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Linh vuc ki thut dwec dé cap

Sang ché d& cap dén cac khang thé bién ddi lién két dic hiéu v6i TL1A, va tic ché
su tuong tac gitta TL1A va thu thé gdy chét 3 (DR3). Theo mot s khia canh, cic khing
thé nay con tic ché su tuong tac gitta TL1A va thu thé gdy chét 3 (DcR3). Céc khang thé

ndy c6 hiéu Iuc duge cai thién so véi khang thé goc ma tir d6 thu dugce céc bién thé nay.
Tinh trang ky thuit cla sing che

Nhiéu cong bo khac nhau, bao gdm c4c bing sang che, cac don dd cong bd, cic sb
truy cip, céac tai liéu k§ thudt va cac tai liéu hoc thuét dugc trich din trong toan bd phan
md ta nay. Mai tai lidu trong s6 cic cong bd dugc trich din nay dugc dua vao diy bang

cach vién dan, toan bd va cho tat ca cac muc dich, trong tai liéu nay.

Phéi ti twong tu TNF 1A (TL1A, coun dugce goi 1a.protein thudc siéu ho TNF 15
(TNFSF15); TL1 va VEGI) 12 protein thudc siéu ho yéu té hoai tir khdi u, ma dugc biéu
hién béi céc té bao trinh dién khang nguyén (bao gém cac té bao tua, cic t€ bao B va cac
 dai thyc bao), céc té bao T CD4+ va CD8+ va céc té bao ndi mo. TL1A c6 thé dugc biéu
hién trén bé mit té bao hoic duoc tiét_ra duéi dang xytokin hoa tan. Thu thé cia TL1A,
Thu thé gay chét 3 (DR3) duoc trinh dién béi nhidu loai t& bao khac nhau, bao gdm cac té
bio T CD4+ va CD8+, céc 1€ bao NK, céc té bao NKT va céc té bao T diéu hoa FOXP3+
(Treg) va cac té bao lympho b4m sinh typ 2 va typ 3 (ILC2 va ILC3).

TLI1A ciing c6 thé lién két v6i thu thé gay chét (DcR3), ma 14 chét tc ché canh
tranh ctia DR3. DcR3 con hoat dong nhwr 12 mot thu thé gay chét cia phdi tir Fas (Fas-L)
va protein cdm tng dugc tuong tu doc t6 lympho ma canh tranh vé6i glycoprotein D d
lién két v6i thu thé gay ra su nhiém virut herpes trén cac té bao T (LIGHT). Do d6, DcR3

14 chit diéu hoa quan trong ctia mot s6 con dudng truyén tin hiéu.

Con dubng truyén tin hiéu TL1A/DR3 ¢6 lién quan dén mot sb hé théng sinh hoc,
di kém theo cac Abénh & nguoi. Vi du, TL1A d3 duogc chi ra 13 déng vai trd trong sy mién |
dich, tao mach,‘vé ndi cin b%mg clia c4c mb hang rao. Viée e ché twong tic TL1A véi
DR3 ciing duoc chi ra 1a tang cuong l¢i ich didu tri trong mot s6 bénh qua trung gian

mién dich, nhu bénh viém n3o tiy tur mién thi nghiém (EAE; md hinh ciia bénh da xo
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ctng), bénh viém dai trang, bénh viém loét dai trang, bénh Crohn, bénh viém dudng rudt,
bénh ngoai da, bénh hen va bénh viém khop.

Do do, cac hop chét tc ché hoat tinhTL1A dugc mong muén, vi du, dé st dung
trong viéc didu tri, phong ngira, chdn doan va tién luong. |
Ban chit ky thuit ciia sing ché

Séng ché dé cip dén khang thé tai tb hop chira vimg bién ddi chudi ning CDRI cé
trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.15, ving bién dbi chudi ning CDR2 ¢
trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.28, ving bién d6i chudi ning CDR3 c6
trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.17, vung bién @i chudi nhe CDRI 06 trinh
tir axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.29, ving bién dbi chudi nhe CDR2 c6 trinh tw
axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.19, vA ving bién déi chudi nhe CDR3 c6 trinh tu
" axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.30, véi didu k{en 1 khi ving bién d6i chudi ning
nay chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1, ving bién d6i chudi nhe nay

| khong chira trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.2. -
Theo mot sb khia canh, khang thé nay chira ving bién ddi chudi ning CDR2 cé
trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.16, va ving bién @i chudi nhe CDR3 c6
trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.22. Theo mdot 563k \hia canh, khang thé nay

chira ving bién d6i chudi ning CDR2 c¢6 trinh tu axit aminv';*m%}r néu trong SEQ ID
NO.21, va vung bién ddi chudi nhe CDR3 ¢6 trinh tu axit amin nﬁﬁ néu trong SEQ ID
NO.20. Theo mdt s6 khia canh, khang thé niy chira ving bién dbi chudi ning CDR2 c6
trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.16, ving bién dbi chudi nhe CDR1 c6 trinh
tu axit amin nhu néu trong. SE.'Q ID NO.23, va vung bién dbi chudi nhe CDR3 c¢6 trinh tu
axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.22. Theo mdt sd khia canh, khang thé nay chta
vung bién d6i chudi ning CDR2 c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.16,
ving bién ddi chudi nhe CDRI c6 trinh tir axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.24, va
ving bién dbi chudi nhe CDR3 ¢6 trinh tr axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.22. Theo
mot sb khia canh, khang thé nay chita ving bién d6i chudi ning CDR2 ¢ trinh t axit
amin nhu néu trong SEQ ID NO.16, ving bién d6i chudi nhe CDR1 c¢6 trinh tur axit amin
nhu néu trong SEQ ID NO.25, v ving bién dbi chudi nhe CDR3 c6 trinh tu axit amin
nhu néu trong SEQ ID NO.22. Theo mét sb khia canh, khang thé nay chira ving biéﬁ d6i
chudi ning CDR2 c6 trinh ti axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.16, ving bién db6i
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chudi nhe CDR1 ¢6 trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.26, va ving bién ddi
chudi nhe CDR3 c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.22. Theo m6t sb khia
canh, khang thé nay chira ving bién déi chudi nang CDR2 c6 trinh tu axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.21 va ving bién ddi chubi nhe CDR3 c¢6 trinh tu axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.22. Theo mdt sé khia canh, khang thé nay chta ving bién dbi chudi
nang CDR2 c6 trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ D NO.21, ving bién dbi chudi nhe
CDRI1 ¢6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.24, va viing bién déi chudi nhe
CDR3 c¢0 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.22. Theo mdt sb khia canh, khang
thé nay chira ving bién dbi chudi ning CDR2 c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ
ID NO.21, ving bién ddi chudi nhe CDR1 c6 trinh ti axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO.25, va ving bién dbi chudi nhe CDR3 c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO.22. Theo mét sb khia canh, khang thé nay chira ving bién dbi chudi ning CDR2 c6
trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.21, ving bién ddi chudi nhe CDR1 c¢6 trinh
tur axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.26, va ving bién d6i chudi nhe CDR3 ¢6 trinh tur
axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.22. Theo mot s khia canh, khang thé nay chia
vung bién d6i chudi nang CDR2 c¢é trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.21, va
vung bién d6i chudi nhe CDR3 ¢4 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.27.

Sang ché ciing dé cap dén khang thé tai t6 hop chtra ving bién dbi chudi ning ¢
trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1 hoic SEQ ID NO.3 va ving bién ddi
chudi nhe c6 trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.14, véi diéu kién 12 khi vung
bién d6i chudi ning nay chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1, ving bién
d6i chudi nhe nay khong chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.2. Theo mot
s6 khia canh, khang thé ndy chira viing bién d6i chudi ning c6 trinh tu axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.1, va ving bién ddi chudi nhe c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ
ID NO.4. Theo mdt s khia canh, khang thé nay chtra ving bién déi chudi ning cé trinh
tir axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3, va ving bién d6i chudi nhe c6 trinh ty axit
amin nhu néu trong SEQ ID NO.2. Theo mét s khia canh, khang thé nay chira ving bién
ddi chudi nang c¢g trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1, va vung bién dbi chudi
nhe ¢6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.5. Theo mdt sb khia canh, khang thé
nay chira ving bién ddi chudi ning c6 trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1, va
ving bién ddi chudi nhe c6 trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.6. Theo mét s6

khia canh, khang thé nay chira viing bién d6i chudi ning c6 trinh tu axit amin nhu néu
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trong SEQ ID NO.1, va ving bién dbi chudi nhe c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ
ID NO.7. Theo mdt s6 khia canh, khang thé nay chua ving bién dbi chudi ning cé trinh
tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1, va ving bién d6i chudi nhe c6 trinh tu axit
amin nhu néu trong SEQ ID NO.8. Theo mdt s6 khia canh, khang thé nay chira ving bién
d6i chudi ning c6 trinh tyr axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3, va ving bién d6i chubi
nhe cé trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.4. Theo mdt s6 khia canh, khang thé
nay chitra viing bién d6i chudi ning c6 trinh tu axit amin nhur néu trong SEQ ID NO.3, va
vung bién ddi chudi nhe ¢ trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.6. Theo mot sd
khia canh, khang thé nay chira viing bién ddi chudi nang cé trinh tu axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.3, va ving bién dbi chudi nhe cé trinh tur axit amin nhu néu trong SEQ
ID NO.7. Theo mdt sb khia canh, khang thé niy chtra ving bién dbi chudi ning c6 trinh
tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3, va ving bién dbi chudi nhe c6 trinh ty axit
amin nhu néu trong SEQ ID NO.8. Theo mét sb khia canh, khang thé nay chira ving bién
di chudi ning c6 trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3, va ving bién dbi chudi

phe ¢ trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.10.

Theo mét sb khia canh, khang thé nay chira chudi ning c6 trinh tu axit amin nhu
néu trong SEQ ID NO.60. Theo mot sb khia canh, khang thé nay chira chudi nhe c6 trinh
tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.61. Theo mdt sd khia canh, khang thé nay chtra
chudi ning c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.60 va chudi nhe c6 trinh tu
axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.61.

Céc khang thé tai t6 hop nay t6t hon néu c6 chiéu dai day da, va tot hon néu 13
don dong. Céc khang thé tai td hop nay lién két véi TL1A vdi 4i luc ting so voi khang
thé c6 vung bién dbi chudi ning cé trinh trr axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1 va
vung bién ddi chudi nhe c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.2. Cac khang
thé tai t6 hop nay c6 hiéu luc ting so véi khang thé cé ving bién dbi chudi nang cé trinh
tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.I va ving bién ddi chudi nhe c6 trinh tu axit
amin nhu néu trong SEQ ID NO.2. Hiéu luc dugc gia ting nay co thé 1a hiéu luc 1é6n hon
it nhat khoang 10 14n so véi khang thé c6 ving bién ddi chudi ning ¢ trinh tu axit amin
nhu néu trong SEQ ID NO.1 va ving bién d6i chudi nhe c¢6 trinh tur axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.2. Hiéu luc dugc gia ting nay c6 thé 13 hiéu luc 16n hon it nhit khoang

12 lan so v6i khang thé c6 ving bién d6i chudi ning cé trinh tir axit amin nhu néu trong
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SEQ ID NO.1 va ving bién ddi chudi nhe ¢ trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO.2. Hiéu luc duogc gia ting nay c¢6 thé 13 hidu luc 16n hon it nhit khoang 13 14n so véi
khang thé c6 ving bién déi chudi ning co trinh tur axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1
va vung bién d6i chudi nhe c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.2. Hiéu luc
duogc gia ting nay c6 thé 13 hiéu luc 16n hon it nhit khoang 15 14n so véi khang thé ¢
ving bién d6i chudi ning c6 trinh tir axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1 va ving bién
ddi chudi nhe ¢é trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.2. Hiéu luc dugc gia ting
nay c6 thé 13 hiéu luc 16n hon it nhat khoang 20 14n so v6i khang thé c6 ving bién dbi
chudi ning c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1 va ving bién dbi chudi nhe
c6 trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.2. Hiéu lyc dugc gia ting ndy c6 thé 1a
hiéu luc 16n hon it nhit khoang 25 14n so véi khang thé c6 ving bién dbi chudi ning co
trinh ti axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1 va ving bién ddi chudi nhe c6 trinh ty axit
amin nhu néu trong SEQ ID NO.2. Hiéu luc duoc gia ting nay c6 thé 13 hiéu luc 16n hon
it nhat khoang 27 14n so véi khang thé c6 ving bién dbi chudi nang c6 trinh ty axit amin
nhu néu trong SEQ ID NO.1 va ving bién ddi chudi nhe c6 trinh ty axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.2. Hi€u lyc dugc gia tdng nay co thé 1a hiéu luc 16n hon it nhét khoang
40 14n so véi khang thé c6 ving bién d6i chudi ning c6 trinh tu axit amin nhu néu trong
SEQ ID NO.1 va ving bién ddi chudi nhe cé trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO.2. S6 1an tang hi€u luc co thé duoc x4c dinh theo thir nghi€ém hiéu lyc caspaza dugc

cam tng béi TL1A trong té bao TF-1.

Céc khang thé tai t5 hop nay c6 thé chira ving hang dinh chudi ning IgG1 cia
ngudi, ving hing dinh chudi ning IgG2 ctia ngudi, hoic ving hing dinh chudi ning
IgG4 ngudi, hoic allotyp bét ky ctia ching. Ving hing dinh chudi ning IgG1 ciia ngudi
c6 thé chira SEQ ID NO.42, hoic SEQ ID NO.43 (IgGl cta nguoi AK), hoic SEQ ID
NO.44 (IgG1 cua nguoi véi YTE), hoac SEQ ID NO.64 (IgG1 cua nguoi v6i YTE va
AK), hoac SEQ ID NO.63 (IgG1 cta nguoi voi L234A, L235A, G237A) hodc SEQ ID
NO.62 (IgG1 ctua nguoi voi L234A, L235A, G237A va AK), hodac SEQ ID NO.65 (IgG1
cua nguoi voi L235A va G237A) hoac SEQ ID NO.66 (IgG1l cua ngudi voi L235A,
G237A va AK). Ving hing dinh chudi ning IgG2 clia nguoi c6 thé chira SEQ ID NO.67,
hodc SEQ ID NO.70 (IgG2 cia nguoi AK), hoac SEQ ID NO.71 (IgG2 ctia nguoi véi
A330S, P331S), hodc SEQ ID NO.68 (IgG2 cua nguoi vai A330S, P331S va AK). Vung
hing dinh IgG4 chudi niang IgG4 ngudi c6 thé chira SEQ ID NO.45, hoic SEQ ID NO.46

-6-



37002

(IgG4 ngudi voi S228P va AK), hoac SEQ ID NO.47 (IgG4 ngudi v6i S228P va YTE),
hoic SEQ ID NO.69 (IgG4 nguoi véi S228P, YTE va AK). S& dugc hiéu 13 chudi ning
IoG4 c6 thé duoc st dung ma khong dot bién thé 6n dinh S228P (vi du, IgG4 véi mot
minh YTE, hodc IgG4 v61 YTE va AK, hodc [gG4 vé1 mot minh AK).

Céc khang thé tai t6 hop c6 thé chira ving hing dinh chudi nhe lambda ctia nguoi
hodc allotyp cua ching. Ving hing dinh lambda chudi nhe ctia ngudi c6 thé chia SEQ
ID NO.48.

Céc khang thé tai t6 hop nay lién két voi TL1A ngudi, va c6 thé lién két véi TL1A
ctia dong vat linh truong khong phai [a nguoi, hodc TL1A cia dong vat c6 va khong phai

1a nguoi nhu chuot nhét, chudt céng, chudt lang, meo, chd, thé hodc lon.

Céc khang thé tai td hop nay c6 thé duoc sir dung trong phuong phap didu tri bénh
duong ho hip, phuong phap diéu tri bénh duong tiéu héa, phuong phap diéu tri bénh
ngoai da, hodc phuwong phép didu tri bénh viém khdp, hodc c6 thé duge sir dung dé didu
tri bénh duong ho hép, bénh duong ti€u hda, bénh ngoai da, hodc bénh viém khép, hodc
c6 thé duoc str dung dé san xuit thudc dé diéu tri bénh duong ho hép, bénh dudng tiéu
héa, bénh ngodi da, hodc bénh viém khép. Bénh duong hd hap nay cé thé bao gdbm mot
hodc nhiéu trong s6 bénh hen, bénh phdi tic nghén man tinh (COPD), bénh xo héa phdi,
bénh sarcoid phéi, bénh viém miii di ing, hodc bénh xo hda nang Bénh duong tiéu hoa
nay c6 thé bao gdbm mot hodc nhiéu trong sé bénh viém duong rudt, bénh Crohn, bénh
viém dai trang, bénh viém loét dai trang, bénh viém thuc quan ting bach ciu ua eosin,
hodc hdi ching rudt kich thich, hodc bénh duong ti€u hda hodc tinh trang bi gay ra boi
bénh xo héa nang Bénh viém khdp cé thé bao gdm bénh viém khép dang thip. Bénh
ngoai da cé thé bao gdm mot hodc nhiéu trong sb bénh viém da co dia, eczema, va bénh

X0 cung bi.

Céac dbi tuong 1a ngudi, d6i tuong 12 dong vat linh truéng khéng phai 1a ngudi,
hodc dbi tugng 12 dong vat c6 va khong phai 1 ngudi can duge didu tri ¢6 thé duoc diéu
tri bang cac khang thé hoic ché phdm chira cac khang thé ndy, vi du, bang cach st dung
cac khang thé hoic ché phim clia chﬁng cho dbi tuong nay. Viéc sir dung cé thé 13 ngoai

duong tiéu hoa, vi dy, dudi da va’hodc trong tinh mach.

Céac khang thé tai t6 hop nay c6 thé duoc sir dung trong phuong phap phat hién
TL1A trén bé mat té bao don nhan mau ngoai vi (PBMC). Phuong phap nay bao gdm cho
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khang thé lién két v6i TL1A nhu duge md ta hodc 14y vi du & day tiép xtic véi PBMC thu
duoc tir dbi tugng, va phat hién khang thé da lién két véi TL1A trén bé mit cia PBMC.
Phuong phap nay c6 thé bao gom thém budc dinh lwong lugng TL1A trén cac PBMC.
Phuong phap nay c6 thé bao gdm thém budc thu cic PBMC tir d6i twong nay.

Céac khang thé tai td hop nay c6 thé dugc sir dung trong phuong phap phat hién
TLI1A trong huyét thanh mau. Phuong phap nay bao gém cho khang thé lién két véi
TL1A nhu dugc md ta hodc léy vi du & day tiép xuc voi huyét thanh mau thu duoc tir dbi
tuong, va phat hién khang thé da lién két véi TL1A trong huyét thanh. Phuong phap nay
c6 thé bao gdm thém budc dinh luong lugng TL1A trong huyét thanh méau. Phuong phap
nay c6 thé bao gdm thém budc thu huyét thanh tir mau thu duge tir dbi twong nay.

Phuong phap ndy c6 thé bao gdm thém buéc 14y mau tir di fuong nay.

Cac polynucleotit ma héa mdt hodc nhi€u vung bién doi chuoi ndng va vung bién
doi chudi nhe cta cac khang thé nay dugc dé cdp dén. Céac polynucleotit nay c¢é thé ma

héa thém ving hang dinh chudi ning vi/hodc ving hing dinh chudi nhe.

Theo mot s6 khia canh, polynucleotit chira trinh ty axit amin ma h6a vung bién dbi
chudi ning khang thé c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3, vi du, trinh tu
axit nucleic chta SEQ ID NO.51 hodc SEQ ID NO.58. Theo mot s6 khia canh,
polynucleotit chira trinh tu axit nucleic ma héa ving bién d6i chudi nhe khang thé c6
trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.2, vi dy, trinh ty axit nucleic chra SEQ ID
NO.50. Theo mét sb khia canh, polynucleotit chtra trinh tu axit nucleic ma héa ving bién
d6i chudi nhe khang thé c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.4, vi du, trinh tur
axit nucleic cha SEQ ID NO.52 hoic SEQ ID NO.59. Theo mdt sé khia canh,
polynucleotit chira trinh tu axit nucleic ma héa ving bién d6i chudi nhe khang thé c6
trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.6, vi duy, trinh ty axit nucleic chira SEQ ID
NO.54. Theo mét s6 khia canh, polynucleotit chtra trinh tur axit nucleic ma héa ving bién
d6i chudi nhe khang thé c6 trinh tur axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.7, vi du, trinh tur
axit nucleic chira SEQ ID NO.55. Theo mét sb khia canh, polynucleotit chia trinh tw axit
nucleic md héa ving bién ddi chudi nhe khang thé ¢ trinh ty axit amin nhu néu trong
SEQ ID NO.8, vi du, trinh tu axit nucleic chita SEQ ID NO.56. Theo mdt sb khia canh,

polynucleotit chira trinh tur axit nucleic ma héa ving bién d6i chudi nhe khang thé c6
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trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ [D NO.10, vi du, trinh tu axit nucleic chta SEQ ID
NO.57.

Theo mdt sé khia canh, polynucleotit chira trinh tir axit nucleic ma héa ving bién
dbi chudi ning khang thé c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1, vi du, trinh
tu axit nucleic chira SEQ ID NO.49. Theo mot sé khia canh, polyhucleotit chtra trinh tu
axit nucleic ma hoa vung bién ddi chudi nhe khang thé c6 trinh tu axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.4, vi du, trinh tu axit nucleic chtta SEQ ID NO.52. Theo mdt s6 khia
canh, polynucleotit chira trinh tw axit nucleic mi héa ving bién ddi chudi nhe khang thé
co trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.5, vi dy, trinh tu axit nucleic chita SEQ
ID NO.53. Theo mdt sd khia canh, polynucleotit chira trinh tu axit nucleic m3 héa ving
bin ddi chudi nhe khang thé c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.6, vi du,
trinh tu axit nucleic chtra SEQ ID NO.54. Theo mét sd khia canh, polynucleotit chta
trinh tu axit nucleic ma héa vung bién ddi chudi nhe khang thé c6 trinh tu axit amin nhu
néu trong SEQ ID NO.7, vi du, trinh tu axit nucleic chita SEQ ID NO.55. Theo mot )
khia canh, polynucleotit chira trinh tir axit nucleic ma héa ving bién d6i chudi nhe khang
thé ¢6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.8, vi du, trinh ty axit nucleic chira
SEQ ID NO.56.

Vecto chira mdt hodc nhiéu polynucleotit nay dugc dé cap dén. Cac té bao duoc
bién nap voi mot hodc nhiéu polynucleotit hodc vecto nay dugc dé cap dén. Cac té bao
duoc bién nap c6 thé 13 t& bao ciia dong vat c6 via, va tot hon néu 13 té bao chu biéu hién
ctia dong vat ¢6 vi nhu cac té bao CHO, té bao NSO, hoic té bao HEK293.

M6 ta vin tit cac hinh vé

Fig.1 thé hién cac vi tri va cic dic diém nhan biét cia mdi dot bién thé axit amin
don duogc tao ra cho ving CDR1 hodac CDR2 hoéc cho cac géc axit amin d3 chon lién ké
v6i CDR2 cuia chudi ning bién ddi khang thé gbc (320-179). Cac ving duoc déng khung
thé hién cac CDR theo hé danh s6 AbM.

Fig.2 thé hién c4c vi tri va dic diém nhan biét cia mdi dot bién thé axit amin don
duoc tao ra cho ving CDR1 hodc CDR3 cua chudi nhe bién ddi khang thé gbc (320-179).
Céc ving dugc déng khung thé hién cac CDR theo hé danh s6 AbM.
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Fig.3 thé hién su sap xép thing hang cac chudi nang khang thé khang TL1A bién
doi.

Fig.4 thé hién su sdp xép thing hang chudi nhe khang thé lién két khang TL1A
bién d6i.

Fig.5 thé hién su so sanh pha phan ly TLIA ctia cac khang thé khang TL1A bién
d6i, nhu duge do boi SPR.

Fig.6 thé hién két qué cua céc tht nghiém v& hiéu luc caspaza té bao TF-1 véi céc
khang thé TL1A bién dbi.

Fig.7 thé hién két qua cta cac thir nghiém vé hiéu luc caspaza té bao TF-1 st dung
nhiéu khang thé TL1A khac nhau so v&i khang thé gbc, 320-179.

Fig.8 chi ra Ia khang thé 320-587 ¢6 hiéu luc TL1A manh hon trong thir nghiém
vé hiéu luc caspaza té bao TF-1, so v6i cac khang thé khang TL1A da dugc cong bb khac
qua mot s& thir nghiém khac nhau.

Fig.9 chi ra nhiéu khang thé khang TL1A khac nhau trc ché su lién két TL1A v&i
DR3, so v6i ddi chimg isotyp nhu dugc do trong thir nghiém ELISA.

Fig.10 chi ra 12 khang thé gbc, 320-179, khong trc ché sur lién két TL1A véi DcR3
trong khi cac khang thé khang TL1A bién dbi lai &rc ché su twong tac TL1A-DcR3.

Fig.11 chi ra 1a khang thé 320-587 phan mg chéo véi va lién két véi TL1A cua
nhidu loai khac nhau; khang thé nay lién két véi TL1A cua tit ca cac loai duoc thir
nghiém.

Fig.12 thé hién két qua cia viéc str dung khang thé 320-587 ¢ md hinh chudt méc
bénh viém dai trang do TNBS, chimg minh 13 khang thé nay 1am giam dang ké cac triéu
ching cua bénh viém dai trang

Fig.13 chi ra 14 khang thé 320-587 phat hién duoc TLIA nguoi duoc tiét ra tir
PBMC ngudi dugc kich thich bang cac phirc hop mién dich, trong thir nghiém ELISA.

Fig.14 chi ra 13 khang thé 320-587 phat hién dugc quan thé PBMC ngudi ma biéu
hién TL1A mang trén bé mit clia chung, trong thir nghiém do té bao theo dong.
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Fig.15 chi ra la chuot mic bénh hen do OVA cép tinh duoc diéu tri béng khéang thé
320-587 c6 bach cdu wa eosin giam dang ké trong dich stc rira phé quan phé nang

(BALF).

Fig.16A dén 16D thé hién viéc diéu tri cho chudt lang mic bénh hen do OVA cip
tinh duoc diéu tri béng khang thé 320-587 c6 su cai thién vé bach ciu wa eosin BALF
(Fig.16A), dai thuc bao BALF (Fig.16B), tang dap tng duong thd (Fig.16C) sau phan
ung hen sém, va mic dd nghiém trong ctia phan tmg hen sém (Fig.16D).

Fig.17A dén 17E thé hién viéc diéu tri cho chudt méc bénh hen do OVA mén tinh
dugc didu tri bing khang thé 320-587 c6 cac cai thién vé bach ciu ua eosin BALF
(Fig.17A), dai thuc bao BALF (Fig.17B), IL-13 BALF (Fig.17C), su tang sinh té bao
hinh ly tiét nhu dugc danh gia bing kha ning phan tng PAS (Fig.17D), va su day niém
mac nhu duogc danh gia tir cac phan nhuém H&E (Fig.17E).

Fig.18 thé hién liéu ovalbumin can thiét dé tang gip doi su tic nghén khi quan.

Fig.19 thé hién viéc diéu tri cho chudt mic bénh viém dai trang do TNBS dugc
diéu tri bang khang thé 320-587 ¢6 su cai thién vé xo hoa viing loét.

Fig.20A dén 20E thé hién viéc so sanh céc con chudt mic bénh viém dai trang do
TNBS véi bénh viém dai trang do DNB S, duoc diéu tri béng khang thé 320-587 va cac
tac dung & ngay 7 va 14, trén ti 1 khdi luong/do dai dai trang (Fig.20A), chimg xo hoa
dai trang (Fig.20B), su thim nhiém dai trang (Fig.20C), va tén thuong dai trang
(Fig.20D). Fig.20E thé hién c4c phan dai dién cta ving loét vao ngay 7 va 14.

Fig.21A dén 21C thé hién viéc diéu tri cho chudt méc bénh viém dai trang do DSS
dugc diéu tri bang khang thé 320-587 c6 su cai thién vé sy thay doi khdi luong trong quéa
trinh s dung DSS (Fig.21A), chdm diém 14m sang trong qu4 trinh st dung DSS
(Fig.21B), va ti 18 khoi luong/do dai dai trang (Fig.21C).

Fig.22 thé hién su thay ddi vé cac xytokin trong mang bung dugc cam tng bdi
TL1A dép (mg véi viéc diéu tri bang 320-587.

M0 ta chi tiét sang ché
Nhiéu thuat ngit khac nhau lién quan dén cac khia canh cta phdn mé ta duoc sir

dung trong toan bd ban mod ta va yéu cdu bao ho. Cac thudt ngir nay cé ¥ nghia thong
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thuong trong linh vuc nay, trir khi ¢6 quy dinh khéac. Cac thudt nglir dugc xéac dinh cu thé
khac duoc hiéu theo cach phit hop vé6i dinh nghia dugc dua ra & day.

Thuét ngit “ddi twong” va “dbi twong bi bénh” dugc str dung thay thé cho nhau va
bao gém dong vat bat ky. Cac dong vat c6 va dugce uvu tién hon, bao gém dong vat nudi
(vi du, meo, cho) va gia stc la dong vat c6 vi (vi du, lgn, ngua, bo), cling nhu dong Vét
gim nhidm, bao gdm chudt nhat, tho va chudt, chudt lang va cic dong vat gdm nhim
khac. Dong vt linh trudéng khong phai 1a nguoi, nhu khi dudi dai, dugc uvu tién hon, va

nguoi la duge uu tién cao nhat.

Phén tir nhu khang thé dugc “phan 14p” néu n6 dugc bién dbi va/hodc duge 1ay ra
khéi méi truong tu nhién cuia nd bdi ban tay con nguoi.

Nhu dugc st dung ¢ day, dang $6 it “mot” (“a” va “an” va “the”) bao gé)m ca dang
s6 nhiéu trir khi ¢6 quy dinh khac.

“P dic hiéu” trong ngir canh cic tuong tac khang thé-khang nguyén khong nhét
thiét 13 khai niém tuyét ddi ma c6 thé tao thanh thuit ngit twong ddi thé hién mtc do chon
loc cia khang thé dbi voi té bao duong tinh véi khang nguyén so véi té bio am tinh véi
khang nguyén. P dic hi€u cua khang thé dbi voi té bao duong tinh v6i khang nguyén
duoc gy ra boi cac ving bién dbi ciia khang thé nay, va thuong béi cic viing quyét dinh
bd sung (CDRs) cua khang thé nay. Mot cdu tric ¢é thé c6 do dic hiéu tir khoang100 dén
1000 1an déi v6i té bao duwong tinh véi khang nguyén so véi cac té bao am tinh véi khang
nguyén.

Nhu dugc st dung & day, thudt ngir “tai t6 hop” bao gdm su biéu hién tir gen dugc

tao ra boi thao tac di truyén hodc k§ thuat khac bang thao tac trong phong thi nghiém.

Sang ché d& cap dén cac khang thé khang TL1A bién doi chira ving bién ddi chudi
ning va/hodc chudi nhe dugc bién dbi tai td hop cta khang thé 320-179, cac khang thé
bién dbi nay lién két dic hiéu véi TL1A. Cac khang thé bién dbi 320-179 Gic ché kha
nang tuong tdc vdi DR3 va, theo mot s6 khia canh, ca kha ning tuong tic v6i DcR3 cua
TLIA va, e ché thém su truyén tin hiéu duoc cam mg béi twong tac cia TL1A véi
DR3. Céac khang thé nay c6 hiéu luc gia ting so v6i khang thé 320-179. Cac khang thé
nay co ai luc gia tdng d6i v6i TL1A so v6i khang thé 320-179.

-12-
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Hiéu luc dugc gia ting nay c6 thé 13 hidu luc 16n hon it nhat khoang 10 14n so véi
khang thé c6 ving bién ddi chudi ning c6 trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1
va vung bién d6i chudi nhe c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.2. Hiéu luc
duoc gia tang nay c6 thé 13 hiéu luc 16n hon it nhit khoang 12 lan so véi khang thé c6
vimg bién ddi chudi ning c6 trinh tu axit amin nhw néu trong SEQ ID NO.1 va viing bién
d6i chudi nhe c6 trinh tur axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.2. Hiéu luc dugce gia ting
nay c6 thé 12 hiéu luc 16n hon it nhit khoang 13 1in so vé6i khang thé c6 ving bién ddi -
chudi ning cé trinh tu: axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1 va ving bién ddi chudi nhe
¢6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.2. Hiéu luc dugc gia tdng nay co thé 1a
higu luc 16n hon it nhat khoang 15 14n so véi khang thé c6 ving bién dbi chudi ning c6
trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1 va ving bién d6i chudi nhe c6 trinh ti axit
amin nhu néu trong SEQ ID NO.2. Hi¢u luc dugc gia tdng ndy co thé 12 hiéu luc 16n hon
it nhat khoang 20 14n so v6i khang thé c6 ving bién dbi chudi ning ¢ trinh tu axit amin
nhu néu trong SEQ ID NO.1 va ving bién ddi chudi nhe c6 trinh tu axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.2. Hiéu luc dugc gia ting nay c6 thé 13 hiéu luc 16n hon it nhat khoang
25 14n so v6i khang thé c6 ving bién déi chudi ning c6 trinh trr axit amin nhu néu trong
SEQ ID NO.1 va ving bién dbi chudi nhe c6 trinh tir axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO.2. Hiéu luc dugc gia ting nay co thé 13 hiéu luc 16n hon it nhit khoang 27 14n so véi
khang thé c6 ving bién ddi chudi ning cé trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1
va ving bién dbi chudi nhe c6 trinh tr axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.2. Higu luc
duoc gia ting nay c6 thé 13 hiéu luc 16n hon it nhit khoang 40 lan so v6i khang thé c6
ving bién dbi chudi ning c6 trinh tw axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1 va ving bién
dbi chudi nhe c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.2. S6 1an tang hiéu luc ¢
thé duoc xac dinh, vi du, bing cach do su giai phong caspaza trong su chét t& bio theo

chuong trinh dugc cam ung béi TL1A trong thir nghiém té bao TF-1.

Céc khéang thé bién dbi 320-179 duogc bidu hién tai t6 hop, va lién két dic higu véi
TL1A. Khéang thé gbc, 320-179, chira ving bién ddi chudi ning c6 trinh tw axit amin nhu
néu trong SEQ ID NO.1 va ving bién dbi chudi nhe c6 trinh tu axit amin nhu néu trong
SEQ ID NO.2. Theo mot sb khia canh, khang thé bién d6i 320-179 chira ving bién dbi
chudi ning cé trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1 hodc SEQ ID NO.3 va
ving bién dbi chudi nhe c6 trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.14, vé6i diéu

kién 12 khi ving bién dbi chudi ning niy chira trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID
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NO.1, ving bién ddi chudi nhe nay khéng chia trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO.2. Khéang thé bién dbi 320-179 c6 kha ning e ché tuong tic ctia TL1A véi DR3.
Khéang thé bién dbi 320-179 ¢6 hiéu luc ting cudng so v6i khang thé 320-179 va/hoic c6
ai luc tang cuong vai TL1A so véi khang thé 320-179.

Theo mot sb khia canh, vung bién ddi chudi nang nay chura trinh tu axit amin nhu
néu trong SEQ ID NO.1, va viing bién ddi chudi nhe nay chira trinh ty axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.4. Theo mét s6 khia canh, ving bién d6i chudi ning nay chta trinh tu
axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3, va ving bién ddi chudi nhe ndy chira trinh tu axit
amin nhu néu trong SEQ ID NO.2. Theo mdt s6 khia canh, viing bién d6i chudi ning nay
chtra trinh ty axit amin nhu nén trong SEQ ID NO.1, va ving bién dbi chudi nhe nay
chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.5. Theo mét sé khia canh, ving bién
dbi chudi nang nay chira trinh tyr axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1, va ving bién dbi
chudi nhe nay chira trinh tur axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.6. Theo mot s6 khia
canh, ving bién dbi chudi ning nay chira trinh tr axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1,
va ving bién d6i chudi nhe niy chira trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.7.
Theo mot sb khia canh, ving bién ddi chudi ning nay chira trinh tu axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.1, va ving bién ddi chudi nhe ndy chtra trinh ty axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.8. Theo mot sb khia canh dugc wu tién cao, ving bién ddi chudi nang
nay chira trinh tw axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3, va ving bién d6i chudi nhe nay
chtra trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.4. Theo mot sb khia canh, vung bién
dbi chudi ning niy chira trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3, va viing bién ddi
chudi nhe nay chura trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.6. Theo mot s khia
canh, vung bién ddi chudi ning nay chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3,
va ving bién d6i chudi nhe nay chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.7.
Theo mdt sb khia canh, ving bién ddi chudi ning nay chira trinh tu axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.3, va vung bién ddi chudi nhe nay chra trinh tu axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.8. Theo mét s6 khia canh, ving bién ddi chudi ning nay chira trinh tur
axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3, va vung bién ddi chudi nhe nay chira trinh tu axit
amin nhu néu trong SEQ ID NO.10.

Theo céc khia canh wu tién, khang thé bién dbi 320-179 chira ving bién d6i chudi

ning c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3, va ving bién déi chudi nhe c6
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trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.4, va lién két dic hiéu v6i TL1A. Theo mot
sb khia canh, ving bién dbi chudi ning ctia SEQ ID NO.3 duoc ndi véi viing hang dinh
chudi ning IgG1(AK) ngudi (vi du, SEQ ID NO.43) sao cho chudi ning ndy chita SEQ
ID NO.60. Theo mdt sb khia canh, ving bién déi chudi nhe ctia SEQ ID NO.4 dugc ndi
vl vung héng dinh chudi nhe lambda ctia ngudi (vi du, SEQ ID NO.48) sao cho chudi
nhe nay chira SEQ ID NO.61. Khang thé bién ddi 320-179 c6 kha ning rc ché tuong tac
ctia TL1A v6i DR3. Khang thé bién dbi nay c6 hiéu luc ting cudng so v6i khang thé 320-
179 va/hoac ¢6 ai luc tang cuong voi TL1A so V('ﬁ khang thé 320-179.

Theo mot sb khia canh, cac khang thé bién dbi 320-179 dugc bidu hién téi td hop
va lién két dic hiéu v6i TL1A, va chira ving bién ddi chudi ning CDR1 c6 trinh tu axit
amin nhu néu trong SEQ ID NO.15, ving bién d6i chudi ning CDR2 c6 trinh tur axit
amin nhu néu trong SEQ ID NO.28, va ving bién d6i chudi ning CDR3 c6 trinh tu axit
amin nhu néu trong SEQ ID NO.17. C4c khang thé nay c6 thé chira ving bién ddi chudi
nhe CDR1 ¢6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.29, ving bién ddi chudi nhe
CDR2 c6 trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.19, va ving bién d6i chudi nhe
CDR3 c¢6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.30. Theo cac khia canh, trong do
ving bién ddi chudi ning chira trinh tir axit amin nhw néu trong SEQ ID NO.1, ving bién
dbi chudi nhe tét hon néu khéng chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.2.
Céc khéng thé bién dbi 320-179 nay c6 kha ning Grc ché twong téc ciia TL1A véi DR3.
Cac khang thé bién dbi 320-179 c6 hiéu lyc ting cudng so véi khang thé 320-179
va/hodc c6 ai luc tang cuong voi TL1A so véi khang thé 320-179.

Theo mdt sb khia canh, cac khang thé nay lién két dic hiéu véi TLIA va chia
ving bién d6i chudi nang CDRI c¢6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.15,
ving bién d6i chudi nang CDR2 c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.16,
ving bién dbi chudi nang CDR3 c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.17,
ving bién dbi chudi nhe CDR1 c6 trinh tw axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.18, ving
bién dbi chudi nhe CDR2 ¢6 trinh tur axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.19, va ving
bién ddi chudi nhe CDR3 ¢ trinh tr axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.22.

Theo mot sb khia canh, cac khang thé nay lién két dac hiéu véi TL1A va chta
vung bién dbi chudi nang CDRI1 c¢6 trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.15,
ving bién d6i chudi ning CDR2 c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.16,
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vung bién ddi chudi nang CDR3 c¢6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.17,
ving bién d6i chudi nhe CDRI c6 trinh tr axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.23, vung
bién ddi chudi nhe CDR2 c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.19, va ving
bién ddi chudi nhe CDR3 ¢6 trinh tr axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.22.

Theo mdt sb khia canh, cic khang thé nay lién két dac hiéu v6i TL1A va chira
ving bién d6i chudi ning CDR1 c6 trinh tw axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.15,
viing bién d6i chudi ning CDR2 c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.16,
vung bién d6i chudi ning CDR3 c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.17,
ving bién ddi chudi nhe CDRI1 ¢6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.24, viing
bién dbi chudi nhe CDR2 c6 trinh tir axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.19, va vung
bién dbi chudi nhe CDR3 ¢6 trinh tr axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.22.

Theo mdt sb khia canh, cic khang thé nay lién két dic hiéu véi TLIA va chira
ving bién d6i chudi ning CDRI c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.15,
ving bién d6i chudi ning CDR2 c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.16,
vang bién déi chudi nang CDR3 c¢6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.17,
ving bién d6i chudi nhe CDR1 ¢6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.25, viing
bién d6i chudi nhe CDR2 c¢6 trinh tur axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.19, va viing
bién ddi chudi nhe CDR3 ¢6 trinh ti axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.22.

Theo mdt sb khia canh, cac khang thé nay lién két dic hiéu véi TL1A va chira
ving bién ddi chudi ning CDRI c6 trinh tir axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.15,
ving bién d6i chudi nang CDR2 c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.21,
ving bién d6i chudi nang CDR3 c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.17,
ving bién d6i chudi nhe CDRI1 ¢6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.18, ving
bién ddi chudi nhe CDR2 c6 trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.19, va ving
bién dbi chudi nhe CDR3 c¢6 trinh tur axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.20.

Theo mot s6 khia canh, cac khang thé nay lién két dac hiéu v6i TL1A va chua
ving bién ddi chudi ning CDR1 cé trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.15,
vang bién ddi chudi nang CDR2 c6 trinh tr axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.16,
ving bién ddi chudi nang CDR3 c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.17,
vung bién ddi chudi nhe CDR1 c6 trinh tr axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.26, ving
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bién ddi chudi nhe CDR2 c¢6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.19, va ving
bién ddi chudi nhe CDR3 c¢6 trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.22.

Theo mét sb khia canh, cac khéng thé ndy lién két dic hiéu véi TL1A va chira
ving bién ddi chudi nang CDRI c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.15,
ving bién ddi chudi ning CDR2 c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.21,
vung bién ddi chudi ning CDR3 c6 trinh tw axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.17,
ving bién dbi chudi nhe CDRI c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO,.18, vung
bién dbi chudi nhe CDR2 ¢4 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.19, va vung
bién d6i chudi nhe CDR3 ¢6 trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.22.

Theo mot sb khia canh, cac khang thé nay lién két dac hiéu véi TLIA va chia
ving bién déi chudi ning CDRI c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.15,
vung bién ddi chudi ning CDR2 c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.21,
ving bién ddi chudi ning CDR3 c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.17,
ving bién ddi chudi nhe CDR1 ¢6 trinh tir axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.24, ving
bién dbi chudi nhe CDR2 ¢6 trinh tir axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.19, va ving
bién ddi chudi nhe CDR3 c¢6 trinh ti axit amin nhur néu trong SEQ ID NO.22.

Theo mot sb khia canh, cac khang thé nay lién két dac hiéu véi TLIA va chia
vung bién ddi chudi ning CDRI cé trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.15,
ving bién ddi chudi ning CDR2 c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.21,
vung bién dbi chudi ning CDR3 c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.17,
vung bién d6i chudi nhe CDRI c6 trinh tir axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.25, ving
bién d6i chudi nhe CDR2 ¢6 trinh tr axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.19, va ving
bién dbi chudi nhe CDR3 c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.22.

Theo mot sb khia canh, cac khang thé nay lién két dic hiéu véi TL1A va chira
yung bién d6i chudi ning CDR1 c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.15,
ving bién déi chudi ning CDR2 c¢6 trinh tir axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.21,
ving bién d6i chudi nang CDR3 c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.17,
ving bién ddi chudi nhe CDR1 ¢ trinh tr axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.26, viing
bién d6i chudi nhe CDR2 ¢4 trinh tir axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.19, va ving
bién ddi chudi nhe CDR3 ¢ trinh tr axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.22.
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Theo mét sé khia canh, cac khang thé nay lién két dic hiéu véi TLIA va chira
ving bién ddi chudi nang CDR1 c6 trinh tir axit amin nhw néu trong SEQ ID NO.15,
vung bién ddi chudi ning CDR2 c¢6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.21,
ving bién dbi chudi ning CDR3 c6 trinh trr axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.17,
vung bién dbi chudi nhe CDR1 ¢6 trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.18, ving
bién d6i chudi nhe CDR2 c6 trinh tu axit amin nhur néu trong SEQ ID NO.19, va ving
bién dbi chudi nhe CDR3 ¢6 trinh t axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.27.

Theo mdt sb khia canh, cac khang thé nay lién két dic hiéu véi TL1A, va chia
ving bién ddi chudi ning cd trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1 va ving bién
dbi chudi nhe, v6i didu kién 13 ving bién ddi chudi nhe nay khong chira trinh tu axit amin
nhu néu trong SEQ ID NO.2. Theo mét sb khia canh, cac khang thé nay lién két ddc hiéu
v6i TL1A, va chira ving bién dbi chudi ning c6 trinh tu axit amin nhw néu trong SEQ ID
NO.3 va ving bién dbi chudi nhe hodc chudi nhe. Ving bién ddi chudi nhe nay co thé

chira thém ving hang dinh lambda.

Theo mdt sb khia canh, the cac khang thé lién két ddc hidu véi TL1A, va chia
ving bién ddi chudi nhe c6 trinh tu axit amin nhur néu trong SEQ ID NO.2 va ving bién
d6i chudi nang, voi diéu kién 13 ving bién d6i chudi ning nay khong chia trinh tu axit
amin nhu néu trong SEQ ID NO.1. Theo mét sb khia canh, cac khang thé nay lién két diac
hiéu v6i TL1A, va chira ving bién ddi chudi nhe c6 trinh tir axit amin nhu néu trong SEQ
ID NO.4 va vang bién ddi chudi ning. Theo mdt s6 khia canh, cac khang thé nay lién két
dic hiu voi TL1A, va chtra ving bién d6i chudi nhe c6 trinh tu axit amin nhu néu trong
SEQ ID NO.5 va vung bién dbi chudi nang. Theo mdt sd khia canh, cac khang thé nay
lién két dic hidu véi TL1A, va chira ving bién d6i chudi nhe c6 trinh tu axit amin nhu
néu trong SEQ ID NO.6 va ving bién d6i chudi ning. Theo mét sd khia canh, cic khang
thé nay lién két dic hiéu véi TL1A, va chira ving bién d6i chudi nhe c6 trinh tir axit amin
nhu néu trong SEQ ID NO.7 va vung bién ddi chudi ning. Theo mdt s6 khia canh, cac
khang thé nay lién két dic hidu v6i TL1A, vi chira ving bién ddi chudi nhe ¢6 trinh tu
axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.8 va ving bién d6i chudi niang. Theo mot sd khia
canh, c4c khang thé nay lién két dac hiéu v6i TLIA, va chita viing bién d6i chudi nhe c6
trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.9 va ving bién dbi chudi ning. Theo mot sé

khia canh, cac khang thé nay lién ket dac hiéu vai TL1A, va chira ving bién doi chudi
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nhe cé trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NG.10 va vung bién d6i chudi nang.
Theo mot sb khia canh, céc khang thé nay lién két ddc hiéu v6i TL1A, va chira viing bién
dbi chudi nhe ¢6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.11 va ving bién ddi chudi
ning. Theo mét sé khia canh, cic khang thé nay lién két dic hi¢u v6i TLIA, va chira
ving bién ddi chudi nhe 6 trinh tw axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.12 va ving bién
d6i chudi ning. Theo mot 36 khia canh, cac khang thé nay lién két dic hidu véi TLIA, va
chtra viing bién ddi chudi nhe c6 trinh tw axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.13 va ving
bién ddi chudi ning. Theo mdt sé khia canh, cac khang thé nay lién két dic hidu véi
TL1A, va chita ving bién dbi chudi nhe c6 trinh tir axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO.14 va ving bién ddi chudi nang, v6i didu kién 14 néu ving bién dbi chudi nhe nay
chtra trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.2, ving bién ddi chudi nang nay khong
chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1. Ving bién ddi chudi ning nay cé
thé chira thém ving hing dinh chudi ning, bao gbm trinh tu axit amin ving hing dinh

chudi ning IgG1, IgG2, hoic IgG4 bit ky di dwoc mod ta hodc ldy vi du & day.

Céc khang thé bién dbi 320-179 lién két dic hidu v6i TLIA. Cac khang thé nay
lién két voi TL1A ngudi, va c6 thé lién két v6i mot hodc nhiéu trong s6 TL1A khi dudi
dai, TL1A chudt nhét, TL1A chudt, TL1A chudt lang, TL1A méo, TL1A ché, TL1A lon,
hoic TL1A théd. Theo mot s khia canh, cac khang thé nay c6 thé lién két voi TLI1A cua
nhiéu loai khac nhau, vi du, néu epitop ndy duoc dung chung. Theo mot s6 khia
canh,TL1A ngudi chira trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.31, SEQ ID NO.32,
hodc SEQ ID NO.33. Theo mot s6 khia canh, TL1A khi dudi dai chira trinh tu axit amin
nhu néu trong SEQ ID NO.34. Theo mot s6 khia canh, TL1A chudt nhit chta trinh tu
axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.35. Theo mot sb khia canh, TL1A chudt chira trinh
tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.36. Theo mot sb khia canh, TL1A chudt lang
chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.37. Theo mdt s6 khia canh, TL1A meo
chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.38. Theo mot s6 khia canh, TL1A lon
chira trinh tur axit amin nhu néu trong SEQ 1D NO.39. Theo mdt sb khia canh, TL1A tho
chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ 1D NO.40. Theo mot s6 khia canh, TL1A ché
chtra trinh tur axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.41.
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Céc khang thé bién dbi 320-179 c6 ai luc lién két voi epitop trén TLIA ma bao
gdm hing s6 phan ly cin bang (Kp), c6 thé do duge theo thir nghiém loai trir dong hoc,

nhu thr nghiém KINEXA® (Sapidyne Instruments Inc., Boise, ID).

Tét hon néu Kp cho lién két TL1A duoc x4c dinh tir thir nghiém loai trir dong hoc
nhé hon khoang 1000 pM. Theo mot s6 khia canh, Kp cho lién két TL1A duge x4c dinh
tr thir nghiém loai trir ddng hoc 1a nho hon khoang 500 pM, hodc nhé hon khoang 400
pM, hodc nho hon khoang 300 pM, hodc nhé hon khoang 200 pM. Theo mot s6 khia
canh duoc wu tién hon, Kp cho lién két TL1A duge xac dinh tir thir nghiém loai trir dong
hoc la nhé hon khoang100 pM.

Kp cho lién két TL1A duoc x4ac dinh tir thir nghiém loai trir dong hoc c6 thé nim
trong khoang tir 10 pM dén 100 pM. Kp cho lién két TL1A duoc xéc dinh tir thir nghiém
loai trir dong hoc c6 thé nim trong khodng tr 25 pM dén 75 pM. Kp cho lién két TL1A
duogc xac dinh tir thir nghiém loai trir dong hoc c6 thé nim trong khoang tir 30 pM dén 60
pM. Kp cho lién két TL1A dugc xac dinh tir thir nghiém loai trir ddng hoc c6 thé nam
trong khoang tir 30 pM dén 50 pM. Kp, cho lién két TL1A dugc x4c dinh tir thir nghiém
loai trir dong hoc c6 thé ndm trong khoang tir 35 pM dén 50 pM. Kp cho lién két TL1A
dugce xac dinh tir thir nghiém loai trir dong hoc cd thé nim trong khoang tir 36 pM dén 46
pM. Kp cho lién két TL1A dugc xac dinh tir thir nghiém loai trir dong hoc c6 thé nim
trong khoang tir 38 pM dén 44 pM. Kp, cho lién két TL1A dugc x4c dinh tir thtr nghiém
loai trir déng hoc c6 thé nam trong khoang tir 39 pM dén 43 pM. Kp cho lién két TL1A
duoc xac dinh tir thir nghiém loai trr dong hoc c6 thé nim trong khoang tir 40 pM dén 45
pM. Kp cho lién két TL1A dugc xac dinh tir thir nghiém loai trir dong hoc ¢6 thé nam
trong khoang tir 35 pM dén 42 pM. Kp cho lién két TL1A duogc x4c dinh tir thir nghiém
loai trir dong hoc c6 thé 14 khoang 40 pM. Ky, cho lién két TL1A dugc xac dinh tir thir
nghiém loai trir dong hoc co thé 1a khoang 41 pM. Ky, cho lién két TL1A dugc xac dinh
tu thtr nghiém loai trir dong hoc cé thé 1a khoang 42 pM. Thir nghiém loai trir dong hoc
c6 thé sir dung phan tir khang thé hoic phan tir TL1A Iam déi tac lién két hang dinh, va

phéan tir con lai lam chat chuén.

Céc khang thé khang TL1A bién di 320-179 t6t hon néu c6 kha nang lién két v6i
céc té bao duong tinh v6i TL1A. Khang thé nay c6 thé lién két v6i té bao duong tinh véi
TL1A véi gié tri ECso nho hon khoang 100 nM. Khang thé nay c6 thé lién két véi t bao
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duong tinh véi TL1A véi gia tri ECso nhé hon khoang 75 nM. Khéang thé ndy c6 thé lién
két v6i té bao duong tinh véi TLIA véi gia tri ECso nho hon khoang 50 nM. Khang thé
nay c6 thé lién két v6i té bao duong tinh véi TL1A véi gia tri ECsy nhé hon khoang 30
nM. Khang thé nay c6 thé lién két vai té bao duong tinh v6i TL1A véi gia tri ECsy nhé
hon khoang 25 nM. Khang thé nay c6 thé lién két vdi té bao duong tinh véi TL1A véi gia
tri ECso nho hon khoang 20 nM. Khang thé nay c6 thé lién két véi té bao duong tinh véi
TL1A véi gia tri ECso nho hon khoang 18 nM. Khang thé nay c6 thé lién két v4i té bao
dwong tinh véi TL1A véi gia tri ECso nhé hon khoang 15 nM. Khang thé nay c6 thé lién
két voi té bao duong tinh v6i TL1A véi gia tri ECso nhé hon khoang 13 nM. Khang thé
nay c6 thé lién két v4i té bao duong tinh véi TL1A véi gia tri ECs, nhé hon khoang 10
nM. ‘

Céc khang thé bién dbi 320-179 tét hon néu 1a don dong, va t6t hon nita, néu 1a
cac khang thé c6 d6 dai diy du chira hai chudi ning va hai chudi nhe. Theo mét s khia
canh, cic khang thé bao gdm cac din xuit hoic cac doan hodc cic phan cia cic khang
thé ma van gitt dugc do ddc hiéu lién két khang nguyén, va con tot hon néu giit duoc hau
hét hoidc toan bd 4i luc, ciia phan tir khang thé gbc 320-179 (vi du, dbi véi TL1A). Vi du,
chc din xut c6 thé chira it nhat mot vung bién ddi (ving bién ddi chudi ning hodc chudi
nhe). Céc vi du khac vé cac din xuét va cac doan khang thé thich hop bao gdm, khong
gidi han &, cac khang thé c6 do dic hiéu polyepitop, cac khang thé dic hidu kép, cac
khang thé da dic hiéu, cac dime cia globulin mién dich, cac phan tir chudi don, cling nhu
cac phan tt FAb, F(Ab’)2, Fd, Fabc, va Fv, cac khang thé chubi don (Sc), cac khéang thé
Fv chudi don (scFv), cac chudi nhe khang thé don 1é, cac chudi nang khang thé don 18,
thé dung hop gifta cac chudi khang thé va cac phan tir khac, cic monome hoic dime
chudi ning, cic monome hoic dime chudi nhe, cac dime chira mot chudi nang va mot
chudi nhe, va cac multime khac. Cac khang thé Fv chudi don c6 thé 1a da gia. T4t ca cac
isotyp khang thé c6 thé dugc st dung dé tao ra cac dan xuét, doan va phan khang thé. Céc
din xuét, doan va/hoic phﬁn khang thé c6 thé dugc tao ra bﬁng cach téi tb hop va dugc

bi€u hién b1 loai t€ bao bat ky, tién nhan hodc nhan chuéan.

Trong khang thé c6 d6 dai ddy du, mdi chudi ning bao gdm ving bién ddi chudi
ning (duoc viét tit & day 1a HCVR hozc VH) va ving hang dinh chudi ning. Vung hing
dinh chudi ning bao gém ba ving chitc ning, CH1, CH2 va CH3. M&i chudi nhe bao
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gbm ving bién dbi chudi nhe (dugc viét tit & day 1a LCVR hodc VL) va viing hiang dinh
chudi nhe. Vung hfmg dinh chudi nhe bao gém mot vung chic nang, CL. Céc vung VH
va VL ¢6 thé dugc chia nho hon thanh céc vung siéu bién, duoc goi la cac vung quyét
dinh bd sung (CDR), dugc dit xen k& vai cac vimg dugc bao ton nhiéu hon, duge goi 1a
cac ving khung (FR). M&i VH va VL bao gém ba CDR va bdn FR, duoc sip xép tir dau
cung amino dén dau cung carboxy theo trat tu sau day: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3,
CDR3, FR4. Thong thuong, cac dic diém lién két khang nguyén ctia mot khang thé it ¢6
kha nang bi anh hudéng béi cac thay ddi & trinh tu FR so v&i céc thay d6i & cac trinh tu
CDR. Céc phan tir globulin mién dich c¢6 thé thudc typ (vi du, IgG, IgE, IgM, IgD, IgA va
IgY), 16p (vi du, IgGl, IgG2, 1gG3, IgG4, IgA 1 va IgA2) hodc phan 16p bét ky.

Céc khang thé bién dbi 320-179 hoan toan 13 ciia ngudi. Cac khang thé ngudi hoan
toan 12 c4c khang thé, trong d6 toan bd phén tir 13 ctia ngudi hodc ¢ ngudn gde tir ngudi,
hodc bao gdm trinh tu axit amin giéng véi dang ngudi ciia khang thé ndy. Cac khang thé
ngudi hoan toan bao gdm cac khang thé thu duge tir thu vién gen V ngudi, vi du, trong
do6 cac gen ngudi mi héa cac ving bién ddi cua cac khang thé dugc biéu hién tai t6 hop.
Céc khang thé ngudi hoan toan cé thé dugc biéu hién & cac sinh vat khac (vi du, cong
nghé chudt nhét va ngoai chudt nhit) hodc cac t€ bao tir cac sinh vat khac di duoc bién
nap v6i cac gen ma hoa cac khang thé ngudi. Tuy nhién, cac khang thé ngudi hoan toan
c6 thé bao gdm céc gbc axit amin khong dugc ma héa boi cac trinh tu ngudi, vi du, cac
d6t bién dugc dua vao bang cac k§ thuat gdy dot bién ngiu nhién hoic giy dot bién diém
dinh hudng.

Theo mdt sb khia canh, cdc khang thé bién dbi 320-179 c6 thé chira cac khung
protein khéng c6 ngudn gbc tir globulin mién dich. Vi du, c¢6 thé tham khao (Ku &
Schutz, 1995, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92: 6552-6556) mb ta protein xytocrom bdn bé
x04n b562 ¢6 hai vong dugc ngiu nhién héa dé tao ra cac CDR, ma d3 dugc lua chon dé

lién két khang nguyén.

Céc khang thé bién dbi 320-179 c6 thé chira cac bién doi sau dich mi hoic cic
gbc, ma c6 thé anh hudng dén hoat tinh hoic d 6n dinh ctia khang thé. Cac bién d6i hoic
cac gbc nay bao gébm, nhung khong giéi han &, cac gdc dugc metyl héa, axetyl héa,
glycosyl hoéa, sulfat héa, phosphoryl hda, carboxyl hda, va amit hoa va cac gbc khac da

duogc biét r5 trong linh vire ndy. Cac gbc bao gdm nhém héa hoc bit ky hodc cac td hop
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clia cac nhom thudng dugce im thiy trén cac phan ti globulin mién dich trong tw nhién
hodc dugc bd sung vao cac khang thé béng cc hé biéu hién tai td hop, bao g6m cac hé

biéu hién tién nhan hodc nhan chuan.

Vi du vé& céc bién ddi chudi bén duoc dé cap dén boi sang ché bao gdm cac bién
» dbi cua cdc nhém amino nhu bang phan tng alkyl héa khi bang phan Gng v6i aldehyt
sau d6 khtr bang NaBH,; amidin héa bing metylaxetimidat; phan Umg axyl héa véi
anhydrit axetic; carbamoyl héa cdc nhém amino bing xyanat; trinitrobenzyl hoéa cic
nhém amino bang axit 2, 4, 6-trinitrobenzen sulphonic (TNBS); axyl héa cdc nhém
amino bing anhydrit sucxinic va anhydrit tetrahydrophtalic; va pyridoxyl hoa lysin bang
pyridoxal-5-phosphat sau d6 khir bing NaBH,.

Nhém guanidin cta cac gbc arginin c6 thé dugc bién ddi bing cach tao ra cac san
phim ngung tu di vong véi cac chit phan ung nhu 2,3-butandion, phenylglyoxal va
glyoxal. Nhém carboxyl c6 thé duge bién d6i bang cach hoat héa carbodiimit nhd su tao
thanh O-axylisourea sau d6 tao din xuét tiép, vi du, thanh amit twong tng. Cac nhém
sulfydryl c6 thé dugc bién dbi bing cic phuong phap nhu carboxymetyl hoa véi axit
iodoaxetic hodc iodoaxetamit; oxy hoa axit performic thanh axit cysteic; tao ra cac
disufua hén hop véi cac hop chét thiol khac; phan tmg v6i maleimit, anhydrit maleic
hoic maleimit dugc thé khac; tao ra cdc dan xuat thiy ngin bang cach st dung 4-
cloromercuribenzoat, axit 4-cloromercuriphenylsulfonic, phenylmercury clorua, 2-
cloromercuri-4-nitrophenol va c4c din xuét thily ngan khéc; carbamoyl héa véi xyanat &
d6 pH kiém. Cac gbc tryptophan c6 thé dugc bién ddi bang, vi du, phan ing oxy hoéa véi
N-bromosucxinimit hodc alkyl héa vong indol b%mg 2-hydroxy-5-nitrobenzyl bromua
hodc sulfenyl halogenua. Céc gbc tyrosin, mit khac, c6 thé dugc bién ddi bang phan ting
nitrat héa véi tetranitrometan dé tao ra din xuét 3-nitrotyrosin. Bién d6i vong imidazol
ctia gbe histidin c6 thé dwoc thuc hién bang phan tng alkyl héa véi cac dan xudt axit

iodoaxetic hodc N-carbethoxyl hoa v6i dietylpyrocacbonat.

Céc khéng th8 bién dbi 320-179 c6 thé bao gdm cac bién dbi diéu bién thoi gian
ban thai trong huyét thanh va sy phan bd sinh hoc, bao gbm, khong gi6i han &, cac bién
dbi diéu bién tuong tac ctia khang thé nay véi thu thé Fe so sinh (FcRn), thu thé ¢ vai trd
chinh trong viéc bao v€ IgG khéi qua trinh di héa, va duy tri ndng d6 khang thé trong
~ huyét thanh cao. Cac bién dbi didu bién thoi gian ban thai trong huyét thanh c6 thé xuét
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hién & ving Fc cua IgGl, IgG2, hoic IgG4, bao gdm dot bién thé bo ba cia
M252Y/S254T/T256E (céc dot bién thé “YTE”, vdi cach danh sb theo hé thdng danh thir
tu EU (Edelman, G.M. et al. (1969) Proc. Natl. Acad. USA 63, 78-85)), nhu dugc mo ta
trong Patent M§ s6 7,083,784. Cac dot bién thé khac c6 thé xuét hién & cac vi trf 250 va
428, xem, vi du, Patent M§ s6 7,217,797, ciling nhu & céc vi tri 307, 380 va 434, xem, vi
du Cong bd PCT sé WO 00/042072. Vi du v& cac dot bién thé axit amin ving chirc ning
hing dinh ma didu bién su lién két v6i cac thu thé Fe va chirc ning sau d6 dugc giy ra
béi cac thu thé nay, bao gdm su lién két FcRn va thoi gian ban thai trong huyét thanh,
duoc mb ta trong Cong bd don M§ sb 2009/0142340, 2009/0068175, va 2009/0092599.
Céc khéng thé thudc 16p bit ky c6 thé 6 lysin déu cing C chudi ning bi mit hodc bé di
@8 lam gidm tinh khong ddng nhit (AK). Dot bién thé S228P (danh s6 EU) trong IgG4
ngudi c6 thé 1am 6n dinh su trao ddi nhanh Fab khang thé trén in vivo (Labrin et al.
(2009) Nature Biotechnology 27:8; 767-773), va dot bién thé nay cé thé xuét hién tai

cung mot thoi didm vai cac bién ddi YTE va/hoidc AK.

Céc khéang thé bién dbi 320-179 chira vimg chirc ning hing dinh ngudi. Cac ving
chtrc ning hing dinh chudi ning t6t hon néu 13 cac ving chirc ning hing dinh IgGl,
IgG2, hodc IgG4 ngudi. Ving chirc ning hing dinh chudi nhe t&t hon néu 1 ving chirc
nang hang dinh lambda ctia ngudi. Ving chirc nang lambda cta nguoi thich hop chia

SEQ ID NO.48.

Vung hing dinh IgG1 chudi ning ngudi ma cé thé duoc sir dung véi cac khang thé
bién ddi 320-179 6 thé dugc chon tir [gG1 cua ngudi (SEQ ID NO.42), IgG1 ciia ngudi
(AK) (SEQ ID NO.43), IgG1 cta nguoi 252Y/254T/256E (SEQ ID NO.44), 1gG1 cta
nguoi 252Y/254T/256E (AK) (SEQ ID NO.64), IgG1 cta nguoi L234A/L235A/G237A
(SEQ ID NO.63), IgG1 cua ngudi L234A/L235A/G237A (AK) (SEQ ID NO.62), IgGl1
cua nguoi L235A/G237A (SEQ ID NO.65), va IgGl cta nguoi L235A/G237A (AK)
(SEQ ID NO.66). Cac ving hang dinh IgG2 chudi ning ngudi ma cé thé duoc st dung
v6i cac khang thé bién dbi 320-179 c6 thé dugc lwa chon trong s IgG2 cua ngudi véi
khéng cung voi AK (SEQ ID NO.67 va SEQ ID NO.70) va IgG2 cua nguoi
A330S/P331S véi hoac khong cung véi (AK) (SEQ ID NO.71 va SEQ ID NO.68). Cac
ving hing dinh IgG4 chudi ning ngudi ma cé thé dugc st dung véi cac khang thé bién

dbi 320-179 c6 thé duogc chon trong s6 IgG4 ngudi S228P (SEQ ID NO.45), IgG4 ngudi

-24-



37002

$228P (AK) (SEQ ID NO.46), IgG4 ngudi 228P/252Y/254T/256E (SEQ ID NO.47), va
TeG4 ngudi 228P/252Y/254T/256E (AK) (SEQ ID NO.69).

Céc khang thé bién ddi 320-179 c6 thé dugc danh diu, lién két, hodc lién hop véi
cac gbc hoa hoc hodc sinh hoc phan tir bat ky. Cac khang thé dugc danh diu c6 thé dugc
stt dung trong cac Ung dung diéu tri, chdn doan hodc nghién ctru co ban. Cac nhin/thé
lién hop nay c6 thé dugc phat hién, nhu céc chéit gy huynh quang, cac doan do dién hoa
phat quang, chdm lugng tl’I, nhin phéng xa, enzym, protein huynh quang, protein phéat
quang va biotin. Nhan/thé lién hop c6 thé 14 cac chat héa tri lidu, cdc doc to, dong vi
phéng xa, va cac chit khac dugc st dung dé diéu tri bénh nhu diét t& bao ung thu. Cac

chit héa tri liu c6 thé 12 cac chit bat ky thich hop cho muc dich sir dung khang thé.

Céc khang thé nay c6 thé duoc tao din xuét bang cac nhém bao vé/phong bé da

biét dé ngan can su cit phan giai protein hodc dé ting cudng hoat tinh hodc do 6n dinh.

Céc trinh tu polynucleotit ma héa cac khang thé va cc ving chirc ning phu cia
ching (vi dy, cac FR va CDR) dugc mo ta trong phan mé ta nay. Cac polynucleotit bao
gbm, nhung khong gi6i han &, ARN, ADN, cADN, thé lai cia ARN va ADN, va cac
chudi soi don, soi kép hoic ba soi cia ARN, ADN, hodc cac thé lai cua chung. Cac
polynucleotit c6 thé chira trinh tu axit nucleic ma héa ving bién d6i chudi ning va/hoic
ving bién déi chudi nhe ciia khang thé bién ddi 320-179 nhu dugc md ta hogc lay vi du &
day. Cac soi bd sung cua céc trinh ty polynucleotit ndy cling nam trong pham vi clia sing

ché.

Polynucleotit ¢6 thé chira trinh tw axit nucleic ma héa ving bién ddi chudi ning
khang thé c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3. Polynucleotit mé héa trinh
tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3 c6 thé chira trinh tu axit nucleic cia SEQ ID
NO.51.

Polynucleotit ¢ thé chira trinh ty axit nucleic mad héa ving bién d6i chudi ning
khang thé c¢6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1. Polynucleotit ma héa trinh
tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1 cé thé chura trinh tu axit nucleic cia SEQ ID
NO.49.

Polynucleotit c6 thé chira trinh tur axit nucleic ma héa ving bién dbi chudi nhe

khang thé c6 trinh ti axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.2. Polynucleotit m3 héa trinh
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tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.2 ¢6 thé chira trinh tir axit nucleic ctia SEQ ID
NO.50.

Polynucleotit ¢6 thé chira trinh tu axit nucleic ma hoéa ving bién ddi chudi nhe
khang thé c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.4. Polynucleotit mi hoéa trinh
tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.4 c6 thé chira trinh tu axit nucleic ctia SEQ ID
NO.52. '

Polynucleotit ¢6 thé chira trinh tir axit nucleic ma héa ving bién ddi chudi nhe
khang thé ¢6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.5. Polynucleotit mi héa trinh
tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.5 c6 thé chira trinh ty axit nucleic ctia SEQ ID
NO.53.

Polynucleotit ¢6 thé chira trinh tu axit nucleic ma héa ving bién ddi chudi nhe
khéng thé c6 trinh tur axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.6. Polynucleotit ma héa trinh
tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.6 c6 thé chira trinh tu axit nucleic cia SEQ ID
NO.54.

Polynucleotit ¢6 thé chira trinh tu axit nucleic mi héa ving bién déi chudi nhe
khang thé c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.7. Polynucleotit m3 héa trinh
tur axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.7 c6 thé chua trinh tr axit nucleic ctia SEQ ID
NO.55.

Polynucleotit ¢c6 thé chira trinh tu axit nucleic mi héa ving bién d6i chudi nhe
khang thé c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.8. Polynucleotit mi héa trinh
tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.8 c6 thé chira trinh tu axit nucleic ctia SEQ ID
NO.56. |

Polynucleotit c6 thé chira trinh tu axit nucleic ma hoéa viing bién ddi chudi nhe
khang thé c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.10. Polynucleotit ma héa trinh
tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.10 c6 thé chira trinh tur axit nucleic ctia SEQ ID
NO.57.

Theo mdt sb khia canh, polynucleotit chira trinh tu axit nucleic thi nh4t mi héa
ving bién d6i chudi nang khang thé va trinh tur axit nucleic thir hai ma héa viing bién dbi
chudi nhe khang thé. Trinh tr axit nucleic thir nhit c6 thé ma héa ving bién ddi chudi

ning khang thé cé trinh tyr axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3 va viing bién dbi chudi
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nhe ¢6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.2. Polynucleotit ma hdéa trinh tu axit
amin nhu néu trong SEQ ID NO.3 ¢6 thé chira trinh tu axit nucleic ctia SEQ ID NO.51 va
polynucleotit ma hda trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.2 ¢6 thé chua trinh tu
axit nucleic cia SEQ ID NO.50.

Trinh tr axit nucleic thtr nhit c6 thé ma héa ving bién dbi chudi nang khang thé
cé trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3 va vung bién dbi chudi nhe c6 trinh tu
axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.4. Polynucleotit ma héa trinh tu axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.3 c6 thé chira trinh tur axit nucleic ciia SEQ ID NO.51 va polynucleotit
ma héa trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.4 ¢6 thé chua trinh tu axit nucleic

ctia SEQ ID NO.52.

Trinh tu axit nucleic thir nhat c6 thé ma héa ving bién d6i chudi ning khang thé
¢é trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3 va vung bién ddi chudi nhe c6 trinh tu
axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.6. Polynucleotit ma hoa trinh tu axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.3 ¢6 thé chira trinh tir axit nucleic ctia SEQ ID NO.51 va polynucleotit
mai héa trinh tur axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.6 c6 thé chura trinh ty axit nucleic
cia SEQ ID NO.54.

Trinh tu axit nucleic thtr nhit c6 thé m3 héa ving bién ddi chudi ning khang thé
¢6 trinh tw axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3 va ving bién d6i chudi nhe cé trinh tr
axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.7. Polynucleotit ma héa trinh tu axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.3 c6 thé chira trinh tir axit nucleic ctia SEQ ID NO.51 va polynucleotit
mi héa trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.7 ¢6 thé chira trinh tu axit nucleic
cia SEQ ID NO.55.

Trinh tu axit nucleic thir nhit ¢6 thé m3 héa vung bién ddi chudi ning khang thé
cé trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3 va vung bién dbi chudi nhe cé trinh tu
axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.8. Polynucleotit ma hoa trinh ty axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.3 c6 thé chira trinh tr axit nucleic cia SEQ ID NO.51 va polynucleotit
ma héa trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.8 cd thé chura trinh tu axit nucleic
cia SEQ ID NO.56.

Trinh tu axit nucleic thit nhét c6 thé md héa ving bién dbi chudi ning khang thé
¢6 trinh tr axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3 va ving bién d6i chudi nhe c6 trinh tu
axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.10. Polynucleotit ma hoa trinh tu axit amin nhu néu
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trong SEQ ID NO.3 c6 thé chira trinh ty axit nucleic ciia SEQ ID NO.51 va polynucleotit
m3 héa trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.10 c6 thé chira trinh tu axit nucleic
cua SEQ ID NO.57.

Trinh tu axit nucleic thi nhat c6 thé ma hoa vung bién ddi chudi nang khang thé
¢6 trinh tur axit amin nhw néu trong SEQ ID NO.1 va ving bién déi chudi nhe c6 trinh tu
axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.4. Polynucleotit ma hda trinh ty axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.1 ¢6 thé chira trinh ty axit nucleic ciia SEQ ID NO.49 va polynucleotit
m3 hoa trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.4 ¢6 thé chira trinh tu axit nucleic
ctia SEQ ID NO.52.

Trinh tu axit nucleic thir nhit c6 thé m3 héa ving bién ddi chudi ning khang thé
c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1 va ving bién ddi chudi nhe c6 trinh tir
axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.5. Polynucleotit ma hda trinh ty axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.1 c6 thé chira trinh tr axit nucleic ctia SEQ ID NO.49 va polynucleotit
ma hoa trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.5 c6 thé chta trinh tu axit nucleic
ctia SEQ ID NO.53.

Trinh tir axit nucleic thir nhit c6 thé ma héa ving bién ddi chudi ning khang thé
c6 trinh tur axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1 va ving bién ddi chudi nhe c6 trinh tu
axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.6. Polynucleotit ma héa trinh ty axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.1 c6 thé chira trinh tir axit nucleic ctia SEQ ID NO.49 va polynucleotit
mi hoa trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.6 ¢6 thé chira trinh tu axit nucleic
cta SEQ ID NO.54.

Trinh tu axit nucleic thir nhit c6 thé ma héa ving bién ddi chudi nang khang thé
c6 trinh tw axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1 va ving bién d6i chudi nhe c6 trinh tu
axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.7. Polynucleotit ma héa trinh ty axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.1 c6 thé chira trinh ty axit nucleic cia SEQ ID NO.49 va polynucleotit
ma hoda trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.7 cé thé chira trinh tu axit nucleic
cua SEQ ID NO.55.

Trinh ty axit nucleic thtr nhét c6 thé m3 hoéa ving bién ddi chudi ning khang thé
c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1 va ving bién d6i chudi nhe ¢¢ trinh tir
axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.8. Polynucleotit ma hoéa trinh tu axit amin nhu néu

trong SEQ ID NO.1 c6 thé chura trinh tur axit nucleic cia SEQ ID NO.49 va polynucleotit
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ma hoa trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.8 c6 thé chira trinh tu axit nucleic
cua SEQ ID NO.56.

Theo mdt sb khia canh, polynucleotit chira trinh tu axit nucleic thr nhit mi héa
ving bién déi chudi ning khang thé va trinh tu axit nucleic thit hai m3 héa ving hing
dinh chudi ning. Theo c4c khia canh dugc uu tién, polynucleotit chira trinh tu axit
nucleic thtr nhat ma héa ving bién dbi chudi nang khang thé c6 trinh tu axit amin nhu
néu trong SEQ ID NO.3 va trinh tu axit nucleic thir hai ma héa vung hing dinh chudi
nang IgG1(AK) cua SEQ ID NO.43, vi du, polynucleotit chira trinh tu axit nucleic cua
SEQ ID NO.58.

Theo mot sb khia canh, polynucleotit chtra trinh tu axit nucleic tha nh4t m3 hoa
viing bién déi chudi nhe khang thé va trinh tu axit nucleic thir hai mi héa ving hing dinh
chudi nhe. Theo cac khia canh dugc uu tién, polynucleotit chita trinh tu axit nucleic thir
nhit m3 héa ving bién déi chudi nhe khang thé c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ
ID NO.4 va trinh tu axit nucleic thir hai m3 héa ving hing dinh chudi nhe lambda cia
SEQ ID NO.438, vi du, polynucleotit chira trinh ty axit nucleic cua SEQ ID NO.59.

Bt ky trong sd cac polynucleotit dwgc mo ta hodc 14y vi du & day c6 thé duoc
chira trong vecto . Do dd, cac vecto chira polynucleotit dugc dé cép dén nhu mot phan
ctia sang ché. Céc vecto ndy co thé 1a vecto biéu hién. Do d6 cac vecto biéu hién tai td
hop chtra trinh tu ma héa polypeptit can quan tim duoc dé cap dén. Vecto biéu hién nay
c6 thé chira mot hodc nhiéu trinh tu bd sung, nhu, nhung khong gidi han & cic trinh tu
diéu hoa, cac gen danh d4u chon loc, nhén tinh ché, hoac tin hiéu polyadenyl hoa. Cac
yéu t6 diéu hoa nay c6 thé bao gdm trinh tu khéi dong phién ma, yéu t6 ting cudng, vi tri

lién két mARN ribosom, hodc c4c trinh ti didu khién su két thiic phién m3 va dich ma.

Cac vecto bidu hién, dic biét 1a cac vecto biéu hién & dong vat cé vi, co thé bao
gbm moét hodc nhiéu yéu t6 khong dugc phién ma, nhu gbc sao chép, trinh tr khoi dong
thich hop va yéu tb ting cudng lién két véi gen can dugc bidu hién, cic trinh tw khong
dugc phién ma nam bén sudn 5' hodc 3' khac, céc trinh tu khong duge dich ma 5° hoic 3'
(nhu céc vi trf lién két ribosom can thiét), vi tri polyadenyl héa, cac vi tri cho va nhan cét
néi, hodc céc trinh tu két thic phién ma . Gdc sao chép dé cap dén kha ning sao chép

trong vat chu cu thé ciing co thé dugc dua vao.
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Céc vecto nay c6 thé duoc sit dung dé bién nap bt ky trong sé mot khoang rong té
bao cha di dugc biét 16 dbi v6i nguoi c6 kién thirc trung binh trong linh vuc nay, va tbt
hon néu 12 té bao chu c6 kha niang biéu hién cac khang thé. Cac vecto bao gdm, khong
giéi han &, plasmit, phagemid (plasmit gin thém mét doan ADN cia thé thuc khuan),
cosmid, bacmid, nhiém sic thé nhan tao vi khuin (BAC), nhiém sic thé nhan tao nim
men (YAC), va baculovirus, cling nhu céc vecto vi khuén, t& bao nhan chuin, ndm men,
va virut khac. Céc té bao chu thich hop bao gdm, khéng gi6i han &, cac té bao CHO, té
bao NSO, té& bao HEK293, hoic dong té bao én dinh nhan chudn bat ky da biét hodc da

dugc tao ra, va ciing bao gom cac t€ bao vi khuan, nam men, va con trung.

Céac khang thé nay cling c6 thé dugc san sinh ra bdi cac t€ bao lai; cdc phuong

phap tao ra cac té bao lai da dugc biét r6 va duoc xay dung trong linh vuc nay.

Sang ché ciing dé cap dén ché phdm chira cac khang thé bién ddi 320-179. Cac ché
phdm nay c6 thé chtra bat ky trong s& cac khang thé di duoc md ta va/hoic ldy vi du &
day va chit mang dugc chap nhan nhu chit mang duoc dung. Cac chit mang thich hop
bao gdbm méi trudng bit ky ma khong can trd hoat tinh sinh hoc ctia khang thé nay va tdt
hon néu 1a khong doc véi vat chi ma né duoc sir dung cho. Cac ché phim nay cé thé

duoc bao ché dé sir dung cho dbi trong & dang lidu thich hop bét ky.

Céc khang thé bién ddi 320-179 c6 thé duoc sir dung dé didu tri bénh duong ho
hip, bénh dudng tiéu hoa, bénh viém khdp, hodc bénh ngoai da & ddi twong. Do do, sang
ché mb ta cac phuong phap didu tri . Néi chung, phuong phép nay bao gdm buéc sir dung
khéng thé bién ddi 320-179, hoic ché phdm chira no, cho dbi tugng cin duge diéu tri
‘bénh dudong ho hép, bénh duong ti€u hoa, bénh viém khdp, hodc bénh ngoai da, sao cho
bénh dudong ho hép, bénh duong tiéu hoa, bénh viém khép, hodc bénh ngoai da nay dugc
diéu tri. Khang thé bién ddi 320-179 c6 thé chira khang thé bat ky duoc mé ta hoic lay vi
du & day. Viéc sir dung c6 thé bao gdm sir dung khang thé nay dudi da. Viéc str dung c6
thé bao gbém viéc sir dung khang thé nay trong tinh mach. Déi tugng nay t6t hon néu 1a
ngudi. Pbi tuong nay c6 thé 1a dong vat linh trudng khong phai 1a ngudi nhu khi dudi
dai, hodc c6 thé 1a déng vat c6 vi nhu chudt nhét, chudt, chudt lang, méo, lon, thé hodc

cho.

Theo c4c khia canh, trong d6 bénh dudng hé hép can duge diéu tri, phwong phép
nay bao gbém str dung khang thé bién ddi 320-179, hoic ché pham chira né, cho d6i tugng
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can dugc diéu tri bénh duong hé hip. Bénh dudong hd hip ndy cé thé bao gdbm mot hodc
nhiéu trong s6 bénh hen, bénh phdi tic nghén man tinh (COPD), bénh xo héa phdi, bénh
sarcoid phéi, bénh viém mii di ing, hodc bénh xo hda nang Do do, vi du, theo mdt sb
khia canh, phuong phap niay bao gdm st dung khang thé bién dbi 320-179, hodc ché
phém chira no, cho dbi tuong can duoc diéu tri bénh hen, sao cho bénh hen dugc diéu tri
& d6i tuong nay. Theo mot sd khia canh, phuong phap nay bao gdm st dung khang thé
bién d6i 320-179, hoic ché phidm chtra no, cho ddi tugng cin dugc diéu tri COPD, sao
cho bénh COPD duoc diéu tri & dbi tuong nay. Theo mdt sb khia canh, phuong phap nay
bao gbém str dung khang thé bién ddi 320-179, hodc ché pham chira né, cho ddi tuong cin
duge diu tri bénh xo hoa phdi, sao cho bénh xo héa phdi duoc didu tri & dbi tuong nay.
Theo mdot sd khia canh, phuong phap nay bao gdm sir dung khang thé bién dbi 320-179,
hodc ché phém chira n6, cho dbi tuong can duoc diéu tri bénh sarcoid phé)i, sao cho bénh
sarcoid phdi dugc diéu tri & d6i tugng nay. Theo mot sb khia canh, phuong phap nay bao
gdm sir dung khang thé bién dbi 320-179, hodc ché phim chira n6, cho dbi tugng cin
duogc didu tri bénh viém miii di ing, sao cho bénh viém miii di img dugc diéu tri ¢ dbi
tugng nay. Theo mot sb khia canh, phuong phéap nay bao gdm sir dung khang thé bién dbi
320-179, hoic ché phdm chira nd, cho ddi tuong can duge diéu tri bénh xo hoa nang, sao

cho bénh xo héa nang dugc didu tri & ddi twong nay.

Theo cac khia canh, trong d6 bénh duong ti€u hda can duoc diéu tri, phuong phap
nay bao gém st dung khang thé bién dbi 320-179, hodc ché pham chira n6, cho ddi tuong
can duoc didu tri bénh dudng tiéu héa ndy. Bénh dudng tiéu héa cé thé bao gdbm mét
hodc nhiéu trong sé bénh viém duong rudt (IBD), bénh Crohn, bénh viém dai trang, bénh
viém loét dai trang, hoi chimg rudt kich thich (IBS), bénh viém thuc quan ting bach cau
ua eosin, hoac bénh dudng tiéu hda hoac tinh trang bi gdy ra bdi xo hdéa nang Do do, vi
du, theo mot s6 khia canh, phuong phap nay bao gom sir dung khang thé bién ddi 320-
179, hodc ché phém chta né, cho dbi tuong cin duoc diéu tri IBD, sao cho bénh IBD
duoc diéu tri & d6i tugng nay. Theo mdt sd khia canh, phuong phéap nay bao gdm st dung
khang thé bién ddi 320-179, hodc ché pham chira né, cho déi tugng can duoc diéu tri
bénh Crohn, sao cho bénh Crohn dugc diéu tri & ddi tuong nay. Theo mot s6 khia canh,
phuong phép nay bao gdm st dung khang thé bién d6i 320-179, hoic ché phim chira no,
cho dbi tugng can dugc diéu tri bénh viém dai trang, sao cho bénh viém dai trang dugc

diéu tri & dbi twong nay. Theo mét sb khia canh, phuong phap ndy bao gdm sir dung
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khang thé bién d6i 320-179, hoic ché phém chira n6, cho dbi tuong cin duoc didu tri
bénh viém loét dai trang, sao cho bénh viém loét dai trang dugc diéu tri & dbi twrong nay.
Theo mét sé khia canh, phuong phap nay bao goém st dung khang thé bién ddi 320-179,
hoic ché phém chira né, cho dbi tuong cin duoc diéu tri IBS, sao cho bénh IBS duoc
didu tri & dbi twong nay. Theo mdt s6 khia canh, phuong phap nay bao gbm sir dung
khéng thé bién dbi 320-179, hoic ché phdm chira no, cho dbi tugng cin duge diéu tri
bénh viém thuc quan tang bach cAu wa eosin, sao cho bénh viém thuc quan tang bach cu
va eosin duogc diu tri & dbi tugng nay. Theo mdt s khia canh, phuong phép nay bao
gdm st dung khang thé bién dbi 320-179, hodc ché pham chtra né, cho ddi twong cin
duoc diéu tri bénh duong ti€u hda hodc tinh trang bi gy ra bdi sy xo hoa nang, sao cho
bénh duong ti€u hda hodc tinh trang bi giy ra boi su xo hoa nang duogc diéu tri & dbi

tuong nay.

Theo céc khia canh, trong d6 bénh viém khép can duge diéu tri, phwong phap nay
bao gdm str dung khang thé bién ddi 320-179, hoic ché phim chira né, cho ddi tuong cin
duoc didu tri bénh viém khép. Bénh viém khép c6 thé bao gom bénh viém khép dang
thip. Do d6, vi du, theo mot s6 khia canh, phuong phap nay bao gdm st dung khang thé
bién dbi 320-179, hodc ché phdm chira n6, cho dbi twong can duoc didu tri bénh viém

khép dang thip, sao cho bénh viém khép dang thép dugc didu tri & d6i tugng nay.

Theo cac khia canh, trong d6 bénh ngoai da cﬁn dugc diéu tri, phuong phap nay
bao gdm st dung khang thé bién ddi 320-179, hoidc ché phdm chira né, cho d6i tuong cin
duoc diéu tri bénh ngoai da. Bénh ngoai da c6 thé bao gém mot hodc nhiéu trong sb bénh
viém da co dia, eczema, hodc bénh xo cung bi. Do dd, vi du, theo mot s6 khia canh,
phwong phép nay bao gdm sir dung khang thé bién dbi 320-179, hoic ché phdm chira né,
cho dbi tugong can duogc diéu tri bénh viém da co dia, sao cho bénh viém da co dia dugc
diu tri & d6i tuong nay. Theo mdt sb khia canh, phuong phép nay bao gdm sir dung
khang thé bién dbi 320-179, hodc ché phim chira n6, cho ddi tugng can dugc diéu tri
bénh eczema, sao cho bénh eczema dugc diéu tri & ddi tuong nay. Theo mot s6 khia canh,
phuong phép nay bao gdm sir dung khang thé bién di 320-179, hodc ché pham chira né,
cho déi tuong can dugc diéu tri bénh xo cing bi, sao cho bénh xo ctiing bi dugce d Butr &

dbi tuong nay.
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Céc khang thé bién dbi 320-179 dugc mé ta hodc duoc ldy vi du & ddy co6 thé dugc
str dung dé bao ché thubc dé diéu tri bénh duong ho hip. Cac khang thé bién doi 320-179
dugc mo ta hodc dugc léy vi du & day co thé duoge st dung dé bao ché thudc dé didu tri
bénh dudng tiéu héa. Cac khang thé bién dbi 320-179 duge md ta hoic duge lay vi du &
day c6 thé duoc sir dung dé bao ché thudc dé diéu tri bénh viém khép. Cac khang thé
bién ddi 320-179 dugc mé ta hodc duoc 14y vi du & ddy c6 thé duoc str dung dé bao ché
thudc dé didu tri bénh ngoai da. Cac khang thé bién ddi 320-179 dwgc md ta hodc dugc
lay vi du & day c6 thé duoc sir dung dé bao ché thudc dé diéu tri bat ky mot trong sb cac
bénh hen, COPD, bénh xo héa phdi, bénh sarcoid phdi, bénh viém miii di tng, bénh xo
héa nang, bénh viém duong rudt, bénh Crohn, bénh viém dai trang, bénh viem loét dai
trang, hoi chimg rudt kich thich, bénh viém thuc quan tdng bach ciu ua eosin, bénh
dudng tiéu hda hoac tinh trang bi gdy ra boi sy xo hda nang, bénh viém khdp, bénh viém

khép dang thép, bénh viém da co dia, eczema, hoac bénh xo ciing bi.

Céc khang thé bién dbi 320-179 duwoc mé ta hoic dugc 14y vi du & day c6 thé duge
str dung d& didu tri bénh dudng hd hip. Cac khang thé bién dbi 320-179 duge mo ta hodc
duoc 14y vi du & day c6 thé duoc sit dung dé diéu tri bénh duong tidu héa. Cac khang thé
bién d6i 320-179 dugc md ta hodc duoc ldy vi du & ddy c6 thé duge st dung dé diéu tri
bénh hen. Céc khang thé bién dbi 320-179 dugc mb ta hodc dugc ldy vi du & ddy co thé
duogc st dung dé diéu tri bénh ngoai da. Cac khang thé bién d6i 320-179 dugc mé ta hoic
duoc 14y vi du & day c6 thé duoc st dung dé didu tri bénh COPD. Céac khang thé bién ddi
320-179 dugc mé ta hodc duge 14y vi du & dy co thé dugc sir dung dé didu tri bénh xo
hoéa phdi. Cac khang thé bién dbi 320-179 duoc mé ta hoac dugc 14y vi du & day co thé
dugc st dung dé diéu tri bénh sarcoid phéi. Cac khang thé bién ddi 320-179 duoc mo ta
hoic dugce léy vi du & day cé thé duogc st dung dé diéu tri bénh viém mii di ung. Cac
khang thé bién dbi 320-179 dugc mé ta hodc duoc ldy vi du & day co thé dugc st dung dé
didu tri bénh xo hoa nang Céc khang thé bién dbi 320-179 dugc md ta hodc dugc ldy vi
du & day c6 thé dugc st dung dé diéu tri bénh viém dudng rudt. Cac khang thé bién ddi
320-179 dugc md ta hodc duge ldy vi du & day c6 thé dugc sir dung dé didu tri bénh
Crohn. Cac khang thé bién dbi 320-179 dugc mé ta hodc dugc liy vi du & ddy c6 thé
duoc st dung dé didu tri bénh viém dai tring. Céc khang thé bién dbi 320-179 dugc md
t4 hodc dugc ldy vi du & ddy c6 thé dugc st dung dé diéu tri bénh viém loét dai trang.

Céc khang thé bién ddi 320-179 dwoc mé ta hodc dugc ldy vi du & day c6 thé dugc sir
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dung dé diéu tri bénh viém thuc quan tang bach clu va eosin. Céc khang thé bién dbi
320-179 duoc mé ta hodc duge ly vi du & ddy c6 thé dugc sir dung dé diéu tri bénh
duong tiéu hda hodc tinh trang bi gy ra bdi su xo hda nang Céac khang thé bién ddi 320-
179 dugc mo6 ta hoac duoc léy vi du & day co thé duoc st dung dé diéu tri hoi ching rudt
kich thich. C4c khang thé bién déi 320-179 dwoc mb ta hodc dugc 1y vi du & ddy c6 thé
duoc st dung dé didu tri bénh viém khép dang thip. Cac khang thé bién ddi 320-179
duoc md ta hodc duoc 1y vi du & day c6 thé dugc st dung dé diéu tri bénh viém da co
dia. Céc khang thé bién dbi 320-179 duoc md ta hoic duoc 1y vi du & diy c6 thé dugc
str dung dé didu tri bénh eczema. Cac khang thé bién dbi 320-179 dugc mo ta hodc dugc

14y vi du & ddy c6 thé dugc st dung dé diéu tri bénh xo cling bi.

Ciing dugc dé cap dén 1a phuong phap in vitro dé phat hién TL1A trong miu mé
dugc phan 14p tir dbi tugng, bao gdm budc cho khang thé theo diém bét ky trong s cac
diém tr 1 dén 19 tiép xtc v6i miu mod dugc phan lap tir d6i twong dé tao ra phirc hop

khang thé-TL1A, va phat hién phirc hop niy trong miu mo.

Khang thé bién d6i 320-179 c6 thé duoc sir dung dé phat hién cac té bao duwong
tinh v6i TL1A, vi du, trong miu mé thu dugc tir dbi tuong. Cac khang thé c6 thé duoc s
dung d& phat hién céc t bao don nhin méu ngoai vi dwong tinh véi TL1IA (PBMC), vi
| du, PBMC thu dugc tir d6i tugng. Cac khang thé c6 thé dugc st dung dé phat hién TL1A
~ trong huyét thanh mau. Céc phuong phap nay c6 thé duge thuc hién in vivo, ex vivo, in
vitro, hodc tai chd. Néi chung, phwong phap nay bao gém cho bét ky trong sé cac khang
thé bién dbi 320-179 dugc md ta hodc duge léy vi du & day tiép xtic voi md hodc cac té
bao, vi du, cac PBMC, dugc phan lap tr dbi tugng dé tao ra phuc hop khang thé-TL1A,
va phét hién phtrc hop nay trong mé hoic trén té bao. Khang thé nay cé thé duge danh
diu bang nhin phat hién dugc. Khang thé nay co6 thé duoc phat hién béi khang thé thir
cép ma dugce danh ddu bang nhin phat hién dugc. Md nay c6 thé bao gébm hoic c6 thé 1a
dich sinh hoc nhu méu hoic huyét thanh mau. M6 nay c6 thé bao gdm hodc c6 thé 13 md
duong ho hip, nhu mé phdi, nuée bot, dich rira phé quan phé nang, dich dudng tiéu héa,
hodc dich rra duong ti€éu hdéa. M6 nay cé thé bao gém hodc c6 thé 13 da hoic m6 da. Md
nay c6 thé bao gdm hoic c6 thé 13 mé khép bat ky trong co thé. Phuong phap nay co thé
bao gdm thém budc phan ldp mé tir dbi twong. Cac phuong phap nay co thé 1a dinh
luong, vi du, bang cach dinh luong lugng TL1A trong mo, béng cach dinh luong luong té
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bao duong tinh vdi TL1A, hodc bang cach dinh luong luong TLIA trén céac té bao, hodc
bang cach dinh lugng lugng TL1A trong huyét thanh.

Sang ché ciing mé ta cc kit chira bt ky trong s6 cac khang thé bién d6i 320-179
duge md ta va duoc ldy vi du & ddy. Cac kit ndy co thé dugc st dung dé cung cp cac
khéng t_hé va cac hop chit khac dé sir dung trong viéc chin doan, nghién ctru co ban,
hodic cac phuong phéap diéu tri, v.v... Theo mot s6 khia canh, cac kit ndy chira mot hodc
nhiéu khéang thé bt ky trong s cac khang thé bién dbi 320-179 duge md td hodc dugc
1y vi du & day va huéng din st dung mot hodc nhiéu khang thé nay trong phuwong phép
didu tri bénh dudng ho hép, trong phuong phép diéu tri bénh dudng tiéu héa, hodc trong
phucmg phap diéu tri bénh viém khép.

Vi du thwe hién sang ché

Sang ché s& dugc mo ta chi tiét hon théng qua cac vi du sau nhung khong chi giéi

han & cac vi du nay.
Vidul
Nguyén liéu va phuong phap

Céc vi tri axit amin trong cac vi du nay dugc danh sb theo hé théng danh thir tu
Kabat. Cac CDR dugc xac dinh theo phuong phdp AbM cua hé théng dinh nghia CDR

trong toan bd tai liéu nay.

1.1.Tao ra cac cum bién déi. Cac trinh tir axit amin ving bién ddi chudi ning va
chudi nhe cua khang thé 320-179 (SEQ ID NO.1 va 2 tuong tng) dugce sit dung lam
khuon cho thiét ké cia cac dot bién diém. 320-179 da dugc mo ta trude day trong Cong
bb don M§ sb 2014/0255302 (VH 1a SEQ ID NO.186 va VL 1a SEQ ID NO.199 trong
cong bd d6) 1a 320-179 (con duge mb ta 1a C320-179). Khang thé nay c6 cic dac diém
sinh 1y t6t hon, 1a chét &rc ché hiéu qua TL1A va c6 profin gy mién dich duge du doan

thap.

Céc bién thé khang thé cia 320-179 dugc tao ra bang cach thé mét axit amin trong
nhém gdm chin axit amin dai dién - A, S, Q, D, H, K, L, W, Y - mdt axit amin mt lan tai
mot trong mdi vi tri axit amin CDR (nhu dugc xac dinh béi danh phdp AbM) trong
CDRI1 chudi nhe (CDR-L1), CDR3 chudi nhe (CDR-L3), CDR1 chudi ngng (CDR-H1)
va CDR2 chudi ning (CDR-H2). Céc bién thé ctia khang thé, chira A, S, Q, D, H, K, L,

-35-



37002

W, Y, cling dugc tao ra ¢ vi tri 59 va 60 trong chudi ning bién ddi va & vi tri 79 trong
chudi nhe bién ddi. Danh muc diy di cua tit ca cac bién thé khang thé dugc thé don da

tao ra duoc thé hién Ian luot trong Fig.1 (chudi ning bién dbi) va 2 (chudi nhe bién dobi).

1.2.CAu tric ctia cac vecto biéu hién cac khang thé. Céc bién thé ving bién dbi
duogc tao ra béng cach dich ma nguoc céc trinh tu axit amin thanh cac trinh tw ADN ma
sau d6 duoc téng hop tir dau bang cach lap rap céac oligonucleotit tong hop. Céc bién thé
Vy duoc tach dong phu vao vecto biéu hién ctoa dong vat c6 va chlra vung hﬁng dinh
ngudi dé tao ra cac chudi nang khang thé c6 do dai diy dt (ving chie ning Cyl chudi
ning IgG1 ciia ngudi, ving ban 1€, ving chtic ning Cy2 va Cy3 ) (vi du, UniProt No.
P01857). Tuong tu, cac bién thé V| duoc tach dong phu vao vecto biéu hién cla dong vat
co6 vu chfrﬁ ving hing dinh chudi nhe lambda ctia ngudi dé tao ra cac chudi lambda
khéng thd c6 do dai ddy du (SwissProt s6 POCGO05.1). Trong mot sd trudng hop, chudi
nang c6 do dai déy du va, riéng biét, chudi nhe, duoc dich ma nguoc thanh cac trinh tu

ADN va duoc tdng hop tiép tir dau bang cach lap rap cac oligonucleotit tdng hop.

1.3.Biéu hién céc bién thé khang thé. Cac khang thé duoc tao ra bang cach dong
chuyén nhiém cac chudi Inaflng va nhe khang thé vao cac té bao EXPI293® (Life
Technoiogies, Carlsbad, CA). Vao ngay trude khi chuyén nhiém, s6 luong t& bao can
thiét cho thir nghiém duoc xéc dinh. Cho m3i 1an chuyén nhidm 20 mL, cin 3,6 x 107 t&
bao trong 20 mL mdi trudong biéu hién EXPI293®. Vao ngay trude khi chuyén nhiém,
cac té bao dugc gieo & mat dd 0,9 x 10° t& bao séng/mL va dugc 1 qua dém & nhiét do
37°C trong khi quyén dugc 1am 4m 8% CO, trong khong khi trén may lic tron quay & toc
d6 200 vong/phit. Vao ngdy chuyén nhidm, s lugng té bao va kha ning séng sot duge
x4c dinh bang cach st dung may dém t&€ bao tr dong. Chi cdc moi trudng nudi cly ¢6
>98% té bao sbng sot duge s dung. Pdi véi fnSi 14n chuyén nhiém 20 mL, cac phirc hop
lipit-ADN dugc bao ché bang cach pha loing 10pug ADN chudi nang va 10pg ADN chudi
nhe trong méi truong huyét thanh giam (Cat. sd 31985-062) OPTI-MEM® (Life
Technologies, Carlsbad, CA) I dén tdng thé tich 13 1,0 mL. 54pL chéat phan Gng
EXPIFECTAMINE® 293 (Life Technologies, Carlsbad, CA) duoc pha lodng trong mo1
truong OPTI-MEM® [ dén téng thé tich 1,0 mL. Ca hai lo dugc tron nhe nhang va duge
u trong 5 phut & nhiét do phong. Sau khi 1, ADN da pha loang dugc tron véi chét phan
tng EXPIFECTAMINE® 293 di pha loing va hén hop ADN-chit phan ung
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EXPIFECTAMINE® 293 dugc u thém 20 phat & nhiét d6 phong dé tao thanh phirc hop
ADN-chét phan tng EXPIFECTAMINE® 293. Sau khi @, 2 mL phirc hgp ADN-chét
phan ing EXPIFECTAMINE® 293 dugc bd sung vao mdi dng phan tng sinh hoc 50mL
(TPP Techno Plastic Products AG). Pbi v6i 6ng ddi ching 4m, 2 mL mdi trudng OPTI-
MEM® (Life Technologies, Carlsbad, CA) I dugc bd sung vao thay cho phirc hop ADN-
chét phan tng EXPIFECTAMINE® 293. Cac té bao dugc u trong ti 4p 37°C véi khi
quyén duoc 1am 4m 8% CO, trong khong khi trén mdy lic tron quay & 200 vong/phiit.
Khoang 16-18 gid sau chuyén nhiém, 100pL chit ting cudng chuyén nhidm 1
EXPIFECTAMINE® 293 va 1,0mL chit ting cuong chuyén nhiém 2
EXPIFECTAMINE® 293 dugc bd sung vao mdi éng phan tmg sinh hoc. Cac khang thé
dugc thu hoach ¢ khoang 72 gio sau khi chuyén nhiém.

1.4.Tinh ché cac bién thé khang thé . Mdi bién thé khang thé dugc biéu hién trong
c4c t& bao EXPI293® trong 20 mL mbi trudmg nudi cay té bao. Céac mbi truong nudi ciy
duoc ly tm trong cac dng dung diu con 50 mL & tbc d6 3000 x g trong 20 phit, va dich
ndi dugc loc b'flng cach sir dung thiét bi loc 0,22um (Corning). Cac dich ndi dugc tinh
ché bang cach sir dung robot Gilson ASPEC GX274. Néi ngén gon, cac cot SPE (Agilent,
12131014) da dugc nap 1,2 mL nhua protéin A MABSELECT SURE® (GE Healthcare
Bio-Sciences AB Uppsala, Thuy Dién) dugc cin bing so bd véi 3_thé tich cot 1a 1X PBS.
18 mL dich ndi duoc chay qua cac cdt sau do 1a 4 ml dung dich rira 1X PBS. Mbi cot
dugc rira giai so bd v6i 0,9 mL axit xitric 0,1 M, d6 pH=2,9. Cac khéng thé da tinh ché
dugc rira giai voi 2 mL axit xitric 0,1 M, do pH=2,9. Céc khang thé duoc khir mudi vao
Serensens PBS (59,5 mM KH,PO,4, 7,3mM Na,HPO,.2H,0, 145,4mM NaCl (d6 pH
~5,8)) bang cach st dung cac cot PD-10 (GE Healthcare). '

1.5.Su biéu hién khang thé va lién két khang nguyén nhu duogc xac dinh bang SPR.
Bing cach str dung chip cam bién CM5 (GE Healthcare) Protein A (Pierce) dugc tao cip
v6i bé mit chip nay bang cach st dung kit tao cip amin (GE Healthcare). Protein A duoc
tao ciap trén té bao dong chay 1 va 2 (hoic ngodi ra, 3 va 4) bing cach st dung
BIACORE® T200. Dich ndi tir cac t& bao EXPI-293® chira khang thé hoic cac khang
thé d3 tinh ché khéc (nhu dugc mé ta trong 1.4) duoc cho qua bé mit cia té bao dong
chay 2, trong khi dung dich d¢ém (HBS-EP) dugc cho qua té bao dong chay 1. Luong dich

ndi hoic protein di tinh ché (ciing nhu ndng do) duge tiém trong giai doan bat gift thay

-37-



37002

dbi gitra cac 1an chay va dugc x4c dinh trong phan dau ciia cac Bang 3-11. Két thuc budc
tiém dich ndi hodc khang thé d3 tinh ché, su thay dbi vé cac don vi dap tng dugc do. Gia
tri nay dugc bao céo 1a Mirc bat giit trong Bang 3-11. Pé xac dinh khang thé nay c6 lién
két véi TL1A hay khéng, sau d6 TL1A dugc cho qua céc té bao dong chay 1 va 2 va cac
don vi dap ung duge do trude khi két thic bude tiém TL1A (pha két hop). Gia tri nay
duge ky hiéu 1a Mirc lién két TL1A (s6m) trong cac Béng 3-11. C4c don vi dap ung dugc
do trude khi két thac pha phan ly. Gia tri nay duoc ky hiéu 1a Mitc lién két TL1A (mudn)
trong cac Bang 3-11 va 1a s6 do luong khang thé da b1 mét tir bé mit ctia chip nay do su
phan ly cua phirc hop TL1A - khang thé. P thi dap Gng theo thoi gian duoc tham chiéu
kép (t& bao dong chay 2 dugc trir di tir té bao dong chay 1 va khoang trdng dém). Vi c6
mdt lwong 16n bién thé khang thé cin phai sang loc, cac bién thé khang thé nay dugc sang
loc qua nhiéu 14n chay khac nhau (Bang 3-11). Trong mdi trudng hop (ngoai trir 14n chay
3) khéang thé gbc, 320-179 duoc bao gdm trong ldn chay, véi muc dich so sanh. Tom tit

cac diéu kién dugc st dung trong mdi lan chay 1a dudi day:

Bang 1.
Mikc x Théi diém | Thoi diém
A . o~ Mau . . B .
Lan Dich bat gii TLI1A caa mirc ciia mirc
chay 2. | Protein gan - lién ket lién ket Chu thich
# not diing SZ:SL TL1A TL1A
®y) | ®¥MY | 6m) | (mugn)
Khang t’hé duoc pha
loang dén nong do6 2
! x 400 10 >9 590 ug/mL, thoi gian bit gitt
thay ddi
Dich n6i dugc pha lodng
2 X 1000 10 44 220 vao dém chay, thoi gian
bét giit thay ddi
Khang t,hé dugc pha
loadng dén ndng d6 2
2 x 400 10 44 390 ug/mL, thoi gian bit gift
thay dbi
Thay Dich n6i duogc pha lodng
3 X 2 10 59 590 vao dém chay, thoi gian
doi T A
bat giit 60 gidy
Khang thé dugc pha
4 X 500 5 44 220 loing dén ndng do 2
ug/mL vao dém chay
5 X 100 5 44 220 Dich n6i dugc pha loéng
vao dém chay,
Khang t’hé dugc pha
Thay loang dén ndng do 2
6 X ddi > a4 170 ug/mL vao dém chay va
duoc bt giir trong 45
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gidy

Khang tl}é duoc pha
7* X 400 5 44 220 loang dén nong do
khoang 2 ug/mL

Khéng t,hé duoc pha
loang dén ndng d6 2
8 X 400 5 44 590 ug/mL, thi gian bit git
thay doi

Khéng thé duoc pha
lodng dén ndng d6 2
9 X 400 5 44 390 ug/mL, thoi gian bit gii
thay doi

* L an chay nay duoc thuc hién trén Biacore® A100

Su lién két cua khang thé khang TL1A véi TLIA cua cic loai khac nhau ciing
duge xac dinh bang cach sir dung SPR. Khang thé khang TL1A bi bét gii trén bé mat cta
Protein A. TL1A cta nguoi, chudt, chut nhit, tho, chudt lang, lon, ch6, meo hodc khi

dudi dai dugc cho chay qua bé mit ndy va cac don vi dap tmg nay dugc do.

1.6.San sinh TL1A. TL1A nguoi dugce san sinh trong hé biéu hién EXPI293® cua
dong vat c6 vi, st dung cu tric biéu hién ADN mi hoéa vung chirc ning ngoai bao
(ECD) cta TL1A ngudi voi HIS va dudi FLAG nim & dau cing N. Cac dang TL1A ctia
loai khac duoc tao ra dua trén danh muc trinh tu trén co s¢ dit liéu duoc liét ké cong khai

. Céc dang nay dugc tom tit dudi day:

Bang 2.
TLIA loai Tham khéo cl(:h sa(; dir li€u cong SEQ ID NO.
Nguoi UniProt: 095150 31
SEQ ID NO.125 tir
Khi dudéi dai Cong b don My s6 34
2014/0255302

Chudt nht UniProt: QSUBVS 35
Chudt UniProt: Q8K3Y7 36
Chudt lang UniProt: HOVFNS 37
Meéo NCBI: XP 003995828.1 38
Lon UniProt: I3LL00 39
Thé UniProt: GIT1T1 40
Cho UniProt: JOP221 41

Dich ndi nudi cdy chira protein TL1A d4 tiét ra dugc thu hoach bang céach ly tAm &
tdc do 2000 x g trong 10 phut dé loai bo cac té bao. Protein TL1A duogc tinh ché tir dich
ndi bang cach st dung cot HP HISTRAP® (GE Healthcare). Protein da rira giai duge trao
ddi dém vao PBS bang c4ch sir dung cot loai diéu ché HILOAD® 16/60 Superdex 200
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(GE Healthcare) va phan doan ~70 kDa dugc tdch béng cach loc gel trén cot loai diéu ché
HILOAD® 26/60 SUPERDEX® 200 (GE Healthcare).

1.7.Thir nghiém hiéu Iuc dong té bao TF-1. Pé xac dinh cac khang thé khang
TL1A c6 vb hiéu héa vé mit chic nang hoat tinh sinh hoc cua TL1A hay khong, cac
khang thé nay dugc thir nghiém vé kha nang lam maét tac dung giy chét té bao theo
chuong trinh do TLIA trong dong t& bao TF-1. Dong té bao bi ting hong-bach ciu ngudi
TF-1 (ATCC: CRL-2003) duoc nudi trong mdi truomg nudi cdy trong cac diéu kién
chuin. Céc té baoTF-1 (7,5 x 10%/giéng) duogc u trong cac dia 96 giéng c¢6 cac mit mau
den (Greiner) v6i TL1A ngudi 100 ng/ml va xycloheximit 10 pg/ml dé gay chét té bao
theo chuong trinh. Cac khang thé thir nghiém & ndng dd 10 pg/mL (66,7 nM) hbéc thap
hon duge bd sung vao cic dia va duge U trong 4 dén 5 gio. Sau d6 tic dung giy chét té
bao theo chuong trinh duoc danh gia bang cach sir dung Kit caspaza dong nhat (Roche)

theo huéng din ctia nha sin xuat.

S6 liéu duoc chudn héa bang cach thé hién dudi dang ti 16 phan tram chét té bao
theo chuong trinh ti da (mtrc d6 chét t& bao theo chwong trinh dat dugc bsi TL1A ngudi
cong vdi xycloheximit khi khong c6 mit khang thé khang TL1A ).

1.8.Tinh chon loc thu thé cta cac khang thé din. TLI1A lién két véi ca thu thé
truyén tin hiéu cung ho cida no, DR3, va v6i thu thé gay chét, DcR3, ma cling dong vai
tro 14 thu thé gy chét cho cc thanh vién ho TNF Fas-L va LIGHT. Cac khang thé dugc
danh gia vé kha nang cia chung trong viéc tic ché su lién két ciia TL1A véi cac thu thé
ciia né trong ELISA canh tranh. Thé kham DR3/Fc (R&D Systems) hoic thé kham
DcR3/Fc (R&D Systems) dugc phu 1én dia 96 giéng (Maxisorp, Nunc) & ndng do
2ug/ml. Cac khang thé thir nghiém di dugc pha lodng tudn tu duoc G so bo véi TL1A
ngudi duge biotinyl héa mét vi tri duy nhét 1pg/ml trong 30 phut sau d6 dugc bd sung
vao céc giéng da phu DR3/Fc hodc DcR3/Fc. TL1A d3 lién két duge phat hién bang cach
stt dung streptavidin-peroxidaza cdy cai ngwa 1:2000 (BD Pharmingen). S6 liéu duoc
chuén hoa bang cach thé hién dudi dang ti 18 phan trim cua lién két t6i da cia TL1A véi

thu thé khi ving mit khang thé khang TL1A.

1.9.Thtr nghiém loai trir dong hoc. Thir nghiém nay do néng do tu do cia mot
trong cac dbi tac lién két ma khong 1am anh huéng dén su can bang. Cac dung dich c6 thé

duoc didu ché ngoai tuyén, stir dung cac protein chua duoc bién d6i trong dung dich, va
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céc s6 do 4i luc c6 thé duge doc vai ngay sau khi tron dé dam bao 1a da dat dugc sy can
béng. Trong thtr nghiém loai trr dong hoc, mdt chét tuong tac (dugc goi la ddi tac lién
két héng dinh, hodac CBP) dugc gilt ¢ néng do héng dinh, trong khi chét con lai (duoc goi
12 dung dich chuin) dugc pha lodng tuan tu. Thir nghiém loai trir dong hoc ¢6 thé duogc
stt dung dé xédc dinh hing sé phan ly (Kp) va 4i luc cia twong tdc khang thé-khang
nguyén. Trong thr nghiém loai trir dong hoc dién hinh, dung dich chudn dugc cd dinh
vao céac hat (vi du, hat Sepharose hodc PMMA) va dugc st dung dé bit gitt CBP tu do
trong dung dich. Sau do mau do dugc danh diu tht hai duge st dung dé dinh lugng
luong CBP da bi bat gitt. Thir nghiém loai trir dong hoc dugc xem lai trong Darling, RK
et al. (2004) ASSAY va Drug Development Technol. 2(6):647-57.

Céc thanh phan dugc két hop va duge cho phép dat t6i trang thai cin bang. Sau d6
thir nghiém loai trir dong hoc dugc sir dung dé do phéan doan tu do cia CBP. Cac dudng
cong cin bang v6i nhiéu néng d6 CBP duoc phan tich bang cach st dung cong cu phan
tich n-dudng cong trong phin mém KinExA® Pro (Phién béan 4.1.11, Sapidyne) dé thu
duge cac quyét dinh Kp ting cudng. Twong tac cia 320-587 voi TL1A nguoi dugc kiém
tra bing céch st dung hai hudéng: (1) CBP 14 320-587, dung dich chuan 1a TL1A, va (2)
CBP 1a TL1A, dung dich chuén 1a 320-587.

Vidu2
Céc két qua thir nghiém

2.1.Lua chon c4c bién thé lién két TL1A véi tbc do phan ly twong duong hodc
duoc cai thién so v6i C320-179. Cac bién thé cta khang thé 320-179 dugc chu tric va
duoc biéu hién nhu d3 mé ta trén day. Cac dich ndi EXPI293® (Life Technologies Corp.)
ctia mdi bién thé dugc danh gia bang BIACORE® (GE Healthcare) va s6 liéu thu duoc
dugc so sanh véi sb liéu cua khang thé géc 320-179. Trong mot s6 thir nghiém, céac
khang thé dugc tinh ché bang cach str dung sic ky Protein A (Xem 1.4) va cac khang thé
da tinh ché dﬁgc str dung trong cac thu nghiém BIACORE® (GE Healthcare). Bang 3-11
thé hién mtrc dd biéu hién ctia mdi bién thé, cing vai su lién két cia n6 véi TL1A & thoi
didm sém va mudn. Trong cac 1an chay sau (Bang 10 va 11) cac bién thé khang thé chira

nhidu hon mot dot bién thé axit amin dugc thir nghiém.

-41-



37002

Béng 3. Thir nghiém SPR - Chay Ian 1 - Céc khang thé khang TL1A lién két v6i
TLIA. * thé hién céc khang thé duoc lua chon dé thur nghiém trong thir nghiém vé hiéu

Iuc.
. . , . vz | Mirc dg lién . mmven 1 K
| Dot bién thé | Dot bibn thé | MECDA | gy 0 Mire 49 lién ket
Khéng thd | VHsovéi | VL sovéi glir (Sém) TL1A (Mugn)
320-179 320-179 Khang thé da tinh ché

320-179 Khong Khong 410 140 117
320-184* Khong L79A 414 141 118
320-185* Khong L79S 401 137 114
320-186* Khong L79Q 398 136 113
320-187* Khong L79D 388 134 112
320-188* Khong L79H 397 136 113
320-189* Khong L79K 393 130 107
320-190* Khong L79W 395 136 113
320-191* Khong L79Y 408 140 117

Béng 4. Thir nghiém SPR - Chay 1dn 2 - C4c khang thé khang TLI1A lién két véi
TL1A. * thé hién c4c khang thé duoc lua chon dé thir nghiém trong thir nghiém vé hiéu

Iuc.
, By Mirc d6 | Mirc do Mirc 4 | Mirc do
) Dotbien | Dotbien | npgepfe | lignkét | lien két | Mic | lien két | Lién két
Khing | thé VH | the VLso | .5 TL1A | TL1A | bitgiw | TLIA | TL1A
the S0 v&i voi 320- (Sém) | (Muén) (Sém) | (Muén)
e 17 Dich néi Khang thé d3 tinh ché
320-179 | Khong | Khong 1133 287 261 410 140 117
320-192 | Khong | T24A 960 238 218 ; - -
320-193 | Khong T24S 990 249 227 409 103 91
320-194 | Khong | T24Q 974 247 226 398 76 64
320-195 | Khong | T24D 992 249 227 ] ] -
320-196 | Khong | T24H 995 250 228 - ] -
320-197 | Khong | T24K 1017 255 232 401 105 94
320- | Khong | T24L 1023 262 241 - ; -
320-199 | Khong | T24W 1050 251 233 404 97 85
320200 | Khong | T24Y 1027 251 231
320- | Khong | S25A 990 274 252 393 73 57
320- | Khong $25Q 1034 234 214 ] - ]
320-203 | Khong S25D 977 61 24 407 65 35
320204 | Khong S25H 1003 193 155 - ] -
320- | Khong S25K 1025 290 271 401 70 51
320206 | Khong S25L 1000 257 235 - ; ;
320- | Khong | S25W 1022 268 243 - - -
320208 | Khong | S25Y 1034 222 199 - - ]
320- | Khong | S26A 1007 222 200 - - ]
320210 | Khong S26Q 1033 225 202 ; ] ;
320- | Khong S26D 1025 206 164 392 80 64
320212 | Khong S26H 1013 226 205 ] - -
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oz oz Mire d§ | Mirc do Mirc d¢ | Mirc do
] Dotbién | Dotbien | nypepi¢ | lien két | lienkét | Mic | lién két | lién két
Khing | the VH | thé VLso | .55 TLIA | TLIA | bitgi# | TLIA | TLIA
thé S0 voi voi 320- (S6m) | (Muén) (Sém) | (Mudn)
320-179 17 - Dich néi Khang thé d4 tinh ché
320- | Khong S26K 1052 218 194 422 79 65
320-214 | Khong S26L 1038 221 196 ] ] -
320215 | Khong | S26W 1021 220 199 - - -
320216 | Khong S26Y 1010 171 147 - - -
320217 | Khong S27A 1076 258 235 - - :
320218 | Khong S27Q 1081 239 218 412 92 80
320- | Khong S27D 1061 243 220 - a -
320-220 | Khong S27H 1049 253 230 - ; -
320221 | Khong S27K 1063 225 207 413 99 89
320222 | Khong S27L 1037 156 96 - - -
320223 | Khéng | S27W 1061 143 66 - - ;
320224 | Khong S27Y 1055 198 153 - - -
320225 | Khéng | S27aA 1066 267 243 - - -
320- | Khong | S27aQ 1035 250 228 _ - -
320227 | Khong | S27aD 1022 242 218 - ; -
320228 | Khéng | S27aH 1072 259 235 - - -
320- | Khong | S27aK 1057 268 251 - - ;
320230 | Khong | S27aL 1087 245 223 ] ] ;
320231 | Khong | S27aW 1078 271 243 - - -
320232 | Khong | S27aY 1051 261 235 - - ]
320-233 | Khong | D27bA 1118 255 235 409 48 16
320-234 | Khong | D27bS 1089 262 239 ] - -
320235 | Khong | D27bQ 1110 256 236 - - -
320236 | Khong | D27bH 1085 254 232 415 5 6
320237 | Khéng | D27bK 1073 240 21 398 10 8
320238 | Khong | D27bL 1106 221 191 - - -
320239 | Khong | D276W | 1079 212 163 - -
320240 | Khéng | D27bY 1089 230 196 - - _
320- | Khong | D7cA 1092 179 122 - - -
320242 | Khéng | 127cS 1076 124 49 ] - -
320243 | Khéng | 127¢Q 1065 71 26 - -
320- | Khéng | D7D 1083 21 20 - - -
320- | Khéng | 127cH 1084 5 26 - - -
320246 | Khong | I27cK 1089 32 23 ] - -
320-247 | Khéng | I27cL 1078 205 162 - ; -
320-248 | Khong | I27cW 1110 96 30 - ] -
320-249 | Khéng | D7cY 1096 77 28 - - -
320250 | Khong | G28A 1104 180 115 - - -
320251 | Khong | G28S 1085 134 50 - - -

Béang 5. Thir nghiém SPR - Chay lin 3 - C4c khang thé khang TL1A lién két véi
TL1A. * thé hién c4c khang thé duoc Iwa chon dé thir nghiém trong thir nghiém vé hiéu

Iuc.
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. Py _ .. | Micdglien | Mirc dé lién
| Dotbien | Dotbien | MUChAt| e gy g, két TL1A
Khang the t’h'e VH so t,h-e VL so g (S6m) (Muén)
v6i 320-179 | v6i 320-179 Dich 03
320-252 Khong G28Q 996 20 9
320-253 Khong G28D 1073 6 6
320-254 Khéng G28H 1021 17 8
320-255 Khéng G28K 842 24 8
320-256 Khéng G28L 1055 30 10
320-257 Khéng G28W 981 83 18
320-258 Khéng G28Y 823 9 6
320-259 Khéng A29S 824 194 179
320-260 Khéng A29Q 836 182 165
320-261 Khong A29D 956 86 29
320-262 Khong A29H 891 209 190
320-263* Khong A29K 848 121 123
320-264 Khéng A29L 831 199 184
320-265 Khéng A29W 1057 168 69
320-266 Khéng A29Y 934 218 192
320-267* Khéng G30A 1148 299 297
320-268 Khéng G308 392 28 7
320-269 Khéng G30Q 764 126 93
320-270 Khéng G30D 511 9 5
320-271 Khéng G30H 1067 106 30
320-272 Khéng G30K 935 5 5
320-273 Khéng G30L 710 4 4
320-274 Khéng G30W 796 12 7
320-275 Khéng G30Y 751 44 10
320-276 Khéng L31A 1273 244 215
320-277* Khéng 131S 1741 387 361
320-278* Khéng 131Q 1696 389 374
320-279 Khéng L31D 561 144 128
320-280%* Khéng L31H 881 228 211
320-281 Khéng L31K 321 22 6
320-282 Khong L31W 811 75 16
320-283 Khéng 131Y 317 2 3
320-284 Khéng G32A 374 1 2
320-285 Khéng G328 400 1 2
320-286 Khéng G32Q 576 1 4
320-287 Khéng G32D 339 0 2
320-288 Khong G32H 422 1 3
320-289 Khéng G32K 463 1 3
320-290 Khéng G32L 361 1 2
320-291 Khéng G32W 414 2 3
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Mire do lién

Mic do lién

| Dotbien | Dot bién Mirebat | e rria két TL1A
Khang thé th‘e VH so t’h.é VL so gir (Sérm) (Muén)
v6i 320-179 | v6i 320-179 Dich n81
320-292 Khong G32Y 423 111 94
320-293 Khong V33A 421 104 86
320-294 Khong V338 419 79 61
320-295 Khong V33Q 414 109 94
320-296 Khong V33D 428 118 104
320-297* Khong V33H 420 95 77
320-298 Khong V33K 416 114 100
320-299 Khong V33L 420 51 13
320-300 Khong H34W 417 111 - 95
320-301 Khong H34Y 456 108 96
320-302* Khong H34A 423 99 74
320-303 Khong H34S 408 71 32
320-304 Khong H34Q 401 103 82
320-305 Khong H34D 424 34 10
320-306 Khong H34K 452 147 133
320-307* Khong H34L 873 216 200
320-308 Khong H34W 458 106 73
320-309 Khong H34Y 255 47 40
320-310 Khong Q89A 348 70 62
320-311 Khong Q89S 0 0 0

Bang 6. Thtr nghiém SPR - Chay lan 4 - Céc khang thé khang TLI1A lién két véi
TL1A. * thé hién c4c khang thé duoc luya chon dé thir nghiém trong thir nghiém vé hiéu

| e e | arge | Mucddlién | Mic dg lien
Khang | Dotbiénthé | Dotbienthe | 2% | psmi1a4 | KétTL1A
2 VH so voi VL so véi bat gitr . A
the. 320-179 320-179 (Som) (Mugn)
Khang the da tinh che

320-179 Khong Khong 616 177 163
320-312 Khong Q89D 529 10 10
320-313* |  Khong Q89H 502 141 132
320-314* |  Khong Q89K 598 165 158
320-315 Khong Q89L 515 85 82
320316 Khong Q89W 535 65 62
320-317 Khong Q89Y 570 86 83
320-318* | Khong S90A 578 160 149
320-319 Khong $90Q 523 18 14
320-320 Khong S90D 534 31 17
320-321 Khong S90H 491 16 13
320-322 Khong S90K 450 17 14
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o . < . , Mirc do lién | Mic dg lién
Khéng | DOtbién the | Dot bién the blff“’?-, K¢ TLIA | KkétTLIA
wé | 00 | soare |l (SOm) | (Mujn
Khang thé di tinh che
320-323 Khong S9OW 490 14 13
320-324 Khong S90Y 528 13 12
320-325 Khong Y91A 491 95 83
320-326* |  Khong Y918 550 126 120
320-327 Khong Y91Q 493 130 119
320-328* |  Khong Y91H 542 155 146
320-329 Khong Y91K 600 9 11
320-330 Khong Y9IL 600 139 119
320-331* |  Khong YOIW 615 173 176
320-332 Khong D92A 531 66 44
320-333 Khong D92S 559 95 67
320-334 Khong D92Q 543 15 14
320-335 Khong D92H 581 15 14
320-336 Khong D92K 484 11 1
320-337 Khong D92L 475 21 15
320-338 Khong D92W 548 9 11
320-339 Khong D92Y 509 10 11
320-340 Khong GI3A 548 145 132
320-341 Khong G93S 560 149 135
320-342 Khong G93Q 560 152 139
320-343 Khong G93D 545 121 90
320-344 Khong G93H 529 117 87
320-345* |  Khong G93K 637 163 154
320-346 Khong G93L 526 126 107
320-347 Khong GI3W 560 149 130
320-348 Khong G93Y 541 144 127
320-349 Khong T94A 556 112 88
320-350 Khong T94S 502 130 118
320-351 Khong T94Q 553 112 83
320-352 Khong T94D 568 101 63
320-353 Khong T94H 558 97 73
320-354 Khong T94K 536 53 30
320-355 Khong T94L 526 102 76
320-356 Khong T94W 486 109 86
320-357 Khong T94Y 563 119 91
320-358 Khong L95A 501 82 50
320-359 Khong L1958 503 57 27
320-360 Khong L95Q 554 86 53
320-361* | Khong L95D 477 12 11
320-362 Khong L95H 522 8 9
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L | wige | Micdglién | Mic g lién

Khang | DOtbienthé | Potbienthe | 2% | g 1p1A | két TLIA

2 VH so vé6i VL so véi bat git S6 N

the 320-179 320-179 (S¢m) (Mugn)
Khang the da tinh che

320-363 Khong L95Y 566 17 16
320-364 Khong S95aA 516 124 109
320-365 Khong $95aQ 536 141 128
320-366 |  Khong S95aD 487 62 31
320-367 Khong S95aH 595 119 116
320-368 Khong S95aK 602 50 26
320-369 Khong S95al, 503 89 60
320-370 Khong S95aW 570 66 39
320-371 Khong S95aY 576 92 70

Béang 7. Thir nghiém SPR - Chay lan 5 - Cac khang thé khang TL1A lién két vé6i

A s oz . Mire d6 lién | Mikc d9 lién
_ | Potbienthe | Dotbien | Mic | gqrga g TLIA
Khang thé | VH so vé6i t’h.é VL so | batgii (Sém) (Mun)
320-179 voi 320-179 Dich i
320-179 Khong Khoéng 83 11 10
320-372 Khéng A96S 106 1 0
320-373 Khong A96Q 99 1 1
320-374 Khoéng A96D 98 1 0
320-375 Khéng A96H 108 -2 -1
320-376 Khong A96K 98 3 1
320-377 Khéng A96L 101 -1 -1
320-378 Khoéng A96W 105 -1 -1
320-379 Khong A96Y 105 3 1
320-380 Khong L97A 104 1 1
320-381 Khong L97S 97 3 1
320-382 Khoéng L97Q 106 0 0
320-383 Khoéng L97D 102 3 1
320-384 Khoéng L97H 98 3 2
320-385 Khoéng L97K 108 1 1
320-386 Khoéng LO97TW 104 1 0
320-387 Khong L97Y 97 11 10
320-388 G26A Khoéng 110 14 13
320-389 G26S Khong 105 12 11
320-390 G26Q Khong 100 12 11
320-391 G26D Khéng 106 14 13
320-392 G26H Khéng 109 12 11
320-393 G26K Khéng 100 12 11
320-394 G26L Khoéng 106 13 12
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- ] | Mic dg lién | Mirc do lién
_ | Potbienthe | Datbien | Muc | g0 g A
Khing thé | VH so véi t’h.é VL so | batgiir (S6m) (Mubn)
320-179 | véi320-179 Dich a8
320-395 G26W Khong 104 13 12
320-396 G26Y Khong 104 12 11
320-397 Y27A Khong 109 12 12
320-398 Y278 Khong 110 12 1
320-399 Y27Q Khong 105 10 10
320-400 Y27D Khong 106 1 11
320-401 Y27H Khong 100 11 10
320-402 Y27L Khong 98 1 10
320-403 Y27TW Khong 84 11 10
320-404 T28A Khong 84 1 10
320-405 T28S Khong 79 10 9
320-406 T28Q Khong 82 8 7
320-407 T28D Khong 88 12 11
320-408 T28H Khong 81 13 12
320-409 T28K Khong 83 10 10
320-410 T28L Khéng 86 1 10
320-411 T28W Khong 82 10 9
320-412 T28Y Khong 89 10 9
320-413 F29A Khong 89 9 8
320-414 F29S Khong 78 7 7
320-415 F29Q Khong 85 5 4
320-416 F29D Khong 81 9 8
320-417 F29H Khong 85 9 8
320-418 F29K Khong 85 10 9
320-419 F29L Khong 83 1 9
320-420 F29W Khong 85 11 10
320-421 F28Y Khong 81 9 8
320-422 T30A Khong 80 10 9
320-423 T30S Khong 86 10 10
320-424 T30Q Khéng 86 11 10
320-425 T30D Khéng 89 14 12
320-426 T30H Khong 84 10 9
320-427 T30K Khong 88 11 10
320-428 T30L Khong 88 11 10
320-429 T30W Khong 90 12 1
320-430 T30Y Khong 85 6 6
320-431 S31A Khong 85 6 6
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Béng 8. Thir nghiém SPR - Chay 14n 6 - Cac khang thé khang TL1A lién két véi
TL1A. * thé hién cac khang thé duoc lya chon dé thir nghiém trong thr nghiém vé hiéu

luc.
oz o x . Mic d9 lién | Mrc do lién
Khang | Dotbiénthe | Potbin the bllf“?- két TL1IA | Kkét TLIA
ad | Vs | Vot [P i | Otag
Khang the di tinh ché
320-179 Khoéng Khéng 449 111 102
320-432 S31Q Khong - 466 116 106
320-433 S31D Khéng 412 90 83
320-434 S31K Khong 473 125 113
320-435 S31L Khéng 384 92 83
320-436 S31W Khong 525 129 118
320-437 S31Y Khéng 501 119 109
320-438 Y32A Khoéng 468 126 116
320-439 Y328 Khéng 464 119 108
320-440 Y32Q Khong 408 108 97
320-441 Y32D Khong 388 80 67
320-442 Y32H Khong 490 124 113
320-443* Y32K Khéng 438 114 103
320-444 Y32L Khéng 458 107 95
320-445% Y32W Khéng 442 116 106
320-446 D33A Khong 469 18 8
320-447 D33S Khong 503 37 13
320-448 D33Q Khong 482 7 6
320-449 D33H Khoéng 483 76 59
320-450 D33K Khéng 536 1 3
320-451 D33L Khéng 497 19 8
320-452 D33W Khong 445 84 78
320-453 D33Y Khong 449 111 104
320-454 I34A Khoéng 189 43 37
320-455 134S Khoéng 144 27 23
320-456 134Q Khéng 214 52 46
320-457 134D Khéng 55 6 4
320-458 134H Khéng 239 59 53
320-459 134K Khong 93 20 17
320-460 I34L Khong 441 114 105
320-461 134W Khéng 465 87 82
320-462 134Y Khéng 373 58 52
320-463* N35A Khong 462 102 101
320-464* N35S Khong 600 130 124
320-465 N35Q Khéng . 476 92 78
320-466 N35D Khoéng 360 93 86
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o . o ‘ . Mic do lien | Mirc d§ lién
Khing | Dotbienthe | Dotbién the b@f“’?- k&t TLIA | KétTL1A
mé | o0 | soare L (Som) | (Mujn)
Khang thé da tinh ché
320-467 N35H Khong 350 44 24
320-468 N35K Khong 200 2 2
320-469 N35L Khong 315 69 61
320-470 N35W Khong 329 2 3
320-471 N35Y Khong 312 3 4
320-472 Khong S90L 467 23 10
320-473 Khong Y91D 453 69 55
320-474 Khong L95K 596 2 4
320-475 Khong L95W 727 8 8
320-476 Y27K Khong 560 128 118
320-477* S31H Khong 576 148 136
320-478 A60L Khong 379 85 77
320-479 AGOW Khong 277 61 54
320-480 A60Y Khong 319 79 73
320-483 W50A Khong 492 4 6
320-484 W50 Khong 555 3 6
320-485 W50Q Khong 460 3 5
320-486 W50D Khong 178 1 2
320-487 W50H Khong 237 2 3
320-488 W50K Khong 293 1 2
320-489 W50L Khong 337 4 5
320-490 W50Y Khong 393 14 8
320-491 L51S Khong 356 85 76

Béng 9. Thir nghiém SPR - Chay lin 7 - Cac khang thé khang TL1A lién két véi
TL1A. * thé hién c4c khang thé dugc lua chon dé thir nghiém trong thir nghiém vé hi¢u

g X oz Mike Mirc dg lién | Mirc d§ lién

Khing | Dotbienthe | Dotbienthe |\ ZUC | & TLIA | KétTL1A

2 VH so véi VL sovéi | batgiir , R

the 320-179 320-179 (5¢m) (Mugn)
Khing thé di tinh che

320-179 Khong Khong 301 61 56
320-492 L51Q Khong 439 89 82
320-493 L51D Khong 242 48 46
320-494 L51H Khong 811 150 138
320-495 L51K Khong 466 84 77
320-496 L51W Khéng 581 93 87
320-497 N52A Khong 727 135 125
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. .. ] Mirc d lién | Mirc do lién
Khang | DOtbiénthé | POtbién the blﬁl“'?- K& TLIA | KkétTLIA
ad® | et | Vot || Cgom |t
- Khang thé da tinh ché

320-498 N52S Khong 485 90 82
320-499 N52Q Khéng 551 122 113
320-500 N52D Khéng 472 69 53
320-501 N52H Khéng 533 118 108
320-502 N52K Khong 659 88 59
320-503 N52W Khéng 484 41 6
320-504 N52Y Khong 500 88 65
320-505 P52aA Khéng 570 118 110
320-506 P52a$S Khéng 444 97 89
320-507 P52aQ Khéng 181 27 24
320-508 P52aD Khéng 203 19 12
320-509 P52aH Khong 290 52 47
320-510 P52aK Khéng 289 44 33
320-511 P52aL Khéng 581 106 98
320-512 P52aW Khéng 746 126 118
320-513 P52aY Khéng 585 99 90
320-514 N53A Khong 516 96 88
320-515 N53S Khong 375 73 67
320-516 N53Q Khéng 461 92 86
320-517 N53D Khong 493 55 50
320-518 N53H Khong 882 169 153
320-519 N53K Khong 993 217 196
320-520 N53L Khong 1016 174 162
320-521 N53W Khéng 830 166 152
320-522 N53Y Khong 693 141 129
320-523 S54A Khong 476 88 82
320-524 $54Q Khong 292 55 49
320-525 S54D Khéng 437 33 17
320-526 S54H Khéng 672 134 124
320-527 S54K Khéng 578 146 136
320-528 S54L, Khong 829 121 108
320-529 S54W Khong 605 94 83
320-530 S54Y Khéng 425 77 67
320-531 G55A Khong 331 66 61
320-532 G558 Khong 648 10 7
320-533 G55Q Khong 441 93 86
320-534 G55D Khoéng 647 109 102
320-535 G55H Khong 637 126 115
320-536 G55K Khéng 553 115 105
320-537 G55L Khong 717 133 123
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sz oz . Mire do lién | Mirc d§ lién
Khing D“;;I b;znvg;e D\in bslsnvgile bz:‘f:u k&t TL1A | kétTLIA
th 320-179 320-179 - (5¢m) (Mugn)
Khéng thé di tinh ché

320-538 G55W Khong 318 54 49
320-539 N56A Khong 859 172 159
320-540 N56S Khong 500 100 92
320-541 N56Q Khong 504 94 84
320-542 N56D Khong 839 97 86
320-543 N56H ~ Khong 597 138 126
320-544 N56K Khong 690 120 112
320-545 NS56L Khong 518 109 100
320-546 N56W Khong 341 67 61
320-547* N56Y Khong 318 77 75
320-548 T57A Khong 335 74 68
320-549 T57S Khong 269 50 45
320-550 T57Q Khong 635 112 103
320-551 T57D Khong 280 44 36
320-552 T57H Khong 595 104 97
320-553 T57K Khong 494 84 78
320-554 T57L Khong 506 66 51
320-555 T57TW Khong 674 62 30
320-556 T57Y Khong 634 100 90
320-557 G58A Khong 378 26 6
320-558 G58S Khong 463 2
320-559 G58Q Khong 535 5
320-560 G58D Khong 907 36 9
320-561 G58H Khong 539 14 6
320-562 G58K Khong 326 2 1
320-563 G58L Khong 258 2 2
320-564 G58W Khong 345 72 67
320-565 G58Y Khong 545 43 12
320-566 YS9A Khong 720 120 110
320-567 Y598 Khong 590 96 86
320-568 Y59Q Khong 688 115 107
320-569 Y59D Khong 408 79 73
320-570 Y59H Khoéng 435 79 72
320-571 Y59K Khong 394 78 72
320-572 A60S Khong 459 98 90
320-573 A60Q Khong 338 67 62
320-574 A60D Khong 693 140 130
320-575 AG60H Khong 581 121 110
320-576 AG0K Khong 479 90 83
320-577 L51A Khong 479 98 90
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e o e | pge | Mieddlién | Mic g lien

Khing | Dtbiénthé | Dotbiénthe |\ ZWC | 1 Tr1A | KétTLIA

2o VH so véi VL sovéi | batgiir < o

the 320-179 320-179 (5¢m) (Muon)
Khang the da tinh che

320-578 L51Y Khong 415 83 77
320-579 N52L Khong 214 46 41
320-580 G55Y Khong 261 51 47
320-581 Y59L Khong 337 70 65
320-582 Y59W Khong 453 67 52

Bang 10. Thtr nghiém SPR - Chay lan 8 - Cac khang thé khang TL1A lién két véi
TL1A. * thé hién cac khéang thé duoc lua chon dé thu nghiém trong thir nghiém vé hiéu

Itrc.
R Ares X | Mie bt Mirc d§ lién | Mikrc d§ lién
Khéng i’?t bicn D{-’be‘e“ the o K&t TLIA | kétTLIA
the p 'e3\275118;9 320479 : (56m) (Mugn)
vor 2= i Khang thé da tinh ché
320-179 Khéng Khong 402 98 86
320-583* | Khong | G30A, YOIW | 404 108 103
320-584* | Khong | L31S,Y9IW | 399 103 98
320-585* | Khong | L31Q, YOIW | 406 116 109
320-586% | Khong | H34L, YOIW | 405 108 103
320-587* N56Y Y9IW 402 123 122
320-588* N56Y G30A 409 128 123
320-589* N56Y L31S 399 120 109
320-590* N56Y L31Q 405 130 121
320-591* N56Y H34L 399 132 124
320-592* N56Y | G30A, YOIW | 408 128 129
320-593* N56Y | L31S,Y9IW | 405 126 124
320-594* N56Y | L31Q,Y9IW | 407 134 132
320-595* N56Y | H34L, YOIW | 403 129 128

Béang 11. Thu nghiém SPR - Chay I4n 9 - Cac khang thé khang TL1A lién két véi
TL1A. * thé hién cac khang thé dugc lua chon dé thu nghiém trong thir nghiém vé hiéu

luc.

Kning | POtbiénthé | Dotvitnené | Mae | NEERPI | NERTY A

2 VH so véi VL so véi bat gitr , N
the 320-179 320-179 (S6m) (Mugn)
Khang the da tinh ché

320-179 Khéng Khong 402 108 98

320-596 Khéng Y91F 405 95 85

320-597 Khong L31Q, YO1F 401 115 105

320-598 Khong H34L, Y91F 403 112 101

320-599 Khoéng L31S, Y91IF 411 113 103
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ching | Dottt | Dprviino | wie | Mhec e [ NG 03
tha s VH so vé6i VL so véi bat giir (Sém) (Mudn)
320-179 320-179 PR PP O
Khang the da tinh che

320-600 Khéng G30A, Y91F 399 111 104
320-601% N56Y YO91F 409 121 120
320-602 N56Y L31Q, Y91F 399 131 125
320-603 N56Y H34L, Y91F 394 126 118
320-605 N56Y G30A, Y91F 399 125 120
320-611% N56Y Y91W, G93K 397 125 127
320-612 Khéng Y91W, G93Y 400 126 120
320-613* N56Y Y91W, G93Y 408 135 131
320-614 N56Y GI93K 401 122 111
320-615 N56Y G93Y 393 113 108
320-616 N56Y G93A 396 120 112

Céc khang thé c6 muc do bit gilt trong tu hodc t6t hon so vé6i 320-179 ciing nhu
cac gia tri mirc do lién két TL1A (Sém) va muc do lién két TL1A (Mugn) ndm trong
khoang tuong tu dugc dua théng vao cac thr nghiém vé hiéu luc. Céc bién thé duoc chi
ra bang cach td dim trong cac Bang 3-11. So sanh tbc d6 phan ly nhu duge do béi SPR
cho mot sb khang thé dugc thé hién trong Fig.5. Mot s6 khang thé trong s cac khang thé

nay phan ly & tdc do cham hon so véi téc d6 ciia khang thé gdc 320-179.

2.2Céac khang thé khang TL1A cé hi€u luc cdi thién trong thir nghiém dya trén té
bao. Dé danh gia téc do phan ly duge cai thién c6 twong quan voi hiéu luc ting cudng
ctia khang thé da tinh ché hay khong, cac bién thé dugc chay trong thir nghiém hoat tinh
caspaza dugc cam ung béi TL1A trong céac té bao TF-1. C4c khang thé c6 hiéu luc hoat
dong bing cach lién két vai TL1A va Gic ché su hoat héa TL1A cua thy thé DR3. Thu thé
nay khoi dong con duong gay chét té bao theo chuong trinh trong d6 cic caspaza dugc
hoat héa va c6 thé duogc phat hién bang céach st dung cic chét phéan Ung thuong mai.
Trong mdi thi nghiém, bién thé khang thé duoc so sanh v6i 320-179 vé sb 1an cai thién

hiéu luc. Céac két qué dugc thé hién trong Bang 12.

Bang 12. Thir nghiém vé hiéu luc caspaza dugc cam tGng boi TL1A trong té bao

TF-1: Tac dung e ché béi cac khang thé khang TLIA.

| Dotbiénthé | Dotbiénthd | S0 | 1CH320- | (o
Khéng thd | VHsovéi | VL sovéi (hE g 179 hitn
320-179 320-179 mL -
(ug/mL) (ng/mL)
320-184 Khong L79A 0,010 0,030 3
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_ | Dotbién thé | Dot bién thé k;%n"g IC5320- | (x0x o
Khang the VH so véi VL so vo6i thé 179 thien

320-179 320-179 (ng/mL) (ng/mL) :
320-185 Khong 1798 0,020 0,030 2
320-186 Khong L79Q 0,030 0,030 1
320-187 Khong L79D 0,020 0,040 2
320-188 Khong L79H 0,010 0,040 4
320-189 Khéng L79K 0,110 0,040 0
320-190 Khéng L79W 0,020 0,040 2
320-191 Khong L79Y 0,020 0,040 2
320-198 Khong T24L 0,010 0,010 1
320-201 Khoéng S25A 0,005 0,010 2
320-202 Khéng $25Q 0,010 0,010 1
320-205 Khéng S25K 0,020 0,030 2
320-207 Khong S25W 0,007 0,020 3
320-209 Khong S26A 0,040 0,020 1
320-211 Khéng S26D 0,010 0,030 3
320-213 Khéng S26K 0,070 0,030 0
320-219 Khong S27D 0,020 0,030 2
320-226 Khéng $27aQ 0,030 0,020 1
320-229 Khéng S27aK 0,040 0,060 2
320-241 Khong 127cA 0,020 0,010 1
320-244 Khong 127¢D 5,030 0,010 0
320-245 Khong 127cH 0,540 0,010 0
320-263 Khong A29K 0,003 0,010 3
320-267 Khéng G30A 0,010 0,040 4
320-277 Khong L31S 0,003 0,010 3
320-278 Khong L31Q 0,010 0,020 2
320-280 Khong L31H 0,006 0,020 3
320-297 Khong V33H 0,005 0,020 4
320-302 Khong H34A 0,010 0,020 2
320-307 Khong H34L 0,010 0,040 4
320-313 Khéng Q89H 0,020 0,030 2
320-314 Khéng Q89K 0,020 0,030 2
320-318 Khéng S90A 0,020 0,050 3
320-326 Khoéng Y91S 0,030 0,050 2
320-328 Khoéng Y91H 0,020 0,020 1
320-331 Khong Y91W 0,002 0,020 10
320-345 Khéng G93K 0,020 0,010 1
320-361 Khéng 195D 0,010 0,010 1
320-443 Y32K Khong 0,060 0,060 1
320-445 Y32W Khong 0,030 0,060 2
320-463 N35A Khong 0,020 0,050 3
320-464 N35S Khong 0,030 0,050 2
320-477 S31H Khong 0,030 0,040 1
320-547 N56Y Khong 0,004 0,040 10
320-583 Khong G30A, YOIW | 0,003 0,080 27
320-584 Khong L31S, YOIW 0,008 0,080 10
320-585 Khong L31Q, YOIW | 0,003 0,040 13
320-586 Khéng H34L, YOIW | 0,002 0,050 25
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| Dotbién thé | Dot bién thé kﬁi’g ICs5320- | (5 pa o0
Khing thé | VH so véi VL so vé6i thé ° 179 thién

320-179 320-179 (ng/mL) (ng/mL) :
320-587 N56Y Y91W 0,001 0,040 40
320-588 N56Y G30A 0,004 0,020 5
320-589 N56Y L31S 0,020 0,020 1
320-590 N56Y L31Q 0,006 0,020
320-591 NS6Y H34L 0,002 0,020 10
320-592 N56Y G30A, YOIW 0,003 0,020 7
320-593 N56Y L31S, Y9O1W 0,004 0,060 15
320-594 N56Y L31Q, YO1IW 0,005 0,060 12
320-595 N56Y H34L, Y91W 0,003 0,060 20
320-601 N56Y YOIF 0,002 0,020 10
320-611 N56Y Y91W, G93K 0,005 0,040 8
320-613 N56Y YO1W, G93Y 0,010 0,040 4

5k Mot sO khang thé c6 su cai thién hiéu luc cao hon 10 14n duoc chay trong tdi da
n=7 thir nghiém. Céc két qua phit hop véi sb liéu dugc thé hién trong bang nay. Fig.7 thé

hién n=4 ban sao ctia mot s6 khang thé co hiéu luc cai thién so voi 320-179.

Nhu di thé hién trong Bang 12 va Fig.6, mot s khang thé c6 mot dot bién thé duy
nhit d3 thir nghiém c6 hidu luc tdt hon so v6i 320-179. Trong sd tat ca céc bién thé khang
thé c6 mét dot bién thé duy nhét da thir nghiém, hai bién thé c6 s6 1an cai thién vé hiéu
Iuc 16n hon 10 13n so v6i 320-179. Céc bién thé nay 13 320-331 (chira dot bién thé YOIW
trong chudi nhe bién ddi) va 320-547 (chira dot bién thé N56Y trong chudi ning bién doi)
(Fig.6). Két qua nay 1 ngoai mong doi, cu thé 1a CDR3 cua VH khang thé lién quan chu
yéu dén su lién két khang thé, trong khi d6 nguoc lai, dot bién thé N56Y da dugc xéc
dinh c6 anh hudng déng ké trén kha ning lién két ndm trong CDR2 ciia VH khang thé.
Khi cac 'bié'n thé duoc tao ra chia Y91W tir VL hodc riéng N56Y trong VH c6 cac dot
bién khac ma cai thién hiéu luc, thu dugc cac khang thé c6 hiéu luc cao. Khi dot bién thé
Y91W VL dugc két hop véi dot bién thé N56Y VH vao mot khang thé, 320-587, s6 lan
cai thién v& hiéu Iyc so véi 320-179 1a 40. Fig.7 thé hién bon thir nghiém ldp lai khac
nhau chirng minh sy tang hiéu luc cua bbn khang thé 320-587, 320-591, 320-592, va 320-
601 so v&i 320-179. Trinh tu cla céc khang thé c6 hiéu luc duoc ci thién so véi 320-179

duoc thé hién hién trong Fig.3 (chudi ning bién ddi) va Fig.4 (chudi nhe bién dbi).

Viéc so sanh hiéu luc cta 320-587 so véi cac khang thé khang TL1A da mo ta
trude day khac duge thue hién. Cac khang thé d3 mo ta trude day nay bao gdm khang thé

1681N duge md ta trong patent My sb 8,642,741 (VH 1a SEQ ID NO.18; VL 1a SEQ ID
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NO.26), khang thé VH5/VLI tir Céng bd don Mg sb 2014/0308271 (VH 1a SEQ ID
NO.24; VL 1a SEQ ID NO.17), 1B4 dugc lam tuong thich v&i nguodi nhu duoc mo ta
trong patent My sb 8,263,743 (VH 1a SEQ ID NO.74; VL la SEQ ID NO.75) va 320-168
(con duge goi 1a C320-168) nhu duoc md ta trong Cong bd don My sb 2014/0255302A1
(VH 1a SEQ ID NO.181; VL 1a SEQ ID NO.194). Fig.8 thé hién 1a 320.587 c6 hiéu luc
cao hon trong thir nghiém dua trén té bao so v6i cac khang thé di mé ta trude ddy, lam

cho nd tré thanh khang thé khang TL1A c¢6 hiéu luc nhét di dugc mo ta.

2.3.Céc thir nghiém canh tranh thu thé DR3 va DcR3. Cac khang thé thé hién higu
luc tang cuong so véi 320-179 dugce sang loc vé kha nang wc ché su lién két TL1A v6i
thu thé truyén tin hiéu cing ho cta n6é, DR3, hoic thu thé giy chét, DcR3. T4t ca cac
khang thé khang TL1A di duoc thir nghiém déu thé hién tic dung tc ché sy lién két
TL1A véi DR3, so v6i dbi ching isotyp (Fig.9). Pidu ndy x4c nhan 14 cac khang thé nay
trc ché hoat tinhTL1A bang cach phong bé tuong tic TL1A - DR3.

Trong cac thi nghiém trudc dady dugc mo tad trong Cong b6 don My sb
2014/0255302A1 (vi du 4), khang thé 320-179 (320-179) dugc thir nghiém trong thir
nghiém canh tranh thu thé va duoc chi ra 13 tc ché chon loc su lién két ciia TL1A véi
DR3 ma khong @e ché su lién két véi DcR3 (Fig.10). Trong cac thir nghiém duoc trinh
bay & day trong Fig.10, lai duoc chi ra 1a 320-179 khong tc ché sy twong tac TLIA-
DcR3. Diéu nay trai nguoc v6i cac khang thé khang TL1A duoc cai thién d3 duoc thix
hghiém. Céc khang thé c6 hiéu luc duogc cai thién trong thr nghiém té bao TF-1 (nhu
dugc mo ta trong Phan 2.2), bao gbm khéang thé 320-587, tc ché hang dinh su tuong tac
TL1A-DcR3.

Tém lai, khang thé gbc 320-179 c6 kha ning tic ché tuong tic TL1A-DR3 nhung
khong tc ché twong tac TL1A-DcR3. Mot s6 khang thé c6 hidu Iuc cai thién nhu 320-267
(VH 13 SEQ ID NO.1; VL 1a SEQ ID NO.11), 320-277 (VH 1a SEQ ID NO.1 , VL 12
SEQ ID NO 12), 320-278 (VH 1a SEQ ID NO 1; VL 1a SEQ ID NO 13) va 320-591 (VH
12 SEQ ID NO.3, VL 1a SEQ ID NO 9) trc ché twong tic TL1a-DR3 nhung khong tic ché
tuong tdc TL1A-DcR3. Mot sb khang thé c6 hiéu luc cai thién nhu 320-331, 320-547,
320-583, 320-584, 320-585, 320-586, 320-587 va cac bién thé ciia cac khang thé nay, c6
kha nang e ché ca tuong tac TL1A-DR3 va TL1A-DcR3.
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2.4.Phan Gng chéo loai cua 320-587 dugc thir nghi€ém vé kha ning cia né trong
viéc lién két véi TL1A dugc san sinh tai td hop tir cac loai khac nhau. Khang thé nay lién
két véi TL1A tir tAt ca cac loai duoc thir nghiém (Fig.11). Su lién két cua 320-587 véi
TL1A ngudi, chudt, chudt lang, ch6, méo, khi dudi dai c6 tbe do phan ly cham, thé hién
su trong tac véi 4i luc cao. Khang thé nay lién két voi TL1A chudt nhit va thd va c6 te

6 phan ly nhanh.

2.5.C4c mé hinh tac dung tién 14m sang dé thir nghiém cac khang thé khang TL1A
trong cac mo hinh bénh & dong vat sau day:

Bénh hen: dong vat gam nhim (chuot nhét, chudt hodc chudt lang) méc bénh hen
do di tmg nguyén dugc lam cho nhay cam bang cach tiém trong da albumin trimg (OVA),
cu thé 12 OVA thu duoc tlr tring g, cdng v6i phén va sau d6 duge thi it nhat 2 tuin sau
bang OVA phun hodc dugc son khi héa, gdy ra cac triéu chung twong tu bénh hen bao
gdm phan tng qua murc clia dudng thd, tran bach ciu 4i toan va ting san sinh xytokin (vi
du, Hylkema et al., 2002, Clin. Exp. Immunol. 129:390-96). M6 hinh nay ¢6 thé duogc
thay ddi bang cach thtr 13p lai dé thé hién profin bénh man tinh hon véi su t chic lai
dudng ho hap ting va su cam Ung xo hoéa tang (vi du, Bos et al., 2007, Eur. Respir. J.
30:653-661). Cac di irng nguyén khac, nhu mat bui nha, cling ¢ thé duoc st dung (vi du,
Lambert et al., 1998, Am. J. Respir. Crit. Care Med. 157:1991-9). Ngoai ra, dong vét linh
trudng khong phai 1a ngudi (vi du, khi dudi dai cynomolgus macaque) co thé duoc lam
cho nhay cdm va dugc thtr véi khang nguyén moéi truong nhu Ascaris suum, dan dén
phan tmg qui muc cua duong thd, tran bach cdu 4i toan va ting san sinh xytokin (vi du,

Wegner et al., 1991, J. Allergy Clin. Immunol .87:835-41).

COPD: Dong vat gam nhim (chuot nhét, chudt hodc chudt lang) méc bénh viém
dudng ho hép do hit khéi s& duogc tiép xtic voi khéi thude 14 3-7 1an mot tuan trong it nhét
4 tudn gay ra bénh phdi twong tw COPD, dic trung béi su tich tu bach cdu trung tinh &
phéi, tang san sinh xytokin viém, xo hoa phdi va ting huyét 4p dong mach phdi (vi du,
Davis et al. (2012) PLoS One 7:¢33304). Dang bénh ndng hon ¢6 thé dugc gy ra bang
cach gay nhiém vi khuan hodc virut lip lai vao trong phéi trong qué trinh tiép xuc voi
khéi thube (vi dy, Li et al. (2012) Biol. Pharm. Bull. 35:1752-60). Cac dong vat gam
nham mic COPD do khéi s& dugc diéu tri b?mg cac khang thé khang TL1A va dugc kiém

tra v tic dung diéu tri.
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Bénh xo hoa phdi: Pong vat gam nhim (chudt nhit, chudt hoic chudt lang) méc
bénh xo héa phdi do bleomycin s& duge xir Iy v6i bleomycin bang cach nho giot vao khi
quan/miii hodc tiém trong tinh mach mot 1an ho#ic hai 14n mdi tudn trong it nhét 3 tun.
Viéc xir 1y ndy gy ra bénh xo héa phdi ning va én dinh (vi du, Pinart et al. (2009) Resp.
Physiol. Neurobiol. 166:41-46). Cac dong vit gam nhdm mic bénh xo héa phdi do
bleomycin s€ dugc diéu'tri bang c4c khang thé khang TL1A va dugc kiém tra vé tac dung
diéu tri.

Bénh xo hoa nang: M6 hinh chdn suong (ferret) bét hoat CFTR - cac con chén
swong ddng hop tir 61 véi gen bit hoat, hoic cac dot bién lién quan dén bénh d biét, ciia
CFTR (gen gay bénh trohg bénh xo hoa nang) phat trién tu phat bénh tuong tu bénh xo
héa nang dugc dac trung bdi su tic nghén dudng ho hép do dich nhay, chimg xep phdi,
bénh viém phdi mod k& va bénh viém phdi tai phat v6i su xam nhap va dinh cu cta vi
khudn trong phdi ting dan (vi du, Sun et al. (2014) Am. J. Respir. Cell Mol. Biol.
50:502-12). Chdn swong CFTR™ s& dugc diéu tri bing cac khang thé khéang TLla va

duoc ki€ém tra veé tac dung di€u tri.

Hoi chirng rudt kich thich: N§i tang nhay cam qua muc do stress - Stress s& duoc
gy ra & chudt bang cach tich riéng con non-me (vi dy, Coutinho ez al. (2002) Am. J.
Physiol. Gastrointest. Liver Physiol. 282:G307-16) hodc giam gift chudt truéng thanh (vi
du, Shen et al. (2010) J. Neurogastroenterol. Motil. 16:281-90). M6 hinh nay dugc mong
doi 12 gy ra su chuyén dong dai tring va ndi tang qua man tuong ty nhu dugc quan sat
théy' & dbi tugng bi bénh IBS. Céac con chudt bi stress s€ dugc diéu tri béng cac khang thé

khang TL1A va dugc kiém tra vé tac dung diéu tri.

Bénh viém khép dang thép: bong vat gam nhim (chudt nhét, chudt hodc chudt
lang) méc bénh viém khép do collagen s& dugc gay mién dich va dugc giy mién dich
nhic lai véi collagen trong ta dugc. Cac dong vat bi sung chén hai bén va ban do, viém
tham nhiém vao ving khép va ton thuong khép (vi du, Bendele et al. (1999) Toxicol.
Pathol. 27:134-42). Cac dong vat gam nhim méic bénh viém khép do collagen s& dugc
didu tri bang cac khang thé khang TL1A \}é duoc kiém tra vé tac dung diéu tri.

Bénh viém thyc quan tang bach cAu ua eosin: Bénh viém thuc quan ting bach cau
ua eosin do Aspergillus fumigatus trong miii. Chudt duoc nhd giot 4. fumigatis vao mii

13p di lap lai phat trién ching ting bach cAu ua eosin thuc quan, loan san va ting san biéu
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mo, va cac hat ua eosin tu do (vi du, Mishra et al. (2001) J. Clin. Invest. 107:83-90).
Tuong tu, viéc phoi nhiém sol khi 14p lai v6i albumin trimg trong thoi gian hai tudn &
chu6t lang da dugc lam cho nhay cam gay ra ching tang bach ciu ua eosin thuc quan véi
su thAm nhiém cta ca bach cAu ua eosin va cac té bao mast trong 16p biéu mod (vi dy, Liu
et al. (2015) Am. J. Physiol. Gastrointest. Liver Physiol. 308:G482-488). Chudt nhit
hoac chudt lang méc bénh viém thuc quén tang bach clu ua eosin s& duoc diéu tri bfmg

cac khang thé khang TL1A va duoc kiém tra vé tac dung diéu tri.

2.6.Ung dung ctia khang thé TL1A trong viéc phat hién cac miu chira khang thé
TL1A theo sang ché c6 thé dugc sir dung dé phat hién TL1A trong cac miu ctia ngudi.
320-587 dugc str dung dé phat hién TLIA ngudi dugc tiét ra tir cac PBMC nguoi da
duogc kich thich bang cac phiic hop mién dich (Fig.13) trong thir nghiém ELISA . 320-
587 ciing duoc st dung dé phat hién quin thé PBMC nguoi biéu hién TL1A mang trén bé
mat cta chung trong cac thir nghiém do té bao theo dong chay (Fig.14).

2.7.Cac phép do 4i luc cia su lién két khang thé khang TL1A véi TL1A nguoi
bang thtr nghiém loai trir dong hoc. Thoi gian dat t&i sy can bang véi 320-587 13 CBP:
Trude hét, tbe do K., cho tuong tac 320-587/TL1A duogc do. Néi ngén gon, dung dich
duoc didu ché bing cach tron 320-587 va TL1A, va cac phan phan uéc dugc 14y ra & cac
thoi diém khéc nhau trong 3 gio. 320-587 tw do dugc bat giit bang cach cho dung dich
nay di qua cot dugc nap bang cac hat Sepharose dugc phu bing 20 pg/mL TLI1A. 320-
587 d3 bj bét giit duoc phat hién bang khang thé khang ngudi lién hop Alexa Fluor®
647(0,5 pg/mL). Thir nghiém nay dugc I3p lai hai 1an tao ra céc téc do Ko, 12 8,35 x 10°
Ms™ va 7,45 x 10° Ms™, véi tc do Ko, trung binh 13 7,90 x 10° Ms™. Sau d6 toc d6 Ko,
duoc sit dung dé danh gi4 thoi gian can thiét dé dat t6i su can bang & nhidu ndéng d6 khac
nhau cta 320-587 bang cach st dung coéng cu dudng cong liéﬁ két 1y thuyét dugc cung
cAp trén trang web Sapidyne (www.Sapidyne.com).

Xac dinh KD vai 320-587 1a CBP. CBP nay, 320-587, dugc pha loang trong dém
thtr nghiém (DPBS dugc bd sung bing 1 mg/ml BSA) dén nong do cubi ciing 12 15, 50 va
150 pM. Dung dich chuan, TL1A ngudi dugc pha lodng trong dém thir nghiém dé tao ra
day néng d61a0,1,0,3, 1, 3, 10, 30, 100, 300, 1000 va 3000 pM. Bﬁng cach st dung thoi
gian dat dén sy cin bang di xac dinh trén déy, cac dudng cong chira 50 hodc 150 pM

320-587 duoc cho phép dat t6i su can bang trong ti 4p 25°C trong hai ngay. Cac duong
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cong chira 15 pM 320-587 dugc cho phép dat to1 su can bang trong tu 4p 25°C trong 3
ngdy. Sau giai doan cén bang, phan doan tu do cia 320-587 trong mdi phan g dugc
dinh lugng nhu dugc mo ta trén day. Cac gia tri Kp duoc xdc dinh béng cach st dung
phéan tich n-dudng cong cia cic dudng cong cin bing dugc tao ra véi 15, 50 va 150 pM

320-587.

Thoi gian dat t6i sy cAn bang v6i TL1A 13 CBP: Thoi gian dat t6i su cin bang
theo huéng nay dugc danh gia bang cach s dung K, cho tuong tac 320-587/TL1A,
dugce xac dinh nhu duge mé ta trong muc 2.8 trén day. Trong thtr nghiém nay, phén doan
tu do cia TL1A bi bét gitr bang cach cho dung dich nay di qua c6t dugc nap bing céc hat
PMMA duoc pht bang 30 pg/mL 320-587. TLIA d bi bat gitt dugc phat hién bing
khang thé khang 6x-his DyLight 650 (0,75 pg/mL). Thir nghiém nay dugc Idp lai hai lan
tao ta cac toc do K,y 12 6,11 x 10° Ms™ va 5,74 x 10° Ms™, véi téc dd K, trung binh 13
5,93 x 10° Ms™.

Xac dinh K, voi TL1A 1a CBP: CBP nay, TL1A nguoi, dugc pha loang trong dém
thir nghiém dén cac ndng do cudi cung 13 30, 100 va 300 pM. Dung dich chuédn, 320-587,
dugc pha loang trong dém thtr nghiém dé tao ra day néng d6 12 0,05, 0,15, 0,5, 1,5, 5, 15,
50, 150, 500, 1500 va 5000 pM.

Bang cach sir dung thoi gian dat tdi su cAn bang di xac dinh trén day, tat ca cac
duong cong dugc cho phép dat té1 sy can bang trong ti ap 25°C trong 3 ngdy. Sau giai
doan can béng, phan doan tu do cia TL1A trong mdi phan ing dugc dinh lugng nhu da
md ta trén dy. Céc gid tri Kp duge xac dinh bang cach st dung phan tich n-dudng cong
clia cac duong cong cin bang duoc tao ra véi 30, 100 va 300 pM TLI1A.

Su phil hop hoan toan dugc quan sat thiy gitra hai phuong phap KinExA ciing nhu
% sai sb twong dbi thip. Gia tri Kp cho tuong tac ciia TL1A véi 320-587 da dugc x4c
dinh béng cach str dung 320-587 lam CBP 1a 40,97 + 8,33 pM (Béang 13), trong khi K
thu dugc st dung TL1A 1am CBP 12 41,52 + 13,5 pM (Béang 14).

Bang 13. Ai luc: Céc hat Sepharose dugc phu v6i TL1A; 320-587 12 CBP.

Thir nghiém s6 | Kp (pM) | % Sai s6
1 40,43 4,57
2 52,03 5,61
3 46,31 4,76
4 32,42 3,74
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5 33,66 3,9
Trung binh 40,97
SD 8,33
%CV 20

Bang 14. Ai luc: Cac hat PMMA duoc pha béng 320-587; TL1A la CBP.

Thir nghiém s6 | Kp (pM) | % Sai sb
1 33,39 5,33
2 57,1 5,51
3 34,07 3.9
Trung binh 41,52
SD 13,5
%CV 33

3.0.C4c md hinh tac dung tién 14m sang dé thir nghiém cac khang thé khang TL1a.
3.0.1.Bénh hen.

Bénh hen do albumin trimg cip tinh & chudt. Chudt nau Na Uy dugc 1am cho nhay
cam voi OVA béng cach tiém trong mang bung vio ngay 0 sau d6 dugc thir bang sol khi
OVA hing ngiy vio céc ngiy 35-42. Chudt duoc didu tri bing khang thé 320-587 hoic ta
duoc 16ng bing cach tiém trong tinh mach vao cac ngay 14, 21, 28 va 35. Dich rira phé
quéan phé nang (BALF) dugc d4anh gia vé tong sb té bao va cac té bao biét héa vio ngay
43. Viéc diéu tri duogc phat hién ra 1a lam giam dang ké bach cdu ua eosin BALF

(Fig.15).

Bénh hen do albumin trirng man tinh & chudt. Chudt dugc lam cho nhay cam véi
OVA cong v6i phén bang cach tiém trong mang bung vio céc ngay 0 va 7, va sau do
duoc thir v6i sol khi OVA hai 14n mdi tudn trong 3 tuin bat dau vao ngay 14 dén ngay
31, va vao 5 ngay lién tiép tir ngay 37 dén ngay 42. Cac dong vat duge diéu tri bang
khang thé 320-587 hoic ta dugc long trong tinh mach vao cac ngay 24, 29, 34 va 39.
BALF duogc danh gia vé tdng sb té bao va cac té bao biét hoa, va panen xytokin vao ngay
43. Cac 14t cit phdi dugc nhudm bing hematoxylin va eosin (H&E), va Schiff axit dinh
ky (PAS), va dugc danh gia vé nhidu bénh 1y. Viéc diéu tri bang 320-587 1am giam déng
ké bach cau ua eosin BALF va cac dai thuc bao (Fig.17A va 17B), BALF IL-4 va IL-13
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(Fig.17C), ting san t& bao hinh dai (Fig.17D) va d6 day ciia 16p biéu mo phé quan
(Fig.17E), so v¢i ta dugc 10ng.

Bénh hen do albumin trimg cép tinh & chudt lang. Chuot lang duc Dunkin Hartley
duoc 1am cho nhay cam v6i albumin trimg va sau d6 duogc phau thuat dé lap béng nong
dé do chirc ning phdi va cac phan ting hen sém va muodn. Vao ngay 16, 20, 24 va 28, cic
dong vat dugc diéu tri trong mang bung vdi cac khang thé 320-587 hoic ta dugc long.
Viéc thir vdi sol khi albumin tring (0,05-0,1% ) dugce thuc hién 30 phut sau khi diéu tri
1An cudi cing. Su ting dap tng duong thd (AHR) v6i histamin dugc do 24 gid truée khi
thtt, 6 gior sau khi thir (truc tiép sau phan Gmg hen sém) va 24 gio sau khi thir (truc tiép
sau phan tng hen mudn). Ban chét va mic d6 ctia phan ing hen sém va mudn ciing ‘duqc
| ghi lai biang cach ghi truc tuyén chirc nang phdi trong toan bd 24 giv. Cac dong vat dugc
gay chét 25 gid sau khi thir va viée rira phé quan phé nang dugc thuc hién. BALF dugc
dénh gia v& téng sb té bao va cac té bao biét héa. Viéc didu tri bang 320-587 1am giam
dang ké ca bach cau ua eosin va dai thuc bao trong BALF (Fig.16A va 16B) ciing nhu cai
thién AHR sau phan Gng hen sém (Fig.16C) va mirc d¢ nghi€ém trong chung cua phan

g hen sém (Fig.16D), so véi ta dugc long.

Bénh hen do albumin triing man tinh & chudt lang. Chudt lang duc Dunkin Hartley
duogc lam cho nhay cam véi albumin trig, va 4 tuan sau d6 duoc thir véi albumin trimg |
hang tudn trong 12 tudn. Viéc thi albumin trimg (0,05-0,5%) duge thuc hién bang cich
hit dung dich da dugc tao sol khi dén khi su tic duong thé duge quan sat théy. Pong vat
duoc didu tri bing khang thé 320-587 hoic ta dugc 16ng qua mang bung mdi 5 ngay bét
dAu tir tudn 8 cia viéc thir albumin trimg. Chire ning dudng thd, gian tiép qua dép tng
dudng thé voi histamin, duge do trude khi thir 1dn du tién, 24 gid trude khi thir 1an cubi
chng va 6 gio sau khi thir 1an cudi cing. Mic du khong quan sat thdy tac dong nao trén
AHR bi gav ra bédi viéc thir histamin, khang thé 320-587 1am giam dang ké phan tmg di
tng véi OVA, do d6 cac liéu ting dan ciia OVA 14 cn thiét dé gay ra su tic nghén duong
thd (Fig.18).

Su khac biét vé tic dung didu tri ctia khang thé dugc quan sat thdy trong cac mé
hinh bénh hen cép tinh va man tinh & chudt lang duge cho 1 chic niang cia chinh mo
hinh nay. Pugc cho 1a trong m6 hinh man tinh, mic d6 AHR gidm theo thoi gian, va

twong Gng, tré nén dap tng it hon véi viéc diéu tri. Trong linh vuc ndy, mé hinh cip tinh
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thuong duoc str dung dé quan st cac tic dung ctia hop chit trén dap tmg duong tho, va
mod hinh man tinh thudong duoc st dung dé quan st cac tic dung ctia hop chat trén su tai
cAu trac dudng thé. Viée danh gia su tai cdu tric duge tiép tuc. Tuy nhién, ngac nhién khi
quan sat thiy cac khang thé nay c6 tac dong trén phan ung véi di tmg nguyén - mic du
khéng thé nay khong gy anh hudng dang ké dén AHR tuyét dbi (phan tng v6i histamin)

& giai doan nay, n6 lam gidm dang ké phan tng di tng truc tiép v6i khang nguyén.
3.0.2.Bénh viém duong rudt

Bénh viém dai trang do TNBS & chudt: Chudt duge xir Iy bing mot lidu duy nhét
clia axit tri-nitrobenzensulfonic trong etanol biang cach truyén vao truc tring. Pong vt
d6i chung nhan dugc thé tich trong duong ctia etanol. Trong khoang thoi gian 7 ngay,
cac dong vat phat trién bénh viém dai trang b duoc dic trung boi su loét dai trang va4i su
thAm nhi®m viém va mic dd xo hoa thay dbi (vi du, Wirtz et al. (2007) Nat. Protoc.
2:541-546). Viéc sit dung 320-587 1am giam dang ké nhiéu d4u hiéu bénh bao gdm day
dai trang (Fig.12A), sd luong va mirc d6 nghiém trong cta sy dinh (Fig.12B), va s6
luong va mirc d6 nghiém trong ctia su hep (Fig.12C) dan dén 1am giam dang ké bénh so
vGi cac dong vat dudc diéu tri béng ta dugc 1éng hoac khang thé khong lién quan phu hop
isotyp (Fig.12D). Su xo hoa dai trang giam (Fig.19) cling dugc quan sat thiy & dong vat
duogc diéu tri bang 320.587.

So sanh bénh sau 7 ngay va 14 ngay & bénh viém dai trang do DNBS & chudt.
Bénh viém dai trang bi gdy ra nhu da moé ta trén day bang cach st dung axit
dinitrobenzensulfonic (DNBS) thay cho TNBS, va chudt dugc st dung trong cac thu
nghiém DNBS 1a chudt Wistar. Cac dong vét duoc diéu tri bang khang thé 320-587 hoic
ta duogc 16ng qua duong tinh mach vao cac ngay 1 va 8. Cac nhém duogc dénh gia vé bénh
viém dai trang 7 va 14 ngay sau DNBS va muc d¢ nghiém trong cta bénh duoc so sanh
gifta hai thoi diém. Viéc diéu tri bang khang thé 320-587 c6 tac dung han ché vao ngay 7,
nhung vao ngdy 14, cic dong vat di diéu tri bang khang thé 320-587 thé hi¢n sy cai thién
dang k& vé& do dai va khéi lugng dai trang (Fig.20A), su xo hoa (Fig.20B), tham nhiém
viém (Fig.20C) va t6n thuong dai trang (Fig.20D). Cac 14t cit dai dién ctia ving loét dai
trang (Fig.20E) thé hién mtrc d6 phuc hdi tdn thuong va giam xo héa & ngay 14. O ca
ngay 7 va 14, dong vat duoc diéu tri béng ta dugc long thé hién sy thAm nhiém viém mé&

rong va su xo hoa v6i mitc do mat dang ké cau tric rudt. Ngugc lai, cac dong vat duoc
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didu tri bing 320-587 thé hién su thiAm nhidm viém dang ké, sy xo héa va mat ciu tric

rudt vao ngady 7 nhung cac tic dung nay dugc ddo ngugc manh truée 14 ngay.

Céc khéc biét dugc quan sat thiy & cac tic dung diéu tri ctia khang thé dugce quan
sat thiy trong cic mo hinh TNBS va DNBS duoc cho 13 xuit phét tir viéc sir dung cac
gidng chuodt khac nhau (Sprague-Dawley cho TNBS so vgi Wistar cho DNBS). Mbi
gibng chudt c¢6 cac khac biét vé phan ting ctia ching ddi véi viée thir mién dich sao cho
dong hoc phan rng cua chung trong cac md hinh nay dugc cho 1a khac nhau. Tuong tu,
TNBS va DNBS la khac nhau vé& cAu tric, va duoc cho 1 giy ra céc thay dbi vé tinh
trang bénh.

Bénh viém dai trang do DSS man tinh (21 ngay) & chudt. Chudt duoc st dung
dextran sulfat natri (DSS) & ndéng d6 5% khdi lugng/thé tich trong nudc ubng trong 7
ngay, sau d6 2% khéi lugng/thé tich trong nuéc udng trong 14 ngay nita. Cdc dong vit bi
di ngoai, viém dai trang rai rac, ting san t& bao hinh dai, va tén thuong biéu md khe va
loét (vi du Randhawa et al. (2014) Korean J. Physiol. Pharmacol. 18:279-88). Chuot
dugc didu tri bang khang thé 320-587 hoic ta dugc 16ng bing cach tiém trong tinh mach
vao cac ngay 5, 12 va 19. Cac dong vat dugc can va dugce danh gia vé bénh 1am sang (di
ngoai va mau 4n) hang ngdy, va khéi luong va do dai dai trang dugc danh gid vao ngay
21. Viéc diéu tri bing khang thé 320-587 dio nguoc dang ké su chim ting can do DSS
(Fig.21A), céc triéu ching 1am sang cua bénh dugc cai thién (Fig.21B) va do dai va khdi
luong dai trang duogc cai thién (Fig.21C).

Cam ung cac xytokin trong mang bung bang TL1A ngudi tai to hop. Viéc tiém
trong mang bung TL1A chudt nhit tai t6 hop c6 thé gay ra sy san sinh cac xytokin viém
nhu IL-5. Trong thir nghiém nay, chudt nhét nhan dugc mot lidu duy nhit khang thé 320-
587 hoac ta dugc 16ng sau d6 mot gio sau duge xu ly bing TL1A ngudi tai t6 hop
(thTL1A) 40 pg/chuét. Sau gio sau lidu thTL1A, viéc rira mang bung dugc thuc hién va
dich mang bung dugc danh gia vé xytokin va chemokin bang thir nghiém da thanh phan.
Viéc didu tri bang khang thé 320-587 lam gidm dang ké ndng d6 trong mang bung ciia
cac xytokin G-CSF, IL-1b, IL-5, IL-6, IL-17, va cac chemokin IP-10, KC, MCP-1, MIP-
la, MIP-1b, MIP-2 (Fig.22).

Phan mo ta nay khéng bi giGi han vao cac phuong 4n da mo ta va dugc lay vi du

trén diy, ma c6 thé thay doi va cai bién trong pham vi cia yéu cau bao ho kem theo.
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YEU CAU BAO HOQ

1. Khang thé tai td hop, chira ving bién d6i chudi ning CDR1 chua trinh ty axit amin
nhu néu trong SEQ ID NO.15, vung bién ddi chudi ning CDR2 chta trinh ty axit amin
nhu néu trong SEQ ID NO.21, vung bién dbi chudi ning CDR3 chira trinh tu axit amin
nhu néu trong SEQ ID NO.17, ving bién d6i chudi nhe CDR1 chira trinh tur axit amin
nhu néu trong SEQ ID NO.18, ving bién déi chudi nhe CDR2 chira trinh tr axit amin
nhu néu trong SEQ ID NO.19, va viing bién déi chudi nhe CDR3 chira trinh tu axit amin
nhu néu trong SEQ ID NO.22, trong d6 trong d6 khang thé nay lién két dac hiéu v6i phdi
tir tuong tu yéu t6 hoai tir khdi u 1A (Tumor necrosis factor-like ligand 1A -TL1A).

2. Khéng thé t4i t& hop theo diém 1, trong d6 trong d6 khang thé niy c6 kha nang tc ché
twong tac cia TL1A v6i thu thé chét 3 (DR3).

3. Khang thé t4i t& hop theo diém 1, trong d6 khang thé nay 14 khang thé don dong.

4. Khang thd tai td hop theo didm 1, trong d6 khang thé nay chira ving bién doi chudi
niing chira trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3.

5. Khang th ti td hop theo diém 1, trong d6 khang thé nay chira ving bién déi chudi nhe
chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO 4.

6. Khang thé tai t& hop theo didm 1, trong d6 khang thé nay chira ving bién dbi chudi
ning chira trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3 va vung bién d6i chudi nhe
chtra trinh tur axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.4.

7. Khang thé tai to hop theo diém 1, trong d6 khang thé nay chira chudi ning chua trinh
tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.60.

8. Khang thé tai td hop theo diém 1, trong d6 khang thé nay chira a light chain chira trinh
tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.61.

9. Khang thé tai t6 hop theo diém 5, trong d6 khang thé nay chita chudi ning chua trinh
tur axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.60.

10. Khéng thé tai td hop theo diém 4, trong d6 khang thé ndy chira a light chain chira
trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.61.
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11. Khang thé tai t5 hop theo diém 1, trong d6 khang thé nay chtra chudi ning chira trinh
tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.60 va chudi nhe chira trinh ty axit amin nhu néu

trong SEQ ID NO.61.

12. Khang thé tai td hop theo diém 1, trong d6 khang thé nay chira viing hang dinh chudi
nang chia trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.43.

13. Khéng thé tai td hop theo diém 1, trong d6 khang thé nay chtra ving hang dinh chudi
nhe chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.48.

14. Khang thé tai tb hop theo diém 1, trong d6 khang thé nay chira ving hing dinh chudi
nhe IgG1 cta ngudi va ving hing dinh lambda chudi nhe ctia ngudi.

15. Khéang thé tai td hop theo diém 5, trong d6 khang thé nay chira ving hiang dinh chudi
nang chia trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.43.

16. Khang thé ti t6 hop theo diém 10, trong d6 khang thé nay chira ving hing dinh
chudi ning chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.43.

17. Khang thé tai td hop theo diém 4, trong d6 khang thé nay chira ving hing dinh chudi
nhe chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.48.

18. Khang thé tai td hop theo diém 7, trong d6 khang thé nay chira ving hing dinh chudi
nhe chira trinh tir axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.48.

19. Khéng thé tai td hop theo diém 1, trong d6 khang thé nay chira ving hing dinh chudi
nang IgG1 cua nguoi.

20. Khang thé ti td hop theo diém 19, trong d6 ving hing dinh chudi ning IgG1 cua
ngudi chira SEQ ID NO.42, SEQ ID NO.43, SEQ ID NO.44, SEQ ID NO.62, SEQ ID
NO.63, SEQ ID NO.64, SEQ ID NO.65, hoic SEQ ID NO.66.

21. Khang thé tai td hop theo diém 1, trong d6 khang thé nay chira ving hing dinh chudi
nang IgG4 cua nguoi.

22. Khang thé ti td hop theo diém 21, trong d6 ving hing dinh chudi ning IgG4 cua
ngudi chira SEQ ID NO.45, SEQ ID NO.46, SEQ ID NO.47, hoic SEQ 1D NO.69.

23. Khang thé tai td hop theo diém 1, trong d6 khang thé nay chira ving hing dinh chudi

nang IgG2 cua nguoi.
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24. Khang thé tai td hop theo diém 23, trong d6 ving hang dinh chudi ning I1gG2 cta
nguoi chua SEQ ID NO.67, SEQ ID NO.68, SEQ ID NO.70, hodac SEQ ID NO.71.

25. Khang thé tai t6 hop theo diém 1, trong d6 khang thé nay chira vimg hang dinh

lambda chudi nhe ctia ngudi.

26. Ché phim, chira khang thé tai to hop theo diém 1 va chit mang duogc dung, trong d6

ché phim nay duoc bao ché dé sir dung cho ngudi.

27. Té bao vat chu bién nap chtra polynucleotit ma héa khang thé theo diém 1 va biéu
hién khang thé nay.

28. Phuong phap san xuit khang thé bao gdm buéc nudi cay té bao vat cha theo diém 27.

29. Phuong phap phat hién TL1A in vitro trong mau thu dugc tir d6i trong bao gdm budce
cho mAu tiép xtc véi khang thé theo diém 1 va phat hién khang thé lién két voi TLA1L

trong mau.

30. Polynucleotit chtra trinh tu axit nucleic md héa vung bién ddi chudi ning khang thé

chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3.
31. Té bao vat chii chira vecto chira 'polynucleotit theo diém 30.

32. Polynucleotit chira trinh tu axit nucleic ma héa ving bién ddi chudi nhe khang thé
chtra trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.4.

33. Té bao vat chi chira vecto chtra polynucleotit theo diém 32.

34. Té bao vat cha theo diém 33, trong do té bao vat chu nay con chtra polynucleotit chira
trinh tu axit nucleic ma héa ving bién ddi chudi nhe khéng thé chira trinh tu axit amin

nhu néu trong SEQ ID NO.4.
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178VL

2eTVL

2TIVL

Z2TEVL

30TVL

A31IVL

5&TVL

583VL

E84VL

BRSVL

5BEVL

58TVL

E9LVL

552VL

583V

5494VE

5Q5VL

REIVI

T

179VL GT&&*nTIT&LLP“DVGQXYrgﬁxJQYLSAL?bG GTRLIVLG SEQ ID HO:2

ZEIVL ... ... et e e e e SE¢ ID HO:11
2IIWL ...... . e mmraeea s SE¢ ID HND:12
D % U SE¢ ID NO:13
B2 5 T A SEQ ID HO:9

3 15 P < SR SEQ TD HO.4

LT a At et e s SEQ ID HO:2

SE3VE ... e - S SEQ ID HO:B

BEAVE . ... ..., e e e e e N SEQ ID MN0:6
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DANH MUC TRINH TU

<110> CEPHALON, INC.

<120> KHANG THE LIEN KET PAC HIEU vOI pHOI TU TUONG TU YEU TO HOAI TU KHOI U
1A VA CHE PHAM CHUA KHANG THE NAY

<130> 185704-3019

<160> 71
<170> PatentIn phién ban 3.5
<210> 1

<211> 119
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 1
Gln Vval Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15
Ser val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr
20 25 30
Asp Ile Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45
Gly Trp Leu Asn Pro Asn Ser Gly Asn Thr Gly Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60
Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Ala Asp Arg Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Glu Val Pro Glu Thr Ala Ala Phe Glu Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 2
<211> 111
«<212> PRT )
<213> Homo sapiens
<400> 2
Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Gly Ala Pro Gly Gln
1 5 10 15
Arg Val Thr Ile Ser Cys Thr Ser Ser Ser Ser Asp Ile Gly Ala Gly
20 25 30
Leu Gly Val His Trp Tyr Gln Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu
35 40 45
Leu Ile Glu Gly Tyr Tyr Asn Arg Pro Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe
50 55 . 60
Ser Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Thr Ile Thr Gly Leu
65 70 ) 75 80
Leu Pro Glu Asp Glu Gly Asp Tyr Tyr Cys Gln Ser Tyr Asp Gly Thr
85 _ 90 95
Leu Ser Ala Leu Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly
100 105 110
<210> 3
<211> 119
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 3
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr
20 25 30
Asp Ile Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45
Gly Trp Leu Asn Pro Asn Ser Gly Tyr Thr Gly Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60
Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Ala Asp Arg Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
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Met Glu Leu

Ala Arg Glu

Thr Leu Val

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Gln
1
Arg
Leu
Leu
Ser
65

Leu

Leu

Ser

val
Gly
Ile
50

Gly

Pro

Ser

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Gln
1
Arg
Leu
Leu
Ser
65

Leu

Leu

Ser
Val
Gly
Ile
50

Gly

Pro

Ser

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Gln
1
Arg
Ser
Leu
Ser
65

Leu

Leu

Ser
val
Gly
Ile
50

Gly

Pro

Ser

115
4
111
PRT
Homo
4

vVal

Thr

Val

35

Glu

Ser

Glu

Ala
111
PRT
Homo

vVal

Thr

val

35

Glu

sSer

Glu

Ala
111
PRT
Homo

vVal

Thr

Val

35

Glu

Ser

Glu

Ala

Ser

Val
100
Thr

Ser
85
Pro

val

sapiens

Leu
Ile
20

His
Gly
Lys

Asp

Leu
100

Thr
5

Ser
Trp
Tyr
Ser
Glu

85
Phe

sapiens

Leu
Ile
20

His
Gly
Lys

Asp

Leu
100

Thr

Trp
Tyxr
Ser
Glu

85
Phe

sapiens

Leu
Ile
20

His
Gly
Lys

Asp

Leu
100

Thr
5

Ser
Trp
Tyr
Ser
Glu

85
Phe

Leu
Glu

ser

Gln
Cys

Tyr

Tyr

Gly
70
Gly

Gly

Gln
Cys
Tyr
TyTr
Gly
70

Gly

Gly

Gln
Cys
Tyxr
Tyr
Gly
70

Gly

Gly

Arg
Thr

Ser

Pro
Thr
Gln
Asn
55

Thr

Asp

Gly

Pro
Thr
Gln
Asn
55

Thr

Asp

Gly

Pro
Thr
Gln
Asn
55

Thr

Asp

Gly

Ser

Ala

Pro
Ser
Gln
40

Arg

Ser

Tyr T

Gly

Pro
Ser
Gln
40

Arg
Ser

Tyr

Gly

Pro
Ser
Gln
40

Arg
Ser

Tyr

Gly

37002

Glu

Ala
105

Ser
Ser
25

Leu

Pro

Ala

Thr
105

sSer
Ser
25

Leu
Pro
Ala

Tyr

Thr
105

Ser
Ser
25

Leu
Pro
Ala

Tyr

Thr
105

Asp Thr Ala Vval

90

Phe Glu Tyr Trp

vVal
10

Ser
Pro
Ser
Ser
Cys

90
Lys

val
10

Ser
Pro
Ser
Ser
Cys

90
Lys

Val
10

Ser
Pro
Ser
Ser
Cys

90
Lys
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Ser
Ser
Gly
Gly
Leu
75

Gln

Leu

Leu
75
Gln

Leu

Ser
Ser
Gly
Gly
Leu
75

Gln

Leu

Gly
Asp
Thr
Val

Thr

n
o
R

Thr

Thr
vVal
60

Thr

Ser

Thr

Gly
Asp
Thr
Val
60

Thr

Ser

Thr

Ala

Ile

Ala T

45
Pro

Ile
Trp

Val

Ala
Ile
Ala

45
Pro

Trp

val

Ala
Ile
Ala
45

Pro
Ile

Trp

Val

Tyr

Gly
110

Asp
Thr
Asp

Leu
110

Pro
Gly

30
Pro

Asp

Leu
110

Pro
Gly
30

Pro
Asp
Thr

Asp

Leu
110

Tyr
95
Gln

Gly
15
Ala

Gly
15
Ala

Arg
Gly
Gly

95
Gly

Gly
15

Ala
Lys
Arg
Gly
Gly

95
Gly

Cys

Gly

Gln
Gly
Leu
Phe
Leu

80
Thr

Phe
Leu

80
Thr

Gln
Gly
Leu
Phe
Leu

80
Thr
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<210> 7
<211> 111
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 7
Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val
1 5 10
Arg Val Thr Ile Ser Cys Thr Ser Ser Ser
20 25
Gln Gly Val His Trp Tyr Gln Gln Leu Pro
35 40
Leu Ile Glu Gly Tyr Tyr Asn Arg Pro Ser
50 55
Ser Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser
65 70
Leu Pro Glu Asp Glu Gly Asp Tyr Tyr Cys
85 90
Leu Ser Ala Leu Phe Gly Gly Gly Thr Lys
100 105
<210> 8
<211> 111
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 8
Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val
1 5 10
Arg Val Thr Ile Ser Cys Thr Ser Ser Ser
20 25
Leu Gly Val Leu Trp Tyr Gln Gln Leu Pro
35 40
Leu Ile Glu Gly Tyr Tyr Asn Arg Pro Ser
50 55
Ser Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser
65 70
Leu Pro Glu Asp Glu Gly Asp Tyr Tyr Cys
85 90
Leu Ser Ala Leu Phe Gly Gly Gly Thr Lys
100 105
<210> 9
<211> 111
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 9
Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val
1 5 10
Arg Val Thr Ile Ser Cys Thr Ser Ser Ser
20 25
Leu Gly Val Leu Trp Tyr Gln Gln Leu Pro
35 40
Leu Ile Glu Gly Tyr Tyr Asn Arg Pro Ser
50 55
Ser Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser
65 70
Leu Pro Glu Asp Glu Gly Asp Tyr Tyr Cys
85 90
Leu Ser Ala Leu Phe Gly Gly Gly Thr Lys
100 105
<210> 10
<211> 111
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 10 :
Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val
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Ser
Ser
Gly
Gly
Leu
75

Gln

Leu

Ser
Ser
Gly
Gly
Leu
75

Gln

Leu

Ser
Gly
Gly
Leu
75

Gln

Leu

Ser

Gly

Asp

Val
60
Thr

Ser

Thr

Asp
Thr
Val
60

Thr

sSer

Thr

Gly
Asp
Thr
Val
60

Thr

sSer

Thr

Gly

Ala

Ile

Ala
45

Pro

Ile
Trp

val

Ala
Ile
Ala
45

Pro
Ile

Trp

vVal

Ala
Ile
Ala
45

Pro
Ile

Tyr

val

Ala

Pro
Gly
30

Pro
Asp
Thr

Asp

Leu
110

Pro
Gly
30

Pro
Asp
Thr

Asp

Leu
110

Pro
Gly
30

Pro
Asp
Thr
Asp

Leu
110

Pro

Gly
15

Ala
Lys
Arg
Gly
Gly

95
Gly

Gly
15

Ala
Lys
Arg
Gly
Gly

95
Gly

Gly
15

Ala
Lys
Arg
Gly
Gly

95
Gly

Gly

Gln
Gly
Leu
Phe
Leu

80
Thr

Gln
Gly
Leu
Phe
Leu

80
Thr

Gln
Gly
Leu
Phe
Leu

80
Thr

Gln
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1 5 10
Arg Val Thr Ile Ser Cys Thr Ser Ser Ser
20 25
Leu Gly Val His Trp Tyr Gln Gln Leu Pro
35 40
Leu Ile Glu Gly Tyr Tyr Asn Arg Pro Ser
50 55
Ser Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser
65 70
Leu Pro Glu Asp Glu Gly Asp Tyr Tyr Cys
85 90
Leu Ser Ala Leu Phe Gly Gly Gly Thr Lys
100 105
<210> 11
<211> 111
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 11
Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val
1 5 10
Arg Val Thr Ile Ser Cys Thr Ser Ser Ser
20 25
Leu Gly Val His Trp Tyr Gln Gln Leu Pro
35 40
Leu Ile Glu Gly Tyr Tyr Asn Arg Pro Ser
50 55
Ser Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser
65 70
Leu Pro Glu Asp Glu Gly Asp Tyr Tyr Cys
85 90
Leu Ser Ala Leu Phe Gly Gly Gly Thr Lys
100 105
<210> 12
<211> 111
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 12
Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val
1 5 10
Arg Val Thr Ile Ser Cys Thr Ser Ser Ser
20 25
Ser Gly Val His Trp Tyr Gln Gln Leu Pro
35 40
Leu Ile Glu Gly Tyr Tyr Asn Arg Pro Ser
50 55
Ser Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser
65 70
Leu Pro Glu Asp Glu Gly Asp Tyr Tyr Cys
85 90
Leu Ser Ala Leu Phe Gly Gly Gly Thr Lys
100 105
<210> 13
<211> 111
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 13
Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val
1 5 10
Arg Val Thr Ile Ser Cys Thr Ser Ser Ser
20 25
Gln Gly Val His Trp Tyr Gln Gln Leu Pro
35 40
Leu Ile Glu Gly Tyr Tyr Asn Arg Pro Ser

-9Y-

Ser
Gly
Gly
Leu
75

Gln

Leu

Ser
Ser
Gly
Gly
Leu
75

Gln

Leu

Ser
Ser
Gly
Gly
Leu
75

Gln

Leu

Ser
Ser
Gly

Gly

Asp
Thr
val

60
Thr

Ser.

Thr

Gly
Asp
Thr
val
60

Thr

Ser

Thr

Gly
Asp
Thr
val
60

Thr

Ser

Thr

Gly
Asp

Thr

Ile
Ala
45

Pro
Ile

Phe

Val

Ala
Ile
Ala
45

Pro
Ile

Tyr

Val

Ala
Ile
Ala
45

Pro
Ile

Tyr

val

Ala
Ile

Ala

- 45

val

Pro

Gly
30

Pro
Asp
Thr

Asp

Leu
110

Pro
Gly
30

Pro
Asp
Thr

Asp

Leu

110

Pro
Gly
30

Pro
Asp
Thr

Asp

Leu
110

Pro
Gly
30

Pro

Asp

15
Ala

Lys
Arg
Gly
Gly

95
Gly

Gly
15

Ala
Lys
Arg
Gly
Gly

95
Gly

Gly
15

Ala
Lys
Arg
Gly
Gly

95
Gly

Gly
15

Ala
Lys

Arg

Gly
Leu
Phe
Leu

80
Thr

Gln
Ala
Leu
Phe
Leu

80
Thr

Gln
Gly

Leu
Phe
Leu

80
Thr

Gln
Gly
Leu

Phe



50
Ser Gly
65
Leu Pro

Leu Ser

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>
Gln Ser
1

Arg Val

Xaa Gly

Leu Ile
50

Ser Gly

65

Leu Pro

Leu Ser

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Gly Tyr
1

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Trp Leu
1

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Glu val
1

37002

55 60
Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Thr Ile Thr Gly Leu
70 75 80
Glu Asp Glu Gly Asp Tyr Tyr Cys Gln Ser Tyr Asp Gly Thr
85 90 95
Ala Leu Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly
100 105 110
14
111
PRT
Homo sapiens
Xaa
(32) ..(32)
G hoac A
Xaa
(33) ..(33)
L hodc S hodc Q
Xaa
(36) ..(36)
H hodc L
Xaa
(93) ..(93)
Y hodc F hodc W
14
vVal Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Gly Ala Pro Gly Gln
5 10 15
Thr Ile Ser Cys Thr Ser Ser Ser Ser Asp Ile Gly Ala Xaa
20 25 30
Val Xaa Trp Tyr Gln Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu
35 40 45
Glu Gly Tyr Tyr Asn Arg Pro Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe
55 60
Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Thr Ile Thr Gly Leu
70 75 80
Glu Asp Glu Gly Asp Tyr Tyr Cys Gln Ser Xaa Asp Gly Thr
85 90 95
Ala Leu Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly
100 105 110
15
10
PRT
Homo sapiens
15
Thr Phe Thr Ser Tyr Asp Ile Asn
5 10
16
10
PRT
Homo sapiens
16
Asn Pro Asn Ser Gly asn Thr Gly
5 10
17
10
PRT
Homo sapiens
17
Pro Glu Thr Ala Ala Phe Glu Tyr
5 10

-05-



<210> 18
<211> 14
<212> PRT
<213> Homo
<400> 18

Thr Ser Ser
1

<210> 19
<211> 7
<212> PRT
<213> Homo
<400> 19

Gly Tyr Tyr
1

<210> 20
<211> 10
<212> PRT
<213> Homo
<400> 20

Gln Ser Tyr
1

<210> 21
<211> 10
<212> PRT
<213> Homo
<400> 21

Trp Leu Asn
1

<210> 22
<211> 10
<212> PRT
<213> Homo
<400> 22

Gln Ser Trp
1

<210> 23
<211> 14
<212> PRT
<213> Homo
<400> 23
Thr Ser Ser
1

<210> 24
«<211> 14
<212> PRT
<213> Homo
<400> 24

Thr Ser Ser
1

<210> 25
<211> 14
<212> PRT
<213> Homo
<400> 25

Thr Ser Ser
1

<210> 26
<211> 14
<212> PRT
<213> Homo
<400> 26

Thr Ser Ser
1

sapiens

Ser Ser
5

sapiens

Asn Arg
5

sapiens

Asp Gly
5

sapiens

Pro Asn
5

sapiens

Asp Gly
5

sapiens

Ser Ser
5

sapiens

Ser Ser
5

sapiens

Ser Ser
5

sapiens

Ser Ser
5

Asp

Pro

Thr

Ser

Thr

Asp

Asp

Asp

Asp

Ile

Ser

Ser

Leu

Gly

Tyr

Ser

Leu

Ile Gly

Ile Gly

Ile Gly

Ile Gly

37002

Ala

Thr

Ala

Ala

Ala

Ala

Ala

10

Leu
10

Gly
10

Leu
10

Ala Leu
10

Gly Ser
10

Gly Gln
10

Gly Leu
10

-96-

Gly Ala Gly Leu Gly Val His

Gly Vval His

Gly val His

Gly Vval His

Gly Val Leu
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Leu Ser Ala Leu

10

Trp Leu Asn Pro Asn Ser Gly Xaa Thr Gly

10

Thr Ser Ser Ser Ser Asp Ile Gly Ala Xaa Xaa Gly Val Xaa

Phe
Asp
His
Leu

Ile

<210> 27

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 27

Gln Ser Phe Asp Gly Thr

1 5

<210> 28

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> Xaa

<222> (8)..(8)

<223> N hodc Y

<400> 28

1 5

<210> 29

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> Xaa

<222> (10)..(10)

<223> G hodc A

<220>

<221> Xaa

<222> (11)..(11)

<223> L hodc S hodc Q

<220>

<221> Xaa

<222> (14)..(14)

<223> H hodc L

<400> 29

1 5

<210> 30

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> Xaa

<222>  (3)..(3)

<223> Y hodc W hodc F

<400> 30

Gln Ser Xaa Asp Gly Thr

1 5

<210> 31

<211> 180

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 31

Leu Lys Gly Gln Glu

1 5

Leu Arg Ala Asp Gly

20
Gln Thr Pro Thr Gln
35

Glu His Glu Leu Gly
50

Asn Lys Phe Leu Leu

65

70

Leu

Ala
Lys
Phe
Ala

55
Pro

Ser

Pro
Pro
Lys
40

Phe

Glu

Ala

Ser
Arg
25

Asn

Thr

Ser

10

Leu
10

His
10

Ala
Gln
Lys

Gly

-97-

Gln
His
Phe
Asn

Asp
75

Gln
Leu
Pro
Arg

60
Tyr

val
Thr
Ala
45

Met

Phe

Tyr
Val
30

Leu

Asn

Ile

Ala
15

val
His
Tyr

Tyr

Pro
Arg
Trp
Thr

Ser
80



Gln
Ala
Val
Ser
Ala
145

Asp

Ala

vVal
Gly
Thr
vVal
130
Met

Ile

Phe

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Leu

Leu

Gln

Glu

Asn

65

Gln

Ala

Val

Ser

Lys
Arg
Thr
His
50

Lys
val
Gly
Thr
vVal
130
Met

Ile

Phe

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Asp
His
Gly
Ala
Pro
65

Glu

Phe

Thr

Tyr
His
Gln
Asp
50

Thr
Leu

Leu

Phe

Thr
Arg
Asp
115
Cys
Phe
Ser
Leu
32
180
PRT
Homo
32
Gly
Ala
Pro
35
Glu
Phe
Thr
Arg
AsSp
115
Cys
Phe
Ser
Leu
33
210
PRT
Homo
33
Lys
Gly
Glu
35
Gly
Gln
Gly

Leu

Arg

Phe

Pro

100

Ser

Glu

Ser

Leu

Leu
180

Arg
85

Asn
Tyr
Val

Leu

val
165

sapiens

Gln
Asp
20

Thr
Leu
Leu
Phe
Pro
100
Ser
Glu
Ser

Leu

Leu
180

Glu
5
Gly
Gln
Gly
Leu
Ala
85
Asn
Tyxr
vVal

Leu

Val
165

sapiens

Asp
Ser
20

Phe
Asp
His
Leu
Ile

100
Gly

Asp
5
Gly
Ala
Lys
Phe
Ala
85

Pro

Met

Gly
Lys
Pro
Gly
Gln

150
Asp

Phe
Asp
His
Leu
Ile
70

Gly
Lys
Pro
Gly
Gln

150
Asp

Asp
Ser
Pro
Pro
Lys
70

Phe

Glu

Thr

Met
Pro
Glu
Ser
135

Glu

Tyr

Ala
Lys
Phe
Ala
55

Pro
Met
Pro
Glu
ser
135

Glu

Tyr

Asp
Leu
Ser
Arg
55

Asn
Thr

Ser

Ser

Thr
Asp
Pro
120
Asn

Gly

Thr

Pro
Pro
Lys
40

Phe

Glu

Thr

Lys
val
His
40

Ala
Gln
Lys
Gly

Glu

37002

sSer
sSer
105
Thr
Trp

Asp

Lys

Ser
Arg
25

Asn

Thr

Ser

Ser
105
Thr
Trp
Asp

Lys

Gly
Pro
25

Gln
His

Phe

Asp
105
Cys

Glu
90

Ile
Gln
Phe

Lys

Glu
170

His
10

Ala
Gln
Lys
Gly
Glu
90

Ile
Gln
Phe

Lys

Glu
170

Ser
10

Arg
Gln
Leu
Pro
Arg
90

Tyr

Ser

-08-

Cys
Thr
Leu
Gln
Leu

155
Asp

Gln
His
Phe
Asn
Asp
75

Cys
Thr
Leu
Gln
Leu

155
Asp

His
Gly
val
Thr
Ala
75

Met

Phe

Glu

Ser
Val
Leu
Pro
140

Met

Lys

Gln
Leu
Pro
Arg
60

Tyr
sSer
Val
Leu
Pro
140

Met

Lys

His
Ser
Tyr
val
60

Leu
Asn

Ile

Ile

Glu
Val
Met
125
Ile

Val

Thr

vVal
Thr
Ala
45

Met

Phe

Glu

Met
125
Ile
val

Thr

His
Gly
Ala
45

val
His
Tyr
Tyr

Arg

Ile
Ile
110
Gly
Tyr

Asn

Phe

Tyr
Val
30

Leu
Asn
Ile
Ile
Ile
110
Gly
Tyr

Asn

Phe

His
Ser
30

Pro
Arg
Trp
Thr
Ser

110
Gln

Arg
95

Thr
Thr
Leu

val

Phe
175

Ala
15

val
His
Tyr
Tyxr
Arg
95

Thr
Thr
Leu

val

Phe
175

His
15

Leu
Leu
Gln
Glu
Asn
95

Gln

Ala

Gln
Lys
Lys
Gly
Ser

160
Gly

Pro
Arg
Trp
Thr
Ser
80

Gln
Lys
Lys
Gly
Ser

160
Gly

His
Lys
Arg
Thr
His
80

Lys

vVal

Gly



Arg
Asp
145
Cys
Phe

Ser

Leu

Pro
130
Ser
Glu
Ser

Leu

Leu
210

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Leu Lys Gly Gln

1

115
Asn

Tyr
Val
Leu
Val

195

34
180
PRT

Lys
Pro
Gly
Gln

180
Asp

Pro
Glu
Ser
165
Glu

Tyr

Asp
Pro
150
Asn

Gly

Thr

Ser
135
Thr
Trp
Asp

Lys

Macaca fascicularis

34

Leu Arg Ala

Gln
Glu
Asn
65

Gln
Ala
val
ser
Ala
145

Asp

Ala

Thr
His
50

Lys
Val
Gly
Thr
Val
130
Met

Ile

Phe

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Arg Ala Ile

Leu
1
Tyr
Gln
Glu
Asn
65
Gln
Gly

val

Ser
Thr
His
50

Lys
Ile

Arg

Ala

Pro
35

Glu
Phe
Thr
Arg
Asp
115
Cys
Phe
Ser
Leu

35

180
PRT

Asp
20

Thr
Leu
Leu
Phe
Pro
100
Ser
Glu
Ser

Leu

Leu
180

Glu Phe Ala

5
Gly

Gln
Gly
Leu
Arg
85

Asn
Tyxr
Val

Leu

Val
165

Mus musculus

35

Pro
Pro
35

Asp
Ser
Thr

Arg

Asp
115

Pro
20

Ala
Leu
Leu
Phe
Pro

100
Ser

Thr
5
Arg
Pro
Gly
Val
Arg
85

Asn

Tyr

Asp
His
Leu
Ile
70

Gly
Lys
Pro
Gly
Gln

150
Asp

Glu
Gly
His
Met
Ile
70

Gly
Lys

Pro

Lys
Leu
Ala
55

Pro
Met
Pro
Glu
Ser
135

Glu

Tyr

Glu
Lys
Leu
Ala
55

Pro
Thr

Pro

Glu

120
Ile

Gln
Phe
Lys

Glu
200

Pro
Pro
Lys
40

Phe
Glu
Thr
Asp
Pro
120
Asn

Gly

Thr

Arg
Pro
Lys
40

Phe
Glu
Thr

Asp

Pro
120

37002

Thr
Leu
Gln
Leu

185
Asp

Ser
Arg
25

Asn
Thr
Ser
Ser
Ser
105
Thr
Trp

Asp

Lys

Ser
Arg
25

Asn
Thr
Ser
Ser
Ser

105
Ala

Val
Leu
Pro
170

Met

Lys

His
10

Ala
Gln
Lys
Gly
Glu
90

Ile
Gln
Phe

Lys

Glu
170

Glu
10

Ala
Gln
Lys
Gly
Val
90

Ile

Arg

-99-

Val
Met
155
Ile
Val

Thr

Gln
His
Phe
Asn
Asp
75

Cys
Thr
Leu
Gln
Leu

155
Asp

Pro
His
Leu
Asn
Asp
75

Cys

Thr

Leu

Ile
140
Gly
Tyr

Asn

Phe

Gln
Leu
Pro
Arg
60

Tyr
Ser
Val
Leu
Pro
140

Met

Lys

Ser
Leu
Ser
Gly
60

Tyr
Gly

Met

Leu

125
Thr

Thr
Leu
vVal

Phe
205

Val
Thr
Ala
45

Met
Phe
Glu
val
Met
125
Ile

val

Thr

Pro
Thr
Ala
45

Met
Phe
Asp

vVal

Thr
125

Lys
Lys
Gly
Ser

190
Gly

Tyr
val
30

Leu
Asn
val
Ile
Ile
110
Gly
Tyr

Asn

Phe

Gln
Ile
30

Leu
Lys
Ile
Ile
Ile

110
Gly

Val
Ser
Ala
175

Asp

Ala

Ala

15
vVal

His
Tyr
Tyr
Arg
95

Thr
Thr
Leu

val

Phe
175

Gln
15

Lys
His
Tyr
Tyr
Ser
95

Thr

Ser

Thr
val
160
Met
Ile

Phe

Pro
Arg
Trp
Thr
Ser
80

Gln
Lys
Lys
Gly
Ser

160
Gly

Val
Lys
Trp
Ile
Ser
80

Arg
Lys

Lys



Ser
Ala
145
Asp

Ala

Val
130
Thr
Ile

Phe

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Phe
1
Tyr
Gln
Glu
Asn
65
Gln
Val

vVal

Pro
Thr
Thr
Asn
50

Lys
Ile
Arg
Ala
val
130
Met

Ile

Phe

<210>
<211>
<212>
<213> C
<400>

Ile
1
Leu
Gln
Glu
Asn
65
Gln
Arg
Thr

Val

Met
145

Asn
Arg
Thr
His
50

Lys
Ile
Gln
Asp
Cys

130
Phe

Cys Glu Ile Ser-Asn

135

Phe Ser Leu Glu Glu

150

Ser Leu Val Asp Tyr

Leu Leu
180

36

180

PRT

Rattus norvegicus

36
Thr Val

Pro Ser
20

Pro Val

35

Asn Leu

Phe Leu
Thr Phe
Arg Pro
100
Asp Ser
115
Cys Glu
Phe Ser

Ser Leu

Leu Ile

180 -

37
179
PRT
hudt
37
Glu Gln

Asp Asp
20
ro Thr
35
Glu Leu

Phe Leu

Thr Phe

Gln Asn
100

Ser Tyr

115

Glu Ile

Ser Leu

165

Thr
5
Arg
Pro
Gly
val
Arg
85
Lys
Tyr
Ile

Leu

vVal
165

Arg
5
Arg
Gln
Gly
Val
Arg
85
Lys
Pro

Ser

Gln

Glu
Asp
His
Met
Ile
70

Gly
Lys
Pro
Ser
Glu

150
Asp

Phe
Asp
His
Leu
Ile
70

Gly
Pro
Glu

Ser

Glu
150

Glu
Lys
Leu
Ala
55

Pro
Thr
Pro
Glu
Ser
135

Glu

Tyr

Gly
Lys
Leu
Ala
55

Pro
Thr
Asp
Pro
Asn

135
Gly
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Asn Trp
Gly Asp

Thr Lys

Arg Ser

Pro Lys
25

Lys Asn

40

Phe Thr

Glu Ser
Thr Ser

Asp Ser
105

Pro Ala

120

Asn Trp

Gly Asp

Thr Lys

Pro Ser

Pro Arg
25

Lys Asn

40

Phe Thr

Glu Thr

Thr Ser

Ser Ile
105

Ser Gln

120

Trp Phe

Asp Lys

Phe
Arg

Glu
170

Ala
10

Ala
Glu
Lys
Gly
Glu
90

Ile
His
Phe

Arg

Glu
170

lang nha Cavia porcellus

Tyr
10

Ala
Gln
Lys
Gly
Glu
90

Phe
Leu

Gln

Leu

-100-

Gln
Leu

155
Asp

Pro
His
Leu
Asn
Asp
75

Cys
Thr
Leu
Gln
Leu

155
Asp

Gln
His
Phe
Asn
Asp
75

Cys
Val
Leu

Pro

Met
155

Ser
140
Met

Lys

Ser
Leu
Ala
Arg
60

Tyr
Gly
vVal
Leu
PrQ
140

Met

Lys

Arg
Leu
Pro
Arg
60

Tyr
Gly
Val
Thr
Leu

140
val

Leu
Val

Thr

Ala
Thr
Ala
45

Met
Phe
Asp
Val
Thr
125
Ile

val

Thr

Val
Thr
Ala
45

Met
Phe
Ile
Ile
Gly
125

Tyr

Asn

Tyxr
Asn

Phe

Gln
Ile
30

Leu
Asn
Ile
Ile
Ile
110
Gly

Tyxr

Asn

Tyr
val
30

Leu
Asn
Val
Ser
Thr
110
Thr

Leu

val

Leu
Val

Phe
175

Pro
15

Met
His
Tyr
Tyr
Ser
95

Thr
Thr
Leu

Val

Phe
175

Thr
Val
His
Tyr
Tyr
Pro
95

Lys
Lys
Gly

Ser

Gly
ser

160
Gly

vVal
Arg
Trp
Thr
Ser
80

Arg
Lys
Lys
Gly
Ser

160
Gly

Pro
Axg
Trp
Thr
Ser
80

Gly
Val
Ser

Ala

Asp
160



Ile Ser Leu Val Asp

Phe Leu Leu
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Pro
1
Pro
Gln
Glu
Asn
65
Gln
Gly
vVal
Ser
Ala
145
Asp

Ala

Lys
Gly
Thr
His
50

Lys
Val
Ser
Thr
val
130
Met

Ile

Phe

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Pro Lys Gly Gln

1
Pro

Gln
Glu
Asn
65

Gln
Glu
val
Ser
Ala
145

Asp

Ala

Gly
Thr
His
50

Lys
vVal
Arg
Thr
vVal
130
Met

Ile

Phe

<210>
<211>

38
180
PRT

165

Felis catus

38
Gly Arg

Ala Gly
20

Pro Thr

35

Glu Leu

Phe Leu
Thr Phe

Arg Leu
100

Asp Ser

115

Cys Glu

Phe Ser
Ser Leu

Leu Leu
180

39

180

PRT

Glu
5
Gly
Gln
Gly
Val
Arg
85
Asn
Tyr
vVal
Leu

val
165

Sus dcrofa

39

Ala Gly
20
Ser Thr
35 '
Glu Leu

Phe Leu
Thr Phe

Arg Leu
100

Asp Ser

115

Cys Glu

Phe Ser
Ser Leu
Leu Leu

180

40
179

Glu
5
Arg
Glu
Gly
vVal
Arg
85
Asn
Tyxr
Ile

Leu

Val
165

Tyr

Phe
Asp
Pro
Leu
Ile
70

Gly
Lys
Pro
Gly
Gln

150
Asp

Leu
Asp
Pro
Leu
Ile
70

Gly
Lys
Pro
Gly
His

150
Asp

Thr

Gly
Lys
Leu
Ala
55

Pro
Thr
Pro
Glu
sSer
135

Glu

Tyr

Gly
Lys
Leu
Ala
55

Pro
Thr
Pro
Glu
Ser
135

Glu

Tyr

Lys

Pro
Pro
Lys
40

Phe
Glu
Thr
Asp
Pro

120
Asn

Pro
Pro
Lys
40

Phe
Glu
Thr
Asp
Pro
120
Asn

Gly

Thr

37002

Glu

Ser
Arg
25

Asn
Ile
Ser
Ser
Ser

105
Thr

Ser
Arg
25

Asn
Thr
Ser
Ser
Ser
105
Thr
Trp

Asp

Lys

-101-

Asp
170

His
10

Ala
Gln

Lys

Glu
90

Ile
Gln
Phe

Lys

Glu
170

His
10

Ala
Gln
Lys
Gly
Glu
90

Ile
Gln
Phe

Lys

Glu
170

Lys

Gln
His
Phe

Asn

Leu
Gln
Leu

155
Asp

Gln
His
Phe
Asn
Asp
75

Cys
Ile
Leu
Gln
Leu

155
Asp

Thr

Arg
Leu
Pro
Arg
60

Tyr
Gly
val
Leu
Pro

140
Met

Pro
Arg
60

Tyr
Gly
Val
Leu
Pro
140
Met

Lys

Phe

Ala
Thr
Ala
45

Met
Phe
Glu
val
Met

125
Ile

Thr

vVal
Thr
Ala
45

Met
Phe
Glu
Val
Met
125
Ile

Val

Thr

Phe

Tyr
Val
30

Leu

Asn

Ile

Ile
110

9

Gly
Tyxr
Asn

Phe

Tyxr
val
30

Leu
Asn
Ile
Ile
Ile
110
Gly
Tyr

Asn

Phe

Gly
175

Thr
15

Val
His
Tyr
Tyr
Arg
95

Thr
Thr
Leu

Val

Phe
175

Ala
15

Val
His
Tyr
Tyr
Ser
95

Thr
Thr
Leu

val

Phe
175

Ala

Ser
Arg
Trp
Thr
Ser
80

Gln
Lys
Lys
Gly
Ser

160
Gly

Pro
Arg
Trp
Thr
Ser
80

Gln
Lys
Lys
Gly
Ser

160
Gly



<212>
<213>
<400>
Leu Lys Gly Arg

1
Leu

Gln
Glu
Asn
65

Gln
Arg
val
Ser
Met
145

val

Phe

Arg
Thr
His
50

Lys
vVal
Arg
Thr
Val
130
Phe

Ser

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Pro
1
Pro
Gln
Glu
Asn
65
Gln
Gly
val
Ser
Ala
145

Asp

Ala

Lys
Arg
ser
His
50

Lys
vVal
Ser
Thr
Val
130
Met

Ile

Phe

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>
Ala Ser Thr Lys

1

Homo

PRT

Oryctolagus cuniculus

40

Ala Asp
20

Pro Thr

35

Glu Leu

Phe Leu
Thr Phe
Arg Gln
100
Asp Asn
115
Cys Glu
Ser Leu
Leu Val
Leu
41

180
PRT

Glu Phe Gly

5
Gly

Gln
Gly
val
Arg
85

Thr
Tyr
Met

Glu

Asp
165

Asn
Pro
Leu
Ile
70

Gly
Lys
Pro
Gly
Glu

150
Tyr

Canis familiaris

41
‘Gly Gln

Ala Gly
20

Pro Thr

35

Glu Leu

Phe Leu
Thr Phe

Arg Leu
100

Asp Ser

115

Cys Glu

Phe Ser

Ser Leu

Leu Leu
180

42

330

PRT

42

Glu

val
Arg
85

Asn
Tyr
val

Leu

val
165

sapiens

Gly
5

Phe
Asp
Pro
Leu
Ile
70

Gly
Lys
Pro
Gly
Gln

150
Asp

Lys
Leu
Ala
55

Pro
Thr
Pro
Glu
Asn
135

Gly

Thr

Gly
Lys
Leu
Ala
55

Pro
Thr
Pro
Glu
Ser
135

Glu

Tyr

Pro
Pro
Arg
40

Phe
Glu
Thr
Asp
Pro
120
Trp

Asp

Lys

His
Pro
Glu
40

Fhe
Glu
Thr
Asp
Pro
120
Asn

Gly

Thr

37002

Ser
Arg
25

Asn
Thr
Ser
Ser
ser
105
Ala
Phe

Lys

Glu

Ser
Arg
25

Ser
Thr
Ser
Ser
Ser
105
Thr
Trp

Asp

Lys

Pro Ser Val Phe

-102-

Gln
10

Ala
His
Lys
Gly
Glu
90

Ile
Gln
Gln

Leu

Asp
170

His
10

Ala
Leu
Lys
Gly
Glu
90

Ile
Gln
Phe

Lys

Glu
170

Pro
10

Gln Arg Ala
His Leu Thr

Phe Pro Ala
45
Asn Arg Met
60
Asp Tyr Phe
75
Cys Gly Vval

Val Vval Vval

Leu Leu Thr
125
Pro Ile Tyr
140
Met Val Asn
155
Lys Thr Phe

Gln Arg Ala
His Leu Thr

Phe Pro Ala
45
Asn Arg Met
60
Asp Tyr Phe
75
Cys Gly Glu

Ile vVal val

Leu Leu Met
125
Gln Pro Ile
140
Leu Met Val
155
Asp Lys Thr

Leu Ala Pro

Tyr
Ala
30

Leu
Asn
Val
Ile
Ile
110
Gly
Leu

val

Phe

val
30

Leu
Asn
val
Ala
Ile
110
Gly
Tyr

Asn

Phe

Ser

Met
15

Val
His
Tyxr
Tyr
Asn
95

Thr
Thr
Gly

Ser

Gly
175

Ala
15

Val
His
Tyr
Tyr
Arg
95

Thr
Thr
Leu

Val

Phe
175

Ser
15

Pro
Lys
Trp
Thr
Ser
80

Gln
Lys
Lys
Ala
Asp

160
Ala

Ser
Arg
Trp
Thr
Ser
80

Gln
Lys
Lys
Gly
Ser

160
Gly

Lys



Ser
Phe
Gly
Leu
65

Tyr
Lys
Pro
Lys
Val
145
Tyr
Glu
His
Lys
Gln
225
Leu
Pro
Asn
Leu
val

305
Gln

Thr
Pro
val
50

Ser
Ile
Val
Ala
Pro
130
Val

val

Gln

Ser
Glu
35

His
Ser
Cys
Glu
Pro
115
Lys
val

Asp

Tyr

Gln Asp

Ala
210
Pro
Thr
Ser
Tyr
Tyr
290
Phe

Lys

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Ala
1
Ser
Phe
Gly
Leu
65
Tyr
Lys

Pro

Lys

Ser

Thr

Pro

val

50

Ser

Ile

val

Ala

Pro
130

195
Leu

Arg
Lys
Asp
Lys
275
Ser
Ser
Ser
43
329
PRT
Homo
43
Thr
Ser
Glu
35
His
Ser
Cys
Glu
Pro

115
Lys

Gly
20

Pro
Thr
vVal
Asn
Pro
100
Glu
Asp
Asp
Gly
Asn
180
Trp
Pro
Glu
Asn
Ile
260
Thr
Lys

Cys

Leu

Gly
Val
Phe
Val

val

.85

Lys
Leu
Thr
vVal
vVal
165
Ser
Leu
Ala
Pro
Gln
245
Ala
Thr
Leu
Ser

Ser
325

sapiens

Lys
Gly
20

Pro
Thr
val
Asn
Pro
100
Glu

Asp

Gly
Gly
Val
Phe
Val
Val
85

Lys
Leu

Thr

Thr
Thr
Pro
Thr
70

Asn
Ser
Leu
Leu
Ser
150
Glu
Thr
Asn
Pro
Gln
230
val
vVal
Pro
Thr
val

310
Leu

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Ser

Leu

Leu

Ala
val
Ala
55

val
His
Cys
Gly
Met
135
His
vVal
Tyr
Gly
Ile
215
val
sSer
Glu
Pro
vVal
295

Met

Ser

Ser
Ala
Val
Ala
55

val
His
Cys
Gly

Met
135

Ala
Ser
40

val
Pro
Lys
Asp
Gly
120
Ile
Glu
His
Arg
Lys
200
Glu
Tyr
Leu
Trp
val
280
Asp
His

Pro

Val
Ala
Ser
40

val
Pro
Lys
Asp
Gly

120
Ile

37002

Leu
25

Trp
Leu
Ser
Pro
Lys
105
Pro
Ser
Asp
Asn
Val
185
Glu
Lys
Thr
Thr
Glu
265
Leu
Lys

Glu

Gly

Phe
Leu
25

Trp
Leu
Ser
Pro
Lys
105

Pro

Ser

-103-

Gly
Asn
Gln
Ser
Ser
90

Thr
Ser
Arg
Pro
Ala

170
Val

Leu
Cys
250
Ser
Asp
Ser

Ala

Lys
330

Pro
10

Gly
Asn
Gln
Ser
Ser
90

Thr

sSer

Arg

Cys
Ser
Ser
Ser
75

Asn
His
Val
Thr
Glu
155
Lys
Ser
Lys
Ile
Pro
235
Leu
Asn
Ser

Arg

Leu
315

Leu
Cys
Ser
Ser
Ser
75

Asn
His
Val

Thr

Leu
Gly
Ser
60

Leu
Thr
Thr

Phe

Pro
140

Val I

Thr
Val
Cys
Ser
220
Pro
Val
Gly
Asp
Trp

300
His

Ala
Leu
Gly
Ser
60

Leu
Thr
Thr

Phe

Pro
140

Val
Ala
45

Gly
Gly
Lys
Cys
Leu

125
Glu

Lys
Leu
Lys
205
Lys
Ser
Lys
Gln
Gly
285

Gln

Asn

Pro
val
Ala
45

Gly
Gly
Lys
Cys
Leu

125
Glu

Lys
30

Leu
Leu
Thr
Val
Pro
110
Phe
Val
Phe
Pro
Thr
190
val
Ala
Arg
Gly
Pro
270
Ser

Gln

His

Ser
Lys
30

Leu
Leu
Thr
val
Pro
110

Phe

Val

Asp
Thr
Tyr
Gln
AsSp
95

Pro
Pro
Thr
Asn
Arg
175
val
Ser
Lys
Asp
Phe
255
Glu
Phe

Gly

Tyr

Ser
15

Asp
Thr
Tyr
Gln
Asp
95

Pro

Pro

Thr

Tyr
Ser
Ser
Thr
80

Lys
Cys
Pro
Cys
Trp
160

Glu

Leu

Asn .

Gly
Glu
240
Tyr
Asn
Phe

Asn

Thr
320

Lys
Tyr
Ser
Ser
Thr
80

Lys
Cys

Pro

Cys



val
145
Tyr
Glu
His
Lys
Gln
225
Leu
Pro
Asn
Leu
vVal

305
Gln

Val
val
Gln
Gln
Ala
210
Pro
Thr
Ser
Tyr
Tyr
290

Phe

Lys

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Ala
Ser
Phe
Gly
Leu
65

Tyr
Lys
Pro
Lys
Val
145
Tyr
Glu
His
Lys
Gln
225

Leu

Pro

ser
Thr
Pro
Val
50

Ser
Ile
Val
Ala
Pro
130
val
val
Gln
Gln
Ala
210
Pro

Thr

Ser

vVal
Asp
Tyr
AsSp
195
Leu
Arg
Lys
Asp
Lys
275
Ser
Ser
Ser
44
330
PRT
Homo
44
Thr
Ser
Glu
35
His
Ser
Cys
Glu
Pro
115
Lys
Val
Asp
Tyr
Asp
195
Leu
Arg

Lys

Asp

Asp
Gly
Asn
180
Trp
Pro
Glu
Asn
Ile
260
Thr
Lys

Cys

Leu

Val

val

165

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
325

sapiens

Lys
Gly
20

Pro
Thr
val
Asn
Pro
100
Glu
Asp
Asp
Gly
Asn
180
Trp
Pro
Glu

Asn

Ile
260

Gly
5
Gly
val
Phe
val
val
85
Lys
Leu
Thr
Val
Val
165
Ser
Leu
Ala
Pro
Gln

245
Ala

Ser
150
Glu
Thr
Asn
Pro
Gln
230
val
vVal
Pro
Thr
Val

310
Leu

Pro
Thr
Thr
Pro
Thr
70

Asn
Ser
Leu
Leu
Ser
150
Glu
Thr
Asn
Pro
Gln
230

val

vVal

His
Val
Tyr
Gly
Ile
215
Val
Ser
Glu
Pro
vVal
295

Met

Ser

Ser
Ala
Val
Ala
55

Val
His
Cys
Gly
Tyr
135
His
vVal
Tyr
Gly
Ile
215
Val

Ser

Glu

Glu
His
Arg
Lys
200
Glu
Tyr
Leu

Trp

Val

1280

Asp
His

Pro

val
Ala
Ser
40

Val
Pro
Lys
Asp
Gly
120
Ile
Glu
His
Arg
Lys
200
Glu
Tyr

Leu

Trp

37002

Asp
Asn
Val
185
Glu
Lys
Thr
Thr
Glu
265
Leu
Lys

Glu

Gly

Phe
Leu
25

Trp
Leu
Ser
Pro
Lys
105
Pro
Thr
Asp
Asn
Val
185
Glu
Lys
Thr

Thr

Glu
265

-104-

Pro
Ala
170
val
Tyr
Thr
Leu
Cys
250
Ser
Asp

Ser

Alé

Pro
10

Gly
Asn
Gln
Ser
Ser
90

Thr
sSer
Arg
Pro
Ala
170
val
Tyr
Thr
Leu
Cys

250
Ser

Glu
155
Lys
Ser
Lys
Ile
Pro
235
Leu
Asn
Ser

Arg

Leu
315

Leu
Cys
Ser
Ser
Ser
75

Asn
His
val
Glu
Glu
155
Lys
Ser
Lys
Ile
Pro
235

Leu

Asn

Val
Thr
Val
Cys
Ser
220
Pro
Val
Gly
Asp
Trp

300
His

Ala
Leu
Gly
Ser
60

Leu
Thr
Thr
Phe
Pro
140
val
Thr
vVal
Cys
Ser
220
Pro

val

Gly

Lys
Lys
Leu
Lys
205
Lys
Ser
Lys
Gln
Gly
285

Gln

Asn

Pro
Val
Ala
45

Gly
Gly
Lys
Cys
Leu
125
Glu
Lys
Lys
Leu
Lys
205
Lys
Ser

Lys

Gln

Phe
Pro
Thr
190
Val
Ala
Arg
Gly
Pro
270
Ser

Gln

His

Ser
Lys
30

Leu
Leu
Thr
val
Pro
110
Phe
val
Phe
Pro
Thr
190
vVal
Ala
Arg

Gly

Pro
270

Asn
Arg
175
val
Ser
Lys
Asp
Phe
255
Glu
Phe

Gly

Tyr

Ser
15

Asp
Thr
Tyr
Gln
Asp
95

Pro
Pro
Thr
Asn
Arg
175
Val
Ser
Lys
Asp
Phe

255
Glu

Trp
160
Glu
Leu
Asn
Gly
Glu
240
Tyr
Asn
Phe

Asn

Thr
320

Lys
Tyr
Ser
Ser
Thr
80

Lys
Cys
Pro
Cys
Trp
160
Glu
Leu
Asn
Gly
Glu
240

Tyr

Asn



Asn
Leu
Val

305
Gln

Tyr
Tyxr
290
Phe

Lys

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Ala Ser Thr

1
Ser

Phe

Gly

Glu
Asp
Asp
145
Gly
Asn
Trp
Pro
Glu
225
Asn
Ile
Thr
Arg
Cys

305
Leu

Thr
Pro
Val
50

Ser
Thr
val
Phe
Thr
130
vVal
Val
Ser
Leu
Ser
210
Pro
Gln
Ala
Thr
Leu
290

Ser

Ser

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Ala Ser Thr

1

Lys
275
Ser
Ser
Ser
45
327
PRT

Homo
45

Ser
Glu
35

His
Ser
Cys
Glu
Leu

115
Leu

Thr
Asn
195
Ser
Gln
vVal
val
Pro
275
Thr
val
Leu
46
326
PRT

Homo
46

Ser Thr Ser

Thr
Lys
Cys

Leu

Thr

Leu

Ser

Ser
325

sapiens

Lys
Glu
20

Pro
Thr
vVal
Asn
Ser
100
Gly
Met
Gln
val
Tyr
180
Gly
Ile
Val
Ser
Glu
260
Pro
vVal

Met

Ser

Gly
5
Ser
vVal
Phe
vVal
val
85
Lys
Gly
Ile
Glu
His
165
Arg
Lys
Glu
Tyr
Leu
245
Trp
vVal
Asp
His

Leu
325

sapiens

Lys

Glu

Gly
5
Ser

Pro
Thr
val

310
Leu

Pro
Thr
Thr
Pro
Thr
70

Asp
Tyr
Pro
Ser
Asp
150
Asn
val
Glu
Lys
Thr
230
Thr
Glu
Leu
Lys
Glu

310
Gly

Pro

Thr

Pro
Val
295
Met

Ser

Ser
Ala
val
Ala
55

Val
His
Gly
Ser
Arg
135
Pro
Ala
Val
Tyr
Thr
215
Leu
Cys
Ser
Asp
Ser
295

Ala

Lys

Ser

Ala

37002

Val Leu Asp
280
Asp Lys Ser

His Glu Ala

Pro Gly Lys
330

Val Phe Pro
10
Ala Leu Gly
25
Ser Trp Asn
40
Val Leu Gln

Pro Ser Ser

Lys Pro Ser
90
Pro Pro Cys
105
Val Phe Leu
120
Thr Pro Glu

Glu vVal Gln

Lys Thr Lys
170
Ser Val Leu
185
Lys Cys Lys
200
Ile Ser Lys

Pro Pro Ser

Leu Val Lys
250
Asn Gly Gln
265
Ser Asp Gly
280
Arg Trp Gln

Leu His Asn

Val Phe Pro
10
Ala Leu Gly

-105-

Ser
Arg

Leu
315

Leu
Cys
Ser
ser
Ser
75

Asn
Pro
Phe
vVal
Phe
155
Pro
Thr
Val
Ala
Gln
235
Gly
Pro
Ser

Glu

His
315

Leu

Cys

Asp
Trp

300
His

Ala
Leu
Gly
Ser
60

Leu
Thr
Pro
Pro
Thr
140
Asn
Arg
val
Ser
Lys
220
Glu
Phe
Glu
Phe
Gly

300
Tyr

Gly
285
Gln

Asn

Pro
Val
Ala
45

Gly
Gly
Lys
Cys
Pro
125
Cys
Trp
Glu
Leu
Asn
205
Gly
Glu
Tyr
Asn
Phe
285

Asn

Thr

Ser
Gln

His

Cys
Lys
30

Leu
Leu
Thr
val
Pro
110
Lys

Val

Glu
His
190
Lys
Gln
Met
Pro
Asn
270
Leu

val

Gln

Phe
Gly

Tyxr

Ser
15

Asp
Thr
Tyr
Lys
Asp
95

Ala
Pro
Val
val
Gln
175
Gln
Gly
Pro
Thr
Ser
255
Tyr
Tyr

Phe

Lys

Ala Pro Cys Ser

15

Leu Val Lys Asp

Phe
Asn

Thr
320

Arg
Tyr
Ser
Ser

Thr

- 80

Lys
Pro
Lys
Val
Asp

160
Phe

Arg
Lys
240
Asp
Lys
Ser

Ser

Ser
320

Arg

Tyr



Phe
Gly
Leu
65

Tyr
Arg
Glu
Asp
Asp
145
Gly
Asn
Trp
Pro
Glu
225
Asn
Ile
Thr
Arg
Cys

305
Leu

Pro
val
50

Ser
Thr
Val
Phe
Thr
130
Val

Val

Leu
Ser
210
Pro
Gln
Ala
Thr
Leu
290

Ser

Ser

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Ala
Ser
Phe
Gly
Leu
65

Tyr
Arg
Glu
Asp

Asp

Ser
Thr
Pro
Val
50

Ser
Thr
Val
Phe
Thr

130
val

Glu
35

His
Ser
Cys
Glu
Leu
115
Leu

Ser

Glu

Asn
195
Ser
Gln
val
val
Pro
275
Thr
vVal
Leu
47
327
PRT
Homo
47
Thr
Ser
Glu
35
His
Ser
Cys
Glu
Leu
115

Leu

Ser

20
Pro

Thr
Val
Asn
Ser
100
Gly
Met
Gln
vVal
Tyxr
180
Gly
Ile
Val
Ser
Glu
260
Pro
Val

Met

Ser

val
Phe

Val

Glu
His
165
Arg
IAYS
Glu
Tyr
Leu
245
Trp
val
Asp
His

Leu
325

sapiens

Lys
Glu
20

Pro
Thr
Val
Asn
Ser
100
Gly

Tyr

Gln

Gly
5
Ser
Val
Phe
vVal
vVal
85
Lys
Gly

Ile

Glu

Thr
Pro
Thr
70

Asp
Tyr
Pro
Ser
Asp
150
Asn
val
Glu
Lys
Thr
230

Thr

Glu

Glu
310
Gly

Pro S

Thr
Thr
Pro
Thr
70

Asp
Tyr
Pro

Thr

Asp

vVal
Ala
55

val
His
Gly
ser
Arg
135
Pro
Ala
Val
Tyr

Thr
215

Leu I

Cys
Sexr
Asp
Ser

295
Ala

Ala
val
Ala
55

val
His
Gly
Ser
Arg

135
Pro

Ser
40

Val
Pro
Lys
Pro
Val
120
Thr

Glu

Lys

Asn
ser
280
Arg

Leu

Val
Ala
Ser
40

val
Pro
Lys
Pro
val
120

Glu

Glu

37002

25
Trp

Leu
Ser
Pro
Pro
105
Phe
Pro
Val

Thr

Val
185

s Cys

Ser

Pro

val

Phe
Leu
25

Trp
Leu
Ser
Pro
Pro
105
Phe

Pro

val

-106-

Asn
Gln
Ser
Ser
90

Cys
Leu
Glu
Gln
Lys

170
Leu

Pro
10

Gly
Asn
Gln
Ser
Ser
90

Cys
Leu

Glu

Gln

Ser
Ser
Ser
75

Asn
Pro
Phe
Val
Phe

155
Pro

Gln
235
Gly

Pro

Glu

His
315

Leu
Cys
Ser
Ser
Ser
75

Asn
Pro
Phe

Val

Phe

Gly
Ser

60
Leu

Pro
Pro
Thr
140
Asn
Arg
Val
Ser
Lys
220
Glu

Phe

Glu

Gly
300
Tyxr

Ala
Leu
Gly
Ser
50

Leu
Thr
Pro
Pro
Thr

140
Asn

Ala
45

Gly
Gly
Lys
Cys
Pro
125
Cys
Trp
Glu
Leu
Asn

205
Gly

Tyr
Asn
Phe
285

Asn

Thr

Pro
Val
Ala
45

Gly
Gly
Lys
Cys
Pro
125

Cys

Trp

30
Leu

Leu

Thr

Pro
110
Lys
Val
Tyr
Glu
His
190
Lys
Gln
Met
Pro
Asn
270
Leu

Val

Gin

Cys
Lys
30

Leu
Leu
Thr
Val
Pro
110
Lys

val

Tyr

Thr
Tyr
Lys
Asp
95

Ala

Pro

Val

val
Gln
175
Gln
Gly
Pro
Thr
Ser
255
Tyx

Tyxr

Phe

Thr
Tyr
Lys
Asp
95

Ala
Pro

val

val

sSer
Ser
Thr
80

Lys
Pro
Lys
val
Asp
160
Phe
Asp
Leu
Arg
Lys
240
Asp
Lys
Ser

Ser

Ser
320

Arg
Tyr
Ser
Ser
Thr
80

Lys
Pro
Lys
Val

Asp



145

Gly val Glu

Asn Ser Thr
Asn
195

Ser

Trp Leu
Ser
210
Pro

Pro

Glu
225
Asn

Gln

Gln Val

Ile ala Vval

Thr Thr Pro
275
Leu Thr
290

Ser

Arg
Cys Val
305
Leu Ser Leu
<210>
<211>
<212>
<213> Homo
<400> 48

Gln Pro Lys
1

Glu

48
105
PRT

Leu Gln

Tyr Pro Gly
- 35
Ala Gly
50

Ala

Lys
Tyr Ala
65
His

Arg Ser

Lys Thr Vval
<210>
<211>
<212>
<213> Homo
<400> 49

caggtgcagc
tcctgcaagg
cccggacaag
gcacagaagt
atggagctga
cctgagacgg
<210> 50

<211> 333
<212> ADN
<213>
<400> 50

cagagcgtgc
agctgcacca
ctgcctggca
cccgaccggt
ctgcccgagg

49
357
DNA

val
Tyr
180
Gly
Ile
Val
Ser
Glu
260

Pro

val

His
165
Arg
Lys
Glu
Tyr
Leu
245
Trp
Val
Asp
His

Leu
325

sapiens

Ala
Ala
20

Ala

val

Ser

Ala
100

Pro

sapiens

150

Asn Ala Lys

Val val Ser

Glu Tyr Lys
200
Thr Ile
215

Leu

Lys

Thr
230
Thr

Pro

Cys Leu

Glu Ser Asn
Ser
280

Arg

Leu Asp
Ser
295
Ala

Lys

Glu
310
Gly

Leu

Lys

Pro
Lys
Ala

40
Thr

Thr Val
Thr
55

Leu

Thr

Tyxr Ser

70

Cys Gln Val

Thr Glu Cys

37002

Thr
val
185
Cys
Ser
Pro
Val
Gly
265
Asp

Trp

His

Thr
Leu
25

Trp
Pro
Leu

Thr

Ser
105

Lys
170
Leu
Lys
Lys
Ser
Lys
250
Gln
Gly

Gln

Asn

Leu
10

vVal
Lys
Ser

Thr

His
90

155
Pro

Thr
val
Ala
Gln
235
Gly
Pro
Ser

Glu

His
315

Phe
Cys
Ala
Lys
Pro

75
Glu

Arg Glu

Val Leu
Asn
205
Gly

Ser

Lys
220
Glu Glu

Phe Tyr

Glu Asn

Phe Phe
285
Gly Asn
300

Tyr Thr

Pro

Leu Ile
Ser
45

Ser

Asp

Gln
60
Glu Gln

Gly Ser

Glu
His
190
Lys
Gln
Met
Pro
Asn
270
Leu

Val

Gln

Ser
ser
30

Ser
Asn

Trp

Thr

Gln
175
Gln
Gly
Pro
Thr
Ser
255

Tyr

Tyr

Lys

Ser
i5

Asp
Pro
Asn

Lys

Val
95

160
Phe

AsSp
Leu
Arg
Lys
240
Asp
Lys
Ser

Ser

Ser
320

Glu
Phe
Val
Lys
Ser

80
Glu

tggtgcagtc
cttctggata
ggcttgagtg
tccagggcag
gcagcctgag
ccgcectttga

Homo sapiens

tgacacagcc
gcagcagcag
ccgcccccaa
ttagcggcag
acgagggcga

tggggcggag
caccttcacc
gatgggatgg
agtcaccatg
atctgaggac

gtactggggc

tccatccgtg
cgacatcgga
gctgctgatc
caagagcggc
ctactactgc

gtgaagaagc
agttatgata
ctgaacccta
accgcagatc
acggccgtgt
cagggaaccc

tctggcgccce
gccggectgg
gagggctact
accagcgcca
cagagctacg

-107-

ctggggccte
tcaactgggt
acagtggtaa
gttccaccag
attactgtgce
tggtcaccgt

ctggccagag
gcgtgcactg
acaaccggcc
gcctgacaat
acggcaccct

agtgaaggtc
gcgacaggcc
cacaggctat
cacagcctac
gagagaagtg
ctccteca

agtgaccatc
gtatcagcag
cagcggcgtg
caccggcctg
gagcgccctg

60
120
180
240
300
357

60
120
180
240
300



ttcggcggag
<210> 51

<211> 357
<212> ADN
<213>
<400> 51

caggtgcagc
tcctgcaagg
cccggccagg
gcccagaagt
atggagctgt
cccgagaccg
<210> 52

<211> 333
<212> ADN
<213>
<400> 52

cagagcgtgc
agctgcacca
ctgecctggca
cccgaccggt
ctgcccgagg
ttcggeggag
<210> 53

<211l> 333
<212> ADN
<213>
<400> 53

cagagcgtgc
agctgcacca
ctgcctggca
cccgaccggt
ctgcccgagg
ttcggcggag
<210> 54

<211> 333
<212> ADN
<213>
<400> 54

cagagcgtgce
agctgcacca
ctgcctggca
cccgaccggt
ctgcccgagg
ttcggcggag
<210> 55

<211> 333
<212> ADN
<213>
<400> 55

cagagcgtgc
agctgcacca
ctgcctggca
cccgaccggt
ctgcccgagg
ttcggcggag
<210> 56

<211> 333
<212> ADN
<213>
<400> 56

cagagcgtgc
agctgcacca

gcaccaagct

Homo sapiens

tggtgcagtc
ccagcggcta
gcctggagtg
tccagggcag
ccagcctgag
ctgccttega

Homo sapiens

tgacacagcc
gcagcagcag
ccgecccccaa
ttagcggcag
acgagggcga
gcaccaagct

Homo sapiens

tgacacagcc
gcagcagcag
ccgccceccaa
ttagcggcag
acgagggcga
gcaccaagct

Homo sapiens

tgacacagcc
gcagcagcag
ccgcccccaa
ttagcggcag
acgagggcga
gcaccaagct

Homo sapiens

tgacacagcc
gcagcagcag
ccgccceccaa
ttagcggcag
acgagggcga
gcaccaagct

Homo sapiens

tgacacagcc
gcagcagcag

gaccgtccta

cggcgcecgag
caccttcacc
gatgggctgg
ggtgaccatg
gtccgaggac
gtactggggc

tccatcegtg
cgacatcgga
gctgctgatc
caagagcggc
ctactactgc
gaccgtccta

tccatcegtg
cgacatcgga
gctgctgatc
caagagcggc
ctactactgc
gaccgtccta

tccatcegtg
cgacatcgga
gctgctgatc
caagagcggc
ctactactgc
gaccgtccta

tccatcecgtg
cgacatcgga
gctgctgatc
caagagcggc
ctactactgc
gaccgtccta

tccatcegtg
cgacatcgga

37002

ggt

gtgaagaaac
tcctacgaca
ctgaacccca
accgccgaca
accgccgtgt
cagggcaccc

tctggcgccc
gccggcectgg
gagggctact
accagcgcca
cagagctggg
ggt

tctggcgcecce
gccgctectgg
gagggctact
accagcgcca
cagagctggg
ggt

tctggcgcecce
gccggcagcg
gagggctact
accagcgcca
cagagctggg
ggt

tctggcgccc
gccggcecagg
gagggctact
accagcgcca
cagagctggg
ggt

tctggcgccce
gccggcectgg

-108-

ccggcgectce
tcaactgggt
actccggcta
ggtccacctc
actattgcgc
tggtgaccgt

ctggccagag
gcgtgcactg
acaaccggcc
gcctgacaat
acggcaccct

ctggccagag
gcgtgcactg
acaaccggcc
gcctgacaat
acggcaccct

ctggccagag
gcgtgcactg
acaaccggcc
gcctgacaat
acggcaccct

ctggccagag
gcgtgcactg
acaaccggcc
gcctgacaat
acggcaccct

ctggccagag
gcgtgctgtg

cgtgaaggtg
gaggcaggcc
caccggctac
caccgcctac
cagggaggtg
gtccagc

agtgaccatc
gtatcagcag
cagcggcgtg
caccggcctg
gagcgccctg

agtgaccatc
gtatcagcag
cagcggegtg
caccggcectg
gagcgccctg

agtgaccatc
gtatcagcag
cagcggcgtg
caccggcctg
gagcgccctg

agtgaccatc
gtatcagcag
cagcggcgtg
caccggcectg
gagcgccctg

agtgaccatc
gtatcagcag

333

60
120
180
240
300
357

60
120
180
240
300
333

60
120
180
240
300
333

60
120
180
240
300
333

60
120
180
240
300
333

60
120



ctgcctggca
cccgaccggt
ctgcccgagg
ttcggcggag
<210> 57

<211> 333
<212> ADN
<213>
<400> 57

cagagcgtgc
agctgcacca
ctgcctggca
cccgaccggt
ctgcccgagg
ttcggcggag
<210> 58

<211>
<212>
<213>
<400> 58

caggtgcagc
tcctgcaagg
cccggcecagyg
gcccagaagt
atggagctgt
cccgagaccg
tccaccaagg
accgccgcte
aactccggcg
ctgtactccc
atctgcaacg
tcctgcgaca
tccgtgttcece
gtgacctgcg
gtggacggcg
acctaccggg
tacaagtgca
gccaagggcc
accaagaacc
gtggagtggg
gactccgacg
caaggcaacg

ADN

aagtccctga
<210> 59

<211> 648
<212> ADN
<213>
<400> 59

cagagcgtgce
agctgcacca
ctgcctggca
cccgaccggt
ctgcccgagg
ttcggcggag
ctgttccccce
agcgacttct
gccggcegtgg
tacctgtccc

cacgagggca

1344

ccgcccccaa
ttagcggcag
acgagggcga
gcaccaagct

Homo sapiens

tgacacagcc
gcagcagcag
ccgcccccaa
ttagcggcag
acgagggcga
gcaccaagct

Homo sapiens

tggtgcagtc
ccagcggcta
gcctggagtg
tccagggcag
ccagcctgag
ctgccttcga
gccccagcgt
tgggctgcct
ccctgaccte
tgagctccgt
tgaaccacaa
agactcacac
tgttcccacc
tggtcgtgga
tggaggtgca
tcgtgtccgt
aggtgtccaa
agcctcggga
aggtgtccct
agtccaacgg
gctccttcett
tgttctectg

gcctgtcccc

Homo sapiens

tgacacagcc
gcagcagcag
ccgcccccaa
ttagcggcag
acgagggcga
gcaccaagct
caagcagcga
accctggggce
aaaccaccac
tgacccccga
gcaccgtgga

<210>
<211>
<212>

60
448
PRT

gctgctgatc
caagagcggc
ctactactgc
gaccgtccta

tccatcegtg
cgacatcgga
gctgctgatc
caagagcggc
ctactactgc
gaccgtccta

cggcgcecgag
caccttcacc
gatgggctgg
ggtgaccatg
gtccgaggac
gtactggggc
gttccccecctg
ggtgaaggac
cggcgtgcac
ggtcaccgtg
gccctccaac
ctgtcctccc
caagcccaag
cgtgtcccac
caacgccaag
gctgaccgtc
caaggccctg
gccccaggtg
gacctgtctg
ccagcccgag
tctgtactcc
ctccgtgatg

cggc

tccatcecgtg
cgacatcgga
gctgctgatc
caagagcggc
ctactactgc
gaccgtccta
ggaactgcag
cgtgaccgtg
cccctccaag
gcagtggaag
aaagaccgtg

37002

gagggctact
accagcgcca
cagagctggg
ggt

tctggcgcecc
gccggectgg
gagggctact
accagcgcca
cagagctttg
ggt

gtgaagaaac
tcctacgaca
ctgaacccca
accgccgaca
accgccgtgt
cagggcaccc
gcccccagct
tacttcceccg
accttccccg
ccctecctcecta
accaaggtgg
tgccccegcecc
gacaccctga
gaggaccctg
accaagccca
ctgcaccagg
cccgcecccccea
tacacactgc
gtgaagggct
aacaattaca
aagctgaccg
cacgaggccc

tctggcgccc
gccggcectgg
gagggctact
accagcgcca
cagagctggg
ggtcagccca
gccaacaagg
gcctggaagg
cagagcaaca
tcccaceggt
gccceccaccg

-109-

acaaccggcc
gcctgacaat
acggcaccct

ctggccagag
gcgtgcactg
acaaccggcc
gcctgacaat
acggcaccct

ccggcgectce
tcaactgggt
actccggcta
ggtccacctc
actattgcgce
tggtgaccgt
ccaagtccac
agcccgtgac
ccgtgctgca
gcctgggcecac
acaaaaaggt
ccgagctgct
tgatctccag
aggtgaagtt
gggaggaaca
actggctgaa
tcgagaagac
ccccttecag
tctaccectc
agaccacacc
tggacaagtc
tgcacaacca

ctggccagag
gcgtgcactg
acaaccggcc
gcctgacaat
acggcaccct
aggccgctcce
ccaccctggt
ccgatagcag
acaaatacgc
cctacagctg
agtgcagc

cagcggcgtg
caccggcctg
gagcgccctg

agtgaccatc
gtatcagcag
cagcggcgtg
caccggcctg
gagcgccctg

cgtgaaggtg
gaggcaggcc
caccggctac
caccgcctac
cagggaggtg
gtccagcgcecc
cagcggcegga
cgtgagctgg
gtccagcggc
ccagacctac
ggagcccaag
cggcggaccc
gacccccgag
caactggtac
gtacaactcc
cggcaaggag
catctccaag
ggacgagctg
cgacatcgcc
tccegtceetg
caggtggcag
ctacacccag

agtgaccatc
gtatcagcag
cagcggcegtg
caccggcctg
gagcgccctg
cagcgtgacc
gtgcctgatc
ccctgtgaag
cgccagcagc
ccaggtgaca

180
240
300
333

60
120
180
240
300
333

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320

1344

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
648



<213>
<400>

Gln
1
Ser
Asp
Gly
Gln
65
Met
Ala
Thr
Pro
Gly
145

Asn

Gln

Thr
225
Ser
Arg
Pro
Ala
val
305
Tyr
Thr
Leu
Cys
Ser
385
Asp

Ser

Ala

vVal
val
Ile
Trp
50

Gly
Glu
Arg
Leu
Leu

130
Cys

Ser
Ser
Asn
210
His
Val
Thr
Glu
Lys
290
Ser
Lys
Ile
Pro
Leu
370
Asn
Ser

Arg

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Homo
60

Gln
Lys
Asn
35

Leu
Arg
Leu
Glu
Val
115
Ala
Leu
Gly
Ser
Leu
195
Thr
Thr
Phe
Pro
val
275
Thr
val
Cys
sSer
Pro
355
val
Gly
Asp

Trp

His
435

61
216
PRT
Homo
61

sapiens

Leu
val
20

Trp
Asn
Val
Ser
val
100
Thr
Pro
vVal
Ala
Gly
1890
Gly
Lys
Cys
Leu
Glu
260
Lys
Lys
Leu
Lys
Lys
340
Ser
Lys
Gln
Gly
Gln

420
Asn

val
5
Ser
Val
Pro
Thr
Ser
85
Pro
Val
Ser
Lys
Leu
165
Leu
Thr
Val
Pro
Phe
245
Val
Phe
Pro
Thr
val
325
Ala
Arg
Gly
Pro
Ser
405

Gln

His

sapiens

Gln
Cys
Arg
Asn
Met
70

Leu
Glu
Ser
Ser
Asp
150
Thr
Tyr
Gln
Asp
Pro
230
Pro
Thr
Asn
Arg
val
310
Ser
Lys
Asp
Phe
Glu
390
Phe

Gly

Tyr

Ser
Lys
Gln
Ser
55

Thr
Arg
Thr
Ser
Lys
135
Tyr
Ser
Ser
Thr
Lys
215

Cys

Pro

Trp
Glu
295
Leu
Asn
Gly
Glu
TyTr
375
Asn
Phe

Asn

Thr

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Ala
Ser
Ala
Ala

120
Ser

Tyr
200
Lys
Pro
Lys
val
Tyr
280
Glu
His
Lys
Gln
Leu
360
Pro
Asn
Leu

val

Gln
440

37002

Ala
Ser
25

Pro
Tyxr
Asp
Glu
Ala
105
Ser
Thr
Pro
vVal
Ser
185
Ile
vVal
Ala
Pro
Val
265
vVal
Gln
Gln
Ala
Pro
345
Thr
Ser
Tyr
Tyr
Phe

425
Lys

-110-

Glu
10

Gly
Gly

Thr

Thr
Ser
Glu
His
170
Ser
Cys
Glu
Pro
Lys
250
vVal
Asp
Tyr
Asp
Leu
330
Arg
Lys
AsSp
Lys
Ser
410

Ser

Ser

Val
Tyr
Gln
Gly
Ser
75

Thr

Glu

Pro
155
Thr
Val
Asn
Pro
Glu
235
Asp
Asp
Gly
Asn
Trp
315
Pro
Glu
Asn
Ile
Thr
395
Lys

Cys

Leu

Lys
Thr
Gly
Tyxr
60

Thr
Ala
Tyxr
Gly
Gly
140
val
Phe
Val
val
Lys
220
Leu
Thr
Val
val
Ser
300
Leu
Ala
Pro
Gln
Ala

380
Thr

Lys
Phe
Leu
45

Ala
Ser
Val
Trp
Pro
125
Thr
Thr
Pro
Thr
Asn
205
Ser
Leu
Leu
Ser
Glu
285
Thr
Asn
Pro
Gln
Val
365
Val
Pro
Thr

Vai

Leu
445

Pro
Thr
30

Glu
Gln
Thr
Tyr
Gly
110
sSer
Ala
vVal
Ala
val
190
His
Cys
Gly
Met
His
270
Val
Tyr
Gly
Ile
val
350
Ser
Glu
Pro
vVal
Met

430
Ser

Gly
15

Ser
Trp
Lys
Ala
Tyxr
95

Gln
Val
Ala
Ser
val
175
Pro
Lys
Asp
Gly
Ile
255
Glu
His
Arg
Lys
Glu
335
TyTr
Leu
Trp
val
AsSp
415
His

Pro

Ala
Tyr
Met
Phe
Tyr
80

Cys
Gly
Phe
Leu
Trp
160
Leu
Ser
Pro
Lys
Pro
240
Ser
Asp
Asn
Val
Glu
320
Lys
Thr
Thr
Glu
Leu
400
Lys

Glu

Gly



Gln
Arg
Leu
Leu
Ser
65

Leu
Leu
Pro
Leu
Pro
145
Ala
Ala

Arg

Thr

ser
val
Gly
Ile
50

Gly
Pro
Ser
Lys
Gln
130
Gly
Gly
Ala

Ser

Val
210

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Ala
Ser
Phe
Gly
Leu
65

Tyr
Lys
Pro
Lys
val
145
Tyr
Glu
His
Lys

Gln
225

Ser
Thr
Pro
val
50

Ser
Ile
Val
Ala
Pro
130
val
vVal
Gln
Gln
Ala

210
Pro

Val
Thr
val
35
Glu
Ser
Glu
Ala
Ala
115
Ala
Ala
val
Ser
Tyx
195
Ala
62
329
PRT
Homo
62
Thr
Ser
Glu
35
His
Ser
Cys
Glu
Pro
115
Lys
Val
Asp
Tyxr
Asp
195

Leu

Arg

Leu
Ile
20

His
Gly
Lys
Asp
Leu
100
Ala

Asn

Val

Thr
Ser
Trp
Tyr
Ser
Glu
85

Phe
Pro
Lys
Thr
Thr

165
Tyxr

sapiens

Lys
Gly
20

Pro
Thr
Val
Asn
Pro
100
Glu
Asp
Asp

Gly

Asn
180

Trp
Pro

Glu

Gly
5

Gly
val

Phe

val
85

Lys
Ala
Thr
Val
val
165
Ser
Leu

Ala

Pro

Gln
Cys
Tyr
Tyr
Gly
70

Gly
Gly
Ser
Ala
Val
150
Thr
Leu

Gln

Glu

Pro
Thr
Thr
Pro
Thr
70

Asn
Ser
Ala
Leu
Ser
150
Glu
Thr
Asn

Pro

Gln
230

Pro
Thr
Gln
Asn
55

Thr
Asp
Gly
Val
Thr
135

Ala

Thr

215

Ser
Ala
val
Ala
55

Val
His
Cys
Gly
Met
135
His
Val
Tyr
Gly
Ile

215
Val

Pro
sSer
Gln
40

Arg
Ser
Tyr
Gly
Thr
120
Leu
Trp
Pro
Leu
Thr
200
Ser

Val
Ala
Ser
40

vVal
Pro
Lys
Asp
Ala
120
Ile
Glu
His
Arg
Lys
200

Glu

Tyr

37002

Ser
Ser
25

Leu
Pro
Ala
Tyr
Thr
105
Leu
vVal
Lys
Ser
Thr

185
His

Phe
Leu
25

Trp
Leu
Ser
Pro
Lys
105
Pro
Ser
AsSp
Asn
val
185
Glu

Lys

Thr

-111-

val
10

Ser
Pro
Ser
Ser
Cys
90

Lys
Phe
Cys
Ala
Lys
170

Pro

Glu

Pro
10

Gly
Asn
Gln
Ser
Ser
90

Thr
sSer
Arg
Pro
Ala

170
vVal

Tyr
Thr

Leu

Ser
sSer
Gly
Gly
Leu
75

Gln
Leu
Pro
Leu
AsSp
155
Gln

Glu

Gly

Leu
Cys
Ser
Ser
Ser
75

Asn
His
Val
Thr
Glu
155
Lys
Ser
Lys

Ile

Pro
235

Gly
Asp
Thr
Val
60

Thr
Ser
Thr
Pro
Ile
140
Ser
ser

Gln

Ser

Ala
Leu
Gly
Ser
60

Leu
Thr
Thr
Phe
Pro
140
Val
Thr
Val
Cys
Ser

220
Pro

Ala
Ile
Ala
45

Pro
Ile
Trp
val
Ser
125
Ser
Ser
Asn

Trp

Thr
205

Pro
Val
Ala
45

Gly
Gly
Lys
Cys
Leu
125
Glu
Lys
Lys
Leu
Lys
205

Lys

Ser

Pro
Gly
30

Pro
Asp
Thr
Asp
Leu
110
Ser
Asp
Pro
Asn
Lys

190
Val

Ser
Lys
30

Leu
Leu
Thr
val
Pro
110
Phe
Val
Phe
Pro
Thr
190
val

Ala

Arg

Gly
15

Ala
Lys
Arg
Gly
Gly
95

Gly
Glu
Phe
Val
Lys
175

Ser

Glu

Ser
15

Asp
Thr
Tyr
Gln
Asp
95

Pro
Pro
Thr
Asn
Arg
175
vVal
Ser

Lys

Glu

Gln
Gly
Leu
Phe
Leu
80

Thr
Gln
Glu
Tyr
Lys
160
Tyr
His

Lys

Lys
Tyr
Ser
Ser
Thr
80

Lys
Cys
Pro
Cys
Trp
160
Glu
Leu
Asn

Gly

Glu
240



Met

Pro

Asn

Leu

val

305
Gln

Thr
Ser
Tyr
TyTr
290

Phe

Lys

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Ala

Ser

Phe E

Gly
Leu
65

Tyr

I_\y' S

Pro

vVal
145
Tyxr
Glu
His
Lys
Gln
225
Met
Pro
Asn
Leu
val

305
Gln

Ser

Thr

val
50

sSer
Ile
Val
Ala
Pro
130
val
Val
Gln
Gln
Ala
210
Pro
Thr
Ser
Tyr
Tyr
290

Phe

Lys

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

Lys
Asp
Lys
275
Ser
Ser
Ser
63
330
PRT
Homc
63
Thr
Ser
Glu
35
His
Ser
Cys
Glu
Pro
115
Lys
Val
Asp
Tyr
Asp
195
Leu
Arg
Lys
Asp
Lys
275
Ser
Ser
Ser
64
329

PRT
Homo

Asn
Ile
260
Thr
Lys

Cys

Leu

Gln
245
Ala
Thr
Leu

ser

Ser
325

sapiens

Lys
Gly
20

Pro
Thr
vVal
Asn
Pro
100
Glu
Asp
Asp
Gly
Asn
180
Trp
Pro
Glu
Asn
Ile
260
Thr
Lys

Cys

Leu

Phe
Val
val
85

Lys
Ala
Thr
val
val
165
ser
Leu
Ala
Pro
Gln
245
Ala
Thr
Leu

Ser

Ser

325

sapiens

val

val

Pro

Thr

val

310
Leu

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Ser

Ala

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

230

val

vVal

Pro

Thr

Val

310
Leu

Ser
Glu
Pro
Val
295

Met

Ser

Ser
Ala
Val
Ala
55

Val
His
Cys
Gly
Met
135
His
Val
Tyr
Gly
Ile
215
Val
Ser
Glu
Pro
Val
295

Met

Ser

Leu
Trp
val
280
AsSp
His

Pro

Val
Ala
Ser
40

Val
Pro
Lys
Asp
Ala

120
Ile

His
Arg
Lys
200
Glu
Tyr
Leu
Trp
val
280
Asp
His

Pro

37002

Thr
Glu
265
Leu
Lys

Glu

Gly

Phe
Leu
25

Leu
sSer
Pro
Lys
105
Pro
Ser
Asp
Asn
Val
185
Glu
Lys
Thr
Thr
Glu
265
Leu
Lys

Glu

Gly

-112-

Cys
250
Ser
Asp

Ser

Ala

Pro
10

Gly
Asn
Gln
Ser
ser
90

Thr
Ser
Arg
Pro
Ala
170
vVal
Tyr
Thr
Leu
Cys
250
Ser
Asp
Ser

Ala

Lys
330

Leu
Asn
Ser
Arg

Leu
315

Leu
Cys
Ser
Ser
ser
75

Asn
His
val
Thr
Glu
155
Lys
Ser
Lys
Ile
Pro
235
Leu
Asn
Ser

Arg

Leu
315

Val
Gly
Asp
Trp

300
His

Ala
Leu
Gly
ser
60

Leu
Thr
Thr
Phe
Pro
140
val
Thr
val
Cys
Ser
220
Pro
Val
Gly
Asp
Trp

300
His

Lys
Gln
Gly
285
Gln

Asn

Pro
Val
Ala
45

Gly
Gly
Lys
Cys
Leu
125
Glu
Lys
Lys
Leu
Lys
205
Lys
Ser
Lys
Gln
Gly
285

Gln

Asn

Gly
Pro
270
Ser

Gln

His

Ser
Lys
30

Leu
Leu
Thr
vVal
Pro
110
Phe
Val
Phe
Pro
Thr
190
val
Ala
Arg
Gly
Pro
270
ser

Gln

His

Phe
255
Glu

Gly

Tyr

Ser
15

Asp
Thr
Tyxr
Gln
Asp
95

Pro
Pro
Thr
Asn
Arg
175
Val
Ser
Lys
Glu
Phe
255
Glu
Phe

Gly

Tyr

Tyxr
Asn
Phe
Asn

Thr
320

Ser
Thr
80

Lys
Cys
Pro
Cys
Trp
160
Glu
Leu
Asn
Gly
Glu
2490
Tyr
Asn
Phe

Asn

Thr
320



<400>
Ala Ser Thr

1
Ser

Phe
Gly
Leu
65

Tyr
Lys
Pro
Lys
Val
145
Tyr
Glu
His
Lys

Gln
225
Leu
Pro
Asn
Leu
vVal

305
Gln

Thr
Pro
Val
50

Ser
Ile
Val
Ala
Pro
130
val
val
Gln
Gln
Ala
210
Pro
Thr
Ser
Tyr
Tyr
290

Phe

Lys

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Ala Ser Thr

1
ser

Phe
Gly
Leu
65

Tyr

Lys

Pro

Thr

Pro

Val

50

Ser

Ile

Val

Ala

64

Ser
Glu
35

His

Ser

Glu
Pro
115
Lys
vVal
Asp
Tyr
Asp
195
Leu
Arg
Lys
Asp
Lys
275
Ser
Ser
ser
65
330
PRT
Homo
65
Ser
Glu
35
His
Ser
Cys
Glu

Pro

Lys
Gly
20

Pro
Thr
Val
Asn
Pro
100
Glu
Asp
Asp
Gly
Asn
180
Trp
Pro
Glu
Asn
Ile
260
Thr
Lys

Cys

Leu

Gly
Gly
Val
Phe
vVal
Val
85

Lys
Leu
Thr
val
vVal
165
Ser
Leu
Ala
Pro
Gln
245
Ala
Thr
Leu

Ser

Ser
325

sapiens

Lys
Gly
20

Pro
Thr
val
Asn
Pro

100
Glu

Gly
5
Gly
Val
Phe
vVal
val
85
Lys

Leu

Pro
Thr
Thr
Pro
Thr
70

Asn
Ser
Leu
Leu
Ser
150
Glu
Thr
Asn
Pro
Gln
230
val
Val
Pro
Thr
val

310
Leu

Pro
Thr
Thr
Pro
Thr
70

Asn

Ser

Ala

Ser
Ala
Val
Ala
55

Val
His
Cys
Gly
Tyr
135
His
Val
Tyr
Gly
Ile
215
Val
ser
Glu
Pro
Val
295

Met

Ser

Ser
Ala
Val
Ala
55

vVal
His
Cys

Gly

val
Ala
Ser
40

Val
Pro
Lys
Asp
Gly
120
Ile
Glu
His
Arg
Lys
200
Glu
Tyr
Leu
Trp
val
280
Asp
His

Pro

val
Ala
Ser
40

val
Pro
Lys
Asp

Ala

37002

Phe
Leu
25

Trp
Leu
Ser
Pro
Lys
105
Pro
Thr
Asp
Asn
Val
185
Glu
Lys
Thr
Thr
Glu
265
Leu
Lys

Glu

Gly

Phe
Leu
25

Trp
Leu
Ser
Pro
Lys

105
Pro

-113-

Pro
10

Gly
Asn
Gln
Ser
Ser
90

Thr
Ser
Arg
Pro
Ala
170
Val
Tyr
Thr
Leu
Cys
250
Ser
Asp

Ser

Ala

Pro
10

Gly
Asn
Gln
Ser
Ser
90

Thr

Ser

Leu
Cys
Ser
Ser
Ser
75

Asn
His
val
Glu
Glu
155
Lys
Ser
Lys
Ile
Pro
235
Leu
Asn
Ser

Arg

Leu
315

Leu
Cys
Ser
Ser
Ser
75

Asn
His

vVal

Ala
Leu
Gly
Ser
60

Leu
Thr
Thr
Phe
Pro
140
Val
Thr
val
Cys
Ser
220
Pro
Val
Gly
Asp
Trp

300
His

Ala
Leu
Gly
Ser
60

Leu
Thr

Thr

Phe

Pro
Val
Ala
45

Gly
Gly
Lys
Cys
Leu
125
Glu
Lys
Lys
Leu
Lys
205
Lys
Ser
Lys
Gln
Gly
285

Gln

Asn

Pro
Val
Ala
45

Gly
Gly
Lys
Cys

Leu

Ser
Lys
30

Leu
Leu
Thr
Val
Pro
110
Phe
val
Phe
Pro
Thr
190
val

Ala

Arg

Pro
270
Ser

Gln

His

Ser
Lys
30

Leu
Leu
Thr
Val
Pro

110
Phe

Ser
15

AsSp
Thr
Tyr
Gln
Asp
95

Pro
Pro
Thr
Asn
Axrg
175
val
Ser
Lys
AsSp
Phe
255
Glu
Phe

Gly

Tyr

Ser
15

Asp
Thr
Tyxr
Gln
Asp
95

Pro

Pro

Lys
Tyr
Ser
Ser
Thr
80

Lys
Cys
Pro
Cys
Trp
160
Glu
Leu
Asn
Gly
Glu
240
Tyxr
Asn
Phe

Asn

Thr
320

Lys
Tyr
Ser
Ser
Thr
80

Lys
Cys

Pro



Lys
Val
145
Tyr
Glu
His
Lys
Gln
225
Leu
Pro
Asn
Leu
Val

305
Gln

Pro
130
Val
vVal
Gln
Gln
Ala
210
Pro
Thr
Ser
Tyxr
Tyr
290

Phe

Lys

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Ala
Ser
Phe
Gly
Leu
65

Tyr
Lys
Pro
Lys
Val
145
Tyr
Glu
His
Lys
Gln

225
Leu

Ser
Thr
Pro
Val
50

Ser
Ile
val
Ala
Pro
130
vVal
val
Gln
Gln
Ala
210

Pro

Thr

115
Lys

Val
Asp
Tyr
Asp

195
Leu

Arg-

Lys
Asp
Lys
275
Ser
ser
Ser
66
329
PRT
Homo
66
Thr
Ser
Glu
35
His
Ser
Cys
Glu
Pro
115
Lys
vVal
Asp
Tyr
Asp
195
Leu

Arg

Lys

Asp
Asp
Gly
Asn
180
Trp
Pro
Glu
Asn
Ile
260
Thr
Lys

Cys

Leu

Thr
vVal
Val
165
Ser
Leu
Ala
Pro
Gln
245
Ala
Thr
Leu

Ser

Ser
325

sapiens

Lys

Gly
20

Pro
Thr
Val
Asn
Pro
100
Glu
Asp
Asp
Gly
Asn
180
Trp
Pro

Glu

Asn

Gly
5
Gly
Val
Phe
vVal
vVal
85
Lys
Leu
Thr
val
val
165
Ser
Leu
Ala

Pro

Gln

Leu
Ser
150
Glu
Thr
Asn
Pro
Gln
230
Val
Val
Pro
Thr
Val

310
Leu

Pro
Thr
Thr
Pro
Thr
70

Asn
Ser
Ala
Leu
Ser
150
Glu
Thr
Asn
Pro
Gln

230
val

Met
135
His
val
Tyr
Gly
Ile
215
val
Ser
Glu
Pro
Val
295

Met

Ser

Ser
Ala
val
Ala
55

vVal
His
Cys
Gly
Met
135
His
val
Tyr
Gly
Ile
215

val

ser

120
Ile

Glu
His
Arg
Lys
200
Glu
Tyr
Leu
Trp
val
280
Asp
His

Pro

Val
Ala
Ser
40

val
Pro
Lys
Asp
Ala
120
Ile
Glu
His
Arg
Lys
200
Glu

Tyr

Leu

37002

Ser
Asp
Asn
val
185
Glu
Lys
Thr
Thr
Glu
265
Leu
Lys

Glu

Gly

Phe
Leu
25

Trp
Leu
Ser
Pro
Lys
105
Pro
Ser
Asp
Asn
vVal
185
Glu
Lys

Thr

Thr

-114-

Arg
Pro
Ala
170
Val
Tyr
Thr
Leu
Cys
250
Ser
Asp
ser

Ala

Lys
330

Pro
10

Gly
Asn
Gln
Ser
Ser
90

Thr
Ser
Arg
Pro
Ala
170
Val
Tyxr
Thr

Leu

Cys

Thr
Glu
155
Lys
Ser
Lys
Ile
Pro
235
Leu
Asn
Ser

Arg

Leu
315

Leu
Cys
Ser
Ser
Ser
75

Asn
His
Val
Thr
Glu
155
Lys
Ser
Lys
Ile
Pro

235
Leu

Pro
140
Val
Thr
Val
Cys
Ser
220
Pro
Val
Gly
Asp
Trp

300
His

Ala
Leu
Gly
Ser
60

Leu
Thr
Thr
Phe
Pro
140
val
Thr
Val
Cys
Ser
220

Pro

val

125
Glu

Lys
Lys
Leu
Lys
205
Lys
Ser
Lys
Gln
Gly
285

Gln

Asn

Pro
Val
Ala
45

Gly
Gly
Lys
Cys
Leu
125
Glu
Lys
Lys
Leu
Lys
205
Lys

Ser

Lys

val
Phe
Pro
Thr
190
val
Ala
Arg
Gly
Pro
270
Ser

Gln

His

Ser
Lys
30

Leu
Leu
Thr
Val
Pro
110
Phe
Val
Phe
Pro
Thr
190
val
Ala

Arg

Gly

Thr
Asn
Arg
175
Val
Ser
Lys
Asp
Phe
255
Glu
Phe

Gly

Tyr

Ser
15

Asp
Thr
Tyr
Gln
Asp
95

Pro
Pro
Thr
Asn
Arg
175
Val
Ser
Lys

Asp

Phe

Cys
Trp
160
Glu
Leu
Asn
Gly
Glu
240
Tyxr
Asn
Phe

Asn

Thr
320

Lys
Tyr
Ser
Ser
Thr
80

Lys
Cys
Pro
Cys
Trp
160
Glu
Leu
Asn
Gly
Glu

240
Tyr



Pro

Asn

Leu

val

305
Gln

Ser
Tyr
Tyr
290
Phe

Lys

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Ala Ser Thr

1
Ser

Phe
Gly
Leu
65

Tyxr
Thr
Pro
Thr
val
145
val
Ser
Leu
Ala
Pro
225
Gln
Ala
Thr
Leu
Ser

305
Ser

Thr
Pro
vVal
50

Ser
Thr
vVal
val
Leu
130
Ser
Glu
Thxr
Asn
Pro
210
Gln
Val
Val
Pro
Thr
290
Val

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Asp
Lys
275
Ser
Ser
Ser
67
326
PRT

Homo
67

Ser
Glu
35

His
Ser
Cys
Glu
Ala
115
Met
His
Val
Phe
Gly
195
Ile
val

Ser

Pro
275
Val

Met
Ser

68
325
PRT
Homo
68

245
Ile Ala
260
Thr Thr

Lys Leu
Cys Ser

Leu Ser
325

sapiens

Lys Gly
5

Glu Ser

20

Pro Val

Val Vail

Asn Val
85

Arg Lys

100

Gly Pro

Ile Ser
Glu Asp
His Asn
165
Arg Val
180
Lys Glu
Glu Lys
Tyr Thr
Leu Thr
245
Trp Glu
260
Met Leu
Asp Lys

His Glu

Pro Gly
325

sapiens

Val
Pro
Thr
Val

310
Leu

Pro
Thr
Thr
Pro
Thr

70
Asp

Arg
Pro
150
Ala

val

Thr
Leu

230
Cys

Asp
Ser
Ala

310
Lys

Glu

Pro

vVal

295
Met

Ser

Ser
Ala

Val

Thr
135
Glu

Ser
Lys
Ile
215
Pro
Leu
Asn
Ser
Arg

295
Leu

Trp
vVal
280
Asp
His

Pro

Val
Ala
ser
40

val
Pro
Lys
Val
Phe
120
Pro
vVal
Thr
vVal
Cys

200
Ser

val
Gly
Asp
280

Trp

His

37002

Glu
265
Leu
Lys
Glu

Gly

Phe
Leu
25

Trp
Leu
Ser
Pro
Glu

105
Leu

Lys
Leu
185
Lys
Lys
Ser
Lys
Gln
265
Gly

Gln

Asn

250
Ser

Asp
Ser

Ala

Pro
10

Gly
Asn
Gln
Ser
Ser
90

Cys
Phe
Val
Phe
Pro
170
Thr
vVal
Thr
Arg
Gly
250
Pro
Ser

Gln

His

Asn
Ser
Arg

Leu
315

Leu
Cys
Ser
Ser
Asn
75

Asn
Pro
Pro
Thr
Asn
155
Arg
vVal
Ser
Lys
Glu
235
Phe
Glu
Phe

Gly

Tyr
315

-115-

Gly
Asp
Trp

300
His

Ala
Leu
Gly
Ser
60

Phe
Thr
Pro
Pro
Cys
140
Trp
Glu
val
Asn
Gly

220
Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

300
Thr

Gln
Gly
285
Gln

Asn

Pro
Val
Ala
45

Gly

Gly

Cys
Lys
125
val
Tyr
Glu
His
Lys

205
Gln

Met

Pro
Asn
Leu
285
val

Gln

Pro
270
Ser

Gln

His

Cys
Lys
30

Leu

Leu

Thr

> Val

Pro
110
Pro
Val
Val
Gln
Gln
190
Gly
Pro
Thr
Ser
Tyr
270
Tyr

Phe

Lys

255
Glu

Phe
Gly

Tyr

Ser
15
AsSp

Thr

Asp
95

Ala
Lys
Val
Asp
Phe
175
Asp
Leu
Arg
Lys
Asp
255
Lys
Ser

Ser

Ser

Asn
Phe
Asn

Thr
320

Arg
Tyr
Ser
Ser
Thr
80

Lys
Pro
Asp
Asp
Gly
160
Asn
Trp
Pro
Glu
Asn
240
Ile
Thr
Lys
Cys

Leu
320



Ala Ser
Ser Thr
Phe Pro
Gly Val
50

Leu Ser
65

Tyr Thr
Thr Val

Pro Val

Thr
Ser
Glu
35

His

Ser

Ala
115

Thr Leu Met

130
Val Ser
145

His

vVal Glu Val

Ser Thr

Phe

Leu Asn Gly

Ser Ser
210

195
Ile

Pro Gln Val

225
Gln Val

Ala Val
Thr Pro

Leu Thr
290

Ser Val

305

Ser Leu

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Ala Ser
1

Ser Thr

Phe Pro

Gly Val
50

Leu Ser

65

Tyr Thr

Arg Val

Glu Phe

Pro
275
Val

Met
Ser
69
326
PRT
Homo
69
Thr
Ser
Glu
35
His
Ser
Cys

Glu

Leu
115

Lys
Glu
20

Pro
Thr
Val
Asn
Arg
100
Gly
Ile
Glu
His
Arg
180
Lys
Glu
Tyr
Leu
Trp
260
Met
Asp

His

Pro

Gly
Ser
Val
Phe
Val
val
85

Lys
Pro
Ser
Asp
Asn
165
Val
Glu
Lys
Thr
Thr
245
Glu
Leu
Lys

Glu

Gly
325

sapiens

Lys

val
Asn
Ser

100
Gly

Gly
5
Ser
Val
Phe
vVal
Val
85
Lys

Gly

Pro
Thr
Thr
Pro
Thr
70

Asp
Cys
Ser
Arg
Pro
150
Ala
val
Tyr
Thr
Leu
230
Cys

Ser

Pro
Thr
Thr
Pro
Thr
70

Asp
Tyr

Pro

Ser
Ala
val
Ala
55

Val
His
Cys
Val
Thr
135
Glu
IJy S
Ser
Lys
Ile

215
Pro

Ser
Arg

295
Leu

Ser
Ala
val
Ala
55

val
His
Gly

Ser

val
Ala
Ser
40

Val
Pro
Lys
val
Phe
120
Pro
val
Thr
vVal
Cys
200
Ser
Pro
val
Gly
Asp
280

Trp

His

Val
Ala
Ser
40

val
Pro
Lys

Pro

val
120

37002

Phe
Leu
25

Trp
Leu
Ser
Pro
Glu
105
Leu

Glu

Gln

Lys

Gln

265
Gly

Gln

Asn

Phe
Leu
25

Trp
Leu
Ser
Pro
Pro

105
Phe

Pro
10
Gly
Asn
Gln
Ser
Ser
90
Cys
Phe
Val
‘Phe
Pro
170
Thr

val

Thr

Gln

His

Pro
10

Gly
Asn

Gln

Ser

Leu
Cys
Ser
Ser
Asn
75

Asn
Pro
Pro
Thr
Asn
155
Arg
Val
Ser
Lys
Glu
235
Phe
Glu
Phe

Gly

Tyr
315

Leu
Cys
Ser
Ser
Ser
75

Asn

Pro

Phe

Ala

‘Leu

Gly
Ser
60

Phe
Thr
Pro
Pro
Cys
140
Trp
Glu
Val
Asn
Gly
220
Glu
Tyxr
Asn
Phe
Asn

300
Thr

Ala
Leu
Gly
Ser
60

Leu
Thr

Pro

Pro

Pro
Val
Ala
45

Gly
Gly
Lys
Cys
Lys
125
Val
Tyr
Glu
His
Lys
205
Gln
Met
Pro
Asn
Leu
285
val

Gln

Pro
val
Ala
45

Gly
Gly
Lys
Cys

Pro
125

Cys
Lys
30

Leu
Leu
Thr
val
Pro
110
Pro
val
Val
Gln
Gln
190
Gly
Pro
Thr
Ser
Tyr
270
Tyr

Fhe

Lys

Cys
Lys
30

Leu
Leu
Thr
val
Pro

110
Lys

Ser
15

Asp
Thr
Tyr
Gln
Asp
95

Ala

Lys

Val

Phe
175
Asp
Leu
Arg
Lys
ASp
255
Lys
Ser

Ser

Ser

Tyr
Lys
Asp
95

Ala

Pro

Arg
Tyr
Ser
Ser
Thr
80

Lys
Pro
Asp
AsSp
Gly
160
Asn
Trp
Pro
Glu
Asn
240
Ile
Thr
Lys
Cys

Leu
320

Arg
Tyr

Ser

Thr
80
Lys

Pro

Lys



Asp
AsSp
145
Gly
Asn
Trp
Pro
Glu
225
Asn
Ile
Thr
Arg
Cys

305
Leu

Thr
130
val
vVal
Ser
Leu
Ser
210
Pro

Gln

Ala
Thr
Leu
290

ser

Ser

<210>
«<211>
<212>
<213>
<400>

Ala
Ser
Phe
Gly
Leu
65

Tyr
Thr
Pro
Thr
Val
145
Val
Ser
Leu
Ala
Pro

225
Gln

Ser
Thr
Pro
Val
50

Ser
Thr
Val
val
Leu
130
Ser
Glu
Thr
Asn
Pro
210

Gln

val

Leu
Ser
Glu
Thr
Asn
195
Ser
Gln
Val
Val
Pro
275
Thr
val
Leu
70
325
PRT
Homo
70
Thr
Ser
Glu
35
His
Ser
Cys
Glu
Ala
115
Met
His
val
Phe
Gly
195
Ile

val

Ser

Tyr Ile
Gln Glu

Val His
165

Tyr Arg

180

Gly Lys

Ile Glu
Val Tyr
Ser Leu

245

Glu Trp
260

Pro Val L

Val Asp
Met His

Ser Leu
325

sapiens

Lys Gly
5

Glu Ser

20

Pro Val

Thr Phe
Val Vval
Asn Val
85
Arg Lys
100
Gly Pro
Ile Ser
Glu Asp
His Asn
165
Arg Vval
180
Lys Glu
Glu Lys
Tyr Thr

Leu Thr
245

Thr
Asp
150
Asn
val
Glu
Lys
Thr
230

Thr

Glu

Lys
Glu

310
Gly

Pro
Thr
Thr
Pro
Thr
70

Asp
Cys
Ser
Arg
Pro
150
Ala
Val
Tyr
Thr
Leu

230
Cys

Arg
135
Pro
Ala
Val
Tyr
Thr
215
Leu
Cys
Ser
Asp
Ser

295
Ala

Ser
Ala
Val
Ala
55

vVal
His
Cys
vVal
Thr
135
Glu
Lys
Ser
Lys
Ile
215

Pro

Leu

Glu
Glu
Lys
Ser
Lys
200
Ile
Pro
Leu
Asn
Ser
280

Arg

Leu

val
Ala
Ser
40

Val

Pro

Phe
120
Pro
val
Thr
Val
Cys
200
Ser

Pro

Val

37002

Pro
Val
Thr
Val
185
Cys
Ser

Pro

val

Phe
Leu
25

Trp
Leu
Ser
Pro
Glu
105
Leu
Glu
Gln
Lys
Leu
185
Lys
Lys

Ser

Lys

Glu
Gln
Lys
170
Leu
Lys
Lys
Ser
Lys
250
Gln
Gly

Gln

Asn

Pro
10

Gly
Asn
Gln
Ser
Ser
90

Cys
Phe
val
Phe
Pro
170
Thr
val
Thr

Arg

Gly
250

vVal
Phe
155
Pro
Thr
Val
Ala
Gln
235
Gly
Pro
Ser

Glu

His
315

Leu

Ser
Ser
Asn
75

Asn
Pro
Pro
Thr
Asn
155
Arg
Val
Ser
Lys
Glu

235
Phe

-117-

Thr
140
Asn
Arg
val
Ser
Lys
220
Glu
Phe
Glu
Phe
Gly

300
Tyr

Ala
Leu
Gly
Ser
60

Phe
Thr
Pro
Pro
Cys
140
Trp
Glu
Val
Asn
Gly
220

Glu

Tyr

Cys
Trp
Glu
Leu
Asn
205
Gly
Glu
Tyr
Asn
Phe
285

Asn

Thr

Pro
Val
Ala
45

Gly
Gly
Lys
Cys
Lys
125
Val
Tyr
Glu
His
Lys
205
Gln

Met

Pro

val
Tyr
Glu
His
190
Lys
Gln
Met
Pro
Asn
270
Leu

val

Gln

Cys
Lys
30

Leu
Leu
Thr
Val
Pro
110
Pro
Val
Val
Gln
Gln
190
Gly
Pro

Thr

Ser

Val
vVal
Gln
175
Gln
Gly
Pro
Thr
Ser
255
Tyr
Tyxr

Phe

Lys

Val
Asp
Phe

175
Asp

Arg
Lys

Asp
255

Val
Asp
160
Phe
Asp
Leu
Arg
Lys
240
Asp
Lys
Ser
Ser

Ser
320

Arg
Tyxr
Ser
Ser
Thr
80

Lys
Pro
Asp
Asp
Gly
160
Asn
Trp
Pro
Glu
Asn

240
Ile



Ala

Thr

Leu

Ser

305
Ser

val
Pro
Thr
290
vVal

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Ala Ser Thr

1
Ser

Phe
Gly
Leu
65

Tyr
Thr
Pro
Thr
val
145
Val
ser
Leu
Ser
Pro
225
Gln
Ala
Thr
Leu
Ser

305
Ser

Thr
Pro
vVal
50

Ser
Thr
val
Val
Leu
130
sSer
Glu
Thr
Asn
Ser
210
Gln
Val
Val
Pro
Thr
290

Val

Leu

Glu
Pro
275
vVal
Met
Ser
71
326
PRT
Homo
71
Ser
Glu
35
His
Ser
Cys
Glu
Ala
115
Met
His
Val
Phe

~

Gly
195
Ile
val
Ser
Glu
Pro
275
Val
Met

Ser

Trp
260
Met
AsSp
His

Pro

Glu
Leu
Lys
Glu

Gly
325

sapiens

Lys
Glu
20

Pro
Thr
Val
Asn
Arg
100
Gly
Ile
Glu
His
Arg
180
Lys
Glu
Tyr
Leu
Trp
260
Met
Asp
His

Pro

Gly
5
Ser
Val
Phe
val
val
85
Lys
Pro
Ser
Asp
Asn
165
Val

Glu

Lys

Thr
Thr
245
Glu
Leu
Lys

Glu

Gly
325

Ser
Asp
Ser

Ala
310

Pro
Thr
Thr
Pro
Thr
70

Asp
Cys
Ser
Arg
Pro
150
Ala
val
Tyr
Thr
Leu
230
Cys
Ser
Asp
Ser
Ala

310
Lys

Asn
Ser
Arg

295
Leu

Ser

Ala

Ala
55

Val
His
Cys
Val
Thr
135
Glu
Lys
Ser
Lys
Ile
215
Pro
Leu
Asn
Ser
Arg

295
Leu

Gly
Asp
280
Trp

His

Val
Ala
sSer
40

Val
Pro
Lys
val
Phe
120
Pro
Val
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