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Linh vire k§ thuét dwgc dé cip

Séng ché dé xult khang thé va dan xuét lién két dic hidu véi ILIRAP & ngudi.
Sang ché ¢ling dé cap dén viéc sir dung cac khéng thé nay dé chén do4n va diéu tri bénh
0 nguoi.

Tinh trang ky thuat clia sang ché

Protein phu ctia thy thé interleukin-1 (ILIRAP hozc IL1-Rap) 14 thinh phén ctia
phtec hop thu thé interleukin 1, phitc hgp niy khoi mao cac sy kién truyén tin hiéu dan
dén viéc hoat héa cac gen dap tmg véi interleukin 1. Sur ghép ndi thay thé cuia gen nay
din dén cac dang ddng phan lién két mang va c6 thé hoa tan khéc nhau & dau C coa
chung. Ty 18 hoa tan v6i cac dang lién két mang ting Ién trong thdi gian cam Umg hoic
cang thing pha cép tinh.

Ho céc phdi tir va thu thé cytokin interleukin-1 (IL-1) c6 lién quan dén tinh trang
viém, ty mién dich, diéu hoa mién dich, ting sinh t& bao va bao vé vat chil va gép phan
vao bénh 1y viém, tuy mién dich, diu hoa mién dich, thodi héa va ting sinh t& bao (vi
du, ung thu) céc bénh va rdi loan ciing nhur cytokin va cac thu thé ctia né déng vai tro 1a
chét trung gian gdy bénh cho cac bénh va r6i loan d6. Xem, vi du, Chen va cong su,
Immunity, 39:1003-1018 (2013).

Ho céac cytokin IL-1 bao gf‘)m interleukin-1 alpha, interleukin-1 beta, interleukin-
33, interleukin-36 alpha, interleukin-36 beta va interleukin-36 gama. M&i mét trong s6
céc cytokin ndy déng vai trd 14 phéi tir c6 kha ning lién két véi thy thé mang té bao ho
IL-1 dic hiéu duoc bidu hién trén bé miat ciia mot s6 té bao. Sau khi lién két cytokin
thudc ho IL-1 véi thy thé cing nguén géc cua no, déng thu thé dugc thém vao dé tao
thanh phirc hop bac ba bao gdm cytokin, thy thé mang ciing ngudn gbc, va ddng thy thé
cua nd. Phic hop thu dugce tao diéu kién thuén loi cho qué trinh truyén tin hiéu ndi bao
va hoat héa tip hop céc yéu té phién ma, bao gdbm NF-kB va AP-1 va céc kinaza protein
duoc hoat hoa béng mitogen, kich hoat mét loat cac dap Urng viém va mién dich, bao
gdm ca viéc san xut nhidu cytokin, chemokin, enzym v céc phén tir két dinh.

ILIRAP déng vai trd 1a ddng thu thé phd bién trén mang té bao cho mét sb thu
thé ctia ho IL-1, bao gdm thu thé interleukin-1, ST2 con duoc goi 1a thy thé twong tu
interleukin-1 va thu thé twong ty 2 interleukin-1 (ILIRL2). IL1IRAP la thanh phan cén
thiét cua phirc hop truyén tin higu bac ba dugc tao thanh bdi mot trong cac cytokin thude
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ho IL-1 da néu & trén, thy thé cling ngudn gbc cu thé cia cytokin va ddng thy thé
IL1RAP. Do d6, ILIRAP déng vai trd 13 chitc ndng quan trong trong cdc con dudng
truyén tin hiéu cua ho IL-1, vi n6 can phai tao diéu kién thuan loi cho céc con dudng
truyén tin hiéu xuéi dong cu thé dugc kich thich bdi céc cytokin ho IL-1 13 TL-1a, IL-
1B, IL-33, IL-360, IL-36B va IL-36y.

WO02012098407A1 d cap dén cc tac nhan bao gdm gdc lién két, ching han nhu
khéng thé, c6 tinh dic hiéu dbi véi ILIRAP dé sir dung trong viéc cam tmg gdy chét té
bao va/hodic e ché su phat trién va/hogc ting sinh cua cac t€ bao lién quan dén khdi u
ran biéu hién ILIRAP. W02012098407A1 bdc 16 khang thé don dong IgG2a & chudt
khang ILIRAP & ngudi, “mAb 81.2,” ma khi dugc st dung trong co thé dan dén su
cham phat trién khéi u & md hinh chudt méc u 4c tinh mot cach dang ké vé& mat thong
ké.

WO02015132602A1 d& cap dén cac khang thé c6 tinh dic hiéu dbi véi ILIRAP &
ngudi va viéc st dung ching dé diéu tri cac khdi u ran. WO2015132602A1 boe 16 khang
thé dic hiéu “CAN04” ¢6 ngudn gbe & chudt lién két dic hidu véi mién 2 ctia ILIRAP
& nguoi véi KD 14 200 pM, phan tng chéo véi ILIRAP 6 khi cynomolgus, ¢ kha nang
cam ting ADCC trong mdt hodc nhiéu dong té bao ung thu (ching han nhu CML) va ¢6
mdt sé tac dung tc ché truyén tin hiéu kich thich IL-lo, IL-1f va IL-33.

W02016020502A1 bdc 16 hai khéng thé dic hidu c6 ngudn gbe tir chudt 1a
“CANO1” va “CANO3” lién két dic hidu v6i mién 3 cua ILIRAP & ngudi véi KD lan
luot 14 1,4 va 0,9 nM, phan ung chéo véi ILIRAP & khi cynomolgus va c¢6 kha néng
cam tmg ADCC trong mdt hoic nhidu dong té bao ung thu (nhu CML). CANO3 duogc
x4c dinh 1a c6 mdt s tac dung trc ché truyén tin hiéu kich thich IL-1a, IL-1p va IL-33,
trong khi CANO1 dugc phat hién la thiéu tac dung wrc ché déng ké dbi véi truyén tin hi¢u
IL-la, IL-1B va IL-33.

WO02016207304A1 d& cap dén céc khang thé c6 ngudn gde tir tho lién két dic
hiéu véi IL-1RACP & ngudi va c6 mot sb tac dung trc ché hoat dong ciia NFkB duge
kich thich boi IL-1a, IL-1pB, IL-33 va/hogc IL-36p.

WO02017191325A9 d2 cép dén cac khang thé IgG1 dugc nhén héa lién két dic
hiéu véi IL-1R3 ¢ nguoi va c6 mot s6 tac dung uc ché hoat dong ctia NFkB duoc kich
thich béi IL-1a, IL-1B, IL-33 va/hodc IL-36p.
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W02020037154A1 d cap dén céc khéng thd dwgc nhan héa lién két dic hidu
v6i IL-1Rap & ngudi va c6 mot sb tac dung trc ché trong cic mé hinh trong phong thi
nghiém han ché.

VAan cén c6 céc lidu phéap dé diéu tri, cai thién hoc ngin ngira cic bénh viém
nhiém, tu mién dich, diéu hoa mién dich, thoi héa va ting sinh té bao hodc cac rdi loan
lién quan dén viéc truyén tin hiéu khong pht hop thong qua ho cac phdi tir va thu thé
cytokin IL-1.

Ban chat ky thuét ciia sang ché

Sang ché nay dé xuit céc khéng thé lién két ddc hiéu ILIRAP & ngudi véi 4i luc
cao. Céc khang thé c6 kha ning lam giam, trc ché va/hoic chin hoan toan cac con dudng
truyén tin hiéu IL-1, IL-33 va/hogc IL-36, bao gbm truyén tin hiéu dugc kich thich bang
cach lién két véi mot hodc nhiéu chit chi van sau: IL-10, IL-1p, IL-33, IL-360, IL-36,
va IL-36y. Séng ché nay ciing d& xuit cic phuong phép diéu tri bénh va tinh trang dap
{ing véi sy trc ché truyén tin hidu IL-1, TL-33, va/hodc IL-36.

Céc bénh tu mién dich thuong c6 nhidu nguyén nhén va c6 thé phat sinh tir su
tuwong tac khong phu hop ctiia mot s6 con dudng truyén tin hidu. Do d6 séng ché @& xuit
khéng thé khang IL1RAP wc ché ca ba con duong truyén tin hiéu IL-1, IL-33, va/hodc
IL-36.

Céc khang thé theo sang ché dugc yéu cu bdo h gy ra sy ngén chin ca ba con
dudng truyén tin hiéu cua cytokin dugc didu hoa boi ILIRAP, chang han nhu trén
nguyén bao sgi va PBMC.

Béng cach ngin chin ca ba con dudng, diéu niy loai bd nhiéu dang kich thich
gay bénh thudc ho IL1 ctia céc cytokin tién viém bao gbm IL1R, IL33R va IL36R gitip
phan biét ISB 880 v6i cac liéu phap ngén chin cytokin don 1é hodc cac khang thé khang
IL1RAP truéc d6 khong dbi khang véi ca ba con dudng truyén tin hiéu.

Theo mét sé phuong 4n, sang ché nay dé xuit khang thé khang IL1RAP bao gdm
khang thé khéng IL1RAP bao gbm viing CDR chudi ning thir nhit (CDR-HI), ving
CDR chudi ning thtr hai (CDR-H2), va ving CDR chudi ning thir ba (CDR-H3) dugc
chon tir nhom,;

(2) CDR-HI bao gdm trinh tw axit amin GFXXXXXXXX (SO ID TRINH TU" 265),
trong d6 X & vi tri 3 ¢6 thé 13 axit amin bat ky trong s6 céc axit amin I, T, P; X & vi tri

4 ¢6 thé 13 axit amin bat ky trong sb cac axitamin L, F,Y; X o vitri 5 c6 thé 12 axit amin
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bét ky trong sb cac axit amin A, S, P, E, D; X & vi tri 6 ¢6 thé 13 axit amin bét ky trong
s céc axitamin V, G, T, H, Q, E, N, D. X & vi trf 7 ¢6 thé 13 axit amin bit ky trong s6
cacaxitaminF, A, S, Y; X & vitri 8 co thé 13 axit amin bat ky trong sb céc axit amin A,
G, S, P; X & vi tri 9 c6 thé 12 axit amin bit ky trong s céc axit amin L, M, A; X & vi tri
10 c6 thd 1a axit amin bit ky trong s6 céc axit amin G, T, S, N;
(b) CDR-H2 bao gdm trinh ty axit amin AISYDGEGTL (SO ID TRINH TU" 266);
(¢) CDR-H3 bao gdm trinh ty axit amin ARFXYXXAFDY (SO ID TRINH TU": 267),
trong d6 X & vi tri 4 c6 thé 13 axit amin bat ky trong s cac axit amin R, H; X & vi tri 6
c6 thé 13 axit amin bt ky trong s6 cac axit amin Y, R; X & vi tri 7 ¢6 thé 12 axit amin
bét ky trong sb céc axit amin T, S;
hodc
(d) CDR-HI bao gdm trinh ty axit amin GXXXXXXAIX (SO ID TRINH TU 262),
trong d6 X & vi tri 2 c6 thé 13 axit amin bét ky trong sb cac axitamin V, G, S, P, E; X &
vitri 3 ¢6 thé 12 bAt ky trong s8 L, L, A, G, T, S, P, H, K, R; X & vi tri 4 c6 thé 1a batky
trong s8 L, F, A, S, W, H, N, R; X & vi tri 5 c6 thé 1a bt ky trong s6 G, T, S, Y, P, H,
E, N, R. X & vi tri 6 12 axit amin bat ki trong sd c4c axit amin V, A, S,P, Q,N, D; X ¢
vi tri 7 1a axit amin bat ky trong s6 céc axit amin Y, H; X & vi tri 10 1 axit amin bét ky
trong sb céc axit amin H, Q;
(¢) CDR-H2 bao gdm trinh ty axit amin YIIPXXGXXXD (SO ID TRINH TU" 263),
trong d6 X & vitri 5 cé thé 13 axit amin bat ky trong sb cac axitamin T, S; X & vi tri 6
¢6 thé 13 axit amin bit ki trong sé cc axit amin V, L; X & vi tri 8 ¢6 thé 1a axit amin bat
k¥ trong sb cac axit amin G, Q; X & vi trf 9 ¢6 thé 13 axit amin bat ky trong sb cac axit
aminF, Y;
(f) CDR-H3 bao gdm trinh ty axit amin ARGQTLYXXGRQFDI (SO ID TRINH TU:
264), X & vi tri 8 c6 thé 12 axit amin bét ky trong sb c4c axit amin A, E, D. X & vi tri 9
c6 thé 13 axit amin bét ki trong sb cac axit amin A, T, S; va
trong d6 khéng thé khang ILIRAP da néu bao gdm ving bién ddi chudi nhe bao gom
SO ID TRINH TU" 268.

Theo mdt s6 phuong 4n, sing ché nay dé xuit khang th8 khang ILIRAP bao gém
(i) ving CDR chudi ning thir nhét (CDR-HI), ving CDR chudi nang thir hai (CDR-L2),
va ving CDR chudi ning thit ba (CDR -L3), trong d6: (a) CDR-HI bao gbm trinh tr axit
amin duoc chon tir cac SO ID TRINH TU": 81-140; (b) CDR-H2 bao gdm trinh tu axit
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amin duoc chon tir cac SO ID TRINH TU": 141-200; (c) CDR- H3 bao gdm trinh tyr axit
amin dugc chon tr cac SO ID TRINH TU': 201-260.

Theo mot s6 phuong 4n, khang thé khang ILIRAP theo sang ché nay bao gdm
trinh ty axit amin mién bién ddi chudi ning (VH) c6 it nhét 12 90% do twong ddng véi
trinh tw duoc chon tir cac SO ID TRINH TU': 8-51, 60-70.

Séang ché d& xuét khang thé khang ILIRAP bao gbm cac CDR chudi ning c6 cac
SO ID TRINH TU" 128, 188 va 248.

Theo cac phuong 4n khéc nhau cia khéng thé khang ILIRAP duoc dé xuat bdi
sang ché nay, khang thé nay dugc dic trung boi mot hodc nhiéu dic tinh sau:

(a) khang thé lién két v6i ILIRAP & ngudi c6 4i luc lién két tir 1 x 10® M hoc thép
hon, 1 x 10° M hoic thép hon, 1 x 101° M hoc thép hon hogc 1 x 10! M hodc thép
hon; tuy v, trong d6 ai luc lién két dugc do bing hing s6 phan ly can bing (KD) véi
polypeptit ILIRAP c6 SO ID TRINH TU* 1 hogc SO ID TRINH TU" 6;

(b) khang thé lam giam tin hiéu kich thich IL-1, tin hiéu kich thich IL-33 va/hodc tin
hiéu kich thich IL-36 it nhat 1a 90%, it nhét 13 95%, it nhit 1a 99% hozc 100%; tuy ¥,
trong d6 mirc giam tin hi¢u duoc do bing xét nghiém ngan chin dya trén té bao; tiy ¥,
trong d6 céc tin hidu kich thich IL-1, IL-33, va/hodc IL-36 dugc kich thich bdi chit chu
vén duoc chon tir IL-1a, IL-1B, IL-33, IL-36a, IL-368, va IL- 36y.

(c) khéng thé 1am giam tin hiéu ndi bao dugc khoi mao bdi mot hodc nhiéu chat chu van
IL-10, IL-1B, IL-33, IL-360, IL-36p va IL-36y lién két véi thu thé cling ngudn gdc cla
né it nhét 1a 90%, it nhét 12 95%, it nhit 13 99%, hodc 100%; tiy y, trong d6 mirc giam
tin hiéu ndi bao dugc do béng xét nghiém ngan chan dya trén té bao;

(d) khang thé trc ché IL-1a, IL-1p, va/holic IL-36p kich thich giai phéng IL8 tir dong té
bao simg HaCaT so cap;

(e) khéng thé trc ché giai phong IL8 duoc kich thich bai IL-1P tir cac € bao don nhan
so cip & ngudi;

(f) khéng thé trc ché giai phéng INF-y do IL-33 kich thich tir c4c t& bao don nhén so cdp
& nguoi;

(g) khang thé trc ché sy hoat héa bach cau trung tinh khi G véi mdi trudmg sau kich thich
duéi didu kién HaCaT véi IL-1p va IL-36y;

(h) khang thé lién két véi cac gde axit amin trong mién 2 ctia ILIRAP & nguoi;
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(i) khang thé phan tmg chéo véi polypeptit ILIRAP & khi cynomoigus ¢6 SO ID TRINH
TU: 7; va/hoidc
(j) khang thé phan tmg chéo véi polypeptit ILIRAP & chudt c6 SO ID TRINH TU" 261.

Séang ché nay ciing d& xut cac phuong 4n cua khéng thé khang IL1RAP, trong
d6: (i) khang thé 1a khéng thé don dong; (ii) khéng thé 1a khang thé & ngudi, dugc nhan
héa hodc kham; (iii) khang thé nay 1a khang thé c6 chiéu dai ddy du cua lop IgG, tuy ¥,
trong d6 khang thé 16p IgG nay c6 isotyp dwoc chon tir IgG1, IgG2, IgG3, va IgG4; (iv)
khéang thé 12 bién thé ciia vimg Fe, thy ¥ 12 bién thé ciia ving Fe 1am thay doi chirc ning
phan {mg vdi kich thich (vi duy, bién thé dan dén ting hoic gidm chic ning phan img
v6i kich thich), bién thé ciia ving Fc thé hién hoat tinh CDC, hoat tinh ADCC, va/hogc
hoat tinh ADCP giam, bién thé ving Fc thé hién hoat tinh gdy doc té bao giam ddi véi
bach cAu don nhan, bach ciu trung tinh va/hodic t& bao Jurkat & ngudi, hogc bién thé
ving Fc 1am thay dbi thoi gian bén hity ctia khang thé; (v) khéng thé 12 manh khang thé,
dugce chon tuy y tir nhom bao gbdm F(ab')2, Fab', Fab, Fv, khing thé don mién (VHH),
v scFv; (vi) khéng thé 1a thé lién hop mién dich, tlty y, trong d6 thé lién hop mién dich
bao gdm tac nhén tri liéu dé didu tri bénh hogc tinh trang duoge didu hoa boi IL1RAP;
(vii) khang thé ndy 1a khéng thé da dic hiéu, tuy chon la khang thé dac higu kép; va
(viii) khéng thé nay 1 khang thé tdng hop, trong d6 cac CDR dugc ghép vao khung hodc
khung khéc v6i khung hodc khung globulin mién dich; tuy ¥, khung dugc chon tir khung
protein thay thé va khung polyme nhén tao.

Theo céc phuong 4n khac, sang ché nay dé xuét axit nucleic dugc phan l4p ma
héa cac khang thé khang IL1IRAP dugc bdc 10 trong ban md ta nay.

Theo mot s6 phuong 4n, séng ché nay ciing @& xuét t& bao chu chira axit nucleic
ma hoa khang thé khang ILIRAP nhu dugce bdc 10 trong ban mo ta nay.

Sang ché nay cling dé xuét phuong phép tao ra khang thé khang IL1IRAP, trong
d6 phuong phép nay bao gdm nudi cAy té bao chu chira axit nucleic (hodc vecto) ma hda
khang thé khang ILIRAP d tao ra khang thé.

Theo mot s6 phuong 4n, sing ché nay dé xuét ché phim dugc chira khang thé
khéng IL1RAP nhu dugc bdc 16 trong ban md ta nay va chit mang dugc dung. Theo
mbt s6 phuong an, ché pham dugc con bao gdm tac nhén tri lidu dé diéu tri bénh hoge
tinh trang duoc diéu hoa boi IL-1, IL-33, IL-36, va/hodc ILIRAP; tly y, trong do tac

nhén tri liéu 12 tdc nhan hoa tri lidu.



Séang ché nay ciing dé xult phuong phap didu tri bénh dugc diéu hoa boi ILIRAP
& d6i tuong, bao gém viéc st dung cho dbi twong nay lugng c6 hi€u qua tri liéu cta
khéng thé khang IL1RAP nhu dugc bdc 1§ trong ban md ta nay, hodc lugng c6 hiéu qua
tri liéu cua cong thic duge chira khang thé khang ILIRAP nhu dugc bdc 16 trong ban
mo ta nay.

Sang ché nay ciing d xuét phuong phap diéu tri bénh duoc diéu hoa béi sur truyén
tin hiéu IL-1, IL-33, va/hodc IL-36 & dbi tuong, bao gém viéc stir dung cho dbi tuwong
nay lugng cé hiéu qua tri li¢u cua khang thé khang IL1RAP nhu duge bc 10 trong ban
md ta ndy, hodc lugng cé higu qua tri liu cla ché phém duoc chira khang thé khang
IL1RAP nhu duogc bdc 16 trong ban mo6 ta nay.

Séng ché nay ciing d& xuét phuong phap diéu tri bénh dugc didu hoa bdi sy truyén
tin hiéu duoc kich thich IL-1a, IL-1B, IL-33, IL-36a, IL-36B, va/hodc IL-36y & d6i
tugng, bao gdm st dung cho dbi tuong lugng c6 hidu qua tri liéu cta khang thé khang
IL1RAP nhu dugc boc 1 trong ban mé ta nay, hodc luong c6 hiéu qua tri lifu cua ché
phdm duoc chira khang thé khang IL1RAP nhu duge boe 16 trong ban md ta nay.

Theo cac phuong 4n khac nhau cua cac phuong phap diéu tri dugc boc 16 trong
ban mo ta ndy, cac bénh va tinh trang dugc diéu hoa boi ILIRAP, hodc cac bénh duge
didu hoa boi su truyén tin hiéu IL-1, IL-33, vi/hogc IL-36, bao gdm bénh viém nhiém,
bénh ty midn dich, bénh tu viém nhim, bénh dudng hd hip, rdi loan chuyén héa, nhiém
trung, va ung thu. Theo mét s6 phuong 4n, cdc bénh va tinh trang duoc diéu hoa boi
IL1RAP c¢6 thé dugce chon tir: mun trimg c4, viém tuy, thodi hda diém vang do tudi tac
(AMD), ting phéan ting dudng tho, viém dudng tho, viém két mac di tmg, xo cling teo
co mdt bén (ALS), viém miii di Gmg, di img, bénh Alzheimer/ching mat tri nhG, bénh
X0 cung teo co mdt bén (ALS), bénh da lidu bach cu trung tinh, Viém tuyén md héi c6
mu, Bénh vay c4, séc phan vé, viém khép, hen suyén/di ing/polyp miii, xo vita dong
mach, viém da di ing, viém mach ty mién/ty viém (bao gém nhung khong gidi han &
viém dong mach t& bao khéng 16, viém dong mach Takayasu, bénh Kawasaki), bénh
Behcet (bao gém ca Bechet than kinh), ung thu xuong, ung thu nio, ung thu v, suy
mon/chan &n, viém sun, thifu mau ndo, hdi chimg mét méi man tinh, b¢nh phéi téc
nghé&n man tinh, bénh li€n quan dén Clostridium, ung thu dai trang, suy tim sung huyét,
viém két mac, viém mach vanh, tai hep mach vanh, tiéu dudng, phit hoang diém do tiéu

duong, bénh vong mac do tiéu dudng, bénh kho mat, lac ndi mac tir cung, roi loan tiéu
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hoéa lié€n quan dén bach cau 4i toan, viém thuc quan ting bach cAu 4i toan, hoi chimg tu
viém do lanh c6 tinh gia dinh, sét Dia Trung Hai c6 tinh gia dinh, dau co xo héa, rdi
loan xo héa, di ing thuc phém, vay nén mun mu toan than, bénh ting nhan ap, viém ciu
than, viém khop do gat, bénh manh ghép chéng lai vét chi, nhidm giun sén, sdc xuat
huyét, viém tuyén md hoi mu, ching ting dau, hdi chimg ting gD, ting axit uric mau,
x0 phéi v6 can (IPF), dau do ung thu, nhiém tring, bénh viém ruét (IBD, bao gdm nhung
khéng gi6i han & viém loét dai trang va bénh Crohn), tinh trang viém do céng thing,
bénh viém mét 1ién quan dén ghép gidc mac, dau do viém, di chimg lién quan dén ctim,
ung thu duong rudt, thiéu mau cuc bd, viém khép vi thanh nién, bénh Kawasaki, ung
thu thin, bénh ml bdm sinh Leber, ung thu gan, bénh gan, ung thu phdi, hoi chimg kich
hoat dai thuc bao (MAS), thodi héa diém vang, hoi chimg Muckle-Wells, da u tay, da
xo cung, dau co xuong, bénh bach cAu tiry va cac bénh bach cau khéc, hoi chimg loan
san tay (MDS), réi loan chirc ning co tim, bénh co, polyp mii, bénh viém da hé théng
khoi phét & tré so sinh, nhiém ddc than kinh, bénh da bach cdu trung tinh (bao gdm mun
mu long ban tay, mu da hoai thu, bénh véy nén, hoi chimg Sweet, viém két mac khéng
nhidm tring, viém mang bd dao khong nhidm tring, ung thu phéi khong phai té bao
nho, phu thuit chinh hinh, viém xuong khép, lodng xuwong, dau, ung thu tuyén tuy,
bénh Parkinson, bénh nha chu, bénh mach mau ngoai bién, dau da co do thép khép, bénh
mach mau mang dém da hinh (PCV), tién san giat hodc san giat, sinh non, ung thu tuyén
tién liét, nhidm tring don bao, bénh vy nén, viém khép vay nén, viém mu da hoai thu,
x0 cting hé théng, tdn thuong tai tudi méau, virus hop bao hé hap (RSV), tai hep ddc biét
sau nong mach vanh va dat stent, bong vong mac, tai viém da séc t6, bénh véng mac &
tré sinh non (ROP), viém khép dang thip, sbc nhiém tring, thiéu méu hdng ciu hinh
1iém, tac dung phu ctia xa tri, hdi chung SAPHO (viém bao hoat dich, myn tring c4,
mun mu, phi dai xwong va viém xuong), viém xoang, ung thu da, r6i loan gie‘ic ngu,
viém do bong gén, bénh Still, ung thu da day, lupus ban do hé théng (bao gdém viém
than lupus), bénh khép thai duong ham, hdi ching dinh ky lién quan dén thy thé TNF
va cac hdi chung sbt di truyén khéc, thai ghép, chin thuong, chin thuong mit, tiéu
duong loai 2, va bénh bach bién.

Theo mot s6 phuong 4n, séng ché nay ciing dé xuét phuong phap didu tri bénh
ung thu & dbi twong, phuong phap nay bao gdm viéc str dung cho d6i tugng nay luong

c6 hiéu qua tri liéu cta khang thé thude khang thé khang ILIRAP nhu dugc boc 19 trong
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ban mb ta nay, hoic lrong cé hiéu qua tri liéu cua cong thirc duge cua khang thé khang
IL1RAP nhu duge boc 10 trong ban md ta ndy. Theo cac phuong 4n, bénh ung thu duge
chon tir bénh ung thu v, bénh ung thu dai tryc trang, bénh ung thu phdi khong phai té
bao nho, bénh ung thu tuyén tuy.

Theo mot sb phuwong 4n, séng ché nay ciing dé xuét phuong phap phat hién mirc
IL1RAP trong mAu sinh hoc, bao gdm buéc cho mAu nay tiép xtc véi khang thé khang
IL1RAP nhu duge boc 10 trong ban md ta nay. Cac khang thé khang IL1RAP theo séng
ché nay c6 thé dugc st dung trong phuwong phap xét nghiém bét ky da biét, ching han
nhu xét nghiém lién két canh tranh, xét nghiém sandwich truc tiép va gian tiép, xét
nghiém kich thich mién dich va xét nghiém hép thu mién dich lién két voi enzym
(EEISA) (Xem, Sola, 1987, Monoclonal Antibodies: A Manual of Techniques, trang
147-158, CRC Press, Inc.) d& phét hién va dinh lugng ILIRAP. Céc khéng thé lién két
polypeptit ILIRAP & ngudi (SO ID TRINH TU": 1 hoc 6) véi 4i luc cao thich hop cho
nhiéu loai xét nghiém.

M6 ta vén tit cic hinh vé

Hinh 1. Ngin chin sy hinh thanh phtc hop ddng thy thé/thu thé/cytokin IL-
1RAP/IL-1R1/IL-1B & ngudi khi lién két Fab khang IL-1RAP-C8 va Fab khang IL-
1RAP-C3 véi Fab khéang IL-1RAP-C3 ¢ nguoi duoc danh gia bang Cong hudng
plasmon bé mit. Protein dung hop IL-1RAP Fc téi tb hop & ngudi dugc ¢ dinh trén
CHIP cam bién Series S CM35 két hop véi Fe khang IgG & ngudi. Manh Fab dugc tiém
& mirc 300 nM trong dém HBS-EP+ dé dat dén do bdo hoa cua IL-1RAP ¢ ngudi duge
cb dinh, sau d6 tiém 1an thi hai dung dich IL-1R1 trdn s§n & mirc 50 nM, IL-1p & muc
100nM va manh Fab & 300 nM trong dém HBS-EP+. Fab khang IL-1RAP-E1 da dugc
st dung 1am déi chimg khong phai chit ngan chan. Biéu db thé hién dit lidu duoc biéu
thi béng s6 don vi cong huong (viét tat 1a RU; truc Y) so véi thoi gian (truc X). Céc
duong cong dugce danh déu bang tén dong Fab bdo hoa.

Hinh 2. Anh xa mién cta dong khang IL-1RAP-C8 va dong khang IL-IRAP-C3
sang cac thé kham IL-1RAP & ngudi-ga bang céach sir dung Cong hudng plasmon bé
mat. [gG1 LALA khang IL-IRAP-C8 (A) hoic IgGl LALA khéng IL-1RAP- C3 (B)
d4 duoc cb dinh trén CHIP cam bién CMS Series S cung véi Fe khang IgG & ngudi. Céc
thé kham IL-1RAP & ngudi-ga duoc tiém qua IgGl LALA khang IL-IRAP dugc cb
dinh & 50 nM trong dém HBS-EP+, sau d6 1a sy phan ly trong dém HBS-EP+, “hs” 1a
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viét tit cia midn & ngudi va “gg” 1a viét tit cla midn & ga. Sau do, cac thé kham &
nguoi-ga dugc mo ta theo mién & ngudi hodc ga tuong Gmg cua ching theo thir tu lién
tiép, vi du hs-gg-gg IL-1RAP 1a viét tht cia IL-IRAP v6i mién 1 & ngudi, mién 2 & ga
va midn 3 & ga. C4c biéu dd thé hién dit liéu duoc bidu thi bang sb don vi cong huong
(viét tt 1a RU; truc Y) so véi thdi gian (truc X).

Hinh 3. Chdng chit quyét dinh khing nguyén cta dong khang IL-1RAP-C8 va
dong khéng IL-1RAP-C3 thanh IL-1RAP & ngudi bing phuong phap Giao thoa ké 16p
sinh hoc Octet. Protein IL-1RAP-avi-his ¢ nguoi ddnh dAu biotin duoc nap vao Cam
bién sinh hoc streptavidin SA. Fab khang IL-1RAP-C8 da duoc tiém trén IL-1RAP ¢
ngudi duge cé dinh & 200 nM trong dém dong hoc @& dat dén @9 bao hoa cia bé mat.
Sau d6, dung dich Fab khang IL-1RAP-C3 va Fab khang IL-1RAP-C8 tron s&n & ndng
5 cudi cing 200 nM dugc tiém 1én bé mit béo hoa. Quy trinh thi nghiém twong ty da
duoc thyc hién bing cach sir dung Fab khang IL-1RAP-EI thay vi Fab khang IL-1RAP-
C3, dudi dang dbi chimg khong canh tranh. Biéu db thé hién lién két v6i ddu cam bién
duéi dang thay dbi budc séng (tinh bing nm; tryc Y) so véi thoi gian (truc X). Cac
duodng cong dugc danh diu bing tén dong Fab canh tranh.

Hinh 4. Cac phép do Cong hudng plasmon bé mit cta IgG1 LALA khang IL-
1RAP-C8-RecC-ES dbi voi IL-1RAP & ngudi va khi cynomolgus. IgG1 LALA khéng
IL-1RAP-C8-RecC-ES dugc ¢b dinh trén CHIP cam bién CMS5 Series S cung véi Fe
khéang IgG & ngudi. IL-1RAP-avi-his & ngudi hodc IL-1RAP-avi-his ¢ khi cynomolgus
duoc tiém qua IgG1 LALA c6 dinh trong chudi ndng d6 trong dém HBS-EP+. M6t ban
sao dai dién cho (A) IL-1RAP & nguoi va (B) IL-1RAP & khi cynomolgus duge trinh
bay. Cac bidu dd dang thé hién di liéu dugc biéu thi bing sé don vi cong hudng (viét
tht 12 RU; truc Y) so véi thoi gian (s, truc X). Cac dudng nét dirt biéu thi dit liéu do duoc
trong khi cac dudng nét lién bidu thi sy phtt hop mé phong. KD: héng s6 phan ly can
bing; Ka: hing s6 két hop; Kd : hing sb phan ly.

Hinh 5. Cac phép do Cong hudéng plasmon bé mit IgG2a LALA khang IL-1RAP-
C3-A3 & chudt t6i IL-IRAP & chudt. [gG2a LALA khang IL-IRAP-C3-A3 & chudt da
duoc ¢b dinh trén CHIP cam bién Series S CMS5 két hop v6i Fe khang IgG & chudt. IL-
1RAP-his & chudt dugce tiém qua IgG2a LALA ¢b dinh trong chudi ndng do trong dém
HBS-EP+. Mt bén sao dai dién dugc trinh bay. Céc biéu dd dang thé hién dit liéu dugc
biéu thi bang sé don vi cong hudng (viét tat 1a RU; truc Y) so véi thoi gian (s, truc X).

10
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Céc dudng nét dit bidu thi dit lidu do duoc trong khi cac dudng nét lidn biéu thi sy phu
hop md phdéng. KD: hing s6 phén ly cin bing; Ka: hing s6 két hop; Kd : hang s6 phan
ly.

Hinh 6. Ung vién_1 khang IL-1RAP & nguoi lién két dac hiu véi IL-1RAP &
ngudi va Cyno. Liéu lugng dép tmg cua tng vién_1 khang IL-1RAP & ngudi (¢) hodc
Péi chimg isotyp_3 (m) & ngudi duge U voi cac dong té bao va loai t& bao khac nhau.
Khang thé giéi han dugc phat hién vi khang thé tht cap IgG PE-Cyanin7 don dong &
ngudi. Cac do thi th hién céc dudng cong lién két hdi quy sigmoid phi tuyén tinh
(Cudng d6 huynh quang trung binh nhan twong d6i) cho timg dong té bao. Mdi diém dir
liéu 1a mot phép do cho dong té bao nhét dinh. Nhiéu thi nghiém doc 1ap da duoc thuc
hién trén mot s thé cho (HaCaT va HaCaT IL-1RAP KO: 4 va 3 thi nghiém ddc 14p;
Nguyén bao soi & da & ngudi: 2 thi nghiém doc 1ap - tong cong 5 thé cho; Bach cau
trung tinh & ngudi: 2 thi nghiém - tng cong 6 thé cho; Nguyén bao sgi & da & Cyno: 2
thi nghiém ddc l4p - tong cong 4 thé cho).

Hinh 7. Ung vién_1 khéng IL-1RAP & ngudi e ché ca sy giai phong cytokin
duoc cam tmg IL-1 va IL-36 trong xét nghiém kich thich HaCaT. Liéu luong dap tmg
ctia Ung vién_1 khang IL-1RAP & ngudi (¢) hodc Péi chimg isotyp 3 (@) & nguoi duoc
{1 v6i dong té bao kiéu dai HaCaT kich thich bing IL-1B hodc IL-3. Céc db thi thé hién
céc dudmg cong trc ché hdi quy sigmoid phi tuyén tinh cho timg kich thich (IL-1p hozc
IL-36y). M&i diém dit liéu 14 phép do cho thi nghiém doc 1ap. Hai thi nghi¢m doc 1ap da
duoc thuc hién.

Hinh 8. Ung vién_1 khang IL-IRAP & ngudi tGc ché giai phong cytokin duoc
cam ung IL-33 trong xét nghiém kich thich té bao don nhan méu ngoai vi (PBMC) &
ngudi. Lidu luong dép img ctia Ung vién_1 khang IL-1RAP & ngudi (+) hodc Déi chimg
isotyp 3 (m) & ngudi duge 0 véi hPBMC dugce kich thich bang IL-1B hodc IL-12+IL-
33. Céc db thi thé hién cac dudng cong 16p phu e ché hdi quy sigmoid phi tuyén tinh
cho ting kich thich (IL-1p hodc IL-12+1L-33). M3i dudmg cong dai dién cho 16p phu
ctia 3 thé cho. Hai thi nghiém ddc 14p da dugce thyuc hién.

Hinh 9. Ung vién_1 khéng IL-1RAP & ngudi trc ché giai phong cytokin trong xét
nghiém t4i kich thich méu toan phin khi kich thich cytokin két hop. Ung vién_1 khang
IL-1RAP & ngudi (+) hodc Déi chimg isotyp_3 () & ngudi duge G trong mau toan phan
& ngudi véi sy két hop cia IL-1a, TL-1p, IL-12, IL-33, IL-36a, IL-36B va IL-36y. Cac
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5 thi thé hién téc dong ctia su két hop dbi véi viée giai phong céc cytokin va chemokin
cling nhu thc dong ctia Ung vién_1 khang IL-1RAP & ngudi déi véi méi 1an doc déi voi
viéc giai phong cac déu hidu hoa tan (A, B, C) va trén di liéu tic ché dugc chuén hoa
(D). M&i diém 12 mot phép do cho mét thé cho. Tam thi nghiém doc 1ap da duoc thyc
hién. NS 1 viét tit ctia Khong dang ké; * véi 0,01 <p< 0,05; * v6i 0,001 <p< 0,01; *
véip < 0,001

Hinh 10. Ung vién_1 khéng IL-1RAP & nguoi Gic ché s hoat héa bach cau trung
tinh khi 0 v6i méi trudng sau kich thich duéi diéu kién HaCaT véi IL-1B va IL-36y.
Ung vién_1 khéng IL-IRAP & ngudi (+) hosic Déi chimg isotyp_3 (m) & ngudi duge u
véi dong t& bao kidu dai HaCaT duogc kich thich béng IL-1p va IL-3. Méi trudmg dugc
tao didu kién 24 gi&y sau khi kich thich duoc thu lai va & véi bach cau trung tinh méi
duge phan 1ap. Cac db thi thé hién anh huéng cta Ung vién_1 khang IL-1RAP & ngudi
d5i voi ty 18 phan trim bach cAu trung tinh dugc hoat héa. Mdi diém 12 mdt phép do cho
mdt thé cho. Ba thi nghiém doc 18p da dugc thuc hién v6i tdng s6 9 thé cho. NS 1a viét
t4t cia Khong déang ké; * voi 0,01 <p< 0,05; * v6i 0,001 <p< 0,01; * v6i p < 0,001

Hinh 11. Ung vién_1 khang IL-1RAP & chudt lién két dc hiéu voi IL-IRAP &
chudt. Liéu luong dép img ctia Ung vién_1 khang IL-1RAP & ngudi (*) hodc Déi chimg
isotyp_3 (m) & nguoi duge u véi cac dong té bao va loai t& bao khac nhau. Khang thé
giéi han dugce phat hién véi khang thé thtr cdp IgG PE-Cyanin7 don dong & ngudi. Cac
d thi thé hién cac duong cong lién két hdi quy sigmoid phi tuyén tinh (Cudng d6 huynh
quang trung binh hinh hoc tuong dbi) cho timg dong té bao. M&i diém di ligu 12 mot
phép do cho dong té bao nhit dinh. Nhiéu thi nghiém ddc 1ap da dugc thyc hién trén
mdt s6 thé cho (HaCaT va HaCaT IL-1RAP KO: 4 va 3 thi nghi¢m doc 1ap; Nguyén bao
soi & da & nguoi: 2 thi nghiém doc lép - tdng cong 5 thé cho; Bach cAu trung tinh &
ngudi: 2 thi nghiém - tong cong 6 thé cho; Nguyén bao soi & da & Cyno: 2 thi nghiém
ddc lap - téng cong 4 thé cho).

Hinh 12. Ung vién_1 khang IL-1RAP & chudt uc ché ca sy giai phéng cytokin
duoc cam ung IL-33 va IL-36 trong xét nghiém kich thich NIH-3T3. Liéu luong dap
{mg ctia Ung vién_1 khang IL-1RAP & chudt (+) hogc Déi chimg isotyp_2 (m) duoc 0
v6i mIL-1p, hIL-33 hosic NIH-3T3 duoc kich thich bing mIL-36s. Céc do thi thé hién
céc dudng cong trc ché hdi quy sigmoid phi tuyén tinh cho ting kich thich. M&i diém

dit liéu dai dién cho mot phép do.
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Hinh 13. Ung vién_1 khang IL-1RAP & chudt trc ché giai phong IL-5 trong huyét
thanh chudt 24 gi® sau tiém interleukin. C57BL/6JRj & chudt duoc tiém trong mang
bung voi cac phuong phép didu tri khdc nhau vao ngay 0. Hai gio sau khi tiém thudc
diéu tri, chudt duoc tiém trong mang bung hdn hop interleukin (IL-1 beta & chudt, IL-
33 & ngudi va IL36 alpha, beta va gama & chudt). 24 gid sau 1An tiém thudc thi nhét,
chudt duoc lam chét. Huyét thanh chudt dugc thu lai dé phén tich Luminex. Dinh luong
giai phong IL-5. Dit liéu tir nghién ctru Bely_4.

Hinh 14. Ung vién_1 khang IL-1RAP & chudt trc ché giai phéng IL-5 trong huyét
thanh chudt sau 72 gio tiém interleukin. Chudt C57BL/6JRj dugc ti€ém trong mang bung
v6i céc phuong phép didu tri khac nhau vao ngay 0, ngay 1 va ngay 2. Hai gid sau khi
tiém thudc diéu tri, chudt duoc tiém trong mang bung hdn hop interleukin (IL-1 beta &
chudt, IL-33 & ngudi va IL36 alpha, beta va gama & chudt). 72 git sau lan tiém thube
thtr nhét, nhitng con chudt da chét. Huyét thanh chudt dugc thu lai dé phén tich Luminex.
DPinh lugng giai phong IL-5.

Dt liéu tir nghién ctru Bely 5.

Hinh 15. Ung vién_1 khang IL-1RAP & chuét (i ché giai phong Gro-alpha trong
huyét thanh chudt sau 72 gio tiém interleukin. Chudt C57BL/6JRj dugc tiém trong mang
bung vé6i cac phong phap diéu tri khac nhau vao ngay 0, ngay 1 va ngay 2. Hai gio sau
khi tiém thuéc didu tri, chut dugc tiém trong mang bung hdn hop interleukin (IL-1 beta
& chudt, IL-33 & ngudi va IL36 alpha, beta va gama & chudt). 72 gio sau lan tiém thube
thit nhét, nhitng con chudt da chét. Huyét thanh chudt duge thu lai dé phan tich Luminex.
Dinh lugng gidi phéng Gro-alpha. Dit liu tir nghién ctru Bely_5.

Hinh 16. Ung vién_1 khang IL-1RAP & chudt cim tmg viéc gidm dang ké ty 1
va diém tbn thuong trong m6 hinh Viém da gidng nhu bénh vay nén. Lung cua nhing
con chudt d3 duogc cao 16ng va ca hai tai dugc bdi kem IMQ 5% (Aldara®) hang ngay
véi lidu luong IMQ trong 7 dén 14 ngay lién tyc. Cac ving da duoc didu tri bang IMQ
dugc phu bang bang Tegaderm™ mo duc vd tring nhu phuong tién dé bao vé ving boi
ngoai da. Cac phuong phap diéu tri duogc thuc hién trén chudt qua dudng trong mang
bung ba ngdy mét lan ddi véi tAt ca cac phan tir ngoai trir Anakinra, dugc tiém qua
dudng trong mang bung mdi ngay. Chudt dugc kiém tra thé chét hang ngay va diém )

PASI (Khu vuc bénh vy nén va Chi s6 muc dd nghiém trong) dugc 4p dung nhu sau:
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Ban do (kich tmg/d6 da) va hinh thanh vay (vay) (diém 1-4)/Thang diém mirc d6 nghiém
trong va mo rdng quy md (diém 1-4). Dit liéu tir nghién ctru IMQ_s2.

Hinh 17. Ung vién_1 khang IL-IRAP & chudt trc ché sy xAm nh4p ctia bach cau
trung tinh trong md hinh chudt bi viém da gibng bénh vay nén. Lung ctia nhitng con
chudt da duge cao 16ng va ca hai tai dugc bdi kem IMQ 5% (Aldara®) hang ngay voi
lidu lugng IMQ trong 12 ngay lién tiép. Céc ving da duoc diéu tri bang IMQ dugc phu
bang biang Tegaderm™ m¢ duc vo trung nhu phuong tién dé bao vé ving bdi ngoai da.
Céc phuong phép diéu tri dugc thuc hién trén chudt qua dudng trong mang bung ba
ngdy mot 14n dbi véi tht ca céc phan tir ngoai trir Anakinra, duoc tiém qua dudng trong
mang bung mdi ngay. Chudt duge kiém tra thé chit hang ngay va diém s6 PASI (Khu
vuc bénh vay nén va Chi s§ mirc d6 nghiém trong) duoc 4p dung nhu sau: Ban dé (kich
rng/do6 da) va hinh thanh vay (vay) (diém 1-4)/Thang diém mic 46 nghiém trong va mo
rong quy md (diém 1-4). Khi két thiic nghién ciru, IHC dugc thyuc hién trén da lung,
Dinh luong bénh gai den dugc thyc hién trén 4 mAu da trén mdi tAm kinh trén méi con
chudt/10 anh trén mdi tAm kinh. Dit lidu tr nghién coru IMQ_s2.

Hinh 18. Hinh anh md hoc thuc hién trén da lung chudt. Chuét dugc diéu tri bang
Tmiquimod va PBS (A), Déi chimg isotyp_3 (B), Ung vién_1 khang IL-1RAP & chudt
& mic 1 mg (C), Ung vién_1 khang IL-1RAP & chudt 1 & mire 250ug (D), Anakinra (E),
mIL36Ra (F) hogc chudt khong duoc diéu tri (G). Dit liéu tir nghién ciru IMQ_s2.

Hinh 19. (A) Lidu lugng d4p tmg ctia Ung vién_1 khang IL-1RAP & ngudi (¢)
hoc lidu tdi da ctia Déi ching isotyp 4 (m) dugc G trong mau toan phan & nguoi véi
5 ng/ml IL-1o hoc 5 ng/ml IL- 1. Céc dd thi thé hién téac dung trc ché cia Ung vién_1
khang IL-1RAP & nguoi dbi véi mbi 14n doc. Mdi diém 1a gia tri trung binh cia ty 18
phn trim trc ché +/- Khoéng tin cdy déi véi thé cho da thé hién chi sb kich thich vugt
troi gip 3 14n so vdi dudng co s (SI> 3). Ba thi nghiém ddc 1ap da duoc thyuc hién véi
t8ng s6 15 thé cho duoc thir nghiém. (B) Bang hién thi s luong thé cho phan hoi (SI>
3 s0 v6i dudng co sd) c6 trong bidu b cho mai 14n kich thich va mdi 1in doc trong sb
15 thé cho dugc thir nghiém.

Mo ta chi tiét sang ché

Sang ché nay dé xuét cac khang thé, bao gbm cac khang thé duoc nhén hoa, lién

két dic hiéu IL1IRAP & nguoi vdi i luc cao. Cac khang thé khang IL1RAP dugc boc 16

6 kha nang 1am giam, tic ché va/hodc ngan chin hoan toan truyén tin hiéu ndi bao bang
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cac con dudng duge diéu hoa boi IL1RAP, bao gbm cac con dudng truyén tin hiéu IL-
1, TL-33 va/hodic IL-36. Cu thé hon, c4c khang thé khang ILIRAP dugc bdc 19 trong ban
mo ta ndy c6 kha ning lam giam, e ché va/hodic ngin chin hoan toan truyén tin hiéu
duoc kich thich bing cach lién két v&i mot hodc nhiéu chét chu van sau: IL-1a, IL-1p,
TL-33, IL-360, IL-36B, va IL-36T. Séng ché nay cfing d& xuit viéc sir dung cac khang
thé khang IL1RAP trong céc phwong phap didu tri cac bénh duge didu hoa boi ILIRAP,
bao gdm cac bénh va tinh trang dap ung voi sy tc ché truyén tin hiéu IL-1, IL-33,
va/hoic IL-36, bao gbm, nhung khong gi¢i han & cac bénh ung thu khic nhau (vi dy,
vi, dai tryc trang, phdi khong phai té bao nho, tuyén tuy), cling nhu céc bénh viém,
nhiém trung va tu mién dich.

Téng quan vé thuit ngit va k¥ thuat

Nhu dugce st dung trong ban md ta ndy va cac yéu cau bao ho kém theo, mao tir
dang s6 it gdm ca dang sb nhiéu trir khi duge chi rd trong ngir canh khac. Vi vay, vi dy,
viée dé cap dén “loai protein” bao gbm nhiéu hon mét loai protein, va viéc dé cap dén
“hgp chdt” c6 nghia 13 nhidu hon mot hop chit. Viéc sir dung “bao gdm,”“bao
gbm,”“bao gbm”“gdm ¢6,"“gdm ¢6,” va “gdm c6” ¢ thé hoan d6i cho nhau va khéng
¢ y dinh han ché. Cén hiéu rd hon rang khi cdc mo ta vé cac phuong 4n khic nhau st
dung thuit ngit “bao gdm,” thi nhitng ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc nay
s& hidu ring trong mot sb truong hop cu thé, phuong 4n c6 thé duge mo ta theo cach
khéc bang cach str dung ngdn ngit “v& co ban bao gdm” hoic “bao gbm.”

Khi pham vi gi4 tri dugc cung c4p, trir khi ngit canh quy dinh rd rang khac, didu
d6 duoc hidu 1a m3i s6 nguyén can thiép cia gid tri va m8i phdn mudi cia mdi s6 nguyén
xen k& cua gia tri, trir khi ngit canh quy dinh r8 rang khdc, gifta gi6i han trén va dudi
cua pham vi do, va bét ky gid tri d& néu hodc can thi¢p nao khéc trong pham vi da néu
d6, ddu dugc bao gdm trong sang ché. Cac giéi han trén va dudi cla cac pham vi nho
hon nay c6 thé dugc bao gdm céch ddc 14p trong cac pham vi nhd hon va ciing duoc bao
gdm trong sdng ché, tlly thude vao bat ky gidi han bi loai trir cu thé nio trong pham vi
d4 néu. Trong khoang gi4 tri d4 néu bao gdm mot hodc ca hai gidi han, khoang gié tri
loai trir mot hodc ca hai gi6i han dugc bao gdm ciing dugc bao gdm trong séng ché. Vi
du, “1 dén 50,” bao gdm “2 dén 25, “5 dén 20,” “25 dén 50,” “1 dén 10,” v.v..

No6i chung, thuit ngit dugce st dung trong ban m6 ta nay cling nhu céc ky thuat

va quy trinh dugec m6 ta trong ban mo ta nay bao gdm nhimg thuét ngit va quy trinh
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dugc hidu ré vA thudng duge sir dung bdi nhimg ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh
vyc ndy, ching han nhu cac ky thuat va phuong phap phé bién duoc mo ta trong
Sambrook va coéng su, Molecular Cloning-A Laboratory Manual (Téai ban 14n 2), Tép.
1-3, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY, 1989 (sau day goi la
“Sambrook™); Céac giao thirc hién tai trong sinh hoc phén tir, FM Ausubel va cOng su,
eds., Current Protocols, lién doanh gitta Greene Publishing Associates, Inc. va John
Wiley & Sons, Inc. (dugc bd sung dén nam 2011) (sau ddy goi la “Ausubel”); Antibody
Engineering, T4p 1 va 2, R. Kontermann va S. Dubel, chu bi€n, Springer- Verlag, Berlin
va Heidelberg (2010); Monoclonal Antibodies: Methods and Protocols, V. Ossipow va
N. Fischer, eds., 2nd Ed., Humana Press (2014); Therapeutic Antibodies: From Bench
to Clinic, Z. An, ch bién, J. Wiley & Sons, Hoboken, NJ (2009). va Phage Display,
Tim Clackson va Henry B. Lowman, chu bién, Nha xuat ban Pai hoc Oxford, Vuong
qudc Anh (2004).

T4t ca c4c cong bd, bang sang ché, don xin cp bing sang ché va c4c tai lidu khac
duoc tham chiéu trong séang ché nay déu duogc két hop bang cach tham chiéu toan bd
cho tAt ca cac muc dich trong cing pham vi nhu thé mbi cong bd, bing séng ché, don
dang ky bing sing ché hodc tai li¢u khac duge chi dinh riéng 1¢ dé duoc két hop bai tai
liéu tham khdo trong ban md ta nay cho tht ca cac muc dich.

Trir khi duoc chi ra theo céach khac, tit ca cac thuat ngit khoa hoc va ky thuét
duge st dung trong ban mb ta ndy c6 cing mdt nghia nhu thudng dugc hiéu boi nguoi
¢6 hiéu biét trung binh trong linh vyc lién quan dén sang ché. Ciing can hiéu rang, cac
thuat ngit duge str dung trong ban md ta nay chi dugc dung véi muc dich mo ta céac
phuong 4n cu thé, va khong 1am gidi han pham vi cua sang ché. Vi muyc dich giai thich
sang ché nay, mé ta cac thuat ngit sau ddy s& dugc ap dung va, khi thich hop, thuat ngtr
duoc st dung & dang sb it cling s& bao gdm & dang sb nhiéu va nguoc lai.

“IL1RAP,” nhu dugc st dung trong ban md ta nay, dé cap dén protein phuy cua
thu thé interleukin-1 1a ddng thu thé mang té bao cho mét sb thu thé ctia ho IL-1, bao
gdm thu thé 1 interleukin-1 (IL1R1), ST2 (con duge goi 1a interleukin-1 gibng thu thé 1
hoac ILIRL1) va protein giéng thy thé 2 interleukin-1 (ILIRL2). Cn luu § ring protein
phu cta thy thé interleukin-1, hodc ILIRAP, d6i khi dugc goi trong linh vyc nay la “IL-
1RAP,”IL-1RAcP,”“IL1IRACcP” hodc “IL-1R3.” Cac thuit ngir “ILIRAP,”IL-1Rap”
va “protein ILIRAP” dugc sir dung thay thé cho nhau trong ban md ta nay.
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“Tinh trang duoc didu hoa boi ILIRAP” hodc “Bénh dugc didu hoa baoi
IL1RAP,” nhu duoc sir dung trong ban mo ta nay, bao gbm tinh trang bénh ly bét ky
lién quan dén chirc ning bét thuong ctia cac con duong truyén tin hiéu duoc diéu hoa
b&i ho cac cytokin IL-1 cing v6i ILIRAP dong vai trd 14 ddng thu thé, bao gdm nhung
khong gidi han &, cdc con duong truyén tin hiéu xudi dong dugc kich thich bai céc
cytokin ho IL-1 12 IL-1a, IL-1p, IL-33, IL-36a, IL-36f va IL-36r. Vi dy, cac bénh dugc
didu hoa boi IL1RAP c6 thé bao gdm, nhung khong gidi han &, cic bénh duge didu hoa
boi va/hodc dap img voi cac chét déi van hodc trc ché cac con duong truyén tin hidu IL-
1, IL-33 va/hoiic IL-36 bao gdm ung thu, viém, nhiém tring, va céc bénh tw mién dich.
Cu thé hon, bénh dugc didu hoa boi ILIRAP c6 thé bao gdm nhung khong gi6i han &
mun trimg cé, viém loét dai trang ning cAp tinh, bénh Still khéi phat & ngudi 16n, viém
mii di tmg, viém khép do git, viém khép vi thanh nién, viém xwong khép, viém khép
dang thap, xo cting hé théng, dau do viém khép, hen suyén, xo vita ddng mach, cham
di tmg, bénh Behcet, chimg suy mon, ung thu v, ung thu dai tryc trang, ung thu phéi
khong phai t& bao nhé, ung thu tuyén tuy, bénh phdi tic nghén man tinh, hdi chimg khd
mét, hoi ching tu viém do cam lanh c6 tinh chét gia dinh, s6t Pia Trung Hai c6 tinh
chét gia dinh, di Uing thuc phém, bénh vay nén mun mu toan than, viém tuyén md hoi
mu, hoi chimg ting IgD, ting axit uric mau, hoi chimg Muckle-Wells, bénh viém da hé
théng khai phat & tré so sinh, dau co xuong, mun mu long ban tay, bénh mach méau
ngoai bién, dau da co do thép khép, polyp miii, bénh vay nén, viém mu da hoai thu, tai
hep, thiéu mau h@)ng cAu hinh liém, viém xoang, thu thé TNF lién quan dén hoi chimg
dinh ky, bénh tiéu dudng loai 2 va viém loét dai trang.

“Tin hiéu dugc kich thich IL-1,” nhu dugc sir dung trong ban md ta nay, dé cap
dén tin hiéu ndi bao duoc khoi mao béng cach lién két xytokin IL-1, chéng han nhu IL-
1o, hodic TL-1PB, véi thu thé bé mit t& bao cing ngudn gde cua né, ILIR1. Céc tin higu
duoc kich thich IL-1 dugc léy lam vi du bao gém c4c tin hiéu c6 thé do duoc bang cach
stir dung xét nghiém ngén chén dya trén té bao, chéng han nhu céc tin hiéu dugc boe 19
trong phan Vi du trong ban md ta nay.

“Tin hiéu dugc kich thich IL-33,” nhu dugc sit dung trong ban mo ta nay, dé cap
dbn tin hiéu ndi bao duoc khoi mao bing cach lién két xytokin IL-33, nhu IL-33, voi
thu thé bé mit té bao cing ngudn gbc cua né, ILIRL1 (con duge goi 1a ST2) . Céc tin

hidu duoc kich thich IL-33 duogc 14y 1am vi du bao gdm céc tin hiéu c6 thé do luong
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duoc bang cach sir dung xét nghiém ngén chin dya trén té bao, ching han nhu céc tin
hiéu dugc boc 16 trong ph?m Vi du trong ban mo ta nay.

“Ttn hiéu duoc kich thich IL-36,” nhu dugc sir dung trong ban mo6 ta nay, dé cép
dén tin hiéu ndi bao dugc khoi mao bﬁng cach lién két cua cytokin IL-36, ching han
nhu IL-36a,, IL-36p, hoac IL-36y, v6i thu thé bé mit té bao cling ngudn gbc cta no,
TL1RL2. Céc tin hidu duoc kich thich IL-36 dugc ldy lam vi du bao gdm céc tin hiéu
duoc do bing cac xét nghiém ngan chin dua trén té bao thay thé, ching han nhu c4c tin
hiéu dugc bdc 16 trong pha“m Vi du trong ban mo ta nay.

“X¢ét nghiém ngan chin dua trén té bao” dé cap dén xét nghiém trong d6 c6 thé
do duogc kha niang ciia khang thé trc ché hodc 1am giam hoat tinh sinh hoc cuia khéng
nguyén ma né lién két. Vi du, c6 thé sir dung xét nghiém ngan chan dua trén té bao dé
do ndng d6 khéng thé can thiét dé (rc ché chirc ning sinh hoc hodc sinh héa cu thé, ching
han nhu truyén tin hiéu ndi bao dugc diéu hoa boi ILIRAP thong qua cic con dudng
truyén tin hiéu IL-1, IL-33 va IL-36. Theo mot s8 phuong 4n, ndng d6 tic ché ban t6i da
(IC50) va/hoic ndng dd e ché 90% (IC90) cta khing thé (vi du, khing thé khang
IL1RAP theo séng ché nay) dugc do bang cach st dung xét nghiém ngén chin dya trén
té bao. Theo mot s6 phuong 4n, xét nghiém ngan chén dua trén té bao dugc sir dung dé
x4c dinh xem liéu khang thé c6 ngan chin sy twong tac gitta chit chi van (vi du, IL-1a,
IL-1p, IL-33, IL-36a, IL-36B. IL-36y) va thy thé cling ngudn gbc cua n6. Xét nghiém
ngan chin dua trén t€ bao hitu ich véi cac khang thé theo séng ché nay c6 thé bao gém
xét nghiém té bao so cép (vi dy, té bao HaCaT) ciing nhu xét nghiém té bao béo cdo
hoiic t& bao cam bién. Céc xét nghiém ngan chin dya trén té bao dugc lay 1am vi du cho
cac con dudong truyén tin hiéu IL-1, IL-33 va IL-36, chéng han nhu céc thir nghiém duoc
md ta trong cac Vi du dé xuét trong ban md ta nay.

“Khang thé,” nhu dugc st dung trong ban md ta nay, d& cap dén phan tir bao gbm
mdt hoic nhidu chudi polypeptit lién két dc hiéu véi, hodic ¢é phan img mién dich véi,
khang nguyén cu thé. Cac khang thé dugc 14y 1am vi dy theo sang ché nay bao gdm céc
khang thé don dong, khéng thé da dong, khang thé kham, khang thé duge nhan hoa,
khang thd & nguoi, khang thé da dac hiéu (hodc di lién hop) (vi dy, khang thé dic hidu
kép), khang thé don hoéa tri (vi dy, khang thé mot nhanh), khing thé da gia tri, cAc manh
lién két khéng nguyén (vi dy, cdc manh Fab', F(ab')2, Fab, Fv, rIgG, va scFv), dung hop
khang thé, va khang thé tdng hop (hoic thé md phong khang thé).
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“Khéng thé khéng IL1RAP” hodc “khang thé lién két ILIRAP” dé c4p dén khang
thé lién két TLIRAP véi du 4i luc sao cho khéng thé nay hitu ich véi vai tro 13 tic nhan
chin doan va/hoic tri liéu khi huéng dich dén IL1IRAP. Theo mét sb phuong 4n, mirc
d6 lién két ciia khang thé khang IL1RAP véi khdng nguyén khong lién quan, khdng phai
IL1RAP nho hon khoang 10% mirc 49 lién két ctia khang thé v6i IL1RAP nhu duoc do,
vi dy, bang xét nghiém mién dich phéng xa (RIA). Theo mot s6 phuong 4n, khang thé
lién két ILIRAP c6 hing sé phén ly (Kd) véi <1 pM, <100 nM, <10 nM, <1 nM, <0,1
nM, <0,01 nM, hodc <1 pM (vi dy, 10-8 M hodc nhé hon, vi du tir 10-8 M dén 10-13
M, vi dy, tir 10-9 M dén 10-13 M).

“Khéng thé c6 chidu dai diy du,"“khéng thé nguyén ven,” hodc “toan b khang
th8” duoc sir dung thay thé cho nhau trong ban md ta nay dé d& cap dén khang thé c6
cAu trac gAn nhu tuong tu voéi cAu tric khang thé tu nhién hoic c6 chudi ning chita ving
Fc nhu dugce xac dinh trong ban mo ta nay.

“Manh khéng thé” dé cap dén mét phan ctia khang thé cé chidu dai ddy du c6 kha
ning lién két cing khang nguyén véi khang thé cé chidu dai diy du. Vi du vé cac manh
khang thé bao gdm, nhung khong gi6i han &, Fv, Fab, Fab', Fab'-SH, F(ab')2; thé doi;
khéng thé tuyén tinh; khang thé don héa tri, hoic don nhénh; cac phan tir khéng thé don
chudi (vi dy, scFv); va khang thé da dic hiéu dugce tao thanh tir cidc manh khéng thé.

“Lép” ctia khang thé d& cip dén loai mién hing dinh hoic ving c¢b dinh c6 trong
chudi ning cia né. C6 ndm loai khang thé chinh: IgA, IgD, IgE, IgG va IgM, va mot sd
trong sb nay dugc chia thanh céc phén 16p (isotyp), vi du, IgG1, IgG2, 1gG3, IgG4, IgAl
va IgA2. C4c mién hing dinh ctia chudi ning tuong tmg véi cc loai globulin mién dich
khéc nhau dugce goi 1a a, 9, €, y, va, tuong Ung.

“Vung bién ddi” hodc “mién bién dbi” dé cap dén mién cua chudi ning hodc nhe
ctia khang thé ¢6 lién quan dén viéc lién két khang thé véi khang nguyén. Céc mién bién
ddi ctia chudi nang va chudi nhe (VH va VL, twong tmg) cta khang thé tu nhién thuong
¢6 cAu tric trong tw nhau, véi mdi mién bao gém bdn ving khung dugc bao toan (FR)
va ba ving siéu bién dbi (CDR) (xem, vi dy, Kindt va cong sy, Ruby Immunology, tai
ban 14n thir 6, WH Freeman va Co., trang 91). Mién VH hodc VL don c6 thé du dé tao
ra tinh lién két dic hiéu khdng nguyén. Hon nita, c4c khang thé lién két véi mot khang
nguyén cu thé ¢6 thé duoc phén 1ap bing cach st dung mién VH hogc VL tir khang thé

lién két v6i khang nguyén dé sang loc thur vién cdc mién VL hogc VH bd sung, twong
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ung (xem, vi dy, Portolano va cdng su, J. Immunol., 150:880-887 (1993); Chothia va
cdng su, Nature 352:624-628 (1991).

“Ving sidu bién di” hodc “CDR,” nhu dugc sit dung trong ban mé ta nay, dé
cap dén timg ving trong s mién bién dbi ctia khang thé ma c6 thé siéu bién ddi theo
trinh tu vd/ho#c tao thanh cac vong dugc xac dinh v& mit clu tric (“vong siéu bién”).
N6i chung, céc khang thé tir nhién bao gbm bdn chudi v6i séu CDR; ba trong mién bién
dbi chudi nang, VH (CDR-HI, CDR-H2, CDR-H3), va ba trong mién bién dbi chudi
nhe, VL (CDR-L1, CDR-L2, CDR-L3). C4c CDR thudng bao gom céc gbc axit amin tir
cac vong siéu bién dbi vahodc tir “céc ving x4c dinh tinh bd sung” (CDR). Trir khi ¢6
chi dinh khéc, cac gbc CDR va cac gbc khac trong mién bién dbi (vi duy, cic gbc FR)
duoc danh sb trong ban md ta nay theo Rabat va cong su, Sequences of Proteins of
Immunological Interest, tai ban 14n thit 5. Public Health Service, National Institutes of
Health, Bethesda, Md. (1991).

“Ving x4c dinh tinh bd sung,” hogc “CDR,” nhu dugc st dung trong bin mé ta
ndy, d& cap dén c4c viing trong CDR ctia mién bién déi c6 do bién dbi trinh ti cao nhat
va/hoic lién quan dén viéc nhén dién khdng nguyén. N6i chung, cac khing thé tu nhién
bao gdm bén chudi v6i sau CDR; ba trong cic mién bién dbi chudi nang, VH (HI, H,
H3), va ba trong céc mién bién ddi chudi nhe, VL (LI, L2, L3). Cac CDR dugc ldy lam
vi du (CDR-L1, CDR-L2, CDR-L3, CDR-HI, CDR-H2, va CDR-H3) xuét hién & céc
gbc axit amin 24-34 cua LI, 50-56 ctia L2, 89-97 ctia L3, 26-35 hogc 31-35 cua Hl, 50-
65 hodc 50-65 cua H2 va 93-102 hoic 95-102 cua H3. (Rabat va cong sy, ¢ trén).
Phuong phép thay thé cho Rabat va cong sy, (& trén) da thu thip va sap xép trinh tu cla
cac thanh vién khac nhau cta siéu ho globulin mién dich, d3 duoc d& xuét nhu Chothia
va cong su, (Chothia - J Mol Biol. 20 thang 8 nam 1987;196(4):901-17 va Nature. 21-
28 thang 12 nam 1989; 342(6252):877-83.) va Lefranc va cong sy, (IMGT - Nucleic
Acids Res. 1 thang 1 nam 1999;27(1):209-12.) ngudi d& d& xuét so dd dénh sé thong
nhat cho trinh tu dong mim mién bién ddi globulin mién dich. T4t ca céc dinh nghia
thay thé nhu vay dugc bao gbm trong sang ché hién tai va c4c trinh ty dugc d& xuit
trong thong s k¥ thuat nay khong nham muc dich loai trir cac trinh tw CDR dugc xéac
dinh theo cach khac ma chi c6 thé bao gém mot phén cta céc trinh tw CDR d xuit trong
danh séch trinh tw. Cu thé 14 céc trinh tw CDR theo Chothia va cong su, xuat hién & cac
gbc axit amin 26-31 cta HI, 52-65 cua H2 va 95-102 cia H3;
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Cu thé 13 céc trinh tw CDR phu hop véi LeFranc va cong sy, xuét hién & cac gbc
axit amin 27-38 cua HI, 56-65 cua H2 va 105-117 cua H3.

“Khung” hodc “FR” dé cdp dén céc gbc mién bién dbi khac véi cac gbc ving siéu
bién di (CDR). FR cia mién bién thuong bao gdm bén mién FR: FR1, FR2, FR3, va
FR4. Theo d4, trinh tr CDR va FR thudng xuét hién theo trinh tu sau trong VH (hodc
VL): FR1-HI (L1)-FR2- H2(L2)-FR3-H3(L3)-FR4.

“Khéng thé tu nhién” d& cap dén phan tir globulin mi&n dich xuat hién ty nhién.
Vi dy, c4c khang thé IgG tu nhién 14 céc glycoprotein di loai khoang 150.000 Dalton,
bao gdm hai chudi nhe gidng hét nhau va hai chudi ning giéng hét nhau dugc lién két
bing disulfua. Tt dAu N dén C, mdi chui ning c6 ving bién dbi (VH), con duoc goi la
mién bién di ning hodc mién bién dbi chudi ning, theo sau 1a ba mién héng dinh (CHI,
CH2 va CH3). Tuong tw, tir diu N dén C, mdi chudi nhe ¢6 ving bién déi (VL), con
duge goi 12 mién bién di nhe hoic mién bién dbi chudi nhe, theo sau 1 mién hing dinh
nhe (CL). Chudi nhe ciia khang thé c6 thé duoc chi dinh cho mdt trong hai loai, duge
goi 12 kapa (K) va lamda (A), dva trén trinh ty axit amin trong mién héng dinh cia n6.

“Khang thé don dong” nhu duge st dung trong ban md ta nay d& cap dén khang
thé thu duge tir quin thé khang thé gin nhu ddng nhét, nghia 13, cac khang thé riéng 1é
bao gdm quén thé gidng hét nhau va/hodc lién két cing quyét dinh khang nguyén, ngoai
trir c4c khang thé bién thé c6 thé c6 (vi dy, khang thé bién thé chira dot bién xay ra tu
nhién hodc phét sinh trong qua trinh san xuét khang thé don dong va thudng c6 mit voi
lugng nho). Trai nguge véi ché phdm khéng thé da dong, ma thudng bao gdm céc khang
thé truc tiép chdng lai yéu t6 quyét dinh khéc nhau (quyét dinh khang nguyén), mdi
khéng thé don dong ctia ché phim khang thé don dong duge tryc tiép chéng lai yéu t6
quyét dinh don trén khang nguyén. Nhu vay, tir bb nghia "don dong" dung dé chi dac
tinh ctia khang thé nhu dugc thu dugc tir quén thé vé co ban ddng nhét cia khéng thé va
khong dugc hiéu 1a yéu cAu san xuét cua khang thé bang phuong phép cu thé. Vi dy, c4c
khang thé don dong dugc st dung c6 thé dugc tao ra bang nhiéu k§ thuat khac nhau,
bao gbm nhung khong gidi han & phuong phip té bao lai, phuong phap ADN tai t hop,
phuong phép hién thi phago, va phuong phéap sir dung dong vat chuyén gen chira tat ca
hodc mot phan locut globulin mién dich & ngudi, cic phuong phép nay va cac phuong
phap duoc 14y lam vi du khéac dé tao ra cac khang thé don dong dugce md ta trong ban

mo ta nay.
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“Khéng thé kham” d& cap dén khang thé trong d6 mot phén ctia chudi ning
va/hodc chudi nhe c6 ngudn gbc tir ngudn hoic lodi cu thé, trong khi phan con lai clia
chudi ning va/hoic chudi nhe c6 ngudn gbc tir ngudn hoic loai khéc.

“Khang thé dugc nhan héa” dé cap dén khang thé kham bao gdm céc trinh tu axit
amin tir cic CDR khong phai & ngudi va céc trinh ty axit amin tir cic FR & ngudi. Theo
céc phuong 4n nhét dinh, khang thé dugc nhan héa s& bao gdm gin nhu tt ca cua it nhét
mot, va cu thé 13 hai, mién bién dbi, trong d6 tit ca hosic gn nhu tAt ca cac CDR (vi dy,
chc CDR) twong (mg véi cac khang thé khong phai & ngudi va tht ca hodc gln nhu tat
¢4 céc FR tuong tmg 13 khang thé & nguoi. Khang thé duge nhan héa c6 thé bao gbm it
nhit mot phén cua vung ¢ dinh khang thé thu dugc tir khang thé & nguoi. “Dang duoc
nhan héa” ciia khang thé, vi du, khang thé khong phai & ngudi, dé c4p dén khang thé da
trai qua qué trinh nhén hoa.

“Khéng thé & ngudi” dé cap dén khéng thé c6 trinh tir axit amin twong Umg voi
trinh tu cua khéng thé & ngudi hodc té bao ngudi tao ra hoic cb ngudn gbe tir ngudn
khong phai ¢ nguoi sit dung céc co ché khang thé & ngudi hodc céc trinh ty ma hoa
khang thé khéc & nguoi. Dinh nghia nay vé khang thé & ngudi dic biét loai trir khang
thé duoc nhan héa bao gdm cac gbe lién két véi khang nguyén khong phai & ngudi.

“Khung lién ing & ngudi” 1a khung dai dién cho cac gbc axit amin xuit hién phd
bién nhét trong chon loc c4c trinh ty khung VL hodc VH ctia globulin mién dich & nguoi.
N6i chung, viéc chon loc céc trinh ty VL hogc VH cua globulin mién dich & nguoi 1a tir
phén nhém cua céc trinh ty mién bién ddi. Néi chung, phan nhém cua céc trinh ty 1a
phan nhém nhu trong Rabat va cdng sy, Sequences of Proteins of Immunological
Interest, Tai ban 14n thir ndm, NIH Publication 91-3242, Bethesda Md. (1991), tap 1-3.
Theo mot phuong an, dbi véi VL, phan nhém 14 phan nhém kapa I nhu trong Rabat va
cong sy, ¢ trén. Theo mdt phuong an, dbi voi VH, phan nhom la phan nhém III nhu
trong Rabat va cdng su, & trén.

“Khung chit nhan & ngudi” nhu dugc sir dung trong ban md ta nay 1a khung bao
gdm trinh tw axit amin ctia khung mién bién ddi chudi nhe (VL) hogc khung mién bién
@51 chudi ning (VH) c6 ngudn gbc tir khung globulin mién dich & ngudi hodc khung
lién g ¢ ngudi. Khung chit nhan & ngudi “c6 ngudn gde tir” khung globulin mién dich
& nguoi hodc khung lién Umg & ngudi co thé bao gdm clng trinh ty axit amin cta né,

hoic né c6 thé chira cac thay dbi trinh tw axit amin. Theo mt sé phuong 4n, s luong
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axit amin thay ddi 13 10 hodc it hon, 9 hoic it hon, 8 hodc it hon, 7 hodc it hon, 6 hodc
it hon, 5 hodic it hon, 4 hodc it hon, 3 hogc it hon, hodc 2 hogc it hon. Theo mét s6
phuong 4n, khung chét nhan VL & ngudi ¢4 trinh ty giong hét v6i trinh ty khung globulin
mién dich VL & nguoi hoic trinh ty khung lién tmg & ngudi.

“Ving Fc,” @ cap dén phtrc hgp dime bao gdm céc trinh tu polypeptit & dau C
cta chudi ning globulin mién dich, trong d6 trinh tir polypeptit & dau C 1a trinh tir c6
thé thu duogc bang cach tiéu héa papain cua khang thé nguyén ven. Ving Fc c6 thé bao
gdm c4c trinh tw Fc gbc hodc bién thé. Mic du ranh gidi ctia trinh ty Fe cua chudi niing
globulin mién dich c6 thé thay dbi, trinh ty Fc chudi nang IgG ¢ ngudi thuong dugc xéc
dinh 1a dai tir cic gbc axit amin & vi tri Cys226, hoc tir vi tri Pro230, dén dau carboxyl
cta trinh ty Fc & Lys447. Tuy nhién, lysin & dau C (Lys447) cua trinh tu Fc ¢6 thé ¢6
ho#c khong c6 mat trong vung Fc cua khang thé tai td hop do su phén cét bing enzym
c6 thé xay ra trong hé théng dich nudi cly té bao duoc st dung dé san xuét tai t6 hop
(vi dy, san xuét trong t€ bao CHO) . Trinh ty Fc ciia globulin mién dich thudng bao gdm
hai mién hing dinh, mién CH2 va mién CH3, va tily ¥ bao gdm mién CH4.

“Thuy thé Fc” hoic “FcR” dé cap dén thu thé ma lién két v&i ving Fe ctia khang
th. Theo mot s6 phuong an, FeR 12 FcR & ngudi ban dia. Theo mot sb phuong 4n, FcR
1a mot lién két khang thé IgG (thy thé gama) va bao gdm thy thé cuia phan 16p FeyRl,
FcyRIIL, va FeyRIII, bao gf“)m bién thé alen va dang duogc cit xen k& khac cua céac thy thé
ndy. Thu thé FeyRII bao gdm FeyRITA (“thu thé hoat héa”) va FeyRIIB (“thy thé uc
ché”), ¢6 trinh tur axit amin tuong ty chu yéu ma khic nhau chu yéu mién té bao chét
cua chung. Thu thé hoat hoa FcyRIIA chtta md tip hoat hoéa trén co s& tyrosin thu thé
midn dich (ITAM) trong mién t& bao chét ciia n6. Thu thé trc ché FeyRIIB chira mé tip
ttc ché dya trén co s tyrosin thy thé mién dich (ITIM) trong mién t& bao chét cia né,
(xem, vi du, Daeron, Annu. Rev. Immunol., 15:203-234 (1997)). FcR, nhu duoc st dung
trong ban md ta nay, cling bao gbm thu thé so sinh, FcRn, chiu trach nhiém truyén céc
IgG cta me sang thai nhi (Guyer va cdng sy, J. Immunol., 1 17:587 (1976) va Kim va
cong su, Eur. J. Immunol., 24:2429-2434 (1994)) va quy dinh can béng ndi mdi cua
globulin mién dich. FcRs dugc xem xét, vi du, trong Ravetch va Kinet, Annu. Rev.
Immunol, 9:457-92 (1991); Capel va cdng sy, Immunomethods 4:25-34 (1994); va de
Haas va cOng su, J. Lab. Clin. Med., 126:330-41 (1995).
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“Khéng thé da héa tri,” nhu dugc st dung trong ban mo ta ndy, 12 khang thé bao
gém ba hodc nhiéu vi tri lién két khang nguyén. Khang thé da héa tri tot hon 1a duoc
thiét ké @8 c6 ba hoic nhiéu hon vi tri lién két khéang nguyén va thuong khéng phai 1a
khang thé IgM hoic IgA trinh ty ty nhién.

“Khéng thé da dic hidu” 1a khang thé c6 it nht hai vi tri lién két khéc nhau, mdi
vi tri c6 tinh lién két dic hiéu khac nhau. Khang thé da dic hiéu c6 thé 1a khang thé c6
chidu dai ddy dii hoic manh khéng thé va céc vi tri lién két khac nhau c6 thé lién két
timg vi trf v6i khéng nguyén khéc nhau hodc céc vi tri lién két khac nhau c6 thé lién két
v6i hai vi tri quyét dinh khéang nguyén khac nhau cta ciing mdt khang nguyén.

“Manh Fv” d& cap dén manh khang thé chira vi tri nhan dién va lién két khéng
nguyén hoan chinh. Ving niy bao gdm dime ctia mién bién ddi chudi ning va chudi nhe
lién két chat ch& v&i nhau, cé thé c6 ban chét cdng hoa tri, vi du nhu trong scFv. Chinh
trong cAu hinh nay ba CDR cta mdi mién bién dbi twong tac dé x4c dinh vi trf lién két
khang nguyén trén bé mit cta dime VH-VL. Néi chung, sdu CDR hodc tip hop con cua
chung tao nén tinh lién két dic hiéu khang nguyén v6i khang thé. Tuy nhién, tham chi
mién bién d6i don (mot nira cia Fv chi chira ba CDR d3c hiéu véi khang nguyén) ciing
¢6 kha niang nhan dién va lién két khéng nguyén, mic du & i lyc thip hon so véi toan
bd ving lién két.

“Manh Fab” d cap dén manh khang thé chira mién bién ddi va hing dinh cua
chudi nhe ciing nhu mién bién dbi va mién hing dinh tht nhit (CHI) ctia chudi ning.
“Cac méanh F(ab')2” bao gém cip méanh Fab thuong dugc lién két cong hoéa tri gan dau
carboxy ctia chung bing cich xoay ban 1€ cic cystein gitta chung. Cac cach ghép nbi
héa hoc khac cta cdc manh khang thé ciing d3 duoc biét trong linh vuc k¥ thuat nay.

“Nhanh lién két khang nguyén,” nhu duge sir dung trong ban moé ta nay, dé cép
dén thanh phin cua khang thé c6 kha ning lién két dic hidu véi phan tir dich can quan
tAm. Thong thudng, nhanh lién két khang nguyén 1a phuc hop gbm cac trinh tur
polypeptit ctia globulin mién dich, vi dy, CDR v&/hosc cic trinh tur mién bién ddi cua
chudi nhe va ning globulin mién dich.

“Fy chudi don” hogc “scFv” d& cap dén cac manh khang thé bao gdm céc mién
VH va VL cua khang thé, trong d6 céc mién nay c6 mat trong chudi polypeptit don lé.
No6i chung, polypeptit Fv con bao gbm trinh tu lién két polypeptit giita mién VH va VL

ma cho phép scFv tao thanh cAu tric lién két khang nguyén mong mudn.
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“Thé d6i” d& cap dén cac manh khang thé nho c6 hai vi tri lién két khéng nguyén,
c4c manh nay bao gbm mién bién d6i chudi ning (VH) dugc két nbi véi mién bién dbi
chudi nhe (VL) trong cling chudi polypeptit (VH va VL). Bing cach st dung lién két
qué ngén dé cho phép bat cap gifta hai mién trén cling chudi, cac mién budc phai bét cip
vé&i cac miln bd sung ctia chudi khac va tao ra hai vi tri lién két khang nguyén.

“Khang thé tuyén tinh” dé cép dén cac khang thé dugc mo ta trong Zapata va
cong su. Protein Eng., 8(10): 1057-1062 (1995). Tém lai, céc khéng thé niy bao gom
céc doan lap lai song song ciia manh chudi nang (VH-CH1-VH-CHI), cung véi céc
polypeptit chudi nhe bd sung, tao thanh cip ving lién két khang nguyén. Khéng thé
tuyén tinh c6 thé 12 dic hiéu kép hogc dic hiéu don.

“Khang thé trdn” d& c4p dén khéng thé khdng dugc lién hop véi goc khac loai (vi
du, géc gdy doc t& bao) hodc nhin phéng xa.

“Ai lyc” @& cap dén do manh cta téng sb twong tac khong cdng hoa tri gifta vi tri
lién két don cta phan tir (vi du, khang th8) va dbi téc lién két ctia nd (vi du, khing
nguyén). “Ai lyc lién két” @& cap dén 4i luc lién két ndi tai phan 4nh tuong téc 1:1 gifta
cac thanh vién cua cap lién két (vi dy, khang thé va khang nguyén). Ai luc cua phén tir
X d6i v6i dbi thc Y clia né thudng c6 thé duoc bidu thi bing hing sé phan ly can béng
(KD). Ai Iuc c6 thé dugc do bing céc phuong phap phd bién da biét trong linh vyc nay,
bao gdm céc phuong phép duge mo ta trong ban md ta nay. Cac phuong an minh hoa
va duoc 14y 1am vi du cu thé @ do 4i lyc lién két duge mo ta dudi day.

“Lién két dic hidu” hodc “lién két dic hidu” dé cap dén sy lién két ciia khang thé
v6i khang nguyén c6 gid tri 4i luc khéng qué khoang 1 x 10-7 M.

Khang thé “d truong thanh vé 4i luc” d& cdp dén khang thé c6 mdt hogc nhiéu
thay dbi trong mdt hodc nhidu CDR, so v6i khang thé ban dau khéng c6 nhing thay doi
nhu vy, nhitng thay déi nhu vdy din dén cai thién 4i luc ctia khéng thé doi v6i khang
nguyén.

“Vj tri ¢6 chirc ning lién két khédng nguyén” ciia khang thé 13 vi tri c6 kha ning
lién két khang nguyén dich. Ai lyc lién két khang nguyén ctia vi tri lién két khang nguyén
khéng nhét thiét phai manh biing khéng thé ban du ma tir d6 vi tri lién két khang nguyén
duoc tao ra, nhung kha ning lién két khang nguyén phai dugc do bang cach sir dung
phuong phap bét k¥ trong sb nhiéu phuong phap da biét dé danh gia kha nang lién két

cua khang thé véi khang nguyén.
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“Khang thé duge phan lap” d& cap dén khang thé da duoc tach ra khoi thanh phan
clia méi trudng tu nhién ca né. Theo mot sé phuong 4n, khang thé dugc tinh ché dén
@6 tinh khiét 16n hon 95% hodic 99% nhu dugc x4c dinh bang, vi dy, dién di (vi dy, SDS-
PAGE, tap trung déng dién (IEF), dién di mao quan) hosc phuong phép sic ky (vi dy,
trao ddi ion hoic HPLC d4o pha). D& xem xét cac phuong phap danh gia do tinh khiét
cua khang thé, xem, vi dy, Flatman va cdng sy, J. Chromatogr. B Analyt. Technol
Biomed Life Sci, 848:79-87.

“V& co ban twong tu” hodc “yé co ban giéng nhau,” nhu dugc st dung trong ban
mo ta nay, dé cap dén murc d6 twong tu du cao gitta hai gia tri s6 (vi du, mot gia tri dugc
lién quan dén khang thé thir nghiém va gié tri kia lién quan dén khang thé tham chiéu),
sao cho ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat s& coi sy khac biét gifra
hai gid trj 13 it hodc khong c6 y nghia sinh hoc va/hodc théng ké trong bdi canh dic tinh
sinh hoc dugc do bing cac gia tri d4 néu (vi dy, gia tri KD).

“Khéc biét co ban,” nhu duge st dung trong ban md ta nay, dé cap dén mirc do
Khéc biét du 16n gitta hai gié tri s& (thuong 12 mot gia tri dugc lién két v6i phan tir va
gi4 tr kia duoc lién két véi phan tir tham chiéu) sao cho ngudi c6 hiéu biét trung binh
trong linh vuc k¥ thuat s& xem xét sy khac biét gitra hai gié tri c6 y nghia théng ké trong
bdi canh dic tinh sinh hoc dugce do bang cac gi4 tri da néu (vi dy, gié tri KD).

“Chttc niang phan Ung vdi kich thich” d& cap dén cac hoat tinh sinh hoc c6 thé
quy cho vung Fc cta khiang thé, thay ddi theo isotyp ctia khang thé. Vi du chirc ning
phan tmg véi kich thich ctia khang thé c6 thé bao gdm: Gay ddc té bao phu thude Clg
lien két va bd sung (CDC); Lién két vé6i thu thé Fc; gay doc té bao dugc diéu hoa boi té
bao phu thudc khang thé (ADCC); thyc bao; sy diéu hoa 1am giam lugng thy thé trén bé
mit té bao (vi dy, thu thé t& bao B); va hoat hoa té bao B.

“Lién hop mién dich” d& cap dén khang thé duoc lién hop véi mot hodc nhiéu
(cac) phén tir khac loai, bao gbm nhung khong gi6i han ¢ tac nhéan gy doc té bao.

“Su diéu tri” “diéu tri” hodc “qua trinh didu tri” dé cap dén can thiép 1am sang
nhim cb géng thay ddi tién trinh tu nhién cua 161 loan & ca nhan dugc didu tri va c6 thé
duoc thuc hién dé du phong hogc trong qué trinh didu tri bénh Iy 1am sang. Két qua dieu
tri mong mubn c6 thé bao g@)m, nhung khong gidi han, ngén ngira sy xuét hién hoic tai
phét cta réi loan, lam giam céc triéu chimg, gidm thiéu hau qua bénh 1y truc tiép hoic

gian tiép bat ky cta roi loan, ngdn ngura di can, giam toc do tién trién, cai thién hodc
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giam nhe trang thai bénh, va sy thuyén giam hodc tién lugng dugc cai thién. Vi du, viéc
didu tri c6 thé bao gbdm str dung lugng c6 hiéu qua tri liéu cua cong thitc duge chira
khang thé khang IL1IRAP cho dbi tuong dé 1am cham su phét trién hodic 1am cham su
tién tridn ctia bénh hoic tinh trang duogc didu hda bai ILIRAP.

“Céng thitc duoc” d& cap dén ché pham & dang cho phép hoat tinh sinh hoc ctia
(c4c) thanh phan hoat chét c6 hiéu qua va khdng chira cac thanh phin bd sung gay doc
cho cac dbi trong ma cong thirc 46 duge st dung.

“Chat mang dugc dung” dé cip dén thanh phéan trong cong thitc dugc, khong phai
1 thanh phan hoat chét, khong gy doc cho ddi twong ma né dugc st dung. Chat mang
dugc dung bao gdm, nhung khong gidi han &, chit dém, t4 dugc, chat 6n dinh hodc chat
bao quan.

“Lugng c6 hiéu qua tri liéu” dé cép dén luong cta thanh phén hoat chét hoic tic
nhin (vi dy, cdng thirc dugc) dé dat duoc két qua tri liéu hodc phong bénh mong mubn,
vi dy, dé diéu tri hoic ngin nglra bénh, rdi loan hoic tinh trang & dbi twong. Trong
truong hop bénh hodc tinh trang duge diéu hoa boi ILIRAP, lugng c6 hiéu qua tri liéu
vé& mit diéu tri cta tic nhan tri liéu 13 luong 1am giam, ngin ngira, tic ché va/hodc 1am
giam & mdt sé mirc d6 nao d6 mot hodc nhidu triéu chimg lién quan dén bénh, réi loan
hodc tinh trang. Dbi véi didu tri hen suyén, hiéu qua trong co thé c6 thé, vi du, duge do
ludng bang cach dénh gia thoi gian, mirc d0 nghiém trong va/hodc sy tai phat clia cac
triéu chung, ty 1€ dap img (RR), thoi gian dap img, va/hodc chét lugng cude sdng.

“Pdng thoi,” nhu dugce st dung trong ban md ta nay, dé cap dén viéc sir dung hai
hoiic nhidu tac nhan tri lidu, trong d6 it nhit mot phan cta viée sir dung tring 13p vé thoi
gian. Theo d6, sir dung ddng thoi bao gdm ché d6 dung thubc khi tiép tuc sir dung mot
hodc nhiéu tic nhan sau khi ngimg str dung mdt hodc nhiéu tac nhan khéc.

“C4 nhan” hoic “déi twong” dé cap dén dong vat c6 v, bao gdbm nhung khong
gidi han & ddng vat dugc thuan héa (vi dy, bo, ciru, méo, ché va ngya), dong vat linh
truong (vi du, & ngudi va dong vat linh trudéng khong phai ngudi nhu khi), tho va loai
gam nhém (vi dy, chudt nhét va chudt cong).

Ai luc lién két va rc ché truyén tin hiéu té bao cua cac khang thé khéang ILIRAP

Theo mdt sb phuong 4n, khang thé khang IL1IRAP & xuét trong ban md ta nay
c6 hing s6 phan ly can bing (KD) dé lién két v6i ILIRAP ¢ nguoi 1a < 100 nM, < 10
nM, <1 nM, <0,1 nM, < 0,01 nM, hodc < 0,001 nM (vi dy, 10-8 M hoac thdp hon, vi
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du, tir 10-8 M dén 10-13 M, vi dy, tir 10-9 M dén 10-13 M). Cu thé hon, theo mdt s6
phuong 4n, cdc khang thé khéng ILIRAP theo sang ché nay lién két voi ILIRAP &
ngudi véi 4 lye lién két 1a 1 x 10-8 M hoic thip hon, 1 x 10-9 M hoc thip hon, 1 x 10-
10 M hodac tha‘ip hon, hodc 1 x 10-11 M hodc thép hon. Theo mét s6 phuong an, ai luc
lién két duoc do bing hing sé phan ly can bing (KD) dé lién két voi polypeptit ILIRAP
& ngudi (SO ID TRINH TU: 1 hoic 6). N6i chung, 4i luc lién két cta phéi tir voi thu
thé ctia n6 c6 thé duoc xac dinh bang cach sir dung xét nghiém bét ky va dugc biéu thi
dudi dang nhiéu gia tri dinh lugng. Cac xét nghiém lién két ILIRAP dic hiéu hitu ich
trong viéc xac dinh ai lyc cta cac khang thé dugc boc 19 trong cac Vi du trong ban md
ta nay. Thém vao dd, cac xét nghiém lién két khang nguyén da dugc biét trong linh vuc
k¥ thuat ndy va c6 thé duogc sit dung trong ban mo ta nay bao gbém nhung khoéng giéi
han & xét nghiém lién két truc tiép hoic canh tranh bét ky bang cach st dung céc k¥
thuat nhu Western blots, xét nghiém mién dich phéng xa, xét nghiém hép thu mién dich
lién két v6i enzym (ELISA), xét nghiém mién dich “sandwich”, xét nghiém dya trén
cong hudéng plasmon bé mit (ching han nhu xét nghiém BIAcore nhu duge md ta trong
W02005/012359), xét nghiém kich thich mién dich, xét nghiém mién dich huynh quang
va xét nghiém mién dich protein A.

Theo d6, theo mdt sé phuong 4n, 4i luc lién két duoc biéu thi dudi dang céc gia
tri KD va phan anh 4i lyc lién két noi tai (vi dy, véi cac hiu tng 4i luc dugc giam thiéu).
Céc khang thé khang IL1RAP theo sang ché nay thé hién 4i lyc lién két manh polypeptit
IL1RAP & ngudi (SO ID TRINH TU": 1 hodic 6), vi dy, thé hién cc gié tri KD ndm trong
khoang 10 nM va 1 pM.

Theo mét s6 phuong 4n, cic khéng thé khéng IL1RAP dugc dé xuét trong ban
md ta nay lam giam, trc ché va/hodc phong toa hoan toan truyén tin hiéu ndi bao bang
cac con dudng truyén tin hiéu dugc didu hoa bdi ILIRAP, bao gdém cac con dudng
truyn tin hiéu IL-1, IL-33, va/hodc TL-36, va nhiéu ddc hiéu, cdc con dudng truyén tin
hiéu duge kich thich bang cach lién két mot hodc nhidu chét chu van sau: IL-10, IL-1B,
IL-33, IL-360, IL-36B, va IL-36T. Kha ning cua cic khang thé trc ché cac con dudng
truyén tin hiéu duge didu hoa bai ILIRAP nay c6 thé duge xét nghiém trong phong thi
nghiém bang cich st dung xét nghiém ngan chdn dya trén té bao da biét bao gom xét
nghiém té bao bao cio va xét nghiém ngin chan dua trén té bao so cap duge mo ta trong

phén Vi du ctia sing ché nay. Theo mét sb phuong 4n, kha ning ctia khing thé 1am giam,
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trc ché va/hodic ngin chin hoan toan truyén tin hiéu ndi bao dugc xac dinh 1a IC50 cua
khéng thé bang cach sir dung xét nghiém ngén chin dya trén t€ bao bao cdo v6i (cac)
chit chu van IL-1a, IL-1B, IL-33, IL-360, IL-36B va/hodc IL-36y & ndng d6 khoang
EC50. Chét chi van EC50 thuong chi c¢6 thé duge wée tinh trude khi xét nghiém va
duroc xac dinh sau khi hoan thanh xét nghiém bing c4ch sir dung phan tich hdi quy phi
tuyén tinh ctia dit liéu. Trong cac xét nghiém nhu vay, gid tri khoang EC50 thuong s&
nim trong khoang tir EC40-45 dén EC55-60.

Theo d6, theo mot s6 phuong 4n, cac khang thé IL1RAP theo sang ché nay dugc
dic trung boi mot hodc nhidu dic tinh chic ning sau ddy dva trén kha ning lam giam,
{tc ché, va/hodc chin hoan toan truyén tin hiéu ndi bao bing cac con dudng dugc diéu
hoa boi ILIRAP.

Theo mét sb phuong 4n, khéng thé khang IL1RAP lam giadm tin hiéu dugc kich
thich boi IL-1, tin hiéu dugc kich thich béi IL-33, va/hodc tin hi¢u duoc kich thich boi
IL-36 it nhét 13 90%, it nhét 13 95%, it nhit 1a 99%, hodc 100%. Theo mot sé phuong
4n, mirc giam tin hiéu c6 thé dugc do bang cach sir dung xét nghiém ngan chin dya trén
t& bao béo cdo. Mot trong nhitng ngudi c6 hiéu biét thong thuong trong linh vure ndy ¢6
thé chon xét nghiém té bao bao céo bét ky da biét dé st dung trong viéc xac dinh sy rc
ché truyén tin hiéu té bao trong con dudng dugc kich thich bai IL-1, dugce kich thich boi
IL-33, va/hodc dugc kich thich bai IL-36. N6i chung, cac khang thé khang IL1RAP theo
sang ché nay 1am giam tin hiéu ndi bao dugc diéu hoa bdi ILIRAP duoc khoi mao bing
c4ch lién két chit chl vin & ndng do khoang EC50 (vi du, EC40 dén EC60) voi gid tri
IC50 dbi véi khang thé 1a 10 nM hodc thép hon, 5 nM hoc thap hon, hodc 1 nM.

Theo mét s§ phuong 4n, khang thé khang IL1RAP lam giam tin hiéu dugc kich
thich bai IL-1, tin hiéu duoc kich thich bai IL-33, va tin hiéu dugc kich thich bai IL-36
it nhét 13 95%, hodc it nhét 12 99%; tly ¥, trong d6 c4c tin hiéu kich thich IL-1, IL-33,
va/hoidc IL-36 dugc kich thich béi chit chu van duge chon tir IL-1a, IL-1p, IL-33, IL-
360, IL-36p, va IL- 36y; tuy y, trong d6 & ndng d6 chét chil van khoang EC50 khang thé
¢6 IC50 12 10nM hodc thp hon, 5nM hoic thip hon, hoic 1nM hodc thip hon.

Theo mdt sé phuong 4n, khang thé khang IL1RAP lam giam tin higu ndi bao
duoc khoi mao boi mdt hogc nhiéu chit cha van IL-1a, IL-1p, IL-33, IL-360, IL-36B va
TL-36y lién két v6i thu thé ciing ngudn gbc ciia n6 béi tai it nhat 1a 90%, it nht 12 95%,
it nhét 12 99% hodc 100%. Theo mét sé phuong 4n, khéng thé khang ILIRAP tc ché
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IL-1a, IL-1p, va/hoic IL-36B dugc kich thich giai phong IL8 tir nguyén bao soi phéi so
cip & ngudi (PHLF); thy ¥, trong d6 & ndng d6 IL-1a, IL-1B, va/hogic IL-36f khoang
EC50 khéng thé ¢6 IC50 1a 10 nM hodc thép hon, 5 nM hogc thép hon, hoic 1 nM hode
thép hon. Theo mot sé phuong 4n, khéng thé khang ILIRAP rc ché sy giai phong IL6
duoc kich thich boi IL-1P tir cac t& bao bach cdu don nhan & nguoi; tuy ¥, trong d6 &
ndng d6 IL-1p khoang EC50 khéng thé nay ¢6 IC50 14 10 nM hogc thap hon, 5 nM hozc
thap hon, hozic 1 nM hozc thap hon. Theo mdt sé phuong 4n khang thé khang ILIRAP
tte ché sy giai phong INF-y dugc kich thich bai IL-33 tir céc té bao giét tw nhién (NK)
& ngudi; tly ¥, trong d6 & ndng do IL-33 khoang EC50 khang thé c6 IC50 1a 10 nM
hodc thép hon, 5 nM hodc thép hon, hodc 1 nM hodc thép hon. Theo mot sd phuong an,
khang thé ndy e ché su giai phéng IL8 dugc kich thich boi IL-36B tir té bao simg biéu
bi & nguoi (HEKn); tuy y, trong d6 & ndng d6 IL-36B khoang EC60, khang thé nay c6
IC50 14 10 nM hodc thép hon, 5 nM hoc thip hon, hogc 2 nM hogc thép hon. Theo mot
s6 phuong 4n, khang thé nay trc ché qué trinh phosphoryl héa dugc kich thich béi IL-
33 & bach cu 4i kidm; tiy ¥, trong d6 & ndng do IL-33 khoang EC56 khang thé nay c6
1C50 12 75 nM hoac thip hon, 50 nM hoic thdp hon, hoic 45 nM hogc thap hon. Theo
mdt s§ phuong 4n, khang thé ndy tc ché sy giai phong INF-y duoc kich thich boi IL-33
tir céc t& bao T CD4+; tly ¥, trong d6 & ndng d6 IL-33 khoang EC34 khéng thé nay c6
IC50 13 75 nM hoc thép hon, 50 nM hoic thip hon, hodc 45 nM hodc thap hon.
Manh khéng thé

Theo mdt sé phuong 4n, khing thé khang IL1IRAP theo sang ché nay co thé 1a
manh khang thé. Cac manh khang thé hiru ich véi cac yéu t quyét dinh lién két theo
séng ché nay bao gdm, nhung khong gi6i han &, Fab, Fab', Fab'-SH, F(ab")2, Fv, khang
thé don héa tri, mdt nhanh (ho3c don nhanh), cdc manh scFv, va cic manh khac dugc
mo ta trong ban mod ta nay va da biét trong linh vuc nay. D€ xem xét vé cac manh khing
thé nhét dinh, xem Hudson va cong sy Nat. Med. 9: 129-134 (2003). D& xem xét vé céc
manh sFv, xem, vi dy, Pluckthun in The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, tap
113, Rosenburg and Moore eds., (Springer-Verlag, New York), trang 269-315 (1994);
xem thém W093/16185; va Bing doc quyén sang ché Mg S6 5,571,894 va 5,587,458.
Déi v6i phdn mé ta vé cdc manh Fab va F(ab’)2 c6 chira céc gbc quyét dinh khang
nguyén lién két thy thé ciru van va c6 thoi gian ban thai trong co thé tang lén, xem Bang

d6c quyén sang ché My S8 5,869,046 Cac dang khang thé don héa tri khac duge mo ta
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trong, vi duy, WO02007/048037, WO2008/145137, WO2008/145138, va
W02007/059782. Céac khéng thé don hoa tri, don nhanh dugc md ta, vi dy, trong
W02005/063816. Thé d6i 14 manh khang thé véi hai vi tri lién két khang nguyén ma c6
thé c6 hoéa tri kép hodc dic hidu kép (xem vi du, EP0404097; W093/01161; Hudson va
cong su, Nat. Med., 9: 129-134 (2003); va Lazar va cong su, Proc. Natl. Acad. Sci. Hoa
Ky, 90: 6444-6448 (1993)).

Theo mot sb phuong 4n, manh khéng thé 13 khang th& don mién c6 chira tAt ca
hodc mét phén ctia mién bién ddi chubi niing hoic tAt ca hodc mot phén cia mién bién
d8i chudi nhe ciia khéng thé. Theo mdt sé phurong 4n, khang thé don mién 1a khéng thé
don mién & ngudi (Domantis, Inc., Waltham, Mass.; xem, vi dy, Béng doc quyén séng
ché My S6 6,248,516).

Céc manh khang thé c6 thé duoc tao ra bing céc k¥ thuét khéc nhau, bao gbm
nhung khong gidi han & su phan cit bing cach phan giai protein ciia khang thé nguyén
ven cling nhu 13 sy san xuit bang t& bao chu tai t6 hop (vi du, E. coli hoic phago), nhu
duoc mo ta trong ban mo ta nay.

Du tinh ring khang thé khéng IL1RAP bét ky theo sang ché niy ¢6 thé duoc didu
ché & dang cac manh khang thé bang céach str dung cac phuong phap va kg thuat da biét
trong linh vurc k¥ thuit ndy va/hodc dugc md ta trong ban mo ta nay. Vi duy, viéc diéu
ché va phan tich c4c phién ban Fab cia cac khang thé khédng ILIRAP khac nhau theo
sang ché nay duogc mb ta trong Vi du 8.

Khéng thé kham va Puoc nhin héa

Theo mot sé phuong 4n, khang thé khang IL1RAP theo sang ché nay c6 thé 1a
khang thé 13 khéng thé kham. (Xem vi dy, céc khang thé kham nhu dugc md ta trong
B%lng doc quyén séng ché M§ S4 4,816,567; va Morrison va cong sy, Proc. Natl. Acad.
Sci. Hoa Ky, 81:6851-6855 (1984)). Theo mdt phuong an, khang thé kham bao gdm
ving bién dbi khong phai & ngudi (vi dy, ving bién dbi c6 ngudn gbe tir chudt, chudt
cdng, chudt hamster, thd hodc dong vat linh trudéng khong phai ngudi, nhu khi) va ving
¢b dinh & ngudi. Theo mot sb phuong 4n, khéng thé kham 14 khang thé “duoc chuyén
d6i 16p” trong d6 16p hodc phéan 16p da duoc thay dbi tir 16p hodc phan 16p cia khéng
th ban dau. Nguoi ta du tinh ring cac khang thd kham c6 thé bao gdm céc manh lién

két khang nguyén ctia chung.
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Theo mot sé phuong 4n, khang thé khang ILIRAP trong sing ché nay 13 khang
thé duoc nhan hoa. Thong thudng, khéng thé khong phai & ngudi dugc nhan hoa dé 1am
giam kha ning gy mién dich dbi v6i & ngudi, trong khi giit lai tinh dic higu va i luc
ctia khang thé ban du khong phai & ngudi. Thuong 13, khing thé dugc nhan héa c6
chira mot hoic nhidu mién bién dbi trong d6 CDR, vi du, CDR, (ho3c phan cta ching)
¢6 ngudn gbe tir khang thé khong phai & ngudi, va FR (hodc phin cia ching) ¢ ngudn
gbc tir trinh ty khang thé & ngudi. Khing thé duoc nhan héa mot cach tuy y cling ¢6
chira it nhit 1a mot phin ciia ving hing dinh & ngudi. Theo mot s6 phuong an, mot sb
gbc FR trong khéng thé duoc nhan héa dugc thé bing cdc gbc tuong g tir khang thé
khong phai & ngudi (vi dy, khéng thé ma cac gbc CDR c6 ngudn gde tir d6), dé khéi
phuc hodc cai thién d6 dic hiéu hoic ai lyc khang thé.

Céc khang thé dugc nhan héa va cic phuong phap tao ra ching dugce xem xét, vi
du, trong Almagro va Fransson, Front. Biosci, 13: 1619-1633 (2008), va dugc md ta
thém, vi dy, trong Riechmann va cdng su, Nature, 332:323-327 (1988); Queen va cong
sw, Proc. Nat'l Acad. Sci. Hoa Ky, 86: 10029-10033 (1989); Bing doc quyén séng ché
My sb 5,821,337, 7,527,791, 6,982,321 va 7,087,409; Kashmiri va cong sy, Methods,
36:25-34 (2005) (md ta ghép SDR (a-CDR)); Padlan, Mol. Immunol., 28:489-498
(1991) (mo ta “tai tao bé mat”); Dall'Acqua va cong su, Methods, 36:43-60 (2005) (md
ta “x40 tron FR”); va Osbourn va cdng su, Methods, 36:61-68 (2005) va Klimka va cong
su, Br. J. Cancer, 83:252-260 (2000) (md ta “chon loc c6 hudng din” tiép can dé xdo
tron FR).

Cac vung khung ¢ nguoi hitu ich cho viéc nhan héa bao gbém nhung khéng gidi
han &: c4c ving khung duoc chon bing phuong phap “pht hop nhat” (xem, vi dy, Sims
va cdng sy, J. Immunol., 151:2296 (1993)); cac vung khung cé ngudn gdc tir trinh tur
ddng thuén cua céc khéng thé & ngudi thudce phan nhém cy thé clia cae ving bién doi
chudi nhe hoic chudi ning (xem, vi dy, Carter va cdng sy, Proc. Natl. Acad. Sci. Hoa
Ky 89:4285 (1992); va Presta va cong sy, J. Immunol, 151:2623 (1993)); cac vung
khung trudng thanh (46t bién soma) & ngudi hodc cac ving khung dong mim & ngudi
(xem, vi du, Almagro va Fransson, Front. Biosci. 13: 1619-1633 (2008)); va cac vung
khung bét nguén tlr viéc sang loc c4c thu vién FR (xem, vi dy, Baca va cdng su, J. Biol.
Chem. 272: 10678- 10684 (1997) va Rosok va cong su, J. Biol. Chem., 271:22611-
22618 (1996)).
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Du tinh riing khéng thé khang IL1RAP bét ky theo sang ché nay c6 thé dugc diéu
ché & dang khang thé dugc nhan héa bang céach sir dung cac phuong phap va k§ thuat
d3 biét trong linh vuc k§ thuat ndy va/hodc duge mo ta trong ban m6 ta nay. Vi du, viée
didu ché va phan tich céc phién ban dugc nhan héa ciia khang thé khang ILIRAP theo
sang ché nay duge mo ta trong cac vi du.

Khang thé & Ngudi

Theo mét sé phuong 4n, khéng thé khang ILIRAP theo séng ché nay c6 thé 1a
khang thé & ngudi. Khang thé & ngudi c6 thé dugce san xuét bang cch sir dung céc ky
thuat khac nhau da biét trong linh vyuc ndy. Khang thé & ngudi duge mo ta chung trong
van Dijk va van de Winkel, Curr. Opin. Chem. Biol., 5: 368-74 (2001) va Lonberg, Curr.
Opin. Immunol., 20:450-459 (2008). Khéng thé ¢ ngudi c6 thé dugc diéu ché bang cach
ding chit gy midn dich cho dong vat chuyén gen ma da dugc cai bién dé san xuét
khéng thé nguyén ven & ngudi hodc khang thé nguyén ven véi ving bién dbi & ngudi
khi dép tng v6i thir thach khang nguyén. Cac con vt nay thudng chira tht ca hoic mot
phan ctia locut globulin min dich & ngudi, ma thay thé locut globulin mién dich noi
sinh, hodic c6 mit ngoai nhiém séc thé hodc dugc tich hgp ngau nhién vao nhiém sic thé
ctia dong vat. O nhing con chudt chuyén gen nhu v4y, cac locut globulin mién dich ndi
sinh thuomg bi bét hoat. P& xem xét vé& phuong phép thu duoc khéng thé & ngudi tir cac
con vat chuyén gen, xem Lonberg, Nat. Biotech. 23:1117-1125 (2005). Xem thém, vi
dy, cong nghé¢ XENOMOUSE™ trong Béang doc quyén sang ché My S6 6,075,181 va
6,150,584; Cong nghé HUMAB® trong Bing ddc quyén sang ché My sb 5,770,429;
Cong nghé KM MOUSE® trong Bang doc quyén sang ché My s6 7,041,870; va cong
nghé VELOCIMOUSE® trong Cong bb don ding ky sing ché My S6 US
2007/0061900). Viing bién dbi & ngudi tir khang thé nguyén ven dugc tao ra bing cac
con vit ndy c6 thé dugc cai bién thém, vi dy, bing cach két hop véi ving hing dinh
khac nhau & nguoi.

Khéng thé & ngudi ciing c6 thé duge tao ra béng phuong phap dya trén t€ bao lai.
U tity & ngudi va céc dong t bao u tiy di hop giita chudt-ngudi dé sin xudt khang thé
don dong & nguoi da duge mo ta. Xem, vi du, Kozbor, J. Immunol, 133: 3001 (1984);
Brodeur va cong su, Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications,
trang 51-63 (Marcel Dekker, Inc., New York, 1987); va Boerner va cong su, J.
Immunol., 147: 86(1991). Céc khang thé & ngudi dugce tao ra thong qua cong nghé té
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bao lai t& bao B & ngudi cling dwgc md ta trong Li va cdng sy, Proc. Natl. Acad. Sci.
Hoa Ky, 103:3557-3562 (2006). Cac phuong phap bd sung md ta viéc san xuét cac
khang thé IgM don dong & ngudi tir cac dong té bao lai bao gdm cac phuong phap dugc
md ta trong vi du, Bing doc quyén sang ché Mg S6 7,189,826. Cong nghé € bao lai &
ngudi (vi du, nghia 14 k§ thuét trioma) dugc md ta trong vi dy, Vollmer va cdng su,
Histology and Histopathology, 20(3):927-937 (2005) va Volmers va cong su, Methods
and Findings in Experimental and Clinical Pharmacology, 27(3): 185-91 (2005).

Khéng thé & ngudi ciing c6 thé duge tao ra béng cach phén 14p trinh tw mién bién
dbi dong Fv dugc chon tir cac thu vién hién thi phago c6 ngudn gbc & ngudi. Sau d6 cac
trinh ty mién bién dbi nay c6 thé duge két hop v6i mién hing dinh mong mudn & nguoi.
K thuét chon loc khang thé & ngudi tir thu vién khang thé dugc mé ta dudi ddy.

Du tinh ring khéng thé khang ILIRAP bét ky theo sang ché nay c6 thé dugc diéu
ché & dang khéng thé & nguoi bang cach st dung cac phuong phap va k¥ thuét da biét
trong linh vuc k¥ thuit ndy va/hodc dugc mo ta trong ban mo ta nay.

Khéng thé c6 ngudn gdc tir thu vién

Theo mot sé phuong 4n, khang thé khang IL1RAP theo sang ché nay c6 thé dugc
phan l4p bing cach sang loc thu vién tai t6 hop dbi véi khang thé c6 hoat tinh hogc céc
hoat tinh mong mudn. Vi du, nhiéu phuong phép da dugc biét trong linh vyc k¥ thuat
nay dé tao ra cac thu vién hién thi phago va sang loc céc thu vién nhu vay dé tim céc
khang thé c6 cac dic didm lién két mong muén. Viéc st dung phago thé hién dé diéu
ché c4c bién thé da trudng thanh vé 4i lyc cta phién ban dugc nhan héa cua khang thé
khang IL1RAP theo sang ché nay dugc mo ta trong phan Vi du dugc bdc 16 trong ban
md ta nay. Cac phuong phap khac dé tao ra cac khang thé c6 ngudn gbc tir thu vién nhu
vay c6 thé dugc tim thdy trong vi du, Hoogenboom va cong sy, Methods in Molecular
Biology, 178: 1-37 (O'Brien va cdng su, ed., Antibody Phage Display, Humana Press,
Totowa, NJ, 2001); Chothia va cong su, Nature 348:552- 554; Clackson va cdng su,
Nature, 352: 624-628 (1991); Marks va cong sy, J. Mol. Biol., 222: 581-597 (1992);
Marks va Bradbury, Methods in Molecular Biology, 248: 161-175 (Lo, ed., Antibody
Engineering, Humana Press, Totowa, N7, 2003); Sidhu va cdng su, J. Mol. Biol., 338(2):
299-310 (2004); Lee va cong sy, J. Mol. Biol., 340(5): 1073-1093 (2004); Fellouse,
Proc. Natl. Acad. Sci. Hoa Ky, 101 (34): 12467-12472 (2004); va Lee va cong su, J.
Immunol. Methods, 284(1-2): 119-132(2004).
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Du tinh rﬁng viéc sang loc thu vién td hop cé thé dugc sir dung dé tao ra cac bién
thé ctia khang thé khang IL1RAP theo sang ché nay bang cach st dung céc phuong phép
va k¥ thuét da biét trong linh vyc k¥ thudt nay va/hodc duge md ta trong ban mo ta nay.
Vi duy, viée sir dung viée tao va sang loc thu vién hién thi phago @ chuan bj loat céac
bién thé trudng thanh c6 4i lyc cua khang thé khang IL1RAP dugc nhén hoa theo sang
ché nay duoc md ta trong Vidu 1.

Khéng thé da dic hiéu

Theo mdt s6 phuong 4n, khéng thé thé khang IL1RAP theo sang ché nay 13 khang
da dac hiéu, vi du, khang thé ddc hiéu kép. Theo mot sb phuong an, khang thé da dic
hiéu 13 khéng thd don dong c6 it nhat hai vi tri lién két khac nhau, mdi vi tri ¢6 tinh lién
két dic hiéu d6i voi khang nguyén khac nhau, it nhét mot trong sb d6 lién két dic hiéu
v&i IL1IRAP. Theo mot s& phuong 4n, it nhét mét trong sb céc vi tri lién két lién két dac
hiéu véi tac nhan gy doc t& bao. Theo cac phuong an dugc 1dy 1am vi dy, khang thé
khang IL1RAP theo sang ché nay 1a khang thé dic higu kép va c6 thé dwoc sir dung dé
dinh khu téc nhan gay doc t& bao cho c4c té bao biéu hién ILIRAP.

Céc k¥ thuat dé tao ra cc khéng thé da dic hiéu bao gbm, nhung khong gi6i han
&, sy ddng biéu hién t4i td hop cua hai cip chudi ning-chudi nhe ctia globulin mién dich
¢6 céc tinh dic hiéu khac nhau (xem vi dy, WO2012131555).

Cc khang thé da dic hidu cling c6 thé dugc tao ra bing céc hiéu ing “diéu khién
tinh dién” k¥ thuét c6 lgi cho su hinh thanh cc phan tir khang thé di thé Fe hon 1a c4c
homodime (WO 2009/089004A 1); lién két chéo hai hay nhiéu khéng thé hodc cac manh
(xem, vi du, Bf?lng doc quyén sang ché My S6 4,676,980, va Brennan va cong su,
Science, 229: 81 (1985)); st dung khéa kéo leucin dé tao ra cac khang thé dic hiéu kép
(xem, vi du, Kostelny va cong sy, J. Immunol, 148(5): 1547-1553 (1992)); sit dung cong
nghé “diabody” dé tao ra cac manh khang thé dic hidu kép (xem, vi dy, Holliger va cong
su, Proc. Natl. Acad. Sci. Hoa Ky, 90:6444-6448 (1993); stt dung dime Fv (scFv) chudi
don (xem, vi du Gruber va cdng sy, J. Immunol, 152:5368 (1994)); hodc khang thé ba
ddc hiéu (xem vi duy, Tutt va cdng sy, J. Immunol., 147:60 (1991).

Du tinh ring khang thé khang ILIRAP bat ky theo sang ché nay c6 thé duoc diéu
ché & dang khang thé da diic hidu bang cach sit dung cac phuong phap va k¥ thuat da
biét trong linh vuc k¥ thuat nay va/hodc duge md ta trong ban md ta nay.

Bién thé khang thé
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Theo mét s phurong 4n, cac bién thé cta khang thé khang IL1RAP theo sang ché
nay ciing duge dy tinh. Vi dy, cac khang thé c6 4i luc lién két dwoc cai thién va/hodc
céc dic tinh sinh hoc khéc ctia khang thé c6 thé duoc diéu ché bing cach dua céc bién
dbi thich hop vao trinh ty nucleotit ma héa khang thé, hosic bang cach tdng hop peptit.
Su cai bién nay bao gém, vi du, sy mét doan vd/ho#ic chén doan va/hodc thé cac géc 4]
trong trinh tu axit amin cua khang thé. Dang két hop bat k ciia sw mit doan, chén doan
va thé ¢6 thd dugc tao ra dé thu duoc cAu tric cudi cung, d2 xuAt 1a cAu trac cudi cling
c6 tinh chit mong muén cua lién két khang nguyén IL1RAP. Nguoi ta du tinh rang c6
thé didu ché nhidu loai bién thé ciia khéng thé khang IL1RAP theo sing ché ndy béng
céch sir dung cac phuong phap va ky thuit da biét trong linh vuc k¥ thuat nay va/hodc
dugc md ta trong ban m6 ta nay, bao gbm nhung khong gi6i han &: (i) cac bién thé thé,
chén vi/holic x6a axit amin; (ii) cac bién thé glycosyl héa; (iii) Céac bién thé vimg Fc;
(iv) c4c bién thé dugc thiét ké cystein; va (v) cac bién thé din xuat.

CAc bién thé thé, chén doan va mit doan

Theo c4c phuong 4n nhét dinh, bién thé khang thé khang ILIRAP c6 mot hodc
nhiu sy thé axit amin dugc md ta trong ban mé ta ny duge dé xuét. Cac vi tri gy dot
bién c6 thé bao gdm cac CDR va FR. C4c dang thé axit amin “bao toan” dién hinh
va/hodc cac dang thé dwa trén cac dic tinh hoic loai chudi bén phé bién 12 da biét 13
trong linh vuc k¥ thuit nay va co thé duoc st dung theo cac phuong 4n theo sang ché
ndy. Sang ché nay ciing du tinh c4c bién thé dya trén sy thé axit amin khong bao toan
trong d6 thanh vién ciia mot trong sb cac loai chudi bén axit amin dugc trao dbi véi axit
amin tir loai khac.

Chudi bén axit amin thudng dugc nhém theo céc 16p hodc thudce tinh chung sau:
(1) tinh ky nuéc: Met, Ala, Vai, Leu, lie, Norleucin; (2) ua nuéc trung tinh: Cys, Ser,
Thr, Asn, Gin; (3) c6 tinh axit: Asp, Glu; (4) co ban: His, Lys, Arg; (5) anh huéng dinh
huéng chudi: Gly, Pro; va (6) thom: Trp, Tyr, Phe.

Céc k¥ thuét d4 dugc biét 1o trong linh vyc ky thust ndy ddi véi sy thé axit amin
thanh khang thé va sang loc sau d6 dé dat dugc chirc ning mong mudn, vi du, lién két
khang nguyén dugc giir lai/cai thién, gidm kha ning sinh mién dich, hoic ADCC hodc
CDC dugc cai thién.

Bién thé thé amino axit gdm c6 su thé mot hodc nhidu gbc ving siéu bién cua

khang thé ban dAu (vi dy, khang thé dugc nhin héa hogc khéng thé & ngudi). Nhin
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chung, (c4c) bién thé thu dugc duge chon dé nghién ctru thém s& c6 cac cai bién & cac
tinh chit sinh hoc nhét dinh (vi du, 4i lyc ting 1én, kha ning gay mién dich giam di) so
véi khang thé ban diu va/hodc vé co ban giit lai cc tinh chét sinh hoc nhét dinh cia
khéng thé ban dAu. Bién thé thé duoc 14y 1am vi du 1a khéng thé dugc lam truéng thanh
i luc, ma co thé thuong duoc tao ra, vi dy, béng cach str dung k¥ thuat lam trudéng thanh
ai luc dua trén hién thi phago chéng han nhu k§ thuat dugc mo ta trong céc Vi du trong
ban mé ta nay. Mot cach vén tit, mot hoic nhiéu géc CDR dugc gy dot bién va khéng
thé bién thé hidn thi trén phago va dugc sang loc v& hoat tinh sinh hoc cu thé (vi dy, 4i
luc lién két).

Phuong phép hitu dung dé xéc dinh cac gbe hodc cac ving cua khang thé ma ¢
thé duoc hudng dich dé gy dot bién dugce goi 1a "gdy dot bién quét alanin” (xem vi dy,
Cunningham va Wells (1989) Science, 244: 1081-1085). Trong phuong phép nay, gbc
ho#ic nhém ctia cac gde dich (vi dy, cac gbc tich dién ching han nhu Arg, Asp, His, Lys,
va Glu) duge x4c dinh va dugc thay thé bang axit amin trung tinh hogc tich dién &m (vi
duy, alanin ho#c polyalanin) dé x4c dinh liéu su tuong tic cua khang thé voi khang
nguyén c6 bi anh huéng hay khong. Sy thé khac c6 thé dugc dua vao & céc vi fri axit
amin chimg té sy nhay chirc ning véi sy thé ban diu. Ngoai ra, hodc thém vao dé, c6
thé x4c dinh cAu tric tinh thé cia phic hop khang nguyén-khang thé dé xac dinh cac
diém tiép xtic gitta khang thé va khang nguyén. Cac gbc tiép xtic nhu vay va céc gbc lan
can c6 thé duoc hudng dich hoc loai bo nhu céc (mg vién dé thé. Bién the co thé dugc
sang loc d& xé4c dinh lidu chung c6 tinh cht mong mudn hay khong.

Su chén trinh ty axit amin bao g(‘A)m su dung hop dau amino va/hoic carboxyl ¢6
chiéu dai ndm trong khoang tir mét gbc dén polypeptit c6 chira hang trdm gbc hodc nhiéu
hon, cling nhu 13 sy chén trong trinh ty cua gbc axit amin don 1¢ hodc nhiéu gbc axit
amin. Vi du vé su chén d4u bao gdm khéng thé c6 gbc methionyl & du N. Céc bién thé
chén doan khac cta phan tir khang th8 bao gdbm su dung hop vao dau N hoic C cla
khang thé vao enzym hodc polypeptit ma lam tang thoi gian ban thai trong huyét thanh
ctia khang thé.

Sur thé c6 thé dugc thyc hién trong CDR dé cai thi¢n i luc ciia khéng thé. Nhirng
thay dbi nhu vay c6 thé dugc thuc hién trong “diém néng”, tirc 13, cac géc duoc mi héa
bdi don vi ma hoéa trai qua 4ot bién & tin suét cao trong qua trinh trudéng thanh soma

(xem, vi du, Chowdhury, Methods Mol., Biol. 207: 179-196 (2008)) v6i két qua 12 bién
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thd VH hoic VL dang duge thir nghiém v& 4i luc lién két. Theo mdt phuong an, sy
truong thanh v& 4i luc ¢ thé dugc thuc hién bang cach xay dung va chon lai tir cac thur
vién thtr cp (xem vi dy, trong Hoogenboom va cdng sy, Methods in Molecular Biology,
178: 1-37 (O'Brien va cong sy, ed., Antibody Phage Display, Humana Press, Totowa,
NJ, (2001).) Phuong phap khac dé& dua vao su da dang gdm cé phuong phap duge dinh
huéng bang CDR, trong d6 mot vai gbc CDR (vi dy, 4-6 gbc mot 14n) duge ngdu nhién
héa. Cac gbc CDR tham gia vao sy lién két khang nguyén c6 thé dugc xac dinh cu thé,
vi du, bé‘mg cach sir dung sy gay dot bién quét alanin hodc sy tao md hinh. CDR-H3 va
CDR-L3 cu thé 1 thuong duge huéng dich.

Theo mot sb phuong an, su thé, cheén, hoic mét c6 thé xay ra & trong mdt hodc
nhidu CDR mifn 12 sy thay déi nay v& co ban khong lam gidm kha ning cua khéng thé
dé lién két khang nguyén. Vi du, sy thay ddi bao toan (vi dy, su thé bao toan nhur dé xuét
trong ban mo ta nay) ma vé co ban khong lam gidm &i lyc lién két c6 thé duoc tao ra
trong CDR. Nhitng thay dbi nhu véy c6 thé nim ngoai “diém n6ng” CDR. Theo mdt s6
phuong 4n v& trinh tyr VH va VE bién thé d& xuét ¢ trén, m8i CDR khéng duoc thay doi,
hodic chira khong nhidu hon mot, hai hodc ba sy thé axit amin.

Bién thé glycosyl hoa

Theo mot s6 phuong 4n, khang thé khang IL1RAP theo sang ché nay duogc thay
dbi dé ting hodc gidm muc d6 ma khang thé nay duge glycosyl hoa. Viée thém hodc
x6a céc vi tri glycosyl hda vao khang thé ¢6 thé dugc thyuc hién bing cach thay ddi trinh
tur axit amin sao cho mdgt hodc nhiéu vi trf glycosyl héa dugc tao ra hodc loai bé.

Theo cac phuong 4n ma khang thé bao gdm vung Fc, cacbohydrat gén vao ving
Fc c6 thé duoc bién ddi. Thong thudng, cac khang thé tw nhién duge tao ra boi cac té
bao dong VAt c6 via bao gdm oligosacarit hai rau, phan nhanh dugc gén boi lién két N
voi Asn297 cua mién CH2 cua ving Fc (xem, vi dy, Wright va cong sy, TIBTECH,
15:26-32 (1997)). Oligosacarit c6 thé bao gdm nhiéu loai cacbohydrat khéc nhau, ching
han nhu mannozo, N-axetyl glucosamin (GIcNAc), galactozo va axit sialic, cling nhu,
fucozo gén véi GIcNAc trong “than” cua cAu tric oligosacarit hai nhanh. Theo mét s6
phuong 4an, céc bién ddi oligosacarit cua ving Fe ciia khéng thé c6 thé tao ra bién thé
v6i cac dac tinh duge cai thién nhat dinh,

Theo mét s6 phuong 4n, khang thé khang IL1RAP theo sang ché nay c6 thé 1a
bién thé cta khang thé ban dau, trong d6 bién thé nay bao gdm ciu triic cacbohydrat
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khéng c6 fucozo dugce gén (truc tiép hogic gian tiép) vao ving Fe. Vi dy, luong fucozo
trong khang thé nhu vay cé thé nim trong khoang tir 1% dén 80%, tir khoang 1% dén
65%, tir khoang 5% dén 65% hodc tir khoang 20% dén 40%. Luong fucozo ¢6 thé dugc
x4c dinh bing céch tinh toan lwgng fucozo trung binh trong chudi dudng & Asn297, so
v6i tbng cha tit ca cac cAu tric glyco dugc gén vao Asn 297 (vi duy, cAu tric phiec tap,
lai va nhidu mannozo) dwoc do bing MALDI- khéi phd TOF (xem vi du, WO
2008/077546). Asn297 @& cép dén gdc asparagin & khoang vi tri 297 trong ving Fc
(d4nh s6 Eu ctia cac gbc ving Fc); tuy nhién, Asn297 ciing c6 thé ndm & khoang +3 axit
amin nguge dong ho#ic xudi dong cua vi tri 297, tirc 14 gifta vi tri 294 va 300, do céac
bién thé trinh ty nho trong khang thé.

Theo mot sé phuong 4n, cac bién thé fucosyl héa cé thé cai thién chiic ning
ADCC. Xem, vi dy, Bing doc quyén séng ché M§ Céng bb S6 US 2003/0157108, hogc
US 2004/0093621. Céc vi du v& khéng thé “khir fucosyl hoa” hogc “thiéu fucozo” va
céc phuong phap lién quan dé diéu ché chiing duge boc 16 trong vi dy, US2003/0157108;
US2003/0115614;  US2002/0164328;  US2004/0093621;  US2004/0132140;
US2004/0110704; US2004/0110282; US2004/0109865; W02000/61739;
W02001/29246; W02003/085119; W02003/084570; W02005/035586;
W02005/035778; W02005/053742; W02002/031140; Okazaki va cong su, J. Mol.
Biol., 336: 1239-1249 (2004); Yamane-Ohnuki va cdng su, Biotech. Bioeng. 87: 614
(2004).

Céc dong té bao hiru ich d san xut céc khang thé khir fucosyl héa bao gdm cac
té bao Led 3 CHO thiéu hut protein fucosyl hoa (xem vi dy, Ripka va cong su, Arch.
Biochem. Biophys, 249:533-545 (1986); US2003/0157108, va W02004/056312), va
cac dong té bao loai bo, chéng han nhu gen alpha-1,6-fucosyltransferaza, FUTS, cac té
bao CHO loai bd (xem, vi du, Yamane-Ohnuki va cdng su, Biotech. Bioeng. 87: 614
(2004) Kanda, Y. va cOng su, Biotechnol. Bioeng., 94(4):680-688 (2006); va
W02003/085107).

Bién thé ving Fc

Theo mét s6 phuong 4n, khang thé khang IL1IRAP theo séng ché nay c6 thé bao
gbébm mdt hozic nhiéu bién ddi axit amin trong viung Fc (vi dy, bién thé ving Fc). Bién
thé ving Fc ¢6 thé bao gbm trinh ty ving Fc & ngudi (vi dy, ving Fe IgG1, 1gG2, 1gG3,

ho#c IgG4 & ngudi) bao gém su thé axit amin & mdt ho#ic nhiéu vi tri goc axit amin. Mot
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loat cac bién thé ving Fc da biét trong linh vuc k¥ thuét nay 1a hitu ich v6i cac khang
thé khang IL1RAP theo sang ché niy duoc md ta dudi dy.

Theo mét s6 phuong 4n, khang thé khang ILIRAP 14 bién thé vimg Fc c6 chire
ning phan Ung véi kich thich da thay d6i. Theo mét s6 phuong 4n, khang thé c6 chirc
ning phan tmg véi kich thich bi thay ddi s& hitu mét s6 (nhung khong phai tit c4) chic
nang phan tmg véi kich thich, chirc ning phan tmg véi kich thich giam, hodc khong co
chuc ning phan tmg véi kich thich nao (vi du, khéng c6 phan tmg v6i kich thich) clia
khang thé ban dAu. Céc bién thé ving Fc khong c6 phan tmg véi kich thich dugc mong
mudn hon déi véi mot sb ing dung nhit dinh trong d6 chirc nang phan tmg véi kich
thich (ching han nhu ADCC) 1a khong can thiét hogc ¢6 hai, va/hodc thdi gian ban huy
trong co thé ctia khang thé 13 quan trong.

Céc khang thé bién dbi ving Fc c6 chirc ning phan tmg v6i kich thich giam, hoac
khong c6 phan tmg véi kich thich, cé thé bao gdm su thé axit amin & mot hoac nhiéu vi
tri trong s6 céc vi tri ving Fc sau: 238, 265, 269, 270, 297, 327, va 329. (xem, vi du,
Bing doc quyén séng ché M§ S6 6,737,056). Céc bién thé ving Fc nhu vy c6 thé bao
gdm cac su thé axit amin & hai hogc nhiéu hon trong sé céc vi tri 265, 269, 270, 297 va
327. Céc bién thé ving Fc nhu vy cling c6 thé bao gdm cac dang thé ctia ca hai gbe
265 va 297 thanh alanin (xem vi du, Bing doc quyén sang ché My s6 7,332,581). Nhu
duoc boc 16 trong cac vi du va cac noi khéac trong ban mo ta nay, theo mot s6 phuong
4n, cac khang thé khéang IL1RAP theo sang ché nay 1a cac bién thé viing Fc khong c6
phan tmg véi kich thich. Theo mét s6 phuong &n, cc bién thé ving Fe khéng ¢6 phan
ting véi kich thich ciia khang thé khang ILIRAP bao gdm sy thé axit amin N297G.

Cac bién thé ving Fc ¢6 su lién két dugce cai thién hodc giam bét véi cic FeR
duoc boc 16 trong vi du, Bing ddc quyén sang ché My 86 6,737,056; WO 2004/056312;
va Shields va cong su, J. Biol. Chem., 276(9): 6591:-6604 (2001). Bién thé ving Fc ¢6
ADCC dugc cai thién c6 thé bao gdm mét hogic nhiéu sy thé axit amin & vi dy, vi tri
298, 333, va/holic 334 cia ving Fe (dua trén cach danh s EU). C4c bién thé cta ving
Fc d4 thay d8i (nghia 1 duoc cai thién hogc giam di) kha nang lién két Clq va/hozc Doe
tinh t& bao phu thudc bd thé (CDC), nhu dugc mé ta trong vi dy, Bang doc quyén sang
ché M¥ 86 6,194,551, W099/51642, va Idusogie va cong sy, J. Immunol., 164: 4178:-
4184 (2000). Cac bién thé ving Fc c6 thdi gian ban huy ting lén va kha nang lién két

duoc cai thién véi thu th® Fc so sinh (FcRn) dugc bdc 16 trong vi duy,
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US2005/0014934A1 (Hinton va cong sw.). C4c bién thé ving Fe nhu vy bao gdm céc
sy thé axit amin & mot hogc nhidu vi tri: 238, 256, 265, 272, 286, 303, 305, 307, 311,
312, 317, 340, 356, 360, 362, 376, 378, 380, 382, 413, 424, va 434. Cac bién thé ving
Fc khic c6 thoi gian ban huy ting 1én bao gdm tap hop cac dot bién YTE & céc vi tri
252,254 va 256 (tic 1a, M252Y/S254T/T256E) dugc mé ta trong vi dy, Bang doc quyén
sang ché My S6 7,658,921 B2 (Dall'Acqua va cong sw). Nhu dugce bdc 1 trong céc vi
du va céc noi khéc trong ban md ta nay, theo mot sé phuong 4n, cac khang thé khéng
IL1RAP theo séang ché nay 14 cac bién thé viing Fc bao gdm tap hop cac dot bién YTE.
Céc vi du khac vé bién thé viing Fc ¢ thé dugc tim thay trong vi duy, Bing doc quyén
sang ché My S6 5,648,260 va 5,624,821; va W094/29351.

Nhu d3 Ivu y & nhitng noi khéc trong ban m6 ta nay, ving Fc ctia khang thé xuét
hién tu nhién thuong bao gdm lysin & ddu C & vi tri 447 (Lys447). Tuy nhién, lysin &
dau C nay thudng bi tich ra khoi ving Fe trong qué trinh sén xuét khang thé tai t5 hop
trong dich nubi cly t€ bao do sy phan cit bang enzym (vi duy, san xuét trong té bao
CHO). Theo d6, du dinh rfing khang thé khang IL1RAP bét ky dugc mo ta trong ban
md ta ndy 13 bao gdm ving Fc véi lysin & dAu C, ciing bao gdm khéang thé khang TL1RAP
giéng hét bao gdm ving Fc ngoai trir khong c6 lysin & du C. Tuong ty, du dinh ring
khang thé khang ILIRAP bét ky dugc md ta trong ban mé ta nay 1 bao gdm ving Fc
khoéng c6 lysin & ddu C, ciing bao gdm khéang thé khang ILIRAP gidng hét bao gdm
ving Fe ngoai trir ¢6 lysin & dau C.

Noi chung, ¢6 thé tién hanh céc xét nghiém vé kha ning giy doc té bao trong
phong thi nghi¢ém va/hodc trong co thé dé x4c nhan viéc giam/lam can kiét cac hoat dong
cta CDC vi/hosic ADCC trong bién thé ving Fe. Vi dy, xét nghiém lién két véi thy thé
Fc (FcR) ¢6 thé duoc tién hanh dé dam bao ring khang thé khdng c6 kha ning lién két
v&i FeyR (do d6 ¢6 kha nang thiéu hoat tinh ADCC) nhung van giit dugc kha ning lién
k&t v6i FcRn. Céc té bao chinh dé 1am trung gian ADCC, céc t& bao NK chi biéu hién
FcyRIII, trong khi céc t€ bao bach cAu don nhan biéu hién FeyRI, FeyRII va FeyRIIL
Céc vi du khong gidi han vé xét nghiém trong phong thi nghiém dé danh gi4 hoat dong
ADCC cua phén tir quan tdm duoc md ta trong Bing doc quyén séng ché My S6
5,500,362 (xem, vi du Hellstrom, va cdng su, Proc. Nat'l Acad. Sci. Hoa Ky, 83:7059-
7063 (1986)) va Hellstrom, va cdng su, Proc. Nat'l Acad. Sci. Hoa Ky, 82: 1499-1502
(1985); Béng doc quyén sang ché My Sé 5,821,337 (xem Bruggemann, M. va c0ng su,
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J. Exp. Med., 166:1351-1361 (1987)). Ngoai ra, c6 thé str dung cac phuong phap xét
nghiém khong phéng xa (xem, vi dy, xét nghiém doc tinh té bao khong phéng xa
ACTI™ cho phép dém té bao theo dong chay (CellTechnology, Inc. Mountain View,
Calif.; va xét nghiém ddc tinh t& bao khong phéng xa CytoTox96® (Promega, Madison,
Wis.). Céc té bao phan tmg véi kich thich hitu ich cho céc xét nghiém nhu véy bao gbém
céc té bao don nhin mau ngoai vi (PBMC) va té bao tiéu diét ti nhién (NK). Ngoai ra,
ho#c thém vao do, hoat tinh ADCC cuia phén tir quan tim c6 thé duoc danh gi4 trong co
thé, vi du, trong mé hinh dong vat nhu md hinh dugc boc 16 trong Clynes va cong su,
Proc. Nat'l Acad. Sci. Hoa Ky, 95:652-656 (1998). X¢ét nghiém lién két Clq ciing c6 thé
duroc thuc hién d& x4c nhan ring khang thé khong thé lién két Clq va do d6 thiéu hoat
dong CDC. Xem, vi dy, ELISA lién két Clq va C3c trong W02006/029879 va
W02005/100402. D& danh gia hoat hoa bd thé, c6 thé thyuc hién xét nghiém CDC (xem,
vi dy, Gazzano-Santoro va cong sy, J. Immunol. Methods, 202: 163 (1997), Cragg, MS
va cdng sy, Blood 101, 1045-1052 (2003); va Cragg, MS va MJ Glennie, Blood,
103:2738-2743 (2004)). Viéc xac dinh do thanh thai/thoi gian ban thai trong co thé va
lién két FcRn c6 thé duge thuc hién bang cach st dung cac phuong phép da biét trong
linh vuc k¥ thuét ndy (xem, vi dy, Petkova, va cong su, Inti. Immunol., 18(12): 1759-
1769 (2006)).
Céc bién thé duoc thiét ké cystein

Theo mdt s& phwong 4n, du tinh ring khang thé khang IL1RAP dugc md ta trong
ban mb ta nay c6 thé duoc thay thé & cac vi tri khong phai CDR cu thé bing céc gde
cystein dé tao ra cac nhém thiol phan tmg. C6 thé sir dung “thioMAbs” dugc thiét ké
nhu vay dé lién hop khéng thé vé6i vi dy, géc duoc chit hoic géc thudc lién két va do
d6 tao ra lién hop mién dich, nhu duge mo ta & noi khac trong ban mo ta nay. Cac khang
thé duoc thiét ké cystein ¢ thé dugc tao ra nhu duge md ta trong vi dy, Bﬁng doc quyén
sang ché My s& 7,521,541, Theo mét sé phuong 4n, mdt hogc nhiéu géc khéng thé bat
ky sau ddy c6 thé dugc thé bang cystein: V205 (d4nh sé Kabat) cta chudi nhe; A118
(danh s6 EU) ctia chui ning; va S400 (danh sé EU) ctia ving Fe chubi ning.
Bién thé Dan xuit

Theo mét sb phurong 4n, khang thé khang IL1RAP theo sang ché nay c6 thé duge
bién ddi thém (tirc 13, duge tao din xudt) voi cac gbe phi protein. Cac gbc phi protein

thich hop d& tao din xuét cuia khang thé bao gdm, nhung khong gi6i han ¢, polyme hoa
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tan trong nudce, ching han nhu: polyetylen glycol (PEG), chét ddng tring hop cta etylen
glycol va propylen glycol, carboxy-metylcellulozo, dextran, rugu polyvinyl, polyvinyl
pyrolidon, poly-1, 3-dioxolan, poly-1, 3, 6-trioxan, chit ddng tring hop etylen/maleic
anhydrit, polyme ddng tring hgp poly-amino axit hogc dbng tring hop nglu nhién, va
dextran hoic poly(n-vinyl pyrolidon)polyetylen glycol, polyme ddng déng propropylen
glycol, dbng polyme polypropylen oxit/etylen oxit, polyol polyoxy-etyl héa (vi du,
glyxerol), ruou polyvinyl, va hén hop cua ching. Theo mot s6 phuong 4n, viéc bién dbi
khang thé c6 thé duogc thyc hién bang cach st dung methoxy-polyetylen glycol
propionaldehyt. Cac polyme c6 thé c6 trong lugng phén tir bét ky va co thé phan nhanh
hodc khéng phan nhanh. Sé lugng polyme dugc gan vao khéng thé c6 thé khac nhau va
néu c6 nhidu polyme dugc gin vio thi ching ¢6 thé 1a cac phan tir gidng nhau ho#c khac
nhau. N6i chung, s6 luong va/hodc loai polyme duge sir dung dé tao dan xuét c6 thé
dugc x4c dinh dya trén cic can nhéc bao gém, nhung khéng gidi han & céc déc tinh hodc
chirc ning cu thé cua khang thé, vi dy, liéu din xuét khang thé ¢c6 duoc sir dung trong
didu tri theo diéu kién xac dinh.

Lién hop mién dich

Theo mét sé phwong 4n, khang thé khang IL1RAP theo sang ché nay ciing c6 thé
I3 lién hop mién dich, trong d6 lién hop mién dich bao gdm khang thé khang ILIRAP
duogc lién hop vdi mdt hodc nhidu chét gdy doc té bao. Céc tac nhan gy doc té bao thich
hop dugc du tinh theo sang ché nay bao gém cac tadc nhin hoa tri li€u, thubc, chét tc
ché ting trudng, doc t6 (vi du, doc tb protein, doc td ¢6 hoat tinh enzym c6 nguén géc
vi khudn, ndm, thuc vat hodc dong vat, hodc cac manh clia ching), hoac déng vi phéng
Xa.

Theo mét s& phuong 4n, lién hop mién dich 12 lién hop thubc-khang thé (ADC)
trong d6 khang thé khang IL1RAP, nhu duge md ta trong ban md ta nay, duoc lién hop
v6i mét hodc nhiéu thube.

Theo mot sé phuong 4n, lién hop mién dich theo sing ché nay bao gom khang
thé khéng IL1RAP nhu duge md ta trong ban md ta nay duoc lién hop v6i thube hodc
tAc nhan tri liéu d& didu tri bénh hodc tinh trang duoc diéu hoa boi IL-1, IL-33, IL-36,
va/hoac IL1RAP.

Theo mét sé phuong 4n, khang thé khéang IL1RAP nhu dugc md ta trong ban md

ta nay co thé duoc lién hop véi doc t6 c6 hoat tinh enzym hodc manh cta no, bao gom
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nhung khong gioi han & chudi A ciia bach hiu, cc manh hoat dong khong lién két cia
doc td bach hau, ngoai ddc t6 chudi A (tir Pseudomonas aeruginosa), chubi ricin A,
chudi abrin A, chudi modeccin A, alpha-sarcin, protein Aleurites fordii, protein dianthin,
protein Phytolaca Americaana, chét trc chéd Momordica charantia, curcin, crotin, chét e
ché Sapaonaria officinalis, gelonin, mitogellin,strictocin, phenomycin, enomycin, va
tricothecenes.

Theo mdt sé phuong 4n, lién hgp mién dich theo sing ché nay bao gdbm khang
thé khang IL1RAP nhu dugc mé ta trong ban mé ta nay dugc lién hop véi ddng vi phéng
xa (tic 13, lién hop phong xa). Co s&n nhiéu loai ddng vi phong xa dé san xuét céc lién
hop phong xa nhur vdy. Vi du nhu 211At, 1311, 1251, 90Y, 186Re, 188Re, 153Sm,
212Bi, 32P, 212Pb, va cac ddng vi phéng xa ctia Lu. Theo mot s6 phuong 4n, lién hop
mién dich c6 thé bao gdm ddng vi phéng xa dé phat hién bang anh chup nhip nhdy, hogc
nhén quay dé phat hién bang NMR hozc MRI. Cac ddng vi phong xa hodc nhan quay
thich hop c6 thé bao gdm, nhw 1231, 1311, 11 In, 130, 19F, 15N, 170, cac dong vi khic
nhau cua Gd, Mn va Fe.

Lién hop mién dich cia khéng thé khang IL1RAP va tic nhén gy doc té bao, c6
thé dugc tao ra bing cach sir dung nhidu loai thudc thir va héa chét nhi chirc ndi tiéng
phu hop d lién hop véi protein. Nhu bao gbém nhumg khéng gi6i han ¢: N-suxinimidyl-
3-(2-pyridyldithio) ~ propionat (SPDP), succinimidyl-4-(N- maleimidometyl)
xyclohexan-1-carboxylat (SMCC), iminothiolan (IT), cac din xudt nhi chic cta
imidoeste (vi du, dimetyl adipimidat HQ), este hoat tinh (vi dy, disuxinimidyl suberat),
aldehyt (vi dy, glutaraldehyt), hop chit bis-azido (vi du, bis-(p-azidobenzoyl)-
hexanediamin), dan xuAt bis-diazonium (vi dy, bis-(p-diazoniumbenzoyl)-
etylenediamin), diisoxyanat (vi du, toluen-2,6-diisocyanat) va cac hop chét flo hoat tinh
bis (vi dy, 1,5-diflo-2,4-dinitrobenzen).

Thudc thir dé didu ché 1ién hop mién dich theo sang ché nay ciing ¢6 thé bao gdm
thubc thir “lién két ngang” ¢6 ban trén thi trudng nhu: BMPS, EMCS, GMBS, HBVS,
LC-SMCC, MBS, MPBH, SBAP, SIA, SIAB, SMCC, SMPB, SMPH, sulfo-EMCS,
sulfo-GMBS, sulfo-KMUS, sulfo-MBS, sulfo-SIAB, sulfo-SMCC, va sulfo-SMPB, va
SVSB (succinimidyl-(4-vinylsulfon)benzoat) (xem vi du, Pierce Biotechnology, Inc.,
Rockford, IlL., M¥).

Khéng thé tbng hop
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Theo mdt sb phuong 4n, khang thé khang IL1RAP theo séng ché nay c6 thé 13
khéng thé tng hop chira tap hgp cac CDR tir globulin mién dich khang IL1IRAP (vi dy,
CDR-LI, v.v..) dugc ghép vao khung hodc khung khong phai 1a khung globulin mién
dich ho#c khung, ching han nhu khung protein thay thé, hoac khung polyme nhén tao.

Khung protein thay thé dugc 14y 1am vi du duge du tinh dé diéu ché cac khang
thé tdng hop theo sang ché niy c6 thé bao gdm, nhung khong gi6i han ¢: fibronctin,
neocarzinostatin CBM4-2, lipocalin, thu thé té bao T, mién protein-A (protein Z), Im9,
protein TPR, mién ngén tay kém, pVIII, polypeptit tuyén tuy gia cAdm, GCN4, mién WW
tuong dc‘”)ng Src mién 3, mién PDZ, TEM-1 beta-lactamaza, thioredoxin, nucleaza
staphylococcal, mién PHD-fmger, CL-2, BPTL, APPL, HPSTI, ecotin, LACI-D1, EDTI,
MTI-IL, doc t6 bo cap, peptit defensin-A cua con trung, EETI-II, Min-23, CBD, PBP,
cytochrom b-562, mién thu thé Edi, gama-crystallin, ubiquitin, transferrin, va/hodc cac
mién giéng nhur lectin loai C.

Céc khung polyme nhén tao (phi protein) dugc 14y 1am vi du hiru ich cho cac
khang thé tbng hop dugc md ta trong vi du, Fiedler va cong sy, (2014) “Non-Antibody
Scaffolds as Alternative Therapeutic Agents,” in Handbook of Therapeutic Antibodies
(eds. S. DObel va JM Reichert), Wiley-VCH Verlag GmbH & Co.; Gebauer va cong su,
Curr. Opin. Chem. Biol., 13:245-255 (2009); Binz va cong sy, Nat. Biotech., 23(10):
1257-1268 (2005).

Phuong phép va ché phdm téi t5 hop

Khéng thé khéang ILIRAP theo sdng ché nay c6 thé dugce tao ra bang cach sir
dung cac phuong phéap va vét liéu tai t6 hop da biét rd trong linh vyuc san xuét khang
thé. Theo mot sb phuong 4n, sang ché nay d& xuét axit nucleic dugc phan lap ma hoa
khang thé khang IL1IRAP. Axit nucleic c6 thé ma héa trinh tu axit amin bao gém VL
va/hoic trinh tu axit amin bao gém VH cua khéng thé (vi du, chudi nhe va/hoic chudi
nang cua khang thé). Theo mdt sd phuong an, mgt hodc nhiéu vecto (vi dy, vecto biéu
hién) bao gdm céc trinh ty axit nucleic ma hoa khang thé khang IL1RAP theo séng ché
nay duoc d xuat. Theo mot sé phuong 4n, té bao chu bao gbm céc trinh tu axit nucleic
m3 hoa khang thé khang ILIRAP theo sang ché nay duoc cung c¢ip. Theo mot phuong
an, t& bao chu da duoc bién nap véi vecto chira axit nucleic ma hoa trinh tyr axit amin
bao gdbm VL ctia khang thé va trinh tu axit amin bao gdbm VH ctia khang thé. Theo mot

phuong an khac, té bao chi d3 duge bién nap v6i vecto thit nhét chira axit nucleic ma
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héa trinh ty axit amin bao gdbm VL ctia khang thé va vecto thir hai chira axit nucleic ma
hoéa trinh tu axit amin bao gdbm VH cua khang thé.

Theo mét s phuong 4n ctia phuong phép t4i t& hop, t€ bao chu duge sir dung 12
té bao nhan chuén, ching han nhu té bao Budng trimg Hamster Trung Quéc (CHO) hoic
t& bao bach huyét (vi du, YO, NSO, Sp20). Theo mét phwong én, phuong phép tao ra
khéng thé khang ILIRAP dugc d@ xuét, trong d6 phuong phap nay bao gbm nubi cdy té
bio chii chira axit nucleic m3 héa khang thé, nhu dé xudt & trén, trong céc didu kién
thich hop d& biéu hién khang thé, va tiy ¥ thu hdi khéng thé tir t€ bao chu (hodc méi
truong dich nudi cdy t bao chu).

Tém lai, qué trinh san xuit khéng thé khang IL1IRAP t4i t6 hop duoc thyc hién
bing cach phan 14p axit nucleic ma héa khéng thé (vi du, nhu dugc md ta trong ban mo
ta ndy) va dua axit nucleic ndy vao mot hodc nhidu vat truyén dé tao dong tiép theo
va/hoic biéu hién trong té bao chi. Céc axit nucleic nhu vy dé dang dugc phén 14p va
gidi trinh tu bing cach sir dung céc quy trinh théng thudng da biét rd trong linh vuc k§
thuét nay (vi du, béng cach sir dung cc miu do oligonucleotit c6 kha ning li€n két dac
hiéu v6i cac gen mi héa chudi ning va chudi nhe cua khang thé mong mudn). Té bao
chu thich hop va phuong phép nudi cly dé tao dong hoic biéu hién vecto mi hoa khéng
thé 1a da biét rd trong linh vuc k¥ thuét ndy va bao gdm té bao nhan so hodc té bao nhan
chuin. Thong thudng, sau khi bidu hién, khang thé c6 thé dugc phan I4p tir bt nhio té
bao & dang hoa tan va dugc tinh ché thém. Ngoai sinh v4t nhn so, cac vi khuén sinh vat
nhan chuén nhu ndm soi hodc ndm men 13 vét cht biéu hién hodc nhan dong thich hop
cho c4c vecto ma héa khang thé, bao gdm cac ching nidm va nim men ma con dudng
glycosyl hoa cua chiung d3 “dugc nhan hoa”, din dén viéc san xuit khang thé c6 mot
phén hozc md hinh glycosyl héa hoan toan ¢ ngudi (xem vi dy. Gerngross, Nat. Biotech.,
22: 1409-1414 (2004), va Li va cong sy, Nat. Biotech., 24:210-215 (2006)).

Céc té bao ch thich hgp d& biéu hién khang thé khang IL1RAP dugc glycosyl
héa theo sdng ché ndy ciing c6 thé dugc tao ra tir c4c sinh vét da bao (ddng vét khong
xuong sdng va dong vat c6 xuong séng). Vi du vé té bao dong vat khong xuong séng
bao gbm té bao thuc vat va con trung. Nhiéu ching baculovirut d& duge xac dinh c6 thé
duoc st dung két hop voi cac té bao con trung, dic biét 1a dé chuyén nap cac té bao

Spodoptera frugiperda. Dich nu6i céy té bao thuc vét cling c6 thé dugc sir dung lam vat
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chti (xem, vi dy, Béng doc quyén sang ché My s6 5,959,177, 6,040,498, 6,420,548, va
7,125,978.

Vi du vé cac dong té bao chi ctia dong vat ¢6 vi hitu ich dé san xuét khang thé
khang ILIRAP theo sang ché niy bao gdm t& bao budng trimg hamster Trung Quéc
(CHO), bao gdm té bao DHFR-CHO (xem vi dy, Urlaub va cdng sy, Proc. Natl. Acad.
Sci. Hoa Ky, 77:4216 (1980)); cac dong té bao u tiry nhur YO, NSO va Sp2/0; dong CVI
than & khi bién dbi boi SV40 (COS-7); dong than phdi & ngudi (293 hodc 293 € bao
nhu dugc mé ta, vi dy, trong Graham va cong sy, J. Gen Virol., 36:59 (1977)); té bao
than & hamster con (BHK); cé4c t& bao Sertoli & chudt (cc té bao TM4 nhu dugc mo ta,
vi duy, trong Mather, Biol. Reprod., 23:243-251 (1980)); té bao than & khi (CVI); Té bao
than & khi xanh chau Phi (VERO-76); té bao ung thu biéu mo ¢ tir cung & ngudi
(HELA); t& bao than & ché (MDCK; té bao gan & chudt trdu (BRL 3A); t€ bao phdi &
ngudi (W138); té bao gan & nguoi (Hep G2); khéi u vit & chudt (MMT 060562); Cac té
bao TRI (xem vi du, trong Mather va cong sy, Annals N Y. Acad. Sci., 383:44-68
(1982)); Té bao MRC 5; Té bao FS4. P& ¢6 d4nh gia chung vé cdc dong té bao chu hitu
ich cia dong vat cé vu thich hop cho viéc san xuét khang thé, xem, vi du, Yazaki va
Wu, Methods in Molecular Biology, Vol. 248 (B. K. C. Lo, ed., Antibody Engineering,
Humana Press, Totowa, NJ), trang 255-268 (2003).

Ché phim va cong thirc dugc cia khang thé khang ILIRAP

Séang ché nay ciing dé xuét ché phim dugc va cdng thic duge chira khang thé
khéng ILIRAP. Theo mét s6 phuong 4n, sang ché nay dé xuét cong thirc duge bao gbm
khang thé khang ILIRAP dugc md ta trong ban mo ta nay hop chét theo sang ché nay
va chét mang duogc dung. Céac cdng thirc duge nhu vay ¢6 thé dugc bao ché bing cach
trén khang thé khang IL1IRAP, c6 d6 tinh khiét mong mudn, véi mot hodc nhidu chét
mang dugc dung. Thong thudng, cac cong thirc khang thé nhu vy c6 thé duoc bao ché
duéi dang dung dich nudce (xem vi duy, Bing ddc quyén sang ché My S6 6,171,586 va
W02006/044908) hoic dudi dang cong thirc dong khd (xem vi dy, Béng doc quyén sang
ché My S6 6,267,958).

Ciing duoc du tinh ring cic ché phim va cong thic chia khang thé khang
IL1RAP nhu dugc bdc 16 trong ban md ta ny c6 thé con chira céc thanh phan hoat tinh
khéc (tic 13, tac nhan tri liéu) ngoai khéng thé ILIRAP, hiu ich cho chi dinh cu thé

dang dugc didu tri & dbi trong ma coéng thirc dugc sir dung. Tét hon 14, tic nhan tri liéu
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bd sung bit ki c6 hoat tinh bd sung cho hoat tinh cua khang thé khang IL1IRAP va cic
hoat tinh nay khong anh huéng bét lgi 14n nhau. Theo d6, theo mot s6 phuong 4n, sing
ché nay d& xuit ché phim dugc chira khang thé khang ILIRAP nhu dugc bée 16 trong
ban md ta nay, va chit mang duoc dung, va hon nita con chira tic nhan tri liéu hitu ich
d8 didu tri tinh trang hodc bénh dugc diéu hoa béi IL-1, IL-33, IL-36 va/hogc ILIRAP.
Theo mot sb phuong an, vi du trong dé dAu hiéu bénh 12 bénh ung thu, tc nhén tri liéu
14 tAc nhan héa tri liéu thich hop cho bénh ung thu cu thé. Theo mot sb phuong 4n, tac
nhan tri lidu khéc trong ché phim 1a chét dbi van cta con dudng truyén tin hiéu IL-1,
IL-33, IL-36.

Céc chit mang dugc dung thudong khong doc d6i v6i thé nhan & liéu luong va
n6ng dd duoc str dung. Nhiéu loai chit mang duogc dung nhu vy da dugc biét 15 trong
linh vurc nay (vi du, xem Remington's Pharmaceutical Sciences tai ban thir 16, Osol, A.
Ed. (1980)). Céc chit mang duoc dung dugc 14y 1am vi du hitu ich trong céc cong thirc
theo sang ché nay c6 thé bao gdm, nhung khong gi6i han &: cac chét dém nhu phosphat,
xitrat, va cac axit hitu co khac; chét chéng oxy hoa bao gém axit ascorbic va methionin;
chét bao quan (ching han nhu octadecyldimethylbenzyl amoni clorua; hexamethonium
clorua; benzalkoni clorua; benzethonium clorua; phenol, butyl hodc rugu benzyl; alkyl
paraben nhu methyl hoic propyl paraben; catechol; resorcinol; xiclohexanol; 3-
pentanol; va m-cresol); polypeptit trong luong phén tir thdp (it hon khoang 10 gbe);
protein, ching han nhu albumin huyét thanh, gelatin hoc globulin mién dich; polyme
wa nudc nhu polyvinylpyrrolidon; axit amin nhu glycin, glutamin, asparagin, histidin,
arginin hoic lysin; monosacarit, disacarit va cac loai carbohydrat khac bao gbm glucozo,
mannozo hodc dextrin; cac chit tao phitc nhu EDTA; céc loai dudng nhu sucrozo,
mannitol, trehalozo hodc sorbitol; cac ion phan Umg tao mubi nhu natri; phitc hop kim
loai (vi du, phitc hgp Zn-protein); va/hodc chét hoat dong bé mat khong ion nhu
polyetylen glycol (PEG).

Chét mang dugc dung hitu ich trong céc cong thirc theo sang ché nay ciing c6 thé
bao gdm céc chit phan tin thudc & k&, nhu glycoprotein hyaluronidaza hoat tinh trung
tinh hoa tan (SHASEGP) (vi du, xem Bing doc quyén sing ché My Cong bd S6
2005/0260186 va 2006/0104968), ching han nhu glycoprotein hyaluronidaza PH-20
hoa tan & ngudi (vi dy, rHuPH20 hoic HYLENEX®, Baxter International, Inc.).
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B4 sung téc nhan tri liéu khang thé ciing ¢6 thé dugc biy trong vi nang duge diéu
ché, vi du, b%mg ky thuat tao giot hodc bﬁmg cach trung hop mat phan cach, vi dy,
hydroxymetylxenluloza hodc vi nang gelatin va vi nang poly-(metylmethacylat), tuong
tng, & hé phén phdi thudc keo (vi du, liposom, vi cau albumin, vi nhii, nano-particles
va nang nano), hogic & hat nhii macro. Cac k¥ thuét nay da dugc bdc 16 trong Remington's
Pharmaceutical Sciences tai ban 1an thi 16, Oslo, A., Ed. (1980).

Theo mdt s phuong 4n, cong thirc ndy c6 thé 1a ché phim giai phong kéo dai
khéng thé va/hoic céc hoat chit khac. Céc vi du thich hop vé cac ché phdm giai phéng
kéo dai bao gdm c4c chit nén ban thdm cua polyme ky nude ran chira khang thé, céc
chit nén nay ¢ dang vat phém dugc dinh hinh, vi du mang, hodc vién nang si€u nho.

Thong thudng, cac cong thic theo sang ché nay s& duoc sir dung cho dbi tuong
1a v6 tring. C4c cong thitc vo6 trung co6 thé duge chun bi dé dang bang cach st dung
cac k¥ thuat ndi tiéng, vi duy, béng cach loc qua mang loc vo trung.

Viéc st dung va phuong phap diéu tri

Du tinh rang ché phim hoic cong thuc bét ky chira khang thé khang IL1RAP
theo sang ché nay c6 thé duoc str dung cho phuong phép hodc muc dich sur dung bét ky,
nhu trong cac phuong phap tri liéu, ma sir dung kha néng cua chiung dé lién két dac higu
véi ILIRAP vd/hodc ngin chin hoat dong cua IL1IRAP, déc bi¢t ngén chan kha ning
IL1RAP lam trung gian truyén tin hiéu ndi bao béi cac cytokin ho IL-1, IL-1a, IL-1B,
IL-33, IL-36a, IL-36pB, va/hodc IL-36T. Cac con dudng truyén tin hiéu ndi bao dugc
didu hoa boi ILIRAP bao gdm céc con dudng IL-1, [L-33 va IL-36, va cu thé hon, bao
gSm it nhat cac con duong truyén tin hiéu dugc kich thich bdi cac chét chu véan cytokin
IL-1a, IL-1B, IL-33, IL-360., IL-36f va/hodc IL-36y. C6 thé xét nghiém trong phong thi
nghiém viéc e ché cac con duong truyén tin hiéu duoc diéu hoa boi ILIRAP béng cach
st dung xét nghiém ngéan chdn dua trén t& bao da biét bao gém xét nghiém té bao bao
c4o va xét nghiém ngan chin dya trén té bao so cép dugc mo ta trong phr‘?m Vi du cua
sang ché nay.

Bénh dugc didu hoa bsi ILIRAP c6 thé bao gdm bénh hogic tinh trang bt ky ¢6
lién quan dén ndng d6 cao trong dich co thé hoic mé cta ho cytokin IL-1 ma ILIRAP
d6ng vai trd 1a ddng thy thé trong viéc truyén tin hiéu trung gian: IL-1a, IL-16, IL-33,
IL-360, IL-36B, va/hoic IL-36y. Cac mirc IL-1a, IL-1B, IL-33, IL-360, IL-36f va/hodc

IL-36y ting cao c6 thé bao gdm, vi dy, c4c murc vugt qué mirc thuong thiy trong té bao

49



52497 50/321

ho#ic mé cu thé, hoidc ¢6 thé 13 mtrc d0 bét ky c6 thé phat hién dugc trong mot t€ bao
hodc md ma théng thudng khong biéu hién c4c cytokin nay.

Théng thudng, cac tinh trang hoic bénh dugc didu hda boi IL RAP biéu hién céc
dic diém sau: (1) cdc bénh ly lién quan dén tinh trang hodc bénh c6 thé dugc cam tmg
trén thuc nghiém & dong vat b%mg céch st dung IL-la, IL-1B, IL-33, IL-360, IL-36f3
va/hodc IL-36T, va/hodc bdi diéu chinh ting biéu hién cta IL-10, IL-1p, IL-33, IL-360,
IL-36pB va/hodc IL-36T; va (2) cac bénh ly li€n quan dén tinh trang hoic bénh phat sinh
trong cic m6 hinh dong vat thi nghiém c6 thé bi ttc ché béi cac tac nhan duge biét 1a tc
ché hoat dong cta IL-1a, IL-1pB, IL-33, IL-36a, IL-36f va/ hodc IL-36r.

IL-1a, IL-1pB, IL-33, IL-36a, IL-36p va/hodc IL-36T dugc biét dén 1a cac cytokin
tién viém, tuy nhién, chirc ning bt thuong cta IL-1, IL-33, va/hodc céc con dudng
truyn tin hiéu IL-36 duoc kich thich bai cée cytokin ndy duoc diéu hoa bsi IL RAP voi
tir cach 13 ddng thy thé, dugc biét 1a c6 lién quan dén nhiéu loai bénh va tinh trang
thuong bao gdm nhung khong gidi han & céc bénh viém nhiém, bénh tu mién dich, bénh
dudng hé hép, réi loan chuyén hoa, nhiém tring va ung thur.

Vi du, mdt loat céc tinh trang va bénh li€én quan dén chuc niang bét thudong cla
su truyn tin hiéu IL-33, va do d6, ciing duoc diéu hoa boi hoat dong ctia ddng thu thé
IL1RAP bao gdbm nhung khong giéi han ¢: r6i loan duge didu hoa boi cé thé 1a tinh
trang viém nhi®m (vi dy, hen suyn, ting phan img dudng thd, viém dudng tho, nhiém
tring huyét, sbc nhiém tring, viém da di (mg, viém miii di img, viém khop dang thip,
ho#c bénh phéi tic nghén man tinh (COPD)); 151 loan mi2n dich (vi dy, hen suyén, viém
khép dang thép, di tmg, di tmg di tmg, sdc phan vé, sbc phan vé, viém mdii di ing, bénh
vAy nén, xo cimg hé théng, bénh viém ruét (IBD), bénh Crohn, tiéu dudng hodc bénh
gan); 161 loan xo héa (vi dy, xo hoa phéi vd can (IPF)); r6i loan ting bach cAu 4i toan
(vi dy, 161 loan tiéu héa lién quan dén bach cu 4i toan, ching han nhu viém thyc quan
tang bach cAu 4i toan); nhiém tring (vi dy, giun san, dong vat nguyén sinh, ching han
nhu Leishmania chinh, hodic nhiém virus, ching han nhu RSV hodc cum); dau (vi dy,
dau do viém); rdi loan hé than kinh trung wong (vi du, bénh Alzheimer); khéi u rén (vi
du, khéiu v, Kkhéi u rudt két, khbiu tuyén tién liét, khéiu phéi, khéi u than, khéi u gan,
khéiu tuyén tuy, khdi u da day, Kkhéi u ru6t, khéi u ndo, khdi u xwong hoic khéi u da);
hodc rdi loan nhan khoa. Céc 161 loan nhén khoa cu thé dugc diéu hoa bai IL-33 bao

gbm nhung khong gi6i han ¢: thodi hda diém vang lién quan dén tubi tac (AMD), bao
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gdm AMD thé uét, AMD thé kho, AMD trung gian, AMD tién trién v teo dia 1y (GA)),
bénh véng mac (vi du, bénh tiéu duong) bénh vong mac (DR), bénh vdng mac & tré sinh
non (ROP) va DR dé cao), bénh mach mau hac mac da hinh (PCV), phti hoang diém do
tiéu dudng, bénh khé mit, bénh Behcet, bong vng mac, ting nhén 4p, viém mang bd
dao (vi du, nhiém trung va khong nhiém tring), viém vdng mac séc t6, bénh mi bim
sinh Leber, bénh Stargardt, chan thuong mét va viém két mac (vi dy, viém két mac
nhifm tring, viém két mac khéng nhidm tring va viém két mac di img).

Tuong tu, mot loat cac tinh trang va bénh lién quan dén chirc nang bét thuong
cia IL-1, v& do d6, ciing duoc didu hoa bdi hoat dong clia ddng thu thé ILIRAP bao
gbm nhung khdng gi6i han ¢: viém tuy cAp; bénh xo0 cling teo co mot bén (ALS); Bénh
Alzheimer; chirng suy mon/chén &n, bao gbm chimg suy mon do AIDS; hen suyén va
cac bénh phéi khac; xo vita ddng mach; viém mach tu mién dich; hdi chimg mét méi
man tinh; Cac bénh li€n quan dén Clostridium, bao gém tiéu chay do Clostridium; tinh
trang va chi dinh mach vanh, bao gém suy tim sung huyét, tai hep mach vanh, nhdi mau
co tim, rbi loan chirc ning co tim (vi dy, lién quan d&n nhiém trung huyét) va ghép bic
cu dong mach vanh; ung thu, chéng han nhu da u tiy va u tay (vi du AML hoic CML)
va cac bénh bach cAu khac, ciing nhu di cin khdi u; bénh tidu dudng (vi dy, bénh tiéu
duodng phu thudc insulin); lac ndi mac tir cung; sbt, dau co xo hda; viém ciu thin; bénh
ghép so v6i vat chiv/tlr chdi chy ghép; sbc mét méu; ting cam giac dau; bénh viém rudt;
tinh trang viém khép, bao gdm viém xuong khop, viém khép vay nén va viém khép
dang thép; bénh viém mit, c6 thé 1ién quan dén, vi du nhu ghép giac mac; thiéu méu cuc
b0, bao gém thiéu mau ndo (vi du, chin thuong ndo do chin thuong, dong kinh, xut
huyét hosic dot quy, mdi nguyén nhén c6 thé din dén thoai hoa thin kinh); bénh
Kawasaki; suy giam kha nang hoc tap; bénh phéi (vi dy, ARDS); bénh da xo cling; bénh
co (vi dy, chuyén héa protein co, dac biét 1a trong nhidm trung huyét); nhiém doc than
kinh (vi dy, nhu dugc cam tmg bai HIV); logng xwong; dau, bao gbm ca dau lién quan
dén ung thu; Bénh Parkinson; bénh nha chu; sinh non; bénh vay nén; tai tuéi mau chin
thuong; s6¢ nhiém triung; tic dung phu cta xa tri; bénh khép thai duong ham; 16i loan
gidc ngi; viém mang bd dao; hoic tinh trang viém do cang co, bong gén, tén thuong
sun, chin thwong, phau thuat chinh hinh, nhiém tring hogc céc qua trinh bénh khac.

Céc chit dong vai trod 1a chét déi van hodc chit e ché cac con dudng truyén tin

hiéu IL-1, IL-3 3 va/hodc IL-3 6 dang dugc phat trién 14m sing dé diéu tri mot loat bénh
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va tinh trang, bao gdbm nhung khong giéi han ¢ nhimg didu sau : mun trimg c4, viém
loét dai trang nang cip tinh, bénh Still khéi phat & ngudi 16, viém mii di ing, xo cling
toan than, viém khép (bao gdm bénh git, bénh thiéu nién, loing xuong va thap khép),
dau do viém khép, hen suyén, xo vita dong mach, cham di img, bénh Behcet, chimg suy
mon, ung thu (bao gdm vi, dai truc trang, phdi khéng phai t& bao nho va tuyén tuy),
bénh phdi tic nghén man tinh, hoi chimg khé mat, hoi chung ty viém do cam lanh c6
tinh chét gia dinh, sét Dia Trung Hai c6 tinh chét gia dinh, di tmg thuc phdm, bénh vay
nén mun mu toan than, viém tuyén md hoi mung mu, hoi ching tang IgD, ting axit uric
mau, hdi chimg Muckle-Wells, bénh viém da hé théng khoi phat & tré so sinh, dau co
xuong, mun mu & 1ong ban tay, ban chin, bénh mach méu ngoai vi, dau da co do thép
khép, polyp mili, vay nén, viém da mu hoai thu, tai hep, thiéu mau hdng ciu hinh liém,
viém xoang, héi chimg dinh ky lién quan dén thy th& TNF, bénh tiéu dudng loai 2 va
viém loét dai trang.

Du tinh ring ché phdm hoac ché phim bat ky trong s6 cac ché pham hoic cong
thie chira khang thé khang ILIRAP theo sang ché nay c6 thé dugc st dung trong mot
phuong phap hodc muc dich sir dung dé diéu tri bénh hoic tinh trang bét ky trong sb cac
bénh hoic tinh trang dugc liét ké trén day c6 li€n quan dén chirc ning bét thudng cua
con dudng truyén tin hiéu IL-1, IL-33 va/hoac IL-36 va do d6 duoc diéu hoa boi hoat
dong ddng thu thé cua ILIRAP. Néi chung, nhitng tinh trang va bénh nay bao gbm
nhung khong gi6i han & cac bénh viém nhiém, bénh tw mién dich, bénh dudng hd hép,
rdi loan chuyén héa, nhiém tring va ung thu.

Theo d6, theo mot s6 phuong 4n, ché phim hogc cong thire chira khang thé khang
IL1RAP theo sang ché nay c6 thé dugc st dung trong phwong phép, liéu phap, duoc
phém, chin doéan hoic sir dung dé diéu tri tinh trang ho#c bénh duge chon tir myn tring
cé, viém tuy cAp, viém loét dai trang ning cdp tinh, bénh Still khoi phat & ngudi 16m,
thoai héa didm vang do tudi tic (AMD), ting phan tmg dudng thd, viém duong tho,
viém két mac di tmg, viém mili di tng, di Ung, bénh Alzheimer, bénh xo cimg teo co
mdt bén (ALS), sbc phan vé, dau do viém khép, hen suyén, xo vita dong mach, viém da
di ing, cham di tmg, viém mach ty mién, bénh Behcet, ung thu xuong, ung thu néo, ung
thu v\, suy mon/chan an, tdn thuong sun, thiéu mdu ndo, hdi chimg mét mo6i man tinh,
bénh phéi tic ngh&n man tinh, bénh lién quan dén Clostridium, ung thu rut két, suy tim

sung huyét, viém két mac, ghép bic cAu mach vanh, tai hep mach vanh, bénh Crohn,
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bénh tiéu duong, phi hoang diém do tiéu duong, bénh véng mac do tiéu duong, bénh
khé mét, lac ndi mac tir cung, réi loan tiéu héa lién quan dén bach cau 4i toan, viém thuc
quan ting bach ciu 4i toan, hoi chimg ty viém do cam lanh c6 tinh gia dinh, sbt Dia
Trung Hai c6 tinh gia dinh, sbt, dau co xo hoa, 161 loan xo hoa, di img thuc phém, bénh
vay nén myn mu toan than, bénh ting nhan ap, viém cu than, viém khép do gut, bénh
manh ghép chéng lai vt chi, nhiém giun sén, sbc xuét huyét, viém tuyén md héi ma,
chung ting huyét 4p, hoi ching ting IgD, ting axit uric mau, X0 phdi vo cin (IPF), dau
do ung thu, nhidm tring, bénh viém rudt (IBD), tinh trang viém nhiém do cing thing,
bénh viém mét lién quan dén ghép gidc mac, dau do viém, cim, ung thu duong rudt,
thiéu méau cuc bd, viém khép vi thanh nién, bénh Kawasaki, ung thu than, bénh md bim
sinh Leber, ung thu gan, bénh gan, ung thu phdi, hoi ching Muckle-Wells, da u tuy,
bénh da xo cimg, dau co xuong, dau tily va cic bénh bach cAu khéc, rdi loan chirc ning
co tim, bénh co, polyp mili, bénh viém da hé théng khéi phat & tré so sinh, nhiém doc
than kinh, viém két mac khong nhiém tring, ung thu phdi khong phai té bao nho, phiu
thuat chinh hinh, viém xuong khép, lodng xuwong, dau, mun mu long ban tay ban chén,
ung thu tuyén tuy, bénh Parkinson, nha chu bénh mach mau ngoai vi, dau da co do thép
khép, bénh ly mach mau mang dém da hinh (PCV), sinh non, ung thu tuyén tién liét,
nhiém tring don bao, bénh vy nén, viém khép viy nén, viém mu da hoai thu, t6n
thuong tai tui mau, vims hgp bao ho hép (RSV), tai hep, bong vdng mac, viém vdng
mac sic td, bénh vong mac & tré sinh non (ROP), viém khép dang thap, sdc nhiém trung,
thiéu mau hdng cAu hinh 1iém, tic dung phu clia xa tri, viém xoang, ung thu da, r6i loan
gifc ngi, bong gan, bénh Stargardt, ung thur da day, bénh khop thai duong ham, thy thé
TNF héi chimg dinh ky lién quan, thai ghép, chén thuong, chén thuong mét, tiéu dudng
loai 2, viém loét dai trang va viém mang bd dao.

Nhu duge boc 10 trong ban md ta nay, bao gém ca trong cac vi du dudi day, céc
khéng thé khang IL1RAP theo sang ché nay c6 kha ning 1am giam, {rc ché va/hoic chin
truyén tin hiéu ndi bao dugc diéu hoa boi ILIRAP, bao gém cac con duong truyén tin
hiéu IL-1, TL-33, va IL-36. Theo d6, theo mot s6 phuong 4n, sang ché ndy dé xuit
phuong phép diéu tri bénh hodc tinh trang dugc didu hoa boi ILIRAP ¢ ddi tuong,
phuong phép nay bao gbm viéc st dung cho dbi tuong lugng c6 hiéu qua tri ligu cta

khang thé khéang ILIRAP theo sing ché nay hoic st dung cho déi tuong cén lugng c6
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hiéu qua tri liéu cta ché phdm dugc chira khéng thé khang ILIRAP theo séng ché nay
va chit mang dugc dung.

Nhu duge bdc 16 & noi khac trong ban mé ta nay, cac khang thé khang ILIRAP
theo sang ché nay cé khi ning lam giam, {rc ché va/hoic ngin chin cac con duong
truyén tin hiéu IL-1, IL-33, va IL-36 . Theo do, sang ché nay ciing dé xudt cac phuong
phap diéu tri bénh va tinh trang dap img véi viéc giam, uc ché, va/hodc ngin chin céac
con dudng truyén tin higu IL-1, IL-33, va/hozc IL-36.

Thém vao d6, cac khang thé khang IL1RAP theo sang ché nay c6 kha ning lam
giam, e ché va/hodc ngan chin truyén tin hiéu ndi bao duge kich thich bdi chét chu
van IL-1a, IL-1B, IL-33, IL-36a, IL-36p, va/hodc IL-36T. Theo do, sang ché nay cling
d2 xuét cac phuong phap diéu tri bénh va tinh trang dép tng v6i viée giam, trc ché,
va/hodc ngén chin truyén tin hiéu ndi bao dugc kich thich boi chit chu van IL-1a, IL-
1B, IL-33, IL-360, IL-36p, va/hodc IL-36y.

Céc con dudng truyén tin hiéu IL-1, cfing 13 cac con dudng truyén duoc diéu hoa
boi IL1IRAP, ¢6 lién quan dén nhiéu dang ung thu. Theo d6, theo mot sd phuong 4n,
sang ché nay dé xult phuong phép didu tri bénh ung thu & d6i tugng, phuong phap nay
bao gdm viéc cho ddi tugng cin diéu tri st dung luong c6 hiéu qua tri liéu ciia khang
thé khang IL1RAP theo sang ché nay hoic cho dbi twong luong c6 hiéu qua tri liéu cta
ché phim duoc bao gdm khéng thé khang IL1RAP theo sang ché nay va chit mang duoc
dung.

Ca ba con dudng truyén tin hiéu IL-1, IL-33 va/hodc IL-36, cling 1a con dudng
truyén duge didu hoa béi ILIRAP, déu c6 lién quan dén bénh hen suyén. Theo do, theo
mot sb phuong 4n, sang ché nay dé xuét phuong phap diéu tri bénh hen suyén & dbi
tuong, phuong phap nay bao gdm viée cho ddi tugng can diéu tri lugng c6 hiéu qua tri
liéu ctia khang thé khang IL1RAP theo sang ché nay hoic cho ddi tugng str dung phuong
phap lugng c6 hi€u qua tri li€u ctia ché phdm dugc bao gdm khang thé khang ILIRAP
theo sang ché nay va chit mang duogc dung.

Theo mot sb phuwong 4n, séng ché nay @& xuét phuong phap diéu tri va/hodc ngin
ngira bénh duoc didu hoa bsi ILIRAP, con dudng truyén tin higu bénh dugc diéu hoa
bai IL-1, IL-33, va IL-36, va/hodc bénh dugc diéu hoa boi truyén tin hiéu ndi bao dugc
kich thich bdi cac chat chi vén IL-1a, IL-1p, IL-33, IL-36a, IL-36B va/hodc IL-36y.

Theo céc phuong 4n didu tri nhw vy, phuong phap bao gom sir dung cho d6i twong can
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didu tri, lugng c6 hidu qua tr liéu cha khang thé khang ILIRAP, hoc ché phim hozc
cong thirc dugc chira khing thé khang IL1RAP nhu duge md ta trong ban m6 ta nay.

Viéc st dung khéang thé, ché phém, hogc cong thirc duoc phii hop véi phuong
phap didu tri cung cAp hidu qua tri liéu duoc cam (mg khéng thé dé bao vé dbi tuwong
khoi va/hodc su tién tridn didu tri ciia bénh dwoc didu hoa boi ILIRAP & dbi tuong.
Theo mét sb phwong &n, phuong phap diéu tri c6 thé con bao gdm viéc st dung mot
hodc nhiéu tac nhan hojc phwong phap diu tri bd sung ma nhimg ngudi co hiéu biét
trong linh vuc nay da biét d& ngan ngira va/hodc diéu tri bénh hodc tinh trang duoc diéu
hoa bai ILIRAP. Céac phuong phap bao gbm str dung mdt hodc nhiéu chit bd sung nhu
vy c6 thé bao gdm st dung két hop (trong d6 hai hodc nhiéu tic nhan tri liéu dugc bao
gdm trong cliing cdng thirc hogc cong thirc riéng biét) va sit dung riéng biét, trong trudng
hop d6, viée st dung ché phim hoic cong thuc khang thé c6 thé xay ra trude khi st
dung, ddng thoi va/hodc sau khi sir dung tic nhén tri ligu bd sung.

Theo mét sé phuong 4n vé phuong phap didu tri theo sang ché nay, khang thé
khang IL1RAP hodc cong thirc duge chira khang thé khang IL1RAP dugc st dung cho
d6i tugng bing phuong thirc sir dung bét ky dé phéan phéi tic nhan ndy c6 hé thong, hodc
t6i mo6 dich mong mudn. Str dung toan than thudng d& cap dén phuong thirc st dung
khang thé bat ky vao d6i tuong tai vi tri khéc véi truc tiép vao vi tri, mo hodc co quan
dich mong mudn, sao cho khéng thé hodc cong thirc ctia n6 di vao hé théng tuan hoan
clia déi tugng va do d6, 1a dbi tugng trao di chit va cac qua trinh twong ty khac.

Theo d6, cac phuong thirc stt dung hitu ich trong cic phuong phap diéu tri theo
sang ché nay c6 thé bao gdm, nhung khéng giéi han 6, tiém, truyén, nhod thudc, va hit.
St dung bé'lng cach tiém c6 thé bao gém tiém tinh mach, ti€ém bép, trong dong mach,
trong ndi tuy mac, trong ndo tht, trong ndi nang, trong 6 mit, trong tim, trong da, trong
mang bung, trong khi quan, duéi da, dudi 16p biéu bi, trong khop, dudi bao, dudi mang
nhén, trong tuy sdng, trong ndo, va tiém va truyén trong xuong uc.

Theo mot sb phuong 4n, cong thie duge cuia khdng thé khang ILIRAP dugc bao
ché sao cho khang thé nay dugc bao vé khéi bi bat hoat trong rudt. Theo d6, phuong
phép didu tri c¢6 thé chira cong thic sit dung dudong migng.

Theo mot s6 phuong 4n, viéc st dung ché phdm hoic cong thirc chira khang thé
khang IL1RAP theo sing ché nay nhu dugc phim ciing dugc dé xuit. Thém vao do,

theo mot sd phuong 4n, sing ché ndy ciing dé xuat viéc sir dung ché pham hodc cong
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thie chira khang thé khang IL1RAP trong san xuét hogc didu ché dugc phim, cu thé 1a
dugc phim dé didu tri, phong ngira hoic trc ché bénh dugc diéu hoa boi ILIRAP. Theo
mot phuong an khéc, dugc phim nay dugc st dung trong phuong phap diéu tri, ngan
ngira hodc rc ché bénh dugc diéu hoa bsi ILIRAP bao gbm viéc st dung cho ca thé
méc bénh duoc didu hoa boi ILIRAP lugng c6 hidu qua cta duoc phdm. Theo céc
phuong 4n nhét dinh, dugc pham nay con bao gbm lugng c6 hiéu qua cua it nhét mot
tac nhan tri liéu bd sung, hoic diéu tri.

Theo mot phuong an khac, duge phdm nay 13 dé sir dung trong viéc diéu tri, trc
ché holic ngin ngira bénh duge didu hoa bai ILIRAP & ddi tuong bao gdm viée sir dung
cho ddi tuong ndy lugng c6 hiéu qua cua duoc phim dé didu tri, trc ché hodc ngin ngira
bénh duge didu hoa boi ILIRAP.

Pé phong ngira hodc diéu tri bénh hoic tinh trang dugc diéu hoa bai ILIRAP,
liéu luong thich hop cua khang thé khang IL1RAP c6 trong ché phim va cong thic theo
sang ché nay (khi dugc st dung mot minh hozc két hop véi mot hodc nhiéu tac nhan tri
lidu bd sung khac) s& tity thudc vao bénh hoic tinh trang cu thé dang duoc diéu tri, mic
d6 nghi€ém trong va dién bién cia bénh, liéu khang thé dugc stt dung cho myc dich
phong ngira hay trj lidu, liéu phép trudc ddy c6 duoc sit dung cho bénh nhén, tién sir
14m sang vA dap (mg clia bénh nhén véi khang thé, va quyét dinh cia béc si diéu tri hay
khong. Khéng thé khang IL1RAP c6 trong ché pham va cong thitc duge md ta trong ban
mo ta ndy, co thé dugc sir dung thich hop cho bénh nhan cling ltc hodc trong loat cac
phuong phép didu tri. Céc lich trinh dung thube khac nhau bao gom nhung khéng gi6i
han & viéc st dung mot 14n hodc nhiéu l4n trong céac thoi diém khéc nhau, st dung lidu
16n va truyén tinh mach dugc dy tinh trong ban m6 ta nay.

Tuy thude vao loai v mitc 6 nghiém trong cla bénh, khoang 1 pg/kg dén
15 mg/kg ctia khéng thé khang ILIRAP trong c6ng thic theo séng ché nay 1a liéu tmg
vién ban du dé st dung dbi twong & ngudi, cho du, vi dy, bang mdt hozic nhiéu 14n sir
dung riéng biét, hodic bing céch truyén lién tuc. N6i chung, liéu luong sir dung ctia khéng
thé s& nim trong khoang tir khoang 0,05 mg/kg dén khoang 10 mg/kg. Theo mot s6
phuong an, mdt hodc nhidu lidu khoang 0,5 mg/kg, 2,0 mg/kg, 4,0 mg/kg hodc 10 mg/kg
(hodc dang két hop bAt ky clia chiing) c6 thé dugc st dung cho bénh nhan.

Viéc str dung lidu c6 thé dugc duy tri trong vai ngay hodc lau hon, tury thude vao

tinh trang cua dbi tugng, vi du, viée sir dung ¢ thé tiép tuc cho dén khi bénh duoc diéu
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hoa bai ILIRAP duoc didu tri ddy du, nhu duge xAc dinh bing cac phuong phép da biét
trong linh vuc nay. Theo mot sb phuong an, liéu nap ban dau cao hon c6 thé dugce sir
dung, sau d6 13 mot hogc nhidu liu thdp hon. Tuy nhién, ché d¢ liéu luong khic ¢6 thé
hitu ich. Tién trinh hiéu qua tri liéu ctia viée sir dung liéu c6 thé duoc theo di bang céc
k¥ thuét va xét nghiém théng thuong.

Theo d6, theo mdt s6 phurong an cua cac phuong phép theo sang ché nay, viéc sir
dung khang thé khang IL1RAP bao gdm liéu hang ngay nam trong khoang tir khoang
1 mg/kg dén khoang 100 mg/kg. Theo mot sé phuong an, lidu ctia khang thé khéng
IL1RAP bao gdm lidu hang ngay it nhét 12 khoang 1 mg/kg, it nhét 1 khoang 5 mg/kg,
it nhét 13 khoang 10 mg/kg, it nhét 1a khoang 20 mg/kg, hojc it nhét 1a khoang 30 mg/kg.

Thém vio d6, cac khang thé khang IL1RAP theo sing ché nay c6 thé dugc st
dung trong cac phuong phip xét nghi€ém dé phat hién IL1IRAP. Do kha ning lién két
IL1RAP & ngudi v6i ai lyc cao, cac khang thé khang IL1RAP dugc bdc 19 trong ban m6
ta nay 1a thich hop véi nhiu phuong phép va dinh dang xét nghiém. Ngudi ta du tinh
ring cac khang thé khang IL1RAP ¢6 thé dugc sir dung trong phuong phap xét nghiém
bt ki da bibt, ching han nhu xét nghiém lién két canh tranh, xét nghiém sandwich truc
tiép va gian tiép, xét nghiém kich thich midn dich va xét nghiém hap thu mién dich lién
két voi enzym (ELISA) (Xem, Sola, 1987, Monoclonal Antibodies: A Manual of
Techniques, trang 147-158, CRC Press, Inc.) dé phat hién va dinh lugng ILIRAP. Theo
d6, theo mot sb phuong én, sang ché nay dé xuit phuong phép phat hién mirc ILIRAP
trong mAu sinh hoc, phuong phap nay bao gdm buéc cho mau tiép xic véi khang thé
khang IL1IRAP nhu duge bdc 16 trong ban md ta nay. Hon nira, theo mot s6 phuong 4n,
ngudi ta du tinh ring phuong phéap phat hi¢n mirc ILIRAP trong mau sinh hoc ¢6 thé
duoc str dung dé phat hién va/hodc chan doén tinh trang hoc bénh duogc diéu hoa bai
IL 1 RAP trong mAu sinh hoc, vi du, tir dbi tuong & ngudi.

V{ du thyc hién sang ché

Vi du 1: Tao ra khang thé khéang IL-1RAP
Phuong phap

Khang nguyén dich tai t6 hop

Céc trinh tu duge t6i wu héa bing don vi ma hoa & ngudi mé héa IL-1IRAP &
ngudi c6 chidu dai diy da (s6 truy nhip UniProt: Q9NPH3; sO ID TRINH TU: 6) va
IL-1RAP chidu dai ddy da & khi cynomoigus (sé truy nhap: P59822, SO ID TRINH TU"
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7) dugc téng hop béi Twist Bioscatics (San Francisco, Hoa Ky). Cac ving ngoai bao
hoa tan cta IL-IRAP & ngudi (céc gde tir 21 dén 359; SO ID TRINH TU: 1) va IL-
1RAP & khi cynomoigus (céc gbc tir 21 dén 359; SO ID TRINH TU" 2) dugc tao dong
trong plasmit pcADNT™3.1 d4 stra dbi (ThermoFisher Scientific, danh muc s6 V79020)
3 tao ra protein c6 ddu C Avitag™ (Avidity EEC) theo sau 14 nhén 10-His v6i trinh tu
lién két Glys giita hai nhan (viét tit 13 IL-IRAP-ECD-Avi-His & nguoi va IL-1RAP-
ECD-Avi-His & cyno).

Vecto biéu hién mang peptit din ddu VI2C & chudt dé thiic ddy qué trinh bai tiét
san pham ciing nhu trinh ty OriP. D4i v6i su biéu hién protein, cc plasmit ma hoa cho
IL-1RAP-ECD-Avi-His & ngudi va IL-IRAP-ECD-Avi-His & cyno (cac gbe tir 21 dén
359; SO ID TRINH TU: 1 va SO ID TRINH TU" 2, twong ing) va plasmit khong ma
héa duge ddng chuyén nhiém vio cac t& bao HEK293-EBNA dugc 1am thich img huyén
pht (tiéu chudn ATCC-LGL, Teddington, Vuong quéc Anh; Danh muyc S6: CRL-
10852) str dung Polyethyleneimin (PEL; Polysciences). Tém lai, cac t& bao dugc chuin
bi & muc 8 tridu té bao mbi ml trong RPMI 1640 (Biowest) dugc bd sung Pluronic F-68
0,1% (Gibco). Céc t& bao sau d6 duogc thay thé bing hén hop ADN-PEI & 37°C. Bén
gi®r sau khi chuyén nap, dich nudi cdy té bao duogc pha lodng theo ty 1¢ 1:1 trong EX-
CELL® 293 (Sigma Aldrich) dugc bd sung Phenol D6 va L-Glutamin 4 mM va G trong
5 ngay véi quy dao lic & 37°C, C02 5% va d6 Am 80%. Sau biéu hién, chét ndi trén bé
mit d3 dugc lam trong dugc didu ché bang cach ly tim va loc, pH duoc diéu chinh ¢ 7,4
(4°C) bang cach sir dung natri hydroxit 1 M. Céac hat Ni-Sepharozo Excell (GE
Healthcare) dugc thém vao chét ndi trén bé mat da dugc lam trong va G qua dém ¢ 4°C
trong diéu kién khudy nhe. Tiép theo, cac hdn hop duoc nap vao Cét Econo (Phong thi
nghiém Bio-Rad) dé tinh ché dong trong luc. DAu tién, cac hat dugc rira trong IX PBS,
pH 7,4 (1x10 CV), sau d6 IX PBS dugc bd sung imidazol 20 mM (2x10 CV) va cac
protein duge rira giai theo quy trinh rira gidi tmg budc bing cach sir dung 1an lugt IX
PBS, pH 7,4 dugc bd sung v&i imidazol 40 mM (10x1 CV), 80 mM (15x1 CV), 250 mM
(4x2 CV) va 500 mM (2x2 CV). C4c phén s6 dugc phan tich trén SDS-PAGE va duoc
chon dua trén d6 tinh khiét r3 rang. Cac ph?m quan tdm sau d6 dugc gop lai va thdm
tach theo TX PBS, pH 7,4 & 4°C. Chit luong protein duge dénh gia bing SDS-PAGE,
SE-HPLC va do ndi doc t6. Tém lai, SE-HPLC dugc thyc hién bang cot Tosoh
Bioscience TSKgel G3000SWxl (danh muc s6 08541, Tosoh Bioscience) & nhiét do
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phong véi dém natri phosphat 0,1 M, natri clorua 0,15 M, d6 pH 6,8 & dang rira gidi &
tbc @5 dong 1 ml/phut, trén hé théng HPLC Waters Alliance 2695 v6i may do PDA
Waters 2998 (Waters), theo déi & budc séng 214 nm va 280 nm. HE théng nhiéu hop
Endosafe-MCS tir Charles River sir dung xét nghiém duya trén Limulus amebocyte lysat
(LAL) dugc sir dung dé xac nhin mirc d6 ndi doc t8 cua vi khudn thip hon 0,5 EU/mg.
protein dung hop & ngudi va khi cynomolgus IL-1RAP-ECD- Avi-His dwoc danh dau
nhu duge mé ta trong ban mo ta nay c¢6 SO ID TRINH TU" 1 va 2, tuong tng.

Céc trinh ty duge t6i vu hoa bang don vi ma héa & ngudi ma héa céc mién ngoai
bao ciia IL-1RAP & ga (sb truy nhap: XP_422719,4; SO ID TRINH TU: 3) va thé kham
ga/nguoi (SO ID TRINH TU: 4 va 5) dugc tbng hop bdi Eurofins (Ebersberg, Dirc).
Céc ving ngoai bao hoa tan ciia IL-IRAP & ga (c4c gbe tir 139 dén 478; SO ID TRINH
TU: 3) va céc thé kham ITL-1RAP ga/ngudi (IL-1RAP-ECD(ggD1(5139-P246)-
hsD2(V132-V233)-hsD3(V234-E359))-Avi-His va IL-IRAP -ECD(ggDl (S139-
H260)-ggD2(S261-V349)-hsD3(V243-E359))-Avi-His; SO ID TRINH TU" 4 va 5,
twong Ung) dugc tao dong trong plasmit pcADN™3.1 da sira d6i (ThermoFisher
Scientific, danh muc sb V79020) d tao ra protein c6 dau C Avitag™ (Avidity LLC),
theo sau 13 nhan 10-His véi trinh ty lién két Glys giita hai nhén (viét tit la ggIL-1RAP-
ECD-Avi-His; IL-1RAP-ECD(ggDI(S139-P246)-hsD2(V132-V233)- hsD3(V234-
E359))-Avi-His va IL-IRAP-ECD(ggD1 (S139-H260)-ggD2(S261-V349)-hsD3
(V243-E359))-Avi-His). Vecto bidu hién ciing mang peptit din déu VI2C & chudt dé
thiic ddy qua trinh bai tiét san phim ciing nhu trinh ty OriP. Déi vi su biéu hién protein,
céc plasmit d3 néu trén va plasmit khong méi héa dé duoc dbng chuyén nap vao cac té
bio HEK293-EBNA dugc lam thich img véi huyén phu (tiéu chuin ATCC-LGL,
Teddington, Vuong qudc Anh; Danh myc S6: CRL-10852) st dung Polyethyleneimin
(PEL Polysciences). Tém lai, cac té bao d& duge chuin bi & mirc 8 trigu t€ bao trén moi
ml trong RPMI 1640 (Biowest) dugc bd sung Pluronic F-68 0,1% (Gibco). Céc té bao
sau d6 dugc thay thé bang hdn hop ADN-PEI ¢ 37°C. Bén gid sau khi chuyén nap, dich
nudi ciy té bao dugc pha lodng theo ty 18 1:1 trong EX-CELL® 293 (Sigma Aldrich)
duge bd sung Phenol Do va 4 mM L-Glutamin va @ trong 5 ngdy véi quy dao lac & 37°C,
C02 5% va d6 Am 80%. Viéc tinh ché cAc protein tai t6 hop tuan theo cac budc twong
tu nhu cac bude dugc mb ta & trén ngoai trir budce rira giadi duge thuc hién trong IX PBS

duoc bbd sung 500 mM imidazol. Chét luong protein dugc danh gia bang SDS-PAGE,
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SE-HPLC va phép do ndi doc t8, nhu mo ta & trén. IL-1RAP-ECD-Avi-His & ga, IL-
1RAP-ECD(ggDI(S139-P246)-hsD2(V132-V233)-hsD3(V234-E359))-Avi-His va IL-
1RAP-ECD(ggD1 (S139-H260)-ggD2(S261-V349)-hsD3(V243-E359))-Avi-His nhu
duoc md ta trong ban mo ta nay co SO ID TRINH TU: 3,4 va 5, tuong ung.
Dong té bao tai td hop

Trinh tw dugc t5i wru hoa bing ma héa & ngudi, hoic, IL-1RAP & ngudi c6 chiéu
dai ddy du (ID trinh tw UniProt QONPH3; cc gbc tir 1 dén 570; SO ID TRINH TU" 6)
hoic IL-1RAP & khi cynomolgus chidu dai ddy dt (ID trinh ty UniProt P59822; cac gbe
1-570; SO ID TRINH TU: 7) duoc tao dong trong plasmit pcADNT™3.1 duge cai bién
(ThermoFisher Scientific, danh muc s6 V79020). Vecto nay cling chira Protein huynh
quang xanh tdng cudng (eGFP) va gen khang puromycin (v6i cac yéu td vi tri xAm nhép
ndi bao (IRES) xen k&). Pdi véi su biéu hién protein, cic plasmit dd néu trén duoc
chuyén vao cic té bio CHO-S dugce 1am thich ung véi huyén phti (cGMP banked,
Invitrogen, danh muc s6 A1136401) bang cach st dung Polyetyleneimin (PEIL
Polysciences). Tom lai, cac té bao da dugc chudn bj & mirc 2 triéu té bao mdi ml trong
CD CHO (Gibco). Cac té bao sau d6 dugc thay thé bing hdn hgp ADN-PEI & 37°C.
Bén gid sau khi chuyén nap, dich nu6i cdy té bao dugc pha loing 1:1 PowerCHO 2
(Lonza) duoc bd sung 4 mM L-Glutamin va dugc 0 véi quf dao lac & 37°C, C02 5% va
d6 4m 80%. Bidu hién ctia IL-1RAP & ngudi hodc cyno duge dénh gid béng céch theo
doi biéu hién protein cua trinh bao c4o eGFP bing kinh hién vi huynh quang. IL-1RAP-
ECD-Avi- His protein dung hgp & ngudi va khi cynomolgus dugc danh dAu nhu dugc
md ta trong ban mo ta nay c6 SO ID TRINH TU" 6 va 7, tuong Ung.
Tao ra thu vién

Thu vién duoc st dung trong ban md ta nay 1a tir ngudn gbc téng hop véi tinh da
dang dugc giéi han & chudi ning (CDR-HI, CDR-H2 va CDR-H3) va chudi nhe VK3-
15/Jk1 cb dinh. Thu vién chira 4 thu vién con khac nhau dua trén cac dong mam khang
thé VH1-69, VH3-23, VH3-15 va VH3-53. CDR d& dugc chon ngu nhién bang cach
stt dung Trime oligonucleotit. Cac doan mdi dugce sir dung dé da dang héa CDR-HI va
CDR-H2 duoc thiét ké cho timg thu vién phy va ma héa tinh da dang xuét hién tu nhién
danh riéng cho dong mam tai cac gdc Rabat lan luot 1a 27-35 va 50-58. CDR-H3 da
duge chon nglu nhién bing cich st dung tip hop oligonucleotit ma héa 15 d6 dai CDR-
H3 (6-20) va tinh da dang xuét hién tu nhién theo do dai cu thé tai cac géc Kabat 95-
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102. Céc manh scFv da dang d3 duoc gop lai d& bét chude sw phan b chidu dai CDR-
H3 tu nhién va dugc tao dong vao pNGLEN (vecto phago pUCI119 dugce sua dbi noi
b6) va két qua 1 phan tmg néi duoc dién di vio cic té bao E. coli TG1. M&i thu vién
phu c6 d6 da dang ndm trong khoang tir 1,2x10'° dén 1,7x10'°, bdn thu vién phu dat 46
da dang tdng cong 1a 5,6x 10%°.
Chon loc thu vién

Céc hat phago dugc tinh ché tir mdi thu vién phu da dugce gdp lai (2,5x10!! don
vi tao phago/thu vién phu) va chin bing mudi dém phosphat (PBS) chira 3% (w/v) sita
tach kem (MPBS 3%) trong 1 gi® & nhiét 46 phong (RT). Céc hat Magnetic Dynabeads®
Protein G (Invitrogen, danh muc s6 10003D) va 200 nM IgG1 & nguoi dugce tron trong
MPBS 3% va dugc 1 trong 1 gio tai RT. Phago bi ngan chin di dugc bod chon ddi véi
cac hat duge pht IgG1 trong 1 gio tai RT. Phago sau d6 dugc 0 v6i 50nM protein dung
hop IL-1RAP Fe téi & hop & ngudi (Acrobiosystems, danh myc s6 ILP-H5256) trong 2
gidr tai RT. Cac phago lién két v6i khang nguyén dugc bat giit trén cac hat Protein G
trong 30 phut tai RT va cac hat dugc rira nam lan béng PBS chua 0,1% (v/v) Tween
(PBS-Tween 0,1%) va hai 13n voi PBS. Cac phago dugc rira giai bang 100 mM
trietylamin trong 10 phut ¢ RT va dugc trung hoa bang Tris-HC1 1 M pH 8. Cac phago
duogc rira giai duge st dung dé gay nhiém 10 ml té bao E. coli TG1 dang phat trién theo
cAp s6 nhan, Cac té bao duoc giy nhiém dugc nudi cAy trong mdi trudng 2YT trong 1
gidy & 37°C va tbc d6 quay 100 vong/phut (RPM), sau do trai trén cac dia thach 2YTAG
(mdi truong 2TY bd sung 100 pg/ml ampixilin va glucozo 2%) va u qua dém (ON) &
30°C. Cac khuén lac duoc loai bo khoi dia vao 10 ml 2YT va glycerol 15% (v/v) duge
thém vao dé bao quan & -80°C. Té bao TG1 tir dy trit glycerol dugc tang trudng & 37°C
va 240 RPM trong mdi truong 2YTAG cho dén khi OD & 600 nm dat 0,5. Sau d6, cac
t& bao dugc bdi nhidm véi phago tro gitp M13K07 bing cach sir dung bdi s6 1ay nhiém
(MOT) 1a 10 trong 1 gio & 37°C va 100 RPM. Mbi truong dich nudi cly sau d6 duoc
thay déi thanh 2YTAK (méi trudng 2YT bd sung 100 pg/ml ampixilin va 50 pg/ml
kanamycin) va céc té bao dugce tiép tuc nudi cdy ON & 30°C va 280 RPM. Ngay hom
sau, 10 pl phago chira chit ndi trén bé mit khong cé té bao dugc str dung cho vong chon
loc tiép theo. Téng cdng c6 ba vong chon loc duge thuc hién bang cach st dung cung
thiét 1ap thi nghiém.
Sang loc scFv bang SPR
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Phan tich Cong hudng plasmon bé mat (SPR) duoc sir dung dé xé4c nhén hoat
déng lién két dic hiéu cta cac dong scFv. Cac phép do dugc thuc hién trén thiét bi
Biacore 2000 (Biacore, GE Healthcare) bing Phin mém d6i chimg Biacore 2000 v3.2
& nhiét do phong va duge phén tich bang Phin mém dénh gia Biacore T200 (v3.1) ciia
clng nha san xuét. Protein dung hop IL-1RAP Fec téi td hop & ngudi (Acrobiosystems,
danh muc s TLP-H5256) va protein dung hgp IL-1RAP Fc tai t6 hop & chudt (Sino
Biologicals, danh muc sé 52657-M02H) dugc pha loang riéng 1¢ thanh nong do cudi
cing 13 200 nM trong dém axetat pH 4,5 (Biacore, GE Healthcare, danh muc sb
BR100350) va sau d6 duge cé dinh turong tmg trén Fe2 va Fed, dén mic khoang mot
nghin don vi cong huéng (viét tit 12 RU) trén CHIP cam bién CMS5 (Biacore, GE
Healthcare, danh muc s BR100012) st dung b kit ghép néi amin theo khuyén nghi
cta nha san xuét. HBS-EP (Biacore, GE Healthcare, danh myc s6 BR100188) da dugc
st dung lam dém chay. Cac chit chiét xuit chu chét d3 loc duoc tiém tryc tiép vao chip
cam bién IL-1RAP Fc & nguoi va IL-1IRAP Fc CM5 & chudt duge ghép cong héa tri.
Céc miu duge tiém vao duong din dong chay 1, 2, 3 va 4 (dudng dan dong chay 1 va 3
duoc stt dung lam tham chiéu) véi téc do dong chay 30 pl/phit trong 3 phit, sau do6 1a
thoi gian phén ly 1a 5 phit trong dém chay. Sau mdi sy kién lién két, bé mat dugce tai tao
bing dung dich Glycin pH 1,5 10 mM (Biacore, GE Healthcare, danh muc s6
BR100354) dugc tiém trong 1 phut véi tdc d6 30 pl/phat. Mbi phép do bao gdm cac
mAu c6 ndng do bing 0 ciing nhu céc chiét xuit chu chat scFv khong lién quan dé tham
khao va tinh dic hiéu, tuong Ung.

Sang loc scFv bang phuong phap dém té bao theo dong chay

Su lién két ctia cac dong scFv vdi cac té bao CHO biéu hién thoang qua protein
IL-1RAP & ngudi (SO ID TRINH TU: 6) hoic protein IL-1RAP & khi cynomolgus (SO
ID TRINH TU: 7) dugc d4nh gi4 bang phuong phap dém té bao theo dong chay. Cac
khuén lac E. colt riéng 1é tir vong chon loc thir ba dugc chon va phat trién trong moi
truomg 2TY b sung 100 pg/ml ampixilin va glucozo 0,1% trong cac dia giéng sau 96
giéng. scFv bidu hién dugc cam (g bing cach bd sung IPTG 0,02 mM va u ON ¢ 30°C
va 250 RPM. Céc té bao duoc ly tim va chiét xudt chu chét thu duoc bang cach tai tao
huyén phu céc hat vi khuén trong dém TES (50 mM Tris-HCI pH 8; 1 mM EDTA pH
8; 20% sucrozo) sau d6 U trén d4 trong 30 phut. Cac méanh vun cua té bao dugc loai bd

b%mg cach ly tdm, va chét ndi trén bé mat chira scFv dugc st dung trong thi nghiém dém
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t bao theo dong chay. Céc t& bao CHO biéu hién IL-1RAP va khéng dwoc chuyén
nhiém d3 duogc cdy véi mat @ 10° té bao/giéng trong céc dia vi chuin. Tiép theo, cac
dfa nay duogc ly tim d& loai bo chét ndi trén bé mit t& bao va 100 pl dich chiét chu chat
d3 dugc pha lodng truée d6 theo ty 1€ 1:1 trong PBS c6 chita 3% (w/v) albumin huyét
thanh bo (PBS-BSA 3%) dugc thém vao timg giéng va cac dia nay dugc 0 trong 30 phut
& 4°C. C4c té bao sau d6 duoc rira bing PBS-BSA 3% va dugc 1 v6i khang thé khéng
c-Myc & biotin-ga (danh myc Gallus Immunotech s6 ACMYC-B) dugc pha lodng & ty
16 1:200 trong PBS-BSA 3% trong 30 phut & 4°C. Tiép theo, céc té bao dugc rira bing
PBS-BSA 3% va dugc 1 voéi streptavidin APC (eBioscience, danh muc s6 17-4317)
duoc pha lodng theo ty 1& 1:100 trong PBS-BSA 3% trong 30 phut & 4°C. Cubi cing,
huynh quang cia té bao dugc do bing may dém t€ bao theo dong chiay FACSCalibur
(BD biosciences).
Canh tranh scFv bang ELISA

Kha niing cta cac dong scFv canh tranh véi khang thé khang IL-1RAP dugc danh
gia bang ELISA. Protein dung hop IL-1RAP Fc & ngudi (Acrobiosystems, danh muc s6
ILP-H5256) dugc phit ON ¢ 4°C 1én céac dia vi chuén 96 giéng & 1,5 pg/ml trong PBS.
Céc dia sau d6 dugc rira ba 1an v6i PBS-Tween 0,05% va chin bang PBS-BSA 3% trong
1 gio tai RT. Sau khi ngén chin va rira, 50 pl Fab & 10ug/ml dugc thém vao céc dia va
U trong 30 phit tai RT. Khong cén rira, 50 pl dich chiét chu chit duoc thém vao va
tiép cac dia nay trong 30 phit & RT. Céc dia sau d6 dugc rira sach va 50 pl khang thé
khang c- Myc & biotin-ga (danh myc Gallus Immunotech s6 ACMYC-B) pha lodng v&i
ty 1& 1:5000 trong PBS-BSA 3% dugc thém vao trong 1 gi0 tai RT. Sau khi ria,
streptavidin HRP dugc pha lodng & ty 1& 1/8000 trong PBS-BSA 0,3% va thém vao dia
trong 30 phut tai RT. Sau do, tAm ndy duoc rira sach va xét nghiém dugc phat trién b'ﬁmg
TMB (Sigma) trong 5 phut tai RT. Sau khi ngimg phan tng v6i H2804 (Sigma), do d6
hép thu & buéc séng 450 nm bing may do quang phd.
Biéu hién Fab va IgG1 LALA

Céc cADN mi héa cac ving hing s6 khéng thé khéc nhau dugc tdng hop gen bai
GENEART AG (Regensburg, Pirc) va bién ddi bing céc k¥ thudt sinh hoc phén tir tiéu
chudn. Céc san phAm PCR duoc phan hiy bing cic enzym cét gioi han ADN thich hop,
duge tinh ché va néi trong cac plasmit pcADN3.1 d dugc stra dbi (Invitrogen) mang

ving gen khéi dong CMV va poly-adenyl héa kich thich 5 & bo (poly(A)). Cac vecto
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biéu hién cling mang oriP, 1a ngudn gbc ctia qué trinh sao chép plasmit cia virut Epstein-
Barr va peptit din diu VI2C & chudt d8 tiét ra chudi polypeptit dugc ma hoéa. Pé dinh
dang lai cac dong thu vién scFv thanh cdc manh Fab IgG1 & ngudi hogc thanh IgGl
LALA & ngudi (IgG1 & ngudi véi cac dang thé 1L234A va L235A, danh s6 EU), mdi
dong scFv trong vecto thu vién phago ctia n6 dugc st dung dé khuéch dai cac cADN
VH riéng 1& ciia n6 bang PCR, tiép theo san phim PCR VH dugc tao dong trong vecto
pcADN 3.1 d4 sira di dugc mo ta phia trén ctia cADN mé héa mién CHI chudi ning
IgG1 & ngudi hodc nguoc dong cia cADN mé héa mién CHI chudi ning IgG1 & ngudi,
ban 18, mién CH2(1.234A/L235A) va CH3, trong khi d6 chudi nhe VK3-15/JK1 ¢6 dinh
(SO ID TRINH TU" 71) dugc sao chép trong vecto pcADN 3.1 da dugc sua dbi duoc
mo ta & trén ngugc dong ciia cADN ma hoa mién chudi nhe hing dinh kapa & ngudi.
Déi véi biu hién Fab va IgG1 LALA, s6 luong bang nhau ciia vecto chudi ning
va chudi nhe dugc ddng chuyén héa thanh cac t€ bao HEK293-EBNA dugc lam thich
ting véi huyén phit (ATCC, danh muyc s6 CRL-10852) béng céch sir dung PEL Théng
thuong, cac t& bao dugc chudn bi & murc 8 triéu té bao trén mbi ml trong RPMI duge bd
sung Pluronic F-68 0,1%. C4c t& bao sau d6 dugc thay thé bing hdn hgp ADN-PEL Bén
gi®r sau khi chuyén nap, dich nuéi cAy té bao dugc pha lodng theo ty 1€ 1:1 trong EX-
CELL® 293 dugc bd sung Phenol D6 va L-Glutamin 4 mM va 1 trong 5 ngay véi vige
lic theo qu§f dao & 37°C, C02 5% va do 4m 80%. Chét nbi trén bé mat dich nudi cdy
khong c6 té bao chira cic protein tai t6 hop dugc diéu ché bang céch ly tam, sau d6 loc,
va duoe stt dung d tinh ché thém. Protein Fab dugc tinh ché bang céch sir dung Ma tran
ai luc Capture Select™ IgG-CHI (ThermoScientific, danh muc s6 ThermoScientific.
danh muc s 194320050) va protein IgG1 LALA dugc tinh ché biang cach str dung Nhua
Ai Luc Protein A CaptivA® (Repligen, danh muc s6 CA-PRI-0100). Déi véi ca hai,

nhua 4i luc da dugce thém vao chét ndi trén b& mit dich nubi cdy da duoc loc va it ON &
4°C véi sy tron nhe nhang. Ngay hom sau, cac hat nhya dugc thu thap vao céc cft Poly-
Prep (Phong thi nghi¢ém Bio-Rad), duoc rira bang PBS va cic protein tai t5 hop duoc
rira gidi bing dém axit (thuong 14 glycin 0,1 M pH 3). Sau khi trung hoa véi 1/10 thé
tich Tris-HCI pH 8, c4c ché phim dugc trao d6i dém thanh PBS.
Ali lyc lién két Fab d6i v6i IL-RAP

Cong hudng plasmon bé mit (SPR) duge st dung dé do 4i lyc lién két cua céc

méanh Fab d6i voi IL-1RAP & ngudi, khi cynomolgus va/hodc chudt. Ai luc duoc do trén
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thiét bi Biacore T200 (Biacore, GE Healthcare) & 25°C va dugc phén tich bing Phén
mém danh gia Biacore T200 (v3.1). Cac phép do duoc thuc hién trén chip cam bién
CMS5 Series S (Biacore T200, Biacore, GE Healthcare, danh muc s6 BR100530) két hop
v6i Fe khang IgG & ngudi (Biacore, GE Healthcare, danh muc s6 BR100839) bing cach
st dung bo ghép ndi amin thuong mai (Biacore, GE Healthcare, danh muc )
BR100050) hoic trén chip Series S BiotinCAPture (Biacore, GE Healthcare, danh muc
s6 28920234). Cac phép do SPR dugc thyc hién v6i protein dung hop IL-1RAP Fe tai
8 hop & ngudi ¢ béan trén thi truong (Acrobiosystems, danh muc s6 ILP-H5256) va
protein dung hop IL-1RAP Fe t4i t6 hop & chudt (Sino Biologicals, danh muc sb 52657-
MO2H) holic véi protein tai t& hop IL-1RAP-avi-his & khi cynomolgus dugc danh diu
biotin duoc san xuét ndi bd (SO ID TRINH TU: 2).

Ai lyc v6i TL-1RAP & ngudi, khi cynomolgus va chudt dugc danh gid bing cach
¢b dinh IL-1RAP va st dung c4c manh Fab lam chét phén tich. Khoang 100 RU cua
protein dung hop IL-1RAP Fc & ngudi hodc chudt da dugc thu gitr trén fc2 cta chip cam
bién Series S CMS5 két hop v6i Fe khang IgG & nguoi va khoang 150 RU protein tai t6
hop IL-1RAP & khi cynomolgus dugc d4anh d4u biotin da duoc bét gift trén fc2 cia chip
Series S BiotinCAPture. Cac manh Fab dugc tiém trong d6ng hoc chu ky don & cac
ndng d6 khac nhau trong khoang tir 7,8 dén 500 nM, trong dém HBS-EP+ (Biacore, GE
Healthcare, danh muyc s6 BR100669) & tbc d6 dong 30 pl/phut trong 3 phit trén fcl va
fc2 (fcl dang duge st dung lam tham chiéu). Su phan ly dugc theo ddi trong 5 phut.
Sau mdi chu ky, bé miat duge tai tao voi 60 pl dung dich tai tao cung cAp clng v6i bd
kit bt gift Fc khang IgG ¢ ngudi (Biacore, GE Healthcare, danh muc s BR100839)
hodc bo kit BiotinCAPture (Biacore, GE Healthcare, danh muc $628920234) twong Gng.
Dit liéu thuc nghiém duoc xtt ly bing md hinh khép dong hoc Langmuir 1:1. Cac phép
do bao gdm cac mau khong c6 ndng d6 dé tham khao. Céc gié tri Chi2, U va céc gbc
dugc su dung dé danh gia chét luong ctia sy phit hop gitta dit liéu thi nghiém va cac mé
hinh lién két riéng 1¢.

Xét nghiém ngan chin IL-1R1/IL-1B/ /TL-1RAP

Kha ning cac manh Fab ngén chan twong tac gitra phuc hop thu thé/cytokin IL-
1RAP va IL-1R1/IL-1B dugc danh gia bing SPR. Khoang 50 RU protein dung hop IL-
1RAP Fc & nguoi (Acrobiosystems, danh muc s6 ILP-H5256) da dugc cb dinh trén fc2
cua chip cam bién Series S CM5 trudc day da duoc phi Fe khang IgG & nguoi (Biacore,
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GE Healthcare, danh muc s6 BR100839) sir dung bd ghép nbi amin thuong mai
(Biacore, GE Healthcare, danh muc s6 BR100050). Manh Fab dugc ti€ém & ndng d6 300
nM trong HBS-EP+ trong 4 phit so véi fel va fc2 (fcl dang dugc st dung lam tham
chiéu) dé dat dén d6 bio hoa ctia IL-IRAP dugc cb dinh & ngudi, sau d6 tiém 1an thir
hai dung dich TL-1R1 d tron sin (H¢ théng R&D, danh myc s6 296-IR-100) & 50 nM,
IL-1B (Peprotech, danh muyc s6 200-0IB) & 100nM va manh Fab ¢ 300 nM trong dém
HBS-EP+ trong 2 phut. Sau mdi chu ky, bé mat duogc tai tao v6i 60 pl dung dich tai tao
cung cp cling voi b kit bét git Fc khang IgG ¢ nguoi (Biacore, GE Healthcare, danh
muc sé BR100839).
Anh xa mién

Mi2n cta IL-1RAP duge hudng dich boi cac dong IgG1 LALA da duoc xac dinh
bing xét nghiém lién két SPR. Khoang 150 RU cua IgG1 LALA da duge c¢b dinh trén
fc2 ctia chip cam bién Series S CMS5 truée d6 duge phu Fe khang IgG & ngudi (Biacore,
GE Healthcare, danh muc sé BR100839) béng cach sir dung bd ghép ndi amin thuong
mai (Biacore, GE Healthcare, danh muc s6 BR100050). IL-1RAP-avi-his & nguoi, IL-
1RAP-avi-his & ga, protein kham bao gbm mién 1 cia IL-RAP & ga dugc hop nhét voi
mién 2 va 3 ctia IL-1RAP & ngudi (gg- hs-hs-IL-1RAP- ECD-avi-his) va protein kham
bao gdm mién 1 va 2 ctia IL-1RAP & ga dugc hop nhét véi mién 3 cua IL-1RAP & nguoi
(gg-gg-hs-IL-1RAP-avi-his) dugc tiém riéng 1¢ & ndng d6 50 nM trong HBS-EP+ trong
3 pht trén fc1 va fe2 (fel dang dugce sir dung ]am tham chiéu), tiép theo 13 phan ly trong
dém HBS-EP+ trong 5 phut. Sau mdi su kién lién két, bé mat dugc tai tao vdi 60 pl dung
dich t4i tao cung cAp véi bo kit bét giit Fc khang IgG & ngudi (Biacore, GE Healthcare,
danh muc s BR100839).
Chdng chit quyét dinh khang nguyén

Chdng chét quyét dinh khang nguyén clia cac manh Fab trén IL-1RAP & nguoi
duoc dénh gi4 bing phuong phap Giao thoa ké 16p sinh hoe (BLI). Cac phép do dugc
thye hién trén thiét bj OctetRED96e (ForteBio) va dugc phén tich bing phn mém Data
Analyis HT phién ban 11.1 (Octet, ForteBio). Protein IL-1RAP-avi-his ¢ nguoi dugc
d4nh déu biotin dugc san xuét ndi bo (SO ID TRINH TU" 1) duge nap & mic 1 pg/ml
trong dém dong hoc (ForteBio, danh muc s6 18-1105) trén Cam bién sinh hoc
streptavidin SA (ForteBio, danh muc s6 15-5019) trong 5 phit. Cam bién sinh hoc
Streptavidin dugc ¢b dinh vé6i khang nguyén IL-1IRAP & ngudi duoc danh déu biotin

66



52497

67/321

duoc nhing vao dung dich Fab 1 200 nM (Fab bao hoa) trong 10 phut, sau d6 nhing
lién tiép vao dung dich hdn hop Fab 1 200 nM va Fab 2 200 nM (Fab canh tranh) trong
5 phut. T4t ca cac budc duoc thyc hién & 25°C va lac 1000 RPM. Céc cam bién sinh
hoc streptavidin méi da dugc c¢b dinh vé6i IL-1RAP & nguoi duge danh d4u biotin trudc
mdi chu ky.
Két qua

Céc dong ScFv thé hién sy lién két dc hiéu véi protein dung hop IL-1RAP Fe &
ngudi bing SPR ciing nhu sy lién két dic hidu véi ca té bao IL-1RAP CHO & nguoi va
cynomolgus, nhung khong thé hién sy lién két véi protein dung hop IL-1RAP Fe & chuot
boi SPR d3 dugc giai trinh ty va trinh tu duy nhét da duoc dinh dang lai trong manh Fab
8 mb ta thém. Cac dong ScFv thé hién kha nang lién két dic hi¢u véi ca protein dung
hop IL-1RAP Fc & ngudi va protein dung hop IL-1RAP Fc & chudt bing SPR, ciing nhu
thé hién kha ning lién két dic higu v6i ca té bao IL-IRAP CHO & ngudi va cynomolgus
va canh tranh v&i khang thé khang IL-1RAP dugc biét 12 ngin chan sy tuong tac gitra
IL-1RAP va phirc hop thu thé/cytokin IL-1R1/IL-P d4 dugc gidi trinh tu va cac trinh tu
duy nhét ciing duoc dinh dang lai trong manh Fab dé mo ta thém dic tinh. M ta dac
tinh hoa sinh bao gdm danh gia cac mdi 4i lyc lién két, danh gid chiic nang dugc thye
hién bing cach stt dung cac xét nghiém ngan chan IL-1R1/IL-1p/ IL-1RAP va hudng
dich quyét dinh khang nguyén dugc xac dinh bing cich sit dung 4nh xa mién va xét
nghiém chdng chét quyét dinh khéang nguyén.
Ai lyc lién két Fab d6i voi IL-RAP

Hai muoi bén dong Fab thé hién 4i lyc lién két voi IL-1RAP & ngudi voi hing
56 phan ly c4n bing (KD) dudi 1 pM nhu duge xéc dinh bi SPR. dong khang IL-1RAP-
UCP02-C8, sau day con duge goi 1a khang IL-1RAP-C8, thé hién &i luc cao nhét ddi
v6i ca TL-1RAP & nguoi (2,2 nM) va IL-1RAP (2,2 nM) & khi cynomologus nhung
khong lién két véi IL-IRAP & chudt. Dong khang IL-1RAP-UCP02-C3, sau dy con
duoc goi 1a dang khing IL-1RAP-C3, thé hién &i luc cao v6i IL-1RAP (0,63 nM) ¢
chu6t va 4i luc twong ty voi IL-1RAP & ngudi so v6i dong khang IL -1RAP-C8 (2,8 nM
va 2,2 nM tuong tmg). Tuy nhién, dang khéng IL-1RAP-C3 thé hién 4i luc thép khoang
40 1An d6i v6i IL-1RAP & khi cynomolgus (110 nM) hon so v6i IL-IRAP & nguoi (2,8
nM). S nhan dang trinh tu chudi niing va ai lyc lién két ctia cac dong dugc dé cap dugc

b4o cdo trong Bang 1.
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Tén dong Dong chudi ning SO [[L-IRAPKD  [[L-IRAP KD (M) [[L-1RAP KD
ID TRINH TU (nM) & ngudi  |& khi Cynomolgus (nM) & chudt

Fab khéng IL-IRAP-UCP02-A4 [SO ID TRINH TU: 8 (84,3 103 NB
Fab khang IL-IRAP-UCP02-A6 |SO ID TRINH TU: 9 223 197 INB
Fab khéng IL-IRAP-UCP02-B11{SO ID TRINH TU: 10 98,1 78,7 INB
Fab khang IL-IRAP-UCP02-B5 SO ID TRINH TU: 11 311 INB INB
Fab khéng IL-IRAP-UCP02-C3 (SO ID TRINH TU: 12 2,8 110 0,63
Fab khang IL-IRAP-UCP02-C5 [SO ID TRINH TU: 13 368 334 INB
Fab khéng IL-IRAP-UCP02-C8 (SO ID TRINH TU: 14 2,2 2,2 INB
Fab khang IL-IRAP-UCP02-C9 |SO ID TRINH TU" 15 [35,6 27,8 NB
Fab khang IL-IRAP-UCP02-D2 |SO ID TRINH TU" 16 |49 50,9 INB
Fab khang IL-1IRAP-UCP02-Gl 1{SO ID TRINH TU: 17 260 345 INB
Fab khéng IL-IRAP-UCP02-G3 (SO ID TRINH TU: 18 230 296 INB
Fab khéng IL-1IRAP-UCP02-G8 [SO ID TRINH TU: 19 73,5 116 INB
Fab khéng IL-IRAP-UCP02-H8 [SO ID TRINH TU: 20 [328 297 INB
Fab khéng IL-IRAP-UCP02-H9 (SO ID TRINH TU: 21 [907 682 INB
Fab khéng IL-1RAP-UCP03-A2 |SO ID TRINH TU: 22 |582 589 INB
Fab khéng IL-IRAP-UCP03-A3 (SO ID TRINH TU: 23 |137 177 NB
Fab khang IL-IRAP-UCP03-B4 SO ID TRINH TU" 24 221 220 INB
Fab khéng IL-IRAP-UCP03-B6  {SO ID TRINH TU: 25 |545 756 INB
Fab khéng IL-IRAP-UCP03-C 1 SO ID TRINH TU: 26 573 761 INB
Fab khang IL-IRAP-UCP03-C2 |SO ID TRINH TU" 27 {700 486 INB
Fab khang IL-IRAP-UCP03-F4 SO ID TRINH TU: 28 888 1238 INB
Fab khang IL-IRAP-UCP03-G3 |SO ID TRINH TU: 29 279 464 INB
Fab khéng IL-IRAP-UCP03-G4 [SO ID TRINH TU: 30 420 378 INB
Fab khang IL-IRAP-UCP04-C 1 [SO ID TRINH TU" 31 |16 INB 3,54

NB = khong c6 lién két ¢6 thé phat hién

Xét nghiém ngan chin IL-1RAP/IL-1R1/IL-1PB

Céc manh Fab c6 KD dbi véi protein dung hop IL-1RAP Fc & ngudi dudi 100

nM duoc do bing SPR da dugc thir nghiém trong viée

ngan chin sy hinh thanh phic

hop IL-1IRAP/IL-1R1/IL-1p & ngudi bing phuong phép Giao thoa ké 16p sinh hoc Octet.

Tét ca chc manh Fab duoc thir nghiém déu dugc xac nhan

13 ngéin chdn sy tuong tac

gitta IL-1RAP & ngudi va phirc hop thu thé/cytokin IL-1R1/IL-1B. Viéc ngan chén sy

twong tac gitta IL-1RAP ¢ ngudi va phirc hop thu thé IL-1R1/IL-1P/cytokin vdi cac
dong khéng IL-1RAP-C8 va khang IL-IRAP-C3 dugc minh hoa trong Hinh 1. Dong
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khéang IL-1RAP-UCP05-EI, sau déy con duoc goi 12 dang khang IL-1RAP-E], dugc st
dung lam dbi chimg khong ngan chin.
Anh xa mién

D4 hidu 13 hon v& co ché hoat dong cia dang khang IL-1RAP-C8 va xac thuc
dong khang IL-1RAP-C3 voi tu cach 1a vat thay thé ¢6 lién quan lién quan dén quyét
dinh khang nguyén & chudt, mién IL-1RAP duogc huéng dich boi ca hai khang thé da
duoc nghién ciru. Nhu duge mé ta trong Bang 1, Fab khang IL-1RAP-C3 lién két vai
IL-1RAP & ngudi véi i lyc tuong tu nhu Fab khang IL-1RAP-C8. Thudc tinh lién két
nay dugc sir dung d8 so sanh quyét dinh khang nguyén cua ca hai khang thé bang cach
str dung thé kham IL-1RAP & ngudi-ga. Nhu dugc thé hién trong Hinh 2, ca dang khang
IL-1RAP-C8 va dang khang IL-1RAP-C3 déu huéng dich mién 2 cua IL-1 RAP, dugc
biét 13 ¢6 lién quan dén tuong tac gifta IL-1, IL-33, va IL-36, cac thu thé twong (mg cua
ching va IL-1RAP. Thi nghiém nay cung cAp théng tin chi tiét vé kha ning ngan chin
hiéu lyc cia dang khang IL-1RAP-C8 va dang khang IL-1RAP-C3 nhu khi thay thé &
chudt.
Chong chét quyét dinh khéang nguyén

P& xac nhan thém dang khang IL-1RAP-C3 1a chét thay thé & chudt c6 lién quan
cho dang khang IL-1RAP-C8, ca hai khang thé d3 dugc canh tranh v6i nhau bang cach
st dung IL-1RAP & ngudi. Thi nghiém nay dugc trinh bay trong Hinh 3 va thé hién ring
c hai khang thé canh tranh v6i nhau va nhan ra quyét dinh khang nguyén chdng chéo
trén IL-1RAP. Dang khang IL-1RAP- El, duoc sir dung 1am dbi ching khong canh tranh.
Vi du 2: Téi wu hoa dong khang IL-1RAP-C8
Khang nguyén dich tai t6 hop

Protein t4i t& hop IL-IRAP-ECD(S21-E359)-avi-his & ngudi (SO ID TRINH
TU: 1), sau déy con dugc dé cap dén 1a protein tai td hop IL-1RAP-avi-his & nguoi,
protein tai t4 hop IL-1RAP- ECD(821-E359)- -avi-his & khi cynomolgus (SO ID TRINH
TU: 2), sau ddy con duoc dé cap dén 1a protein tai td hop IL-1RAP-avi-his & khi
cynomolgus, dugc san xuét noi bo nhu duge mé ta trong Vi dul.
Tao va chon loc thu vién

Nam thu vién truéng thanh i luc dé duge tao ra bang cach gidi thiéu tinh da
dang trong chudi ning cua CDR. CDR-HI, CDR-H2 va CDR-H3 dugc chon ngiu nhién
bing c4ch sir dung oligonucleotit ma héa NNK thoai héa (trong d6 N 1a bét k¥ trong sb
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bdn deoxyribonucleotit va K 1a G hodc T) tai cac géc Rabat 27-35, 50-58, 95-101 trur 2,
tuong tmg. Mbi thu vién dugc tao béng céch st dung tip hop oligonucleotit chéng chéo
chira 5 don vi ma hoa thoai hoa lién tiép. CDR-HI va CDR-H2 ciing dugc da dang héa
bang cach sit dyng Trime oligonucleotit & vi tri Rabat 27-35 va 50-58 tuong Umg. Nam
san phdm PCR cua thu vién thu duogc d3 duoc sao chép vao pNGLEN (vecto phago
pUC119 duoc sira dbi ndi bd) va két qua la phan img ndi duoc dién di vao cac té bao E.
coli TG1. Céc té bao bién nap duoc tréi trén cac dia 2YTAG va duge i ON ¢ 30°C. Cac
khuén lac duoc loai bd khoi dia cho vao 10 ml mdi truong 2YT va glycerol 15% (ndéng
d6 cudi cung) dugc thém vao d2 bao quan & -80°C. Céc phago dugc tao ra va tinh ché
bing hai budc két toa véi mot phan ba v/v 1a PEG-6000 20%, NaCl 2,5 M va duge tao
huyén phu lai trong PBS.

Céc chon loc thé hién phago d4 dugc thuc hién nhu dugc mo ta trong Vidu 1 voi
cac stra dbi sau ddy. Mbi thu vién trudng thanh 4i luc duoc lya chon doc lap. Cac hat
phago dugc tinh ché (102 don vi hinh thanh mang bam) va hat tlr tinh Dynabeads™
MyOne™ Streptavidin Cl (Invitrogen, danh myc s6 65002) d3 bi chian bang MPBS 3%
trong 1 gio tai RT. Phago da dugc bo chon dbi véi cac hat duge ngan chan trude trong
1 gio tai RT. Phago d bo chon duoc u voi 5nM, 0,5nM va 0,1nM cta protein tai 6 hop
IL-1RAP-avi-his & nguoi duge danh diu biotin dugc san xuit n6i bd (SO ID TRINH
TU: 1) cho vong 1, vong 2 va vong 3, tuong tmg. Sau 1 gio 4, 1 pM protein tai td hop
IL-1RAP-avi-his & ngudi dugc san xuét ndi b (khong duge danh d4u biotin, SO ID
TRINH TU" 1) dugc thém vao trong 3 gio tai RT trong céc vong 2 va 3. Céc phago li€n
két v4i khang nguyén duogc bt giit trén c4c hat Streptavidin trong 30 phut tai RT va cac
hat duoc rira ndm 1dn v6i PBS-Tween 0,1% va hai 14n véi PBS.

Sang loc 4i lyc bang SPR

Phan tich SPR duoc st dung dé x4c nhan hoat dong lién két dic hiéu cua céc
dong scFv méi va xép hang c4c dong duong tinh theo dic diém lién két ctia chting. Cac
phép do duge thyc hién trén thiét bi Biacore T200 (Biacore, GE Healthcare) bang Phén
mdm dbi chung Biacore T200 v2.0 ¢ 25°C va dugc phén tich bing Phin mém danh gia
Biacore T200 (v3,1) ctia cung nha san xuét. Protein tai tb hop IL-1RAP-avi-his 6 nguoi
dugc san xuét ndi bd (SO ID TRINH TU: 1) hogc protein tai td hop IL-1RAP-avi-his ¢
khi cynomolgus duge san xuét ndi bd (SO ID TRINH TU": 2) dugc pha lodng thanh ndng
do cubi cung 1a 200 nM trong dém axetat pH 4,5 (Biacore, GE Healthcare, danh muc s6
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BR-1003-50) va sau d6 dugc cb dinh trén Fc2 hodc Fe4 twong tng, dén mirc khoang
mdt nghin don vi cong huong (viét tit 14 RU) trén Chip cam bién Series S CM5 (Biacore,
GE Healthcare, danh muc s6 BR100530) béng cach str dung bd ghép ndi amin (Biacore,
GE Healthcare, danh muc s6 BR100050) theo khuyén nghi cua nha san xuit. HBS-EP+
(Biacore, GE Healthcare, danh myc s6 BRI00669) da dugc sir dung lam dém chay. Cac
chét chiét xuat chu chét da loc dugc tiém truc tiép vao chip cam bién IL-1RAP & nguoi
va IL-1IRAP CMS5 & khi cynomolgus duoc ghép cong hoa tri. Cac mau dugc tiém vao
duong din dong chay 1,2, 3 va 4 (duong din dong chay 1 va 3 dugc sir dung 1am tham
chibu) véi tée d6 dong chay 30 pl/phit trong 3 phut, sau d6 1a thoi gian phén ly 1a 5 phut
trong dém chay. Sau mdi su kién lién két, bé mat duoc i tao bing 10 mM Glycin pH
1.5 (Biacore, GE Healthcare, danh muc s6 BR100354) duoc tiém trong 1 phut voi tbc
6 30 pl/phtt. M&i phép do bao gom céc m3u c6 ndng do bing 0 cling nhu cac chiét
xuit chu chét scFv khong lién quan d8 tham khao va tinh dic hiéu, twong tmg. Céc dong
scFv thé hién cac dic didm lién két tot nhat sau d6 duoc dinh dang lai trong manh Fab
nhu duge mo ta trong Vi du 1. Ai lyc ctia Fab véi IL-IRAP ¢ ngudi va IL-1RAP &
cynomolgus dugc do nhu md ta trong Vi du 1, v6i khoang ndng d6 tiém Fab dugc sira
dbi (tr 0,08 nM dén 50 nM).
Biéu hién IgG1 LALA & ngudi

Céc dong khang IL-1RAP thé hién 4i lyc cao nhét véi IL-1RAP & ngudi va khi
cynomolgus sau khi téi td hgp CDR dugc biéu thi & dinh dang LALA IgG1 & ngudinhu
duoc md ta trong Vi du 1. Dé loai bo vi tr ddng phan héa tiém ning (DS) d& biét trong
CDRH3 (Rabat) cua dong khang IL-1RAP-C8-RecC (SO ID TRINH TU" 54), cac gbe
D100 va S100a (Rabat) dugc thay thé bang AA, AS, DA, ES hodc ET tuong {mg thanh
5 chudi ning IgG1 LALA bb sung (SO ID TRINH TU: 55-59). cADN md héa chudi
ning bién d6i khang thé khéc nhau ctia dang khéng IL-1RAP-C8-RecC-AA, dang khang
IL-1RAP-C8-RecC-AS, dang khang IL-1RAP-C8-RecC-DA, dang khang IL- 1RAP-
C8-RecC-ES va dang khang IL-1RAP-C8-RecC-ET duoc xdy dung bang phuong phap
gy dot bién dinh huéng tai chd bing cach sir dung céc k¥ thudt phén tir tiéu chuén va
duoc tao dong trong vecto pcADN 3,1 da stra ddi nguoc dong cADN ma héa CHI,
CH2(L234A/ L235A) va cac midn CH3 cta chudi [gG1 & ngudi nhu duge md ta trong
Vi du 1. C4c phan tir IgG1 LALA & nguoi duge biéu hién va tinh ché nhu dugc mo ta
trong Vi du 1 hodc nhu sau. Pbi véi su biéu hién cva dang khang IL1-RAP-C8-RecC-
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ES-IgG1-LALA (SO ID TRINH TU" 71 va 72), s6 Tuong bing nhau ciia mdi vecto chudi
duoc thiét ké va khang nguyén hat nhan-1 cia Virut Epstein-Barr (EBV) md héa vecto
(EBNA-1) dugc ddng chuyén nhiém vao cac t4 bao CHO-S (cGMP banked, Invitrogen,
Danh muc S6 A1136401), sir dung Polyethyleneimin (PEI; Poly sciences). Thong
thudmg, céc t& bao dugc chuan bi & mic 8 triéu té bao mdi ml trong moi trudng CD-
CHO (Gibco). Céc té bao sau d6 dugc thay thé bing hdn hop ADN-PEI & 37°C. Bén
gir sau khi chuyén nap, dich nudi cdy t& bao duoc pha lodng theo ty 1€ 1:1 trong
PowerCHO™ 2 (Lonza) dugc bd sung 4 mM L-Glutamin va u trong 14 ngay véi lic
qu§ dao & 32°C, C02 5% va do a 4m 80%. Chét ndi trén bé mat dich nudi chy té bao di
duoc lam trong c6 chita cic protein tai td hop dugce didu ché bang cach ly tdm, sau d6
loc, vi duge sit dung dé tinh ché thém. Céc khang thé duogc tinh ché bing ché do dong
trong luc sir dung nhya KANEKA KanCapA™ (Kaneka) tai RT. Cac hat KANEKA
KanCapA™ dugc thém vao chit ndi trén bé mit d3 dwoc 1am trong va i qua dém & 4°C
trong didu kién khudy nhe. Tiép theo, h8n hop dugc nap vao cac cot Poly-Prep (Phong
thi nghiém Bio-Rad) d8 tinh ché dong trong lyc. Cac hat nay dugc rira du tién trong IX
PBS, pH 7,4 (1x10 CV) va cac protein dugc rira giai nhu mb ta bén dudi. D4i véi dang
khang IL1-RAP-C8-RecC-ES-IgG1- LALA (SO ID TRINH TU" 71 va 72). céc protein
duoc rira giai bang cach st dung quy trinh rira giai ting budc, 1an luot st dung natri
axetat 50 mM pH 4,3, pH 4,1, pH 3,9 va pH 3,5. Cac phﬁn da thu thap dugc phén tich
trén TRANG SDS va duoc chon dya trén do tinh khiét rd rang. Cac phan quan tim sau
d6 duoc gop lai va thdm tach theo IX PBS, pH 7,4 & 4°C. Cac khang thé duoc tinh ché
duoc bao quan & -80°C sau khi loc vO trung trén mang loc 0,2 pm. Ching duoc phin
tich thém bang SDS-PAGE (NuPAGE Bis-Tris acrylamit 4-12%, Invitrogen AG, Basel,
Thuy S7) va ¢GE trén ProteomeLab PA 800 (Beckman Coulter International SA, Nyon,
Thuy S7), dudi didu kién dang khir va khong khur dé danh gia 4o tinh khiét. Pé x4c dinh
ham luong monome va dang tdng hop, protein dugc phan tich bang SE-HPLC. Tém lai,
SE-HPLC duoc thuc hién bang cot Tosoh Bioscience TSRgel G3000SWxl (danh muc
s6 08541, Tosoh Bioscience) ¢ nhiét do phong v6i dém natri photphat 0,1 M, natri clorua
0,15 M, d6 pH 6,8 & dang rira giai & toc d6 dong 1 ml/phut, trén hé théng HPLC Waters
Alliance 2695 véi may do PDA Waters 2998 (Waters), theo ddi & bude séng 214 nm va
280 nm. Hé théng nhidu hop Endosafe-MCS tir Charles River su dung xét nghiém dua

trén Limulus amebocyte lysat (LAL) dugc st dung dé x4c nhan mirc d6 ndi doc td cua
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vi khuén thép hon 0,5 EU/mg. Théng thuong, d6i véi ce khang thé duoc tinh ché, ham
lugng cta cac dang tdng hop thip hon 5% va d tinh khiét dwoc do bing SE-HPLC cao
hon 95%.
Ai I lién két IgG1 LALA & ngudi v6i IL-IRAP & ngudi va khi cynomoigus

Cong hudng plasmon bé mit (SPR) dugce sir dung @8 do 4i luc lién két ctia cac
phan tir IgG1 LALA & nguoi véi IL-1RAP & nguoi va khi cynomoigus. Ai lyc duoc do
trén thiét bi Biacore T200 (Biacore, GE Healthcare) & 25°C va duge phan tich bang
Phin mém danh gia Biacore T200 (v3.1). Cac phép do dugc thuc hién trén chip cam
bién CMS5 Series S (Biacore T200, Biacore, GE Healthcare, danh muc s6 BR100530)
két hop véi Fc khang IgG & ngudi (Biacore, GE Healthcare, danh muc s6 BR100839)
bang cach sir dung bo ghép néi amin thuong mai (Biacore, GE Healthcare, danh muc sb
BR100050). Céc phép do SPR dugc thuc hién véi protein tai td hop IL-1RAP-avi-his &
ngudi duge san xuit ndi b (SO ID TRINH TU" 1) hoic protein tai td hop IL-1RAP-
avi-his & khi cynomoigus dugc san xuét noi bd (SO ID TRINH TU: 2). Ai lyc véi IL-
1RAP & ngudi va khi cynomoigus duoc danh gi4 bang cach ¢b dinh cac phan tir IgG1
LALA khang IL-1RAP va sir dung protein IL-1RAP lam chét phan tich. Khoang 150
RU ctia IgG1 LALA & nguoi da dugc bét gitt trén fc2 cua chip cam bién Series S CM5
cung véi Fe khang IgG & ngudi. Protein tai t6 hop IL-1RAP-avi-his ¢ ngudi hodc protein
t4i t& hop IL-1RAP-avi-his ¢ khi cynomoigus dugc tiém trong dong hoc da chuky & cac
ndng d6 khac nhau ndm trong khoang tir 0,14 dén 100 nM, trong dém HBS-EP+
(Biacore, GE Healthcare, danh muc s6 BR100669) & toc do dong 30 pl/phut trong 3
phut trén fel va fe2 (fel duoc st dung 1am tham chiéu). Su phan ly duoc theo ddi trong
12 phut. Sau mdi chu ky, bé mit dugc tai tao véi 60 pl dung dich tai tao cung clp v6i
b6 kit bat gitt Fc khang I1gG & ngudi (Biacore, GE Healthcare, danh muc s6 BR100839).
Dit liéu thue nghiém duge xu ly bang mo hinh khép dong hoc Langmuir 1:1. Céc phép
do bao gdm céc mAu khong c6 ndng dd 44 tham khao. Cac gia tri Chi®, U va cac gbe
dugc su dung dé danh gia chit luong ctia sy phu hop gitra dit liéu thi nghiém va cic mo
hinh lién két riéng 1¢.
Két qua

Sy trudng thanh 4i lyc cia dong khang IL-1RAP-C8 (chudi nang SO ID TRINH
TU: 14) lién quan dén su da dang héa cua CDR-HI (cac vi tri Rabat 27-35), CDR-H2
(cAc vi trf Rabat 50-58) va CDR-H3 (c4c vi trf Rabat 95-101 trir 2) trong ndm thu vién
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riéng 1é. Cac dong ScFv co6 tbc @b sai 1éch chdm hon so v6i dong khang IL-1RAP- C8

géc duoc do béng SPR d4 duoc phén 13p. Cac dong ScFv duoc dinh dang lai va duogc

bidu thi du6i dang cic manh Fab va i luc véi IL-1RAP & nguoi va khi cynomolgus

duoc do luong nhu duge md ta trong Vi du 1. Tir d4nh gié nay, cac dot bién duoc chon

c6 ngudn gbe tir cac thu vién CDR-HI va CDR-H2 da dugce két hop dé cai thién hon nita
ty 1€ sai 1éch; mot dong duoc goi la dong Fab khang IL-1RAP-C8-RecC c6 ai luc cao

nhét v6i IL-IRAP & ngudi. S6 nhan dang trinh ty chudi nang va i lyc lién két ctia cac

dong dugce d8 cap voi IL-1RAP & ngudi dugc bao céo trong Bang 2.

Bang 2: Téng quan vé cac dong Fab da phat trién va 4i luc twong dbi ctia chung voi

IL-1RAP ¢ nguoi

Thu vién Tén do Dong chudi ning [L-1RAP KD (nM) & ngudi
n < 1 - n (071
; & SO ID TRINH TU ngw
CDR-H1 Fab khang [L-IRAP-C8-HIA-C4 SO ID TRINH TU:32 0,995
CDR-H1 Fab khang IL-IRAP-C8-HIA-C8 (SO ID TRINH TU:33 1,237
CDR-H1 Fab khéng IL-1IRAP-C8-HIA-D8 (SO ID TRINH TU: 34 [1,515
CDR-H1 Fab khang IL-1RAP-C8-HIA-FI SO ID TRINH TU:35 0,832
Fab khang IL-1RAP-C8-H1A-Gll |_ . .
CDR-H1 o SO ID TRINH TU: 36 [0,742
al
CDR-H1 Fab khéng IL-IRAP-C8-HI1A-Gl |SO ID TRINH TU: 37  [0,424
CDR-H1 Fab khang IL-IRAP-C8-H1A-G3 [SO ID TRINH TU: 38 0,623
CDR-H1 Fab khang IL-IRAP-C8-H1B-A8 SO ID TRINH TU: 39 (0,522
F ing IL-1RAP-C8-HIB-B10 |_ . .
CDR-H1 Faz khang 8 SO ID TRINH TU: 40 {0,553
a
CDR-H1 Fab khang IL-IRAP-C8-H1B-B8 SO ID TRINH TU: 41 |0,373
CDR-H1 Fab khang IL-IRAP-C8-H1B-D8 (SO ID TRINH TU: 42 (0,476
CDR-H1 Fab khéng IL-1IRAP-C8-H1B-E7 [SO ID TRINH TU: 43 (0,831
CDR-H1 Fab khang IL-IRAP-C8-H1B-F3  [SO ID TRINH TU: 44 (0,427
4ng IL-1IRAP-C8-HIB-G10 |_ . .
CDR-H1 fra‘; khang IL-IRAP B SO ID TRINH TU: 45 [0,313
al
khéng IL-IRAP-C8-HIB-H10 |_. .
CDR-H1 I;a'; ne S ID TRINH TU: 46 (0,209
al
CDR-H2 Fab khéng IL-1RAP-C8-H2B-B5 SO ID TRINH TU: 47 1,374
sng IL-1RAP-C8-H2B-C10 | . .
CDR-H2 iaz Khéng IL-1 96 ID TRINH TU: 48 (0,589
a
T6 hop Fab khéng IL-1RAP-C8-recA sO ID TRINH TU: 49 0,051
T hop Fab khang IL-1RAP-C8-recB SO ID TRINH TU: 50 (0,052
TS hop ab khang IL-1RAP-C8-recC SO ID TRINH TU: 51 (0,038
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Mot loat 5 phién ban dot bién cia dong khang IL-1RAP-C8-RecC da duoc thé
hién trong IgG1 LALA xuong séng & ngudi dé danh gia viéc loai bd vi tri dbng phan
héa tidm ning (DS) trong CDRH3 (Rabat). Dong khéng IL-1RAP-C8-RecC-ES thé hién
&i luc tuong tu v6i IL-IRAP & nguoi va IL-1RAP & khi cynomolgus so v6i dong gbe
khang IL-1RAP-C8-RecC va dugc mo ta thém. SO nhan dang trinh tu chudi ning ciing
nhu hing sb6 d6ng hoc lién két trung binh va do léch chuin dugc tinh toan tir it nhét hai
thi nghiém dbc 1ap (néu c6) dbi voi IL-1 RAP & ngudi va IL-1 RAP ¢ khi cynomolgus
cua cac dong da d& cap dugc béo céo trong Bang 3a. Trinh tw CDR cta cac dong dugc
8 cap duoc cung cAp trong Bang 3b. Céc vi dy tiéu bidu v& bidu dd cam bién lién két

SPR cua IgGl LALA khang IL-1RAP-C8-RecC-ES & ngudi va IL-IRAP & khi

cynomolgus dugc thé hién trong Hinh 4.

Bang 3a: Ai luc lién két SPR cua IgG1-LALA db6i voi IL-1RAP & ngudi va khi
cynomolgus
Tén dong Dong chudi ning Ai luc v6i IL-1RAP & ngudi Ai luc véi ILIRAP & khi C}momolguﬂ
SO ID TRINH TU[KD+SD  [Ka+ SD [Kd+SD KD+ SD [Ka®SD [Kd+SD
(nM) (1Ms)  |(1/s) (nM) (I/Ms) (/)
4+ -
[gGl LALA . . B40E+0  |IL99E 8,54E+05 [2,36E-04
khéng IL-IRAP- SO ID TRINH TU10,237 = |5t 04 0,276 + + n
C8-recC 54 0,010 6.73E+0 [2,04E- (0,039
16GI LALA 6,34E+0  |1,69E-
khang IL-IRAP- |S¢ i
ang SO ID TRINH TUl0,267 £ |5E 04 & 0,240 7.77E+05 |1,87E-04
C8-RecC-AA- |55 0,014 5,66E+0  |1,17E-
1,I6E+0  |1,62B-
1gGl LALA - s
Fhéng IL-RAP- 20 D TR HTYp,140 £ (o 04 & 0,145 1,31E+06 [1,90E-04
C8-RecC-DA [0 0,005 4,45E+0  |1,53E-
4 05
561E+0  [1,61E-
IgGl LALA 4 ;
khang IL-IRAP- SO ID TRINH TU0.287 £ 5% p4 & 0,254 6,28E+05 |1,60E-04
C8-RecC-AS ] 0,007 1,44E+0  |1,00E-
4 05
[ ¢GI LALA 6.93E+0 1,72~ 6,92E+05 [2,12E-04
(hang IL-IRAP- i;) ID TRINH TU,251 =[5 04 £ 0306 F |, +
C8-RecC-ES 0,038 7.00E+0 |LAIE- 10,026 14.94E+04 [1,95E-03
4 05
l¢GILALA  [SOID TRINH TU278 & OI6E0 233E ) 56 0.16E+05 [3,08E-04
P‘héng IL-IRAP- |59 0,027 5t 04 =
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C8-RecC-ET 8,51E+0  [1,16E-
4 05

Bang 3b. Trinh tr CDR & dinh dang Rabat, Chothia va IMGT
Tén dong Trinh ty SO ID TRINH TU
ISB 880-C8 CDRHI_Kabat 26-35 GGQFSEYAIQ 87
ISB 880-C8 CDRHI_Kabat (31-35) EYAIQ 269
ISB 880-C8_CDRHI_Chothia (26-31) GGQFSE 270
ISB 880-C8 CDRH1IMGT (27-38) GGQFSEYA 271
ISB 880-C8 CDRH2_Kabat 50-58 YIIPLHGQVD 147
ISB 880-C8 CDRH2_Kabat (50-65) YIIPLHGQVDYAQKFQG  [272
ISB 880-C8 CDRH2_Chothia (52-56) [PLHGQ 273
ISB 880-C8 CDRH2 IMGT (56-65) [IPLHGQV 274
[SB 880-C8 CDRH3_Kabat 93-102 ARGQTLYDSGRQFDI 207
ISB 880-C8_CDRH3_Kabat (95-102) GQTLYDSGRQFDI 275
ISB 880-C8_CDRH3_Chothia (95-102) GQTLYDSGRQFDI 276
ISB 880-C8 CDRH3 IMGT (105-117) ARGQTLYDSGRQFDI 277
ISB 880-C8-H1B-B8 CDRHI Kabat 26-35 GSPAEPYAIQ 114
ISB 880-C8-H1B-B8 CDRHI Kabat (31-35) EPYAIQ 278
[SB 880-C8-H1B-B8 CDRHI Chothia (26-31) GSPAEP 279
ISB 880-C8-H1B-B8 CDRH1IMGT (27-38) GSPAEPYA 280
ISB 880-C8-H1B-B8 CDRH2_Kabat 50-58 YIIPLHGQVD 174
ISB 880-C8-H1B-B8 CDRH2_Kabat (50-65) YIIPLHGQVDYAQKFQG  [281
[SB 880-C8-H1B-B8 CDRH2_Chothia (52-56)  [PLHGQ 282
ISB 880-C8-H1B-B8 CDRH2 IMGT (56-65) [TPLHGQV 283
ISB 880-C8-H1B-B8 CDRH3_Kabat 93-102 ARGQTLYDSGRQFDI 234
[SB 880-C8-H1B-B8 CDRH3_Kabat (95-102) ~ |GQTLYDSGRQFDI 284
|SB 880-C8-H1B-B8 CDRH3_Chothia (95-102) |GQTLYDSGRQFDI 285
|SB 880-C8-H1B-B8 CDRH3 IMGT (105-117)  |ARGQTLYDSGRQFDI 286
ISB 880-C8-H2B-C10 CDRHI Kabat 26-35 GGQFSEYAIQ 121
[SB 880-C8-H2B-C10 CDRHI Kabat (31-35) EYAIQ 87
ISB 880-C8-H2B-C10 CDRHIChothia (26-31) GGQFSE 288
ISB 880-C8-H2B-C10 CDRHIIMGT (27-38) GGQFSEYA 289
ISB 880-C8-H2B-C10 CDRH2_Kabat 50-58 YIIPSLGGYD 181
ISB 880-C8-H2B-C10 CDRH?2_Kabat (50-65) YIIPSLGGYDYAQKFQG 290
[SB 880-C8-H2B-C10 CDRH2_Chothia (52-56) [[PSLGG 291
SB 880-C8-H2B-C10 CDRH2 IMGT (56-65) [IPSLGGY 292
[SB 880-C8-H2B-C10 CDRH3_Kabat 93-102  |ARGQTLYDSGRQFDI 241
[SB 880-C8-H2B-C10 CDRH3_Kabat (95-102) |GQTLYDSGRQFDI 293
[SB 880-C8-H2B-C10 _CDRH3_Chothia (95-102) |GQTLYDSGRQFDI 294
ISB 880-C8-H2B-C10 CDRH3IMGT (105-117) GQTLYDSGRQFDI 295 |
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ISB 880-C8-recC CDRHI Kabat 26-35 GSPAEPYAIQ 124
[SB 880-C8-recC CDRHI Kabat (31-35) EPYAIQ 296
ISB 880-C8-recC CDRHI Chothia (26-31) GSPAEP 297
ISB 880-C8-recC CDRHIIMGT (27-38) GSPAEPYA 298
ISB 880-C8-recC _CDRH2_Kabat 50-58 YIIPSLGGYD 184
ISB 880-C8-recC _CDRH2_Kabat (50-65) YIIPSLGGYDYAQKFQG  [299
[SB 880-C8-recC _CDRH2_Chothia (52-56) IPSLGG 300
[SB 880-C8-recC CDRH2 IMGT (56-65) [IPSLGGY 301
ISB 880-C8-recC_CDRH3_Kabat 93-102 ARGQTLYDSGRQFDI 044
[SB 880-C8-recC_CDRH3_Kabat (95-102) GQTLYDSGRQFDI 302
ISB 880-C8-recC_CDRH3_Chothia (95-102) GQTLYDSGRQFDI 303
ISB 880-C8-recC_CDRH3_IMGT (105-117) ARGQTLYDSGRQFDI 304
ISB 880-C8-recC-AA _CDRHI_Kabat26-35 GSPAEPYAIQ 125
[SB 880-C8-recC-AA CDRHI Kabat (31-35) EPYAIQ 305
[SB 880-C8-recC-AA CDRHIChothia (26-31)  |GSPAEP 306
[SB 880-C8-recC-AA CDRHIIMGT (27-38) GSPAEPYA 307
[SB 880-C8-recC-AA _CDRH2_Kabat 50-58 YIIPSLGGYD 185
[SB 880-C8-recC-AA _CDRH2 Kabat (50-65)  [YIPSLGGYDYAQKFQG 308
[SB 880-C8-recC-AA CDRH2_Chothia (52-56)  [[PSLGG 309
[SB 880-C8-recC-AA CDRH2 IMGT (56-65) IIPSLGGY 310
[SB 880-C8-recC-AA_CDRH3 Kabat 93-102  |ARGQTLYAAGRQFDI 245
[SB 880-C8-recC-AA_CDRH3_Kabat (95-102)  |GQTLYAAGRQFDI 311
[SB 880-C8-recC-AA_CDRH3_Chothia (95102) |GQTLYAAGRQFDI 312
[SB 880-C8-recC-AA_CDRH3_IMGT (105117)  |ARGQTLYAAGRQFDI 313
[SB 880-C8-recC-DA _CDRHI_Kabat 26-35 GSPAEPYAIQ 126
[SB 880-C8-recC-DA CDRHI Kabat (31-35) EPYAIQ 314
[SB 880-C8-recC-DA CDRHIChothia (26-31) ~ [GSPAEP 315
[SB 880-C8-recC-DA CDRH1IMGT (27-38) GSPAEPYA 316
|SB 880-C8-recC-DA CDRH2_Kabat 50-58 YIIPSLGGYD 186
[SB 880-C8-recC-DA _CDRH2_Kabat (50-65)  [YIIPSLGGYDYAQKFQG P17
[SB 880-C8-recC-DA _CDRH2_Chothia (52-56) ~ [IPSLGG 318
ISB 880-C8-recC-DA CDRH2 IMGT (56-65) [IPSLGGY 319
[SB 880-C8-recC-DA_CDRH3_Kabat 93-102  |ARGQTLYDAGRQFDI h46
[SB 880-C8-recC-DA_CDRH3_Kabat (95-102)  [GQTLYDAGRQFDI 320
[SB 880-C8-recC-DA_CDRH3_Chothia (95-102) |GQTLYDAGRQFDI 321
[SB 880-C8-recC-DA_CDRH3_IMGT (105-117) |ARGQTLYDAGRQFDI 322
[SB 880-C8-recC-AS CDRHI Kabat 26-35 GSPAEPYAIQ 127
[SB 880-C8-recC-AS CDRHI Kabat (31-35) EPYAIQ 323
[SB 880-C8-recC-AS CDRHI Chothia (26-31)  |GSPAEP 324
[SB 880-C8-recC-AS CDRHIIMGT (27-38) GSPAEPYA 325
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ISB 880-C8-recC-AS CDRH2_Kabat 50-58 YIIPSLGGYD 187
|SB 880-C8-recC-AS CDRH2 Kabat (50-65)  |[YIIPSLGGYDYAQKFQG 1326
ISB 880-C8-recC-AS _CDRH2_Chothia (52-56)  [IPSLGG 327
ISB 880-C8-recC-AS CDRH2 IMGT (56-65) [IPSLGGY 328
ISB 880-C8-recC-AS_CDRH3_Kabat 93-102 IARGQTLYASGRQFDI D47
|SB 880-C8-recC-AS_CDRH3_Kabat (95-102)  [GQTLYASGRQFDI 329
ISB 880-C8-recC-AS_CDRH3_Chothia (95-102) |GQTLYASGRQFDI 330
ISB 880-C8-recC-AS_CDRH3_IMGT (105-117)  |ARGQTLYASGRQFDI 331
ISB 880-C8-recC-ES CDRHI Kabat 26-35 GSPAEPYAIQ 128
ISB 880-C8-recC-ES CDRHI Kabat (31-35) EPYAIQ 332
ISB 880-C8-recC-ES CDRHI Chothia (26-31) GSPAEP 333
[SB 880-C8-recC-ES CDRH1IMGT (27-38) GSPAEPYA 334
[SB 880-C8-recC-ES _CDRH2_Kabat 50-58 YIIPSLGGYD 188
[SB 880-C8-recC-ES CDRH2 Kabat (50-65)  [YIIPSLGGYDYAQKFQG 335
ISB 880-C8-recC-ES CDRH2_Chothia (52-56)  [IPSLGG 336
ISB 880-C8-recC-ES CDRH2 IMGT (56-65) [IPSLGGY 337
ISB 880-C8-recC-ES_CDRH3_Kabat 93-102 ARGQTLYESGRQFDI D48
ISB 880-C8-recC-ES_CDRH3_Kabat (95-102)  |GQTLYESGRQFDI 338
ISB 880-C8-recC-ES_CDRH3_Chothia (95-102)  |GQTLYESGRQFDI 339
ISB 880-C8-recC-ES_CDRH3_IMGT (105-117)  |ARGQTLYESGRQFDI 340
ISB 880-C8-recC-ET _CDRHI_Kabat26-35 GSPAEPYAIQ 129
ISB 880-C8-recC-ET CDRHI Kabat (31-35) EPYAIQ 341
ISB 880-C8-recC-ET CDRHI Chothia (26-31) GSPAEP 342
ISB 880-C8-recC-ET CDRH1IMGT (27-38) GSPAEPYA 343
ISB 880-C8-recC-ET _CDRH2_Kabat50-58 YIIPSLGGYD 189
[SB 880-C8-recC-ET _CDRH2 Kabat (50-65)  [YIIPSLGGYDYAQKFQG 344
ISB 880-C8-recC-ET _CDRH2_Chothia (52-56)  [[PSLGG 345
ISB 880-C8-recC-ET CDRH2 IMGT (56-65) [IPSLGGY 346
ISB 880-C8-recC-ET_CDRH3_Kabat93-102 ARGQTLYETGRQFDI 249
[SB 880-C8-recC-ET_CDRH3_Kabat (95-102)  |GQTLYETGRQFDI 347
ISB 880-C8-recC-ET_CDRH3_Chothia (95-102) |GQTLYETGRQFDI 348
ISB 880-C8-recC-ET_CDRH3_IMGT (105-117)  |ARGQTLYETGRQFDI 349

Vi du 3: Ti wu héa dong khang IL-1RAP-C3

Khang nguyén dich tai tb hop

Protein téi t& hop IL-1IRAP-ECD(S21-E359)-avi-his & nguoi (SO ID TRINH

TU: 1), sau day dugc goi 13 protein tai t hop IL-1RAP-avi-his & ngudi, dugc san xuét

ndi bd nhu duge md ta trong Vidu 1.

Tao va chon loc thu vién
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Su truong thanh v& 4i lyc ctia dong khang IL-IRAP-C3 dugc thuc hién nhu dugc
mb ta trong Vi du 2 véi céc stra dbi sau ddy. Céc hat phago dugc tinh ché (10'2 don vi
hinh thanh mang bam) va hat Dynabeads® Protein G tr tinh (Novex, cong nghé Life)
d3 duoc ngan chin bang MPBS 3% trong 1 gio tai RT. IgG1 200 nM & ngudi da duge
bét gitt trén cac hat Protein G bi ngén chén trong 30 phut tai RT. Tiép theo, cac phago
da duoc ngin chan di duge bo chon dbi véi cac hat duge pht IgG1 trong 1 gid tai RT.
Sau d6, cac phago da dugc bod chon loc duoc  v6i IL-1RAP-Fe 1nM, 0,5nM va 0,1nM
& chudt (Sino Biological, danh muc s6 52657-M02H) cho vong 1, vong 2 va vong 3,
tuong tmg. Sau 1 gid &, 1 pM protein t4i 16 hop IL-1RAP-avi-his & ngudi duge san xuét
néi bd (khong duoc danh dAu biotin, SO ID TRINH TU" 1) duge thém vao trong 3 gio
tai RT trong cac vong 2 va 3. Céc phago lién két voi khang nguyén dugc bét giit trén
c4c hat Protein G trong 30 phut & RT va céc hat nay ghp nam 1an v6i PBS-Tween 0,1%
va hai 14n véi PBS.

Sang loc 4i luc bing SPR

Phan tich SPR duoc sit dung d& x4c nhan hoat dong lién két dic hiéu cia cac
dong scFv méi va xép hang cc dong dwong tinh theo dac diém lién két ctia ching. Cac
phép do dugce thuc hién nhu md ta trong Vi du 2 véi cac sira dbi sau. IL-IRAP-Fe tai t6
hop & chudt (Sino Biological, danh muc s6 52657-M02H) d3 duge pha logng thanh ndng
d6 cudi cing 12 200 nM trong dém axetat pH 4,5 (Biacore, GE Healthcare, danh muc sd
BR100350) va sau d6 dugc cb dinh trén fc2 thanh mirc khoang 1500 RU trén CHIP cam
bién Series S CM5 (Biacore, GE Healthcare, danh muc s6 BR100530) béng céch st
dung bd ghép nbi amin theo khuyén nghi cia nha san xuit. Céc chét chibt xult chu chét
da loc dugc tiém tryc tiép vao chip cam bién IL-1RAP CMS5 & chudt duge ghép ndi cong
héa tri trén dudng din dong 1 va 2 (dudng dan dong 1 duoc sir dung lam tham chiéu).
Céac dong scFv thé hién dac diém lién Kkét tdt nhat da dugc dinh dang lai trong cdc manh
Fab duéi dang duge md ta trong Vidu 1.

Méi quan hé ctia cc manh Fab ddi v6i IL-IRAP & chudt duge do nhu md ta
trong Vi du 1, véi céc stira ddi sau. Cac phép do dugc thuc hién trén chip cam bién CM5
Series S (Biacore T200, Biacore, GE Healthcare, danh myc s6 BR100530) két hop véi
Fc khang IgG & nguoi (Biacore, GE Healthcare, danh muyc s6 BR100839) bang cach sir
dung bd ghép nbi amin thuong mai (Biacore, GE Healthcare, danh muc s6 BR100050).
Céc phép do SPR dugc thuc hién véi protein dung hop IL-1RAP Fc tai t6 hop & chudt
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c6 bén trén thi trudng (Sino Biologicals, danh muc s6 52657-MO02H). Moi quan hé véi
IL-1RAP & chudt dugc d4nh gié bing cach b dinh IL-1RAP-Fc & chudt va sir dung cac
ménh Fab 1am chét phan tich. Khoang 60 RU ctia protein dung hop IL-1RAP Fc & chudt
d duoc bt giit trén fc2 cua chip cam bién Series S CM5 két hop v6i Fe khang IgG &
ngudi. Cac manh Fab dugc tiém trong dong hoc chu ky don & cac ndng d6 khac nhau
trong khoang tir 0,04 dén 5 nM, trong dém HBS-EP+ (Biacore, GE Healthcare, danh
muc s6 BR100669) & tbc d6 dong 30 pl/phit trong 3 phut trén fcl va fc2 (fc1 dang duoc
st dung lam tham chiéu). Sy phén ly dugc theo ddi trong 10 pht.
Biéu hién IgG2a LALA & chudt

Déi v6i su bidu hién cia IgG2a-LALA khéng IL-1RAP-C3-A3-mm (SO ID
TRINH TU: 73 va 74), sé lugng bing nhau ctia mbi vecto chudi duoc thiét ké da dugc
ddng chuyén ddi vao cac té bao HEK293-EBNA dugc lam thich tmg véi thé huyén phu
(tiéu chudn ATCC-LGL, Teddington, Vuong quéc Anh; Danh myc S6: CRL-10852) sir
dung Polyethyleneimin (PEL Poly sciences). Thong thudng, cac té bao duoc chuan bi &
murc 8 tridu té bao trén mdi ml trong RPMI 1640 (Biowest) dugc bd sung Pluronic F-68
0,1% (Gibco). Céc té bao sau d6 dugc thay thé bing hdn hop ADN-PEI ¢ 37°C. Bén
gi¢ sau khi chuyén nap, dich nu6i cly té bao dugc pha lodng theo ty 1€ 1:1 trong EX-
CELL® 293 c6 bd sung Phenol Do hodc BalanCD HEK?293 (Irvine Scientific) va L-
Glutamin 4 mM va @ trong 5 ngdy v6i lic quy dao & 37°C, C02 5% va 80% do 4m. Chét
ndi trén bé mat dich nudi cay khong c6 té bao chira céc protein tai t6 hop dugc didu ché
bang cach ly tdm, sau d6 loc, va dugc su dung dé tinh ché thém. Cac khang thé duoc
tinh ché nhu dugc mo ta cho IgG1-LALA khang ILI-RAP-C8-RecC-ES trong Vidu 2,
V6i chc sira ddi sau ddy. Dbi voi IgG2a-LALA khéng IL-1RAP-C3-A3-mm (SO ID
TRINH TU: 73 va 74), protein duge rira gidi bang dém axit (thuong la glyxin 0,1 M pH
3,5). Cac phﬁn da thu thap dugc phan tich trén TRANG SDS va duge chon dya trén do
tinh khiét 16 rang. Cac phin quan tdm sau d6 duoc gop lai va thim tach theo IX PBS,
pH 7,4 & 4°C. Céc khang thé tinh ché duoc bao quan & -80°C sau khi loc v6 trung trén
bd loc 0,2 pm va duge phan tich thém nhu dugec md ta cho IgG1-LALA khang IL1-
RAP-C8-RecC-ES trong Vi du 2.
Ai luc lién két IgG2a LALA ¢ chudt véi IL-1RAP & chudt

Cong huéng plasmon bé mit (SPR) dugc sir dung @8 do 4i luc lién két cua cac

phan tir [gG2a LALA & chudt 461 v6i IL-1RAP & chudt. Mdi quan hé duge do trén thiét
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bi Biacore T200 (Biacore, GE Healthcare) & 25°C va dugc phan tich bing Phin mém
d4nh gia Biacore T200 (v3.1). Cac phép do dugc thuc hién trén céc chip cam bién Series
S CMS5 (Biacore T200, Biacore, GE Healthcare, danh muc s6 BR100530) két hop voi
Fc khang IgG & chuft (Biacore, GE Healthcare, danh muc s BR100838) str dung bd
ghép nbi amin thuong mai (Biacore, GE Healthcare, danh muc s6 BR100050). Céac phép
do SPR duogc thuc hién voi tai t8 hop thuong mai IL-1RAP-his thich hgp & chudt (Sino
Biologicals, danh muc s6 52657-MO08H). Ai luc v6i IL-1IRAP ¢ chudt dugce danh gia
bing cach ¢b dinh phén tir [gG2a LALA khéng IL-IRAP & chudt va si dung protein IL-
1RAP & chudt lam chét phan tich. Khoang 150 RU cua IgG2a LALA & chudt da duoc
bét giit trén fc2 ciia chip cam bién Series S CMS5 cling véi Fe khéng IgG & chuot. IL-
1RAP-his & chudt duge tiém trong dong hoc da chu ky & cac ndng o khac nhau, tir 0,14
dén 100 nM, trong dém HBS-EP+ (Biacore, GE Healthcare, danh muc s6 BRI00669)
v6i tée d6 dong 30 pl/phit trong 3 phit trén fel va fc2 (fcl dang dugc sir dung 1am tham
chiéu). Sy phén ly dugc theo ddi trong 15 phit. Sau mdi chu k¥, bé mit dugc ti tao véi
60 pl dung dich tai tao cung cAp v6i b kit bt gitt Fc khang IgG & chudt (Biacore, GE
Healthcare, danh muc s6 BR100838). Dit liéu thuc nghiém dugc xu ly bang moé hinh
khép ddong hoc Langmuir 1:1. Céc phép do bao gdém céc mau khéng c6 ndng dd dé tham
khao. Céc gia tri Chi2, U va céc gde duge st dung dé danh gia chét lugng cua sy phi
hop gitta dit liéu thi nghiém va cac md hinh lién két riéng 1€.
Két qua

Su trudng thanh vé 4i luc ciia dong khang IL-1RAP-C3 (SO ID TRINH TU" 12)
lién quan dén su da dang héa cua CDR-HI (céc vi tri Rabat 27-35), CDR-H2 (céc vi tri
Rabat 50-53 va 55-58) va CDR-H3 (Rabat vi tri 95-101 trir 2) trong nam thu vién riéng
1é. Cac dong ScFv co tbc do sai 1éch cham hon so voi dong gbc khang IL-1IRAP-C3
dugc do béng SPR d3 duoc phan 1ap. Cac dong scFv d4 chon loc duge dinh dang lai va
bidu thi dudi dang cac manh Fab va éi lyc v6i IL-1RAP & nguoi va cynomolgus dugc
do nhu duge md ta trong Vi du 1. Mot dong duge goi 12 dong Fab khang IL-1RAP-C3-
A3 c6 ai luc cao nhét v&i IL-1RAP ¢ chudt. S4 nhan dang trinh tur chudi ning va &i luc
lién két cia cac dong da dé cap duoc béo céo trong Bang 4.
Bang 4: Tong quan vé cac dong Fab da phat trién va 4i luc tuong dbi ctia chung véi

IL-1RAP & chudt

Thu vién

o ong chudi ning IL-1RAP KD (nM) &
Tén dong SO ID TRINH TU chudt
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CDR-H1 Fab khéng IL-IRAP-C3 -MPO1-A2  [SO ID TRINH TU: 60 0,68
CDR-H1 Fab khéng IL-1RAP-C3 -MPO1-A3  {SO ID TRINH TU 61 0,14
CDR-H1 Fab khéng IL-1RAP-C3 -MPO 1-B5  [SO ID TRINH TU: 62 0,21
CDR-H1 Fab khéng IL-IRAP-C3 -MPO 1-B7 SO ID TRINH TU" 63 0,17
CDR-H1 Fab khéng IL-1IRAP-C3 -MPO1-D2 (SO ID TRINH TU 64 0,22
CDR-H1 Fab khang IL-IRAP-C3 -MPO1-F5  [SO ID TRINH TU: 65 0,28
CDR-H1 Fab khang IL-IRAP-C3 -MPO 1-G10 [SO ID TRINH TU: 66 0,21
CDR-H1 Fab khéng IL-IRAP-C3 -MP02-B 8 [SO ID TRINH TU" 67 0,49
CDR-H1 Fab khéng IL-1RAP-C3 -MP02-F6 SO ID TRINH TU: 68 0,26
CDR-H1 Fab khang IL-IRAP-C3 -MP02-G2  [SO ID TRINH TU" 69 0,32
CDR-H3 ab khang IL-1RAP-C3 -UCPO1-H4 SO ID TRINH TU: 70 0,45

Dong khang IL-1RAP-C3-A3 di dugc chon loc nhu vat thay thé tiém ning &
chudt cho tmg vién khang IL-1RAP & ngudi va duge thé hién trong IgG2a LALA trong
xuong séng & chudt, twong duong véi kiéu hinh IgG1 LALA ¢ ngudi chudt. S6 nhén
dang trinh ty ciling nhu hing sb6 dong hoc lién két trung binh va do léch chuén duoc tinh
toan tUr it nhét hai thi nghiém dc lap véi IL-1RAP & ngudi hodc IL-1RAP ¢ chudt cia
dong d3 d& cap dugc béo céo trong Bang 5. Dong khang IL-1RAP-C3-A3 khong thé
hién lién k&t c6 thé phat hién lién két bét ky voi IL-1RAP ¢ khi cynomolgus bdi SPR
(dit liéu khong dugc thé hién). S6 nhan dang trinh ty cling nhu hing sé dong hoc lién
két trung binh va do léch chuin dugc tinh toéan tr ba thi nghiém doc 1ap vai IL-1RAP &
chudt ctia dong da dé cap dugc bio cdo trong Bang 5. M6t vi du tiéu bidu v& biéu dd
cam bién lién két SPR ctia IgG2a LALA khéang IL-IRAP-C3-A3 mm d6i v6iIL-1 RAP
& chudt duge thé hién trong Hinh 5.

Bang 5: Ai lyc lién két SPR ctia IgG2a LALA & chudt véi IL-1RAP & chudt

Ai lyc v6i IL-1RAP ¢ ngudi Ai lyc voi chudt I L-1RAP
Tén dong Dong chudiDong chudi
ning SO ID| nhe SO ID KD+ | KaxSD |Kd+sD [KDESD| KatSD |Kd +SsD
TRINH TU|TRINH TU|SD (nM) |  (1/Ms) (1/s) (nM) (1/Ms) (1/s)
IgG2aLALA| ¢4 p SO D 8,97E-04 7,46E-05
et | SO | S | 140 im0 | 030 | I e
A3 mm TU: 73 TU: 74 0, > 04 > > 06

Vi du 4: Pac tinh sinh hoc trong phong thi nghiém cua Ung vién_1 khang IL-1RAP &
nguoi
4.1 Ung vién 1 khang IL-1IRAP & nguoi lién két dic hiéu v6i RAP IL-1 & ngudi
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Lién k&t Ung vién_1 khang IL-1RAP & ngudi (dugc goi 1a dang khang ILIRAP-
C8-RecC trong ban md ta niy va bao gdm cac CDR chudi nang SO ID TRINH TU": 128,
188 va 248 va trinh tw chudi nhe SO ID TRINH TU": 71) trén IL-1 RAP lién két mang
& ngudi dugce danh gia bang phwong phap d&m 8 bao theo dong chay bang céch sir dung
nhiéu dong té bao & ngudi va cic loai té bao & nguoi nhu dong t& bao té bao simg HaCaT
(AddexBio, T0020001) nhung ciing nhu céc té bao so cip & ngudi (bach cau trung tinh
va nguyén bao sgi & ngudi).

Tém lai, céc t& bao dugc thu lai, dém va trai lén thm & mie 50.000 t& bao/giéng
trong dia day tron 96 giéng. Pia dugc ly tAm & mirc 350g trong 3 phut va cac t€ bao
duoc téi tao huyén phil trong 50 pl dém FACS (PBS (IX) + FCS 2,5% + EDTA 2 mM
+ NaNj 0,05%) chira cac ndng do khac nhau (tir 50 dén 0,00003 pg/ml) cuia Ung vién_1
khéng IL-1RAP & ngudi hogc D6i chimg isotyp_5 ¢ ngudi. Cac té bao nhudm mau dugce
u trong 30 phut & 4°C, rira hai 1in bing dém FACS & 350g trong 3 phit va dugc tao
huyén phu lai trong 100 pl khéng thé thtt cAp don dong khang IgG PE-Cyanin7 & ngudi
(Biolegend, 409316) dwgc pha lodng 1/200 trong dém FACS. Céc té bao sau d6 duoc
rira hai 1in va dugc tai tao huyén phu trong 200 pl dém FACS ¢6 chira vét té bao chét
SYTOX Green (ThermoFisher Khoa hoc, S34860) va cac miu duge 14y trén thiét bi
CytoFlex (Beckman Coulter). Céc té bao duoc kiém soat dva trén kich thude trén FSC
so véi SSC va duge phén tich vé cudng d6 huynh quang trung binh nhén (gia tri trung
binh nhin) PE-Cyanin7 bing phan mém FlowJo. Cudi cing, cudng d6 huynh quang
trung binh nhan twong di dugc tinh bang cich trir di huynh quang cta Ung vién_1
khang IL-1RAP & ngudi trén mdi huynh quang cua Déi chung isotyp_5. Nhu duge mo
ta trong hinh 6, khang thé Ung vién_1 khang IL-IRAP & ngudi nhén ra IL-1RAP lién
két mang duge thé hién trén dong t& bao HaCaT va tht ca cac té bao so clp. Nhiéu thi
nghiém ddc 14p da dugc thuc hién bang cach st dung nhidu thé cho. Cac gia tri KD lién

quan dugc tom t4t trong bang 6.

Bang 6

Loai té bao N  |[KD +/-SD (aM)
dong té bao HaCaT 4 0,75 +/- 0,36
HaCaT IL-1RAP KO 3 IN/A

Bach clu trung tinh & ngwdi 6 1,67 +/- 0,96
Nguyén bao sgi binh thudng & Cynomolgus 4 1,55 +/- 1,45
Nguyén bao s¢i binh thwong & ngudi 3,1+/-2,14
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Bing 6 thé hién céc gia tri KD dugc x4c dinh tir cic thi nghiém DPém té bao theo
Dong chay trong d6 tmg vién 1 khang IL-1RAP & ngudi (°) hodc Péi chimg isotyp_3
(m) (Hinh 6) dugc 0 v6i cac dong t€ bao va loai t4 bao khac nhau. Céc gi tri KD duoc
trich xut tir hdi quy sigmoid phi tuyén tinh. Cac dudng cong thé hién muc d6 pht hop
vira it (R2> 0,7) dugc dua vao bang t6m tt.

D& chimg minh thém sy lién két c6 chon loc cua Ung vién_1 khéng IL-IRAP &
ngudi véi IL-1RAP, quy trinh twong tw d& dugc thyc hién d6i v6i dong té bao HaCaT
da loai bod gen IL-1RAP dugc tao ra trude d6 va duge dic trung bén trong. Thi nghiém
duoc tién hanh theo cling giao thirc dugc md ta & trén. K&t qua t hinh 6 thé hién khang
thé Ung vién_1 khang IL-1RAP & ngudi lién két chon loc v6i IL-1RAP lién két mang
vi n6 khong lién két voi dong té bao loai bo HaCaT IL-1RAP.

42 Ungvién_1 khang IL-1RAP ¢ ngudi lién két v&i IL-1RAP & cynomolgus trén
céc t& bao so cip & khi

P& danh gi4 kha ning phan tmg chéo cla Ung vién_1 khang IL-1RAP & nguoi
v6i IL-1RAP & cynomolgus, quy trinh turong tu dugc mo ta & trén duge thyc hién bang
céch st dung nguyén bao soi ¢ khi. Trong xét nghiém ndy, tmg vién 1 khang IL-1RAP
& nguoi lién két v4i nguyén bao sgi bibu hién IL-1RAP & cynomolgus (hinh 6). Cac gia
tri KD cho loai té bao dugc thir nghiém duge tom tat trong Bang 6.

4.3 Ungvién 1 khéng IL-1RAP & nguoi We ché ca sw giai phéng cytokin

dwoc cam wng IL-1 va 1L.-36 trong xét nghiém kich thich HaCaT

Pé danh gia tiém ning cua Ung vién_1 khang IL-1RAP & ngudi trong viéc uc
ché cac con duong IL-1, IL-33 va IL-36, mdt s6 xét nghiém da dugc phat trién bang
cach str dung céac hé théng té bao khac nhau. Dong t4 bao keratinocytic HaCaT dugce st
dung dé kiém tra kha nang tc ché cac con dudmg IL-1 va IL-3 6 vi dong té bao dac biét
nay nhay cam voiIL-1 vaIL- 36 nhung khong nhay cam v6i cac cytokin IL-33 nhu dugc
do bang qué trinh san xuét xubi dong nhu IL-6 va IL-8 (CXCLSB).

T6m lai, cac té bao HaCaT dd dugc thu lai, @m va phan tan lai & 0,05 x 106 té
bao/ml trong mdi truong DMEM hoan chinh (DMEM + FBS 10% + Glutamin 1% +
Pen/Strp 1% + NEAA 1% + NaPyr 1%). Hang tram pl té bao duogc phan phdi trong dia
day phang 96 giéng va dugce 1 & 37°C, CO2 5% trong 16 git. Ngay hom sau, céc té bao
dugc 1 voi 50 pl Ung vién_1 khang IL-1RAP & nguoi (nbéng do tir 50 dén 0,000005
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pg/ml) hodc Déi ching isotyp_5 (liéu duy nhat 50 pg/ml), dugc pha lodng 14n luot trong
mdi trudng xét nghiém (moi truong DMEM hoan chinh) 30 phut. Khi két thic qua trinh
1, 50 pl IL-1B hodc IL-36T (ca hai déu tir Peprotech) ¢ ngudi dugc cung clp cho céc
giéng thich hop. Sau 24 gid 1 & 37°C, CO2 5%, 100 pl chét ndi trén bé mat duge chuyén
sang dia day tron 96 giéng va bao quéan trong ti dong -80°C cho dén khi dinh lugng
cytokin/chemokin. San lugng IL-6 va IL-8 trong chét nbi trén bé mat dich nudi cdy dugc
do bing Luminex st dung bd kit ProcartaPlex (ThermoFisher Scientific, EPX01A-
10213-901 va EPX01A-10204-901) theo huéng dan ciia nha san Xuét.

Nhu duoge md ta trong hinh 7, Ung vién_1 khang IL-1RAP & ngudi te ché giai
phéng ca chemokin IL-6 va IL-8 khi IL-1p hodc IL-36y kich thich té bao HaCaT. Tac
dung nay phu thudc vao lidu déi v&i ca hai con dudng va thdm chi con manh hon trén
IL-36y vi cac tuong tac din dén sy hinh thanh phirc hop trimeric cua IL-36/IL-3 6R/IL-
IRAP yéu hon so véi cic tuong téc diéu chinh sy hinh thanh phtrc hop IL-] L-1R/IL-
IRAP. Céc tiéu chi dua vao da dugc thiét 14p va 4p dung cho tét ca cac xét nghiém dé
o6 dii cira sb kich thich hodc Chi sb kich thich (SI) nhim xéc dinh ty 18 phén trim Gc
ché. Chi sb kich thich dugc tinh theo cong thirc sau:

; Cyvtokin X gidi phong .ui cywokin
Chi s& kich thich = —= gidi phong chi cyoki

Cytokin X gidi phong ch i bao

- X 1a cytokin dugc xem xét (IL-6 hoac IL-8)
- “Chi cytokin” 14 tinh trang t€ bao chi duge 1 v6i chét kich thich (IL-1p hodc IL-36y)
- “Chi t& bao” 1a diéu kién té bao dugc 0 v6i moi truong.

Hai thi nghiém doc 1ap da duge thuc hién va cac gia tri uc ché ECso duoc tom tat
trong bang 7.
Bang 7: Ung vién_1 khéng IL-1RAP & ngudi tic ché ca su giai phong cytokin dugc
cam tmg IL-1 va IL-36 trong xét nghiém kich thich HaCaT.

Dang kich thich  [Poc N [EC20 IEC50 ECS80 U'c ché t6i da
IL-1b [L-6 1 2,19 8,77 35,05 106,21

IL-1b 1L-8 2 |0,88+/-0,34 3,53+/-1,38 14,11+/-5,5 94,65 +/- 3,5
1L-36g [L-6 2 10,04 +/-0,03  [0,17+-0,12 0,67 +/- 0,5 107,6+/-3,87
IL-36g 1L-8 b 0,03+-002  [0,11+-0,07  [045+-029  [98,61+- 0,75J
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Bang nay thé hién cac gia tri EC20, EC50, EC80 va Mrc Gic ché tbi da dugc x4c
dinh tir xét nghiém kich thich trong d6 Ung vién_1 khang IL-1RAP ¢ nguoi (°) hodc
Péi ching isotyp_3 (m) (Hinh 7) dugc @ v6i IL-1p hodc IL-36y duoc kich thich HaCaT.
Céc gi4 tri ECx dugc trich xudt tir hoi quy sigmoid phi tuyén tinh. C4c diéu kién kich
thich dAy du (Chi sé kich thich >1,8) va céc dudng cong thé hién muc d6 phu hop vira
da (R? > 0,7) dugc dua vio bang tom tit.

4.4 Ung vién_1 khang IL-1RAP & ngudi tc ché su giai phong cytokin duge cam Gng
IL-33 trong xét nghiém kich thich t& bao don nhan mau ngoai vi & ngudi (PBMC)

Céc té bao don nhin méu ngoai vi & ngudi (WPBMC) da duoc stt dung dé kiém
tra sy trc ché con dudng IL-33 trong xét nghiém ddng kich thich IL-12. N6 d& dugc bao
céo trong tai liéu ring IL-12 hogc IL-33 mdt minh khong kich hoat san xuét IFN-g tbi
thidu tix hPBMC trong khi didu tri két hop v6i IL-33 va IL-12 dan dén san xut IFN-g
hiép ddng (Smithgall va cong su, 2008; (Ochayon va cdng sy, 2019)

Tém lai, cac hPMBC dugc thu lai tir nhitng chiéc 4o khodc 16ng x thu duoc ti
Trung tam truyén mau La Chaux-de-Fonds (Thuy S7) bang cach st dung phan lép
gradien mat @0 ficoll. Céc t€ bao dugc dm va ti huyén phu & 1 x 10° t€ bao/ml trong
mbi trudng RPMI hoan chinh (RPMI + FBS 10% + Glutamin 1% + Pen/Strep 1%). Mot
tram pl hPBMC dugc phén phdi trong dia day tron 96 giéng. Céc té bao dugc U véi
50 i IL-12 va IL-33 & ngudi (c hai déu tir Peprotech) trong 15 phut. Khi két thiic qua
trinh 4, 50 pl Ung vién_1 khang IL-1RAP & nguoi (c6 ndng d6 tr 50 dén
0,000005 pg/ml) dugc pha lodng dinh ky trong méi trudng xét nghiém (moi trudng
RPMI hoan chinh) duge thém vao c4c giéng thich hop. Khing thé Dbi chung isotyp_5
da duge thir nghiém & lidu duy nhét 1a 50 pg/ml. Sau 48 gio 1 & 37°C, CO2 5%, 100 pl
chit ndi trén bé mit duge chuyén sang dia day tron 96 giéng va bao quan trong ti dong
_80°C cho dén khi dinh lugng ndng dd cytokin. Viée san xuit IFN-g trong chét ndi trén
bé mit dich nu6i chy dugc do bang Luminex st dung b ProcartaPlex (ThermoFisher
Scientific, EPX01A-10228-901) theo hudng din ctia nha san xuit. Quy trinh tuong tu
dugc thye hién bing céch sir dung kich thich IL-1B, thay vi IL-33 + IL-12, d4n dén giai
phéng IL-8.

Nhu dugc md ta trong hinh 8 (Cac duong cong mau xam, hinh dudi), Ung vién_1
khéang IL-1RAP & ngudi tc ché giai phong IFN-g cytokin khi kich thich ddng thoi IL-
12 va IL-33 ctia PBMC. Tac dung nay phu thudc vao lidu luong.
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Thém vao d6, di c6 bio céo ring IL-1RAP c6 thé dugce phat hién dudi dang phan
tir hoa tan trong mau ngoai vi véi ndng do dat khoang 300 ng/ml. Pé danh gia xem Ung
vién_1 khang IL-1RAP & ngudi co thé tre ché cac con dudng IL-1/IL-33 khi c6 IL-1RAP
hoa tan hay khéng, quy trinh thi nghiém tuong tu dugc mb ta & trén da duogc tién hanh
véi viée bd sung IL-1RAP hoa tan trong hdn hop cytokin IL-1f hodc IL-12+IL-33. Cac
két qua duoc thé hién trong hinh 8 va chimg minh ring Ung vién_1 khéng IL-1RAP &
nguoi co thé canh tranh véi IL-1RAP hoa tan va duy tri kha nang ngin chan sy giai
phéng cytokin khi kich thich PBMC & ngudi bang IL-1b va IL-33.

Hai thi nghiém ddc 14p da duoc thuc hién véi téng cong 6 thé cho. Céc gi tri tc
ché ECso duoc tom tit trong bang 8.

Bang 8: Ung vién_1 khang IL-1RAP & ngudi uc ché giai phong cytokin dugc cam tng
IL-33 trong xét nghiém kich thich t& bao don nhan mau ngoai vi (PBMC) & ngudi.

87/321

Dang kich thich [Poc ET'IRAP EC20 EC50 EC80 (e ché t6i da
o0a tan
Khong c6
[L-Ib -6 |mit 6 1001+-001 [0,04+-004 [0,17+-0,15  |98,82 +-2,64
Khong co6
[L-b -8 |mit s 10.024-001  [0,08+-005 [033+-0,18  [92,19+/-347
IL-1b 6 lComst |6 [1L94+-141 [176+-564 [31,06+-22,60 [114,25+-1,04
[L-1b L8 Comat |6 (6l +-204 [10,44+/-815 41,77 +-32,60 [107,62+-10,71
Khong co6
[L-33IL-12 [[FNg |mat 6 0074201  [828+-11,65 [33,10+/-46,61 [93,19+/-6,78
L3z FNg |Comat |5 |1454+-19,5  [58,16+-77,82 232,56 +/311,09 [143,98 +/-58,06

Bang 8 thé hién cac gia trj EC20, ECso, ECso va Muc e ché tdi da dugc xé4c dinh
tr xét nghiém kich thich trong do Ung vién_1 khang IL-1RAP & ngudi (*) hodc Déi
chung isotyp_3 (m) (Hinh 8) dugc u v6i IL-1P hogc IL-12+IL- 33 dugc kich thich
PBMC. Céc gi4 tri ECx duoc trich xut tir hdi quy sigmoid phi tuyén tinh.

Céc didu kién kich thich ddy da (Chi sd kich thich > 1,8) va cdc dudng cong thé
hién muc d6 phu hgp vira du (R?> 0,7) dugc dua vao bang tom tét.

K&t hop lai v6i nhau, nhimg dit liéu nay néu bét ring Ung vién_1 khéng IL-1RAP
& nguoi dang e ché hiéu qua tit ca cac con dudng riéng lé bang cach sir dung cic xét
nghiém té bao lién quan dén bénh & nguoi.

4.5 Ung vién_1 khéng IL-1RAP & ngudi uc ché giai phong cytokin trong xét nghiém
t4i kich thich m4u toan phan khi duge két hop kich thich cytokin

Mic du céc xét nghiém truéc ddy cho phép danh gia kha nang uc ché cac con

duong riéng 1€ cua Ung vién_1 khang IL-1RAP & ngudi, nhung xét nghiém mau toan
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phan dugc sit dung dé danh gia kha ning Ung vién_1 khang IL-1RAP & ngudi {rc ché
két hop cac con dudng kich thich IL-1, IL-33 va IL-36. Mau & ngudi mdi thu lai tir cac
thé cho khoe manh (dng Citrat) dugc phan phdi trong céc bng 15 ml va dugc U trude voi
mbi truong don doc (RPMI), Ung vién_1 khéng IL-IRAP & ngudi hodc Dbi ching
isotyp_5 (lidu lugng biio hoa) trong 30 phut truée khi kich thich bang két hop IL-1a, IL-
1B, IL-12, IL-33, IL-360:, IL-36f va IL-36T thanh thé tich cubi cung 12 0,6 ml.

Sau 24 gid G & 37°C, CO2 5%, chét ndi trén b3 mit duge thu lai. Viéc san xuét
cac cytokin va chemokin khéc nhau trong chét ndi trén bé mit dich nubi cly duogc do
bang Luminex bang cach sur dung bo kit da ProcartaPlex (ThermoFisher Scientific, bo
kit 21 16p) theo hudng din ciia nha san xuét. Phan tich théng ké dugc tién hanh trén 26
thé cho duoc thi nghiém tir 8 thi nghiém riéng le. Su khac biét gitra Ung vién_1 khéng
IL-1RAP & ngudi hodc Péi chung isotyp_5 dugc tinh toén trong timg thé cho va timg
chét phan tich d ghép néi tht ca dit liéu, sau d6 dugc phén tich bing cach sir dung kiém
tra gia tri trung binh (t-Test). Trong truong hgp nay, gia thuyét HO hogc null 12 “gia tri
trung binh cua sur khac biét bang 0”. Néu gié tri p ctia t-Test nho hon 0, 05; HO bi tir chéi,
nghfa 1a khéc biét ¢6 y nghia thong ké so véi dbi chimg Isotyp_5.

Céc két qua duge md ta trong hinh 9 thé hién Ung vién_1 khang IL-1RAP ¢
nguoi e ché giai phong hau hét cac cytokin va chemokin c6 ¥ nghia théng ké so véi
Déi chimg isotyp_S.

4.6 Ung vién_1 khang IL-1RAP & ngudi e ché hoat héa bach cau trung tinh khi G véi
mdi truong sau kich thich dudi diéu kién HaCaT véi IL-IB va IL-36T

Céc thanh vién ho cytokin IL-1 tham gia vao cac qué trinh viém chinh lién quan
dén sinh ly bénh (Migliorini va cong s, 2020)). Dé x4c dinh thém céc dac tinh cta Umg
vién 1 khang IL-1RAP & ngudi, cac xét nghiém trong phong thi nghiém da duoc thuc
hién @& danh gié kha ning tiém 4n ctia n6 trong viéc e ché nhiéu xuyén am gifta t€ bao
Neutrophil va té bao da.

Bach ciu trung tinh dugc phan lap tir mau méi duge thu lai & ngudi tir cac thé
cho khoe manh (éng EDTA) béng cach sir dung b cach ly bach cau trung tinh & ngudi
EasySep Direct (Stemcell, 19666) theo hudng dAn ca nha san xuét.

Do tinh khiét ctia Bach cAu trung tinh phan 14p dugc danh gi4 bang xét nghiém
dém t& bao theo dong chay sit dung CD15 lam chit danh dAu cu thé cho bach cAu trung
tinh.
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Mbi truong dudi didu kién HaCaT duogc diéu ché bing cach i cac té bao HaCaT
v&i moi trudng, Ung vién_1 khang IL-1RAP & ngudi hodc Péi chimg isotyp_5 (lidu
lwong bdo hoa) trong 30 phit & 37°C, CO2 5%. Vao cudi qua trinh 4, méi truong don
gian hodc su két hop cta céc cytokin IL-1 B vaIL-36y & ngudi (ca hai déu tir Peprotech)
d duogc thém vao cac giéng thich hop. Sau 24 gid i ¢ 37°C, CO2 5%, chat ndi trén bé
mit dugc chuyén sang dia séu 96 giéng va bao quan trong ti dong -80°C cho dén khi
dinh luong cytokin/chemokin. San phém IL-8, MCP-1, GRO trong chét ndi trén bé mit
dich nudi céy duoc do bang Luminex sur dung bd kit ProcartaPlex (ThermoFisher
Scientific, EPX01A-10204-901, EPX01B-10281-901 va EPX01A-12122-901) theo
huéng din ciia nha san xuét.

Ngay sau khi phén 14p, bach cAu trung tinh & ngudi dugc U v6i moi truong duai
diéu kién da chuén bi truée d6 trong 3 gio & 37°C, CO2 5%. Sau khi 0, cac t& bao dugc
thu lai va nhudém mau trong 20 phit véi cac khang thé duoc danh diu nhim vao cac dau
hiéu bé mit khac nhau CD45, CD15, CD66b, CD62L, CD11b, CD54 (ThermoFisher
Scientific).

Sau 3 gids , bach cAu trung tinh dwoc hoat héa dugc déc trung boi kiéu hinh sau:
CD45'CD15"CD66b*CD54'CD62L". Bing cach st dung cung phuong phap dugc mo ta
& trén, chi sé kich thich va ty 1¢ phin tram tc ché d& duoc tinh cho mdi thé cho bach

cAu trung tinh:

9% bach cdu trung tinh hogt Aong mé,

SI (ma’u) = A ‘ a
Trung binh (% bach cdu trung tinh hogt AONG chi1é bio HaCaT
9% trc ché (mdu)
. ST g, = Trung binh (SI) chiié vio HacaT
Trung binh (SI) Hacar dwpe kich thich véi 16 hop cytokin -Trung binh (SI) ok 16 bio HaCaT

Su khac biét gitra Ung vién_1 khang IL-1RAP 6 ngudi hodc Déi chimg isotyp_5
duoc tinh toan trong mdi thé cho dé ghép ndi tAt ca dit liéu, sau d6 phén tich bang cach
st dung kiém tra gi4 tri trung binh (t-Test). Trong trudong hop nay, gia thuyét HO hozc
null 13 “gi4 tri trung binh ctia sy khéc biét bing 0”. Néu gié tri p cta t-Test nho hon 0,05;
HO bi tir chdi, nghia 12 khac bi€t c6 y nghia théng ké so vdi dbi ching Isotyp_S.
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Cac két qua dugc md ta trong hinh 10 thé hién Ung vién_1 khang IL-IRAP &
ngudi tre ché sy hoat héa bach ciu trung tinh dugc didu hoa boi chemokin duge giai
phéng boi cac té bao HaCaT dugc kich thich so véi Déi chimg isotyp_5.

Vi du 5: Pic tinh sinh hoc trong phong thi nghiém cta Ung vién_1 khang IL-1RAP ¢
chudt
5.1.1 Ung vién_1 khéng IL-1RAP & chudt lién Kkét dic hiéu v6i IL-1RAP & chudt

Kha ning lién két cia Ung vién_1 khang IL-1RAP & chudt (bao gdm cac CDR
chudi nang SO ID TRINH TU 265, 266, 267 va trinh tr chudi nhe SO ID TRINH TU"
74) IL-1RAP lién két mang & chudt duge danh gia bang phuong phap dém té bao theo
dong chay sir dung dong té bao c6 lién quan nhu dong té bao NIH-3T3 nguyén bao soi
Murine (ATCC, CRL-1658).

Tém lai, céc té bao dugce thu lai, dém va trai 1én tAm & mirc 50.000 té bao/giéng
trong dia day tron 96 giéng. Ly tm thm nay & 350 g trong 3 phut va cac t€ bao duoc tai
tao huyén phu trong 50 pl d¢ém FACS (PBS (IX) + FCS 2,5% + EDTA 2 mM + NaN3
0,05%) chira cac ndng do khac nhau (tlr 20 dn 0,0001 pg/ ml) ciia khang thé Ung vién_1
khang IL-1RAP & chudt hoac Ddi ching isotyp_2. Cac té bao nhudém mau dugc U trong
30 phit & 4°C, rira hai 14n bing dém FACS & 350g trong 3 phut va dugc tao huyén phu
lai trong 100 plkhang thé don dong thir cAp khang IgG PE-Cyanin7 & chudt (Biolegend,
407114) dugc pha logng 1/200 trong dém FACS. Sau d6, cac té bao duoc rura hai lan va
dugc tao huyén phu lai trong 200 pl dém FACS c6 chua vét té bao chét SYTOX Green
(ThermoFisher Khoa hoc, S34860) va cac mau duge léy trén thiét bi CytoFlex (Beckman
Coulter). Cac t& bao dugc kiém soét dya trén kich thude trén FSC so v6i SSC va dugc
phén tich vé cudong d6 huynh quang trung binh nhén (gi4 tri trung binh nhan) PE-
Cyanin7 bang phan mém FlowJo. Cudi cing, cudng d6 huynh quang trung binh nhan
tuong dbi dugc tinh bing cach trir di huynh quang cula Ung vién_1 khang IL-1RAP &
chudt cho mdi huynh quang cta Pbi ching isotyp_2. Nhu dugc mé ta trong hinh 11,
khéng thé Ung vién_1 khéng IL-1RAP & chudt nhan ra IL-1RAP lién két mang duoc
thé hién trén dong t& bao NIH-3T3. Nhiéu thi nghiém doc 1ap da duoc thuc hién. Cac
gi4 tri Kp lién quan dugc tém t4t trong bang 9.

Bang 9: Ung vién_1 khang IL-1RAP & chuot lién két dic hiéu voi IL-IRAP & chuot

Loai té bio N [KD +/- SD (nM)
NIH-3T3 1,15 +/-1,53

90



52497

91/321

Bang nay thé hién céc gia trj KD duoc x4c dinh tir céc thi nghiem DPém té bao
theo dong chay trong d6 tmg vién 1 khang IL-1RAP & chudt () hodc Péi ching isotyp_2
(m) (Hinh 11) duge @ voi dong té bao NIH-3T3. Céc gié tri KD duoc trich xuét tir hoi
quy sigmoid phi tuyén tinh. C4c dudng cong thé hién murc d6 phit hop vira du (R*>0,7)
duoc dua vao bang tom tat.

5.1.2 Ung vién_1 khang IL-1IRAP & chudt {rc ché ca sy gidi phong cytokin duge cam
{mg IL-33 va IL-36 trong xét nghiém kich thich NIH-3T3

Tiém ning cia Ung vién_1 khang IL-1RAP & chudt dé trc ché cac con dudng IL-
1, TL-33 va IL-36 d4 dugc thir nghiém v6i dong té bao nguyén bao s¢i NIH-3T3 (ATCC,
CRL-1658) biing phwong phép tuong tu dugc md ta & trén cho dong té bao HaCaT.

Tom lai, céc té bao duge thu lai, dém va tai huyén phu & 0,05 x 10° t& bao/ml
trong moi trudng DMEM hoan chinh (DMEM + FBS 10% + Glutamin 1% + Pen/Strp
1% + HEPES 1% + p-mercaptoetanol 0,1%). Hang tram pI té bao duge phan phbi trong
day dia fiat 96 giéng va dugc 1 & 37°C, CO2 5% trong 16 gio. Ngay hom sau, cac té bao
duoc 1 v6i 50 pul Ung vién_1 khang IL-IRAP & chudt (ndng o tir 50 dén 0,000005
pg/ml) hodc Déi chimg isotyp_2 (liéu duy nhét 50 pg/ml), pha lodng lan lugt trong méi
truong xét nghiém (moi tradong DMEM hoan chinh ) 30 phut. Khi két thiic qua trinh 0,
50 plIL-1B & chudt hodc IL-33 & nguoi hodc t hop IL-360., P hodc y & chudt (tht ca tir
Peprotech ngoai trir mIL-36 cytokin, HE théng R&D) da duoc cung cAp cho cac giéng
thich hop . Sau 24 git dén 48 gio 1 & 37°C, CO2 5%, 100 pl chét ndi trén bé mat dugc
chuyén sang dia day tron 96 giéng va bao quan trong ti dong -80°C cho dén khi dinh
lugng cytokin/chemokin. San phim IL-6 va CXCL-1/GRO-o. trong chit ndi trén bé mit
dich nudi cdy dugce do bang Luminex stir dung b ProcartaPlex (ThermoFisher Scientific,
EPX01A-20603-901 va EPX01A-26031-901) theo huéng dan ciia nha san xuét.

Nhu duoc mé ta trong hinh 12, Ung vién_1 khéng IL-1RAP & chudt te ché giai
phoéng ca cytokin IL-6 va CXCL-1/GRO-o chemokin khi IL-1B & chudt, IL-33 & nguodi
hoiic TL-36 & chudt kich thich céc té bao NIH-3T3 . Tac dung ctia Ung vién_1 khang
IL-1RAP & chudt dbi véi IL-1B & chudt rét yéu vi cac té bao d6 it nhay cam hon véi
kich thich IL-1B & chudt din dén cira sb kich thich At nho. Hiéu tng nay phu thudc vao
lidu lugng dbi véi cac con dudng IL-33 va IL-36. Céc tiéu chi dua vao da dugc thiét lap
va 4p dung cho tat ca cac xét nghiém 8 c6 d ctra sb kich thich hoc Chi sb kich thich

(SI) nhim xéc dinh ty 1¢ phan tram tc ché.
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Nhidu thi nghiém da duoc thuc hién véi céc bién thé c6 phdn Fc ciia Ung vién_1
khang IL-1RAP & chudt, thi nghiém cubi cing nhét quan vdi cac phét hién trude dé va
duge m ta trong Hinh 12 va céc gié tri & ché BCso duge tom t4t trong bang 10.

Bang 10: Ung vién_1 khang IL-1RAP & chudt rc ché ca su giai phéng cytokin duge
cam tmng IL-33 va IL-36 trong xét nghiém kich thich NTH-3T3

Dang kich thich [Doc EC50 mM) [U'c ché toi da (%)
mlL-1b mIL-6 3,14 47,1
EL-ss mIL-6 1,02 103,6
FnIL-36 mCXCL-1 [1,68 108,1

Bang thé hién céc gia tri ECso va Mirc trc ché ti da dugc xé4c dinh tir xét nghiém
kich thich trong dé Ung vién_1 khang IL-1RAP & chudt (+) hodc Déi chimg isotyp_2
(w) (Hinh 12), dugc 1 véi mIL-1B, hIL-33 hodic mIL-36s dugc kich thich NIH-3T3. Cac
gié tri ECx duoc trich xuét tir hdi quy sigmoid phi tuyén tinh. Céc diéu kién kich thich
dly du (Chi sb kich thich > 1,8) va céc dudng cong thé hién mirc d6 phu hop vira du
(R%> 0,7) dugc dua vio bang tém tit.

Vi du 6: Hiéu qua cua Ung vién_1 khang IL-1RAP ¢ chudt trong md hinh chudt duge
cam ung gdy viém cAp tinh trong co thé

V4t liéu va phuong phép

Nudi nhdt dong vét:

Céc thi nghiém trong co thé & duoc thuc hién trén chudt cai C57BL/6JRj 6-7
tudn tudi c6 kha ning mién dich tir JANVIER EABS. Tét ca chudt duge duy tri trong
didu kién mbi trudng tiéu chuin trong 1ong gam nhim (nhiét d6 phong 20 + 1°C, d6 4m
tuong d6i 50 + 10%, chu ky sang t6i 12 gidy). Chudt nhan duge thire an va giudng chiéu
xa va 0,22 pm-nudc udng dugce loc.

M5 hinh chudt dugc cam umg gy viém cAp tinh trong co thé

Hai thi nghiém da dugc tién hanh va duoc dit tén 1An luot 14 nghién ctiu Bely_4
va Bely_5.

Nghién ciru Bely_4. C57BL/6JRj & chudt duoc tiém trong mang bung véi cac
phuong phéap didu tri khac nhau vao ngay 0. Hai gio sau khi tiém thudc diéu tri, chudt
dugc tiém trong mang bung hdn hop interleukin (IL-1 beta ¢ chudt, IL-33 & ngudi va
IL36 alpha, beta va gama @ chuot). 24 gio sau 13n tiém thude thir nhit, chudt duge lam

chét. Huyét thanh chudt, 4 bao lach va dich rira trong mang bung duoc thu lai dé phan
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tich ngodi co thé. Luminex d& dwoc thyc hién trén huyét thanh chuét. Phéan tich FACS
dugc thuc hién trén t& bao lach va dich rira trong mang bung.

Nghién ctru Bely_5. Chudt CS7BL/6JRj & dugc tiém trong mang bung véi cac
phuong phap didu tri khac nhau vao ngay 0, ngay 1 va ngay 2. Hai gi¢ sau khi ti€ém
thudc didu tri, chudt dugc tiém trong mang bung hdn hop interleukin (IL-1 beta & chudt,
IL-33 & ngudi va IL36 alpha, beta va gama & chudt). 24 git va/hodc 72 gio sau 14n tiém
thudc thir nhét, chudt duge lam chét. Huyét thanh chudt, t€ bao lach va dich rira trong
mang bung dugce thu lai dé phén tich ngodi co thé. Luminex di dugc thyc hién trén huyét
thanh chu6t. Phan tich FACS dugc thyc hién trén t& bao lach va dich rura trong mang
bung.

Chuén bi miu chudt cho qué trinh dém té bao theo dong chay.

Dbi véi té bao lach, 14 lach da duoc thu lai va phén tach co hoc. Huyén phi té
bao da duoc loc va ly tim. Cac té bao sau d6 dugc dém va nhuém mau d2 dinh hinh t&
bio misn dich. Nhudm véi bang khang thé hoan chinh va céc dbi chumg tuong d6i da
duoc chuén bi trong dém FACS. Céc miu duoc phén tich trén thiét bi dén phia Béc
(CYTEK). Dit liéu dugc phén tich bing Kaluza va GraphPad Prism 8.

P& rira trong mang bung, PBS duoc tiém vao khoang bung. Khoang bung dugc
xoa bép nhe nhang d8 tach céc t& bao va chit long sau d6 dugc thu thép bang cach rach
dudng trong khoang bung. Huyén phi té bao da dugc loc va ly tam. Céc té bao sau d6
dwoc dém va nhudm mau dé dinh hinh t bao mién dich. Nhuom véi bang khang thé
hoan chinh va cac ddi chimg tuong d6i da duge chuln bi trong dém FACS. Cac mau
duoc phén tich trén thiét bi dén phia Bac (CYTEK). Dit liu duge phan tich bang Kaluza
va GraphPad Prism 8.

Chuan bi mAu chudt cho xét nghiém Luminex.

Céc miu huyét thanh dugc danh gia bang dinh lugng Multiplex Luminex theo
huéng din ctia nha san xuit. Cac hat, mau trong co thé va/hodc chét ndi trén bé mat va
cac chit chuin pha lodng dugc cung cép bai b kit, dugc thém vao cac dia, 0 qua dém.
Khang thé phat hién dugc thém vao céc dia va 0 trong 30 phut ¢ nhiét 6 phong. Cac
dfa duoc rira sach va thém streptavidin-PE va 1 trong 30 phut & nhiét d6 phong. Cac dia
duoc rira sach va dém doc duoc thém vao va 1 & nhiét d6 phong trude khi doc bang thiét
bi Luminex 200. Dir liu Luminex dugc phén tich bing phin mém Phin tich

ProcartaPlex 1.0. Nong d6 cytokin d& dugc chuén hoa thanh giéi han dinh luong trén
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(ULOQ) va du6i (LLOQ). Tét ca dit liéu bén dusi LLOQ duoc dit & didm thip nhét ctia
céc dudng cong tiéu chudn va dugc coi 13 khong thé phén tich dugc (d6i véi phan tich
GraphPad Prism, khdng cho phép s6 0). Dit liéu dugc phan tich bang Excel va GraphPad
Prism 8.
Phan tich théng ké

Dit lidu duge phan tich bang phin mém Graphpad Prism 8. Phén tich théng ké
dugc thue hién: phan tich phuong sai mot chiéu (ANOVA), sau d6 la so sanh bdi cia
Dunnett. P <0,05 duge coi 1a c6 ¥ nghia théng ké. Mirc 6 ¥ nghia dugc thé hién bang
dAu hoa thi. (**** cho <0,0001; *** cho 0,0001; ** cho 0,001 va * cho 0,01).
Két qua va két luan

Hiéu qua cua Ung vién_1 khéng IL-IRAP & chudt (bao gdm SO ID TRINH TU"
73 va SO ID TRINH TU": 74) d4 dugc thir nghiém trén hai mo hinh chudt dugc cam ung
gay viém cAp tinh trong co thé doc 1ap. CSTBL/EIR] & chudt duge tiém trong mang bung
v6i cac phuong phap didu tri khac nhau vao ngay 0 ciia nghién ctru thi nhét va ngay 0,
ngdy 1 va ngay 2 cla nghién ciru thit hai. Hai gio sau m3i 14n tiém thudc diéu tri, chudt
dugc tiém trong mang bung hdn hop interleukin (IL-1 beta & chudt, IL-33 & nguoi va
IL36 alpha, beta va gama & chudt). 24 gio sau 14n tiém tha nhét ctia phuong phap didu
tri cho nghién ctru thit nhit va 72 gi¢r sau lan tiém thu nhit ctia phuong phap diéu tri cho
nghién ciru thir hai, nhitng con chudt dugc lam chét. Huyét thanh chudt, t€ bao lach va
dich rtra trong mang bung duoc thu lai dé phan tich ngoai co thé.

24 gidy sau lan tiém thir nhdt, Ung vién_1 khang IL-1IRAP & chudt thé hién su
didu bién IL-5 gidm dang k& (Hinh 1) so v6i nhém d6i chimg (gid tri p=0,0018). Khong
¢6 su didu bién giam dang ké IL-5 dugc cam Ung boi diém chudn Anakinra (gié tri

p=0,1611) va mIL36Ra (gid tri p=0,4719).

Thir nghiém so sanh nhidu lin cia Khéc bigt | 95,00% Clcia | COF |p. | GlatriPda
Dunnett trung binh, khéc biét, |nghia? diéu chinh
A A R 7 A
Chutt duge diéu trj bing IL so véi chudt | 3174 | 1261 dén508,6 | C6 | *** |  0,0006
khong dugc dieu tri
A A 0 M 7 K
Chudt duge dicu trj bang IL s0 v6i Dol 44,69 | -146,5 dén 2359 |Khong| ns 0,97
chimg isotyp 1
Chubt duogc didu tr bing IL so véi Ung £ o
v v . 0 0
vién 1 khang IL-TRAP & chudt 285,5 94,24 dén 476,7 | C6 ,0018
Chudt dugc didu tri bing IL so voi £ o
ot dug i . - Kh 0,1611
Anakinra (chét di van thy thé IL-1) 1516 | -342,8den 39,61 \Khong) S
Chuét dugc didu tri bing IL so voi £ o
ot dug i . 0,4719
mIL36Ra (mIL1ES) 106,1 85,13 dén 297,3 |Khong| ns
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Bang 11 Phan tich théng ké cta Hinh 13

72 gid sau 1n tiém thi nhét, Ung vién_1 khéng IL-IRAP & chudt thé hién su
didu bién giam dang ké cia IL-5 (Hinh 14) va Gro-alpha (Hinh 3) so v6i nhém d6i chimg
(tuong Umg 14 gié tri p=0,0356 va gi4 tri p=0,0009). Khong c6 su didu bién giam déng
k& IL-5 duoc cam (mg bdi diém chudn Anakinra (gid tri p=0,5413) va mIL36Ra (gié tri
p=0,1337). Didu chinh giam dang ké Gro-alpha dugc cim (mg boi Anakinra (gia tri
p=0,0162) chir khéng phai béi mIL36Ra (gia tri p=0,933).

Thir nghiém so sinh nhidu An ciia| Khéc bigt 95,00% Clcia khicl  COY o o2 Gia tri P da
Dunnett trung binh, biét, nghia? diéu chinh
Chuét dugc didu tri bing IL so véi £ ] N
thuot khong duoc didu tri 317,4 17,36 dén 617,3 Cé 0,0356
A oA . > ro
Chugt duge diéu tri bang IL s0 VOl | 535 5 .64.48 dén 535,5 | Khong | ns 0,1589
Poi ching isotyp 1
Chuét dugc diéu tri bing IL so véi % . N
Ung vién. 1 khang IL-1RAP 6 chudt 317,4 17,36 dén 617,3 Cé 0,0356
Chuét dugc diéu trj bang IL so véi £ .
Anakinra (ohit i van thy hé L-1y| 1482 | -4482den1SLE | Khong | ms 0,5413
Chuét duoc diéu trj bang IL so véi £ o
miL36Ra (mIL1F5) 245,8 -54,19 dén 545,8 Khong ns 0,1337
Bang 12 Phén tich théng ké ciia Hinh 14
Thir nghi¢m so sanh nhidu ldn ciia| Khacbigt |95,00% Cleiiakhic| COY |qq., ¢3¢ Gia tri P dd
Dunnett trung binh, biét, nghia? diéu chinh
A A IR re
Chut duge dicu tri bang IL soval | g 55 7,852 dén 28,65 o 0,0003
chudt khong dugce dicu tri
A <A R s
Chugt dugc dicu tri bang IL O VoL | 4 666 15,06 dén 5,731 | Khong | ns 0.6704
DO6i chimg isotyp 1
Chuét dugc didu trj bing IL so véi £ . .
Chug i 0,000
Ung vién_1 khéng IL-1RAP & chudt 16,64 6,242 den 27,04 s ;0009
Chuét dugc didu tri bing IL so véi £ . N
: - 1
Anakinra (chét déi van thy thé IL-1)| 1 2* 1,845 den 22,64 6 0,0162
Chuét dugc didu trj bang IL so véi £ .
0 i i 0,933
miL36Ra (mIL1F5) 2,92 7,477 den 13,32 Khoéng ns 9

Bang 13 Phan tich théng ké Hinh 15

Ung vién_1 khang IL-1RAP & chuét uc ché giai phong IL-5 trong huyét thanh
chudt 24 gid va 72 gid sau khi tiém interleukin va trc ché giai phéng Gro-alpha trong

huyét thanh chudt 72 git sau khi tiém interleukin. Nhitng dit liéu nay xac nhén ring so
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v6i cac didm chudn, IL-1RAP huéng dich cho phép chin cac con dudng truyén tin hiéu
IL-36, IL.-33 va IL1 trong co thé.

Vi du 7: Hi€u qua cua Ung vién_1 khang IL-1RAP ¢ chudt trong md hinh chudt duoc
cam Ung gdy viém man tinh rong co thé

V4t liéu va phuong phéap

Nubi nhdt dong vat:

Céc thi nghiém trong co thé d3 duge thuc hién trén chudt cai C57BL/6J 8-9 tuén
tudi c6 kha ning mién dich (JR #00664) dugc lai tao bdi Phong thi nghiém Jackson (Bar
Harbor, ME). T4t ca chudt dugc duy tri trong didu kién mdi trudng tidu chudn trong
16ng gam nhim (nhiét d6 phong 20 + 1°C, d6 4 4m tuong d6i 50 + 10%, chu ky sang t6i
12 gi®y). Chudt nhén thirc an va giuong chiéu xa va 0,22 pm- nudc uong duoc loc.

M hinh chudt giéng bénh vay nén

Céc quan sat va thu tuc trong khi con séng. Chudt duge cin ba ngay trude khi
bat dAu nghién clru va trong sudt giai doan séng. Chudt duge cao 16ng 48 git trude khi
4p dung IMQ. Lung cta nhiing con chu6t bi cao 16ng va ca hai tai duoc boi kem IMQ
5% (Aldara®) hang ngay. Céac ving da dugc diéu tri bing IMQ dugc pht bang bing
Tegaderm™ mo duc v6 trung nhu phuong tién d8 bao vé vung boi ngoai da. Cac phuong
phap diéu tri dugc thuc hién trén chudt qua dudng trong mang bung ba ngay mot 14n dbi
voi tAt ca cac phan tir ngoai tri Anakinra, dugc tiém qua duong trong mang bung mdi
ngay. Chudt duge kidm tra thé chit hang ngay va diém s8 PASI (Khu vyc bénh vay nén
va Chi sb mic dd nghiém trong) dugc ép dung nhu sau: Ban d6 (kich tmg/do da) va
hinh thanh vay (vay) (diém 1-4)/Thang didm murc d6 nghiém trong va md rong quy mo
(diém 1-4). Khi két thiic nghién ctru, da lung dugc thu lai dé phan tich ngoai co thé. Md
hoc dd dugc thuc hign trén da lung.

Chuén bi mau chudt cho thi nghiém ngoai co thé

Phin da lung bén trai duge cét thanh dai rong 1 cm (mét cit ngang) trudc khi
dinh hinh biang Formalin 4%.

Xét nghiém md hoc

Da lung (4 miu trén m3i tim kinh) dugc nhudm hematoxylin. Céc tAm kinh duogc
phén tich bing phan m3m tidu chuén cellSens. Dinh lugng sy hinh thanh chbt Rete (dugc

dat tén 1a Acanthosis) dugc thuc hién trén 4 m3u da trén mdi tm kinh trén mbi con
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chudt / 10 anh trén m&i tAm kinh / 6 con chudt trén mdi nhém. Ghi diém kép da dugc
thuc hién. Dit liéu dugc phan tich bang Excel va GraphPad Prism 8.
Phén tich thong ké

Dit liéu dugc phan tich béng phan mém Graphpad Prism 8. Phan tich théng ké
duge thyc hién: phan tich phuong sai mot chidu (ANOVA), sau d6 la thir nghiém so
sanh nhidu 1in coa Dunnett d& so sanh nhidu 14n. P<0,05 dugc coi 1a c6 ¥ nghia théng
ké. Mitc ¥ nghia duge biéu thi bing déu hoa thi (**** cho <0,0001; *** cho 0,0001; **
cho 0,001 va * cho 0,01).
Két qua va két ludn

Bénh vy nén 1a bénh viém da v6i téc d6 luan chuyén t& bao biéu bi ting nhanh.
Bach cau trung tinh di chuyén tuin hoan dén cac ton thuong vay nén va gy ra su bung
nd hd hép, thodi héa va hinh thanh by ngoai bao bach cAu trung tinh, do d6 gép phan
vao co ché bénh sinh mién dich ctia bénh vay nén bao gdm mét can bang té bao T, ting
sinh té bao simg, tao mach va hinh thanh tu khang nguyén. Sy tich tu bach cau trung
tinh trén da 13 mot trong nhimg déc diém mé hoc cua bénh vay nén. IL-36, dugc san
xuit va tiét ra & mic d6 cao, c6 vai tro chinh trong bénh vay nén & da duge cam Gmg boi
Imiquimod. IL-36 ¢6 thé thic day viéc thém bach cAu trung tinh. TL-36 va IL-1 hop tac
dé diéu tri bénh véy nén hinh thanh viém da mgc du c6 sy didu hoa 14n nhau. Hiéu qua
cua Ung vién_1 khang IL-1RAP ¢ chudt da duogc thir nghiém trén m6 hinh chudt dugc
cam Ung gdy viém man tinh trong co thé: M6 hinh chudt viém da gidng bénh vay nén.

Lung cta nhitng con chudt bi cao 16ng va ca hai tai dugc bdi kem IMQ 5%
(Aldara®) hang ngdy. Cac ving da duoc didu tri bing IMQ dugc phi béng bing
Tegaderm™ m duc v6 tring nhu phwong tién dé bao vé viing bdi ngoai da. Cac phuong
phap diéu tri duge thyc hién trén chudt qua dudng trong mang bung ba ngay mdt 14n dbi
v6i tht ca cac phan tir ngoai trir Anakinra, dugc tiém qua dudng trong mang bung mdi
ngay. Chudt duoc kiém tra thé chit hang ngay va didm s PASI (Khu vuc bénh vy nén
va Chi sé mic @ nghiém trong) dugc &p dung nhu sau: Ban d6 (kich tmg/dé da) va
hinh thanh vay (vay) (diém 1-4)/Thang diém muc d nghiém trong va md rong quy md
(diém 1-4).

Vo ngay thir 10, Ung vién_1 khang IL-IRAP & chudt duoc cam umg di lam

giam déng ké ty 1¢ nhan rong va diem tén thuong (gia tri p=0,0141 & mic 1 mg va gia
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tri p=0,0025 & mirc 250ug) trong md hinh Viém da gidng bénh vay nén (Hinh 16) so v6i

nhém d6i chimg.

Thir nghi¢m so sinh nhidu 1in cia  Khéc bigt  95,00% Cl cia khic  Céy Gia tri P da
Dunnett trung binh, bigt, nghia? |Tém tit diéu chinh
IMQ duge xit Iy + PBS so v6i Chudt
khong dugc xir 1y 2,667 1,811 dén 3,522 C6 ok <0,0001
IMQ duge xit Iy + PBS so v6i Déi
chimg isotyp 3 & mirc 1 mg 1 0,3015 dén 1,699 Co *k 0,0025
IMQ duge xir Iy + PBS so v6i Ung
vién_1 khang IL-1RAP & chudt &
muc 1 mg 0,8333 0,1348 dén 1,532 cé * 0,0141
IMQ duge xit Iy + PBS so véi Ung
vién_1 khéng IL-1RAP & chudt &
mirc 250ug 1 0,3015 dén 1,699 Co ok 0,0025
IMQ duoc diéu tri + PBS so véi
Anakinra (cht d6i van thy thé IL-1)|  0,6667 -0,03187 dén 1,365 | Khong ns 0,0661
IMQ dugc xit Iy + PBS so v6i
mlL36Ra (mIL1F5) 0,1667 -0,5319 dén 0,8652 | Khong ns 0,9704

Bang 14: Phan tich thong ké Hinh 16

Dit liéu m6 hoc d3 ching minh ring Ung vién_1 khang IL-1RAP & chudt c6 thé

{rc ché sy hinh thanh cac chét rete (gi4 tri p=0,0001), con dugce goi 1a bénh gai den, trong
mé hinh Viém da gidng bénh vay nén (Hinh 17 va 18) so v6i nhém d6i chimg va nhém
isotyp. Giam dang ké su hinh thanh bénh gai den véi mIL36Ra (gi4 tri p=0,0006) nhung

khong giam véi Anakinra (gié tri p=0,0702).

Hinh anh md hoc duge thyc hién trén da lung chudt dugc thé hién trong Hinh 18.

Trong thoi gian ngén, chudt duge didu tri bang Imiquimod va PBS (A), Pbi chimg

isotyp_3 (B), Ung vién_1 khang IL-1RAP & chut 6 mie 1 mg (C), Ung vién_1 khang
IL-1RAP & chudt & mirc 250ug (D), Anakinra (E), mIL36Ra (F ) hodc chudt khong duge

didu tri (G). St dung Ung vién_1 khéng IL-IRAP & chudt da (e ché su x4m nhép cla

bach cAu trung tinh trong m6 hinh chuét bi viém da gidng bénh vay nén.

Dt liéu tir nghién ctru IMQ_s2.

98

. i . A A Khic biét | 95,00% Clcia | Co§ | . < |GidtriP da didu
Thir nghi¢m so sanh nhieu lan Dunnett trung binh, khéc biét, nghia? Tém tat chinh
IMQ duge xir 1y +PBS sov6i Chudt | 1597 | 5411dén16,52 | Co | **** | <0,0001
khong dugce xir 1y
9 17 o K 3
IMQ duqc. xu ly + PBS,so v6i boi ching 56 1,064 dén 10,14 | C6 * 0,0106
isotyp_3 ¢ mirc 1 mg
IMQ dugc xir Iy + PBS so v6i Ung vién_1 £ Cé Rk 0.0001
khéng IL-1RAP & chudt & mic 1 mg 8,283 | 3747den 12,82 €O ’
IMQ dugc xit Iy + PBS so v6i Ung vién_1 511 6 o 0.0027
khang IL-IRAP & chudt & mirc 250ug 6,467 | 1,930den 11,00 | €O ’
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IMQ duge didu tri + PBS so v6i Anakinra £ N
(chat i van thy thé TL-1) 4283 |-0,2530 dén 8,820| Khong ns 0,0702

IMQ dugc xir ly + PBS so véi mIL36Ra . ]
(mIL1F5) 74 2,864 dén 11,94 | Co | *** 0,0006

Bang 15 Phan tich théng ké Hinh 17

Ung vién_1 khang IL-1RAP & chudt {rc ché sy xAm nhép cua bach cAu trung tinh trong md hinh chudt bi viém da
gidng bénh vay nén. Nhitng di liéu ndy x4c nhén ring so v6i cac didm chuén, IL-1RAP hudng dich cho phép
chin céc con dudng truyén tin hiéu IL-36, IL-33 va IL1 trong co thé.

Vi du 8: Pic tinh sinh hoc trong phong thi nghiém cua Ung vién_1 khang IL-1RAP ¢
ngudi

Ung vién_1 khang IL-1RAP & nguoi uc ché giai phong cytokin trong xét nghiém
t4i kich thich méu toan phan khi kich thich IL-1 theo cach phu thude vao liéu

Mic du cac xét nghiém trude day cho phép danh gia kha nang Ung vién_1 khang
IL-1RAP & nguoi irc ché két hop cac con dudng duge didu hoa boi ILIRAP trong béi
canh xét nghiém mau toan phin, IL-1a hogc IL-1p dugc phan tich & day duoc sir dung
d danh gia kha nang Ung vién_1 khang IL-IRAP ¢ nguoi d8 e ché cac con dudng
duoc kich thich béi TL-1 va x4c dinh nong do e ché hidu qua t6i da mot nira (hodc
EC50).
V4t liéu va phuong phap

Méu & ngudi méi thu lai tir céc thé cho khoe manh (bng Citrat) dugc phan phoi
trong cac 6ng 15 ml va duogc trude chi véi mot trong hai méi truong (RPMD), pha
lodng ndi tiép Ung vién_1 khéng IL- 1RAP & ngudi trong khoang tir 25 ug/ml dén
0,00032 pg/mL, hodc Péi chung isotyp_4 (25 ug/ml) trong 30 phut trude khi kich thich
v6i 5 ng/ml IL-1a hogc 5 ng/ml IL-1f dén thé tich cudi cing 1 0,6 ml. Sau 24 gig u o
37°C, CO2 5%, chat ndi trén bé mat dugc thu lai. Viéc san xuét cac cytokin va chemokin
khéc nhau trong chit ndi trén bé mat dich nudi cly duge do bing Luminex bang cach
st dung nhidu b6 ProcartaPlex (ThermoFisher Scientific, bd 9 16p) theo hudng dén cta
nha san xuit. Dinh luong chét phan tich dé dwoc chuin hoa thanh chi sb kich thich:

Chi s6 kich thich (MAu), [SI] _X=( [Giai phéng cytokin] _X (M&u))/( [Giai phong
cytokin trung binh ] _X (Mau khong dugc kich thich))

Chi s Kich thich (Méu dugc kich thich/Mau khéng duge kich thich) duoi 3 (gp

3 14n so v6&i dudng co s&) da bi loai trir d8 xAc dinh phan trdm {rc ché.
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% e ché Mau)=(1-( [SI] _X (MAu)- [SI] _X Trung binh (Méau khong duogc kich
thich))/( [SI trung binh ] _X (Pugc kich thich)- [SI trung binh] X (Mau khéng duoc
kich thich) ))x 100

Trong d6 “X” 14 cytokin/chemokin dugc xem xét, “Dugce kich thich” tuong img
voi céc gia tri thu duogc cho méu toan phén duge U trude véi Déi ching isotyp sau do
Cytokin X v "Méu khong duoc kich thich” trong Gng v6i céc gia tri thu duge cho mau
ton phin ma khong c6 kich thich bt ky. Mbi phép tinh 1a thé cho va cytokin cu thé.

Mot nira gié tri ndng do hiéu qua tdi da (EC50) duge trich xuét tirhdi quy sigmoid
phi tuyén tinh. Céc didu kién kich thich dy du (Chi s6 kich thich > 3) va cac duong
cong thé hién mtrc d6 pht hop vira du (R?> 0,7 va Span > 50%) duoc dua vao bang tom
tét,

Ba thi nghiém doc 1ap da duoc thuc hién véi tdng s6 15 thé cho dugc thir nghiém.
Bang B trong hinh 18 m6 ta s6 lugng thé cho c6 du didu kién kich thich (Chi sb kich
thich > 3).

Cac két qua dugc md ta trong hinh 18 va bang 16 thé hién Ung vién_1 khang IL-
IRAP & ngudi thé hién su tc ché phy thudc ndng d6 IL-6, IL-8, MCP-1, MIP-la va
MIP-1p giai phéng sau khi kich thich véi IL-1a. hodc IL- 1P trong xét nghiém tai kich
thich mau toan phan & ngudi v6i EC50 trung binh trong pham vi nano cho ca IL-1o va
IL-1P.

KiCH THICH PQC N bao gdm cic thé cho ECso c6 nghia +/- SD
IL-1alpha [L-6 11/13 9,5 +/- 8,6 "M
IL-1alpha IL-8 4/11 14,2 +/- 7nM
[L-1alpha MCP-1 5/10 11,1 +/-13,5 nM
IL-1alpha MIP-1alpha 6/8 15 +/-14 nM
IL-1alpha MIP-1beta 7/10 89 +/-153,8 nM
IL-1beta IL-6 12/15 8,8 +/- 7,7 nM
IL-1beta 1L-8 9/15 24,7 +/- 22,3 M
IL-1beta MCP-1 4/10 17,7 +/- 21,1 naM
IL-1beta MIP-1alpha 8/10 16 +/- 23,8 M
IL-1beta MIP-1beta 6/11 53,3 +/- 49,9 nM
Bang 16

Lidu luong dép tmg ctia Ung vién_1 khéng IL-1RAP & ngudi hodc lidu t6i da ctia

Péi chimg isotyp_4 duogc U trong mau toan phan & ngudi voi 5ng/ml IL-la hodc

5 ng/ml IL-1p.
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Béng 16 hién thi EC50 cia sy tic ché dbi véi tat ca duge bao gdm cac thé cho
cho m&i 1An kich thich va m3i 14n doc. Céc gié tri ECx duge trich xuét tir hdi quy sigmoid
phi tuyén tinh. Cac diéu kién kich thich day du (Chi s6 kich thich > 3) va cc dudng
cong thé hién mirc d6 phit hop vira du (R?> 0,7 va Span > 50%) dugc dua vao bang tom
tht. Ba thi nghiém ddc lap d dugc thye hién véi tong s6 15 thé cho duoc thir nghiém.
X/Y dai dién cho céc thé cho X trong 46 Ung vién_1 khéng IL-IRAP & ngudi thé hién
su (rc ché gifra cac thé cho Y phan timg v6i kich thich IL-1.

Trong c4c r6i loan tu mién dich, Ung vién_1 khang IL-IRAP & ngudi c6 thé didu
chinh gidm phan tmg viém do IL-1 thic ddy, d4p Umg nay khuéch dai qua trinh san xuét
cytokin gay bénh va lam trAm trong thém sinh 1y bénh.

Dit liéu ciing dugc tao bang cach sir dung I1L-12/IL-33 va IL-360/IL-36/ILB-367
1am chét kich thich va thé hién su diéu bién phy thudc vao liéu lugng ctia viée giai phong

cytokin va chemokin (dit liéu khéng dugc thé hién).
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1. Khéng thé khang ILIRAP bao gbm ving CDR chudi ning thir nhit (CDR-HI1), ving
CDR chudi ning thit hai (CDR-H2), va ving CDR chudi ning thir ba (CDR-H3), trong
do:

(a) CDR-H1 bao gdm trinh ty axit amin c6 sO ID TRINH TU: 128;

(b) CDR-H2 bao gdm trinh tw axit amin c6 sO ID TRINH TU: 188; va

(c) CDR-H3 bao gdm trinh tw axit amin c6 sO ID TRINH TU: 248, va trong d6 khang
thé khang IL1IRAP d4 néu bao gdm ving bién dbi chudi nhe bao gbm trinh tw axit amin
¢6 SO ID TRINH TU" 268.

2. Khéang thé theo diém 1, trong d6 khéang thé nay bao gdm vung bién ddi chudi ning
bao gdm trinh ty axit amin c6 SO ID TRINH TU" 58.

3. Khang thé theo diém 1, trong d6 khang thé nay lién két v6i ILIRAP & ngudi voi 4i
Iyc lién két ndm trong khoang tir 1 x 10° M dén 10> M.

4. Khéng thé theo diém 1, trong d6 khang thé da néu lam giam tin hiéu duge kich thich
IL-1, tin hiéu duge kich thich IL-33, va/hoic tin hiéu dugc kich thich IL-36 it nhét 12
90%, it nhét 12 95%, it nhit 12 99% hoic 100%; trong d6 sy giam tin hiéu dugc do bang
xét nghiém ngén chin dya trén té bao.

5. Khéng thé theo diém 1, trong d6 khang thé d& néu phan ng chéo voi polypeptit
IL1RAP & khi cynomolgus c6 SO ID TRINH TU: 2.

6. Khang thé theo diém 1, trong d6 khing thé da néu phan tmg chéo voi polypeptit
ILIRAP & chudt ¢6 SO ID TRINH TU: 261.

7. Khang thé theo diém 1, trong d6 khang tha da néu 13 khang thé c6 chidu dai ddy du
cua 16p IgG va cu thé 1a trong d6 khang thé 16p IgG nay co isotyp dugc chon tir IgG1,
IgG2, 1gG3 va IgG4.

8. Khéang thé theo diém 2, trong d6 khang thé d néu 12 khang thé da dic hiéu.

9. Khang thé theo diém 1, trong d6 khang thé nay lién két d3c hiéu véi mot hodc nhiéu
goc axit amin trong mién 2 cua ILIRAP.

10. Khang thé theo didm 3, trong d6 4i luc lién két duge do bing hing s6 phan ly cén
bang (KD) v&i polypeptit IL1RAP & ngudi co SO ID TRINH TU: 1 hodc 6

11. Duoc phdm chira khang thé theo diém 1 va chét mang dugc dung.
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<110>

<120>

<130>

<160>

<170>

<210> 1

<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 1

Ser

1

vVal

Phe

Ile

Phe

65

Phe

Arg

Gln

Leu

Glu

Phe

Leu

Trp

50

Arg

Arg

Asn

Lys

Tyr

349

373
PRT

Arg

Glu

Lys

35

Tyr

Leu

Pro

Thr

Asp

115
Ile

Cys

Asp

20

Phe

Trp

Pro

Thr

Thr

100

Ser

Glu

BiSSAP 1.3.6

Asp

Glu

Asn

Thr

Glu

Leu

85

Tyxr

Cys

Tyr

ISB 880 01 EPOO

Trinh ty nhén tao

Asp

Pro

Tyr

Arg

Asn

70

Leu

Cys

Phe

Gly

52497

DANH MUC TRINH TU

Ichnos Sciences SA

Trp

Ala

Ser

Gln

55

Arg

Asn

Ser

Asn

Ile

Gly

Arg

Thr

40

Asp

Ile

Asp

Lys

Ser

120
Gln

Leu

Ile

25

Ala

Arg

Ser

Thr

val

105

Pro

Arg

Asp

10

Lys

His

Asp

Lys

Gly

90

Ala

Met

Ile

Thr

Cys

Ser

Leu

Glu

75

Asn

Phe

Lys

Thr

Met

Pro

Ala

Glu

60

Lys

Tyr

Pro

Leu

Cys

Arg

Leu

Gly

45

Glu

Asp

Thr

Leu

Pro

125

Pro

Gln

Phe

30

Leu

Pro

val

Cys

Glu

110

val

Asn

Khang thé khang ILI1RAP va dugc phdm chia khang thé nay

>56 ID TRINH TU: 1 - (hs) IL-1RAP-ECD (S21-E359) -Avi-His

Ile

15

Glu

Thr

Ile

Leu

Met

95

val

His

val

132/321

chia nguoi

Gln

His

Leu

Asn

Trp

80

Leu

Val

Lys

Asp



Gly

145

Cys

Leu

vVal

Leu

Tle

225

Glu

Arg

Thr

Asp

Asp

305

Val

Thr

Ala

His

130
Tyr

Tyr

Ser

val

Thr

210

His

Leu

Asn

Ile

Glu

290

Leu

Ala

val

Gln

His

370

<210> 2
<211> 373
<212> PRT

Phe

Lys

Phe

Thr

195

vVal

Ser

Leu

Glu

Asp

275

Thr

Lys

Lys

Glu

Lys

355

His

Pro

Ile

Leu

180

Tyr

Lys

Pro

Ile

val

260

val

Arg

Arg

Ala

Gly

340

Ile

His

Ser

Gln

165

Ile

Pro

Val

Asn

Pro

245

Trp

Thr

Thr

Ser

Ala

325

Gly

Glu

His

Ser

150

Asn

Ala

Glu

Val

Asp

230

Cys

Trp

Ile

Gln

Tyr

310

Lys

Gly

Trp

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

135
Val

Phe

Leu

Asn

Gly

215

His

Thr

Thr

Asn

Ile

295

val

val

Gly

His

52497

Lys

Asn

Ile

Gly

200

Ser

Val

val

Ile

Glu

280

Leu

Cys

Lys

Thr

Glu
360

Pro

Asn

Ser

185

Arg

Pro

Val

Tyr

Asp

265

Ser

Ser

His

Gln

Gly

345
Gly

Thr

Val

170

Asn

Thr

Lys

Tyr

Phe

250

Gly

Ile

Ile

Ala

Lys

330

Gly

Gly

Ile

155

Ile

Asn

Phe

Asn

Glu

235

Ser

Lys

Ser

Lys

Arg

315

val

Leu

Gly

140
Thr

Pro

Gly

His

Ala

220

Lys

Phe

Lys

His

Lys

300

Ser

Pro

Asn

His

Trp

Glu

Asn

Leu

205

Val

Glu

Leu

Pro

Ser

285

val

Ala

Ala

Asp

His

365

Tyr

Gly

Tyr

190

Thr

Pro

Pro

Met

Asp

270

Arg

Thr

Lys

Pro

Ile

350

His

Met

Met

175

Thr

Arg

Pro

Gly

Asp

255

Asp

Thr

Ser

Gly

Arg

335

Phe

His

Gly

160

Asn

Cys

Thr

Val

Glu

240

Ser

Ile

Glu

Glu

Glu

320

Tyr

Glu

His
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<223> >56 ID TRINH TU: 2 - (cyno)IL-1RAP-ECD(S21-E359)-Avi-His cla khi

cynomolgus

<400> 2
Ser Glu Arg Cys Asp Asp Trp Gly Leu Asp Thr Met Arg Gln Ile Gln
1 5 10 15
Val Phe Glu Asp Glu Pro Ala Arg Ile Lys Cys Pro Leu Phe Glu His
20 25 30
Phe Leu Lys Phe Asn Tyr Ser Thr Ala His Ser Ala Gly Leu Thr Leu
35 40 45
Ile Trp Tyr Trp Thr Arg Gln Asp Arg Asp Leu Glu Glu Pro Ile Asn
50 55 60
Phe Arg Leu Pro Glu Asn Arg Ile Ser Lys Glu Lys Asp Val Leu Trp
65 70 75 80
Phe Arg Pro Thr Leu Leu Asn AsSp Thr Gly Asn Tyr Thr Cys Met Leu
85 90 95
Arg Asn Thr Thr Tyr Cys Ser Lys Val Ala Phe Pro Leu Glu Val Val
100 105 110
Gln Lys Asp Ser Cys Phe Asn Ser Pro Met Lys Leu Pro Val His Lys
115 120 125
Leu Tyr Ile Glu Tyr Gly Ile Gln Arg Ile Thr Cys Pro Asn Val Asp
130 135 140
Gly Tyr Phe Pro Ser Ser val Lys Pro Thr Ile Thr Trp Tyr Met Gly
145 150 155 160
Cys Tyr Lys Ile Gln Asn Phe Asn Asn Val Ile Pro Glu Gly Met Asn
165 170 175
Leu Ser Phe Leu Ile Ala Phe Ile Ser Asn Asn Gly Asn Tyr Thr Cys
180 185 190
val Val Thr Tyr Pro Glu Asn Gly Arg Thr Phe His Leu Thr Arg Thr
195 200 205
Leu Thr Val Lys Val Val Gly Ser Pro Lys Asn Ala Val Pro Pro Val
210 215 220
Ile His Ser Pro Asn Asp His Val Val Tyr Glu Lys Glu Pro Gly Glu
225 230 235 240
Glu Leu Leu Ile Pro Cys Thr Val Tyr Phe Ser Phe Leu Met Asp Ser
245 250 255
Arg Asn Glu Val Trp Trp Thr Ile Asp Gly Lys Lys Pro Asp Asp Ile
260 265 270
Pro Ile Asp Val Thr Ile Asn Glu Ser Ile Ser His Ser Arg Thr Glu



Asp

Asp

305

Val

Thr

Ala

‘His

Glu

290

Leu

Ala

Val

Gln

His

370

<210> 3
<211> 373

275
Thr

Lys

Lys

Glu

Lys

355

His

<212> PRT

Arg

Arg

Ala

Gly

340

Ile

His

Thr

Ser

Ala

325

Gly

Glu

His

Gln

Tyr

310

Thr

Gly

Trp

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

Ile

295

Val

Val

Gly

His

<223> >86& ID TRINH TU: 3 -

<400> 3

Ser

1

Ile

Phe

Ile

Phe

65

Phe

Arg

Pro

Glu

Tyr

Leu

Trp

50

Arg

Trp

Asn

Lys

Arg

Asp

Lys

35

Tyr

Leu

Pro

Thr

Asp

Cys

Gly

20

Tyr

Arg

Pro

Ala

Thr

100
Gln

Asp

Glu

Asn

Ile

Asp

Leu

85

Tyr

Gly

Asp

Pro

Tyr

Gly

Asn

70

Leu

Cys

Ser

Trp

Ala

Ser

Gln

55

Arg

Asn

Ser

Cys

52497

280

Leu

Cys

Lys

Thr

Glu
360

Gly

Lys

Thr

40

Asp

Ile

Asp

Lys

val

Ser

His

Gln

Gly

345
Gly

val

Ile

25

Ala

Arg

Ser

Thr

val

105

Ser

Ile

Ala

Lys

330

Gly

Gly

Asp

10

Lys

His

Asp

Lys

Gly

90

Ala

His

Lys

Arg

315

vVal

Leu

Gly

Thr

Cys

Ser

Leu

Glu

75

Asn

Phe

Ser

Lys

300

Ser

Pro

Asn

His

Met

Pro

Ala

Glu

60

Lys

Tyr

Pro

Ile

285
Val

Ala

Ala

Asp

His

365

Lys

Leu

Gly

45

Glu

Asp

Thr

Leu

Lys

Thr

Lys

Pro

Ile

350

His

Gln

Phe

30

Leu

Pro

Thr

Cys

Glu

110

Pro

Ser

Gly

Arg

335

Phe

His

Ile

15

Glu

Thr

Ile

Leu

Met

95

Val

Val

Glu

Glu

320

Tyr

Glu

His

Gln

Thr

Leu

Asn

Trp

80

Leu

val

Glu

135/321

(gg)IL—lRAP—ECD(Sl39—E478)-Avi—His cua ga



Gln

Ile

145

Gln

Ser

Thr

Arg

Pro

225

Gly

Asp

Asp

Glu

Glu

305

Glu

Tyr

Glu

His

Met

130

Asp

Ser

Lys

Cys

Thr

210

Gln

Asp

Ser

Ile

Asp

290

Asp

Gly

Thr

Ala

His

370

<210> 4
<211> 373

<212>

115
Phe

Gly

Cys

Leu

Ile

195

Val

Phe

Asp

Arg

val

275

Lys

Leu

His

val

Gln

355

His

PRT

Tyr

Phe

Arg

val

180

val

Lys

Thr

Leu

Thr

260

Asp

Thr

Lys

Ser

Glu

340

Lys

His

Leu

Tyr

Leu

165

Ile

Thr

Met

Ser

Val

245

Glu

Ala

Ile

Arg

Gln

325

Gly

Ile

His

Glu

Pro

150

val

Gly

Phe

Lys

Pro

230

Leu

val

Lys

Ile

Asn

310

Ala

Gly

Glu

<213> Trinh ty nhén tao

Tyr

135

Ala

Asp

vVal

Lys

val

215

Asn

Pro

Trp

Val

Arg

295

Tyr

Ile

Gly

Trp

52497

120
Ala

Ser

Gly

val

Asp

200

vVal

Glu

Cys

Trp

Thr

280

Thr

Thr

val

Gly

His

360

Asn

val

Phe

Arg

185

His

Gly

Lys

Glu

Thr

265

Gln

Leu

Cys

His

Thr

345
Glu

Glu

Thr

Asn

170

Ser

Gly

Ser

val

val

250

Ile

Ser

Thr

Tyr

Met

330

Gly

Gly

Lys

Pro

155

Glu

Ala

Arg

Pro

val

235

Phe

Asp

Glu

val

Ala

315

Lys

Gly

Gly

Ile

140

Thr

Arg

Tyr

Thr

Asn

220

Tyr

Phe

Gly

Ile

Ala

300

Arg

val

Leu

Gly

125
Thr

vVal

His

Glu

Tyr

205

Lys

Glu

Thr

Lys

Pro

285

Lys

Asn

Ala

Asn

His

365

Cys

Lys

Pro

Gly

190

Asn

Ala

Leu

Phe

Asn

270

Arg

Ala

Ala

Ala

Asp

350

His

Pro

Trp

Gln

175

Asn

Leu

Leu

Glu

Leu

255

Thr

Arg

Thr

Lys

Pro

335

Ile

His

Asp

Tyr

160

Gly

Tyr

Thr

Pro

Ala

240

Lys

Asp

Phe

Pro

Gly

320

Lys

Phe

His

136/321



<220>

<223> >86 ID TRINH TU:

<400> 4

Ser

1

Ile

Phe

Ile

Phe

65

Phe

Arg

Gln

Leu

Gly

145

Cys

Leu

Val

Leu

Ile

225

Glu

Arg

Glu

Tyr

Leu

Trp

50

Arg

Trp

Asn

Lys

Tyr

130

Tyr

Tyr

Ser

val

Thr

210

His

Leu

Asn

Arg

Asp

Lys

35

Tyr

Leu

Pro

Thr

Asp

115

Ile

Phe

Lys

Phe

Thr

195

Val

Ser

Leu

Glu

Cys

Gly

20

Tyr

Arg

Pro

Ala

Thr

100

Ser

Glu

Pro

Ile

Leu

180

Tyr

Lys

Pro

Ile

val

Asp

Glu

Asn

Ile

Asp

Leu

85

Tyr

Cys

Tyr

Ser

Gln

165

Ile

Pro

val

Asn

Pro

245
Trp

Asp

Pro

Tyr

Gly

Asn

70

Leu

Cys

Phe

Gly

Ser

150

Asn

Ala

Glu

val

Asp

230

Cys

Trp

4

Trp

Ala

Ser

Gln

55

Arg

Asn

Ser

Asn

Ile

135

val

Phe

Leu

Asn

Gly

215

His

Thr

Thr

52497

137/321

- IL—lRAP—ECD(gng(Sl39—P246)—hsDZ(V132—
v233) -hsD3 (V234-E359) ) -~Avi-His

Gly

Lys

Thr

40

Asp

Ile

Asp

Lys

Ser

120

Gln

Lys

Asn

Ile

Gly

200

Ser

val

val

Ile

Val

Ile

25

Ala

Arg

Ser

Thr

val

105

Pro

Arg

Pro

Asn

Ser

185

Arg

Pro

vVal

Tyr

Asp

Asp

10

Lys

His

Asp

Lys

Gly

90

Ala

Met

Ile

Thr

Val

170

Asn

Thr

Lys

Tyr

Phe

250
Gly

Thr

Cys

Ser

Leu

Glu

75

Asn

Phe

Lys

Thr

Ile

155

Ile

Asn

Phe

Asn

Glu

235

Ser

Lys

Met

Pro

Ala

Glu

60

Lys

Tyr

Pro

Leu

Cys

140

Thr

Pro

Gly

His

Ala

220

Lys

Phe

Lys

Lys

Leu

Gly

45

Glu

Asp

Thr

Leu

Pro

125

Pro

Trp

Glu

Asn

Leu

205

val

Glu

Leu

Pro

Gln

Phe

30

Leu

Pro

Thr

Cys

Glu

110

val

Asn

Tyr

Gly

Tyr

190

Thr

Pro

Pro

Met

Asp

Ile

15

Glu

Thr

Ile

Leu

Met

95

Val

His

Val

Met

Met

175

Thr

Arg

Pro

Gly

Asp

255
Asp

Gln

Thr

Leu

Asn

Trp

80

Leu

val

Lys

Asp

Gly

160

Asn

Cys

Thr

vVal

Glu

240

Ser

Ile



Thr

Asp

Asp

305

val

Thr

Ala

His

Ile

Glu

290

Leu

Ala

vVal

Gln

His

370

<210> 5

<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

Asp
275
Thr

Lys

Lys

Glu

Lys

355

His

373
PRT

260
val

Arg

Arg

Ala

Gly

340

Ile

His

Thr

Thr

Ser

Ala

325

Gly

Glu

His

Ile

Gln

Tyr

310

Lys

Gly

Trp

Trinh ty nhé&n tao

>s6 ID TRINH TU:

Asn

Ile

295

vVal

vVal

Gly

His

52497

Glu

280

Leu

Cys

Lys

Thr

Glu
360

265

Ser

Ser

His

Gln

Gly

345
Gly

Ile

Ile

Ala

Lys

330

Gly

Gly

Ser

Lys

Arg

315

val

Leu

Gly

His

Lys

300

Ser

Pro

Asn

His

Ser

285

Val

Ala

Ala

Asp

His

365

270
Arg

Thr

Lys

Pro

Ile

350

His

Thr

Ser

Gly

Arg

335

Phe

His

Glu

Glu

Glu

320

Tyr

Glu

His

138/321

5 - IL-1RAP-ECD(ggD1(S139-H260)-ggD2 (S261-

V349)-hsD3 (V243-E359) ) ~Avi-His

<400> 5

Ser
1
Ile

Phe

Ile

Phe

65
Phe

Glu

Tyr

Leu

Trp

50

Arg

Trp

Arg

Asp

Lys

35

Tyr

Leu

Pro

Cys

Gly

20

Tyr

Arg

Pro

Ala

Asp

Glu

Asn

Ile

Asp

Leu
85

Asp

Pro

Tyr

Gly

Asn

70

Leu

Trp

Ala

Ser

Gln

55

Arg

Asn

Gly

Lys

Thr

40

Asp

Ile

Asp

val

Ile

25

Ala

Arg

Ser

Thr

Asp

10

Lys

His

Asp

Lys

Gly
90

Thr

Cys

Ser

Leu

Glu

75

Asn

Met

Pro

Ala

Glu

60

Lys

Tyr

Lys

Leu

Gly

45

Glu

Asp

Thr

Gln

Phe

30

Leu

Pro

Thr

Cys

Ile

15

Glu

Thr

Ile

Leu

Met
95

Gln

Thr

Leu

Asn

Trp

80

Leu



Arg

Pro

Gln

Ile

145

Gln

Ser

Thr

Arg

Ile

225

Glu

Arg

Thr

Asp

Asp

305

val

Thr

Ala

His

Asn

Lys

Met

130

Asp

Ser

Lys

Cys

Thr

210

His

Leu

Asn

Ile

Glu

290

Leu

Ala

val

Gln

His

370

<210> 6
<211> 550

Thr

Asp

115

Phe

Gly

Cys

Leu

Ile

195

vVal

Ser

Leu

Glu

Asp

275

Thr

Lys

Lys

Glu

Lys

355

His

Thr

100

Gln

Tyr

Phe

Arg

Val

180

val

Lys

Pro

Ile

Val

260

Val

Arg

Arg

Ala

Gly

340

Ile

His

Tyr

Gly

Leu

Tyr

Leu

165

Ile

Thr

Val

Asn

Pro

245

Trp

Thr

Thr

Ser

Ala

325

Gly

Glu

His

Cys

Ser

Glu

Pro

150

Val

Gly

Phe

val

Asp

230

Cys

Trp

Ile

Gln

Tyr

310

Lys

Gly

Trp

Ser

Cys

Tyr

135

Ala

Asp

vVal

Lys

Gly

215

His

Thr

Thr

Asn

Ile

295

val

val

Gly

His

52497

Lys

Val

120

Ala

Ser

Gly

Val

Asp

200

Ser

vVal

val

Ile

Glu

280

Leu

Cys

Lys

Thr

Glu
360

Val

105

Ser

Asn

vVal

Phe

Arg

185

His

Pro

val

Tyr

Asp

265

Ser

Ser

His

Gln

Gly

345
Gly

Ala

His

Glu

Thr

Asn

170

Ser

Gly

Lys

Tyr

Phe

250

Gly

Ile

Ile

Ala

Lys

330

Gly

Gly

Phe

Ser

Lys

Pro

155

Glu

Ala

Arg

Asn

Glu

235

Ser

Lys

Ser

Lys

Arg

315

val

Leu

Gly

Pro

Ile

Ile

140

Thr

Arg

Tyr

Thr

Ala

220

Lys

Phe

Lys

His

Lys

300

Ser

Pro

Asn

His

Leu

Lys

125

Thr

Val

His

Glu

Tyr

205

val

Glu

Leu

Pro

Ser

285

vVal

Ala

Ala

Asp

His

365

Glu

110

Pro

Cys

Lys

Pro

Gly

190

Asn

Pro

Pro

Met

Asp

270

Arg

Thr

Lys

Pro

Ile

350

His

Val

Val

Pro

Trp

Gln

175

Asn

Leu

Pro

Gly

Asp

255

Asp

Thr

Ser

Gly

Arg

335

Phe

His

Val

Glu

Asp

Tyr

160

Gly

Tyr

Thr

val

Glu

240

Ser

Ile

Glu

Glu

Glu

320

Tyr

Glu

His

139/321



52497

140/321

<212> PRT

<213> Ngudi thoéng minh (Homo sapiens)

<220>

<223> > ID TRINH Ty: 6 - IL-1RAP cua nguoi, cé chidu dai day daa

<400> 6
Ser Glu Arg Cys Asp Asp Trp Gly Leu Asp Thr Met Arg Gln Ile Gln
1 5 10 15
val Phe Glu Asp Glu Pro Ala Arg Ile Lys Cys Pro Leu Phe Glu His
20 25 30
Phe Leu Lys Phe Asn Tyr Ser Thr Ala His Ser Ala Gly Leu Thr Leu
35 40 45
Ile Trp Tyr Trp Thr Arg Gln Asp Arg Asp Leu Glu Glu Pro Ile Asn
50 55 60
Phe Arg Leu Pro Glu Asn Arg Ile Ser Lys Glu Lys Asp vVal Leu Trp
65 70 75 80
Phe Arg Pro Thr Leu Leu Asn Asp Thr Gly Asn Tyr Thr Cys Met Leu
85 90 95
Arg Asn Thr Thr Tyr Cys Ser Lys Val Ala Phe Pro Leu Glu Val Val
100 105 110
Gln Lys Asp Ser Cys Phe Asn Ser Pro Met Lys Leu Pro Val His Lys
115 120 125
Leu Tyr Ile Glu Tyr Gly Ile Gln Arg Ile Thr Cys Pro Asn Val Asp
130 135 140
Gly Tyr Phe Pro Ser Ser Val Lys Pro Thr Ile Thr Trp Tyr Met Gly
145 150 155 160
Cys Tyr Lys Ile Gln Asn Phe Asn Asn Val Ile Pro Glu Gly Met Asn
165 170 175
Leu Ser Phe Leu Ile Ala Leu Ile Ser Asn Asn Gly Asn Tyr Thr Cys
180 185 190
val Val Thr Tyr Pro Glu Asn Gly Arg Thr Phe His Leu Thr Arg Thr
195 200 205
Leu Thr Val Lys Val Val Gly Ser Pro Lys Asn Ala Val Pro Pro Val
210 215 220
Ile His Ser Pro Asn Asp His val Val Tyr Glu Lys Glu Pro Gly Glu
225 230 235 240
Glu Leu Leu Ile Pro Cys Thr val Tyr Phe Ser Phe Leu Met Asp Ser



Arg

Thr

Asp

Asp

305

val

Thr

Ile

Tyr

Tyr

385

Val

Leu

Glu

Ser

Ala

465

val

Ala

Tyr

Lys

Ser

545

Asn

Ile

Glu

290

Leu

Ala

val

Leu

Arg

370

Asp

Leu

Cys

Thr

Pro

450

Gly

Gln

Lys

Pro

Lys

530

Ser

Glu

Asp

275

Thr

Lys

Lys

Glu

Ile

355

Ala

Ile

Leu

Ile

Leu

435

Asn

Leu

Tyr

Thr

Gln

515

Ser

Leu

Val

260

Val

Arg

Arg

Ala

Leu

340

val

His

Tyr

Thr

Phe

420

Ser

Tyr

Glu

Lys

vVal

500

Gly

Pro

Lys

245
Trp

Thr

Thr

Ser

Ala

325

Ala

val

Phe

val

Leu

405

Asp

Phe

val

Asn

Ala

485

Leu

Arg

Arg

Asn

Trp

Ile

Gln

Tyr

310

Lys

Cys

Tyr

Gly

Ser

390

Arg

Arg

Ile

Leu

Met

470

val

Thr

Phe

Arg

val
550

Thr

Asn

Ile

295

val

Val

Gly

His

Thr

375

Gly

Asp

Gln

Gln

455

Ala

Lys

val

Trp

Ser

535

52497

Ile

Glu

280

Leu

Cys

Lys

Phe

Val

360

Asp

Ala

val

Ser

Lys

440

Gly

Ser

Glu

Ile

Lys

520

Ser

Asp

265

Ser

Ser

His

Gln

Gly

345

Tyr

Glu

Arg

Leu

Leu

425

Ser

Thr

Arg

Thr

Lys

505

Gln

Ser

10

250
Gly

Ile

Ile

Ala

Lys

330

Ala

Trp

Thr

Asn

Glu

410

Pro

Arg

Gln

Gly

Lys

490

Trp

Leu

Asp

Lys

Ser

Lys

Arg

315

val

Thr

Leu

Ile

Ala

395

Asn

Gly

Arg

Ala

Asn

475

val

Lys

Gln

Glu

Lys

His

Lys

300

Ser

Pro

val

Glu

Leu

380

Glu

Glu

Gly

Leu

Leu

460

Ile

Lys

Gly

val

Gln
540

Pro

Ser

285

Val

Ala

Ala

Leu

Met

365

Asp

Glu

Phe

Ile

Leu

445

Leu

Asn

Glu

Glu

Ala

525
Gly

Asp

270

Arg

Thr

Lys

Pro

Leu

350

vVal

Gly

Glu

Gly

val

430

vVal

Glu

val

Leu

Lys

510

Met

Leu

255
Asp

Thr

Ser

Gly

Arg

335

Val

Leu

Lys

Glu

Tyr

415

Thr

val

Leu

Ile

Lys

495

Ser

Pro

Ser

Ile

Glu

Glu

Glu

320

Tyr

Val

Phe

Glu

Phe

400

Lys

Asp

Leu

Lys

Leu

480

Arg

Lys

vVal

Tyr

141/321



<210> 7

<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

day dua

<400> 7

Ser

1

Val

Phe

Ile

Phe

65

Phe

Arg

Gln

Leu

Gly

145

Cys

Leu

Val

Leu

Glu

Phe

Leu

Trp

50

Arg

Arg

Asn

Lys

Tyr

130

Tyr

Tyr

Ser

vVal

Thr

550
PRT

Arg

Glu

Lys

35

Tyr

Leu

Pro

Thr

Asp

115

Ile

Phe

Lys

Phe

Thr

195
vVal

Cys

Asp

20

Phe

Trp

Pro

Thr

Thr

100

Ser

Glu

Pro

Ile

Leu

180

Tyr

Lys

Asp

Glu

Asn

Thr

Glu

Leu

85

Tyr

Cys

Tyr

Ser

Gln

165

Ile

Pro

Val

>s& ID TRINH TU:

Asp

Pro

Tyr

Arg

Asn

70

Leu

Cys

Phe

Gly

Ser

150

Asn

Ala

Glu

vVal

Macaca fascicularis

7 -

Trp

Ala

Ser

Gln

55

Arg

Asn

Ser

Asn

Ile

135

val

Phe

Phe

Asn

Gly

52497

IL-1RAP

Gly

Arg

Thr

40

Asp

Ile

Asp

Lys

Ser

120

Gln

Lys

Asn

Ile

Gly

200

Ser

Leu

Ile

25

Ala

Arg

Ser

Thr

vVal

105

Pro

Arg

Pro

Asn

Ser

185

Arg

Pro

11

cuaa

Asp

10

Lys

His

Asp

Lys

Gly

90

Ala

Met

Ile

Thr

Val

170

Asn

Thr

Lys

khi

Thr

Cys

Ser

Leu

Glu

75

Asn

Phe

Lys

Thr

Ile

155

Ile

Asn

Phe

Asn

cynomolgus,

Met

Pro

Ala

Glu

60

Lys

Tyr

Pro

Leu

Cys

140

Thr

Pro

Gly

His

Ala

Arg

Leu

Gly

45

Glu

Asp

Thr

Leu

Pro

125

Pro

Trp

Glu

Asn

Leu

205
Val

Gln

Phe

30

Leu

Pro

Val

Cys

Glu

110

Val

Asn

Tyr

Gly

Tyr

190

Thr

Pro

142/321

cé chiédu dai

Ile

15

Glu

Thr

Ile

Leu

Met

95

vVal

His

Val

Met

Met

175

Thr

Arg

Pro

Gln

His

Leu

Asn

Trp

80

Leu

val

Lys

Asp

Gly

160

Asn

Cys

Thr

Val



Ile

225

Glu

Arg

Pro

Asp

Asp

305

val

Thr

Ile

Tyr

Tyr

385

val

Leu

Glu

Ser

Ala

465

val

Ala

Tyr

210

His

Leu

Asn

Ile

Glu

290

Leu

Ala

val

Leu

Arg

370

Asp

Leu

Cys

Thr

Pro

450

Gly

Gln

Lys

Pro

Ser

Leu

Glu

Asp

275

Thr

Lys

Lys

Glu

Ile

355

Ala

Ile

Leu

TIle

Leu

435

Asn

Leu

Tyr

Thr

Gln
515

Pro

Ile

val

260

Val

Arg

Arg

Ala

Leu

340

val

His

Tyr

Thr

Phe

420

Ser

Tyr

Glu

Lys

val

500
Gly

Asn

Pro

245

Trp

Thr

Thr

Ser

Ala

325

Ala

val

Phe

Val

Leu

405

Asp

Phe

vVal

Asn

Ala

485

Leu

Arg

Asp

230

Cys

Trp

Ile

Gln

Tyr

310

Thr

Cys

Tyr

Gly

Ser

390

Arg

Arg

Ile

Leu

Met

470

val

Thr

Phe

215

His

Thr

Thr

Asn

Ile

295

vVal

Val

Gly

His

Thr

375

Tyr

Gly

Asp

Gln

Gln

455

Ala

Lys

val

Trp

52497

Val

val

Ile

Glu

280

Leu

Cys

Lys

Phe

val

360

Asp

Ala

val

Ser

Lys

440

Gly

Ser

Glu

Ile

Lys
520

val

Tyr

Asp

265

Ser

Ser

His

Gln

Gly

345

Tyr

Glu

Arg

Leu

Leu

425

Ser

Thr

Gln

Thr

Lys

505

Gln

12

Tyr

Phe

250

Gly

Ile

Ile

Ala

Lys

330

Ala

Trp

Thr

Asn

Glu

410

Pro

Arg

Gln

Gly

Lys

490

Trp

Leu

Glu

235

Ser

Lys

Ser

Lys

Arg

315

Val

Thr

Leu

Ile

Ala

395

Asn

Gly

Arg

Ala

Asn

475

val

Lys

Gln

220

Lys

Phe

Lys

His

Lys

300

Ser

Pro

val

Glu

Leu

380

Glu

Glu

Gly

Leu

Leu

460

Ile

Lys

Gly

val

Glu

Leu

Pro

Ser

285

vVal

Ala

Ala

Leu

Met

365

Asp

Glu

Phe

Ile

Leu

445

Leu

Asn

Glu

Glu

Ala
525

Pro

Met

Asp

270

Arg

Thr

Lys

Pro

Leu

350

val

Gly

Glu

Gly

val

430

val

Glu

vVal

Leu

Lys

510
Met

Gly

Asp

255

Asp

Thr

Ser

Gly

Arg

335

val

Leu

Lys

Glu

Tyr

415

Thr

val

Leu

Ile

Lys

495

Ser

Pro

Glu

240

Ser

Ile

Glu

Glu

Glu

320

Tyr

val

Phe

Glu

Phe

400

Lys

Asp

Leu

Lys

Leu

480

Arg

Lys

val

143/321



52497

Lys Lys Ser Pro Arg Arg Ser Ser Ser Asp Glu Gln Gly Leu Ser Tyr

530

Ser Ser Leu Lys Asn Val

545

<210> 8

<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 8

Gln

1

Ser

Ala

Gly

Gln

65

Met

Ala

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Val

Val

Ile

Ala

50

Gly

Glu

Arg

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

222
PRT

Gln

Lys

Ser

35

Ile

Arg

Leu

Ala

val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

val

20

Trp

Ile

Val

Ser

Ser

100

Thr

Pro

Val

Ala

Gly
180

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Pro

val

Ser

Lys

Leu

165

Leu

550

Trinh ty nhén tao

Gln

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

535

Ser

Lys

Gln

Phe

55

Thr

Arg

Lys

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Gly

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Ala

Ser

25

Pro

His

Asp

Glu

Trp

105

Ser

Thr

Pro

val

Ser

185
13

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Glu

Asp

90

Trp

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Val

Gly

Gln

Ile

Ser

75

Thr

Asp

Lys

Gly

Pro

155

Thr

val

540

>36 ID TRINH TU: 8 - chudi ndng FAB khang

Lys

vVal

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Tyr

Gly

Gly

140

vVal

Phe

val

IL-1Rap-UCP02-A4

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

val

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

val

Ala

val
190

Gly

15

Tyr

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gln

val

Ala

Ser

vVal

175

Pro

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

144/321



52497

Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro

195 200 205
Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys
210 215 220
<210> 9
<211> 224
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> >S6 ID TRINH TU: 9 - chudi ndng FAB khang IL-1Rap-UCP02-A6

<400> 9

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

1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Gly Ala Phe Arg Ile Tyr
20 25 30

Ala Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met

35 40 45
Gly Gly Ile Leu Ala Ser Gly Gly Gly Ala Val Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Glu Ser Thr Ser Thr Ala Tyr

65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

85 90 95

Ala Arg Ala Lys Asp Ile Tyr Gly Tyr Gly Tyr Gly Asp Ile Trp Gly
100 105 110

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser

115 120 125
val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala
130 135 140

Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val

145 150 155 160

Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala

165 170 175

val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val

180 185 190
14

145/321



52497

Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His

195 200 205
Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys
210 215 220
<210> 10
<211> 222
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >56 ID TRINH TU: 10 - chudi ndng FAB khang IL-1Rap-UCP02-Bll

<400> 10
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser
1 5 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Gly His Phe Ser Gln Phe
20 25 30
Ala Ile Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45
Gly Gly Ile Ala Pro Gly Leu Gly Ser Thr Arg Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60
Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Glu Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Asp Ser Ile Tyr Ser Ala Trp Leu Ala Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser val Phe
115 120 125
pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu
130 135 140
Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp
145 150 155 160
Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu
165 170 175
15

146/321



52497

147/321

Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser

180 185 190
Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro
195 200 205
Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys
210 215 220
<210> 11
<211> 223
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >56 ID TRINH TU: 11 - chudi ndng FAB khang IL-1Rap-UCP02-B5

<400> 11
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser
1 5 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Gly Tyr Phe Ser Ala Tyr
20 25 30
Ile Ile Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45
Gly Gly Ile Val Pro Gln Tyr Gly Tyr Ala Thr Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60
Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Glu Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Gly Arg Ser Thr Thr Tyr Tyr Gly Phe Ala Tyr Trp Gly Gln
100 105 110
Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val
115 120 125
Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala
130 135 140
Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser
145 150 155 160
Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val
165 170 175
16



Leu Gln Ser

Ser Ser Ser

195

Pro Ser Asn

210

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

<220>
<223>

<400>

12
221
PRT

Ser
180

Leu

Thr

Gly Leu Tyr

Gly Thr Gln

Lys Val Asp

Trinh ty nhan tao

215

>s& ID TRINH TU: 12 -

12

Glu Val Gln

1

Ser Leu Arg

Ala Met Gly

35

Ser Ala Ile

50

Lys Gly Arg

65

Leu Gln Met

Ala Arg Phe

Leu Val Thr

115

Leu Ala Pro
130

Cys Leu Val

145

Ser Gly Ala

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Arg

100

val

Ser

Lys

Leu

Leu

Ser

val

Tyr

Thr

Ser

85

Tyr

Ser

Ser

Asp

Thr
165

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Lys

Tyr

150

Ser

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Thr

Ala

Ser

135

Phe

Gly

52497

Ser

Thr
200
Lys

chudi ning FAB khang IL-1Rap-UCP02-C3

Gly

Ala

Ala

40

Glu

Arg

Ala

Ala

Ser

120

Thr

Pro

val

Leu Ser Ser Val Val Thr

185

190

Tyr Ile Cys Asn Val Asn

205

Lys Val Glu Pro Lys Ser

Gly

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Glu

Phe

105

Thr

Ser

Glu

His

17

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Asp

Lys

Gly

Pro

Thr
170

Leu

Phe

Lys

Leu

Ser

75

Thr

Tyr

Gly

Gly

Val

155
Phe

220

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Pro

Thr

140

Thr

Pro

Gln Pro

Phe Arg
30

Leu Glu

45

Ala Asp

Asn Thr

val Tyr

Gly Gln

110

Ser Val

125

Ala Ala

vVal Ser

Ala Val

Val

His

Cys

Gly

15

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

175

Pro

Lys

Gly

Tyr

vVal

vVal

Tyr

80

Cys

Thr

Pro

Gly

Asn

160
Gln

148/321



Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu
180
Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr
195

Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys
210 215

<210> 13

<211> 222

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> >86 ID TRINH TU: 13 -

<400> 13

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser

1 5

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys

20
Ala Ile Ser Trp Val Arg Gln
35

Gly Tyr Ile Ile Pro Ser Leu
50 55

Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr

65 70

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg

85
Ala Arg Ala Ser Ile Tyr His
100
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115

Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys
130 135

Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr

145 150

Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser

165

52497

Ser

Ile
200
vVal

chudi ning FAB khang IL-1Rap-UCP02-C5

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Gly

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Ser Val Val Thr

185

Cys Asn Val Asn

Glu Pro Lys Ser

Ala

Ser

25

Pro

Ala

Asp

Glu

Trp

105

Ser

Thr

Pro

val

18

Glu

10

Gly

Gly

val

Glu

Asp

90

Met

Thr

Ser

Glu

His

170

val

Gly

Gln

Asp

Ser

75

Thr

Ala

Lys

Gly

Pro

155
Thr

220

Lys

His

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Tyr

Gly

Gly

140

val

Phe

vVal Pro Ser Ser

190

His Lys Pro Ser

205
Cys

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

val

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Pro

Asn

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

val

Ala

Gly

15

Ile

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gln

vVal

Ala

Ser

val
175

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

149/321



Gln Ser Ser

Ser Ser Leu

195

Ser Asn Thr
210

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

<220>
<223>

<400>

14
225
PRT

Gly Leu Tyr Ser

180

Gly Thr Gln Thr

Lys Val Asp Lys

Trinh ty nhén tao

215

>s6 ID TRINH TU: 14 -

14

Gln Val Gln

1

Ser Val Lys

Ala Ile Gln

35

Gly Tyr Ile

50

Gln Gly Arg

65

Met Glu Leu

Ala Arg Gly

Gly Gln Gly

115

Ser Val Phe
130

Ala Ala Leu

145

Val Ser Trp

Leu

val

20

Trp

Ile

val

Ser

Gln

100

Thr

Pro

Gly

Asn

vVal

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Thr

Leu

Leu

Cys

Ser

165

Gln

Cys

Arg

Leu

Ile

70

Leu

Leu

vVal

Ala

Leu

150
Gly

Ser

Lys

Gln

His

55

Thr

Arg

Tyr

Thr

Pro

135

val

Ala

52497

Leu

Tyr
200
Lys

chudi ning FAB khang IL-1Rap-UCP02-C8

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Asp

val

120

Ser

Lys

Leu

Ser
185
Ile

val

Ala

Ser

25

Pro

Gln

Asp

Glu

Ser

105

Ser

Ser

Asp

Thr

19

Ser Val Val Thr Val Pro Ser

190

Cys Asn Val Asn His Lys Pro

205

Glu Pro Lys Ser Cys

Glu

10

Gly

Gly

val

Glu

Asp

90

Gly

Ser

Lys

Tyr

Ser

170

Val

Gly

Gln

Asp

Ser

75

Thr

Arg

Ala

Ser

Phe

155
Gly

220

Lys

Gln

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gln

Ser

Thr

140

Pro

vVal

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

val

Phe

Thr

125

Ser

Glu

His

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Asp

110

Lys

Gly

Pro

Thr

Gly

15

Glu

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Ile

Gly

Gly

vVal

Phe
175

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Trp

Pro

Thr

Thr

160

Pro

150/321



Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly
180
val Pro Ser Ser Ser Leu Gly
195

His Lys Pro Ser Asn Thr Lys
210 215

Cys

225

<210> 15
<211> 223
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >s6 ID TRINH TU: 15 -

<400> 15

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser

1 5

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys

20
Ala Phe His Trp Val Arg Gln
35

Gly Gly Ile Ile Pro Gly Tyr
50 55

Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr

65 70

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg

85
Ala Arg Pro Val Ser Tyr Ser
100
Gly Thr Leu Val Thr Val Ser
115

Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser
130 135

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp

145 150

52497

Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr

185

190

Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn

200

205

val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser

chudi ning FAB khéang IL-1Rap-UCP02-C9

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Ser

Ser

120

Lys

Tyr

Ala

Ser

25

Pro

Ala

Asp

Glu

Gly

105

Ala

Ser

Phe

20

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Glu

Asp

90

Trp

Ser

Thr

Pro

val

Gly

Gln

Phe

Ser

75

Thr

Tyr

Thr

Ser

Glu
155

220

Lys

val

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Asp

Lys

Gly

140

Pro

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

val

Tyr

Gly

125

Gly

Val

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Trp

110

Pro

Thr

Thr

Gly

15

Tyr

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gly

Ser

Ala

val

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gln

Val

Ala

Ser

160

151/321



Trp Asn Ser

Leu Gln Ser

Ser Ser Ser

195

Pro Ser Asn

21

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

<220>
<223>

<400>
Gln Va
1

Ser Va

Ala Il

0

16
226
PRT

Gly Ala Leu Thr

165

Ser Gly Leu Tyr

180

Leu Gly Thr Gln

Thr Lys Val Asp

Trinh tuy nhén tao

215

>g& ID TRINH TU: 16 -

16
1 Gln

1 Lys

e His

35

Gly Tyr Ile

50
Gln Gl
65
Met Gl

Ala Ar

Trp Gl

Pro Se

13

Thr Al
145

y Arg

u Leu

g Gly

y Gln
115

r Val

0

a Ala

Leu

Val

20

Trp

Leu

Val

Ser

Ser

100

Gly

Phe

Leu

val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Thr

Pro

Gly

Gln

Cys

Arg

Gln

Ile

70

Leu

Tyr

Leu

Leu

Cys
150

Ser

Lys

Gln

Phe

55

Thr

Arg

Gly

val

Ala

135

Leu

52497

Ser Gly Val His Thr
170
Ser Leu Ser Ser Val
185

Thr Tyr Ile Cys Asn

200

Lys Lys Val Glu Pro
220

chudi ning FAB khang IL-1Rap-UCP02-D2

Gly Ala Glu Val Lys
10
Ala Ser Gly Gly Arg
25

Ala Pro Gly Gln Gly

40

Gly Ala Pro Leu Tyr
60

Ala Asp Glu Ser Thr

75
Ser Glu Asp Thr Ala
90
val Val Gly Tyr Val
105

Thr Val Ser Ser Ala

120

Pro Ser Ser Lys Ser
140

val Lys Asp Tyr Phe

155
21

Phe

val

Pro

Thr
190

Val Asn

205
Lys

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

val

Pro

Ser

125

Thr

Pro

Ser

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Asp

110

Thr

Ser

Glu

Ala
175
Val

His

Cys

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Asp

Lys

Gly

Pro

Val

Pro

Lys

Ser

Ser

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Tyr

Gly

Gly

val
160

152/321



52497

153/321

Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe
165 170 175
Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val
180 185 190
Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val
195 200 205
Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys
210 215 220

Ser Cys

225

<210> 17

<211> 222

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >80 ID TRINH TU: 17 - chudi ndng FAB khang IL-1Rap-UCP02-G11

<400> 17
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser
1 5 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Gly Gln Phe Asn ASp Tyr
20 25 30
Ala Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45
Gly Tyr Ile Ile Pro Ala Tyr Gly Gln Ala Glu Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60
Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Glu Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Val Pro Tyr Ser Thr Ala Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe
115 120 125
Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu
130 135 140
22



Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr

145

150

Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser

165

Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser

180

Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr

195

Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys
210 215

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

<220>
<223>

<400>

18
223
PRT

Trinh ty nhén tao

>3® ID TRINH TU: 18 -

18

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser

1

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys

20

Ala Ile His Trp Val Arg Gln

35

Gly Ala Val Ile Pro Arg Tyr

50

55

Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr

65

70

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg

85

Ala Arg Pro Leu Gly Tyr Ser

100

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser

115

Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser
130 135

52497

Phe

Gly

Leu

Tyr

200
Lys

chudi ning FAB khang IL-1Rap-UCP02-G3

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Tyr

Ser

120
Lys

Pro

Val

Ser

185

Ile

Val

Ala

Ser

25

Pro

Gln

Asp

Glu

Gly

105

Ala

Ser

23

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Glu

Asp

90

Trp

Ser

Thr

Pro

155

Thr

val

Asn

Pro

val

Gly

Gln

Tyr

Ser

75

Thr

Phe

Thr

Ser

val

Phe

Val

val

Lys
220

Lys

Tyr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Asp

Lys

Gly
140

Thr Val

Pro Ala

Thr Val
190

Asn His

205

Ser Cys

Lys Pro

Leu Asn
30

Leu Glu

45

Ala Gln

Ser Thr

Val Tyr

Tyr Trp
110

Gly Pro

125

Gly Thr

Ser
Val
175

Pro

Lys

Gly

15

Glu

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gly

Ser

Ala

Trp
160
Leu

Ser

Pro

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gln

vVal

Ala

154/321



Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp

145

150

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr

165

Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr

180

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln

195

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp
210 215

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

<220>
<223>

<400>

19
227
PRT

Trinh ty nhén tao

>s& ID TRINH TU: 19 -

19

Gln Val Gln Leu vVal Gln Ser

1

ser Val Lys Val Ser Cys Lys

20

Ala Ile Ser Trp Val Arg Gln

35

Gly Gly Ile Ala Pro Ala Ala

50

55

Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr

65

70

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg

85

Ala Arg Gly Gln Ser Pro Gly

100

Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu

115

Gly Pro Ser val Phe Pro Leu
130 135

52497

Tyr

Ser

Ser

Thr

200
Lys

chudi ning FAB khang IL-1Rap-UCP02-G8

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Arg

vVal

120
Ala

Phe

Gly

Leu

185

Tyr

Lys

Ala

Ser

25

Pro

Ile

Asp

Glu

val

105

Thr

Pro

24

Pro

val

170

Ser

Ile

vVal

Glu

10

Gly

Gly

Ala

Glu

Asp

90

Arg

val

Ser

Glu

155

His

Ser

Cys

Glu

val

Gly

Gln

Glu

Ser

75

Thr

Glu

Ser

Ser

Pro

Thr

val

Asn

Pro

220

Lys

Phe

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Glu

Ser

Lys
140

val

Phe

val

val

205
Lys

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

val

Tyr

Ala

125

Ser

Thr

Pro

Thr

190

Asn

Ser

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyxr

Trp

110

Ser

Thr

vVal

Ala

175

Val

His

Cys

Gly

15

Ile

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Tyr

Thr

Ser

Ser
160
Val

Pro

Lys

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Asp

Lys

Gly

155/321



Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys

145 150

Val Thr Val Ser Trp Asn Ser

165
Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser
180
Val Thr Val Pro Ser Ser 3Ser
195

Val Asn His Lys Pro Ser Asn
210 215

Lys Ser Cys

225

<210> 20
<211> 223
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >86 ID TRINH TU: 20 -

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

52497

Leu

Gly

Ser

Leu

200
Thr

chudi ning FAB khang IL-1Rap-UCP02-HS

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Ser

Ser

120

Val

Ala

Gly

185

Gly

Lys

Ala

Ser

25

Pro

Ala

Asp

Glu

Pro

105

Ala

25

Lys

Leu

170

Leu

Thr

Val

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Glu

Asp

90

Trp

Ser

Asp

155

Thr

Tyr

Gln

Asp

val

Gly

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Phe

Thr

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys
220

Lys

vVal

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Asp

Lys

Phe

Gly

Leu

Tyr

205
Lys

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

val

Tyr

Gly
125

Pro

Val

Ser

190

Ile

vVal

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Trp

110

Pro

Glu
His
175
Ser

Cys

Glu

Gly
15

Gly
Trp
Lys
Ala
Tyr
95

Gly

Ser

Pro

160

Thr

val

Asn

Pro

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gln

val

156/321



Phe Pro Leu
130

Leu Gly Cys

145

Trp Asn Ser

Leu Gln Ser

Ser Ser Ser
195
Pro Ser Asn

210

<210> 21
<211> 223
<212> PRT

Ala

Leu

Gly

Ser

180

Leu

Thr

Pro

val

Ala

165

Gly

Gly

Lys

Ser

Lys

150

Leu

Leu

Thr

val

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

Ser

135

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp
215

<223> >s86& ID TRINH TU: 21 -

<400> 21
Gln Val Gln
1

Ser Val Lys

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

Ala Arg His

Gly Thr Leu
115

Leu

val

20

Trp

Ile

val

Ser

Pro

100
val

val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Asp

Thr

Gln

Cys

Arg

His

Ile

70

Leu

Val

vVal

Ser

Lys

Gln

His

55

Thr

Arg

Tyr

Ser

52497

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

200
Lys

chudi n3ng FAB khang IL-1Rap-UCP02-H9

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Thr

Ser

120

Ser

Phe

Gly

Leu

185

Tyr

Lys

Ala

Ser

25

Pro

Ala

Asp

Glu

Pro

105

Ala

26

Thr

Pro

Val

170

Ser

Ile

vVal

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Glu

Asp

90

Trp

Ser

Ser

Glu

155

His

Ser

Cys

Glu

val

Gly

Gln

Tyr

Ser

75

Thr

Phe

Thr

Gly

140

Pro

Thr

vVal

Asn

Pro

220

Lys

Pro

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Asp

Lys

Gly Thr

vVal Thr

Phe Pro

Val Thr
190

Val Asn

205

Lys Ser

Lys Pro

Phe Ser
30

Leu Glu

45

Ala Gln

Ser Thr

Val Tyr

Val Trp

110

Gly Pro
125

Ala

Val

Ala

175

vVal

His

Cys

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gly

Ser

Ala

Ser

160

val

Pro

Lys

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gln

vVal

157/321



Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser
130 135

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp

145 150

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr

165
Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr
180
Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln
195

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp

210 215

<210> 22
<211> 223
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >s6 ID TRINH TU: 22 -

<400> 22
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser
1 5
Ser val Lys Val Ser Cys Lys
20
val Ile His Trp Val Arg Gln
35
Gly Gly Ile Ile Pro Asp Phe
50 55
Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr
65 70
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg
85
Ala Arg Val Pro Asp Tyr Tyr
100
Gly Thr Leu Val Thr Val Ser
115

52497

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

200
Lys

chudi ning FAB khang IL-1Rap-UCP03-A2

Gly

Ala

Ala

40

Ala

Ala

Ser

Thr

Ser

120

Ser

Phe

Gly

Leu

185

Tyr

Lys

Ala

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Gly

105

Ala

27

Thr

Pro

val

170

Ser

Ile

val

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Glu

Asp

90

Trp

Ser

Ser

Glu

155

His

Ser

Cys

Glu

val

Gly

Gln

His

Ser

75

Thr

Met

Thr

Gly

140

Pro

Thr

val

Asn

Pro

220

Lys

Lys

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Ala

Lys

Gly Thr

Val Thr

Phe Pro

Val Thr
190

Val Asn

205

Lys Ser

Lys Pro

Phe Asn
30

Leu Glu

45

Ala Gln

Ser Thr

val Tyr

Tyr Trp

110

Gly Pro
125

Ala

Val

Ala

175

Val

His

Cys

Gly

15

Phe

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gly

Ser

Ala

Ser

160

val

Pro

Lys

Ser

Asp

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gln

val

158/321



Phe

Leu

145

Trp

Leu

Ser

Pro

Pro
130
Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

210

<210> 23
<211> 22

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 23

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

195

Asn

2

PRT

Gln Val Gln

1

Ser

Ala

Gly

Gln

65

Met

Ala

Thr

val

Tle

Gly

50

Gly

Glu

Arg

Leu

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

Gly

val
115

Ala

Leu

Gly

Ser

180

Leu

Thr

Leu

val

20

Trp

Ile

val

Ser

Ser

100
Thr

Pro

Val

Ala

165

Gly

Gly

Lys

val

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Ile

val

Ser

Lys

150

Leu

Leu

Thr

val

Trinh tu nhé&n tao

Gln

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Ser

135

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp
215

>36 ID TRINH TU: 23 -

Ser

Lys

Gln

val

55

Thr

Arg

Thr

Ser

52497

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

200

Lys

chudi ning FAB khéang IL-1Rap-UCP03-A3

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Ala

Ala
120

Ser

Phe

Gly

Leu

185

Tyr

Lys

Ala

Ser

25

Pro

Ala

Asp

Glu

Trp

105

Ser

28

Thr

Pro

vVal

170

Ser

Ile

vVal

Glu

10

Gly

Gly

Ala

Glu

Asp

90

Phe

Thr

Ser

Glu

155

His

Ser

Cys

Glu

val

Gly

Gln

Phe

Ser

75

Thr

Ala

Lys

Gly

140

Pro

Thr

val

Asn

Pro

220

Lys

Leu

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

val

Gly

Gly Thr

vVal Thr

Phe Pro

Val Thr
190

Val Asn

205

Lys Ser

Lys Pro

Phe Asn
30

Leu Glu

45

Ala Gln

Ser Thr

Val Tyr

Trp Gly

110

Pro Ser

125

Ala

Val

Ala

175

val

His

Cys

Gly

15

Glu

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gln

val

Ala

Ser

160

val

Pro

Lys

Ser

Asn

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Phe

159/321



Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

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

Leu
130
Cys
Ser
Ser

Ser

Asn

210

<220>

<223>

<400> 24

24
222
PRT

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195
Thr

Gln Val Gln

1

Ser

Ala

Gly

Gln

65

Met

Ala

Thr

val

Ile

Gly

50

Gly

Glu

Arg

Leu

Lys

Ser

35

Ile

Arg

Leu

Ser

val
115

Pro

Val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Leu

val

20

Trp

Ile

val

Ser

Ser

100
Thr

Ser

Lys

Leu

165

Leu

Thr

Val

Val

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Ser

val

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Asp

Trinh ty nhan tao

Gln

Cys

Arg

Phe

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys
215

>3& ID TRINH TU: 24 -

Ser

Lys

Gln

Glu

55

Thr

Arg

Tyr

Ser

52497

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Lys

chudi ning FAB khang IL-1Rap-UCP03-B4

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Ser

Ala
120

Thr

Pro

val

Ser

185

Ile

Val

Ala

Ser

25

Pro

vVal

Asp

Glu

Trp

105

Ser

29

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Glu

10

Gly

Gly

Ala

Glu

Asp

90

Leu

Thr

Gly

Pro

155

Thr

Val

Asn

Pro

val

Gly

Gln

Phe

Ser

75

Thr

Asp

Lys

Gly

140

val

Phe

val

vVal

Lys
220

Lys

Pro

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Tyr

Gly

Thr Ala

Thr Val

Pro Ala

Thr Val
190

Asn His

205

Ser Cys

Lys Pro

Phe Ser
30

Leu Glu

45

Ala Gln

Ser Thr

Val Tyr

Trp Gly

110

Pro Ser

125

Ala

Ser

Val

175

Pro

Lys

Gly

15

Gln

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gln

Val

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Ser

His

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Phe

160/321



Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys
130 135

Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr

145 150

Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser

165
Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser
180
Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr
195

Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys

210 215

<210> 25
<211> 223
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> >86 ID TRINH TU: 25 -

<400> 25
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser
1 5
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys
20
Tle TIle His Trp Val Arg Gln
35
Gly Tyr Ile Ile Ala Gln Gln
50 55
Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr
65 70
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg
85
Ala Arg Val Pro Asp Pro Tyr
100
Gly Thr Leu Val Thr Val Ser
115

52497

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200
Lys

chudi ning FAB khéng IL-1Rap-UCP03-B6

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Ser

Ser

120

Thr

Pro

Val

Ser

185

Ile

Val

Ala

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Gly

105

Ala

30

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Glu

10

Gly

Gly

Ala

Glu

Asp

90

His

Ser

Gly

Pro

155

Thr

Val

Asn

Pro

val

Asp

Gln

Ser

Ser

75

Thr

Phe

Thr

Gly

140

val

Phe

val

val

Lys
220

Lys

Pro

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Asp

Lys

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Tyr

Gly
125

Ala

val

Ala

val

190

His

Cys

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Trp

110

Pro

Ala

Ser

val

175

Pro

Lys

Gly

15

val

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gly

Ser

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gln

val

161/321



Phe

Leu

145

Trp

Leu

Ser

Pro

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

Pro

130

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

210

<220>

<223>

26
222
PRT

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

195

Asn

<400> 26
Gln Val Gln

1

Ser

Ala

Gly

Gln

65

Met

Ala

Thr

Val

Ile

Gly

50

Gly

Glu

Arg

Leu

Lys

Ser

35

Ile

Arg

Leu

Gly

val
115

Ala

Leu

Gly

Ser

180

Leu

Thr

Leu

val

20

Trp

Ile

Val

Ser

Ser

100
Thr

Pro

vVal

Ala

165

Gly

Gly

Lys

Val

Ser

vVal

Pro

Thr

Ser

85

Val

Val

Ser

Lys

150

Leu

Leu

Thr

val

Trinh ty nhén tao

Gln

Cys

Arg

His

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Ser

135

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp
215

>3® ID TRINH TU: 26 -

Ser

Lys

Gln

Phe

55

Thr

Arg

Thr

Ser

52497

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

200
Lys

chudi ning FAB khang IL-1Rap-UCP03-Cl

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Gly

Ala
120

Ser

Phe

Gly

Leu

185

Tyr

Lys

Ala

Ser

25

Pro

Ala

Asp

Glu

Trp

105

Ser

31

Thr

Pro

Val

170

Ser

Ile

Val

Glu

10

Gly

Gly

val

Glu

Asp

90

Phe

Thr

Ser

Glu

155

His

Ser

Cys

Glu

val

Gly

Gln

Tyr

Ser

75

Thr

Asp

Lys

Gly

140

Pro

Thr

val

Asn

Pro

220

Lys

Arg

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Asn

Gly

Gly Thr

Val Thr

Phe Pro

Val Thr
190

Val Asn

205

Lys Ser

Lys Pro

Phe Ser
30

Leu Glu

45

Ala Gln

Ser Thr

vVal Tyr

Trp Gly

110

Pro Ser

125

Ala

val

Ala

175

val

His

Cys

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gln

val

Ala

Ser

160

vVal

Pro

Lys

Ser

Asn

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Phe

162/321



Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys
130 135

Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr

145 150

Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser

165
Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser
180
Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr
195

Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys

210 215

<210> 27
<211> 222
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >s6 ID TRINH TU: 27 -

<400> 27
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser
1 5
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys
20
Ala Ile Gly Trp Val Arg Gln
35
Gly Gly Ile Ile Pro Thr Thr
50 55
Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr
65 70
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg
85
Ala Arg His Gly Thr Thr Tyr
100
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115

52497

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200
Lys

chudi ning FAB khang IL-1Rap-UCP03-C2

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Ala

Ala
120

Thr

Pro

val

Ser

185

Ile

Val

Ala

Ser

25

Pro

Glu

Asp

Glu

Ala

105

Ser

32

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Glu

10

Gly

Gly

Ala

Glu

Asp

90

Phe

Thr

Gly

Pro

155

Thr

vVal

Asn

Pro

val

Asp

Gln

Ile

Ser

75

Thr

Asp

Lys

Gly

140

val

Phe

val

vVal

Lys
220

Lys

Pro

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

His

Gly

Thr Ala

Thr Val

Pro Ala

Thr Val
190

Asn His

205

Ser Cys

Lys Pro

Phe Lys
30

Leu Glu

45

Ala Gln

Ser Thr

Val Tyr

Trp Gly

110

Pro Ser

125

Ala

Ser

vVal

175

Pro

Lys

Gly

15

Arg

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gln

val

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Phe

163/321



Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

<210> 28

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195
Thr

<211> 222

<212> PRT

Pro

Val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Ser

Lys

Leu

165

Leu

Thr

val

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Asp

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys
215

<223> >S6 ID TRINH TU: 28 -

<400> 28

Gln Val Gln

1

Ser

Ala

Gly

Gln

65

Met

Ala

Thr

val

Ile

Ala

50

Gly

Glu

Arg

Leu

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

val

Val
115

val

20

Trp

Leu

val

Ser

Gly
100
Thr

val

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Leu

val

Gln

Cys

Arg

Glu

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Ser

Lys

Gln

Gln

55

Thr

Arg

val

Ser

52497

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyx

200
Lys

chudi ning FAB khang IL-1Rap-UCPO3-F4

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Pro

Ala
120

Thr

Pro

val

Ser

185

Ile

val

Ala

Ser

25

Pro

Ala

Asp

Glu

Tyr

105

Ser

33

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Glu

10

Gly

Gly

Ala

Glu

Asp

90

Met

Thr

Gly

Pro

155

Thr

Val

Asn

Pro

val

Gly

Gln

Tyr

Ser

75

Thr

Asp

Lys

Gly

140

Val

Phe

val

Val

Lys
220

Lys

Gly

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Ile

Gly

Thr Ala

Thr Val

Pro Ala

Thr Val
190

Asn His

205

Ser Cys

Lys Pro

Phe Ser
30

Leu Glu

45

Ala Gln

Ser Thr

Val Tyr

Trp Gly

110

Pro Ser

125

Ala

Ser

val

175

Pro

Lys

Gly

15

Glu

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gln

val

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Phe

164/321



Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys
130 135

Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr

145 150

Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser

165
Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser
180
Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr
195

Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys

210 215

<210> 29

<211> 222

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >s6 ID TRINH TU: 29 -

<400> 29
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser
1 5
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys
20
Ala Phe His Trp Val Arg Gln
35
Gly Gly Ile Ile Pro Asn Phe
50 55
Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr
65 70
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg
85
Ala Arg Phe Ser Ile Tyr Ser
100
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115

52497

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200
Lys

chudi ning FAB khang IL-1Rap-UCP03-G3

Gly

Ala

Ala

40

Ala

Ala

Ser

Gly

Ala
120

Thr

Pro

vVal

Ser

185

Ile

val

Ala

Ser

25

Pro

Gln

Asp

Glu

Trp

105

Ser

34

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Glu

Asp

90

Ser

Thr

Gly

Pro

155

Thr

val

Asn

Pro

Val

Gly

Gln

Asp

Ser

75

Thr

Asp

Lys

Gly

140

val

Phe

val

vVal

Lys
220

Lys

Pro

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

val

Gly

Thr Ala

Thr Val

Pro Ala

Thr Val
190

Asn His

205

Ser Cys

Lys Pro

Leu Ser
30

Leu Glu

45

Ala Gln

Ser Thr

vVal Tyr

Trp Gly

110

Pro Ser

125

Ala

Ser

Val

175

Pro

Lys

Gly

15

Gly

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gln

val

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Phe

165/321



Pro Leu Ala
130

Gly Cys Leu

145

Asn Ser Gly

Gln Ser Ser

Ser Ser Leu

195

Ser Asn Thr
210

<210> 30
<211> 222
<212> PRT

Pro

val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Ser

Lys

Leu

165

Leu

Thr

val

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Asp

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys
215

<223> >86 ID TRINH TU: 30 -

<400> 30
Gln Val Gln
1

Ser Val Lys

Val Phe Ser
35
Gly Gly Ile
50
Gln Gly Arg
65
Met Glu Leu

Ala Arg Ser

Thr Leu Val
115

Leu

val

20

Trp

Ile

val

Ser

Asp

100
Thr

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Val

Gln

Cys

Arg

Tyr

Ile

70

Leu

Phe

Ser

Ser

Lys

Gln

Glu

55

Thr

Arg

Tyr

Ser

52497

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200
Lys

chudi ning FAB khang IL-1Rap-UCP03-G4

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Tyr

Ala
120

Thr

Pro

Val

Ser

185

Ile

vVal

Ala

Ser

25

Pro

Lys

Asp

Glu

Tyr

105

Ser

35

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Glu

10

Gly

Gly

Pro

Glu

Asp

90

Phe

Thr

Gly

Pro

155

Thr

Val

Asn

Pro

val

Gly

Gln

Phe

Ser

75

Thr

Asp

Lys

Gly

140

vVal

Phe

val

val

Lys
220

Lys

Arg

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Pro

Gly

Thr Ala

Thr Val

Pro Ala

Thr Val
190

Asn His

205

Ser Cys

Lys Pro

Phe Ser
30

Leu Glu

45

Ala Gln

Ser Thr

Val Tyr

Trp Gly

110

Pro Ser

125

Ala

Ser

Val

175

Pro

Lys

Gly

15

His

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gln

val

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Phe

166/321



Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys
130 135

Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr

145 150

Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser

165
Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser
180
Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr
195

Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys

210 215

<210> 31
<211> 221
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >s6& ID TRINH TU: 31 -

<400> 31
Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala
20
Thr Met Ser Trp Val Arg Gln
35
Ser Ala Ile Ser Tyr Glu Gly
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser
65 70
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg
85
Ala Arg Ser Leu Tyr Trp Ser
100
Leu Val Thr Val Ser Ser Ala
115

52497

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200
Lys

chudi n&ng FAB khang IL-

Gly

Ala

Ala

40

Asp

Arg

Ala

Gly

Ser

120

Thr

Pro

val

Ser

185

Ile

val

Gly

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Glu

Phe

105

Thr

36

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Asp

Lys

Gly

Pro

155

Thr

val

Asn

Pro

Leu

Phe

Lys

Leu

Ser

75

Thr

Tyr

Gly

Gly

140

val

Phe

val

Val

Lys
220

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Pro

Thr Ala

Thr Val

Pro Ala

Thr Val
190

Asn His

205

Ser Cys

Gln Pro

Phe Ser
30

Leu Glu

45

Ala Asp

Asn Thr

val Tyr

Gly Gln

110

Ser Val
125

Ala

Ser

vVal

175

Pro

Lys

Gly

15

Ala

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

1Rap-UCP04-Cl

Gly

Tyr

val

val

Tyr

80

Cys

Thr

Pro

167/321



Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser
130 135

Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe

145 150

Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly

165
Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu
180
Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr
195

Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys

210 215

<210> 32
<211> 225
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >s6 ID TRINH TU: 32 -

<400> 32
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser
1 5
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys
20
Ala Tle Gln Trp Val Arg Gln
35
Gly Tyr Ile Ile Pro Leu His
50 55
Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr
65 70
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg
85
Ala Arg Gly Gln Thr Leu Tyr
100
Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr
115

52497

Thr

Pro

Val

Ser

Ile

200
vVal

chudi ndng FAB khéang IL-1Rap-C8-H1A-C4

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Asp

val
120

Ser

Glu

His

Ser

185

Cys

Glu

Ala

Ser

25

Pro

Gln

Asp

Glu

Ser

105

Ser

37

Gly

Pro

Thr

170

Val

Asn

Pro

Glu

10

Gly

Gly

vVal

Glu

Asp

90

Gly

Ser

Gly

Val

155

Phe

val

val

Lys

val

Gly

Gln

Asp

Ser

75

Thr

Arg

Ala

Thr

140

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser

220

Lys

Lys

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gln

Ser

Ala

vVal

Ala

val

His

205
Cys

Lys

Leu

Leu

45

Ala

Ser

Val

Phe

Thr
125

Ala

Ser

Val

Pro

190
Lys

Pro

Asn

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Asp

110
Lys

Leu

Trp

Leu

175

Ser

Pro

Gly

15

Ala

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Ile

Gly

Gly

Asn

160

Gln

Ser

Ser

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Trp

Pro

168/321



Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro
130 135

Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val

145 150

Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala

165
Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly
180
val Pro Ser Ser Ser Leu Gly
195

His Lys Pro Ser Asn Thr Lys
210 215

Cys

225

<210> 33
<211> 225
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >86& ID TRINH TU: 33 -

<400> 33

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser

1 5

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys
20

Ala Ile Gln Trp Val Arg Gln

35
Gly Tyr Ile Ile Pro Leu His
50 55

Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr

65 70

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg

85

Ala Arg Gly Gln Thr Leu Tyr

100

52497

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

200
val

chudi ning FAB khang IL-1Rap-C8-H1A-C8

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Asp

Ser

Asp

Thr

Tyr

185

Gln

Asp

Ala

Ser

25

Pro

Gln

Asp

Glu

Ser

105
38

Lys

Tyr

Ser

170

Ser

Thr

Lys

Glu

10

Gly

Gly

Val

Glu

Asp

90
Gly

Ser

Phe

155

Gly

Leu

Tyr

Lys

Val

Gly

Gln

Asp

Ser

75

Thr

Arg

Thr

140

Pro

vVal

Ser

Ile

Val
220

Lys

Leu

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gln

Ser

Glu

His

Ser

Cys

205
Glu

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

val

Phe

Gly

Pro

Thr

val

190

Asn

Pro

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Asp
110

Gly

Val

Phe

175

Val

Val

Lys

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95
Ile

Thr

Thr

160

Pro

Thr

Asn

Ser

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Trp

169/321



Gly Gln Gly Thr Leu val Thr
115
Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro
130 135
Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val
145 150
Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala
165
Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly
180
Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly
195
His Lys Pro Ser Asn Thr Lys
210 215
Cys
225

<210> 34

<211> 225

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >86 ID TRINH TU: 34 -

<400> 34

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser

1 5

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys

20
Ala Ile Gln Trp Val Arg Gln
35
Gly Tyr Ile Ile Pro Leu His
50 55

Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr

65 70

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg
85

52497

val

120

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

200
val

chudi ning FAB khang IL-1Rap-C8-H1A-D8

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

185

Gln

Asp

Ala

Ser

25

Pro

Gln

Asp

Glu

39

Ser

Lys

Tyr

Ser

170

Ser

Thr

Lys

Glu

10

Gly

Gly

Val

Glu

Asp
90

Ala

Ser

Phe

155

Gly

Leu

Tyr

Lys

val

Gly

Gln

Asp

Ser

75
Thr

Ser

Thr

140

Pro

val

Ser

Ile

val
220

Lys

His

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Thr

125

Ser

Glu

His

Ser

Cys

205
Glu

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

val

Lys

Gly

Pro

Thr

val

190

Asn

Pro

Pro

Asn

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly

Gly

vVal

Phe

175

val

val

Lys

Gly

15

Asn

Trp

Lys

Ala

Tyr
95

Pro

Thr

Thr

160

Pro

Thr

Asn

Ser

Ser

Tyxr

Met

Phe

Tyr

80
Cys

170/321



Ala Arg Gly Gln Thr Leu Tyr
100
Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr
115
Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro
130 135
Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val
145 150
Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala
165
Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly
180
Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly
195
His Lys Pro Ser Asn Thr Lys
210 215
Cys
225

<210> 35
<211> 225
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >86 ID TRINH TUY: 35 -

<400> 35
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser
1 5
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys
20
Ala Ile Gln Trp Val Arg Gln
35
Gly Tyr Ile Ile Pro Leu His
50 55
Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr
65 70

52497

Asp

Val

120

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

200
vVal

chudi ning FAB khang IL-1Rap-C8-HI1A-Fl

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

105

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

185

Gln

Asp

Ala

Ser

25

Pro

Gln

Asp

40

Gly

Ser

Lys

Tyr

Ser

170

Ser

Thr

Lys

Glu
10

Gly
Gly

Val

Glu

Arg

Ala

Ser

Phe

155

Gly

Leu

Tyr

Lys

vVal

Gly

Gln

Asp

Ser

75

Gln

Ser

Thr

140

Pro

val

Ser

Ile

vVal
220

Lys

Ile

Gly

Tyr

60
Thr

Phe

Thr

125

Ser

Glu

His

Ser

Cys

205
Glu

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Asp

110

Lys

Gly

Pro

Thr

val

190

Asn

Pro

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Ile

Gly

Gly

vVal

Phe

175

Val

Val

Lys

Gly

15

Asn

Trp

Lys

Ala

Trp

Pro

Thr

Thr

160

Pro

Thr

Asn

Ser

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr
80

171/321



Met Glu Leu

Ala Arg Gly

Gly Gln Gly
115
Ser Val Phe
130
Ala Ala Leu
145
Val Ser Trp

Ala Val Leu

Val Pro Ser
195
His Lys Pro
210
Cys
225

<210> 36
<211> 225
<212> PRT

Ser

Gln

100

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

180

Ser

Ser

Ser

85

Thr

Leu

Leu

Cys

Ser

165

Ser

Ser

Asn

Leu

Leu

Val

Ala

Leu

150

Gly

Ser

Leu

Thr

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

Arg

Tyr

Thr

Pro

135

Val

Ala

Gly

Gly

Lys
215

<223> >S6& ID TRINH TU: 36 -

<400> 36
Gln Val Gln
1

Ser Val Lys

Ala Ile Gln
35
Gly Tyr Ile
50

Leu Val Gln

5

val Ser Cys

20

Trp Val Arg

Ile Pro Leu

Ser

Lys

Gln

His

55

52497

Ser

Asp

val

120

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

200
val

chudi ning FAB khéang IL-1Rap-C8-H1A-G11

Glu

Ser

105

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

185

Gln

Asp

Gly Ala

Ala

Ala
40

Ser
25

Pro

Gly Gln

41

Asp

90

Gly

Ser

Lys

Tyr

Ser

170

Ser

Thr

Lys

Thr

Arg

Ala

Ser

Phe

155

Gly

Leu

Tyr

Lys

Ala

Gln

Ser

Thr

140

Pro

val

Ser

Ile

val
220

Glu Val Lys

10

Gly Gly Arg

Gly Gln Gly

vVal Asp Tyr

60

val

Phe

Thr

125

Ser

Glu

His

Ser

Cys

205
Glu

Lys

Phe

Leu

45
Ala

Tyr

Asp

110

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

190

Asn

Pro

Pro
His
30

Glu

Gln

Tyr Cys

95

Ile Trp

Gly Pro

Gly Thr

Val Thr
160

Phe Pro

175

Val Thr

Val Asn

Lys Ser

Gly Ser
15
Gln Tyr

Trp Met

Lys Phe

172/321



Gln

65

Met

Ala

Gly

Ser

Ala

145

val

Ala

Val

His

Cys
225

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

Gly

Glu

Arg

Gln

vVal

130

Ala

Ser

val

Pro

Lys
210

<220>

<223>

<400> 37

37
225
PRT

Arg

Leu

Gly

Gly

115

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

195

Pro

val

Ser

Gln

100

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

180

Ser

Ser

Thr

Ser

85

Thr

Leu

Leu

Cys

Ser

165

Ser

Ser

Asn

Ile

70

Leu

Leu

Val

Ala

Leu

150

Gly

Ser

Leu

Thr

Trinh ty nhan tao

Thr

Arg

Tyr

Thr

Pro

135

val

Ala

Gly

Gly

Lys
215

>g& ID TRINH TU: 37 -

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser

1

5

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys

20

Ala Ile His Trp Val Arg Gln

35

52497

Ala
Ser
Asp
Val
120
Ser
Lys
Leu
Leu
Thr

200
val

chudi ning FAB khang IL-1Rap-C8-HIA-

Asp

Glu

Ser

105

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyxr

185

Gln

Asp

Glu

Asp

90

Gly

Ser

Lys

Tyr

Ser

170

Ser

Thr

Lys

Ser

75

Thr

Arg

Ala

Ser

Phe

155

Gly

Leu

Tyr

Lys

Thr

Ala

Gln

Ser

Thr

140

Pro

val

Ser

Ile

val
220

Ser

vVal

Phe

Thr

125

Ser

Glu

His

Ser

Cys

205
Glu

Thr

Tyr

Asp

110

Lys

Gly

Pro

Thr

val

190

Asn

Pro

Ala

Tyr

95

Ile

Gly

Gly

val

Phe

175

Val

Val

Lys

Tyr

80

Cys

Trp

Pro

Thr

Thr

160

Pro

Thr

Asn

Ser

Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser

10

15

Ala Ser Gly Gly Ala Ser Arg Ala Tyr

25

30

Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met

40

42

45

Gl

173/321



52497

Gly Tyr Ile Ile Pro Leu His Gly Gln Val Asp Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Glu Ser Thr Ser Thr Ala Tyr

65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

85 90 95
Ala Arg Gly Gln Thr Leu Tyr Asp Ser Gly Arg Gln Phe Asp Ile Trp
100 105 110
Gly Gln Gly Thr Leu val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro
115 120 125

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

Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr

145 150 155 160

Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro

165 170 175
Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr
180 185 190
val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn
195 200 205

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

Cys

225

<210> 38
<211> 225
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> >8& ID TRINH TU: 38 - chudi ndng FAB khéang IL-1Rap-C8-H1A-G3

<400> 38
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser
1 5 10 15

Ser val Lys Val Ser Cys LyS Ala Ser Gly Gly Pro Phe Ser Asp Tyr
20 25 30
43

174/321



Ala

Gly

Gln

65

Met

Ala

Gly

Ser

Ala

145

val

Ala

Val

His

Cys
225

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

Ile

Tyr

50

Gly

Glu

Arg

Gln

val

130

Ala

Ser

val

Pro

Lys
210

<220>

<223>

<400> 39
Gln Val Gln Le

1

39
225
PRT

Gln

35

Ile

Arg

Leu

Gly

Gly

115

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

195

Pro

Trp

Ile

Val

Ser

Gln

100

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

180

Ser

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Thr

Leu

Leu

Cys

Ser

165

Ser

Ser

Asn

5

Arg

Leu

Ile

70

Leu

Leu

Val

Ala

Leu

150

Gly

Ser

Leu

Thr

Trinh tu nhén tao

Gln

His

55

Thr

Arg

Tyr

Thr

Pro

135

vVal

Ala

Gly

Gly

Lys
215

52497

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Asp

Val

120

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

200
Val

Pro

Gln

Asp

Glu

Ser

105

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

185

Gln

Asp

44

Gly

vVal

Glu

Asp

90

Gly

Ser

Lys

Tyr

Ser

170

Ser

Thr

Lys

10

Gln

Asp

Ser

75

Thr

Arg

Ala

Ser

Phe

155

Gly

Leu

Tyr

Lys

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gln

Ser

Thr

140

Pro

Val

Ser

Ile

vVal
220

>s6 ID TRINH TU: 39 - chudi ndng FAB khang I

Leu

45

Ala

Ser

val

Phe

Thr

125

Ser

Glu

His

Ser

Cys

205
Glu

Glu

Gln

Thr

Tyr

Asp

110

Lys

Gly

Pro

Thr

val

190

Asn

Pro

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Ile

Gly

Gly

Val

Phe

175

val

vVal

Lys

15

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Trp

Pro

Thr

Thr

160

Pro

Thr

Asn

Ser

L-1Rap-C8-H1B-A8

u Val Gln Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ser

175/321



Ser

Ala

Gly

Gln

65

Met

Ala

Gly

Ser

Ala

145

val

Ala

val

His

Cys
225

val

Ile

Tyr

50

Gly

Glu

Arg

Gln

vVal

130

Ala

Ser

vVal

Pro

Lys
210

<210> 40
<211> 22

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 40

Lys

Gln

35

Ile

Arg

Leu

Gly

Gly

115

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

195

Pro

5

PRT

val

20

Trp

Ile

vVal

Ser

Gln

100

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

180

Ser

Ser

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Thr

Leu

Leu

Cys

Ser

165

Ser

Ser

Asn

Cys

Arg

Leu

Ile

70

Leu

Leu

Val

Ala

Leu

150

Gly

Ser

Leu

Thr

Trinh ty nhan tao

>s6 ID TRINH TU:

Lys

Gln

His

55

Thr

Arg

Tyr

Thr

Pro

135

val

Ala

Gly

Gly

Lys
215

40 - chudi nang FAB khang IL-1Rap-C8-H1B-B10

52497

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Asp

Val

120

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

200
val

Ser

25

Pro

Gln

Asp

Glu

Ser

105

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

185

Gln

Asp

45

Gly

Gly

Val

Glu

Asp

90

Gly

Ser

Lys

Tyr

Ser

170

Ser

Thr

Lys

Glu

Gln

Asp

Ser

75

Thr

Arg

Ala

Ser

Phe

155

Gly

Leu

Tyr

Lys

Gly

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gln

Ser

Thr

140

Pro

val

Ser

Ile

vVal
220

Ser

Leu

45

Ala

Ser

val

Phe

Thr

125

Ser

Glu

His

Ser

Cys

205
Glu

Tyr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Asp

110

Lys

Gly

Pro

Thr

val

190

Asn

Pro

Pro

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Ile

Gly

Gly

Val

Phe

175

val

val

Lys

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Trp

Pro

Thr

Thr

160

Pro

Thr

Asn

Ser

176/321



Gln

Ser

Ala

Gly

Gln

65

Met

Ala

Gly

Ser

Ala

145

val

Ala

val

His

Cys
225

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

vVal

val

Ile

Tyr

50

Gly

Glu

Arg

Gln

vVal

130

Ala

Ser

vVal

Pro

Lys
210

<220>

<223>

41
225
PRT

Gln

Lys

Gln

35

Ile

Arg

Leu

Gly

Gly

115

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

195

Pro

Leu

val

20

Trp

Ile

Val

Ser

Gln

100

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

180

Ser

Ser

val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Thr

Leu

Leu

Cys

Ser

165

Ser

Ser

Asn

Gln

Cys

Arg

Leu

Ile

70

Leu

Leu

val

Ala

Leu

150

Gly

Ser

Leu

Thr

Trinh ty nhan tao

>s6 ID TRINH TU:

Ser

Lys

Gln

His

55

Thr

Arg

Tyr

Thr

Pro

135

Val

Ala

Gly

Gly

Lys
215

41 - chudi n&ng FAB khang IL-1Rap-C8-H1B-B8

52497

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Asp

val

120

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

200
vVal

Ala

Ser

25

Pro

Gln

Asp

Glu

Ser

105

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

185

Gln

Asp

46

Glu

10

Gly

Gly

Val

Glu

Asp

90

Gly

Ser

Lys

Tyr

Ser

170

Ser

Thr

Lys

Val

Val

Gln

Asp

Ser

75

Thr

Arg

Ala

Ser

Phe

155

Gly

Leu

Tyr

Lys

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gln

Ser

Thr

140

Pro

val

Ser

Ile

vVal
220

Lys

His

Leu

45

Ala

Ser

val

Phe

Thr

125

Ser

Glu

His

Ser

Cys

205
Glu

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Asp

110

Lys

Gly

Pro

Thr

val

190

Asn

Pro

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Ile

Gly

Gly

Val

Phe

175

val

val

Lys

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Trp

Pro

Thr

Thr

160

Pro

Thr

Asn

Ser

177/321



<400> 41

Gln Val Gln

1

Ser

Ala

Gly

Gln

65

Met

Ala

Gly

Ser

Ala

145

val

Ala

Val

His

Cys
225

<210> 42

val

Ile

Tyr

50

Gly

Glu

Arg

Gln

val

130

Ala

Ser

val

Pro

Lys
210

Lys

Gln

35

Ile

Arg

Leu

Gly

Gly

115

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

195

Pro

<211> 225

<212> PRT

Leu

vVal

20

Trp

Ile

Val

Ser

Gln

100

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

180

Ser

Ser

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Thr

Leu

Leu

Cys

Ser

165

Ser

Ser

Asn

Gln

Cys

Arg

Leu

Ile

70

Leu

Leu

vVal

Ala

Leu

150

Gly

Ser

Leu

Thr

<213> Trinh tu nhén tao

Ser

Lys

Gln

His

55

Thr

Arg

Tyr

Thr

Pro

135

Val

Ala

Gly

Gly

Lys
215

52497

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Asp

Val

120

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

200
vVal

Ala

Ser

25

Pro

Gln

Asp

Glu

Ser

105

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

185

Gln

Asp

47

Glu

10

Gly

Gly

val

Glu

Asp

90

Gly

Ser

Lys

Tyr

Ser

170

Ser

Thr

Lys

vVal

Ser

Gln

Asp

Ser

75

Thr

Arg

Ala

Ser

Phe

155

Gly

Leu

Tyr

Lys

Lys

Pro

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gln

Ser

Thr

140

Pro

Val

Ser

Ile

val
220

Lys

Ala

Leu

45

Ala

Ser

Val

Phe

Thr

125

Ser

Glu

His

Ser

Cys

205
Glu

Pro

Glu

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Asp

110

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

190

Asn

Pro

Gly

15

Pro

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Ile

Gly

Gly

val

Phe

175

val

val

Lys

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Trp

Pro

Thr

Thr

160

Pro

Thr

Asn

Ser

178/321



52497

179/321

<220>

<223> >56 ID TRINH TU: 42 - chudi ndng FAB khang IL-1Rap-C8-H1B-D8

<400> 42
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser
1 5 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Pro Ser Asn Pro vVal Tyr
20 25 30
Ala Ile Gln Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45
Gly Tyr Ile Ile Pro Leu His Gly Gln Val Asp Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60
Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Glu Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Gly Gln Thr Leu Tyr Asp Ser Gly Arg Gln Phe Asp Ile Trp
100 105 110
Gly Gln Gly Thr Leu val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro
115 120 125
Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr
130 135 140
Ala Ala Leu Gly Cys Leu val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr
145 150 155 160
val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro
165 170 175
Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr
180 185 190
val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn
195 200 205
His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser
210 215 220
Cys
225

<210> 43

<211> 225

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

48



52497

180/321

<220>

<223> >S6 ID TRINH Ty: 43 - chudi ndng FAB khang IL-1Rap-C8-H1B-E7

<400> 43
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser
1 5 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Ser Lys His Gly Asn Tyr
20 25 30
Ala Ile Gln Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45
Gly Tyr Ile Ile Pro Leu His Gly Gln Val Asp Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60
Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Glu Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Gly Gln Thr Leu Tyr Asp Ser Gly Arg Gln Phe Asp Ile Trp
100 105 110
Gly Gln Gly Thr Leu val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro
115 120 125
Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr
130 135 140
Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr
145 150 155 160
val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro
165 170 175
Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr
180 185 190
val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn
195 200 205
His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys val Glu Pro Lys Ser
210 215 220
Cys
225

<210> 44
<211> 225
49



52497

181/321

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> >56 ID TRINH TU: 44 - chudi n&ng FAB khang IL-1Rap-C8-H1B-F3

<400> 44
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser
1 5 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Gly Pro His Thr Ala His
20 25 30
Ala Ile Gln Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45
Gly Tyr Ile Ile Pro Leu His Gly Gln Val Asp Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60
Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Glu Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Gly Gln Thr Leu Tyr Asp Ser Gly Arg Gln Phe Asp Ile Trp
100 105 110
Gly Gln Gly Thr Leu val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro
115 120 125
Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr
130 135 140
Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys ASp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr
145 150 155 160
Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro
165 170 175
Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr
180 185 190
val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn
195 200 205
His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser
210 215 220
Cys
225

50



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

<220>
<223>

<400>

52497

45
225
PRT

Trinh tu nhan tao

>s& ID TRINH TU: 45 - chudi n3dng FAB khang IL-1Rap-C8-H1B-G10

45

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala

1

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser

20 25

Ala Ile Gln Trp Val Arg Gln Ala Pro

35 40

Gly Tyr Ile Ile Pro Leu His Gly Gln

50

55

Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp

65

70

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu

85

Ala Arg Gly Gln Thr Leu Tyr Asp Ser

100 105

Gly Gln Gly Thr Leu vVval Thr Val Ser

115 120

Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser
130 135
Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp

145

150

Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr

165

Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr

180 185

val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln

195 200

His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp
210 215

Cys

51

Glu

10

Gly

Gly

vVal

Glu

Asp

90

Gly

Ser

Lys

Tyr

Ser

170

Ser

Thr

Lys

val

Gly

Gln

Asp

Ser

75

Thr

Arg

Ala

Ser

Phe

155

Gly

Leu

Tyr

Lys

Lys

Pro

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gln

Ser

Thr

140

Pro

vVal

Ser

Ile

val
220

Lys

Arg

Leu

45

Ala

Ser

val

Phe

Thr

125

Ser

Glu

His

Ser

Cys

205
Glu

Pro

Arg

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Asp

110

Lys

Gly

Pro

Thr

val

190

Asn

Pro

Gly

15

Ala

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Ile

Gly

Gly

val

Phe

175

val

val

Lys

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Trp

Pro

Thr

Thr

160

Pro

Thr

Asn

Ser

182/321



225

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

<220>

<223>

<400> 46

46
225
PRT

Gln Val Gln

1

Ser

Ala

Gly

Gln

65

Met

Ala

Gly

Ser

Ala

145

val

Ala

val

His

vVal

Ile

Tyr

50

Gly

Glu

Arg

Gln

val

130

Ala

Ser

val

Pro

Lys

Lys

Gln

35

Ile

Arg

Leu

Gly

Gly

115

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

195

Pro

Leu

val

20

Trp

Ile

val

Ser

Gln

100

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

180

Ser

Ser

vVal

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Thr

Leu

Leu

Cys

Ser

165

Ser

Ser

Asn

Trinh tuy nhé&n tao

>36 ID TRINH TU:

Gln

Cys

Arg

Leu

Ile

70

Leu

Leu

val

Ala

Leu

150

Gly

Ser

Leu

Thr

46 -

Ser

Lys

Gln

His

55

Thr

Arg

Tyr

Thr

Pro

135

val

Ala

Gly

Gly

Lys

52497

chudi ning FAB khang IL-1Rap-C8-H1B-HI1O

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Asp

val

120

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

200
val

Ala

Ser

25

Pro

Gln

Asp

Glu

Ser

105

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

185

Gln

Asp
52

Glu

10

Gly

Gly

Val

Glu

Asp

90

Gly

Ser

Lys

Tyr

Ser

170

Ser

Thr

Lys

val

Ser

Gln

Asp

Ser

75

Thr

Arg

Ala

Ser

Phe

155

Gly

Leu

Tyr

Lys

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gln

Ser

Thr

140

Pro

val

Ser

Ile

val

Lys

Trp

Leu

45

Ala

Ser

Val

Phe

Thr

125

Ser

Glu

His

Ser

Cys

205
Glu

Pro

Glu

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Asp

110

Lys

Gly

Pro

Thr

val

190

Asn

Pro

Gly

15

Pro

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Ile

Gly

Gly

val

Phe

175

val

val

Lys

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Trp

Pro

Thr

Thr

160

Pro

Thr

Asn

Ser

183/321



52497

210 215

Cys
225

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

<220>
<223>

<400>

47
225
PRT

Trinh ty nhédn tao

>s6& ID TRINH TU: 47 - chudi ndng FAB khang IL-1Rap-C8-H2B-B5

47

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala

1

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser

20 25

Ala Ile Gln Trp Val Arg Gln Ala Pro

35 40

Gly Tyr Ile Ile Pro Thr Val Gly Gly

50

55

Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp

65

70

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu

85

Ala Arg Gly Gln Thr Leu Tyr Asp Ser

100 105

Gly Gln Gly Thr Leu val Thr Val Ser

115 120

Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser
130 135
Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp

145

150

val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr

165

Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr

180 185

val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln

53

Glu

10

Gly

Gly

Phe

Glu

Asp

90

Gly

Ser

Lys

Tyr

Ser

170

Ser

Thr

vVal

Gly

Gln

Asp

Ser

75

Thr

Arg

Ala

Ser

Phe

155

Gly

Leu

Tyr

220

Lys

Gln

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gln

Ser

Thr

140

Pro

val

Ser

Ile

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

val

Phe

Thr

125

Ser

Glu

His

Ser

Cys

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Asp

110

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

190

Asn

Gly

15

Glu

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Ile

Gly

Gly

val

Phe

175

val

val

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Trp

Pro

Thr

Thr

160

Pro

Thr

Asn

184/321



195

52497

200

205

His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser

Cys
225

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

210

<220>

<223>

<400> 48

48
225
PRT

Gln Val Gln

1

Ser

Ala

Gly

Gln

65

Met

Ala

Gly

Ser

Ala

145

val

Ala

Val

Ile

Tyr

50

Gly

Glu

Arg

Gln

val

130

Ala

Ser

val

Lys

Gln

35

Ile

Arg

Leu

Gly

Gly

115

Phe

Leu

Trp

Leu

Leu

val

20

Trp

Ile

Val

Ser

Gln

100

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

val

Ser

vVal

Pro

Thr

Ser

85

Thr

Leu

Leu

Cys

Ser

165

Ser

Trinh ty nhén tao

Gln

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Leu

val

Ala

Leu

150

Gly

Ser

215

>36& ID TRINH TU: 48 -

Ser

Lys

Gln

Leu

55

Thr

Arg

Tyr

Thr

Pro

135

val

Ala

Gly

chudi ning FAB khang IL-1Rap-C8-H2B-C10

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Asp

val

120

Ser

Lys

Leu

Leu

Ala

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Glu

Ser

105

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr
54

Glu

10

Gly

Gly

Tyr

Glu

Asp

90

Gly

Ser

Lys

Tyr

Ser

170

Ser

val

Gly

Gln

Asp

Ser

75

Thr

Arg

Ala

Ser

Phe

155

Gly

Leu

220

Lys

Gln

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gln

Ser

Thr

140

Pro

val

Ser

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

val

Phe

Thr

125

Ser

Glu

His

Ser

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Asp

110

Lys

Gly

Pro

Thr

val

Gly

15

Glu

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Ile

Gly

Gly

val

Phe

175
Val

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Trp

Pro

Thr

Thr

160

Pro

Thr

185/321



52497

186/321

180 185 190
vVal Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn
195 200 205
His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser
210 215 220
Cys
225

<210> 49
<211> 225
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >36 ID TRINH TU: 49 - chudi ndng FAB khang IL-1Rap-C8-recA

<400> 49
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser
1 5 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Ser Thr Trp Glu Pro Tyr
20 25 30
Ala Ile Gln Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45
Gly Tyr Ile Ile Pro Ser Leu Gly Gly Tyr Asp Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60
Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Glu Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Gly Gln Thr Leu Tyr Asp Ser Gly Arg Gln Phe Asp Ile Trp
100 105 110
Gly Gln Gly Thr Leu val Thr val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro
115 120 125
Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr
130 135 140
Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr
145 150 155 160
vVal Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro
55



165

52497

170

175

Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr

180

185

190

val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn

195

200

205

His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser

210 215
Cys
225

<210> 50

<211> 225

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >86 ID TRINH TU: 50 -

<400> 50

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser

1 5

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys

20
Ala Ile Gln Trp Val Arg Gln
35

Gly Tyr Ile Ile Pro Ser Leu
50 55

Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr

65 70

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg

85
Ala Arg Gly Gln Thr Leu Tyr
100
Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr
115

Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro
130 135

Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val

chudi ning FAB khang IL-1Rap-C8-recB

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Asp

val

120

Ser

Lys

Ala

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Glu

Ser

105

Ser

Ser

Asp
56

Glu

10

Gly

Gly

Tyr

Glu

Asp

90

Gly

Ser

Lys

Tyr

vVal

Gly

Gln

Asp

Ser

75

Thr

Arg

Ala

Ser

Phe

220

Lys

Pro

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gln

Ser

Thr

140

Pro

Lys

Arg

Leu

45

Ala

Ser

val

Phe

Thr

125

Ser

Glu

Pro

Arg

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Asp

110

Lys

Gly

Pro

Gly

15

Ala

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Ile

Gly

Gly

val

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Trp

Pro

Thr

Thr

187/321



145
val

Ala

Val

His

Cys
225

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

Ser

vVal

Pro

Lys
210

<220>

<223>

<400>

51
225
PRT

51

Trp

Leu

Ser

195

Pro

Gln Val Gln

1

Ser

Ala

Gly

Gln

65

Met

Ala

Gly

Ser

val

Ile

Tyr

50

Gly

Glu

Arg

Gln

val

Lys

Gln

35

Ile

Arg

Leu

Gly

Gly

115
Phe

Asn
Gln
180

Ser

Ser

Leu

vVal

20

Trp

Ile

val

Ser

Gln

100

Thr

Pro

Ser

165

Ser

Ser

Asn

val

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Thr

Leu

Leu

150
Gly

Ser

Leu

Thr

Trinh ty nhén tao

Gln

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Leu

val

Ala

Ala

Gly

Gly

Lys
215

>s& ID TRINH TyY: 51 -

Ser

Lys

Gln

Leu

55

Thr

Arg

Tyr

Thr

Pro

52497

Leu

Leu

Thr

200
val

chudi ning FAB khéang IL-1Rap-C8-recC

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Asp

val

120

Ser

Thr Ser
170

Tyr Ser

185

Gln Thr

Asp Lys

Ala Glu
10

Ser Gly

25

Pro Gly

Gly Tyr

Asp Glu

Glu Asp

90
Ser Gly
105

Ser Ser

Ser Lys
57

155
Gly

Leu

Tyr

Lys

val

Ser

Gln

Asp

Ser

75

Thr

Arg

Ala

Ser

val

Ser

Ile

val
220

Lys

Pro

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gln

Ser

Thr

His

Ser

Thr

val
190

Cys Asn

205
Glu

Lys

Ala

Leu

45

Ala

Ser

Val

Phe

Thr

125

Ser

Pro

Pro

Glu

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Asp

110

Lys

Gly

Phe
175
val

val

Lys

Gly

15

Pro

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Ile

Gly

Gly

160

Pro

Thr

Asn

Ser

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Trp

Pro

Thr

188/321



130
Ala Ala Leu Gly Cys
145
Val Ser Trp Asn Ser
165
Ala Val Leu Gln Ser
180
val Pro Ser Ser Ser
195
His Lys Pro Ser Asn
210
Cys
225

<210> 52
<211> 452
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén

<220>
<223> >s6 ID TRINH
I9G1

<400> 52

Gln Val Gln Leu Val

1 5

Ser Val Lys Val Ser
20

Ala Ile Gln Trp Val

35
Gly Tyr Ile Ile Pro
50

Gln Gly Arg Val Thr

65

Met Glu Leu Ser Ser

85

Ala Arg Gly Gln Thr

100

Leu

150

Gly

Ser

Leu

Thr

tao

TU:

Gln

Cys

Arg

Leu

Ile

70

Leu

Leu

135
Val

Ala

Gly

Gly

Lys
215

52

Ser

Lys

Gln

His

55

Thr

Arg

Tyr

52497

Lys

Leu

Leu

Thr

200
Val

Gly

Ala

Ala
40

Gly

Ala

Ser

Asp

Asp

Thr

Tyr

185

Gln

Asp

chudi

Ala

Ser

25

Pro

Gln

Asp

Glu

Ser

105
58

Tyr

Ser

170

Ser

Thr

Lys

Phe

155

Gly

Leu

Tyr

Lys

140

Pro

vVal

Ser

Ile

val
220

Glu

His

Ser

Cys

205
Glu

Pro

Thr

Val

190

Asn

Pro

vVal

Phe

175

val

vVal

Lys

Thr

160

Pro

Thr

Asn

Ser

189/321

ning LALA khéang IL-1Rap-UCP02-C8

Glu

10

Gly

Gly

val

Glu

Asp

90
Gly

vVal

Gly

Gln

Asp

Ser

75

Thr

Arg

Lys

Gln

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gln

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

vVal

Phe

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Asp
110

Gly

15

Glu

Trp

Lys

Ala

Tyr

95
Ile

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Trp



Gly

Ser

Ala

145

Val

Ala

val

His

Cys

225

Gly

Met

His

val

Tyr

305

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

385

Pro

val

Gln

vVal

130

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

210

Asp

Gly

Ile

Glu

His

290

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

370

Trp

val

Asp

Gly

115

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

195

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

275

Asn

val

Glu

Lys

Thr

355

Thr

Glu

Leu

Lys

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

180

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg

260

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

340

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

Leu

Leu

Cys

Ser

165

Ser

Ser

Asn

His

Val

245

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

325

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

405
Arg

val

Ala

Leu

150

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

230

Phe

Pro

val

Thr

val

310

Cys

Ser

Pro

val

Gly

390

Asp

Trp

Thr

Pro

135

val

Ala

Gly

Gly

Lys

215

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

295

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

375

Gln

Gly

Gln

52497

Val

120

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

200

vVal

Pro

Phe

Val

Phe

280

Pro

Thr

val

Ala

Arg

360

Gly

Pro

Ser

Gln

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

185

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

265

Asn

Arg

val

Ser

Lys

345

Asp

Phe

Glu

Phe

Gly
59

Ser

Lys

Tyr

Ser

170

Ser

Thr

Lys

Cys

Pro

250

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

330

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

410

Asn

Ala

Ser

Phe

155

Gly

Leu

Tyr

Lys

Pro

235

Lys

val

Tyr

Glu

His

315

Lys

Gln

Leu

Pro

Asn

395

Leu

val

Ser

Thr

140

Pro

val

Ser

Ile

val

220

Ala

Pro

val

val

Gln

300

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

380

Tyr

Tyr

Phe

Thr

125

Ser

Glu

His

Ser

Cys

205

Glu

Pro

Lys

val

Asp

285

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

365

Asp

Lys

Ser

Ser

Lys

Gly

Pro

Thr

vVal

190

Asn

Pro

Glu

Asp

Asp

270

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

350

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

Gly

Gly

val

Phe

175

Val

vVal

Lys

Ala

Thr

255

val

val

Ser

Leu

Ala

335

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

415

Ser

Pro

Thr

Thr

160

Pro

Thr

Asn

Ser

Ala

240

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

320

Pro

Gln

Val

Val

Pro

400

Thr

Val

190/321



420

52497

425

Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys

435

Ser Pro Gly Lys
450

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

<220>
<223>
IgGl

<400>

53
448
PRT

Trinh ty nhén

>s6 ID TRINH

53

Glu Val Gln Leu Leu

1

Ser Leu Arg Leu Ser

20

Ala Met Gly Trp Val

35

Ser Ala Ile Ser Tyr

50

Lys Gly Arg Phe Thr

65

Leu Gln Met Asn Ser

85

Ala Arg Phe Arg Tyr

100

Leu Val Thr Val Ser

115

Leu Ala Pro Ser Ser

130

Cys Leu Val Lys Asp

145

Ser Gly Ala Leu Thr

165

tao

TU:

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Lys

Tyr

150

Ser

53

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Thr

Ala

Ser

135

Phe

Gly

440

Gly

Ala

Ala

40

Glu

Arg

Ala

Ala

Ser

120

Thr

Pro

val

chudi

Gly

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Glu

Phe

105

Thr

Ser

Glu

His

60

430

Ser Leu Ser Leu

445

191/321

ning LALA khang IL-1Rap-UCP02-C3

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Asp

Lys

Gly

Pro

Thr
170

Leu

Phe

Lys

Leu

Ser

75

Thr

Tyr

Gly

Gly

val

155
Phe

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Pro

Thr

140

Thr

Pro

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Gly

Ser

125

Ala

val

Ala

Pro

Arg

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln

110

Val

Ala

Ser

val

Gly

15

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

175

Gly

Tyr

val

Val

Tyr

80

Cys

Thr

Pro

Gly

Asn

160
Gln



Ser

Ser

Asn

His

225

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

305

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

385

Ser

Arg

Leu

<210> 54

Ser

Leu

Thr

210

Thr

Phe

Pro

Val

Thr

290

val

Cys

Ser

Pro

Val

370

Gly

Asp

Trp

His

Gly

Gly

195

Lys

Cys

Leu

Glu

Lys

275

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

355

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn

435

<211> 452

Leu

180

Thr

val

Pro

Phe

Val

260

Phe

Pro

Thr

val

Ala

340

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

420

His

Tyr

Gln

Asp

Pro

Pro

245

Thr

Asn

Arg

val

Ser

325

Lys

Asp

Phe

Glu

Phe

405

Gly

Tyr

Ser

Thr

Lys

Cys

230

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

310

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

390

Phe

Asn

Thr

Leu

Tyr

Lys

215

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

295

His

Lys

Gln

Leu

Pro

375

Asn

Leu

val

Gln

52497

Ser

Ile

200

val

Ala

Pro

val

val

280

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

360

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
440

Ser

185

Cys

Glu

Pro

Lys

Val

265

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

345

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

425

Ser

61

vVal

Asn

Pro

Glu

Asp

250

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

330

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys

410

Cys

Leu

vVal

vVal

Lys

Ala

235

Thr

val

val

Ser

Leu

315

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

395

Leu

Ser

Ser

Thr

Asn

Ser

220

Ala

Leu

Ser

Glu

Thr

300

Asn

Pro

Gln

val

val

380

Pro

Thr

val

Leu

val

His

205

Cys

Gly

Met

His

Val

285

Tyr

Gly

Ile

val

Ser

365

Glu

Pro

val

Met

Ser

445

Pro

190

Lys

Asp

Gly

Ile

Glu

270

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

350

Leu

Trp

val

Asp

His

430

Pro

Ser

Pro

Lys

Pro

Ser

255

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

335

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

415

Glu

Gly

Ser

Ser

Thr

Ser

240

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

320

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

400

Ser

Ala

Lys

192/321



52497

193/321

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> >56 ID TRINH TU: 54 - chudi ndng LALA khang IL-1Rap-C8-RecC IgGl

<400> 54
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser
1 5 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Ser Pro Ala Glu Pro Tyr
20 25 30
Ala Ile Gln Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45
Gly Tyr Ile Ile Pro Ser Leu Gly Gly Tyr Asp Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60
Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Glu Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Gly Gln Thr Leu Tyr Asp Ser Gly Arg Gln Phe Asp Ile Trp
100 105 110
Gly Gln Gly Thr Leu val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro
115 120 125
Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr
130 135 140
Ala Ala Leu Gly Cys Leu val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr
145 150 155 160
val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro
165 170 175
Ala Val Leu Gln Ser 3er Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr
180 185 190
val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn
195 200 205
His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser
210 215 220
Ccys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys pro Ala Pro Glu Ala Ala
225 230 235 240
Gly Gly Pro Ser val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu
62



Met Ile

His Glu

Val His
290

Tyr Arg

305

Gly Lys

Ile Glu

Val Tyr

Ser Leu

370

Glu Trp

385

Pro Val

Val Asp

Met His

Ser Pro

450

<210> 55
<211> 45

Ser

Asp

275

Asn

val

Glu

Lys

Thr

355

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

435
Gly

2

<212> PRT

<213> Trinh

<220>

Arg

260

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

340

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

420

Ala

Lys

245
Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

325

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

405

Arg

Leu

Pro

vVal

Thr

vVal

310

Cys

Ser

Pro

val

Gly

390

Asp

Trp

His

ty nhan tao

<223> >s6& ID TRINH TU:

IgGl

<400> 55

Glu

Lys

Lys

295

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

375

Gln

Gly

Gln

Asn

52497

val

Phe

280

Pro

Thr

val

Ala

Arg

360

Gly

Pro

Ser

Gln

His

440

Thr

265

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

345

Asp

Phe

Glu

Phe

Gly

425
Tyr

63

250
Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

330

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

410

Asn

Thr

val

Tyr

Glu

His

315

Lys

Gln

Leu

Pro

Asn

395

Leu

val

Gln

val

val

Gln

300

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

380

Tyr

Tyxr

Phe

Lys

val

Asp

285

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

365

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser

445

Asp

270

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

350

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

430

Leu

255
Val

Val

Ser

Leu

Ala

335

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

415

Ser

Ser

Ser

Glu

Thr

Asn

320

Pro

Gln

Val

val

Pro

400

Thr

vVal

Leu

194/321

55 - chudi ning LALA khang IL-1Rap-C8-RecC-AA



Gln

Ser

Ala

Gly

Gln

65

Met

Ala

Gly

Ser

Ala

145

Val

Ala

Val

His

Cys

225

Gly

Met

His

val

Tyr

val

val

Ile

Tyr

50

Gly

Glu

Arg

Gln

val

130

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

210

Asp

Gly

Ile

Glu

His

290
Arg

Gln

Lys

Gln

35

Ile

Arg

Leu

Gly

Gly

115

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

195

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

275

Asn

val

Leu

Val

20

Trp

Ile

val

Ser

Gln

100

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

180

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg

260

Pro

Ala

Val

val

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Thr

Leu

Leu

Cys

Ser

165

Ser

Ser

Asn

His

Val

245

Thr

Glu

Lys

Ser

Gln

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Leu

vVal

Ala

Leu

150

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

230

Phe

Pro

val

Thr

Val

Ser

Lys

Gln

Leu

55

Thr

Arg

Tyr

Thr

Pro

135

val

Ala

Gly

Gly

Lys

215

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

295

Leu

52497

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Ala

val

120

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

200

val

Pro

Phe

val

Phe

280

Pro

Thr

Ala Glu
10

Ser Gly

25

Pro Gly

Gly Tyr

Asp Glu

Glu Asp

90
Ala Gly
105

Ser Ser

Ser Lys

Asp Tyr

Thr Ser
170

Tyr Ser

185

Gln Thr

Asp Lys

Pro Cys

Pro Pro

250

Thr Cys

265

Asn Trp

Arg Glu

Val Leu
64

Val

Ser

Gln

Asp

Ser

75

Thr

Arg

Ala

Ser

Phe

155

Gly

Leu

Tyr

Lys

Pro

235

Lys

val

Tyr

Glu

His

Lys

Pro

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gln

Ser

Thr

140

Pro

val

Ser

Ile

val

220

Ala

Pro

val

val

Gln

300
Gln

Lys

Ala

Leu

45

Ala

Ser

Val

Phe

Thr

125

Ser

Glu

His

Ser

Cys

205

Glu

Pro

Lys

val

Asp

285

Tyr

Asp

Pro

Glu

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Asp

110

Lys

Gly

Pro

Thr

val

190

Asn

Pro

Glu

Asp

Asp

270

Gly

Asn

Trp

Gly

15

Pro

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Ile

Gly

Gly

val

Phe

175

Val

val

Lys

Ala

Thr

255

val

val

Ser

Leu

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Trp

Pro

Thr

Thr

160

Pro

Thr

Asn

Ser

Ala

240

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

195/321



305
Gly Lys Glu

Ile Glu Lys

Val Tyr Thr
355
Ser Leu Thr
370
Glu Trp Glu
385
Pro Val Leu

Val Asp Lys

Met His Glu

435

Ser Pro Gly
450

<210> 56
<211> 452
<212> PRT

Tyr

Thr

340

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

420

Ala

Lys

Lys

325

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

405

Arg

Leu

310
Cys

Ser

Pro

val

Gly

390

Asp

Trp

His

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> >86 ID TRINH TU:

IgGl

<400> 56
Gln Val Gln
1

Ser Val Lys

Ala Ile Gln
35
Gly Tyr Ile
50

Leu Val Gln

5

Val Ser Cys

20

Trp Val Arg

Ile

Pro Ser

52497

Lys Val
Lys Ala
Ser Arg
360
Lys Gly
375
Gln Pro
Gly Ser

Gln Gln

Asn His

440

Ser

Lys

345

Asp

Phe

Glu

Phe

Gly

425
Tyr

Asn
330
Gly
Glu
Tyr
Asn
Phe
410

Asn

Thr

315
Lys

Gln

Leu

Pro

Asn

395

Leu

Val

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

380

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Leu

Arg

Lys

365

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser

445

Pro

Glu

350

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

430

Leu

320
Ala Pro
335
Pro Gln

Gln Val

Ala Val

Thr Pro

400

Leu Thr

415

Ser Val

Ser Leu

196/321

56 - chudi ning LALA khang IL-1Rap-C8-RecC-DA

Ser Gly

Lys Ala

Gln Ala

40
Leu Gly
55

Ala

Ser

25

Pro

Gly

65

Glu Val

10

Gly Ser

Gly Gln

Tyr AsSp

Lys Lys

Pro Ala

Gly Leu

Tyr Ala

60

45

Pro

Glu

30

Glu

Gln

Gly Ser
15
Pro Tyr

Trp Met

Lys Phe



Gln

65

Met

Ala

Gly

Ser

Ala

145

Val

Ala

val

His

Cys

225

Gly

Met

His

val

Tyr

305

Gly

Ile

val

Ser

Gly

Glu

Arg

Gln

Val

130

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

210

Asp

Gly

Tle

Glu

His

290

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

Arg

Leu

Gly

Gly

115

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

195

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

275

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

355
Thr

Val

Ser

Gln

100

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

180

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg

260

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

340

Leu

Cys

Thr

Ser

85

Thr

Leu

Leu

Cys

Ser

165

Ser

Ser

Asn

His

val

245

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

325

Ile

Pro

Leu

Ile

70

Leu

Leu

val

Ala

Leu

150

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

230

Phe

Pro

vVal

Thr

val

310

Cys

Ser

Pro

val

Thr

Arg

Tyr

Thr

Pro

135

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

215

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

295

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

52497

Ala

Ser

Asp

Val

120

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

200

Val

Pro

Phe

val

Phe

280

Pro

Thr

val

Ala

Arg

360
Gly

Asp

Glu

Ala

105

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

185

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

265

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

345

Asp

Phe
66

Glu

Asp

90

Gly

Ser

Lys

Tyr

Ser

170

Ser

Thr

Lys

Cys

Pro

250

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

330

Gly

Glu

Tyr

Ser

75

Thr

Arg

Ala

Ser

Phe

155

Gly

Leu

Tyr

Lys

Pro

235

Lys

val

Tyr

Glu

His

315

Lys

Gln

Leu

Pro

Thr

Ala

Gln

Ser

Thr

140

Pro

vVal

Ser

Ile

val

220

Ala

Pro

val

val

Gln

300

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

Ser

val

Phe

Thr

125

Ser

Glu

His

Ser

Cys

205

Glu

Pro

Lys

val

Asp

285

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

365
Asp

Thr

Tyr

Asp

110

Lys

Gly

Pro

Thr

vVal

190

Asn

Pro

Glu

Asp

Asp

270

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

350

Asn

Ile

Ala

Tyr

95

Ile

Gly

Gly

val

Phe

175

Val

vVal

Lys

Ala

Thr

255

vVal

Val

Ser

Leu

Ala

335

Pro

Gln

Ala

Tyr

80

Cys

Trp

Pro

Thr

Thr

160

Pro

Thr

Asn

Ser

Ala

240

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

320

Pro

Gln

val

val

197/321



52497

198/321

370 375 380
Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro
385 390 395 400
Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr

405 410 415
Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val
420 425 430
Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu
435 440 445

Ser Pro Gly Lys

450

<210> 57
<211> 452
<212> PRT

<213> Trinh tyu nhan tao

<220>
<223> >86 ID TRINH TU: 57 - chudi ndng LALA khang IL-1Rap-C8-RecC-AS
IgGl

<400> 57
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser
1 5 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Ser Pro Ala Glu Pro Tyr
20 25 30
Ala Ile Gln Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45
Gly Tyr Ile Ile Pro Ser Leu Gly Gly Tyr Asp Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60
Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Glu Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Gly Gln Thr Leu Tyr Ala Ser Gly Arg Gln Phe AsSp Ile Trp
100 105 110
Gly Gln Gly Thr Leu val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro
115 120 125
67



Ser

Ala

145

Val

Ala

val

His

Cys

225

Gly

Met

His

val

Tyr

305

Gly

Ile

val

Ser

Glu

385

Pro

val

Met

vVal

130

Ala

Ser

val

Pro

Lys

210

Asp

Gly

Ile

Glu

His

290

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

370

Trp

val

Asp

His

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

195

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

275

Asn

val

Glu

Lys

Thr

355

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

Pro

Gly

Asn

Gln

180

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg

260

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

340

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

420
Ala

Leu

Cys

Ser

165

Ser

Ser

Asn

His

Val

245

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

325

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

405

Arg

Leu

Ala

Leu

150

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

230

Phe

Pro

val

Thr

vVal

310

Cys

Ser

Pro

val

Gly

390

Asp

Trp

His

Pro

135

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

215

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

295

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

375

Gln

Gly

Gln

Asn

52497

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

200

val

Pro

Phe

Val

Phe

280

Pro

Thr

vVal

Ala

Arg

360

Gly

Pro

Ser

Gln

His

Ser

Asp

Thr

Tyr

185

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

265

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

345

Asp

Phe

Glu

Phe

Gly

425

Tyr
68

Lys

Tyr

Ser

170

Ser

Thr

Lys

Cys

Pro

250

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

330

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

410

Asn

Thr

Ser

Phe

155

Gly

Leu

Tyr

Lys

Pro

235

Lys

vVal

Tyr

Glu

His

315

Lys

Gln

Leu

Pro

Asn

395

Leu

val

Gln

Thr

140

Pro

val

Ser

Ile

val

220

Ala

Pro

val

val

Gln

300

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

380

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Ser

Glu

His

Ser

Cys

205

Glu

Pro

Lys

vVal

Asp

285

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

365

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser

Gly

Pro

Thr

val

190

Asn

Pro

Glu

Asp

Asp

270

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

350

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

430

Leu

Gly

val

Phe

175

Val

val

Lys

Ala

Thr

255

val

val

Ser

Leu

Ala

335

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

415

Ser

Ser

Thr

Thr

160

Pro

Thr

Asn

Ser

Ala

240

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

320

Pro

Gln

Val

Val

Pro

400

Thr

vVal

Leu

199/321



435

Ser Pro Gly Lys
450

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

<220>
<223>
IgGl

<400>

58
452
PRT

Trinh ty nhan tao

52497

440

445

200/321

556 ID TRINH TU: 58 - chudi ndng LALA khang IL-1Rap-C8-RecC-ES

58

Gln Val Gln

1

Ser Val Lys

Ala Il

e Gln
35

Gly Tyr Ile

50

Gln Gly Arg

65

Met Glu Leu

Ala Arg Gly

Gly Gln Gly

Ser Va
13
Ala Al
145
Val Se

Ala Va

115
1 Phe
0

a Leu

r Trp

1 Leu

Leu

val

20

Trp

Ile

val

Ser

Gln

100

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln
180

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Thr

Leu

Leu

Cys

Ser

165

Ser

Gln

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Leu

val

Ala

Leu

150

Gly

Ser

Ser

Lys

Gln

Leu

55

Thr

Arg

Tyr

Thr

Pro

135

val

Ala

Gly

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Glu

Val

120

Ser

Lys

Leu

Leu

Ala

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Glu

Ser

105

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

185
69

Glu

10

Gly

Gly

Tyr

Glu

Asp

90

Gly

Ser

Lys

Tyr

Ser

170

Ser

vVal

Ser

Gln

Asp

Ser

75

Thr

Arg

Ala

Ser

Phe

155

Gly

Leu

Lys

Pro

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gln

Ser

Thr

140

Pro

vVal

Ser

Lys

Ala

Leu

45

Ala

Ser

val

Phe

Thr

125

Ser

Glu

His

Ser

Pro

Glu

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Asp

110

Lys

Gly

Pro

Thr

Val
190

Gly

15

Pro

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Ile

Gly

Gly

val

Phe

175
val

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Trp

Pro

Thr

Thr

160

Pro

Thr



val

His

Cys

225

Gly

Met

His

val

Tyr

305

Gly

Ile

val

Ser

Glu

385

Pro

val

Met

Ser

<210> 59

Pro

Lys

210

Asp

Gly

Ile

Glu

His

290

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

370

Trp

val

Asp

His

Pro

450

Ser

195

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

275

Asn

val

Glu

Lys

Thr

355

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

435
Gly

<211> 452
<212> PRT

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg

260

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

340

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

420

Ala

Lys

Ser

Asn

His

Val

245

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

325

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

405

Arg

Leu

Leu

Thr

Thr

230

Phe

Pro

val

Thr

val

310

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

390

Asp

Trp

His

<213> Trinh tyu nhan tao

Gly

Lys

215

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

295

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

375

Gln

Gly

Gln

Asn

52497

Thr

200

val

Pro

Phe

val

Phe

280

Pro

Thr

val

Ala

Arg

360

Gly

Pro

Ser

Gln

His

440

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

265

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

345

Asp

Phe

Glu

Phe

Gly

425
Tyr

70

Thr

Lys

Cys

Pro

250

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

330

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

410

Asn

Thr

Tyr

Lys

Pro

235

Lys

val

Tyr

Glu

His

315

Lys

Gln

Leu

Pro

Asn

395

Leu

val

Gln

Ile

val

220

Ala

Pro

val

val

Gln

300

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

380

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Cys

205

Glu

Pro

Lys

vVal

Asp

285

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

365

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser

445

Asn

Pro

Glu

Asp

Asp

270

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

350

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

430

Leu

Val

Lys

Ala

Thr

255

val

val

Ser

Leu

Ala

335

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

415

Ser

Ser

Asn

Ser

Ala

240

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

320

Pro

Gln

vVal

vVal

Pro

400

Thr

val

Leu

201/321



<220>

<223> >S6 ID TRINH TU: 59 - chudi n&ng LALA khang

IgGl

<400> 59

Gln Val Gln

1

Ser

Ala

Gly

Gln

65

Met

Ala

Gly

Ser

Ala

145

vVal

Ala

val

His

Cys

225
Gly

val

Ile

Tyr

50

Gly

Glu

Arg

Gln

val

130

Ala

Ser

val

Pro

Lys

210

Asp

Gly

Lys

Gln

35

Ile

Arg

Leu

Gly

Gly

115

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

195

Pro

Lys

Pro

Leu

val

20

Trp

Ile

val

Ser

Gln

100

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

180

Ser

Ser

Thr

Ser

vVal

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Thr

Leu

Leu

Cys

Ser

165

Ser

Ser

Asn

His

val
245

Gln

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Leu

Val

Ala

Leu

150

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

230
Phe

Ser

Lys

Gln

Leu

55

Thr

Arg

Tyr

Thr

Pro

135

val

Ala

Gly

Gly

Lys

215

Cys

Leu

52497

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Glu

val

120

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

200

val

Pro

Phe

Ala

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Glu

Thr

105

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

185

Gln

Asp

Pro

Pro

71

Glu

10

Gly

Gly

Tyr

Glu

Asp

90

Gly

Ser

Lys

Tyr

Ser

170

Ser

Thr

Lys

Cys

Pro

250

val

Ser

Gln

Asp

Ser

75

Thr

Arg

Ala

Ser

Phe

155

Gly

Leu

Tyr

Lys

Pro

235
Lys

Lys
Pro
Gly
Tyr
60

Thr
Ala
Gln
Ser
Thr
140
Pro
vVal
Ser
Ile
val
220

Ala

Pro

Lys

Ala

Leu

45

Ala

Ser

val

Phe

Thr

125

Ser

Glu

His

Ser

Cys

205

Glu

Pro

Lys

Pro

Glu

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Asp

110

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

190

Asn

Pro

Glu

Asp

Gly

15

Pro

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Ile

Gly

Gly

Val

Phe

175

val

val

Lys

Ala

Thr
255

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Trp

Pro

Thr

Thr

160

Pro

Thr

Asn

Ser

Ala

240

Leu

202/321

IL-1Rap-C8-RecC-ET



Met

His

vVal

Tyr

305

Gly

Ile

val

Ser

Glu

385

Pro

Val

Met

Ser

Ile

Glu

His

290

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

370

Trp

val

Asp

His

Pro

450

<210> 60
<211> 22

<212>

<213> Tr

<220>

<223>

<400> 60

Glu Val Gln Leu Leu

1

Ser

Asp

275

Asn

val

Glu

Lys

Thr

355

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

435
Gly

1

PRT

inh

Arg

260

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

340

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

420

Ala

Lys

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

325

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

405

Arg

Leu

Pro

Val

Thr

val

310

Cys

Ser

Pro

vVal

Gly

390

Asp

Trp

His

ty nhan tao

5

Glu Ser Gly Gly Gly Leu val Gln Pro Gly Gly

Glu

Lys

Lys

295

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

375

Gln

Gly

Gln

Asn

52497

Val

Phe

280

Pro

Thr

Val

Ala

Arg

360

Gly

Pro

Ser

Gln

His

440

Thr

265

Asn

Arg

val

Ser

Lys

345

Asp

Phe

Glu

Phe

Gly

425
Tyr

72

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

330

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

410

Asn

Thr

10

Val

Tyr

Glu

His

315

Lys

Gln

Leu

Pro

Asn

395

Leu

val

Gln

vVal

vVal

Gln

300

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

380

Tyr

Tyr

Phe

Lys

>s6 ID TRINH TU: 60 - chudi nidng FAB khéng I

vVal

Asp

285

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

365

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser

445

Asp

270

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

350

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

430

Leu

val

val

Ser

Leu

Ala

335

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

415

Ser

Ser

15

Ser

Glu

Thr

Asn

320

Pro

Gln

val

Val

Pro

400

Thr

val

Leu

L-1Rap-C3-MP0O1-A2

203/321



Ser

Ala

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Leu

Leu

Cys

145

Ser

Ser

Ser

Asn

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

Arg

Val

Ala

130

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr
210

<210> 61
<211> 22

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 61

Glu
1

val

Arg

Asn

35

Ile

Arg

Met

Phe

Thr

115

Pro

val

Ala

Gly

Gly

195
Lys

1

PRT

Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Arg

100

Val

Ser

Lys

Leu

Leu

180

Thr

val

Ser

Val

Tyr

Thr

Ser

85

Tyr

Ser

Ser

Asp

Thr

165

Tyr

Gln

Asp

5

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Lys

Tyr

150

Ser

Ser

Thr

Lys

Trinh ty nhén tao

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Thr

Ala

Ser

135

Phe

Gly

Leu

Tyr

Lys
215

52497

Ala

Ala

40

Glu

Arg

Ala

Ala

Ser

120

Thr

Pro

Val

Ser

Ile

200
vVal

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Glu

Phe

105

Thr

Ser

Glu

His

Ser

185

Cys

Glu

73

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Asp

Lys

Gly

Pro

Thr

170

vVal

Asn

Pro

10

Phe

Lys

Leu

Ser

75

Thr

Tyr

Gly

Gly

vVal

155

Phe

vVal

val

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Pro

Thr

140

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser

220

Phe

Leu

45

Ala

Asn

vVal

Gly

Ser

125

Ala

vVal

Ala

val

His

205
Cys

Ala

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln

110

Val

Ala

Ser

val

Pro

190
Lys

Glu

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

175

Ser

Pro

15

Tyr

Val

vVal

Tyr

80

Cys

Thr

Pro

Gly

Asn

160

Gln

Ser

Ser

536 ID TRINH TU: 61 - chudi ning FAB khéng IL-1Rap-C3-MP01-A3
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Ser

Gly

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Leu

Leu

Cys

145

Ser

Ser

Ser

Asn

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

Arg

vVal

Ala

130

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr
210

<210> 62
<211> 22

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 62

Glu
1

val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Phe

Thr

115

Pro

val

Ala

Gly

Gly

195
Lys

1

PRT

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Arg

100

val

Ser

Lys

Leu

Leu

180

Thr

val

Ser

vVal

Tyr

Thr

Ser

85

Tyr

Ser

Ser

Asp

Thr

165

Tyr

Gln

Asp

5

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Lys

Tyr

150

Ser

Ser

Thr

Lys

Trinh ty nhan tao

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Thr

Ala

Ser

135

Phe

Gly

Leu

Tyr

Lys
215

52497

Ala

Ala

40

Glu

Arg

Ala

Ala

Ser

120

Thr

Pro

val

Ser

Ile

200
val

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Glu

Phe

105

Thr

Ser

Glu

His

Ser

185

Cys

Glu

74

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Asp

Lys

Gly

Pro

Thr

170

Val

Asn

Pro

10

Phe

Lys

Leu

Ser

75

Thr

Tyr

Gly

Gly

val

155

Phe

val

vVal

Lys

Ile

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Pro

Thr

140

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser

220

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Gly

Ser

125

Ala

val

Ala

val

His

205
Cys

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln

110

vVal

Ala

Ser

val

Pro

190
Lys

His

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

175

Ser

Pro

15

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Thr

Pro

Gly

Asn

160

Gln

Ser

Ser

>sé ID TRINH TU: 62 - chudi n&ng FAB khang IL-1Rap-C3-MP01-B5
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Ser

Gly

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Leu

Leu

Cys

145

Ser

Ser

Ser

Asn

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

Arg

Val

Ala

130

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr
210

<210> 63
<211> 22

<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

1

Arg

Gly

35

Ile

Arg

Met

Phe

Thr

115

Pro

Val

Ala

Gly

Gly

195
Lys

1

PRT

63
Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Arg

100

val

Ser

Lys

Leu

Leu

180

Thr

Val

Ser

val

Tyr

Thr

Ser

85

Tyr

Ser

Ser

Asp

Thr

165

Tyr

Gln

Asp

5

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Lys

Tyr

150

Ser

Ser

Thr

Lys

Trinh tu nhan tao

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Thr

Ala

Ser

135

Phe

Gly

Leu

Tyr

Lys
215

52497

Ala

Ala

40

Glu

Arg

Ala

Ala

Ser

120

Thr

Pro

val

Ser

Ile

200
val

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Glu

Phe

105

Thr

Ser

Glu

His

Ser

185

Cys

Glu

75

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Asp

Lys

Gly

Pro

Thr

170

val

Asn

Pro

10

Phe

Lys

Leu

Ser

75

Thr

Tyr

Gly

Gly

vVal

155

Phe

val

vVal

Lys

s ID TRINH TyY: 63 - chubdi ndng FAB

Ile

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Pro

Thr

140

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser

220

khang IL-1Rap-C3-MP01-B7

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gly

Ser

125

Ala

Val

Ala

val

His

205
Cys

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln

110

vVal

Ala

Ser

val

Pro

190
Lys

Thr

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

175

Ser

Pro

15

Tyr

val

Val

Tyr

80

Cys

Thr

Pro

Gly

Asn

160

Gln

Ser

Ser

Gly

206/321



Ser

Ser

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Leu

Leu

Cys

145

Ser

Ser

Ser

Asn

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

Arg

val

Ala

130

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr
210

<210> 64
<211> 22

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 64

Glu Val Gln L

1

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Phe

Thr

115

Pro

val

Ala

Gly

Gly

195
Lys

1

PRT

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Arg

100

val

Ser

Lys

Leu

Leu

180

Thr

Val

Ser

val

Tyr

Thr

Ser

85

Tyr

Ser

Ser

Asp

Thr

165

Tyr

Gln

Asp

5

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Lys

Tyr

150

Ser

Ser

Thr

Lys

Trinh ty nhan tao

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Thr

Ala

Ser

135

Phe

Gly

Leu

Tyr

Lys
215

52497

Ala

Ala

40

Glu

Arg

Ala

Ala

Ser

120

Thr

Pro

val

Ser

Ile

200
val

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Glu

Phe

105

Thr

Ser

Glu

His

Ser

185

Cys

Glu

76

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Asp

Lys

Gly

Pro

Thr

170

val

Asn

Pro

10

Phe

Lys

Leu

Ser

75

Thr

Tyr

Gly

Gly

Val

155

Phe

Val

val

Lys

>gf& ID TRINH TU: 64 - chudi ning FAB

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Pro

Thr

140

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser

220

khang IL-1Rap-C3-MP01-D2

Leu

Leu

45

Ala

Asn

val

Gly

Ser

125

Ala

val

Ala

val

His

205
Cys

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln

110

val

Ala

Ser

vVal

Pro

190
Lys

eu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro

Gly

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

175

Ser

Pro

Gly Gly

15

Phe

val

val

Tyxr

80

Cys

Thr

Pro

Gly

Asn

160

Gln

Ser

Ser

207/321



Ser

Gly

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Leu

Leu

Cys

145

Ser

Ser

Ser

Asn

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

Arg

Val

Ala

130

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr
210

<210> 65
<211> 22

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 65

Glu
1

val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

Arg

Thr

35

Ile

Arg

Met

Phe

Thr

115

Pro

Val

Ala

Gly

Gly

195
Lys

1

PRT

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Arg

100

val

Ser

Lys

Leu

Leu

180

Thr

val

Ser

Val

Tyr

Thr

Ser

85

Tyr

Ser

Ser

Asp

Thr

165

Tyr

Gln

Asp

5

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Lys

Tyr

150

Ser

Ser

Thr

Lys

Trinh ty nhan tao

>s& ID TRINH TU:

52497

Ala Ala

Gln Ala
40

Gly Glu

55

Ser Arg

Arg Ala

Thr Ala

Ala Ser

120
Ser Thr
135

Phe Pro

Gly Val

Leu Ser

Tyr Ile

200

Lys Val
215

65 - chudi ning FAB khang IL-1Rap-C3-MP0O1-F5

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Glu

Phe

105

Thr

Ser

Glu

His

Ser

185

Cys

Glu

71

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Asp

Lys

Gly

Pro

Thr

170

val

Asn

Pro

10

Phe

Lys

Leu

Ser

75

Thr

Tyr

Gly

Gly

val

155

Phe

val

val

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Pro

Thr

140

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser

220

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Gly

Ser

125

Ala

Val

Ala

val

His

205
Cys

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln

110

val

Ala

Ser

val

Pro

190
Lys

Gln

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

175

Ser

Pro

15

Phe

val

Val

Tyr

80

Cys

Thr

Pro

Gly

Asn

160

Gln

Ser

Ser

208/321



Ser

Gly

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Leu

Leu

Cys

145

Ser

Ser

Ser

Asn

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

Arg

val

Ala

130

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr
210

<210> 66
<211> 22

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 66

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln

1

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Phe

Thr

115

Pro

Val

Ala

Gly

Gly

195
Lys

1

PRT

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Arg

100

vVal

Ser

Lys

Leu

Leu

180

Thr

val

Ser

val

Tyr

Thr

Ser

85

Tyr

Ser

Ser

Asp

Thr

165

Tyr

Gln

Asp

5

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Lys

Tyr

150

Ser

Ser

Thr

Lys

Trinh ty nhén tao

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Thr

Ala

Ser

135

Phe

Gly

Leu

Tyr

Lys
215

52497

Ala

Ala

40

Glu

Arg

Ala

Ala

Ser

120

Thr

Pro

Val

Ser

Ile

200
val

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Glu

Phe

105

Thr

Ser

Glu

His

Ser

185

Cys

Glu

78

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Asp

Lys

Gly

Pro

Thr

170

Val

Asn

Pro

10

Phe

Lys

Leu

Ser

75

Thr

Tyr

Gly

Gly

vVal

155

Phe

val

val

Lys

Pro

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Pro

Thr

140

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser

220

Leu

Leu

45

Ala

Asn

val

Gly

Ser

125

Ala

val

Ala

vVal

His

205
Cys

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln

110

vVal

Ala

Ser

vVal

Pro

190
Lys

Pro Gly Gly

Asn

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

175

Ser

Pro

15

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Thr

Pro

Gly

Asn

160

Gln

Ser

Ser

209/321
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Ser

Gly

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Leu

Leu

Cys

145

Ser

Ser

Ser

Asn

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

Arg

Val

Ala

130

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr
210

<210> 67
<211> 22

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 67

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly

1

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Phe

Thr

115

Pro

val

Ala

Gly

Gly

195
Lys

1

PRT

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Arg

100

val

Ser

Lys

Leu

Leu

180

Thr

val

Ser

Val

Tyr

Thr

Ser

85

Tyr

Ser

Ser

Asp

Thr

165

Tyr

Gln

Asp

5

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Lys

Tyr

150

Ser

Ser

Thr

Lys

Trinh ty nhan tao

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Thr

Ala

Ser

135

Phe

Gly

Leu

Tyr

Lys
215

52497

Ala

Ala

40

Glu

Arg

Ala

Ala

Ser

120

Thr

Pro

vVal

Ser

Ile

200
vVal

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Glu

Phe

105

Thr

Ser

Glu

His

Ser

185

Cys

Glu

79

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Asp

Lys

Gly

Pro

Thr

170

Val

Asn

Pro

10

Phe

Lys

Leu

Ser

75

Thr

Tyr

Gly

Gly

val

155

Phe

val

val

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Pro

Thr

140

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser

220

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gly

Ser

125

Ala

val

Ala

vVal

His

205
Cys

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln

110

vVal

Ala

Ser

Val

Pro

190
Lys

His

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

175

Ser

Pro

15

Tyr

val

val

Tyr

80

Cys

Thr

Pro

Gly

Asn

160

Gln

Ser

Ser

>sé& 1D TRINH TU: 67 - chudi n&ng FAB khang IL-1Rap-C3-MP02-B8

Gly

210/321



Ser

Ser

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Leu

Leu

Cys

145

Ser

Ser

Ser

Asn

Leu

Ala

Ala

50

Gly

Gln

Arg

val

Ala

130

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr
210

<210> 68
<211> 22

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 68
Glu Val Gln Leu

1

Arg

Gly

35

Ile

Arg

Met

Phe

Thr

115

Pro

val

Ala

Gly

Gly

195
Lys

1

PRT

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Arg

100

val

Ser

Lys

Leu

Leu

180

Thr

val

Ser

Val

Tyr

Thr

Ser

85

Tyr

Ser

Ser

Asp

Thr

165

Tyr

Gln

Asp

Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu val Gln Pro Gly Gly

5

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Lys

Tyr

150

Ser

Ser

Thr

Lys

Trinh ty nhén tao

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Thr

Ala

Ser

135

Phe

Gly

Leu

Tyr

Lys
215

52497

Ala

Ala

40

Glu

Arg

Ala

Ala

Ser

120

Thr

Pro

Val

Ser

Ile

200
Val

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Glu

Phe

105

Thr

Ser

Glu

His

Ser

185

Cys

Glu

80

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Asp

Lys

Gly

Pro

Thr

170

vVal

Asn

Pro

10

Phe

Lys

Leu

Ser

75

Thr

Tyr

Gly

Gly

Val

155

Phe

val

val

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Pro

Thr

140

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser

220

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Gly

Ser

125

Ala

Val

Ala

val

His

205
Cys

Glu

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln

110

val

Ala

Ser

Val

Pro

190
Lys

536 ID TRINH TU: 68 - chudi ning FAB khang IL-1Ra

His

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

175

Ser

Pro

p-C3-MP02-F6

15

Ser

val

val

Tyr

80

Cys

Thr

Pro

Gly

Asn

160

Gln

Ser

Ser

211/321



Ser

Pro

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Leu

Leu

Cys

145

Ser

Ser

Ser

Asn

Leu

Leu

Ala

50

Gly

Gln

Arg

vVal

Ala

130

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr
210

<210> 69
<211> 22

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 69

Glu
1

val

Arg

Gly

35

Ile

Arg

Met

Phe

Thr

115

Pro

vVal

Ala

Gly

Gly

195
Lys

1

PRT

Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Arg

100

val

Ser

Lys

Leu

Leu

180

Thr

val

Ser

Val

Tyr

Thr

Ser

85

Tyr

Ser

Ser

Asp

Thr

165

Tyr

Gln

Asp

5

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Lys

Tyr

150

Ser

Ser

Thr

Lys

Trinh ty nhan tao

>3& ID TRINH TU:

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Thr

Ala

Ser

135

Phe

Gly

Leu

Tyr

Lys
215

52497

Ala

Ala

40

Glu

Arg

Ala

Ala

Ser

120

Thr

Pro

Val

Ser

Ile

200
val

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Glu

Phe

105

Thr

Ser

Glu

His

Ser

185

Cys

Glu

81

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Asp

Lys

Gly

Pro

Thr

170

Val

Asn

Pro

10

Phe

Lys

Leu

Ser

75

Thr

Tyr

Gly

Gly

Val

155

Phe

val

vVal

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Pro

Thr

140

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser

220

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Gly

Ser

125

Ala

val

Ala

val

His

205
Cys

Pro

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln

110

vVal

Ala

Ser

vVal

Pro

190
Lys

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

175

Ser

Pro

15

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Thr

Pro

Gly

Asn

160

Gln

Ser

Ser

69 - chudi ning FAB khang IL-1Rap-C3-MP02-G2

212/321



Ser

Pro

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Leu

Leu

Cys

145

Ser

Ser

Ser

Asn

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

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

Arg

val

Ala

130

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr
210

<220>

<223>

<400> 70
val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

Glu
1

70
221
PRT

Arg

Gly

35

Ile

Arg

Met

Phe

Thr

115

Pro

Val

Ala

Gly

Gly

195
Lys

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Arg

100

Val

Ser

Lys

Leu

Leu

180

Thr

Val

Ser

val

Tyr

Thr

Ser

85

Tyr

Ser

Ser

Asp

Thr

165

Tyr

Gln

Asp

5

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Lys

Tyr

150

Ser

Ser

Thr

Lys

Trinh ty nhan tao

>36 ID TRINH TU:

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Thr

Ala

Ser

135

Phe

Gly

Leu

Tyr

Lys
215

52497

Ala

Ala

40

Glu

Arg

Ala

Ala

Ser

120

Thr

Pro

vVal

Ser

Ile

200
Val

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Glu

Phe

105

Thr

Ser

Glu

His

Ser

185

Cys

Glu

82

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Asp

Lys

Gly

Pro

Thr

170

val

Asn

Pro

10

Phe

Lys

Leu

Ser

75

Thr

Tyr

Gly

Gly

vVal

155

Phe

val

val

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Pro

Thr

140

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser

220

Tyr

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gly

Ser

125

Ala

val

Ala

Val

His

205
Cys

Asp

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln

110

val

Ala

Ser

val

Pro

190
Lys

val

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

175

Ser

Pro

15

Ala

val

Val

Tyr

80

Cys

Thr

Pro

Gly

Asn

160

Gln

Ser

Ser

213/321

70 - chudi n&ng FAB khang IL-1Rap-C3-UCP01-H4



Ser

Ala

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Leu

Leu

Cys

145

Ser

Ser

Ser

Asn

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

Arg

vVal

Ala

130

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr
210

<210> 71
<211> 21

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 71

Glu
1

Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly

Arg

Gly

35

Ile

Arg

Met

Phe

Thr

115

Pro

val

Ala

Gly

Gly

195
Lys

4

PRT

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

His

100

val

Ser

Lys

Leu

Leu

180

Thr

val

Ser

val

Tyr

Thr

Ser

85

Tyr

Ser

Ser

Asp

Thr

165

Tyr

Gln

Asp

5

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Arg

Ser

Lys

Tyr

150

Ser

Ser

Thr

Lys

Trinh ty nhan tao

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Ser

Ala

Ser

135

Phe

Gly

Leu

Tyr

Lys
215

52497

Ala

Ala

40

Glu

Arg

Ala

Ala

Ser

120

Thr

Pro

val

Ser

Ile

200
val

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Glu

Phe

105

Thr

Ser

Glu

His

Ser

185

Cys

Glu

83

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Asp

Lys

Gly

Pro

Thr

170

val

Asn

Pro

10

Phe

Lys

Leu

Ser

75

Thr

Tyr

Gly

Gly

vVal

155

Phe

Val

Val

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Pro

Thr

140

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser

220

Phe

Leu

45

Ala

Asn

vVal

Gly

Ser

125

Ala

vVal

Ala

Val

His

205
Cys

>36 ID TRINH TU: 71 - Chudi nhe Vk3-15/Jk1-Ck

Arg

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln

110

Val

Ala

Ser

val

Pro

190
Lys

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

175

Ser

Pro

15

Tyr

val

val

Tyr

80

Cys

Thr

Pro

Gly

Asn

160

Gln

Ser

Ser

214/321



Glu

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

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

Arg

Ala

Gly

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

130

Val

Ser

Thr

Cys

Asn

210

<220>

<223>

IgGl

<400> 72

72
451
PRT

Ala

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

val

115

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

195
Arg

Trinh

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Phe

vVal

Trp

Thr

Thr

180

val

Gly

Leu

Gln

Thr

Thr

Val

85

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

Ser

Gln

Arg

Glu

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

val

150

Gln

Ser

His

Cys

ty nhan tao

Gln Val Gln Leu Val

Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser
84

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

52497

Arg

Pro

40

Thr

Thr

Cys

val

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln

90

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Asn

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

556 ID TRINH TU: 72 - chudi ndng LALA khan

val

Arg

45

Arg

Ser

Asn

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

val
205

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Trp

val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190
Thr

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

vVal

Lys

Asn

Ile

Gly

Ser

80

Trp

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser

215/321

g IL-1RAP C8-RecC-ES



Ser

Ala

Gly

Gln

65

Met

Ala

Gly

Ser

Ala

145

Val

Ala

val

His

Cys

225

Gly

Met

His

val

Tyr
305

val

Ile

Tyr

50

Gly

Glu

Arg

Gln

val

130

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

210

Asp

Gly

Ile

Glu

His

290
Arg

Lys

Gln

35

Ile

Arg

Leu

Gly

Gly

115

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

195

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

275

Asn

val

Val

20

Trp

Ile

val

Ser

Gln

100

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

180

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg

260

Pro

Ala

val

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Thr

Leu

Leu

Cys

Ser

165

Ser

Ser

Asn

His

Val

245

Thr

Glu

Lys

Ser

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Leu

vVal

Ala

Leu

150

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

230

Phe

Pro

val

Thr

val
310

Lys

Gln

Leu

55

Thr

Arg

Tyr

Thr

Pro

135

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

215

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

295

Leu

52497

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Glu

val

120

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

200

vVal

Pro

Phe

val

Phe

280

Pro

Thr

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Glu

Ser

105

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

185

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

265

Asn

Arg

val

85

10
Gly

Gly

Tyr

Glu

Asp

90

Gly

Ser

Lys

Tyr

Ser

170

Ser

Thr

Lys

Cys

Pro

250

Cys

Trp

Glu

Leu

Ser

Gln

Asp

Ser

75

Thr

Arg

Ala

Ser

Phe

155

Gly

Leu

Tyr

Lys

Pro

235

Lys

Val

Tyr

Glu

His

315

Pro

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gln

Ser

Thr

140

Pro

Val

Ser

Ile

val

220

Ala

Pro

vVal

val

Gln

300
Gln

Ala

Leu

45

Ala

Ser

Val

Phe

Thr

125

Ser

Glu

His

Ser

Cys

205

Glu

Pro

Lys

val

Asp

285

Tyr

Asp

Glu

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Asp

110

Lys

Gly

Pro

Thr

val

130

Asn

Pro

Glu

Asp

Asp

270

Gly

Asn

Trp

15

Pro

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Ile

Gly

Gly

Val

Phe

175

Val

vVal

Lys

Ala

Thr

255

Val

Val

Ser

Leu

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Trp

Pro

Thr

Thr

160

Pro

Thr

Asn

Ser

Ala

240

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

320

216/321



Gly

Ile

Val

Ser

Glu

385

Pro

val

Met

Ser

<210> 73
<211>
<212>
<213>

Lys

Glu

Tyr

Leu

370

Trp

Val

Asp

His

Pro

450

<220>

<223>

<400> 73

Glu

Lys

Thr

355

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

435
Gly

447
PRT

Trinh

Glu Val Gln

1

Ser Leu Arg

Gly Met Ser

35

Ser Ala Ile

50

Lys Gly Arg

65

Tyr

Thr

340

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

420
Ala

Lys

325

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

405

Arg

Leu

Cys

Ser

Pro

val

Gly

390

Asp

Trp

His

ty nhén tao

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Leu

Ser

val

Tyr

Thr

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile
70

Lys

Lys

Ser

Lys

375

Gln

Gly

Gln

Asn

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

52497

Val

Ala

Arg

360

Gly

Pro

Ser

Gln

His

440

Gly
Ala
Ala
40

Glu

Arg

Ser

Lys

345

Asp

Phe

Glu

Phe

Gly

425
Tyr

Gly

Ser

25

Pro

Gly

Asp

86

Asn

330

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

410

Asn

Thr

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Lys

Gln

Leu

Pro

Asn

395

Leu

val

Gln

Leu

Phe

Lys

Leu

Ser

75

Ala

Pro

Thr

Ser

380

Tyr

Tyr

Phe

Lys

>sd ID TRINH TU: 73 - chudi ning LALA khang

Val

Ile

Gly

Tyr

60
Lys

Leu

Arg

Lys

365

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser

445

Pro

Glu

350

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

430

Leu

IL-1RAP

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Ala

335

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

415

Ser

Ser

Pro

Gln

val

Val

Pro

400

Thr

val

Leu

217/321

C3-A3 mmIgG2a

Gly

15

His

Trp

Ser

Leu

Gly

Tyr

val

Val

Tyr
80



Leu

Ala

Leu

Leu

Cys

145

Ser

Ser

Trp

Thr

Cys

225

Val

Ser

Asp

Gln

Ser

305

Lys

Ile

Pro

Met

Asn

Gln

Arg

Val

Ala

130

Leu

Gly

Asp

Pro

Lys

210

Pro

Phe

Pro

val

Thr

290

Ala

Cys

Ser

Pro

val

370
Gly

Met

Phe

Thr

115

Pro

Val

Ser

Leu

Ser

195

Val

Pro

Ile

Ile

Gln

275

Gln

Leu

Lys

Lys

Pro

355

Thr

Lys

Asn

Arg

100

vVal

Val

Lys

Leu

Tyr

180

Gln

Asp

Cys

Phe

val

260

Ile

Thr

Pro

vVal

Pro

340

Glu

Asp

Thr

Ser

85

Tyr

Ser

Cys

Gly

Ser

165

Thr

Ser

Lys

Lys

Pro

245

Thr

Ser

His

Ile

Asn

325

Lys

Glu

Phe

Glu

Leu

Tyr

Ser

Gly

Tyr

150

Ser

Leu

Ile

Lys

Cys

230

Pro

Cys

Trp

Arg

Gln

310

Asn

Gly

Glu

Met

Leu

Arg

Thr

Ala

Asp

135

Phe

Gly

Ser

Thr

Ile

215

Pro

Lys

vVal

Phe

Glu

295

His

Lys

Ser

Met

Pro

375

Asn

52497

Ala

Ala

Lys

120

Thr

Pro

val

Ser

Cys

200

Glu

Ala

Ile

val

val

280

Asp

Gln

Asp

val

Thr

360

Glu

Tyr

Glu

Phe

105

Thr

Thr

Glu

His

Ser

185

Asn

Pro

Pro

Lys

vVal

265

Asn

Tyr

Asp

Leu

Arg

345

Lys

Asp

Lys
87

Asp

90

Asp

Thr

Gly

Pro

Thr

170

Val

val

Arg

Asn

Asp

250

Asp

Asn

Asn

Trp

Pro

330

Ala

Lys

Ile

Asn

Thr

Tyr

Ala

Ser

Val

155

Phe

Thr

Ala

Gly

Ala

235

val

vVal

val

Ser

Met

315

Ala

Pro

Gln

Tyr

Thr

Ala

Trp

Pro

Ser

140

Thr

Pro

Val

His

Pro

220

Ala

Leu

Ser

Glu

Thr

300

Ser

Pro

Gln

val

val

380
Glu

val

Gly

Ser

125

Val

Leu

Ala

Thr

Pro

205

Thr

Gly

Met

Glu

val

285

Leu

Gly

Ile

Val

Thr

365

Glu

Pro

Tyr

Gln

110

Val

Thr

Thr

val

Ser

190

Ala

Ile

Gly

Ile

Asp

270

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

350

Leu

Trp

val

Tyr

95

Gly

Tyr

Leu

Trp

Leu

175

Ser

Ser

Lys

Pro

Ser

255

Asp

Thr

Val

Glu

Arg

335

Val

Thr

Thr

Leu

Cys

Thr

Pro

Gly

Asn

160

Gln

Thr

Ser

Pro

Ser

240

Leu

Pro

Ala

Val

Phe

320

Thr

Leu

Cys

Asn

Asp

218/321



385

52497

390

Ser Asp Gly Ser Tyr Phe Met Tyr Ser Lys

405 410

Asn Trp Val Glu Arg Asn Ser Tyr Ser Cys

420 425

Leu His Asn His His Thr Thr Lys Ser Phe

435 440

<210> 74
<211> 214

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223>

<400> 74

Glu

1

Glu

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Gly

Asn

145

Asn

Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr

Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser
20 25
Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40
Gly Ala Ser Thr Arg Ala Thr Gly Ile
50 55
Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr
70
Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln
85 90
Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile
100 105
Thr Val Ser Ile Phe Pro Pro Ser Ser
115 120
Ala Ser Val Val Cys Phe Leu Asn Asn
130 135
Val Lys Trp Lys Ile Asp Gly Ser Glu
150
Ser Trp Thr Asp Gln Asp Ser Lys Asp

88

395

Leu Arg Val Glu

Ser Val Val His

430

Ser Arg Thr Pro

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Glu

Phe

Arg

155

Ser

>s® ID TRINH TU: 74 - chudi nhe LALA khang

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Asn

Arg

Gln

Tyr

140

Gln

Thr

445

IL-1RAP

val

vVal

Arg

45

Arg

Ser

Asn

Ala

Leu

125

Pro

Asn

Tyr

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Trp

Asp

110

Thr

Lys

Gly

Ser

Lys
415
Glu

Gly

400
Lys

Gly

219/321

C3-A3 mmIgG2a

Pro

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Asp

val

Met

Gly

Asn

Ile

Gly

Ser

80

Trp

Ala

Gly

Ile

Leu

160

Ser



165

Ser Thr Leu Thr Leu Thr Lys

180

Thr Cys Glu Ala Thr His Lys

195

Phe Asn Arg Asn Glu Cys

210

<210> 75
<211> 439

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> >86 ID TRINH TU: 75 -

<400> 75

Glu Val Gln

1

Ser

Ala

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Thr

Pro

vVal

145

Ser

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

Lys

val

Gly

130

Lys

Leu

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Ser

Ser

115

Ser

Gly

Ser

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Tyr

100

Ser

Ala

Tyr

Ser

Leu

Ser

Val

Gly

Thr

Ser

85

Gly

Ala

Ala

Phe

Gly

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Ala

Lys

Gln

Pro

150
val

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Phe

Thr

Thr

135

Glu

His

52497

170

175

Asp Glu Tyr Glu Arg His Asn Ser Tyr

185

190

Thr Ser Thr Ser Pro Ile Val Lys Ser

200

205

chudi n&ng ABC mmIgGl

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Asp

Thr

120

Asn

Pro

Thr

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Tyr

105

Pro

Ser

val

Phe
89

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Trp

Pro

Met

Thr

Pro

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Gly

Ser

val

val

155
Ala

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gln

val

Thr

140

Thr

Val

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Gly

Tyr

125

Leu

Trp

Leu

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Thr

110

Pro

Gly

Asn

Gln

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

vVal

Ala

Leu

Gly

160
Asp

220/321



Leu

Ser

Val

Cys

225

Lys

val

Asp

Phe

Asp

305

Phe

Lys

Lys

Asp

Lys

385

Ser

Thr

Ser

<210> 76

Tyr

Glu

Asp

210

Thr

Asp

Asp

Asp

Asn

290

Trp

Pro

Ala

Asp

Ile

370

Asn

Lys

Cys

Leu

Thr

Thr

195

Lys

val

val

Ile

val

275

Ser

Leu

Ala

Pro

Lys

355

Thr

Thr

Leu

Ser

Ser

435

<211> 214
<212> PRT

Leu

180

vVal

Lys

Pro

Leu

Ser

260

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

340

val

val

Gln

Asn

val

420

His

165

Ser

Thr

Ile

Glu

Thr

245

Lys

vVal

Phe

Gly

Ile

325

vVal

Ser

Glu

Pro

val

405

Leu

Ser

Ser

Cys

val

Val

230

Tle

Asp

His

Arg

Lys

310

Glu

Tyr

Leu

Trp

Ile

390

Gln

His

Pro

Ser

Asn

Pro

215

Ser

Thr

Asp

Thr

Ser

295

Glu

Lys

Thr

Thr

Gln

375

Met

Lys

Glu

Gly

52497

Val

vVal

200

Arg

Ser

Leu

Pro

Ala

280

val

Phe

Thr

Ile

Cys

360

Trp

Asp

Ser

Gly

Thr

185

Ala

Asp

vVal

Thr

Glu

265

Gln

Ser

Lys

Ile

Pro

345

Met

Asn

Thr

Asn

Leu

425

90

170
Val

His

Cys

Phe

Pro

250

val

Thr

Glu

Cys

Ser

330

Pro

Ile

Gly

Asp

Trp

410

His

Pro

Pro

Gly

Ile

235

Lys

Gln

Gln

Leu

Arg

315

Lys

Pro

Thr

Gln

Gly

395

Glu

Asn

Ser

Ala

Cys

220

Phe

Val

Phe

Pro

Pro

300

val

Thr

Lys

Asp

Pro

380

Ser

Ala

His

Ser

Ser

205

Lys

Pro

Thr

Ser

Arg

285

Tle

Asn

Lys

Glu

Phe

365

Ala

Tyr

Gly

His

Thr

190

Ser

Pro

Pro

Cys

Trp

270

Glu

Met

Ser

Gly

Gln

350

Phe

Glu

Phe

Asn

Thr
430

175
Trp

Thr

Cys

Lys

Val

255

Phe

Glu

His

Ala

Arg

335

Met

Pro

Asn

Val

Thr

415
Glu

Pro

Lys

Ile

Pro

240

val

val

Gln

Gln

Ala

320

Pro

Ala

Glu

Tyr

Tyr

400

Phe

Lys

221/321



52497

222/321

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> >36 ID TRINH TU: 76 - chudi nhe ABC mmIgG

<400> 76
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Tyr
20 25 30
Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro Asn
85 90 95
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys val Glu Ile Lys Arg Ala Asp Ala Ala
100 105 110
Pro Thr Val Ser Ile Phe Pro Pro Ser Ser Glu Gln Leu Thr Ser Gly
115 120 125
Gly Ala Ser Val Val Cys Phe Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Lys Asp Ile
130 135 140
Asn Val Lys Trp Lys Ile Asp Gly Ser Glu Arg Gln Asn Gly Val Leu
145 150 155 160
Asn Ser Trp Thr Asp Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Met Ser
165 170 175
Ser Thr Leu Thr Leu Thr Lys Asp Glu Tyr Glu Arg His Asn Ser Tyr
180 185 190
Thr Cys Glu Ala Thr His Lys Thr Ser Thr Ser Pro Ile Val Lys Ser
195 200 205
Phe Asn Arg Asn Glu Cys
210

<210> 77
<211> 445
<212> PRT
91



52497

223/321

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> >56 ID TRINH TU: 77 - chudi ndng LALA ABC mmIgG2a

<400> 77
Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30
Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp val
35 40 45
Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Lys Ser Tyr Gly Ala Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val
100 105 110
Thr Val Ser Ser Ala Lys Thr Thr Ala Pro Ser Val Tyr Pro Leu Ala
115 120 125
Pro Val Cys Gly Asp Thr Thr Gly Ser Ser Val Thr Leu Gly Cys Leu
130 135 140
val Lys Gly Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Leu Thr Trp Asn Ser Gly
145 150 155 160
Ser Leu Ser Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Asp
165 170 175
Leu Tyr Thr Leu Ser Ser Ser Val Thr Val Thr Ser Ser Thr Trp Pro
180 185 190
Ser Gln Ser Ile Thr Cys Asn val Ala His Pro Ala Ser Ser Thr Lys
195 200 205
val Asp Lys Lys Ile Glu Pro Arg Gly Pro Thr Ile Lys Pro Cys Pro
210 215 220
Pro Cys Lys Cys Pro Ala Pro Asn Ala Ala Gly Gly Pro Ser Val Phe
225 230 235 240
Ile Phe Pro Pro Lys Ile Lys Asp Val Leu Met Ile Ser Leu Ser Pro
245 250 255
92



Ile

Gln

Gln

Leu

305

Lys

Lys

Pro

Thr

Lys

385

Gly

Val

Asn

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

Val

Ile

Thr

290

Pro

val

Pro

Glu

Asp

370

Thr

Ser

Glu

His

<220>

<223>

<400> 78
Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1

Ser Leu Ar

78
446

Thr

Ser

275

His

Ile

Asn

Lys

Glu

355

Phe

Glu

Tyr

Arg

His

435

PRT

Trinh

Cys

260

Trp

Arg

Gln

Asn

Gly

340

Glu

Met

Leu

Phe

Asn

420
Thr

Val

Phe

Glu

His

Lys

325

Ser

Met

Pro

Asn

Met

405

Ser

Thr

Val

Val

Asp

Gln

310

Asp

val

Thr

Glu

Tyr

390

Tyr

Tyr

Lys

ty nhan tao

20

5

val

Asn

Tyr

295

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

375

Lys

Ser

Ser

Ser

52497

Asp

Asn

280

Asn

Trp

Pro

Ala

Lys

360

Ile

Asn

Lys

Cys

Phe
440

vVal

265

val

Ser

Met

Ala

Pro

345

Gln

Tyr

Thr

Leu

Ser

425

Ser

25

93

Ser

Glu

Thr

Ser

Pro

330

Gln

Val

Val

Glu

Arg

410

Val

Arg

10

Glu

val

Leu

Gly

315

Ile

Val

Thr

Glu

Pro

395

val

Val

Thr

Asp

His

Arg

300

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

380

Val

Glu

His

Pro

Asp

Thr

285

vVal

Glu

Arg

Val

Thr

365

Thr

Leu

Lys

Glu

Gly
445

Pro

270

Ala

Val

Phe

Thr

Leu

350

Cys

Asn

Asp

Lys

Gly
430

30

Asp

Gln

Ser

Lys

Ile

335

Pro

Met

Asn

Ser

Asn

415

Leu

15

val

Thr

Ala

Cys

320

Ser

Pro

val

Gly

Asp

400

Trp

His

556 ID TRINH TU: 78 - chudi ning LALA ABC IgGl cua ngudi

g Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr

224/321



Ala

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Thr

Pro

val

145

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

225

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

305

Lys

Lys

Met

Ala

50

Gly

Gln

Lys

Val

Ser

130

Lys

Leu

Leu

Thr

val

210

Pro

Phe

val

Phe

Pro

290

Thr

vVal

Ala

Ser

35

Ile

Arg

Met

Ser

Ser

115

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

195

Asp

Pro

Pro

Thr

Asn

275

Arg

Val

Ser

Lys

Trp

Ser

Phe

Asn

Tyr

100

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

180

Thr

Lys

Cys

Pro

Cys

260

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

Val

Gly

Thr

Ser

85

Gly

Ala

Ser

Phe

Gly

165

Leu

Tyr

Lys

Pro

Lys

245

val

Tyr

Glu

His

Lys

325
Gln

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Ala

Ser

Thr

Pro

150

Val

Ser

Ile

vVal

Ala

230

Pro

vVal

Val

Gln

Gln

310

Ala

Pro

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Phe

Thr

Ser

135

Glu

His

Ser

Cys

Glu

215

Pro

Lys

val

Asp

Tyr

295

Asp

Leu

Arg

52497

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Asp

Lys

120

Gly

Pro

Thr

Val

Asn

200

Pro

Glu

Asp

Asp

Gly

280

Asn

Trp

Pro

Glu

Pro

Ser

Asp

Glu

Tyr

105

Gly

Gly

vVal

Phe

Val

185

Val

Lys

Ala

Thr

val

265

vVal

Ser

Leu

Ala

Pro

94

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

170

Thr

Asn

Ser

Ala

Leu

250

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

330
Gln

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Gly

Ser

Ala

Val

155

Ala

Val

His

Cys

Gly

235

Met

His

val

Tyr

Gly

315

Ile

val

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gln

vVal

Ala

140

Ser

Val

Pro

Lys

Asp

220

Gly

Ile

Glu

His

Arg

300

Lys

Glu

Tyr

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gly

Phe

125

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

205

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

285

val

Glu

Lys

Thr

Glu

Asp

Thr

Tyr

Thr

110

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

190

Ser

Thr

Ser

Arg

Pro

270

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

175

Ser

Asn

His

val

Thr

255

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

335

Pro

Val

Val

Tyr

80

Cys

Val

Ala

Leu

Gly

160

Ser

Leu

Thr

Thr

Phe

240

Pro

Val

Thr

Val

Cys

320

Ser

Pro

225/321



Ser Arg Asp

355

Lys Gly Phe
370

Gln Pro Glu

385

Gly Ser Phe

Gln Gln Gly

Asn His Tyr

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

<220>
<223>

<400>

435

79
214
PRT

Trinh

340
Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

420
Thr

Leu

Pro

Asn

Leu

405

val

Gln

Thr

Ser

Tyr

390

Tyr

Phe

Lys

ty nhan tao

>34 ID TRINH TU:

79

Asp Ile Gln

1

Asp Arg Val

Leu Asn Trp

35

Tyr Ala Ala

50

Ser Gly Ser

65

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

Pro Ser Val

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100
Phe

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Gly

Ile

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Lys

Asp

375

Lys

Ser

Ser

Ser

79 -

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

52497

Asn

360

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu

440

345
Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

425

Ser

Val

vVal

Pro

Thr

410

Val

Leu

Ser

Glu

Pro

395

vVal

Met

Ser

Leu

Trp

380

val

Asp

His

Pro

Thr

365

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
445

350
Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

430
Lys

chudi nhe ABC IgG cua ngudi

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

vVal

Pro

Ser

Ala
25
Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

95

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Asp

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Lys

Glu

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Arg

Gln

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Thr

Leu

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Thr

val

110
Lys

Leu

Asn

Ser

Arg

415

Leu

val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

val

Gly

Asp

400

Trp

His

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Asn

Ala

Gly

226/321



Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

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

Ala

130

Val

Ser

Thr

Cys

Asn

210

<220>

<223>

<400> 80

80
154
PRT

115

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

195
Arg

Met Met Arg

1

Ile Trp Asp

val

Asp

Gly

65

Gln

Asp

Phe

Ala

Val

50

Lys

Leu

Lys

Glu

Gly

35

vVal

Met

Glu

Arg

Ser

vVal

Trp

Thr

Thr

180

val

Gly

Pro

Val

20

Tyr

Pro

Cys

Ala

Phe

100
Ala

vVal

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

Ser

Asn

Leu

Ile

Leu

Val

85

Ala

Ala

Cys

Val

150

Gln

Ser

His

Cys

Trinh ty nhan tao

>s6 ID TRINH TU:

Gly

Gln

Gln

Glu

Ser

70

Asn

Phe

Cys

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

80 -

Arg

Lys

Gly

Pro

55

Cys

Ile

Ile

Pro

52497

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

Anakinra

Lys

Thr

Pro

40

His

vVal

Thr

Arg

Gly

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Ser

Phe

25

Asn

Ala

Lys

Asp

Ser

105

Trp
96

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Ser

10

Tyr

val

Leu

Ser

Leu

90

Asp

Phe

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Lys

Leu

Asn

Phe

Gly

75

Ser

Ser

Leu

125
Tyr Pro
140
Ser Gly
Thr Tyr

Lys His

Pro Val
205

Met Gln

Arg Asn

Leu Glu

45

Leu Gly

60

Asp Glu

Glu Asn

Gly Pro

Cys Thr

Arg

Asn

Ser

Lys

190
Thr

Ala

Asn

30

Glu

Ile

Thr

Arg

Thr

110
Ala

Glu

Ser

Leu

175

val

Lys

Phe

15

Gln

Lys

His

Arg

Lys

95

Thr

Met

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser

Arg

Leu

Ile

Gly

Leu

80

Gln

Ser

Glu

227/321



Ala Asp Gln Pro Val Ser Leu Thr Asn Met Pr

115

130

Val Thr Lys Phe Tyr Phe Gln Glu Asp Glu

145

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

<220>
<223>

<400>

Gly Gly Val Phe Ser Tyr Tyr Ala Ile Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

Gly Gly Ala Phe Arg Ile Tyr Ala Ile His

1

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

<220>

150

81
10
PRT

Trinh ty nhan tao

>s®& ID TRINH TU: 81 - CDRH1 khang IL-1Rap-UCP02-A4

81

5

82
10
PRT

Trinh ty nhdn tao

>s6 ID TRINH TU: 82 - CDRH1 khang IL-1Rap-UCP02-RA6

82

5

83
10
PRT

Trinh ty nhan tao

52497

120

97

o Asp Glu Gly Val Met

228/321



52497

229/321

<223> >S6 ID TRINH TU: 83 - CDRH1 khang IL-1Rap-UCP02-Bll

<400> 83
Gly Gly His Phe Ser Gln Phe Ala Ile Ser
1 5 10

<210> 84

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >36 ID TRINH TU: 84 - CDRH1 khang IL-1Rap-UCP02-B5

<400> 84
Gly Gly Tyr Phe Ser Ala Tyr Ile Ile Ser
1 5 10

<210> 85
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >s6 ID TRINH Ty: 85 - CDRH1 khang IL-1Rap-UCP02-C3

<400> 85
Gly Phe Thr Phe Arg Asp Tyr Ala Met Gly
1 5 10

<210> 86
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh tyu nhan tao

<220>
98



52497

230/321

<223> >S6 ID TRINH TU: 86 - CDRH1 khang IL-1Rap-UCP02-C5

<400> 86
Gly Gly His Phe Asn Ile Tyr Ala Ile Ser
1 5 10

<210> 87
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> >S6 ID TRINH TU: 87 - CDRH1 khang IL-1Rap-UCP02-C8

<400> 87
Gly Gly Gln Phe Ser Glu Tyr Ala Ile Gln
1 5 10

<210> 88
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhéan tao

<220>
<223> >86 ID TRINH Ty: 88 - CDRH1 khang IL-1Rap-UCP02-C9

<400> 88
Gly Gly Val Phe Ser Tyr Tyr Ala Phe His
1 5 10

<210> 89
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
99



52497

231/321

<223> >s6 ID TRINH TU: 89 - CDRH1 khang IL-1Rap-UCP02-D2

<400> 89
Gly Gly Arg Phe Ser Asp Ser Ala Ile His
1 5 10

<210> 90
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> >S& ID TRINH TyY: 90 - CDRHI khang IL-1Rap-UCP02-Gl11

<400> 90
Gly Gly Gln Phe Asn Asp Tyr Ala Ile His
1 5 10

<210> 91
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> >36 ID TRINH TU: 91 - CDRH1 khang IL-1Rap-UCP02-G3

<400> 91
Gly Gly Tyr Leu Asn Glu Tyr Ala Ile His
1 5 10

<210> 92
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
100



52497

232/321

<223> >36 ID TRINH TU: 92 - CDRH1 khang IL-1Rap-UCP02-G8

<400> 92
Gly Gly Phe Phe Ser Ile Tyr Ala Ile Ser
1 5 10

<210> 93
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >86 ID TRINH TyU: 93 - CDRH1 khang IL-1Rap-UCP02-HS8

<400> 93
Gly Gly Val Phe Ser Gly Tyr Ala Ile Ser
1 5 10

<210> 94
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> >86 ID TRINH TU: 94 - CDRH1 khang IL-1Rap-UCP02-H9

<400> 94
Gly Gly Pro Phe Ser Ser Tyr Ala Leu Ser
1 5 10

<210> 95
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
101



52497

233/321

<223> >36 ID TRINH TU: 95 - CDRH1 khang IL-1Rap-UCP03-A2

<400> 95
Gly Gly Lys Phe Asn Phe Asp Val Ile His
1 5 10

<210> 96

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> > ID TRINH TU: 96 - CDRH1 khang IL-1Rap-UCPO3-A3

<400> 96
Gly Gly Leu Phe Asn Glu Asn Ala Ile His
1 5 10

<210> 97
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> >S6& ID TRINH TU: 97 - CDRH1 khang IL-1Rap-UCP03-B4

<400> 97
Gly Gly Pro Phe Ser Gln His Ala Ile Ser
1 5 10

<210> 98
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
102



52497

<223> >56 ID TRINH TU: 98 - CDRH1 khang IL-1Rap-UCP03-B6

<400> 98
Gly Asp Pro Phe Ser Val Tyr Ile Ile His
1 5 10

<210> 99
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> >86 ID TRINH TU: 99 - CDRH1 khang IL-1Rap-UCP03-Cl

<400> 99
Gly Gly Arg Phe Ser Ser Asn Ala Ile Ser
1 5 10

<210> 100

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >s8& ID TRINH Ty: 100 - CDRH1 khang IL-1Rap-UCP03-C2

<400> 100
Gly Asp Pro Phe Lys Arg Tyr Ala Ile Gly
1 5 10

<210> 101

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
103

234/321



52497

<223> >56 ID TRINH TU: 101 - CDRH1 khang IL-1Rap-UCP03-F4

<400> 101
Gly Gly Gly Phe Ser Glu Tyr Ala Ile His
1 5 10

<210> 102
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> >S6 ID TRINH Ty: 102 - CDRH1 khang IL-1Rap-UCP03-G3

<400> 102
Gly Gly Pro Leu Ser Gly Tyr Ala Phe His
1 5 10

<210> 103
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >3 ID TRINH Ty: 103 - CDRH1 khang IL-1Rap-UCP03-G4

<400> 103
Gly Gly Arg Phe Ser His Tyr Val Phe Ser
1 5 10

<210> 104
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
104

235/321



52497

236/321

<223> >S6 ID TRINH TU: 104 - CDRH1 khang IL-1Rap-UCP04-Cl

<400> 104
Gly Phe Thr Phe Ser Ala Tyr Thr Met Ser
1 5 10

<210> 105
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> >56 ID TRINH TU: 105 - CDRH1 khang IL-1Rap-C8-HIA-C4

<400> 105
Gly Gly Lys Leu Asn Ala Tyr Ala Ile Gln
1 5 10

<210> 106
<211> 10
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >36 ID TRINH TyY: 106 - CDRH1 khang IL-1Rap-C8-H1A-C8

<400> 106
Gly Gly Leu Phe Ser Asp Tyr Ala Ile Gln
1 5 10

<210> 107
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
105



52497

<223> >56 ID TRINH TU: 107 - CDRH1 khang IL-1Rap-C8-H1A-D8

<400> 107
Gly Gly His Phe Asn Asn Tyr Ala Ile Gln
1 5 10

<210> 108
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> >S& ID TRINH TU: 108 - CDRH1 khang IL-1Rap-C8-H1A-F1

<400> 108
Gly Gly Ile Phe Ser Asn Tyr Ala Ile Gln
1 5 10

<210> 109
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<923> >S6 ID TRINH TU: 109 - CDRH1 khang IL-1Rap-C8-HIA-GI1

<400> 109
Gly Gly Arg Phe His Gln Tyr Ala Ile Gln
1 5 10

<210> 110
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
106

237/321



52497

238/321

<223> >86 ID TRINH TU: 110 - CDRH1 khang IL-1Rap-C8-HIA-Gl

<400> 110
Gly Gly Ala Ser Arg Ala Tyr Ala Ile His
1 5 10

<210> 111
<211> 10
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> >s6 ID TRINH TU: 111 - CDRH1 khang IL-1Rap-C8-H1A-G3

<400> 111
Gly Gly Pro Phe Ser Asp Tyr Ala Ile Gln
1 5 10

<210> 112
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >s6 ID TRINH Ty: 112 - CDRH1 khéang IL-1Rap-C8-H1B-A8

<400> 112
Gly Glu Gly Ser Tyr Pro Tyr Ala Ile Gln
1 5 10

<210> 113
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
107



52497

239/321

<223> >36 ID TRINH TU: 113 - CDRH1 khang IL-1Rap-C8-H1B-B10

<400> 113
Gly Val Thr His Thr Ser Tyr Ala Ile Gln
1 5 10

<210> 114
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >3S0 ID TRINH Ty: 114 - CDRH1 khang IL-1Rap-C8-H1B-B8

<400> 114
Gly Ser Pro Ala Glu Pro Tyr Ala Ile Gln
1 5 10

<210> 115

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhéan tao

<220>
<223> >86 ID TRINH Ty: 115 - CDRH1 khang IL-1Rap-C8-H1B-D8

<400> 115
Gly Pro Ser Asn Pro val Tyr Ala Ile Gln
1 5 10

<210> 116
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
108



52497

<223> >S6 ID TRINH TU: 116 - CDRH1 khang IL-1Rap-C8-H1B-E7

<400> 116
Gly Ser Lys His Gly Asn Tyr Ala Ile Gln
1 5 10

<210> 117
<211> 10
<212> PRT
<213> Trinh tyu nhéan tao

<220>
<223> >86 ID TRINH TU: 117 - CDRH1 khang IL-1Rap-C8-H1B-F3

<400> 117
Gly Gly Pro His Thr Ala His Ala Ile Gln
1 5 10

<210> 118
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> >86 ID TRINH TyY: 118 - CDRH1 khang IL-1Rap-C8-H1B-G10

<400> 118
Gly Gly Pro Arg Arg Ala Tyr Ala Ile Gln
1 5 10

<210> 119

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
109

240/321



52497

241/321

<223> >36 ID TRINH TU: 119 - CDRH1 khang IL-1Rap-C8-HIB-H10

<400> 119
Gly Ser Thr Trp Glu Pro Tyr Ala Ile Gln
1 5 10

<210> 120
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> >36 ID TRINH Ty: 120 - CDRH1 khang IL-1Rap-C8-H2B-B5

<400> 120
Gly Gly Gln Phe Ser Glu Tyr Ala Ile Gln
1 5 10

<210> 121
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> >s6 ID TRINH TU: 121 - CDRH1 khang IL-1Rap-C8-H2B-C10

<400> 121
Gly Gly Gln Phe Ser Glu Tyr Ala Ile Gln
1 5 10

<210> 122
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
110



52497

242/321

<223> >36 ID TRINH TU: 122 - CDRH1 khang IL-1Rap-C8-recA

<400> 122
Gly Ser Thr Trp Glu Pro Tyr Ala Ile Gln
1 5 10

<210> 123
<211> 10
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >56 ID TRINH TU: 123 - CDRH1 khang IL-1Rap-C8-recB

<400> 123
Gly Gly Pro Arg Arg Ala Tyr Ala Ile Gln
1 5 10

<210> 124
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >36 ID TRINH Ty: 124 - CDRH1 khéng IL-1Rap-C8-recC

<400> 124
Gly Ser Pro Ala Glu Pro Tyr Ala Ile Gln
1 5 10

<210> 125

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
111



52497

<223> >s6 ID TRINH TU: 125 - CDRH1 khang IL-1Rap-C8-RecC-AA

<400> 125
Gly Ser Pro Ala Glu Pro Tyr Ala Ile Gln
1 5 10

<210> 126
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >86 ID TRINH TyU: 126 - CDRH1 khang IL-1Rap-C8-RecC-DA

<400> 126
Gly Ser Pro Ala Glu Pro Tyr Ala Ile Gln
1 5 10

<210> 127
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> >86 ID TRINH TU: 127 - CDRH1 khang IL-1Rap-C8-RecC-AS

<400> 127
Gly Ser Pro Ala Glu Pro Tyr Ala Ile Gln
1 5 10

<210> 128
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
112

243/321



52497

244/321

<223> >36 ID TRINH TU: 128 - CDRH1 khang IL-1Rap-C8-RecC-ES

<400> 128
Gly Ser Pro Ala Glu Pro Tyr Ala Ile Gln
1 5 10

<210> 129
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> >s6 1ID TRINH TU: 129 - CDRH1 khéng IL—lRap—C8—RecC—ET

<400> 129
Gly Ser Pro Ala Glu Pro Tyr Ala Ile Gln
1 5 10

<210> 130
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >86 ID TRINH Ty: 130 - CDRH1 khang IL-1Rap-C3-MP01-A2

<400> 130
Gly Phe Thr Phe Ala Glu Tyr Ala Met Asn
1 5 10

<210> 131
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
113



52497

245/321

<223> >36 ID TRINH TU: 131 - CDRH1 khang IL-1Rap-C3-MPO1-A3

<400> 131
Gly Phe Ile Phe Ser His Tyr Gly Met Ser
1 5 10

<210> 132
<211> 10
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >S6 ID TRINH TU: 132 - CDRH1 khang IL-1Rap-C3-MP01-B5

<400> 132
Gly Phe Ile Phe Ser Thr Tyr Gly Met Gly
1 5 10

<210> 133
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> >s6 ID TRINH Ty: 133 - CDRH1 khang IL-1Rap-C3-MP01-B7

<400> 133
Gly Phe Thr Leu Ser Gly Phe Ser Met Ser
1 5 10

<210> 134

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
114



52497

<223> >80 ID TRINH TU: 134 - CDRH1 khang IL-1Rap-C3-MP01-D2

<400> 134
Gly Phe Thr Phe Ser Gln Phe Gly Met Thr
1 5 10

<210> 135

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >36 ID TRINH TU: 135 - CDRH1 khang IL-1Rap-C3-MPO1-F5

<400> 135
Gly Phe Pro Leu Ser Asn Tyr Gly Met Ser
1 5 10

<210> 136
<211> 10
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >S6 ID TRINH TU: 136 - CDRH1 khang IL-1Rap-C3-MP01-G10

<400> 136
Gly Phe Thr Phe Ser His Tyr Gly Met Ser
1 5 10

<210> 137
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
115

246/321



52497

<223> >S6 ID TRINH TU: 137 - CDRH1 khang IL-1Rap-C3-MP02-BS8

<400> 137
Gly Phe Thr Phe Glu His Ser Ser Ala Gly
1 5 10

<210> 138
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> >S6 ID TRINH TyY: 138 - CDRH1 khang IL-1Rap-C3-MP02-F6

<400> 138
Gly Phe Thr Phe Pro Asp Tyr Pro Leu Gly
1 5 10

<210> 139
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> >S& ID TRINH TU: 139 - CDRH1 khang IL-1Rap-C3-MP02-G2

<400> 139
Gly Phe Thr Tyr Asp Val Ala Pro Met Gly
1 5 10

<210> 140
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
116

247/321



52497

248/321

<223> >3O0 ID TRINH TU: 140 - CDRH1 khang IL-1Rap-C3-UCP01-H4

<400> 140
Gly Phe Thr Phe Arg Asp Tyr Ala Met Gly
1 5 10

<210> 141
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >s6 ID TRINH Ty: 141 - CDRH2 khang IL-1Rap-UCP02-A4

<400> 141
Ala Ile Ile Pro Asp Phe Gly His Thr Ile
1 5 10

<210> 142
<211> 10
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> >s6 ID TRINH TU: 142 - CDRH2 khang IL-1Rap-UCP02-A6

<400> 142
Gly Ile Leu Ala Ser Gly Gly Gly Ala val
1 5 10

<210> 143
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
117



52497

249/321

<223> >S6 ID TRINH TU: 143 - CDRH2 khang IL-1Rap-UCP02-Bll

<400> 143
Gly Ile Ala Pro Gly Leu Gly Ser Thr Arg
1 5 10

<210> 144
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >36 ID TRINH TU: 144 - CDRH2 khang IL-1Rap-UCP02-B5

<400> 144
Gly Ile Val Pro Gln Tyr Gly Tyr Ala Thr
1 5 10

<210> 145
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> >S6 ID TRINH TyY: 145 - CDRH2 khang IL-1Rap-UCP02-C3

<400> 145
Ala Ile Ser Tyr Asp Gly Glu Gly Thr Leu
1 5 10

<210> 146
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
118



52497

<223> >s6 ID TRINH TU: 146 - CDRH2 khang IL-1Rap-UCP02-C5

<400> 146
Tyr Ile Ile Pro Ser Leu Gly Ala Val Asp
1 5 10

<210> 147
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhéan tao

<220>
<223> >S6 ID TRINH TU: 147 - CDRH2 khang IL-1Rap-UCP02-C8

<400> 147
Tyr Ile Ile Pro Leu His Gly Gln Val Asp
1 5 10

<210> 148

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> >86 ID TRINH TU: 148 - CDRH2 khang IL-1Rap-UCP02-C9

<400> 148
Gly Ile Ile Pro Gly Tyr Gly Ala Thr Phe
1 5 10

<210> 149
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
119

250/321



52497

251/321

<223> >36 ID TRINH TU: 149 - CDRH2 khang IL-1Rap-UCP02-D2

<400> 149
Tyr Ile Leu Pro Gln Phe Gly Ala Pro Leu
1 5 10

<210> 150
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> >86 ID TRINH TU: 150 - CDRH2 khang IL-1Rap-UCP02-G11

<400> 150
Tyr Ile Ile Pro Ala Tyr Gly Gln Ala Glu
1 5 10

<210> 151
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> >S6 ID TRINH Ty: 151 - CDRH2 khang IL-1Rap-UCP02-G3

<400> 151
Ala Val Ile Pro Arg Tyr Gly Gln Thr Tyr
1 5 10

<210> 152
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
120



52497

252/321

<223> >S6 ID TRINH TU: 152 - CDRH2 khang IL-1Rap-UCP02-G8

<400> 152
Gly Ile Ala Pro Ala Ala Gly Ile Ala Glu
1 5 10

<210> 153

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhéan tao

<220>
<223> >86 ID TRINH Ty: 153 - CDRH2 khang IL-1Rap-UCP02-H8

<400> 153
Gly Ile Ile Pro Glu Phe Gly Ala Thr Asn
1 5 10

<210> 154
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >s6 ID TRINH TyY: 154 - CDRH2 khang IL-1Rap-UCP02-H9

<400> 154
Gly Ile Ile Pro His His Gly Ala Thr Tyr
1 5 10

<210> 155
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
121



52497

253/321

<223> >56 ID TRINH TU: 155 - CDRH2 khang IL-1Rap-UCP03-A2

<400> 155
Gly Ile Ile Pro Asp Phe Ala Ser Thr His
1 5 10

<210> 156
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> >S5 ID TRINH TU: 156 - CDRH2 khang IL-1Rap-UCPO3-A3

<400> 156
Gly Ile Ile Pro Asp Val Gly Ala Ala Phe
1 5 10

<210> 157

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> >36 ID TRINH TU: 157 - CDRH2 khang IL-1Rap-UCP03-B4

<400> 157
Gly Ile Ile Pro Phe Glu Gly Val Ala Phe
1 5 10

<210> 158
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
122
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<223> >86 ID TRINH TU: 158 - CDRH2 khang IL-1Rap-UCP03-B6

<400> 158
Tyr Ile Ile Ala Gln Gln Gly Ser Ala Ser
1 5 10

<210> 159
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >S6 ID TRINH TU: 159 - CDRH2 khang IL-1Rap-UCP03-Cl

<400> 159
Gly Ile Ile Pro His Phe Gly Ala Val Tyr
1 5 10

<210> 160

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> >8& ID TRINH TyU: 160 - CDRH2 khang IL-1Rap-UCP03-C2

<400> 160
Gly Ile Ile Pro Thr Thr Gly Glu Ala Ile
1 5 10

<210> 161l

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
123
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<223> >80 ID TRINH TU: 161 - CDRH2 khang IL-1Rap-UCP03-F4

<400> 161
Ala Ile Leu Pro Glu Gln Gly Ala Ala Tyr
1 5 10

<210> 162
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >86 ID TRINH TU: 162 - CDRH2 khang IL-1Rap-UCP03-G3

<400> 162
Gly Ile Ile Pro Asn Phe Ala Gln Thr Asp
1 5 10

<210> 163
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >s86 ID TRINH Ty: 163 - CDRH2 khang IL-1Rap-UCP03-G4

<400> 163
Gly Ile Ile Pro Tyr Glu Gly Lys Pro Phe
1 5 10

<210> 164
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
124
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256/321

<223> >56 ID TRINH TU: 164 - CDRH2 khang IL-1Rap-UCP04-Cl

<400> 164
Ala Ile Ser Tyr Glu Gly Asp Gly Thr Leu
1 5 10

<210> 165
<211> 10
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> >80 ID TRINH TU: 165 - CDRH2 khang IL-1Rap-C8-H1A-C4

<400> 165
Tyr Ile Ile Pro Leu His Gly Gln Val Asp
1 5 10

<210> 166

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >S6 ID TRINH TyY: 166 - CDRH2 khang IL-1Rap-C8-H1A-C8

<400> 166
Tyr Ile Ile Pro Leu His Gly Gln Val Asp
1 5 10

<210> 167
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
125
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<223> >36 ID TRINH TU: 167 - CDRH2 khang IL-1Rap-C8-H1A-D8

<400> 167
Tyr Ile Ile Pro Leu His Gly Gln Val Asp
1 5 10

<210> 168
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> > ID TRINH TU: 168 - CDRH2 khang IL-1Rap-C8-H1A-F1

<400> 168
Tyr Ile Ile Pro Leu His Gly Gln Val Asp
1 5 10

<210> 169
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> >86 ID TRINH Ty: 169 - CDRH2 khang IL-1Rap-C8-H1A-G11

<400> 169
Tyr Ile Ile Pro Leu His Gly Gln Val Asp
1 5 10

<210> 170

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
126
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258/321

<223> >36 ID TRINH TyY: 170 - CDRH2 khang IL-1Rap-C8-HIA-Gl

<400> 170
Tyr Ile Ile Pro Leu His Gly Gln Val Asp
1 5 10

<210> 171
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> >80 ID TRINH TU: 171 - CDRH2 khang IL-1Rap-C8-H1A-G3

<400> 171
Tyr Ile Ile Pro Leu His Gly Gln Val Asp
1 5 10

<210> 172

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >86 ID TRINH Ty: 172 - CDRH2 khang IL-1Rap-C8-H1B-A8

<400> 172
Tyr Ile Ile Pro Leu His Gly Gln Val Asp
1 5 10

<210> 173

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
127
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259/321

<223> >s6 ID TRINH TU: 173 - CDRH2 khang IL-1Rap-C8-H1B-B10

<400> 173
Tyr Ile Ile Pro Leu His Gly Gln Val Asp
1 5 10

<210> 174
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >56 ID TRINH TyY: 174 - CDRH2 khang IL-1Rap-C8-H1B-B8

<400> 174
Tyr Ile Ile Pro Leu His Gly Gln Val Asp
1 5 10

<210> 175
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> >s& ID TRINH Ty: 175 - CDRH2 khang IL-1Rap-C8-H1B-D8

<400> 175
Tyr Ile Ile Pro Leu His Gly Gln Val Asp
1 5 10

<210> 176
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
128
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<223> >86 ID TRINH TU: 176 - CDRH2 khang IL-1Rap-C8-H1B-E7

<400> 176
Tyr Ile Ile Pro Leu His Gly Gln Val Asp
1 5 10

<210> 177

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> >86 ID TRINH Ty: 177 - CDRH2 khang IL-1Rap-C8-H1B-F3

<400> 177
Tyr Ile Ile Pro Leu His Gly Gln Val Asp
1 5 10

<210> 178
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> >S6 ID TRINH Ty: 178 - CDRH2 khang IL-1Rap-C8-H1B-G10

<400> 178
Tyr Ile Ile Pro Leu His Gly Gln Val Asp
1 5 10

<210> 179
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
129

260/321
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<223> >S6& ID TRINH TU: 179 - CDRH2 khang IL-1Rap-C8-H1B-H10

<400> 179
Tyr Ile Ile Pro Leu His Gly Gln Val Asp
1 5 10

<210> 180
<211> 10
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >36 ID TRINH TU: 180 - CDRH2 khang IL-1Rap-C8-H2B-B5

<400> 180
Tyr Ile Ile Pro Thr Val Gly Gly Phe Asp
1 5 10

<210> 181
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >S6 ID TRINH Ty: 181 - CDRH2 khang IL-1Rap-C8-H2B-C10

<400> 181
Tyr Ile Ile Pro Ser Leu Gly Gly Tyr Asp
1 5 10

<210> 182

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
130
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262/321

<223> >36 ID TRINH TU: 182 - CDRH2 khang IL-1Rap-C8-rechA

<400> 182
Tyr Ile Ile Pro Ser Leu Gly Gly Tyr Asp
1 5 10

<210> 183
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> >56 ID TRINH TU: 183 - CDRH2 khang IL-1Rap-C8-recB

<400> 183
Tyr Ile Ile Pro Ser Leu Gly Gly Tyr Asp
1 5 10

<210> 184
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >36 ID TRINH TU: 184 - CDRH2 khéng IL-1Rap-C8-recC

<400> 184
Tyr Ile Ile Pro Ser Leu Gly Gly Tyr Asp
1 5 10

<210> 185
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
131
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<223> >S6 ID TRINH TU: 185 - CDRH2 khang IL-1Rap-C8-RecC-AA

<400> 185
Tyr Ile Ile Pro Ser Leu Gly Gly Tyr Asp
1 5 10

<210> 186

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >56 ID TRINH TU: 186 - CDRH2 khang IL-1Rap-C8-RecC-DA

<400> 186
Tyr Ile Ile Pro Ser Leu Gly Gly Tyr Asp
1 5 10

<210> 187
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >36 ID TRINH TyY: 187 - CDRH2 khang IL-1Rap-C8-RecC-AS

<400> 187
Tyr Ile Ile Pro Ser Leu Gly Gly Tyr Asp
1 5 10

<210> 188
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
132
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264/321

<223> >SO& ID TRINH TU: 188 - CDRH2 khang IL-1Rap-C8-RecC-ES

<400> 188
Tyr Ile Ile Pro Ser Leu Gly Gly Tyr Asp
1 5 10

<210> 189
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> >S& ID TRINH TU: 189 - CDRH2 khang IL-1Rap-C8-RecC-ET

<400> 189
Tyr Ile Ile Pro Ser Leu Gly Gly Tyr Asp
1 5 10

<210> 190
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> >86 ID TRINH TyY: 190 - CDRH2 khéang IL-1Rap-C3-MP01-A2

<400> 190
Ala Ile Ser Tyr Asp Gly Glu Gly Thr Leu
1 5 10

<210> 191
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
133
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<223> >86& ID TRINH Ty: 191 - CDRH2 khang IL-1Rap-C3-MP01-A3

<400> 191
Ala Ile Ser Tyr Asp Gly Glu Gly Thr Leu
1 5 10

<210> 192
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> >86 ID TRINH TU: 192 - CDRH2 khang IL-1Rap-C3-MP0O1-B5

<400> 192
Ala Ile Ser Tyr Asp Gly Glu Gly Thr Leu
1 5 10

<210> 193
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >56 ID TRINH TU: 193 - CDRH2 khéang IL-1Rap-C3-MP01-B7

<400> 193
Ala Ile Ser Tyr Asp Gly Glu Gly Thr Leu
1 5 10

<210> 194
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
134
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<223> >S6 ID TRINH TU: 194 - CDRH2 khéng IL-1Rap-C3-MP01-D2

<400> 194
Ala Ile Ser Tyr Asp Gly Glu Gly Thr Leu
1 5 10

<210> 195
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >36 ID TRINH TU: 195 — CDRH2 khang IL-1Rap-C3-MPO1-F5

<400> 195
Ala Ile Ser Tyr Asp Gly Glu Gly Thr Leu
1 5 10

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

<220>
<223> >36 ID TRINH TU: 196 - CDRH2 khang IL-1Rap-C3-MP01-G10

<400> 196
Ala Ile Ser Tyr Asp Gly Glu Gly Thr Leu
1 5 10

<210> 197

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
135
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267/321

<223> >86 ID TRINH Ty: 197 - CDRH2 khang IL-1Rap-C3-MP02-B8

<400> 197
Ala Ile Ser Tyr Asp Gly Glu Gly Thr Leu
1 5 10

<210> 198

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> >s6 ID TRINH Ty: 198 - CDRH2 khang IL-1Rap-C3-MP02-F6

<400> 198
Ala Ile Ser Tyr Asp Gly Glu Gly Thr Leu
1 5 10

<210> 199
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >56 ID TRINH TY: 199 - CDRH2 khéng IL-1Rap-C3-MP02-G2

<400> 199
Ala Ile Ser Tyr Asp Gly Glu Gly Thr Leu
1 5 10

<210> 200
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
136
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<223> >80 ID TRINH TU: 200 - CDRH2 khang IL-1Rap-C3-UCPO1-H4

<400> 200
Ala Ile Ser Tyr Asp Gly Glu Gly Thr Leu
1 5 10

<210> 201
<211> 12
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >56 ID TRINH TU: 201 - CDRH3 khang IL-1Rap-UCP02-RA4

<400> 201
Ala Arg Ala Ser Pro Tyr Lys Gly Trp Trp Asp Tyr
1 5 10

<210> 202
<211> 14
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >56 ID TRINH TU: 202 - CDRH3 khéang IL-1Rap-UCP02-A6

<400> 202
Ala Arg Ala Lys Asp Ile Tyr Gly Tyr Gly Tyr Gly Asp Ile
1 5 10

<210> 203
<211> 12
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
137
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269/321

<223> >S6 ID TRINH TU: 203 - CDRH3 khang IL-1Rap-UCP02-Bll

<400> 203
Ala Arg Asp Ser Ile Tyr Ser Ala Trp Leu Ala Tyr
1 5 10

<210> 204

<211> 13

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >36 ID TRINH TU: 204 - CDRH3 khang IL-1Rap-UCP02-B5

<400> 204
Ala Arg Gly Arg Ser Thr Thr Tyr Tyr Gly Phe Ala Tyr
1 5 10

<210> 205
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >86 ID TRINH TU: 205 - CDRH3 khang IL-1Rap-UCP02-C3

<400> 205
Ala Arg Phe Arg Tyr Tyr Thr Ala Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 206
<211> 12
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
138
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270/321

<223> >56 ID TRINH TU: 206 - CDRH3 khang IL-1Rap-UCP02-C5

<400> 206
Ala Arg Ala Ser Ile Tyr His Gly Trp Met Ala Tyr
1 5 10

<210> 207
<211> 15
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >36 ID TRINH TU: 207 - CDRH3 khang IL-1Rap-UCP02-C8

<400> 207
Ala Arg Gly Gln Thr Leu Tyr Asp Ser Gly Arg Gln Phe Asp Ile
1 5 10 15

<210> 208
<211> 13
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >s6 ID TRINH TU: 208 - CDRH3 khang IL-1Rap-UCP02-C9

<400> 208
Ala Arg Pro Val Ser Tyr Ser Ser Gly Trp Tyr Asp Tyr
1 5 10

<210> 209
<211> 16
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
139
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271/321

<223> >s& ID TRINH TU: 209 - CDRH3 khang IL-1Rap-UCP02-D2

<400> 209
Ala Arg Gly Ser Tyr Tyr Gly Val Val Gly Tyr Val Pro Asp Asp Tyr
1 5 10 15

<210> 210

<211> 12

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >86 ID TRINH TU: 210 - CDRH3 khang IL-1Rap-UCP02-G11

<400> 210
Ala Arg Val Pro Tyr Ser Thr Ala Tyr Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 211
<211> 13
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> >86 ID TRINH TyU: 211 - CDRH3 khang IL-1Rap-UCP02-G3

<400> 211
Ala Arg Pro Leu Gly Tyr Ser Tyr Gly Trp Phe Asp Tyr
1 5 10

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

<213> Trinh ty nhan tao

140
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272/321

<220>
<223> >s& ID TRINH TU: 212 - CDRH3 khang IL-1Rap-UCP02-G8

<400> 212

Ala Arg Gly Gln Ser Pro Gly Arg Val Arg Glu Glu Tyr Trp Tyr Asp
1 5 10 15

Tyr

<210> 213
<211> 13
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> >36 ID TRINH TU: 213 - CDRH3 khang IL-1Rap-UCP02-H8

<400> 213
Ala Arg His Ser Ser Ala Tyr Ser Pro Trp Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 214
<211> 13
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> >80 ID TRINH Ty: 214 - CDRH3 khang IL-1Rap-UCP02-H9

<400> 214
Ala Arg His Pro Asp Val Tyr Thr Pro Trp Phe Asp Val
1 5 10

<210> 215
<211> 13
<212> PRT
141
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273/321

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >S6 ID TRINH TU: 215 - CDRH3 khang IL-1Rap-UCP03-A2

<400> 215
Ala Arg Val Pro Asp Tyr Tyr Thr Gly Trp Met Ala Tyr
1 5 10

<210> 216
<211> 12
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> >86 ID TRINH TU: 216 - CDRH3 khang IL-1Rap-UCP03-A3

<400> 216
Ala Arg Gly Ser Ile Tyr Thr Ala Trp Phe Ala Val
1 10

(6]

<210> 217
<211> 12
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> >s6 ID TRINH Ty: 217 - CDRH3 khang IL-1Rap-UCP03-B4

<400> 217
Ala Arg Ser Ser Ser Tyr Tyr Ser Trp Leu Asp Tyr
1 5 10

<210> 218
<211> 13
<212> PRT
142
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274/321

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >S6 ID TRINH TU: 218 - CDRH3 khang IL-1Rap-UCP03-B6

<400> 218
Ala Arg Val Pro Asp Pro Tyr Ser Gly His Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 219
<211> 12
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >S6 ID TRINH TU: 219 - CDRH3 khang IL-1Rap-UCP03-Cl

<400> 219
Ala Arg Gly Ser Val Tyr Thr Gly Trp Phe Asp Asn
1 5 10

<210> 220
<211> 12
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> >S6 ID TRINH TU: 220 - CDRH3 khang IL-1Rap-UCP03-C2

<400> 220
Ala Arg His Gly Thr Thr Tyr Ala Ala Phe Asp His
1 5 10

<210> 221
<211> 12
<212> PRT
143
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275/321

<213> Trinh tuyu nhan tao

<220>
<223> >56 ID TRINH TU: 221 - CDRH3 khang IL-1Rap-UCP03-F4

<400> 221
Ala Arg Val Gly Leu Tyr Val Pro Tyr Met Asp Ile
1 5 10

<210> 222
<211> 12
<212> PRT

<213> Trinh ty nhéan tao

<220>
<223> >S& ID TRINH Ty: 222 - CDRH3 khang IL-1Rap-UCP03-G3

<400> 222
Ala Arg Phe Ser Ile Tyr Ser Gly Trp Ser Asp Val
1 5 10

<210> 223
<211> 12
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> >86 ID TRINH TU: 223 - CDRH3 khang IL-1Rap-UCP03-G4

<400> 223
Ala Arg Ser Asp Tyr Phe Tyr Tyr Tyr Phe Asp Pro
1 5 10

<210> 224
<211> 11
<212> PRT
144
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<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >56 ID TRINH TU: 224 - CDRH3 khang IL-1Rap-UCP04-Cl

<400> 224
Ala Arg Ser Leu Tyr Trp Ser Gly Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 225
<211> 15
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >80 ID TRINH TU: 225 - CDRH3 khang IL-1Rap-C8-H1A-C4

<400> 225
Ala Arg Gly Gln Thr Leu Tyr Asp Ser Gly Arg Gln Phe Asp Ile
1 5 10 15

<210> 226

<211> 15

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >86 ID TRINH Ty: 226 - CDRH3 khang IL-1Rap-C8-H1A-C8

<400> 226
Ala Arg Gly Gln Thr Leu Tyr Asp Ser Gly Arg Gln Phe Asp Ile
1 5 10 15

<210> 227
<211> 15
<212> PRT
145
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<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> >36 ID TRINH TU: 227 - CDRH3 khéng IL-1Rap-C8-H1A-DS8

<400> 227
Ala Arg Gly Gln Thr Leu Tyr Asp Ser Gly Arg Gln Phe Asp Ile
1 5 10 15

<210> 228
<211> 15
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhé&n tao

<220>
<223> >S6 ID TRINH TU: 228 - CDRH3 khang IL-1Rap-C8-HIA-F1

<400> 228
Ala Arg Gly Gln Thr Leu Tyr Asp Ser Gly Arg Gln Phe Asp Ile
1 5 10 15

<210> 229
<211> 15
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> >S6 ID TRINH TU: 229 - CDRH3 khang IL-1Rap-C8-H1A-Gl1

<400> 229
Ala Arg Gly Gln Thr Leu Tyr Asp Ser Gly Arg Gln Phe Asp Ile
1 5 10 15

<210> 230
<211> 15
<212> PRT
146
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<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> >56 ID TRINH TU: 230 - CDRH3 khang IL-1Rap-C8-HIA-Gl

<400> 230
Ala Arg Gly Gln Thr Leu Tyr Asp Ser Gly Arg Gln Phe Asp Ile
1 5 10 15

<210> 231
<211> 15
<212> PRT

<213> Trinh ty nhéan tao

<220>
<223> >S6 ID TRINH TU: 231 - CDRH3 khang IL-1Rap-C8-H1A-G3

<400> 231
Ala Arg Gly Gln Thr Leu Tyr Asp Ser Gly Arg Gln Phe Asp Ile
1 5 10 15

<210> 232

<211> 15

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >56 ID TRINH TU: 232 - CDRH3 khang IL-1Rap-C8-H1B-AS8

<400> 232
Ala Arg Gly Gln Thr Leu Tyr Asp Ser Gly Arg Gln Phe Asp Ile
1 5 10 15

<210> 233
<211> 15
<212> PRT
147
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279/321

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> >56 ID TRINH TU: 233 - CDRH3 khang IL-1Rap-C8-H1B-B10

<400> 233
Ala Arg Gly Gln Thr Leu Tyr Asp Ser Gly Arg Gln Phe Asp Ile
1 5 10 15

<210> 234
<211> 15
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> > ID TRINH TU: 234 - CDRH3 khéng IL-1Rap-C8-H1B-B8

<400> 234
Ala Arg Gly Gln Thr Leu Tyr Asp Ser Gly Arg Gln Phe Asp Ile
1 5 10 15

<210> 235
<211> 15
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> >S6 ID TRINH Ty: 235 - CDRH3 khang IL-1Rap-C8-H1B-D8

<400> 235
Ala Arg Gly Gln Thr Leu Tyr Asp Ser Gly Arg Gln Phe Asp Ile
1 5 10 15

<210> 236
<211> 15
<212> PRT
148
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280/321

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >86 ID TRINH TU: 236 - CDRH3 khang IL-1Rap-C8-H1B-E7

<400> 236
Ala Arg Gly Gln Thr Leu Tyr Asp Ser Gly Arg Gln Phe Asp Ile
1 5 10 15

<210> 237
<211> 15
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >S6 ID TRINH Ty: 237 - CDRH3 khang IL-1Rap-C8-H1B-F3

<400> 237
Ala Arg Gly Gln Thr Leu Tyr Asp Ser Gly Arg Gln Phe Asp Ile
1 5 10 15

<210> 238
<211> 15
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >s6 ID TRINH Ty: 238 - CDRH3 khang IL-1Rap-C8-H1B-G10

<400> 238
Ala Arg Gly Gln Thr Leu Tyr Asp Ser Gly Arg Gln Phe Asp Ile
1 5 10 15

<210> 239
<211> 15
<212> PRT
149
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281/321

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >86 ID TRINH TU: 239 - CDRH3 khang IL-1Rap-C8-H1B-H10

<400> 239
Ala Arg Gly Gln Thr Leu Tyr Asp Ser Gly Arg Gln Phe Asp Ile
1 5 10 15

<210> 240
<211> 15
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >s6 ID TRINH Ty: 240 - CDRH3 khang IL-1Rap-C8-H2B-BS

<400> 240
Ala Arg Gly Gln Thr Leu Tyr Asp Ser Gly Arg Gln Phe Asp Ile
1 5 10 15

<210> 241

<211> 15

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhan tao

<220>
<223> >s86& ID TRINH TU: 241 - CDRH3 khang IL-1Rap-C8-H2B-C10

<400> 241
Ala Arg Gly Gln Thr Leu Tyr Asp Ser Gly Arg Gln Phe Asp Ile
1 5 10 15

<210> 242
<211> 15
<212> PRT
150
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282/321

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> >80 ID TRINH TU: 242 - CDRH3 khang IL-1Rap-C8-rechA

<400> 242
Ala Arg Gly Gln Thr Leu Tyr Asp Ser Gly Arg Gln Phe Asp Ile
1 5 10 15

<210> 243
<211> 15
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >56 ID TRINH Ty: 243 - CDRH3 khang IL-1Rap-C8-recB

<400> 243
Ala Arg Gly Gln Thr Leu Tyr Asp Ser Gly Arg Gln Phe Asp Ile
1 5 10 15

<210> 244
<211> 15
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> >56 ID TRINH TU: 244 - CDRH3 khang IL-1Rap-C8-recC

<400> 244
Ala Arg Gly Gln Thr Leu Tyr Asp Ser Gly Arg Gln Phe Asp Ile
1 5 10 15

<210> 245
<211> 15
<212> PRT
151
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283/321

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> >36 ID TRINH TU: 245 - CDRH3 khang IL-1Rap-C8-RecC-AA

<400> 245
Ala Arg Gly Gln Thr Leu Tyr Ala Ala Gly Arg Gln Phe Asp Ile
1 5 10 15

<210> 246
<211> 15
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >36 ID TRINH TY: 246 - CDRH3 khang IL-1Rap-C8-RecC-DA

<400> 246
Ala Arg Gly Gln Thr Leu Tyr Asp Ala Gly Arg Gln Phe Asp Ile
1 5 10 15

<210> 247
<211> 15
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >56 ID TRINH TU: 247 - CDRH3 khang IL-1Rap-C8-RecC-AS

<400> 247
Ala Arg Gly Gln Thr Leu Tyr Ala Ser Gly Arg Gln Phe Asp Ile
1 5 10 15

<210> 248
<211> 15
<212> PRT
152
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284/321

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >36 ID TRINH TU: 248 - CDRH3 khang IL-1Rap-C8-RecC-ES

<400> 248
Ala Arg Gly Gln Thr Leu Tyr Glu Ser Gly Arg Gln Phe Asp Ile
1 5 10 15

<210> 249

<211> 15

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >56 ID TRINH TY: 249 - CDRH3 khéng IL-1Rap-C8-RecC-ET

<400> 249
Ala Arg Gly Gln Thr Leu Tyr Glu Thr Gly Arg Gln Phe Asp Ile
1 5 10 15

<210> 250
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >36 ID TRINH Ty: 250 - CDRH3 khang IL-1Rap-C3-MP01-A2

<400> 250
Ala Arg Phe Arg Tyr Tyr Thr Ala Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 251
<211> 11
<212> PRT
153
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285/321

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> >86 ID TRINH TU: 251 - CDRH3 khang IL-1Rap-C3-MP01-A3

<400> 251
Ala Arg Phe Arg Tyr Tyr Thr Ala Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 252
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >s& ID TRINH Ty: 252 - CDRH3 khéang IL-1Rap-C3-MP01-B5

<400> 252
Ala Arg Phe Arg Tyr Tyr Thr Ala Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 253
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >36 ID TRINH Ty: 253 - CDRH3 khang IL-1Rap-C3-MP01-B7

<400> 253
Ala Arg Phe Arg Tyr Tyr Thr Ala Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 254
<211> 11
<212> PRT
154
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286/321

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> >86 ID TRINH TU: 254 - CDRH3 khang IL-1Rap-C3-MP01-D2

<400> 254
Ala Arg Phe Arg Tyr Tyr Thr Ala Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 255
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh ty nhéan tao

<220>
<223> >80 ID TRINH TyY: 255 - CDRH3 khang IL-1Rap-C3-MPO1-F5

<400> 255
Ala Arg Phe Arg Tyr Tyr Thr Ala Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 256
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >S6 ID TRINH Ty: 256 - CDRH3 khang IL-1Rap-C3-MP01-G10

<400> 256
Ala Arg Phe Arg Tyr Tyr Thr Ala Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 257
<211> 11
<212> PRT
155
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287/321

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> >86 ID TRINH TU: 257 - CDRH3 khang IL-1Rap-C3-MP02-B8

<400> 257
Ala Arg Phe Arg Tyr Tyr Thr Ala Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 258
<211> 11
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> >sO6 ID TRINH Ty: 258 - CDRH3 khéang IL-1Rap-C3-MP02-F6

<400> 258
Ala Arg Phe Arg Tyr Tyr Thr Ala Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 259
<211> 11
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> >56 ID TRINH TU: 259 - CDRH3 khéng IL-1Rap-C3-MP02-G2

<400> 259
Ala Arg Phe Arg Tyr Tyr Thr Ala Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 260
<211> 11
<212> PRT
156
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288/321

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> >36 ID TRINH TU: 260 - CDRH3 khang IL-1Rap-C3-UCP01-H4

<400> 260
Ala Arg Phe His Tyr Arg Ser Ala Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 261
<211> 360
<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<223> >86 ID TRINH Ty: 261 - IL-1RAP ctia chudt mus musculus

<400> 261
Met Gly Leu Leu Trp Tyr Leu Met Ser Leu Ser Phe Tyr Gly Ile Leu
1 5 10 15
Gln Ser His Ala Ser Glu Arg Cys Asp Asp Trp Gly Leu Asp Thr Met
20 25 30
Arg Gln Ile Gln val Phe Glu Asp Glu Pro Ala Arg Ile Lys Cys Pro
35 40 45
Leu Phe Glu His Phe Leu LyS Tyr Asn Tyr Ser Thr Ala His Ser Ser
50 55 60
Gly Leu Thr Leu Ile Trp Tyr Trp Thr Arg Gln Asp Arg Asp Leu Glu
65 70 75 80
Glu Pro Ile Asn Phe Arg Leu Pro Glu Asn Arg Ile Ser Lys Glu Lys
85 90 95
Asp Val Leu Trp Phe Arg Pro Thr Leu Leu Asn Asp Thr Gly Asn Tyr
100 105 110
Thr Cys Met Leu Arg Asn Thr Thr Tyr Cys Ser Lys val Ala Phe Pro
115 120 125
Leu Glu Val Val Gln Lys AsSp Ser Cys Phe Asn Ser Ala Met Arg Phe
130 135 140
Pro Val His Lys Met Tyr Tle Glu His Gly Ile His Lys Ile Thr Cys
157
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Pro

Trp

Glu

Asn

Leu

225

Leu

Glu

Ile

Pro

Ser

305

Val

Thr

Gly

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

Asn

Tyr

Gly

Tyr

210

Thr

Pro

Pro

Met

Asp

290

Ser

Thr

Lys

Cys

<220>

<223>

<220>

<221>

vVal

Lys

Met

195

Thr

Arg

Pro

Gly

Asp

275

Asp

Thr

Pro

Thr
355

262
10
PRT

Trinh

Asp

Gly

180

Asn

Cys

Thr

Gln

Glu

260

Ser

val

Glu

Glu

Glu

340
Glu

Gly

165

Cys

Leu

val

Val

Ile

245

Glu

His

Thr

Asp

Asp

325

Ala

Pro

150
Tyr

Thr

Ser

vVal

Thr

230

Tyr

Leu

Asn

val

Glu

310

Leu

Glu

Met

ty nhén tao
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Phe Pro

Glu Ile

Phe Phe
200

Thr Tyr

215

Val Lys

Ser Pro

val Ile

Glu Val

280

Asp Ile

295

Thr Arg

Arg Arg

Gln Ala

Thr Leu
360

Ser

Val

185

Ile

Pro

vVal

Asn

Pro

265

Trp

Thr

Thr

Asn

Ala
345

158

Ser

170

Asp

Pro

Glu

Val

Asp

250

Cys

Trp

Ile

Gln

Tyr

330
Lys

155
val

Phe

Leu

Asn

Gly

235

Arg

Lys

Thr

Asn

Ile

315

vVal

Val

Lys

His

Val

Gly

220

Ser

Val

val

Ile

Glu

300

Leu

Cys

Lys

Pro

Asn

Ser

205

Arg

Pro

val

Tyr

Asp

285

Ser

Ser

His

Gln

> s6 ID TRINH TU: 262 - CDRHL tng vién 1 khang I

Ser

val

190

Asn

Leu

Lys

Tyr

Phe

270

Gly

val

Ile

Ala

Lys
350

Val

175

Leu

Asn

Phe

Asp

Glu

255

Ser

Lys

Ser

Lys

Arg

335
Gly

160
Thr

Pro

Gly

His

Ala

240
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