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IL-18 tu do cling nhu cac cong cu dé diéu tri cac bénh va rdi loan lién quan dén Interleukin

18 (IL-18). Cu thé, sang ché boc 16 cac khang thé dac hiéu cho protein lién két IL-18 (IL-

18BP) va IL-18 trr do dung dé diéu tri va dé chin doan céc chi dinh.
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Linh vue k§ thuit dwoc dé cap

Séng ché dé xuit cac cong cu va phuong phap dé diéu tri bénh va rdi loan
lién quan dén Interleukin 18 (IL-18). Cu thé, sang ché boc 16 cac khang thé dic
hidu cho protein lién két IL-18 (IL-18BP) va IL-18 tu do dé& sir dung trong
phuong phap diéu tri va dé chin doan cho céc chi dinh.

Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Interleukin-18 (IL-18) con duoc goi 14 yéu t6 cam tng interferon-gama 1a
xytokin, duge san xudt béi cac dai thuc bao kich hoat, té bao Kupffer va cac té
bao khéc. IL-18 lién két v6i thu thé IL-18 va gdy ra mién dich qua trung gian té
bao. Khiém khuyét (vi du, loai bo) thu thé xytokin IL-18 hodc xytokin IL-18 dan
dén suy giam hoat tinh cta té bao tiéu diét tu nhién (NK) va dap ung THI.
Ngoai vai trd sinh 1y ctia n6, IL-18 ciing ¢6 thé gay ra cac réi loan viém nghiém
trong. Vi vy, v6i muc dich chin dodn sém céc rdi loan nhu vay, can phai dinh
luong muc IL-18 tu do trong dich co thé cta déi tuong, du kién s& mic rdi loan
do.

Tuy nhién, hién nay, viéc dinh lugng muc IL-18 trong dich co thé thuong
duogc thuc hién bang cach sir dung xét nghiém ELISA, bao gdm cac khéang thé
khéng dac hiéu dé phat hién IL-18 tu do. Két qua dat duogc béng cac xét nghiém
ELISA bi han ché béi tinh dic hiéu cua khéang thé chinh duoc sur dung, khang
thé nay lién két vdi khang nguyén dich. Cho dén nay, ngudi ta chi c6 thé phat
hién tong muc IL-18 bing cach st dung céc khang thé ¢ sin trén thi trudng,
nhung hién chua c6 khang thé nao cho IL-18 tu do. Viéc phat hién IL-18 téng sb
1a khéng du dé danh gia cac mirc IL-18 tu do, vi IL-18 bj lién két trong mét
phirc hop, vi du rang lién két véi protein lién két IL-18 (IL-18BP) d6i ma tu
nhién cta né c¢6 i luc giam d6i véi thu thé IL-18. Hon nita, nguoi ta da biét

rang, muc IL-18 tang 1én thuong lién quan dén muc IL-18BP ting.
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Vi nhiing 1y do néu trén, viéc xac dinh IL-18 tong sb 1a khong di dé chin
doan ddy di cac bénh lién quan dén IL-18. Didu d6 c6 nghia 13, dé ¢6 thé danh
gia muc IL-18 tu do trong dich co thé ciia dbi twong va chan doan diy di bénh
lién quan dén IL-18, cAn phai ¢6 cong cu phat hién lién két dic hiéu voi IL-18 tu
do, nhung khong phét hién IL-18 duoc lién két trong phirc hop. Do d6, hién tai
khong c6 phuong phép didu tri hiéu qua d6i v6i bénh hodc rdi loan lién quan dén
IL-18.

Séng ché d& xuit cong cu phat hién nhu vay & dang phén tir lién két dic
hiéu IL-18, dic biét 1a protein lién két IL-18 (IL-18BP) hoic khang thé, lién két
dac hiéu véi IL-18 tu do, nhung khong lién két v6i IL-18 lién két trong phurc
hop. Do d6, sang ché dap tmg nhu cau vé cong cu thich hop dé phat hién IL-18
tu do va chan doan bénh hodc rdi loan lién quan dén IL-18 tu do trong dich co
thé.

Piéu ndy mé ra canh ctra cho phuong phép tiép cin y hoc duge ca nhan hoa
tac dung. Déac biét, 14n dau tién 6 thé nhan biét quﬁn thé bénh nhan dang méac
bénh hoac 161 loan, c6 lién quan dén IL-18 tu do trong cdc mod co thé, dac biét la
trong dich co thé va dé diéu tri ¢6 hiéu qua cho nhing bénh nhan néi trén bang
cach cung cép cac phan tu lién két lién két dic hiéu IL-18 tu do.

Do do, sang ché nay cung cép thém cac cong cu tri liéu hiéu qua dé diéu tri
va phong ngira cac bénh hodc réi loan lién quan dén IL-18 trong quan thé bénh
nhan dang méc cac bénh hoac roi loan, c6 lién quan dén IL-18 tu do trong céc
md co thé, nhung dic biét trong dich co thé. Sang ché ciing dap tmg nhu cau
diéu tri c6 hiéu qué cac bénh hodc rdi loan lién quan dén IL-18 tu do trong cac
md co thé, dic biét 12 trong dich co thé bing cach cung cp cac phan tir lién két
dic hiéu IL-18, dic biét 1a (1) IL-18BP, va/hoic (2) cac khang thé, dic hiéu cho
IL-18 tu do va khong phan ting chéo véi IL-18 duoc lién két trong phirc hop.

Cac phan tu lién két dic hiéu IL-18, nhung dac biét 1a IL-18BP va cac
khang thé dic hiéu IL-18 theo sang ché c6 thé lam giam va/hodc hiy bé lién két
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IL-18 tu do vé6i thu thé cia nd va cung cép loi ich diéu tri cho bénh nhan mic
cac bénh hojc rdi loan lién quan dén IL-18.

Céac nghién ctru 1am sang va phi lam sang gan ddy da xac dinh vai trd ndi
bat cua xytokin Interleukin 18 (IL-18) gdy viém trong co ché bénh sinh ctia bénh
phéi tic ngh&n mén tinh, va cho thdy IL-18 déng vai tro 1a bo didu hoa tdng thé
cua cac qua trinh hdy bé va tai dinh dang.

Bénh phdi tic nghén man tinh (COPD), con duoc goi 1a bénh phdi tic
ngh&n mén tinh (COLD), bénh dudng thd tic nghén man tinh (COAD), han ché
ludng khi méan tinh (CAL) va bénh hé hap tic ngh&n man tinh (CORD), 14 su
xuit hién cua viém phé quan man tinh hoac khi phé thiing, mot cdp bénh déng
thoi phd bién vé phdi, trong d6 dudng thd bi thu hep theo thoi gian. Diéu nay
dan dén han ché ludng khéng khi dén va di tir phdi, duge coi 1a khong thé hdi
phuc hoan toan, ma trd nén toi té hon theo thoi gian. Hut thude 1a nguyén nhan
ctia 90% COPD & chau Au va Hoa Ky. Mic du khong phai tit ca nhing nguoi
hat thube s& phat trién COPD, nhung udc tinh c6 20% s& méc bénh. Nhiing
ngudi hut thude bi COPD ¢6 ty 18 tir vong cao hon nhiing ngudi khong hat thude
bi COPD. Ho ciing ¢6 cac triéu chting vé hé hap thuong xuyén hon (ho, khé thé,
v.v..) va suy giam chtic nang phdi hon nhitng ngudi khéng hut thube. Céc yéu t6
nguy co khac, vi du, tinh nhay cam di truyén (vi du, bénh thiéu hut al-khang-
trypsin cling nhu cac ving trén nhiém séc thé 4 gan HHIP va trong FAM13A va
trén nhiém séc thé 15 trong CHRNA va IREB2), bénh lao truéc d6, 6 nhiém
khong khi, tiép xtic nghé nghiép véi bui va khéi (cac hat trong khong khi), tiép
xuc véi khoi thude, va hit phai khoi sinh khdi. COPD chti yéu bao gém hai bénh
lién quan: viém phé quan man tinh va khi phé thiing. Viém phé quan man tinh 1a
tinh trang viém va cubi ciing 13 seo ciia niém mac éng phé quan. Khi phé quéan bi
viém va/hodc bi nhiém trung, khong khi ¢6 thé luu théng dén va di tir phdi it hon
va chét nhiy ning hodc dom sé& bj ho ra. Khi phé thiing bat dau véi su huy bd
c4c phé nang (tGi khi trong phdi, noi trao ddi oxy tir khong khi thanh cacbon

dioxit trong mau) mét phan do phan tng viém bat thudng ctia phdi véi cac hat
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hodc khi ddc hai, chu yéu 13 khéi thude 14. Thanh cua cac tii khi mong va dé va.
Thiét hai cho cac ti khi 1a khong thé phuc hdi va dan dén céc “16” vinh vién
trong c4c md ctia phdi dudi. Khi cac tai khi bi hity bo, phdi c6 thé van chuyén
ngdy cang it oxy dén mau, gay ra tinh trang kho tho. Phéi cling mét tinh dan hoi
clia nd, d6 1a diéu qua trong dé giit cho dudng thé ludn thong thoang. Két qua 1,
bénh nhan cam thiy rat khé thé ra. Trong ca viém phé quan mén tinh va khi phé
thiing, tic nghén va phd hily mé néi chung 1a khéng phuc hdi va tién trién. Bénh
nhan COPD thuong gip cac dot kich phat. Thuat ngir "dot kich phat" dé& cap dén
Su tram trong thém cuia cac triéu ching hodc su gia ting muc d nghiém trong
ctia bénh. Thoi gian cua dot dot kich phét c¢6 thé thay ddi rat nhiéu - tir vai gio
dén vai ngay. Céc dot kich phat c6 thé 1am ting cac triéu ching dic trung cho
qué trinh hd hap. Bénh nhéan c6 thé cam thay khé th ngay cang tang, ho ¢6 dom
v6i luong dom thay ddi, va sét. Dom c6 thé ting 1én hodc ¢6 nhiéu ma hon va
d6i mau. Ngudi bénh ciing c6 thé gip céc triéu ching khéng dic hiéu nhu kho
chiu, mét moi, mét ngu, budn ngu, hodc trAm cam. Céc dot kich phat cia COPD
thudong do nhiém tring duong hé hip dudi. Cac nguyén nhan phd bién nhét cua
nhiém tring 1a: vi khuan Gram duong va vi khuan Gram am hiéu khi, vi khuan
khong dién hinh, virut dudng hé hép, virut gy ching cam lanh, virut cim,
RSV, hoic su két hop cua cic tac nhan gdy bénh. Cac dot kich phat do virut
thudng nghiém trong hon, kéo dai hon, va c6 lién quan dén mic d6 viém va mét
chtrc ning phdi nhiéu hon dot kich phat do cdc nguyén nhan khac (Wedzicha,
2004, PATS; Seemungel et al., 2001, AM. J. RCCM; Tan et al., 2003, Am. J.
Med. Donaldson et al., 2000, Thorax). Mdi bénh nhan COPD c6 kha ning trai
qua tir 1 dén 4 dot kich phat mot nam. Trong khi nhidu bénh nhan trai qua nhing
dot kich phét nay, ngudi ta udc tinh ring ho chi béo cdo khoang 50% tong sb
dot cho bac si. Céc dot kich phat thudong xuyén lién quan dén chét luong cude
sdng kém va ganh ning kinh té cao.

Céc nghién ctru trong cac mé bénh COPD dd d& cdp dén tinh trang viém
phdi do IL-18 trong bénh khi phé thiing phdi va viém phdi do khéi thude 14 (CS)
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va trong bénh khi phé thiing phoi va viém phoi do hit thube thu dong va mdi
lién quan cua n6 véi COPD & ngudi hat thude, chimg minh rang IL-18 va céc
duodng dan tin hiéu IL-18 théng qua IL-18R duoc kich hoat dang ké khi tiép xtic
v6i khéi thube 12 & cac mé hinh dong vat va trong tinh trang viém phdi & nguoi
va mé rong khoang khong trong bénh khi phé thiing phéi do khéi thude 1a. Két
qua chimg minh vai trd quan trong ciia dai thuc bao phé nang nhu 1a ngudn té
bao chinh tir gidi phéng IL-18.

IL-18 dugc chung minh la gay ra sy tai dinh dang duong thd va mach mau
& chudt chuyén gen IL-18 cam tmg, dic hiéu cho phdi cling nhu viém md, khi
phé thiing, chuyén san chat nhay, va phi dai tAm that phai ¢ tim.

IL-18 con duoc chimg minh 13 gdy ra bénh khi phé thiing va phéin ung doc
té bao thong qua co ché phu thudc IFNy, tai dinh dang dudng thé bang soi xo,
chuyén san chét nhdy, va tai dinh dang mach méu thong qua dudng phu thude
IL-17A- va IL-13. Co6 nhiing tuong tdc quan trong gilta cac dudng nay voi IL-
18- gay ra IL-13 thong qua co ché phu thudc IL-17A va IFNy va IL-17A/IL-13
dap ung diéu chinh nguoc lai 14n nhau. Do d6, IL-18 14 trung tm cua viéc diéu
ché nhiéu dot viém.

Mutc IL-18 toan than & bénh nhan COPD cho thdy dai thuc bao phé nang 1a
ngudn tuan hoan IL-18 trong COPD va cho thy IL-18 ting cao trong tudn hoan
va trong dom gay ra cia bénh nhan COPD.

Mitc IL-18 trong huyét thanh ting cao trong cic bénh di kém véi COPD
duogc cho 1a ¢o lién quan dén tinh trang viém toan than.

Hon nita, wong quan chit ché dugc tim thy gitta mic IL-18 trong huyét
thanh va chtic ning phdi.

Nhin chung, cac két qua 1am sang va phi 1am sang rd rang tng hd viéc e
ché/trung hoa IL-18 nhu mot muc tiéu nguge dong tiém ning, do d6 ngdn can
hodc han ché ca qua trinh hily bé va tai dinh dang thuong dan dén biéu hién va

tién trién ctia bénh COPD.
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C6 thé két luan tir cac két qua didu tra 1am sang gan day vé muc IL-18
trong tudn hoan va trong dom ctia bénh nhan COPD, ring mtc IL-18 trong phoi
ting cao dang ké & bénh nhan COPD lién quan dén mic d6 nghiém trong cua
bénh.

Dit liéu vé IL-18 trong dom ctia bénh nhan COPD cho thdy rang dai thuc
bao phé nang 14 ngudn chu yéu cta IL-18 trong COPD va IL-18 biéu hién qua
murc déng ké trong phdi ctia bénh nhan COPD so véi cac dbi chimg.

Céc nghién ctru gin day vé vai tro cua thé gay viém NLRP3 trong viéc kich
thich hoat héa caspase-1 tiép theo 1a giai phéng dang truéng thanh cua cac
xytokin gdy viém IL-1b va IL-18 d4 g6p phan lam séng t6 thém anh hudng cta
thude 14 trong viém dudng thd (Rastrick et al., 2013).

O nhitng con chudt tiép xtc v6i khéi thude 14 hai 1an mdi ngay, su hoat héa
caspase-1 va giai phong IL-18 d3 duogc kiém tra (Eltom et al., 2011).

Su diéu chinh ting 1én ctia IL-18 do khéi thudc théng qua su hoat héa
caspase-1 dugc chimg minh bang cach so sanh anh huéng cua khoéi thude 14 va
tiép xuc v6i khong khi binh thuong.

Nhin chung, IL-18 thé hién nhu mdt muc tiéu nguoc dong ua thich cho cac
phuong phép diéu tri COPD trong tuong lai ¢6 kha ning can thiép vao qu4 trinh
huy bo va téi dinh dang trong ph6i COPD, do d6 1a mét img cir vién day hira hen
cho phuong thiic diéu trj stra d6i bénh trong COPD.

Do d6, n6 dugc dé xuét trong W0O2008/150431 Al dé diéu tri COPD va
cac bénh di kém lién quan, do tang IL-18, IFN-y, hodc PKR ¢ céc déi tuong bi
COPD va céc bénh di kém lién quan bang cach sir dung cho cac ddi tuong nay
chét trc ché IL- 18, chat rc ché IL-18Ra, va chit trc ché IFNy, chét e ché PKR,
va su két hop bit ky cua no.

Vi du, su tc ché IL-18 bdi cac khang thé don dong, huéng dich bao hiéu
IL-18 bang cach phong toa thu thé dan dén thoi gian tac dung kéo dai do thoi
gian ban hiy kéo dai cia céac tac nhan nay, do d6 khdng chi hanh dong trén cac

hoat dong IL-18 c6 hai ma con can tr¢ cac hoat dong co6 19i cho sy bao vé cua
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vat chi, do d6 dan dén cac tac dung phu khéng mong mudn vé phan tmg ddi véi
tac nhan gdy bénh (virut, vi khuin, ndm va ky sinh tring khac) bang cach trc ché
[FN-gama va té bao lympho T tro gitp loai 1.

Piéu dang ngac nhién 14 trong bdi canh cia sang ché hién nay c6 thé tranh
duge nhitng tic dung phu khéng mong muén nay bang cach sir dung cac phuong
phap tiép can thay thé, ttrc 1a protein lién két IL-18 (IL-18BP) c6 trong tu nhién,
¢6 4i luc lién két cao ddi vé6i Interleukin 18 (IL-18) va phuong thirc hoat dong
khac vé co ban huéng dich IL-18 duoc so sanh, vi du, véi cac khang thé don
dong da biét.

Theo mdt phuong 4n cu thé cia sang ché, protein lién két IL-18 (IL-18BP)
c6 4i luc lién két ndm trong khoang tir 20 pM dén 30 pM, khi duoc x4c dinh
trong thiét 1ap BIAcore nhu duoc trinh bay trong Vi du 4.4.2.

Do d6, theo mdt phuong an cua sang ché dé cap dén phan tir lién két dic
hiéu IL-18, lién két dic hiéu voi IL-18 tu do ma khong phan tng chéo vai IL-18
duoc lién két trong phirc hop (sau day dugc goi 13 “phan tir lién két dic hiéu IL-
18 tu do”), dic biét 1 phén tir lién két dic hiéu IL-18 tu do 1a chét Gc ché IL-18,
lam giam va/hodc huy bd su lién két IL-18 tu do véi cac thu thé cua né (sau day
duoc goi 1a “chat Gc ché IL-18”), dic biét 12 IL-18BP, dé st dung trong diéu tri
bénh hodc rdi loan lién quan dén IL-18 & d6i tuong duogc chan dodn 13 c6 muc
IL-18 tu do bt thudong va/hodc ty 18 IL-18/IL-18BP tu do bat thudng trong dich
co thé so véi cac muc trong dich co thé caa d6i tuong khde manh.

Dic biét, muc IL-18 tu do bat thudong trong dich co thé vuot qué mtc trong
dich co thé cua d6i tuong khoe manh 13 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%,
70%,80%, 90%, 100%, hodc hon 100%.

Theo phuong an khéc, sang ché dé xuit phan tr lién két dac hiéu IL-18 tu
do, ddc biét 1a chét tc ché IL-18, dic biét 1a IL-18BP, dé sir dung theo sang ché
va nhu duoc mé ta & ddy, trong d6 muc IL-18 tu do bat thudng néu trén trong
cdc mau co thé, dic biét la trong dich co thé, da duoc xdc dinh bé“lng cach su

dung phan tir lién két dic hiéu IL-18, dic biét 1a protein lién két IL-18 (IL-
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18BP) hodc khang thé, lién két dic hiéu véi IL-18 tu do, nhung khong lién két
vé6i 1L-18 duoc lién két trong phirc hop theo séng ché va nhu duoc moé ta & day
theo mét s6 phuwong an nhét dinh.

Hon nita, theo mdt phuong an, sang ché @ xuét phan tu lién két dic hiéu
TL-18 tu do, dic biét 1a chét Gc ché IL-18, dac biét 1a IL-18BP, dé st dung nhu
dugc boc 16 trong phuong an bat ky trong sd cac phuong 4n néu trén, trong doé
dbi tuong duoc diéu tri thude nhém déi tuong da duge x4c dinh 14 ¢6 muc 1L-18
tu do ting cao va/hodc ty 1€ IL-18/IL-18BP tu do bat thuong trong mau co thé,
dic biét 1a trong mau duoc chon tir nhém bao gém cac dich tudn hoan dich rira
phé quan - phé nang (BALF), dich tiét, mo sinh thiét va dong nhét, dic biét 1a
huyét thanh, nuée tiéu, nude mit, nude bot, mat, md hoi, hoi thd, thd ra, dom,
dich phé quan phé nang, ba nhon, té bao, tuyén hach, niém mac, va md tiét so
v6i murc trong cac mau dugce lay tir cac d6i tuong khoe manh.

Mitc IL-18 tu do ting cao néu trén trong mau biéu mau bénh nhan hoic dbi
tuong méc bénh 1a > 5 pg/mL va 1én dén 10000 pg/mL hodc cao hon. Dic biét,
mutte IL-18 tu do ting cao néu trén trong mau biéu mAu bénh nhan hoic dbi
tuong méc bénh nim trong khoang tr > 5 pg/mL dén 10000 pg/mL, dic biét 1a
nim trong khoang tir 100 pg/mL dén 10000 pg/mL, dic biét 1a nim trong
khoang tir 200 pg/mL dén 10000 pg/mL, dic biét 1a nam trong khoang tir 300
pg/mL dén 10000 pg/mL, dic biét 1a nim trong khoang tlr 400 pg/mL dén 10000
pg/mL, dic biét 1a ndm trong khoang tir 500 pg/mL dén 10000 pg/mL, dic biét
12 ndm trong khoang tir 600 pg/mL dén 10000 pg/mL, dic biét la nim trong
khoang tir 700 pg/mL dén 10000 pg/mL, dic biét 1a nim trong khoang tr 800
pg/mL dén 10000 pg/mL, dic biét 1a nim trong khoang tir 900 pg/mL dén 10000
pg/mL, dac biét la nim trong khoang tir 1000 d&n 10000 pg/mL, dic biét 1a nam
trong khoang tir 1500 pg/mL dén 10000 pg/mL, dic biét 1a nam trong khoang tir
2000 pg/mL dén 10000 pg/mL, ddc biét 1a nim trong khoang tlr 3000 pg/mL dén
10000 pg/mL, dac biét 1a ndm trong khoang tir 4000 pg/mL dén 10000 pg/mL,
dic biét 1a nim trong khoang tir 5000 pg/mL dén 10000 pg/mL. Luong IL-18 tu
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do trong huyét thanh ctia dbi tuong khoe manh, ddc biét 1a ngudi khde manh 1a <
5 pg/mL, dic biét la < 4 pg/mL, dac biét la < 1 pg/mL, dac biét la < 0,5 pg/m,
dac biét 1a dudi ngudng phat hién.

Tuy nhién, mot muc tiéu khac ctia sang ché 1a cung cap phan tir lién két dac
hiéu IL-18 tu do, dic biét 1a chét wc ché IL-18, dic biét 13 IL-18BP, dé str dung
nhu duoc boc 16 trong phuong 4n bét ky trong s6 cac phuong 4n néu trén, trong
d6 bénh hoic rdi loan lién quan dén IL-18 néu trén duoc chon tir nhém bao gém
bénh Still & ngudi trudng thanh, bénh Still ¢ tré vi thanh nién, bénh phdi tic
nghén mén tinh (COPD), chin thuong phdi lién quan dén truyén mau, loan san
phé quan phéi (BPD), hoi chung suy hé hp cép tién trién (ARDS), bénh phoi k&
(ILD), xo phdi v6 cin, xo nang, ting ap dong mach phdi, hen suyén, gidn phé
quan, suy tim, xo cing cot bén teo co (ALS), bénh kho mét (DED), viém giac
mac, loét va mai mon giac mac, tdn mach gidc mac, tan mach néi nhan bénh ly,
bénh viém méng mét, bénh tang nhan ap, thodi hoa diém vang, hoi chung
Sjogren, viém mang bd dao ty mién, bénh Behget, viém két mac, viém két mac
di tmg, viém da mi mét, bénh tiéu duong typ 2, viém gan nhiém md khong do
ruou (NAFLD), viém gan nhiém m3, Céy ghép noi tang ran va huyét hoc, chin
thuong tai tudi mau do thiéu méu cuc bd, sét Pia Trung Hai c6 tinh gia dinh, hoi
chimg chu ky lién quan dén thu thé yéu té hoai tir khéi u 1, hoi chimg sdt chu ky
lién quan dén cryopyrin, hoi ching ting IgD, bénh git, hdi chimg Schnitzler,
bénh u hat cia Wegener con goi 1a bénh u hat vé6i viém da mach (GPA), viém
tuyén giap Hashimoto, bénh Crohn, viém loét dai trang, céc liéu phap té bao gbc
va bénh lién quan dén globulin mién dich-4 (IgG4)

Theo mdt phuong 4n cu thé, sang ché dé xuét phén tir lién két dac hiéu IL-
18 tu do, dic biét 1a chét Gc ché IL-18, dic biét 1a IL-18BP, dé sir dung nhu
duoc boc 16 trong phuong 4n bit ky trong sd cac phuong an néu trén, trong do
bénh hodc réi loan lién quan dén IL-18 néu trén do hut thudc hodc tiép xtc véi

khéi thube thu dong, dac biét 1a tiép xuc véi khéi thude 14.
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Theo mdt phuong 4n cu thé khac, sang ché dé xuit phan tir lién két dic
hiéu IL-18 ty do, dic biét 13 cht wc ché IL-18, dic biét 1a IL-18BP, dé st dung
nhu duoc boc 16 trong phuong 4n bét ky trong sb cac phuong 4n néu trén, trong
do6 bénh hoac rdi loan lién quan dén IL-18 néu trén do nhiém virut.

Tuy nhién, muc tiéu khéc cta sang ché 1 cung cap phan tir lién két dac
hiéu IL-18 tur do, dic biét 14 chat Gc ché IL-18, dic biét 1a IL-18BP, dé sir dung
nhu duoc boc 16 trong phuong 4n bét ky trong s6 cac phuong an néu trén, trong
d6 bénh hodc réi loan lién quan dén IL-18 néu trén 1a biéu hién toan than do IL-
18 cua chiing viém va cac bénh di kém dugc chon tir nhdm bao g6m khi phé
thling, viém mo, pha hiy mo, cit bo phéi, bién méat mach mau, chét t& bao noi
mo, chuyén san niém mac, phi dai tim, giam VEGF trong mo phéi, mat mach
phéi, co mach hoa, tai dinh dang mach, léng dong collagen, cac 16p dan hoi
khéng 6n dinh trong phdi, tai dinh dang duong thé bang soi xo, mé rong khoang
khéng, tai dinh dang mén tinh dudng thd va mach phdi va giam chic ning phdi.

Tuy nhién, muc tiéu khéc cta sang ché 1a cung cip phan tir lién két dic
hiéu IL-18 tu do, dic biét 1 chat e ché IL-18 dé st dung nhu duoc boc 16 trong
phuong 4n bat ky trong sb cic phuong an néu trén, 1a khéng thé, dic biét 1a
khang thé dac hiéu cho IL-18 tu do, dic biét 1a khang thé ddi khéng, ngin can
lién két 1L-18 tu do véi thu thé IL-18, dic biét 1a lién két IL-18 tu do véi IL-
18Ra.

Khang thé dic hiéu IL-18 theo sang ché bao gdm khang thé twong duong
vé mit chirc ning bat ky hodc cac phan cia nd, lién két v6i IL-18 tai vi tri lién
két IL-18BP hoic trong vung 14n can vi tri lién két IL-18BP, hodc khang thé
thich hop, lién két véi it nhat hai epitop trén phan tir IL-18, bao gém céc axit
amin khoéng lién tuc két hop véi nhau trong cAu trac ba chiéu va tuong tac véi vi
tr{ gan khéng nguyén cua thu thé sao cho vi trf lién két IL-18BP trén phan tir IL-
18 bi chan.

Theo mot phuong 4n, khang thé dic hiéu IL-18 bao gém khang thé tuong

duong vé mat chiic nang bat ky hodc cac phan cua né theo sang ché va nhu dugc
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mb ta & day theo cac phuong an khéac nhau lién két protein IL-18 tu do, nhung
khéng lién két véi phirc hop IL-18/IL-18BP.

Cu thé, khang thé dic hiéu IL-18 bao gdm khang thé twong duong vé mat
chire ning bt ky hodc cac phan ciia né theo sang ché cho thdy phan ung chéo
v6i phtie hop IL-18/IL-18BP gitta < 0,01% va < 0,05%, dac biét 1a gitta < 0,1%
va < 0,2%, dac biét 1a gitta < 0,2% va < 0,5%, dac biét la gitta < 0,5% va < 1%,
dac biét 1a gitta < 1% va < 2% nhu theo xac dinh ctia ELISA canh tranh.

Theo mdt phuong 4n cu thé, khang thé dic hiéu IL-18 bao gom khang thé
tuong duong vé mit chtic ning bét ky hodc cac phan cia né theo sang ché cho
thdy phan tmg chéo véi phirc hop IL-18/IL-18BP < 0,1% nhu theo xac dinh cta
ELISA canh tranh.

Theo mét phuong an, khang thé dic hiéu IL-18 bao gdm khang thé tuong
dwong vé& mit chirc ning bt ky hodc cic phin cia né nhu duoc boc 16 trong
phuong an bét ky trong s6 cac phuong an néu trén can tré khéng gian lién két
IL-18BP voi IL-18.

Theo phuong 4n khac nita, khang thé dic hiéu IL-18 bao gém khéang thé
tuong duong vé mit chirc nang bat ky hodc cac phan cua né nhu dugce boc 16
trong phuong an bt ky trong sb cac phuong an néu trén lién két dic hiéu voi
mot epitop duy nhat, su két hop cta hai epitop hodc su két hop cua ba epitop
bao gém trong trinh ty dugc chon tir nhom trinh ty dugc néu trong SEQ ID NO:
1, SEQ ID NO: 2 va SEQ ID NO: 3, tuong tUng.

Theo mét phuong an cu thé, khang thé theo sang ché lién két dic hiéu véi
mat epitop duy nhét, duogc bao gém trong trinh tu duogc chon tor nhém trinh tu
duoc néu trong SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 va SEQ ID NO: 3.

Theo mét phuong an cu thé khéc, khang thé theo sang ché lién két dac hiéu
voi hai epitop, dugc bao gém trong trinh tu dugc chon tr nhom trinh tu duoc

néu trong SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 va SEQ ID NO: 3, tuong ung.

-12-



40982

Pic biét, khang thé lién két véi hai epitop duge bao gém trong trinh tu (a)
SEQ ID NO: 1 va SEQ ID NO: 2 (b) SEQ ID NO: 1 va SEQ ID NO: 3 (¢) SEQ
ID NO: 2 va SEQ ID NO: 3, tuong Ung.

Theo mdt phuong an cu thé khac, khang thé theo sang ché lién két dic hiéu
v6i ba epitop, duoc bao goém trong trinh tu SEQ ID NO:1, SEQ ID NO: 2 va
SEQ ID NO: 3, tuong tng.

Theo mét phuong 4n, sang ché cung cip khang thé dic hiéu IL-18 bao gdm
khang thé twong duong vé mit chirc ning bit ky hoic cac phan ciia né nhu dugce
boc 16 trong phuong an bat ky trong sb cac phuong 4n néu trén, khang thé nay
lién két dic hiéu véi mot epitop duy nhét, sy két hop cua hai epitop hodc su két
hop ctia ba epitop duge chon tir nhém bao gdm SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5
va SEQ ID NO: 6.

Didc biét, sang ché con dé cap dén khang thé dic hiéu IL-18 néu trén, bao
gbm khang thé twong duong vé mit chtic ning bat ky hodc cac phan cia no,
trong d6 epitop néu trén ¢ trinh tu c¢6 do dong nhat 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% hodc 100% trinh tu so vdi trinh tu dugc néu trong
SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO:5 hoac SEQ ID NO: 6.

Theo mot phuong an cu thé, khang thé theo sang ché lién két dac hiéu véi
mot epitop duy nhét, duoc bao gém trong trinh tu duoc chon tor nhém trinh tu
duoc néu trong SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 va SEQ ID NO: 6.

Theo mdt phuong an cu thé khac, khang thé theo sang ché lién két dac hiéu
v6i hai epitop, duoc bao gém trong trinh ty dugc chon tr nhém trinh tu dugc
néu trong SEQ ID NO:4, SEQ ID NO: 5 va SEQ ID NO: 6.

Pic biét, khang thé lién két v6i hai epitop duoc bao gom trong trinh tu (a)
SEQ ID NO: 4 va SEQ ID NO: 5 (b) SEQ ID NO: 4 va SEQ ID NO: 6, tuong
ung (c) SEQ ID NO: 5 va SEQ ID NO: 6, tuong Ung.

Theo mét phuong an cu thé khac, khang thé theo sang ché lién két dic hiéu
vo1 ba epitop, dugc bao gSm trong trinh tu SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 va
SEQ ID NO: 6, tuong Ung.
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Theo mét phuong an cu thé, khang thé theo sang ché duoc mé ta & day theo
cac phuong an khac nhau bao g6m khang thé tuong duong vé mit chirc ning bt
ky hosc phan lién két véi khang nguyén cua né bao gdm it nhat mét, it nhat hai
hodic ¢ ba ving xéc dinh tinh bo thé (cac CDR) ctia ving bién d6i chudi nhe
nhu dugc thé hién trong cac SEQ ID NO: 10, 12, 14, 16, 17, 19, 22, 24 va 26,
tuong (mg va/hodc it nhat mét, it nhat hai hodc ca ba ving x4c dinh tinh b6 thé
(cac CDR) cua vung bién ddi chudi ning nhu dugc thé hién trong cac SEQ ID
NO: 9, 11, 13, 15, 18, 20, 21, 23, va 25, tuwong ung, trong d6 khang thé nay,
khang thé tuong duong hodc phan lién két véi khang nguyén ctia né lién két voi
protein IL-18 tu do, ddc biét 1a tai vi tri lién két TL-18BP hoic trong vung lan
can vi trf lién két IL-18BP, nhung khéng lién két véi phirc hop IL-18/IL-18BP.

Cu thé, khang thé theo sang ché duoc mé ta & ddy theo cac phuong an khac
nhau bao gém khéng thé twong duong vé mit chiic ning bat ky hoic phan lién
két véi khang nguyén cua né bao gdm cac ving xac dinh b thé (cac CDR) cua
vung bién dbi chudi nhe nhu dugc néu trong cac SEQ ID NO: 10, 12, 14, 16, 17,
19, 22, 24 va 26 tuong Ung va cac ving xac dinh bd thé (cac CDR) cua ving
bién ddi chudi nang nhu dugc néu trong cac SEQ ID NO: 9, 11, 13, 15, 18, 20,
21, 23, va 25 tuong ung, trong d6 khang thé nay, khang thé tuong duong hoic
phan lién két v6i khang nguyén ctia né lién két voi protein IL-18 tu do, dic biét
1a tai vi trf lién két IL-18BP hodc trong vung lan can vi tri lién két TL-18BP,
nhung khong lién két v6i phirc hop IL-18/IL-18BP & mic d6 dang ké bat ky.

Theo mdt phuong an cu thé, khang thé theo sang ché dugc mo ta & day theo
céc phuong 4n khac nhau bao gdm khang thé tuong duong vé mit chirc ning bét
ky hodc phan lién két véi khang nguyén ctia né bao gdm it nhat mot, it nhat hai
hodc c& ba ving xé4c dinh tinh bd thé (cac CDR) ctia ving bién do6i chudi nhe
nhu duoc trinh bay trong Fig. 11, va/hoac it nhat mét, it nhét hai hoac ca ba
ving x4c dinh tinh bb thé (cac CDR) ctia ving bién dbi chudi ning nhu dugc
trinh bay trong Fig. 11, trong d6 khang thé nay, khéng thé twong duong hoic

phan lién két v6i khang nguyén ctia n6 lién két v6i protein IL-18 tu do, dac biét
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1a tai vi trf lién két IL-18BP hoic trong ving l4n can vi tri lién két IL-18BP,
nhung khéng lién két v6i phtc hop IL-18/IL-18BP.

Pic biét, khang thé theo sang ché dugc moé ta & day theo cac phuong an
khac nhau bao gém khang thé tuong duong vé mit chirc ning bt ky hozc phan
lién két véi khang nguyén clia né bao gdm céc ving x4c dinh b thé (cac CDR)
ctia viing bién d6i chudi nhe nhu dugc trinh bay trong Fig. 11, va vung xac dinh
b6 thé (cac CDR) cua ving bién doi chudi ning nhu dugc trinh bay trong Fig.
11, trong d6 khang thé nay, khang thé tuong duong hodc phan lién két véi khéang
nguyén ctia n6 lién két véi protein IL-18 tu do, dic biét 1a tai vi tri lién két IL-
18BP hoic trong ving lan cén vi trf lién két IL-18BP, nhung khong lién két véi
phtic hop IL-18/IL-18BP ¢ mirc d6 déng ké bat ky.

Theo mét phuong 4n cu thé cua sang ché, ving xac dinh bd thé (cac CDR)
duoc xé4c dinh theo cach danh sé gbc mién bién d6i nhu trong Kabat.

Theo mdt phuong an cu thé khac theo sang ché, ving xac dinh bd thé (cac
CDR) dugc xac dinh theo cach danh sé gbc mién bién d6i nhu trong Chothia.

Theo mdt phuong an cu thé khac theo sang ché, ving x4c dinh bd thé (céc
CDR) dugc xac dinh boi hé théng IMGT.

Khang thé theo sang ché dugc mé ta & day theo cac phuong an khac nhau
bao gdm khang thé tuong duong vé mit chirc ning bat ky hodc phéan lién két véi
khang nguyén ciia n6 bao gdm ving x4c dinh b thé (cac CDR) nhu sau:

a. CDR1, CDR2, va CDR 3 cua vung bién ddi chudi nang co trinh tu nhu
dugc thé hién trong SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, va SEQ ID NO: 29, tuong
ung; va CDR1, CDR2, va CDR 3 cua vung bién d6i chudi nhe ¢6 trinh tu nhu
duoc thé hién trong SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31, va SEQ ID NO: 32, tuong
ung; hoac

b. CDR1, CDR2, va CDR 3 cta vung bién d6i chudi nang co trinh tu nhu
duoc thé hién trong SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, va SEQ ID NO: 35, tuong
ung; va CDR1, CDR2, va CDR 3 cua vung bién ddi chudi nhe ¢ trinh tu nhu
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duoc thé hién trong SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 37, va SEQ ID NO: 38, tuong
ung; hoac

c. CDR1, CDR2, va CDR 3 cua vung bién ddi chudi nang co6 trinh tu nhu
duoc thé hién trong SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 40, va SEQ ID NO: 41, tuong
ung; va CDR1, CDR2, va CDR 3 cua vung bién d6i chudi nhe c6 trinh tu nhu
duoc thé hién trong SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 43, va SEQ ID NO: 44, tuong
ung; hoac

d. CDR1, CDR2, va CDR 3 cua ving bién d6i chudi niang c6 trinh tuy nhu
duoc thé hién trong SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 46, va SEQ ID NO: 47, tuong
tng; va CDR1, CDR2, va CDR 3 ciia ving bién d6i chudi nhe c6 trinh ty nhu
duoc thé hién trong SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 49, va SEQ ID NO: 50, tuong
ung; hodc

e. CDR1, CDR2, va CDR 3 cua vung bién d6i chudi nang co trinh ty nhu
duogc thé hién 1an luot trong SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 46, va SEQ ID NO:
47, twong ung; va CDR1, CDR2, va CDR 3 cua vung bién ddi chudi nhe cé trinh
tu nhu duogc thé hién trong SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 52, va SEQ ID NO:
53, tuong ung; hodc

f. CDR1, CDR2, va CDR 3 cua vung bién d6i chudi nang cé trinh tu nhu
duoc thé hién trong SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 55, va SEQ ID NO: 56, tuong
ung; va CDR1, CDR2, va CDR 3 cua vung bién ddi chudi nhe c6 trinh tu nhu
duoc thé hién trong SEQ ID NO: 57, SEQ ID NO: 58, va SEQ ID NO: 59, tuong
ung; hodc

g. CDR1, CDR2, va CDR 3 cua vung bién ddi chudi ning c¢6 trinh tu nhu
duoc thé hién trong SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 61, va SEQ ID NO: 62, tuong
l'i’ng; va CDR1, CDR2, va CDR 3 cua vung bién d6i chudi nhe c6 trinh tu nhu
duoc thé hién trong SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 67, va SEQ ID NO: 68, tuong
ung; hodc

h. CDR1, CDR2, va CDR 3 cua vung bién ddi chudi nang co trinh tu nhu
duoc thé hién trong SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 64, va SEQ ID NO: 65, tuong
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ung; va CDR1, CDR2, va CDR 3 cua vung bién ddi chudi nhe c6 trinh tu nhu
duoc thé hién trong SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 67, va SEQ ID NO: 68, tuong
ung; hoac

i. CDR1, CDR2, va CDR 3 ctia ving bién déi chudi ning c6 trinh tu nhu
duoc thé hién trong SEQ ID NO: 69, SEQ ID NO: 70, va SEQ ID NO: 71, tuong
tmg; va CDR1, CDR2, va CDR 3 ctia ving bién ddi chudi nhe c6 trinh tu nhu
duoc thé hién 1an luot trong SEQ ID NO: 72, SEQ ID NO: 73, va SEQ ID NO:
74, tuong Ung; hoac

j. CDRI1, CDR2, va CDR 3 cua vung bién ddi chudi nang co6 trinh ty nhu
duoc thé hién trong SEQ ID NO: 75, SEQ ID NO: 78, va SEQ ID NO: 77, tuong
ung; va CDR1, CDR2, va CDR 3 cua vung bién d6i chudi nhe c6 trinh tu nhu
duoc thé hién trong SEQ ID NO: 78, SEQ ID NO: 79, va SEQ ID NO: 80, tuong
ung.

k. CDR1, CDR2, va CDR 3 cua vung bién doi chudi ndng c6 trinh ty nhu
duogc trinh bay trong Fig. 11; va CDR1, CDR2, va CDR 3 cua vung bién dbi
chudi nhe c6 trinh tu nhu duoc trinh bay trong Fig. 11.

Theo mét phuong an cua sang ché, khang thé cho thiy su bién ddi trong
mdt hodc nhiéu trinh tw CDR dén murc khang thé két hop véi cac CDR bién thé
nay van c6 hoat tinh lién két dic hiéu cua khang thé theo sang ché bao gdém lién
két IL-18 tu do protein, ddc biét la tai vi tri lién két IL-18BP hoic trong vung lan
can vi tri lién két IL-18BP, nhung khong lién két v6i phirc hop IL-18/IL-18BP.

Theo mét phuong 4n cu thé khéc theo sang ché, khéng thé nay 13 khang thé
ctia ngudi hodc duoc 1am twong thich véi ngudi, cu thé 1a khang thé ctia nguoi
hodc dugc lam tuong thich véi nguoi, trong d6 cac CDR da dugce dua vao trong
“gian” khang thé cua nguoi dugc cé ngudn gbc tir mot (hodc nhidu) (cac)
globulin mién dich cta ngudi.

Theo méot phuong an cu thé khéc nita, sing ché d& xuat khang thé bao gém
khang thé twong duong vé mat chirc nang bat ky hoic phan lién két v6i khang

nguyén ciia n6 bao gdm it nhat ving bién ddi chudi nhe c6 d6 dong nhét 75%,
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80%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 100% trinh tu so véi trinh tw dugc thé hién
trong cac SEQ ID NO: 10, 12, 14, 16, 17, 19, 22, 24, 26, va Fig. 11, tuong Umg
va/hoic it nhat ving bién di chudi ning c6 do dong nhat 75%, 80%, 82%, 83%,
84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99%, 100% trinh tu so vdi trinh ty dugc néu trong cac SEQ ID NO:
9,11, 13, 15, 18, 20, 21, 23, 25 va Fig. 11, tuong Ung, trong d6 khang thé nay,
khang thé tuong duong hodc phan lién két v6i khang nguyén cia né lién két véi
protein IL-18 tu do, dac biét 1a tai vi tri lién két TL-18BP hoic trong vung lan
can vi tri lién két IL-18BP, nhung khéng lién két véi phirc hop IL-18/IL-18BP.

Theo mét phuong 4n cu thé khéc nita, sang ché dé xuat khang thé bao gdm
khang thé twong duong vé& mit chirc ning bét ky hodc phan lién két véi khang |
nguyén cua né bao gom it nhat viing bién dbi chudi nhe c6 do dong nhét 75%,
80%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 100% trinh tu so véi trinh tu dugc néu trong
cac SEQ ID NO: 10, 12, 14, 16, 17, 19, 22, 24. 26, va Fig. 11 va/hodc it nhét
ving bién dbi chudi ning c6 do dong nhat 75%, 80%, 82%, 83%, 84%, 85%,
86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99%, 100% trinh tu so véi trinh tu dugc néu trong cac SEQ ID NO: 9, 11, 13,
15, 18, 20, 21, 23, 25 va Fig. 11 voi diéu kién 13 trinh tu ctia cac CDR cua vung
bién dbi chudi nhe va/hodc cta ving bién dbi chudi ning khéng thay doi va
trong dé khang thé noi trén, khang thé tuong dwong hoic phan lién két vé6i
khang nguyén cua nd lién két voi protein IL-18 ty do, ddc biét 1a tai vi tri lién
két IL-18BP hoic trong ving lan can vi tri lién két IL-18BP, nhung khéng lién
két v6i phirc hop IL-18/IL-18BP.

Theo mot phuong 4n, sang ché dé xuét khang thé ddc hiéu IL-18 bao gdbm
khéng thé twong duong vé& mat chtic ning bat ky hodc cic phan ctia né dé s

dung nhu dugc boc 16 trong phuong an bét ky trong sd cac phuong an néu trén,
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trong d6 khang thé nay hodc mét phan ctia n6 1a khang thé don dong hodc khang
thé da dong.

Theo mét phuong 4n cu thé, sang ché dé xuét khang thé dic hiéu IL-18 bao
o0m khéng thé tuong duong vé mit chirc ning bat ky hodc cic phan ctia nd dé
stt dung nhu duoc boc 16 trong phuong 4n bat ky trong sb cac phuong 4n néu
trén, trong dé khang thé nay hodc mot phén cua no la khang thé dang kham,
chudi don, dic hiéu kép, md phéng hoa, ctia ngudi va duge 1am tuong thich véi
nguoi.

Cu thé, khang thé nay 1a khang thé duoc lam twong thich véi nguoi, dic
biét 1a khang thé duoc lam tuong thich v&i ngudi, trong d6 mot s6 axit amin
trong khung va mién khong d6i ctia ving bién dbi chudi nhe va chudi ning
va/hodc vung khong ddi chudi nhe va chudi nang da bi dot bién dé tranh hodc
hty boé phan tng mién dich & ngudi.

Cu thé, khang thé dac hiéu IL-18 bao gém khang thé tuong duong vé mat
chtrc nang bét ky hodc phan lién két v6i khang nguyén ctia né theo sang ché cho
thay phan tmg chéo véi phic hop IL-18/IL-18BP gitta < 0,01% va < 0,05%, dic
biét la gitra < 0,1% va < 0,2%, dac biét la gitta < 0,2% va < 0,5%, dac biét 1a
gitta < 0,5% va < 1%, dac biét la gitta < 1% va < 2% theo xac dinh cia ELISA
canh tranh.

Theo mét phuong an cu thé, khang thé ddc hiéu IL-18 bao gébm khéang thé
tuong duong vé mit chic ning bét ky hodc phan lién két véi khang nguyén cia
né theo sang ché cho thiy phan tmg chéo véi phirc hop IL-18/IL-18BP < 0,1%
theo xac dinh cua ELISA canh tranh.

Theo mét phuong 4n cu thé khac sang ché dé xuét khang thé dic hiéu IL-18
bao gdbm khéang thé tuong duong vé mit chiic ning bat ky hozc cac phan cia né
nhu duoc boc 16 trong phuong an bat ky trong sé cac phuong an néu trén, trong
d6 khang thé nay hodc mot phan ctia no lién két véi IL-18 clia nguoi.

Tuy nhién, muc tiéu khic ctia sang ché 1a dé xuét khang thé dic hiéu IL-18

bao gdm khéng thé tuong duong vé mit chtic ning bét ky hodc cac phan ctia né
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nhu dugce boc 16 trong phuong 4n bat ky trong s cic phuong 4n néu trén, trong
d6 lién két cua IL-18 v6i nhém con thu thé IL-18 alpha (IL-18Ra) va beta (IL-
18RP), dic biét 14 lién két voi IL-18Ra giam it nhét 5%, dic biét 1a it nhat 10%,
dic biét 12 it nhat 15%, dic biét 1a it nhat 20%, dic biét 1a it nhit 25%, dic biét
14 it nhat 30%, ddc biét 1a ft nhat 40%, dic biét 1a it nhat 45%, dic biét 1a it nhat
50%, dic biét 1a it nhit 55%, ddc biét 1a it nhat 60%, dac biét 1 it nhat 65%, dic
biét 1a it nhat 70, dac biét 1a it nhat 75, dic biét 1a it nhat 80, dic biét 1a it nhat
85%, dac biét 1a it nhit 90%, dic biét 1a it nhat 95%, dic biét 1a bang 96%, dic
biét 1a bang 97%, dic biét 1a 98%, dic biét 1a 99%, dic biét 1a 100%.

Muc tiéu khac nira cua sang ché 1a dé xuit phan tu lién két dic hiéu IL-18
tu do, dic biét 1a chat e ché IL-18, dac biét 1a IL-18BP, dic biét 1a khang thé
dac hiéu IL-18 bao gém khéang thé tuong duong vé mat chiic ning bat ky hodc
céc phan ctia n6 nhu dugc boc 16 trong phuong 4n bat ky trong s6 cac phuong 4n
néu trén dé st dung trong diéu tri bénh hodc rdi loan lién quan dén IL-18 trong
quan thé cac dbi tuong dugc chén doén c6 murc IL-18 tu do bat thudng va/hodc
ty 16 IL-18/IL-18BP tu do bat thudng trong cic mau co thé, dic biét 1a trong
dich co thé, so véi cac mue trong dich co thé cua d6i tuong khde manh, trong do
phan tir lién két dic hidu IL-18 tu do nay, chat &rc ché, khang thé dic hiéu IL-
18BP hoac IL-18 hodc mot phﬁn cua no6 trung hoa tac dung cua IL-18 tu do béng
céch han ché hodc ngan chan IL-18 lién két véi thu thé IL-18 (IL-18R), dac biét
14 TL-18 tu do lién két véi IL-18Ra.

Theo mdt phuong an, sang ché dé xuat khang thé dic hiéu IL-18 bao gém
khang thé twong duong vé mat chirc nang bét ky hodc cac phan cta né nhu dugce
boc 16 trong phuong an bat ky trong sé cac phuong an néu trén, trong dé khang
thé nay hodc cac phan ciia né

a) lién két ddc hiéu véi mot epitop duy nhét, su két hop ctia hai epitop hoic
su két hop ctia ba epitop bao gom trong trinh tur dugc chon tir nhém trinh tur
dugc néu trong SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 va SEQ ID NO: 3; va/hodc
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b) lién két dic hiéu véi epitop, trong d6 co do ddng nhét trinh tw 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hodc 100% so vdi trinh tu dugc
néu trong SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO:5 hodac SEQ ID NO: 6, va

c) lién két dac hiéu vai IL-18 tai vi tri lién két IL-18BP hoic trong vung lan
can vi tri lién két IL-18BP; va

d) lién két dic hiéu véi protein IL-18 tu do, nhung khéng lién két véi phirc
hop IL-18/IL-18BP; va

e) can trd khong gian lién két IL-18BP véi IL-18; va

f) giam lién két cua IL-18 vé6i thu thé IL-18, dic biét 1a lién két vai IL-
18R, it nhat 5%, dic biét 1a it nhat 10%, dic biét 1a it nhat 15%, dic biét 1a it
nhét 20%, dic biét 13 it nhit 25%, dic biét 1a it nhat 30%, dic biét la it nhét
40%, dic biét 1a it nhat 45%, dic biét 1a it nhat 50%, dic biét 1a it nhat 55%, dic
biét 1a it nhat 60%, dic biét 1a it nhat 65%, dac biét 1a it nhat 70, dac biét la it
nhit 75, ddc biét 1a it nhat 80, ddc biét 1 it nhit 85%, dic biét 1a it nhat 90%,
dic biét 1a it nhat 95%, dic biét 1a 100%.

Dic biét, khang thé dugc xac dinh cu thé néu trén cho thay phan tmg chéo
vGi phic hop TL-18/IL-18BP gitta 0,01% va < 0,05%, ddc biét 1a gilta < 0,1% va
<0,2%, ddc biét 1a gitra < 0,2% va < 0,5%, dac biét 1a gifra < 0,5% va < 1%, dac
biét 1a gitta < 1% va < 2% theo xac dinh cua ELISA canh tranh.

Theo mét s phuong 4n nhit dinh cia sang ché, IL-18BP va/hoic khang
thé dic hiéu IL-18 tu do nhu duoc bdc 16 theo mot trong nhitng phuong 4n bat
ky ¢6 thé duoc st dung 1am chit trc ché IL-18.

Theo mdt sé phuong 4n khéc ctia sang ché, IL-18BP va/hoic khang thé dic
hiéu IL-18 tu do nhu duge boc 16 theo mét trong nhitng phuong 4n bat ky c¢6 thé
dugc st dung lam phan tir bat giir, trong thir nghiém dé phat hién IL-18 tu do
trong mAu co thé, dac biét 1a mau duoc chon tir nhém bao gé)m dich tuan hoan
dich rtra phé quéan - phé nang (BALF), dich tiét, mo sinh thiét va dong nhét, dic
biét la huyét thanh, nuée tidu, nude mét, nude bot, mat, md héi, hoi thd, thé ra,

dom, dich phé quan phé nang, ba nhon, té bao, tuyén, niém mac, va mo tiét.
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Theo mdt phuong 4n, sing ché d& cap dén polynucleotit ma hoa khang thé
theo sang ché nhu duge mé ta & ddy theo cic phuong an khac nhau.

Theo mét phuong 4n, polynucleotit ma hoa chudi ning bién dbi duoc néu
trong cac SEQ ID NO: 9, 11, 13, 15, 18, 20, 21, 23, 25 va Fig. 11 .

Theo mét phuong 4n, polynucleotit md héa chudi nhe bién dbi dugc néu
trong cac SEQ ID NO: 10, 12, 14, 16, 17, 19, 22, 24. 26, va Fig. 11.

Theo mot phuong 4n, polynucleotit ma héa ving CDR nhu duoc thé hién
trong cac SEQ ID NO: 27 - &0.

Dic biét, sang ché d& cap dén polynucleotit md hoa chudi ning va/hodc
ving bién d6i chudi nhe ctia khéng thé theo sang ché ¢6 trinh tur c6 do dong nhét
75%, 80%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 100% trinh tu so vdi trinh tu dugc trinh
bay trong Fig. 11.

Hon nita, sang ché cling d& xuét chat tc ché IL-18 theo sang ché dé sur
dung nhu duoc boc 16 trong phuong an bét ky trong s6 cac phuong 4n néu trén,
trong d6 chét trc ché 13 protein lién két IL-18 (IL-18BP), dic biét 1a IL-18BP cua
nguoi (hIL-18 BP), dic biét 1a IL-18BP bao gdm twong duong vé mat chirc ning
bat ky hoac cac phén cua no, dac biét 1a [L-18BP nhu dugc trinh bay trong SEQ
ID NO: 7.

Ngoai ra con c6 céc bién thé phién ma mé héa IL-18BP.

Theo mét phuong 4n, sang ché d& xuat chat e ché IL-18 dé st dung nhu
duogc bdc 16 trong phuong 4n bat ky trong sé cac phuong an néu trén, trong do
chat tc ché 1a protein lién két IL-18 (IL-18BP) c6 do ddng nhét trinh tu 80%,
85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hoac 100% so
vo6i trinh tu dugc néu trong SEQ ID NO: 7.

Tuy nhién, muc tiéu khac ctia sang ché 13 cung cap chét trc ché IL-18 dé sir
dung nhu duoc bdc 16 trong phuong 4n bét ky trong sé cac phuong 4n néu trén,
trong do viéc diéu tri bao gé)m phong ngtra, ngan chan, gidm nhe hodc dao

ngugc cac triéu chiing lién quan dén bénh hoac réi loan néu trén.
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Theo mdt phuong 4n nita, séng ché dé xudt chat trc ché IL-18 dé sir dung
nhu dugc boc 16 trong phuong 4n bét ky trong s cac phuong 4n néu trén, trong
d6 lién két IL-18 bi han ché hodc bj te ché, dic biét 1a lién két IL-18 tu do véi
IL-18R, nhung dic biét 1a lién két IL-18 tu do véi IL-18Ra.

Theo phuong an khéc, sdng ché d& xuét chét wc ché I1L-18 dé sur dung nhu
duoc boc 16 trong phuong an bat ky trong s cac phuong &n néu trén, trong do
dudng tin hi¢u xudi dong phu thudc IL-18 dugc sta d6i, dic biét 1a b e ché.

Van theo phuong an khéc, sang ché @& xudt chét e ché IL-18 dé sur dung
nhu duge boc 16 trong phuong 4n bét ky trong s6 cac phuong an néu trén, trong
d6 su biéu hién ting cua IFNy, IL-13 hodc IL-17A duoc stra ddi, dac biét 1a b
Gic ché, so véi nhiing dbi tuong khong duoc diéu tri méc bénh hoic rdi loan néu
trén.

Van 1a muc tiéu khéc cua sang ché 1a dé xuét chét (rc ché TL-18 dé su dung
nhu dugce boc 16 trong phuong 4n bét ky trong sé cac phuong 4n néu trén, trong
d6 chat trc ché IL-18 bu dép sy mat can biang IL-18/IL-18BP bing cach giit lai
lugng IL-18 tu do du thira trong mé va tuan hoan.

Theo mot phuong 4n, sang ché dé xuat chat tc ché IL-18 dé st dung nhu
dugc boc 16 trong phuong an bét ky trong sb cac phuong 4n néu trén, trong do
chét tc ché IL-18 trc ché su xam nhép cua bach cau trung tinh vao phéi, dac biét
1a thong qua viéc giam thiéu giai phong G-CSF trong dudng thé phdi.

Tuy nhién, phuong an khac ctia sang ché 1a dé xuat chat Gc ché IL-18 dé sir
dung nhu dugc boc 16 trong phuong 4n bt ky trong sb cac phuong 4n néu trén,
1a protein c6 chidu dai ddy da hoic protein dot bién, dan xut chirc nang, manh
chtic nang, peptit c6 hoat tinh sinh hoc, phén, din xuit hoéan vi vong tron,
protein dung hop, dong phan hoc mudi cta né.

Séng ché cling dé xudt chit Gc ché IL-18, dic biét 1a IL-18BP, dic biét 1a
khang thé ddi khang, nhu duoc boc 16 trong phuong 4n bit ky trong sb céc
phuong 4n néu trén, dé s dung trong diéu tri bénh phdi tic nghén man tinh

(COPD), bénh tim mach, bénh kho mét va/hodc bénh tiéu duong typ II.
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Sang ché ciing dé xuat chét trc ché 1L-18, dic biét 1a IL-18BP, dic biét 1a
khang thé dbi khang, nhu duoc boc 16 trong phuong an bat ky trong sb céc
phuong 4n néu trén, dé sir dung trong diéu tri bénh phdi tic ngh&n man tinh
(COPD).

Sang ché ciing dé xuat chét trc ché 1L-18, dic biét 1a IL-18BP, dic biét Ia
khang thé déi khang, nhu dugc boc 16 trong phuong an bat ky trong s céac
phu’O’ng 4n néu trén, dé st dung trong diéu tri bénh tim mach.

Sang ché ciing d& xuat chét we ché IL-18, dic biét 1a IL-18BP, dic biét 1a
khang thé di khang, nhu dugc boc 16 trong phuong 4n bat ky trong s cac
phuong an néu trén, dé st dung trong diéu tri bénh kho mat.

Sang ché cling dé xuét chét trc ché IL-18, dac biét la IL-18BP, dic biét 1a
khang thé dbi khang, nhu dugc boc 16 trong phuong an bat ky trong sb cac
phuong 4n néu trén, dé sir dung trong diéu tri xo cing cot bén teo co (ALS),

Sang ché ciing dé xuét chit tc ché IL-18, dic biét 1a khang thé ddi khang,
dac bi¢t la IL-18BP, nhu dugc boc 16 trong phuong 4n bét ky trong s cac
phuong 4n néu trén, dé sir dung trong diéu tri bénh tiéu duong typ II.

Sang ché ciing d& xuét chit e ché IL-18, dic biét 1a IL-18BP, dic biét 1a
khang thé dbi khang, nhu duoc boc 16 trong phuong 4n bat ky trong s céac
phuong 4n néu trén, dé sir dung trong diéu tri bénh Still & nguoi trudng thanh.

Sang ché cling dé xuét chét trc ché IL-18, dac biét la IL-18BP, dac biét 1a
khang thé dbi khang, nhu dugc boc 16 trong phuong 4n bat ky trong sb cac
phuong 4n néu trén, dé st dung trong diéu tri chan thuong phdi lién quan dén
truyén mau.

Sang ché ciing dé xuat chit wrc ché IL-18, dic biét 1a IL-18BP, dic biét Ia
khang thé déi khang, nhu dugc boc 1o trong phuong an bat ky trong sb céc
phuong 4n néu trén, dé st dung trong diéu tri bénh Still & tré vi thanh nién.

Sang ché cling dé xuét chat e ché IL-18, dic biét 1a IL-18BP, dic biét 1a
khéng thé déi khang, nhu duoc bdc 16 trong phuong 4n bat ky trong s cac

phuong 4n néu trén, dé sir dung trong diéu tri loan sén phé quan phdi (BPD).
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Sang ché ciing dé xuét chat wc ché IL-18, dic biét 1a IL-18BP, dic biét 1a
khang thé ddi khang, nhu duoc boc 16 trong phuong an bat ky trong sé céc
phuong &n néu trén, dé st dung trong diéu tri hoi ching suy hé hip cép tién
trién (ARDS).

Sang ché ciing d& xuét chit (e ché IL-18, dic biét 1a IL-18BP, dic biét 1a
khang thé déi khang, nhu dugc boc 16 trong phuong an bat ky trong sé céc
phuong an néu trén, dé st dung trong diéu tri bénh phoi k& (ILD).

Sang ché ciing dé xuat chat e ché IL-18, dac biét 1a IL-18BP, dic biét 1a
khang thé dbi khang, nhu duoc bdc 16 trong phuong an bat ky trong sb cac
phuong 4n néu trén, dé str dung trong diéu tri xo phdi vé can.

Sang ché cling dé xuét chét e ché IL-18, dic biét 1a IL-18BP, dic biét 1a
khang thé ddi khang, nhu duoc boc 16 trong phuong 4n bat ky trong sé céc
phuong an néu trén, dé st dung trong diéu tri xo nang.

Sang ché cling dé xuét chat trc ché IL-18, dic biét 1a khang thé ddi khang,
dac biét la IL-18BP, nhu dugc bdc 1§ trong phuong an bét ky trong sb cac
phuong 4n néu trén, dé str dung trong diéu tri ting 4p dong mach phoi.

Sang ché ciing dé xuit chit tc ché IL-18, dic biét 1a IL-18BP, khang thé
d6i khang, nhu duoc boc 16 trong phuong 4n bat ky trong sb cic phuong 4n néu
trén, dé sir dung trong diéu tri hen suyén.

Sang ché cling d& xuét chét tc ché IL-18, dic biét la IL-18BP, dac biét 1a
khang thé ddi khang, nhu dugc boc 16 trong phuong an bat ky trong sb cac
phuong an néu trén, dé st dung trong diéu tri gifin phé quan.

Sang ché ciing d& xuét chat e ché TL-18, dic biét 1a IL-18BP, dic biét 1a
khang thé déi khang, nhu dugc boc 16 trong phuong an bat ky trong sb cac
phuong 4n néu trén, dé sir dung trong diéu tri suy tim.

Sang ché cling dé xuét chat uc ché IL-18, dac biét 1a IL-18BP, dic biét 1a
khang thé dbi khang, nhu duoc boc 16 trong phuong 4n bat ky trong sd cac

phuong an néu trén, dé st dung trong diéu tri viém giac mac.
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Sang ché ciing dé xudt chat wc ché IL-18, dic biét 1a IL-18BP, khang thé
d6i khang, nhu duoc bdc 16 trong phuong 4n bét ky trong sb cac phuong 4n néu
trén, dé st dung trong diéu tri loét giac mac.

Sang ché ciing d& xuét chat wc ché IL-18, dic biét 1a IL-18BP, dic biét 1a
khang thé d6i khang, nhu dugc bdc 16 trong phuong an bat ky trong sb cac
phuong an néu trén, dé st dung trong diéu tri tAn mach giac mac.

Sang ché ciing d& xuit chat e ché IL-18, dic biét 1a IL-18BP, dic biét 1a
khang thé dbi khang, nhu duoc bdc 16 trong phuong an bat ky trong s cac
phuong an néu trén, dé st dung trong diéu tri tAn mach ndi nhan bénh ly.

Sang ché cling dé xuat chit tc ché IL-18, dic biét 1a IL-18BP, dic biét la
khang thé dbi khang, nhu dugc boc 10 trong phuong an bat ky trong sb cac
phuong an néu trén, dé str dung trong diéu tri bénh viém mong mit.

Sang ché cling dé xuét chét tc ché IL-18, dic biét 1a khang thé déi khang,
dic biét 1a IL-18BP, nhu duoc bdc 16 trong phuong 4n bat ky trong sb céc
phuong 4n néu trén, dé sir dung trong diéu tri bénh tang nhan 4p.

Séng ché ciing dé& xuét chit e ché IL-18, dic biét 1a IL-18BP, dic biét 1a
khang thé dbi khang, nhu duoc bdc 16 trong phuong 4n bat ky trong sd cac
phuong an néu trén, dé st dung trong diéu trj thoai hoa diém vang.

Sang ché cling d& xuat chit (e ché IL-18, dic biét 1a IL-18BP, dic biét 1a
khang thé déi khang, nhu duoc bdc 16 trong phuong 4n bat ky trong sb céac
phuong an néu trén, dé st dung trong diéu tri hoi chimg Sjdgren.

Sang ché ciing dé xuét chét tc ché IL-18, dic biét 1a khang thé d6i khang,
dic biét 1a IL-18BP, nhu dugc boc 16 trong phuong 4n bat ky trong sb céc
phuong an néu trén, dé str dung trong diéu tri viém mang bd dao tu mién.

Sang ché ciing dé xuét chat e ché IL-18, dic biét 1a IL-18BP, dic biét 14
khang thé dbi khang, nhu dugc boc 16 trong phuong 4n bat ky trong sb céc

phuong an néu trén, dé st dung trong diéu tri bénh Behget.
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Séng ché ciing d& xuét chit Gc ché IL-18, dic biét 1a IL-18BP, dic biét 1a
khang thé dbi khang, nhu duoc boc 16 trong phuong an bat ky trong sb cac
phuong an néu trén, dé sir dung trong diéu tri viém két mac.

Séang ché cling dé xuét chat tc ché IL-18, dic biét 1a IL-18BP, dic biét 1a
khang thé dbi khang, nhu dugc bdc 16 trong phuong an bat ky trong sb cac
phuong an néu trén, dé sir dung trong diéu tri viém da mi mat.

Séng ché ciing d& xuat chat tc ché IL-18, dic biét 1a IL-18BP, dic biét 1a
khang thé dbi khang, nhu dugc boc 16 trong phuong an bét ky trong sb céac
phuong 4n néu trén, dé st dung trong diéu tri viém gan nhiém m& khoéng do
rugu (NAFLD).

Sang ché ciing d& xuat chét e ché IL-18, dic biét 1a IL-18BP, dic biét 1a
khang thé dbi khang, nhu dugc boc 16 trong phuong 4n bat ky trong sb cac
phuong an néu trén, dé sir dung trong diéu tri viém gan nhiém mé.

Séng ché ciing dé xuat chat e ché IL-18, dic biét 1a IL-18BP, dic biét 1a
khang thé d6i khang, nhu dugc boc 16 trong phuong an bét ky trong sb céc
phuong 4n néu trén, dé sir dung trong didu tri cdy ghép ndi tang rén va huyét
hoc.

Sang ché ciing dé xuét chét tc ché IL-18, dic biét 1a IL-18BP, dic biét 1a
khang thé dbi khang, nhu dugc boc 16 trong phuong 4n bat ky trong sd cac
phuong 4n néu trén, dé st dung trong diéu tri chan thuong tai tudi méu do thiéu
mau cuc bo.

Sang ché ciing dé xuét chét tc ché IL-18, dic biét 1a IL-18BP, dic biét 1a
khang thé dbi khang, nhu dugc boc 16 trong phuong an bat ky trong sb cac
phuong 4n néu trén, dé sir dung trong diéu tri s6t Pia Trung Hai c6 tinh gia dinh.

Sang ché ciing dé xuét chét tc ché IL-18, dic biét 1a IL-18BP, dic biét 1a
khang thé dbi khang, nhu dugc boc 16 trong phuong an bat ky trong sb cac
phuong an néu trén, dé sir dung trong diéu tri hoi ching chu ky lién quan dén

thu thé yéu t6 hoai tir khéi u 1.
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Sang ché cling d& xuit chét wc ché IL-18, dic biét 1a IL-18BP, dic biét 1a
khang thé dbi khang, nhu duoc bdc 16 trong phuong an bat ky trong sb cac
phuong an néu trén, dé str dung trong diéu tri hoi chimg s6t chu ky lién quan dén
cryopyrin.

Séang ché ciing d& xuat chét e ché IL-18, dic biét 1a IL-18BP, dic biét 1a
khang thé ddi khang, nhu dugc bdc 16 trong phuong an bat ky trong sb cic
phuong an néu trén, dé sir dung trong diéu tri hoi chimg tang IgD.

Sang ché ciing d& xuit chét tc ché IL-18, dic biét 1a IL-18BP, dic biét 1a
khang thé d6i khang, nhu dugc boc 16 trong phuong an bat ky trong sb cac
phuong &n néu trén, dé str dung trong diéu tri bénh gut.

Séang ché ciing d& xuat chét tc ché IL-18, dic biét 1a IL-18BP, dic biét 1a
khang thé dbi khang, nhu duoc bdc 16 trong phuong &n bat ky trong sd cac
phuong 4n néu trén, dé str dung trong diéu tri hoi ching Schnitzler.

Séang ché cling dé xuht chit e ché IL-18, dic biét 1a IL-18BP, dic biét 1a
khang thé dbi khang, nhu dugc bdc 16 trong phuong 4n bat ky trong sd céc
phuong &n néu trén, dé st dung trong diéu tri bénh u hat ctia Wegener.

Sang ché ciing d& xuat chét tc ché IL-18, dic biét 1a IL-18BP, dic biét 1a
khang thé dbi khang, nhu dugc boc 1§ trong phuong 4n bat ky trong sb céc
phuong 4n néu trén, dé sir dung trong diéu tri viém tuyén giap Hashimoto.

Sang ché cling dé xuit chét te ché TL-18, dic biét 1a IL-18BP, dic biét la
khang thé dbi khang, nhu dugc boc 16 trong phuong 4n bat ky trong sb céc
phuong 4n néu trén, dé s dung trong diéu tri bénh Crohn.

Séang ché ciing dé xuét chit e ché IL-18, dic biét 1a IL-18BP, dic biét 1a
khang thé dbi khang, nhu dugc boc 16 trong phuong 4n bat ky trong sb céac
phuong 4n néu trén, dé sir dung trong diéu tri viém loét dai trang.

Sang ché cling dé xuat cht tc ché IL-18, dic biét 1a IL-18BP, dic biét 1a
khang thé d6i khang, nhu dugc boc 1§ trong phuong 4n bét ky trong sb céac
phuong &n néu trén, dé s dung trong diéu tri c4c bénh lién quan dén globulin

mién dich-4 (IgG4).
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Séng ché cling d& xuit cht Gc ché IL-18, dic biét 1a IL-18BP, dic biét 1a
khang thé dbi khang, nhu dugc bdc 16 trong phuong an bat ky trong s cac
phuong an néu trén, dé sir dung trong diéu tri cac lidu phap té bao gbe.

Theo mét phuong an khac, sang ché dé xuét chét wc ché IL-18, dic biét la
IL-18BP, dic biét 1a khang thé déi khang, nhu duoc boc 16 trong phuong an bat
ky trong sé cac phuwong 4n néu trén, dé sir dung nhu duge boc 16 trong phuong
4n bat ky trong s cac phuong an néu trén, trong d6 bénh hodc r6i loan nay do
hut thude hodc tiép xtc véi khoi thudc thu dong, dic biét 1a tiép xuc véi khoi
thudc 14.

Theo mot phuong an khac, sang ché @& xuit chat uc ché 1L-18, dic biét 1a
IL-18BP, dic biét 1a khang thé ddi khang, nhu duoc boc 16 trong phuong an bat
ky trong s6 céc phuong an néu trén, dé su dung nhu dugc boc 16 trong phuong
4n bat ky trong s cac phuong an néu trén, trong dé bénh hoic roi loan nay do
nhiém virut.

Hon nita, sang ché cling dé xuét chét tc ché 1L-18, dic biét la IL-18BP,
dic biét 12 khang thé dbi khang, nhu duoc boc 16 trong phuong 4n bat ky trong
s6 céc phuong an néu trén, dé str dung nhu dugc boc 16 trong phuong an bat ky
trong s6 cac phuong an néu trén, trong d6 bénh hoic r6i loan nay 1a biéu hién
toan than do IL-18 cta chimg viém va cac bénh di kém dugc chon tir nhém bao
gbm khi phé thiing, viém mé, ph4 hiy mo, cit bd phdi, bién méat mach mau,
chuyén san niém mac, phi dai tim, giam VEGF trong mo phéi, méat mach phéi,
co mach héa, ling dong collagen, cac 16p dan hdi khéng 6n dinh trong phoi, tai
dinh dang duong thd bing soi xo, mé rong khoang khong, tai dinh dang man
tinh dudng thé va mach phdi va giam chiic niang phoi.

Tuy nhién, muc tiéu khac cua sang ché 1a cung cép chit e ché IL-18, dic
biét la IL-18BP, dac biét 1a khang thé ddi khang, nhu dugc bdc 10 trong phuong
4n bét ky trong sé cic phuong 4n néu trén, dé st dung nhu duoc boc 16 trong

phuong 4n bat ky trong sb cac phuong an néu trén, trong dé lién két TL-18 bi
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han ché hodc bi e ché, dic biét 1a lién két IL-18 tu do vé6i IL-18R, nhung dic
biét 1a lién két IL-18 tu do véi IL-18Ra.

Tuy nhién, muc ti€u khac cua sang ché 1a cung cAp chét tc ché IL-18, dic
biét 1a IL-18BP, dac biét 1a khang thé dbi khang, nhu dugc bdc 10 trong phuong
an bét ky trong sb cac phuong 4n néu trén, dé str dung nhu duoc boc 16 trong
phuong 4n bat ky trong s6 cac phuong 4n néu trén, trong d6 cic dudng tin hiéu
xudi dong phu thudc IL-18 dugc sira ddi, dac biét 12 bi e ché.

Tuy nhién, muc ti€u khac cua sang ché 1a cung cép chét tc ché IL-18, dic
biét 1a IL-18BP, dac biét 1a khang thé d6i khang, nhu dugc boc 16 trong phuong
4n bét ky trong sb cic phuong 4n néu trén, dé st dung nhu duogc boc 16 trong
phuong an bét ky trong sb cac phuong 4n néu trén, trong do6 su biéu hién ting
cua IFNy, IL-13 hodc IL-17A dugc stra ddi, dac biét 1a bi tc ché, so voi nhiing
dbi tuong khong duoc diéu tri méc bénh hosc r6i loan nay.

Theo mdt phuong an, sang ché dé xuét chit tc ché IL-18, dic biét 1a IL-
18BP, dic biét 1a khang thé déi khang, nhu dugc boc 16 trong phuong 4n bat ky
trong s cac phuong 4n néu trén, dé st dung nhu duoc boc 16 trong phuong 4n
bét ky trong sd cac phuong 4n néu trén, trong do chét e ché IL-18 bu dip su
mAt can bang IL-18/IL-18BP bing céach giit lai lugng IL-18 tu do du thira trong
md va tuan hoan.

Theo mdt phuong an khac, sang ché @& xuét chét uc ché IL-18, dic biét 1a
IL-18BP, dic biét 1a khang thé dbi khang, nhu dwoc bdc 16 trong phuong an bat
ky trong s6 cac phuong an néu trén, dé sir dung nhu duoc bdc 16 trong phuong
an bét ky trong sd cac phuong 4n néu trén, trong d6 viée diéu tri bao gdm phong
ngtra, ngdn chan, gidm nhe hoac dao nguoc céc triéu chung lién quan dén bénh
hodc réi loan néu trén.

Hon nita, séng ché cling dé xuét ché pham dugc dé sir dung trong diéu tri
bénh hoac roi loan nhu duge xac dinh theo mét trong cac phuong 4n bét ky néu
trén & doi tuong méc bénh hodc réi loan nhu vay hoidc c6 khuynh huéng phat

trién bénh hodc rdi loan nhu vay nhu duge dinh nghia theo phuong én bat ky
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trong s6 cac phuong an néu trén, trong d6 ché phiam nay bao gém chét rc ché
IL.-18, dic biét 1a IL-18BP, dac biét 1a khang thé dbi khéng, nhu dugc boc 16
trong phuong 4n bt ky trong s6 cac phuong 4n néu trén, dic biét 1a cing véi
chét mang va/hodc ta dugc dugc dung, dac biét la voi luong c6 hiéu qua du
phong va/hodc diéu tri.

Cu thé, sang ché dé xuit ché phim dugc theo phuong 4n trude, trong d6
ché pham duogc nay tly y cung cdp thém chét trc ché khac cia xytokin gdy viém
hodc ménh chtic ning cta nd, hodc yéu té diéu tiét, gy ra su biéu hién in situ
ctia chét trc ché nay cia xytokin gay viém hoic manh chirc ning clia nd, cac chat
dong diéu tri nhu chéng viém, gifn phé quan, khang histamin, thudc thong mii
hoc thude chdng ho.

Theo mdt phuong an, sang ché dé xuit ché phém duoc nhu dugc boc 10
trong phuong an bat ky trong s6 cac phuong an néu trén, bao gom chat mang
va/hoac ta dugc dugc dung.

Theo mot phuong an cu thé, sang ché d& xuat ché phim duogc dé st dung
trong diéu tri bénh hoic roi loan nhu duoc xac dinh theo mot trong cac phuong
4n bét ky néu trén & d6i tuong méc bénh hoic roi loan nhu vay hodc c6 khuynh
hudng phat trién bénh hodc réi loan nhu vay nhu dugc xac dinh theo mét trong
cac phuong an bét ky néu trén, trong d6 ché pham nay bao gbm protein lién két
Interleukin-18 (IL-18BP) nhu dugc bdc 16 trong mot hodc nhiéu theo phuong 4n
néu trén, dac biét 1a cung voi chét mang va/hodc ta dugc dugc dung, dac biét 1a
v6i luong ¢6 hiéu qua du phong va/hodc diéu tri.

Theo mdt phuong 4n cu thé khéc, sang ché dé xuit ché pham duoc dé sur
dung trong diéu trj bénh hodc roi loan nhu dugc xac dinh theo mot trong cac
phuong an bét ky néu trén & déi tuong méc bénh hoic roi loan nhu vay hodc c6
khuynh huéng phéttﬁén,bénh.hoécréiloan_nhu vay nhu dugc xac dinh theo
mdt trong cac phuong an bét ky néu trén, trong d6 ché phim nay bao gdom khang
thé dac hiéu IL-18 tu do d6i ma nhu duoc boc 16 trong phuong an bat ky trong

sb céc phuong 4n néu trén, dic biét 1a khang thé dic higu IL-18 tu do d6i ma
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bao gdom khang thé tuong duong vé mit chic ning bat ky hodc cac phan cia né
theo sang ché, cho thiy phan tmg chéo vé6i phirc hop IL-18/IL-18BP < 0,01% va
<0,05%, dac biét 1a gitra < 0,1% va < 0,2%, dac biét 1a gifra < 0,2% va < 0,5%,
dac biét la gitra < 0,5% va < 1%, dac biét 1a gitta < 1% va <2 theo xac dinh cta
ELISA canh tranh, dac biét la cung véi chét mang va/hodc t4 dugc duogc dung,
dac biét 1a voi luong ¢6 hiéu qua du phong va/hoac diéu tri.

Theo mét phuong an cu thé, sang ché dé xuat ché phim duoc theo phuong
an trude, trong d6 ché phdm nay tuy y cung cip thém chét e ché khac cua
xytokin gy viém hodc méanh chirc ning cia né, hoic yéu té diéu tiét, giy ra su
biéu hién in situ cua chit tc ché nay cua xytokin gdy viém hodc manh chirc
ning cla nod, cac chit déng didu tri nhu khang viém, gidn phé quan, khang
histamin, thudc théng mili hodc thude chdng ho.

Tuy nhién, muc tiéu khac cua sang ché 1a cung cip ché phim duoc nhu
dugc boc 16 trong phuong an bat ky trong sd cic phuong 4n néu trén, bao gém
chét mang va’hoac ta dugc dugc dung.

Sang ché con boc 16 vecto biéu hién bao gém trinh tu ma héa chét tGc ché
[L-18 hodc vecto biéu hién dbi ma IL-18 nhu dugc boc 10 trong phuong an bét
ky trong sb céc phuong 4n néu trén, khi st dung cho dbi trong mac bénh hoic
r6i loan hodc ¢ khuynh hudéng phat trién bénh hoic rdi loan nhu vay nhu dugc
xé4c dinh trong cdc phuong 4n néu trén din dén sy biéu hién in sifu ciia chét tc
ché 1L-18 dé sur dung trong diéu tri bénh hodc rdi loan nhu duoc boc 16 trong
phuong 4n bat ky trong sé cac phuong an néu trén.

Sang ché con boc 16 vecto biéu hién bao gdm vecto biéu hién d6i ma 1L-18,
khi st dung cho déi trong mic bénh hodc réi loan hodc c6 khuynh huéng phat
trién bénh hodc rdi loan nhu viy nhu dugc x4c dinh trong cac phuong an theo
sang ché, din dén e ché in situ su biéu hién cta IL-18 dé str dung trong diéu tri
bénh hodc réi loan nhu dugc x4c dinh theo mét trong cac phuong 4n bat ky néu

trén.
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Sang ché con boc 16 vecto biéu hién bao gdm trinh tu ma héa cla yéu to
diéu tiét, khi st dung cho déi twong méc bénh hodc réi loan hogc c6 khuynh
hudng phat trién bénh hodc réi loan nhu vay nhu duoc boc 10 theo phuong an
bat ky trong sé cac phuong an néu trén, dan dén su biéu hién in situ cia yéu td
diéu tiét néu trén, diéu chinh cac duong tin hiéu nguge dong diéu khién su biéu
hién cta chét tc ché IL-18 nhu duoc boc 16 theo phuong 4n bat ky trong sb cac
phuong an néu trén, ddc biét la yéu té diéu tiét néu trén giy ra su biéu hién té
bao cta chit tc ché TL-18 dé sir dung trong diéu tri bénh hodc réi loan nhu duoc
boc 16 theo phuong an bét ky trong sb cac phuong 4n néu trén.

Cu thé, vecto biéu hién néu trén nhu duogc bdc 16 theo phuong 4n bat ky
trong sb céc phuong an néu trén dé sur dung trong diéu tri bénh hodc rdi loan nhu
dugc xac dinh theo phuong 4n bét ky trong cic phuong 4n néu trén duge st
dung cho déi tuong mic bénh hodc rdi loan nhu duge boc 16 theo phuong 4n bét
ky trong s6 cac phuong 4n néu trén, hodc cé khuynh huéng phét trién bénh hosc
rdi loan nhu vay, don 1é hodc két hop vdi chét tc ché IL-18 nhu duge bde 16
theo phuong 4n bat ky trong s6 cac phuong 4n néu trén, protein lién két
Interleukin-18 (IL-18BP) nhu duogc bde 10 theo phuong an bét ky trong sb cac
phuong an néu trén hoac ché pham duoc nhu dugc boc 16 theo phuong an bét ky
trong s6 cac phuong 4n néu trén.

Sang ché con bdc 16 vecto biéu hién bao gé)m trinh tu ma hoa IL-18BP nhu
duoc boc 16 trong phuong 4n bét ky trong sd cac phuong 4n néu trén, khi sir
dung cho dbi tuong méc bénh hodc rdi loan hodc c6 khuynh huéng phat trién
bénh hodc rdi loan nhu vay nhu dugc x4c dinh trong cac phuong 4n trude, dan
dén su biéu hién in situ cua IL-18BP dé su dung trong diéu tri bénh hodc rdi
loan nhu duoc xac dinh theo mot trong cac phuong an bat ky néu trén.

Sang ché con bdc 10 vecto biéu hién bao gém trinh tu ma hoa cua yéu to
diéu tiét, ma khi str dung cho ddi tugng méc bénh hoic ri loan hodc ¢6 khuynh
hudéng phat trién bénh hodc rdi loan nhu vay nhu dugc xac dinh theo mot trong

cac phuong an bat ky néu trén, dan den su biéu hién in situ cia yéu to dicu tict
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néu trén, didu tiét cac duong tin hiéu nguoc dong diéu khién su biéu hién cua
IL-18BP nhu duoc bdc 16 theo phuong an bat ky trong sé cic phuong 4n néu
trén, ddc biét 12 yéu t6 didu tiét néu trén gdy ra su biéu hién té bao ctia IL-18BP
dé su dung trong diéu tri bénh hodc rdi loan nhu duogc xac dinh theo mot trong
céc phuong 4n bét ky néu trén.

Cu thé, vecto biéu hién néu trén nhu dugc boc 16 theo phuong an bat ky
trong sd cic phuong 4n néu trén dé st dung trong diéu tri bénh hodc réi loan nhu
duogc xac dinh theo mdt trong cic phuong an bat ky néu trén duoc st dung cho
dbi tuong méc bénh hodc rbi loan nhu duogc xac dinh theo mot trong cac phuong
4n bat ky néu trén, hoac c6 khuynh huéng phat trién bénh hodc rdi loan nhu vay,
don 1& hoic két hop véi chat e ché IL-18 nhu duogc boc 16 theo phuong 4n bt
ky trong s cac phuong 4n néu trén, protein lién két Interleukin-18 (IL-18BP)
nhu duoc bdc 16 theo phuong an bt ky trong sb cac phuong an néu trén hodc
ché phdm dugc nhu dugc bdc 16 theo phuong 4n bét ky trong sb cac phuong an
néu trén.

Tuy nhién, muc tiéu khic cta sang ché 1 cung cip chét wc ché IL-18, dic
biét 1a IL-18BP, dic biét 1a khang thé dic hiéu IL-18 tu do dbi ma, hoic ché
pham duoc chira chit Gc ché IL-18, dic biét 1a IL-18BP, dic biét la khang thé
dac hiéu IL-18 tu do d6i m, hodc vecto biéu hién, dé str dung nhu duoc boc 16
theo phuwong 4an bit ky trong sé cac phuong 4n néu trén, trong d6 chung duoc st
dung cho dbi tuong véi lugng c¢b hidu quéa du phong va/hoic didu tri bang duong
toan than, trong mii, ndi nhan, tiém trong mit, nhé mét, dudong miéng, uéng,
qua ni€ém mac, ndi khi quan, tiém tinh mach, ti€ém dudi da, duong ndi mach,
trong truc trang, trong 4m dao, dudi ludi, trong phé quan, trong phdi, qua da
hodc tiém bap, dac biét 1a ding qua phé quan-phdi.

Cu thé, di tuong néu trén la dong vat c6 v, cu thé 1a ddi tugng néu trén la
nguol.

Sang ché con dé cép dén phuong phap diéu tri bénh hodc rdi loan nhu duoc

xac dinh theo mét trong cac phuong 4n bit ky néu trén ¢ dbi tuong méic bénh
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hoac r6i loan nhu vay, hodc c¢6 khuynh hudng phat trién bénh hodc rdi loan nhu
vay nhu duoc xac dinh theo mot trong céc phuong 4n bét ky néu trén, bao gdm
viée st dung cho dbi tuong nay mét luong c6 hiéu qua diéu tri hodc du phong
ctia chét e ché IL-18, dic biét 1a IL-18BP, dic biét 1a khang thé dic hiéu IL-18
tu do dbi ma, hoac ché phém duoc chira chit Ge ché 1L-18, dic biét 1a IL-18BP,
dic biét 1a khang thé dic hiéu IL-18 tu do ddi ma, hodc vecto biéu hién, nhu
dugc boc 16 theo phuong an bat ky trong sé cac phuong an néu trén,

Séng ché con dé cap dén phuong phép xac dinh luong IL-18 tu do trong
mau hodc in-situ bao gém viéc phat hién lién két dic hiéu cla phan tu lién két
dac hiéu IL-18 tu do clia mét trong cac phuong 4n bat ky néu trén véi protein
IL-18 tu do trong mau hoic in situ trong d6 bao gém cac budc:

a) dua mau hoic bo phan co thé cu thé hoic vung co thé nghi ngo chira IL-
18 tu do tiép xuc voi phan tu lién két dic hiéu IL-18 tu do ciia mot trong cac
phuong an bat ky néu trén, lién két dic hiéu véi IL-18 tu do, nhung khéng lién
két voi IL-18 dugce lién két trong phtic hop va ¢6 chirc ning 1am phan tir bét gitr
IL-18 tu do;

b) cho phép phan tir lién két dic hiéu IL-18 tu do lién két v6i IL-18 tr do;

¢) phét hién lién két ctia IL-18 v6i phan tir lién két dic hiéu IL-18 ty do va
x4c dinh lugng IL-18 tu do trong mau.

Theo mét phuong 4n khac, sang ché dé xuit phuong phap chan doan bénh
hodc r6i loan nhu dugc xéac dinh theo mot trong cac phuong an bét ky néu trén &
bénh nhan bao gdm viéc phét hién lién két dic hiéu cua phan tir lién két dic hiéu
IL-18 tu do ctia mdt trong cic phuong an bat ky néu trén véi protein IL-18 tu do
trong mau hodc in sifu trong d6 bao gdbm céc budc:

a) dua mau hozc bd phan co thé cu thé hoic vung co thé nghi ngo chira IL-
18 tu do tiép xUc voi phan tu lién két dic hiéu IL-18 tu do cta mot trong cac
phuong an bat ky néu trén, lién két dic hiéu vdi IL-18 tu do, nhung khéng lién
két véi IL-18 duge lién két trong phirc hop va ¢6 chic nang lam phan tir bt gitlr

IL-18 tu do;
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b) cho phép phéan tir lién két dic hiéu IL-18 tu do lién két v6i IL-18 tu do;

¢) phét hién lién két ctia IL-18 v&i phén tir lién két dac hiéu IL-18 tu do va
x4c dinh luong IL-18 tu do trong mAu.

d) so sanh luong IL-18 tu do trong méu cta déi tuong méc bénh hodc réi
loan nhu dugc xac dinh theo moét trong cadc phuong an bét ky néu trén vdi lugng
trong mau ctia ddi tuong khée manh.

Theo phuong 4an khéc nita, sang ché dé xuat phuong phap chan doan
khuynh hudéng méc cac bénh hodc rdi loan nhu dugc xac dinh theo mét trong
cac phuong 4n bat ky néu trén & bénh nhan bao gdm viée phét hién lién két dic
hiéu cta phan tu lién két dic hiéu IL-18 tu do ctia mot trong cac phuong an bat
ky néu trén véi protein IL-18 tu do trong mau hoic in situ trong d6 bao gdm cac
budc:

a) dua mau hodc bd phan co thé cu thé hodc ving co thé nghi ngd chira IL-
18 tu do tiép xuc vo1 phan tu lién két dic hiéu IL-18 tu do ctia mot trong cac
phuong 4n bat ky néu trén, lién két dic hiéu véi IL-18 tu do, nhung khéng lién
két voi IL-18 dugce lién két trong phic hop va c6 chirc nang 1am phan tir bét gitr
IL-18 tu do;

b) cho phép phan tt lién két dac hiéu IL-18 tu do lién két véi IL-18 tu do;

¢) phat hién lién két ctia IL-18 véi phan tir lién két dac hiéu IL-18 tu do va
x4c dinh luong IL-18 tu do trong mau.

d) so sanh luong IL-18 tur do trong mau ctia bénh nhan méc cac bénh hoic
rdi loan nhu duoc x4c dinh theo mét trong cac phuong 4n bat ky néu trén voi
lugng trong mau ctia bénh nhan khoe manh;

trong d6 su gia ting lugng IL-18 tu do néu trén trong mau so véi gia tri d6i
chimg binh thudng thu dugc tir bénh nhan khée manh cho thy rang bénh nhan
do dang méc bénh hodc hodc ¢6 nguy co phat trién bénh hodc rdi loan nhu duoc
xé4c dinh theo mot trong cac phuong an bat ky néu trén.

Puogc dé cap thém & day 1a phuong phép theo dbi bénh ton luu tdi thidu &
bénh nhan sau khi didu tri bé“lng chét e ché 1L-18, ché phém duoc hoac vecto
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biéu hién ctia mot trong cac phuong an bat ky néu trén, trong dé phuong phap
nay bao goém:

a) dua mau hoic bo phan co thé cu thé hoac vung co thé nghi ngo chira IL-
18 tu do tiép xtc véi phan tir lién két dic hiéu IL-18 tu do cia mot trong cac
phuong 4n bat ky néu trén, lién két dic hiéu véi IL-18 tu do, nhung khéng lién
két véi IL-18 duoc lién két trong phtic hop va c¢é chire ning 1am phan tir bét giir
IL-18 tu do;

b) cho phép phén tir lién két dic hiéu IL-18 tu do lién két v6i IL-18 tu do;

¢) phat hién lién két ctia IL-18 v6i phan tir lién két ddc hiéu IL-18 tu do va
x4c dinh luong IL-18 tu do trong mau.

d) so sanh luong IL-18 tu do trong mau cia bénh nhan méic cic bénh hodac
roi loan nhu dugce xac dinh theo mot trong cac phuong an bat ky néu trén véi
luong trong mAu ctia bénh nhan khoe manh;

trong do6 su gia tang lugng IL-18 tu do néu trén trong mau so véi gia tri dbi
chtng binh thuong thu duoc tir bénh nhan khoe manh cho thiy ring bénh nhan
d6 van con mic bénh ton luu tdi thiéu.

Sang ché con dé xuét phuong phap du doan kha ning dap Gmg ctia bénh
nhan d6i véi Viéc diéu tri béng chéat e ché 1L-18, ché phém duoc hoac vecto
biéu hién ctia mdt trong cdc phuong 4n bat ky néu trén, trong d6 phuong phap
nay bao gdm:

a) dua mau hoidc bd phén co thé cu thé hoic ving co thé nghi ngd chira IL-
18 tu do tiép xuc voi phan tr lién két dic hiéu IL-18 tu do cia mét trong céc
phuong an bat ky néu trén, lién két dic hiéu véi IL-18 tu do, nhung khong lién
két v6i IL-18 duoc lién két trong phitc hop va c6 chiic nang lam phén tir bat gitt
IL-18 tu do;

b) cho phép phan tir lién két dic hiéu IL-18 ty do lién két véi IL-18 tu do;

c) phat hién lién két ctia IL-18 v6i phan tir lién két ddc hiéu IL-18 tu do va

x4c dinh luong IL-18 tur do trong mau.
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d) so sanh lugng IL-18 tu do trong mau cta bénh nhin méc céc bénh hoac
rdi loan nhu duge x4c dinh theo mot trong cac phuong an bat ky néu trén véi
luong trong mau ctia bénh nhan khée manh;

trong d6 sy giam luong IL-18 tu do néu trén trong mau cho thdy rang bénh
nhan d6 c6 kha ning dap tng cao véi diéu tri.

Phuong phép bit ky trong sb cac phuong phap c6 thé bao gom budc sir
dung bd sung trong budc a) phén tir lién két ddc hiéu IL-18BP, lién két véi vi tri
khac cta IL-18BP véi phan tir bat gitr, dac biét 1a trong d6 mdt trong céc phan t
d6 lien két véi vi tri lién két IL-18 ctia IL-18BP.

Hon nita, phuong phap bat ky néu trén ciing ¢ thé bao gém budc xac dinh
bd sung trong mau véi sy ¢ mit cia IL-18BP tu do bang cach st dung trong
budc a) phan ta bét gilt dac hiéu IL-18BP va phan tir phat hién dac hiéu IL-
18BP, lién két v6i vi tri khac ctia IL-18BP véi phén tir bét giit, ddc biét, trong d6
mdt trong nhimg phén tir dic hiéu IL-18BP lién két véi vi tri lién két IL-18 cua
IL-18BP, bang cach xac dinh trong bude ¢) luong IL-18 tu do va téng sb va IL-
18BP tu do va tong sb duoc lién két voi phan tir bat gitr trong mau; va bang cach
so sanh trong budc d) lugng IL-18 tuy do va/hoic tong sé va IL-18BP tu do
va/hodc témg 36 trong mau cia bénh nhan méic cac bénh hoic rdi loan nhu duge
xé4c dinh theo mét trong cac phuong an bit ky trude day véi luong trong mau
cua bénh nhan khde manh.

Phén tir bat gitt duge sit dung trong phuong phép bat ky ¢ thé 1a phan tir
lién két dic hiéu IL-18 tu do theo phuong 4n bat ky trong sd cac phuong 4n néu
trén, dac biét 1a IL-18 BP nhu duoc mb ta & day hodc khang thé lién két IL tu do
theo sang ché va nhu duge moé ta & ddy.

Mau duge sir dung trong phuong phap bat ky néu trén c6 thé 13 mau duoc
chon tir nhém bao gdm dich tudn hoan dich rira phé quan - phé nang (BALF),
dich tiét, sinh thiét va m6 dong nhit, dic biét 13 huyét thanh, nude tiéu, nudc
mét, nude bot, mat, mo hdi, hoi thd, thé ra, dom, dich phé quan phé nang, ba

nhon, t€ bao, tuyén, niém mac va mo tiet v.v...
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Theo mot phuong an, lugng IL-18 tu do trong mau cua déi tuong, dac biét
1a ngudi, mic bénh bit ky duoc mé ta & ddy 1a > 5 pg/mL va 1én dén 10000
pg/mL hodc cao hon. Cu thé, mac IL-18 tu do ting cao néu trén trong mau tao
thanh cta bénh nhan hodc dbi tuong mic bénh nim trong khoang tir > 5 pg/mL
dén 10000 pg/mL, dic biét 13 ndm trong khoang tir 100 pg/mL dén 10000
pg/mL, dic biét 1a ndm trong khoang tir 200 pg/mL dén 10000 pg/mL, dic biét
13 ndm trong khoang tir 300 pg/mL dén 10000 pg/mL, dic biét 1a nim trong
khoang tir 400 pg/mL dén 10000 pg/mL, dic biét 13 ndm trong khoang tir 500
pg/mL dén 10000 pg/mL, dic biét 1a nam trong khoang tir 600 pg/mL dén 10000
pg/mL, dic biét 1a nam trong khoang tir 700 pg/mL dén 10000 pg/mL, dic biét
1a ndm trong khoang tir 800 pg/mL dén 10000 pg/mL, dic biét 1a nim trong
khoéng tir 900 pg/mL dén 10000 pg/mL, dic biét 1a ndm trong khoang tir 1000
dén 10000 pg/mL, dic biét 13 nim trong khoang tir 1500 pg/mL dén 10000
pg/mL, dic biét 1a nim trong khoang tir 2000 pg/mL dén 10000 pg/mL, dic biét
1a ndm trong khoang tir 3000 pg/mL dén 10000 pg/mL, dic biét 13 ndm trong
khoang tir 4000 pg/mL dén 10000 pg/mL, dic biét 1a ndm trong khoang tir 5000
pg/mL dén 10000 pg/mL. Luong IL-18 tu do trong huyét thanh ctia dbi tuong
khdée manh, dac biét 1a nguoi khde manh 1a < 5 pg/mL, diac biét 1a < 4 pg/mL,
dac biétla <1 pg/mL, dic bi¢t 1a < 0,5 pg/m, dac biét 1a dudi ngudng phat hién.

Cu thé, luong IL-18 tu do trong mau phan lap cua dbi tuong, dac biét la
ngudi, mic bénh bat ky dugc mé ta ¢ day 1a > 5 pg/mL va, dic biét, 1én dén
10000 pg/mL, trong khi lugng IL-18 tu do trong méu cta ddi tuong khée manh,
dac biét la nguoi khée manh, 1a <4 pg/mL.

Theo mét phuong 4n khac cta sang ché, tdp hop cic du 4n sinh hoc dugc
cung cip dé st dung trong phuong phép phat hién bét ky néu trén nham x4c dinh
r3 hon céc bénh hodc réi loan nhu duoc x4c dinh theo mot trong cac phuong an
bét ky néu trén, dé chan doan khuynh hudng méc cac bénh hodc rdi loan nhu
dugc xac dinh theo mot trong cac phuong an bét ky néu trén, theo doi bénh tdn

luu téi thiéu & dbi tuong, hodc dé du doan kha nang dap tng cta dbi tuong dbi
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v6i vide diéu tri bang chit te ché TL-18, ché pham dugc hodc vecto biéu hién
clia mot trong cac phuong an bét ky néu trén bao gbm viée x4c dinh hd so déu
4n sinh hoc va tuong quan gitta hd so thu duge v6i bénh hodc roi loan cu thé.

Dic biét, diu 4n sinh hoc ¢6 thé dugc sir dung trong phuong phap chan
doéan bénh hodc rdi loan nhu dugc xac dinh theo mat trong cac phuong dn bat ky
néu trén, dé chan doan khuynh huéng méc cac bénh hodc rdi loan nhu duoc xac
dinh theo mot trong cac phuong an bat ky néu trén hoic dé theo ddi bénh ton luu
t6i thiéu & ddi tuong, hodc d& du doan kha ning dap tng clia ddi tugng déi véi
viéc diéu tri bé‘mg chit ¢ ché 1L-18 nhu duoc boc 16 theo phuong an bat ky
trong sb cac phuong 4n néu trén, IL-18BP nhu dugc bdc 1§ theo phuong 4n bét
ky trong sd cac phuong 4n néu trén hoic ché phdm dugc chira chat trc ché IL-18
nhu dugc boc 16 theo phuong an bat ky trong sb cac phuwong 4n néu trén bao
gdm cac budc:

a) thu thap hod so dau 4n sinh hoc ctia ddi tuong duoc kiém tra bang cach
14y mau cta dich co thé tir d6i tugng do;

b) thu thép hd so dau 4n sinh hoc cua quén thé tham chiéu khée manh;

c) thu thap hd so du 4n sinh hoc tir quﬁn thé méc bénh hoic roi loan néu
trén va

d) so sanh ho so dau 4n sinh hoc thu duoc trong budc a) véi hd so thu dugc
trong budc b) va budc c).

Tuy nhién, muc tiéu khac cua sang ché 13 cung cép tap hop céc dau 4n sinh
hoc dé st dung trong chin doén bénh hoic rdi loan nhu duoc xac dinh theo mot
trong céc phuong 4n bét ky néu trén, dé st dung trong chan doan khuynh huéng
méc céc bénh hoic roi loan nhu dugc xéc dinh theo mot trong cac phuong 4n bat
ky néu trén dé st dung trong viéc theo ddi bénh ton luu tdi thiéu & dbi tuong,
hodc dé du doan phan tmg cia mot dbi tuong duoc didu trj véi chat e ché TL-18
nhu duge boc 16 theo phuong 4n bat ky trong s6 cac phuong an néu trén, IL-
18BP nhu dugc bdc 16 theo phuong 4n bat ky trong s6 cac phuong an néu trén

hoac ché phém duoc chira chat Gc ché 1L-18 nhu dugc boc 16 theo phuong 4n
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bat ky trong sb cac phuong an néu trén, bao gbm a) IL-18, IL-18BP, IL-13, IL-
17A, 1IL-8, IL-18, IL-2, IL-12, IL-4, IL-6, INF-y, TNF-a, VEGF, EGF, HB-EGF,
TGF-a, MMP-9, MMP-12, myeloperoxidaza, calprotectin dugc do b%mg xét
nghiém mién dich, TGF-B, chét (rc ché mé ctia metalloproteinase (TIMP-1), yéu
t6 tang trudng té bao gan (HGF), yéu td gay thiéu oxy méau dong mach 1 alpha
(HIF-1a), yéu t6 von Willebrand (vWF), EN-RAGE, S-RAGE, protein hoat
dong bé mit D, HsCRP, fibrinogen, vi hat néi mo, va b) khi bao gém NO, CO,
alkan, pentan, etan duoc do bang thanh phan khéng khi thé ra.

Tuy nhién, muc tiéu khac cua sang ché 13 cung cép kit dugc pham bao gém
chit tc ché IL-18 nhu duge bc 16 theo phuong 4n bét ky trong sé cac phuong
an néu trén, protein lién két Interleukin-18 (IL-18BP) nhu duoc bdc 16 theo
phuong 4n bat ky trong so cac phuong 4n néu trén hoic ché phdm dugc chira
chét trc ché IL-18 nhu duge boc 16 theo phuong an bat ky trong sb cac phuong
4n néu trén va chit mang va/hodc ta dugc duge dung theo sang ché & cac dang
lidu lugng don vi riéng biét, cac dang nay thich hop dé st dung véi luong hitu
hiéu.

Theo mot phuong an, sang ché dé xuét kit chan doan dé phat hién IL-18 tu
do, bao gdbm phan tir 1ién két dic hidu IL-18 tw do clia mdt trong céc phuong an
bat ky néu trén lam phan tir bt gitt, va phan tir lién két dac higu IL-18 thi hai
lam phéan tr phat hién va, tuy y, phéan tu bét gilt dac hi¢u IL-18 thi hai, trong dé
phan tir phat hién lién két véi cac vi tri khac nhau ctia IL-18 so véi phén tir bt
gifr.

Theo mot phuong an khac, kit chén doan duoc cung cip dé phat hién IL-18
tdng sb hodc IL-18BP tong sb, bao gdm phan ti lién két dac hiéu IL-18 thir nhat,
phan tir nay khong lién két v6i vi tri lién két IL-18 ctia IL-18BP va phan tir lién
két dic hiéu IL-18 tha hai, khong lién két véi vi trf lién két IL-18BP ctia IL-18.

Cling dugc dé cap & déy la kit chan doan dé phat hién IL-18BP tu do, bao
odm phan tir lién két dzic hiéu IL-18 thir nhat 1am phén tir bat gitt va phan ti lién
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két dac hiéu IL-18 tht hai 1am phan ti phat hién, trong d6 phén tir phat hién nay
lien két vé6i vi trf khac cua IL-18BP so véi phan tir bat git.

Theo mdt phuong an, kit chan doan két hop su két hop ctia mét sé hoic tat
c& céc phan tir lién két c6 trong kit chén doan dugc xac dinh & trén.

Tuy nhién, muc ti€u khac cua sang ché 1a cung cép kit chan doan dé phat
hién IL-18 tu do, bao gdm khang thé dic hiéu IL-18 nhu dugc boc 16 theo
phuong an bat ky trong sd cac phuong 4n néu trén lam khang thé bat giit hodc
IL-18BP lam phén tir bét gii thay thé, va khang thé phét hién dic higu IL-18 thu
hai hodc khang thé dic hiéu IL-18 nhu dugc bdc 16 theo phuong an bét ky trong
sd cac phuong an néu trén 1am khang thé phat hién va khang thé bat gitt dac hidu
TL-18 tha hai, trong d6 khang thé phat hién nay lién két véi cac vi tri khac nhau
trén IL-18 so v6i phan tir bét gi.

Tuy nhién, muc ti€u khic cua sang ché 1a cung cip kit chan doan dé phat
hién IL-18 téng s6 hodc IL-18BP téng sb, bao gém khang thé dic hiéu IL-18BP
don dong dau tién khong lién két vai vi tri lién két TL-18 cia IL-18BP va khing
thé dic hiéu IL-18 tha hai, khong lién két v6i vi tri lién két IL-18BP ctia IL-18.

Déi tugng khac cia sang ché 1a cung cip kit chan doan dé phat hién IL-
18BP tu do, bao gdm khéng thé bét gitr ddc hiéu IL-18BP don dong dau tién va
khéang thé phat hién dic hiéu IL-18BP, khang thé nay lién két véi vi tri khéc clia
IL-18BP so véi khang thé bét giir.

Theo mdt phuong an khac, sang ché d@é xuét kit chan doan, bao gom tat ca
kit chan doan nhu dugc boc 16 theo phuong an bét ky trong s6 cac phuong 4n
néu trén.

Sang ché cung cip IL-18BP, dé sir dung trong diéu tri bénh hoic rdi loan
lién quan dén IL-18 & ddi tuong mic bénh hoic rdi loan nhu vay hodc c6
khuynh huéng phat trién bénh hodc rbi loan nhu vay, bang cach sir dung cho déi
tugng nay lugng hiru hiéu vé mat diéu tri it nhat mot IL-18BP.

IL-18BP duoc hiéu trong pham vi clia séng ché ciing bao gdm céc protein

dot bién cta IL-18BP, cac manh chic ning hoic din xuét ctia IL-18BP, c4c dan
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xuét hoan vi vong tron ctia IL-18BP, cac protein dung hop bao gb6m IL-18BP,
c4c dong phan ciia IL-18BP hoic mudi cta no.

IL-18BP c6 thé duge cung cép nhu vay hodc ¢ dang ché phém, dac biét la
ché pham duogc. Cac ché phdm néu trén c6 thé bao gdm cac dugc chat bd sung,
téc nhan duoc, chit mang, chit dém, chat phan tan, chét pha lodng, cac chat
dong diéu tri nhu khang viém, gisn phé quan, khang histamin, thudc théng miii
hodc thudc chéng ho va nhiimg chat twong tur tiy thudc vao muc dich str dung va
ung dung.

Do d6, sang ché d& xuét IL-18BP hoic ché pham duoc chira IL-18BP va
chét mang va/hoac ta dugc dugc dung dé st dung trong diéu tri bénh hodc rdi
loan lién quan dén IL-18 & dbi tuong méc bénh hodc roi loan nhu vay hodc co
khuynh hudng phat trién bénh hosc rdi loan nhu vay.

Pugc cung cép thém 1a IL-18BP hoic ché phdm dugc chira IL-18BP va
chét mang va/hoac ta dugc dugc dung theo sang ché, dé diéu tri bénh hoic rdi
loan lién quan dén 1L-18 & dbi tugng can su diéu tri nhu vay, trong d6 bénh hodc
roi loan lién quan dén IL-18 12 do su biéu hién qua muc cua IL-18 trong cac mo
va/hodc cac khoang co thé cu thé, din dén mat can banglL-18/IL-18BP trong
cac mo va/hodc cac khoang néu trén. Vi du, su biéu hién tang cao cua IL-18 nhu
dugec mo ta & day dan dén muic IL-18 ting trong phéi, huyét thanh, dom, dich
rira phé quan - phé nang (BALF) hoic tudn hoan cua ddi tuong néu trén so véi
dbi tuong khée manh, dic biét 1a cdc muc IL-18 trong dom va/hodc trong huyét
thanh tang cao.

Bénh hodc rdi loan lién quan dén IL-18 nhu dugc mo ta & day theo cac
phuong an khac nhau cua sang ché 14 do sy biéu hién qua mirc ctia IL-18. Do d6,
su biéu hién tang cao cua IL-18 nhu duge mé ta & ddy dan dén muc IL-18 ting
cao trong phdi, huyét thanh, dom, dich rta phé quan - phé nang (BALF) va/hoic
tudn hoan cua dbi tuong mac bénh hoic rdi loan nhu vy hodc c6 khuynh huéng
phat trién bénh hoac rdi loan nhu vy, so véi doi tugng khée manh, dic biét la

muc IL-18 trong dom va/hodc huyét thanh ting cao. Hon nfta, mtc IL-18 ting
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cao dan dén sy mét can béng IL-18/IL-18BP & d6i tuong méc bénh hoic rdi loan
nhu vay.

Theo mdt phuong 4an cu thé, sang ché d& xuat IL-18BP hoic ché phim
duoc chtra IL-18BP va chit mang va/hoic ta duoc duoc dung sir dung dé bu dap
su mat can béng IL-18/IL-18BP & ddi tuong méc bénh hodc rdi loan lién quan
dén IL-18 nhu duoc mé ta theo cac phuong an khac nhau cla sdng ché hoic c6
khuynh hudng méc bénh hodc rbi loan nhu vay, béng cach gitr lai luong IL-18
vuot qua. Pac biét la IL-18BP lam giam muc IL-18 so v6i ddi tuong khong
duoc diéu tri.

Theo mét phuong an khac, sang ché dé xuat IL-18BP hozc ché pham duogc
chira IL-18BP va chit mang va’/hoac ta dugc dugc dung dé su dung trong diéu
tri bénh hodc rbi loan lién quan dén IL-18 theo sang ché, trong d6 IL-18BP dan
dén su trc ché bidu hién cua IL-18. Dic biét 1a IL-18BP lam giam ndng d6 IL-18
ddi v6i nhitng doi tuong khéng duoc diéu tri.

Sang ché con dé xuit thém IL-18BP hoic ché phém duoc chira IL-18BP va
chit mang va/hodc t4 duoc dugce dung dé sir dung trong viée diéu tri cac biéu
hién viém cuc b va toan than do IL-18 gy ra.

Sang ché con dé xuit IL-18BP hoic ché pham duoc chira IL-18BP va chat
mang va’hodc ta dugc dugc dung dé st dung trong viéc diéu tri cac biéu hién
viém cuc bd va toan than do IL-18 gdy ra va cac bénh di kém nhu khi phé thiing,
viém mo, pha huy mo, cit bo phéi, bién mat mach mau, chuyén san dich, phi dai
tim, giam VEGF trong mé phdi, mit mach phdi, co mach héa, ling dong
collagen, cac 16p dan hdi khéng 6n dinh trong phoi, tai dinh dang dudng thé
biang soi xo, mé rong khoang khong, tai dinh dang man tinh duong thé va mach
phdi va/hodc chire ning phdi giam.

Theo khia canh khac cua sang ché, khi muc IL-18 tang lén nhu dugc bdc 10
trong sang ché, s& kich hoat su biéu hién tang cao cua [FNy, IL-13 hodc IL-17A
& cac ddi tuong méic bénh hodc rdi loan lién quan dén TL-18 néu trén so voi doi

tuong khoe manh. Do do, sang ché dé xuét 1L-18BP hodc ché phém duogc chua
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IL-18BP va chat mang va/hodc ta dugc dugc dung dé diéu chinh, dic biét 1a dé
lam gidm, sy biéu hién va/hodc san Xuat IFNy, IL-13 hoac IL-17A ¢ ddi tuong.

Theo mét sé phuong an nhét dinh cta sang ché, IL-18BP hoic ché pham
duoc chia IL-18BP va chét mang va’hodc ta dugc duge dung din dén @c ché su
lién két cua IL-18 véi thu thé IL-18 (IL-18R), dic biét 1a lién két cta IL-18 véi
thu thé o IL-18 (IL-18Ra).

Céc biéu hién cta bénh hodc rdi loan lién quan dén IL-18 duoc kich hoat
ba6i dap tmg xytokin Th1 va/hodc dap tmg xytokin Th2. IL-18BP hodac ché phdm
duoc chira IL-18BP va chét mang va’hoac ta dugc dugc dung theo sang ché do
d6 dan dén su Ge ché cua dap tng xytokin Th1 va/hoic dép tmg xytokin Th2.

Theo mét s6 phuong an nhét dinh ciia sang ché, IL-18BP hoic ché pham
duoc chua IL-18BP va chét mang va’hodc ta dugc dugc dung din dén su diéu
chinh duong tin hiéu xuéi dong phu thugc IL-18, vi du nhu ciac dudng diéu
chinh TNF-alpha, IL-1beta, IL-8, protein viém dai thuc bao-alpha (MIP-alpha),
IL-12, IL-15 va san xuét va/hodc giai phong nitric oxit. Dic biét, cic duong tin
hiéu néu trén bi e ché.

Theo mdt phuong &n cua sang ché, IL-18BP hoic ché pham dugc chira IL-
18BP va chét mang va/hodc ta duoc dugc dung ngin can sy hoat hda caspase.
Dac biét, caspase do la caspase-1.

Theo mdt phuong 4n, sang ché dé xuit IL-18BP hodc ché pham dugc chira
[L-18BP va chét mang va/hodc ta dugc dugc dung dé su dung trong diéu tri
bénh lién quan dén IL-18, chéng han nhu bénh phéi tic nghén man tinh
(COPD), bénh tim mach va bénh tiéu duong typ 2.

Theo mét phuong 4n séang ché dé xuat IL-18BP hozc ché pham duoc chira
[L-18BP va chat mang va’/hodc ta duoc dugc dung dé su dung trong diéu tri
bénh lién quan dén IL-18, ching han nhu bénh phéi tic nghén man tinh
(COPD), chén thuong phdi lién quan dén truyén mau, loan san phé quan phoi
(BPD), hoi chung suy ho hap cép tién trién (ARDS), bénh Still & nguoi trudng
thanh, bénh Still & tré vi thanh nién, bénh phdi k& (ILD), xo phdi v6 cin, xo
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nang, ting 4p dong mach phdi, hen suyén, gidn phé quan, suy tim, xo ctmg cot
bén teo co (ALS), bénh khé mat (DED), viém gidc mac, loét va mai mon gidc
mac, tdn mach giac mac, tan mach ndi nhan bénh ly, bénh viém méng mét, bénh
tang nhan 4p, thoai hoa diém vang, hoi chimg Sjdgren, viém mang bo dao tu
mién, bénh Behcet, viém két mac, viém két mac di ung, viém da mi mét, bénh
tiéu duong typ 2, viém gan nhiém md khéng do ruou (NAFLD), viém gan
nhiém m&, cdy ghép ndi tang ran va huyét hoc, chin thuong tai tudi mau do
thiéu mau cuc bo, sét Pia Trung Hai co tinh gia dinh, hdi chimg chu ky lién
quan dén thu thé yéu t6 hoai tir khéi u 1, hoi ching sbt chu ky lién quan dén
cryopyrin, hoi chung tang IgD, bénh git, hoi chiing Schnitzler, bénh u hat cua
Wegener con goi la bénh u hat vdéi viém da mach (GPA), viém tuyén gidp
Hashimoto, bénh Crohn, viém loét dai trang, cac bénh lién quan dén globulin
mién dich-4 (IgG4) va liéu phéap té bao gbc.

Theo mét phuong 4an cu thé, sang ché dé xuét IL-18BP hoic ché phim
dugc chira IL-18BP va chit mang va/hodc té duge dugc dung dé st dung trong
diéu tri bénh phéi hodc rdi loan lién quan dén 1L-18, bénh tim mach hodc rbi
loan hoic bénh tiéu dudng typ 2 nhu duge dinh nghia & day.

Cu thé hon, bénh hodc rdi loan lién quan dén IL-18 néu trén duge didu tri
duoc biéu hién trong phéi ctiia ddi tuong va co thé dan dén su phat trién bénh
phdi tdc nghén man tinh (COPD) kém theo céc biéu hién toan than cla viém va
céc bénh di kém nhu khi phé thiing, viém md, pha hity mo, cat bo phdi, bién mat
mach mau, chuyén san dich, phi dai tim, gidm VEGF trong mo phéi, méat mach
phdi, co mach héa & phdi, ling dong collagen & phdi, cac 16p dan hoi khong 6n
dinh trong phdi, tai dinh dang duong thé bang soi xo, mé rong khoang khéng,
tai dinh dang mén tinh duong thd va mach phdi va/hodc chiic nang phdi giam.
Pic biét, biéu hién néu trén 13 viém phéi do khoéi. Theo mdt phuong an cu thé,
sang ché dé xuét IL-18BP hoic ché phim dugc chira IL-18BP va chit mang
va/hodc ta duge duge dung theo sang ché dé sir dung trong diéu tri bénh phdi tic

ngh&n man tinh (COPD).
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Su mét can bang IL-18/IL-18BP quan sat dugc & ddi tuong va dan dén
bénh hoic rdi loan nhu dugc mé ta & day, chang han nhu COPD c¢6 thé do hat
thube 14 hodc tiép xtc véi khoi thude thu dong, cu thé 1a tiép xtc v6i khéi thude
14 va/hodc nhiém virut. Pac biét, tiép xuc v6i khoi thude 14 c6 thé din dén su
phat trién ctia khi phé thiing va/hodc viém phdi do khéi thude gay ra.

Theo khia canh khac cua sang ché, bénh hoic rdi loan lién quan dén 1L-18
can duoc diéu tri 1a do tiép xtc 14u dai véi 6 nhiém khéng khi.

Do d6, sang ché cung cdp thém IL-18BP hoic ché phidm dugc chia IL-
18BP va chét mang va’hodc ta duoc dugc dung, dé diéu tri tai dinh dang mach
va duong thd do IL-18, do d6, ngan ngura su biéu hién va tién trién cua bénh
COPD.

Theo mot khia canh cua sang ché, cac dai thuc bao phé nang la nguén quan
trong lam tang muc IL-18. Do dd, IL-18BP hoac ché phrflm duoc chua IL-18BP
va chét mang va/hodc ta dugc dugc dung, nhu duoc dé xuat boi sang ché, lam
giam su biéu hién va/hodc san xuét IL-18 béi cac dai thuc bao phé nang.

Sang ché con dé xuit thém IL-18BP hoic ché pham duoc chtra IL-18BP va
chat mang va/hodc ta dugc duoc dung dé ngan ngira va/hoic tc ché dang chét té
bao do khéi cta té bao md phdi va/hodc té bao biéu mé bi anh hudng boi bénh
hodc rdi loan lién quan dén IL-18 nhu dugc mo ta & day. Pac biét, dang chét té
bao do khoi 13 chét té bao theo chuong trinh.

Theo mdt phuong an cua sang ché, ché phdm duogc theo sang ché va nhu
dugc mo ta & day theo cac phuong an khac nhau dugc st dung du phong.

Theo mét phuong 4n khéc cia sang ché, ché phdm duogc theo sang ché va
nhu duoc md ta & day theo cac phuong 4n khac nhau duoc st dung vé mit didu
tri.

Theo mot phuong an cua sang ché, ché pham dugc theo sang ché va nhu
dugc mo ta & day theo cac phuong an khac nhau dugc st dung cho dbi tuong
méc céc bénh hodc rdi loan lién quan dén TL-18, hodc ¢6 khuynh hudng phat

trien bénh hoac roi loan nhu vay bang duong toan than, trong mii, ndi nhan,
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tiém trong mét, nho mét, duong miéng, ubng, qua niém mac, ndi khi quan, tiém
tinh mach, tiém duéi da, duong ndi mach, trong truc trang, trong am dao, dudi
ludi, trong phé quan, trong phéi, qua da hoic tiém bap. Cu thé, ché pham duoc
theo sang ché va nhu duoc md ta & day theo cdc phuong an khic nhau duge
cung cAp qua phé quan phoi.

Ché phim duoc theo sang ché va nhu duge mo ta & day theo céc phuong 4n
khac nhau c6 thé dugc cung cip dudi dang chat 1ong, chét phun dang léng, vi
cAu, ban ran, gel, hodc bot dé su dung qua niém mac, vi du, theo dudong mii,
duong miéng, uéng, qua niém mac, ndi khi quan, dudong no1 mach, trong am
dao, duéi ludi, trong phé quan, trong phdi va/hodc dung dé st dung qua da. Hon
nita, ché pham c6 thé ¢ dang bao ché rin dé dung theo duong miéng, qua niém
mac miéng va/hoac dudi ludi. Viée st dung theo duong miii, theo duong miéng,
ndi khi quan miéng, duong ndi mach, trong am dao, qua niém mac va dudi ludi
dan dén su tan ra cta ché phidm nhu duoc md ta & day trong khoang miéng &
nhiét d6 co thé va c6 thé tuy y dinh vao mé co thé cua khoang miéng. Ngoai ra,
ché phém nhu dugc mé ta & day co thé bao gém thém moat hoac nhiéu ta duoc,
chét pha loang, chit két dinh, chét bdi tron, ta duoc truot chay, chét 1am tan r3,
chét giai mAn cam, chit nhil hda, chét két dinh niém mac, chat hoa tan, huyén
phu, chit diéu chinh dd nhét, chat truong luc ion, chit dém, chét mang, chét
hoat dong bé mit, hwong vi, hodc hdn hop ctia né.

Theo khia canh cu thé theo sang ché, ché phém duoc tao ché phém dudi
dang tiém, tiém tinh mach, vién nén, thudc vién, miéng dan dinh sinh hoc, giot,
bot bién, mang, vién thudc hinh thoi, keo cing, vién nhén, hinh cau, keo mt,
c4u trtc hinh dia, thudc dan hoic xit.

Viéc dung qua niém mac ndi chung la nhanh chdng vi cé nhiéu mach mau
cung cip cho niém mac va thiéu 16p simg & biéu bi. Viéc van chuyén thudc nhu
vay thuong lam tang nhanh ndng d6 trong mau, va tuong tu nhu vy, trdnh duoc

tuan hoan rudt gan va huy diét ngay lap tic béi axit da day hodc hiéu ung vuot
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qua dau tién mot phan cia thanh rudt va chuyén héa & gan. Thubc thuong can
tiép xtic 1au dai véi bé mit niém mac dé xay ra su hap thu thudc dang ké.

Céac duong qua niém mac ciing c6 thé hiéu qua hon so véi dudng udng &
chd nhiing dudng nay co thé gitip hap thu va bét dau hiéu qua diéu tri twong ddi
nhanh hon. Hon nita, cdc dudng qua niém mac c¢é thé dugc uu tién st dung dé
diéu tri cho nhitng bénh nhan gap kho khan khi nudt vién nén, vién nang hoac
c4c chét rin dang udng khac, hoic nhiing bénh nhan bi ton thuong kha niang hip
thu & rudt. Do d6, ¢ nhiéu loi ich khi st dung IL-18BP qua niém mac hoac ché
phém dugc chtra IL-18BP va chat mang va’hoac ta dugc dugc dung.

O mét trong hai dudng miii hodc dudng miéng, su hap thu thude c6 thé bi
cham lai hoic kéo dai, hodc su hép thu c6 thé gan nhu nhanh chéng nhu khi tiém
mdt lidu truyén tinh mach. Do tinh thim thdu cao ciia ngudn cung cip mau
phong pht, dudong dudi ludi c6 thé khai phét tac dung nhanh chéng.

Ché phdm dung trong miii ¢6 thé duoc st dung bang phuong phép thich
hop bét ky tiy theo dang cia nd. Cé thé sir dung ché pham bao gdm vi cau hodc
bot béng dung cu x6ng mii. Vi du vé cac thiét bi nay duoc biét dén véi nguoi co
k¥ nang trong linh vuc k¥ thuat, va bao gdm cac hé théng bot thuong mai nhu
Fisons Lomudal System. Khi cu bom tao ra dam may chia nhé cua bdt khé hodc
céc vi cau. Tét hon 1a khi cu bom dugc cung cip c6 co ché dam bao sir dung
mot luong c¢b dinh déng ké ctia ché pham. Bot hodc vi cau co thé duoc st dung
truc tiép véi khi cu bom, duge cung cap vdi chai hodc vat chira bot hodc vi cau.
Ngoai ra, bot hodc vi cau c6 thé dugc lam day vao vién nang nhu vién nang
gelatin, hodc thiét bi liéu duy nhat khéc thich hop dé st dung qua duong mili.
Tét hon 1a khi cu bom ¢ co ché pha v& dé mé tung vién nang hodc thiét bi
khéc. Hon nita, ché phdm c6 thé cung cap su giai phong nhanh chéng ban dau
ctia hoat chit, sau d6 12 su giai phong bén viing cua hoat chét, vi du, bf?mg cach
cung cip nhiéu hon mot loai vi cu hodc bot. Hon nita, cac phuong phép thay
thé phu hop dé st dung ché pham vao khoang mili s& dugc ngudi co hiéu biét

trung binh trong linh vuc nay biét r5. C6 thé dugc st dung phuong phéap thich
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hop bét ky. Pé mo ta chi tiét hon vé cic phuong phap thich hop, tham khao
EP2112923, EP1635783, EP1648406, EP2112923 (toan bo ndi dung dugc dua
vao bang cach tham khao & day).

Theo mét phuong 4n cua sang ché, ché pham dugc theo sang ché va nhu
duoc md ta & day theo céc phuong 4n khac nhau c6 thé duoc tiép tuc st dung
qua duong mii, tuc la bz"mg c4ch hit vao va, do do, c6 thé duoc tao ché phém o
dang thich hop dé st dung qua dudng miii, tirc 1a dudi dang sol khi, cong thic
bao ché dang bot khd hodc ché pham dang 1ong.

Céc vi du vé chét mang dugc dung, ta dugc va’hoac chét pha loang thich
hop d& duoc biét dén trong linh vuc nay va bao gdm, nhung khong chi gi6i han
&, chat gom, tinh bot (vi dy, tinh bt ngd, tinh bot pregelatin héa), dudng (vi du,
lactoza, maﬁnitol, sucroza, dextroza), vat liéu xenlulo (vi dy, xenluloza vi tinh
thé), acrylat (vi du, polymethylacrylat), canxi cacbonat, magie oxit, bot talc,
hodc hdn hop ctia né.

Chét mang dugc dung cho cong thic bao ché dang 1ong 13 dung dich nuée
hodc khong chtra nude, huyén phi, cong thirc bao ché dang bot kho, nhii twong
hodc dau. Vi du vé dung méi khdng chtra nudc 1a propylen glycol, polyetylen
glycol, va cac este hitu co dang tiém nhu etyl oleat. Vi du vé céc loai dau 1a dau
co nguén géc dong vat, thuc vat, hodc téng hop, vi du, dau lac, dau dau nanh,
dau 6 liu, diu huéng duong, dau gan c4, dau hang hai khac, hozc lipit tir sita
hodc trimg.

Sang ché ciing dé cap dén viéc sir dung qua phéi bang cach hit ché pham
duge theo sang ché va nhu duge mo ta & day theo cdc phuong 4n khac nhau 13
cong thiic bao ché ¢ dang bot kho, dang khi hoic dang dé bay hoi thanh tuan
hoan toan than qua dudng hd hip. Su hip thu hiu nhu nhanh chéng khi cong
thire bao ché ¢6 thé duoc phan phdi vao phé nang cua phdi, vi mang biéu mo
phé nang va mach mau kha dé& thdm, luu luong mau ddi dao va c¢6 mot bé mat
rat 16n dé hap thu. Vi du, céc sol khi ¢6 thé dugc cung clp tir cac 6ng hit dong

261 ¢6 ap sudt, lidu lugng theo dinh lugng (MDI).
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Ché pham dugc theo sang ché va nhu duge md ta & day theo cac phuong 4n
khéc nhau thuong s& duoc sit dung trong hdn hop véi ta duge dugc pham thich
hop, chat pha lodng hozc chit mang duoc chon lién quan dén cong cu hit da
chon va thuc hanh dugc tiéu chuan.

Theo mot phuong an khac cua sang ché, cong thic bao ché IL-18BP hoic
cong thirc bao ché cua ché pham dugc chira IL-18BP 1a dang bot kho, tuy ¥ két
hop voi it nhat mot chét mang dugc dung dang hat, co thé 12 mot hodc nhiéu vat
liéu duoc goi la chét mang dugc dung, tdt hon 1a dugc chon tir vat liéu da biét
nhu cac chét mang trong ché phém hit dang bot kho, vi du sacarit, bao gém
monosacarit, disacarit, polysacarit va rugu duodng nhu arabinoza, glucoza,
fructoza, riboza, mannoza, sucroza, trehaloza, lactoza, maltoza, tinh bdt,
dextran, mannitol hodc sorbitol. Chat mang dac biét dugc uu tién la lactoza, vi
du lactoza monohydrat hodc lactoza khan. Bot kho co thé duge chia dudi dang
cac dang lidu lugng don vi trong vién nang, vi du, gelatin hodc nhya, hodc trong
vi (vi du bing nhém hodc nhya), dé st dung trong thiét bi hit bot kho, c6 thé 1a
mét lidu duy nhat hodc thiét bi da liéu, tot hon 13 & céc don vi liéu cling véi chét
mang dé dua tong trong lugng ctia bot trong mdi vién nam trong khoang tir 5 mg
dén 50 mg. Ngoai ra, bot kho c6 thé dugc chira trong binh chia trong thiét bi hit
bot kho da lidu (MDDPI) dugc diéu chinh dé phan phbi.

C6 thé str dung dudng didu tri hidu qua khac bat ky ctia viéc sir dung, vi du,
su hép thu qua cdc mo ndi mac hozic biéu mé hoic biang liéu phap gen trong d6
phéan tt ADN ma hoa chét hoat tinh dugc st dung cho bénh nhan (vi du qua
vecto biéu hién), khién chét hoat tinh nay duogc biéu hién va tiét ra trong co thé
song.

Trong co thé, su biéu hién cua IL-18BP ¢6 thé duoc tao ra béng cach diéu
chinh dudng tin hiéu nguoc dong, diéu khién sy biéu hién ctia IL-18BP. Vi du,
IL-18BP dugc gay ra dac biét béi IFN-gama nhu mot phan cta vong phan hoi
tidu cuc, diéu chinh su gay ra IFN-gama bai IL-18. Céc yéu t6 da biét khac duoc
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béo cdo dé didu chinh sy biéu hién IL-18BP la IL-18, IL-27, IFN-alpha va
STATI.

Do d6, theo mdt phuong &n cua sang ché, su biéu hién té bao cua IL-18BP
duoc gdy ra gian tiép do su sira d6i mot hodc nhiéu dudng tin hiéu nguoc dong,
dudng nay diéu khién su biéu hién caa IL-18BP. Dic biét, su biéu hién cua IL-
18BP duoc gdy ra gian tiép do su stra doi it nhat mot dudng tin hidu nguoc
dong.

Séng ché con d& cap dén vecto biéu hién bao gém trinh tu ma hoa IL-18BP
trong viéc bao ché thudc dé diéu tri bénh hodc rdi loan lién quan dén IL-18 nhu
dugc mo ta & day & dbi tuong méc bénh hodc roi loan nhu vay hodc c6 khuynh
huéng phat trién bénh hodc réi loan nhu vay.

Theo mot phuong 4n cu thé, sang ché dé cap dén vecto biéu hién bao gdm
trinh tu ma hoéa cua yéu t diéu tiét, didu chinh cic duong tin hiéu nguoc dong
dé diéu tiét su biéu hién cua IL-18BP. Do d6, yéu t6 diéu tiét néu trén gay ra cac
biéu hién cta IL-18BP bang cach diéu chinh it nhat mot duong tin hiéu nguoc
dong.

Sang ché con dé cap dén vecto biéu hién bao gdm trinh ty mi héa cia yéu
t6 didu tiét, didu chinh cac duong tin hidu ngugc dong dé diéu chinh sy biéu
hién cua IL-18BP trong viéc bao ché thudc dé diéu tri bénh hoic rdi loan lién
quan dén IL-18 nhu duoc mod ta & day & dbi twong méc bénh hodc rbi loan nhu
vay hoac cé khuynh hudng phat trién bénh hoic réi loan nhu vay.

Sang ché con dé cap dén vecto biéu hién bao gdm trinh tu m3 héa cia yéu
t6 diéu tiét, gay ra su biéu hién cta IL-18BP dé diéu tri bénh hodc réi loan lién
quan dén IL-18 nhu duge md ta & day & ddi tuong méac bénh hodc rdi loan nhu
vay hodc c6 khuynh huéng phat trién bénh hodc réi loan nhu vay. Cu thé, n6
lién quan dén vecto biéu hién bao gom trinh tu ma héa ctia yéu t diéu tiét, gay
ra su biéu hién ctia IL-18BP trong phéi dé diéu tri bénh hoic ri loan lién quan
dén 1L-18 nhu dugc mod ta ¢ day ¢ dbi tuong mic bénh hodc rbi loan nhu vay

hodc c6 khuynh huéng phat trién bénh hodc rdi loan nhu vay.
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Theo tuy chon, sang ché dé xut vecto biéu hién thr hai bao gdm trinh tu
ma héa cla chit Gc ché xytokin gdy viém th hai tur nhién hodc yéu t6 didu tiét
didu chinh it nhit mdt dudng tin hiéu nguoc dong dé didu chinh biéu hién cia
xytokin gay viém néu trén. Dac biét, yéu t6 diéu tiét néu trén gay ra su biéu hién
ctia chét te ché xytokin néu trén.

Dic biét, su biéu hién ctia IL-18 duoc didu chinh bdi su can thiép ARN
(ARNi) hodc vecto biéu hién dbi ma IL-18. Cu thé hon, su biéu hién ctia IL-18
duoc diéu chinh boi su can thiép cia ARN (ARNi), trong do su biéu hién cta
IL-18 duogc diéu hoa giam bai truong hop cdm gen sau phién ma (PTGS). Dic
biét, su biéu hién cta IL-18 dugc diéu hoa giam trong phéi cta dbi tuong mic
bénh hodc rdi loan nhu duoc mé ta & day. Co ché cta su can thiép ARN bao
gdm trudng hop cam gen sau phién ma bat ky, ddc biét 1a truong hop cdm gen
sau phién mi bat ky duoc gy ra boi microARN (miARN) hodc ARN can thiép
nho (siARN). Cic microARN (cac miARN) va cac ARN can thi€p nho (cac
siARN) c6 thé dugc biéu hién bing vecto biéu hién theo sang ché va nhu duoc
mo ta & day.

Do do6, phuong phap didu tri gen c6 thé dugc sir dung dé diéu tri bénh hoac
r6i loan lién quan dén IL-18 nhu duoc mé ta ¢ day va nhu duoc boc 16 trong céc
phuong an khéac nhau. Theo do, su biéu hién cua IL-18BP x4y ra in situ, do do,
truc tiép trung hoa IL-18 trong mo hoic té bao bi anh hudng boi bénh hoic rdi
loan néu trén. Pac biét, su biéu hién cta IL-18BP nhu duoc mo ta & day duoc
gdy ra trong phoi.

Ché pham duoc theo séng ché va nhu duoc mé ta & day theo cac phuong an
khéc nhau ¢6 thé duge st dung dé diéu tri bénh hodc rdi loan lién quan dén TL-
18 nhu duoc md ta & day theo cac phuong an khac nhau ¢ thuc cho nguoi va
tha y dé diéu tri cho nguoi va dong vat, bao gbém chim, dong vt linh trudng
khong phai con nguoi, chd, meo, lgn, dé, clru, gia suc, ngua, chuot nhét, chuot

va tho.
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Theo mdt phuong an cu thé, sang ché dé xuit ché ph?lm duogc theo sang ché
dugc mo ta & day theo cac phuong én khac nhau dé str dung trong diéu tri bénh
hodc rdi loan lién quan dén IL-18 nhu dugec mé ta & day theo cdc phuong 4n
khac nhau, trong d6 dbi tuong la dong vat cé v, dic biét 1a d6i tuong 1a ngudi.

Theo médt phuong 4n cu thé khac, ché pham dugc theo sang ché dugc mo ta
& day theo cac phuong an khac nhau duoc su dung véi luong hiéu qua vé mit
diéu tri véi lidu thich hop cua it nhat mot chét e ché xytokin gay viém thir hai.
Pac biét la chét trc ché néu trén 1a dic hiéu cho IL-1, IL-6, IL-13, IL-17A, IFNy
hodc TNFo.

Ché4t mang nudc bao gébm nuée, dung dich cdn/nuée, nhii twong hoic
huyén phu, bao gbém nudc mubi va moi truong dém nhu dung dich mudi dém
phosphat, nude, nhii tuong, chéng han nhu nhii tuong dau/nude, cac loai chét
lam udt, dung dich vo trung v.v.. Ché phadm bao gdbm chat mang nhu vy c6 thé
duge tao ché pham bang cac phuong phép théng thuong da biét. Chat mang
thich hop c6 thé bao gdm vat lidu bat ky, khi dugc két hop véi hgp chat c6 hoat
tinh sinh hoc theo séng ché, van giit dugc cac hoat tinh sinh hoc.

Nhiing nd luc dd duoc thuc hién trong linh vuc nay dé stra d6i vé mat hoa
hoc céc dic tinh rao can cua da dé cho phép su thim théu cua céc tic nhan nhét
dinh, tang cao hi€u qua cua tdc nhan dugc phan phdi, ting cao thoi gian phan
phdi, giam lidu luong phéan phdi, giam tac dung phu tir cac phuong phép phan
phéi khac nhau, giam cac kha niing d4p tng cua bénh nhén, v.v..

V& van dé nay, chit ting cudng su thim qua da duoc st dung dé tang tinh
thAm qua ctia bé mit da dbi véi thude, va thuong 1a cac dung mdi nhan proton
nhu dimetyl sulfoxit (DMSO) va dimethylacetamit. Céc chét ting cudng su
thdm qua khac dd duoc nghién ciru va bdo céo 1 c6 hiéu qua bao gbm 2-
pyrrolidin, N,N-diethyl-m-toluamit (Deet), 1-dodecal-azacycloheptan-2-one,
N,N-dimetylformamit, N-metyl-2-pyrrolidin, canxi thioglycolat, hexanol, axit
béo va este, dan xuét pyrrolidon, dan xuét cta céc 1,3-dioxan va 1,3-dioxolan,

axit 1-N-dodecyl-2-pyrrolidon-5-carboxylic, axit 2-pentyl-2-oxo-
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pyrrolidineacetic,  axit = 2-dodecyl-2-oxo-1-pyrrolidineacetic,  axit  1-
azacycloheptan-2-one-2-dodecylacetic, va cac dan xuat aminoalcohol, bao gdbm
cac dan xuét cua 1,3-dioxan, trong sb nhiing chét khac.

Céc ché phim dé sir dung qua niém mac c6 thé bao gdm dung dich nudc
hodc khéng chira nude vo tring, huyén phu, cong thic bao ché dang bot kho va
nhii twong. Vi du vé& cic dung méi khong chira nude la propylen glycol,
polyetylen glycol, dau thuc vét nhu dau 6 liu, va cac este hitu co dang tiém nhu
etyl oleat. Chit mang nuéc bao gdm nudc, dung dich rugu/nuéc, nhil tuong
hodc huyén phu, bao gdm nudc mubi va méi trudng dém. Cac cong cu qua niém
mac c¢6 thé bao gém dung dich natri clorua, Ringer's dextroza, dextroza va natri
clorua, dung dich Ringer lactat, hodc cic dau khong bay hoi. Chat bao quan va
chét phu gia khac ciing co thé c¢6 mat bao gém, vi du, chat khang khudn, chat
chéng oxy hoa, chit tao chelat, va khi tro va nhiing chat tuong tu. Ngoai ra, ché
pham duoc theo sang ché c6 thé bao gdm chit mang protein, nhu vi du, albumin
huyét thanh hoic globulin mién dich, t6t hon 14 ¢6 ngudn gbc tir nguoi.

Ché phdm duoc theo sang ché duoc mé ta & day theo cic phuong an khac
nhau ¢6 thé duoc st dung cuc bd trén bé mit co thé, va do d6, duoc tao ché
phim & dang thich hop dé st dung cuc bd. Cac cong thiic bao ché cuc bo thich
hop bao gém gel, thubc m&, kem, nudc thom, thudc nhé va cac loai tuong tu.
Déi véi viée sir dung cuc bd, ché phadm duogc theo sang ché duge mo ta & day
theo cac phuong an khac nhau dugc diéu ché va sir dung dudi dang dung dich,
huyén phu, hodc nhil tuong trong chit pha lodng duoc chip nhan vé mit sinh ly
c¢6 hodc khong cé chit mang dugc.

Ché pham duoc theo sang ché va nhu duoc mé ta & day theo cac phuong an
khac nhau ciing ¢6 thé dugc st dung dudi dang ché phdm giai phong c6 kiém
sodt, ttrc 13 ché phdm trong d6 hoat chit dugc giai phong trong mot khoang thoi
gian sau khi str dung. Cac ché pham giai phong cé kiém soat hodc giai phong
kéo dai bao gdbm cong thire bao ché ¢ dang khu tr ua chat béo (vi du, axit béo,

sap, dau). Theo mot phuong an khac, ché pham la ché pham giai phéng ngay lap
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tie, tire 1a ché phém trong do tAt ca hoat chat duoc giai phong ngay sau khi sir
dung.

Céac vi du khac vé& cong thirc bao ché phu hop dugc cung cap trong WO
2006/085983, toan bo ndi dung cia nd dugc dua vao tai lieu tham khao & day.
Vi du, ché phim dugc theo sang ché va nhu duge mé ta & ddy theo cac phuong
4n khéc nhau cua séng ché c6 thé duoc cung cip dudi dang cong thic bao ché
liposom. Cong nghé dé tao thanh huyén phu liposom ndi tiéng trong linh vuc.
Lép lipit duogce st dung céd thé 1a ché pham thong thuong bat ky va cling c6 thé
chira cholesterol hodc khong cé cholesterol. Cac liposom c6 thé duogc giam kich
thude, thong qua viéc st dung cac k¥ thuat siéu am va dong nhat tiéu chuén.
Céng thic bao ché liposom chita ché phim dugc theo séng ché dugc mo ta &
day theo cac phuong &n khac nhau cé thé duoc dong kho dé san xuét chat dong
khé c6 thé duge hoan nguyén bang chat mang dugc dung, chang han nhu nudc,
dé tai tao huyén phu liposom. Ché pham dugc theo sang ché dugc mo ta & day
theo cac phuong an khac nhau cé thé dugc str dung cho dbi tuong véi lidu lwong
thich hop. Ché dé liéu luong s& duoc xéac dinh béi bac s chdm sdc va cic yéu tb
1am sang. Nhu da duoc biét dén trong linh vuc y té, lidu luong cho dbi tuong bit
ky phu thude vao nhiéu yéu td, bao gém kich thudc cta doi tuong, dién tich bé
mit co thé, tudi tac, hop chét cu thé dugce st dung, gidi tinh, thoi gian va duong
st dung, strc khoe néi chung, va cac thube khac duogc st dung déng thoi.

Hon nita, nguoi ta du kién réng ché phém duoc theo sang ché co thé bao
gém thém cac chat hoat tinh sinh hoc, tuy thudc vao muc dich st dung cia ché
ph:flm duoc. Céc chit hoat tinh sinh hoc khéc nay cé thé 13, vi du, cac khang thé,
doan khang thé, hormon, yéu tb tang trudng, enzym, phan tu lién két, xytokin,
chemokine, phan tu axit nucleic va thubc. Theo mét phuong an dugc uu tién,
ché pham duoc theo sang ché dugc st dung dong thoi véi co chu véan beta-
adrenoceptor tac dung kéo dai (LABA), co d6i van muscarinic tac dung kéo dai

(LAMA), steroit, corticoit, glucocorticoit va chét trc ché phosphodiesteraza co
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chu véan glucocorticoit, chét tic ché kinaza, chét tc ché xytokin va chemokine
hodc chét déi khang hodc chét tic ché proteaza hoic su két hop ctia no.

Liéu luong cta ché phim duoc theo sang ché dugc mo ta & day theo cac
phuong an khéac nhau s& phu thudc vao tinh trang dang duoc diéu tri, ché pham
cu thé duoc sur dung, va céc yéu td 1am sang khac nhu trong lugng, kich thudc
va tinh trang cua déi tuong, dién tich bé mit co thé, hop chét hodc ché phém cu
thé duoc st dung, cac loai thubc khac dugc st dung dong thoi, va duong s
dung.

Ché phim duoc theo sdng ché dugc mé ta ¢ day theo cdc phuong 4n khac
nhau c6 thé dugc st dung két hop véi cac chét va quy trinh c6 hoat tinh sinh hoc
khic dé diéu tri cac triéu chimg lién quan dén bénh lién quan dén IL-18, chang
han nhu bénh phdi tic nghén méan tinh (COPD), chén thuong phéi lién quan dén
truyén mau, loan san phé quan phdi (BPD), hoi ching suy hd hép cép tién trién
(ARDS), bénh Still & ngudi trudng thanh, bénh Still & tré vi thanh nién, bénh
phéi k& (ILD), xo phdi vo cin, xo nang, ting 4p dong mach phoi, hen suyén,
gidn phé quan, suy tim, xo ctmg cdt bén teo co (ALS), bénh kho mit (DED),
viém giac mac, loét va mai mon gidc mac, tdn mach giac mac, tdn mach noi
nhan bénh 1y, bénh viém méng mat, bénh ting nhin 4p, thodi hoa diém vang, hoi
ching Sjégren, viém mang bd dao tu mién, bénh Behget, viém két mac, viém
két mac di tmng, viém da mi mét, bénh tiéu dudng typ 2, viém gan nhiém m&
khong do rugu (NAFLD), viém gan nhiém md, ciy ghép noi tang ran va huyét
hoc, chin thuong tai tudi mau do thiéu mau cuc bd, sbt Dia Trung Hai co6 tinh
gia dinh, hoi chimg chu ky lién quan dén thu thé yéu t6 hoai tir khoi u 1, hoi
chung st chu ky lién quan dén cryopyrin, hoi ching ting IgD, bénh gut, hoi
ching Schnitzler, bénh u hat cia Wegener con goi la bénh u hat v6i viém da
mach (GPA), viém tuyén giap Hashimoto, bénh Crohn, viém loét dai trang, cac
lieu phap té bao gdc va bénh lién quan dén globulin mién dich-4 (IgG4). Céc
chét hoat tinh sinh hoc khéc c6 thé 1a mot phan ciia cing ché pham da bao gdm

ché pham theo séng ché, & dang hon hop, trong do ché pham theo séng ché va
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chét hoat tinh sinh hoc khac duoc tron 1an v&i nhau trong hodc vdi cung dung
moi dugce dung va’hodc chét mang dugc dung hodc cé thé duoc cung cép riéng
biét nhu mét phéan ciia ché pham riéng biét, c6 thé duoc cung cép riéng biét hodc
cling nhau duéi dang kit nhiéu phan.

Ché pham duoc theo sang ché duoc mé ta & day theo cac phuong an khéc
nhau c6 thé duge st dung dé)ng thoi v6i cac chat hodc chat hoat tinh sinh hoc
khac, gian doan hodc tudn tu. Vi dy, ché phém theo sang ché c6 thé duoc s
dung ddng thdi voi chét hoat tinh sinh hoc bd sung dau tién hodc tudn tu sau
hoic trude khi st dung ché phdm nay. Néu mot so dd tmg dung duoc chon trong
d6 sir dung nhidu hon mét chét hoat tinh sinh hoc bd sung duoc dung va it nhit
mot ché pham theo sang ché, cac hop chét hodc cac chit c6 thé duoc st dung
mot phr:in déng thoi, mot phﬁn tuan tu trong cac su két hop khac nhau.

Do d6 dbi twong khac theo sang ché 1a cung cép cac hdn hop ché pham
dugc theo sang ché dugc mé ta & ddy theo cac phuong an khac nhau, tiy y bao
gém mot hodc nhiéu chét hoat tinh sinh hoc hon nira véi luong diéu tri hiéu qua
hodc phong bénh, ciing nhu cac phuong phap st dung ché pham nhu vy theo
sang ché, hodc céc hdn hop cia né dé phong ngira va/hodc diéu tri va/hodc gidm
nhe anh huéng ctia bénh phdi tic nghén man tinh (COPD), bénh tim mach va
bénh tiéu dudng typ 2.

Do d6 dbi tugng khac theo sang ché 1a cung cip cac hdn hop ché phdm
dugc theo sang ché dugc mé ta & day theo céc phuong an khéc nhau, tuy y bao
gém, mot hodc nhiéu chit hoat tinh sinh hoc hon nita véi lugng diéu tri hiéu qua
hoic phong bénh, ciing nhu cac phuong phap sit dung ché phdm nhu vay theo
sang ché, hodc cac hén hop cia néd dé phong ngtra va/hoac diéu tr1 va/hodc giam
nhe 4nh huéng ctia bénh phoi tic nghén méan tinh (COPD), chin thuong phdi
lién quan dén truyén mau, loan san phé quan phéi (BPD), hdi ching suy ho hép
cép tién trién (ARDS), bénh Still & ngudi trudng thanh, bénh Still & tré vi thanh
nién, bénh phoi k& (ILD), xo phéi v6 can, xo nang, ting 4p dong mach phéi, hen

suyén, gifin phé quan, suy tim, xo cling cdt bén teo co (ALS), bénh khd mét
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(DED), viém gi4c mac, loét va mai mon gidc mac, tdn mach giac mac, tdn mach
ndi nhin bénh 1y, bénh viém mdng mét, bénh ting nhan &p, thoi héa diém vang,
hoi chimg Sjoégren, viém mang bo dao tu mién, bénh Behcet, viém két mac,
viém két mac di ung, viém da mi mét, bénh tiéu duong typ 2, viém gan nhiém
m& khong do ruou (NAFLD), viém gan nhiém md, chy ghép ndi tang rin va
huyét hoc, chin thuong tai tudi mau do thiéu mau cuc b9, s6t Dia Trung Hai co
tinh gia dinh, hdi chimg chu ky lién quan dén thu thé yéu t6 hoai tir khdi u 1, hoi
chung s6t chu ky lién quan dén cryopyrin, hoi chtmg ting IgD, bénh gut, hoi
ching Schnitzler, bénh u hat cia Wegener con goi la bénh u hat v6i viém da
mach (GPA), viém tuyén gidp Hashimoto, bénh Crohn, viém loét dai trang, cac
liéu phap té bao gbc va bénh lién quan dén globulin mién dich-4 (IgG4).

Chét hoat tinh sinh hoc hodic hop chét khéc c6 thé phat huy tic dung sinh
hoc ctia né theo co ché gidng hodc twong tu nhu ché phdm theo sang ché hodc
theo co ché hoat dong khong lién quan hoic bing nhiéu co ché hoat dong cé lién
quan va/hodc khong lién quan.

Noi chung, hop chit ¢6 hoat tinh sinh hoc khéc c¢6 thé bao gdm cac khang
thé khang lai va lién két v6i INF-gama, IL-17A, TL-13, IL-1beta, IL-6, IL-2, IL-
4, IL-12, TNF-alpha. Cu thé, hdn hop theo sang ché ¢6 thé bao gém IL-18BP
(IL-18BP) hodc ché phdm duoc chira IL-18BP (IL-18BP) va chat mang va/hoic
ta dugc dugc dung theo sang ché va nhu duoc mo ta & day.

Liéu luong thich hop cua ché phém duoc theo sang ché nhu dugec mé ta &
day theo cac phuong an khac nhau s& khac nhau tuy thudc vao tinh trang, do tudi
va loai cua ddi tuong, va c6 thé d& dang dugc xac dinh béi nhing ngudi c6 k§
nang trong linh vuc nay. Téng lidu luong hang ngay dugc st dung trong ca
thude thu y va thude cho ngudi thich hop s& nam trong khoang 0,01-2000 mg/kg
trong luong co thé, t6t hon 1a nim trong khoang tir 0,1 dén 1000 mg/kg trong
luong co thé, tét hon 1a nam trong khoang tir 1 dén 100 mg/kg va chung cé thé
duoc st dung dudi dang liéu duy nhét hogc chia lidu, ngoai ra, gi6i han trén

cling co thé bi vuot qua khi téng liéu luong hang ngay nay duoc chi dinh. Liéu
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luong nhu vay s& duge diéu chinh theo céc yéu cdu riéng trong timg trudng hop
cu thé bao gém (céac) hop chit cu thé dang duogc st dung, duong sir dung, tinh
trang dang dugc diéu tri, cling nhu dbi tuong dang dugc diéu tri. Tuy nhién, cac
hop chét ciing c6 thé duoc st dung dudi dang cac ché pham khu tra (cay ghép,
cong thirc bao ché giai phong cham, v.v..) hang tudn, hang thang hodc tham chi
trong khoang thoi gian dai hon. Trong nhitng trudng hop nhu vay, lidu luong s&
cao hon nhiéu so véi lidu hang ngay va phai duoc diéu chinh cho phu hop véi
dang st dung, trong lugng co thé va chi dinh cu thé. Liéu luong thich hop c6 thé
dugc x4c dinh bang cach tién hanh cdc thi nghiém trén mé hinh théng thuong,
t5t hon 12 m6 hinh dong vét. Liéu luong hiéu qua cua (cac) hoat chat phu thude
it nhét vao ban chét cua tinh trang dang duoc diéu tri, doc tinh, cho du (céc) hop
chét dang duoc sir dung dé du phong hoic chong lai tinh trang nhiém tring hoic
tinh trang dang hoat dong, phuong phép phan phdi, va cong thirc bao ché dugc,
va s& duoc x4c dinh boi bac si 14m sang bang cach sir dung cac nghién clu ting
lidu thong thudng. N6 ¢6 thé dugc du kién 14 nim trong khoang tir 0,01 mg dén
1 g/kg trong luong co thé mdi ngay. Vi du, dé phéan phdi cuc b, liéu luong dé
xuét hang ngay cho nguoi truéng thanh ning c6 trong luong khoang 70 kg s&
nim trong khoang tir 1 mg dén khoang 500 mg, néi chung 14 giita khoang 5 mg
va khoang 40 mg, va c6 thé & dang don lidu hodc da lidu hodc céc vi tri str dung.
Déi véi su phan phéi trong mili, lidu luong dé xuét c6 thé dugc du kién nam
trong khoang tir 0,01 mg dén khoang 1 g/kg trong luong co thé mdi ngay.

Hon nita, cac dan xudt chirc nang ctia IL-18BP c6 thé duoc két hop véi cac
polyme dé cai thién cic dic tinh cta protein, chéng han nhu tinh 6n dinh, thoi
gian ban huy, sinh kha dung, kha nang dung nap cua co thé ngudi, hodc tinh sinh
mién dich. Dé dat duoc muc dich nay, IL-18-BP ¢6 thé duoc lién két, vi du véi
polyethylenglycol (PEG). PEGyl hoa c6 thé duoc thuc hién bang cac phuong
phap di biét, chang han dugc mé ta trong WO 92/13095.

Do d6, theo mdt phuong an khac cta sang ché, IL-18BP dugc PEGyl héa.
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Theo phuong an khac cua sang ché, IL-18BP 14 protein dung hop bao gdbm
tAt ca hodc mot phan IL-18BP, protein nay dugc dung hop véi tat ca hodc mot
phan cta globulin mién dich.

Theo mot phuong an nita theo sang ché, TL-18BP duoc PEGyl hoa, duoc
dung hop v6i tit ca hoic mét phan cia globulin mién dich, tét hon 13 véi ving
khéng ddi cua globulin mién dich, va trong d6 protein dugc dung hop van cé
kh& ning lién két v6i IL-18. Cu thé hon, globulin mién dich c¢6 thé 1a isotyp
IgG1 hoac 1gG2.

Ngudi ¢6 k§ ning trong linh vuc nay s& hiéu rang protein dung hop tao
thanh van gilt dugc hoat tinh sinh hoc cua IL-18BP, dic biét 1a lién két voi IL-
18. Su dung hop c6 thé truc tiép hoac thong qua peptit lién két ngén c6 thé ngén
bing 1 dén 3 gbc axit amin vé chiéu dai hodc dai hon, vi du, chiéu dai 13 gbc
axit amin. Vi du, trinh tu lién két néu trén co thé 1a tripeptit cua trinh tu E-F-M
(Glu-Phe-Met) (SEQ ID NO: 9), hodc trinh tu lién két 13 axit amin bao gém
Glu-Phe-Gly-Ala-Gly-Leu-Val-Leu-Gly-Gly-GIn-Phe-Met  (SEQ ID NO: 8)
duoc dua vao gitta trinh tu IL-18BP va trinh tu globulin mién dich. Protein dung
hop thu dugc cd cac dic tinh duoc cai thién, chéng han nhu thoi gian cu tra kéo
dai trong dich co thé (thoi gian ban huy), ting hoat dong cu thé, ting muc do
biéu hién, hoic su tinh ché protein dung hop dugc tao diéu kién thuén loi.

Tét hon 12 n6 duge dung hop vé6i cac ving chudi nang, ching han nhu mién
CH2 va CH3 cua IgG1 cia nguoi. Viée tao ra cac protein dung hop cu thé bao
gém IL-18BP va mot phan cta globulin mién dich dugc mé ta trong vi du 11
ctia WP99/09063, ching han. C4c dong phan khéc cta phan tir Ig cling thich hop
dé tao ra cac protein dung hop theo sang ché, ching han nhu céc dong phan
IgG2 hodc IgG4, hodc cac 16p Ig khac, chéng han nhu IgM hoic IgA. Protein
dung hop c6 thé 1a don phan hodc da phan, da phan dong thé hodc di thé.

Theo mét s6 phuong 4n khac, sang ché d& xuét phuong phép diéu tri dbi
turong méc bénh hodc c6 khuynh huéng phét trién bénh hodc réi loan lién quan

dén nhing biéu hién qua mic cia IL-18 nhu dugc mb ta & day theo cac phuong

-61-



40982

an khac nhau cua sang ché, bao gém viéc st dung cho dbi tuong d6 mot luong
hiru hiéu vé mit diéu trj ché phém duoc theo sang ché dugc mé ta & day theo
cac phuong an khac nhau.

Céc xét nghiém huyét thanh hoc dugce biét dén trong linh vuc nay va da tré
thanh cong cu hitu ich dé phat hién cac khang nguyén trong dich co thé, chang
han nhu huyét thanh, dich rua phé quan phé nang (BAL) va dom. Tuy nhién,
cho dén nay van chua c6 xét nghiém chan doan chirc ning nao dé phat hién IL-
18 bing cac khang thé dic hiéu tdn tai. Do d6, cdn c6 phuong phap chan doan
cu thé dé phat hién IL-18 trong dich co thé, dac biét 1a trong huyét thanh.

Do d6, sang ché boc 16 cac phuong phép va kit dé phat hién va chan doén
bénh hodc tinh trang lién quan dén TL-18 nhu duoc md ta & ddy, dé chan doan
khuynh hudng méc cac bénh hodc tinh trang lién quan dén TL-18 nhu duoc mo
ta & ddy hoic dé theo ddi bénh ton luu i thiéu ¢ dbi twong hodc dé du doan kha
nang dap ung cua d6i twong dbi voi phuong phép diéu tri bing ché pham dugc
theo sang ché duoc mb ta & day theo cac phuong 4n khac nhau va nhu dugc mé
ta trudc ddy. Cac phuong phdp nay bao gbm cac phuong phéap mién dich da biét
thuong dugc st dung dé phat hién hodc dinh lugng hoa cac chét trong mau sinh
hoc hoac trong diéu kién in situ.

Theo mot phuong 4n, sang ché con bdc 16 phuong phap chan doan bénh
lién quan dén IL-18 nhu dugec md ta & déy, hoac dé chan do4n khuynh hudéng
méc cac bénh lién quan dén 1L-18 nhu duoc mo ta & day, hoic dé theo doi bénh
tdn Iuu téi thibu & déi twong hodc dé du doén kha nang dép tng cla doi tuong
dé didu tri v6i IL-18BP hodc ché phim dugc chita IL-18BP (IL-18BP) va chét
mang va/hodc td duge duoc dung theo phuong an bat ky trong s cac phuong &n
néu trén, bao gdm cac budc:

a) thu mAu dich co thé ciia ddi tugng mic bénh nay;

b) thir nghiém mau nay véi su c6 mit cua IL-18 bing cach sur dung IL-
18BP nhu duoc mé ta & day hogc khéng thé dic hiéu IL-18 theo séng ché lam
phan tu bt gii;
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¢) xac dinh lugng IL-18 lién két v6i phan tir bit gitr trong mau;

d) so sanh lugng IL-18 trong mau cua dbi tuong méic bénh nhu vay véi
luong trong mau ctia d6i tuong khoe manh.

Luong IL-18 tu do trong huyét thanh phan 14p cia ddi tuong, dic biét 1a
nguoi, méc bénh néu trén, nim trong khoang tur 5 dén 10000 pg/mL, dac biét la
nim trong khoang tir 100 dén 10000 pg/mL, dic biét 1a nim trong khoang tir
200 dén 10000 pg/mL, dac biét 12 nam trong khoang tir 300 dén 10000 pg/mL,
dic biét 12 ndm trong khoang tir 400 dén 10000 pg/mL, dic biét 1a nim trong
khoang tir 500 dén 10000 pg/mL, dic biét 1a ndm trong khoang tir 600 dén
10000 pg/mL, dic biét 13 nim trong khoang tir 700 dén 10000 pg/mL, dic biét 14
nim trong khoang tir 800 dén 10000 pg/mL, dic biét 1a nim trong khoang tir
900 dén 10000 pg/mL, ddc biét 13 ndm trong khoang tir 1000 dén 10000 pg/mL,
dic biét 1a ndm trong khoang tir 1500 dén 10000 pg/mL, dic biét 1a nim trong
khoang tir 2000 dén 10000 pg/mL, dic biét 1a ndm trong khoang tir 3000 dén
10000 pg/mL, dic biét 1a nam trong khoang tlr 4000 dén 10000 pg/mL, dic biét
[a ndm trong khoang tir 5000 dén 10000 pg/mL. Lugng IL-18 tu do trong huyét
thanh cta déi tuong khoe manh, dac biét la nguoi khoe manh 1a <40 pg/mL, dac
biét 1a < 30 pg/mL, dac biét 1a <25 pg/mL, dac biét 1a <20 pg/mL, dac biét la <
10 pg/mL, dac biét 1a <5 pg/mL, dac biét 1a <1 pg/mL, ddc biét 1a <0,5 pg/mL.
Do d6, dbi tuong ¢6 ndng do IL-18 ¢6 thé phét hién trong huyét thanh nim trong
khoang 5 dén 10000 pg/mL mic bénh lién quan dén IL-18 nhu dugc mo ta &
day. Luong IL-18 trong huyét thanh va cac chét dich co thé khéac c6 thé duoc
xéc dinh bang phuong phéap chan doan nhu duge mé ta & dy bang cach sir dung
dudng chuén tuyén tinh, dugc tinh cho céc ndng d6 IL-18 xé4c dinh truéc nim
trong khoang tir 5 d&én 200 pg/mL.

Chén doéan bénh hodc tinh trang lién quan dén IL-18 hodc khuynh huéng
méc cac bénh lién quan dén IL-18 hodc didu kién nhu dugc mo ta & day & doi
tuong c6 thé dat dugc bang cach phat hién lién két IL-18BP nhu duge mo ta &

day voi IL-18 hodc su lién két mién dich dic hiéu cta khang thé don dong hodc
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doan hoat tinh cia n6 nhu duoc mé td & day véi epitop ctia IL-18 trong mau
hoac in situ, bao gém viéc dua mau hodc bd phan co thé cu thé hoic vung co thé
nghi ngd chita khang nguyén IL-18 tiép xtic véi IL-18BP va/hozc khang thé lién
két epitop cua IL-18 protein hodc mét doan cua nd, cho phép IL-18BP hodc
khang thé lién két v6i khang nguyén IL-18 dé tao thanh phiic hop mién dich,
phét hién sy hinh thanh phirc hop mién dich va tuong quan gitra su c¢6 mit hoic
Véng mit cta phic hop mién dich véi sy c¢d mit hoic Véng mdt cua khang
nguyén IL-18 trong méu hoic bd phén hoic ving co thé cu thé, tly ¥ so sanh
luong phirc hop mién dich néu trén véi gia tri dbi ching binh thuong, trong do
su gia tang luong tong hop néu trén so vé6i gia tri dbi ching binh thudng cho
thiy dbi twong d6 dang mic bénh hoic c6 nguy co phat trién bénh hosc tinh
trang lién quan dén IL-18.

Theo dbi bénh ton luu t6i thiéu & ddi tuong sau khi diéu tri bang IL-18BP
hodc ché phém duoc chira IL-18BP va chat mang va’hodc t4 dugc dugc dung
theo phuong 4n bét ky trong sb cac phuong an néu trén va nhu duoc mé ta & day
trude day c6 thé dat duoc bang cach phat hién lién két IL-18BP nhu duoc moé ta
& day véi IL-18 hodc lién két hé mién dich dic hiu cta khang thé don dong
hodc doan hoat tinh cia n6 nhu dugc mé ta & day véi epitop cua IL-18 protein
hodc doan ctia né trong mau hoic in situ, bao gém viéc dua mau hoic bd phan
co thé cu thé hoic ving co thé nghi ngd chira khang nguyén IL-18 tiép xtc véi
IL-18BP va/hoic khang thé nhu dugc mé ta & day lién két epitop cta IL-18
protein hoac mdt doan cua nd, cho phép IL-18BP hoac khang thé lién két véi
khang nguyén IL-18 dé tao thanh phtic hop mién dich, phat hién sy hinh thanh
phtic hop mién dich va tuong quan gifta sy ¢ mat hodc su Véng mat phtrc hop
mién dich véi su ¢6 mit hodc ving mit ctia khang nguyén IL-18 trong mAu hodc
b6 phan hodc ving co thé cu thé, tily v so sanh lugng phirc hop mién dich nay
v6i gia tri d6i ching binh thudng, trong d6 su gia ting vé lugng tong hop néu
trén so v6i gia tri ddi chimg binh thuong cho thdy bénh nhan dé van c¢é thé mic

tdn du tdi thiéu cta bénh.
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Du doan kha ning dép ung ciia dbi tuong ddi véi diéu tri bang ché phim
dugc theo sang ché duoc mé ta & ddy theo cac phuong an khac nhau c6 thé dat
dugc bang cach phat hién lién két IL-18BP nhu dugc mé ta & day véi IL-18
hodc lién két mién dich dic hiéu cua khang thé don dong hodc doan hoat tinh
cia ndé nhu dugc mo ta & day véi epitop cua IL-18 protein hodc doan cia no
trong mau hodc in situ, bao gém viéc dua mau hodc bo phan co thé cu thé hoac
ving co thé nghi ngd chita khang nguyén IL-18 tiép xtc véi IL-18BP va/hoic
khang thé lién két epitop ctia IL-18 protein hoic mot doan ctia né, cho phép IL-
18BP hodc khang thé lién két v6i khang nguyén IL-18 dé tao thanh phirc hop
mién dich, phat hién sy hinh thanh phtc hop mién dich va tuong quan giita su
c6 mat hoac su Véng mat phic hop mién dich vdi su c6 mit hodc Véng mat clua
khang nguyén IL-18 trong mau hoic bo phan hoic ving co thé cu thé, tuy y so
sanh luong phtrc hop mién dich d6 trude va sau khi bat dau diéu tri, trong d6 su
giam luong tong hop néu trén cho thiy rang d6i tuong d6 c6 kha ning dép ung
cao véi diéu tri.

Céc mau sinh hoc c6 thé duoc st dung dé chin doan bénh hoic tinh trang
lién quan dén IL-18 nhu duoc md ta & day, dé chan doan khuynh huéng méc cac
bénh hodc tinh trang lién quan dén IL-18 hoic dé theo dbi bénh ton luu tbi thidu
nhu dugc md ta & diy ¢ dbi tuong hodc dé du doan kha ning dép tmg cua ddi
tuong d6i voi diéu tri bang ché phém duoc theo sang ché duoc mé ta & ddy theo
cac phuong 4n khéc nhau, vi du, cac chat long nhu huyét thanh, huyét tuong,
nudce bot, dich tiét da day, chét nhﬁy, dich néo tdy, dich bach huyét va cac chét
twong tu hodc cac mau mo hoic té bao thu duoc tir sinh vat nhu md than kinh,
nao, phéi, tim hoac mach mau. Pé x4c dinh su co mat hoac Véng mat cua khang
nguyén IL-18, dic biét 1a khang nguyén IL-18 tu do, trong mau c6 thé sir dung
xét nghiém mién dich bat ky ma nhiing ngudi c¢é hiéu biét trung binh trong linh
vuc ndy di biét. (Xem Harlow and Lane, Antibodies: A Laboratory Manual
(Cold Spring Harbor Laboratory, New York 1988 555-612) ¢6 thé dugc str dung

nhu, vi du, cac xét nghiém sir dung phuong phép phét hién gian tiép str dung
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thubc thir thit cAp dé phat hién, ELISA va két tia mién dich va ngung két. Vi du,
mo ta chi tiét vé cac xét nghiém nay dugc dua ra trong WO96/13590 to
Maertens and Stuyver, Zrein et al. (1998) va W096/29605.

Péi véi viéc chan doan in situ, IL-18BP nhu dugc mé ta & day va/hodc
khang thé dic hiéu IL-18 hodc phan hoat déng va chirc nang bét ky ctia n6 nhu
dugc mo ta & day co thé duoc st dung cho sinh vat duge chan doan b::’mg cac
phuong phép da biét trong linh vuc nay, chang han nhu, vi dy, tiém tinh mach,
trong miii, trong mang bung, trong ndo, trong dong mach sao cho ¢o thé xay ra
lién két dic hiéu giita IL-18BP va/hodc khang thé dac hiéu véi vung eptitop trén
khang nguyén IL-18. Phic hop IL-18BP/khang nguyén hodc khang thé/khang
nguyén co thé dugc phat hién thong qua nhén duoc gan véi khang thé hoic
manh chirc nang cua no.

Céac xét nghiém mién dich duge s dung trong cac Umg dung chan doan
hodc trong cac tng dung dé chin doan khuynh hudng mac cic bénh hodc tinh
trang li€én quan dén IL-18 hodc nhu duoc mo ta & diy hodc dé theo ddi bénh ton
Iuu t8i thidu & dbi tuong hodc dé du doan kha ning d4p tng clia doi tuong véi
didu tri bing ché pham duoc theo sang ché duoc mo ta & day theo cac phuong
an khac nhau thuong dua vao cac khang nguyén, khang thé, hoac thudc thur thir
cip dugc danh ddu dé phat hién. C4c protein hodc thubc thir ndy c6 thé duoc
d4nh d4u bang cac hop chit ma nhitng ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh
vuc nay thuong biét bao gdm enzym, ddng vi phong xa, va huynh quang, va cac
chét huynh quang, phat quang va sinh mau bao gbm cac hat mau, ching han nhu
vang keo va hat nhya mu. Trong ) nay, ghi nhan phéng xa co thé duoc st dung
cho hiu hét cac loai xét nghiém va v6i hau hét cac bién thé. Cac nhan lién hop
enzym dic biét hitu ich khi phai tranh phong xa hodc khi can két qua nhanh. C4c
chat ¢6 huynh quang, mic du yéu cau thiét bi dét tién dé st dung, cung cip
phuong phap phat hién rat nhay. Cac khang thé hitu ich trong cac xét nghiém
nay bao gbm cac khang thé don dong, khang thé da dong, va khang thé da dong

tinh sach ai luc.
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Ngoai ra, khang thé co thé duoc danh diu gian tiép bang phan tmg vdi céc
chét duoc dén nhan c6 4i luc véi globulin mién dich, ching han nhu protein A
hozc G hoic cac khang thé thir hai. Cac khang thé ¢6 thé duoc 1ién hop véi chét
thr hai va dugc phét hién véi chat thi ba duoc danh déu c6 ai luc v6i chat tha
hai dugc lién hop véi khang thé. Vi du, khang thé ¢ thé dugc lién hop véi
biotin va su lién hop khang thé- biotin duoc phat hién bang cach sir dung avidin
hoic streptavidin dugc déanh dau. Tuong tu nhu vy, khang thé c6 thé dugc lién
hop véi hapten va lién hop khang thé- hapten dugc phat hién bang céch sir dung
khang thé khang hapten duoc danh d4u.

Nhiing nguoi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc nay s& biét vé nhing
nhan nay va cac nhén thich hop khac c6 thé duogc st dung theo sang ché. Viéc
lién két céc nhan nay voi cac khang thé hodc cac doan cua nd co thé duoc thuc
hién bang cach st dung céc k¥ thuat tiéu chuan thudng duogc biét dén boi nguoi
¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay. Céc k¥ thuat dién hinh dugc mé ta
boi Kennedy, J. H., va cong su, 1976 (Clin. Chim. Acta 70:1-31), va Schurs, A.
H. W. M., va cong su 1977 (Clin. Chim Acta 81:1-40). Céc k¥ thuat ghép ndi
dugc dé cap trong phin sau 1a phuong phap glutaraldehyde, phuong phép
periodate, phuong phap dimaleimide, va cac phuong phép khéc, tit ca déu duoc
két hop bang céch tham thao & day.

Céc xét nghiém mién dich hién tai st dung phuong phép khang thé kép dé
phat hién su c6 miat cia chat phén tich, trong d6 khang thé bat gitt duoc danh
dAu gian tiép bang phan tmg véi khang thé thtr hai dd duoc danh diu bang nhan
c6 thé phat hién. Tt hon 1a khang thé th hai lién két véi khang thé cua dong
vat ma tir 46 khang thé don dong duoc tao ra. Néi cach khac, néu khang thé don
dong 1a khang thé ctia chuét, thi khang thé thr hai duoc danh dau 1a khang thé
khang chuét. Pbi v6i khang thé don dong duogc sir dung trong xét nghiém duogc
mo ta dudi ddy, nhan nay tot hon 1a hat pht khang thé, dic biét 1a hat tir tinh.

Pbi v6i khang thé da dong duge st dung trong xét nghiém mién dich duge mo
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ta & dy, nhin t6t hon 13 phan tir c6 thé phat hién duoc nhu chat phong xa, chét
huynh quang hodc chét phat quang dién hoa.

Hé thdng khang thé kép thay thé, thuong duoc goi 1 hé théng dinh dang
nhanh vi ching duogc diéu chinh dé x4c dinh nhanh su c6 mat cta chat phan tich,
cling c¢6 thé dugc sir dung trong pham vi ctia sang ché. Hé thong yéu cau &i luc
cao gitta khang thé va chét phan tich. Theo mot phuong an ciia sang ché, su co
mit cua khang nguyén IL-18 duoc x4c dinh bing céch st dung cip khang thé,
mdi khéang thé dic hiéu cho khang nguyén IL-18. M6t trong cdc cip khang thé
néu trén & day duoc goi 1 "khang thé phat hién" va cap khang thé con lai trong
s6 cac cap khang thé nay duoc goi 1a "khang thé bat git". Khang thé don dong
theo sang ché c6 thé duoc str dung lam khang thé bét giit hodc khang thé phat
hién. Khang thé don dong theo sang ché ciing c6 thé duoc str dung 1am ca khéng
thé bat gitt va khang thé phat hién, cing nhau trong mot thir nghiém duy nhét.
Do d6, mdt phuong 4n cta sang ché st dung phuong phap kep khang thé kép dé
phét hién khang nguyén IL-18 trong mau dich sinh hoc. Trong phuwong phap
nay, chét phan tich (khang nguyén IL-18) dugc kep giita khang thé phat hién va
khang thé bat giir, khéng thé bat gitr duoc ¢d dinh khong thé dao nguoc trén gia
d& viing chic. Khang thé phat hién s& chira nhin c¢6 thé phat hién duoc, dé nhan
biét su c6 mit cua kep khang thé-chit phan tich va do d6 nhén biét sy c6 mit
ctia chat phan tich.

Céc chit pha ran duoc 1dy 1am vi du bao gdm, nhung khéng chi giéi han 6,
céc dia vi chudn, dng nghiém bing polystyren, hat tir tinh, nhua hogc thuy tinh
va céc phién kinh dugc biét 18 trong linh vuc xét nghiém mién dich phéng xa va
xét nghiém mién dich bing enzym. Cac phuong phap ghép khang thé véi pha
rn cling dugc nhitng ngudi ¢6 k§ ning trong linh vuc nay biét 5. Gan day, mot
s6 vat liéu xép nhu nylon, xenluloza nitrit, xenluloza axetat, soi thuy tinh va cac
polyme x6p khéc dd duoc sir dung 1am gia d& viing chic.

Sang ché ciing dé cap dén kit chan doan dé phat hién khang nguyén IL-18

trong mau sinh hoc. Hon nita, sang ché dé cap dén kit chan doan thir hai, ngoai
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ché phdm nhu di dinh nghia & trén, con bao gdm thudc thir phat hién nhu da
dinh nghia & trén. Thuat ngt "kit chn doan" néi chung ding dé chi kit chan
doan bét ky duoc biét dén trong linh vuc nay. Cu thé hon, thuét ngir thi hai
dung dé chi kit chan doan nhu dugc mé ta bdi Zrein va cong su (1998).

Déi tuong khéc nita cua sang ché 1a cung cép cac té bao mién dich méi va
kit xét nghiém dé phat hién va chan doan cac bénh va tinh trang lién quan dén
IL-18 nhu dugc mé ta & ddy bao gdm IL-18BP nhu duoc mé ta & day trude day
hodc cac khang thé IL-18BP dic hiéu nhu duoc mé ta & day trude day. Dbi véi
céc té bao mién dich, IL-18BP hoic céc khang thé dugc gin truc tiép hodc gian
tiép vao phéan ti chi thi thich hop, vi du, enzym hodc hat nhan phong xa. Kit xét
nghiém bao gdém vt chira giit IL-18BP va/hoic mdt hoic nhiéu khang thé va
hudng dan sir dung IL-18BP va/hodc cac khang thé nham muc dich lién két véi
khang nguyén IL-18 dé tao thanh phtic hop mién dich va phat hién sy hinh thanh
phtrc hop mién dich sao cho su ¢6 mit hodc ving mit ciia phiic hop mién dich
tuong quan vé6i sy c6 mit hodc ving mit cua khang nguyén IL-18.

Theo nhimg diéu trén, sang ché ciing dé xuét kit dugc pham bao gdm ché
pham duoc theo sang ché nhu duge mé ta & ddy theo cac phuong an khac nhau &
c4c dang liéu luong don vi riéng biét, cac dang nay thich hop dé sir dung véi
lwong hiru hiéu. Kit nhu viy con bao gdm mot hodc nhiéu thiét bi hit thich hop
dé str dung ché pham duogc theo sang ché nhu duoc mé ta & day theo cac phuong
an khéc nhau. Vi du, kit nay c6 thé bao gdbm mot hozc nhiéu thiét bi hit bot kho
duogc diéu chinh dé cung cip bot khé tir vién nang, cling véi vién nang chira bot
kho bao gém don vi lidu lugng cua ché phém dugc theo sang ché duoc mé ta &
day theo cac phuong an khac nhau. Trong vi du khéc, kit nay cé thé bao gdm
thiét bi hit bot kho da liéu chira trong binh chira ctia n6 bot khod bao gém ché
pham duoc theo sang ché nhu duge mé ta & ddy theo cac phuong an khac nhau.

Dinh nghia
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Céac thuat ngit va cach dién dat k§ thuat duoc st dung trong pham vi cta
sang ché nay thuong duoc hiéu theo nghia thong thuong duoc 4p dung cho
chung trong linh vuc thich hop néu khong dugce chi 16 & ddy bén dudi.

Nhu duoc st dung trong mé ta sang ché ndy va cac phuong an bo sung, cac
dang s6 it bao gdm céc tham chiéu sé nhiéu trir khi ngit canh quy dinh 18 rang
theo cach khéc. Vi vy, vi du, tham chiéu dén "mot hop chat" bao gém mot hoac
nhiéu hop chét.

Thuét ngit "diéu tri", "liéu phap" va cac thuét ngit tuong tu duoc sir dung &
day thuong c6 nghia la dat dugc tac dung duoc ly va/hodc sinh ly mong mubn.
Téc dung c6 thé du phong vé mit ngan ngira hoan toan hodc mot phan bénh
hodc triéu ching ctia bénh va/hoac cé thé diéu tri vé mat chira khoi mot phz‘?ln
hodc hoan toan bénh va/hodc cac tic dung phu do bénh gy ra. Thuét ngit "diéu
tri" nhu dugc st dung & ddy bao gdm viée diéu tri bénh bat ky ¢ dbi tuong va
bao gdm: (a) ngin ngra bénh, tirc 1a lién quan dén phan tng mién dich khong
mong mubn xdy ra & dbi tuong co thé d& méc bénh; (b) e ché bénh, tuc 1a ngan
chin su phat trién cia nd; hoic (c) lam gism bénh, tic 13 1am cho bénh thodi
trién (d) déo nguoc cac tridu chimg ctia bénh, tic 1a dan dén phuc hoi cac mo bi
tén thuong.

Cum tir “protein lién két IL-18 (IL-18BP)” nhu duoc sir dung & dy bao
gém protein co chiéu dai dﬁy dua, protein dot bién, doan, peptit, din xuét chuc
ning, manh chirc ning, phan doan, dan xudt hodn vi vong, protein dung hop,
ddng phan hodc mubi ciia ching.

Thuat ngtt "IL-18 tu do” nhu dugc st dung ¢ day co nghia la protein
interleulin-18 don phan, hoa tan va khéng phtic hop.

"Globulin mién dich" 1a mét phan ti tetrameric. Trong mot globulin mién
dich tu nhién, mdi tetramer bao gém hai cip chudi polypeptit giéng hét nhau,
mdi cip c¢6 mot chudi "nhe" (khoang 25 kDa) va mot chudi "niing" (khoang 50-
70 kDa). Phan cudi c¢6 nhém amin cta mdi chudi bao gdm ving bién doi cua

khoang tur 100 dén 110 axit amin trd 18n chiu trach nhiém chinh cho viéc nhan
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biét khang nguyén. Phin dau carboxy ctia mdi chudi xac dinh ving khong dbi
chiu trach nhiém chinh cho chtic ning tic dong. Cac chudi nhe ctia nguoi duoc
phan loai 1a chudi nhe [kappa] va [lambda]. Céc chudi ning dugc phan loai 1a
[micro], [delta], [gama], [alpha], hodc [epsilon], va x&c dinh isotyp cua khang
thé tuong tmg 1a IgM, IgD, IgG, IgA, va IgE. Trong chudi nhe va chudi ning,
ving bién ddi va ving khong doi dugc néi v6i nhau bsi ving "J" ctia khoang 12
2 axit amin tr& 18n, v6i chudi ning ciing bao gdm ving "D" cia khoang 10 axit
amin nita. Xem thém: Fundamental Immunology Ch. 7 (Paul, W., ed., 2nd ed.
Raven Press, N.Y. (1989 )) (duoc két hop toan bd bang céch tham chiéu cho tat
c4 cac muc dich). Cac ving bién dbi ctia mdi cap chudi nhe/ning tao thanh vi tri
lién két khang thé sao cho mét globulin mién dich nguyén ven c6 hai vi tri lién
két.

Céac chudi globulin mién dich c6 cung cdu truc chung cta cic ving khung
duoc bao ton twong ddi (FR) duoc ndi véi nhau béi ba ving siéu bién, con duoc
goi la cac vung xéac dinh bd thé hodc cac CDR. Cac CDR tir hai chudi ctia mdi
cip duogc sap hang boi cac ving khung, cho phép lién két véi mot epitop cu thé.
Tu dau N dén dau C, ca chudi nang va chudi nhe déu bao gém cic mién FRI1,
CDRI1, FR2, CDR.2, FR3, CDR3 va FR4. Viéc chi dinh c4c axit amin cho mdi
mién tudn theo dinh nghia cta Kabat Sequences of Proteins of Immunological
Interest (National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1987 and 1991)), hoac
Chothia & Lesk J. Mol. Biol, 196:901-917 (1987); Chothia et al., Nature
342:878-883 (1989).

Thuat nglt "khang thé" hodc "céac khang thé" dugc str dung & day la thuat
ngtt dugc cong nhan trong linh vuc nay va dugce hiéu 1a dé chi c4c phan tir hoic
c4c doan hoat tinh cta phan tir lién két v6i cac khang nguyén da biét, dac biét 1a
v6i céc phén tir globulin mién dich va céc phan cé hoat tinh mién dich cua cac
phén tir globulin mién dich, tc 1a cdc phan tr chira vi tri lién két lién két dic

hiéu mién dich khiang nguyén. Globulin mién dich theo sang ché c6 thé thude
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loai bat ky (IgG, IgM, IgD, IgE, IgA va IgY) hodc 16p (IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4,
IgA1 va IgA2) hodc cac phan 16p ciia phan tir globulin mién dich.

Thuét ngit "khang thé" dé cap dén muc dich cta sing ché 1a cho mot
globulin mién dich nguyén ven hodc mot phan lién két véi khang nguyén ciia nd
canh tranh véi khang thé nguyén ven dé lién két dic hiéu. Dic biét, "cac khang
thd" duoc du dinh trong pham vi cia sang ché dé bao gém cac khang thé don
dong, da dong, dang kham, chubi don, dic hiéu kép ho#c hiéu qua kép, dugc mo
phdong hoa, cua nguoi va duge lam tuong thich véi nguoi.

Vi du vé cac phan lién két voi khang nguyén bao gbm, trong sb do, cac
doan Fab, Fab’, F(ab")2, scFv, dAb va Fv, bao g61n cac san phém cua thu vién
biéu hién globulin mién dich Fab va cac doan lién két véi epitop cia khang thé
bat ky va cac doan néu trén. Cac vi du khac vé cac phan lién két v6i khang
nguyén bao gébm cic doan ving xic dinh bo thé (CDR), céc diabody va
polypeptit chira it nhit mot phan cia globulin mién dich du dé tao lién két khang
nguyén dac hi€u véi polypeptit.

Cac doan hoat tinh nhu vay cé thé dugc tao ra tir khang thé theo sang ché
bang mot sb k§ thuat da biét. Vi du, cac khang thé don dong tinh khiét c6 thé
duoc phén cit bang enzym, chang han nhu pepsin, va trai qua su loc gel HPLC.
Phén thich hop chira cac doan Fab sau d6 c6 thé duoc thu thap va va co dic
bing cach loc mang va tuong tu. Dé mo ta thém vé cac k¥ thuat chung dé phan
lap cac doan khang thé hoat tinh, xem vi du, Khaw, B. A. et al. J. Nucl. Med.
23:1011 dén 1019 (1982); Rousseaux et al. Methods Enzymology, 121:663-69,
Academic Press, 1986.

"Khéng thé duoc lam tuong thich véi ngudi" dé& cap dén khang thé duoc
thiét ké c6 cac CDR ma c6 ngudn gde tir globulin mién dich vat cho khong phai
1a ngudi. Theo mot phuong an, mot sb axit amin nhét dinh trong khung va mién
khong déi cta chudi ning va chudi nhe di bi dot bién dé tranh hodc mét phan
mg mién dich & ngudi. Theo mot phuong én thay thé, khang thé dugc lam

tuong thich véi nguoi cd thé duoc tao ra bang cach dung hop cac mién khong
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d6i tir khang thé ctia ngudi véi cac mién bién doi cua loai khong phai ctia ngudi.
C6 thé tim thay céc vi du vé cach tao ra cac khang thé duoc lam tuong thich véi
ngudi trong cac patent Hoa Ky s6 6054297; 5 886152 va 5877293.

Theo phuong 4n khac cta sang ché, "khang thé dugc 1am tuong thich vdi
ngudi" dung dé chi loai khang thé dugc thiét ké c6 cac CDR cua né cé ngudn
gbc tir globulin mién dich hién ting khéng phai ctia ngudi duge dua vao “gian”
khang thé cua ngudi c6 ngudn gde tir mot (hodc nhidu) globulin mién dich cua
ngudi. Ngoai ra, cac gbe hd trg khung c6 thé duoc thay doi dé bao ton 4i luc lién
két. Cac phuong phép thu duoc "khang thé dugc lam tuong thich véi nguoi" da
duoc biét dén ddi v6i ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc nay. (xem, vi
du, Queen et al., Proc. Natl Acad Sci USA,86:10029-10032 (1989), Hodgson et
al., Bio/Technology, 9:421 (1991)).

"Khéang thé dugc 1am twong thich véi nguoi" cling c6 thé thu duoc bing
phuong phap k¥ thuét di truyén méi cho phép san xuit cac khang thé da dong
gidng nguoi da truong thanh ai luc & cac dong vat 16n, chang han nhu tho (xem,
vi du, patent Hoa Ky s6 7129084).

Thuat ngit "khang thé don dong" ciling duoc cong nhan trong linh vuc nay
va dung dé chi khang thé dugc san xuat hang loat trong phong thi nghiém tlir mot
dong v tinh duy nhit va chi nhan mot khang nguyén. Céc khang thé don dong
thuong duoc tao ra bang cach dung hop té bao B san xuat khang thé thuong ton
tai trong thoi gian ngén v6i mot té bao phat trién nhanh, chang han nhu té bao
ung thu (d6i khi duoc goi 1a t& bao "bit ti"). Té bao lai tao thanh, hoic
hybridoma, phat trién nhanh chéng, tao ra dong vo tinh tao ra s6 lugng 16n
khang thé. Theo muc dich cua sang ché, "khang thé don dong" cling duoc hiéu
1a bao gdm céc khang thé duoc tao ra bsi dong vo tinh me chua dat dén tinh don
dong hoan toan.

Thuét ngit "cac CDR" dung dé chi ving siéu bién ctia khéng thé. Thuét ngft
"ving siéu bién", "HVR", hodc "HV", dung dé chi cac ving cta mién bién dbi

khang thé siéu bién theo trinh tu va/hodc tao thanh cac vong duge xéac dinh theo
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cAu trac. N6i chung, khang thé bao gom séu ving siéu bién; ba ving trong VH
(H1, H2, H3), va ba vung trong VL (L1, L2, L3). Mot s6 mo ta ving siéu bién
dang dugc st dung va duoc dé cap ¢ ddy. Cac ving xac dinh b thé Kabat dua
trén tinh bién déi trinh tw va duoc st dung phd bién nhat (Kabat et al.,
Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Service,
National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991)).

Cac chir cai "HC" va "LC" dung trude thuat nglt "CDR" lan luot dé cap
dén CDR ctia chudi ning va chudi nhe, Thay vao d6, Chothia dé& cép dén vi tri
clia cac vong cau tric (Chothia and Lesk J. Mol. Biol.196:901-917 (1987)). Céc
vung siéu bién AbM dai dién cho su thoa hiép gitra cdc CDR Kabat va cac vong
cAu trac Chothia, va dugc sit dung phdn mém mé hinh hoéa khang thé AbM cia
Oxford Molecular. Cac ving siéu bién "tiép xuc" dua trén su phan tich cac cdu
trac tinh thé phic tap c6 san.

Thuét ngir "danh sb gbc mién bién d6i nhu trong Kabat" hodc "danh sé vi
tri axit amin nhu trong Kabat," va cac bién thé cla ching, de cap dén hé théng
danh s duoc st dung cho mién bién ddi chudi nang hoac mién bién dbi chudi
nhe cua su bién dich cua cac khang thé trong Kabat et al., Sequences of Proteins
of Immunological Interest, Sth Ed. Public Health Service, National Institutes of
Health, Bethesda, MD (1991).

"Khéang thé tuong duong vé mit chiic nang" duoc hiéu trong pham vi cua
sang ché 1a dé chi khang thé vé co ban c6 chung it nhat mét dic tinh chirc ning
chinh véi khang thé, vi du céc dic tinh chirc nang duoc md ta ¢ day bao gém,
nhung khéng chi giéi han &: tinh dic hiéu lién két véi protein IL-18 tu do. Cac
khang thé c6 thé thudc 16p bat ky nhu IgG, IgM, IgA hay, v.v.. hoic phan 16p
bt ky nhu IgG1, 1gG2a, v.v.. va cac phan 16p khic duge md ta & ddy hodc da
biét trong linh vuc nay, nhung dic biét 1a 16p IgG4. Hon nita, cac khang thé c6
thé duogc tao ra bang phuong phéap bat ky, chang han nhu hién thi phage, hoic
duoc tao ra trong sinh vat hoac dong té bao bat ky, bao gém vi khuén, con trung,

dong vat cé va hodc céc loai té bao hodc dong té bao khéc tao ra khang thé véi
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céc dic diém mong mudn, ching han nhu khang thé duoc lam tuong thich véi
nguoi. Cac khang thé cling c6 thé dugc hinh thanh bang cach két hop mét phan
Fab va mdt vung Fc tir cac loai khéc nhau.

Cac doan hoac chét tuong tu cua cac khang thé ¢ thé duoc chuan bi sdn
sang boi ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc nay theo cac hudng dan
clia md ta ndy. Pau amino- va carboxy- cia manh hodc thé trong ddng xuét hién
gan ving bién ctia viing chirc nang dugc uu tién. Céc mién ciu tric va chiic
nang co thé duoc xac dinh béng cach so sanh dit liéu trinh tu nucleotit va/hoac
axit amin v6i co s& dit liéu trinh tu cong khai hoac doc quyén. Tét hon 13, cac
phuong phép so sanh dugc dién toan hoéa dugce sir dung dé xac dinh cac motif
trinh tu hoac céc mién ciu tric protein dugc du doan xdy ra trong cac protein
khac c6 cu trac va/hodc chic ning di biét. Pugc biét cac phuong phap xac
dinh trinh tu protein gip thanh chu tric ba chiéu di biét, Bowie et al. Science
253: 164 (1991).

Thuat ngft "khang thé ctia nguoi" bao gdm tt ca cac khang thé c6 mot hodc
nhiéu ving khéng ddi va bién d6i c6 ngudn gbe tir trinh tu globulin mién dich
ctia nguoi. Theo mot phuong an duoc uu tién, tat ca cac mién khong dbi va bién
dbi déu c6 ngudn gbe tir trinh tu globulin mién dich clia nguoi (khéng thé hoan
toan cua nguoi). Nhitng khang thé nay c6 thé duoc chuén bi trong nhiéu loai té
bao chti nhu t& bao nhan so, vi du, E. coli. Theo mét phuong an khac, té bao chu
12 té bao nhan thuc, vi du, té bao nguyeén sinh, té bao dong vat, té bao thuc vit,
hosc t& bao ndm. Theo mdt phuong an, t& bao chu 1a té bao dong vat c6 v bao
odm, nhung khong chi giéi han &, CHOCOS, NS0, SP2, PER.C6, hoc té bao
nam, chéng han nhu Saccharomyces cerevisiae, hoac té bao coén trung, chéng
han nhu Sf9. Theo mét phuong 4n khac, céc té bao san xuit khang thé ctia nguoi
c¢6 thé duoc nudi cdy trong 16 phan tmg sinh hoc hodc cho cay trong trong cac
ngo6i nha va cénh dong xanh (xem, vi du, trong: Riechmann L, et al (1988).
Nature 332 (6162): 332-323; Queen C, et al. (Dec 1989). Proc Natl Acad Sci U
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S A. 86 (24): 10029-33; Kashmiri SV, et al. (May 2005).. Methods 36 (1): 25-34;
Hou S, et al. (July 2008).. J Biochem 144 (1): 115-20).

"Bénh nhan" hodc "ddi tuong" cho cac muyc dich cua sang ché duogc st
dung thay thé cho nhau va c6 nghia 1a bao gbm ca ngudi va cac dong vat khac,
dic biét 1a dong vat c6 vu, va céc sinh vat khac. Vi vay, cdc phuong phap co6 thé
str dung cho ca cac ung dung thi y va liéu phap nguoi. Trong phuong an dugc
uu tién, bénh nhan hodc d6i tuong 1a dong vat ¢ vi, va trong phuong an dugc
wru tién nhit, bénh nhan hodc ddi tugng 1a nguoi.

Cac cum tu "ché phém duoc phém" va "ché phém diéu tri" dugc st dung
thay thé cho nhau & ddy theo nghia rong nhat. Ching duoc dung dé chi, theo
muc dich ctua sang ché, lugng hoat chét hitu hiéu vé mat diéu tri, tic 12 IL-18BP
va, tlly ¥, chat mang hodc mot chét pha loang dugc dung.

NG bao gdm céc ché phdm phit hop dé diéu tri chita bénh, diéu khien, céi
thién tinh trang hodc ngan nglra bénh tat hodc r6i loan ¢ ngudi hodc dong vat
khong phai la nguoi. Do d6, n6é bao gdm cac ché phdm duoc dé st dung trong
linh vuc y hoc cho ngudi hodc thu y. "Ché phém diéu tri" nhu vay duoc dic
trung & chd n6 bao gbm it nhat mot hop chét IL-18BP hodc mudi sinh 1y chép
nhan dugc cla ching, va tuy chon la chét mang hodc ta duoc, theo do mubi va
chét mang va ta dugc dugce sinh vat dich dung nap dugc diéu tri v6i no.

"Luong hiéu qua vé mit didu tri" dé cép dén lugng cung cap hiéu qua didu
tri cho mdt tinh trang va ché do su dung nhét dinh. Cu thé, "luong hiéu qua vé
mit diéu tri" c¢6 nghia la lugng c6 hiéu qua dé ngéan chan, dao nguoc, giam nhe
hodc cai thién céac triéu ching cta bénh hodc kéo dai thoi gian sdng s6t cua ddi
tuong duoc diéu tri, c6 thé 1a nguoi hozc dong vat khong phai 14 nguoi. Viée xac
dinh luong hi€u qua vé mat diéu tri nim trong k¥ ning clia ngudi ¢ k¥ ning
trong linh vuc nay. Cu thé, trong truong hop hién tai, "luong c6 hi¢u qua diéu tri
hodc phong bénh" 1a lugng protein hodc peptit, protein dot bién, dan xuat chiic
nang, phﬁn nho, dan xuét hoan vi vong, protein dung hop, déng phan hodc mubi

clia n6, va hop chat hodc ché pham duoc, khi ding cho ngudi hodc dong vat, s€
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din dén hiéu qua diéu tri hoac phong bénh & nguoi hodc dong vat néu trén.
Luong c¢6 hiéu qua dugc xac dinh dé dang bdi ngudi ¢6 k¥ nang trong linh vuc
ndy theo cdc thi tuc thong thuong. Luong hoac lidu luong hiéu qua vé mat didu
tri ctia hop chét theo séng ché nay c6 thé thay dbi trong céc gidi han rong va co
thé duogc xac dinh theo cach da biét trong linh vuc lién quan. Liéu luong co thé
thay dbi trong gidi han rong va, tat nhién, s& phai dugc diéu chinh theo yéu cau
riéng trong tung truong hop cu thé.

Thuéat ngit st dung "qua niém mac" dé cap dén cac duong st dung khac
nhau, trong d6 hop chat dugc hép thu bdi niém mac cta bd phan bat ky cua co
thé. Str dung qua niém mac bao gb6m, nhung khong chi gi6i han ¢, qua niém mac
mii, duong miéng, qua niém mac miéng, ndi khi quan, duong trong ndo, trong
truc trang, trong am dao, dudi ludi, trong phé quan, trong phdi va qua da.

DPinh nghia "dugc dung" c¢6 nghia la bao gdm chit mang, ta duoc, chit pha
lodng hoac ta duogc long bat ky, khong anh hudng dén hiéu qua cta hoat tinh
sinh hoc ctia hoat chat va khong gay doc cho vat chii ma n6 dugce st dung.

Thuit ngtt "protein dung hop" dung dé chi polypeptit bao gdém IL-18BP,
hodc IL-18BP cua virut, hodc protein dot bién hodc mot doan cta nd, duge dung
hop véi protein khac, vi du, c6 thoi gian cu tri kéo dai trong dich co thé. Do do,
IL-18BP hodc IL-18BP cua virut cé thé duoc dung hop véi protein khac,
polypeptit hodc loai tuong tu, vi du, globulin mién dich hoic mdt doan cua nd.

Céc ddng phan, protein dot bién, protein dung hop hodc cac dan xuat chirc
nang ndy gitt nguyén hoat tinh sinh hoc cua IL-18 BP, dac biét 1a lién két véi IL-
18, va tét nhat 1a c6 it nhét hoat tinh tuong tu IL-18BP. Ly tudng nhat 1a nhimg
protein nhu vy c6 hoat tinh sinh hoc tham chi con tang 1én so voi IL-18BP
khong stra ddi. Cac phan doan hoat tinh duoc uu tién c6 hoat tinh tot hon hoat
tinh cua IL-18BP, hodc cb cac uu diém hon nita, nhu do 6n dinh tét hon hodc
doc tinh hodc tinh sinh midn dich thip hon, hodc chiing d& dang dwoc san xuat

véi so luong 16n, hodc de tinh ché hon.
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Thuét ngit "protein lién két interleukin-18" ciing bao gdm protein dot bién
IL-18BP, dan xuét chirc nang, phan doan, peptit c6 hoat tinh sinh hoc, dan Xuat
hoan vi vong, protein dung hop, ddng phan vi va mubi cta né.

Nhu duoc st dung & day, thuit ngit "protein dot bién" ding dé chi cac chat
tuong tu cua IL-18BP, hodc cac chét tuong tu cia mdt IL-18BP cua virut, trong
do6 mot hoac nhiéu géc axit amin cua IL-18BP tu nhién hoac IL-18BP cua virut
duoc thay thé béng cac géc axit amin khac nhau, hoac bi loai bd, hoac mdot hoac
nhiéu géc axit amin dugc thém vao trinh tu tu nhién cua IL-18BP, hoac IL-18BP
clia virut, ma khong 1am thay d6i dang ké hoat tinh cta céc san pham tao thanh
so voi IL-18BP kiéu dai hodc IL-18BP cua virut. Cac protein dot bién nay duoc
chuén bj bang k¥ thuét tong hop da biét va/hoic k¥ thuat gay dot bién hudng vi
tri, k¥ thuét gdy dot bién thong luong cao, k¥ thuat x4o tron ADN, k¥ thuat tién
héa protein, hoic k§ thuat bat ky khac da biét phu hop.

Tt nhét 13 protein dot bién bit ky nhu vay déu co trinh tu axit amin du
gidng hét véi IL-18BP, hodc du gidng hét v6i IL-18BP cua virut, chang han nhu
co hoat tinh tuong tu vé co ban v6i IL-18BP. Mot hoat tinh cua IL-18BP 1a kha
nang lién két IL-18 cta nd. Mién 1a protein dot bién c6 hoat tinh lién két dang ké
voi IL-18, nd c6 thé duoc st dung dé tinh ché 1L-18, chzlmg han nhu bf?mg
phuong phap sic ky 4i luc, va do d6 c6 thé duoc coi 1a ¢6 hoat tinh twong tu vé
co ban véi IL-18BP. Do d4, c6 thé x4c dinh xem protein dot bién nhét dinh bAt
ky vé co ban c6 céc hoat tinh twong tw nhu IL-18BP hay khong bang thir nghiém
thudng quy bao gdm viée tao ra mot protein dot bién nhu vay, vi du déi véi mot
xét nghiém canh tranh kiéu banh kep don gian dé xac dinh xem né c6 né lién két
v6i IL-18 duoc danh déu thich hop hay khéng, ching han nhu xét nghiém mién
dich phéng xa hoac xét nghiém ELISA.

Céc protein dot bién cua polypeptit IL-18BP hoic cac protein dot bién cua
IL-18BP cua virut c6 thé duoc st dung theo sang ché, hodc do d6 ma héa axit
nucleic, bao gdm mot tap hop hitu han céc trinh tu tuong tng vé co ban 1a cac

peptit hodc polynucleotit thay thé c6 thé thu duoc thuong xuyén bang mét hiéu
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biét trung binh trong linh vuc nay ma khéng can thtr nghiém qua muc, dua trén
nhiing chi din va huéng dan dugce trinh bay & day.

Céc thay dbi dugc uu tién dbi véi cac protein dot bién theo sang ché duogc
goi 14 cac thay thé "bao toan". Nhing su thay thé axit amin bao toan cia
polypeptit IL-18BP hodc protein hodc IL-18BP cua virut, ¢co thé bao gdm céc
axit amin dong nghia trong mdt nhém co céc dic tinh hoa ly tuong tu du dé thay
thé gitta cac thanh vién clia nhém s& bao toan chiic nang sinh hoc cta phan t
(Grantham, 1974). R rang la viéc chén va x6a bo axit amin cling co thé duoc
thuc hién theo trinh tu dugc xac dinh ¢ trén ma khong lam thay ddi chic nang
cua chung, dac biét 1a néu viéc chén hoic x6a bo chi lién quan dén mot vai axit
amin, vi du, dudi ba muoi, va tdt nhat 13 dudi muoi, va khong loai bo hodc thay
thé céc axit amin quan trong ddi vdi cau triic chic ning, vi du, cac gbe cystein.
Protein va protein dot bién duoc tao ra bang cach x6a bd va/hodc chén nhu vay
ciing thudc pham vi cia sang ché.

"Cac dan xuét chirc nang" nhu dugc st dung & diy bao gdm céc dan xuat
ctia cac IL-18BP hodc IL-18BP cua virut, va protein dot bién va protein dung
hop cua ching, ¢ thé duge diéu ché tir cic nhém chirc ning xut hién dudi
dang chudi phu trén céc gbc hodc cic nhém dau N- hodc C-, bang cac phuong
phap di biét trong linh vuc nay, va duge dua vao sang ché mién 1a ching van
con dugce dung, tic 1a ching khong vo hiéu hoa hoat tinh cua protein ma vé co
ban tuong tu vGi hoat tinh ctia IL-18BP, hodc IL-18BP cua virut, va khong tao
ra cac dac tinh doc hai cho cac ché phém chtra no.

Vi du, cac dan xuét nay c6 thé bao gdm céc chudi phu polyetylen glycol, c6
thé lam 4n cac vi tri khang nguyén va lam tang su Iuu tra cua IL-18BP hogc IL-
18BP ctia virut trong dich co thé. Cac din xuat khac bao gdm cic este béo clia
cac nhom carboxyl, cac amit cua cac nhom carboxyl bang phan tmg véi amoniac
hodc v6i cac amin bac mot hoac bac hai, céac dan xuét N-acyl cua cac nhom
amin tu do cua gdc axit amin dugc tao thanh véi céc gbe acyl (vi dy, alkanol

hodc cac nhom aroyl cacbocyclic) hodc cac dan xuat O-acyl cua cdc nhom
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hydroxyl tu do (vi du, cac gdc seryl hodc threonyl) duoc tao thanh véi cac gbe
acyl.

La "manh chtrc nang" ctua IL-18BP, hodc IL-18BP cua virut, protein dot
bién va protein dung hop, sang ché dé cap dén doan hoic tién chit bat ky cta
chudi polypeptit ctia phan tir protein IL-18BP don 1é hodc cling v6i cdc phéan tir
hoac géc lién quan lién két v6i né, vi du, cac géc duong hoac phosphat, hoac tap
hop ctia phén tir protein hodc cic gdc dudng ciia chinh ching, mién 1a phan
doan nay c6 hoat tinh vé co ban tuong tu nhu IL-18BP.

Thuét ngit "mudi" & day dung dé chi ca mudi cia nhém carboxyl va mudi
cong axit cia nhém amin cua phan tu IL-18BP hodc cac chét tuong tu cla
ching. Cac mubi ctia nhém carboxyl ¢6 thé duge tao thanh bing cac phuong
phép da biét trong linh vuc nay va bao gdm cac mudi vé co, vi du, mubi natri,
canxi, amoni, cdc mudi sit hodc kém, va cadc mudi tuong tu, va cac mudi véi
bazo hitu co duogc tao thanh, vi du, vo1 amin, chéng han nhu triethanolamin,
arginin hodc lysin, piperidin, procain va cac loai tuong tu. Céc mudi cdng axit
bao gém, vi du, mudi véi axit khoang, chéng han nhu, vi du, axit clohydric hoac
axit sulfuric va mudi véi axit hiru co, chéng han nhu axit axetic hoac axit oxalic.
T4t nhién, mudi bt ky nhu vay phai giit duoc hoat tinh sinh hoc ctia IL-18BP,
vi du, kha nang lién két TL-18.

"Pdng phan" cta IL-18BP 14 cac protein ¢6 kha ning lién két IL-18 hodc
doan cua ching, c6 thé duoc tao ra béng cach nbi thay thé.

Thuét ngit "cac dan xuat hoan vi vong" nhu duge st dung & day dé cap dén
phan t&r mach thing ma dau cubi di dugc nbi v6i nhau, truc tiép hodc théng qua
trinh tu lién két, dé tao ra phan tr tron, va sau d6 phan tir tron duge mé & mot vi
tr{ khéc dé tao ra phan tr mach thing méi véi diém cudi khac vé6i diém cudi
trong phan tir ban dau. Hoan vi vong bao gdbm nhiing phan tir ¢6 cdu truc tuong
duong v6i phan tir da dugc tao vong va sau dé6 mé ra. Do do, mét phan tir hoan

vi vong c6 thé duoc tong hop de novo nhu mét phan tir mach thang va khong
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bao gid trai qua bude tao vong va mo. Viée chuin bi cac din xuét hoan vi vong
duoc mo ta trong W095/27732.

Cum tir "muc IL-18 tu do bat thudng" chi mic IL-18 ting hodc giam so voi
gia tri dugc phét hién trong dich co thé cua déi tugng ddi ching khée manh. Pic
biét, cac muc bat thudng nay cé nghia 1a gia tri IL-18 ting 1én. Pic biét, mic
IL-18 tu do bat thuong trong dich co thé vuot qua mic trong dich co thé cua
mot dbi tuong ddi ching khoe manh 1a 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%,
70%, 80%, 90%, 100%, hoic hon 100%. Theo mdt sé phuong 4n nhét dinh cta
sang ché, gia tri tham chiéu hodc ddi chimg 14 gia tri co ban binh thuong, khéng
bénh ly dbi véi IL-18 tir do duge x4c dinh & bénh nhan duogc diéu tri.

Cum tir "ty 1é bat thuong cua IL-18 tu do/IL-18BP" dé cép dén ty 18 IL-18
trén IL-18BP ting so v&i cac gia tri dugc tim thiy trong dich co thé cua ddi
tuong déi ching khoe manh. Pac biét, ty 1€ bét thuong cua IL-18 tu do so véi
IL-18BP trong dich co thé vuot qua ty 18 trong dich co thé cia dbi tuong dbi
chung khdée manh la 1%, 2,5%, 5%, 10%, 20%, 30%, 40 %, 50%, 60%,
70%.,80%, 90%, 100%, hoic hon 100%. Theo mdt sé phuong 4n nhét dinh cua
sang ché, gia tri tham chiéu hosc di chimg 14 gid tri co ban binh thuong, khong
bénh ly dbi véi IL-18 tu do duoc xac dinh & bénh nhan duoc diéu tri.

Céc cum tur "lam cam gen" va "lam cam gen sau phién ma" c6 nghia la su
diéu hoa tc ché biéu hién gen bang co ché khac véi co ché cai bién gen. Qua
trinh 1am cim xay ra boi su trung hoa mARN & cip d6 sau phién mé, trong do
qué trinh dich ma mARN bi ngén can dé tao thanh san phém gen hoat dong,
trong hau hét cac truong hop thuong 1a mét protein.

Thuat ngit "khuynh hudng" c6 nghia 1a tinh nhay cam ting cia mot doi
tuong ddi véi viee phat trién mot can bénh cu thé. Trong trudong hop hién tai,
mot doi tuong dugc phan loai la dé méic bénh néu chéng han muc IL-18 tang cao
xudt hién trong phdi, huyét thanh, dom, dich ria phé quan-phé nang (BALF)

hodc tuan hoan.
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Cac cum tir “kh6i”, “do khéi thude”, “khéi thude 14” hoge “khéi thube 14
gdy ra” dé cap dén khéi thudc 1a.

"Pai thuc bao phé nang" la mét loai phu cua dai thuc bao dugc tim théy
trong phé nang phdi. Chiing thuong chira cdc hat vat chét ngoai sinh ma ching
tiép nhan tir cac bé mat hé hdp. Nhiing hat den nhu vy dic biét phd bién &
nhiing nguoi tiép xuc 14u v6i bui min, hat min, vi du nhu nhitng nguoi hat thude
hodc cu dén thanh phé lau nam.

"D4p tmg xytokin Th2" qua trung gian véi IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10,
IL-13 va/hodc IL-17A, dac biét IL-4 va/hoac IL-8 va/hoac IL-17A, trong khi
"d4p tmg xytokin Th1" dugc trung gian boi interferon-gamma (IFN-y), IL-2, va
yéu t hoai tir khéi u alpha (TNF-a).

Cum tlr "méAt can bang IL-18/IL-18 BP" lién quan dén su rdi loan diéu hoa
tuong tac 1an nhau cia IL-18 va IL-18 BP, cubi cing dan dén mirc IL-18 khong
lién két tang cao.

"Bénh" 1a tinh trang stc khoe ctua dong vt trong d6 dong vat khong thé
duy tri c4n bang ndi mdi, va trong d6 néu bénh khong duogc cai thién thi sic
khée cua dong vat tiép tuc x4u di. Nguoc lai, "rbi loan" & dong vat la tinh trang
strc khoe ma dong vat c6 thé duy tri cAn bang ndi moi, nhung trong d6 tinh trang
sttc khoe cua dong vat kém thuan lgi hon so véi khi khong cé rdi loan. Néu
khong duogc diéu tri, chung roi loan khong nhét thiét khién tinh trang suc khoe
cua dong vat giam thém.

Bénh hoac r6i loan dugc "giam nhe" néu muac do nghiém trong cua tri€u
ching cua bénh hoac roi loan, tan suAt ma mot dbi tuong hoac ca hai gdp phai
triéu chimg d6 déu giam.

Céc thuat ngit "r6i loan diéu tiét” hoac "r8i loan diéu hoa”, nhu duge st
dung & day, d& cap dén su suy giam trong qué trinh sinh hoc, do d6 c6 thé dan
dén di chimg sinh 1y cé hai hoic biéu hién bat thuong cla gen, axit nucleic,
protein, peptit, hodc phan tr sinh hoc khac. Trong truong hop su biéu hién cta

gen, axit nucleic, protein, peptit, hodc phan tir sinh hoc khéac bi roi loan diéu tiét,
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thi gen, axit nucleic, protein, peptit, hodc phén tir sinh hoc khac duoc biéu hién,
xt 1y, hodc duy tri & cac mic nam ngoai nhitng gi duge coi 1a pham vi binh
thuong cua gen, axit nucleic, protein, peptit, hodc phan tir sinh hoc khac dé nhu
duoc x4c dinh boi nghé nhan c6 tay nghé cao. Réi loan diéu hoa cua gen, axit
nucleic, protein, peptit, hodc phén tir sinh hoc khéc & dong vat co6 vi co thé duoc
xac dinh b.%mg cach do murc d6 cta gen, axit nucleic, protein, peptit, hodac phan
ttr sinh hoc khac & dong vat cé va va so sanh mtrc do duge & dong vat cd va do
v6i mire do duge trong mot quén thé phu hop da biét khong bi réi loan diéu hoa
gen d6, axit nucleic, protein, peptit, hodc phan tir sinh hoc khac bi roi loan diéu
tiét. Ngoai ra, mic nay co thé dugc so sanh véi muic duge do & cung mot ca thé
tai mot thoi diém khac nhau.

Cac thuat nglr "bénh tim" hay "bénh tim mach" dugc sir dung ¢ day bao
gém cac bénh va céc rdi loan anh huong dén co tim hodc mach mau cia tim va
co thé. Bénh tim ¢6 thé din dén suy tim va cudi cliing 1a mdt trong nhiing nguyén
nhan gly tir vong thudng xuyén nhat trong céc x4 hoi cong nghiép. Vi du vé cac
bénh tim do mét can bang IL-18/IL-18 BP bao gdm, nhung khong chi gidi han &
bénh tim tac nghén, r6i loan tiéu huyét khdi, bénh co tim do rugu, sa van dong
mach chu, hep van dong mach chu, loan nhip tim, sbc tim, bénh tim bam sinh,
bénh co tim gian, nhdi mau co tim, suy tim, khdi u tim, hep van tim dong mach
phéi, bénh co tim phi dai, bénh co tim v6 cén, bénh tim thiéu mau cuc bd, bénh
co tim thiéu mau cuc bd, hd van hai 14, sa van hai 14, bénh co tim sau sinh, dau
thét nguc 6n dinh.

Thuit ngft "bénh tiéu dudng typ 2" duoc sir dung & ddy 1a dang bénh tiéu
duong phé bién nhét. Bénh hodc tinh trang rdi loan nay cé dic diém 1a co thé
khéng hodc chi san xuét khong du enzym insulin hozc cac té bao c6 khiém
khuyét trong phan mg véi insulin. Nhiing khiém khuyét nhu vay duoc cho 13 ¢6
lién quan dén thu thé insulin.

Nhu duoc st dung & day, thuat ngit "ndi sinh" dé cap dén vat liéu bat ky tur

hodc duoc san xuét bén trong sinh vat, té bao, md hodc hé théng. Thuat ngtr
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"ngoai sinh" de cap dén vat liéu bat ky tir hoac dugc san xuét bén ngoai sinh vét,
té bao, mé hodc hé théng.

Thuat ng "biéu hién" nhu duoc st dung & day dugc dinh nghia la su phién
ma va/hoac dich ma cua trinh tu nucleotit cu thé do trinh tu khéi dong cua nd
didu khién. Thuat nglt "vecto biéu hién" nhu duoc st dung & day dé cap dén
vecto chira trinh ty axit nucleic m& héa cho it nhit mét phan ciia san pham gen
c6 kha nang dugc phién ma. Trong mot s6 truong hop, phan tr ARN sau d6
duoc dich ma thanh protein, polypeptit, hodc peptit. Trong cac truong hop khac,
c4c trinh tu nay khéng dugc dich ma, vi du, trong viéc san Xuét phan t& dbi
nghia, siARN, ribozym, va nhiing phén tr tvong tu. Cac vecto biéu hién c6 thé
chtra nhiéu trinh tu diéu khién, lién quan dén trinh tu axit nucleic can thiét cho
viéc phién ma va co thé 12 ban dich cta trinh tu ma héa duoc lién két hoat dong
trong sinh vat chii cu thé. Ngoai trinh tur diéu khién chi phdi su phién ma va dich
ma, vecto va vecto biéu hién c6 thé chra trinh tu axit nucleic cling phuc vu cac
chic nang khéc. Vecto biéu hién theo sang ché c6 thé duge sir dung trong liéu
phép gen dé diéu tri bénh hodc rdi loan nhu duoc md ta & day. Pic biét, vecto
biéu hién néu trén 1a vecto virut. Cac virut c6 thé duoc str dung nhu cong cu tién
dé cung cép vecto biéu hién duoc chon tir nhém retrovirut, adenovirut,
lentivirut, virut herpes simplex, virut vaccinia, virut pox, va virut lién quan dén

adeno.

14
n <

Céc thuat nglt "tc ché", “trung hoa” hoac “phong bé&” nhu dugc sir dung &
day, phai dugc hiéu 1a cac tir dong nghia c6 nghia 1a giam phan t, phan tng,
tuong tac, biéu hién gen, mARN, va/hodc biéu hién cta protein, tinh on dinh,
chte nang hodc hoat déng ctia mét sé luong c6 thé do ludong hoidc dé ngin chin
hoan toan. Chét trc ché 13 cac hop chét, vi dy, lién két voi, ngan chan mat phﬁn
hodc toan bd, lam giam, ngan chan, tri hoan sy kich hoat, bét hoat, giai man
cam, hoac diéu hoa giam protein, gen, va do on dinh cia mARN, biéu hién, chic

nang va hoat dong, vi du, chét dbi khang.
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Thuat ngit "vecto biéu hién dbi nghia” dung dé chi vecto biéu hién, ma hoa
ARN soi1 don hodc soi kép bd sung cho soi ARN thong tin (mARN) va trc ché su
dich ma cia mARN d6 thanh axit amin. Thuat ngit ARN dbi nghia bao gém
asARN, siARN, shARN, microARN.

Thuét nglt "liéu phap gen” nhu dugc st dung & dady cé nghia la viée st
dung ADN, vi du vecto biéu hién, nhu mdt tic nhan dugc dé diéu tri bénh nhu
duoc mo ta & day.

MO ta vin tat cac hinh vé

Fig. 1: So sanh IL-18 tur do va tong s6 & timg bénh nhan nhi&m trung huyét.
Dua theo Novick et al 2001. Mtrc IL-18 tu do (vong tron kin) trong huyét thanh
ctia bénh nhan nhiém trung huyét khi nhap vién dugc tinh dua trén muc IL-18
téng s6 (vong tron m&) va IL-18BPa, c6 tinh dén phirc hop 1:1 cta IL-18 va IL-
18BPa va KD 1y thuyét 1a 400 pM. Mbi dudng doc lién két IL-18 tu do va tong
s6 trong m6t mau huyét thanh riéng 1é. Cac xét nghiém ELISA trén duoc thuc
hién véi cap khang thé dugc phat trién boi Taniguchi va cong su 1997 1, cu thé
1a cac khéng thé 125-2H 1a khang thé chinh/bét giit va 159-12B 1a khang thé thi
cap/dang phat trién.

Fig. 2: Phét hién IL-18 tong sb v6i cac khang thé 125-2H va 159-12B. Dit
liéu chi ra ring ca hai khang thé déu dinh luong IL-18 tong s6.

Fig. 3: Chuan d 400pg/ml IL-18 12 ham ctia muc IL-18BP.

Fig. 4: Cam ung IL-18 cua chudt trong khong gian duong tho phdi vao
ngdy thir 5 sau khi 1) tiép xtc véi khong khi, 2) khéi thude 14 (TS), 3) p[I:C]
don 1&, 4) p[L:C] két hop véi khéi thude 14 vao ngay tha 4 (khéi phat dot cap).
Puodng chidm cho biét giéi han phat hién duéi. Cac phén tich thong ké duge thuc
hién bang c4ch st dung thir nghiém t khong bat cap.

Fig. 5: Uc ché su x4m nhép toan bd té bao trong khong gian dudng thé &
phdi chudt vao ngay thi 5 sau khi 1) tiép xtc véi khong khi, 2) khéi thude 1a
(TS), 3) p[L:C] don 1&, 4) p[I:C] két hop v&i khoi thudc 14 vao ngay tht 4 (khéi
phat dot cap), 5-7) p[I:C] két hop v6i khéi thude 14 vao ngay thit 4 trong diéu tri
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IL-18BP ¢ muc 1, 3 hoac 10 mg/kg,8) diéu tri dexamethasone & murc 10 mg/kg.
Céac phan tich théng ké duogc thuc hién bang cach su dung thir nghiém t khéng
ghép doi.

Fig. 6: Uc ché su xdm nhép toan bo té bao trong khong gian dudong thd &
phdi chudt vao ngdy thur 5 sau khi 1) tiép xtic v6i khong khi, 2) khéi thude 14
(TS), 3) p[L:C] don 1&, 4) p[I:C] két hop vé6i khéi thude 14 vao ngay thir 4 (khéi
phét dot cap), 5) p[I:C] két hop véi khéi thude 14 vao ngdy tht 4 trong diéu tri
IL-18BP & muc 10 mg/kg, 6) diéu tri dexamethasone & mirc 10 mg/kg. C4c phan
tich théng ké dugc thuc hién bang céch st dung thir nghiém ANOVA (post-test
Sidak’s).

Fig. 7: Uc ché su xam nhap cda bach cau trung tinh boi IL-18BP. Su xam
nhdp cua bach cau trung tinh trong khong gian duong thd & phéi chuét duge
theo doi vao ngay thu 5 sau khi 1) tiép xuc véi khong khi, 2) khoi thude 14 (TS),
3) p[I:C] don 1&, 4) p[I:C] két hop véi khéi thude 14 vao ngdy thi 4 (khéi phat
dot cap), 5-7) p[L:C] két hop vé6i khéi thude 14 vao ngay thi 4 véi vide diéu tri
IL-18BP & muc 1, 3 hodc 10 mg/kg, 8) diéu tri dexamethasone & muc 10 mg/kg.
Céac phan tich théng ké duoc thuc hién bang cach str dung thir nghiém ANOVA
(post-test Sidak’s).

Fig. 8: Uc ché su x4m nhap cda bach cau trung tinh boi IL-18BP. Sy xam
nhdp cua bach ciu trung tinh trong khong gian duong thé & phdi chudt duge
theo d&i vao ngay thir 5 sau khi 1) tiép xtc véi khong khi, 2) khéi thube 14 (TS),
3) p[L:C] don 1¢, 4) p[I:C] két hop vdi khéi thude 14 vao ngay thir 4 (khoi phét
dot cp), 5) p[L:C] két hop v6i khoi thude 1a vao ngay thi 4 véi vide didu tri TL-
18BP & muc 10 mg/kg, 6) diéu tri dexamethasone & mirc 10 mg/kg. Céac phan
tich thdng ké duoc thuc hién bang cach sir dung thir nghiém ANOVA (post-test
Sidak’s).

Fig. 9: Su tc ché duong G-CSF boi IL-18BP. Sy c6 mit cia G-CSF
(pg/ml) dugc theo doi trong khong gian duong thd ¢ phdi chudt bang ELISA
vao ngay tht 5 sau khi 1) tiép xuc véi khong khi, 2) khoi thude 14 (TS), 3) p[I:C]
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don 1&, 4) p[1:C] két hop véi khoi thube 14 vao ngay thi 4 (khoi phat dot cap), 5-
7) p[1:C] két hop véi khéi thude 14 vao ngay tht 4 trong diéu trj IL-18BP & mirc
1, 3 hodc 10 mg/kg, 8) diéu tri dexamethasone & mirc 10 mg/kg. Pudng cham
cho biét giéi han phat hién du6i. Cac phan tich théng ké dugc thuc hién bing
cach stir dung Students t-test.

Fig. 10: Giam céan bang IL-18BP. Su giam can ctia chudt vao ngay thir 5
sau khi 1) tiép xtic v6i khong khi, 2) khéi thube 14 (TS), 3) p[I:C] don 18, 4)
p[1:C] két hop vé6i khoi thude 14 vao ngay thir 4 (khéi phét dot cap), 5) p[I:C] két
hop véi khoéi thudc 14 vao ngay thit 4 trong diéu tri IL-18BP & muc 10 mg/kg, 7)
diéu tri dexamethasone & mutrc 10 mg/kg. Céc phén tich thdng ké duoc thuc hién
bing cach sir dung thir nghiém ANOVA (post-test Sidak’s).

Fig. 11: trinh bay trinh tu axit amin ctia chudi ning bién d6i (VH) va chudi
nhe bién d6i (VK) cta cac khang thé duoc tao ra béi cac dong vo tinh khic
nhau. Céc ving x4c dinh bd thé CDR 1, CDR 2 va CDR 3 dugc x4c dinh bang
cach gach dudi cac trinh tu tuong Ung duoc xac dinh boi hé théng dénh sb
IMGT (Lefranc, M.-P. et al., Nucleic Acids Research, 27, 209-212 (1999)). Tu
trai sang phai, trinh tu gach dudi dau tién trong mdi trinh tw VH va VK duoc
hién thi dai dién cho CDR1, trinh tu gach duéi tht hai dai dién cho CDR 2, trinh
tu gach dudi thir ba dai dién cho CDR 3. Mién bién d6i dugc danh diu bang nét
dam.

CAC TRINH TU

SEQ ID NO 1: IL-18 Epitop 1: Tyr-Phe-Gly-Lys-Leu-Glu-Ser-Lys-Leu-
Ser-Val-Ile-Arg-Asn

SEQ ID NO 2: IL-18 Epitop 2: Phe-Ile-Ile-Ser-Met-Tyr-Lys-Asp-Ser-Gln-
Pro-Arg-Gly-Met-Ala-Val-Thre-Ile-Ser-Val-Lys

SEQ ID NO 3: IL-18 Epitop 3: Glu-Met-Asn-Pro-Pro-Asp-Asn-Ile-Lys-
Asp-Thr-Lys-Ser-Asp-Ile-Ile-Phe

SEQ ID NO 4: IL-18 Epitop 4: Tyr-Phe-Gly-Lys-Leu-Glu-Ser
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SEQ ID NO 5: IL-18 Epitop 5: Tyr-Lys-Asp-Ser-Gln-Pro-Arg-Gly-Met-
Ala

SEQ ID NO 6: IL-18 Epitop 6: Asp-Asn-lle-Lys-Asp-Thr-Lys

SEQ ID NO 7: Protein lién két IL-18 (IL-18BP)

SEQ ID NO: 8: Trinh tu lién két 13 axit amin: Glu-Phe-Gly-Ala-Gly-Leu-
Val-Leu-Gly-Gly-GIn-Phe-Met

SEQ ID NO: 9: Trinh tu VH ctia khang thé 107C6

SEQ ID NO:10: Trinh ty VK cta khang thé 107C6

SEQ ID NO: 11: Trinh tu VH cta khang thé 108F8

SEQ ID NO: 12: Trinh ty VK cuta khang thé 108F8

SEQ ID NO: 13: Trinh tu VH cta khang thé 109A6

SEQ ID NO: 14: Trinh ty VK ctia khéng thé 109A6

SEQ ID NO: 15: Trinh tu VH ctia khang thé 111A6

SEQ ID NO: 16: Trinh tu 1 VK ciia khang thé 111A6

SEQ ID NO: 17: Trinh tu 2 VK ctia khang thé 111A6

SEQ ID NO: 18: Trinh ty VH ciia khang thé 131B4

SEQ ID NO: 19: Trinh tu VK cta khang thé 131B4

SEQ ID NO: 20: Trinh ty 1 VH ctia khang thé 131ES

SEQ ID NO: 21: Trinh tg 2 VH cua khang thé 131E8

SEQ ID NO: 22: Trinh tu VK cta khang thé 131E8

SEQ ID NO: 23: Trinh tu VH ctia khang thé 132H4

SEQ ID NO: 24: Trinh tu VK ctia khang thé 132H4

SEQ ID NO: 25: Trinh tu VH ctia khang thé 133A6

SEQ ID NO: 26: Trinh tu VK ctia khang thé 133A6

SEQ ID NO: 27: Trinh ty CDR1 VH cua khang thé 107C6 : Gly Tyr Thr
Phe Thr Asn Tyr Gly

SEQ ID NO: 28: Trinh tu CDR2 VH cua khang thé 107C6; Ile Asn Thr Tyr
Ser Gly Val Pro
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SEQ ID NO: 29: Trinh ty CDR3 VH cua khang thé 107C6: Ala Arg Glu
Gly Tyr Ser Thr Thr Arg Ser Met Asp Tyr

SEQ ID NO: 30: Trinh tu CDR1 VK cua khang thé 107C6: Gln Ser Leu
Leu Asp Ser Arg Thr Arg Lys Asn Tyr

SEQ ID NO: 31: Trinh tu CDR2 VK cua khang thé 107C6: Trp Ala Ser

SEQ ID NO: 32: Trinh ty CDR3 VK cua khang thé 107C6 : Lys Gln Ser
Tyr Asn Leu Arg Thr

SEQ ID NO: 33: Trinh ty CDR1 VH ctia khang thé 108F8 : Gly Tyr Thr
Phe Thr Asn Tyr Gly

SEQ ID NO: 34: Trinh ty CDR2 VH cua khang thé 108F8 : Tle Asn Thr
Tyr Ser Gly Val Pro

SEQ ID NO: 35: Trinh tv CDR3 VH cua khéang thé 108F8: Ala Arg Glu
Gly Tyr Ser Thr Thr Arg Ser Met Asp Tyr

SEQ ID NO: 36: Trinh ty CDR1 VK cta khang thé 108F8: Gln Ser Leu
Leu Asp Ser Arg Thr Arg Lys Asn Tyr

SEQ ID NO: 37: Trinh ty CDR2 VK cua khang thé 108F8: Trp Ala Ser

SEQ ID NO: 38: Trinh ty CDR3 VK cua khang thé 108F8: Lys Gln Ser
Tyr Asn Leu Arg Thr

SEQ ID NO: 39: Trinh ty CDR1 VH cuta khang thé 109A6: Gly Phe Lys Ile
Lys Asp Thr Tyr

SEQ ID NO: 40: Trinh ty CDR2 VH cua khang thé 109A6: Ile Asp Pro Ala
Asn Gly Asn Thr

SEQ ID NO: 41: Trinh tw CDR3 VH cua khang thé 109A6: Ala Gly Tyr
Val Trp Phe Ala Tyr

SEQ ID NO: 42: Trinh ty CDR1 VK cua khang thé 109A6: Gln Arg Leu
Val His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr

SEQ ID NO: 43:: Trinh tw CDR2 VK cua khéng thé 109A6: Thr Val Ser

SEQ ID NO: 44: Trinh tw CDR3 VK cua khang thé 109A6: Ser Gln Ser
Thr Leu Val Pro Trp Thr
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SEQ ID NO: 45: Trinh ty CDR1 VH cua khang thé 111A6: Gly Phe Lys Ile
Lys Asp Thr Tyr

SEQ ID NO: 46 Trinh ty CDR2 VH cua khang thé 111A6: Ile Asp Pro Ala
Asn Gly Asn Thr

SEQ ID NO: 47: Trinh ty CDR3 VH ctia khang thé 111A6: Ala Gly Tyr
Val Trp Phe Ala Tyr

SEQ ID NO: 48: Trinh tu 1 CDR1 VK cua khéang thé 111A6: Ser Ser Val
Ser Ser Ser Tyr

SEQ ID NO: 49: Trinh tw 1 CDR2 VK cua khang thé 111A6: Ser Thr Ser

SEQ ID NO 50: Trinh tuv 1 CDR3 VK cua khang thé 111A6: Gln Gln Tyr
Ser Gly Tyr Pro Leu Thr

SEQ ID NO: 51: Trinh tu 2 CDR1 VK ciia khang thé 111A6: GIn Arg Leu
Val His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr

SEQ ID NO: 52: Trinh tu 2 CDR2 VK cua khéang thé 111A6: Thr Val Ser

SEQ ID NO: 53: Trinh ty 2 CDR3 VK cua khang thé 111A6: Ser Gln Ser
Thr Leu Val Pro Trp Thr

SEQ ID NO: 54: Trinh ty CDR1 VH cua khang thé 131B4: Gly Phe Lys Ile
Lys Asp Thr Tyr

SEQ ID NO: 55: Trinh ty CDR2 VH cua khang thé 131B4: Ile Asp Pro Ala
Asn Gly Asn Thr

SEQ ID NO: 56: Trinh tv CDR3 VH ctia khéng thé 131B4: Ala Gly Tyr
Val Trp Phe Ala Tyr

SEQ ID NO: 57: Trinh ty CDR1 VK cua khang thé 131B4: Gln Ser Leu
Val His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr

SEQ ID NO: 58: Trinh tw CDR2 VK cua khéang thé 131B4: Lys Val Ser

SEQ ID NO: 59: Trinh tw CDR3 VK cta khang thé 131B4: Ser Gln Ser Ser
Leu Val Pro Trp Thr

SEQ ID NO: 60: Trinh ty 1 CDR1 VH cua khang thé 131E8: Gly Phe Ser
Leu Pro Asn Tyr Gly
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SEQ ID NO: 61: Trinh ty 1 CDR2 VH ciia khang thé 131ES8: Ile Trp Ser
Gly Gly Ser Thr

SEQ ID NO: 62: Trinh ty 1 CDR3 VH cua khang thé 131E8: Ala Arg Asn
Phe Tyr Ser Lys Tyr Asp Tyr Ala Met Asp Tyr

SEQ ID NO: 63: Trinh tu 2 CDR1 VH cta khang thé 131E8: Gly Tyr Thr
Phe Thr Ser Tyr Trp

SEQ ID NO: 64: Trinh ty 2 CDR2 VH cua khang thé 131E8: Ile Asn Pro
Asn Ser Gly Ser Thr

SEQ ID NO: 65: Trinh tw 2 CDR3 VH ctia khang thé 131E8: Ala Arg Leu
Gly Asp Tyr

SEQ ID NO: 66: Trinh ty CDR1 VK cua khéng thé 131E8: Ser Ser Val Ser
Tyr

SEQ ID NO: 67: Trinh tw CDR2 VK ctia khéng thé 131E8: Asp Thr Ser

SEQ ID NO: 68: Trinh tu CDR3 VK cua khang thé 131E8: Phe Gln Gly
Ser Gly Tyr Pro Leu Thr

SEQ ID NO: 69: Trinh ty CDR1 VH ctia khang thé 132H4: Gly Phe Thr
Phe Ser Asn Tyr Ala

SEQ ID NO: 70: Trinh tu CDR2 VH cua khang thé 132H4: Ile Ser Ser Gly
Gly Ala Asn Ile

SEQ ID NO: 71: Trinh tw CDR3 VH cua khéang thé 132H4: Ala Arg Gly
Asp Tyr Phe Asn His Phe Trp Phe Ala Tyr

SEQ ID NO: 72: Trinh tw CDR1 VK cua khang thé 132H4: Gln Ser Ile Val
His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr

SEQ ID NO: 73: Trinh tw CDR2 VK cua khang thé 132H4: Lys Val Ser

SEQ ID NO: 74: Trinh tu CDR3 VK cta khang thé 132H4: Phe GIn Gly
Ser His Val Pro Trp Thr

SEQ ID NO: 75: Trinh tw CDR1 VH ctia khang thé 133A6: Gly Phe Thr
Phe Ser Asn Tyr Ala
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SEQ ID NO: 76: Trinh tw CDR2 VH ctia khang thé 133A6: Ile Ser Ser Gly
Gly Gly Asn lle

SEQ ID NO: 81: Trinh tu ADN VH ctia khang thé 107C6

SEQ ID NO: 82: Trinh tu VH cua khang thé 107C6

SEQ ID NO: 83: Trinh tu ADN VK ctia khang thé 107C6

SEQ ID NO: 84: Trinh tu VK cua khang thé 107C6

SEQ ID NO: 85: Trinh tu VH cua khang thé 108F8

SEQ ID NO: 86: Trinh tu VH cua khang thé 108F8

SEQ ID NO: 87: Trinh tu ADN VK ctia khang thé 108F8

SEQ ID NO: 88: Trinh tu VK cua khang thé 108F8

SEQ ID NO: 89: Trinh tu ADN VH cta khang thé 109A6

SEQ ID NO: 90: Trinh tu VH cta khang thé 109A6

SEQ ID NO: 91: Trinh tr ADN VK cta khang thé 109A6

SEQ ID NO: 92: Trinh tg VK cuta khang thé 109A6

SEQ ID NO: 93: Trinh tu ADN VH ctia khang thé 111A6

SEQ ID NO: 94: Trinh tu VH cta khang thé 111A6

SEQ ID NO: 95: Trinh ty ADN 1 VK cta khang thé 111A6

SEQ ID NO: 96: Trinh tu 1 VK cta khang thé 111A6

SEQ ID NO: 97: Trinh tu ADN 2 VK cua khang thé 111A6

SEQ ID NO: 98: Trinh tu 2 VK ctia khang thé 111A6

SEQ ID NO: 99: Trinh tu ADN 1 VH cta khang thé 131B4

SEQ ID NO: 100: Trinh tu 1 VH cta khang thé 131B4

SEQ ID NO: 101: Trinh tw ADN 2 VH cua khang thé 131B4

SEQ ID NO: 102: Trinh tu 2 VH cta khang thé 131B4

SEQ ID NO: 103: Trinh tu mién bién d6i 2 VH cta khang thé 131B4

SEQ ID NO: 104: Trinh tu 2 CDR1 VH ctia khéng thé 131B4

SEQ ID NO: 105: Trinh tu 2 CDR2 VH ctia khang thé 131B4

SEQ ID NO: 106: Trinh tu 2 CDR3 VH cta khang thé 131B4

SEQ ID NO: 107: Trinh tu ADN 3 VH cua khang thé 131B4
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Trinh tu 3 VH cta khang thé 131B4

Trinh tuy mién bién ddi 3 VH cta khang thé 131B4
Trinh tr 3 CDR1 VH ciia khang thé 131B4

Trinh tu 3 CDR2 VH cta khang thé 131B4

Trinh tu 3 CDR3 VH ctia khang thé 131B4

Trinh tw ADN VK cta khang thé 131B4

Trinh t VK ctia khang thé 131B4

Trinh ty ADN 1 VH cta khéng thé 131E8

Trinh tu 1 VH cta khang thé 131E8

Trinh ty ADN 2 VH cta khang thé 131E8

Trinh tu 2 VH ctia khang thé 131E8

Trinh tu ADN 3 VH cua khang thé 131E8

Trinh tir 3 VH ctia khang thé 131E8

Trinh tuy mién bién d6i 3 VH cua khang thé 131E8
Trinh tu 3 CDR1 VH cua khang thé 131E8

Trinh tu 3 CDR2 VH cua khéng thé 131E8

Trinh tw 3 CDR3 VH cua khang thé 131E8

Trinh ty ADN VK cua khang thé 131E8

Trinh tr VK ctia khang thé 131E8

Trinh tu ADN VH cua khéng thé 131H1

Trinh ty VH cta khang thé 131H1

Trinh ty mién bién d6i VH cua khang thé 131H1
Trinh tw CDR1 VH cua khang thé 131H1

Trinh tu CDR2 VH cua khang thé 131H1

Trinh tu CDR3 VH cua khang thé 131H1

Trinh tu ADN 1 VK cta khang thé 131H1

Trinh tr 1 VK ctia khang thé 131H1

Trinh ty mién bién déi 1 VK ctia khéng thé 131H1
Trinh tr 1 CDR1 VK cua khang thé 131H1
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SEQ ID NO: 137: Trinh tu 1 CDR2 VK ctia khang thé 131H1

SEQ ID NO: 138: Trinh tu 1 CDR3 VK cua khang thé 131H1

SEQ ID NO: 139: Trinh tu ADN 2 VK cua khang thé 131H1

SEQ ID NO: 140: Trinh tuy 2 VK cia khang thé 131H1

SEQ ID NO: 141: Trinh ty mién bién d6i 2 VK cta khang thé 131H1

SEQ ID NO: 142: Trinh ty 2 CDR1 VK cua khang thé 131H1

SEQ ID NO: 143: Trinh ty 2 CDR2 VK ciia khang thé 131H]1

SEQ ID NO: 144: Trinh tu 2 CDR3 VK cua khang thé 131H1

SEQ ID NO: 145: Trinh tw ADN VH cua khang thé 132H4

SEQ ID NO: 146: Trinh tu VH ctia khang thé 132H4

SEQ ID NO: 147: Trinh ty ADN VK ciia khang thé 132H4

SEQ ID NO: 148: Trinh tu VK ciia khéng thé 132H4

SEQ ID NO: 149: Trinh tu ADN VH ctia khang thé 133A6

SEQ ID NO: 150: Trinh ty VH cta khang thé 133A6

SEQ ID NO: 151: Trinh ty ADN VK ciia khang thé 133A6

SEQ ID NO: 152: Trinh tu VK ctia khéng thé 133A6
Vi du thue hién sang ché
A. Phat hién IL-18 tu do so v6i phtic hop IL-18/IL-18BP
1. Phat hién chung IL-18 ¢ bénh nhan

DPinh lugng IL-18 cta nguoi & bénh nhan dugc thuc hién véi xét nghiém
ELISA phat hién IL-18 téng s6 (ca dang IL-18BP tu do va phtc hop). ELISA
bao gom cac khang thé ¢ san trén thi truong (xem Bang 8 bén dudi). Hau hét
céc xét nghiém ELISA phé bién dugc thuc hién véi cap khang thé khang-TL-18
duoc phat trién boi Taniguchi va céng sy 1997 va dugc ban bdi cdc nha cung
cip khac nhau, cu thé 1a khang thé chudt don dong 125-2H 1a khang thé
chinh/bét gift va chudt don dong 159-12B 1a khang thé tht cap/dang phét trién.
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Bang 8: Cac 4n pham khoa hoc bao cdo dinh lugng IL-18 & bénh nhan

Tai liéu tham khao

Xét nghiém, bénh

Céc khang thé va nguon

thuong mai
Wong CK et al 2000 | Cac muc IL-18 valL-| 1. Kit ELISA IL-18 cua
12 trong huyét tuong, | ngudi, tt MBL, #7620
Lupus Erythematosus | » w4 g[ISA TL-12 ¢ ngudi,
he thong tr R&D Systems, #DP400
Park MC et al 2004 Muc IL-18 trong | Kit ELISA IL-18 cua nguoi,
huyét thanh, Lupus|tr R&D Systems giong nhu
Erythematosus hé | MBL kit #7620
théng
Novick D etal 2001 | IL-18 va IL-18BP| 1. Hai khéng thé IL-18 cua
trong huyét thanh, | ngudi tr R&D  Systems
Nhiém trung huyét | (chudt don dong dugc danh
d4u biotin khi bét gitr # N/A
va thé da dong dugc ruthenyl
hoéa khi phat hién # N/A)
2. Hai khang thé IL-18BP
dugc  phat trién  boi
Interpharm and Serono ma
khéng co san trén thi truong,
dong vo6 tinh MAb No.
582.10 lam khang thé bét gitr
(xem O trén, doan 2.2. Phat
hién IL-18BP trong huyét
thanh va nudc tiéu cta nguoi)
va khang thé da dong tho dé
phat hién.
Novick D et al 2010 | Cac muc IL-18 va IL- | Tuong tu nhu Novick et al

18BP trong huyét
thanh, Lupus
Erythematosus hé
théng

2001, xem hang trén
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Bang 8: C4c 4n pham khoa hoc bao co dinh luong IL-18 & bénh nhén

Tai liéu tham khao

Xét nghiém, bénh

Céc khang thé va ngudn
thuong mai

Chen DY et al 2004

Céc muc 1L-18 trong
huyét thanh, bénh
Still & nguoi trudng
thanh

Kit ELISA IL-18 cua nguoi,
tr Bender MedSystems (hién
nay 13 eBioscience) bao gdbm
2 khang thé IL-18 cla ngudi
goi la BMS267/2MST:

1. Khang thé bt gitt don
dong # N/A

2. Khang thé phat hién don
dong duoc danh dau voi
biotin # N/A va phan Ung
duoc tiét 16 v6i streptavidin-
HRP

2. Uéc tinh muce IL-18 tu do

Cho dén nay, khong cé bao c4o nao vé muc IL-18 tu do do duoc. Udc tinh

IL-18 tu do duoc thuc hién bang phép ngoai suy st dung tinh todn duge mo ta

boi Novick va cong su 2004 (xem bén dudi). Dit liéu so sanh mtrc IL-18 va IL-

18BP & ngudi. Trong cac nghién ctu nay, cac nha nghién cuu da st dung cap

khang thé don dong c6 sin trén thi trudng khang IL-18 125-2H va 159-12B,

trong d6 khéang thé 125-2H dugc st dung dé bét gitt va dugce biét 14 lién két véi
phttc hop IL-18/IL-18BP (Argiradi et al 2009). Dé tinh IL-18 tw do trong huyét
thanh bénh nhéan, ho da ap dung Pinh luét tac dung khdi luong (the Law of Mass

Action) véi gia dinh rang su lién két clia cac khéng thé IL-18 c6 thé dao nguoc.

Viéc tinh toan dugc thuc hién nhu sau:
Kp=0,4 nM = ( [IL-18] x [IL-18BP] )/ [IL-18-IL-18BP]
Hodc [IL-18] trong nM = ( 0.4 x [IL-18-IL-18BP]) / [IL-18BP]

Trong do:

[L-18-IL-18BP la phtrc hop

Hiang s6 phan ly theo tinh to4n ctia Kim va cong su 2000, Kp = 0,4 nM
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Hé s6 ty luong 1:1 trong phtic hop IL-18-1L-18BP

Nong d6 IL-18 dugc x4c dinh bang dién héa phéat quang

Nong d6 IL-18BP duoc xé4c dinh bang ELISA

Dﬁummnmmgﬁnmuybc&ﬁkgﬁﬂﬁnm%wumﬁch&kmcmdb
18 tu do so v&i IL-18 tdng s gitta cac bénh nhan ma khong phan anh ty 18 IL-18
so v6i IL-18BP. Piéu tha vi 1a ty 18 IL-18/IL-18BP nay khong duoc bio cio
trong cac an pham duogc trich dan. Hon nita, cac khéng thé khang IL-18 khéng
c6 kha nang phan biét gitra IL-18 tu do va IL-18/IL-18BP dang phttc hop. Cudi
cung, nhu mo ta cua Novick va cong su 2001, cac khang thé khang IL-18BP
khong phat hién IL-18BP dang tu do ma 1a IL-18BP téng s6 vi chiing duogc bao
c4o 1a khong ngin chan su tuong tac gitra IL-18BP va IL-18, tuong ung la cac
khang thé don dong 582.10 va 657.27. Do do, viéc tinh toan IL-18 tu do sir dung
ndng d6 IL-18BP thiéu chinh x4c. Mic du déng khich 18, sy thay d6i dit liéu chi
ra réng viéc phat hién IL-18 tu do co thé duoc cai thién béng xét nghiém thich
hop hon két hop cac khang thé huéng dich cu thé vao vung IL-18 lién két véi
IL-18BP.
3. X4c nhén rang cac khang thé thuong duoc st dung trén thi trudng khong phat
hién IL-18 tu do

Mudi méot khang thé don dong khang IL-18 c6 san trén thi truong di duoc
kiém tra vé kha ning ngin chin tuong tac IL-18 bét ky véi IL-18BP. Dit lidu
duéi day ching minh rang khong phai nhu vay va khéng c6 khang thé nao dugc
thr nghiém lién két v6i vi tri tuong tac gitra IL-18 va IL-18BP. Do do, viéc phat
hién TL-18 tu do trong mau ngudi yéu cu phai c¢6 thiét ké va phuong phap tiép
can cu thé hudng dich, vi du, vi trf lién két IL-18 /epitop lién két véi IL-18BP.

Céac khang thé 125-2H va 159-12B thuong dugc st dung di dugc thir
nghiém cho ca khang thé bét gitr va phét trién (xem Fig. 2). Dit liéu chi ra rang
c4 hai khéng thé déu khong nhén ra duoc epitop IL-18 cho IL-18BP va do d6 chi
cung cap dinh luong IL-18 téng s6 (ca dang tu do va phtic hop ctia IL-18BP).
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Song song vdi céc khang thé 125-2H va 159-12G, chin khang thé don dong
¢6 san trén thi truong khic di dugc thr nghiém vé kha ning phat hién IL-18 tu
do cua chung trong cac diéu kién tuong tu nhu trén. Nhu dugec moé ta néu trén,
khang thé nhu vay s& c6 gid tri dé phat hién IL-18 tu do trong cdc mau sinh hoc.

Danh sach céc khang thé c6 sin trén thi trudng duogc thtr nghiém dugc dua ra

trong Bang 9 duéi day.
Béang 9: Cac khang thé don dong khang IL-18 di dugc thu
nghiém
Cong ty Tén khang thé
MBL International D043-3, dong 25-2G

D-045-6 159-12B biotin
Santa Cruz Biotechnologies | sc-13602 (1.51E3E1)
sc-133127 (E-8)

Abnova MAB 1308, dong mxsghk-18
MAB8223, dong SB116¢1
MABS8224, dong SB116bl
MAB9935, dong 2

Millipore 04-1503  Anti-Interleukin 18
(dong CPTC-IL-18-1)
Lifespan LS-C137620 (dong 50008-2)

Dit liéu thu thap dugc chi ra ring khong c6 khang thé nao c6 san trén thi
truong c6 thé phan biét IL-18 tw do véi phirc hop cua nd véi IL-18BP.
4. ELISA thiét 1ap dé phét hién IL-18 tu do
4.1. Bét gitt IL-18 tu do v&i IL-18BP

Céc tAm vi nhan duge phi dung dich mudi dém phosphat thé tich thich hop
chtra IL-18BP tai tb hop cua nguoi. Cac dia nay dugc U trong mot khoang thoi
gian & 4°C va sau d6 duoc 6n dinh bing dém chin chira albumin huyét thanh bo
hodc chit ngan chin thich hop khac. Khi phan Gng két thuc, cac vi dia duoc
niém phong va bao quan & 4°C cho dén khi dugc st dung dé phat hién IL-18 tu
do. Céc vi dia cling c6 thé duoc 1am kho trong dung dich 6n dinh cho phép bao

-08-



40982

quan & nhiét d phong va sau do duoc hoan nguyén bang cach hydrat héa khi
can cho xét nghiém.

Vi du, d6i vé6i thé tich phan Gng cudi cing 14 100 ul, phan phdi 80 ul lién
hop khang thé/biotin diu tién. Cac mau hoic dich sinh hoc chtra IL-18 tu do
duoc thir nghiém véi cac vi dia phu L-18BP. Sau do, thé tich mau 20 pl chua
dich sinh hoc ho#c chit chudn dugc phin phdi vao mdi giéng vi dia. Dich sinh
hoc pha lodng hodc khong pha lodng c6 thé 1a nhung khong chi giéi han & huyét
thanh, nudc tiéu, nude mét, nudc bot, mat, md hdi, hoi thd hodc thd ra, dom,
dich phé quan phé nang, ba nhon, té& bao, tuyén, niém mac hodc mo tiét, sinh
thiét, md ddng nhat. Nong do chuan IL-18 tu do nam trong khoang gifta 4,2 pg/
ml dén 3000 pg/ ml. Tiéu chuén va ndng d6 duoc chuan bi tir IL-18 clia nguoi
tai t6 hop c6 san trén thi truong. Cac tdm duoc niém phong va sau d6 dugc u
trong diéu kién lic nhe dé bt giit IL-18 tw do. Cho phép mdt khoang thoi gian
thich hop cho phan tng tir vai phut dén hang gid ¢ nhiét do phong, 37°C hoic
céc nhiét d6 khac khong anh huéng dén do én dinh ctia mau va thude thir. Cac
giéng vi dia duoc rira nhiéu bang dung dich dém thich hop va sau d6, 100 ul hon
hop phat trién dung dich dém duogc thém vao mdi giéng. Hon hop phat trién
chtra enzym lién hop streptavidin nhu peroxidaza hodc phosphataza kiém. Cac
giéng vi dia dugc niém phong va cho phép phan tng trong mét khoang thoi gian
& khoang thoi gian thich hop tur vai phut t6i hang gio ¢ nhiét do phong, 37°C
hoic cac nhiét do khac khong anh huéng dén do 6n dinh ctia mau va thube thir.
Céac phan ung thu dugc sau do dugc theo do1 bang dau doc vi dia & budc séng
nanomet thich hop ddi véi do hép thu hoac huynh quang cua thudc thtr duge tao
ra.

4.2. Bét gitr IL-18 tu do véi khang thé khang IL-18

Céc giéng vi dia dugc phu dung dich mudi dém phosphat thé tich thich hop
chtra khang thé X. Cac tim dugc u trong mot khoang thoi gian & 4°C va sau d6
duoc 6n dinh béng dém chan chia albumin huyét thanh bo hodc cac chat chan

thich hop khéc. Khi phan tmg két thic, cc vi dia duoc niém phong va bao quan
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& 4°C cho dén khi duoc sir dung dé phat hién IL-18 tu do. Vi dia cling co thé
duoc 1am khé trong dung dich 6n dinh cho phép bdo quéan & nhiét do phong va
sau d6 dugc hoan nguyén bang cach hydrat hoa khi can cho xét nghiém.

Nhu mot vi du, dbi véi thé tich phan tng cudi cung 13 100 pl, phan phéi 80
ul lién hop khang thé/biotin dau tién. C4c mau hoic dich sinh hoc chtra IL-18 tu
do duoc thir nghiém véi vi mau phi IL-18BP. Sau do, thé tich mau 20 ul chua
dich sinh hoc hodc chét chuén duoc phan phéi vao moi giéng vi dia. Dich sinh
hoc pha loang hodc khong pha loang c6 thé 13, nhung khong chi gidi han ¢ huyét
thanh, nudc tiéu, nudc mét, nudc bot, mat, md hoi, hoi thd hodc thd ra, dom,
dich phé quén,phé nang,bﬁ.nhbn,té bao, tuyén, niém mac hozc mé tiét, sinh
thiét, m6 dong nhat. Nong do chuén IL-18 tu do ndm trong khoang gitta 4,2 pg/
ml dén 3000 pg/ ml. Tiéu chuan va ndng do dugc chuan bi tir IL-18 tai t6 hop
clia ngudi ¢6 san trén thi truong. Céc tAm dugc niém phong va sau du duge U
trong diéu kién lic nhe dé bat gitr IL-18 tu do. Cho phép mét khoang thoi gian
thich hop cho phan tng tir vai phut dén hang gid & nhiét d6 phong, 37°C hoic
cac nhiét do khac khong anh hudng dén d6 6n dinh ctia mau va thude thtr. Céc
giéng vi dia dugc rira nhiéu lan bang dung dich dém thich hop va sau d6, 100 pl
hdn hop phat trién dung dich dém dugc thém vao mdi giéng. Hon hop phét trién
chtra enzym lién hop streptavidin nhu peroxidaza hodc phosphataza kiém. Céc
giéng vi dia dugc niém phong va cho phép phan ting trong mot khoang thoi gian
& mot khoang thoi gian thich hop tir vai phut dén hang gio & nhiét do phong,
37°C hoic cac nhiét do khac khong anh huéng dén d6 6n dinh ctia miu va thude
thtr. Cac phan ung thu dugc sau d6 dugc theo doi bang dau doc vi dia & budc
séng nanomet thich hop cho do hép thu hodc huynh quang.

4.3. Chuan dd IL-18 tu do nhu mdt chirc ning ctia mirc IL-18BP

S6 lugng khong dbi cua 1L-18 tai tb hop dugc chuén do nhu 1a mot chic
nang cua $6 lugng IL-18BP khac nhau va duoc xéc dinh 16 dé hiéu khi nao IL-
18 tu do khong thé phét hién duoc hon. Dung dich PBS 400 pg/mL IL-18 dugc
bd sung bdi BSA 5% duoc ting vot véi s6 luong IL-18BP x4c dinh nam trong

-100-



40982

khoang tir 0 dén 10000 pg/mL. Ty 1é mol dugc tinh theo trong luong phéan tir
tuong Umg cua IL-18 va IL-18BP. Viéc phat hién IL-18 tu do dugc thuc hién véi
ELISA su dung IL-18BP cho IL-18 nhu dugc mé ta & trén. D liéu thu thap
dugc trinh bay trong Fig. 1 chi ra ring su phat hién IL-18 400 pg/mL & gin muc
phat hién nén khi ndng d6 IL-18BP bing hodc cao hon 6000 pg/mL dai dién cho
ty 18 mol IL-18BP/ IL-18 cao hon gip ~15 1an IL-18BP. Nguoc lai, khi ty 1& mol
thap hon 15, IL-18 tu do c6 thé d& dang phat hién duge.
4.4. Tinh toan stra doi ctia hing s phan ly (Kp) gitra IL-18 va IL-18BP cua
nguoi
4.4.1 Tinh toan Ky bang chuan do

Kp 400 pM dugc bdo cdo trong tai liéu dya trén cac phép do BlAcore (Kim
et al 2000 8). Tuy nhién, do cac két qua trén, K d3 dugc xem xét lai voi thiét lap
ELISA & trén. Chuén d6 10 pM IL-18 duogc thuc hién véi cac néng do IL-18BP
ting (60 pM - 3 nM) trong a) huyét thanh tinh nguyén khoée manh di can kiét
trong IL-18BP noi sinh hoic b) PBS duoc b6 sung BSA 5%. ELISA IL- 18 tu
do ngoai cac xét nghiém c6 san trén thi trudng cho IL-18 tong sb va IL-18BP
tong s6 cho phép xac dinh Kp trong dung dich s& phan anh tt hon 4i luc cua IL-
18 véi protein lién két cua né trong dich co thé so véi dit lidu tir phuong phép

BIAcore pha ran. Vi du vé cac két qua dugc trinh bay trong Bang 10.

Bang 10: Chuan d6 1L.-18 trong huyét thanh hoac dung dich BSA 5% chia 1,87
nM IL-18BP

Puwong chuin Chuan d6 IL-18
pg/mL | OD450 IL-18 IL-18 tang | IL-18 tang | nM IL- | nM IL-
IL-18 nm cudi cung | vot vao vot thanh 18 18BP

tang vot | huyét thanh | BSA 5%
ng/mL | OD450 nm | OD450 nm

2000 2,894 24 0,474 1,151 1,3953 1,87
666,7 2,292 20 0,342 0,897 1,1628 1,87
2222 0,875 16 0,286 0,735 0,9302 1,87
74,1 0,303 12 0,200 0,511 0,6977 1,87
24,7 0,114 8 0,157 0,348 0,4651 1,87
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8,2 0,061 4 0,091 0,188 0,2326 1,87
2,7 0,042 2 0,065 0,155 0,1163 1,87
0 0,039 0 0,040 0,037 0 1,87

Kp duge tinh dua trén cong thirc sau:

Kp = [IL-18 tu do] x [IL-18BP tu do] / [phuc hop IL-18/IL-18BP]

[1L-18 BP tu do] = [IL-18BP tong s6] - [IL-18 tu do]

[phtrc hop IL-18/IL-18BP] = [IL-18 tong s6] - [IL-18 tu do]

Két qua: Kp = 50 pM (chat pha lodng huyét thanh); 35 pM (5% chét pha
loang BSA)

Két qua chuan do cho thay Ky, tuong tmg la 50 pM trong chat pha lodng
huyét thanh va 35 pM trong PBS dugc bd sung BSA 5%. Ngugce lai voi cac udce
tinh trudc day vé Kp gitta IL-18BP va IL-18 cta nguoi, Kp méi duge tinh chi ra
rang cac udc tinh trude day vé IL-18 tu do dua trén Ky, 1a 400 pM do Kim va
cong su 2000 bao cao la khong chinh xac.

4.4.2 Udc tinh Ky theo BIAcore

Theo két qua Ky, & trén thu dugce bang cach chudn dd, ching t6i da kiém tra
4 luc lién két cua TL-18BP v6i IL-18 bang thiét 1ap BIAcore don gian hon bao
gOm lién két IL-18BP véi chip BIAcore va sau d6 kiém tra 4i luc ctia né véi IL-
18. Thiét lap phuong phép trai nguoc véi Kim va cong su 2000 8 nguoi da gin
IL-18 vao chip BIAcore béng khang thé don dong va sau d6 kiém tra 4i luc cua
khéng thé phiic hop-IL-18 véi IL-18BP. Diéu quan trong 13, thiét 1ap BIAcore
moi da thu thap dir ligu dugce sép hang hoan toan v6i cac phat hién chuin d6 &
trén, trc 13 Kp ndm trong khoang gifta 20 va 30 pM. Dit liéu dugc trinh bay
trong Bang 11 dudi day.

Bang 11: Udc tinh BIAcore méi vé 4i luc IL-18BP cua nguoi v6i IL-18
cua nguoi

K, (107/ Ms) Kq (10° 1/s) Kp (107" M)

53+£1,2 13,3+£2,7 259+438
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4.5. Chuén d6 IL-18 ting vot trong huyét thanh hodc dung dich BSA 5% chira
IL-18BP

Huyét thanh ctia nguoi chita mirc d6 dang ké chat ni sinh ciing nhu phirc
hop IL-18 véi IL-18BP, tuong tmg v6i mic ng/mL va pg/mL. Ca hai déu c6 thé
phat hién duoc bing céc khang thé c6 sén trén thi truong. Tuy nhién, khéng c6
thir nghiém c¢6 sin trén thi truong nao sin c6 dé phat hién IL-18 tu do. Dé xé4c
minh thiét 1ap ELISA & trén dé phét hién IL-18 tu do, ching t6i di ting vot IL-
18 tai t6 hop cua ngudi trong huyét thanh ngudi dé tim mtc d6 phat hién. Pbi
v6i didu ndy, nanogram IL-18 duogc ting dot bién trong huyét thanh chia 35
ng/mL IL-18BP ndi sinh hoac dung dich PBS duoc bd sung BSA 5% va 35
ng/mL IL-18BP. IL-18 tu do tao thanh duoc theo ddi bing quy trinh ELISA
dugc mé ta ¢ trén. Két qua dugc trinh bay trong Bang 12 dudi day.

Bang 12: Phét hién IL-18 ting vot trong huyét thanh hodc BSA 5% chtra 35
ng/ml IL-18BP
Puwong chuin Chuan d6 IL-18
pg/mL IL- OD450 IL-18 cudi | IL-18 tang vot | IL-18 tang vot
18 nm cung tdng | vao huyét thanh | vao BSA 5%
| votng/mL | OD450 nm OD450 nm
2000 3,171 100 3,5 3,5
666,7 1,388 ' 80 3,5 3,5
2222 0,477 70 2,37 3,5
74,1 0,183 v 60 0,99 3,37
24,7 0,085 50 0,68 2,05
8,2 0,050 40 0,46 1,17
2,7 0,043 30 0,298 0,75
0 0,043 | 20 0,185 0,44
10 0,11 0,16
0,06 0,09
2 0,05 0,07
0,04 0,04
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5. Phat hién IL-18 tu do & bénh nhan
5.1. Phat hién IL-18 tu do trong huyét thanh va dich khép tir nhiing bénh nhén
méc cac bénh viém khéac nhau

Cac mau léy tlr cac bénh nhan méc cdc bénh viém khac nhau duoc thu
nghiém bing ELISA dugc mé ta & trén. P6i v6i didu nay, ching t6i da lya chon
c4c bénh va tinh trang cing thiang khac nhau dugc bdo cédo véi mic IL-18 cao
hon nhu viém khép dang thap, bénh vay nén, Lupus Erythematosus hé théng va
phong chadm séc dac biét. Theo hiéu biét cia chuing t61, khong ¢é IL-18 tu do
dugc xac dinh & nhitng bénh nhan do, chi béng cach tinh toan v6i Dinh luat tac
dung khoi luong va Kp 1a 400 pM do Kim va cong su bdo cdo nam 2000. Theo
dix liéu trén, du kién réng muc do c6 thé cta IL-18 tu do s& khé phat hién do
téng muc IL-18 trong huyét thanh thap hon hodc gan 1000 pg/mL nhu duoc bao
c4o trong cac 4n pham khoa hoc. Hon nita, chiing t6i d4 thir nghiém cic mau tir
cac dbi chung phu hop véi 1ta tubi khée manh dé xac minh hiéu sudt cta thiét
lap ELISA cuta chung t6i. Ping nhu du doan va trai véi cac ude tinh cia Pinh
luat tac dung khéi luong dd bdo cdo, mic IL-18 tir do khong phat hién duoc
trong huyét thanh ciing nhu dich khép trong khi IL-18 tong s6 va IL-18BP thi c6
(xem Bang 13).

Bang 13: Phét hién IL-18 tu do & bénh nhé’n tur phong cham soc dac biét, bi
bénh vay nén, lupus va viém khép dang thap
Ing‘ IL-18 tu do
inh tr IL-18 duoc tinh -
Benh | Lnhtrang /| ik | 0 | e
- bénh cua tong soO pg/ml 18BP
nhan # A . hoc do
bénh nhan pg/ml Kp=4x | ng/ml
pg/ 1071°M
ml
1 Khoe manh | Huyét thanh | 209,7 - 40,4 29,7
2 Khoée manh | Huyét thanh | 125,5 - 24,7 28,9
3 Khée manh | Huyét thanh | 189,7 - 28,2 40,6
4 Khée manh | Huyét thanh | 284,7 - 65,9 23.6
5 Khoe manh | Huyét thanh | 2272 - 55,5 22,0

-104-




40982

6 Khoée manh | Huyét thanh | 319,7 56,4 33,2
7 Khoée manh | Huyét thanh | 145,5 26,4 32,0
8 Khoée manh | Huyét thanh | 206,3 59,4 17,6
9 Khoée manh | Huyét thanh | 323,0 56,5 33,5
10 | Khée manh | Huyét thanh | 208,0 49,6 22,7
Cham soc z
11 dic bigtk* Huyét thanh | 1158,8 52 1513
1o | Chamsoe | & thanh | 3769,0 1709 | 151,9
dac bist** Y ’ ’ ’
13| Chams6e |y & thanh | 6238 279 | 1513
ddc bists* y ’ : ’
14 | ChamsOc | pp & thanh | 19788 104,7 | 128,0
dic bists* Y : : :
15 | Chamsoe | pp & thanh | 6113 669 | 57.9
dic bidt Y ’ ’ ’
Cham soc )
16 S " | Huyét thanh | 434,7 343 82,7
dac biét
I{uyét
j7 | thanhbenh |pp < thanh | 713.8 70,6 64,9
viém kh6p
vay nén
Dich khép
bénh viém . .
17 khop vay Dich khép | 533,0 78,1 41,5
nén
I{uyét £
18 thanh lupus Huyét thanh | 510,5 123,4 22,5
1g | Dichkhop by vhep | 8205 158,9 | 30,0
lupus
19 Huyet | g éithanh | 503.8 66,4 46,9
thanh lupus ’ ’ ’
1o | Dichkhép | py ot hep | 2363 24,9 60,1
lupus
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Viém khép

20 dang thap

Huyét tvong | 416,3 - 39,9 66,8

Viém khép

21 dang thap

Huyét thanh | 281,3 - 67,5 22,6

Viém khép

22 dang thap

Huyét thanh | 490,5 - 42,7 74,4

Viém khop

23 dang thip

Huyét thanh | 337,2 - 52,2 38,8

Viém khép

24 dang thap

Huyét thanh | 3422 - 53,5 38,3

Viém khop
dang thap
Viém khop
dang thap
Viém khop
dang thap

25 Huyét thanh | 677,2 - 90,6 46,2

26 Huyét thanh | 238,8 - 41 342

27 Huyét thanh | 183,8 - 41 24,7

Viém khép

28 dang thap

Huyét thanh | 385,5 - 41,6 58,6

Viém khép

29 dang thap

Huyét thanh | 345,5 - 42,5 50,6

- : khong thé phat hién, cac miic c¢6 thé so sanh véi tin hiéu nén

*#*: Mirc IL-18BP cao khéng nim trong dudng chuan
5.2. Phat hién IL-18 tu do trong huyét thanh tir nhitng bénh nhan mic bénh Still
& nguoi truong thanh

Theo két qua va nguoc véi cac chi dinh trén c6 mirc IL-18 tong s6 thap hop
ly, chung toi dd xét nghiém cac mau cua bénh nhan méc bénh Still & ngudi
truéng thanh dugc biét dén véi muc IL-18 tong sb ting cao trong huyét thanh
(Kawashima et al 2001 va Chen et al 2004). Nhu duoc mo ta b1 Kawashima va
cong su 2001 va nhiing noi khac, cac muc huyét thanh IL-18 tong sb ting cao
tuong quan voi hoat dong cua bénh Still & nguoi trudng thanh, chang han nhu a)
sot, dau khop, viém khép, ton thuong sun, b) cdc mirc Ferritin cao hon va c)

men gan (LDH). Nho thiét 14p ELISA & trén, lan dau tién ching t6i bao cdo mirc
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IL-18 tu do & bénh nhan méc bénh Still & nguoi truong thanh (xem Bang 14).
Pdi v6i cac chi dinh duoc thir nghiém khéac, mutc IL-18 tu do dugce tinh khéng
twong tng véi mic IL-18 tu do duge phat hién. Dt liéu thu thap dugc cho théy

it nhat 70% bénh nhan duong tinh véi IL-18 tu do.

Béang 14: Phat hién IL-18 tu do trong huyét thanh va dich khép ctia bénh nhan

ASD
: IL-18 IL-

o | Nl | DI | g | 8 oo
an pg/ml b/l L0710 ng/ml
1 Huyét thanh | 6699 9,6 1366,5 | 32,6
1 Dich khép 439 15,8 439 -
2 Huyét thanh 713 22,5 564,3 2,0
3 Huyét thanh | 106026 | 3,2* 59030 | 50,4
4 Huyét thanh | 225456 | 24,9 157207 | 68,1
5 Huyét thanh | 175589 | 23,6 139614 | 36,1
6 Huyét thanh | 35045 2,5% 8908 45,6
7 Huyét thanh | 17714 22.4 634,8 | 206,0
7 Dichkhép | 133325 | 21,3 11162 | 193,6
8 Huyét thanh | 25020 21,1 1277,4 | 153,7
9 Huyét thanh | 3625 24,9 394,7 60,8
10 | 17.02.2006 | Huyét thanh | 11401 7,7 6062 11,3
10 | 11.06.2007 | Huyét thanh | 79942 31,6 62035 19,1
10 | 06.04.2009 | Huyét thanh | 37372 18,9 22252 19,2
10 | 06.08.2010 | Huyét thanh | 185157 12,1 10566 | 282,9
10 | 06.06.2012 | Huyét thanh | 131561 11,2 4091 341,2
11 | 03.01.2006 | Huyét thanh | 150669 | 34,3 114012 | 372
11 | 04.04.2007 | Huyét thanh | 106026 | 262 63543 | 452
11 | 20.10.2008 | Huyét thanh | 225456 | 23,6 70633 | 163,0
11 | 21.04.2010 | Huyét thanh | 175589 | 23,3 116583 | 59,8
12 | 02.06.2009 | Huyét thanh | 3625 8,0 1633 10,5
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13 10.03.2010 | Huyét thanh 439 4,8%* 151,2 13,7

14 17.07.2009 | Huyét thanh | 133325 19,3 21118 1444

15 24.07.2006 | Huyét thanh 35045 14,3 14628 293

16 | 25.04.2007 | Huyét thanh 17714 8,0 4075 36,6

16 10.06.2010 | Huyét thanh 25020 6,4 2592 82,4

* . Mtrc ¢6 thé so sanh vai tin hiéu nén
** - Murc ¢6 thé so sanh v6i gidi han phat hién dudi
- : khong thé phat hién, mirc tuong duong véi tin hiéu nén

6. Két luan

Dit lidu trong c& hai 4n phdm va thiét lap thi nghiém & trén chimg minh
rang cac khang thé don dong c6 san trén thi trudng phét hién IL-18 tong sb chu
khong phai IL-18 tu do. Hon nita, cac khang thé duge sir dung phd bién nhat dé
dinh luong IL-18, cu thé 1a 125-2H va 159-12B, ciing dugc x4c nhan trong viéc
phat hién IL-18 téng so.

Viéc udc tinh IL-18 tu do sir dung Pinh luét tac dung khéi luong 1a phuong
phap tiép can tha vi. Tuy nhién, c4c thanh sai s6 16n thu duoc khong hd tro viée
st dung né trong viéc theo ddi 1am sang. Hon nfta, cdc khang thé khang IL-
18BP phat hién IL-18BP téng s6 chit khong phai dang tu do. Do d6, viéc tinh
toan IL-18 tu do st dung ndng d6 IL-18BP thiéu chinh xAc.

Cac phuong phép tiép can dugc dé xuit dé dinh luong IL-18 tu do bang
cach huéng dich vi trf lién két ctia IL-18 v6i IL-18BP c6 vé thich hop hon va lan
dau tién duoc chimg minh 13 chinh x4c hon so véi cac dinh lugng ngoai suy
b?ng Dinh luat tac dung khéi luong. Ngoai ra, ai luc cua IL-18BP cao hon so
véi bao cdo ciia Kim va céng su 2000 voi Kp dao dong gén 50 pM trong huyét
thanh va 20-30 pM véi thiét 1ap BIAcore méi.

Cubi cing, bénh nhan méc bénh Still khéi phét & ngudi truéng thanh 1an
dau tién duoc chan doan duong tinh véi IL-18 tu do bang phuong phép tiép can
ELISA va mét cach thiét 1ap duoc trinh bay trong séng ché. Dit liéu hd tro cac

-108-



40982

phat hién trudc d6 vé& IL-18 tong s6 d6i véi bénh Still khéi phat & ngudi trudng
thanh nhu duogc bao cdo bdi Kawashima va cdng sw 2001 va Chen va cong su
2004 bao cao muc IL-18 téng sb cao. Lan dau tién, phuong phap ELISA m&i
duoc trinh bay trong tng dung nay chiing minh sy c6 mat cua IL-18 gdy viém tu
do, khong phuc hop va co6 hoat tinh sinh hoc ¢ bénh nhan méc bénh Still & nguoi
trudng thanh.

B. Hiéu qua IL-18BP trong mé hinh chuét dot cdp COPD

Muc dich ctia nghién ctru 1a xac dinh tac dung cua IL-18BP, duogc st dung
& ba muc lidu, theo duong tiém dudi da, ddi véi dot cép do trén Polyinosinic:
dot cap do axit polycytidylic gdy ra ddi v6i bénh viém phdi do khéi thube, &
chudt C57BL/6J. Dexamethasone véi lidu luong cao, dung dudng udng, dugc
dua vao nghién ciru nhu mot chat tham khao.
1. Phuong phép chung: M6 hinh chuét ¢é dot kich phat/khéi thude 14 trong 4
ngay

Chudt nhan mot trong hai ta dugc long (PBS) hoac IL-18BP. IL-18BP
duoc tiém dudi da cho 3 nhom dong vat tuong ing véi muc 1, 3 hodc 10 mg/kg
2 gid trude khi tiép xuc véi khoi thude 14 ban dau tir Ngay 1 dén Ngay 4. Chudt
duoc ubng ta duoc 1ong hodc dexamethasone (10mg/kg) 1 gio trude d6 cho mdi
lan tiép xtc hai 1an mdi ngay. Chudt nhan dugc bang dudong miii hong ta duoc
16ng hodc Polyinosinic: axit polycytidylic (2mg/kg) 2 gid trude khi tiép xuc véi
khong khi hodc khéi thude 14 ban dau vao Ngay 4 dé gy ra dot cap viém phdi.
Tiép xtc v6i khéi thude 14 duge thuc hién vao sudt budi sdng va budi chiéu nhu
sau: Ngay 1 trong 15 phut, Ngay 2 trong 25 phut, Ngay 3 trong 30 phuat va Ngay
4 trong 30 phut.

Cac nhom dong vat va ché do diéu tri tuong Ung cua ching duogc tom tat

trong Bang 1.
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Bang 15: Cac ché dd diéu tri cho mé hinh chudt khoi thudc 14
: Diéu tri 5 412 Y . )
i o MAG g ] VRS T Thithach | Tan sut
em s.c. /udng m mg/kg
Khong | yeny veh A 10| -/- Veh | Duoidaz
khi g10 trude
khi tiép xuc
TS Veh/ Veh B 10 -/- Veh TS ban dau
o TC] moi ngay
ong n plL:
Khi Veh/ Veh C 10 / >mg/ke
TS Veh/ Veh D 10| - | PGl JUonelgio
2mg/kg trudc moi
lan ti€p xtc
S IL-18BP/ B 10l 1~ | PICT | TS mdi
Veh 2mg/kg ngay
IL-18BP/ p[L:C]
TS Veh F 10 3/- Jmg/ke
' A p[I:CN].
TS IL-18BP/ G 10| 10/- pl:C] | x6ng miii 2
Veh 2mglkg | gid trude
khi tiép xuac
TS Veh/ Dex H 10| -0 | PECT 1 TSvao
2mg/kg | ngay thir 4

TS: Khoi thude 14;

Veh: Ta duoc long;

Dex: Dexamethasone,

p[I:C]: Polyinosinic: axit polycytidylic

Sau cac phuong phap diéu tri trén, dong vat duoc gdy mé giai doan cubi

vao ngay tht 5. Sau d6, miu mau duoc liy qua dong mach phu (huyét twong) va

dong vat duoc rira phé quan bing 3 X 0,4ml PBS dé tiép tuc tao té bao va phan

tich xytokin/chét trung gian. Dich ria phé quan phé nang dugc bao quan & nhiét

d6 -80°C dé phan tich xytokin/chat trung gian. Céc té bao dugc phuc hoi tir

BALF dugc dém bang céach sir dung bo dém té bao Sysmex. Cudi cung, dir liéu
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thu thap duoc dd duoc phén tich théng ké boi Students t-test va ANOVA
(Sidak's dugc sir dung trong truong hop dit liéu da vuot qua bai kiém tra chudn
hodc bai kiém tra Kruskal Wallis néu dir liéu khong vuot qua bai kiém tra
chuén).
2. Xé4c nhan su kich hoat duong IL-18 trong mé hinh chudt khéi thube 14/ dot
cap bon ngay

IL-18 cda chudt da dugc thu nghiém trong BAL b%lng cach st dung ELISA
thuong mai dé x4c nhan mé hinh chuét kich hoat duong IL-18. D li¢u thu thap
duoc cho thdy su cam tng rd rang cta IL-18 trong khong gian dudng thd phdi
(xem Fig. 5). Khong thé phat hién IL-18 trong diéu khién (chi khéng khi). Diéu
tha vi 1a IL-18 duoc biéu hién khi tiép xuc v6i khéi nhung khong giy ra dang ké
khi chi c6 poly[I:C] (dudi gidi han phat hién duédi). Nguoc lai va nhu mong doi,
su két hop cua khéi va poly[I:C] lam ting dang ké IL-18 1én mirc BAL cao hon
nhiéu so véi khéi hoic poly[I:C] don thuan.
3. Giam thiéu tinh trang viém tram trong nho [L-18BP trong m6 hinh chuot dot
cap/ khoi thude 14
3.1. Uc ché sy xam nhap toan bo té bao va lam trAm trong thém tinh trang viém
trong khong gian dudng thd phoi boi IL-18BP

Nhiing con chuot dugc didu tri béng IL-18BP da giam déng ké su xam
nhap toan bd té bao vao phdi gdy ra tinh trang viém cip. Lidu luong 3 va 10
mg/kg cho thay hiéu qua c6 gid tri théng ké so voi dexamethasone ddi ching
duong tinh (xem Fig. 5). Piéu quan trong can luu y 1a dexamethasone khong c6
d4u hiéu hiéu qua & lidu luong 3 mg/kg trén md hinh chudt (dit liéu khong duoc
hién thi), cho thiy rang liéu dexamethasone cao 10 mg/kg c6 kha ning giy chét
theo chuong trinh & mot s6 loai té bao nhu dai thuc bao, bach ciu i toan va té
bao lympho (dir liéu khong dugce hién thi). Quan sat tuong ty dugc thuc hién véi
Roflumilast [3-(xyclopropylmethoxy)-N-(3,5-dichloropyridin-4-yl)-4-
(difluoromethoxy) benzamit] trén mé hinh chuét, noi khéng c¢é dau hiéu wc ché

xam nhap té bao duoc quan sat voi lidu luong 2,5 mg/kg (dir liéu khong duogc
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hién thi). Fig. 6 cho thdy hiéu qua rd va cé lién quan vé mit thong ké cua IL-
18BP & muc 10 mg/kg trong viée tc ché viém tram trong trén mo hinh chudt
hién tai.
3.2. Uc ché su x4m nhép cta bach cau trung tinh trong khong gian duong thd
phéi boi IL-18BP

Su xam nhép cua bach cau trung tinh bi rc ché boi IL-18BP ¢ phéi bi lam
tram trong do khoi thube 14. Liéu luong 3 va 10 mg/kg IL-18BP cho thay hiéu
quéa c6 gid tri thong ké so v6i dexamethasone d6i chimg duong tinh (xem Fig.
7). Trong diéu kién mé hinh chudt hién tai, lidu luong IL-18BP 10 mg/kg duong
nhu ¢6 hiéu qua théng ké tét nhat (xem Fig. 8).
3.3. Uc ché con duodng cua yéu té kich thich quan thé bach cau hat (G-CSF)
trong khong gian dudng thé phdi bang IL-18BP

G-CSF duogc thira nhén la xytokin quan trong kich thich su tdn tai, tang
sinh, biét hoa va chirc ning cua tién than bach cau trung tinh va bach cau trung
tinh trudng thanh. Do d6, viéc giam thiéu duong G-CSF do khéi -p[I:C] 1a mét
yéu t6 dang ké chimg t6 tic dung ctia IL-18BP ddi véi viée tuyén chon bach cau
trung tinh trong khong gian duong thé & phoi chuét. Su ¢6 mat cia G-CSF trong
BALF duoc theo dai bang kit ELISA c6 san trén thi truong. Fig. 9 ching minh
rang viéc st dung IL-18BP lam giam su giai phong G-CSF trong duong thé
phéi, do d6 xac nhan su trc ché sy xam nhép cua bach cau trung tinh. Ba lidu IL-
18BP dugc thir nghiém c6 tac dung c6 lién quan vé mit théng ké trén mé hinh
chuot.
3.4. An toan IL-18BP: T4ac dung 1én viéc giam can & moé hinh chudt co6 dot cap/
khoi thude 14

Viéc str dung IL-18BP duong nhu dugc dung nap t5t trén mo hinh chudt cé
dot kich phat/ khoi thude 14. Vi du, viéc giam can dugc IL-18BP giam thiéu mic
di ca phan tich théng ké Students t-test va ANOVA déu khéng c6 y nghia (xem
Fig. 10). Phan 16n nhiing con chudt nhan IL-18BP 3 va 10 mg/kg di gidm tuong

ng 6-7% trong luong khi ddi ching tiép xtic véi khéi thude 14 va p[I:C] mat
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khoang 9%. Do d6, dit liéu giam nhe sy giam cén cho thay IL-18BP khong gay
thém cing thang cho mé hinh dong vat. Diéu tha vi 12 nhitng con chudt chi nhan
p[I:C] khong giam céan so véi nhiing con chudt nhan su két hop ctia p[I:C] va
khoi thude 14 [xem Fig. 8, diéu tri 3) va 4)].

C. Tao ra khang thé don dong khang IL-18

1. Tiém chung chudt va sang loc khang thé don dong

Nhitng con chudt da duogc tiém véc xin chéng lai interleukin-18 cta ngudi
bang cach str dung cong nghé cho phép chung ngira véi céc protein dugc gap lai
dung cach. Trudce khi dugce chung ngtlra, nhitng con chudt bién dbi gen da duoc
chon tuong hop mé chinh dugc cho la nhay cam véi cac epitop dién tich bé mit
IL-18 lién két v6i IL-18BP. Sau khi duoc ching ngira, té bao B duoc phan lap tur
14 1ach va duogc lai theo cong nghé hybridoma tiéu chuén. Hybridoma dugc phan
loai vao cac vi dia va sau d6 dugc kiém tra su biéu hién cua céc khang thé don
dong khang IL-18 hudng dich vao cac epitop IL-18 c6 trong vi tri lién két IL-
18BP. Viéc sang loc dugc thuc hién theo 3 budc tudn tu va chon loc:

Budce thir nhat. N3 luc sang loc khang thé duong tinh dugc thuc hién véi
IL-18 gén vao hat Luminex xac nhan té bao biéu hién cac khang thé don dong
khang-IL-18.

Budge thtr hai. Cac khang thé tiém ning hudéng dich vao IL-18 trén vi tri
lién két IL-18BP da duogc sang loc lai dé canh tranh vé6i IL-18BP. Vi vay, cac
khang thé don dong duoc lién két v6i cac hat Luminex mang IL-18. Sau do,
phitc hop nay duoc tiép xtc véi IL-18BP dugce danh du biotin dé xac dinh
nhidu dbi v6i cac khang thé khang IL-18 dd dugc xac dinh trudc d6 (xem Bang
1, Cot #2). Lan sang loc thi hai ¢6 hon 300 tmg cir vién c6 khéng thé duong tinh
(xem Bang 1, Cot #3). S6 luong tmg cir vién duong tinh cao mot cach dang ngac
nhién cho thiy kha ning ching nglra chudt vuot troi vao ving epitop dugce
huéng dich. Tuy nhién, su tc ché khong du do céc tin hiéu huynh quang giam
dan nhung van ton tai, do d6 cho thiy su lién két IL-18BP vdi IL-18 khang thé

phtc hop. Tuy nhién va quan trong la phuong phdp sang loc tiéu chuan duoc
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b4o cdo & nhimg noi khac khong tinh dén kha ning can tré khong gian tiém
nang cua phan tr khang thé 16n (khoang 160 kDa) chéng lai IL-18BP nhé hon
nhiéu (chi khoang 18 kDa, peptit).

Budc thtr ba. Chuong trinh sang loc thir ba dugc thuc hién v6i cac hat
Luminex lién két IL-18BP va sau d6 duogc tao phirc thanh interleukin-18, dam
béo su trinh bay IL-18 tai t6 hop di duoc gép nép thich hop cho cic tmg cir vién
khang thé duong tinh. Két qua sang loc chon loc hon déng ké vi hau hét cac
khang thé néu trén van lién két véi cac hat Luminex-IL-18, do d6 cho thay tac
dung trc ché IL-18BP trudc day cta chung 1a do can trd vé khong gian. Cubi
clng, tong sé 12 khang thé cubi cing dd duoc coi 12 huéng dich IL-18 trén
protein IL-18BP do tin hiéu huynh quang rat thip cta ching sau khi lién két cua
IL-18 v6i su ¢6 mat cua IL-18BP, cu thé 1a dong vo tinh # 107C6, 108F8S,
109A6, 111A6, 129C3, 131B4, 131E8, 131H1, 132C12, 132H4, 133A6 va
134B2 (xem Bang 16, Cot #4, cac dong vo tinh duoc chon dai dién cho cong cu
tic ché gip hon 500 14n so v6i Cot #2). Céc khang thé duong tinh so v6i mot tap
hop cdc am tinh dugc trinh bay trong Bang 16 dudi day.

Dit liéu thu thap dugc tir bude sang loc thir ba (Bang 16, Cot #4) da thuc
day thém trinh tt mARN va viéc pha lodng dong vo tinh dé lam giau céc té bao
don dong duong tinh tir # 107C6, 108F8, 109A6, 111A6, 129C3, 131B4, 131ES,
131H1, 132C12, 132H4, 133A6 va 134B2. Tét ca cac khang thé don dong nay
da dugc xéc nhén 14 lién két v6i TL-18 trén vi tri lién két IL-18BP.

Bang 16: Sang loc cac khang thé don dong hudng dich IL-18 trén vi tri lién két
IL-18BP

Tén Cot #1 Cot #2 Cot #3
dong v0 | Cac khang thé don | IL-18BP lién két trén | Khang thé don dong
tinh dong lién két trén | IL-18 trudc day da tao | lién ket trén IL-18
IL-18 phuc véi khang thé trudc day da tao phtic
don dong voi IL-18BP
Cuong d6 huynh quang
Vi du vé céc khang thé 4m tinh khong tuan theo cac tiéu chi lua chon
101D2 26 963 1226 1 544
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104H10 26 508 1199 2 499
105A2 21528 1 886 1 840
106H1 27 178 1011 1324
108F3 23 496 1 964 2383
108G6 25 652 1137 2507
115E6 25752 1 604 2 649
119E9 25420 1307 2931

Céc khang thé duong tinh tuan theo cac tiéu chi lua chon

107C6 26 250 1 389 33
108F8 25126 1292 45
109A6 25 848 913 33
111A6 25 855 1398 42
131B4 24 838 1 656 41
131E8 25411 1389 36
131H1 24 806 1 026 24
132C12 24 541 1515 48
132H4 23 839 1 488 28
133A6 23273 1631 25
134B2 24 278 1261 48
129C3 25412 760 44
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Céc phuong an khac cia sang ché:

1. Chét tc ché TL-18 dé st dung trong diéu tri bénh hodc rdi loan lién quan dén
IL-18 & d6i twong dugc chan doan 1a ¢6 mirc IL-18 tu do bét thudng va/hodc ty
16 TL-18/IL-18BP tu do bét thudng trong dich co thé so véi mirc trong dich co
thé cua déi tuong dbi chimg khoe manh.

2. Chét trc ché IL-18 dé sir dung theo phuong an 1, trong d6 muc IL-18 tu do
bat thuong néu trén trong dich co thé vuot qua muc trong dich co thé cta ddi
tuong dbi chung khée manh 1la 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%,
70%,80%, 90%, 100%, hodc hon 100%.

3. Chét tc ché IL-18 dé sur dung theo mét trong cac phuong 4n bat ky néu trén,
trong d6 dbi tuong duge didu tri thudc nhém déi twong da duge xac dinh 13 c6
mirc IL-18 tu do ting cao vad/hoic ty 1& IL-18/IL-18BP tu do bat thudng (IL-
18BP) trong dich co thé, dic biét 1a huyét thanh, dom, dich rira phé quan - phé
nang (BALF), dich khép va/hodc tuin hoan so v6i muc trong dich co thé cta ddi
tuong khoe manbh.

4. Chét tic ché IL-18 dé str dung theo phuong an 2 hoac 3, trong muc tang cao
ctia IL-18 tu do trong huyét thanh ndm trong khoang tir 5 dén 10000 pg/mL,
trong khi lugng IL-18 tu do trong huyét thanh cta dbi twong khée manh, dic
biét 1a nguoi khoe manh 1a <4 pg/mL.

5. Chét tc ché IL-18 dé sir dung theo phuong an bat ky trong s6 cac phuong an
néu trén, trong d6 bénh hoac rdi loan lién quan dén 1L-18 néu trén duoc chon tur
nhém bao gdm bénh phdi tic nghén man tinh (COPD), chin thuong phéi lién
quan dén truyén mau, loan san phé quan phéi (BPD), hoi chimg suy ho hap cip
tién trién (ARDS), bénh Still & ngudi trudng thanh, bénh Still & tré vi thanh
nién, bénh phoi k& (ILD), xo phdi vo can, xo nang, ting ap dong mach phdi, hen
suyén, gidn phé quan, suy tim, xo cimg cdt bén teo co (ALS), bénh khé mit
(DED), viém giac mac, loét va mai mon giac mac, tdn mach giac mac, tdn mach
ndi nhan bénh ly, bénh viém méng mét, bénh tang nhan ap, thoai hoa diém vang,

hoi chimg Sjégren, viém mang bo dao tu mién, bénh Behcet, viém két mac,
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viém két mac di tng, viém da mi mit, bénh tiéu dudng typ 2, viém gan nhiém
m& khong do ruou (NAFLD), viém gan nhiém mé, cdy ghép néi tang ran va
huyét hoc, chén thuong tai tudi mau do thiéu méu cuc bo, sot Dia Trung Hai co
tinh gia dinh, hoi chimg chu ky lién quan dén thy thé yéu t6 hoai tir khéi u 1, hoi
chung sbt chu ky lién quan dén cryopyrin, hoi chimg ting IgD, bénh gut, hoi
ching Schnitzler, bénh u hat cia Wegener con goi 1a bénh u hat véi viém da
mach (GPA), viém tuyén giap Hashimoto, bénh Crohn, viém loét dai trang, cac
bénh lién quan dén lidu phap té bao gbc va globulin mién dich-4 (IgG4).

6. Chét tic ché IL-18 dé sir dung theo phuong 4n bét ky trong sb cac phuong 4n
néu trén, trong do bénh hoac roi loan lién quan dén TL-18 néu trén do hut thube
hoic tiép xtic v6i khoi thube thu dong, ddc biét 1a tiép xuc véi khéi thude 14.

7. Chét tc ché IL-18 dé sir dung theo phuong 4n bat ky trong sd cac phuong 4n
néu trén, trong do bénh hodc roi loan lién quan dén TL-18 néu trén do nhiém
virut.

8. Chét trc ché IL-18 dé sir dung theo phuong an bat ky trong sd cac phuong 4n
néu trén, trong d6 bénh hodc roi loan lién quan dén TL-18 néu trén 12 biéu hién
toan than do IL-18 cua ching viém va cac bénh di kém dugc chon tir nhém bao
odm khi phé thiing, viém mé, pha hity mo, cit bo phéi, bién mat mach mau, chét
té bao theo chuong trinh cua t& bao ndi mo, chuyén san niém mac, phi dai tim,
giam VEGF trong mo6 phéi, méat mach phéi, co mach hoa, tai dinh dang mach,
ling dong collagen, cac 16p dan hdi khéng 6n dinh trong phdi, tai dinh dang
dudng thd bang soi xo, md rong khoang khong, tai dinh dang man tinh duong
thd va mach phdi va giam chic nang phoi.

9. Chét tic ché IL-18 d& st dung theo mdt trong cac phuong an bat ky néu trén,
trong d6 viéc diéu tri bao gdom phong ngira, ngan chin, giam nhe hodic dao
nguoc cac triéu ching lién quan dén bénh hodc roi loan néu trén.

10. Chét e ché IL-18 dé sir dung theo mdt trong cac phuong an bat ky néu trén,
trong d6 lién két IL-18 bi han ché hodc bi tc ché, dac biét 1a lién két IL-18 tu do
vai IL-18R, nhung déc biét 1a lién két IL-18 tu do vé6i IL-18Ra.
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11. Chét e ché IL-18 dé str dung theo mét trong cic phuong 4n bat ky néu trén,
trong d6 duong tin hiéu xuo6i dong phu thude IL-18 dugc sua déi, dac biét 1a bi
Gic ché.

12. Chét tic ché IL-18 dé st dung theo mét trong cac phuong 4n bét ky néu trén,
trong do su biéu hién tang cuda IFNy, IL-13 hoac IL-17A dugc sua ddi, dac biét
1a b1 e ché, so voi ddi tuong khong duoc diéu tri mic bénh hoac roi loan néu
trén.

13. Chét trc ché IL-18 dé sir dung theo mét trong céc phuong 4n bét ky néu trén,
trong d6 chét trc ché IL-18 bu dip su mit can bang IL-18/IL-18BP bing c4ch
giit lai va trung hoa muc IL-18 tu do vuot qua trong md va tuan hoan.

14. Khang thé dic hiéu IL-18 bao gdm khéang thé tuong duong vé mat chirc
ning bat ky hodc cac phan cta né, trong d6 khang thé hodc mot phan cua né lién
két v&i IL-18 tai vi tri lién két IL-18BP hodc trong vung lan can vi tri lién két
IL-18BP.

15. Khang thé dic hiéu IL-18 nay bao gdm khang thé twong duong vé mit chirc
ning bat ky hodc cac phan cta né theo phuong 4an 14, trong d6 khang thé nay c6
mdt phan lién két véi protein cta IL-18 tu do, nhung khéng lién két voi phtic
hop IL-18/IL-18BP.

16. Khang thé dic hiéu IL-18 bao gom khéang thé twong dwong vé mit chic
ning bét ky hoidc cac phan cta n6 theo phuong 4n 14 hodc phuong 4n 15, trong
d6 khang thé nay hoic mét phan cta né can tré khong gian hodc ngin can lién
két IL-18BP v¢i IL-18.

17. Khang thé dic hiéu IL-18 bao gdm khéng thé twong duong vé mit chuc
ning bat ky hodc cac phan cta né theo cic phuong an tir 14 dén 16, trong dé
khang thé nay hodc mat ph?ln ctia no lién két dic hiéu voi mot epitop duy nhét,
su két hop cta hai epitop hodc su két hop cua ba epitop bao gém theo trinh tu
duoc chon tir nhém trinh ty dugc néu trong SEQ ID NO.1, SEQ ID NO: 2 va
SEQ ID NO: 3.
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18. Khang thé dic hiéu IL-18 bao gbém khéng thé twong duong vé mat chire
nang bat ky hodc cac phan cta né theo phuong 4n 17, trong do6 epitop néu trén
c6 trinh ty ma do ddng nhét trinh tu 1a 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99%, 100% so vdi trinh tu dugc chon tor nhom trinh tu dugc néu
trong SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 va SEQ ID NO: 6.

19. Khang thé dic hiéu IL-18 bao gém khang thé twong duong vé mit chuc
nang bat ky hoic cac phan ctia né theo phuong 4n 18, trong d6 epitop néu trén
duoc chon tir nhém bao gdm SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 va SEQ ID NO: 6.
20. Khéng thé dic hiéu IL-18 bao gém khéang thé tuong duong vé mit chirc
nang bét ky hodc cac phan cia n6 theo phuong an bat ky trong s6 cac phuong an
néu trén, trong d6 khang thé nay hozc mot phan cta né 1a khang thé don dong
hodc khang thé da dong.

21. Khang thé dic hiéu IL-18 bao gdm khéang thé twong duong vé mit chirc
ning bat ky hodc cac phén ctia n6 theo phuong 4n bét ky trong s6 cac phuong an
néu trén, trong d6 khang thé nay hodc mot phan ctia né 1a khang thé dang kham,
chudi don, dic hiéu kép, duoc mé phong hoa, cua nguoi va duge lam tuong
thich v&i nguo.

22.Khang thé dac hiéu IL-18 bao o6m khang thé twong duong vé mit chirc ning
bét ky hodc cac phan ctia né theo phuong 4n bét ky trong sb cac phuong an néu
trén, trong d6 khang thé nay hoic mét phan ctia né lién két v6i IL-18 ctia ngudi.
23. Khéng thé dic hiéu IL-18 bao gom khang thé tuong duong vé mit chirc
nang bat ky hodc céc phan ctia n6 theo phwong 4n bat ky trong sb cac phuong an
néu trén, trong do lién két cta IL-18 véi thu thé IL-18, dic biét 1a lién két véi
IL-18Ra gidm it nht 5%, dic biét 1a it nhit 10%, dic biét 1a it nhat 15%, dic
biét 1a it nhit 20%, dic biét 1a it nhit 25%, dic biét 1a it nhat 30%, dic biét 1a it
nhat 40%, dac biét 1a it nhét 45%, dic biét 1a it nhit 50%, dic biét la it nhat
55%, dac biét 14 it nhit 60%, dac biét 14 it nhat 65%, dac biét 1a it nhat 70%, déc
biét 1a it nhat 75%, dic biét 1a it nhat 80%, dic biét 1a it nhat 85%, dic biét 1a it
nhat 90%, dic biét 1a it nhat 95%, dic biét 1a bang 100%.
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24. Khéng thé dic hiéu IL-18 bao gdm khéang thé tuong duong vé mit chirc
nang bat ky hodc cac phan cta né theo phuong an bat ky trong sd céc phuong 4n
néu trén, trong d6 khang thé nay hoic mot phan ctia né trung hoa IL-18 tu do
bé‘mg cach han ché hodc ngan chan lién két cta IL-18 v&i thu thé IL-18 (IL-
18R), dic biét 1a lién két IL-18 tu do v6i IL-18Ra.

25. Khéng thé dic hiéu IL-18 bao gdm khang thé twong duong vé mat chirc
ning bat ky hodc cac phan ctia né theo phuong 4n bét ky trong sb cac phuong 4n
néu trén, trong d6 khang thé nay hoic cac phan cua né:

a) lién két dic hiéu v6i mot epitop duy nhat, su két hop cua hai epitop hodc su
két hop cua ba epitop bao gém trong trinh tu dugc chon tr nhém trinh tu duoc
néu trong SEQ ID NO:1, SEQ ID NO: 2 va SEQ ID NO: 3; va/hodc

b) lién két ddc hidu véi epitop cé do ddng nhét trinh tu 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hodc 100% so vdi trinh tu dugc néu trong
SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO:5 hoac SEQ ID NO: 6, va

c) lién két dic hiéu voi IL-18 tai vi tri lién két IL-18BP hoic trong vung lan can
vi trf lién két IL-18BP; va

d) lién két dic hiéu véi protein IL-18 tu do, nhung khong lién két véi phiic hop
IL-18/IL-18BP; va

e) can tré khong gian lién két IL-18BP véi IL-18; va

f) giam lién két cua IL-18 véi thu thé IL-18, dac biét 1a lién két v6i IL-18Ra it
nhit 5%, dac biét 1a it nhat 10%, dic biét 1a it nhat 15%, dic biét 1a it nhat 20%,
diic biét 1a it nhat 25%, dic biét 12 it nhat 30%, dic biét 1a it nhit 40%, dic biét
1a it nhét 45%, dic biét 1a it nhit 50%, dac biét 1a it nhat 55%, dic biét 1a it nhat
60%, dic biét 1a it nhat 65%, dic biét 1a it nhat 70%, dic biét 1a it nhat 75%, dic
biét 1a it nhat 80%, ddc biét 1a it nhat 85%, ddc biét 1a it nhat 90%, ddc biét 1a it
nhit 95%, dic biét 1 bang 100%.

26. Chét trc ché IL-18 dé sir dung theo phuong 4n bat ky trong sd cac phuong an
tir 1 dén 13, trong d6 chét te ché 1a khang thé, dic biét 1a khang thé dic hidu cho
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TL-18 tu do, dic biét 1a khang thé dbi khang, khang thé nay ngan can lién két IL-
18 tu do véi thu thé IL-18, dic biét 1a lién két IL-18 tw do véi IL-18Ro.

27. ChéAt tc ché IL-18 dé str dung theo phuong 4n 26, trong d6 khng thé nay 1a
khang thé theo phuong 4n bét ky trong s cac phuong 4n tir 14 dén 25.

28. Chét (e ché TL-18 dé str dung theo phuong 4n bt ky trong s6 cac phuong 4n
tir 1 dén 13, trong d6 muc IL-18 tu do bat thuong trong dich co thé duoc xac
dinh bang cach st dung khang thé theo phuong an bét ky trong sb cac phuong
an tlr 14 dén 25.

29. Chét tc ché IL-18 dé sir dung theo phuong 4n bét ky trong s6 cac phuong an
tir 1 dén 13, trong d6 chat tc ché 1a IL-18BP, dic biét 1a IL-18BP cua nguoi
(hIL-18BP), dac biét la IL-18BP bao gbm tuong duong vé mit chiic nang bt ky
hodc cac phﬁn ctia nd, dic biét 1a IL-18BP nhu dugc néu trong SEQ ID NO: 7.
30. Chét tc ché IL-18 dé sir dung theo céc phuong 4n tir 26 dén 29, 1a protein ¢6
chiéu dai day du hoic protein dot bién, dan xuét chic ning, manh chic ning,
peptit c6 hoat tinh sinh hoc, phan doan, dan xuét hoan vi vong tron, protein dung
hop, ddng phan hozc mubi cia noé.

31. IL-18BP dé st dung trong diéu tri bénh phoi tdc nghén man tinh (COPD),
bénh tim mach, bénh kho mét va/hodc bénh tiéu duong typ IL

32. IL-18BP d8 sir dung theo phuong 4n 31 dé diéu tri bénh phéi tic nghén man
tinh (COPD).

33. [L-18BP dé st dung theo phuong 4n 31 dé diéu tri bénh tim mach.

34. IL-18BP dé st dung theo phuong 4n 31 dé diéu tri bénh kho mat.

35. IL-18BP dé st dung theo phuong 4n 31 dé diéu tri bénh tiéu duong typ I1.
36. IL-18BP dé su dung theo cac phuong éan tu 31 dén 35, trong d6 bénh hodc
r6i loan néu trén 1a do hat thudc hodc tiép xtc vé&i khéi thube thu dong, cu thé 1a
tiép xtic v6i khéi thude 14,

37. IL-18BP d st dung theo phuong an bat ky trong s6 cac phuong 4n néu trén,

trong d6 bénh hodc roi loan nay do nhiém virut.
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38. IL-18BP dé sir dung theo phuong 4n bét ky trong sb cac phuong an néu trén,
trong d6 bénh hoac r6i loan néu trén 13 biéu hién toan than do IL-18 cua ching
viém va cac bénh di kém duogc chon tir nhom bao gém khi phé thing, viém mo,
pha hiy mo, cét bo phdi, bién mat mach méu, chuyén san niém mac, phi dai tim,
giam VEGF trong mé phdi, mat mach phdi, co mach héa, ling dong collagen,
céc 16p dan hoi khong 6n dinh trong phdi, tai dinh dang dudng thd bang soi xo,
m& rong khoang khong, téi dinh dang méan tinh dudng thd va mach phdi va giam
chtic ning phéi.

39. IL-18BP dé sir dung theo phuong 4n bét ky trong sb cac phuong an néu trén,
trong d6 lién két IL-18 bi han ché hodc bi tc ché, dic biét 12 lién két IL-18 tu do
v6i IL-18R, nhung dic biét 1a lién két IL-18 tu do vé6i IL-18Ra.

40. IL-18BP dé st dung theo phuong 4n bét ky trong s6 céc phuong an néu trén,
trong d6 dudong dan tin hiéu xudi dong phu thuoc IL-18 duoc stra déi, dac biét la
bi trc ché.

41. IL-18BP dé sir dung theo phuong 4n bt ky trong sé céc phuong an néu trén,
trong do su biéu hién ting cua IFNy, IL-13 hodc IL-17A dugc sta doi, dic biét
12 bi tc ché, so véi nhiing dbi tuong khong duoc diéu tri mic bénh hodc rdi loan
néu trén.

42. IL-18BP dé sir dung theo phuong 4n bt ky trong s céc phuong an néu trén,
trong d6 chat trc ché IL-18 bu dap su mét can bang IL-18/IL-18BP bang cach
giit lai lugng IL-18 tu do du thira trong mé va tuan hoan.

43. IL-18BP dé sir dung theo phuong an bat ky trong s6 cac phuong 4n néu trén,
trong d6 viéc diéu tri bao gdm phong ngira, ngan chin, giam nhe hodc déo
ngugc cac triéu chimg lién quan dén bénh hoic rdi loan néu trén.

44. Ché phém duoc dé su dung trong diéu tri bénh hodc rdi loan nhu duoc dinh
nghia theo phuong an bt ky trong sé cic phuong an tir 1 dén 13 & dbi tuong
mac bénh hoic réi loan nhu vay hodc ¢6 khuynh hudng phat trién bénh hosc rdi
loan nhu vay nhu dugc dinh nghia theo phuong 4n bat ky trong sé cac phuong
an tr 1 dén 13, trong d6 ché phdm nay bao g0m chét ttc ché IL-18 theo phuong
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4n bat ky trong sb cac phuong an tir 1 dén 13 va tir 26 dén 30, dic biét 1a véi
luong c6 hidu qua du phong va/hoic diéu tri.

45. Ché pham duoc theo phuong 4n 44, trong d6 ché pham nay tiy ¥ cung cap
thém chét tc ché khac cua xytokin gay viém hodc manh chiic ning ctia né, hoic
yéu t§ diéu tiét, gay ra su biéu hién in situ cia chét trc ché xytokin gay viém
hodc manh chirc nang cta nd, cac chit dong diéu tri nhu khang viém, gidn phé
quén,khénglﬁs&nnhgthuécthéngtnﬁihoécthuécchénglxm

46. Ché pham dugc theo phuong 4n 44 hoic 45, bao gdm chéit mang va/hoic ta
duoc dugc dung.

47. Ché pham dugc dé sir dung trong diéu tri bénh hoic rdi loan nhu duoc dinh
nghia theo phuong an bét ky trong sb cic phuong an tir 31 dén 43 & ddi tuong
méc bénh hodc roi loan nhu vay hodc cé khuynh hudng phat trién bénh hoic rdi
loan nhu vay nhu dugc dinh nghia theo phuong an bat ky trong s cac phuong
4n tr 31 dén 43, trong d6 ché phdm nay bao gdm IL-18BP theo cic phuong an
tr 31 dén 43, dic biét 1a véi lugng c6 hiéu qua du phong va/hodc diéu tri.

48. Ché pham duoc theo phuong 4n 47, trong d6 ché pham nay tiy ¥ cung cp
thém chét trc ché khac cta xytokin giy viém hoic manh chirc ning ctia né, hoic
yéu td diéu tiét, gy ra su biéu hién in situ cua chét Gc ché nay cla xytokin gay
viém hodc manh chirc ning clia nd, cac chat dong diéu tri nhu khang viém, gidn
phéquén,khénglﬁs&nnﬁythuécthéngrnﬁihoécthuécchénglul

49. Ché pham dugc theo phuong an 47 hoic 48, bao gbm chit mang va/hoic ta
duoc dugc dung.

50. Vecto biéu hién bao gém trinh tu ma héa ctia chit Gc ché IL-18 theo phuong
an bét ky trong sb cac phuong 4n tir 1 dén 13 va tir 26 dén 30, khi st dung cho
d6i tuong méc bénh hoic réi loan hoic ¢6 khuynh huéng phat trién bénh hodc
réiloan,nhUTVéy'nhu duoc xac dinh trong cac phuong an néu trén dan dén su
biéu hién in situ cua chat tc ché IL-18 dé str dung trong diéu tri bénh hoac rdi
loan nhu dugc dinh nghia theo phuong an bat ky trong s6 cac phuong an tir 1

dén 13.
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51. Vecto biéu hién bao gé)m vecto biéu hién d6i ma IL-18, ma khi st dung cho
d6i tuong mic bénh hodc réi loan hodc ¢ khuynh huéng phat trién bénh hoac
r6i loan nhu vay nhu dugc xac dinh trong cac phuong an tu 1 dén 13, dan dén su
Grc ché in situ su biéu hién ctia IL-18 dé sir dung trong diéu tri bénh hoic rdi loan
nhu duoc dinh nghia theo phuong an bat ky trong sé cac phuong an tir 1 dén 13.

52. Vecto biéu hién cua phuong an 50 hodc 51 dé s dung trong diéu tri bénh
hodc rdi loan nhu duoc dinh nghia theo phuong 4n bt ky trong s cac phuong
4n tir 1 dén 13 va tir 26 dén 43, trong do vecto biéu hién néu trén duoc st dung
cho déituqng1ﬁéc'bénh,hoécréiloan,hoéccf>khuynh,huéng;phéttﬂén,bénh
hodc rdi loan nhu vay, don 1é hodc két hop véi chit Gc ché IL-18 theo phuong
4n bét ky trong s cac phuong an tir 1 dén 13 va tir 26 dén 30, IL-18BP theo céc
phuong 4n tir 31 dén 43 hodc ché phdm duoc theo phuong an bat ky trong sb cac
phuong 4n tir 44 dén 49.

53. Vecto biéu hién bao goém trinh tu ma héa IL-18BP theo cac phuong an tir 31
dén 43, khi s dung cho déituqngxnéc bénh,hoécréiloan,hoéccxikhuynh
huodng phéttﬁén_bénh hodc r6i loan nhu vay nhu dugc xac dinh trong cac
phuong an néu trén, dan dén su biéu hién in situ cta IL-18BP dé st dung trong
diéu tri bénh hodc rdi loan nhu duoc dinh nghia theo phuong an bat ky trong sb
c4c phuong 4n tir 31 dén 43.

54. Vecto biéu hién theo phuong 4n 53 dé st dung trong diéu tri bénh hoic rdi
loan nhu dugc dinh nghia theo phuong 4n bat ky trong sé cac phuong an tir 1
dén 13 va tir 26 tur 43, trong do vecto biéu hién néu trén duoc st dung cho dbi
tuong méc bénh hodc roi loan, hodc ¢ khuynh hudng phat trién bénh hodc rbi
loan nhu vay, don 16 hodc két hop véi chat e ché IL-18 theo phuong 4n bt ky
trong sd cac phuong an tir 1 dén 13 va tir 26 dén 30, IL-18BP theo cic phuong
an tir 31 dén 43 hodc ché pham dugc theo phuong an bat ky trong sb cac phuong
an tir 44 dén 49.

55. Chét Grc ché IL-18 dé str dung theo phuong 4n bét ky trong sb cac phuong 4n
tir 1 dén 13 va tir 26 dén 30, IL-18BP dé sir dung theo phuong an bt ky trong sb
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c4c phuong an tir 31 dén 43, ché pham dugc dé sir dung theo phuong 4n bét ky
trong sb cac phuong an tir 44 dén 49 hoic vecto biéu hién dé s dung theo
phuong an bat ky trong sé cac phuong 4n tir 50 dén 54, bao gdm viée str dung
cho cac ddi tuong can ding luong c6 hiéu qua du phong va/hosic diéu tri chat tc
ché 1L-18 néu trén, IL-18BP, ché phém dugc hodc vecto biéu hién, dic biét 1a
theo dudng toan than, trong mili, dudng miéng, udng, qua niém mac, ndi khi
quan, tiém tinh mach, tiém dudi da, duong ndi mach, trong am dao, dudi ludi,
trong phé quéan, trong phdi, qua da hodc tiém bap, dic biét 1a ding qua phé
quén- phoi.

56. Chét tc ché IL-18, IL-18BP, ché phém duoc hoac vecto biéu hién dé st
dung theo phuong an 55, trong dé dbi tuong nay la dong vat cé vu, dic biét dbi
tuong nay la nguoi.

57. Phuong phép diéu tri bénh hodc rdi loan nhu duoc dinh nghia theo phuwong
an bat ky trong sd cac phuong 4n tir 1 dén 13 va tir 26 dén 43 & dbi tuong mic
bénh hodc rdi loan nhu vay, hodc c6 khuynh huéng phét trién bénh hoic rdi loan
nhu vy, bao gdm viéc stt dung cho dbi twong nay mét lugng chét e ché 1L-18
c¢6 hidu qua diéu tri hodc du phong theo phuong 4n bat ky trong sb cac phuong
4n tir 1 dén 13 va tir 26 dén 30, IL-18BP theo cac phuong an tir 31 dén 43 hodc
ché pham duoc theo phuong an bat ky trong sb cac phuong 4n tir 44 dén 49
va/hodc vecto biéu hién theo phuong 4n bat ky trong sd cac phuong 4n tir 50 dén
54, dac biét béng cach st dung toan than, trong mili, duong miéng, uéng, qua
niém mac, ndi khi quan, tiém tinh mach, tiém dudi da, duong nd1 mach, trong
am dao, dudi ludi, trong phé quan, trong phéi, qua da hoac tiém b'flp, dac biét 1a
ding qua phé quan- phoi.

58. Phuong phap chin doan bénh hodc rbi loan nhu dugc dinh nghia theo
phuong 4n bét ky trong sb cac phuong 4n tir 1 dén 13 va tir 26 dén 43, dé chan
doéan khuynh huéng bénh hoac roi loan nhu duge dinh nghia theo phuong an bét
ky trong sb cac phuong an tir 1 dén 13 va tir 26 dén 43, theo dbi bénh ton luu t6i

thiéu & doi tuong, hodc dé dy doan kha nang dap ung cua doi tuong doi véi viée
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diéu tri bang chét wc ché IL-18 theo cac phuong 4n tir 1 dén 13 va tlr 26 dén 30,
IL-18BP theo c4c phuong 4n tir 31 dén 43 hodc ché pham dugc chira chit trc ché
IL-18 theo cac phuong 4n tir 44 dén 49, bao gdm cac budc:

a) thu mAu dich co thé, dic biét 1a huyét thanh tlr d6i tuong;

b) thu nghiém mau néu trén véi su c6 mit cia IL-18 tu do bé“lng cach st dung
khang thé IL-18 theo phuong 4n bat ky trong sb cac phuong 4n tir 14 dén 25
hodc IL-18BP theo phuong an bét ky trong sb cac phuong an tir 31 dén 43 lam
phéan t bét gilt va/hoac thtr nghiém mau néu trén voi su cé mit cta IL-18BP tu
do bang cach str dung khéng thé bat git dic hiéu IL-18BP don dong dau tién va
khéang thé phat hién dac hiéu IL-18BP, khang thé nay lién két véi vi tri khac cla
IL-18BP voi khang thé bét gifr, dac biét 1a mot trong cac khang thé dic hiéu nay
lién két vé6i vi tri lién ket IL-18 cua IL-18BP;

¢) xac dinh luong IL-18 tu do va/hoic IL-18BP tu do lién két véi phan tir bét giir
trong mﬁu;

d) so sanh lugng IL-18 tu do va/hodc IL-18BP tu do trong mau cua déi tuong
méc bénh v6i lugng trong miu ciia di tugng khée manh.

59. Phuong phap chdn doan bénh hoic r6i loan nhu duoc dinh nghia theo
phuong 4n bét ky trong sd cac phuong an tir 1 dén 13 va tir 26 dén 43, dé chan
doén khuynh huéng bénh hoic rdi loan nhu dugc dinh nghia theo phuong an bat
ky trong sb cac phuong an tir 1 dén 13 va tlr 26 dén 43, theo dai bénh ton luu t6i
thidu & ddi tuong, hodc dé du doan kha ning dép ung cia d6i tuong dbi voi viée
diéu tri bang chét e ché IL-18 theo cac phuong 4n tir 1 dén 13 va tir 26 dén 30,
IL-18BP theo cac phuong an tur 31 dén 43 hodc ché phidm duogc chira chét e ché
IL-18 theo c4c phuong an tir 44 dén 49 va chat mang va/hodc t4 duogc dugce dung
theo phuong 4n bat ky trong sb céc phuong an néu trén, bao gbm céc budc:

a) thu mau dich co thé, dac biét 1a dom va huyét thanh tir d6i tuong;

b) thu nghiém mau néu trén véi su c6 mat cua IL-18 tu do béing cach su dung
khéng thé IL-18 theo cac phuong 4n tir 14 dén 25 hodc IL-18BP lam phan t bat

gilr va/hodc thtr nghiém mau néu trén voi su cd mat cua IL-18BP tu do bang
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cach st dung khang thé bat gitr dic hiéu IL-18BP don dong dau tién va khang
thé phat hién dic hidu IL-18BP, khang thé nay lién két véi vi tri khac cua IL-
18BP véi khang thé bt giit, dic biét 1a mot trong cac khang thé dic hiédu IL-
18BP nay lién két véi vi tri lién két IL-18 ctia IL-18BP;

¢) thu nghiém mau néu trén véi sy ¢d mat cua IL-18 téng s6 va/hoac IL-18BP
téng sb bang cach sir dung khang thé dic hiéu don dong IL-18BP dau tién khong
lien két v6i vi tri lién két IL-18 cta IL-18BP va khang thé dic hiéu IL-18 tht
hai, khong lién két v6i vi tri lién két IL-18BP ctia IL-18;

d) xac dinh lugng IL-18 tu do va téng s6 va/hodc IL-18BP tu do va téng sb lién
két v6i phén tir bat giit trong mau;

e) so sanh lugng IL-18 tu do va/hodc téng sb va/hoic IL-18BP tu do va/hoic
tong s6 trong mau clia d6i twong méc bénh nhu vay véi lugng trong mau ctia d6i
tuong khde manh.

60. Phuong phap chan doan theo mot trong cac phuong 4n bat ky néu trén, trong
d6 lugng IL-18 tu do trong huyét thanh phan 1ap cta déi tuong, dic biét 1a
nguoi, méic bénh néu trén nim trong khoang tir 5 d&n 10000 pg/mL, trong khi
lugng IL-18 tu do trong huyét thanh cta dbi tuong khoe manh, dic biét 1a nguoi
khoe manh 1a <4 pg/mL.

61. Tap hop céac déu 4n sinh hoc dé sit dung trong chin doéan bénh hoic rdi loan
nhu dugc dinh nghia theo phuong an bat ky trong sd cac phuwong 4n tir 1 d&én 13
va tlr 26 dén 43, dé st dung trong chin doan khuynh huéng méc céc bénh hoic
rdi loan nhu duge dinh nghia theo phuong 4n bat ky trong sb cac phwong an tir 1
dén 13 va tir 26 dén 43 hodc dé st dung trong viéc theo d&i bénh tdn du tdi thiéu
& dbi tuong, hodc dé du doan kha ning dap g cta ddi tuong dbi véi viée diéu
tri bang chét e ché IL-18 theo cac phuong 4n tir 1 dén 13 va tir 26 dén 30, IL-
18BP theo cac phuong an tu 31 dén 43 hodc ché pham dugc chira chit e ché
IL-18 theo cac phuong an tur 44 dén 49.

62. Phuong phép chan doan bénh hoic rdi loan nhu dugc dinh nghia theo
phuong an bét ky trong sb cac phuong an tir 1 dén 13 va tir 26 dén 43, dé chan
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doan khuynh huénglnéc cac bénh hodc rdi loan nhu duoc dinh nghia theo
phuong 4n bat ky trong sd cac phuong 4n tir 1 dén 13 va tir 26 dén 43 hoac dé
theo d&i bénh ton luu t6i thiéu ¢ déi tuong, hodc dé du doan kha nang dap tng
cua dbi tugng dbi véi viée didu tri bang chat tic ché IL-18 theo cic phuong an tir
1 dn 13 va tir 26 dén 30, IL-18BP theo cac phuong 4n tir 31 dén 43 hodc ché
phdm duoc chita chat rc ché IL-18 theo cdc phuong an tir 44 dén 49, bao gém
cac budc:

e) thu thdp hd so dau 4n sinh hoc cua d6i tuong duoc kiém tra bang cach iy
mau cta dich co thé tir dbi tuong do;

f) thu thap hd so du 4n sinh hoc ctia quan thé tham chiéu khoe manh;

g) thu thap hd so d4u 4n sinh hoc tir quén thé mic bénh hodc roi loan néu trén va
h) so sénh hd so ddu 4n sinh hoc thu dugc trong budc a) véi hé so thu dugce
trong budc b) va budc c).

63. Kit duoc phiam bao gom chét e ché 1L-18 theo phuong 4n bét ky trong sb
céc phuong 4n tir 1 dén 13 va tir 26 dén 30, IL-18BP theo cic phuong an tir 31-
43hoécchéphénlduqcchﬁachétﬁcchéllr18theocécphuongéntﬁZVId&149
va chit mang va/hoic ta duoc dugc dung theo séng ché & cac dang liéu luong
don vi riéng biét, cac dang nay thich hop dé sur dung véi luong hitu hiu.

64. Kit chan doan dé phat hién IL-18 tu do, bao gém khang thé dic hiéu IL-18
theo phuong 4n bat ky trong sd cac phuong an tir 14 dén 25 1am khang thé bét
gitt hodc IL-18BP lam phén tir bit gitr thay thé, va khang thé phat hién dic higu
[L-18 thtt hai hodc khang thé dac hiéu IL-18 theo phuong 4n bét ky trong s6 cac
phuong 4n tir 14 dén 25 1am khang thé phat hién va khang thé bat gitt dic higu
[L-18 tht hai, trong d6 khang thé phat hién lién két véi cac vi tri khac ctia IL-18
so v6i phan tir bt git.

65. Kit chdn doan dé phat hién IL-18 tong s6 hodc IL-18BP tong sd, bao gdbm
khéng thé dic hiéu IL-18BP don dong dau tién khong lién két véi vi tri lién két
IL-18 cua IL-18BP va khang thé dic hiéu IL-18 tha hai, khong lién két v6i vi tri
lién két IL-18BP ctia IL-18.
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66. Kit chn doan dé phat hién IL-18BP tu do, bao gom khang thé bt giir dic
hiéu IL-18BP don dong dau tién va khang thé phat hién dic hiéu IL-18BP,
khang thé nay lién két véi vi tri khac cua IL-18BP véi khang thé bt gii.

67. Kit chin doan, bao gdm tit ca kit chan doén theo cic phuong 4n tir 64 dén

60.
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YEU CAU BAO HO

1. Phuong phap xac dinh luong IL-18 tw do trong méu bao gdm viéc phat hién
lién két dic hiéu cta protein lién két IL-18 (IL-18BP) véi protein IL-18 tu do

trong mau, trong d6 phuong phéap nay bao gbm cac bude:

a) dua mau nghi ngd chia IL-18 tu do tiép xuc voi IL-18BP, ma lién két
dic hiéu véi IL-18 tu do, nhung khong lién két voi IL-18 trong mot phirc hop va
¢6 chtrc nang nhu phan tir bt gitt IL-18 tu do;

b) cho phép IL-18BP lién két vai IL-18 tu do;

c) phét hién sy lién két cta IL-18 v6i IL-18BP bing phuong phap xét

nghiém mién dich dé phat hién va xéac dinh luong IL-18 tu do trong mau.

2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 IL-18BP 1a IL-18BP cua nguoi (hIL-
18BP).

3. Phuong phép theo diém 1, trong d6 IL-18BP la IL-18BP, c¢6 do dong nhat
trinh tu 80%,85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%
hodc 100% so vdi trinh tu dugce néu trong SEQ ID NO: 7, hodc manh chtic nang

cua no.

4. Kit chan doan dé phat hién IL-18 tu do, trong d6 kit ndy bao gdm phén tir lién
két dic hiéu IL-18 (IL-18BP) lam phén tir bt gitr va phan tir lién két dac hidu
IL-18 th(r hai lam phan tr phat hién, trong d6 phan t& phat hién nay la khang
nguyén, khang thé hodc thudc thu thu cip dugc danh diu dé phat hién, ma
chung 1ién két véi cac vi tri khéc trén IL-18 so vé6i phan tir bét giit va tiiy ¥, phan
tir bit gift dic hiéu IL-18 thit hai, trong d6 phan tir phat hién nay lién két véi cac

vi trf khéc trén IL-18 so v6i phén tir bét gii.

5. Kit chan doan theo diém 4, trong d6 IL-18BP 1a IL-18BP cua ngudi (hIL-
18BP).
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6. Kit chin doan theo diém 4 hoic 5, trong do6 IL-18BP 1a IL-18BP, c6 do déng
nhét trinh tu 80%,85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% hodc 100% so vdi trinh tu dugc néu trong SEQ ID NO: 7, hodc manh chirc

nang cua no.
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107C6

Trinh tw ADN VH:

ATGGGTTGGGTGTGGACCTTGCCATTCCTGATGGCAGCTGCCCAAAGTATCCAAGC
ACAGATCCAGTTGGTGCAGTCTGGTCCTGAACTGAAGAAGCCTGGAGAGACAGTCAAGC
TCTCCTGCAGGGCTTCTGGATATACATTCACAAACTATGGAATGAACTGGGTGAAGCAGG
CTCCAGGAAAGGGTTTAAAGTGGATGGGCTGGATAAACACCTACTCTGGAGTGCCAACAT
ATGCTGATGACTTCAAGGGACAGTTTGCCTTCTCTTTGGAAACCTCTGCCGCCACTGCCTT
TTTGCAGATCAACAACCTCAAAGATGAGGACACGGCTACATATTTTITGTGCAAGAGAGGG
ATATAGTACTACCAGGTCTATGGACTACTGGGGTCAAGGAACCTCAGTCACCGTCTCCTC
AGCCAAAACGACACCCCCATCTGTCTATCCACTGGCC (SEQID NO: 81)

Trinh tw axit amin VH:
MGWVWTLPFLMAAAQSIQAQIQLVQSGPELKKPGETVKLSCRASGYTFTNYGMN
WVKQAPGKGLKWMGWINTYSGVPTYADDFKGQFAFSLETSAATAFLQINNLKDEDTAT
YFCAREGYSTTRSMDYWGQGTSVTVSSAKTTPPSVYPLA
(SEQ ID NO: 82; SEQ ID NO: 9 (trinh ty in dam); (SEQ ID NO: 27-29 (trinh tu gach dudi))

Trinh tw ADN VK:

ATGGAGTCACAGTCTCAGGTTCTTATATTGCTGCTGCTATGGGTATCTGGTACCTGT
GGGGACATTGTGATGTCACAGTCTCCATCCTCCCTGGCTGTGTCAGCAGGAGAGAAGGTC
ACTATGAGCTGCAAATCCAGTCAGAGTCTGCTCGACAGTAGAACCCGAAAGAACTACTTG
GTTTGGTACCAGCAGAAACCAGGGCAGTCTCCTAAACTGCTGATCTACTGGGCATCCACT
AGGGGATCTGGGGTCCCTGATCGCTTCACAGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTC
ACCATCAGCAGTGTGCAGGCTGAAGACCTGGCAGTTTATTACTGCAAACAATCTTATAAT
CTTCGGACGTTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAACGGGCTGATGCTGCACCAACT
GTATCCATCTTCCCACCATCCAGTGAGCAGTTAACATCTGGAGGTGCCTCAGTCGTGTGCT
TCTTGAACAACTTCTACCCCAAA (SEQ ID NO: 83)

Trinh tw axit amin VK:

MESQSQVLILLLLWVSGTCGDIVMSQSPSSLAVSAGEKVTMSCKSSQSLLDSRTRKN
YLVWYQQKPGQSPKLLIYWASTRGSGVPDRFTGSGSGTDFTLTISSVQAEDLAVYYCKQ
SYNLRTFGGGTKLEIKRADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPK (SEQ ID NO:
84; SEQ ID NO: 10 (trinh ty in dam); (SEQ ID NO: 30-32 (trinh tu gach dudi))

Fig. 11-1
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108F8

Trinh tw ADN VH:

ATGGGTTGGGTGTGGACCTTGCTATTCCTGATGGCAGCTGCCCAAAGTATCCAATC
ACAGATCCAGTTGGTGCAGTCTGGTCCTGATTCGAAGAAGCCTGGAGAGACAGTCAAGCT
CTCCTGCAGGGCTTCTGGATATACATTCACAAACTATGGAATGAACTGGGTGAAGCAGGC
TCCAGGAAAGGGTTTAAAGTGGATGGGCTGGATAAACACCTACTCTGGAGTGCCAACAT
ATGCTGATGACTTCAAGGGACAGTTTGCCTTCTCTTTGGAAACCTCTGCCGCCACTGCCTT
TTTGCAGATCAACAACCTCAAAGATGAGGACACGGCTACATATTTITGTGCAAGAGAGGG
ATATAGTACTACCAGGTCTATGGACTACTGGGGTCAAGGAACCTCAGTCACCGTCTCCTC
AGCCAAAACGACACCCCCATCTGTCTTCCCCCTGGCACCT (SEQ ID NO: 85)

Trinh tu axit amin VH:
MGWVWTLLFLMAAAQSIQSQIQLVQSGPDSKKPGETVKLSCRASGYTFITNYGMNW
VKQAPGKGLKWMGWINTYSGVPTYADDFKGQFAFSLETSAATAFLQINNLKDEDTATY
FCAREGYSTTRSMDYWGQGTSVTVSSAKTTPPSVFPLAP
(SEQ ID NO: 86; SEQ ID NO: 11 (trinh tu in ddm); (SEQ ID NO: 33-35 (trinh tu gach dudi))

Trinh tw ADN VK:

ATGGGCTTCAAGATGAAGTCAGTCGACCTGGTTCTTATATTGCTGCTGCTATGGGTA
TCTGGTACCTGTGGGGACATTGTGATGTCACAGTCTCCATCCTCCCTGGCTGTGTCAGCAG
GAGAGAAGGTCACTATGAGCTGCAAATCCAGTCAGAGTCTGCTCGACAGTAGAACCCGA
AAGAACTACTTGGTTTGGTACCAGCAGAAACCAGGGCAGTCTCCTAAACTGCTGATCTAC
TGGGCATCCACTAGGGGATCTGGGGTCCCTGATCGCTTCACAGGCAGTGGATCTGGGACA
GATTTCACTCTCACCATCAGCAGTGTGCAGGCTGAAGACCTGGCAGTTITATTACTGCAAA
CAATCTTATAATCTTCGGACGTTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAACGGGCTGAT
GCTGCACCAACTGTATCCATCTTCCCACCATCCAGTGAGC-
AGTTAACATCTGGAGGTGCCTCAGTCGTGTGCTTCTTGAACAACTTCTACCCC

(SEQ ID NO: 87)

Trinh ty axit amin VK-
MGFKMKSVDLVLILLLLWVSGTCGDIVMSQSPSSLAVSAGEKVTMSCKSSQSLLDSR
TRKNYLVWYQQKPGQSPKLLIYWASTRGSGVPDRFTGSGSGTDFTLTISSVQAEDLAVY
YCKQSYNLRTFGGGTKLEIKRADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYP (SEQ
ID NO: 88; SEQ ID NO: 12 (trinh tu in ddm); (SEQ ID NO: 36-38 (trinh tu gach dud1))
Fig. 11-2

-148-



40982

109A6

Trinh tw ADN VH:

ATGAAATGCAGCTGGATTATGTTCTTCCTGATGGCAGTGGTTACAGGGGTCAATTC
AGAGGTTCAGCTGCAGCAGTCTGGGGCAGAACTTGTGAAGCCAGGGGCCTCAGTCAAGT
TGTCCTGCACAGCTTCTGGCTTCAAAATTAAAGACACCTATATACACTGGGTGATCCAGA
GGCCTGCACAGGGCCTGGAATGGATTGGAAGGATTGATCCTGCGAATGGTAATACTATIT
ATGGCTCAAAGTTCCAGGGCAAGGCCACTCTAACAGCGGACACATCATCCAACACAGCCT
ACATTCACCTCAGCAGCCTGACATCTGGGGACTCTGCCGTCTATTACTGTGCGGGCTACGT
TTGGTTTGCTTACTGGGGCCAAGGGACTCTGGTCACTGTCTCTGCAGCTACAACAACAGC
CCCATCCGTCTTCCCCCTGGCACCA (SEQ ID NO: 89)

Trinh tw axit amin VH:
MKCSWIMFFLMAVVTGVNSEVQLQQSGAELVKPGASVKLSCTASGFKIKDTYIHW
VIQRPAQGLEWIGRIDPANGNTIYGSKFQGKATLTADTSSNTAYIHLSSLTSGDSAVYYCA
GYVWFAYWGQGTLVTVSAATTTAPSVFPLAP (SEQ ID NO: 90)
(SEQ ID NO: 90; SEQ ID NO: 13 (trinh ty in ddm); (SEQ ID NO: 39-41 (trinh tu gach dudi))

Trinh tw ADN VK:

ATGAAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCTGATGTTCTGGATTCCTGCCTCCAGCAGT
GATGTTGTGATGACCCAAGTTCCACTCTCCCTGCCTGTCAGTCTTGGAGATCAAGCCTCCA
TCTCTTGCAGATCTAGTCAGAGACTTGTGCACAGTAATGGAAACACCTATTTACATTGGTT
CTTACAGAAGCCAGGCCAGTCTCCAAAGCTCCTGATCTACACAGTTTCCAACCGATTTTCT
GGGGTCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTCACACTCAAGATCAG
CAGAGTGGAGGCTGAGGATCTGGGAGTTTATTTCTGCTCTCAAAGTACACTTGTTCCGTG
GACGTTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAACGGGCTGATGCTGCACCAACTGTAT
CCATCTTCCCACCATCCAGTGAGCAGTTAACATCTGGAGGTGCCTCAGTCGTGTGCTTCTT
GAACAACTTCTACCCAAAG (SEQ ID NO: 91)

Trinh tw axit amin VK.
MKLPVRLLVLMFWIPASSSDVVMTQVPLSLPVSLGDQASISCRSSORLVHSNGNTYL
HWFLQKPGQSPKLLIYTVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYFCSQSTL
VPWTFGGGTKLEIKRADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPK
(SEQ ID NO: 92; SEQ ID NO: 14 (trinh tu in ddm); (SEQ ID NO: 42-44 (trinh tu gach duéi))

Fig. 11-3
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111A6

Trinh tw ADN VH:

ATGAAATGCAGCTGGGTTATGTTCTTCCTGATGGCAGTGGTTACAGGGGTCAATTC
AGAGGTTCAGCTGCAGCAGTCTGGGGCAGAACTTGTGAAGCCAGGGGCCTCAGTCAAGT
TGTCCTGCACAGCTTCTGGCTTCAAAATTAAAGACACCTATATACACTGGGTGATCCAGA
GGCCTGCACAGGGCCTGGAATGGATTGGAAGGATTGATCCTGCGAATGGTAATACTATTT
ATGGCTCAAAGTTCCAGGGCAAGGCCACTCTAACAGCGGACACATCATCCAACACAGCCT
ACATTCACCTCAGCAGCCTGACATCTGGGGACTCTGCCGTCTATTACTGTGCGGGCTACGT
TTGGTTTGCTTACTGGGGCCAAGGGACTCTGGTCACTGTCTCTGCAGCTACAACAACAGC
CCCATCCGTCTTCCCCCTGGCACCA (SEQ ID NO: 93)

Trinh tu axit amin VH:

MKCSWVMFFLMAVVTGVNSEVQLQQSGAELVKPGASVKLSCTASGFKIKDTYIHW
VIQRPAQGLEWIGRIDPANGNTIYGSKFQGKATLTADTSSNTAYIHLSSLTSGDSAVYYCA
GYVWFAYWGQGTLVTVSAATTTAPSVFPLAP (SEQ ID NO: 94; SEQ ID NO: 15 (trinh tu in
dam); (SEQ ID NO: 45-47 (trinh tu gach du6i))

Trinh tw ADN VKI

ATGGATTTTCAGGTGCAGATTTTCAGCTTCTTGCTAATCAGTGCCTCAGTTGCAATG
TCCAGAGGAGAAAATGTGCTCACCCAGTCTCCAGCAATCATGTCTGCTTCTCCAGGGGAG
AAGGTCACCATGACCTGCAGGGCCAGGTCAAGTGTAAGTTCCAGTTACTTGCACTGGTAC
CAGCAGAAGTCAGGTGCCTCCCCCAAACTCTGGATTTATAGCACATCCAACTTGGCTTCT
GGAGTCCCTACTCGCTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACCTCTTACTCTCTCACAATCAGCA
GTGTGGAGGCTGAAGATGCTGCCACTTATTACTGCCAGCAGTACAGTGGTTACCCACTCA
CGTTCGGTGCTGGGACCAAGCTGGAGCTGAAACGGGCTGATGCTGCACCAACTGTATCCA
TCTTCCCACCATCCAGTGAGCAGTTAACATCTGGAGGTGCCTCAGTCGTGTGCTTCTTGAA
CAACTTCTACCCCAAG (SEQ ID NO: 95)

Trinh tw axit amin VK-

MDFQVQIFSFLLISASVAMSRGENVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCRARSSVSSSYLH
WYQQKSGASPKLWIYSTSNLASGVPTRFSGSGSGTSYSLTISSVEAEDAATYYCQOQYSGY
PLTFGAGTKLELKRADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPK (SEQ ID NO: 96; SEQ
ID NO: 16 (trinh tu in dam); (SEQ ID NO: 48-50 (trinh tu gach du6i))

Fig. 11-4
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Trinh tw ADN VK 2

ATGAAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCTGATGTTCTGGATTCCTGCCTCCAGCAGT
GATGTTGTGATGACCCAAGTTCCACTCTCCCTGCCTGTCAGTCTTGGAGATCAAGCCTCCA
TCTCTTGCAGATCTAGTCAGAGACTTGTGCACAGTAATGGAAACACCTATTTACATTGGTT
CTTACAGAAGCCAGGCCAGTCTCCAAAGCTCCTGATCTACACAGTTTCCAACCGATTTTCT
GGGGTCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTCACACTCAAGATCAG
CAGAGTGGAGGCTGAGGATCTGGGAGTTTATTTCTGCTCTCAAAGTACACTTGTTCCGTG
GACGTTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAACGGGCTGATGCTGCACCAACTGTAT
CCATCTTCCCACCATCCAGTGAGCAGTTAACATCTGGAGGTGCCTCAGTCGTGTGCTTCTT
GAACAACTTCTACCCCAAAG (SEQ ID NO: 97)

Trinh tw axit amin VK 2:

MKLPVRLLVLMFWIPASSSDVVMTQVPLSLPVSLGDQASISCRSSQRLVHSNGNTYL
HWFLQKPGQSPKLLIYTVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYFCSQSTL
VPWTFGGGTKLEIKRADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPK(SEQ ID NO: 98;
SEQ ID NO: 17 (trinh tu in ddm); (SEQ ID NO: 51-53 (trinh tur gach dué61))

131B4

Trinh tw ADN VH:

ATGAAATGCAGCTGGATTATGTTCTTCCTGATGGCAGTGGTTACAGGGGTCAATTC
AGAGGTTCAGGTGCAGCAGTCTGGGGCAGAGCTTGTGAAGCCAGGGGCCTCAGTCAAGT
TGTCCTGCACAGCTTCTGGCTTCAAAATTAAGGACACCTATATACACTGGTTAAAACAGA
GGCCTGAACAGGGCCTGGAATGGATTGGAAGGATTGATCCTGCGAATGGTAATACTATAT
ATGGCTCAAAGTTCCAGGGCAAGGCCACTATAACAGCAGACACATCATCCAACACAGCC
TACATTCAACTCAGCAGCCTGACATCTGGGGACACTGCCGTCTATTTTTGTGCGGGCTACG
TTTGGTTTGCTTACTGGGGCCAAGGGACTCTGGTCACTGTCTCTGCAGCCAAAACGACAC
CCCCATCCGTCTTCCCCCTGGCC (SEQID NO: 99)

Trinh tu axit amin VH:

MKCSWIMFFLMAVVTGVNSEVQVQQSGAELVKPGASVKLSCTASGFKIKDTYIHW
LKQRPEQGLEWIGRIDPANGNTIYGSKFQGKATITADTSSNTAYIQLSSLTSGDTAVYFCA
GYVWFAYWGQGTLVTVSAAKTTPPSVFPLA  (SEQ ID NO: 100; SEQ ID NO: 18 (trinh tu
in dam); (SEQ ID NO: 54-56 (trinh tu gach duo6i))

Fig. 11-5
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Trinh tw ADN VH 2:

ATGGCTGTCTTGGGGCTGCTCTTCTGCCTGGTGACATTCCCAAGCTGTGTCCTGTCC
CAGGTGCAGCTGAAGCAGTCAGGACCTAGCCTAGTGCAGCCCTCACAGAGCCTGTCCATA
ACCTGCACAGTCTCTGGTTTCTCATTAACTAGCTATGGTGTACACTGGGTTCGCCAGTCTC
CAGGAAAGGGTCTGGAGTGGCTGGGAGTGATATGGAGAGGTGGAAGCACAGACTACAAT
GCAGCTTTCATGTCCAGACTGAGCATCACCAAGGACAACTCCAAGAGCCAAGTTTTCTTT
AAAATGAACAGTCTGCAAGCTGATGACACTGCCATATACTACTGTGCCAAAAATTGGGAG
TATGATGGTTACTGGGGGTTTGCTTACTGGGGCCAAGGGACTCTGGTCACTGTCTCTGCA
GAGAGTCAGTCCTTCCCAAATGTCTTCCCCCTCGAA  (SEQIDNO: 101)

Trinh tw axit amin VH 2:
MAVLGLLFCLVTFPSCVLSQVQLKQSGPSLVQPSQSLSITCTVSGFSLTSYGVHWVR
QSPGKGLEWLGVIWRGGSTDYNAAFMSRLSITKDNSKSQVFFKMNSLQADDTAIYYCA
KNWEYDGYWGFAYWGQGTLVTVSAESQSFPNVFPLE
(SEQ ID NO: 102; SEQ ID NO: 103 (trinh tu in dam); (SEQ ID NO: 104-106 (trinh tu gach dué6i))

Trinh tuw ADN VH 3:
ATGGCAGTGGTTACAGGGGTCAATTCAGAGGTTCAGCTGCAGCAGTCTGGGGCTGA
GCTTGTGAGGCCAGGGGCCTCAGTCAAGTTGTCCTGCACAGCTTCTGGCTTTAACATTAA
AGACGACTATATGCACTGGGTGAAGCAGAGGCCTGAACAGGGCCTGGAGTGGATTGGAA
GGATTGATCCTGCGAATGGTAATACTAAATATGCCCCGAAGTTCCAGGACAAGGCCACTA
TAACTGCAGACACATCCTCCAACACAGCCTACCTGCAGCTCAGCAGCCTGACATCTGAGG
ACACTGCCGTCTATTACTGTGCTAGAAGCTATGATGGTTCTCTGGGGGACTACTGGGGCC
AAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCAGAGAGTCAGTCCTTCCCAAATGTCTTCCCCCTCGA
G
(SEQ ID NO: 107)

Trinh tw axit amin VH 3:

MAVVTGVNSEVQLQQSGAELVRPGASVKLSCTASGFNIKDDYMHWVKQRPEQGL
EWIGRIDPANGNTKYAPKFQDKATITADTSSNTAYLQLSSLTSEDTAVYYCARSYDGSLG
DYWGQGTTLTVSSESQSFPNVFPLE (SEQ ID NO: 108; SEQ ID NO: 109 (trinh tu in dam);
(SEQ ID NO: 110-112 (trinh tu gach dudi))

Fig. 11-6
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Trinh tw ADN VK:

ATGAAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCTGATGTTCTGGATTCCTGCTTCCAGCAGT
GATGCTGTGTTGACCCAAACTCCACTCTCCCTGCCTGTCAGTCTTGGAGATCAAGCCTCCA
TCTCTTGCACATCTAGTCAGAGCCTTGTACACAGTAATGGAAACACCTATTTACATTGGTA
CCTGCAGAAGCCAGGCCAGTCTCCAAAGCTCCTGATCTACAAAGTTTCCGACCGATTTTC
TGGGGTCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGAACAGATTTCACACTCATGATCAC
CAGAGTGGAGGCTGAGGATCTGGGAGTTTATTTCTGCTCTCAAAGTTCACTTGTTCCGTGG
ACGTTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAGTCAAACGGGCTGATGCTGCACCAACTGTATCC
ATCTTCCCACCATCCAGTGAGCAGTTAACATCTGGAGGTGCCTCAGTCGTGTGCTTCTTGA
ACAACTTCTACCCCAAA (SEQIDNO: 113)

Trinh tw axit amin VK:
MKLPVRLLVLMFWIPASSSDAVLTQTPLSLPVSLGDQASISCTSSOSLVHSNGNTYLH
WYLQKPGQSPKLLIYKVSDRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLMITRVEAEDLGVYFCSQSSLV
PWTFGGGTKLEVKRADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPK
(SEQ ID NO: 114; SEQ ID NO: 19 (trinh tu in dam); (SEQ ID NO: 57-59 (trinh tu gach dudi))

131E8

Trinh tw ADN VH 1:

ATGGCTGTTTTGGGGCTGCTCTTCTGCCTGGTGACATTCCCAAGCTGTGTCCTATCC
CAGGTGCAGCTGAAGCAGTCAAGACCTGGCCCAGTGCAGCCCTCACAGAGCCTGTCCATC
ACCTGCACAGTCTCTGGTTTCTCATTACCTAACTATGGTGTACACTGGGTTCGCCAGCCTC
CAGGAAAGGGTCTGGAGTGGCTGGGAGTGATATGGAGTGGTGGAAGCACAGACTATAAT
GCAGCTTTCAAATCCAGACTGAGCATCAGCAAGGACAACTCCAAGAGCCAAGTTTTCTTT
AAAATGAACAGTCTGCAAGCTGATGACACAGCCATATACTACTGTGCCAGAAATTTTTAT -
AGTAAGTACGACTATGCTATGGACTACTGGGGTCAAGGAACCTCAGTCACCGTCTCCTCA
GCCAAAACAACACCCCCATCCGTCTTCCCCCTGGC (SEQ ID NO: 115)

Trinh tw axit amin VH 1:

MAVLGLLFCLVTFPSCVLSQVQLKQSRPGPVQPSQSLSITCTVSGFSLPNYGVHWVR
QPPGKGLEWLGVIWSGGSTDYNAAFKSRLSISKDNSKSQVFFKMNSLQADDTAIYYCAR
NFYSKYDYAMDYWGQGTSVTVSSAKTTPPSVFPL (SEQ ID NO: 116; SEQ ID NO: 20
(trinh tu in dam); (SEQ ID NO: 60-62 (trinh tu gach du6i))

Fig. 11-7
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Trinh tw ADN VH 2.

ATGTTCTTCTTGGTAGCAACAGCTACAGGTGTCCACTCCCAGGTCCAACTGCAGCA
GCCTGGGTCTGTGCTGGTGAGGCCTGGAGCTTCAGTGAAGCTGTCCTGCAAGGCTTCTGG
CTACACATTCACCAGCTACTGGATGCACTGGGTGAAGCAGAGGCCGGGACAAGGCCTTG
AGTGGATTGGAAATATTAATCCTAATAGTGGTAGTACTAACTACAATGAGAAGTTCAAGG
GCAAGGCCACACTGACTGTAGACACATCCTCCAGCACAGCCTACATGGATCTCAGCAGCC
TGACATCTGAGGACTCTGCGGTCTATTACTGTGCAAGACTGGGTGACTACTGGGGCCAAG
GCACCACTCTCACAGTCTCCTCAAAGAGTCAGTCCTCCCCATCCGTCTTCCCCCTG (SEQ
IDNO: 117)

Trinh tw axit amin VH 2:

MFFLVATATGVHSQVQLQQPGSVLVRPGASVKLSCKASGYTFTSYWMHWVKQRP
GQGLEWIGNINPNSGSTNYNEKFKGKATLTVDTSSSTAYMDLSSLTSEDSAVYYCARLGD
YWGQGTTLTVSSKSQSSPSVFPL (SEQ ID NO: 118; SEQ ID NO: 21 (trinh tu in dam); (SEQ ID
NO: 63-65 (trinh tu gach dudi))

Trinh tw ADN VH 3:

GCTGTCTTGGGGCTGCTCTTCTGCCTGGTTGCATTTCCAAGCTGTGTCCTGTCCCAG
GTGCAGCTGAAGGAGTCAGGACCTGGCCTGGTGGCGCCCTCACAGAGCCTGTCCATCACT
TGCACTGTCTCTGGGTTTTCATTAACCAGCTATGGTGTACACTGGGTTCGCCAGCCTCCAG
GAAAGGGTCTGGAGTGGCTGGGAGTAATATGGGCTGGTGGAAGCACAAATTATAATTCG
GCTCTCATGTCCAGACTGAGCATCAGCAAAGACAACTCCAAGAGCCAAGTTTTCTTAAAA
ATGAACAGTCTGCAAACTGATGACACAGCCATGTACTACTGTGCCAGAGATAGTAACTAC
TTTGACTACTGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCAGAGAGTCAGTCCTTCCCA
AATGTCTTCCCCCTCGTA (SEQID NO: 119)

Trinh tw axit amin VH 3.

AVLGLLFCLVAFPSCVLSQVQLKESGPGLVAPSQSLSITCTVSGFSLTSYGVHWYVRQ
PPGKGLEWLGVIWAGGSTNYNSALMSRLSISKDNSKSQVFLKMNSLQTDDTAMYYCAR
DSNYFDYWGQGTTLTVSSESQSFPNVFPLV (SEQ ID NO: 120; SEQ ID NO: 121 (trinh tu
in dam); (SEQ ID NO: 122-124 (trinh tu gach du6i))

Fig. 11-8
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Trinh tuw ADN VK:

ATGGATTTTCAGGTGCAGATTTTCAGCTTCCTGCTAATCAGTGCCTCAGTCATAATG
TCCAGAGGAGAAAATGTTCTCACCCAGTCTCCAGCAATCATGTCTGCATCTCCAGGGGAA
AAGGTCACCATGACCTGCAGTGCCAGCTCAAGTGTAAGTTACATGCACTGGTACCAGCAG
AAGTCAAGCACCTCCCCCAAACTCTGGATTTATGACACATCCAAACTGGCTTCTGGAGTC
CCAGGTCGCTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGAAACTCTTACTCTCTCACGATCAGCAGCATG
GAGGCTGAAGATGTTGCCACTTATTACTGTTTTCAGGGGAGTGGGTACCCACTCACGTTC
GGCTCGGGGACAAAGTTGGAAATAAAACGGGCTGATGCTGCACCAACTGTATCCATCTITC
CCACCATCCAGTGAGCAGTTAACATCTGGAGGTGCCTCAGTCGTGTGCTTCTTGAACAAC
TTCTACCCCAAA (SEQ ID NO: 125)

Trinh tw axit amin VK-
MDFQVQIFSFLLISASVIMSRGENVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVSYMHWYQ
QKSSTSPKLWIYDTSKLASGVPGRFSGSGSGNSYSLTISSMEAEDVATYYCFQGSGYPLTF
GSGTKLEIKRADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPK
(SEQ ID NO: 126; SEQ ID NO: 22 (trinh tu in ddm); (SEQ ID NO: 66-68 (trinh tu gach dudi))

131H1

Trinh tw ADN VH:

ATGGCTGTCTTGGGGCTGCTCTTCTGCCTGGTGACATTCCCAAGCTGTGTCCTATCC
CAGGTGCAGCTGAAGCAGTCAGGACCTGGCCTAGTGCAGCCCTCACAGAGCCTGTCCATC
ACCTGCACAGTCTCTGGTTTCTCATTAACTAGCTATGGTGTACACTGGGTTCGCCAGTCTC
CAGGAAAGGGTCTGGAGTGGCTGGGAGTGATATGGAGTGGTGGAAGCACAGACTATAAT
GCAGCTTTCATATCCAGACTGAGCATCAGCAAGGACAATTCCAAGAGCCAAGTTTTCTTT
AAAATGAACAGTCTGCAAGCTGATGACACAGCCATATATTACTGTGCCAGATCTTATGAT
TACGACGGGAGGGGTTACTTTGACTACTGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA
GAGAGTCAGTCCTTCCCAAATGTCTTCCCCCTCGTA  (SEQID NO: 127)

Trinh tw axit amin VH:
MAVLGLLFCLVTFPSCVLSQVQLKQSGPGLVQPSQSLSITCTVSGFSLTSYGVHWVR
QSPGKGLEWLGVIWSGGSTDYNAAFISRLSISKDNSKSQVFFKMNSLQADDTAIYYCARS
YDYDGRGYFDYWGQGTTLTVSSESQSFPNVFPLV
(SEQ ID NO: 128; SEQ ID NO: 129 (trinh tu in ddm); (SEQ ID NO: 130-132 (trinh tu gach duéi))

Fig. 11-9
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Trinh tw ADN VK 1:

ATGAGTGTGCTCACTCAGGTCCTGGGGTTGCTGCTGCTGTGGCTTACAGGTGCCAG
ATGTGACATCCAGATGACTCAGTCTCCAGCCTCCCTGTCTGCATCTGTGGGAGAAACTGT
CACCATCACATGTCGAGCAAGTGAGAATGTTTACAGATATTTAGCATGGTATCAGCAGAG
ACAGGGAAAATCTCCTCAGCTCCTGGTCTATAGTGCAAAAACCTTAGCAGAAGGTGTGCC
ATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGCACACAGTTTTCTCTGAAGATCAACACCCTGCA
GCCTGAAGATTTTGGGACTTATTACTGTCAACATCATTATAATACTCCTCTCACGTTCGGT
GCTGGGACCAAGCTGGAGCTGAAACGGGCTGATGCTGCACCAACTGTATCCATCTTCCCA
CCATCCAGTGAGCAGTTAACATCTGGAGGTGCCTCAGTCGTGTGCTTCTTGAACAACTTCT
ACCCCAAA (SEQ ID NO: 133)

Trinh tw axit amin VK 1.
MSVLTQVLGLLLLWLTGARCDIQMTQSPASLSASVGETVTITCRASENVYRYLAWY
QOQRQGKSPQLLVYSAKTLAEGVPSRFSGSGSGTQFSLKINTLQPEDFGTYYCOHHYNTP
LTFGAGTKLELKRADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPK
(SEQ ID NO: 134; SEQ ID NO: 135 (trinh ty in d@m); (SEQ ID NO: 136-138 (trinh tur gach du6i))

Trinh tw ADN VK 2:

ATGGTTCTTATATGGCTCCTGCTATGGGTATCTGGTACCTGTGGGGACATTGTGATG
TCACAGTCTCCATCCTCCCTGGCTGTGTCAGCAGGAGAGAAGGTCACTATGAGCTGCAAA
TCCAGTCAGAGTCTGTTCAACAGTAAAACCCGAAAGAACTACTTGGCTTGGTTTCAGCAA
AAACCAGGGCAGTCTCCTGAACTGCTGATCTACTGGGCATCCACTAGGAAATCTGGGGTC
CCTGATCGCTTCACAGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTGTG
CAGGCTGAAGACCTGGCAGTTTATTACTGCAAGCAATCTTATAATCTGTGGACGTTCGGC
GGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAACGGGCTGATGCTGCACCAACTGTATCCATCTTCCCA
CCATCCAGTGAGCAGTTAACATCTGGAGGTGCCTCAGTCGTGTGCTTCTTGAACAACTTCT
ACCCCAAA (SEQ ID NO: 139)

Trinh tw axit amin VK 2:

MVLIWLLLWVSGTCGDIVMSQSPSSLAVSAGEKVTMSCKSSQSLENSKTRKNYLAW
FQQKPGQSPELLIYWASTRKSGVPDRFTGSGSGTDFTLTISSVQAEDLAVYYCKQSYNL
WTFGGGTKLEIKRADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPK
(SEQ ID NO: 140; SEQ ID NO: 141 (trinh ty in ddm); (SEQ ID NO: 142-144 (trinh tu gach dudi))

Fig. 11-10
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132H4

Trinh tw ADN VH:

TGAGCTGGGTTTTCCTTGTCCTTATTTTAAAAGGTGTCCAGTGTGAAGTGAAGCTGG
TGGAGTCTGGGGGAGGCTTAGTGAAGCCTGGAGGGTCCCTGAAACTCTCCTGTGCAGCCT
CTGGATTCACTTTCAGTAACTATGCCATGTCTTGGGTTCGCCAGAATCCGGCGAAGAGGC
TGGAGTGGGTCGCAACCATTAGTAGTGGTGGTGCTAATATTTACTATCCAGACAGTGTGA
AGGGCCGATTCATCATCTCCAGAGACAATGCCAGGAACACCCTGTACCTGCAAATGAGCA
GTCTGAGGTCTGAGGACACGGCCATGTATTACTGTGCAAGAGGCGACTATTTITAACCACT
TCTGGTTTGCTTACTGGGGCCAAGGGACTCTTGTCACTGTCTCTGCAGCCAAAACAACAG
CCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCA (SEQ ID NO: 145)

Trinh tw axit amin VH:

SWVFLVLILKGVQCEVKLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTFSNYAMSWVRQNP
AKRLEWVATISSGGANIYYPDSVKGRFIISRDNARNTLYLQMSSLRSEDTAMYYCARGDY
FNHFWFAYWGQGTLVTVSAAKTTAPSVFPLA
(SEQ ID NO: 146; SEQ ID NO: 23 (trinh tu in ddm); (SEQ ID NO: 69-71 (trinh tu gach duéi))

(thiéu A & phan bt dAu cia trinh tu, c¢6 thé 1A MSWVF)

Fig. 11-11
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Trinh tw ADN VK:

ATGAAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCTGATGTTCTGGATTCCTGCTTCCAGCAGT
GATGTTTTGATGACCCAAACTCCACTCTCCCTGCCTGTCAGTCTTGGAGATCAAGCCTCCA
TCTCTTGTAGATCGAGTCAGAGCATTGTACATAGTAATGGAAACACCTATITAGAATGGT
ACCTGCAGAAACCAGGCCAGTCTCCAAAGTTCCTGATCTACAAAGTTTCCAACCGATTTT
CAGGGGTCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTCACACTCAAGATC
AACAGAGTGGAGGCTGAGGATCTGGGAATTTATTACTGCTTTCAGGGTTCACATGTTCCG
TGGACGTTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAACGGGCTGATGCTGCACCAACTGT
ATCCATCTTCCCACCATCCAGTGAGCAGTTAACATCTGGAGGTGCCTCAGTCGTGTGCTTC
TTGA

(SEQ ID NO: 147)

Trinh tir axit amin VK.
MKLPVRLLVLMFWIPASSSDVLMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIVHSNGNTYLE
WYLQKPGQSPKFLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKINRVEAEDLGIYYCFQGSHV
PWTFGGGTKLEIKRADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFL
(SEQ ID NO: 148; SEQ ID NO: 24 (trinh tw in ddm); (SEQ ID NO: 72-74 (trinh tw gach du6i))
(thiéu 6 axit amin cudi thuong 1a NNFYPK hoic NNFYPR)

133A6

Trinh tw ADN VH:

ATGAACTTTGGGTTGAGATTGGTTTTCCTTGTCCTTGTTTTAAAAGGTGTCCAGTGT
GAGGTGAAGCTAGTGGAGTCTGGAGGAGGCTTAGTGAAGCCTGGAGGGTCCCTGAAACT
CTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACTTTCAGTAACTATGCCATGTCTTGGGTTCGCCAGACT
CCGGCGAAGAGGCTGGAGTGGGTCACAACCATTAGTAGTGGTGGTGGTAACATCTACTAT
ACAGACAGTGTGAAGGGCCGATTCACCGTCTCCAGAGACAATGCCAGGAACACCCTGTA
CCTGCAAATGAGCAGTCTGAGGTCTGAGGACACGGCCATGTATTACTGTGCAAGAGGCG
ACTATAGTAACTACTTCTGGTTTGCTTACTGGGGCCAAGGGACTCTGGTCTCTGTCTCTGA
AGCCAAAACAACAGCCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCT  (SEQID NO: 149)

Trinh tw axit amin VH:
MNFGLRLVFLVLVLKGVQCEVKLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTFSNYAMSW
VRQTPAKRLEWVTTISSGGGNIYYTDSVKGRFTVSRDNARNTLYLQMSSLRSEDTAMYY
CARGDYSNYFWFAYWGQGTLVSVSEAKTTAPSVFPLAP
(SEQ ID NO: 150; SEQ ID NO: 25 (trinh tu in ddm); (SEQ ID NO: 75-77 (trinh tu gach du6i))

Fig. 11-12
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Trinh tw ADN VK .

ATGAAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCTGATGTTCTGGATTCCTGCTTCCAGCAGT
GATGTTTTGATGACCCAAACTCCACTCTCCCTGCCTGTCAGTCTTGGAGATCAAGCCTCCA
TCTCTTGCAGATCTAGTCAGAGCATTGTACATAGTAATGGAAACACCTATTTAGAATGGT
ACCTGCAGAAACCAGGCCAGTCTCCAAAGCTCCTGATCTACAAAGTTTCCAACCGATTTT
CTGGGGTCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTCACACTCAAGATCA
GCAGAGTGGAGGCTGAGGATCTGGGAGTTTATTACTGCTTTCAAGGTTCACATGTTCCGT
GGACGTTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAACGGGCTGATGCTGCACCAACTGTA
TCCATCTTCCCACCATCCAGGGAGCAGTTAACATCTGGAGGTGCCTCAGTCGTGTGCTTCT
TGAACAACTTCTACCCAAAA (SEQID NO: 151)

Trinh tu axit amin VK:

MKLPVRLLVLMFWIPASSSDVLMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIVHSNGNTYLE
WYLQKPGQSPKLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCFQGSHV
PWIFGGGTKLEIKRADAAPTVSIFPPSREQLTSGGASVVCFLNNFYPK (SEQ ID NO: 152;
SEQ ID NO: 26 (trinh ty in dm in ddm); (SEQ ID NO: 78-80 (trinh tu gach dudi))

Fig. 11-13
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DANH MUC TRINH TU
<110> AB2 Bio SA

<120> Phuong phap xac dinh luong IL-18 tu do trong miu va kit chan doan dé
phéat hién IL-18 tu do

<130> W1l568 PCT BS

<150> EP13 18 3193.5
<151> 2013-09-05

<160> 152
<170> BiSSAP 1.3

<210> 1

<211> 14

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Epitop

<400> 1
Tyr Phe Gly Lys Leu Glu Ser Lys Leu Ser Val Ile Arg Asn
1 5 10

<210> 2

<211> 22

<212> PRT

<213> Trinh tu nhéan tao

<220>
<223> Epitop

<400> 2
Phe Ile Ile Ser Met Tyr Lys Asp Ser Gln Pro Arg Gly Met Ala Val
1 5 10 15
Thr Thr Ile Ser Val Lys
20

<210> 3

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Epitop

<400> 3

Glu Met Asn Pro Pro Asp Asn Ile Lys Asp Thr Lys Ser Asp Ile Ile
1 5 10 15

Phe
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<210> 4

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhéan

<220>
<223> Epitop

<400> 4
Tyr Phe Gly Lys Leu
1 5

<210> 5

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén

<220>
<223> Epitop

<400> 5
Tyr Lys Asp Ser Gln
1 5

<210> 6

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tuyu nhén

<220>
<223> Epitop

<400> 6
Asp Asn Ile Lys Asp
1 5

<210> 7

<211> 164

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén

<220>

<223> Protein lién két IL-18

<400> 7
Thr Pro Val Ser Gln
1 5
Thr Lys Asp Pro Cys
20
Gln Cys Pro Ala Leu
35 ‘
Asn Gly Thr Leu Ser
50
Phe Ser Ile Leu Tyr
65
Pro Gly Arg Leu Trp
85
Gly Thr Gln Leu Cys
100

tao

Glu

tao

Pro

tao

Thr

tao

Thr
Pro
Glu
Leu
Trp
70

Glu

Lys

Ser

40982

Arg Gly Met Ala

Lys

Thr
Ser
Val
Ser
55

Leu

Gly

Ala

Thr
Gln
Thr
40

Cys
Gly

Ser

Leu

10

Ala Ala
10

Pro Pro

25

Trp Pro

Val Ala

Asn Gly

Thr Ser
90

Val Leu
105

-161-

Thr
Val
Glu
Cys
Ser
75

Arg

Glu

Ala
Phe
Val
Ser
60

Phe

Glu

Gln

Ser
Pro
Glu
45

Arg
Ile

Arg

Leu

Val
Ala
30

vVal
Phe
Glu

Gly

Thr
110

Arg
Ala
Pro
Pro
His
Ser

95
Pro

Ser
Lys
Leu
Asn
Leu
80

Thr

Ala



Ser
115
Arg

Leu His

Val Gln
130
Thr Leu
145

Gln

Pro

Gln Gln

<210> 8
<211> 13
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> Trinh
<400> 8

Glu Phe Gly
1

<210> 9
<211> 120
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> Trinh
<400> 9
Gln TIle
1

Thr

Gln

Val Lys

Gly Met Asn

35
Gly Trp Ile
50
Lys Gly Gln
65
Leu

Gln Ile

Ala Arg Glu

Gly Thr Ser

115

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

10
112
PRT
Trinh

<220>
<223> Trinh
<400> 10
Asp Ile Val
1

Glu Lys Val

Thr Asn

His Val

Pro Thr

Gly

tu nhan

ty 1lién

Ala Gly

tu nhéan

ty VH cua khéang

Leu Val

Leu Ser
20
Trp Val

Asn Thr

Phe Ala

Asn
85
Tyr

Asn

Gly
100

Val Thr

tiu nhan

ty VK cua khang

Met Ser
5
Thr Met

Phe Ser Cys
120
Val Leu Ala

135
Gln Glu

150

Ala

tao

Leu Val Leu

tao

Gln Ser Gly

Cys Arg Ala

Gln Ala
40
Gly

Lys

Ser
55
Ser

Tyr

Phe
70
Leu

Leu

Lys Asp

Ser Thr Thr

Val Ser

120

Ser

tao

Gln Ser Pro

Ser Cys Lys

40982

Val Leu Val Asp

Gln Leu Trp Ala

140

Leu Pro Ser Ser

155

Pro Glu Gln Val

125

Gly Leu Arg Ala

His Ser Ser Pro

Gly Gly Gln Phe Met

10

107Ce6

Pro
Ser
25

Pro
Val
Glu

Glu

Arg
105

Glu
10

Gly
Gly
Pro
Thr
Asp

90
Ser

107C6

Leu
Tyr
Lys
Thr
Ser
75

Thr

Met

Lys
Thr
Gly
Tyr
Ala
Ala

Asp

Lys
Phe
Leu
45

Ala
Ala

Thr

Tyr

Pro
Thr
30

Lys
Asp
Thr

Tyr

Trp
110

Gly
15

Asn
Trp
Asp
Ala
Phe

95
Gly

160

Glu
Tyr
Met
Phe
Phe
80

Cys

Gln

Ser Ser Leu Ala Val Ser Ala Gly

10

15

Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asp Ser
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Arg Thr Arg

35

Ser Pro Lys

50

Pro Asp Arg

65

Ile Ser Ser

Ser Tyr Asn

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

<220>
<223>

<400>

11
120
PRT
Trinh

Trinh

11

Gln Ile Gln

1

Thr Val Lys

Gly Met Asn

35

Gly Trp Ile

50

Lys Gly Gln

65

Leu Gln TIle

Ala Arg Glu

Gly Thr Ser

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

<220>
<223>

<400>

115
12
112
PRT
Trinh

Trinh

12

Asp Ile Val

1

Glu Lys Val

Arg Thr Arg

35

Ser Pro Lys

50

Pro Asp Arg

65

20
Lys

Leu
Phe
Val

Leu
100

Asn
Leu
Thr
Gln

85
Arg

tu nhéan

Tyr
Ile
Gly
70

Ala

Thr

tao

Leu
Tyr
55

Ser

Glu

Phe

ty VH cta khang

Leu
Leu
20

Trp
Asn
Phe
Asn
Gly

100
Val

Val
Ser
Val
Thr
Ala
Asn
85

Tyr

Thr

tu nhén

Gln
Cys
Lys
Tyr
Phe
70

Leu

Ser

Val

tao

Ser
Arg
Gln
Ser
55

Ser
Lys

Thr

Ser

tu VK cta khang

Met
Thr
20

Lys

Leu

Phe

Ser

Met

Asn

Leu

Thr

Gln
Ser
Tyr
Ile

Gly
70

Ser
Cys
Leu
Tyr

Ser

Val
40

Trp
Gly
Asp

Gly

thé

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Leu
Asp

Thr

Ser
120

Pro
Lys
Val
40

Trp

Gly

40982

25
Trp

Ala
Ser
Leu

Gly
105

Tyr
Ser
Gly
Ala

90
Gly

108F8

Pro
Ser
25

Pro
Val
Glu

Glu

Arg
105

Asp
10

Gly
Gly
Pro
Thr
Asp

90
Ser

108F8

Ser
Ser
25

Trp
Ala

Ser

Ser
10

Ser
Tyr

Ser

Gly
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Gln
Thr
Thr
75

Val

Thr

Ser
Tyr
Lys
Thr
Ser
75

Thr

Met

Leu
Gln
Gln
Thr

Thr
75

Gln
Arg
Asp
Tyr

Lys

Lys
Thr
Gly
Tyr
60

Ala

Ala

Asp

Ala
Ser
Gln
Arg

60
Asp

Lys
45

Gly
Phe
Tyr

Leu

Lys
Phe
Leu
45

Ala
Ala

Thr

Tyr

Val
Leu
Lys
45

Gly

Phe

30
Pro

Ser
Thr
Cys

Glu
110

Pro
Thr
30

Lys
Asp
Thr

Tyr

Trp
110

Ser
Leu
30

Pro

Ser

Thr

Gly
Gly
Leu
Lys

Ile

Gly
Asn
Trp
Asp
Ala
Phe

95
Gly

Ala
15

Asp
Gly
Gly

Leu

Gln
Val
Thr
80

Gln

Lys

Glu
Tyr
Met
Phe
Phe
80

Cys

Gln

Gly
Ser
Gln
Val

Thr
80



40982

Ile Ser Ser Val Gln Ala Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys Lys Gln
85 90 95
Ser Tyr Asn Leu Arg Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 13

<211> 115

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh tuyu VH cta khang thé 10926

<400> 13
Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15
Ser Val Lys Leu Ser Cys Thr Ala Ser Gly Phe Lys Ile Lys Asp Thr
20 25 30
Tyr Ile His Trp Val Ile Gln Arg Pro Ala Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45
Gly Arg Ile Asp Pro Ala Asn Gly Asn Thr Ile Tyr Gly Ser Lys Phe
50 55 60
Gln Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Thr Ser Ser Asn Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Ile His Leu Ser Ser Leu Thr Ser Gly Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Gly Tyr Val Trp Phe Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr
100 105 110
Val Ser Ala
115

<210> 14

<211> 112

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Trinh tu VK cl@ia khang thé& 10926

<400> 14
Asp Val Val Met Thr Gln Val Pro Leu Ser Leu Pro Val Ser Leu Gly

Asp Gln Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Arg Leu Val His Ser
20 25 30

Asn Gly Asn Thr Tyr Leu His Trp Phe Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser

35 40 45
Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Thr Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Tle

65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr Phe Cys Ser Gln Ser

85 90 95

Thr Leu Val Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

100 105 110
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<210> 15

<211> 115

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu VH ciia khdng thé 111A6

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

<210> 16
<211> 108
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Trinh tu 1 VK cua khéng thé 11126

<400> 16
Glu Asn Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ile Met Ser Ala Ser Pro Gly
1 5 10 15
Glu Lys Val Thr Met Thr Cys Arg Ala Arg Ser Ser Val Ser Ser Ser
20 25 30
Tyr Leu His Trp Tyr Gln Gln Lys Ser Gly Ala Ser Pro Lys Leu Trp
35 40 45
Ile Tyr Ser Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Thr Arg Phe Ser
50 55 60
Gly Ser Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Ser val Glu
65 70 75 80
Ala Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Ser Gly Tyr Pro
85 90 95
Leu Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys
100 105

<210> 17

<211> 112

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Trinh tu 2 VK cl@a khdng thé 111A6

<400> 17
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Asp Val Vval

Asp Gl

Asn Gl

n Ala

y Asn
35

Pro Lys Leu

50

Asp Arg Phe

65

Ser Arg Val

Thr Leu Val

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

<220>
<223>

<400>

18
115
PRT
Trinh

Trinh

18

Glu Val Gln

1

Ser Val Lys

Tyr Il

Gly Ar
50

Gln Gl

65

Ile G1

Ala G1
Val Se
<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Asp Al
1

Asp G1
Asn G1

Pro Ly

e His
35
g Ile

y Lys
n Leu
y Tyr

r Ala
115

19
112
PRT
Trinh

Trinh

19
a Val

n Ala
y Asn

35
s Leu

Met
Ser
20

Thr
Leu
Ser

Glu

Pro
100

Thr
Ile
Tyr
Ile
Gly
Ala

85
Trp

tu nhén

Gln
Ser
Leu
Tyr
Ser
70

Glu

Thr

tao

Val
Cys
His
Thr
55

Gly

Asp

Phe

tu VH cua khang

Val
Leu
20

Trp
Asp
Ala

Ser

Val
100

Gln
Ser
Leu
Pro
Thr
Ser

85
Trp

tu nhén

Gln
Cys
Lys
Ala
Ile
70

Leu

Phe

tao

Ser
Thr
Gln
Asn
55

Thr

Thr

Ala

ty VK cua khang

Leu
Ser
20

Thr

Leu

Thr
Ile
Tyr

Ile

Gln
Ser
Leu

Tyr

Thr
Cys
His

Lys

Pro
Arg
Trp
40

Val
Ser

Leu

Gly

thé

Gly
Ala
Arg
40

Gly
Ala

Ser

Tyr

Pro
Thr
Trp

Val

40982

Leu
Ser
25

Phe
Ser
Gly

Gly

Gly
105

Ser
10

Ser
Leu
Asn
Thr
Val

90
Gly

131B4

Ala
Ser
25

Pro
Asn
Asp

Gly

Trp
105

Leu
Ser
25

Tyr

Ser

Glu
10

Gly
Glu
Thr
Thr
Asp

90
Gly

& 131B4

Ser
10
Ser

Leu

Asp
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Leu
Gln
Gln
Arg
Asp
75

Tyr

Thr

Leu
Phe
Gln
Ile
Ser
75

Thr

Gln

Leu
Gln
Gln

Arg

Pro
Arg
Lys
Phe
60

Phe

Phe

Lys

Val
Lys
Gly
Tyr
Ser
Ala

Gly

Pro
Ser
Lys

Phe

Val
Leu
Pro
45

Ser
Thr

Cys

Leu

Lys
Ile
Leu
45

Gly
Asn

Val

Thr

Val
Leu
Pro

45
Ser

Ser
Val
30

Gly
Gly
Leu

Ser

Glu
110

Pro
Lys
30

Glu
Ser
Thr

Tyr

Leu
110

Ser
Val
30

Gly

Gly

Leu
15

His
Gln
Val
Lys
Gln

95
Ile

Gly
Asp
Trp
Lys
Ala
Phe

95
Val

Leu
15
His

Gln

Val

Gly
Ser
Ser
Pro
Ile
80

Ser

Lys

Ala
Thr
Ile
Phe
Tyr
80

Cys

Thr

Gly
Ser
Ser

Pro



50

Asp Arg Phe

65

Thr Arg Val

Ser Leu Val

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

<220>
<223>

<400>

20
120
PRT
Trinh

Trinh

20

Gln Val Gln

1

Ser Leu Ser

Gly Val His

35

Gly val Ile

50

Ser Arg Leu

65

Lys Met Asn

Arg Asn Phe

Gly Thr Ser

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

<220>
<223>

<400>

115
21
113
PRT
Trinh

Trinh

21

Gln Val Gln

1

Ser Val Lys

Trp Met His

35

Gly Asn Ile

50

Lys Gly Lys

65

Met Asp Leu

Ala Arg Leu

Ser

Glu

Pro
100

Gly

Ala
85
Trp

tu nhan

tu 1 VH

Leu
Ile
20

Trp
Trp
Ser
Ser
Tyr

100
Val

Lys
Thr
vVal
Ser
Ile
Leu
85

Ser

Thr

tu nhan

ty 2 VH

Leu
Leu
20

Trp
Asn
Ala

Ser

Gly
100

Gln
Ser
Val
Pro
Thr
Ser

85
Asp

Ser
70
Glu

Thr

tao

cua

Gln
Cys
Arg
Gly
Ser
70

Gln
Lys

Val

tao

cta

Gln
Cys
Lys
Asn
Leu
70

Leu

Tyr

55

40982

Gly Ser Gly Thr Asp

Asp Leu Gly Val

90

Phe Gly Gly Gly

105

khang thé 131E8

Ser
Thr
Gln
Gly
55

Lys
Ala

Tyr

Ser

Arg
Val
Pro
40

Ser
Asp
Asp

Asp

Ser
120

Pro
Ser
25

Pro
Thr
Asn

Asp

Tyr
105

Gly
10

Gly
Gly
Asp
Ser
Thr

90
Ala

khang th& 131E8

Pro
Lys
Gln
Ser
55

Thr

Thr

Trp

Gly
Ala
Arg
40

Gly
Val

Ser

Gly

Ser
Ser
25

Pro
Ser
Asp

Glu

Gln
105

Val
10

Gly
Gly
Thr
Thr
Asp

90
Gly
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75
Tyr

Thr

Pro
Phe
Lys
Tyr
Lys
75

Ala

Met

Leu
Tyr
Gln
Asn
Ser
75

Ser

Thr

60

Phe Thr Leu

Phe Cys Ser

Lys Leu Glu

Val
Ser
Gly
Asn
60

Ser

Ile

Asp

Val
Thr
Gly
Tyr
Ser
Ala

Thr

Gln
Leu
Leu
45

Ala
Gln

Tyr

Tyr

Arg
Phe
Leu
45

Asn
Ser

Val

Leu

110

Pro
Pro
30

Glu
Ala
Val

Tyr

Trp
110

Pro
Thr
30

Glu
Glu
Thr

Tyr

Thr
110

Met
Gln

95
Val

Ser
15

Asn
Trp
Phe
Phe
Cys

95
Gly

Gly
15

Ser
Trp
Lys
Ala
Tyr

95
vVal

Ile
80
Ser

Lys

Gln
Tyr
Leu
Lys
Phe
80

Ala

Gln

Ala
Tyr
Ile
Phe
Tyr
Cys

Ser



40982

Ser

<210> 22

<211> 106

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu VK cia khang th& 131ES8

<400> 22
Glu Asn Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ile Met Ser Ala Ser Pro Gly
1 5 10 15
Glu Lys Val Thr Met Thr Cys Ser Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Met
20 25 30
His Trp Tyr Gln Gln Lys Ser Ser Thr Ser Pro Lys Leu Trp Ile Tyr
35 40 45
Asp Thr Ser Lys Leu Ala Ser Gly Val Pro Gly Arg Phe Ser Gly Ser
50 55 60
Gly Ser Gly Asn Ser Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Ser Met Glu Ala Glu
65 70 75 80
Asp Val Ala Thr Tyr Tyr Cys Phe Gln Gly Ser Gly Tyr Pro Leu Thr
85 90 95
Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105

<210> 23

<211> 120

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh tu VH cua khang thé 132H4

<400> 23
Glu Val Lys Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr
20 25 30
Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Asn Pro Ala Lys Arg Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ala Thr Ile Ser Ser Gly Gly Ala Asn Ile Tyr Tyr Pro Asp Ser Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Ile Ile Ser Arg Asp Asn Ala Arg Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80
Leu Gln Met Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Gly Asp Tyr Phe Asn His Phe Trp Phe Ala Tyr Trp Gly Gln
100 105 110
Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ala
115 120

<210> 24

<211> 112

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
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<223> Trinh

<400> 24

Asp
1
Asp
Asn
Pro
Asp
65

Asn

Ser

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

Val
Gln
Gly
Lys
50

Arg

Arg

His

<220>

<223>

<400>

Glu
1
Ser
Ala
Thr
Lys
65
Leu

Ala

Gly

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

Val
Leu
Met
Thr
50

Gly
Gln

Arg

Thr

<220>

<223>

<400>

25
120
PRT
Trinh

25

26
112
PRT
Trinh

26

Leu
Ala
Asn
35

Phe
Phe

Val

Val

Trinh

Lys
Lys
Ser
35

Ile
Arg
Met

Gly

Leu
115

Trinh

Asp Val Leu

1

Asp Gln Ala

ty VK cua khéng

Met
Ser
20

Thr
Leu
Ser

Glu

Pro
100

Thr
Ile
Tyr
Ile
Gly
Ala

85
Trp

tu nhan

Gln
Ser
Leu
Tyr
Ser
70

Glu

Thr

tao

Thr
Cys
Glu
Lys
Gly
Asp

Phe

ty VH cua khéang

Leu
Leu
20

Trp
Ser
Phe
Ser
Asp

100
Val

val
Ser
Val
Ser
Thr
Ser
85

Tyr

Ser

tu nhan

Glu
Cys
Arg
Gly
Val
70

Leu

Ser

Val

tao

Ser
Ala
Gln
Gly
Ser
Arg
Asn

Ser

tu VK cua khéng

thé

Pro
Arg
Trp
40

Val
Ser

Leu

Gly

Gly
Ala
Thr
40

Gly
Arg
Ser
Tyr

Glu
120

Met Thr Gln Thr Pro

5

Ser Ile Ser Cys Arg

20

40982

132H4

Leu
Ser
25

Tyr
Ser
Gly
Gly

Gly
105

Ser
10

Ser
Leu
Asn
Thr
Ile

90
Gly

13326

Gly
Ser
25

Pro
Asn
Asp

Glu

Phe
105

Gly
Gly
Ala
Ile
Asn
Asp

90
Trp

13326

Leu
Gln
Gln
Arg
Asp
75

Tyr

Thr

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ala
75

Thr

Phe

Pro
Ser
Lys
Phe
60

Phe

Tyr

Lys

Val
Thr
Arg
Tyr
60

Arg

Ala

Ala

Val
Ile
Pro
45

Ser
Thr

Cys

Leu

Lys
Phe
Leu
45

Thr
Asn

Met

Tyr

Ser
Val
30

Gly
Gly
Leu

Phe

Glu
110

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr

Tyr

Trp
110

Leu
15

His
Gln
Val
Lys
Gln

95
Ile

Gly
15

Asn
Trp
Ser
Leu
Tyr

95
Gly

Gly
Ser
Ser
Pro
Ile
80

Gly

Lys

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
Cys

Gln

Leu Ser Leu Pro Val Ser Leu Gly

10

15

Ser Ser Gln Ser Ile Val His Ser

25
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30



Asn
Pro
Asp
65

Ser

Ser

Gly
Lys
50

Arg
Arg

His

<210> 27
<211> 8

<212>

<213> Tr

<220>

<223>

<400> 27
Gly Tyr Thr

1

<210> 28
<211> 8

<212>
<213>

<220>
<223> Tr

<400> 28
Ile Asn Thr

1

<210> 29
<211> 13

<212>

<213> Tr

<220>

<223>

<400> 29
Ala Arg Glu

1

<210> 30
<211> 12

<212>

<213> Tr

<220>
<223> Tr

<400> 30
Gln Ser Leu

Asn
35

Leu
Phe
Val

Val

PRT

inh

Trinh

PRT
Trinh

inh

PRT

inh

Trinh

PRT

inh

inh

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

Tyr
Ile
Gly
Ala

85
Trp

tu nhan

tu CDR1

Phe

Thr
5

tu nhan

ty CDR2

Tyr

Ser
5

tu nhén

ti CDR3

Gly

Tyr
5

tu nhan

tu CDR1

Leu

Asp

Leu
Tyr
Ser
70

Glu

Thr

tao

Glu
Lys
55

Gly
Asp

Phe

Trp
40

Val
Ser

Leu

Gly

40982

Tyr
Ser
Gly
Gly

Gly
105

Leu
Asn
Thr
Val

90
Gly

Gln
Arg
Asp
75

Tyr

Thr

VH ctia khang thé 107Cé

Asn Tyr Gly

tao

VH cua khang thé& 107C6

Gly Val Pro

tao

VH cua khang thé 107C6

Lys
Phe
60

Phe
Tyr

Lys

Pro
45

Ser
Thr
Cys

Leu

Ser Thr Thr Arg Ser Met Asp Tyr

tao

10

VK ctua khang thé 107C6

Ser Arg Thr Arg Lys Asn Tyr
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Gly
Gly
Leu
Phe

Glu
110

Gln
Val
Lys
Gln

95
Ile

Ser
Pro
Ile
80

Gly

Lys



1

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

<220>
<223>

<400>

31
3
PRT

40982

10

Trinh tu nh&n tao

Trinh tyu CDR2 VK cua khang thé& 107C6

31

Trp Ala Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

32

PRT

Trinh

Trinh

32

Lys Gln Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

33

8

PRT
Trinh

Trinh

33

Gly Tyr Thr

1

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

<220>
<223>

<400>

34

8

PRT
Trinh

Trinh

34

Ile Asn Thr

1

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

<220>
<223>

<400>

35

13
PRT
Trinh

Trinh

35

tu nhén

tu CDR3

Tyr Asn

5

tu nhéan

tu CDR1

Phe Thr

tu nhén

tu CDR2

Tyr Ser

5

tu nhén

tu CDR3

tao

VK cna khang thé& 107C6é

Leu Arg Thr

tao

VH cua khéng thé 108F8

Asn Tyr Gly

tao

VH ctia khang thé 108F8

Gly Vval Pro

tao

VH ctia khang thé 108F8

-171-



40982

Ala Arg Glu Gly Tyr Ser Thr Thr Arg Ser Met Asp Tyr
1 5 10

<210> 36

<211> 12

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu CDR1 VK cta khang thé& 108F8

<400> 36
Gln Ser Leu Leu Asp Ser Arg Thr Arg Lys Asn Tyr
1 5 10

<210> 37

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh ty CDR2 VK cua khang thé& 108F8

<400> 37
Trp Ala Ser
1

<210> 38

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu CDR3 VK cua khang thé 108F8

<400> 38
Lys Gln Ser Tyr Asn Leu Arg Thr
1 5

<210> 39

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Trinh tu CDR1 VH ctla khang thé& 109A6

<400> 39
Gly Phe Lys Ile Lys Asp Thr Tyr
1 5

<210> 40

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Trinh ty CDR2 VH cua khang thé 10926
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<400> 40
Ile Asp Pro
1

<210> 41
<211> 8
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> Trinh

<400> 41
Ala Gly Tyr
1

<210> 42
<211> 11
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> Trinh

<400> 42
Gln Arg Leu
1

<210> 43
<211> 3
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> Trinh

<400> 43
Thr Val Ser
1

<210> 44
<211> 9
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> Trinh

<400> 44
Ser Gln Ser
1

<210> 45
<211> 8
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> Trinh

Ala Asn

tu nhan

tu CDR3

Val Trp

5

tu nhan

tu CDR1

Val His

tu nhén

tu CDR2

tu nhén

tu CDR3

Thr Leu

5

tu nhén

tu CDR1

40982

Gly Asn Thr

tao
VH cta khang thé& 109A6

Phe Ala Tyr

tao

VK cua khéng thé 109246

Ser Asn Gly Asn Thr Tyr
10

tao

VK cua khang thé& 109A6

tao
VK cta khang thé 109A6

Val Pro Trp Thr

tao

VH cta khéng thé 111A6
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<400> 45
Gly Phe Lys Ile Lys Asp Thr Tyr
1 ' 5

<210> 46

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Trinh tu CDR2 VH cla khang thé 11126

<400> 46
Ile Asp Pro Ala Asn Gly Asn Thr
1 5

<210> 47

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu CDR3 VH cua khang thé 11126

<400> 47
Ala Gly Tyr Val Trp Phe Ala Tyr
1 5

<210> 48

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu 1 CDR1 VK ctia khdng thé 111A6

<400> 48
Ser Ser Val Ser Ser Ser Tyr
1 5

<210> 49

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu 1 CDR2 VK cla khang thé 111A6

<400> 49
Ser Thr Ser
1

<210> 50

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
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<223> Trinh

<400> 50
Gln Gln Tyr
1

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

51

11
PRT
Trinh

<220>
<223> Trinh
<400> 51
Gln Arg Leu
1

<210> 52
<211> 3
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> Trinh

<400> 52
Thr Val Ser
1

<210> 53
<211> 9
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> Trinh

<400> 53
Ser Gln Ser
1

<210> 54
<211> 8
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> Trinh
<400> 54
Gly Phe Lys
1

<210> 55
<211> 8
<212> PRT
<213> Trinh

40982

tu 1 CDR3 VK cua khéng thé 111A6
Ser Gly Tyr Pro Leu Thr
5
tu nhan tao
tu 2 CDR1 VK cua khang thé 111A6
Val His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr
5 10
tuy nhan tao

tu 2 CDR2 VK cua khang thé 11126

tu nhén tao

tu 2 CDR2 VK cua khang thé 111A6

Thr Leu Val Pro Trp Thr
5
tu nhéan tao
tu CDR1 VH cthia khang thé 131B4
Ile Lys Asp Thr Tyr
5
tu nhédn tao
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<220>
<223> Trinh

<400> 55
Ile Asp Pro
1

<210> 56
<211> 8
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> Trinh
<400> 56
Ala Gly Tyr
1

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

57

11
PRT
Trinh

<220>
<223> Trinh
<400> 57
Gln Ser Leu
1

<210> 58
<211> 3
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> Trinh
<400> 58
Lys Val Ser
1

<210> 59
<211> 9
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> Trinh
<400> 59
Ser Gln Ser
1

<210> 60
<211> 8
<212> PRT
<213> Trinh

tu CDR2

Ala Asn

5

tu nhéan

tu CDR3

Val Trp

5

tu nhan

tu CDR1

Val His

tu nhan

ti CDR2

tu nhéan

tyu CDR3

Ser Leu
5

ti nhan

40982

VH ctia khang thé 131B4

Gly Asn Thr

tao
VH ctia khang thé 131B4

Phe Ala Tyr

tao

VK ctia khang thé 131B4

Ser Asn Gly Asn Thr Tyr
10

tao

VK cuia khang thé 131B4

tao
VK ctia khang thé 131B4

Val Pro Trp Thr

tao
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<220>
<223> Trinh tu 1 CDR1 VH cua khéng thé 131E8

<400> 60
Gly Phe Ser Leu Pro Asn Tyr Gly
1 5

<210> 61

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Trinh tu 1 CDR2 VH cua khang thé& 131ES8

<400> 61
Ile Trp Ser Gly Gly Ser Thr
1 5

<210> 62

<211> 14

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Trinh tu 1 CDR3 VH cta khdng thé& 131E8

<400> 62
Ala Arg Asn Phe Tyr Ser Lys Tyr Asp Tyr Ala Met Asp Tyr
1 5 10

<210> 63

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Trinh tu 2 CDR1 VH clia khang thé 131ES

<400> 63
Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Trp
1 5

<210> 64

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu 2 CDR2 VH ctha khang thé 131ES8

<400> 64
Ile Asn Pro Asn Ser Gly Ser Thr
1 5

<210> 65

<211> 6
<212> PRT
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<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu 2 CDR3 VH cua khang thé 131E8

<400> 65
Ala Arg Leu Gly Asp Tyr
1 5

<210> 66

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Trinh tu CDR1 VK cua khéng thé 131E8

<400> 66
Ser Ser Val Ser Tyr
1 5

<210> 67

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tuyu nhan tao

<220>
<223> Trinh tu CDR2 VK cla khadng thé 131E8

<400> 67
Asp Thr Ser
1

<210> 68

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhan tao

<220>
<223> Trinh tu CDR3 VK cla khing thé 131E8

<400> 68
Phe Gln Gly Ser Gly Tyr Pro Leu Thr
1 5

<210> 69

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhan tao

<220>
<223> Trinh tu CDR1 VH cua khéng thé 132H4

<400> 69

Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr Ala
1 5

<210> 70

<211> 8
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<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Trinh tu CDR2 VH cua khang thé 132H4

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

<210> 71

<211> 13

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Trinh tu CDR3 VH cl@ia khadng thé 132H4

<400> 71
Ala Arg Gly Asp Tyr Phe Asn His Phe Trp Phe Ala Tyr
1 5 10

<210> 72

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<223> Trinh tu CDR1 VK clia khadng thé 132H4

<400> 72
Gln Ser Ile Val His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr
1 5 10

<210> 73

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tw nhédn tao

<220>
<223> Trinh tu CDR2 VK cua khang thé 132H4

<400> 73
Lys Val Ser
1

<210> 74

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Trinh tu CDR3 VK cta khang thé 132H4

<400> 74

Phe Gln Gly Ser His Val Pro Trp Thr
1 5

<210> 75
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

PRT
Trinh

Trinh

75

Gly Phe Thr

1

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

<220>
<223>

<400>

76

3

PRT
Trinh

Trinh

76

Ile Ser Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

77

13
PRT
Trinh

Trinh

77

Ala Arg Gly

1

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

<220>
<223>

<400>

78

11
PRT
Trinh

Trinh

78

Gln Ser Ile

1

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

<220>
<223>

<400>

79

PRT

Trinh

Trinh

79

Lys Val Ser

1

tu nhan

tu CDR1

Phe Ser

5

tu nhan

tu CDR2

Gly Gly

5

tu nhan

tu CDR3

Asp Tyr

5

tu nhan

tu CDR1

Val His

5

tu nhan

tu CDR2

40982

tao
VH clia khang thé 13326

Asn Tyr Ala

tao
VH clia khang thé 133A6

Gly Asn Ile

tao

VH cta khang thé 13326

Ser Asn Tyr Phe Trp Phe Ala Tyr
10

tao

VK cta khang thé& 13326

Ser Asn Gly Asn Thr Tyr
10

tao

VK ctua khang thé 133A6
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<210> 80
<211> 9
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhén tao
<220>

<223> Trinh tu CDR3 VK cia khang thé 133A6
<400> 80
Phe Gln Gly Ser His Val Pro Trp Thr

1 5

<210> 81
<211> 453
<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Trinh tu ADN VH cta khang thé 107C6
<400> 81
atgggttggg tgtggacctt gccattcctg atggcagctg cccaaagtat ccaagcacag 60
atccagttgg tgcagtctgg tcctgaactg aagaagcctg gagagacagt caagctctcc 120
tgcagggctt ctggatatac attcacaaac tatggaatga actgggtgaa gcaggctcca 180
ggaaagggtt taaagtggat gggctggata aacacctact ctggagtgcc aacatatgcect 240
gatgacttca agggacagtt tgccttctct ttggaaacct ctgccgccac tgcctttttg 300
cagatcaaca acctcaaaga tgaggacacg gctacatatt tttgtgcaag agagggatat 360
agtactacca ggtctatgga ctactggggt caaggaacct cagtcaccgt ctcctcagcc 420
aaaacgacac ccccatctgt ctatccactg gcc 453
<210> 82
<211> 151
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> Trinh tu VH cia khdng thé 107C6
<400> 82
Met Gly Trp Val Trp Thr Leu Pro Phe Leu Met Ala Ala Ala Gln Ser
1 5 10 15
Ile Gln Ala Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Pro Glu Leu Lys Lys
20 25 30
Pro Gly Glu Thr Val Lys Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gly Tyr Thr Phe
35 40 45
Thr Asn Tyr Gly Met Asn Trp Val Lys Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu
50 55 60
Lys Trp Met Gly Trp Ile Asn Thr Tyr Ser Gly Val Pro Thr Tyr Ala
65 70 75 80
Asp Asp Phe Lys Gly Gln Phe Ala Phe Ser Leu Glu Thr Ser Ala Ala
85 90 95
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Thr
Tyr
Trp

Pro
145

Ala
Phe
Gly

130
Ser

Phe
Cys
115
Gln

Val

Leu
100
Ala
Gly

Tyr

Gln
Arg
Thr

Pro

Ile

Glu

Ser

Leu
150

Asn
Gly
Val

135
Ala

40982

Asn Leu Lys Asp

105

Tyr Ser Thr Thr

120

Thr Val Ser Ser

Glu
Arg

Ala
140

Asp Thr Ala Thr

110

Ser Met Asp Tyr

125

Lys Thr Thr Pro

<210> 83
<211> 501
<212> ADN

<213> Trinh

<220>

<223> Trinh tu ADN VK

<400> 83
atggagtcac

gacattgtga
atgagctgca
tggtaccagc
ggatctgggg
atcagcagtg
cggacgttcg
tccatcttcc
ttgaacaact
<210>

<211>
<212>

84
167
PRT

tuy nhan

agtctcaggt
tgtcacagtc
aatccagtca
agaaaccagg
tccctgatceg
tgcaggctga
gtggaggcac
caccatccag

tctaccccaa

tao

ctia khédng thé 107Cé6

tcttatattg
tccatcctcc
gagtctgctc
gcagtctcct
cttcacaggce
agacctggca
caagctggaa
tgagcagtta

a

ctgctgctat
ctggctgtgt
gacagtagaa
aaactgctga
agtggatctg
gtttattact
atcaaacggg

acatctggag

gggtatctgg
cagcaggaga
cccgaaagaa
tctactgggc
ggacagattt
gcaaacaatc
ctgatgctgc

gtgcctcagt

tacctgtggg
gaaggtcact
ctacttggtt
atccactagg
cactctcacc
ttataatctt
accaactgta

cgtgtgcttc

<213>

<220>

<223>

<400>

Met
1
Gly
Val
Leu
Lys
65
Gly

Phe

Glu
Thr
Ser
Leu
50

Pro

Ser

Thr

84

Trinh

Trinh

Ser
Cys
Ala
35

Asp
Gly
Gly

Leu

tu nhan tao

tu VK cua khéng

Gln
Gly
20

Gly
Ser
Gln

Val

Thr

Ser
Asp
Glu
Arg
Ser
Pro

85
Ile

Gln
Ile
Lys
Thr
Pro
70

Asp

Ser

Val
Val
Val
Arg
Lys
Arg

Ser

Leu
Met
Thr
40

Lys
Leu

Phe

Val

107C6

Ile
Ser
25

Met
Asn
Leu

Thr

Gln

Leu
10

Gln
Ser
Tyr
Ile
Gly

90
Ala
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Leu
Ser
Cys
Leu
Tyr
75

Ser

Glu

Leu
Pro
Lys
Val
60

Trp

Gly

Asp

Leu
Ser
Ser
45

Trp
Ala

Ser

Leu

Trp
Ser
30

Ser
Tyr
Ser

Gly

Ala

Val
15

Leu
Gln
Gln
Thr
Thr

95
Val

Ser
Ala
Ser
Gln
Arg
80

Asp

Tyr

60

120

180

240

300

360

420

480

501



Tyr Cys Lys
115
Glu Ile
130

Ser

Leu

Pro Ser

145

Leu Asn Asn

<210> 85
<211> 456
<212> ADN
<213> Trinh

<220>
<223> Trinh

<400> 85
atgggttggg

atccagttgg
tgcagggctt
ggaaagggtt
gatgacttca
cagatcaaca
agtactacca
aaaacgacac
<210>
<211>

<212>
<213>

86
152
PRT
Trinh

<220>
<223> Trinh
<400> 86
Met Gly
1

Trp

100
Gln Ser

Lys Arg

Glu Gln

Tyr
Ala

Leu

Asn

120
Asp
135
Thr

150

Phe Tyr

165

tu nhéan

Pro

Lys

tao

40982

105
Leu Arg Thr Phe

Ala Ala Pro Thr

Ser Gly Gly Ala

155

tu VH ctia khang thé& 108F8

tgtggacctt
tgcagtctgg
ctggatatac
taaagtggat
agggacagtt
acctcaaaga
ggtctatgga

ccccatctgt

gctattcctg
tcctgattceg
attcacaaac
gggctggata
tgccttctcet
tgaggacacg
ctactggggt

cttcccectg

tu nhdn tao

tu VH cua

Val Trp

5

Thr

khang thé

Leu Leu

Phe

atggcagctg
aagaagcctg
tatggaatga
aacacctact
ttggaaacct
gctacatatt
caaggaacct

gcacct

108F8

Leu Met

10

110

Gly Gly Gly Thr Lys

125

Val Ser Ile Phe Pro

140

Ser Val Val Cys Phe

cccaaagtat
gagagacagt
actgggtgaa
ctggagtgcc
ctgccgceccac
tttgtgcaag

cagtcaccgt

Ala Ala

Ala

160

ccaatcacag
caagctctcc
gcaggctcca
aacatatgct
tgcctttttg
agagggatat

ctcctcagcc

Gln
15

Ser

Ile
Pro
Thr
Lys
65

Asp

Thr

Gln
Gly
Asn
50

Trp

Asp

Ala

Ser
Glu
35

Tyr
Met

Phe

Phe

Gln
20

Thr
Gly
Gly
Lys

Leu
100

Ile
Val
Met
Trp
Gly

85
Gln

Gln
Lys
Asn
Ile
70

Gln

Ile

Leu
Leu
Trp
55

Asn

Phe

Asn

Val
Ser
40

Val
Thr

Ala

Asn

Gln
25

Cys
Lys
Tyr

Phe

Leu
105

Ser
Arg
Gln
Ser
Ser

90
Lys

-183-

Gly
Ala
Ala
Gly
75

Leu

Asp

Pro
Ser
Pro
60

Val

Glu

Glu

Asp
Gly
45

Gly
Pro

Thr

Asp

Ser
30

Tyr
Lys
Thr

Ser

Thr
110

Lys
Thr
Gly
Tyr
Ala

95
Ala

Lys
Phe
Leu
Ala
80

Ala

Thr

60

120

180

240

300

360

420

456



Tyr
Trp

Pro
145

Phe

Gly Gln

130
Ser

Cys
115

Val

Ala Arg

Gly Thr

Phe

Pro

40982

Glu Gly Tyr Ser Thr Thr Arg Ser Met Asp Tyr

120

125

Ser Val Thr Val Ser Ser Ala Lys Thr Thr Pro

135

Leu Ala Pro

150

140

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

87
510
ADN

<220>
<223>

<400> 87
atgggcttca

ggtacctgtg
gagaaggtca
aactacttgg
gcatccacta
ttcactctca
tcttataatc
gcaccaactg
gtcgtgtgcet
<210> 88

<211> 170
<212> PRT

Trinh

Trinh

tu nhan

tu ADN VK

agatgaagtc
gggacattgt
ctatgagctg
tttggtacca
ggggatctgg
ccatcagcag
ttcggacgtt
tatccatctt

tcttgaacaa

tao

ctia khang thé 108F8

agtcgacctg
gatgtcacag
caaatccagt
gcagaaacca
ggtccctgat
tgtgcaggct
cggtggaggc
cccaccatcc

cttctacccc

gttcttatat
tctccatcct
cagagtctgc
gggcagtctc
cgcttcacag
gaagacctgg
accaagctgg

agtgagcagt

tgctgctgcet
ccctggctgt
tcgacagtag
ctaaactgct
gcagtggatc
cagtttatta
aaatcaaacg

taacatctgg

atgggtatct
gtcagcagga
aacccgaaag
gatctactgg
tgggacagat
ctgcaaacaa
ggctgatgct

aggtgcctca

<213> Trinh

<220>
<223> Trinh

<400> 88

Met
1
Leu
Ser
Ser
Trp
65
Ala

Ser

Leu

Gly
Trp
Ser
Ser
50

Tyr
Ser

Gly

Ala

Phe
val
Leu
35

Gln
Gln
Thr

Thr

Val

tu nhan tao

ty VK cua khéang

Lys
Ser
20

Ala
Ser
Gln
Arg
Asp

100
Tyr

Met
Gly
Val
Leu
Lys
Gly
85

Phe

Tyr

Lys
Thr
Ser
Leu
Pro
70

Ser

Thr

Cys

Ser
Cys
Ala
Asp
55

Gly
Gly

Leu

Lys

Val
Gly
Gly
40

Ser
Gln
Val

Thr

Gln

108F8

Asp
Asp
25

Glu
Arg
Ser
Pro
Ile

105
Ser

Leu
10

Ile
Lys
Thr
Pro
Asp
90

Ser

Tyr

-184-

Val
Val
Val
Arg
Lys
75

Arg

Ser

Asn

Leu
Met
Thr
Lys
60

Leu
Phe

Val

Leu

Ile
Ser
Met
45

Asn
Leu
Thr

Gln

Arg

Leu
Gln
30

Ser
Tyr
Ile
Gly
Ala

110
Thr

Leu
15

Ser
Cys
Leu
Tyr
Ser
95

Glu

Phe

Leu
Pro
Lys
Val
Trp
80

Gly

Asp

Gly

60

120

180

240

300

360

420

480

510



115
Gly Gly Thr
130
Ser Ile Phe
145
Val Val Cys

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

89
441
ADN
Trinh

<220>

<223> Trinh

<400> 89
atgaaatgca

gttcagctgc
tgcacagctt
gcacagggcc
tcaaagttcc
cacctcagca
tttgcttact
tcecgtcettcee
<210>
<211>

<212>
<213>

90
147
PRT
Trinh

<220>
<223> Trinh
<400> 90
Met Lys Cys
1
Val Asn Ser
Ala
35
Thr

Pro Gly

Lys Asp
50
Glu Trp
65

Ser

Ile

Lys Phe

Thr Ala Tyr

Tyr Tyr Cys

115

Lys Leu

Pro Pro

Glu TIle

Ser Ser

120

135

150

Phe Leu
165

tu nhén

Asn Asn

tao

40982

155

Phe Tyr Pro

170

tu ADN VH cua khang thé 109A6

gctggattat
agcagtctgg
ctggcttcaa
tggaatggat
agggcaaggce

gcctgacatc

ggggccaagg

ccctggcacc

gttcttcctg
ggcagaactt
aattaaagac
tggaaggatt
cactctaaca
tggggactct

gactctggtc

atggcagtgg
gtgaagccag
acctatatac
gatcctgcga
gcggacacat
gccgtctatt

actgtctctg

125

140

ttacaggggt
gggcctcagt
actgggtgat
atggtaatac
catccaacac
actgtgcggg

cagctacaac

a

tu nhén tao

tu VH cua

Ser
5
Glu Vval
20
Ser Val

Tyr Ile

Gly Arg

Gln Gly
85
Ile His
100

Ala Gly

Trp Ile
Gln
Lys
His
Ile
70

Lys

Leu

Tyr

khéang

Met
Leu
Leu
Trp
55

Asp
Ala

Ser

Val

thé

Phe
Gln
Ser
40

Val
Pro
Thr

Ser

Trp
120

109A6

Phe
Gln
25

Cys
Ile
Ala
Leu
Leu

105
Phe

Leu
10

Ser
Thr
GIn
Asn
Thr
90

Thr

Ala

-185-

Met
Gly
Ala
Arg
Gly
75

Ala

Ser

Tyr

Ala
Ala
Ser
Pro
60

Asn
Asp

Gly

Trp

Val
Glu
Gly
45

Ala
Thr
Thr

Asp

Gly
125

Val
Leu
30

Phe
Gln
Ile
Ser
Ser

110
Gln

Lys Arg Ala Asp Ala Ala Pro Thr Val

Glu Gln Leu Thr Ser Gly Gly Ala Ser

160

caattcagag
caagttgtcc
ccagaggcct
tatttatggc
agcctacatt
ctacgtttgg

aacagcccca

Thr
15
Val

Gly
Lys

Lys Ile

Gly Leu

Tyr Gly
80
Ser Asn
95
Ala Val

Gly Thr

60

120

180

240

300

360

420

441



Leu Val Thr
130

Leu Ala Pro

145

91
498
ADN
Trinh

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

<220>

<223> Trinh

<400> 91
atgaagttgc

gttgtgatga
tcttgcagat
ttacagaagc
ggggtcccag
agagtggagg
acgttcggtg
atcttcccac
aacaacttct
92
166

PRT
Trinh

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

<220>

<223> Trinh

<400> 92

Met Lys Leu

Ser Ser Ser

Ser Leu Gly

Val His Ser

50
Gln

Gly Ser

Gly Val

Leu Lys
Ser Gln

Glu Ile

Pro
Ile
Ser

115
Lys

40982

Val Ser Ala Ala Thr Thr Thr Ala Pro Ser Val Phe Pro

135

ty nhédn tao

tw ADN VK

ctgttaggct
cccaagttcc
ctagtcagag
caggccagtc
acaggttcag
ctgaggatct
gaggcaccaa
catccagtga

acccaaag

cua khang thé 109A6

gttggtgctg
actctccctg
acttgtgcac
tccaaagctc
tggcagtgga
gggagtttat
gctggaaatc

gcagttaaca

tu nhédn tao

tuy VK cua

Pro
5
val

Asp Va

20
Asp

Gln Al

Asn Gly As
Le

70

Pro Lys

Asp Arg
85
Ser Arg Va
100

Thr Leu

Arg Ala

Val Arg Leu

Phe

Val

Asp

khang

Leu

1l Met Thr

Ile
40
Tyr

a Ser

n Thr
55
u Leu Ile

Ser Gly

1 Glu Ala

Pro Trp
120

Ala Ala

vVal
Gln
25

Ser

Leu

Tyr

atgttctgga
cctgtcagtc
agtaatggaa
ctgatctaca
tcagggacag
ttctgctctc

aaacgggctg

tctggaggtg

109A6

Leu Met
10
Val Pro

Cys Arg

His Trp
Val
75

Ser

Thr
Ser Gly
90
Glu Asp
105

Thr

Leu
Phe Gly

Pro Thr Val

-186-

140

ttcctgcectce
ttggagatca
acacctattt
cagtttccaa
atttcacact
aaagtacact
atgctgcacc

cctcagtcgt

Phe Trp

Leu Ser
30
Ser
45
Leu

Ser

Phe
60

Ser Asn

Ile
Leu
Gln
Gln

Arg

Gly Thr Asp

Gly Val Tyr

110

Gly Gly Thr

125
Ile

Ser Phe

cagcagtgat
agcctccatc
acattggttc
ccgattttct
caagatcagc
tgttccgtgg
aactgtatcc

gtgcttcttg

Pro Ala
15
Pro Val

Arg Leu

Lys Pro

Phe Ser
80
Phe Thr
95
Phe Cys

Lys Leu

Pro Pro

60

120

180

240

300

360

420

480

498



40982

140

ttacaggggt
gggcctcagt
actgggtgat
atggtaatac
catccaacac
actgtgcggg

cagctacaac

Thr Ser Gly Gly Ala Ser Val Val Cys Phe Leu

160

caattcagag
caagttgtcc
ccagaggcct
tatttatggc
agcctacatt
ctacgtttgg

aacagcccca

130 135
Ser Ser Glu Gln Leu
145 150 155
Asn Asn Phe Tyr Pro Lys
165
<210> 93
<211> 441
<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> Trinh tu ADN VH cta khang thé 11126
<400> 93
atgaaatgca gctgggttat gttcttcctg atggcagtgg
gttcagctgc agcagtctgg ggcagaactt gtgaagccag
tgcacagctt ctggcttcaa aattaaagac acctatatac
gcacagggcc tggaatggat tggaaggatt gatcctgcga
tcaaagttcc agggcaaggc cactctaaca gcggacacat
cacctcagca gcctgacatc tggggactct gccgtctatt
tttgcttact ggggccaagg gactctggtc actgtctctg
tccgtcttee ccctggcacc a
<210> 94
<211> 147
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> Trinh tu VH cta khdng thé 111A6
<400> 94
Met Lys Cys Ser Trp Val Met Phe Phe Leu Met
1 5 10
Val Asn Ser Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly
20 25
Pro Gly Ala Ser Val Lys Leu Ser Cys Thr Ala
35 40
Lys Asp Thr Tyr Ile His Trp Val Ile Gln Arg
50 55
Glu Trp Ile Gly Arg Ile Asp Pro Ala Asn Gly
65 70 75
Ser Lys Phe Gln Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala
85 90
Thr Ala Tyr Ile His Leu Ser Ser Leu Thr Ser
100 105
Tyr Tyr Cys Ala Gly Tyr Val Trp Phe Ala Tyr
115 120
Leu Val Thr Val Ser Ala Ala Thr Thr Thr Ala
130 135

-187-

Ala
Ala
Ser
Pro
60

Asn
Asp
Gly

Trp

Pro
140

Val
Glu
Gly
45

Ala
Thr
Thr
Asp
Gly

125
Ser

Val
Leu
30

Phe
Gln
Ile
Ser
Ser
110
Gln

Val

Thr
15

Val
Lys
Gly
Tyr
Ser
95

Ala

Gly

Phe

Gly
Lys
Ile
Leu
Gly
80

Asn
Val

Thr

Pro

60

120

180

240

300

360

420

441



Leu Ala Pro
145

<210> 95
<211> 495
<212> ADN

40982

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Trinh tu 1 ADN VK ct@a khang thé 111A6

<400> 95
atggattttc

agaggagaaa
gtcaccatga
cagaagtcag
gtccctactc
gtggaggctg
ttcggtgctg
ttcccaccat
aacttctacc
<210>
<211>

<212>
<213>

96
165
PRT
Trinh

<220>
<223> Trinh
<400> 96
Met Asp Phe

Val Ala Met
Ala
35

val

Met Ser

Ser
50
Ser

Ser

Ala
65
Val

Pro

Pro Thr

Thr Ile Ser

Gln Ser
115

Arg

Tyr
Leu Lys
130
Glu

Ser Gln

aggtgcagat
atgtgctcac
cctgcagggc
gtgcctcccce
gcttcagtgg
aagatgctgc
ggaccaagct
ccagtgagca

ccaag

ti nhan

tu 1 VK

Gln Val

Ser
20
Ser

Arg
Pro
Ser Ser
Lys Leu
Phe

85
Val

Arg

Ser
100
Gly Tyr

Ala Asp

Leu Thr

cua

Gln
Gly
Gly
Ser
Trp
70

Ser
Glu
Pro

Ala

Ser

tttcagcttc
ccagtctcca
caggtcaagt
caaactctgg
cagtgggtct
cacttattac
ggagctgaaa

gttaacatct

tao

Ile Phe

Glu Asn

Glu Lys
40
Tyr Leu
55
Ile Tyr

Gly Ser

Ala Glu

Thr
120
Pro

Leu

Ala
135

Gly Gly

Ser
Val
25

Val
His
Ser
Gly
Asp
105
Phe
Thr

Ala

ttgctaatca
gcaatcatgt
gtaagttcca
atttatagca
gggacctctt
tgccagcagt
cgggctgatg

ggaggtgcct

khang thé 111A6

Phe
10
Leu

Leu
Thr

Thr Met

Trp Tyr

Thr Ser
75
Ser Gly
90
Ala Ala

Gly Ala
Val Ser

Ser Val

-188-

gtgcctcagt
ctgcttctcc
gttacttgca
catccaactt
actctctcac
acagtggtta
ctgcaccaac

cagtcgtgtg

Leu Ile

Gln Ser
30
Thr Cys
45
Gln Gln
60
Asn Leu

Thr Ser

Thr Tyr
Thr
125
Phe

Gly

Ile
140

Val Cys

Ser
Pro
Arg
Lys
Ala
Tyr
Tyr
110
Lys
Pro

Phe

tgcaatgtcc
aggggagaag
ctggtaccag
ggcttctgga
aatcagcagt
cccactcacg
tgtatccatc

cttcttgaac

Ala
15
Ala

Ser
Ile

Ala Arg

Ser Gly

Ser Gly
80
Ser Leu
95
Cys Gln

Leu Glu

Pro Ser

Leu Asn

60

120

180

240

300

360

420

480

495



145
Asn Phe Tyr

<210> 97
<211> 499
<212> ADN

40982

150

Pro Lys
165

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

155

<223> Trinh tu 2 ADN VK cia kh&ng thé 11126

<400> 97
atgaagttgce

gttgtgatga
tcttgcagat
ttacagaagc
ggggtcccag
agagtggagg
acgttcggtyg
atcttcccac
aacaacttct
<210>
<211>

<212>
<213>

98
166
PRT
Trinh

<220>
<223> Trinh

<400> 98

ctgttaggct
cccaagttcc
ctagtcagag
caggccagtc
acaggttcag
ctgaggatct
gaggcaccaa
catccagtga

accccaaag

tu nhan

tu 2 VK

cla

gttggtgctg
actctccctg
acttgtgcac
tccaaagctc
tggcagtgga
gggagtttat
gctggaaatc

gcagttaaca

tao

atgttctgga
cctgtcagtc
agtaatggaa
ctgatctaca
tcagggacag
ttctgctctc

aaacgggctg

tctggaggtyg

khang thé 111A6

ttcctgectce
ttggagatca
acacctattt
cagtttccaa
atttcacact
aaagtacact
atgctgcacc

cctcagtcgt

160

cagcagtgat
agcctccatc
acattggttc
ccgattttct
caagatcagc
tgttccgtgg
aactgtatcc

gtgcttcttg

Met
1
Ser
Ser
Val
Gly
65
Gly
Leu

Ser

Glu

Lys
Ser
Leu
His
50

Gln
Val
Lys

Gln

Ile
130

Leu
Ser
Gly
35

Ser
Ser
Pro
Ile
Ser

115
Lys

Pro
Asp
20

Asp
Asn
Pro
Asp
Ser
100
Thr

Arg

Val
Val
Gln
Gly
Lys
Arg
85

Arg

Leu

Ala

Arg
Val
Ala
Asn
Leu
70

Phe
Val

Val

Asp

Leu
Met
Ser
Thr
55

Leu
Ser
Glu

Pro

Ala
135

Leu
Thr
Ile
40

Tyr
Ile
Gly
Ala
Trp

120
Ala

Val
Gln
25

Ser
Leu
Tyr
Ser
Glu
105
Thr

Pro

Leu
10

Val
Cys
His
Thr
Gly
90

Asp
Phe

Thr

-189-

Met
Pro
Arg
Trp
Val
75

Ser
Leu

Gly

Val

Phe
Leu
Ser
Phe
60

Ser
Gly
Gly

Gly

Ser
140

Trp
Ser
Ser
45

Leu
Asn
Thr
Val
Gly

125
Ile

Ile
Leu
30

Gln
Gln
Arg
Asp
Tyr
110
Thr

Phe

Pro
15

Pro
Arg
Lys
Phe
Phe
95

Phe

Lys

Pro

Ala
Val
Leu
Pro
Ser
80

Thr
Cys
Leu

Pro

60

120

180

240

300

360

420

480

499



Ser Ser Glu

145

Asn Asn Phe

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

99
438
ADN

<220>
<223>

<400> 99

Trinh

Trinh

Gln Leu

150

Tyr Pro
165

tu nhan

Lys

tao

40982

155

tu 1 ADN VH ctua khéng thé 131B4

atgaaatgca gctggattat gttcttcctg

gttcaggtgc
tgcacagctt
gaacagggcc
tcaaagttcc

caactcagca

agcagtctgg
ctggcttcaa
tggaatggat

agggcaaggc

gcctgacatc

ggcagagctt
aattaaggac
tggaaggatt
cactataaca
tggggacact

gactctggtc

atggcagtgg
gtgaagccag
acctatatac
gatcctgcga
gcagacacat
gccgtctatt

actgtctctg

ttacaggggt
gggcctcagt
actggttaaa
atggtaatac
catccaacac
tttgtgcggg

cagccaaaac

Thr Ser Gly Gly Ala Ser Val Val Cys Phe Leu

160

caattcagag
caagttgtcc
acagaggcct
tatatatggc
agcctacatt
ctacgtttgg

gacaccccca

tttgcttact

tccgtecttec

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

100
146
PRT
Trinh

<220>
<223> Trinh
<400> 100
Met Lys Cys
1
Val Asn Ser
Ala
35
Thr

Pro Gly

Lys Asp
50
Glu Trp Ile
65
Ser

Lys Phe

Thr Ala Tyr

Tyr Phe Cys
115
Val Thr
130

Ala

Leu

Leu

ggggccaagg

ccctggcece

tu nhén tao

tu 1 VH cla

Ser Trp Ile

Glu Val
20
Ser

Gln

Val Lys

Tyr Ile His
Ile
70

Lys

Gly Arg

Gln Gly
85
Ile Gln
100

Ala

Leu

Gly Tyr

Val Ser Ala

khéang thé 131B4

Met
val
Leu
Trp
55

Asp
Ala
Ser

Val

Ala
135

Phe
Gln
Ser
40

Leu
Pro
Thr
Ser
Trp

120
Lys

Phe
Gln
25

Cys
Lys
Ala
Ile
Leu
105
Phe

Thr

Leu
10

Ser
Thr
Gln
Asn
Thr
90

Thr

Ala

Thr

-190-

Met
Gly
Ala
Arg
Gly
75

Ala
Ser
Tyr

Pro

Ala
Ala
Ser
Pro
60

Asn
Asp
Gly

Trp

Pro
140

val
Glu
Gly
45

Glu
Thr
Thr
Asp
Gly

125
Ser

Val
Leu
30

Phe
Gln
Ile
Ser
Thr
110
Gln

Val

Thr
15

Val
Lys
Gly
Tyr
Ser
95

Ala
Gly

Phe

Gly
Lys
Ile
Leu
Gly
80

Asn
Val

Thr

Pro

60

120

180

240

300

360

420

438



145

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

101
453
ADN

<220>
<223>

<400> 101
atggctgtct

gtgcagctga
tgcacagtct
ggaaagggtc
gctttcatgt
atgaacagtc
gatggttact
agtcagtcct
<210>
<211>

<212>
<213>

102
151
PRT

<220>

<223>

<400> 102

Met Ala Val

1
Val Leu
Pro Ser
35
Thr Ser
50
Glu Trp
65

Ala

Leu
Phe

Val Phe

Tyr Cys

Trp Gly
130
Pro
145

<210> 103

Trinh

Trinh

Ser
Gln

Tyr

tggggctgcet
agcagtcagg
ctggtttctc
tggagtggct
ccagactgag
tgcaagctga
gggggtttgc

tcccaaatgt

tu nhan

tuy 2 VH

Leu

Gln
20
Ser

Gly Val

Leu

Gln

Ser

His

40982

Trinh tu nhan tao

cttctgcctg
acctagccta
attaactagc
gggagtgata
catcaccaag
tgacactgcc
ttactggggc

cttccccectce

tao

Leu Phe

Leu Lys

Ile Thr
40
Trp Val

55

Cys
Gln
25

Cys

Arg

Met
Phe
Ala
115
Gln

Asn Val

Gly Vval

Ser Arg
85

Lys Met
100
Lys Asn
Thr

Phe Pro

Ile
70

Leu
Asn
Trp

Leu

Leu
150

Trp
Ser
Ser
Glu
Val

135
Glu

Arg
Ile
Leu
Tyr

120
Thr

Trinh tu 2 ADN VH cia khang thé 131B4

gtgacattcc
gtgcagccct
tatggtgtac
tggagaggtg
gacaactcca
atatactact
caagggactc

gaa

khang thé 131B4

Leu Val
10
Ser Gly

Thr Val
Gln Ser

Ser

caagctgtgt
cacagagcct
actgggttcg
gaagcacaga
agagccaagt
gtgccaaaaa

tggtcactgt

Thr Phe

Pro Ser

30
Ser Gly
45
Pro Gly
60

Thr

Pro
Leu
Phe

Lys

cctgtcccag
gtccataacc
ccagtctcca
ctacaatgca
tttctttaaa
ttgggagtat

ctctgcagag

Ser
15
Val

Cys
Gln
Ser Leu
Gly Leu

Asn Ala

Gly
Thr
Gln
105
Asp

Val

Gly
Lys
90

Ala
Gly

Ser

-191-

75
Asp

Asp
Tyr

Ala

Asn
Asp
Trp

Glu
140

Asp
Ser
Thr
Gly

125
Ser

Tyr
Lys
Ala
110
Phe

Gln

Ser
95

Ile
Ala

Ser

80
Gln

Tyr
Tyr

Phe

60

120

180

240

300

360

420

453



<211> 120
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> Trinh

<400> 103

Gln
1
Ser
Gly
Gly
Ser
65
Lys
Lys

Gly

<210>

Val
Leu
Val
Val
50

Arg
Met

Asn

Thr

<211> 8

<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

Gln
Ser
His
35

Ile
Leu
Asn

Trp

Leu
115

104

PRT

Trinh

Trinh

104

Gly Phe Ser

1

<210>

<211> 7

<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

105

PRT

Trinh

Trinh

105

Ile Trp Arg

1

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

<220>

<223>

<400>

106
14
PRT
Trinh

Trinh

106

Ala Lys Asn

tu nhén tao

40982

tuy 2 vung bién @i VH cua khang

Leu
Ile
20

Trp
Trp
Ser
Ser
Glu

100
Val

Lys
5
Thr
Val
Arg
Ile
Leu
85
Tyr

Thr

tu nhan

tu 2 CDR1 VH cl@ia khang thé& 131B4

Leu Thr Ser Tyr Gly

5

Gln
Cys
Arg
Gly
Thr
70

Gln

Asp

Val

tao

tu nhan tao

tu 2 CDR2 VH cta khang thé 131B4

Ser
Thr
Gln
Gly
55

Lys
Ala

Gly

Ser

Gly Gly Ser Thr

5

tu nhdn tao

tu 2 CDR3 VH cua khang thé 131B4

Trp Glu Tyr Asp Gly Tyr Trp Gly Phe Ala Tyr

Gly
Val
Ser
40

Ser
Asp
Asp
Tyr

Ala
120

Pro
Ser
25

Pro
Thr
Asn

Asp

Trp
105

Ser
10

Gly
Gly
Asp
Ser
Thr

90
Gly

-192-

Leu
Phe
Lys
Tyr
Lys
75

Ala

Phe

thé

Val
Ser
Gly
Asn
60

Ser

Ile

Ala

131B4

Gln
Leu
Leu
45

Ala
Gln

Tyr

Tyr

Pro
Thr
30

Glu
Ala
Val

Tyr

Trp
110

Ser
15

Ser
Trp
Phe
Phe
Cys

95
Gly

Gln
Tyr
Leu
Met
Phe
80

Ala

Gln



1

<210> 107
<211> 417
<212> ADN

<213> Trinh ty nhéan tao

<220>

40982

10

<223> Trinh ty 3 ADN VH cta khdng thé 131B4

<400> 107
atggcagtgg

gtgaggccag
gactatatgc
gatcctgcga
gcagacacat
gccgtctatt
accactctca
<210>
<211>

<212>
<213>

108
139
PRT
Trinh

<220>
<223> Trinh
<400> 108
Met Ala Val
1
Gly

Ala Glu

Ala Ser Gly
35
Pro Glu
50

Asn

Arg

Gly Thr

65
Ala

Asp Thr

Ser Glu Asp

Leu Gly Asp
115
Gln Ser

130

Ser

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

109
118
PRT
Trinh

ttacaggggt
gggcctcagt
actgggtgaa
atggtaatac
cctccaacac
actgtgctag

cagtctcctc

tu nhéan

tu 3 VH

Val Thr

Leu Val
20
Phe Asn

Gln Gly

Lys Tyr
Ser
85

Ala

Ser

Thr
100
Tyr Trp

Phe Pro

tu nhén

caattcagag
caagttgtcc
gcagaggcct
taaatatgcc
agcctacctg
aagctatgat

agagagtcag

gttcagctgce
tgcacagctt
gaacagggcc
ccgaagttcc
cagctcagca
ggttctctgg

tccttcccaa

agcagtctgg
ctggctttaa
tggagtggat
aggacaaggc
gcctgacatc
gggactactg

atgtcttccc

cuaa

Gly
Arg
Ile
Leu
Ala
70

Asn
Val

Gly

Asn

tao

Val
Pro
Lys
Glu
55

Pro
Thr
Tyr
Gln

Val
135

tao

Asn
Gly
Asp
40

Trp
Lys
Ala
Tyr
Gly

120
Phe

Ser
Ala
25

Asp
Ile
Phe
Tyr
Cys
105
Thr

Pro

khang thé 131B4

Glu
10

Ser
Tyr
Gly
Gln
Leu
90

Ala

Thr

Leu

-193-

Val
Val
Met
Arg
Asp
Gln
Arg
Leu

Glu

Gln Leu

Lys Leu

His Trp
45
Ile Asp
60
Lys Ala

Leu Ser

Ser Tyr

Thr Val

125

Gln
Ser
30

vVal
Pro
Thr
Ser
Asp

110
Ser

ggctgagctt
cattaaagac
tggaaggatt
cactataact
tgaggacact

gggccaaggc

cctcgag

Gln
15
Cys

Ser
Thr

Lys Gln

Ala Asn

Ile Thr
80
Leu Thr
95
Gly Ser

Ser Glu

60

120

180

240

300

360

417



<220>
<223> Trinh

<400> 109
Glu Val Gln
1

Ser Val Lys

Tyr Met His
35
Gly Arg Ile
50
Gln Asp Lys
65
Leu Gln Leu

Ala Arg Ser

Thr Leu Thr
115

<210> 110
<211> 8
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> Trinh

<400> 110
Gly Phe Asn
1

<210> 111
<211> 8
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> Trinh

<400> 111
Ile Asp Pro
1

<210> 112
<211> 11
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> Trinh

<400> 112
Ala Arg Ser
1

<210> 113
<211> 498

40982

tu 3 vung bién ddi VH cua khéang

Leu Gln

Leu Ser
20
Trp Val

Asp Pro
Ala Thr
Ser Ser
85
Tyr Asp

100
Val Ser

tu nhén

tu 3 CDR1 VH cua khang thé& 131B4

Gln
Cys
Lys
Ala
Ile
70

Leu

Gly

Ser

tao

Ser
Thr
Gln
Asn
55

Thr

Thr

Ser

Gly
Ala
Arg
40

Gly
Ala

Ser

Leu

Ile Lys Asp Asp Tyr

5

tu nhan

tu 3 CDR2 VH cua khéng thé 131B4

tao

Ala Asn Gly Asn Thr

5

ti nhan

tu 3 CDR3 VH cua khang thé 131B4

tao

Ala
Ser
25

Pro
Asn
Asp

Glu

Gly
105

Glu
10

Gly
Glu
Thr
Thr
Asp

90
Asp

Leu
Phe
Gln
Lys
Ser
75

Thr

Tyr

Tyr Asp Gly Ser Leu Gly Asp Tyr

5

10

-194-

thé

Val
Asn
Gly
Tyr
Ser
Ala

Trp

131B4

Arg
Ile
Leu
45

Ala
Asn

Val

Gly

Pro
Lys
30

Glu
Pro
Thr

Tyr

Gln
110

Gly
15

Asp
Trp
Lys
Ala
Tyr

95
Gly

Ala
Asp
Ile
Phe
Tyr
80

Cys

Thr



40982

<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> Trinh tu ADN VK cua khang thé 131B4
<400> 113
atgaagttgc ctgttaggct gttggtgctg atgttctgga ttcctgcttc cagcagtgat 60
gctgtgttga cccaaactcc actctccctg cctgtcagtce ttggagatca agcctccatce 120
tcttgcacat ctagtcagag ccttgtacac agtaatggaa acacctattt acattggtac 180
ctgcagaagc caggccagtc tccaaagctc ctgatctaca aagtttccga ccgattttct 240
ggggtcccag acaggttcag tggcagtgga tcaggaacag atttcacact catgatcacc 300
agagtggagg ctgaggatct gggagtttat ttctgctctc aaagttcact tgttccgtgg 360
acgttcggtg gaggcaccaa gctggaagtc aaacgggctg atgctgcacc aactgtatcc 420
atcttcccac catccagtga gcagttaaca tctggaggtg cctcagtcgt gtgcttcttg 480
aacaacttct accccaaa 498
<210> 114
<211> 166
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> Trinh tu VK cta khéng thé 131B4
<400> 114
Met Lys Leu Pro Val Arg Leu Leu Val Leu Met Phe Trp Ile Pro Ala
1 5 10 15
Ser Ser Ser Asp Ala Val Leu Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val
20 25 30
Ser Leu Gly Asp Gln Ala Ser Ile Ser Cys Thr Ser Ser Gln Ser Leu
35 40 45
Val His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu His Trp Tyr Leu Gln Lys Pro
50 55 60
Gly Gln Ser Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asp Arg Phe Ser
65 70 75 80
Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
85 90 95
Leu Met Ile Thr Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr Phe Cys
100 105 110
Ser Gln Ser Ser Leu Val Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu
115 120 125
Glu Val Lys Arg Ala Asp Ala Ala Pro Thr Val Ser Ile Phe Pro Pro
130 135 140
Ser Ser Glu Gln Leu Thr Ser Gly Gly Ala Ser Val Val Cys Phe Leu
145 150 155 160
Asn Asn Phe Tyr Pro Lys
165
<210> 115

-195-



<211> 452
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 115
atggctgttt

gtgcagctga
tgcacagtct
ggaaagggtc
gctttcaaat
atgaacagtc
aagtacgact
aaaacaacac
116

150
PRT

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

<220>
<223>

<400> 116

Met Ala Val

1
Val Leu
Pro Ser
35
Asn

50

Pro

Trinh

Trinh

Ser
Gln

Tyr

Glu
65

Ala
Val
Tyr

Trp

Trp
Phe
Phe
Cys

Gly

Leu
Lys
Phe
Ala

115
Gln

130

Pro
145

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

Ser

Val

117
411
ADN
Trinh

tggggctgcet
agcagtcaag
ctggtttctc
tggagtggct
ccagactgag
tgcaagctga
atgctatgga

ccccatcegt

tu nhén

tu 1 VH

Leu Gly
5
Gln Val
20
Ser Leu

Gly Vval

Gly Val

Ser Arg
85

Lys Met
100
Arg Asn

Gly Thr

Phe Pro

cuaa

Leu

Gln

Ser

His

40982

Trinh ty nhdn tao

cttctgcctg
acctggccca
attacctaac
gggagtgata
catcagcaag
tgacacagcc
ctactggggt

cttcccceccectg

tao

Leu Phe

Leu Lys
Thr
40
Val

Ile

Trp
55

Cys
Gln
25

Cys

Arg

Trinh tu 1 ADN VH cta khang thé 131ES8

gtgacattcc
gtgcagccct
tatggtgtac
tggagtggtyg
gacaactcca
atatactact

caaggaacct

gc

khang thé 131ES8

Leu Val
10
Ser Arg

Thr Val

Gln Pro

Ile
70

Leu
Asn

Phe

Ser

Ser
75
Asp

Trp Ser Gly Gly

Ser Ile Ser Lys
90
Gln Ala
105

Lys

Ser Leu Asp
Ser
120

Thr

Tyr Tyr Asp

Val Val

135

Ser Ser

Leu

150

tu nhéan

tao

-196-

caagctgtgt
cacagagcct
actgggttcg
gaagcacaga
agagccaagt
gtgccagaaa

cagtcaccgt

Thr Phe

Pro Gly
30
Ser Gly
45
Pro Gly
60
Thr Asp

Asn Ser

Asp Thr
Ala
125
Lys

Tyr

Ala
140

Pro
Pro
Phe

Lys

Tyr
Lys
Ala
110
Met

Thr

cctatcccag
gtccatcacc
ccagcctcca
ctataatgca
tttctttaaa
tttttatagt

ctcctcagcece

Ser
15
Val

Cys
Gln
Ser Leu
Gly Leu
Ala

80
Gln

Asn

Ser
95
Ile Tyr

Asp Tyr

Thr Pro

60

120

180

240

300

360

420

452



<220>

40982

<223> Trinh tu 2 ADN VH cua khang thé 131E8

<400> 117
atgttcttct

gggtctgtgc
acattcacca
attggaaata
gccacactga
tctgaggact
actctcacag
<210>

<211>
<212>

118
137
PRT

tggtagcaac
tggtgaggcc
gctactggat
ttaatcctaa
ctgtagacac
ctgcggtcta

tctcctcaaa

agctacaggt
tggagcttca
gcactgggtg
tagtggtagt
atcctccagc
ttactgtgca

gagtcagtcc

gtccactccc
gtgaagctgt
aagcagaggc
actaactaca
acagcctaca
agactgggtg

tcccecatceceg

aggtccaact
cctgcaaggc
cgggacaagg
atgagaagtt
tggatctcag
actactgggg

tcttcccect

gcagcagcct
ttctggctac
ccttgagtgg
caagggcaag
cagcctgaca
ccaaggcacc

g

<213>

<220>

<223>

Trinh

Trinh

<400> 118

Met
1
Leu
Leu
Trp
Asn
65
Ala
Ser

Gly

Gln

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

Phe
Gln
Ser
Val
50

Pro
Thr
Ser

Asp

Ser
130

<220>

<223>

<400>
gctgtcttgg ggctgctctt ctgcctggtt gcatttccaa gctgtgtcect gtcccaggtg

Phe
Gln
Cys
35

Lys
Asn
Leu
Leu
Tyr

115
Ser

119
435
ADN
Trinh

Trinh

119

tu nhén

tu 2 VH

Leu Val

Pro
20
Lys

Gly
Ala

Gln Arg

Ser Gly

Thr Val
85
Thr Ser
100
Trp Gly

Pro Ser

tu nhén

tao

Ala
Ser
Ser
Pro
Ser
70

Asp
Glu

Gln

Val

tao

tu 3 ADN VH

khdng thé 131ES8

Thr
Val
Gly
Gly
Thr
Thr
Asp
Gly

Phe
135

cua

Ala
Leu
Tyr
40

Gln
Asn
Ser
Ser
Thr

120
Pro

Thr
Val
25

Thr
Gly
Tyr
Ser
Ala
105
Thr

Leu

Gly
10

Arg
Phe
Leu
Asn
Ser
90

Val

Leu

Val
Pro
Thr
Glu
Glu
75

Thr
Tyr

Thr

khadng thé 131E8

-197-

His
Gly
Ser
Trp
60

Lys
Ala
Tyr

Val

Ser
Ala
Tyr
Ile
Phe
Tyr
Cys

Ser
125

Gln
Ser
30

Trp
Gly
Lys
Met
Ala

110
Ser

Val
15

Val
Met
Asn
Gly
Asp
95

Arg

Lys

Gln
Lys
His
Ile
Lys
Leu
Leu

Ser

60

120

180

240

300

360

411

60



cagctgaagg
actgtctctg
aagggtctgg
ctcatgtcca
aacagtctgce
gactactggg
gtcttccccc
120

145
PRT

<210>
<211>
<212>

agtcaggacc
ggttttcatt
agtggctggg
gactgagcat
aaactgatga
gccaaggcac

tcgta

40982

tggcctggtg
aaccagctat
agtaatatgg
cagcaaagac
cacagccatg

cactctcaca

gcgccctcac
ggtgtacact
gctggtggaa
aactccaaga
tactactgtg

gtctcctcag

agagcctgtc
gggttcgcca
gcacaaatta
gccaagtttt
ccagagatag

agagtcagtc

catcacttgc
gcctccagga
taattcggct
cttaaaaatg
taactacttt

cttcccaaat

<213>

<220>

<223>

<400>

Ala
1
Leu
Ser
Ser
Trp
65
Leu
Phe
Cys

Leu

Val
145

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

Val
Ser
Gln
Tyr
50

Leu
Met
Leu

Ala

Thr
130

<220>

<223>

<400>

Trinh

Trinh

120

Leu
Gln
Ser
35

Gly
Gly
Ser
Lys
Arg

115
Val

121
115
PRT
Trinh

Trinh

121

Gln Val Gln

1

Ser Leu Ser

Gly Val His

tyu nhan

tu 3 VH

Gly
Val
20

Leu
Val
Val
Arg
Met
100
Asp

Ser

Leu
Gln
Ser
His
Ile
Leu
85

Asn

Ser

Ser

tu nhan

tao

cua

Leu
Leu
Ile
Trp
Trp
70

Ser
Ser

Asn

Glu

tao

khang thé 131E8

Phe
Lys
Thr
Val
55

Ala
Ile
Leu
Tyr

Ser
135

Cys
Glu
Cys
40

Arg
Gly
Ser
Gln
Phe

120
Gln

Leu
Ser
25

Thr
Gln
Gly
Lys
Thr
105
Asp

Ser

val
10

Gly
Val
Pro
Ser
Asp
90

Asp
Tyr

Phe

Ala
Pro
Ser
Pro
Thr
75

Asn
Asp

Trp

Pro

tu 3 vung bién dbi VH cua khéang

Leu Lys Glu Ser Gly Pro Gly Leu

5

10

Ile Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe

20

25

Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys

-198-

Phe
Gly
Gly
Gly
60

Asn
Ser
Thr

Gly

Asn
140

thé

Val
Ser

Gly

Pro
Leu
Phe
45

Lys
Tyr
Lys
Ala
Gln

125
Val

Ser
vVal
30

Ser
Gly
Asn
Ser
Met
110
Gly

Phe

131E8

Ala

Pro

Cys
15

Ala
Leu
Leu
Ser
Gln
95

Tyr
Thr

Pro

Ser
15

Val
Pro
Thr
Glu
Ala
80

Val
Tyr
Thr

Leu

Gln

Leu Thr Ser Tyr

30

Leu Glu Trp Leu

120

180

240

300

360

420

435



35
Gly Val Ile
50
Ser Arg Leu
65
Lys Met Asn

Arg Asp Ser

Val Ser Ser
115

<210> 122
<211> 8
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> Trinh

<400> 122
Gly Phe Ser
1

<210> 123
<211> 7
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> Trinh

<400> 123
Ile Trp Ala
1

<210> 124
<211> 9
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> Trinh

<400> 124
Ala Arg Asp
1

<210> 125
<211> 489
<212> ADN
<213> Trinh

<220>
<223> Trinh

<400> 125

40982

40 45
Trp Ala Gly Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Ser Ala Leu Met
55 60
Ser Ile Ser Lys Asp Asn Ser Lys Ser Gln Val Phe Leu
70 75 80
Ser Leu Gln Thr Asp Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95
Asn Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr
100 105 110

tu nhan tao
tu 3 CDR1 VH cua khéng thé 131E8
Leu Thr Ser Tyr Gly
5
tu nhédn tao
tu 3 CDR2 VH clia khdng thé 131ES8
Gly Gly Ser Thr
5
tu nhédn tao
tu 3 CDR3 VH cua khang thé 131ES8
Ser Asn Tyr Phe Asp Tyr
5
tu nhén tao

tu ADN VK clia khang thé 131E8

atggattttc aggtgcagat tttcagcttc ctgctaatca gtgcctcagt cataatgtcc

-199-

60



agaggagaaa
gtcaccatga
tcaagcacct
ggtcgcttca
gctgaagatg
tcggggacaa
ccatccagtg
taccccaaa

<210>

<211>
<212>

126
163
PRT

atgttctcac
cctgcagtgc
cccccaaact
gtggcagtgg
ttgccactta
agttggaaat

agcagttaac

40982

ccagtctcca
cagctcaagt
ctggatttat
gtctggaaac
ttactgtttt
aaaacgggct

atctggaggt

gcaatcatgt
gtaagttaca
gacacatcca
tcttactctc
caggggagtg
gatgctgcac

gcctcagtcg

ctgcatctcc
tgcactggta
aactggcttc
tcacgatcag
ggtacccact
caactgtatc

tgtgcttctt

aggggaaaag
ccagcagaag
tggagtccca
cagcatggag
cacgttcggc
catcttccca

gaacaacttc

<213>

<220>

<223>

<400>

Trinh

Trinh

126

Met Asp Phe

1
Val

Met
Ser
Pro
65

Gly
Ser
Ser
Arg
Gln

145
Tyr

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

Ile
Ser
Ser
50

Lys
Arg
Ser
Gly
Ala
130

Leu

Pro

<220>

<223>

<400>
atggctgtct tggggctgct cttctgcctg gtgacattcc caagctgtgt cctatcccag

Met
Ala
35

Val
Leu
Phe
Met
Tyr
115
Asp
Thr

Lys

127
453
ADN
Trinh

Trinh

127

tu nhéan tao

tu VK cia khéang

Gln
Ser
20

Ser
Ser
Trp
Ser
Glu
100
Pro

Ala

Ser

Val
Arg
Pro
Tyr
Ile
Gly
85

Ala
Leu

Ala

Gly

tu nhén

Gln
Gly
Gly
Met
Tyr
70

Ser
Glu
Thr

Pro

Gly
150

tao

Ile
Glu
Glu
His
55

Asp
Gly
Asp
Phe
Thr

135
Ala

(D»

th

Phe
Asn
Lys
Trp
Thr
Ser
Val
Gly
120

Val

Ser

131E8

Ser
Val
25

Val
Tyr
Ser
Gly
Ala
105
Ser

Ser

Val

Phe
10

Leu
Thr
Gln
Lys
Asn
90

Thr
Gly
Ile

Val

Leu
Thr
Met
Gln
Leu
75

Ser
Tyr
Thr

Phe

Cys
155

tu ADN VH ctia khang thé 131H1
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Leu
Gln
Thr
Lys
60

Ala
Tyr
Tyr
Lys
Pro

140
Phe

Ile
Ser
Cys
Ser
Ser
Ser
Cys
Leu
125

Pro

Leu

Ser
Pro
30

Ser
Ser
Gly
Leu
Phe
110
Glu

Ser

Asn

Ala
15
Ala
Ala
Thr
Val
Thr
95
.Gln
Ile

Ser

Asn

Ser
Ile
Ser
Ser
Pro
80

Ile
Gly
Lys
Glu

Phe
160

120

180

240

300

360

420

480

489

60



gtgcagctga
tgcacagtct
ggaaagggtc
gctttcatat
atgaacagtc

gacgggaggg

agtcagtcct

<210> 128

agcagtcagg
ctggtttctc
tggagtggct
ccagactgag
tgcaagctga
gttactttga

tcccaaatgt

acctggccta
attaactagc
gggagtgata
catcagcaag
tgacacagcc
ctactggggc

cttcccectce

40982

gtgcagccct
tatggtgtac
tggagtggtg
gacaattcca
atatattact
caaggcacca

gta

cacagagcct
actgggttcg
gaagcacaga
agagccaagt
gtgccagatc

ctctcacagt

gtccatcacc
ccagtctcca
ctataatgca
tttctttaaa
ttatgattac

ctcctcagag

<211>
<212>
<213>

151
PRT
Trinh

<220>

<223>

<400>

Met
1
Val
Pro
Thr
Glu
65
Ala
Val
Tyr

Trp

Pro
145

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

Trinh

128
Ala Vval

Leu Ser

Gln
35
Tyr

Ser

Ser
50
Trp Leu

Phe Ile

Phe Phe
Ala
115
Gln

Cys

Gly
130

Asn Val

129
120
PRT
Trinh

<220>

<223>

<400>

Gln
1
Ser

Trinh

129
Val Gln

Leu Ser

ty nhan tao

ty VH cta khéang

Leu
Gln
20

Ser
Gly
Gly
Ser
Lys
100
Arg

Gly

Phe

Gly
5
Val
Leu
vVal
Val
Arg
85
Met
Ser

Thr

Pro

tu nhéan

tu vung

Leu

Ile
20

Lys

Thr

Leu
Gln
Ser
His
Ile
70

Leu
Asn
Tyr
Thr

Leu
150

tao

Leu
Leu
Ile
Trp
55

Trp
Ser
Ser
Asp
Leu

135
Val

Phe
Lys
Thr
40

Val
Ser
Ile
Leu
Tyr

120
Thr

bién ddéi VH

Gln Ser Gly

Cys Thr Val

131H1

Leu
10
Ser

Cys

Gln
25
Cys Thr

Arg Gln

Gly Gly

Ser Lys
90
Gln Ala
105
Asp Gly

Val Ser

cua

Pro
10

Val
Gly
Val
Ser
Ser
75

Asp
Asp

Arg

Ser

Thr
Pro
Ser
Pro
60

Thr
Asn
Asp

Gly

Glu
140

Phe
Gly
Gly
Gly
Asp
Ser
Thr
Tyr

125
Ser

khang thé& 131H1

Pro
Leu
30

Phe
Lys
Tyr
Lys
Ala
110
Phe

Gln

Ser
15

vVal
Ser
Gly
Asn
Ser
95

Ile
Asp

Ser

15

Cys
Gln
Leu
Leu
Ala
80

Gln
Tyr
Tyr

Phe

Gly Leu Val Gln Pro Ser Gln

Ser Gly Phe Ser Leu Thr Ser Tyr

25

-201-

30

120

180

240

300

360

420

453



Gly Val His
35
Gly Vval Ile
50
Ser Arg Leu
65
Lys Met Asn

Arg Ser Tyr

Gly Thr Thr
115

<210> 130
<211> 8
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> Trinh

<400> 130
Gly Phe Ser
1

<210> 131
<211> 7
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> Trinh

<400> 131
Ile Trp Ser
1

<210> 132
<211> 14
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> Trinh

<400> 132
Ala Arg Ser
1

<210> 133
<211> 486
<212> ADN
<213> Trinh

<220>
<223> Trinh

<400> 133

Trp Val
Trp Ser
Ser Ile

Ser Leu
85

Asp Tyr

100

Leu Thr

tu nhan

tu CDR1

Leu Thr

5

tu nhan

tu CDR2

Gly Gly

5

tu nhan

tu CDR3

Tyr Asp

5

tu nhan

40982

Arg Gln Ser Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Leu
40 45
Gly Gly Ser Thr Asp Tyr Asn Ala Ala Phe Ile
55 60
Ser Lys Asp Asn Ser Lys Ser Gln Val Phe Phe
70 75 80
Gln Ala Asp Asp Thr Ala Ile Tyr Tyr Cys Ala
90 95
Asp Gly Arg Gly Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln
105 110
Val Ser Ser
120

tao
VH ciia khang thé& 131H1

Ser Tyr Gly

tao
VH ctia khéng thé 131H1

Ser Thr

tao
VH cta khang thé 131H1
Tyr Asp Gly Arg Gly Tyr Phe Asp Tyr

10

tao

tu 1 ADN VK cua khang thé 131H1

atgagtgtgc tcactcaggt cctggggttg ctgctgctgt ggcttacagg tgccagatgt

-202-

60



gacatccaga
atcacatgtc
ggaaaatctc
aggttcagtg
gaagattttg
gggaccaagc
tccagtgagce
cccaaa
<210>

<211>

<212>
<213>

134
162
PRT
Trinh

<220>
<223> Trinh
<400> 134
Met Ser Val
1

Gly Ala Arg
Ala vVal
35
Arg

Ser
Val Tyr
50
Gln Leu
65

Arg

Leu

Phe Ser

Thr Leu Gln

Thr Pro
115
Ala

Asn
Ala Asp
130
Leu Thr Ser
145

Pro Lys

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

135
107
PRT
Trinh

<220>
<223> Trinh

<400> 135

tgactcagtc
gagcaagtga
ctcagctcct
gcagtggatc
ggacttatta
tggagctgaa

agttaacatc

tu nhén

tu 1 VK

Leu Thr
Cys
20

Gly

Asp
Glu
Tyr Leu
Val Tyr

Ser
85
Glu

Gly

Pro
100

Leu Thr

Ala Pro

Gly Gly

tu nhan

40982

tccagcctcce
gaatgtttac
ggtctatagt
aggcacacag
ctgtcaacat

acgggctgat

tggaggtgcc

tao

cua

Gln Val Leu

Ile Gln Met

Thr Val Thr

40

Ala Trp Tyr
55

Ser Ala

70

Gly

Lys

Ser Gly

Asp Phe Gly

Phe Ala
120

Ser

Gly

Val
135
Ser

Thr

Ala
150

Val

tao

Gly
Thr
25

Ile
Gln
Thr
Thr
Thr
105
Gly
Ile

Val

ctgtctgcat
agatatttag
gcaaaaacct
ttttctctga
cattataata
gctgcaccaa

tcagtcgtgt

khang thé 131H1

Leu Leu
10
Gln Ser

Thr Cys

Gln Arg
Ala
75

Phe

Leu

Gln
90
Tyr Tyr

Thr Lys

Phe Pro

Phe
155

Cys

ctgtgggaga
catggtatca
tagcagaagg
agatcaacac
ctcctctcac
ctgtatccat

gcttcttgaa

Leu Leu

Pro Ala
30

Ala

45

Gly

Arg

Gln
60
Glu Gly

Ser Leu

Cys Gln
Glu
125
Ser

Leu

Pro
140

Leu Asn

tu 1 ving bién &bi VK cua khang thé 131H1

-203-

Trp
Ser
Ser
Lys
Val
Lys
His
110
Leu

Ser

Asn

aactgtcacc
gcagagacag
tgtgccatca
cctgcagcect
gttcggtgcect
cttcccacca

caacttctac

Leu Thr
15
Leu Ser

Glu Asn

Ser Pro

Ser
80
Asn

Pro

Ile
95
His Tyr

Lys Arg

Glu Gln

Phe Tyr

160

120

180

240

300

360

420

480

486



Asp Ile Gln

Glu Thr Val

Leu Ala Trp
35
Ser Ala
50

Gly

Tyr
Ser Ser
65

Glu

Asp Phe

Thr Phe Gly

<210> 136
<211> 6
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> Trinh

<400> 136
Glu Asn Val
1

<210> 137
<211> 3
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> Trinh

<400> 137
Ser Ala Lys
1

<210> 138
<211> 9
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> Trinh

<400> 138
Gln His His
1

<210> 139
<211> 486
<212> ADN
<213> Trinh

<220>
<223> Trinh

40982

Met Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu
5 10

Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Glu

20 25

Tyr Gln Gln Arg Gln Gly Lys Ser

40
Lys Thr Leu Ala Glu Gly Val Pro
55
Gly Thr Gln Phe Ser Leu Lys Ile
70 75

Gly Thr Tyr Tyr Cys Gln His His
85 90

Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys

100 105

tu nhdn tao

tu 1 CDR1 VK cthia khang thé 131H1

Tyr Arg Tyr
5

tu nhdn tao

tu 1 CDR2 VK cla khang thé 131H1

tu nhdn tao

tw 1 CDR3 VK cua khang thé 131H1

Tyr Asn Thr Pro Leu Thr
5

tu nhén tao

tu 2 ADN VK cua khang thé& 131H1

-204-

Ser
Asn
Pro
Ser
60

Asn

Tyr

Ala
Val
Gln
45

Arg
Thr

Asn

Ser
Tyr
Leu
Phe
Leu

Thr

Val
15

Arg
Leu
Ser

Gln

Pro
95

Gly
Tyr
Val
Gly
Pro

80
Leu



<400> 139
atggttctta

cagtctccat
agtcagagtc
ccagggcagt
gatcgcttca
gctgaagacc
ggcaccaagc
tccagtgagce
cccaaa
<210>

<211>
<212>

140
162
PRT

tatggctcct
cctcecectgge
tgttcaacag
ctcctgaact
caggcagtgg
tggcagttta
tggaaatcaa

agttaacatc

40982

gctatgggta
tgtgtcagca
taaaacccga
gctgatctac
atctgggaca
ttactgcaag

acgggctgat

tggaggtgcc

tctggtacct
ggagagaagg
aagaactact
tgggcatcca
gatttcactc
caatcttata
gctgcaccaa

tcagtcgtgt

gtggggacat

tcactatgag
tggcttggtt
ctaggaaatc
tcaccatcag
atctgtggac
ctgtatccat

gcttcttgaa

<213>

<220>

<223>

<400>

Trinh

Trinh

140

Met Val Leu

1
Ile

Lys
Thr
Pro
65

Asp
Ser
Tyr
Ala
Leu

145
Pro

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

Val
Val
Arg
50

Glu
Arg
Ser
Asn
Asp
130

Thr

Lys

<220>

<223>

Met
Thr
35

Lys
Leu
Phe
Val
Leu
115
Ala

Ser

141
112
PRT
Trinh

Trinh

tu nhdn tao

tu 2 VK

Ile Trp Leu Leu

5

Ser Gln Ser Pro

20
Met Ser Cys Lys
Ala
55

Trp

Asn Tyr Leu

Leu Ile Tyr

70
Thr Gly Ser
85

Ala

Gly

Gln
100
Trp

Glu Asp

Thr Phe Gly

Ala Thr Val
135

Ser

Pro

Ala
150

Gly Gly

tu nhén tao

Leu
Ser
Ser
40

Trp
Ala
Ser
Leu
Gly
120

Ser

Val

Trp
Ser
25

Ser
Phe
Ser
Gly
Ala
105
Gly
Ile

Val

khang thé& 131H1

Val
10

Leu
Gln
Gln
Thr
Thr
90

Val
Thr
Phe

Cys

Ser
Ala
Ser
Gln
Arg
75

Asp
Tyr
Lys
Pro

Phe
155

Gly
Val
Leu
Lys
60

Lys
Phe
Tyr
Leu
Pro

140
Leu

Thr
Ser
Phe
45

Pro
Ser
Thr
Cys
Glu
125

Ser

Asn

Cys
Ala
30

Asn
Gly
Gly
Leu
Lys
110
Ile

Ser

Asn

tu 2 vung bién dbi VK clia khang thé 131H1

-205-

tgtgatgtca
ctgcaaatcc
tcagcaaaaa
tggggtccct
cagtgtgcag
gttcggcgga
cttcccacca

caacttctac

Gly
15
Gly

Asp
Glu

Ser Lys

Gln Ser

Val Pro
80
Thr Ile
95
Gln Ser

Lys Arg

Glu Gln

Phe Tyr

160

60

120

180

240

300

360

420

480

486



<400> 141

Asp
1
Glu
Lys
Ser
Pro
65
Ile

Ser

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

Ile
Lys
Thr
Pro
50

Asp

Ser

Tyr

<220>

<223>

<400>

vVal
Val
Arg
35

Glu
Arg

Ser

Asn

142
12
PRT
Trinh

Trinh

142

Gln Ser Leu

1

<210>

<211> 3

<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

143

PRT

Trinh

Trinh

143

Trp Ala Ser

1

<210>

<211> 8

<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

144

PRT

Trinh

Trinh

144

Lys Gln Ser

1

<210> 145
<211> 440
<212> ADN
<213> Trinh

Met
Thr
20

Lys
Leu
Phe

Val

Leu
100

Ser
Met
Asn
Leu
Thr
Gln

85
Trp

tuy nhén

tu 2 CDR1 VK cia khang thé 131H1

Gln
Ser
Tyr
Ile
Gly
70

Ala

Thr

tao

Ser
Cys
Leu
Tyr
55

Ser

Glu

Phe

Pro
Lys
Ala
40

Trp
Gly

Asp

Gly

40982

Ser
Ser
25

Trp
Ala
Ser

Leu

Gly
105

Ser
10

Ser
Phe
Ser

Gly

Ala
90
Gly

Leu
Gln
Gln
Thr
Thr
75

Val

Thr

Ala
Ser
Gln
Arg
60

Asp

Tyr

Lys

Phe Asn Ser Lys Thr Arg Lys Asn Tyr

5

tu nhan tao

10

tu 2 CDR2 cua khang thé 131H1

tu nhan tao

tu 2 CDR3 VK cua khang thé& 131H1

Tyr Asn Leu Trp Thr

5

tuy nhan tao

-206-

Val
Leu
Lys
45

Lys
Phe

Tyr

Leu

Ser
Phe
30

Pro
Ser
Thr

Cys

Glu
110

Ala
15

Asn
Gly
Gly
Leu
Lys

95
Ile

Gly
Ser
Gln
Val
Thr
80

Gln

Lys



<220>

<223> Trinh tyu ADN VH

40982

cia khang thé 132H4

<400> 145
tgagctgggt tttccttgtc cttattttaa aaggtgtcca gtgtgaagtg aagctggtgg 60
agtctggggg aggcttagtg aagcctggag ggtccctgaa actctcctgt gcagectctg 120
gattcacttt cagtaactat gccatgtctt gggttcgcca gaatccggcg aagaggctgg 180
agtgggtcgc aaccattagt agtggtggtg ctaatattta ctatccagac agtgtgaagg 240
gccgattcat catctccaga gacaatgcca ggaacaccct gtacctgcaa atgagcagtc 300
tgaggtctga ggacacggcc atgtattact gtgcaagagg cgactatttt aaccacttct 360
ggtttgctta ctggggccaa gggactcttg tcactgtctc tgcagccaaa acaacagccc 420
catcggtctt cccecctggea 440
<210> 146
<211> 146
<212> PRT
<213> Trinh tuyu nhén tao
<220>
<223> Trinh tu VH cta khang thé 132H4
<400> 146
Ser Trp Val Phe Leu Val Leu Ile Leu Lys Gly Val Gln Cys Glu Val
1 5 10 15
Lys Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly Ser Leu
20 25 30
Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr Ala Met
35 40 45
Ser Trp Val Arg Gln Asn Pro Ala Lys Arg Leu Glu Trp Val Ala Thr
50 55 60
Ile Ser Ser Gly Gly Ala Asn Ile Tyr Tyr Pro Asp Ser Val Lys Gly
65 70 75 80
Arg Phe Ile Ile Ser Arg Asp Asn Ala Arg Asn Thr Leu Tyr Leu Gln
85 ' 90 95
Met Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys Ala Arg
100 105 110
Gly Asp Tyr Phe Asn His Phe Trp Phe Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
115 120 125
Leu Val Thr Val Ser Ala Ala Lys Thr Thr Ala Pro Ser Val Phe Pro
130 135 140
Leu Ala
145
<210> 147
<211> 481
<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Trinh tu ADN VK ctia khang thé& 132H4

-207-



40982

ttcctgcecttce
ttggagatca
acacctattt
aagtttccaa
atttcacact
agggttcaca
atgctgcacc

cctcagtcgt

cagcagtgat
agcctccatc
agaatggtac
ccgattttca
caagatcaac
tgttccgtgg
aactgtatcc

gtgcttcttg

Phe
Leu
Ser
Tyr
Ser
Gly
Gly
Gly
Ser

140
Val

Trp
Ser
Ser
45

Leu
Asn
Thr
Ile
Gly
125

Ile

Val

Ile
Leu
30

Gln
Gln
Arg
Asp
Tyr
110
Thr

Phe

Cys

Pro
15

Pro
Ser
Lys
Phe
Phe
95

Tyr
Lys

Pro

Phe

Ala
Val
Ile
Pro
Ser
80

Thr
Cys
Leu

Pro

Leu
160

<400> 147
atgaagttgc ctgttaggct gttggtgctg atgttctgga
gttttgatga cccaaactcc actctccctg cctgtcagtc
tcttgtagat cgagtcagag cattgtacat agtaatggaa
ctgcagaaac caggccagtc tccaaagttc ctgatctaca
ggggtcccag acaggttcag tggcagtgga tcagggacag
agagtggagg ctgaggatct gggaatttat tactgctttc
acgttcggtg gaggcaccaa gctggaaatc aaacgggctg
atcttcccac catccagtga gcagttaaca tctggaggtg
a
<210> 148
<211> 160
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> Trinh tu VK ctha khang thé 132H4
<400> 148
Met Lys Leu Pro Val Arg Leu Leu Val Leu Met
1 5 10
Ser Ser Ser Asp Val Leu Met Thr Gln Thr Pro
20 25
Ser Leu Gly Asp Gln Ala Ser Ile Ser Cys Arg
35 40
Val His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu Trp
50 55
Gly Gln Ser Pro Lys Phe Leu Ile Tyr Lys Val
65 70 75
Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser
85 90
Leu Lys Ile Asn Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu
100 105
Phe Gln Gly Ser His Val Pro Trp Thr Phe Gly
115 120
Glu Ile Lys Arg Ala Asp Ala Ala Pro Thr Val
130 135
Ser Ser Glu Gln Leu Thr Ser Gly Gly Ala Ser
145 150 155
<210> 149
<211> 456
<212> ADN
<213> Trinh tyg nhédn tao

<220>

-208-

60

120

180

240

300

360

420

480

481



<223> Trinh tu ADN VH

40982

ctia khang thé 133A6

<400> 149
atgaactttg ggttgagatt ggttttcctt gtccttgttt taaaaggtgt ccagtgtgag 60
gtgaagctag tggagtctgg aggaggctta gtgaagcctg gagggtccct gaaactctcc 120
tgtgcagcct ctggattcac tttcagtaac tatgccatgt cttgggttcg ccagactccg 180
gcgaagaggc tggagtgggt cacaaccatt agtagtggtg gtggtaacat ctactataca 240
gacagtgtga agggccgatt caccgtctcc agagacaatg ccaggaacac cctgtacctg 300
caaatgagca gtctgaggtc tgaggacacg gccatgtatt actgtgcaag aggcgactat 360
agtaactact tctggtttgc ttactggggc caagggactc tggtctctgt ctctgaagcc 420
aaaacaacag ccccatcggt cttcccecctg gcacct 456
<210> 150
<211> 152
<212> PRT
<213> Trinh tuyu nhén tao
<220>
<223> Trinh tu VH cia khang thé 13326
<400> 150
Met Asn Phe Gly Leu Arg Leu Val Phe Leu Val Leu Val Leu Lys Gly
1 5 10 15
Val Gln Cys Glu Val Lys Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys
20 25 30
Pro Gly Gly Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe
35 40 45
Ser Asn Tyr Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Thr Pro Ala Lys Arg Leu
50 55 60
Glu Trp Val Thr Thr Ile Ser Ser Gly Gly Gly Asn Ile Tyr Tyr Thr
65 70 75 80
Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Val Ser Arg Asp Asn Ala Arg Asn
85 90 95
Thr Leu Tyr Leu Gln Met Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Met
100 105 110
Tyr Tyr Cys Ala Arg Gly Asp Tyr Ser Asn Tyr Phe Trp Phe Ala Tyr
115 120 125
Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Ser Val Ser Glu Ala Lys Thr Thr Ala
130 135 140
Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro
145 150
<210> 151
<211> 498
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Trinh tu ADN VK cua khang thé 133A6
<400> 151

-209-



atgaagttgc
gttttgatga
tcttgcagat
ctgcagaaac
ggggtcccag
agagtggagg
acgttcggtg
atcttcccac
aacaacttct
<210>

<211>
<212>

152
166
PRT

ctgttaggct
cccaaactcc
ctagtcagag
caggccagtc
acaggttcag
ctgaggatct
gaggcaccaa
catccaggga

acccaaaa

40982

gttggtgctg
actctccctg
cattgtacat
tccaaagctc
tggcagtgga
gggagtttat
gctggaaatc

gcagttaaca

atgttctgga
cctgtcagtc
agtaatggaa
ctgatctaca
tcagggacag
tactgctttc

aaacgggctg

tctggaggtg

ttcctgcecttce
ttggagatca
acacctattt
aagtttccaa
atttcacact
aaggttcaca
atgctgcacc

cctcagtcgt

cagcagtgat
agcctccatc
agaatggtac
ccgattttct
caagatcagc
tgttcecgtgg
aactgtatcc

gtgcttcttg

<213>

<220>

<223>

Trinh

<400> 152

Met
1
Ser
Ser
Val
Gly
65
Gly
Leu
Phe
Glu
Ser

145
Asn

Lys
Ser
Leu
His
50

Gln
Val
Lys
Gln
Ile
130

Arg

Asn

Leu
Ser
Gly
35

Ser
Ser
Pro
Ile
Gly
115
Lys

Glu

Phe

Trinh tu nhén tao

ty VK cua khéng

Pro
Asp
20

Asp
Asn
Pro
Asp
Ser
100
Ser
Arg
Gln

Tyr

Val
5
Val
Gln
Gly
Lys
Arg
85
Arg
His
Ala

Leu

Pro
165

Arg
Leu
Ala
Asn
Leu
70

Phe
Val
Val
Asp
Thr

150
Lys

Leu
Met
Ser
Thr
55

Leu
Ser
Glu
Pro
Ala

135
Ser

thé

Leu
Thr
Ile
40

Tyr
Ile
Gly
Ala
Trp
120
Ala

Gly

133246

Val
Gln
25

Ser
Leu
Tyr
Ser
Glu
105
Thr

Pro

Gly

Leu
10

Thr
Cys
Glu
Lys
Gly
Asp
Phe

Thr

Ala

-210-

Met
Pro
Arg
Trp
Val
75

Ser
Leu
Gly

vVal

Ser
155

Phe
Leu
Ser
Tyr
60

Ser
Gly
Gly
Gly
Ser

140
Val

Trp
Ser
Ser
45

Leu
Asn
Thr
Val
Gly
125
Ile

Val

Ile
Leu
30

Gln
Gln
Arg
Asp
Tyr
110
Thr

Phe

Cys

Pro
15

Pro
Ser
Lys
Phe
Phe
95

Tyr
Lys

Pro

Phe

Ala
Val
Ile
Pro
Ser
80

Thr
Cys
Leu

Pro

Leu
160

60

120

180

240

300

360

420

480

498


CVH140
Textbox




