n quan d&n TSLP c6 thé 1a tinh trang bat ky trong s bénh
hen suyén, bénh phéi tic ngh&n man tinh, bénh viém miii di Gng, bénh viém xoang
mii di ing, bénh viém két mac di tng, bénh viém thuc quén tdng bach cau 4i toan,
hodic bénh viém da di tng. Theo mdt s6 phwong én, tinh trang viém lién quan dén
TSLP 1a bénh hen suyén. Theo mot s phuong an, phan tir gin két TSLP dugc bao ché
dudi dang ché pham bao ché dang bot kho thich hop dé xong hit. Theo mot sd phuong

an, phan tir gin két TSLP dugc ding cho dbi twong theo dwudng miéng hodc theo
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dudng trong mii, vi du, & dang dugc sol khi hoa. Theo mét sO phuong an, phén tir gan

két TSLP duge ding cho dbi trong bing méy xdng hit bot kho.

Theo mét sé phuong 4n, cic phuong phép didu tri tinh trang lién quan dén
TSLP hoic viée sit dung phan tir gén két TSLP con bao gdm dung chét thir hai cho ddi
tuong cin diéu tri. Chét tht hai nay co thé 1a corticosteroit, bronchodilator,
antihistamin, antileukotrien, hodc chit e ché PDE-4.

Theo khia canh khéc, sang ché dé xuét cic phuong phép diéu ché ché pham bao
ché dang bot kho chira phén tir gin két TSLP duge md ta & ddy. Cac phuong phéap nay
¢6 thé bao gdbm mdt hodc nhidu trong s cac bude sau: (a) cung cip dung dich chira
nuge chira phan tir gan két TSLP nhu dugc md ta & day, trileuxin hodc leuxin, ta duoc
tao trang thai thuy tinh, va dém; (b) sdy phun dung dich chira nuéc & bude (a) & nhiét
d6 niim trong khoang tir 120°C dén 200°C (diu vio) va 55°C dén khoang 75°C (dau ra)
dé tao ra cac hat bot kho; va (c) thu léy cac hat bot kho. Theo mot s6 phuong 4n, dém
dugc chon tir histidin, glyxin, axetat, hogc dém phosphat. Theo mdt ) phuong an, ta
duoc tao trang thai thiy tinh duge chon tir histidin, histidin HCI, trehaloza, manitol,
sucroza, hodc natri xitrat.

Chi tiét cia mot hodc nhiéu phuong an theo sing ché duge néu ra trong phin
hinh v€& di kém va phﬁn mo ta dudi day. Cac d4u hiéu, muc dich, va thun lgi khac cua

sang ché s& rd rang qua phan md ta va hinh vé&, va qua céc yéu céu bao hd.
Mo ta van tat cac hinh vé

FIG. 1A thé hién trinh tu axit amin ctia chudi ning ctia Fabl khang TSLP cta
ngudi (SEQ ID NO: 22) véi cac CDR duge gach chan (nhu dugc xdc dinh boi Kabat),
va céc gbe duge dit ¢ giao dién khéang thé-khang nguyén dugc gin déu *. FIG. 1B thé
hién trinh tu axit amin cta chudi nhe ctia Fabl khdng TSLP cta ngudi (SEQ ID NO:
25) véi cac CDR duge gach chan (nhu duge xéc dinh boi Kabat), va cac géc duogc dat

& giao dién khang thé-khang nguyén duge gin déu *.

FIG. 2 thé hién trinh tu axit amin ctia TSLP cta ngudi tai td hop dugc st dung
trong cac nghién ctu vé tinh thé hoc (SEQ ID NO: 38), véi céc yéu t6 cdu tric bac hai
duoc thé hién bén dudi trinh tu axit amin. Cac 6 biéu dién cdc x0dn o aa, OB, 0C VA oD,
va cac duong ké day biéu dién cdc ving cudn. TSLP clia nguoi trudng thanh bit dau

tir Tyr29. Céu tric duge sir dung & ddy ¢6 dudi hexahistidin dau N (céc gbe 15-20) sau
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d6 12 vi trf nhan biét HRV-3C proteaza (PreScission) (céc gbc 21-28) va céc gbe 11-14
12 két qua tir vide tach dong. Asn64 va Asnl19 1a cic vi tri glycosyl héa lién két N

tiém nang; va cac géc 127-130 tao thanh vi tri phin cat furin.

FIG. 3 1a biéu dd cot thé hién tac dung cta viéc trung hoa TSLP I1én bénh viém
phdi & chudt nhay cidm véi ovalbumin dd dugc thir thach véi khang nguyén. Chudt
nhay cam véi ovalbumin (OVA) hodc nude mudi ¢6 thém phén, dugce cho dung TSLP
khéng chudt hodc khing thé ddi chimg isotyp trong tinh mach & thoi diém 1h trudce khi
gdy nhay cam. TAt ca chudt da dugc thir thach OVA vao ngay 21 va duge loc ra luc
24h. Céc gia tri dai dién cho tdng gia tri trung binh £ SEM (trung binh sai s6 chuin) va
s6 14n dém té bao biét hoa bén trong BAL. Tién hanh phan tich théng ké st dung kiém
dinh kiém dinh T student khong ghép cdp. Phuong sai ¢ y nghia gitta chudt da dugc
gy nhay bing nudc mudi d3 duge xir Iy isotyp va chudt di duge gy nhay bing OVA
& p<0,05 duoc biéu thi bing ddu (*) va p<0,01 dugc bicu thi bang (**). Phuong sai
gitta isotyp va chudt duge gy nhay bang OVA duge xir Iy v6i khéng thé khang TSLP
& p<0,05 dugce biéu thi bang déu (#). [PMN: Polymorphonuclear cells - cac té bao
bach cdu nhén da hinh (cac bach cau trung tinh); Eos: cac bach cAu 4i toan; MO: cac

bach cau don nhan; Lymph: cac lymphd bao; TCC: Téng s6 luong té bao.]

Céc FIG. 4A-4C 12 mdt chudi cac biéu dd cot cho thdy ring su trung hoa TSLP
lam giam dang ké muc d§ cta IL-13 (FIG. 4A), eotaxin-2 (CCL24, FIG. 4B) va
Thymus- va Chemokin dugc diéu hoa hoat hoa (TARC, CCL17, FIG. 4C) bén trong
phoi cia chudt da duge thir thach khang nguyén, da dugc gdy nhay bang ovalbumin.
Chudt da duge gdy nhay bing OVA (hodc nudce mudi) ¢6 thém phén, duge cho dung
TSLP khéng chudt hodc khang thé dbi chimg isotyp trong tinh mach & thoi diém 1h
truge lic gdy nhay. Tat ca chudt da duge thir thach véi OVA vao ngay 21 va duoc loc
ra luc 24h. Céc gia tri dai dién cho muc d9 trung binh =SEM cua cac chét trung gian
trong BAL, duge do bing phuong phap ELISA cu thé. Tién hanh phan tich théng ké
stt dung kiém dinh T student khong ghép cdp. Phuong sai c6 y nghia gitra chudt dugc
gdy nhay bing nudc mudi duge xu 1y isotyp va chudt duge giy nhay biang OVA &
p<0,05 duogc biéu thi bing diu (*) va p<0,01 duge biéu thi bang dau (**). Phuong sai
gitra isotyp va chudt dugc giy nhay biang OVA dugc xit ly khang thé khang TSLP &
p<0,05 duoc biéu thi bang dau (#).
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FIG. 5 1a biéu dd dong thé hién profin ndng do trung binh trong huyét thanh
theo thoi gian cua Fabl khang TSLP téng cong & khi.

Cac FIG. 6A va 6B 1a cac bidu dd cot thé hién nong do trung binh cia Fabl
khang TSLP tong cong & BAL (6A) hodc dich ddng thé té bao phdi (6B) & khi luc 1h
(cac nhom xong hit 1, 10, 20mg /kg/ngay) hodc 6 ngay (Img/kg IV+nhoém x6ng hit

20mg /kg /ngay) sau liéu cudi cing dugc xong hit.

FIG. 7 minh hoa tdng quan vé TSLP ctia ngudi tao phic v6i Fabl khang TSLP.
Céc xofn TSLP dugc danh ddu A dén D tir dau N t6i dau C.

FIG. 8 thé hién epitop TSLP dugc nhim boi Fabl khang TSLP. Phin bén trén
ctia hinh nay thé hién s 1an tiép xuc lién phan tir truc tiép gitta cac nguyén tir khong
phai hydro trong khoang céch 4,0A, va phin bén duéi thé hién sy giam bé mit tiép xtc
duoc véi dung méi khi tao thanh phire chét. Trinh ty axit amin ctia TSLP duoc biéu thi

trén truc ngang.

FIG. 9 thé hién hinh anh khang thé cua epitop TSLP. TSLP dugc thé hién &
dang hoat hinh kiéu ruy bang. Tét ca cac gbe axit amin tham gia tiép xuc truc tiép véi

Fabl (ngudng khoang cach 4,0A) duge biéu thi & dang bong va gay.

Céac FIG. 10A va 10B thé hién paratop chudi ning (A) va chudi nhe (B) cua
Fabl khang TSLP. Phan bén trén cta hinh nay thé hién sd lan tiép xtc lién phén tu
truc tiép (< 4,0A) gifta cdc nguyén t& khong phai hydro, phan bén duéi thé hién su
giam bé mit tiép xtc dwgc v6i dung moi khi tao thanh phire chét. Trinh tu axit amin

ctia mién bién doi chudi nang hodc chudi nhe dugce biéu thi trén truc ngang.

Céc FIG. 11A-11C thé hién ché do hoat dong ctia Fabl khang TSLP. FIG. 11A
12 hinh anh vé phtrc truyén tin hiéu ngoai bao & chudt, voi IL-7Ra thé hién béng mau
den, vi TSLPR thé hién bing mau xam sang. FIG. 11B 1a hinh anh vé& phttc TSLP-
Fabl & ngudi theo cung hudng nhu FIG. 11A. FIG. 11C 1a 16p phu ciu tric cua hai
phtre, dua trén cac nguyén tir xytokin Co. Phirc truyén tin hiéu & chudt lIa & mau xam

sang, phirc TSLP-Fabl & nguoi 1a & mau den.

FIG. 12 1a biéu dd phén tdn minh hoa cdc ché phim bao ché & ti 1€ ta
dugc:protein cao hon cdi thién do 4n dinh ly hoa cua Fabl khang TSLP, nhu dugc thé

hién béi su giam ti 18 két tu protein.

-10-
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MO ta chi tiét sang ché
Céc dinh nghia

Nhu duge st dung trong ban mo ta va yéu cau bao hd, cac tir & dang s0 it cling
bao gdom su tham chiéu deén céc tir sO nhiéu trir phi ngit cdnh chi ra dicu nguoc lai mot
cach rd rang. Vi dy, thuat ngt “t€ bao” bao gom rat nhicu t& bao, bao gdbm ca hon hop

ctia ching.

TAt ca céc chi sb, vi dy, do pH, nhiét d9, thoi gian, nﬁ”)ng do, va trong luong
phan tir, bao gdm cdc khodng, 1a cac gia tri xAp xi ¢6 thé thay ddi (+) hodc (-) 0,1. Piéu
nay duge hiéu 13, mic dit khong phai lac nao cling chi 8 nhung tit ca cac chi sb dugce
bit diu béi thuit ngtt “khoang.” Pidu nay ciing dugc hicu 14, mic du khong phai lic
nao cling chi rd, nhung céc chit phan tmg duge mo ta ¢ ddy chi 1a cac vi du va cic

chét tvong duong ctia ching duge biét 15 trong linh vuc nay.

Nhu duoc st dung & day, “TSLP” (cling duoc biét dén nhu 12 “lymphopoietin
mo dém tuyén rc”) dung dé chi xytokin dugc tao ra bdi cac té bao khong tao mau aé
dap tng véi kich thich gy viém. Gen TSLP & nguoi dugc dnh xa t6i vi tri nhiém sic
thé 5q22.1, va trinh tu gen cia gen TSLP ¢6 thé duoc tim thiy trong Ngan hang Gen &
NC_000005.10. Do sw nbi tiép thay thé, hai dang dong dang (isoform) TSLP ¢6 mit &
ngudi. Trinh tu protein vA mARN ddi v6i hai dang dong dang TSLP ¢ nguoi duoc ligt
ké trong bang 1.

Bang 1. Trinh ty axit amin TSLP va mARN

Loai ~ Doéng dang | S6 truy cap Ngan Trinh tu
hang gen

Nguoi  hién | axit amin cua | NP_149024.1 | MEPFALLYVLSVSFRKIFILQLVGL
dai  (Homo | dang  ddng VLTYDFTNCDFEKIKAAYLSTISKD
sapiens) déng TSLP 1 LITYMSGTKSTEFNNTVSCSNRPH

CLTEIQSLTFNPTAGCASLAKEMF

AMKTKAALAIWCPGYSETQINAT

QAMKKRRKRKVTTNKCLEQVSQL
QGLWRRFNRPLLKQQ (SEQ ID NO:
27)

-11-
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Homo

sapiens

mARN  cla
dang dong
ding TSLP 1

NM 033035.4

GCAGCCAGAA AGCTCTGGAG
CATCAGGGAG ACTCCAACTT
AAGGCAACAG CATGGGTGAA
TAAGGGCTTC CTGTGGACTG
GCAATGAGAG GCAAAACCTG
GTGCTTGAGC ACTGGCCCCT
AAGGCAGGCC TTACAGATCT
CTTACACTCG TGGTGGGAAG
AGTTTAGTGT GAAACTGGGG
TGGAATTGGG TGTCCACGTA
TGTTCCCTTT TGCCTTACTA
TATGTTCTGT CAGTTTCTTT
CAGGAAAATC TTCATCTTAC
AACTTGTAGG GCTGGTGTTA
ACTTACGACT TCACTAACTG
TGACTTTGAG AAGATTAAAG
CAGCCTATCT CAGTACTATT
TCTAAAGACC TGATTACATA
TATGAGTGGG ACCAAAAGTA
CCGAGTTCAA CAACACCGTC
TCTTGTAGCA ATCGGCCACA
TTGCCTTACT GAAATCCAGA
GCCTAACCTT CAATCCCACC
GCCGGCTGCG CGTCGCTCGC
CAAAGAAATG TTCGCCATGA
AAACTAAGGC TGCCTTAGCT
ATCTGGTGCC CAGGCTATTC
GGAAACTCAG ATAAATGCTA
CTCAGGCAAT GAAGAAGAGG
AGAAAAAGGA AAGTCACAAC
CAATAAATGT CTGGAACAAG
TGTCACAATT ACAAGGATTG
TGGCGTCGCT TCAATCGACC
TTTACTGAAA CAACAGTAAA
CCATCTTTAT TATGGTCATA

-12-
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TTTCACAGCA CCAAAATAAA
TCATCTTTAT TAAGTAGATG
AAACATTAAC TCTAACTGTG
ACAAAGAAGA CCACAAATAG
TTATCTTTTA ATTACAGAAG
AGTTTCTTAA CTTACTTTTG
TAAGTTTTTA TTGTGTAAGT
TTATAATGCA GGGGAAGTAC
TACTCCTCAA ATGTTGAGGG
AAGCTTCCAT AACATTGATG
ACTGGCTTCA TGGCAGTAAT
TCTCGGCTGT AGTTGCATAA
GCATTGCTCA AGAGGAAAAT
CCAAAAGTGC AGCAGGAGAA
CTCTTTTCCC TGAAAAAGGA
AAAATATTGA ACTCAATGAT
AGCACCTAAA CTTACATTTA
AAAGACAGAC ATTCCTTCTA
CATGTAATGA CACTTCTTGT
GTTAAACTAA AAATTTACAA
GAGAAGAAAG TGAAAGCAAA
TGGGGTTTCA CAAATAGTTG
TAAATATAGT GAAGCAATTT
GAAATAATTT TCAAGCAAAG
TATTGTGAAA GTATTCTAAG
CCAAGTTTTA AATATTATCT
AACAGACAAG AGTGGTATAT
ACAAGTAGAT CCTGAGAAGT
ACCTTTGTTA CAGCTACTAT
AAATATACAT ATAAATTATA
GAATCTACTT TAATTTATTT
TGTGAACACT TTTGAAAATG
TACATGTTCC TTTGTAATTG
ACACTATATA TTTCTTAATA
AAATAATTCT CAAATTTGTT

-13-
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TCTTATGAAT CATCTCTCAA
ATCTAGTTAG ACAATTTGCA
CACATACTTT TCTAAGGGAC
ATTATCTTCC TTCAGGTTTT
TACCTCCACT CATCCTTAGA
GCCCACTGAC TGCTCCCCTT
TATACCTGTT GGCCCTGCCT
ATAGGAGAGA ATATTTGGAG
ATAGGCAGCT TCAGGATGCA
TTGCAATCAT CCTTTTCTTA
AATTATGTCA CTAGTCTTTIT
ATTTTTTCCC CTCTTGAACT
TTCCTCACAC CTGGAAGAAA
CAAAGTAGGA AAAAGTGAAC
AGGGGATGTC AAATCGATTC
TTGAATTCCC GCTGCAAGCT
AGAGCCGCAG GCACCCTCTC
ACTCAATTTC CACTCAGAAC
CCTATAAACA CCAGTGGGAA
GGGCAACCCA CTGCACGTGG
GAATGCACTG ATTTTTCCTA
GGAGTAGACA TGTTCCTCTA
ATTACTCCCT GAGGGTTAGT
TGGGGCTAAA CCATGACAGA
AGTGGGGAAG TTCAATGTCC
TTAAATCCAT CTTACTTGCC
AACAGGTAAG AGGAAGCTTA
CATTACATGT CCAGTCCACA
TTTAAAGAGC ACTTACTGTG
GAACAAGCCT TCAGCCAAAC
AATGGGGATA GAAAAGTAGG
TAAGACTCAG CCTTTGTCCA
GAGAAGCTCA GGGTATAGCT
GAATAGGCAG TTTCTTTTGT
CCTGAGGAAA ATCAGGACAT
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GCCTGCTTTC TAAAAATCTT
CCTCTGAAGA CCTGACCCAA
GCTCTTAAAT GCTATTGTAA
GAGAAATTTC TTTGTCTATT
AACTCCATTT TAGTAGGGAT
TCACTGACTA GATTTTACTG
AACTATGAAA ATAAATACAC
ATAATTTTTC ACAAAATTTT
GGGCCCAATT CCCCTAAAAG
AATTGAGGAT TAGGGAGAAA
GGAGACAACT CAAAGTCATC
CCATTAAGTG CAGTTTCTTT
GAATCTTCTG CTTTATCTTT
AAAAATTTGT ATAATTTATA
TATTTTATTC TATGTGTTCC
ATAGATATCT TAATGTAAAA
TTAGTCATTT AAATTACACT
GTCAATTAAA AGTAATGGGC
AAGAGATTGC ATCATACTAA
TTTAGTAAGA ACGTTCCCAA
ATGTTGTAAC AATGTGGATC
ATACATCTCT GGTTTTTTAA
ATGTATTGAG GCTTTCTTGG
TGGACTAGTA TAGTATACGG
TCAGTTATGT CAATGTTTCA
TGGTCAATAA AAAGGAAGTT
GCAAATTGT (SEQ ID NO: 28)

Nguoi  hién | axit amin cua | NP_612561.2 MFAMKTKAALAIWCPGYSETQIN

dai  (Homo | dang dong ATQAMKKRRKRKVTTNKCLEQVS

sapiens) dang TSLP 2 QLQGLWRRFNRPLLKQQ (SEQ ID
NO: 29)

Ngudi  hién | mARN  ctua | NM_138551.4 ACCCTCGCCA CGCCCCTGCT

dai  (Homo | dang dong CCCCCGCGGT TGGTTCTTCC

sapiens) dang TSLP 2 TTGCTCTACT CAACCCTGAC
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CTCTTCTCTC TGACTCTCGA
CTTGTGTTCC CCGCTCCTCC
CTGACCTTCC TCCCCTCCCC
TTTCACTCAA TTCTCACCAA
CTCTTTCTCT CTCTGGTGTT
TTCTCCTTTT CTCGTAAACT
TTGCCGCCTA TGAGCAGCCA
CATTGCCTTA CTGAAATCCA
GAGCCTAACC TTCAATCCCA
CCGCCGGCTG CGCGTCGCTC
GCCAAAGAAA TGTTCGCCAT
GAAAACTAAG GCTGCCTTAG
CTATCTGGTG CCCAGGCTAT
TCGGAAACTC AGATAAATGC
TACTCAGGCA ATGAAGAAGA
GGAGAAAAAG GAAAGTCACA
ACCAATAAAT GTCTGGAACA
AGTGTCACAA TTACAAGGAT
TGTGGCGTCG CTTCAATCGA
CCTTTACTGA AACAACAGTA
AACCATCTTT ATTATGGTCA
TATTTCACAG CACCAAAATA
AATCATCTTT ATTAAGTAGA
TGAAACATTA ACTCTAACTG
TGACAAAGAA GACCACAAAT
AGTTATCTTT TAATTACAGA
AGAGTTTCTT AACTTACTTT
TGTAAGTTTT TATTGTGTAA
GTTTATAATG CAGGGGAAGT
ACTACTCCTC AAATGTTGAG
GGAAGCTTCC ATAACATTGA
TGACTGGCTT CATGGCAGTA
ATTCTCGGCT GTAGTTGCAT
AAGCATTGCT CAAGAGGAAA
ATCCAAAAGT GCAGCAGGAG
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AACTCTTTTC CCTGAAAAAG
GAAAAATATT GAACTCAATG
ATAGCACCTA AACTTACATT
TAAAAGACAG ACATTCCTTC
TACATGTAAT GACACTTCTT
GTGTTAAACT AAAAATTTAC
AAGAGAAGAA AGTGAAAGCA
AATGGGGTTT CACAAATAGT
TGTAAATATA GTGAAGCAAT
TTGAAATAAT TTTCAAGCAA
AGTATTGTGA AAGTATTCTA
AGCCAAGTTT TAAATATTAT
CTAACAGACA AGAGTGGTAT
ATACAAGTAG ATCCTGAGAA
GTACCTTTGT TACAGCTACT
ATAAATATAC ATATAAATTA
TAGAATCTAC TTTAATTTAT
TTTGTGAACA CTTTTGAAAA
TGTACATGTT CCTTTGTAAT
TGACACTATA TATTTCTTAA
TAAAATAATT CTCAAATTTG
TTTCTTATGA ATCATCTCTC
AAATCTAGTT AGACAATTTG
CACACATACT TTTCTAAGGG
ACATTATCTT CCTTCAGGTT
TTTACCTCCA CTCATCCTTA
GAGCCCACTG ACTGCTCCCC
TTTATACCTG TTGGCCCTGC
CTATAGGAGA GAATATTTGG
AGATAGGCAG CTTCAGGATG
CATTGCAATC ATCCTTTTCT
TAAATTATGT CACTAGTCTT
TTATTTTTTC CCCTCTTGAA
CTTTCCTCAC ACCTGGAAGA
AACAAAGTAG GAAAAAGTGA
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ACAGGGGATG TCAAATCGAT
TCTTGAATTC CCGCTGCAAG
CTAGAGCCGC AGGCACCCTC
TCACTCAATT TCCACTCAGA
ACCCTATAAA CACCAGTGGG
AAGGGCAACC CACTGCACGT
GGGAATGCAC TGATTTTTCC
TAGGAGTAGA CATGTTCCTC
TAATTACTCC CTGAGGGTTA
GTTGGGGCTA AACCATGACA
GAAGTGGGGA AGTTCAATGT
CCTTAAATCC ATCTTACTTG
CCAACAGGTA AGAGGAAGCT
TACATTACAT GTCCAGTCCA
CATTTAAAGA GCACTTACTG
TGGAACAAGC CTTCAGCCAA
ACAATGGGGA TAGAAAAGTA
GGTAAGACTC AGCCTTTGTC
CAGAGAAGCT CAGGGTATAG
CTGAATAGGC AGTTTCTTTT
GTCCTGAGGA AAATCAGGAC
ATGCCTGCTT TCTAAAAATC
TTCCTCTGAA GACCTGACCC
AAGCTCTTAA ATGCTATTGT
AAGAGAAATT TCTTTGTCTA
TTAACTCCAT TTTAGTAGGG
ATTCACTGAC TAGATTTTAC
TGAACTATGA AAATAAATAC
ACATAATTTT TCACAAAATT
TTGGGCCCAA TTCCCCTAAA
AGAATTGAGG ATTAGGGAGA
AAGGAGACAA CTCAAAGTCA
TCCCATTAAG TGCAGTTTCT
TTGAATCTTC TGCTTTATCT
TTAAAAATTT GTATAATITA
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TATATTTTAT TCTATGTGTT
CCATAGATAT CTTAATGTAA
AATTAGTCAT TTAAATTACA
CTGTCAATTA AAAGTAATGG
GCAAGAGATT GCATCATACT
AATTTAGTAA GAACGTTCCC
AAATGTTGTA ACAATGTGGA
TCATACATCT CTGGTTTTTT
AAATGTATTG AGGCTTTCTT
GGTGGACTAG TATAGTATAC
GGTCAGTTAT GTCAATGTTT
CATGGTCAAT AAAAAGGAAG
TTGCAAATTG T (SEQ ID NO: 30)

Khi

Cynomolgus

axit amin cua

TSLP

YDFTNCDFEKIEADYLRTISKDLIT

YMSGTKSTDFNNTVSCSNRPHCLT
EIQSLTFNPTPRCASLAKEMFARKT
KATLALWCPGYSETQINATQAMK

KRRKRKVTTNKCLEQVSQLLGLW
RRFIRTLLKKQ (SEQ ID NO: 31)

Khi

Cynomolgus

mARN  cua
TSLP

TACGACTTCACCAACTGCGACTT
CGAGAAGATCGAGGCCGACTAC
CTGAGAACCATCAGCAAGGACCT
GATCACCTACATGAGCGGCACCA
AGAGCACCGACTTCAACAACACC
GTGTCCTGCAGCAACAGACCCCA
CTGCCTGACCGAGATCCAGAGCC
TGACCTTCAACCCCACCCCCAGA
TGTGCCAGCCTGGCCAAAGAGAT
GTTCGCCAGAAAGACCAAGGCC
ACCCTGGCCCTGTGGTGTCCCGG
CTACAGCGAGACACAGATCAAC
GCCACACAGGCCATGAAGAAGC
GGCGGAAGCGGAAAGTGACCAC
CAACAAGTGCCTGGAACAGGTGT
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CACAGCTGCTGGGGCTGTGGCGG
CGGTTCATCCGGACCCTGCTGAA
GAAGCAG (SEQ ID NO: 32)

nhit
(Mus

Chuot
nha

musculus)

axit amin cua
dong
dang TSLP 1

dang

NP _067342.1

MVLLRSLFILQVLVRMGLTYNFSN
CNFTSITKIYCNIIFHDLTGDLKGA
KFEQIEDCESKPACLLKIEYYTLNPI
PGCPSLPDKTFARRTREALNDHCP
GYPETERNDGTQEMAQEVQNICL
NQTSQILRLWYSFMQSPE (SEQ ID
NO: 33)

nhit
(Mus

Chuot
nha

musculus)

mARN

cua
dang dong

dang TSLP 1

NM_021367.2

CACGTTCAGG CGACAGCATG
GTTCTTCTCA GGAGCCTCTT
CATCCTGCAA GTACTAGTAC
GGATGGGGCT AACTTACAAC
TTTTCTAACT GCAACTTCAC
GTCAATTACG AAAATATATT
GTAACATAAT TTTTCATGAC
CTGACTGGAG ATTTGAAAGG
GGCTAAGTTC GAGCAAATCG
AGGACTGTGA GAGCAAGCCA
GCTTGTCTCC TGAAAATCGA
GTACTATACT CTCAATCCTA
TCCCTGGCTG CCCTTCACTC
CCCGACAAAA CATTTGCCCG
GAGAACAAGA GAAGCCCTCA
ATGACCACTG CCCAGGCTAC
CCTGAAACTG AGAGAAATGA
CGGTACTCAG GAAATGGCAC
AAGAAGTCCA AAACATCTGC
CTGAATCAAA CCTCACAAAT
TCTAAGATTG TGGTATTCCT
TCATGCAATC TCCAGAATAA
AATTAGCTTT CAGCTTCTGC
TATGAAAATC TCTATCTTGG
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TTTTAGTGGA CAGAATACTA
AGGGTGTGAC ACTTAGAGGA
CCACTGGTGT TTATTCTTTA
ATTACAGAAG GGATTCTTAA
CTTATTTTTT GGCATATCGC
TTTTTTCAGT ATAGGTGCTT
TAAATGGGAA ATGAGCAATA
GACCGTTAAT GGAAATATCT
GTACTGTTAA TGACCAGCTT
CTGAGAAGTC TTTCTCACCT
CCCCTGCACA CACCTTACTC
TAGGGCAAAC CTAACTGTAG
TAGGAAGAGA ATTGAAAGTA
GAAAAAAAAA ATTAAAACCA
ATGACAGCAT CTAAACCCTG
TTTAAAAGGC AAGGATTTTT
CTACCTGTAA TGATTCTTCT
AACATTCCTA TGCTAAGATT
TTACCAAAGA AGAAAATGAC
AGTTCGGGCA GTCACTGCCA
TGATGAGGTG GTCTGAAAGA
AGATTGTGGA ATCTGGGAGA
AACTGCTGAG ATCATATTGC
AAATCCAGCT GTCAAAGGGT
TCAGACCCAG GACAGTACAA
TTCGTGAGCA GATCTCAAGA
GCCTTGCACA TCTACGAGAT
ATATATTTAA AGTTGTAGAT
AATGAATTTC TAATTTATTT
TGTGAGCACT TTTGGAAATA
TACATGCTAC TTTGTAATGA
ATACATTTCT GAATAAAGTA
ATTCTCAAGT TTGAAAAAAA
AAA (SEQ ID NO: 34)
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Chuot nhit
nha (Mus

musculus)

mARN  cua
dang ddng
ding TSLP 2

NR_033206.1

ACTCTTGCCA GGCACCTCCC
TCCTGTGGGT TGATTCCGTT
TTCCTCTTCT CAACTGACTC
TGGATTCTGA TACCAGACAC
CTTCCTGGTG TCTTTCCCTC
CTATCCCCAT CCCCTTCCCT
GTCCCTTTCA TTCAATTTTT
AATATCTGGC GGGTTTTTTIT
TTTTTTTTCT CTCTCTCTGA
ACTGTGCCGC TTGTGAGCAG
CCAGCTTGTC TCCTGAAAAT
CGAGTACTAT ACTCTCAATC
CTATCCCTGG CTGCCCTTCA
CTCCCCGACA AAACATTTGC
CCGGAGAACA AGAGAAGCCC
TCAATGACCA CTGCCCAGGC
TACCCTGAAA CTGAGAGAAA
TGACGGTACT CAGGAAATGG
CACAAGAAGT CCAAAACATC
TGCCTGAATC AAACCTCACA
AATTCTAAGA TTGTGGTATT
CCTTCATGCA ATCTCCAGAA
TAAAATTAGC TTTCAGCTTC
TGCTATGAAA ATCTCTATCT
TGGTTTTAGT GGACAGAATA
CTAAGGGTGT GACACTTAGA
GGACCACTGG TGTTTATTCT
TTAATTACAG AAGGGATTCT
TAACTTATTT TTTGGCATAT
CGCTTTTTTC AGTATAGGTG
CTTTAAATGG GAAATGAGCA
ATAGACCGTT AATGGAAATA
TCTGTACTGT TAATGACCAG
CTTCTGAGAA GTCTTTCTCA
CCTCCCCTGC ACACACCTTA
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CTCTAGGGCA AACCTAACTG
TAGTAGGAAG AGAATTGAAA
GTAGAAAAAA AAAATTAAAA
CCAATGACAG CATCTAAACC
CTGTTTAAAA GGCAAGGATT
TTTCTACCTG TAATGATTCT
TCTAACATTC CTATGCTAAG
ATTTTACCAA AGAAGAAAAT
GACAGTTCGG GCAGTCACTG
CCATGATGAG GTGGTCTGAA
AGAAGATTGT GGAATCTGGG
AGAAACTGCT GAGATCATAT
TGCAAATCCA GCTGTCAAAG
GGTTCAGACC CAGGACAGTA
CAATTCGTGA GCAGATCTCA
AGAGCCTTGC ACATCTACGA
GATATATATT TAAAGTTGTA
GATAATGAAT TTCTAATTTA
TTTTGTGAGC ACTTTTGGAA
ATATACATGC TACTTTGTAA
TGAATACATT TCTGAATAAA
GTAATTCTCA AGTTTGAAAA
AAAAAA (SEQ ID NO: 35)

Chudt nau
(Rattus

norvegicus)

axit amin cua

TSLP

XP_008770274.

1

MVLFRYLFILQVVRLALTYNFSNC
NFEMILRIYHATIFRDLLKDLNGIL
FDQIEDCDSRTACLLKIDHHTENPV
PGCPSLPEKAFALKTKAALINYCP
GY
SETERNGTLEMTREIRNICLNQTSQ
ILGLWLSCIQS (SEQ ID NO: 36)

Chudét néu
(Rattus

norvegicus)

mARN cua
TSLP

XM _008772052.

1

TCAGGCAACA GCATGGTTCT
TTTCAGGTAC CTCTTTATCC
TGCAAGTGGT ACGGCTGGCA
CTAACTTACA ACTTTTCTAA
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CTGTAACTTC GAGATGATTT
TGAGAATATA TCATGCAACA
ATTTTTCGTG ACCTGCTTAA
AGATTTGAAT GGGATCTTGT
TCGACCAAAT CGAGGACTGT
GACAGCAGGA CAGCTTGTCT
CCTGAAAATC GACCACCATA
CCTTCAATCC TGTCCCTGGC

TGCCCGTCAC TCCCCGAGAA
AGCGTTCGCT TTGAAAACGA
AAGCGGCCCT CATTAACTAC
TGCCCAGGCT ACTCTGAAAC
TGAGAGAAAT GGTACTCTGG
AAATGACACG AGAAATCAGA

AACATCTGCC TGAATCAAAC
CTCACAAATT CTAGGATTGT
GGCTTTCCTG CATTCAATCT
TGAAGAAAAA ATTAGCTTTT
GGATTATATT ATGAAAATAT
ATATCTTGTT TTTAGTAGAT
ATAATACTAA GGGTGTGACA
CTTAAAAGAA CACTAATGTT
TATTCTTTAA TTATAGAAGG
GATTCTTAAC TTATTTTTGG
CATATCGTTG TTTAGTGTAG
GCGCTTTAAA TGGAAAATGA
GCATTACCCC TTTAATGGAA
ATAACCGTGC TGTTAATGAT
TGGCTTCGGC TTCTGAGCAG

TCTTTCTCAC CTCACCTGAG
ACACTTTACT CTAGGGCAAA
CCTAACTGTA GTAGGAAGAA
AATCAAAAGT AGAAAAACAG
TTGAAACCAA TGACAGGATC
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TATACTCCAT TTAAAAGGCA
AGAATTTTTG TACCTGTAAT
GATTCTTCTA ACATTCCTAC
GCTAAGATTT TACTAAAGAA
GAAAATAACA GCAGAGGAAA
GTGTTCAGGC AGTCACTGCC
ATGATGAAGC TGTCAGAATC
TGAGAGCTAC TGCTGCAACT
GATCGTGTAG TAAATCCAGC
TGTAAAGGGG ATCTTAACCC
ACCACAGTGG GATGCACAGG
CAGATCCCCA AGGGCATTGT
GCAGCTGTGA GATATATATT
TAAAGTTGTA TATAATGATT
TTCTAATTTA TTCCGTGAGC
ACCTTTGAAA ATATACATGT
CGCTGTGTAA CAAATACACT
TCTGAATAAA GTAATTCTCA
AGTTC (SEQ ID NO: 37)

Dang ddng dang TSLP 1 dai hon, c6 lién quan dén su phat trién bénh viém
dudng hd hip (Headley et al., 2009, Journal of immunology 182, 1641-1647; Ying et
al., 2005, Journal of immunology 174, 8183-8190). Thuat ngit “TSLP” nhu dugc st
dung ¢ day dung dé chi dang ddng dang TSLP 1. Nhu dugc st dung & day, protein
TSLP ctia nguoi cling bao gdm cac protein c6 do gidng trinh tur trén toan bd chiéu dai
ctia n6 it nhit khoang 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 19%, 80%,
81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%., 98%, 99% hodc 100% v6i trinh ty axit amin ¢ sb truy cép ngan hang gen
(GenBank accession number) NP_149024.1. Trinh tv axit nucleic cia TSLP cua nguoi
c6 do gidng trinh ty trén toan bd chidu dai ctia né it nhat khoang 70%, 71%, 72%,
73%, T4%., 5%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%,
88%. 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%., 99% hodc 100% v&i

trinh tu axit nucleic ¢6 sb truy cdp ngan hang gen NM_033035.4. Trinh tu cuta céc
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protein ctia TSSLP & chudt, khi, va dong vét khic duoc biét o trong linh vuc nay

(xem, vi du, bang 1).

Thuéat ngtt “khang thé”, nhu dugce st dung & diy, dung dé chi protein, hodc
trinh tu polypeptit co ngudn gbe tir phan it globulin mién dich gin két dic hicu véi
khang nguyén. Céc khang thé co6 thé 1a da dong hoefic don dong, nhiéu chudi hodc don
chudi, hodc cac globulin mién dich nguyén ven, va c6 thé c6 ngudn gbc tir cac ngudn
tu nhién hodc tir cac ngudn tai td hop. “Khing thé” xuét hién trong tu nhién la
glycoprotein chira it nhét hai chudi ning (H) va hai chudi nhe (L) duoc lién két Ian
nhau bdi cdc lién két disulfua. Mdi chudi ning bao gdm ving bién déi chudi ning (&
day duoc viét tit 1a VH) va ving ¢ dinh chudi ning. Viung ¢ dinh chudi ning nay
bao gdm ba mién, CH1, CH2 va CH3. M3i chudi nhe bao gdm ving bién d6i chudi
nhe (& day duoc viét tat 1a VL) va vung ¢ dinh chudi nhe. Ving ¢b dinh chudi nhe
bao gdm mot midn, CL. Céc ving VH va VL ¢6 thé dugc chia nho tiép thanh ving
siéu bién, duge goi 1a ving quyét dinh bd sung (CDR), xen k& v6i cac vung duoc bao
toan nhiéu hon, duge goi 1a ving khung (FR). M&di viung VH va VL bao g6m ba viing
CDR va bén ving FR dugc sap xép tir dAu amino dén diu carboxy theo thtr tu sau:
FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. Cac vung bién ddi cta chuf)i nang va
chudi nhe chira mién lién két twong tic v6i khang nguyén. Céc ving c¢b dinh cta cac
khang thé co thé lam trung gian gfin két ctia globulin mién dich v&i mé hodc cac yéu tb
chu, bao g&n nhiéu t& bao khac nhau ctia hé mién dich (vi du, cac té bao hiéu ung) va
thanh phin diu tién (C1q) cia hé thong bd thé ¢b dién. Khang thé c6 thé 1a khang thé
don dong, khang thé cua ngudi, khiang thé dugc 1am gidng nhu ctia nguoi, khang thé
duoc lam giéng nhu cia lac da, hodc khang thé thé kham. Céac khang thé ¢ thé 1a
isotyp bt ky (vi du, IgG, IgE, IgM, IgD, IgA va IgY), 16p (vi du, IgG1, 1gG2, [gG3,
IgG4, IgAl va IgA2) hodc phén 16p.

Céc thuat nglr “manh khang thé”, “manh gin két khang nguyén”, “ménh gfn két

>

9% ¢

khang nguyén cua ching”, phan lién két khang nguyén” ctia khang thé, va tuong tu,
nhu dugc sir dung & day, dung dé chi mot hodc nhidu manh khang thé nguyén ven van
gitt dugc kha nang gin két dic hiéu v6i khang nguyén nhét dinh (vi du, TSLP). Chuc
nang gin két khang nguyén cua khang thé ¢ thé dugc thuc hién bdi manh khang thé
nguyén ven. Céc vi dy v& manh gin két dugc bao ham trong thuat ngir “phén lién két

khang nguyén” ctia khéng thé bao gom manh Fab, manh don hoa tri bao gom cac mién
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VL, VH, CL va CH1; manh F (ab),, manh hoéa tri hai chira hai mdnh Fab dugc lién két
b&i cau disulfua & ving ban 1&; manh Fd bao gdm cic mién VH va CHI; manh Fv bao
¢dm cc mién VL va VH ciia nhénh don ciia khang thé; manh khang thé (dAb) don
mién (Ward et al., 1989 Nature 341:544-546), manh nay bao gdbm mién VH; va ving
quyét dinh bd sung duge phan 1ap (CDR). Ngoai ra, mic du hai mién cta manh Fv,
VL va VH, duoc ma hoa cho cac gen riéng biét, ching ¢ thé duoc ndi véi nhau, str
dung cac phuong phép tai td hop, bang mdi lién két peptit nhan tao ma cho phép ching
duoc tao thanh nhu 13 chudi protein don trong d6 cac ving VL va VH ghép doi dé tao
thanh cac phan ti don hoéa tri (duoc biét dén nhu 1a Fv don chudi (scFv); xem, vi du,
Bird et al., 1988 Science 242:423-426; va Huston et al., 1988 Proc. Natl. Acad. Sci.
85:5879-5883). Céc khang thé don chudi nay bao gdm mot hogc nhiéu “phan lién két
khang nguyén” ctia khang thd. Cac manh khang thé nay thu dugc bang cach sir dung
cac k¥ thudt thong thuong da biét ddi v6i ngudi co hidu biét trung binh trong linh vuc
nay, va cac manh duoc sang loc dé théa dung theo cach gidng nhur 1a cac khéng thé
nguyén ven. Phén lién két khang nguyén cling c6 thé duoc két hop vao cac khang thé
don mién, cac maxibody, cac minibody, cac intrabody, cac diabody, céc triabody, cac
tetrabody, v-NAR va bis-scFv (xem, vi dy, Hollinger va Hudson, 2005, Nature
Biotechnology, 23, 9, 1126-1136). Phan lién két khing nguyén cia cac khang thé co
thé dugc ghép vao cac gid do dua trén cac polypeptit ching han nhu Fibronectin typ
III (Fn3) (xem U.S. Pat. No. 6,703,199, tai liéu ndy mo ta cac monobody polypeptit
fibronectin). Phan lién két khang nguyén co thé dugc két hop vao cac phan tr don
chudi chtra mot cip doan Fv nbi tiép nhau (VH-CH1-VH-CH1) ma, cing véi cic
polypeptit chudi nhe bd sung, tao thanh mot cdp vung gin két khang nguyén (Zapata et
al., 1995 Protein Eng. 8 (10):1057-1062; va U.S. Pat. No. 5,641,870).

Thuét ngit “epitop” bao gdm yéu td quyét dinh protein bat ky c¢6 kha nang gin
két dac hiéu véi globulin mién dich hoic néu khong thi twong tac véi mot phan tir. Cac
yéu t& quyét dinh epitop néi chung bao gdm cac nhom bé mit hoat dong héa hoc clia
c4c phan tir chang han nhu cac axit amin hodc carbohydrat hodc cac chudi bén cta
duong va c6 thé co dic diém cAu tric ba chiéu cu thé, cling nhu cac dic diém dién tich
cu thé. Epitop c6 thé 1a “tuyén tinh” hodc “bién ddi vé& cAu hinh”. Céc epitop bién doi
cAu hinh va tuyén tinh dugc phan biét & chd su gfin két v6i chét trude ma khong phai

chat sau bi mat khi ¢6 mat cac dung mai bién tinh.
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Pinh nghia vé thuit ngit “paratop” bét ngudn tir dinh nghia vé “epitop” & trén
bang cach dio nguge quan diém. Vi vay, thuat ngft “paratop” nhu duoc str dung & day
ding dé chi khu vuc hogc ving trén khang thé hogic manh khang thé ma khang nguyén
gén két ddc hiéu véi no, nghia 13, tai do khéng thé hoic manh khang thé tiép xuc vat ly

véi khang nguyén.

Trong bbi canh céu tric tinh thé ¢6 ngudn gdc tia X dugce xac dinh boi céc toa
do khong gian cua phuc nim gitta khang thé, vi du manh Fab, va khdng nguyén cla
no, thuat ngit paratop dugce dinh nghia cu thé ¢ day nhu 1a, trir phi c6 quy dinh khéc
hodc méu thuin véi ngit canh, cac gbc khang thé dic trung bdi c6 nguyén t ning
(nghia 1a nguyén tor khong phdi hydro) ndm trong khoang cich cu thé, vi du trong

khoang cach 4 angstrom, tir nguyén tir ning trong khéng nguyén dich.

Thuét ngit “ving quyét dinh bd sung” va “CDR” nhu duge st dung & ddy dung
dé chi cac gbc axit amin ctia khéng thé hodc manh gin két khang nguyén chiu trach

nhiém gin két khang nguyén.

Thuat nglr “khéng thé don hoéa tri” nhu duoc st dung & ddy, dung dé chi khang

thé ma gin két v6i mot epitop trén phan ti dich.

Thuét ngtr “khang thé hoa tri hai” nhu duge st dung & day, dung dé chi khéang
thé ma gin két v6i hai epitop trén it nhét hai phan tir dich gidng nhau. Khang thé hoa
tri hai ciing c6 thé lién két chéo cac phan tir dich v6i mot phan tir khac. “Khéng thé
hoéa tri hai” cling dung dé chi khang thé gin két voi hai epitop khac nhau trén it nhét

hai phén tir dich gidng nhau.

Thuit ngit “khang thé da hoa tri” ding dé chi phan tir gin két don ¢6 nhiéu hon
mot hoéa tri, trong d6 “hoa tri” duge mo ta la s6 gbe gin két khang nguyén c6 mit trén
mdi phan tir clia céu tao khang thé. Nhu viy, phan tir gin két don nay c6 thé gin véi
nhiéu hon mét vi tri gén két trén phén tr dich. Cac vi du vé céc khang thé da hoa tri
bao gdm, nhung khong chi gii han & cac khang thé hoa tri hai, cic khang thé héa tri
ba, cac khang thé héa tri bbn, cac khang thé hoa tri nim, va tuong tu, cling nhu cac
khang thé dic hiéu kép va cic khang thé hai paratop. Vi du, di voi TSLP, khang thé
da hoa tri ching han nhu khang thé hai paratop TSLP s& c6 gbc gin két ma nhan dién
14n lugt hai mién khac nhau ctia TSLP.
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Thuét ngit “khang thé da hoa tri” con dung dé chi phan tir gin két don c¢6 nhidu
hon mot gbe gin két khang nguyén ddi véi hai phan tir dich riéng biét. Vi du, khing
thd ma ghn v6i TSLP va phan tir dich thi hai khong phai 1a TSLP. Theo mdt phuong
4n, khang thé da hoa tri 1a khéng thé hoa tri bdn c6 bén mién gin két epitop. Phan tir
héa tri bdn c6 thé 14 ddc hidu kép va hoa tri hai dbi voi mdi vi tri gin két trén phén t
dich dé.

Thudt nglr “khang thé hai paratop” nhu dugc st dung & ddy, dung dé chi khéng
thé ma gin véi hai epitop khac nhau trén mot phén ti dich. Thudt ngit nay con bao
g6m khang thé, ma gin két voi hai mién cda it nhit hai phan tir dich, vi du, khdng thé

hai paratop hoa tri bén.

Thuat ngft “khang thé dic hidu kép” nhu dugc st dung & dédy, dung dé chi

khang thé ma gan véi hai hodc nhiéu epitop khac nhau trén it nhét hai dich khac nhau.

Cum tir “khang thé don dong” hoic “ché phdm khang thé don dong” nhu dugc
st dung & day dung dé chi cac polypeptit, bao gdm cac khang thé, cac khang thé dic
hiéu kép, v.v., ¢o trinh tu axit amin v& co ban gidng hoic co ngudn g tir ngudn gen
gidng nhau. Thuit ngit ndy con bao gdm céc ché pham khéng thé phan tir ctia ché
phdm don phan tir. Ché phim khéng thé don dong biu thi tinh déc hiéu lién két va i

luc duy nhét d6i vé6i epitop cu thé.

Cum tr “khang thé cta ngudi”, nhu dugc st dung ¢ ddy, bao g6m cac khang
thé ¢6 cac vung bién doi trong d6 ci ving khung va ving CDR ¢6 ngudn gde tir cac
trinh tw c6 ngudn gde tir ngudi. Ngoai ra, néu khang thé nay chira ving c¢b dinh, ving
¢b dinh nay ciing c6 ngudn gbc tir cac trinh tur nhu vAy cta ngudi, vi du, trinh ty dong
mam cta ngudi, hodc cac phién ban dot bién cta trinh tu dong mam ctia nguoi hodc
khang thé chira trinh tu khung hoat dong théng nhit c6 ngudn gdc tir phén tich trinh tu
khung hoat dong ctia nguoi, vi du, nhu dugc md ta trong Knappik, et al. (2000. J Mol
Biol 296, 57-86). Cac cAu tric va céc vi tri cua cac mién bién dbi globulin mién dich,
vi du, CDR, ¢6 thé duoc xac dinh béng cach st dung cac so dd danh s6 da duoc biét
0, vi du, so dd danh s Kabat, so dd danh s6 Chothia, hoidc su két hop ctia ca Kabat va
Chothia (xem, vi du, Sequences of Proteins of Immunological Interest, U.S.
Department of Health and Human Services (1991), eds. Kabat et al.; Al Lazikani ez al.,
(1997) J. Mol. Bio. 273:927 948); Kabat et al, (1991) Sequences of Proteins of
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Immunological Interest, 5th edit., NIH Publication no. 91-3242 U.S. Department of
Health and Human Services; Chothia et al., (1987) J. Mol. Biol. 196:901-917; Chothia
et al., (1989) Nature 342:877-883; va Al-Lazikani et al., (1997) I. Mal. Biol. 273:927-
948.

Céc khang thé cia ngudi theo séng ché ¢6 thé bao gdm céc gde axit amin khong
dugc ma héa boi céc trinh tu & nguoi (vi du, cac dot bién dugc dua vao béng cach gy
dot bién ngau nhién hozc giy dot bién diém cu thé in vitro hodc bing dot bién soma in
vivo, hodc su thé bao toan dé thic déy su 6n dinh hoidc san xuét). Tuy nhién, thuat ngtr
“khang thé ctia ngudi” nhu duge st dung & day, khong nhim bao gém cac khang thé
trong d6 céc trinh tw CDR ¢6 ngudn gbc tir dong mam cua loai dong vat c6 vii khéc,

chdng han nhu chuot, duge ghép 1én trén trinh tu khung hoat dong & nguoi.

Cum tir “khang thé cia ngudi tai td hop” nhu duge st dung & ddy, bao gOm tat
ca cac khéang thé cta nguoi ma duge ma dugc didu ché, biéu hién, tao ra hoic phan lap
bang céc phuong tién tai td hop, ching han nhu cic khing thé duogc phan lap tir dong
vat (vi dy, chudt) ma la dong vt chuyén gen hoic chuyén nhiém sic thé dbi véi cac
gen ma hoéa globulin mién dich ctia ngudi hodc té bao lai dugc diéu ché tir do, cac
khang thé duge phan 1ap tir t& bao chi duge chuyén ddi dé biéu hién khang thé cua
nguoi, vi du, tu té bao transfectoma, cac khang thé duoc phan lap tur tai td hop, thu
vién khang thé cua nguoi td hop, va cac khang thé duge diéu ché, duoc biéu hién,
dugc tao ra hoac dugce phan lap bing phuong tién bét ky khéc lién quan dén viée nodi
tt ca hodc mot ph?m gen ma hda globuﬁn mién dich ctia nguoi, cac trinh tu voi cac
trinh tu ADN khéc. Céc khéng thé ciia nguoi téi t& hop nhu vy c6 céc ving bién doi
trong d6 vung khung va ving CDR ¢6 ngudn gbc tir trinh ty globulin mién dich dong
mam ctia ngudi. Tuy nhién, theo céc phuong an nhit dinh, cac khang thé clia ngudi tai
td hop nay co thé dugc gy dot bién in vitro (hodc, khi mot dong vét bién d6i gen cho
trinh tu Ig clia nguoi dugce su dung, gay dot bién soma in vivo) va vi vay cdc trinh tu
axit amin cla cac ving VH va VL cua cdc khang thé tai t6 hop 1a céac trinh ty ma,
trong khi bt nguodn tir va c6 lién quan dén cac trinh tv VH va VL & dong mam cua
ngudi, co thé khong tdn tai tu nhién trong pham vi dong mam khang thé ctia ngudi in
Vivo.

Thuét ngt “viung Fc¢” nhu duge st dung ¢ day dung dé chi polypeptit chtra
CH3, CH2 va it nhit mot phdn cta ving ban 1& ctia mién ¢d dinh cta khang the. Mot
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cach tuy y, vung Fc ¢o thé bao gdm mién CH4, ¢6 mat trong mot sd 16p khang thé.
Ving Fe, ¢6 thé chira toan bd ving ban 1& ciia mién ¢b dinh cia khang thé. Theo mot
phuong an, sang ché bao gdbm ving Fc va ving CH1 cua khéang thé. Theo mdt phuong
4n, sang ché bao gdbm ving Fc va ving CH3 cua khang thé. Theo phuong 4n khéc,
sang ché bao gébm ving Fc, ving CHI1 va vang Ckappa/lambda tir mién ¢b dinh cta
khang thé. Theo mot phuong én, phan tir gin két theo sang ché chira ving ¢b dinh, vi
du, vung ¢ dinh chubi nang. Theo mdt phuong 4n, vung ¢ dinh nay dugc bién ddi so
v6i ving ¢b dinh ctia khang thé kiéu dai. Ttc 13, cac polypeptit theo sang ché duoc boc
10 & day co thé chtra céac thay thé hodc cai bién dbi voi mot hodc nhiéu trong sb ba
mién ¢ dinh chudi ning (CH1, CH2 hodc CH3) va/ hodc déi véi mién ¢d dinh chudi
nhe (CL). Vi du v& céc cai bién bao gé)m thém, x0a hodc thay thé mot hodc nhiéu axit
amin trong mot hodc nhiéu mién. Nhitng thay dbi nay con c6 thé duoc bao gbm dé toi

uu hoa chirc nang hiéu ung, thoi gian ban huy, v.v.

Nhu duoc st dung & ddy, thuat nglr “ai luc” dung dé chi cuong do tuong tac
gitta khang thé va khang nguyén & cac vi tri khang nguyén don. Trong mdi vi tri khang
nguyén, viung bién ddi ctia “nhanh” khang thé tuong tac thong qua luc khong phai luc
cong hoa tri yéu véi khéang nguyén tai nhidu diém; tuong tic cang nhiéu, ai luyc cang
16n. Nhu duoc st dung & ddy, thuat ngit “ai luc cao” déi véi khang thé IgG hodc manh
ctia nd (vi du, manh Fab) dung dé chi khang thé duoc tao ra do bét hoat gen ¢0 ai luc
10*M hoic thip hon, 10M hodc thdp hon, hogc 107°M, hoge 10""M hogc thép hon,
hodc 102M hodc thip hon, hodc 10"*M hogc thdp hon ddi véi khang nguyén dich.
Tuy nhién, lién két 4i luc ¢ thé thay dbi déi véi cac isotyp khéng thé khéc. Vi dy, lién
két 4i luc cao ddi véi isotyp IgM dung dé chi khang thé duogc tao ra do bét hoat gen c6

4i Tuc 107 M hodc thdp hon, hodc 10 M hodc thip hon.

Nhu dugc st dung & day, thudt nglt “xét nghiém 4i tinh (avidity)” dung dé chi
phuong phép x4c dinh thong tin vé tinh 4n dinh téng thé hodc do bén clia phirc khang
thé-khang nguyén. N6 duoc kidm soat boi ba yéu té chinh: khang thé epitop 4i luc; hoa
tri cua ca khang nguyén va khang thé; va su sip xép cdu tric ciia cac phén tuong tac.
Cudi ciing 1a nhiing yéu té nay xdc dinh tinh dic hiéu cua khang thé, tuc 1a, kha ning
ma khang thé cu thé lién két vai epitop khdng nguyén chinh xéc.

Thuét ngit “tinh ddc hiéu lién két” nhu duogc st dung & day dung dé chi kha
ning cia mot vi tri két hop khang thé riéng biét phan Gmg voi mot yéu té quyét dinh
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khang nguyén va khong phan ing véi yéu t6 quyét dinh khang nguyén khéc. Vi tr két
hop khéng thé nay dugc dit trong phan Fab ctia phan tir va dugc ciu tao tir cac ving
siéu bién ctia cac chudi ning va chudi nhe. Ai lyc lién két ctia khang thé 1a cudng do
ctia phan tng gifta yéu td quyét dinh khang nguyén don 1& va vi tri két hop don 18 trén
khang thé. N6 1a téng luc hut va luc diy hoat dong gitta yéu t6 quyét dinh khéng
nguyén va vi tri két hop khéang thé nay.

Thuat ngit “diéu tri” va “su didu tri” ding dé chi c& su diéu tri chita bénh va cic
bién phap du phong hodc phong ngira, trong d6 muc dich la dé phong ngira hogc lam
chim thay dbi hoic roi loan sinh ly khong mong mudn. Déi voi muc dich ndy cla sang
ché, cac két qua 1am sang c6 lgi hodc dugc mong mudn bao gdm, nhung khong giGi
han &, giam nhe céc triéu chung, giam bst mire do ctia bénh, 1lam 4n dinh (nghia 1a,
khong lam x4u di) trang thai ctia bénh, tri hoan hodc lam chim su tién trién cta bénh,
cai thién hoidc xoa diu trang thai bénh, va thuyén gidm (du 1a mdt phﬁn hay toan bJ),
dt ¢6 thé phét hién hodc khong thé phat hién. “Sw didu tri” con c6 nghia la kéo dai sw

song so v6i su song duoc du bdo néu khong nhén sy di€u tri.

Thuét ngit “d6i twong” ding dé chi dong vat, ngudi hodc khong phai ngudi,
dugc dé xudt nhan su diéu tri theo cdc phuong phép cia sang ché. Céc tmg dung cho
tht y va khong phai thu y cling dugc du tinh. Thuét ngir nay bao gbdm, nhung khong
gi6i han ¢, dong vat c6 v, vi du, nguoi, loai linh trudéng khac, lon, dong vat gam
nhim chéng han nhu chudt va chudt céng, tho, chudt lang, chudt hamster, bo, ngua,
méeo, ché, ciru va dé. Cac ddi twong thong thuong bao gdm ngudi, dong vat nudi &

ndng trai, va thi cung nudi trong nha chang han nhu meo va cho.

“Luong c6 hi¢u qua” dung dé chi luong du dé dem lai két qua co6 loi hodc két
qua mong mudn. Vi du, lugng didu tri 1a luong ma dat dugce hiéu qua diéu tri mong
mudn. Luong nay c6 thé gidng hodc khic véi luong c6 hiéu qua du phong, la luong
ma cin dé ngan ngira sy khéi phat ca bénh hodc triéu chimg bénh. Lugng 6 hi¢u qua
¢ thé duge dung theo mot hodc nhiéu cach, ung dung hoic lidu luong. “Luong co
hi¢u qua diéu tri” cua hop chét diéu tri (nghia Ia, liéu c6 hiéu qua) phu thudc vao hop
chit diéu tri duoc chon. Ché phém 6 thé duoc dung, vi dy, tr mot hodc nhiéu khoang
thoi gian/ngay, dén mot hodc nhiéu khoang thoi gian/tuin, dén mot hodc nhiéu khoang
thoi gian/thang, dén mot hodc nhiéu thoi gian/nam. Nguoi co hiéu biét trung binh
trong linh vuc nay s& nhén ra rang nhidu yéu t6 nhat dinh c6 thé lam anh huong dén
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lidu lwong va thoi gian cin thiét dé didu tri hiéu qua cho dbi tugng, bao gdm nhung
khong giGi han &, mrc dd nghiém trong ctia bénh hodc roi loan, su diéu trj trude, strc
khoe téng quat va/ hodc tudi cta dbi tuong, va sy c6 mét ctiia cac bénh khac. Hon nita,
su diéu tri cho a6i tuong vai lugng co6 hi€u qua diéu tri cta cac hop chét diéu tri duoc

mo ta & diy c6 thé bao gom sy dicu tri duy nhat hodc mot chudi diéu tri.

Thuat nglt “axit nucleic” hodc “polynucleotit” dung dé chi cic axit
deoxyribonucleic (ADN) hodc céc axit ribonucleic (ARN) va cdc polyme cua ching &
dang soi don hodc soi kép. Trur phi duge gidi han cu thé, thuat nglt ndy bao ham céc
axit nucleic chira cdc dang nucleotit ty nhién tuong tu da biét ma c6 tinh chit gin két
twong tu nhu axit nucleic tham chiéu va duge chuyén héa theo cich tuong tu véi céc
nucleotit xuét hién tu nhién. Trir phi ¢6 chi dinh khéc, trinh ty axit nucleic cu thé con
ngém bao ham cac bién thé dugc cai bién béo toan cua chung (vi du, su thé codon
thoai hda), cac alen, cac dong dang (ortholog), cac SNP, va céc trinh tu bd sung ciing
nhu trinh tr dugc chi ra rd rang. Cu thé 14, su thé codon thoai hoa c6 thé dat dugc béng
cach tao ra céc trinh tu trong do6 vi tri thr ba cia mot hodc nhiéu codon dugc chon
(hoic tt ca) duge thé bang cic gc bazo hdn hop va/ hodc deoxyinosin (Batzer ef al.,
Nucleic Acid Res. 19:5081 (1991); Ohtsuka et al, J. Biol. Chem. 260:2605-2608
(1985); va Rossolini et al., Mol. Cell. Probes 8:91-98 (1994)).

Céac thudt ngir “peptit”, “polypeptit,” va “protein” co thé duoc sir dung thay thé
cho nhau, va ding dé chi hop chét bao gdm cac g axit amin dugc lién két dong hoa
tri boi cac lién két peptit. Protein ho#ic peptit phai chira it nhét hai axit amin, va khong
c6 su gidi han vé 86 luong axit amin t8i da co thé chira trinh tu protein hodc peptit.
Cac polypeptit bao gdm peptit hodc protein bét ky chira hai axit amin hoic nhiéu hon
nbi voi nhau bang céc lién két peptit. Nhu dugc sit dung & day, thuét ngit nay ding aé
chi ca cac chudi ngén, 1a cac chudi ciing duge d& cap dén phd bién trong linh vuc nay
nhu 14 c4c peptit, oligopeptit va oligome, vi du, va dén cac chudi dai hon, 1a céc chudi
no6i chung duge dé cap dén trong linh vuc ndy nhu 1a céc protein, trong s6 d6 c6 nhidu
loai. “Cac polypeptit” bao gém, vi du, cdc manh c6 hoat tinh sinh hoc, twong dbi déng
nhit voi cac polypeptit, oligopeptit, homodime, heterodime, bién thé cia cac
polypeptit, cac polypeptit dugc cai bién, cac dan xuét, cac chit tuong tur, cic protein
dung hop, v.v.. Polypeptit bao gdm peptit tw nhién, peptit tai t hop, hodc t6 hop cua

ching.
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Thuit ngit “cdc cai bién trinh tr bao toan” ding dé chi cdc cai bién axit amin
ma khong giy anh hudéng dang ké hodc lam thay dbi dic tinh gin két ctia khang thé
hozic manh khéang thé chira trinh tur axit amin. Cac cai bién bao toan nay bao gém su
thé, thém va xoa axit amin. Céc cai bién nay c6 thé duoc dwa vao khang thé hodc manh
khang thé theo sing ché bang cac k¥ thuat tiéu chuin da biét trong linh vuc nay, ching
han nhu gdy dot bién didm dinh huéng va gy dot bién qua trung gian PCR. Sy thé
axit amin bao toan 1a sy thé trong d6 gbe axit amin dugc thay thé bing gdc axit amin
¢6 chudi bén twong tu. Céac ho axit amin céc gbe ¢6 chudi bén tuong ty co thé duoc
x4c dinh trong linh vuc nay have. Cac ho nay bao gdm cac axit amin v&i cac chudi bén
bazo (vi du, lysin, arginin, histidin), cac chudi bén axit (vi du, axit aspartic, axit
glutamic), cac chudi bén cuc khong tich dién (vi dy, glyxin, asparagin, glutamin, serin,
threonin, tyrosin, xystein, tryptophan), cac chudi bén khong cuc (vi du, alanin, valin,
leuxin, isoleuxin, prolin, phenylalanin, metionin), céc chudi bén nhanh beta (vi du,
threonin, valin, isoleuxin) va cac chudi bén thom (vi du, tyrosin, phenylalanin,
tryptophan, histidin). Vi vdy, mot hodc nhidu céc gbc axit amin niam trong phan tt,
ching han nhu khing thé hoic manh khang thé, theo sang ché ¢6 thé duge thay thé
bing cac gde axit amin khac tir ho chudi bén giéng nhau va phan tir dugce thay d6i c6

thé duoc kiém tra bang cach sir dung cac thir nghiém chire nang duoc mo ta & day.

Thuét ngir “twong déng” hodc “oidng nhau” dung dé chi do gidng trinh tu clia
tiéu don vi gitta hai phan tir polyme, vi du, gitta hai phan tir axit nucleic, ching han
nhu, hai phan tir ADN hodc hai phan tir ARN, hodc giita hai phan tit polypeptit. Khi vi
tri tiéu don vi trong ca hai phan tir bi chiém chd boi cing mot tiéu don vi monome; vi
du, néu vi trf trong mdi trong s hai phan tir ADN bi chiém chd béi adenin, thi ching
turong dong hoic gidng nhau & vi tri d6. Sy tuong dong gitta hai trinh tu 1a chirc ning
truc tiép ctia s6 cac vi tri phu hop hodc tuong déng; vi du, néu mot nira sb vi tri (vi du,
nim vi trf trong muoi tiéu don vi polyme vé chiéu dai) trong hai trinh tu 13 tuong
ddng, hai trinh ty nay twrong ddng 50%; néu 90% so vi tri (vi du, 9 trong 10), 1a phu
hop hodc twong dong, hai trinh tu nay tuong ddng 90%. Phan trim “do gidng trinh tu”
¢6 thé duoc xéac dinh bang cach so sanh hai trinh tu duoc sp xép thing hang mot cach
t8i wu trén clra sb so sanh, trong d6 manh cua trinh ty axit amin trong cira s6 so sanh
¢6 thé bao gdm su thém hodc x6a (vi dy, khoang tréng hodc phan nhd ra) so véi trinh

tu tham chiéu (ma khong bao gdbm su thém hodc x6a) dé sip xép thang hang td1 uu hai
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trinh tu. Phin trim nay c6 thé dugc tinh bing cach xac dinh s& vi trf tai d6 gbe axit
amin giéng nhau xut hién trong ca hai trinh tu dé taora s6 vi tri phu hop, chia sb vi tri
phu hop nay cho téng s vi tri trong ctra s6 so sanh, va nhan két qua véi 100 dé thu
dugc phan trim d gidng trinh tu. Két qua dau ra 1a do gidng ctia trinh tu cla d6i

tuong dbi véi trinh tu truy van.

Thuét ngit “dugc phin 1ap” nghia la dugc thay ddi hodc loai ra tir trang théi tu
nhién. Vi du, axit nucleic hodc peptit c6 mat tu nhién trong dong vat song khong
“dugc phan 14p”, nhung axit nucleic hodc peptit gidng nhau dugc tach rieng mot phin
ho#c hoan toan tir cac vat liéu cung ton tai trong trang thdi tu nhién “dugc phan lap”.
Axit nucleic hodc protein dugc phan lap co6 thé ton tai & dang v& co ban tinh khiét,
hoac ¢6 thé ton tai trong mdi truong khong tur nhién chalmg han nhu, vi du, té bao chu.
Khéng thé duoc phan 14p vé& co ban 1 khong ¢6 céc khing thé khac ¢6 tinh dic hiéu
khang nguyén khac nhau (vi du, khing thé duoc phan 1ap gin két didc hiéu véi TSLP
v& co ban khong chira cic khéng thé gan két dic hiéu khang nguyén ngoai TSLP).
Khéng thé duge phan 1ap gin két dic hidu v6i phan tir dich, tuy nhién, ¢6 thé c6 kha
ning phan Gng chéo voi cac khang nguyén gidng nhau tir cac loai khac, vi du, khang
thé duoc phan lap gin két ddc hiéu v6i TSLP cua nguoi 6 thé gin két cac phan tir
TSLP tir cac loai khac. Hon nita, khang thé duge phan 1ap v& co ban c6 thé khong c6

vat liéu va/ hodc hoa chat ngoai bao.

Theo mot sé phuong an, ché phdm bt kho theo sang ché chta céc hat gdm hai
phan 16i-vd chira: t4 duge tao vo, va phan 16i chita API, ta dugc tao trang théi thuy
tinh, va dém, doi khi con dugce dé cap dén & day nhu la ché phém nén, hoic ché phém
nén 13i vo.

Thuéit ngit “thanh phﬁn hoat tinh”, “thanh phﬁn c6 hoat tinh diéu tri”, “hoat
chat”, “duoc chit” hodc “chét duogc cht” nhu dugce sir dung ¢ day nghia 1a thanh ph?\n
hoat tinh cta duoc pham, ciing dugc biét dén nhu 13 thanh phan dugc c6 hoat tinh
(Active Pharmaceutical Ingredient - API).

Thuét ngtt “duong kinh trung binh khéi lugng” hodc “MMD” hodc “x50” nhu
duoc st dung & diy nghia la duong kinh trung binh cia rit nhiéu hat, thudong trong
quﬁn thé hat da phan tan, nghia 1a, bao gém mot loat cac kich thude hat. Céac gia tri

MMD nhu duoc théng bao ¢ day duge xac dinh bang cach nhiéu xa laze (Sympatec
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Helos, Clausthal-Zellerfeld, Germany), trir phi ngit canh chi dinh khdc. Nguoc lai, 4,

1a dudng kinh hinh hoc ctia hat don.

Thuat ngit “ty trong riéng ting hat (tapped densities)” hodc prapped, nhu dugce su
dung & ddy dung dé chi ty trong hat dugce do theo phwong phap I, nhu dugc md ta, vi
du & www.usp.org/sites/default/files/usp_pdf/EN/USPNEF/revisions/m99375-
bulk density and tapped density of powders.pdf. Ty trong riéng tung hat (tapped
densities) 1a gié tri xap xi gén nhat ctia ty trong hat, voi cac gid tri duogce do 1a thap hon

xp xi 20% so v&i ty trong hat thuc thé.

Thuét ngit “xu xi” nhu duoc st dung ¢ ddy nghia l1a c6 nhicu nép nhin hogdc nép

gép, nghia 13, bi ggn hodc nhan.

Thudt ngit “dd xi xi” nhuw duge sir dung & ddy 1a thude do dé danh gid do thd bé
mit cta hat k§ thuat. Di véi muc dich nay ctia sing ché, do xu xi dugc tinh tir dién
tich b& mit cu thé thu duge tir cac phép do BET, ty trong ding thu duge tir phép do ty
trong heli, va ty s bé mit so v6i thé tich thu duge bing phép do nhiéu xa laze

(Sympatec), tirc 1a:
Rugosity = (SSA- p,...) ! S,
(Rugosity: do xu xi)

trong d6 Sy = 6/D32, trong d6 D32 12 dudng kinh trung binh dya trén dién tich bé
mat don vi. Su gia tang d§ thd bé mat duge dy tinh s& 1am gidm luc két dinh lién hat,
va cai thién viéc nhdm muc tiéu ctia khi dung té6i phéi. Viéc nham muc tiéu t6i phéi
dugc cai thién dugce du bao la lam giam su bién dong gitra cac bénh nhan, va mirc do
thudc trong tuan hoan hong miéng va toan than. Theo mot hodc nhiéu phuong an, do

Xt xi Sy 14 tir 3 dén 20, vi duy, tir 5 dén 10.

Thuat ngt “dudng kinh khi dong hoc trung binh cua cac hat so cip” hoic Da
nhu duge str dung & day duoc tinh tir kich thude hinh hoc co ban cua cdc hat duge xac
dinh thong qua nhiéu xa laze (x50), va ty trong riéng tirng hat cua chang, trc la: Da =

x50 (ptapped) .

Thuét ngit “liéu phan phéi (delivered dose)” hodc “DD” nhu duoc sir dung &
day ding dé chi chi s& phan phéi bot kho tir thiét bi xong hit sau su kién kich thich

hodc phéan phéi tu don vi bot. DD dugc dinh nghia nhu 1a ty sb gitra lidu duge véan
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chuyén bing thiét bi x0ng hit véi liéu danh nghia hoic lidu duoc do. DD la thong sb
duoc xac dinh trong thi nghiém, va co6 thé duogc xé4c dinh béng cach st dung thiét bi in

vitro ma duoc thiét 1ap bét chude vide dinh liéu cho bénh nhén.

Thuét ngit “duong kinh khi dong hoc trung binh khéi lwgng” hoic “MMAD”
nhu duge st dung & diy dung dé chi kich thude khi dong hoc trung binh ctia rit nhiéu
hat, thong thudong la trong quédn thé da phan tdn. “Dudng kinh khi dong hoc” la duong
kinh cta hinh cdu c6 ty trong don vi ¢6 van tdc ling, noi chung 1a trong khong khi,
oidng nhu bot va do d6 1a cach hitu ich dé x4c dinh dgc diém bot khi dung hodc hat
phan tan khéc hogc ché phdm hat xét vé ché do ling cia né. Sy phéan phéi kich thude
hat khi dong (Aerodynamic Particle Size Distributions - APSD) va MMAD duoc xac
dinh & ddy bing ky thuat voi phun ndi ting, st dung NEXT GENERATION
IMPACTOR™. No6i chung, néu céc hat qua 16n vé& mat khi dong hoc, thi s€ it hat hon
cham dén phén phéi sau. Néu cac hat qua nhd, mdt ty 1€ 16n hon cdc hat ¢ thé bi tho

ra. Nguoc lai, d,1a dudong kinh khi dong hoc dbi v6i hat don.

Thuét ngir “lidu tbng cong cho phdi” (TLD) nhu duge st dung ¢ ddy dung dé
chi phan trim thanh phan hoat tinh khong dugc ling trong mo hinh miéng-cd hong
Alberta ly tuéng sau khi xdng hit bot tir may x6ng hit bot khod & do giam ap suit 4kPa.
Dit lidu ¢6 thé duoc biéu hién & dang phan trim liéu danh nghia hodc liéu phén phdi.
AIT 12 phién ban Iy tuéng ctia duong hd hip trén dbi véi ddi twong 1a ngudi trung tudi.
Trir phi ¢6 quy dinh khac, TLD dugc do trong m6 hinh c¢d hong ly tudng Alberta.
Thong tin trén AIT va mo ta chi tiét thiét 1ap thir nghiém c6 thé tim thiy tai trang:
www.copleyscientific.com.

Thuét ngir “thdng s6 quan tinh” nhu dugc st dung & déy dung dé chi thong s6
ma xac dinh dic diém va cham theo quén tinh trong dudng ho hép trén. Thong s6 nay
¢6 ngudn g tr dinh luat Stoke va bing 420, trong d6 d,la dudong kinh khi dong
hoc, va Q la luu lugng thé tich.

Thuét nglt “ham luong chit rin” nhu duoc st dung & day dung dé chi ndng do
ctia thanh phéan hoat tinh va t& dugce duge hoa tan hodc phan tén trong dung dich léng

hodc dich phan tan dugc sdy kho bang cach phun.
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Thuat nglt “ALR” nhu dugc st dung ¢ day la thong s6 qua trinh x4c dinh ti 1&
khong khi so v6i chat 16ng trong mdy phun. Cac gia tri ALR nho hon thuong tao ra cac

giot phun suong 16n hon.

Thuat ngt “ty trong quin thé hat”’(PPD) nhu dugc st dung & ddy la s6 khong
thr nguyén dugc tinh 1a tich sb ctia ham lugng chit rén va luu lugng chit 1éng médy
phun chia cho tong luu lugng khi may siy. PPD dugc nhan thdy 1a tuong quan véi

kich thudc hinh hoc hat so cép.
Céc phan tir gin két TSLP

Duoc dé xuit & day 1a cac phan tb, vi du, cdc khang thé hodc cdc manh khang
thé, bao gdm cic manh Fab , Fab’, F(ab’)2, Fd, Fv, va dAb, scFv, cac khang thé don
mién, cac maxibody, minibody, intrabody, diabody, triabody, tetrabody, v-NAR, va
bis-SCFv, ma gén két ddc hiéu TSLP va tc ché hoat tinh TSLP. Nhitng phan tir nay
hitu ich dé diéu tri cac tinh trang viém lién quan dén TSLP, bao gé)m bénh hen suyén
va bénh phdi tic nghen man tinh. Do TSLP la xytokin nut quan trong nguoc dong cac
xytokin hiéu tmg Th2, sy trc ché TSLP ddng thoi c6 thé ngan chin nhiéu xytokin higu
trng Th2 xudi dong (vi du, IL-4, IL-5, IL-13) va con ¢ thé tac dong 1én cac con dudng

qua trung gian khong phai Th2 (vi du, IL-17, IFN-y). .
Cac khang thé TSLP va cac méanh khang thé gin két TSLP

Theo mot sb phuong 4n, sang ché d& xuét cac khang thé va cdc manh khiang thé
ofin két dac hiéu véi TSLP ciia nguoi. Céc khang thé TSLP va cdc méanh khéng thé bao
gbm, nhung khong gidi han ¢, cac khang thé don dong ctia nguoi va duge lam gibng
nhu clia ngudi va cac manh khang thé duoc tao ra duoc md ta & ddy, bao gdm trong
phan Vi du thuc hién sang ché. Theo mot s6 phuong 4an, sang ché dé xuét khang thé
dugc phan 1ap hodc manh gin két khang nguyén cta no, gin két v6i TSLP clia nguoi
v6i hing sb phan ly (Kp) nho hon 100pM, vi du, Kp nhé hon 90pM, nho hon 80pM,
nhé hon 70pM, nhé hon 60pM, nhé hon 50pM, nh6 hon 40pM, nho hon 30pM, nho
hon 20pM, nho hon 10pM. Theo mot sd phuong 4n, céc khang thé duogc phéan 1ap hodc
manh gin két khang nguyén dugc d& xut ¢ day gin két voi TSLP ciia ngudi voi héng
s6 phan ly (Kp) nho hon 10pM.

Theo mdt s6 phuong an, cac phan tir gin két TSLP duoc dé xut & day bao gom

chudi ning CDRI, chudi ning CDR2, chudi niang CDR3, va chudi nhe CDR1, chudi
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nhe CDR2, va chudi nhe CDR3. Theo mot s phuong 4n, céc phan tir gin két TSLP
duoc d& xudt & day bao gdm ving bién ddi chudi ning chira CDR1, CDR2, va CDR3
va viing bién ddi chudi nhe chira CDR1, CDR2, va CDR3. Theo mdt so phuong an,
cac phan tr gin két TSLP nay dugc @& xuit & day bao gdm trinh ty chudi ning c6
chidu dai diy du va trinh tu chudi nhe ¢6 chiéu dai day da. Theo mot s6 phuong 4n,
phén tir nay 1 Fab giin két TSLP.

Bang 2 liét ké cac trinh ty ciia cac khang thé va Fab gin két TSLP méu, tit ca
ddu gén két véi TSLP ctia ngudi v6i 4i luc cao. Vi dy, Fabl khang TSLP gin két voi
TSLP clia ngudi tai tb hop v6i hing sb phan ly (Kp) 6pM. Theo mét sé phuong 4n,
Fabl khang TSLP gin két v6i protein TSSLP cta ngudi va cta khi cynomolgus véi

cac gia tri Kp lan luot 12 5,0 + 2,0pM va 1,4 + 0,6pM.

Bang 2. Trinh tu axit amin cua Fab va cac khang thé khang TSLP

mAbl khéng

TSLP

SEQ ID NO: 1 HCDRI (kéthop) | GFTFSDYWMH

SEQ ID NO: 2 HCDR2 (kéthop) | HIKSKTDAGTTDYAAPVKG

SEQ ID NO: 3 HCDR3 (kéthop) | EIYYYAFDS

SEQ ID NO: 4 HCDRI (Kabat) DYWMH

SEQ ID NO: 2 HCDR2 (Kabat) HIKSKTDAGTTDYAAPVKG

SEQ ID NO: 3 HCDR3 (Kabat) EIYYYAFDS

SEQ ID NO: 5 HCDRI (Chothia) | GFTFSDY

SEQ ID NO: 6 HCDR2 (Chothia) | KSKTDAGT

SEQ ID NO: 3 HCDR3 (Chothia) | EIYYYAFDS
EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSD
YWMHWVRQAPGKGLEWVGHIKSKTDAGTT

SEQ ID NO: 7 VH
DYAAPVKGRFTISRDDSKNTLYLQMNSLKTE
DTAVYYCAREIYYYAFDSWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO: 8 ADN VH GAGGTTCAGCTGGTGGAATCAGGCGGCGG
ACTGGTTAAGCCTGGCGGTAGCCTTAGACT
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TAGCTGCGCTGCTAGTGGCTTCACCTTTAG
CGACTACTGGATGCACTGGGTTAGACAGG
CCCCTGGTAAAGGCTTGGAGTGGGTCGGA
CACATTAAGTCTAAGACCGACGCCGGCACT
ACCGACTACGCCGCTCCCGTTAAGGGCCGG
TTCACTATCTCTAGGGACGACTCTAAGAAC
ACCCTCTACCTTCAAATGAATAGCCTTAAG
ACCGAGGACACCGCCGTCTACTACTGCGCT
AGAGAAATCTACTACTACGCCTTCGATAGC
TGGGGTCAAGGCACCCTCGTGACCGTGTCT
AGC

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSD
YWMHWVRQAPGKGLEWVGHIKSKTDAGTT
DYAAPVKGRFTISRDDSKNTLYLQMNSLKTE
DTAVYYCAREIYYYAFDSWGQGTLVTVSSA
STKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYF
PEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYS
LSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVD
SEQ ID NO: 9 Chudi ning KRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFP
PKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVS
VLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEK
TISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSL
TCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

GAGGTTCAGCTGGTGGAATCAGGCGGCGG
ACTGGTTAAGCCTGGCGGTAGCCTTAGACT
TAGCTGCGCTGCTAGTGGCTTCACCTTTAG
CGACTACTGGATGCACTGGGTTAGACAGG
CCCCTGGTAAAGGCTTGGAGTGGGTCGGA
CACATTAAGTCTAAGACCGACGCCGGCACT
ACCGACTACGCCGCTCCCGTTAAGGGCCGG
TTCACTATCTCTAGGGACGACTCTAAGAAC

SEQ ID NO: 10 ADN chudi ning
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ACCCTCTACCTTCAAATGAATAGCCTTAAG
ACCGAGGACACCGCCGTCTACTACTGCGCT
AGAGAAATCTACTACTACGCCTTCGATAGC
TGGGGTCAAGGCACCCTCGTGACCGTGTCT
AGCGCTAGCACTAAGGGCCCAAGTGTGTTT
CCCCTGGCCCCCAGCAGCAAGTCTACTTCC
GGCGGAACTGCTGCCCTGGGTTGCCTGGTG
AAGGACTACTTCCCCGAGCCCGTGACAGTG
TCCTGGAACTCTGGGGCTCTGACTTCCGGC
GTGCACACCTTCCCCGCCGTGCTGCAGAGC
AGCGGCCTGTACAGCCTGAGCAGCGTGGT
GACAGTGCCCTCCAGCTCTCTGGGAACCCA
GACCTATATCTGCAACGTGAACCACAAGCC
CAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTGG
AGCCCAAGAGCTGCGACAAGACCCACACC
TGCCCCCCCTGCCCAGCTCCAGAACTGCTG
GGAGGGCCTTCCGTGTTCCTGTTCCCCCCC
AAGCCCAAGGACACCCTGATGATCAGCAG
GACCCCCGAGGTGACCTGCGTGGTGGTGG
ACGTGTCCCACGAGGACCCAGAGGTGAAG
TTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGT
GCACAACGCCAAGACCAAGCCCAGAGAGG
AGCAGTACAACAGCACCTACAGGGTGGTG
TCCGTGCTGACCGTGCTGCACCAGGACTGG
CTGAACGGCAAAGAATACAAGTGCAAAGT
CTCCAACAAGGCCCTGCCAGCCCCAATCGA
AAAGACAATCAGCAAGGCCAAGGGCCAGC
CACGGGAGCCCCAGGTGTACACCCTGCCCC
CCAGCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAG
GTGTCCCTGACCTGTCTGGTGAAGGGCTTC
TACCCCAGCGATATCGCCGTGGAGTGGGA
GAGCAACGGCCAGCCCGAGAACAACTACA
AGACCACCCCCCCAGTGCTGGACAGCGAC
GGCAGCTTCTTCCTGTACAGCAAGCTGACC
GTGGACAAGTCCAGGTGGCAGCAGGGCAA
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CGTGTTCAGCTGCAGCGTGATGCACGAGGC
CCTGCACAACCACTACACCCAGAAGTCCCT
GAGCCTGAGCCCCGGCAAG

SEQ ID NO: 11 LCDRI1 (két hop) SGDNIGSKYVH

SEQIDNO: 12 | LCDR2 (kéthgp) | GDNERPS

SEQIDNO: 13 | LCDR3 (kéthgp) | QAADWVDFYV

SEQIDNO: 11 | LCDR1 (Kabat) SGDNIGSKYVH

SEQ ID NO: 12 LCDR2 (Kabat) GDNERPS

SEQID NO: 13 LCDR3 (Kabat) QAADWVDFYV

SEQ ID NO: 14 LCDRI1 (Chothia) | DNIGSKY

SEQ ID NO: 15 LCDR2 (Chothia) | GDN

SEQ ID NO: 16 LCDR3 (Chothia) | ADWVDFY

SYELTQPLSVSVALGQTARITCSGDNIGSKYV
HWYQQKPGQAPVLVIYGDNERPSGIPERFSG
SNSGNTATLTISRAQAGDEADYYCQAADWYV
DFYVFGGGTKLTVL

SEQ ID NO: 17 VL

AGCTACGAGCTGACTCAGCCCCTTAGCGTT
AGCGTGGCCCTGGGTCAAACCGCTAGAAT
CACCTGTAGCGGCGATAATATCGGCTCTAA
ATACGTTCACTGGTATCAGCAGAAGCCCGG
TCAAGCCCCCGTGCTCGTGATCTACGGCGA
SEQ ID NO: 18 ADN VL TAACGAGCGGCCTAGCGGAATCCCCGAGC
GGTTTAGCGGCTCTAATAGCGGTAACACCG
CTACCCTGACTATCTCTAGGGCTCAGGCCG
GCGACGAGGCCGACTACTACTGTCAGGCC
GCCGACTGGGTGGACTTCTACGTGTTCGGC
GGAGGCACTAAGCTGACCGTGCTG

SYELTQPLSVSVALGQTARITCSGDNIGSKYV
HWYQQKPGQAPVLVIYGDNERPSGIPERFSG
SNSGNTATLTISRAQAGDEADYYCQAADWYV
DFYVFGGGTKLTVLGQPKAAPSVTLFPPSSEE

SEQ ID NO: 19 Chudi nhe
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LQANKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADSSP
VKAGVETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQW
KSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAPTECS

AGCTACGAGCTGACTCAGCCCCTTAGCGTT
AGCGTGGCCCTGGGTCAAACCGCTAGAAT
CACCTGTAGCGGCGATAATATCGGCTCTAA
ATACGTTCACTGGTATCAGCAGAAGCCCGG
TCAAGCCCCCGTGCTCGTGATCTACGGCGA
TAACGAGCGGCCTAGCGGAATCCCCGAGC
GGTTTAGCGGCTCTAATAGCGGTAACACCG
CTACCCTGACTATCTCTAGGGCTCAGGCCG
GCGACGAGGCCGACTACTACTGTCAGGCC
GCCGACTGGGTGGACTTCTACGTGTTCGGC
GGAGGCACTAAGCTGACCGTGCTGGGTCA
ACCTAAGGCTGCCCCCAGCGTGACCCTGTT
CCCCCCCAGCAGCGAGGAGCTGCAGGCCA
ACAAGGCCACCCTGGTGTGCCTGATCAGCG
ACTTCTACCCAGGCGCCGTGACCGTGGCCT
GGAAGGCCGACAGCAGCCCCGTGAAGGCC
GGCGTGGAGACCACCACCCCCAGCAAGCA
GAGCAACAACAAGTACGCCGCCAGCAGCT
ACCTGAGCCTGACCCCCGAGCAGTGGAAG
AGCCACAGGTCCTACAGCTGCCAGGTGAC
CCACGAGGGCAGCACCGTGGAAAAGACCG
TGGCCCCAACCGAGTGCAGC

SEQ ID NO: 20 ADN chudi nhe

Fabl khang TSLP

SEQ ID NO: 1 HCDRI (kéthop) | GFTFSDYWMH

SEQ ID NO: 2 HCDR2 (két hop) | HIKSKTDAGTTDYAAPVKG

SEQ ID NO: 3 HCDR3 (kéthop) | EIYYYAFDS

SEQ ID NO: 4 HCDRI1 (Kabat) DYWMH

SEQ ID NO: 2 HCDR2 (Kabat) HIKSKTDAGTTDYAAPVKG

SEQ ID NO: HCDR3 (Kabat) EIYYYAFDS

(O8]
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SEQ ID NO: 5 HCDRI1 (Chothia) | GFTFSDY

SEQID NO: 6 HCDR?2 (Chothia) | KSKTDAGT

"SEQ ID NO: HCDR3 (Chothia) | EIYYYAFDS

(98}

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSD
YWMHWVRQAPGKGLEWVGHIKSKTDAGTT
DYAAPVKGRFTISRDDSKNTLYLQMNSLKTE
DTAVYYCAREIYYYAFDSWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO: 7 VH

GAGGTGCAGCTGGTGGAATCAGGCGGCGG
ACTGGTCAAGCCTGGCGGTAGCCTGAGACT
GAGCTGCGCTGCTAGTGGCTTCACCTTTAG
CGACTACTGGATGCACTGGGTCAGACAGG
CCCCTGGTAAAGGCCTGGAGTGGGTCGGA
CACATTAAGTCTAAGACCGACGCCGGCACT
SEQ ID NO: 21 ADN VH ACCGACTACGCCGCTCCTGTGAAGGGCCG
GTTCACTATCTCTAGGGACGACTCTAAGAA
CACCCTGTACCTGCAGATGAATAGCCTGAA
AACCGAGGACACCGCCGTCTACTACTGCGC
TAGAGAGATCTACTACTACGCCTTCGATAG
CTGGGGTCAGGGCACCCTGGTCACCGTGTC
TAGC

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSD
YWMHWVRQAPGKGLEWVGHIKSKTDAGTT
DYAAPVKGRFTISRDDSKNTLYLQMNSLKTE
DTAVYYCAREIYYYAFDSWGQGTLVTVSSA
STKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYF
PEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYS
LSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVD
KRVEPKSC

SEQ ID NO: 22 Chudi ning

GAGGTGCAGCTGGTGGAATCAGGCGGCGG
ACTGGTCAAGCCTGGCGGTAGCCTGAGACT
SEQIDNO:23 | ADN chubi ning GAGCTGCGCTGCTAGTGGCTTCACCTTTAG
CGACTACTGGATGCACTGGGTCAGACAGG
CCCCTGGTAAAGGCCTGGAGTGGGTCGGA
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CACATTAAGTCTAAGACCGACGCCGGCACT
ACCGACTACGCCGCTCCTGTGAAGGGCCG
GTTCACTATCTCTAGGGACGACTCTAAGAA
CACCCTGTACCTGCAGATGAATAGCCTGAA
AACCGAGGACACCGCCGTCTACTACTGCGC
TAGAGAGATCTACTACTACGCCTTCGATAG
CTGGGGTCAGGGCACCCTGGTCACCGTGTC
TAGCGCTAGCACTAAGGGCCCCTCCGTGTT
CCCTCTGGCCCCTTCCAGCAAGTCTACCTC
TGGCGGCACCGCTGCTCTGGGCTGCCTGGT
GAAGGACTACTTCCCTGAGCCTGTGACAGT
GTCCTGGAACTCTGGCGCCCTGACCTCCGG
CGTGCACACCTTCCCTGCCGTGCTGCAGTC
CTCCGGCCTGTACTCCCTGTCCTCCGTGGT
GACAGTGCCTTCCTCCAGCCTGGGCACCCA
GACCTATATCTGCAACGTGAACCACAAGCC
TTCCAACACCAAGGTGGACAAGCGGGTGG
AGCCTAAGTCATGC

SEQIDNO: 11 | LCDRI (kéthgp) | SGDNIGSKYVH

SEQIDNO: 12 | LCDR2 (kéthop) | GDNERPS

SEQIDNO: 13 | LCDR3 (kéthop) | QAADWVDFYV

SEQ ID NO: 11 LCDRI1 (Kabat) SGDNIGSKYVH

SEQIDNO: 12 | LCDR2 (Kabat) GDNERPS

SEQ ID NO: 13 LCDR3 (Kabat) QAADWVDFYV

SEQ ID NO: 14 LCDRI1 (Chothia) | DNIGSKY

SEQ ID NO: 15 LCDR?2 (Chothia) | GDN

SEQ ID NO: 16 LCDR3 (Chothia) | ADWVDFY

SYELTQPLSVSVALGQTARITCSGDNIGSKYV
HWYQQKPGQAPVLVIYGDNERPSGIPERFSG
SNSGNTATLTISRAQAGDEADYYCQAADWYV
DFYVFGGGTKLTVL

SEQ ID NO: 17 VL
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AGCTACGAGCTGACTCAGCCCCTGAGCGTC
AGCGTGGCCCTGGGTCAGACCGCTAGAAT
CACCTGTAGCGGCGATAATATCGGCTCTAA
ATACGTGCACTGGTATCAGCAGAAGCCCG
GTCAGGCCCCCGTGCTGGTGATCTACGGCG
SEQ ID NO: 24 ADN VL ATAACGAGCGGCCTAGCGGAATCCCCGAG
CGGTTTAGCGGCTCTAATAGCGGTAACACC
GCTACCCTGACTATCTCTAGGGCTCAGGCC
GGCGACGAGGCCGACTACTACTGTCAGGC
CGCCGACTGGGTGGACTTCTACGTGTTCGG
CGGAGGCACTAAGCTGACCGTGCTG

SYELTQPLSVSVALGQTARITCSGDNIGSKYV
HWYQQKPGQAPVLVIYGDNERPSGIPERFSG
SNSGNTATLTISRAQAGDEADYYCQAADWV
SEQ ID NO: 25 Chudi nhe DFYVFGGGTKLTVLGQPKAAPSVTLFPPSSEE
LQANKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADSSP
VKAGVETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQW
KSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAPTECS

AGCTACGAGCTGACTCAGCCCCTGAGCGTC
AGCGTGGCCCTGGGTCAGACCGCTAGAAT
CACCTGTAGCGGCGATAATATCGGCTCTAA
ATACGTGCACTGGTATCAGCAGAAGCCCG
GTCAGGCCCCCGTGCTGGTGATCTACGGCG
ATAACGAGCGGCCTAGCGGAATCCCCGAG
CGGTTTAGCGGCTCTAATAGCGGTAACACC
GCTACCCTGACTATCTCTAGGGCTCAGGCC
GGCGACGAGGCCGACTACTACTGTCAGGC
CGCCGACTGGGTGGACTTCTACGTGTTCGG
CGGAGGCACTAAGCTGACCGTGCTGGGTC
AGCCTAAGGCTGCCCCCAGCGTGACCCTGT
TCCCCCCCAGCAGCGAGGAGCTGCAGGCC
AACAAGGCCACCCTGGTGTGCCTGATCAGC
GACTTCTACCCAGGCGCCGTGACCGTGGCC
TGGAAGGCCGACAGCAGCCCCGTGAAGGC

SEQIDNO: 26 | ADN chudi nhe
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CGGCGTGGAGACCACCACCCCCAGCAAGC
AGAGCAACAACAAGTACGCCGCCAGCAGC
TACCTGAGCCTGACCCCCGAGCAGTGGAA

GAGCCACAGGTCCTACAGCTGCCAGGTGA

CCCACGAGGGCAGCACCGTGGAAAAGACC
GTGGCCCCAACCGAGTGCAGC

Theo mét sb phuong 4an, céc khang thé bao gdm CDR ctia VH ¢6 trinh ty axit
amin 12 bét ky trong sb cac trinh tw CDR cua VH dugc liét ké trong bang 2. Cu thé,
sang ché dé xuét cac khang thé gin két dic hidu véi protein TSLP, cac khang thé néu
trén chira (hay noéi cach khéc, bao gém) mot, hai, ba, bdn, ndm hoidc sau ving CDR
ctia VH c6 trinh tu axit amin 1a bat ky trong sb céc trinh tw CDR cta VH dugc liét ké
trong bang 2. Sang ché ciing dé xuét cac khang thé gan két dic hi¢u véi protein TSLP,
cac khang thé da néu chira CDR cta VL ¢6 trinh tu axit amin la bét ky trong sb céc
trinh tw CDR ctia VL duoc liét ké trong bang 2. Cu thé, sang ché dé xuét cdc khang thé
gin két dic hidu voi protein TSLP, cac khang thé da néu (hay néi cich khéc, bao gbm)
mot, hai, ba, bén, nam hoidc sau ving CDR cta VL ¢6 trinh tu axit amin la bAt ky
trong sd cac trinh tr CDR cta VL dugce liét ké trong bang 2.

Sang ché con dé xuét cac khang thé va manh gfn két khang nguyén clia ching
(hay noi cach khéic, bao g61n) trinh tu axit amin cua VH dugc ligt ké trong bang 2,
trong d6 khong nhiéu hon khoang 1,2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, hodc 20 axit amin trong trinh ty khung hoat dong (vi duy, trinh tuw ma khong
phii 1a ctia CDR) bi dot bién (trong do mot dot bién 1a, nhu 1 nhiéu vi du khong han
ché, thém, thé hoic x6a).

Sang ché con dé xuét cac khang thé va manh gin két khang nguyén cua ching
gin két dic hidu véi TSLP, cac khang thé hodc manh gin két khang nguyén ctia chung
chtra (hay noi cach khéc, bao gbm) trinh tur axit amin ctia VL dugc liét ké trong bang
2, trong d6 khong nhiéu hon khoang 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16,
17, 18, 19, hodc 20 axit amin trong trinh tu khung hoat dong (vi du, trinh ty ma khong
phai 1a CDR) bi dot bién (mot dot bién 1a, nhu 1a nhiéu vi du khong han ché, thém, thé
hodc x06a).

Céac khang thé khac va manh gin két khang nguyén cua ching theo sang ché
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bao g?)m cdc axit amin ma bi dot bién, con c6 dd giéng it nhat 60, 70, 80, 90, 91, 92,
93, 94, 95, 96, 97, 98 hodc 99 phf?m trdm trong cac vung CDR véi céc vung CDR dugc
miéu ta trong cac trinh ty dugc md ta trong bang 2 va c¢6 kha nang gin két véi TSLP.
Theo mdt khia canh, cac khang thé khac va manh gin két khang nguyén ctia ching
theo sang ché bao gbm céc trinh tu axit amin dot bién trong d6 khong nhiéu hon 1, 2,
3, 4 hodc 5 axit amin bi dot bién trong cdc ving CDR khi so sanh véi cac ving CDR
duoc miéu ta trong cac trinh ty duge mo ta trong bang 2.

Sang ché ciing dé xuit céc trinh tu axit nucleic ma héa VH, VL, chudi ning
chidu dai ddy da, va chudi nhe chidu dai ddy di cta cdc khang thé va manh gan két
khang nguyén cua ching gin két ddc hiéu voi protein TSLP. Céc trinh ty axit nucleic
nay c6 thé dugc t6i wu hoa dé biéu hién trong té bao dong vat c6 vi.

Céc khang thé TSLP khac va méanh gin két khang nguyén cta ching bao gdm
cac khang thé va manh trong d6 céc axit amin hodc cic axit nucleic mad hoéa cac axit
amin nay bi dot bién, con ¢6 do gibng it nhat 60, 70, 80, 90 hodc 95 phan tram vdi cac
trinh tu dugc mo ta trong bang 2. Theo mot phuong 4n, cac khang thé va manh gin két
khang nguyén cua ching bao g0m céc trinh ty axit amin dot bién trong d6 khong nhiéu
hon 1, 2, 3, 4 hoac 5 axit amin bi dot bién trong cac vung bién dbi khi so sanh véi cac
ving bién d6i dugc miéu ta trong trinh tu dugc mo ta trong bang 2, trong khi gitr lai
hoat tinh diéu tri giéng vé co ban.

Do mdi trong s6 cac khing thé duge boc 16 & day co thé gdn két v6i TSLP, VH,
VL, cac trinh tu chudi nhe ¢6 chiéu dai déy du, va cac trinh tu chudi ning c6 chiéu dai
ddy di (cac trinh tu axit amin va céc trinh tu nucleotit ma hoa trinh tu axit amin) c6
thé dwoc “tron 1An va két hop” dé tao ra cac khéng thé gin két TSLP khéc va manh gin
két khang nguyén ctia chiing theo sdng ché. Céc khang thé gin két TSLP “tron 1an va
két hop” nay c6 thé duge kiém tra bing cach str dung céc thir nghiém gin két da biét
trong linh vuc nay (vi du, ELISA, va céc thir nghi¢ém khéc dugc md ta trong phan vi
du). Khi nhiing chudi nay duoc tron 1an va két hop, trinh tu VH tr mot cdp VH/VL cu
thé phai dugc thay thé bang trinh tw VH tuong tu vé chu trac. Tuong tu, trinh tw chudi
ning c6 chidu dai day du tir cap chudi ning co chiéu dai ddy dt/chudi nhe co chiéu dai
dAy di cu thé phai dugc thay thé bang trinh tw chudi ning c6 chidu dai ddy du tuong tu
vé cAu truc. Cling nhu vay, trinh ty VL tr mot cdp VH/VL cu thé phai dugc thay thé

béng trinh tu VL tuong tu vé chu tric. Tuong tu, trinh tu chudi nhe co chiéu dai dﬁy
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di tir cdp chudi ning c6 chidu dai ddy di/chudi nhe ¢6 chiu dai ddy di cu thé phai
dugc thay thé bang trinh twr chudi nhe c6 chilu dai ddy da tuong tur vé ciu tric.

Theo khia canh khéc, sang ché dé xut cac khang thé gin két TSLP bao gbm
cac ving CDR1, CDR2 va CDR3 ctia chudi ning va chudi nhe nhu duge mo ta trong
bang 2, hodc cac td hop cua ching. Cac ving CDR dugc mo ta bé“mg cach str dung hé
théng Kabat (Kabat et al. 1991 Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fifth
Edition, U.S. Department of Health and Human Services, NIH Publication No. 91-
3242), hodc st dung hé théng Chothia (Chothia et al. 1987 J. Mol. Biol. 196: 901-917;
va Al-Lazikani et al. 1997 J. Mol. Biol. 273: 927-948). Cac phuong phéap khac dé md
ta cac ving CDR c6 thé duoc sir dung thay thé. Vi du, céc dinh nghia vé CDR cua ca
Kabat va Chothia c¢6 thé duoc két hop.

Khi xem xét ring mdi trong s6 cac khang thé nay co thé gfn két voi TSLP va
tinh ddc hiéu lién két khang nguyén dugc tao ra chu yéu bdi cac ving CDR1, 2 va 3,
céc trinh tu CDR1, 2 va 3 cta VH va céc trinh tw CDR1, 2 va 3 cia VL ¢6 thé duogc
“tron 14n va két hop” (nghia 13, cac CDR tir cac khéng thé khac nhau c¢6 thé dugce tron
1An va két hop, mic di mdi khang thé phai chtra cic ving CDR1, 2 va 3 ciia VH va
CDRI1, 2 va 3 cta VL dé tao ra céc phén tir gin két TSLP theo sang ché. Céc khang
thé gin két TSLP “tron 1an va két hop” niy co thé duoc kiém tra bang cach sir dung
cac thir nghiém gin két da biét trong linh vuc nay va cdc thit nghiém da duoc mo ta
trong phin Vi du thuc hién sang ché (vi du, ELISA). Khi cdc trinh ty CDR cta VH
duoc tron 1an va Kkét hop, céc trinh ty CDR1, CDR2 va/ hodc CDR3 tur trinh ty VH cu
thé phai dugc thay thé bang (cac) trinh tw CDR tuong tu vé céu truc. Cling nhu vy,
khi céc trinh ty CDR ctia VL dugc tron 13n va két hop, trinh tu CDR1, CDR2 va/ hodc
CDR3 tir trinh tw VL cu thé phai duoc thay thé bing (cc) trinh tu CDR tuong tw vé
cAu tric. S& 1a hién nhién véi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay la cac
trinh tv VH va VL méi ¢6 thé dugc tao ra béng cach gay dot bién mot hodc nhiéu trinh
tu ving CDR cta VH va/ hodc VL c6 céc trinh tu twong tu vé cAu trac tir cac trinh tu
CDR duoc chi ra & day dbi véi cac khang thé don dong theo sang ché.

Theo d6, sang ché d& xuat khang thé don dong duogc phan 1ap hodc méanh gin
két khang nguyén ctia n6 chia ving bién ddi chudi ning CDR1 (HCDRI) chia trinh
tu axit amin dugc chon tu trinh tu bét ky dugc néu trong SEQ ID NO: 1, 4, hoac 5;

ving bién d6i chudi ning CDR2 (HCDR2) chira trinh ty axit amin dwgc chon tir trinh
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tu bat ky duge néu trong SEQ ID NO: 2 hodc 6; ving bién ddi chudi ning CDR3
(HCDR3) chtra trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 3; vung bién ddi chudi
nhe CDR1 (LCDRI1) chtra trinh ty axit amin dugc chon tir trinh ty bét ky dugc néu
trong SEQ ID NO: 11 hoic 14; ving bién ddi chudi nhe CDR2 (LCDR?2) chira trinh tur
axit amin dugc chon tir trinh tu bét ky dugc néu trong SEQ ID NO: 12 hodc 15; va
ving bién d6i chudi nhe CDR3 (LCDR3) chira trinh tu axit amin duoc chon tir trinh tu
bét ky duge néu trong SEQ ID NO: 13 hogc 16; trong d6 khang thé hoic manh khéang
thé gan két dic hiéu v6i TSLP.

Theo mot s& phuong an, khing thé hodc manh khang thé gin két dic hidu véi
TSLP 1a khang thé hoic manh khang thé dugc mo ta trong bang 2.

Theo mét s phuong 4n, séng ché @& xuét khang thé dugc phan 14p hodc manh
gin két khang nguyén cla no, gin két voi TSLP cta ngudi va chra céc trinh tu
HCDRI1, HCDR2, va HCDR3 dugc néu trong SEQ ID NO: 4, 2, va 3, tuong ing, va
céc trinh tu LCDR1, LCDR2, va LCDR3 dugc néu lan lugt trong SEQ ID NO: 11, 12,
va 13.

Theo mdt sé phuong 4n, sang ché d& xuit khang thé duoc phan 14p hodc méanh
gfn két khang nguyén cta no, gin két TSLP ctia ngudi va chira cdc trinh ty HCDRI,
HCDR2, va HCDR3 néu lan luot trong SEQ ID NO: 5, 6, va 3 va cic trinh ty LCDRI,
LCDR2, va LCDR3 néu lan lugt trong SEQ ID NO: 14, 15, va 16.

Theo mét s phuong 4n, séng ché @& xuét khang thé dugc phan 14p hodc manh
gin két khang nguyén cla né, gin két voi TSLP ctia ngudi va chaa céce trinh tu
HCDRI1, HCDR2, va HCDR3 duoc néu trong SEQ ID NO: 1, 2, va 3, tuong ing, va
c4c trinh ty LCDR1, LCDR2, va LCDR3 dugc néu lan luot trong SEQ ID NO: 11, 12,
va 13.

Theo mét sd phuwong 4n, séng ché d& xuét khang thé dugc phan 14p hodc manh
gin két khang nguyén cua no, gin két v6i TSLP ctia nguoi va chira VH chua trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO: 7, va VL chura trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO: 17.

Theo mot s& phuong an, sang ché d& xuét khang thé dugc phin 1ap hodc manh
gfn két khang nguyén cua no, gin két voi TSLP clia ngudi va chira chudi ndng chira
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 22, va chudi nhe chira trinh tu axit amin néu

trong SEQ ID NO: 25.
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Theo mot sb phuong an, sang ché dé xuit khang thé duoc phén 1dp hodc manh
gin két khdng nguyén cla no, gin két véi TSLP cia ngudi va chira chudi ning chira
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 9, va chudi nhe chira trinh tur axit amin néu
trong SEQ ID NO: 19.

Nhu duge st dung ¢ day, khing thé cia nguoi chira cac ving bién ddi chudi
ning hodc chudi nhe hodc chudi ning hoic chudi nhe chiéu dai diy di ma 1a “san
pham ctia” hodc “c6 ngudn gde tir” trinh tu dong mdm cu thé néu céc ving bién ddi
hotic céc chudi chidu dai ddy du cta khang thé thu dugc tir hé thdng ma sir dung cac
gen ma hoa globulin mién dich dong mam cta ngudi. Cac hé thdng nay bao gdm gay
mién dich chudt chuyén gen mang gen ma hoa globulin mién dich cta ngudi biang
khang nguyén quan tdm hogc sang loc thu vién gen ma hoa globulin mién dich cua
nguoi dugc hién thi trén thé thue khuin bang khang nguyén quan tim. Khéng thé cla
nguodi ma la “san phim ctia” hodc “c6 ngudn gbe tir” trinh tu globulin mién dich dong
mam cua nguoi co thé dugc xac dinh nhu vay béng cach so sanh trinh ty axit amin cua
khang thé ctia nguoi voi trinh tu axit amin cta globulin mién dich dong mam cua
ngudi va chon loc trinh tu globulin mién dich dong mam ctia ngudi ma gibng nhit vé
trinh tu (nghia 1a, % do gidng 16n nhét) v6i trinh tu cta khéng thé ctia ngudi. Khing
thé cia ngudi ma 1a “san phim ctia” hogc “c ngudn gde tir” trinh tu globulin mién
dich dong mam cu thé cta nguoi co thé chaa sy khac biét axit amin so voi trinh tu
dong mam nay, boi vi, vi du, dot bién soma tu nhién hoic su dua vao c6 chi y cta dot
bién diém dinh huéng. Tuy nhién, trong cac ving khung VH hodc VL, khang thé cta
nguoi duge chon loc thudng gidng it nhét 90% v& trinh tu axit amin véi trinh tu axit
amin duoc ma héa bing gen ma héa globulin mién dich dong mam clia ngudi va chia
cac gbe axit amin ma xac dinh khang thé ctia nguoi 1a khang thé ctia ngudi khi so véi
c4c trinh tu axit amin globulin mién dich dong mam cta loai khac (vi du, trinh ty dong
mam ctia chuot). Trong céac trudng hop nhit dinh, khang thé ctia nguoi c6 thé gibng it
nhit 60%, 70%, 80%, 90%, hoic it nhit 95%, hogc tham chi it nhat 96%, 97%, 98%,
hoidc 99% vé trinh ty axit amin v6i trinh ty axit amin dugc ma hoa boi gen ma hoa
globulin mién dich dong mam. Thong thuong, khéng thé cua ngudi tai to hop sé biéu
thi khong nhiéu hon 10 axit amin khéc v6i trinh tu axit amin dugc ma hoa bdi gen ma
hoa globulin mién dich dong mam cta nguoi trong cac vang khung VH hodc VL.

Trong cac truong hop nhit dinh, khang thé ctia ngudi c6 thé bidu thi khong nhiéu hon
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5, hoac tham chi khong nhiéu hon 4, 3, 2, hodc 1 axit amin khéc véi trinh ty axit amin

dugc ma hoa béi gen ma hoa globulin mién dich dong mam.
Céc khéang thé tuong ddng

Theo phuong 4n khéac nita, sdng ché @ xuét khang thé hodic manh gin két
khang nguyén ctia nd chira cac trinh ty axit amin tuong ddng v6i cac trinh ty duge mod
ta trong bang 2, va khing thé da néu gin két v6i TSLP, va van gitt dugc céc tinh chét
chirc ning mong mudn ctia cic khing thé duoc mo ta trong bang 2.

Vi du, sang ché d& xuét khang thé don dong dugc phén 14p (hodc méanh gin két
khang nguyén cua nd) chtra ving bién dbi chudi ning (VH) va ving bién dbi chudi
nhe (VL), trong d6 VH chura trinh ty axit amin gibng it nhét 80%, it nhét 90%, hoic it
nhat 95% véi trinh tu axit amin dugce chon tir nhoém bao gém SEQ ID NO: 7; VL chua
trinh tu axit amin giéng it nhit 80%, it nhét 90%, hogc it nhit 95% véi trinh tw axit
amin duoc chon tir nhém bao gdm SEQ ID NO: 17; khéng thé gén két dic hidu voi
protein TSLP va trc ché TSLP.

Theo mdt phuong an, cic trinh tu axit amin VH va/ hodc VL ¢6 thé gibng 50%,
60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99% véi céac trinh tu duge néu ra
trong bang 2. Theo mdt phuong an, céc trinh trr axit amin VH va/ hodc VL ¢o thé
giéng hét nhau ngoai trir su thé axit amin trong khong nhiéu hon 1, 2, 3, 4 hodc 5 vi tri
axit amin. Khang thé ¢6 cac ving VH va VL c6 do giéng cao (nghia 1a, 80% hozc hon)
v6i cac ving VH va VL ctia khang thé duge mo ta trong bang 2 c6 thé thu dugc bing
cich gy dot bién (vi dy, gdy dot bién dinh hudng diém hodc gy dot bién qua trung
gian PCR) céc phén tir axit nucleic ma hoa SEQ ID NO: 8 hogc 21, hoge SEQ ID NO:
18 hoic 24, tuong tng, sau do bing cach kiém tra khéng thé bi bién ddi da dugc ma
héa vé chiic nang duge gitt lai bang céch st dung céc thir nghiém duge md ta & day.

Theo mot phuong an, céc trinh tur axit amin chudi ning co chiéu dai day du va/
hodc chudi nhe c6 chidu dai ddy du co thé gibng 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%,
96%, 97%, 98% hoidc 99% vai cac trinh tu duge néu ra trong bang 2. Khang thé co
chudi ning c6 chiéu dai day di va chudi nhe c6 chidu dai day du co do gidng cao
(nghia 1a, 80% hodc 16n hon) véi chudi ning c6 chiéu dai ddy da néu trong SEQ 1D
NO: 9; va chudi nhe co6 chiéu dai déy du néu trong SEQ ID NO: 19, ¢o thé thu duogc
bing cach gay dot bién (vi du, gdy dot bién dinh hudng diém hodc gy dot bién qua

trung gian PCR) cdc phén tir axit nucleic ma hoa cac polypeptit nay mot cach tuong
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g, sau d6 bing cach kiém tra khang thé bi thay ddi duoc ma hoa nay vé chirc ning
van dugc giit lai bang cich st dung cac thir nghiém chirc ndng dugc mo ta & day.

Theo mdt phuong an, trinh tw nucleotit cua chudi ning c6 chiéu dai day du va/
hoiic chudi nhe c6 chidu dai ddy du co thé gidng 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98% hoiic 99% véi céc trinh tu duge néu ra trong bang 2.

Theo mdt phuong an, céac trinh ty nucleotit ctiia vung bién dbi cta chudi nang
va/ hodc chudi nhe c6 thé gidng 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% hoidc
99% v6i céc trinh tu dugc néu ra trong bang 2.

Nhu dugce st dung ¢ day, phin trim do gidng gitra hai trinh tu 12 chitc ning cta
s6 vi tri gidng nhau ma céc trinh ty ¢6 chung (nghia la, % do gibng bang voi sO vi tri
gidng nhau/téng s vi tri X 100), ¢6 tinh dén sb khoang tréng, va do dai mdi khodng
trdng, cin dugc dua vao dé sip xép thing hang t6i wu hai trinh tu. Viée so sanh cic
trinh tw va x4c dinh phén trim do gibng giita hai trinh tu c6 thé duoc thuc hién bing
cach sir dung thuat toan, nhu dugc mo ta trong phan vi du khong gi6i han dugi day.

Ngoai ra hodc theo cach khdc, trinh tur protein theo sang ché con ¢6 thé duoc sir
dung lam “trinh tu truy vAn” dé thuc hién nghién ctru so véi cac dir liéu cong khai dé,
vi du, x4c dinh céc trinh tu ¢6 lién quan. Vi dy, cac nghién clru nay c6 thé dugc thuc
hién bing céach st dung chuong trinh BLAST (phién ban 2.0) ctia Altschul, ez al., 1990
J. Mol. Biol. 215:403-10.

Céc khang thé chira cdc cdi bién bao toan

Theo mdt s6 phuong an, khang thé hoic manh gin két khdng nguyén ctia nd
theo sang ché ¢co vung bién ddi chudi niang chira cac trinh ty CDR1, CDR2, va CDR3
va vung bién ddi chudi nhe chira cac trinh tw CDR1, CDR2, va CDR3, trong d6 mdt
hodc nhiéu trong sb cac trinh tu CDR nay c6 thé x4c dinh cac trinh tu axit amin dua
trén cac khang thé dugc mo ta & day hodc cac cai bién bao toan cua chiing, va trong do
cac khang thé gitt duoc cac tinh chat chirc ning mong mudn cta cac khéng thé gan két
TSLP va manh gin két khang nguyén cta chung theo sang ché. Theo d6, sang ché dé
xuét khang thé don dong duoc phan 1ap, hodc manh gin két khang nguyén cta no, bao
gdm ving bién ddi chudi ning chira céc trinh tw CDR1, CDR2, va CDR3 va vung bién
d6i chudi nhe chira cac trinh tw CDR1, CDR2, va CDR3, trong do6: ving bién d6i chudi
nang CDRI1 chta trinh tu axit amin dugc chon tur trinh ty bét ky néu trong SEQ ID

NO: 1, 4, hoic 5, hodc cac bién thé bao toan cua chung; ving bién doi chudi nang
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CDR2 chtra trinh tu axit amin duoc chon tir trinh tu bit ky néu trong SEQ ID NO: 2
hodc 6, hoac cac bién thé bao toan cua ching; vung bién dbi chudi nang CDR3 chtra
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 3, hodc céac bién thé bao toan cua ching;
vung bién ddi chudi nhe CDR1 chtra trinh tu axit amin dugc chon tir trinh tu bét ky
néu trong SEQ ID NO: 11 hoic 14, hoic céc bién thé bao toan clia ching; ving bién
ddi chudi nhe CDR2 chtra trinh tu axit amin dugc chon tir trinh tu bét ky néu trong
SEQ ID NO: 12 hodc 15, hodc cac bién thé bao toan ciia chiing; va ving bién doi
chudi nhe CDR3 chura trinh tu axit amin duogc chon tir trinh tu bét ky néu trong SEQ
ID NO: 13 hodc 16, hodc céc bién thé bao toan cua ching; khiang thé nay hodc manh
oén két khang nguyén clia n6 gén két dic hidu véi TSLP va tc ché TSLP.

Theo mot sb phuong 4n, khéng th8 hodc manh gin két khang nguyén ctia n6 theo sang
ché c6 ving bién dbi chudi ning va ving bién ddi chudi nhe, trong d6 cic ving bién dbi chudi
ning va chudi nhe xac dinh cic trinh ty axit amin dua trén cac khang thé duoc mo ta ¢ day
hodic cac cai bién bao toan cta ching, va trong d6 cac khang thé nay gitt dugc céc tinh chat
chte nang mong muén cia céc khang thé gin két TSLP va manh gén két khang nguyén ctia
ching theo sang ché. Theo do, sang ché @ xuét khang thé don dong duge phan lap, hodc
manh gin két khang nguyén ctia n6, bao gdm ving bién d6i chudi ning va ving bién ddi
chudi nhe, trong d6: ving bién ddi chudi ning chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:
7, hodc cac bién thé bao toan cta chiing; ving bién d6i chudi nhe chira trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO: 17, hodc céac bién thé bao toan cua chung; khang thé nay hoic manh gin
két khang nguyén ciia né gin két dac hiéu véi TSLP va tre ché TSLP.

Céc khang thé gin két véi cling mot epitop

Sang ché d& xuit cac khing thé gin két v6i cing mdt epitop gidng nhu céc
khéng thé gén két TSLP hodc cic manh khang thé dugc liét ké trong bang 2. Céac
khang thé bd sung do dé céd thé duoc xac dinh dua trén kha ning canh tranh chéo cta
chung (vi du, dé wc ché theo cach canh tranh su gén két, theo cach quan trong theo
théng ké) véi cac khang thé khac va manh gin két khang nguyén ctia ching theo sang
ché trong céc thir nghiém géan két TSLP. Kha ning ctia khang thé kiém tra trong viéc
tre ché su gin két cta cac khang thé va manh gin két khang nguyén ctia ching theo
sang ché dbi v6i protein TSLP chimg minh rang khang thé kiém tra nay c6 thé canh
tranh voi khang thé theo sang ché trong su gin két voi TSLP; khang thé nay c6 thé,

theo thuyét khong han ché, gin két véi cing mot epitop hodc epitop ¢6 lién quan (vi
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du, tuong tu vé cAu tric hoic rit gin vé khong gian) trén TSLP nhu 1a khang thé ma
nécanhtnnﬁlvéLTTwolnétséphuongén,khéngthérnégénkétvéicﬁngln@tepﬂop
trén TSLP nhu 1a cac khang thé va manh gin két khdng nguyén ctia ching dugc boc 16
¢ day 1a khang thé don dong & ngudi. Céc khang thé don dong & ngudi ndy c6 thé
duge didu ché va duoc phan 1ap nhu duge md ta & ddy. Theo mot sb phuong 4n, khang
thd ma gin két v4i cting mot epitop trén TSLP nhu 1a céc khing thé va manh gin két
khang nguyén ctia ching theo sing ché 1a khang thé don dong & chudt. Theo cac
phuongénrﬁéidhﬁgkhéngthérnégénkétvéicﬁng1n©tepﬁoptxé1TSIl’nhulécéc
khang thé va manh gfin két khang nguyén cta chiing dugc boc 10 & day, 1a khing thé
don dong duoc lam gidng nhur ctia ngudi ¢6 ngudn gbc tir cac khang thé don dong cia
chudt. Theo phuong an nhit dinh, khang thé ma gin két v6i cing mot epitop trén
TSLP nhu 1a cc khang thé va méanh gfn két khang nguyén cta ching dugc boc 10 &
day 1a khang thé don dong dugc lam gidng nhu ctia nguoi. Cac khéng thé don dong
dugc lam giéng nhu cia nguoi nay co thé duoc diéu ché va dugc phéan 1ap nhu dugc
mo ta & day.

Theo mot ) phuong 4n, khing thé don dong duogc dé xuét & day, hodc manh
gélkéﬂdMngnguyélcﬁané,gélk&é@ch@uxéiepﬁqg&ongTSLPcﬁangubhﬂong
do epitop nay chtra mot hoac nhiéu trong s6 céc géc sau: Lys38, Ala41, Leu44, Serd5,
Thr46, Ser48, Lys49, 1le52, Thr53, Ser56, Gly57, Thr58, Lys59, Lys101, GInl45, va
Argl49 néu trong SEQ ID NO: 38. Theo mot s6 phuong an, khéng thé don dong dugc
dé xuét ¢ ddy, hoic manh gin két khang nguyén cla no, gin két dac hiéu véi epitop
trong TSLP cta nguoi, trong do6 epitop nay chura it nh4t mot, it nhit hai, it nhit ba, it
nhét bén, it nhit nam, it nhat séu, it nhit bay, it nhét tam, it nht chin, it nhit mudi, it
m@nmﬁmmﬁnﬁnmﬁh&ﬁnﬁﬁm&bmﬁﬁ&mﬂﬂ%mﬁﬂﬁnm&&m
hoic tAt ca cac gbe sau ddy: Lys38, Aladl, Leud4, Serd5, Thrd6, Ser48, Lys49, Ile52,
Thr53, Ser56, Gly57, Thr58, Lys59, Lys101, GInl45, va Argl49 néu trong SEQ ID
NO: 38.

Theo mot s6 phuong 4n, khang thd don dong dugc dé xuit & ddy, hodc manh
gin két khang nguyén cta no, gdn két dic hidu véi epitop trong TSLP cua ngudi, trong
do epitop nay chua it nhat mot, it nhét hai, it nhét ba, it nhét bdn, it nhAt nam, it nhét
sdu, it nhat bay, it nhét tam, hoic tht ca cac géc sau day: Lys38, Ala41, Leud4, Ser45s,
Thr46, Ser48, Lys49, I1e52, va Thr53 néu trong SEQ ID NO: 38. Epitop cta khang thé
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don dong nay hodc manh gin két khang nguyén ctia nd cdn co thé bao gdbm mdt hodc
nhiu trong sé céc gdc sau day: Ser56, Gly57, Thr58, Lys59, Lys101, GInl45, va
Arg149 néu trong SEQ ID NO: 38.

Theo mét sb phuong an, khang thé don dong duge dé xuét ¢ ddy, hoic manh
gin két khang nguyén ctia no, gin két dic hiéu véi epitop trong TSLP cua nguoi, trong
d6 epitop nay chira it nhat mot, it nhét hai, it nhit ba, hogc tit ca cac gbe sau ddy:
Ser56, Gly57, Thr58, va Lys59 néu trong SEQ ID NO: 38. Epitop ctia khang thé don
dong nay hodc manh gfn két khang nguyén ctia nd con ¢6 thé bao gdm mdt hodc nhiéu
trong sb céc géc sau day: Lys38, Ala41, Leud4, SerdS, Thr46, Serd8, Lys49, Ile52,
Thr53, Lys101, GIn145, va Arg149 néu trong SEQ ID NO: 38.

Theo mdt $b phuong an, khang thé don dong duogc dé xuét & day, hodc manh
gin két khang nguyén cia no, giin két ddc hiéu véi epitop trong TSLP cua nguoi, trong
d6 epitop nay chtra Lys101 néu trong SEQ ID NO: 38. Epitop ctia khang thé don dong
nay hoac manh gin két khang nguyén cia n6 con co thé bao gdm mdt hodc nhiéu trong
sé cac gbe sau diy: Lys38, Ala41, Leudd, Serd5, Thrd6, Ser48, Lys49, Ile52, Thrs3,
Ser56, Gly57, Thr58, Lys59, GIn145, va Argl49 néu trong SEQ ID NO: 38.

Theo mét sd phuong an, khang thé don dong dugc dé xuit & day, hodc manh
gfn két khang nguyén cta no, gin két dic hiéu véi epitop trong TSLP cta nguoi, trong
d6 epitop nay chita GIn145 hodc Argl49 néu trong SEQ ID NO: 38. Theo mdt 56
phuong an, khing thé don dong duge dé xuét ¢ day, hodc méanh gin két khang nguyén
clia n6, gin két dic hiéu véi epitop trong TSLP clia nguoi, trong d6 epitop nay chira
GIn145 va Argl49 néu trong SEQ ID NO: 38. Epitop cua khang thé don dong nay
hodic méanh gin két khang nguyén ctia nd con co thé bao gdm mot hodc nhiéu trong s6
cac géc sau day: Lys38, Ala41, Leud4, Serd5, Thr46, Serd8, Lys49, Ile52, Thr53,
Ser56, Gly57, Thr58, Lys59, va Lys101 néu trong SEQ ID NO: 38.

Theo mét sd phuong an, khang thé don dong dugc dé xuit & day, hodc manh
gin két khang nguyén cua no, gin két dic hiéu véi epitop trong TSLP clia nguoi, trong
do6 epitop nay chura it nhat mot, it nhat hai, it nhit ba, it nhat bdn, {t nhat nam, it nhét
sau, hodc tAt ca cac gde sau day: Lys49, le52, Gly57, Lys59, Lys101, GInl45, va
Arg149 néu trong SEQ ID NO: 38. Theo mdt s6 phuong 4n, khang thé don dong dugc
dé xuit & day, hoic manh gin két khdng nguyén cta no, gin két dic hiéu véi epitop

trong TSLP cta nguoi, trong d6 epitop nay chira tAt ca cac gbe sau day: Lys49, 11e52,
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Gly57, Lys59, Lys101, GIn145, va Arg149 néu trong SEQ ID NO: 38.

Theo mot sé phuong an, khang thé don dong dugce dé xudt & day, hoic manh
gin két khang nguyén ctia no, gin két dac hidu véi epitop trong TSLP cua nguoi, trong
do6 epitop nay chura it nhat mot trong sd céc bd gbc sau day néu trong SEQ ID NO: 38:
(a) Lys49 va Ile52, (b) Gly57 va Lys59, (c) Lys101, (d) GIn145 va Arg149. Theo mot
s phuwong 4n, khang thé don dong dugc dé xuat & diy, hoic manh gin két khang
nguyén cua no, gdn két dic hiéu véi epitop trong TSLP cua ngudi, trong dé epitop nay
chtra Lys49 va Ile52 néu trong SEQ ID NO: 38. Theo mot sé phuong 4n, khang thé
don dong dugc dé xudt & ddy, hoic manh gin két khang nguyén ctia no, gin két dac
hiéu véi epitop trong TSLP ctia nguoi, trong d6 epitop nay chira Gly57 va Lys59 néu
trong SEQ ID NO: 38. Theo mot sb phuong 4n, khang thé don dong duge dé xudt &
ddy, hoic manh gin két khang nguyén ctia no, gan két dac hiéu véi epitop trong TSLP
clia ngudi, trong do epitop nay chtra Lys101 néu trong SEQ ID NO: 38. Theo mot sd
phuong an, khang thé don dong dugc dé xuat & diy, hodc méanh gin két khang nguyén
ctia no, gin két diac hiéu véi epitop trong TSLP ctia ngudi, trong d6 epitop nay chira
GInl45 va Argl49 néu trong SEQ ID NO: 38.

Theo mot s& phuong 4n, cic phan ti gfn két TSLP nay c6 thé chua paratop
chtra it nhat mot, it nhét hai, it nhét ba, it nhét bon, it nht nam, it nhét séau, it nhét bay,
it nhét tam, it nhat chin, it nhdt 10, it nht 11, it nhit 12, it nht 13, it nhat 14, it nhét
15, it nhét 16, it nhat 17, it nhat 18, it nhét 19, hodc tit ci cic gbc sau day: Thr2g,
Asp31, Tyr32, Trp33, Asp56, Glul01, I1e102, Tyr103, Tyr104, Tyrl05 ctua trinh tu
chudi ning néu trong SEQ ID NO:22 hodc Gly28, Ser29, Lys30, Tyr31, Tyr48, Asp30,
Asn51, Glu52, Asn65, va Trp92 cuia trinh tu chudi nhe néu trong SEQ ID NO:25.

Khi epitop mong mudn trén khang nguyén duoc xéc dinh, co thé tao ra cac
khang thé ddi vai epitop d6, vi du, st dung céc k¥ thuét dugc mo ta trong sang ché.
Theo cach khéac, trong qud trinh tim kiém, viéc tao ra va xac dinh dic diém cua cac
khang thé c6 thé 1am rd thong tin v& céc epitop mong mudn. Tur thong tin ndy, nho do
¢6 thé sang loc canh tranh cac khang thé dé gin két voi cting mot epitop. Cach tiép cén
dé dat duogc diéu nay la thuc hién cac nghién ctru canh tranh chéo dé tim ra céc khang
thé gin két canh tranh véi khang thé khac, vi du, cac khang thé canh tranh dé gan két
véi khang nguyén. Quad trinh ndng suét cao dé “loai trir (binning)” cac khang thé dwa

trén su canh tranh chéo cua chiing dugc md ta trong cong bo don sang ché quoc t€ sd

-57-



32578

WO 2003/48731. Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ndy s thira nhin rang,
theo thuc té bit ky cai gi ma khang thé c6 thé gin két dic higu véi 6 thé 1a epitop.
Epitop c6 thé chira cac gbc ma khang thé gin két vao.

N6i chung, cac khang thé cu thé ddi véi khang nguyén nhim dich cu thé s& uu
tién nhan dién epitop trén khang nguyén dich trong hdn hop phirc cua protein va/ hodc
cac dai phan tu.

Cac vung cua polypeptit nhat dinh ma bao gdm epitop ¢6 thé duge xac dinh
bing cach st dung s6 luong bit ky cac k¥ thuét 1p ban o epitop, da biét o trong linh
vue nay. Xem, vi du, Epitop Mapping Protocols in Methods in Molecular Biology,
Vol. 66 (Glenn E.Morris, Ed., 1996) Nguoia Press, Totowa, New Jersey. Vi du, cac
epitop tuyén tinh c6 thé ¢6 thé duoc xac dinh bang vi du, ddng thoi tong hop s6 luong
16n peptit trén cac chét hd tro rin, cic peptit twong Gng véi céc phin cta phan tir
protein, va cho céc peptit phan g v6i cac khang thé trong khi cac peptit ndy van
duge gin vao cac chit hd trg. Cac k¥ thuat nay da biét trong linh vuc ndy va dugc md
ta trong, vi du, bing sang ché My sb 4,708,871; Geysen et al, (1984) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 8:3998-4002; Geysen ef al., (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:78-
182; Geysen et al., (1986) Mol. Immunol. 23:709-715. Tuong tu, céc epitop c4u hinh
dé dang dugc xdc dinh bang cach xac dinh cdu hinh khong gian ctia cdc axit amin
TSLP ching han nhu bang, vi du, trao d6i hydro/doteri, cong hudng tr hat nhén tinh
thé tia x va hai chiéu. Xem, vi du, Epitop Mapping Protocols, ¢ trén. Cac ving khang
nguyén cua céc protein cling ¢o thé duge xdc dinh bang céch sir dung cac biéu d6 tinh
khéng nguyén tiéu chuén va biéu dd sir dung nu6e (hydropathy plot), ching han nhu
cac biéu d6 dugc tinh toan béng cach sir dung, vi dy, chuong trinh phén mém Omiga
phién ban 1.0 san c¢6 tr Oxford Molecular Group. Chwong trinh méy tinh nay sir dung
phuong phap Hopp/Woods, Hopp et al., (1981) Proc. Natl. Acad. Sci USA 78:3824-
3828; dé xac dinh dic tinh khang nguyén, va ky thudt Kyte-Doolittle, Kyte ef al,
(1982) J.Mol. Biol. 157:105-132; déi v6i biéu dd sir dung nudc.

Céc khéng thé duoc thiét k& va cai bién

Khang thé theo sang ché con c6 thé dugc didu ché bang cach sir dung khang thé
c¢6 mot hoac nhiéu trong sb cac trinh tu VH va/ hodc VL lam vt liéu khoi dau dé thiét
ké khang thé duoc cai bién, khang thé cai bién nay co thé c6 cac tinh chét thay doi so

v6i khang thé ban dAu. Khang thé c6 thé duoc thiét ké bang cach céi bién mot hodc
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nhidu cac gbe nim trong mot hodc cé hai ving bién ddi (nghia 13, VH va/ hoiic VL), vi
du nam trong mot hodc nhiéu ving CDR va/ hodc niam trong mot hoic nhiéu ving
khung. Ngoai ra hodc theo cach khac, khang thé ¢6 thé dugc thiét ké bang cach cai
bién cac gbe nim trong (cac) ving ¢b dinh, vi du dé thay ddi (cac) chire ning hiéu tmg
ctia khang thé.

Mot loai trong sé cac k§ thuat thiét ké ving bién ddi c6 thé duge thuc hién 1a
ghép CDR. Céc khang thé tuong tac véi cac khéang nguyén dich chi yéu théng qua cic
obc axit amin dugc dat trong sdu ving quyét dinh bd sung cla chudi ning va chudi
nhe (CDR). Vi ly do nay, céc trinh ty axit amin nim trong CDR da dang hon gifta cac
khang thé riéng biét hon 1a céc trinh tw ndm ngoai CDR. Vi cdc trinh tu CDR chiu
trach nhiém cho hau hét cic twong tic khang thé-khang nguyén, né co thé biéu hién
céc khang thé tai td hop ma bét chudc cac tinh chat cta cac khang thé tir nhién cu thé
bang cach xdy dung cac vecto biéu hién bao gdm céc trinh tw CDR tir khang thé tu
nhién cu thé duoc ghép 1én trén cac trinh ty khung hoat dong tir khang thé khéc c6 cac
tinh chit khac (xem, vi du, Riechmann, L. et al, 1998 Nature 332:323-327; Jones, P.
et al, 1986 Nature 321:522-525; Queen, C. et al, 1989 Proc. Natl. Acad., U.S.A.
86:10029-10033; bing sang ché My sb 5,225,539 cép cho Winter, va bing sing ché
My sb 5,530,101 5,585,089; 5,693,762 va 6,180,370 cip cho Queen et al).

Céc trinh tu khung hoat dong nay co thé thu duogc tlr co s& dit lieu ADN cong
khai hodc tai liéu tham khao da dugc xuit ban bao gdm cac trinh tu gen khéng thé
dong mam hoic cic trinh tu gen khang thé duoc sip xép lai. Vi du, céc trinh tw ADN
dong mim déi véi cdc gen ving bién ddi chudi ning va chudi nhe ciia ngudi c6 thé
dugc tim thiy trong co s& dit lidu trinh ty dong mam cla ngudi "VBase" (sin ¢6 trén
mang Internet & trang www.mrc-cpe.cam.ac.uk/vbase), cling nhu trong Kabat, E. A., et
al, 1991 Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition, U.S.
Department of Health and Human Services, ) cong bd NIH 91-3242; Tomlinson, 1.
M., et al., 1992 J. fol. Biol. 227:776-798; va Cox, J. P. L. et al., 1994 Eur. J] Immunol.
24:827-836; ndi dung ctia mdi co s dit liéu trong sé nay duoc két hop 16 rang & day
bing cach tham chiéu. Vi du, c4c trinh tu ADN dong mam ddi vé6i céc gen ving bién
d6i chudi nang va chudi nhe clia ngudi va céc trinh tu gen khang thé duge sip xép lai
¢6 thé duge tim thdy trong co sé dir lidu “IMGT” (san ¢6 trén mang Internet ¢ trang

www.imgt.org; xem Lefranc, M.P. et al., 1999 Nucleic Acids Res. 27:209-212; ndi
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dung ctia mdi co s& dit liéu trong sé nay duoc két hop 1o ring & day bang cach tham
chiéu).

Vi du vé c4c trinh tu khung hoat dong dé sir dung trong céc khéng thé va manh
gin két khang nguyén ctia chiing theo séng ché 1a céc trinh tr ma twong tu v& cdu tric
v&i céce trinh tu khung hoat dong dugce st dung béng cac khang thé duoc chon va manh
gin két khang nguyén cta chiing theo séng ché, vi du, cac trinh tu thdng nhét va/ hoic
cac trinh tu khung hoat dong dugc st dung bing cac khang thé don dong theo sing
ché. Cac trinh ty CDR1, 2 va 3 ctia VH, va céc trinh tw CDR1, 2 va 3 ctia VL, ¢6 thé
dugc ghép 1én trén cac vung khung c6 trinh tu gidng nhau nhu da tim thdy trong gen
ma hoéa globulin mién dich dong mAm ma trinh tu khung hoat dong nay bat ngudn tir
d6, hodc cac trinh tu CDR c¢6 thé duoc ghép 1én trén cdc ving khung chira mot hodc
nhidu dot bién so v6i cac trinh ty dong mam nay. Vi du, nguoi ta da tim thiy 1a trong
mot sb truong hop, ¢6 loi khi giy dot bién céc gbe nim trong cac ving khung dé duy
tri hoac tang cuong kha nang gin két khdng nguyén cla khang thé (xem vi du, cac
bing sdng ché My sb 5,530,101; 5,585,089; 5,693,762 va 6,180,370 cip cho Queen et
al).

Loai céi bién ving bién ddi khac 1a gy dot bién cac gde axit amin nim trong
cac vung CDR1, CDR2 va/ hodac CDR3 cua VH va/ hodc VL dé nho d6 cai thién mot
hoac nhiéu tinh chét gén két (vi du, ai lyc) ctuia khing thé quan tam, dugc biét dén nhu
1a “su thanh thuc &i luc”. Gy dot bién diém dinh huéng hogdc gy dot bién qua trung
gian PCR ¢6 thé dugc tién hanh dé dua céc dot bién vao va tac dong lén su gin két
khang thé, hoic tinh chét chirc nang quan tam khéc, co thé dugc danh gia trong céc thir
nghiém in vitro hodc in vivo nhu dugc md ta ¢ day va duge d& xuét trong phan Vi du
thuc hién sang ché. Céc cai bién bao toan (nhu dugc thio ludn & trén) c6 thé duge dua
vao. Céac dot bién co thé 1a thé, thém hodc xda axit amin. Hon nita, thong thudng
khong nhiéu hon mét, hai, ba, bdn hodc nam géc nam trong vuing CDR bi thay dbi.

Nhiéu khung hoidc gia d& khang thé/ globulin mién dich c6 thé duoc st dung
mién 1a polypeptit tao thanh bao gdm it nhat mot ving gin két ma gin két dic hiéu véi
TSLP. Cac khung hoac gia do nay bao gdm 5 idiotyp chinh cta céc globulin mién dich
ctia ngudi, manh gan két khang nguyén ctia chiing, va bao gdm céc globulin mién dich
clia cac loai dong vat khac, tot hon 1a c6 cac khia canh duge lam gidng nhu ctia ngudi.

Céac khang thé chudi ning don ching han nhu cac khang thé duoc xac dinh & lac da
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dic biét duoc quan tim trong trudng hop nay. Cac khung, gid d& va manh mdi tiép tuc
duoc tim kiém va phat trién boi ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay.

Theo mot khia canh, sang ché dé cép dén phuong phép tao ra globulin khong
mién dich dua trén cdc khang thé bing cach st dung céc gid do globulin khong mién
dich mién dich ma cdc CDR theo sdng ché c6 thé duge ghép 1én d6. Céac khung va gia
do globulin mién dich da biét hodc chua biét c6 thé dugc sir dung, mién 1a chung chira
ving gin két cu thé cho protein TSLP muc tiéu. Cac khung hodc gid do globulin
khong mién dich bao gdm, nhung khong gi6i han ¢, fibronectin (Compound
Therapeutics, Inc., Waltham, Mass.), ankyrin (Molecular Partners AG, Zurich,
Switzerland), cac khéang thé mién (Domantis, Ltd., Cambridge, UK, va Ablynx nv,
Zwijnaarde, Belgium), lipocalin (Pieris Proteolab AG, Freising, Germany), cac dugc
phém mién dich mdé dun nhé (Trubion Pharmaceuticals Inc., Seattle, Wash.),
maxybody (Avidia, Inc., Mountain View, Calif.), Protein A (Affibody AG, Sweden),
va affilin (gamma-crystallin hodc ubiquitin) (Scil Proteins GmbH, Halle, Germany).

Céac gia do fibronectin dya trén mién fibronectin typ III (vi du, md dun thi
mudi cua fibronectin typ III (mién 10 Fn3)). Mién fibronectin typ III nay c6 7 hodc 8
beta soi dugc phan phdi gitra hai phién beta, céc phién nay tu budc vao nhau dé tao
thanh 18i protein, va con chtra cac cudn (twong tu voi cac CDR) két ndi cac soi beta
v6i nhau va duoc tiép xtic dung mdi. C6 it nhit ba cudn nhu vy & mdi canh cua két
céu kep phién beta, & ddy canh la gi6i han cta protein vuéng goc v6i hudng cla soi
beta nay (xem cOng b6 don séang ché My sb 6,818,418). Cac gia do gdc fibronectin nay
khong phai 1 globulin mién dich, mac du toan bd nép gip co lién quan mat thiét voi
manh khang thé chirc nang nho nhit, vung bién ddi ctia chudi nang, bao gém toan bo
don vi nhan dién khang nguyén ¢ IgG cua lac da va lac da khong bugu. Do cAu tric
nay, khang thé globulin khong mién dich bt chudc cac tinh chit gin két khang
nguyén c6 ban chét va 4i luc twong tu ddi véi cac dic tinh clia cdc khang thé. Cac gia
dd nay c6 thé dugc sir dung trong chién lugc ngau nhién héa va xdo trdn cudn in vitro
ma tuong tw v4i qué trinh thanh thuc 4i luc cla céc khang thé in vivo. Céc phan tir gbc
fibronectin ¢6 thé duoc sir dung lam gid do trong d6 vung cudn cua phan tir nay c6 thé
duoc thay thé bang cac CDR theo sang ché sir dung cac k¥ thuét tach dong tiéu chuan.

Cong nghé ankyrin 1a dya trén sit dung céc protein véi cdc md dun ldp lai co

ngudn gde ankyrin lam gid do dé mang cac ving bién doi ma c6 theé duge st dung dé
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gin két v6i cac muc tidéu khdc nhau. Mo dun Iap lai ankyrin 1a polypeptit c6 33 axit
amin bao gém hai xodn alpha ddi song song va vong beta. Su gfin két cac ving bién
dbi chu yéu dugc toi uu hoa bang céch st dung hién thi ribosom.

Céc avime c6 ngudn gbc tir protein chira mién A ty nhién ching han nhu LRP-
1. Thue chét, nhitng mién nay duoc st dung dbi véi cac tuong tac protein-protein va &
nguoi trén 250 protein 1a dya trén cac mién A vé cu tric. Cac avime bao gdm mot sd
monome “mién A” khac nhau (2-10) dugc lién két thong qua céc mdi lién két axit
amin. Céc avime ma c6 thé gin két voi khang nguyén dich ¢ thé duoc tao ra sir dung
phuong phap duge md ta trong, vi du, cic cdng b6 don sang ché My s6 20040175756;
20050053973;20050048512; va 20060008844.

Affibody 14 cac phdi tir 4i luc nhd, cdc protein don gian gdbm mdt b ba xoin
duva trén gia do cua mdt trong nhiing mién gin két IgG cua Protein A. Protein A 1a
protein bé mit tir vi khuén tu cau vang (Staphylococcus aureus). Mién gid do nay gdm
58 axit amin, 13 trong s6 nay duoc chon ngiu nhién dé tao ra cac thu vién affibody véi
mot sb luong 16n céac bién thé phéi tor (xem vi dy, cong bd don séng ché My s6
5,831,012). Céc phan tr affibody bét chudce cac khang thé, ching c6 trong lwgng phén
tr 6kDa, so véi trong lugng phan tir clia cdc khang thé, 1a 150kDa. Mic du c6 kich
thude nho, vi tri gén két clia cac phén tir affibody twong tu voi vi tri gfn két cta khang
thé.

Anticalin 13 céc san pham dugc phét trién boi cong ty Pieris ProteoLab AG.
Chung ¢6 ngudn gdc tir lipocalin, mot nhom rdng bao gbm céc protein nhé va manh
ma thuong c6 lién quan dén van chuyén hoidc luu trit sinh 1y cdc hop chit nhay cam
héa hoc hodc khéng tan. Mot vai lipocalin tu nhién xuét hién trong mo cua nguoi hodc
chit 16ng trong co thé. CAu tric protein niy lam lién tudng dén globulin mién dich, véi
céc cudn siéu bién trén dinh ctia khung ¢ dinh. Tuy nhién, nguge lai v6i céc khang
thé hodc manh tai tb hop ctia ching, lipocalin dugc céu tao gdbm chudi polypeptit don
c6 160 dén 180 géc axit amin, chi 16n hon mién globulin mién dich don mdt chat. BO
bdn cudn, tao nén thi gén két, cho théy tinh déo cu trac rd rét va dung nap rit nhiéu
chudi bén. Vi tri gén két vi vay co thé dinh hinh lai theo quy trinh riéng dé nhan dién
céc phan tir dich quy dinh ¢6 hinh dang khac nhau véi di luc va tinh ddc hi¢u cao. Mot
protein clia ho lipocalin, protein gin két bilin (BBP) theo Pieris Brassicae da dugc s

dung dé phat trién cac anticalin bang cach giy dot bién bd bbn cudn. Mot vi du vé don
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sing ché md ta cac anticalin 1a trong cong b6 don sang ché qubc t& s& WO
1999/16873.

Céc phén tr affilin 13 cac protein khong phai globulin mién dich nhé duoc thiét
ké cho céc 4i luc cu thé hudng t6i cac protein va cdc phan tr nhod. Céc phén tir affilin
méi ¢6 thé nhanh chong duge chon tir hai thu vién, mdi trong s6 nay dua trén protein
gid d& ¢6 ngudn gbc tir nguoi khac nhau. Céc phén i affilin khong cho thdy bét ky su
tuong dong cAu trac ndo véi cac protein globulin mién dich. Hién nay, hai gia d&
affilin duge st dung, mot trong s6 chung 14 tinh thé gama, protein trong thiu kinh cta
mit ngudi va gid do con lai 1a protein thudc siéu ho "ubiquitin". Ca hai gia d& cla
ngudi déu rat nho, cho thdy kha ning 6n dinh nhi¢t d§ cao va gan nhu khang lai su
thay d6i do pH va cic chét bién tinh. Kha ning 6n dinh cao nay chi yéu 1a do ciu tric
phién beta ctia c4c protein dugc md rong. Vi du vé cac protein co ngudn gde tinh thé
gama crystalline dugc md ta trong cong b6 don sang ché quc té s&6 WO 2001/04144
va vi du vé cic protein " gidng nhu ubiquitin" duge mo ta trong WO 2004/106368.

Céc chét bat chudc epitop ctia protein (Protein epitop mimetics - PEM) la céc
phén t&r ¢6 kich thugc trung binh, dang vong, gibng nhu peptit (MW 1-2 kDa) bt
chude céu triic bac hai beta-hairpin secondary cua protein, céu tric bic hai chinh lién
quan dén twong tac protein-protein.

Cac khéng thé gén két TSLP ctia ngudi 6 thé duge tao ra bing cach sir dung
céc phuong phép da biét trong linh vuc ndy. Vi du, cong nghé tao khang thé gidng nhur
ctia nguoi (humaneering) dugce st dung dé chuyén hoa cac khang thé khong phai ctia
nguoi vao cdc khang thé cua ngudi duge thiét ké. Cong bd don sang ché My sd
20050008625 md ta phuong phap in vivo thay thé ving bién ddi trén khéng thé khong
phéi ciia nguoi bing viing bién dbi ctia ngudi trong khang thé trong khi van duy tri céc
dac tinh gin két gidng hodc t6t hon so véi khang thé khong phai ctia ngudi. Phuong
phép nay dua vao su thay thé hudng dan epitop clia cdc ving bién dbi ciia khang thé
tham chiéu khong phai cia ngudi biang khang thé day du cia nguoi. Khing thé cta
nguoi hinh thanh néi chung khong lién quan vé cAu trac v6i khang thé tham chiéu
khong phai cta ngudi, nhung gin két véi clng epitop trén cung khéng nguyén nhu
khang thé tham chiéu. Tém lai, cach tiép can thay thé bd sung hudng epitop nbi tiép
duoc cho phép bing cach thiét 14p su canh tranh trong céc té bao gitra “chat canh

tranh” va thu vién gdm nhiéu giong lai da dang ctia khang thé tham chi€u (“cac khang
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thé kiém tra”) d& gin két v6i luong gidi han khdng nguyén khi c6 mit hé théng chat
thong bao c6 déap ting véi su gfn két cia khang thé kiém tra v6i khang nguyén. Chit
canh tranh c6 thé 1a khéng thé tham chiéu hodc dan xuit cua nd chéng han nhu manh
Fv don chudi. Chét canh tranh cling ¢6 thé 1a phéi tt tu nhién hodc nhén tao cua khang
nguyén ma gin két véi cling epitop nhu khang thé tham chiéu. Yéu cdu duy nhit cta
chét canh tranh 12 n6 gén két véi cung mdt nhu khang thé tham chiéu, va n6 canh tranh
v6i khang thé tham chiéu ddi véi su gin két khang nguyén. Céc khang thé kiém tra c6
mot ving V gin két khang nguyén chung tir khang thé tham chiéu khong phai cua
ngudi, va vung V con lai dugce chon ngau nhién tur ngudn da dang ching han nhu thu
vién danh muc céc khang thé ctia nguoi. Ving V chung tir khang thé tham chiéu déng
vai tro din dit, dua cac khang thé kiém tra vao vi tri trén cung epitop trén khéng
nguyén, va theo cung hudng, sao cho sy chon loc thién vé phia d6 chinh xac gin két
khang nguyén cao nhat ddi véi khang thé tham chiéu.

Nhiéu loai trong s cac hé thong chit thong bao c6 thé dugc sir dung dé phat
hién céc tuong tic mong mudn giita cac khang thé kiém tra va khang nguyén. Vi du,
cdc manh bd sung cho chit thong béo c6 thé lién két voi khang nguyén va khang thé
kiém tra, tuong ung, su kich hoat chét thong bao béng cach bd sung manh chi xay ra
khi khang thé kiém tra gin két voi khang nguyén. Khi dung hop khang thé kiém tra va
manh thong béo khéng nguyén dong biéu hién véi chit canh tranh, su kich hoat chit
thong bao s& phu thudc vao kha nang canh tranh ctia khang thé kiém tra voi chat canh
tranh, n6 ti 1& thuan vé6i 4i luc cta khang thé kiém tra dbi v6i khang nguyén. He¢ thdng
chat théng bao khac ma c6 thé duoc st dung bao gdm mdy kich hoat hé thdng tai kich
hoat chit thong béo e ché tu dong (an auto-inhibited reporter reactivation system -
RAIR) nhu duge boc 10 trong chudi don séing ché My s 10/208,730 (cong bd don sb
20030198971), hoac hé théng kich hoat canh tranh dugc bdc 16 trong chudi don sang
ché My s 10/076,845 (cong bd don s6 20030157579).

V6i hé théng thay thé bo sung huéng dan epitop nbi tiép, su chon loc dugc thuc
hién dé x4c dinh cac té bao biéu hién khéng thé kiém tra don 1¢ cing véi chit canh
tranh, khang nguyén, va céc thanh phan thong bdo. Trong nhiing té bao nay, moi
khang thé kiém tra canh tranh mot-mot véi chét canh tranh dé gin két véi luong gidi
han khang nguyén. Hoat tinh cta chét thong béo ti 1& thuan véi lugng khang nguyén

gin két voi khang thé kiém tra, do d6 ti 1¢ thuan véi 4i luc cua khang thé kiém tra déi
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v6i khang nguyén va tinh 6n dinh cta khang thé kiém tra. Cac khang thé ban dau duoc
chon trén co s& hoat tinh ctia chiing so vdi hoat tinh cta khang thé tham chiéu khi
duoc biéu hién nhu 1a khing thé kiém tra. Két qua cta vong lua chon dau tién 1a bd
c4c khang thé "lai", mdi trong s6 nay bao gdm ving V khong phai clia ngudi gidng
nhau tir khang thé tham chiéu va ving V clia ngudi tir thu vién, va mdi trong s6 nay
gin két v6i cling epitop trén khéang nguyén nhu khang thé tham chiéu. Mot hodc nhiéu
khang thé lai dugc chon trong vong dAu tien s& c6 ai luc ddi v6i khang nguyén c6 thé
tuong duong hodc cao hon ai luc cua khang thé tham chiéu.

Trong bude thay thé ving V thir hai, cic ving V clia ngudi duoce chon trong
bude diu tién duge st dung dé huéng din cho chon loc céc thay thé ctia ngudi cho
vung V cta khang thé tham chiéu khong phai ngudi con lai vé6i thu vién da dang céac
vung V cla nguodi cd cung ngudn gdc. Cac khang thé lai duoc chon trong vong dau
tién cling c6 thé duoc str dung lam chét canh tranh cho vong chon thit hai. Két qué cua
vong chon thtr hai 1a mot bo diy du cac khang thé nguoi khac vé cdu triic v6i khang
thé tham chiéu, nhung canh tranh v6i khang thé tham chiéu dé gin két véi cing khing
nguyén. Mot sb trong s6 cac khang thé ngudi duge chon gin v4i ciing epitop trén cling
khang nguyén nhu khang thé tham chiéu. Mot hodc nhiéu trong sb cac khang thé nguoi
dugc chon nay gin két véi cling epitop véi i luc twong duong hodc cao hon ai luc ciia

khang thé tham chiéu.
Céc khang thé lac da

Céc protein khang thé thu duoc tir cac thanh vién clia ho lac da va lac da mot
budu (Camelus bactrianus va Calelus dromaderius) bao gdm céc thanh vién méi clia
thé gidi ching han nhu loai lac da khong bu6u llama (Lama paccos, Lama glama va
Lama vicugna) dugce xac dinh dac diém v& kich thudc, tinh phirc tap cu tric va tinh
khang nguyén dbi véi cac d6i tugng 1a ngudi. Céc khéng thé IgG nhit dinh tir ho dong
vat ¢6 v nay nhu dugc tim thdy trong tu nhién thiéu cac chudi nhe, va vi vay khéc
biét v& cAu tric v6i bdn cdu trac bon chudi thong thudng c6 hai chudi ning va hai
chudi nhe, dbi v6i cac khang thé tir cac dong vat khac. Xem sang ché qudc té sb
PCT/EP93/02214 (WO 94/04678 duoc cong bd ngiy 3 thang 3 ndm 1994).

Viung khang thé lac da 1a mién bién ddi don nho duoc xac dinh nhu 1a VHH ¢6
thé thu duoc bang k§ thuat di truyén dé tao ra protein nho c6 éi luc cao d6i vai dich,

hinh thanh nén protein c6 ngudn goc khing thé ¢o trong lwong phén tir thap dugc biét

-65-



32578

dén nhu 12 “nanobody ctia lac da”. Xem cong bd don séng ché My s6 5,759,808 dugc
xuét ban ngiy 2 thang 6 nam 1998; ngoai ra xem Stijlemans, B. et al, 2004 J Biol
Chem 279: 1256-1261; Dumoulin, M. et al., 2003 Nature 424: 783-788; Pleschberger,
M. et al. 2003 Bioconjugate Chem 14: 440-448; Cortez-Retamozo, V. et al. 2002 Int J
Cancer 89: 456-62; va Lauwereys, M. et al. 1998 EMBO J 17: 3512-3520. Céc thu
vién khang thé lac da duogc thiét ké va cac manh khang thé 1a sén ¢o trén thi truong, vi
dy, tir Ablynx, Ghent, Belgium. Nhu véi cdc khang thé khac va manh gin két khang
nguyén cua ching co ngudn gbc khong phai tir ngudi, trinh tu axit amin ctia khing thé
lac da c6 thé bi bién dbi tai td hop dé thu dugc trinh tu gidng trinh tu clia ngudi nhitu
hon, nghia 13, nanobody nay co thé “duoc lam gidng nhu cta nguodi”. Vi vy, tinh
khang nguyén thip tu nhién ctia cdc khang thé lac da ddi voi nguoi ¢ thé giam thém
nita.

Nanobody cua lac da c6 trong lugng phéan tir xép xi 1/10 trong lugng cua phén
ttr IgG clia nguoi, va protein ndy c¢6 dudong kinh vat 1y chi vai nanomet. Mot hé qua
ctia kich thuée nhé 1a kha ning gin két ciia nanobody cta lac da véi cac vi tri khang
nguyén ma khong nhin thdy vé chiic ning & cac protein khang thé 16n hon, nghia 13,
nanobody cua lac da hitu ich lam chét phan tmg dé phat hién c4c khang nguyén an str
dung cac k¥ thuat mién dich hoc ¢ dién, va lam chit ¢6 thé didu tri. Vi vy, hé qua
khéc nira ctia kich thude nhé do 1a nanobody ciia lac da c6 thé e ché nhu 1a két qua
cua vi¢e gén két voi vi tri cu thé trong rinh hodc khe hep cua protein dich, va do do ¢o6
thé co kha ning d6 1a cuc ky gidng vé6i chiic ning cla thudc ¢6 trong luong phén t
thip c6 dién hon 14 chirc ning ctia khang thé ¢d dién.

Trong luong phan tu thap va kich thuéc nhé gon con hinh thanh nén cic
nanobody cua lac da cuc ky bén nhiét, dn dinh voi céc gia tri pH cuc doan va véi su
phan huy bing cach thily phéan protein, va tinh khing nguyén yéu. Hé qua khic la
nanobody ctia lac da dé dang di chuyén tir hé tudn hoan vao céc md, va tham chi vuot
qua hang rao mau nio va ¢o thé didu trj céc rdi loan ¢6 anh huong dén md than kinh.
Nanobody con cd thé tao diéu kién thuan loi cho viéc vin chuyén duoc chét qua hang
r20 mau ndo. Xem don sang ché My s6 20040161738 dugc xuét ban ngay 19 thang 8
nam 2004. Nhiing ddc tinh nay két hop v&i tinh khang nguyén yéu v6i ngudi cho thiy
tiém ning diéu tri tuyét voi. Ngoai ra, nhitng phan tir nay c6 thé dugc biéu hién diy du

trong cic té bao nhan xo chang han nhu E. coli va dugc bi¢u hién nhu 1a cac protein
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dung hop véi thé thuc khuin va co chirc ning.

Theo do, ddc trung cia sang ché 1a khang thé hoic nanobody cua lac da c6 ai
luc luc cao dbi v6i TSLP. Theo mot phuong én & déy, khang thé hozc nanobody ctia
lac da duoc tao ra tu nhién trong co thé lac da, nghia 14, dugc tao ra boi lac da sau khi
gdy mién dich bang TSLP hodc manh peptit cua no, sir dung cac k§ thuat dugec mo ta &
day dbi v6i cac khang thé khac. Theo cach khac, nanobody gin két TSLP cta lac da
duoc thiét ké, nghia 1a, dugc tao ra béng cach chon loc vi du tir thu vién thé thuc
khuén biéu thi cac protein nanobody ctia lac da bi giy dot bién mot cach thich hop st
dung cac quy trinh sang loc so bd (panning) véi TSLP nhu la dich nhu duge md ta
trong cac vi du ¢ day. Nanobody duoc thiét ké con c6 thé duoc tiy chinh bing k§
thudt di truyén dé c6 chu ky ban hiy & ddi twgng nhén 14 tir 45 phit dén hai tudn. Theo
phuong an cu thé, khang thé hoic nanobody cua lac da thu duoc bing cach ghép céc
trinh twv CDR ctia chudi ning hozc chudi nhe ctia cac khang thé nguoi theo sang ché
vao nanobody hodc céc trinh ty khung hoat dong khang thé mién don, vi du nhu duoc

mb ta trong don sang ché quéc té s6 PCT/EP93/02214.
Céc phan ti dic hiéu kép va cac khéng thé da héa tri

Theo khia canh khéc, sdng ché c6 dic trung 1a cac phéan tir dac hiéu kép hodc da
dic hiéu chira khang thé gén két TSLP, hodic méanh ciia n6, theo sang ché. Khang thé
theo sang ché, hoic manh gfin két khang nguyén cia chung, c6 thé dugc din xuat hoic
lién két voi phén t& chirc nang khéc, vi du, peptit hodc protein khac (vi du, khang thé
khac hodc phdi tir cho thu thé) dé sinh ra phan tir dic hiéu kép ma ghn két vai it nhét
hai vi tri gn két hodc phan tir dich khéc nhau. Khang thé theo sang ché trong thuc té
¢6 thé duoc din xuét hodc lién két voi nhiéu hon mdt phin ti chirc ning khéac dé sinh
ra cac phan tr da ddc hiéu ma gén két v6i nhiéu hon hai vi tri gén két va/ hoic phén ti
dich khac nhau; cdc phan tr da dic hiéu nay ciling dugc chu dinh dugc bao ham badi
thuat ngit "phén tir ddc hiéu kép" nhu dugc st dung & day. bé tao ra phén tr dac hi€u
kép theo sang ché, khang thé theo sang ché ¢6 thé duoc lien két chire ning (vi du, bing
cach ghép doi hoa hoc, dung hop gen, lién két khong dong hoa tri hodc céch khac) voi
mdt hogc nhidu phén tr gan két khac, ching han nhu khang thé, manh khang thé,
peptit hodc chit bt chude khac, sao cho thu duoc phan tir dic hiéu kép.

Theo d6, sang ché bao gdm cac phén ti dic hiéu kép chua it nhat mot dic hiéu

oén két thtr nhét déi v6i TSLP va tinh dic hiéu gan két thtr hai d6i voi epitop dich thu
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hai. Vi du, epitop dich thtr hai ¢ thé 12 epitop khéc ctia TSLP khac voi epitop dich thir
nhét. Theo cac phuong an khac, epitop dich thir hai ¢ thé dén dich khong lién quan
dén TSLP, nhung dem lai lgi ich diéu tri khi két hop véi TSLP.

Ngoai ra, dbi voi sang ché trong d6 phan tir dic hi¢u kép 1a da dic hicu, phan tr
nay con ¢6 thé bao gOm dic hiéu gén két thir ba, ngoai epitop dich thu nhit va tht hai.

Theo mdt phuong én, phan tor dic hiéu kép theo sang ché chira it nhat mot
khang thé 1am dac hiéu lién két, hodc manh khang thé cua no, bao gém, vi du, Fab,
Fab', F (ab")2, Ev, hoic Fv don chudi. Khang thé nay ciing c6 thé 1a dime chudi nhe
hodc chudi ning, hodc manh nho nhét bat ky cua no chéng han nhu Fv hoédc cAu trac
chudi don nhu duge mo ta trong Ladner et al. cong bd don sang ché My s64,946,778.

Diabody 1a cac phéan t&r ddc hi¢u kép hoéa tri hai trong do céc mién VH va VL
duoc biéu hién trén chudi polypeptit don, duoc két nbi bing mdi lién két qua ngén dé
cho phép ghép cap gitta hai mién trén cing mot chudi. Céc mién VH va VL cip véi
cac mién bd sung cua chudi khic, tir d6 tao ra hai vi tri gin két khang nguyén (xem vi
du, Holliger et al., 1993 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-6448; Poijak et al., 1994
Structure 2:1121-1123). Diabody ¢6 thé dwoc tao ra bing cich biéu hién hai chudi
polypeptit ¢6 cdu tric VHA-VLB va VHB-VLA (cu hinh VH-VL), hodc VLA-VHB
v VLB-VHA (c&u hinh VL-VH) trong cung té bao. Phan 16n trong sb ndy c6 thé duge
biéu hién & dang hoa tan trong vi khuén. Diabody don chudi (scDb) duge tao ra bang
cach két ndi hai chudi polypeptit tao diabody bing mdi lién két o6m khoang 15 gbe
axit amin (xem Holliger va Winter, 1997 Cancer Immunol. Immunother., 45 (3-
4):128-30; Wu et al, 1996 Immunotechnology, 2 (1):21-36). scDb ¢6 thé dugc biéu
hién trong vi khuin & dang hoa tan, monome c6 hoat tinh (xem Holliger va Winter,
1997 Cancer Immunol. Immunother., 45 (34): 128-30; Wu et al, 1996
Immunotechnology, 2 (1):21-36; Pluckthun va Pack, 1997 Immunotechnology, 3 (2):
83-105; Ridgway ef al., 1996 Protein Eng., 9 (7):617-21). Diabody c6 thé dugc dung
hop véi Fe dé sinh ra "di-diabody" (xem Lu ez al., 2004 J. Biol. Chem., 279 (4):2856-
65).

Céc khang thé khac c6 thé duoc st dung trong phan tir dic hiéu kép theo sang
ché 1a cac khang thé don dong ctia chudt, thé kham va dugc lam giéng nhu ctia ngudi.

Cac phan tu dac hi¢u kép theo sang ché ¢6 thé duge diéu ché bang cach lién

hop cac dic hiéu gin két co dinh, str dung céc phuong phép da biét trong linh vurc nay.
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Vi du, mdi dic hiéu gén két cia phén t&r dac hiéu kép ¢o thé duoc tao ra riéng biét va
sau d6 lién hiép v6i dic hiéu khac. Khi cac dic hiu gén két 1a protein hodc peptit, rat
nhidu chit ghép doi hodc lién két chéo c6 thé duge sir dung dé lién hop dong hoa tri.
Vi du vé cac chit lién két chéo bao gbm protein A, carbodiimit, N-suxinimidyl-5-
axetyl-thioaxetat (SATA), 5,5'-dithiobis (axit 2-nitrobenzoic) (DTNB), o-
phenylendimaleimit (oPDM), N-suxinimidyl-3- (2-pyridyldithio)propionat (SPDP), va
sulfosuxinimidyl 4- (N-maleimidometyl)xyclohaxan-1-carboxylat (sulfo-SMCC) (xem
vi du, Karpovsky et al., 1984 J. Exp. Med. 160:1686; Liu, M A et al., 1985 Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 82:8648). Cac phuong phdp khac bao gdm cac phuong phap duge md
ta trong Paulus, 1985 Behring Ins. Mitt. No. 78, 118-132; Brennan et al., 1985 Science
229:81-83), va Glennie ef al,, 1987 J. Immunol. 139: 2367-2375). Céc chét lién hop 1a
SATA va sulfo-SMCC, c4 hai déu sén c6 tir Pierce Chemical Co. (Rockford, I11.).

Khi cac dic hiéu gin két 1a cac khing thé, chiing c6 thé duoc lién hop bang lién
két sulthydryl clia cac ving ban 1& d4u C cta hai chudi ning. Theo phuong an cu thé,
viing ban 1& duoc bién dbi dé chira mot s6 1& cac gbe sulfhydryl, vi du mét, trude khi
lién hop.

Theo cach khac, ca hai dic hiéu gin két c¢6 thé duge ma hoa trong clung vecto
va duoc biéu hién va duoc lip ghép trong cung té bao chii. Phuong phép nay dic biét
hitu ich trong trudng hop phan tir ddc hiéu kép 18 mAb X mAb, mAb X Fab, Fab X F
(ab")2 hodc phdi tir X protein dung hop Fab. Phén tir dic hiéu kép theo sdng ché ¢6 thé
12 phan tir chudi don chira mot khéng thé chudi don va yéu t6 quyét dinh gin két, hodc
phan tir dic hiéu kép chudi don chua hai yéu t6 quyét dinh gfn két. Phan tir dic hiéu
kép co thé chira it nhét hai cac phan tir don chudi. Cdc phuong phap dé didu ché phan
tir dic hiéu kép duge md ta trong, vi du cong b don sang ché My s6 5,260,203; cong
bb don sang ché My sb 5,455,030; cong bb don sang ché My s6 4,881,175; cong bd
don sang ché My s 5,132,405; cong bd don sang ché My s6 5,091,513; cong bo don
sang ché My s6 5,476,786; cong bd don sang ché My s6 5,013,653; cong bd don sang
ché My s6 5,258,498; va cong bd don sang ché My s6 5,482,858.

Su gin két cac phan tir ddc hiéu kép véi cac dich cu thé cua chung co6 thé duge
xac nhan b.:?mg, vi du, thtr nghiém hép thu mién dich lién két enzym (ELISA), thu
nghiém mién dich phong xa (REA), phén tich FACS, thir nghiém sinh hoc (vi dy, trc

ché tang truéng), hodc thu nghiém Western Blot. MBbi trong s6 thir nghiém nay noi
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chung phét hién su ¢6 mit cua cac phirc protein-khang thé duge quan tim cu thé bang
cach st dung chit phan tmg dugc danh ddu (vi du, khang thé) cu thé cho phirc quan
tam.

Theo khia canh khéc, sang ché dé xuét cac hop chit da héa tri chira it nhat hai
phén gin két khang nguyén gidng nhau hoic khac nhau cua céc khang thé va manh
gin két khang nguyén cta ching theo sing ché gin két voi TSLP. Céc phin gin két
khéng nguyén co thé duoc lién két v6i nhau thong qua dung hop protein hogc lién két
ddng hoéa tri hodc khong ddng hoéa tri. Theo cach khéc, cdc phuong phép lién két duoc
mo ta cho céc phén tu déc hi¢u kép. Céc hop chét ¢6 hoa tri bdn ¢6 thé thu duoc vi du
bing cach lién két chéo cac khang thé va manh gfn két khang nguyén ctia ching theo
sang ché bang khang thé hodc manh gin két khang nguyén ma gin két véi cac ving cb
dinh cua céc khang thé va manh gin két khang nguyén ctia chiing theo sang ché, vi du
vung Fc hodc ving ban 8.

Mién trime héa dwoc mb ta vi du trong bing sing ché cia Borean Pharma s6 EP
1 012 280B1. Cic md dun pentame hdoa duge mo ta vi du trong don séng ché qudc té

sb PCT/EP97/05897.
Céc khang thé c6 chu ky ban hiy kéo dai

Sang ché d& xudt cac khang thé gin két dac hidu voi TSLP va ¢6 chu ky ban
huy kéo dai in vivo.

Nhiéu yéu t6 co thé anh hudng dén chu ky ban hiy cta protein in vivo. Vi du,
qua trinh loc cua thdn, qud trinh chuyén hoa trong gan, qua trinh phan hity boi cac
enzym phén giai protein (proteaza), va cdc dap Ung mién dich (vi du, su trung hoa
protein béi cac khang thé va sw hép thu boi céc dai thuc bao va cdc t€ bao dudi gai).
Nhidu chién luoc c6 thé duoc sit dung dé kéo dai chu ky ban hity ciia céc khang thé va
manh gan két khang nguyén cta chung theo sing ché. Vi du, bing su lién két hoa hoc
v6i polyethyleneglycol (PEG), reCODE PEG, gia do khang thé, axit polysialic (PSA),
tinh bot hydroxyetyl (HES), phéi tir gan két albumin, va vé boc carbohydrat; bing
cach dung hop gen voi céc protein gin két v6i cac protein huyét thanh, ching han nhu
albumin, IgG, FcRn, va chuyén tiép; bing cach ghép ddi (vé mit di truyén hodc vé mit
hoa hoc) v6i céc gbe gan két khac ma gén v6i protein huyét thanh, ching han nhu
nanobody, Fab, DARPin, avime, affibody, va anticalin; bing cach dung hop gen voi

rPEG, albumin, mién albumin, céc protein gin két albumin, va Fc; hodc bang cach ket
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hop vao cac chit mang nano, céc ché phdm bao ché giai phong cham, hoic cic thiét bi
y té.

Pé kéo dai qua trinh tudn hoan huyét thanh cuia cac khang thé in vivo, cac phan
tir polyme tro ching han nhu PEG c6 trong lugng phan tir cao ¢6 thé dugc gin vao cac
khang thé hoic manh cia ching bing mdi lién két da chtre niang hoic khong can thong
qua lién hop vi tri cu thé ctia PEG vé6i dau N- hodc C- ciia cac khang thé hodc thong
qua cac nhom epsilon-amino c6 mat trén cac gbc lysin. Dé pegyl hoa khang thé, khéng
thé nay, manh gin két khang nguyén cla nd, thong thudng dugc cho phan tmg véi
polyetylen glycol (PEG), ching han nhu este phan ting hodc dan xut aldehyt ctiaPEG,
trong cac didu kién trong d6 mot hodc nhiéu nhém PEG s& duge gin vao khang thé
hodc manh khang thé nay. Qua trinh pegyl héa c6 thé dugc thuc hién bing phan tng
axyl hoa hodc phan tng alkyl hoa véi phan tt PEG phdn tng (hodc polyme hoa tan
duoc trong nude ¢6 kha nang phan Gng twong tu). Nhu duge str dung & day, thuit nglr
"polyetylen glycol" nhim bao ham bat ky trong s6 cac dang PEG ma duge st dung aé
dAn xuét cac protein khéc, ching han nhu mono (C1-C10)alkoxy- hodc aryloxy-
polyetylen glycol hodc polyetylen glycol-maleimit. Theo mot phuong an, khang thé dé
pelgyl héa 1a khang thé aglycosyl hoa. Qua trinh dan xuit polyme tuyén tinh hozc
phan nhanh ma dan dén su mét mat hoat tinh sinh hoc ti thiéu s& duoc sir dung. Cép
d6 lién hop c6 thé duge theo doi chit chd bing SDS-PAGE va phép do phd khéi dé
dam bao su lién hop thich hgp cua cac phan t PEG véi cdc khang thé. PEG khong
phén tng c6 thé dugc phén tach tir cac thé lién hop khang thé-PEG bing céch loai trir
kich thude hodc séc ky trao ddi ion. Cac khing thé dugc dan xuét tir PEG c¢6 thé duge
kiém tra hoat tinh gin két ciing nhu hiéu sut in vivo bang cach st dung cdc phuong
phép da dugc biét 15 ddi voi nguoi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vue nay, vi du,
bing cach thir nghiém mién dich dugec md ta & ddy. Cac phuong phép pelgyl hoa
protein da duoc biét trong linh vuc nay va c6 thé duoc ap dung cho cac khang thé va
ménh gin két khang nguyén cta ching theo séng ché. Xem vi du, don sang ché EP 0
154 316 cia Nishimura et al. va EP 0 401 384 cua Ishikawa et al.

Céac cong ngh¢ pelgyl hoa bién ddi khac bao gdm tai tao cong nghé k¥ thuét
true giao hoa hoc (ReCODE PEG), cong ngh€ nay két hop ca chudi bén dugc quy dinh
vé mit héa hoc vao cac protein sinh tong hop thong qua hé théng tai tao bao gdm

synthetaza tARN va tARN. Cong nghé¢ nay cho phép su két hop ctia nhidu hon 30 axit
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amin méi vao cdc protein sinh tong hop trong té bao E. coli, nAm men, va dong vat c6
vi. tARN két hop axit amin quy chudn vao vi tri bit ky ma codon amber dugc dat,
chuyén amber nay tir codon dirng sang codon truyén tin hiéu két hop axit amin duoc
quy dinh hoa hoc.

Cong nghé pelgyl hoa tai td hop (PEG) ciing ¢6 thé duoc st dung dé kéo dai
chu ky ban huy huyét thanh. Cong nghé ndy bao gdm dung hop gen dudi protein
khong duoc cdu tric gdm 300-600 axit amin vé6i protein dugc pham hién c6. Do trong
luong phén ti biéu kién ctia mot chudi protein khong dugc ciu trac nhu vy 1én hon
khoang 15 1an trong lugng phan tir thuc té cta no, chu ky ban hiy huyét thanh ctia
protein tang 1én ddng ké. Nguoc lai v6i qua trinh PEGyl hoa truyén théng, yéu ciu qua
trinh lién hop hoa hoc va tinh ché lai, qué trinh san xuét nay duoc don gian hoa rit
nhiéu va san phim 1a dong nhit.

Polysialyl hoa la cong nghé khéc, st dung axit polysialic polyme (polymer
polysialic acid - PSA) dé kéo dai thoi gian hoat dong va cai thién tinh 6n dinh clia cac
peptit va protein diu tri. PSA la polyme cua axit sialic (dudng). Khi duge sir dung daé
van chuyén protein va dugc chét peptit diéu tri, axit polysialic cung cAp moi trudong vi
md bao vé cho su lién hop. Diéu nay lam ting thoi gian hoat dong cia protein diéu tri
trong tuan hoan ngin né khoi bi nhan dién boi hé mién dich. Polyme PSA dugc tim
thiy tu nhién trong co thé ngudi. N6 dugce chip nhén béi mot s4 vi khudn da phat trién
qua hang tri¢u ndm d¢ phii n6 1én thanh cia ching. Nhimg vi khudn duge polysialyl
hoéa ty nhién nay sau dé c6 thé, bing céch bat chudce phan ti, dé ngan chin hé théng
phong vé cua co thé. PSA, cong nghé tang hinh co ban cta tu nhién, co thé duoc tao ra
dé dang tir nhitng vi khudn nay véi sb lugng 16n va véi dic diém hoa hoc dugc xé4c
dinh trude. PSA vi khuan hoan toan khong gay mién dich, thAm chi khi dugc ghép doi
véi protein, vi no gidng vé& mit hoa hoc v6i PSA trong co thé nguoi.

Cong nghé khac bao obm str dung dan xuét tinh bot hydroxyetyl ("HES") lién
két v6i cac khang thé. HES 1a polymetu nhién duoc bién dbi c¢6 ngudn gde tir tinh bot
ngd sap va co thé dugc chuyén hoéa bdi cac enzym trong co thé. Dung dich HES
thuong dugc dung dé thay thé lugng mau thiéu hut va cai thién tinh chét huru bién cla
mau. Qua trinh hesyl hoa khéang thé cho phép kéo dai thoi gian ban huy tudn hoan nho
tdng tinh On dinh phén t, cling nhu gidm sy thanh thai cta than, din dén hoat tinh

sinh hoc tang. Bing cach thay ddi cac thong sé khac nhau, ching han nhu trong luong
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phan it ctia HES, mot loat thé lién hop HES khéang thé c6 thé duoc tuy chinh.

Céc khang thé c6 thoi gian ban hly ting in vivo cling ¢6 thé dugc sinh ra khi
dua vao mot hodc nhiéu cai bién axit amin (nghia 1a, thé, chén hodc x6a) vio mién cd
dinh IgG, hodc manh gin két FcRn ctia n6 (ot hon 1a Fc hodc manh cla mién Fec ban
18). Xem, vi du, cong b6 don qubc té s6 WO 98/23289; cong bb don qubc té sé6 WO
97/34631; va bang sang ché My s6 6,277,375.

Ngoai ra, cac khang thé c6 thé duogc lién hop véi albumin dé tao ra khang thé
hozic manh khéng thé bén hon in vivo c6 chu ky ban hity dai hon in vivo. Céc k¥ thuét
da duogc biét 5 trong linh vuc nay, xem, vi dy, cong bd don quéc té s6 WO 93/15199,
WO 93/15200, va WO 01/77137; va bing sang ché chau Au s6 EP 413,622.

Cic chién luge dé tang chu ky ban hiy dic biét hitu ich & nanobody, cdc chét
két dinh gdc fibronectin, va cic khang thé hodc protein khac ma d6i v6i n6 chu ky ban

hiy in vivo gia tding mong mudn.
Thé lién hop khang thé

Sang ché dé xuit cac khang thé hoic manh gin két khang nguyén cta ching
oén két dic hiéu véi mién ngoai bao ctia TSLP duge dung hop téi to hop hodc lién hop
héa hoc (bao gdm ca lién hop ddng hoa tri va khong dong hoa tri) v6i protein hogc
polypeptit khong tuong ddng (hoic manh gin két khang nguyén clia no, t5t hon 1a voi
polypeptit gdm it nhat 10, it nhét 20, it nhét 30, it nht 40, it nhat 50, {t nhat 60, it nhét
70, it nhat 80, it nht 90 hodc it nhat 100 axit amin) dé sinh ra céc protein dung hop.
Cu thé, sang ché dé xuit cic protein dung hgp chira manh gin két khang nguyén cua
khang thé dugc mo ta & day (vi dy, manh Fab, manh Fd, manh Fv, manh F (ab), mién
VH domain, CDR ctua VH, mién VL hoic CDR ctia VL) va protein, polypeptit, hodc
peptit khong tuong ddng. Cac phuong phép dung hop hodc lién hop cac protein, cac
polypeptit, hodc cac peptit voi khang thé hogc manh khang thé da dugc biét dén trong
linh vuc nay. Xem, vi du, bing sing ché My sb 5,336,603, 5,622,929, 5,359,046,
5,349,053, 5,447,851, va 5,112.946; bing sang ché chau Au s6 EP 307,434 va EP
367,166; cong bd don qudc té s6 WO 96/04388 va WO 91/06570; Ashkenazi et al,
1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 10535-10539; Zheng et al., 1995, J. Immunol.
154:5590-5600; va Vil et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:11337-11341.

Ngoai ra, cac protein dung hop ¢é thé duoc tao ra béng cac k¥ thuat xdo tron

gen, x40 tron motif, x4o tron exon, va/ hodc xdo tron codon (duoc goi chung 1a "xéo
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tron ADN"). Xdo tron ADN ¢6 thé dugc sir dung dé 1am thay dbi hoat tinh cta cac
khang thé va manh gin két khang nguyén cua ching theo sang ché (vi du, cac khang
thé va manh gin két khang nguyén ciia ching c6 i luc cao hon va ti 1¢ phan ly thip
hon). Xem, mot céch tdng quat, bing sang ché My s6 5,605,793, 5,811,238, 5,830,721,
5,834,252, va 5,837,458; Patten et al, 1997, Curr. Opinion Biotechnol. 8:724-33;
Harayama, 1998, Trends Biotechnol. 16 (2):76-82; Hansson, et al., 1999, J. Mol. Biol.
287:265-76; va Lorenzo va Blasco, 1998, Biotechniques 24 (2):308-313 (mdi trong s6
nhing bang séng ché va cong bd don nay dugc két hop & day bang cach tham chiéu
trong toan bd ndi dung ctia nd). Céac khang thé va manh gin két khang nguyén cla
chuing, hodc cic khang thé dugec ma hoa va manh gfin két khang nguyén cta chiing, c6
thé dugc thay doi bang cach gay dot bién ngau nhién theo phuong phap PCR tao 161
ngau nhién, chén nucleotit ngiu nhién hogc cac phurong phéap khac trude khi tai to hop.
Polynucleotit ma hdéa manh gfin két khéng nguyén khang thé ciia n6 gin két dic hiéu
v6i vimg than ctia TSLP ¢6 thé duoc téi to hop voi mot hode nhiéu thanh phan, motif,
khu vuc, phén, mién, manh, v.v. cia mot hodc nhiéu phén tir khong tuong déng.

Hon nita, cac khang thé va ménh gfn két khang nguyén ctia ching c6 thé duoc
dung hop véi céc trinh tu chit danh déu, chéng han nhu peptit dé tao diéu kién cho
viée tinh ché. Theo mdt phuong 4n, trinh ty axit amin chét danh dau 13 hexa-histidin
peptit, ching han nhu dudi dugc dé xuit trong vecto pQE (QIAGEN, Inc., 9259 Eton
Avenue, Chatsworth, Calif., 91311), v.v,, nhidu trong sd nay san co trén thi trudng.
Nhu duge md ta trong Gentz et al., 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:821-824, vi
du, hexa-histidin dem lai qud trinh tinh ché protein dung hop thuén loi. Céc dudi peptit
khac hitu ich dé tinh ché bao gdm, nhung khong gidi han &, the hemagglutinin (“HA”),
twong (g vai epitop ¢oO ngudn gdc tir protein influenza hemagglutinin (Wilson et al.,
1984, Cell 37:767), va thé “FLAG”.

Theo mot phuong an, cac khang thé va manh gin két khéang nguyén cta ching
theo sang ché lién hop voi chét chin dodn hogc chat phat hién. Cac khing thé nay co
thé hitu ich dé theo dai hodc du bdo su khoi phat, phat trién, tién trién va/ hodc mutc do
nghiém trong cta bénh hodc r6i loan nhu 1a mot phan cta quy trinh kiém tra 1am sang,
ching han nhu xé4c dinh hiéu qua cta li¢u phap cu thé. Su chén doan va phat hién nay
¢6 thé thuc hién bang cach ghép doi khang thé v6i chét phat hién bao gOm, nhung

khong gidi han &, nhiéu enzym khic nhau, chang han nhu, nhung khong gi6i han 0,
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peroxidaza cu cdi ngua (horseradish peroxidaza), alkalin phosphataza, beta-
galactosidaza, hodc axetylcholinsteraza; cdc nhom prosthetic, ching han nhu, nhung
khong gi6i han &, streptavidin/biotin va avidin/biotin; céc vat liéu huynh quang, ching
han nhu, nhung khong giGi han &, umbelliferon, fluoresxein, fluoresxein isothioxynat,
rhodamin, diclotriazinylamin fluoresxein, dansyl clorua hogc phycoerythrin; vét li¢u
phat quang, ching han nhu, nhung khong gi¢i han &, luminol; vét liéu phat quang sinh
hoc, chéng han nhu nhung khong gi¢i han &, luciferaza, luciferin, va aequorin; vt li¢u
phéng xa, chéng han nhu, nhung khong giGi han &, iot (1311, 1251, 1231, va 1211),
cacbon (14C), Iuu huynh (35S), triti (3H), indi (115In, 113In, 112In, va 111In),
techneti (99Tc), thali (201Ti), gali (68Ga, 67Ga), paladi (103Pd), molybden (99Mo),
xenon (133Xe), flo (18F), 153Sm, 177Lu, 159Gd, 149pM, 140La, 175Yb, 166Ho,
90Y, 47Sc, 186Re, 188Re, 142Pr, 105Rh, 97Ru, 68Ge, 57Co, 65Zn, 85S8r, 32P,
153Gd, 169YDb, 51Cr, 54Mn, 75Se, 113Sn, va 117Tin; va kim loai phdt xa positron st
dung nhiéu phuong phép chup ct 16p phét xa positron khac nhau, va céc ion kim loai
thuén tur khong phong xa.

Ngoai ra, manh gin két khang nguyén khéng thé ctia n6 ¢o thé lién hop véi goe
diéu tri hodc géc duoc chit. Cac géc diéu tri hodc céac géc duoc chit khong duogc hiéu
12 bi gidi han & cac chit didu tri héa hoc ¢b dién. Vi du, gbe duge chit c6 thé 1a
protein, peptit, hodc polypeptit c6 hoat tinh sinh hoc mong mudn. Céc protein c6 thé
bao gém, vi du, toxin chéng han nhu abrin, ricin A, exotoxin cua truc khuén, cholera
toxin, hodc diphtheria toxin; protein ching han nhu yéu t6 hoai tir khéi u, alpha-
interferon, beta-interferon, yéu té ting trudng than kinh, yéu td ting trudng c6 ngudn
gbc tiéu cau, chét hoat héa plasminogen clia md, chét gdy ché té bao, chit chong qua
trinh tao mach méu; hodc, chét bién ddi dép ung sinh hoc chéng han nhu, vi du,
lymphokin.

Hon nira, khang thé co thé duoc lién hop véi cac géc diéu tri chéng han nhu ion
kim loai phéng xa, ching han nhu ngudn phat xa alpha ching han nhu 213Bi hogc chat
tao chelat vong 16n hitu ich dé lién hop cac ion phong xa kim loai, bao g6m nhung
khéng gidi han &, 131In, 131LU, 131Y, 131Ho, 131Sm, v&i cdc polypeptit. Theo mot
phuong an, chit tao chelat vong 16n nay la axit 1,4,7,10-tetraazacyclododecan-
N,N'.N" N"-tetraaxetic (DOTA) ma c6 thé duoc gén vao khang thé thong qua moi lien

két phan tir. M&i lién két phan tir nay da duoc biét rong rdi trong linh vuc nay va dugc
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mo ta trong Denardo et al, 1998, Clin Cancer Res. 4 (10):2483-90; Peterson et al.,
1999, Bioconjug. Chem. 10 (4):553-7; va Zimmerman et al., 1999, Nucl. Med. Biol.
26 (8):943-50, mdi tai liéu dugc két hop & ddy bang cach tham chiu trong toan bg noi
dung ctia no.

Cic k§ thuat d& lién hop cac gde didu trj voi cac khang thé da duge biét 1o,
xem, vi du, Amon et al., "Monoclonal Antibodies For Immunotargeting Of Drugs In
Cancer Therapy", trong Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Reisfeld et al.
(eds.), trang 243-56 (Alan R. Liss, Inc. 1985); Hellstrom ef al,, "Antibodies For Drug
Delivery", trong Controlled Drug Delivery (2nd Ed.), Robinson et al. (eds.),trang 623-
53 (Marcel Dekker, Inc. 1987); Thorpe, "Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In
Cancer Therapy: A Review", trong Monoclonal Antibodies 84: Biological and Clinical
Applications, Pinchera et al. (eds.), trang 475-506 (1985); "Analysis, Results, and
Future Prospective Of The Therapeutic Use Of Radiolabeled Antibody In Cancer
Therapy", trong Monoclonal Antibodies For Cancer Detection and Therapy, Baldwin
et al. (eds.), trang 303-16 (Academic Press 1985), va Thorpe et al, 1982, Immunol.
Rev. 62:119-58.

Cac khang thé cling c6 thé duoc gén vao cdc chit hd tro ran, 1a cic chit dic biét
hitu ich cho céc thtr nghiém mién dich hogc tinh ché khang nguyén dich. Céc chét hd
tro rin nay bao gdm, nhung khong gii han &, thuy tinh, xenluloza, polyacrylamit,

nylon, polystyren, polyvinyl clorua hodc polypropylen.
Céc axit nucleic ma hoa cac khang thé

Sang ché dé xuét cac phan tir axit nucleic vé co ban 13 tinh sach ma hoa cac
polypeptit chira cdc doan hodc mién cta cac khang thé TSLP dugc md ta & trén. Cac
polynucleotit nay co thé ma hoa it nhat mot ving CDR va thudng 1a ca ba ving CDR
tir chudi ning hodc chudi nhe cla céc khang thé TSLP dugc mo ta & day. Céc
polynucleotit nay cting c6 thé ma hoa toan bd hodc gan nhu 14 toan bd trinh tuy ving
bién dbi clia chudi ning va/ hogc chudi nhe ctia cac khang thé TSLP duge mé ta ¢ day.
Cac polynucleotit nay cling ¢6 thé ma hoa ca vang bién do6i va ving c¢b dinh cua khang
thé. Do su thoai hda ctia ma, mot loat trinh ty axit nucleic s&€ ma hoa cho mdi trinh tu
axit amin globulin mién dich.

Trinh tu polynucleotit ¢ thé duoc san xuét bang cach tong hgp ADN pha rin

de novo hodac tao dot bién béng PCR trén trinh tu hién ¢6 (vi du, cac trinh ty nhu dugc
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mo ta trong phin Vi du bén dudi) ma hoa khang thé gin két TSLP hodc manh gin két
cua no. Téng hop hoéa hoc truc tiép cac axit nucleic ¢ thé duogc thuc hién b%mg cac
phuong phép da biét trong linh vuc ndy, ching han nhu phuong phéap phosphotrieste
ctia Narang et al, 1979, Meth. Enzymol. 68:90; phuong phép phosphodieste ctua
Brown et al., Meth. Enzymol. 68:109, 1979; phuong phap dietylphosphoramidit ctia
Beaucage ef al., Tetra. Lett., 22:1859, 1981; va phuong phap tr¢ rén theo cong bd don
sang ché My s6 4,458,066. Viéc dua cac dot bién vao trinh tu polynucleotit biang PCR
c6 thé duge tién hanh nhu duge md ta trong, vi du, PCR Technology: Principles and
Applications for DNA Amplification, H. A. Erlich (Ed.), Freeman Press, NY, N.Y,,
1992; PCR Protocols: A Guide to Methods va Applications, Innis et al. (Ed.),
Academic Press, San Diego, Calif., 1990; Mattila et al., Nucleic Acids Res. 19:967,
1991; va Eckert ef al., PCR Methods and Applications 1:17, 1991.

Séng ché ciing dé xuét céc vecto bidu hién va cdc t& bao chi dé san xudt céc
khang thé gén két TSLP duogc mé ta & trén. Cac vecto biéu hién khac nhau ¢6 thé dugc
ding @& biéu hién cic polynucleotit ma hoa cac chudi hoiic manh gin két cia khang
thé gén két TSLP. Cac vecto khong phai virut va vecto co ngudn gde virut 6 thé duoc
str dung dé san xudt cac khang thé & té bao cht dong vat ¢ vi. Cac vecto khong phai
virut va cdc hé bao gdm plasmit, cic vecto bd sung (episomal), thong thudng c6 catxet
biéu hién dé biéu hién protein hodc ARN, va cac nhiém séc thé nhan tao cta ngudi
(xem, vi dy, Harrington et al, Nat Genet. 15:345, 1997). Vi dy, cac vecto khong phai
virut hitu dung dé biéu hién céc polynucleotit gin két TSLP va cac polypeptit & dong
vat ¢6 vu (vi du, nguoi) cac té bao bao gdm pThioHis A, B & C, pcDNA3.1/His,
pEBVHis A, B & C, (Invitrogen, San Diego, Calif.), cac vecto MPSV, va céac vecto da
biét khac trong linh vuc nay dé biéu hién cac protein khac nhau. Cac vecto virut hitu
dung bao gém cac vecto dua trén retrovirut, adenovirut, virut c6 lién quan dén adeno,
virut herpes, cac vecto dua trén SV40, virut papilloma, virut HBP Epstein Barr, cac
vecto virut vaccinia va virut Semliki Forest (SFV). Xem, Brent et al., supra; Smith,
Annu. Rev. Microbiol. 49:807, 1995; va Rosenfeld et al., Cell 68:143, 1992.

Viéc lua chon vecto biéu hién phu thudc vao cac té bao chu du dinh trong do
vecto nay dugc biéu hién. Thong thudng, cac vecto biéu hién chira promoto va céc
trinh tu diéu hoa khac (vi du, yéu tb tang cuong) ma dugc lién két diéu khién vai cac

polynucleotit ma héa manh gin két khang nguyén chudi khang thé gan két TSLP.
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Theo mot phuong an, promoto cam tng dugc dung dé ngan su biéu hién cua trinh tur
quan tam trir khi trong diéu kién cam Gng. Cac promoto cam tng bao gbm, vi du,
arabinoza, lacZ, promoto protein c6 lién két v6i kim loai hodc promoto sbc nhiét. Viée
nudi cy céc sinh vét chuyén nhiém c6 thé dién ra trong cac diéu kién khong cim tng
ma khong thién vé huéng tap hop d8 ma hoa trinh ty ma cac san pham biéu hién ctia
chung dugc dung nap tdt hon béi céc té bao chu. Ngoai cic promoto, céc yéu té diéu
hoa khac cling c6 thé bit budc hodc cin thiét dé biéu hién ddy du chudi hoic manh gin
két khang nguyén cta khang thé gin két TSLP. Cac yéu t6 nay thong thuong bao gdm
codon bat diu ATG va diém gén két ribosom lién ké hodc céc trinh tu khéc. Ngoai ra,
hiéu qua biéu hién c6 thé duge ting cuong bang cach thém cac yéu tb ting cuong thich
hop ddi v6i hé té bao khi sir dung (xem, vi du, Scharf et al,, Results Probl. Cell Differ.
20:125, 1994; va Bittner et al.,, Meth. Enzymol., 153:516, 1987). Vi du, yéu td tdng
cudng SV40 hodc yéu t6 ting cuong CMV ¢6 thé duge st dung dé tang biéu hién &
cac té bao chii dong vat co vii.

Céac vecto biéu hién cling c6 thé cung cép vi tri trinh tu cta tin hi¢u tiét dé tao
thanh protein dung hop c6 cac polypeptit duge ma hoa boi trinh tw khang thé gin két
TSLP duoc thém vao. Thuong 14, céc trinh tu khang thé gin két TSLP duoc thém vao
duoc lién két voi trinh tu tin hidu trude khi bd sung vao trong vecto nay. Cac vecto
dugc st dung dé nhan cac trinh tr ma hoa mién bién dbi trén chudi ning va chudi nhe
ctia khang thé gin két TSLP, dbi khi ciing ma hoa cdc ving ¢ dinh hodc phan ciia né.
Céc vecto ndy cho phép biéu hién ving bién ddi nhu 14 protein dung hgp c6 cac ving
cb dinh theo d6 dan dén su san xuét cac khang thé nguyén ven va manh gin két khang
nguyén cua chung. Thong thudng, cac vung cb dinh nay 1a ctia nguoi.

Céc té bao chu mang va biéu hién céc chudi ctia khang thé gfn két TSLP co thé
14 t& bao nhan so hogc nhan thuc. E. coli 1a mot té bao chii nhan so hitu dung dé tach
dong va biéu hién cic polynucleotit theo séng ché. Céac té bao cha vi khuan khac hiru
dung dé st dung bao gdm bacillus, chang han nhu Bacillus subtilis, va ho vi khuin
duong rudt (enterobacteriaceae) khac, chang han nhu Salmonella, Serratia, va cic loai
truc khuan (Pseudomonas) khac. Trong cdc vat chi nhan so nay, vat chi cling ¢6 thé
tao biéu hién cac vecto biéu hién, ma théng thuong chira trinh tu kiém so4t biéu hién
twong thich véi té bao chu (vi du, diém khoi dau sao chép). Ngoai ra, mot sd promoto

da biét bt ky s& co6 mat, chiang han nhu hé promoto lactoza, h§ promoto tryptophan
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(trp), hé promoto beta-lactamaza, hodc h¢ promoto tur khudn lambda. Cac promoto
thong thudong kiém soat biéu hién, mot cach tiy y véi trinh tu diéu khién, va c6 trinh
tu diém gén két ribosom va tuong tu, dé khai ddu va hoan thanh viée phién ma va dich
ma. Cac vi khuén khac, chéng han nhu ndm men, cling ¢6 thé duoc dung dé biéu hién
céc polypeptit gan két TSLP theo sing ché. Céc té bao cta con tring két hop véi cac
vecto virut baculo ciing ¢6 thé dugc sir dung.

Theo mot phuong an, cac té bao chu cla dong vét c6 va duge su dung dé biéu
hién va san xuét céc polypeptit gan két TSLP theo sang ché. Vi du, ching c6 thé 1a
dong té bao lai biéu hién céc gen globulin mién dich ndi sinh (vi du, dong té bao lai u
tuy 1D6.C9 nhu dugc mo ta trong phan Vi du) hozc dong té bao dong c6 vii mang
vecto biéu hién ngoai sinh (vi du, cic té bao u tay SP2/0 dugc md ta bén dudi). Chung
bao gdm té bao clia ngudi hodc dong vat chét binh thudng hodc bit tir binh thuong
hodc bat thuong. Vi du, mot sb dong t& bao chi phit hgp c6 kha ning tiét céc globulin
mién dich nguyén ven dugc phat trién bao gbém cac dong té bao CHO, cic dong té bao
Cos, té bao Hel a, dong té bao u tay, cac té bao B chuyén nhi®m va té bao lai. Viéc sir
dung nudi cdy mo té bao dong vat co vi dé biéu hién cac polypeptit duoc ban luén
trong, vi du, Winnacker, FROM GENES TO CLONES, VCH Publishers, N.Y., N.Y.,
1987. Cac vecto bidu hién déi véi cac té bao chu dong vat c¢6 via ¢6 thé bao gdm cac
trinh tu kiém soat biéu hién, chéng han nhu diém khéi dau sao chép, promoto, va yéu
td ting cudng (xem, vi dy, Queen, et al., Immunol. Rev. 89:49-68, 1986), va cac diém
xu ly thong tin can thiét, chéng han nhu diém gén két ribosom, diém ndi ARN, diém
polyadenyl hoa, va céc trinh tu két thuc phién ma. Cac vecto biéu hién nay thuong
chtra cac promoto co ngudn gbc tir cac gen clia dong vat c6 vii hode tir virut ctia dong
vit ¢6 vi. Cac promoto phit hop ¢6 thé ¢6 thé 1a co dinh, dic hiéu kiéu té bao, ddc hiéu
giai doan, va/ hodc ¢6 thé didu bién hodc c6 thé diéu hoa. Cac promoto hitu dung bao
gdm, nhung khong gi6i han &, promoto protein ¢6 lién két v6i kim loai, promoto mudn
chinh cta virut adeno co dinh, promoto MMTV cam tng dexametason, promoto
SV40, promoto MRP pollll, promotoc MPSV co dinh, promoto CMV cam tng
tetraxyclin (chdng han nhu promoto CMV sém & ngudi), promoto CMV co dinh, va
céc td hop promoto-yéu td ting cuong da biét trong linh vuc nay.

Céc phuong phéap dé dua cac vecto biéu hién chua trinh tu polynucleotit quan

tam thay abi phu thudc vao loai té bao chu. Vi du, chuyén canxi clorua thuong duoc
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ding cho cac té bao nhan so, trong khi viée xr Iy canxi phosphat hodc xung dién c6
thé duoc st dung cho cic té bao chi khéc nhau. (Xem Sambrook, et al., supra). Cac
phuong phap khac bao gdm, vi du, xung dién, xtt ly canxi phosphat, vin chuyén qua
liposom, tiém va vi tiém, phuong phap dan dao (ballistic method), virosom, liposom
mién dich, thé lién hop polycation:axit nucleic, ADN tran, virion nhan tao, dung hop
vao protein VP22 cdu tric virut herpes (Elliot va O'Hare, Cell 88:223, 1997), chat ting
cudng hip thu ctia ADN, va chuyén nap ex vivo. V& lau dai, su san xuét protein tai to
hop hiéu suit cao, biéu hién 6n dinh 1a dugc mong muén. Vi du, cic dong té bao ma
biéu hién én dinh c4c chudi hoic manh gin két ctia khang thé thé gin két TSLP c¢6 thé
duoc san xuét bang cach sir dung cac vecto bidu hién theo sang ché ma chira diém
khoi ddu sao chép cua virut hodc thanh phin biéu hién ngoai sinh va gen danh diu
chon loc. Sau khi dwa cac vecto nay vao, cic té bao c¢6 thé 16n 1én trong 1-2 ngay trong
moi truong lam gidu trude khi chuyén d6i sang mdi truong chon loc. Muc dich cta
yéu td danh dau chon loc 1a dé dem lai tinh khéng dé chon loc, va su c6 mit cua nd
lam cho su 16n 1én cta té bao biéu hién thanh cong céc trinh tu dugce dua vao trong
moi truong chon loc. Tinh khéang, cac té bao duoc chuyén nhiém o6n dinh c6 thé duoc

tang sinh bang cach st dung k¥ thuét nudi ciy mo thich hop véi loai té bao ddy.
Tao céc khang thé va cac manh khang thé

Céc khang thé don dong (mAb) c6 thé duoc san xuit bing cac k¥ thuat khac
nhau, bao gdbm phuong phép tao khang thé don dong thong thuong, vi dy, k¥ thuat lai
tao t& bao soma tiéu chuin theo Kohler va Milstein, 1975 Nature 256: 495. Nhiéu ky
thuat dé san xudt khang thé don dong c6 thé dugc dung vi du, chuyén dbi virut hozc
gdy ung thu cta té bao lympho B.

Hé dong vat dé san xudt té bao lai 1a hé chudt. Vige san xuit té bao lai & chudt
1a quy trinh da duge tao sin. Quy trinh k¥ thuft gy mién dich dé phén 1ap té bao lach
duoc gdy mién dich dé dung hop da biét trong linh vuc nay. Cac dbi tac dung hop (vi
du, t& bao u tiry ctia chudt) va quy trinh dung hop 1a da biét.

Theo mdt s6 phuong 4n, cac khang thé theo sang ché 1a cac khang thé don dong
duoc 1am giéng nhu ctia ngudi. Céc khéng thé dang kham hoic dugc lam gidng nhu
clia ngudi va manh gin két khang nguyén ctia chiing theo sang ché c6 thé duge didu
ché dua trén trinh tu khang thé don dong cda chudt dugc san xuat nhu duoc md ta &

trén. ADN ma héa globulin mién dich cta chudi ning va chudi nhe ¢6 thé thu dugce tir
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té bao lai ctia chudt quan tam va thiét ké dé chtra trinh tu globulin mién dich khong
phai ctia chudt (vi dy, nguoi) st dung cic k¥ thuét sinh hoc phén tr ti€u chuin. Vi du,
détm)khéngthéthékhénLcécvﬂnglﬁéndéicﬁachu@tcéthéduqcﬁénkétvéivﬁng
¢d dinh cta nguoi st dung cac phuong phap da biét trong linh vuc niy (xem vi du,
bing sang ché My sb 4,816,567 cAp cho Cabilly et al.). Dé tao khéng thé dugc lam
gidng nhur ctia nguoi, cdc ving CDR cta chudt co thé dugc chén vao ving khung cua
ngubi&&dungcécphucngphépdﬁlﬁétﬁonglﬁﬂlvucnay.anlvidu,béngséngché
My sb 5,225,539 cAp cho Winter, va cic bing sang ché My s 5,530,101; 5,585,089
5,693,762 va 6180370 cép cho Queen et al.

Theorn©t$§phu0ngén,céckhéngthétheoséngchélécéckhéngthécknldéng
cta nguoi. Cac khang thé don dong & ngudi nay chéng lai TSLP c6 thé dugc tao bang
céch st dung chudt chuyén gen hoidc chuyénlﬂﬁénlsécthélnang cac phan cia hé
mién dich ctia ngudi hon 1a hé chudt. Chudt chuyén gen hoge chuyén nhiém sic thé
nay bao gdm chudt dugc dé cap & day nhu 1a chuot HuMAD va chudt KM, tuong ting,
va dugc goi chung & day 12 1a “chudt mang Ig ctia nguoi (human IgG mice).”

HuMADb Mouse® (Medarex, Inc.) chira cidc minilocut trén gen globulin mién
dich ctia nguoi ma ma hoa céc trinh tu globulin mién dich trén chudi nhe kappa va
chudi ning (mu va gamma) ctia ngudi khong duge sap xép, cling v6i dot bién nhiam
dich ma lam bét hoat céc locut trén chudi mu va kappa ndi sinh (xem vi du, Lonberg,
et al., 1994 Nature 368 (6474): 856-859). Theo do, chudt biéu 16 su biéu hién giam
I¢M hodc K ctia chudt, va dé dép ung véi gdy mién dich, viéc chuyén gen chudi nang
va chudi nhe cta ngudi duge dua vao trai qua chuyén 16p va dot biét soma dé tao
khang thé don dong IgG-kappa ctua ngudi ¢6 i luc cao (Lonberg, N. et al, 1994
supra; xem Lonberg, N., 1994 Handbook of Experimental Pharmacology 113:49-101;
Lonberg, N. va Huszar, D., 1995 Intern. Rev. Immunol. 13: 65-93, va Harding, F. va
Lonberg, N., 1995 Ann. N.Y. Acad. Sci. 764:536-546). Viéc san Xuit va st dung
chudt HuMADb, va céc bién ddi hé gen dién ra & nhitng con chudt nay, con duge mo ta
trong Taylor, L. et al, 1992 Nucleic Acids Research 20:6287-6295; Chen, J. et al,,
1993 International Immunology 5: 647-656; Tuaillon et al., 1993 Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 94:3720-3724; Choi et al., 1993 Nature Genetics 4:117-123; Chen, J. et al.,
1993 EMBO J. 12: 821-830; Tuaillon ef al, 1994 J. Immunol. 152:2912-2920; Taylor,
L. et al., 1994 International Immunology 579-591; va Fishwild, D. et al., 1996 Nature
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Biotechnology 14: 845-851, céc tai liéu nay duge két hop & ddy bang cach tham chiéu
dén toan bo ndi dung ctia nd. Xem thém, bing sang ché My sb 5,545,806; 5,569,825;
5,625,126; 5,633,425; 5,789,650; 5,877,397; 5,661,016; 5,814,318; 5,874,299; va
5,770,429; cép cho Lonberg va Kay; bé‘mg sang ché M§ sb 5,545,807 cép cho Surani et
al.; cong bd don sang ché PCT s WO 92103918, WO 93/12227, WO 94/25585, WO
07113852, WO 98/24884 va WO 99/45962, cép cho Lonberg va Kay; va cong bd don
PCT s WO 01/14424 cép cho Korman et al.

Theo mot s6 phuong 4n, cac khang thé cta ngudoi co thé duoc c¢6 thé duge san
sinh bing cac str dung chudt mang trinh tu globulin mién dich cta ngudi dé chuyén
gen va chuyén nhiém sic thé ching han nhu chudt mang chuyén gen chudi ning cta
nguoi va chuyén nhiém sdc thé chudi nhe ctia ngudi nguodi. Chudt ndy, dugc diung aé
chi & ddy nhu “chudt KM”, dugc mo ta chi tiét trong cong bd don sang ché qubc té sd
WO 02/43478 cép cho Ishida et al.

Hon ntta, h¢ dong vt chuyén gen khéc biéu hién gen globulin mién dich cua
ngudi 14 sin c6 trong linh vyc nay va co thé duoc st dung dé san sinh cic khang thé
gin két TSLP va manh gin két khdng nguyén cla chung. Vi dy, hé chuyén gen khac
duoc dé cap dén nhu chudt Xeno (Abgenix, Inc.) ¢6 thé duoc str dung. Chudt nay dugc
mo ti trong, vi du, cac bing sing ché My s 5,939,598; 6,075,181; 6,114,598;
6,150,584 va 6,162,963 cp cho Kucherlapati et al.

Hon nfra, cac hé dong vat chuyén nhidm sic thé khac nhau biéu hién gen
globulin mién dich ctia ngudi 1a san ¢ trong linh vurc ndy va c6 thé dugc st dung dé
san sinh cac khang thé gin két TSLP theo sang ché. Vi du, chudt mang ca chuyén
nhi®m sic thé chudi ning ciia nguodi va chuyén nhiém sic thé chudi nhe ctia nguoi,
ding dé chi “chudt TC” ¢6 thé duge st dung; chudt nay duge mo ta trong Tomizuka et
al., 2000 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:722-727. Ngoai ra, bd mang chuyén nhiém
sic thé chudi ning va chudi nhe clia ngudi da duge md ta trong linh vue nay (Kuroiwa
et al., 2002 Nature Biotechnology 20:889-894) va ¢6 thé duoc sir dung dé san sinh céc
khang thé gén két TSLP theo séng ché.

Céc khang thé don dong clia nguoi cling ¢6 thé dugc san xuét bang cich sir
dung phuong phap biéu hién trén thuc khuén thé dé sang loc céac thu vién gen globulin
mién dich cta nguoi. Cac phuong phap bidu hién trén thuc khudn thé dé phan 1ap céc

khang thé ctia nguoi da dugce thiét 1ap trong linh vuc nay hogc duge mé ta trong cac vi
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du bén dudi. Xem vi du: bing sang ché My sb 5,223,409; 5,403,484; va 5,571,698 cip
cho Ladner et al; bing sang ché My sb 5,427,908 va 5,580,717 cép cho Dower et al;
bing sdng ché M§ s6 5,969,108 va 6,172,197 cp cho McCafferty et al; va bang sang
ché My s 5,885,793; 6,521,404; 6,544,731; 6,555,313; 6,582,915 va 6,593,081 cép
cho Griffiths et al.

Céc khang thé don dong ciia ngudi theo sdng ché ciing c6 thé duge san xudt
béng cach st dung chudt SCID ma cac té bao mién dich cua nguoi dugc tai thiét 1ap
vao chung dé dép tng khéang thé cua ngudi c6 thé duge tao ra kh1 gdy mién dich.
Nhing con chudt nay dugec mo ta trong, vi du, cac bing sang ché My s6 5,476,996 va
5,698,767 cip cho Wilson et al.

Céc manh Fab ctia khang thé, hay cic Fab, ¢6 thé dugc tao ra bing cach phan
hiy céc khang thé don dong bang papain va sau do tinh ché bing sic ky 4i luc. Fab
cling ¢6 thé duge tao ra bing tdng hop tai td hop sir dung céc axit nucleic ma hoa Fab
nhu dugc mo ta & trén. Cac manh Fab c6 thé giir lai tinh dac hi€u lién két va/ hodc hoat
tinh cia phan tir IgG dai day du, nhung c6 kich thuéc nhoé hon va c6 trong luong phén
tir thap hon, diéu nay c6 thé khién ching pht hop véi céc tmg dung khéc nhau so véi
phén tir IgG phan tir dai day du.

Thiét ké ving khung va ving Fec

Céc khang thé dugc thiét ké va manh gin két khang nguyén cta chiing theo
sang ché bao gdbm cic khing thé duoc thiét k& va manh gan két khdng nguyén cla
chung trong do cac bién thé duoc tao ra dbi véi cac gbe cha ving khung trong VH va/
hodc VL, vi du dé cai thién cac dic tinh cia khang thé. Thong thudng cic bién thé
vung khung nay dugc tao ra dé 1am giam tinh sinh mién dich cta khéng thé. Vi du,
mot phuong phép la “tao dot bién nguwoc” mot hodc nhiéu gdc cua ving khung cho
trinh tu dong mam twong tng. Cu thé hon, khang thé da bi dot bién soma c6 thé chtra
céc gbe cia viing khung khac so véi trinh tu dong mam ma khang thé duoc tao ra tir
do. Cac gbe nay co thé duge xac dinh bang cach so sanh cdc trinh tu ving khung ctia
khang thé véi cac trinh ty dong mam ma khang thé duoc tao ra tir do. Dé bién cac trinh
tu vung khung thanh céu hinh dong mam cua ching, cic dot bién soma co6 thé dugc
“tao d0t bién nguoc” thanh trinh tu dong mam, vi du, bing cich giy dot bién diém
dinh huéng. Céc khang thé “dot bién nguoc” nay cling nhim dé dugc bao gdm trong

séng cheé.
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Mot loai bién thé ving khung khéc bao oOm tao dot bién mot hodc nhidu cac
géc trong vung khung, hodc thdm chi trong mot hodc nhiéu vung CDR, dé loai bo
epitop té bao T dé theo d6 lam giam tinh sinh mién dich tiém tang cta khang thé.
Phuong phéap nay ciing dugce goi 1a “khu mién dich” va dugc md ta chi tiét hon trong
Cong bd don sang ché My s6 20030153043 cua Carr et al., .

Ngoai cac bién thé duoc tao ra trong cac ving khung hodc CDR, céc khéng thé
theo sang ché c6 thé dugc thiét ké dé bao gdm cac bién thé trong ving Fc, thong
thuong dé lam thay dbi mot hodc nhiéu dic tinh chic ning cla khang thé, ching han
nhu thoi gian ban huy trong huyét thanh, ¢b dinh bd thé, gén két thu thé Fe, va/ hoic
su gdy doc té bao phu thudc khéng nguyén. Ngoai ra, khing thé theo sang ché co thé
duoc cai bién vé mit hoa hoc (vi dy, mdt hoic nhiéu géo hda hoc ¢c6 thé duoc gén vVao
khang thé) hodc duoc cai bién dé lam thay ddi sy glycosyl héa clia né, dé lai 1am thay
dbi mot hodc nhiéu dic tinh chire ning cta khang thé. Mdi phuong 4n trong sb cac
phuong an nay dugc md ta chi tiét hon sau day. Viéc danh sb cac gbc trong ving Fe 1a
ctia chi s§ EU theo cach danh s ctia Kabat.

Theo mdt phuong an, ving ban 18 CHI duge cai bién sao cho s lugng cac gbe
xystein trong ving ban 1& dugc thay ddi, vi du, ting hodc gidm. Phuong phap nay dugc
md t& cu thé hon trong cong bd don sang ché My s6 5,677,425 ctia Bodmer et al., . SH
lugng céac géc Xystein trong vung ban 1& CH1 duoc thay ddi, vi du, dé tao thuén loi cho
viéc 1ép rdp cac chudi nhe va chudi ning hoidc dé lam ting hodc lam gidm tinh 4n dinh
ctia khang thé.

Theo phuong an khéc, vung ban 1& Fe cua khang thé dugc gay dot bién dé lam
giam chu ky ban ra sinh hoc ctia khang thé. Cu thé hon, mdt hodc nhidu dot bién axit
amin dugc dua vao ving giao dién mién CH2-CH3 ctia ménh ban 1& Fc sao cho khang
thé co gin két Staphylococcyl protein A (SpA) gidm so Vi gin két SpA mién ban 1é
Fc-nguyén ban. Phuong phép nay duoc md ta cu thé hon trong cong bd don séng ché
M5 sb 6,165,745 cia Ward et al, .

Theo phuong 4n khéac, khang thé dugc cai bién dé lam tang thoi gian ban hiy
sinh hoc cua n6. Co thé ¢6 nhiéu phuong phéap khac. Vi du, mdt hodc nhidu dot bién
trong s6 céc dot bién sau ddy c6 thé duge dua vao: T252L, T254S, T256F, nhu dugce
mo ta trong cong bé don séng ché M§ sb 6,277,375 ciia Ward. Theo cach khéc, dé ting
thoi gian ban huy sinh hoc, khang thé ¢6 thé dugc tao thay doi trong ving CH1 hoic
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CL dé bao gbdm thy thé ctru hd gin két véi epitop thu dugc tr hai loops mién CH2 cia
vung Fc cta IgG, nhu duge mo ta trong cac don yéu ciu cip patent M§ s6 5,869,046
va 6,121,022 cua Presta et al, .

Theo mot phuong an, vung Fe duge tao thay ddi biang cach thay thé it nhit mot
gbc axit amin bang gbc axit amin khéc dé 1am thay ddi cac chirc ning tac dong cla
khang thé. Vi dy, mét hoic nhiéu axit amin ¢6 thé duoc thay thé béng géc axit amin
khac sao cho khang thé ¢6 ai luc thay ddi dbi voi phdi tir tic dong nhung van gitt kha
ning gin két khang nguyén ctia khang thé bd me. phdi tir tac dong ma 4i luc thay do6i
6 thé 13, vi du, thu thé Fc hoidc thanh phén C1 cta bd thé. Phuong phép nay dugc mo
ta cu thé hon trong bing sang ché My s65,624,821 va 5,648,260, cia Winter et al., .

Theo phuong 4n khac, mot hodc nhiéu axit amin ma duoc chon tir cac géc axit
amin c6 thé duoc thay thé bang gdc axit amin khac sao cho khang thé thay dbi su gin
két voi Clq va/ hodc gidgm hodc loai bo su gdy doc té bao phu thude bd thé (CDC).
Phuong phép nay dugc mo ta cu thé hon trong cong bd don sang ché My s6 6,194,551
cua Idusogie et al,, .

Theo phuong an khac, mot hodc nhiéu gdc axit amin duge lam thay d6i theo d6
dé 1am thay ddi kha ning cta khang thé khang thé dé 6 dinh bd thé. Phuong phép nay
duoc md ta chi tiét hon trong cong bd don séng ché qubc té& s6 WO 94/29351 cua
Bodmer et al., .

Theo phuong an khac nita, vung Fe duoc cai bién dé lam ting kha ning cla
khang thé dé lam trung gian cho sy gy doc té bao phu thuc khang thé (ADCC) va/
hodc dé 1am ting 4i luc ctia khang thé déi v6i thu thé Fe-gama bang cach cai bién mot
hodc nhiéu axit amin. Phuong phdp nay dugc mod ta chi tiét hon trong cong bd don
PCT s& WO 00/42072 ctia Presta. Hon nita, céc vi tri gfn két trén IgG1 ctia ngudi ddi
v6i Fe-gama R1, Fe-gama RII, Fe-gama RIII va FcRn da duoc 1ap ban dd va céc bién
thé c6 sw gin két cai thién da duge mo ta (xem Shields, R. L. ef al, 2001 J. Biol. Chen.
276:6591-6604).

Van theo phuong 4n khéc, su glycosyl hoa ciia khang thé duoc cai bién. Vi du,
khang thé aglycosyl héa c6 thé dugc tao ra (nghia 13, khang thé khong c6 su glycosyl
héa). Su glycosyl héa c6 thé duge thay ddi, vi du, dé lam tang i luc cta khang thé doi
voi khang nguyén. Cac bién thé hydratcacbon nay c6 thé duoc thuc hién, vi du, béng

cach thay ddi mot hoic nhiéu vi tri glycosyl héa trong trinh ty khang thé. Vi du, mot
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hodc nhiéu phén tir thé axit amin c6 thé dugc tao ra din dén su loai bo mot hoic nhiéu
vi tri glycosyl hda vung khung trén ving bién dbi theo d6 loai bo su glycosyl hoa & vi
tri d6. Su aglycosyl héa ndy c6 thé 1am tang &i lyc cta khang thé dbi v6i khang
nguyén. Phuong phap nay duoc md ta cu thé hon trong U.S. Pat. NO. 5,714,350 va
6,350,861 cua Co et al, .

Ngoai ra hodc theo cach khac, khang thé ¢6 thé duoc tao ra co loai glycosyl hoa
thay ddi, ching han nhu khang thé hypofucosyl hoa c6 lugng céac gbc fucosyl giam
hodc khang thé co cac chu tric GleNac ct lam doi ting. Cac kiéu glycosyl hoa thay
d6i nay da dugc cho thiy dé 1am ting kha ning ADCC cuia cac khang thé. Céc bién thé
hydratcacbon nay c6 thé duogc thue hién, vi du, béng cach biéu hién khang thé trong té
bao chi bd may glycosyl hda thay d6i. Cac té bao c6 bd miy glycosyl hoa thay d6i da
dugc md ta trong tinh trang k¥ thuat va co thé duoc str dung duéi dang cic té bao chu
trong d6 biéu hién cac khéng thé tai td hop theo sing ché dé theo d6 tao khang thé c6
su glycosyl hoa thay déi. Vi dy, EP 1,176,195 cia Hang ef al, md ta dong té bao co
gen FUT8 gidn doan vé& mit chic ning, gen ndy ma hoa fucosyl transferaza, sao cho
c4c khang thé biéu hién trong dong té bao thé hién sy hypofucosyl héa. Cong bd don
PCT s6 WO 03/035835 ciia Presta m6 ta dong té bao CHO bién thé, té bao Lecl3, c6
kha ning gin fucoza véi cac hydratcacbon-lién két Asn (297) giam, ciing dan dén su
hypofucosyl hoa cta cic khiang thé duoc bidu hién trong té bao chi d6 (cling xem
Shields, R. L. et al., 2002 J. Biol. Chem. 277:26733-26740). Cong bb don PCT s6 WO
99/54342 cua Umana et al, . m0 td cic dong té bao duge thiét ké dé biéu hién
glycoprotein-cai bién  glycosyl  transferaza  (vi dy, beta  (1,4)--N
axetylglucosaminyltransferaza III (GnTIII)) sao cho cic khang thé duoc biéu hién
trong cac dong té bao duoc thiét ké thé hién cac cdu tric GlcNac cat 1am doi tang din
dén hoat tinh ADCC cua céc khang thé tang (cling xem Umana et al, 1999 Nat.
Biotech. 17:176-180).

Cac phuong phép thiét ké khang thé dugc thay doi

Nhu duoc thao luan & trén, cac khang thé gin két TSLP ¢6 cdc trinh tuw VH va
VL hoic céc trinh tu ctia chudi ning va chudi nhe c¢6 do dai diy du dugc thé hién &
day co thé dugc str dung @& tao ra cac khang thé gan két TSLP méi bing cach cai bién
céc trinh tu cua chudi ning va/ hodc chudi nhe ¢6 chiéu dai déy du, cdc trinh tuy VH va/

hodc VL, hodc (cdc) vung ¢b dinh gan & d6. Do vdy, theo khia canh khac theo sang
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ché, cac ddu hiéu céu tric cia khéng thé gin két TSLP theo sang ché dugc s dung dé
tao cac khang thé gin két TSLP c6 lién quan vé mit cAu tric ma van gitr it nhat mot
dic tinh chtrc ndng cua cac khang thé va manh gin két khang nguyén ctia chiing theo
sang ché, ching han nhu gin két véi TSLP clia nguoi.

Vi du, mot hodc nhiéu ving CDR cla cac khang thé va manh gin két khang
nguyén cta ching theo sang ché, hodc dot bién coa ching, co thé duoc td hop téi td
hop véi cac ving khung va/ hojic cac CDR khac dé tao ra cac khang thé gén két TSLP
duoc thiét ké tai td hop bd sung va manh gin két khang nguyén cua chiing theo sang
ché, nhu dugc thao ludn & trén. Céc loai bién thé khac bao gém cac bién thé duge mod
ta trong phan trén. Nguyén liéu khoi d4u cho phuong phap thiét k& nay 1a mot hodc
nhiéu trong sb cac trinh tw VH v&/ hodc VL dugc dé xuit & day, hodc mot hodc nhiéu
vung CDR cua ching. Dé tao ra khang thé dugc thiét ké, khong nhét thiét phai thuc su
tao ra (nghia 13, biéu hién dudi dang protein) khang th& ¢6 mot hogc nhidu trong s6 cac
trinh tuv VH va/ hoac VL duogc dé xuét & day, hodc mot hoac nhiéu vung CDR cua
chtng. Ngoai ra, thong tin chira trong (céc) trinh tw nay dwgc st dung 1am nguyén licu
khéi dau dé tao ra (cac) trinh ty “thé hé thir hai” c6 ngudn gbe tir (cac) trinh tu gbe va
tiép dé (céac) trinh tu “thé hé thr hai” dugc tao ra va duge biéu hién duéi dang protein.
[001] Trinh tu khang thé thay dbi ciing ¢6 thé duoc tao ra bang céch sang loc cac thu
vién khang thé ¢6 cdc trinh ty CDR3 ¢d dinh hodc cac quyét dinh gén két thiét yéu tdi
thidu nhu duoe md ta trong don séng ché My s6 US20050255552 va su da dang vé céc
trinh ty CDR1 va CDR2. Vi¢e sang loc ¢6 thé duoc tién hanh theo cong nghé sang loc
bét ky thich hop cho viéc sang loc cac khang thé tir cac thu vién khang thé, ching han
nhu cdng nghé boc 16 thue khuan thé.

Céc k¥ thuat sinh hoc phan tr tiéu chuén c¢6 thé duge st dung dé tao ra va biéu
hién trinh tu khang thé thay d6i. Khéng thé ma duge ma hoa bdi (céc) trinh tu khang
thé thay d6i 1a khang thé ma van gilt mot, mot s6 hodic tit ca cac dic tinh chirc ning
ctia cac khang thé gan két TSLP duoc md ta & déy, cac dic tinh chirc ning bao gdm,
nhung khong gi6i han 6, gfn két dac hidu va 6n dinh protein TSLP ctia ngudi.

Céc dac tinh chtic nang cua cac khang thé c6 thé duoc danh gid str dung cac thtr
nghié¢m ti€u chuin sén c6 trong linh vuc nay va/ hodc duge mo ta & day, ching han
nhu cac thir nghiém duoc néu trong phén Vi du thuc hién séng ché (vi du, ELISAS).

Theo mét sé phuong an, cic phuong phép thiét ké cac khang thé va manh gin
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két khang nguyén cua ching theo sang ché, cac dot bién co thé dugc dua vao ngau
nhién hodc ¢6 chon loc cung véi tat ca hoic mot ph?m cua trinh tr ma hoa khang thé
oén két TSLP va cac khéng thé gin két TSLP céi bién thu duge c6 thé duge sing loc
dbi v6i hoat tinh gén két va/ hodc cac dic tinh chirc ning khac nhu duge md ta & day.
Céac phuong phép tao dot bién da dugc mo ta trong tinh trang k§ thuét. Vi du, cdng b
don PCT sb WO 02/092780 cua Short md ta cac phuong phép tao ra va sang loc cac
dot bién khang thé st dung dot bién bdo hoa, lip rap nbi tdng hop, hodc t6 hop caa
chiing. Theo céch khac, cong bb don PCT sé WO 03/074679 cua Lazar et al, md ta
cac phuong phap st dung cic phuong phép sang loc ¢o trg gitip ctia mdy vi tinh daé tdi
uwu hoa cac dac tinh hoa ly cta cdc khang thé.

M® ta dic tinh céc khang thé theo sang ché

Céc khang thé va manh gin két khang nguyén ctia chiing theo sdng ché c6 thé
duoc md ta dic tinh bang cac thir nghiém chirc ning khic nhau. Vi du, ching c6 thé
duge md ta dic tinh bing kha ning gén két cua ching véi TSLP va (e ché hoat tinh
TSLP.

Kha ning gin két cta khang thé véi TSLP c¢6 thé duge phat hién bing cach
danh diu khang thé quan tim truc tiép, hoic khang thé ¢6 thé khong duoc danh dau va
dwgc phat hién gan két gian tiép bang cach st dung cdc dang thir nghiém sandwich
khéc nhau da biét trong linh vuc nay.

Theo mdt sd phuong an, cic khang thé gan két TSLP va méanh gin két khiang
nguyén cua chung theo sang ché phong bé hoic canh tranh gin két cua khang thé gin
két TSLP tham chiéu véi polypeptit TSLP. Céc khang thé gin két TSLP va manh gan
két khang nguyén ctia ching theo séng ché c6 thé 1a cac khang thé gan két TSLP hoan
toan 1a cua nguoi hodc duge lam gidng nhu ctia nguodi. Ching cling ¢6 thé 1a céac
khang thé gén két TSLP ciia ngudi, chudt, kham hodc duoc lam giéng nhu cia nguoi
khac ma gin két véi epitop tuong tu khéng thé tham chiéu. Nang luc phong bé hoic
canh tranh v6i su gin két ctia khang thé tham chiéu cho thy ring khang thé gin két
TSLP trong thtr nghiém gin két voi epitope gidng hét hodc twong tw nhu epitope duge
xéc dinh boi khang thé tham chiéu, hodc gin két véi epitop di gan véi epitop ma duge
oén két boi khang thé gin két TSLP tham chiéu. Dic biét 13, cac khang thé nay c6 kha
ning c¢O chung cac dic tinh c6 lgi da dugc xdc dinh ddi v6i khang thé tham chiéu.

Nang luc phong bé hoic canh tranh v6i khang thé tham chiéu c6 thé duoc xéac dinh
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bing, vi du, thir nghiém gfin két canh tranh. Vi thir nghiém gfin két canh tranh, khing
thé trong thir nghiém dugc thAm dinh vé& kha ning @rc ché gin két dic hiéu cia khang
thé tham chiéu véi khang nguyén thong thuong, ching han nhu polypeptit TSLP.
Khang thé thir nghiém canh tranh v6i khéng thé tham chiéu v& su gin két dic hiéu véi
khang nguyén néu luong du khéng thé thtr nghiém e ché vé co ban su gin két ctia
khéng thé tham chiéu. Su trc ché co ban o nghia 1 khang thé thir nghiém lam gidm sy
ofn két ddc hiéu khang thé tham chiéu thuong it nhit 10%, 25%, 50%, 75%, hoic
90%.

Co6 mot sb thu nghiém gén két canh tranh da biét ma c6 thé duogc st dung aé
danh gia sy canh tranh cia khing thé voi khang thé tham chiéu cho viée gin két voi
protein cu thé, trong truomg hop nay, TSLP. Cac thtr nghiém nay bao gbm, vi du, thir
nghiém mién dich phéng xa pha rén truc tiép hoic gian tiép (RIA), thir nghiém mién
dich pha rin truc tiép hodc gidn tiép (EIA), thir nghi¢ém canh tranh dang banh kep
(sandwich) (xem Stahli va et al., Methods in Enzymology 9:242-253, 1983); EIA
biotin-avidin pha ran truc tiép EIA (xem Kirkland ef al, J. Immunol. 137:3614-3619,
1986); thir nghiém danh dAu truc tiép pha rin, thir nghiém sandwich danh déu truc tiép
pha rin (xem Harlow & Lane, supra); RIA danh d4u truc tiép pha rin str dung chit
danh dau 1-125 (xem Morel et al., Molec. Immunol. 25:7-15, 1988); EIA biotin-avidin
truc tiép pha rin (Cheung et al, Virology 176:546-552, 1990); va RIA dénh dau truc
tiép (Moldenhauer et al., Scand. J. Immunol. 32:77-82, 1990). Thong thuong, thong
thuong thir nghiém nay bao oOm viée st dung khdng nguyén da duge tinh sach gdn két
v6i bé mit rén hodc cac té bao mang mot trong hai, khéng thé gin két TSLP thir
nghiém khong dugc danh du va khang thé tham chiéu duge danh ddu. Uc ché canh
tranh duoc do béng cach xac dinh lugng chéit danh diu gén vGi bé mit rin hodc gén
vGi cac té bao khi ¢6 mit khang thé thir nghiém. Thong thudng khang thé thir nghiém
¢6 mit du. Cac khang thé ma dugc xac dinh bang thir nghiém canh tranh (cac khang
thé) bao gbdm cac khang thé gin két v6i epitop tuong tu khang thé tham chiéu va cic
khang thé gin két véi epitop 1ién k& ma da gan véi epitop ma duoc gin két boi khang
thé tham chiéu dé can tro vé mat khong gian.

Dé xac dinh liéu cac khang thé don dong gin két TSLP c6 gin két véi epitop
duy nhit, mdi khang thé co thé duogc biotinyl héa st dung cac chat phan tng san co

trén thi truong (vi du, cac chét phan ung tir Pierce, Rockford, I1l.). Cac nghién ctu
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canh tranh st dung cic khiang thé don dong khong duge danh ddu va céc khang thé
don dong dugc biotinyl hoa co thé dugc tién hanh st dung cac dia ELISA phu
polypeptit TSLP. Su gin két ctia khang thé don dong duge biotinyl hoa c6 thé dugc
phat hién bang miu ro strep-avidin-kiém phosphataza. Dé xac dinh isotyp ctuia khang
oén két TSLP da duoc tinh sach, ELISA isotyp c6 thé duge tién hanh. Vi du, céc giéng
clia dia vi chuén do c6 thé duge phu 1pg/ml IgG khédng ngudi qua dém 4°C. Sau khi
phong bé bing BSA 1%, cac dia dugc cho phan ing v6i 1pg/ml hodc it hon khang thé
don dong gin két TSLP hoic d6i chtng isotyp tinh sach, & nhiét do xung quanh trong
mdt hodc hai gid. Tiép do, cac giéng nay c6 thé duoc cho phan ung véi IgG1 ngudi
hoic cic mau rd kiém phosphataza dic hi¢u IgM cta nguoi. Tiép do, céac dia duogc cho
hién 4nh va dugc phan tich sao cho isotyp ctua khang thé tinh sach c6 thé duogc xac

dinh.

D& cho thiy su gén két ctia cdc khang thé don dong gin két TSLP dbi véi té bao
séng biéu hién polypeptit TSLP, k§ thuat dém té bao theo dong chay c6 thé dugc st
dung. Tom lai, cdc dong té bao biéu hién TSLP (sinh truéng trong céc diéu kién sinh
trudng tidu chudn) c6 thé duge tron voi cac ndng do khac nhau ctia khang thé gin két
TSLP trong PBS chira BSA 0,1% va huyét thanh bao thai bd 10%, va u & 37°C trong 1
gi0. Sau khi rira, cac té bao nay dugc cho phin ng v&i khéng thé IgG khang nguoi
duge danh dau huynh quang trong céc diéu kién twong tu viéc nhudm khang thé so
cép. Cac mau nay c6 thé duge phan tich bing thiét bi FACScan sir dung 4nh sang va
céc thude tinh tan xa bén dé ngan can ddi véi cic té bao don. Thir nghiém khéc st
dung kinh hién vi huynh quang c6 thé duoc st dung (cing v6i hodc thay cho) thi
nghiém dém té bao theo dong chay. Céc té bao ¢ thé duge nhudm chinh x4c nhu duge
md ta & trén va duoc thAm dinh bing kinh hién vi huynh quang. Phuong phép nay cho
phép hién thi cac té bao don 1¢, nhung c6 thé lam giam do nhay phu thudc vao mat do
khang nguyén.

Khang thé gin két TSLP va ctia né va manh gin két v6i khang nguyén ctia né
theo sang ché co thé tiép tuc duge kiém tra cho kha nang phan {mg vdi polypeptit
TSLP hodc méanh khang nguyén bing Western blot. Mot cach ngin gon, polypeotit
TSLP tinh sach hodc protein dung hop, hodc dich chiét té bao tir t& bao biéu hién
TSLP c¢6 thé duoc chudn bi va dua vao dién di trén gel natri dodexyl sulfat

polyacrylamit. Sau khi dién di, khdng nguyén phan tach duoc chuyén 1én mang
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nitrocelluloza, phong bé bang 10% huyét thanh thai bo, va lai v6i khang thé don dong
duoc kiém tra. Viéc gin két voi IgG ngudi ¢6 thé duoc phat hién duogc st dung alkalin
phosphataza khang 1gG nguoi va phat trién bang vién nén co chit BCIP/NBT (Sigma
Chem. Co., St. Louis, Mo.).

Vi du vé thit nghiém chtrc ndng ciing dugc mo ta trong phan vi du phia dudi.
Duoc pham va va ché pham bao ché

Ciing dugc dé xuit ¢ day 1a ché phém, vi du, duogc phém, ¢6 chtra moOt hodc
nhidu phén ti, vi du, khang thé, manh khang thé chang han Fab, Fab’, F(ab’)2, scFv,

thé mini, hodc thé dia, ma gin két dic hiéu véi TSLP, 1am thanh phan hoat tinh.

Duoc phém thuong bao g61n ta duoc dugce dung. Ta duge duge dung co thé bao
gém nude mudi, dung modi, mdi truong phan tin, chét bao, chit khang khuén, cht
khang nim, chit ding truong va tri hodn hap phu, va céc chét tuong tu, twong thich
v6i viée dung cho dugce phim. Dugc pham thudng duge tao thanh ché phdm bao ché
dé twong thich véi dudong ding da dinh. Vi dy, dé ding bing cach xong-hit, hop chat
c¢6 thé duge van chuyén dang phun sol khi tir m¢t vat chra nén ma c6 hodc dung cu
phén tdn ma c6 chtra nhién li€u déy thich hop, vi du, khi chéng han nhu carbon dioxit,
hodc may khi dung. Nhiing phuong phap nay bao g6m nhiing phuwong phap dugc mod
ta trong bang sang ché My s6 6,468,798.

Theo mdt vai phuong an, dugc phém duoc dé Xuét & day, dugc dugc tao thanh
ché pham bao ché dé véan chuyén c6 muc tiéu t6i duong hd hép ctia ddi tugng, dic bigt
1a phdi ctia ddi tuong. Ché phim bao ché nay c6 thé vuot qua dugc su ling dong cla
thanh phan hoat tinh & duong tiéu hoa trén cia ddi tuong, do d6 giam thiéu kha ning
dung nap hodc van dé an toan lién quan dén su ling dong thudc trong miéng va cb
hong. Theo mdt vai phuong 4n, duoc phém duoc dé Xuét & day dugc dugc tao thanh
ché phdm bao ché dang bot. Ché pham bao ché dang bot khd nay co thé bao gdm ca

thanh ph@m hoat tinh, ta duoc tao vo, ta dugc tao trang thai thuy tinh, va dém.
Thanh phan hoat tinh

Céc thanh phén hoat tinh ctia ché pham bao ché dang bot kho ¢6 thé bao gdbm
mot hodc nhiéu khang thé khang TSLP va méanh khang thé duge mo ta & day.
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Luong thanh phan hoat tinh trong ché phim bao ché duge c6 thé duge didu
chinh t61 lugng c6 hi¢u qua diéu tri cta thanh phﬁn hoat tinh trong mot don vi lidu dé
thu duge két qua mong mudn. Trong thuc té, lugng nay s& khac nhau phu thudc vao
thanh phén cu thé, hoat tinh ctia né, su nghiém trong cua tinh trang can duogc diéu tri,
quan thé bénh nhan, yéu cdu v& liéu lugng, hiéu qua diéu tri mong mudn va lugng
tuong ddi phu gia chira trong ché phim. Ché pham thuong bao ¢dm thanh phan hoat
tinh tir khoang 1% theo khdi lwong dén khoing 99% theo khéi lugng, vi dy, thanh
phin hoat tinh khoang 5% dén khoang 95%, khoang 10% dén khoang 90%, khoang
15% to 85%, khoang 20% t&i 80%, khoang 25% t6i 75%, khodng 30% t6i 70%,
khoang 40% t6i 60%, hodc khoang 50% theo khéi lugng. Ché phim theo sang ché hitu
ich cho céc thanh phan hoat tinh ma dugc van chuyén trong lidu tir 0,001mg/ngay t6i
100mg/ngay, t6t hon 14 trong lidu tir 0,01mg/ngay dén 75mg/ngay, va tot hon nira 1a
trong liéu tir 0,10 mg/ngay t6i 50mg/ngay. Ngudi ta nén hidu ring, c6 thé ¢6 nhiéu hon
1 thanh phéan hoat tinh c6 thé duoc két hop vao ché phim nhu duge mo t& & day va
viéc str dung thuat ngt “thanh phén hoat tinh” khong loai trir viéc st dung hai hoac

nhiéu thanh phan hoat tinh nay.
Ta duoc

Theo mdt vai phuong 4n, ché phdm bao ché dang bot khd duge md ta & dy co
thé chira ta duge duge dung ky nudc tao hinh vo. Ta duoc tao hinh v 1a chét ¢ hoat
tinh bé mat ma lam tang su phan tan cta bot kho sdy phun. T4 duge ky nude tao hinh
v6 ¢6 thé c6 nhidu danh phu thudc it nhat vao it nhit & mot mic d vao ché pham va
muc dich st dung ctia ché phim bao ché dang bot khd. T4 duoc duge dung ky nude
thich hop co thé, noi chung, dugc lya chon tir nhom bao g&‘)m phospholipit, axit amin

va peptit ky nudce, va xa phong axit béo chudi dai

Theo mdt vai phuong an, ta duoc tao hinh vé bao g61n: glycin, alanin, valin,
trileuxin, dileuxin, leuxin, isoleuxin, prolin, phenylalanin, metionin, tryptophan,
dipalmitoylphosphatidylcholin (DPPC), distearoylphosphatidylcholin (DSPC), va k&m
stearat. Theo mdt vai phuong an, ché phém bao ché dang bot kho dugc mo ta & day

bao gdm ca trileuxin.

Bang cach kiem soat ché pham bao ché va quy trinh, bé mit cta hat 1am kho

bing say phun c6 kha ning bao gdm chu yéu 1a td duge tao hinh vé. Nong do bé mat
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cua ta duoc tao hinh vo co thé 16n hon 70%, chéng han 16n hon 75% hodc 80% hodc
85%. Theo mot vai phuong an, bé mit chira ta ché tua nuéce 16n hon 90%, hoic 16n
hon 95% hogic 98% hoidc 99%. D4i v6i cac thanh phan hoat tinh manh, khong phai 1a

khong phd bién viéc bé& mat c6 chira ti dugce tao hinh vé 16n hon 95%.

Theo mot vai phuong an, td dugce tao hinh vo c¢6 chira giao dién hat 16n hon
70% nhu do duge bang phd hoc electron cho phéan tich (Electron Spectroscopy for
Chemical Analysis-ESCA, cling dugc biét dén nhu 13 phd huynh quang tia X hodc
XPS), tot hon 13 16n hon 90% hoic 95%.

Theo mot vai phuong an, ta duge tao hinh voé tao thuén loi cho sy phat trién cta
hinh thai xu xi cua hat thuédn lgi cho su phat trién hinh thai hat xu xi. Piéu nay cé
nghia 1a 1a hinh thai hat xbp, nhin, gon séng, nhin hon 1a min. Diéu ndy c6 nghia la
mit trong va/ hodc mdt ngoai cua hat thudc c6 thé x0ng-hit dugc it nhét 1 phén XU XI.
Su xu xi nay httu ich cho viéc dé xuét hiéu qud van chuyén cao, su nhét quan liéu va
thubc nhadm muc tiéu béng cach cai thién sy hoa 1ong va sy phan tan bot. Su ting do
x xi ca hat din dén 1am gidm luc két dinh nhu 1a két qua cua sy bét hoat cac hat dé
tiép can bén trong twong tic van der Waals. Su ting luc két dinh du dé cai thién dang

ké su dich hoa va phan tdc bot trong toan bd cac hat xu xi.

Néu c6, thanh phin cia ta dugc tao hinh vé thudong nim trong khoing 15 dén
50% khbi luong/ khéi luong cua thube. DPdi véi trileuxin, toi thidu khoang 15% luong
yéu ciu trong ché phém bao ché dé tao ra hiéu suét chép nhan dugc nhu mot chét tao

hinh vé. D61 v6i leuxin, lugng toi thi€u yéu cau cao hon, khoang 30%

Viéc str dung ta dugce ky nudce tao hinh vo chéng han nhu trileuxin c6 thé han
ché boi sy hoa tan ctia nd trong nguyén liéu 16ng. Thong thudng, luong trileuxin trong
mdt loai bt k¥ thuat 1a it hon 30% khéi legng/ khdi lwong, thudng xuyén hon theo trét
tw 10% khdi luong/ khéi luvong dén 20% khéi lugng/ khdi lugng (khoang 10-30% khoi
lwong/ khdi lugng). Do dd hoa tan gidi han trong nude va hoat tinh bé mat ctia no,
trileuxin 1a chét tao hinh v rat tot. Leuxin c6 thé duge st dung lam ta dugc tao hinh
vO va cac phuong an theo sang ché c6 thé bao gdm cac hat c6 chira noéng do leuxin

khoang 50% dén 75%.

Xa phong axit béo hoat dong tuong tu nhu leuxin va trileuxin va cac chét thay

d6i bé mat thich hop.
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Do thoi gian ngin ciia viéc sdy, cac thanh phan hoat tinh duge hoa tan trong
nguyén liéu thuong s€ c6 mit nhu chit rén vo dinh hinh trong sin pham thudc da sdy
kho.

Su di chuyén phan tir cta chit rin vo dinh hinh khi so sanh véi su di chuyén
cia déi tac tinh thé cta n6. Sy di chuyén phén tir cic chuyén dong trong pham vi rong
cling nhu chuyén dong tai chd ching han nhu xoay lién két. Nguyén téc chinh trong su
6n dinh trang thai rén cta vat liéu vo dinh hinh 1a su chuyén dong phan ti dan dén
nhitng thay ddi 1y hoc va héa hoc khong mong muén. Do d6, chién lugc tao ché pham
bao ché cho céc vat lieu vo dinh hinh thuong tip trung vao sy kim ham sy di dong

phan tu.

Su tOn tai cua cac mdi lién quan giita su chuyén dong phan tir va su khong 6n
dinh la tryc quan va da biét. Tuy nhién, dé hiru ich, su chuyén dong phan tr phdi dugc
dinh nghia mot cach cin than va phai duogc hiéu dudi gbc do cac loai chuyén dong hién
tai. Su chuyén dong trong pham vi rong ctia phan tir tang tir gidn sy phuc hdi cdu truc,
duoc biét dén 1a su gidn a. Thoi gian cho nhitng chuyén dong nay lam ting dang ké vi
nhiét d6 lam giam nhiét do chuyén ddi thiy tinh dugi day, (Tg), hodc bao ton, vi Tg
tang & nhiét do quan sat ¢ dinh. Do su 4n dinh cua phén t trong thiy tinh han ché su
6n dinh phan tir su chuyén dong phén tir trong pham vi rong, didu nay tré thanh chién
luoc tao ché phém bao ché phé bién ddi vé6i su 6n dinh trang thai rin cda ca thudc vo

dinh hinh.

Viéc kiém soét sy On dinh cta chuyén dong phan tir trong pha ran, ching han
nhu thong qua viéc st dung cac chét tao trang thai thuy tinh, cé thé cai thién su on
dinh hoéa ly cua protein trong ché phim bao ché. Khi chét tao trang thai thiy tinh can
thiét, nhiéu su can nhéc s& chi phéi viéc luya chon nd. Vai tro chinh cda td duoc tao
trang thai thity tinh 14 dé giam gi6i han chuyén dong toan bo phan tir clia thude. Trong
thuc té, diéu nay di kém véi viéc ting nhiét do chuyén ddi thiy tinh ctia pha vo dinh
hinh ma ¢6 chua thube. Trong khi céc ta dugce véi gia tri Tg cao thudng mong mudn,
thdm chi ta dugc véi Tg trung binh ¢o thé thich hgp cho mot vai ché phim bao ché (vi
du, thudc v6i Tg trung binh hodc néu ndng d6 thude trong ché phim bao ché 1a thip).
bé hudng dan nguoi tao ché phém bao ché, that dang dé 1am ndi bat dac tinh cua chét

tao trang thai thuy tinh ly tudng: vét li¢u twong thich sinh hoc véi nhiét d6 ddi thiy
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tinh ma c6 thé phéi tron duoc voi thudc, tao thanh pha v6 dinh hinh ma chi dugc lam

déo bang nudc.

[002] Theo mot vai phuong 4n, ché phém bao ché dang bot kho duogc md ta &
day co chira t4 dugc tao trang thai thiy tinh. T4 dugc tao trang thai thuy tinh ma kim
ham chuyén dong phan tir pham vi rong bao gdm carbohydrat, axit amin, va dém.
Theo mot vai phuong én, td dugc tao trang théi thiy tinh bao gém: histidin, histidin
HCl, sucroza, trehaloza, mannitol, va natri xitrat. Do d6 mot vai ta duoc, chéng han
histidin, c6 thé duoc dé cip nhu la dém hodc ta duogc tao trang thai thuy tinh c6 thé
duoc str dung 1an nhau. Theo mot vai phuong én, ché phdm bao ché dang bot khd duge

mo ta & day, vi du, ché pham bao ché 16i-vé, c6 ca trehaloza.

Su quan trong cta céac loai chuyén dong phan tir ngay cang duge cdng nhan
trong linh vuc dugc. Khoa phén loai (a, f,...) dugc st dung d& chi loai chuyén dong
phén tir bit ngudn tr quang phd dién mdi bang thong rong. Phd hdi phuc dién moi
thuong thuong duge v& dua trén pham vi tan sb. Khi phd nay duoc dién giai, su ton
thit dién méi dat dinh & tin s thdp nhét duoc ky hi¢u la chuyén dong a, tan s6 cao
hon chuyén dong 1a chuyén dong B, sau d6 1a y, va .... Do do, p va cac chuyén dong
ma xay ra & tan s& cao hon duoc coi 1a “nhanh” hodc chuyén dong bic hai (va trong
mot vai truong hop, su hoi phuc Johari-Goldstein).Mac du nhiing su gidn bac hai nay
thuong dugce cho 1a su chuyén dong noi phan ti nhitng tiéu phan phan tir khic nhau (vi
du, chudi bén ctia protein), ching tdn tai thdm chi cho nhitng phan tir cing. Trong burc
tranh co hoc don gian, chuyén dong P doi khi duge md ta 1a “su bét gilt” (cage
rattling) ngau nhién mot loai bdi nhirng phan tir xung quanh. O diém nay, chuyén dong
tai chd cta cac phan tir xung quanh dem lai thé tich tu do da dé cho phép mot bude
nhay khong kiém sodt cia loai bi bit giit. Pay 1a chuyén dong a. Do d6, su chuyén

dong p dan dén su chuyén dong a.

Chuyén dong bic hai 1a nghién ctu nang dong ca vé quan diém ly thuyét va
thue tién. Va, mic du nhiéu tai liéu tham khio lién quan dén dang thuy tinh dong kho
hodc tan chay, cac nguyén ly cling lién quan dén cac hat vo dinh hinh, k¥ thuat dé
x6ng-hit (vi dy, bot duoc san xuét str dung quy trinh lam kho bing siy phun hoic quy
trinh tr dudi 1én). Tinh thé hoa cac phan tir nhd gan Tg bi nghi 1a lam ting chuyén

dong B. Nhitng nguoi tao ché phim bao ché protein da nhan thdy su quan trong cla
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viéc kiém soat nhirng chuyén dong B nay. Su kim ham chuyén dong p trong ché phim
bao ché vo dinh hinh thuong duge thuc hién bing nﬁﬁ’ng t4 duge hiru co nhd, ching
han nhu glycerol, mannitol, sorbitol, va dimetylsulfoxit. Mdc du nhiing td dugc nay
hau hét duoc cho 1a (e ché chuyén dong B, nhitng cdc phan tir hitu co khic c6 MW
thip ciing duoc dung v6i myc dich nay (vi du, mudi dém hodc counterion). Nhitng ta
dugc nay dugc gia thuyét 12 kim ham chuyén dong cta mién c6 kha ning di dong cao
béng cach lam tang do nhot tai chd. bé nguoi doc quen véi nhiéu tai liéu tham khao vé
su dn dinh thay tinh, viéc st dung nhiing td dugc nay co thé xem 1a khéac thuong.
Nhing ta4 dugc naz va nhiing vatk li¢ ¢co khdi luong phén tir thip khac ¢6 gid tri Tg
thip va s& lam giam Tg cla ché pham bao ché, mot hién tugng duge goi 1a su mém
déo. Tuy nhién, nhiing t4 dugc nay cling ¢ thé 1am suy giam chuyén dong B. Do do,
ching thuong duge cho 13 chét chdng 1am déo hoge doi khi 1a chit am déo, phu thudc
vao tai liéu tham khao; trong khi chiing lam mém déo chuyén dong a, chiing lai chéng
lam déo chuyén dong B. Chi y 13, thuat ngir nay la ngudn gbe cho nhing nhim 1an
trong tai liéu tham khao; viéc chi dinh mot vat lieu hode mot chét chéng lam déo phu

thudc vao tai liéu tham khao vé chuyén dong o hay chuyén dong bac hai.

Do su 6n dinh trang théi ran ctia protein doi hoi ché phdm bao ché hoa tir luéi
thiy, su dong gop cua cac chuyén dong a va p nhin dugc su quan tdm ddc biét. Mac
dui ¢6 nhidu tai liéu tham khao sir dung chat using chét tao trang thai thiy tinh dé 6n
dinh protein, cho dén gén day, c6 mot vai tham khéo cu thé dén anh hudng cia nhitng
chit nay su chuyén dong tai chd. Mgc du nhiét do chuyén hoa thity tinh cta protein rit
khé d& do, hau hét cac dit lidu d& cho thiy ring Tg>150°C. Thus, t& dwoc (vi du,
disaccharit chéng han nhu sucroza hodc trehaloza) thuong dugce sir dung dé 6n dinh
protein cling s€ lam mém déo chuyén dong o trong protein (va khong lam mém déo
chuyén dong bac 2). Nghién ctr gan day giai thich rang chuyén dong P chi phdi phan
16n su 6n dinh ctia dudng thiy tinh. Do d6, disaccharidt khong lam déo chuyén dong

B trong ché phim bao ché protein.

Theo mot vai phuong 4n, ché phim bao ché dang bot khd duge md ta & dy co
chira ta dugc tao trang thai thiy tinh v6i nhiét do chuyén ddi thé tinh 1a (>80°C). Theo

mot vai phuong an, ché phim bao ché dang bot kho duge md ta & day bao gbm chat
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tao trang thai thuy tinh ching han sucroza, trehaloza, mannitol, fumaryl

diketopiperazin, va natri xitrat.

Hon hop chat tao trang théi thuy tinh ¢6 thé duoc st dung d€ thu dugc sy 6n
dinh t6i wu ctia chat rdn vo dinh hinh. Pdi v6i “nén” cta ché pham bao ché 16i-vo, hon

hop cua trehaloza va manitol duoc sit dung theo mot vai phuong an.

Luong chét tao hinh cin thiét dé dat dugc su uc ché chuyén dong phan tir va dat
duge sy 6n dinh 1y hoc va héa hoc s& phu thudc vao ban chét cta chét ¢ hoat tinh.
Déi v6i mot vai phwong an véi protein duge lam khod bing sdy phun, ty 1& mol chat tao
trang thai thiy tinh véi protein c¢6 thé nim trong khoang tir 300 dén 900. Déi véi
nhiing phén t nhd, luong cAn thiét chit tao trang thai thiy tinh s& phu thudc vao Tg

ctia chét hoat tinh.

Theo mdt vai phuong an, ché phém bao ché dang bot kho duge mo td & day coc
chira dém. Pém duoc biét dén 1a dé kiém soét pH, cling 1a dé van chuyén thude ¢ pH
tuong thich sinh ly (c6 nghia 1a, dé 1am ting kha ning dung nap), cling nhu dé dé xut
diéu kién long thich hop cho su dn dinh hoa hoc cua thude. Trong mot vai ché phém
bao ché va quy trinh duge mo ta, mdi trudng cla thudc c6 thé duge kiém soat bing

bao ché ddng thoi thude va dém cling nhau trong cung mot hat.

Trong khi rat tw nhién khi dit ra ciu hoi vé ¥ nghia ctia pH trong sin phim
thubc & trang théi rén, nhiéu nghién ctru da chimg minh v& tim quan trong ctia viéc
kiém soat pH control dbi v&i su 6n dinh hoa hoc cua trang théi ran. Nuée & khép moi
noi, tham chi trong ché phim bao ché dang bot kho & trang thai ran. Ngoai vai tro cia
né nhw 1a mot chét 1am déo cho vat liéu vo dinh hinh, nude 1a chit phan tmg, san phim
phéan hudy, va cling co thé dung lam moi trudong cho sy giai phong va phan ung hoa
hoc. Co bing chimg cho ring su hép phu nuée 1én b& mit cta hat c6 thé dan dén dung
dung bdo hoa trong mang bé& mit ngoai. Thuc vy, mdt vai nghién ctru da st dung pH
ctia hdn hop thudce (c6 nghia 13, dung dich bio hoa) nhu 1a mot chét chi thi cia pH tai
chd hodc “vi mdi truong” cla thube dugce hoa tan trong mang boc ngoai & bot “khd™.
pH cta vi mdi truong da duoc biét, trong mdt vai trudng hop, tuong (mg véi su 6n

dinh cua thudc.

Nhu véi thuoe, t4 duge cling hoa tan trong mang boc ngoai cua nude da hap

phu dé tao thanh dung dich bao hoa. Diéu nay co thé dugc st dung dé tao thuén loi
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nhim cho phép su kiém soét pH tai chd trong 16p 4m duoc hap phu. Dém hoic chit
bién ddi pH, ching han nhu histidin hodc phosphat, thudng duoc sir dung ¢ dang dong
lanh hodc ché pham bao ché lam kho bing sdy phun dé kiém soat su phan hity protein

ctia pha 16ng va pha rén.

Theo mdt vai phuong 4n dém cho ché phiam bao ché co ca: histidin, glycin,

axetat, va phosphat.

T4 duoc tiy ¥ bao gdm mubi (vi du, natri clorit, canxi clorit, natri xitrat), chat
chéng oxi hoa (vi du, metionin), t& dugc dé lam giam su tich tu protein trong dung
dich (vi du, arginin), chat che giu huong vi, va céc chit duge thiét ké dé cai thién su
hip phu cua cic dai phan t& vao su tudn hoan cia co thé (vi duy, fumaryl

diketopiperazin).
Ché phédm bao ché bao ché:

Pugc dé xudt & day ché phdm bao ché dang bot khd c6 chira cac hat lam khd
bing sdy phun ma vuot qua mot cach c6 hiéu qua sy ling dong trong ¢ hong cua

nguoi 16n binh trung binh, ma cho phép su van chuyén c6 chu dich thude t6i phdi.

Theo mdt vai phuong an, cac hat theo ché phém bao ché dang bot khd duge md
ta & dy c6 lidu tong cho phdi in virro (TLD) gitra 80 va 95% khdi lwong/ khdi lugng
ctia liéu danh nghia, vi du gitta 85 va 90% khéi luong/ khéi luong cho ddi tuong 16n

trung binh.

Theo mdt vai phuong an, cac hat theo ché pham bao ché dang bot khd duge mod
ta & day c6 lidu tong cho phdi in vitro (TLD) giita 90 va 100% khdi lugng/ khéi lugng
ctia liéu phan phdi, vi du gitra 90 va 95% khéi lugng/ khéi lugng cho dbi tugng 16n
trung binh.

Theo mot vai phuong an, ché phém bao ché dang bot kho duge mo ta ¢ day bao
gbm liéu van chuyén thich hop tham s6 quén tinh gitta 120 va 400 um2L/phut, vi du
gitta 150 va 300um? L/phut.

Theo mot vai phuong an, ché pham bao ché dang bot kho duge md ta & day bao
gbm cac hat k¥ thuat c6 bé mit xdp, gon séng hodc xu xi. Nhiing hat k§ thuét nay lam

giam luc két dinh lién hat so v6i céc tinh thé thube duoc tan vun c6 kich thude hat co
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banco thé so sanh dugc. Diéu nay din dén cai thién sy hoa long bot va phan tan bot

twong tng v6i hon hop duge yéu cau c6 thude da tan vun va lactoza tho.

Theo mot vai phuong an, cac hat theo ché phém bao ché dang bot kho duge mo

ta & day c6 do thd 16n hon 1,5, vi du tir 1,5 dén 20, 3 dén 15, hogc 5 dén 10.

Déi v6i thanh phén duogc ¢6 hoat tinh, vi du, nhiéu peptit hodc protein (vi du,
Fab khang TSLP), bé mit thd c6 thé dat dugc bang cach siy phun duge chat gon gang.
Trong truong hop nay, ché pham bao ché c6 thé bao gdm duogc chit gon gang, ma la

100% khéi lwgng/ khéi lugng cta thanh phin hoat tinh hogc thude.

Theo mot vai phuong éan, ché phiam bao ché dang bot kho duge mo ta & day co
chta duoc chit va dém. Ché phém bao ché ¢o thé bao gf?)m 70% dén 99% khéi luong/

khoi lugng ctia thude hodc chat c6 hoat tinh, va phan con lai 1a dém.

Theo mdt vai phuong an, ché phdm bao ché dugc md ta & diy c6 thé bao gom
0,1 to 99% khéi luong/ khéi luong ciia thanh phin hoat tinh, hodc 0,1 dén 70% khéi
luong/ khdi luong cta thanh phén hoat tinh, hodc 0,1 dén 50% khbi luong/ khéi luong
ctia thanh phin hoat tinh), hogc 0,1% dén 30% khdi lugng/ khdi lugng clia thanh phén
hoat tinh.

Theo mdt vai phuong 4n, ché pham bao ché dang bt khd duge md ta & dy co
thé bao gém ta duge dé tiép tuc lam tang sy 6n dinh hodc su tuong thich sinh hoc ctia
ché phdm bao ché. Vi dy, cac mudi khac nhau, dém, chit oxi héa, ta dugc tao hinh vo,
va ta duoce tao trang thai thuy tinh dugc du tinh.

Theo mot vai phuong an, cac hat theo ché phdm bao ché dang bot kho duge md
ta & day c6 kich thude hinh hoc, duge thé hién bang dudng kinh trung binh khéi (x50)
la gitra 0,8 va 2,0um, vi du la gitta 1,0 va 1,5um.

Theo mot vai phuong an, cac hat theo ché phém bao ché dang bt khod duge mo
ta & day co kich thudce hinh hoc, thé hién bang x90 14 giita 2,0um va 4,0um, vi du gitta
2,5um va 3,5pm.

Theo mot vai phuong an, cac hat theo ché phim bao ché dang bot khd duge md
ta & day co khdi lugng riéng tir hat (ptapped) 1a gitta 0,03 va 0,40g/cm’, vi du gitra
0,07 va 0,30 g/cm’.
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Theo mot vai phuong an, cac hat co bantheo ché phém bao ché dang bot kho
duge md ta & day cé kich thude khi dong hoc trung binh (Da) 1a gitra 0,1 va 1,0pum, vi
du gitta 0,5 va 0,8um.

Theo mot vai phuong én, céc hat theo ché phém bao ché dang bot khd duge mod
ta & day co dudng kinh khi dong hoc dugce tinh toan 1a gitta 0,5 va 1,2um, vi du la gitta

0,8 va 1,0pm.

Theo mdt vai phuong an, toan b céc hat theo ché phém bao ché dang bot kho
duoc md ta ¢ ddy trinh bay ¢ dang lidu van chuyén thich hop have c6 kich thuéc khi

dong hoc trung binh khdi (MMAD) 1a giita 1,0 va 3,0um, vi du la gitra 1,5 va 2,0um.

Theo mot vai phuong 4n, ché phim bao ché cua sang ché c¢6 chira cac hat c6 vo
va 16i: trileuxin 12 chit tao vo xuét hién & bé mit cua hat, va 181 ¢6 chia thanh phﬁn
hoat tinh (vi du, Fab khang TSLP), trehaloza, hodc trehaloza va manitol két hop véi

nhau va dém.

Theo modt vai phuong an, sang ché dé cap dén ché phim bao ché ¢ chua
khoang 40% (khdi lugng/ khéi lugng) phan tt gén két TSLP, vi du, Fabl khang TSLP,
khoang 25% (khi luong/ khdi lwong) trileuxin, khoang 30% (khdi lugng/ khoi lugng)
trehaloza va manitol két hop, va khoang 5% (khdi lugng/ khéi lugng) histidin. Theo
cac phuong an khac, sang ché dé cap dén ché phim bao ché c6 chtra khoang 50%
(khéi lrong/ khdi luong) Phan ti gén két TSLP, khoang 15% (khdi lugng/ khoi lugng)
trileuxin, khoang 2,6% (khdi luong/ khdi lugng) HCI, khoang 5,6% (khéi lugng/ khoi
luong) histidin, va khoang 26,8% (khéi luong/ khéi lugng) trehaloza va mot bazo két
hop; hodc khoang 50% (khdi lugng/ khéi lugng) Phén tir gan két TSLP, khoang 15%
(khéi lwong/ khdi luong) trileuxin, khong 19,4% (khéi luong/ khdi luong) trehaloza,
khoang 13% (khéi luong/ khéi lugng) histidin, va khoang 2,6% (khdi lugng/ khéi
lugng) HCI.

Theo cac phuong an khac, sdng ché boc 16 duge pham dang bot khong chira
chit mang c6 chtra cc hat ¢ kha ning van chuyén tir thiét bi x6ng-hit bt kho, co
chtra cdc phéan tir khang TSLP dugc boc 10 ¢ day, trong do lidu cho phdi in vitro 16n
hon 90% so v&i liéu phan phdi, va trong dé cac hat duéi dang lidu van chuyén c6

thong s6 quén tinh gitta 120 va 400um?L/phut.
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Theo mot phuong an khéc, sdng ché boc 16 duge phidm khong chira chit mang
¢6 kha ning van chuyén tir thiét bi xong-hit bt kho, ché phim c¢6 chira da s6 céc hat,
¢6 15i c6 chira phan tir khang TSLP nhu dugce boc 10 & day va it nhét mot t4 duoc tao
trang thai thiy tinh, va v6 c6 chura ta duoc ky nude va dém; va trong do lidu cho phdi
in vitro 16n hon 90% khdi luong/ khdi lugng ciia lidu phan phdi. Theo mdt vai phuong
an, cac hat duoc tao ra béng cach lam kho béng séy phun. Theo m¢t phuong an khéc,
ta duoc ky nudce cé chira trileuxin.

Theo mot phuong 4n nita, sang ché boc 10 duge pham khong chira chit mang c6
chtra da sb hat co ban va hat két tu c6 kha ning van chuyén tir thiét bi xOng-hit bot
kho, ché pham c6 chira phan tir khang TSLP dugc boc 16 & ddy, va trong d6 lidu tong
cho phdi in vitro (TLD) 1a 16n hon 80% li¢u danh nghia, va trong d6 hat co ban dic
trung boi: hinh thai nhén; duong kinh khi dong hoc (Da) giita 0,3 va 1,0pm; va trong
d6 cac hat va két tu ctia cac hat dugc van chuyén tir thiét bi xong-hit bot kho va co
duodng kinh khi dong hoc khéi (MMAD) giita 1,5 va 3,0um. Theo mdt vai phuong 4n,
duoc phém con chira dd dung thudc chuyén dung cé chira hat co ban, i) dung thude
chuyén dung thich hgp dé chira hat tru6e su hoa sol khi ciia n6 trong thiét bi xong-hit
bot kho, va trong do sol khi c6 chtra chit két tu co thé x6ng-hit thé duge duoc hinh
thanh khi sol khi hoa.

Theo mot phuong an nita, sang ché b6 16 ché phém bao ché duge dang bot dé
van chuyén cho phdi, bot co chira cac hat c6: 1 dén 100 wt% phan tir khang TSLP
duoc boc 10 ¢ diy, trong d6 bot ddc trung bdi su phin b kich thude hat it nhat 50%
gitta 1 dén 1,5 micron, hodic mat do bot 0,05 dén 0,3g/cm3, kich thude khi dong hoc
nhé hon 2 micron, do xu xi 1a 1,5 dén 20; va trong d6 bot duge dung bang cach xong-
hit, va d& xuit mot lidu téng cho phdi in vitro 16n hon 80%. Theo mdt vai phuong én,
ché pham bao ché dugc dang bot khong chira chit mang. Theo cac phuong 4n khéc,
bot duoc dong goi trong do dung thudc chuyén dung dé st dung cling thiét bi xong-hit
bot kho, va trong do khi bi sol khi hoa st dung thiét bi x0Ong-hit bot kho da néu, bot
ddc trung boi cac chit két tu tho ra duge co6 kich thude khi dong hoc khdi nho hon

khoang 2 micron.
Quy trinh

Ciing duoc dé xuit & day 1a quy trinh bao ché ché phdm bao ché dang bot kho

dé x0ng-hit c6 chira céc hat duge 1am kho bing sdy phun, ché phim bao ché c6 Chira

-101-


CVH140
Textbox


32578

it nhat mot thanh phan hoat tinh, va c6 lidu tdng cho phdi in vitro (total lung dose-
TLD) 14 gitta 80 va 95% khéi lugng/ khéi lugng, vi du gitta 85 va 90% khdi luong/

khdi lwgng cua lidu danh nghia cho d6i tuong ngudi 16n trung binh.

Ciing dugc dé xuat & day 1a quy trinh bao ché ché phim bao ché dang bot kho
dé xoéng-hit c6 chira cac hat dugc 1am kho bing sdy phun, ché phdm bao ché ¢6 chua it
nhit mot thanh phan hoat tinh, va c6 lidu tdng cho phdi in vitro (TLD) la gitta 90 va
100% khdi lwong/ khdi luong, vi du gitta 90 va 95% khdi lwong/ khéi lugng ca liéu

vén chuyén cho d6i tuong ngudi 16m trung binh.

Theo mdt vai phuong an, ché pham bao ché dang bot kho c6 chua it nhit mot
thanh phan hoat tinh ma thich hop dé didu tri cac bénh tic nghén hoic viém dudng hod
hép, dac biét 1a hen suyén va/ hoic COPD, vi du, Fab khang TSLP. Theo mot vai
phuong an, ché phdm bao ché dang bot kho c6 chua it nhét mot thanh phan hoat tinh

ma thich hop diéu tri khong xam 14n céc bénh trong hé tudn hoan ctia co thé.

Lam kho bing siy phun dem lai thuan loi trong viéc san xuét cac hat k§ thuat
dé hit ching han nhu kha ning san xuét nhanh bt kho, va kiém sodt cdc tinh chét hat
gém cO kich co, hinh thai, mat do, va ché cham. Quy trinh lam kho rit nhanh (tinh
theo milli gidy). Két qua 13, hau hét cc thanh phin hoat tinh ma khong hoa tan trong
pha 16ng két tia thanh chit rén vo dinh hinh, vi ching khong c6 thoi gian di dé tinh
thé hoa.

Lam kho bing say phun c6 chtra bon don vi hoat dong: chuéan bi ngudn nguyén
liéu, 1am nguyén liéu dé san xuat cac giot nhé micron, lam kho céc giot trong khi

néng, va thu cac hat kho bang mt cai tai hodc binh téch xyclon.

Theo mot vai phuong an, quy trinh tao hat bot kho bao gb6m ba budc, tuy nhién,
theo mot vai phuong an hai hodc thdm chi la ba trong s6 c6 thé duoc thuc hién hau
nhu déng thoi, do do trong thuc té quy trinh cé thé dugc xem 1a quy trinh mot bude.
Chi nhim muc dich mo ta quy trinh cla sang ché, 3 nudc s& duoc md ta riéng biét,
nhung su mo ta nay khong nham han ché quy trinh 3 budc nay.

Theo mot vai phuong an, quy trinh bao gbdm chuén bi nguyén li¢u va lam kho
bing sdy phu nguyén liéu dé cung cap cac hat bt kho ¢6 hoat tinh. Céc nguyén liéu
chua it nhat mot thanh phan hoat tinh duge hoa tan trong nguyén liéu 1ong. Theo mot

vai phuong an, nguyén li¢u c6 chira it nhat mot thanh phan hoat tinh (vi du, Fabl
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khang TSLP) dugc hoa tan trong nguyén li¢u cé nude ¢6 chira ddng dung mdi bd sung.
Theo mdt vai phuong an, nguyén li¢u c¢6 chtra it nhit mot chit hoat tinh hoa tan trong
nguyén liéu etanol/nudce, trong d6 phan doan etanol 1a gitta 5% va 30% khéi Iwong/

khéi lwong, vi du gitta 5% va 20% khdi luong/ khéi luong.

D41 v6i céc chit ran vo dinh hinh, viée kiém soat do 4m cua san phém thude 1a
rit quan trong. DPdi vé6i cac thube khong phai hydrat, do 4m trong bot t6t hon 1a thip
hon 5%, dién hinh hon 1a thap hon 3%, hodc tham chi 2% khdi lugng/ khéi lugng. Tuy
nhién, d6 4m phai di cao, d& dam bao rang bot khong thé hién luyc hip dan tinh dién
dang ké. P9 4m trong bot khod sdy phun c6 thé duge xdc dinh bing méy chuan do Karl

Fischer.

Theo mdt vai phuong an, nguyén liéu duge phun vao mot dong khi 4m duoc loc
khong khi 1am bde hoi dung mdi va chuyén san pham kho dén bo thu. Khong khi da
qua st dung dugc lam can kiét bang dung moi. Cac diu kién hoat dong ctia may sy
phun nhu nhiét do dau vao va diu ra, tbe do nap, ap sut phun, tde do dong khong khi
séy, va cAu hinh voi phun cé thé duogc diéu chinh dé tao ra kich c& hat, do Am va san
luong hat kho thu dugce. Viéc lua chon cac thiét bi thich hop va diéu kién quy trinh
thich hop trong tim nhin ctia nhitng nguoi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ma
khong can phai c6 thue nghiém. Céc thong s cai dit cho may siy kho NIRO® PSD-
1® nhu sau: nhiét d6 khong khi dau vao giita khoang 80°C va khoang 200°C, ching
han gitta 110°C va 170°C; nhiét do khong khi dau ra gitra khoang 40°C dén khoang
120°C, chang han gitta khodng 60°C va 100°C; téc do dua chit 1ong vao gitta khoang
30g/phut dén khoang 120g/phut, ching han nhu khoang 50g/phut dén 100g/phut; dong
khong khi tong 1a khoang 140 scfin (don vi feet khéi chudn trén phut) (scfim) dén
khoang 230scfm, ching han nhu khodng 160scfm dén 210scfim; va téc do dong khong
khi hoa long gitta khoang 30scfm va khoang 90scfm, chang han nhu khoang 40scfm
dén 80scfm. Thanh phan rin trong nguyén liéu kho bing sdy phu thuong nim trong
khoang tir 0,5% khdi luong/thé tich (Smg/ml) dén 10% khéi lwong/thé tich
(100mg/ml), ching han nhu 1,0% khéi lugng/thé tich to 5,0% khdi lugng/thé tich.
Nhitng cai dit nay tat nhién s& khac nhau, phu thudc vao quy md va loai thiét bi su
dung. Trong su kién bét ky, viéc str dung nhitng phuong phép nay va phuong phép
tuong tu cho phép su tao thanh hat c6 duong kinh thich hop su lang dong sol khi vao
phoi.
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Theo mdt vai phuong an, t4 dugc dugc hoa tan trong nguyén licu, va chét bao
v6 161 trén cac hoat chit phan tan duogc diéu khién boi cac dic tinh vat 1y ctia céc chét
tan hoa tan.

Nhu da thao ludn trude ddy vé cac hat ¢ chira cac thanh phan hoat tinh vo dinh
hinh, ban chét cta bé mat cua hat va va hinh thai hoc s& dugc kiém soat su hoa tan va
su phén tan cac thanh phan bén trong nguyén liéu. T4 duge ky nude hoat dong bé mit
(vi du, trileuxin, phospholipit, xa phong axit béo) co thé duoc tip trung & giao dién,
nham cai thién su dich hoa va phan tan bot, trong khi van diéu khién sy tho caa bé mit

hat.

Bude lam kho bing bét ky va/ hoic tAt ca cac bude lam kho bang siy phun ¢
thé duoc thue hién st dung thiét bi truyén thdng dé bao ché cic hat kho bing siy phun
nhiam st dung trong dugc phim ma ding bang cach xdng-hit. Cac may sdy phun trén

thi truong bao gdm nhitng médy duge séan xuit béi Biichi Ltd. va Niro Corp.

Theo mdt vai phuong an, nguyén liéu duoc phun bing mot voi phun chit long
doi. Viec mé rong dang ké su phan bo clia céc giot chit 16ng xay ra phia trén tai chat
rén 1a khoang 1,5% khdi luong/ khdi lwong. Céc giot c6 kich thuée 16n hon & cubi clia
viéc phan bd khién cho cac hat 16n hon trong su vén chuyén bot trong tng. Két qua la,
mot vai phuong 4n véi voi phun chit 1ong doi han ché su tai chat rin dén 1,5% khoi
lwong/ khéi luong hodc it hon, ching han nhu 1,0% khéi lugng/ khéi luong, hogc
0,75% khéi luong/ khdi lugng.

Theo mot vai phuong an, su phan bd cta kich thude hat nhd hep co thé thu
dugc may phun phim phing da duoc boc 10, vi du, trong bing sang ché My sb
7,967,221 va 8,616,464 & & tai chét rin cao hon. Theo mot vai phuong an, nguyén liéu
dugc phun ¢ tai chét ran gitta 2% va 10% khéi lugng/ khéi lugng, ching han nhu 3%

va 5% khéi luong/ khdi luong.

Theo mot vai phuong an mat do hat hogc PPD la gitra 0,01x10° va 1.0 x 10,
ching han nhu giita 0,03x107° va 0,2x107,

Theo mdt vai phuong én, ty 1¢ EtOH/chét ran 1a gitra 1,0 va 20,0, chéng han
nhu gitta 3,0 va 10,0.
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Theo mdt vai phuong 4n, sang ché bo 16 ché phim bao ché dugc dang bot dé

x0ng-hit c6 chira hat dugc tao thanh béi quy trinh ¢6 chira:

a.  chuin bi dung dich phan tir gin két v6i khang TSLP duoc boc 10 & day
trong hdn hop nudc/etanol, trong do6 etanol c6 mit vai ty 1€ gitra 1 va 20% va ty

1¢ etanol trén chit rin tong 1a gitta 1 va 20;

b. Jam kho bang siy phun dung dich dé thu duoc hat, trong d6 cic hat dic
trung boi mat do 0,2g/cm3 hodc thap hon, dudong kinh hinh hoc 1a 1-3 micron

va duong kinh duong kinh khi dong hoc la 1 dén 2 micron;

va trong do bot, khi dung bang cach xong-hit, dé xudt lidu ding cho phdi tong in vitro
la 16n hon khoang 80%. Theo mdt vai phuong éan, ché phdm bao ché dugc dang bot
con bao gdm ta duge tao trang thdi thiy tinh. Theo mot vai phuong an, ta duge tao
trang thai thuy tinh ¢6 chira mdt alpha. Theo cic phwong 4n khac, ta dugc tao trang
thai thiy tinh c6 chira mdt beta. Theo mdt phuong an nita, t4 dugc tao trang thai thiy

tinh ¢6 chira trehaloza.

Theo mot vai phuong &n cua ché phém bao ché duge dang bot, mat do hat 1a

gitta 0,01x10°° va 1,0x10%®.

Sang ché nay ciing boc 16 phuong phap van chuyén hat c6 chira bot kho vao

phdi ctia ddi twong, phuong phép bao gbm:

a. chuin bi dung dich phéan tir gin két vdi khang TSLP boc 16 & ddy trong hon

hop nudce/etanol, trong do6 etanol xuét hién gitra 5 va 20%,

b. 1am kho bing siy phun dung dich dé thu duoc hat, trong do6 hat dic trung boi
mét do hat gitra khoang 0,05 va 0,3g/cm® dudng kinh hinh hoc 1a 1-3 micron va
duong kinh khi dong hoc 1a 1-2 micron;

c. déng g6i bot siy kho trong mot dd dung thube chuyén dung;

d. cung cip mot dng xong-hit ¢ chita mot phuong tién dé chiét xuét bot cho do
dung thubc chuyén dung, thiét bi xéng-hit con c¢6 thiét bi dich hoa va sol khi
héa bot, thiét bi x6ng-hit c6 thé hoat dong qua nd luc thd clia bénh nhan khoang
2 dén khoang 6kPa; thiét bi xdng-hit va bot cing nhau cung cAp mot thong s6
quéan tinh giita khoang gitta 120 va 400pum?* L/phut va trong do hat, khi sir dung
bang cach xong-hit, dé xuét it nhat 90% ling dong & phoi.
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Sang ché nay ciing bd 16 phuong phap bao ché ché phdm bao ché thude bot kho
dé van chuyén cho phdi, phuong phap bao gdm

a. diéu ché dung dich cta cic phan t&r khang gin két v6i khang TSLP boc 16 &

day trong hdn hop nudc/etanol, trong d6 etanol xuét hién giita 5 va 20%,

b. lam kho béng séy phun dung dich dé thu duoc dung dich c6 chtra cac hat,
trong d6 cac hat dic trung boi méat do hat la gitra khoang 0,05 va 0,3, duong
kinh hinh hoc 1a 1-3 micron va dudng kinh khi hinh hoc 1a 1-2 micron.

Theo mot phuong an nita, sang ché bo 10 duoc phém dang bot ¢ kha ndng van
chuyén tir mot thiét bi xong-hit bot kho, c6 chira particles ¢6 cac phan tir gin két voi
khang TSLP b 16 & ddy, trong do lidu tong cho phdi in vitro 16n hén 90% khoi lugng/
khéi lwgng lidu phan phdi, va trong d6 ché pham it nhit mot dic tinh cla chit mang tu
do, mat do hat 1a 0,05 dén 0,3g/cm?; do xu xi cta hat 1a 3 dén 20; cac hat duoc tao
thanh tir mot quy trinh c6 chira lam kho bing sdy phun tir hdn hop etanol:nudce; va cac
hat tao thanh tir quy trinh c6é chtra lam khd bing sdy phun tir hdn hop etanol:nude c6
chua ty 1€ etanol:chét rin gitta 1 va 20. Theo mdt vai phuong &n, duoc pham bot ¢o
chtra it nhét hai dic tinh; theo cdc phuong an khac, duge phém bot ¢o6 chira it nhét ba

dac tinh.
Liéu lugng

Liéu luong, tinh ddc, va hiéu qua diéu trj cua cac phéan ti khang TSLP da duoc
boc 16 & day, bao gdm dugce pham c6 chira khéng thé khang TSLP hodc doan clia né,
¢6 thé duoc xac dinh bang cac quy trinh dugc chudn trong nudi cdy té bao hodc thi
nghiém déng vat, vi du, dé xdc dinh LD50 (lidu gay chét dén 50% quan thé) va ED50
(lidu c6 hiéu qua didu tri cho 50% quan thé). Ty 1& lidu giita tac dung dong va tac dung
didu tri 14 chi s6 didu tri va n6 c6 thé duge biéu hién 1a ty 18 LD50/ED50. Cac hop chét
ma thé hién céc chi s6 diéu tri duwoc mong mudn. Trong khi cac hop chét ma thé hién
tac dung phu cé thé duogc str dung, cin cin than thiét ké hé van chuyén ma nhim vao
cac hop chét nay t6i vi tri ciia m6 bi anh hudng dé giam thiéu thiét hai tiém 4n doi véi
cac té bao khong bi nhiém, do do, giam tac dung phu.

Dit liéu thu duge tir cac thir nghiém nudi cdy té bao va dong nghién ctru dong
vat c6 thé dugce st dung trong viéc tao ché phém bao ché mot pham vi lidu dé st dung

cho nguoi. Liéu lugng cia nhitng hop chit nay tot hon 1a nim trong mot pham vi nong
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d6 tudn hoin ma bao gdm ED50 v6i doc tinh thip hodic khong cé. Lidu lugng c6 thé
khac nhau phu thudc vao dang lidu st dung va con dudong dung. Dbi voi hop chit bat
ky st dung trong phuong phap theo sang ché, lidu ¢6 hiéu qua diéu tri c6 thé dugc ude
lvong ddu tién tir thir nghiém nudi cy t& bao. Mot lidu c6 thé duge tao ché phim bao
ché trong mo hinh dong vat dé thu dugce pham vi ndng do huyét tvong tudn hoan ma
gbm ¢6 IC50 (c6 nghia 1, ndng do cta hop chét khao nghiém ma thu dugc su e ché
tdi da mot nta cac triéu ching) dugc xéc dinh trong mdi trudng nudi chy. Nhiing
thong tin nay c6 thé dugce st dung dé xac dinh chinh xéc liéu hitu ich & nguoi. Mire do
trong huyét tuong ¢ thé dugc do, vi dy, bang sic ky 16ng higu suit cao.

B¢ kit

Ciing dugc dé xuét & day Ia kit bao g6m mot hodc nhiéu duoc phém duoc dé
xudt & day, thiét bi dé van chuyén duoc phiam téi d6i twong, va huéng dan st dung.
Theo mdt vai phuong an, thiét bi c6 thé van chuyén duogc phém dudi danh sol khi.
Theo mdt vai phuong 4n, thiét bi 1a mot thiét bi xong, vi du, thiét bi xong-hit bot kho
(DPI). Theo cac phuong 4n khac, thiét bi co thé duge 1a lidu duge do bing thiét bi
x6ng-hit hodc may khi dung.

Thiét bi xong-hit bot kho thich hop bao gdm thiét bi xong-hit liéu don vi, trong
d6 bot khod duoc bao quan trong vién nang hodc vién nang bong trong do, va bénh
nhan cho mdt hoac nhiéu nang hodc vién nang bong vao thiét bi trude khi st dung.
Theo mét cach khac, thiét bi xong-hit bot kho lidu da dwge du lidu 1a & d6 lidu duge

dong goi trude trong mdt mang nang bong, vi du dang hop, dai hodc banh xe.

Thiét bi xong-hit bot khd bao gdm thiét bi xong-hit bot kho lidu da ching han
nhu DISKUS™ (GSK, mo6 ta trong trong bing sang ché My 6536427),
DISKHALER™ (GSK, md ta trong cong bd don qubc t¢ WO 97/25086), GEMINI™
(GSK, md ta trong cong bd don quéc té s6 WO 05/14089), GYROHALER™ (Vectura,
mb ta trong cong b don qudc té s6 WO 05/37353), va PROHALER™ (Valois, m6 ta
trong cong bd don qudc té sé WO 03/77979).

Thiét bi xong-hit bot kho lidu don bao gdbm AEROLIZER™ (Novartis, md ta
trong bing sang ché My s6 3991761) va BREEZHALER™ (Novartis, md ta trong
bing sdng ché M§ s6 8479730 (Ziegler ez al.). Thiét bi xong-hit lidu don thich hop bao
odm céc thiét bi duge md ta trong bang sang ché My s6 8069851 va 7559325.
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Thiét bi x0ng liéu vién nang bong, ma mot vai bénh nhin cam thay dé dang va
thuan tién st dung dé véan chuyén thudc can ding moi ngay 1 lan, bao gom thiét bi

x0ng-hit dugc mo ta trong bang sang ché My sb 8573197 (Axford et al.).

Theo mdt vai phwong an, thiét bi xdng 14 thiét bi x6ng-hit bot kho lidu da trong
d6 ning luong dé dich héa va phan tan bot dugc cung cép boi bénh nhan (c6 nghia 14,
MD-DPI “chu dong”). Booth theo sdng ché dich hoa va phan tan-hidu qua & luu lugng
dinh thdp (PIF). Két qua 1, nhimg sy thay dbi nho trong sw phan tan bot voi PIF da
quan sat dugce sy can bang c¢6 hiéu qua trong sy va cham quén tinh ma xay ra voi sy
tang trong PIF, dan dén su ling dong trong phdi doc 1ap véi tbe do dong. Khong cé su
phu thude vao tbc do dong ddi véi bot theo sédng ché 1am giam toan bo su bién doi giira

cac bénh nhan.

Huéng dan str dung c6 thé bao gdm ca hudng dan dé chin doan hodc diéu tri
tinh trang vi€ém li€n quan t6i SLP. Kit dugc cung clp & day co thé dugc st dung phu
hop v6i phuong phap bt ky dugc md ta & day. Nguoi co hiéu biét trung binh trong
linh vuc s& chir y téi nhitng st dung phu hop ddi véi kit duoc dé xudt & ddy, va s& co
thé dung kit cho nhitng viéc st dung nay. Kit dugc d& xuét & day c6 thé ciing bao gém
(vi du, dang phong bi da trd cude phi hodce goi giri thu) ma cd thé duge str dung dé tra
lai mau cho phan tich, vi du, cho phong thi nghiém. Kit c6 thé bao g&“)m mot hodc
nhiéu hop chira cho mau, hoic mau cd thé & trong 1o thu mau chuén. Kit c¢6 thé bao
g%)m mot hodc nhiéu dang mau thoa thuan da thong bao, dang yéu cu kiém tra, va
huéng dan lam thé nao dé st dung kit trong phuong phap dugc mé ta & déy. Phuong
phéap st dung kit nay cling dugc bao gbm & day. Mot hodc nhiéu dang (vi du, dang yéu
cau kiém tra) va cac hop chtra mau ¢ thé duge ma hoa, vi du, véi ma vach dé nhan

dang d6i twong cung cAp miu.
Phuong phép diéu tri

Puoc dé xuit ¢ day 1a phuong phép diéu tri tinh trang lién quan t6i TSLP & doi
twong can diéu tri, vi du, nguoi, béng cach cho dbi twong ding luong ¢6 hiéu qua didu
tri ctia phan t&r gin két TSLP duoc mod ta & ddy, hogc duge pham cta nd. Theo mot vai
phuong én, cac phuong phdp nay con bao gdm xé4c dinh va lya chon dbi tuong can
diéu tri tinh trang viém lién quan t6i TSLP. Séng ché ciing dé xuit viéc stir dung phan

tir gan két TSLP dugc mé ta & ddy, hodc duge phim cla né, dé dicu tri hodc ngin
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ngtra bénh & bénh nhan. Theo mdt vai phuong én, sang ché dé xuit phan tir gin két
TSLP dugc mo td & day, hodc duoc pham ctia no, dé str dung trong diéu tri hodc ngin
ngira bénh & bénh nhén. Theo phuong 4n nita, sdng ché dé cap dén viée str dung phan
tir gén két TSLP nhu dugc md ta & day hodc duoc phim cua no, trong san xuit thude

dé sir dung trong diéu tri hoic ngin ngtra bénh ¢ bénh nhén.

Theo mdt vai phuong an, tinh trang viém lién quan té1 TSLP ¢6 thé duoc khoi
phét boi phan tmg di tmg hodic cc chét di tng tir mdi trudng hodc cdc chat kich. Theo
phuong an cu thé, tinh trang viém lién quan t6i TSLP bao gbdm hen suyén, bénh tic
nghén phéi man tinh, viém mii di tmg, viém xoang man tinh, viém miii xoang man

tinh, viém bach cau ai toan ¢ thuc quan

Theo mot vai phuong &n, phan tu gén két TSLP, hodc duoc phém c6 chira phan
tir gén két TSLP dugc ding cho bénh nhan bang cach xong-hit, vi dy, & dang sol khi
bing thiét bi xong-hit bt kho. Theo cic phuong én khéc, phan tir gén két TSLP hofc
dwoc phiam cé thé dugc dung str dung mot hodc nhiéu phuong phép da biét trong linh
vuc. Nhitng nguoi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc s& hai 10ng khi biét ring, con
duong va/ hodc cach dung s€ khac nhau phu thudc vao két qua mong mudn. Con
duong dung dugc lya chon bao g&n duong dung qua ven, co, biéu bi, & bung, dudi da,
cot séng hodc cac dudng dung khac, vi du bang tiém hodc truyén. Dung cho duong
tiéu hoa c6 thé cach ding dién hinh hon so véi dung ndi va trén bé mit, thuong bang
tiém, va bao gém, ma khong han ché t6i, tiém va truyén tinh mach, trong da tang,
trong mang ciing, trong tir cung, trong budng tim, trong da, trong da, trong 6 bung, qua
da, dudi da, dudi da, dudi da, dudi bao nhay, trong tuy séng, trong tr cung, t€ ngoai
mang ctng va trung that. Theo mot céch khéc, phan tir gin két TSLP, hodc dugc phdm
¢6 chtra phan tir gin két TSLP theo sang ché, c6 thé dugc dung qua dudng khong phai
ti€u hoa, chéng han nhu duong dung trén bé mit, biéu bi hodc hoic mang nhay, vi du,

ndi vi, qua duong mudng, dudng am dao, truc trang, dudi ludi hodc trén bé mat.

Theo mdt vai phuong an, tinh trang viém lién quan t¢i TSLP la hen suyén. Hen
suyén 1a bénh phtrc tap va bénh vién man tinh khong dong nhéit ¢ duong dan khi ma
dic trung boi co thiat phé quan dao nguge va lién quan toi mot ddp Gmg qua muc &
duong dan khi dbi véi mdt pham vi rong cac chét kich thich co thit phé quan (ting
phan ung duong dan khi-AHR). Nghién ctru gan day tap trung vao viéc nhan dang con
dudong mién dich lién quan dén sinh bénh hoc cta hen suy@n, va tiét 16 vai tro hctia té
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bao T gitp do loai 2 (Th2) va té bao hiéu tmg khong trung gian bdi Th2 (Lambrecht va
Hammad, Nature immunology 2014, 16: 45-56). Trong truong hop hen suyén do di
ung, dic trung badi viém bach cu don nhan va bing ching viém da co dia, cdc nhan tb
trong con dudng mién dich Th2 qua trong trong viéc phat trién va duy tri sy viém
duong din khi va AHR. Lymphopoietin m6 dém tuyén e (Thymic stromal
lymphopoietin-TSLP) 1 nhan t§ diéu hoa chinh ciia dap tng Th2. TSLP dugc biéu
hién trong t& bao biéu mo trong duong dan khi dé déap tmg véi cac chat kich thich khac
nhau (vi du, cic chin thuong co hoc, vat chit hat xung quanh, cdc tac nhin di Ung,
xytokin tién viém hozc xytokin phan cyc Th2, va cc san pham tir vi sinh vat). Vai trd
ctia TSLP 13 dé didu bién cac t& bao tua (DC) va cam tng su biét hoa cac té bao T con
non thanh céc té bao viém Th2 va thiic ddy sy tiét xytokin tir cic té bao mast, bach cau
4i toan va dai thuc bao nhu 1a mét phan cta dép tmg mién dich. Ngoai ra, TSLP ¢6 thé
gdy can trd su phat trién cua té bao T lam suy yéu su cén bang giita dung nap va su
viém. Trong truong hop hen suyén khong do di tng, dic trung boi viém bach cau
trung tinh hodc viém bach cau hat, cac xytokin diéu khién su viém chua duoc hiéu rd,
tuy nhién ca xytokin IL-17 khong trung gian béi Th2 va interferon-y (IFN-y) duge cho
1a d6ng vai tro. Thu vi 1a, ngoai vai tro trong viéc lam trung gian cho dép ing Th2, cic
bang chtmg cin 1am sang goi ¥ rang TSLP khuéch dai céc dép ing khong trung gian
bdi Th2 va c6 thé quan trong trong trong viéc thiét 14p viém man tinh trung gian béi

IL-17 va IFN-y.

TSLP 1a can thiét va da dé phat trién viém lién quan t6i xytokin Th2 & dudng
dan khi & dong vat gém nham. Chudt chuyén gen véi su tiét TSLP tir t€ bao bieu md &
phéi 6 két ciu, dudi su kiém soat cia promoto chét hoat dong bé mat protein C, phét
trién cdc ddu hidu tuong thich voi hen suy@n: viém bach cdu i toan dudong dan khi; su
biéu hién Th2 thién vé su xam nhdp cua té bao T CD4; bach cAu 4i toan trén toan bd
co thé; IgE tang; su phan (mg qua mirc & duong dan khi; va su sip xép lai ¢ duong dan
khi bao gbm su ting san té bao md va duong dan khi va xo vita mach. Tiép tuc hd trg
vai trd ctia TSLP trong viém so di Ung, su biéu hién TSLP va sin sinh protein ciing
dugc thiy 1a tang 1én khi phoi nhiém véi cdc tc nhin gdy di ing da xong-hit vao phoi
(Zhou et al., 2005, Nature immunology 6, 1047-1053), trong khi vi¢e van chuyén
TSLP tryc tiép qua dudng mii khi khong c¢6 mat khang nguyén s& dan dén su khéi
phat nhanh cua bénh nghiém trong (Headley et al., 2009, Journal of immunology 182,
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1641-1647). Chudt nhét thidu TSLPR khang lai su phat trién viém giéng Th2 & md
hinh truyén théngovalbumin-va-phén chua & chudt (Al-Shami et al., 2005, The Journal
of experimental medicine 202, 829-839; Zhou et al, 2005, Nature immunology 6,
1047-1053). Viém dudng dan khi giam tuong tng véi sy giam IgE trong huyét thanh
va giam xytokin Th2 va chemokin, chiing han nhu IL-4, -5, -13, eotaxin, va chemokin
diéu hoa boi tuyén we va diéu hoa béi hoat héa (Thymus- and Activation-Regulated

Chemokine-TARC).

Su biéu hién TSLP ting & duong dan khi & mang md lién két duge quan sat cu
thé & bénh nhan bi hen suyén nghiém trong (Shikotra et al., 2012, Journal of Allergy
va Clinical Immunology 129, 104-111.109). Hon nita, mdt vai nghién ctru da cho
thdy su lién hé gitta mic do thuong xuyén cia su da hinh nucleotit don (single-
nucleotide polymorphism-SNP) & locus TSLP ctia ngudi va mire do biéu hién TSLP va
sy man cam dbi voi bénh dbi véi hen suyén va viém thue quéan ting bach cAu 4i toan
(Ferreira et al., 2014, The Journal of allergy va clinical immunology 133, 1564-1571;
Harada et al., 2011, American journal of respiratory cell and molecular biology 44,
787-793; He et al., 2009, The Journal of allergy va clinical immunology 124, 222-229;
Rothenberg et al., 2010, Nature Genetics 42, 289-291). Trong nghién ctru gén day, cac
bién thé cta gen TSLP duoc cho l1a lam ting déang ké nguy co bi hen suyén & ngudi bi
hen suyén khi con nho thong qua su lién hiép ctia gen trdi (Biagini Myers et al., 2014,

The Journal of allergy va clinical immunology 134, 891-899 €893).
Liéu phép két hop

Nhiéu céch diéu tri khac nhau di duoc mo ta & trén co thé két hop véi cach diéu
tri khac chéng han nhu su chdm soc chuén hién nay cho céc tinh trang viém li€n quan
dén TSLP. Theo d6, phuong phap didu tri viém lién quan dén TSLP duge md ta & day
con bao gdm viée ding chét thr hai cho d6i twong cén diéu tri. Theo mdt vai phuong
4n, chit tht hai ¢6 thé dwoc lua chon tir, nhung khong han ché 161, corticosteroit, thube
co gidn phé quin (SABA, LABA, SAMA, LAMA), thudc khang histamin, thude
khang leukitrien, va thude e ché PDE-4.

Thuat ngir “két hop” dé cap dén su két hop c¢b dinh trong dang liéu don vi, hodc
dung két hop & d6 hop chét theo sang ché va mot chét két hop khac (vi du duge chit

khac dugc giai thich sau day, cling dugc dé cap toi la “chétt duoc chat” hodc “déng
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chét”) c6 thé duoc ding ddc 1ap cung luc hodc riéng trong khoang thoi gian & gitta, cu
thé 13 & thoi gian gifta ndy cho phép céc chit két hop thé hién su hop tac, vi du tic
dung hiép ddng. Thanh phan don gian ¢ thé duge dong goi trong kit hodc riéng biét.
M6t hodc ¢4 hai thanh phin (vi du, bot hodc dung dich) c6 thé dugc thiét 1ap lai hodc
pha loang dén liéu mong mudn truée khi dung. Thuét ngit “dung dong thoi” hogc
“ding két hop” hodc cach dung tuong tu duge s dung ¢ ddy mang nghia bao ham
viée ding céc cht Iya chon két hop dbi véi mot ddi tugng can dung (vi du bénh nhén),
va nhim bao gdm liéu phap diu tri trong d6 chit nay khong can thiét ding bing
dudng dung giéng hodc cling thoi gian. Thut ngit “hop phan dugce” st dung & day
nghia 1a san phém thu dugc tir viée tron hodc két hop nhiéu chét duoc va bao g6m ca
su két hop c6 dinh va khong cb dinh ctia cac chét diéu tri. Thuat ngit “két hop c6 dinh”
nghia 14 chit diéu tri, vi du hop chét theo séng ché va chit két hop, déu duoc dung cho
bénh nhan ddng thoi dudi dang thuc thé hoic lidu lugng don. Thuat ngdt “két hop
khéng c6 dinh” ¢6 nghia 1a chét diéu tri, vi du, hop chat theo sang ché va chét két hop,
déu duoc dung cho bénh nhu nhitng thuc thé riéng biét dong thoi, ciing lic hogc theo
trinh tu véi cac gidi han thoi gian cu thé, trong d6 viéc ding nay dé xuit nhitng mirc
hiéu qua diéu tri ctia hai thanh phan trong co thé bénh nhan. Sau nay nguoi ta cling
tmg dung liéu phap cocktail, vi du dung ba hodc nhiéu chit diéu tri. Thuat ngit “hop
phan duge” nhu duge st dung & day dé cap dén su két hop c¢b dinh trong dan liéu
luong don vi, hodc khong ¢ dinh hodc kit ciia céc chét dung két hop trong d6 hai hodc
nhiéu chét diéu tri duge ding cung lic, riéng biét trong khoang thoi gian gitra, cu thé &
do6 nhitng khoang thoi gian gitta nay cho phép céc chét két hop thé hién su hop tac, vi
du téc dung hiép dong.

Thuét ngtr “li¢u phap két hop” dé cap tdi viée dung hai hoac nhiéu chét tri liéu
dé diéu tri tinh trang hodc r6i loan duge mod ta & trong ban mo ta. Viéc dung nay bao
gbm viéc ding dong thoi nhitng chét tri liéu nay theo cach twong d6i ddng thoi, chang
han nhu trong vién nang don co ty 1€ ¢b dinh thanh phén hoat tinh. Theo mot céch
khac, viéc dung nay bao gdm viée ding dong thoi trong nhiéu vat chira, hodc riéng ré
(vi du, vién, vién nang, bdt, va chét long) dbi voi mdi thanh phén hoat tinh. Bt va/
hogic chat 16ng ¢6 thé tai tao hodc pha lodng dén 1iéu mong mudn trude khi dung. Hon
nita, viéc st dung nay ciing bao ham ca viéc st dung mdi loai chit diéu tri theo cach

tudn tu, hodc 1a vao cung khoang thoi gian hodc thoi gian khac nhau. Trong ca hai
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truong hop, phac dd diéu tri s& dem lai tac dung hitu ich cla viée két hop thube trong

viéc diéu tri tinh trang hodc roi loan duge mo ta ¢ day.

Trir khi duoc dinh nghia khéc, tat ca céc thuat ngit k¥ thuat va khoa hoc duoc
str dung ¢ day co6 cung nghia nhu thudong duoc hidu boi nhitng ngudi ¢6 hiéu biét trung
binh trong linh vuc ma sang ché nay thudc vé. Mic du phuong phép va vat liéu twong
tu v6i nhitng gi duge mo ta & day co thé sir dung dé thuc hanh sing ché, cic phuong
phép va vit liéu thich hgp dugc mo ta & dudi. Tt ca cac cong bd don sang ché, bang
sang ché, va cac tai liéu tham khao khéc duge dua vao day bang cach tham khao toan
bd. Trong truong hop cé xung dot, ban mo ta, bao gdm phan dinh nghia s& kiém sodt.
Ngoai ra, vat li¢u, phuong phép, va cc vi du chi dé minh hoa ma khong nham dé han
ché. Mot ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc s& nhan ra phuong phép va vét
liéu trong tu hodc trong duong db1 v6i gl mo ta & day, c6 thé duoc str dung trong viéc

thue hanh sang ché. Thuc vay, sdng ché khong hé gii han vé phuwong phap va vat ligu.

Vi du thye hién sang che

Vi du 1: Tao khang thé khang TSLP cta ngudi va manh Fab ciia né sir dung biéu 19
thuc khuén thé

Fab ma gin két dic hidu véi isoform 1 TSLP cua ngudi (SEQ ID NO: 27) duoc
tao ra stt dung cong nghé biéu 1o thuc khudn thé MorphoSys HuCAL PLATINUM®.
Thu vién phagemit dya trén khai niém HuCAL® concept (Knappik et al., 2000, J Mol
Biol 296, 57-86) va st dung cong nghé CysDisplayTM cho viéc biéu 16 trén bé mit
ctia thuc khudn thé (Lohning, WO 2001/05950).

Sang loc so bd

Ba loai sang loc so b dugc thue hién: sang loc pha réng truc tiép cho SLP da
phu cua nguoi tai td hop (thTSLP), tién chit protein solid phase amylot (APP) sang
loc so bd bat giit, va sang loc so bo dung dich cho TSLP.

D&i véi viée sang loc so bd pha rén truc tiép cho thTSLP da phi, dia 96 giéng
Maxisorp™ duge phu bang 300ul E. coli c¢6 ngudn goc tir thTSLP (R&D Systems)
mdi giéng & 4°C qua dém. Pé sang loc so bd, khoang 4x10"3 HuCAL PLATINUM®

khang thé -thuc khuan thé duge thém vao mdi khang nguyén da phi va u trong 2 gio &
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nhiét d phong trén may l4c dia vi chudn do. Sau do, thuc khuén thé khong gén két dic
hiéu duoc ria troi bé‘lng mot vai budce rira va thuc khun thé gén két dac hiéu duoc rira
giai stt dung 25mM DTT trong 10mM Tris/HCI pH 8. Dich rtra gidi DTT duoc chuyén

vao 14ml E. coli TG1, va @ d nhiém thuc khuén thé.

Vi khuén chuyén nhiém duge tao huyén phu trong mdi truong 2xYT, dugce cay
trén diia thach LB/Cam va G qua dém. Céac khuén lac duoc léy khoi t& bao va duoc sir
dung dé phuc hoi thue khudn thé, khuéch dai da dong cac dong da lua chon, va san
xuét thuc khuén thé. Véi thue khuan thé tinh sach, lan sang loc so bot tiép theo bat
dau. Viéc sang loc so bo pha rén 1an th hai hodc th(t ba duoc thuc hién theo quy trinh
ctia 1an sang loc thir nhit ngoai trir sy giam lugng khédng nguyén va cac diéu kién rtra

nghiém khdc.

Trong viéc sang loc so bd bit giit APP trong pha ran APP cho Cyno TSLP,
khing nguyén trong sang loc so b c6 dudi APP6 (tién chét protein amylot-amyloid-
precursor-protein), va protein dung hoa khang nguyén APP6 dugc bét giit qua khang
thé khang APP6 ma ¢b dinh trong dia Maxisorp™. Dé ngdn viéc chon loc thuc khuén
thé gin két vao dudi APP6 clia khang nguyén hodc hodc vao khang thé bat giit khang
APP6, phong bé trude thue khudn thé st dung khang thé bét gift va khang nguyén c6
dudi APP6 khong lién quan dugc thyc hién.

Dia 96 giéng Maxisorp™ dugc phit bing 300l khang thé khang APP va khéng
nguyén gin dudi APP6 khong lién quan qua dém & 4°C. Khang nguyén TSLP_Avi-
APP6 ctia ngudi hodc TSLP APP6-Avi cua khi dugc bét giir trong 1 gio & nhiét do
phong trén may lic. Song song véi viéc ndy, thuc khudn thé duoc hap phu lai 2 l4n

trén khang thé khang APP va khdng nguyén khong lién quan.

Bén canh viéc phu khang nguyén va quy trinh phong bé thuc khudn thé, viée
sang loc so bd bét gilt dugce thue hién giéng nhu sang loc so bd thuc khuin thé pha ran
nhu dd mo ta & trén.

Déi véi viee sang loc dung dich cho TSLP, thuc khuén thé duoc phong bé béng
50% huyét thanh ngudi /0,33x chat phong bé hoa hoc/0,05% Tween20. D6i v6i mdi
mé thuc khudn thé, 4mg hat Streptavidin (Dynabeads® M-280 Streptavidin;
Invitrogen) dugc phong bé trong 1x chit phong bé hoa hoc. Dé loai bo thuc khuan thé
gin két hat hogc Streptavidin hodc, tién hip phu céc hat thuc khuén thé da phong bé

-114-



32578

duoc thue hién hai 1an sir dung hat Streptavidin da phong bé. Sau d6, TSLP_Avi-APP6
khang nguyén ctia nguoi da biotinyl hoa dugc bd sung vao hat thure khudn thé. Sau khi
U, phttc h¢ khang nguyén thuc khudn thé duoc bit gilr st dung hat Streptavidin va hat
thue khudn thé da gin két vao hat Streptavidin duoc thu lai bing may phan tich tir.
Cac thuc khuén thé gén Kkét khong dic hi¢u dugc rira bd béng mot vai budc rira su
dung PBS/0,05% Tween20 va PBS. Cu thé, thuc khuan thé da gin két dugc ria gidi
khéi hat Streptavidin st dung 25mM DTT trong Tris/HCI 10mM pH 8. Su nhiém thuc
khuin thé va san xuét thuc khuén thé sau d6 dugc thue hién theo quy trinh sang loc so
bd pha rén va sang loc 1in tiép theo bét dau.

Biéu hién

Dé thuan loi cho viée biéu hién Fab hoa tan, Fab ma héa cho cic doan ma hoa
thue khuin thé HuCAL PLATINUM® di tdh dong phu tir vecto biéu 1§ pMORPH®30
sang vecto biéu hién pMORPH®x11_FH. Sau khi bién nap vao E. coli TG1-F- su biéu
hién dong don va dang bao ché cua dich chiét chu chit c6 chira doan HuCAL®-Fab
duoc thuc hién nhu da mo ta trude day (Rauchenberger ef al., 2003, J Biol Chem 278:
38194-38205).

Céac dong don khang Chloramphenicol dugc liy vao céc giéng ctia dia vi chudn
do 384 giéng sach duoc bd sung 2xYT moi trudng trude va nudi qua dém & 37°C.
Budi sang tiép theo, glycerol chita moi truong duge thém vao mdi giéng cia dia; dia

duoc boc kin bang 14 nhom va bao quan & -80°C.
ELISA sang loc

Str dung ELISA sang loc, cac dong Fab don dugc nhéan dang bing két qua dau
ra cla sang loc so b cho viéc gin két vao khang nguyén dich. Fab dugc kiém tra st
dung dich tan E. coli thd ¢6 chira Fab. D& kiém tra sy bicu hién Fab trong dich tan £.
coli d chuén bi, dia 384 giéng Maxisorp™ 384 dugc phu bang manh Fd dic hidu véi
IgG cua clru khang nguoi pha lodng 1:1000 trong PBS. Sau khi phong bé bang 5% bot
stta gay trong PBS c6 chua 0,05% Tween20, dich tan E. coli ¢6 chia Fab dugc thém
vao. Sau do, cac doan HUCAL®-Fab da gin két duoc phat hién bang cich G véi F(ab)2
dac hiéu IgG ctia de khang nguoi lién hop véi kiém phosphataza (pha loing 1:5000)
sau khi thém co chit huynh quang AttoPhos (Roche, #11681982001). Su phéat xa
huynh quan & 535nm duoc ghi lai véi kich thich ¢ 430 nm.
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Dé thuc hién ELISA sang loé khang nguyén phu truc tiép, dia Maxisorp™ 384
giéng duge phi bing céc khang nguyén TSLP khic nhau & ndng do 2 pg/ml trong
PBS. Sau khi phong bé dia bang 5% bot sita gay trong PBS, dich tan E. coli dugc thém
vao. Gén két ctia Fab duoc phat hién bang F(ab)2 dic hiéu IgG cta dé khang nguoi
lién hop voi kiém phosphataza (pha lodng trong 1:5000) sir dung co chét phat huynh
quang Attophos (Roche, #11681982001). Sy phat xa huynh quang & 535nm dugc ghi

nhén vdi su kich thich & 430nm.

Pé thuc hién ELISA sang loc dbi voi khing nguyén bit gitt APP, dia
Maxisorp™ 384 giéng dugc phu véi khing thd dic hiéu khang APP ¢ ndng dd
2,5pg/ml trong PBS. Sau khi phong bé dia bing 5% bot sita gay trong PBS, khang
nguyén TSLP gén dudi APP & ndng d6 2ug/ml duge cho phép gin két trong 1 giv &
nhiét do phong. Sau do, dich tan E. coli chita Fab dugc thém vao. Sy gfn két cta Fab
duoc phat hién bing F(ab)2 ddc hiéu v6i IgG cia dé khang ngudi lién hop véi kiém
phosphataza (pha lodang 1:5000) st dung co chat huynh quang Attophos (Roche,
#11681982001). Su phat xa huynh quang & 535nm dugc ghi nhan véi sy kich thich ¢
430nm.

Dé thuc hién ELISA sang loc ctia khang nguyén biotinyl, Maxisorp™ dia 384
giéng dugce phi v6i manh Fd dic hiéu IgG cua ciru khang nguoi (The binding site,
#PC075) pha lodng 1:1000 trong PBS hodc IgG chudt khang His (R&D Systems,
#MABO050). Sau khi phong bé véi 5% sita bot gay trong PBS, dich tan E. coli chia
Fab dugc thém vao. Sau do, manh HuCAL®-Fab duoc bét giit dugc cho phép dé gin
két 1an luot voi 0,7 — 1,5 pg/ml hu TSLP, hu TSLP hodc cy TSLP di biotyl hoa, ma
dugc phat hién bang cach 1 v6i streptavidin lién hop voi kiém phosphataza sau khi
thém co chit huynh quang AttoPhos (Roche, #11681982001). Su phat xa huynh quang
dugc ghi nhéan véi su kich thich ¢ 430nm.

Khang nguyén biotinyl hoa (2,5 — 5Supg/ml) dugce bat git trén dia phu
Neutravidin. Sau khi phong bé bing 5% bot sita gdy trong PBS, dich tan E. coli chia
Fab duoc thém vao. Su gin két cia Fab dugc phat hién bing F(ab)2 dic hi¢u IgG cua
dé khang nguoi lién hop véi kiém phosphataza (pha lodng 1:5000) st dung co chat
huynh quang Attophos (Roche, #11681982001). Su phat huynh quang & 535nm dugc
ghi lai v6i sy kich thich ¢ 430nm.
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9984 dong (384 dong/sang loc so bd chi s6 phu) duge phén tich trén ELISA
sang loc so cip dua trén TSLP_Avi-APP6 cta nguoi da biotyl hoa va TSLP_APP6-
Avi cta khi da biotyl hoa phu trén dia NA (xem 3.4.4). Két qua ELISA dugc phan tich
bing chwong trinh GENios Pro “PrimeScreen.” Két qua dugc phén tich va so sanh véi
tin hiéu co so. Ddi voi khang nguyén ctia ngudi, chi ¢6 nhirng giéng c6 tin higu >10x
co s& va dbi voi khang nguyén cta khi v6i nhitng giéng ¢6 tin hidu >5x co s& dugc
chon 1a duong tinh. Céc tin hiu thip hon 5x co s& ¢6 kha nang 1a két qua cia Fab biéu
hién thép, Fab ¢6 ai luc thép, hiéu (g canh cua dia, hodc cic gia tri khong thé tai thuc
hién dugc. Sang loc so bd dung dich tao ra 3133, sang loc pha ran tao ra 240 hit chinh.
1472 hit chinh dugce chon loc dugce phan tich tiép trong sang loc ELISA thtr cép.

Céc ché dd trinh dién khang nguyén duoc st dung trong sang loc ELISA thir
cép, bao g0m céc khang nguyén c¢6 dudi Avi-APP6 & dau C hoic N, cc khdng nguyén
phu truc tiép, cac khang nguyén di biotyl hoa xuét hién trong dung dich, cac khang
nguyén co ngudn gbc HEK, céc khdng nguyén c6 ngudn gbc E. coli, cac bién thé khir
glycosyl hoa cta khang nguyén (dd xt ly PNGaza). Thém vao do, su gin két khong
dic hiéu véi dich ddi khang (countertarget) IL-7 dugce phan tich trong sang loc thir
cip. Dé loai trui cac chét gin két véi dudi va biotin, khang nguyén gdn dudi Avi khong
lién quan tGi APP da biotyl hoa dugc st dung. Két qua ELISA duoc phan tich véi
chuong trinh GENios Pro “PrimeScreen” va két qua dugc phan tich va so sénh vdi tin
hiéu co ban. D6i v6i khang nguyén khong lién quan, dich d6i khang (countertarget)

IL-7, chi nhitng hit v6i tin hiéu <2 1an co s& duge chon loc.

Két qua vé viéc sang loc thit cap chi ra rang cach thic trinh dién khédng nguyén
rit quan trong cho phan tng chéo. Viéc sang loc khdng nguyén da glycosyl hoa cho
thdy rang co thé co cic chét gén két nhiam vao epitop glyco-. Ngoai ra, vi tri ciia dudi
va thanh phan clia dudi c6 thé anh hudng dén phan tmg chéo do su thay ddi céu hinh.
Cac dong duge nhom theo profi phan ung chéo cua chung tao ra 7 nhom phéan tmg
chéo khac nhau. Nhém 1-3 ¢ chira tit ca cidc dong ma phan tng chéo v6i TSLP cua
nguoi co ngudn gde tir E. coli riéng biét hodc két hop v6i khang nguyén c6 ngudn goc
tir HEK. Nhom 4 bao gdm tat ca cac dong ma phén (mg chéo it nhit véi TSLP cla
nguoi_Avi-APP6 clia nguoi xuat hién trong dung dich. Nguoc lai, nhém 5 bao gdm tat
ca cac dong ma phéan ung chéo duy nhat véi TSLP cta nguoi_Avi-APP6 trong dung
dich. Trong nhém 6, c6 tat ca cac dong phan ting chéo voi TSLP cta nguoi_Avi-APP6
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va v6i TSLP ciia nguoi da khir glycosyl hda Avi-APP6, va trong nhém 7 ¢6 tAt ca cac
dong ma phan ung chéo véi cdc khang nguyén co ngudn goc tir HEK bao gbm cic

khang nguyén da khir glycosyl hoa.
Trinh tu va chuyén ddi thanh IgG

Phén tich trinh tu duoc thuc hién trén 73 dong trong sd cic nhém phan tng
chéo 1-3 (cac dong phan tmg chéo véi E. coli ¢ ngudn gde tir TSLP) va ctia 569 dong
trong s& cac nhom 4-7 (dong ma phan tmg chéo vi khang nguyén ¢ ngudn g tir
HEK). Téng cong, 297 dong duy nhit HCDR3 dugc nhin dang, 222 dong dugc cling
c¢d, va 124 dong duge tinh sach & dinh dang dang Fab.

- Céc dong ¢6 ngudn gbe tir phan tich trinh tu lan thir 3 va 4 duoc dua ngay vao
chuyén dbi IgG va sau d6 1a tach dong vao vecto pMORPH®4 TgG1f dé bicu hién

trong té bao dong vat.
Xac dinh ai luc

Viéc x4c dinh hing sé phan ly (Kp) cia HuCAL® Fab va phién ban IgG cua
cac dong dugc thuc hién nhu sau: TSLP ctia nguoi da biotyl hoa dugc pha ¢ 0,2pg/ml
trong dém thit nghiém trong 1 gid ¢ nhiét do phong trén dia MSD streptavidin. Dia
Streptavidin dugc phong bé qua dém & 4°C v6i PBS chtra 3% BSA truge khi phu
khéng nguyén. Chuén do can bing dung dich (SET) dugc thuc hién v6i TSLP human
va TSLP cia khi Cynomolgus dudi didu kién mo ta dudi diy. Cac phan doan
monomer cua protein khang thé duge sir dung (it nhit 90% thanh phan polymer, phan
tich bang SEC phan tich; Superdex75 (Amersham Pharmacia) cho Fab, hodc Tosoh
G3000SWXL (Tosoh Bioscience) cho IgG.

Viée xac dinh ai luc trong dung dich dugce thuc hién vé ¢o ban nhu d3 mo ta
trong cac tai liéu (Friquet ez al., 1985, J Immnunol Meth 77, 305-319). Dé cai thién su
man cam va tinh chinh x4c ctia phuong phap SET, nguoi ta da chuyén tir ELISA c¢h
dién thanh cong nghé dua trén (Haenel ef al, 2005, Anal Biochem 339, 182-184).
Khang thé dé ddc hiéu manh (Fab)2 khéng nguoi 1mg/ml (Dianova) duoc danh du
bé‘mg MSD Sulfo-TAGTM NHS-Este (Meso Scale Discovery, Gaithersburg, MD,

USA) theo huéng dan ctia nha sén XUAt.
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Thuc nghiém dugc thuc hién trong dia vi chuén do polypropylen va PBS pH 7,4
¢ chira 0,5% BSA va 0,02% Tween-20 lam dém thtr nghiém. Khéng thé khong danh
ddu dugc pha lodng trong day pha loang 2", bit diu bang ndng do it nhit 10 1an cao
hon Kp mong doi. Cac giéng khong c6 khéng nguyén duge st dung dé x4c dinh gia tri
Bmax; cac giéng chi chtra dém duoc st dung dé x4c dinh co sé. Sau khi bd sung luong
chét gin két thich hop (ndng do khang thé tuong tu hodc thdp hon Kp mong doi, 60pl

thé tich cubi), hdn hop duge 1 qua dém & nhiét do phong.

Pia MSD duge phu bing khang thé (30ul/giéng). Sai khi rira dia bang PBS véi
0,02% Tween-20, cic mau cin bang dugc chuyén vao dia (30ul/ giéng) va 1 trong 20
pht. Sau khi rira, 30pl/giéng cta khang thé phét hién duge danh déu dudi MSD-Sulfo
((Fab)2 khang nguoi, thuong pha lodng ndng do cudi 1a 1:2.000) dugc thém vao dia
MSD va u trong 30phut & nhiét do phong trong may lic Eppendorf (700 vong/phtt).

Sau khi rira dia MSD va thém 30pl/giéng dém doc MSD T bing chit b& mit, tin
hiéu huynh quang dién duoc phat hién bang Sector Imager 6000 (Meso Scale
Discovery, Gaithersburg, MD, USA).

Dit liéu duoc danh gia bang phan mém XLfit (IDBS) Gmg dung md hinh tur lap
sb licu tiy chinh. X4c dinh Kp cta phan tir Fab md hinh lip s6 lidu sau duge st dung

(theo Haenel et al., 2005), sta d6i theo (Abraham et al., 1996)):

‘B S — S .
3{;:;37} [IF&@L +x+ K, - \;g[z« abl, +x+K,)7 - 4x[Fab] f;

[Fab]:: 4p dung cho ndng do Fabtong
x: 4p dung cho ndng dd khang nguyén hoa tan (vi tri gén két)

Bmayx: tin hiéu lon nhét ctia Fab ma khong c6 khang nguyén
Kp: ai luc

Pé x4c dinh Kp ctia phan tir IgG, mo hinh lap s6 kiéu sau cho IgG dugc sur
dung (stra doi theo Piehler et al., 1997):

-119-



32578

Ai luc ¢6 thé duoe xdc dinh bing cong hudng bé mit plasmon Biacore (SPR)
béng viéc xac dinh céc héng sb dong hoc sir dung thiét bi Biacore 3000 hoic T200
(Biacore, GE Healthcare). Viéc xac dinh Biacore Kp qus khang nguyén phu truc tiép
duoc thuc hién trén co s¢ sau: 50 RU TSLP cua nguoi da biotinyl hoa bi bét gilr trén
chip SA chip (Biacore, GE Healthcare). Dong té bao tham chiéu duoc giit tréng. PBS
pH7,2 GIBCO + 0,05% Tween 20 dugc st dung lam dém chay voi tbc do dong la
30pl/phit. Nong do Fab ndm trong khoang tir 3,9 dén 500nM dugc sir dung véi thé
tich bom 12 45ul va thoi gian phan ly 1a 300 gidy. Su tii tao chit phan tich da gin két
duoc thuc hién béng 2 1an bom Glycin 10mM pH 1,5, mdi 1an 5 ul. St liéu thd duoc
duoc lép vao mo hinh gén két 1:1, véi cac thong $6 Rinax cai dit tai chd va RI cai dit vé

0.

[1gG]: 4p dung cho nong do I1gG tong

x: 4p dung cho ndng d0 khang nguyén hoa tan (vi tri gan két)
Bmax: tin hiéu lon nhat ctia IgG ma khong cé khang nguyén
Kp: ai luc

Thanh thuc ai luc

Bay tng vién Fab dugc lya chon cho su thanh thyc ai luc. Pé lam tang a1 lyc va
hoat tinh sinh hoc cta cac Fab, vung L-CDR3 va HCDR2 dugc t61 vu hoa song song
béng dot bién cassett st dung dot bién dinh hudng trinucleotit (Virnekas et al., 1994,
Nucleic Acids Res 22: 5600-5607), trong khi ving khung duoc gitt khong doi. Dé tdi
rru héa L-CDR3 ciia manh Fab gdc, LCDR3, khung 4 va ving ¢b dinh ctia chudi nhe
(405 bp) ctia nhom chit gin két duoc loai bo bing phan cit su dung enzym va thay thé
bing danh muc cac L-CDR3 da dang cung v&i mot khung hoat dong 4 va mién ¢b
dinh. Trong thu vién tha 2, H-CDR2 dugc da dang hoéa, trong khi ving khung hoat
dong két noi duoc giit c¢b dinh. Hon hop lai dugce xung dién trong 4 ml té bao E. coli

TOP10F thu duoc tr 108 dén 109 khuén lac doc 1ap. Kich thudc thu vién nay dam bao
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su bao phu toan bd sy da dang ly thuyét. Viéc khuéch dai thu vién duge thue hién nhu
dd mo ta (Rauchenberger et al., 2003, J Biol Chem 278: 38194-38205). Dé kiém soat
chét luong, dong don duogc chon ngdy nhién va giai trinh tu. Dé chon loc cic chit dn
két d cai thién vé ai luc, thuc khudn thé c6 ngudn gde tir thu vién thanh thuc duoc dua
vao 3 vong sang loc so bd dung dich phage st dung khang nguyén TSLP cua nguoi da
biotyl hda_Avi-APP6 va TSLP ctiia Khi Cynomolgus _APP6-Avi. Tinh chinh xac ting
1én khi ha thdp ndng d6 khéng nguzeen & mdi lan sang loc so bo (Low et al., 1996, J
Mol Biol 260, 359-368. 1996.). Ngoai khang nguyén, sy giam chon loc phin ly (off-
rate) (Hawkins et al., 1992, J Mol Biol 226, 889-896) cling dugc thuc hién. Bude nay

két hop vai bude rira kéo dai qua dém & nhiét do phong.

bé tiép tuc lam tang 4i luc va hoat tinh sinh hoc ciia mot vai doan khéang thé
duoc lua chon, cac ving L-CDR1, L-CDR3, H-CDR2, H-CDRI1 dugc tdi wu hoa song
song véi viée gy dot bién cassett st dung dot bién dinh huéng ba nucleotit directed
mutagenesis (Virnekas et al., 1994, Nucleic Acids Res 22: 5600-5607), trong khi d6

cac vung khung hoat dong dugc giit khong doi.

Su bién dbi sau ma (PTMs) trong CDR khong dugc mong mubn do hiéu luc
clia cac khang thé nay co thé bi giam xubng phu thudc vao vi tri ciia PTM, ngoai ra,
PTM c6 thé din dén hop chét khong ddng nhét. Trude khi thanh thuc 4i luc, céc bién
thé khong c6 cac vi tri NG, NS, va DG duoc tao ra va nam trong nhom véi dong gbe
nham muc dich lua chon ca bién thé da loai bdo PTM trong subt qua trinh lga chon. Fab
¢6 chua dich phin giai té bao ctia cac bién thé duoc tao ra duoc kiém tra su gan két véi
khang nguyén trong ELISA & TSLP & nguoi. ADN plasmid cta cac bién thé dugc tron
v6i ADN gbe dé tao thu vién thanh thuc.

pé xép loai cac chét két dinh thanh thuc cho chuin do can béng dung dich dua
trén nhitng nguyén Iy duge mo ta boi Haenel et al., 2005, Anal Biochem 339: 182-184,
mdt lvong khong ddi cta dich chiét xuit tir BEL di pha lodng dugc cin bang qua dém
v6i nhitng ndéng d6 khang nguyén khic nhau. Sau do, hdn hop duoc chuyén sang dia
MSD ma di u trude voi khang nguyén, va sau khi 0 va rira, mot khang thé phat hién
dénh ddu dudi MSD-Sulfo thich hgp dugc thém vao. Sau do, ndng dd Fab khong gin
két dugc dinh lugng thong qua phét hién ECL st dung Sector Imager 6000 (Meso
Scale Discovery, Gaithersburg, MD, USA). Két qua duoc xit 1y sir dung phan mém
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XLfit (IDBS), ap dung m6 hinh 1p s6 liéu dé woc luong 4i luc va do d6 nhan dang céc

dong cai thién nhit qua qua trinh thanh thyc.
San xuét

Té bao HKB11 duoc chuyén nhiém bing vecto biéu hiéen pMORPH®4 voéi
ADN ma héa cho ca chudi ning va chudi nhe ciia Fab khang TSLP hoac IgG. Dich ndi
té bao duoc thu sau khi chuyén nhiém tir 3 dén 6 ngay. Sauk hi loc, dung dich duge
dua 1én cot sic ky Protein A (MabSelect SURE, GE Healthcare) str dung tram didu
khién dung dich. Trir phi ¢6 quy dinh khac, su trao ddi dém dugc hién bing Ix
Dulbecco’s PBS (pH 7.2, Invitrogen) va miu duge loc vo tring (kich thude 16 loc
0,2um). Nong do protein duge xéc dinh bing khdi phd UV va do tinh sach cua IgG
duoc phan tich du6i didu kién bién tinh, giam st dung hé thong Labchip (Perkin
Elmer, USA).

Fabl khéng TSLP

Fabl khang TSLP bit ngudn tir ho MOR011086, ma duge nhan dang trong
nhitng sang loc ddu tién. Su thanh thuc 4i luc cia MORO011086 dén dén sy hinh thanh
MORO014051, ma da bao gém motif bién ddi sau dich ma c¢6 chtra motif bién dbi sau
dich ma DG trong HC-CDR2. Viéc loai bé motif DG nay din dén su tao thanh
MOR14701 (DG>DA), ma sau d6 ching duoc lam dong gbe @& san xudt
MORO014824, c¢6 nghia 1a, Mab1 trong bang 2. Fabl khang TSLP trong bang 2 la méanh
Fab ctia Mabl.

Trinh tu axit amin cta Fabl khang TSLP heavy chain CDRs (HCDRs), chudi
nhe CDRs (LCDRs), theo Kabat, Chothia, hodc két hop déanh 30, cling nhu trinh tu axit
amin cta ving bién ddi chud ning va chudi nhe duoc xac dinh va liét ké ¢ bang 2.
Fabl khang TSLP gén két vdi 4i luc cao (Kp=6pM) v6i TSLP ctia ngudi téi t6 hop
duge xac dinh bang SET. Fabl khang TSLP khong gin két v6i xytokin twong tu vé

mat cAu trac, IL-7.
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Vi du 2: Hiéu luc ctia Fabl khang TSLP so véi TSLP cua nguodi duoc tiét tu nhién va
tai td hop trong thir nghiém gen thong bao

Hiéu luc cua Fabl khang TSLP so véi TSLP ctia nguoi tai t6 hop TSLP, TSLP
ctia ngudi tiét tw nhién, va TSLP cua khi Cynomolgus dugc kiém tra bang thir nghiém

gen thong bdo luciferaza.
Vit li¢u va phuong phap

TSLP cua ngudi tiét tu nhién thu dugc tir cac té bao té bao nguyén bio soi &

phdi ctia ngudi bang cach kich thich IL-1p, TNF-o,, va IL-13 trong gio.

Té bao Ba/F3 duge chuyén nhidm v6i hTSLPR, hIL7Ra va thiét ké thong bio
StatS-luciferaza. Stat5 1a nhan t6 xudi dong ctia dudng truyén tin hi¢u TSLP. Céc té
bao dugce nudi cAu trong mdi trudng nudi cdy té bao: RPMI 1640 (Invitrogen, Grand
Island, NY) v6i FCIII 10% (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA), Penicillin/Streptomyxin
1% (Invitrogen, Grand Island, NY), puromyxin 1pg/ml (Sigma, St. Louis, MO), va
5ng/ml TSLP cla nguoi tai t6 hop (thTSLP, R&D Systems, Minneapolis, MN). Dém
thir nghiém thong bdo duoc didu ché tor RPMI 1640 vé6i 10% FCIII,

Penicillin/Streptomycin 1%, va Puromycin 1pg/ml.

Té bao Ba/F3 dugc nudi & dang huyén phu trong chai T162cm? va phan chia
v6i ty 16 1:50 2 14n/ tudn. Té bao Ba/F3 duoc thu va thu cin & giita pha phét trién lily
tién bang cach ly tim & 200xg trong 5 phut va riratrong moi truong nuodi ciy khong
chtra TSLP. Budc nay duoc 1dp lai sau d6 0 ¢ 18-24 gio trong diéu kién khong co
TSLP. Ngay tiép theo, t& bao dugc thu cin 14n nita bang ly tim & 200xg trong 5 phut,
va tao huyén phu lai trong dém tht nghiém thong bao dé c6 ndng d6 té bao 1a 1 x 10°
t& bao/mL. 10pl té bao Ba/F3 & 1 x 10° t& bao/mL dugc két hop v6i 70ul dém thir
nghiém thong bio trong mdi giéng cia dia quang tring 96 giéng (Perkin Elmer,
Waltham, Massachusetts). Budc nay theo sau boi 10ul ¢ 6 diém sb 6 cua diy pha
lodng khang thé 1:10 (ndng do 16n nhit 1a 100nM) va u trong 30 phit & 37°C/5% CO»
trong td 4m c6 lam am. Cudi cung, 10pl 0,5ng/mL TSLP ctia ngudi hodc cua khi
Cynomolgus hodc mot néng d6 duge tinh toan ctia TSLP tiét theo cach tw nhién véi
hoat tinh twong d6i gidng, va dia dugc boc kin dé lam giam su bdc hoi, va u trong 4
gio 6 37°C/5% CO?2 trong tu 4m duoc 1am Am. Dia sau d6 duoc 14y ra khoi ti 4m, va

cho phép cin bang téi nhiét dd phong trong khoang 15 phit. Diéu nay duoc cho phép
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bing cach bd sung 100uL chat phan tmg (Promega, Madison, WI) vao mdi giéng va i
& nhiét dd phong trong 20 phut. Dia duoc doc & thiét bi Envision, st dung chuong
trinh phat hinh quang (méy ghi phoi sang 1 gidy/gidy) va dit li¢u dugc phén tich bing
Microsoft Excel va Graphpad Prism.

Két qua

Fabl khang TSLP dd chiing minh hiéu luc d6i v6i 3 dang TSLP trong thir
nghiém gen thdng bao luciferaza, voi IC50 1a 15,4pM so véi TSLP cua nguoi tai t6
hop (1ng/ml), IC50 1a 17,1pM so véi TSLP ctia nguoi dugce tiét ty nhién, va IC50 1a
10,8pM so v6i TSLP cta khi Cynomolgus . Khi thir nghiém gen thong bdo trung binh
1a két qua cta nhiéu thi nghiém (n=3) dugc tinh toan, céc gié tri IC50 cho Fabl so v6i
TSLP cua ngudi téi to hop 1a 15,3pM £1,5pM SEM. Gié tri IC50 trung binh cho Fabl
so v4i TSLP cua khi Cynomolgus 1a 9,5pM + 0,9pM SEM.

Do d6, Fabl khang TSLP chit trc ché manh cta ngudi va TSLP cia khi
Cynomolgus v6i hi€u luc picromol. Thuc té 13, Fabl khang TSLP di chirmg minh hiéu
luc hoan hao so v6i TSLP tiét tu nhién tir nguyén bao soi & phdi ctia ngudi lam gidm
khéa ning gy glycosyl vi sai cia TSLP hoat dong & co thé ctia ngudi va TSLP cua

ngudi tai th hop duge sir dung dé tao Fab khang TSLP.

Vi du 3: Uc ché TARC (Chemokin didu hoa tuyén tc va diéu hoa hoa hoa) cam (ng
béi su tiét TSLP tir cac té bao méau nguyén sinh don nhan ngoai vi (primary human
peripheral blood mononuclear cells- PBMC) boi Fabl khéang TSLP

Pé xéc dinh lidu Fabl khang TSLP ¢6 kha ning trung hoa TSLP trong bdi canh
dap mg diéu khién boi t& bao nguyén sinh, su tiét TARC cam ung véi TSLP cua

nguoi hodc Khi Cynomolgus duoc kiém tra trong sy ving mit ctia Fab1 khdng TSLP.

Vit liéu va phuong phap

Mau tinh mach duoc léy tr nhiing co thé cho khoe manh duoc chéng dong
(Sigma, St. Louis, MO) va thu nhén trong xi lanh 50mL va sau d6 chia vao hai dng
falcon, mdi 6ng, 25ml mdi dng. Nhitng dng nay duoc ly tim & 1200vong/phut trong 20

phut v6i su tang tdc va giam tdc cham trude khi loai b 16p huyét twong str dung pipet
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Pasteur. 20ml mau tr mdi éng duge chuyén sang 6ng Falcon 50ml sach va 20mL PBS
(1x, Invitrogen, Grand Island, NY) va 10mL 4% Dextran (khéi 1uong/thé tich, Sigma,
St. Louis, MO) duoc thém vao mdi dng. Cac 6ng dugc dao thong qua viée tron k§ mau
va dextran va ching dugc 4 & nhi¢t do phong trong 30 phut d& cho phép cac té bao
méau d6 sa ling. 20mL dich ndi duge chuyén vao éng Falcon 50ml va duge ria trong
30ml PBS (1400 vong/phit trong 8 phut) truéce khi before hut dich ndi va tao lai huyén
pht tir cin té bao trong 10mL PBS.

Dé ly giai t& bao mau do, 20mL nude nude khit ion vo trung lanh (Sigma, St.
Louis, MO) duogc thém vao t& bao va tron bang 20ml stripet trong 1 phut trude khi
20ml 2xPBS lanh v trung dugc thém vao dé dung ly giai. Cac dng duge dao mdt vai
lan va ly tAm & 1400 vong/phut trong 8 phit truge khi dugce trit trong mot éng va ria
hai 14n v&i dém thir nghiém (1400vong/phut, 8 phit). Pém thtr nghiém duge chuin bi
tr RPMI 1640 (with GlutaMax, Invitrogen, Grand Island, NY) véi 10% huyét thanh
ngudi AB (Life Technologies, Grand Island, NY) va 1% Penicillin/Streptomycin
(Invitrogen, Grand Island, NY).

Té bao duge dém va tao lai huyén phi & ndng do 10x10° té bao/ml, 100ul cia
dich huyén phu dugc thém bao mdi giéng cua dia 96 giéng day bang (1x10° té
bao/giéng). 50pl/giéng cua khang thé khang TSLP dugc thém vao mdi giéng va d&é u
trong 30 phat & 37°C trude khi thém TSLP ctia ngudi hodc Khi Cynomolgus , thu
duoc ndng do cudi 1a Ing/ml TSLP (66pM). Té bao duoc 0 trong 24 gid trudce khi dia
dugc ly tAm & 1300 vong/phut trong 5 phut va dich ndi duoc thi lai cho phan tich
Chemokin diéu hoa béi tuyén rc va bdi sy hoat héa (Thymus- va Activation-
Regulated Chemokine - TARC) bing ELISA. Dich ndi duge bio quén & -20°C cho
dén khi ching duge lam tan dé phén tich trong TARC ELISA (méu kiém tra gon
gang).

Phan tich TARC ELISA duoc thuc hién theo quy trinh cta nha san xuit (R&D
Systems, Minneapolis, MN). Mot cach ngin gon, khang thé bt gitt duoc pha lodng
dén ndng do hoat dong trong PBS khong co chit mang protein. Vi dia mién dich
maxiSorp plates (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA) duoc phu bing 100ul/giéng véi
khang thé bt gitt da pha lodng, cic dia nay duge boc kin bang 16p pht dinh va G qua
dém & nhiét do phong. Ngay sau do, khang thé bat gitt dugc hut ra va rira dia bang
dém rtra, ldp lai quy trinh 2 1An dé cho 3 1an rta. Céc giéng dugc ria bang cach lam
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lam dA mdi giéng bing dung cu phén phéi nhiéu diu ra hodc méy rira tu dong. Sau lan
rira cudi, dém rira con lai duge loai bd bé“mg cach dao dia va dat dia lén giéy thdm sach.
Pia dugce phong bé bing cach thém 300pl chét phan ting pha lodng (1% BSA trong
PBS) vao mdi giéng. Pia duoc 0 & nhiét do phong trong it nhét 1 gid. Cac budc rira
duogc ldp lai va 100ul mau hoic mau chuén trong chét phéan ung da pha lodng dugc
thém vao mdi giéng. Pia duge diy bing miéng dinh va 1 trong 2 gi¢ & nhiét d) phong.
Budce hat/rira dugc 1ap lai va 100l khang thé phat hién dugc pha loing dugc thém vao
mdi giéng, ddy bing miéng dinh va 0 trong 2 gid & nhiét do phong trude khi lap lai
bude rira nhu md ta trude day. 100ul dd pha lodng hoat dong cta Streptavidin-HRP
duoc thém vao mdi giéng va dia dugc day lai va G trong 20 phat & nhiét do phong,
tranh dat truc tiép dudi anh sang. Budc hat/rira duge 1dp lai va 100ul dung dich co
chit TMB duoc thém vao mdi giéng. Dia duge 0 dén 20 phut & nhiét dd phong trong
t6i sau khi thém 50ml dung dich dung. Pap nhe vio dia d& dam bio viée tron déu &
céc giéng va mat do quang mdi giéng dugc xac dinh bing may do vi dia véi cai dat

450nm.
Két qua

Fabl khang TSLP 1a chét trc ché rit ¢6 tiém ning su tiét TARC cam tng boi
TSLP cia ngudi tai td hop tr PBMC cia ngudi véi IC50 1a 20,3pM va IC90 la
99,65pM so véi Ing/ml TSLP cta nguoi tai td hop. Fabl khang TSLP dugc xem 1a
chit trc ché tiém nang su tiét TARC cam ung boi TSLP ctia khi véi IC50 1a 11,3pM
khang Ing/ml TSLP ctia khi tai t6 hop. Khi két qua trung binh PBMC cta ngudi tur
nhiéu thi nghiém (n=3) dugc tinh toan, gid tri IC50 trung binh cho Fabl khdng TSLP
ctia ngudi tai td hop 1a 19,7pM £ 1,9pM SEM. Gia tri IC50 trung binh cho Fabl khang
TSLP ctia Khi Cynomolgus 1a 11,1pM + 0,5pM SEM.

Vi du 4: Uc ché MDC cam tng bang su tiét TSLP (xytokin c6 ngudn gbc tir dai thuc
bao) tir cac té bao don nhan ngoai vi trong méu ctia khi Cynomolgus bdi Fabl khing

TSLP
Vit liéu va phuong phéap

Mau tinh mach ctia khi Cynomolgus dugc thu vao dng hut chan khong c6 chia

lithilum heparin ctia Covance (Dedham, MA). 30ml mau ti mdi vat cho duge chuyén
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vao dng falcon 50ml ly tim & 1200 vong/phut trong 20 phit v6i sy ting tbe dd va giam
tbc do cham trude khi 16p huyét twong dugc loai bé st dung pipet Pasteur, dé lai
0,5cm khoang chdng giira cac 16p. Lop té bao con lai dudi day dugc tao huyén phu lai
va 10ml duoc chuyén Vao 6ng falcon sach, sau khi thém 10ml 1x PBS va 5ml 4%
Dextran (khéi lu(_mg/thé tich, Sigma, St. Louis, MO) trtrc khi déao 6ng 4-5 1an dé tron
ki. TAt ca cac dng déu duge 4 & nhiét do phong trong ti hut 25 phit dé cho phép RBC
sa ling xudng day éng. 10mL dich ndi dugc chuyén vao dng Falcon sach 50ml va rtra
bing 40ml moi trudng nudi cdy (1400 vong/phut trong 8 phit) trude khi hut bd dich

ndi va tao lai huyén phi cin té bao trong SmL 1xPBS.

Dé ly giai té bao mau do, 20mL nude khir ion lanh (Sigma, St. Louis, MO)
duoc thém vao té bao va tron ban stripet 20ml trong 1 phut trude khi thém 20ml
2xPBS lanh v tring dé dimg ly giai. Céc dng duoc dao mot vai lan va ly tdm & 1400
vong/phut trong 8 phut trude khi du vao mot éng va rira hai 1an bang mdi trudong nudi
cdy (1400 vong/phut, 8 phut, 4°C). Mbi truong nudi cdy duge tao ra tir RPMII 1640
(with GlutaMax, Invitrogen, Grand Island, NY) v6i 10% Fetal clone III (Fisher
Scientific, Pittsburgh, PA) va 1% Penicillin/Streptomycin (Invitrogen, Grand Island,
NY).

Céc té bao duoc dém st dung 6ng thuéc nhudm xanh Trypan va tao lai huyén
phil & ndng d6 1a 10x10° té bao/ml, 100! thubc nhudm duge thém vao mdi giéng cta
dia 96 giéng ddy bang (1x10° t& bao/giéng). 50ul/giéng khang thé khang TSLP (ndng
dd cao nhit 1a100nM) duoc thém vao mdi giéng va dé 1 trong 30 phut & 37°C trude
khi thém TSLP cua Khi Cynomolgus , thu duoc néng do cudi 1a 0,5ng/ml TSLP
(33pM). Céc té bao dugc U trong 24 gio trude khi dia duge ly tim ¢ 1400 vong/phit
trong & phut va dich ndi duoc thu nhan chemokine ¢6 ngudn gbe tir thuc khudn thé
(MDC, CCL22) cho phan tich ELISA. Dich ndi duge bao quan ¢ -20°C cho dén khi
chiing tan d4 cho phan tich trén MDC ELISA (pha loang 1:2 trong dém thtr nghiém
trude khi thém vao dia ELISA). Phan tich MDC ELISA duoc thuc hién theo quy trinh
clia nha san xuét (R&D Systems, Minneapolis, MN).

Két qua

Fabl khang TSLP cho thiy 1a mot chét tic ché tiém nang sy tiét MDC cam tmg
bai TSLP cua PBMC cua khi Cynomolgus vai IC50 1a 55,5pM khang 0,5ng/ml TSLP
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ctia khi Cynomolgus téi td hop. Khi két qua PBMC trung binh ctia khi Cynomolgus tir
nhiéu thuc nghiém (n=3) duoc tinh todn, gia tri IC50 trung binh cho Fabl khang TSLP
ctia khi Cynomolgus 1a 25,1pM + 5,9pM SEM.

Vi du 5: Phan tng chéo loai cia Fabl khang TSLP
Vit liéu va phuong phép

Phén tich cong hudng Plasmon bé mit (Biacore surface plasmon resonance-
SPR) dugc thuc hién dé thiét 1ap liéu Fabl khang TSLP ¢6 gin két v6i protein TSLP
ctia ngudi, chudt nhit, hoic chudt ddng. Chét phan tng Biacore, bao oO6m Series S
Sensor Chip CMS5, dém HBS-EP+, Kit bét gitt Fab cta nguoi, EDC (1-etyl-3-(3-
dimetylaminopropyl)-carbodiimit), NHS (N-hydroxysuccinimit), Ethanolamin, dung
dich chudn hoa BIA, 70% (khéi lugng/ khéi lwong) glycerol, va glycin, mua tr GE
Healthcare. BDém chay st dung cho phan tich bét giit Fab va gin két TSLP 14 1X HBS-
EP+, véi 10mM HEPES (pH 7,4), 150mM NaCl, 3mM EDTA, chat c6 hoat tinh bé
mit P20 0,05% thé tich/thé tich. TSLP cua ngudi, khi Cynomolgus hodc chudt nhit
(MW 15 kDa) nhan tir R&D Systems (Minneapolis, MN). TSLP ctia chu¢t dong tai t
hop (MW 15,4 kDa) nhén tir USCN Life Science Inc. (Wuhan, China).

Céch thirc bt gitt duoc st dung dé diéu ché Fabl khang TSLP trén Chip
Biacore CM5 trudce khi tiém TSLP cua nguoi, chudt nhét, hodc chudt dé)ng. Chét gén
két v6i Fab ctia ngudi duoc ¢b dinh trén tit ca bon té bao dong chdy ctia Chip CMS5 st
dung kit bt gitr Fab ctia ngudi theo huéng dan ctia nha san xudt. Thoi gian tiép xuc 1a
360 gidy & toc do dong 1a 10uL/phat duge cu thé héa. Nhiét do cua khoang mau 1a
10°C va nhiét do phan tich la 25°C; trudc khi ¢b dinh, chip CMS5 duoc gén véo1 HBS-
EP+ va chuin hoa bing dung dich chudn hoa BIA. 375ul clia chat gin két Fab clia
nguoi 20ug/mL duoc chuén bi két hop véi 15ul. 0,5mg/mL gbc bang 360ul pHS dém
¢b dinh (ca hai déu duoc cung cip trong kit bét giit Fab ctia nguoi). Cac muc d cb
dinh thu duoc x4p xi 4000-4400RU chét gin két Fab ctia ngudi trong Fel, 2,3 va 4.

Phuong phéap Biocore thong thuong dugce xtr dung dé thiét 1ap thir nghiém dong
hoc, trong d6, xdp xi 14RU Fabl khang TSLP bi bét gitr mdi vong. Két qua nay thu
duoc bing cach bom 5nM Fabl khéng TSLP trong dém HBS-EP+ véi thoi gian tiép
xac 1a 60 gidy ¢ toc do dong 1a 10uL/phut, sau do 13 giai doan on dinh 30 gidy. Nhiét
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do ctia khoang mau 1a 10°C va nhiét do phén tich 1a 25°C. St dung phwong phap
Biacore thong thuong nay, thir nghiém dong hoc dugc thiét 1ap dé danh gia twong tac
hTSLP, mTSLP, va rTSLP vai Fabl khang TSLP dugc bét gir. P6i v6i mdi khang
nguyén, 10 ndng do sau duge chuén bi trong HBS-EP+ va dugc bom Ién bé mit Fabl
khéang TSLP, bao gém dém tréng OnM, 10nM, 5nM, 2,5nM, 1,25nM, 0,625nM,
0,313nM, 0,156nM, 0,078nM, 0,039nM, 0,02nM. Sau khi bét gitt ~14RU Fabl khéng
TSLP, khang nguyén dugc bom 45ul/phit trong 360 gidy, sau d6 giai doan phan ly 1a
600 gidy (dbi v6i tht ca ndng do kiém tra) hogc 1200 gidy (déi v6i ndng do khang
nguyén OnM va 2,5nM). Sy téi tao bé mit cac chét gén két v4i Fab thu duoc sau khi
bom 10mM glycin-HCI, pH 2,0 trong 60 gidy & 10uL/phut, sau do6 rira thém bing dém
HBS-EP+. Nhiét d6 cua khoang mau 14 10°C va nhiét dd phan tich 1a 25°C.

Tét ca c4c khao nghiém SPR va phan tich duoc thyuc hién bang thiét bi Biacore
T200 kiém soat béi phan mém kiém soat Biacore T200. Dit liéu dugc xur Iy sir dung
phan mém dénh gia Biacore T200. Céc ky hiéu cam bién trir di mau trong duge duge
tinh todn dé phén tich dinh tinh vé phan tmg chéo cua cic phér; mg cua Fabl khang

TSLP.
Két qua

Két qua thuc nghiém phan tng chéo Biacore SPR cho thdy su gin két chit ctia
Fabl khang TSLP dbi v6i TSLP clia nguoi téi td hop, trong khi khong phat hién ra su
gin két v6i TSLP ctia chudt dong va chudt nhit tai td hop, két qua nay nhat quén boi

su twrong dong thip gitra TSLP ctia nguoi va va cta by gdm (khoang 40%).

Fabl khéng TSLP gén két voi ai luc cao dbi v6i TSLP ctia khi Cynomolgus téi
t& hop va 1 cht tre ché tiém ning TSLP cta khi Cynomolgus (IC50 = 10,8pM chong
lai Ing/ml TSLP tai t6 hop) trong thir nghiém gen thong bao luciferaza. Trong ca thir
nghiém PGMC & thtt nghiém PBMC nguyén phat ctia nguoi va khi Cynomolgus ,
Fabl khéang TSLP 1a mot cht rc ché tiém nang su tiét TARC cam Gng boi TSLP cta
Khi Cynomolgus tai t& hop tir PBMC ctia ngudi (IC50 = 11,3pM) va su tiét MDC
secretion tir TSLP cuia khi Cynomolgus cam trng boi cyno PBMC (IC50 = 55,5pM).

Do do, Fabl khang TSLP cho thiy phan tng chéo loai bi han ché, nhan ra
TSLP tai t hop cua khi Cynomolgus, nhung khong nhan ra TSLP ctia chudt dong

hodc chudt nhit.
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Vi du 6: Hi¢u qud ctia khéng thé khang TSLP ctia chudt nhit trong mo hinh hen suyén

o chuot nhit
Vit licu va phuong phap

Anh huéng cia viéc trung hoa TSLP 1én dap tng di tng & duong hd hép duoc ddnh
gid & mo hinh nhay cam véi ovalbumin (OVA) trén toan by co thé sensitization sau dé
1a thir thach khang nguyén véi phdi. M6 hinh nay duge dic trung béi sy phat trién cta
phenotyp Th2 va viém bach ciu i toan c6 lién quan. Do Fabl khang TSLP theo vi du
1 khong phan tng chéo vai protein TSLP cua bd gim nhdm nhu da md ta trong vi du
5, anh hudng cua viée trung hoa TSLP duge danh gid st dung khang thé don dong
khang TSLP cta chudt thuong mai hoa (MABSS55, R&D Systems, Minneapolis, MN),
no trung hoa hoan toan hoat tinh sinh hoc cia TSLP cta chudt tai t6 hop véi IC50 1a
khoang 1,3nM so v6i 0,5nM TSLP cda chudt (dit liéu duge cung cép bd1 R&D
Systems). Kit ELISA ddc hiéu cho tat ca xytokin va chemokin cling dugc mua tir R&D

Systems.

Chu6t nhét cai Balb/c dugc gay mién dich v6i OVA (hodc nuédc muéi) va pheén
chua nhu 12 mot ta dugc vao ngay 1 va ngay 14. Mot cach ngin gon, chudt nhit dugc
gy mién dich qua 6 bung v6i 0,2mL 0,9 % khdi leong/thé tich NaCl (nude mudi) cb
chtra 100pg ovalbumin (5 x dang tinh thé, Sigma, UK) da hip phu trong 1,6mg nhom
hydroxit (Sigma). Vao ngay thtr 21, chudt nhit duoc ding OVA hoic nuée mudi
saline dudi dang sol khi va dao thai 24 gio sau. Viém dugc danh gia bang viéc dém té
bao khac biét va tdng sb giita rira phé quan phé nang (BAL), trong khi xytokin &
chemokin dugc do bang ELISA dic hiéu.

Hai muoi tu gio sau 1an cudi ding OVA hodc PBS qua mili, chudt nhit duoc
gdy mé bang cach tiém 6 bung 4mg/Kg natri pentobarbital (Rhone Merieux,
Harlow,UK). Dich BAL dugc thu bing cach dit éng vao khi quan va rira phoi bang
tdng lwong nude mudi 1a 1,2ml (3 x 0,4 mL mdi 14 phéi). Vi du, téng s6 té bao dém
duoc xéac dinh va cytospin dang bao ché (Shandon Scientific Ltd., Cheshire, UK) dugc
thuc hién. Té bao dugc nhudm béng Diff-Quik (Baxter Dade AG, Dudingen,
Switzerland) va t& bao khac biét 1a 200 dugc thuc hién st dung cac chi s vé hinh thai

chuan.
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Pé danh gia anh hudng cia viéc lam suy kiét TSLP d6i v6i pha nhay cam cia
dép tmg, khang thé don dong khang TSLP ctia chudt nhét (& 10mg/Kg) hodc IgG2 ctia
chudt ddi chung isotyp duoc tiém tinh mach 1 gio trude khi gay man cam OVA va lan
nita trude khi tang lidu vao ngay thiu 14, Dé déanh gié vai tro ctia TSLP vao thoi diém
ggaay mién dich, mot vai con chudt nhit dugc cho dung khang thé 1 gio trude khi sol
khi OVA vao ngay thtr 21. Khong ¢6 anh hudng nghiém trong quan sat dugc khi dung
nhitng khang thé nay qua tinh mach.

Két qua duoc biéu hién 1a cac gia tri trung binh £ SEM cta céc s liéu thi
nghiém. Phan tich mot yéu td khac nhau (ANOVA) duge str dung dé x4c dinh sy co y
nghia trong nhom. Néu su khac nhau c6 y nghia duoc phat hién, kiém tra Student's T
khong bét cap duge sir dung dé danh gia kha ning so sdnh duge giita cac gia tri trung

binh. Gia tri p<0,05 dugc xem la c6 y nghia.
Két qua

Su man cam va su dbi mat OVA dan dén sb luong té bao tang trong dich rura
phé quan, ma c6 bao gdm bach ciu 4i toan va bach cdu trung tinh, so véi dong vat a6i
chung (Fig. 3). Diéu nay ddng nhit véi céc trai nghiém trude day vé dép tng sau khi
dbi mit v6i khang nguyén don. Hon nita, nhiéu cdc nhén td trung gian giy viém ciing
duge didu hoa duong trong dich rira phdi ctia chudt man cam/da ddi mit véi OVA so

v6i dbi ching (Fig. 4A-4C).

Diéu tri v6i khang thé khang TSLP ctia chudt (10mg/kg) G ché dang ké tong s6
té bao trong dich BAL xap xi 50%, trong khi s6 luong té bao ai toan giam con 80%.
Diéu tri bing khang thé khi c6 sy man cdm vé6i khang nguyén khi khong c6 mit khang
nguyén thay doi khong dang ké thanh phan té bao & duong co ban cla phdi. Phan tich
cdc chét chudn xudi dong hoat tinh TSLP boc 10 mirc giam IL-13 (Fig. 4A), xytokin
lién quan t6i s viém dudng dan khi do di Gmg, va chemokin eotaxin-2 va TARC (Fig.
4B v 4C), ¢4 hai déu duoc coi 1a chit din du ctia té bao Th2 va bach cdu 4i toan ma

sinh ra tir cac té bao tua kich thich bai TSLP.
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Vi du 7: Dic tinh dong hoc ctia Fab1 khang TSLP & chudt df”)ng
Vit liéu va phuong phap

bong dugce hoc (PK) va su ling dong & phdi ctia khang TSLP Fabl dugc
nghién ctru & chudt cbng sau khi tiém tinh mach (IV) bang tiém nhanh, su bdi tron ndi
tang (Intratracheal instillation-ITI), hodc chi xdng-hit qua mii lidu don danh nghia khi
dung Fabl khang TSLP ¢ 1mg/kg trong 20 phut. Nong do Fabl khang TSLP & thoi
diém sau lidu khéc nhau duoc xac dinh trong huyét tuong, dich BAL, cling nhu cac

mau phoi da ddng nhét (sau khi BAL va Jdy méu tir hé mach méu phdi).
Két qua

Fabl khang TSLP bi bién mit khéi tudn hoan cta co thé nhanh chéng sau khi
tiém IV, v6i thoi gian ban théi trung binh 1a khoang 3 gio. Sau khi ITI hodc xong hit,
Fabl khang TSLP duoc hép phu cham vao hé tudn hoan cta co thé, dat Cmax cla
huyét tuong khoang 2 gid dbi v6i ca 2 con dudng, va thoi gian béan ra trung binh dai
hon khi x4c dinh sau 1an ding thit IV (7 gid sau ITI va 4 gior sau khi x6ng-hit, so véi 3
oity sau khi IV), didu ndy cho thdy dong hoc bi han ché béi toe do hép phu. Tinh sinh
kha dung hé thdng ctia Fabl khang TSLP trung binh khoang 6% sau khi ITI va 1% sau
khi x6ng-hit, ¢6 thé do phan doan ling dong & phdi cao hon sau khi ITI so véi khi
x6ng-hit. So sanh véi sy phoi nhiém toan bd, noéng do Fabl khang TSLP trong dich
BAL va dich ddng nhit & phdi cao hon nhidu (>100 lan) sau khi ITI hogc xong-hit,
tinh cho 97-99% téng luong liéu phuc hdi tir 3 ludi (66-79% cho BAL va 20-31% cho
phoi) & 2, 6, 24 hogc 72 gid sau khi dung lidu. Sy lang dong ban rd udc tinh cta Fabl
khéng TSLP trung binh 1&n luot 1a khoang 7 va 9 gidr trong BAL va dich ddng nhét cua
phoi.

Vi du 8: Bac tinh ddc hoc éﬁa Fabl khang TSLP & khi
Vit liéu va phuong phap

Pong hoc clia chdt doc, PK/PD, va sy phan bb cta Fabl khang TSLP & phoi
dugc nghién ctru & Khi Cynomolgus sau khi xdng-hit lidu 1, 10 va 20mg/kg hang ngay
trong vong 14 ngay (Nhom 3-5), hodc dung lidu don chéo Img/kg IV sau do la lidu
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x0ng-hit don 20mg/kg sau giai doan rira 16 ngay (Nhém 6). Hang loat mau mau duogc
thu thap cho PK/PD, TSLP tong dugc dénh gia lam chi thi PD va céac danh gia vé tinh
sinh mién dich. Ngoai ra, cac miu phdi ddng nhat (khi két thic) va cac mau dich BAL
(khi két thic ctia nhom 3-5 va trude khi ding lidu tinh mach va két thiic PK ctia nhém
6) cling dugc thu thdp cho cac danh giad vé& PK, TSLP tong, va tinh sinh mién dich (chi
cho dich BAL).

Két qua

Su phoi phoi nhiém toan bo cua Fabl khang TSLP trong huyét thanh thap sau
khi x0ng-hit mot sinh kha dung da udc tinh nhé hon 1% & mirc lidu x6ng-hit 1a
20mg/kg. Lidu xdng-hit 1mg/kg khong thu duge sy phoi nhi€m toan b c6 thé phat
hién duoc va lidu 10 va 20mg/kg da xdng-hit chi that su phoi nhiém toan b véi Fabl
khang TSLP. Cmax dat dugc ¢ khoang 3 gio sau khi xong-hit. Tuong tu v6i PK chudt
ddng, thoi gian ban hiy toan bd (khoang 7 gidy) so vdi IV ( khoang 2,3 gid), cho thiy
su hép phu dong hoc ¢6 tde do gi6i han. Sy tich tu photi nhiém trong huyét thanh quan
sat duoc sau 14 ngay dung lidu. So véi sy phoi nhiém huyét thanh thdp (Fig. 5), dit
liéu so bd vé ndng d6 Fabl khang TSLP trong dich BAL cubi cing va dich dong nhat

phdi cao hon nhidu va ting véi lidu ting dan (Fig. 6).

Vi du 9: Tinh thé hoc va lap ban dd Epitop ctia Fabl khdng TSLP

Trong vi du nay, Fabl khang TSLP dugc tinh thé hoa & trang thdi tw do hodc
trong phtc hgp véi TSLP cia nguoi, va cAu trc tinh thé tuong tmg duge xic dinh.
Phan tich su gén két Fabl khang TSLP téi TSLP ctia nguoi dva trén dit liéu tia X cung
cung cép thong tin vé epitop v& Fabl khang TSLP dbi v6i TSLP ctia nguoi.

Vit licu va phuong phap

Dang bao ché va tinh ché TSLP cua ngudi va Fabl khang TSLP

Fabl khang TSLP duoc tao ra bang cach phan hiy mAbl khang TSLP
(10,6mg) bing 21ug papain trong 2 gid' & nhiét dd phong (room temperature-RT),
trong 100mM Tris (pH 7,0) bang 10mM DTT. Phan tng duge dung bing 30uM chat
trc ché papain E64. Fabl khang TSLP dugc tinh sach trén cot Lambda Select 5 mL,
can bang v§i 20mM natri phosphat (pH 7,0). Fab dugc rir giai bang axit xitric 0,1M
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pH 3,0, va pH cua cac phan doan thu dugc ngay lap tirc dugc diéu chinh bang Tris pH
8,5 1M pha lodng 1:10. Phan tich LC-MS cho thay khoéi lwong quan sat duge la
47107,7Da ma hop véi trinh ty axit amin c6 chudi ndng dugc phan cit sau Thr228 va
mang gdc axit pyroglutamic & dAu amin. D6i su tinh thé héa, dém dugc trao dbi véi
Tris-HCI 10mM pH 7.4, 25mM NaCl béng cach 1dp lai cac bude pha loang né)ng do su

dung thiét bi siéu loc va cubi cung mau duge ¢d dic t6i 13mg/ml Fabl khang TSLP.

Thiét k& TSLP cta nguoi (Uniprot entry Q969D9; axit amin 29 dén 159) véi
dudi hexahistidin diu N theo sau bdi vi tri phan cat PreScission (HRV-3C proteaza)
duogc tach dong va biéu hién trong E. coli dudi dang thé vui. Bé 1am cudn gap, 89,4g té
bao E. coli dugc dung gidi trong 715ml (pH 7,0) Tris 50mM bang 1mM EDTA, 6mM
MgCl,, va 0,375M sucroza bing may dong nhét bang ap sudt cao Avestin®. Sau 30
phiut 1 vo6i 3,7kU benzonaza, dich dung giai duoc ly tdm trong 30 phut ¢ 13.000
vong/phut bang roto goc c¢b dinh SS-34. Tua té bao dugc tao huyén phu lai trong
387ml Tris (pH 7,0) 100mM véi EDTA 20mM, NaCl 0,5M, Triton X-100 2% va sau
do ly tam & 13.500 vong/phut trong 50 phut. Tua té bao dugc tao huyén phu trong
387ml ctia Tris 100mM pH 7,0 bing EDTA 20mM, ly tdm 13.500 vong/phut trong 30
phut, va quy trinh rtra nay dugc 1dp lai 4 l4n, tao thanh 13g thé vai. Thé vui duoc hoa
tan trong 65ml dung dich guanidin hydrochlorit 6M véi S0mM potassium axetat (pH
5,0), 5mM EDTA, va 10mM TCEP. Sau khi 0 2 gi¢ ¢ nhi¢t do phong, mau duoc ly
tam trong 30 phut ¢ 20.000 vong/phut (roto goc ¢b dinh SS-34). Dich noi (70ml) duge
pha loang té1 100ml bing dung dich guanidinium hydrochlorit nhu md ta & trén. Cudn
gip lai dugce thuc hién bang pha lodng nhanh & 4°C véi 10L Tris 100mM (pH 8,25)
v6i 0,5M arginin hydrochlorit, 5SmM EDTA, va ImM GSH. Sau khi pha loang, 0,1mM
glutathion disulfit (GSSG) dugc thém vao va hdn hop gap lai dugce khudy tir cham
trong 7 ngay ¢ 4°C. Sau do, pH dugc didu chinh dén 5,1 bang axit axetic, va 0,ImM
GSSG dugc thém vao dé phan huy TCEP con lai. Dung dich cufn giap. Dung dich
cudn gaphoi duc duogc loc béng bao nang loc Sartobran 0,65/0,45pum va cd dac béng
mang chay chéo Pellicon 10kD thanh 750ml. Dung dich ¢6 dac dugc tham tich trong
10L natri axetat 50mM pH 5,4. Khoang 550 mg cuia TSLP da cudn gép lai duoc thu
hdi. Phan tich LC-MS ctia mAu tinh sach dugc khing dinh sy hinh thanh cta tit ca cac
cau disulfit va cho thiy san phdm 94% des-Met (MW = 16862.8 Da), va 6% protein
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v6i metionin & dau N. D& tinh thé hoa v4i Fabl khang TSLP, miu TSLP da cudn gp

lai duoc st dung ma khong cit bé dudi & dau N bing prorteaza PreScission.

Dé didu ché phirc hop TSLP-Fab, hai lin ham luong mol ctia protein Hise-
PreSc-TSLP trong 25mM Tris (pH 7,4) véi 50mM NaCl duoc bd sung vao Fabl
khang TSLP, mau dugc ¢d dic béng siéu ly tam dén khoang 10mg/ml, dugc dua lén
cot sdc ky loai trir SPX-75 va rira giai ding dong trong 10mM Tris-HCI pH 7,4 véi
25mM NaCl. Phan doan dinh duoc ¢b dic dén 9,2mg/ml bang siéu ly tim va dua vao

sang loc tinh thé.
Su tinh thé héa va thu thap dit ligu tia X

Tinh thé dugc nudi trong dia 96 giéng (dia Innovadyne SD2) bang cach khuéch
tan hoi cac giot dong. Mot cach chi tiét, 0,2ul protein géc duoc tron véi 0,2ul dung
dich gbe, va giot duoc cin bang v6i cing dung dich chira & 20°C. Thi nghiém duoc cai
dit voi hé robot Phoenix (Art Robbins Instruments), gitt & RockImager hotel

(Formulatrix) va chup lai tw dong.

D4i v6i bo suu tap dit lidu tia X, mot tinh thé duoc gin truc tiép vao vong lip
va lam lanh nhanh trong nito long. Céc bd dit liéu tia X dugc thu thap bang ngudn anh
sang, chum sang X10SA, véi may do diém anh Pilatus, s dung su phat xa tia X
1,00001A. Trong cé hai truong hop, 720 anh véi dao dong 0,25° gitta hai truong hop
dugc ghi nhin ¢ khoang cach phat hién tinh thé 12 345mm va tién hanh bing phién ban
XDS ngay 6/12/2010, (Kabsch 1993, J Appl Crystallogr; 26:795-800), nhu thuc hién
trong APRV.

Xéc dinh va phan tich cau tric

[003] CAu tric cua Fabl khang TSLP dugc xac dinh biang thay thé phan tir
bang chuong trinh Phaser (McCoy et al, 2007, J Appl Crystallogr 40:658-674), st
dung ciu truc tinh thé ciia manh Fab cla khéng thé khang CD132 nhu mo hinh khéi
dau. Khang thé Fab khang CD132 dugc luya chon dya trén co s& sy giéng nhau vé trinh
tu v6i khang TSLP. Cac mién bién ddi c¢6 dinh dau tién dugc st dung nhu 1a nhitng
md hinh tim kiém doc 1ap dé cho phép su bién ddi ctia Fab. Cu truc dugce tinh ché str
dung cac chu ky lap lai ciia m6 hinh sau khi tinh chinh sau khi tinh chinh bing phuong
phap tinh thé hoc tr dong véi chuong trinh Coot 0.8.0 (Crystallographic Object-
Oriented Toolkit; Emsley et al, 2010, Acta Crystallogr Sect D: Biol Crystallogr;
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66:486-501) va Autobuster 2.11.5 (Bricogne ef al, 2011, BUSTER version 2.11.2.
Cambridge, United Kingdom: Global Phasing Ltd.).

CAu truc cta phic hé TSLP-Fab duoc xdc dinh bang thay thé phan tir bang
chuong trinh Phaser, st dung cAu trac tinh ché cua Fabl khang TSLP tu do va TSLP
ctia ngudi trude day duge xac dinh in house trong phirc hgp véi méanh Fab cta khang
thé khac. Mot 1in nira, cdc mién bién ddi ¢b dinh cia mién bién ddi va ¢6 dinh dau tién
ctia Fabl khéang TSLP duoc st dung 1am mé hinh tim kiém doc 1ap. Céu tric duge

tinh ché nhu da mé ta cho Fab tu do, v6i Coot 0.8.0 va Autobuster 2.11.5.

Kiém tra bang mit cic cdu tric tinh thé dugc thuc hién st dung chuong trinh
Coot (Emsley et al., 2010, Acta Crystallogr Sect D: Biol Crystallogr; 66:486-501) va
PyMOL (Molecular Graphics System; DeLano Scientific: Palo Alto, CA). Chét luong
cia md hinh tinh chinh cudi cing dugc danh gia bang chuong trinh Coot va
PROCHECK v3.3 (Laskowski et al,, 1992, J Appl Crystallogr; 26:283-291). Cac gbc
TSLP cua ngudi ma dung moi khong thé tiép can dugc khi gin két ctia Fabl khing
TSLP duoc x4c dinh bing chuong trinh AREAIMOL cta by chuong trinh CCP4
(Collaborative Computational Project, Number 4, 1994). Nhiing tiép xtic ndi phan tir
dugc xac dinh st dung khoang cach gidi han la 4,0A va dugc nhin dang béng chuong

trinh NCONT ctia CCP4.
Két qua
CAu trdc tinh thé cua Fabl khang TSLP

Fabl khang TSLP tuu do va phtrc hé cua né véi TSLP cia nguoi duge tinh thé
hoa trong dia 96 giéng bang phuong phap bang phuong phap khuéch tan hoi in sitting
drops, & 19°C. Thu vi 13, hai mAu protein da tinh thé héa duéi diéu kién tinh thé hoa
trong tu nhau: 0,17M (NH4)2SO4, 85mM natri axetat pH 5,6, 25,5% PEG MME 2000,
15% glycerol. Tinh thé xuit hi¢n sau 4-5 tudn va phat trién dén kich thudce day da

trong mot vai ngay.

Tinh thé khong chira Fab & nhom khong gian vi tri ortho P212121, voi mot phan
tir Fab trén mdi don vi bAt dbi. Tinh thé cta phirc hop Fab-TSLP ¢ nhom khong gian
1222, v&i mot phttc hop trén mdi don vi bat dbi (Bang 3). Ca hai tinh thé duoc lam
nhidu xa dén do phan giai cao, va bo dit liéu nhidu xa c6 chit lugng tét va du thira cao

¢6 thé thu duoc tir moi tinh thé (Bang 3).
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Xéc dinh cdu tric bing cach thay thé phan tir dugc thuc hién bang cach st dung
chu trac TSLP cta ngudi. Su tinh ché bang autobuster tao ra dit lidu théng ké tinh
chinh 6t va hinh hoc téng quat tot (Bang 3). Hai gbc khang thé, Asp50L va Asp152L
nim ngoai Ramachandran trong chu trac ctia Fab tu do. Ngoai hai gbc nay, gbc khang
thé thtr 3, Tyr103H, ciing nim & bén ngoai Ramachandran trong céu tric ctia phirc hop
Fab-TSLP. Ba géc ndy ¢6 mat do dién tich dd dugc xac dinh 16 va do do chinh la
duong kinh ngoai dong hoc. Pang luu y, AspS0L va Tyrl103H la céc gbc CDR lién

quan dén su gin két TSLP nhu dugc mo ta phia dudi.

Trinh tu axit amin cua Fabl khang TSLP chudi ning va chudi nhe duoc trinh
bay trong FIG. 1A va 1B, véi CDR duoc gach chan (dugc dinh nghia boi Kabat, 1991,
Trinh tu cua cac protein quan tam vé mién dich, cong bd don NIH s6 91-3242) va cac

gbdc ndm & giao dién khang thé-khang nguyén danh dau bang *.

Béng 3. Thu thép dit liéu tia X va s6 liéu tinh ché

Fabl tu do khang TSLP Fabl phuc hgp véi TSLP
Thu thép dir lieu
Nhom khong gian P2,2,2, 1222
a,b,c(A) 69,05, 72,33, 113,58 77,68, 78,46, 233,23
a, B,y (°) 90,00, 90,00, 90,00 90,00, 90,00, 90,00
Do phan giai (A) 1,85 (1,90-1,85)* 2,00 (2,05-2,00)*
Rsym hodc Rmerge 0,044 (1,108) 0,071 (1,83)
I/o(D) 21,4 (1,42) 16,6 (1,14)
Hoan thién (%) 99,9 (99.8) 99,9 (99.9)
Du 6,6 (6,2) 6,6 (6,4)
Tinh ché
Do phan giai (A) 37,00-1,85 40,00-2,00
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S6 phan xa 49,249 48,502
Rhoat dong / Ruy do 0,201/0,222 0,194 /0,214
S6 nguyén tir

Protein 3,245 4,042

Ton sulfat 0 3x5
Nudce 213 195
Nhan t6 B (A%

Chudi nhe Fab (chudi L) | 45,7 52,4

Chudi ning Fab (chudi H) | 48,3 48,5

TSLP (chudi T) - 98,5

Vung nude (chudi W) 51,4 53,1

Sai léch R.m.s.

Chiéu dai lién két (A) / goc | 0,009 /1,05 0,010 /1,07

)

Chu y: ) S6 trong ngodc twong ing vi vo ¢6 do phén gii cao.

CAu trac tinh thé ctua Fabl khang TSLP trong phttc hgp v6i TSLP cla ngudi

Trinh tu axit amin cia TSLP cta ngudi tai to hop st dung trong vi du nay (SEQ
D NO: 38) duoc cung cAp trong FIG. 2. TSLP thanh thuc ctia ngudi bit dau tir Tyr29.
Thiét ké duge st dung & ddy c6 dudi hexahistidin & dau N (gbe 15-20) sau d6 1a vi tri
nhén biét proteaza HRV-3C (PreScission) (gbc 21-28) va gbe 11-14 thu duge tir tach
dong. Asn64 va Asnl119 la vi tri tiém nang cho glycosyl hoa lién két voi N; va gbe
127-130 cAu thanh vi trf phén cit furin tiém ning (RRKR, SEQ ID NO: 39). C4c thanh

phan cta cau tric bac hai: duoc trinh bay duéi trinh tu axit amin: cdc hop bicu dién

chuoi xoan a A, B, C va D, va duong ké ddm bi€u dién vong xoan.

TSLP khong thé hién bat ctt sy gidng nhau vé trinh tur axit amin dang ké voi cac

thanh vién khac cia siéu ho IL-2 cta xytokin. Thyue vay, TSLP cudn gdp thanh bé 4
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vong xodn véi cach bb tri 1én-lén-xubng-xudng, like IL-2, IL-7 va nhiéu xytokin khac
(FIG. 7). Chudi xodn o.a ¢6 mot nit thit gin trung tAm ctia nd, xoay quanh vi tri Thr46.
Céc chudi xoén ap va ac kha ngin, mdi chudi chi c6 3 vong; va chudi xodn ap diu C
dai hon vé6i gan 5 vong (FIG. 7). Ba disulfit (Cys34-Cys110, Cys69-Cys75, Cys90-
Cys137) 6n dinh bo xo#n 4 chudi ngin nay. Tuy nhién, hai mdi ndi chéo gitta aa va
aB, va ac va op hdn don va nhin thiy trong cAu trac tinh thé. Ba axit amin tir ba axit
amin t vong ldp as-ac, va 5 gbc & diu cacboxyl bi mAt trong cau triic tinh ché cudi
cung. Su phan cit furin tiém nang va cic vi tri N-glycosyl hoa nim trong nhitng mbi
ndi bi dt.
CAu trac ba chiéu cta phirc hgp Fab-TSLP trong FIG. 7.

Fabl khang TSLP gin két chi yéu véi chudi xodn oa ciia TSLP, ma chay qua
rinh ndng bao quanh béi H-CDR1 va H-CDR2 trén mot mat, va béi H-CDR3 va L-
CDR3 trén mit kia. Chd xoén cia vong xodn dc aa chiém dong phan trung tim ctlia
rAnh. Vong xodn tréng nim gitra ac va ap va bbn gbe dau tién chia vong 13p aa-as g6p

phén vao su ticp xtc cua khiang the.

Sy hinh thanh phttc hgp Fab-TSLP bi chon x4p xi 1700A% so v6i bé mit ¢6 thé
bi tiép cin béi dung moi két hop, véi 25 gbe axit amin ctia Fab va 25 gbe axit amin
TSLP chiu sy giam bé mit c6 thé co thé bi tiép can béi dung mdi cia nd khi hinh
thanh phirc hop. Trong sb nay, 20 gbc Fab va 16 gbc TSLP (xem bang 4) déu lién
quan dén su tiép xtic ndi phan tir truc tiép, khi khoang cach giéi han 1a 4,0A dugc st
dung. Dit liéu théng ké bd sung vé hinh dang Sc (Lawrence va Colman, 1993, J Mol
Biol; 234:946-50) 1a 0,72, mot gia tri twong ddi cao cho mdt phirc hop khéng thé -
protein (Sundberg va Mariuzza, 2003, Adv Protein Chem; 61:119-60). Tét ca 6 CDR
ctia Fabl khang TSLP déu déng gop vao su gin két vao TSLP. Ngoai ra, 6 ving nudce
da duoc xac dinh nam trong gaio dién giita khdng nguyén va khéng thé 1am trung gian

cho su twong tac gin két.

Bang 4. Céc gdc epitop va paratop
TSLP epitop Fab1 khang paratop TSLP
Thanh Cac gbe tiép Céc goc tiép xtic Thanh phan cau tric
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phan cu | xuc
trac
0LA Lys38 Thr28H H-CDRI1
Alad1 Tyr32H H-CDR1
Leud4 Tyr103H, Ile102H, Tyr48L | H-CDR3, L-CDR2
Ser45 Asp31H, Tyr32H H-CDR1
Thr46 AspS56H H-CDR2
Ser4§ Tyr103H H-CDR3
Lys49 Trp33H, Glul01H, Tyr103H, | H-CDR1, H-CDR3
Tyr104H, Tyr105H
[le52 Tyr103H, Tyr104H, Tyr31L, | H-CDR3, L-CDRI, L-
Trp92L CDR3
Thr53 Trp92L L-CDR3
Vong Ser56 Trp92L L-CDR3
xodn aa - Gly57 Trp92L L-CDR3
" Thr58 Trp92L L-CDR3
Lys59 Gly28L, Ser29L, Lys30L, | L-CDRI1, L-CDR2, L-
Tyr31L, AspS0L, Asn65L FR3
ac Lys101 Asp5S6H H-CDR2
oD GInl145 Tyr103H, Tyr31L H-CDR3, L-CDRI1
Argl49 Asn51L, Glu52L L-CDR2

Danh sach cac goc epitop va paratop khong tiép xuc truc tiép xuét phét tlr toa do tinh
ché cubi cung bing chuong trinh CCP4 NCONT, st dung khoang cach giéi han la
4,0A.

Cac gbe TSLP nim & giao dién gin két duoc xac dinh tir cac toa do tinh thé hoc

bang céach tinh toan (i) twong téc ndi phan tr cac nguyén tir khong phai hydrogen nho
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hon 4,0A, va (i) viéc giam bé mit c6 thé bi tiép can bai dung moi khi hinh thanh phirc
hop. Két qua hinh hoac dugc chi ra & FIG. 8, va hinh dung vé khang thé cua epitop
TSLP da duge dé xuit trong FIG. 9. Nhu ¢6 thé quan sat & 2 hinh, chudi X04n a4, cling
v6i bdn gbe dau tién cta vong 1ap aa-as, hinh thanh 15i cta epitop, va déng gop 82%
tdng sd cac twong tdc ndi phan t&r va cla bé& mit c6 kha ning tiép xtc véi dung moi
trén TSLP. Hon nita, da s& cac gbc chinh cua epitop duoc tim thiy & ving nay: Lys49,
Ile52, Gly57 va Lys59. D& so sanh, cac chudi xofin ac va ap da dong gop rat it gdc clia

epitop: Lys101 (ac), GIn145 va Argl49 (ap).

T4t ca 6 ving quyét dinh bd sung (CDR) ciia Fabl khang TSLP déu gép mit
trong giao dién gin két, nhu da duoc chimg minh ban su giam bé mat c6 thé bi tiép
can boi dung méi khi gin két véi khang nguyén va su dong gop cta ching voi su tiép
xuc nodi phan tr (FIG. 10A va 10B). Ngoai ra, Asn65L ctia ving khung hoat dong thir
3 ctia chudi nhe (L-FR3) ciing nim & giao dién gin két khang nguyén, nhung chi hinh

thanh su twong tac yéu (3,6A) bing lién két H véi Lys59 ctia TSLP.

Vong lap H-CDR3 dong vai tro ddc biét quan trong. Glul01H tao thanh twong
tac cAu mudi quan trong v6i Lys49 ctia TSLP, va 3 gdc tyrosin lién tiép nim & dau cia
vong 1dp, Tyr103H, Tyr104H va Tyr105H, déng goép mdt cach toan bo vao 58% vao
su tiép xtic tao thanh bai toan bd chudi ning. Trp33H H-CDRI1 va Asp56H cua H-
CDR2 ciing quan trong ddi véi cac gbe paratop, ma 1An luot dong gop vao su gin két

v6i Lys49 va Lys101 caa TSLP.

Trp92L 1a gbc duy nhét cia L-CDR3 ma tao ra su tiép xuc truc tiép voi khing
nguyén. Goc nay nim ndm & ddu cta L-CDR3 va n6 khdng ¢6 cdu tric xac dinh trong
cAu tric tinh thé ctia Fabl khang TSLP tu do. Tuy nhién, trong phirc hgp TSLP, chudi
bén c6 méat do electron da dugce xac dinh rd, va duge tao thanh nhitng tiép xUc rong voi
vong ldp aa-ap, su dong gdép cia nd vao khoang 42% céc tiép xtic tao bdi ca chudi
nhe. Asp50L cua L-CDR2 va Tyr31L cia L-CDRI1 1a cac gbc paratop quan trong khéc
cung cdp béi chudi nhe. Gbc thr nhét tao ra tuong tac rat ngin (2,8A) tuong téc tinh
dién v6i Lys59 cua TSLP. Gbc sau dong gop vao tuong tac gan két véi Ile52, LysS9,
va GInl145 of TSLP, va ciing 1am 6n dinh c4u hinh gén két cua vong lap H-CDR3
thong qua tuong tac m-m v6i Tyr103H va Tyr104H.
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Co ché hoat dong Fabl khédng TSLP

S truyén tin TSLP doi hoi su 1dp rap ciia phic hop 3 thanh phdn c6 chira
TSLP, lién két chudi TSLPR va chudi ¢6 chung IL-7Ra. Sy hinh thanh phirc hop 2
thanh phin TSLP-TSLPR la diu kién tién quyét dé thu hat IL-7Ra. Phirc hop TSLP-
Fabl cta nguoi duge thém vao phirc hop ba thanh phan TSLP-TSLPR-IL-7Ra cta
chudt nhét, dua trén tit ca cic nguyén tir Ca ctia TSLP. Su chdng lap ciu tric giai
thich ring Fabl khang TSLP da phong bé sw gin két TSLP vao ca TSLPR va IL-7Ra.
Vong xodn o ciia TSLP 1a nhan t6 trung tim cla epitop Fabl khang TSLP (FIG.
11B), va chudi xodn nay cling déng vai trd trung tAm trong su gin két voi TSLPR va
IL-7Ra (FIG. 11A). Ngoai ra, vong xodn oc duge khép vao sw gan két IL-7Ra va vong
xodn op 12 mot phan cta giao dién gin két TSLPR. Do nhiing vong x04n nay déng gop
vao epitop Fabl khéang TSLP, su nhiéu khong gian gitta Fabl khéang TSLP va hai
chudi thu thé 16n. Chudi nhe cua khang thé chdng lap rong véi mién D2 cia TSLPR,
trong khi chudi niing chdng 13p v6i mién IL-7Ra D2 va ciing v6i mot vai vong 1ap gin
két xytokin ctia mién D1 (FIG. 11C). Dit liéu giai thich rang Fabl khang TSLP da
trung hoa TSLP boi viéc an céc xytokin va ngan can sy &n két cta né véi thu thé
TSLPR, do d6, phong bé sy hinh thanh phtre hop truyén tin hiéu 4i luc cao trong phirc
hop vai IL-7Ra.

Tém lai, cAu tric tinh thé co do phan giai cao ctia Fabl khang TSLP & trang
thai tu do hodc phirc hgp véi TSLP cia nguoi tai t6 hop da cudn gip duge xéc dinh.
Fabl khéang TSLP duogc tim thdy gin két chii yéu véi chudi xodn oA (gdc axit amin
Lys 38 dén Thr 53) ctia TSLP nguoi, v6i mot vai su dong gbp quan trong tir cc chudi
xodn aC (Lys101) va aD (GIn145, Argl49) va tir vong lap aA-oB (céc gbc axit amin
Ser 56 dén Lys 59). Su chong lap cAu trac ctia TSLP cua nguoi trong phire hop véi
Fabl khang TSLP 1én phirc hop TSLP cua chudt da cd bd v6i IL-7RA va mién TSLPR
ngoai bao cho thdy ring Fabl khdng TSLP canh tranh vé6i ca IL-7RA va TSLPR cho
su ghn két TSLP. Fabl khang TSLP gfn két TSLP khong thé gin két v6i TSLPR va
thu hut thu thé IL7Ra ciing bi tc ché do su can tré khong gian rong giita Fab va thu
thé IL-7ou.

-142-



32578

Vi du 10: Quy trinh 1am khd biang sdy phu va tao ché pham bao ché Fabl khéang TSLP
Thiét bi va didu khién 1am kho bang sy phun

May sdy phun dugc sir dung dé sdy phun nguyén liéu kho. Két cdu ctia may sdy
kho bing sdy phun c¢6 chira by phan phun hoa mau hai dong mot voi phun, khoang 1am
kho, binh chiét tich cyclon, bd chuyén dbi, van céach ly, va bo thu 1 lit trong 4o dugc
kiém soat nhiét do. Theo cac phwong an dugc md ta & ddy, quy trinh lam kho bang sdy

phun ¢6 thé bao gbm quy trinh phun héa, quy trinh 1am kho, va quy trinh thu hat.

Qua trinh phun héa mau dién hinh c6 thé bao gdm cic bude sau: (Al) dich
nguyén liéu tao ché phdm bao ché ¢ thé dugc dua vao thong qua bom nhu dong
(Watson Marlow) & tdc do dong duge kiém soat t6i vong phun don, méy phun hd tro
khong khi gin trén may lam kho sdy phun; (A2) khi nén khd véi tbc do dong duoc
kidm soat duoc dua vao voi phun ga dong tim, hoi tu; va (A3) gidn nd khi & dau voi

phun héa miu dong vao céc giot phun nho.

Quy trinh 1am kho ¢o thé bao gdm cac budc sau: (B1) khong khi khd véi cac
chéit lam nong dién dugce dua vao khoang lam kho ¢ nhiét do da cai dat va tbe do dong
duoc kiém soat; (B2) khong khi 1am kho néng tuong tac véi cac giot phu suong nho tir
budc A3. Dung moi (nudce) trong giot khi béc hoi, ddn dén tao thanh céc hat rin; va

(B3) cac hat va hoi/khi dung moi ton tai & khoang lam kho & nhiét d da dinh.

Quy trinh thu hat bao gdm cac buée sau: (C1) cdc hat va hoi/khi khong phai
dung moi tr bude B3 di vao binh chiét tach cyclon toc do tiép tuyén; (C2) céc hat
dugce phan tach tir hdn hop khi bang luc ly tdm va dugc thu tir & ddy cua binh chiét
cyclon ¢ binh chtra dugc kiém soat nhiét do; va (C3) hoi/ khi thai khong phai dung

moi vuot qua bo loc va 16 thong hoi vao khi quyén trong bd phan ly.

Quy trinh va ché phdm bao ché bot ¢ thé xong-hit thd dugce clia Fabl khang
TSLP

Phén nay dé xuét ché pham bao ché va quy trinh 1am kho bang sdy phun duoc
stt dung dé didu ché bot co thé xong-hit thd duge co chira hat theo Fabl khang TSLP
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duoc tao ché phdm bao ché véi cic ta duoc céc nhau. Diéu nay lién quan dén viéc lam
kho bang sdy phun pha don, nguyén liéu léng ¢ chtra protein (Fabl khing TSLP) va
ta dugec ma c6 chirc ning chinh 14 chét ting cudng khuéch tan (vi du, trileuxin) hoic
chét tao trang thai thiy tinh (vi du, saccharit, mudi dém). pH cia nguyén liéu duge
kiém soat b:?mg dém histidin-HCI1 ¢ pH dich 1a pH5,0 - pHS,5. Médc du viéc ung dung
nhitng nguyén ly hat k¥ thudt, t4 duoc va thanh ph?m duoc lua chon dé tao bot ma ¢co
chira cac hat xu xi — mdi hat ¢6 15i protein dn dinh bang ludi thiy tinh bao quanh béi

vé ta dugc va nude ma ¢ chira sy phan tan bot cai thién va chat hoat tinh duoc bao

A

ve.
Bang 5. Ché pham bao ché Fabl khang TSLP

Lo # Fabl khang | Histidin Trehaloza Mannitol Trileuxin
TSLP
%  khoi | % khoi | % khoi | % khoi | % khoi
lwong/thé lwong/thé luong/thé tich | lugng/thé luong/thé tich
tich tich tich

569-38-01 80 20 0 0 0

569-38-02 90 10 0 0 0

569-38-03 60 10 30 0 0

569-38-04 60 5 20 5 10

569-38-05 40 5 35 0 20

569-38-06 40 5 30 5 20

FIG. 12 trinh bay ché phdm bao ché co ta dugc cao hon: ty 1€ protein duge cai thién vé

tinh &n dinh ctia Fabl khang TSLP va giam téc do ngung két ctia Fabl khang TSLP.
Tao ché phim bao ché PulmoSol ¢6 chira Fab1 khang TSLP

Phan nay dé xuat ché pham c6 nguyén li¢u co ban duoc tao ché pham bao ché ¢

nong do chat ran khac nhau va thanh phan trileuxin nham lam tang vi¢c san xuét luu

-144-




32578

thong va toi vu héa sy hinh thanh vo. Nong d6 chit rin cao lam ting san lugng bot luu

thong. Trong vi du nay, thanh phén TSLP Fabl duogc ¢ dinh & 50%, ngoai trur, khi so

sanh véi vi du khac.

Bang 6. Ché phdm bao ché ¢ chira Fabl khédng TSLP va trileuxin
Fabl
Thanh
., khéng Histidin | Trileuxin | Trehaloza | Ty 1€ mol
phén ran
TSLP
Lot# | % kndi|% kndi|%  kndi|%  khdi
% khoi
, luong/ luong/ luong/ luwong/ Duong:
luong/the . . . . .
N khoi khoi khoi khoi Dugc chat
tic
luong luong luong lugng
728-06-01 | 1,5% 50,0% 5,89% 20,0% 24,1% 70,4
728-06-02 | 2,0% 50,0% 5,89% 15,0% 29,1% 85,0
728-06-03 | 2,5% 50,0% 5,89% 10,0% 34,1% 99,6
728-06-04 | 2,0% 50,0% 5,89% 10,0% 34,1% 99,6
728-06-05 | 1,5% 40,0% 4,71% 20.0% 30,3% 110,6

Ché phdm bao ché co6 chira Fabl khang TSLP va 15% Trileuxin

Phén nay nhdn manh mot vai ché phim bao ché thiét ké cho su hoa tan trong

nude han ché cua trileuxin trong khi van duy tri pH chap nhan dugc cta nguyén liéu

va cac hat tao thanh. Do do, trileuxin dugc hoa tan trong HCI long va chuén do né)ng

do sir dung moi truong co ban dé thu dugc pH muc tiéu ctia dung dich nguyén liéu

(pH5,0-pH5,5). Xép xi 13, ty 18 mol 1:1 ctia HCI véi trileuxin 1a can thiét dé hoa tan

hoan toan trileuxin.

Béng 7. Ché phim bao ché c6 chira Fabl khang TSLP va 15% trileuxin

FAB1
, Axit,
KHANG | Histidin | Trehaloza | Trileuxin Hl Bazo
TSLP
% khdi| % khdi|% khdi|% khdi| % khoi|% khéi lugng/
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luong/th | luong/ luong/ luong/ luong/ | khdi luong
étich | khdi khbi khéi khéi

lugng luong luong lugng

569-60-01 | 50,0% 5,64% 26,8% 15,0% 2,56% | N/A

569-60-02 | 50,0% 5,64% 19,4% 15,0% 2,56% | Histidin | 7,40%

569-60-03 | 50,0% 5,64% 24,1% 15,0% 2,56% | KOH 2,69%

569-60-04 | 50,0% 5,64% 26,8% 15,0% 2,56% | NH,OH | 2,70%

Vi du 11: Ai luc gfn két cia Fabl khang TLSP déi véi cdc protein ctia ngudi va khi -

cyno dugc x4c dinh bang chudn do can bang dung dich (SET)

Céc phép do chudn do can bang dung dich (SET) duge thuc hién dé xac dinh 4i
luc gin két ctia Fabl khang-TSLP d6i v6i protein TSLP cuia ngudi va cua khi cyno.
Fab nay dugc 0 & ndng do c¢d dinh v6i dich pha lodng lién tiép clia cac khdng nguyén
tuong Ung. Ai lue gin két duoc rit ra tir duong cong canh tranh duoc tao ra bang cach
v& dd thi két qua dau ra vé ndng do khang thé khong gin két theo ndéng do khang
nguyén st dung. Fabl khang-TSLP thé hién 4i luc gin két trong pham vi picomol thap

(pM) dbi véi tat ca cac protein TSLP ctia ngudi va khi cyno.
Céc budce thir nghiém

Hai muoi hai lugt pha lodng 1,6 TSLP cta nguoi (dugc san xudt trong té bao
HEK) va cac khang nguyén TSLP ctia khi cyno duoc chuén bi trong dém mau va nong
d6 Fabl ¢b dinh duoc bd sung. Trong hai lan lap lai cta thir nghiém, luong chira 60
ul/giéng ctia mdéi hdn hop khang nguyén-Fab dugc dua vao dia vi chuan do
polypropylen gOm 384 giéng (MTP). Bém mau la dbi chimg 4m tinh va mau chi chta
Fabl 1a d6i ching duong tinh (Bmax). Dia nay dugce bit kin va @ qua dém (o/n, it nhét
16 h) & nhiét do phong (RT) trén may lac.

Dia phién MTP MSD 384 giéng dugc phi qua dém & 4 °C bing 30 pl/ giéng
hsTSLP (duoc san xuét trong E. coli) ma dd dugc pha lodng trong PBS ¢ 5pg/ml, tiép
d6 duoc ria ba 1an bang 70ul/ giéng dém rira va duge phong bé bang 50ul/ giéng dém
phong bé trong 1h & RT trén may ldc. Sau khi rira, luong chtra 30 pl/ giéng cia hdn
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hop khang nguyén-Fab da dugc can bing dugc chuyén tir MTP polypropylen dén dia
MSD ma da dugc pht va dugc u trong 20 phut ¢ RT.

Sau bude rira bd sung, 30ul khang thé phat hién gin dudi sulfo ma da duge pha
loing trong dém mau & 1,8pg/ml duge thém vao mdi giéng va dugce u trong 30 phut &
RT trén may lic. Pia MSD duge rira va 35ul/ giéng dém doc dia 1x MSD dugc thém
va dugc U trong 5 phat & RT. Céc tin hi¢u ECL dugc tao ra va dugc do béng thiét bi
MSD Sector Imager 6000.

Ba thtr nghiém doc 1ap duoc tién hanh cho mdi khang nguyén va duge cho thiy
cac didu kién thit nghiém 6n dinh. T céc thir nghiém nay céc gia tri trung binh ddi véi

hé sd can bing phan ly KD va sai s6 tiéu chudn duoc tinh nhu duge thé hién sau day.

Bang 8. Hing sd i luc (KD) d6i v6i su gin két ctia Fabl d6i v6i cac protein TSLP clia

nguoi va khi cyno

FAB Khang nguyén KD (pM) S6 thir nghiém
TSLP  cla  nguoi

Fabl 50£2,0 3
(HEK)

Fabl TSLP khi cyno 1,4+ 0,6 3

Vi du 12: Nghién ctru phat hién lidu x6ng-hit hai tuin & khi Cynomolgus

Trong nghién ctu khong GLP nay, muc dich la nhiam xac dinh su doc dbi vai
té bao tiém tang ctia Fabl, Fab khang lymphopoietin md dém tuyén e (TSLP), khi
dugce str dung cho khi Cynomolgus bang dudng xong-hit mot lan hang ngay trong 14
ngay hodc, dudi dang tiém tinh mach lidu don vao ngay 1, tiép d6 1a giai doan khong
dinh lidu luong trong 13 ngay va lidu x6ng-hit don trong ngay 15. Ngoai ra, thong 56
profi vé duogc dong hoc/duge luc hoc (PK/PD) va tinh sinh mién dich (IG) cua Fabl

duoc xem x¢ét.

Nghién ctu nay dugc tién hanh dudi dang hai thanh phan riéng biét ctia nghién

ctru don.
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Chi x0ng-x6ng-hit: bot Fabl PulmoSol, Fabl 39,7% trong PulmoSol, dugc sir
dung bing cach xo6ng-xong-hit dbi voi 3 nhom (3 con duc/nhém) khi Cynomolgus &
cac lidu hing ngay nhim dich 1a 1,0, 10,0 va 20,0mg Fab1/kg/ ngay. Nhoém céc khi
khac (2 con duc) nhan gia dugce bot PulmoSol va la d6i ching. Con duc riéng 1€ khac
chi nhan khong khi va dong vai tro 1a dbi chung khong khi. Cac thiét bi khi dung chira
Fabl PulmoSol va gia dugc PulmoSol dugc tao ra sit dung dung cu tao chdi quay
(RBG1000). Céc con vat thir nghiém duge cho tiép xtic v6i thiét bj khi dung chira bot
Fabl PulmoSol (cic nhém 3 dén 5) hodc gia duge bot PulmoSol (Nhom 2) trong dich
60 phut mot 1an hing ngay trong 14 ngdy, st dung mit na khi dung lip & trang thai
dong. Con vat duc nhém 1 don 1€ duoc cho tiép xuc v4i khi khd di loc chi trong cling
dich thoi gian bing cach st dung cung thiét bi da dugc cai dit. Tong ndng do khi khi
dung trung binh dugc sit dung ctia Fabl 1an lugt 13 0,036, 0,31 va 0,66mg/L ddi véi
cdc nhom 3, 4 va 5. Tong lidu duoc phan phdi trung binh (déu 1a duge ude lugng) 1an
lwot 12 1,1, 9,6 va 19,9mg Fabl/kg/ngiy ddi v6i cac nhom 3, 4 va 5. Pudng kinh trung
binh khéi lwong khi dong hoc (MMAD) khéng dinh ring céc dang sol khi chira Fabl
duoc tao ra c6 thé xong-hit duogc ddi véi cac con khi ndy va rang su lang dong & phodi

chip nhan dugc s€ dat dugc doi véi céc loai thir nghiém.

Duong tinh mach/ dudng xong-hit: Fabl duoc st dung cho nhom gbm 3 con
duc (nhoém 6) dudi dang ti€ém nhanh qua tinh mach vao ngay 1. Liéu dich 1a 1mg
Fabl/kg. Cac con vat nay tiép d6 duoc cho phép thoi gian khong dinh lidu luong trong
13 ngay trude khi duge dung bot Fabl PulmoSol, 39,7% Fabl trong PulmoSol, bang
cach xong-hit vao ngay 15. Liéu dich 1a 20 mg Fabl/kg. Binh khi dung chta Fabl
PulmoSol dugc tao ra st dung dung cu tao chdi quay (RBG1000). Céac con vat nay
duoc tiép xuc v6i binh khi dung chira Fabl PulmoSol trong dich thoi gian 60 phiit mot
lan, st dung mat na khi dung & trang thai dong. Céc con vat tiép d6 dugc giit trong 6
ngay trudc khi dugc gay chét vao ngay 21. Téng ndng do sol khi trung binh duge
dung cia Fabl 1a 0,60mg/L. Téng liéu dua vao ma di duge udce tinh trung binh chung
la 16,3mg Fabl/kg/ngay. Puong kinh trung binh khéi luong khi dong hoc (MMAD)
khéng dinh réng cac dang sol khi chtra Fabl dugc tao ra co thé x0ng-hit dugc dbi vai
céc con khi nay va rang su ling dong & phoi chdp nhan dugc s& dat duge d6i vai cac

loai thur nghiém.
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Céc thong sb va cac diém cubi sau ddy dugc danh gid trong nghién ciru nay:
diu hiéu 1am sang, trong luong co thé, su thay ddi trong luong co thé, cic thong 5O
bénh 1y 1am sang (huyét hoc, dong méau va hoa 1am sang), thir nghiém sinh hoc ddi véi
cac ndng do Fabl va TSLP va céc thong sd doc dong hoc (huyét thanh, dich rira phé
quéan phé nang (BAL), dich chiét mo phdi), khang thé khang -Fabl (huyét thanh va
dich BAL), c4c phat hién hoai tr to, trong luong co quan va xét nghiém md bénh hoc

(chi cac nhom 1 dén 5).

Viéc str dung Fabl trong 14 ngay, qua dinh lidu x6ng-xong-hit, ddn dén cac
thay ddi ro rét trong khoang miii (tdng cac té bao niém mac trong biéu mo6 dudng ho
hép), phdi (khuéch tan sy tich tu céc dai thuc bao & phé nang, ting té bao lympho
trong phé quan-phé nang va sy xdm nhip cla té bao viém phé nang hdn hop) va hach
bach huyét & phé quan (ting tdng t& bao) ctia con duc khi Cynomolgus. Céc thay ddi
nay la ro rét trong s6 cac khi tir tAt ca cac nhom duoc didu tri. Mic do ning cla cac
phat hién nay la tbi thiéu dén rét nhe trong tit ca cac truong hop va cac quan sét nay

khong dugc coi 14 bét 1gi.

Nhin chung, sy tiép xtc dbi v6i Fabl duge nhan thiy trong tat ca khi ma dugc
diu tri bang Fabl trén co sé dit lidu ndng do trong huyét thanh, phé quan phé nang
(BAL) va cac dich chiét & phdi; trong khi khong ¢6 Fabl dugc phat hién trong méu
bét ky trong sd cac miu tir khi d6i ching bang khi hodc khi ddi chimg bang gia duoc
PulmoSol. Sinh kha dung dugc tinh toan 1a khoang 0,2% sau khi dung lidu xOng-
x06ng-hit vao ngay 15. Céac khang thé khang Fab1 trong huyét thanh dugc phat hién chi
& mot khi nhém 4 & liéu so bd vao ngay 1 va mot khi nhém 5 & ngay 14, nhung céc tin
hiéu quan sat duge dugc cho 1a khong co tac dong 16 rét dén sy boc 16 dbi véi Fabl &
cac khi nay. Nhin chung, khong c6 su sinh mién dich rd rét dbi véi Fabl duoc phat
hién trong nghién ctru nay. TSLP tobng khong duge phat hién trong huyét thanh, BAL
hodc mo phéi trong ph?m 16n cac mau, ngoai trir mot s6 tin hiéu rat nho duoc phat hién
trong cic mau rira dau tién (gom duge trong quy trinh BAL tr ba con vt duoc diéu tri

bang Fabl).

Tém lai, viée st dung Fabl cho 3 khi Cynomolgus dudi dang tiém nhanh qua
duong tinh mach vao ngay 1, tiép theo la giai doan khong dinh liéu luong 13 ngay va
x6ng-hit don lidu vao ngay 15 khong dan dén tac dung phu. Viéc st dung xOng-hit
Fabl cho khi Cynomolgus trong 14 ngay c6 lién quan dén céc thay ddi ro rét & khoang
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miii, phoi va hach bach huyét & phé quan cua céc khi tir tat ca cac nhom duge di€u tri.
Murc do tram trong ctia cac phat hién nay la toi thicu dén rat nhe trong tat ca cac
trurong hop va cdc quan sat dugce coi 1a khong c6 hai. Tat ca cic con vat nhan Fabl

duoc cho tiép xuc hé théng v6i vat thtr nghiém.

Vi du 13: Nghién cuu gy doc bing cach cho xoOng-hit mudi ba tudn & khi

Cynomolgus

Muc tiéu ctia nghién ctru nay la xac dinh doc tinh tiém ning cua Fabl, Fab khang
lymphopoietin mé dém tuyén trc (TSLP), khi duoc dua vao bing duong xong-hit mot lan
mot ngay trong it nhét 92 ngay lién tiép (13 tuan) cho khi Cynomolgus, va dé danh gia kha
ning nghich d4o tiém ning cta phét hién bat ky sau khoang thoi gian phuc hoi 42 ngay (6

ngay). Ngoai ra, cac dac tinh dong hoc doc t6 va gdy mién dich ctia Fab1 duoc x4c dinh.

Bot Fabl PulmoSol duge ding bing cach xong-hit ddi véi 3 nhém (3/gi6i/nhom)
cta khi Cynomolgus ¢ cac liéu dich hang ngay 14 3, 10 va 22 mg/kg/day. Nhém khi khéc
(3/gi6i) dung bot placebo PulmoSol va dugc dung la d6i chimg. 2 con khac (2/gi6i) trong
Placebo va cac nhom 22 mg/kg/day duge gitr lai trong nghién ctru trong khoadng thoi gian
phu hoi 6 tun. Sol khi clia Fabl PulmoSol va placebo PulmoSol dugc tao ra bang cach sir
dung thiét bi quét quay (RBG1000). Nhimg con phoi nhiém voéi sol khi clia bot Fabl
PulmoSol (Nhém 2 dén 4) hoidc bot placebo PulmoSol (Nhém 1) trong 60 phat dich mot

1An mdi ngay trong it nhét 92 ngay lién tuc, str dung mit na che kin mi¢ng va mdi.

Céc thong s sau va cac diém két thuc duoc dénh trong nghién ctru ndy: cac diu
hiéu lam sang, khdi luong co thé, thay d6i khéi luong co thé, cac xét nghiém vé mét, kiém
tra than kinh (bao gdm tbc dd ho hap), dién tAm dd, céc thong s bénh 1y 1am sang (huyét
hoc, dong mau, hoa 1am sang va bai tiét nudce tiéu), xac dinh kiéu hinh mién dich té bao
lympho méu ngoai bién (dém té bao trong dong chay), chirc ning mién dich (dép tmg
khéang thé phu thude té bao T (TDAR) ddi véi keyhole limpet hemacyanin (KLH)), phan
tich sinh hoc di véi cac ndng do Fabl va cic thong sé dong hoc doc t6 (dich chiét mo phoi
va huyét thanh), khéng thé khang Fabl (huyét thanh), cac phat hién hoai tit tdng quét, khdi

lurong co quan, va cac x¢ét nghiém mo bénh.

Toan bd dugce dung cac néng do sol khi trung binh cua Fabl la 0,10, 0,33 va
0,72mg/L dbi véi lan luot cac nhom 2, 3 va 4. Tdng sb trung binh udc tinh dat dugce tong
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lidu van chuyén (két hop gi6i) 1a 3,0, 10,1 va 22,2 mg/kg/day Fabl ddi véi lan luot céc
Nhoém 2, 3 va 4. Duong kinh khi dong hoc trung binh khéi (MMAD) xé4c dinh réng sol khi
Fabl tao ra ¢6 thé xong-hit duge dbi v6i khi va phoi nhiém & phdi c6 thé chip nhan s& dat

duoce doi vai cac loai thir nghiém.

Khong ¢o tac dong lién quan dén muc kiém tra cong khai nao dugc quan sit thdy
d6i v6i cac thong sb tim mach bét ky sau khi ding Fabl & lidu dat dwoc 1a 3, 10 hodc
22mg/kg/ngay.

Két qua vé didu tra chirc ning mién dich (TDAR) chi ra ring xu huéng 14 cic mirc
d6 khang thé TeG khang KLH giam & céc lidu dat dugc 1a >10,1 mg/kg/nga. O thoi diém
ldy mAu cudi cing (ngdy nghién ctru thir 78), cic mire do khang thé IgG va IgM khang-
KLH giam dugc ghi lai & cac lidu dat duoc >3 mg/kg/ngay. Hiéu qua nay dugce nhin thy
15 nhét & khi duc & moi thoi didm va & khi céi trong ngay 78, nhung it ndi bat & khi céi khi
14y miu céc 1an khéc. Xu huéng gidm & dap ing khang-KLH khong dugc xem la c6 hai.
Céc mirc do khang thé IgG va IgM khéng-KLH trong nhom 4 (22,2 mg/kg/ngay) nhing
con phuc hdi cao hon & tat ca cac truong hop khi so sénh véi gid tri phuc hoi kiém soét
ddng thoi (Nhém 1) va tuong ti voi ddi chimg (Nhém 1) cac nghién clru chinh, hd trg phuc
hoi cua dép tmg khéng thé khang KLH. Viéc dung Fabl trong it nhit 92 ngay, qua liéu
x6ng-hit, dan dén sb luong ting md lympho trong phdi & lidu di thu dugc
3mg/kg/ngay. Su nghiém trong cua phat hién nay t6i thiéu 1a nhe trong tit ca cac
truong hop va duge xem 13 khéng nghiém trong. Sau 6 tudn phuc hoi, phat hién
khong xuét hién trong 2/4 (50%) dong vat phuc hdéi va dugce quan sat thay & 2/4
(50%) ctia cac dong vat dimg lidu cao & muc dd nghiém trong téi thiéu. Phat hién
tuong tu cling xuét hién trong mot ddi ching con céi phuc hdi (nhe) khing dinh
rang su thay d6i nay c6 thé doi khi khong thuong xuyén trong sd cac dong vat dbi
chimg. Fabl duge phat hién trong bit cir mAu huyét thanhhodc mdu md phdi tr
nhém dong vat ddi chiing placebo PulmoSol (Nhém 1). Mot cach tdbng quat, su phoi
nhiém cta Fabl dugc giai thich thong qua giai doan sir dung lidu & dong vat duoc
didu tri bang Fabl, véi su tdng lién quan dén lidu & ca huyét thanh va md
phdi. Su phoi nhiém hé théng trong huyét thanh trong sudt qua trinh phuc hdi cho téi
14-28 ngay sau liéu cudi vao ngay 92, trong khi céc ndng do ctia md phéi khong thé
phat hién dugc trong tdt ca cac dong vat boi thoi gian hoai tir vao ngay 135 (42

ngay sau liéu cudi cung). Co su tich tu déng chu y trong huyét thanh phoi
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nhiém v&i Fabl tir nghién ctu ngay 1 dén nghién ctru ngay 91 sau
khi lap lai cac lidu hang ngay giita tAdt c4 cdc nhom liéu. Khong
¢6 sur khac biét nio vé gi6i tinh khi phoi nhiém nhw quan sat duge. Tin hi¢u khang thé
khing dugc chit (ADA) thip nhung van phat hién dugc & hai dong vét doi chimg
placebo PulmoSol & dudong co s6& ¢ thoi diém trude va thoi diém sau sau khi
ding lidu, ¢6 kha niang 1a do khang thé da ton tai truée d6 ma khong ddc hiu voi
Fabl. Tin hiéu ADA dugc phat hién & bt ¢t dong vat ddi ching. Tt ca céc
dong vat da diéu tri béng Fabl da phat trién cdc tin hiéu sau khi st dung liéu ADA
som nhét vao ngay 28 tré di. Cac tin hiéu ADA manh trong 3 dong vat hién nhién 1a
lién quan dén su mét phoi nhiém véi Fabl trong huyét thanh, nhung phoi nhiém véi
Fabl van duogc giai thich trong cdc dong vat nay ¢ thoi diém hoai tir (1~6 gid
sau lidu cudi cing). Tom lai, dung Fabl bing xong-hit dbi véi Khi Cynomolgus trong 13
tudn duogc dung nap tdt & lidu thu duoc co thé x6ng-hit thd duge & muc dd cao dén
22 2mg/ke/ngdy. Tht ca cac dong vt nhan Fabl dugc khing dinh dé c6 su
phoi nhiém véi Fabl ca toan b co thé va trong phdi. Khang thé khang Fabl
xudt hién trong tit ca cac dong vat duge didu tri som nhét vao ngay 28 tr& di va lién
quan dén su phoi nhiém thép hon & 3 ca thé so vdi cac dong vat dugce diéu tri
con lai. Viéc danh gia vi mo khing dinh s6 luong té bao tang trong mo6 lympho & phoi
dbi voi da sb cac dong vat duoc diéu tri bé‘mg Fabl, ma d4 quan sat duogc trong
s6 50% céac dong vat phuc hdi & liéu cao sau giai doan phuc hd 6
tuan. Su nghiém trong cta phat hién nay la t6i thiéu dén nhe & tat ca

cac truong hop va khong duge xem la bat loi.

Vi du 14: Bao ché ché pham bao ché don gian 1am kh biang sdy phun manh khang thé
don dong

Manh khang thé don dong Fabl dugc md ta ¢ déy co trong lugng phén tir la
46,6kDa. Ché phém bao ché dang bot kho dugc mo ta dé van chuyén tai chd & phéi dé
diéu tri hen suyén. Trong ngit canh ndy, viéc str dung thuat ngit “don gidn” chi aé ae
cap dén ché phém bao ché co thanh phén duoc hoat tinh (Fabl) va dém.

Mot loai ché phdm bao ché khang thé don gian c6 chtra 89,5% thanh phan duoc

¢é hoat tinh va 10,5% dém histidin dugc san Xuét tir nguyén li€u co ban c6 chira nhiéu
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dung mdi hop phin etanol/nude (Bang 9). Thanh phan etanol khic nhau gitta 5% va
20% khbi lugng/ khéi lwgng. Nguyén lidu co ban dugc 1am khod bing sdy phu trén may
séy phun NSD c¢6 nhiét d9 trong la 105°C, nhiét do bén ngoai 70°C, tde do dong khi
lam kho 595 L/phut, téc do dong phun 1a 20 L/phut, tc do dwa chét long vao 1a 8,0
mL/phit, va ALR 1a 2,5 x10° thé tich/thé tich. Thanh phan rin c¢6 dinh 2% khdi
lwong/thé tich.

Bang 9. Tac dong cua cac thong s6 quy trinh téi dic tinh tdn min ché phdm bao ché

khang thé don gian c6 chira 89,5% API trong dém histidin

Lo # API Trileuxin | Chdt |EtOH | PPSD (um) Khoi
% |6 KhOLjran o g 70 (x50 [x00 | WOne
Whéi | luong/ | (%khbi lrong/ riéng i
lwong/ khoi luong/t khéi hat
héi | lwomg) | hé wong) (g/em’)
lwgng) tich)
761-22-07 | 89,5 |0 2 0 0,55 | 1,34 [3,24 0,347
761-02-09 [ 89,5 |0 2 5 0,66 [ 1,93 [5,64 |0,178
761-02-06 [ 89,5 |0 2 10 0,73 |2,48 [7,19 ]0,142
761-02-07 | 89,5 |0 2 20 0,69 | 1,94 [ 6,04 {0,135

Vi du 15: Dic tinh tan min ché phdm bao ché don gian lam kho bing sdy phun cua

khang thé

Dic tinh tan min cta ché phdm bao ché khang thé 1am kho bing siy phun theo
vi du 14 dugc trinh bay trong bang 9. Tét ca cac ché phim bao ché don gian chi chia
API va dém, san sinh ra cac hat vdi bé mit hat nhén (c6 nghia 1a, khong ¢6 su nhan
trén bé mat). Viéc thém lugng nho etanol vao nguyén li¢u 1ong lam giam s6 luong va
khéi luong riéng tir hat ctia bot (cling quan sat thdy & ché pham bao ché insulin). Cac
hat tuong dbi 1on, vé su phan bd kich thude hat chinh (primary particle size

distribution-PPSD).

-153-




32578

Vi du 16: Hiéu suét sol khi ché pham bao ché don gian 1am kho bang sdy phun khang
thé

DD va TLD duogc x4c dinh 13 bot dugc mo ta trong vi du 15 duoc trinh bay
trong bang 10. C4c hat chinh ¢ dudng kinh khi dong hoc dugc tinh todn, D, gifta 0,71
va 0,93um (dugc tinh toan tu khdi lugng riéng tir hat va x50 phép do st dung ché

phim bao ché: d, = dg\/Z).

Thiét bi xong-hit bot kho Concept] la thiét bi dua trén vién nang khang thap (R
=0,07cm H,0)"? / (L/phut)).

Béang 10. Hiéu suat sol khi cta ché phiam bao ché khang thé. Hiéu suét sol khi dugc
dénh gia bing thiét bi xong-hit Conceptl (20mg khéi chat thai) & téc do chay 90L/phut
va thé tich tong 12 2L (n=5)

Lo# Khoi luong | x50 | Da (calc) | Hinh théi DD (% | TLD
riéng tir hat | (um) | (um) ND) (% DD)
(g/cm?)

761-22-07 | 0,347 1,34 0,79 Tron 64,9 65,0

761-02-09 | 0,178 1,93 0,81 Tron 77,0 57,1

761-02-06 | 0,142 2,48 10,93 Tron 81,2 43,7

761-02-07 | 0,135 1,94 0,71 Tron 74,3 57,7

R rang 14, dit liéu trong bang 10 ma chi lam gidm mat do du dé cho phép su
hinh thanh hat c6 thé vuot qua dugc su léng dong & miéng-cé hong. DPé thu duoc didu
nay, hinh théi hat duoc bién dbi dé 1am tang d6 xu xi bé mit (d0 gon soéng), va gidm
kich thuGe hat chinh ciing dugc mong doi.

Piéu thi vi dang chu y 1a trong khi cac protein nhd ¢6 hinh thai gon séng khi
khong c6 ta dugce tao vo, viéc tao ché pham bao ché khang thé doi hoi viée bd sung ta
duoc tao hinh vo dé cho phép tao thanh gon song. V& khia nay, t4 duge tao hinh vo va

viéc thém etanol thuc hién chirc nang tuong tu trong qud trinh bién ddi do day thanh
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va mat do cta cac hat 1am kho bang sdy phun. Do d6, tic dung cia viéc thém etanol

nhé hon khi ¢6 mit cac chat tao hinh vé.

Vi du 17: Dang bao ché va dic tinh tin min cua ché pham bao ché nén lam kho bang

sdy phun ctia khang thé

Trong sb mot loat bot siy phun, cac didu kién sdy phun duge giit khong doi, va
tdc dong cta viéc thém ta dugc tao hinh vo (c6 nghia 1a, trileuxin, 0-15% khéi lugng/
khdi lwong) duge danh gia cho céc ché phim bao ché khing thé. Nhitng ché phim bao
ché nay ciing chira trehaloza 1a chét tao trang thai thiiy tinh (khoang 29-44% khéi
lwong/ khéi luong phu thude vao thanh phén trileuxin) va dém histidin (5,9% khéi
lwong/ khéi lugng, pH 5,0).

Bot dugc sy kho trén mdy sdy kho NSD tiy chinh véi nhiét do dau vao 1a
105°C, nhiét do dau ra 1a 70°C, tdc do dong khi 1am kho 595L/phut, tdc do dong phun
1a 25L/phut, tdc dd dua chét 1éng vao 1a 10,0mL/phut, va ALR 14 2,5 x 103 thé tich/thé
tich. Thanh phan rén duoc gitt khong dbi & 2% khéi lugng/ khdi lugng. Tat ca cac bot
¢6 hinh thai gon song véi ngoai 1¢ 1a 16 761-02-12, ma dugc lam kho bing siy phun
khi khong c6 mat chét tao hinh vo va tao ra cac hat tron tuong tu nhu di quan sat dugc
trong vi du 16. Két qua duge trinh bay trong bang 11. Theo mdt vai phuong én, ché
phdm bao ché dang bot kho theo sang ché ¢6 chira cdc hat gdm hai phan vo va 15i ¢6
chtra: ta dugc tao v, va 101 ¢6 chira API, ta dugc tao trang thai thuy tinh, va dém, do1

khi cling dugc dé cip ¢ day nhu la ché pham bao ché nén.

Bang 11. Tac ddng cia cac thong s6 quy trinh t6i dic tinh tan min cla ché pham bao
ché khéng thé “nén” c6 chira 50,0% khdi luong/ khdi lugng AP, 5,9% dém histidin,

trehaloza va trileuxin

Lo# API Trileuxin EtOH PPSD (pm) Khéi luong

©%  khéi | KBOL| of  ypéi [X10 [ x50 |x90 |Miéng tr hat

luong/ khoi (g/cm?®)

lwong/ khdi lwong/ khdi

lugng)

lugng) luong)

-155-



32578

728-06- | 50,0 10,0 0 0,55 12,28 | 5,14 | 0,366
04
728-06- | 50,0 15,0 0 0,64 |2.06 | 4,83 | 0,197
02
761-02- | 50,0 0,0 10 0,48 | 1,60 | 4,87 | 0,158
12
761-22- | 50,0 5,0 10 0,50 | 1,63 | 3,85 | 0,268
06
761-02- | 50,0 10,0 10 0,63 | 2,25 | 5,75 {0,176
11
761-02- | 50,0 15,0 10 0,67 { 2,30 | 5,27 | 0,112
10

Vi du 18: Hiéu suat sol khi ctia ché pham bao ché “nén” lam kho bang sy phun cua

khang thé v6i thanh phan trileuxin khéc nhau

DD va TLD xac dinh cho bdt duge mo ta trong vi du 17 dugce trinh bay & bang 12.

Bang 12. Tac dong clia cac thong sé quy trinh t&i ddc tinh tAn min va hiéu suit sol khi

ctia ché pham bao ché khang thé nén. Higu sudt sol khi dugc danh gid bing thiét bi

x6ng-hit Concept] (20mg khdi chét thai) & the do chay la 90L/phut va thé tich tong la

2L (n=5)

Lo # Etanol/ | Khoi x50 | Da (calc) | Hinhthai | DD TLD (%
Chét lugng (um) | (um) (% ND) DD)
rin riéng tu

hat

(g/cm?)
728-06-04 | 0 0,366 2,28 | 1,38 Gon song | 90,0 83,3
728-06-02 | 0 0,197 2,06 10,91 Gon song | 90,0 80,0
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761-02-12 |5 0,158 1,60 | 0,64 Tron 69,0 66,2
761-22-06 |5 0,268 1,63 | 0,84 Gonséong | 89,2 79,1
761-02-11 |5 0,176 2,25 10,94 Gonsong | 92,3 84,8
761-02-10 |5 0,112 2,30 | 0,77 Gonsong | 93,1 83,0

Sy cai thién dang ké ctia DD va TLD duoc quan sat thdy & ché phidm bao ché
khang thé véi hinh thai gon song. Theo phuong 4n cua sing ché, hinh thai hat gon

séng 1a ket qua ca sy c6 mit cua ta dugce tao hinh vo trileuxin trén bé mét cia hat.

Theo phuong an cua sang ché, cac dic tinh hoa 1y cuia vat lidu trén bé& mit cua
hat anh hudng dén hinh thai ciia hat. D6i v6i nhitng protein 16n (chang han nhu nhing
protein nhét dinh trén 20.000 Dalton) t4 dugc tao vo chéng han nhu trileuxin dugc vu
thich hon dé thu dugc hinh thanh mong mubn. Theo cic phuong 4n cla sing ché cic
hat tao thanh ché phim bao ché va duge pham c¢6 hinh thdi xu xi dé giam luc két dinh

gitta cc hat, chdng han nhu kich ¢ ctia cac chat tich tuc nh6 hon céc chét tho ra.

Khi etanol dugc thém vao, né lam cho mat do hat thép di ddi voi nhiing gon
song (néu khong thi) bang cach lam giam do day cta thanh. Nguoc lai, diéu nay lam
giam khdi lugng riéng tir hat cho phép céc hat chinh nhé hon twong tng vé6i dic tinh
khi dong hoc. Theo mdt vai phuong én, cac hat nén c6 mat do thép, sao cho chéng han

nhu cac hat chinh, va cac chét két tu c6 thé xOng-hit thé duogce.

Su giam dang ké cua khéi lurong riéng tir hat dugc ghi nhan cho ché phém bao
ché ghép 728-06-04 va 761-02-11 va 728-06-02 va 761-02-10 khi thanh phan etanol
ting tir 0% dén 10% khéi luong/ khdi lugng. D41 v6i ché phidm bao ché cu thé trong vi
du nay, viéc thém riéng 10% etanol khong di kha nang cai thién v& hiéu sut sol khi so
v6i hiéu suat mong mudn tao boi ta duge tao hinh vé. TLD hoan héo (>80% ctia DD),
nhung dudi muc tiéu mong muén 1a 90% khéi lugng/ khéi lugng ciia DD, phan 16n la
do cac hat qua to va day dic. D&i véi cac gon song, dudong kinh khi dong hoc dau tién

do duoc, Da, nam trong khoang tu 0,77 dén 1,38 um.

Vi du 19: Tac dong cua cac thong sd quy trinh sta d6i (ham luong chit ran va viéc
thém chat dong dung mdi) dic tinh tén min cta ché phdm bao ché khang thé nén
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Ché phdm bao ché ¢6 chira 50,0% khdi luong/ khéi luong API, 5,9% khoi
luong/ khéi luong dém histidin (pH 5,0), khoang 14% khéi lugng/ khoi lwong hodc
29% khéi luong/ khéi luong trehaloza va 15% khéi lugng/ khéi lugng hogc 30% khéi
luong/ khéi luong trileuxin. Bot duge 1am kho bing sdy phun tu diéu chinh NSD véi
nhiét do dau vao 1a 105°C, nhiét do ddu ra la 70°C, toc dd dong khi lam khod
595L/phut, tde do dong phun 1a 30L/phut, tbe do dua chat 16ng vao 1a 4,0mL/phut, va
ALR 14 7.5 x 10% thé tich/thé tich. Thanh phin rfn giam t6i 1% khdi lwgng/ khéi
luong. Su stra ddi trong quy trinh lam kho bing sdy phun dugc thiét ké dé lam giam
kich thudce hat co ban. Theo céc phuong 4n cua sang ché, su giam déng ké vé su phén

b6 kich kich thuéce hat da duoc quan sat thiy.

Bang 13. Téc dong cua cic thong sd quy trinh t&i déc tinh tAn min cla ché phim bao
ché khéng thé “nén” c6 chira 50,0% khdi lugng/ khéi lugng API, 5,9% dém histidin,

trehaloza va trileuxin.

Lo# API Solids | Trileuxin EtOH PPSD (um) Khbi
@ | | kWOl or i [X10 [x50 [ x90 | WOnS
Khéi khoi lugng/ khoi lwong/ khdi riéng tu
lwong luong/t | lugng) luong) hat
/ Khéi | hé tich) (g/cm?)
lugng
)
761-22- 50,0 |10 15,0 5 03 1,3 |25 10,282
01 9 3 9
761-22- | 50,0 1,0 15,0 10 0,5 [ 1,3 |2,5 0,232
02 1 1 9
761-22- 50,0 | 1,0 15,0 20 0,5 | 1,3 |29 |0,151
03 3 6 4
761-02- 50,0 |10 15,0 30 0,5 |14 |3,1 |0,162
04 5 4 5
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761-22-
05

50,0

1,0 30,0

20

1,5

0,122

Vi du 20: Tac dong cua céac thong sé quy trinh stra ddi (ham lugng chit rén va su bd

sung dong dung mdi) t6i hidu suét sol khi ctia ché phdm bao ché khang thé nén

Tac dong cua viéc giam ham lugng chat ran va tang in ALR do6i voi hi€u suat

sol khi ctia ché phim bao ché khang thé nén trinh bay trong bang 14. Su gidm ding ké

vé dudng kinh khi dong hoc trung binh cta hat chinh dd quan sat duoc la twong mg

v6i cc hat trong vi du 18. Nhitng su chuyén déi thanh TLD gitta khoéng 94% va 98%

ctia DD, ¢6 nghia 13, trong hiéu suat mong muon, dugc ua thich, hodc pham vi dich t6i

uu.

Bang 14. Tac dong cta cac thong s6 quy trinh 1én dic tinh dic tinh tdn min va hiéu

suét sol khi ctia ché phdm bao ché khang thé nén. Hiéu suét sol khi dugc danh gia bing

thiét bi xong-hit Conceptl (20 mg khdi chat thai) & tdc do chay 90L/phit va thé tich
tong 14 2L (n=5).

Lo# Etanol/ | Khoi x50 Hinh thai | Da DD TLD
Chat lugng (um) (calc) (% ND) | (% DD)
rin riéng tur (um)

hat
(g/cm?)

761-22-01 |5 0,282 1,33 | Ggonséng | 0,71 92,4 97,8

761-22-02 | 10 0,232 1,31 | Gonséng | 0,63 93,9 95,1

761-22-03 | 20 0,151 1,36 | Gonsoéng | 0,53 92,1 95,6

761-02-04 | 30 0,162 1,44 | Gonséng | 0,58 93,7 95,0

761-22-05 |20 0,122 1,58 | Gonsong | 0,55 95,0 93,7
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Trur phi dugce dinh nghia khéc, cac thuét ngit k¥ thuat va khoa hoc duge st dung
& dau cung nghia voi cac thuat nglt nhu da dugc hiéu voi chuyén gia trong linh vuc ma

st dung ban mo ta.

Trur phi chi ra didu nguoc lai, tit ca cac phuwong phap, cc bude, cac ky thuat va
cac thao tdc ma khong duge md ta chi tiét cu thé ¢o thé dugc thuc hién va di dugc
thuc hién theo cach da biét, va s& ro rang dbi v6i nguoi co hiéu biét trung binh trong
linh vuc. Su tham chiéu 1a t&i nhitng cac sd tay tiéu chuin va nhiing kién thirc chung
trong linh vuc dugc dé cAp ¢ day va tdi nhitng tai li¢u tham khao khéac dugce trich dan
¢ day.

Trur phi chi ra diéu nguoc lai, timg tai liéu tham khdo dugc dua vao day bing

cach tham khao toan bd.
Céc yéu cdu bao hd 1a khong han ché va duge trinh bay dudi day.

Mic du cac khia canh dic biét va yéu cAu bao ho duge bdc 16 chi tiét & day,
cach thuc hién & vi du chi nhdm muc dich minh hoa, va khong nhim han ché pham vi
cua cac yéu cAu bao hd di kém, hoic pham vi cua céac dbi tuong trong yéu cau bao hd
ctia don dong dang bét ky trong tuong lai. Cu thé, cac nha sang ché da du tinh rang, su
thay thé, thay ddi, va sta ddi co thé duoc thuc hién nham boc 16 sang ché ma khong ra
khéi tinh thin va pham vi cua sy b 1oc da duoc trinh bay trong yéu cau bao hd. Su lya
chon vét liéu axit nucleic khoi dau, dong quan tdm, hodc loai thu vién dugc cho la van
dé thoi quen clia nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc v6i nhiing hiéu biét vé
cac khia canh mo ta & day. Cac khia canh khdc, thuén loi, va stra dbi duoc xem la nam
trong pham vi cua céac yéu cAu bao ho sau. Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh
vuc s& nhan ra hoic ¢ kha nang dam béo, chi str dung céc khao nghiém thong thuong,
nhiéu khao nghiém twong twong trong céc khia canh cu thé theo sang ché dugc mo ta &
day. Cac khao nghiém tuong duong nay chim bao ham ca ca cic yéu cau bao ho sau.
Viéc soan lai pham vi bao ho trong cac don déng dang ndp sau co thé 1a do su gi61 han
trong luat sing ché & nhiéu nudc khac nhau va nén duge cho 1a tir bo cac yéu cau bao

ho do.
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YEU CAU BAO HO

1. Phén tr gin két dic hiéu v6i lymphopoietin md dém tuyén e (TSLP)
ctia ngudi duge lya chon bit ky trong s6 cac phan tir sau:

a) phan ti bao gdm:
vung bién doi trén chuodi ndng c6 chira:

vung xéac dinh bd tro trén chudi ning 1 (HCDR1) ¢6 chira trinh tu axit amin

trong SEQ ID NO: 4;

ving xac dinh bd tro trén chudi ning 2 (HCDR2) c6 chia trinh tu axit amin

trong SEQ ID NO: 2; va

ving xac dinh bd trg trén chudi ning 3 (HCDR3) ¢6 chura trinh ty axit amin

trong SEQ ID NO: 3; va
ving bién dbi trén chudi nhe c6 chira:

viing xé4c dinh b trg trén chudi nhe 1 (LCDR1) c6 chira trinh tu axit amin trong

SEQ ID NO: 11;

vung xac dinh b tro trén chudi nhe 2 (LCDR2) ¢6 chira trinh tu axit amin trong

SEQ ID NO: 12; va

vung xac dinh bd tro trén chudi nhe 3 (LCDR3) ¢6 chtra trinh tu axit amin trong

SEQ ID NO: 13;

b) phan tir bao gom:

viing bién d6i trén chudi ning c6 chia:

HCDRI1 c¢6 chira trinh tu axit amin trong SEQ ID NO: 5;
HCDR2 ¢6 chira trinh tu axit amin trong SEQ ID NO: 6; va
HCDR3 ¢6 chira trinh tu axit amin trong SEQ ID NO: 3; va
viing bién ddi trén chudi nhe c6 chira:

LCDRI ¢6 chtra trinh ty axit amin trong SEQ ID NO: 14;

LCDR2 ¢6 chtra trinh tu axit amin trong SEQ ID NO: 15; va
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LCDR3 ¢6 chtra trinh tu axit amin trong SEQ ID NO: 16;

¢) phan tir bao gdm ving bién ddi trén chudi ning c6 chia trinh ty axit amin
trong SEQ ID NO: 7, va vung bién d6i trén chudi nhe ¢6 chtra trinh tu axit amin trong

SEQ ID NO: 17;

d) phan tir bao gém chudi ning c6 chira trinh ty axit amin trong SEQ ID

NO: 22, va chudi nhe cé chira trinh tu axit amin trong SEQ ID NO: 25;

¢) phén tir bao gdm chudi ning c6 chira trinh ty axit amin trong SEQ ID NO: 9,
va chudi nhe ¢6 chira trinh tu axit amin trong SEQ ID NO: 19;

f) manh khang thé gin két v6i TSLP ctia ngudi va c6 chira
ving bién ddi trén chudi ning c6 chira:
HCDRI c¢6 chira trinh tu axit amin trong SEQ ID NO: 4;
HCDR2 c¢6 chira trinh tu axit amin trong SEQ ID NO: 2; va
HCDR3 ¢6 chira trinh tu axit amin trong SEQ ID NO: 3; va
viing bién ddi trén chudi nhe ¢6 chira
LCDRI1 ¢6 chtra trinh tu axit amin trong SEQ ID NO: 11;
LCDR2 c6 chtra trinh tu axit amin trong SEQ ID NO: 12; va

LCDR3 c¢6 chtra trinh tu axit amin trong SEQ ID NO: 13;

va

g) manh khang thé gan két véi TSLP ctia ngudi va c6 chua:
ving bién ddi trén chudi nang c6 chua:
HCDRI1 ¢6 chira trinh tu axit amin trong SEQ ID NO: 5;
HCDR2 c¢6 chira trinh tu axit amin trong SEQ ID NO: 6; va

HCDR3 ¢6 chira trinh tu axit amin trong SEQ ID NO: 3; va
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viing bién d6i trén chudi nhe c6 chtra
- LCDRI1 c¢6 chira trinh tu axit amin trong SEQ ID NO: 14;
LCDR2 ¢6 chira trinh tu axit amin trong SEQ ID NO: 15; va

LCDR3 c¢6 chira trinh ty axit amin trong SEQ ID NO: 16.

2. Phan tir theo diém 1, trong d6 phan tir nay 1a khang thé don dong.

3. Phan tir theo diém 1, trong d6 phan t& nay manh khang thé duoc lwa chon tir
Fab, Fab’, F(ab’)2, scFv, thé mini, hoidc thé dia.

4. Phan ttr theo diém 3, trong d6 phan tir nay 1a Fab.

5. Phan ttr theo diém 4, trong d6 phan tir nay 1a Fab clia nguoi hogc dugc lam

gidng ctia nguoi.
6. Phan tir theo diém 1, trong d6 phan tir ndy 1a globulin mién dich clia nguoi.

7. Phan tir theo diém 1, trong d6 phan t&r nay gin két v4i TSLP clia ngudi véi

hing s& phén ly (Kp) nho hon 100pM.

8. Phan tit theo diém 1, trong d6 phén tir gin két voi TSLP clia ngudi v6i hing

s6 phén ly (Kp) nhé hon 10pM.
9. Duoc phim c6 chira phén tit theo diém 1 va it nhat mot ta duge duge dung.

10. Dugc phédm theo diém 9, trong d6 phan tit 1a khodng 5% dén khoang 95%,
hodc khoang 10% dén khoang 90%, hoic khoang 15% dén khoang 85%, hogc khoang
20% dén khoang 80%, hodc khoang 25% dén khoang 75%, hodc khoang 30% dén
khoang 70%, hoic khodng 40% dén khoang 60%, hodc khoang tir 40 dén 50% (khdi

lwong/ khéi lugng) ctia dugce pham.
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11. Duogc phém theo diém 9, trong d6 dugc phém nay co chira chét tao hinh vé.

12. Duoc phém theo diém 11, trong do chét tao hinh vo 1a trileuxin hodc leuxin.

13. Dugc phim theo diém 12, trong d6 trileuxin hogc leuxin 1a khoang tir 10

dén 75% (khdi lugng/ khdi lwong) cta durge phim.
14. Dugc phim theo diém 13, trong do trileuxin 1a khoang tir 10 dén 30% (khéi
lwong/ khéi lugng) cia duge phdm, hodc trong d6 leuxin Ia khoang tir 50 dén 75%

(khdi luong/ khdi lwong) ciia dugce pham.

15. Duoc phim theo diém 9, trong d6 duoc phim nay c6 chua it nhit t4 duoc

tao trang thai thuy tinh.

16. Duoc phém theo diém 15, trong do ta dugc tao trang théi thuy tinh duoc lya

chon tur histidin, trehaloza, manitol, sucroza hogdc natri xitrat.

17. Duogc phém theo diém 16, trong do it nhét t4 duge tao trang thai thiy tinh

duoc lua chon tir trehaloza hodc hdn hop ctia trehaloza va manitol.

18. Dugc phdm theo diém 15, trong d6 t4 dugc tao trang thai thuy tinh la
khoang tir 15 dén 35% (kh&i lwong/ khéi luong) ctia duge pham.

19. Dugc phim theo didm 9, trong d6 dugce phim nay c6 chira dém.

20. Dugc phém theo diém 19, trong d6 dém duoc lya chon tir dém histidin,

glyxin, axetat hodc phosphat.

21. Duoc phim theo diém 19, trong d6 dém la khoang tir 5 dén 13% cua duge
pham.
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22. Duoc pham theo diém 9, trong d6 duoc pham nay duge bio ché duéi dang

ché phédm bao ché dang bot kho.

23. Duoc phim theo diém 22, trong d6 duge phdm nay dugc bao ché duéi dang

ché phédm bao ché dang bot kho thich hop dé xong-hit.

24. Duoc pham theo diém 9, trong d6 dugce phdm nay c6 chira: cac hat lam kho
bing sdy phun cé chira v6 va 18i, trong d6 v6 ¢6 chira trileuxin hodc leuxin va 16i bao
gdm:

i) phén ti, trehaloza, manitol va dém; hodc

ii) phan ttr, trehaloza, dém va HCI.

25. Duoc phém theo diém 24, trong d6 dém duoc lya chon tir dém histidin,

glyxin, axetat, hodc phosphat.

26. Dugc pham c6 chira céc hat lam kho bang sdy phun bao gom:

i) 16i c6 chura trehaloza, manitol, histidin, va phén tu gén két TSLP, hoic 16i ¢6
chtra trehaloza, histidin, HCI, va phan tr gén két TSLP, trong d6 phéan ti gin két TSLP
12 manh Fab cua khang thé c6 chira:

a)  ving bién doi trén chudi ndng c6 chura:

HCDRI1 ¢6 chtra trinh ty axit amin trong SEQ ID NO: 4;
HCDR?2 ¢6 chtra trinh tu axit amin trong SEQ ID NO: 2; va
HCDR3 ¢6 chtra trinh tu axit amin trong SEQ ID NO: 3; va
ving bién doi trén chudi nhe c6 chira:

LCDRI co chfrz: trinh tu axit amin trong SEQ ID NO: 11;
LCDR2 ¢6 chtra trinh tu axit amin trong SEQ ID NO: 12; va

LCDR3 ¢6 chira trinh tu axit amin trong SEQ ID NO: 13;

hoac

b) vung bién doi trén chuodi nang c6 chuira:
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HCDRU1 ¢6 chura trinh ty axit amin trong SEQ ID NO: 5;
HCDR2 ¢6 chira trinh tu axit amin trong SEQ ID NO: 6; va
HCDR3 ¢6 chira trinh tu axit amin trong SEQ ID NO: 3; va
viing bién dbi trén chudi nhe c6 chira:

LCDRI1 ¢6 chtra trinh tu axit amin trong SEQ ID NO: 14;
L.CDR2 c¢6 chtra trinh tu axit amin trong SEQ ID NO: 15; va

LCDR3 ¢6 chira trinh tu axit amin trong SEQ ID NO: 16; va

ii) vo ¢o chira trileuxin hodc leuxin.

27. Dugc pham theo diém 26 c6 chia:

a) 40% (khéi lwong/ khdi lugng) phan tir gin két TSLP, 25% (khdi lwong/ khdi
luong) trileuxin, 30% (khéi lvgng/ khéi lugng) khdi lugng két hop cua trehaloza va
manitol, va 5% (khéi luong/ khéi lugng) histidin;

b) 50% (khéi lwgng/ khéi lugng) phan tir gén két TSLP, 15% (khdi lwvgng/ khéi
lrong) trileuxin, 2,6% (khdi lvong/ khdi luong) HCI, 5,6% (khdi lugng/ khdi luong)
histidin, va 26,8% (khéi lugng/ khéi lwong) khdi lugng két hop cla trehaloza va mot
bazo; hodc

¢) 50% (khéi lwong/ khdi lugng) phan tir ghn két TSLP, 15% (khdi lugng/ khoi
lwong) trileuxin, 19,4% (khdi lugng/ khéi lugng) trehaloza, 13,04% (khdi lwong/ khéi
lugng) histidin, va 2,56% (khdi lugng/ khdi lugng) HCL.

28. B9 kit c6 chira phan tir theo diém 1, hodc duge phim theo diém 9, va thiét

bi dé van chuyén phan tir hozc duoc phim dén dbi tugng.

29. B{ kit theo diém 28, trong d6 thiét bi vén chuyén phan tir hoic dugc pham

dang sol khi.

30. B9 kit theo diém 28, trong d6 thiét bi 1a thiét bi xong-hit bot kho.

31. Dugc pham theo diém 9, trong d6 ty 1é khéi luong ta duoc : phan tir Ién hon

0,5.
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Fig. 1A

%k k% * % %

GELVERGEELRLEC ?—»a&’GFTFSDYWMH‘&’fR’;?C {CLEWVGHIKSKTDAGTTDYRAADVK

_ * kK *
Y LOMNELETEDTARVYYCAS ﬁ«‘ IYYYAFDS"’.‘; CTLVIVERRESTECREVERPLAEDE
VKLY R P E DV TVSHWNESGA L TEAVHTFRPAVLOSSGLY BLSEVVIVPEESLETOTY

ICNVNHEKDSNTEVDKRVEPKSC (SEQ ID NO: 22)
.
Fig. 1B
*k kok k% k¥ X

50

L TP LAV EVALGOTAR I TCSGDNIGE XY VHWY QUK BGCAPVLVIYGDNERPSGIPERFEGSHSCGNTATLTIS

ATLVCLISDFY PGAVT VAWK
SCOVTHEGSTVERTVAPTECS (SEQ ID NO: 25)

RADAGDERDYYC QAAE WVDFYVES
RLEBEVEAGVETTITPE

21 28
MGSS‘{HH’HHH EVLFQGP

31 71
YD FTNCDFEKK AAYLST SKD LITYMSGTKS TEF INTVSCS NRPHCLTEIQ SLTFNPTAGC

101 14 121 31 141
ASLAKEFV’EFAM KTKAALAWC PGYSETQINA TOAMKKRRKRE KVTTNKCLEQ VSQLQGLWRR

181 189

FNRPLLKQQ (SEQ ID NO: 38)
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T& bao trong BAL x 10%ml
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Fig. 3

DPéi chirng IgG/min cam nuéc mudi
Péi chirng IgG/ min cam OVA
*%

Khang TSLP/ min cam nuéc mudi
Kh4ng TSLP/ min cim OVA L
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)
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IL-13 trong BAL (pg/ml)

TARC trong BAL x 105/ml

Eotaxin-2 trong BAL (pg/ml)

32578

20 -
15 - T
10 -

5

0]

T T

sal OVA sal OVA

Doi chirng IgG2a  Khdng thé khding TSLP

Fig. 4B
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100 4
it ] ‘
sal OVA sal OVA

DPoi chirng IgG2a  Khdng thé khding TSLP

Fig. 4C
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500 - T
400 -

300 -
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100 -
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Fig. 5
—— Nhom 3-Xong-hit 1,0mg/kg/ngay
100000 —— Nhom 4- Xong-hit 10mg/kg/ngay
—— Nhom 5- Xong-hit 20mg/kg/ngay
10000 —— Nhém 6-Xo0ng-hit 1mg/kg/ IV, Xdng-hit 20mg/kg/ngay
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Fig. 6B

Xoéng-hit 1,0mg/kg/ngdy
Xéng-hit 10mg/kg/ngay
Xong-hit 20mg/kg/ngay
Xong-hit 1mg/kg/ IV, hit 20mg/kg/ngay
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Fig. 8

Nb clia céc tuong tac ndi phan tir trye tiép (< 4.0A)

b {55 G5TKEY &i48

K101

Q148
1
. 3 £
ok 3

<

DETMED UK KARY L ETISRSLITYRIGTRK S TEIANTVSCSNRIHCLYLE QI LT MR TACPASLARLMIEMUTRARLE (WCFGYSEYRINATRARMKHR XK RV TYSXCLEGVIRLRSLWRE Y MU LLKAY
A B < g 1 D

8 o

: § T % ik 3 : T
E33 : 1497 i NAS2 o
23 I U

B
o

50

Giam bé mit ¢6 thé bi tiép can boi dung moi (A?)

Fig. 9

R149

K38
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Fig. 10A

Nb ctia cac tuong tac ndi phan tir true tiép (£ 4.0A)
as Y103

% Y105

E101

- D33

N Y104
G
5

Giam bé mat c6 thé bj tiép cAn boi dung moi(A2)
Fig. 10B
Nb ctia cac twong tdc ndi phén tir truc tiép(g 4.0A)
3% wez

Giam bé mat c6 thé bi tiép can boi dung moi (A?)
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Fig. 11A

Fig. 11B

TSLP

IL-7RA
gan két véi

i

+ gan két véi

GA+GD
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Fig. 12
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Danh s&ch trinh tu
<110> NOVARTIS AG

<120> PHAN TU GAN KET PAC HIEU VOI LYMPHOPOIETIN MO PEM TUYEN UC (TSLP) CUA
NGUOI VA DUQC PHAM CHUA PHAN TU NAY

<130> PAT057035-WO-PCT

<140>
<141>

<150> 62/342,511
<151> 2016-05-27

<150> 62/216,050
<151> 2015-09-09

<160> 43
<170> PatentIn version 3.5

<210> 1

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /chd y="Md ta Trinh ty nhan tao: Peptit tdng hop"

<400> 1
Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr Trp Met His
1 5 10

<210> 2

<211> 19

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /cht y="M&é ta Trinh tu nhdn tao: Peptit téng hop"

<400> 2
His Ile Lys Ser Lys Thr Asp Ala Gly Thr Thr Asp Tyr Ala Ala Pro
1 5 10 15

Val Lys Gly

<210> 3
<211> 9
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<212> PRT
<213> Trinh tu nhéan

<220>
<221> ngudn
<223> /chu y="Mb6 ta

<400> 3
Glu Ile Tyr Tyr Tyr
1 5

<210> 4

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhéan

<220>
<221> ngudn
<223> /cht y="Mo ta

<400> 4
Asp Tyr Trp Met His
1 5

<210> 5

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan

<220>
<221> ngudn
<223> /cha y="M6 ta

<400> 5
Gly Phe Thr Phe Ser
1 5

<210> 6

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhéan

<220>
<221> ngudn
<223> /chu y="M6 ta

<400> 6
Lys Ser Lys Thr Asp
1 5

<210> 7
<211> 120
<212> PRT

32578

tao

Trinh tu nhén tao:

Ala Phe Asp Ser

tao

Trinh tu nhan tao:

tao

Trinh tu nhé&n tao:

Asp Tyr

tao

Trinh tu nhan tao:

Ala Gly Thr

Peptit tdng hop"

Peptit tdng hop"

Peptit tdng hop"

Peptit tdng hop"
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<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<221> ngudn
<223> /chu y="M6 ta Trinh ty nhan tao: Polypeptit téng hop"
<400> 7
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr
20 25 30
Trp Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Gly His Ile Lys Ser Lys Thr Asp Ala Gly Thr Thr Asp Tyr Ala Ala
50 55 60
Pro Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Thr
65 70 75 80
Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Val Tyr
85 90 95
Tyr Cys Ala Arg Glu Ile Tyr Tyr Tyr Ala Phe Asp Ser Trp Gly Gln
100 105 110
Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 8
<211> 360
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<221> ngudn
<223> /chi y="M6 ta Trinh tu nhan tao: Polynucleotit"
<400> 8
gaggttcagc tggtggaatc aggcggcgga ctggttaagce ctggcggtag ccttagactt
agctgcgctg ctagtggett cacctttagc gactactgga tgcactgggt tagacaggcc
cctggtaaag gcttggagtg ggtcggacac attaagtcta agaccgacgc cggcactacc
gactacgccg ctcccegttaa gggecggttc actatctcta gggacgactc taagaacacc

-178-
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ctctaccttc aaatgaatag ccttaagacc gaggacaccg ccgtctacta ctgcgctaga 300
gaaatctact actacgcctt cgatagctgg ggtcaaggca ccctcgtgac cgtgtctage 360
<210> 9

<211> 450

<212> PRT

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<221> ngudn
<223> /cht y="M6 ta Trinh tu nhan tao: Polypeptit téng hop"

<400> 9
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr
20 25 30

Trp Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Gly His Ile Lys Ser Lys Thr Asp Ala Gly Thr Thr Asp Tyr Ala Ala
50 55 60

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

Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Val Tyr
85 90 95

Tyr Cys Ala Arg Glu Ile Tyr Tyr Tyr Ala Phe Asp Ser Trp Gly Gln
100 105 110

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

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

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

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

Ser

Pro

Lys

225

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

305

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu
385

Gln

Ser

Ser

210

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

290

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

370

Ser

Ser

Ser

195

Asn

His

Val

Thr

Glu

275

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

355

Leu

Asn

Ser

180

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

260

Val

Thr

Val

Cys

Ser

340

Pro

Val

Gly

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

245

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

325

Lys

Ser

Lys

Gln

Leu

Thr

Val

Pro

230

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

310

Val

Ala

Arg

Gly

Pro
390

Tyr

Gln

Asp

215

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

295

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

375

Glu

Ser

Thr

200

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

280

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

360

Tyr

Asn

Leu

185

Tyr

Arg

Pro

Lys

Val

265

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

345

Met

Pro

Asn

32578

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

250

Val

Val

Gln

Gln

Ala

330

Pro

Thr

Ser

Tyr

Ser

Cys

Glu

Pro

235

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

315

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys
395

-180-

Val

Asn

Pro

220

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

300

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

380

Thr

Val

Val

205

Lys

Leu

Thr

Val

Val

285

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

365

Ala

Thr

Thr

190

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

270

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

350

Val

Val

Pro

Val

His

Cys

Gly

Met

255

His

Val

Tyr

Gly

Ile

335

Val

Ser

Glu

Pro

Pro

Lys

Asp

Gly

240

Ile

Glu

His

Arg

Lys

320

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val
400
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Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu

405

Tyr
410

Ser Lys Leu Thr Val Asp

415

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val

420 425

Phe Val Met His

430

Ser Cys Ser

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln

435 440

Ser Leu Ser Leu Ser Pro

445

Lys

Gly Lys
450

<210> 10

<211> 1350
<212> ADN
<213>
<220>
<221>
<223>

<400> 10
gaggttcagc

agctgcgctg
cctggtaaag
gactacgccg
ctctaccttc
gaaatctact
gctagcacta
ggaactgctg
tggaactctg
ggcctgtaca
tatatctgca
aagagctgcg
ccttcecgtgt
gaggtgacct

tacgtggacg

ngudn
/chti y="Md& ta Trinh ty nhan tao: Polynucleotit téng hop"

tggtggaatc
ctagtggctt
gcttggagtg
ctcccgttaa
aaatgaatag
actacgcctt
agggcccaag
ccctgggttg
gggctctgac
gcctgagcecag
acgtgaacca
acaagaccca
tcctgttccce
gcgtggtggt

gcgtggaggt

Trinh ty nhén tao

aggcggcegga
cacctttagc
ggtcggacac
gggcecggttce
ccttaagacc
cgatagctgg
tgtgtttccc
cctggtgaag
ttccggegtyg
cgtggtgaca
caagcccagc
cacctgcccc
ccccaagccce
ggacgtgtcc

gcacaacgcc

ctggttaagc
gactactgga
attaagtcta
actatctcta
gaggacaccg
ggtcaaggca
ctggccccca
gactacttcc
cacaccttcc
gtgccctcca
aacaccaagg
ccctgceccag
aaggacaccc
cacgaggacc

aagaccaagc

-181-

ctggcggtag
tgcactgggt
agaccgacgc
gggacgactc
ccgtctacta
ccctcecgtgac
gcagcaagtc
ccgagcccgt
ccgcecgtgcet
gctctctggg
tggacaagag
ctccagaact
tgatgatcag
cagaggtgaa

ccagagagga

ccttagactt
tagacaggcc
cggcactacc
taagaacacc
ctgcgctaga
cgtgtctagce
tacttccggce
gacagtgtcc
gcagagcagc
aacccagacc
agtggagccc
gctgggaggg
caggaccccc
gttcaactgg

gcagtacaac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900



agcacctaca
gaatacaagt
aaggccaagg
atgaccaaga
gccgtggagt
ctggacagcg
cagcagggca
cagaagtccc
<210> 11
<211> 11
<212> PRT
<213>
<220>

<221>

<223> /chu

<400> 11

Ser Gly Asp Asn Ile

1

<210> 12
<211> 7
<212> PRT
<213>

<220>
<221>
<223> /chu

<400> 12

Gly Asp Asn Glu Arg

1

<210> 13
<211> 10
<212> PRT
<213>

<220>
<221>
<223> /chu

<400> 13

Gln Ala Ala Asp Trp

1

Trinh ty nhéan

ngudn

Trinh ty nhan

ngudn

Trinh ty nhén

ngudn

gggtggtgtc
gcaaagtctc
gccagccacg

accaggtgtc
gggagagcaa
acggcagctt
acgtgttcag

tgagcctgag

y="M6 ta

5

y="Mo ta

5

y="M6 ta

5

cgtgctgacc
caacaaggcc
ggagccccag
cctgacctgt
cggccagccce
cttcctgtac
ctgcagcgtg

ccccggcaag

tao

tao

Trinh tu nhan tao:

Pro Ser

tao

Trinh ty nhén tao:

32578

gtgctgcacc
ctgccagccc
gtgtacaccc
ctggtgaagg
gagaacaact
agcaagctga

atgcacgagg

Gly Ser Lys Tyr Val His

10

Val Asp Phe Tyr Val

10

-182-

aggactggct
caatcgaaaa
tgcccecceccag
gcttctaccc
acaagaccac
ccgtggacaa

ccctgcacaa

Trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop"

Peptit tdng hop"

Peptit tdng hop"

gaacggcaaa
gacaatcagc
ccgggaggag
cagcgatatc
ccccccagtg

gtccaggtgg

ccactacacc

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1350



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

<220>
<221>
<223>

<400>

14

7

PRT

Trinh tu nhan

ngudn
/chd y="Mb ta

14

Asp Asn Ile Gly Ser

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

5

15

3

PRT

Trinh ty nhén

ngudn
/chi y="Mb ta

15

Gly Asp Asn

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

16

5

PRT

Trinh ty nhan

ngudn
/cht y="M6 ta

16

Ala Asp Trp Val Asp

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

5

17

107

PRT

Trinh ty nhéan

ngudn
/cht y="Mo ta

17

Ser Tyr Glu Leu Thr

1

5

32578

tao

Trinh tu nhan tao: Peptit téng hop"

Lys Tyr

tao

Trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop"

tao

Trinh tu nhan tao: Peptit tdéng hop"

Phe Tyr

tao
Trinh tu nhan tao: Polypeptit tdng hop"

Gln Pro Leu Ser Val Ser Val Ala Leu Gly Gln
10 15
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Cys

32578

Asp

25

Gln

Ile

Thr

Ala

Thr
105

Asn

Ala

Pro

Ile

Ala

90

Val

Ile

Pro

Glu

Ser

75

Asp

Leu

Gly Ser Lys

Val Leu Val

45

Arg Phe Ser

Arg Ala Gln

Trp Val Asp

Tyr

Ile

Gly

Ala

Phe
95

Val

Tyr

Ser

Gly

Tyr

Trinh tu nhan tao: Polynucleotit tdng hogp"

Thr Ala Arg Ile Thr Ser Gly
20
His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly
35 40
Gly Asp Asn Glu Arg Pro Ser Gly
50 55
Asn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu
65 70
Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln
85
Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu
100
<210> 18
<211> 321
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<221> ngudn
<223> /chu y="Mo6 ta
<400> 18
agctacgagc tgactcagcc ccttagegtt
acctgtagcg gcgataatat cggctctaaa
caagcccccg tgctcgtgat ctacggcgat
tttagcggct ctaatagcgg taacaccgct
gacgaggccg actactactg tcaggccgcc
ggcactaagc tgaccgtgct g
<210> 19
<211> 213
<212> PRT
<213> Trinh tyu nhé&n tao
<220>
<221> ngudn
<223>

agcgtggccc
tacgttcact
aacgagcggc
accctgacta

gactgggtgg

-184-

tgggtcaaac
ggtatcagca
ctagcggaat
tctctagggce

acttctacgt

cgctagaatc
gaagcccggt
ccccgagcegg
tcaggccggce

gttcggcgga

/chd y="M6 ta Trinh tu nhan tao: Polypeptit tdéng hop"

60

120

180

240

300

321
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<400> 19
Ser Tyr Glu Leu Thr Gln Pro Leu Ser Val Ser
1 5 10

Thr Ala Arg Ile Thr Cys Ser Gly Asp Asn Ile
20 25

His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro
35 40

Gly Asp Asn Glu Arg Pro Ser Gly Ile Pro Glu
50 55

Asn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu Thr Ile Ser
65 70 75

Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ala Ala Asp

Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu
100 105

Ala Pro Ser Val Thr Leu Phe Pro Pro Ser Ser
115 120

Asn Lys Ala Thr Leu Val Cys Leu Ile Ser Asp
130 135

Val Thr Val Ala Trp Lys Ala Asp Ser Ser Pro
145 150 155

Glu Thr Thr Thr Pro Ser Lys Gln Ser Asn Asn
165 170

Ser Tyr Leu Ser Leu Thr Pro Glu Gln Trp Lys
180 185

Ser Cys Gln Val Thr His Glu Gly Ser Thr Val
195 200

Pro Thr Glu Cys Ser
210

-185-

Val

Gly

Val

Arg

60

Arg

Trp

Gly

Glu

Phe

140

Val

Lys

Ser

Glu

Ala

Ser

Leu

45

Phe

Ala

Val

Gln

Glu

125

Tyr

Lys

Tyr

His

Lys
205

Leu

Lys

30

Val

Ser

Gln

Asp

Pro

110

Leu

Pro

Ala

Ala

Arg

190

Thr

Gly

Tyr

Ile

Gly

Ala

Phe

95

Lys

Gln

Gly

Gly

Ala

175

Ser

Val

Gln

Val

Tyr

Ser

Gly

80

Tyr

Ala

Ala

Ala

Val

160

Ser

Tyr

Ala



<210> 20

<211> 639
<212> ADN
<213>
<220>
<221>
<223>

<400> 20
agctacgagc

acctgtagcg
caagcccccg
tttagcggcet
gacgaggceceg
ggcactaagc
cccagcagcg
tacccaggcg
gagaccacca
ctgacccccg
agcaccgtgg
<210> 21
<211> 360
<212> ADN
<213>
<220>
<221>

<223>

<400> 21
gaggtgcagc

agctgcgctg
cctggtaaag
gactacgccg
ctgtacctgc

gagatctact

<210> 22

ngudn
/chi y="M& ta Trinh ty nhan tao: Polynucleotit £éng hop"

ngudn
/chi y="M6 ta Trinh tu nhan tao: Polynucleotit téng hop"

tgactcagcc
gcgataatat
tgctcgtgat
ctaatagcgg
actactactg
tgaccgtgct
aggagctgca
ccgtgaccgt
cccccagcaa
agcagtggaa

aaaagaccgt

tggtggaatc
ctagtggctt
gcctggagtyg
ctcctgtgaa
agatgaatag

actacgcctt

Trinh tu nhdn tao

ccttagcgtt
cggctctaaa
ctacggcgat
taacaccgct
tcaggccgcece
gggtcaacct
ggccaacaag
ggcctggaag
gcagagcaac
gagccacagg

ggccccaacc

Trinh tyu nhén tao

aggcggcegga
cacctttagc
ggtcggacac
gggccggtte
cctgaaaacc

cgatagctgg

32578

agcgtggceccc
tacgttcact
aacgagcggc
accctgacta
gactgggtgg
aaggctgceccc
gccaccctgg
gccgacagca
aacaagtacg

tcctacagcet

gagtgcagc

ctggtcaagc
gactactgga
attaagtcta
actatctcta
gaggacaccg

ggtcagggca

-186-

tgggtcaaac
ggtatcagca
ctagcggaat
tctctagggce
acttctacgt
ccagcgtgac
tgtgcctgat
gccccgtgaa
ccgccagcag

gccaggtgac

ctggcggtag
tgcactgggt
agaccgacgc
gggacgactc
ccgtctacta

ccctggtcac

cgctagaatc
gaagcccggt
ccccgagcgg
tcaggccggce
gttcggcgga
cctgttcccecce
cagcgacttc
ggccggegtyg
ctacctgagc

ccacgagggc

cctgagactg
cagacaggcc
cggcactacc
taagaacacc
ctgcgctaga

cgtgtctagce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

639

60

120

180

240

300

360



<211>
<212>
<213>

<220>

<221>
<223>

<400>

22

223
PRT
Trinh ty nhén

ngudn
/cht y="M6 ta

Glu Val Gln

1

Ser

Trp

Gly

Pro

65

Leu

Tyr

Gly

Phe

Leu

145

Trp

Leu

Leu

Met

His

50

Val

Tyr

Cys

Thr

Pro

130

Gly

Asn

Gln

Arg

His

35

Ile

Lys

Leu

Ala

Leu

115

Leu

Cys

Ser

Ser

Leu

Leu

20

Trp

Lys

Gly

Gln

Arg

100

Val

Ala

Leu

Gly

Ser
180

Val

Ser

Val

Ser

Arg

Met

85

Glu

Thr

Pro

Val

Ala

165

Gly

tao

32578

Trinh ty nhan tao: Polypeptit téng hop"

Glu

Cys

Arg

Lys

Phe

70

Asn

Ile

Val

Ser

Lys

150

Leu

Leu

Ser

Ala

Gln

Thr

55

Thr

Ser

Tyr

Ser

Ser

135

Asp

Thr

Tyr

Gly Gly Gly Leu

Ala

Ala

40

Asp

Ile

Leu

Tyr

Ser

120

Lys

Tyr

Ser

Ser

Ser

25

Pro

Ala

Ser

Lys

Tyr

105

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu
185

10

Gly

Gly

Gly

Arg

Thr

90

Ala

Ser

Thr

Pro

Val

170

Ser

Phe

Lys

Thr

Asp

75

Glu

Phe

Thr

Ser

Glu

155

His

Ser

-187-

Val

Thr

Gly

Thr

60

Asp

Asp

Asp

Lys

Gly

140

Pro

Thr

Val

Lys

Phe

Leu

45

Asp

Ser

Thr

Ser

Gly

125

Gly

Val

Phe

Val

Pro

Ser

30

Glu

Tyr

Lys

Ala

Trp

110

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr
190

Gly

15

Asp

Trp

Ala

Asn

Val

95

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

175

Val

Gly

Tyr

Val

Ala

Thr

80

Tyr

Gln

Val

Ala

Ser

160

Val

Pro



Ser Ser Ser

Pro Ser Asn

32578

Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys

195 200 205

Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Pro Lys Ser Cys

210

<210> 23

<211> 669
<212> ADN
<213>
<220>
<221>
<223>

<400> 23
gaggtgcage

agctgcgcectg
cctggtaaag
gactacgccg
ctgtacctgce
gagatctact
gctagcacta
ggcaccgctg
tggaactctg
ggcctgtact
tatatctgca
aagtcatgc
<210> 24
<211> 321
<212> ADN
<213>
<220>
<221>

<223>

<400> 24

Trinh

ngudn
/chti y="M& t& Trinh tu nhan tao: Polynucleotit téng hop"

ngudn
/cht ¥="M& ta& Trinh tu nhan tao: Polynucleotit téng hop"

215

tu nhan tao

tggtggaatc
ctagtggctt
gcctggagtg
ctcctgtgaa
agatgaatag
actacgcctt
agggcccctce
ctctgggctg
gcgccctgac
ccctgtcectce

acgtgaacca

aggcggcgga
cacctttagc
ggtcggacac
gggccggtte
cctgaaaacc
cgatagctgg
cgtgttccct
cctggtgaag
ctccggcegtg
cgtggtgaca

caagccttcc

Trinh tu nhé&n tao

ctggtcaagc
gactactgga
attaagtcta
actatctcta
gaggacaccg
ggtcagggca
ctggcccectt
gactacttcc
cacaccttcc
gtgccttcct

aacaccaagg

220

ctggcggtag
tgcactgggt
agaccgacgc
gggacgactc
ccgtctacta
ccctggtcac
ccagcaagtc
ctgagcctgt
ctgccgtgcet
ccagcctggg

tggacaagcg

cctgagactg
cagacaggcc
cggcactacc
taagaacacc
ctgcgctaga
cgtgtctagc
tacctctggce
gacagtgtcc
gcagtcctcc
cacccagacc

ggtggagcect

agctacgagc tgactcagcc cctgagcgtc agcgtggecc tgggtcagac cgctagaatc

acctgtagcg gcgataatat cggctctaaa tacgtgcact ggtatcagca gaagcccggt

-188-

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

669

60

120



32578

caggcccceg tgctggtgat ctacggcgat aacgagcggce ctagcggaat ccccgagcgg 180
tttagcggct ctaatagcgg taacaccgct accctgacta tctctagggce tcaggccggc 240
gacgaggccg actactactg tcaggccgcc gactgggtgg acttctacgt gttcggcgga 300
ggcactaagc tgaccgtgct g 321
<210> 25

<211> 213

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /chu y="Md ta Trinh tu nhan tao: Polypeptit tdéng hop"

<400> 25
Ser Tyr Glu Leu Thr Gln Pro Leu Ser Val Ser Val Ala Leu Gly Gln
1 5 10 15

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

His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Val Leu Val Ile Tyr
35 40 45

Gly Asp Asn Glu Arg Pro Ser Gly Ile Pro Glu Arg Phe Ser Gly Ser
50 55 60

Asn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu Thr Ile Ser Arg Ala Gln Ala Gly
65 70 75 80

Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ala Ala Asp Trp Val Asp Phe Tyr
85 90 95

Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly Gln Pro Lys Ala
100 105 110

Ala Pro Ser Val Thr Leu Phe Pro Pro Ser Ser Glu Glu Leu Gln Ala
115 120 125

Asn Lys Ala Thr Leu Val Cys Leu Ile Ser Asp Phe Tyr Pro Gly Ala
130 135 140

Val Thr Val Ala Trp Lys Ala Asp Ser Ser Pro Val Lys Ala Gly Val
145 150 155 160

-189-



Glu

Ser

Ser

Pro

Thr

Tyr

Cys

Thr

Thr

Leu

Gln

195

Glu

210

<210> 26

<211> 639
<212> ADN
<213>
<220>

<221>

<223> /chu

<400> 26
agctacgagc

acctgtagcg
caggcccccg
tttagcggct
gacgaggccg
ggcactaagc
cccagcagcg
tacccaggcg
gagaccacca
ctgacccccg
agcaccgtgg
<210> 27
<211> 159
<212> PRT
<213> Homo

<400> 27

Trinh

ngudn

Thr Pro

165

Ser Leu

180

Val Thr

Cys Ser

tu nhan

y="M6 ta

tgactcagcc
gcgataatat
tgctggtgat
ctaatagcgg
actactactg
tgaccgtgct
aggagctgca
ccgtgaccgt
cccccagcaa
agcagtggaa

aaaagaccgt

sapiens

Ser Lys Gln Ser

Thr Pro Glu Gln
185

His Glu Gly Ser

200

tao

cctgagcecgtce
cggctctaaa
ctacggcgat
taacaccgct
tcaggccgcecce
gggtcagcct
ggccaacaag
ggcctggaag
gcagagcaac
gagccacagg

ggccccaacc

32578

Asn Asn
170

Trp Lys

Thr Val

agcgtggceccc
tacgtgcact
aacgagcggc
accctgacta
gactgggtgg
aaggctgccc
gccaccctgg
gccgacagca
aacaagtacg

tcctacaget

gagtgcagc

-190-

Lys Tyr

Ser His

Glu Lys
205

tgggtcagac
ggtatcagca
ctagcggaat
tctctagggce
acttctacgt
ccagcgtgac
tgtgcctgat
gccccgtgaa
ccgccagcag

gccaggtgac

Ala Ala

Arg Ser
190

Thr Val

Ser
175

Tyr

Ala

Trinh tu nhédn tao: Polynucleotit téng hop"

cgctagaatc
gaagcccggt
ccccgagcegg
tcaggccggce
gttcggcgga
cctgttcccce
cagcgacttc
ggccggegtg
ctacctgagc

ccacgagggc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

639



Met

Ile

Asn

Lys

Asn

65

Ser

Met

Tyr

Lys

Gln
145

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

<400>

Phe

Phe

Cys

Asp

50

Thr

Leu

Phe

Ser

Arg

130

Gly

28

28

Pro

Ile

Asp

35

Leu

Val

Thr

Ala

Glu

115

Lys

Leu

2629
ADN
Homo

Phe

Leu

20

Phe

Ile

Ser

Phe

Met

100

Thr

Val

Trp

Ala

Gln

Glu

Thr

Cys

Asn

85

Lys

Gln

Thr

Arg

sapiens

Leu

Leu

Lys

Tyr

Ser

70

Pro

Thr

Ile

Thr

Arg
150

Leu

Val

Ile

Met

55

Asn

Thr

Lys

Asn

Asn

135

Phe

Tyr

Gly

Lys

40

Ser

Arg

Ala

Ala

Ala

120

Lys

Asn

32578

Val

Leu

25

Ala

Gly

Pro

Gly

Ala

105

Thr

Cys

Arg

Leu

10

Val

Ala

Thr

His

Cys

90

Leu

Gln

Leu

Pro

Ser

Leu

Tyr

Lys

Cys

75

Ala

Ala

Ala

Glu

Leu
155

Val

Thr

Leu

Ser

60

Leu

Ser

Ile

Met

Gln

140

Leu

Ser

Tyr

Ser

45

Thr

Thr

Leu

Trp

Lys

125

Val

Lys

Phe

Asp

30

Thr

Glu

Glu

Ala

Cys

110

Lys

Ser

Gln

gcagccagaa
taagggcttc
aaggcaggcc
tggaattggg
caggaaaatc

tgactttgag

agctctggag
ctgtggactg
ttacagatct
tgtccacgta
ttcatcttac

aagattaaag

catcagggag
gcaatgagag
cttacactcg
tgttcccttt
aacttgtagg

cagcctatct

actccaactt
gcaaaacctg
tggtgggaag
tgccttacta
gctggtgtta

cagtactatt

-191-

aaggcaacag
gtgcttgagc
agtttagtgt
tatgttctgt
acttacgact

tctaaagacc

Arg Lys

Phe Thr

Ile Ser

Phe Asn

Ile Gln

80

Lys Glu

95

Pro Gly

Arg Arg

Gln Leu

Gln

catgggtgaa
actggcccct
gaaactgggg
cagtttcttt
tcactaactg

tgattacata

60

120

180

240

300

360



tatgagtggg
ttgccttact
caaagaaatg
ggaaactcag
caataaatgt
tttactgaaa
tcatctttat
ttatctttta
ttataatgca
actggcttca
ccaaaagtgc
agcacctaaa
gttaaactaa
taaatatagt
ccaagtttta
acctttgtta
tgtgaacact
aaataattct
cacatacttt
gcccactgac
ataggcagct
attttttccc
aggggatgtc
actcaatttc
gaatgcactg
tggggctaaa
aacaggtaag

gaacaagcct

accaaaagta
gaaatccaga
ttcgccatga
ataaatgcta
ctggaacaag
caacagtaaa
taagtagatg
attacagaag
ggggaagtac
tggcagtaat
agcaggagaa
cttacattta
aaatttacaa
gaagcaattt
aatattatct
cagctactat
tttgaaaatg
caaatttgtt
tctaagggac
tgctccectt
tcaggatgca
ctcttgaact
aaatcgattc
cactcagaac
atttttccta
ccatgacaga
aggaagctta

tcagccaaac

ccgagttcaa
gcctaacctt
aaactaaggc
ctcaggcaat
tgtcacaatt
ccatctttat
aaacattaac
agtttcttaa
tactcctcaa
tctcggetgt
ctcttttcce
aaagacagac
gagaagaaag
gaaataattt
aacagacaag
aaatatacat
tacatgttcc
tcttatgaat
attatcttcc
tatacctgtt
ttgcaatcat
ttcctcacac
ttgaattccc
cctataaaca
ggagtagaca
agtggggaag
cattacatgt

aatggggata

32578

caacaccgtc
caatcccacc
tgccttagcet
gaagaagagg
acaaggattg
tatggtcata
tctaactgtg
cttacttttg
atgttgaggg
agttgcataa
tgaaaaagga
attccttcta
tgaaagcaaa
tcaagcaaag
agtggtatat
ataaattata
tttgtaattg
catctctcaa
ttcaggtttt
ggccctgcect
ccttttctta
ctggaagaaa
gctgcaagct
ccagtgggaa
tgttcctcta
ttcaatgtcc
ccagtccaca

gaaaagtagg

-192-

tcttgtagca
gccggetgeg
atctggtgcc
agaaaaagga
tggcgtcget
tttcacagca
acaaagaaga
taagttttta
aagcttccat
gcattgctca
aaaatattga
catgtaatga
tggggtttca
tattgtgaaa
acaagtagat
gaatctactt
acactatata
atctagttag
tacctccact
ataggagaga
aattatgtca
caaagtagga
agagccgcag
gggcaaccca
attactccct
ttaaatccat
tttaaagagc

taagactcag

atcggccaca
cgtcgcectcge
caggctattc
aagtcacaac
tcaatcgacc
ccaaaataaa
ccacaaatag
ttgtgtaagt
aacattgatg
agaggaaaat
actcaatgat
cacttcttgt
caaatagttg
gtattctaag
cctgagaagt
taatttattt
tttcttaata
acaatttgca
catccttaga
atatttggag
ctagtctttt
aaaagtgaac
gcaccctctc
ctgcacgtgg
gagggttagt
cttacttgcc
acttactgtg

cctttgtcca

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040



gagaagctca
gcctgcecttte
gagaaatttc
aactatgaaa
aattgaggat
gaatcttctg
atagatatct
aagagattgc
atacatctct
tcagttatgt
<210> 29
<211> 63
<212> PRT

<213> Homo

<400> 29

Met Phe Ala

1

Tyr Ser Glu

Lys Arg Lys

35

Gln Gly Leu

50

<210> 30

<211> 2411
<212> ADN
<213> Homo

<400> 30
accctcgceca

ctcttctctc
tttcactcaa

ttgccgecta

gggtatagct
taaaaatctt
tttgtctatt
ataaatacac
tagggagaaa
ctttatcttt
taatgtaaaa
atcatactaa
ggttttttaa

caatgtttca

sapiens

Met Lys Thr

5

Thr Gln Ile

20

Val Thr Thr

Trp Arg Arg

sapiens

cgcccctget
tgactctcga
ttctcaccaa

tgagcagcca

gaataggcag
cctctgaaga
aactccattt
ataatttttc
ggagacaact
aaaaatttgt
ttagtcattt
tttagtaaga
atgtattgag

tggtcaataa

Lys Ala

Asn Ala

Asn Lys

40

Phe
55

Asn

ccceegeggt
cttgtgttcc
ctctttctcet

cattgcctta

Ala

Thr

25

Cys

Arg

32578

tttcttttgt
cctgacccaa
tagtagggat
acaaaatttt
caaagtcatc
ataatttata
aaattacact
acgttcccaa
gctttcttgg

aaaggaagtt

Leu Ala

10

Gln Ala

Leu Glu

Pro Leu

tggttcttcc
ccgctcectce
ctctggtgtt

ctgaaatcca

-193-

cctgaggaaa
gctcttaaat
tcactgacta
gggcccaatt
ccattaagtg
tattttattc
gtcaattaaa
atgttgtaac
tggactagta

gcaaattgt

Ile Trp

Met Lys

30

Gln Val

45

Leu
60

Lys

ttgctctact
ctgaccttcc
ttctecectttt

gagcctaacc

Cys

Lys

Ser

Gln

atcaggacat
gctattgtaa
gattttactg
cccctaaaag
cagtttcttt
tatgtgttcc
agtaatgggc
aatgtggatc

tagtatacgg

Pro Gly

Arg Arg

Gln Leu

Gln

caaccctgac
tcccetecece
ctcgtaaact

ttcaatccca

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2629

60

120

180

240



ccgccggcetg
ctatctggtg
ggagaaaaag
tgtggcgtcg
tatttcacag
tgacaaagaa
tgtaagtttt
ggaagcttcc
aagcattgct
gaaaaatatt
tacatgtaat
aatggggttt
agtattgtga
atacaagtag
tagaatctac
tgacactata
aaatctagtt
tttacctcca
ctataggaga
taaattatgt
aacaaagtag
ctagagccgc
aagggcaacc
taattactcc
ccttaaatcc
catttaaaga
ggtaagactc
gtcctgagga

aagctcttaa

cgcgtcgcte
cccaggctat
gaaagtcaca
cttcaatcga
caccaaaata
gaccacaaat
tattgtgtaa
ataacattga
caagaggaaa
gaactcaatg
gacacttctt
cacaaatagt
aagtattcta
atcctgagaa
tttaatttat
tatttcttaa
agacaatttg
ctcatcctta
gaatatttgg
cactagtctt
gaaaaagtga
aggcaccctc
cactgcacgt
ctgagggtta
atcttacttg
gcacttactg
agcctttgtc
aaatcaggac

atgctattgt

gccaaagaaa
tcggaaactc
accaataaat
cctttactga
aatcatcttt
agttatcttt
gtttataatg
tgactggcectt
atccaaaagt
atagcaccta
gtgttaaact
tgtaaatata
agccaagttt
gtacctttgt
tttgtgaaca
taaaataatt
cacacatact
gagcccactg
agataggcag
ttattttttc
acaggggatg
tcactcaatt
gggaatgcac
gttggggcta
ccaacaggta
tggaacaagc
cagagaagct
atgcctgcett

aagagaaatt

32578

tgttcgccat
agataaatgc
gtctggaaca
aacaacagta
attaagtaga
taattacaga
caggggaagt
catggcagta
gcagcaggag
aacttacatt
aaaaatttac
gtgaagcaat
taaatattat
tacagctact
cttttgaaaa
ctcaaatttg
tttctaaggg
actgctcccc
cttcaggatg
ccctcttgaa
tcaaatcgat
tccactcaga
tgatttttcc
aaccatgaca
agaggaagct
cttcagccaa
cagggtatag
tctaaaaatc

tctttgtcta

-194-

gaaaactaag
tactcaggca
agtgtcacaa
aaccatcttt
tgaaacatta
agagtttctt
actactcctc
attctcggcet
aactcttttc
taaaagacag
aagagaagaa
ttgaaataat
ctaacagaca
ataaatatac
tgtacatgtt
tttcttatga
acattatctt
tttatacctg
cattgcaatc
ctttcctcac
tcttgaattc
accctataaa
taggagtaga
gaagtgggga
tacattacat
acaatgggga
ctgaataggc
ttcctctgaa

ttaactccat

gctgccttag
atgaagaaga
ttacaaggat
attatggtca
actctaactg
aacttacttt
aaatgttgag
gtagttgcat
cctgaaaaag
acattccttc
agtgaaagca
tttcaagcaa
agagtggtat
atataaatta
cctttgtaat
atcatctctc
ccttcaggtt
ttggccctge
atccttttcet
acctggaaga
ccgctgcaag
caccagtggg
catgttcctc
agttcaatgt
gtccagtcca
tagaaaagta
agtttctttt
gacctgaccc

tttagtaggg

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980



32578

acataatttt
aaggagacaa
ttaaaaattt
aattagtcat
aatttagtaa
aaatgtattg

catggtcaat

Glu Ala

Ser Gly

30

Pro
45

Arg

Pro
60

Arg

Asp

Thr

His

Cys

attcactgac tagattttac tgaactatga aaataaatac
ttgggcccaa ttcccctaaa agaattgagg attagggaga
tcccattaag tgcagtttct ttgaatcttc tgctttatct
tatattttat tctatgtgtt ccatagatat cttaatgtaa
ctgtcaatta aaagtaatgg gcaagagatt gcatcatact
aaatgttgta acaatgtgga tcatacatct ctggtttttt
ggtggactag tatagtatac ggtcagttat gtcaatgttt
ttgcaaattg t
<210> 31
<211> 131
<212> PRT
<213> Macaca fascicularis
<400> 31
Tyr Asp Phe Thr Asn Cys Asp Phe Glu Lys Ile
1 5 10
Arg Thr Ile Ser Lys Asp Leu Ile Thr Tyr Met
20 25
Thr Asp Phe Asn Asn Thr Val Ser Cys Ser Asn
35 40
Thr Glu Ile Gln Ser Leu Thr Phe Asn Pro Thr
50 55
Leu Ala Lys Glu Met Phe Ala Arg Lys Thr Lys
65 70 75
Trp Cys Pro Gly Tyr Ser Glu Thr Gln Ile Asn
85 90
Lys Lys Arg Arg Lys Arg Lys Val Thr Thr Asn
100 105
Val Ser Gln Leu Leu Gly Leu Trp Arg Arg Phe
115 120
Lys Lys Gln

-195-

Ala

Ala

Lys

Ile

Thr

Thr

Cys

Arg
125

Leu

Gln

Leu

110

Thr

tcacaaaatt
ctcaaagtca
gtataattta
ttaaattaca
gaacgttccc
aggctttctt

aaaaaggaag

Tyr Leu

15

Lys Ser

Cys Leu

Ala Ser

Ala Leu

80

Ala
95

Met

Glu

Gln

Leu Leu

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2411



32578

actacctgag
acttcaacaa
tgaccttcaa
ccaaggccac
aggccatgaa

cacagctgct

aaccatcagc
caccgtgtcc
ccccaccccce
cctggceccectg
gaagcggcgg

ggggctgtag

130
<210> 32
<211> 393
<212> ADN
<213> Macaca fascicularis
<400> 32
tacgacttca ccaactgcga cttcgagaag atcgaggccg
aaggacctga tcacctacat gagcggcacc aagagcaccg
tgcagcaaca gaccccactg cctgaccgag atccagagcc
agatgtgcca gcctggccaa agagatgttc gccagaaaga
tggtgtcccg gctacagcga gacacagatc aacgccacac
aagcggaaag tgaccaccaa caagtgcctg gaacaggtgt
cggcggttca tccggaccct gctgaagaag cag
<210> 33
<211> 140
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 33
Met Val Leu Leu Arg Ser Leu Phe Ile Leu Gln
1 5 10
Gly Leu Thr Tyr Asn Phe Ser Asn Cys Asn Phe
20 25
Ile Tyr Cys Asn Ile Ile Phe His Asp Leu Thr
35 40
Ala Lys Phe Glu Gln Ile Glu Asp Cys Glu Ser
50 55
Leu Lys Ile Glu Tyr Tyr Thr Leu Asn Pro Ile
65 70 75
Leu Pro Asp Lys Thr Phe Ala Arg Arg Thr Arg
85 90
His Cys Pro Gly Tyr Pro Glu Thr Glu Arg Asn
100 105

-196-

Val

Thr

Gly

Lys

60

Pro

Glu

Asp

Leu

Ser

Asp

45

Pro

Gly

Ala

Gly

Val

Ile

30

Leu

Ala

Cys

Leu

Thr
110

Arg

15

Thr

Lys

Cys

Pro

Asn

95

Gln

Met

Lys

Gly

Leu

Ser

80

Asp

Glu

60

120

180

240

300

360

393



32578

Met Ala Gln Glu Val Gln Asn Ile Cys Leu Asn

115

120

Leu Arg Leu Trp Tyr Ser Phe Met Gln Ser Pro

130

<210> 34

<211> 1143
<212> ADN
<213>

<400> 34
cacgttcagg

ggatggggct
gtaacataat
aggactgtga
tccectggetg
atgaccactg
aagaagtcca
tcatgcaatc
ttttagtgga
attacagaag
taaatgggaa
ctgagaagtc
taggaagaga
tttaaaaggc
ttaccaaaga
agattgtgga
tcagacccag
atatatttaa
tacatgctac

aaa

<210> 35

Mus musculus

cgacagcatg
aacttacaac
ttttcatgac
gagcaagcca
cccttcactc
cccaggctac
aaacatctgc
tccagaataa
cagaatacta
ggattcttaa
atgagcaata
tttctcacct
attgaaagta
aaggattttt
agaaaatgac
atctgggaga
gacagtacaa
agttgtagat

tttgtaatga

135

gttcttctca
ttttctaact
ctgactggag
gcttgtctcc
cccgacaaaa
cctgaaactg
ctgaatcaaa
aattagcttt
agggtgtgac
cttatttttt
gaccgttaat
cccctgcaca
gaaaaaaaaa
ctacctgtaa
agttcgggca
aactgctgag
ttcgtgagca
aatgaatttc

atacatttct

ggagcctctt
gcaacttcac
atttgaaagg
tgaaaatcga
catttgcccg
agagaaatga
cctcacaaat
cagcttctgc
acttagagga
ggcatatcgc
ggaaatatct
caccttactc
attaaaacca
tgattcttct
gtcactgcca
atcatattgce
gatctcaaga
taatttattt

gaataaagta

-197-

Gln Thr Ser Gln Ile

125

Glu
140

catcctgcaa
gtcaattacg
ggctaagttc
gtactatact
gagaacaaga
cggtactcag
tctaagattg
tatgaaaatc
ccactggtgt
ttttttcagt
gtactgttaa
tagggcaaac
atgacagcat
aacattccta
tgatgaggtg
aaatccagct
gccttgcaca
tgtgagcact

attctcaagt

gtactagtac
aaaatatatt
gagcaaatcg
ctcaatccta
gaagccctcea
gaaatggcac
tggtattcct
tctatcttgg
ttattcttta
ataggtgctt
tgaccagctt
ctaactgtag
ctaaaccctg
tgctaagatt
gtctgaaaga
gtcaaagggt
tctacgagat
tttggaaata

ttgaaaaaaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1143



<211> 1146
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 35
actcttgcca

tggattctga
gtccctttca
actgtgccgce
ctatccctgg
tcaatgacca
cacaagaagt
ccttcatgca
tggttttagt
ttaattacag
ctttaaatgg
cttctgagaa
tagtaggaag
ctgtttaaaa
attttaccaa
agaagattgt
ggttcagacc
gatatatatt
atatacatgc
aaaaaa
<210> 36
<211> 136
<212> PRT
<213>

<400> 36

ggcacctccc
taccagacac
ttcaattttt
ttgtgagcag
ctgcccttca
ctgcccaggc
ccaaaacatc
atctccagaa
ggacagaata
aagggattct
gaaatgagca
gtctttctca
agaattgaaa
ggcaaggatt
agaagaaaat
ggaatctggg
caggacagta
taaagttgta

tactttgtaa

tcctgtgggt
cttcctggtg
aatatctggc
ccagcttgtc
ctccccgaca
taccctgaaa
tgcctgaatc
taaaattagc
ctaagggtgt
taacttattt
atagaccgtt
cctccectge
gtagaaaaaa
tttctacctg
gacagttcgg
agaaactgct
caattcgtga
gataatgaat

tgaatacatt

Rattus norvegicus

32578

tgatfccgtt
tctttcecte
gggttttttt
tcctgaaaat
aaacatttgc
ctgagagaaa
aaacctcaca
tttcagcttc
gacacttaga
tttggcatat
aatggaaata
acacacctta
aaaattaaaa
taatgattct
gcagtcactg
gagatcatat
gcagatctca
ttctaattta

tctgaataaa

ttcctettet
ctatccccat
ttttttttct
cgagtactat
ccggagaaca
tgacggtact
aattctaaga
tgctatgaaa
ggaccactgg
cgcttttttc
tctgtactgt
ctctagggca
ccaatgacag
tctaacattc
ccatgatgag
tgcaaatcca
agagccttgce
ttttgtgagce

gtaattctca

caactgactc
cccctteect
ctctctctga
actctcaatc
agagaagccc
caggaaatgg
ttgtggtatt
atctctatct
tgtttattct
agtataggtg
taatgaccag
aacctaactg
catctaaacc
ctatgctaag
gtggtctgaa
gctgtcaaag
acatctacga
acttttggaa

agtttgaaaa

Met Val Leu Phe Arg Tyr Leu Phe Ile Leu Gln Val Val Arg Leu Ala

1

5

10

15

Leu Thr Tyr Asn Phe Ser Asn Cys Asn Phe Glu Met Ile Leu Arg Ile

-198-

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1146
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Asp

Thr

60

Gly

Ala

Thr

Ser

Leu

45

Ala

Cys

Leu

Leu

Gln
125

30

Asn

Cys

Pro

Ile

Glu

110

Ile

Gly

Leu

Ser

Asn

95

Met

Leu

Ile

Leu

Leu

80

Tyr

Thr

Gly

20 25
Tyr His Ala Thr Ile Phe Arg Asp Leu Leu Lys
35 40
Leu Phe Asp Gln Ile Glu Asp Cys Asp Ser Arg
50 55
Lys Ile Asp His His Thr Phe Asn Pro Val Pro
65 70 75
Pro Glu Lys Ala Phe Ala Leu Lys Thr Lys Ala
85 90
Cys Pro Gly Tyr Ser Glu Thr Glu Arg Asn Gly
100 105
Arg Glu Ile Arg Asn Ile Cys Leu Asn Gln Thr
115 120
Leu Trp Leu Ser Cys Ile Gln Ser
130 135
<210> 37
<211> 1125
<212> ADN
<213> Rattus norvegicus
<400> 37
tcaggcaaca gcatggttct tttcaggtac ctctttatcc
ctaacttaca acttttctaa ctgtaacttc gagatgattt
atttttcgtg acctgcttaa agatttgaat gggatcttgt
gacagcagga cagcttgtct cctgaaaatc gaccaccata
tgcccgtcac tccccgagaa agcgttcget ttgaaaacga
tgcccaggct actctgaaac tgagagaaat ggtactctgg
aacatctgcc tgaatcaaac ctcacaaatt ctaggattgt
tgaagaaaaa attagctttt ggattatatt atgaaaatat
ataatactaa gggtgtgaca cttaaaagaa cactaatgtt
gattcttaac ttatttttgg catatcgttg tttagtgtag

-199-

tgcaagtggt
tgagaatata
tcgaccaaat
ccttcaatcc
aagcggccect
aaatgacacg
ggctttcctg
atatcttgtt
tattctttaa

gcgctttaaa

acggctggca
tcatgcaaca
cgaggactgt
tgtccctgge
cattaactac
agaaatcaga
cattcaatct
tttagtagat
ttatagaagg

tggaaaatga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



gcattacccc
tctttctcac
aatcaaaagt
agaatttttg
gaaaataaca
tgagagctac
accacagtgg
taaagttgta
cgctgtgtaa
<210>
<211>

<212>
<213>

38
149
PRT
Trinh

<220>
<221>
<223>

ngudn
/chu

<400> 38
Met Gly Ser
1

Gly Pro Tyr

Ser
35

Tyr Leu

Ser Thr

50

Lys

Cys Leu Thr

Ala Ser Leu

Ala Ile Trp

tttaatggaa
ctcacctgag
agaaaaacag
tacctgtaat
gcagaggaaa
tgctgcaact
gatgcacagg
tataatgatt

caaatacact

tu nhan

y="Mo ta

Ser His

Asp Phe

20

Thr Ile

Glu Phe

Glu Ile

Ala Lys

85

Cys Pro

100

His

Thr

Ser

Asn

Gln

70

Glu

Gly

ataaccgtgce
acactttact
ttgaaaccaa
gattcttcta
gtgttcaggc
gatcgtgtag
cagatcccca
ttctaattta

tctgaataaa

tao

His His

Asn Cys

Lys Asp

40

Asn Thr

55

Ser Leu

Met

Phe

Tyr Ser

His

Asp

25

Leu

Val

Thr

Ala

Glu
105

32578

tgttaatgat
ctagggcaaa
tgacaggatc
acattcctac
agtcactgcc
taaatccagc
agggcattgt
ttccgtgagce

gtaattctca

His Leu

10

Phe Glu

Ile Thr

Ser Cys

Phe Asn

75

Met
90

Lys

Thr Gln

-200-

tggcttcgge
cctaactgta
tatactccat
gctaagattt
atgatgaagc
tgtaaagggg
gcagctgtga
acctttgaaa

agttc

Glu

Lys Ile Lys

30

Met
45

Tyr Ser

Ser Asn

60

Pro Thr

Thr Lys

Ile Asn

110

Val Leu Phe

Arg

Ala

Ala

Ala

ttctgagcag
gtaggaagaa
ttaaaaggca
tactaaagaa
tgtcagaatc
atcttaaccc
gatatatatt

atatacatgt

Trinh tuy nhan tao: Polypeptit tdng hop"

Gln
15

Ala Ala

Gly Thr

Pro His

Gly Cys

80

Ala
95

Leu

Thr Gln

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1125
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Ala Met Lys Lys Arg Arg Lys Arg Lys Val Thr Thr Asn Lys Cys Leu
115 120 125

Glu Gln Val Ser Gln Leu Gln Gly Leu Trp Arg Arg Phe Asn Arg Pro
130 135 140

Leu Leu Lys Gln Gln
145

<210> 39

<211> 4

<212> PRT

<213> khéng xac dinh

<220>
<221> ngudn
<223> /chd y="M6 ta khéng xac dinh: Piédm phan cit bdi furin tiém nang"”

<400> 39
Arg Arg Lys Arg
1

<210> 40

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /chu y="Md® ta Trinh ty nhan tao: budi 6xHis téng hop"

<400> 40
His His His His His His
1 5

<210> 41

<211> 131

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /chu y="Md ta Trinh tu nhé&n tao: Polypeptit téng hop"

<400> 41
Tyr Asp Phe Thr Asn Cys Asp Phe Glu Lys Ile Lys Ala Ala Tyr Leu
1 5 10 15

Ser Thr Ile Ser Lys Asp Leu Ile Thr Tyr Met Ser Gly Thr Lys Ser
20 25 30

-201-



Thr Glu Phe Asn Asn
35

Thr Glu Ile Gln Ser
50

Leu Ala Lys Glu Met
65

Trp Cys Pro Gly Tyr
85

Lys Lys Arg Arg Lys
100

Val Ser Gln Leu Gln
115

Lys Gln Gln
130

<210> 42

<211> 119

<212> PRT

<213> Trinh tu nhéan

<220>
<221> ngudn
<223> /chd y="M& ta

<400> 42
Glu Val Gln Leu Val
1 5

Ser Leu Arg Leu Ser
20 -

Trp Met His Trp Val
35

Gly His Ile Lys Ser
50

Pro Val Lys Gly Arg
65

Thr

Leu

Phe

70

Ser

Arg

Gly

tao

Val

Thr

55

Ala

Glu

Lys

Leu

Ser

40

Phe

Met

Thr

Val

Trp
120

32578

Cys

Asn

Lys

Gln

Thr

105

Arg

Ser

Pro

Thr

Ile

90

Thr

Arg

Asn

Thr

Lys

75

Asn

Asn

Phe

Arg

Ala

60

Ala

Ala

Lys

Asn

Pro

45

Gly

Ala

Thr

Cys

Arg
125

His

Cys

Leu

Gln

Leu

110

Pro

Cys

Ala

Ala

Ala

95

Glu

Leu

Trinh tu nhan tao: Polypeptit tdéng hop"

Glu

Cys

Arg

Lys

Phe
70

Ser

Ala

Gln

Thr

55

Thr

Gly Gly Gly Leu

Ala

Ala

40

Asp

Ile

Ser

25

Pro

Ala

Ser

10

Gly

Gly

Gly

Arg

Phe

Lys

Thr

Asp
75

-202-

Val

Thr

Gly

Thr
60

Lys

Phe

Leu

AsSp

Pro

Ser

30

Glu

Tyr

Gly

15

Asp

Trp

Ala

Leu

Ser

Ile

80

Met

Gln

Leu

Gly

Tyr

Val

Ala

Asp Ser Lys Asn Thr

80



Leu Tyr Leu Gln Met

85

Tyr Cys Ala Arg Glu

100

Gly Thr Leu Val Thr

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

<220>
<221>
<223>

<400>

115

43
109
PRT
Trinh ty nhéan

ngudn
/chd y="M6 ta

43

Ser Tyr Glu Leu Thr

1

Thr Ala Arg Ile Thr

20

His Trp Tyr Gln Gln

Gly Asp Asn Glu Arg

50

Asn Ser Gly Asn Thr

65

Asp Glu Ala Asp Tyr

85

Val Phe Gly Gly Gly

100

Asn

Ile

Val

tao

32578

Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Val Tyr

90

95

Tyr Tyr Tyr Ala Phe Asp Ser Trp Gly Gln

Ser

105

110

Trinh tu nhan tao: Polypeptit téng hop"

Gln

Cys

Lys

Pro

Ala

70

Tyr

Thr

Pro

Ser

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Lys

Leu

Gly

Gly

Gly

Leu

Gln

Leu

Ser

Asp

25

Gln

Ile

Thr

Ala

Thr
105

Val Ser
10

Asn Ile

Ala Pro

Pro Glu

Ile Ser

75

Ala Asp
90

Val Leu

-203-

Val

Gly

Val

Arg

60

Arg

Trp

Gly

Ala

Ser

Leu

45

Phe

Ala

Val

Gln

Leu

Lys

30

Val

Ser

Gln

Asp

Gly

15

Tyr

Ile

Gly

Ala

Phe
95

Gln

Val

Tyr

Ser

Gly

80

Tyr





